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ABSTRAKT

Pro lidské zdravi jsou velmiatezité vitaminy. Jednim z nich je i riboflavin. Dadiplomo-

va prace je zagtiena na stanoveni vitaminyg B mléce a mlénych vyrobcich. Teoreticka
¢ast pojednéva o vitaminwB o jeho vlastnostech. V praktickésti byl vitamin B stano-
vovan v syrovém kravském, kozim a¢owm mléce, v pasterovaném a znovu pasterovaném
mléce, v mléce obnoveném a v syrovatce. Dale hylostovan v syrech a to v tvrdém syru
Eidam, tvarohu, Hermelinu, Niy Jadelu a v taveném syru. Pro stanoveni byla pouZi

chromatograficka metoda HPLC s UV detekci.

Kli¢ova slova:

HPLC, riboflavin, vitamin B, mléko, syr

ABSTRACT

The vitamins are very important for human healte©hthem it is riboflavin. This thesis is
focused on determination of riboflavin in milk andlk products. The teoretical part is
about vitamin B and about it's properties. In the practical pdrbilavin was measured in
a raw milk, raw cheep milk, raw goat milk, pasteated milk and in heat treatment milk.
In renovated milk and in renovated whey. Then theflavin was determined in hard chee-
se Eidam, curd, Hermelin, Niva, Jadel and in preegsheese. High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) method with UV-detector wasdl
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HPLC, riboflavin, vitamin B, milk, cheese
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UvoD

V dnednim usfchaném st¢ si lidé mysli, Ze spolykaji spousty ,zéemgch” pilulek
a to wetre téch vitaminovych a budou fit. Affjtom je mnohem fijemnsjSi sedt u pesie
prosteného stolu, ktery nabizi vitaminy v mnohem chldina ijatelnéjSi podolg,
a uz vovoci, zeleni& ¢i v mléce a mlénych vyrobcich. Vitaminy jsou latky, které
si ¢lovék nedokaze sam vytyib a musi je fijimat ve strag. AvSak cesta, kterou ti®si
velka ¢ast obyvatel je proélo negirozena. Jejich argumenty, Ze je rychlejSi spolknou
tabletu nez umyt a oSkrabat mrkev jsou sice praj/dale organismu neprospivajici.
Z prirozenych zdraj jako je ovoce a zelenina se vitaminyrebvaji mnohem Iépe.ckite-

i zkratka stéle je8tvéii, Ze 1éky mohou ziskat pouze v I1ék&rn

Vitaminy jsou organické latky nezbytné pro fungovénganismu. Spolu s bilkovinami,
tuky a sacharidy p#tk zakladnim slozkam lidské stravy. V lidském ariganu maji funkci
katalyzatoru biochemickych reakci, tudiz hraji \@amou Ulohu $ procesech vgbavani

a vymeny latek mezi vijSim prostedim a Zivym organismem.

Mezi vitaminy skupiny B pdt i vitamin By, nazyvany takeé riboflavin. Riboflavin se poprvé
poddilo izolovat ve 30. letech minulého stoleti z vaého bilku, miéka, syrovatky,
kvasnic a jater. Vyskytuje se v biochemickych systéh ve formi koenzynii, z nichz nej-
podporuje uvalovani energie, dobrou kondici a vitalituist a plodnost. Dale
je dalezity pro metabolismu culir tuki a aminokyselin. Jako séést enzym v dychacim

fetézci je nezbytny pro zakladni b&imy metabolismus.

Cilem diplomové préace je optimalizovat extrakcioflavinu z mléka a mkéych vyrobki

a jejich nasledné stanoveni pomoci metody HPLC.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou esencialni exogenni biokatalyzatdugré lidsky organismus neni schopen
sam syntetizovat a musi jeéijpmat ve strag¢. Jsou dlezité pro normalnitst a funkce
lidského €la. Maji zcela odliSné chemické strukturytamé funkce v organismu.aBobi
také jako prekurzory biokatalyzatornagiklad jako kofaktory enzyfha hormoii, nebo
jako antioxidanty. Producenty vitaniinjsou gedevsim rostliny a mikroorganismy.
[1, 2, 3]

Za objevitele vitamif lze povaZzovat polskéhaidce K. Funka, ktery jako prvniipravil
z ryzovych otrub koncentrat, kterym se&ilé nemoc Beri-Beri. Tato nemoc se projevuje

obrnami dolnich koetin, otoky, srdénimi a zaZivacimi obtizemi. [4, 5]

Obr. 1 Projevy nemoci Beri-Beri [6]

WM W

NejbeZrejSi hledisko dleni vitamini je doposud podle spa@ieych fyzikélnich vlastnosti,
rozpustnosti ve vad(v polarnim prosedi) a v tucich (v nepolarnim praedi). Vitaminy

se takto dli na dw velké skupiny :
vitaminy rozpustné ve vod = hydrofilni vitaminy
vitaminy rozpustné v tucich = lipofilni vitaminy. [7]

Denni davky vitamifi jsou zavislé na jejich funkci, udavaji se dqasgji v ug nebo
mg na den. V fipadt, Ze vitamiri je v potra¥ nedostatek nebo zcela chybi, nebo naopak
nadbytek, objevuje se typicky soubdizmaki, tzv. choroby z nedostatku vitaniimebo

poruchy zfisobené nadbytkem ditych druhi vitamini. Avitaminosa je Uplny nedostatek
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vitamind. Hypovitaminosa ma migsi pribéh, vznika @i malém nedostatku vitamin

Hypervitaminosa je vyvolana zvySenyifijmem. [4]

Vitaminy jsou chemicky velmi rozmanité latky.¢¥éina z nich je relativh velmi citliva
na nejiiznéjSi fyzikalne chemické vlivy. Tato vlastnost je z hlediska puindiského velmi
dulezita. V technologické praxifiie obsah vitamiinv potravinach a surovinach znamenat
indikator nejen kvality a Setrnosti technologickyaperaci pouzitych ip vyrobe,

ale i vhodnych podminek skladovani surovin a hatbyyotravinéskych vyrobk.

1.1 Riboflavin

Riboflavin neboli vitamin B se poprvé poddo izolovat ve 30. letech minulého stoleti
z vajg&ného bilku, mléka, syrovatky, kvasnic a jater awmcim GYORGYIMU,
KUHNOVI a WAGNEROVI-JAUREGGOVI r.1933. [8]

1.1.1 Struktura a formy riboflavinu

Riboflavin je chemicky 7,8-dimethyl-10-(1"-D-ribljjsoalloxazin. Pai do skupiny latek
zvanych flaviny. Zakladem struktury riboflavinuigpalloxazinové jadro, na které je vazan

ribitol, alditol odvozeny od D-ribosy [9]

C N
5 H SV
o /K
1
HL N 0
CH; CH-CH - CH-CHOH
OH OH OH

Obr. 2 Struktura vitaminu B

V biochemickych systémech se vyskytuje volny gnapmléce) nebo vazany ve foém
koenzymii oxidoreduknich enzyni. NejbsznejSimi jsou flavinmononukleotid (FMN)
a flavinadenindinukleotid (FAD). Tyto koenzymy jsayuZivany ke katalyze oxidaé
redulkénich cju. [10, 11]
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FMN a FAD hraji dlezitou roli v latkové vyminé proteini, tuki a cukf tim, Ze do reakci
dodavaji nebo z nich odebiraji atomy vodiku. Mok&ak vstupovat i do reakci, v nichz

je prenasen kyslikovy atom, stéjjako do reakci s jednoelektronovyrfeposem. [12]
Pomahaji ¢lu uvoliovat energii z &chto Zivin. Jejich nefitomnost blokuje vystavbu
novych tkani. Riboflavin a s nim souvisejici lajkgu nezbytnyné praist a vyvoj busk.
[13, 14]

&
i I
H3 m ) L
S /K
i M iy
H3 I © I
CH; CH-CH - CH-CH;-O—P-OH
oOH OH OH oH

Obr. 3 Flavinmononukleotid, FMN

0 IH,
- I
HC SN, 0 NN
I 1
CH; CH- CH - CH-CH;-O—P-0 —P-0-CH,
OH OH OH oH OH

Obr. 4. Flavinadenindinukleotid, FAD

v,

Redukovanou, té#ii bezbarvou formou ip enzymovych oxidoredukich reakcich

je 1,5-dihydroriboflavin, nebo-li leukoflavin. [15]
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:@:j\%m# m ,fNH

riboflavin {-::-Xidovana forma) arton radilealu {cervenjf}
H +
H O
C
17 1~:r’K
B | 0
1,5-dihydronboflavin (redultovana forma) radical (m-;:-drj.r]

Obr. 5. Oxidované a redukované formy riboflavinu

1.1.2 Vlastnosti riboflavinu

Riboflavin, pati do skupiny vitamif rozpustnych ve vad Tato skupina vitamii byla
posledni objevenou skupinou esencialnich Zivin.ostlinach a Zivéisnych tkanich
se vyskytuje ve velmi malém mnozstvi. Riboflavimoif oranzo¥¢ Zluté jemné jehdky.
Vodné neutralni roztoky riboflavinu Ztutfluoreskuji, v sil@ kyselych a alkalickych

roztocich tato fluorescence zhasi. [10, 16, 17, 18]

Obdobr jako wtSina vitamiri skupiny B je tvéen stevni mikroflérou a z tohototovodu

je v kravském mléce ve vyragmyssi koncentraci nez v mléce niatem. [19]

Riboflavin m& bod tani 275 az 292°C. Ve vode rozpouSti vmalé e
(120 mg v 1000 ml i 27,5°C). Lehce se rozpousti ve vodnych roztoctitalickych
hydroxidi. Riboflavin je pongrné znané staly vaci teplu, gredevsim v kyselych roztocich.
V neutralnich a alkalickych roztocich je velmi labia rozklada se za vzniku fyziologicky
nelinnych rozkladnych produit Je velmi citlivy gedevSim na sielné zé&eni. [15]
V neutralnim a alkalickém prdasdi za pistupu s¥tla jsou vSechny flaviny nestalé, zviast
pak volny riboflavin a FMN. Tyto slaieniny pisobi jako fotosenzibilizatory,

absorbovanou stelnou energii fedavaji vzdusnému kysliku, ze kterého vznika stogie
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kyslik a ten oxiduje dalSi organické steminy. Sodasreé dochazi k fotolytickému &beni
flavina. Hlavnim produktem fotodegradace riboflavinu p@péhi ribitolu v kyselém
a neutralnim progedi je lumichrom, v neutralnim a alkalickém predf vznika

lumiflavin.

Oba flaviny vznikajici fotodegradaci riboflavinwis (EingjSi oxidani ¢inidla nez samotny
riboflavin. Riboflavin gisobi jako fotosenzibilizator velmiasto u mléka ip vystaveni

piimému slunénimu s¥tlu v nevhodnych obalech. [7]

pII>10 :]:::::]::
H3C

lurraflawin
p}I<8

riboflasin

MHndr0ﬂ1

Obr. 6 Fotolyza riboflavinu

Béhem technologického a kulindrniho zpracovani patraechézi ke ztratadm riboflavinu
piedevsim vyluhovanim. iP omezeném fistupu s¥tla se ztraty riboflavinu snizuiji.
Vzhledem ktomu, Ze je riboflavin fotosenzibilnie jnutno potraviny uchovavat

ve vhodném obalu. [15]

1.1.3 Vyskyt riboflavinu

Riboflavin je velmi roz&en jak v rostlinach, tak v Zi¢@nych organismechRada

mikroorganisni produkuje riboflavin, #které z nich ho vyleéuji do kultivatniho média.

Jako pimyslové kmeny byly vyuzity askomycety, tapAshbya gossypiifoho se vyuziva
k ferment&ni pripraw riboflavinovych preparét [20,21]
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Obr. 7Ashbya gossypii

Odhaduje se, Ze teth 40 % vitaminu ziskaného potravou z&jig mléko a mléné

vyrobky, asi 20 % pak maso a 15 % cerealie. [9]

Z rostlinnych produkt je riboflavin ve ¥tSim mnoZstvi v lughinach, ze Zivéisnych
surovin nejvice riboflavinu obsahuiji jatra, ledvirsrdce, vefové a howzi maso, vejce,

mléko a mléné vyrobky, kvasnice. [10, 22, 23]

V mléce je riboflavin Zasti vazan nas- ap-kasein, asi 14 % riboflavinu je ve foérRAD
a 4 % jako FMN. V menSim mnozZstvi se v mléce vygkyake rgkteré dalSi flaviny jako

je 10-(2-hydroxyethyl)flavin, #hydroxyriboflavin a jeho &-isomer. [7]

V zelenirg a ovoci je jeho obsah nizky, st&jrak jako v mase sladkovodnich ryb. V naSi
straw je hlavnim zdrojem mléko a vyrobky Zjndale maso a vriosti. V ceredliich
se riboflavin nachaziipdevsim v kkicich a v aleuronové vrstyproto obsah riboflavinu

Vv mouce zavisi na stupni vymlettimi priblizn¢ jednu tetinu oproti celému zrnu. Dobrym
zdrojem vitaminu B jsou i rekteré houby. Mnoho narodnostnich kultur pouZivadolby
nejen pro jejich gastronomicky vyznam, ale takéjpjich l&ivou hodnotu (nap japonska
houba shiitake). # stanoveni riboflavinu vigdloZzenych vzorcich hub bylo dosazeno
velmi rozmanitych vysledk Vitamin B, se v fiznych druzich hub vyskytoval v mnozstvi
od 0,037 mg az po 0,298 mg ve 100 #edbozeného vzorku. Obsah vitaminy B
v analyzovanych houbach, byl s vyjimkou konzervgedinhub vyssi, nez uiznych druli
zeleniny. [24, 25, 26]

Obsah riboflavinu ve vybranych potravinach uvadb.Th V potravinéstvi se vitamin B
muze pouzivat pro fortifikaci potravin (cerealie, ninitaminové napoje, &ska vyziva),

pouziva se rowt jako barvivo v instantnich produktech. [24, 25]
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Riboflavin je oznaen jako E 101 podle vyhlasky304/2004 Sb., kterou se stanovi druhy
a podminky pouZzitifiddatnych a pomocnych lateki pyrob¢ potravin. [27]

Vyvazena a dostateé rozmanita stravaifpravena zierstvych potravin obvykle obsahuje

potrebn& mnoZstvi vSech vitaniin28]
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Tab.1. Obsah vitaminusBre vybranych potravinach [29]

Obsah riboflavinu

Obsah riboflavinu

Potravina mg .100 & Potravina mg .100 &
Vepiové maso pir- Pivo s\wtlé 3,6 %
mer 0,176 alkoholu 0,060
Pivo tmavé 3,6 %

Veprové maso libove 0,191 alkoholu 0,090
Hovézi maso pedni 0,155 Jogurt bily 0,210
Howvézi maso zadni 0,154 Vejce sléipi 0,330

VlaSské dechy ne-
Jatra howvzi 2,948 loupané 0,126
Liskové d@isky ne-
Jatra vefova 2,600 loupané 0,110
Parky 0,172 Brambory podzimni 0,056
Salam Sunkovy 0,190 Cocka 0,209
Kurecitizky 0,159 Kapustaizickova 0,150
Mléko 0,140 Spenat 0,253
Mléko suSené 1,960 Jablko 0,046
Syr Eidam 30 % t.v.s. 0,354 Meruiky 0,054
Tvaroh nekky 0,421 Pomeran 0,044
Ovesné vioky 0,154 Banany 0,133
PSentna mouka po- Houbycerstvé pii-
lohrub& 0,040 mer 0,280
Ryze 0,041 Zampiony 0,331
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1.1.4 Zmény mnoZstvi riboflavinu v potravinach pri skladovani a zpracovani

Vyznamné ztraty obsahu vitaniimmohou vznikat jiz § manipulacich pedchazejicich
vlastnimu zpracovani potravirské suroviny, nap pri sklizni, skladovani a doprayv
V téchto gipadech jsou ztraty nutrieghtv potraviré predevSim funkci teploty a délky
skladovani, ale mohou byt ovligmy i nedostat&nou ochranou proti slugeimu z&eni.
SniZzovani teploty f doprav¥ a skladovani a zkracovagisového useku nezbytného pro
ob¢ uvedené manipulace jsou vyznamnymi faktory prdaaéni nutiéni kvality suroviny

pied dalSim zpracovanim.

Pfi zpracovani ovoce a zeleniny byva prvnim krokemaogpvani blanSirovani. Kyzling
uvadi, Ze retence vitaminu, B’e Spenatu ip blanSirovani parodinila 88—100 % a i

blanSirovani ve vadse pohybovala mezi 64-95 %. [30]

Tepelné zpracovani potravin je jednim z nejefekfich proced pro ochranu potravin
pied mikrobiologickym rozkladem a pro inaktivaci néaacich enzyrin Nejjednodussi
kuchyiskou Upravou je wani. Ztraty vitamif v tomto gipadt jsou dvojiho druhugast
vitamini se rozlozi varem s vodou, alést je vyluhovana do vyvaru a zalezi na dalSim
postupu, zda bude tento vyuzit. Za nejlepSispb tepelné Upravy je povazovanieh

v mikrovinné troul, kde jsou nartené ztraty riboflavinu nejmensi. [31, 32]

Ztraty vitaminu B pifi peceni masa vtroubje 15 % u vefpvého a hosziho masa

a 10 % u masa kaciho.

Obsah riboflavinu v mouce zavisi na stupni vymildhtmavych moukéch je jeho obsah
vySSi nez v moukach malo vymilanychéhBm péeni jsou ztraty taky malé (do 10 %),
vysSi ztraty (az 30 %) byly zji&ty u mouk obohacenych riboflavinem. Ke ztratdm dach

také pisobenim kypicich prask. [4, 7]

Mrivrw s

telnym i UV sw¥tlem je nestaly a dochazi k o&3¢ni ribosoveho zbytku). Ne&jisi vliv ma
swtlo o rozsahu 420 az 560 nm.i&&kové s¥tlo je mére Skodlivé nez imé slunéni
swtlo, ale produkty v pthlednych obalech mohou byt ovigmy os\tlenim v prodejnach.
K znanym ztratam riboflavinu v mléce dochazimym oz&enim slunénim swtlem. Hi

skladovani mléka na slunci degraduje za lhodinu28s#0 % pitomného vitaminu.

Béhem suseni mléka dochazi asi k 2 % ztratam riboflasFermentované miaé vyrobky
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obsahuji ve #Sin¢ pripadi vySSi koncentrace riboflavinu neZiyodni mléko, nebd

vitamin je syntetizovan pouzitymi mikroorganismy.fl, 33]
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Tab. 2. Retence vitaminu,Bre vybranych potravinach po danych kulinarnichaupch

[34]
Retence vitaminu Retence vitaminu
Potravina B, (%) Potravina B, (%)
Brambory loupané
Howvézi maso p&ené 95 varené 95
Howézi platky opée-
né, dusené 100 Brambory smazené 95
Rakata vaena, pée-
Kure pe&ené 90 na 95
Veprové maso pee- Zelenina listova va-
né 95 fena ve vod 90
Veprové maso oba- Zelenina listova va-
lované smazené 100 fena ze zmrazené 95
Veprové platky ope- Zelenina kéenova
¢ené dusené 75 varena ve vod 90
Veprové maso uzeng Zelenina kéenova
peceneé 95 varena ze zmrazeng 95
Zelenina ostatni va;
Jatra smazena 90 fena ve vod 90
Zelenina ostatni va;
Parky oltivané 100 fena ze zmrazené 95
Vejce michana 95 Ovoce mrazené 100
Vejce vaena natvrdg 95 Ovoce susSené 90
Mléko ohrivané 10 Mouka, moéna jidla
minut 100 pecena 90
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1.1.5 Fyziologie riboflavinu

Biosyntéza riboflavinu je podobnd u rostlin, kvakira bakterii. Ve vSeckadhto organis-
mech je riboflavin  nejprve  syntetizovan z GTP a ulilsy 5-fosfatu,

a po té fosforylovan na FMN a naslédrdenylovan na FAD. [35]
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Flavinmononukleotid i flavinadenindinukleotid seégt v tenkém dew. Absorbce
v nizkych koncentracich riboflavinu je regulovar@armci saturéniho mechanizmu, vyssi
koncentrace jsou absorbovany pasivni difuzi. Réwofl z potravin ZivéisSného fivodu
je snaze resorbovan v travicim traktu nez vitamipotzavin rostlinného jvodu, kde
pieviadaji kovalentt vazané formy, obtiZnStpitelné proteasami Pomaha  katalyze
enzymi kontrolujicich tvorbu a rozklad cukra bilkovin tak, Ze je jejich kofaktorem.
[7, 36, 37]

Riboflavin zasobuje lidské&lb burg¢nou energii, podporujdést viasi a zesiluje kzi. [17]

Je to vitamin rozpustny ve védktery se podili na tvodhormoni Stitné zZlazy, na zaji&ti
¢innosti enzynmi v buikach a tkanich, spolupodili se na krvetwoeb oxidoreduknich
procesech. Ehstni se také procesu wid tim, Ze pevadi kratkovinné modré paprsky

na Zlutozelené a tim umidje vickni za Sera. [9, 38]

Riboflavin se doportuje pijimat jako dopligk stravy g jeho nedostatku nasledkem
strevnich poruch, alkoholismu, rozsahlych popaleninzivl se taktéZz u celiakie
¢i pretrvavajicich pijmech. Riznivé ovliviiuje psychiku u dlouho trvajicich stfes

Napomaha fedchazet tvorbkoutki, afti a jejich hojeni. [38]

1.1.6 Doporuwena denni davka

VySe dopordeného denniho iffmu riboflavinu je vzhledem kjeho dapobeni
v energetickém metabolismu a metabolismu préteravisla na obsahu protéin
a energetické hodnbpotravy. Doportiena denni davka proijmérného obyvatel€R ¢ini
1,5 mg.deft. ZvyZeny denniifiem na 1,8 mg i vy35i se dopouje kojicim matkam, i
infekénich onemocenich, po chirurgickych zakrocich & gvySené aktivit Stitné Zlazy.

[9]

1.1.7 Nedostatek riboflavinu

Nedostatek riboflavinu se nejrychleji projevi "navpchu" naSeho ¢ta zargtlivymi
zmenami sliznic a kze, rekterymi animi a nervovymi poruchami. Napvypadavani
vlasi, praskani ft, pokoZzka je leskla,d byvaji unavené aZervene, objevuje se citlivost
na s¥tlo. Dale vede nedostatek riboflavinu k nespavogtispiva k nastupu deprese.
[38, 39]
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Nedostateny piijem riboflavinu trvajici vice nez 100 dni vedewkaniku hypovitaminosy.
Nejcasgji je diagnostikovana u osob, které konzumuji néamtené mnozstvi mléka
a ml&nych vyrobki. Krom¢ toho miZze byt hypovitaminosa #Agobena stresem organismu,

nemocemi Stitné Zlazy nebo 2éntenkého geva. [9]

1.1.8 Metody stanoveni riboflavinu

Ke stanoveni riboflavinu je mozno pouZzivat fluorinekou metodu, ktera je zaloZena
na mneieni fluorescence. Lze jej vSak také stanovit fotimitikey a CistSi preparaty
polarograficky. Byly vypracovany také mikrobiologé& testy, ale pro snadnost

a jednoduchost s&astji pouzivaji metody chemické. [20]

Riboflavin je vazan esterickou vazbou na kyseliosfdr&nou ve forn¢ koenzymu FAD
a FMN, které jsou vazané naugspecificky bilkovinny nosi (apoenzym) a né&stji
vystupuji ve formd barevné bilkoviny, Zlutého flavoproteinu. K uvéhh vadzaného
riboflavinu na bilkovinu se pouziva hydrolyzy poratednych mineralnich kyselin HCI
a H,SO,. Krom¢ kyselé hydrolyzy se pouZziva i enzymatickd hydralyktera slouZzi
k uvolreni riboflavinu estericky vazaného s kyselinou foesfoou. PouzZivanym enzymem

je zdetakadiastazatrypsinneboclarasa [40]

V dnesSni dob se pro stanoveni riboflavinu vyuzivda moderni megtod separéni

chromatografickd metoda vysocainé kapalinové chromatografie HPLC.
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2 MLEKO AMLE CNE VYROBKY

Mléko objevily pastevecké civilizace a ¥kterych oblastech je dodnes ¢pa jako
.harodni poklad“. Nagiklad v Mongolsku se z kobyliho mléka vyrabi alkbtioy kumis.

NaopakCinané davaji fednost rostlinnému mléku sojovému. [41]

Mléko je pravy sekret méé@é zlazy, ziskany uplnym a spravnym vydojenim vaddddktere
se nazyvéa laktace. MIéko je nenahraditelnym pokrnkejendi, ale i dileZitou sodésti
stravy pro dospivajici, do&ig a seniory. MIéko je také hlavni surovinou preékdrensky
pramys| a pravem pét do lidské vyzivy. MIéko musi pochazet od zdravyldjnic, dale
pak musi byt sprawnoSeteno a technologicky zpracovano a nesmi bytisto ani i
vyroke. [42]

Z domacich zvat, které poskytuji mléko se na prvni migdi howzi dobytek. Kravské
mléko se podili vice nez 90 % na produkci mléka l&cmych vyrobki. Mléko déale

poskytuji kozy, ovce, buvoli, kobyly a osli. [43]

2.1 Déleni mlék a jeho vlastnosti
Mléka se mohoudit podle rekolika hledisek:
a) podle obsahu bilkovin
- kaseinova mléka
- albuminova mléka
b) podle charakteru
- zrala (nebo-li prava mléka, maji ,odpovidajicifernické slozeni)
- nezrala (mlezivo)

c) podle druhu savce
- lidské

- kravské

- kozi

- O\Ci

- ostatni (kobyli, osli, velbloudi, ...)
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Mléko je vicesloZzkova sés a sodasre polydisperzni systéntegch hlavnich fazi — emulzni

(tukové), koloidni (bilkovinné€) a molekulové (lak& mineralni soli).

Bilokrémovy nepihledny vzhled mléka Zsobuje mlény tuk, kasein acasté&né
nerozpustny G#PQOy)s. Hustota mléka je pmerng 1,03 g.crit. Cerstvé mléko ma hodnotu
pH v rozmezi 6,5 az 6,7. [43]

Mléko se po chemické strance sklada z 87,5 % vd®;a % susiny.
SuSina obsahuje:

- sacharidy (4,7 %) —pvazri laktosu

- lipidy (3,2 — 4,5 %)

- bilkoviny (3,3 %)

- mineralni latky (0,7 %)

- vitaminy (A, B, By, Bs, Bg, B12, D, E a C)

Prevazujicimi sacharidy mléka jsou laktosa, volnakgha a galaktosa, aminocukry

a kyselina N-acetylneuraminova.
Lipidy mléka jsou rozptyleny v podébtukovych kuléek. Mi&ny tuk je vjems
rozptyleném, emulgovaném a debstravitelném stavu. 98-99 % lifidv tukovych

kulickach tvdi triglyceridy, malé mnozstvi je fosfolipida steral v membras tukovych

kulicek.

Mezi bilkovinami mléka fevlada kasein (2,5 %), dalSimi bilkovinami mlékaujs

syrovatkové bilkoviny (0,6 %).

Mineralni latky (0,7 %) sedi na makroprvky (Ca, P) a mikroprvky (Fe, Cu, 2, 1, F,
Se, Co, Sr). [33]

2.2 Vyrobky mlékarenského piimyslu
- tekuté vyrobky - tekuta mléka a smetany

Jsou to vyrobky, které maji zéklad v mléce, obsaklgzky v nezrainéné podob,
maximalré pozneénéné tepelnym zalevem. MiZze u & byt upravené mnozstvi tik

bilkovin nebo mohou byt také ochuceny.
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Mléko plnotwné -vice nez 3,5 % tuku
Mléko pInotwené nebo selské nestandardizované - vice nez 3ukdastetre
Mléko ¢ast&né odtuinéné nebo polottné - 1,5 az 1,8 % tuku
MIéko odtwnené - méw nez 0,5 % tuku etrg
- fermentované vyrobky
- vyroba mrazenych smetanovych kfém
- dehydratované vyrobky
Zahustné

SuSeny - mlény vyrobek v prasku ziskany susenim mléka plkreého, odtanéného
neboc¢ast&né odtuinéného nebo smetany nebo jejichésim s obsahem vody nejvyse

5 % hmotnostnich.
- maslo
- syry
Mlé¢ny vyrobek vyrobeny vysraZzenim nifé bilkoviny z mléka @sobenim sidla

nebo jinych vhodnych koaguwiaich cinidel, prokysanim a odtenim podilu

syrovatky.

Tvaroh — nezrajici syr ziskany kyselym srazenimréfreviada nad srazenim pomoci

syfidla (mekky tvaroh)

zrajici syr — syr, u kterého po prokysani doSlcalsin biochemickym a fyzikalnim

procesm (Niva, Hermelin)

taveny syr — syr, ktery byl tepélnupraven za ipdavku tavicich soli (Smetanito

Zeletava)

syrovatka — mlény vyrobek vznikajici jako vedlejSi produkfi wyrobé sy, vcetrg

tvarohi a kaseif

- ml&né speciality [44]
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2.3 Kozi mléko

Uginky koziho miéka znali jiz staRimané, kdy kozi mléko bylo povaZovano za ,elixir
krasy a dlouhotkosti" a bylo velmi ceéné. Dlouhodob znamé |éebné dinky koziho
mléka jsou podloZeny i &deckymi studiemi. S pozitivnimi vysledky se setkaed
u nekolika onemoc#ni (onemocani traviciho traktu, stres a migrény, alergie, ratické
bolesti - vykazuje protizatlivé Gcinky, protoZe posiluje imunitni systérkozni alergie,

ekzémy, prevence nadorovych onemdh [45]

Kozi mléko ma vice tuku i vice bilkovin nez mlékmakské, coz Ize eliminovat jeho
fednim. Bilkoviny koziho mléka jsou lépe stravitelmdsahuje také kvalitijsi enzymy,

které maji |éebné dinky. V pripad koziho mléka nejsou talasté alergické reakce. [41]

VysSSi spateba kravského mléka oproti kozimu mléku je také&izeggna tim, Ze koza ma
vétSi tendenci fevadt do svého miléka jedy a choroboplodné organismygrékt
se do ni dostanou (byly zaznamenany otravy z mtékg, ktera sédla Rulik zlomocny,
nebo epidemie Kkli®vé encefalitidy zfisobené kozami, které infikovala nakazena
klistata). [46]

2.4 Owimléko

Je bilé nebo naZloutlé barvy &jpmné nasladlé chuti. Svym sloZzenim sé&iauléko liSi
od mléka jinych savc Vzhledem k idealnimu pofru tuku, bilkovin — aminokyselin,
mastnych kyselin, vitamin enzynii a hormoi je velmi vyzivné. FIma konzumace
se doportuje jen vyjim&ne v piipadech vazného onemaom zaZivaciho traktu jako
energeticka a vyzivna ,bombaCelkovy obsah bilkovin je u ¢tho mléka podstatnvyssi

nez u kravského. Vyssi je i obsah vSech esencaliinokyselin. [47, 48]
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Tab. 3. Chemické slozZeni jednotlivych diunlék
Mléko Tuk Bilkoviny SusSina Cukr Popeloviny
mategske 3,0 2,1 11,8 6,5 0,2
kravské 4,0 3,5 13,1 4,8 0,8
kozi 4,1 3.8 13,1 4.4 0,8
owv¢i 8,9 6,3 21,3 5,0 1,0
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3 CHROMATOGRAFICKE STANOVENI

Z&kladnim principem vSech chromatografickych meééodpakované ustalovani rovnovahy
rozpuséné latky mezi déma fazemi, z nichz jedna je pohybliva (mobilni) eutd
zakotvena (stacionarni). Sp&fgm rysem &chto metod je také to, Zze Kldni dochazi
na styku &chto dvou fazi (tuhé, kapalné nebo plynné, praitickiakékoli kombinaci).
Separace vzotk se dosahne tim, Ze jednotlivé sloZzky se pohybljoroatografickym
systémemirznymi rychlostmi, které zavisi na interakci slozekobilni a stacionarni fazi.
Pranik sloZzek chromatografickym systémem zpiedkovava mobilni faze. Slozka, jejiz
interakce se stacionarni fazi jsou nejgéih se bude nejdéle zdrzovat v stacionarni fazi,
a proto se bude pohybovat chromatografickym systénpemaleji nez slozky, které

se budou fednostg zdrzovat v mobilni fazi. [49]

Pro stanoveni riboflavinu se pouziva kapalinov&octatografie. Rovnovazné stavy
se vytvdeji na zaklad riznych fyzikalrti—chemickych interakci mezi slozkou a mobilni

fazi, slozkou a stacionarni fazi a také mobilrtaaisnarni fazi. [50]

Chromatografickych metod je velké mnoZzstvi, protonutné rozélit je do rekolika

skupin. Vzhledem ke ziaé tiznorodosti se i podle rekolika hledisek:
1. Podle povahy mobilni faze
- Kapalinova chromatografie — kdy mobilni fazi gplalina.
- Plynova chromatografie — kdy mobilni fazi je plyn
2. Podle usp@dani stacionarni faze
- Kolonova chromatografie — kdy stacionarni fazan@asena v trubici (kolo®).
- PloSné techniky - Papirova chromatografie
- Tenkovrstva chromatografie
3. Podle povahydje, ktery ffevlada pi separaci
- Rozdtlovaci chromatografie — o separaci rozhodté rozpustnost slozek
vzorku ve stacionarni a mobilni fazi. [51]

- AdsorlEni chromatografie — rozhodujici préleni latek je jejich rozpustnost v uzitém

rozpoustdle a adsorbovatelnost na daném adsorbentu. [52]
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- lontow vymeénna chromatografie — o separaci rozhodiginé velké elektrostatické
pitazlivé sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze a ionty vzorku.][53

- Gelova chromatografie — slozky se separuji podligosti na porovité stacionarni
fazi — gelu (mensi molekuly vzorku se v péreelugdrzuji déle).

- Afinitni chromatografie — stacionarni faze je gpha vazat ze vzorku praurcité

slozky, ke kterym mé Uzce selektivni vztah — afinjb1]

3.1 Vysoce dinna kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapairO separaci sloZek vzorku rozhoduje
jejich interakce se stacionarni fazi a také zalezpouzité mobilni fazi. Klasické kolonové
provedeni se stalo zakladem vysocecingé kapalinové chromatografie
(HPLC-High-Performance Liquid Chromatography). #niné separaci jeiéba pouzit
dostaténé malychcastic sorbentu, které kladou prostupujici kagatinainy odpor. Proto

je nutno pracovatipvysokém tlaku. [51]

Analyzu je mozné provét eluwni, frontalni nebo vyisiovaci chromatografii. Vigpact
elueni chromatografie jde o jednorazové nadavkovanikezdo kolony a vymyvani slozek
inertni mobilni fazi. Podminkou U&né separace je, aby slozka vzorku byla stacionarni
fazi zadrzovana siliji, nez slozky mobilni faze. Jednotlivé slozky jseluovany v ptadi

rostouci velikosti interakce se stacionarni fgioa od@leny ¢istou mobilni f&4zi.[49, 51]
Eluce miZe byt izokraticka, stufpvita nebo gradientova.
- Izokraticka eluce — slozeni €hiho¢inidla je po celou dobu analyzy stejné.

- Gradientova eluce — podlecité naprogramované zavislosti senh sloZzeni eltniho
¢inidla, a tim roste i jeho etni schopnost. Gradientovou eluci se zlepSi separace

a zejmeéna zkrati trvani analyzy. [54]

U frontalni chromatografie se po celou dobu analgityadi do chromatografické kolony
roztok vzorku v inertni mobilni fazi. Z kolony neye vytéka cista mobilni faze.
Po ukitém ¢ase z ni z&ne vytékat roztok slozky s nejmensi afinitou kecistadrni fazi.
Frontalni chromatografie se v analytické praxi geazen malo, protoze po kazdé analyze

je poteba napl regenerovat nebo ji vyenit. [49]
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Pri vyuziti vytésiiovaci chromatografie se vzorek nadavkuje do chrogmnafické kolony
podobré jako u elgni chromatografie. Jako mobilni faze se pouzijesyvaci ¢inidlo
v inertnim rozpousgtle. Afinita vytsiovacihocinidla k stacionarni fazi musi byttsi nez

afinita kterékoliv sloZzky vzorku k stacionarni faj9]

cerpadlo

zasohnil
mohilnd fize

fidici
poditad

davkovac] ventil 5 vrmémtelnon

HFLZ kolona

deteltor w

Obr. 9 Schéma HPLC [58]

Obr. 10 HPLC
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3.1.1 Instrumentace HPLC

- rezervoar mobilni faze — n&r¢jSim typem rezervoaru mobilni faze je skiea lahev.
V¢étSina vyrobé nabizi tyto lahve se specialnim u&g@m a hadici, ktera gasto opatna
sklerénou fritou. Mobilni faze setpd pouzitim filtruji (odstraimi netistot) a odplyiuji.
[55, 56]

- odplynové& (degasér)

- Cerpadlo — kapalina se do kolorerpa pistovymi nebo membranovyseirpadly. Dobré
cerpadlo dociluje pitoku v rozsahu od mikrolitr do desitek mililith za minutu s mén
nez 1% kolisanim gtoku @i tlaku az 35 MPa. Materialerpadla nesmi byt narusovan
mobilni fazi a nesmi se do ni uiolat Zzadné latky. Jeddioné pistovécerpadlo
by zpisobovalo ruSivé tlakové narazy, proto jsou pouzvéxoginna cerpadla, v serii

zapojen&erpadla &erpadla vyuZzivajici dvou nebo vice jist

- SméSovaci z#&izeni— slozeni mobilni faze e Zistavat stalé (izokraticka eluce) nebo
se kkhem separace i (gradientova eluce). Naprogramovan&&owaci z&zeni mize
s vyuzitim zasobnikuiznych kapalin fipravovat smis kapalin stalého sloZzeni netidit

zmeny ve sloZeni vysledné mobilni faze wipthu separace.

- Déavkovaci zd&izeni — davkovani injeéni stikackou p@inasi nevyhody z hlediska
tésnosti, udrzeni tlaku a zejména vnaSeni stop rahtemjelkeni skikacky. V sowasné
doke byvaji injekeni systémy nahrazeny davkovanim obtokovym davkovdahoutem.
Davkovaci smyka ma 10 az 10Qul. Smyka je gipojena na kohout a pina pomoci
injekéni stikacky.

- Predkolony byvaji casto pouzivany jako ochrana hlavni kolony. ByvagiisEné mezi
cerpadlo a davkovaci #aeni, nebo mezi davkovaci izzeni a analytickou kolonu.
Zpusobuji jen malé roz&ni paé a chrani kolonu ied neistotami a nerozpustnymi

materialy, piIni i funkci pedseparace vzorku.
- Kolony pouzivdme ngpbveé, pro ¥tSinu analyz jsou kolony zhotoveny z nerezové oceli
Kolony pro analytické vyuziti jsou paimé kratké (5 — 25 cm). Vnibhi pramér

je 3 aZ 5 mm. Bzny pritok eluentu je 1-2 ml.mih



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 34

- Nastaveni teploty— wtSina separaci HPLC probih# faboratorni teplat a nevyzaduje
termostatovani. Ekteré separace se vyznafralepsi zvySovanim teploty, coZtsina no-

vych chromatograf umo#iuje.

- Detektory — detektory jsou Z&eni, kterymi se kontinu&nzjistuje gritomnost sloZzek
analyzovaného vzorku v eluatu, ktery vytékd z clatmgrafické kolony. Detektory
se mize v mobilni fazi ufovat koncentrace sloZzek (koncewitra detektory) nebo jeji

hmotnost (hmotnostni detektory).

Detektory v HPLC by my byt selektivni pro analyty a malo citlivé pro hilmi fazi.
Pritocna cela detektoru musi snést tlak mobilni faze rdaid®snost. Nejpouzivassimi

detektory jsou fotometricky, refraktometricky, fhescerini a elektrochemicky.

ARVES 4

Fotometrické detektory— pati k nejlEzrn¢jSim detektoiim. Meii absorbanci eluatu
vychazejiciho z kolony. Pro optimalni citlivost elleioru musi byt zaji8ha dostaténa
absorkini draha pito¢né kyvety, jiz prochazi paprsek. Jednodussi datekteri pii jedné
vinové délce v ultrafialové oblasti, nové dovolujiastaveni vinové délky pomoci

monochromatoru. [51]

{5
e )

Obr. 11 Schéma fotometrického detektoru [56]

1 swtelny zdroj 6 mirna cela

2 cocka 7 referentni cela
3 monochrométor 8 fotonésabi

4 polopropustné zrcadlo 9 zesildva

5 zrcadlo 10 zapisova
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Refraktometricky detekter meii rozdily mezi indexem lomu eluatucesté mobilni faze.
Obsahuje—li eludt sloZzku, objevi se vychylka. ©ermtetektor neni ifliS citlivy,

ale je univerzalni. ijeho pouziti jeiteba @isre dodrzovat teplotu. [51]

1

2
S—<H
5 6 7

Obr. 12 Schéma refraktometrického detektoru [56]

1 zdroj s¥tla 5 fotonasoli
2 zrcadlo 6 zesilova
3 mérna cela 7 zapisova

4 referentni cela

Fluorescewni detektor- je zaloZzen na principu fluorescence — schoptéistk absorbovat
ultrafialové zéeni a pak vysilat Zani o vyssi vinové délce, které serimfotonasohiem

kolmo na snir vstupujiciho zéeni. Detektor je vysoce selektivni. [51]

6 [A
7L

Obr. 13 Schéma fluoresaariho detektoru [56]

1 swtelny zdroj 5 fotonasobi
2 monochromator 6 zesilova
3 cocka 7 zapisova

4 mgrna cela
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Elektrochemicky detektemméti urcitou elektrickou vekiinu (elektrodovy potencial, proud,
kapacita) vyvolanou fichodem latky pitokovou celou detektoru, ve které jsou uwrigt
elektrody s vloZzenym pracovnim riijon nezbytnym k prbéhu elektrochemické reakce
a to v systému dvouelektrodového neliteléktrodového zapojeni (elektrochemicky
¢lanek). Jako dalSi prafnna veltina se zaznamenaués. Meteny elektricky signal
je umerny latkovému mnozstvi detekované slozky a u ebektemickych detektér
se sleduje zavislost mezi elektrickou velou a koncentraci sledované slozky.
Elektrochemické detektory dosahuji vysoké citlivoat jsou srovnatelné s citlivosti
fluoresceknich detektal. VySSi poZzadavky se vSak kladou na mobilni fagjmzna jeji

Cistotu a dokonalost odplgni. [57]

Hmotnostni spektrometjako detektor pouzitelny nejen v plynove, ale ip&inove

chromatografii.[51]
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4 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDK U

Vysledky statistické analyzy hodnotime podle spostn tji. schopnosti metody
kvantitativre urcovat danou velinu, dale podle f@snosti, tj. schopnosti metody
poskytovat konzistentn stejné vysledky profadu opakovanych stanoveni a podle
reprodukovatelnosti, tj. schopnosti metody poskgtokonzistenté stejné vysledky pro
nezavisla mireni, provadna se stejnym vzorkem a stejnym postupéemymi pracovniky

v riznych laborattich.

Analytickd chyba pedstavuje rozdil mezi nalezenym obsahem analytu axjeho
skut&énym obsahemy) ve vzorku. Malé, nepravidelné odchylky od skuate hodnoty
se utuji statisticky ze souboru paralelnich (opakovahyahalyz. Ovliviuji piesnost
(reprodukovatelnostfi opakovatelnost stanoveni. Aritmetickyapir vSech vysledk

se zpravidla nejvice blizi skéteé hodnat:
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Ve skuténosti mame k dispozici jen omezenyc¢pbvysledk, ktery je podstath mensi
nez n—» o a tudiz je smrodatnd odchylka zavisld na qo paralelnich vysledk
Byl definovan Studefiv koeficient t, ktery charakterizuje Studentovolodeni nahodnych
odchylek pro dany stupevolnosti (dany pe&et vysledk analyz a pouZzitou hladinu vy-

znamnosti lx). NejlepSim vyjatkenim pro piimérny vysledek ze série paralelnich stano-

veni je potom vztah: [59]

Tab. 4. Kvantilyt (n) Studentova rozdleni o n stupnich volnosti [60]

t(n) a

n 0,05 0,01 0,001
1 12,71 63,66 636,58
2 4,30 9,93 31,60
3 3,18 5,84 12,92
4 2,78 4,60 8,60
5 2,57 4,03 6,87
6 2,45 3,71 5,96
7 2,37 3,50 5,41
8 2,31 3,36 5,04
9 2,26 3,25 4,78
10 2,23 3,14 4,59
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. PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA

5.1 Material

Vzorky syrového koziho, o¥iho a kravského mléka zakoupeny od soukromych

chovateid.

- Kozi - Zdenka Vykopalova, Zlin (Velikova)
- OWi - Marie Nohélova, Vsetin (Huslenky)

- Kravskeé - Josef Tkadiek, Vsetin (Jasenka)
Vzorky tepelné oSefenych mlék:

- Cerstvé mléko Olma — 1,5 % tuku

- Trvandlivé mléko Tatra — 1,5 % tuku

- SuSené mléko LAKTINO — tuk 14 % (obnovené milékik t1,5 %) z 8hoz bylo

piipraveno obnovené mléko: 26 g prasku bylo rozgnsst 250 ml vody.

SuSena syrovatka— byla gipravena obnovena syrovatka: 10 g praskove syrguayio

rozpuséno ve 100 ml vody
Vzorky mlék pro stanoveni tepelné stability
Mlékarna ValaSské Meiti, spol.s.r.o.
- Syrové mléko
- Pasterované mléko — pasterace 75°C po dobu 15 s
- Standardizovana sim na kefirové mléko — pasterace 95°C po dobu 7 min
Vzorek mléka pro testy termo a fotostability:
- Cerstvé mléko, MadetRipec — 1,5 % tuku
Vzorky syri :
- Taveny syr — Smetanito 65 % tvs, Zeletava.
- Tvrdy syr — Eidamské cihla 30 % tvs.

- Syr s plisni uvnithmoty Niva - Niva, Otinoves
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- Syr s bilou plisni na povrchu Hermelin — Herm&lfél sy, Pribina

- Tvaroh — ndkky tvaroh, 250g - NET PLASY, spol. s r.o. , Bys¢ pod Hostynem

5.2 Pouzité fFistroje a pomicky
- predvazky (Kern, SRN)
- analytické vahy (Scholler instruments, Adam AFEORC)
- temperovana vodni laz¢ Memmert, SRN)
- bézné laboratorni sklo a paroky
- Davkovaci gtkacka (Hamilton, USA)
- Mikrofiltry 0,45 um, Nylon (Supelco, USA)
- UV lampa

- Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)

vakuovany odpliyovaci modul G1322A

- binarni pumpy G1312A

- termostat kolon G1316A

- detektor UV/VIS G1315A

- davkovaci ventil analyticky snilgovy (davkovaci smska o objemu 2Qul)

- kolona SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mmuB, Supelco, USA)

- PC s vyhodnocovacim programem ChemStation —umsntl (Agilent, USA)

5.3 Pouzité roztoky a chemikalie
Methanol pro HPLC, gradient grade (Riedel-detiHe&ERN; Sigma- Aldrich, SRN)
kyselina trichloroctova (dodavatel - LukeS, Uherskgd)
kyselina chlorovodikova (dodavatel - LukeS, UherBkgd)
octan sodny (dodavatel - Luke$, Uhersky Brod)
kyselina mraveti (dodavatel - LukeS, Uhersky Brod)

standard riboflavinu (Supelco, USA)
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Azid sodny (dodavatel - LukeS, Uhersky Brod)

redestilovana voda

5.4 Extrakce riboflavinu ze vzorki syrovych mlék, mlék tepel@ oSet-

fenych, obnovenych a ze syrovatky

Pipetou bylo odebrano 15,00 ml zhomogenizovanéhorkwz miéka do 250 ml
Erlenmayerovy hiky, ktera byla obalena hlinikovou folii. Ke vzorkwylo postupg
pridano 80 ml 0,2 mol:1 kyseliny chlorovodikové, kterd slouzi pro hydralyEMN
a FAD, ve kterych je riboflavin vazan. Vyjimkou bykozi mléko. V tomto fipact bylo
nutno pouZit 80 ml 0,3 motf-kyseliny chlorovodikové. Béka byla vioZena do vodni 1azn
na 1 hodinu § teplo 97°C a po celou dobu byla intenzivtiepana. V 50. mingtohievu
byly pridanim 1 ml 60% kyseliny trichloroctové vysrazemptpiny a v 60. mindt byl
piidan ot 1 ml 60% kyseliny trichloroctové. Poté byla &mochlazena a kvantitatiyn
pievedena do 100 ml odimé baiky obalené v hlinikové folii a jeji obsah byl dogin
redestilovanou vodou po rysku. Obsahikyabyl poté dvojstupoveé Zzfiltrovan (nejdive
byl vzorek zfiltrovan pes plachetku a papirovy filtr a nasleédoyl zfiltrovan ges filtr
pouzivany pro chromatografii HPLC o velikosti pd),45um).

5.5 Extrakce riboflavinu ze vzorki syra a tvarohu

S presnosti na 0,01 g bylo navazeno 10 g analyzovaviébru. Vzorek byl kvantitativi
preveden doteci misky za postupnéhgigavani 80 ml 0,3 mol:1kyseliny chlorovodiko-
vé, ktera slouzi pro hydrolyzu FMN a FAD, ve ktdryge riboflavin vazan.
(V pripact pripravy syru Niva a Hermelin byl@idano malé mmnozstvi azidu sodného pro
zniceni plisni). Po zhomogenizovani bylagsnkvantitativié prevedena do 250 ml Erlen-
mayerovy baky, ktera byla obalena hlinikovou folii. Blea byla vloZzena do vodni laZma

1 hodinu pi teplot 97°C a po celou dobu byla intenzivitepana. V 50. mingtohievu
byly pridanim 1 ml 80% kyseliny trichloroctové vysrazenptginy, v 60. minut ohrevu
byly ptidany 2 ml 80% kyseliny trichloroctové. Poté bylamés ochlazena

a kvantitativié prevedena do 100 ml odmmé baiky obalené v hlinikové folii a jeji obsah

byl doplrén redestilovanou vodou po rysku. Obsahkyabyl poté dvojstupove zfiltrovan
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(nejdive byl vzorek zfiltrovan fes plachetku a papirovy filtr a naslédyl zfiltrovan ges

filtr pouzivany pro chromatografii HPLC o velikogtbri 0,45um).

5.6 ZkousSka stability riboflavinu

5.6.1 Zkouska termostability riboflavinu

Zkouska termostability vitaminuBoyla provedena na nasledujicich vzorcich odebtanyc

v mlékarrg ValaSské Mezici spol.s.r.o.:
1) vzorek syrového mléka
2) vzorek pasterovaného oitstného mléka

3) vzorek standardizované &sn pro vyrobu kefiroveho mléka tepéln

oSeteného

5.6.2 ZkousSka fotostability riboflavinu

ZkousSka fotostability byla provedena vystavenimrimomléka dennimu stlu, z&ivce
a UV swtlu.

5.6.2.1 Fotostabilita vitaminu Bv mléce vystavenému dennimugdu

Mléko bylo vystaveno dennimu &l. Po 2, 4 a 24 hodinach byl odebran vzorek mléka

a bylo provedeno stanoveni vitaming B

5.6.2.2 Fotostabilita vitaminu Bv mléce vystavenému iféce

Mléko bylo vystaveno silu ze zdivky. Po 2 a 4 hodinach byl odebran vzorek mléka

a bylo provedeno stanoveni vitaming B

5.6.2.3 Fotostabilita vitaminu Bv mléce vystavenému UVi&ni

Mléko bylo vystaveno UV z&ni. Po 1, 2 a 3 hodinach byl odebran vzorek mé&kglo

provedeno stanoveni vitaminy.B
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5.7 Kalibraéni kiivka pro chromatografické stanoveni vitaminu B

Pro méfeni kalibr&ni kiivky byl pouzit standart riboflavinu (Supelco, USA}ery byl roz-
pustn v redestilované vad Vychozi koncentrace zasobniho roztoku bylagdml*. Ze
zdsobniho roztoku riboflavinu bylyfipraveny dalSimiednim redestilovanou vodou
kalibratni roztoky o dannych koncentracich. Kalidara kiivka byla sestrojena jako

zavislost plochy piku (mA.V:3 na koncentraci riboflavinug.mr?).
5.8 Chromatograficka analyza

5.8.1 Chromatografické stanoveni riboflavinu v mlée syrovém i tepel@ oSefeném

Vysrazeni proteif ze vzorku mléka bylo provedeno podle postupu uvéde v kapitole
5.4. NejlepSim postupem pro vysrazeni prdteie vzorki mléka byl uéen ten, kdy byl
v 50. minu¢ ohfevu @idan 1 ml 60% kyseliny trichloroctové a v 60 mialdyl pridan
opet 1 ml 60% kyseliny trichloroctové. Vipact pripravy vzorku koziho mléka bylo nutno

pouzit 80% kyselinu trichloroctovou.

Z pripraveného filtratu byl davkovan alikvotni podil 20 do HPLC. Separace byla
provedena na kolén SUPELCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm; bm). Byla pouZita
gradientova eluce mobilni fazi o sloZeni 0,12 rifaddtan sodny (pH 4,7 upraveno pomoci
85 % kyseliny mraven w/v — slozka A) a methanol (slozka B) o¢ptenim pongru
87:15 (A:B) v/v véase O s gradientem uvedenym v tabulce &toRrmobilni faze byl
0,8 ml.min' a teplota termostatu kolony %0 Signal byl sniman detektorem
UV/VIS DAD pii vinové délce 270 nm. Retémi ¢as pro riboflavin ped opravou HPLC
byl priblizné 9,7 minut a po opr&HPLC se zmnil na 9,4 minut. Vyhodnoceni vysletlk
bylo provedeno za pouziti chromatografického saftw&hemsStation — Instrument 1
(Agilent Technologies, USA). Tento software vyhotinplochy piki (mA .V.s%)

Tab. 5. Gradient mobilni faze pro stanoveni ribofla metodou HPLC

Minuta | Pomér octan sodny : methanol

0 87 :15
3 87 :15
15 0:100

30 0:100
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5.8.2 Chromatografické stanoveni riboflavinu v syreh

Vysrazeni proteit ze vzorki syri bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapide
NejlepSim postupem pro vysrazeni proteipe vzork symi byl urken ten, kdy byl
v 50. minut ohrevu @idan 1 ml 80% kyseliny trichloroctové a v 60. miablyly pridany

2 ml 80% kyseliny trichloroctové .

Ze ziskaného filtratu byl davkovan alikvotni pod0 ul do HPLC a podminky analyzy
byly stejné jako v kapitole 5.8.1.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE
6.1 Vysledky néreni kalibraénich kiivek

6.1.1 Vysledky néreni kalibra¢ni kiivky 1 pro stanoveni koncentrace vitaminu B

Kalibrace byla provedena podle postupu uvedenékapitole 5.7. Pro kalibraai.1 byly
promsteny kalibr&ni roztoky o &chto koncentracich 2,00; 1,00; 0,50; 0,25 a @doni™.
Kazdy bod kalibréni kiivky byl promsien gtkrat. VSechna ®feni jsou uvedena

v tabulce 6 a znazotna v nasledujicim grafu 1.

Tab. 6. Kalibrace riboflavinu 1

Priimérna plocha piku
Koncentrace riboflavinu [ug,mI™] | Plocha piku[mA.V.s™}] [mA.V.s]
5.1 I

51
0,10 7,4 5,98
6,5
5,8
23,7
21,6
0,25 20,0 21,66
20,6
22,4
35,2
31,8
0,50 34,2 33,58
33,6
33,1
53,1
56,2
1,00 53,9 54,58
54,5
55,2
110,6
117,2
2,00 119,3 113,72
109,1
112,4
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Graf 1. Kalibr&ni kiivka 1 s regresni rovnici pro stanoveni riboflavimatodou HPLC
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Z divodu poruchy HPLC a nasledné wmy predkolony, byly vzorky - réeni
termostability a fotostability - gifeny za jinych sepataich podminek. Proto musela byt

znovu sestrojena kalibmai kiivka, dle které byly zbylé vzorky datfovany.

6.1.2 Vysledky néreni kalibra¢ni kiivky 2 pro stanoveni koncentrace vitaminu B

Kalibrace byla provedena podle postupu uvedenékapitole 5.7. Pro kalibraai.2 byly
promsteny kalibr&ni roztoky o &hto koncentracich 4,00; 2,00; 1,50; 1,00; Qu§0mi™.
Kazdy bod kalibréni kiivky byl promsien gtkrat. VSechna ®gfeni jsou uvedena

v tabulce 7 a znazogna v nasledujicim grafu 2.
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Tab. 7. Kalibrace riboflavinu 2

Koncentrace riboflavinu [ug,ml™]

Plocha piku[mA.V.s}]

Pramérna plocha piku
[MA.V.s]

0,50

38

37,7

37,80

37,90

37,80

37,84

1,00

73,90

76,90

75,20

75,50

75,70

75,44

1,50

115,30

117,70

116,30

116,80

116,40

116,50

2,00

160,70

161,00

160,90

160,70

160,90

160,84

4,00

313,10

316,50

316,70

313,50

314,80

314,92
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Graf 2. Kalibr&ni kiivka 2 s regresni rovnici pro stanoveni riboflavimatodou HPLC
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6.2 Vysledky extrakce riboflavinu ze vzorki syrovych a tepeld oSet-
fenych mlék

Extrakce riboflavinu z mléka byla provedena podtestppu uvedeného v kapitole 5.4.
Pti vysrazeni bylo pouzitaiznych koncentraci @izného mnozstvi kyseliny trichloroctove.
Prvni srdZeni bylo provedeno v 50. minwhievu a druhé srdZeni bylo provedeno

v 60. minu¢ ohrevu. Vzorky byly vyhodnoceny symboly + a —:
+ proteiny byly kvantitativé vysrdzeny
- proteiny nebyly kvantitativhvysrazeny

Pro stanoveni postupu vysrazeni pratdigl pouzit vzorelcerstvého mléka Olma.
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Tab. 8. Ridavek 50% kyseliny trichloroctové v 50. miawathrevu a v 60. mingtohrevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1 - 1 -
1 - 2 -
2 - 2 -

Tab. 9. Ridavek 60% kyseliny trichloroctové v 50. miawathrevu a v 60. mingtohrevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1 - 1 +
1 - 2 +
2 + 2 +

Tab. 10. Fidavek 80% kyseliny trichloroctové v 50. midwthtevu a v 60. mindtohtevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1 - 1 +
1 - 2 +
2 + 2 +

Z vysledki bylo patrné, Ze 50% kyselina trichloroctova byla pysrazeni proteinz mléka

nedostaténé koncentrovana, a proteiny tedy nebyly kvantitativivysrazeny.
Kvantitativniho vysrazeni proteinz mléka bylo dosazeno pouzitim 1 ml 60% kyseliny

trichloroctové v 50. min dilevu a 1 ml 60% kyseliny trichloroctové v 60. mihievu.

Pro mléko syrové kozi a pro mléko obnovené ze smkemléka bylo nutno podminky

vysrazeni proteiinupravit.
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Tab. 11. Fidavek 60% kyseliny trichloroctové pro vysrazenkzikm miléka v 50. mingt

ohtevu a v 60. mindtohfevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1

1

Tab. 12. Fdavek 80% kyseliny trichloroctové pro vysrédzenzikm mléka v 50. mingt

ohfevu a v 60. mindgtohifevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1

1

+

Z vysledia je patrné, Ze pro vysrazeni profeirz koziho mléka je p&gba pouzit

80% kyselinu trichloroctovou a to v davce 1 ml v BOnug a 1 ml v 60. minut ohrevu.

Tab. 13. Fidavek 60% kyseliny trichloroctové pro vysrazeninoleného miéka

v 50. minu& ohfevu a v 60. mindtohfevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1

1

1

2

Tab. 14. PFidavek 80 % kyseliny trichloroctové pro vysraZzerinoveného miléka

v 50. minu& ohfevu a v 60. mingtohrevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1

1

+

1

2

+

Z vysledli je patrné, Ze pro vysrazeni proteim obnoveného miéka je peba pouzit

60% kyselinu trichloroctovou a to v davce 1 ml v BOnug a 2 ml v 60. minut ohrevu.
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6.3 Vysledky extrakce riboflavinu ze vzorl syri a tvarohu

Extrakce riboflavinu ze syrbyla provedena podle postupu uvedeného v kaphdie

Pti vysrazeni bylo pouzitaiznych koncentraci @aizného mnozstvi kyseliny trichloroctove.

Prvni srdZzeni bylo provedeno v 50. minwghievu a druhé srdZeni bylo provedeno

v 60. minu& ohtevu. Vzorky byly vyhodnoceny symboly + a —:

+ proteiny byly kvantitativé vysrdzeny

- proteiny nebyly kvantitativhvysrazeny

Pro stanoveni postupu vysrazeni praieie syii byl pouZzit vzorek tvrdého syra Eidamskeé

cihly 30 % tvs.

Tab. 15. Fidavek 60% kyseliny trichloroctové v 50. miduthirevu a v 60. mingtohirevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1 - 1 -
1 - 2 -
2 - 2 -

Tab. 16. Fidavek 80% kyseliny trichloroctové v 50. miduthirevu a v 60. mingtohirevu

Pridavek kyseliny
v 50. min [ml]

Vysledek srazeni

Pridavek kyseliny
v 60. min [ml]

Vysledek srazen

1 - 1 -
1 - 2 +
2 + 2 +

Z vysledki je patrné, Ze pro vysradZzeni profeize vzorku syru

je ptgba pouzit

80% kyselinu trichloroctovou a to v davce 1 ml v BOnug a 2 ml v 60. minut ohrevu.
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6.4 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorch syrovych milék,

mléek tepelné oSefenych, obnoveného mléka a ze syrovatky

6.4.1 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v syr@m kravském mléce

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzasiwoveho kravského mléka podle
postupu uvedeného v kapitole 5.8.1. Mnozstvi odelira mléka k analyze bylo 15 ml.

Vzorek byl analyzovangbkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylarppastena na mg.100 fimléka.

Tab. 17. Obsah riboflavinu ve vzorku syrového kka@aho mléka

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg. 100 mt]
19,70 1,917 0,192
19,60 1,905 0,191
19,50 1,893 0,189
19,50 1,893 0,189
19,60 1,905 0,191

Primérny obsah vitaminu Bv syrovém kravském mléce byl vyfien podle vzorce (1).
Dale byl vypd@ten odhad s#rodatné odchylky ,s" podle vzorce (2). Skértg obsah

vitaminu B stanovovany metodou HPLC byl vyjen podle vzorce (3), ktery
je sostatnimi statistickymi parametry uveden \itkde 4. Hodnota Studentova
koeficientu t je pi testované hladihvyznamnosti¢ = 0,05) a p ¢tyfech stupnich volnosti

2,78 [59].

V tabulce 18 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B syrovém kravském mléce.
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Tab. 18. Besnost stanoveni obsahu vitaminuvByrovéem kravském miéce

Koncentrace [mg. 100 ] (X - X) (X - X )
0,192 0,0016 0,000003
0,191 0,0006 0,0000004
0,189 -0,0014 0,000002
0,189 -0,00014 0,000002
0,191 -0,0006 0,0000004
~x=0,190 > =0,000007

smsrodatna odchylka s = 0,0013 mg.100"ml

Obsah vitaminu Bv syrovém kravském mléce

u=0,190+ 0,0527 mg.100§ (o = 0,05)

6.4.2 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v syr@am owim mléce

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzoskwoveho owiho mléka podle
postupu uvedeného v kapitole 5.8.1. Mnozstvi odelira mléka k analyze bylo 15 ml.

Vzorek byl analyzovangbkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 iimléka.
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Tab. 19. Obsah riboflavinu u vzorku syrovéh@ibe mléka

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA. V.5 [Hg. miY [mg. 100 mt]
12,70 1,058 0,106
12,50 1,034 0,103
12,60 1,046 0,105
12,60 1,046 0,105
12,70 1,058 0,106

Pro vypdty statistickych hodnot byla pouzita stejna metgala u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 20 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B syrovém o¥im mléce.

Tab. 20. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuByrovém ovim mléce

Koncentrace [mg. 1007 (Xi - x) (% - X )2
0.106 0,001 0,000001
0.103 -0,002 0,000004
0,105 0 0
0,105 0 0
0.106 0,001 0,000001
~x=0,105 > =0,000006

smerodatna odchylka s = 0,0012 mg.100'mi}

Obsah vitaminu Bv syrovém owim mléce

= 0,105+ 0,0503 mg.100 rifl (o = 0,05)
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6.4.3 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v syr@am kozim mléce

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzosgwového koziho mléka podle
postupu uvedeného v kapitole 5.8.1. Mnozstvi odelira mléka k analyze bylo 15 ml.

Vzorek byl analyzovangbkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 iimléka.

Tab. 21. Obsah riboflavinu u vzorku syrového koazifiéka

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

38,70 4,249 0,425

38,70 4,249 0,425

38,50 4,225 0,423

39,00 4,286 0,429

38,60 4,237 0,424

Pro vypdty statistickych hodnot byla pouzita stejna metgala u syrového kravského
mléka uvedenych v kapitole 6.4.1. V tabulce 22 jaowedeny statistické parametry
charakterizujici pesnost provedené kvantitativni analyzy obsahu witanB, v syrovém

kozim mléce.
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Tab. 22. Besnost stanoveni obsahu vitamirguvBsyrovém kozim mléce
- - 2
Koncentrace [mg. 1009 (i - Xx) (X - x)
0.425 -0,0002 0,00000004
0.425 -0,0002 0,00000004
0.423 -0,0022 0,000005
0.429 0,0038 0,00001
0.424 -0,0012 0,000001
x=0,425 2 =0,000002

smsrodatna odchylka s = 0,0006 mg.100"m

Obsah vitaminu Bv syrovém kozim mléce

u=0,425+ 0,0420 mg.100 rifi (a = 0,05)

Literatura uvadi, Ze @ mléko ma proti kravskému i vySSi obsah vitainBp, Bs, Bi>

a kyseliny pantothenové, a takét8i mnozstvi enzyf [47] NiZ8i stanovené mnoZstvi

vitaminu B, v owim mléce mohlo byt zisobené tim, Ze mléko bylo odebirano na podzim,

kdy uz byly ovce krmeny pouze senem. Obsah riboflaw kozim mléce byl naéten

vySSi nez v kravském mléce coz potvrzuje i literatu

6.4.4 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ¥erstvém mléce pasterovaném

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzéekstvého pasterovaného mléka podle

postupu uvedeného v kapitole 5.8.1. Mnozstvi odelira mléka k analyze bylo 15 ml.

Vzorek byl analyzovangbkrat.
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U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 iimléka.

Tab. 23. Obsah riboflavinu u vzorkarstvého pasterovaného mléka

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

12,20 1,193 0,119

12,50 1,218 0,122

12,40 1,210 0,121

12,50 1,218 0,122

12,40 1,210 0,121

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 24 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B ¢erstvém pasterovaném mléce.

Tab. 24. Besnost stanoveni obsahu vitaminuierstvém pasterovaném mléce

Koncentrace [mg. 1009 (Xi - x) (% - X )2
0.119 -0,002 0,000004
0,122 0,001 0,000001
0,121 0 0
0,122 0,001 0,000001
0,121 0 0
x=0,121 > =0,000006
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snmerodatné odchylka s = 0,0012 mg.lOOlrr'

Obsah vitaminu Bv pasterovaném mléce

u=0,121+ 0,0504 mg.100 rifi (a = 0,05)

6.4.5 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v trvalivém mléce (UHT)

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzdrikandlivého mléka podle postupu
uvedeného v kapitole 5.8.1. MnozZstvi odebranéhd&ankéanalyze bylo 15 ml. Vzorek byl

analyzovan gtkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 fimléka.

Tab. 25. Obsah riboflavinu u vzorku trvanlivéhcékd

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

14,90 1,419 0,142

15,30 1,453 0,145

15,00 1,428 0,143

14,90 1,419 0,142

15,20 1,444 0,144

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 26 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B trvanlivém mléce.
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Tab. 26. Besnost stanoveni obsahu vitaminuwBrvanlivém mléce

Koncentrace [mg. 100 (Xi - x) (X - X )
0,142 -0,0012 0,000001
0,145 0,0018 0,000003
0,143 -0,0002 0,000000041
0,142 -0,0012 0,000001
0,144 0,0008 0,0000006
x=0,143 > =0,000007

smérodatnd odchylka s = 0,0013 mg.lOOlrr'

Obsah vitaminu Bv trvanlivém mléce

w = 0,143+ 0,0520 mg.100 rifl (o = 0,05)

6.4.6 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v obn@ném mléce

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzarknoveného miéka podle postupu
uvedeného v kapitole 5.8.1. MnozZstvi odebranéhdkankéanalyze bylo 15 ml. Vzorek byl

analyzovan gikrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 fimléka.
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Tab. 27. Obsah riboflavinu u vzorku obnovenéhokalé

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

12,20 1,193 0,119

12,40 1,210 0,121

12,20 1,193 0,119

12,50 1,218 0,122

12,40 1,210 0,121

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 28 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B obnoveném mléce.

Tab. 28. Besnost stanoveni obsahu vitaminuwBbnoveném mléce

Koncentrace [mg. 1009 (Xi - x) (% - X )2
0,119 -0,0014 0,000002
0,121 0,0006 0,0000004
0,119 -0,0014 0,000002
0,122 0,0016 0,000003
0,121 0,0006 0,0000004
x=0,120 > =0,000007

smsrodatna odchylka s = 0,0013 mg.100"m

Obsah vitaminu Bv obnoveném mléce

u=0,120+0,0523 mg.100 rifi (a = 0,05)
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6.4.7 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v obn@né syrovatce

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzarkoovené syrovatky podle postupu
uvedeného v kapitole 5.8.1. MnozZstvi odebranéhdankéanalyze bylo 15 ml. Vzorek byl

analyzovan gikrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obigaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 iimléka.

Tab. 29. Obsah riboflavinu u vzorku obnovené sgtioy

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

15,70 1,486 0,147

15,40 1,461 0,146

15,60 1,478 0,148

15,70 1,486 0,149

15,40 1,461 0,146

Pro vypdty statistickych hodnot byla pouzita stejna metgala u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 30 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B obnovené syrovatce.
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Tab. 30. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuvByrovatce

Koncentrace [mg. 100 (Xi - x) (X - X )
0.147 -0,0002 0,0000004
0.146 -0,0012 0,000001
0.148 0,0008 0,0000006
0.149 0,0018 0,000003
0.146 -0,0012 0,000001
X =0,147 > =0,000007

smsrodatna odchylka s = 0,0013 mg.100"ml

Obsah vitaminu Bv obnovené syrovatce

u=0,147+ 0,065 mg.100 it (a = 0,05)

V gerstvém mléce bylo stanoveno 0,104 mg.108, mimléce trvanlivém bylo stanoveno
0,143 mg.100 mt a v obnoveném mléce bylo stanoveno 0,120 mg.108. MySsi
mnozZstvi riboflavinu v trvanlivém miéce bylo tgpbeno nejpravgbodobrji tim, Ze Slo

o jiného dodavatelé mléka. VV obnovené syrovatcebghh riboflavinu 0,147 mg.106g
6.5 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorch syri a tvarohu

6.5.1 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v tvrdéa syru

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.5. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzavkdého syra Eidam 30 % t.v.s. podle
postupu uvedeného v kapitole 5.8.2. Navazka vzoghka 10,00 g. Vzorek byl analyzovan
pétkrat.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 64

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.g . Tato hodnota bylaippaitena na mg.100gsyra.

Tab. 31. Obsah riboflavinu u vzorku tvrdého syra

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s7] [ug. 6] [mg.100 §']

26,90 3,638 0,364

26,70 3,613 0,361

26,60 3,600 0,360

26,70 3,613 0,361

26,80 3,625 0,363

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 32 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B tvrdém syru.

Tab. 32. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuvBvrdém syru

Koncentrace [mg. 1009 (X - x) (% - X )2
0,364 0,0022 0,000005
0,361 -0,0008 0,0000006
0,360 -0,0018 0,000003
0,361 -0,0008 0,0000006
0,363 0,0012 0,000001
x=0,362 2 =0,00001
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smsrodatna odchylka s = 0,0016 mg.10b d

Obsah vitaminu Bv tvrdém syru

u = 0,362+ 0,0583 mg.100G(a = 0,05)

6.5.2 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v tavedm syru

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.5. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzddueného syra Smetanito Zeletava
podle postupu uvedeného v kapitole 5.8.2. NavaZzakwu byla 10,00 g. Vzorek byl

analyzovan gtkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.g . Tato hodnota bylaippaitena na mg.100gsyra.

Tab. 33. Obsah riboflavinu u vzorku taveného syra

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s7] [ug. G1] [mg.100 §']

12,20 1,789 0,179

12,40 1,814 0,181

12,30 1,802 0,180

12,30 1,802 0,180

12,20 1,789 0,179

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgala u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 34 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B taveném syru.
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Tab. 34. Fesnost stanoveni obsahu vitaminpvBaveném syru

Koncentrace [mg. 1007 (Xi - x) (% - X )2
0,179 -0,0008 0,0000006
0,181 0,0012 0,000001
0,180 0,0002 0,00000004
0,180 0,0002 0,00000004
0,179 -0,0008 0,0000006
~x=0,180 > =0,000003

smerodatna odchylka s = 0,0008 mg.100 ¢

Obsah vitaminu Bv taveném syru

w = 0,180+ 0,0416 mg.100§ (0 = 0,05)

6.5.3 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v tvarou

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.5. Vlastni

chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzdkiarohu podle postupu uvedeného

v kapitole 5.8.2. Navazka vzorku byla 10,00 g. \&obyl analyzovan dtkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.g* . Tato hodnota bylaippaitena na mg.100 gtvarohu.
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Tab. 35. Obsah riboflavinu u vzorku tvarohu

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s7] [ug. 61 [mg.100 §']

26,80 3,625 0,363

27,00 3,650 0,365

26,70 3,613 0,361

27,00 3,650 0,365

26,90 3,638 0,364

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 36 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B tvarohu.

Tab. 36. Besnost stanoveni obsahu vitamirnpuvBvarohu

Koncentracefg. 100 ] (Xi - x) (% - X )2
0,363 -0,0006 0,0000004
0,365 0,0014 0,000002
0,361 -0,0026 0,000007
0,365 0,0014 0,000002
0,364 0,0004 0,0000002
X =0,364 2 =0,000011

smsrodatna odchylka s = 0,0017 mg.10b d

Obsah vitaminu Bv tvarohu

u=0,364+ 0,0588 mg.100§(a = 0,05)
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6.5.4 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v plisovém syru Hermelin

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.5. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzgokaiového syru Hermelin podle
postupu uvedeného v kapitole 5.8.2. Navazka vzbgka 10,00 g. Vzorek byl analyzovan
pétkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.g*. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100gsyra.

Tab. 37. Obsah riboflavinu u vzorku gigevého syru Hermelin

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s7] [ug. 61 [mg.100 §']

12,40 1,814 0,181

12,60 1,840 0,184

12,40 1,814 0,181

12,40 1,814 0,181

12,50 1,827 0,183

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 38 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B plisiovém syru Hermelin.
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Tab. 38. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuBlisiovém syru Hermelin

Koncentrace [mg. 1007 (Xi - x) (% - X )2
0,181 -0,001 0,000001
0,184 0,002 0,000004
0,181 -0,001 0,000001
0,181 -0,001 0,000001
0,183 0,001 0,000001
x=0,182 > =0,000008

smsrodatna odchylka s = 0,0014 mg.10b d

Obsah vitaminu Bv plisiovém syru Hermelin

u=0,182+ 0,0541 mg.100§(a = 0,05)

6.5.5 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v plisovém syru Niva

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.5. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzaikshového syru Niva podle postupu

uvedeného v kapitole 5.8.2. Navazka vzorku byl@Q@, Vzorek byl analyzovareikrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.g . Tato hodnota bylaippaitena na mg.100gsyra.
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Tab. 39. Obsah riboflavinu u vzorku gids’ého syru Niva

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s7] [ug. 61 [mg.100 §']

21,20 2,921 0,292

21,00 2,896 0,290

21,10 2,909 0,291

21,20 2,921 0,292

21,00 2,896 0,290

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 40 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B plisiovém syru Niva.

Tab. 40. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuvilisiovém syru Niva

Koncentrace [mg. 1007 (Xi - x) (% - X )2
0,292 0,001 0,000001
0,290 -0,001 0,000001
0,291 0 0
0,292 0,001 0,000001
0,290 -0,001 0,000001
x=0,291 > =0,000004
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smsrodatna odchylka s = 0,0010 mg.10b d

Obsah vitaminu Bv plisiovém syru Niva

u=0,291+ 0,0455 mg.100§(a = 0,05)

6.5.6 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v syrdadel

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.5. Vlastni

chromatografické stanoveni bylo provedeno u vzaya Jadel podle postupu uvedeného

v kapitole 5.8.2. Navazka vzorku byla 10,00 g. \&obyl analyzovan gtkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.g . Tato hodnota bylaippaitena na mg.100gsyra.

Tab. 41. Obsah riboflavinu u vzorku syru Jadel

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [ug. Y [mg.100 ']

23,00 3,147 0,315

23,20 3,173 0,317

23,20 3,173 0,317

23,10 3,160 0,316

23,00 3,147 0,315

Pro vypdty statistickych hodnot byla pouzita stejna metgala u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 42 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B syru Jadel.
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Tab. 42. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuwisyru Jadel

Koncentrace [mg. 1007 (Xi - x) (% - X )2
0,348 -0,001 0,000001
0,358 0,001 0,000001
0,352 0,001 0,000001
0,354 0 0
0,348 -0,001 0,000001
x=0,316 > =0,000004

smerodatna odchylka s = 0,0010 mg.100 ¢

Obsah vitaminu Bv syru Jadel

= 0,316+ 0,0455 mg.100y(o = 0,05)

Literatura uvadi, Ze fmérné mnoZstvi ribolavinu v tvrdém syru Eidam 30 %s.tv
je 0,354 mg.100 g a v tvarohu uvadi fmérné mnoZstvi riboflavinu 0,421 mg.100.g
Pii stanoveni tvrdém syru Eidam 30 % tvs. bylo stamov0,362 mg.100 griboflavinu,

v tvarohu bylo stanoveno 0,364 mg.10dripoflavinu. Tyto stanovené hodnoty odpovidaji
hodnotam, které uvadi literatura. V taveném syruet@mito Zeletava bylo stanoveno
0,180 mg.1004 riboflavinu, v plisiovém syru Hermelin bylo stanoveno 0,182 mg.180 g
riboflavinu, v plisiovém syru Niva bylo stanoveno 0,291 mg.100ripoflavinu a v syru
Jadel bylo stanoveno 0,316 mg.10bripoflavinu. V tvrdém syru a tvarohu byly stanoyen
podobné koncentrace riboflavinu. V taveném syro Isggnoveno mnohem mensi mnoZzstvi
riboflavinu, coz nize byt disledkem pouZzivani vysokych tavicich teplot a vystésuro-
vin swtlu. Rozdilnd mnozstvi riboflavinu ve vzorcich sysou zmgisobena rozdilnymi

technologiemi vyroby danych syru.
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6.6 ZkousSka stability

6.6.1 Vysledky zkouSky termostability riboflavinu

Stanoveni bylo provedeno u vzorku syrového kravsk@léka, pasterovaného kravského
mléka (pasteraceiip75°C po dobu 15 s) a u znovu pasterované starmdaahé smssi
pro vyrobu kefirového mléka (pasterade $6°C po dobu 7 min). Vzorky byly odebrany
v mlékarrg ValaSské Mef#ici, spol. s.r.o., do tmavych lahvi. Byly uchovany diohého
dne v lednici pi 6°C a poté analyzovany podle postupu uvedenétapitole 5.8.1. Kazdy

ze vzorki byl analyzovan §tkrét.

Extrakce riboflavinu byla provedena podle postupedeného v kapitole 5.4. Vlastni
chromatografické stanoveni bylo provedeno u viotkchto mlék podle postupu

uvedeného v kapitole 5.8.1. MnoZstvi odebranéhd&aritéanalyze bylo 15,00 ml.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 iimléka.

Tab. 43. Obsah riboflavinu u vzorku syrovéeho kkae mléka

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

15,30 1,453 0,145

15,10 1,436 0,144

15,30 1,453 0,145

15,10 1,436 0,144

15,20 1,444 0,144
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Tab. 44. Obsah riboflavinu u vzorku pasterovarkiawského mléka

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

11,00 1,092 0,109

10,90 1,084 0,108

11,20 1,109 0,111

11,00 1,092 0,109

10,90 1,084 0,108

Tab. 45. Obsah riboflavinu u vzorku standardizé@vamesi pro kefirové mléko

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY] [mg.100 mt]

9,20 0,941 0,094

8,90 0,916 0,092

9,00 0,925 0,093

9,20 0,941 0,094

8,90 0,916 0,092

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulkdch 46, 47, a 48 jsou uvedeny statistipeéametry charakterizujicirgsnost

provedené kvantitativni analyzy obsahu vitaming B vzorcich mlék pouzivanych

pro stanoveni termostability riboflavinu.
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Tab. 46. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuByrovém kravském miéce
- - 2
Koncentrace [mg. 100 i (X - x) (X - x)
0.145 0,0006 0,0000004
0.144 -0,0004 0,0000002
0.145 0,0006 0,0000004
0.144 -0,0004 0,0000002
0.144 -0,0004 0,0000002
x=0,144 2 =0,000001
Tab. 47. Besnost stanoveni obsahu vitaminuwByasterovaném kravském mléce
- - 2
Koncentrace [mg. 100 M) (X - X) (X - x)
0,109 0 0
0.108 -0,001 0,000001
0.111 0,002 0,000004
0,109 0 0
0.108 -0,001 0,000001
~x=0,109 2 = 0,000006
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Tab. 48. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuvB vzorku standardizované &snpro kefi-

rové mléko
- - 2
Koncentrace [mg. 100 M) (X - X) (X - x)
0,094 0,001 0,000001
0,092 -0,001 0,000001
0,003 0 0
0,094 0,001 0,000001
0.092 -0,001 0,000001
~x=0,093 > =0,000004

Tab. 49. Vysledky zkousky termostability

Pasterované Standardizovana
Syrové mléko mléko Smés
smérodatna odchylka 0,0005 0,0012 0,0010
(mg.100 mi*)
Obsah vitaminu B, 0,144+ 0,0322 0,109 0,0503 0,093 0,0455
(mg.100 mi*) (a = 0,05)

Literatura uvadi, Ze bylo zji&to, Ze pasterizaci mléka se ztraci negn&n % riboflavinu

acim je mléko ,trvanliwjsi“, tim mére riboflavinu obsahuje. [7]

Obsah riboflavinu v pasterovaném mléce byl 0,100 mf', tedy o 23 % niz&i, nez
v mléce syrovém. Ve standardizovanéssibyl obsah riboflavinu 0,09819.100 mf* tedy

0 35 % nizSi nez u syrového mléka.

6.6.2 Vysledky zkousky fotostability riboflavinu

Stanoveni bylo provedeno u vzorkarstvého polottného miéka Madeta, a.s. Pro tuto
zkousku byl zakoupen vzorek, ktery byl v temnémlwbBxtrakce riboflavinu u postupn
odebiranych vzork byla provedena podle postupu uvedeného v kapiole Vlastni

chromatografické stanoveni bylo provedeno u vidgkhto mlék podle postupu uvedené-
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ho v kapitole 5.8.1. Kazdy ze vzdrkyl analyzovan §krat. MnoZstvi odebraného mléka

k analyze bylo 15,00 ml.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice oligaminu

B, v ug.ml™*. Tato hodnota bylafppastena na mg.100 fimléka.

Tab. 50. Obsah riboflavinu u vzorkarstvého mléka Madeta

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s7] [Hg. miY [mg.100 mt]

18,70 1,738 0,174

19,00 1,763 0,178

18,90 1,755 0,176

18,80 1,746 0,175

18,90 1,755 0,176

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgala u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulce 51 jsou uvedeny statistické parametryraitiarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B ¢erstvém mléce.

Tab. 51. Besnost stanoveni obsahu vitaminuwBerstvém mléce

Koncentrace [mg. 100 i (Xi - x) (X - X )
0174 -0,0014 0,000002
0176 0,0006 0,0000004
0176 0,0006 0,0000004
0175 -0,0004 0,0000002
0176 0,0006 0,0000004
x=0,175 > =0,000003
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smsrodatna odchylka s = 0,0009 mg.100"ml

Obsah vitaminu Bv ¢erstvém mléce

u=0,175+ 0,0430 mg.100 rifi (a = 0,05)

6.6.2.1 Vysledky zkousky fotostability riboflavima dennim sitle

Cerstvé mléko Madeta bylo vystaveno dennimitle\a po 2, 4 a 24 hodinach byl odebran

a analyzovan vzorek.

Tab. 52. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystahempo 2h dennimu &tu

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

13,40 1,293 0,129

13,50 1,302 0,130

13,50 1,302 0,130

13,60 1,310 0,131

13,30 1,285 0,129

Tab. 53. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystarempo 4h dennimu &lu

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

7,10 0,765 0,077

6,90 0,749 0,075

7,00 0,757 0,076

7,10 0,765 0,077

6,90 0,749 0,075
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Tab. 54. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystarempo 24h dennimu &u

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

7,30 0,782 0,078

7,10 0,765 0,077

7,20 0,774 0,077

7,10 0,765 0,077

7,30 0,782 0,078

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgal u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulkdch 55, 56 a 57 jsou uvedeny statistickéametry charakterizujici fpsnost

provedené kvantitativni analyzy obsahu vitaminwBnléce vystaveném dennimuetu.

Tab. 55. Fesnost stanoveni obsahu vitaming \Bmléce vystaveném po 2h dennimu

swtlu
= = \2
Koncentrace [mg. 100 i (X - x) (X - x)
0.129 -0,0008 0,0000006
0,130 0,0002 0,00000004
0.130 0,0002 0,00000004
0131 0,0012 0,000001
0.129 -0,0008 0,0000006
x=0,130 > =0,000003
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Tab. 56. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuvBmléce vystaveném po 4h dennimgtsv

lu

Koncentrace [mg. 100 M) (Xi - x) (% - X )2
0.077 0,001 0,000001
0.075 -0,001 0,000001
0,076 0 0
0,077 0,001 0,000001
0.075 -0,001 0,000001
X =0,076 > =0,000004

Tab. 57. Fesnost stanoveni obsahu vitaming \Bmléce vystaveném po 24h dennimu

swtlu

- - 2

Koncentrace [mg. 100 M) (X - X) (X - x)
0.078 0,0006 0,0000004
0,077 -0,0004 0,0000002
0.077 -0,0004 0,0000002
0,077 -0,0004 0,0000002
0.078 0,0006 0,0000004

X =0,077 2 =0,000001
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Tab. 58. Vysledky zkousky fotostability na denrgwitle

Po 2 h na dennim| Po 4 h na dennim

swtle swétle

Po 24 h na den-

nim swtle

smérodatna odchylka 0,001

(mg.100 mi*)

0,0008

0,0005

Obsah vitaminu B, 0,07& 0,0455

(mg.100 mi*) (a = 0,05)

0,130+ 0,0416

0,07%0,0337

Graf 3. Fotostabilita riboflavinu na denninttde
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6.6.2.2 Vysledky zkousky fotostability riboflavima umélému ostleni (z&ivka)

Cerstvé mléko Madeta bylo vystaveno takéélému osétleni a po 2 a 4 hodinach byl

odebran a analyzovan vzorek.
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Tab. 59. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystalempo 2h urlému os¥tleni

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

16,30 1,537 0,154

15,90 1,503 0,150

16,10 1,520 0,152

16,20 1,528 0,153

16,20 1,528 0,153

Tab. 60. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystalempo 4h ulému os¥tleni

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

14,70 1,402 0,140

14,90 1,419 0,142

14,90 1,419 0,142

14,80 1,411 0,141

14,60 1,394 0,139

Pro vypdty statistickych hodnot byla pouzita stejna metgala u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.

V tabulkach 61 a 62 jsou uvedeny statistické patgnoharakterizujici fesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B mléce vystaveném ufiému swtlu.
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Tab. 61. Resnost stanoveni obsahu vitaming \Bmléce vystaveném po 2h ti@mu

oswtleni
- - 2
Koncentrace [mg. 100 M) (X - X) (X - x)
0.154 0,0016 0,000003
0.150 -0,0024 0,000006
0.152 -0,0004 0,0000002
0.153 0,0006 0,0000004
0.153 0,0006 0,00000004
~x=0,153 > =0,000009

Tab. 62. Fesnost stanoveni obsahu vitaming \Bmléce vystaveném po 4h gkému

oswtleni
= = \2
Koncentrace [mg. 100 i (X - x) (X - x)
0.140 -0,0008 0,0000006
0.142 0,0012 0,000001
0.142 0,0012 0,000001
0.141 0,0002 0,00000004
0.139 -0,0018 0,000003
x=0,141 > = 0,0000007
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Tab. 63. Vysledky zkousky fotostability na &ém swtle

Po 2 h na unélém oswtleni Po 4 h na dennim sétle
smérodatna odchylka 0,0015 0,0013
(mg.100 mlY)
Obsah vitaminu By 0,153+ 0,0560 0,14% 0,0520
(mg.100 mi*) (a = 0,05)

Graf 4. Fotostabilita riboflavinu na uhém oswtleni
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6.6.2.3 Vysledky zkouSky fotostability riboflavipod UV zd&enim

Cerstvé mléko Madeta bylo vystaveno UVied a po 1, 2 a 3 hodinach byl odebran

a analyzovan vzorek.
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Tab. 64. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystarempo 1h UV zéni

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

15,60 1,478 0,148

15,80 1,495 0,150

15,70 1,486 0,149

15,60 1,478 0,148

15,60 1,478 0,148

Tab. 65. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystavengo 2h UV z#eni

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [ng. miY [mg.100 mt]

14,50 1,386 0,139

14,70 1,402 0,140

14,80 1,411 0,141

14,70 1,402 0,140

14,50 1,386 0,139

Tab. 66. Obsah riboflavinu u vzorku mléka vystarempo 3h UV zéni

Plocha piku Koncentrace riboflavinu Koncentrace riboflavinu
[MA.V.s™] [Hg. miY [mg.100 mt]

12,10 1,184 0,118

11,80 1,159 0,116

11,90 1,168 0,117

11,90 1,168 0,117

12,00 1,176 0,118

Pro vyp@ty statistickych hodnot byla pouZita stejnd metgala u syrového kravského

mléka uvedenych v kapitole 6.4.1.
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V tabulkach 67, 68 a 69 uvedeny statistické pargnudtarakterizujici flesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B mléce vystaveném UV #ni.

Tab. 67. Fesnost stanoveni obsahu vitaminuvBnléce vystaveném po 1h UVieai

Koncentrace [mg. 100 M) (Xi - x) (% - X )2
0.148 -0,0006 0,0000004
0.150 0,0014 0,0000020
0.149 0,0004 0,0000002
0.148 0,0006 0,0000004
0.148 -0,0006 0,0000004
X =0,149 > =0,000003

Tab. 68. Fesnost stanoveni obsahu vitamirpvBnléce vystaveném po 2h UVieai

Koncentrace [mg. 100 i} (Xi - X) (X - X )2
0,139 -0,0008 0,0000006
0,140 0,0002 0,00000004
0,141 0,0012 0,000001
0,140 0,0002 0,00000004
0,139 -0,0008 0,0000006
~x=0,140 2 =0,000003
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Tab. 69. Fesnost stanoveni obsahu vitamirpvBnléce vystaveném po 3h UVieai
- - 2
Koncentrace [mg. 100 i (X - x) (X - x)
0.118 0,0008 0,0000006
0.116 -0,0012 0,000001
0.117 -0,0002 0,00000004
0.117 -0,0002 0,00000004
0.118 0,0008 0,0000006
x=0,117 2 =0,000003
Tab. 70. Vysledky zkouSky fotostability pod UVreaim
Po 1 h pod UV Po 2 h pod UV Po 3 h pod UV
zareni zéareni zareni
smérodatna odchylka 0,0009 0,0008 0,0008
(mg.100 miY)
Obsah vitaminu B, 0,149+ 0,0430 0,14@& 0,0416 0,11%0,0416
(mg.100 mi*) (a = 0,05)
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Graf 5. Fotostabilita riboflavinu pod UV o&tlenim
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Literatura uvadi, Ze nailad mléko vystavené slut@imu z&eni po dobuctyi hodin
obsahuje pouze 15 %uyodni koncentrace riboflavinu. [15] V tomtoripact bylo
nantieno, Zze miéko po dvou hodinach na stimm swtle primérné obsahovalo
0,130mg.100 mt* tedy 74 % pvodni koncentrace riboflavinu, piyiech hodinach byla
zbyvajici pfimérna koncentrace riboflavinu 0,076 mg.100‘mkedy 43 % fpvodni
koncentrace riboflavinu a po 24 hodinach bylanmirna koncentrace 0,077 mg.100™ml

tedy 44 % fivodni koncentrace riboflavinu.

V piipact mléka, které bylo vystaveno @tédmu os¥tleni byl po 2 hodindch obsah ribof-
lavinu 0,153 mg.100 rifla po 4 hodinach vystaveni mléka diému oswtleni byl obsah
riboflavinu 0,141 mg.100 il Po 2 hodinach se obsah riboflavinu sniZil o 13 %
a po 4 hodinach se obsah riboflavinu snizil o 20 pevodniho mnoZzstvi riboflavinu. Tato
zkouska fotostability poukazuje na to, Ze se v mlé&teré je balené v {gnlednych obalech

a v obchodech skladovano v regalechetsmych zéivkou, nici riboflavin pongrné rychle.

V piipac, kdy bylo mléko oziovano UV lampou byl Ubytek riboflavinu po 1h 15 %,
po 2h byl dubytek 20 % a po 3h daaani byl Gbytek 34 %.
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ZAVER
Cilem této diplomové prace byla optimalizace extrdo postupu vitaminu Ba jeho sta-

noveni v mléce a mé@ych vyrobcich.

Riboflavin neboli vitamin B byl poprvé izolovan ve 30. letech minulého stoleti
z zivadiSnych produkd, pati do skupiny vitamifi rozpustnych ve vad V biochemickych
systémech se riboflavin vyskytuje volny (fiape mléce) nebo vazany ve faftkoenzyni
oxidoreduknich enzyni. Riboflavin je pomdrné staly vaci teplu ale velmi citlivy

piedevsim na s¥telné zéeni.

Pro chromatografické stanoveni riboflavinu v mlécenl&nych vyrobcich byla pouzita
separaéni chromatografickdA metoda vysokainé kapalinové chromatografie HPLC.
K separaci byla pouZita kolona SUPELCOSIL LC8. Miobfaze se skladala z 0,12mdl.|
octanu sodného (slozka A) a methanolu (sloZzkadichl paateini poner byl 87:15 (A:B)
s gradientem uvedenym v tabulce 5iitBk mobilni faze byl 0,8 ml.mih a teploty
termostatu kolony byla 30°C. Detekce byla prasad @i vinové délce 270 nm pomoci
detektoru UV/VIS. Vyhodnoceni vysledku bylo provedeza pouziti chromatografickeého

softwaru ChemStation — Instrument 1 (Agilent Tedbges, USA).

Ke stanoveni byly vybrany tyto vzorky. Syrové mlédazi, o\ki a kravské. MIéko trvanli-
vé, mléko tepelt oSetené pasteraci 75°C po dobu 15 s a standardizonatsggEpravena
pro vyrobu kefirového mléka tepélmSetena 95°C po dobu 7 min. Obnovené miléko a
syrovatka byly ppravené podle navodu uvedeném na obalu. Ze uzeyk byly vybrany
taveny syr Smetanito, tvrdy syr Eidam 30 % tvsekky tvaroh, plisové syry Hermelin a
Niva a paeny syr Jadel. Byl proveden test fotostabilityran@stability riboflavinu na vzor-

ku mléka.

Pfi srovnani obsahu riboflavinu u syrovych mlék bgh¢ nejvysSi obsah stanoven
v syrovém kozim mléce (0,425 mg.100 iV syrovém kravském mléce byl stanoven
obsah riboflavinu vyraznnizsi (0,190 mg.100 n). Nejnizsi obsah riboflavinu byl stano-
ven v syrovém osim mléce (0,105 mg.100 i, piestoZe literatura uvadi, e syrové&iv
mléko by mnElo byt bohatym zdrojem riboflavinu. Tento nizky ahs mohl byt

zpasobeny tim, Ze @ mléko bylo odebirano na podzim, kdy uz byly okomené senem.
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Pii analyze tepekh opracovanych mlék byl stanoven nejvysSi obsah flabiou

v trvanlivém mléce (0,143 mg.100 M) ve vzorku pasterovaného mléka byl obsah
riboflavinu niz&i (0,121 mg.100 ). Nejniz&i obsah riboflavinu byl ve vzorku
obnoveného mléka (0,120 mg.100"mlLiteratura uvadi, Z&im je mléko ,trvanligjsi,

tim obsahuje meénriboflavinu. V tomto pipadc mohl byt vysoky obsah riboflavinu
v trvanlivém mléce zjsobeny tim, Ze mléko bylo od odliSnych mlékarereré&tmayji

rozdilné dodavatele mléka.

Ve vzorku obnovené syrovatky bylo stanoveno  mnadZstwiboflavinu
0,147 mg.100 mt.

Pri stanoveni riboflavinu v syrech bylo stanoveno ojehejvy$Si mnozstvi v tvarohu
(0,364 mg.100 §). Podobné mnoZstvi riboflavinu obsahoval tvrdy Ejdam 30 % tvs.
(0,362 mg.100 Q). Niz&i obsah riboflavinu byl stanoven v syrecdelaNiva, Hermelin.
NejnizSi mnozstvi riboflavinu byl stanoven ve vaorkaveného syra Smetanito
(0,180 mg.100 Q).

Mnozstvi riboflavinu v analyzovanych vzorcich®ge shodovalo s mnozstvim riboflavinu
uvacném v literatile. OdliSné obsahy riboflavinu v jednotlivych syrgsbu zpisobeny

rozdilnymi technologiemi vyroby analyzovanychtsyr

Pro provedeni testu termostability byly pouZity skkgomlék odebrané v MIékéér/alasské
Meziiiei. Byly to tyto vzorky: syrové mléko (0,144 mg.1001"), pasterované miéko
(0,109 mg.100 mi) a standardizovana znovu pasterovanésspro vyrobu kefirového
mléka (0, 093 mg.100 M). Test termostability dokazuje Ubytek riboflavimii jeho

vystaveni pastetaim teplotam.

Pro dikaz citlivosti riboflavinu na sstlo byl proveden test fotostability. Test fotostapi
potvrdil citlivost riboflavinu na sitlo. V pripact vystaveni miléka slugaimu swtlu
po dobu 2 h bylo mnoZstvi riboflavinu snizeno 0%6 po 4 h bylo nizsi o 57 % nez
v pavodnim cerstvém mléce a po 24 h se jiz obsah riboflavinuzmgail.

U mléka, které bylo vystaveno po 2 a 4 hétému os¥tleni, byl tbytek riboflavinu nejpr-
ve 13 % z fivodni koncentrace a po 4 h byl Ubytek 20 %. Tatouska dokazuje,
Ze mnohem horSicinek ma slunéni swtlo nez undlé, ale gesto i pod urdlym oswtlenim
dochazi k postupnému ubyvani riboflavinu. Tyto ey tedy ukazuji, Ze pokud je mléko

baleno v pithlednych obalech, taki@stoze dnesni ,markety” jsougvazré obchody bez
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oken, dochazi k vyznamnému ubytku riboflavinu waeinach. U vzorku mléka, ktery byl

vystaven UV zéeni po dobu 1, 2 a 3 h byly Ubytky riboflavinu 28,a 34 %.

Mléko a ml€né vyrobky jsou vyznamnym a nepostradatelnym zdrojgboflavinu,

a je tedy nutné a zdravi pr@spé je dentizarazovat do naSeho jidedki.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
FMN  flavinmononukleotid

FAD flavinadenindinukleotid

HPLC vysocedinna kapalinova chromatografie

GTP Guanosin trifosfat
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PRILOHA P I: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU V SYROVEM
KRAVSKEM MLECE METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL
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PRILOHA P Il: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU V SYROVEM
KOZIM MLECE METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LC8.
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PRILOHA P Ill: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU V MLECE
VYSTAVENEM 24 HODIN SLUNE CNiMU SVETLU METODOU
HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.

DAL & Sig=270,16 Rer=2a0, 80 [VIT_BAISMIE-2)
maL |
]
%
.
o
&
X
1B0H "
A+
&
s
2
-
s 2
HEga X
et 2, . tEdjg 3
1 = = 'I L]ﬂf__(‘} II =
e i S
|0 S N -
| | A
T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 min




PRILOHA P IV: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
V TVAROHU METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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PRILOHA P V: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU V TVRDEM
SYRU METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LC8.
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PRILOHA P VI: STANOVENI

OBSAHU RIBOFLAVINU

V HERMELINU METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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PRILOHA P VIl STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
V SYROVATCE METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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Page 2 of 3

2589

180

a0+
a0

4+

.

R 3 i B g
] lﬁlllt Fﬂ% L;; Jﬂl(wi“_ =
o J -II\JY:'C\__'__\__ .,-o—'—“'l' T




