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ABSTRAKT

MIéko je tekuty sekret mlécné Zlazy savci. Obsahuje dusikaté Iétky, bilkoviny, laktdzu,
vitaminy, minerdni latky a take tuk. Jeho primarni funkci je vyZiva novorozenct, a proto
patii pravem do vyznamného zdroje lidské vyZivy. Vitamin Bs (kyselina pantothenova) se
G¢astni metabolismu v3ech Zivin v téle. Jeho aktivni formou je koenzym A, ktery se U¢astni
piedevdim metabolismu sacharidi a lipida. Koenzym A zlep3uje kvalitu vlasi, nehta a kuze.
Vitamin Be se vyskytuje ve tiech forméch pyridinovych derivata: pyridoxol, pyridoxa a
pyridoxamin. VSechny tyto derivaty spolu se svymi fosfaty se chovaji jako vitaminy, G¢astni

se metabolismu aminokyselin a sacharida.

Klicova dova: mléko, vitamin Bs, vitamin Be, koenzym A

ABSTRACT

Milk is a secretion of lacteal gland of mammal. Milk containing of nitric substance, proteins,
lactose, vitamins, mineral substance and fat too. His primary function is nutrition of new-
born, that is why pertain in important source of human nutrition. Vitamin Bs (kyselina pan-
tothenova) take part in metabolism an all nutrients in body. His an active form is a coen-
zyme A, that pertain of metabolism of sugars and lipids. Coenzyme A improve quality of
hair, fingernails and derma. Vitamin Bg offer in free form of pyridine derivate: pyridoxol,
pyridoxal and pyridoxamine. All of this derivate together with their phosphates go on vita-

mins, they pertain metabolism of amino acid and sugars.

Keywords: milk, vitamin Bs, vitamin Be, coenzyme A
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UvoD

MIéko je tekuty sekret mléené Zlazy savci. Nejvice je vyuzivdno miéko kravské. Mezi mlé-
ka jiného pavodu Ize zarfadit napi. mléko buvoli, ov¢i, kozi, velbloudi a dokonce i tuleni.
MIéko se skldda z 88 % vody a 12 % susiny. Obsahuje dusikaté 1&tky, bilkoviny, laktozu,
vitaminy, minerdni latky a také tuk. Jeho primarni funkci je vyZiva novorozencd,
a proto patii prdvem do vyznamného zdroje lidské vyZivy. V této préci se budu vénovat
vitaminim Bs a Be. Vitamin Bs (kyselina pantothenova) se U¢astni metabolismu v3ech Zivin
v téle. Jeho aktivni formou je koenzym A, ktery se G¢astni predevSim metabolismu sachari-
di alipidi. Koenzym A zlepsuje kvalitu vliasi, nehtt a kuze.

Vitamin Be se vyskytuje ve trech forméch pyridinovych derivata: pyridoxol, pyridoxal
a pyridoxamin. VSechny tyto derivaty spolu se svymi fosféty se chovgji jako vitaminy, (Kast-
ni se metabolismu aminokyselin a sacharidu.

Cilem této préace je zpracovat kapitolu tykajici se miéka, dale stanovit zakladni dozky miéka
spektroskopii a stanoveni obsahu vitaminu Bs a B metodou HPLC — UV/VIS v mléce krav-
ském a kozim.

Spektroskopii bude stanovovan obsah sudiny, tuku, laktézy, minerdnich latek, bilkovin.
K méteni bude pouZito dvoji zatizeni: Julie MilkoScope C5 Automatic (Univerzita Toméase
Bati ve Zling) a FT NIR Antaris ThermoNicolet (Mendelova zemeédeélska a lesnicka univer-
zita v Brn¢, Fakulta agronomicka). Dale budou také popsany poZadavky na syrové kravskeé
mléko, pozadavky na jeho produkci, kritéria kvality a faktory ovliviujici vysledky jeho hod-

noceni.
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1 MLEKO

MIékem se nazyva tekuty sekret mié&né Zlazy savci [1]. MIéko je zakladnim zdrojem vyzZivy
hlavn¢é pro mlad’ata, ktera ziskavaji potiebné protilatky a vitaminy pro upevnéni své imunity.
Zvitata konzumuji miéko az do doby, dokud nejsou schopna travit pevnou stravu (pice,
maso). U lidi to funguje stejn¢ stim, Ze dospéli jedinci konzumuji miéko jinych zvitat (krav-
ské, kozi, ovei, lami...). Clovék je jedingm Zivogichem, ktery si schopnost travit mléné
bilkoviny uchovava i ve stéri. Ne vSichni lidé ae disponuji touto schopnosti, u podstatné

Cé&sti z nés postupem ¢asu zanika nebo je omezena[2].

S miékem se setkdvame v riznych podobach. Muze to byt cerstvé mléko, zakysané miéko,
suSené miéko, apod. Rostlinnymi nahrazkami kravského miéka jsou sojové miéko, ryZzove

mléko, mandlové miéko... [2].

1.1 Druhy mlék

1.1.1 Albuminova a kaseinova mléka

V&echna druhova miéka je mozno zafadit podle jejich chemického sloZeni do raznych sku-

pin. Zésadni charakter je urcovan vzaemnym zastoupenim hlavnich druha bilkovin [3].
Rozezndvame:

@ miléka kaseinova, kterd produkuiji prezvykavci av nichz obsah kaseinu prekracu-
je 75 % celkového obsahu bilkovin,
@ mléka abuminova, produkovand masozravci, VvSeZravci a byloZravci

s jednoduchym Zaludkem [3].

| kdyZ jsou albuminova miéka rozSiren¢jsi, maji kaseinova mléka mnohem vétsi vyznam

z hlediska zpracovani v mlékérenském pramyslu [3].

1.1.2 Zraldanezralda mliéka

Kromeé druhovych rozdilta je moZno zaznamenat typicke odlisnosti ve dozZeni a vlastnostech
mléka jednotlivych druht i v pribehu laktace. Podle téchto ontogenetickych rozdila rozlisu-

jeme nadledujici miéka: zralé, nezralé, starodojné [3].
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1.1.2.1 Zralé mléko

Podle vzgiemného pomeéru kaseinoveé a abuminové ¢asti bilkovin rozlidujeme u zralych
milék: mléka abuminova (Zenské, psi, kocici a kobyli) a miéka kaseinova (kravske, kozi,
ov¢i, velbloudi). V naSich podminkach se pramyslové zpracovava predevSim mléko kravské,

v men3i mite mléko ov¢i akozi [2].

SloZeni mléka se vyviji charakteristicky od porodu az po zaprahnuti. Zmeny sloZeni zralého
mléka, vylucovaného od 6. aZ 10. dne po porodu v3ak jsou podstatné mensi. Zralé miéko se
[iSi zasadn¢ od mleziva tim, Ze ma vhodné senzorické vlastnosti, je vhodné k dalSimu pra-
myslovému zpracovani, ma prakticky ustélené sozZeni a je tedy vhodné pro lidskou vyZivu
[3]. SloZeni a vlastnosti mléka ovliviiuji rtzni ¢initelé, zaroven viak existuje zakonité a zcela
urc¢ité zastoupeni jednotlivych dozek. Zmeny obsahu zakladnich dozek miéka v pribehu
laktace jsou v negativni korelaci k produkci miéka[3].

1.1.2.2 Nezralé mléko

Jako nezralé miéko se oznatuje mlezivo ¢i kolostrum (vyluc¢ované po porodu), mliéko staro-
dojné (vylu¢ovaneé pred zaprahnutim) a mléka aberantni, tj. sekrety podobné miéku [3].
Nezralé mléko (mlezivo) je vylu¢ovano mlécnou Zldzou na konci gravidity pred porodem
(béZné mlezivo) a hned po porodu (mlezivo pravé). Mlezivo neni vyuZivano
k pramyslovému zpracovani. Prechod mleziva v mliéko zralé trva pramérné 7 - 10 dni
po porodu [5].

LiSi se od zralého miéka v mnoha smérech. Je to husté lepkava tekutina nazloutlé az na-
hnédlé barvy, priznacného pachu a mirné¢ dané chuti. Mé vysoky obsah sudiny, z niz nejvétsi
podil tvoii bilkoviny, z nich predevsim imunoglobuliny. Vykazuje zvySené obsahy popelovin
a nékterych minerdnich latek, zvySenou titracni kyselost g. Zmeény dozZeni mleziva jsou
patrny z nasedujicich tabulek, ve kterych jsou uvedeny vydedky analyz mleziva velkého
po¢tu otelenych krav ve velkokapacitnich kravinech vCR. Slozeni mleziva
od jednotlivych krav je velmi kolisavé a zastoupeni jednotlivych soZzek se po porodu velmi

rychle méni [3].
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Tab.1: Zmeny zakladniho sloZeni mleziva [3]

1.den 3.den 5.den
Slozka Jednotka | Léto | Zima | Lé&o | Zima | Lé&o | Zima
Susna % 24,25 25,20 | 13,56 | 12,16 | 13,17 | 13,55
Tuk % 469 | 542 | 446 | 404 | 526 | 4,21
L aktéza % 1,91 | 1,67 | 430 | 438 | 453 | 471
Celkove % 11712|1697| 436 | 416 | 357 | 376
bilkoviny
Syrovatkove 91" | 1261|1455 | 195 | 203 | 125 | 172
bilkoviny
y-globulin gl |1122|1205| 108 | 91 | 36 | 51
Tab.2: Zmeény obsahu mineranich ldtek mleziva [3]
1.den 3.den 5.den
Slozka Jednotka | Léto | Zima | Léto | Zima | Léto | Zima
Popeloviny % 1,08 | 1,10 | 0,84 | 0,88 | 0,80 | 0,79
Vapnik mmol-dm*® | 49,97 | 50,80 | 39,49 | 35,47 | 35,66 | 37,56
Fosfor mmol-dm® | 33,57 | 37,32 | 32,04 | 34,39 | 29,92 | 32,76
Hor¢ik mmol-dm® | 10,44 | 9,30 | 4,46 | 4,40 | 4,02 | 4,06
Sodik mmol-dm*® | 41,78 | 45,06 | 33,51 | 36,89 | 28,59 | 37,66
Dradlik mmol-dm® | 23,50 | 27,18 | 24,58 | 33,25 | 23,80 | 27,05
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Tab.3: Zmeny vlastnosti a obsahu vitamina v mlezivu [ 3]

1.den 3.den 5.den
Slozka Jednotka | Léto | Zima | Léto | Zima | Léto | Zima
Titraéni kyselost °SH 18,44 | 18,18 | 12,58 | 10,74 | 10,30 | 9,88
pH 6,31 | 624 | 631 | 635 | 643 | 6,39

Pufraéni kapacita | mmol-dm* | 0,038 | 0,026 | 0,031 | 0,021 | 0,026 | 0,021

Syritelnost 177,5 | 2255 | 89,5 | 110,0 | 181,5 | 135,3
Vitamin A mmol-dm® | 21,29 | 17,83 | 7,97 | 4,47 | 656 | 2,78
Vitamin E mmol-dm> | 21,54 | 24,93 | 8,78 | 12,27 | 8,28 | 9,48

Mlezivo vykazuje zvySenou enzymatickou aktivitu, zejména katalazy, amylazy a lipazy.
Také hladina vitamini rozpustnych v tucich je znatné vysSi, obsah ve vodé rozpustného
vitaminu B, byva dvojndsobny a B, aZ ¢tyrnasobne vyssi [3].

V¢étSina dozek dosahne slozeni zralého miéka v prabehu 5 dni po porodu, miéko, produko-
vané 6. aZ 10. den po porodu méa sice vzhled a obsahy z&kladnich doZek odpovidgjici zra-
lému mléku, avsak z technologického hlediska neni jedte stabilni.

Podle CSN 57 0529 se vyluéuje z dodavky do miékarny miéko do 5 dnii po oteleni a miéko
vyluc¢ované dojnici pred zaprahnutim [3].

1.1.2.3 Starodojné mléko

Laktacni doba je rizné dlouha nejen u raznych savci, alei u jednotlivych plemen. Podstatné
se uplatiiuje noveé zabieznuti, snimz je spojeno hormondlni potlacovani dalsi tvorby miéka
[3].

V poslednich tydnech pied zaprahnutim se sloZeni a vlastnosti zralého mléka podstatné me-
ni. Vysokobrezi dojnice se oznatuji jako , starodojné* a jejich miéko se oznatuje jako
starodojné mléko“. SloZeni produkovaného miéka se pribliZzuje oZeni mleziva, tj. snizuje se
obsah kaseinu a zvy3uje obsah sérovych bilkovin, klesa obsah laktozy a zvy3uje se obsah
chloridi, snizuje se velikost tukovych kuli¢ek, zvy3uje pocet somatickych bunék v miéce,
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zvyduje se aktivita enzymi a meni se i vlastnosti produkovaného miéka. | toto mléko musi

byt vylouceno z dodéavky do miékarny [3].

1.1.3 Srovnani koziho mléka s mlékem kravskym

Rozdily ve vyzivovych a technologickych vlastnostech miék raznych Zivocidnych druhi jsou
zpasobeny piedevSim rozdilnym sloZzenim [4].
SloZeni mlék znacn¢ kolisa v prabehu roku a v zavidosti na plemeni, podminkach prostredi,

zpasobu chovu a krmivu, takZe je mozné porovnavat jen pramérné hodnoty [4].

SloZeni koziho miéka je podobné kravskému, ale je v ném obsazeno nepatrné vice tuki,
sirnych aminokyselin, vépniku, fosforu, dradliku, hoi¢iku, manganu, vitaminu A a B, a
niacinu, mastnych kyselin s kratkym ietézcem, ale méné celkovych bilkovin, vitaminu E, B,
B, kysdliny listové, karotenu (zpasobuje bilou barvu syria), zinku a selenu.
Priikazné rozdily mezi kozim a kravskym mlékem jsou ve sloZeni a struktuie tuku — v kozim
mléce jsou tukové kulicky mensi a [épe rozptylené (je to zptisobeno nepiitomnosti aglutini-
nu), coz zpusobuje lepsi stravitelnost [4].

Specificka chut’ koziho miéka souvisi s vySSim obsahem mastnych kyselin s kratkym fetéz-
cem, piedevSim kyseliny kaprinové. V porovnani s kravskym obsahuje kozi miéko vétsi
mnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin linolové a linolenove, které maji vliv na zvy3eni
odolnosti organismu proti infeké¢nim chorobam a normalizuji pfeménu cholesterolu, tzn.

pusobi proti ateroskleroze [4].

V kozim miéce je vice esteri glycerolu, které jsou dilezité pro vyZivu novorozenci a nao-
pak méné¢ kyseliny orotové, coz maze hrd roli v prevenci ztuénéni jater.
Z hlediska vyroby syru se neptiznivé projevuje v kozim mléce chybgjici a-s,-kasein, ktery

ma vyznam pro vytvareni kaseinové syreniny. [4]
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1.2 Produkce kravského mléka

Mléko je tvoreno v mléiné Zldze uloZené ve vemeni. To miZze doséhnout az 25 kg. Je roz-
déleno na pravou a levou polovinu a kazda polovina je rozdélena na predni a zadni étvrt.
Zadni ¢tvrt je 0 20 — 50 % vétSi nez predni. Kazda étvrt je samotnou mlécnou Zldzou sesta-

vgjici ze Zlaznatého télesa, struku a mlékojemu [5].

1 - Zlazova
cast
milékojemu

2 — strukova
cast
mlékojemu

3 - strukovy
kanalek

4 - alveola

Obr.1: Anatomie vemene [5]

Zlaznaté lalacky v Zlaznatych télesech jsou oddéleny pruznou vazivovou tkéni, to umoziuje
rozSirovani a splasknuti vemena pii tvorbé a vyprazdiovéni mléka. Lalticky jsou slozeny z
mensich primarnich lalticki, stiedem probihé Gzky kandlek — nitrolalu¢kovy vyvod. Do nit-
rolalickového vyvodu vyustuje pomoci tubuli 100 az 200 alveol, kde se tvori sekret — mié-
ko, které je nitrolalickovym vyvodem odvadéno do vyvodovych cest [5].

Alveoly (v pIné laktaci asi 2 miliardy) jsou vacky kulovitého nebo vejcitého tvaru, spolu s
tubuly jsou vystlany jednovrstevnym sekre¢nim epitelem. Z vnéjsi strany je sit” smrétitelnych
bun¢k hvézdicového tvaru — kosickové (myoepitelidni) bunky - smr&ténim stlacuji mlécné
se mléko odvadi nitrolalickovymi vyvody. Slévanim nitrolalickovych vyvoda vznikaji mezi-
lalickové vyvody, dojde k piechodu do silngjSich miékovodu Usticich do miékojemu
(u tenkych vyvoda jsou koSickové burky, u silngjSich vyvodi jsou hladkosvalové buiky —

svérace) [9].



UTB ve Zliné, Fakulta technologick& 17

MIékojem ve ctvrti - ,mlééna cisterna® ma objem 2,5 |. Zde se mléko shromazd'uje pied
dojenim.
MIékojem ma dve ¢asti:

@ cé&st Zldzova (horni — vyust'uji sem miékovody),

@ cast strukové (dolni).

Otevira se 8 — 12 mm dlouhym strukovym kanalkem (po obvodu kruhovy hladkosvalovy
svérat). Struk je dlouhy 5 —10 cm a &iroky 2,5 — 3,0 cm. U pirednich étvrti jedelSinez  u
zadnich ¢tvrti [5].

1.2.1 Laktace

Jedné se o proces sekrece, shromazd’ovani a spousténi miéka. Tvorbu miéka vyvolava hor-
mon prolaktin se zacdtkem tésné pred nebo po porodu. Podpirny efekt maji také hormony
tyroxin, somatotropin a nékteré dalsi. Sekrece laktogennich hormonu je podporovéna dréz-
dénim struku pri séni a dojeni. Syntéza miléka probiha v sekre¢nich buikach alveol
atubuli [5].

1.2.2 VyméSovani a vylu¢ovani mléka

Objem miécné buiky se vytvoirenym mlékem zvétSuje a miéko je vypuzeno do aveoly. Pro-
ces se opakuje v intervalu 4 - 6 hodin, sekrece je nepretrzita. Rychlgsi je tvorba ve vy-
prézdnéné Zlaze nez tésné pred dojenim. Z naplnénych alveol a tubuli se miéko hromadi

ve vyvodech a nasledné sték& do miékovoda a naposled do miékojemu [5].

Rozezndvame nékolik druht miék:
@ mléko v miékovodech a mlékojemu — mléko cisternové — pasivni dojeni,

@ mléko aveolarni (v aveolach a hornich cestach) — aktivni dojeni za pomoci sta-

ha koSickovych bungk,

@ rezidudlni mléko [5].
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Z mlékojemu je miéko uvolnovano pri sani mlédéte a pri dojeni. Pri ru¢nim dojeni tlak mlé-
ka prekonéva stah kruhového svérace strukového kandku, pri strojovém dojeni se kombi-
nuje tlak a sani (podtlak). Spou&éni (gekce) miéka je vyvolana nepodminénou reflexni re-
akci nervovée soustavy na podrézdéni vemene. Vzniklé vzruchy jsou prenaSeny
do zadniho laloku hypofyzy, kde se vyplavi oxytocin, ten je krvi dopraven do vemene. Stah
kosickovych bunek kolem alveol zptisobuje vytlacovani miéka. Po odeznéni Ucinku oxytoci-
nu nelze jiz alveolarni mléko vydoijit [5].

Stres vyvolava produkci adrenalinu, dochézi ke stahim vidsecnic a zabranéni pristupu oxy-

tocinu ke koSickovym bunkam [5].

1.2.3 Vlastni dojeni

Dojeni je treba vénovat dostatecnou péci, musi byt rychlé a bezbolestné. Obvykle se doji
dvakrat za den, idedné sintervalem 12 hodin. Nutnd je priprava vemene (tzv. toaleta veme-
ne), vyvolani spoudtéciho efektu, oddojeni 2 — 3 gkt z kazdého struku a posouzeni
a odstranéni vysokého pocétu mikroorganizmi (tzv. bakteridni zétka). Oddojené miéko se
musi odstranit. Po oddojeni se struky ¢isti (20 — 30 °C) a osusi. Pri ,, nendliti* struka mlékem
se provede krétka masaz vemene [5].

Ru¢ni dojeni (tzv. vytlaovani bez tahani struku) je 80 — 90 stiskii za minutu. Nejprve se
doji vétsi zadni ¢tvrti a pak obé piedni, dnes prakticky jen u nemocnych a porargnych ve-
men.

Strojni dojeni méa vySSi potencidl v oblasti hygieny ziskavani miéka. Dojici souprava obsahu-
je: vyvévu k vytvoreni podtlaku, podtlakové potrubi, mlécné potrubi (hadice) a dojici stroj —
4 kusy nasadci na struky. Strojni dojeni probiha v dojirnach [5].
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R

a takt sania
stisku tvori puls

50 pulsi/minutu

takt sani (klidu) takt stisku
uvolnéni mléka miéko se neuvoliuje
mirna masaz

Obr.2: Strojni dojeni [5]

Po ukonceni dojeni se Setrné¢ seimou nésadce ze strukii. Dezinfekce struku probih& ihned po
sgimuti nésadcii, struky se ponoii do desinfekéniho roztoku (Setrné ke kiZi), nutne je takeé

&éni a dezinfekce dojiciho zatizeni [5].

Tab.4: Pramérny obsah jednotlivych Zivin v 1l kravského miéka[6]

Druh zivin (9" | Obsah Zivin v 1l mléka
)

Bilkoviny 31,0-350
Esencidni aminokyseliny 1,3

MIlécny tuk 30,0-46,0
MIécny cukr 45,0 - 50,0
Minerdlni l&tky 7,0

Vitaminy 11,4— 42,4
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Tab.5: SloZeni mléka riazného ptivodu [6]

Druh Voda | Bilkoviny | Tuk Laktoza Popel

miéka (%) (%) (%) (%) (%)
Kravské 87,4 33 39 4,6 0,72
Lidské 86,5 2,0 4,1 7,2 0,21
Kozi 86,9 33 4,5 4,6 0,79
Kobyli 89,8 2,0 1,5 6,1 0,41
Tuleni 34,0 12,0 54,0 | neobsahuje | 0,53

1.3 Chemické slozeni mléka

Kravské miéko obsahuje prameérné 88 % vody a 12 % sudiny, 3,2 — 3,6 % dusikatych latek
(hrubé bilkoviny), 3,5 - 4,5 % tuku, 4 — 5 % sacharidd, do 1 % minerdnich l&tek, déle vita-
miny, enzymy, hormony, plyny. Aktivni kyselost mléka (pH) je 6,5 — 6,7; pramérné kolem
pH 6,6 [5].

MIéko je polydisperzni systém:
@ tuk —disperze (hrub& disperze, emulze typu ol ve vodg),
@ bilkoviny — koloidni roztok (koloidni disperze),
@ sacharidy, minerdni 1atky — pravy roztok (molekularni disperze) [5].

1.3.1 Dusikaté latky

Dusikaté latky jsou nejkomplexngjsi dozkou miéka, urcuji z&kladni fyzikélne-chemickée
vlastnosti miéka, spoluuréuji nutri¢ni hodnotu miéka. Cista bilkovina je tvorena z 80 % ka-
seinem. Jedn& se 0 komplex fosfoproteina, ktery je obsaZzen v mléce z 2,4 — 2,6 % alze jg

vysrazet pii pH 4,6 ateploté 20 °C. Druhd skupina tvorici ¢istou bilkovinu jsou syrovatko-
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vé bilkoviny, které zaujimaji zbyvajicich 20 %. Jedna se o globulérni bilkoviny, které jsou

v mléce zastoupeny z 0,5 - 0,7 % a rozpou&ti se pri pH 4,6 [5].

Tab.6: Zakladni rozdéleni cisté bilkoviny [5]

Kasein Syrovéatkové bilkoviny
osi-kasein | dohromady cca 42 % CB o-laktalbumin
as-kasein (4-5:1) p-laktoglobulin

B-kasein cca25 % CB sérum albuminy
K-kasein cca9 % CB imunoglobuliny

ostatni frakce se povaZuji za derivéty

proteoso-peptony (Stepy kaseint)

CB....... gista bilkovina

Ostatni dusikaté latky zahrnuji napi. mocovinu, amoniak, kreatin, kyselinu moc¢ovou, lipo-
proteiny, enzymy... [5].

1.3.2 MiIéény tuk

98 % prestavuiji triacylglyceroly (estery glycerolu a mastnych kyselin), zbyvajici 2 % tvori

mono- a diacylglyceroly, volné mastné kyseliny, fosfolipidy, steroly, estery steroli, uhlovo-

diky a vitaminy rozpustné v tucich [5].

AZ ze 75 % jsou zde zastoupeny nasycené mastné kyseliny, zeména myristova, palmitova,

stearova. Vysoky podil také zaujimaji nizkomolekularni mastné kyseliny jako napi. méselna,

kapronova, kaprylova. Tvoii typické aroma miéka[5].
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Tab.7: Lipidy v mléce[6]

Lipidicka slozka | Obsah [%]
Triacylglyceroly 98 - 99
Diacylglyceroly 0,2-0,5
Monoacylglyceroly 0,02
Vosky Stopy
Volné mastné kyseliny Stopy
Fosfolipidy: 02-1,0

Fosfatidylcholin 35-40

Fosfatidyletanolamin 29-38

Sfingomyeliny 19-24
Steroly: 0,25-0,40

Cholesterol 02-04

Lanosterol Stopy

7-dehydrocholesterol Stopy
Vitamin A 7-85ug-g"
Karotenoidy 8—-10 ug-g"
Vitamin E 2-50 ug-g*
Vitamin D 0,01 ug-g*
Vitamin K Stopy

Obsahuje také nepatrné mnoZzstvi trans-mastnych kyselin, které vznikaji pasobenim mikro-
organismt v zazivacim traktu dojnic. Jgjich mnozZstvi je viak z hlediska doporuc¢ovaného

limitu spotieby trans-mastnych kyselin zanedbatelné. [4]
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H,C e on, o
CH-CH;CH;CH;CH
HC HCH; o,
HO
Cholesterol [7]

1.3.3 Sacharidy

------

k6za a galaktdza, ddle pak kvasny produkt laktdzy — kyselina mlécna[4].

Laktoza je zchemického hlediska disacharid, O-p-D-gaaktopyranosyl-(1-4)-D-
glukopyrandza, tvori se v mlié&né Zlaze, je rozpustna ve vodé. Dodava nadédlou chut
a udrZzuje osmoticky tlak v mléce. Vyskytuje se ve dvou anomerech: o-laktéza
ap-laktéza[5].

Laktoza se vyznaduje nizkou dadivosti a dobrou stravitelnosti (az 99 %). Ma ptiznivy vliv
na traveni, protoZe vazbou vody vyvolava bobtnani sttevniho obsahu a podporuje peristalti-
ku. Enzymem f-galaktosidazou se &tépi v tenkém stievé na glukozu a galaktdzu [4]. Hlavni
vyznam zhlediska fyziologie vyzivy je vtom, Ze kyselina mli&nd, kterd vznika
v intestinanim Gstroji  mikrobidni ¢innosti, zvy3uje resorpci vapniku [7]. U osob
s nedostatecnou tvorbou enzymu laktazy muze laktoza pisobit zaZivaci potize. Jedna se
o intoleranci lakt6zy, tedy neschopnost ji &épit. ReSenim je vyhnout se konzumnimu miéku
tekutému a zan¥fit se ve spotieb¢ na syry a fermentované miécné vyrobky, které obsahuiji

menSi mnozstvi laktdzy [4].

Lactose
CH;OH CHyOH
} [#] 1 O

HO aH

O . 4 ot

OH OH

Laktoza[8]
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1.3.4 Minerdni latky

Hodnota minerdnich latek v mléce vynikne pii srovnani s ldtkami jinych potravin, u nichz je

zpravidla nizsi obsah, nebo jsou v nevhodném vzajemném poneru [8].
Minerdlni latky se v mléce vyskytuji v n¢kolika formach:

@ v roztoku,
@ koloidni forma,
@ vazény nadozky miéka[5].

Jednotlivé formy jsou ve vzgemnych rovnovéhach:
@ ovlivnéni osmotického tlaku (zejména K a Na, spolu s lakt6zou)
@ ovlivreéni velikosti, stavu a vlastnosti kaseinovych micel (Ca, Mg, P, spolu
s citréty).

Obsah a formu minerdnich latek ovliviiuje fada faktora, jako napt. pH, uvolnéni nékterych
soli do roztoka, vliv zahtevu miéka, stédium laktace, zdravotni stav g [5]. MIéko je zefmé-
na nositelem vapniku, fosforu a drasliku. Pomér mezi vapnikem a fosforem je v mléce
1:1,3[9]. Vépnik a fosfor je zastoupen ze 30 % v roztocich, 40 — 50 % je v koloidnim
kalcium-fosfétu a z 20 % jsou vazény na kaseinovy komplex [5].

Ze stopovych prvki je v mléce Zelezo, které se véze na kaseinové micely (az 70 %), zinek
se véze na kasein (az 80 %) a imunoglobuliny, méd’ ajéd, déle hoicik, volné ionty selenu g.

[5].

Tab.8: Obsah mineranich Iatek v miéce [6]
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Minerélni latky (v 11 mléka) 6,0-8,0g
ML Mnozstvi | ML Mnozstvi (mg) | ML M nozstvi
(9) (g)

V gpnik 1,20-1,40 | Kiemik | 0,87-2,27 | Hlinik 50 — 1000

Horek | 0,10—0,13 Bor 100 — 400
Sodik 0,50 Zelezo 300
Dradik | 1,45—1,50 Brom | 180— 250
Fosfaty 2,10 Jd 10-80

Chloridy 1,00

Sirany 0,10

ML....... minerdni latky

1.3.5 Vitaminy

MIéko obsahuje vitaminy rozpustné jak ve vodé, tak v tucich. Obsahuje relativre vysoky
obsah vitaminu A i jeho prekurzoru karotenu. Jeho koncentrace v3ak primo umérné zalezi
na krmeni zelenym krmivem. MIéko je velmi daleZitym zdrojem ve vodé rozpustného vita-
minu B, (riboflavinu) a vitaminu B;, (kyanokobalaminu) a pomerné dobrym zdrojem vitami-
nu B; (thiaminu), Be (pyridoxinu) a biotinu [10].

Cerstvé nadojené miéko obsahuje také vitamin C, ale vlivem svétla je oxidaci o tento vita-
min ochuzovano. MIéko prispiva k vyzivé ¢lovéka pouze zanedbatelnym mnoZstvim vitami-
nu D aK amalym mnozstvim vitaminu E [3].

Obsah vitamini v mléce ovliviiuje predevSim ro¢ni doba a vyZiva dojnice.
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Tab.9: Obsah vitamini v mléce [5]

Vitamin Obsah v mléce (mg-kg™)
Thiamin 0,3-0,7
Riboflavin 0,2-3,0
Pyridoxin 0,2-2,0
Kobalamin 0,003 -0,038
Niacin 0,8-5,0
Folacin 0,03-0,28
Pantotenova kyselina 04-4,0
Biotin 0,01-0,09
Vitamin C 5-20

Vitamin A a jeho provitamin p-karoten se podili na Zlutém vybarveni miéEného tuku. Dob-
rym zdrojem vitamini A jsou mlé¢né vyrobky s vySSim obsahem tuku a madlo. P¥i pasteraci,
v UHT mléce a pri suSeni se ztréci do 6 % vitaminu A, déle pri skladovéni v piitomnosti
kydiku a na svétle (pri skladovéani v nevhodnych obalech) 20 — 30 % vitaminu A. V suSe-
ném mléce je vitamin A velmi stabilni [9].

Vitamin D se v mléce vyskytuje jako D, — ergokalciferol a D3 — cholekalciferol. Vitaminy D
vznikaji UV zarenim z prekurzoru, které se nazyvaji provitaminy D. Hladina tohoto vitami-
nu je ovlivnéna zejména rocnim obdobim (resp. vyZivou, v zimnim obdobi byvé obsah toho-
to vitaminu az 4x nizSi nez v letnim obdobi). Vitamin D ma vyznam pro metabolizmus vép-
niku ato zejména pro jeho resorpci ve stievé a zpétnou resorpci v ledvinach [9].

Mlécny tuk obsahuje vitaminu E mnohem mén¢ neZ rostlinné olgje. Vitamin E je jednim
z ngjlcinngjSich antioxidanta, brani starnuti, nadorovému bujeni a podporuje zérodec¢nou
tkén. V neptitomnosti kysiku a oxidovanych lipidi je vitamin E pomérné stabilni pii béz-
ném pramyslovém zpracovani [9].

Vitamin K se v jatrech G¢astni syntézy vétdiny koagulacnich faktort. Tvori se také v tlustém

stievé Gcinkem bakterii, proto napt. pii podavani antibiotik, kdy se zni¢i stievni bakterie,
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vznika krvécivost. Béhem zpracovani a skladovani je relativre stabilni, ke znatnym ztratam

dochézi, je-li mléko vystaveno dennimu svétlu [9].

1.3.6 Enzymy

V mléce je znatné mnozstvi enzyma. Vznikaji syntézou v mlécneé Zlaze, prechézi z krve doj-
nice nebo se jednd o mikrobidlni enzymy z kontaminujici mikroflory [5]. Detekce jejich ob-
sahu (aktivity) se vyuziva zeménak:

@ rozliSeni mliék ruznych savci,
odligeni zralych mlék od nezralych (mlezivo),
diagnostika zdravotniho stavu dojnice,

Zji’ovéni hygieny ziskavani mléka,

Q Q8 8 8

Zjisovani spravnosti oSetieni mléka (pi. vétSina enzymi se ni¢i zdhrevem, en-
zymy se v&ak lisi v teploté inaktivace a v potiebné dobé jejiho pisobeni — 1ze
rozlisit rizné stupné zahrevu),

@ hodnoceni nebezpeti rozkladu slozek mléka pasobenim enzyma [5].

Vyznamni zastupci:

Laktoperoxidéaza rozklada peroxid vodiku na vodu a atomarni kyslik. Aktivita laktoperoxi-
dazy se meéni se stadiem laktace (v prabéhu klesd). Podle aktivity se posuzuje spravnost
provedeni vysoké pasterace miéka nebo smetany. Je znatné tepelné stabilni [5].

Xantinoxidaza zprostiedkovava oxidaci xantinu na hypoxantin a dale na kyselinu moc¢ovou.
Aktivita se méni se stadiem laktace (v pribehu roste). Vyuziva se k odligeni zdravého miéka
od miéka mastitidnich dojnic [5].

Katalaza rozklada peroxid vodiku na vodu a kydlik. MIéko ji obsahuje vZzdy. Je mozné ji
vyuZit k detekci onemocnéni mlécné Zlazy. Aktivita katalazy se zvysuje u miéka s vySSim

poctem leukocyta [5].

Lipézy zpasobuji hydrolyzu acylglycerolti na glycerol a mastné kyseliny. Obvyklé je asocia-

ce lipazy skaseinem a tukovymi kulickami. Aktivita se meéni se st&diem laktace (v prvnich
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dnech klesd a po cca 10 dnech opét roste) a ro¢ni dobou. Lipaza je aktivovana stopovymi
prvky (Cu, Fe) [5].

Fosfatazy zpusobuji hydrolyzu estericky vazané kyseliny fosforecné z riznych substrata. Je
prirozenou soucésti mléka. Fosfatazy rozdélujeme na alkalickou a kyselou fosfatézu.
Alkalicka fosfatdza méa pivod v epitelu mléené Zlazy, v krvi, bunéénych Gtvarech a je lokali-
zovéana v membranéch tukovych kulicek. Ma vyrazné vySSi aktivitu nez kysela fosfatéza.
Ztrata aktivity nastéva pii teplotéch nad 70 °C po dobu 15 s[5].

Kysela fosfatdza ma pavod z leukocyti a je lokalizovana v mié&ném séru. K jeji deaktivaci

dochézi pti 80 °C po dobu 15 s. Aktivita znatné roste pii zanétech mlécné Zlazy [5].

Plasmin (alkalick& mlééna proteaza) &tépi o a pB-frakce kaseinu. Disociace nastava pii po-

klesu pH. Pri vyrobeé syri ze syrového miéka se podili na proteolyze bilkovin [5].

1.3.7 Plyny

Cerstvé nadojené mléko obsahuje cca 6 — 9 % plyna (znaéné ¢ast 5 — 7 0bj.%) CO,, prav-
dépodobn¢ prechazi z krve a ¢ast plyna se dostédvé ze vzduchu. Pri sténi se ustavuji rovno-
vahy, nastane pokles CO,, zvy3eni N, a O,. Pritomnosti kysliku je moZné oxidace vitaminu

C, ptipadng i tuka. Je také mozny rozvoj aerobnich mikroorganismu [5].

1.3.8 Antimikrobidlni latky

Laktoferin je glykoprotein, ktery vaze Zelezo a stavé se tak nedostupnym pro bakterie. Je
syntetizovan v mléené Zlaze a jinych exokrinnich Zldzach (dinné Zlazy, pankreas, dzné 7l&-
zy). Vysoky obsah laktoferinu je v kolostru/mateiském miéce, béhem laktace se sniZuje,

zvy3uje se pii mastitidach [10].

Laktoperoxidazovy systém je Gcinny zeiménana G bakterie [10].

Mezi hlavni zastupce imunoglobulina patti: 1gA, 1gG, IgM. Tvoti obranny systém miad’at
proti gastrointestin@lnim infekcim [10].
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Lysozym je 1,4-(3)-N-acetylmuramidaza. Vyskytuje se piedeviim ve dinach, vajecném bil-
ku, mléce, krvi. Vy&Si obsah lysozymu je v kolostru a jeho obsah se zvy3uje pri infekcich.
Stepi glykosidovou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou
a N-acetylglukosaminem v bakteridnim peptidoglykanu, na coZ jsou citlivé zejména
G bakterie[10].

Fukosylované oligosacharidy a glykoproteiny podporuji rist Bifidobakterii, slouZi k preven-

ci adheze strevnich patogent na sténu streva a takeé k inaktivaci nékterych toxina [10].

Jsou zde zastoupeny zejména MK (mastné kyseliny) o stiedni délce ietézce (C8, C10, C12).
Tyto MK chréni mlad’ata proti stievnim patogenam [10].

1.4 Vlastnosti mléka

1.4.1 Senzorickévlastnosti mléka

K z&kladnim senzorickym vlastnostem miéka patii chut’, ving, barva a konzistence [3].
Sladkou chut’ mléka zpisobuje laktdza. Kromg laktdzy se na vydedné chuti miéka castecné
podilgji i miétny tuk a fosfatidy. Negativné mohou ovlivnit chut’ miéka nekteré latky
z krmiva [3]. Cerstvé nadojené miéko nema zvl&&tni vyraznou vini. MIéko velmi snadno
prijima cizi pachy z vrejSiho prostredi, tyto se velmi snadno vazi na tukove kulicky. Viang
miléka souvisi predeviim se stupném jeho zneci&téni, z tohoto davodu je tieba prostiedi,
ve kterém je mléko ziskavano a uchovavano vénovat mimotadnou pozornost [3].

Mlécny tuk ve forme tukovych kulicek a céstecné také kasein ve formeé kaseinovych micel
podminuji bilou az dabé krémovou nepruhlednou barvu miéka. Krémové Zluté barva je z&
vida na obsahu karotenoidu, rozpusténych v mlécném tuku, ¢astecné je také ovlivnéna ri-
boflavinem [3].

Konzistence mléka je zpasobena predevSim vysokym obsahem vody a homogenni struktu-
rou miéka, ve kterém se nachézi lakt6za a ¢ést minerdnich latek v roztoku, bilkoviny

v koloidni fazi a pouze miéeny tuk v emulzni fazi [3].
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1.4.2 Z&kladni fyzikalni a chemické vlastnosti

Specificka hmotnost smésného syrového miéka se v podminkach CR pohybuje v rozpéti
1,028 a2 1,032 g.cm’®. Vysledna hodnota je zavisla na obsahu zékladnich doZek miéka a to
bilkovin, laktézy, tuku a minerdnich latek. ZvySeny obsah tuku v mléce hmotnost sniZuje,
bilkoviny, laktéza a minerdini l1atky (tukuprostd susina) hmotnost zvy&uji. U odstiedéného
mléka nebo miéka s odebranym tukem se specificka hmotnost zvy3uje nad 1,032 g.cm®.
Specifickd hmotnost snizena pod 1,028 g.cm® je predb&znym ukazatelem pidané vody.
Pridana voda v mnozstvi 10 % sniZuje specifickou hmotnost miéka o 0,003 g.cm® [3].
Zmeny specifické hmotnosti mléka mize zpasobit fada dalSich faktord, ovliviujicich sozeni
mléka, jako je zhorSeny zdravotni stav dojnic, zejména mastitidy, dietetické a metabolické
poruchy, stédium laktace apod. [3].

Pro nekteré vypocty je udavana specificka hmotnost v tzv. laktodenzimetrickych stupnich
(°L). Pro prepocet specifické hmotnosti v g.cm® na °L plati vztah :

(specifickad hmotnost - 1).10° = °L  [3]
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Obr.3: Zavidost specifické hmotnosti mléka na teploté [15]

|
1
]
|

1 — odstiedéné mléko, 2 — pasterované egalizované mléko (2,5 hm. % tuku), 3 — syrové miéko ( 4,5 hm. %
tuku), 4 — destilovana voda
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Bod mrznuti je dulezita fyzikalni vlastnost mléka, pouzivané v soutasné dob¢ k rychlému
posouzeni technologické neporusenosti smesného syrového mléka. Tato viastnost je relativ-
né konstantni (- 0,54 az - 0,57 °C) a souvisi se stdlosti osmotického tlaku. Deprese bodu
mrznuti mléka (BMM) proti vodé je zptisobena zhruba z 50 % obsahem laktdzy a cca ze 30
% rozpudténymi solemi (chloridy, fosféty, citraty) [3].

Pro nakupované smésné mléko byla stanovena mezni hodnota BMM < - 0,520 °C v ramci
EU, resp. BMM < - 0,515 °C v CR. Pivodné se na zékladé BMM uréovala velikost poru-
Seni miéka vodou (1 % pridané vody zhorSuje BMM cca o 0,005 °C) [3].

Pricinou kolisani BMM mutiZe byt fada dalSich vlivi, souvisgjicich se zménami sloZeni a
vlastnosti mléka. Vedle vlivu sezdny, stadia laktace, plemene, uzitkovosti, subklinickych
mastitid apod. je negjzavazngjsi a nejéastejsi vliv vyZivy a dietetickych, pripadné metabolic-
kych poruch. Na zékladé dlouhodobych a rozsdhlych sledovéni je uvadéno, Ze pokles obsa-
hu laktézy o 0,1 % predstavuje zhorSeni BMM o 0,005 °C, pokles obsahu bilkovin 0 0,1 %
zhorSeni BMM 0 0,0025 °C a pokles obsahu moc¢oviny o 10 mg-100 mi™ miéka pokles
BMM o 0,002 °C [3].

U miéka a mlénych vyrobka se kyselost vyjadiuje jednak titraéni kyselosti a jednak aktivni
kyselosti, tj. koncentraci vodikovych ionti [3]. Titratni kyselost udava spotiebu roztoku
NaOH o koncentraci ¢ (NaOH) = 0,25 mol.dm’® potiebného k neutralizaci kysele reaguji-
cich latek ve 100 ml (100 g) vzorku na indikétor fenolftalein. Historicky se tato kyselost
uvadéla v Soxhlet-Henkelovych stupnich (°SH), podle soustavy Sl by se mela uvadét
v jednotkéch mmol.dm® [3].

Titracni kyselost ¢erstvého smésného miéka od zdravych a dobie krmenych dojnic se pohy-
buje kolem 7. Podle CSN 57 0529 se u nés povazuje za norméni mliéko o titrasni kyselosti
v rozmezi 6,2 —-7,8 [3].

U jednotlivych dojnic se miZzeme setkat se znatnymi vykyvy kyselosti ¢erstvé nadojeného
miéka. MIéko s kyselosti pod 5 je vodnaté, modravé barvy a pochézi obvykle od dojnic se
zénétem vemene. Mléko o kyselosti nad 8 pochazi obvykle od dojnic po oteleni nebo se
jedna o miéko, produkované v prabéhu prvni laktace. Presahuje-li kyselost miéka 9, jde

obvykle o mlezivo nebo miéko od dojnic s akutnim zanétem vemene [3].
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Celkové maZeme fici, Ze kolisani nativni kyselosti je zpisobeno témito vlivy:

@ kyselost miéka kolisa individudlné a je specificka pro kazdy urcity organismus,
zastoupenim jednotlivych slozek ovlivijicich spotiebu pii neutralizaci miéka,
mirné kolisani probihd mezi jednotlivymi nédoji a ze dne na den,
ke konci laktace nastava obvykle pokles kyselosti,
dojnice na prvni laktaci davaji obvykle mléko s vySSi kyselosti,

mnozstvi kyselin v krmné davce neovliviiuje podstatné kyselost miéka,

QO 8 8 8 8 B

onemocnéni dojnice a zejména mléné Zlazy vyvolavéa vétSinou zmeny kyselosti mié-
ka[3].

Kyselost mliéka naristgjici s ¢asem nad hodnotu nativni kyselosti je zpisobena rozkladem
laktdzy na kyselinu mlé¢nou ¢innosti mikroorganismi. MIéko o kyselosti nad 9 — 10 se srézi

varem, pii kyselosti 25 — 30 se sréZi iz pii pokojoveé teplote [3].

Aktivni kyselost ¢erstvé nadojeného miéka se pohybuje v intervalu hodnot pH 6,4 — 6,8.
Stanoveni pH u ¢erstvé nadojeného mléka nemusi vSak byt vZdy nejlepsim metitkem hodno-
ceni. Mléko mé jako kazda fyziologicka tekutina tlumivou — pufracni schopnost a piidame-li
k nému malé mnozZstvi kyseliny nebo zésady, nezmeéni se hodnota aktudni kyselosti. Tato
schopnost se vysvétluje piitomnosti bilkovin, fosfatt a citréti. Nezachytime proto prvni
stadium rozkladu laktozy jako zmeénu pH, i kdyZ se jiz vytvorilo ur¢ité mnozstvi kyseliny
mlé&cné. Proto u miéka je vhodngjSim meritkem kvality, resp. cerstvosti stanoveni jeho tit-
racni kyselosti [3].

1.5 PoZadavky na syrové mléko

1.5.1 Vyhldska 61/2009 Sh. O veterinarnich a hygienickych poZadavcich na Zivo¢is
né produkty

Podle vyhladky 61/2009 Sh. O veterindrnich a hygienickych poZadavcich na Zivocisné pro-

dukty 8 13 plati:
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(1) Chovatel maze v malych mnoZstvich prodavat se souhlasem krajské veterindrni spravy
syrové, mlékarensky neoSetiené mléko a syrovou smetanu v misté vyroby piimo konecnému
spotiebiteli pro spotiebu v jeho domécnosti [11].

(2) Predmétem piimého prodeje syrového miéka mize byt pouze syrové miéko, které:

a) pochézi od zdravého zviiete z hospodarstvi Uiredné prostého tuberkul6zy a Giedné pros-
tého nebo prostého bruceldzy, jez nevykazuje Zadné priznaky nakazlivého onemocnéni pie-
nosného mlékem na ¢lovéka,

b) bylo ziskdno hygienickym zptisobem v hospodéistvi, v némz jsou dodrzovany hygienické

pozadavky stanovené zdkonem a poZadavky uvedené v odstavci 3 [11].

(3) Hygienické pozadavky na vyrobu syrového miéka, poZzadavky na prostory a vybaveni,
na hygienu béhem dojeni, shéru a piepravy a na hygienu persondlu stanovené predpisy Ev-
ropskych spolecenstvi plati pro hospodarstvi, z néhoz pochézi syrové miéko, které je pred-
métem piimého prodeje, obdobne [11].

(4) Neni-li syrové miéko urcené k piimému prodeji prodano do 2 hodin po nadojeni, musi

byt zchlazeno na 8 °C a zchlazené prodano do 24 hodin po nadojeni [11].

(5) Za malé mnozstvi syrového, miékarensky neoSetieného miéka a syrové smetany, uréené
k ptimému prodeji jednomu konecnému spotiebiteli, se povazuje takové mnozstvi tohoto
syrového miéka nebo syrové smetany, které odpovida obvyklé denni spotieb¢ tohoto miéka
v domécnosti daného spotiebitele [11].

1.5.2 Pozadavky na produkci syrového kravskéno mléka, kritéria kvality a faktory

ovliviwujici vydedky jeiho hodnoceni

Hyagienické pozadavky na produkci syrového kravského miéka a kritéria pro syrove kravské

mléko pro miékarenské oSetieni a zpracovani stanovuji: [12]

Natizeni Evropského parlamentu a Rady /ES/ - hygienicky bali¢ek:
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@ ¢. 178/2002 ze dne 28.1.2007, kterym se stanovi obecné zasady a poZadavky potra-
vinového préava, ziizuje se Evropsky Urad pro bezpetnost potravin a stanovi postupy
tykajici se bezpecnosti potravin,

¢. 852/2004 ze dne 29.4.2004 O hygien¢ potravin,

@ ¢. 853/2004 ze dne 29.4.2004, kterym se stanovi Zvladtni hygienicka pravidia

Q

pro potraviny Zivoc¢iného pavodu,

@ <. 854/2004 ze dne 29.4.2004, kterym se stanovi Zvl&stni pravidla pro organizaci
Giednich kontrol produkta Zivocisného pavodu uréenych k lidské spotiebe,

@ ¢. 882/2004 z 29.4.2004 O uiednich kontroléch za G¢elem ovéieni dodrZzovéni prav-
nich predpisi tykajicich se krmiv a potravin a pravidel o zdravi zvitat a dobrych Zi-

votnich podminkéch zvitat [12].

Natizeni Komise /[ES/ ¢. 2074/2005 z 5.12.2005, kterym se stanovi provadéci opatieni pro
nékteré vyrobky podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady /ES/ ¢. 853, 854
a ¢. 882/2004, kterym se stanovi odchylka od narizeni EP a Rady ¢. 852, 853, 854 / 2004
[12].

Doplnujici natizeni
Natizeni Komise /ES/ ¢. 1662, 1663, 1664 ze 6.11.2006, kterymi se méni ndsledujici natize-
ni Evropského parlamentu a Rady /ES/:
@ ¢&. 853/2004, kterym se stanovi ZvI&stni hygienicka pravidla pro potraviny Zivocisné-
ho pavodu /1662/,
@ ¢&. 854/2004, kterym se stanovi Zvlédtni pravidla pro organizaci Grednich kontrol
produkta Zivocisného pavodu urcenych k lidske vyZzive/1663/,
@ ¢. 2074/2005, pokud jde o provadéci opatieni pro nékteré produkty Zivocisného pu-
vodu urcené k lidske spotiebé a zrudujici nekterd provadéci opatieni/1664/ [12].

Vyhlé3ka ¢.287/99 Sh. Nahrazuje v podstaté CSN 57 0529 Syrové kravské miéko pro milé-
karenské oSetieni a zpracovani. V této norme vSak jsou uvedeny i dalSi znaky jakosti a dlo-

Zeni, z nichZ neékteré jsou uplatnovany pri uzavirani kupnich smluv [3].

Smyslové znaky jakosti
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Barva: hild, ptipadné s lehce naZloutlym odstinem,
Konzstence a vzhled: stejnoroda tekutina bez usazenin, viocek a hrubych negistot,

Chur a viine: ¢isté mlééna bez jinych prichuti a pacha [3].

Fyzikalni a chemické znaky jakosti — mléko musi odpovidat t¢émto pozadavkam:
@ obsah tuku neiméns 33,0 g1 (T),

obsah bilkovin nejméng 28,0 g-I™* (B),

obsah tukuprosté susiny negjmén¢ 8,50 % (TPS),

bod mrznuti vétsi nebo rovno -0,515 °C (BM),

kyselost mléka stanovena dle Soxhlet-Henkela 6,2 — 7,8 [3].

Q 8 8 8

Doplitkové znaky jakosti
Mikrobiologické znaky jakosti pro specidlni vyroby:
@ pocet psychrotrofnich mikroorganismi do 50 000 v 1ml (PTM),
@ pocet termorezistentnich mikroorganismi do 2000 v 1ml (TRM)),
@ pocet koliformnich bakterii nejvyse 1000 v 1ml (CA),
@ sporotvorné anaerobni bakterie v 0,1ml — test negativni (SPAN) [3].

Latkovy obsah volnych mastnych kyselin u miéiného tuku ma byt 13,0 mmol-kg™ metodou

stlukem — 32,0 mmol-kg™ metodou extrakeng titracni [3]
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Tab.10: Pramérné ukazatele jakosti syrového kravského miéka v obdobi let 1997 — 2001 dle
vydedkii hodnoceni v centralnich laboratorich [3]

Jednotka 1997 | 1998 1999 | 2000 | 2001

CPM v 1ml 79120 | 66030 | 65000 | 52680 | 46770
PSM v 1ml 236 760 | 238 380 | 248 000 | 248 200 | 259 210
BM x (-0,001) °C 521 523 523 523 523
B % 3,26 3,36 3,34 3,31 3,35
T g-100mi™ 4,27 4,26 4,24 4,21 4,19
TPS % 8,82 8,82 8,79 8,79 8,82
CA v 1ml 132 149 191 276 215
TRM v 1ml 1275 | 1200 | 1192 | 1016 831
PTM v 1ml 21220 | 16450 | 10900 | 6847 | 6200
SPAN | % pozit.vzorkia | 15,4 140 | 1051 | 1367 10,6

Dalsi kritéria na syrové mléko pro miékérenskeé oSetieni a zpracovani:

Stanovuji je:

@ CSN 570529 Syrové kravské mléko pro miékarenské oSetieni a zpracovani, Zmeéna .1,

leden 1998,

@ CSN 569601 Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe - Mléko a mléiné vyrobky z

roku 2006, zpracovana ve smyslu Natizeni EP a Rady /ES/ ¢.852/2004 ke zpracovani a

rozStovani pravidel pro spravnou praxi potravinarskym sektorem [12].
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Doporucuje kontrolovat ndsledujici kritéria:

@ senzorické znaky,

@ fyzikaneé chemické znaky (tuk, bilkovina-kasein, bod mrznuti mléka, kyselost miéka),

@ dasi znaky dle CSN 570529 (dopliikové mikrobiologické znaky, podil volnych mast-
nych kyselin atd.) [12].

Stanovené znaky se kontroluji na zakladé dohody mezi vyrobcem miéka a jeho zpracovate-
lem. Jsou vyuzivany pro zajidténi kvalitniho zpracovani mliéka a kvalitu vyrobka a pripadné-
ho vyuzivani pri zpenéZovani mléka. Je tedy tieba vyuZivat prisusnych ustanoveni obchod-
niho zékoniku. Je mozno doporucit pouzivani prislusnych vykladi, které existuji K ci-
tovanym doporu¢enym normam [12].

Stanoveni tuku je predpokladem schvédeni odbératele ve smyslu 85, odst.3, pismeno b Naii-
zeni vlady ¢.258/255 O stanoveni blizSich podminek pro uplatiovéani davky v odvétvi miéka
a mlésnych vyrobkt v ramci spolecné organizace trhu s miékem a mlécnymi vyrobky ato v
laboratorich schvdlenych podle zvi&stniho prévniho predpisu (Veterindrni zakon) [12]. Pxi
kontrole mléka pro potieby mlékérenského zpracovéani, hygienické kvality, jeho zpenéZzova
ni a zejména pii kontrole uZitkovosti dojnic je mozno kontrolovat i dalSi parametry, zeména

pro kontrolu zdravotniho stavu dojnic, jejich metabolismu a spravné vyzivy [12].

Jedna se zeména o:

@ stanoveni mocoviny pro kontrolu bilkovinného metabolismu a prisunu energie,
@ stanoveni kyseliny citronové pro kontrolu glycidového metabolismu,

@ stanoveni ketolatek [12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Tab. 11: Hodnoty mocoviny v syrovém kravském mléce [12]

Obsah mocoviny
v mg™
Obsah bilkovin <150 150 - 300 > 300
v %
Nedostatek bilkovin Prebytek Prebytek bilkovin
30 a prebytek energie energie aenergie
Nedostatek bilkovin Bilkoviny Nedostatek bilkovin
32-3,6 a dlaby prebytek aenergie a daby nedostatek
energie V rovnovéze energie
Nedostatek energie Nedostatek Prebytek bilkovin
<32 abilkovin energie a nedostatek
energie

Overovani pozadovanych kritérii

Pinéni stanovenych kritérii se musi ovérovat na reprezentativnim poctu vzorka syrového
mléka odebranych pii namétkovych kontrolach v zemédelskych podnicich vyrabgjicich mlé-
ko.

@ klouzavy geometricky pramér za dvoumesicni obdobi, alespon dva vzorky za mésic
(CPM),
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@ klouzavy geometricky pramer za trimeési¢ni obdobi,alespon jeden vzorek za mesic,
pokud piislusny organ neurci jinou metodiku s cilem zohlednit sezénni variace v
arovni vyroby (PSB) [12].

Tyto kontroly mohou byt provadény :
@ provozovatelem potravindiského podniku, ktery miéko vyrabi, nebo v jeho zastou-
pen,
@ provozovatelem potravindiského podniku, ktery miéko svézi, nebo zpracovava, ne-
bo v jeho zastoupeni,
@ skupinou provozovateli potravinarskych podniki, nebo v jejich zastoupeni,
@ nebo v ramei vnitrostatnich nebo regiondnich kontrolnich programa [12].

Pokud mléko nespliiuje poZadovana kritéria, musi provozovatel potravinaiského podniku
informovat prisludny organ a prijmout opatieni k ndpravé. Podkladem pro rozhodnuti orga
na veterindrni spravy musi byt vysledek vySetieni ze Stétniho veterinarniho Gstavu, Narodni
referencni laborator, referen¢nich laboratoii nebo laboratori, které byly pro poZadovany
druh vySetieni akreditovany, a kterym vydala Statni veterinarni sprava (SV'S) povoleni
k provéadeéni veterinarni laboratorni diagnostické cinnosti, anebo referencni laboratori Ev-
ropského spolecenstvi.

Tyto laboratoie postupuji podle metod a norem stanovenych predpisy ES [12].

Kontrola syrového miéka po svozu

Pridudny orgadn monitoruje provadéné kontroly poZadovanych kritérii. Pokud provozovatel
potravinarského podniku nenapravi situaci do 3 mesica, kdy poprvé oznamil prisusnému
organu, Ze nebyla dodrZena kritéria pro obsah mikroorganismi nebo somatickych bungk,
musi byt dodévky syrového miéka pozastaveny, nebo v souladu se zvl&stnim povolenim
nebo v3eobecnymi pokyny prislusného organu podrobeny poZadavkam tykajicim se oSetieni
mléka a jeho pouZiti, predepsanym z dtivodu ochrany vefejného zdravi. Toto pozastaveni
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nebo tyto pozadavky musi zastat v platnosti, dokud provozovatel neprokéze, Zze syrové
mléko opét splnuje kritéria [12].

Testovaci metody pro syrové miéko
@ EN/1S0 4833 pro obsah mikroorganismi pii 30 °C,
@ 1S0 13366-1 pro obsah somatickych bungk /CSN EN 1SO/.

Tyto analytické metody jsou stanoveny jako referencni pro prisiusné organy, popiipadé
Pouziti aternativnich metod je prijatelné za predpokladu jejich validace za stanovenych
podminek [12].

153 Laboratore
@ Referencni laborator Spolecenstvi pro mléko a mléené vyrobky Afssal ergha,
F 94700 Maisons —Alfort [12].

@ Referencni laborator Spole¢enstvi pro antibakteridni latky AFSSA Sile de Fougerés,
BP 9023, Francie [12].

Narodni referencni laboratore:

@ pro miéko amléiné vyrobky SVU Praha,

@ pro antibakterialni/inhibi¢ni/ 1atky a rezidua veterinarnich I&iv SVU Jihlava,

@ NRL VUCHS Rapotin [12].
MILCOM a. s., Vyzkumny Ustav miékérensky a jeho laborator zapojena do systému mezi-
laboratornich testt v oblasti stanoveni chemicko-fyzikélnich znaki a mikrobiologické jakos-
ti mléka a kalibrace pristrojové techniky na zakladé dohody o spolupréci v oblasti jakostniho

hodnoceni syrového kravského miéka mezi SVS CR A SCL pro hodnoceni jakosti miéka z
30.11.2000 [12)].

ZkuSebni laboratore :
@ Centrélni laborator - MADETA Agro as, Ceské Budgjovice,

@ Centralni laborator - BohuSovicka miékarna as,
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@ Laborator pro rozbory miéka, Tuiany CMSCH,

@ Laborator pro miéko, Budtehrad CMSCH,

adalsi laboratore pro Uredni kontrolu akreditované a schvadlené SVS CR [12].
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2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

2.1 Princip

Kapalinova chromatografie je jednou z chromatografickych separatnich (délicich) metod. V
pripadé kolonové chromatografie je k déleni latek pouzivana chromatograficka kolona. Je to
zpravidla sklenénd, ocelova nebo plastova trubice naplnéna drobnymi ¢asticemi vhodného
materidlu - sorbentu. Urcit4 oblast sorbentu je pristupna pro molekuly vzorku a tvoii tzv.
stacionarni fazi. Mezi ¢asticemi sorbentu protéka kolonou kapalina (mobilni faze, eluent).
Pt béZné elucni metodé je roztok vzorku nastriknut v Uzké zon¢ na zacétek kolony. V kon-
taktu se sorbentem kazda slozka vzorku pirechézi z¢asti do stacionérni faze ve snaze doséh-

nout termodynamické rovnovahy [13].
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Obr.4: Separace vzorku [14]

Velikost retence (zadrZeni) dozky na stacionarni fazi je charakterizovanaretenénim fakto-

remk:

k=2
Rm
)

kde ns a nm jsou rovnovazna latkova mnozstvi dozky ve fazi stacionarni a mobilni [13].
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Slozky, jejichz retencni faktory se dostatecné isi, opoustéji kolonu v oddélenych zénach.
Mobilni f&ze vystupujici z kolony je vedena do detektoru, ktery na z&kladk zmeny nékteré
fyzikani nebo fyzikalné-chemické velic¢iny indikuje pritomnost separovanych slozek. Grafic-
ky zédznam zavidosti signalu detektoru na ¢ase se nazyva chromatogram. Pocétek chroma:
togramu je kladen do okamZiku nésttiku vzorku na kolonu. Kazdé rozdélené sloZce odpovi-

da na chromatogramu jeden pik, ktery mé v idealnim ptipadé tvar Gaussovy kiivky [13].

Gaussovsky
pik

pik rozmyty
vzadu
(s chvostem)

pik rozmyty
vpiredu

Obr.5: Tvary pika [13]

Poloha jejiho vrcholu se nazyva retenéni ¢as tg . Retencni ¢as je v podstaté doba, béhem
niz latka projde celou kolonou [14]. HPLC metoda poskytne zakladni separaci vSech sozek

s dobrou rozliSovaci schopnosti béhem 40 minut [24].
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2.2 Pristrojove vybaveni

Chromatograficky systém maze byt bud’ otevieny — klasicka kapalinova chromatografie,
nebo uzavieny — moderni vysokoucinné kapalinova chromatografie (HPLC — High Perfor-
mance Liquid Chromatography) [14].

Otevieny chromatograficky systém se sklada z kolony naplnéné sorbentem, kterd je nahoie
opatiena zasobnikem eluentu a dole je jimadio eludtu, nekdy téz jimac frakci. Vzorek se
vnasi ptimo na napli kolony [14].

V uzavieném chromatografickém systému obstarava pohyb eluentu cerpadlo zarazené pred
kolonu. Navstupu do kolony je jesté zatizeni pro davkovéni vzorku. Na vystupu z kolony je
umistén detektor, za kterym muaze byt zarazen jimac frakci. Zakladni technické vybaveni

obsahuje cerpadlo, davkovac vzorku, kolonu a detektor [14].

vvsokotlake
ferpadlo

zasobnil:
mobilni faze davkovaci ventil ﬁ[!i_'-"i =
s vymeénitelnou smyékon pocitac

HPLC kolona
detektor w

Obr. 6: Schéma kapalinového chromatografu [17]

221 Cerpadla

Cerpadla musi zaji&ovat konstantni priitok mobilni faze s presnosti lepdi nez 2 %, plynule

regulovatelny v rozsahu asi 0,1 az 10 ml-min™ [14].
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Obr.7: Linearni davkovac [16]

Zatizeni pro gradientovou eluci umoziuje plynule béhem analyzy meénit sloZeni mobilni faze
pii konstantnim pratoku. Moderni gradientova zatizeni se mohou sklédat ze dvou linearnich
davkovatt, které jsou elektronicky tizeny tak, aby se v priabéhu experimentu jednotliva cer-
padla podilela na celkovém pratoku pozadovanym podilem [14].

Vzorek se davkuje do kolony bud’ primym néstiikem injekeni stiikackou, nebo prediazenou
davkovaci smyckou. Pro piimy nastiik je kolona opatiena nastiikovaci hlavou, ve které je
septum. Vzorek se vnéSi propichnutim septa injekéni stiikackou. Druhy zpasob davkovani
pouziva Sesticestny kohout s davkovaci smyckou. Pii davkovani se ngjprve naplni smycka
vzorkem a potom se kohout piepne do druhé polohy, kdy eluentu protéka smyckou a unési
vzorek do kolony [14].

Obr.8: Davkovaci smycka [16]
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2.2.2 Kolony

Pri konstrukci kolon se vét&inou davé prednost rovnym trubicim, jejichZz délka se pohybuje
mezi 5 aZz 25 cm. NejbéZnéjSim materidlem pro tlakové kolony je nerezova ocel, mérg ¢asto

meéd’ nebo tvrzené sklo. [14]

kolona

H H
0 Al ]
kovovy plast

Obr.9: Chromatograficka kolona [16]

2.2.3 Detektory

V kapalinové chromatografii se pouzivaji prevézné tyto detektory:
@ optické (fotometricky, fluorimetricky, refraktometricky),
@ elektrochemické (voltametricky, ampérometricky, kulometricky, ...), [14]

@ hmotnostni.

Fotometricky detektor - nov¢jsi pristroje jsou vybaveny deuteriovou vybojkou, miizkovym
monochrométorem a fotoelektrickym nasobicem a mohou pracovat pri libovolné volitelné

vinové délce v rozsahu 190 az 600 nm [14].

23
1 4 6
ENEN
Vi N
&
\
3 E 7 J :
1 svételny zdroj & meéma cela
2 cocka 7 referentni cela
3 monochromator 8 fotonasobid
4 polopropustné zrcadlo 9 zesilovad
5 zreadlo 10 zapisovad

Obr.10: Fotometricky detektor [16]
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Fluorimetrické detektory jsou konstrukéné velmi podobné detektoram fotometrickym. Po-
lychromatické zatizeni ze zdroje prochézi excitatnim monochrométorem, ktery z n¢ho izo-
luje excitaéni zéreni o zvolené vinové délce. Z&eni potom dopada na celu, kterou protékéa
eluent z kolony a ¢ést z&teni je pritom absorbovana. Emitované fluorescercni zéreni a roz-
ptylené excitacni zéreni vstupuji do emisniho monochroméatoru, ktery odfiltruje rozptylené
z&reni a propusti urcitou ¢ést fluorescencniho zareni podle zvolené vinové délky emise. Flu-
orescencni zéreni dopada na fotoelektricky nasobi¢, kde se premeéni na elektricky signdl,

ktery je po zesileni registrovan [14].

1 23 4
@%@JE* 1 svételny zdroj
N 2 monochromator
o 3 éotka

4 mérni cela
5 fotonasobié
A 6 zesilovaé

5
6 7 zapisovad

Obr.11: Huorimetricky detektor [16]

Refraktometr kontinualné zaznamenéva rozdil v indexu lomu mezi ¢istou mobilni fézi, kterd
je v referencni cele a mezi eludtem z kolony, ktery protéka mernou celou. Detektor vyuziva
toho, Ze pii zméne dozZeni mobilni faze v mérné cele, dojde ke zméné vychyleni svételného
paprsku, ktery celou prochazi. Paprsek dopada na fotoelektricky nasobi¢ a podle jeho vy-
chylky se meni elektricky signdl. Jsou méné citlivé nez fotometrické detektory [14].
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<

6 7
1 zdroj svétla 5 fotonasobié
2 zrcadlo o zesilovac

3 mérna cela 7 zapisovac
4 referentni cela

Obr.12: Refraktometricky detektor [16]

Vodivostni detektory patii mezi univerzalni detektory a meii elektrickou vodivost eludtu v
pratokove cele mezi dvéma elektrodami, na néz je vkladano stiidavé napéti, aby se zabranilo
polarizaci téchto elektrod. U vodivostniho detektoru jsou kladené vysoké néroky
na mobilni fazi, kterd by mela byt pokud moZzno nevodiva, musi oviem separované latky
dostatecné rozpoustét a mit dostatecné velkou permitivitu. Témto podminkdm vyhovuje
redestilovana voda, popripadé i s pfimési polarnich organickych rozpoustédel. Jeji nepatrna
vodivost pak umoZziuje detekci i stopovych dozek ionta vychazejici z kolony. V pripadé
pouziti pufra jako mobilni fze se ae drasticky zmeni vodivost mobilni féze a nepatrné zvy-
Seni vodivosti v dasledku piitomnosti malého mnozstvi iontu vychézejiciho z kolony detek-

tor neumoziuje zaznamenat. [18]

Obr. 13: Schéma vodivostniho detektoru [18]
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3 SPEKTROMETRIE V BLiZKE INFRACERVENE OBLASTI

Spektrometrie v blizké infracervené oblasti (,Near-Infrared Spectrometry“ — NIR spectro-
metry) je metodou molekulové spektroskopie, ktera vyuziva spektralni oblast blizkého in-
fracerveného zéeni, tj. oblast vinovych délek 800 — 2500 nm, resp. vinoéta 12500 — 4000
cm’. NIR oblast tak z jedné strany navazuje na viditelnou, z druhé pak na stiedni infracer-
venou. Hranice nejsou zcela ostré a fluktuuji v zavidosti na tom, zda se tyto hranice vyvo-
zuji z moznosti spektrometri pokryt danou oblast, nebo z typu energetickych prechodd,
které se v dané oblasti pozoruji.

Absorpce zé&eni v NIR oblasti je obvykle zpasobena energetickymi prechody mezi vibrag-
nimi hladinami molekul®, a to piechody kombinanimi? a svrchnimi tény (overtony)®, nikoli
ptechody fundamenténimi, které hraji dominantni roli ve stiedni infracervené oblasti (MIR)
[21].

Pritazeni absorpénich pasi jednotlivym kombinacnim ptechodim a svrchnim tonam je po-
meérné obtizné, a proto se bézn¢ neprovadi rozbor spekter smétujici k identifikaci funkénich
skupin v molekuléch, jak je obvyklé pii interpretaci spekter v MIR oblasti. Lze vymezit ob-
|lasti, kde jsou dominantni pasy kombinasnich prechodi (cca 4000 — 5300 cm™), prvni over-
tony (cca 4600 — 7300 cm), druhé overtony (cca 6000 — 10000 cmi) a tieti overtony (cca
8800 — 14500 cmi?).

Z hlediska kvalitativni informace je mozné srovnavat meiena spektra cistych 1atek s
knihovnami spekter, a tak provéadet identifikaci latek. K dispozici jsou napiiklad knihovny
spekter polymeru ¢i farmaceuticky dalezitych chemikalii [21].

1 U nekterych 1&tek ¢i materidi se v NIR oblasti uplatiuji piechody mezi riznymi elektronovymi stavy.

Jedné se napriklad o nékteré koordinaéni slouceniny piechodnych kova ¢i lantanoida.

2 Kombina¢ni ptechody znamengji soucasnou excitaci nékalika vibraénich modi (energie prislusného pre-

chodu pak odpovida souc¢tu energii fundamentalnich piechodi piislusnych vibragnich modi).

3 Svrchni ton (oveton) odpovida excitaci daného vibra¢niho modu do vysSi excitované hladiny. Prvni oveton
tak zhruba odpovida dvojnasobku energie fundamentalniho piechodu, druhy overton trojnasobku, tieti Gtyi-

nasobku. Pro presnéjsi popis je tieba uvazovat anharmonicitu vibra¢nich mod.
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Vyznamnou meérou se NIR spektra vyuZivaji pro kvantitativni analyzu, ato i dozitych vzor-
ku v fadé odvétvi jako je napiiklad petrochemie, farmaceuticky, papirensky ¢i potravinisky
pramys. V mnoha ptipadech je mozné stanovit vice dozek vedle sebe, aniZ je nutné cklit
dozité smes, ato primo ve vyrobnim procesu. NIR spektrometrie se proto zarazuje mezi
tzv. procesni analytické metody, kdy se klade diraz na rychlost samotné analyzy vcetné
moZznosti kontinudni on-line analyzy ve vyrobnim procesu (na vyrobni lince) nikoli na jeji
presnost. Takto Ize napiiklad zaroven stanovit obsah tuki, bilkovin, laktézy a mocoviny v
mléce a mlénych vyrobcich (v riznych stédiich jgjich zpracovéani), ¢i obsah etanolu a sacha-
ridt v alkoholickych ndpojich (napriklad béhem probihajicich kvasnych procesi) [21].

Samostatné meteni je pomérné rychlé, casto nedestruktivni a nevyzaduje obvykle Zadnou
specidlni Upravu vzorku. Minimalizuje se tak spotieba chemikalii, jednorézové pouZitelnych
analytickych setti, atim i generovani Zivotni prostiedi zatéZujicich odpadui. Lze mgfit vzor-
ky ve sklenénych i nékterych dalSich transparentnich obalech. Voda v rékterych ¢astech
NIR oblasti vyznamné absorbuje, piesto v3ak Ize analyzovat i relativré ziedéné vodné roz-
toky. Mnohem pracnéjSi a casové vyrazné narocnéjsi nez samotne meieni spekter je naded-

né zpracovani a vyhodnocovani namgienych dat [21].

3.1 Techniky méreni NIR spekter

NIR spektralze m¢ftit jako zedabeni z&fivého toku po prichodu zéfeni vzorkem (transmisni
meteni) nebo po odrazu zéreni (reflexni techniky). V ramci reflexnich technik se nejcastéji
uplatiiuje princip difzni reflexe’, kdy se dopadajici z&teni odréZi od povrchu jednotlivych
malych ¢astic préskového vzorku. Tento pristup se ¢asto pouZiva pii analyzéch
ve farmaceutickém pramydu ¢i pii analyze pramysloveé vyrabénych préSkovych krmiv pro
zemedélskou vyrobu [21].

5 Diftzné-reflexni princip méteni FTIR spekter je mnohdy oznagovén zkratkou DRIFT.
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Transmisni méieni se vyuZziva piredevSim v piipadé kapalin, kaSovitych vzorka a polymer-
nich folii. Kapalné vzorky je mozné nxtit v kyvetédch ze specidlniho skla (INFRASIL,
SUPRASIL), které vykazuje vysokou propustnost v celé NIR oblasti. Tloustka optické
vrstvy u téchto kyvet je obvykle od 1 mm do cca 10 mm ajgjich volba se optimaizuje v
z&vidosti na koncentraci analytu v roztoku a optickych vliastnostech rozpoustédia.

Vedle uvedenych postupt, kdy je vzorek umistén v drzéku pristroje, se ¢asto NIR spektra
meii s vyuzitim viaknové optiky s raznymi typy sond, které mohou byt umistény naptiklad

ptimo v chemickém ¢i biotechnologickém vyrobnim reaktoru [21].

3.2 Pristroje pro méreni NIR spekter
Pro me&teni v blizké infratervené oblasti je mozné spektrometry rozdglit do tii zékladnich
skupin.
@ Filtrové pristroje. Vyvojové nejstarsi skupina piistroji, které pracuji pouze s urci-
tymi vinovymi délkami.
@ Disperzni pristroje. Pomoci razn¢ Srokych &érbin prevadeji zareni zdroje na mo-
nochromaticke zareni.
@ FT NIR spektrometry. Zaznamenévaji na detektoru tzv. interferogram, ktery je n&

dedné preveden Fourierovou transformaci na infracervené spektrum [19].

V dnedni dob¢ jsou filtrové a disperzni pristroje témer vytlaceny a pouZivaji se spektrometry
zaloZené na Fourierové transformaci. Tato préace byla méiena na spektrometru FTIR Antaris

ThermoNicolet, spektrometru pracujiciho na zakladé Fourierovy transformace [19].

Proti disperznim spektrometram ma FT spektrometr nékteré vyhody:

@ Vyhoda svételnosti (Jacquinotova). FT spektrometrem prochézi cely svazek o vyso-
ké intenzité. Naopak u disperzniho pristroje s rastem rozliSovaci schopnosti velmi
rychle klesa prochézejici svételny tok.

@ Multiplexova vyhoda (Felgettova). Celé spektrum je méreno behem jedné periody
pohybu zrcadla, coZ vede ke znatné Uspore ¢asu a zvySeni pomeru signdlu k Sumu
[19].
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@ Vyhoda jednoduché kalibrace (Connesové). Pro vypocet spektra stati znat presné
rozdil optickych drah v obou ramenech.

@ Vyhoda rozptyleného svétla. V interferometru dochazi k odlisnému sklédéni zéreni o
raznych frekvencich, které jsou zpasobeny rotujicim polokruhovym zrcadlem.

@ Velkarozlisovaci schopnost a konstantni rozliSeni v celém rozsahu spektra. RozliSe-

ni je pouze zavidé na velikosti pouzitého drahového rozdilu interferometru.

Q

Rychlost zdznamu a vypoctul.
@ Modularita. MozZnost snadno zmenit spektralni rozsah pristroje zménou zdroje zére-
ni, délice svazki a detektoru [19].

3.2.1 Fourierova (FTIR) spektroskopie

Srdcem FT spektrometru je Michelsoniv interferometr (obr.17), ktery je prikladem nedis-
perzniho neboli multiplexniho zatizeni, jeZ na principu interference zesiluje, resp. zedabuje

z&reni z polychromatického zdroje [19].

Zy

Z;

Obr.14: Michelsonav interferometr [20]
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Jedna ¢ést paprsku, jeZz dopada na polopropustny délic paprski, se od néj odréZi na pevné
zrcadlo, zde se odrazi zpét a vraci se nazpét k délici paprski. Druhd ¢ast paprsku prochazi
pres polopropustny déli¢ paprska, odrézi se od pohyblivého zrcadla zpét a od polopropust-
ného délice paprski se odrézi dohi. V tomto misté se setkava s prvni ¢asti paprsku ainterfe-
ruje sni. Interferenci se zesiluji paprsky, které se potkaji ve fézi. Postupné se méni vzdde-
nost pohyblivého zrcadla, atimi vinovée délky zesileného z&eni [19].

Vysledkem meéieni neni spektrum, ale interferogram, jez predstavuje zavidost odezvy detek-
toru na case. Infracervené spektrum ziskame teprve prevedenim interferogramu pomoci

matematického postupu zvaného Fourierova transformace [19].

FT NIR Antaris (ThermoNicolet)

Pristroj maze metit v rezimu reflektance (odraz paprsku od povrchu vzorku) a transmitance
(priichod svétla vzorkem) ve spektrénim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™. [19]

Spektrometr je vybaven nékolika snimacimi misty: integracni sféra, optickéa sonda a kyveto-
vy prostor, na kterych se uplatiuji razné typy kyvet a transportnich cel. Pro snimani konti-
nuaniho spektra vzorku na integracni sfée je ur¢eno nastavné zatizeni (spinner), jez béhem

meéieni otati kyvetou se vzorkem. [19]

Snimani vzorku probih& v nasedujicim dedu:
- programové se nastavi pocet scani a spektrani rozligeni
- nazacatku je prometeno pozadi oproti standardu (zlaty tercik), které je opa
kované snimano v rtiznych casovych intervalech béhem viastniho mereni
vzorku
- probih& vlastni promérovéani vzorku, spektrum kazdého vzorku je snimano

opakované béhem jednoho meteni (pocet scani) [19]

Ke komunikaci mezi spektrometrem a pocitacem slouzi programy Omnic a Result Integrati-
on. Tyto programy jsou urceny ke snimani spekter, jgjich Upravé a zpracovani. Rozdil mezi
nimi je v moznosti naprogramovani tzv. workflow, tedy ded nasdednych kroka béhem me-
feni v zavidosti na mérené komodité, spektra jsou poté automaticky zprimeérovana. Tato

automatizace je mozna pouze v rezimu programu Result Integration. Tento program také
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umoziuje aplikaci spinneru pro sniméni vzorka. V programu Omnic je nastaveni a Uprava

spekter délanarucné. [19]

Obr.15: FT NIR Antaris [25]

Julie MilkoScope

Pristroj provadi mereni z&kladnich obsahovych dozek — tuk, tukuprostd sudina, hustota,
bilkoviny celkové, laktdza, pridané voda a bod mrznuti. Jedn& se o aternativni analyzu na-
hrazujici zdlouhavé butyrometrické metody (pouzivgjici nebezpeiné chemikalie) s moznosti
doplneni presnymi vysledky dalSich obsahovych slozek (TPS, bilkovina, ...).

VyuZziti nachézi v piijmovych, tzv. zemédélskych laboratorich, pii hodnoceni obsahovych
dozek u cisternovych i bazénovych vzorka a dale pri analyze zasobnich prijmovych tanki.
RovnéZ mezioperatni ¢i vystupni laboratoie vyuziji tento analyzator ke kontrole pasterizac-
nich vzorkt, homogenizovanych miénych smési ¢i pii kontrole findlnich pasterizovanych ¢i

UHT mlék nizkotucnych, polotucnych i plnotucnych.

MilkoScope Julie predstavuje analyzétor s velmi jednoduchou obsluhou, velmi dobrou pres-
nosti a opakovatelnosti vydedkt. Vydedky méieni jsou k dispozici max. do 90 sekund [26].
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Obr.16: Julie MilkoScope C5 Automatic [27]

Vyhody a nevyhody FT NIR spektroskopie

V podednich letech je NIR spektroskopie uZivana viadé odvétvi a jegji Sroké uplatnéni

v zékladnich analyzéch se stdva nenahraditelnym. K rozSiieni blizké infracervené spektro-

skopie prispélo nékolik vyznamnych skute¢nosti:

%)

Q Q Q. Q. 9

rychlost,

snadné obsluha,

nedestruktivni metoda,

nevyZaduje specidni pripravu vzorku,

umoziuje meétit pies transparentni obaly (sklo, polyetylen),

jedno NIR spektrum vzorku |ze pouzit ke kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni
fady parametrd,

idediné se hodi k analyze vzorki svysokym obsahem vody (potraviny a napoje)
[19].
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NIR spektroskopie ma ovem také své nevyhody:

@ nehodi se ke stanoveni obsahu minoritnich latek ve smeésich (stopova analyza),

@ nameétena spektra jsou téZko interpretovatelnd a jejich vyhodnoceni vyZaduje pouZziti
pocitace vybaveného ndeZitym chemometrickym softwarem,

@ vérohodnost kvantitativnich vydledka dosazenych NIR spektroskopii zavisi na
piesnosti pouZzité referencni metody, protozZe ta ovliviiuje kvalitu vytvoieného kalib-
racniho modelu,

@ vyzaduje vySSi naklady na vytvoreni kalibracniho modelu, nebot” pro ziskani kalib-
racni zavidosti je potieba pouzit velky pocet vzorku [19].

3.3 Kvantitativni analyza

Jak jiZz bylo uvedeno, NIR spektrometrie se vyrazné uplatiuje v kvantitativni analyze. Vv
ramci transmisnich mereni se obecné ve spektroskopii vychézi z platnosti Lambertova-
Beerova z&kona, kdy pro kazdou jednotlivou slozku i smésného vzorku plati ndsledujici
vztah:

A =e bc

kde A, je prispévek i-té dozky k celkové absorbanci A, pti dané vinové déice 4, &, je mo-
larni absorpeni koeficient i-té dozky pii dané vinoveé délce 4, b je opticka tlous’ka absorbu-
jiciho prostiedi, ci je koncentrace i-té doZky ve smési. [21]

Celkova absorbance A, pii dané vinové délce / je pak souétem prispévkia od viech m nez&

vidych dozek zkoumaného systému:

A=aA;

Qo

1
=

Vzhledem k tomu, Ze pésy v NIR oblasti jsou obvykle Sroké i pro cisté latky, a déle nelze
vylowcit prekryvy pési riznych dozek a vzgemné vlivy menicich se koncentraci jednotli-
vych dozek na tvar prisusnych absorpénich pasi, neni v této metodé jednoduchy princip
Lambertova-Beerova z&kona obvykle spinén [21].
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Pro kalibraci je v NIR spektrometrii tieba vyvijet kalibracni modely s vyuZitim pokrocilych
chemometrickych algoritma, které vSak obvykle vyZaduji rozsahlou sadu standardt (bézné
vice jak 30 kalibracnich vzorku). Takova sada musi byt dostatecné reprezentativni, musi
pokryt celou ocekévanou ¢i odhadnutelnou variabilitu charakteristik vzorka, které pak maji
byt kvantitativné analyzovany, a to nejen z pohledu obsahu dledovanych analyta, ale
i z pohledu dalSich proménlivosti (at’ jiz fyzikalnich ¢i chemickych) [21].

PFi pouZiti téchto regresnich metod se v rdmci kalibracniho modelu pouzivaji nikoli hodnoty
absorbance v maximech vybranych pési, ale vétdinou se vyhodnocuiji Sirsi spektralni Useky
¢i dokonce cela NIR spektra. Podminky méieni vSech spekter i zpasoby jejich Uprav a zpra-
covani musi byt zachovany od kalibra¢nich, pies validaéni aZz po heznamé zkoumané vzorky
[21].

Priprava takové sady kalibra¢nich vzorka vyZaduje peclivé planovani experimentu. Vyvoj
robustnich kalibracnich modelt a jejich ra&dna validace jsou klicovymi a pomérné narocnymi
kroky kvantitativni analyzy pomoci NIR spektrometrie. Je tteba pocitat s nutnosti pripravy
nejen jiz zminovanych velmi rozsahlych soubort kalibra¢nich vzorka, ale i sad vhodné zvo-
lenych validacnich vzorka (ktery je mnohdy i dodate¢né dopliovan), testovanim riznych
postupt predbézného zpracovani spektrélnich dat, hledanim vhodné regresni metody a op-
timalizaci jejich parametri a nezbytnymi ovérovacimi kroky, kdy je treba testovat i odlehlé
vysedky [21].

Pouziti validacnich meteni je nutné pro vyhodnoceni vykonnostnich charakteristik kalibrac-
niho modelu. Pinohodnotn& validace spociva v analyze nezévidého souboru vzorka o]
zndmem doZeni s vyuZzitim vyvinutého kalibracniho modelu. K predbéZnému overeni kalib-
racniho modelu lze vyuZit i riznych postupa kiizové validace (,cross-validation*) vcetng
uplatnéni  principu postupného vylucovani jednotlivych mefeni a jejich predikce

na zékladé modelt konstruovanych pomoci ostatnich méteni (,,leave-one-out*) [21].
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4 STATISTICKE ZPRACOVANI NAMERENYCH DAT

Vydedky statistické analyzy hodnotime podle spréavnosti, tj. schopnosti metody kvantitativ-
né uréovat danou veli¢inu, ddle podle presnogti, tj. schopnosti metody poskytovat konzis-
tentné stejné vydedky pro fadu opakovanych stanoveni a podle reprodukovatelnosti,
tj. schopnosti metody poskytovat konzistentné stejné vysledky pro nezavida mereni, prova
déna se stejnym vzorkem a stejnym postupem raznymi pracovniky v raznych laboratotich
[22].
Analyticka chyba predstavuje rozdil mezi nalezenym obsahem analytu (x) a jeho skutecnym
obsahem (u) ve vzorku. Malé, nepravidelné odchylky od skute¢né hodnoty se uréuji statis-
ticky ze souboru paralelnich (opakovanych) analyz. Ovliviiuji piesnost (reprodukovatelnost)
¢i opakovatelnost stanoveni [22].
Pro skutecny vypocet odhadu smérodatné odchylky na empiricky zjidténé fadé ¢isel (tento
odhad se nazyva vybérova smérodatna odchylka a jedna se 0 odmocninu z vybérového
rozptylu) lze pouZit nasledujici postup:
M¢jme soubor realnych ¢isel xy, ..., Xy. Aritmeticky pramér souboru Ize vypocitat jako:

1 N

= NZT::

=1 ()

Potom vybérova smérodatnd odchylka téchto dat miZe byt vypocitdna jako

1 N
_ Y
5= N—lg{rl T2

(2)

Pro praktické vypocty se ¢astéji pouZziva ekvivalentni vzorec,

1 N
s=\v_7 (Z T — NTE)
T e (3)[23

Ve skute¢nosti mame k dispozici jen omezeny pocet vydedka, ktery je podstatné mensi nez

n— oo atudiz je smérodatna odchylka zavisda na poctu paralelnich vysledku. Byl definovan
Studentuv koeficient t, ktery charakterizuje Studentovo rozlozeni ndhodnych odchylek pro

dany stupen volnosti (dany poc¢et vysledkt analyz a pouZzitou hladinu vyznamnosti 1-or).
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NejlepSim vyjadienim pro prameérny vysledek ze série paralelnich stanoveni je vztah:

m=Xxz%

.n

I

3)

Tabulka 12: Kvantily t (n) Studentova rozdgleni o n stupnich volnosti:

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

[22]
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PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA

5.1 Pouzitéchemikalie

Kyselina chlorovodikova 37% (dodavatel Ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, (Ing. Petr Svec, PENTA)
Trichloroctova kyselina C,HCI;0,, TCA (Ing. Petr Svec, PENTA)

Carrez |, 30 hmot.% ZnSO, (Chemapol Praha)

Carrez 11, 15 hmot.% K4[Fe(CN), | (Chemapol Praha)

Metanol ¢istoty pro HPLC (Sigma Aldrich, Riedel-del Haén, SRN)
Clara-diastaza - a-amylaza, celulaza, invertdza, peptidaza, fosfataza a sulfataza

Destilovana a redestilovana voda

5.2 PouZité piistroje a pomicky

Temperovana vodni lazen a tiepacka (Memmert, SRN)
Predvazky (Kern, SRN)

Lednice (Samsung- Calex, CZ)

pH metr

Bézné laboratorni sklo a pomicky

Analytické vahy

Specidni ztizeni:

Aparaturapro HPLC — UV/VIS (Hewlett Packard 1100)
@ detektor DAD,
@ davkovaci ventil analyticky smyckovy (20 pl),
@ kolona Supelcosil LC8 (150 x 4,6 mm; 5 um),

@ PC svyhodnocovacim programem Chemstation - Instrument 1, (Agilent, USA).
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Davkovaci stiikacka (Hamilton, USA)
Mikrofiltry 0,45 um, Nylon (Supelco, USA)

Mikrofiltry na mobilni fazi 0,2 um (Supelco, USA)

FT NIR Antaris od firmy ThermoNicolet
@ detektor InGaAs,

@ deli¢ paprsku Ca,

@ zdroj zéreni halogenova Zarovka.

Julie MilkoScope C5 Automatic

5.3 Vzorky miéka

Bylo vytipovano 8 krav holstynského plemene u soukromého dodavatele, ktery si nepigje
byt jmenovén. Po odstranéni bakterialni zatky byly ru¢né oddojeny jednotlivé vzorky miéka
do nepruhlednych lahvi¢ek z polyetylenu. Vzorky byly zchlazeny na chladirenskou teplotu 8
°C apii této teplote byly skladovany. Tyto vzorky byly odebirany vZdy po jednom mgsici, a
to celkem 3x. Do Brna byly vzorky pievezeny v chlazeném boxu, aby nedodo ke kolisani
teploty mléka. Pred vlastnim métenim byly vzorky zahraté na teplotu 40 °C a nasledr¢
zchlazeny na teplotu 20 °C pro lepSi homogenizaci tuku ve vzorcich. Nasedovala analyza

vzorkd.

54 Metody

5.4.1 Stanoveni obsahu vitaminu Bs a Bg v mléce metodou HPLC —UV/VIS

Nejprve bylo nutno provést jednoduchou extrakci pro zjisténi, jakych extrakenich cinidel se
posléze bude vyuZivat k extrakci vitaminu Bs a Bs z kravského a koziho miéka. Extrakce
probihala za laboratorni teploty 25 °C a poté byly vzorky piesunuty do termostatu o teploté
30 °C. Byly sestaveny dvé sady vzorki.
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Prvni sada sestavala z péti vzorka. Do Erlenmayerovy baiky bylo napipetovano po 5 ml
vzorku mléka, nadedné bylo ke kazdému vzorku pridéno po 25 ml HCl a to
v koncentracich: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 20,5 mol-dm’ (obr.18, 19).

Druh& sada vzorkt sestavala taktéz z péti vzorka. Opét bylo do Erlenmayerovy barnky napi-
petovano po 5 ml vzorku miéka, nasledné bylo pridano po 25 ml HCI ke kazdému vzorku
v koncentracich: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; a 0,5 mol-dm®. Navic se k jednotlivym vzorkam pridalo
po 1 ml trichloroctové kyseliny v koncentracich: 80 %, 70 %, 60 % a 50 % (pt. 5 ml miéka
+ 0,1 mol-dm® HCl + 80 % TCA; 5 ml miéka + 0,2 mol-dm® HCI + 70 % TCA, atd.)
Extrakce probihala 24 hodin v termostatu o teploté 30 °C. Vydedky jednoduché extrakce
udava kapitola 6.1.1.

5.4.1.1 Zkouska extrakce vitaminu Bs a Bg z kravského a koziho mléka

Pro srovnani obsaht vitamina byly pouZity vzorky cerstvého kravského a koziho miéka
Nejprve bylo nutno vzorky cerstvého kravského a koziho mliéka zhomogenizovat a zahiat
na 40 °C pomoci temperované vodni lazrné a trepacky. Nésedn¢ byly vzorky zchlazeny
na 20 °C.

Z ochlazeného miéka bylo odebrano po 5 ml vzorku do ¢tyi Erlenmayerovych bangk (2 x 5
ml miéka kravského a 2 x 5 ml miéka koziho). Ke vsem vzorkiam bylo piidano po 30 ml 0,2
mol-dm® HCl atyto vzorky se umistily do temperované vodni |&zné o teploté 95 °C  po
dobu 30 minut.

Po 30 minutach se 1 vzorek kravského mliéka a 1 vzorek miéka koziho vyjmuly z 1&zr¢  a
umistily se do termostatu na 25 °C na dobu 18 hodin. Zbylé 2 vzorky se taktéz vyjmuly
z1&zr¢ a po Upravé pH na hodnotu 6 se ke vzorkam pridalo po 2 ml 2 % enzymu Clara-
diastdzy. V zorky se opét vloZily do termostatu na dobu 18 hodin.

Po 18 hodinéch se v3echny vzorky vyjmuly z termostatu, prevedly do 50 ml odmeérné barky.
Kazdéa Erlenmayerova baika se promyla 2 ml 80 % TCA (trichloroctova kyselina) a
nésledné se obsah baiky vlil ke vzorku v odmérné baice. TotéZz se postupné opakovalo se 2
ml ¢inidla Carrez I, 2 ml ¢inidla Carrez 11 pro vyciteni vzorku. Poté se odmeérna baika dopl-

nila po rysku mobilni fazi.
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Nasledovala 2-stupiova filtrace vzorku, nejdrive pomoci modrého filtratniho papiru a né&
dedné pomoci vyvévy (mikrofiltr 0,2 um). Pro davkovani vzorku do chromatografické ko-
lony bylo nutno nejdrive vzorek prefiltrovat pomoci nylonového filtru o velikosti pora 0,45
pm. Nésledné byly jednotlivé vzorky davkovany pomoci davkovaci jehly do chromatogra-

fické kolony. Kazdy vzorek byl prométen 5 x pro kontrolu naméienych dat.

5.4.1.2 Pilotni chromatografické stanoveni vitaminz Bs a Bs metodou HPLC

Pro stanoveni metodiky méteni obsahu vitaminu Bs a Bg v mléce byly pouzity standardy
kyseliny pantotenové a pyridoxinu od Supelco, USA. Chromatograficka separace probihala
na kolon¢ SUPELCOSIL LC8 (150 x 4,6 mm; 5 um). Eluce byla provadéna izokraticky
smobilni fazi (KH,PO, : MetOH v pom¢ru 90 : 10), pH 7, pii teploté 25 °C, pratoku
1 mi-min™ a tlaku 90 bar. Vzorky vitaminu Bs byly proméiovany pii nésledujicich vinovych
délkéch: 220 nm, 234 nm, 254 nm a 261 nm. Vzorky vitaminu Be byly prométovény pri
nasledujicich 204, 220, 254 a 324 nm. Ukolem bylo stanovit vhodnou vinovou délku, pri
které je nejvhodngjsi chromatografické detekce vitaminu Bs a Bg v miéce, dale Zjistit retenc-

ni ¢as prisludnych vitamina.

5.4.1.3 Meéieni kalibrac¢ni kifivky pro stanoveni vitaming Bs a Bs metodou HPLC —
UVIVIS

Byly ovéteny vhodné vinové délky 204 nm a 220 nm. Pro sestrojeni kalibracni kiivky bylo
ngjprve nutno pripravit standardni roztoky vitamint Bs a Bs 0 riznych koncentracich. Nej-
prve byl pripraven zasobni roztok o koncentraci 20 pg-mi™ tak, Ze bylo navézeno 0,0020 g
do 100 ml odmeérné baiky a nasedné doplnéno po rysku mobilni fazi (KH,PO, : MetOH
v porr¢ru 90 : 10). Z tohoto zésobniho roztoku byly piipraveny nasedujici koncentrace
standardnich roztoki pro meieni kalibraéni kiivky: 1, 2, 3, 4, 5 a 6 pg-ml™". Chromatogra-
ficka separace probihala na koloné SUPELCOSIL LC8 (150 x 4,6 mm; 5 um). Eluce byla
provadéna izokraticky s mobilni fazi (KH,PO, : MetOH v poméru 90 : 10), pH 7, pfi teplo-
t& 25 °C, pratoku 1 ml-min™ a tlaku 91 bar. Vzorky byly prométovany pii vinovych délkéch
204 a 220 nm. Kazdy vzorek byl proméien ¢tyrikrét pii daném potencidlu. Pro presnéjsi

stanoveni obsahu vitaminu Bs a Bs byla pouzita vinova délka 220 nm. Z namétrenych dat
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byla odestena hodnota plochy piku [mAV.s7]. Kalibragni kiivky byly sestrojeny jako zévis-
lost plochy piku na koncentraci vitamini Bs a Bes. Vysedky jednotlivych vitamini budou
uvedeny v mg.100 ml™ syrového miéka.

5.4.1.4 Vlastni stanoveni obsahu vitaminu Bs a B ve vzorcich ¢erstvého mléka

Byly ptipraveny vzorky miéka (5 vzorku cerstvého kravského miéka a 5 vzorku cerstvého
koziho mléka) extrakci podle postupu v kapitole 5.4.1. Alikvotni podil vzorku byl vzdy pred
néstiikem do chromatografické kolony piefiltrovan pres nylonovy filtr o velikosti pora 0,45
pm. Chromatografické separace probihala na kolon¢ SUPELCOSIL LC8 (150 x 4,6 mm; 5
um). Eluce byla provadéna izokraticky s mobilni fazi (KH,PO, : MetOH v poméru 90 : 10),
pH 7, pii teplotd 25 °C, pratoku 1 mi-min® a tlaku 90 bar. Detekce vitaminu Bs
a Bg byla provadéna pii vinové délce 220 a 204 nm. Pro piesnéjSi stanoveni obsahu vitaminu
Bs a Bg byla nakonec pouzita vinova délka 220 nm. Z namgtrenych dat byly odecteny hodno-
ty plochy piku [mAV.s"], dosazeny do rovnic kalibragnich kiivek a vypocteny obsahy jed-
notlivych vitamini v mg.100 mi™ syrového miéka.

5.4.2 Stanoveni z&kladnich dozek mléka spektroskopii

Ukolem bylo stanovit zé&kladni slozky ¢erstvého kravského miéka: tuk, sudinu, hustotu, bil-
koviny, laktozu. Méteni probihalo na zatizenich: Julie MilkoScope C5 Automatic (UTB
Zlin) a FT NIR Antaris od firmy ThermoNicolet (Mendelova zemgdélska a lesnicka univer-
zitav Brn¢, Ustav technologie potravin). Hlavnim cilem bylo vyhodnotit namétené hodnoty

Z obou zatizeni avzaemrg je mezi sebou porovnat.

5.4.2.1 Priprava vzorku mléka ke stanoveni zakladnich dozek spektroskopii

Vzorky miéka byly ziskany od soukromého dodavatele. Bylo ziskdno osm raznych vzorka
od osmi raznych krav stejného plemene — hol&tynské plemeno (vzorky oznaceny A — I).
Po odstranéni bakteridini zétky byly ru¢né oddojeny jednotlivé vzorky miéka do neprihled-
nych lahvicek z polyetylenu. Vzorek byl zchlazen na chladirenskou teplotu 8 °C
a pri této teploté byl skladovan. Do Brna byl vzorek pievezen v chlazeném boxu, aby nedo-
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S0 ke kolisani teploty miéka. Pred vlastnim meienim byly vzorky zahraté nateplotu 40 °C a
nasledné zchlazeny na teplotu 20 °C pro lepsi homogenizaci tuku ve vzorcich. Vytempero-

vane vzorky byly ptipraveny na méieni.

5.4.2.2 Vlastni stanoveni zakladnich dozek cerstvého kravského mléka spektroskopii,
pouti pristroje Julie MilkoScope C5 Automatic

Ukolem bylo stanovit zékladni slozky cerstvého kravského miéka: tuk, tukuprostou susinu,

sudinu, bilkoviny, laktozu, hustotu a minerdni l1&tky. Celkem bylo proméfeno osm vzorki,

které byly ptipraveny podle postupu v kapitole 5.4.1. Kazdy vzorek byl proméien tiikrat.

Pred vlastnim metenim vzorku bylo nutno pristroj promyt destilovanou vodou. Méteni pro-

bihalo za laboratorni teploty 25 °C.

5.4.2.3 Vlastni stanoveni zakladnich sloZek ¢erstvého kravskéno mléka metodou NIR,
pouZti pristroje FT NIR Antaris (ThermoNicolet)

NIR douZi ke stanovovani kvantitativnich a kvalitativnich ukazatett potravin. U miléka
hlavn¢ pro urceni majoritnich dozek (bilkoviny, tuk, laktéza a su§ina) a minoritnich sozek
(bod mrznuti, hustota, mo¢ovina a pH). Celkem bylo prom¢tovano osm vzorku, které byly
pripraveny podle postupu v kapitole 5.4.1. Méteni probihalo na pristroji FT NIR Antaris
od firmy ThermoNicolet, ktery pracuje na principu Fourierovy transformace (kapitola
3.2.1).

Vzorky syrového kravského miéka byly snimany spektrometrem v rezimu reflektance
na integracni sféfe pomoci transflektancni kyvety. Kyveta vymezuje mnozstvi vzorku, ktery
byl umistén v Petriho misce, kovovym zrcdtkem o h = 0,2 mm. Mé&teni probihalo v progra-
mu Result Integration. VVzorky byly snimany 100 scany a rozliSenim 8 s dobou m¢teni cca
50 sekund.

Vzorky miéka byly odebirany od vytipovanych krav 1x za mesic v obdobi prosince az Uno-
ra. Tyto byly vzdy prométeny na pristroji FT NIR Antaris v Brné. Namétené hodnoty byly

zpramerovany a jsou uvedeny ve vysedkove ¢asti.
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Tab. 13: Zakladni charakteristika pristroje

Zdroj zareni Halogenova Zarovka

Rozsah vinoéta (vinovych délek) | 10 000 —4 000 cm™ (1 000 — 2 500 nm)

Detektory InGaAs
Déli¢ paprski Cak,
Ovladaci software Omnic, Result Integration

Na kalibrace ml&nych doZzek byla aplikovana metoda ¢astecnych ngimensSich étverci
(PLS). PLS metodou byly vytvoreny kalibracni modely pro tuk, bilkoviny, lakt6zu a obsah
somatickych bun¢k pro NIR spektrometr. [19] Tyto kalibrace byly provedeny pracovniky

Mendlovy zemgdelské a lesnické univerzity v Brné a byly pouZity i pri naSich analyzach.
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Obr. 17: Grafické znazornéni zavidosti kalibracniho modelu pro obsah tuku
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky a presnost stanoveni vitaminu Bs a B¢ metodou HPL C —
UVIVIS

6.1.1 Vydedky stanoveni vhodné extrakce vitaminu Bs a Bs v mléce

Extrakce byly provedeny podle postupu v kapitole 5.4.1. Z uvedenych vydedka v tabulkéach
vyplyva, Ze extrakce prob¢hla u vech vzorka mimo prvni vzorky. Pfi pozorovani bylo zjis
téno, Ze u téchto vzorku byla G¢innost extrakce velmi mala. Optiméne probihala extrakce u
vzorku s 0,2 mol-dm™ HCI, ato jak v prvni sadg, tak i ve druhé sad vzorka. Se zvy&ujici se
koncentraci HCI se postupné vzorky zacaly kalit a doSo k ndslednému zhnédnuti (spéleni)
vzorku. Z toho plyne, Ze HCI o takové koncentraci je pro dany vzorek piilis silna. Vysedky

extrakce jsou zaznamenany na obrazcich 18 a 19.

V zorky byly vyhodnoceny symboly: + (kladny postup) a— (zaporny postup).

Tab. 14: Vydedky jednoduché extrakce prvni sady vzorka

Vzorek Vyhodnoceni

5 ml miéka+ 25 ml 0,1 mol-dm* HCI -

5 ml miéka + 25 ml 0,2 mol-dm* HCI +
5 ml miéka + 25 ml 0,3 mol-dm* HCI +
5 ml miéka + 25 ml 0,4 mol-dm* HCI +

5 ml miéka+ 25 ml 0,5 mol-dm* HCI +
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Tab. 15: Vydedky jednoduché extrakce druhé sady vzorka

Vzorek Vyhodnoceni
5 ml miéka+ 25 ml 0,1 mol-dm® HCI + 80 % TCA -
5 ml miéka+ 25 ml 0,2 mol-dm® HCl + 70 % TCA +
5 ml mliéka + 25 ml 0,3 mol-dm® HCI + 60 % TCA +
5 ml miéka+ 25 ml 0,4 mol-dm® HCI + 50 % TCA +
5 ml mléka + 25 ml 0,5 mol-dm® HCI + 50 % TCA +

Obr. 18: Stanoveni vhodné extrakce vitaminu Bs a Bs v mléce postupem kyselé hydrolyzy
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Obr. 19: Stanoveni vhodné extrakce vitaminu Bs a Bs v mléce postupem kyselé hydrolyzy
(navic pridanapo 1 ml 80 % TCA)

6.1.2 Vydedky stanoveni chromatografickych podminek pro detekci vitamina Bs

a Bs metodou HPLC —UV/VIS
Standardy vitamini Bs a Be byly prométeny podle postupu popsaného v kapitole 5.4.1.3.
Ukolem bylo stanovit vhodnou vinovou délku, ktera je nejvhodngji pro stanoveni vitamini
Bs a Bs. Takeé bylo nutno zjistit retencni ¢as prislusnych vitamint.
Standard vitaminu Bs mél dobrou odezvu pri vinové délce 220 nm a 234 nm a retencni ¢as

pro vitamin Bs byl 2,513 min.

DAD! D, Sg=220. 16 Rei=360.100 (GANVBS-20)
mAL 2

.
23

i

[
0 5 10 52

Obr. 20: Stanoveni vhodné vinové délky a retencniho ¢asu pro standard vitaminu Bs ~ (mé-

feni 220 nm)
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DAD1 E, Sig=234,16 Ref=360,100 (GAVWBS-2.D)
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Obr. 21: Stanoveni vhodné vinové délky a retencniho ¢asu pro standard vitaminu Bs ~ (me-

feni 234 nm)

Standard vitaminu Bg mél velmi dobrou odezvu pii vinové délce 204 nm a 220 nm a retenc-
ni ¢as pro vitamin Be byl v 3,108 min.

DADT E, Sige=204,16 Ref=360,100 (GAWES-1.0)
mAU i

003 -

- |
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- |
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Obr. 22: Stanoveni vhodné vinové délky a retencniho ¢asu pro standard vitaminu Bs ~ (me-

feni 204 nm)



UTB ve Zliné, Fakulta technologick& 72

DAD1 D, Sig=220,1 Ref=360,100 (GAWVBE-1.0)

n 1L £ 7L n  1%&R

Obr. 23: Stanoveni vhodné vinové délky a retencniho ¢asu pro standard vitaminu Bs ~ (me-

feni 220 nm)

6.1.3 Vydedky a presnost stanoveni kalibraéni k¥ivky vitamina Bs a B¢ metodou
HPLC —UV/VIS

Kalibracni kiivka pro stanoveni vitaminu Bs byla provedena podle postupu v kapitole

5.4.1.3. Z namgtenych chromatografickych dat byly vypoéteny pramérné hodnoty ploch

pika, které jsou uvedeny v tabulce 16. Chromatogramy jsou uvedeny v piiloze |.

Tab. 16: Kdlibrace vitaminu Bs metodou HPLC — UV/VIS pfi vinové délce 220 nm

Koncentrace standardu | Priamérné plocha piku

[ug.mi™ [mV.s"]
3 6,92
4 10,26
5 12,90

6 15,21
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17
y = 2,751x - 1,057
15 - R? = 0,9929
13
plocha piku
(mAV.s?)
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Graf ¢.1: Kalibragni kiivka pro stanoveni obsahu vitaminu Bs v mléce metodou HPLC —
UV/VIS pii vinové délce 220 nm

Z kalibracni primky byla zjisténa rovnice regresni piimky: y = 2,751x — 1,057 a vypocten
korelagni koeficient, ktery je roven hodnoté 0,9929.

Kalibracni kiivka pro stanoveni vitaminu Bg byla provedena podle postupu v kapitole
5.4.1.3. Z namgtenych chromatografickych dat byly vypoéteny pramérné hodnoty ploch
pika, které jsou uvedeny v tabulce 17. Chromatogramy jsou uvedeny v priloze 11.
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Tab. 17: Kdlibrace vitaminu Bg metodou HPLC — UV/VIS pfi vinové délce 220 nm

Koncentrace standardu | Priamérné plocha piku
[ug.mi™ [mV.s"]
1 48,56
2 97,22
3 146,79
4 199,59
5 246,31
6 299,33

350

y = 50,11x - 2,4187

300 1 )
R? = 0,9998

250 ~

plocha piku 200 1

mAV.s?t
( ) 150 -

100 -

50 -

O T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Koncentrace vitaminu Bg (ug.ml™)

Graf ¢.2: Kalibragni kiivka pro stanoveni obsahu vitaminu Be v mléce metodou HPLC —
UV/VIS pii vinové délce 220 nm

Z kalibracni ptimky byla zjisténa rovnice regresni primky: y = 50,11x — 2,4187 a vypocten

korelagni koeficient, ktery je roven hodnoté 0,9998.
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6.1.4 Vydedky a piresnost vlastniho stanoveni vitaminu Bs a Bgv mléce metodou
HPLC —UV/VIS

Vzorky cerstvého kravského a koziho miéka pro vlastni stanoveni obsahu vitaminu Bs a B
byly pripraveny podle postupu uvedeného v kapitole 5.4.1. Vzorky byly promérovany pri
vinové délce 220 nm. Retencni ¢as standardu vitaminu Bs byl 2,513 min. a standardu vita-
minu Be byl 3,108 min. Reten¢ni ¢asy v obou piipadech nastaly o néco diive nez tomu bylo
u standarda. Vzorky byly prométovany v obdobi prosince 2008 — Uinora 2009. Kysela hyd-
rolyza se jevila jako nedostatecna. Z tohoto diavodu budou vyhodnocovany vysledky pouze
enzymaticke hydrolyzy.

6.1.4.1 Vydedky a pi‘esnost viastniho stanoveni vitaminu Bs a Bs v ¢erstvém kravském
mléce metodou HPLC — UV/VIS

Cerstvé kravské miéko bylo hydrolyzovano enzymaticky za pridavku smésného enzymatic-

kého preparédtu Clara-diastazy. Praube¢h meéieni je zobrazen v priloze 1.

@ Enzymaticka hydrolyza

Tab. 18: Vydedky a piesnost stanoveni vitaminu Bs metodou HPLC — UV/VIS

(kravské miéko)
Plocha piku Obsah vitaminu Bs
[mV.s7] [Mg.100 ml™]
1,849 0,711
2,113 0,807
2,139 0,816
2,045 0,782
1,978 0,757
x =0,775
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Smérodatna odchylka s = 0,039

Priimérny obsah vitaminu Bsv kravském mléce: g = 0,775 mg.100 ml™

Tab. 19: Vydedky a piesnost stanoveni vitaminu Bg metodou HPLC — UV/VIS

(kravské miéko)
Plocha piku Obsah vitaminu Bg

[mV.s7] [mg.100ml™]
37,46 0,79

38,99 0,83

37,62 0,79

37,99 0,81

37,67 0,80

x =0,80

Smérodatna odchylka s = 0,017

Priimérny obsah vitaminu BV kravském mléce: g = 0,800 mg.100 ml™

Plochy pika byly dosazeny do rovnic kalibraénich piimek a nasedné byly vypoéteny kon-

centrace prisludnych vitamini. Tyto hodnoty byly zpramérovany a porovnény s hodnotou

v kapitole 1.3.5. Pramgrny obsah vitaminu Bs byl stanoven na 0,775 mg.100 ml™ a pramgr-

ny obsah vitaminu B byl stanoven na 0,800 mg.100 mi™*. Namérené hodnoty se nachézi

v rozmezi hodnot, které uvédi kapitola 1.3.5.

6.1.4.2 Vydedky a pi‘esnost viastniho stanoveni vitaminu Bs a Bg v éerstvéem kozim mlé-

ce metodou HPLC — UV/VIS

Cerstvé kravské miéko bylo hydrolyzovano enzymaticky za pridavku smésného enzymatic-

kého preparétu Clara-diastazy. Prib¢h meéieni je zobrazen v priloze IV.
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@ Enzymaticka hydrolyza

Tab. 20: Vydedky a piesnost stanoveni vitaminu Bs metodou HPLC — UV/VIS

(kozi mléko)
Plocha piku Obsah vitaminu Bs
[mV.s7] [mg.100ml™]
3,679 1,376
3,589 1,343
3,581 1,340
3,602 1,348
3,615 1,352
x =1,352

Smérodatna odchylka s = 0,014

Priimérny obsah vitaminu Bsv kozim mléce: p = 1,352 mg.100 ml™

Tab. 21: Vydedky a presnost stanoveni vitaminu B metodou HPLC — UV/VIS

(kozi mléko)
Plocha piku Obsah vitaminu Bg

[mV.s7] [mg.100ml™]
37,62 0,79

37,73 0,80

37,21 0,79

36,99 0,79

37,65 0,79

x =0,79

Smérodatna odchylka s = 0,004

Priimérny obsah vitaminu B¢V kozim mléce: p = 0,790 mg.100 mi™
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Plochy pika byly dosazeny do rovnic kalibraénich piimek a nasedné byly vypoéteny kon-
centrace prislusnych vitamini. Tyto hodnoty byly zpramérovany a porovnény s hodnotou
v kapitole 1.3.5. Pramgrny obsah vitaminu Bs byl stanoven na 1,352 mg.100 ml™ a pramgr-
ny obsah vitaminu Bg byl stanoven na 0,790 mg.100mi™.

6.1.5 Vydedky vlastniho stanoveni zakladnich doZek mléka spektroskopii

6.1.5.1 Vlastni stanoveni zakladnich dozek ferstvého kravského miéka spektroskopii,
pouti pristroje Julie MilkoScope C5 Automatic

Ukolem bylo stanovit zakladni slozky cerstvého kravského miéka. Celkem bylo promgtové-

no osm vzorku, které byly pripraveny podle postupu v kapitole 5.4.1. Kazdy vzorek byl

prométen trikrét a hodnoty byly zpramérovany (tabulka 22).

Tabulka 22: Julie MilkoScope C5 Automatic (pramérné hodnoty)

V zorek Tuk | TPS | SuSna | BK | Laktéza | Hustota | ML
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) CL) | %)

Vzorek A 4,10 | 8,12 12,22 | 3,09 4,46 27,23 0,67
Vzorek B 2,35 | 8§12 | 1047 | 3,09 4,46 28,67 0,66
Vzorek C 1,94 | 810 | 10,04 | 3,08 4,45 28,93 0,66
Vzorek D 317 | 7,03 | 10,20 | 2,69 3,85 23,88 0,58
Vzorek E 240 | 769 | 10,09 | 2,93 4,22 27,01 0,63
Vzorek F 254 | 842 | 10,96 | 3,20 4,62 29,63 0,69
Vzorek H 260 | 766 | 10,26 | 2,92 4,20 26,73 0,63
Vzorek | 2,05 | 7,76 9,81 2,96 4,26 27,55 0,63
Pramér 264 | 786 | 10,51 | 3,00 4,32 27,45 0,64
Smérodatna odchylka | 0,697 | 0,597 | 0,772 | 0,157 0,238 1,771 | 0,034

TPS - tukuprosté susina, BK — bilkoviny, ML - minerdni latky
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Ziskané hodnoty byly zpramérovany a porovnany shodnotami, které uvadi Bunka, F.,
Technologie vyroby potravin Zivocisného pavodu 1l. Zdroj uvadi, Ze pramérny obsah tuku
v kravském mléce je 3,5 — 4,5 %, lze tici, Ze ziskané hodnoty jsou mirné podpramerné mi-
mo vzorky A a D, tyto vzorky vyhovuji hodnotam, které uvédi zdroj. Obsahu susiny
vin byl stanoven v rozmezi 2,69 — 3,09 %, coZ je nepatrné niZSi oproti hodnotam, které
uvadi zdroj. Ziskané hodnoty laktozy vyhovuiji definovanym hodnotdm mimo vzorek D, kde
je tato hodnota nepatrné nizsi. Odchylky mohou byt zpasobeny i ro¢nim obdobim. Jelikoz
maji dojnice odlidny druh stravy v zimnim a letnim obdobi, mohou se nam¢tené hodnoty lisit

v jednotlivych ro¢nich obdobich.

6.1.5.2 Vlastni stanoveni zakladnich sloZek ¢erstvého kravského mléka metodou NIR,
pouZti pristroje FT NIR Antaris (ThermoNicolet)

Ukolem bylo stanovit zakladni slozky ¢erstvého kravského miéka. Celkem bylo promgtové-
no osm vzorki, které byly pripraveny podle postupu v kapitole 5.3. Méieni probihalo
na pristroji FT NIR Antaris od firmy ThermoNicolet, ktery pracuje na principu Fourierovy
transformace (kapitola 3.2.1.).
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Tabulka 23: Namétené hodnoty FT NIR Antaris od firmy ThermoNicolet

(prameérné hodnoty)

Vzorek Tuk | SuSna | BK | Laktéza| Mocovina | Hustota | pH | BMM

%) | (%) | (%) | (%) |(mg100ml™) | (°L) (°C)
Vzorek A 509 | 14,05 | 3,03 4,74 49,1 27,69 6,65 | -0,5279
Vzorek B 228 | 11,96 | 3,46 517 45,7 32,40 7,00 | -0,5277
Vzorek C 1,83 | 11,40 | 351 5,00 45,6 31,79 7,09 | -0,5182
Vzorek D 364 | 1252 | 3,03 4,59 47,9 29,15 6,68 | -0,5212
Vzorek E 231 | 1156 | 3,39 4,96 46,4 30,53 6,95 | -0,5231
Vzorek F 2,03 | 1095 | 345 5,10 42,4 32,34 6,84 | -0,5244
Vzorek H 288 | 11,49 | 2,94 4,93 48,1 30,48 6,74 | -0,5202
Vzorek | 1,77 | 10,83 | 3,30 4,88 47,2 31,97 7,04 | -0,5169
Pramér 2,73 | 11,85 | 3,26 4,92 46,55 30,79 6,87 | -0,522
Smérodatna odchylka | 1,135 | 1,039 | 0,281 0,187 5,479 1,684 | 0,178 | 0,000

BMM ....... Bod mrznuti
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Obr.24: Spektra metenych vzorka

Ziskané hodnoty byly zpramérovany a porovnany s hodnotami uvedenymi ve zdroji Buika,
F., Technologie vyroby potravin Zivo¢isného pavodu Il. Zdroj uvédi, Ze pramérny obsah
tuku v kravském mléce je 3,5 — 4,5 %, Ize tici, Ze ziskané hodnoty jsou mirn¢ podprameérné
mimo vzorky A a D, tyto vzorky vyhovuji hodnotéam v literature. Obsah susiny v miéce je
taktéz niZsi oproti hodnotdm v dané literature, kromé vzorku A a D, ty zcela vyhovuiji hod-
notam uvedenym ve zdroji. Obsah bilkovin byl stanoven v rozmezi 2,94 — 3,51 %, coz od-
povida hodnotdm, které uvadi zdroj. Hodnoty laktézy vyhovuji definovanym hodnotdm
ve zdroji, u vzorku B a F byl obsah laktézy dokonce vysSi. Hodnota nangteného pH je o

néco vysSi ve srovnani s definovanou hodnotou.

6.1.5.3 Srovnani a vyhodnoceni naméienych vydedki: pomoci Julie MilkoScope C5
Automatic a FT NIR Antaris (ThermoNicolet)

Ziskané hodnoty z jednotlivych méieni jsou shrnuty v tabulce 24.

1
4000
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Tab. 24: Srovnani namétenych hodnot NIR a Julie
Vzorek M éreni Tuk Susina BK Laktoza Hustota
(%) (%) (%) (%) (°L)
Vzorek A NIR 5,09 14,05 3,03 4,74 27,69
Julie 4,10 12,22 3,09 4,46 27,23
Vzorek B NIR 2,28 11,96 3,46 517 32,40
Julie 2,35 10,47 3,09 4,46 28,67
Vzorek C NIR 1,83 11,40 3,51 5,00 31,79
Julie 1,94 10,04 3,08 4,45 28,93
Vzorek D NIR 3,64 12,52 3,03 4,59 29,15
Julie 3,17 10,20 2,69 3,85 23,88
Vzorek E NIR 2,31 11,56 3,39 4,96 30,53
Julie 2,40 10,09 2,93 4,22 27,01
Vzorek F NIR 2,03 10,95 3,45 5,10 32,34
Julie 2,54 10,96 3,20 4,62 29,63
Vzorek H NIR 2,88 11,49 2,94 4,93 30,48
Julie 2,60 10,26 2,92 4,20 26,73
Vzorek | NIR 1,77 10,83 3,30 4,88 31,97
Julie 2,05 9,81 2,96 4,26 27,55

Vydedky meteni byly srovnany a uvedeny do tabulky 24. Lze jednoznacné fici, Ze mimo

stanoveni obsahu tuku, byl FT NIR Antaris dal komplexn&jsi hodnoty obsaht jednotlivych

dozek nez Julie MilkoScope C5 Automatic. U stanoveni obsahu tuku byla namgtena vySSi

hodnota pomoci pristroje Julie MilkoScope, coz mohlo byt zptisobeno Spatnou homogeni-

zaci tuku pri ptipravé vzorku.
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Zatizeni Julie MilkoScope C5 Automatic slouZi pro laboratorni G¢ely, kdeZzto NIR metoda

je zaloZena na mnohonésobné kalibraci.
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ZAVER

Diplomova préace se zabyvala stanovenim obsahu vitaminu Bs a Bs metodou HPLC —
UV/VIS u miéka kravského a koziho a stanovenim zakladnich sloZek kravského miéka (su-
Sina, tuk, laktdza, bilkoviny) pomoci spektroskopie.

Po stanoveni obsahu vitaminu Bs a B metodou HPLC — UV/VIS u kravského a koziho
miléka Ize fici, Ze bylo vhodngjsi dadké srézeni, tudiz vyhodnoceni nameienych dat bylo
provedeno z odectenych hodnot jen enzymatické hydrolyzy. Obsah vitaminu Bs v kravském
miléce byl 0,775 mg-100 ml™, coZ odpovida stanovenym hodnotam uvedenym v literature.
Obsah vitaminu B v kravském miéce byl 0,800 mg-100 mi™, coZ taktéZ odpovida stanove-
nym hodnotédm uvedenym v literatuie.

Obsah vitamini v kozim mléce jsem nemohla porovnat s Zadnymi hodnotami, jelikoZ se mi
presna vyhodnoceni obsahi jednotlivych vitamint nepodatilo ziskat. Obecr¢ |ze fici, Ze je
v kozim mléce obsaZeno nepatrné vice tukd, sirnych aminokyselin, vapniku, fosforu, dradli-
ku, hoi¢iku, manganu, vitaminu A a B, a niacinu, mastnych kyselin s kratkym fetézcem, ale
méné celkovych bilkovin, vitaminu E, Be, Bi1,, kyseliny listové, karotenu, zinku a selenu.
Obsah vitaminu Bs v kozim miéce byl 1,352 mg-100 ml™, coZ je témet dvojnasobné mnoz-
stvi vitaminu Bs nezZ je tomu v mléce kravském. Obsah vitaminu B v kozim miéce byl 0,790
mg-100 mi™, coZ v podstaté odpovida obsahu vitaminu B v miéce kravském.

Dasim ukolem bylo stanovit z&kladni slozky cerstvého kravského miéka pomoci spektro-
skopie. Celkem bylo prométovano osm vzorka od osmi dojnic v meési¢nich intervalech. Mg-
feni probihalo na pristrojich Julie MilkoScope C5 Automatic a FT NIR Antaris ThermoNi-
colet.

L ze jednoznacné tici, Ze mimo stanoveni obsahu tuku, byl FT NIR Antaris presnéjSi a name-

fil komplexngjsi hodnoty obsaht jednotlivych dozek nez Julie MilkoScope C5 Automatic.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

.

CB

ML

UHT
BMM, BM
NaOH

HCI

°SH

°L

ES

EP

B, BK
TPS, SNF
PTM
TRM

CA
SPAN
HPLC, LC
NIR

MIR

FT, FTIR
DAD

TCA

Cista bilkovina

Minerdlni l&tky

Ultra-high temperature processing (UHT), ¢esky ,, vysokoteplotni Gprava’
Bod mrznuti

Hydroxid sodny

Kyselina chlorovodikova

Soxhlet — Henkel stupné

Laktodenzimetrické stupné

Evropské spolecenstvi

Evropsky parlament

Tuk

Bilkovina

Tukuprostd susina

Pocet psychrotrofnich mikroorganismu

Pocet termorezistentnich mikroorganismu

Pocet koliformnich bakterii

Sporotvorné anaerobni bakterie

vysokoucinna kapalinova chromatografie, kapalinova chromatografie
Spektrometrie blizké infracervené oblasti
Spektrometrie stredni infracervené oblasti
Fourierova transformace, Fourierova spektroskopie
Diode Array Detector

Kyselina trichlooctova
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Priloha P |: Stanoveni kalibraéni kiivky vitaminu Bs metodou HPLC —
UV/VIS
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Priloha P I1: Stanoveni kalibra¢ni k¥ivky vitaminu Bg metodou HPLC —
UV/VIS

DAD1 A, Sig=324.4 Ref=380,100 (3AVWEBE-1.0)
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Priloha P 111: Vlastni stanoveni vitaminu Bs a Bg v kravském mléce meto-

dou HPLC —UV/VIS
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Priloha P 1V: Vlastni stanoveni vitaminu Bs a Bg v kozim mléce metodou
HPLC —UV/VIS

DAD1T D, Sig=220,16 Ref=360,100 (VIT_CWILK15.0)
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