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NAZEV

Extraktivni stripping voltametrie na pastové elektrod¢ z praskového skelného uhliku pro

analyzu kravského mléka a smetany.

ANOTACE

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, zda obsazené lipofilni vitaminy mohou
poslouzit jako biomarkery obsahu mlécného tuku v kravském mléce a smetan€. Pro tento ucel
byla extraktivni stripping voltametrie (EXSV) na uhlikové pastové elektrodé¢ vybrana jako
vhodné elektrochemickd metoda. Za vhodny biomarker byl vybran all-trans-retinol, jenz byl
identifikovan ve vybranych vzorcich mléka a smetany. Navrzenou ExSV lze pouzit pouze pfi
hodnoceni kvality mléka, kdy rozdily hodnot proudovych odezev pro jednotlivé obsahy
mlécného tuku (0,5 %, 1,5 % a 3,5 %) byly statisticky vyznamné.

KLICOVA SLOVA

Extraktivni voltametrie, uhlikova pastova elektroda, lipofilni vitaminy, kravské mléko,

smetana.

TITTLE

Extractive stripping voltammetry at a glassy carbon paste electrode for analysis of cow's milk

and milk cream

ANNOTATION

The aim of this bachelor's thesis was to find out whether the lipophilic vitamins
contained can serve as biomarkers of milk fat content in samples of cow's milk and cream.
For this purpose, an extractive stripping voltammetry (ExSV) at a carbon paste electrode was
chosen as a suitable electrochemical method. All-trans-retinol, that was identified in selected
milk and cream samples, was selected as a suitable biomarker. The proposed ExSV can be used
only in the evaluation of milk quality, when the differences in the values of current responses

for individual milk fat contents (0.5%, 1.5% and 3.5%) were statistically significant.

KEYWORDS

Extractive voltammetry, carbon paste electrode, lipophilic vitamins, cow's milk, cream.
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Uvod

Kravské mléko je nezbytnd slozka stravy lidské populace a vychozi surovina pro vyrobu
potravin, oznacovanych jako mlé¢né produkty. U mléka se stanovuji predevSim vyzivové
hodnoty, tim je mysleno celkovy obsah bilkovin, sacharidii a tukti. V této bakalarské praci je
popsan vyvoj jednoduché elektroanalytické metody urcené pro stanoveni celkového mnozstvi
mlécného tuku, aniz by bylo nutné pouzit konvekcni extrakei organickymi rozpoustédly. Cilem
této prace bylo snizeni mnozstvi reagencii a nakladl, které jsou spojeny hlavné s upravou
vzorkd mléka a smetany pted vlastni analyzou. Vyloucenim organickych rozpoustédel se ulevi

zivotnimu prostfedi a je mozné zatadit tuto vyvinutou metodu do tzv. ,,zelené chemie*.

Teoreticka ¢ast se zamétuje na fyzikalni a chemické vlastnosti kravského mléka a na obsah
vitamind a mineralt. Dale se zde popisuji analytické metody pro stanoveni a charakterizaci
mlééného tuku (obsah a zastoupeni mastnych kyselin), ktery se bézné kontroluje v

mlékéarenském primyslu a jeho obsah dan zdkonnymi normami.

V druhé casti této bakalarské prace se popisuji jednotlivé experimenty pouzité béhem
vyvoje elektroanalytickych metod, které spocivaly v extrakci mlééného tuku ze syrového mléka
do silikonového oleje pouzitého v pastové elektrodé ze skelného uhliku. Dtlezité kroky vedouci
k optimalizaci navrzené elektroanalytické metody jsou detailnéji popsany ve vysledcich a

diskusi.

V ramci experimentii byl zvolen all-trans-retinol za biologicky marker obsahu mlé¢ného
tuku. Proudové odezvy voltametrické oxidace all-trans-retinolu se porovnavaly s
deklarovanym obsahem mlécného tuku. Zde bylo zjiSténo, Ze nelze rozeznat ml¢ko s 3,5 %
tuku od vzorkii smetany. Nicméné navrzend voltametrickd metoda piedstavuje vhodny
analyticky nastroj pfi hodnoceni obsahu tuku ve vzorcich mléka. Primérma doba analyzy
nepiekrocila 15 minut. Z tohoto diivodu by mohla extraktivni voltametrie poslouzit jako rychla

screeningova metoda v hodnoceni kvality kravského mléka.
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TEORETICKA CAST

1 Miléko

MiIéko je jednim z méla potravin konzumovanych bez dal$iho zpracovani a Casto se nazyva
»dokonalym jidlem®. Je produkovano mlécnou Zlazou samic savci, nebot’ obsahuje klicové
ziviny, jako jsou: sacharidy, bilkoviny, tuky, mineraly a vitaminy [1,2]. Mléko také obsahuje
stopova mnozstvi dalSich latek, jako jsou pigmenty, enzymy, fosfolipidy a plyny [3]. Obsah
sacharidd, bilkovin a tuki v mléce jednoho druhu je vyladén tak, aby spliioval vyzivové
pozadavky konkrétniho zvifete [4]. Mléko je emulze s tukovymi ¢asticemi neboli globulemi
rozptylenymi ve vodném prostiedi. Tukové kuli€ky se nespojuji a vytvareji samostatnou vrstvu,
jako je napftiklad olej, protoze jsou chranény vrstvou membrany, kterd udrzuje tukové Castice
oddélené od vodni faze. Hlavni skupinu mléénych bilkovin ptedstavuji kaseiny, které se
vyskytuji jako malé ¢astice nazyvané micely [5]. Mléko pochazi ptevazné od krav, dale také
ovci, koz, osli, koni, buvoli, velbloudi a dalSich druht. Pasobi také jako rezervoar
riznorodého spolecenstvi mikroorganismii [6]. Zarovenl hraje klicovou roli ve vyzivé a
hydrataci, ale také ma zésadni roli pfi vytvafeni zdkladni stfevni mikroflory a aktivace

imunitniho systému u vSech novorozenych savci [2].

1.1 Kravské mléko

Kravské mléko je nejvice studovanym mlékem, jelikoz se jedna o nejvice produkované a
spotfebované mléko na svéte [7]. Kravské a matefské mléko obsahuji podobné procento vody,
dale relativni mnozstvi sacharidt, bilkovin, tukd a vitaminid. Ve skladbé bilkovin a mineralech

se ale vyrazné lisi.

Bilkoviny v mléce lze rozdé€lit do dvou kategorii na kaseiny a syrovatkové bilkoviny.
Matetské mléko je obsahuje v poméru 40:60, zatimco v kravském mléce je pomér kaseinu k
syrovatkovym proteinim 80:20. Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi celkovych bilkovin v kravském
mléce je vice nez dvojndsobné neZ u matetského mléka, obsahuje kravské mléko podstatné vice
kaseinu nez matetské mléko. Kasein miize byt obtizné stravitelny. Kojeneckd mléka jsou
formulovéna tak, aby obsahovala vice syrovatky nez kaseinu (pomér syrovatky a kaseinu v
téchto mlékach je podobny jako u lidského mléka), a proto se piredpoklada, Ze je pro kojence

snadné&ji stravitelné. Kasein byl spojovan s fadou nemoci a alergii, véetné cukrovky 1. typu [8].
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1.1.1 Fyzikalné chemické vlastnosti

Fyzikalni vlastnosti mléka, do nichz se fadi hustota, viskozita, bod mrazu, rovnovaha
kyselin a optické vlastnosti, jsou popsany v nasledujicich kapitolach. Tyto vlastnosti byvaji
¢asto monitorovany, nebot poskytuji cenné¢ informace o kvalit¢ mléka pro dalsi jeho

technologické zpracovani [9].

1.1.1.1 Viskozita

Viskozita je definovana jako odpor kapaliny proti jejimu proudéni. Zavisi na
teploté [10]. Nizsi teploty zvysuji viskozitu diky zvySenému objemu kaseinovych micel pro
teploty vyssi nez 65 °C v dusledku denaturace syrovatkovych proteinti. ZvySeni nebo snizeni
pH mléka rovnéz zptisobuje zvyseni objemové kapacity kaseinovych micel. Chlazené syrové
mléko a smetana vykazuji ne-newtonovské chovani, pfi kterém viskozita zavisi na smykové
rychlosti. Michani mize zptsobit ¢astecnou koalescenci tukovych globuli (¢astecné stloukanti),
coz zvySuje viskozitu. Tukové kulicky, které proSly studenou aglutinaci, mohou byt

dispergovany v disledku michani, kterd je zpisobena snizenim viskozity [9].

1.1.1.2 Bod mrazu

Deprese bodu mrazu (tuhnuti) je koligativni vlastnost, kterd je urcena spiSe molaritou
rozpusténych latek nez hmotnostnim nebo objemovym procentem. V mlékarenském primyslu
se bod tuhnuti mléka pouziva hlavné ke stanoveni pfidané vody, ale Ize jej také pouzit ke
stanoveni obsahu laktozy v mléce dale k odhadu obsahu suSené syrovatky v suSeném
odstfedéném mléce a ke stanoveni vodni aktivity syri. Bod tuhnuti mléka je obvykle v rozmezi

-0,512 az-0,550 °C s prumérem asi -0,522 °C [9].

1.1.1.3 Kyselost mléka

Kyselost se obvykle pouzivda k odhadu cerstvosti mléka a ke sledovani produkce
kyseliny mlécné beéhem fermentace [11]. K méfeni kyselosti mléka se pouZziva jak titracni
kyselost, tak 1 pH. Mléko pfi teploté 25 °C se obvykle pohybuje v relativné uzkém rozmezi 6,5
az 6,7 pH, ale méni se s fazi laktace [9,11]. Mlezivo ma tendenci pH snizovat a u krav s
mastitidou mé tendenci se pH zvySovat [11]. Normalni rozmezi pro titrovatelnou kyselost

stddového mléka je 13 az 20 mmol-I! a ziskand hodnota titrovatelné kyselosti je ovlivnéna
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rychlosti titrace [9,11]. Vzhledem k velkym inherentnim variacim ma mira titrované kyselosti
malou praktickou hodnotu, krom¢ méteni zmén kyselosti (napt. béhem mlécné fermentace). V
mléce je mnoho slozek, které zajist'uji tlumici ucinek. Hlavni pufrovaci skupiny mléka jsou

kaseiny a fosfaty [9].

1.1.1.4 Optické vlastnosti

Optické vlastnosti urcuji vzhled mléka a mlécnych vyrobki. Rozptyl svétla tukovymi
kulickami a kaseinovymi micelami zpiisobuje, ze mléko vypadd kalné¢ a neprihledné. K
rozptylu svétla dochazi, kdyz je vinova délka svétla téméi stejna jako velikost Castice. To
znamena, Zze mens$i ¢astice rozptyluji svétlo kratsich vinovych délek. Odstiedéné mléko vypada
mirn¢ modfe, protoze kaseinové micely rozptyluji kratsi vilnové délky viditelného svétla
(modré) vice nez ¢ervené svétlo. Karotenoidovy prekurzor vitaminu A, -karoten, obsazeny v
mlécném tuku, je zodpovédny za ,krémovou* barvu mléka a riboflavin dodava syrovatce
zelenkavou barvu. Index lomu (RI) se normalné stanovi pfti teploté 20 °C. Index lomu mléka je

1,3440 az 1,3485 a lze jej pouzit k odhadu celkového obsahu susiny [9].

1.1.2 Slozeni kravského mléka

Slozeni kravského mléka se mize u riznych plemen a v riznych fazich laktace zna¢né
lisit. V prvnich nékolika dnech po narozeni se vylucuje specidlni druh mlé¢ka zvany mlezivo,
které je bohaté na tuky a bilkoviny. Mlezivo také obsahuje dtlezité protilatky proti infekcim,
které posiluji imunitni systém mladého savce. K pfechodu z mleziva na pravé mléko dochazi
béhem nékolika dni po narozeni. Hlavni slozkou je voda. Kravské mléko obsahuje podobné
mnozstvi vody jako lidské mléko, ptiblizné 87 %. Voda ziedi mléko a umozni jeho vylucovani
z téla, protoze bez vody by bylo nemozné odsat mléko. Hlavnim sacharidem v mléce savci je
disacharid nazyvany laktoza, ta se ve stievech §tépi pomoci enzymu laktazy na monosacharidy

glukozu a galaktozu, kdy glukéza predstavuje hlavni zdroj energie pro mlade [8].

1.1.2.1 Miléény tuk
Mlécny tuk je komplexni kombinace lipidii nazyvanych triglyceroly, tedy estery tii
mastnych kyselin s jednou molekulou glycerolu. V kravském mléce je vice nez 400 mastnych

kyselin. Mléko obsahuje nasycené i nenasycené mastné kyseliny. Vétsina tukli v plnotuéném
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kravském mléce (ptiblizné 65 %) je nasyceného typu. Kolem 30 % je mononenasycenych a jen
5 % polynenasycenych. Polynenasycené tuky zahrnuji mastné kyseliny zvané omega-6 a
omega-3 mastné kyseliny. Mléko obsahuje omega-6 esencialni mastnou kyselinu linolovou a
omega-3 mastnou kyselinu linoleovou, ale pouze v nizkych koncentracich. Tyto kyseliny jsou

esencialni [8].

1.1.2.2 Vitaminy

Vitaminy jsou organické slouceniny potfebné v malém mnozstvi, které jsou nezbytné
pro zivot a musi byt absorbovany z gastrointestinalniho traktu. Tyto organické latky se
klasifikuji na zaklad¢€ své rozpustnosti, a to na vitaminy rozpustné ve vod¢ a vitaminy rozpustné

v tucich [12]. V Tabulce 1 jsou uvedeny primérné obsahy vitamind v kravském mléce [13,14].

Tabulka 1. Obsah vitamina v kravském mléce.

Vitamin Obsah vitamina Rozpustnost
Oznadeni Nazev (mg.kg™)
A Retinoidy a 0,3-1,0 Rozpustné v tucich
karotenoidy
D Kalciferoly 0,001
E Tokoferoly 0,2-1,2
K Filochinony 0,01-0,03
B Thiamine 0,3-0,7 Rozpustné ve vod¢
B2 Riboflavin 0,2-0,3
Be Pyridoxin 0,2-2,0
B2 Kobalamin 0,01-0,03
Bs Kyselina 0,4-4,0
Pantothenova
PP Niacin 0,8-5,0
C Kyselina 5,0-20
Askorbova
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Z davodu piirozené nizkého obsahu vitaminu D v mléce, ktery je nezbytny pro
vstiebatelnost vapniku, se mléko musi umeéle obohacovat, tzv. fortifikovat. Dale je nutné zminit,
ze béhem odstfedéni mléka pii vyrobé masla (mlécny tuk) dochézi k ubytku dalsich lipofilnich
vitamind, zejména vitaminu A, ktery se pfirozené vyskytuje jako all-trans-retinol nebo jako
jeho provitamin beta-karoten. Z tohoto diivodu muize mléko obsahovat i syntetické analogy

retinolu, jmenovité retinol acetat a retinol palmitat [15].

Tato fortifikace potravinaiskych vyrobkua se praktikuje jiz vice nez 80 let a predchazi
tak avitaminoze vitaminu D, kterd vede ke kfivici. Ke zvySeni obsahu vitaminu D v mléce byly
pouzity riizné metody, jako je obohacovani krmiva pro zvifata, ¢i ptimé pfidavani vitaminovych

v

koncentratil, coz se ukazalo jako nejspolehlivéjsi a stalo se uznavanou priimyslovou praxi [16].

Dale se vyzaduje pfidavani vitaminu A do mléka se snizenym obsahem tuku a bez tuku.
Plnotu¢né mléko obsahuje urcity podil palmitatu vitaminu A. Hladiny vitaminu A ve snizeném
a odtu¢néném mléce jsou vS§ak mnohem nizsi, protoze palmitat vitaminu A, rozpustny v tucich,
se odstraniuje spolecn¢ s tukem. MIécné vyrobky byly jednim z ptistupi k vyfeSeni nedostatku
vitaminu A. Proto by mél byt vitamin A pfiddvan do mléénych vyrobki, z nichz byl odstranén
tuk béhem odstied’ovani tuku [16], kdy ziskana smetana se dale zpracovava pro vyrobu masla,
Slehacky, atd. JelikoZ se jednd o vitaminy rozpustné v tucich, nabizi se myslenka, vyuzit jejich
obsah jako vhodny biologicky marker obsahu mlééného tuku, coz bylo taktéz cilem

experimentalni ¢asti této bakalafske prace.

Vitamin A ma dileZitou roli ve spravném vyvoji zraku, spravném riistu, reprodukci a imunit¢,
bunééné diferenciaci, pti zachovani zdravych kosti, pokozky a sliznic [17]. Vysledkem
nedostatku vitaminu A je slepota, xeroftalmie (progresivni slepota zplsobend vysychanim
rohovky oka), keratinizace (akumulace keratinu v tkanich traviciho, dychaciho, mocového a
pohlavniho Ustroji) a kone¢né vycCerpani a ndsledna smrt [16]. Doporuceny denni piijem je 700
az 900 pg na den. Mléko je dobrym zdrojem retinoidii a axeroftoli [17]. Palmitét vitaminu A
je forma vitaminu A, ktery se pfirozen¢ vyskytuje ve zvifecich zdrojich a také se synteticky
vyrabi. Plnotu¢né mléko, maslo, syr a vejce jsou téz dilezitymi zdroji palmitatu

vitaminu A [16].

Vitamin D je nezbytny pro vstfebavani vapniku a podili se na procesu mineralizace potfebném
pro rust kosti. Nedostatek vitaminu D zptsobuje kiivici (méknuti kosti) u déti a osteomalacii u
dospélych. Tento vitamin je vyznamnym pomocnikem pfi prevenci rakoviny prostaty, prsu a

kolorektalniho karcinomu. Mezi hlavni formy vitaminu D odpovédné za ptinosy pro lidské
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zdravi patti ergokalciferol a cholekalciferol. Jsou to formy neaktivni, dokud nejsou prevedeny
na biologicky aktivni formu 1,25-dihydroxyvitamin D3 v jatrech nebo ledvinach. Vitamin D je
zakladnim vitaminem, ktery je vyrabén v okamziku, kdyz je télo vystaveno slune¢nimu

zateni [16].

Vitamin E a jeho vysoky pfijem v potravé je spojen se snizenym rizikem rakoviny a ischemické
choroby srde¢ni. Dale mtize stimulovat T-buiiky a zvySovat imunitni obranny systém. Mléko
se jevi jako potravina upfednostiujici vstiebavani a transport vitaminu E z pozitého jidla do
chylomikront. Doporuceny piijem je 15 mg na den. Vitamin E také zahrnuje tokoferoly a
tokotrienoly. V plnotu¢ném mléce se nachazi alfa-tokoferol, jenz je hlavni formou vitaminu E

[17].

Vitamin K ptedstavuje enzymovy kofaktor a musi byt molekuldrné aktivovany, aby mohl déle
plnit své funkce. Nejprve je redukovan na hydrochinon. Déle vitamin K pusobi jako kofaktor
v-glutamylkarboxylaz enzymt, které provad€ji molekularni pfeménu specifickych
glutamatovych zbytki na y-karboxyglutamaty v nékteré proteiny béhem jejich sekre¢niho
procesu. Timto procesem je umoznéna jejich post-translaéni aktivace. Tyto proteiny se podili
hlavné¢ na hemostazy krve (koagulacni faktory) a vitamin K je také pfinosny pro zdravi

kosti [8,18,19].

Vitaminy B musi byt molekularné aktivovany (az na biotin), aby splnily své funkce. Jsou to
enzymové kofaktory, které casto fungujici jako protetické skupiny, nezbytné pro efektivni
bunécny metabolismus mastnych kyselin, aminokyselin, sacharidii, vyroby energie, hemu a
syntéz nukleovych kyselin. Rizikové faktory nedostatku vitaminu B jsou naptiklad stfevni
poruchy vedouci k snizené absorpci vitamini B, Crohnova choroba (vitamin B3), perniciézni

anémie (vitamin B12) a chronicky alkoholismus (vitaminy B1, B2, B3) [18].

Vitamin C (kyselina askorbova) ma antioxidacni vlastnosti a chova se jako enzymovy kofaktor.
Podili se na syntéze kolagenu, angiogenezi, pteziti bun€k, metabolismu gluk6zy, homeostaza
Zeleza a také podporuje snizeni oxidované formy a-tokoferolu. Spolu s vitaminem K jsou v

zazivacim traktu biologicky aktivni a nepotfebuji se zaktivovat [18].

1.1.2.3 Mineralni latky v mléce
Mineraly, nalezené v kravském mléce zahrnuji: sodik, draslik, vapnik, hoicik, fosfor,

chloridy, zinek, selen, jod a dale ve velmi nizkych koncentracich i1 Zelezo a stopova mnoZstvi
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médi a manganu. Obsah mineralti v kravském mléce (viz. Tabulka 2) je velice nizky a pro lidské
télo je velmi slozité absorbovat optimalni mnozstvi potfebné pro zdravi [8,13,14]. Pfipadné
interference ze strany mineralnich latek pii extraktivnim voltametrickém stanoveni obsazenych
lipofilnich vitamini by méli byt minimalni, nebot’ se jednd o latky hydrofilni, které se

neadsorbuji na povrch ¢i neextrahuji do elektrodového materialu pracovni elektrody.

Tabulka 2. Mineralni latky v kravském mléce.

Prvek Obsah v mléce (g-17)
Primérna hodnota Interval
Ca 1,21 0,90-1,40
P 0,95 0,70-1,20
K 1,50 1,00-2,00
Na 0,47 0,30-0,70
Cl 1,03 0,80-1,40
Mg 0,12 0,05-0,24
S 0,32 0,20-0,40
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2 Analyza mlécného tuku

vvvvvv

Existuje mnoho metod, kterymi jej Ize stanovit [20]. MIé¢ny tuk se vyznauje dileZzitosti
predevsim v nutri¢nich, fyzikalnich a chemickych vlastnostech, ale také je zavisly na produkci
mléka. Patii mezi nejvice proménlivé slozky kravského mléka. Obsah tuku je velmi rozdilny a
pfiblizné se pohybuje mezi 3,5 % az 4,7 %. Vysledky referen¢nich metod jsou sice nédkladné
ale mnohondsobné presnéjsi nez vysledky stanovené pomoci béznych metod, které se v

minulosti postupem Casu vyvijely [21].

Pted zahdjenim analyzy je nezbytné, aby byl stanoven typ tukii. Také se musi zjistit, jaka
je nenasycenost mastnych kyselin a o jaky typ tukii se jedna. Napftiklad: triacylglyceroly (TAG),
cholesterol atd. Déle se zjist'uji urcité vlastnosti mastnych kyselin. Mastné kyseliny se d€li na
nenasycené a nasycené mastné kyseliny. Mezi nasycené mastné kyseliny se fadi naptiklad
kyselina maselnd, palmitova, stearova, arachova. Naopak kyselina linoleova, linolova,
arachidonova patii mezi nenasycené mastné kyseliny. U trans-mastnych kyselin, konjugované
linolové kyseliny (CLA). Nasledné je pomoci zvolené¢ho typu vybrana metoda analyzy
mlécného tuku. Prvni krok analyzy jakéhokoliv druhu lipidd, obsahujici mléény tuk, je jejich

separace od zbytku slozek. VSechny lipidy lze oddélit selektivni extrakci [20].

2.1 Folchova metoda

Pomoci této metody je mozné analyzovat mastné kyseliny. Jedna se o lipidovou extrakci
za pouziti metanolu, chloroformu a vody, ¢imzZ je vytvofen dvoufazovy systém. Tato smés
rozpoustédel mé velkou Skélu polarit a to umoziuje extrahovat témét vSechny lipidy, které jsou
obsaZeny ve stanovovaném vzorku mléka. Nasledné je tuk filtrovan a je ziskan purifikovany
lipidovy extrakt v izolované vrstvé chloroformu. Na podobném principu jako Folchova metoda

je zaloZena metoda podle Bligha a Dyera [20,21].

2.2 Butyrometricka metoda

Mezi referencni a zarovenn funkcéni metodu patii metoda butyrometricka, kterd je v
analytice rutinné vyuzivana dle normy (CSN 57 0530). Piiddnim kyseliny sirové s
amylalkoholem do butyrometru jsou tukové kulicky nésledné rozpustény pomoci tfepani. V

dal$im kroku je tuk oddélen pomoci centrifugy a nakonec na stupnici tukoméru se odecte
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hodnota tuku. Hodnota vysledného tuku je wudavdana v hmotnostnich procentech.
Butyrometrickd metoda je vhodna pro stanoveni suseného, syrového, konzumniho mléka,

smetany a mlé¢nych vyrobkt jako je naptiklad syr [21,22].

2.3 Metoda Rose-Gottlieba

Rose-Gottliebova metoda se fadi mezi standartni referenéni metodu, kterd jiz zcela
nahradila vySe zminénou metodu butyrometrickou. Tato metoda je téméf shodnd s
Mojonnierovou analytickou metodou, kdy se oddéluje tukova frakce od zbytku mléka, dle
normy CSN EN ISO 7208. Obé& metody patii mezi gravimetrické metody, kde je na konci
stanoven tuk. Vzorek mléka se $t€pi pomoci amoniaku a dale je smichan s etanolem. Potom je
provedena extrakce s diethyl-petroletherem. Nasledné se filtruje rozpoustédlo pies siran sodny

a potom se odpaii ve vakuu [20,21,23].

2.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) spole¢n¢ s plamenovym ioniza¢nim detektorem (CG-FID)
lze zatadit mezi nejrozsifendjsi instrumentdlni metodu analyzy a separace mlééného tuku [20].
Plynové chromatografie se pouziva hlavné pro stanoveni triacylglycerolu v mléce dle normy
CSN EN ISO 17678. V posledni dobé se vyuziva kombinace GC a hmotnostni spektrometrie

(MS), kdy hmotnostni spektrometr slouzi jako univerzalni detekéni systém [20].

Analyza mlécného tuku zahrnuje téchto nékolik krokti: a) extrakce lipida, b) frakcionace
lipidovych tfid (tento krok je vyuzivany pouze pro stanoveni jedné nebo vice frakci samostatné,
pokud se jedna pievazné o mastné kyseliny TAG je tento krok vynechan), c) konverze mastnych

kyselin na methylestery, d) samotné stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii.

Teplota kolony se vétSinou pohybuje na pocatku okolo 40 °C a to ptiblizn€ okolo 2 minut.
Nasledné je zvySovana teplota o 10 °C za minutu na teplotu 175 °C, ktera se potom udrzuje
pfiblizné€ 27 minut. Helium se pouziva jako nosny plyn v kolonach. Kvalitativni a kvantitativni
analyza TAG se provadi srovndvanim chromatogramli (reten¢nich cCasli) rGznych

standardu [20,22].
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2.4.1 Izolace mlééného tuku

Pfeména TAG na volné mastné kyseliny a glycerol probihd enzymatickou hydrolyzou s
pomoci enzymu lipazy. Vybér enzymu a nacasovani reakce ma klicovou roli pfedevsim pro
pozadovanou chut’ mlééného tuku. TAG, které obsahuji jednu nebo vice dvojnych vazeb nejsou
ptilis stabilni nez TAG, které zddnou dvojitou vazbu neobsahuji. Reakce hydrolyzy jsou

provadény piiblizné pfi teploté 55 °C [24].

Uplnou extrakei se dosahne oddéleni lipidii od zbytku slozek mléka. Nejpouzivangjsi
extrakce je jiz zminéna Folchova metoda. VétSina metod vyuziva riizna organicka rozpoustédla
k extrakci kapalina-kapalina. Nejvice pouzivana rozpoustédla jsou metanol, etanol, chloroform,
n-butanol, 2-butanol, isopropanol, diethylether, n-hexan a dal$i. K rozpoustédlim je pak
nejcastéji pridavana kyselina chlorovodikovd nebo kyselina sirova. Vybér rozpoustédla je
ovlivnén rozpustnosti a délkou mastnych kyselin. Extrakce pomoci rozpoustédel jsou nejvice

pouzivany, ale k pouZiti je zapotiebi velky objem rozpoustédel a casova narocnost.

Mezi casoveé uspornéjsi extrakce patii kapalina-pevna latka. Tato extrakce adsorbuje
lipidy na pevny adsorbent a pozd¢ji nasleduje desorpce za pomoci rozpoustédel. Dale miize byt
tato metoda pouZita i pro lipidovou frakcionaci pomoci eluce s rozpoustédly s riznou polaritou.
K této izolaci lipida jsou vyuZzivany kolony, které obsahujici filtracni pomicku Celite 545,
neboli SiO». Lipidy jsou casto izolovany eluci dichlormethanem a metanolem v poméru

90:10 [20, 25].

2.4.2 Derivatizace pro plynovou chromatografii mlé¢ného tuku
Derivatizace mastnych kyselin mléka v roztoku pted plynovou chromatografii lze
provadét rychlou a jednoduchou metodou spolu s ethylchloroformidtem. Mastné kyseliny v

mléce jsou velmi rozmanité a nékteré jsou piilis t€kave, a proto je derivatizace tak slozita.

Metylace muze byt provedena pomoci kysel¢ ale 1 bazické katalyzy. Fluorid bority mé
nejvetsi zastoupeni v metanolu jako katalyzator. Metylace kyselin ma negativni t¢inek a to, ze
zpusobuje izomerizaci konjugovanych diend a ty pak interferuji analyzu. Ke zmirnéni téchto
dopadll se pouzivaji mirngj$i podminky po delsi cas a fluorid bority se miize nahradit i
kyselinou chlorovodikovou. Methoxid sodny lze zase pouzit pii bazické katalyze v metanolu.
Nicméné pii bazické katalyze se pievadi pouze acylové skupiny, které jsou v mlécném tuku

obsaZeny v minimalnim mnozstvi a zpisobuji zkresleni kone¢nych vysledki. Nejvétsi uc¢innosti
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byva dosazeno kombinaci katalyzy kyselinami a zasadami, kdy se pouzivd NaOCHs S

nasledovanym HCI nebo BF3 nebo diazomethan s nasledovanym NaOCHjs [20].

2.4.3 Instrumentace pro plynovou chromatografii mlééného tuku

Pro analyzu mastnych kyselin jsou nejcastéji pouzivany kapalné faze kolon a to
pfedevSim polyestery se Sirokym rozsahem polarit. Vyhoda fazi s vysokou polaritou je
vypofadat se s nenasycenymi mastnymi kyselinami a odd¢€leni cis a trans izomert. Nejvice
pouzivané kolony byly ty s délkou 100 metrt a to hlavné typ CP Sil 88 (kyanopropyl siloxan).
Nasycené mastné kyseliny s délkami feté¢zci od C8 do C20 s atomy uhliku jsou bézné
detekovany. Zminéné kolony vSak nejsou vhodné k rozliSeny cis a trans izomerti nenasycenych

mastnych kyselin [20].

2.5 Analyza mlééného tuku kapalinovou chromatografii

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) je rutinni metoda pouzivana pro
stanoveni mlécného tuku. V poslednich letech je HPLC vyuzivana vice nez plynova
chromatografie. Pfedev§im se vyuziva pfi analyze TAG liSici se svoji relativni molekulovou
hmotnosti [26]. NiZe jsou vypsany jednotlivé kroky nezbytné pii analyze mlé¢ného tuku

kapalinovou chromatografii.

2.5.1 Extrakce mlééného tuku pro kapalinovou chromatografii

Pred extrakci musi byt vzorky mléka zmrazeny a lyofilizovany. Potom jsou vzorky
hydrolyzovany pomoci NaOH kolem 30 minut pfi teploté 80-85 °C ve zkumavkach, které by
mély vzorky chrénit pfed svétlem. Poté se vzorky ochladi a okyseli pomoci HCI, aby se snizilo

pH na hodnotu 2 [27].

Extrakce lipidi je dalezity krok ke spravnému stanoveni lipida a proto je nutné zvolit
vhodnou metodu extrakce, aby nedochéazelo ke ztratdm nékterych slozek. Pro extrakci lipidi je
mozné pouzit metodu Rose-Gottlieba. Tato metoda neni pfili§ vyuzivand z divodu ztrat
nékterych fosfolipidl a sfingolipidii a malé vytéznosti. Jiz zminéna Folchova metoda je vhodna

pro extrakci polarnich lipidu, ale byva ¢asové naroéna s velkou spotiebou rozpoustédla [28].
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Za nejvice ucinnou se povazuje extrakce tlakovou kapalinou (PLE), kterou lze jiz
povazovat za zcela rutinni. Pti spravné teploté, tlaku, extrakénich cykll a spravném nastaveni
¢asu je mozné snizit spotfebu rozpoustédla 1 délku casu. Na rozdil od tradi¢nich extrakci lze
extrakci tlakovou kapalinou plné automatizovat. Kuptikladu je mozné provadét tento typ
separace na extraktoru Accelerated Solid Extraction ASE-200, kdy pro maximalni vytézek se
aplikovala smés rozpoustédel dichlormethanu a metanolu v poméru 2:1, pfi tlaku 10,3 MPa a

teploté pohybujici se v rozmezi od 60 do 100 °C [28].

2.5.2 Derivatizace pro kapalinovou chromatografii mlé¢ného tuku

V porovnani s plynovou chromatografii je u kapalinové chromatografie mozné provést
sbér frakcei pro dalsi analyzu béhem analyzy za nizsi teploty. Timto zplisobem se tak snizuje
riziko izomerizace dvojnych vazeb. Tento piistup se hodi, jak pro velké, tak 1 pro stopové
koncentrace mastnych kyselin. Metylestery mastnych kyselin maji vysokou molarni absorpci
pii nizké vinové délce >205 nm. Pro derivatizaci se ukédzalo vyhodné&jsi prevadét mastné

kyseliny na derivaty o vysoké molarni absorp¢ni schopnosti pfi delsich vinovych délkach.

Naptiklad je moZzné  derivatizovat mastné  kyseliny mlécného  tuku
2,4'-dibromacetofenonem v acetonu spolu s triethylaminem po dobu trvani 30 minut pii teploté
40 °C [27]. Dalsi vyhoda oproti plynové chromatografii je, Ze u stanoveni mastnych kyselin
pomoci HPLC s elektrochemickou detekci (ED) 1ze vynechat derivatiza¢ni krok [29]. Nicméné,
kapalinovou chromatografii neni mozné separovat izomery a proto plynova chromatografie

metylesteri mastnych kyselin dominuje. GC se proto povazuje za rutinni analytickou metodu.

2.5.3 Instrumentace pro kapalinovou chromatografii mlééného tuku

Z literatury je mozné vyrozumét, ze separaci mastnych kyselin mlééného tuku lze
provadet na systémech jak s normalni, tak 1 obracenou fazi. Derivatizované mastné kyseliny
maji ¢asto jinou polaritu nez pivodni analyty. Navic je mozné kromé& zvyseni citlivosti pro
spektrofotometrickou detekci zavést také elektroaktivni funkcni skupiny pro piipadnou
elektrochemickou detekci [27].

Nize je uveden jeden z piikladd, jak lze analyzovat mléény tuk kapalinovou
chromatografii, kdy je mozné pouzit detektor fotodiodového pole Waters 996 (DAD). Vhodna

derivatiza¢ni c¢idla jsou 2,4'-dibromacetofenon a kombinace acetonu a trimethylaminu.

25



Vsechny derivatizované mastné kyseliny se detekovaly pfi vinové délce 256 a 234 nm. Samotna
separace muze probihat i na dvou nepolarnich stacionarnich fazich, kuptikladu na C18, kdy
jako eluent se poziva gradientova eluce smési acetonitril-voda [27]. U analyzy mlé¢ného tuku
prevlada gradientova eluce nad izokratickou z divodu zkraceni doby analyzy, kdy se snizi i
spotieba pouzitého eluentu. Dale HPLC analyzu TAG je mozné provadét i bez derivatizace za

pouziti hmotnostniho detektoru s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku [30].

2.6 Stanoveni obsahu lipofilnich vitamini v mléce

Mezi hlavni lipofilni vitaminy v mléce, které se nejCastéji stanovuji, patii a-tokoferol,
(nejvice biologicky aktivni forma vitaminu E), all-trans-retinol (vitamin A) a jeho provitaminy
(karotenoidy), déle cholekalciferol (vitamin D3) a filochinon (vitamin K1). HPLC pfedstavuje
nejcastéji pouzivanou instrumentalni analytickou metodu pro stanoveni lipofilnich vitamint v
mléce [31,32]. K jejich stanoveni byly vyvinuty a zakonem pfedepisované normy
CSN EN 12823 (vitamin A), CSN EN 12821 (vitamin D), CSN EN 12822 (vitamin E) a
CSN EN 14148 (vitamin K).

Stanoveni lipofilnich vitamint je velmi slozité, nebot’ tyto nizkomolekuldrni organické
slouceniny jsou citlivé na teplo a svétlo. Na pifimém svétle snadno dochdzi k oxidaci a
izomerizaci. Z téchto diivodil se s nimi musi manipulovat v tltumeném svétle a uchovavaji se v

dusikové atmosfére v tmavych sklenénych nadobach [33].

vvvvvv

analyzy. Tyto kroky jsou potfebné pro analytické parametry, jako jsou selektivita, pfesnost a
citlivost. Soxhletiv extraktor a zahiivani pod zpétnym chladi¢em byly difive ve velké mife
pouzivany. Tyto dvé metody se vyznacuji tim, Ze jsou ¢asove narocné a pomerné ndkladné na
spotifebu organickych rozpoustédel. Vybér metody je zavisly na typu matrice. Pro tekuté
vzorky, kam je fazeno i mléko, je pfiprava jednodussi nez u tuhych vzorkl, kde je potieba
kuptikladu tfeba jesté drceni vzorku. Nejdiive je nutné oddélit mlécny tuk od mléka, nebot’ v

mlécném tuku jsou obsazeny lipofilni vitaminy (analyty).

Vlastni analyza mléka je velmi komplikovand a musi byt rozloZzena do né€kolika krok.
Mlécny tuk je oddélen extrakci do vhodného organického rozpoustédla ¢i smési rozpousteédel,
tak jak jiz bylo uvedeno v ptedchozich kapitolach [34]. Nejprve musi byt provedena alkalicka

hydrolyza mlééného tuku pomoci methanolického roztoku hydroxidu draselného, kdy
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antioxidanty jako kyselina askorbové nebo hydrochinon musi byt soucasti reakéni smési, aby

se zabranilo nezadouci oxidaci lipofilnich vitamint [34,35].

Po uvolnéni all-trans-retinolu a a-tokoferolu ze smési jsou tyto slozky extrahovany
pomoci LLE metody do n-hexanu. LLE je metoda extrakce z kapaliny do kapaliny. Dalsi
extrakéni Cinidla vhodnd pro metodu LLE mohou byt pouzita naptiklad chloroform,
diethylether, ethylacetat a dichlormethan. Extrakce z kapaliny do kapaliny je pouzivana

zejména pro Cisténi vitamini [34,35].

Déle, aby se extrakt zneutralizoval, musi se promyt destilovanou vodou. Poté je na
rotacni vakuové odparce vSechna hexanova ¢ast odpatrena. Po odpafeni je vzorek rozpustén v
metanolu nebo acetonitrilu, aby mohl byt davkovan do HPLC pfistroje. Vlastni analyza takto
ziskaného vzorku je nejcastéji provadéna pomoci ultra-vysoce vykonné kapalinové

chromatografie (UHPLC) se spektrofotometrickou ¢i hmotnostni detekci [34,35].

Zavéerem lze konstatovat, ze analyza slozeni mlééného tuku, ktery se sklada predevsim
z TAG, pfevlada plynova chromatografie po nasledné hydrolyze a nasledné derivatizaci
uvolnénych mastnych kyselin (methylace ¢i sililace). Pomoci HPLC totiZ neni mozné

separovat, tedy rozlisit jejich cis a trans formy [30].

V analyze mlécného tuku v oblasti obsahu lipofilnich vitamini dominuje HPLC se
spektrofotometrickou detekci nebo hmotnostni detekci. JelikoZ vétsina lipofilnich vitamind
predstavuje elektroaktivni organické slouceniny, podléhaji oxidacnim ¢i redukénim

elektrodovym reakcim. Lze t€Z pouzit i elektrochemickou detekci [36].
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3 Elektrochemické metody v analyze mléka

Potenciometricka titrace se pouziva ke stanoveni kyselosti surového mléka, ptestoze v
praxi prevladd stanoveni kyselosti mléka acidobazickou titraci hydroxidem sodnym na
fenolftalein. Bod ekvivalence je potom indikovan pomoci fenolftaleinu zménou barvy mléka
do pletové razového zbarveni [37]. Elektrochemické metody za pruchodu elektrického proudu
(polarografie, voltametrie, amperometrie a coulometrie) nenasly v analyze mléka a mlééného
tuku $iroké uplatnéni, nebot’ mléko predstavuje vysoce slozitou matrici pro elektrochemickou
analyzu. Z chemického hlediska Ize mléko povazovat za emulzi mlééného tuku ve vodg, ale
také za suspenzi proteinti ve vodé [38]. Mezi elektroaktivni slozky mléka (potencionalni

analyty) patii, mineraly [39], vitaminy [36], cukry [39] a bilkoviny [38].

Tato bakalaiska prace se zamétuje na voltametrické stanoveni mlééného tuku a lipofilnich
vitaminl v kravském mléce. Lipofilni vitaminy jsou obsazeny pouze v mlé¢ném tuku, a proto
by mohly slouzit jako biologické markery. V nize uvedenych kapitolach jsou uvedeny nckteré

pokusy o elektrochemickou analyzu mléka.

3.1 Polarografie v analyze mléka

Polarografickou analyzu je moZzné vyuzit pfedevSim ke stanoveni stopovych kovi v
mléce. Existuje nékolik védeckych praci zabyvajicich se polarografii mastnych kyselin a
vitamind v mléce. Pfed zac¢atkem stanoveni stopovych prvkll je nutnd mineralizace mléka,
protoze mléko obsahuje velké mnozZstvi lipidd, které mohou negativné ovlivnit toto stanoveni.

Nejcastéji se pouziva sucha digesce spalovanim [40,41].

Ke stanoveni mastnych kyselin se pouZziva jak diferencialni cyklicka polarografie (DCP),
tak i diferencialni pulzni polarografie (DPP). K analytu s mastnymi kyselinami se pfidava béZna
kyselina, kterd potvrdi pfitomnost mastnych kyselin ve vzorku, a kterd zptusobuje nartist vysky
viny polarografického signalu. Nasycené i nenasycené mastné kyseliny lze stanovit na kapajici
rtutové elektrodé¢ (DME). Pouzivany podplrny elektrolyt obsahuje vétSinou alkohol a vodu v
poméru 70:30 o koncentraci 0,1 mol-1-* tetraethylamoniumbromid (TMAB) okolo pH 2-4. Pro
oddéleni nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin se do elektrolytu ptidava dvojmocny
iont jako je kupiikladu Cd?*. Nenasycené mastné kyseliny redukuji své dvojné vazby a tim se
pfeméni na nasycené, které mohou tvofit viny v disledku ztraty e a H*. Cim vice uhlikii v

fetézci mastnych kyselin, tim je potencial mensi. Hodnota E/2 se pro nasycené mastné kyseliny
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pohybuje okolo -0,46 / -0,48 V az -0,80 / -0,80 V a hodnoty pro nenasycené mastné kyseliny
se pohybuji okolo -0,30/-0,32 V -0,64 / -0,66 V [42, 43].

Mastné kyseliny mohou byt kromé piimé redukce i absorbovany na povrch DME.
Nenasycené mastné kyseliny interaguji s tézkymi kovy, a to v zavislosti na jejich koncentraci a
na koncentraci mastnych kyselin. Mastné kyseliny se siln¢ absorbuji pfiblizné¢ od 0 az -1,2 V
proti nasycené kalomelové elektrodé (SCE) a to nejprve od negativnéjSich hodnot a poté k

pozitivnim hodnotam potencialu. Elektrolyt pro stanoveni se skldda z mastnych kyselin, NaCl

a NaHCOz3 [44].

3.2 Voltametricka analyza mléka

Pomoci voltametrické analyzy lze stanovit lipofilni vitaminy, toxické a esencidlni kovy,
kontaminanty (rezidua antibiotik a pesticidl), ¢i legislativou zakdzané latky, které¢ mléko miize
obsahovat. Po procesu mineralizace mléka je mozné uskutecnit Stanoveni kovli obsazenych
v mléce, jako jsou napiiklad Pb?*, Cd?*, Zn?* a Co?*. K tomuto tcelu se pouziva visici rtutova
kapkova elektroda (HMDE). Pro stanoveni Hg?" a As®" se pouziva zlata-rotaéni diskova
elektroda (Au-RDE). Systém se obvykle sklada ze tii elektrod. To zahrnuje referenéni elektrodu
Ag/AgCl spolu s nasycenym roztokem KCl, dale platinovy drat, ktery slouzi jako pomocna
elektroda a HMDE a Au-RDE jako pracovni elektroda. Nicméné nejprve je stejné nezbytné

provést extrakci mléka stejné jako u kapalinové chromatografie [45].

Voltametrické metody lze rozdélit na pfimé a stripping. U lipofilnich vitamint piimou
voltametrii se stanovuji vitaminy v cCistych organickych rozpoustédlech jako je naptiklad
acetonitril, N,N-dimethylformamid, dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran a dichlormethan.
Nejcastéji jsou pouzity roztoky v kombinaci voda a acetonitril anebo voda a etanol. Dillezité je,
aby rozpustny elektrolyt obsahoval tfeba chloristan lithny nebo tetraalkylamonné soli, aby se
zlepSila vodivost elektrolytu. Méfeni v organickych elektrolytech je znacné slozité a
komplikuje pfipravu vzorku pro naslednou analyzu. Pfim4 voltametrie ma dalsi dvé nevyhody,
a to nizkou citlivost a mozné interference zpisobené doprovodnymi latkami vzorku. Umoziuje

detekovat vitaminy v fadech pmol-1-* [46].

TAG mlécného tuku maji tendenci k hydrolyze. Produktem hydrolyzy jsou volné
mastné kyseliny, které se daji stanovit voltametricky na modifikovanych uhlikovych

elektrodach. Prikladem je tisténa uhlikova elektroda (Screen-printed carbon electrode; SPCE)
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pokryta elektrokatalyzatorem kobalt-ftalocyanin. Piiprava vzorku mléka se shoduje s ptipravou

pro stanoveni pomoci HPLC [47], tak aby byly zaru¢eny pracovni podminky dan¢ legislativou.

Vsechny lipofilni vitaminy jsou elektroaktivni a to znamend, ze u nich dochéazi k
ptenosu elektront diky procesiim zvanych oxidace a redukce. Vitamin A se vyskytuje ve
formach nenasycenych organickych sloucenin naptiklad retinol, retinal a kyselina retinova a
provitamin f-karoten. Veskeré tyto formy vitaminu A se vyskytuji v ptirodé jako all-trans
formy (konjugovany systém dvojnych vazeb). Vitamin A se skladuje v alkoholické form¢ jako
retinol a ten lze prevést na aktivni retinal. Oxidovana forma retinalu se pfeméni na kyselinu
retinovou, ktera je nevratné preménéna. Pritomnost nékterych radikala jako naptiklad u retinolu
zpisobuje polymeracéni reakce. Tato reakce tvoii u retinolu barevné produkty, které je mozné
obdrzet na platinové elektrodé (PtE) béhem cyklické voltametrie [36,46]. Retinyl palmitat je
synteticky ester all-trans retinolu vitaminu A, ktery se pouziva k fortifikaci mléka, kdy pro jeho
stanoveni Ize pouzit pastovou elektrodu ze skelného uhliku (GCPE). Mezi dalsi estery all-trans

retinolu patii jeste tieba retinyl acetat [46,47].

Cholekalciferol (vitamin D3) nelze stanovit pomoci adsortivni voltametrie, protoze neni
dostatecné citliva [47]. Voltametrické hodnoty se shoduji pro vitamin D2 i pro vitamin D3.
Vitamin D3 i vitamin D2 se oxiduji pfi hodnotach 1,4 az 1,5 V na uhlikové elektrodé, kdy u
oxida¢niho procesu dochézi k prenosu dvou elektront. Vitamin D nevykazuje zadnou redukéni
vinu. Stanoveni se provadi v rozpoustédlech CH3CN a CH.Cl,.Vitaminy jako jsou all-trans-
retinol, cholekalciferol, a-tokoferol a fylochinon se stanovuji jako soucet vSech aktivnich
forem [36]. Koncentrace vitaminu D3 v kravském mléce se pohybuje okolo 0,13-1,0 ug-1™* a

tvoti se pfedevs§im z provitaminu 7- dehydrocholesterolu za pomoci pisobenim UV zateni [48].

Vitamin K se vyskytuje predev§im ve formach vitaminu K1 (fylochinon) a K2
(menachinon). Redukce vitaminu K probihéd se dvéma elektrony a dvéma protony za vzniku
odpovidajiciho fylohydrochinonu. Nejprve se vitamin K redukuje na polochinonovy radikalni
aniont a potom se dale redukuje na dianion [36,46]. Vitamin K1 i vitamin K2 lze stanovit v
roztoku etanolu a fosfatu o pH 3 v poméru 60:40 na sitotiskové grafenové elektrodé (SPGE)

proti Ag/AgCl. Hodnota potencialu oxidaéni reakce se pohybuje okolo 1,0 az 0,2 V [49].

Soucasné stanoveni vitaminu K s dal$im vitaminem rozpustnym v tucich je diky
reverzibilnimu elektrochemickému chovani vitaminu K zcela mozné. Na povrchu pevné latky

pracovni elektrody se mohou lipofilni vitaminy ze vzorku akumulovat a po aplikaci potencialu
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depozice po urcité dobé se mohou anodicky oxidovat. Dal§i moznost jejich anodické oxidace

je extrahovat se do vhodného pojiva uhlikové pasty z optima vodné-organické smési [46].

3.2.1 Adsorptivni voltametrie

Adsorptivni stripping voltametrie (AdSV) slouzi ke stanoveni lipofilnich vitamint,
které se ochotné adsorbuji na pevné uhlikové materidly (grafit, skelny uhlik, nanotrubice a
grafen) [50]. DalSim ptikladem zvlaStniho uhlikového materidlu je borem-dopovany diamant.
Vyhodou pracovnich elektrod z tohoto materiadlu predstavuje snizeni pamétového efektu pii
piimych voltametrickych krocich, hlavné pokud je méteni provadéno ve vodné-organickych

smésich [46].

Principidlné se na povrchu elektrody uskutecituje mezifazova akumulace analytu. To je
dalezity akumulaéni krok, kdy dojde k nartistu obsahu na povrchu elektrody pted naslednym
stanovenim, ktery u piimé voltametrie schazi. Existence vicevrstevné absorpce na povrchu
elektrody zptsobuje, ze analytické metody maji vice linearnich rozsahu. Katodicky ,, in-situ
square-wave adsorptivni stripping voltametrie (SWAdSV) vitaminu K1 a vitaminu K3 na visici
rtutové kapkové elektrodé (HMDE) poskytuje reprodukovatelné vysledky s velmi nizkymi
limity detekce. S pomoci nemodifikované GCE a GCE s modifikovanym tenkym filmem
poly/alizarinové Cervené s vicesténnymi uhlikovymi nano-trubicemi (MWCNTs) 1ze dosahnout
obdobnych vysledki jako na rtuti. Nicméné u nékterych piipadi AdSV ma nizkou
opakovatelnost stanoveni a smérodatna odchylka nabyva hodnot az 14 %. Typickym piikladem
je stanoveni vitaminu D3, a proto 1 pfes svoji vysokou citlivost AASV neni vhodna pro klinickou

analyzu [46,51].

3.2.2 Extraktivni voltametrie

Extraktivni stripovaci voltametrie (ExSV) se pouZziva ke stanoveni nepolarnich biologicky
aktivnich latek, jako jsou naptiklad aminokyseliny po enzymatické pfeméné, lipofilni vitaminy,
hormony, pesticidy a predev§im farmaka [50]. Spolehlivost této metody zalezi na vybéru
vhodného uhlikového prasku, predevS§im na tvaru a velikosti uhlikovych ¢astic, tedy na

homogenit¢ vznikl¢é uhlikové pasty.

Citlivost ExSV zavisi pak na mnoZstvi a viskozité pouzité pastovaci kapaliny a samoziejmeé

na pracovnich podminkach akumulace (extrakce) a elektrochemické detekce. ExSV se povazuje
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v porovnani s t€émi ostatnimi za nejcitlivéjsi voltametrickou metodu, protoze mtize detekovat
analyty az do vy$e nmollt. V ExSV se nejcast&ji pouziva uhlikova pastova elektroda
z bézného grafitového prasku (CPE) nebo jakdkoliv pevnd elektroda, kterd je pokryta

membranou, ¢i dokonce tenkou vrstvou oleje [46,50].

Rozdil mezi klasickou a extraktivni voltametrii spociva v tom, ze se tuk obsahujici
sledované analyty extrahuje pfimo do pastové uhlikové elektrody (CPE). Akumulacni proces
vetsinou probiha jak na povrchu elektrody, tak i v jeho vnititku. Samotna extrakce se provadi
mimo detekéni roztok (,, ex-situ “ akumulace), kdy se osvédCily GCPES, které jsou stabilni i ve

vodné-organickych smésich [50].

Jelikoz se jedné o extrakcei kapalina-kapalina (vodné-organické faze a pastovaci kapalina
GCPE) je obsah neextrahovaného analytu fizen extrak¢éni rovnovaznou konstantou. ExSV je
velmi vyhodnd pro svoji vysokou selektivitu, a proto je pfinejmensim stejné¢ dobra jako
napiiklad HPLC s hmotnostni detekci (MS). Nevyhoda této metody spociva v piili$ Sirokych
voltamogramech zpiisobenych pomalou kinetikou elektrodovych reakei, kdy dochazi k
pfeméné analytu na mezifazovém rozhrani. Z tohoto divodu neni mozné rozpoznat formy

jednotlivych vitamind [46,50].
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EXPERIMENTALNI CAST

4 Extraktivni voltametrie kravského mléka a smetany

Tato experimentalni ¢ast popisuje veskeré potifebné laboratorni podminky nezbytné pii
extraktivni voltametrii kravského mléka a smetany. Nize jsou vypsany veskeré chemikalie a
pristrojové vybaveni, které¢ byly pouzity béhem experimenti. Dale jsou uvedeny parametry
square-wave voltametrie (SWV), jenz byly pouzity pii elektrochemické detekci. Statisticka
analyza spocivala pouze ve vypoctu prumérnych hodnot () a dvojnasobku pfislusnych

smérodatnych odchylek (o).

4.1 Chemikalie a reagencie

All-trans-retinol (>95 %) a etanol (>99,5 %) se potidily ze spole¢nosti Sigma-Aldrich
(Praha, Cesk4 Republika). Univerzalni Britton-Robinsontiv pufr (BRB) o koncentraci 0,1 mol-I°
! byl ptipraven smichanim vhodného mnoZstvi kyseliny borité, ledové kyseliny octové, 85 %
kyseliny fosfore¢né a hydroxidu sodného, vie od spole¢nosti Lach-Ner s.r.o (Neratovice, Ceska
Republika). Tento BRB se ptipravil za pouziti redestilované vody (minimalni elektricky odpor
18,2 MQ cm), potizené z Milli-Q® od spole¢nosti Merck Millipore (Burlington, USA).

4.2 Pristrojové vybaveni

Voltametricka detekce nahromadénych tukovych ¢astic obsahujici elektroaktivni latky do
pastovaci kapaliny byla provedena ,,ex-situ“ ptimo ze vrorku. Elektrochemické detekce se
uskuteénila v konvenénim usporadani tii elektrod skladajiciho se vzdy z GCPE (pracovni),
chloridostiibrné elektrody (referentni) s 3 mol-1" KCI jako solny miistek a platinového plisku
(pomocna elektroda). Tyto elektrody byly pfipojeny pomoci elektrickych kabelti k
potenciostatu Autolab PGSTAT101 ovladanym softwarem Nova (verze 1.11.0), oboji od
spoleénosti Metrohm (Praha, Ceska republika).

4.3 Priprava uhlikové pastové elektrody ze skelného uhliku (GCPE)
Ptiprava uhlikové pastové elektrody ze skelného uhliku typu Sigradur G (velikost Castic

5-20 pm, HTW Maintingen, Némecko) a jedné nahodné vybrané pastové kapaliny se provadéla

smichanim téchto komponentt v keramické tfeci misce po dobu 15 minut, dokud se nevytvofila
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homogenni uhlikova pasta. Vysledna pasta ze skelného uhliku byla vtlacena do dutiny
pistového drzaku z Teflonu o priméru 3 mm. Vyska sloupce pasty se doporucuje 2 cm, kvili
obtiznému vytlacovani pasty. Z divodu tzv. autohomogenizace byla vytvoiena GCPE
ponechana minimaln¢ den volné za laboratornich podminek. AZ poté mohla byt pouzita pro

vlastni experimenty.

4.4 Pracovni podminky extraktivni stripping voltametrie (ExSV)

Vzorky mléka a smetany od spole¢nosti Kunin (Ceska republika) se zakoupily v b&zném
obchodé¢. Vzorky mléka obsahovaly 0,5 % 1,0 % a 3,5 % tuku a smetany 10 % 30 % a 40 %
tuku. VSechny vzorky byly ihned po otevieni napipetovany (10 ml) do extrakéni nadoby s
kulatym dnem, z divodu kontinudlniho michéni béhem extrakce pti 400 rpm. Poté se GCPE s
nahromadénymi lipofilnimi latkami oplachla redestilovanou vodou a spole¢né s ostatnimi
elektrodami byla vlozena do detekéniho média. Samotna elektrochemicka detekce se
uskute¢nila pomoci SWV v 0,1 mol-1"1 BRB (pH 4,5) pfi potencialovém rozsahu od 0 do +1,4 V,
potencialovém kroku (Estep) 5 mV, potencialu amplitudy (Eampi) 25 mV a frekvenci (f) 10 Hz.

4.5 Statisticka analyza

Kazdé méteni bylo opakovavano minimélné pétkrat (N=5). Veskeré hodnoty uvedené v
nasledujicich grafech a tabulkach jsou prezentovany jako intervaly spolehlivosti pro 95 %
pravdépodobnost, kdy se pouzily primérmé hodnoty (x) a dvojnasobek smérodatné

odchylky (o) pro 95,45 % pravdépodobnost.
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5 Vysledky a diskuse

V této kapitole naleznete veskeré vysledky, kterych bylo dosazeno béhem laboratornich
méfeni. Tyto vysledky byly kriticky vyhodnoceny a v zavérecné diskusi byly podrobné
rozepsany. Optimalizace spocivala ve vybéru vhodné pastovaci kapaliny, obsahu pastovaci
kapaliny, doby extrakce, rychlosti michéani, slozeni detek¢niho média a vhodné nastaveni

elektrochemické detekce.

5.1 Vybér pastovaci kapaliny

Rada péti GCPEs obsahujici vzdy 20 % (m/m) podil pastovaci kapaliny a lisici se jejim
typem byly zkoumany pomoci SWYV kravského mléka (3,5 % tuku), aby se vybrala ta optimalni
GCPE. Za timto ucelem byl vybran atakticky polypropylen, parafinovy olej, parafinovy vosk,

silikonovy olej a vazelina. U téchto elektrod se vzdy prométoval ohmicky odpor (R).

Jak vyplyva z naméfenych dat v Tabulce 3, nejvyssi vytézky byly potizeny pro GCPE
S parafinovym olejem. Nicméné pro nizkou opakovatelnost extrakce (43,36 % RSD) byl
upiednostnén silikonovy olej (17,54 % RSD), ktery byl vybrany jako optimalni pro nasledujici

meéfeni.

Tabulka 3. Porovnani pastovych elektrod ze skelného uhliku.

Pastova kapalina R (Q) Ep (V) Ip (nA)
Atakticky Polypropylen 10.5+0.8 0.831 0.075
Parafinovy ole;j 7.1+0.2 0.851 3.69+1.6
Parafinovy vosk 4.7+0.3 0.836 0.24+0.1
Silikonovy olej (8000 cSt) 8.0+0.2 0.844 1.14+£0.2
Vazelina 174+ 1.0 0.829 0.013

Poznamka: Hodnoty ohmického odporu (R), potencialu piku (Ep) a vyska piku (lp) jsou

uvedeny jako u+ 20 pro 95% pravdépodobnost z péti opakovanych méfeni.

5.2 Obsah pastovaci kapaliny
Obsah pastovaci kapaliny ovliviluje vzajemny pomér prasku ze skelného uhliku a
pastovaci kapaliny. Uhlikové castice jsou v kontaktu az do té doby, néz pastovaci kapalina

prekroc¢i 30 % (m/m). GCPE s obsahem 5 % (m/m) silikonového oleje poskytovala nejvyssi
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proudovou odezvu, soucasn¢ ale i s proudem pozadi vyrazn€ narostl. Za optimalni obsah se
vybral 15 % (m/m) SO, a to z divodu vysoké reprodukovatelnosti, jak je znazornéno
v Tabulce 4. Lze se domnivat, ze dramaticky narist v pozadi je zpusoben nespecifickou

absorpci mlé¢ného tuku na povrchu elektrody, ke kterému dochézi soucasné pti extrakci.

Tabulka 4. Vliv obsahu silikonového oleje na odezvu 3,5 % kravského mléka.

Obsah (%) R (Q) Ip (nA) Ib (nA)
5 6.7+0.2 10.0+0.3 66.4= 3.50
10 7.0+0.3 47+03 8.9+ 0.90
15 48+0.2 51+03 4.4 +0.50
20 8.0 +0.2 1.1+0.2 0.9 £ 0.02
25 6.0+0.1 09+0.1 0.7 +0.02

Poznamky: Hodnoty ohmického odporu (R), vysky piku (lp), pozadi (I) jsou uvedeny jako

u £ 20 pro 95 % pravdépodobnost z péti opakovanych méfeni

5.3 Doba extrakce

Extrakce je rovnovazna metoda, ktera slouzi k oddé€leni latek (analyty) ze smési (vzorek).
Oddéleni vétsSinou probihd na zakladé rizné rozpustnosti latek a jejich mnozstvi. Na zaklade
této definice 1ze povaZovat extrakci mlééného tuku do pastovaci kapaliny jako extrakci z vodné

do organické faze, systém kapalina-kapalina.

Pro dosazeni rovnovahy, nejvyssiho extrakéniho vytézku, je zapotiebi urcit trvani (t). Na
Obrazku 1 jsou uvedeny proudové odezvy (lp) naextrahovaného mlééného tuku z 3,5 %
kravského mléka po riznou dobu akumulace. Extrakéni rovnovéha nastala po 600 s, jelikoZz po

del$im ¢asovém Useku nebyl zjistén statisticky vyznamnéjsi nartst proudové odezvy.
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Obrazek 1 Vliv doby extrakce na vytézku lipofilnich vitamind kravského mléka s 3,5 % (m/m)
tuku, data ziskana ze SWV na GCPE, ktera obsahuje 15 % (w/w) silikonového oleje,
Estep =5 mV, Eampl =25mV a f =20 Hz.

5.4 Rychlost michani

Rychlost michani ovliviiuje transport tukovych ¢astic k povrchu GCPE, které obsahuji
rozpus$téné lipofilni vitaminy. Spole¢né s tukovymi Casticemi se tedy tyto vitaminy extrahuji
do silikonového oleje (SO). Rychlost otacek magnetického michadla vyssi nez 300 min™?
nemélo zadny vyznamny vliv na zvyseni kone¢né proudové odezvy, a proto hodnota 300 mint

se muze povazovat za optimalni pro nasledujici experimenty.

5.5 SlozZeni detekéniho média

Kromé pracovnich podminek extrakce mlécného tuku, tak i slozeni detekéniho média a
parametry zvolené pulzni voltametrické techniky, mohou zasadné ovlivnit citlivost finalni

EXSV elektroaktivnich latek piitomnych v mléce ¢i smetané. V praxi piedstavuje BRB o
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koncentraci 0,1 mol-1"! nejpouzivangjsi detekéni médium, protoze pouhym piidanim vodného
roztoku hydroxidu sodného Ize zvolit pozadované pH detekéniho média, aniz by doslo ke
zméné chemického slozeni. Nejcitlivéjsi proudova odezva naextrahovanych lipofilnich latek
byla zjisténa pro BRB o pH 4,5. Tento pufr se miize nahradit octanovym pufrem, z davodu jeho

jednodussiho slozeni.

Béhem vybéru vhodného pH se zjistil linearni vztah mezi potencidlem piku a hodnotami
pH. Tuto zavislost lze charakterizovat rovnici linearni regrese (Ep) = -0,0558 pH + 1,0891
(R? =0,9978). Potencial piku byl posunut na zapornéjsi hodnoty se zvysenym pH. Tento jev
pravdépodobné nastava v disledku snizeni energetické bariéry a snadnéjsi deprotonace
ptitomnych lipofilnich vitamint. Hodnota smérnice (k) byla spoctena 0,0558, coZz naznacuje

ptechod elektrontl spolecné s protony v poméru 1:1.

5.6 Nastaveni elektrochemické detekce

Za vhodnou elektrochemickou techniku byla zvolena SWV. Mezi hlavni parametry, které
ovliviiuji kinetiku elektrochemické reakce (anodickd oxidace lipofilnich latek), tedy proudovou
vytéznost, patii potencial amplitudy (Eamp) @ frekvence (f). Optimalizace téchto parametrt

probihala za konstantniho potencidlového kroku (Estep) 5 mV.

Naextrahované lipofilni vitaminy vykazovaly jeden Siroky anodicky pik, ktery se
zvysSoval s amplitudou potencidlu, dokud se nedosahlo hodnoty 25 mV, a proto hodnota 25 mV
byla stanovena jako optimalni. Vyska tohoto anodického piku rostla s vyssi frekvenci, jak je
patrné z Obrazku 2. Optimalni frekvence byla stanovena na 50 Hz, kvili stale se zvySujicimu

proudovému pozadi.

38



50

0 +——F——"T"——"T+—T1+—T—7
0,0020406081,01,214

E/V
Obrizek 2 SWV voltamogram naextrahovaného kravského mléka 3,5 % tuku pii 400 min~* po
10 min na GCPE obsahujici 15 % (m/m) SO s naslednou elektrochemickou detekei v 0,1 mol-1-*
BRB pH 4,5 pfi Estep = 5 mV, Eampi = 25 mV, a f = 50 Hz (pferusovana). SWV voltamogram
extrahovaného all-trans-retinolu pii 400 min~* po dobu 5 minut z jeho 500 pmol-1"* 60 %

etanolického roztoku do GCPE obsahujici vzdy 20 % (m/m) SO s nasledna elektrochemickou
detekci v 0,1 mol-I" BRB pH 4,5 pfi Estep = 1 MV, Eampi = 25 mV a f = 25 Hz (pln4 &éra).

5.7 Kovalitativni analyza mléka extraktivni stripping voltametrii

Lipofilni vitaminy se ptevdzné vyskytuji v mlééném tuku z divodu své nepolarity.
Cholekalciferol (vitamin D3) a fylochinon (vitamin K1) jsou pfitomné v mléce jen v
minimalnim mnozZstvi (0,1 pg ve 100 ml) na rozdil od a-tokoferolu (vitamin E) spole¢né s
retinolem a s jeho provitaminy (karotenoidy), jejichZ obsah se pohybuje az okolo 100 ug na
100 ml mléka [52]. Veskeré analyzované vzorky mléka a smetany poskytovaly vzdy pouze
jeden Siroky oxidaéni pik (0,689 do 1,022 V) pfi maximu 0,886 V za zvolenych optimalnich

podminek.
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Na zéklad€ vysSe uvedenych skutecnosti z literatury byl obdobné analyzovan ExSV
standartni roztok all-trans-retinolu, jehoz oxidaci dochézelo pti +0,852V. Rovnéz bylo zjisténo
(viz. Obrazek 3), ze all-trans-retinol téz poskytuje obdobné Siroky pik jako vzorky mléka ¢i
smetany (0,447 do 1,068 V). Zde je nutné uvést, ze provitaminy vitaminu A maji podobné
elektrochemické chovéani, tudiz jejich oxidace nastava pii stejnych hodnotach potencidlu. Z
tohoto diivodu neni pomoci ExSV mozné rozlisit jednotlivé formy vitaminu A. Pfesto celkovy

obsah vitaminu A byl dale pouzit jako biologicky marker obsahu tuku ve vzorcich mléka a

smetany.
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Obrazek 3 Voltamogramy lipofilnich vitamin®, soucet lipofilnich vitamind (pfevazné
all-trans-retinol a p-karoten), které byly extrahovany z kravského mléka 3,5 % tuku na GCPE
obsahujici 15 % (m/m) SO pfi otackach 300 min—t po dobu 10 min. Po oplachnuti redestilovanou

vodou byla néasledné provedena voltametricka detekce v 0,1 mol-I™* BRB pti pH 4,5,
Estep =5 MV, Eamp =25 mV, af =10 (a), 20 (b), 30 (c), 40 (d), 50 (e), 60 (f) a 100 Hz (g).

5.8 Analyza vzorki mléka a smetany
Z provadéného experimetu bylo zjisté€no, Ze vzorek smetany obsahujici 40 % tuku nemohl

byt analyzovan z ditvodu vysoké viskozity. Smetana piilnula na povrch GCPE, a tudiz nemohl
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byt jeji povrch oplachnut redestilovanou vodou. Na Obrazku 4 je graf zobrazujici zavislost
anodického piku na mnozstvi mlécného tuku ve vzorcich mléka a smetany. V této bakalarské
praci nebyla pouzita zddnd referenc¢ni analytickd metoda pro obsah mlééného tuku. Graf

zobrazuje pouze hodnoty obsahu tuku garantované vyrobcem.

S litovanim je nutné konstatovat, ze nelze rozeznat mléko o 3,5 % obsahu tuku od
vzorkid smetany. BohuZzel nebyla zjiSténa linearni zavislost mezi proudovym vytézkem oxidace
forem vitaminu A a obsahem mlé¢ného tuku. Z divodu vysokého obsahu mlééného tuku ve
smetané, poskytovaly vzorky mléka vyssi proudové odezvy, protoze lipofilni vitaminy jsou
rovnovazné rozdéleny béhem extrakce mezi mlécnym tukem a mezi pastovaci kapalinou, jejiz

objem je n€kolikanasobné nizsi nez objem tuku ve vzorcich smetany.
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Obrazek 4 Zavislost odezvy proudu piku (anodicka oxidace ptitomnych lipofilnich vitaminti)

na obsahu tuku v mléce a smetané.

41



6 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, zda 1ze pomoci navrzené ExSV na GCPE stanovit
a rozpoznat jednotlivé formy lipofilnich vitamini v mléce a smetané, tak aby mohly slouzit
jako biologické markery obsahu tuku a téz jako kritéria kvality téchto mléénych vyrobku. Ze
ziskanych experimentalnich dat vyplyva, ze pomoci ExSV nebylo mozné rozpoznat jednotlivé
formy vitaminli, které jsou obsazeny v mlééném tuku, protoze metoda neni dostatecné

selektivni pro maly pocet anodickych signali a jejich velkou Sitku.

Moznost pouziti ExSV pro semi-kvantitativni stanoveni obsahu mlé¢ného tuku byla
shleddana za minimalni, protoze statisticky neni mozné rozpoznat mléko s 3,5 % obsahem
mlécného tuku od vzorkll smetany majici 12 % a 30 % mlécného tuku. Z tohoto diivodu se
dospélo k zavéru, Ze navrzena extraktivnhi metoda nemiize byt univerzalné pouzita jako
screeningova metoda obsahu mlééného tuku v mlékarenském primyslu. Navrzenou ExSV lze
pouzit pouze pii hodnoceni kvality mléka, kdy rozdily hodnot proudovych odezev pro

jednotlivé obsahy mlééného tuku (0,5 %, 1,5 % a 3,5 %) byly statisticky vyznamné.
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