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ABSTRAKT

Teoretickd ¢ast diplomové prace se vénuje chemickému slozeni kravského mléka, popisu
vybranych metod ptipravy vzorku a popisu pouzivané techniky ICP-OES. Experimentalni ¢ast
je zaméfena na jednotlivé pripravy vzorkl a analyzu vybranych prvka (Ca, Na, K a Mg).

Miéko je velice slozity polydisperzni systém a proto je jeho piiprava vzorku velice
dalezitym krokem pted samotnym meétenim. Pii vybéru metody upravy vzorku se musi krome
spravnosti a piesnosti zvazit i dalsi dulezité faktory, jako je Cas, intenzita prace nebo naklady.
V této praci bylo provedeno porovnani Ctyf metod pfipravy vzorku: pifima analyza mléka,
mikrovinny rozklad na mokré cesté, rozklad pomoci ¢inidla Tritonu-X100 a pomoci ¢inidla
TMAMH (tetramethylammonium hydroxid). Vybrané prvky byly nasledné analyzovany pomoci
ICP-OES. Diplomova prace navazuje na bakalaiskou praci, ktera se zabyvala stejnou
problematikou.

Vysledné koncentrace prvkl jednotlivych uprav byly porovnany s certifikovanymi
hodnotami odtuénéného suseného mléka. Vysledky prace ukazaly, ze nejvhodnéjsi metodou
pro piipravu vzorku mléka je metoda rozkladu pomoci ¢inidla TMAH a nasledné¢ metoda
mikrovinného rozkladu. U téchto metod se nejvice podafilo odstranit vliv mlé€né matrice,
ktera pii analyze zplisobovala problémy. Metoda prostého fedéni vzorku a rozklad pomoci
¢inidla Tritonu-X100 vykazovaly vétsi odchylku méfeni, jelikoz pii analyze dochézelo
k vétsim ztratam analytu diky tukovym slozkam obsazenych v mléce.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The theoretical part of the thesis deals with the chemical composition of cow’s milk, with
the description of chosen methods of sample pretreatment and with the description of the used
technique ICP-OES. The practical part is aimed at individual preparations of samples and at
analysis of chosen chemical elements (Ca, Na, K and Mg).

Milk is a really complicated polydisperse system, that’s the reason why the preparation of
samples with milk is very important step before the measurement itself. In addition to
accuracy choosing the sample adjustment method, other factors such as time, work intensity,
or cost need to be considered when.

In the thesis a comparison of four selected methods of sample preparation was made:
direct analyse of milk, dilution with addition of Triton X-100, wet microwave ashing and
destruction of matrix with TMAH (tetramethylammonium hydroxide). Selected elements
were analysed with the help of ICP-OES. This diploma thesis builds on the bachelor thesis,
which deals with the same problem.

Final concentrations were compared with certified values of skimmed powdered milk.
Data showed that the most accurate are methods of preparation of wet microwave ashing and
destruction of matrix with TMAH. By using these methods, the effect of the dairy matrix that
caused problems in the analysis, was largely eliminated. The diluted samples with and without
Triton X-100 showed a bigger anomaly of measuring than the mineralization of wet ashing
which came to the loss of analyte because of fat elements contained in milk.

KEY WORDS

bovine milk, sample pretreatment, elementary analysis, ICP-OES, minerals
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1 UVOD

Mléko patii od nepaméti k zdkladni potraviné ¢lovéka. Pro lidskou vyzivu a primyslové
zpracovani se vyuziva predevSim kravské mléko. Mléko obecné obsahuje v dostatecném
mnozstvi i v optimalné¢ vyvazeném poméru vSechny vyzivné iesencialni latky, které
organismus potiebuje pro vyzivu a stavbu téla.

Mléko je predevsim zdrojem velmi kvalitnich proteinti, mlééného tuku a laktézy. Kromé
téchto latek mléko také obsahuje anorganické mineralni latky. Mineralni latky maji v nasem
téle vyznamnou stavebni roli, protoze se podileji se na tvorb¢ tkani, na ristu organt a jejich
funkci, jsou také souéasti mnoha biochemickych procest v metabolismu zivin, podileji se na
vedeni nervovych vzruchti a jinych fyziologickych Cc¢innosti. Mnohé z nich jsou pro
organismus esencialni. Mineralni latky jsou v mléce ptitomny v riznych formach. Mohou byt
pfitomny v mlééném séru v roztoku nebo v koloidni formé nebo jsou vazany na nékteré
organické mlécné soucasti. Z makroprvki je vV mléce obsazen zejména vapnik, fosfor, sodik,
draslik a hot¢ik. Vyznamné jsou také pfitomné mikroprvky, jako je zinek, méd’, mangan
a zelezo.

Vysoky obsah bilkovin, sacharidii, vitaminil a dalSich slozek pfedstavuje velice slozitou
matrici. Prvkové analyza mléka je z téchto divodi pomérné komplikovana. VétSina technik
pro elementarni analyzu mléka vyzaduje mineralizaci na mokré ¢i suché cesté nebo jiné
zpusoby uprav vzorku. Tyto Upravy vzorku jsou slozité, ¢asové narocné a jsou také spojeny
s jistym rizikem kontaminace. Vyjimku tvoti mikrovinny rozklad, pti némz je mlééna matrice
rozlozena v systému podporovaném mikrovinnym zarenim a je tak povazovana za ucinnéjsi
a rychlejsi metodu nez je klasicky rozklad na mokré cesté.

Snaha primé analyzy vzorku mléka nevedla k pfili§ uspokojivym vysledkim. Piedpoklada
se, Zze nedostatecna presnost a citlivost je pfi pfimé analyze zplsobena diky tukové povaze
mléka, velikosti tukovych kapicek a nekompletni atomizaci mlé€ného vzorku. NeZadoucimu
ucinku mlééné matrice na analyzu mineralnich latek v mléce by se mohlo zabranit pouzitim
raznych cinidel. Ptidavek tetramethylammonium hydroxidu nebo Tritonu X-100 by mél
zpusobit rozruseni matrice a uvolnéni jednotlivych prvki, které jsou z nejvétsi casti vazané
Vv kaseinovych bilkovinach mléka.

Upravou vzorktl slozitych biologickych materialt jako je mléko se zabyvalo nékolik
odbornych ¢lanki a védeckych publikaci. Cilem této prace je proto posouzeni a nalezeni
nejvhodnéjsi, rychlé, nenaroéné metody upravy vzorku mléka pred samotnou elementarni
analyzou pomoci optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mléko

Mlékem je nazyvan tekuty sekret mlécné zlazy savci, které je pro svoje nutriéné vyznamné
sloZzeni prvni a nenahraditelnou potravou savcii. Pro ¢lovéka ma konzumace mléka vyznam
predevsim jako zdroj vapniku, fosforu [1] a nékterych vitaminu [2].

2.1.1. Slozeni mléka

MIéko Ize charakterizovat jako bilou az slabé nazloutlou tekutinu, ktera piedstavuje velice
komplikovany disperzni systém. Kaseinové molekuly tvofi miceldrni disperze, bilkoviny
syrovatky koloidni disperze, tuk ptitomny ve formé tukovych kapének tvoii emulzi, Castice
lipoproteinii koloidni suspenzi a nizkomolekularni latky (laktéza, volné aminokyseliny,
mineralni latky, vitaminy, atd.) tvofi pravy roztok [5].

Slozeni mléka muze znacné kolisat a nelze ho tedy uvést absolutné jednoznacné [2].
Pramérné slozeni mlénych komponent v procentech ukazuje nize uvedena Tabulka 1.

Tabulka 1 Obsah zivin v mléce [5]

slozka obsah v mléce [%]
kravském kozim ovéim lidském
proteiny celkem 3,2 3,2 4,6 0,9
kaseiny 2,6 2,6 3,9 0,4
proteiny syrovatky 0,6 0,6 0,7 0,5
tuky 3,9 4,5 7,2 4,5
sacharidy 4,6 4,3 4.8 7,1
mineralni latky 0,7 0,8 0,9 0,2

V mléce se nachazi také vitaminy, enzymy nebo hormony [3]. Chemické slozeni
komponent je ovlivnéno fadou faktord — plemenem dojnice, lakta¢ni dobou, krmenim nebo
pribéhem a dobou dojeni [2]. Nejvyznamngj$im faktorem je sloZeni krmiva dojnic, se kterym
souvisi 1 sezonni zmény ve sloZzeni a vlastnostech mléka. Vliv na slozeni mize mit
samoziejme také druh plemene a jeho zdravotni stav [8].

2.1.1.1. Voda

Nejvice zastoupenou slozkou mléka je voda. Obsah vody v mléce se u riznych zvifecich
druht lisi. Naptiklad kravské mléko obsahuje zhruba 87-91 % vody, ktera se vyskytuje jako
volna, vazana na koloidy nebo chemicky vazana [5].
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Vétsina vody v mléce je formé vody volné [8], kterou 1ze z mléka odpafit nebo vymrazit.
Koloidni voda se vaze na bilkoviny, tvofi ochranny hydrata¢ni povrch obalt koloidnich ¢astic
a zajist'uje tak stabilitu mlénych bilkovin. Chemicky vazana voda je pfitomna v molekuldch
laktozy a soli [1].

2.1.1.2. Mlécné proteiny

jsou heterogenni smési fady fraket, které tvoii dvé hlavni skupiny:
e kaseiny (zhruba 80 % z celkového mnozstvi proteinti v mléce),
e syrovatkove (sérové) proteiny (tvoii asi 20 % proteinli mléka).

Ob¢ tyto skupiny se lisi jak v chemickych, tak technologickych vlastnostech.

Kaseiny

Kasein je v mléce obsazen ve form¢ komplexu, tzv. kaseinovych micel, které kromé bilkovin
obsahuji kalcium kaseinat, fosfat, vapnik, hoi¢ik a citrat. Celkovy kasein je definovan jako
fosfoprotein, ktery se vyznauje vysokym obsahem prolinu a nizkym obsahem sirnych
aminokyselin. Kaseinové molekuly jsou syntetizovany mlécnou Zzldzou, jsou specifické
a nenachdazeji se tudiz jinde v piirodé€. Kaseiny prfedstavuji smés nékolika riznych bilkovin,
a to hlavné as1, asz, B, v a x kaseinu, které tvoii asi 80 % bilkovin mléka, jejichZ jednotliva
zastoupeni v mléce ukazuje Tabulka 2 [5].

Tabulka 2 Slozeni kaseinovych proteinii v kravském mléce [5]

Proteiny 1}:;:]1 ! [’gqb;ihg]
Kaseiny celkem 80 25,6
a-kasein 42 13,4
B-kasein 25 8,0
y-kasin 4 1,3
x-kasein 9 2,9

Jednotlivé kaseiny se vyskytuji v n€kolika riznych formach — li§i se primarni strukturou,
tj. odlisnou sekvenci aminokyselin [6]. Kaseiny nejsou v mléce ve formé monomert. Az 95 %
Z nich je agregovano do koloidnich komplexu, tzv. kaseinovych micel. Micely jsou vysoce
hydratovany a vazi az 2,5 g vody na 1 g bilkoviny [4]. Molekuly as-, B- a y-kaseinu tvori
nejprve tzv. submicely, které obsahuji pfiblizné¢ 25-30 molekul. Nepolarni ¢asti téchto
molekul jsou orientovany do stiedu submicely, kde dochazi k hydrofobnim interakcim [1].
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Obrazek 1 Pricny rez typickou submicelou [1]

Polarni ¢asti molekul kaseinti (fosfoserinové zbytky molekul as-kaseinid, PB-kaseini
a treoninovy zbytek s vazanymi oligosacharidy v molekule y-kaseinu) interaguji s vapenatymi
ionty a vodou. Jednotlivé submicely se vzdjemné spojuji do micel pomoci fosfatovych skupin
os-kaseind, B-kaseinli a vapenatych iontl bud’ piimo, nebo prostfednictvim volnych fosfati
a citratli [1]. Strukturu kaseinovych micel ukazuje Obrazek 1 a Obrazek 2.

Biologicka hodnota mlé¢nych bilkovin je vysoka. Bilkoviny obsazené v jednom litru mléka
pokryji asi polovinu denni potieby bilkovin dospélého cloveéka [7]. Obsahuji fadu
esencialnich aminokyselin. Nejdulezitéj$i jsou histidin, leucin, isoleucin, lysin, methionin,
fenylalanin, threonin, tryptofan a valin. Nedostatek esencidlnich aminokyselin vede k tézZkému
poskozeni organismu a onemocnéni. Veliky vyznam maji 1 nékteré neesencidlni
aminokyseliny mléka, napf. glutamova, kterd ovliviiuje rist a zasahuje do procest latkové
vymeény, mozkového a nervového systému [10].

Obrazek 2 Spojeni submicel pomoci fosfatit (P), vapenatych iontit (Ca) a citratit (Ci)
12



Diky tomu, Ze jsou micely koloidnich rozmérii, mohou rozptylovat svétlo. Bila barva mlé¢ka
je tedy hlavné disledkem lehkého rozptylu kaseinovymi micelami. Barva se ztraci, pokud
jsou micely poruseny, a to napfiklad odstranénim koloidniho kalcium-fosfatu, zvysenim pH,
pridanim moc¢oviny nebo SDS [3].

Proteiny syrovitky

Syrovatkové nebo-li sérové proteiny tvofi ptiblizné 20 % bilkovin mléka. V nativni formé se
vyskytuji ve form¢ koloidniho roztoku a vytvareji kompaktni globularni konformaci. Tato
struktura se béhem tepelného opracovani mléka méni, ¢imz dochazi k jejich denaturaci
a k navazani na kaseinovou micelu. Béhem denaturace dochazi k rozbaleni tercidlni struktury
proteinti a k odkryti funkénich skupin aminokyselin, pfedevsim thiolovych. Thiolova skupina
vyvolava tzv. vativou chut’ mléka [1].

Mezi zékladni syrovatkové proteiny patii:
e [-laktoglobulin;
e a-laktoglobulin;
e imunoglobuliny IgG, IgA, IgM, IgE;
e sérovy albumin.

p-laktoglobulin patii mezi nejvyznamnéjsi syrovatkovou bilkovinu a tvofi asi 50 % vSech
syrovatkovych proteini. Tento protein je v mléce pfitomen jako dimer a pii zahievu nad
65 °C se nevratnd denaturuje a disociuje na monomery. Casteéné denaturovany protein
reaguje pomoci thiolové skupiny s dal§imi mléénymi kaseinovymi proteiny za vzniku dimert
spojenych disulfidovou vazbou. Vznik téchto dimerti zplsobuje zmény v povrchovych
vlastnostech kaseinovych micel a ve snizeni schopnosti srazeni mléka [12].

Mezi dals$i hlavni slozky kravského mléka patii proteiny jako a-laktoglobulin a krevni
sérovy albumin, které ptedstavuji zhruba 20 a 10 % v tomto potadi.

Syrovétka obsahuje kromé zminénych imunoglubulinii také dalsi stopova mnoZstvi zejména
laktotransferinu, serotransferinu a nékolika dalSich enzymi [3, 13].

2.1.1.3. Sacharidy

Ze sacharidii obsahuje mléko piedev§im laktozu. Jednd se o disacharid sloZeny ze dvou
hex6z, glukozy a galaktozy, ktery ukazuje Obrazek 3. Lakt6za ma nizkou sladivost a dobrou
stravitelnost [6] a v mléce se nachazi ve formé pravého roztoku [13].

Pisobenim mikrobidlnich enzymti se méni tento disacharid na monosacharidy, dale na
kyseliny, zejména mlé¢nou, n€kdy na alkohol az oxid uhli¢ity a vodu.

Hlavni vyznam laktozy spociva v tom, ze je vedle tuki pohotovostnim zdrojem energie,
napomaha vstiebavani vapniku, fosforu, drasliku a vitamini pfijimanych stravou a podporuje
¢innost traviciho Ustroji.
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Stépeni laktozy zadina v zaludku a probiha hlavné v tenkém stievé za piisobeni enzymu
B-galaktosidazy nebo-li laktazy. U lidi, kterym tento enzym chybi, dochédzi k nestraveni
laktozy a znaCnym potizim (prdjmy, plynatost) [13].

Vedle laktdzy jsou v mléce obsazeny i dalsi sacharidy v malych koncentracich, a to jednak
ve volné formé&, vazané na bilkoviny, lipidy nebo fosfaty. Z monosacharidl je to naptiklad

glukoza a galaktoza [8].
CH,OH
H . CH
H
CH, OH OH H
OH © o H
H
OH H H OH
H H
H OH
Obrdazek 3 Disacharid laktozy
2.1.1.4. Tuky

Mléény tuk je vyznamnym zdrojem energie, je 1épe stravitelny nez jiné tuky a je proto
povazovan z hlediska vyzivy dalezitou slozkou potravy. V mléce je jemné rozptylen ve formée
emulze tukovych kuli¢ek jako rozmanity ptirozeny lipidovy systém [7]. Velikost tukovych
kuli¢ek se pohybuje v rozmezi 1 az 22 mikrometrli, cozZ zplisobuje snadny pfistup k enzymim
pii jejich traveni [13]. Velikost tuku je vSak znacné€ kolisava a zavisld na cel¢ fad¢ okolnosti,
napi. v Cerstvé nadojeném mléce tvoii tukové kulicky shluky, které se piepravou,
skladovanim a zahfivanim rozpadaji [10].

MIé¢ny tuk obsahuje tri-, di- @ monoacylglyceroly, fosfolipidy, steroly a jejich estery, volné
mastné kyseliny a vitaminy rozpustné v tucich. Nejvice zastoupenou tukovou slozkou jsou
triacylglyceroly, které tvoii az 98 % lipidi mléka a jsou sloZeny z glycerolu a mastnych
(esencialni) mastné kyseliny jako jsou kyseliny linolova a linolenova. V mléce se nachazi také
kyselina olejovda nebo arachidonova. Mléény tuk ma ze vSech pfirozenych tukt
nejrozmanitéj$i sloZeni a je pro ngj typicky obsah pomérné vysokého mnoZstvi mastnych
kyselin s kratkym fetézcem [8].

14



Malé mnozstvi lipida je také ptitomno ve formé fosfolipidii a steroli v membrané tukovych
kulicek. [8, 10]. V povrchovych membranach je nejvice vazan lecithin, ktery pfispiva ke
stabilizaci tukové emulze. S obsahem tuku v mléce je také zavisly obsah cholesterolu, jelikoz
je v ném rozpustény [13].

Zahtevem mléka do 200 °C se mlé¢ny tuk neméni. Pfi teplotach nad 100 °C se v§ak méni
vnéjsi lecitin-proteinovy obal tukovych kuli¢ek a dochazi k vytvoreni tzv. sulfyhydrylovych
sloucenin. K rozkladu mlé¢ného tuku dochazi bud’ hydrolyzou (zluknutim) nebo oxidaci [10].

2.1.1.5. Vitaminy

Vitaminy jsou organické latky nezbytné pro udrZeni Zivota organismu, jeho rastu a spravného
vyvoje. Uplatiluji se zejména jako katalyzatory riznych metabolickych déja v lidském
organismu, ktery ve vétsiné piripad neni schopen si je sdm vyprodukovat, a proto musi byt
dodavany zvenci [10].

MIléko je bohatym zdrojem vitamini, které obsahuje jak hydrofilni, tak lipofilni vitaminy.
Z hydrofilnich vitamini se jedna o vitaminy skupiny B jako B5, B2, B6, PP a B12. Zastoupen
je i vitamin C a H (biotin), inositol a kyselina listova. Z lipofilnich vitamini mléko obsahuje
vitamin A a jeho provitaminy — karoteny. Vitamin D i E se v kravském mléce vyskytuji pouze
v malych koncentracich [6, 10].

Vlivem modernich technologii zpracovani mléka dochazi k ubytku obsahu vitamini
Vv mléce, a proto je nutnd, zejména u détské vyzivy, fortifikace né€kterymi vitaminy [8].

2.1.1.6. Mineralni latky a soli

Mlécnou susinu tvoii prevazné organické latky, jejichz hlavnimi stavebnimi jednotkami jsou
organogenni prvky a mineralni latky. Mléko obsahuje organické a anorganické soli. Soli
zahrnuji kromé mineralnich latek také slouceniny organickych kyselin. Soli se nachéazeji
VvV mléce v riznych forméach: v mlé¢ném séru v podobé rozpustnych soli, kde tvofi pravy
roztok, nebo v koloidni formé, pfipadné€ jsou vazany na organické slozky mléka [12].

Mineralni latky jsou pro lidsky organismus velmi dilezité, ackoliv je nase télo potiebuje
jen v malych koncentracich. Ovliviwji dulezité biochemické pochody v naSem téle, maji
vyznam pro riist a tvorbu tkani, aktivuji, reguluji a kontroluji latkovou vymeénu v téle a také se
ucastni na vedeni nervovych vzruchll. Organismus ¢lovéka si mineralni latky nedovede sam
vytvofit a tak je musi dostat spolu s potravou [14].

Mléko 1 mlécné vyrobky jsou bohatym mineralnich latek, zejména véapniku a fosforu.
MIléko obsahuje i dal$i mineralni latky jako je draslik, sodik, chlér nebo hoicik a dalsi latky
ve stopovych mnozstvich [7] napt. zelezo, mangan, zinek a méd’ [6]. Nize uvedené Tabulky 3
a 4 uvadeji potfebné denni mnozstvi mineralnich latek a jejich obsah v rtiznych typech mléka.
Vyznamnost jednotlivych prvkt vybranych k analyze je popsana v kapitole 2.3.
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Tabulka 3 Potiebné denni mnozstvi majoritnich prvkii [23] a jejich koncentrace v mléce [24]

Mineralni Poti‘ebnvé de'nni obsah prvku v mléce
prvek mnozstvi
kravském kozim ovéim lidském
[mg] [mg-kg'l [mg-kg'l [mg-kg'l [mg- kgl
Ca 800 1070-1330 1060-1920 1360-2000  220-410
P 1000 630-1020  920-1480  800-1450 120-170
K 1500 1440-1780 1000-1980 1740-1900  460-550
Na 1150 400-580 340-500 290-310 120-150
Cl 2000 900-1060  1000-1980  710-920 320490
Mg 300 90-160 100-210 80-190 30-34
Tabulka 4 Potiebné mnozstvi minoritnich latek [23] a jejich koncentrace v mléce [24]

Stopové POtf:E:;anni obsah prvku v mléce
prvky kravském kozim ovéim lidském

[mg] Ing kgl  Ing- kgl  Ing-kg'l  [ng-kg]
Cu 2 20-300 110 110-880 220-770
Fe 12 300-700 360-750 620-1000 260-580
Zn 7 740-1450 2420 4510 3,8
Mn 3 13-40 55 53 7000 ng

2.1.1.7. Dalsi latky
Krom¢ jiz popsanych komponent v mléce mizeme najit [13]:

enzymy: ptuvodni (peroxidazy, lipazy, katalazy a fosfatdzy) a druhotné (hydrolazy
a desmodazy);

kyseliny: mlécna, citrobnova, atd.;

barviva: karoten, xantofyl a flavinova barviva;

somatické bunky: prevazné builky krevni fady (makrofagy, lympocity, atd.), spolu
s mikroorganismy jsou zakladnim ukazatelem kvality mléka;

plyny: po nadojeni mléko obsahuje oxid uhli¢ity (5-7 %, jehoz mnozstvi po urcité
dobé stani klesa.
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2.2 Technologie konzumniho mléka

Vyroba konzumniho mléka se sklada z né¢kolika zakladnich operaci, které popisuje schéma na
Obrazku 4.

Zisk a prijem mléka

l

Cisténi a odsmetanovani

mléka odstired’ovanim

l

Tepelné oSetieni

|

Homogenizace, standardizace

l

Plnéni, baleni a chlazeni

Obrazek 4 Schéma technologie konsumniho mléka

2.2.1. Zisk a prFijem mléka

Ziskavani mleka lze realizovat ve specialnich dojirnach s vyuzitim mechanizace a pti zajiSténi
vysoké hygieny. Cerstvé nadojené mléko se ¢isti filtraci. Mléko musi byt zchlazeno do
150 minut od zacatku dojeni a je uchovavano a prevaZeno do mlékarenskych zavodi pti
teploté 4-7 °C.

V mlékarenském zavodé se pfi pfijmu mléka méfi mnozstvi, teplota, mérna hmotnost,
Cistota a odebird se vzorek na dalSi hodnoceni. Teplota mléka se udrzuje na 5 °C a mléko je
pted dalSim zpracovanim uchovavano v silech (tancich) [2].

2.2.2. Cisténi a odstred’ovani mléka

Zakladni o3etfeni mléka predstavuje po jeho piijmu &isténi a odstfed’'ovani. Cisténim mléka se
rozumi zbaveni mléka jemnych mechanickych necistot, ¢asti mikroorganismti a bunécnych
Castic. Provadi se soucasn¢ s tzv. odsmetanovanim mléka v talifovych odstfedivkach, kdy se
na zaklad¢ rozdilné mérné hmotnosti ziskd odstfedéné mléko se zbytkovym obsahem tuku
kolem 0,05 % a smetana s tu¢nosti obvykle kolem 40 % [2, 22].
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2.2.3. Tepelné oSetireni mléka

Nasleduje tepelné osetieni pomoci deskovych vyménikt, kdy dochdzi k usmrceni vétSiny
mikroorganismu. Dilezitym faktorem je rychlé dosazeni teploty, pohyb mléka béhem zéhfevu
a rychlé¢ vychlazeni po zahtati. Podle pouzité teploty mame nékolik zplsobii tepelného
oSetfeni:

pasterace dlouhodoba (63-65 °C po dobu 30 minut);

pasterace Setrna (71-74 °C po dobu 20 sekund);

pasterace vysoka (85-95 °C po dobu 5 sekund);

sterilace (teploty nad 100 °C s riiznou vydrzi).

Pro vyrobu konsumniho mléka se nejcastéji vyuziva pasterace vysoka. Sterilace se provadi
prevazné kontinudlnim zplisobem piimym nebo nepfimym kontaktem s ohfivacim médiem na
teplotu 140-144 °C po dobu 2-5 sekund a dale aseptickym plnénim do nevratnych obalu.
Druh takto osetfeného mléka se nazyva trvanlivé mléko, UHT (Ultra-High-Temperature).

2.2.4. Standardizace a homogenizace

Proces standardizace zahrnuje tpravu obsahu tuku v mléce. Upravu tucnosti lze provadst
n&kolika zptsoby. Sarzovité, kdy do standardizaéniho tanku nebo piimo do vyrobniku se
napusti vypocitany objem odstfedéného mléka a mléka svyS$§im obsahem tuku nebo
smetany [22].

Pro zlepSeni kvality mléka se rovnéz provadi homogenizace, jejimz cilem je zmenSeni
velikosti tukovych kulicek pod 1um a tim zabranéni vyvstavani mlécného tuku pfi
skladovani [2].

2.2.5. Plnéni a baleni

MIéko se mize plnit do vratnych nebo nevratnych obald. Nejcastéji se plni do lahvi ¢i (PE)
sacku, pfipadné do papirovych kartonovych obal, uvnitt krytych polyethylenovym
nastfikem. Pro trvanlivé mléko se tento obal sklada z péti vrstev, mezi které patii 1 hlinikova
vrstva, ktera brani ptistupu vzduchu a svétla [2].

2.3 Analyzované prvky

Minerélni latky se v mléce nachdzi v riznych chemickych forméach napf. v podobé¢
anorganickych iontl a soli, nebo jsou soucasti organickych sloucenin — bilkovin, tuk,
sacharidt a nukleovych kyselin [12].

Nejvyznamngj$i soli mléka a jejich primérny obsah v mléce a v kaseinovych micelach
ukazuje nasledujici Tabulka 5.
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Tabulka 5 Primérny obsah minerdlnich latek v mléce a jejich mnozstvi v kaseinech [12]

slozka obsah v mléce [mg - kg'] obsah v kaseinu [mmol - g™]
Na 480 0,04
K 1430 0,08
Ca 1200 0,77
Mg 110 0,06
PO, 2030 0,39

2.3.1. Vapnik

Mléko je dilezitym zdrojem véapniku. Pokryva asi 60 % potfeby organismu a svym sloZenim,
ptitomnosti fosforu, vitaminu D a laktozy piispiva k jeho maximalnimu vyuziti [3].

Vépnik je dalezity pro tvorbu kosti, zubll a je nezbytny pro srdzeni krve. Déle ovliviiuje
drazdivost nervového systému. Rada lidi trpi nedostatkem vapniku pravé diky nizké spotiebé
mléka a mléénych vyrobki.

Vstiebavani véapniku zavisi na jeho chemické formé a také na slozeni potravy. Vapnik
pfijaty stravou se vstiebava v tenkém stfeve. Regulacni schopnost organismu je pomérné malé
a nestaci tak vyrovnavat nedostate¢ny piijem nebo jeho snizenou resorpci [16].

Denni potieba vapniku je ptiblizné 800 mg. Pro vstfebavani je také dilezity pomér vapniku
a fosforu, ktery by mél byt 1:1,5. Pfi nedostatku vapniku v téle Clovéka se vyskytuje
osteomalacie a osteopordza [14].

Aktivita vapniku v mléce méa velky vliv na koloidni stabilitu kaseinu, ovliviiuje tedy
termolabilitu mléka a jeho sraZeni. Pfitomnost vapniku v mléce &ni v priméru 1200 mg - I,
V kravském mléce se 99 % Ca nachdzi v mlécné plazmé. Asi 2/3 z celkového obsahu Ca je
Vv koloidni formé jako fosfore¢nan vapenaty, obsazeny v kaseinovych micelach. Zbyvajici
1/3 ptedstavuje rozpustnou formu soli a iontl. Volny ionizovany Ca v rozpustné fazi tvori
pouze asi 10 % z celkového obsahu a vétsi st rozpustného Ca tvoii citrat vapenaty. Malé
mnozstvi Ca, asi 0,15 %, je vazano na bilkovinu a-laktalbumin [1].

2.3.2. Hor¢ik

Hoft¢ik je uloZen prevazné v kostech, kosterni svaloving, jatrech, slinivce a pouze 1 % hoiciku
je obsazeno v krvi. Hoi¢ik se podili na normalni stavbé kosti a zubil. Je dulezity
Vv energetickém metabolismu, kde aktivuje fadu déji a spolu s vapnikem ovliviluje svalovou
a nervovou ¢innost [16].

Vstiebavad se zejména v tenkém stfevé a pii1 nadbytku vapniku, fosforecnani a pfi
nedostatku lipida se jeho vstiebavani snizuje.
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Denni spotteba hoiciku pro ¢lovéka ¢ini 300—-600 mg. K nadbytku hot¢iku dochazi vétSinou
jen pii predavkovani léky ¢i dopliky stravy. Projevuje se nevolnosti, zvracenim, nizkym
krevnim tlakem [ 14].

V mléce je Mg pfitomen pouze v malém mnozstvi. Az 98-100 % Mg je v kravském mléce
pfitomno v mlé¢né plazmé a jeho malé mnozstvi je vazdno na mlécny kasein [12].

2.3.3. Sodik

Sodik je dulezity pro udrzeni osmotického tlaku a iontové sily télnich tekutin véetné krve.
Pfijima se hlavné ve formé jedlé soli, jejiz piijem by mél byt asi 5 g denné.

Pii nadbytku sodiku dochazi k zadrzovani vody v téle, zvysuje se riziko vysokého krevniho
tlaku a také vyluovani vapniku [16].

Technologicky vyznam sodiku pii zpracovani mléka spoéiva hlavné v jeho vlivu na
koligativni vlastnosti. Tyto vlastnosti nezavisi na rozpustné latce, ale pouze na jeji
koncentraci. Pfesnéji jsou ureny molarni koncentraci, resp. aktivitou rozpustnych latek
v mléce, priblizné z poloviny koncentraci laktdézy a z poloviny rozpustnymi solemi. Velice
podobny technologicky vyznam ma i draslik [1].

2.3.4. Draslik

Draslik vyznamné ovlivituje ¢innost svall, zejména srdce. V lidském organismu se draslik
vyskytuje zejména jako soucast nitrobunécné tekutiny. Jeho hlavni funkci je pifenos
nervovych vzruchll a zadrzovani vody v buiikach, ¢imz pomaha regulovat osmoticky tlak.
Pomér sodiku a drasliku (jejich vyluCovéani ledvinami) reguluji kortikoidni hormony,
jmenovité aldosteron.

V potravinach se draslik vétSinou vyskytuje ve formé& volnych iontd a v dostate¢ném
mnozstvi. Jeho denni pfijjem cini asi 4 g a hlavnim zdrojem jsou pievdzn€ potraviny
rostlinného piivodu. Hlavni ptiznaky nedostatku drasliku jsou svalové kiece, srdecni arytmie
apokles funkce ledvin. Mezi dalsi ptiznaky patii naptfiklad ztrata chuti k jidlu
a zvraceni [4,25].

2.4 Metody prvkové analyzy

V soucasnosti se pro prvkovou analyzu vyuziva zejména spektrometrickych metod, které se
podle jejich zékladnich principli rozdéluji na atomovou emisni, atomovou absorpéni
a hmotnostni spektrometrii. V piipadé ionti kovl (Cu, Fe, Zn aj.) se jejich naprostd vétSina
stanovuje predevSim atomovou spektrometrii po mineralizaci. Pro vyssi koncentrace se voli
plamenové techniky jako je F-AAS, pro stopové koncentrace se casto vyuzivaji
elektrotermické atomizace (ET-AAS) v grafitové nebo wolframové kyveté nebo plazmové
techniky (ICP-OES nebo ICP-MS). Ke stanoveni alkalickych kovi (Na, K) a kovu
alkalickych zemin (Ca, Mg) je nejCastéji pouzivana plamenova fotometrie (FP) a atomova
absorpcni spektrometrie (F-AAS) [23]. Nasledujici Tabulka 6 ukazuje meze detekce
vybranych nejpouzivangj$ich metod prvkové analyzy.
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Pro elementarni analyzu v této praci byla vybrana technika ICP-OES.

Tabulka 6 Meze detekce spektrometrickych metod [29]

Metoda Mez detekce [mg - 1]
ICP-MS 0,01-1
ETA-AAS 0,01-2
ICP-OES 2-1000
F-AAS >5

2.4.1. Opticka emisni spektrometrie s buzenim v plazmatu (ICP-OES)

ICP-OES se stala jednou z nejuniverzalnéjSich metod prvkové analyzy a dnes umoziuje
principalné ptimou analyzu kapalnych, plynnych i pevnych vzorkt [30]. V praxi se vsak
pouziva prevazné pro roztokovou analyzu [19].

Zavedeni plazmy do praxe znamenalo kvalitativni zménu ve vyznamu, moznostech
apouziti této dilezit¢ analytické metody. Vyhodou buzeni v ICP jsou nizké meze
stanovitelnosti pro znacny pocet prvki, relativné malé interference a snadnéd kalibrace na
modelové roztoky a také znacny rozsah linearity zavislosti signalu na koncentraci prvku [18].

2.4.1.1. Princip metody

Metoda slouzi k ur€eni sloZeni analyzovaného vzorku pomoci zafeni, které atomy vzorku
vysilaji. Aby vzorek toto zateni vysilal, musi se atomy prvku pievést do excitovaného stavu
dodanim energie.

ProtoZe excitovany stav atomu je nestabilni, vraci se vybuzené elektrony zpét na své
puvodni energetické hladiny a pfitom emituji fotony o pfesné definované vinové délce, které
nazyvame spektrum prvku. Kvalitativni sloZzeni prvku je uréeno pfitomnosti
charakteristickych vlnovych délek, kvantitativni slozeni pomérnym rozdélenim intenzity
zéfeni na tyto frekvence [18].

2.4.1.2. Instrumentace

Ptistroj ICP-OES obsahuje budici zafizeni jako zdroj energie a napajeci generator. Zakladem
budiciho zafizeni je plazmova hlavice s induk¢ni civkou [19]. Kazdy spektralni pfistroj ma
kromé¢ zdroje excitacni energie jesté tyto ¢asti: vstupni Stérbinu, monochromator, zaostfovaci
systém a detektor zateni [18]. Schéma pfistroje je vidét na Obrazku 5.
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Pievaznou vétsinu vzorkt pro techniku ICP-OES je tieba pied analyzou pievést do roztoku.
Transport vzorku do plazmatu probihd obvykle pomoci peristaltické pumpy, ktera ptivadi
roztok analytického vzorku do zmlzovace. Vzorek je v tomto zmlzovaci zmlzen, ¢imz se
vytvoii aerosol vzorku. Ten se pak vede pfes mlznou komoru, kde dochdzi k odlouceni
velkych kapek, do injektorové trubice plazmové hlavice. Vznikla mlha je proudem argonu
vedena do hotaku, ve kterém je za pomoci stfidavého vysokofrekvencniho magnetického pole
udrzovano argonové plazma o teploté az 10 000 K.

Energie v plazmatu je dostate¢na k tomu, aby doslo k excitaci elektront pfitomnych atomut
do vyssich energetickych hladin. Tato emise elektro-magnetického zafeni je zpracovana
monochromatorem na jednotlivé vinové délky. Zateni o urcité vinové délce je na konci
snimano opticky citlivym detektorem. Na zéklad¢ odezvy detektoru je vysledny signal
zpracovan pocitacem [20].

Optika pfistroje
Vysoko- O
frekvenéni =3 Spektrometr
civka

e
Argon ZmlZoval Mikroprocesor
a elektronika [
R
l I Q Odpad
Peristaltické

Vzorek éerpadlo

L
'[H
I

Obrazek 5 Zakladni schema ICP-OES
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2.4.1.3. ZmlZovace
Zmlzovace délime dle principu na dvé zakladni skupiny:

e pneumatické;
e ultrazvukové.

24.1.3.1. Pneumatické zmliovace

Pfi pneumatickém zmlzovani je roztok vnesen do proudu nosného plynu, nejcastéji argonu, za
vzniku aerosolu. Vzorek je cCasto transportovan do zmlZovacle peristaltickou pumpou.
Pneumatické zmlzovace se dale déli na dva typy: pneumatické zmlzovace se sacim ucinkem
a bez saciho u¢inku.

U pneumatickych zmlzovacii se sacim ucinkem jsou roztokova i plynova kapilara
vzajemn¢ uspotfadany bud koncentricky, nebo sviraji pravy uhel. U pneumatickych
zmlZzovacu bez saciho ucinku vznika aerosol narusovanim filmu tvoreného kapilarou stékajici
po kulovém povrchu, V-§térbinou nebo Pt sitce pies maly otvor, jimz je pfivadén nosny plyn.
Obvykle se zmlzovace bez saciho ucinku pouzivaji pro visk6znéjsi kapaliny nebo pro vzorky
S vysokym obsahem soli.

Utinnost zmlZovéani se obvykle pohybuje asi do 5 %, u zmlzovani bez saciho uéinku je
ucinnost zpravidla nizsi. Jejich velkou vyhodou je jednoducha a relativné levna konstrukce.

2.41.3.2. Ultrazvukové zmlZovani

Pti zmlZovani ultrazvukem vznika aerosol diky kmitani keramické piezoelektrické desticky,
na kterou je ptivadén pomoci peristaltického Cerpadla. Vznikly aerosol je velmi jemny
a dostateéné monodisperzni. Oproti pneumatickému zmlZovani je ucinnost vysoka (az 70 %),
aprotoje nutnd naslednd desolvatace vzorku, protoZze zavadéni velkého mnoZstvi
rozpoustédla do plazmatu vede k neimérnému zvySovani pozadi spektra.

Vyuziva se zejména pii stopové analyze vod, nékterych mineralizat biologickych
materiald a dalSich vzorkti s malou solnou matrici.

2.4.1.4. Indukéné vazané plazma (Inductively Coupled plasma — 1CP)

ICP patii mezi nov¢jsi zdroje buzeni optickych spekter atomi a iontli. Pfedstavuje ionizovany
plyn, slozeny =z plynnych iontd, metastabilnich atomti argonu a elektroni. Plazma je
kvazineutralni a siln¢ elektricky vodivé. Zvlastni vyznam ma argonové plazma za
atmosférického tlaku [30].

Plazma vznika v plazmové hlavici plisobenim vysokofrekvencniho elektromagnetického
pole pomoci indukéni civky v prostfedi argonu. Plazmova hlavice, v niz hoii plazma, ma tfi
toky plynu: prostfedni trubici prochazi aerosol vzorku s nosnym plynem (argon, dusik), dalsi
trubici proudi plyn, znéhoZ vznika plazma (vnitini plazmovy plyn), a tangencidlné dalsi
argon jako chladici plyn (vné&jsi plazmovy plyn). Plazma se zapaluje Teslovym vybojem [34].
Aerosol prochazi analytickym kanalem, ktery je obklopen plazmou o vysoké teploté. Dochazi
k vypateni vzorku, atomizaci a ionizaci volnych atomt aionti. Plazmova hlavice je
zobrazena na Obréazku 6.
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Vyboj ICP ma zasadn¢ dve odlisné oblasti, a to indukéni zonu, v niz dochdzi k pfenosu
elektromagnetického pole civky do plazmatu a analyticky kanal, kde je soustfedén vzorek
transportovany nosnym plynem.

Nejrozsitengjsim typem ICP vyboje je dosud Ar/Ar plazma. Vysoka spotieba argonu vSak
znacné€ zvysuje provozni ndklady a cenu analyzy.

Vyhodou buzeni vzorku Vv ICP jsou Vnizké meze stavitelnosti, relativné malé
interference, snadna kalibrace na modelové roztoky a rozsah linearity zavislosti signalu na
koncentraci prvki [19].

Radiofrekvenéni civka

Aerosol

W
| se vzorkem

Plazmovy plyn Pomocny plyn

Obrazek 6 Plazmova hlavice

2.4.1.5. Monochromadtory
Naroky na kvalitu monochromatoru se u jednotlivych spektralnich metod 1isi. V metod€ OES
se vyzaduje vymezeni uizkého spektralniho intervalu monochromatorem s vysokou rozliSovaci

schopnosti [18]. Monochromatory se skladaji z: vstupni Stérbiny, disperzniho prvku (mfizka,
hranol), vystupni §térbiny a zaostfovaci pomocné optiky (¢ocky, zrcadla) [19].

Samotné zafeni je nejdfive filtrovano monochromatorem na fotony o urcité vlnové délce,
piislusejici pozadované analytické cafe dan¢ho prvku. V pfipadé nedisperznich
monochromatickych zafizeni se z polychromatického zafizeni vydéli jen pozadovana oblast
bez rozkladu zafeni na spektrum. Mezi monochromatory patii rizné druhy optickych filtrti
pracujicich na principu absorpce, interference, rozptylu, polarizace zatreni apod. V piipadé
disperznich monochromatiza¢nich zatizeni je vyuZito principti umoziujicich rozklad zafeni na
prostorové uspotadané spektrum, ze kterého se mechanickym zplisobem (Stérbinami) mohou
vydélit pozadované tzké oblasti umoziujici simultanni méfeni nékolika monochromatickych
slozek [21]. PootoCenim soustavy nebo posuvem vystupni Stérbiny miizeme tak postupné
skenovat cele spektrum a pii zvolenych vlnovych délkach zméfit potiebné spektrum
sekvencnim zplisobem. V souc€asnosti se na spektralni rozklad témét bez vyjimky pouZzivaji
difrak¢ni miizky, a to bud’ rovinné, nebo duté [41].
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2.4.1.6. Zpusob detekce
Jako detektor se nejcastéji pouzivaji rtizné druhy fotoclankd, emisni fotoelektrické ¢lanky,
jako jsou fotonky nebo fotonasobice, fotocitlivé diody aj.

Nejcastéjsi pouzivané detektory fotoclankt jsou fotodiody, jejichz schéma je na Obrazku 7.
Asi nejvice spolehlivé a vSestranné pouzitelné jsou kiemikové fotodiody. Na krystaly kifemiku
této diody je piipojeno vnéjsi napéti. V oblasti N je ptebytek elektront a v oblasti P piebytek
dér. Dopadajici zafeni uvolnuje elektrony uvnitt materialu polovodice. Elektrony piechazi do
N vrstvy, diry do P vrstvy a vznika elektricky proud, ktery se méfi.

dopadajici svétlo

PN piechod katoda —-l

Obrazek T Schéma fotodiody

Velkym pokrokem v detekci je zavadéni diodovych poli (Diode Array — DA) nebo snimaci
s nabojovou vazbou, tj. detektord CCD (Charge Coupled Device).

Fotonasobice pracuji tak, ze dopadajici fotony vyrazeji z citlivého povrchu fotokatody
elektrony. Jejich proud nasledné smétuje k anod¢ a je zesilovan zatazenim dynod mezi katodu
a anodu. Elektron vyrazeny fotonem mifici na prvni dynodu vyrazi az dva nové elektrony. Ty
mifi na dal$i dynodu, odkud vyrazi dalsi elektrony atd. Kazda néasleduji dynoda mé potenciél
asi 0 90 V pozitivngjsi nez predchazejici [24].
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2.4.1.7. Interference
Pii méfeni technikou ICP-OES vznikaji se jak nespektralni, tak spektralni interference.

U nespektralnich interferenci se jednd predevSim o interference snadno ionizovatelnych
prvka. Ty se 1isi v jednotlivych zonach plazmatu a u atomovych a iontovych car. Mira jejich
uplatnéni zavisi také na pratoku plynt a ptikonu do plazmatu. Dalsi nespektralni interference
byly zaznamenany pii zmlzovani roztokd s vy$§im obsahem mineralnich kyselin. Tento vliv
se uplatiiuje jak u atomovych, tak u iontovych car zpravidla v celém rozsahu axialniho
rozd€leni intenzity zareni. Vliv nespektralnich interferenci je mozné minimalizovat piesnym
modelovanim matrice analyzovaného vzorku pfi kalibraci ICP-OES.

Spektralni interference jsou doposud zasadnim problémem ICP-OES, zejména jsou-li ve
vzorku pfitomny vyssi koncentrace prvka s komplexnim emisnim spektrem nebo intenzivnimi
emisnimi ¢arami. Dochazi k ¢astecnému nebo Gplnému piekryvu emisnich linii dvou nebo
vice Car sblizkymi vlnovymi délkami. Pfedpokladem pro minimalizaci spektralnich
interferenci jsou disperzni prvky s dostateénym rozlisenim [34].

2.5 Vybrané metody pripravy vzorku

Ptiprava vzorku patii k zdkladnim Ukontim pii analyze biologickych vzorkli a na jejim
provedeni zélezi celkovy uspéch analytického stanoveni. Pfi analyze biologickych matrici se
prakticky v zadném piipadé nelze vyhnout aplikaci n¢které z metod piipravy vzorku. Vétsina
instrumentalnich analytickych metod prvkové analyzy vyzaduje, aby byl vzorek v kapalném
stavu [15].

MIéko, jakozto slozita matrice se mize pomoci ICP-OES analyzovat riznymi zpisoby.
Z odbornych textl a publikaci byly vybrany nasledujici metody Upravy vzorku:
e pifima analyza,
e rozlozeni mlé¢né matrice pfidanim ¢inidla (Triton-X100, TMAH);
e rozklad na mokré cest¢;
- mikrovlnné zpopelnéni;
e rozklad na suché cesté.

Kazdd zmetod je teoreticky popsdna v kapitolach uvedenych nize. Ke kazdé z téchto
kapitol jsou také kromé teorie popsany postupy piipravy vzorku mléka a jejich vyhodnoceni
Z vybranych ¢lanka a publikaci.

2.5.1. Prima analyza mléka

Pti pifimé analyze vzorku mléka je vzorek ptimo davkovan do optického emisniho
spektrometru bez predchozi mineralizace nebo bez jakékoli jiné Gpravy. Mléko je pouze
vhodné¢ natedéno, a to tak, aby se koncentrace tukovych slozek snizila na takové mnozstvi,
které nijak vyrazn¢ neovlivni vysledky analyzy [11].

Snaha primé analyzy vzorku mléka vSak nevedla k pfiliS uspokojivym vysledktm.
Ptredpoklada se, Ze nedostateCna ptresnost a citlivost je zplisobena tukovou povahou mléka,
velikosti tukovych kapi¢ek a nekompletni atomizaci mlécného vzorku [26].
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Murcia a kol., 1999 [26] ve své praci analyzovaly vzorky certifikovaného materialu
susené¢ho mléka (CRM) a tii vzorky plnotu¢ného kravského mléka piimim davkovanim do
ptistroje ICP-AES. Pro analyzu vyuzivali nafedéni vzorku s destilovanou vodou v poméru
1:50 jak pro CRM, tak pro realné vzorky plnotu¢ného mléka. Vysledky analyzy CRM
ukazuje Tabulka 7. Aby byl zjistén vliv tuku na vysledky méteni, byl proveden rozklad
mlééné matrice a vSechny vysledky byly porovnany v Tabulce 8.

Tabulka 7 Namérené vysledky vzorku CRM bez mineralizace [26]
Su$ené mléko - CRM

Mineralni prvek vzorek CRM
[9-kg™] [9- kg™
Ca 13,34+0,12 13,49 +0,10
Na 4,38 £0,02 4,37+0,03
K 17,72 £ 0,20 17,68 £0,19
Mg 1,296 £ 0,10 1,263 +£0,60

Tabulka 8 Porovnadni vysledkii primé analyzy mléka a jeho mineralizaci [26]

Mléko

Mineralni prvek pInotucné 1 pInotucné 2 plnotucné 3

-1 -1 -1

[mg - kg™] [mg - kg™] [mg - kg™]

Ca 1212+9 1291 £ 11 1189 £ 47
(1220 + 12) (1300 + 12) (1193 + 49)

Na 669,2 + 10,2 751,3+£20,0 591,7+ 12,5
(665,3 + 26,5) (761 £23,6) (585,2 +24,7)

K 1769 £ 12 1767 £ 61 1804 + 56
(1790 + 18) (1780 + 66) (1799 + 58)

Mg 128,5+0,2 118,1+1,3 121,2+29
(122,3£1,2) (120,7 £ 1,5) (118,3+3,2)

Pozn: data v zdvorkdch byly ziskany po mineralizaci vzorkii mléka

Hodnoty certifikovaného materidlu se nijak zvlast nelisi od naméfenych hodnot. Také
nebyl prokézan vliv mlééného tuku na vysledky méteni. Data uvedend v zavorkach ukazuji
koncentrace mineralnich latek ve vzorcich, které byly podrobeny rozkladu koncentrovanou
kyselinou dusi¢nou za zvySené teploty. Tyto hodnoty se shoduji s témi, které byly ziskany
piimou analyzou mléka. Metoda proto byla vyhodnocena jako spolehliva, jednoducha, rychla
S niz§im rizikem kontaminace ¢i ztraty analytu [26].
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2.5.2. Rozklad matrice pomoci Cinidel

Pro omezeni vlivu matrice vzorku mléka probihali rizné studie, které pro dosazeni vhodnych
vysledkti pii analyze pouzivaly rizna alkalickd cinidla. Ptidavek tetramethylammonium
hydroxidu [38] nebo Tritonu X-100 [26] ma zpusobit rozruSeni mlécné matrice a uvolnéni
jednotlivych prvkl navazanych hlavné v kaseinovych bilkovinach mléka.

2.5.2.1. Triton X-100

Jednou z alternativ piipravy vzorku je Gprava vzorku pomoci povrchové aktivnich latek, jako
je jiz zminovany Triton X-100. Maly ptidavek Tritonu X-100 k vhodné nafedénému vzorku
slouzi k uvolnéni membrany obalujici mlé¢ny tuk a k zamezeni sraZzeni mlé¢nych bilkovin.

Triton X-100 je bézné pouzivany v laboratofich jako neiontovy detergent a je Siroce
pouzivan k lyzi bun€k, pii extrakci proteinli, organel nebo je vyuzivan Kk izolaci
membranovych proteint [26].

O H
O

Obrazek 8 Triton X-100
Jeho ucinek na matrici mléka byl zkouman ve ¢lanku spolecné s ptimou analyzou mléka,
kdy ke 100 ml vhodné nafedéného vzorku (1:50) bylo pfidano 100 pl Tritonu X-100.

Porovnani piimé analyzy bez Tritonu X-100 a s jeho ptidavkem ukazuje Tabulka 9.

Tabulka 9 Porovnani analyz bez a s pridavkem Tritonu X-100 [26]

Plnotuéné mléko

Mineralni prvek vzorek bez tritonu vzorek s tritonem
[mg - kg] [mg - kg™

Ca 1384 £ 45,5 1212+ 9

Na 661,6 + 39,8 669,2 + 10,2

K 1833 +£23 1769 £ 12

Mg 128,1+3 128,5+0,2

28


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=cs&prev=search&rurl=translate.google.cz&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Detergent&usg=ALkJrhj2Usuoclo39N3FhuSmwizhUqFdiQ

Vzorky mléka s ptfidavkem Tritonu X-100 vykazuji oproti prostému fedéni lepsi
reprodukovatelnost, ale vytéznosti u vapniku a drasliku jsou niz8i. Pfiprava vzorku mléka
pomoci Tritonu X-100 je tak vhodna pouze pro analyzu nékterych prvka [26].

2.5.2.2. Tetramethylammonium hydroxid

Tetramethylammonium hydroxid, dale jen TMAH je siln¢ alkalické, ve vodé rozpustné
¢inidlo se schopnosti rozlozeni riznych druhti tkani, chemickych sloucenin a tvorbou
komplextt s mnoha kovy. Ackoli je TMAH z velké ¢asti pouzivan v procesech, jako je
plynova chromatografie, termochemolyza nebo extrakce, jeho vyuzivani jako rozkladného
Cinidla pro organické materialy, zejména u potravin, je velmi omezené. Jeho chemickou
strukturu mtizeme vidét na nasledujicim obrazku.

i

- +

HO HyC—N=—CH,
CH,

Obrazek 9 Tetramethylammonium hydroxid

Pusobeni tetramethylammonium hydroxidu na vzorky suseného mléka zkoumali ve své
praci Ribeiro a kol. 2003 [38]. Pro rozklad matrice pomoci TMAH neni potieba pfili§ velké
mnozstvi. Pfidavkem 1 ml TMAH k 350 mg vzorku mléka a jeho nasledném zahiivani vznika
¢iry, tmavé hnédy roztok, po nafedéni vhodny analyze. Vysledky méteni certifikovaného
materidlu ukazuje nasledujici Tabulka 10.

Tabulka 10 Namérené vysledky vzorku CRM pomoci ¢inidla TMAH
SuSené mléko - CRM

Mineralni prvek vzorek CRM
[9- kg™l [9- kg™l

Ca - -

Na 4,37+ 0,140 4,42 + 0,33

K 18,10+ 0,80 17,20+ 1,00

Mg 1,07 £ 0,02 1,10 £ 0,08
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Z tabulky mtZzeme vidét, ze naméfené koncentrace prvkl sodik a hoi¢ik jsou shodné
s hodnotami v certifikovaném materialu. Draslik vykazuje ponékud vyssi koncentraci. Vapnik
Vv této praci nebyl u certifikovaného materialu mléka analyzovan.

Kone¢nym ustanovenim experimentu byla mozna vyuzitelnost navrzené¢ metody s pouzitim
¢inidla TMAH a ICP-OES pro stanoveni n¢kterych prvkil ve vzorcich praskového miéka.
Metoda je rychla, snadna a reprodukovatelnd. TMAH navic podporuje uplnou solubilizaci
vzorkli a metoda je tak vhodna pro rutinni analyzu. Navic je metoda TMAH méné nachylna
ke kontaminaci nebo ke ztrat¢ analytu, zejména tékavych druhi. Na druhou stranu, TMAH
piedstavuje problémy s kontaminaci nékterych analyti jako je K, ktery ke své analyze
vyzaduje pouziti ¢inidla s vysokym stupném cistoty.

2.5.3. Rozklad vzorku

Pti stanoveni prvka v biologickych i jinych materialech destruktivnimi technikami je rozklad
vzorku vyznamnou analytickou operaci. Smyslem této destruktivni techniky je ziskani
vhodné&;jsi konzistence, zvySeni homogenity a snizeni viskozity. Z chemického hlediska se tato
uprava vyuziva zejména k uvolnéni analytu z riznych vazeb a forem a k odstranéni slozek,
které mohou pii méfeni interferovat [15].

2.5.3.1. Rozklad na mokré cesté

K rozkladu se pouziva nejcastéji mineralnich kyselin, jejich smési, ¢i kyselin s ptidavkem
oxida¢niho ¢inidla, nejcastéji peroxidu vodiku. Rozklad lze provadét za béznych podminek
jako otevieny rozklad (mtze byt se zvySenou teplotou za atmosferického tlaku) nebo jako
uzavreny rozklad, ktery se provadi za zvySené teploty a tlaku nejCastéji v mikrovinnych
pecich.

Biologickd matrice je oxidovana pfisluSnymi cinidly. Nejprve je rozruSena struktura
matrice kyselou hydrolyzou a jeji meziprodukty jsou nasledné oxidovany. Rozklad probihé za
niz$ich teplot neZz u suchého rozkladu, protoZe maximdlni teplota je urena bodem varu
oxidaénich ¢inidel nebo jejich smési. Cim mé vzorek vice tuku, tim je rozklad slozit&jsi [23].

Jako oxidac¢nich ¢inidel je nej€astéji vyuZzivano samotné kyseliny dusi¢né, kyseliny sirové,
chloristé nebo jejich reakénich smési (HNO3/H,0,, HNO3/H,SO4, HNO3/HCIO,).

U vysokotuénych vyrobkli musi byt pouZito vice kyseliny dusi¢né [9]. Pro mléko se
pouziva kyselina dusi¢na ve smési s peroxidem vodiku v poméru 5:2. Vzorek mléka se
S touto smési zahtiva pii 200 °C po dobu 4 hodin.

Slozitou matrici mléka je mozno také rozrusit za pouZiti lucavky kralovské (smés kyseliny
chlorovodikové a kyseliny dusi¢né v poméru 3:1). Vystavenim mléka plisobenim kyseliny
dochazi k vysrazeni kaseinu a k odd€leni syrovatky (Zluta tekutina bez vysraZzeného kaseinu)
[28]. Prorozruseni vzniklych srazenin se vzorek mléka namisto zahiivani necha puisobit
Vv ultrazvukové 1azni. Tento zplisob rozrusovani se nazyva sonikace, coz je proces pii kterém
dochazi k destrukci bunécnych stén pomoci ultrazvukovych vin. Po sonikaci vznika ciry
vzorek vhodny k analyze [27].
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Mikrovinné zpopelnéni

Moderngj$§im a rychlejsSim zplsobem je mokry rozklad v systému podporovaném
mikrovinnym zafenim. Tento rozklad je u€inngjsi a rychlejsi nez klasicky, protoze k pfenosu
tepla dochazi kondukci a sadlanim. ZvySena teplota, kterd vznika pfimo v rozkladné smési,
urychluje chemické reakce, ale i pohyb castic vyvolany mikrovinnym polem. Vlastni rozklad
probiha stejné jako pii klasickych metodach. Probihd ve tfech stupnich a to: karbonizace,
oxidace a rozklad latky.

Uzaviené¢ tlakové nadoby jsou zhotoveny =z chemicky odolnych materiald, které
nekontaminuji vzorky a které neabsorbuji mikrovinnou energii. Také nedochéazi ke

kontaminaci vzorkl pfimo z atmosféry a k pfipadnym ztratdm lehce tekavych analytd pfi
rozkladu [11, 23].

Mineralizaci na mokré cesté nebo-li mikrovinnym rozkladem mléka se jiz zabyvalo n¢kolik
odbornych ¢lanki a publikaci. Odbornici zabyvajici se touto problematikou vétSinou
pouzivali k rozkladu mlé¢né matrice smés kyseliny dusi¢né s peroxidem vodiku. Jednotlivé
mikrovinné rozklady se tak lisi pravé ve zvoleném poméru jiz zminénych kyselin a také
V nastaveni programu mikrovinného systému.

Napiiklad Tang a kol. 2014 [11] rozlozili matrici vzorku ptsobenim kyseliny dusi¢né

a peroxidu vodiku v poméru 6:1 a za pouZiti nastaveni mikrovlnného systému, které ukazuje
Tabulka 11.

Tabulka 11 Optimalizace mikrovinného systému [11]

Stupen rozkladu 1. 2.
Teplota rozkladu [°C] 100 170
Vykon rozkladu [W] 1 000 1 000
Doba rozkladu [min] 10 10

Za vyse uvedenych podminek byl analyzovdn vzorek certifikovaného referencniho
materialu (Tabulka 12).

Jako dal$i mozné podminky rozkladu mohou byt: 4 cykly s koncentrovanou kyselinou
dusi¢nou skladajici se z 1 minuty pii 500 W a 10 minut pti 0 W. Ve druhé ¢asti rozkladu je ke
vzorku pfidana smés kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku v celkovém poméru 2 : 1 a smés je
znovu vystavena mikrovinnému zafeni ve stejnych cyklech do doby vzniku cirého
roztoku [27].
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Tabulka 12 Namérené vysledky vzorku CRM pomoci mikrovinného rozkladu [11]
Susené mléko - CRM

Mineralni prvek vzorek CRM
[9- kg [9- kg
Ca 11,6 £0,8 10,2+0,5
Na 4,89 +0,21 526+0,17
K 17,7+ 0,6 18,6 £0,5
Mg 1,2+0,1 1,3+0,05

Mikrovinny rozklad se ukéazal byt nejoptimalnéjsi metodou piipravy vzorku mléka
Z hlediska piesnosti i rychlosti, a to hlavné v porovnani s jinymi metodami rozkladu jako je
naptiklad rozklad na suché cesté. O rozdilech mezi mikrovinnym rozkladem a metodou
suchého rozkladu je pojednavano v nasledujici kapitole.

2.5.3.2. Rozklad na suché cesté

Klasicky rozklad na suché cesté spociva v oxidaci organické matrice atmosférickym kyslikem
za zvysené teploty (nejcasteji 450-550 °C) a za atmosférického tlaku [11]. Vzorek se zahtiva
tak dlouho, az se organicky materidl zcela zmineralizuje. Spalenim se ma ziskat bily popel.
Suchy rozklad zpravidla trva az nékolik desitek hodin, provadi se v kiemennych, sklenénych
nebo platinovych nadobkach a probihd ve Ctyfech fazich: suseni, zuhelnéni, zpopelnéni
a louzeni popela [37]. Prvni tfi fize mohou byt realizovany v jednom zafizeni (elektricka pec)
nebo raznych zatizeni (suSarna, infralampa, topna deska, pec).

Tekuté vyrobky se nejdiive odpafi a vysusi. Zuhelnéni se pak nejcastéji provadi na topné
desce nebo piimo v elektrické peci. Po ochlazeni se pouzZivaji ziedéné mineralni latky
(kyselina dusi¢na). Obsah misky se zahfeje na vrouci 1azni, tim se zvysi u¢innost louzZeni
a zfiltruje se. Filtra¢ni papir se zbytkem analytu se vloZi do plivodni misky a opé&t se vysusi,
spali a vyziha. Druhy podil popela se opét vylouzi ziedénou mineralni kyselinou, zfiltruje
a smicha s prvnim filtratem. Podle potieby lze spojené filtraty odpafit na mens$i objem, poté
jsou vyuzity k vlastnimu stanoveni prvka [15, 36].

U slozitéjSich latek zivociSného pivodu obsahuje popel mimo oxidy a bazické soli takeé
zkoksovatély uhlik, ktery neni spalitelny ani v pfitomnosti kyseliny dusi¢né a rozklad je pak
nedokonaly. Po vytaveni popela organického vzorku s uhli¢itanem sodnym se mineralni
soucasti extrahuji zfedénou HCI [23].
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Piedmétem zkoumani ¢lanku stejnych autorit zabyvajici se mikrovinnym rozkladem byl
také rozklad na suché cesté. Vzorek certifikovaného materialu suSeného mléka (0,5 g) byl
mineralizovan v peci pii 450-500°C po dobu 8 hodin. Ziskany bily popel byl vylouzen
koncentrovanou kyselinou dusicnou a smés byla opét mineralizovana v peci 4 hodiny.
Mineralizovany popel byl poté rozpustén v 1-2 ml 2% koncentrované kyselin¢ dusi¢né

a nasledné zfiltrovan. Vysledné hodnoty takto upraveného vzorku jsou uvedeny v Tabulce 13
[11].

Tabulka 13 Namérené vysledky vzorku CRM pomoci suchého rozkladu [11]

Susené mléko - CRM

Mineralni prvek vzorek CRM
[9-kg™] [9- kg™
Ca 10,7+0,9 10,2+0,5
Na 4,26 +0,19 526+0,17
K 15,8+0,8 18,6 £0,5
Mg 1,1+0,1 1,30+ 0,05

Podle namétenych hodnot ve vzorku se zjistilo, ze v nékterych pfipadech se nalezené
hodnoty tak upIné neshoduji s hodnotami v certifikovaném materialu. Jedna se predevsim
0 Na, K a Mg, jejichZ koncentrace jsou, zejména u K, znaéné¢ podhodnocené.

Tabulka 14 Porovndani namérenych hodnot CRM u suchého a mikrovinného rozkladu [11]

Susené mléko - CRM

Mineralni prvek suchy rozklad mokry rozklad CRM
[9- kg g kel [9- kg']
Ca 10,7+0,9 11,6 0,8 10,2+0,5
Na 4,26 +0,19 4,89 +0,21 5,26+0,17
K 15,8+0,8 17,7+ 0,6 18,6 £0,5
Mg 1,1+0,1 1,2+0,1 1,30 + 0,05

Tabulka 14 ukazuje rozdil mezi suchym a mikrovinnym rozkladem. Kromé Ca sucha
metoda vykazuje hor$i vysledky, nez je tomu u mikrovinného rozkladu. Metoda suchého

rozkladu tak byla diky mensi piesnosti, vEétsi slozitosti a casové narocnosti vyhodnocena jako
mén¢ vhodna.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vzorek a metoda

Diplomova prace navazuje na bakalafskou praci, kde byly taktéz ovérovany jednotlivé
metody pro piipravu vzorku mléka. V experimentalni ¢asti diplomové prace byly znovu
proméfeny a porovnany vybrané metody upravy vzorka z piedchozi prace. Dale byly vybrany
a vyzkouseny nové zpusoby piipravy vzorkt mléka k nasledné elementarni analyze pomoci
ICP-OES.

Vzorky byly pripraveny nékolika riznymi zpusoby. Z literatury byly vybrany nasledujici
postupy ptipravy vzorku:
prosté fedéni,
mikrovinny rozklad na mokré cest¢,
rozklad pomoci ¢inidla Tritonu-X100 a
rozklad pomoci ¢inidla TMAH.

V teoretické Casti této prace jsou uvedené jesté dalsi zplsoby piiprav vzorkl mléka. Jedna
se predevsim o mineralizaci na mokré a suché cestée.

Mineralizace na mokré cesté nebyla ze zkuSenosti z méfeni v bakalarské praci znovu
opakovana. Pfi pfipravé vzorkl mléka totiz nastaly jist¢ komplikace, kdy pii pokusu
0 rozlozeni matrice luavkou kralovskou doslo ke srazeni bilkovin a k vytvofeni emulze.
Béhem nasledné sonikace se nepodafilo srazeninu rozlozit, ve vzorku byly patrné tukové
Castice a vzorek tak nebylo mozné stanovit. U¢inngjsim zptisobem by ziejmé bylo pouziti jiné
smési kyselin, napf. HNO3/H,0; a dokonceni rozkladu mlééné matrice v peci za zvySené
tento postup predmétem zkouméni této diplomové prace, kterd méa za tkol nalezeni
jednoduché, piesné a hlavné ¢asoveé nenarocné metody.

Ze stejnych diivodt nebyla pro analyzu mléka vybrana mineralizace na mokré cesté, ktera
je kromé& své casové narocnosti (minimalné 6 hodin) mnohem néachylnéj$i ke kontaminaci
vzorku a ztraté analytu diky svym vysokym teplotam.

3.1.1. Typy vzorki

K experimentu byly pouzity celkem tfi rizné druhy mléka. Mléko odstfedéné S nejniz§im
obsahem tuku, a to mén¢ nez 0,5 %, dale bylo k analyze pouzito mléko polotu¢né s obsahem
tuku 1,5 % a mléko plnotu¢né obsahujici 3,5 % tuku, vSechny od firmy Madeta. K ovéfeni
spolehlivosti vybranych metod Upravy vzorku byl pouzit certifikovany referencni material
susené¢ho mléka ERM-BD 150.
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3.1.2. Nastaveni metody ICP-OES

Pfed analyzou je nutné nastaveni zakladnich parametri metody. Je tfeba optimalizovat
zejména prutok plynd, vykon plazmatu, vysku pozorovéani, vybér vinovych délek pro
jednotlivé prvky apod. Jednotlivé parametry mohou vyznamné ovliviiovat miru moznych
interferenci. Prehled zdkladnich optimalizovanych parametrii piistroje ukazuje nésledujici
Tabulka 15.

Tabulka 15 Nastaveni pristroje ICP-OES

Opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem,

Piistroj model Ultima 2,
HORIBA Scientific Ltd.

Priitok argonu [l - min™] éjlé()(;gﬁir:r?;glggn)

ZmlZovaé Typ ,,Mainhart*

Mlzna komora Cyklonova

Rychlost otacek peristaltického 18

¢erpadla [rpm]

Tlak na zmlzovaci [bar] 3

Vykon generatoru [W] 1300

Mira vlivu kolisani urovné jednotlivych parametrii na vysledek analytického stanoveni
byla provéiena testem robustnosti. Termin robustnost analytické metody je schopnost

zachovat si svoji funkénost navzdory mirnému naruseni ¢i odchylkdm a zménam parametri
metody [39, 40].

V testu byly pii analyze vyzkouseny pozménéné parametry (prutoky plynd, tlak, vykon
generatoru atd.) a jejich kombinace. Pfi robustnosti bylo matematicko-statistickym postupem
uréeno, jak je analyticky signal zdvisly na malych zménach parametri. Vysledky testu
ukazaly, Zze zménou danych parametri metoda u vétSiny prvkd poskytuje stale spravné
a presné vysledky.

3.1.3.  VInové délky

Vinové délky pro kazdy prvek byly ziskdny z normy CSN EN ISO 11885 zabyvajici se
stanovenim prvkd pomoci ICP-OES [33]. Pik analytu byva obvykle ovlivnén matrici vzorku,
proto standardy jednotlivych prvka byly jednotlivé proméfovany v napodobené realné matrici
pti ruznych vinovych délkach. Pomoci vzhledu piku a jeho okoli byly vybrany nejvhodné;si
vlnové délky ke kazdému prvku. Hodnoty téchto vybranych vinovych délek jsou uvedeny
v Tabulce 16.
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Tabulka 16 Vinové délky prvkii

Prvek Vinova délka
[nm]

Ca 422,673

Na 588,900

K 766,490

Mg 285,213

3.2 Laboratorni vybaveni

3.2.1.

3.2.2.

Chemikalie a vzorky

Ultracista neionizovana voda vyrobena ELGA PureLab Classic; Veolia Water Systems
LTD., UK;

HNOj; — Kyselina dusi¢na 67%, p.a.+; Analytika Praha spol. s.r.o., CR;

H,0, — Peroxid vodiku 30%, kvalita p.a.; Analytika Praha spol. s.r.0., CR;

HCI — Kyselina chlorovodikova 37%, kvalita p.a.+; Analytika Praha spol. s.r.o., CR;
H,SO,4 — Kyselina sirova 97%, kvalita p.a.+; Analytika Praha spol. s.r.o., CR;

Triton X-100; Sigma-Aldrich Praha spol. s.r.o0., CR;

Tetramethylammonium hydroxide, 25 wt. v H,0O, Sigma-Aldrich Praha spol. s.r.o.,
CR;

Kalibra¢ni roztoky ASTASOL, koncentrace 1,000+ 0,002 g-1™*; Analytika Praha spol.
S.I.0., CR;

Kalibra¢ni roztoky ASTASOL, koncentrace 10000+20mg-l™; Analytika Praha
spol. s.r.0., CR;

CRM — Certifikovany referen¢ni material, Skimmed milk powder ERM-BD 150
MIléko odstredéné trvanlivé, MADATA 0,5 %;

Mléko polotu¢né trvanlivé, MADETA 1,5 %;

MIéko plnotuéné trvanlivé, MADETA 3,5 %.

Pristroje

Pti praci v laboratofi bylo vyuZivano téchto zafizeni:

opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem, model Ultima 2;
HORIBA Scientific Ltd., FR;

mikrovinné zatizeni — High peroformance microwave digestion unit, MILESTONE
1200 mega;

analytické vahy AND HA-202M; A&D Company, JAP;

topna deska ETA 2107;

ultrazvukova lazen — Ultrasonic Compact cleaner PSO 3000A; PowerSonic s.r.0.
filtra¢ni papir — Munktell, Ahlstrom, 5-8 um.
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3.2.3. Pouzivané pomiicky

V laboratofti bylo vyuzivano nasledujici vybaveni:
® bézné laboratorni sklo;
e plastové odmérné banky a kadinky;
e plastové zkumavky;
e automatické pipety a mikropipety.

3.3 Analyza vzorki mléka

Pro prvkovou analyzu mléka byly pouzity vzorky plnotu¢ného, polotu¢ného a odstfedéného
mléka. Ovéfeni spravnosti laboratornich postupii a vysledki bylo provedeno pomoci
certifikovaného referencniho materidlu. Pro tuto analyzu byl pouzit vzorek odstiedéného
suseného mléka (Skimmed milk powder ERM-BD 150).

3.3.1. Metoda prostého redéni vzorku

Metoda spociva v ptfimém davkovani kapalného vzorku mléka do optického spektrometru
pomoci nasledujicich postupi.

3.3.1.1. Piiprava vzorku certifikovaného materidlu mléka

Asi 0,1 g vzorku certifikovaného suseného mléka bylo zvazeno s piesnosti na Ctyii desetinna
mista a pfevedeno do odmérné bainky na 50 ml. Odmérné baiika byla nasledné doplnéna po
rysku destilovanou vodou a fadn¢ promichana az do uplného rozpusténi mléka. Rozpustény
vzorek byl nasledné zméten pomoci ICP-OES.

3.3.1.2. Priprava redlnych vzorkit mléka

Ptiblizné 1 ml vzorkii plnotuéného, polotuéného a odstiedéné¢ho mléka bylo pfevedeno do
odmérnych banék na 100 ml a zvazeno s presnosti na ¢tyfi desetinnd mista. VSechny odmérné
banky se vzorky byly nasledné doplnény po rysku destilovanou vodou, promichany a zméteny
pomoci ICP-OES.

3.3.1.3. Piiprava kalibracni kiivky

Pro kalibra¢ni kiivku byly pfipraveny tfi 25 ml odmémé bainky vodnych standardd
o koncentracich 1, 20 a 50 mg - I". Jako blank slouzila &ista destilovana voda (0 mg - I™). Do
prvni odmémé baiiky bylo pipetovano 25 pl (1 mg - 1), do druhé 500 pl (20 mg - I'") a do
tieti odmérné baiiky 1,25 ml (50 mg - I') z kazdého kalibragniho roztoku (Ca, Na, K a Mg).
Vsechny odmérné baiiky byly poté doplnény po rysku destilovanou vodou, fadné¢ promichany
a nasledné¢ davkovany do ICP-OES.
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3.3.2. Metoda prostého redéni vzorku s pridavkem Tritonu X-100

Jedna se o metodu, kterd je shodna s metodou piimé analyzy s jedinym rozdilem, a tim je
ptidavek Tritonu X-100.

3.3.2.1. Piiprava vzorku certifikovaného materidalu mléka

Ptiblizné 0,1 g vzorku certifikovaného suSené¢ho mléka bylo pirevedeno do odmérné barky na
50 ml a zvazeno s piesnosti na Ctyfi desetinnd mista. Odmérna barnka byla doplnéna téméf po
rysku destilovanou vodou a poté bylo pfidano 100 ul Tritonu X-100. Vzorek mléka byl
nakonec fadn€ promichéan a proméfen v ICP-OES.

3.3.2.2. Priprava redlnych vzorkit mléka

Asi 1 ml vzorkt plnotuéného, polotuéného a odstifedéného mléka bylo pfevedeno do 100 ml
odmémych banék a zvdzeno s presnosti na Ctyfi desetinnd mista. Ke vzorkiim bylo ptfidano
200 pl Tritonu X-100. VSechny odmérné baiiky se vzorky byly nasledné doplnény po rysku
destilovanou vodou, promichany a zméteny pomoci ICP-OES.

3.3.2.3. Piiprava kalibracni kiivky

Pro kalibraéni kiivku byly pfipraveny tii 25 ml odmérné banky vodnych standarda
o koncentracich 1, 20 a 50 mg - I". Jako blank slouZila &ista destilovana voda (0 mg - I™). Do
prvni odmémé baiiky bylo pipetovano 25 pl (1 mg - 1), do druhé 500 pl (20 mg - 1) a do
tieti odmémé baiiky 1,25 ml (50 mg - I') z kazdého kalibragniho roztoku (Ca, Na, K a Mg).
Ke vzorkiim bylo pfidano 50 pl Tritonu X-100. VSechny odmérné banky byly poté doplnény
po rysku destilovanou vodou, fadné promichany a nasledné davkovany do ICP-OES.

3.3.3. Metoda rozkladu vzorku za pouziti TMAHu

3.3.3.1. Priprava vzorku certifikovaného materidalu mléka

Ptiblizn€ 0,15 g vzorku certifikovaného suSené¢ho ml¢ka bylo pfevedeno do sklenéné kadinky
a zvazeno s presnosti na Ctyfi desetinnd mista. SuSeny vzorek byl nejprve rozpustén v 1000 pl
destilované vody. Poté bylo k rozpusténému vzorku ptidano 1000 pl 25% TMAHu. Kadinka
se vzorkem suSené¢ho mléka byla zahtivana ve vodni lazni pti 80 C za souc¢asného michani po
dobu 30 minut. Po vzniku tmaveé hnédého ciré¢ho roztoku byl vzorek preveden do odmérné
banikky na 50 ml a doplnén po rysku destilovanou vodou. Vzorek mléka byl nakonec fadné
promichan a promé&fen v ICP-OES.

3.3.3.2. Priprava redlnych vzorkit mléka

Asi 2 ml vzorku plnotuéného, polotu¢ného a odstiedéného mléka bylo prevedeno do sklenéné
kadinky a zvdZeno s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista. K jednotlivym vzorkiim mléka bylo
ptfidano 2000 pl 25% TMAH. Kadinka se vzorkem suSeného mléka byla zahiivana ve vodni
lazni pii 80 C za soucasného michéni po dobu 30 minut. Po vzniku hnédych roztokl byly
vzorky pfevedeny do odmérnych ban€k na 100 ml. VSechny tyto odméré banky byly
nasledné doplnény po rysku destilovanou vodou, promichany a zméteny pomoci ICP-OES.
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3.3.3.3. Piiprava kalibracni kiivky

Pro kalibra¢ni kiivku byly pfipraveny tfi 25 ml odmémé banky vodnych standardd
o koncentracich 1, 20 a 50 mg - I". Jako blank slouZila &ista destilovana voda (0 mg - I™). Do
prvni odméré baiiky bylo pipetovano 25 pl (1 mg - 1Y), do druhé 500 pl (20 mg - 1) a do
tieti odmemé baiky 1,25 ml (50 mg - I'Y) z kazdého kalibragniho roztoku (Ca, Na, K a Mg).
Ke vzorkiim bylo pfidano 500 ul TMAHu. VSechny odmémé banky byly poté doplnény po
rysku destilovanou vodou, fadné promichany a nasledn¢ davkovany do ICP-OES.

3.3.4. Metoda mikrovinného mokrého rozkladu

3.3.4.1. Priprava vzorku certifikovaného materidalu mléka

Do rozkladnych vysokotlakych nadob bylo navazeno piiblizné 0,15 g vzorku CRM. K této
navazce byly nasledné¢ piidany 3 ml kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku. Vzorek byl
utésnén a vlozen do mikrovinného zatizeni. Rozklad probihal v 5 stupnich podle nastaveni
programu uvedeného v Tabulce 17. Po uplynuti doby mineralizace byly nadoby vyjmuty
z mineraliza¢niho zafizeni a ke vzorku bylo opét ptidano stejné mnozstvi kyseliny dusi¢né
a peroxidu vodiku. Vzorek byl znovu mineralizovan za stejnych podminek. Po skonceni druhé
Casti rozkladu byl obsah nadobky se vzorkem kvantitativné preveden do 50 ml odmérné
banky, doplnén po rysku ptfedem piipravenym roztokem 2% HNOj3 a davkovan do ICP-OES.

Tabulka 17 Nastaveni mikrovinného systému

Stupeii rozkladu 1. 2. 3. 4. 5.
Vykon rozkladu [W] 500 1000 500 1000 ventilace
Doba rozkladu [min] 5 5 5 10 5

3.3.4.2. Priprava redlnych vzorkit mléka

Asi 0,59 vzorku plnotuéného, polotuéného a odstiedéného mléka bylo navazeno do
rozkladnych vysokotlakych néddob. Nésledné bylo postupovano stejnym zplsobem jako pii
rozkladu certifikovaného materialu.

3.3.4.3. Priprava kalibracni kiivky

Pro kalibracni kiivku byly pfipraveny dv€é 25 ml odmémé bainky o koncentracich
20240 mg - I'. Do prvni odmémé baiiky bylo pipetovano 500 ul (20 mg - 1) a do druhé
1 000 pl (40 mg - ') z kazdého kalibraéniho roztoku (Ca, Na, K a Mg). Ke standardim byly
ptidany 3 ml kyseliny dusicné a 1 ml peroxidu vodiku. Jako blank slouzil roztok 3 ml
kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku. VSechny tii odmérné banky byly poté doplnény po
rysku 2% kyselinou dusi¢nou, fadné promichény a nasledné davkovany do ICP-OES.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Vsechny vzorky byly pouzity a pfipraveny pomoci vybranych metod, které jsou zminény
v kapitole 2.5 a jejichz postup je podrobné popsan v kapitole 3.3.

4.1 Analyza redéného vzorku mléka

Jednotlivé vzorky mléka, nafedéné v poméru 1:100, byly piimo analyzovany pomoci metody
ICP-OES. Vsechny ziskané vysledky byly nasledné vyhodnoceny a zobrazeny v Tabulce 18.

Tabulka 18 Vysiedné hodnoty obsahu minerdlnich latek bez upravy mléka

Miléko
Mineralni prvek plnotuc¢né polotucné odstrredéné
[mg - kg™ [mg - kg™ [mg - kg]
Ca 1039 + 44 1055 + 45 1117 +39
Na 428 £ 15 429 £ 13 443 £ 10
K 1059 + 88 1099 £ 78 1133 +79
Mg 239+4 240+9 247 + 8

CRM lze obecné oznacit za vzorky se znamym obsahem stanovovanych slozek. Proto byla
ptesnost vysledki ovétena jeho analyzou, jejiz vysledky ukazuje nasledujici Tabulka 19.

Tabulka 19 Vysledné hodnoty certifikovaného materidlu bez upravy mléka

Sus$ené mléko - CRM

Mineralni prvek vzorek CRM vytéZnost
[9- kg’ [9- kg’ [%]
Ca 11,82+ 0,95 13,90 £ 0,80 85,03
Na 4,02£0,18 4,18+0,19 96,20
K 15,26 £0,81 17,00 + 0,70 89,80
Mg 1,69 +£0,21 1,26 £0,10 126,29
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Mléko obsahuje organické a anorganické latky. Tyto latky se nachazeji v mléce v riiznych
formach: v mlééném séru v podobé rozpustnych soli (pravy roztok), nebo v koloidni formé,
pfipadné jsou vazany na organické slozky mléka. Nékteré prvky jsou soucasti organickych
sloucenin, jako jsou bilkoviny, tuky, sacharidy nebo nukleové kyseliny [12].

Z vysledkt shrnutych v Tabulce 19 vyplyva, Ze stanoveni vybranych prvkd v mléce po
upraveé vzorku prostym fedénim demineralizovanou vodou je pomérné nepiesné. Porovnanim
naméfenych  koncentraci  sledovanych ~— makroprvkii v certifikovaném  materialu
a koncentracemi uvedenymi v certifikacnim listu Ize konstatovat, ze uspokojivych vysledkt
bylo dosazeno pouze v piipadé stanoveni sodiku. Kromé¢ koncentrace hotc¢iku, ktera byla
ptimou analyzou certifikovaného materidlu nadhodnocena, byly vsSechny stanovené
koncentrace ostatnich sledovanych prvkd niz§i v porovnani s certifikovanou hodnotou.
Podhodnoceni namétenych koncentraci vapniku a drasliku mtize byt zptisobeno vazbou téchto
prvka na bilkovinnou a tukovou slozku mléka. Protoze pouhym natedénim vzorku nejsou
bilkovinnd ani tukova slozka mléka naruSeny, mohou byt tyto slozky vcetné nékterych
navazanych prvkll ze vzorku odstranény v mlzné komote ICP-OES. Bilkovinné a tukové
molekuly maji vétsi hmotnost a mohou byt tak odvadény jako odpad z cyklonové mlzné
komory. Do indukéné véazané plazmy se potom dostanou jen ¢astice ve formé jemného
aerosolu, coz miZze mit za ndasledek pokles stanovenych koncentraci sledovanych
makroprvkda.

Tabulka 18 ukazuje namétfené koncentrace sledovanych makroprvkl v realnych vzorcich
mléka. Rozdil mezi koncentracemi jednotlivych prvkd v mléce s riznym obsahem tuku byl
statisticky nevyznamny (P>0,05), nicméné jak bude diskutovdno dale v préci, celkova
koncentrace jednotlivych prvkli byla niz§i v porovnani s nejpiesnéjsi pouzitou metodou
(uprava vzorku pomoci TMAH, statisticky vyznamny rozdil na hlading spolehlivosti a.=0,05).
Podhodnoceni namétenych koncentraci v redlnych vzorcich mléka mtize byt zplsobeno jiz
popsanym vlivem matrice mléka (bilkoviny, tuky). V literatufe neni vliv agregace
makroprvkl s bilkovinou slozkou mléka a z toho vznikajici problémy pii analyze pomoci
ICP-OES dostate¢né diskutovan. Vliv obsahu tuku na méfeni studovali Murcia a kol. 1999
[26], kteti dospéli k nazoru, ze obsah tuku v mléce nema vliv na stanoveni makroprvkl
Vv mléce pomoci spektroskopickych technik.

4.2 Analyza redéného vzorku mléka s pridavkem Tritonu X-100

Podobnych vysledkii jako pfi analyze ziedéného mléka bylo dosazeno pomoci piipravy
vzorku mléka pfed méfenim piidavkem povrchové aktivni latky Triton X-100. Vysledky
analyzy tu¢ného, polotu¢ného a odstiedéného mléka jsou shrnuty v Tabulce 20 a vysledky
certifikovaného materialu v Tabulce 21.
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Tabulka 20 Vysledné hodnoty obsahu minerdlnich latek s pridavkem Tritonu X-100

Miéko
Mineralni prvek plnotuc¢né polotucné odstiredéné
[mg - kg™ [mg - kg™ [mg - kg™
Ca 912 + 28 969 + 31 1013 + 29
Na 245+9 252 +10 277+9
K 887 £ 51 961 +49 966 + 49
Mg 128+ 4 133+6 137+5

Ptidavek Tritonu X-100 zlepsil pfesnost stanoveni hoiciku (vytéznost R =99 %), nicméné

jako v piipad¢ upravy vzorku mléka prostym fedéni vodou, koncentrace ostatnich
makroprvkl byly vyznamné podhodnoceny. Koncentrace stanovenych makroprvkl v redlnych
vzorcich mléka pomoci uUpravy vzorku Tritonem X-100 byla také niz$i v porovnani
s koncentracemi stanovenymi po fedéni vzorku mléka vodou. K podhodnoceni stanovenych
koncentraci mohlo dojit diky zna¢né pénivosti zpusobené piidavkem Tritonu X-100 do
vzorku. Vzorky s ptidavkem tohoto ¢inidla tak nemusely byt doplnény piesné po rysku

VvV odmérné barice.

Tabulka 21 Vysledné hodnoty certifikovaného materialu s pridavkem Tritonu X-100

Sus$ené mléko - CRM

Mineralni prvek vzorek CRM vytéZnost
[9-kg"] [9- kg [%]
Ca 11,56 £ 0,55 13,90 £ 0,80 83,22
Na 3,70+ 0,11 4,18 £0,19 88,49
K 13,45+ 0,61 17,00 £ 0,70 79,09
Mg 1,24+ 0,08 126+0,10 99,01
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Analyzou vzorkd mléka po pfidavku Tritonu X-100 se také zabyvali Murcia a kol. 1999
[26]. Tito autofi vV tomto pripadé dosahli podobnych vysledkii v porovnani s touto diplomovou
praci, kdy s ptidavkem Tritonu X-100 stanovili vyssi koncentrace sodiku a hoif¢iku a ponékud
niz§i koncentrace vapniku a drasliku v mléce nez pti Gpraveé vzorku fedénim vodou.

4.3 Analyza mléka pomoci ¢inidla TMAH

Rozruseni mlééné matrice bylo v této metod¢ dosazeno pomoci alkalického ¢inidla TMAH
a jeho zahfivani. Naméfené hodnoty jsou vidét v nasledujicich Tabulce 22 a 23.

Tabulka 22 Vysledné hodnoty obsahu minerdlnich latek s cinidlem TMAH

Miéko

Mineralni prvek plnotuc¢né polotucné odstiredéné

[mg - kg] [mg - kg [mg - kg]
Ca 1714 £ 64 1671 £ 65 1731 £ 69
Na 354+£11 377+ 13 391 £11
K 1513+ 75 1616 =78 1659 =79
Mg 127 £8 121 +£9 137+6

Tabulka 23 Vysledné hodnoty certifikovaného materialu s cinidlem TMAH
Su$ené mléko - CRM
Mineralni prvek vzorek CRM vytéZnost
[9- kg'] [9- kg'] [%]

Ca 13,85+ 0,81 13,90 £ 0,80 99,67
Na 4,89 +£0,21 4,18+0,19 114,83
K 17,94 + 0,67 17,00+ 0,70 105,53
Mg 1,23 + 0,09 1,26 £ 0,10 97,71
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Upravou vzorku mléka pomoci TMAH bylo dosazeno nejpfesngjsich vysledku.
Stanovena vytéznost po analyze certifikovaného materialu se pohybovala v rozmezi
97-114 %. Nadhodnoceni koncentrace sodiku (R =114 %), poptipad¢ drasliku (R = 106 %)
mohlo byt zpisobeno siln¢ alkalickym pH pouzitého ¢inidla TMAH. Vzhledem k tomu, Ze
béhem analyzy byly pouzity sklenéné odmérné bainky a také zmlzova¢ a mlznd komora
u ICP-OES byly vyrobeny ze skla, mohlo dojit k vyluhovani sodiku ze struktury skla
ak ovlivnéni naméfenych vysledkid. Tento problém by bylo mozné vyfeSit pouzitim
plastovych odmérnych ban¢k, jiného typu zmlzovace a teflonové mlzné komory. Koncentrace
makroprvki v redlnych vzorcich mléka stanovenych po upravé vzorku mléka cinidlem
TMAH se v porovnani s ostatnimi koncentracemi stanovenymi po Upravé vzorku mléka
fedénim nebo Tritonem X-100 1isi az o 50 %, pfevazné u véapniku a drasliku. Celkové vyssi
stanovené koncentrace makroprvkil ve vzorcich mléka po upravé TMAH naznacuji, ze diky
agresivnimu prostfedi doslo k rozruseni vazeb makroprvkl na bilkoviny nebo tuky v mlééné
matrici.

Ptipravou vzorki mléka pomoci TMAH pied méfenim pomoci spektroskopickych metod
se také zabyvali Ribeiro a kol. 2003 [38], ktefi také tuto metodu vyhodnotili jako piesnou
a vhodnou pro analyzu nékterych prvk.

4.4 Analyza mléka pomoci mikrovinného rozkladu

Posledni testovanou metodou piipravy vzorku mléka pro stanoveni makroprvki metodou
ICP-OES byl mikrovinny rozklad s pouzitim mineralnich kyselin. Vysledky dosazené touto
metodou jsou shrnuty v Tabulce 24 a v Tabulce 25. Analyzou certifikovaného materialu
pomoci této metody bylo dosazeno dobré vytéznosti pro vapnik a sodik (R =92-95 %),
vytéznost pro draslik a hoif¢ik vSak byla nizs$i (R =83-88 %). Nizsi vytéZnosti drasliku
a hot¢iku mohou byt zplsobeny nedokonalou optimalizaci mikrovinného rozkladného
programu. Mikrovlnné rozkladna pec byla k dispozici aZ k samotnému konci této diplomové
prace (duben 2017), tim padem bylo pro optimalizaci celého procesu mén¢ Casu.

Vzhledem k tomu, ze Tang a kol. 2014 [11] doporucuji mikrovinny rozklad jako nejlepsi
ptipravu vzorku ptfed analyzou pomoci ICP-OES, lze ptedpokladat, ze po optimalizaci by
bylo dosazeno podobnych vysledki jako v ptipad¢ upravy vzorku mléka pomoci TMAH.
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Tabulka 24 Vysledné hodnoty obsahu minerdlnich latek pomoci mikrovinného rozkladu

Miéko
Mineralni prvek plnotuc¢né polotucné odstiredéné
[mg - kg™ [mg - kg™ [mg - kg™
Ca 1479 + 54 1483 + 55 1476 + 61
Na 230+ 14 241+ 13 242 + 11
K 860 + 38 815+39 859 + 37
Mg 94+5 95+9 91+5

Tabulka 25 Vysledné hodnoty certifikovaného materialu pomoci mikrovinného rozkladu

Su$ené mléko - CRM

Mineralni prvek vzorek CRM vytéZnost
[9- kg"] [9-kg"] [%]
Ca 13,22 +0,72 13,90 £ 0,80 95,11
Na 3,85+0,21 4,18 £0,19 92,11
K 14,20 + 0,67 17,00 + 0,70 83,53
Mg 1,12 £0,09 1,26 £ 0,10 88,89

Niz8i vytéZznosti zjiSténé pii analyze certifikovaného materidlu se projevili také pfi
analyze redlnych vzorkli mléka. Stanovené koncentrace makroprvkli byly sice vy$s$i nez
Vv pfipadé analyzy mléka po upravé fedénim, nebo po upravé Tritonem X-100, nicméné
V porovnani s nejucinnéjs$i metodou piipravy vzorku pomoci TMAH byly stale nizké.

Vsechny vysledky metod piiprav vzorkll certifikovaného materidlu byly shrnuty do
Tabulky 26 a vysledky vSech pfiprav odstiedéného mléka do Tabulky 27. Vysledky
analyzovanych prvki jsou jednotlivé okomentovany v néasledujicich kapitolach.
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Tabulka 26 Prehled vyslednych hodnot certifikovaného materialu vsech typi priprav vzorku

Susené mléko - CRM

Mineralni prvek prima analyza Triton X-100 TMAH mikrovinny rozklad CRM
[9- kg [9- kg [9- kg [9- kg [9- kg
Ca 11,82 £0,95 11,56 £ 0,55 13,85 +0,81 13,22+ 0,41 13,90 + 0,80
Na 4,02+0,18 3,70+ 0,11 4,89 0,21 3,85+0,15 4,18 + 0,19
K 15,26 £0,81 13,45+ 0,61 17,94 £ 0,67 14,20 £ 0,52 17,00 = 0,70
Mg 1,69 + 0,21 1,24 + 0,08 1,23+ 0,09 1,12+ 0,10 1,26 £ 0,10
Tabulka 27 Prehled vyslednych hodnot odstredéného miéka pro vsechny typy priprav vzorku
Odstredéné mléko
Mineralni prvek pFima analyza Triton X-100 TMAH mikrovinny rozklad
[mg - kg™ [mg - kg™ [mg - kg™ [mg - kg™]
Ca 1117 +39 1013 £ 29 1731+ 69 1476 + 61
Na 443 + 10 277+£9 391 £11 242 £ 11
K 1133+79 966 + 49 1659 £ 79 859 + 37
Mg 247 £ 8 1375 137+6 91+5
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4.5 Prvky

451. Vapnik

Prvkové analyza vzorki mléka ukazala, ze ze stanovovanych prvki mléko obsahovalo nejvice
vapniku. Koncentrace vapniku u vSech realnych vzorkd pfipravenych c¢tyfmi odliSnymi
metodami jsou zobrazeny v Grafu 1. V literatufe se udava obsah tohoto prvku v rozmezi
1070-1330 mg - kg™* [24]. Namé&fené koncentrace vapniku U piimé analyzy bez a s pridavkem
Tritonu X-100 se pohybuji v dolni hranici tohoto intervalu. Vyjimku tvoii metoda TMAH
a mikrovinny rozklad, pfi které bylo naméfeno 1731 + 69 mg - kg™t a 1476 + 61 mg - kg™
vapniku u odstfedéného mléka. Tyto hodnoty se jiz pohybuji nad horni hranici tabelovanych
hodnot. Nicméng, jak bylo diskutovano vyse, tyto metody by mély byt nejpiesné;si.
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=~ 1000
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priméa analyza Triton-X100 TMAH mikrovlnny rozklad

Graf 1 Koncentrace vapniku v redlnych vzorcich miéka

VétSina vapniku obsazeného v mléce je pfitomno v mlééné plazmé (az 99 %). Jak jiz bylo
feceno, vapnik je pfiblizné z 30 % rozpustény v mlééném séru a jeho zbytek je vazan
v micelach kaseinu prevazné€ ve slouCenindch s kyselinou fosforecnou. Volny vapnik
V rozpustné fazi tvoii pouze 10 % z celkového obsahu a vétsi Cast rozpustného vapniku
predstavuje citrat vapenaty. Tuk v mléce by na obsah vapniku nemél mit vliv, nebot’ vapnik
neni na tukovou slozku vdzan ve vétsim mnozstvi. Tukova matrice nicméné muze ovlivnit
procesy zmlzovani v mlZzné¢ komote a atomizace v indukéné vazané plazmé a zpusobit tak
nepiesnosti pii analyze jinych prvka. Tento problém byl dobfe pozorovatelny i pii
stanovovani ostatnich prvkt v mléce, kdy diky nedokonalému rozkladu mlé¢né matrice byla
stanovena koncentrace naptiklad u hot¢iku nadhodnocena az o 100 %. Koncentrace vapniku
jsou v mléce mirné€ zvysené v kolostru (tzv. prvotni mléko savci) a ke konci laktace [12].
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45.2. Sodik

Koncentrace sodiku uvadéné v literatufe se pohybuji v rozmezi 400-580 mg - kg™ [24].
V odsttedéném mléce byla koncentrace sodiku pifi primé analyze Stanovena na
443+10 mg - kg™. Pii Gpravé vzorku pomoci TMAH potom 391 + 11 mg - kg™, Stanovené
koncentrace tedy souhlasi s koncentracemi sodiku uvadénymi v literatuie. U ostatnich metod
piipravy vzorku byla stanovena koncentrace vzdy vyrazné podhodnocena. VSechny namétené
koncentrace sodiku ve vzorcich plnotu¢ného, polotu¢ného a odstifedéného mléka jsou
zobrazeny v Grafu 2.
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primé analyza Triton-X100 TMAH mikrovinny rozklad

Graf 2 Koncentrace sodiku v redlnych vzorcich miléka

V mléném séru se sodik nachdzi predev§im ve formé soli. Jeho pfevazna vétSina (cca
95 %) je v mléEném séru piitomna v pravém roztoku v lehce disociovatelnych solich. Zbylych
5 % sodiku je vazano na kasein. Vysoky podil sodiku se nachazi v kolostru, kde se jeho obsah
behem nékolika dni po porodu snizuje a ke konci laktace se opét zvysSuje. Koncentrace sodiku
Vv mléce nejsou zcela ovlivnény jeho pfijmem v krmné davce.
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45.3. Draslik

MIéko je bohatym zdrojem drasliku. Literatura udava obsah drasliku v mléce v rozmezi
1440-1780 mg " kg™ [24]. V tomto rozmezi byly stanoveny koncentrace drasliku pouze ve
vzorcich mléka upravenych pifidavkem TMAH. V odsttedéném mléce byla nemétena
koncentrace drasliku az 1659 + 79 mg - kg™. U ostatnich metod p¥ipravy vzorku mléka doslo
po analyze k vyraznému podhodnoceni koncentrace drasliku ve vzorku. Naméfené vysledky
koncentraci drasliku ukazuje Graf 3.
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Graf 3 Koncentrace drasliku v realnych vzorcich mléka

Draslik je stejné€ jako sodik v mléce ptitomen ve formé soli kyseliny fosforecné a citronové.
Draslik je z 5 % vazan na kasein mléka a jeho pfevazna ¢ast je pfitomna v rozpustné formé
Vv mlééném séru. Na rozdil od sodiku, draslik vykazuje niZ8i koncentrace v kolostru, nez ve
zralém mléce a jeho koncentrace se zvySuje n¢kolik dni po porodu.
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45.4. Horcik

Koncentrace hot¢iku v kravském mléce jsou v literatufe uvadény v rozmezi od 90 az do
160 mg - kg™ [24]. Stanoveni koncentrace hoiciku bylo nejméné citlivé ke zvolené metods
ptipravy vzorku. Kromé ptipravy vzorku prostym fedénim vodou byly rozdily ve stanovené
koncentraci hot¢iku zanedbatelné a souhlasily s publikovanymi vysledky. Namétené
koncentrace hoi¢iku u jednotlivych druhtt mlék zobrazuje Graf 4.
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Graf 4 Koncentrace horciku v redlnych vzorcich mléka

Hoi¢ik je z 98-100 % v kravském mléce ptitomny v mlécné plazmé. Az 65 % hoiciku je
rozpu$téno v mléce, zbyly hot¢ik je opét vazan v kaseinovych micelach v koloidni formé.
Koncentrace hotéiku v kolostru je 2-3krat vyssi, nez ve zralém mléce. K jeho poklesu
dochazi béhem prvnich né€kolika dnii v prib&hu laktace, dale je koncentrace stald, bez
vyznamnéjSich zmén.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zpracovani literarni reSerSe k problematice prvkové analyzy
mléka, zhodnoceni riznych metod piipravy vzorku mléka pro prvkovou analyzu a analyza
raznych druhit mléka pomoci techniky ICP-OES. Teoretickd ¢ast diplomové prace se zabyva
vSemi analyzovanymi prvky, jejich vlastnostmi a zplsoby jejich analyzy. V této praci byly
také navrZzeny a ovéfeny tyto metody piiprav vzorkli pro analyzu ICP-OES: prosté fedéni
mléka, fedéni s pfidavkem Tritonu X-100, rozklad pomoci tetramethylammonium hydroxidu
a mikrovinny rozklad. Podle téchto metod byl analyzovan certifikovany referenéni material
(CRM) odstfedéného odtuénéného suSeného mléka a realné vzorky odstfedéného mléka,
polotu¢ného mléka a plnotuéného mléka.

Analyza mléka spocivala ve stanoveni makroprvkl jako jsou Ca, Na, K a Mg. Stanoveni
obsahu mineralnich latek v potravinach jako je mléko ma velky vyznam, jelikoz se jedna
0 komplexni ¢asto konzumovanou potravinu, ktera je pro ¢lovéka zdrojem zakladnich zivin.

Stanoveni minerélnich latek bylo pii prfimé analyze nejvice ovlivnéno matrici mléka, ktera
muze zpusobovat problémy pii zmlZovani vzorku, nebo mlze vytvaret t¢Zko modelovatelné
podminky v indukéné vdzané plazmé. Pfima analyza mléka by byla idedlnim postupem
Vv piipadé, ze by bylo mozné provést kalibraci pomoci standardniho pifidavku. Metodu
standardniho pfidavku vSak vzhledem ke kyselé povaze pouzitych standardi makroprvki
nebylo mozné pouzit, nebot’ i pii velmi malém piidavku standardu ke vzorku dochazelo ke
srazeni bilkovin.

Jako nejptesnéjsi byla v této diplomové praci vyhodnocena metoda ptipravy vzorku pomoci
¢inidla. TMAH. Vyhovujici by zfeymé byl 1 mikrovlnny rozklad vzorku mineradlnimi
kyselinami pifed méfenim na ICP-OES, ale metoda pro rozklad by nejprve musela byt
optimalizovana. Jako idedlni se zd4 byt kombinace mikrovlnného rozkladu za pouZiti ¢inidla
TMAH misto mineralnich kyselin. Tato varianta vzhledem k nedostatku ¢asu nebyla
vyzkouSena, nicméné pro dokonaly rozklad mlécné matrice bylo stejné potieba vzorek po
ptidavku TMAH zahftat, takZe podminky mikrovinného rozkladu byly kromé zvySeného tlaku
pomérné dobfe modelovany.

Tato diplomova prace navazuje na bakalafskou praci a spolecné tyto prace prokdzaly, ze
fada postupt piipravy vzorku mléka pred analyzou ICP-OES je nepouzitelnych, at’ uz se
jedna o rozklad ultrazvukem, Gpravu vzorku kyselinami nebo riiznymi povrchovymi latkami.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS
AES
AFS
cCcD
CRM
DA
ET-AAS
F-AAS
FP

ICP
ICP-MS

ICP-OES

OES
SDS
TMAH
UHT

Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova emisni spektrometrie

Atomova fluorescencni spektrometrie

Charge Coupled Device

Certifikovany referen¢ni material

Diode Array

Elektrotermicka atomova absorpcni spektrometrie
Plamenova atomova absorp¢ni spektrometrie
Plamenova fotometrie

Inductively Coupled Plasma

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Opticka emisni spektrometrie
Sodium dodecyl sulfate
Tetramethylammonium hydroxide

Ultra High Temperature
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