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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace bylo porovnani vybranych metod Gpravy mléka pro prvkovou
analyzu technikou ICP-OES. Pro validaci metody byl pouzit certifikovany referencni material
ERM®-BD150, ktery byl upravovan pomoci mineralizace, pfidavku ¢inidel a pomoci disperze.

Nejvyssi vytéznost vapniku pii validaci byla stanovena na 90,6 + 8,6 % pfi ptidavku ¢inidla
Triton X-100. Pii analyze drasliku byla stanovena nejvyssi vytéznost 89,5 + 5,2 % mokrym
rozkladem. Nejvyssi vytéznost hoiciku byla stanovena na 120,1 £ 1,1 % po mikrovinném
rozkladu. Nejvyssi vytéznost sodiku byla stanovena na 104,4 +4,8 % pomoci mokrého
rozkladu a nejvyssi vytéznost fosforu byla stanovena na 98,6 + 4,5 % prostym fedénim.

Na zékladé vysledkia validace byly vybrany vhodné metody pro analyzu redlnych vzork
mléka (mokry rozklad, kysela disperze, ptidavek Cinidla Triton X-100). Pro analyzu byly
pouzity vzorky Cerstvého kravského, koziho a ovéiho mléka z domaciho chovu. V kozim mléce
byly stanoveny nejvySsi koncentrace vétSiny prvkt, a to konkrétné¢ vapniku na
1733 +126 mg.kg?, drasliku na 1840 + 39 mg.kg?, hot¢iku na 252 + 77 mg.kg™, me&di na
1,41 + 0,56 mg.kg?, manganu na 0,54 + 0,26 mg.kg™ a zinku na 7,98 + 1,33 mg.kg?. V ov¢im
mléce byly stanoveny nejvyssi koncentrace sodiku na 515+ 90 mg.kg?, fosforu na
1 440 + 100 mg.kg? a zinku na 7,98 + 1,33 mg.kg™. V kravském mléce bylo stanoveno nejvice
Zeleza ato 5,27 + 1,59 mg.kg™.

Pro analyzu ICP-OES se jevi jako nejlepsi metoda upravy vzorku pouziti kyselé disperze,
jelikoz koncentrace naméfenych prvki byly nejvyssi. Spolehlivé vsak byly naméfeny pouze
makroprvky a zinek a pro stanoveni dal$ich biogennich prvki by bylo vhodné&jsi zvolit citlivéjsi
techniku nebo prekoncentraci analytu ve vzorku.

KLICOVA SLOVA

ICP-OES, mléko, elementarni analyza



ABSTRACT

The aim of this bachelor’s thesis was to compare selected methods of milk treatment for
elementary analysis using the ICP-OES technique. Certified reference material ERM®-BD150
was used to validate the method, which was treated by mineralization, the addition of reagents
and dispersion.

The highest calcium yield during validation was determined to be 90,6 + 8,6 % with the
addition of Triton X-100 reagent. In the potassium analysis, the highest yield was determined
to be 89,5 + 5,2 % by wet decomposition. The highest yield of magnesium was determined to
be 120,1 + 1,1 % after microwave decomposition. Furthermore, the highest yield of sodium was
determined to be 104,4 + 4,8 % by wet decomposition and the highest yield of phosphorus was
determined to be 98,6 £ 4,5 %.

Based on the validation results, suitable methods were selected for the analysis of real milk
samples (wet decomposition, acid dispersion, addition of Triton X-100 reagent). Samples of
fresh cow's, goat's and sheep's milk from domestic breeding were used for the analysis. The
highest concentrations of most elements were determined in goat 's milk, namely calcium to
1733 + 126 mg.kg-1, potassium to 1 840 + 39 mg.kg*, magnesium to 252 + 77 mg.kg™, copper
to 1,41 + 0,56 mg.kg™, manganese to 0,54 + 0,26 mg.kg™ and zinc to 7,98 + 1,33 mg.kg™. The
highest concentrations of sodium in sheep's milk were set at 515 + 90 mg.kg™, phosphorus at
1 440 + 100 mg.kg-1 and zinc at 7,98 + 1,33 mg.kg™. The most iron was found in cow's milk,
namely 5,27 + 1,59 mg.kg™.

For ICP-OES analysis, the use of an acid dispersion appears to be the best method of sample
preparation, as the concentrations of the measured elements were the highest. However, only
macroelements and zinc were measured reliably. For the determination of other biogenic
elements, it would be more appropriate to choose a more sensitive technique or
preconcentration of the analyte in the sample.

KEY WORDS
ICP-OES, milk, elementary analysis
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1 UVOD

S mlékem se clovek setkdva uz od narozeni, kdy je jeho prvni potravou. Diky svému bohatému
obsahu mnoha zivotu prospésnych latek, se mléko stava soucasti jidelnicku 1 u dospélych
jedinct. Mléko jakozto komplexni potravina obsahuje bilkoviny, tuky, sacharidy, enzymy,
vitaminy a mineralni latky. Do jisté miry je jejich obsah zavisly na druhu mléka, zdravotnim
stavu zvitete, stadiu laktace, rocnim obdobi, podnebi, ale také zavisi na technologické upraveé
a zpracovani mléka. Pfi zpracovani mléka je dulezité dbat na to, aby veskeré ¢innosti probihaly
podle urcitych pravidel, diky kterym bude dosazeno co nejvyssi kvality finalniho produktu.
Technologicka uprava mléka ovliviiuje jeho slozeni 1 senzorické vlastnosti. Jeho uprava je vsak
nutnd, protoze podle legislativy nelze prodavat mléko syrové.

Tato prace obsahuje srovnani Cerstvého kravského, ovciho a koziho mléka z domaciho
chovu z hlediska obsahu vybranych prvka. Odbér mléka od soukromych farem se stava ¢im dal
vice popularni a je tedy nutné zajistit kvalitu i u mléka z domadaciho chovu. Zvirata
na soukromych farmach maji obvykle jiné podminky nez zvitata ve velkofarmach, proto lze
o¢ekavat vetsi kvalitu mléka a s tim souvisejici rozdily v obsahu nutrienti. Zaroven vsak
domaci chov piedstavuje vétsi riziko kontaminace mléka z divodu pobytu zvifat na pastvé nebo
nedostatecné hygiené prostor. V mléce od prvovyrobce se tedy mohou objevit i stopové
koncentrace dalSich prvki, napt. tézkych kovi.

K analyze prvkl se pouziva cela fada spektrofotometrickych metod a pro analyzu byla
konkrétné zvolena opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Mléko je
vsak velmi komplikovana matrice a je potieba ji upravit tak, aby nedoslo k ucpani ¢i poskozeni
pristroje, interferencim béhem méteni a aby bylo dosazeno limiti detekce analytu pro danou
analytickou techniku. K tomu se pouzivaji rizné metody uprav, které dokazi rozlozit mlé¢nou
matrici a zajistit tak lepsi ptistup k analytu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Technologie zpracovani mléka

2.1.1 Produkce mléka

MIléko je zbiologického hlediska fyziologicky produkt mlécné Zzlazy, ktery je primarni
potravou savcu jiz od narozeni. Je nutné, aby obsahovalo téméi vSechny potfebné latky pro
vyzivu, a z toho divodu ho Ize oznadit jako komplexni potravinu. Mléko poskytuje potiebnou
energii a doddva makroziviny i mikroziviny nezbytné k rtstu jedince. Kromé vyzivové funkce
zastava také vyznamné funkce fyziologické tim, Ze napomaha traveni, obsahuje rastové faktory
a hormony a plni obrannou funkci (obsahuje imunoglobuliny a antimikrobialni latky). Je zcela
piirodniho ptivodu a jeho sloZeni je ovlivnéno jednak Zivo¢isnym druhem, ale také vyzivou
nebo zdravotnim stavem zvifete [1, 2, 3, 4, 5].

2111 Miécna laza

Mlécna zlaza se vyskytuje u samic vSech savcl. Je to parova Zlaza, kterd vznikla pfeménou
ktze. Vyvinuti této zlazy zavisi na nékolika faktorech jako je napt. plemeno, stav jedince, stafi,
pohlavi aj. Sekretem mlééné zlazy je mléko, které vznika pouze v dob¢ laktace [6, 7].

Mlécna 7zldza je slozena ze Ctyt jednotek: sekrecni alveoly a tubuly, vyvodné cesty,
mlékojem a strukovy kanalek (Obr. 1). Povrch vemene je pokryt tenkou kiZi, kterd obsahuje
spoustu potnich a mazovych zldz a také ochlupeni. Struk neni ochlupeny, ani nema zadné
zlazky. Zakladni ¢ast mlécné Zlazy je sekrecni alveolus, jehoz sténu vytvareji sekrecni buiiky.
Laltcky zlazového parenchymu jsou spojeny vazivem ve vétsi laloky, které jsou na svém
povrchu obaleny tukovou tkani. Mléko je z alveol odvadéno diky smrstovani kosickovitych
bunék na jejich povrchu. Jednotlivé €asti spojuje vyvodni systém zvany mlékovod. Jedna se
0 silngjsi vyvody ustici do mlékojemu, ktery mé objem 0,5-3 litry a hromadi se v ném mléko.
Tento prostor 1ze rozdé€lit na cast zlazovou a ¢ast strukovou. Cely vyvodny systém je zakoncen
strukem s jednim strukovym kanalkem, ze kterého vytéka mléko [3, 6, 7].

1. Mlékojem

(R ]

. Struk

LY

. Strukovy kanalek

4. Alveola

Obrazek 1 Popis mlécné Zlazy skotu (upraveno podle [8])



MIlécna zlaza skotu je rozdélena na dvé poloviny levou a pravou. Obé poloviny jsou jesté
rozdéleny na piredni a zadni ctvrt’. Kazda z té€chto ¢tvrti je zakoncena strukem a méa samostatnou
zlaznatou tkan. Mlécna zlaza ovci a koz je taktéz rozdélena na dvé poloviny, ale dale se jiz
nedéli. Kazdéa polovina ma jednu zlaznatou tkéan a jeden vyvodny systém. JelikoZz maji ovce
a kozy slab&é vyvinuty svéra¢, uzavieni strukového kanalku zabezpecuje elasticka pojivova
tkan [6].

-1 1. Alveolarni tkan

(9]

. Mléené kanalky

3. Mlékojem

S~

. Strukovy kanalek

ovce koza
Obrazek 2 Srovndni mlécné Zldzy kozy a ovce (upraveno podle [8])

2.1.2 Zpracovani mléka

Nejvice se technologicky zpracovava mléko kravské. Provozovatelé, ktefi vyrabéji nebo svazeji
mléko, musi dbat na splnéni pozadavkd stanovenych legislativou. Pfi zpracovani mléka je
dulezité zajistit vhodné podminky a dbat na hygienu prostor, vybaveni, personalu a hygienu
béhem dojeni [9].

2.1.2.1 Kravin

Cela technologie zpracovani mléka zacina v kravin€. Zde jsou kravy umistény v podstaté cely
zZivot, je tedy nutné zajistit podminky vhodné pro zivot a zaroven podminky k co nejlepsi
produkci mléka. Prvni ztéchto podminek je potrava a piijem tekutin. Dojné kravy
ve velkochovech nebyvaji vypoustény na pastvu a je tedy potieba, aby krmivo obsahovalo co
nejvice potiebnych a prospésnych latek k Zivotu. Krava by méla za den zkonzumovat ptiblizné
60 kg krmiva, které se skladd z nasekané smési kukufice, soji, fepkové pokrutiny, Srotu,
pSenice, jeCmene a tzv. senaze z travy nebo vojtésky. DalSi podminkou je zajistit kravam
vhodnou podestylku napt. separatem z kejdy, coz je odstiedéna smés exkrementi s vodou
a zbytkt krmiva. Podestylka je pro kravy velmi dulezita, protoZe produkuji nejvice mléka, kdyz
lezi [3, 10].

Kravy déavaji mléko jen v urcitém veku. Mal4 telata (0—6 mésicl) a jalovice (6 mé&sictl a vic)
mléko jesté nemaji. Teprve aZ po prvnim oteleni (pfiblizné€ ve dvou letech), kdy se z kravy stava
tzv. prvotelka, je schopna davat mléko. V rozmezi 2-5 let se kravam tika dojnice [3, 10].
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2.1.2.2 Dojeni

Samotné dojeni probihd v dojirné. Na farmach se v dneSni dobé vyuzivé prevazné strojniho

dojeni, které umoznuje vysokou produktivitu prace. Existuje n€kolik typt dojiren liSici se
technologii 1 poctem dojicich mist, proto je dilezit¢ vybrat vhodny typ, ktery bude mit
dostate¢nou kapacitu a obsluznost (Obr. 3) [10, 11].

TANDEMOVA DOJIRNA

ROTACNI DOJIRNA

=

S =T < A I T

=2

[ T 1T ]

pracovni plocha

CJ_ L L J,

PARALELNI DOJIRNA

pracovni

plocha

€& gekarna

RYBINOVA DOJIRNA
ST | ?
(W] & = stani §ikmé
pracovni plocha cekarna cekdrna | pracovni plocha
« =
RENNENENRS [ SE——

Obrazek 3 Schémata riiznych typit dojiren (upraveno podie [11])

Jakmile je krava pfipravena v dojirn¢, zafind proces dojeni (Obr. 4). Nejprve je nutné

dikladné ocistit struky a prilehlé ¢asti od hnoje a necistot. Nasledné je odebran maly vzorek

mléka pro kontrolu kvality. Po jedné az dvou minutach je krave nasazena dojacka, kterd nasava
mléko. Po podojeni pfichdzi na fadu dezinfekce struku, aby se do néj nedostala infekce

3,9, 10].

Obrazek 4 Schéma dojeni a chlazeni mléka [8]
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2.1.2.3 Skladovani a pievoz mléka

Nadojené mléko je ochlazeno v mléénici na cca 4 °C, aby nedochazelo k rozvoji
mikroorganismii. Mléc¢nice je mistnost oddélena od dojirny. Je vybavena chladicimi tanky
0 objemu az 8 000 litrd, ve kterych se mléko uschovava. Sanitace téchto tischovnych tankt je
nezbytnd a provadi se po kazdém vyprazdnéni. Nasledné je mléko pfemisténo do cisterny
0 kapacité az 20 000 litra, ktera jej pfeveze do mlékarny [3, 9, 10].

2.1.2.4 Zpracovani mléka v mlékarné

Nez je mléko piijato pro dalsi zpracovani, odebere se malé mnozstvi, které putuje do laboratote.
Zde se kontroluje teplota, tu¢nost a kyselost mléka, a pfedevsim jestli mléko nepochazi z dojnic,
které byly injekéné 1éCeny antibiotiky na zanét nebo jiné onemocnéni. Tento krok je velmi
dulezity, protoze i malé mnozstvi mléka s obsahem antibiotik mize zapficinit nepouzitelnost
celého objemu mléka v cisterné. V jedné cisterné se nachazi obvykle mléko z vice Kravint.
Po vstupni kontrole je mléko cerpano do piijmovych tankii. Z téchto tankli se pievede
na pasterac¢ni stanici, kde se provadi mlékarenské oSetieni [3, 12, 13].

2.1.2.5 Odstiedéni mléka

Odstifedéni mléka probiha na Cisticich a odsmetanovacich odstiedivkach. V prumyslu se
nejcasteji vyuzivaji talifovité odstredivky (Obr. 5). Hlavnim principem odstied’ovani je rozdil
mérné hmotnosti C¢astic v kapalin€ a spojit¢ faze emulze. Oddéleni tukové slozky
a odstiedéného mléka je spojeno s ¢isténim a odstranénim mensich mechanickych necistot.
Vhodna teplota pro odstiedéni je 40-50 °C [9].

. Vstup produktu

. Distributor

. Sestava diski

. Lehka slozka, dostiediva pumpa

. Tézka sloZka, dostiediva pumpa

. Teézka sloZka, vystup

. Lehka slozka, vystup

. Castice/neéistoty

. Vypoustéci otvory

10. Pohyblivé téleso

11. Uzaviraci tryska vody

12. Ovladaci ventily misy

13. Vstup ovladaci vody pro otevieni misy
14. Vystup ovladaci vody pro zavieni misy

O 00 ~dO N & Lt -

Obrazek 5 Schéma samocistici talifovité odstiredivky (upraveno podle [14])

Po odstfedéni vznika smetana s obsahem tuku piiblizné 40 % a odstfedéné mléko,
které obsahuje 0,01-0,05 % tuku. Z téchto dvou slozek se na zakladé upravy tucnosti vyrabi
razné findlni produkty (Obr. 6). Napi. k vyrobé polotuéného mléka (1,5 %) tuku se pouziva
urcity pomér mléka odstiedéného a mléka surového. Pro vyrobu zakysané smetany se pouziva
smetana se surovym mlékem [9, 13, 15].
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Obrazek 6 Schéma upravy tucnosti mléka (upraveno podle [15])
2.1.2.6 Tepelné upravy

V mlékarné také probihaji rizné upravy mléka. Mléko z hlediska trvanlivosti 1ze rozdélit
na cerstve a trvanlivé. JelikoZ podle dnesni legislativy nelze prodavat nepasterizované mléko,
je nutné provést pasterizaci. U Cerstvého mléka je na mysli Setrna pasterace, kdy je mléko
zahtivano na nejméné 72 °C po dobu 15 minut nebo dlouhodoba pasterace, kdy je mléko
zahfivano na nejméné¢ 63 °C po dobu 30 minut. Takto oSetfené¢ mléko je zbaveno
mikroorganismi. Davkuje se do sklenénych ¢i plastovych lahvi a v lednici jej Ize uchovat cca tii
tydny [9, 12, 13, 16].

Mléko trvanlivé se upravuje metodou UHT. Pfi této metod¢ je mléko zahfato na nejméné
135 °C po dobu cca dvou sekund. Trvanlivé mléko se plni do papirovych kartoni, které jsou
pfed plnénim maceny v peroxidové lazni a ndsledné vysuSeny kvuli zachovani sterilniho
prostfedi. Pfed plnénim mléko podléhd tzv. homogenizaci, aby nedochédzelo k usazovani ¢astic
tuku [3, 12, 13].

2.2 Chemické sloZeni mléka

Z chemického hlediska je mléko polydisperzni systém a skladd se z disperzniho prostiedi
arozptylenych castic. Podle velikosti molekul chemickych latek v mléce rozliSujeme rtizné
druhy disperzi. Kaseinové molekuly tvofi micelarni disperzi. Emulzni disperzi tvoii tuk, ktery
je ptitomny ve formé tukovych kapek a spolu s tukem jsou v mléce ptitomny také fosfolipidy,
steroly, volné mastné kyseliny a vitaminy rozpustné v tucich. Déle je pfitomna koloidni
disperze obsahujici globularni mlécéné bilkoviny, a-laktalbumin, B-laktoglobulin, sérovy
albumin a enzymy. Molekularni disperze (pravy roztok) je tvofena nizkomolekuldrnimi
latkami, jako jsou napf. sacharidy, mineralni latky, volné aminokyseliny, nebilkovinné dusikaté
latky, soli, plyny a ve vod¢ rozpustné vitaminy [3, 17, 18].

2.2.1 Zakladni sloZeni mléka

Slozeni zalezi ptedevsim na druhu mléka. Mléka Ize rozd¢lit na kaseinova (kozi, ov¢i, kravské,
velbloudi, dromedati, sobi, buvoli) a albuminova (matetské, kobyli a mléko oslic a prasnic).
Obecné vsak lze fict, ze mléko obsahuje z vétsi ¢asti vodu a z mensi €asti susinu. V susing jsou
obsaZeny tuky, bilkoviny, sacharidy, mineralni latky a vitaminy v rtizném zastoupeni (Tab. 1)
[2, 12, 18].
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Tabulka 1 Zastoupeni jednotlivych slozek v riznych druzich mléka v % [1]

Mléko Voda Susina Laktéza Tuk Bilkoviny Popeloviny

Kravské 85,5-89,5 10,5-4,5 3,655 2,5-6,0 2,9-5,0 0,60-0,90

Kozi 84,8-88,8 11,0-150 4,246 3,8-4,2 3,6-3,8 0,75-0,95

Ov¢i 77,8-81,8 18,2-22,2 3,54,2 7,2-10,5 5,5-7,0 0,70-1,00

Slozeni mléka Ize ovlivnit n¢kolika faktory, které jsou napt. zdravotni stav dojnice, staft,
plemeno, dale pak lakta¢ni doba, odstaveni mlad’at ¢i pohyb. Ovlivnéni mtze také nastat diky
vnéjSim vlivim napf. pocasi, roénimu obdobi, dojeni, chovu a péci, krmeni, napajeni
a uchovani [2, 16].

V nasSich podminkach se pro lidskou vyzivu pouziva nej€astéji mléko kravské. Zabarveni je
ovlivnéno plemenem kravy, tu¢nosti, mnozstvim suSiny, karotenu, krmenim a jinymi faktory.
Podle CSN 570529 by mélo mit kravské syrové mléko bilou az lehce nazloutlou barvu a jeho
konzistence by méla byt stejnoroda bez usazenin, vlocek a hrubych necistot. Chut’ a viin¢ by
mély byt ¢isté mlécné bez jinych piichuti a zapacha [3, 18, 19].

2.2.2 Vlastnosti zakladnich sloZek mléka
2.2.2.1 Voda

Obsah vody v mléce se lisi dle druhu, ale ptiblizné se jeji obsah pohybuje mezi 87-91 %. Voda
je nezbytnou slozkou, protoze je nositelem celého systému a vyskytuje se v mléce ve tiech
fazich. Voda volna, ktera tvofi vétSinu vody a jsou vni rozpustény latky jako napf.
glycidy a soli a Ize ji z mléka odstranit odpafenim nebo zmrazenim. Voda vazana na koloidy
tvoii jakysi obal okolo povrchu castic a lze ji proto oznacit za vodu hydratacni. Jeji
obsah v mléce je pouze 3 % a kjejimu odstranéni je potieba provést ohfev pii teploté
102-105 °C. Mléko obsahuje také chemicky vazanou vodu, ktera je velmi krystalicka a vaze se
na laktozu [2, 12, 16, 18, 20].

2.2.2.2 Bilkoviny

Mlécné bilkoviny jsou tvofeny ze dvou hlavnich slozek. Prvni z nich jsou kaseiny, které
jsou v mléce obsazeny zhruba z 80 %. Druhou slozkou jsou sérové (syrovatkové) bilkoviny
a tvori 20 % mlécné bilkoviny. Celkovy obsah bilkovin se pohybuje okolo 3,3 % a ob¢ tyto
bilkovinné slozky se lisi vlastnostmi i nutri¢ni hodnotou [3, 12, 16, 20].

Kaseiny jsou v mléce obsazeny ve formé& komplexu. Z chemického hlediska se jedna
o fosfoprotein, ktery obsahuje vysoky obsah prolinu a nizky obsah aminokyselin obsahujici
siru. V mléce se shlukuje do micel s hydrofilni a hydrofobni ¢asti. Hlavnimi slozkami jsou al,
a2, B a y kaseiny, které se od sebe 1i$i primarni strukturou. VSechny kaseiny jsou schopné vazat
vapnik [3, 16, 18, 20].

Po vysrazeni kaseinu zlistava v mlééném séru asi 0,6 hm. % sérovych bilkovin a z celkového
obsahu tvofii pfiblizn€é 20 %. Denaturuji pfi zdhfevu na teplotu 95 °C a fadi se k hydrofilnim
koloidim. Sérové bilkoviny jsou tvofeny dvéma hlavnimi slozkami, kterymi jsou tepelné labilni
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syrovatkové bilkoviny (a-globuliny, B-globuliny a imunoglobuliny) a prote6zo-peptonovou
frakci. Tuto frakci lze definovat jako smés tepelné stalych fosfoglykoproteint, které jsou
rozpustné v Kyselinach pti pH 4,6 [3, 16, 18].

2.2.2.3 Lipidy

MIlécny tuk je v mléce obsazen ve form¢ emulze tukovych kuli¢ek. Nejvice zastoupenou
slozkou v mléce jsou triacylglyceroly, coz jsou estery mastnych kyselin a glycerolu. Dalsi
formou tuku jsou fosfolipidy a steroly pfitomné v menSim mnozstvi, které se
nachazi v membran¢ tukovych kulicek. Mezi fosfolipidy se ftadi fosfatydylcholin nebo
sfingomyelin. Nejvice zastoupenym sterolem je cholesterol, ktery se z 95 % vyskytuje jako
volny a zbytek tvofi jeho estery. Ve stopovém mnozstvi jsou v mlééném tuku obsazeny také
latky, jako jsou napf. ceramidy nebo cerebrosidy. V mlééném tuku jsou obsazeny také
vitaminy vV ném rozpustné (A, D, E, K) a jejich obsah zavisi na druhu, vyzivé dojnic a stadiu
laktace. Lipidy v mléce obsahuji také mastné kyseliny v Sirokém spektru a jejich obsah udava
mléku typické aroma [3, 16, 18].

2.2.2.4 Sacharidy

Celkovy obsah sacharidi v mléce se pohybuje vrozmezi 4-5 %. Nejvice zastoupenym
sacharidem v mléce je disacharid laktdza, ktery je slozen z monosacharidi glukozy a galaktozy.
Laktéza se vyznacuje nizkou sladivosti, ale pfesto ma stejny energeticky obsah jako jiné
sacharidy. V mléce je obsazena ve form¢ alfa a beta a jejich rozdilnost je dana jinym
prostorovym uspofadanim vodikd a hydroxylovych skupin. Toto uspofddani ma vliv
na fyzikalni vlastnosti lakt6ézy. Ostatni sacharidy jako napt. glukoza, fruktéza, galaktoza,
glukosamin nebo galaktosamin jsou v mléce obsazeny ve stopovém mnozstvi [12, 16, 18].

2.2.25 Enzymy

MlIéko obsahuje celou fadu enzymi, které délime podle ptivodu na nativni a mikrobidlni.
Nativni enzymy jsou pivodni enzymy, které se v mléce nachazeji vdzané na povrchu tukovych
kulicek. Pochézeji z krve, ze somatickych bun¢k nebo z cytoplazmy sekre¢nich bun¢k mlécné
zlazy. Enzymy mikrobidlni neboli druhotné pochazeji z mikroorganismii v mléce.
Z chemického hlediska 1ze enzymy rozdélit na oxidoreduktazy, transferdzy, hydrolazy, lyazy,

wewvr

2.2.2.6 Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni latky, které si z vétSiny nedokdze organismus
syntetizovat. V mléce se v mléce vyskytuji ve dvou formach. Jsou to vitaminy rozpustné
Vv tucich (A, D, E, K) a vitaminy rozpustné ve vod¢ (C a vitaminy skupiny B). Nékteré vitaminy
se do téla dostavaji ve formé provitamint, coZ jsou latky, které nemaji biologickou aktivitu, ale
Vv organismu se pfeméni na molekuly vitamind. Obsah vitamini je variabilni, pfesto mléko
obsahuje vSechny nezbytné vitaminy, které organismus potiebuje. U vétSiny z nich je vsak podil
doporucené denni davky nedostate¢ny (Tab. 2). Mnozstvi vitaminQ zavisi na zpracovani mléka

a je také ovlivnéno napf. plemenem dojnice, ustdjenim, zdravotnim stavem nebo ro¢nim
obdobim [3, 16, 18].
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Tabulka 2 Prehled vitaminii v mléce [21, 22]

Vitaminy Obsah ve sklenici mléka (240 ml) DDD % podil DDD
Vitamin A 112,00 pg 800,0 pg 14,00 %
Vitamin D 3,17 g 5,0 pug 63,40 %
Vitamin E 0,17 mg 12,0 mg 1,40 %
Vitamin K 0,73 ng 75,0 pg 0,98 %
Vitamin C 0,00 mg 80,0 mg 0,00 %
Thiamin (B1) 0,11 mg 1,1 mg 11,10 %
Riboflavin (Bz) 0,41 mg 1,4mg 29,40 %
Pyridoxin (Bs) 0,09 mg 1,4mg 6,30 %
Kobalamin (B12) 1,10 ug 2,5 ug 44,00 %
Niacin 0,22 mg 16,0 mg 1,40 %
s:jteyt?linova 0,85 mg 6,0 mg 14,20 %
Biotin 12,00 pg 50,0 pug 24,00 %
Kyselina listova 12,20 pg 200,0 pg 6,10 %

Vitaminy rozpustné v tucich

Vitaminy rozpustné v tucich (Obr. 7) maji nepolarni lipofilni charakter, v krvi se pfenaseji
pomoci lipoproteintl a pro jejich vstiebavani je nutnd neporusena resorpce lipida. Jejich lipofilni
charakter umoznuje skladovani v tukové tkani, ktera zaroven pfi jejich nepravidelnému piijmu
slouZi jako uloziste. Pfi nadbytku se naopak v tukovych tkanich kumuluji, coz zapfticinuje jejich
toxicitu [23].

Obsah vitaminu A v mléce neni vysoky, ale je tmérny obsahu tuku v mléce, tudiz se
fadi napf. jatra, Zloutek, rybi tuk nebo zelena a zluta zelenina. K jeho funkcim patfi stabilizace
membran, integrita kiize a sliznic, podpora imunitnich reakci nebo spermatogeneze. Obsah
vitaminu D v mléce je nejvice ovlivnén sluneénim zafenim. Tvoifi se v krmivu iradiaci
ergosterolu, ktery je obsazen v travé pii suSeni. Dalsi zdroje tohoto vitaminu jsou vejce, rybi
tuk, maslo nebo tres¢i jatra. Vitamin D pfispiva k normalnimu vstiebavani vapniku a fosforu,
k udrzeni optimalniho stavu zubti nebo ke spravné funkci imunitniho systému. Vitamin E
vykazuje biologickou aktivitu, zaroven je nejvyznamnéjSim lipofilnim antioxidantem
a uplatiiuje se také pti ochrané lipoproteinli. Kromé& mléka se vyskytuje také v rostlinnych
olejich, araSidech nebo celozrnnych vyrobcich. Vitamin Kje nezbytny pii biosyntéze
protrombinu v procesu srazeni krve. Syntetizuje se v bachoru piezvykavcd, je citlivy na svétlo,
avSak behem skladovani nebo pfi tepelném zpracovani prokazuje stabilitu. Kromé mléka se
vyskytuje napf. ve vajeéném Zloutku nebo v listové zelené zeleniné [3, 16, 18, 24].
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Obrazek 7 Vitaminy rozpustné v tucich (upraveno podle [25])
Vitaminy rozpustné ve vodé

Vitaminy rozpustné ve vodé (Obr. 8) vykazuji hydrofilni charakter, pfispivaji k normalnimu
energetickému metabolismu, snadno se vstiebdvaji a vylucuji, avSak z chemického hlediska si
nejsou moc podobné. V krvi nepotiebuji transportni molekuly a v nadbytku se vylou¢i moci,
takZe zfidla dosdhnou toxické tirovné. Vyskytuji se jak v rostlinnych, tak Zivo¢iSnych zdrojich,
ale pfi tepelné upravé dochazi ke ztratam [23, 26].

Thiamin diky svym antineurotickym uc¢inklim zaujima dalezitou funkci ve vyzive. Prispiva
k normalnimu energetickému metabolismu a ke spravné ¢innosti nervové soustavy a srdce.
Vyskytuje se také napft. v drozdi, celozrnnych vyrobcich, lusténinach a vnitinostech. Riboflavin
je zluté barvivo, které se v mléce vyskytuje ve volné form¢ a podili se na zbarveni mlééné¢ho
séra. Ucastni se fady oxida¢né redukénich reakci a je soudasti kofaktori mnoha enzymi.
Prispiva k udrzeni normdalnimu stavu pokozky a zraku, déale pak pfispivd k normalnimu
metabolismu Zeleza a energetickému metabolismu. Niacin je spole¢ny nazev pro kyselinu
nikotinovou a jeji nikotinamid. Je obsazen v koenzymech NAD a NADP, které jsou dulezitymi
kofaktory mnoha enzymi a ucastni se ve vétSin€ redoxnich reakci Krebsova cyklu. Kyselina
pantothenova je ptirod¢ velmi rozsifena a vyskytuje se v riznych formach. Jejimi hlavnimi
biologickymi formami jsou koenzym A a protein ACP, ktery se uplatiiuje pii syntéze mastnych
kyselin a polyketidd. Pyridoxin ma ve vyzivé ¢lovéka velmi vyznamnou funkci a pii jeho
nedostatku mohou nastat vazné zazivaci, nervové nebo kozni poruchy. K dilezitym zdrojim
patfi pohanka, vepfové maso, sOja a dal§i luSténiny. Biotin je soucdsti mnoha enzymul
katalyzujicich pfenos COg2, je vyznamny v metabolismu sacharidii, aminokyseliny leucinu
a mastnych kyselin. V mléce je jeho obsah velmi maly, avSak hojné¢ se vyskytuje hlavné
Vv jatrech, lusténinach a Zzloutku. Kyselina listova je vitamin vyznamny v metabolismu
homocysteinu, ktery je rizikovym faktorem vzniku kardiovaskularnich onemocnéni.
Pti nedostatku v téhotenstvi muze dochazet k vyvojovym vadam plodu. Kobalamin se
vyskytuje pouze v zivocisnych potravinach, a to v mase, jatrech nebo vejcich. Jedna se o velkou
a slozitou molekulu, v jejimz centru se nachazi atom kobaltu. V organismu plni mnoho
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vyznamnych funkci napf. Gcastni se pii syntéze bilkovin a spole¢né s vitaminem D pisobi na
ukladani vapniku v kostech. Vitamin C je vyznamnym antioxidantem a podili se na
hydroxylacnich reakcich. Jeho zakladni biologickou slouceninou je kyselina L-askorbova.

V mléce je jeho mnozstvi zanedbatelné, ma kolisavy charakter a je citlivy na oxidaci a ptisobeni
svétla [3, 16, 18, 22, 24].
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Obrazek 8 Vitaminy rozpustné ve vodé (upraveno podle [8])
2.2.2.7 Minerdlni latky

Obsah mineralnich latek v mléce se pohybuje v rozmezi 0,5-1,0 %. Jejich mnozstvi vSak neni
konstantni a stejn¢ jakou vitaminl obsah zavisi na stadiu laktace, vyZivé a dalSich faktorech.
Nejcastéji se mineralni latky déli podle mnoZstvi, a to na makroprvky (majoritni) a mikroprvky
(minoritni). Obé tyto skupiny obsahuji dvacet prvki, které jsou povazovany za esencialni. Mezi
esencialni makroprvky se fadi sodik, draslik, hoi€ik, vapnik, chlor, fosfor. K esencidlnim prvki
patii také nékteré mikroprvky (S, Fe, Zn, Mn, Cu, Ni, Co, Mo, Cr, Se, I, F, B a Si). Mineralni
latky se v mléce vyskytuji v nékolika riznych chemickych formach. Mohou byt soucasti
organickych sloucenin (bilkoviny, tuky, sacharidy a nukleové kyseliny), ale vyskytuji se také
ve form€ anorganickych iontl a soli. Obsah soli méa vliv na technologické vlastnosti mléka
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a svym slozeni vyrazné ovliviiuji stabilitu proteinti. Nejvyznamné;jsi roli mineralnich latek ma
rovnovaha vapniku a fosforu, jeZ jsou v mléce zastoupeny v nejvétsim mnozstvi (Tab. 3).
Jelikoz jsou hlavnimi slozkami kosti a zubl a podili se také pti riznych pochodech latkové
vymeény, je nezbytny jejich piijem [3, 4, 5, 16, 17].

Tabulka 3 Obsah vybranych prvkii ve sklenici mléka [21,22]

Obsah ve sklenici mléka (240 ml) DDD % podil DDD
Vapnik 276,00 mg 800 mg 34,5 %
Fosfor 205,00 mg 700 mg 29,3 %
Hor¢ik 24,40 mg 375mg 6,5 %
Draslik 322,00 mg 2 000 mg 16,1 %
Sodik 105,00 mg 1150 mg 9,1%
Zelezo 0,07 mg 14 mg 0,5 %
Zinek 0,90 mg 10 mg 9,0%
Méd’ 0,06 mg 1 mg 6,1 %
Mangan 0,01 mg 2mg 0,3%

Vapnik

Mléko je velmi vyznamnym zdrojem vépniku. Ten Vtéle plni pfevazné stavebni
funkci, nebot’ 99 % vapniku v téle je obsazeno v kostech a je dulezité si udrzet jejich dobry
osteopordzou a celkovou kvalitou Zivota. Zbyvajici 1 % véapniku se podili na spousté Zivotnich
funkcich organismu napft. pfi srazlivost krve, srdecni a svalové Cinnosti, produkci hormoni
nebo fungovani enzymu. Jeho obsah v krvi musi byt staly, protoze i nepatrna zména muze
vyvolat potiZze napf. tetanii nebo dokonce i1 zastavu srdce. Viapnik je ztéla pfirozené
vylu€ovan, a pokud je jeho pfijem nedostateCny, zacne organismus vyuZzivat vapnik z kosti,
aby byla udrzena kalcémie a byly zajistény Zivotni funkce, proto je konzumace vapniku
dilezitd. Vapnik se snadno vstiebava, avSak vstfebavani se srostoucim veékem sniZuje.
Vstiebavani podporuje mnoho dalSich slozek napft. laktoza, vitamin D, aminokyseliny lysin,
valin a histidin nebo kyselina citronova. V mléce je vapnik obsazen z 30 % ve form¢ roztoku,
250 % v koloidni formé a 20 % vapniku je vazano na kasein. Pfevazné se nachazi
ve slouCeninach s kyselinou fosforecnoua kyselinou citrénovou. Celkovy obsah
vapniku v mléce je ptiblizné 1 200 mg.I* [3, 12, 16, 27].

Fosfor

Fosfor, stejné¢ jako vapnik, ma velmi vyznamnou roli pro stavbu kosti, zubl, ale taky
pii riznych pochodech latkové vymény. Pro Clovéka je fosfor dulezity pii odbouravani
sacharidl, pro dobrou vykonnost nervového systému a také ktvorbé kyseliny
adenosintrifosfore¢né, ktera slouzi k ziskani energie. Fosfor se v mléce vyskytuje v n€kolika
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formach. 20 % se v mléce vyskytuje jako organicky fosfat, ktery se vaze na kasein. Zbylych
80 % tvofi anorganicky fosfat. 56 % anorganického fosfatu tvoii rozpustny fosfat, ktery se
vyskytuje prevazné ve formé volnych fosfatovych iont. 44 % se vyskytuje v kaseinu jako
kalcium-fosfat. Celkovy obsah fosforu v mléce se pohybuje kolem 900 mg.I* [3, 16, 18].
Hoicik

Hoft¢ik je pritomny Vv celé fadé biochemickych funkei. Je nezbytny pii syntéze nebo hydrolyze
ATP a stabilizaci makromolekul DNA. Je také nutny k aktivaci nékterych enzymu napf.
fosfotransferaz a transferdz. Mlécnad plazma obsahuje 98-100 % veSkerého hoiciku
a 65 % z tohoto mnozstvi tvofi rozpustni forma, zbytek je pfitomen v kaseinu v koloidni formé.
Celkové mnozstvi hoi¢iku v mléce je kolem 100 mg.I™* [3, 16, 18].

Draslik a sodik

Draslik a sodik se vyznamné podili na aktivaci nékterych enzymi. Sodik aktivuje a-amylasu
a draslik aktivuje glykolytické enzymy a enzymy dychaciho fetézce. V lidském organismu
spoleéné¢ udrzuji s chloridovym iontem jako proti-iontem acidobazickou rovnovahu
a osmoticky tlak tekutin vné i uvnitt bun¢k. V mléce se nachazeji predevsim ve forme soli
kyseliny fosfore¢né a citronové. 95 % drasliku a sodiku je vdzdno v mlécném séru jako koloidni
roztok soli. Zbylych 5 % je vdzano na kasein. Mnozstvi drasliku v mléce se pohybuje kolem
1 400 mg.I"" a mnozstvi sodiku kolem 500 mg.I™ [3, 16, 18].
Stopové prvky
Stopové prvky jsou v mléce obsazeny prevdzné v organické formé¢. V membrané tukovych
kuli¢ek se nachézi Zelezo, mangan, zinek a méd. Zelezo je z poloviny vazano na lipidy
a z poloviny na bilkoviny, mé&d’, jod, selen a zinek se vaZou na mlécné bilkoviny. V mléce je
obsazen velky pocet stopovych prvkd, ty maji hlavni vyznam v aktivaci enzymu [3].

Zelezo ma v organismu rtizné funkce zaloZené na vyskytu prvku. Nejvyssi koncentrace je
v krvi, kde je Zelezo vazédno v hemoglobinu a tim se ucastni transportu kysliku. Mensi
koncentrace je v ledvinach, srdci a kosternim svalstvu, kde je Zelezo vazano v myoglobinu.
Zelezo je také nositelem u¢inku prostetické skupiny. Zinek se vyskytuje ve viech organismech
a je znamo pres 200 metaloenzymi, kde je zinek obsazen a je nezbytny pro jejich katalytickou
funkci. Polovina celkového mnozstvi zinku v organismu se nachazi ve svalové hmot¢ a tietina
V kostech. Ve vysokych koncentracich se nachéazi predevsim v kizi, vlasech, nehtech, jatrech
a v muzskych organech. Dal§im vyznamnym mikroprvkem je méd’, ktera se vaze v oxidazach
a jistym zpusobem se podili na tvorbé krve. Méd’naté ionty se nachazi, také v aktivnich centrech
nékterych enzymu napft. cytochrom-c-oxidasa, superoxiddismutasa, aminoxidasy, hydroxylasy
nebo fenoloxidazy. Meéd je nezbytna pro biosyntézu nékterych vyznamnych sloucenin
a pro efektivni vyuziti Zeleza. Vyznamnym prvkem je také mangan, ktery se povazuje za
ucinnou slozku peptidaz a transferaz. V mléce se nejvice vyskytuje v kaseinu a jeho deficit
zpusobuje zhorseni tvorby kostni tkan€, zpomaleny rist a poruchy reprodukce [3, 18].
2.2.3 Nutri¢ni hodnota mléka
Z nutri¢niho hlediska Ize povaZovat za nejlepsi mléko kravské. Je velmi vyznamnym zdrojem
nutricné dilezitych proteinli, mlééného cukru, tukili, vitaminli a minerdlnich latek. Proteiny
vV mléce dodéavaji organismu dostatecné mnozstvi esencialnich aminokyselin. Kaseinové
bilkoviny obsahuji dostatek vSech esencialnich aminokyselin, obzvlast’ lysinu, naopak oproti
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sérovym bilkovinam vykazuji nizs$i biologickou hodnotu, protoze obsah aminokyseliny
cysteinu a methioninu je nedostateCny. Kasein také znac¢né ovliviiuje rustovou aktivitu
a vykazuje u ¢loveéka ochrannou funkci pro jaterni buniky. Sérové bilkoviny maji vysoky obsah
valinu, leucinu a isoleucinu, coz ma vyznam ve stimulaci novych struktur proteint.
Stravitelnost mléénych proteind je velmi vysoka, dobie se vstiebavaji ve stievech, tudiz je
konzument miize snadno piijimat. Dale mléko obsahuje mlé¢né imunoglobuliny, které jsou
vyznamnymi protilatkami a jsou sou¢asti imunitniho systému organismu [28, 29, 31].

MIlécné lipidy jsou vyznamnym zdrojem vitamini rozpustnych v tucich, esencidlnich
mastnych kyselin a dalSich latek. Mlécny tuk je nasyceny, coz je vyhodné z hlediska détské
Vyzivy, protoze tvoii energeticky zdroj pro organismus, naopak u dospé€lé populace hrozi riziko
zvySené hladiny cholesterolu v krvi. Mléko je tedy zdrojem cholesterolu, avsak jeho obsah neni
tak vysoky jako u jinych potravin zivoc¢isného puvodu. Stravitelnost mlééného tuku je
ve srovnani S jinymi zivoc¢iSnymi a rostlinnymi tuky nejlepsi, a to diky svym fyzikalnim
vlastnostem a specifickym sloZzenim mastnych kyselin [16, 20, 28].
fyziologie vyzivy je hlavni vyznam laktozy ten, Ze pii jejim rozkladu mikroorganismy vznika
kyselina mlécnd, kterd zvySuje resorpci vapniku, vykazuje antiseptické Uc¢inky a soucasné
podporuje resorpci vitamini a aminokyselin. Laktéza umoziuje také vstfebavani
fosforu z mléka do organismu, pomaha zlepSovat traveni a mén¢ kazi zuby nez ostatni cukry
(fepny, hroznovy) [16, 20, 28].

MIéko obsahuje fadu mineralnich latek, z nichz predevsim vapnik ma mimotadné postaveni.
Ostatni mineralni latky miize organismus ziskdvat z jinych rostlinnych a zivocisnych zdroji,
avSak dostacujici mnozstvi vapniku lze ziskat pouze z mléka a mléénych vyrobkl. Mlécné
vyrobky zajisti 50-75 % celkového pfijmu vépniku, proto je dilezitd jejich
konzumace v dostate¢ném mnozstvi. Naptiklad konzumace 1 litru mléka denné pokryje celou
doporucenou denni davku fosforu a vapniku (Tab. 3) [4, 30].
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2.3 Elementarni analyza mléka

MIéko a mlécné vyrobky jsou velmi dalezitou potravou obsahujici zakladni prvky, které jsou
nezbytné pro metabolické procesy a vyvoj ¢lovéka. Priblizné 4-6 % lidské hmotnosti tvoti
mineralni prvky, které je nezbytné piijimat ve stravé. Maji velmi dulezitou roli v Zivych
systémech, at’ uz se jedna o regulaci enzymatickych aktivit, regulaci normalniho osmotického
tlaku, rovnovahu kyselin, ¢i usnadnéni membranového transportu a idrzbu nervové a svalové
soustavy. Jakékoliv zvySeni nebo nedostatek t€chto nepostradatelnych mineralnich prvkt mutze
zpusobit poruchy v celém fyziologickém systému [32].

Pii technologickém zpracovani mléka dochézi k transformacim, které mohou zménit
nutri¢ni kvalitu produktu. Je tedy zapotiebi sledovat zmény jak v priab&hu uprav, tak ve finalnim
produktu. Pro analyzu mléka je nezbytné narusit matrici, a jelikoz se jedna o komplexni systém,
je potieba vybrat vhodnou metodu tpravy vzorku v zavislosti na typu provadéné analyzy.
Metody rozkladu biologického materidlu se d€li na rozklad na suché cesté, rozklad na mokré
cesté a dalsi specifické metody. Mezi metody rozkladu na suché cesté se fadi vysokoteplotni
rozklad, kde se vyuziva napt. muflova pec, proud vzduchu nebo kysliku v zahtaté trubici nebo
spalovani ve vysokotlaké peci. Existuje také nizkoteplotni suchy rozklad, kde se pouziva
radiofrekvencni nebo mikrovinnd plazma. Pfi rozkladu na mokré cesté, ktery probiha
za zvyseného tlaku ¢i teploty, se pouzivaji smési koncentrovanych mineralnich kyselin, peroxid
vodiku, popf. jina ¢inidla [33, 34, 35].

2.3.1 Prima analyza vzorku

Pii ptimé analyze nepodléhd vzorek zaddnému rozkladu. Vzorek je pouze vhodné natedén
demineralizovanou vodou, popt. vlozen do ultrazvukové lazné a prefiltrovan pres mikrofiltr,
aby nedoslo k zaneseni komponent méticiho piistroje pevnymi ¢asticemi.

2.3.2 Rozklad na mokré cesté

Klasicky mokry rozklad probihd v pfitomnosti koncentrovanych mineralnich kyselin
pii atmosférickém tlaku za zvysené teploty. V pribéhu procesu dochazi k oxidaci matrice
ptislusnym ¢inidlem ve dvou krocich. Nejprve dochazi k naruseni matrice kyselou hydrolyzou
a jeji meziprodukty jsou pak nasledné oxidovany. Rychlost reakce zavisi na teploté, pii¢emz
maximalni teplota je ur¢ena bodem varu oxidac¢nich ¢inidel, proto také neni potieba tak vysoké
teploty jako u suchého rozkladu. Rozklad muize probihat jak v otevieném, tak v uzavieném
systému za zvySen¢ho tlaku a teploty [35].

2.3.2.1 Rozklad kyselinou dusi¢nou

K rozkladu se pouziva koncentrovana kyselina dusi¢na. Po zahtati vzorku s kyselinou vznika
Zluté zabarveny roztok a dochazi k uvolnéni NO a N20. Finalni roztok je tedy ¢iry, pokud je
bilkovina nebo dalsi komponenty, zcela nebo ¢aste¢né rozlozena. Kyselinu dusi¢nou lze také
pouzit k prostému fedéni za vzniku kyselé disperze. Zde je vSak zapotiebi rozrusit vzniklé
srazeniny v ultrazvukové lazni, kde dochazi k destrukci pevnych castic [36].
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2.3.3 Mikrovlnny rozklad

Pfi mikrovinném rozkladu dochazi efektem absorpce mikrovinné energie k zahtivani. Zahtivani
¢inidel a vzorku probihd mnohem rychleji diky specifickym vlastnostem mikrovinného zéieni.
Pfi samotném procesu se primarn¢ nezahiivaji stény nadobek, ale ohfev nastava piimo ve smeési.
Mikrovinna pec (Obr. 9) je vybavena rotorem s reakénimi nadobkami a rotace béhem procesu
zajistuje stejnou dodavku energiec do vSech nadobek. Ke vzorku se pfidava smés kyseliny
dusicné a peroxidu vodiku, ktery zde slouzi jako oxidac¢ni ¢inidlo. Na zéklad¢ interakce hmoty
a mikrovinného zareni vznika teplo, které spolu s oxida¢ni smési rozlozi organické latky [35].

Vinovod

'V AY.
Rezim

~ b
michadla

‘L‘% ‘Z% Magnetron

. ..CY\AA‘IJ
Nadob’avvv. & N\N J_j

Rotor

Obrazek 9 Schéma mikrovinné pece (upraveno podle [37])

2.3.4 Rozklad pomoci ¢inidel

K rozkladu biologickych materialti nebo rozruseni emulze se pouzivaji rizna alkalicka ¢inidla
napf. tetramethylammonium hydroxid nebo Triton X-100. Tato ¢inidla slouzi k rozkladu, popf.
rozru$eni, mlééné matrice a diky tomu dochazi k uvolnéni jednotlivych prvki, které jsou vazany
hlavné v kaseinovych bilkovinach. Jejich pouziti obvykle nevyzaduje zadné zahiivani, protoze
se jedna o technologicky jednodussi postup oproti béznym metodam [34].

2.3.4.1 Triton X-100

Triton X-100 je b&zny neiontovy surfaktant, jehoz struktura vychazi z polyoxyethylenu
a obsahuje alkylfenyl hydrofobni skupinu (Obr. 10). Neiontové detergenty maji nenabité
hydrofilni skupiny a jsou povaZzovany za mirné povrchov¢ aktivni latky, protoze narusuji vazby
protein-lipid a lipid-lipid. NenaruSuji vSak interakce mezi proteiny, jelikoz je obecné
nedenaturuji. Triton X-100 se pouziva Vv biochemickych aplikacich kizolaci komplext
membranovych proteintl, pro lyzi bun¢k za Gcelem extrakce proteinii nebo bunéénych. Triton
X-100 se uvadi jako bézné ptidavané ¢inidlo a piidava se v malém mnozstvi (cca 1 pl na 1 mg
vzorku) ke vhodné nafedénému vzorku [38, 39, 40].
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Obrazek 10 Triton X-100 [38]

2.3.4.2 Tetramethylammonium hydroxid

Tetramethylammonium hydroxid (Obr. 11) je siln¢ alkalické, ve vodé rozpustné ¢inidlo, které
dokdze rozlozit rizné druhy tkani a chemické slouceniny. Jedna se o bezbarvy az svétle zluty
roztok, ktery je misitelny s vodou a pii pokojové teploté pfipomind zapach aminu. Pii pouziti
tohoto Cinidla se nékdy doporucuje zahtivat smés pii nizkych teplotach, avSak neni to vétSinou
podminkou. Cinidlo se pouziva v malém mnozstvi (cca 0,3 pl na 1 mg vzorku), coz umoziiuje
pouzit mensi fedici objemy. TMAH je také velmi vyuzivan v procesech jako je pyrolyzni
plynové chromatografie, termochemolyza, extrakce nebo leptani organickych materidla [34,
41].

CHs ]
H;C—-N—CH; OH

CHj

Obrizek 11 TMAH [42]
2.3.5 Rozklad na suché cesté

Klasicky suchy rozklad se provadi na vzduchu v otevieném systému za atmosférického tlaku,
pfi¢emz dochazi k oxidaci organické matrice. Prvnim krokem je suSeni, ke kterému se pouZivaji
horkovzdu$né susarny, lyofilizatory nebo topné desky. DalSim krokem je zuhelnéni, kde je
vzorek vystaven teplotdm v rozmezi 200400 °C. Pti tomto kroku je dilezité zvolit vhodné
teplotné cCasovy rezim. Pfi zpopelnéni je vzorek vystaven teplotdm v rozmezi
450-550 °C, kdy je cilové teploty dosaZeno postupnym nariistem. Poslednim krokem je louZeni
popela, ke kterému se vyuzivaji napf. kyseliny dusi¢na a chlorovodikova [35].

2.4 Instrumentalni metody

Pro prvkovou analyzu se hojné vyuzivaji spektrometrické metody, které se zabyvaji méfenim
a vyhodnocovanim elektromagnetického zafeni. Metody se déli do dvou skupin, pfi¢emZ prvni
skupina je zaloZena na vymeén¢ energie mezi zkoumanou latkou a zatfenim. V druhém piipadé
nedochéazi k vymeén¢ energie, ale dochazi pouze k ovlivnéni vlastnosti zafeni, které prochéazi
danou latkou [43].

2.4.1 Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova absorpéni spektrometrie (AAS) je optickd metoda zaloZzend na absorpci
elektromagnetického zafeni volnymi atomy sledovaného prvku v plynném stavu. Méfeny
ubytek elektromagnetického zatfeni je dan mirou koncentrace volnych atomi prvku, ktery toto
zateni absorboval [44, 45].
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Jako budici zdroj se nejCastéji v AAS pouziva plamen, ktery dosahuje teploty
2 000-3 150 K. Pfi teplotach presahujicich 2 000 K se volné atomy vétSiny prvkd nachéazi
v zakladnim energetickém stavu a jakmile pohlti foton, dostanou se na jednu z vysSich
energetickych hladin. Nejvétsi pravdépodobnost maji pfechody mezi zakladnim a nejbliz§im
excitovanym stavem, kterym odpovidaji rezonan¢ni cary. Ty jsou pro atomy jednotlivych prvku
nejcitlivéjsi, zcela specifické a je jich mnohem méné nez emisnich, proto je tato metoda
jednodussi nez emisni metody [44, 45].

2.4.2 Atomova emisni spektrometrie

Atomova emisni spektrometrie (AES) je metoda zalozendA na méfeni emise
elektromagnetického zareni volnymi atomy latek, které jsou V plynném stavu za pouziti
budiciho zdroje napi. plamene. Prvky v excitaénim zdroji se atomizuji a atomy nebo ionty
prechéazeji do vyssiho energetického stavu. Pfi navratu na nizsi energetickou hladinu castice
emituji charakteristické ¢arové spektrum, pti¢emz intenzita spektralni ¢ary je umérna obsahu
prvku [44, 46].

Atomovy emisni spektrometr je slozen zbudiciho zdroje, optického spektrometru
a elektroniky s vypocetnim systémem. Budici zdroj dodava potfebnou energii pro vyvolani
emise, tim vzorek pfevadi z pevné faze nebo roztoku do plynné faze, kde nastane atomizace
a excitace elektronti. Opticky spektrometr slouzi k rozkladu emitovaného zafeni na jednotlivé
spektralni ¢ary a zaroven méfi jejich intenzitu. Pti analyze jsou vyuzivany pouze analytické
cary, coz jsou nejintenzivngj$i ¢ary spektra analyzovaného prvku, které jsou minimalné
ovlivnény jinymi prvky [44, 46].

2.4.3 Atomova fluorescen¢ni spektrometrie

Atomova fluorescencni spektrometrie (AFS) je metoda, kterd sleduje emisi zafeni plynnymi
atomy excitovanymi absorpci elektromagnetického zafeni. Vznikajici fluorescencni spektra
jsou velmi jednoduchad, a jelikoZz je excitace ¢arovym zdrojem selektivni, detekce nevyZaduje
sofistikovany opticky systém. Fluorescence je hodnocena na zdklad¢é velikosti toku
fluorescenéniho zafeni, které je vyzafovano vSemi sméry. Mezi vyznamné charakteristické
vlastnosti atomil patfi kvantovy vytézek, ktery se definuje jako podil fotontli, které jsou
reemitovany z celkového poctu absorbovanych fotonti. Vyjadiuje se tedy jako pomér
fluorescen¢niho toku a absorbovaného toku zafeni. Na rozdil od AAS se metoda AFS pouziva
méné kvili vetsi experimentalni naro¢nosti méteni [43, 45].
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Tabulka 4 Srovnadni spektralnich metod [43, 45, 47]

Metoda

Primarni zdroj

Atomizator /

Disperzni prvek

Detektor

zareni budici zdroj
vybojky s dutou | )
katodou (HLC), P amenov'y, monochromator .
. elektrotermicky fotonasobic s
AAS bezelektrodové (ETA) (Czerny-Turner, fotodiodou
vybojky (EDL), . ' Ebert, Echelle)
oo, kifemenny
laditelny laser
vybojky s dutou lamenovs
katodou (HLC), P 'y, , monochromator, o
f elektrotermicky, fotonasobic s
AFS bezelektrodové indukénd vizane (Czerny-Turner, fotodiodou
u vaz
vybojky (EDL), Ebert, Echelle)
S, plazma
laditelny laser
fotografické deska
plamen, plazma nebo film
(DCP, MIP, ICP), , .y
. ., . . monochromator, fotoelektricky
AES — elektricky vyboj , . ,
polychromator  detektor, diodové
(oblouk, lampa), pole
laser ’
y fotonasobic

2.4.4 Opticka emisni spektrometrie S induk¢éné vazanym plazmatem

Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) je metoda zalozena
na sledovani fotont, které vznikaji pfechodem valenénich elektronii z vys$Sich energetickych
stavii na niz8i V prostfedi plazmového vyboje. Je tedy méfeno zareni vznikajici zafivou
deexcitaci, které je emitovano ionty nebo atomy v excitovaném stavu. V této metod¢ se sleduji
¢arova spektra atomut prvkd, jejichz rozsah se pohybuje v rozmezi od 160 do 700 nm [46, 48].

Kazdy prvek ma charakteristické rozdily energii mezi jednotlivymi elektronovymi stavy
0 vhodném kmitoctu a energie fotonu musi odpovidat pravé tomuto energetickému rozdilu mezi
hladinami dle Planckova vztahu (2.1):

h-c
AE=h"U=T, (21)

kde h je Planckova konstanta, c je rychlost svétla, AE je energie a A je vinova délka zateni.
Absorpci fotonu vzniké atom v excitovaném stavu, ktery mtize samovolné piechazet do niz§iho
energetického stavu, pti¢emz rozdil energii pfi vyzafeni ¢i pohlceni atomu je stejny a 1isi se
pouze znaménkem [44, 45].

Opticky emisni spektrometr se sklada z nékolika ¢asti (Obr. 12). Kapalny vzorek je pomoci
automatického davkovace, ktery je pohanén peristaltickou pumpou, dopraven do zmlzovaci
komory. Je tieba podotknout, Ze nez se vzorek dostane do zmlzovace, piekonava dlouhou
transportni dréhu a také mize dochézet ke kontaminaci a naslednému zkresleni méteni kvtli
vysokému provozu a stfidani vzorkd. Jakmile se vzorek dostane do koncentrického
pneumatického zmlZovace, dochézi diky proudu argonu k trhani kapaliny na aerosol. Nasledné
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je vzorek unasen proudem pracovniho plynu do plazmatu, které je generovano v proudu argonu.
Zde je matrice pfi teplot¢ az 10 000 K odpaiena a dochazi k atomizaci, popi. ionizaci,
a excitaci elektrond v atomech do energeticky vyssich hladin. Atomy v excitovaném stavu jsou
vSak nestabilni a dochazi proto k deexcitaci na nizs§i energetickou hladinu a zaroven je
emitovano zafeni ve formé fotonu o urcité vinové délce odpovidajici Planckové rovnici (2.1).
Zateni je nasledné vedeno do optické ¢asti piistroje, kde je monochromator, ktery selektuje
zéaieni o raznych vinovych délkach a jednotlivé fotony dopadaji na detektor, kde jsou prevedeny
na méfitelny elektricky signal. Intenzita tohoto signalu je pfimo umérnad koncentraci
stanovovaného prvku v roztoku [43, 49, 50, 51].

Emitované A Difrakéni
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Zmlzovaci
komora Odpad Argon

Peristalticka
pumpa

Obrazek 12 Schéma ICP-OES (upraveno podle [49])

2.4.4.1 ZmlZovaci zavizeni

Zmlzovace jsou nejcastéji pouzivanymi zafizenimi pro upravu kapalného vzorku na aerosol.
Pfi zmlzovéni se vyuziva né€kolik druhii pneumatickych zmlzovact (Obr. 13), u kterych je
ucinnost zavisla na pratoku nosného plynu. Mezi pneumatické zmlZovace se fadi kapilarni
zmlzovace se sacim ucinkem (napt. koncentricky zmlzovac typu Meinhard) nebo bez saciho
ucinku (napf. pravouhly zmlzova¢ typu Kniseley). Dal§im pneumatickym zmlZovacem je
zmlZova¢ na Babingtonové¢ principu (zlabkovy, sitkovy, fritovy), ktery umoziuje zmlZovat
vzorky s vysokym obsahem soli, ale také suspenze nebo pevné vzorky ve form¢ prasku. Existuji
také zmlzovace, u kterych zmlzovani neni zavislé na pritoku nosného plynu napt. vysokotlaka
tryska, hydraulicky vysokotlaky, tepelny (termosprej) nebo ultrazvukovy zmlZzova¢ [43, 50,
52].
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Obrazek 13 Schéma pirimého napojeni zmlZovace na plazmovou hlavici (upraveno podle [53])

Pneumatické zmlzovace vyuzivaji vysokorychlostni plynové toky k vytvoreni aerosolu. Ten
vznika tak, ze do koncentrického zmlZovace je pfiveden vzorek, ktery je proudem argonu trhan
na malé kapicky za vzniku aerosolu. Pro vstiikovani do plazmatu jsou vhodné kapicky
ovelikosti pouze do 10 um. Mezi zmlzovaéem a hofakem je tedy mlzna komora, ve které
dochézi k Gipravé aerosolu. Dochézi k oddéleni malych ¢astic aerosolu od velkych na zakladé
pusobeni odstfedivé a gravitacni sily. Existuje n¢kolik typt mlznych komor napft. cyklonova
komora, konickd komora s kulovitym impaktorem nebo komora dle Scotta. V soucasné dobé
se vyuziva zejména cyklonova komora (Obr. 14), jelikoZz zajiStuje vétSi G€innost pienosu
vzorku a ma krat$i dobu promyvani. Aerosol s vhodnou velikosti ¢astic putuje do plazmové
hlavice a zbytek je odvadén do odpadu [43, 50, 52].

Aerosol

Zmlzovaéd

| %?4— Vzorek

Argon

Odpad

Obrazek 14 Cykionova mizna komora (upraveno podle [54])

2.4.4.2 Vznik indukéné vazaného plazmatu

Plazma je ionizovany, makroskopicky neutralni plyn, ktery vznika ionizaci atoma plynt napf.
argonu. Volné elektrony a ionty vykazuji v plazmatu kolektivni chovéni, coZ znamena,
7e nabité Castice ovliviiuji chovani dalSich nabitych c¢éstic. Kineticka energie je volnym
elektronim ICP vyboje (Obr. 15) doddvana pomoci elektromagnetického pole indukcni civky
a vyboj ICP je iniciovan ionizaci jiskrovym vybojem. Civka obklopuje vrchni ¢ast hotéku, je
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pifipojena k vysokofrekvenénimu generatoru, ma obvykle tfi zavity a je chlazena vodou.
Elektrony jsou vzniklym elektromagnetickym polem urychleny a svou energii pfedavaji
atomim plynu (argon) a tim dochazi k lavinovité ionizaci plynu. Plazmova hlavice izoluje
plazma od indukéni civky a usmériuje tok vnéjSiho plazmového plynu, ktery je zdrojem
plazmového vyboje. Stiedni plazmovy plyn slouzi k izolaci plazmatu od prostfedniho kanalu.
Nosny plyn (argon) vnasi aerosol vzorku do plazmového budiciho zdroje [43, 49, 55, 56].

Centralni (analyticky) kanal

) Indukéni oblast
Elektromagnetické pole

\ +——— Indukéni civka
Iniciace vyboje

sl

Stiedni plazmovy plyn Vnéjsi plazmovy plyn

I 4= Plazmova hlavice

Nosny plyn s aerosolem
Obrazek 15 Vyboj ICP (upraveno podle [55])

2.4.4.3 Opticky systém
Opticky systém je soucasti spektrometru, ktery slouzi k separaci zareni na zaklad¢ vlnovych
délek. Do spektrometru pfichazi polychromaticky paprsek, ktery vychazi z excitovaného
vzorku ve zdroji. Paprsek vstupuje §térbinou opticke Casti piistroje a pomoci disperzniho prvku
je rozlozen na monochromatické paprsky, které jsou dale fokusovany na detektor [43, 49].
Jako disperzni prvek slouzi hranol nebo miizka. Hranolové pfistroje 1épe rozliSuji blizké
¢ary v oblasti kratSich vlnovych délek, tudiz se vyuzivaji pro sledovani ¢arovych spekter v UV
oblasti pod 400 nm. Naopak pfistroje s optickou miizkou lze vyuZzit pro Siroké rozmezi
vlnovych délek UV, viditelné i1 blizké infraervené oblasti, protoZe disperze neni zavisla
na vlnové deélce. RozliSovaci schopnost pfistroje je zavisla na rozliSovaci schopnosti
disperzniho prvku a jejim ukolem je rozpoznat vinové délky dvou ¢ar. Pro analyzu na OES je
vyzadovana vysoka rozliSovaci schopnost [43].

2.4.4.4 Detekce

K detekci zéateni Ize pouzit fotoelektrickou detekci nebo fotografickou, kterd se vSak v dnesni
dobé& témét nevyuziva. Fotoelektricka detekce je zaloZena na pfevodu energie optického zarena
na elektrickou energii. OES s fotoelektrickou detekci maji bud’ sekvenéni, nebo simultanni
uspotradani. Sekvencni uspofaddani obsahuje oto¢ny monochromator s jednim nebo dvéma
fotonasobici. Simultanni uspotadani vyuziva pevnych miizkovych monochromatort, kde jsou
pevné umistény vystupni Stérbiny jednotlivych spektralnich ¢ar a fotondsobi¢. Lze tedy méfit
vice vybranych spektralnich ¢ar najednou [43, 45].
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2.4.45 Interference

Metoda ICP-OES je zatizena Cetnymi interferencemi, které jsou velmi podstatné, protoze je
registrovano velké mnozstvi ¢ar. Interference mohou byt spektralniho ptivodu, nebo dasledkem
vysoké koncentrace prvki nebo slozek matrice. Spektralni interference byvaji vyvolany jinymi
¢arami neb0 posunem intenzity pozadi a Ize je eliminovat napf. nalezenim jiné analytické cary
prvku nebo pouzitim korelacnich faktort, které jsou ziskany experimentalné. Déle to mohou
byt nespektralni interference, které jsou vyvolané rozdily ve viskozité a povrchovém napéti
kalibracnich roztokli a vzorku. Fyzikalni interference lze minimalizovat rGznymi metodami
napf. zfedénim vzorku, Gpravou matrice nebo pouzitim vnitinich standardu [43, 57].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1 Chemikalie
Tabulka 5 Prehled pouzivanych chemikdlii

Chemikalie Vyrobce Vzorec CAS
TMAH SIGMA-ALDRICH CsN13NO 75-59-2
Triton X-100 SIGMA-ALDRICH CuH-0(C,H.O)n  9002-93-1
Kyseliny dusi¢na ANALYTIKA, spol. s.r.o. HNOs3 7697-37-2
Peroxid vodiku VWR International H202 7722-84-1
CRM European Reference

(suSené odstiedéné mléko) Materials

Standardni roztoky prvka ANALYTIKA, spol. s.r.o.

3.1.2 Pomiicky a pristroje

Laboratorni sklo

Mikropipeta FINNPIPETTE, ThermoScientific
Analytické laboratorni vahy SATORIUS, Entris
Filtra¢ni papir VWR, porovitost 12—15 um
Nylonovy mikrofiltr Agilent, pérovitost 0,45 um

Opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Ultima 2, HORIBA

Scientific (Tab. 6)

Vodni lazen

Ultrazvukova lazen KRAINTEK, K5
Mikrovlnna pec Milestone MLS 1200 mega
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Tabulka 6 Technické specifikace ICP-OES [58]

Generator: radiova frekvence 40,68 MHz
Chladici systém: typ GenCo pro chlazeni generatoru a civky
Odsavani: pfimé odsavani napojené na plazmovou komoru

pln¢ demontovatelny hotak,
pramér injektoru 3 mm,

Plazma: .
pratok plazmového plynu 12 L.min,
pritok nosného plynu 0,2 1.min
Cerpadlo: tiikanalova peristaltickd pumpa
MIlZna komora: cyklonové, koncentricky sklenény zmlzovac
ohniskova vzdalenost 1 m, termoregulovatelny,
. , rozlisené optické miizky 2 400 g.mm™,
tick t
Opticky system optické rozliSeni pro 460-320 nm < 5 pm a pro
320-800 nm < 10 pm
VInova délka 160-800 nm
Detekce: Dual PMT s HDD® systémem

3.1.3 Charakteristika materialu

Jako analyzovany material bylo pouzito ¢erstvé ovéi, kravské a kozi mléko z domaciho chovu
(Tab. 7). Jako CRM pro validaci bylo pouZito susené odstiedéné mléko ERM®-BD150.

Tabulka 7 Informace o analyzovaném materidlu

Miéko Misto chovu Datum podojeni Datum analyzy
Kravské Ttebétice, Zlinsky kraj 25. 5. 2020 26. 5. 2020
Kozi Tucapy, Zlinsky kraj 25. 5. 2020 26.5. 2020
Ov¢i Trnava, Zlinsky kraj 24.5. 2020 26. 5. 2020

3.1.4 Uprava vzorku k analyze

Pted analyzou byl vzorek upraven riznymi metodami, aby bylo dosazeno co nejlepSich
vysledkd. Upravovan byl jak CRM pro validaci metody, tak realné vzorky mléka. Pro validaci
metody bylo vzdy odvazeno 20 mg CRM s piesnosti na 4 desetinna mista a pro piipravu
pracovnich roztokl byly pouzity odmérné baiiky o objemu 50 ml. Pro analyzu realného vzorku
byl vzdy odpipetovan 1 ml mléka, zvdzen s piesnosti na 4 desetinna mista a pro piipravu
roztokl byly pouzity odmérné baiiky o objemu 25 ml.
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3.1.4.1 Stanoveni vody v CRM titra¢né podle Karl-Fishera

U CRM bylo potieba stanovit obsah vody, protoze obsah prvkii ve vzorku je vztazen na susinu
a vlhkost materidli mize ovlivnit métfeni. Obsah vody byl stanoven titracné¢ metodou podle
Karl-Fishera. Do suché, prazdné a zvazené nadoby bylo odpipetovano 20 ml bezvodého
methanolu a nésledn¢ byla nddoba zvazena a hmotnost zaznamenana. Do dalsi nddobky bylo
navazeno 0,5 g CRM s presnosti na 4 desetinna mista, bylo piidano 20 ml bezvodého methanolu
a nadobka byla zvazena a hmotnost zaznamenana. Takto pfipraveny vzorek byl ponechan
Vv ultrazvukové lazni 15 minut pii teplot€¢ 50 °C. Po vychladnuti bylo injekéni stiikackou
odebrano 5 ml vzorku a ptefiltrovano pres strikackovy filtr do suchych vialek. K samotné titraci
byly pouzity stiikacky s jehlou. Do titra¢ni cely pfistroje bylo nadavkovano mnozstvi standardu
vody o presné hmotnosti. Tato hmotnost byla vlozena pomoci klavesnice do pfistroje
a potvrzenim nastavenych hodnot byla zahajena titrace. Po ukonceni titrace byl zobrazen obsah
vody na klavesnici v %. Stejnym zptisobem byl proméien vzorek CRM. Na zakladé¢ ziskanych
hmotnosti a obsahu vody z pfistroje byl vypoc¢itan obsah vody ve vzorku dle vzorce (3.1).

(WHZO,_,,C - WHZOM) *(Mprvzeon — Mp)
(mb+vz - mb)

Witzo = (3.1)

3.1.4.2 Prosté iFedéni

Pti prostém fedéni vzorku bylo navazené mnozstvi CRM kvantitativné pifevedeno do dané¢ho
objemu a doplnéno po rysku destilovanou vodou. Takto vznikly roztok byl ponoifen na 5-10
minut do ultrazvukové 14zné&, aby byly zhomogenizovany nezadouci castice. Vzorek byl pred
analyzou prefiltrovan pomoci mikrofiltru a injekéni stfikacky.

3.1.4.3 Priprava kyselé disperze

Pro ptipravu kyselé disperze byla pouZita kyselina dusi¢na o koncentraci 1 mol.I"t. Vypodtem
bylo zjisténo, Ze na piipravu 250 ml 1M HNOs, je zapotiebi 16,8 ml 67% HNOs. Do kadinky
S destilovanou vodou bylo postupné pfidavano odméfené mnozstvi kyseliny a takto vznikly
roztok byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky na 250 ml a doplnén destilovanou vodou
po rysku. Takto pfipravenym roztokem byl kvantitativné pteveden CRM do daného objemu
a doplnén 1M HNO3 po rysku. V ptipadé realného vzorku bylo odpipetované mnozstvi mléka
ptevedeno 1M HNO3 do daného objemu a doplnéno 1M HNO3 po rysku. Pied analyzou byl
roztok zfiltrovan pies papirovy filtr a nasledné ptes mikrofiltr.

3.1.4.4 Pridavek ¢inidla TMAH

Do zkumavky bylo kvantitativné pfevedeno odvazené mnozstvi CRM do 1 ml vody. K této
smési bylo pfidano ¢inidlo (na 1 mg vzorku 0,3 pl ¢inidla) a obsah zkumavky byl zahtivan
40 minut ve vodni lazni pii 60 °C. Roztok ve zkumavce byl po zahtati kvantitativné preveden
do daného objemu a doplnén destilovanou vodou po rysku.

3.1.45 Pridavek ¢inidla Triton X-100

Do objemu byla kvantitativné prevedena navazka CRM. Nasledné bylo pfidano 20 pl ¢inidla
(na 1 mg vzorku 1 pl ¢inidla) a baika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Takto
pfipraveny vzorek byl jesté¢ pfed analyzou zfiltrovan pies mikrofiltr. Pfi pfipravé realného
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vzorku bylo mnozstvi mléka kvantitativné pfevedeno destilovanou vodou do daného objemu,
nasledn¢ bylo pfidano cinidlo a banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Pred
analyzou byl roztok zfiltrovan ptes papirovy filtr a nasledné pres mikrofiltr.

3.1.4.6 Mokry rozklad

Do odmémé banky byl odvazen CRM a bylo pfidano 10 ml koncentrované kyseliny dusi¢né.
Obsah odmérné banky byl ndsledné 30 minut zahiivan ve vodni ldzni pti 100 °C. Po vychladnuti
byl obsah odmérné banky doplnén destilovanou vodou po rysku. V piipadé realného vzorku
bylo odméfené mnozstvi mléka odpipetovano do odmérné baiiky o objemu 25 ml a bylo ptidano
10 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Roztok byl zahiivan 30 minut ve vodni l4zni pti 100 °C
a po ochlazeni byla banka s roztokem doplnéna destilovanou vodou po rysku. Pied analyzou
byl vzorek piefiltrovan pies papirovy filtr a nasledné pies mikrofiltr.

3.1.4.7 Mikrovinny rozklad

Do nadobek urcenych pro mikrovinny rozklad byl navaZen CRM a bylo pfidano 6 ml
koncentrované HNOz a 2 ml H20z. Pfipravené vzorky byly rozlozeny za podminek uvedenych
Vv tabulce 8. Po ukonceni rozkladného programu a vychladnuti nddobek byl jejich obsah
kvantitativné pfeveden destilovanou vodou do odmérné bailkky o objemu 50 ml a doplnén
destilovanou vodou po rysku.

Tabulka 8 Nastaveni rozkladného programu

Krok Cas [min] P¥ikon [W]
1 1 250

2 1 0

3 5 250

4 5 400

5 5 650

3.1.4.8 Zpopelnéni

Navazka CRM byla spalena v elektrické peci pti 500 °C po dobu 2 hodin. Vznikly bily popel
byl kvantitativné pieveden 1M HNO3z do daného objemu a doplnén destilovanou vodou po
rysku.

3.1.5 Priprava standardnich roztoki

Pred experimentdlnim méfenim byla vytvofena fada kalibracnich roztokii ze standardnich
roztokd s vlastnostmi uvedenymi v tabulce 9. Vypocétem bylo zjisténo, ze pro ptipravu 25 ml
zasobniho roztoku o koncentraci 100 mg.I je potieba 2,5 ml standardniho roztoku
o koncentraci 1 g.I"t. Kalibra¢ni roztoky o nizsich koncentracich byly pfipraveny rozfedénim
zasobniho roztoku.
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Tabulka 9 Informace o kalibracnich roztocich

Kalibraéni rozmezi Koncentrace standardu Odchylka
Prvek 4 1 -1
[9.1] [9.1] [9.1"]
Na, K, Ca 10-100 10 0,02
Mg, P 10-100 1 0,002
Mn, F, Zn, Cu 1-10 1 0,002

3.1.6 Analyza prvkii a vyhodnoceni dat

Analyzované prvky byly méfeny na ptistroji ICP-OES pii danych vinovych délkach (Tab. 10).
Vysledky méfeni byly zpracovany v programu MS Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA).
Nejistoty méfeni byly uréeny na zakladé konfiden¢niho intervalu na hlading spolehlivosti 95 %.

Tabulka 10 Prehled vinovych délek merenych prvkii

Prvek VInova délka [nm]
Ca 393,366 / 422,673
K 766,490

Mg 285,213

Na 588,995

P 213,620 /214,914
Cu 327,396

Fe 259,940

Mn 257,610

Zn 206,191

Pred kazdym méfenim byla provedena optimalizace pfistroje, kterd probihala pfi specidlné
nastavenych parametrech pfistroje (Tab. 11). Naméfena hodnota koncentrace byla vztazena
na navazku piepoctem dle (3.2).

c'V
Cm = 7, (32)
kde cm je koncentrace prvku ve vzorku, c je koncentrace prvku v roztoku, V je objem vzorku
a m je hmotnost navazky.
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Tabulka 11 Pracovni parametry pristroje

Prutoky plynu:

stinici plyn 0,78 I.mint
plazmovy plyn 14,10 l.mint
pomocny plyn 0,27 l.min*

Piikon generatoru:

makroprvky 1 200W, 1 000W
mikroprvky 1 300W

Pritok plynu na zmlZovaéi: 0,83 I.min't
Tlak plynu na zmlZovacdi: 3,01 bar
Integracni ¢as: 0,5s

Pocet opakovani méfeni jednoho vzorku: 5
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Validace metody pro elementarni analyzu

Validace metody byla provedena na certifikovaném referenénim materialu ERM®-BD150.
Pomoci vyse uvedenych metod byl material upravovan tak, aby vytéznosti jednotlivych metod
upravy vzorku odpovidaly deklarovanym prumérnym hodnotam v CRM (Tab. 12). Nejistota
CRM je rozsitena o faktor pokryti k = 2 odpovidajici urovni spolehlivosti asi 95 %.

Tabulka 12 Prvkové zastoupeni v CRM

Makroprvky Koncentrace [g.kg?]
Ca 13,90 £ 0,80
K 17,00 £ 0,70
Mg 1,26 + 0,10
Na 4,18 +£0,19
P 11,00 £ 0,60

4.1.1 Stanoveni makroprvki po pripravé disperze

Vzorky byly métfeny za riznych podminek nastaveni pracovniho pfistroje (ptikon generatoru
1 000W a 1 200W). Nekteré prvky byly méfeny pii riznych vinovych délkach, konktrétné
vapnik (Ca 1 =393,366 nm; Ca2=422,673 nm) a fosfor (P 1 =213,620 nm; P 2=214,914 nm),
protoze vytéznosti pii méteni s ptivodnimi vinovymi délkami nekorespondovaly s hodnotou
uvadénou v CRM, musely byt zvoleny sekundarni vinové délky. Z vysledka a grafu (Obr. 16)
vyplyvd, Ze zména pracovniho nastaveni pfistroje ICP-OES se v namétfenych hodnotach
vyrazné neprojevila. Naopak pii odlisné upravé vzorku lze zpozorovat vyraznéjsi rozdily,
a to zejména pii stanoveni drasliku a fosforu. Zatimco pfi stanoveni drasliku vykazuje lepsi
vysledky tprava pomoci kyselé disperze, u fosforu vyssi koncentraci prvkll jednoznaéné
vykazuje prosté fedéni, protoze nedoslo k vysrazeni proteinu, ve kterém je fosfor vazany [59].
Z rozptylu chybovych tsecek u vétSiny prvkt (kromé Ca a K) je patrna ptesnost méfenti,
ale vysledky CRM (krom¢ Mg a Na) piesto nekoreluji s hodnotami CRM. Stanovena
koncentrace vapniku a drasliku je mnohem nizsi neZ koncentrace CRM uvadéna vyrobcem
(Tab. 12). To je zptsobeno tim, Ze prvky jsou vazany na velké molekuly v mléce, které mohly
byt odseparovany v mlzné komote. Pro vapnik, hot¢ik, sodik a draslik se jevi jako lepSi metoda
upravy kysela disperze, protoze kyselina uvolni i prvky vazané na proteiny v mléce [59].
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Obriazek 16 Srovnani vysledkii prostého redeni a kyselé disperze pri piikonu 1 000W

4.1.2 Stanoveni makroprvki p¥i pouziti ¢inidel

Z vysledku (Tab. 13) je patrné, ze v ptipadé méfeni vapniku pii vinové délce 393,366 nm (Ca 1)
byla zaznamenana mnohem vyssi vytéznost pii pouziti ¢inidla Triton X-100. Naopak u fosforu
a drasliku jsou vysledky ptiznivéjsi pti pouziti ¢inidla TMAH. V grafu (Obr. 17) jsou srovnany
koncentrace prvkd a je patrné, ze kromé koncentrace vapniku a drasliku, nejsou rozdily
koncentraci ostatnich prvku statisticky vyznamné na zakladé rozptylu chybovych tsecek a lze
tedy pro méfeni téchto prvki pouzit obé metody Gpravy vzorku. Z hlediska ¢asové naro¢nosti
upravy vzorku je vyhodnéjsi pouziti ¢inidla Triton X-100, protoze pii pouziti ¢inidla TMAH je
potfeba vzorek 30 minut zahtivat. U analyzy hoiciku a sodiku pomoci ¢inidel jsou vysledky
srovnatelné s vysledky ziskanymi analyzou obou disperzi. Pfi analyze fosforu pomoci ¢inidel
jsou vysledky srovnatelné pouze s prostym fedénim, nebot’ u kyselé disperze byla vytéznost
fosforu vyrazné nizsi. U drasliku je zaznamenana vyssi vytéZznost pti analyze kyselé disperze.
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Obrazek 17 Srovnani vysledkii pri pouziti cinidel pri prikonu 1 000W
4.1.3 Mineralizace vzorku

Z vysledki (Tab. 13) a grafu (Obr. 18) je patrné, Ze nejefektivnéj$i metodou pro analyzu
drasliku, sodiku a vapniku méteného pii vinové délce 422,673 nm (Ca 2) je mokry rozklad,
protoze pfi této metodé bylo dosazeno nejlepsiho vytézku. I ptesto byla dosazena vytéznost
relativné nizka, pohybovala se v rozmezi 79-87 %. Naopak vytéznost drasliku pii pouziti
mokrého rozkladu byla nejvyssi ze vsech metod (87,5 %). Pouzity zptisob mineralizace vyrazné
neovliviioval vytéZznost hot¢iku. Mineralizace na suché cesté poskytovala dobré vytéznosti pro
vSechny prvky krom¢ vapniku a drasliku, podobné jako mikrovinny rozklad je i mineralizace
na suché cesté Casové naro¢na. Rozdily vytéznosti mezi metodami mineralizace vzorku u
vapniku, sodiku a hot¢iku jsou statisticky nevyznamné, coz lze usoudit na zakladé velikosti
chybovych usecek.
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Tabulka 13 Prehled vyteznosti makroprvkit CRM pri riizné upravé vzorku [%]

Prosté Kysela ) Mokry MW
Analyt  odeni disperze  TON TMAH o lad rozklad
5;3 366/ 771+86/ 781+32/ 90,6+23/ 705+10,2/ 79,1+31 782+21
' + + + + + +

422673 819+85 850+38 629+69 71,0+92 873+30 832+23
K 736+88 833+33 567+65 618+126 895+52 79,7+19
Mg 1089+55 1175+2,2 111,7+20,0 1088+4,1 1105+78 120,1+1,1
Na 938+56 949+118 72,7+94 847+48 1044+82 97,1+1]1
;13 620/ 986+4,7/ 729+23/ 895+38 915+4,0/ 934+57/ 90,2+44/
214’914 986+45 732+25 900+36 913+39 967+28 912+45

Na zakladé vysledkl namétenich pfi pouZiti referencniho materidlu a zvazeni casové
naroc¢nosti byly vybrany 3 metody pro pfipravu vzorki mléka pied analyzou pomoci ICP-OES.
Mezi vybrané metody pattil mokry rozklad, pfidavek ¢inidla Triton X-100 a ptiprava kyselé
disperze. Nejlepsi vytéznost vapniku byla zaznamenana pii pouziti ¢inidla Triton X-100.
Nejvyssi vytéznost drasliku a sodiku byla zaznamenana pti mokrém rozkladu. Pfi analyze
hot¢iku bylo vzdy dosazeno vice jak 100 % vytéznosti, takze pro jeho analyzu jsou vhodné
vSechny metody. Pii analyze fosforu vykazovalo nejvyssi vytéznost prosté fedéni, ale u
ostatnich analytti nebyly dosazeny dostate¢né hodnoty vytéznosti, tudiz nebyla tato metoda
zvolena.
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4.2 Analyza vzorki mléka

Mineralni prvky se v mléce vyskytuji jako anorganické ionty a soli. Chemickd forma
minerdlnich prvki je dilezita, protoze urcuje jejich absorpci ve stievé a jejich biologické
vyuziti. Mineralni slozeni mléka neni konstantni, protoZe zavisi na fazi laktace, nutricnim stavu
zvifete a okolnich a genetickych faktorech. Mléko a mlé¢né vyrobky jsou dalezitym zdrojem
mineralnich latek a v evropskych zemich piedstavuji 10-20 % denniho pfijmu potravy [59].
Vybranymi metodami uGpravy vzorku byly proméfeny vybrané makroprvky a mikroprvky
vV mléce.

Tabulka 14 Koncentrace prvkii v mléce [59]

Koncentrace prvki v mléce [mg.kg]

Makroprvky

Kravské Kozi Ovéi
Ca 1070-1 330 1 060-920 1 360-2 000
K 1440-1 780 1 350-2 350 1740-1 900
Mg 90-160 100-210 80-190
Na 400-580 340-500 290-310
P 630-1 020 920-1 480 80-1 450

Koncentrace prvki v mléce [pg.kg]

Mikroprvky

Kravské Kozi Ov¢i
Cu 2-30 11 11-88
Fe 30-70 36-75 60-100
Mn 1,3-4,0 5,5 5,3
Zn 242 415 74-145

4.2.1 Kravské mléko

V tabulce 15 je uveden ptehled naméfenych koncentraci prvkd v Cerstvém kravském mléce,
které bylo upravovano vybranymi metodami. Z vysledkl je patrné, ze pro analyzu byla
nejvhodnéjsi iprava pomoci kyselé disperze, protoze vysledky odpovidaji hodnotam, které jsou
udavany v literatuie v tabulce 14. Po tupravé vzorku kyselou disperzi byl obsah vapniku
stanoven na 1 266 + 58 mg.kg™. Upravou pomoci piidavku &inidla Triton X-100 a mokrého
rozkladu byla stanovena mnohem niz8i koncentrace vapniku, coz je v rozporu s piedchozi
analyzou CRM, protoze pti validaci se mokry rozklad jevil jako nejlepsi metoda. Podle
literatury (Tab. 14) se obsah vépniku pohybuje v rozmezi 1 0701 330 mg.kg™?, coZ spliiuje
pouze uprava vzorku pomoci kyselé disperze [59]. Obsah drasliku se nepodafilo stanovit
v rozmezi podle tabulky 14 ani jednou metodou, nejvice se vSak piiblizuje hodnota koncentrace
1291 + 83 mg.kg™ pti tipravé pomoci kyselé disperze. Optimalni mnozstvi hot¢iku a fosforu
bylo stanoveno pfi Upraveé vzorku vSemi ttemi metodami. MnoZstvi sodiku bylo opét dosazeno
pouze pii upravé pomoci kyselé¢ disperze. Co se tykd koncentraci mikroprvki, tak jejich
koncentrace v mléce jsou velmi malé.
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Tabulka 15 Prehled koncentract prvkii v kravském mléce

Koncentrace [mg.kg?]

Prvek
Kysela disperze Triton X-100 Mokry rozklad
Ca 1266 + 58 826 + 67 720 + 23
K 1291+83 1087 +£123 905 + 42
Mg 149+ 6 135+8 119+3
Na 455 + 23 284 + 27 273+4
P 638 + 22 857+ 73 762 + 38
Cu 0,73+0,11 0,09 +£0,89 0,31 +0,07
Fe 5,27 +1,59 2,01 +0,97 1,00+ 0,41
Mn 0,28 £0,04 0,11 +£0,03 0,16 £ 0,01
Zn 5,97 + 3,08 1,48+ 0,79 3,08 +£0,10
1600
m Kyseld disperze
1400 H Triton X-100
1200 1 Mokry rozklad
¥
wo 1000
E
(]
§ 800
t
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S 600
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400
200

Ca

Mg
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Obrazek 19 Porovndni vysledkit makroprvkii analyzy kravského miéka
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4.2.2 Kozi mléko

Z vysledkti méfeni (Tab. 16) a porovnani s literaturou je patrné, Ze pro analyzu koziho mléka
byla nejlepsi metoda pomoci kyselé disperze (Obr. 20). Pii analyze vapniku bylo dosazeno
optiméalnich hodnot pouze u kyselé disperze, kde byla koncentrace stanovena na
1 733 + 126 mg.kg™. Pfi analyze drasliku a hoi¢iku bylo dosazeno optimalnich hodnot pti viech
upravach vzorku ve srovnani s literaturou [59]. Analyza sodiku vykazuje nelepsi vysledky pii
pouziti kyselé disperze, kde byla jeho koncentrace stanovena na 509 + 43 mg.kg™. Naopak pii
analyze fosforu byly dosazeny lepsi vysledky pfi pouziti ¢inidla a pfi mokrém rozkladu, avSak
vysledky se ani u jedné metody nepiiblizily hodnotam uvadénych v literature. Co se tyka
analyzy mikroprvkl, tak mezi vysledky jednotlivych metod jsou velké rozdily a néckteré
vysledky jsou zatizeny statisticky vyznamnou chybou. Pfi analyze médi za pomoci pridavku
¢inidla se nepodaftilo zachytit zddnou koncentraci prvku ve vzorku, nebot” se zfejmé nachazi
pod limitem detekce metody a neslo znatelné rozlisit analyticky signal od Sumu pozadi.

Tabulka 16 Prehled koncentraci prvkit v kozim mléce

Koncentrace [mg.kg?]

Prvek
Kysela disperze Triton X-100 Mokry rozklad

Ca 1733+£126 998 + 66 876 + 22
K 1840+ 39 1619 £ 46 1376 + 88
Mg 252+ 77 163+ 7 147 £ 3
Na 509 £ 43 304 £179 247 + 4
P 676,22 + 33 797 £ 15 778 £21
Cu 1,41+ 0,56 - 0,29 £ 0,16
Fe 2,66 £ 0,46 1,53+0,19 0,28 £ 0,04
Mn 0,54 £0,26 0,09 £ 0,000 9 0,15+ 0,03
Zn 3,65+ 0,56 0,22 £0,29 1,91+0,26
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Obrazek 20 Porovnani vysledkit analyzy makroprvkii koziho mléka
4.2.3 Ov¢i mléko

V tabulce 17 se nachazi piehled koncentraci prvk v ovéim mléce. Z vysledk je patrné, Ze
za nejlepSi metodu Upravy vzorku Ize povaZzovat kyselou disperze, kdy koncentrace vapniku,
drasliku, hot¢iku a sodiku vykazuje nejoptimalnéjsi hodnoty ve srovnani s hodnotami
v tabulce 14. Avsak Koncentrace drasliku nedosahuje ani v jednom pfipadé upravy vzorku na
hodnoty udavané v literatufe [59]. Naopak koncentrace fosforu je vyrazné vyssi pii Gpraveé
pomoci ¢inidla a mokrého rozkladu. Naméfené koncentrace makroprvki pii upravé vzorku
pomoci mokrého rozkladu a ptidavku ¢inidla jsou velmi podobné a na zakladé rozptylu méteni
je patrna presnost méteni (Obr. 21). Koncentrace mikroprvki byly naméfeny V nizkych
hodnotach, coz bylo opét ovlivnéno tpravou a nafedénim vzorku.
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Tabulka 17 Prehled koncentraci prvkii v ovéim mléce

Koncentrace [mg.kg]

Prvek
Kysela disperze Triton X-100 Mokry rozklad
Ca 1680+ 119 1255 +65 1239+19
K 1007 +£113 842 + 19 831 + 32
Mg 2267 + 65 195+ 4 193+7
Na 515+ 90 373+12 368 + 18
P 943 + 13 1440 + 100 1422 + 35
Cu 0,57 +0,16 0,047 + 0,03 0,46 £ 0,27
Fe 1,46 + 0,45 1,59 + 0,09 0,56 +£0,23
Mn 0,30 £ 0,19 0,11 +£0,03 0,17 £ 0,03
Zn 7,98 +£1,33 5,07 £ 0,83 7,44 +£0,32
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1800 -
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1600 -
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Obrazek 21 Porovnani vysledkii analyzy makroprvkit ovéitho miéka
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4.3 Porovnani jednotlivych druhi mléka

V tabulce 18 jsou porovnany koncentrace prvka v kravském, kozim a ovéim mléce upraveném
pomoci kyselé disperze. Koncentrace prvkil ziskané pomoci této metody vykazovaly nejlepsi

vysledky u vSech druhi mléka. Nejvyssi koncentrace vapniku, drasliku, hotciku, médi

a manganu obsahuje mléko kozi. Nejvyssi koncentraci sodiku, fosforu a zinku obsahuje mléko
ov¢i a nejvyssi koncentraci zeleza obsahuje mléko kravskeé.

Tabulka 18 Srovnani koncentraci prvkii v riiznych druzich mléka

Koncentrace [mg.kg?]

Prvek
Kravské Kozi Ov¢i

Ca 1266 + 58 1733+ 126 1680 + 119
K 1291+ 83 1840+ 39 1007 + 113
Mg 149+ 6 252 £ 77 227 £ 65
Na 455 £ 23 509 £ 43 515+ 90
P 638 + 22 676 £33 943 + 13
Cu 0,73+0,11 1,41 £0,56 0,57+ 0,16
Fe 5,27+ 1,59 2,66 £ 0,46 1,46 £ 0,45
Mn 0,28 £ 0,04 0,54 £ 0,26 0,30+ 0,19
Zn 5,97 + 3,08 3,65+ 0,56 7,98 + 1,33

Nejvice konzumovanym mlékem je mléko kravské, avSak z nutri¢niho hlediska se jevi jako

nejvhodnéjsi mléko kozi, protoZe podle vysledki obsahuje mnohem vyssi koncentrace jak
makroprvka, tak mikroprvkia. Nasleduje mléko ov¢i, které podle vysledku obsahuje vyznamné

mnozstvi fosforu a zinku. V kravském mléce je obsazeno nejméné prvki, ale za to obsahuje

vyznamné mnoZzstvi Zeleza.
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5 ZAVER

V této praci bylo diskutovano prvkové slozeni riiznych druhtt mléka. Mléko obsahuje velké
mnozstvich esencidlnich prvka, které je nutné ptijimat v potravé. Pii nedostatku téchto latek
mohou nastdvat problémy v lidském organismu. Je tedy nezbytné nezaneviit na konzumaci
mléka i v dospélém véku, ackoliv je mléko uréeno priméarné ke krmeni mlad’at savct. Cilem
prace byla analyza mléka od prvovyrobce.

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo provést validaci metody pro analyzu mléka
a nasledn¢ analyzovat kravské, kozi a ovéi mléko a porovnat tato mléka mezi sebou z hlediska
obsahu prvki. Pro validaci bylo zvoleno susené odstiedéné mléko ERM®-BD150, které bylo
upravovano pomoci disperze, mineralizaci a pfidavkem c¢inidel. Z disperzi byla pouzita kysela
disperze a prosté fedéni, pticemz lepsi vytéznosti vétSiny prvki vykazovala kysela disperze.
Z mineraliza¢nich metod byl pouzit mokry, suchy a mikrovinny rozklad a u vétSiny prvki byla
stanovena velmi podobna vytéznost u vSech tii metod. AvsSak z hlediska ¢asové naro¢nosti
procesu piipravy vzorku byl pro analyzu mléka zvolen mokry rozklad. Pfi analyze vzorkt po
ptidani ¢inidel TMAH a Triton X-100 byly vytéZznosti vétSiny prvkl veelku srovnatelné, avSak
pfi analyze vapniku byly vysledky jednozna¢né€ nejlepsi po pfidani ¢inidla Triton X-100 a to ze
vSech pouzitych metod. Pro dal$i analyzu byl tedy zvolen Triton X-100 a to i diky Casové
nenaro¢nosti ptipravy vzorku. Vysledky validace jsou shrnuty v tabulce 13.

Pro upravu realného vzorku mléka byly tedy zvoleny metody tipravy vzorku pomoci kyselé
disperze, mokrého rozkladu a pridavku ¢inidla Triton X-100. Nejvétsi podil prvka byl vétsSinou
naméfen v mléce po Gpravé pomoci kyselé disperze a na zakladé vysledka této metody byly
srovnany vsSechny tfi druhy mléka. Po srovnani vSech druhd mléka v tabulce 18 je patrné, ze
nejvice biogennich prvki je obsazeno v mléce kozim, avSak v porovndni s literaturou by mélo
nejvice prvki obsahovat mléko ovéi. To muze byt ovlivnéno tim, Ze kazdy druh mléka byl
odebran od jiného prvovyrobce, takze zvifata méla odliSny zpasob Zivota napf. potravu,
ustajeni, podnebi a hygienu. Velkou roli mohlo hrat také stafi nebo stadium laktace, protoze
konkrétné ovce byla pfi odebirani vzorku v kone¢ném stadiu laktace.

Vysledky této prace ukazaly, Ze prvkova analyza mléka pomoci ICP-OES neni jednoduchou
disciplinou a pii analyze se mize vyskytnout celd fada problémi. Pro zdokonaleni vysledkt
a ovefeni by bylo potieba provést dalsi optimalizaci metody a konkrétné u analyzy mikroprvki
by bylo vhodnéjsi pouzit citlivejsi instrumentalni techniku.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS

ACP

AES

AFS

ATP
CRM
DNA
HDD
ICP
ICP-OES

NAD
NADP
OES

PMT
TMAH
UHT
uv

Atomova absorp¢ni spektrometrie
(Atomic Absorption Spectroscopy)
Protein pfenasejici acyly

(Acyl carrier protein)

Atomova emisni spektrometrie
(Atomic Emission Spectroscopy)
Atomova fluorescencni spektrometrie
(Atomic Fluorescence Spectroscopy)
Adenosintrifosfat

Certifikovany referencni material

Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

Vysoka dynamicka detekce (High dynamic detection)

Indukéné vazané plazma (Inductively coupled plasma)

Opticka emisni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem
(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry)
Nikotinamid adenin dinukleotid

Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

Opticka emisni spektrometrie
(Optical Emission Spectroscopy)
Fotonasobi¢ (Photomultiplier)

Tetamethylammonium hydroxid
Ultra vysoka teplota (Ultra-high tempereature)

Ultrafialové zafeni (Ultraviolet Light)
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