UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2018 Daniela Hrancikova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Syry a jejich antioxida¢ni vlastnosti

Daniela Hranc¢ikova

Bakalatska prace
2018



University of Pardubice

Faculty of Chemical Technology

Cheese and its antioxidant properties

Daniela Hran¢ikova

Bachelor work

2018









Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracoval samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem v
praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzit¢ literatury. Byl jsem sezndmen s tim, Ze se na moji
praci vztahuji pradva a povinnosti vyplyvajici ze zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon,
zejména se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti
této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k
uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita
Pardubice opravnéna ode mne pozadovat ptiméieny prispévek na uhradu ndkladt, které na

vytvofeni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zdkona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a 0 zmén¢ a
doplnéni dalSich zadkonl (zékon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich piedpist, a smernici

Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné a

prostiednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 20.6. 2018

Daniela Hranéikova



Dékuji svému vedouci bakalaiské prace, doc. Ing. Liboru Cervenkovi, Ph.D., za odborné vedeni
v prub¢hu experimentu, cenné rady, diskuse a pfipominky béhem zpracovani m¢é bakalaiské
prace. Dale bych chtéla podékovat doc. Ing. Martinu Adamovi, Ph.D. za pomoc pii vypracovani
experimentu. Pod¢kovani ovSem patii i mé rodiné¢ a pratelim, ktefi mé podporovali pfi

vytvareni této prace a v prubéhu celého studia.



ANOTACE

Tato bakalarska prace je vénovana antioxidacnim vlastnostem syrti. Teoreticka ¢ast obsahuje
struény popis technologii, slozeni a déleni syrt. Déle jsou zde popsany antioxidacni vlastnosti
mléka a syrti. V praktické ¢asti byly analyzovany vzorky syru gouda v pribéhu zrani. U téchto
extraktd téchto vzorkl byla stanovena schopnost vychytavat H>O», obsah fenolickych latek

antioxidac¢ni aktivita pomoci metod DPPH a ABTS.
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TITLE

Cheese and its antioxidant properties

ANNOTATION

Thesis deals with antioxidant propeties of cheese. The teoretical part describes technology,
composition and types of cheese. There is also information about antioxidant properties of milk
and cheese. In the practical part, samples of gouda cheese were analyzed at diferent stages of
ripenning. Futhermore, the total content of phenolic substances, ability to scavenge H>O> and

antioxidant activity by means of DPPH and ABTS radical scavenging assays were determined.
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Uvod
V poslednich desetiletich se zvySuje mnozstvi poznatkii a tirovent znalosti o tloze volnych
radikala pti oxida¢nim stresu u zivych organismii. Volné radikaly, které vznikaji v buiikach,
maji fadu fyziologickych funkci (napf. UCast v protizanétlivych reakcich, v procesu
fagocytozy). V soucasnosti se jim vénuje velka pozornost a sleduje se jejich negativni ptisobeni
na organismus pii fadé onemocnéni. Jde predevsim o kyslikové a dusikové radikaly. Tyto
radikaly ptisobi na biologicky vyznamné slouceniny, ptedevs§im lipidy, bilkoviny a vyznamné

slou€eniny, pfedevsim jejich strukturu a tim modifikuji jejich funkei.

Jednou z moznosti, jak organismus chranit pted vlivem volnych radikalt je plsobenim
antioxidantl. Podle ji klasické definice jsou antioxidanty molekuly, které¢ — jsou-li pfitomny
v malych koncentracich ve srovnani s latkami, jezZ by méli chranit. Mohou zabranovat nebo

omezovat oxidacni destrukci téchto latek (1).

Antioxidanty mohou byt definovany jako latky, které kdyz jsou pfitomny v potravinach,
oddaluji, kontroluji, nebo inhibuji oxidaci. Oxida¢ni stabilita mléka a mléEnych produktl je
dilezitd pro mlékarensky primysl. Oxida¢ni procesy v mléce mohou vytvorit pachut’ nebo
zhorSeni nutri¢ni kvality. Na druhou stranu mlékéarenské produkty mohou mit ptiznivy vliv pro
konzumenta vlivem antioxida¢nich vlastnosti. Mléko a mléné vyrobky obsahuji fadu
lipofilnich 1 hydrofilnich antioxidantli. Hlavni antioxidanty v mlééném tuku jsou konjugovana
kyselina linoleova, vitamin A, vitamin E a B-karoten. Naopak hydrofilni antioxidanty v mléce

jsou predevsim peptidy vznikajici v prubéhu zrani a enzymy pfitomné ve velkém mnozstvi (2).

Cilem této bakalafské prace je popsat pfiCiny antioxidacnich vlastnosti syrt a také

experimentalné zméftit vliv doby zrani syra na jeho antioxida¢ni kapacitu.

13



1  Prirodni syry
Syr je vyhlaskou €. 379/2016 Sb. definovan jako mlécny vyrobek vyrobeny vysrazenim mlécné
bilkoviny z mléka ptisobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagula¢nich ¢inidel, oddélenim

podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim (3).

Syry piedstavuji tradi¢ni produkty, které clovek poznal jiz pred 8000 lety. Jsou to Cerstvé nebo
prozralé vyrobky ziskané oddélenim syrovatky po koagulaci mléka s riznou tucnosti. Syry tedy
v sob¢ koncentruji zakladni slozky susiny mléka. Do syrovatky piechdzi vétSina vody, laktozy,
bilkoviny syrovatky a c¢aste¢n¢ soli. Na vyrobu jednoho kilogramu syra je potieba kolem deseti
litrG mléka.

Jednim z davodi, pro¢ se mléko zacalo zpracovavat na syry, je jejich delsi trvanlivost.
Prodlouzeni trvanlivosti spo¢iva ve fermentaci laktézy predev§im na kyselinu mlé¢nou, snizeni

vodni aktivity a pH, pfispiva téz nizky redoxni potencial a ptidavek soli (4).

1.1 Technologické operace pri vyrobé syri
Pt1 ptijmu mléka jsou nejdiive odstranény mechanické necistoty filtraci nebo centrifugaci. Poté
nasleduji dal§i operace zahrnujici upravu mléka pied syfenim, vlastni syfeni, zpracovani

syfeniny a zrani (4).

U mléka se provadi fada operaci, které vedou ke sniZzeni poc¢tu mikroorganismi 1 jejich spor.
Pasterace mléka zajist'uje zdravotni nezavadnost syri. Pro vyrobu se nejastéji pouziva Setrnd
pasterace, obvykle zahiev na 74 °C po dobu 15 vtefin. Vyssi pasteracni zdhfevy mohou byt
problematické, protoZe se zhorSuje syfitelnost mléka a oddé&lovani syrovatky (5). Pomoci
procest baktofugace a mikrofiltrace 1ze z mléka odstranit také mikroorganizmy, které nejsou
béZznymi pasteraénimi zakroky inaktivovany a mohly by zpiisobit vady zejména u zrajicich
syri. Baktofugace vyuziva k odstranéni bakterii a spor odstiedivou silu, pii mikrofiltraci mléko

protékd membranou s pory o velikosti pfiblizné 0,5 pm.

Kazdy syr je charakterizovan ur€itou hodnotou tuku v suSin€, proto se v ndvaznosti na
tepelného oSetfeni provadi také standardizace tu¢nosti mléka. Homogenizace mlécného tuku se
u zrajicich syrt zpravidla neprovadi. Do syrafského mléka se pridava chlorid vapenaty, ktery
zlepSuje syfitelnost a zvySuje pevnost vzniklého gelu. Je mozné aplikovat dusi¢nan draselny,

ktery omezuje dufeni syrt, zptisobené ¢innosti koliformnich bakterii (4).
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Ptidavek zakysovych kultur bakterii mlécného kvasSeni je nezbytnym ptedpokladem vyroby
vSech tvarohtl i syrti. Bakterie upravuji kyselost mléka, pomahaji fermentaci laktézy a ucastni
se proteolytické a lipolytické aktivity v pribéhu zrani, coz utvaii senzorické vlastnosti. Vyrazny
je také jejich vliv na texturu a konzistenci.

Kli¢ovou operaci pti vyrob¢ syra je koagulace mlécnych bilkovin (5). Kasein se z mléka srazi
jednak pfii snizeném pH na hodnotu blizkou izoelektrickému bodu, jednak ptisobenim enzym.
V prvnim piipadé mluvime o tzv. kyselém srazeni, které¢ se uplatiuje jen u nékolika syri,
piredevsim u tvarohil (4). Ve druhém ptipad¢€ jde o tzv. enzymatické srazeni, kdy se vyuziva
enzym chymosin, piipadné jiny enzym s podobnou koagula¢ni aktivitou. V pfitomnosti Ca®"
iontli pak dochézi ke koagulaci kaseinu (5). Proces srazeni vede ke vzniku syrového zrna, kdy
se od néj oddéli syrovatka a déale se zpracovava. Zakladni faze zpracovani jsou krajeni, michéni,

dohtivani, dosouseni, prani a formovani syrového zrna.

Dalsim krokem je soleni, které ma vliv nejen na vyslednou chut, ale ovliviiuje aktivitu kultur a
enzymu pii zrani syri. Sil zvySuje osmoticky tlak v prostoru mezi zrny a pisobenim na

bilkoviny zvySuje mnozstvi uvolnéné syrovatky. Solenim se také zpevni povrch syra.

Proces zrani piedstavuje komplexni souhrn zmén, kdy syr ziskavéa typicky vzhled, konzistenci,
chut’, vlini a sloZeni (4). Délka zrani zrajicich syri se pohybuje od n¢kolika dni (mozzarella) aZ
po nékolik let (Parmigiano-Reggiano). V pribéhu zrani se vyviji chutové i texturni vlastnosti
jednotlivych druht syrt. Dochazi k fadé biochemickym reakcim jako naptiklad k rozlozeni
laktozy, uvolnéni mastnych kyselin z triacylglycerolt a degradaci kaseinové matrice za vzniku
peptidil a volnych aminokyselin. Finalni produkty proteolyzy a lipolyzy déle podstupuji zmény,

které piispivaji k chuti a viini produktu (6).
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1.2 Nutri¢ni a chemické sloZeni syru
Syry se nejcasteji vyrabeji z mléka kravského, koziho, ovciho, buvoliho a jiné. Typické slozeni
kravského mléka je uvedeno v tabulce 1. Chemické slozeni (obsah kaseinu a tuku predevs§im)

mléka urcuji vlastnosti syru (7).

Tabulka 1: Primérné hodnoty slozeni kravského mléka (7)

slozka priumérné procentuilni zastoupeni slozky [%]
voda 87,3

laktoza 4,7

tuk 3,9

kaseinové proteiny | 3,4

sul 0,7

Kravské mléko obsahuje ptiblizné 3,5-4,5 % (hmotnostnich) lipidi, z ¢ehoz ptiblizné 97-98 %
tvoti triacylglyceroly. Triacylglyceroly jsou slouceniny obsahujici trojsytny alkohol, na ktery
jsou excentricky navazany tfi mastné kyseliny. Pomér nasycenych, mononenasycenych a
polynenasycenych mastnych kyselin ¢ini v kravském mléce lze zapsat ve tvaru
1,00:0,35: 0,07 (8).

Energetickou hodnotu syrii podstatnym zpiisobem ovliviiuje standardizace obsahu tuku. Je
mozné standardizovat i obsah bilkovin pomoci ultrafiltrace nebo pfidavkem koncentratu
bilkovin. Eliminuje se tak sezonni variabilita obsahu bilkovin v mléce.

V priabéhu zpracovani je oddélena syrovatka. Tato operace vyrazné méni sloZeni a nutri¢ni
charakteristiku produktu. Syrovatkou je odvadéna velka ¢ast vody a laktézy a také do ni
prechézi syrovatkové bilkoviny. V rizném mnoZstvi pfechazeji do syrovatky také vitaminy:
40-70 % vitaminu Bi2, 55-75 % vitaminu B a kyseliny pantothenové, 70-80 % riboflavinu a

biotinu, 80-90 % thiaminu, kyseliny nikotinové, listové a askorbové (5).

1.3 Kilasifikace syri
Klasifikace syrti podle vyhlasky ¢islo 379/2016 sbirky klasifikuje syry podle tady kritérii,
ptiklady kritérii jsou obsah tuku v susin¢ (Tabulka 2), konzistence ve vztahu k obsahu vody v

tukuprosté hmot€ syra (Tabulka 3) nebo zplisobiim zrani syra (Tabulka 4).
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Tabulka 2: Klasifikace ptirodnich syra podle obsahu tuku v susing (3)

Syr Tuk v suSiné [% hmotnostni] *
Vysokotu¢ny nejméne 60,0

Plnotucny nejméné 45,0

Polotucny nejméne 25,0

Nizkotucny nejméne 10,0

Odtu¢nény méné nez 10,0

* Obsah tuku v susin€ v procentech hmotnostnich se stanovi podle nasledujiciho vzorce [Rovnice 1]:

. . hmotnost tuku [g] [1]
% hmotnosti tuku v suSiné = 100 - hmotnost vody [g] x 100

Tabulka 3: Klasifikace pfirodnich syrt podle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté
hmoté€ syra (3)

Syr % VVTPH* (= voda v tukuprosté hmoté syra)
Extra tvrdy nejvice 47,0

Tvrdy 47,0 az 54,9

Polotvrdy 55,0 az 61,9

Polom¢kky 62,0 az nejvice 68,0

Mekky vice nez 68,0

* VVTPH = voda v tukuprosté hmoté syra, ktera se stanovi podle nasledujiciho vzorce [Rovnice 2]:

hmotnost vody v [g] [2]
VVTPH = 100
100 - hmotnost tuku [g] X

Tabulka 4: Klasifikace ptirodnich syrii podle zrani (3)

Syr zrajici

Syr Charakteristika
nezrajici

Syr Cerstvy :
termizovany
na povrchu

s mazem na povrchu

v celé hmoté

z toho Plistiovy syr

s plisni na povrchu

s plisni uvnitt hmoty syra

dvouplisiiovy
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1.4 Antioxida¢ni vlastnosti prirodnich syri

Antioxidanty v potravinach hraji dilezitou roli v potravindiském pramyslu diky své schopnosti
neutralizovat volné radikaly. Mohou mit také preventivni charakter (9). Neutralizuji volné
radikaly tim, Ze pfejdou do formy volného radikalu, ktery je vSak staly a neni schopen
pokracovat v fetézové reakci (10).

Z chemického pohledu se volné radikdly vztahuji na jakoukoliv molekulu s neparovym
elektronem ve vnéjsi elektronové vrstvé. Prave tato konfigurace je zodpovédna za vysokou
reaktivitu téchto sloucenin. Pritomnost takto vysoce reaktivnich volnych radikalt
v biologickych systémech je pfimo spojena s oxida¢nim poskozenim, které vedou k zavaznym
fyziologickym problémim. Volné radikaly, které se nej€astéji vyskytuji v Zivych systémech,
jsou reaktivni formy kysliku (superoxidové radikdly, hydroxylové radikdly) a reaktivni

slouceniny dusiku (9).

1.5 Oxidaéni reakce

Oxidacni reakce jsou hlavni pficinou zhorSeni kvality potravin, které vedou k degradaci a
odmitnuti produktu zakaznikem. Oxidace mlze zptisobovat nepfiznivé aroma a zluklou chut’,
zménu anebo ztratu barvy. Dalsi dileZity faktorem je schopnost oxida¢nich produktl vyvolat
zdravotni rizika. Lipidové oxidace také miiZze sniZovat nutricni hodnotu potraviny (11).
V potravinach mize probihat n€kolik typti oxidaénich reakci lipidt jako naptiklad autooxidace
vzdusnym kyslikem, oxidace singletovym kyslikem a oxidace tézkymi kovy ve vyssi valenci

(10).

Primarnimi produkty oxidace lipidi jsou hydroperoxidy, které jsou nestabilni a dale se
rozkladaji rzné sekundéarni produkty. Sekundarnimi produkty oxidace jsou alkany, alkeny,

aldehydy, ketony, alkoholy a estery (12).

1.5.1 Autooxidace vzdusnym kyslikem

Autooxidace mastnych kyselin je nejbéznéjSim typem oxidacni reakce za podminek
pfichazejicich v uvahu pfi zpracovani nebo skladovani potravin. Pfi béznych teplotach se
vzdusnym kyslikem oxiduji pouze nenasycené kyseliny, kdy je odstépeni vodiku pomérné
snadné. Piedevsim jde o vodik z methylenové skupiny sousedici s dvojnou vazbou. Stépeni
vazby C-H v nasyceném uhlovodikovém fetézci vyZaduje znacnou energii, proto pii bézné
teploté neptichazi v uvahu. Autooxidace uhlovodikového fetézce mastnych kyselin a také

jinych uhlovodikt je radikélova fetézcova reakce probihajici ve tfech stupnich (10).
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Prvni stupen zahrnuje vznik volného vodikového radikalu (atom vodiku, He) a volného radikalu
mastné kyseliny (Re), které vznikaji st€épenim kovalentni vazby C-H uhlovodikového fetézce

(10). Reakci Ize popsat nasledujici rovnici [Rovnice 3]:

RH — Re + He 31

Tyto radikaly mohou reagovat s dalSimi slozkami potravin (11). Energii potiebnou ke Stépeni
vazby mize molekula mastnych kyselin ziskat z riiznych zdrojt, napiiklad o energii tepelnou,
ozéfeni ultrafialovym nebo radioaktivnim zafenim nebo viditelnym svétlem.

Vznikly volny radikdl mastné kyseliny (Re) je velmi reaktivni, takze se snadno slouci
s molekulou kysliku, ktera je vlastné biradikdlem. Tim vznikne peroxylovy radikal (ROOs).
Reakce je popséna nasledujici rovnici [Rovnice 4].

Re + 02 — ROO-" 41

Peroxylovy radikal je opét velmi reaktivni, takze odStépi atom vodiku z dal$i molekuly
nenasycené¢ mastné kyseliny. Vznikne hydroperoxid (ROOH) a dalsi volny radikal mastné
kyseliny (Re) [Rovnice 5].

ROO+ + RH — ROOH + Re 151

Reakce [2,3] pfedstavuji propagacni stupen. Tyto reakce se mohou prob&hnout jednou, nebo se
proto autooxidaci lze popsat jako fetézovou reakci. Reakce volného radikélu mastné kyseliny
s kyslikem je mnohem rychlej$i neZ reakce peroxylového radikélu s uhlovodikovym fetézcem
lipidu. Peroxylovy radikal reaguje s molekulou lipidu pomémé pomalu, a tato reakce proto
urcuje rychlost autooxidace.

Tteti stupen autooxidacni reakce nastdvd v momentu, kdy je koncentrace volnych radikalt
v reakénim systému dostate¢né vysokd. Dva volné radikdly spolu reaguji za vzniku
neradikalniho, pomérné stabilniho produktu a tim fetéz ukonc¢i. Terminacni reakce lze zapsat
pomoci nasledujicich rovnic [Rovnice 6-8].

2 Re > R-R [6]

R+ +ROO+ — ROOR 7l

ROO+* -ROOR + Oy L8]
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Za omezeného piistupu kysliku, kdy rychlost autooxidace zavisi na jeho parcidlnim tlaku, jsou
hlavnimi radikdly v systému radikaly mastné kyseliny (R¢) a hlavni terminacni reakci je jejich
rekombinace. Za dostatecného pfistupu kysliku rychlost reakce na jeho parcialnim tlaku
nezavisi. Vznika tak vice peroxylovych radikalti (ROO¢), hlavnimi termina¢nimi reakcemi jsou
rekombinace radikalii mastnych kyselin s peroxylovymi radikdly a vzajemné rekombinace

peroxylovych radikalt (10).

1.5.2 Fotooxidace

Fotooxidace zahrnuje pifimou reakci svétlem aktivovaného singletového kysliku
s nenasycenymi mastnymi kyselinami a naslednou tvorbu hydroperoxidti [Rovnice 9].
V nejstabilngjsi tripletové struktufe neni kyslik velmi reaktivni s nenasycenymi slozkami.
Fotosenzibilni autooxidace tak zahrnuje reakci dvojné vazby a singletového kysliku
produkovaného svétlem v pfitomnosti senzibilatori jako napiiklad chlorofyl, erytrosin.
Oxidace pomoci singletovym kyslikem se liSi od autooxidace v tom, ze nejde o radikdlovou

fetézovou reakci.

Isenzibilizator+hv — ! senzibilizator* [9]

- 3senzibilizator* + 30, — lsenzibilizator+30,

1.5.3 Oxidace katalyzovana kovy
Mnoho pftirodnich oleji obsahuje kovy jako kobalt, Zelezo, hof¢ik a méd’, které mayji
prechodovou valenci tzn. redukuji se pfijetim jednoho elektronu. Maji znacné prooxidacni

vlastnosti pti lipidické oxidacni reakei (11).

Kovy jsou ve své vyssi valenci M™+D+ iniciatory autooxidaéni reakce. Kovy mohou iniciovat
oxidaci mastnych kyselin reakci s kyslikem. Vznikly aniont superoxidového radikélu (O ¢~2)
muze produkovat ztratou elektronu singletovy kyslik [Rovnice 10] nebo muze reakci

s protonem vytvortit peroxylovy radikal, ktery je iniciatorem fetézové reakce [Rovnice 11].

10
Mn++02—>M(n+1)++O"2—) 102 [ ]

Ml’l++02_> M(n+l)++o.—2 N OH. [1 1]

Mala skupina hydroperoxidl je vyrobena kovy s pfechodovou valenci miize zptsobit rozklad

diive vytvotenych hydroperoxidi pomoci neparovych elektroni (11).
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Nekteré kovy (Fe,Cu a Ni) katalyzuji ve své niz$i valenci rozklad hydroperoxidii na alkoxylové
radikaly. Tim ptechdzeji do své vyssi valence a ve vyssSi valenci katalyzuji zase rozklad

hydroperoxidl na peroxylové radikaly a ptechdzeji do nizsi valence [Rovnice 12,13] (13).
M™*+ROOH — RO +OH +M®+D) [12]

13
M@+D+4 ROOH - ROQe +H+M"* [13]

Vzniklé alkoxylové (RO¢) a peroxylové (ROQOe) radikaly zvysuji rychlost autooxidacni reakce

.......

1.5.4 Inhibitory oxidace

Prevenci Ize minimalizovat nebo zpomalit oxida¢ni reakce lipidi. Mezi preventivni opatieni
patii minimalizace pfitomnosti kysliku a katalytickych kovi nebo snizeni ucinnosti téchto
faktori (11). Jako inhibitory oxidace oznacujeme vsechny latky, které snizuji rychlost oxidace
bez ohledu na mechanismus jejich plisobeni. Tyto latky lze zatadit mezi antioxidanty. Patfi
k nim chelatotvorné latky a slouc¢eniny rozkladajici hydroperoxidy neradikalovou cestou. Také
latky stabilizujici hydroperoxidy mohou snizovat reakéni rychlost, protoze brzdi tvorbu

volnych radikali (10).

1.6 Antioxidanty

Antioxidanty mohou byt definovany jako latky, které kdyz jsou pfitomny v potravinach,
oddaluji, kontroluji, nebo inhibuji oxidaci. V organismu antioxidanty sniZzuji riziko

degenerativnich onemocnéni vznikajici z oxida¢niho stresu.

Mnoho slozek se mize chovat jako antioxidanty a neni jenom jedna cesta, jak je rozd¢lit.
Antioxidanty mohou byt klasifikovany podle zdroje, funkce, mechanismu reakce nebo také

chemické struktury.

Podle zdroje mizeme antioxidanty rozdélit na pfirodni, syntetické a syntetické, které jsou
identické s ptirodnimi. Pfirodni antioxidanty jsou pfirozenou soucasti vétSiny rostlin. Jejich
ptiklady jsou polyfenoly, karotenoidy, kyselina askorbovd a tokoferoly. Syntetické
antioxidanty jsou chemicky syntetizovany, ale musi podrobeny toxikologickému rozboru, aby
mohli byt pouzity pro lidskou vyZivu. Tyto antioxidanty mohou byt produkované ve stejné
molekularni podobé¢ stejné jako antioxidanty produkované piirodni cestou, nebo mohou byt
vyrobeny jako derivaty téchto sloucenin. Derivaty jsou na identické s pfirodnimi pfeménény az

po poziti. Pfikladem je kyselina askorbova a jeji soli (11).
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Podle mechanizmu, miizeme antioxidanty délit na primarni a sekundéarni. Primarni antioxidanty
jsou slouceniny, které mohou darovat atom vodiku nebo elektron za ucelem prerusit fetézovou
reakci volnych radikalt volnych radikali, jde o tzv. vychytavace volnych radikalt (FRS = free
radical scavengers). Darovanim atomu vodiku nebo elektronu se oxidovany antioxidant stane
radikdlem (FRSe). Tento radikdl md mnohem mensi energii a stane se nepouzitelnym pro
pokracovani fetézové reakce. Fenolové antioxidanty stejné jako kyselina gallova, tokoferoly
nebo karnosova kyselina funguji jako primarni antioxidanty (14). Dale je znazornéna reakce
FRS s alkoxylovym a peroxylovym radikalem [Rovnice 14].

ROOQOe+ / RO+ + FRS — ROOH / ROH + FRSe [14]

Chemické vlastnosti FRS véetné energie vodikové vazby, rezonance delokalizaci, schopnost
oxidace, stejné jako energie kone¢ného radikalu, maji vliv na antioxida¢ni aktivitu FRSe.
Antioxidac¢ni radikaly jsou stabilizovany delokalizaci nesparovanych elektronii kolem
fenolového kruhu do stabilni formy stabilizujici rezonanéni hybrid a konecnou tucast

v terminacni reakci koncici u neradikalnich dimert. [Rovnice 15]

[15]
FRSe + FRS+ — FRS — FRS

Toto znamena, Ze kazdy FRS je mozny inaktivovat nejméné dva radikaly, prvni je inaktivovan
reakci FRS s peroxylovym radikdlem a druhy kdyz FRSe za¢nou terminacni reakci s jinym

peroxylovym radikalem (13).

Druhou skupinu tvofi sekundéarni antioxidanty, oznacované také jako preventivni antioxidanty.
Jde o slouceniny, které nepterusuji radikalovou fetézovou reakci, ale piisobi preventivné proti
vzniku radikalnich sloucenin. Jejich funkce spociva ve zpomaleni lipidovych oxidacnich reakci
preménovat hydroperoxidy na neradikalové produkty. Lze tak piedejit reakci hydroperoxida
s kovy, kdy se tvoii hydroxylové a alkoxylové radikaly, které by mohly odebrat vodik z lipida
a generovat radikaly a rozsifit tak propagacni fetézec. Proto je dulezité hydroperoxidy odstranit
(14). Priklady chelat prooxidujici kovové ionty mizZe byt ethylendiamintetraoctova kyselina
nebo kyselina citronova. Mezi sekundarni patii také ty, které deaktivuji reaktivni kyslik, jejich

ptikladem je B-karoten (11).

Uloha antioxidantu tedy spociva ve zkraceni autooxidacniho fetézce a zvySeni rychlosti
terminacnich reakci. Pfi reakci se antioxidant spotiebovava. Kdyz je vSechen antioxidant

spotfebovan, zacne autooxidace probihat tak, jako by zaddné antioxidanty nebyly pfitomny.
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Antioxidanty tedy nemohou uplné¢ zastavit autooxidacni reakci, jen ji zpomalit, v idedlnim

.....
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Obrézek 1: Vliv ptidavku antioxidantu na prab¢h antioxidaéni reakce (10)

Na Obrazku €.1 je znazornén pribéh reakce bez antioxidantu (kfivka 1) a v jeho ptitomnosti
(ktivka 2). Jde o zavislost mnozstvi hydroperoxidii mastnych kyselin na ¢ase. Je zfejmé, ze
antioxidanty prodlouzi indukéni periodu (I1,I2), ale nemaji vliv na rychlost nasledujici rychlé
oxidace. Pomér délky indukéni periody inhibované a neinhibované reakce se nazyva protekéni

faktor. Nejcastéji se vyjadiuje v % zvyseni stability (10).

1.7 Oxidacni procesy probihajici v mléce a syrech

Oxidacni stabilita mléka a mléénych produkti je diileZitd pro mlékarensky primysl. Oxidacni
procesy v mléce mohou vytvotit pachut’ nebo zhorSeni nutri¢ni kvality. Na druhou stranu
mlékarenské produkty mohou mit ptiznivy vliv pro konzumenta vlivem antioxidacnich

vlastnosti (15).

V mléce podléhaji oxidaci nenasycené mastné kyseliny, glycerofosolipidy a triacylglyceroly.
Triacylglyceroly se v mléce téméf nevyskytuji ve volné formé, ale jsou uspofadany do tzv.
tukovych kulicek. Jedem mililitr mléka obsahuje obvykle az 10'° tukovych kuli¢ek. Tato jemna
emulze piedstavuje povrch tukovych kuligek pfiblizné na 0,10 m? v jednom ml mléka (8). Maji
velky povrch, coz usnadnuje jejich oxidaci. Oxidacni produkty jsou velmi dulezité z hlediska
jejich toxicity. Kromé toho peroxylové radikaly, generované v pribehu lipidické oxidace, nici

karotenoidy a vitaminy rozpustné v tucich a zplsobuji jejich nutriéni ztratu (16).

Oxidace mléka se obvykle vyviji ttemi mechanismy: svétlem indukované, indukované kovy a

spontanni. Vyrobky balené v polyethylenu jsou hlavni pfi¢inou svétlem indukované oxidace.
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Kovove indukovana oxidovana ptichut’ se vyviji v pfitomnosti pfirozené se vyskytujicich kovu
v mléce. M&d’ miize piimo reagovat s tripletovym kyslikem a fenolovymi slou¢eninami, kdy se
tvoti reaktivni formy kysliku a hraji hlavni roli pii dalSim kroku autooxidace. Vznik spontanné
oxidované chuti nebyl v mléce identifikovan, ale jeho vyskyt byl spojen s genetickou
predispozici a soubéznou piitomnosti polynenasycenych mastnych kyselin a vysokymi

hladinami médi v mléce (17).

1.8 Antioxidacni vlastnosti mléka a syrii

Mlécné antioxidanty, at’ uz lipofilni nebo hydrofilni, ovliviiuji oxida¢ni a antioxidacni
rovnovahu v lidském téle. Lipofilni antioxidanty se vyznacuji vysokou tepelnou stabilitou a
jsou aktivni ve vSech mléénych vyrobcich. Lipofilni i hydrofilni antioxidanty interaguji

v procesu deaktivace reaktivnich sloucenin kysliku a kone¢nych produktt peroxidace lipidi.

1.8.1 Lipofilni antioxidanty
Hlavni antioxidanty v mlééném tuku jsou konjugovana kyselina linoleova, vitamin A, vitamin

E a B-karoten. DalS§imi slozky s antioxidacnimi vlastnostmi jsou vitamin D3 a fosfolipidy.

Nejvice aktivni antioxidant v mlééném tuku je konjugovana kyselina linolova (CLA
conjugated linoleic acid), kterd je charakteristickd konjugovanymi dvojnymi vazbami. CLA se
vyskytuje ve 28 polohovych a geometickych izomerech, které se lisi polohou dvojnych vazeb
a konfiguraci cis a trans izomert. Izomery s vysokou biologickou aktivitou zahrnuji cis10,

trans-11 a trans-10, cis-12 CLA - struktura tohoto izomeru je zndzornéna na Obrazku ¢.2.

Obrazek 2: trans-10, cis-12 konjugovana kyselina linolova (18)

Mnozstvi CLA se mize u mlécnych vyrobkl se mize zvysit v disledku technologickych
procest jako naptiklad zahfev, aerace a mikrobidlni fermentace (2). Prace zabyvajici se
zkoumani mnozstvi CLA v pribéhu zrani syrt (19) potvrdila nartst mnozstvi CLA izomert
cis, trans-isomery (10,12), Trans, trans-isomery (12,14; 11,13; 10,12; 9,11), a trans, trans-

isomery (8,10; 7,9) v pribéhu zrani v odbdobi sesti mésic.
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MIléko neni bohatym zdrojem vitaminu E (0,3-0,83 pg na g tuku), pfi¢emz maslo ma jiz vyssi
obsah vitaminu E (18-35 pg na g tuku). Vitamin E se nachézi v membranach tukovych globuli.
V priabehu skladovani obsah vitaminu E klesa. Obsah vitaminu E v mléce je ur€ovan slozenim
krmiva dojnice. Mléko od krav, které maji pastevni potravu maji mnohem vyssi obsah vitaminu
E, nez kdyz jsou krmeny obvyklym krmivem pouzivanym ve stdjich. Mléko obsahuje pouze a-
tokoferol, ktery ma nejvySsi antioxidacni kapacitu z tokoferolti. Strkutura molekuly a-

tokoferolu je znazornéna na Obrazku ¢. 3.

Obrazek 3: a-tokoferol (20)

Hlavni biologicka funkce vitaminu E v lidském téle je prevence oxidace membran lipida a
lipoproteini pfitomnych v plazmé a vychytavani vyolnych nebo peroxylovych radikala.
Vitamin E také zvysSuje aktivitu antioxida¢nich enzymu (peroxidaza, transferdza, glutathion
reduktaza). Béhem peroxidace lipida (v biologickych membranach a lipoproteinech) interaguje
a-tokoferol (TOH) s peroxidovymi zbytky za vzniku relativné nereaktvinich a stabilnich
tokoferolovych radikalti [Rovnice 16]. Tokoferolovy radikal (TO¢) miiZe interagovat s jinymi
volnymi radikaly nebo se miZe vazat na peroxidové radikaly a tim ukoncit tak radikalovou

reakei (2).
LOOe (lipidovy radikal) + TOH —TO¢« + LOOH (lipidovy hydroperoxid) [16]

Kazdy tokoferol je schopny neutralizovat dva peroxylové radikaly v disledku téchto reakci.
Radikal TO- je relativné stabilni, a reaguje rychle s LOO+ a pomalu s LH. Kromé& zachyceni
tvorby hydroperoxidu se ukazalo, ze tokoferoly stabilizuji vzniklé hydroperoxidy a zabranuji

jejich rozkladu na sekundarni oxidacni produkty (11).

Mlécéné produkty jsou bohatym zdrojem karotenoidu a biologicky dostupného vitaminu A.
Nejvyssi obsah vitaminu A (0,150-1,5 mg/100 g) byl nalezen ve zrajicich syrech a masle.
Prekurzory vitaminu a jsou karotenoidy obsazené v krmivu, zejména B-karoten, ktery je

znazornén na obrazku ¢. 4.
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Retinol a retinolova kyselina jsou hlavnimi biologicky aktivnimi formami vitaminu A. Retinol
ma pfiznivé GCinky na regenraci klize, gastrointestinalni, reproduk¢ni a respiracni systém.

Retinolova kyselina stimuluje imunitni systém a pomaha k tvorb¢ bilych krvinek (2).

Pii autooxidaci mastnych kyselin vznikd jako jeden z vysoce reaktivnich produktt
hydroperoxidovy radikal ROOe, ktery je zachycen konjugovanym systémem [-karotenu za
vzniku rezonanci stabilizovaného systému, kde se rozstépi na alkoxylové radikaly a stabilizuje

se jako epoxid, karbonylova slouc¢eniny a dalsi [Reakce 17].

17
B-karoten + ROO® — ROO-B-karotene — ROe + B-karotenepoxid — polarni produkty [17]

Hlavnimi polarnimi produkty této reakce jsou epoxidy, neaktivni izomery B-karotenu a ketony,
které byvaji vyznamnymi aromatickymi slozkami potravin. V pfitomnosti malého mnozstvi
kysliku je B-karoten u¢inngjsi, kdy stabilizovany systém reaguje s dalSim hydroperoxylem za

vzniku produktt, které tvoii aromatické latky potravin [Reakce 18] (21).

1
B-karoten + ROO® — ROO- B-karotene + ROO® — polarni produkty [18]

Obrazek 4: B-karoten (22)

Stejné jako a-tokoferol, P-karoten a retinol, vitamin D3 [Obrazek 5] je soucasti
neenzymatického antioxida¢niho systému mléka. Nejvice aktivni forma vitaminu D3 je 1,25-
dihydroxycholecalciferol, ktery mé antioxidacni G€inky a ptsobi inhibi¢né na peroxidaci lipida.
Obsah vitaminu D3 v kravském mléce je nizky (méné nez 0,002 mg/100 mléka) a je vyssi v 1été

vvvvvv

vitaminu D3 ve straveé. V lidském téle je vitamin D3 zodpovédny piedev§im za regulaci
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rovnovahy vépniku a fosforu. Pasobi také preventivné proti vznku sklerézy a revmatické

artritide.

Obrazek 5: Vitamin D3, cholekalciferol (23)

Témet veskery tuk obsaZeny v mléce je uzvafen v tukovych miceldch jejichz membrany
obsahuji fosfolipidy, glykosfingolipidy, cholesterol a proteiny. Mlécné fosfolipidy zahrnuji
fosfatidylcholin (licitin), fosfatidylethanolamin, sfingomyelin, fosfotidylserin a dalsi.
Fosfolipidy obsahuji znaten¢ vys$s$i mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin nez trigyceridy,
coz hraje dulezitou roli v metabolickych procesech v bunkach a organech. Fosfolipidy
obsahujici polynenasycené mastné kyseliny a jsou schopny vazat kationty, proto mohou plisobit
jako antioxidanty, které chrani gastrointestinalni sliznici, mozek, jatra a ledviny pred toxickymi

ucinky kyslikovych radikalu (2).

1.8.2 Hydrofilni antioxidanty

V mléce hydrofilni antioxidanty tvoii skupiny dusikatych sloucenin, jako jsou kaseinové
frakce, syrovatkové frakce, syrovatkové bilkoviny, bioaktivni peptidy, slouceniny s nizkou
molekulovou hmotnosti a kyselina mocova. Dalsi dileZitou skupinou antioxidac¢nich sloucenin
jsou enzymy, které¢ neutralizuji volné radikéaly v mléce, v€etné€ superoxid dismutiazy (SOD),
katalazy (CAT), laktoperoxidazy (LPx) a glutathionperoxidazy (GSHPx). Tyto enzymy tvofi
synergicky systém, ktery zvySuje antioxida¢ni potencial mléka.

Proteiny (kaseinové frakce a syrovatkové proteiny) a peptidy uvoliované proteolytickymi
v pribehu zrani syra. Vysledkem proteolyzy je velka skupina velkych ve vodé nerozpustnych
a stfedn¢ velkych ve vodé nezpustnych peptida, které jsou pozdé€ji hydrolyzovany na mensi

peptidy a aminokyseliny. Tyto peptidy pfispivaji k vyvoji chuti a struktury ve zralém syru, ale
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také vykazuji podstatnou bioreaktivitu. Byly identifikovany skupiny mlécnych peptidii
zodpovédné za antioxidacni aktivitu. Tyto antioxidacni peptidy hraji zékladni ulohu pfi
udrzovani antioxidaCnich obrannych systému tim, ze brani tvorbé volnych radikali nebo
vychytavaji volné radikaly aktivnich druht kysliku, které indukuji oxida¢ni posSkozeni

biomolekul a zpisobuji starnuti, rakovinu, srdecni onemocnéni, mrtvice a arterosklerdzy.

Pfesny mechanismus antioxida¢ni aktivity peptidi zatim nebyl popsan, nékteré studie
predpokladaji, ze funguji jako inhibitory lipidické peroxidace, vychytavace volnych radikala a
chelatacni €inidla tranzistnich kovovych iontt. Také je znamo, Ze antioxidacni vlastnosti jsou
zavislé na struktufe, hydofobicité a slozeni aminokyselinovych zbytkd a jejich molekulové
hmotnosti (24). Vybrané sekvence B-kaseinu (169-176 a 33-48) inhibuji oxidaci kyseliny
olejové. Proteolyza ovliviiuje schopnost kaseinu inhibovat peroxidaci lipidi. Bez ohledu na
koncentraci vykazuji hydrolyzaty kaseinu antioxidacni aktivitu v disledku vyssiho obsahu
aminokyselin s antioxida¢nimi vlastnostmi, v¢etné histidinu, prolinu, lysinu a tyrosinu. Volné
radikaly jsou deaktivované peptidy obsahujicimi hydrofobni aminokyseliny (prolin, histidin,
tyrosin a tryptofan) a vybrané volné aminokyseliny (tyrosin, cystein). Tyrosin a fenylalanin
redukuje mnozstvi volnych radikdlii dodanim vodikovych iontd. Histidin poskytuje
antioxidacni efekt chelataci kovového iontu, absorbuje aktivni kyslik a vychytdva volné
radikéaly. Kasein a jeho fragmenty s fosforylovanym serinem (SerP-SerP-SerP-Glu-Glu) jsou

vysoce schopné chelatovat kationty vapniku, zeleza a zinku.

Mezi enzymy obsazené v mléce, které vychytavaji volné radikaly, patii superoxiddismutéaza,
kterda pfeménuje superoxidové radikdly na peroxid vodiku, ktery ma antimikrobidlni
vlastnostmi. Kataldza je jednim z nejaktivnéjSich mlécnych enzymi, kdy rozklada peroxid
vodiku na vodu a kyslik. VétSina enzymt je vazana na membrané tukovych kulicek. Dale jsou
v mléce obsazeny enzymy laktoperoxidaza a glutathion peroxidaza (2). VétSina enzymu
pfitomnych v Cerstvém mléce se vlivem pasterace deaktivuje a v syrech jiZ neplisobi. Na zrani
syri se naopak podileji enzymy syfidla (chymosin, pepsin), nativni enzymy v mléce (plazmin,
katepsin D, proteindzy somatickych bunck), enzymy startovacich kultur a enzymy jejich
odumftelych bun€k, enzymy sekundarnich kultur, enzymy nestartovacich ¢ili nahodilych

bakterii a n€kdy i exogenni enzymy ptidavané k urychleni zrani (4).

28



2 Experimentalni ¢ast
Latky s antioxida¢nimi 0¢inky maji rozdilné chemické vlastnosti. Nekteré z nich maji
hydrofilni charakter, pficemz vétSina je rozpustnd v tucich. Vzhledem k velkému mnoZzstvi

antioxidacnich cest je vyhodné&jsi méfit celkovou antioxidacni kapacitu potravin.

Rozsah antioxida¢ni kapacity miize byt zjiStovan pomoci standardu Trolox. Chemicky nézev
je 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina [Obrazek 6], jde o derivat
tokoferolu a byva vyuzivan pro biologické a biochemické analyzy. Trolox se pouziva u metod

DPPH nebo ABST metody jako standardni latka (9).

CH;

OH
HaC o
CH,
CHa

Obrazek 6: Chemicka struktura Troloxu (9)

2.1 Metoda DPPH

Tento test je zaloZen na zachyceni volného radikdlu pomoci volného radikalu DPPH (1,1-
difenyl-2-pikrylhydrazyl). DPPH je stabilni volny radikal ¢ervené barvy, ktery ma absorpcni
maximum pii 515 nm. Jsou-li volné radikaly vychytdvany antiradikalni slou¢eninou, DPPH
zméni barvu na zlutou, coz zptsobi uibytek absorbance. DPPH radikal ma volny elektron, ktery
vyvola silné absorpéni maximum pii 515 nm. Ve chvili, kde je volny elektron sparovany s jinym
elektronem z antioxidantu, dohézi ke sniZeni absorpce. Zména barvy ma stechiometricky vztah

k poctu zachycenych elektront (9). Probihajici reakce je znadzornéna na obrazku ¢. 7.

O,N
DPPH (red) (Yellow)

Obrazek 7: Reakce probihaji u metody DPPH (9)
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2.2 Stanoveni schopnosti antioxidantu vychytavat H,O»

Metoda je zaloZen na schopnosti fenolickych latek redukovat Fe* na Fe?". Reakce se provadi
pfi pH 3,6 aby byla udrzovana rozpustnost kovu, takze reakce pii nizkém pH snizuje ioniza¢ni
potencial, ktery fidi vodikovy atom a zvySuje redoxni potencial, které¢ je dominantnim reakénim
mechanismem. Redukci Fe*" na Fe?* probihajici v piitomnosti 1,10-fenantrolinu je spojena
s tvorbou barevného Fe®* komplexu (absorpéni maximum 510 nm). Metoda FRAP je
jednoduchd, rychla. Existuje také levné provedeni pomoci poloautomatickych nebo

automatizovanych metod (25).

2.3 Metoda ABST

Metoda ABST je jednou z nerozsifenéjSich metod pro méteni antioxidacni aktivity. Je zaloZena
na odbarvovani ABST radikalového kationtu (2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova
kyseliny)). Test je zaloZzen na schopnosti antioxidantli inhibovat oxidacni reakce ABST.
Samotny test zahrnuje oxidaci ABST na produkt ABST", ktery ma intenzivné zbarveny
radikalovy kation dusiku. Reakce je zndzornéna na obrazku ¢. 8. Absorpéni maximum produktu

je 734 nm.

VétSina potravinovych vytazkll je velmi barevnd, u této metody vyuZzivame toho, Ze vétSina
latek neabsorbuje pii 734 nm. Vyhodu ABST je to, Ze poskytuje kumulativni G¢inek vSech
antioxidantl, které jsou pifitomny ve vzorku, coz ndm umoziuje ziskat uzite¢né¢jsi informace,
které mohou byt vyhodnoceny neZ pii méteni jednotlivych antioxidantd. Tuto metodu je mozné

pouzit pro latky ve vodé rozpustné i nerozpustné (9).

o

ABTS

SOy

Obrazek 8: Reakce probihajici u metody ABST (9)
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2.4 Stanoveni obsahu fenolickych latek - metoda podle Folin-Ciocalteua

Folin-Ciocalteuova metoda je pouzivana pro zjiStovani celkového obsahu fenolickych latek,
coz je dal§im dalezitym parametrem celkové antioxidacni kapacity. Tato metoda byla ptivodné
pouzivana pro stanoveni tyrosinu, aminokyselin s fenolovou skupinou v proteinech pozd¢ji byla

upravena pro analyzu antioxidantl v potravinach.

Tato metoda je zaloZzena na redukci Folin-Ciocalteuova c¢inidla, které tvofi kysely komplex
fosforecnanu molybdenového a wolframového. Redukovand forma komplexu ma modrou
barvu, kterd ma absorpcni maximum pii 765 nm. Na molybdenovém centru komplexu dochazi
k redukci Mo®" — Mo’" tim, Ze piijme elektron z fenolického antioxidantu. Vysledky byvaji

vyjadfovany jako ekvivalent kyseliny gallové, ktera je obecné pfijiména jako standard.

Metoda ma mnoho vyhod, véetné jednoduchosti, reprodukovatelnosti a robustnosti, na druhou
stranu jde metodu citlivost na pH, teplotu a reak¢ni Cas. Proto je dilezity vybér reakénich
podminek pro dosazeni spravnych vysledkii. Nefenolické redukéni latky, jejich prikladem jsou
redukujici cukry a nékteré aminokyseliny, mohou ovlivnit vysledky, tudiz je nutné snizit jejich

obsah (11).

2.5 IC spektrometrie

Principem metody je absorpce infracerveného zareni pii priichodu vzorkem, pfi niZ dochazi ke
zménam rotacné¢ vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménéch dipolového
momentu molekuly. Infracervena spektroskopie je analyticka technika urcend piedev§im pro
identifikaci a strukturni charakterizaci organickych sloucenin a anorganickych latek. Tato
technika méfi pohlceni infraCerveného zatfeni o rizné vinové délce analyzovanym materidlem.
Infracervenym zafenim je elektromagnetické zareni v rozsahu vlnovych délek 0,78—1000 mm,
coz odpovida rozsahu vinoétim 1280010 cm™!. Analyzované vzorky mohou byt velmi malé.
Cel4 oblast byva rozdélena na: blizkou (13000—4000 cm™), stfedni (4000-200 cm™) a

vzdalenou infradervenou oblast (200-10 cm™) (28).
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Vzorky

Syry Kromik minigouda (vyrobce Kromilk a.s., Ceskéa republika) byly pouZity pro analyzu
antioxidacnich vlastnosti. Jde o pfirodni polotvrdé syry typu gouda, které byly vyrobeny z
pasterovaného mléka, u kterych byl deklarovan obsah susiny byl minimalné¢ 56 %, obsah tuku
v susiné minimalné 45 %. V Tabulce €. 5 jsou znazornény priimérné vyzivové hodnoty tohoto

vyrobku. Bylo pouzito pét vzorkl syra a to po 9, 52, 65, 80 a 86 dnech zrani.

Tabulka 5: Primérné vyzivové hodnoty ve 100 g vzorku, tidaj z obalu vyrobku

Primérné vyzivové hodnoty ve 100 g vyrobku

Energetickd hodnota [kJ/kcal] 1331/318
Tuky [g] 24,3

z toho nasycené mastné kyseliny [g] 16,0
Sacharidy [g] 1,0

z toho cukry [g] 1,0
Bilkoviny [g] 24.4

Sal [g] 2,0

3.2 Priprava extraktu:

Do ctyfech sklenénych uzaviratelnych zkumavek bylo navdzeno 1 g najemno nastrouhaného
vzorku syra. Do prvnich dvou zkumavek bylo ptidano 10 ml destilované vody. Do dalSich dvou
zkumavek bylo ptfiddno 10 ml 50% methanolu. Zkumavky byly uzavieny a byla provedena
extrakce v ultrazvuku po dobu 30 minut. Zkumavky byly déle odstfedény na odstfedivce pfi
5000 ot./min pod dobu 5 minut (Universal 320, Hettich, Tuttlingen, Némecko). Poté bylo
provedeno dal$i odstfedéni pfi 6000 ot./min po dobu 5 minut (Ministar Silverline, VWR
International, Stiibrna Skalice, Ceska Republika). Stejnym zptisobem byly zpracovany ostatni
vzorky. Vodné extrakty byly déle prefiltrovany ptes filtry s pory o priméru 0,45 pm
(polyehtersulfon, Milcom, Olomouc, Ceska Republika).
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3.3 Spektrofotometricka analyza

Extrakty vzorkli byly analyzovany Ctyfmi spektrofotometrickymi metodami. Byly pouzity
metody DPPH, ABST, Folin-Ciocalteua a metoda, kdy se zjistuje schopnost antioxidantu
vychytavat peroxid vodiku. K méteni jsem pouzila spektrofotometr vyrobce Beckman Coulter

(DU 530, Brea, USA), a plastové kyvety s optickou délkou 1 cm.

3.3.1 Priprava kalibra¢nich roztoki standardi

Kalibraéni roztok kyseliny gallové

Byl pfipraven zasobni roztok kyseliny gallové o koncentraci 400 pg/ml navazenim 0,02 g
standardu kyseliny gallové do 50 ml odmérné bariky, ktera byla doplnéna methanolem po rysku.
Ze zéasobniho roztoku byly fedénim pfipraveny kalibracni roztoky v rozsahu koncentraci od

2 do 50 pg/ml.

Kalibraéni roztok Trolox

Nejdiive byl pfipraven zasobni roztok Trolox o koncentraci 100 pg/ml, bylo navazeno 0,01 g
standardu Troloxu do 100 ml odmérné baiiky, ktera byla doplnéna methanolem po rysku. Déale
byly z tohoto zasobniho roztoku ptipraveny kalibracni roztoky ptisluSnym fedénim od 0,1 po

10 pg/ml.

3.3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Byl ptipraven roztok radikdlu DPPH navazenim 12,5 mg standardu do 500 ml odmérné banky,
ktera byla doplnéna methanolem po rysku. Do zkumavky s vickem bylo pfevedeno 5 ml
methanolického roztoku DPPH radikdlu a bylo pfidano 500 pl extraktu vzorku nebo
kalibra¢niho roztoku Troloxu o urcité koncentraci. Byla provedena optimalizace metody, kdy

byly proméfeny zmény absorbance v pritbéhu 45 minut v intervalech 2 minut.

Pti smichéni extraktu a ¢inidla byl pozorovan zakal, ktery byl odstranén dal$im odstfedénim pfi
6000 ot/min. Poté byl zméten tibytek absorbance (mira odbarveni roztoku) pti vinové délce 517
nm. Soubézné s kazdym stanovenim byl proveden slepy pokus, kde misto extraktu vzorku bylo
pfidano Cisté extrakéni Cinidlo. Stanoveny Ubytek absorbance byl piepocitan na procenta
inhibice roztoku a pomoci kalibracni zavislosti na ekvivalentni mnozstvi Troloxu [Rovnice 19]

(D).
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[19]

C g e Abl"gvz
inhibice [%] = ————x 100
Ay
Aplcennnnn. Absorbance slepého vzorku

Avzoooinnn. Absorbance vzorku

3.3.3 Stanoveni schopnosti antioxidantu vychytavat peroxid vodiku

Pro stanoveni bylo nejprve potteba piipravit zasobni roztoky pouzitych reagencii. Pro piipravu
1 mM roztoku siranu amonno-zeleznatého bylo navazeno 40 mg ¢inidla do 100 ml odmérné
bariky a doplnéno 95 ml redestilované vody. Zbylych 5 ml pro doplnéni po rysku piedstavovala
0,005 M kyselina sirova. Dale byl pfipraven 5 mM roztok peroxidu vodiku, pipetovan 28,3 ul
30% peroxidu vodiku do 50 ml odmérné banky a doplnénim redestilovanu vodou po rysku.

Posledni pottebnou reagencii byl 1 mM roztok 1,10-fenantrolinu.

Do zkumavky s vickem bylo pipetovano postupné 250 ul 1 mM okyseleného roztoku siranu
amonno-zeleznatého, 1,5 ml extraktu a 62,5 ul mM roztoku peroxidu vodiku. Roztok byl
ponechdn 5 minut v temnu pfi laboratoni teploté a nasledné byl pfidan 1,5 ml 1 mM 1,10-
fenantrolinu. Roztok byl umistén do temna pfi laboratorni teploté a nasledné byl pfidan 1,5 ml
1 mM 1,10-fentrolinu. Roztok byl ponechén 20 minut v temnu bez pfistupu vzduchu. Néasledné
byl zméfen narlst absorbance reakéni smés pii vinové délce 510 nm. Stejnym zplisobem byl
prométen slepy pokus, ktery obsahoval pouze roztok siranu amonno-zZeleznatého, Cisté
extrak¢ni Cinidlo a roztok 1,10-fenantrolinu. Nartist absorbance byl nésledn¢ piepocitan na

procento vychytaného vodiku [Rovnice 21] (1).

AVZ
% vychytaného H,0, = TR 100 [21]

sl

Avyooiinnl. Absorbance vzorku

Ag vervnnnn. Absorbance slepého pokusu

3.3.4 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Byl pfipraven roztok radikalu ABTS" reakci soli ABTS s peroxodisiranem draselnym. Ptiprava
tohoto roztoku spocivala v rozpusténi 10 mg ABTS v 5 ml destilované vody, nasledné bylo
k roztoku ptidano 100 pl 0,064 mol/l roztoku peroxodisiranu draselného. Tato smés reagovala
pti laboratorni teploté po dobu 12 — 16 hodin, po uplynuti této doby bylo odpipetovano 2,5 ml

roztoku do 100 ml odmérné banky, kterd byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.

Pro stanoveni byly pipetovany 3 ml roztoku ABTS" do zkumavky s vickem a pfidano 500 ul

nafedéného extraktu vzorku nebo kalibracniho roztoku Troloxu o urcité koncentraci. Byla
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provedena optimalizace metody, kdy byly prométeny zmény absorbance v pribéhu 45 minut

v intervalech 2 minut.

Po uplynuti tohoto ¢asu byl sledovan tbytek absorbance pfi vinové délce 734 nm. Soub&zné
s kazdym stanovenim byl proveden slepy pokus, kde misto extraktu vzorku bylo ptidano Cisté
extrak¢ni ¢inidlo. Stanovy ubytek absorbance byl pfepocitan na procenta inhibice vzorku a

pomoci kalibra¢ni zavislosti na ekvivalentnim mnozstvi Troloxu (1).

. . Abl'sz
inhibice [%] = ————x 100
Ay

[22]

Aol cvnnnn.n. Absorbance blanku (slepého pokusu)

Avsooiinnl. Absorbance vzorku

3.3.5 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Do zkumavky s vickem byl pipetovan 1 ml extraktu. Dale byl ptfidan 1 ml 96% ethanolu, 5 ml
destilované vody a 0,5 ml ¢inidla FC. Takto pfipraveny roztok byl ponechan 5 minut v klidu.
Po uplynulém case stani byl pfidan 1 ml 5% roztoku Na;COs. U methanolového extraktu (50

%, v/v) byl pozorovan zakal, ktery byl odstranén dalS$im odstfedénim pii 6000 ot/min.

Byla provedena optimalizace metody, kdy byly proméfeny zmény absorbance v prubéhu 45
minut v intervalech 2 minut. Byl zvolen ¢asovy interval 20 minut [Obrazek 19]. Po této dobé
byla zméfena absorbance pii 765 nm. Stejnym zpisobem byl proméfen slepy pokus, které misto
1 ml extraktu obsahoval 1 ml extrakéniho ¢inidla. Koncentrace fenolickych latek byla

stanovena pomoci fady s kyselinou gallovou (1).

3.4 IC spektrometrie

Infradervena spektra byla zaznamendvana v rozmezi 4000-150 cm™! s rozliSenim 4 cm™ na
piistroji Niclolet IS50O FT-IR (vyrobce Nicolet CZ Praha) vybaveného ATR senzory. Vzorek
byl vytemperovan na 20 °C. Platek syra byl pokladan a pfitlacen na krystal. Bylo provedeno 32
snimkt spekter ze kterych byl vytvofen primér. Pred kazdym meéfenim bylo zaznamenano

spektrum pozadi, které se nasledné ,,odecetlo®.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Z grafu zavislosti absorbance vzorku na reak¢ni dobé [Obrazek 9] byla vyhodnocena reakcni
doba 20 minut jako optimalni pro méteni. Po této dobé byla zména absorbance mala. Tyto
podminky byly zvoleny pro analyzu veskerych extraktii a k sestaveni kalibrac¢ni kfivky. Pro

optimalizaci byl pouzit vodny extrakt syru zrajiciho 9 dni.

Optimalizace metody DPPH
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0,56
0,54 °
0,52 °
0,5 °
0,48 o o
0,46
0,44
0,42

0,4
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Obrazek 9: Optimalizace metody DPPH pfi vlnové délce 517 nm
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Obrézek 10: Kalibra¢ni kiivka Troloxu (DPPH)
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Pro porovnéni aktivit extrakti byly hodnoty vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu.
Proto byly inhibice pfevedeny na odpovidajici mnozstvi ug Trolox na 1 ml extraktu. Kalibra¢ni
kiivka byla sestavena pomoci sedmi kalibra¢nich bodl v rozmezi koncentraci 0,1 az 40 pg/ml,

[Obrazek 10] kazdy bod kalibrace byl zméfen 3x. Analyza extraktii byla opakovana 3x.

Vodny extrakt - DPPH
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Obrazek 11: Antioxidacni kapacita (DPPH) vodnych extraktii syrii gouda

Methanolovy extrakt (50 % v/v) - DPPH
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Obrazek 12: Antioxidacni kapacita (DPPH) methanolovych extraktd (50 % v/v) syra gouda

Vodné i methanolové extrakty (50 %, v/v) vykazovaly pii méteni metodou DPPH nizké
hodnoty antioxida¢ni aktivity, kterd se v pribéhu zrani mirné ménila. Zavislost antioxida¢ni
aktivity vodného extraktu vyjadiené v jednotkach Trolox [pg Trolox/ml] na dob& zrani je
znazornéna na obrazku 11. Aktivita vodného extraktu se pohybovala v intervalu od 0,04 do 2,9

pg/ml. Zavislost antioxidacni aktivity methanolového extraktu (50 %, v/v) vyjadiené
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v jednotkach Trolox [pg Trolox/ml] na dobé zrani je znazornéna na obrazku 12. Aktivita

methanolového roztoku se pohybovala v intervalu od 1,6 do 4,4 pg/ml.

Rozdilné vysledky mezi extrakty mohou byt zplsobeny rozdilnou rozpustnosti peptidii ve
vodném a methanolovém roztoku. A také rozdilnou interakci vodného a methanolového
extraktu (50 %, v/v) s ¢inidlem DPPH. Clanek napsany Floegel A. (27), ktery fesi problematiku

této metody, pouziva methanolovy extrakt (50 %, v/v) v kombinaci s timto ¢inidlem.

Ziskané vysledky metodou DPPH jsou odlisné od vysledkt prace Gupta P. (28), ktery provedl
rozbor syru ¢edar a v pozorovaném obdobi (9 az 86 dni zrani syra) zjistil nartst antioxidacni

aktivity.

4.2 Stanoveni schopnosti antioxidantu vychytavat peroxid vodiku
Pii stanoveni schopnosti extraktli vychytavat H,O> vodné extrakty vykazovaly jen mirné
rozdily. Touto metodou nelze stanovit obsah antioxidac¢nich peptidl, jejichz obsah nartsta

v prubehu zrani.

Vodny extrakt - schopnost vychytavat H,0,
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Obrazek 13: Stanoveni schopnosti vodnych extraktl syrit gouda vychytavat H,O»
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% vychytaného H202

Obrazek 14: Stanoveni schopnosti methanolovych extraktd (50 %, v/v) syru gouda vychytavat
H20:2

Procenta vychytaného H>0O2 vodnym extraktem syru gouda se pohybovaly od 4,5 do 10,4 %
vychytaného H>O, [Obrazek 13]. Pfi rozboru methanolovych extrakti (50 %, v/v) byl po

smichani extraktd s ¢inidlem pozorovany zékal, ktery zpisobil vyssi absorpci a tim 1 vyssi
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vysledky % vychytaného H,O,.[Obrazek 14].

4.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Z grafu zavislosti absorbance vzorku na reakéni dobé [Obrazek 15] byl vyhodnocena reakéni
doba 20 minut jako optimalni pro méfeni. Po této dob¢ byla zména absorbance malé. Pro

optimalizaci byl pouzit vodny extrakt syru zrajiciho 9 dni. Tyto podminky byly zvoleny pro

analyzu veSkerych extraktl a k sestaveni kalibra¢ni kiivky.
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Obrazek 15: Optimalizace metody ABTS pii vinové délce 734 nm
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ABTS - kalibrace, Trolox
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Obrézek 16: Kalibracni kiivka Troloxu (ABTS)

Pro porovnéni aktivit extraktl byly hodnoty vyjaddieny jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu.
Proto byly inhibice pfevedeny na odpovidajici mnozstvi ug Trolox na 1 ml extraktu. Kalibraéni
ktivka byla sestavena pomoci péti kalibracnich bodi v rozmezi koncentraci 0,1 az 40 pg/ml

[Obrazek 16], kazdy bod kalibrace byl zmétfen 3x. Analyza extraktt byla opakovana 3x.
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Obrazek 17: Antioxidacni kapacita (ABTS) vodnych extraktii syrii gouda
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Obrazek 18: Antioxidacni kapacita (ABTS) methanolovych extrakt (50 %, v/v) syri gouda

Vodné i methanolové extrakty (50 %, v/v) vykazovaly pii méfeni metodou ABTS vykazovaly
nariist antioxidacni aktivity mezi jednotlivymi extrakty. Zavislost antioxida¢ni aktivity
vodného extraktu vyjadiené v jednotkach Trolox [pg Trolox/ml] na dobé zrani je zndzornéna
na obrazku 17. Aktivita vodného extraktu se pohybovala v intervalu od 24,7 do 35,4 ug/ml.
Zavislost antioxidacni aktivity methanolového extraktu (50 %, v/v) vyjaddiené v jednotkach
Trolox [png Trolox/ml] na dob€ zrani je znazornéna na obrazku 18. Aktivita methanolového

extraktu (50 %, v/v) se pohybovala v intervalu od 14,3 do 26,6 pg/ml.

Rozdilné vysledky mezi extrakty mohou byt zplsobeny rozdilnou rozpustnosti peptidi ve
Clanek napsany Floegel A. (27), ktery fesi problematiku této metody, pouziva vodny extrakt
v kombinaci s timto ¢inidlem. Ziskané vysledky, stejné jako vysledky prace Gupta P. (28),
ktery provedl rozbor syru cedar, potvrdily narast antioxidacni aktivity metodou ABTS v

pozorovaném obdobi 9-86 dnech zrani.

4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Z grafu zévislosti [Obrazek 19] absorbance vzorku na reakéni dobé [Obrazek 15] byla
vyhodnocena reakéni doba 20 minut jako optimalni pro méfeni. Po této dobé byla zména
absorbance mala. Pro optimalizaci byl pouZzit vodny extrakt syru zrajiciho 52 dni. Tyto

podminky byly zvoleny pro analyzu veskerych extrakta a k sestaveni kalibra¢ni kiivky.
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Optimalizace metody stanoveni obsahu fenolickych
latek
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Obrazek 19: Optimalizace stanoveni obsahu fenolickych latek pii vinové délce 765 nm
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Obrazek 20: Fenolické latky — kalibrace, kyselina gallova

Pro porovnani celkového obsahu fenolickych latek byly hodnoty vyjadreny jako ekvivalentni
mnozstvi kyseliny gallové. Absorbance byly pfevedeny na odpovidajici mnozstvi pg kyseliny
gallové na 1 ml extraktu. Kalibra¢ni kfivka byla sestavena pomoci péti kalibra¢nich boda
v rozmezi koncentraci 2 az 60 pg/ml, [Obrazek 20] kazdy bod kalibrace byl zméten 3x. Analyza

extraktli byla opakovana 3x.
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Vodny extrakt - fenolické latky

30
I
= 25
£ { 1
S~
[eTs]
=20 ES
O
>
2 15
©
oo
210 =
S
[%)]
< 5
0
9 52 65 80 86

Doba zrani [den]

Obrazek 21: Obsah fenolickych latek ve vodnych extraktech syrti gouda
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Obrazek 22: Obsah fenolickych latek v methanolovych extraktech (50 %, v/v) syrii gouda

Vodné i methanolové extrakty (50 %, v/v) vykazovaly vykazovaly nartst obsahu fenolickych
latek mezi jednotlivymi extrakty. Zavislost obsahu fenolickych latek vyjadieného jako
mnozstvi kyseliny kyseliny gallové [pg kyseliny gallové/ml] na dob€ zrani je zndzornéna na
obrazku 21. Obsah fenolickych latek ve vodném extraktu se pohyboval v rozmezi 10,2 do 20,0
pg/ml. Zavislost antioxida¢ni aktivity methanolového extraktu (50 %, v/v) vyjadieného jako
mnozstvi kyseliny kyseliny gallové [ug kyseliny gallové/ml] na dob€ zrani je zndzornéna na
obrazku 22. Obsah fenolickych latek v methanolovém extraktu (50 %, v/v) se pohybovala
v intervalu od 6,8 do 18,1 pg/ml.
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Obsah fenolickych latek v mléce a mléénych vyrobcich miize byt rozdilny z diivodu rozdilného
sloZeni krmiva dojnic, ale neptedpoklada se jejich narist jejich obsahu v pribéhu zrani syra.
Ziskané vysledky jsou pravdépodobné ovlivnény nefenolickymi redukénimi latkami, jejich
priklady jsou reduk¢ni cukry a nékteré aminokyseliny. Rozdilné vysledky mezi extrakty mohou
byt zptisobeny rozdilnou extrakci fenolickych latek do vodného a methanolového roztoku, nebo

také rozdilnou reakci s Folin-Cicalteuovym ¢inidlem.

4.5 IC spektrometrie

Bylo zaznamenano spektrum syra zrajictho 86 dni a byly oznafeny vlnové délky
charakteristickych absorpénich pasti [Obrazek 23]. Bylo zaznamenano IC spektrum vody
[Obrazek 24]. Nakonec byly zaznamenany spektra syra zrajicich 9, 52, 65, 80 a 86 dni, tyto
spektra byly zaznamenany do jednoho grafu [Obrazek 25].
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Obrazek 23: IC spektrum vzorku syra gouda po 86 dnech zrani
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Tabulka 6: Vlnoéty sledovanych oblasti IC spektra (29)

Sledovana oblast Vinocet [cm™]
Amidova oblast 11 1570-1535
Amidova oblast | 1690-1620
CH: 2920

CH3 2954

Peptidy rozpustné ve vodé 1700-1330

Byla sledovana proteolyza v prubéhu zrani syra. Vyrazné zmény byly pozorovany v amidové
oblasti I (1570-1535 cm™) a amidové oblasti II (1690-1620 cm™), kde byl pozorovan nartist

intenzity absorp¢niho pésu.

Absorpéni pas v amidové oblasti I odpovidd zménam kaseinové struktury a proteinové
agregace. Naopak u absorpénich past u funkénich skupin CHs (2954 cm™) a CH; (2920 cm™)

byl pozorovan pokles absorpénich past.
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5 Zavér

Ukolem bakalaiské prace bylo u vodnych extraktii a methanolovych extraktt (50% v/v) vzorkd
syru gouda stanovit antioxida¢ni kapacitu, celkovy obsah fenolickych latek a stanovit schopnost
extraktu vychytavat H>O,. Ziskané vysledky porovnat s dobou zrani pivodniho vzorku a

zhodnotit jejich prab¢h.

Syry Kromik minigouda (vyrobce Kromilk a.s., Ceska republika) byly pouzZity pro analyzu
antioxidacnich vlastnosti. Jde o ptirodni polotvrdé syry typu gouda. Bylo pouzito pét vzorki
syrd, které zraly 9, 52, 65, 80 a 86 dni. Extrakty byly pfipraveny navazenim 1 g najemno
nastrouhaného vzorku syra do 10 ml destilované vody (vodné extrakty), také do 10 ml 50%
methanolu (methanolové extrakty 50% v/v). Extrakce byla provedena v ultrazvuku. Extrakty

byly déle upraveny odstfedénim.

Byla provedena analyza obsahu fenolickych latek, kdy vodné i methanolové extrakty
(50 %, v/v) vykazovaly nartst obsahu fenolickych latek mezi jednotlivymi extrakty li§icimi se
délkou zrani pivodniho vzorku. Pro porovnani celkového obsahu fenolickych latek byly

hodnoty vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.

Byla povedena analyza antioxidacni kapacity extraktl syri. Vodné i methanolové extrakty
(50 %, v/v) vykazovaly pfi mé&feni metodou DPPH nizké hodnoty antioxida¢ni aktivity, ktera
se v pribéhu zrani jen mirn¢ meénila a dosahovala nizkych hodnot. Pfi méfeni metodou ABTS
vodné i methanolové extrakty (50 %, v/v) vykazovaly narast antioxidacni aktivity mezi
jednotlivymi extrakty. Pro porovnani aktivit extrakti byly u obou metod hodnoty vyjadfeny

jako ekvivalentni mnoZstvi Troloxu.

Pii stanoveni schopnosti extraktii vychytavat H>O> vodné extrakty vykazovaly jen mirné
rozdily. Touto metodou nelze stanovit antioxidacni pilisobeni peptidi, jejichz obsah se
v pribéhu zrani vyrazné lisi. Rozdilné vysledky mezi extrakty mohou byt zpisobeny rozdilnou
extrakci latek do vodného a methanolového roztoku, nebo také rozdilnou reakci s pouzZitymi

¢inidly.

V posledni &asti prace byly proméfeny vzorky syrti gouda pomoci IC, kdy byly porovnavany
absorp¢ni pasy jednotlivych vzorkli. Byly pozorovéany proteolytické zmény v pribéhu zrani

syra.
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