UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2019 Martin Sykora



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Antioxidacni vlastnosti syra

Martin Sykora

Bakalatska prace

2019



University of Pardubice

Faculty of Chemical Technology

Antioxidant properties of cheeses

Martin Sykora

Bachelor work
2019



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2016/2017

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Martin Sykora

Osobni ¢slo: C14057

Studijni program: B2901 Chemie a technologie potravin
Studijnf obor: Hodnoceni a analyza potravin

Nézev tématu: Antioxida¢ni vlastnosti syri

Zad4vajici katedra: Katedra analytické chemie

Zidsady pro vypracovini:

1. Préci zpracujte jako rederdi. Definujte, co jsou to antioxidanty a uvedte pfehled metod pro
stanoveni antioxida¢ni aktivity/kapacity.

2. Provedte literarni rescrdi s vyuzitim databézi védeckych periodik a zjistéte, co je zdrojem
antioxidacnich vlastnosti syrii (fortifikace krmiva, fortifikace pii vyrobé&, bilkoviny syrovatky
aj.).

3. Ziskané vysledky kriticky zhodnotte.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zprivy:

Forma zpracovéni bakaldiské prace: ti¥téna
Seznam odborné literatury:

Podle pokyni vedouciho prace.

Vedouci bakaldfské prace: doc. Ing. Libor Cervenka, Ph.D.

Katedra analytické chemie

Datum zadén{ bakaldiské prace: 20. tnora 2017

Termin odevzddni bakaldiské price: 7. &ervence 2017

LS. b
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Kare \%Eﬁfﬁra‘) CSe.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 20. tinora 2017



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, zZe se na moji
praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona ¢. 121/2000 Sbh., autorsky zakon,
zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice mé pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti
této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zékona, 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 pfiméfeny piispévek na uhradu nakladi, které na

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

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zékona €. 111/1998 Sb., o vysokych $kolach a 0 zméné a
doplnéni dalSich zakont (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozd¢jsich predpist, a smérnici

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

prostiednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 1. 7. 2019

Martin Sykora



Podékovani:

Timto bych rdd podékoval panu doc. Ing. Liborovi Cervenkovi, Ph.D. za jeho pomoc a
trpélivost pii odborném vedeni, ochotu a poskytnuti cennych informaci pii konzultacich
vedouci k sestaveni této prace. Rovnéz chci podékovat mé rodiné za podporu pii studiu a také

blizkym pratelim ktefi me inspirovali.



ANOTACE

vvvvv

vlastnostech mléka a syru, véetné Uvodu do obecné technologie syri a pojednani o jejich
nutri¢nim vyznamu. Zaméfuje se na zdroje antioxida¢nich ucinka, dale uvadi moznosti, kterymi
Ize ovlivnit faktory vedouci k obohaceni potravy o latky zvySujici tento benefit a také popisuje

nejbéznéjsi stanoveni antioxida¢ni aktivity formou jednotlivych metod.
KLICOVA SLOVA

antioxidanty, aktivita, radikal, syry, mléko, obranyschopnost, fortifikace
TITLE

Antioxidant properties of cheeses

ANNOTATION

This bachelor thesis brings a literary research of the theoretical overview of antioxidant
properties of milk and cheeses, which includes basic cheese technology with a discussion on
their nutritional importance. The present paper aims at the sources of antioxidant effects,
simultaneously, the paper presents options which might influence surrounding factors leading
to the increase of this benefit, the total food efficiency and also describes the most common

determinations of antioxidant activity, which is achieved by selected methods.

KEYWORDS

antioxidants, activity, radicals, cheeses, milk, defences, fortification
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK:

aTTP (z angl. Alpha-Tocopherol Transfer Protein) — alfa tokoferolovy transferovy protein
AAPH — 2-2"-Azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

ABTS-" - (2,2'-azino-bis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat))

ATP — adenosintrifosfat

B-PE (z angl. beta-Phycoerythrin) — beta-fykoerytrin

CAT (z angl. Catalase) — katalaza

CLA (z angl. Conjugated Linoleic Acid) — konjugovana kyselina linolova
Cu/Zn-SOD - forma superoxiddismutazy vazana médi a zinkem jako kofaktory
DNA — deoxyribonukleové kyselina

DPPH — 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Fe-SOD — forma superoxiddismutdzy vazana zelezem jako kofaktorem

FRAP (z angl. Ferric Reducting Antioxidant Potential) — stanoveni antioxida¢ni aktivity

zalozené na redukci Zelezitych iont

GPx (z angl. Glutathion Peroxidase) — glutathion peroxidaza

GSH - tripeptid glutathion nezbytny pro odstrafiovani reaktivnich forem kysliku
GSSH - glutathion disulfid

HDL (z angl. High-Density Lipoprotein) — lipoprotein o vysoké hustoté

HPLC (z angl. High Performance Liquid Chromatography) — vysokoucinna kapalinova
chromatografie

HPLC-ECD (z angl. High Performance Liquid Chromatography-electrochemical detection) —

vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci
LDL (z angl. Low-Density Lipoprotein) — lipoprotein o nizké hustoté

LPx (z angl. Lactoperoxidase) — laktoperoxidaza



Mn-SOD - forma superoxiddismutazy vazana manganem jako kofaktorem

ORAC (z angl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) — absorp¢ni kapacita kyslikovych

radikalt

PUFA (z angl. Polyunsaturated Fatty Acids) — polynenasycené mastné kyseliny
Q10 — koenzym Q1o

ROS (z angl. Reactive Oxygen Species) — reaktivni formy kysliku

SOD (z angl. Superoxide Dismutase) — superoxid dismutaza

TAA/TAC (z angl. Total Antioxidant Activity/Capacity) — celkova antioxidaéni
aktivita/kapacita

TBA-MDA - metoda stanoveni antioxida¢ni aktivity, kde je principem reakce mezi

thiobarbiturovou kyselinou a malondialdehydem

TEAC (z angl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) — trolox ekvivalentni antioxidacni

kapacita

TMR (z angl. Total Mixed Ration) — kompletni krmna smés, ktera poskytuje odpovidajici

vyzivu pro potieby dojnic

TPC (z angl. Total Phenolic Capacity) — celkova aktivita fenolickych slouc¢enin
TPPZ — 2,3,5,6-tetra(2-pyridyl)pyrazin

t. vs. — tuk v susing

VLDL (z angl. Very Low-Density Lipoprotein) — lipoprotein o velmi nizké hustoté

VVTPH —voda v tukuprosté hmot¢ syra



UvoD

V souvislosti se sprdvnou Zzivotospravou dneSni doba stile vice poukazuje na plisobeni
negativnich vliva na lidsky organismus. MIéko a z né&j vyrobené syry jsou nedilnou soucasti
kazdodenni lidské vyzivy. Tyto nosi¢e plnohodnotnych bilkovin, vapniku, esencialnich
mastnych kyselin a vitaminl jsou vyznamnou potravinou ovlivilujici biochemické
a fyziologické funkce téla. Jejich slozeni je navic obohaceno antioxidanty. A praveé tyto latky
mohou neutralizovat a odstrafiovat volné radikaly, jez vznikaji jako vedlej$i produkt
metabolismu a vytvareji Skodlivy ucinek. Nekontrolovatelna aktivita téchto radikalt muze
jsou lipidy, bilkoviny ¢i DNA. Modifikace buné&¢nych funkci miize zpisobovat napiiklad
predCasné starnuti bunék a tim dat prostor pro vznik fadé¢ vazngjsich chorob. Nadmérnému
mnozstvi volnych radikali mize organismus vzdorovat nékolika zptsoby. Jednak se dokaze
brénit tvorbou velkého mnozstvi regulovatelnych enzymu. Déle to je zachyceni a odstranéni jiz
vytvorenych radikalt, ¢ehoz se ucastni hlavni pfitomné antioxidanty. V ptipad¢, ze selzou obé

ptedchozi varianty, pfichazeji na fadu reparacni mechanismy poskozenych biomolekul.

V tadé¢ potravin se antioxida¢ni ucinky projevuji zcela bézné. Zvlasté u mléka je pak dualezita
jeho oxidacni stabilita. Béhem procesti oxidace se totiz mohou tvofit latky nepfijemné chuti
a zapachu. Autooxidace lipidd mléka je ovliviiovana souhrou pro-oxidanti a antioxidantil
zaroven. Nékteré z téchto latek jsou také dilezitymi zivinami v lidské stravé a mohou byt
pfic¢inou dalsich fyziologickych té¢inku v travicim traktu a jinych tké&nich. Naptiklad lipofilni
vitamin E s karotenoidy je pfitomen v membranach mléénych tukovych globuli, kde
se odehréavaji hlavni autooxidaéni reakce [*1. Kromé téchto latek je mléko zdrojem i hydrofilnich
antioxidantt, pod které spadaji napfiklad kaseinové frakce ¢i syrovatkové proteiny. Dalsi
skupinu prospésnych latek tvoti enzymy, jejichz synergicky systém zvySuje antioxidacni
potencial v mléce 2. Koncentrace téchto slougenin v mléce jsou ovlivnény slozenim krmnych

davek, které se podavaji dojnicim a také podminkami pozdgjsiho skladovani mléka 11,

Prace se zamé&fuje predev§im na zdroje antioxida¢nich vlastnosti v syrech a dale popisuje
metody, kterymi lze urcit miru antioxida¢ni aktivity u jednotlivych druhii tohoto mlécného

produktu.
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1 ROZDELENI (KLASIFIKACE) SYRU

Syry jsou obecné produkovany ve spousté zemich v riznych druzich z mléka, a to nejen
kravského. Pti¢ina vysoké obliby u fady spoticbitelll se skryva piedev§im v rozmanitosti
organoleptickych vlastnosti a také v hojném gastronomickém vyuziti po celém svété Bl Podle
vyhlasky ¢islo 397/2016 sbirky se syry klasifikuji fadou zakladnich kritérii jako jsou obsah tuku
v susin¢ (viz Tabulka 1), konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté hmoté syra (jak

uvadi Tabulka 2) nebo zptisobtim zrani syra (viz Tabulka 3) 1.

Tabulka 1: Klasifikace pfirodnich Tabulka 2: Klasifikace ptirodnich syra
syrt podle obsahu tuku v suging [ dle konzistence ve vztahu k obsahu vody
v tukuprosté hmoté syra 4!
Syr Tuk v su$iné (v % hmot.)
Vysokotu¢ny [nejméné 60,0 Syr % VVTPH
Vysokotu¢ny nejvice 47,0
Plnotuény | nejmeéné 45,0 ysokotueny J
Plnotuc¢ny 47,0 az 54,9
Polotu¢ny nejméne 25,0
Polotu¢ny 55,0 a2 61,9
Nizkotuény —nejmené 10,0 Nizkotucny 62,0 a2 nejvice 63,0
Odtucnény  |méné nez 10,0 Odtuénény Vice nez 68,0

Obsah tuku v susiné v procentech hmotnostnich se stanovi podle nasledujiciho vzorce (Rovnice 1):

-100 1)

hmotnost tukuv g

% hmotnost tvs =
% 100—hmotnost vody v g

“VVTPH = voda v tukuprosté hmoté syra, ktera se stanovi podle nasledujiciho vzorce (Rovnice 2):

% VVTPH = hmotnost vody v g 100 (2)
0 ~ 100 — hmotnost tuku v g

Tabulka 3: Klasifikace ptirodniho syra dle zrani (4

Syr Charakteristika
. . nezrajici
Syr cerstvy termizovany
na povrchu
Syr zrajici S mazem na povrchu

v celé hmot¢
s plisni na povrchu

z toho plisniovy syr  [s plisni uvnitt hmoty syra

Dvouplisnovy
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2 NUTRICNI SLOZENI SYRU

Zakladni slozkou vyroby syra je mléko. Pfi mechanickém zpracovani syru se oddéluje z mléka
vodna slozka ve formé syrovatky, v niz zlstava laktdza a mineralni latky. Makronutrienty jako
bilkoviny a tuky, dale vitaminy a nékteré z mineralnich latek piechazeji do syru, které se tak
stavaji jakymsi koncentratem vSech vyznamnych nutrientd mléka. To, jaké bude mit vysledny
mléény vyrobek nutriéni sloZeni, zavisi mimo jiné i na pivodu mléka. V Cesku se nejéastéji
k vyrobé pouziva mléka kravského, ale soucasny trh nabizi i Sirokou $kalu vyrobku z koziho,
ov¢iho ¢i buvoliho, jejichZ nutriéni hodnoty uvadi Tabulka 4 uvedena nize. Typ konkrétniho

syru pak udava hlavné pomér bilkovin a tuku Vv jeho sloZeni (viz Tabulka 5) B,

Tabulka 4: Porovnani hodnot sloZeni mléka riizného ptavodu [%] FI

Kravské | Kozi | Ov¢i | Buvoli
Voda 87,3 86,7 81,3 83,1
Laktéza | 4,7 4.4 4,6 4.4
Tuk 3,9 4,5 7,5 6,7
Bilkoviny | 3,4 3,6 5,6 4,5
Sul 0,7 0,8 1,0 1,3

Tabulka 5: P¥iklady obsahu nutri¢nich slozek ve 100 g syru !

Bilkoviny [g] | Tuk [g] | Vapnik [g] | Energie (KJ)
M¢ekky tvaroh 19,4 0,3 0,01 417
Tuény tvaroh 40 % t. v s 14,1 12,0 0,073 740
Tvartzky 29,9 0,8 0,150 540
Hermelin 20,2 20,2 0,157 1120
Eidam 30 %t. vs. 29,1 15,6 0,800 1095
Eidam 45 % t. v s. 26,0 26,1 0,733 1435
Cedar 26,0 31,5 0,800 1640
Priméator 27,2 28,8 0,887 1557
Taveny syr30%t. vs. 17,7 10,5 0,420 710
Tavenysyr709%t.vs. | 11,1 36,4 0,207 1570

“ 0 t. v s. = procentudlni zastoupeni tuku v susing

14



Podstatnou roli hraji syry pifedevsim ve vyzivé obyvatel Evropy, severni Ameriky, Australie
a Nového Zélandu. Ve Francii, kde se pohybuje tradi¢ni konzumace kolem 27 kg na osobu za
rok, syry pokryvaji z50 % doporuc¢enou denni potiebu vapniku a u muzi az z30 %
doporucenou denni davku bilkovin. Je tradici, Zze se v této evropské zemi casto podava po
hlavnim jidle kousek syru misto dezertu a bylo potvrzeno, Ze to ma dokonce své opodstatnéni.
V zazivacim traktu dochdzi travenim k uvoliiovani aminokyselin ze syrii, kde zaénou pracovat
kyseliny asparagova a glutamova. Jejich role tu ma podptrny ucinek na vylu¢ovani zaludeénich
S$t'av, ¢imz se zlepSuje traveni. Navic mlééné bilkoviny v syrech vynikaji schopnosti stimulovat
tvorbu slin vedouci ke schopnosti neutralizovat zubni plak a zvySovat mineralizaci zubni
skloviny. V Ceské republice dosahla v roce 2017 spotieba syrti 17,9 kg na osobu, z toho syry
ptirodni tvofily 11,3 kg, tvarohy 4,7 kg a tavené syry 1,9 kg z ¢ehoz vyplyva, ze maji syry také

u nés vyznamné zastoupeni a dopliji tak jidelnicek o bohaté nutri¢ni latky.

Z hlediska vyzivy se syry stavaji nejen bohatym zdrojem tuku ale i vysoce hodnotnych bilkovin,
jejichZz obsah se v hotovych produktech pohybuje v intervalu 4 az 40 %. Proteinové slozeni
zahrnuje vSechny esencialni aminokyseliny nezbytné pro lidskou vyzivu, véetné lysinu, ktery
neni soucasti rostlinnych bilkovin. Velmi dllezita je také vysoka stravitelnost bilkovin syru,
jejiz ¢innost $plha az k 95 %. Tato vlastnost také souvisi s tvorbou kratsich fetézcu peptidt
a aminokyselin pfi zrani syrd. Syry jsou nejen kvalitnim zdrojem bilkovin, ale i lipofilnich
vitamint (A, D, E, K) a minerali jako je hoi¢ik, vapnik a fosfor. V rdmci vyzivovych hodnot
je zajimavy také obsah biologicky aktivnich peptidi, konjugované kyseliny linolové,

sfingolipidii (nositelé alifatickych aminoalkoholil) a probiotickych mikroorganismi B,

Mimo nutri¢nich slozek se syry projevuji velkym mnoZstvim aromatickych latek. Podle
finalniho druhu syru se obsah téchto latek vyznamné 1i8i, a to kvantitativné i kvalitativné.
U typu syru jako je napt. Gouda jsou typickymi vonnymi komponentami nékteré druhy esterti
(ethyl-buthanoat) ¢i kyselin (octova, maselna, valerova). Syry, které se vyrabé&ji za pomoci
bakterii propionového kvaseni (Ementdl) obsahuji aromata jako je methyl-thioacetat,
propionova kyselina, nékteré alkoholy nebo niz§i mastné kyseliny. Syry, které se vyznacuji
mazem na povrchu (Romadur), jsou obohaceny latkami jako je fenol nebo kresol (methylfenol).
Aroma plisiovych syri typu Camembert zase vystihuje pfitomnost alkoholu okt-1-en-3-ol,
ktery je citit po houbach. Kvétinovou vuni obstardva syrim 2-fenylethanol, za ofiskové
aroma je zodpovédny 1,3-dimethoxybenzen. Sirné slouceniny pak dodavaji syrim ¢esnekovy
nadech B,
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3 TECHNOLOGICKE POSTUPY VYROBY SYRU

Podle vyhlasky ¢islo 397/2016 jsou syry definovany jako mlécné vyrobky, které se vyrabé;ji
vysrazenim mlécné bilkoviny (syrovatky) z mléka plisobenim syiidla nebo jinych vhodnych
koagulaénich ¢&inidel, odd&lenim podilu syrovatky a nislednym prokysanim nebo zranim [,
Soucasna doba nabizi velké mnozstvi typta syri a jejich variant. Uvedené schéma, znazoriujici

zakladni syraiskou technologii, je proto pouze orientacni (viz Obrazek 1).

syrové mléko

pfiprava suroviny

| tepelne osetreni |

| standardizace |

..................................

standardizovana surovina

zakysove kultury ¢
CaCly, KNO;  |————»  koagulace |
syfidlo ¢
| syfenina |

v

| zpracovani syreniny |

syrove zrno + syrovatka \

I formovani l—h syrovatka

v
| Iisoi/ém' |/
| NaCl —— solfnz' |
| zrani |

v

zraly syr

Obrazek 1: Zjednodusené schéma vyroby syri !

16



Jednim z dtvodu, pro¢ se mléko zacalo zpracovavat na syry, je jejich delsi trvanlivost. Za
prodlouzeni lhity trvanlivosti odpovida hlavné fermentace laktdzy, a to pfedevsim na kyselinu
mlé¢nou. Déle k ni pfispiva sniZeni vodni aktivity a hodnoty pH spole¢né s ptidavkem soli.
produkty, které ¢lovek poznal uz v dobé pied nékolika tisici lety, kdy se zacala domestikovat
zvifata. Uz tenkrat dokazal ¢lovék zpracovavat jejich mléko na mlééné vyrobky, a to
i s tehdejsimi védomostmi a zafizenimi. Cerstvé nebo vyzralé vyrobky od bilé po nazloutlou
barvu v sobé koncentruji zakladni slozky suSiny mléka, pfedev§im kasein a mléény tuk. Do
syrovatky prestupuje vétsi ¢ast vody, laktéza, bilkoviny syrovatky, komplex vitamini B,
mineraly (hoi¢ik, vapnik, fosfor) a ¢asti soli. Na vyrobu 1 kg syra se pak spotiebuje asi 10 litri

mléka.

3.1 Cisténi, tepelné oSetieni a sterilizace mléka

Samotna syraiska technologie zahrnuje fadu postupti a biochemickych pfemén. Po piijmu
syrového mléka jsou eventudlni mechanické necistoty odstranény filtraci nebo centrifugaci.
Déle nésleduji technologie, kdy se mléko sterilizuje tepelnym osetienim. Termizace potlacuje
nezadouci zmény mléka pii jeho skladovani za chladu. Pasterizace je zase zodpovédna za
zdravotni nezavadnost syri. Pro vyrobu se nejéastéji vyuziva tzv. Setrné pasterizace, ktera
se provadi pii teploté asi 72 °C po dobu 15-30 s. S vy$simi pasteraénimi zahfevy se pracuje
ztidka, jelikoz se pti nich zhor$uji dulezité vlastnosti mléka jako je napiiklad syfitelnost nebo

dochézi k nekvalitnimu oddélovani syrovatky.

Pfitomnost ne¢kterych druht bakterii a spor miize ve vysledku zplisobit vady u zrajicich syri.
Proto se také vyuziva metod baktofugace ¢i mikrofiltrace, kterymi lze odstranit drtivou vétsinu
nechténych mikroorganizmu. Princip baktofugace je obdobou centrifugace, kdy se k odstranéni
sporotvornych bakterii pracuje s odstiedivymi silami. Mikrofiltrace zase vyuziva pritoku
membranou s pory dosahujici velikosti kolem 0,5 pum. Kazdy syr je charakterizovan uréitou
hodnotou tuku v susing, proto se v pribéhu tepelného osetfeni provadi také standardizace
mléka, kdy dochazi ke smichani ¢asti smetany s odstiedénym mlékem v takovém poméru, aby
bylo dosazeno pozadované tu¢nosti mlé¢ka. Dalsi operaci je homogenizace vedouci ke zmenseni
tukovych kulicek, které predstavuji dispergovany mlécny tuk. Je vhodna pro vyrobu nékterych

Cerstvych syri, U téch zrajicich se zpravidla neprovadi.
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3.2 Koagulace a pridani mlékarskych kultur

Dulezitou kapitolou v pribéhu vyroby syra je koagulace neboli sraZzeni mlééné bilkoviny, a to
konkrétn¢ kaseinu. Kasein se z mléka srazi jednak pii sniZzeni pH pusobenim kyselin (diky
bakteriim mlécného kvaSeni) na hodnotu izoelektrického bodu, jednak pomoci enzymd.
V prvnim piipad¢ je fe¢ o takzvaném kyselém srazeni, které se uplatiiuje jen u nékolika malo
nezralych syra, pfedev§im u tvarohti nebo tfeba u vyroby jogurtt. V dal$im piipadé¢ se vyuziva

sladkého (enzymatického) srazeni, tedy koagulace mléka za pomoci syfidla [,

Pti srazeni mléka syfidlem nebo snizenim pH se kaseiny shlukuji do malych kulovitych ¢astic
(tzv. micel), pticemz jadro micely tvofi alfa (50 %) a beta (30 %) kaseiny a povrch obklopuji
kaseiny s ozna¢enim kappa (20 %). Kappa kaseiny tedy urcuji to, zda bude mozné z mléka
vyrobit syr, v jakém mnozstvi a kvalité. Rychlost syfeni mléka a spotiebu mléka na vyrobu syra
pak vyrazné ovliviiuje puvod genotypu kappa kaseinu. Nejvyhodnéji jsou na tom dojnice
s genotypem BB, horsi vytéznost syru z mléka pak maji dojnice nesouci alelu (konkrétni forma
genu) A. Viibec nejhorsi je alela typu E, presnéji mléko od dojnic s genotypem EE, které neni

mozné ani srazet (9,

Aktivni slozkou syfeni je proteolyticky travici enzym chymosin. Ten Gto¢i na specifickou ¢ast
proteind v mléce, konkrétné na kappa kaseiny ¢imz dojde k rozdéleni molekuly kaseinu na dvé
casti. Prvni ¢ast je hydrofobni, druhd je ve vodé rozpustna a prechdzi do syrovatky. Kaseinova
micela tak ztraci svoji hydrofilni ¢ast a nastava koagulace. Syfidlo mize byt zivoc¢isného,
rostlinného nebo mikrobidlniho pivodu. Co se vyroby syri tyce, lze pouzit syfidlo napf.
Laktochym, Fromase ¢i Mikroren. Do syraiského mléka se piidava mimo jiné chlorid vapenaty
(10 g/100 kg mléka), kde pusobi jako aditivum zlepSujici syfitelnost a zvySujici pevnost dale
vznikajiciho gelu.
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Pti pasterizaci mléka se zahfivanim ztraci vapnik, ktery se nahrazuje pfidanim chloridu
véapenatého. Pokud neni v mléce pifitomen vapnik v dostate¢ném mnozstvi, mléko se bude
spatné srazet. Na vyrobu syru s nizsi kyselosti (napt. tvartizky) se ptidava dusi¢nan draselny

(15 g/100 kg mleka), jez zabranuje procesu dufeni, které zpusobuji koliformni bakterie.

Vpraveni zédkysovych kultur bakterii mlécného kvaseni je nezbytnym ptedpokladem vyroby
vSech tvarohti a syrii. Kultury se podileji na upravé kyselosti mléka pred syfenim. Svou ulohu
plni také pii fermentaci laktdézy a tvorby kyseliny mlééné béhem procesu koagulace
a zpracovani srazeniny. Dale se podileji pii proteolytickych ¢&i lipolytickych aktivitach
V priibéhu zrdni a zaroven utvafeji senzorické vlastnosti (specifickou chut' dodava napf.
ptirozené se vyskytujici diacetyl). V neposledni fadé maji kultury vliv na konzistenci a texturu
syra, jako je naptiklad zndma tvorba ok vznikajicich pifi produkovaném oxidu uhli¢itém
v prub¢hu fermentace. Pribéh srazeni pak vede K vytvofeni syrovych zrn a k oddéleni
potfebného mnozstvi syrovatky ze struktury gelu. Nasleduji operace jako krajeni, michani,
dohiivani, dosouseni a prani syrového zrna. VSechny tyto faze podporuji synerezi syieniny,

jinymi slovy procesy smrst'ovani a uvolfiovani srazeniny smétované k formovani zrna.

3.3 Soleni a zrani

V nasledujicim kroku se syry soli chloridem sodnym (kuchynskou soli), ktery je zaru¢enym
konzerva¢nim ale i chutovym ¢initelem. Soleni zlepsuje stravitelnost bilkovin a do jisté miry
ovlivilyje aktivitu kultur a enzymu pfi zrani syra. Mimo to, Ze sul zpeviiuje povrch syru, je také
odpovédna za zvySeny osmoticky tlak mezi zrny. Piisobenim na bilkoviny zvySuje mnozstvi

uvolnéné syrovatky.

Krom¢ ¢erstvych syrti podstupuji snad vSechny typy proces zrani. Jde o komplexni souhrn zmén
mikrofléry zalozenych na enzymatickych reakcich. Pozadované zmény se nasledné projevi
Vv chuti, viini, barvé i konzistenci. Vznik aromatickych slozek je dan primarné biochemickymi
procesy jako je glykolyza, lipolyza a proteolyza. Pti zrani je hlavni bilkovina kasein rozkladana
az na volné aminokyseliny, t¢kavé kyseliny a dalsi jednodussi latky, které davaji senzorické

vlastnosti jednotlivym syrtm (1,
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4 OBECNA CHARAKTERISTIKA ANTIOXIDANTU

Latky zvané antioxidanty hraji dileZitou roli v ramci ochrany potravin a dokazuji to tak, ze
inhibuji oxidacni procesy a tim snizuji riziko Siroké $kaly onemocnéni. Svymi ucinky tak
piispivaji k podpote lidského zdravi. Definice pro antioxidanty mohou byt rizné, po chemické
strance se ale jevi jako latky, které mohou reagovat s volnymi radikaly autooxida¢niho fetézce,

prednostné s peroxidovymi radikaly.

Pfi reakci antioxidantd s volnymi radikaly vzniklymi autooxidaci mastnych kyselin se vytvofi
hydroperoxid nebo jiny neradikalovy lipidovy produkt. Antioxidant piejde do formy volného
radikalu, ktery vSak byva dosti staly, takZe neni schopen pokracovat v autooxidacéni reakci. Pti
reakci se antioxidant spotiebovava. Ve chvili, kdy je vSechen antioxidant spotiebovan, za¢ne
autooxidace probihat tak, jako by zadné antioxidanty pfitomny nebyly. Antioxidanty tedy

nemohou uplné zastavit autooxidaéni reakci, pouze ji zpomalit nebo ji v idealnim piipadé

.....

Na nize uvedené ilustraci (viz Obrazek 2) je znazornén pribéh reakce bez ptisobeni antioxidantu
a Vv jeho piitomnosti. Je zfejmé, Ze antioxidanty prodlouzi indukéni periodu (tj. obdobi pomalé

autooxidace), ale nemaji vliv na rychlost nasledujici rychle oxidace.

100
P
80 1
60 1

40 f

0

Obrazek 2: Vliv ptidavku antioxidantu na pribéhu antioxidaéni reakce [']

Zatimco ktivka 1 znazornuje prubéh reakce bez antioxidantu, kiivka 2 ukazuje ten samy pribeh
za jeho pfitomnosti. Jde o zavislost mnozstvi hydroperoxidii mastnych kyselin na case. Je
ziejmé, ze antioxidanty prodlouzi indukéni periodu (Iz, I2), ale nemaji vliv na rychlost
nasledujici rychlé oxidace. Pomér délky indukéni periody inhibované a neinhibované reakce se

nazyva protekéni faktor a nejéastéji se vyjadiuje v % zvyseni stability [/,
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Ty nejznaméjsi antioxidanty najdeme c¢asto V potravinach, potravinovych suplementech
a lécich. Pfedstavuji je vitaminy jako naptiklad vitamin A, E, C, Bz neboli niacin, dale
karotenoidy, flavonoidy (rostlinnd barviva, vcéetné karotenoidii, nékterych polyfenolt
a tfislovin), fenolické antioxidanty, polyfenoly, nékteré slouceniny selenu, zinku, manganu,

médi, germania a antioxidanty na bazi aminokyselin (glutathion, taurin).

Mezi antioxida¢ni enzymy a dal$i vyznamné antioxidanty, které chrani organismus, fadime
glutathion peroxidazu (GPx) coz je enzym, ktery ke své aktivaci potiebuje stopové prvky selen,
mangan, méd’ a zinek, pfi¢emz tyto prvky jsou samy o sob& antioxidanty. Jinym piikladem
enzymu je superoxid dismutdza (SOD) vyzadujici stopové prvky jako mangan, méd’ a zinek.
Dvojici pak dopliuje enzym kataldza (CAT), ktery pracuje ve spojeni se SOD. Za zminéni stoji
i VsouCasnosti hojné¢ znamy koenzym Qio. Préce pojednava o téchto enzymatickych

slou¢eninach jest¢ dale, a to v podkapitole tykajici se antioxida¢nich vlastnosti.

4.1 Oxidac¢ni stabilita v souvislosti s antioxidaé¢ni aktivitou v mléce

Jak je tomu u jinych potravinaiskych vyrob, tak i mlékarensky priamysl klade diraz na
udrzovani oxidacni stability ve své hlavni suroviné, tj. v mléce. Oxidacni reakce mohou
zpusobovat jak nezadouci zménu chuti, tak degradaci nutri¢nich slozek odpovidajicich za
kvalitu mléka. Ve své podstaté¢ se jedna o vysledek kiehké rovnovdhy mezi anti a pro-
oxida¢nimi procesy probihajicimi v mléce. Mira oxidacni stability zavisi na sloZeni mastnych
kyselin, koncentraci tokoferolii a karotenoidl, pfipadné na kontaminaci kovovymi ionty.
Finalni zpracovéni, baleni a podminky skladovani — to v8e ma vliv na rozsah ptirodnich
antioxidantl, které jsou pfimo spojeny s oxidacni stabilitou pasterizovaného mléka a mlécnych

vyrobku (1,

Antioxidac¢ni aktivita mléka a mlénych vyrobki je zplisobena piedev§im pritomnosti vazané
siry v aminokyselinéch (cystein, methionin) z nichz jsou sestaveny mlé¢né bilkoviny. Nasledné
to jsou vitaminy A, E, dale karotenoidy, z prvku zinek a selen, enzymové systémy
a Vv neposledni tfadé¢ mlécné oligosacharidy a peptidy, které jsou produkovany behem

fermentace a zrani syrt 4,
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4.2 Oxidacni reakce

U reakci oxidac¢niho charakteru obecné plati, Ze jsou spoleénym znakem pro volné mastné
kyseliny a jejich estery. Jde o reakce uhlovodikového fetézce, kdy karbonyl mastnych kyselin
pomérné snadno urychluje rozklad hydroperoxidi a nabizi se i reakce s nékterymi produkty
oxidace. V potravinach, u kterych je vétsi zastoupeni lipid, mize dochazet hned k nékolika

typtim oxidacnich reakci.

4.2.1 Autooxidace vzduSnym kyslikem

Pii zpracovavani a také skladovani potravin je nejfrekventovanéjSim typem reakce tzv.
autooxidace mastnych kyselin. Za béznych teplot oxiduji se vzdusnym kyslikem pouze
nenasycené kyseliny. K autooxidaci nasycenych mastnych kyselin se schyluje az pii vyssich
teplotach. Autooxidace uhlovodikového fetézce mastnych kyselin a také jinych uhlovodika se

jevi jako radikalova fetézova reakce, ktera probiha standardné ve tiech stupnich.

Prvni stupenn piedstavuje vznik volného radikalu mastné kyseliny (R-) a vodikového radikalu
neboli atomu vodiku (H-), které vznikaji homolytickym §tépenim kovalentni vazby mezi
uhlikem a vodikem v fetézci. Zjednoduseny reakéni mechanismus popisuje nasledujici reakce

(Rovnice 3):

RH-R-+H- (3)
Na to, aby molekula mastné kyseliny mohla reagovat, musi ziskat potiebnou energii z n&jakého
zdroje. Ptikladem je tfeba zdhfev v podobé tepelné energie, dalSi moZnosti je ozafeni
radioaktivnim nebo ultrafialovym zafenim, popiipadé viditelnym svétlem. Volny radikal
mastné kyseliny, ktery vznikl, je vysoce reaktivni. Snadno se tak slou¢i s molekulou kysliku,
ktera je vlastné tzv. biradikdlem. Tim vznikne peroxidovy radikél (R-O-O-), jehoz syntézu

pfedstavuje niZe poloZena reakce (Rovnice 4).

R-+0,->R-0-0-" 4)
Ten je opct velmi reaktivni, takze odStépi atom vodiku z dal$i molekuly nenasycené mastné
kyseliny. Produktem je hydroperoxid (R-O-OH) a dalsi volny radikal mastné kyseliny (R-)

(Rovnice 5).

R-0—-0-+R—H > R-—0—-0OH+R- (5)
Toto druhé stadium autooxidacni reakce se nazyva propagacni stupent neboli propagace. Sled
uvedenych dvou reakci propagacniho stupné se miuze opakovat jednou i vicekrat. Divodem
pro¢ se autooxidaci fika fetézova reakce je, Ze byly objeveny reakce zahrnujici vice jak tisic
¢lankt. Reakce volného radikalu mastné kyseliny s kyslikem je mnohem rychlejsi nez reakce
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peroxidového radikalu s uhlovodikovym fetézcem lipidu. Peroxidovy radikal reaguje

s molekulou lipidu pomérn¢ pomalu, a tato reakce proto urcuje rychlost autooxidace.

Tretim stadiem autooxidace je terminace a prob&éhne tehdy, pokud je koncentrace pfitomnych
volnych radikali dosti vysoka. Pti této situaci je vysoce pravdépodobné, ze dva volné radikaly

spolu za¢nou reagovat az na neradikalovy, stabilngjsi produkt a tim reakéni fetéz ukongi.

Terminaci Ize demonstrovat t€émito rovnicemi (Rovnice 6, 7, 8):

2R--> R -
R-+R—-0-0--R-0—-0-R @)
2R-0-0--»R-0-0—-R+ 0, (8)

Za omezeného pristupu kysliku, kdy rychlost autooxidace zavisi na jeho parcialnim tlaku, jsou
hlavnimi radikaly v systému radikaly mastné kyseliny (R-) a hlavni termina¢ni reakci je jejich
rekombinace. Za dostatecného pfistupu kysliku rychlost reakce na jeho parcidlnim tlaku
nezavisi. Vznika vice peroxidovych radikala (R-O-0O-), hlavnimi termina¢nimi reakcemi jsou
rekombinace radikal mastnych kyselin s peroxidovymi radikdly a vzajemné rekombinace

peroxidovych radikala [,
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4.2.2 Oxidace katalyzovana kovy

Spoustu piirodnich oleji obsahuje kovy jako kobalt, Zelezo, méd’ a hoi¢ik, které vlastni
prechodovou valenci, tzn. redukuji se pfijetim jednoho elektronu. Maji znacné pro-oxidacni
vlastnosti pfi lipidické oxidaéni reakci [*. Kovy ve svoji vyssi valenci maji tendenci podnécovat
autooxidacni reakce, konkrétnéji mohou iniciovat oxidaci mastnych kyselin reakci s kyslikem.
Aniont superoxidového radikalu, ktery nasledné vznikne, mize produkovat ztratou elektronu
singletovy kyslik (Rovnice 9) nebo miize reakei s protonem vytvotit hydroxylovy radikal, ktery

je podnétem fetézové reakce (Rovnice 10).

Mn++ 02_> M(n+1)+ + O.-Z N lo2 (9)

M™+ 0 - M(™D* + 0s2 — OHe (10)

4.2.3 Fotooxidace

Fotooxidace zahrnuje pifimou reakci svétlem aktivovaného singletového kysliku
S nenasycenymi mastnymi kyselinami a naslednou tvorbu hydroperoxidi. V nejstabilngjsi
tripletové podob€ neni kyslik velmi reaktivni s nenasycenymi slozkami. Fotosenzibilni
autooxidace tak zahrnuje reakci dvojné vazby a singletového kysliku produkovaného svétlem
Vv pfitomnosti latek, ve kterych pisobenim svétla probihaji fyzikalni ¢i fotochemické zmény
jako je napt. chlorofyl nebo erytrosin. Oxidace singletovym kyslikem se 1i$i od autooxidace

Vv tom, Ze se nejedna o radikalovou fetézovou reakci [,

4.2.4 Inhibitory oxida¢ni reakce

Jistym preventivnim opatfenim lze minimalizovat ¢i zpomalit oxidaci lipidi. Mezi takova
opatfeni se fadi minimalizace pfitomnosti kysliku a nezddoucich katalytickych kovii nebo
snizeni Gi¢innosti téchto faktorti [°). Jako inhibitory oxidagnich reakci se prezentuji viechny
latky se schopnosti snizit rychlost oxidace bez ohledu na mechanismus jejich ptisobeni. Tyto
latky tak Ize =zatadit mezi antioxidanty. Ptikladem takovych slou€enin jsou latky
chelatotvorného charakteru anebo takové, jez rozkladaji hydroperoxidy neradikalovou cestou.
Snizovat reakéni rychlost mohou také latky, které dokazi hydroperoxidy stabilizovat a tim tak

inhibovat tvorbu volnych radikald 1,
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5 ZDROJE ANTIOXIDACNICH VLASTNOSTI SYRU

Vlastnost potraviny ozna¢ovanou piivlastkem antioxidacni Ize definovat jako charakteristiku
latky skladajici se ze slozek, jez piimo atakuji nezadouci formy kysliku radikalové povahy. Za
produkci samotnych volnych radikalt stoji fada faktoru, kterym je lidsky organismu vystaven
prakticky denné a mnohdy je nelze nijak ovlivnit. Na strané druhé pak existuji latky ¢elici témto
radikaltim, a to jsou antioxidanty, které vytvaii v téle rovnovahu (Obrazek 3). Kli¢ovou roli v
udrzovani pro-oxida¢ni a antioxida¢ni homeostazy v lidském téle hraji mlééné antioxidanty,

které se mohou objevit jak v lipofilni, tak v hydrofilni formé.

w Nevyviiend o ; ;
strava Syrovatkové

proteiny

MLEéNE “/ En.‘::rm:arirké
VYROBKY ‘ Allﬁo‘xidanty ,: antioxidanty

Obrazek 3: Rovnovaha mezi mléénymi antioxidanty a volnymi radikaly (14

Lipofilni antioxidanty se projevuji vysokou tepelnou stabilitou a jsou aktivné ptitomny ve vSech
mlé¢nych produktech. Oba typy antioxidantt (rozpustné v tucich i ve vodé) interaguji v procesu

deaktivace reaktivnich sloucenin kysliku a kone¢nych produktt peroxidace lipidd [,
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5.1 Antioxida¢ni substraty

Majoritnimi latkami spadajicimi pod tuto podkapitolu jsou antioxida¢ni substraty lipofilniho
a hydrofilniho charakteru. Mezi hlavni lipofilni antioxidanty v mlééném tuku se fadi
konjugovana kyselina linolova (CLA, z anglického conjugated linoleic acid), vitamin A,
vitamin E, dale B-karoten a koenzym Q1o. Dal$imi latkami s antioxida¢nimi vlastnostmi, ale

s mensim efektem, jsou vitamin D3 nebo fosfolipidy [,

Nejvice aktivnim antioxidantem v mlé¢ném tuku je konjugovana kyselina linolova. Tato
unikatni slou¢enina je odvozend od mastné kyseliny linolové, ktera ve své molekule obsahuje
dvé konjugované dvojné vazby. Jejim béznym vyskytem je mléko, mlécné produkty a také
hovézi maso nebo napiiklad sluneénicovy olej . Konjugovana kyselina linolova je terminem
pouzivajici se pro smés polohovych a geometrickych izomera linolové kyseliny s dvojnymi
vazbami mezi atomy uhliku, zahrnujici v§echny mozné kombinace konfiguraci cis a trans
izomerd. Existuje jich celkem 28, avsak nejvétsi biologickou aktivitu vykazuji mezi izomery
cis-10 a trans-12 nebo cis-9 a trans-11 (viz Obrazek 4). CLA je piirozené se vyskytujici latkou
v potravinch. Jeji zdroje spadaji pod zivo¢isny pavod, konkrétné pochazi z piezvykavcu.
Typickym piikladem jejiho vyskytu je jiz zminéné hovézi maso nebo syry, u nichz postupné

zpracovani (zrani) vede k nartistu obsahu CLA 121,

kyselina linolovi izomer ¢-9, t-11 CLA

Obrazek 4: Chemicka struktura kyseliny linolové a jejiho konjugovaného izomeru [*2
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Tabulka 6: Obsah CLA a jejiho nejaktivngjsiho izomeru v riiznych typech syru 2

Produkt CLA (mg/g tuku) | Izomer cis-9, trans-11 CLA (% CLA)
Plnotu¢né mléko 3,4-6,8 82-97

Kondenzované mléko | 6,3-7,0 82

Cedar 4,0-5,3 78-82

Feta syr 4,9 81

Cottage 4559 83

Mozzarella 3,4-5,0 78-95

Parmezan 3,0 90

Ricotta 5,6 84

Taveny syr 4,1-10,7 75

Dalsi vyznamnou latkou, ktera hraje roli antioxidantu, je vitamin E. Pfestoze se v mléce
neprojevuje V nijak velkém mnozstvi (0,3-0,8 pg/ml), svoji antioxidac¢ni vlastnost nezapte.
Jeho hlavnim tkolem je chrénit mléény tuk pied autooxidaci. Vitamin E se nachazi
v membranach tukovych globuli a s vétsi pravdépodobnosti nezli v mléce, by se hledal v mésle,
tam je totiz jeho obsah daleko vyssi (18-35 pg/g tuku). Obsah vitaminu E je stanoven
tokoferolem obsazenym v krmivech. MIéko od krav krmenych tzv. zelenym krmivem vynika
mnohem vys$§im mnozstvim tohoto vitaminu nez od dojnic, kterym je podavana klasickd krmna
smés (TMR, z anglického Total mixed ration). V krmivech a potravinach rostlinného ptivodu
je pritomen vitamin E ve form& osmi chemickych sloucenin, konkrétn¢ Ctyt typt tokoferolu
a Ctyf tokotrienoll, znacenych a, B, v, 6. Mlé¢ny tuk obsahuje pouze a-tokoferol, ktery vykazuje

nejvice antioxidacni aktivity.

Oproti ostatnim typum je jeho biologicka aktivita 10 — 100krat silngjsi. Biologicka aktivita
vitaminu E je porovnavana pouze u a-tokoferolu, zatimco zbyvajici izomery (i kdyz jsou plné
absorbovany), nejsou v lidském téle prevedeny na aktivni a-tokoferol. Za timto faktem stoji
tokoferolovy transferovy protein oTTP, ktery se vaze v jatrech. Odtud transportuje a zasobuje
a-tokoferol na ruzna mista v téle. Zbyvajici tokoferoly a tokotrienoly odvozené hlavné
z rostlinnych tuka (obsazenych v lidské stravé), jsou vylucovany Zluc¢i. Protein aTTP se podili
na procesu vazby a-tokoferolu s lipoproteiny VLDL a jejich uvolnéni do krevniho obé¢hu.
V krvi jsou VLDL transformovany do LDL a HDL, a-tokoferol je tedy pfitomen ve vSech

lipoproteinech pfispivajicich k distribuci a u¢inkéim vitaminu E v organismu [,
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Vitamin E je nejaktivnéjSim lipofilnim antioxidantem v lidském téle a mize za to jeho
chemicka struktura. Ta totiZ zahrnuje chromanovy kruh s tzv. hlavou a koncem (isoprenoidni
postranni fetézec). Pfitomnost tohoto hydrofobniho fetézce podporuje rozpustnost tuku,
piicemz aromaticky kruh je zodpovédny za polarni charakter vitaminu E. Chemicka struktura
také usnadiiuje jeho umisténi v lipidové dvojvrstvé bunécnych membran, kde je hydrofobni
fetézec vlozen mezi uhlikaté fetézce patiici lipidim a polarni ¢ast (hlava) je vystavena

hydrofilnimu prostiedi.

Mezi hlavni funkce vitaminu E v téle patii prevence oxidace lipidi bunécnych membran,
ptipadné i plazmatickych lipoproteinti a vychytavani volnych radikalti spole¢né s reaktivnimi
formami kysliku. Dale zvySuje aktivitu antioxida¢nich enzymu, jako je peroxidaza nebo
transferaza, zavislych na GSH (tripeptid podilejici se na odstrafiovani ROS). Dilezita je
antioxidacni schopnost samotného a-tokoferolu, zejména naruseni lipidového peroxidového
fetézce. Béhem peroxidace lipidi (v biologickych membranach a lipoproteinech) interaguje o-
tokoferol s peroxidovymi radikaly za vzniku relativné malo reaktivnich a stabilnich
tokoferolovych radikali (TOC-O-). Tyto radikaly mohou interagovat s jinymi volnymi radikaly

nebo se vazat s radikaly peroxidu, které reakce volnych radikali ukoncuji.

Krom¢ zachovéni integrity bunééné membrany vitamin E ovliviiuje aktivitu enzymil jako je
fosfolipaza A2, cyklooxygenaza a proteinkinazy B a C. Dale se podili na pfenosu signalu
a genové expresi. Pomaha vitaminu A pii deaktivaci ROS a vstupuje do synergickych reakci se
selenem za ucelem ochrany bunéénych membran pied negativnimi u¢inky lipidové peroxidace.
Pii expozici oxida¢nimu pusobeni regeneruje B-kartoten a chrani vitamin A. Tokoferolovy
radikal se regeneruje na metabolicky aktivni formu vitaminu E v pfitomnosti glutathionu,
vitaminu C, koenzymu Q1o a B-karotenu. Nizké hladiny vySe zminénych antioxidanti pak

zvySuji poptavku po vitaminu E.

Jako silny antioxidant pfispivd vitamin E k optimdlni struktufe a permeabilit€¢ bunécnych
membran, coz vede ke zlepSeni funkci bunck a tkani, které jsou nejvice vystaveny oxida¢nimu
stresu (napi. erytrocyty). Nedostatek vitaminu mutze urychlit starnuti a zvySit riziko
kardiovaskularnich ¢i neurodegenerativnich chorob. Ov§em ptijem syntetického vitaminu E je
spojen se zvySenim rizikem infarktu myokardu a dal§imi onemocnénimi srdce. Diivodem pro¢
vitamin E mlze projevovat zndmky toxicity je, Ze ma vétsi afinitu ke strukturdm bunécnych

membran a vylu€uje pfirodni antioxidanty.
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Mlécné produkty jsou bohaté pro karotenoidy a také v sob& ukryvaji biologicky dostupny
vitamin A, jehoz nejvyssi obsah (0,15-1,5 mg/100 g) je mozné zaznamenat v Syrech a maslech.
Zatimco samotné mléko a produkty jako je tvaroh nebo jogurty disponuji vyrazné niz§imi
hodnotami (0,15-1,5 mg/100 g). Koncentrace vitaminu A spolu s B-karotenem zavisi na slozeni
stravy, ktera je podavana dobytku. Podobné jako tomu je u jinych karotenoidu, i B-karoten
je rozkladan stfevnim enzymem karoten dioxygenazou na retinol, coz je aldehyd, ktery je
redukovan na retinol nebo kyselinu retinovou. Esterifikovany retinol je pak transportovan krvi
do mlé¢nych z14z. Karoten dioxygendza je enzym o nizké aktivité a pii velkych mnozstvich -

karotenu jsou pouzivany spole¢né s krmivem. V mléce se pak objevuji v nezménéné podobé [,

Retinal a kyselina retinovéa ptedstavuji hlavni biologicky aktivni formy vitaminu A. Retinal
ptispiva ke zdravejSimu zraku a kyselina retinovd ma na starost regulaci bunééného déleni
a rustu. Tato kyselina navic pfimo ovliviiuje epitel a regeneruje pokozku, rohovku a sliznice
v gastrointestinalnim, urinalnim, reprodukénim a respira¢nim systému. Dale stimuluje imunitni
systém a produkci bilych krvinek (granulocytt a leukocyttl). Antioxida¢ni aktivita je jednou
vitamin A spole¢né s jeho prekurzorem B-karotenem, oznacovaného také jako provitaminem
A. Blizky vztah mezi nimi dokazuje i jejich chemicka struktura (Obrazek 5,6). V reakcich totiz

z jedné molekuly B-karotenu vznikaji dvé molekuly vitaminu A.

CHa

Obrézek 5: Molekula retinolu (vitaminu A) %]

CHs

CHs

Obrazek 6: Chemicka struktura p-karotenu 1%
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Jejich antioxidacni vlastnosti slouzi jako prevence pied oxidaci frakce LDL cholesterolu
a inhibuji peroxidaci lipida ve tkénich s nizkym parcidlnim tlakem kysliku. Za téchto podminek
karotenoidy zachycuji singletovy kyslik a peroxidy lipidd G¢inngji nez vitaminy A, E a C.
Naopak pfi vysokém parcialnim tlaku kysliku, napi. v dychacim epitelu, mohou mit B-karoten
s vitaminem A pro-oxida¢ni Gcinek a jejich autooxidace inicializuje peroxidaci strukturnich

lipida.

Jako antioxidanty s nizkou molekulovou hmotnosti se oba podileji na prevenci proti
ateroskler6ze a rakovin€é. Za jejich antikarcinogenni uUCinky miZze pfitomnost mnoha
konjugovanych dvojnych vazeb v jejich molekulach, hlavné u karotenoidd se schopnosti
absorbovat singletovy kyslik. To je dulezité hledisko pfi prevenci urcitych typi rakoviny kiize
vyvolanych UV zafenim. Vzhledem ke své schopnosti absorbovat singletovy kyslik,
karotenoidy u¢inné chrani i DNA pfed oxidaci. Vitamin A (zejména kyselina retinova) chrani
t€lo pied ranymi stadii rakoviny, zatimco B-karoten brani neoplastické progresi. Podobn¢ jako
predchozi antioxidanty, tak i vitamin D3 je sou¢asti neenzymatického antioxida¢niho systému
mléka. Jeho nejaktivnéjsi forma klacitriol uplatituje antioxidaéni Gi¢inky pfi inhibici peroxidace
lipidd. A¢ je v letnim obdobi toho vitaminu v kravském mléce nejvice, jeho obsah byva nizsi
nez 0,002 mg/ 100 g mléka. Mnohem bohat$im zdrojem D3 je mlécny tuk, ktery se nachéazi ve
zrajicich syrech, masle ¢i smetané. V lidském téle je vitamin D3 zodpovédny za regulaci
rovnovahy véapniku a fosforu a udrzovani homeostazy vapniku. Tento vitamin navic ovliviiuje
vstiebavani poslednich dvou zminénych prvkl v tenkém stievé. D3 je navic nutny pro spravné

fungovani ptistitnych télisek a ledvin.

Mléény tuk obsahuje také mald mnozstvi koenzymu Q. Ten ma své zastoupeni
Vv elektronovém transportu a podili se na syntéze ATP, kterd zlepSuje energickou vykonnost
v bunikach a tkanich. Koenzym Q1o je vysoce aktivni antioxidant a jeho redukovana forma
ubichinon chrani buné¢né membrany a LDL cholesterol proti oxidaci u¢innéji nez a-tokoferol
nebo B-karoten. Ubichinon podporuje antioxida¢ni G¢inky vitaminu E (inhibuje peroxidaci
pouze ve fazi propagace) a zaroven zabrafiuje iniciaci a progresi peroxidace lipidh
a fosfolipidovych PUFA v membranach mitochondrii. Vazbou na proteiny stabilizuje tyto

membrény a zajist'uje jejich soudrznost 21,
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5.2 Antioxida¢ni enzymy a ostatni hydrofilni antioxidanty

Hydrofilni antioxidanty tvoii pomérné velkou skupinu sloucenin. Jsou jimi syrovatkové
proteiny, kaseinové frakce, bioaktivni peptidy, nizkomolekularni slou¢eniny dusiku a kyselina
mocova. Podstatné dulezitéj$i skupinou antioxidantti jsou ale enzymy, majici za dlohu
neutralizovat volné radikaly v mléce. Patii sem superoxid dismutaza (SOD), katalaza (CAT),
glutathion peroxidaza (GPx) a méné znama laktoperoxiddza (LPx). Tyto enzymy vytvareji

synergicky systém, ktery zvySuje antioxida¢ni potencial mléka 2,

5.2.1 Antioxida¢ni vlastnosti kaseinu

Kaseiny vytvareji hlavni proteinovou slozku mléka ve form¢ makromolekularnich agregatu.
Jak se ukdzalo, mlécné proteiny maji schopnost zachycovat vysoce reaktivni formy kysliku.
Studie také potvrdily, ze kasein inhiboval lipidickou autooxidaci, ktera byla katalyzovana
lipoxygenazou, coz je enzym oxidujici obecné latky tukového charakteru. Samotné volné
aminokyseliny nemaji silu tlumit G¢inky volnych radikalti ani je vychytavat, avSak primarni

struktura kaseinovych molekul piisobi jako lapag [,

5.2.2 Antioxida¢ni vlastnosti syrovatkovych proteinii

V poslednich letech je vyuziti syrovatky vyrazné na vzestupu, a to predevsim diky rostouci
produkce syrovatkového proteinu u sportovei. Se svoji biologickou hodnotou se uplatiuje
nejen jako stavebni kamen pro rist a regeneraci svalové hmoty, ale vynika i svou antioxidacni
aktivitou, a to inhibovat nezadouci oxidaci u lipidd. Tato aktivita je zapti¢inéna mnohostranné
ucinnym laktoferinem, coz je glykoprotein schopny vazat a pfenaset volné zelezo v organismu
a mimo jiné se vyznacuje svymi antimikrobidlnimi vlastnostmi. Jeho vyuziti 1ze najit 1 v 1écbé
chronické hepatitidy typu C a koznich infekci. Laktoferin ma ptiznivy vliv na rast bifidobakterii
Vv zazivacim Ustroji. Dalsi pfi¢inou antioxida¢ni povahy syrovatkového proteinu je pfitomnost
aminokyselin obsahujicich ve svych molekulach (v postrannich fetézcich) siru, ktera je schopna

vychytavat volné radikaly. Konkrétné jsou jimi methionin a cystein (11,

5.2.3 Antioxida¢ni enzymy

Télo neustdle ochrafiuje komplexni antioxidacni spektrum latek, at’ uz enzymatické nebo
neenzymatické povahy. Jejich molekuly spole¢né pisobi proti radikalim, aby odolavaly
Skodlivym Uc¢inktim, které nasledné postihuji zivotné dulezité biomolekuly a télesné tkane.
Antioxidacni enzymy se fadi do tzv. pfedni linie antioxidantd, bez kterych by se organismus
téZko obesel. V biologickych systémech velice rychle zasahuji a neutralizuji jakoukoliv

molekulu, kterd vykazuje 1 sebemensi radikalovy potencial.
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Hlavnimi predstaviteli téchto enzymu jsou superoxid dismutaza, kataldza a glutathion
peroxidaza a jejich spoleénym znakem je, Ze ucinné rozkladaji pro télo jedovaty peroxid vodiku
a hydroperoxidy a na neskodné molekuly. Tfida enzymu také zahrnuje proteiny, které vazou
ionty kovli ve svych molekulach a nésledné tak brani v tvorbé volnych radikala. Prikladem

takového proteinu je transferin.

Superoxidové radikaly (-O2) nebo singletové kysliky (*O2), které se generuji metabolicky
Vv tkanich ¢i1 buiikach, jsou katalyticky pfeménény na peroxid vodiku a molekuldrni kyslik
superoxid dismutazou. Peroxid vodiku je ale pfi vétsim nashromazdéni pro tkané toxicky. Aby
se tomuto jevu piedeslo, pfitomny enzym katalaza, kterého je v peroxizomech (bunéénych
organelach plazmatického retikula) dostate¢na zasoba, rozklada zminény peroxid na vodu a
kyslik, coz vede ke snizeni rizika poskozeni bunék. V mitochondriich ale katalaza chybi a Glohu
za ni prebird enzym glutathion peroxidéaza, ktery ma schopnost pievést redukujici peroxid
vodiku spolu s lipidickymi peroxidy az na piislusné alkoholy. Superoxid dismutaza (SOD,
z anglického superoxide dismutase) je nejsilné€jSim enzymatickym antioxidantem v buiice,
ktery zaroven detoxikuje. Tento endogenni enzym ucinkuje jako slozka ochranného systému
prvniho fadu proti reaktivnim druhim kysliku (ROS). V zivych organismech katalyzuje
dismutaci dvou molekul superoxidového aniontu na peroxid vodiku a kyslik, coz demostruje

nasledujici rovnice (Rovnice 11):
205 + 2H* = H,0, + 0, (11)

To nasledné ¢ini potencionalné Skodlivy aniont méné nebezpeény. SOD je metaloenzym a to
znamena, ze pro svoji aktivaci potiebuje metalofaktor. Na zakladé typu kovového iontu, ktery
je vyzadovan jako kofaktor SOD, existuji rizné formy enzymu. Kovové ionty, jez jsou bézné
vazdny SOD systémem, se rozdé€luji do tii forem. Fe-SOD se pfirozené vyskytuje
v prokaryotickych organismech a chloroplastech nékterych rostlin, Mn-SOD pievlada
v prokaryotech a mitochondriich eukaryot a Cu/Zn-SOD piitomny v eukaryotickych buiikach.
Superoxid dismutaza se vyhradné objevuje v odstiedéném kravském mléce o koncentracich
kolem 0,15-2,4 mg/l mléka. Katalaza (CAT, z anglického catalase) je protein tetramerni
struktury a jako enzym puisobi bézné ve vSech zivych tkanich vyuzivajicich kyslik. Kataldza
vyuziva jako sviij kofaktor bud’ Zelezo nebo mangan a katalyzuje degradaci ¢i redukci peroxidu
vodiku na vodu a kyslik, nasledkem ¢ehoz dochazi k dokonceni detoxikaéniho procesu
podobného jako tomu je u SOD enzymu. Katalaza dosahuje vysoce efektivniho Uc¢inku, za

pouhou sekundu dokaze znicit miliony molekul peroxidu vodiku.
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Enzym katalaza je lokalizovan primarné v peroxizomech, ale chybi v mitochondriich savéich
bunék, tzn. rozpad peroxidu vodiku je pfenechan pfitomnému enzymu zndmym jako glutathion
peroxidaza (GPx, z anglického glutathione peroxidase). Tento intracelularni enzym dopliuje
dvojici pfedchozich enzymu a spolu tvofi enzymaticky systém. Béhem redukce peroxidu a

hydroperoxidu generuje glutathion disulfid (Rovnice 12).
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0 (12)

Rozklada taktéz peroxid vodiku, ale i lipidické peroxidy, kdy konecnym produktem jsou
piislusné alkoholy. Cely dé€j probiha hlavné v mitochondriich, piipadné v cytosolu. V inhibici
lipidické peroxidace hraje roli mnozstvi selenu jakozto kofaktoru, ktery se na enzym glutathion
peroxidazu fixuje 7. Enzymatickou ochranu v podobé struéného schématu uvadi nize popsana
ilustrace. (Obrazek 7).

mitochondridlni dychani \ / ostatni zdroje

bile kervinkey | 7 R ionizacni radiace

Cu/Zn-50D Mn-50D
(cytozol) (mitochondrie)

Fe-50D
(chloroplast)

Fentonova realce

H202 >
Felr
kataléza ghutathion
(peroxizomy) peroxiddza

/ (mitochondrie)

Y Y
H-0 + 05 bunécéne

< < poskozen

Obrazek 7: Schéma ochrany antioxidaénich enzymi 7]
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6 FORTIFIKACE ANTIOXIDANTY

6.1 Fortifikace pri vyrobé syri

S cilem zvyseni piejimky zpracovanych syrovych vyrobkii spottebiteli vyrobci Casto hledaji
nové zpusoby, jak zvysit jejich takzvanou funkénost, jinymi slovy snazi se potravinu obohatit
nééim, co povede ke zlepSeni jejich nejen organoleptickych vlastnosti. Funkéni potraviny jsou
tedy potraviny vyrobené z piirozené se vyskytujicich slozek, u kterych je kladen duraz
na zvyseni jejich nutri¢ni hodnoty tak, aby zaroven doslo k narustu zdravi prospésnych latek.
Nejedna se tedy o bézné, pravidelné¢ konzumované potraviny. Hlavni metody fortifikace syrt

zaclenuji do svych procest probiotika spolu s prebiotiky.

Jednim ze zptisobt, jak zvysit funkcnost syra, je zaclenéni probiotik do koneéného produktu.
Probiotika jsou ve své podstat¢ zivé kultury mikroorganismi, které jsou pii konzumaci
Vv adekvatnim mnozstvi zdravi prospé$né a maji pozitivni dopad na stfevni mikrofloru hostitele.
Spole¢né s laktobacily a bifidobakteriemi jsou probiotické bakterie nejbéznéji uzivané v rdmci
vyrobniho procesu potravin s probiotiky ™. Aby byl mléény produkt povazovan
za probioticky, dle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. musi spliiovat jisté mikrobiologické pozadavky.
MIééna mikroflora 1 g vyrobku musi obsahovat nejméné 10° Zivoucich kolonii probiotickych
bakterii [l. Probioticka Zivotaschopnost mikroorganismii musi byt navic udrZovéana po celou

dobu trvanlivosti vyrobku.

Latky zvane prebiotika nejsou na rozdil od probiotik zivouciho charakteru. Po chemicke strance
se jednd o oligosacharidy ¢i polysacharidy, které jsou jinak pro ¢loveéka nestravitelné.
Prebiotické slouceniny podporuji aktivitu stievni mikroflory, jinak feceno jsou potravou pro
zdravi prospés$né sttevni bakterie. Jako ptiklad je mozno uvést pomérné znamy inulin. Bakterie
existujici v tlustém strevé zisk&vaji energii, a jako produkt biochemickych reakei pfi tomto déji
vznikaji organické kyseliny. Tyto kyseliny zase funguji jako zdroj energie pro bunky, které
tvoii stény stieva [*°l. Prebiotika se mohou nachézet bud’ v potravinach nebo dopliicich stravy,
Casto v kombinaci s probiotiky. Slou¢enim obou téchto slozek se ziska symbiotikum. Pozitivni
efekt symbiotik je poté dan vyssi moznosti pieziti pozitivné pusobicich bakterii v lidském
sttevé. Tyto kombinované piipravky pomahaji naptiklad pii rdznych prijmovych
onemocnénich, pti zacpe€, obecné ke zlepSeni imunity a celé fadé dalSich pozitivnich vlivli na

lidsky organismus (41,
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Pfestoze se vétSina syrt vyrabi procesem kvaseni, neznamena to, ze kazdy syr nutné obsahuje
probiotika. Proto je dilezité peclive €ist informace na obalech syrti a ujistit se, Ze je na ném
napsano, ze dany vyrobek obsahuje zivé a aktivni kultury. Probiotika se nenachéazeji ve vSech
druzich syra, ale pouze v nékterych. Mezi syry bohaté na probiotické kultury patii Cedar,
mozzarella nebo gouda. Jinymi slovy spadaji sem ty, které se vyrabi zptisobem umoznujici
pieziti zdravi prospésnych bakterii. [*® 1. Syry jsou tak obecn& podporuji spravnou funkci
organismu a jejich pravidelné zafazeni do jidelnicku pomaha v prevenci srde¢nich chorob

a osteopordzy 191,

6.2 Fortifikace krmiv

Jak vyplyva z informaci uvedenych vyse, antioxida¢ni slozky mléka (hlavné vitaminy) mohou
u pravidelnych konzumenti vyznamné podpofit jejich denni pfijem potravy. Koncentrace
téchto sloucenin v mléce jsou jednak ovlivnény krmnymi davkami ur¢enymi pro dobytek a
jednak podminkami pozdgjsiho skladovani mléka ™. Na zakladé tohoto faktu se pak odrazi
vyuzitelnost mléka a mléénych vyrobkl nejen v trznim hospodafstvi, ale i v nutri¢ni oblasti,
kde je ptuvod mléka bran jako faktor ovliviiujici funkéni slozeni potravin. Funkéni potraviny
jsou relativné nové zavedenym pojmem, ale obecné se daji definovat jako potraviny

s piidavkem slozek, které jsou pfi¢inou piiznivého vlivu na zdravi konzumenta [?21,

To, ze jsou mléko a nasledné vyrobené syry z né€j v poslednich letech velice Zadanou surovinou
u lidi, neni Zadné novinka. Vzhledem ke svému sloZeni a uzndvanym ptinostim na lidské zdravi
se stavaji relativné populadrni slozkou ve vyziveé. V drtivé vétSin€ se pouziva ke zpracovani
mléko kravské, ovSem kozi mléko je v mnoha aspektech vyhodngjsi. Vyznacuje se nizsi
alergicitou na pfitomné proteiny, vEtsi stravitelnosti a také vyS$§im obsahem bioaktivnich latek,
diky ¢emuZz dostdvd mnohdy oznaceni i jako funk¢ni potravina. Slozeni mléka a vlastné
i antioxida¢ni potencial v prvni fadé ovliviiuje zvoleny krmny systém, jinymi slovy druh
krmiva, jeho mira fortifikace a koncentrace prekurzori vitaminu A. Bud’ se miZze jednat
0 pastvu s volnym vybéhem nebo se zvifata krmi ve stile uzavienych prostorech. Dal§imi

faktory ovliviiujici slozeni mléka jsou rocni obdobi (respektive obdobi sucha a destli) a proces

tepelného oSetieni neboli pasterizace.
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Byla provedena studie, kdy byly kozy rozdéleny do dvou skupin. V té prvni byla zvifata krmena
v omezeném prostoru a dostivala kontrolovanou stravu, druha skupina méla pravidelnou
a ¢erstvou pastvu na pude s prevahou keit a jiné zelen¢, kam naprselo az 450 mm srazek. Strava
pro ob¢ skupiny byla dopliovana kazdy den o piesné ptipravenych davkach. Pro ob¢é skupiny
bylo mléko odebirano béhem dvou sezoén (sucha a dest¢). Pro kazdou sezonu byla polovina
vzorkli mléka pasterizovdna a polovina zistala bez tepelného oSetfeni. Stejné vzorky byly
pouzity i k vyrobé syra a syrovatky, kdy se vytvotily tfidy po osmi kusech a bylo provedeno
tzv. faktoridlni usporadani 2 x 2 x 2. Experimentalni jednotky tak berou vSechny mozné
kombinace napfi¢ vSemi ovlivitujicimi faktory. Studie tak pracovala celkem s 96 analyty (8 x 3
X 2 X 2). Zkazdého vzorku pak byla vyhodnocena koncentrace mnozstvi fenolickych latek
(TPC, z anglického Total Phenolic Compounds) a antioxida¢ni aktivita ve vodném extraktu
ziskaném z mléka, syrovatky a syra. Fenolické latky, zejména flavonoidy jsou ptirodni

do chelatt inaktivuji nékteré pro-oxidacni ionty.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace TPC vykazovala o téméf 35 % vyssi hodnotu u mléka, jehoz
dojnice byly krmeny syst¢émem volného vybéhu. DosaZzenim zmén ve slozeni a pfidanim
fenolovych sloucenin do krmiva je jednim ze zpisobi, jak zlepsit kvalitu mléka. DalSim je
zvoleni volného vybéhu jako variantu krmného systému. Koncentrace TPC byla vyznamné
vys$i v syru vyrobeném z nepasterizovaného mléka nez v pasterizované form¢. Antioxidacni
aktivita (méfena metodou FRAP) vykazovala vétsi nartist u nepasterizované syrovatky a syra
nezli u pasterizace. Technikou DPPH bylo zjisténo ze antioxidacni aktivita je vysSi
Vv nepasterizovaném mléce i jeho derivatech jako je syrovatka a syr. Ziskané vysledky se shoduji
s odbornou praci od Hilario et al. (2010) 21, ve které se zjistilo, Ze koncentrace TPC a aktivity
je vyrazné vyssi u syrl z nepasterizovaného mléka, jehoz dojnice se volné pasly. Dale
koncentrace TPC byly vyss§i ve vzorcich odebranych zobdobi sucha, nikoliv destu.
Antioxidacni kapacita stanovend metodou FRAP c¢inila také vysSi hodnoty pii odbéru vzorkt
z obdobi sucha. Koncentrace TPC jsou vyznamné vyssi v nepasterizovaném mléce z pastvin, v
syrovatce pak z pasterizovaného mléka v omezeném krmném systému a u vSech syri z mléka,

které bylo odebrano v obdobi sucha 21,
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7 ZAKLADNI METODY STANOVENI ANTIOXIDACNI
AKTIVITY

Termin antioxidacni aktivita predstavuje schopnost urcité latky omezit G€inek volnych
radikald a tim branit biologicky vyznamné slouceniny pied oxidacni degradaci. Nejcastéji
se stanovuje spektrofotometrickymi technikami. V ramci antioxida¢ni aktivity by lidé méli
rozlisovat pojmy antioxida¢ni kapacita a reaktivita. Kapacita popisuje délku trvani ucinkt

antioxidantl, kdezto reaktivita charakterizuje dynamiku procesu.

Pro porovnani antioxida¢nich UCink( rGznych sloucenin byl zaveden pojem celkova
antioxidac¢ni aktivita (TAA, z anglického Total Antioxidant Activity), jinde uvadéna taky jako
TAC (Total Antioxidant Capacity). K jejimu stanoveni je mozné pouzit Sirokou Skalu technik,
a to z divodu vysokého poctu rozdilnych mechanismu piisobeni antioxidantd. Tyto metody lze
klasifikovat do dvou zékladnich skupin. Prvni skupina je tvofena metodami, které¢ posuzuji
schopnost latek eliminovat radikaly, druha skupina zac¢lenuje postupy zaloZené na redoxnich

vlastnostech slouenin 23!,

7.1 Metody antioxidac¢ni aktivity zaloZené na eliminaci radikala
7.1.1 TEAC metoda (oznacovana také jako ABTS)

Jedna se o nejvice pouzivanou spektrofotometrickou metodu ke stanoveni celkové
antioxida¢ni kapacity [?4. ABTS metoda je zaloZena na schopnosti antioxidantu zachytit volny
radikalovy kationt ABTS-* vytvofeny ve vodné fazi a je porovnavan se standardem Trolox,
ktery je v podstaté hydrofilnim analogem vitaminu E. ABTS-" se vytvafi za pouziti silného

oxidacniho ¢inidla jako je peroxodisiran draselny ¢i manganistan draselny se soli ABTS
(Obrézek 8) 231,

Peroxodisiran draselny

ABTS .
_ ~ SO; YTV ] s 803
oo A e |
/=N /N : @?=N /N
N H,C4 N HoC'¢
Cals Antioxidant Trolox CyH;

Obrézek 8: Chemicka reakce TEAC (ABTS) metody 2]
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Vznikly modrozeleny radikal ABTS-* (2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-
sulfonat)) je nasledné zhasen antioxidanty. Pti tomto procesu se méni absorbance vzorku, ktera
je nejéastéji méfena cca pti 734 nm. Vysledna celkova antioxida¢ni kapacita je poté
porovnavana s aktivitou synteticky piipravené standardni latky, tzv. Trolox. Tato technika
vynika pfedevsim svou jednoduchosti, rychlosti v provedeni a lze ji aplikovat ke zjiSténi

celkové antioxidaéni kapacity Cistych latek i smési rizného pavodu 241,

7.1.2 Metoda vyuzivajici DPPH

Metoda DPPH je nejjednodussi metodou pro zaznamenavani antioxidac¢ni aktivity
v potravinach a je velice podobnd piedchozi metodé TEAC s tim rozdilem, Ze pouZitym
radikalem je latka zvana DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) (241,

Principem tohoto méfeni je pokles absorbance DPPH na jeho absorpcni maximum, tj. asi 518
nm, coz odpovida koncentraci volnych radikali pfidanych do roztoku. Vstupujici intenzivné
purpurovy DPPH- radikal je redukovan pfislusnym antioxidantem (redukujicim ¢inidlem) na
odpovidajici svétle Zluté¢ zabarveny hydrazin, konkrétné difenylpikrylhydrazin (DPPH-H).

Pribéh reakce je znazornény nize (viz Obrazek 9).

ON O,N
i
N—N- NO, + AOX —> N—N NO, + AOX
ON O,N
DPPH- DPPH-H

Obrazek 9: Chemickéa reakce DPPH radikalu s antioxidantem [2!

Antioxidacni aktivita je vyjadiena jako inhibi¢ni koncentrace ICso, coZ je odpovidajici mnoZzstvi
antioxidantu, které je nezbytné ke snizeni koncentrace kontrolniho vzorku o 50 % (Obrazek
10). Cim vyssi je hodnota ICso, tim i stoupé antiradikalova wi¢innost. Jediné omezeni tohoto
stanoveni je, Ze procento zachycenych radikali je zdvislé na pocate¢ni koncentraci DPPH
radikdlu. Ztoho divodu je lepsi vyuzit odchylky absorbance nebo koncentraci DPPH
spotfebovaného v reakci. Hodnota absorbance je poté interpolovana v kiivce zavislosti
antioxida¢ni standardni latky jako je Trolox nebo kyselina askorbova. Vysledky jsou poté
[23]

vyjadieny jako ekvivalentni koncentrace standardni latky
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Zavislost vychytaného radikalu na mnoZstvi
antioxidantu
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Kyselina askorbova [uh]

Obrazek 10: Vyjadieni inhibi¢ni koncentrace v grafické podobé [2°]

7.1.3 ORAC metoda

Doslova kapacita absorbovat volné radikaly kysliku neboli ORAC (z anglického
Oxygen Radical Absorbance Capacity) je definovana jako metoda hodnotici schopnost analytu
(potravin i potravinovych suplementt) eliminovat kyslikové radikaly, které jsou ve vzorku za
ucelem analyzy generovany. Metoda se provadi za pouZiti fluorescen¢niho proteinu, zndmého
pod zkratkou B-PE (B-fykoerytrinu) nebo fluoresceinu, ktery je v souasnosti vyuzivan vice
(ORACEL). Jako tomu bylo u metody TEAC, i tady se uziva jako standardni latka Trolox.
Princip je zaloZen na generovani peroxylovych radikalti za pouziti latky AAPH (2-2"-Azobis(2-
amidinopropan)dihydrochlorid) nebo na tvorb&é hydroxylovych radikald s vyuzitim systému

meédnatych ionth a peroxidu vodiku.

Nésledujici krok pak piedstavuje méfeni poklesu fluorescence zpusobeného latkami, jez
zachycuji volné radikaly (tzv. lapace). Po ptidani AAPH do analyzovaného roztoku je
zaznamenana fluorescence a aktivita antioxidantu je vyjadiena jako ekvivalent Troloxu, jehoz
antioxidacni aktivita je znama. Jedna ORAC jednotka odpovida 1 uM standardni latky Trolox.
NiZe jsou uvedené hodnoty nékterych dnes jiz béZzné uzivanych potravin, jejichz antioxidacni

kapacita byla méfena pravé touto metodou (viz Obrazek 11).
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Obrazek 11: Hodnoty ORAC nékterych potravin vykazujicich antioxida¢ni aktivitu [27]

Studie na laboratornich zvifatech prokazaly, ze potraviny s vysokymi hodnotami ORAC mohou
chranit buniky a jejich slozky pted negativnimi oxida¢nimi G¢inky. Ukazalo se, Ze laboratorni
zvifata, kterym byla podavana strava s vysokym podilem hodnoty ORAC, vykazovala
podstatné niZsi ,,biologické™ stafi, nez méla ve skute¢nosti. P¥ikladem byla zvySena vykonnost
paméti zvitete. MozZzna, Ze neni daleko doba, kdy budeme hledat ORAC hodnoty na

potravinovych vyrobcich, tak jako dnes kalorie a obsah tuk 24 271,

7.1.4 Metoda hodnotici eliminaci lipidové peroxidace (TBA-MDA)

Jednou z nejpouzivanéjsich metod, co se ty¢e hodnoceni schopnosti latek inhibovat lipidovou
peroxidaci je metoda TBA-MDA, ktera je zalozena na stanoveni jednoho ze sekundarnich
produktt lipidové peroxidace a to malondialdenydu (MDA). S kyselinou thiobarbiturovou
(TBA) vykazuje barevnou reakci u které se méti absorbance pii 532 nm. Spektrofotometrické
stanoveni adukti TBA-MDA je jednoduché a citlivé, avSak nespecifické, zahrnuje stanoveni

vSech latek reagujicich s TBA. Vyhodou je, Ze test Ize provadét i na mikrotitracnich destickach.
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7.2 Metody antioxidaéni aktivity zaloZené na hodnoceni redoxnich
vlastnostech sloucenin

7.2.1 FRAP metoda

Principem metody FRAP (z anglického Ferric Reducting Antioxidant Potential) je redoxni
reakce v pribéhu které pfitomné antioxidanty ve vzorku redukuji komplex zelezitych iontl
Fe¥*-TPPZ(2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin). Mira antioxidaéni aktivity se projevuje narustem
absorbance pii 593 nm. Tato hodnota odpovida mnozstvi vzniklého komplexu Zeleznaté soli
Fe?*~TPTZ. Omezeni tohoto stanoveni spo¢iva v tom, Ze probiha v kyselejsim prostiedi okolo
pH 3,6. Pii tak nizké hodnoté pH se polyfenolické slouceniny a thioly, které pomalu reaguji
s komplexem, vubec nezachycuji. Navic vznikajici Zeleznaty iont je jednim z reaktantt
Fentonovy reakce, na jejimz konci vznikd vysoce aktivni a toxicky hydroxylovy radikal.
Metoda FRAP tak ve vysledku poukazuje hlavné na schopnost latek redukovat Zelezité ionty a

s celkovou antioxidaéni aktivitou vzorku nemusi mit ani pozitivni souvztaznost 126 271,

7.2.2 Cyklickéa voltametrie

Redoxni vlastnosti slouc¢enin je mozno hodnotit i pies elektrochemické metody. Jednou z nich
je cyklicka voltametrie, ktera indikuje latky se schopnosti odstépovat elektrony. Na pracovni
elektrodu je vkladan potencialovy pulz s uréitou rychlosti polarizace a zaroven se sleduji
proudové odezvy v roztoku analyzované latky. Ziskany zaznam nasledné na to zachycuje
ktivka v podobé cyklického voltamogramu. Vyhodnoceni redukéni schopnost latek se provadi
dvéma riznymi parametry. Prvnim je potencial anodického oxida¢niho piku Ea a druhy
parametr tvoii jeho anodicky proudu la. Cim je nizsi hodnota Ea, tim latka snadngji odevzdava
elektrony a mtze byt lepSim antioxidantem. Z hodnoty vysky proudu anodického piku Ia je
mozné ur€it koncentraci latek. Cyklickd voltametrie je vhodna pro ziskani informace, zda
je latka schopna snadno odevzdavat elektrony a poté je mozné zvolit uritou metodu
na stanoveni antioxida¢ni kapacity. Je prokdzano, Ze v fad¢ piipadi hodnoty Ea koreluji

s antioxida¢ni aktivitou latek uréenou jinymi metodami, napt. s lipoperoxidaci, DPPH.

7.2.3 HPLC s elektrochemickou detekci

Elektroaktivni latky je moZno velmi pfesné a citlivé detekovat pouZzitim amperometrickych
nebo coulochemickych detektortt pii analyze HPLC (HPLC-ECD). Pi#i HPLC-ECD se
na pracovni elektrodu detektoru vklada urcity kladny potencial. Pik latky se projevi pouze
tehdy, je-li latka pfi tomto potencialu oxidovana. Latku je tak mozno charakterizovat nejen

reten¢nim Casem, ale také potencidlem, pti kterém se oxiduje.
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To umoziuje analyzovat komplexni smési a identifikovat v nich jednotlivé u€inné antioxidacni
komponenty na zakladé¢ hodnoty potencidlu aplikovaného na elektrodu. Pfi analyze nerusi
zbarveni smési, ale je nutné dodrzet vysokou Eistotu ¢inidel v mobilni fazi (vCetné snizeni
koncentrace stopovych prvkil). Hodnoceni antioxidacnich vlastnosti latek pomoci HPLC-ECD
koreluje s riznymi jinymi metodami na teStovani celkové antioxidaéni aktivity latek, napf.

s metodou DPPH 471,
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8 ZAVER
Hlavnim ukolem této bakalaiské prace bylo objasnit co to jsou antioxida¢ni vlastnosti

syri, vysvétlit a uvést co je zdrojem téchto vlastnosti a jaké jsou mozné disledky mlécnych

antioxidantu.

Syry za svou oblibu mezi konzumenty vdé¢i nejen svoji rozmanitosti, ale i svému bohatému
nutricnimu slozeni, zejména vysokému obsahu bilkovin. Denni pfijem téchto vyrobki
napomahd v boji proti Skodlivym radikalim a zaroven obohacuje jidelnicek o vitaminy. Za
kvalitu syrti odpovida jednak kontrolovany proces vyroby a jednak ptivod suroviny, ze kterého
pochazeji, tedy mléka. Nékteré antioxidanty se v mléce vyskytuji zcela pfirozené, jiné svij
pivod nalézaji v krmnych smési pii spasani dobytka. Celkovy obsah antioxida¢nich latek

v syrech je nasledné odrazem zpusobu krmeni a chovu zvifat, ze kterych mléko pochazi.

Ptes hlavni metody stanoveni TEAC a DPPH bylo zjisténo, Ze ro¢ni obdobi ovliviiuje celkovy
obsah fenolickych slouc¢enin Vv rostlinach, které jsou spéasany prezvykavci pohybujici se ve
volném prostranstvi. Byl také potvrzen narGst sekundarnich metabolitd v rostlinach
podléhajicich suchému obdobi, kdy sucho v tomto ptipadé piedstavuje stresovy faktor. Tento
fakt se nasledné promitne na metabolické odezvé organismu, ktera se zvySuje, pokud mé
organismus nedostate¢ny piijem vody. Vysledkem je zvySeni obsahu fenold konzumovanych
zvifaty z volného chovu v priibéhu suchého obdobi. Vyznamny rozdil se nasel i v antioxidaéni
aktivité, kdy vétsina vzorkt odebirdna metodou FRAP, vykazovala v tomto obdobi nejvice
antioxidacni schopnosti. Nejvyraznéji se tak stalo v kozim mléce a z n&j vyrobené syrovatce,
jez vynika solidnim obsahem komplexu vitamini B a minerali jako je tfeba hoi¢ik, fosfor nebo
vapnik. Zjednodu$ené se da fici, Ze antioxida¢ni vlastnosti syrt jsou tedy viceméné zavislé na
zivotnich podminkach zvitat, ze kterych pochazi pGvodni surovina, a tou je mléko.
Antioxidanty mlééného tuku jsou obecné zodpoveédné za udrzovani oxidacni stability v lidském
téle, ¢imz se ukazuje Ze pravidelngjsi spotieba syrii napomaha prevenci pied fadou civiliza¢nich
chorob. Vyhodou nékterych typu syrd je obsah probiotickych bakterii, které se staraji

0 zkvalitnéni mikroflory ve stievech a zlepsSuji zaZivani.

Jakozto pravidelny konzument syri mohu fict, Ze mi tento produkt skvéle dopliuje hlidané
hodnoty bilkovin a tuki, zejména ve vecernich hodinach, kdy télo vyzaduje méné sacharidi
a vice proteinovych slozek. Jejich konzumace mé velky vyznam jak u fady sportovct, tak
u téch, co se sportu nevénuji. Urcité tedy doporucuji zatadit syry a viibec mlécné vyrobky do

jidelni¢ku v§em lidem v&kovych kategorii.
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