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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva antioxida¢nimi ucinky syrt. Teoretickd ¢ast obsahuje popis
syrd, jejich rozdé€leni, sloZeni a technologii vyroby vybranych typi syrt. Déle se zabyvéa antio-
xidanty, jejich rozdé€lenim, antioxidacnimi ldtkami v syrech a jejich méfenim. Experimentdlni
¢ast se zaobird métenim antioxidacni aktivity riznych druhil syri metodami s DPPH a ABTS.
KLICOVA SLOVA

Syr, antioxida¢ni aktivita, radikal, mlécné kultury

TITLE

Antioxidant properties of cheese

ANNOTATION

This bachelor work deals with antioxidant properties of cheese. The theoretical part describes
cheeses, types of cheeses, composition and technology of selected types of cheeses. It also ex-
amines with antioxidants, types of antioxidants, antioxidants in cheeses and different types of
its measurement. In the experimental part antioxidant properties of different types of cheeses

are measured by DPPH and ABTS methods.
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UVOD

Prvni zminky o vyrobé& syrti dosahuji az do stiedovéku. Béhem let dokdzali jednotlivé narody
pfijit s vlastnimi typy syru, které se odliSovaly diky klimatickym podminkdm, druhem mléka
nebo na co byli lidé zvykli (1).

Zékladnim divodem, proC se syr zacal vyrabét, byla kratkodoba udrznost mléka, a tudiz
nutnost vyrobit produkt stdly, skladovatelny a trvanlivy. Na prodlouzZeni trvanlivosti méa podil
hlavné fermentace laktdzy, sniZeni aktivity vody, pH a pfidani soli. Syry jsou také chranény
ktirou, natérem nebo zraci folif. Dnes uZ se syry konzumuji kvili tomu, Ze jsou vzhledem ke
sloZeni jedny z nejhodnotnéjSich sloZek potravin a obsahuji nezbytné slozky potravin diilezité
pro nas organismus (1; 2).

Syr je fermentovany mléény vyrobek, ktery se vyrabi po celém svété a mé velké mnozZstvi
druhii. Proto se zacaly syry rozdé€lovat do riznych skupin, at’ uZ podle svych vlastnosti nebo
konzistence. Syry z hlediska sloZeni obsahuji diilezité slozky potravy, jako jsou tuky, vitaminy
a minerély, a v neposledni fad¢ bilkoviny a peptidy, které jsou hlavnim zdrojem antioxidantt.

Antioxidanty jsou latky, které jsou dulezité pro obranu organismu. Jsou to latky, které zasa-
huji do vzniku volnych radikdlti a pfipadné zachycuji volné radikdly, které miZou zplsobit
poskozeni organismu. Antioxidanty mtzou byt rostlinného, Zivoc¢isného, tak i mikrobidlniho
puvodu a rozdé€luji se na zdklad¢ riznych hledisek.

Cilem této bakaldiské prace je popsat antioxida¢ni vlastnosti syrii, ndsledné vybrat typy syrt

a ovefit riznymi analytickymi metodami, zda maji antioxida¢ni vlastnosti.
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1 TEORETICKA CAST

1.1  Syry

Podle vyhlasky ¢.397/2016 Sb. je syr mlé¢ny vyrobek vyrobeny vysrazenim mléc¢né bilko-
viny z mléka piisobenim syiidla nebo jinych vhodnych koagula¢nich ¢inidel, oddélenim podilu

syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim (3).

1.1.1 Oznaceni syri

Pokud chceme vyrobek oznacit slovem ,,syr‘, musi byt tento vyrobek zhotoven z mléka
syrafskou technologii. Vyrobek je oznacen druhem zvifete, ze kterého mléko pochézi, jen po-
kud je mléko, ze kterého je syr vyroben, jiné nez kravské. Jestlize mléko pochézi od vice zvirtat,
tak je na vyrobku poznacen nézev zvitete, od kterého je pouZzita vétSina mléka. Jestlize mléko
nebylo pasterovdno, musi to byt na vyrobku oznaceno (4).

Podle vyhlasky €. 397/2016 Sb. syr musi byt oznacen ndzvem druhu (taveny syr, taveny
syrovy vyrobek a syrovatkovy syr i s ndzvem skupiny), obsahem tuku nebo tuku v suSiné, ob-
sahem suS$iny a pouZitou ochucujici slozkou. Pokud se jedna o skupinu pfirodnich syrd, jde také
syr oznacit ndizvem podskupiny. Jestlize taveny syr ma vic nez 5 % lakt6zy, musi byt oznacen

jako ,,taveny syrovy vyrobek* (3).

Druhi syri mize byt nékolik. Syry miZeme nazvat jako napf. Cerstvy syr, zrajici syr, pafeny
syr, taveny syr a syrovétkovy syr. Cerstvy syr je syr, ktery nezraje. Mezi tyto syry patii i nezra-
jici termizované syry. Naopak u zrajiciho syru dochazi po prokysani k nasledujicim biochemic-
kym a fyzikalnim procestm. Pafeny syr se oznacuje syr, ktery je ddle po prokysani jesté naparen
horkou vodou, parou, smetanou nebo mlékem. Syr, ke kterému se ptiddvaji tavici soli a zdroven
je pii tom tepelné upravovan se nazyva syr taveny. Syrovitkovy syr se ziskdva vysrdzenim

syrovatky nebo smési syrovatky s mlékem (3). Dalsi druhy syrti jsou v Rozd¢€leni syra

Obsah tuku v syru, nebo obsah tuku v susin¢ (tvs) a obsah suSiny, musi byt na kazdém vy-
robku oznacfeno v %. Povolend jsou obé oznaleni, ale pro spotiebitele je vice srozumitelné
oznaceni obsahu tuku v syru (4). Vypocet hmotnostnich procent susiny, hmotnostnich procent
tuku v susin¢ a hmotnostnich procent tuku v syru je zndzornéno v Rovnice 1, Rovnice 2 a v

Rovnice 3.
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Rovnice 1: Vypocet hmotnostnich % suSiny

hmotnost syru po suSeni

% hmot. suSiny = 100 — ( X 100)

hmotnost syru pied suSenim

Rovnice 2: Vypocet hmotnostnich % tuku v susin€ (3)

o hmotnost tukuv g
% hmot. tuku v susSiné = 100 — hmotnost vody v g % 100

Rovnice 3: Vypocet hmotnostnich % tuku v syru (4)

% tuku v susSiné X % suSiny
100

% hmot. tuku v syru =

Seznam sloZek byt uveden nemusi, jestlize se pii vyrob¢ nepouzily jiné slozZky nezZ mlécné
vyrobky, enzymy, mikrobidlni kultury a jedl4 stl. Pokud byl syr ochucen napt. pazitkou, musi
byt oznacena ochucujici slozka. Jestlize se jednd o Cerstvy nezrajici syr, musi byt oznacen da-
tem pouZitelnosti, ostatni syry jsou oznaCeny datem trvanlivosti. U syrd pfirodnich mohou byt

oznaceny nékteré parametry jako napf. stupeil tvrdosti nebo tu¢nost (4).

1.1.2 Rozdéleni syri

Podle vyhlasky ¢. 397/2016 Sb. se mléko a mlé¢né vyrobky Cleni na druhy, skupiny a pod-
skupiny, které jsou zndzornény v Tabulka 1. Skupiny v této vyhlasce tedy miiZeme pouZit pro

prvni rozdéleni, a to na zdklad¢ sortimentu (1; 3).
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Tabulka 1: Clenéni mléka a mléénych vyrobki na druhy, skupiny a podskupiny (3)

Druh Skupina Podskupina
Syr piirodni cerstvy
zrajici

zrajici pod mazem

zrajici v celé hmoté

s plisni na povrchu

s plisni uvnitt hmoty

dvouplisiiovy

v solném ndlevu, bily

pafeny

extra tvrdy (ke strouhdni)

tvrdy

polotvrdy

polomekky

mékky

taveny roztiratelny

s lomem

taveny syrovy vyrobek

syrovatkovy

Jedno z dal$ich rozdéleni syrt je podle typu srdZeni mléka na kyselé a sladké. Kyselé neboli
tvarohové srazeni mléka, je sraZeni u isoelektrického bodu kaseinové ¢asti bilkovin mléka a
vznikd srazenina. V této skupin¢ se nachdzi primyslové vyrabény tvaroh a vyrobky z néj. U
sladkého srdZeni srdZime diky enzymiim syfidla a vznikd syfenina. Do této skupiny patii
vsechny typy tvrdych a polotvrdych syrti. SraZeni miiZe byt i smiSené s vlivem kyseliny mlé¢né
a syfidla. To jsou mékké syry a tvarohy. Dals$i rozdéleni mize byt podle druhu mléka, ze kte-

rého je syr vyroben. A to na kravské, ov¢i, kozi, ptipadné syry ziskané ze syrovatky (1; 5).

Ptirodni syry rozdélujeme podle obsahu tuku v suSin€ (Tabulka 2), podle konzistence ve
vztahu k obsahu vody v tukuprosté hmot€ syra (=VVTPH) (Tabulka 3) a podle typu zrani (Ta-
bulka 4) (3).
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Tabulka 2: Klasifikace ptirodnich syrt podle obsahu tuku v susing (3)

Syr Tuk v suSiné (v % hmot.)
Vysokotuény nejméné 60,0

Plnotu¢ny nejméné 45,0

Polotu¢ny nejméné 25,0

Nizkotu¢ny nejméné 10,0

Odtu¢nény méné nez 10,0

Tabulka 3: Klasifikace ptirodnich syrti podle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté

hmoté€ syru (3)

Syr % VVTPH

Extra tvrdy nejvice 47,0

Tvrdy 47,0 az 54,9
Polotvrdy 55,0 az 61,9
Polomekky 62,0 az nejvice 68,0
Mekky Vice nez 68,0

Tabulka 4: Klasifikace ptfirodniho syru podle zrani (3)

Syr Charakteristika

Syr Cerstvy nezrajici
termizovany

Syr zrajici na povrchu

S mazem na pOVI'Chll

v celé hmoté

Z toho Plistiovy syr s plisni na povrchu

s plisni uvnitt hmoty syra

dvouplisiiovy

Syry miiZzeme systematizovat také podle proteolytického rozkladu bilkovin. Délime syry
s velkym rozsahem a malou hloubkou zrani, sem patii syry polotvrdé a tvrdé, a syry s velkou
hloubkou zrani. Do této skupiny patii syry zrajici pod mazem a syry plisnové. Rozsah zrani je
pomér rozpustného dusiku a celkového dusiku v syrech, a hloubka zrani znamend pomér dusiku

aminokyselin a amoniaku k celkovému dusiku (1).
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1.1.3 SloZeni syri

DuleZitou sloZkou syrt jsou aminokyseliny a proteiny. V syrech je jich vice, neZ je pro lid-
sky organismus potieba. V téchto letech se hlavné pojednava o bioaktivnich peptidech, coz jsou
aminokyselinové sekvence v ramci proteint. Vznikaji ve druhé fazi degradace proteint, kdy se
pfeméni na aminokyseliny za pfitomnosti peptiddzy a proteindzy, ale jestlize jsou vazany v pro-
teinech, nejsou aktivni.

V syrech se nachédzeji také tuky, které tvoii 20-30 % suSiny. Jedna porce syru vystaci na dvé
ttetiny denniho pfijmu tukl. Syry obsahuji mononasycené mastné kyseliny i polynasycené
mastné kyseliny. Slozeni se méni béhem roku, v 1ét¢€ jsou nasycené mastné kyseliny redukovany
na nenasycené mastné kyseliny. Z mastnych kyselin jsou to zejména palmov4, myristova a stea-
rové kyselina. Z nenasycenych mastnych kyselin je to olejovd kyselina. M1é¢ny tuk obsahuje
také trans-mastné kyseliny.

Syry obsahuji i vitaminy a minerdly. Jeden z nejvyznamnéjSich minerdli je vapnik. Vapnik
se nachdzi hlavné v tvrdych a polotvrdych syrech, kde je jedna tfetina aZ polovina denniho
pifjmu vépniku. V syrech se nachézi také fosfor, zinek a hoi¢ik ve vyznamnéjSich obsazich.
Z vitamini obsaZenych v syrech je to hlavné vitamin A, B2, B6 a B12 (2).

Syr nemtize vzniknout bez piidavku mléénych kultur. Hlavnimi kulturami jsou startovni
mlécné bakterie, které nastartuji tvorbu kyseliny mlé¢né z lakt6zy. Mezi hlavni bakterie patii
Lactococcus lactis, Leuconostoc, Streprococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis atd. Tyto bakterie se vétSinou ptidavaji pti vyrob¢ syrl, ov§em kdyZ jde o néjaky tradi¢ni
recept, nemusi tam vZdy byt. Dals$i mikroorganismy uZ se nepiiddvaji z diivodu tvofit kyselinu,
ale maji za ukol vytvofit organoleptické a biochemické zmény v prubéhu zrani na syru nebo
uvniti syru. Mlze to byt tvorba oxidu uhli¢itého, Zilky v modrém syru nebo také tvorba same-
tového povrchu na syru (6).
1.1.3.1 Syr s plisni na povrchu

Primdrnimi, nebo-li startovnimi kulturami tohoto typu syru jsou Lactococcus lactis subsp.
lactis nebo cremoris (7). Penicillium camemberti je jedna ze sekundarnich kultur, kterd se vy-
kytuje v syru s plisni na povrchu, jehoZ zastupce je hermelin. Diky ni se v syru vytvéii rizné
latky. Jedna z latek je oxid uhli¢ity, kvili kterému se miZe zrychlit proces zrdni, a také zménit
plynné prostiedi pro bunky. KdyZ je Penicillium camemberti jako jedind kultura v syru, tak
vznikaji peptidy s nizkou i vysokou molekulovou hmotnosti, tak i aminokyseliny. Béhem zrani
se vybuduji enzymy jako naptiklad aspartat proteindza nebo metaloproteinazy. Také se bude

zvySovat pocet volnych aminokyselin, diky syntéze extracelularnich exopeptidaz. Dals{ z latek,
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produkovanych P.camemberti, je kyselinova carboxypeptiddza, coz je sérovy enzym, ktery
muZe uvolnit hydrofobni aminokyseliny, a tim sniZit hotkost kaseinovych hydrolyzata.

Dalsi kultura ptsobici v syru je Geotrichum candidum. Geotrichum candidum produkuje
proteindzy extraceluldrni, ale to se méni na zéklad¢ riiznych kment. Kdyz se bude béhem zrani
vyskytovat pouze G. candidum, tak se aminokyseliny budou tvofit pouze do 5 dnti. OvSem jestli
budou spolecné obé kultury jak P. camemberti tak G. candidum, tak se koncentrace aminoky-
selin ménit nebude a aminokyseliny se budou tvofit potad.

Rastem mikréflory v syru vznikaji rizné chut€. Je to diky kulturdm G. candidum, Kluyvero-
myces lactis, Debaryomyces hansenii, Yarrowia lypolytica, které katabolizuji peptidy a amino-
kyseliny, ¢imZ vznikaji rizné chuté (6).
1.1.3.2 Syr s nizkodohfivanou syfeninou

Startovni kultury syru s nizkodohfivanou syfeninou (napi. Eidam) jsou mezofilni bakterie
mlécného kvasSeni. Jsou to bakterie, které rostou pii teplotach od 10 do 40 °C, ovSem optimalni
teplota je 30 °C. Mezi tyto bakterie patii Lactococcus lactis subsp. lactis a cremoris, citrat fer-
mentujici bakterie Leuconostoc lactis a/nebo Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a
dalsi. Béhem pfemény lakt6zy na kyselinu mléénou muze Leuconostoc produkovat latky jako
je acetat, oxid uhlic¢ity a etanol. Pfi fermentaci citratu (obvykla slozka mléka), se tvoii latky
jako je diacetyl, acetoin, butandiol a acetaldehyd. Zvlast’ diacetyl dodava syru chut’.

Nékteré kultury jako jsou L. casei, L.curvatus a L. fermentus, mohou produkovat nékteré
biogenni aminy. MlZou produkovat samostatn¢ jeden amin, ale i vSechny. Mezi tyto aminy
patii histamin, tyramin a kadaverin. Vlastnosti dekarboxylacni aktivity aminokyselin m4 i ob-
ligatn¢€ heterofermentacni Lactobacillus buchneri. Produkce histaminu zavisi na druhu bakterie.

Kultura Lactococcus produkuje hlavni proteolyticky enzym serin proteindzu, ktery rozklad4
kasein na oligopeptidy. Takovy enzym je schopen vzniku az 100 rGznych oligopeptidi
z kaseinu, protoze ma Sirokou specifitu. Na zaklad¢ reakci enzymu nakonec vznikaji riizné ami-
nokyseliny, které doddvaji tomuto typu syru chuté jako jsou pikantni, umami, hotka a sladka
(6).
1.1.3.3 Syr zrajici pod mazem

Startovaci mezofilni bakterie pro syry dozrdvajici pod mazem jsou Lactococcus lactis subsp.
cremoris. L.lactis subsp. lactis, citrt pozitivni L.lactis subsp. cremoris a/nebo Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris. Kultury Lactobacillus acidophilis a Bifidobacterium bifidum se

mohou piidavat z divodu probiotické funkce (6).
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Vlivem primarni kultury tohoto syru fermentujici L. lactis subsp. lactis, vznikd diacetyl a
prilezitostné i acetaldehyd. Tyto slozky tvoii chut’ syru (8).

Hotkost v tvariiZcich je zpusobena enzymy ze startovnich bakterii mlécného kvaSeni, mléc-
nymi enzymy jako plasmin a kyselymi proteindzami (9). Vlivem interakce bakterii a vdpniku

vznikaji hotké peptidy, které ddvaji hotkou chut’ syru (10).

1.1.4 Nutri¢ni vyznam syri

Z nutri¢niho hlediska jsou syry adekvatnimi produkty, které obsahuji aminokyseliny. Zdroj
energie, ktery je pro organismus zuZitkovatelny, jsou bilkoviny a mlé¢ény tuk. Laktdza je pii-
tomna pouze v malém zdstupu a vétSinou je pfeménéna na kyselinu mlé€nou. Na technologii
jednotlivych vyrobki poté zavisi obsah vapniku v syrech. Vyssi podil vapniku v produktu je
tehdy, kdyZ vliv sladkého srdzeni mléka pti zpracovani mléka je vyssi, a u kyselého srazeni
mensi (1).

Dalsi minerdlni latky obsazeny v syrech jsou Zelezo, zinek, jod a selen. Pfitomny jsou i vi-
taminy A, D, E, B6, B12 a kyselina listova (11). V Tabulka 5: Ptiklad obsahu nutri¢n¢ vyznam-
nych slozek ve 100 g vyrobku je zndzornén obsah nutri¢né¢ vyznamnych slozek ve 100 g vy-

robku.

Tabulka 5: Ptiklad obsahu nutri¢né vyznamnych slozek ve 100 g vyrobku (1)

Syry Bilkoviny (g) Mléény tuk (g) Vapnik (g) Energie (kj)
Tvarizky 29,9 0,8 0,150 540
Hermelin 20,2 20,2 0,157 1120

Eidam 30 % tvs 29,1 15,6 0,800 1095

Eidam 45 % tvs 26,0 26,1 0,733 1435

Cedar 26,0 31,5 0,800 1640

1.1.5 Technologie vyroby syru

Pti vyrobé syrii poZadujeme vysokou kvalitu mléka, mlékaiskych kultur, syfidla a dalSich
l4tek jako jsou chlorid vdpenaty, dusi¢nan draselny nebo syratskd barviva. Pod pojmem kvalita
mléka se da vyjadrit chemické sloZzeni mléka, organoleptické vlastnosti, a také mnoZzstvi a druh
mikroorganismu, ktery v mléce je. Pro syraiskou technologii je dilezitym aspektem pro jakost

mléka kvasnd schopnost a syfitelnost mléka (5).
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Vyroba syru probihd v né€kolika zdkladnich krocich. Nejdfive musi prob&hnout oSetfeni
mléka. Mléko se musi zfiltrovat, chladit a ndsledné prob&éhne pasterace. Spravna teplota paste-
race mléka se 1i$1 s riznymi druhy syrt. Napfi. pro syry ementdlského typu se uplatiiuji teploty
71-72 °C, max. 74 °C po dobu 16 s, pro nizkodohiivané syry 75-78 °C a pro tvarohy a m¢kké
syry se vyuzivaji teploty 74-78 °C stejné jako pro syry tvrdé. Dale probihaji upravy mléka po
pasteraci v podobé¢ standardizace mlécného tuku pro nélezity typ syra a obsah tuku v suSing
syra, homogenizace mlé¢ného tuku, a piidavek chloridu vdpenatého, dusi¢nanu draselného a
¢istych kultur mikroorganismi.

Protoze pasterace sniZuje syfitelnost mléka tim, Ze zmenSuje mnoZstvi vapenatych soli
v mléce a plisobi pfemény v komplexu fosfore¢nanu draselného, pfidavd se do mléka chlorid
vapenaty, ktery syfitelnost zlepSuje. V nékterych piipadech se pfiddva i dusi¢nan draselny,
ktery ma eliminovat pfedCasné zvétSovani syrti zpisobené koliformnimi organismy.

DalSim tkonem je syfeni mléka. Dochdzi k tomu, Ze v disledku syfidla se sraZi kaseinové
frakce mléka a vznika ucelena syfenina. Hlavni Cast syfidla je enzym chymosin. Ke srazeni
mléka muze dojit dvéma zpiisoby. Mléko se srazi vlivem kyseliny mlé¢né (pH 4,2—4,6) nebo
vlivem syfidlového enzymu spolu s kulturou, kterd produkuje kyselinu mlécnou (pH 6,2-6,5).
Teplota, pti které by mélo dochazet ke kyselému srdZeni kaseinu je 35—40 °C. Pfi niZ§im pH se
srazenina rozpousti v duisledku ptechodu kapa-kaseinu do roztoku. Naopak pfi vyssich teplo-
tach se krom¢ mléka srazi i sérové bilkoviny.

Schopnost syfidla spoc¢iva v ucinku proteolytickych enzymii na kasein. Probiha ve dvou fa-
zich. V primérni destabiliza¢ni fazi probihd hydrolyza kapa-kaseinu na para-kapa-kasein, kasei-
nové micely pfichédzeji o svoji kompatibilnost. V sekundéarni koagulacni fazi se micely sjedno-
cuji dohromady z diivodu sniZeni naboje a dochazi ke koagulaci kaseinu. Pii srdzeni musi byt
pfitomny vépenaté ionty a spravna teplota.

Déle probéhne zpracovani syfeniny na vhodnou velikost zrna na zdkladé druhu syra. Zpra-
covani obsahuje n€kolik krokl jako krdjeni, drobeni, n¢kdy pfihfivani. VSechny tikony probi-
haji za nepretrzitého michdni. Kdyz se smés zpracuje, smés syrovatky a zrna se premisti do
formovaciho zafizeni, které soucasné¢ lisuje, kde dochdzi k zformovani tvaru a k ziskani prvot-
niho obsahu susiny. Tento proces trva cca 60 minut. U kazdého typu syru je dulezité dodrzovat
¢as, kdy a jak dlouho jednotlivé procesy probihaji. Nezbytné je také udrZzovat spravnou teplotu
a kyselost (1; 5).

Dalsi proces je soleni syrii. Soleni je nepostradatelny proces pro tvarovatelné a zrajici syry,

nebot’ zlepsi chut’, povrch syru a konzistenci tésta, protoze vlivem soleni se usmériuje mnozstvi

vody v syru. Béhem soleni dochdzi mezi syrem a solnym roztokem k procesu diftize a osmoézy.
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Difuze se odehrdva v pokoZce syru mezi zrny, osmdza probihd smérem ke stfedu syrového zrna.
Dochézi k prechodu chloridu sodného dovnitt syru, a naopak syrovétka piechdzi ze syru do
lazn¢. Syrovatka se skladé z kyseliny mlécné, soli a sérovych bilkovin. Diftizni spad musi byt
vhodny pro kazdé druhy syru, hlavné vhodné pH 14zné by mélo kopirovat pH prokysaného syru.
Jak4 bude teplota soleni zdvisi na druhu a stupni prokysani syru. Vé&tSina soleni probiha tak, ze
se syry davaji na palety a spousti se do solnych 14zni. Dnes uZ se za¢ind uplatnovat spolecné se
solenim do zrna, aby se eliminovala ndro¢nd mechanicka ruc¢ni prace. Celkovy proces soleni
probiha u kazdého druhu syru riznou dobu.

Posledni proces pfi vyrob¢ syrt je zrani. Zrani probihd ve zracich sklepech, které jsou kli-
matizovany, s piedepsanou teplotou a relativni vlhkosti. Je to souhrn ptemén v syru, které zpti-
sobily syfidlové enzymy a enzymatické Cinnosti kultur. Zakladnim cilem je dosahnout pozado-
vaného prubéhu mlécného kvaseni, které je kontrolovdno pritbéhem kiivky kyselosti. UZ pii
pfedchozich technologickych procesech jako je napt. zpracovani mléka, dochazelo k pfedbéz-
nému zrani, mikroorganismy uz pouZily svoji kyselinotvornou, proteolytickou, popf. lipolytic-
kou ¢innost.

Pfi hlavnim zrani dochézi k rozkladu bilkovin na nizsi slozky, jako jsou polypeptidy, pep-
tidy, ptipadné i aminokyseliny. Pii nespravném zrani mtize dochdzet ke degradaci aminokyselin
a ke vzniku nevhodnych az nebezpecnych latkek jako napf. amoniak, mocovina, kyselina ma-
selnd, vodik apod. Rozkladem mlé¢ného tuku vznikaji mastné kyseliny, které jsou ddle ptreme¢-
nény na latky, které pfispivaji chuti syru. Béhem zrani je potfeba se o syry starat napt. odstra-
nénim mazu nebo vytvorené plisn€ natirat solnym roztokem.

Jeden z jakostnich parametrli je konzistence. Ta zavisi na obsahu kyseliny mlécné. Kdyz je
spravné mnozstvi kyseliny mlécné, tak syr postupné bobtna a je vlany. Pii zvySeném mnozstvi
reakce nevzniknou. Zrani délime na dv¢ kategorie, a to na zrani v celé hmot¢ syra-anaerobni, a
zrani od povrchu piisobenim povrchové mikrofléry-aerobni. U syrii tvrdych pievazuje anae-
robni zrani, ale u mnoha syrii se pouzivaji oba typy zrani. Pro nékteré syry se pouzivaji zraci
sacky a folie z polyvinylchloridu nebo polyvinylidenchloridu (1; 5).
1.1.5.1 Syrs plisni na povrchu

Syr s plisni na povrchu se vyrdbi z pasterovaného mléka, kdy se nasledné ptidd smetanovy
zékys, se kterym zraje 1 den. Poté se ptida kultura Penicillium camemberti a jesté pred syfenim
se zvysi ddvka smetanového zakysu. Nésledné syfeni potrvd 30 minut pii 31-33 °C a zpraco-

vani zrna také 30 minut (1).
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Syry ziskaji sviij tvar pomoci formovacich baterii. Syfeniny se jeSté pred odkapavanim na
odkapni draze musi dit do blokovych plastovych tvofitek. KdyZ probihd odkapédvani, tak se
syry musi pravidelné obracet. Po odkapani se syry soli v solné 14zni na kratkou dobu. AZ syry
uschnou, miiZe zacit zrani syra, které probiha pti 12 °C a relativni vlhkosti 90 % 10 dni. Po
celou dobu zrini se syry otaceji. Syr by mél byt bilou plisni stejnomérné pokryt na celém po-
vrchu a mél by mit jemnou texturu (12).
1.1.5.2 Syr s nizkodohfivanou syreninou

Pro syry s nizkodohiivanou syfeninou je typické, ze teplota zpracovani neptesahne 40 °C.

s,

Teplota syfeni mléka po ptidani smetanového zdkysu je 30-33 °C, a poté se jeSte zvysi teplota
1 pro dalsi déje béhem vyroby, jako je nizsi pfidavek kultury nebo zkrdceni ¢asu zpracovani.
Dalsi dilezity bod vyroby, ktery se podili na jakosti a charakteru zrani kone¢ného vyrobku, je
prani syrového zrna, kdy je potieba snizit obsah lakt6zy béhem dosouseni a fidit kyselost syru
po prvnim dni vyroby. Syry, které maji vyssi praci podil, maji sklony k tvofeni vétsich ok, ktera
jsou pravidelnd. K negativnim vlastnostem ale patii, Ze tésto miiZe byt bez chuti a mize byt
gumové. Syry s niZ$im pracim podilem mohou mit sklony k trhlindm a mohou byt kysele;jsi.
pH syrit po prvnim dni vyroby by mélo byt 5,1-5,2. Po odpusténi syrovatky se ptidava voda
v mnozstvi 50-80 % vzhledem k odpusténi syrovatky. Syry nasledné zraji v plastovych obalech
minimdlné 5 tydnt, ale jejich typickd chut’ a konzistence se projevi az po 2 mésicich (1).
1.1.5.3 Syr zrajici pod mazem

Hlavni rys tohoto typu syru je zrani smérem od povrchu do stiedu syru, kdy kultura uplat-
nujici se ve vyrob¢ je mazova kultura Brevibacterium brevis (1).

Syfenina syru typu romadur se zpracovava stejn¢ jako mekké syry. Poté co probéhne odka-
pani se syry jesté soli. Na zacatku zrinfi se teplota udrZzuje v rozmezi 19-20 °C a relativni vlh-
kosti 90 % po dobu 2 dni, kdy se na povrch nanese kvasinkova kultura, kterd zvysi pH do
neutrdlni oblasti, coz pfispiva k ristu mazové kultury. Kultura Brevibacterium linens se potom
nanasi na syr ve form¢ ndstfiku nebo se syr ponoii do solného roztoku. Syry poté zraji
10 — 14 dnii pii teploté 14—16 °C a relativni vlhkosti 95 %, kdy se musi syry alespoil 2x obratit.

Samostatnou skupinou syru zrajici pod mazem jsou tvarizky. Tvarizky se vyrabi z kysele
sraZzeného tvarohu, ktery byl ziskan z odtu¢néného mléka. Tvaroh se musi uskladnit po dobu
1-2 tydnii pii 15 °C a po ptidavku 3—4,5 % soli. Poté se tvaroh pfevede do valcového mlynu,
kde probéhne mleti a ptidani zracich soli, jako je uhli¢itan sodny nebo vdpenaty pro snizeni

kyselosti (12).
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1.2 Antioxidanty

Antioxidanty jsou duleZzitymi sloZkami potravy, které hraji vyznamnou roli v obrané orga-
nismu. Pfedchézeji vzniku volnych radikald, hledaji a zachycuji volné radikaly a aktivni kyslik.
Tyto latky zptisobuji oxidacni stres. Mezi volné radikdly patii napt. superoxidovy radikal, hyd-
roxylovy radikdl nebo peroxidovy radikdl. Hydroxylovy radikél je jeden z nejnebezpecnéjSich
radikdli, ktery se mize vytvofit uvniti bunék. Tyto radikdly oxiduji nukleové kyseliny, proteiny
sklerézy, rakoviny, srde¢nich nemoci nebo i jaternich onemocnéni. Proto vzriista zdjem o nale-
zeni antioxidantil v potravé, prave kvili ochrané organismu pted radikaly, a také kvili ptipad-
nému zpomaleni dlouhodobych nemoci. Ndpoje, potraviny a zvlastné zelenina je ve velkém
z4jmu z diivodu obsahu bioaktivnich sloucenin jako jsou flavonoidy, karotenoidy apod., které
maji velmi zna¢né tc¢inky na lidské zdravi (13; 14).

Mezi zdroje antioxidantd patii rostliny, Zivocisné vyrobky a mikroorganismy, které zabra-
fuji vzniku oxida¢niho stresu. Antioxidanty mohou byt izolovany z ptirodnich zdrojt pro ucely
mediciny, dopliiky stravy nebo také konzervaci potravin. Naopak smés antioxidacnich latek

extrahované z rostlin a Zivo€icht, vyuZzivaji pro zastaveni in vivo a in vitro oxidaci (15).

1.2.1 Rozdéleni antioxidantu

Antioxidanty se rozd€luji na primarni a sekundarni. Primdrni antioxidanty funguji na prin-
cipu pieruseni fetézové reakce oxidace tim, zZe vychytdvaji volné radikédly. Naopak sekundarni
antioxidanty zabraiiuji nebo zpomaluji oxidaci potlatenim katalyzitori a regeneruji antio-
xidanty priméarni.

Primérni antioxidanty jako fenolické latky poskytuji vodikovy atom, aby neutralizovaly
volné radikdly. Vzniklé antioxidacni radikély jsou stabilizovany tak, Ze delokalizuji neparovy
elektron a vytvoii rezonan¢ni hybrid. Vysledné radikély jsou stabilni, maji nizkou reaktivitu a
zabranuji dal$im fetézovym reakcim tim, Ze neddvaji piileZitost vzniku dalS$im radikalim.
Vzniklé antioxida¢ni radikdly mohou déle zabranit vzniku dal§im radikdlim tim, Ze se Gc¢astni
konec¢né faze oxidace, kterd je terminace. DalS$i mechanismus primérnich antioxidantt je zalo-
Zen na zachyceni dvou lipidovych radikalt. Jednomu radikalu odevzdaji svlij vodikovy atom a
zéroven prijmou radikdl od lipidového radikédlu. NejznaméjSimi zastupci primérnich antio-
xidantl jsou fenoly a diarylaminy, které jsou pfedev§im znamy jako radikdly zachycujici anti-

oxidanty (15; 16).
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Sekundarni antioxidanty reaguji na zdklad¢ riznych mechanismi reakce. Zabranuji oxidaci
potlacenim oxidacnich promotort, véetné kovovych iontd, singletového kysliku, oxidacnich
enzymtu a jinych oxidant. Redukéni ¢inidla redukuji peroxidy a piibuzné oxidanty béhem oxi-
dacné-redoxnich reakci, takZe jsou povazovany také za antioxidanty. Nékteré sekundarni anti-
oxidanty mohou regenerovat primdrni antioxidanty odevzdidnim vodikového atomu, aby piede-
Sly vycerpani primdrnich antioxidantl. Mezi né patii napiiklad kyselina askorbovd, ktera
regeneruje tokoferoly a ptsobi s nimi pii inhibici oxidace. Jiné sekundéarni antioxidanty kataly-
zuji reakci rozkladu hydroxyperoxidii nebo absorbuji UV-zafeni, aby predesly UV-indukované
fotooxidaci lipidt (15).

Dale miZeme antioxidanty rozdélit na pfirodni a syntetické. Pfirodni antioxidanty pochazi
z ptirodnich zdroji. MiiZeme je najit v zelenin€, ovoci, kofeni, bylinach, ceredliich, olejich, se-
menech atd. Mezi pfirodni antioxidanty fadime kyselinu askorbovou, polyfenoly, tokoferoly
tokotrienoly, enzymy, antioxidacni peptidy a karotenoidy. Syntetické antioxidanty byly svétu
pfedstaveny ve 40. letech objevenim butylhydroxyanisolu a jeho zpomaleni oxidace. Od té
doby se zacaly pouZivat tyto antioxidanty v potravinaiském priimyslu. Léatky jako butylhydro-
xyanisol, butylhydroxytoluen atd. OvSem jejich pouziti je limitovano vzhledem k potencidlnim

karcinogennim uc¢inkim, proto je pouZiti v kazdé zemi rozdilné (15; 17).

1.2.2  Analytické metody zjisténi antioxidaé¢ni aktivity

Metod zjisténi antioxidacni aktivity je mnoho a tyto metody mizeme rozd¢lovat z rtiznych
hledisek. Jedno rozdé€leni miize byt na testy zamétujici se na analyzu latek odvozenych z lipi-
dovych peroxidaci (thiobarbiturové kyselina, malonaldehyd...) a testy zamé&fujici se na odstra-
néni volnych radikdli (ABTS, DPPH...). Dalsi rozdéleni je zaloZeno na tom, jestli dojde k pte-
nosu vodikového atomu (ORAC), nebo k ptenosu elektronu (Folin-Ciocalteu, DPPH). VSechny
tyto metody jsou vyuzivany hojné, avSak ne vSechny se mohou vzdy pouzit. Nékteré jsou pfi-
praveny v nevodném reakénim médiu (DPPH), jiné maji nefyziologické pH (Folin-Ciocalteu)
(14).
1.2.3.1 Metoda s vyuZitim DPPH radikdlu

Metoda s vyuzitim DPPH radikdlu (Obrazek 1: DPPH radikdl byla vypracovana za ticelem
urceni antioxidacni aktivity za pouziti stabilniho radikdlu o, a-difenyl-B-picrylhydrazilu
(DPPH). Stabilni DPPH radikal reaguje s volnym vodikovym atomem a dochdzi k odbarveni
roztoku. Sleduje se tedy tibytek absorbance pfi absorpénim maximu DPPH radikélu pfi vinové

délce 517 nm, kdy dochdzi ke zméné barvy z fialové na zZlutou. Absorbance DPPH radikalu se
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sniZuje se svétlem, proto musi reakce probihat ve tme (18). Reakci DPPH radikdlu s donorovou

molekulou je zndzornén v Rovnice 4:.

Rovnice 4: Reakce DPPH radikdlu (18)

Ze +AH =ZH + A

DPPH metoda muze byt pouzita ve vodnych a nepolarnich organickych rozpoustédlech, je
vyuZivana pro vysetfeni jak hydrofilnich, tak lipofilnich antioxidantl. Tato metoda je vyhodna
tim, Ze poskytuje dostatecny €as na reakci i velmi slabym antioxidantiim a je jedine¢nd v usku-
te¢néni reakce vzorku s DPPH radikdlem v metanolu/vod¢, coz usnadiiuje extrakci antioxidac-
nich latek.

Tato metoda je rychld, jednoducha a drahd. Hodné€ se vyuZziva pro méfeni schopnosti slou-
¢enin darovat volny atom vodiku a pii posouzeni antioxida¢ni aktivity potravin. MiiZe byt po-

uzita pro zjisténi antioxidacni aktivity napt. v ovoci, v zeleninovych ndpojich apod. (18).

Obrézek 1: DPPH radikal (18)

1.2.2.1 Metoda s vyuZitim kationtu radikdlu ABTS

2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonové kyselina) vznika oxidaci ABTS peroxo-
disiranem sodnym. Aby radikdl vznikl, musi se sloucenina namichat 16 hodin pfed pouZzitim a
nechat ve tmé& pii laboratorni teploté. Vznikly radikél je redukovan v pfitomnosti antioxidanti
a je pozorovan ubytek absorbance, ktery je ndsledné vyjadien jako procenta inhibice. Radikal
ma modrozelenou barvu a jeho absorpéni maxima jsou pii vlnovych délkach 645 nm, 734 nm
a 815 nm, stejné jako béZn¢ vyuzivané pti 415 nm. Rozsah a Cas reakce z4visi na antioxidacni
aktivité, koncentraci antioxidantti a prubéhu reakce.

Touto metodou mizeme méfit celkovou antioxidacni aktivitu ¢istych, vodnych i jinych roz-
tokil. Byva vyuzita jak pro ve vod¢ rozpustné antioxidanty, tak pro antioxidanty rozpustné v tu-

cich (19).
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1.2.2.2 Stanoveni celkového obsahu fenolickych ldtek — Folin-Ciocalteuova metoda

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek je jedna z dalSich moZnosti, jak zjistit antio-
xidacni aktivitu. Pouziva se pro extrakty bylin, ovoce, ceredlii a mnoha dalSich. Pro stanoveni
celkového obsahu fenolickych latek se pouzivé Folin-Ciocalteuova metoda, kterd byla navrZzena
pro analyzu proteinl. Tato metoda je zaloZena na redukci Folin-Ciocalteuova ¢inidla fenolic-
kymi latkami v alkalickém prosttedi. Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo obsahuje kysely roztok fosfo-
re¢nanu molybdenového a wolframového. Toto ¢inidlo md modrou barvu a maximalni absor-
banci ma pfi vlnové délce 765 nm. Redukéni stranka ¢inidla ndlezi molybdenovému iontu, kdy
pfijme elektron od fenolického antioxidantu. Jako standardni latka pfi méteni se pouziva kyse-
lina gallové a vysledky jsou zaznamenany jako ekvivalenty kyseliny gallové. Jedna z nevyhod
je, ze je citlivd na pH a ma delsi dobu reakce. OvSem mezi jeji vyhody patii jednoduchost a

reprodukovatelnost (20).

1.2.3 Antioxidanty v syrech

Proteiny, proteinové hydrolyzaty, peptidy a aminokyseliny jsou hlavnimi antioxidanty vy-
skytujici se v syrech. Peptidy a proteinové hydrolyzaty vykazuji vyssi antioxida¢ni ¢innost nez
proteiny a aminokyseliny, takZe to naznacuje, Ze pravé peptidy maji hlavni roli v antioxidacni
aktivité proteinii. Dnes uz jsou peptidy, zodpovédné za antioxida¢ni aktivitu proteinti a jejich
hydrolyzata, oddé€leny a identifikovany. Za antioxidacni aktivitu peptidi mohou pravdépo-
dobné¢ aromatické, imidazolové a sulfurové amino a imino kyseliny. Mechanismus pisobeni
peptidl je ziejmé zplisoben poskytnutim vodikového atomu fenolickymi a indolovymi skupi-
nami, stejné jako vyssi stabilitou fenolovych a indolovych radikalti vice nez peroxylovych ra-
dikala.

Peptidy, které jsou zodpovédné za antioxidacni aktivitu v syrech jsou zejména ferittin, tran-
seferin a laktoferrin. (15)

Antioxidacnf aktivita v syrech mliZe byt zptisobena riznymi mléénymi kulturami a velikost
antioxidacni aktivity zavisi na druzich kultury. Podle ¢lanku Yerlikaya (21) méfili antioxidacni
aktivitu riznych kment Lactobacillus lactis subsp. lactis pomoci DPPH radikdlu a namétili
hodnoty od 10,35 do 33,74 % inhibice. V ¢lanku Ozdogana (22) také poukazuji na schopnost
zachycovat volné radikdly kulturami Lactobacillus a Bifidobacter. Kultura Lactobacillus lactis
subsp. lactis L127 vykazovala vyraznou antioxidacni aktivitu pfi méfeni metodou s vyuZitim

DPPH radikalu. (21; 22).
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V priibéhu let byla antioxidacni aktivita méfena na riiznych druzich syrd. V ¢lanku Meira et
al. (23) méii antioxidaéni aktivitu ov¢ich syri pochdzejicich z Uruguaye a Brazilie. Jsou to syry
typu Feta, Roquefort a Pecorino, které zraly rizny pocet dni a vyrdbély se v riiznych méstech.
Antioxidac¢ni aktivita byla méfena riiznymi metodami jako je ABTS, DPPH, TBARS a nasledné
pfevedena na % inhibice. Metodou ABTS byla nejmensi antioxida¢ni aktivita naméfena pro syr
typu Feta, vyrobeny v Brazilii, u kterého neprobchlo stddium zrini, a to na 32,71+1,8 % inhi-
bice. Naopak nejvyssi hodnoty byly naméteny pro syr typu Roquefort, a to 87,46+0,2 % inhi-
bice. Tento syr byl vyroben také v Brazilii, ovS§em zrdl 90 dni.

Pro méteni metodou DPPH radikédlu byly vysledky namétfeny pouze pro syr typu Roquefort,
kde ostatni vzorky nevykazovaly zmény absorbance. Syry byly méfeny i metodou TBARS, kdy
podobné jako u méfeni s vyuzitim kationtu radikdlu ABTS byly namétfeny nejnizsi hodnoty
antioxidac¢ni aktivity pro syr typu Feta (25,95+1,2 % inhibice), ovSem tento zrdl 60 dni, a nej-
vyS$i hodnoty mély syry typu Roquefort (Brazilie, 90 dni zrani) a Pecorino-Sardo (Uruguay,
80 dni zrani) a to 50,78+ 3,5 a 51,84+1,2 % inhibice (23).

V ¢ldnku Batoola et al. (24) méfili antioxidaéni aktivitu syru Cedar, vyrobeného z buvoliho
a kravského mléka. Syry zrdly po dobu 120 dni pfi 4 a 12 °C a antioxida¢ni aktivita se méfila
za rizné doby zrdni metodami s vyuZitim DPPH radikdlu a méteni celkového obsahu fenolic-
kych litek. Cedar vyrobeny z buvoliho mléka mél po¢ateéni hodnoty antioxidaéni aktivity, kdy
syr jesté nezrdl, vyssi nez syr z kravského mléka. Hodnoty antioxida¢ni aktivity obou syru se
postupem zran{ zvySovaly. Hodnoty antioxidaéni aktivity Cedaru z kravského mléka po 120
dnech zrani byly 77,46+1,47 % inhibice pro metodu TAC a 59,67+1,92 % inhibice pro metodu
s vyuZzitim DPPH radikalu. Hodnoty antioxidagni aktivity Cedaru z buvoliho mléka po 120
dnech zrani byly 88,30+1,47 % inhibice pro metodu TAC a 72,44+3,53 % inhibice pro metodu
DPPH radikalu (24).

1.3 Pouzité analytické metody

1.3.1 Viditelna a ultrafialova spektrometrie

Principem této metody je, Ze zfedéné roztoky molekul jsou schopny absorbovat ultrafialové
a viditelné zafeni. Rozmezi vinovych délek téchto zéafeni je 200 az 800 nm. Kdyz latka absor-
buje zafeni, dochdazi k excitaci valen¢nich elektronti. Zdkladem pfistroji pro tuto metodu je

meéfeni proSlého zéarivého toku neboli fotometrie. K méfeni tohoto toku se vyuzivaji jednodussi
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fotometry nebo spektrofotometry, které maji monochromadtor. Piistroje miizou byt jednopaprs-
kové nebo dvoupaprskové.

2 vz

Pro viditelnou oblast svétla se jako zdroj zafeni vyuzivaji wolframové a halogenové zZarovky,
pro UV oblast se vyuzivaji deuteriové lampy. Wolframové Zarovky jsou hodné citlivé ke zmé-
nam napéti, tudiZ musi byt napéti stabilizovano. PouZivaji se pro vlnové délky od 350 nm do
3000 nm. Halogenové Zarovky jsou velmi G¢inné Zarovky, jejichz spektrum zasahuje az do
ultrafialové oblasti. Je to wolframova Zarovka, v niZ se nachdzi malé mnoZstvi jodu v kfemenné
bance. Je vyuZzitelnd dvakrat delsi dobu nez zarovka wolframova. Deuteriovd lampa se vyuziva
pro ultrafialovou oblast. Pii nizkém tlaku vytvarfi elektricky excitovany vodik nebo deuterium
kontinuélni ultrafialové spektrum. Tyto lampy emituji zareni vlnové délky od 160 nm do
375 nm. Jako monochrométor se vyuziva konstrukce Czech-Turner. V tomto piipadé prova-
dime zménu vinové délky nakldnénim miizky. Vzorek se nachdzi ve sklenéné kyveté, pokud
se jednd o viditelnou oblast, nebo v kyveté kiemenné, kdyZ mluvime o ultrafialové oblasti. Jako
detektor zdteni se vyuZivaji fotondsobice, polovodicové fotoelektrické ¢lanky, diodova pole a
detektory CCD. Fotondsobice se vyuZivaji béZn¢ pro viditelnou a UV oblast. Diodova pole se
pouzivaji pro vzorky, jenZ prostupuji prutocnou kyvetou, které se vyuzivaji napt. ve vysokot-

laké kapalinové chromatografii (25).

1.32 QUENCHER

QUENCHER (Quick, Easy, New, CHEap, Reproducible) je metoda, kterd je zaloZena na
reakci pevné latky z potravin s kapalnymi radikély, kdy kapalina pronikne do reakéni pevné
latky. Zdkladni bod této metody je spravné reakéni médium pro rozpusténi radikédlu. Prave tato
metoda, kdy rozpousStime reak¢ni latku, ma velky efekt na méfeni antioxidacni aktivity. Jako
reakéni médium se nejlip jevi smés etanolu a vody (1:1) z divodu modifikace potravinovych
matric a zjednoduSeni reakce mezi radikdly a antioxidacnimi slou¢eninami. Podle jinych studii
je toto reakéni médium vhodné k pfimému méteni vzhledem k tomu, Ze rozpustné antioxidanty
s vysokou polaritou jsou lépe rozpustné, zatimco nerozpustné antioxidanty reaguji s radikaly.
Jiné reak¢ni médium (tetrahydrofuran) bylo vyzkouSeno se smési etanolu a vody, ale nebyl
pozorovan zZadny efekt.

Pro co nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity je dileZité, aby pevna latka méla co nejvetsi
plochu pro reakci. ZvétSeni reakeni plochy napomdha reakci a vede k vysSi rychlosti reakce

diky vyssi ti¢innosti reakce mezi reaktanty. Antioxidacni aktivita je také zvySena diky zmenSeni
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pevnych ¢astic, a tedy zvySeni jejich povrchii. Ackoli nékteré studie fikaji, Ze nezdvisi na veli-
kosti jednotlivych ¢éstic (26).

Tato metoda byla predstavena z ditvodu piedejiti moZnych disledka extrakce, kdy reaguji
pevné vzorky piimo s volnymi radikdly a méfi se jejich absorbance. Na zdklad¢€ porovnani mé-
feni metodou QUENCHER a extrakénimi metodami bylo zjiSténo, Ze hodnoty pro QUEN-
CHER metodu byly vyssi. Je to zptsobeno diky nevyhoddm extrak¢nich metod jako je napf.
ztrata nékterych antioxidacnich sloucenin béhem hydrolyzy. Toto dokazuje, Ze metoda QUE-

vvvvv

statkim klasickych extrak¢nich metod (26).

1.4 Vzorky pouzité k experimentalni ¢asti

14.1 Eidam

Eidam patii do skupiny polotvrdych syrii a je jeden ze dvou hlavnich syrt vyrabénych v Ni-
zozemsku. Je to syr, ktery je hladky na povrchu, ma intenzivni chut, vydrzi alespon 3 mésice a
dobfte se prevadzi. Tento syr se velmi tézko kazi, ale miZe ztvrdnout. VSechny tyto vlastnosti
fadi tento syr mezi nejpopularnéjsi syry. Vyrabi se ze smési ve€erniho odstiedéného a ranniho
mléka, nasledn€ se necha zrat 6 mésict. FDA identifika¢ni standard ale uvadi, Ze Eidam se da
piipravit kterymkoli postupem, ale vyslednd hmotnost susiny syru musi mit minimaln¢ 40 %

mlécného tuku a maximélni obsah vlhkosti 45 % celkové hmotnosti. ProtoZe je po tomto syru

vysokd poptavka, vyroba se hojné rozsituje do dalSich zemi (27; 28).

1.4.2 Tvarizky

Tvartzky Handkise (nebo také Harzer) je syr vyrobeny z kyselého mléka pochazejici z N¢-
mecka. Je typicky Zluto-hnédy s elastickou tuhou konzistenci. Tyto vlastnosti dostavd béhem
zrani, baleni a pfevozu. OvSem zbyvajici bilé ¢asti zmizi smérem od povrchu dovniti béhem
2 — 3 tydnti. Pii vyrobé se pouzivaji pro zahustovani mléka kyseliny, tvoiené bakteriemi mléc-
ného kvaseni. K tomu se v minulosti pouzivali mezofilni kultury, ovSem dnes se jiZ pouzivaji

termofilni kultury (jogurtové) (29; 30).
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1.4.3 Hermelin

Hermelin patii mezi m&kké zrajici syry s plisni na povrchu. Vyroba tohoto typu syru zacala
ve Francii. Tento druh syru je vyznacovan bilou az Sedou plisni na povrchu, kterd je tvofena
zejména rodem Penicillium camemberi spolu s mezofilnimi kulturami. Syr je neobycejny
hlavné kvili svym biochemickym reakcim, ke kterym dochdzi pii dobé zrani, kterd trva
3 — 5 tydni. Tyto reakce zplisobuji, Ze z rozpadavého syra se stane mekky tekouci syr. Dopo-
ruc¢end doba konzumace je 3—7 tydni po jeho vyrobé. Tento syr se d4d konzumovat i po uplynuti
této doby, avSak miize mit amoniakalni, sulfidovou nebo hotkou chut’, pastovitou fidkou kon-

zistenci a zhorSeny nahnédly povrch (31).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a pomicky

Laboratorni vahy KERN 440-35N
Analytické vahy KERN ABT 220-4M
Magnetické michadlo s ohfevem
Odsttedivka Mini Star silverline
Centrifuga NF 400

pH metr Hanna Checker

Stitkackové filtry LPE2545-100

UV/Vis Spektrofotometr Beckman DU 530
Termostat BSK ET618

Rotacni trepacka Multimix 230V

Yv__ s

(KERN & Sohn GmbH, Némecko)
(KERN & Sohn GmbH, Némecko)
(Fisher Scientific s.r.o., CR)
(VWR International, Korea)
(NUVE, Turecko)

(HANNA instruments, Rumunsko)
(LABICOM s.r.0., CR)

(Beckman Coulter Inc., USA)
(Liebherr, Rakousko)

(VWR International, Mexiko)

Automatické pipety + bézné laboratorni vybaveni

2.2 Chemikalie

Hydroxid sodny p.a.

Kyselina chlorovodikova 35 %

Hexan

Siran amonny p.a.

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Metanol >99.9%
AzBTS >98.0%

(PENTA s.r.0., CR)
(PENTA s.r.0., CR)
(Merck s.r.0., Némecko)
(PENTA s.r.0., CR)
(Sigma-Aldrich, Némecko)

(Honeywell, Némecko)

(TCI, Japonsko)

(2,2'-azinobis(3-ethylbenzothizoline-6-sulfonova kyselina))

Peroxodisiran draselny
BSA (Hovézi sérovy albumin)

Destilovana voda

(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Univerzita Pardubice, CR)

(Univerzita Pardubice, CR)
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2.3 Vzorky

K analyze byly pouZity tfi druhy syrt, které jsou vypsany v Tabulka 6: Pouzité syry a jejich
popis.

Jak Chyba! Chybny odkaz na zalozku. znizornuje, syry Eidam a Hermelin maji vyrazné vyssi
obsah tuku na 100 g vyrobku (26 a 28 g) nez Tvarizky (0,5 g). Zatimco mnoZstvi soli je vyssi
naopak u Tvartzkd, kde jsou 4 g na 100 g vyrobku a u Eidamu a Hermelinu je to mén¢ nez
polovina. Rozdil mezi obsahem sacharidii u jednotlivych syrG neni nijak vyrazné odliSny.
Vsechny tfi syry maji do 2 g sacharidi na 100 g vyrobku. Bilkoviny maji u Tvartzkt nejvyssi
hodnotu na 100 g vyrobku (30 g), zatimco Hermelin ma nejniz$i obsah bilkovin (18 g). VSechny
tyto Ziviny (bilkoviny, tuky, sacharidy) tvoii energetickou hodnotu potravin. Energetické hod-
noty pro Eidam a Hermelin na 100 g vyrobku jsou 1428 kJ a 1376 kJ, zatimco u Tvartzku je

hodnota o vic jak polovinu mensi.

Tabulka 7 zndzornuje vyZivové hodnoty na 100 g vyrobku, které byly pievzaty z obalt vyrobkd.

Tabulka 6: PouZité syry a jejich popis

Syr Oznaceni Zemé pivodu
Eidam Zrajici plnotucny syr Polsko
Tvartzky (Handkise) Zrajici syr Némecko
Hermelin Syr s plisni na povrchu Ceska republika

Jak Chyba! Chybny odkaz na zalozku. znazoriuje, syry Eidam a Hermelin maji vyrazné vyssi
obsah tuku na 100 g vyrobku (26 a 28 g) nez Tvartzky (0,5 g). Zatimco mnoZstvi soli je vySsi
naopak u Tvartzki, kde jsou 4 g na 100 g vyrobku a u Eidamu a Hermelinu je to méné nez
polovina. Rozdil mezi obsahem sacharidii u jednotlivych syrG neni nijak vyrazné odliSny.
VSechny tii syry maji do 2 g sacharidi na 100 g vyrobku. Bilkoviny maji u Tvartzki nejvySsi
hodnotu na 100 g vyrobku (30 g), zatimco Hermelin ma nejniz$i obsah bilkovin (18 g). VSechny
tyto ziviny (bilkoviny, tuky, sacharidy) tvoii energetickou hodnotu potravin. Energetické hod-
noty pro Eidam a Hermelin na 100 g vyrobku jsou 1428 kJ a 1376 kJ, zatimco u Tvartzku je

hodnota o vic jak polovinu mensi.
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Tabulka 7: VyZivové tdaje jednotlivych syrii na 100 g vyrobku

Eidam Tvartzky Hermelin
(HandKkise)
Energeticka 1428 kJ/ 529 kJ/ 1376 kJ/
hodnota 344 kcal 125 kcal 332 kceal
Tuky 26 ¢ 05¢g 28 ¢
Z toho nasy- 18 ¢ 02g 20¢g
cené mastné kyse-
liny
Sacharidy l4g <0,1 g 2g
Z toho cukry 02¢g <0,1 g <0,5¢g
Bilkoviny 26 ¢g 30g 18 ¢
Sual 1,5¢g 40¢g 1,6 g

2.3.1 Uprava vzorki

Vzorek syru byl nakrdjen na drobné kousky o velikosti cca 5 mm a nésledné¢ zmrazen
pii — 20 °C. Poté bylo navdZeno 20 g zmrazeného vzorku syru. Vzorek byl vlozen do Erlenma-
yerovy barnky, bylo pfiddno 100 ml hexanu a nasledn¢ byl vzorek ru¢né¢ michan 10 minut za
ucelem extrakce tuku. Po odliti hexanu s extrahovanym tukem ndsledovala extrakce druhd. Na
zaver byly vzorky vysuSeny filtraénim papirem a ptesunuty do plastovych uzaviratelnych zku-

mavek.
2.4 Metody chemické analyzy

2.4.1 Frakcionace bilkovin

Byl navaZzen 1 g upraveného syra do sklenénych uzaviratelnych zkumavek (kazdy syr byl
navéazen ve tiech navazkach) a bylo ptfidano 10 ml vody. Po rozmichani byla upravena hodnota
pH na 6,7 roztokem NaOH (1,0 M) a extrahovalo se za michani po dobu 30 minut. Poté bylo
pH upraveno na 4,6 roztokem HCI (1,0 M), aby se vysrdzela ¢4st balastnich neaktivnich bilko-
vin. Néasledné byly vzorky dény do centrifugy na 4100 ot/min po dobu 30 minut. Poté byl ode-
bran supernatant a ndsledné byla provedena filtrace pies stiikackové filtry (0,45 um, polyester).
Vsechny tii vzorky byly nésledné slity do jedné kadinky a u €irého filtratu prob¢hla frakcionace
siranem amonnym tfistupfiovym srdZenim. V prvni frakci prob¢hlo srdzeni v rozmezi 0-35 %

nasyceni, kde bylo pouZzito 20,9 g na 100 ml extraktu. Po iplném rozpusténi siranu amonného
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byla suspenze ponechana v klidu 1 hodinu. Poté byla suspenze odstfedéna na odsttedivce. Cira
tekutina byla pfevedena na dalsi srdZeni a vysrdZené bilkoviny byly vloZeny do exsikatoru. Poté
byl supernatant nasycen do druhého stupné do 55 % nasyceni (12,9 g na 100 ml extraktu) a do
tretiho stupné 55-80 % nasyceni (17,9 g siranu amonného na 100 ml extraktu). Postup je stejny

jako u prvni frakce. VSechny bilkoviny ze vSech tii frakci byly zvazeny (32).

2.4.2 Metoda s vyuzitim DPPH radikalu

Metoda s vyuzitim DPPH radikdlu byla provedena na zdkladé¢ metody QUNCHER, kdy re-
aguje molekula radikdlu pfimo s ¢asticemi vzorku. Metoda je popsdna v 1.3.2.

K ptipravé roztoku DPPH bylo navdZeno 12,5 mg DPPH radikélu a pfevedeno do kddinky
s malym mnoZzstvim metanolu. Po rozpusténi DPPH radikalu byla navéazka ptrevedena do od-
mérné banky a doplnéna na 250 ml metanolu. Poté bylo pfiddno 250 ml destilované vody a
fadn€ promichano.

Pro optimalizaci ¢asu reakce DPPH radikalu bylo navdZzeno 5x 10 mg BSA do plastovych
uzaviratelnych zkumavek (BSA byl pouzit jako referencni protein z diivodu méfeni antioxi-
dacni aktivity bilkovin). Poté bylo ptfiddno 5,0 ml DPPH radikdlu do kazdé zkumavky. Zku-
mavky byly uzavieny, vloZzeny do rota¢ni tfepacky v temnu a byly extrahovany po dobu 15, 30,
60, 120 a 180 minut. Po extrakci byly extrakty odpipetoviny do Eppendorf zkumavek a vlo-
Zenyna 2 minuty do odstfedivky pifi 6000 ot/min a nasledn€¢ byla zméfena absor-
bance pii 517 nm. Vysledek byl uveden jako % inhibice vypoctenym podle Rovnice 5: Vypocet

inhibice (%). Graf optimalizace Casu reakce je zndzornén v Metoda s vyuzitim DPPH.

Rovnice 5: Vypocet inhibice (%)

A, — A
I (%) _ va sp
sp

Ay;.........absorbance vzorku
Asp..........absorbance slepého pokusu
I1(%)....... inhibice

Pro vlastni méteni vzorkl bylo navdZzeno 10 mg kazdé frakce bilkovin dvakrat a pfevedeno
do plastovych uzaviratelnych zkumavek. Poté bylo do kazdé zkumavky pfidano 5 ml DPPH
radikélu, zkumavky byly uzavteny a vloZeny do rotacni ttepacky. Zkumavky spolu s tfepackou

byly vloZeny na temné misto. VSechny vzorky byly extrahovany 220 minut. Po extrakci byly
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extrakty odpipetoviany do Eppendorf zkumavek a nasledné vloZeny na 5 minut do odstredivky

pti 6000 ot/min a nasledné byla zméfena absorbance pii 517 nm.

2.4.3 Metoda s vyuzitim kationtu radikalu ABTS

Metoda s vyuzitim kationtu radikdlu ABTS byla provedena na zdkladé metody QUNCHER,
kdy reaguje molekula radikdlu piimo s ¢asticemi vzorku. Metoda je popsdna v 1.3.2.

Roztok ABTS byl pfipraven navdZenim 10 mg ABTS, navadZzka byla rozpusténa v 10 ml de-
stilované vody. Poté byl ptidan 0,1 ml 0,064 M peroxodisiranu draselného a roztok se nechal
16 hodin stat pfi laboratorni teploté v temnu. Po uplynuti doby bylo 5,0 ml roztoku ptevedeno
do 200 ml odmérné banky, doplnéno po rysku a fddné promichéno.

Nejprve se provedla optimalizace ¢asu reakce ABTS radikalu s ¢asticemi vzorkt. Do 5 plas-
tovych uzaviratelnych zkumavek bylo navaZzeno 10 mg BSA (BSA byl pouZit jako referencni
protein z diivodu méfeni antioxidacni aktivity bilkovin), ptidano 5,0 ml roztoku ABTS a vlo-
Zeno do rotacni tfrepacky. Zkumavky i s tfepackou byly vloZeny do termostatu nastaveného na
25 °C. Zkumavky byly postupné vyjmuty po 15, 30, 60, 120 a 180 minutiach, 5 minut byly
odstfedény na odstiedivce pfi 6000 ot/min a nasledné byla zméfena absorbance pii 734 nm.
Vysledek vyl uveden jako % inhibice vypoctenym podle Rovnice 5: Vypocet inhibice (%). Graf
optimalizace Casu reakce je zndzornén v Metoda s vyuZitim kationtu radikalu ABTS

K méfeni vzorkl bylo navdZzeno 10 mg kazdého vzorku dvakrat, pfiddno 5,0 ml ABTS a
vloZzeno do termostatu za soucasného vlozeni do rotacni tfepacky. Po 120 minutich byly ex-
trakty vyjmuty, pievedeny do Eppendorf zkumavek a vlozeny do odstfedivky pti 6000 ot/min

na 5 minut. Poté byla zméfena absorbance pii 734 nm.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Frakcionace bilkovin

Ukolem frakcionace bilkovin bylo ziskat bilkoviny precipitujici v riizném rozmezi nasyceni
srdZzenim siranem amonnym. Z kazdého vzorku syru byly tfi vzorky o nasyceni 0-35 %,
do 55 % a 55-80 %. V Tabulka 8 jsou znazornény vytézky bilkovin po frakcionaci. Vysledky
se pohybovaly v rozmezi od 1,22 % do 6,21 %.

Tabulka 8: VytéZek bilkovin (%) po frakcionaci vzhledem k navazce

Syr Vytézek 1 (%) Vytézek 2 (%) Vytézek 3 (%)
Eidam 1,22 1,42 4,11
Tvartzky 1,65 3,72 6,21
Hermelin 3,42 4,64 3,32
Vytézek 1.......... vytéZek pro vzorek o nasyceni 0-35 %
Vytézek 2.......... vytézek pro vzorek o nasyceni do 55 %
Vytézek 3.......... vytéZzek pro vzorek o nasyceni 55-80 %

3.2 Metoda s vyuzitim DPPH radikalu

Nejprve se provedla optimalizace ¢asu reakce. Jak je vidét z Obrazek 2: Optimalizace metody
DPPH, antioxidac¢ni aktivita BSA méfend s vyuzitim DPPH radikalu rostla od 24,0 % do 59,0
% v case od 15 do 180 minut. Antioxidacni aktivita v ¢ase 120 a 180 minut vzrostla pouze o
7,3 %. Vzhledem k tomu byl jako optimélni Cas reakce zvolen ¢as 220 min, kdy nésledn¢ byla

stanovena antioxida¢ni aktivita 3 druhi syrt.
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Obrazek 2: Optimalizace metody DPPH
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KaZzdy syr mél 3 stupné nasyceni, postup ziskani tff stupiiti nasyceni kazdého syru je popsan
v Kapitole 2.4.1. Pro kazdy vzorek byly zhotoveny 2 extrakty a kazdé méfeni se provedlo dva-
krét. Cely postup je zndzornén v Kapitole 2.4.2. Naméfena data byla pfepoctena na % inhibice.
V nésledujicim Obrazek 3: Antioxida¢ni aktivita 3 druhli syri metodou DPPH je zndzornén
graf pro 3 druhy syru pfi rizném stupni nasyceni, kdy jsou v ném zaznamendny aritmetické

priméry vysledkl a smérodatné odchylky.

Obrazek 3: Antioxida¢ni aktivita 3 druhi syrd metodou DPPH v I (%)
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Hodnoty méfeni se pohybovaly mezi 20-35 % inhibice. Z Obrézek 3: Antioxidacni aktivita

3 druht syri metodou DPPH v I (%)mutZeme posoudit, Ze Eidam mél nejvyssi hodnoty procenta
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inhibice. V ¢ldnku Comerta a Gokmena (26) je napsano, Ze pro metodu QUNCHER je lepsi
pouzit DPPH radikél s vodou i metanolem, protoZe poskytl vyssi vysledky ve srovnéni s meta-
nolickym roztokem DPPH vzhledem k potravinovym matricim a zjednoduseni reakci mezi ra-
dikdlem a vzorkem. OvSem v ¢lanku od Kedare a Singh (18), ktery pojedndva o samotné me-
todé DPPH radikalu, je feceno, Ze DPPH radikdl by mé&l byt rozpoustén pouze v organickych
rozpoustédlech, coZ se potvrdilo i v pribéhu experimentdlni ¢4sti, kdy roztok DPPH radikéalu
s vodou i metanolem nebyl stabilni, zejména v lednici dochdzelo k zpétnému vysrazeni DPPH

radikalu.

3.3 Metoda s vyuzitim kationtu radikalu ABTS

Byla provedena optimalizace Casu reakce ABTS radikélu se vzorkem BSA. Na Obrazek 4:
Optimalizace metody ABTS lze pozorovat vzristajici hodnoty antioxida¢ni aktivity v Case od
15 do 60 minut z 84,9 % na 97,1 %. Vzhledem k tomu, Ze antioxidacni aktivita v ¢ase od 120

do 180 minut vzrostla pouze o 0,5 %, byl optimdlni Cas rekce zvolen na 120 minut.

Obrazek 4: Optimalizace metody ABTS
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Nésledné byly zméfeny absorbance pro 3 druhy syru, kazdy syr byl ve tfech stupnich nasy-
ceni, postup ziskani tf stupiii nasyceni kazdého syra je popsan v 2.4.1. Pro kazdy vzorek byly
zhotoveny 2 extrakty a kazdé méfeni se provedlo dvakrat. Cely postup je zndzornén v 2.4.3.

Namétena data byla pfepoc¢tena na % inhibice. V nésledujicim Obrazek 5: Antioxidacni aktivita
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pro 3 druhy syru metodou ABTS v I (%) Obrazek 4: Optimalizace metody ABTSjsou zndzor-
nény aritmetické priméry pro 3 druhy syru pro tfi stupné nasyceni a jejich smérodatné od-

chylky.

Obrazek 5: Antioxidacni aktivita pro 3 druhy syru metodou ABTS v I (%)
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Hodnoty méfeni se pohybovaly v rozmezi 30—80 % inhibice. Nejvyssi hodnota % inhibice
byla pro Eidam v rozmezi 0-35 % nasyceni. Hodnoty byly obecné¢ vyssi a odchylky niZ$i nez
u méfeni s DPPH radikdlem. To miZe byt zpiisobeno pouZitim pouze vody u piipravy roztoku
ABTS, oproti ptipravé roztoku DPPH, kdy se pouZzila voda a metanol, jak je uvedeno v ¢lanku
Comerta a Gokmena (26). Podle Plazi (33) neni jednoduché srovnévat vysledky z 2 rGznych
zpusobi méteni antioxidacni aktivity, kde piSe také o rozdilnych vysledcich pfi méfeni dvéma

metodami. Proto je doporuc¢ovéno, aby se pouZivalo vice zpiisobli méfeni antioxida¢ni aktivity.
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ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo ovéfit antioxida¢ni ti¢inky rtiznych typt syra. Experimen-
taln¢ byly provedeny dv¢ rliznd méteni antioxidaéni aktivity na tfech druzich syrt.

V teoretické Casti byl z hlediska legislativy pfiblizen pojem ,,syr* a jeho rozdé€leni podle
ruznych kritérii hodnoceni. Dale byl na zdklad¢ studia odborné literatury ptiblizen nejen tech-
nologicky postup vyroby syrii, ale také rozdily ve vyrobé vybranych typi syrt. Nasledn¢ byly
popsany druhy syrt z hlediska jejich chemického sloZeni a vlivu mléénych mikrobidlnich kultur
na antioxidacni vlastnosti a jejich nutri¢ni sloZeni.

Dalsi kapitola teoretické ¢asti se vénovala antioxidantiim. Byly popsdny zpiisoby rozdéleni
antioxidantli, metody méteni a v neposledni ¢asti také samotné antioxidanty, které se nachazeji
v syrech.

V experimentdlni ¢asti bylo hlavnim cilem zjistit a ovéfit antioxidacni vlastnosti riznych
druhti syrt, a to syrti Eidam, Hermelin a Tvartizky (Handkise). Antioxida¢ni vlastnosti byly
meéfeny bilkovindm, ziskanym srdZenim siranem amonnym a jejich postupnym nasycenim do
stupitt 0-35 %, do 55 % a 55-80 %. Antioxida¢ni aktivita byla ndsledné¢ métena metodou
QUENCHER, kdy se pouzil pevny vzorek bilkovin s kapalnym radikdlem. Spektrofotome-
tricky byla poté zméfena antioxida¢ni aktivita metodami s vyuZzitim DPPH a ABTS radikalt.

Ve vysledcich jsou zndzornény sloupcové grafy s aritmetickymi priiméry méteni jednotli-
vych syri a jejich nasycenim, kde je potvrzeno, Ze vSechny syry maji antioxida¢ni vlastnosti.
Vyrazné odchylky méfeni s DPPH radikalem oproti metod¢ s vyuZitim kationtu radikalu ABTS

je pravdépodobné zpiisobeno vlivem pouziti vody a metanolu pfi vyrobé roztoku DPPH radi-

kalu.
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