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Bioaktivni latky v mléce pieZvykavcii a metody jejich stanoveni

Souhrn

Tato bakalaiska prace se zabyva porovnanim zakladnich bioaktivnich latek v mléce riznych
druhti pfezvykavct, vyznamem mléka v lidské vyzivé a tc¢inkem bioaktivnich latek na lidsky
organismus. Mezi vyznamné bioaktivni latky mléka patii laktdoza, mléény tuk a bilkoviny.
Migko je také dobrym zdrojem vitamini skupiny B1y a By. Mléény tuk se vyznacuje vysokym
obsahem esencialnich mastnych kyselin. Mléko obsahuje méné vhodny pomér mezi
nasycenymi a nenasycenymi kyselinami (13:1), ktery miize zvySovat riziko ateroskler6zy.
Obsah hlavnich zivin v mléce lze technologicky upravit, proto se celosvétové doporucuje
konzumace mlé¢nych potravin se snizenym obsahem tuku. Vysoky obsah tuku ma napft. sobi
mléko. Mléka piezvykavci obsahuji dvé skupiny bilkovin, kterymi jsou kaseinové
a syrovatkové bilkoviny. Syrovatkové bilkoviny jsou pro lidsky organismus nutri¢né
vyznamnéj$i diky své vySsi stravitelnosti v porovnani s kaseinovymi bilkovinami. Toto je
dano obsahem esencidlnich aminokyselin s rozvétvenym fetézcem, jako jsou valin, leucin
aizoleucin. Buvoli mléko se vyznacuje vysokym obsahem bilkovin. Specifickou slabé
nasladlou chut’ dodava mléku laktoza, Sté€pi se na glukozu a galaktézu, kterd je specifickou
slozkou mléka. Vysoké procento laktozy obsahuje velbloudi mléko. Laktozova intolerance je
metabolické onemocnéni, kdy je sniZzena nebo zcela chybi produkce enzymu laktazy, ktery
Stépi laktozu na glukozu a galaktozu v tenkém stieve.

Druhéd c¢éast prace je zaméfena na vybrané metody stanoveni hlavnich bioaktivnich latek
v mléce. Vyrobky se mohou obohacovat o vyextrahované bioaktivni latky z mléka a tak
zvysit jejich biologickou hodnotu. Mezi moderni instrumentalni metody stanoveni bilkovin
mléka patii Casto vyuZivand automatizovand metoda podle Kjeldahla s vyuZzitim pfistoji
Kjeltec, Biichi nebo KjehlFoss. Pomoci vysokokapalinové chromatografie (HPLC) mizeme
provést stanoveni témér vSech slozek mléka. Tato prace se zabyvd vyuzitim HPLC u
stanoveni sacharidii a nukleotidii. V praci jsou uvedeny 1 dal$i mozné metody stanoveni

vybranych bioaktivnich latek.

Klic¢ova slova: bioaktivni latky, metody stanoveni, mléko, piezvykavci



Bioactive compounds of ruminant milk and methods of their determination

Summary

This bachelor’s thesis study a comparison of basic bioactive substances in milk of different
ruminant species, the importance of milk in human nutrition and the effect of bioactive
substances on the human organism. Among the major bioactive substances include lactose,
milk fat and protein. Milk is also a good source of vitamins B, a B, Milk fat has a high
content of essential fatty acid. Milk contains less suitable proportion between saturated
and unsaturated acids (13:1), which may increase the risk of atherosclerosis. The content of
nutriments in milk can be technologically edit, therefore recommended worldwide consuption
of dairy foods with reduced fat. The high fat content of the reindeer milk. Milk of ruminants
contains two groups of proteins which are casein and whey protein. Whey proteins are for the
human nutritionally importance, because of it higher digestibility compared to casein protein.
This is a balanced content of essential amino acids with branched chain, such as valine,
leucine and isoleucine. Bufallo milk is high in protein. Specific slightly sweet flavor aids milk
lactose is broken down into glucose and galaktose, which is a specific component of milk. A
high percentage of lactose has camel milk. Lactose intolerance is a metabolic disease, which
is reduced or absent production of the enzyme lactase, which breaks down the lactose into

glucose and galaktose in a small intestine, practically in colon.

The second part focuses on the selected determination of major bioactive substances in milk.
Products can be obtained by extraction with the addition of bioactive substances from
the milk and increase their biological value. Among modern instrumental methods for
the determination of milk protein are often used automated Kjeldahl methods using a standing
position Kjeltec, Biichi or KjehlFoss. Using high-performance liquid chromatography (HPLC)
can make the determination of almost all milk constituents. This work deals with the use of
HPLC for determination of sugars and nucleotides. This work also describes other possible

methods for the determination of selected bioactive substances.

Keywords: milk, ruminants, bioactive compounds, methods of determining
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1 Uvod

V Ceské republice ma chov dojnic velkou tradici, v mensi mife se na produkci mléka chovaji
kozy a ovce. V poslednich letech se u nas zvysila spotieba koziho mléka a to pfedevsim diky
jeho pozitivnim vlastnostem jako je velmi dobra stravitelnost, ktera je dana rozméry
arozlozenim tukovych kulicek v mléce. Tuk koziho mléka je rozptylen v malych kulickach
avelice se podobd tuku v matefském mléce. DalSim druhem mléka, které je u nas
produkovano a s kterym se mizeme bézn¢ setkat, je ov¢i mléko, které se vyznacuje vysokym
obsahem vitamind a mineralnich latek. Celosvétove nejvétsi spotiebu zaujima mléko kravské,
které je pro vétSinu obyvatelstva vyznamnym zdrojem laktézy, mlééného tuku a bilkovin.
MIéko je dobrym zdrojem vapniku, ktery je nezbytny pro spravny rast lidského organismu.
Bioaktivni latky obsazené v mléce jsou pro ¢loveka ptinosem i v malych koncentracich a hraji
roli v mnoha metabolickych pfeménach. Pro uréeni zakladnich slozek v mléce se vyuziva
riiznych metod stanoveni. Cést prace je zaméfena na hlavni metody vybranych bioaktivnich

latek v mléce.



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je vypracovani prehledné literarni reSerSe zaméfené na problematiku
bioaktivnich latek vyskytujicich se v mléce riiznych druht piezvykavci a porovnani slozeni
z hlediska majoritnich i minoritnich slozek mléka a jejich vliv na zdravi konzumentt. Jsou
zde uvedeny i zdravotni komplikace, které mize mléko u nékterych osob po poziti zplisobit.

Na konci prace je strucny prehled metod stanoveni vybranych bioaktivnich latek.



3 Literarni reSerse

3.1  Miléko

Miéko je produkt sekrece mlécné zlazy samic savcd. Je zakladnim zdrojem vyzivy pro
mléad’ata, ktera v prvotnich dnech Zivota pfijimaji mlezivo a ziskavaji tak potfebné protilatky
a vitaminy k upevnéni imunity (Park, 2009). Mléko a mlé¢né vyrobky jsou soucasti potravy
clovéka jiz nékolik tisic let. Na jakost mléka ma veliky vliv celd fada faktord, zejména
ustdjeni na pastveé, ve staji, krmeni, dojeni i oSetfovani mléka a nasledné technologické

zpracovani (Gajdasek, 2003).

3.1.1 Vyznam mléka v lidské vyZivé

Mléko je nejdokonalej§i a nejpiirozengj$i potravina s kterou se novorozenec setka
bezprostiedné¢ po narozeni. Je dulezitou soucasti jidelnicku vSech obyvatel. Denni spotieba
vapniku pro kosti je cca 900 mg, pro t€hotné zeny az 1500 mg. Primérny obsah ve 100 g
mléka je 120 mg Ca. Tuto denni potiecbu lze pokryt 0,5 - 0,8 1 mléka nebo 50 g syra
(Kopacek, 2009). Mléko obsahuje mnoho sloucenin potiebnych pro spravnou funkci naseho
organismu, které chrani novorozence a dospélé proti patogenim a nemocem. Mezi tyto
biologicky aktivni latky patéi imunoglobuliny, antibakterialni peptidy, antimikrobialni
proteiny, oligosacharidy, lipidy, a mnoho dalsich komponent (Park, 2009). Béhem poslednich
desetileti se spotfeba mléka snizila zejména v zapadni spolecnosti. Snizend spotfeba mléka
a mléénych vyrobklli mize byt ¢astecné vysvétlena spekulacemi o jejich negativnich vlivech
na lidské zdravi. Tato kritika vznikla pfedev§im proto, Ze mlécny tuk obsahuje nasycené
mastné kyseliny, které ptispivaji k srde¢nim onemocnénim a obezité (Haug et.al, 2007). Na
druhou stranu mléko obsahuje nenasycenou kyselinu linolovou, ktera se vyznacuje pfiznivymi

ucinky pro lidsky organismus a hraje nezastupitelnou roli v lidské stravé (Park, 2009).

3.1.2 Druhy mléka

Podle zastoupeni hlavnich druhii bilkovin se rozeznavaji mléka kaseinovda a mléka
albuminova. Ml€ka kaseinova jsou typicka pro prezvykavce, kdy obsah kaseinu zaujima vice
jak 75 % obsahu celkovych bilkovin mléka. Do této skupiny patii napt. mléko kravské, ov¢i,

kozi a dal$i. Mléka albuminova produkuji masozravci, vSezravcei a bylozravci s jednoduchym

9



zaludkem. Jedna se o mléka napft. kobyli, osli, praseci a mateiské. Dle pribéhu laktace se déli
mléka na zrala a nezrala. Mezi mléka nezrala se fadi mlezivo (kolostrum), mléko starodojné a
mléko aberantni. Mléka zrala se vyuzivaji pro lidskou vyzivu a jsou produkovana Sest dni po

oteleni dojnice (Gajdisek, 2003).

3.1.3 SloZeni mléka

Mléko je slozity biologicky systém, ve kterém se jednotlivé slozky nachdzeji v rizném
poméru (Gajdusek, 2003). Hlavni slozkou mléka je voda, ktera tvoii nejveétsi cast mléka
anasledné susina, kterd zahrnuje laktozu, bilkoviny mléka, mléény tuk, minerdlni latky
a nebilkovinné dusikaté latky (Zadrazil, 2002). Hlavni slozky mléka jsou uvedeny v Tabulce
¢. 1. Bilkoviny, sacharidy a tuky se podileji na thradé energetickych potieb lidského
organismu a jsou tzv. stavebnimi latkami. Mineralni latky a vitaminy se nepodileji na uhradé
energetickych potieb organismu a jsou tzv. esencialnimi slozkami potravy (Drbohlav

a Vodickova, 2001).

Tabulka ¢. 1: Slozeni mléka

obsah vody cca 87,25 %

obsah suSiny ccal2,75 %

Z toho: obsah laktozy 4,60 -4,90 %
obsah bilkovin mléka 2,80 - 3,60 %
obsah mlééného tuku 3,20 - 6,00 %
obsah mineralnich latek 0,80-1,10%
obsah nebilk. dusiku 0,015 - 0,029%

(Zadrazil, 2002)

3.1.4 Produkce mléka v Ceské republice

Nasledujici Obrazek &. 1 vyjadiuje vyvoj vyprodukovaného a spotiebovaného mléka v Ceské
republice v letech 2003 az 2010. V roce 2010 CR nebyla schopna vyprodukovat dostateéné

mnozstvi mléka v porovnani s jeho spotiebou na osobu. Vyroba mléka roku 2010 dosahla

ptiblizné 248,4 | na osobu, ale primérna spotieba mléka ¢ini 250,7 1 na osobu, coz je 0 2,3 |
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vice. Doméci vyroba nedokaze naplnit poptavku. Ceské republika ztratila v poslednich letech

sob&statnost u fady komodit Zivo¢isného ptivodu (Zemédélsky svaz CR, 2009).

Obrézek ¢&. 1: Produkce a spotieba mléka v Ceské republice v letech 2003 az 2010
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(Zemédélsky svaz CR, 2009)

3.1.5 Hlavni bioaktivni latky v mléce

Bioaktivni latky se vétSinou vyskytuji v potravinach v malém mnozstvi. Bioaktivni latky jsou
intenzivné studovany a na zaklad€ novych objevi jsou vyhodnocovény jejich G¢inky na lidské
zdravi. Bioaktivni latky jsou studovéany také v obilovinach, lusténinach, ofeSich, olivovém
oleji, zelening, ovoci a ¢aji. (Kris-Etherton et al., 2002). Piehled bioaktivnich latek v mléce je

uveden na Obrazku ¢. 2.

Civiliza¢ni onemocnéni se v poslednich letech staly pro lidskou populaci velkou hrozbou.
Aby jim lidé mohli ptfedchazet, byl odhalen novy postoj, jak zkvalitnit lidskou vyzivu
a zdravi. Na zakladé téchto poznatki byly vyvinuty tzv. funk¢ni potraviny. Potraviny, které
nam kromé zakladni nutriéni hodnoty poskytuji 1 konkrétni Gc¢inky na lidské zdravi (Park,
2009). Bioaktivni latky zvySuji imunitni systém, snizuji zvySeny krevni tlak, pasobi proti

gastrointestinalnim infekcim, pomahaji proti obezité¢ a plsobi preventivné proti osteopordze
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(FitzGerald et al., 2004). Také byly potvrzeny dikazy, ze mléko snizuje metabolické
syndromy, které mohou vést k riznym chronickym chorobam napt. kardiovaskularni
onemocnéni a diabetes (Mensink, 2006). Mezi bioaktivni slozky mléka fadime specifické
proteiny, peptidy, lipidy a sacharidy. Kravské mléko a mlezivo je povazovano za
mnoho té€chto bioaktivnich latek aplikovano do potravin bez mléka a dokonce i
farmaceutického prumyslu (Park, 2009). V Obrazku ¢. 3 jsou uvedeny aplikace bioaktivnich

latek pro zdravi clovéka.

Obrazek ¢&. 2: Prehled bioaktivnich latek v mléce
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(Park, 2009)
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Obr. €. 3: Aplikace bioaktivnich latek pro zdravi
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(Park, 2009)

3.1.5.1 Bilkoviny mléka

Bilkoviny patii mezi dusikaté latky, které tvoii komplexni slozky mléka. Vzhledem
K nutricnim a technologickym vlastnostem je jejich studiu vénovana nejvétsi pozornost. Mezi
dusikaté latky patii bilkoviny a nebilkovinné dusikaté latky (Ingr, 2003). Rozd¢leni hlavnich

bilkovin mléka je uvedeno v Obrazku ¢. 4.

MIéko obsahuje dvé skupiny bilkovin. Bilkoviny kaseinové a bilkoviny syrovatkové, které se
lisi svymi biologickymi G¢inky. Kasein je hlavni a specifickou slozkou bilkovin mléka,
s kterou se jinde nesetkame. Syrovatkové bilkoviny jsou bilkoviny, které zistavaji v roztoku

po vysrazeni kaseinu kyselinou ¢i syfidlem (Gajduasek, 2003). Nebilkovinné dusikaté latky
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zUstavaji v roztocich po vysrazeni bilkovin mléka. Maji rozdilnou strukturu i vyznam oproti

kaseinovym a syrovatkovym bilkovinam (Zadrazil, 2002).

Obrazek €. 4: Prehled hrubych (celkovych) bilkovin mléka

- kasemn 42%
Kasein P - kasein 25%
(24-2.6%) K- keasem 3%
o v - kasein 49,
Cisté bilkovina
(3.0-3.3%) i - laktaburmin 4%
Hrub4 bilkovina Syrovatkové bilkoviny B-lakiaglobulin 9%

(3.2-36%) (0.5-0.7%) Sérum albumin 1%
Imunoglobuliny 2%
Proteoso-pepton 4%

Nebilkovinné dusikaté latky Mocovina 50%
T 125-35 M 1000 20-30 mg/100g

Amomalc kreatin, 509
kyslmotova atd.

(Ingr, 2003)

Kaseinové bilkoviny

Kaseiny jsou hlavni komplexy fosfoproteini mléka syntetizované mléénou zlazou dojnice
atvorici v mléce prezvykavcl prevaznou cast bilkovin. Mezi zakladni frakce kaseinil patii
a-kasein, B-kasein a x-kasein. Kaseiny jsou v mléce vazany na vapnik. Vapenaté soli se
zmléka vysrdzi napf. pomoci etanolu. Volny kasein se uvolni okyselenim pii pH=4,6
a teploté okolo 20 °C. Kaseinové frakce jsou velice citlivé na pfitomnost vapniku mimo
K -kasein. VétSina kaseinovych frakci je v mléce vazana do velkych koloidnich utvart, které
se oznacuji jako kaseinova micela (Gajdisek, 2003). Kaseinové bilkoviny fadime mezi
antimikrobialni peptidy mléka. Poprvé antimikrobidlni vlastnosti peptidi objevili Jones
a Simms roku 1930, ktefi identifikovali latku, ktera mtize inhibovat rast streptokoki. Nazvali

tuto latku laktenin (Exposito a Recio, 2006).
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Syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny jsou globularni struktury a v mléce se vyskytuji ve formé koloidniho
roztoku. Bilkoviny syrovatky zlstavaji v roztoku po vysrazeni kaseinu pii pH=4,6. Jejich
nutri¢ni hodnota je vyssi vV porovnani s kaseinem. Jsou termolabilni a pii teplotach 60 - 70 °C
denaturuji. Mezi zékladni bilkoviny mlééné syrovatky patii a-laktalbumin, B-laktoglobulin,
imunoglobuliny, bovinni sérovy albumin a proteosopeptonové frakce. Hlavni sérovou
bilkovinou dle obsahu syrovatkovych bilkovin v mléce je B-laktoglobulin, ktery tvoii cca
50 % a o-laktalbumin piiblizn¢ 25 %. Jeho obsah je vSak vy$§i u albuminovych mlék

produkovanych monogastry (Zadrazil, 2002).

Imunoglobuliny

Imunoglobuliny nesou biologickou funkci a protilatky, které jsou ptitomny Vv kolostru vSech
druhii s probihajici laktaci a poskytuji pasivni imunitu proti patogentim. Jsou rozdéleny do
riznych tfid na zaklad¢ jejich fyzikalné-chemickych struktur a biologické aktivity. Hlavnimi
imunoglobuliny jsou 1gG, IgM, IgA a IgE (Park, 2009). Vzhledem k extrémni heterogenité se
prukazné 1isi od ostatnich bilkovin mlé¢ného séra (Zadrazil, 2002). Imunoglobuliny jsou
schopné zabranit pfilnavosti mikrobd, inhibuji bakterialni metabolismus, aglutinuji bakterie
aneutralizujyi toxiny a viry. Koncentrace specifickych protilatek proti patogennim
mikroorganismiim mohou byt zvySeny v Kolostru a v mléce oc¢kované dojnice S vakcinami
zZ jejich patogenil nebo antigent. Kolostrum obsahuje az 20krat vice IgG1 oproti IgG2. Pti
piechodu kolostra na zralé mléko je hladina IgG1l az 4-7krat vyssi, nez IgG2. Pokud je
mnozstvi IgG2 zvySeno, jedna se o pocatek zanétu mlécné zldzy. Diky pokroku
bioseparacnich technik je moZné oddélit a obohatit tyto protilatky a vyvinout tak tzv. imunni
mlécné piipravky. Pojem ,,imunni mléko* se datuje jiz v roce 1950, kdy Petersen a Campbell
jako prvni navrhli, aby bylo kolostrum podavano ustné. Zjistili, Ze muze pro ¢lovéka
poskytovat pasivni imunitni ochranu. Od roku 1980 velky pocet studii prokazal, Ze imunni
mlécné piipravky mohou byt ucinné v prevenci lidskych a Zivo€isnych chorob zplsobenych
riznymi patogennimi mikroby jako rotaviry, Escherichia coli, Candida albicans, Clostridium
difficile, Shigella flexneri, Streptococcus mutant, Cryptosporidium parvum a Helicobacter
pylori. Lé¢ebna ucinnost téchto piipravkd se vSak ukazala byt velmi omezena. Kolostrum

neboli mlezivo je stale vyzvou pro budouci vyzkum (Park, 2009).
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a-laktalbumin

a-laktalbumin (a-La) tvofi piiblizné 20 % syrovatkovych proteind v kravském mléce a je po
B-laktoglobulinu druhou nejvice zastoupenou syrovatkovou bilkovinou mléka (Park, 2009).
a-La je plné syntetizovan v mlécné zlaze, kde pisobi jako koenzym pro biosyntézu laktozy.
Mléka vsezravcl, masozravel a bylozravel s jednoduchym zaludkem obsahuji mnohem vice
a-La, proto jsou oznaCovana jako mléka albuminova (Zadrazil, 2002). Pfinosy pro zdravi
nebyly dlouho znamé, ale nedavny vyzkum naznacuje, Ze tento protein muze poskytnout
ptiznivé ucinky pres:

e celé neporusené molekuly,

e peptidy z ¢asteéné hydrolyzovatelnych bilkovin,

e aminokyseliny z pIn¢ stravitelnych proteint (Park, 2009).

a-La je vybornym zdrojem esencialnich aminokyselin tryptofanu a cysteinu, které jsou
prekurzory serotoninu a glutathionu. Uvazuje se, Ze peroralni podavani by mohlo pomoci 1épe
zvladat stresové situace. Klinické studie ukézaly, ze u skupiny lidi nachylnych k stresu, ktefi
pfijimali stravu obohacenou o a-La se snizily depresivni stavy. Rovnéz bylo studiemi na
zenach prokazano, ze podavani 40 g a-La denné zvysuje u zdravych zen plasmatické hladiny
tryptofanu a jeho pomér k neutralnim aminokyselinam bez jakychkoli emocionalnich zmén.
Byly také provedeny pokusy na zvifatech a prokazalo se, ze a-La poskytuje ochranu zaludeé¢ni
sliznici. Tato ochrana byla srovnatelna sléky proti viedim. Kravské o-La hydrolyzaty
a specifické peptidy odvozené od téchto hydrolyzati jsou spojeny s mnohymi aktivitami napf.
antihypertenzni, antimikrobialni, antikarcinogenni, imunomodula¢ni a nebiotickou aktivitou.
Na zakladé vysoké homologie mezi lidskym a kravskym o-La a jeho hydrolyzath se a-La hodi
do kojenecké vyzivy. Nekolik obohacenych kojeneckych vyziv a-La jiz bylo uvedeno na trh
(Park, 2009).

3-laktoglobulin

B-laktoglobulin (8-Lg) je hlavni syrovatkovy protein v kravském mléce a tvori priblizné¢ 50 %
bilkovin v syrovatce. B-laktoglobulin ma fadu funk¢nich a nutrinich vlastnosti, diky kterym
je tento protein multifunkéni pfisadou pro mnohé potraviny a biochemické aplikace. Mimo
jiné je B-Lg vynikajicim zdrojem peptidi s Sirokou Skéalou bioaktivity naptf. ma
antinypertenzni,  antimikrobialni,  antioxidativni,  protirakovinné, = imunomodula¢ni,
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hypocholesterolemické a dalsi metabolické ucéinky (Park, 2009). Vysoky obsah B-Lg je
v nezralém mléce (kolostru), dosahuje az 8 % z celkovych bilkovin, zatimco ve zralém mléce
jeho podil zcelkovych bilkovin klesa na 0,1 - 0,3 % (Zadrazil, 2002). Je vynikajici
alternativou k vajeénému albuminu (bilku), ktery se da aplikovat do potravin (Foegeding,
et al., 2006).

Laktoferin

Laktoferin (LF) je glykoprotein, ktery se naléza v kolostru, mléku, a dalSich télesnych
sekretech a bunkach vétSiny druhd savel. Je povazovan za dulezitou obranyschopnou
molekulu a je zndmo, Ze ma mnoho biologickych aktivit jako jsou antimikrobidlni,
aktivita je pri¢itana mnoha mechanismtm. Jeden z nich je, Ze LF odebira bakteriim Zelezo,
které nasledné¢ odevzdava ¢ervenym krvinkdm a tim zabraiuje mnozeni bakterii. Aktivita LF
a jeho derivati byla prokazana proti Siroké Skale patogennich mikroorganismi, vcetné
enteropatogenni Escherichia coli, Clostridium perfringens, Candida albicans, Haemophilus
influenzae, Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus enteritis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Vibrio cholerae, virt hepatitidy C, G a B, HIV-1, rotavirt nebo herpes simplex vir
(Park, 2009).

Organizace EFSA vyhodnotila laktoferin z kravského mléka jako bezpecnou slozku potravin.
Podle stanoviska EFSA zvefejnéného dne 24. 5. 2012 mize byt laktoferin uznan jako slozka
nového typu do potravin. MiiZe byt pfidavana v izolované a purifikované formé do pocatecni
I pokracovaci kojenecké vyzivy, potravin pro zvlastni vyzivové tcely, potravin pro sportovce

a dale do nealkoholickych napoju, peciva, syrovych vyrobkti, mléka a sladkosti.

Glykomakropeptid

Glykomakropeptid (GMP) stimuluje uvolfovani cholecystokininu (hormon slinivky bfisni,
podilejici se na pfijmu potravy a traveni zvifat a lidi) do duodena. Potlacuje zalude¢ni sekreci
a zpomaluje mobilitu Zaludku. Dal§im zajimavym zjiSténim je, Ze GMP miZe byt neporuSené
absorbovan a natraven do krevniho ob&hu dospélych lidi po poziti mléka nebo jogurtu. Bylo

prokazano, Ze podporuje rust bifidobakterii a tim podporuje sttevni mikrofloru. GMP je
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ptitomen ve sladké syrovatce po Stépeni k—kaseinu. GMP nema ve svém slozeni pfitomnu
aminokyselinu fenylalanin, proto je vhodny ve vyzivé v pfipadé onemocnéni fenylketonurii.
Modelové studie na zvitatech dokazuji, ze glykomakropeptid miize mit piiznivé G¢inky pro

vyvoj mozKu a podporovat pamét’ (Park, 2009).

3.1.5.2 Milécny tuk

Mlécny tuk se sklada z vice nez 400 mastnych kyselin s riznym chemickym slozenim.
VétSina téchto mastnych kyselin je esterifikovdna na glycerol a v mlééném tuku se objevuji
pfevazné¢ v podobé triacylglyceroli. Mlécny tuk je nejbohat§Sim pfirodnim zdrojem
konjugované kyseliny linolové (CLA), ktera tvoii 2 - 53,7 mg mlééného tuku. Siroka $kala
hodnot CLA lze pficist riznym faktorim jako je napfiklad reZim krmeni, uchovani pice,
geografickym regioniim, tak i plemenu krav. Mnoho studii potvrdilo, Ze krmeni na pastvé
muze vyznamné zvysit koncentraci CLA v mléce, ve srovnani s halovym krmenim. Dalsi
studie prokazaly, ze krmeni pro dojnice obsahujici rostlinné nebo motské oleje mize ucinné
zvysit obsah CLA v mléce. Bohatym zdrojem kyseliny linolové je olej fepkovy, sojovy
a slune¢nicovy. Tyto rostlinné oleje jsou bohatSim zdrojem kyseliny linolové, nez dalsi
polynenasycené rostlinné oleje, jako jsou napt. olej araSidovy nebo Inény. Nejucinngjsim
zdrojem kyseliny linolové se zd4 byt kombinace dietniho rybiho oleje s olejem rostlinnym.
Mezi pozitivni u¢inky CLA patfi: 0¢inky proti onemocnéni cév vlivem cholesterolu,
antidiabeticky ucinek, ucinek proti obezité a posileni imunitniho systému. Optimalni piijem
kyseliny linolové v potravé ¢lovéka je tieba urcit, ale byl navrZzen denni piijem 3 — 3,5 g CLA,
ktery by mél vést k antikarcinogennim ucinkiim. Studie na zvifatech ukazala, ze CLA
podporuje snizovani té€lesné hmotnosti a tukové hmoty, a také zvySuje télesnou aktivitu. Jiné
kohortni studie navrhly, ze vyssi ptijem CLA v mléénych vyrobcich mize snizit riziko
rakoviny tlustého stieva (Park, 2009). Obsah tuku v mléce jednotlivych druhti pfezvykavceu je

uveden v Tabulce €. 9.

Dalsi biologicky zajimavou skupinou lipid mlééného tuku jsou polarni lipidy. Polarni lipidy
jsou umistény piedevsim v membrané tukové globule mlééného tuku a jsou velmi slozité
biologické struktury. Membrana polarnich lipida se sklada ptiblizné z 60 % bilkovin a 40 %
tuki, které jsou prevazné slozené z triacylglycerolii, cholesterolu, fosfolipidi a sfingolipida.
Zajem o polarni lipidy v mléce se zvySuje vzhledem k jejich nutricnim a technologickym

vlastnostem. Mlé¢ny tuk hraje velkou roli v ptenosu neuronovych signald a je prospésny pti
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krevni srazlivosti, imunit¢ a zanétlivych reakcich organismu. Za vysoce bioaktivni slozky
mléka jsou povazovany zejména sfingosiny a jejich derivaty majici protinddorové ucinky,

mikrobialni G¢inky a Géinky v podobé snizeni cholesterolu (Park, 2009).

3.1.5.3 Sacharidy

Laktéza

vvvvvv

savcl V rozdilném mnozstvi. Disacharid laktéza je tvofen z glukozy a galaktdzy, ktera je
specifickou slozkou mléka. Laktdza je tvofena v mlécné zlaze z glukdzy. Mlécny cukr dodava
mléku nasléddlou chut’ a plisobi s ostatnimi slozkami mléka osmoticky tlak (Gajdasek, 2003).
Laktozu Ize snadno oddélit od mléka nebo syrovatky ve vice ¢i méné Cisté podob¢ a nasledné
se pouziva jako ptisada do krmiv, potravin a farmaceutickych piipravku (Schaafsma, 2002).
Koncentrace laktdézy riznych druhii zvirat je uvedena v Tabulce ¢. 2. Mateiské mléko ma
nejvyssi obsah laktézy (ptiblizn€ 7 g/100 ml) a koncentrace kravského mléka je pomérné
nizsi (pfiblizné 4,6 g/100 ml). V kysaném mléce napt. jogurtu ¢i podmasli je obsah laktozy

niz$i diky pfeméné laktozy bakteriemi mlééného kvaseni (Schaafsma, 2008).

Ostatni sacharidy

V mléce jsou v niz§ich koncentracich obsaZeny i1 dal$i cukry napf. aminocukry, které jsou
nepostradatelnym rdstovym faktorem pro rdst mikroorganismu Bifidobacterium bifidum.
Uginng inhibuji piilnuti patogennich bakterii na sténu bunék, a proto hraji znaénou roli
v neimunologické ochrané kojencii (Gajdusek, 2003). Ptispivaji k ristu prospé$né stievni
flory v traéniku, a poskytuji obranu proti bakterialnim a virovym infekcim tim, ze ve stfevé
vytvareji podminky pro spravné osidleni a funkci stfevni sliznice (Mehra a Kelly, 2006).
Aminocukry obsahuji kromé D-glukézy a D-galaktézy také N-acetyl-D-glukosamin,

N-acetyl-D-galaktosamin, L-fukosu a N-acetylneuraminovou kyselinu (Gajdasek, 2003).
Laktul6za je disacharid slozeny z fruktozy a galaktdzy, ktery ziskdme po zdhfevu mléka, diky

zahtevu je laktéza Castecné konvertovdna na laktulézu. Laktuléza ma aZz 62% sladivost

sachardzy a také vyssi sladivost, nez laktoza (Gajdasek, 2003).
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Oligosacharidy jsou substritem pro laktobacily a bifidobakterie. Radime je mezi tzv.
prebiotika, ktera maji ptiznivy vliv na mikrofloru tlustého stfeva, gastrointestinalni ¢innost
a zanétlivé procesy. VeéEtSina druht zvifat ma nizky obsah oligosacharidi v porovnani

s matefskym mlékem. (Kunz a Rudloft, 2006).

Tabulka €. 2: Obsah lakt6zy vybranych druhti zvitat

Druh mléka Obsah laktézy v %
matetské 7
kobyli 6,9
osli 6,1
lami 5,6
zebii 53
praseci 5
kozi 4,7
kravské 4.6
psi 3,8
mysi 3
delfini 1,1
tuleni 0,1

(Schaafsma, 2002)

3.1.5.4 Biokatalyzatory

Biokatalyzatory jsou latky, které fidi a reguluji funkce v Zivém organismu. Endogenni
biokatalyzatory vznikaji pfimo v zivém organismu, fadi se mezi né¢ enzymy ahormony

(Zadrazil, 2002).

Exogenni biokatalyzatory jsou latky, které si lidsky organismus nedovede syntetizovat a musi

pfijimat potravou napf. vitaminy (Zadrazil. 2002).
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3.1.5.4.1 Enzymy

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly specializované pro kataldzu urcitého typu reakci
(Zadrazil, 2002). V mléce jsou enzymy zastoupeny ve vysokém mnozstvi. Jsou syntetizovany
mléénou Zlazou, nebo se dostavaji do mléka z krve. Cerstvé kravské mléko obsahuje malo
enzymt, zvySena aktivita enzymu se nachazi v kolostru (Zadrazil, 2002).
Stanoveni enzymu se vyuziva zejména k:

e rozliSeni mlék jednotlivych druhii savct,

e odliSeni zralého mléka a mleziva,

e diagnostice zdravotniho stavu dojnice,

e zjiStovani hygieny,

e OSetfovani mléka,

e hodnoceni rozkladu jednotlivych slozek mléka plisobenim enzymii,

e kontrole tepelného oSetfeni mléka (Gajdusek, 2003).

Laktoperoxidaza

Laktoperoxidaza (LP) je glykoprotein, ktery se pfirozené vyskytuje v kolostru, mléce a mnoha
dalSich sekretech zvitat a lidi. Pfedstavuje nejhojnéjsi enzym v mléce a ve zna¢ném mnozstvi
muze byt obnoven ze syrovatky pomoci chromatografickych technik. Laktoperoxidaza je
prvni enzym mléka, ktery byl objeven a izolovan v Cistém stavu (Zadrazil, 2002). LP je
syntetizovana v mlééné zlaze a je jednim znejvice zastoupenych enzyml mléka. Za
pritomnosti sulfokyanidu v mléce rozklada peroxid vodiku na vodu a atomarni kyslik, ktery
pusobi baktericidné (Gajdasek, 2003). Laktoperoxidaza je pfitomna v mléce zahiatém pod
80° C. Peroxidazové zkousSky jsou spolehlivé pouze do titracni kyselosti 9,0 SH (Koufimska,

2007).

Laktoperoxidazovy systém (LSP) obsahujici laktoperoxidazu, thiokyanatan a peroxid vodiku
je ucinny proti Siroké Skdle mikroorganismu, vcetné bakterii, vird, hub, plisni a prvoka. Je
baktericidni proti Gram negativnim patogennim bakteriim napf. Escherichia coli, Salmonella
spp., Pseudomonas spp. a Campylobakter spp. LSP ma mnoho dalsich vyuziti napt. v dentalni

hygiené€ a krmivech pro zvifata. Diky tomu, Ze patfi mezi pfirodni potencidlni antimikrobialni
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latku, se uvazovalo 0 aplikaci do dalsich vyrobka pro konzervaci napf. masa, ryb, zeleniny,

ovoce nebo kvétin (Park, 2009).

Xantinoxidaza

Xanthinoxidaza katalyzuje oxidaci xantinu na hypoxantin a nasledné na kyselinu moc¢ovou
(Zadrazil, 2002). Aktivita tohoto enzymu stoupd v prubéhu laktace a vyS$i vyskyt
xantinoxidazy ~ je v mléce obsahujicim vyS$§i pocet somatickych bunék. Aktivita
xantinoxiddzy je mald v mléce zdravych dojnic, starodojném mléce nebo mlezivu. Vaze se na
obaly tukovych kuli¢ek. Jeji aktivita se vyuziva ke stanoveni odliSeni mléka od mastitidnich

dojnic (Gajdasek, 2003).

Katalaza

Kataldza se nachazi ve vSech Zivych tkanich a tekutinach zivych organismu. Aktivita kataldzy
v mléce je velmi mald, rozklad4d peroxid vodiku na vodu a kyslik. Kataldza je pfitomna
Vv leukocytech a pouziva se ke stanoveni onemocnéni mlécné z1azy, jeji aktivita je tedy vyssi

v kolostru nebo mléce se zvySenym poc¢tem somatickych bunék (Gajdusek, 2003).

Proteazy

Protedzy jsou pfirozenou soucasti mléka. Skoro vSechna proteolytickd aktivita v mléce je
vazana na kasein (Zadrazil, 2002). V mléce rozliSujeme protedzy endogenni, alkalické
i kyselé a znaény podil na proteolytické aktivité mléka tvofi mikrobidlni proteazy
z kontaminujici mikroflory (Gajdasek, 2003).

Amylazy

Aktivita amyladzy je zvySena v mlezivu, po prvnich ¢tyfech dnech laktace klesa na minimum,

a ke konci laktacni periody se znovu zvysuje. Pasteraci mléka je inaktivovana (Zadrazil,
2002).
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3.1.5.4.2 Vitaminy

vewr

pfeménach. Nedostatek vitamini se muze projevit ruznymi poruchami, jako jsou
hypovitamindzy nebo avitamin6zy. Mléko a mlééné vyrobky jsou dobrym zdrojem vitamini
B a By, dale vitaminu A a jeho provitamint, vitaminu Bg, kyseliny pantotenové a kyseliny
listové. V nizké koncentraci se v mléce vyskytuji vitaminy D, E, C a nékteré vitaminy
skupiny B. Koncentraci vitamini v mléce ovlivituje mnoho faktord napf. plemeno dojnic,
zdravotni stav dojnic, zptisob ustajeni, rocni obdobi a krmivo. Dale ma na obsah vitamint vliv
piedevsim technologicky postup pii zpracovani mléka a zpusob skladovani (Drbohlav a

Vodickova, 2001).

Vitaminy délime do dvou skupin:

a) Vitaminy rozpustné v tucich neboli lipofilni (A, D, E, K, F) - jsou obsazeny
v mlééném tuku. Jejich obsah v mléce je variabilni a je ovlivnén fadou intravitalnich
Ciniteld jako je vyZiva, zpiisob chovu apod.

b) Vitaminy rozpustné ve vodé neboli hydrofilni (B;, B, kyselina listova, vitamin Bg ,
vitamin H a vitamin C) - jejich obsah je pomérné stabilni a vliv intravitalnich ¢initelti
je maly. Ve velkém mnozstvi jsou vitaminy skupiny B syntetizovany mikroflérou

bachoru (Zadrazil, 2002).

Vitamin A (Retinol)

Retinol se vstiebava v tenkém stievé. Doporucena denni davka vitaminu A ¢ini 859 pg/den
(Stikova, Chmelikova, 1990). Nedostatek se projevuje vysychanim rohovky, spojivky, drsnou
Supinatou kuzi az Serosleposti (Rondo a Abbot, 2001).

Vitaminy skupiny B

Rozsahl¢ vyzkumy poslednich let zjistily jemné nedostatky ve vitaminech skupiny B, které
mohou byt rizikové pro cévni a neurologicka onemocnéni. Nedostatek vitaminu skupiny B

mize mezi seniory zpusobit napf. vyvoj demence a Alzheimerovy choroby. Mezi faktory
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ovliviujici metabolismus homocysteinu v krvi patii folaty, vitamin Bg a B12. Zvysena hladina
homocysteinu v krvi je povaZovana za rizikovy faktor pro rozvoj kardiovaskularnich
onemocnéni a je nejcastéjsi pricinou tmrtnosti v zapadnich zemich. Snizeny piijem folati je
spojen s vys§im rizikem rakoviny tlustého stfeva. Pro zvySenou produkci vitamini B
aplikujeme do mléénych vyrobkl bakterie mlééného kvaseni, které produkuji metabolity

a maji zdravy ptinos pro spotiebitele (Park, 2009).

Vitamin B; (Riboflavin)

Volny riboflavin se vyskytuje pouze V sitnici, syrovatce a moc¢i (Wolf, 1985). Pro zajisténi
hlavnich metabolickych funkci by pfijem riboflavinu nemél klesnout pod 1,2 mg/den.
Riboflavin vytvaii koenzymy, které hraji dulezitou roli v metabolismu bilkovin, tuki a
sacharidii. U osob, které konzumuji nedostatecné mnozstvi riboflavinu cca 0,5 mg/den po
dobu 100 dni mize vést az ke vzniku hypovitaminézy (Capo-Chichi a kol., 1999).
Koncentrace vitaminu B, je vyssi v kravském mléce oproti matefskému mléku diky tvorbé
bachorovou mikroflérou (Zadrazil, 2002). Jeho nedostatek se projevuje zanéty uUstnich

koutku, poskozenim sliznic, kize a zastavenim rustu (Foit, 2005).

Vitamin Bs (Kyselina pantotenova)

Kyselina pantotenova je zdkladem koenzymu A, ktery se podili na syntéze bilkovin a dalSich
metabolickych reakci aminokyselin, tukti a sacharidii. Doporuc¢ena denni davka vitaminu Bs
¢ini 8 mg/den (Dlouhy a kol.,, 1996). Nedostatek kyseliny pantotenové Se projevuje
nervovymi poruchami, poSkozenim vlasl, nehtl a klize, zastavou rlstu a vétsi nachylnosti
kK infekcim (Moiseenok a kol., 2000). Dalsimi projevy nedostatku kyseliny pantotenové

mohou byt chudokrevnost a porucha syntézy bilkovin. (Hlubik a Opltova, 2004).

Vitamin Bg (Pyridoxin)

Pyridoxin hraje klicovou roli v metabolismu aminokyselin. Jestlize pfijimame stravu bohatou
na bilkoviny, jeho piijem se zvySuje. Doporucena denni davka vitaminu Bg je 1,7 mg

(Stikova, Chmelikova, 1990). Nedostatek pyridoxinu se projevuje vyrdzkami, anemii

nereagujici na podani Zeleza, nespavosti a celkovou precitlivélosti (Hlubik a Opltova, 2004).
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Vitamin B, (Kobalamin)

Clovék neni schopen vyuzit vitamin By, ktery produkuji mikroorganismy tlustého stieva,
proto je nezbytné ho dodavat ve stravé. Doporu¢ené denni davky kobalaminu se zna¢né 1isi,
ale pohybuji se pfiblizné kolem 2,5 pg za den. Nedostatkek vitaminu B, se mize projevit
degradaci misnich nervli, chudokrevnosti, ztratou pamétovych schopnosti nebo zvySenou
unavou. Nedostatecny pfijem vitaminu Bi, se mize objevit u striktnich vegetarianti (Hlubik

a Opltova, 2004).

Kyselina listova (Folacin)

Kyselina listova (folacin) je v mléce vazana na syrovatkové bilkoviny. Tato vazba se uvolni
pusobenim tepla nebo enzymatického Stépeni (Hlubik a Opltova, 2004). Doporu¢ena denni
davka kyseliny listové je piiblizné 182 pg /den (Stikova, Chmelikova, 1990).

3.1.5.4.3 Mineralni latky

Mineralni latky véetné stopovych prvkil jsou nedilnou soucasti vSech zivych organismi. Do
mléka jsou mineralni latky pfenaseny z krve (Zadrazil, 2002). Lidsky organismus ziskava
minerdlni latky a stopové prvky vyzivou. Mineralni latky se v mléce nachazeji ve formé
pravych roztoku, které tvofi anorganické ionty jako napt. Na, K a Cl. Koloidné dispergovany
jsou vapnik, hoi¢ik, citran a fosforeCnan. Mezi dllezité mineralni latky pro lidsky
organismus patii: Na, K, Ca, Mg, P, S a Cl (Drbohlav a Vodickova, 2001). Pfehled mnozstvi

hlavnich minerélnich latek v mléce je uveden v Tabulce €. 3.

V mléce je obsazeno 14 esencidlnich mineralnich latek.

Rozd€luji se na:

e Makroprvky — Ca, P, Na, K, CI, Mg, S
e Mikroprvky — Fe, Cu, Zn, Mn, |, F, Co (Zadrazil, 2002).
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Vapnik

V 1 litru mléka je obsazeno 1,2 g vapniku. V lidské vyzivé je ptijem vapniku zésadni pro
zdravé kosti a zuby, pfedchazeni hypertenze, zlepSeni regulace hmotnosti a sniZzeni rizika
rozvoje ledvinovych kamenti (Insel et al., 2004). Soli vapniku poskytuji tuhost skeletu
a vapenaté ionty hraji roli v mnoha metabolickych procesech. Nejnizsi pfijem vépniku je
V rozvojovych zemich, zejména v Asii. V Severni Americe a V Evropé je naopak pfijem
vapniku nejvyssi. Na pokusnych zvitatech bylo prokézéano, ze nedostatek vapniku zptisobuje
osteoporozu, u lidi je vyskyt osteopordzy z velké Casti sporny, co se tyce piijmu vapniku.
Dostate¢ny ptijem vapniku je dilezity zejména pro rist a vyvin béhem prvnich 2 let zivota,
puberty, dospivani, t€hotnych Zen (zejména v poslednim trimestru), kojicich Zen, zen po

menopauze a popripad¢ starS§ich muzia (WHO a FAO, 2004).

Jod

Jod je nezbytnou souc¢asti hormont §titné zlazy. Tyto hormony $titné zlazy tidi regulaci t¢la,
rychlost metabolismu, reguluji teplotu téla, rozmnozovani a rust (Insel etal, 2004).
Nedostatek jodu plisobi negativné na vSechny vékové kategorie. Nejnachylngjsi skupinou na
nedostatek jodu jsou t€hotné a kojici zeny, Zeny v reprodukénim véku a déti do 3 let veku.
Nedostatek jodu v pribéhu fetalniho vyvoje by mohl vést k poSkozeni mozku, nervového

systému a tudiz k nevratnému dusevnimu opozdéni (WHO a FAO, 2004).

Zinek

Zinek je nezbytnou soucasti enzymi. M4 v téle n€kolik funkei, mezi které patii rist bunék
a jejich replikace, opravy DNA, exprese genll, proteinli a metabolismus lipidi, fidi imunitni
funkce a hormonalni ¢innost. Biologicka dostupnost zinku z mléka je lepsi, nez dostupnost

zinku z potravin rostlinného piivodu (Hansen et.al, 1996).

Hoft¢ik

Hot¢ik funguje v mékkych tkanich jako katalyzator mnoha enzymii zapojenych do
energetického metabolismu, syntézy proteinti, syntézy RNA a DNA, udrZuje energeticky

potencial nervovych tkdni a bunécnych membréan. 50 — 60 % tcélesného hoiciku se nachazi

26



Vv kostech. Hoi¢ik pfijimany z potravinovych zdroji je pro clovéka relativné neskodny.
Kontaminované potraviny hofe¢natymi solemi vSak mohou zpisobit nevolnosti a prijem.
Hoi¢ik pfijimany z matetského mléka je absorbovan s podstatné vyssi ucinnosti (cca
80 - 90 %), nez je tomu u mléka (cca 55 — 75 %) nebo 50 % z pevnych potravin (WHO a
FAO, 2004).

Tabulka €. 3: Pfehled mnozstvi hlavnich mineralnich latek v mléce

kravské buvoli kozi ovCi
Nazev nutrientu | v mg/100g | v mg/100g |v mg/100g | v mg/100g
Ca 124 189,45 158,907 | 199,463
P 96 109,37 128,842 154,43
K 137 100,8 177 159,468
Na 41 42,375 38,217 50,353
Mg 10 19,02 13,314 19,325
Cu 0,008 0,055 0,048 neuveden
Fe 0,044 0,175 0,075 0,139
Zn 0,318 0,594 0,33 neuveden
I 0,013 neuveden 0,004 neuveden

(Drbohlav a Vodickova, 2001)

3.1.5.5 Antioxidacni faktory

Metabolismus kysliku u aerobnich organismi vede k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS).
Tyto reaktivni formy kysliku jsou schopny oxidovat bilkoviny, lipidy i nukleové kyseliny.
Fyziologickd hladina ROS je obvykle upravena antioxida¢nimi obrannymi mechanismy.
Existuji tfi skupiny antioxidacnich enzymu, které¢ neutralizuji ROS. Jsou jimi superoxid
dismutaza, katalaza a glutathion peroxiddza. (Zachara et.al, 2006). Glutathion peroxidaza
(GSHPX) je zavisla na aktivité stopového prvku selenu. GSHPx méni v lidském organismu
jedovaty peroxid vodiku na vodu a molekularni kyslik. Superoxid dismutaza (SOD) je
pfitomna pfirozené v organismu. V aktivnim centru SOD je navazan hoi¢ik nebo zinek
smédi. Oba tyto enzymy pievadi superoxidovy radikal na vodu a molekuldrni kyslik.
Katalaza chrani organismus ptfed peroxidem vodiku, ktery vznikd pii latkové preméné

organismu (Fridowich, 2012).
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3.1.5.6 Hormony

Mléko a kolostrum obsahuje velké mnoZzstvi hormonti steroidni povahy ¢i bilkovinného
charakteru. Rozd€lujeme je na pohlavni hormony, hormony nadledvin, hypofyzy, ristové
hormony a hormony hypotalamu. Stiedem zajmu se staly dal$i molekuly napft. bilkoviny
v souvislosti s parathormonem, inzulinem, somatostaninem, kalcitoninem, erytropoetinem
a melatoninem. Ve vyvoji novorozencl stale neni znama piesnd role hormont, ale
predpokladd se, Ze mohou pfispét k ristu a k rozvoji gastrointestinalniho a imunitniho

systému (Jouan et al., 2006).

3.1.5.7 Nukleotidy

Nukleotidy jsou vSudypfitomné intracelularni slouceniny majici kli¢ovy vyznam pro
bunéénou funkci a metabolismus. U nukleotidii byla zaznamenana a prokazéana celd tada
ucinkl jako jsou napf. U¢inky na imunitni systém. Nukleotidy mohou zvysit vstfebavani
zeleza, ovlivnit lipoproteiny a metabolismus polynenasycenych mastnych kyselin. Bylo
prokazéano, ze maji trofické ucinky na stfevni sliznici a jatra. Klinické studie prokazaly, ze
nukleotidy doplnéné do kojenecké vyzivy snizuji vyskyt prijmovych onemocnéni a zvySuji
rust u narozenych déti (Cosgrove, 1998). Matetské ml¢ko je na nukleotidy bohatsi, nezZ mléko
piezvykavca (Gil a Sanchez-Medina, 1982). Bylo prokazano, Ze pii tepelném zpracovani
kravského mléka dochézi k degradaci nukleotidii (Cosgrove, 1998).

3.1.6 Charakteristika mlék vybranych druhi prezvykavci

3.1.6.1 Kravské mléko

Kravské mléko a mlé¢né vyrobky maji dlouholetou tradici v lidské vyziveé. Vyznam mléka se
etal., 2007). Produkce a zpracovani kravského mléka je celosvétové nejvyssi, proto je
kravské mléko a susené mlezivo nejvice pfijimano jako zdroj bioaktivnich latek pro lidsky
organismus (Park, 2009). Obsah laktozy, vapniku a fosforu se udrzuje po dobu sekrece mléka
na stejné urovni. VIiv na sloZzeni mlécnych bilkovin mé laktacni stddium, rocni obdobi
(zejména kvalita krmné davky), zdravotni stav dojnice a v neposledni fadé i plemeno. Obsah

bilkovin v kravském mléce kolisa okolo 2,8 — 3,6 % (Gajdusek, 2002). Piiblizné 10 % déti
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v nékterych statech je alergickych na bilkoviny kravského mléka. Ndhrazkou ve stravé miize
byt v tomto ptipad¢ mléko kozi, které¢ obsahuje o néco mensi mnozstvi kaseinu v porovnani

s mlékem kravskym (Zadrazil, 2002). SloZeni kravského mléka je uvedeno v Tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Slozeni kravského mléka

Obsah vody 87,25%
Obsah susiny 12,75%
Laktoza 46-49%
Tuk 3,2-6%
Bilkoviny 2,8 -3,6%
Popeloviny 0,70%

(Zadrazil, 2002)

3.1.6.2 Kozi mléko

-----

[B-karotenu v mléce, ktery koza do mléka nevylucuje. Obsah f-karotenu dava napfi. kravskému
mléku smetanové zabarveni (Gajdiasek, 2002). Kozi mléko ma specifickou viini a chut’, kterd
je zpusobena vy$§im poctem volnych mastnych kyselin jako jsou kyselina kapronova,
kaprinova a kaprylova (Zadrazil, 2002). Kyselinu kaprylovou a kaprinovou, obsazenou
vV kozim mléce, fadime mezi antimikrobialni nasycené mastné kyseliny, které chrani lidsky
organismus pied korondrnim onemocnénim diky homogenné rozptylenému mlécnému tuku,
proto nedochazi k tak rychlé aterosklerdze krevnich stén a vlasecnic. Kozi mléko je stale vice
doporucovano jako idedlni ndhrazka kravského mléka u lidi, ktefi trpi alergii na kravskeé
mléko (Park, 2009). Ve srovnani s kravskym nebo matefskym mlékem ma kozi mléko
jedinecné biologicky aktivni vlastnosti jako je vysokd stravitelnost, ktera je dana mensi
velikosti a slozenim tukovych kuli¢ek a naslednym pfirozenym homogennim rozptylenim
mlééného tuku (Juarez a Ramos, 1986). Dale ma kozi mléko oproti kravskému odlisnou
alkalitu, vysokou pufrovaci kapacitu a urcité “lééebné* hodnoty, které jsou vyuzivany
v medicin€ a lidské vyzivé (Gamble et al., 1939). Kozi mléko méa velice nepatrné vice
minerdlnich latek oproti kravskému mléku. Kozi mléko vykazuje vysSi obsah vitaminil
skupiny B a vitamint skupiny A. Oproti kravskému mléku mé kozi mléko vyssi obsah
vapniku, fosforu, drasliku a hot¢iku. Naopak obsah Zeleza, zinku, manganu a médi je v kozim
mléce podobny jako obsah v mléce kravském (Zadrazil, 2002). Kozi mléko obsahuje vice
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glycinu, kyseliny glutamové, threoninu, ale mén¢ argininu a sirnych aminokyselin. Slozeni

koziho mléka je uvedeno v Tabulce €. 5.

Tabulka €. 5: Slozeni koziho mléka

Obsah vody | 84,80 - 88,80 %

Obsah susiny | 11,20 - 15,20 %

Laktoza 4,20-4,60 %
Tuk 3,80-4,20 %
Bilkoviny 3,60-3,80%

Popeloviny 0,75-0,95%

(Zadrazil, 2002)

3.1.6.3 Ov¢i mléko

Ov¢i mléko ma bilou barvu, kterd prechdzi do Zluta a ma charakteristickou natrpklou chut,
kterda je dana mastnymi kyselinami kaprylovou a kaprinovou (Zadrazil, 2002). Ackoliv
produkce ov¢iho mléka ma zcela okrajovy vyznam v porovnéni s kravskym mlékem, je o ngj
velky zdjem zejména ve Stiedomoii a na Blizkém vychodé. Pocet ovci Casto neodrazi
mnozstvi vyprodukovaného mléka, protoze jsou ovce €asto chovany k jinym tceliim, zejména
na maso a vinu. Ackoliv je ovéi mléko bohatsi na nutriéni latky, nez mléko kravske, k piti se
vyuziva velmi malo. Jeho zpracovani se soustfedi predevSim na vyrobu syrii nebo jako
soucast jogurti (Park, 2009). Ov¢i mléko obsahuje vysoky podil vitaminu A, vitaminu Bi
a vitaminu C (Zadrazil, 2002). Je také vybornym zdrojem vysoce kvalitnich bilkovin, vapniku
a tuku. Obsah tuku a bilkovin je vyss$i, neZ v kravském mléce. Ma velice dobrou rovnovahu
mezi jednotlivymi komponenty, kazdy z nich je pfitomen v podobném mnozstvi. Pfisun Zivin
z ov¢iho mléka je vysoky ve vztahu k celkovému obsahu kalorii potraviny (Park, 2009).

Slozeni ov¢iho mléka je uvedeno v Tabulce €. 6.
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Tabulka ¢. 6: Slozeni ov¢iho mléka

Obsah vody | 77,80 -81,80 %

Obsah susiny | 18,20 — 22,20 %

Laktoza 3,50 - 4,50 %
Tuk 7,20 -10,60 %
Bilkoviny 540-7,10%

Popeloviny 0,75-0,95 %

(Zadrazil, 2002)

3.1.6.4 Buvoli mléko

Buvoli mléko mé bilou barvu s lehce nazloutlym odstinem a md mnohem vyssi viskozitu
oproti mléku kravskému (Zadrazil, 2002). Produkce buvoliho mléka v nékterych castech svéta
dominuje a pfispivd vyznamnym podilem k zdsobovani mléka ve svété. Indie je nejvetSim
producentem buvoliho mléka ve svété a domovem pro nékteré z nejlepSich mléénych plemen
buvola. Buvoli mléko ma mirné vyssi koncentraci B-laktoglobulinu ve srovnani s kravskym
mlékem (Pellegrini et al., 2001). Dale obsahuje pfiblizné dvakrat vice tuku, nez mléko
kravské (Park, 2009). Informace o bioaktivnich latkdch v buvolim mléce jsou velmi
neprobadané, protoZe v zdpadnich zemich dominuje mlékéarensky primysl, ktery je zaméten
predevs§im na zpracovani kravského mléka (Berger et al., 2005). SloZeni buvoliho ml¢ka je

uvedeno v Tabulce ¢. 7.

Tabulka ¢. 7: Slozeni buvoliho mléka

Obsah vody | 70,10 - 77,10 %

Obsah susiny | 22,90 - 29,90 %

Laktéza 4,50 - 4,90 %

Tuk 7,70 - 8,10 %

Bilkoviny 14,60 - 16,30 %

Popeloviny 0,75-0,95 %

(Zadrazil, 2002)
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3.1.6.5 Velbloudi mléko

Velbloudi mléko se vyznacuje velice bilou barvou a pénivosti. Chut’ je obvykle sladka, ale
vlivem krmeni kefi a bylinami v suchych oblastech mize byt az slana, coz je zplisobeno
vysSim obsahem chloridi. Velbloudi mléko je svym slozenim podobné kravskému, nikoliv
vSak matefskému. Obsah kaseinu u mléka matefského a velbloudiho je velice podobny, ale
syrovatkové frakce bilkovin jsou vyssi u velbloudiho mléka. Pomér syrovatkovych bilkovin
s kaseinem je ve velbloudim mléce vyssi, nez u kravského mléka (Park, 2009). Velbloudi
mléko se vyznacuje vysokym obsahem imunoglobulinti, lysozymu a laktoferinu (Reiter,
1985). Obsah laktozy je mirné vyssi ve velbloudim mléku, nez v kravském a obsah popelovin
je velice podobny. Velbloudi mléko ma vysoky obsah chloridi ve srovnani s ostatnimi druhy
mléka. Velbloudi mléko je bohaté na zinek, Zelezo, méd’, mangan a bohatsi na méd’ a Zelezo,
nez kravské mléko. Koncentrace citrati ve velbloudim mléce je 128 mg/ml, coz je nizsi
koncentrace, nez u kravského mléka, které obsahuje 160 mg/ml citratd. Nizka hodnota citrati
muze mit velikou vyhodu v Ié¢ivych vlastnostech mléka diky aktivité laktoferinu, kterd je
zvySena s nizkou urovni citratd. Kaloricka hodnota velbloudiho mléka se pohybuje okolo
665 kcal/l oproti kravskému, které ma kalorickou hodnotu 701 kcal/l (Park, 2009). Velbloudi
mléko je zdkladem pro vyrobu zakysanych mléénych vyrobki, jednim z nejznaméjsich je
,Chambat®, coz je kysany mlé¢ny napoj s trvanlivosti az Sest dni (Zadrazil, 2002). Slozeni

velbloudiho mléka je uvedeno v Tabulce €. 8.

Tabulka ¢. 8: Slozeni velbloudiho mléka

Obsah vody | 85,40 - 88,40 %

Obsah susiny | 11,60 - 14,60 %

Laktoza 4,90-5,10%
Tuk 4,30-4,50%
Bilkoviny 3,30 - 3,60 %

Popeloviny 0,70 - 0,90 %

(Zadrazil, 2002)
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3.1.6.6 Zebuové mléko

Zebuové mléko je velice podobné mléku kravskému. Je bilé barvy, mlécné ving a stejnorodé
konzistence. Je urceno predevsim pro piimou spotiebu obyvatel jizni a vychodni Afriky, Indy
a Pakistance jako zakladni zdroj zivoc¢iSnych bilkovin (Zadrazil, 2002). Slozeni zebuového

mléka je uvedeno v Tabulce €. 9.

Tabulka €. 9: Slozeni zebuového mléka

Obsah vody | 84,80 - 86,60 %

Obsah susiny | 13,40 - 15,20 %

Laktoza 470 - 4,90 %
Tuk 4,60 - 5,60 %
Bilkoviny 3,40 - 3,80 %

Popeloviny 0,70-0,90 %

(Zadrazil, 2002)

3.1.6.7 Sobi mléko

Sobi mléko se 1isi od ostatnich druhi mléka piijemné kofenénou viini a chuti. Nezpracovava
se na mlécné vyrobky, ale je spotfebovavano domorodci jako népoj (Zadrazil, 2002). SloZeni

sobiho mléka je uvedeno v Tabulce €. 10.

Tabulka ¢. 10: Slozeni sobiho mléka

Obsah vody | 62,90 - 66,90 %

Obsah susiny | 34,10 - 36,10 %

Laktéza 3,50 - 3,70 %

Tuk 17,80 - 18,80 %

Bilkoviny | 10,80 - 13,80 %

Popeloviny 1,60 - 1,80 %

(Zadrazil, 2002)
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3.1.7 Zdravotni problémy spojené s konzumaci mléka

Problémy, které vyvolava konzumace a traveni mléka se obecné déli do dvou skupin:
e alergie na kravskou bilkovinu,

e laktozova intolerance (Ettlerova, 2009).

Alergie suzuji lidstvo jiz tisicileti, ale dodnes jejich pfic¢iny nejsou zcela prozkoumany. Mléko
patii mezi nejéastéj$i potraviny vyvolavajici alergie (Sharon, 1994). Mezi hlavni alergeny
mléka patii kaseiny, které tvoti 80 % z celkového obsahu bilkovin kravského mléka. Studie
na mysich ukézaly, Ze kozi mléko vykazuje mensi alergenicitu oproti mléku kravskému, diky
niz§imu obsahu o-kaseinu (Restani et.al., 1997). Alergie se projevuji pestrymi klinickymi
pfiznaky, na jejich vzniku se uplatiiuji imunitni reakce zprosttedkované IgE protilatkami.
Reakce zprosttedkovana IgE protilatkami se projevi ¢asné a to vétSinou do 2 hodin po poziti
mléka. Pozdni reakce se projevuji napt. atopickym ekzémem, dychacim onemocnénim, coz
vede Kk vétsimu zahlenéni organismu. Dal$im nejéastéjSim projevem jsou zanéty traviciho
traktu, nadymani, zvraceni ¢i prijmy. Nejvetsim alergenem je mléko piedevsim pro kojence

a malé déti, u kterych tvori mléko hlavni slozku jidelnicku (Ettlerova, 2009).

Nealergickou reakci je laktézova intolerance. Jednd se o metabolickou poruchu Stépeni
laktozy. Podstatou laktézové intolerance je neschopnost travit disacharid laktézu na galaktozu
a glukozu. Enzym laktdza chybi, nebo je pfitomen V nedostatecném mnoZstvi. Nestravena
laktoza se dostane do tlustého stfeva, kde ji bakterie preméni na CO,, H; a H,O. Lakt6ézova
intolerance se nasledné projevi bolesti bficha, prijmem nebo plynatosti. Nedostatkem enzymu
laktazy trpi cca 6 - 12 % populace. U nékterych etnickych skupin napf. Cernochii se
intolerance laktozy vyskytuje az kolem 80 % (Ettlerova, 2009). Intolerance se tykd vSech
druhti mlék. Resenim miize byt obohaceni mléka p-galaktosidazou, bezlaktozové mléko nebo

konzumace fermentovanych mléénych vyrobki (Cern, 1981).
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3.2 Hlavni metody vybranych bioaktivnich litek v mléce

Miéko je velice variabilni surovinou pro vyrobu syri, masla, suSeného mléka jako zdroj
nejruznéjSich bioaktivnich latek, které ptedstavuji prospésné atributy pro lidské zdravi
(Bauman et al., 2006). Extrahovani prospésnych bioaktivnich latek z mléka nabizi piidanou
hodnotu vyrobkim, které jsou o tyto vyextrahované latky obohaceny. lzolace a analyzy
bioaktivnich latek z mléka predstavuji neustdlou vyzvu pro vyzkumné pracovniky z celého
svéta. Nové technologie jsou vyvijeny na zakladé¢ objevu novych bioaktivnich latek.
Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé mlééné bilkoviny v Cisté formé vykazuji lepsi funkénost, nez
ve smesi bilkovin, je velky zajem o rozvoj jednodussich metod pro piipravu Cistého kaseinu

a syrovatkovych bilkovin v $ir§im méftitku (Imafidon et al., 1997).

3.2.1 Stanoveni obsahu bilkovin

Podle principu stanoveni mizeme instrumentalni metody rozdélit do nékolika skupin:
e automatizované metody dle Kjeldahla,
e metoda na principu reakce bilkovin s barvivy,
e metoda infraCervené spektroskopie,
e metoda amoniové iontove selektivni elektrody,
e metoda nuklearni rezonance,
e metoda kolorimetricka,
e metoda coulometricka,
e metoda volumetricka,

e metoda fluorescenéni (Peterkova a kol., 1989).

Automatizované metody dle Kjeldahla

Pro stanoveni obsahu bilkovin v mléce stale pievazuje zakladni mineralizace dle Kjeldahla
S riznym stupném mineralizace a automatizace. Tyto metody jsou zaloZeny na tfistupfiovém
analytickém postupu, ktery se skladd z mineralizace, destilace a titrace. Tato metoda vyuziva
ke stanoveni bilkovin napf. piistroje Kjeltec firmy Tecator (Svédsko), Biichi (Svycarsko),
KjehlFoss (Dansko) (Cvak a kol., 1992).
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Metoda na principu reakce bilkovin s barvivy

Podstatou této metody je tvorba nerozpustného komplexu bilkovina-barvivo. Pfi reakci
bilkovin s barvivem se vytvaii nerozpustny komplex, ktery se odstrani filtraci nebo
odstfedénim. Vhodnad barviva pro stanoveni obsahu bilkovin v mléce jsou Orange G,
Amidocernn 10B a Brilliant Orange. Obsah bilkovin se odvodi z méfeni absorbance roztoku

barviva pied a po reakci podle kalibrace. Metoda se Casto vyuziva pro sériové stanoveni

bilkovin (Cvak a kol., 1992).
Metoda infracervené spektroskopie

Metoda je zaloZena na interakci IR zéafeni s molekulami méfené latky v oblasti vinovych

délek 6,45 * 10°° nm, ktera je charakteristicka pro bilkovinné molekuly (Cvak a kol., 1992).
Metoda amoniové iontové selektivni elektrody

Metoda amoniové iontoveé selektivni elektrody se uplatiiuje v zjistovani amoniaku
vV mineralizatu metodou pfimé potenciometrie. Pro svoji ¢asovou nendro¢nost nachdzi stale
vétsi uplatnéni (Peterkova, 1989). Vzhledem k citlivosti elektrody je mozno provést z jednoho

mineralizatu vice stanoveni, ¢imz se zvysi spolehlivost vysledku (Cvak a kol., 1992).
Metoda nuklearni magnetické rezonance

Praktické aplikace této metody bylo dosaZeno ve spojeni s relaxa¢nim ¢inidlem, tj. roztokem,
ktery obsahuje paramagneticky materidl jako je napf. Cu?. Toto relaxaéni &inidlo kontroluje
rychlost magnetickych relaxaci vodikovych jader, které jsou pfitomny ve vode. Relaxaéni
rychlosti jsou méfeny pulsni technikou nukledrni magnetické resonance. Oproti jinym

metodam je tato metoda rychla a je vhodna pro sériova stanoveni (Peterkova a kol., 1989).
Metoda kolorimetricka

Kolorimetricka metoda vyuziva principu Berthelotovy metody. Tato metoda je zalozena na
stanoveni amoniaku v roztoku po reakci s chlornanem a nitroprussidem sodnym v prostiedi

salicylanu sodného s kolorimetrickymi métenimi za vzniku zelenomodrého zabarveni (Cvak
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akol., 1992). Pro stanoveni bilkovin pomoci kolorimetrické metody byl vyvinut piistroj

Technicon Analyzer (Pererkova a kol., 1989).

Metoda coulometricka

Coulometrickd metoda spoc¢ivda v odméfeni mineralizatu do coulometrické cely, kde za
vhodnych podminek probihd oxidace amonnych iont bromem na dusik. Pfi mineralizaci
vzorku nelze pouzit selenovy katalyzator. Tato metoda je zavisla na peclivém odmétrovani

vzorku (Peterkova a kol., 1989).

Metoda volumetricka

Volumetrické stanoveni obsahu dusiku vyuziva principu Dumasovy metody. Vzorek mléka se
spaluje za velmi vysoké teploty az 1050 °C v proudu kysliku. Produkty spalovani se redukuji
nad médi, vyplachuji oxidem uhli¢itym a jimaji se v hydroxidu draselném. Dusik se stanovuje
volumetricky a vysi obsahu dusiku snimaji elektrody. Tato metoda pracuje s navazkou, proto

vyzaduje dobrou homogenitu vzorku (Cvak a kol., 1992).

Metoda fluorescenéni

Podstatou fluorescenéni metody je méfeni fluorescence bilkovinnych molekul vyvolanych
ultrafialovym zafenim, kdy spektrum budiciho zatfeni lezi v rozmezi 240 az 280 nm
a spektrum fluorescenéniho zéateni v rozmezi 340 az 360 nm. Ultrafialové zareni piechazi pres
svételné filtry do kyvety. Filtry propoustéji pouze vinové délky fluorescencniho zateni, které

pusobi na buriku, ktera je zapojena do méficiho systému (Cvak a kol., 1992).

Izolace a kvantifikace hlavnich syrovatkovych bilkovin mléka

V roce 1970 poskytl rychly rozvoj techniky membranové a gelové filtrace nové moznosti pro
ziskani velkého rozsahu koncentraci syrovatkovych bilkovin a vyroby syrovatkovych
koncentrata (WPC) a izolatt (WPI). Vyrobu demineralizovanych syrovatkovych praska bylo
mozno pouzit ve velkém rozsahu pres metodu diafiltrace nebo i1ontoméni¢ovou

chromatografii. Techniky pro izolaci jednotlivych syrovatkovych proteind v laboratornim
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meéfitku jako je soleni, iontovd vymeéna, chromatografie a krystalizace jsou k dispozici jiz

mnoho let (Park, 2009).

Gesan-Guiziou et al. (1999) vyvinuli proces pro piipravu Cisté frakce a-La a pB-La ze
syrovatkovych bilkovinnych koncentratii, ktery se skladd z nésledujicich po sobé jdoucich
krokt: Giprava syrovatkovych bilkovinnych koncentratt, odmasténi, srazeni a-laktalbuminu,
oddéleni B-laktoglobulinu, vymyti srazeniny, rozpousténi srazeniny, koncentrace a Cisténi
a-La. Tento proces byl proveden, jak na laboratorni stupnici s kyselou syrovatkou, tak na
poloprovoznim méfitku se syrovatkou syru Gouda. V obou piipadech byly rozpustné B-La
oddgleny pomoci diafiltrace nebo mikrofiltrace. Cistota a-La a p-La byla v rozmezi 52 — 83 %
a 85 — 94 %, ve vysledku cistota B-La byla vyssi diky pouziti kyselé syrovatky, ktera

neobsahovala kaseinmakropeptid ve srovnani s pouzitim syrovatky.

3.2.2 Stanoveni obsahu sacharidu

Stanoveni obsahu laktézy mizeme rozdélit do n€kolika skupin:
e mMmetoda infraervené spektroskopie MIR,
e metoda infracervené spektroskopie NIR,
e metoda plynové chromatografie (GLC)
e metoda kapalinové chromatografie (HPLC) (Cvak a kol., 1992).

Metoda infracervené spektroskopie MIR

Metoda je zalozena na interakci infracerveného zafeni a molekul métené latky v oblasti
vinovych délek 9,55 * 10™ m. Infradervené zafeni se absorbuje hydroxylovymi skupinami
glycidli v misté vazby na uhlik. Tento princip vyuZivaji napt. pfistroje typu Milko-Scan
(Cvak a kol., 1992).

Metoda infracervené spektroskopie NIR

Principem metody infracervené spektroskopie NIR je absorpce blizkého infracerveného zateni
odrazu, nebo absorpce blizkého infracerveného zateni pii priuchodu vzorkem. Zobrazi se

spektrum, ve kterém jsou pasy Sirsi nez u MIR spekter (Holler et al., 2007).
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Metoda plynové chromatografie (GLC)

U metody plynové chromatografie je nutnosti pfedbézna dialyza vzorku, kdy se sacharidy
pievedou na tékavé trimethylacylétery a ty se nasledné rozdé€li plynovou chromatografii za

pouziti plamenové ioniza¢niho nebo tepelné vodivostniho detektoru (Cvak a kol., 1992).

Metoda kapalinové chromatografie (HPLC)

U metody kapalinové chromatografie se nevyuziva piedbézné dialyzy vzorku, ¢imz se
zvySuje presnost stanoveni a také doba analyzy. Pro stanoveni sacharidlii se pouzivaji jako
naplné¢ mikrokapilarni silikagely s chemicky vazanymi -NH; skupinami a mobilni faze

acetonitril-voda s detekci obvykle refraktometrickou (Cvak a kol., 1992).

Izolace a analyza oligosacharidi z mléka

Pro vyrobu disacharidii z mléka jsou vyvijeny rizné metody napf.:
e pomoci technologie koncentrace nebo frakcionace jako jsou membranova filtrace,

e vyjadfenim oligosacharidii z matefského mléka pomoci transgennich zvifat (Mehra

a Kelly, 2006).

Tanaka a Matsumoto vyrobili v roce 1998 galaktooligosacharidy z laktozy s vyuzitim trans
galaktosylace pomoci [-galaktosidazy, kde enzymatickd syntéza vedla k produkci
heterogennich smési galaktooligosacharidd se strukturami riznych délek a fetézci (Martinez-

Ferez et al., 2006).

V poslednich letech byla pouzita technologie membranové filtrace pro izolaci oligosacharida

z koziho mléka (Martinez-Ferez et al., 2006).

3.2.3 Izolace a analyza vybranych antioxida¢nich faktoru mléka

Superoxid dismutaza

Casteéné Cisty enzym superoxid dismutiza byl ziskan roku 1975 z odstiedéného mléka po

vysrazeni kaseinu syfidlem. Syrovatka byla koncentrovana a roztok byl oSetfen ethanolem
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a chloroformem. Vysrazené proteiny byly oddéleny centrifugaci. Superoxid dismutdza byla

Cisténa supernatanem pies gelovou chromatografii a iontovou chromatografii (Hill, 1975).

Nejcastéji vyuzivana metoda stanoveni obsahu superoxid dismutazy v mléce je zalozena na
inhibici a redukci cytochromu C do superoxidového aniontu produkovaného enzymaticky
xanthinoxidazou (Korycka-Dahl et al., 1979). Endogenni xanthinoxidaza, ktera je pfitomna
Vv mléce mize naruSovat stanoveni superoxid dismutdzy. Metoda byla vylepSena na zakladé

snizeni xanthinoxidazy ultrafiltraci vzorku pied analyzou (Granelli et al., 1994).

Katalaza

Kataldza je ziskdna z kravského mléka pomoci nékolika krokl Cisténi, véetné extrakce
n-butanolu, oSetfeni siranem amonnym, frakcionaci ethanol-chloroformu, DEAE — Sephacel
sloupce chromatografie a Sephacryl S — 300 gelové filtrace. Optimalni pH pro enzymovou
aktivitu je pH=8,0 a teplota 20 °C (Ito a Akuzawa, 1983). Katalaza mize byt analyzovana
podle polarografické metody, pii které¢ se kyslik kvantitativné uvolni z peroxidu vodiku na

kyslikové elektrod¢ (Hirvi et al., 1996).

Glutathion peroxidaza

Bhattacharya et al. (1988) ziskal Cistou glutathion peroxidazu z matetského mléka pomoci
rozkladu acetonu a opakovanym ¢iSténim, srdzenim a vymeénami iontl gelovou filtraéni

chromatografii.

Aktivita glutathion peroxidazy v matefském mléce muze byt z 90 % urychlena anti-plasma-
GSHPx imunoglobulini G (Zachara, 2006).

3.2.4 Stanoveni vapniku v mléce

Vapnik v mléce miZeme stanovit:
e manganometricky - referenéni metoda,
e komplexometrickou titraci - rutinni metoda,
e plamennou emisni spektrometrif,
e pouziti iontove selektivnich metod (Cvak a kol., 1992).
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Metoda manganometricka

Vapnik ziskany spalovanim vzorku se rozpusti ve zfedéné¢ HCI, vysrazi roztokem $tavelanu

amonného a stanovi manganometrickou titraci (Cerna a Cvak, 1986).
Metoda komplexometrické titrace

Popel ze vzorku se rozpusti ve zfedéni HCl a v odpovidajicim podilu se stanovi vapnik

komplexometrickou titraci pti pH=12 na indikator fluorexon (Peterkova a kol., 1989).

Podstatou titraéni metody, kdy stanovujeme obsah vépniku v mléce podle normy CSN ISO
12081 je ,, Ve zkuSebnim dilu se pomoci kyseliny chlorovodikové vysrazi bilkovinné latky
avzorek se zfiltruje. Vapnik ve filtratu se vysrazi jako Stavelan vapenaty a oddéli se

odstfedénim. Promyta a rozpusténa srazenina se filtruje manganistanem draselnym.*
Metoda plamenné emisni spektrometrie

Vzorek mléka se zmineralizuje spalenim dle postupu stanoveni celkového popela. Je-li
ziskany vzorek naSedlé barvy, rozpusti se v 25% roztoku HNO; odpaii se ve vodni lazni
a znovu spaluje v muflové peci do té doby, nez popel zbéla. Znovu se popel rozpusti v 25%
roztoku HNO3 a doplni se vodou. Ptidame odpipetovany roztok LaClsz * 7 H,O a opét se ziedi
vodou. Spektrometrické méfeni se provadi s kalibraénimi roztoky véapniku na plamenném

spektrofotometru pti 422, 7 nm (Cvak a kol., 1992).
Metoda vyuzivajici iontové selektivnich elektrod

Stanoveni koncentrace iontil pomoci iontové selektivnich metod vyuZziva selektivity ptislusné
elektrody na stanoveny ion. V zavislosti na koncentraci iontu, ktery se méfi, meéni elektroda
svilj potencial proti referentni elektrod€ a tato zména je indikovana jako zména napéti na
meéficim pfistroji napf. pH-metru. V mléce jakoZto koloidnim roztoku dochéazi v dusledku
vysokého obsahu bilkovin a tuku K pomalejSimu ustalovani potencialu. Oblast praktické
vyuzitelnosti ISE se pohybuje v rozmezi koncentraci 10" az 10° mol/l. Pro m&feni je
zapotiebi mV — metr s vysokym vstupnim odporem napi. Orion Research, Philips nebo

Radiometr (Cvak a kol., 1992).
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3.2.5 lzolace a analyza nukleotidii v mléce

Uroveii nukleotidti v mléce je analyzovana rtiznymi autory predev§im pomoci analytické
metody HPLC. Janas a Picciano (1982) vyuzili metodu HPLC pro analyzu nukleotidi
v matefském mléce. Kapilarni elektroforéza se stala jednoduchou, spolehlivou, efektivni
arychlou metodou rutinniho elektroforetického stanoveni nukleotidii v matefském mléce
(Perrin et al., 2001). Byly shromazd’ovany vzorky mléka po dobu 1 mésice od zdravych
matek ve véku 25 — 35 let. Duplikované vzorky byly oddéleny kyselou hydrolyzou za pouziti
alkalicko-elektroforetického separa¢niho systému (Cubero et al., 2007).
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4 Zavér

Mléko a mlécné vyrobky jsou témét dokonalou potravinou obsahujici laktozu, mlécny tuk,
bilkoviny, vitaminy, mineralni latky a dalsi slozky. Tato prace popisuje jednotlivé bioaktivni
latky a jejich vliv na zdravi konzumenta. Mléko obsahuje vyzivoveé prospésné latky pro lidsky
organismus, avSak mensi ¢ast z nich muze predstavovat i mozna rizika. Jednim z rizik mtze
byt i mlécny tuk, ktery obsahuje nevhodny pomér mezi nasycenymi a nenasycenymi
kyselinami (13:1), kdy maze zvySovat riziko vzniku ateroskler6zy. Mléko je zaroven zdrojem
laktézy, ktera podporuje rozvoj zadoucich bakterii sttevni mikroflory. Bilkoviny mléka se déli
do dvou skupin, jednou skupinou jsou kaseiny a druhou skupinou jsou syrovatkové bilkoviny.
Syrovéatkové bilkoviny maji vy$$i nutricni hodnotu Vv porovnani s kaseiny diky obsahu
esencialnich mastnych kyselin s rozvétvenym fetézcem, jako jsou valin, leucin a izoleucin.
U mensi skupiny populace miize mit mléko negativni vliv ve smyslu laktézové intolerance
nebo alergie na bilkoviny mléka, kdy alergie na bilkoviny kravského mléka se u Casti

populace da fesit nahrazkou koziho mléka za mléko kravskeé.

Druha c¢ast prace je zaméfena na porovnani metod stanoveni jednotlivych bioaktivnich latek
mléka. Jsou zde uvedeny metody ke stanoveni obsahu bilkovin, z ¢ehoz se stale v praxi
vyuziva automatizované metody podle Kjeldahla. Pti stanoveni obsahu sacharidii v mléce je

ucinna metoda kapalinové chromatografie (HPLC), ktera se vyuZziva i u izolace nukleotidi.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CLA kyselina linolova

FAO Svétova organizace pro vyzivu a zemedélstvi
GLC plynova chromatografie

GMP glykomakropeptid

GSHPx glutathion peroxidéaza

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
IgA imunoglobulin A

IgE imunoglobulin E

19G imunoglobulin G

19G: imunoglobulin G,

19G; imunoglobulin G,

IgM imunoglobulin M

LF laktoferin

LP laktoperoxidaza

ROS reaktivni formy kysliku

SOD superoxid dismutaza

WHO Svétova zdravotnicka organizace
WPC syrovatkovy proteinovy koncentrat
WPI syrovatkovy proteinovy izolat
a-La a-laktalbumin

B-La -laktoglobulin
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