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Validace vyuZitelnosti standardizovaného statického in
vitro traviciho modelu pro mlééné matrice s ohledem na
proteasovou a lipasovou aktivitu

Souhrn

Cilem diplomové prace byla validace vyuzitelnosti standardizovaného statického
in vitro traviciho modelu pro mlé¢né matrice s ohledem na proteasovou a lipasovou aktivitu.

Mezi zakladni procesy lidského traveni patii vymény energie a latek, mechanické
a chemické zpracovani potravy a také resorpce a transport rozlozenych zivin do krevniho
a miznitho ob&hu. Jednotlivé faze travicitho systému probihaji v tstech, v Zaludku a dale
V tenkém a tlustém stfeve.

Pojem ,,in vitro traveni znamena doslova ,traveni ve zkumavce®, ucelem in vitro
travicich modelll je navodit uméle travici procesy napodobenim in vivo fyziologickych
podminek. Mezi kladné aspekty in vitro trdvicich procest patii rychlost, finan¢ni a pracovni
nenaro¢nost. Hlavni nevyhodou je neporovnatelnost vysledkii mezi jednotlivymi travicimi
modely kvuli riznym druhtim enzymu, jejich aktivité a koncentraci, dobou traveni a hodnotou
pH béhem travicich procest a koncentraci soli.

V praktické ¢asti byla provedena simulace traviciho procesu 20 mléénych matric
v aktudlnim modelu standardizovaného statického in vitro traviciho traktu skupiny Infogest
Working Group. Tato skupina pracuje V oblasti traveni s cilem sjednotit podminky pro
simulované traveni potravy.

Proteasova a lipasova aktivita tohoto modelu byla stanovena pomoci obsahu kaseinu
a volnych mastnych kyselin nativnich substratt a jejich travenin. Byl hodnocen vliv na stupen
degradace kaseinovych proteint a volnych mastnych kyselin.

Bylo zjisténo, ze mlécna bilkovina kasein je V simulovaném gastrointestindlnim traktu
zpracovana velmi rychle. S vyjimkou mléka sterilovaného v obalu a syri doSlo b&hem
procesu K jeji Gplné degradaci. Rozdily v proteolytické aktivité pfi traveni jednotlivych
mléénych matric nebyly statisticky vyznamné na P (o) = 0,05. Stejné tak nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily na P (a) = 0,05 v lipasové aktivité béhem traveni analyzovanych
substratl, ackoliv nejvyssi mnoZstvi volnych mastnych kyselin vznikalo pfi gastrointestinalni

hydrolyze syrového a pasterovaného kravského mléka.

Klicova slova: in vitro traveni, mlé¢né vyrobky, kasein, volné mastné kyseliny



Suitability validation of standardised static in vitro
digestion method for dairy matrix considering to protease
and lipase activity

Summary

The aim of the thesis was suitability validation of a standardized static in vitro
gastrointestinal model for the dairy matrix considering protease and lipase activity.

The basic processes of human digestion include the exchange of energy and materials,
mechanical and chemical processing of food and absorption and transport of nutrients into the
blood and lymphatic circulation. Phases of the digestive system are in the mouth, the stomach
and the small and large intestine.

The term "in vitro digestion” literally means "digestion in glass”. The purpose of the
in vitro digestion model is artificially simulating digestion processes in vivo physiological
conditions. The positive aspects of in vitro digestion processes are speed, financial and work
modesty. The main disadvantage is hon-comparability of results between digestive models for
different types of enzymes, their activity and concentration, digestion time and pH during the
digestive processes and salt concentration.

In the practical part was simulated digestive process of 20 dairy matrix in the current
model of standardized static in vitro gastrointestinal tract of Infogest Working Group. This
group harmonizing the conditions for the simulated digestion of food.

The protease and the lipase activity of this model was determined using casein content
and free fatty acids and their native substrates chyme. It was evaluated the effect of the degree
of degradation of casein protein and free fatty acids.

It has been found that the milk protein casein in simulated gastrointestinal tract
processed very quickly. With the exception of sterilized milk and cheese in the package occur
during the process to its complete degradation. Differences in the proteolytic and lipase
activity of the digestion of each dairy matrix were not statistically significant at P (o) = 0,05.
The highest amount of free fatty acids was originated in the gastrointestinal hydrolysis of raw

and pasteurized bovine milk.

Keywords: in vitro digestion, dairy products, casein, free fatty acids
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1 Uvod

Pojem ,,in vitro“ znamena ,,ve zkumavce* nebo také doslova ,,ve skle® a vztahuje
se k experimentim uzivajicim napfiklad rizné typy izolovanych organd, tkani, bunck
a enzymu V umélych podminkach laboratofe. Vyhodou je eliminace zvifeciho modelu a tim
snizeni poc¢tu usmrcovanych laboratornich zvitat (pfedev§im pro testy toxicity). Testovani
invitro je oproti in vivo metoddm méné finanéné nakladné, umoziuje rychlejsi ziskani
vysledkli @ moznost detailn¢ mefit a hodnotit metabolismus tkani z riznych zivocisSnych
druhti. Naopak problematicka mtize byt Spatna reprodukovatelnost nékterych vysledki
in vitro metod, jelikoz urcité systémy nejsou v umélém prostiedi funkéni (v in vitro systému
ztraci funkci napt. nékteré tkané se specifickou aktivitou) (Brimer, 2011; Lipscomb and Poet,
2008).

Simulované in vitro gastrointestinalni traveni je Siroce vyuzivano v mnoha oblastech
potravinarstvi a nutriéni védy. Bylo navrzeno nékolik rtiznych modeli traveni, které Casto
branily moZnost porovnat vysledky z raznych vyzkumnych tymi. Enzymy z rtznych zdroja
(z prasat, kralikti nebo lidského ptivodu) se totiz lisi ve své aktivité a charakterizaci. Také
rozdily v pH a stanoveném travicim ¢asu, ptitomnost fosfolipidt, zalude¢ni lipasy a travicich
emulgatortt méni aktivitu enzyma a tedy prubéh procesu (Minekus et al., 2014).

Toto byl ditvod pro vznik standardizovaného statistického in vitro traviciho modelu
skupiny Infogest Working Group na zakladé mezinarodni spoluprace. Tento model se snazi
synchronizovat a harmonizovat postup co nejvice se blizici realité, a zaroven se pokousi
vytvofit standardizovany postup, diky némuz budou vysledky vyzkuma v této oblasti

vzajemng srovnatelné a reprodukovatelné.



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo Vv teoretické ¢asti zpracovani literarni reSerSe shrnujici
souCasné poznatky o gastrointestindlnim chovani potravin, respektive mléka a mléénych
vyrobk, které jsou studovany pomoci in vitro metod simulujicich travici procesy.

V praktické Casti byla provedena validace mezinarodniho konsensu statického in vitro
modelu traviciho traktu Infogest Working Group pro pouziti k simulaci traveni mléka

a mlécnych vyrobkd.

2.1 Hypotéza

Pokles obsahu kaseinu a nariist obsahu volnych mastnych kyselin po hydrolyze mlé¢né

matrice travicim traktem je zavisly na druhu a slozeni mlécné matrice.



3 Literarni reSerse

3.1 Lidské traveni

Lidské gastrointestinalni traveni proteini a lipidd je slozity soubor mechanickych,
fyzikalné-chemickych a fyziologickych pochodi. Traveni ovlivituje mnoho faktord, jako
je napiiklad typ potraviny (skupenstvi), pH, sekrece enzymu, peristaltické pohyby,
vyprazdnovani zaludku a doba trvani traveni (Devle et al., 2014). Zakladnimi funkcemi
traviciho systému jsou procesy vymény latek a energie, mechanické a chemické zpracovani
potravy a resorpce a transport rozlozenych zivin do krevniho a mizniho ob&¢hu. Energie
je oxidacemi uvolfiovana z zivin. Podstatou oxidaci je pfenos elektrond z oxidované latky
na latku redukovanou. Organismus ma moZnost ziskavat energii rozSt€épenim nékterych
vysoce energetickych organickych vazeb (Dylevsky, 2013).

Zpracovani potravy nazyvame travenim. Traveni ma mechanickou a chemickou slozku.
Mechanické rozmélnéni piijaté potravy zajistuji zuby a jazyk. SmrSténim svall patra, hltanu
a jazyka je sousto (asi 5 g ¢i 5 ml) oddéleno, posunuto do hltanu a polknuto. Jicnem je pak
dale transportovano do zaludku. Mechanické zpracovani pokracuje promichanim jiz
polotekuté potravy v zaludku. Pohyby Zaludku a stiev je travenina nejen dokonale promichéna
S travicimi Stavami, ale je také pomalu posunovana travicim systémem a travena. Nestravené,
piipadné nestravitelné zbytky potravy jsou zahustény, zformovany a odstranény stolici.
Chemickou stranku traveni charakterizuje predevSim produkce Stav zldzami traviciho
systému. Travici §tavy obsahuji kromé vody i latky bilkovinné povahy (enzymy), které jsou
schopny Stépit bilkoviny, cukry a tuky. VyméSovani §tav navozuji nékteré latky obsazené
piimo v potravé, ale rozhodujici ulohu ma reflexni tvorba s§tav vyvoland drazdénim
ptislusnych ¢idel (Dylevsky, 2013).

Neoddélitelnou soucésti travicich pochodll je vstfebavani rozstépenych latek, které
probihd Vv riznych tsecich travici trubice, riznym mechanismem a rtznou rychlosti.
Mechanismem resorpci je aktivni vstiebdvani a pasivni resorpce. Rychlost vstiebavani urcuje
pfedevSim vlastni rychlost traveni, kterd je zavisla na mnoZstvi a na sloZeni potravy. Tukové
latky jsou traveny a vstiebavany az 12 h. Regulacnim faktorem je 1 mnoZstvi vyméSované

travici Stavy a stupen prokrveni travici trubice (Dylevsky, 2013).



3.1.1 Oralni traveni

Prvni faze traveni probiha v tstech. Ustni dutina je prostor oddéleny patrem od dutiny
nosni, a rty a tvafemi ohrani¢eny zven¢i. Spodinu Ustni dutiny tvofi jazyk, pfipojeny svaly
Kk dolni Celisti. Komunikaci s vnéjSkem zprostiedkuje Gstni $térbina a vzadu komunikuje Gstni
dutina s hltanem (Dylevsky, 2013). Textura pevné potraviny je vyznamné¢ modulovana
7vykanim za ptitomnosti slin. Potraviny se po rozzvykani 1épe polykaji. Zvykani je ovlivnéno
celou fadou faktort, jako je slozeni a objem potravin, sila zvykani, stav zubu, ale i stupen
hladu. Zvykani méa idealné trvat 2 min. Za tuto dobu je potravina adekvatné rozmélnéna
a smichana se slinami, které jsou komplexem vodnatych tekutin (Minekus et al., 2014). Sliny
jsou produkovany slinnymi zlazami, které jsou bud’ rozptyleny v podslizni¢nim vazivu tvafi,
patra a ptredsin¢ Ustni dutiny, nebo tvofi objemné parové Zlazy ulozené mimo dutinu Ustni.
Nejvétsi slinnou zlazou je zlaza piiusSni, mezi dal$i pak patti podcelistni a podjazykova
a drobné¢ slinné Zlazy rozptylené ve sliznici Gstni dutiny. Hlavni soucasti slin je voda, kterad
tvoii 99 %. Organickych latek je ve slinach na 0,7 %. Jde pfedev§im o hlenovitou bilkovinu
mucin, ktery dodava slinam vazkost a lepivost, a o enzym ptyalin (amylasa). Ptyalin $tépi
Skroby na jednoduché cukry. Obsah neustrojnych latek je ve zhruba 0,3 %. Jedna
se 0 vapenaté, sodné, draselné a fosfore¢né soli, které se mimo jiné podileji na vzniku zubniho
kamene. Dalsimi slozkami jsou glukéza a dusikaté produkty jako mocovina, dale
imunoglobulin A (IgA), lysozym a laktoferin. Denni tvorba slin piedstavuje 1,0-1,5 I. Sliny
obaluji a slepuji rozmélnénou potravu a zvlhéovanim tstni dutiny zabranuji poranéni sliznice
ostrymi a suchymi tlomky jidla. Jejich tvorba a vylu¢ovani je pfedevSim fizena nervovymi
a humoralnimi podnéty vznikajicimi drazdénim chutovych a Cichovych c¢idel Gstni a nosni
dutiny. Potrava postupuje po rozméInéni dal travicim traktem hltanem a jicnem do zaludku
(Dylevsky, 2013; Minekus, 2014).

3.1.2 Gastrické traveni

Druha faze traveni probiha v Zaludku pii relativné nizkém pH kolem hodnot 1-
3 (Guerra et al., 2012). Zaludek je plochy vakovity oddil travici trubice. Potrava se zde
shromaZzd’'uje v hrub&é rozmélnéném stavu. Plnéni Zaludku je postupné. Polykand sousta
se vrstvi podél stén, jez se postupné rozviji. Zaludek dospélého &lovéka tak pojme 1-
2 | rozmélnéné potravy. Zaludedni svalstvo vykonava pomalé rytmické stahy (2—4 za min),

kterymi se obsah promichdvd a dale rozméliuje. Hybnost svalstva je ovliviiovana naplni
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zaludku. Z zivin nejvice tlumi zalude¢ni stahy tuky, méné bilkoviny a nejméné sacharidy.
Potrava zistava v zaludku rizné dlouho. Tekutiny jim pouze protékaji, ale na tuky bohata
strava zde setrvava 5—7 h a potrava obsahujici pfevazné cukry jiz za 3—4 h. Chemicka funkce
tohoto organu je umoznéna mechanickou Upravou stravy a zajiSténa produkci Zalude¢ni
$tavy. Zaludeéni §tava je produkovana zlazkami zaludeéni sliznice. Jeji denni mnoZstvi zavisi
na mnoZstvi pfijimané potravy, ale v praméru se tvoii asi 1,5-2,0 | za 24 h. Zaludeéni §tava
je ¢ira, bezbarva a silné kysela tekutina, ktera obsahuje kyselinu chlorovodikovou (HCI),
pepsin, chymozin, zalude¢ni lipasu a mucin. Vice nez 99 % tvoti voda. HCI okyseluje obsah
zaludku, plisobi na bobtnani vaziva (bilkovin) ptijatého v potravé a aktivuje pepsin. Dale
usmrcuje choroboplodné zarodky a dezinfikuje tak Zalude¢ni obsah. Ni¢i i1 kvasinky
a zabrafiuje proto kvaseni zalude¢niho obsahu. Pepsin je enzym zahajujici S§tépeni bilkovin na
jednodussi bilkovinné slozky rozpustné ve vod€. Chymosin proteolyticky srazi kaseinové
bilkoviny. Tyto proteiny jsou pak snaze $tépitelné a déle setrvavaji v zaludku. Zaludeéni
lipasa stépi tuky na glycerol a mastné kyseliny, avSak jeji ucinnost je nepatrna. Mucin je
produkt hlenovych Zalude¢nich Zlazek povlékajicich povrch Zalude¢ni sliznice, kterou tak
chrani pied natravenim HCI. Rizeni sekrece Zalude¢ni §tavy je neurohumordlni. Nervové
fizeni je vyvoldno stejnymi podnéty, jaké napiiklad vyvolavaji tvorbu slin. Reflexni faze
tvorby zalude¢ni $tavy trva asi 1,5-2,0 h. Chemicka faze tvorby navazuje na nervovou fazi.
Dochazi k ni tak, ze rizné latky uvolnované z potravy drazdi zalude¢ni sliznici, ve které
se vytvari a uvolnuje do krve gastrin. Krvi je gastrin opét pfivadén do stény zaludku, kde

vyvolava tvorbu Zalude¢ni stavy (Dylevsky, 2013).

3.1.3 Traveni v tenkém stievé

Tieti taze traveni probihd v tenkém stfeveé, coz je 3—5 m dlouha trubice zprohybana
do kli¢ek. Jednotlivé iseky tenkého stieva jako je duodenum, jejunum a ileum v sebe plynule
prechazeji. Velké mnozstvi Zlaz, ulozenych ve sliznici vSech isekd tenkého stieva, produkuje
sttevni Stavu obsahujici fadu enzymi a mnoZstvi hlenovité tekutiny chrénici sténu stieva pred
uc¢inkem zaludeéni HCIl. VétSina enzymu pusobicich v duodenu je ptivodem z pankreatické
§tavy. V duodenu je G¢inkem zlu¢i emulgovan tuk, ktery mize byt pouze poté aktivné Stépen
pankreatickymi lipasami. Vlastni stfevni Stdva produkovana stfevnimi Zlazkami obsahuje
enzymy S§tépici bilkoviny na aminokyseliny, lipasy rozkladajici tuky na glycerol a mastné
kyseliny a dale amylasy rozkladajici cukernaté latky na nejjednodussi snadno vstiebatelné

cukry (Dylevsky, 2013). Traveni proteini zavisi na proteolytickém u¢inku mnoha lidskych



specifickych proteas, napiiklad trypsinu, chymotrypsinu, elastasy, karboxypeptidasy
a aminopeptidasy. Jejich izoenzymy a inhibitory jsou také vylu¢ovany do gastrointestinalniho
traktu. Kaseiny jsou metabolizovany pomalu, coz je zplsobeno pravdépodobné tim,
ze koagulace kaseinovych bilkovin Vkyselém prostiedi zaludku zpusobuje zpozdéni
zalude¢niho vyprazdnovani. Hlavni protein kravského mléka, p—laktoglobulin, je povazovan
za rychle metabolizovanou bilkovinu, i kdyz je prokdzana odolnost viici §té€peni pepsinem
v zaludku. U zdravych osob je ptiblizné 95 % lipidu z potravy straveno a absorbovano (Devle,
et al.,, 2014). Stfevni §tavy prakticky dokoncuji $tépeni bilkovin, sacharidd a lipidi, tvofi
se v mnozstvi 1-3 1 denné. Jejich produkce je fizena reflexné (Dylevsky, 2013). K traveni zde

dochazi pii pH 6,5-8 (Devle et al., 2014).

3.1.4 Traveni v tlustém stievé

Poslednim oddilem travici trubice je tlusté stfevo. Zde se shromazd’uji nestravené
zbytky potravy a obsah stieva je zde zahustén. Travenina pobyva v tlustém stievé 8-12 h.
Probiha tu zejména vsttebavani vody, n€kterych mineralnich latek a cukri. K zahu$ténému
obsahu je ptidan hlen, ktery slepuje nestravené zbytky potravy. Ty se u¢inkem kvasnych
a hnilobnych bakterii Zijicich na stfevni sliznici zkvaSuji, zbytky bilkovin podléhaji hniti.
Bakterie kvasi cukry a tuky za vzniku kyselin, alkoholu a rtiznych plynt. Zahusténa potrava

jde v podobe stolice kone¢nikem z téla ven (Dylevsky, 2013).

3.2 In vitro metody traveni

In vitro metody umélych travicich procesti jsou Siroce pouzivany ke studiu
gastrointestinalniho chovani potravin nebo lé¢iv. Prestoze lidské nutricni studie jsou stale
povazovany za "zlaty standard" pro feSeni otdzek souvisejicich se stravou, metody in vitro
maji tu vyhodu, Ze jsou rychlejsi, levnéjsi, méné ndro¢né na pracovni silu a nemaji eticka
omezeni. To umoznuje analyzovat relativné velky pocet vzorkul, které mohou byt méfeny
soucasné i pro ucely monitoringu. Reprodukovatelnost, vybér kontrolovanych podminek
a snadné vzorkovani v misté z4jmu jsou velmi vhodné pro mechanické studie (Minekus et al.,
2014).

Simulované zpiisoby traveni obvykle zahrnuji uGstni, Zalude¢ni fize a procesy

probihajici v tenkém tlustém stfevé. Tyto metody Se snazi napodobit fyziologické podminky



in vivo, s ohledem na pfitomnost travicich enzymu a jejich koncentrace, pH, dobu traveni
a koncentrace soli. Neékteré pocitacové sofistikované modely, jako je napiiklad model
gastrointestindlniho traktu Dutch TNO a TIM-1, umoziiuji simulaci dynamickych aspektt
traveni, naptiklad pohyb stravenych jidel, koncentrace variabilnich enzymi a zmény
pH v prubéhu ¢asu. Nicméné vétsina modelt popsanych V literatute jsou statické. U nich jsou
pouzivany konstantni poméry enzymu, soli, zlu¢ovy kyselin a podobné¢ (Minekus et al.,
2014).

Simulator TIM-1 je slozen ze 4 ptihradek, které zastupuji zaludek, dvanactnik, tenké
sttevo a kycelnik. Prihradky jsou vzajemné propojeny peristaltickymi cerpadly s ventily
(Jedidi et al., 2014).

Statické modely lidského traveni byly pouzity k feSeni rtiznorodych védeckych otazek,
jako stravitelnost a biotransformace zivin, G¢inek 1éCiv a vliv mykotoxind. Tyto statické
modely gastrointestinalniho traveni byly také pouzity pro studium uvoliiovani stopovych
prvki a sekundarnich rostlinnych sloucenin vcetné karotenoidii a polyfenoli. Ackoliv
je mnoho znich odvozeno ze stejnych pilotnich studii, existuje vyznamna odchylka
V pouzivani parametrd in vitro traveni mezi jednotlivymi modely. To bohuzel brani moznosti
porovnat vysledky rtznych vyzkumnych skupin a vyvodit obecné zavéry. Zatimco zmény
nékterych parametrdi mohou mit omezeny dopad na uvoliiovani matice nebo stravitelnosti
nékterych latek, jiné zmény mohou proces ovlivnit vyraznéji, napt. daji vzniknout novym
metabolitim. Enzymova aktivita je také ménéna podle pH a koncentrace soli, jako je vapnik.

Pouzité Zalude¢ni pH se obvykle pohybuje od 2,2 az pH 4,2 (Minekus et al., 2014).

3.2.1 Standardizovany staticky in vitro model traviciho traktu Infogest

Skupina Infogest je mezinarodni sit’ sestavena z vice nez 200 védct ze 32 zemi svéta,
ktefi pracuji v oblasti traveni. Jednim z jejich cilli je sjednotit podminky pro simulované
traveni potravy a najit shodu, pokud je to mozné, pro model traveni (Minekus et al., 2014).

Traveni je u standardizovaného statického in vitro modelu traviciho traktu rozdéleno
do tii fazi: oralni, zalude¢ni a stfevni faze (respektive traveni v tenkém stievé). Oralni faze
miiZze byt provedena dvéma zpusoby. Bud’ je Zvykani pevné stravy béhem oralni faze
simulovdno mletim vhodného mnoZstvi potravin za pouZiti b&Zné dostupného rucniho
¢i elektrického mlynku na maso. U tohoto zpuisobu je nutné pfidat simulované slinné stavy
napomahajici K vytvoreni pastovité konzistence a o-amylasu. Doporuc¢ena doba kontaktu
vzorkll potravy Senzymem je 2 min pii 37 °C, coz vyzaduje ptislusnou temperaci vSech
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slozek. Druhy zptisob probiha v tstech ,,vlastnoru¢nim® mélnénim vzorku zvykanim po dobu
2 min, kdy je sousto potravy promichano se slinami. U tekutych vzorkd lze oralni fazi
vynechat (Minekus et al., 2014).

Béhem zalude¢ni faze jsou vzorky potravy smichany se simulovanymi zalude¢nimi
Stavami a 0,3 M chloridem vapenatym. Po pfidani téchto roztokl je nutné ovétit a upravit
pH pomoci 1 M HCI na hodnotu 3,0. Déle je pfidan enzym pepsin destilovand voda na fedéni
roztoku simulujicimu zalude¢ni $tavy. Pouziti zalude¢nich lipas neni doporucovano, jelikoz
v soucasné dob€ nejsou na trhu k dispozici. Doba traveni je cca 2 h pii teplot¢ 37 °C.
V prubéhu traveni mize byt nutné znovu upravit hodnotu pH pomoci 1 M HCI. Dostate¢né
michani pfi traveni je realizovano naptiklad tim, Ze reakéni nadoby jsou umistény
do protfepavaciho inkubatoru, ¢i vodni lazni s integrovanym Sejkrem nebo cyklonu
Vtemperované¢ mistnosti. V typovém piikladu je na 10 ml vzorku ptidavano
7,5 ml simulovanych zalude¢nich §tav, 5 ul CaCl,, 0,008 g pepsinu a objem je doplnén
destilovanou vodou na hodnotu 20 ml (Minekus et al., 2014).

Béhem stfevni faze jsou ke vzorku pfidavany simulované sttevni §t'avy, pankreatin, zlu¢
a CaCly. MnozZstvi pridaného pankreatinu je zalozeno na aktivité trypsinu. Zlu¢ové soli jsou
pridavany do kone¢né koncentrace 10 mM ve finalni smési. Vzorky jsou ponechany v klidu
5 minut a poté je pH upraveno pomoci 1 M NaOH na hodnotu 7. Dale je objem doplnén
destilovanou vodou. Doporuéena doba stievniho traveni je 2 h pii teploté 37 °C za stalého
michani. V typovém piikladu je na 20 ml vzorku ptidano 11 ml simulovanych stievnich stav,
0,638 g pankreatinu, 0,352 g zluci, 40 ul CaCl, a objem je destilovanou vodou doplnén
na 40 ml (Minekus et al., 2014).

Konzervace vzorkll je zavisld na fazi odbéru, a je tfeba peClivé zvazit metody
konzervace pro jednotlivé navazujici analyzy. Enzymovou aktivitu lze inhibovat zamraZzenim

na - 20 °C nebo ptidavkem inhibitoru proteasy (Minekus et al., 2014).

3.3 In vivo metody traveni

Pojem ,in vivo“ doslovné znamena ,v zivém“ a vztahuje se kK experimentim
pozorovanym piimo v pifirozenych podminkéach, napt. v organech, pletivech nebo bunikach,
respektive v celych zivych organismech. In vivo modely umoziuji oproti in vitro
experimentim Iépe priblizit experimentalni podminky komplexnimu stavu organismu, tedy

podminkdm, v nichZz dochazi k patologickym procesim, které neni mozZno dostate¢né



simulovat v podminkach in vitro. In vivo pokusy tudiz poskytuji relativné vérohodnéjsi
vysledky, jsou vSak experimentdlné a ekonomicky znacn€ narocné. V in vivo studiich
se vyuziva Sirokd Skala organisml, mezi nejpouzivanéjSi patiti hadatko obecné
(Caenorhabditis elegans), prusvitna embrya a kukly octomilky (Drosophila) a samoziejmé
mys domaci (Mus musculus) (Kovatikova a kol., 2014).

3.3.1 Sledovani peptidi béhem in vivo traveni

Studie Barbé et al. (2014) byla zaméfena na analyzu mlécnych peptidi uvolnénych
Vv gastrointestinalnim traktu zakrslych prasat a stanoveni G¢inku struktury matrice na lumen
stteva pfi in vivo traveni. 6 mléénych matric podobného slozeni bylo podano
4 osmnactim&sicnim prasnicim. Vzorky stfevnich obsahii byly odebirdny po dobu
5 h a analyzovany hmotnostni spektrometrii (Barbé et al., 2014).

Bylo zjisténo, ze kaseiny byly rychle hydrolyzovany, zcela zmizely jiz po 20 min
traveni. B-laktoglobulin byl odolné;jsi a degradoval az za 2 h a 45 min po pfijmu mléénych
matric. Celkem bylo identifikovano 16 458 peptidii. Struktura mléénych vyrobk méla jen
maly vliv na umisténi mist Stépeni proteinovych sekvenci, avSak siln¢ ovlivnila typ a pocet
identifikovanych peptidi. Naptiklad pfi traveni syfenych substrati bylo identifikovano
travicimi sekrety spojenym s del§im zalude¢nim zadrzenim sytidlovych geli. Lze shrnout,
ze struktura mléénych matric siln€¢ ovlivituje kinetiku traveni bilkovin in vivo vice nez

mechanismus proteolyzy (Barbé¢ et al., 2014).

3.4 Gastrointestinalni chovani potravin

3.4.1 Charakterizace prichodu a ristu mikroorganismii v travicim traktu

Adouard et al. (2015) se zaméfili na pteziti mikroorganisml, jez jsou soucasti
mlékatiskych kultur pfi prichodu in vitro travicim traktem. V tomto pokusu bylo izolovano
36 mikroorganismti (21 bakterii, 12 kvasinek a 3 plisn€) ziskanych z mléénych matric,
zejména ze syru s povrchovou plisni (Penicillium camemberti). Jako referen¢ni kmeny byly
pouzity Lactobacillus rhamnosus GG, Escherichia coli Nissle 1917 a Saccharomyces
boulardii (Adouard et al., 2015).



Pfed samotnym travenim byly vSechny kmeny kultivovany do stejné faze ristu.
1 ml pozdné stacionarni faze mikrobialnich kultur byl nasledné ptidan do 9 ml bud’ zaludeéni,
nebo sttevni §tavy. Hodnota pH byla zkontrolovana po inokulaci §tav a v ptipadé potieby
upravena bud’ na hodnotu pH 3 u zalude¢niho traveni a pH 6,5 u stievniho traveni. Ptislusné
inkuba¢ni ¢asy byly 1 h pro zaludecni simulaci a 2 h pro stievni simulaci za teploty
37 °C a mirného protiepavani. Kmeny byly pocitany na odpovidajicich agarech na bazi média
pted a po fazi gastrointestindlniho traveni (Adouard et al., 2015).

Bylo zjisténo, ze referen¢ni kmeny prezily Zalude¢ni traveni, ale byly usmrceny béhem
stievni faze. Zastupci Yarrowia lipolytica a Geotrichum candidum vykazaly vyrazny pokles
zivotaschopnosti béhem obou procest traveni, avsak nejcitlivéjsi byly kmeny Arthrobacter
arilaitensis, Corynebacterium casei, Kluyveromyces lactis clib 683 a Lactobacillus lactis
subsp. lactis. Kmeny Hafnia alvei a Staphylococcus equorum byly silné odolné vici stresu
zpusobenému obéma fazemi traveni. Zastupci Brevibacterium aurantiacum a Staphylococcus

equorum byli pomérné odolni vici stievni fazi (Adouard et al., 2015).

Ve studii Jedidi et al. (2014) byl zkouman vliv traveni mastnych kyselin mlééného
puvodu rust probiotickych bakterii. Vzorky mléka byly ziskany od krav, jez byly krmeny
potravou obsahujici pfidavek 4 % svétlicového oleje po dobu jednoho mésice (experimentalni
skupina) a od dojnic, které byly krmeny stejnou dobu shodnou krmnou davkou bez piidavku
svétlicového oleje (kontrolni skupina). Odebrané mléko bylo standardizovano na obsah tuku
1a 3,2 % hm. Pouzitymi probiotickymi kmeny byly Lactobacillus rhamnosus LGG (Valio,
Finsko), Lactobacillus rhamnosus R0011 (Institut Rosell-Lallemand, Kanada),
Bifidobacterium longum R0175 (Institut Rosell-Lallemand, Kanada) a Bifidobacterium laris
BB12 (Christian Hansen, Dansko) (Jedidi et al., 2014).

Gastrointestinalni in vitro traveni bylo provedeno v simulatoru TIM-1. Teplota béhem
traviciho procesu byla 37 °C, pH jednotlivych sekci bylo 2,0, 6,5, 6,8 a 7,2. V zalude¢ni fazi
byl Kk substratu davkovan pepsin rychlosti 0,25 ml/min a lipasy rychlosti 0,13 ml/min.
V sttevni fazi byly pak vstfikovany 4 % ZIlu¢i a 7 % pankreatické $tavy. Celkova doba
procesu trvala 6 h. Po jeho skonéeni byly enzymy inhibovany zamrazenim (Jedidi et al.,
2014).

Mastné kyseliny byly ze vzorkil extrahovany toluenem pomoci metody Bligh a Dyer

a dale byly analyzovany pomoci plynové chromatografie (Jedidi et al., 2014).
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Jako rastové médium pro probiotika byly pouzity izolaty mastnych kyselin z travenin.
Tyto izolaty vyly tepelné oSetfeny pii teplot¢ 63 °C po dobu 30 min, zchlazeny
na 37 °C a zaockovany probiotickymi bakteriemi v mnozstvi 106 KTJ na 1 ml. Po 180 min
inkubace bylo ristové médium pieneseno na MRS agar. Kolonie byly pocitany
po 48 h anaerobni inkubace pii 37 °C (Jedidi et al., 2014).

Bylo zjisténo, ze celkovy zbytkovy obsah mastnych kyselin u mléka s 3,2 % hm. tuku
byl po traveni vétsi nez u mléka s obsahem tuku 1 % hm. U méné tucné matrice byly mastné
kyseliny s kratkym fetézcem zcela hydrolyzovany béhem gastrointestinalni hydrolyzy.
Stépeni mastnych kyselin je také ovlivnén jejich formou. Kyselina linolova byla napt. méné
hydrolyzovand neZ konjugovand forma. Traveniny mastnych kyselin experimentalni
i kontrolni skupiny zvitat snizovaly pocty zivotaschopnych bakterii Lactobacillus rhamnosus
po pouhych 15 min kontaktu, ackoliv Bifidobacterium sp. zistaval stabilni. Rust probiotik
na izolatech mastnych kyselin hydrolyzovanych v trdvicim traktu se tedy mize LiSit

v zavislosti na bakterialnim druhu a kmeni (Jedidi et al., 2014).

V pokusu Ricciardiho et al. (2014) byla hodnocena mikroflora vzork syru Pecorino
di Carmasciano po prtchodu statickym in vitro modelem napodobujicim gastrointestinalni
trakt. Cilem experimentu byl vybér bakterii mlécného kvaseni, jez jsou schopny piezit toto
prostiedi a ziistat metabolicky aktivni (Ricciardi et al., 2014).

Béhem technologického procesu bylo odebrano celkem 120 vzorkl syru v tovarné
v Italii. Nejprve bylo odebrano 6 vzorkii mlé¢né suroviny v raznych fazich vyroby, dale
vzorek syru po nalozeni do solné¢ho laku, Cerstvy syr po 10 dnech od vyroby a syry po 1, 3,
12 a 18 mésicich zrani. VSechny vzorky byly uchovavany v ledu béhem ptrenosu do laboratote
a analyzovany béhem 4 h (Ricciardi et al., 2014).

Vzorky byly traveny v modelu napodobujicim horni ¢ast gastrointestinalniho traktu.
Nejprve byly suspendovany (v poméru 1:1, hmotnost:objem) v roztoku simulujicim sliny
(16,2 g/l NaCl, 2,2 g/l KCI, 0,2 g/l CaCl, a 1,2 g/l NaHCO3, lysozym 100 ppm, pH 6,9)
rychlosti pfidavku 6 ml/min béhem homogenizace v mixéru po dobu 5 min pfi konstantni
teploté 37 °C. 30 ml suspenze bylo nasledné centrifugovano po dobu 5 min a vzniklé pelety
byly ziedény v poméru 3: 5 s umélymi zalude¢nimi tekutinami skladajicimi se z roztoku jez
jsou uvedeny vyse s ptidavkem 0,3 % hm. vepifového pepsinu (Sigma, Italie, aktivita
3300 U/ mg proteinu). Poté bylo pH upraveno na hodnotu 2,5 pomoci 5 M HCL. Po 120 min

inkubace pfi teplot¢ 37 °C, bylo simulovano traveni v tenkém stieveé. Vzorky byly opét
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odstfedény a ziskané pelety byly ziedény v poméru 1:4 pii pH 7,2 za pouziti umélych
stievnich §tav skladajicich se z 6,4 g/l NaHCOs3, 0,2 g/l KCI, 1,3 g/l NaCl, 0,5 % hm.
zlucovych soli a 0,1% hm. pankreatinu. Vzorky byly inkubovany po dobu 120 min pfi teploté
37 °C. Po kazdém gastrointestinalnim procesu byly odebrany vzorky stanoveny pocty
mikroorganismii na MRS agaru po 48 h anaerobni inkubaci pii teploté 37 °C (Ricciardi et al.,
2014).

Po priichodu traviciho traktu bylo zjisténo nejvic ptezivSich mikroorganismi u mlécné
suroviny tepelné oSetfené pii 37 °C, mikroorganismy byly ale obecné velice citlivé
na simulované traveni. U mléénych surovin oSetfenych zahfevem pi1 60 °C byl zaznamenan
vyrazny narust tolerance k simulovanému traveni. Bylo prokazano, ze piedchozi expozice
zivotaschopnych bun€k na subletalni hladiny daného stresového faktoru muize vyvolat
do urcité miry pfizptisobeni a ochranu proti nasledné expozici danému faktoru. U vzorku syru
odebraného po nalozeni do solného laku byla mikrofléra béhem traveni stabilni. U vzorku
cerstvého syra odebran¢ho 10 dni od vyroby a syru zrajiciho jeden mésic byl pozorovan
nejvyssi pokles mikroflory pii sttevnim traveni. U vzorki syra s del$i dobou zrani byl pak
zaznamenan pocatecni pokles mikroflory béhem Zzalude¢ni faze traveni, avSak na konci
Stépeni byl pocet mikroorganismi naopak vyssi ve srovnani s ptivodni hodnotou. Stejny trend
byl pozorovan u vzorku syru s dobou zrani 18 mésicii. 63 kment, které prezily simulované
gastrointestinalni trdveni, bylo dale hodnoceno. Autofi shrnuli, Ze pfeziti mikroorganismi
je specifické pro dany kmen a je pravdépodobné silné ovlivnéno experimentalnimi
podminkami. Bylo zji§téno, Ze piirozena mikroflora Cerstvého syru Pecorino di Carmasciano
muze poskytnout pii jeho pozivani stejné mnozstvi zivotaschopnych mikroorganismu jako
probioticky napoj, ackoliv nelze piedpokladat, Zze tyto mikroorganismy maji stejné piiznivé
ucinky (Ricciardi et al., 2014).

3.4.2 Traveni mléénych bilkovin
Riznymi aspekty in vitro traveni mlécnych bilkovin se zabyva fada studii. Nékteré
experimenty zkoumaji napi. vliv vlastnosti a tepelné oSetfeni mlécnych proteini na prubéh

traveni, vliv trdveni mlé¢nych bilkovin na alergenicitu a na biologickou aktivitu, ¢i vliv

kompletace na traveni mlé¢nych bilkovin.
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3.4.2.1 Vliv fyzikalné-chemickych vlastnosti mléénych bilkovin

Studie Zhang and Vardhanabhuti (2014) se zabyvala hlavné¢ vlivem koncentrace
a pH na zpracovani syrovatkovych bilkovin béhem zalude¢niho in vitro traveni.

Jako substrat byl pouzit syrovatkovy proteinovy izolat obsahujici 95,4 % syrovatkovych
bilkovin a 2,1 % popelovin. Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim rtizného mnozstvi
susené¢ho izobatu v destilované vod¢ za stalého michani po dobu 2 h a byl skladovan ptes noc
pii teploté 4 °C kvuli dostateéné hydrataci proteinti (Zhang and Vardhanabhuti, 2014).

Pted enzymatickou hydrolyzou byly zasobni roztoky vytemperovany na reakcni teplotu
ziedény na 3 % hm. suSiny destilovanou vodou. Simulovand zalude¢ni tekutina (SGF)
se skladala z 0,034 M NaCl a pH bylo upraveno na 1,2 pomoci HCI. Pepsinovy roztok byl
pfipraven Cerstvy pro kazdy test rozpusténim pepsinu v 5 ml SGF a michanim po dobu 5 min.
Pi'ed pouzitim byl chlazen ledem. Zaludeéni faze probihala pfi teploté 37 °C za stalého tiepani
pii 95 rpm. Enzym byl inaktivovan pomoci 70 ul NaOH po 0,5, 2, 5, 10, 20, 30, 60 a 120 min.
Vliv procesu na syrovatkové bilkoviny byl analyzovan pomoci elektroforézy (Zhang and
Vardhanabhuti, 2014).

Agregaty proteinli syrovatky byly vytvofeny zahtivanim roztokl izolatu pii raznych
koncentracich proteinu a pH, coz vedlo k tvorbé matric odliSnymi fyzikdlné-chemickymi
vlastnostmi. Bylo zjisténo, Ze pii neutralnim pH vyS$8i koncentraci bilkovin dochazelo
k tvorbé velkych agregati s vysokym obsahem kovalentnich vazeb. Ty pak vykazovaly
pomalejsi rychlost degradace béhem traveni ve srovnani s agregaty vytvorenymi pii nizkych
koncentracich proteinti. Bylo také pozorovano, Ze hodnota pH je vyznamny faktor, ktery
ovliviiuje chovani matric béhem traveni. Vzorky vytvotené pii hodnoté pH vyssi nez hodnota
n byly vice nachylné k zaludeCnimu traveni nez agregaty s niz§i hodnotou pH. Matrice
vytvotené pii pH 4,0 byly uplné rozstépeny béhem prvnich 30 min traveni. Bylo tedy
prokézano, Ze struktura a fyzikdlné-chemické vlastnosti proteinovych agregéitii vyznamné
ovliviiuji chovani b&hem traveni, coz muze potencionalné vést K rozdilim v jejich ucinku

na sytost a tim celkovy energeticky ptijem (Zhang and Vardhanabhuti, 2014).

3.4.2.2 Vliv tepelného oSetfeni na traveni mléénych bilkovin

Tepelné oSetfeni syrového mléka je béZné pouzivano v mlékarenském primyslu.

Obvykle je mléko zahfivano a ochlazeno mnohokrat béhem mlékarenského zpracovani. Pinto
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et al. (2014) zkoumali G¢inek tepelného osSetieni (90 °C az po 24 h) a nasledného traveni
na dvou modelovych proteinech, B - laktoglobulinu (B-LG) a p-kaseinu (f-CN), v pfitomnosti
glukozy. Agregace proteint a jejich traveni v simulovaném gastrointestinalnim traktu byly
monitorovany za pouziti elektroforézy na polyakrylamidovém gelu, extruzni chromatografie
a transmisni elektronové mikroskopie (Pinto et al., 2014).

Glykosylace bilkovin byla provedena reakci s gluk6zou ve vodném prostiedi. Substraty
byly zahtivany pii teplot¢ 90 °C po dobu 24 h. Vzorky byly postupné odebirany béhem
procesu a ihned zchlazeny v ledové vodni lazni. Simulované gastrointestinalni traveni bylo
provedeno ve dvou krocich pfi teploté 37 °C. Zaludedni faze trvala 60 min. Na jejim zadatku
byl ptidan vepiovy pepsin (aktivita 3800 U/mg proteinu). Gastrické traveni bylo zastaveno
zvySenim pH na hodnotu 6,5 pomoci 100 mM NaOH. Béhem stievni faze byl ptidan hovézi
a-chymotrypsin (aktivita 52,6 U/mg proteinu) a dale 4 mM taurocholat sodny. Stfevni traveni
bylo zastaveno ptidanim inhibitoru trypsin—chymotrypsinu (Pinto et al., 2014).

Ve studii bylo zjisténo, ze tvorba tepelnych agregati byla rychlejsi u f-CN nez u B-LG.
Ve srovnani s kontrolnimi vzorky glykosylace zpomalovala kinetiku agregace B-LG. Dale
bylo zjisténo, Ze velikost agregati B-CN rostla s dobou ohievu bez ohledu na piredchozi
glykosylaci. Pfi traveni nativnich bilkovin nebyl B-LG vyznamné Stépen, ackoliv byl
hydrolyzovan velmi rychle (zcela zmizel jiz po 20 minutové inkubaci s pepsinem). Tepelné
oSetfeni zvysilo ucinek traveni B-CN, byl degradovan jiz po 5 min a B-LG byl kompletné
Stépen po 40 min zalude¢ni faze. Naopak glykosylace zvysila odolnost proteind, jez byly stale

piitomny i na konci gastrointestinalniho traveni ( Pinto et al., 2014).

In vitro gastrointestinalni travenim mléénych matric se zabyval mimo jiné i Rinaldi
etal. (2014) u pasterovaného mléka, sterilovaného mléka a u neochuceného jogurtu
s rozmichanym koaguldtem. Pasterované mléko obsahovalo 1 g /100 ml mlééného tuku
a36g /100 ml proteinu. Sterilované mléko obsahovalo 1 g/100 ml tuku
a 3,2 /100 ml bilkovin. Jogurt obsahoval 2,5 g/100 g tuku a 4 g/100 g bilkovin (Rinaldi
et al., 2014).

Pro pfipravu simulovanych travicich tekutin byla pouzita ¢inidla KCI, NaCl, CaCly,
NH4CIl, MgCl,, HCI, NaHCO3;, NaH;PO4, KH,PO,, NaSO., KSCN, monohydrat glukozy,
kyseliny glukuronové a kyseliny mocové, Zlucovy extrakt a extrakt mucinu z vepfového
zaludku (typ III), hovézi syrovy albumin (Cistota 98 g/100 g) a hydrochlorid glukosaminu.
Vsechny potiebné enzymy byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Sigma—Aldrich, USA),
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jednalo se 0 enzymy vepiova a-amylasa typu VI-B (28 U/mg pevné faze Skrobu jako
substrat), veprovy pepsin (471,305 U/mg pevné faze hemoglobinu jako substrat), vepiovy
pankreatin (specifikace 8 USP) a veptové lipasy typu Il (30,90 U/mg proteinu za pouziti
triacetinu jako substratu) (Rinaldi et al., 2014).

Travici proces byl zahdjen vytemperovanim mlé¢nych matric (9 g) na 37 °C ve vodni
lazni, ptidavkem 6 ml slin a promichanim. Béhem zalude¢ni faze bylo pfidano
6 ml zalude¢nich tekutin a smés byla michana po 15 min v pfipadé¢ mléka nebo po 30 min
Vv ptipad¢ jogurtu. Poté byly znovu pfidany Zalude¢ni $tavy. Celkova doba traveni vzorku
Vv gastrické fazi byla 60 min pii 30 °C. Strevni faze byla zahijena piidanim
hydrogenuhli¢itanu (2 ml), Zlu¢i (6 ml) a stfevni stavy (12 ml). Smé&s pak byla michana
po dobu 60 min pii 30 °C. Vzorky travenin byly postupné¢ odebirany po 2, 5, 15 a 30 min
promléka a po 5, 15, 30 a 60 minutach pro jogurt béhem zalude¢ni faze a po 5, 10,
30 a 60 min béhem stievni faze traveni obou typti matric (Rinaldi et al., 2014).

V této praci bylo prokazano, ze zpracovani, zejména tepelné osSetfeni, mélo vétsi vliv
na traveni mléénych bilkovin nez struktura matrice. Kaseiny a syrovatkové bilkoviny byly
snadn€ji degradovany u sterilovaného mléka nez u pasterovaného, u obou vzorkli pak
dochazelo k nejintenzivnéjSimu Stépeni béhem Zzalude¢ni faze. To naznacuje, Ze sterilacni
oSetfeni mléka zvySuje nachylnost proteini vici pepsinu. Degradace proteinii u jogurtu byla
stejnd jako u sterilovaného mléka. Béhem Zalude¢ni faze bylo uvolnéno méné mastnych
kyselin nez béhem stievni faze traveni u obou vzorki mlék. U jogurtu byl obsah volnych
mastnych kyselin o néco vyssi nez u vzorki mlék béhem zaludecniho traveni. Kone¢ny obsah

volnych mastnych kyselin byl nejvyssi u sterilovaného mléka (Rinaldi et al., 2014).

3.4.2.3 Vliv traveni na alergenicitu

Cilem studie Bened¢ et al. (2014) bylo poskytnout imunologickou charakterizaci traveni
vyrobkil z kravského mléka. Tato prace byla zaméfena na urceni epitopu IgE alergenniho
syrovatkového proteinu fB-laktoglobulinu (B-LG) po in vitro trdveni s pouzitim lidskych (HF)
nebo simulovanych zazivacich tekutin (SF). Alergenicita §tépu B-LG byla vyhodnocena
metodou ELISA pouzivanych protilatky 6 pacientd alergickych na mlééné bilkoviny.
Produkty reakci byly identifikovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

s hmotnostni detekci (Benedé et al., 2014).
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Zaludeéni traveni bylo provedeno pii pH 2,0 po dobu 60 min a 37 °C a¢inkem
praseC¢iho pepsinu (182 U/mg B-LG). Stievni Stépeni probihalo 30 min pH 6,5 a pfi
37 °C za pritomnosti praseCi pankreatické lipasy (24,7 U/mg B-LG) a zlu¢ové soli. Stievni
traveni bylo zastaveno pomoci inhibitoru trypsin-chymotrypsinu (Benedé et al., 2014).

Bylo zjisténo, ze alergenicita mlééné matrice byla postupné snizena béhem traveni.
K nejvétsimu poklesu doSlo béhem zalude¢ni faze, avSak na konci stfevni faze nebyl

pozorovan zadny zbytkovy protein (Benedé¢ et al., 2014).

3.4.2.4 Vliv traveni na biologickou aktivitu

Ve studii Fu et al. (2015) byl pouzit simulovany staticky in vitro gastrointestinalni
model traveni ke zkoumani biologické dostupnosti kurkuminoidd v zavislosti na typu nosice
(Fu et al., 2015).

Jako zdroj téchto latek byl pouzit pfipravek Bio-kurkumin (Arjuna Natural Extracts
Limited, Indie) se 70 % obsahem kurkuminoidi. Jako zédkladni nosi¢ byl vybrano suSené
podmasli (Warrnambool Cheese and Butter Factory, Australie), jez obsahovalo 32,5 % hm.
bilkovin, 8,4 % hm. tuku, 50,1 % hm. laktozy a 2,9 % hm. vlhkosti (Fu et al., 2015).

Susené podmasli bylo obnoveno smichanim s destilovanou vodou. Hydratace bilkovin
probihala po dobu 30 min za teploty 45 °C ve vodni lazni. 100 mg piipravku Bio-kurkumin
(Arjuna Natural Extracts Limited, Indie) bylo rozpusténo v 10 ml ectanolu za pouziti
ultrazvuku. 2 ml tohoto roztoku byly nasledné smichany s 98 ml pfipraveného podmasli nebo
fosfatového pufru (5 mM) (Fu et al., 2015).

Roztok simulovanych Zalude¢nich §tav (SGF) byl piipraven z NaCl (2 + 0,01 g)
a7 mlHCI (37 %, w/V) rozpusténych v 800 ml destilované vody. Hodnota pH SGF byla
upravena na 1,2 pomoci 1 M NaOH. Ptipravené vzorky byly smichany s 5 ml roztoku SGF
a pepsinem (6,4 mg/ml). Zaludeé¢ni §tépeni bylo provedeno v tiepaci vodni lazni pii teploté
37 °C a2 100 rpm po dobu 2 h. Zaludeéni faze byla zastavena upravou pH na hodnotu 6,8.
Roztok simulovanych stfevnich s§tav (SIF) byl pfipraven pomoci 0,4 M NaCl
a 15 mM CaCl2. Hodnota pH byla upravena na 6,80 + 0,05 pomoci 1 M NaOH nebo
1 M HCI. K vzorkim proslym gastrickou fazi bylo pfidano 3,2 ml SIF, rtizné mnozstvi
zlucového extraktu (0, 12 a 188 mg/ml) a 1,8 ml pankreatinu (10 mg/ml). Stievni §tépeni bylo

opét realizovano v tiepaci vodni lazni pfi teploté 37 °C a 100 rpm po dobu 3 h. In vitro traveni
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bylo zastaveno ochlazenim vzorki v ledové vodé. Obsahy kurkuminoidil v traveninach byly
analyzovany pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie (Fu et al., 2015).

Fu et al. zaznamenali, ze u kurkuminoidii v fosfitovém pufru Se biologickd dostupnost
zvysila na 18,7 %. Jesté vyssi (o 5-8 %) pak byla v ptipadé pouziti podmasli. Lze tedy fici,
ze dostupnost téchto biologicky aktivnich latek pti pfechodu statickym in vitro travicim
traktem byla ovlivnéna nosi¢em a mlé¢na matrice (podmasli) fungovala jako dobry nosic¢
kurkuminoidti. Biologickou dostupnost kurkuminoidli také vyrazné zvySovalo mnozstvi

pouzitych Zlu¢ovych kyselin (Fu et al., 2015).

He et al. (2015) zkoumali u¢inky simulovaného traveni na mléény napoj ochuceny
ovocnou Stavou. Studie byla zaméfena na charakterizaci antioxidacni aktivity jeho slozek
predevsim syrovatkove bilkoviny, kyseliny chlorogenové a katechinu (He et al., 2015).

Simulované traveni probihalo za hodnot pH 3,7 (gastrické¢ faze) a 6,8 (stievni faze).
Vzorky byly inaktivovany tepelnym oSetfenim pii 63 °C po dobu 30 min. Po tepelném
oSetfeni byly traveniny ochlazeny na pokojovou teplotu a antioxida¢ni aktivita byla
analyzovana spektrofotometricky (He et al., 2015).

Bylo pozorovano, Zze béhem simulovaného zaludecniho trdveni probihala hydrolyza
zkoumanych latek mén¢ intenzivné nez béhem stievni faze. Z vysledkl této studie vyplynulo,
ze antioxidacni potencial byl ovlivnén koncentraci syrovatkovych proteintd, typem fenolové
sloZzky a tepelnym oSetfenim. Antioxidacni aktivita byla také vyznamné ovlivnéna interakci

S ostatnimi sloZkami napoje, uplatiioval se zde napf. synergicky ucinek a maskovani

(He et al., 2015).

3.4.2.5 Vliv komlexace na traveni mléénych bilkovin

Studie Peréze et al. (2014) mlécnych bilkovin, jeZ je zaméfena na charakterizaci traveni
nanokomplexil, byla provedena za uc¢elem raciondlniho vyuziti potravin pro zlepSeni lidského
zdravi a prevenci nemoci. M1é¢né proteiny jsou vhodnou matrici pro vyvoj funkénich slozek
potravin, protoze jsou $iroce konzumovany a bylo prokazano, Ze jsou potencialné dobrymi
nosi¢i pro bioaktivni slozky jako jsou vitaminy a nutriceutika. Prace charakterizovala
interakci mezi p-laktoglobulinem a kyselinou listovou (FA) pifi riznych vzajemnych
pomerech vzniklych komplexti a jejich funkéni disledky, pokud jde o koloidni chovani

a stravitelnost vzniklych komplexti (Peréz et al., 2014).
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Pokus byl proveden na prasku (Biopure b-—lg, Davisco Foods International, USA,
s obsahem 97,8 % hm. bilkovin, 93,6 % hm. 3-LG, 0,3 % hm. tuku a 1,8 % hm. popelovin).
Simulované zalude¢ni tekutiny in vitro statického traviciho traktu obsahovaly KCI, KH2POy,
NaHCO3;, MgCl,, NH4Cl amocoviny. Simulovana stfevni kapalina se skladala z KCI,
KH,PO4, NaHCOj3;, NaCl, MgCl, a mocovinu. Proteino—vitaminové komplexy byly
pripraveny z koncentratii B—LG a FA, které byly kazdy zvlast’ rozpustény v destilované vodé
za stalého michani pti pokojové teploté. Vzniklé roztoky byly poté piefiltrovany a nechany
se odstat po 24 h pii 4 °C, aby se dosahlo uplné hydratace molekul. Nasledné bylo upraveno
pH na hodnotu 7,0 pomoci 1 M HCI nebo 1 M NaOH. B-LG/FA nanokomplexy byly
vyrobeny smichanim odpovidajiciho mnozstvi koncentrovanych roztokt pti pH 7,0 (Peréz et
al., 2014). Gastricka faze probihala p¥i teploté 37 °C za stalého michani pfi 250 rpm 1 h pfi
pH 1,5-4,5 (0,5 M HCI) a poté 1 h pti pH na hodnoté 6,25 (LM NH4;HCO3). 20 ml vzorku
bylo rozpusténo v 39 ml simulované zalude¢ni tekutiné¢ (SGF) a poté bylo pH upraveno
na hodnotu 4,5. Hned na zacatku zalude¢niho traveni byl ptfidan 1 ml roztoku pepsinu
(71 mg/ml, ptedem rozpusténého v SGF pii pH 4,5) 15ml2 M CaCl2 k dosazeni koneéné
koncentrace 1000 U pepsinu na ml SGF a 0,2 mM CaCl,. V navaznosti na 1 h gastrické faze,
bylo pH zvySeno na 6,25 (1 M NH4HCO3) a k analytu bylo pfidano 0,5 ml pankreatinového
roztoku (80 mg/ml, ptedem rozpustény V simulovanych stfevnich S§tavach pii pH 7)
k dosazeni koncentrace 100 U (na zaklad¢ aktivity proteasy) na 1 ml. Po 30 min stfevni faze
byly ptidany 2 ml glykodeoxycholatu a 1 ml taurocholové kyseliny. Vzorky byly odebirany
po 30 s, 30a60 min béhem obou procest traveni a rychle neutralizovany tpravou
pH na hodnotu 7 pomoci 1 M NH4HCO3 (Peréz et al., 2014).

Charakteristika interakci mezi B-LG a FA byla pozorovana zménou entalpie vyplyvajici
Z jejich spojeni za pouziti izotermického titra¢niho kalorimetru. Pro studium morfologickych
vlastnosti B-LG/FA komplexti byla pouzita mikroskopicka analyza (Peréz et al., 2014).

Vysledky ukazaly, ze Cisty B-LG byl Spatné degradovan v pribéhu simulovaného
zalude¢niho traveni, ale béhem stievniho faze doslo k jeho rychlému rozkladu. Srovnani mezi
proteolyzou ¢istého B-LG a komplexu B-LG/FA neprokazalo zadné vyrazné. Experimenty
dale zaznamenaly rozdily u rozkladnych produktd vzorku ¢istého B-LG oproti komplexu p—
LG/FA (Peréz et al., 2014).
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3.4.2.6 Interakce mléénych proteini a sacharidi v pribéhu traveni

Ve studii Morrella et al. (2015) byly zkoumany vlastnosti jogurtl se zvySenym obsahem
bilkovin a s pridavkem fyzikaln¢ modifikovaného Skrobu pied a po oSetfeni slinami.
K ptipravé jogurti bylo pouzito odstiedéné mléko (Central Lechera Asturiana, Spanélsko),
fyzikalné modifikovany $krob (Univar Ibérica, Spanélsko), izolované syrovatkové bilkoviny
(El Prat de Llobregat, Spanélsko), lyofilizované mlééné kultury (Genesis Laboratories Ltd.,
Bulharsko), aspartam a acesulfam K (EPSA Aditivos Alimentarios, Spanélsko) a destilovana
voda. Tukoprosta suSina vzorkll byla navySena odstfedénym mlékem, syrovatkovymi
bilkovinami nebo modifikovanym Skrobem (Morrell et al., 2015).

Simulovany roztok slin byl pfipraven z NaHCO; (5,208 g/l), KH,PO, * 3H,0O
(1,369 g/l), NaCl (0,877 g/l), KCI (0,477 g/l), Ca Cl, = 2 H,0 (0,441 g/1), vepfového mucinu
(2,16 /1), a-amylasy z vepirového pankreatu (8,70 g/l) a dvakrat destilované vody. Pomér
simulovanych slin ku vzorku byl 1 : 4. Pro charakterizaci tuku a viskoelastickych vlastnosti
vzorkl byly pouzity reologické testy pied a po oralni fazi traveni (Morrell et al., 2015).

Bylo zaznamenéno, Ze nejvice viskdzni byl vzorek s pfidanym odstiedénym mlékem.
Vsechny jogurty S pfidanym Skrobem byly krémovéjsi nez jejich alternativy Skrob
neobsahujici. Krémovitost téchto vzorkii byla pravdépodobné zplsobena piitomnosti
a interakcemi Skrobovych granuli Vv proteinové siti. Po in vitro peroralnim traveni bylo
zjisténo, ze zmény ve viskozité jogurtd jsou nejspi§ vyvolany tendenci se shlukovat.
Ptitomnost zachovany Skrobovych granuli pak ukazala, ze tyto granule nebyly Stépeny

slinami (Morrell et al., 2015).

3.4.2.7 Zmény v dostupnosti biologicky aktivnich latek pri prichodu travicim traktem

Interaktivita u mlé¢nych proteinit byla zkouméana na pasterovaném kravském mléku
s obsahem 0,1 % tuku, bilkovin 3,4 % a 4,6 % laktozy, oproti pasterovanému kravskému
mléku s obsahem 3,5 % tuku, 3,3 % bilkovin a 4,4 % laktozy. Lidské travici enzymy potiebné
k tomuto pokusu byly ziskany z lidskych Zzalude¢nich a stfevnich $§tav od 3 zdravych
dobrovolnika (Devle et al., 2014).

Modifikovany staticky ex vivo travici proces byl proveden ve dvou krocich. Prvnim
krokem bylo Zalude¢ni a druhym stfevni traveni. Prvni fdze probihala s postupnou redukci
pH z hodnoty 6,7 na hodnotu 5 po dobu 20 min pomoci 4M HCI. Poté byly pfidany
zalude¢nich enzymy a pH bylo opét snizeno pomoci 4 M HCI na hodnotu pH 2,5. Celkova

19



doba gastrické periody trvala 40 min. Stfevni faze probihala za pfidani stfevnich enzymi pti
pH 7 (upraveno 6 M NaOH) a trvala 120 min p#i konstantni teploté 37 °C. Vzorky byly poté
zamrazeny (Devle et al., 2014).

Bilkoviny byly analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie, lipidy pomoci plynové
chromatografie (Devle et al., 2014).

Devle et al. (2014) zaznamenali, Ze u plnotu¢ného a odstiedéného mléka byly kaseiny
témet stravené jiz po 40 min zalude¢ni faze. -LG zistal neporuseny u plnotuéného miéka
po obou procesech, tedy po celkové dobé traveni 160 min. U odstiedéného mléka se vSak
zacal $tépit jiz po 60 min stievni faze. Jeho degradace byla tedy vyznamné ovlivnéna
obsahem tuku. Obsah lipida klesl v plnotu¢ném mléce o 37 %. B&hem traveni rostl obsah

volnych mastnych kyselin a to nejvice béhem jeho sttevni faze (Devle et al., 2014).

Ugelem studie Li and McClements (2014) bylo objasnéni vlivu u typu povrchové
aktivnich latek na chovani tukové emulze pomoci simulovaného sttevniho modelu lipolyzy.
Jako tukové faze byly pouzity kapinky kukufiéného oleje, jez byl nejprve upraven
membranovou homogenizaci. Emulze typu olej/voda byla vyrobena smichanim tukové faze
s vodnou za piitomnosti povrchové aktivnich latek (alginate sodny, roztok chitosanu, nebo p—
LG. Vyrobené emulze byly skladovany pii pokojové teploté pies noc (Li and McClements,
2014).

Vzorky byly pied travicim procesem natfedény na 0,4 % hm. obsahu tuku. In vitro
statické traveni bylo provedeno pii teploté 37 °C smichanim vzorka, fosfatového pufru
a simulovanych stievnich tekutin. V reakéni nadobé bylo udrzovano pH na hodnoté
7,0 pomoci automatického ptidavku 50 mM roztoku NaOH. Lipolytické Stépeni bylo
sledovano pomoci méfeni uvoliovani volnych mastnych kyselin ze vzorkd (Li and
McClements, 2014).

Autofi pozorovali, ze velikost tukové kapicky a tim 1 rychlost lipolysy zavisi na pouZiti
a typu surfaktantu. U neionickych povrchové aktivnich latek dochazelo K rychlejsi adsorpci
na mezifazi rychleji a snizovani u¢innéj$imu mezifazového napéti (Li and McClements,

2014).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Materialy, chemikalie, pristroje a zarizeni
4.1.1 Materialy

Jako mlécné matrice byly pouzity mléka a mlécné vyrobky bézné dostupné v trzni siti

Ceské republiky, nebo materidly poskytnuté vyzkumnym pracovistém Katedrou kvality

zemédélskych produkti Ceské zemédélské univerzity (CZU) v Praze.

Tabulka 1: Seznam pouzitych mléénych matric

Vzorek Produkt Vyrobee/prodavajici | Trvanlivost
1 syrové mléko Farma Hole, CR 3 dny
2 syrové kozi mléko Czu neuvedeno
3 syrové matetské mléko CzZU neuvedeno
4 pasterované mléko, 3,5 % hm. tuku K-Classic, CR 6.6.2014
5 pasterované kozi mléko, 2,7% hm. tuku Biofarma DoRa, CR 2.6.2014
6 pasterované ov¢i mléko, 3,5 % hm. tuku Kozi farma Péné¢in, CR | 2.6.2014
7 UHT mléko, 0,5 % hm. tuku K-Classic, CR 15.11.2014
8 UHT mléko, 1,5 % hm. tuku K-Classic, CR 3.2.2014
9 UHT mléko, 3,5 % hm. tuku K-Classic, CR 9.10.2014
10 mléko sterilované v obalu, 7,5 % hm. tuku | Mlékarna Hlinsko, CR | 7.12.2014
11 suSené mléko, 26 % hm. tuku Bohemilk, CR 17.9.2014
12 pasterovana smetana, 33 % hm. tuku MIékarna Polna, CR 5.7.2014
13 zakysana smetana, 18 % hm. tuku Madeta, CR 9.8.2014
14 bily jogurt, 2,7 % hm. tuku Olma, CR 28.9.2014
15 acidofilni mléko, 3,5 % hm. tuku RAJO, CR 11.6.2014
16 kefir, 3,5% hm. tuku Biovavtinec, CR 7.6.2014
17 kysané podmasli, 1 % tuku Moravia Lacto, CR 12.7.2014
1g | cidamskysyr, ‘Z‘falof;’srq‘nig;‘i v suSin€ (tvs), K-Classic, CR 24.7.2014
19 eidamsky syr, 40 % hm. tvs, zralost 5 mésict IMCO,CR neuvedeno
20 susena syrovatka, 1,5 % hm. tuku Simandl, CR 7.2.2015

1 Pokud neni jinak specifikovano, jedna se o produkt z kravského mléka
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4.1.2 Chemikalie

Byly pouzity chemikélie o Cistoté p.a. Seznam pouzitych chemikalii je uveden nize:
CaCl, * H,0 (Penta, CR)
CH3COOH (Lach-ner, CR)
Citrat trisodny (Penta, CR)
Fenolftalein (Lach-ner, CR)
HCI (Lach-ner, CR)

H,0, (Lach-ner, CR)

H,S0, (Lach-ner, CR)
Isopropylalkohol (Penta, CR)
Kaseinat sodny (Penta, CR)
KCI (Lach-ner, CR)

KH,PO, (Penta, CR)

KOH (Lach-ner, CR)
Kyselina stearovéa (Penta, CR)
MgCl, * H,O (Penta, CR)
NaCl (Lach-ner, CR)
NaHCO; (Lach-ner, CR)
NaOH (Lach-ner, CR)
Na,SO, (Penta, CR)
(NH,4)2CO3 (Penta, CR)
Octan sodny (Penta, CR)
Petrolether (Lach-ner, CR)

Seznam pouzitych enzymi:
Vepiovy pepsin, aktivita 2 000 U/,ml (Sigma—Aldrich, USA)
Pankreatin, aktivita 100 U/ml (Sigma-Aldrich, USA)
Zlu¢, koncentrace 10 mM (Sigma—Aldrich, USA)
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4.1.3 Pristroje a zatizeni

Bylo pouzito standardni pfistrojové vybaveni analytické laboratofe. Specidlni pfistroje

jsou uvedeny nize:

Destila¢ni jednotka Kjeltec Auto Distillation 2 200 (FOSS TECATOR, Dansko)

MilcoScan FT 120 (FOSS, Dansko)

Mineralizaéni blok TerMin20 D40 (SKA-TEC, Ceska republika)

Soxtec systém HT6 Sox 414 (Gerhardt, Némecko)

4.2 Metody

4.2.1 Hydrolyza mléénych matric

Hydrolyza mléénych matric byla provedena postupem uvedenym v nejnoveéjsi
publikované verzi standardizovaného statického in vitro traviciho modelu Infogest Working
Group (Minekus et al., 2014). Traveni mélo 3 faze (ordlni, zaludecni a stifevni). Pted

samotnou hydrolyzou byly pfipraveny simulované travici stavy podle tabulky 2 nize.

Tabulka 2: Piiprava simulovanych §t’av traviciho traktu SGF a SIF

o Zasobni roztok SGF SIF
Chemikalie
c [o/l c [mol/l] ¢ [mmol/l] ¢ [mmol/l]

KCI 37,3 0,5 6,9 6,8
KH2PO,4 68,0 0,5 0,9 0,8

NaHCO; 84,0 1,0 25,0 85,0

NaCl 117,0 2,0 47,2 38,4
MgCl,(H20)s 30,5 0,2 0,1 0,3
(NH4)2CO3 48,0 0,5 0,5 -

SuSené a zahu$téné matrice byly obnoveny a nafedény dle pozadavki experimentu
destilovanou vodou, susené mléko na 10 % hm. suSiny a susena syrovatka na 7 % hm. suSiny

(nativni koncentrace). Tekuté a polotekuté vzorky oralni fazi neprochazely, pred gastrickym
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travenim byly pouze homogenizovany promichanim. Tuhé vzorky byly mélnény v ustech
po dobu 2 min, kde byly zaroven promichany se slinami.

Do 60 ml plastovych zkumavek se Sroubovacim uzdvérem bylo napipetovano
10 ml homogenizovanych mléénych matric. Ke vzorkim bylo pfiddno 7,5 ml SGF
a5 pl CaCl, o koncentraci 0,3 mol/l (Penta, CR). Obsah zkumavek byl homogenizovan pfi
500 rpm michadlem Vitrum M32 (Elisabeth Pharmacon, CR). Dale byla provedena tprava
pH smési pomoci roztokd NaOH o koncentraci 1 mol/l (Lach-ner, CR) nebo HCI
o koncentraci 6 mol/l (Lach-ner,CR) na hodnotu 3,0. Do zkumavek bylo nasledné odvazeno
pomoci analytickych vah Mettler AE 200 (Metler Toledo Svycarsko) 0,008 g pepsinu
(Sigma—Aldrich, USA) a objem zkumavky byl doplnén destilovanou vodou na 20 ml, obsah
zkumavky byl opét homogenizovan pii 500 rpm michadlem Vitrum M32 (Elisabeth
Pharmacon, CR). Zaludeéni faze traveni mléénych matric probihala v temperované mistnosti
pii 37 °C po dobu 2 h za stalého michani (200 rpm) v tfepacce Stuart CB 162 (Stuart, UK).

Po skonceni gastrické faze bylo k obsahu zkumavek ptiddno 11 ml SIF,
0,638 g pankreatinu (Sigma—Aldrich, USA) a 0,352 g Zlu¢i (Sigma—Aldrich, USA) taktéz
navazenych na analytickych vahach Mettler AE 200 (Mettler Toledo, Svycarsko). Dale bylo
piidano 40 pl CaCl, o koncentraci 0,3 mol/l (Penta, CR), vzorky byly zhomogenizovany pii
500 rpm michadlem Vitrum M32 (Elisabeth Pharmacon, CR) a ponechany 5 min v klidu.
Nasledovala uprava pH smési pomoci roztokti NaOH o koncentraci 1 mol/l (Lach-ner, CR)
nebo HCI o koncentraci 6 mol/l (Lach-ner,CR) na hodnotu 7,0. Obsahy zkumavek byly
doplnény destilovanou vodou na 40 ml a nasledné byly znovu zhomogenizovany pii 500 rpm
michadlem Vitrum M32 (Elisabeth Pharmacon, CR). Stievni fize probihala v temperované
mistnosti pii 37 °C po dobu 2 h za stalého michani pfi 200 rpm vV tfepatce Stuart
CB 162 (Stuart, UK). Vzniklé traveniny byly zmrazeny na teplotu —20 °C kvuli inaktivaci

enzymil.
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4.2.2 Analytické metody

4.2.2.1 Stanoveni obsahu kaseinu U tekutych a polotekutych mléénych matric a travenin

Obsah kaseinu (CN) u tekutych a polotekutych mlé¢nych matric a travenin byl
zanalyzovan metodou infracervené spektroskopie na piistroji MilcoScan FT 120 (FOSS,
Dansko). Tento pfistroj je uren K analyze slozeni syrového mléka a mléénych vyrobkd.
Analyza vzorkl je zaloZena na méfeni absorpce infracerveného zatreni pii specifickych
vlnovych délkéach pro kazdou stanovovanou slozku. Métici jednotkou je FTIR interferometr,
ktery za dobu kratsi neZ 1 s naskenuje a proméfi celé infradervené spektrum (CSN 570530,
1076; FOSS, 2002). Piistroj byl pro toto stanoveni kalibrovan pomoci Kjeldahlovy metody
stanoveni CN (CSN ISO 17997 — 2, 2006), a byl pted kazdym méfenim vynulovan a vy¢&istén.
Me¢teni prob&hlo v modulu Improved milk pomoci softwaru FT 120 (FOSS, Dansko).
Vsechny substraty byly ptfed vlastnim stanovenim vytemperovany na 40 °C ve vodni lazni
Medingen W12 (Medingen GmbH, Némecko). Susené mlécné vyrobky (susené mléko a
susena syrovatka) byly nafedény destilovanou vodou na 10 a 7 % roztok a obsah kaseinu byl
nasledn¢ piepocten na ptivodni obsah suSiny. Polotekuté nehydrolyzované vzorky (zakysané
mlééné matrice) byly pied analyzou nafedény nehydrolyzovanym odstfedénym UHT mlékem
(K — Classic, CR) vpoméru 1:1. Obsah kaseinu u téchto substratti byl vypoéten pomoci

vzorce (1):

CN=(x-"2y)*2 (1)

CN.....obsah kaseinu [%]
X.....obsah kaseinu zfedéného polotuhého nehydrolyzovaného vzorku [% hm.]

y.....obsah kaseinu nehydrolyzovaného odstiedéného UHT mléka [% hm.]

Zmrazené¢ hydrolyzované vzorky mléénych matric byly nejprve rozmrazeny
a zhomogenizovany michadlem Vitrum M32 (Elisabeth Pharmacon, CR). Nasledovala jejich
temperance na 40 °C ve vodni lazni Medingen W12 (Medingen GmbH, Némecko) a analyza

na pristroji MilcoScan FT 120 (FOSS, Dansko) programem Improved milk. Obsah
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CN u hydrolyzatt byl vypocten z rovnice kalibra¢ni kiivky (viz kapitola 4.2.2.3). Od kazdého
vzorku bylo provedeno 6 paralelnich méfeni.

4.2.2.2 Stanoveni obsahu kaseinu u tuhych mléénych matric

Stanoveni obsahu kaseinii u nehydrolyzovanych syrtu bylo provedeno pomoci frakci
dusiku a Kjeldahlovou metodou (CSN ISO 17997-2). Do kadinek bylo
navazeno na analytickych ~ vahach Mettler AE 200 (Mettler Toledo, Svycarsko)
15 g nastrouhaného syru (m;) a 75 g citratu trisodného (Penta, CR) (m;). Smés byla
homogenizovana po dobu 10 min pomoci kuchyniského mixeru Moulinex—clic and mix
(Moulinex, Francie). 60 g takto vzniklé citratové disperze (m3) bylo odvazeno do odmérné
banky (o objemu 200 ml) na analytickych vahach Mettler AE 200 (Mettler Toledo,
Svycarsko) a doplnéno destilovanou vodou po rysku baiiky (V). Pro stanoveni frakce
rozpustné pii pH 4,5 bylo odpipetovano 80 ml vzniklého citratového roztoku, ktery byl
temperovan po dobu 5 min ve vodni lazni Electronic balance 11VA (A&D Company,
Japonsko) pii teploté 10-12 °C. K nému bylo byretou piidano 11,3 ml HCI (Lachener, CR)
0 koncentraci 6 mol/l a za intenzivniho michani byla smés vytemperovana na 20 °C. Poté byl
objem doplnén na 100 ml destilovanou vodou (Cerna a Cvak, 1986). Ke stanoveni obsahu
dusiku Kjeldahlovou metodou bylo odpipetovano 5 ml smési.

Princip Kjeldahlizace je zaloZen na oxida¢ni mineralizaci latek varem s koncentrovanou
H,SO, a HyO, za piitomnosti katalyzatori. Minerdlni dusik pfechazi na amoniak, ktery
je stanoven acidometrickou titraci. 5 ml smési z piedeslé analyza¢ni metody bylo zvaZzeno
v kddinkéach (mg). Tato smés byla nasledné zfedéna 75 ml destilované vody a dale byl ptidan
1 ml 10 % CH3COOH (Lach-ner, CR) a vie bylo promichano ty&inkou. Po 10 min odpoginku
byl piidan 1ml roztoku 34,02 g trihydratu octanu sodného (Penta, CR), objem smési byl
doplnén na 100 ml destilovanou vodou a vSe bylo opét promichano. Po 15 min stani byly
vzorky zfiltrovany pies filtrani papir 0 stiedni hustoté (390) pfedem smocenym promyvacim
roztokem, ktery byl slozen z 6 ml 10 % CH3COOH (Lach-ner, CR) a 14 ml roztoku
34,02 g trihydratu octanu sodného (Penta, CR) doplnéného destilovanou vodou na objem
100 ml s upravou pH na hodnotu 4,8. Pomoci promyvaciho roztoku byla srazenina
kvantitativné pfevedena na filtraéni papir a tfikrdt promyta 10 ml promyvaciho roztoku.
Vzorky v digesénich trubicich byly smichany s 20 ml H,SO, (Lach-ner, CR) o koncentraci
0,2 mol/l, se 2 tabletami katalyzatoru (FOSS, Dansko) a 10 ml koncentrovaného H,O;

(Lach:ner, CR). Metoda Kjeldahlizace se skladala ze 3 stupiiti: mineralizace, destilace
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atitrace. Mineralizace byla provedena vV diges¢nich trubicich mineralizanim blokem
TerMin20 D40 (SKA — TEC, CR). Destilace zmineralizovaného materialu probéhla
v automatické destilacni jednotce Kjeltec Auto Distillation 2 200 (FOSS TECATOR,
Dénsko), poté byly vzorky titrovany pomoci H,SO; (Lach-ner, CR) o koncentraci
2 M do zmény zabarveni. Soucasné¢ byl proveden slepy pokus, ve kterém probéhlo stanoveni
pozadi pouzitych chemikalii a katalyzatord (CSN ISO 17997-2). Od kazdého syru byla
provedena 2 paralelni stanoveni jednotlivych frakci. Obsah CN byl vypocéten podle vzorce (2):

1,4007 * b* ¢ *(mq+my ) *V — Ngp
CN= “TEP 4 6,38 %2 (2)
mq*xmg * My

CN.....obsah kaseinu [% hm.]

b.....spotfeba odmérného roztoku H,SO4 po odectu slepé zkousky [ml]
C.....koncentrace odmérného roztoku H,SO4[mol/l]

m;.....navazka rozstrouhané¢ho syra u stanoveni frakci dusiku v syru [d]
m,.....navazka citratu trisodného u stanoveni frakeci dusiku v syru [g]
Ms.....hmotnost citratové disperze u stanoveni frakci dusiku v syru [d]
my.....navazka u Kjeldahlizace [g]

V.....objem stanoveni frakci dusiku v syru [ml]

Npp.....obsah dusiku ve filtratnim papiru [% hm.]

Mep.....hmotnost filtracniho papiru [g]

4.2.2.3 Kalibrace stanoveni obsahu kaseinu U travenin

Kalibrace obsahu CN u hydrolyzovanych mlé¢nych matric byla provedena pomoci
hydrolyzatu UHT odstfedéného mléka (K-Classic, CR) s riiznymi koncentracemi kaseinatu
sodného (Penta, CR). Sada kalibra¢nich vzork byla proméfena metodou infratervené
spektroskopie na piistroji MilcoScan FT 120 (FOSS, Dansko) v programu Improved milk (viz
kapitola 4.2.2.1) a pomoci Kjeldahlovy metody stanoveni CN (viz kapitola 4.2.2.2). Pouzité
koncentrace byly 0; 0,01; 0,10;0,25; 0,50 a 1,00 % hm. kaseinatu sodného (Penta, CR).
Stanoveni bylo provedeno pro kazdy vzorek dvakrat. Kalibra¢ni kiivka je uvedena na obrazku
1.

27



0,50

0,40 j_‘

0,30
0,20

0,10 /'/

0,00 / T T T T

0,po 0,10 0,20 0,30 0,40 0,p0

CNy

-0,10

CN,,

Obrazek 1: Kalibra¢ni krivka pro stanoveni CN U travenin metodou infracervené

spektroskopie

Rovnice kalibra¢ni pfimky byla: CNy = 0,0057 + 0,8869 CNk, piiR=0,9 (3)

CNk.....obsah kaseinu stanoveny pomoci Kjeldahlovy metody [% hm.]

CNp.....obsah kaseinu stanoveny pomoci infracervené spektroskopie [% hm.]

Vysledky jsou zobrazeny jako aritmeticky pramér ze dvou méfeni + rozptyl.

4.2.2.4 Stanoveni obsahu volnych mastnych Kyselin u tekutych a polotekutych mléénych

matric a travenin

Obsah volnych mastnych kyselin (VMK) u tekutych a polotekutych mléénych matric
atravenin byl zanalyzovan metodou infracervené spektroskopie na piistroji MilcoScan
FT 120 (FOSS, Dansko), ktery byl pro toto stanoveni kalibrovan titraci tukli pomoci
pH elektrody. Polotekuté nehydrolyzované vzorky (zakysané mlécné matrice) byly pied
analyzou natedény nehydrolyzovanym odstfedénym UHT mlékem (K—Classic, CR) v poméru
1:1. Analyza probihala stejnym zpisobem, jaky je popsan v kapitole 4.2.2.1. Obsah VMK
u hydrolyzati byl vypocten zrovnice kalibracéni kiivky (viz kapitola 4.2.2.6). Pro kazdy

vzorek bylo provedeno 6 paralelnich méfeni.
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Obsah volnych mastnych kyselin u zakysanych mléénych substratt byl vypocten pomoci
vzorce (4):

VMK = (x—-"y) *2 (4)

VMK.....obsah VMK polotuhého nehydrolyzovaného vzorku [mmol/10 I]
X.....obsah VMK ziedéného polotuhého nehydrolyzovaného vzorku [mmol/10 I]
y.....obsah VMK nehydrolyzovaného odstfedéného UHT mléka [mmol/10 I]

4.2.2.5 Stanoveni obsahu volnych mastnych kyselin u tuhych mléénych matric

Obsahu VMK u tuhych mléénych vyrobka (u syrii) byl stanoven po vyextrahovani tuku
ze vzorki dle Soxhleta (CSN 57 0530) metodou BDI (Cerna a Cvak, 1886).

Rozstrouhany syr byl rozmélnén v hmoZdifi spolu s bezvodnym siranem sodnym
(Penta, CR) v poméru syr : Nay;SO4 5 : 3, kde 1 odpovidal 1,4 g, coz bylo odvaZeno
na analytickych vahach Mettler AE 200 (Mettler Toledo, Svycarsko). Do extrakénich patron
bylo s analytickou pfesnosti navazeno 7 g smési na analytickych vahach Mettler AE 200
(Mettler Toledo, Svycarsko). Do extrakénich kelimkdi byly dany dva varné kaminky,
extrakéni patrony byly utésnény vatou a upevnény do stojanku na patrony, ktery byl umistén
do extrakéniho kelimku. Do aparatury byl piidan petroletherem (Penta, CR) tak, aby se jeho
hladina nedotykala patrony. Takto ptipravené extrakéni kelimky byly umistény do extrakéni
jednotky sytému Soxtec Sox 414 (Gerhardt, Némecko) predehiaté na 70 °C. Po skonceni
extrakce byly extrakéni kelimky suSeny v elektrické susarné G-100/200 (KBC, Polsko) pfi
teploté 103—105 °C do konstantni hmotnosti (CSN 57 0530). Od kazdého syru byla provedena

2 paralelni méteni. Obsah tuku byl vypocten podle vzorce (5):

W = Mextraktu £100 (5)

Myoztoku

W.....obsah tuku [% hm.]
Mextraktu- - -..hmotnost extraktu vysuseného do konstantni hmotnosti [g]

Mroztoku- - -..hmotnost navazky vzorku [g]
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Obsah VMK vzorkt byl nasledné stanoven extrakéné-titracni metodou BDI. Principem
této metody je extrakce mlééného tuku ve smési isopropylalkoholu (propanolu) a petroletheru
v kyselém prostiedi. Pfi extrakci pfechdzi volné mastné kyseliny spolu s ¢asti pritomné
kyseliny mléénédo nevodné faze. V alikvotnim podilu rozpustédla jsou pak titrovany
odmérnym roztokem KOH veskeré pritomné kyseliny (Cernd a Cvak, 1986).

ml tuku ziskaného ze syrii extrakci dle Soxhleta byly odpipetovany do valecku
se zabrusem. Ktuku bylo pfidano 10 ml BDI (¢inidla, které bylo namichano
z isopropylalkoholu (Penta, CR), petroletheru (Lach-ner, CR) a kyseliny sirové (Lach-ner,
CR) o koncentraci 2 mol/l smichané v poméru objemti 40: 10: 1. Dale bylo ptidano
6 ml petroletheru (Lach-ner) a 4 ml destilované vody. Valecky se smési byly zavieny zatkami
a intenzivn¢ protiepavany po dobu 15-30 s. Poté byly ponechany v klidu 10 min do oddéleni
vrstev. Z horni hydrofobni vrstvy bylo odpipetovano 5 ml do pfipravené titracni banky
a po ptidani 6 kapek indikatoru fenolftaleinu (Lach-ner, CR) 0 koncentraci 1 % byl obsah
bariky titrovan odmérnym roztokem KOH (Lach-ner, CR) o koncentraci 0,02 mol/l do riizové
barvy. Stejné¢ byl proveden i slepy pokus s destilovanou vodou, u n¢hoz bylo soucasné
ve valeCku zjiSténo piesné mnozstvi odde€lené horni vrstvy faze rozpoustédla v ml, které pak
bylo dosazeno pii vypoétu do vzorce (Cerna a Cvak, 1986). Od kazdého syru byly provedeny
2 paralelni stanoveni obsahu VMK. Vypocet volnych mastnych kyselin byl proveden dle

vzorce (6):

(a—b) * ¢ *10°

n = 6
VMK a*x Pxt ()

odpipetované mnozstvi vzorku [ml]

~ oddéleny podil,odetteny u horni vrstvy u slepého pokusu [ml]

Nvmk. . ...obsah volnych mastnych kyselin ve vzorku [mmol/10 I]
a.....spotieba odmérného roztoku KOH pfi titraci vzorku [ml]
b.....spotfeba odmérného roztoku KOH pfi titraci slepého pokusu [ml]
C.....koncentrace odmérného roztoku KOH [mmol/10 I]

t.....obsah tuku ve vyrobku [% hm. ]
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4.2.2.6 Kalibrace stanoveni obsahu VMK travenin

Kalibrace obsahu volnych mastnych kyselin u hydrolyzovanych mléénych matric byla
provedena pomoci hydrolyzatu UHT odstfedéného mléka (K-Classic, CR) s riznymi
koncentracemi kyseliny stearové (Penta, CR). Sda kalibra¢nich vzorkdi byla proméfena
metodou infracervené spektroskopie na piistroji MilcoScan FT 120 (FOSS, Dansko)
v programu Improved milk (viz kapitola 4.2.2.3) a pomoci BDI metody (viz kapitola 4.2.2.3).
Pouzité koncentrace kyseliny stearové (Penta,CR) byly 20, 40, 60, 80 a 100 mol/l. Stanoveni

bylo provedeno pro kazdy vzorek dvakrat. Kalibracni kfivka je uvedena na obrazku 2.
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Obrazek 2: Kalibra¢ni krivka pro stanoveni VMK travenin metodou infracervené

spektroskopie

Rovnice kalibra¢ni piimky byla: VMKy = 24,6684 + 0,7756 VMKGgp,, pti R =0,9 (7)

VMKGgp.....obsah volnych mastnych kyselin stanoveny metodou BDI [mmol/10 I]

VMK.....obsah VMK stanoveny metodou infraervené spektroskopie [mmol/10 I]

Vysledky jsou znazornény ve formé aritmetického praméru ze dvou méfeni + rozptyl.
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4.2.3 Statistické metody

Pro ucely provedeni statistické analyzy byly vzorky mléénych matric rozdéleny
do skupin, které jsou uvedeny nize:

Skupinal: syrové kravské mléko, syrové kozi mléko, syrové matefské mléko,
pasterované kravské mléko s obsahem tuku 3,5 % hm., pasterované kozi mléko s obsahem
tuku 2,7 % hm., pasterované ov¢i mléko s obsahem tuku 3,5 % hm. U této skupiny byl
zkouman vliv druhu mléka na traveni.

Skupina 2: UHT mléko s obsahem tuku 0,5 % hm., 1,5 % hm. a 3,5 % hm. U této
skupiny byl zkouman vliv obsahu tuku na jeho traveni.

Skupina 3: syrové nestandardizované kravské mléko, pasterované kravské mléko
s obsahem tuku 3,5 % hm., UHT mléko s obsahem tuku 3,5 % hm., mléko sterilované v obalu
s obsahem tuku 3,5 % hm., susené mléko s obsahem tuku 3,5 % hm., U této skupiny byl
zkouman vliv tepelného zdhfevu na traveni matrice.

Skupina 4: pasterovana smetana s obsahem tuku 33 % hm., zakysand smetana
s obsahem tuku 18 % hm., bily jogurt s obsahem tuku 2,5 % hm., acidofilni mléko s obsahem
tuku 3,5 % hm., kefir s obsahem tuku 3,5 % hm. a kysané podmasli s obsahem tuku 1 % hm.
U této skupiny byl zkouman vliv fermentace a typu kultury na traveni vyrobkd.

Skupina 5: eidamsky syr se 40 % hm. tvs a zralosti 1 mésic, eidamsky syr se 40 % hm.
tvs a zralosti 5 mésict. Zde byl zkouman vliv délky zrani syrt na jejich traveni.

Skupina 6: suSené mléko s obsahem tuku 3,5 % hm. a suSena syrovatka s obsahem tuku
1,5 % hm. U této skupiny byl zkouman vliv druhu suSeného mlé¢ného vyrobku na jeho
traveni.

V ramci skupin byly provedeny jednotlivé statistické vypocty a analyzy rozptyli jak pro
obsahy kaseinu, tak i pro obsahy volnych mastnych kyselin.

U souborti ziskanych dat byly vypocteny aritmetické priméry, smérodatné odchylky,
hladiny intervalu spolehlivosti a rozptyly pomoci softwaru Microsoft Office Excel
2007 (Microsoft, USA). Analyza rozptylu, pomoci které byla vyvracena ¢i pfijmuta stanovena
hypotéza, byla propoéitana pomoci softwaru STATISTICA 12 (Statsoft, USA) na hladiné
vyznamnost P (o) = 0,05. Pro vSechny analyzy rozptylu platily tyto 2 podminky:

1. Ho = mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil v pribchu traveni bilkovin a tukt
2. Ha = mezi vzorky je statisticky vyznamny rozdil v pribéhu traveni bilkovin a tukid (mlé¢na

matrice ma vliv na proteasovou a lipasovou aktivitu)
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni vlivu mlééné matrice na proteasovou aktivitu

Stanoveni vlivu mlé¢né matrice na proteasovou aktivitu, respektive na stupen degradace
CN, pii vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest
Working Group bylo provedeno u nasledujicich substratii: tekutych (syrové kravské, kozi
a matefské mléko, pasterované kravské, kozi a ov¢i mléko o riiznych tucnostech, UHT
kravské mléko nizkotuc¢né, polotuéné a plnotucné, zahusténé plnotucné kravské mléko
sterilované v obalu, pasterovana smetana ke $lehani z kravského mléka), susenych (susené
plnotu¢né kravské mléko a sladka syrovatka z kravského mléka), polotekutych (zakysana
smetana, bily jogurt, acidofilni mléko, kefir a kysané podmasli z kravského mléka) a 2 tuhych
(eidamsky syr z kravského mléka o riznych stupnich zralosti).

Obsah kaseinu u tekutych a polotekutych mléénych vyrobkd a jejich travenin byl
stanoven pomoci metody infracervené spektroskopie na piistroji MilcoScan FT 120 (FOSS,
Dénsko). U tuhych mléénych matric byl obsah CN stanoven Kjeldahlovou metodou a u jejich
hydrolyzati metodou infracervené spektroskopie na piistroji MilcoScan FT 120 (FOSS,
Dénsko).

Souhrnné vysledky zmén obsahu kaseinu jednotlivych vzorka po prichodu modelem

gastrointestinalniho traktu jsou uvedeny na obrazku 3.
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Obrazek 3: Vliv mlé¢éné matrice na proteasovou aktivitu standardizovaného statického

in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group

CN.....obsah CN ve vzorku pied travenim [% hm.]

CN.H.....obsah CN vV traveniné vzorku [% hm.]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.

Z obrazku 3 je patrno, Ze nejvyssi obsahy CN byly zaznamendny u matric s nejvyssi
suSinou. Vhledem k mife poklesu obsahu CN po priichodu simulovanym travicim traktem lze
fici, ze tato mlécna bilkovina je velmi dobfe Stépena a proteasova aktivita je vysoka.

Nejobtiznéji byl degradovan kasein u vzorki syrt.

5.1.1 Stanoveni vlivu druhu mléka na protesovou aktivitu

Vliv druhu mléka na proteasovou aktivitu, respektive na stupenn degradace CN, pti
vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working
Group bylo provedeno u nasledujicich substrat: kravského, koziho a matetského mléka.
Mléko kravské a kozi bylo k dispozici v syrové a pasterované varianté, mléko ov¢i
V pasterovaném a mateifské v syrovém stavu. Vysledky jsou graficky znazornény na obrazku

4.V tabulce 3 je uvedena ptislusna analyza rozptylu.
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Obrazek 4: Vliv druhu mlééné matrice na proteasovou aktivitu standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group

CN.....obsah CN ve vzorku pied travenim [% hm.]
CN.H.....obsah CN v travenin¢ vzorku [% hm.]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.

Tabulka 3: Statisticka analyza rozptylu vlivu druhu mléka na proteasovou aktivitu

standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group, P (a) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 21,397 | 0,001
Skupina 1 20,558 | 0,001
Chyba 10 - -
Vysledek p<p (o)

Z obrazku 4 je patrno, ze druh mlé¢nych matric nemél vliv na proteasovou aktivitu.
Nejhtfe byl kasein degradovdn u pasterovaného ov¢éiho mléka a u syrového mléka.
U ostatnich matric doSlo k jeho Gplnému rozstépeni. Rozdil mezi vzorky vSak pfesto nebyl

statisticky vyznamny na zvolené hladiné¢ vyznamnosti (viz tabulka 3).
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5.1.2 Stanoveni vlivu obsahu tuku mléénych matric na proteasovou aktivitu

Vliv obsahu tuku mléénych matric na proteasovou aktivitu, respektive na stupen
degradace kaseinu, pii vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substrati: UHT kravské mléko
nizkotuc¢né, polotu¢né a plnotu¢né. Vysledky jsou graficky znazornény na obrazku 5.

V tabulce 4 je uvedena prislusna analyza rozptylu.
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Obrazek 5: Vliv obsahu tuku mlééné matrice na proteasovou aktivitu
standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group

CN.....obsah CN ve vzorku pied travenim [% hm.]
CN.H.....obsah CN v traveniné vzorku [% hm.]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.
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Tabulka 4: Statisticka analyza rozptylu vlivu obsahu tuku mléka na proteasovou
aktivitu standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest

Working Group, P (a) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 192,000 | 0,000
Skupina 1 192,000 | 0,000
Chyba 4 - -
Vysledek p<p(a)

Z obrazku 5 je patrno, Ze obsah tuku nemél vliv na proteasovou aktivitu, nebot’ byl
uvsech vzorkii CN v pribéhu traveni zcela degradovan. Rozdil mezi jednotlivymi

traveninami nebyl na zvolené hladin€é pravdépodobnosti statisticky vyznamny (viz tabulka 4).

5.1.3 Stanoveni vlivu tepelného oSetfeni mlécné matrice na proteasovou aktivitu

Vliv tepelného oSetieni mlééné matrice na proteasovou aktivitu, respektive na stupen
degradace kaseinu, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substrati: syrové a pasterované
kravské mléko, UHT kravské mléko plnotucné, zahusténé plnotuné kravské mléko
sterilované v obalu a suSené kravské mléko plnotuc¢né. Vysledky jsou graficky znazornény

na obrazku 6. V tabulce 5 je uvedena ptislusna analyza rozptylu.
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Obrazek 6: Vliv tepelného oSetfeni mlééné matrice na proteasovou aktivitu
standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group

CN.....obsah CN ve vzorku pied travenim [% hm.]
CN.H.....obsah CN v traveniné vzorku [% hm.]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.
Tabulka 5: Statisticka analyza rozptylu vlivu tepelného oSetieni mléka na proteasovou

aktivitu standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest

Working Group, P (a) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 13,760 | 0,006
Skupina 1 12,558 | 0,008
Chyba 8 - -
Vysledek p<p(a)

Z vysledkli znazornénych na obrazku 6, je patrno ze nejpomaleji byl CN degradovan

u mléka oSetfeného sterilaci v obalu. U ostatnich ¢lenti skupiny byl pak rozstépen b&hem
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simulace traveni kompletné. Nalezené rozdily vSak nejsou statisticky pritkazné na zvolené

hladin¢ pravdépodobnosti (viz tabulka 5).

5.1.4 Stanoveni vlivu fermentace a typu mlécnych kultur na proteasovou aktivitu

Vliv fermentace a typu mlénych matric na proteasovou aktivitu, respektive na stupen
degradace kaseinu, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substratii: pasterovana smetana,
zakysana smetana, bily jogurt, acidofilni mléko, kefir a kysané podmasli z kravského mléka.
Vysledky jsou graficky znazornény na obrazku 7. V tabulce 6 je uvedena prislusna analyza

rozptylu.
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Obrazek 7: Vliv fermentace a typu pouzité kultury mlééné matrice na proteasovou
aktivitu standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest

Working Group

CN.....obsah CN ve vzorku pted travenim [% hm.]

CN.H.....obsah CN v traveniné vzorku [% hm.]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.
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Tabulka 6: Statisticka analyza rozptylu vlivu fermentace a typu pouzité Kultury
na proteasovou aktivitu standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny

Infogest Working Group, P (o) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 362,945 | 0,000
Skupina 1 355,839 | 0,000
Chyba 10 - -
Vysledek p<p(a)

Na obrazku 7 lIze vidét, ze CN byl pfi prichodu simulovanym gastrointestinalnim
traktem cela rozstépen s vyjimkou zakysané smetany, bilého jogurtu a kefiru. V ptipadé

vvvvvv

vyznamné na zvolené hladiné pravdépodobnosti (viz tabulka 6).

5.1.5 Stanoveni vlivu délky zrani syri na proteasovou aktivitu

Vliv délky zrani syrt na proteasovou aktivitu, respektive na stupen degradace kaseinu,
pii vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working
Group bylo provedeno u nasledujicich substrata: 2 eidamské syry zkravského mléka
(40 % hm. tvs) o zralosti 1 a5 mésicu. Vysledky jsou graficky zndzornény na obrazku 8.

V tabulce 7 je uvedena prislusna analyza rozptylu.
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Obrazek 8: Vliv délky zrani syri na proteasovou aktivitu standardizovaného statického

in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group

CN.....obsah CN ve vzorku pied travenim [% hm.]
CN.H.....obsah CN v travenin¢ vzorku [% hm.]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.
Tabulka 7: Statisticka analyza rozptylu vlivu délky zrani syri na proteasovou aktivitu

standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group, P (a) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 1533,247| 0,001
Skupina 1 1081,571| 0,001
Chyba 2 - -
Vysledek p<p(a)

Na obrazku 8 Ize vidét, Ze s rostouci délkou zrani eidamského syru klesal obsah kaseinu
pfed i po gastrointestinalni proteolyse. Nalezené rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné

na zvolené hladin€ vyznamnosti (viz tabulka 7).
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5.1.6 Stanoveni vlivu druhu su$eného mlé¢ného vyrobku na proteasovou aktivitu

Vliv druhu suseného mlé¢ného vyrobku na proteasovou aktivitu, respektive na stupen
degradace kaseinu pii vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substratt: susené kravské mléko
plnotucné a susena sladké syrovatka (1,5 % hm. tuku).

Stanoveni vlivu druhu mlééného vyrobku na proteasovou aktivitu, respektive stupen
degradace kaseinu pii pruchodu standardizovanym statickym in vitro travicim modelem
skupiny Infogest Working Group nebylo provedeno z diivodu absence CN v matrici sladké

kravské syrovatky.

5.2 Stanoveni vlivu mlééné matrice na lipasovou aktivitu

Stanoveni vlivu mlééné matrice na lipasovu aktivitu, respektive na stupenn zvySeni
obsahu volnych mastnych kyselin, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho
modelu skupiny Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substrata: tekutych
(syrové kravské, kozi a matetské mléko, pasterované kravské, kozi a ovéi mléko o riznych
tunostech, UHT kravské mléko nizkotucné, polotucné a plnotucné, zahusténé plnotucné
kravské mléko sterilované v obalu, pasterovanid smetana ke Slehani z kravského mléka),
suSenych (suSené plnotucné kravské mléko a sladka syrovatka z kravského mléka),
polotekutych (zakysana smetana, bily jogurt, acidofilni mléko, kefir a kysané podmasli
Z kravského mléka) a 2 tuhych (eidamsky syr z kravského mléka o riiznych stupnich zralosti).

Obsah VMK u tekutych a polotekutych mléénych vyrobkd a jejich travenin byl
stanoven pomoci metody infraervené spektroskopie na ptistroji MilcoScan FT 120 (FOSS,
Dansko). U tuhych mléénych matric byl obsah volnych mastnych kyselin stanoven pomoci
BDI metody a u jejich hydrolyzati metodou infracervené spektroskopie na pfistroji
MilcoScan FT 120 (FOSS, Dénsko).

Souhrnné vysledky zmén obsahu VMK jednotlivych vzorkli po priichodu modelem

gastrointestinalniho traktu jsou uvedeny na obrazku 9.
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Obrazek 9: Vliv mlééné matrice na lipasovou aktivitu standardizovaného statického in

vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group

VMK.....obsah VMK ve vzorku pied travenim [mmol/10 1]
VMK.H.....obsah VMK v traveniné vzorku [mmol/10 I]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.

Z obrazku 9 je patrno, ze nejvyssi obsah volnych mastnych kyselin pied i po priichodu

simulovanym gastrointestinalnim traktem byl nalezen u suSené sladké kravské syrovatky.

Vv

Vw7

vzorku nez v jeho traveniné byl zaznamenan u susené¢ho plnotu¢ného mléka.

5.2.1 Stanoveni vlivu druhu mléka na lipasovou aktivitu

Vliv druhu mléka na lipasovou aktivitu, respektive na stupen zvySeni obsahu volnych
mastnych kyselin, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substrath: kravského, koziho
a matetského mléka. Mléko kravské a kozi bylo k dispozici v syrové a pasterované varianté,
mléko ov¢i v pasterovaném a matefské v syrovém stavu. Vysledky jsou graficky znazornény

na obrazku 10. V tabulce 8 je uvedena prislusna analyza rozptylu.
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Obrazek 10: Vliv druhu mléka na lipasovou aktivitu standardizovaného statického in

vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group

VMK.....obsah VMK ve vzorku pied travenim [mmol/10 1]
VMK_.H.....obsah VMK v traveniné¢ vzorku [mmol/10 I]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.

Tabulka 8: Statisticka analyza rozptylu vlivu druhu mléka na lipasovou aktivitu
standardizovaného statického in vitro travictho modelu skupiny Infogest Working Group,

P (o) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 856,461 | 0,000
Skupina 1 526,169 | 0,000
Chyba 10 - -
Vysledek p<p ()

Z obrazku 10 je patrno, ze nejméné VMK obsahoval vzorek pasterovaného koziho
mléka a nejvice syrové kravské mléko. Nejintenzivnéjsi lipasova aktivita byla zaznamenana u
pasterovan¢ho ov€iho mléka. Vzhledem k tomu, Ze ov¢i mléko ptfed simulaci traveni

neobsahovalo nejvyssi podil volnych mastnych kyselin, lze fici, Ze intenzita procesu
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je ovlivnéna typem substratu. Pozorované rozdily mezi vzorky nebyly vsak statisticky

vyznamné na zvolené hladin¢ pravdépodobnosti (viz tabulka 8).

5.2.2 Stanoveni vlivu obsahu tuku mlé¢né matrice na lipasovou aktivitu

Vliv obsahu tuku mléénych matric na lipasovou aktivitu, respektive na stupen zvysSeni
obsahu VMK, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substrati: UHT kravské mléko
nizkotuc¢né, polotuéné a plnotucné. Vysledky jsou graficky znazornény na obrazku 11.

V tabulce 9 je uvedena piislusna analyza rozptylu.
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Obrazek 11: Vliv obsahu tuku mlééné matrice na lipasovou aktivitu standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group

VMK.....obsah VMK ve vzorku pied travenim [mmol/10 I]
VMK.H.....obsah VMK v travenin¢ vzorku [mmol/10 I]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.
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Tabulka 9: Statistickd analyza rozptylu vlivu obsahu tuku na lipasovou aktivitu
standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group, P (o) =0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 263,163 | 0,000
Skupina 1 81,356 | 0,000
Chyba 4 - -
Vysledek p<p(a)

Z vysledki uvedenych na obrazku 11 lze vidét stoupajici trend obsahu volnych
mastnych kyselin s rostoucim obsahem tuku jak u nativnich vzorkd, tak i u jejich travenin.
Obsah tuku tedy ovliviioval mnozstvi generovanych VMK v pribéhu simulovaného
gastrointestinalniho traveni, avSak tento vliv nebyl statisticky vyznamny na zvolené hladiné

pravdépodobnosti (viz tabulka 9).

5.2.3 Stanoveni vlivu tepelného oSetfeni mlécné matrice na lipasovou aktivitu

Vliv tepelného oSetfeni mlééné matrice na lipasovou aktivitu, respektive na stupen
zvySeni obsahu volnych mastnych kyselin, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro
traviciho modelu skupiny Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substratu:
syrové a pasterované kravské mléko, UHT kravské mléko plnotucné, zahusténé plnotucné
kravské mléko sterilované v obalu a susené kravské mléko plnotu¢né. Vysledky jsou graficky

znazornény na obrazku 12. V tabulce 10 je uvedena piislu$na analyza rozptylu.
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Obrazek 12: Vliv tepelného oSetfeni mlééné matrice na lipasovou aktivitu

standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group

VMK.....obsah VMK ve vzorku pied travenim [mmol/10 I]
VMK_.H.....obsah VMK v traveniné¢ vzorku [mmol/10 I]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.
Tabulka 10: Statisticka analyza rozptylu vlivu tepelného oSeti‘eni na lipasovou aktivitu

standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group, P (a) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 328,632 | 0,000
Skupina 1 122,834 | 0,000
Chyba 8 - -
Vysledek p<p(a)

Na obrazku 12 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu volnych mastnych kyselin
U mléénych matric se shodnym obsahem tuku, které byly oSetfeny rliznym tepelnym
zahtevem. Je zde vidét, ze obsah VMK pied a po lipolyse je srovnatelny pro vzorky syrového

a pasterovaného kravského mléka. S rostoucim stupném tepelného oSetieni (pasterace < UHT
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< sterilace v obalu < suseni) roste i obsah VMK pied, nikoliv vSak po simulovaném traveni.
Nejvyssi narist VMK po lipolyse byl zaznamenan u pasterovaného kravského mléka. Lze
fici, ze srostoucim stupném tepelného oSetfeni klesd lipasova aktivita standardizovaného
statického in vitro travicitho modelu skupiny Infogest Working Group. Pozorované¢ zmény
Vv pribéhu procesu vSak nebyly statisticky vyznamné na zvolené hladiné pravdépodobnosti

(viz tabulka 10).

5.2.4 Stanoveni vlivu fermentace a typu mléénych matric na lipasovou aktivitu

Vliv fermentace a typu mléénych matric na lipasovou aktivitu, respektive na stupen
zvySeni VMK, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substratli: pasterovand smetana,
zakysana smetana, bily jogurt, acidofilni mléko, kefir a kysané podmasli z kravského mléka.
Vysledky jsou graficky znazornény na obrazku 13. V tabulce 11 je uvedena piislu$na analyza

rozptylu.
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Obrazek 13: Vliv fermentace a typu pouZté kultury mlééné matrice na lipasovou
aktivitu standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest

Working Group

VMK.....obsah VMK ve vzorku pied travenim [mmol/10 I]
VMK.H.....obsah VMK v traveniné¢ vzorku [mmol/10 I]
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Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.

Tabulka 11: Statistickd analyza rozptylu vlivu fermentace a typu pouzZité Kkultury
na lipasovou aktivitu standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny

Infogest Working Group, P (o) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 662,183 | 0,000
Skupina 1 82,297 | 0,000
Chyba 10 - -
Vysledek p<p(a)

Z obrazku 13 je patrno, ze nejvyssi obsah VMK byl zaznamenan pied i po procesu
gastrointestinalni lipolysy u sladké a zakysané smetany, tedy substratii s nejvy$Sim obsahem
také zaznamenana nejvysSi lipasova aktivita po prichodu standardizovanym statickym
in vitro travicim modelem skupiny Infogest Working. Group. Nalezené rozdily vSak nebyly

statisticky vyznamné na zvolené hladiné vyznamnosti (viz tabulka 11).

5.2.5 Stanoveni vliva délky zrani syra na lipasovou aktivitu

Vliv délky zrani syri na lipasovou aktivitu, respektive na stupenn zvySeni volnych
mastnych kyselin, pfi vyuziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny
Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substratt: 2 eidamské syry
z kravského mléka (40 % hm. tvs) o zralosti 1 a 5 mésictu. Vysledky jsou graficky znazornény

na obrazku 14. V tabulce 12 je uvedena ptislusna analyza rozptylu.
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Obrazek 14: Vliv délky zrani syri na lipasovou aktivitu standardizovaného statického in

vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group

VMK.....obsah VMK ve vzorku pied travenim [mmol/10 1]
VMK_.H.....obsah VMK v traveniné¢ vzorku [mmol/10 I]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.

Tabulka 12: Statisticka analyza rozptylu vliva zrani syrd nalipasovou aktivitu

standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group, P (a) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 11268,910| 0,000
Skupina 1 1037,76 | 0,000
Chyba 2 - -
Vysledek p<p ()

Z vysledkli uvedenych na obrazku 14 je patrno, Ze obsah volnych mastnych kyselin
pfed a po priichodu syru o riizném stupni zralosti simulovanym gastrointestinalnim travenim
je témét srovnatelny. Mezi jednotlivymi vzorky nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil

na zvolené hladiné pravdépodobnosti (viz tabulka 12).
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5.2.6 Stanoveni vlivu druhu suseného mlééného vyrobku na lipasovou aktivitu

Vliv druhu suSeného mlééného vyrobku na lipasovou aktivitu, respektive na stupeit
zvySeni obsahu VMK pii vyuziti standardizovaného statického in vitro trdvictho modelu
skupiny Infogest Working Group bylo provedeno u nasledujicich substratii: susené kravské

mléko plnotucné a susena sladka syrovatka (1,5 % hm. tuku).

VMK
®VMK.H

VMK [mmol/10 I]

Obrazek 15: Vliv druhu suSeného mlééného vyrobku na lipasovou aktivitu
standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working

Group

VMK.....obsah VMK ve vzorku pied travenim [mmol/10 I]
VMK.H.....obsah VMK v travenin¢ vzorku [mmol/10 I]

Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér z 6 paralelnich stanoveni + rozptyl.
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Tabulka 13: Statisticka analyza rozptylu vlivu druhu suSeného mlééného vyrobku
na lipasovou aktivitu standardizovaného statického in vitro traviciho modelu skupiny

Infogest Working Group, P (o) = 0,05

Efekt Stupné volnosti F p
Absolutni ¢len 1 9,839 | 0,000
Skupina 1 2,492 0,000
Chyba 2 - -
Vysledek p<p(a)

Na obrazku 15 jsou zobrazeny vysledky stanoveni obsahu volnych mastnych kyselin
Vramci riznych suSenych mléénych matric, respektive suSeného plnotuéného kravského
mléka a suSené sladké kravské syrovatky. Vyssi obsah VMK a vyssi lipasova aktivita byla
zaznamenana v pripad¢ sladké syrovatky. Rozdil mezi vzorky vSak nebyl statisticky

vyznamny na zvolené hladin€ pravdépodobnosti (viz tabulka 13).
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6 Diskuse

Ksimulaci traveni vtéto diplomové praci byl pouzit nejnoveéjsi model
standardizovaného statického in vitro traviciho traktu skupiny Infogest Working Group. Tento
model jesté nebyl v zadné dosud publikované studii pouzit, tudiz jsou ziskané vysledky jen
obtizn¢ porovnatelné s ostatnimi studiemi na toto téma a lze z nich tézko vyvozovat obecné
zavery (Minekus et al., 2014).

Z vysledkt experimentalni prace vyplyva, ze u nativnich mléénych matric roste obsah
kaseinu s mnozstvim susiny, respektive tukuprosté suSiny a obsah volnych mastnych kyselin
roste s obsahem tuku v ramci vyrobku ze stejného druhu mléka.

Pti sledovani rychlosti degradace CN pfi priichodu standardizovanym statickym in vitro
traviciho modelem skupiny Infogest Working Group, tedy proteolytické aktivity modelu, bylo
zjiSténo, Ze je tato mlécna bilkovina velmi dobfe stravitelna ve vSech typech mlécnych matric.
Tyto vysledky jsou v souladu se zavéry fady dalSich studii.

Dle vétSiny autort je kasein téméf zcela degradovan jiz béhem Zalude¢ni faze enzymem
pepsinem (Barbé¢ et al. 2014; Bened¢ et al., 2014; Devle et al., 2014; Dupont et al., 2010 a, b;
Gallier et al., 2012, Kopf-Bolanz et al., 2012; Pinto et al., 2014). V mnoha pokusech bylo
zjisténo, ze jsou kaseiny z mlécnych matric rychle hydrolyzovany béhem traveni (Barbé¢ et al.;
Benedé¢ et al., 2014).

Pti sledovani vlivu druhu mléka, tucnosti, tepelného osSetfeni, fermentace a typu pouzité
mlékarské kultury a délky zrani syri na proteasovou aktivitu pouzitého modelu
gastrointestinalniho traktu nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi matricemi
na zvolené hladiné¢ pravdépodobnosti. V piipadé studia vlivu tepelného oSetieni byla
zaznamenana niz8i (aCkoliv statisticky nevyznamné¢) degradace CN u mléka sterilovaného
Vobalu, coz lze vysvétlit vznikem vét§iho mnozstvi agregatlh mlécnych proteini béhem
tohoto typu zahfevu, ktery zplsobuje nejvétsi zmény v mlééné matrici (Zhang and
Vardhanabhuti, 2014).

V pokusu provedeném vramci této diplomové prace byly sice obsahy kaseinl
analyzovany pouze pied a po traveni, ale kone¢ny vysledek byl stejny, jelikoZ se obsahy
kaseint po hydrolyzach také snizovaly.

Pii hodnoceni rychlosti vzniku volnych mastnych kyselin pfi prichodu analytd

standardizovanym statickym in vitro travicim modelem skupiny Infogest Working Group,
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tedy lipolytické aktivity modelu, bylo pozorovano, ze mnozstvi VMK roste u nativnich
I protravenych matric se zvySujicim obsahem tuku. U nativnich mléénych substrati bylo
zjisténo, ze v souladu s literaturou matetské mléko obsahuje vice VMK nez ostatni
analyzované druhy (kravské, kozi a ovc¢i syrovi mléko). Vyssi podil VMK byl také nalezen
u fermentovanych mléénych vyrobkd, syrt a sladké syrovatky, coz lze vysvétlit zplisobem
vyroby téchto produktu a aktivitou mikrobialnich a syfidlovych lipas (Walstra et al., 2006).

Pti prichodu analyzovanych mlécnych matric gastrointestindlnim standardizovanym
statickym in vitro traviciho modelem skupiny Infogest Working Group doSlo k nartstu
obsahu VMK. Toto zjisténi je v souladu se zaveéry Devle et al. (2014), kteti nejvySsi nartst
VMK pozorovali béhem stfevniho traveni.

Zaznamenany pokles mnozstvi VMK v traveniné suSeného plnotu¢ného mléka oproti
nativnimu substratu dosud nikde nebyl publikovan a bude vyZadovat opakovanou verifikaci.

Nejvyssi lipolytickd aktivita u skupiny mléénych matric charakterizujicich vliv
tepelného oSetfeni vSak byla stanovena u syrového a pasterovaného kravského mléka.
To mlze byt vysvétleno nizs$i tvorbou komplexii mlééné bilkoviny, jeZ vznikaji béhem
tepelného oSetieni a snizuji pfistupnost lipolytickych enzymu (Walstra et al., 2006).

Béhem sledovani druhu mléka, tucnosti, tepelného osSetfeni, fermentace a typu pouzité
kultury, délky zrani syri a typu suSené¢ho substratu na lipasovou aktivitu pouzitého
standardizovaného statického in vitro traviciho traktu skupiny Infogest Working Group
nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi mléénymi matricemi

na zvolené hladiné pravdépodobnosti.
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7 Z.avér

Cilem diplomové prace bylo validovat proteasovou a lipasovou aktivitu ve vzorcich
riznych mléénych matric po pouziti standardizovaného statického in vitro traviciho modelu
skupiny Infogest Working Group. MIlééné matrice byly pomoci tohoto modelu
hydrolyzovany.

Jako mlé¢né matrice byly pouzity: syrové kravské, kozi a matetské mléko, pasterované
kravské pInotu¢né mléko, kozi (2,7 % hm. tuku) a ov¢i (3,5 % hm. tuku) mléko, UHT kravské
mléko nizkotucné, polotuéné a plnotucné, zahusténé plnotucné kravské mléko sterilované
vobalu , pasterovana smetana ke Slehani z kravského mléka (33 % hm. tuku), susené
plnotu¢né kravské mléko a suSena sladka syrovatka z kravského mléka (1,5 % hm. tuku),
zakysana smetana (18 % hm. tuku), bily jogurt (2,7 % hm. tuku), acidofilni mléko (3,5 % hm.
tuku), kefir (3,5 % hm. tuku) a kysané podmasli (1 % hm. tuku) z kravského mléka
a eidamsky syr z kravského mléka (40 % hm. tvs) o rtiznych stupnich zralosti.

Proteasova a lipasova aktivita byla validovana s ohledem na druh mléka, tucnost,
tepelné oSetfeni, fermentaci a typ pouzité mlékaiské kultury, délky zrani syri a typu suSeného
substratu. U nativnich substratii a jejich travenin byl stanoven obsah CN a VMK, ¢imz byla
charakterizovéana proteasova a lipasova aktivita.

V souladu s dostupnou literaturou bylo zjisténo, Ze CN je pouzitym gastrointestindlnim
modelem trdven velmi dobfe. U vétSiny mlécnych matric byl béhem procesu zcela
degradovan. Vyjimkou bylo mléko sterilované v obalu a syry eidamského typu, kde byl
zaznamenan zbytkovy obsah kaseinu. U téchto matric by bylo pravdépodobné vhodné
prodlouzit gastrickou fazi traveni, jak se tomu dé&je pfi procesu in vivo, jeZ byl popsan
napiiklad ve studii (Barbé et al., 2014).

Vsechny zaznamenané rozdily v proteasové aktivité pti traveni jednotlivych substratt
vsak byly statisticky nevyznamné na hladiné pravdépodobnosti P (o) = 0,05.

Obsah VMK se zvysil po traveni vSech analyzovanych vyrobki. Vyjimku tvofilo suSené
plnotucné kravské mléko, jehoZ traveni si vyzada opakovanou verifikaci.

Nejvyssi lipolyticka aktivita byla zaznamenana u syrového a pasterovaného kravského
mléka pravdépodobné kvili absenci branéni pfistupnosti substratu. VSechny zaznamenané
rozdily v lipasové aktivité pii traveni jednotlivych mléénych matric vSak byly statisticky

nevyznamné na hladiné pravdépodobnosti P (a) = 0,05.
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Zavérem lze fici, ze standardizovany staticky in vitro model traviciho traktu skupiny
Infogest Working Group je vhodny pro pouziti k simulaci traveni mléénych matric. Hypotéza,
7ze pokles kaseinu a nariist volnych mastnych kyselin po hydrolyze mlééné matrice
simulovanym gastrointestinalnim traktem je zavisla na druhu a slozeni mlé¢né matrice nebyla
potvrzena na zvolené hladiné pravdépodobnosti P (o) = 0,05. VSechny analyzované mlééné
matrice byly stejné dobfe degradovatelné pouzitymi proteolytickymi a lipolytickymi enzymy.
K ziskani presnéjsich vysledkli by vsak bylo potfeba harmonizovat a validovat jednotlivé

travici faze na konkrétni typ matrice pomoci in vivo metod.
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9 Seznam pouzitych zkratek

B-LG-Blaktoglobulin

CN-nativni kasein

CN.H-hydrolyzovany kasein

F-vypocitana hodnota analyzy variace ANOVA
SGF-simulované zalude¢ni stavy
SIF-simulované intestinalni §tavy
VMK-nativni volné mastné kyseliny

VMK.H-hydrolyzované volné mastné kyseliny
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10 Prilohy

10.1 Seznam priloh

Piiloha 1: Obsah CN pred a po traveni mlé¢nych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest \WWorking Group pro skupinu 1

Piiloha 2: Obsah CN pied a po traveni mlé¢nych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 2

Priloha 3: Obsah CN pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 3

Priloha 4: Obsah CN pred a po traveni mlé¢nych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 4

Priloha 5: Obsah CN pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 5

Priloha 6: Obsah VMK pied a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 1

Priloha 7: Obsah VMK pied a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 2

Priloha 8: Obsah VMK pied a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 3

Priloha 9: Obsah VMK pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 4
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Piiloha 10: Obsah VMK pied a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 5

Piiloha 11: Obsah VMK pied a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného

statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 6
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Priloha 1: Obsah CN pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 1

Vysledky jsou aritmetickym primérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek CN [% hm.] |s[% hm.] | «(0,05) [% hm.] | Rozptyl
1 N 2,49 0,00 0,00 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
5 N 2,94 0,00 0,00 0,00
H 0,05 0,01 0,01 0,00
3 N 0,30 0,00 0,00 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
4 N 2,59 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
5 N 2,16 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
6 N 4,05 0,02 0,02 0,00
H 0,16 0,12 0,12 0,02

N.....nativni substrat
H.....travenina

Piiloha 2: Obsah CN pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 2

Vysledky jsou aritmetickym priimérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek CN [% hm.] |s[% hm.] | «(0,05) [% hm.] | Rozptyl
. N 2,68 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
g N 2,61 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
9 N 2,60 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00

N.....nativni substrat
H.....travenina
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Priloha 3: Obsah CN pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 3

Vysledky jsou aritmetickym primérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek CN [% hm.] |s[% hm.] | «(0,05) [% hm.] | Rozptyl
1 N 2,49 0,00 0,00 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
4 N 2,59 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
9 N 2,60 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
10 N 3,66 0,22 0,22 0,05
H 0,80 0,21 0,21 0,04
1 N 26,63 0,05 0,05 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00

N.....nativni substrat
H.....travenina

Piiloha 4. Obsah CN pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 4

Vysledky jsou aritmetickym priimérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek CN [% hm.] |s[% hm.] | «(0,05) [% hm.] | Rozptyl
12 N 3,38 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
13 N 3,39 0,02 0,02 0,00
H 0,24 0,01 0,01 0,00
14 N 3,76 0,03 0,03 0,00
H 0,07 0,01 0,01 0,00
15 N 2,49 0,02 0,02 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00
16 N 2,94 0,02 0,02 0,00
H 0,15 0,04 0,04 0,00
17 N 2,47 0,01 0,01 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00

N.....nativni substrat
H.....travenina
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Priloha 5: Obsah CN pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 5

Vysledky jsou aritmetickym primérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek CN[% hm.] |s[% hm.] | «(0,05) [% hm.] | Rozptyl
18 N 20,41 0,19 0,26 0,04
H 2,03 0,29 0,28 0,08
19 N 19,04 0,22 0,30 0,05
H 1,74 0,15 0,15 0,02

N.....nativni substrat

H.....travenina

Priloha 6: Obsah VMK pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 1

Vysledky jsou aritmetickym primérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek VMK [mmol/10 1] | s [mmol/10 1] | « (0,05) [mmol/10 1] | Rozptyl
1 N 4,43 0,31 0,30 0,10
H 28,80 1,12 1,10 1,25
5 N 4,73 0,14 0,14 0,02
H 28,16 0,04 0,04 0,00
3 N 14,03 0,45 0,44 0,20
H 26,52 0,53 0,52 0,28
4 N 4,17 0,28 0,27 0,08
H 29,58 1,94 1,90 3,77
5 N 3,96 0,02 0,02 0,00
H 27,91 0,06 0,06 0,00
6 N 6,67 1,05 1,03 1,11
H 32,30 1,47 1,71 2,16

N.....nativni substrat

H.....travenina
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Priloha 7: Obsah VMK pfed a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 2

Vysledky jsou aritmetickym primérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek VMK [mmol/10 1] | s [mmol/10 1] | « (0,05) [mmol/10 1] | Rozptyl
7 N 1,67 0,04 0,04 0,00
H 25,49 0,21 0,21 0,04
8 N 2,65 0,03 0,03 0,00
H 26,32 0,04 0,04 0,00
9 N 4,91 0,19 0,19 0,04
H 28,68 1,06 1,04 1,13

N.....nativni substrat

H.....travenina

Priloha 8: Obsah VMK pfred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 3

Vysledky jsou aritmetickym priimérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek VMK [mmol/10 1] | s [mmol/10 1] | « (0,05) [mmol/10 I] | Rozptyl
1 N 4,43 0,31 0,30 0,10
H 28,80 1,12 1,10 1,25
4 N 4,17 0,28 0,27 0,08
H 29,58 1,94 1,90 3,77
9 N 4,91 0,19 0,19 0,04
H 28,68 1,06 1,04 1,13
10 N 16,46 1,27 1,24 1,62
H 30,53 1,23 1,21 1,52
11 N 33,18 0,53 0,52 0,28
H 27,28 0,70 0,69 0,50

N.....nativni substrat

H.....travenina
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Priloha 9: Obsah VMK pred a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 4

Vysledky jsou aritmetickym primérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek VMK [mmol/10 1] | s [mmol/10 1] | « (0,05) [mmol/10 1] | Rozptyl
12 N 25,31 0,83 0,81 0,69
H 34,80 0,06 0,06 0,00
13 N 25,14 0,69 0,68 0,48
H 35,16 0,04 0,04 0,00
14 N 3,99 0,38 0,37 0,14
H 27,53 0,04 0,04 0,00
15 N 17,24 0,28 0,27 0,08
H 29,27 1,56 1,53 2,44
16 N 15,27 0,27 0,26 0,07
H 29,07 0,91 0,89 0,83
17 N 15,25 0,48 0,47 0,23
H 25,91 0,05 0,05 0,00

N.....nativni substrat

H.....travenina

Piiloha 10: Obsah VMK pi‘ed a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 5

Vysledky jsou aritmetickym priimérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek VMK [mmol/10 1] | s [mmol/10 I] | « (0,05) [mmol/10 I] | Rozptyl
18 N 33,02 0,50 0,49 0,25
H 34,60 0,68 0,67 0,46
19 N 31,45 0,49 0,48 0,24
H 34,64 1,73 1,70 2,98

N.....nativni substrat

H.....travenina
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Priloha 11: Obsah VMK pi‘ed a po traveni mléénych matric pomoci standardizovaného
statického in vitro traviciho modelu skupiny Infogest Working Group pro skupinu 6

Vysledky jsou aritmetickym primérem 6 paralelnich stanoveni

Vzorek VMK [mmol/10 1] | s [mmol/10 I] | « (0,05) [mmol/10 I] | Rozptyl
11 N 33,18 0,53 0,52 0,28
H 27,28 0,70 0,69 0,50
20 N 45,10 1,55 1,52 2,41
H 40,56 0,20 0,20 0,04

N.....nativni substrat

H.....travenina
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