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Stanoveni antioxidacni aktivity v mléce malych
prezvykavci

Souhrn

Pravidelna konzumace potravin bohatych na pfirodni antioxidacni slozky je jednou
z moznosti, jak chranit lidsky organismus pied oxidacnim stresem. Tato nezadouci situace
nastava v pfipadé nerovnovazného stavu mezi volnymi radikaly a antioxida¢nim obrannym
systémem. Antioxidac¢ni sloucCeniny podporuji a posiluji obranny mechanismus naseho
organismu, minimalizuji riziko rozvoje civilizanich chorob a zpomaluji proces starnuti.

Kozi mléko je cennym zdrojem antioxidacnich slozek. ZvySujici se poptavka po kozim
mléce souvisi s jeho nutriCnimi a terapeutickymi benefity. Prokazatelné antioxida¢ni uinky
jsou piisuzovany bilkovinam s pfitomnosti siry ve struktufe aminokyselin, antioxidacnim
enzymum a peptidam, karotenoidiim, lipofilnim vitaminim A a E a hydrofilnimu vitaminu C.
Na pritomnosti téchto slozek v mléce ma vliv mnoho faktori. Odlisnosti byly zaznamenany ve
vztahu ke krmivu, véku, plemenné piislu$nosti, fazi laktace, teploté prostiedi, klimatu, hygiené
a dalsich.

V ramci této diplomové prace byla zkoumana antioxidacni aktivita a obsah vitaminu
A a E v kozim mléce. Nasledné byla pozorovana vzajemna korelace téchto dvou parametra. Ke
stanoveni antioxidacni aktivity Cerstvého mléka byla pouzita metoda DPPH s pfepoctem na
synteticky standard Trolox. Pro pfesné urCeni obsahu vitaminu A a E v lyofilizovanych vzorcich
byla zvolena metoda HPLC-DAD/FLD.

Antioxidac¢ni aktivita byla namétfena ve vSech analyzovanych vzorcich. Obsah vitaminu
A a E bylo mozné vyhodnotit pouze u nékterych vzork. Divodem byly velmi nizké hladiny
koncentraci téchto detekovanych vitamind. Primérné slozeni vzorku obsahovalo 78 % a-
tokoferolu, 15 % a-tokotrienolu, 5 % y-tokoferolu a 2 % retinolu. Vysledky korelacni analyzy
ukazaly, ze neexistuje vyznamna zavislost mezi obsahem vitamind A a E a antioxidacni

aktivitou v mléce jednotlivych zvirat.

Klicova slova: antioxidacni aktivita; hygienické parametry mléka; kozi mléko; oxidacni stres;

vitaminy a dal8i obsahové latky



Determination of antioxidant activity in the milk of small
ruminants

Summary

Regular consumption of foods rich in natural antioxidant components is one of the
options to protect the human body from oxidative stress. This undesirable situation occurs in
the case of an imbalance between free radicals and the antioxidant defense system. Antioxidant
compounds support and strengthen the defense mechanism of our organism, minimize the risk
of developing civilization diseases and slow down the aging process.

Goat milk is a valuable source of antioxidant components. The increasing demand for
goat's milk is related to its nutritional and therapeutic benefits. Proven antioxidant effects are
attributed to proteins with the presence of sulfur in the structure of amino acids, antioxidant
enzymes and peptides, carotenoids, lipophilic vitamins A and E, and hydrophilic vitamin C.
Many factors influence the presence of these components in milk. Differences were noted in
feeding, age, breed affiliation, lactation stage, environmental temperature, climate, hygiene, and
others.

As part of this diploma thesis, antioxidant activity and the content of vitamin A and E
in goat's milk were investigated. Subsequently, a correlation between these two parameters was
observed. To determine the antioxidant activity of fresh milk, the DPPH method was used with
converting to the Trolox synthetic standard. For the accurate determination of the vitamin A
and E content of the freeze-dried samples, the HPLC-DAD/FLD method was chosen.

Antioxidant activity was measured in all analyzed samples. The vitamin A and E content
could only be evaluated in some samples. This was due to the very low concentration levels of
these detected vitamins. The average sample composition consisted of 78% a-tocopherol, 15%
a-tocotrienol, 5% vy- tocopherol and 2% retinol. The results of the correlation analysis showed
that there is no significant dependence between the content of vitamins A and E and the

antioxidant activity in the milk of individual animals.

Keywords: antioxidant activity; hygienic parameters of milk; goat milk; oxidative stress;

vitamins and other substances
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1 Uvod

Jiz od stfedoveku bylo kozi mléko zafazovano do lidské stravy v zemich, kde klimatické
podminky neumoziovaly chov skotu. Chov koz a vyroba kozich mlécnych vyrobki je soucasti
narodniho hospodarstvi mnoha statli po celém svéte. Statistické udaje Organizace pro vyzivu
a zemeédelstvi (FAO) zaznamenaly zvySenou spotiebu koziho mléka, a v navaznosti na to se
kozi mléko posunulo na aktualni tfeti pticku nejprodukovanéjsiho mléka na svéte.

Zvysujici se zajem spotiebitelll o kozi mléko a mlécné vyrobky z n€j vyrobené, souvisi
s nutricnimi benefity, které tyto produkty nabizeji. Kozi mléko se svym slozenim nejvice
podoba mléku kravskému. Zaznamenané rozdily maji vliv pfedev§im na nutricni hodnotu
a stravitelnost. Odlisné slozeni aminokyselin, stavba mlécnych bilkovin a chemické vlastnosti
koziho mléka snizuji riziko projevu alergické reakce. Nejednd se vSak o mléko zcela
hypoalergenni, ale mize slouzit jako alternativni nahrada. V nékterych piipadech muze byt kozi
mléko pro konzumenty i tak problematické.

Kozi mléko obsahuje mnoho cennych slozek jako jsou bilkoviny s vysokou biologickou
hodnotou, tuky, esencialni mastné kyseliny, aminokyseliny, vapnik a mnoho vitamint
a biologicky aktivnich latek, které pozitivn€ ovliviiuji biologické procesy v organismu. Nekteré
slozky v kozim mléce vykazuji rovnéz antioxidacni vlastnosti, které jsou schopny neutralizovat
a inhibovat volné radikaly a jejich Skodlivé ucCinky vznikajici v organismu. V piipade
nerovnovazného stavu volnych radikali v lidském téle mize dojit k vyvolani tzv. oxidac¢niho
stresu, ktery se podili na rozkladu lipida, proteinti a molekul DNA. Nasledky mohou vést ke
karcinogenezi, kardiovaskularnim onemocnénim, neurodegenerativnim porucham, rozvoji
diabetes mellitus, rychlej§imu starnuti a fadé dalsich onemocnéni.

Lidské télo se brani nékolika antioxida¢nimi mechanismy. Endogenni antioxidanty nelze
v organismu nijak navySovat, avSak exogenni lze. Pestra strava, a s tim spojeny vyssi pfijem
antioxidantl nabizi potencialni cestu, jak cilené chranit organismus pred oxidacnim stresem.
Antioxidacni vlastnosti koziho mléka jsou zajistény piedevSim piitomnosti vazané siry
v aminokyselinach, z nichz jsou sestaveny bilkoviny. Vyznamny je i1 vitamin A a E,
karotenoidy, antioxidacni enzymy a jiné. Na obsah téchto latek v Cerstvém mléce ma vliv cela
fada faktort, zejména vyziva, vliv plemenné prislusnosti, vék, stadium laktace, chovatelské

prostfedi, hygiena, ale i ro¢ni obdobi.



2 Védecka hypotéza a cile prace

e Stanovit antioxidacni aktivitu koziho mléka od jednotlivych zvifat v ramci jednoho
stada.

e Stanovit obsahy vitaminu A a E v kozim mléce od jednotlivych zvifat v ramci jednoho
stada.

e Stanovit vyznamnou korelaci mezi antioxidac¢ni aktivitou a obsahy vitaminti A a E.

Hypotézy:

e Antioxidacni aktivita koziho mléka je rozdilna v zavislosti na aktualnim zdravotnim
stavu zvifete, chovaného v prostredi stejné zootechnické praxe.

e Obsah vitamint A a E v kozim mléce je rozdilny v zavislosti na aktualnim zdravotnim
stavu zvifete, chovaného v prostredi stejné zootechnické praxe.

e Existuje vyznamna korelace mezi obsahem vitamind A a E a antioxidacni aktivitou

v mléce jednotlivych zvirat.



3 Literarni reSerse

3.1 Miéko

Miéko je podle Codex Alimentarius definovano jako sekret mlécné Zlazy savcu
produkujicich mléko. Mléko se ziskava procesem dojeni, kdy z nadojeného mléka nebyly
odebrany ani pfidany zadné dalsi obohacujici slozky. Mléko slouzi pro konzumaci v tekutém
stavu, nebo pro dal§i zpracovani (Navratilova 2012). Podle senzorickych analyz nema
obsahovat zadné ptichuté, toxiny ani pigmenty (Fox & Kelly 2012).

Syrové mléko oznaCuje mléko, které nebylo zahiato na teplotu vyssi 40 °C nebo
nepodstoupilo jiny proces, ktery by mél srovnatelny u¢inek (Navratilova 2012).

Tuto nutri¢n€ vyznamnou tekutinu produkuje pfiblizné€ 4500 druha savci. Mlécny sekret
je uren primarné pro rust, vyzivu a vyvoj narozenych mlad’at. V prubéhu vyvoje mladéte se
nutri¢ni pozadavky béhem laktace méni. Pfitomnost makrozivin a mikrozivin se vyrazné
mezidruhové lisi. Zastoupeni minoritnich slozek mléka je rozmanitéjsi v porovnani s ostatnimi
makrozivinami. Mléko je vyznamnym zdrojem kvalitnich bilkovin, aminokyselin, laktozy,
mastnych kyselin, ale i mineralnich latek jako je vapnik a fosfor. Diky technologickym
procesim je mozné izolovat cenné slozky mléka, které mohou byt dale zpracovany (Fox

& Kelly 2012).

3.1.1 Soucasna situace mléka na trhu

V soucasné dobé¢, 1 pres naruseni trhu pandemii Covid-19, svétova produkce a poptavka
po mléku a mléénych vyrobcich stale roste. Mléko je totiz nezbytna vstupni surovina pro celou
fadu vyrobku potravinaiského prumyslu (Ministerstvo zemédeélstvi 2020). S rostouci populaci
a zménami stravovacich navyku se zvysuje produkce i spotifeba mléka. Ze zakladni suroviny se
vyrabi i jiné produkty. Dochazi tak k neustalému rozvoji vyroby mlécnych vyrobka na trhu
(Boland & Hill 2020). Ro¢ni celosvétova produkce mléka predstavuje 860 miliont tun. Z toho
85 % produkce mléka tvori skot, 11 % mléko bivoli, 2 % mléko kozi a 2 % mléko ov¢i. Mléko
produkuji 1 jina zvifata, jako jsou velbloudi, klisny a sobi. Avsak tato zvifata jsou vyznamna
pouze v urcitych geografickych oblastech se specifickymi kulturnimi a klimatickymi
podminkami (Fox & Kelly 2012). Velka ¢ast vyprodukovaného mléka je uréena pro trzni sit
prislusného statu. Zhruba 11 % je zapojeno do mezinarodniho obchodu (Boland & Hill 2020).
Domaci spotieba mléka a mléénych vyrobki s vyjimkou masla zaznamenala pozitivni vzrist.

Podle statistickych udaji v roce 2019 hodnota mlécného ekvivalentu vzrostla z 2457 kg



na osobu arok na 249 kg na osobu a rok. Tento narGist souvisi pfedev§im s opétovnym
vzrustajicim zajmem o mlécné vyrobky a mimo jiné i programy zdravého zivotniho stylu.
V porovnani s jinymi staty EU ma Ceska republika mimé rezervy. Uroveii téchto statd se
pohybuje v rozmezi 270 - 275 kg na osobu a rok. Nejnové&jsi statistické zdznamy udavaji
spotiebu koziho mléka pro rok 2019 0,1 kg/rok. Pfi porovnani s jinymi roky se spotfeba koziho
mléka drzi na stabilni hodnoté uz od roku 2010 (Ministerstvo zeméedé€lstvi 2020). K nejvét§im
producentim koziho mléka v Asii patii Indie, Bangladés a Pakistan, v Africe Stdan, Jizni
Sudan a Somalsko. Pfi pohledu na evropské staty je to Francie, nasledn& Spané&lsko a Recko
(Verruck et al. 2019).

Spotieba potravin se dle globalnich vzorci v poslednich desetileti zménila vyraznym
zpusobem. Jedna ze zmén je zietelny posun zivo€isnych bilkovin. Podle Bolanda a Hilla (2020)
celosvétova spotieba bilkovin vzrostla za posledni tifi desetileti (1990 - 2020) o 96 %.
Konzumace mlécnych vyrobka z celkové svétové proteinové vyzivy predstavuje 10 %, coz je
treti nejvyznamnéjsi zdroj bilkovin po obilovinach (40 %) a masu (18 %). Porovnaji-li se napf.
velmi nizké hodnoty lysinu v obilovinach, je zfeymé, ze obsah mlécnych bilkovin hraje

vyznamnou vyzivovou roli (Boland & Hill 2020).

3.1.2 Vyznam mléka v lidské stravé

Bilkoviny pfijaté z potravin jsou povazovany za klicovy prvek zdravé stravy. Samotné
mléko predstavuje bohaty zdroj bilkovin, ktery pozitivné ovliviiuje zdravotni stav populace.
Aktualné prevazuje konzumace mléka kravského. Nekteré komunity konzumuji mléko i od
mnoha dalSich druht zvirat. Mlécné bilkoviny jsou tvofeny pfiblizné z 80 % kaseinovymi
a 20 % syrovatkovymi bilkovinami. Tyto bilkovinné frakce jsou zdrojem celé tady peptida
s potencialnimi bioaktivnimi vlastnostmi. Klinické studie prokazaly, ze mlécné bilkoviny
kladn€ plsobi na chronické onemocnéni, které Uizce souvisi s vékem. Jedna se zejména
o onemocnéni diabetes mellitus 2. typu, aterosklerozy, hypertenze, riziko obezity, rakovinu
tlustého stfeva apod. (Bishop MacDonald 2010; Poppitt 2020). Bilkoviny mohou ovlivnit
i t€lesnou hmotnosti, kondici, ztratu kosterni svaloviny, osifikaci kosti, vyzivu matek a kojencta
(Poppitt 2020).

Mléko je piirozenym zdrojem celé fady mineralnich latek jako je pfedevsim vapnik,
fosfor, hoicik, zinek a selen. Dale je mléko zdrojem vitamind, které 1ze rozdeélit na hydrofilni
a hydrofobni. Za lipofilni vitaminy v mléce je povazovan vitamin A, D a E. Ve vodni frakci se

pak objevuje vitamin C, thiamin B1 a riboflavin B2 (Pereira 2014).



Vyznamny dopad mléka a mlécnych vyrobkti ma i na stievni prostiedi. Travici trakt
dospélé populace osidluje 400 £ 500 doposud znamych kment bakterii. Ty tvofi v lidském téle
komplexni vyvazeny ekosystém, ktery bojuje proti vstupu nezddoucich patogennich bakterii,
viraim a houbam. Jedna z moznosti, jak pravé pozitivné podpofit prostiedi stfevni mikrobioty
je pravidelna konzumace mléka nebo mléénych produkti. Pravé tyto vyrobky dodavaji
organismu probiotika. Na snizeni rizika infekce, tvorbé imunity nebo podpory zdravého
prostfedi stfevni mikrobioty se podileji nékteré pfirodni slozky mléka a mlécnych
fermentovanych vyrobka jako je vapnik, kyselina mlécna, mastné kyseliny s kratkym fetézcem,

laktoferin, imunoglobuliny a bioaktivni peptidy (De Vrese et al. 2010).

3.2 Onemocnéni vyvolané mlékem

3.2.1 Alergie na mlécné bilkoviny

Nejcastéjsi vstupni surovina mlécnych vyrobku na trhu je kravské mléko. Urcita cast
populace se vSak potyka s alergickou reakci na bilkoviny, které jsou obsazeny prave v kravském
mléce. Tento problém lze charakterizovat jako imunologicky zprostfedkovanou nezadouci
reakce v organismu. Projev této alergické reakce je pozorovan v novorozeneckém obdobi nebo
béhem prvnich let zivota. Prevalence u déti kolisa v rozmezi 2 az 7,5 %. Pfiznaky onemocnéni
se projevuji gastrointestinalnimi poruchami napft. zvracenim, nevolnosti, nadmérnou plynatosti,
prujmem, piipadné krvacivou stolici. Mezi dalsi symptomy patii také atopicka dermatitida nebo
respiracni piiznaky. Alergii vyvolava piitomny kasein, zejména os1-kasein. Jako dalsi alergeny
se mohou projevovat i syrovatkové bilkoviny, pfedevsim B-laktoglobulin. Kravské mléko Ize
vSak nahradit jinou alternativou. Kozi nebo ov¢i mléko je lépe stravitelné, a to diky rozdilnému
zastoupeni bilkovinnych frakci a mensim tukovym kapénkam v porovnani s mlékem kravskym.
(Pereira 2014). Studie prokazaly, ze nesnasenlivost kravského mléka je nejCastéji zpisobena
asi-kaseinem. Kozi mléko obsahuje o 89 % nizsi hodnoty tohoto typu kaseinu nez mléko
kravské. Nejedna se vSak o mléko hypoalergenni, ale mize slouzit jako alternativni nahrada.
V nekterych pfipadech muze byt kozi mléko pro konzumenty i tak problematické

(Lad et al. 2017).

3.2.2 Laktozova intolerance

Laktoza neboli mlécny cukr je pfirodni cukernd slozka, kterd se v urCitém mnozstvi
objevuje téméf ve v§ech druzich mléka. Tento disacharid se sklada ze dvou monosacharidovych

jednotek, glukozy a galaktozy. Molekuly jsou mezi sebou propojeny glykosidickou vazbou.



Laktoza dokaze vyvolat zdvazné onemocnéni, kdy se jedna se o tzv. laktézovou intoleranci.
Pfi¢ina onemocnéni je zpusobena nedostatkem enzymu laktazy, ktery napomaha travit mlécny
cukr. U pacientd s timto onemocnéni nedochazi k hydrolyze laktozy a prechazi v nerozstépené
formé do tlustého stieva. Intolerance laktozy vede ke gastrointestindlnim porucham jako je
plynatost, bolest bficha a prijem. Bylo prokéazano, ze struktura kaseinu koziho mléka umoziuje
rychlejsi prostup tlustym stievem a predchazi intoleranci laktézy. Studie byla testovana na

vybrané skupiné déti, kdy kozi mléko zmirnilo pfiznaky u 30 - 40 % ptipada (Lad et al. 2017).
3.3 Rozdéleni mléka

Kazdé mléko je charakteristické svym slozenim makrozivin. Podle chemického hlediska
jsou mléka rozdélovana podle zastoupeni hlavnich druht bilkovin. Dle procentualniho obsahu
bilkovin lze rozdélit mléka na dvé zakladni skupiny - mléka kaseinova a albuminova. V piipade¢,
ze mléko produkuji prezvykavci (kravy, ovce, kozy, sobi, velbloudi) a obsah kaseinu je vyssi
nez 75 %, jedna se o mléka kaseinova. Pokud mléko produkuji savci s jednoduchym zaludkem
(masozravci, vSezravci a bylozravci), pak jsou to mléka albuminova (Gajdasek 2003).

Dale se mléka déli podle ontogenetickych rozdili. Vlastnosti a slozeni mléka se lisi
i v pribéhu laktace. Lze tedy rozeznavat mléka nezrala a zrala. Mezi nezrala mléka se fadi
mlezivo, mléko starodojné a aberantni. Mlezivo neboli kolostrum je produkovano mlécnou
zlazou tésn€ pred porodem. Jeho slozeni se od zralého mléka vyrazn€ odlisuje. Jedna se
o hustou lepkavou zlutohnédou tekutinu, s typickym zdpachem a mirné slanou chuti. Vyznacuje
se vysokym obsahem imunoglobulint. Hladiny jednotlivych slozek v mlezivu se velmi rychle
po porodu méni. Mléka nezrald predstavuji normalni druhova mléka v dal§im obdobi laktace,

kdy uz nedochazi k tvorbé mleziva (Gajdisek 2003).

3.4 Kozi mléko

Produkce koziho mléka plni celou tadu dilezitych funkci. K jedné z nich patfi
ekonomicky rist mnoha rozvojovych zemi, ale i oblast Stfedomofi, predevs§im staty Francie,
Ttalie, Spané&lsko a Recko. Tyto staty jsou proslulé kvalitnimi a rozmanitymi vyrobky na trhu.
Kozi mléko dodéava lidskému télu kvalitni pfisun zivin. Kromé ekonomického hlediska je mléko
vyznamné i z nutri¢niho pohledu. Pro rozvojové staty predstavuje kozi mléko cennou obzivu
a zékladni zdroj zivin. O vyrobky z koziho mléka maji stale vétsi zajem napf. 1 osoby s alergii

na mléko (Park 2010; Ranadheera et al. 2019).



Aktualni svétova produkce nebovinniho mléka tvofi 133 milionti tun rocné, coz
predstavuje 17 % vesSkeré produkce mléka. Z této hodnoty Cini 13,5 % pravé mléko kozi.
Soucasné celosvétové stavy jsou odhadovany na 780 miliont koz, které pfispivaji tvorbou
mléka do mlékarenského prumyslu 2 %. Poptavka po kozim mléce se podle celosvétového
meéfitka stale navySuje. Mléko se vyuziva k pfimé konzumaci nebo k nasledné produkci
mléénych vyrobkt (Ranadheera et al. 2019). Na trhu se objevuje Siroka Skala produktt, at
uz jsou to napoje, fermentované syry, podmasli, jogurty, zmrzliny, maslo nebo kondenzované
¢i suSené kozi produkty. Kozi mléko je vhodna matrice pro vyvoj a inovaci novych produkta,
které podporuji zdravi konzumentt (Verruck et al. 2019).

Vlastnosti koziho mléka se od materského a kravského mléka 1iSi zasaditosti,
stravitelnosti a pufrovaci kapacitou. Nekteré prospésné vlastnosti maji své vyuziti 1 v lidské
vyzive. Ze zdravotniho hlediska maze byt pro nékteré jedince vyhovujici alternativou, avSak
technologické vlastnosti koziho mléka nejsou pro zpracovani zcela vyhovujici. Celkovy obsah
kaseinu je vyrazné niz§i nez v mléce kravském. Hodnoty asi-kaseinu jsou velmi nizké,
v nékterych ptipadech i nulové. Kaseinové micely koziho mléka vykazuji vétsi disperzi, coz
pozitivné€ ovliviiuje reologické vlastnosti mlécnych produktd. Na Obrazku 1 jsou uvedeny
hlavni Cinitelé pfiznivych G€inka koziho mléka.

Konecné spotiebitele ¢asto odrazuje nepiijemny zapach a chut’ koziho mléka a produkti
z n&j vyrobenych. Existuje vSak zplsob, jak toto nezadouci aroma potlacit. Jedna se o metodu
maskovani nepfijemnych zapacha a chuti. Dochazi k tzv. fortifikaci vhodnymi probiotickymi
mikroorganismy, které béhem kvaseni vytvareji pfijemné aromatické slouceniny a potlacuji tak
nezadouci pachy. Probiotické kmeny v kozim mléce produkuji exopolysacharidy, které
zdokonaluji vyslednou texturu finalniho vyrobku a zaroven udrzuji zivotnost probiotik béhem

skladovani a distribuce (Ranadheera et al. 2019).
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Obrazek 1: Hlavni cinitelé priznivych ucinkii koziho mléka (upraveno dle Verruck et al. 2019)

3.5 Hygienické a legislativni pozadavky

Dle Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 provozovatelé
potravinarskych podnikt, ktefi vyrabéji, pfipadné svazeji syrové mléko a mlezivo, musi
dohlizet na veskera legislativni a hygienicka opatieni. Syrové mléko a mlezivo musi pochazet
od zvifat, ktera nevykazuji zadné ptiznaky nakazlivych chorob prenosné mlékem a mlezivem
na ¢loveka. Kozy musi byt v dobré zdravotni kondici, nesmi vykazovat zddné znamky nakazy,
které by mohly mit za nasledek kontaminaci mléka pfipadné mleziva. Zvirata netrpi zadnou
infekci pohlavniho Ustroji doprovazenou vytokem, ani enteritidou s prijmem, horeckou, nebo
zjevnym zanétem vemene (mastitidou). Nafizeni dale zakazuje zvifatim podavat nepovolené

latky ¢i pripravky. V pripade podani povoleného pripravku ¢i latky musi byt dodrzena ochranna



lhata, ktera je pro né urCena. Kozy musi byt chovany v hospodaistvi, které je ufedné prosté
brucelozy a tuberkuldzy (Ministerstvo zemédélstvi 2016).

Zartizeni k dojeni a prostory pro skladovani a chlazeni mléka a mleziva musi byt umistény
a konstruovany tak, aby nedochazelo k rizikové kontaminaci. Zatizeni ur¢ené k dojeni koz musi
byt snadno dezinfikovatelné a zhotovené z omyvatelnych a netoxickych materialt. Pred
samostatnym dojenim koz dojde k hygienickému ocisténi struku, vemene a prilehlé Casti.
Po nadojeni koziho mléka dochazi ke zchlazeni. V pfipadé, ze se jedna o denni svoz, mléko se
ochladi na 8 °C. Pokud svoz neni provadén kazdy den, mléko se ochladi na 6 °C nebo zamrazi.
Pti prepraveé mléka chladici zafizeni nepfesahuje 10 °C (Ministerstvo zemedé€lstvi 2016).

Pritomnost mikroorganismu v kozim mléce pfi teploté 30 °C musi byt < 1 500 000 KTJ
v 1 ml. V pfipad€, Ze syrové kozi mléko slouzi k produkci vyrobki, které nejsou tepelné
oSetfeny, mnozstvi mikroorganismil se snizuje. Obsah mikroorganismt je pak pii 30 °C
<500 000 KTJ v 1 ml. Pokud syrové mléko, mlécné vyrobky nebo mlezivo podstupuje
tepelnému oSetteni, pak provozovatel potravinaiského podniku musi zajistit, aby oSetfeni bylo
provedeno v souladu s danymi specifikacemi. Pasterizaci lze dosahnout vysokou teplotou
a kratkym c¢asem (min. 72 °C po dobu 15 sekund), nizkou teplotou a dlouhym casem
(min. 63 °C po dobu 30 minut) nebo jakymkoliv jinym rovnocennym ucinkem. OSetfeni velmi
vysokou teplotou (UHT) lze dosahnout teplotou 135 °C a kratkym Casem, aby v oSetfeném
vyrobku nebyly pfitomny zadné zivé mikroorganismy ani jejich spory (Ministerstvo
zemeédelstvi 2016). Pocet somatickych bunék (PSB), ktery vypovida o zdravotnim stavu mlééné
zlazy zvitete neni oficialné pro kozi mléko stanoven (Souza et al. 2012). Obecné je v§ak znamo,
ze kozi mléko ma hodnotu PSB vyS§si nez mléko kravské (Stuhr et al. 2013). V nékterych zemich
jiz byly vytvoreny limity pro PSB, a to v rozmezi od 500 000 do 1 000 000 na ml koziho mléka
(Souza et al. 2012).

3.6 Slozeni koziho mléka

Prestoze existuji specifické odlisnosti ve slozeni mléka, zakladni nutri¢ni slozky koziho
mléka jsou velmi podobné mléku kravskému. Obecné rozdily ve slozeni mléka zavisi na strave,
plemeni, prostfedi, krmivu, ro¢nim obdobi, stadiu laktace, lokalité¢ chovu, zdravotnim stavu
zvitete, véku a mnoha dalSich faktorech (Park 2017; Turkmen 2017). Kozi mléko je v priméru
tvoreno 13,2 % susinou, kde 4,5 % tvori tuk, 3,6 % bilkoviny, 4,3 % laktoza a 0,8 % mineralni

latky (Tabulka 1). V porovnani s mlékem kravskym a matefskym obsahuje mléko kozi vyssi



mnozstvi susiny, avSak nejvyssi zastoupeni vSech makrozivin a mineralnich latek zastupuje

mléko ov¢i. Energeticka hodnota 1 ml koziho mléka dosahuje 69 kcal (Turkmen 2017).

Tabulka 1: Zdakladni slozeni koziho, kravského, mateiského a ovciho mléka (Turkmen 2017)

Slozky Kozi Kravské Matetské Ov¢i
energie (kcal) 69 61 70 108
celkova susina (g/100 g) 13,2 12,6 12,4 18,8
tuk (g/100 g) 4,5 3,7 3,8 7,5
bilkoviny (g/100 g) 3,6 3.4 1 5,6
laktoza (g/100 g) 43 4,7 7 4,6
mineralni latky (g/100 g) 0,8 0,7 0,2 1
3.6.1 Tuk

Tuk v kozim mléce je tvofen z 98 % triacylglyceroly, 1 % fosfolipidy a 1 % cholesterolem
a jeho estery. Hlavni rozdily mezi kozim a kravskym mléénym tukem souvisi se strukturou
a velikosti tukovych kapének (Prosser 2021). Pramér tukovych kulicek koziho mléka
predstavuje 2,5 az 3 um, coz je oproti mléku kravskému niz§i hodnota, kde je velikost 3 az
4 um (Ranadheera et al. 2019). Tukové kuli¢ky jsou v mléce rovnomérné rozptyleny ve formé
emulze (Lad et al. 2017). Kozi mléko tedy obsahuje vétsi mnozstvi tukovych kuli¢ek na mililitr
mléka. Z hlediska vyzivy cCloveéka je pfirozena homogenizace vyhodou. V zavérecné fazi
procesu, kdy je kozi mléko zchlazeno na pozadovanou teplotu a uskladnéno, nedochazi
ke shlukovani tukovych kulicek. Hlavnim divodem je absence aglutinu, ktery je zodpovédny
za koagulaci. Touto fyzikalni vlastnosti se kozi mléko odlisuje od mléka kravského (Park 2017,
Ranadheera et al. 2019).

Pro kozi mléko je typické zastoupeni mastnych kyselin s kratkym a stfednim fetézcem.
Ve srovnani s mlékem kravskym se kozi mléko vyznacuje téméf dvojnasobnym mnozstvim
kapronové (C6:0), kaprylové (C8:0), kaprinové (C10:0) a laurové kyseliny (C12:0)
(Park 2017; Turkmen 2017). Mastné kyseliny s kratkym fetézcem pfitomné v kozim mléce
tvoti 15 - 18 %, v mléce kravském pouze 5 - 9 %. Za charakteristické mlécné kozi aroma jsou
zodpoveédné praveé tyto mastné kyseliny. Dalsi vyznamny rozdil se v kozim mléce projevuje
vyS$sim zastoupenim esencidlnich mastnych kyselin (linolovou a arachidinovou kyselinou)
a konjugovanou linolovou kyselinou. Studie prokazaly, ze pfitomnost konjugované linolové

-----

kyseliny  zptisobuje antioxidacni, protizanétlivé, antikarcinogenni, antidiabetické,
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antihypertenzni a dal§i uc¢inky (Turkmen 2017). Nameétené hodnoty konjugované linolové
kyseliny v kozim mléce dosahovaly az 35,75 mg/100 g, zatimco v kravském mléce hladiny

netvortily ani polovinu (Turkmen 2017).

3.6.2 Sacharidy

Hlavni sacharid, ktery je majoritné zastupuje kozi mléko je laktoza, oznaCovan také jako
mlécny cukr. Struktura laktozy je tvorena molekulou glukézy a galaktozy (Park 2017). Tento
disacharid se syntetizuje v mlécné zlaze vSech savct krom tulent (Turkmen 2017). V latkovém
slozeni tvorti laktoza pfiblizné 4,3 - 4,4 %. Koncentrace v kozim mléce se téméf nemeni. Pti
porovnani zastoupeni laktozy v kozim a kravském mléce vykazuje mléko kozi 0 0,2 - 0,5 %
niz8i zastoupeni. Laktoza je pro Cloveka cenna zivina, ktera podporuje stfevni absorpci vapniku,
hot¢iku, fosforu a vitaminu D. Zasadni vyznam laktozy spociva v udrzeni osmotické rovnovahy
mezi krevnim ob&éhem a alveolarnimi burikami mlécné zlazy béhem syntézy mléka. V kozim
mléce se nachazeji 1 jiné slouceniny sacharidového charakteru jako naptiklad oligosacharidy,
glykopeptidy, glykolové proteiny a v malém mnozstvi 1 nukleotidové cukry
(Kalyankar et al. 2016). Oligosacharidy obsazené v mléce maji obecné antigenni vlastnosti,
pozitivné ovliviiuji stfevni mikrobiom, zejména u novorozencli, a navic podporuji funkci
mozku a centralniho nervového systému (Kalyankar et al. 2016; Turkmen 2017).
Oligosacharidy slouzi také jako ochrana bunék stfevni sliznice pred nezddoucimi patogeny.
Podporuji rast prinosnych bakterii Lactobacillus bifidus ve stfevnim traktu (Turkmen 2017).
Koncentrace oligosacharidii je nizsi ve srovnani s lidskym mlékem, ale zaroven vyssi

v porovnani s mlékem ov¢im a kravskym (Lad et al. 2017).

3.6.3 Bilkoviny

Kozi mléko a mlécné vyrobky se fadi k spolehlivym zdrojiim vysoce kvalitnich bilkovin,
které zastupuji vyvazené mnozstvi dalezitych aminokyselin (Kalyankar et al. 2016). Obsah
bilkovin je promeénlivy v zavislosti na druhu plemene, obdobi laktace, krmeni, zdravotnim stavu
vemene a environmentalnich podminkach. Mlécné bilkoviny jsou v mléce matefském,
kravském i ov¢im podobné, ale zastoupeni individualnich frakci se mize druhové lisit (Selvaggi
et al. 2014). OdliSnost bilkovin obsazenych v kozim mléce se projevuje genetickym
polymorfismem, Cetnosti a obsahem (Ahmed et al. 2015). Obecné 1ze bilkovinné frakce rozdélit
na dvé skupiny, a to nerozpustné kaseiny a rozpustné syrovatkové bilkoviny. Do skupiny
kaseinll patii asi-kasein, asz-kasein, B-kasein a k-kasein a mezi hlavni syrovatkové bilkoviny

se ftadi P-laktoglobulin a o-laktalbumin. V menSich koncentracich jsou pfitomné
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i imunoglobuliny, sérovy albumin, proteoso-peptony, laktoferin a transferin (Selvaggi et al.
2014; Turkmen 2017). Mnozstvi kaseinovych a syrovatkovych bilkovin v kozim mléce lze
definovat pomérem 80:20 (Selvaggi et al. 2014). Prestoze bilkovinné slozeni koziho mléka je
témet srovnatelné s mlékem kravskym, existuji urcité rozdily. Kozi mléko vykazuje vyssi
zastoupeni B-kaseinu, téméf totozné mnozstvi k-kaseinu a nizs§i nebo nulové zastoupeni asi-
kaseinu. Na koagulacni schopnosti mléka se podili pfedevsim asi-kasein, kterého je v kozim
mléce nedostatek a muze tak zhorSovat technologickou zpracovatelnost (Ranadheera et al.
2019). Béhem vyroby koziho syra dochéazi ke krat§i dobé srazeni mléka, avSak vysledny
produkt je charakteristicky snizenou pevnosti struktury a vytézkem (Turkmen 2017). V kozim
mléce se objevuji i nebilkovinné dusikaté frakce, kam patii mocovina, volné aminokyseliny,
nukleosidy, nukleotidy a polyaminy a jejich celkové zastoupeni tvoii 5,8 % (Selvaggi et al.
2014).

Bilkovinné frakce se 1isi zastoupenim aminokyselin. Nejvyssi procentualni zastoupeni
aminokyselin u as; a asz-kaseinu predstavuje glutamova kyselina, lysin, tyrosin a prolin, u B-
kaseinu je to glutamova kyselina, glutamin, leucin a prolin, u x-kaseinu prolin, threonin,
glutamin a alanin a u B-laktoglobulinu pak leucin, lysin a alanin (Amigo & Fontecha 2022).

Nekteré cenné bilkovinné frakce nasly své uplatnéni v potravinafském pramyslu teprve
v nedavné minulosti. Napt. syrovatkova bilkovina byla dfive povazovana za vedlejsi nebo
odpadni produkt mlékarenského pramyslu, a to diky malé, témér nevyznamné hodnoté pro
spotiebitele. V poslednich desetileti se vSak nazor obratil a zajem o syrovatkovou bilkovinu
vzrostl (Hernandez-Ledesma et al. 2011). Vyuziti syrovatkové bilkoviny se rozsifilo jak
v potravinaiském, tak v nepotravinaiském pramyslu po celém svéteé (Khan et al. 2019). Tento
nutricné vyznamny a cenoveé dostupny vedlejsi produkt vznikd pifi procesu vyroby syra
(Zhao etal. 2021). Syrovatkova bilkovina je vyuzivana v potravinarském odvétvi jako
emulgacni, zelirujici nebo objemovy prostiedek. Nejdualezit€jsi vlastnost této bilkoviny je vSak
jeji vysoka biologicka hodnota. Vyuzitelnost syrovatkové bilkoviny stale neni stoprocentni,

priblizné€ 30 az 35 % je zlikvidovano (Khan et al. 2019).

3.6.4 Mineralni latky

Zastoupeni mineralnich latek v kozim mléce vykazuje velkou variabilitu, a to v zavislosti
na genetickych faktorech, fazi laktace, druhu krmiva a analytickych postupech. Kozi mléko
jednoznacné obsahuje vyssi hladinou véapniku, fosforu, drasliku, hot¢iku a chloru, a naopak

nizs8i hodnoty sodiku néz mléko kravské (Amigo & Fontecha 2022).
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3.6.5 Vitaminy

Hladiny lipofilnich a hydrofilnich vitamint se li§i v zavislosti na vnéjsich i vnitinich
faktorech. Vitaminy obsazené v kozim mléce predstavuji podobné slozeni jako u mléka
kravského a matetrského (Turkmen 2017). Kozi mléko je zdrojem vitaminu A, D, E, C, B3
(niacin), B1 (thiamin), B2 (riboflavin) a B5 (panthotenovou kyselinu). Zaroven obsahuje i nizké
koncentrace vitaminu B12 (kobalamin) a B9 (kyselinu listovou) (Ranadheera et al. 2019).
Studie potvrdily, ze kozi mléko obsahuje pétkrat méné vitaminu B12 a listové kyseliny, coz
muze u kojenct vyvolat tzv. anémii neboli megaloblastickou anémii. Pficinou je predevs§im
nedostatecné mnozstvi listové kyseliny a kobalaminu, které je dulezité pro syntézu
hemoglobinu (Park 2017, Turkmen 2017).

V podkapitole Vybrané latky s prokazatelnym antioxida¢nim ucinkem obsazené v kozim
mléce je podrobné popsan vitamin A a E, které byl stanoven ve vzorcich koziho mléka. Obecné
mléko neni povazovano jako bohaty zdroj vitamint A a E, ale diky pravidelné konzumaci mléka
a Siroké skale mlécnych vyrobku lze tvrdit, Ze patii ke kvalitnim zdrojam téchto vitamina (Park

2017).

3.7 Oxidaéni stres

Termin oxidacni €1 oxidativni stres oznacuje nerovnovahu mezi volnymi radikaly
a antioxidaCnimi mechanismy v organismu. V tento okamzik je snahou antioxidant
ptitomnych v téle neutralizovat a detoxikovat skodlivé ptisobeni volnych radikala (El-Fattah et
al. 2019). V ptipadé, Ze nastane nerovnovazny systém v organismu, volné radikaly spusti
nezadouci fetézovou reakci, ktera napadne bunéné membrany, zablokuje Cinnost dilezitych
enzymu, zabrani spravnému bunéénému déleni, poskodi deoxyribonukleovou kyselinu DNA,
zamezi tvorb¢€ energie v organismu a dalsi.

Teoretické poznatky o volnych radikalech kysliku jsou znamy vice nez 50 let, avSak
teprve pred 20 lety doslo k provazani souvislosti s rozvojem rakoviny a mnoha metabolickych
a chronickych onemocnéni. Pfitomnost volnych radikala v lidském téle je v urcitych hladinach
zadouci. Volné radikaly plni napf. obrannou funkci proti bakteriim, parazitim a antigentim.
Prostfednictvim leukocytt, makrofagi a volnych radikali dochazi k tzv. respiracnimu
vzplanuti, pfi némz dojde k usmrceni bakterie a nasledné likvidaci odumfelych bunék. Studie
také vypovidaji o ucasti volnych radikala pfi nékterych bunécnych signalizacnich procesech
(Sharifi-Rad et al. 2020). Déle bylo prokazano, ze malé mnozstvi reaktivni formy kysliku
(ROS) napomahé k udrzeni a regulaci homeostazy (Sharifi-Rad et al. 2020). Nadbytecna
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produkce ROS miize naopak zpusobit nekontrolovatelné pochody v organismu (Bhat et al.

2015).

3.7.1 Volné radikaly, reaktivni formy kysliku a dusiku

Oznaceni volny radikal plati pro molekularni fragmenty, které obsahuji jeden nebo vice
neparovych elektronti ve svém atomovém/molekulovém orbitalu. Lze je definovat jako latky
nestabilni a vysoce reaktivni. Pravé tyto neparové elektrony urcuji volnym radikalim stupen

reaktivity (Fang et al. 2002; Bhat et al. 2015).

ROS

Reaktivni slou€eniny kysliku (ROS, Reactive oxygens species) nebo také oznaCovany
jako volné kyslikové radikaly predstavuji nejdialezit€jsi skupinu radikalt produkovanych
v zivych systémech (Valko et al. 2007). Reaktivni formy kysliku je mozné rozdélit na dvé
skupiny (Tabulka 2), a to skupinu volnych radikalt a skupinu neradikalovych oxida¢nich
Cinidel, které lze snadno na radikaly pfeménit (Bayr 2005). Ke zvysSené produkci ROS
v bunkach pfispiva mnoho spoustécu z okolniho prostiedi, kterému je jedinec vystavovan. Mezi
hlavni exogenni zdroje ROS patii cigaretovy kouf, UV zafeni, ionty tézkych kovl, zvysena
produkce ozonu, léky, nebezpecné toxiny, ale i chemické piipravky jako jsou pesticidy
a insekticidy. ROS nepftichazeji pouze z vnéjsiho prostiedi, ale jsou produkovany i v samotném
organismu. Hlavni endogenni zdroj ROS, ale i reaktivnich forem dusiku (RNS) je
mitochondréalni elektronovy transportni fetézec, dale pak endoplazmatické retikulum,
peroxizomy a dalsi. Imunitni buriky - makrofagy a neutrofily také mohou produkovat ROS, a to
diky svym specifickym mechanismim, které jsou zavislé na kysliku v boji proti nezadoucim
napadajicim mikroorganismiim. Organela mitochondrie slouzi jako hlavni producent ROS
azaroven se chova 1 jako receptor. Nadbyte¢na produkce ROS muze zpusobit
nekontrolovatelné pochody v organismu. Zasazeny nejcastéji byvaji bunécéné lipidy, proteiny
nebo molekuly DNA (Bhat et al. 2015). U proteinti dochazi k modifikaci struktury a pozménéni
puvodni funkce, coz ma za nasledek dysfunkci a naruSeni zivotné dulezitych procesu.
Poskozena struktura proteinu vede k zdméné aminokyselin, rozpadu peptidového fetézce,
zméné elektrického naboje, enzymatické inaktivaci a sklonu k proteolyze. Pfi zasazeni
lipidovych bunék dochézi k narueni lipidové membrany a zvySeni permeability. ROS mohou

poskodit molekuly DNA, a to naslednou oxidaci deoxyribozy, rozpletenim fetézce, odstranénim
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nukleotidi, zaménou baze, pfipadné zménou trojrozmérmého usporadnani (Sharifi-Rad et al.
2020).

Vsechny typy ROS jsou pro lidsky organismus velmi Skodlivé. Jejich cilem je oxidovat
a nasledné inaktivovat funkci bunék. Procesy vyvolané ROS mohou zplisobit nevratné zmény
v oraganismu. NejCastéji dochazi k apoptoze a nekrotické bunécné smrti (Sharifi-Rad et al.

2020).

Tabulka 2: Reaktivni formy kysliku (Bayr 2005)

Reaktivni formy kysliku
Neradikalova oxidacni

Volné radikaly Sinidla
superoxid 0, peroxid vodiku H>0>
hydroxylovy radikal HO’ kyselina chlorna HOCI1
peroxyl ROO’ ozon O3
alkoxyl RO’ singletovy kyslik 10,
hydroperoxyl HOy

RNS

Reaktivni slouceniny dusiku (RNS, Reactivenitrogen species) predstavuji slouceniny,
které jsou odvozené predevsSim od oxidu dusnatého. Hlavni reaktivni formy dusiku jsou
uvedeny v Tabulce 3. Reaktivni forma oxidu dusnatého (NOe) je charakteristickd jednim
neparovym elektronem (Martinez & Andriantsitohaina 2009). NOe se v tkanich produkuje
specifickymi syntdzami oxidu dusnatého, které napomahaji metabolizovat arginin na citrulin
a zaroven tvori tuto formu radikalu. Tento reaktivni radikal plsobi jako dulezita signalni
molekula, ktera se projevuje v mnoha fyziologickych procesech. Studie zabyvajici se touto
problematikou odhalila pozitivni vliv NOe¢ na relaxaci hladkého svalstva, regulaci krevniho
tlaku, ptenos nervového vzruchu a obranné mechanismy (Bhat et al. 2015). V budoucnosti by
RNS mohly pomoci pti 1é€bé neurodegenerativnich, kardiovaskularnich, metabolitickych
a zanétlivych onemocnéni (Martinez & Andriantsitohaina 2009). Nadmérné produkce RNS je
oznacovana jako nitrosativni stres. K tomuto stavu dochazi v ptipadé€, kdy je produkce RNS
v organismu v nadbytku a organismus uz neni schopen tyto volné radikaly neutralizovat
a eliminovat. Nitrosativni stres vede ke zméné struktury proteinii a zamezi jejich normalni

funkce (Valko et al. 2007).
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Tabulka 3: Reaktivni formy dusiku (upraveno dle Martinez & Andriantsitohaina 2009)

Reaktivni formy dusiku

Neradikalova oxida¢ni

Volné radikaly Sinidla

oxid dusnaty NO’ nitrosonium NO*

oxid dusiCity NO;"  nitroxyl NO
kyselina dusita HNO:
oxid dusity N>03
oxid dusicny N2Og4
nitronium NOy*
peroxynitrit ONOO
alkylperoxynitrit ROONO

3.7.2 Antioxidaéni vlastnosti mléka

Svétova populace starne, chronickych onemocnéni pribyva a po celém svété panuje
socioekonomicky problém. Organizace pro podporu zdravi proto intenzivné vytvareji strategie,
které se podileji na efektivni podpote zdravi svétové populace. Jedna z klicovych strategii, jak
podpofit lidsky organismus, je navysit pfisun antioxidantd (Benzie & Choi 2014). Lidské télo
se brani nékolika antioxida¢nimi mechanismy, jako je systém enzymu superoxid dismutaza,
katalaza a glutathion peroxidaza (Comert & Gokmen 2020). Endogenni antioxidanty nelze
v organismu nijak navySovat, avSak exogenni lze. Pestra strava, a s tim spojeny vyssi piijem
antioxidantll nabizi potencialni cestu, jak cilen¢ chranit organismus pfed oxidacnim stresem
(Benzie & Choi 2014). Pfi nedostate¢ném piijmu antioxidantd je organismus vystavovan riziku
vzniku oxida¢niho stresu. V tento okamzik nastava v téle nerovnovaha mezi volnymi radikaly
a antioxidanim obrannym systémem. ZvySenim exogennich antioxidanti dochazi
ke zpomaleni biologického starnuti a snizovani rizik chronickych degenerativnich onemocnéni
jako jsou naptf. kardiovaskularni onemocnéni, rakovina, autoimunitni poruchy,
neurodegenerativni onemocnéni a diabetes mellitus (Comert & Gokmen 2020). Metabolické
choroby jsou tzce spjaty 1 s zivotnim stylem jedince (Khan et al. 2019). Na trhu existuje mnoho
komercné dostupnych antioxida¢nich dopliika, av§ak soucasna doporuceni pro podporu zdravi
smeéfuji populaci k vy§si konzumaci potravin bohatych na pfirodni antioxidanty, nikoli dopliiky
stravy (Benzie & Choi 2014).

Miéko a mlécné vyrobky tvori pfiblizné 25 - 30 % pramérné stravy jedince. Tyto vyzivné
potraviny obsahuji celou fadu esencialnich slozek. Jedna se predevsim o olejovou kyselinu,

konjugovanou linolovou kyselinu, omega 3 mastné kyseliny, vitaminy, mineralni latky
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a bioaktivni slouceniny - antioxidanty. Na sv€tovém trhu stale nartsta poptavka po potravinach,
které obsahuji pfirodni antioxidanty. Antioxidacni kapacita mléénych vyrobkli a samotného
mléka je tvorena pfitomnosti enzymatickych mechanisma - superoxid dismutaza, katalaza,
glutathion peroxidaza, vitaminy A, E, karotenoidy a pfitomnost vazané siry v aminokyselinach,
z nichz jsou tvoreny bilkoviny (Khan et al. 2019). Pfijem cerstvého mléka, u novorozencti
matefského mléka, je dulezity zdroj antioxidantu, ktery pusobi jako prevence nebo snizuje
poskozeni raznych télesnych tkani. Uinky antioxidatnich vlastnosti mléka mohou byt
ovlivnény mnoha faktory. Ztraty nejCastéji nastavaji v prubéhu pasterizacniho oSetfeni mléka,
ptipadné faze laktace. Pokles antioxida¢ni aktivity mize byt spojovan i se zemépisnou polohou

farmy, ve které jsou zvifata chovana (Alyaqoubi et al. 2014).

3.7.3 Oxidacni stabilita mléka

Mlékarensky primysl se pii vykupu mléka od svych dodavatelt vzdy zajima o kvalitu
a Cerstvost. Stabilita mléka a odolnost vici oxidaci je jednim z faktord, ktery ma negativni
dopad na zpracovani mléka a mlécnych vyrobkt, zhorSeni nutricni kvality, skladovani
azejména se odrazi na senzorickych vlastnostech vyrobku. Oxida¢ni stabilita je dana
rovnovaznym vztahem mezi antioxidaCnimi a oxidacnimi procesy probihajicich v mléce
a mlécnych vyrobcich. Pfi zvySené oxidaci se mlécné produkty projevuji silnym nezadoucim
zapachem. V soucasné dob¢ je mozné vzorky citlivé na oxidacni procesy monitorovat pomoci
méfeni antioxidacni kapacity. Oxidacni stabilita mléka a mlécnych vyrobkt zavisi predevsim
na zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin, dale pak na koncentraci tokoferola a karotenoidti
(Khan et al. 2019). Za nejslozitéjsi prirodni tuk je povazovan tuk mlécny, a to diky vysoké
rozmanitosti v zastoupeni mastnych kyselin. Profil mastnych kyselin je dan mnoha faktory jako
je plemeno, stadium laktace, mastitida, bachorova fermentace, druh krmiva, sezonni vlivy apod.
(Bucevic¢-Popovic et al. 2014). Nasledné procesy, které probihaji po vyrobé mlécného produktu,
t]. zpracovani, baleni a skladovani maji vyrazny vliv na mnozstvi pfirozené se vyskytujicich

antioxidatd ve vyrobku (Khan et al. 2019).
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3.8 Vybrané latky s prokazatelnym antioxidac¢nim ucinkem

3.8.1 Vitamin A

Funkce vitaminu A v lidském téle

Vitamin A je nezbytnou soucasti mnoha metabolickych pochodu, z tohoto divodu je pro
Cloveéka potrebny v malych mnozstvi béhem celého zivota (Fairulnizal Md Noh et al. 2019).
Podili se na celé fad¢ klicovych funkci, a to na imunitnim systému, zachovani integrity
epitelialnich bunék, reprodukci, funkci vajecnikti, embryonalnim vyvoji, bunécné komunikaci,
a predevsim na spravné funkci zraku. Tento vitamin je také dulezity antioxidant. Nedostatecné
mnozstvi tohoto vitaminu muze vyvolat u ¢lovéka i metabolické onemocnéni jako je obezita,
diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni, jaterni a kozni onemocnéni (Noziere et al.
2006; Blaner 2020, NIH, Office of Dietary Supplements 2021). Neustale se objevuji nové
biologické funkce vitaminu A, napf. souvislost s reakci na inzulin, energeticka bilance,
metabolismus lipidi a vliv na nervovy systém (Fairulnizal Md Noh et al. 2019).

Vitamin A zastupuje jednu z dulezitych roli v organismu, ¢imz je zrak. Velmi Casny
a subjektivni pfiznak nedostatku vitaminu A se projevuje snizenou schopnosti vidéni
¢i Serosleposti. V lidském oku se vitamin A vaze ve formé 11-cis retinal na protein opsin, a tim
je umoznén vznik zrakovych pigmentt rhodopsint (tyCinek) a iodopsint (Cipkd). Vstupujici
svétlo pfemeéiuje izomeraci navazany 11-cis retinal na all-trans formu, kterd vyvola excitaci
fotoreceptorové buriky. Tato izomeracni reakce spusti nervovy signal, ktery vede do centra
mozkové kury a nasledné je preveden na obraz (Fairulnizal Md Noh et al. 2019).

Retinova kyselina vznika v navaznosti jako metabolit vitaminu A. Ten je nezbytny pro
spravnou ¢innost imunitniho systému. Retinol a jeho derivaty pracuji na principu imunitnich
zesilovacu, které posiluji protilatkovou odpovéd’ a zarover se podileji na obnové a integraci
vSech bunék sliznic. Dale se retinol podili na vyvoji leukocytt, které jsou nedilnou soucasti
imunitniho systému organismu. Podle nejnoveéjsich poznatka hlavni misto ptisobeni vitaminu
A v imunitni odpovédi souvisi s T-lymfocyty (Fairulnizal Md Noh et al. 2019).

Vitamin A je aktivné zapojovan do tvorby cervenych krvinek, které jsou odvozeny
z kmenovych bunék. Za spravnou diferenciaci pravé zodpovidaji retinoidy. Studie prokazaly,
ze vitamin A ma za nasledek usnadnénou mobilizaci zasob Zeleza do nové vyvyjejicich se

erytrocytt, kde je ukladano do struktury hemoglobinu prenasejiciho kyslik (Cusick et al. 2005).
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Deficit retinolu a retinové kyseliny se muze negativn€ projevit i na vyvoji lidského
embrya. Nedostatek vede ke $patné diferenciaci tii zarodeCnych obalti nebo k nedokonalému
vyvoji koncetin béhem embryogeneze (Gutierrez-Mazariegos et al. 2011).

Spermatogeneze neboli vyvoj spermii je rovnéz ovlivnén nedostatkem nékterych forem
vitaminu A. Napf. retinova kyselina se podili na regulaci gametogeneze u samcich 1 samicich
gamet a naslednému prechodu do stadia meidzy (Wright 2010).

Princip antioxida¢ni aktivity vitaminu A ¢i B-karotenu prameni ze schopnosti vychytavat
reaktivni formy kysliku, a kromé vyvolani antiprolifera¢niho ti€inku prostfednictvim receptoru
retinové kyseliny a receptoru retinoidu muze zlepSit imunitni funkci. Timto zptisobem jsou
zablokovany nékteré karcinogenni procesy a zaroveri je omezen rust nadorovych bunék (Oruch

& Pryme 2012).

Chemicka struktura vitaminu A

Vitamin A je fazen do skupiny lipofilnich vitamind. V lidském téle se vyskytuji 3 aktivni
formy vitaminu A, a to nejvyznamnéjsi all-trans-retinol, retinal a retinova kyselina (Higdon
2000). Struktura téchto latek je velmi podobna. VSechny tyto pribuzné latky spadaji do skupiny
terpenoidi oznaCované takeé jako isoprenoidy (Graulet 2010).

Za hlavni formu vitaminu A je obecné povazovan biologicky aktivni all-trans-retinol
neboli axeroftol ¢i vitamin A; (Obrazek 2). Tato lipofilni latka zluté barvy je vstfebavana
konzumaci potravin zivoc¢isného puvodu. SlouCenina retinol je tvofena 20 atomy uhliku
s 5 konjugovanymi dvojnymi vazbami v fetézci, resp. alicyklicky diterpenovy alkohol
s charakteristickym PB-jononovym cyklem, na ktery je na 6. uhliku napojen polyenovy fetézec
se 4 konjugovanymi dvojnymi vazbami. Existuje 1 vitamin A> (3,4-didehydroretinol), jehoz
aktivita je v porovnani s retinolem rapidné niz§i. Retinol zastupuje v potravinach mnoho
analogli nebo metabolitt, které se lisi strukturou jononového cyklu nebo jeho postranniho

fetézce (Ball 2004; Graulet 2010; Kumar et al. 2021).

5 All-trans-retinol

Obrazek 2: Chemicka struktura all-trans-retinolu (Combs & McClung 2017)
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Doporucené denni davky

Vstiebavani jednotlivych provitamind je velmi variabilni v zavislosti na latkovém slozeni
potravin, zpusobu piipravy pokrmu, a pfedevSsim na mnozstvi tuku. Transport provitamind
z potravin do téla neni kvantitativni, vzdy dochazi k mirnym ztratam. Obecné denni potieby
clovéka jsou pokryty z 50 % provitaminy zastoupenymi v rostlinné stravé. Priblizné 40 %
potteby tvofi provitaminy zeleniny, 20 % provitaminy a retinol masa, 15 % provitaminy
a retinol mléka, 8 % provitaminy ovoce, 8 % retinol tuk a 6 % provitaminy a retinol vajec
(Velisek & Hajslova 2009).

Obsah vitaminu A je vyjadien v mezinarodnich jednotkach (IU). Jedna jednotka IU je
definovana jako 0,3 pg retinolu nebo 0,6 pg B-karotenu piipadné 1,2 pg dalSich provitamind A.
V Tabulce 4 jsou uvedeny denni doporucené davky pro jednotlivé skupiny populace (Velisek
& Hajslova 2009). Lidské télo toleruje Siroky rozsah vitaminu A, avSak nedostateCny nebo
nadmérny pfijem muize vyvolat negativni dopad na organismus. Pokud hodnota retinolu
poklesne pod hladinu < 500 pg na den, mohou byt u jedince pozorovany znamky Serosleposti,
xeroftalmie neboli vysychani oc¢ni rohovky, keratinizace nebo az uplné vycCerpani a smrt.
V nadbyteCném mnozstvi, tzn. vice nez stonasobek doporuceného piijmu pro dospélé osoby
a vice nez dvacetinasobek doporuceného piijmu pro déti, je vitamin A pro organismus toxicky.
K hlavnim pfiznakim hypervitaminozy se fadi zvraceni, bolesti hlavy, praskani rtd, poskozeni

kosti a jater, alopecie apod. (Fox et al. 2015).

Tabulka 4: Doporucené denni davky retinolu pro specifické skupiny (Velisek & Hajslova 2009)

Skupina populace Doporucend denni davka retinolu [mg]

deti 0,4-0,6
dospéli 0,8-1,0
téhotné Zeny 1,0-1,2
kojici zeny 1,2-2,0

Vitamin A mléce a mléénvych vyrobcich

Mléko a mlécné produkty patfi také k vyznamnému zdroji vitaminu A. V porovnani
s jinymi potravinami mléko a mlé¢né produkty obsahuji pomérné nizké koncentrace retinolu,
avsak konzumace tohoto sortimentu je u spotiebiteld pravidelna. Obsah vitaminu A roste
s pfitomnym tukem, zejména u mléénych vyrobkd a masla (Velisek & Hajslova 2009). Podle

dostupnych informaci se vitamin A v kozim mléce pohybuje okolo hodnoty 0,04 mg/100 g
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a pouze stopové mnozstvi karotenoidu (Lima et al. 2018). Pro porovnani namétrenych hodnot
plnotu¢né kravské mléko obsahuje v priméru stejné mnozstvi retinolu jako mléko kozi
a 0,02 mg karotenu/100 g (Fox et al. 2015).

Na mléko a mlécné vyrobky pasobi mnoho vyrobnich faktord, které snizuji hladiny
retinolu ve finalnim produktu. Napf. pfi vysoké pasteraci (UHT) mléka a pfi suseni dochazi
k jeho degradaci az o 6 %. Volba nevhodného obalového materialu muze pii skladovani
zapricinit vitaminové ztraty. Prunik svétla a kysliku k vyrobku zptsobuje 20 - 30% pokles
vitaminu za pouhou hodinu. Obecné suSené mléko obsahuje nejstabilngjsi formu vitaminu A

i pti dlouhodobém skladovani (Velisek & Hajslova 2009).

3.8.2 Karotenoidy

Aktivita vitaminu A byla prokazéana pfiblizn€ u 50 pfirozené se vyskytujicich slouc¢enin
ze skupiny karotenoidii. Nejznaméj$im provitaminem vitaminu A je P-karoten. Mezi dalsi
provitaminy vitaminu A lze zafadit a-karoten, y-karoten, B-kryptoxanthinem, echinenonem
a dalsi (Velisek & Hajslova 2009). Rozsahla skupina karotenoidl je tvorena vice nez 600
ptirodnimi pigmenty, které jsou syntetizovany vyssimi rostlinami, fasami a fotosyntetickymi
bakteriemi. Xantofyl, karoten a lykopen jsou zodpoveédné za zluté, oranzové a Cervené zbarveni.
Rostlinné karotenoidy piechazeji do zivoc¢isnych produkt, nékdy ve velké mife jako napf.
vajecny zloutek nebo v mensim mnozstvi, jako u mlécnych produkta prezvykavci. Karotenoidy
upravuji barvu mléka a mlécnych vyrobktu. Nazloutlé odstiny jsou zpusobeny pastevnim
produkénim systémem prezvykavcl (Noziére et al. 2006). Mléko od koz krmenych na pastvé
obsahuje vyssi hladiny karotenoidii nez od koz, které byly krmeny koncentrovanymi krmivy.
Existuje také velka sezonni variabilita v koncentraci vitaminu A. Bylo zjisténo, ze mléko
produkované v letnich mésicich obsahuje vyssi hladiny vitaminu A a B-karotenu nez mléko

nadojené v zimé (Fox et al. 2015).

3.8.3 Vitamin E

Funkce vitaminu E v lidském téle

Vitamin E je nezbytny pro organismus a je pfijiman vyhradné ze stravy. Mezi
nejdulezitéjsi lipofilni antioxidanty patii praveé a-tokoferol, ktery pozitivné ovliviiyje lidské
zdravi. Hlavnim ukolem téchto vitamini je chranit polynenasycené mastné kyseliny pred
procesem oxidace, kterd probiha na urovni bunénych membran a v plazmatickych

lipoproteinech (Graulet 2010). Ochrana je zvlasté dialezita u novorozencu pro spravny vyvoj

21



nervového systému a zaroven predchdzi rozvoji degenerativnich zanétlivych onemocnéni
v dospélosti (Debier et al. 2005; Graulet 2010). Mezi dal§i zdravotni uCinky, které byly
prokazany pii piijmu tokoferoli a tokotrienoll je fazena prevence pied kardiovaskulanim
onemocnénim, metabolickymi poruchami, rakovinou a neurodegeneratnim onemocnénim.

Studie a pruzkumy, které se provadély na populaci jedinct konzumujici vysoké mnozstvi
vitaminu E, odhalily snizeny vyskyt chronickych onemocnéni. VSe souvisi s antioxidacni
kapacitou skupiny vitamini E. Princip je zalozen na schopnosti vitaminu E darovat vodik
volnym radikalim. Vysledny tokoferoxylovy radikal je pii porovnani s volnym radikalem
mnohem méné reaktivni, tudiz neSifi oxidacni fetézovou reakci. Vznikly tokoferoxylovy
radikal muze vstoupit do reakce s jinym tokoferoxylovym radikalem nebo miize byt zredukovan
askorbovou kyselinou za vzniku stabilnich produktl, které neohrozuji lidsky organismus
(Ehizuelen Ebhohimen et al. 2021).

V roce 2010 wvzrostl celosvétovy pocet diagnostikovanych piipadi rakoviny na
13,3 miliont. Rok 2018 navysil na 18,8 miliont a pfedpovéd na rok 2030 se ma pohybovat
okolo 20 milionti diagnostikovanych pfipadt (Ghosh et al. 2020). Rakovina je charakterizovana
jako komplikovany chorobny stav organismu, kdy neni mozné kontrolovat bunécny rust.
Karcinogenezi lze rozdélit na tfi faze - iniciace, progrese a promoce. Volné radikaly pasobi ve
vSech urovnich a jsou schopni reagovat se vSemi slozkami DNA (Ehizuelen Ebhohimen et al.
2021). Problém tohoto onemocnéni je ukotven v genetické heterogenité a slozitosti pokrocilych
stadii. Komplikace také souviseji s rezistenci na 1écbu a opakovanym navratem nemoci (Ghosh
et al. 2020).

Vitamin E se objevuje v nékolika podobach. Formy vitaminu E se od sebe navzajem lisi
rozdilnou protirakovinnou aktivitou (Rizvi et al. 2014). Vyssi protirakovinné vlastnosti byly
zaznamenany u vy-tokoferolu, &-tokoferolu, y-tokotrienolu a &-tokotrienolu (Ehizuelen
Ebhohimen et al. 2021). Mnoho studii se zabyvalo pozorovanim ucinku suplementace
¢i zvySeného pfijmu vitaminu E na rozvojové stadium rakoviny, avSak vysledky jsou sporné.
Podle Liebeskind (2005) lze tvrdit, Ze vysoky pfijem vitaminu E nebo dopliikt stravy muze
snizit riziko rakoviny tlustého stfeva. Nicméné Kohortova studie (Nurses’ Health Study and the
Health Professionals Follow-up Study) nedokazala vysledky potvrdit (Ghosh et al. 2020).

Existuje souvislost deficitu vitaminu E a Sedého zakalu. Onemocnéni postihuje starsi
populaci, kdy dochazi ke snizené funkci zraku. Sedy zakal vznika v disledku akumulace
proteinti oxidovanych volnymi radikaly (Ehizuelen Ebhohimen et al. 2021). Nekteré studie

odhalily potencialni vztah mezi suplementaci vitaminu E a vzniku Sedého zakalu. Prozatimni
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vysledky a dikazy studii nepostacuji k zavéru, aby vitamin E ve formé suplementace nebo
v kombinaci s jinymi antioxidanty byl oznaCen za prostfedek snizujici vyskyt Sedého zakalu
(Rizvi et al. 2014).

Vznik a nastup neurologickych poruch souvisi také s oxidacnim stresem. Jedna se
predev§im o Alzheimerovu a Parkinsonovu chorobu. V obou piipadech se projevuje zvysena
oxidace proteind, lipidi a molekul DNA, a to v zavislosti na véku a snizené antioxidacni aktivité
(Ehizuelen Ebhohimen et al. 2021). V pfipad¢ Alzheimerovy choroby proces oxidace vyvola
zesitovani protein a agregaci f-amyloidniho proteinu, coz vede k degenerativnimu zaniku
neurontt (Rizvi et al. 2014). Studie zabyvajici se Alzheimerovou chorobou potvrdila, ze
suplementace vitaminu E miiZe zpomalit postupovani onemocnéni u pacientu, ktefi se nachazeji
ve stfedné tézkém stadiu (Mangialasche et al. 2013).

Kardiovaskularni onemocnéni je vyvolano procesem oxidace lipoproteini s nizkou
hustotou a naslednym vznikem zanétu. Vyzkumy zjistily, ze y-tokoferol prokazatelné
podporuje kardiovaskularni funkce zvySenim aktivity syntazy, ktera produkuje oxid dusnaty,
atim uvoliyje cévy. Studie zabyvajici se timto problematickym onemocnénim uvedla, ze
suplementace y-tokoferolu v denni davce 100 mg u pacientd vedla k redukci nékterych
rizikovych faktori. Zavedena suplementace omezila agregaci krevnich desti¢ek a snizila

hladinu cholesterolu (Rizvi et al. 2014).

Prestoze nékolik forem vitaminu E ma prokazatelny antioxidacni ucinek a pozitivné
pusobi proti mnoha onemocnénim, aktualné neexistuje zadné klinické pouziti jako 1éCivo.
Studie antioxidacni aktivity v podobé in vitro je plné zdokumentovana, avsak studie in vivo
neni zcela prikazna (Ehizuelen Ebhohimen et al. 2021). V poslednich 15 az 20 letech se
vyzkum rozsifil z primarniho a-tokoferolu i na jiné antioxida¢ni formy tokoferolt
a tokotrienolli. Dobfe zdokumentované antioxidacni a pozitivni uCinky mezi piijmem,
suplementaci o-tokoferolu a chronickym onemocnénim doposud neprokézaly dostatecné

stabilni pfinosy pro prevenci vySe popsanych onemocnéni (Jiang 2014).

Chemické struktura vitaminu E

Skupina vitaminu E se sklada z 8 strukturalné ptibuznych derivati chroman-6-olu, které
1ze rozdélit na tokoferoly a tokotrienoly (Obrazek 3). Tyto sloueniny maji ve své struktuie
zabudovany typicky chromanovy cyklus s hydrofobnim nasycenym nebo nenasycenym
isoprenoidnim postrannim fetézcem, ktery se sklada z 16 atomu uhliku (Combs & McClung

2017). Pro tokoferoly je typicky nasyceny terpenoidni postranni fetézec, kdezto pro
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tokotrienoly nenasyceny postranni fetézec s 3 dvojnymi vazbami. Odlisnost jednotlivych
tokoferoll a tokotrienoll je zavisla na poloze a poctu methylovych skupin, které jsou navazany
na chromanovy cyklus. Aby tyto slouceniny vykazovaly biologickou aktivitu vitaminu E, musi
obsahovat ve struktufe volny hydroxyl nebo esterovou vazbu na 6. uhliku v chromanovém
cyklu. Vitaminy E jsou pak pojmenovany podle polohy a poctu methylovych skupin
navazanych na chromanovym jadfe. Kazdy tokoferol se muze diky chiralnimu uhliku ve
struktufe vyskytovat v 8 isomernich formdach, avSak v pfirodé se objevuji jen nékteré
(Ball 2004). K nejznamnéjsim zastupctim prirodnich tokoferolt je fazen (RRR)-a-tokoferol, ve
zkratce oznacovan jako a-T. Za pokojové teploty se jedna o svétle zlutou olejovitou latku, ktera
je nerozpustna ve vode, ale snadno rozpustna v nepolarnich rozpoustédlech. U tokotrienolt je
také znamo 8 isomert. V pfirod€ se Ize setkat pouze s a-tokotrienolem, ktery se ve zkratce

oznacuje jako a-T-3 nebo o-TT (Graulet 2010).

R3 Tokoferoly

R3 Tokotrienoly

Obrazek 3: Chemicka struktura skupiny vitaminii E (Combs & McClung 2017)

Doporucéené denni davky

Denni doporuc¢ené davky vitaminu E nejsou doposud presné definovany. Potieba
vitaminu zavisi na pfijmu polyenovych mastnych kyselin, které jsou obsazeny predevsim
v rostlinnych olejich, margarinech, ale i v potravinach zivoc¢isného puvodu jako napf. maso,
jatra, mléko a dalsi. Pro jedince, ktefi v priméru denné konzumuji 14 - 19 g mastnych kyselin
byl doporucen piijem 15 mg vitaminu E. T¢hotné zeny by mély navysit doporuceny denni
pfijem o 2 mg a kojici zeny az o 5 mg (VeliSek & Hajslova 2009). Nejnovejsi poznatky realné

spotfeby vitaminu E, resp. a-tokoferolu jsou uvedeny v Tabulce 5. Pro predstavu biologicka
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aktivita B-tokoferolu ¢ini 50 % aktivity a-tokoferolu, y-tokoferolu 10 % a d-tokotrienolu 3 %
(Fox et al. 2015).

Tabulka 5: Doporucené denni davky a-tokoferolu pro specifické skupiny (Combs & McClung 2017)

Skupina populace Doporucena denni davka a-tokoferolu [mg]
0 - 6 mésicu 4
7 - 11 mésica 5
1-3let 6
4 -8 let 7
9-131et 11
14 -70 + let 15
téhotné Zeny 15
kojici zeny 19

Hypervitaminoza vitaminu E se u populace vyskytuje pouze ojedinéle. Extrémné vysoké
davky vitaminu mohou narusit proces srazlivosti krve (Fox et al. 2015). Naopak nedostatek
vitaminu E je pomémé vzacny. Deficit se objevuje pfevazné jen u jedinci s vrozenymi
predispozicemi, kdy je omezena schopnost vstiebavat potiebné vitaminy z potravy. Tento stav
muiZe nastat napf. pii cystické fibroze, syndromu kratkého stieva nebo pfi obstrukci zlucovodu.
Jedinci pak maji omezenou absorbci tukd z potravin nebo trpi vzacnymi poruchami

metabolismu tuku (Rizvi et al. 2014).

Vitamin E v mléce a mlé¢nych vyrobcich

Vitamin E je v potravinach Zivocisného pivodu siln€ ovlivnén slozkami krmiva a na
vysoké vykyvy ma vliv i rocni obdobi. Tuky zivo€isného pivodu vykazuji vyrazné nizs§i hladinu
vitaminu E v porovnani s rostlinnymi oleji. Khan et al. (2019) uvadi obsah vitaminu E v kozim
mléce 0,03 mg/100g, zatimco Amigo & Fontecha (2022) ve své studii dosli k hodnoté
0,12 mg/100 g, coz je Ctyinasobek prvni hodnoty. Sunaric et al. (2012) stanovovali hodnoty a-
tokoferolu v syrovém kozim mléce. Vzorky mléka pochazely z venkovského horského chovu,
kde kozy byly krmeny pfirodnimi krmivy, nikoli krmivem obohacenym o vitaminy. Mnozstvi
a-tokoferolu obecné zavisi na obsahu mlécného tuku. V odebranych vzorcich syrového mléka,

které obsahovaly prumérné€ 4,4 % tuku bylo naméfeno 1,25 pg/ml a-tokoferolu.

25



3.8.4 Bioaktivni peptidy

MIécné bioaktivni peptidy vznikaji z mléénych bilkovin bud’ enzymatickym rozkladem
travicimi enzymy, tj. gastrointestinalnim travenim nebo jsou tvofeny béhem mikrobialni
fermentace mléka bakteriemi mlécného kvaseni. Vzniklé bioaktivni peptidy se skladaji obvykle
ze 2 - 20 aminokyselin a k jejich aktivaci dochazi po uvolnéni z prekurzorovaného proteinu.
Bioaktivni peptidy podporuji v lidském organismu mnoho funkci. Projevuji se svymi
antimikrobialnimi, imunomodula¢nimi, antihypertenznimi, opioidnimi a antioxidacnimi
vlastnostmi (Mohanty et al. 2016).

Bioaktivni peptidy (Tabulka 6) odvozené od kaseinu a syrovatkové bilkoviny vznikaji
odlisSnym zptusobem. Kaseinové bioaktivni peptidy se mohou uvoliiovat pii technologickém
procesu vyroby potravinovych produkti nebo enzymatickou hydrolyzou. Syrovatkové
bioaktivni peptidy vznikaji za podminéného pouziti specifickych enzymi nebo b&hem
chemické syntézy (Hernandez-Ledesma et al. 2011).

Tyto bioaktivni mlécné frakce jsou povazovany za potencialni pfisady pro vyrobu zdravi
prospésnych funkénich potravin. Dikazy o bioaktivnich ucincich pochazeji prevazné ze studii
in vitro. Velmi Casto je vSak obtizné ucinky reprodukovat in vivo (Vargas-Bello-Pérez et al.
2019).

Tabulka 6: Vybrané bioaktivni peptidy v mléce (upraveno dle Park & Nam 2015)

Mlécny prekurzor Bioaktivni peptid Pozorovana bioaktivita
a-, B-kasein kasomorfin opioidni agonista
kasokinin ACE inhibitor
fosfopeptid mineralni vazba
imunopeptid imunomodulacni
K-kasein kasoplatelin antitrombotikum
kasoxin opioidni agonista
a-laktalbumin, B-laktoglobulin laktorfin opioidni agonista
as1-kasein isracidin antimikrobialni
as2-kasein kasocidin antimikrobialni

Antioxidacni peptidy

Neékteré mlécné peptidy maji schopnost regulovat oxidativni stres, coz je nezbytna
funkce pro preziti bun€k a zaroven udrzeni rovnovazného stavu volnych radikalti v organismu.
V pripad€, Ze je rovnovaha volnych radikal( narusena, dojde k nekontrolovatelné oxidaci

bunéénych proteinti, membranovych lipidia, molekul DNA, coz ma za nasledek iniciaci
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nékterych zavaznych onemocnéni. Antioxida¢ni vlastnosti mlécnych peptidd mohou pracovat
na principu zachycovani nebo zabrafiovani tvorbé€ volnych radikal. Tyto antioxida¢ni peptidy
obsazené v mléce jsou tvofeny 5 - 11 hydrofobnimi aminokyselinami (Mohanty et al. 2016).
Pritomnost hydrofobnich aminokyselin ve struktufe mé& vyznamny podil na zvySené
antioxidacni aktivité (Li et al. 2013).

Uginnost antioxidagnich peptida zavisi na biologické dostupnosti. Absorpce a transport
probiha riznymi mechanismy, a to na zaklade velikosti a struktury molekul. V organismu musi
peptid s antioxida¢nim ucinkem piekonat mnoho bariér. Zaroveii musi byt odolny proti
enzymatickym gastrointestinalnim peptidazam, dale pak peptidizam kartaCového lemu
a sérovym peptidazam. Antioxidacni peptid nesmi vstoupit do jaterniho metabolismu. Za téchto
predpokladi se peptid s antioxidacnim ucinkem dostane do cilového organu nebo mista
pusobeni, kde vyvola pozitivni efekt (De Gobba et al. 2014).

Peptidy s antioxidacni aktivitou jsou spojovany spiSe s mlékem kravskym nez s mlékem
kozim. Kravské mléko obsahuje mnoho jiz znamych a ovéfenych peptidovych fragmenta
s antioxida¢nim uc€inkem jako napf. asl-kasein (144 - 149), B-kasein (98 - 105), B-kasein
(154 - 160), B-laktoglobulin (19 - 29), B-laktoglobulin (58 - 61) a k-kasein (96 - 106) (Kim et
al. 2019). V soucasné dobé probiha mnoho studii a analyz, které se zabyvaji piesnou
identifikaci téchto peptidli v kozim mléce (De Gobba et al. 2014).

Li et al. (2013) provadeli studii, ktera byla zaméfena na pifesnou identifikaci
antioxidacnich kaseinii z koziho mléka. Kaseinova frakce byla hydrolyzovana za pomoci
kombinace neutralnich a alkalickych protedz. Cilem této studie bylo ziskat kaseinové
hydrolyzaty z koziho mléka, které pfi nasledném proméfeni vykazovaly vyrazné vySsi
antioxidaCni aktivitu. Priina zvySené antioxidaCni aktivity byla pfisuzovana péti noveé
identifikovanym oligopeptidim, jejichz struktura se skladala z té€chto sekvenci aminokyselin:
VYPF (Val-Tyr-Pro-Phe), FGGMAH (Phe-Gly-Gly-Met-Ala-His), FPYCAP (Phe-Pro-Tyr-
Cys-Ala-Pro), YVPEPF (Tyr-Val-Pro-Glu-Pro-Phe) a YPPYETY (Tyr Pro-Pro-Tyr-Glu-Thr-
Tyr). Tyto ziskané kaseinové hydrolyzaty s prokazatelnym antioxida¢nim t¢inkem mohou mit
v budoucnosti uplatnéni jako funkéni potravinaiské prisady. Nandhini et al. (2012) ve své studii
potvrdili antioxidacni aktivitu koziho mléka, které bylo fermentovano rodem
Lactobacillus plantarum, avsak antioxidacni peptidy nebyly identifikovany. Silva et al. (2006)
hodnotili antioxidacni aktivitu peptidi ve vodném extraktu ze systému podobajici se kozimu
syru. Pro analyzu byly pouzity enzymy proteaz ziskané z rostlinného materialu
Cynara cardunculus. Identifikovany byly tyto tfi peptidy s antioxidacnimi vlastnostmi: YQEP
a YQEPPVLDP z bilkovinné frakce B-kaseinu a YQKFPOY z bilkovinné frakce as»-kaseinu.
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Izolované kaseiny s antioxida¢nim ucinkem je mozné aplikovat v potravinarském
prumyslu pii komercni vyrobé povlaki, které zabranuji hnédnuti ovoce a zeleniny vyvolané
procesem oxidace. Vyzkum zabyvajici se aplikaci kaseinatu véapenatého a praskové formy
syrovatkové bilkoviny pro oddaleni enzymatického hnédnuti u jednotlivych druh ovoce
a zeleniny potvrdil ucinek téchto antioxidacnich latek. Tato studie byla provadéna na krajenych
odridach brambor a jablka. Pti vyhodnoceni byl efektivnéjsi antioxidacni G¢inek zaznamenan
v praskové formé syrovatkovych bilkovin, av§ak rozdily byly pfisuzovany odlisnému profilu
aminokyselin (Tien et al. 2001; Khan et al. 2019). V soucasné dobé existuje zna¢ny potencial
ve vyrobé prirodnich material. Bilkovinné frakce je mozné aplikovat jako aditiva do
obalovych materiali nebo se mohou podilet na texturnich a chutovych vlastnostech, dale
mohou usnadfiovat vstiebatelnost nékterych zivin nebo slouzit jako pfisady, které zvysSuji
stabilitu potravinarskych produkti. Bilkoviny izolované z mléka hraji vyznamnou roli
v budoucnosti baleni potravin, protoze jsou schopny plnit mnoho funkci a zaroveit mohou byt

vhodnym nosi¢em nutraceutik (Daniloski et al. 2021).

3.8.5 Enzymy

V kozim mléce bylo identifikovano mnoho pavodnich (nativnich) enzymu. Nekteré
z nich slouzi jako indikatory kvalitni pasterace mléka, jiné jako ukazatele mastitidy a nékteré
jsou dulezité z hlediska stability a antioxidacniho Uc¢inku (Fox & Kelly 2006). Mezi
enzymatické antioxidanty Khan et al. (2019) fadi superoxid dismutazu, glutathion peroxidazu

a katalazu.

Superoxid dismutaza

Enzym superoxid dismutaza (SOD) je zodpovédny v anaerobnich systémech za ochranu
tkané pred nebezpeCnymi volnymi radikaly kysliku. SOD vychytava superoxidové radikaly
podle nize uvedené reakce (Fox & Kelly 2006). Enzym katalaza, peroxidaza nebo jiné vhodné

redukeni Cinidlo preméiuje vznikly H>O2 na H20 a Oz (Khan et al. 2019).
202 "+2H" > H20:+ O

SOD existuje ve ¢tyfech moznych izoformach, a to Cu/Zn-SOD, extracelularni SOD, Mn-
SOD a Fe-SOD. Nejcast€ji se u savcu vyskytuje ve formé Cu/Zn-SOD, ktera byla izolovana
z mnoho tkani (Khan et al. 2019). Enzym SOD je v mléce staly v pfipadé, ze dojde k tepelnému

opracovani. Stabilita SOD nastava pti zahifevu na 71 °C po dobu 30 minut. Pfi pfekroceni
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teploty nad 71 °C se stabilita vytraci a enzym je zbaven svych schopnosti, proto mirné zmény
teplot pii pasterizaci znamenaji riziko nasledného zluknuti mléka.

Hlavni funkce SOD je zalozena na inhibici oxidaci lipidd v zivych systémech, ktera
udrzuje stabilitu mléka. Do mlécnych vyrobku byla zvazovana moznost aplikace exogenniho
SOD pro zvysenou stabilitu produktd, avSak z ekonomického hlediska je v porovnani s jinymi

chemickymi antioxidanty pfili§ nakladny (Fox & Kelly 2006).

Glutathion peroxidaza

Enzym glutathion peroxidaza oznacovana také jako GSH perozidaza (GSHPOx) ma ve
své struktufe zabudovany selen, kterym aktivuje ochranu proti peroxidaci lipida (Khan et al.

2019). GSH peroxidaza katalyzuje reakci, jak je nize uvedeno (Fox & Kelly 2006).

2 GSH + ROOH -» GS-SG + ROH + H20

Do reakce vstupuje tripeptid glutathion (GSH, y-glutamylcysteinylglycin) a organicky
hydroperoxid (ROOH), zahrnujici H2O2. Redukujici schopnost v reakci zastupuje thiolova
skupina, ktera je obsazena ve struktufe cysteinu. Vznika molekula vody a dvé molekuly GSH
peroxidazy. Mezi molekulami GSHPOx se muze vytvorit disulfidicky mustek, ktery méni
strukturu na tzv. dimer glutathionu GS-SG (Fox & Kelly 2006). Tuto strukturu 1ze redukovat
zpét na puvodni dvé molekuly GSH peroxidazy za ucasti NADPH ziskaného
z pentotdzafosfatové drahy (Young 2001).

Koncentrace GSHPOx jsou v mléce velmi nizké a vice nez 90 % tvorii extracelularni
enzymy. Hladina GSHPOx se v mléce savctu vyrazné lisi, a to v zavislosti na druhu a slozeni
potravy. Nejvyssi koncentrace byly zaznamenany v mléce matefském, dale pak v kozim

a nejnizsi koncentrace byly naméteny v mléce skotu (Khan et al. 2019).
Katalaza

Enzym katalaza patfi k prvnim enzymiim, které byly identifikovany v mléce. Zaklad
tohoto enzymu tvoii hemovy protein. Katalaza je stabilni v Sirokém rozhrani pH 5 - 10, avSak
pii presaZeni této hranice se aktivita enzymu rychle vytraci (Khan et al. 2019). Ukolem katalazy
v mléce je dismutace H2O», pii které dochazi k preméné peroxidu vodiku na vodu a molekularni
kyslik (Dominguez et al. 2010). V syrovém mléce je aktivita katalazy pfimo umérna celkovému
poctu somatickych bunék. Tento enzym tedy slouzi jako snadny indikator pro detekci mastitidy

(Sustova et al. 2015).
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3.9 Faktory ovliviiujici vynos, kvalitu a slozeni koziho mléka

Slozeni a celkova vyteznost koziho mléka se mize odrazit od mnoha faktorti. Dilezitou
roli hraji jak vné&jsi, tak vnitini vlivy. Kvalita mléka se pak odviji od krmiva, v€ku, plemenné
prislusnosti, faze laktace, teploty prostiedi, klimatu apod. Podrobné schéma vSech ovliviiyjicich

faktort je uvedeno na Obrazku 4.

Clovék

Motivace

Kvalita
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Kreativita +——— Pocet mlad'at

Onemocnéni
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Obrazek 4: Schéma faktorii ovliviwjici kvalitu koziho mléka (upraveno dle Cyrilla et al. 2015)

Krmivo

Druh krmiva ma obdobné ucinky na zastoupeni jednotlivych slozek mléka u koz, jako
u dojnic, 1 kdyz mohou existovat prokazatelné rozdily. V pfipad€, ze se navysi energeticky
ptijem ve stravé koz s vysokou uzitkovosti béhem laktace, dojde ke zvySeni produkce mléka,
a zaroven se navysi 1 obsah dusiku. Pfirtstek dusiku v kozim mléce ma vSak negativni dopad
na celkovy obsah mlé¢ného tuku. Mezi témito slozkami existuje vzajemna korelace. Pokud se
obsah dusiku navysi 0 0,1 - 0,2 % jednotek, obsah mlé¢ného tuku se muze snizitaz 00,2 - 0,4 %
(Park & Haenlein 2010). Park (2010) uvadi, ze typ krmiva ovliviiuje celkové zastoupeni

bilkovin v kozim mléce, zatimco obsah tuku je neménny. DostateCny pitny rezim zamezuje
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znaénym vykyvam v dojivosti. Pfi pozorovani vysoce uzitkovych plemen koz byl zaznamenan
nedostatek tekutin béhem 48 hodin. Tento deficit vody se projevil na snizené produkci mléka,
avSak koncentrace laktozy a bilkovin byly naméfeny ve vyssich hladinach. Strava by méla podle
doporucené denni davky tvorit alespont 17 % hrubé vlakniny. DostateCné mnozstvi hrubé
vlakniny zabrafiuje snizovani obsahu mlécného tuku v kozim mléce (Park & Haenlein 2010).
V soucasné dobé probiha mnoho studii, které zkoumaji, jak krmiva obohatit pfirodnimi
prospeésnymi latkami. Napt. podle autora Mitsiopoulou et al. (2021) sezamova seminka v kozi
stravé v mnozstvi 10 % zlepSuji profil mlécnych mastnych kyselin, podili se na oxidacni
stabilit¢ mléka a svymi antioxidacnimi vlastnosmi pfispivaji k lepSimu zdravotnimu stavu
zvitete. Pozitivni vliv ma také pfitomnost linolové kyseliny v seminkéach. Ianni et al. (2021) se
zabyval dopliikkem stravy z olivovych listi, které jsou vedlejsSim produktem pii vyrobé
olivového oleje. Dopln€k stravy byl podavan plemeni kozy sanské. Vysledky prokazaly
pozitivni vliv suplementace timto dopliikem ve strave. Strava obohacena olivovymi listy vedla
k celkovému navySeni nékterych fenolickych sloucenin a antioxidacni aktivity. Tyto ziskané

poznatky budou vSak dale podrobeny hodnoceni in vitro.

Vék
Veékovy faktor patii k vyznamnym divodam kolisani dojivosti. Maximalni vrchol mlééné
uzitkovosti dosahuji kozy ve staii 4 let, kdy dovrsi své télesné zralosti. Mléko produkované

mladymi kozami mé ve svém slozZeni zakomponovany vyssi obsah tuku oproti kozam starSim

(Park & Haenlein 2010).
Plemenna prislusnost

Plemenna pfisluSnost koz ma vliv zejména na uzitkovost a slozeni mléka. Mezi
jednotlivymi plemeny existuji vyznamné rozdily. Néktera kozi mléka jsou pak svym slozenim
ptipodobiiovana mléku kravskému. Napfiklad koza sanska, kterd produkuje velké mnozstvi
mléka s nizkym obsahem mlécného tuku je pfirovnavana mléku holstynského skotu. Mléko
produkujici plemeno anglonubijské kozy je svym slozenim ekvivalentni jerseyskému skotu.
Anglonubijska plemena koz se vyznacuji nizsi dojivosti, avSak strukura mléka obsahuje vétsi
mnozstvi tukovych ¢astic. Obecné se u plemen koz vyskytuje vyssi variabilita v pfitomnosti
mlécného tuku nez v obsahu bilkovin (Park & Haenlein 2010). Kli¢ové slozky mléka, tj. tuk
a bilkoviny hraji vyznamnou roli v mlékarenském prumyslu. Informace o kvalité jsou piinosné

nejen pro vyrobce, ale i pro chovatele v ramci programu kiizeni (Mohsin et al. 2019).
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Faze laktace

Obdobi laktace se spousti hormonalnimi zménami po porodu. Jednd se o obdobi, pii
kterém dochazi k sekreci mléka z mlécné Zlazy. Doba laktace u koz pietrvava po dobu 280 dnt.
V mnoha pripadech je delsi a presahuje az 300 dnti. Délka doby laktace u koz je pro porovnani
delsi nez u dojnych ovci (Park & Haenlein 2010). V prabéhu laktace se objevuji vysoké
variability ve slozeni a jakosti koziho mléka. Laktacni obdobi se z téchto divodi rozdéluji na
tfi Casti. Thned po porodu mladéte nastava obdobi kolostralni, dale pak navazuje obdobi
produkce zralého mléka a v posledni fazi jde o obdobi produkce starodojného mléka
(Navratilova 2012). V prvni fazi rané laktace kolostrum obsahuje vysoké mnozstvi tuku,
bilkovin a mineralnich latek. Tyto koncentrace po 5. dnu laktace vyrazné klesaji. Autor této
literatury uvadi, ze mezi dojivosti a procentualnim zastoupenim tuku, bilkovin a mineralnich
latek existuje negativni vztah. Jinak je tomu u laktéozy. Maximalni produkce laktozy byla
naméfena v prostiedni fazi laktace, tedy v dobé, kdy dochazi k nejvyssi denni dojivosti (Park
& Haenlein 2010).

Zastoupeni jednotlivych makrozivin je individualni napf. Idamokoro et al. (2017)
zkoumal vliv faze laktace na slozeni koziho mléka. Mléény tuk u vybraného plemene (Nguni)
dosahoval na zacatku laktace nejvyssich hodnot (5,6 %). Uprostied laktacni periody hodnota
mlécného tuku mirné poklesla (4,2 %) a v zavére¢né fazi laktace se rapidné snizila (2,2 %).

Nejvyssi procentualni zastoupeni bilkovin a laktozy bylo zaznamenano v rané fazi laktace.
Teplota prostiedi

Nejen kozy, ale 1 vSichni savci jsou povazovani za organismy extrémné citlivé na teplotu
a vlhkost vzduchu. Zména klimatického prostiedi nebo vykyvy pocasi mohou mit negativni
dopad na dojivost mléka. Studie prokazaly, ze nepfiznivé podminky prostredi ovliviiuji pokles
produkce mléka u dojnic a celkovy metabolismus zvifete. Vysoka teplota a vlhkost vedla ke
snizeni produkce mléka u dojnic piiblizn€ o 1 - 2 % (Zhu et al. 2020). Nizké teploty ¢astecné
snizuji sekreci koziho mléka, a to diky nedostate¢nému prokrveni vemene. V tomto pfipadé je
nutné poskytnout zvifeti dostatecné mnozstvi krmiva, které pokryje energii k udrzeni stalé
télesné teploty. Park & Haenlein (2010) uvadéji, ze mnozstvi laktozy obsazené v kozim mléce,
s rostouci teplotou klesa, zatimco obsah chloridi roste. Pii teploté < 25 °C se zvySuje

procentudlni zastoupeni mlécného tuku.
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Hygiena

Vsechny operace od samotného dojeni, pfes manipulaci s kozim mlékem musi probihat
za piisnych hygienickych podminek. V piipad€, Ze tato striktni nafizeni nejsou dodrzovéna,
mikrobiologicka kvalita mléka se snizuje a poCty bakterii a somatickych bunék intezivné
narustaji. SniZzena dojivost a kvalita mléka muze zapfiCinit ekonomické ztraty pro zemédelské
podniky (Goetsch et al. 2011).

Termin mastitida je oznaceni pro bakteridlni onemocnéni, které se projevuje v n€kolika
raznych formach (Olechnowicz & Jaskowski 2014). Zanét mlécné zlazy zpusobuje vazné
zdravotni problémy, zejména u dojnych plemen. Toto onemocnéni vemene ma vliv nejen
na zdravotni stav jedince, ale i na jakost mléka, dojivost a ekonomické naklady vynalozené na
antibiotickou terapii zvifete (Omar & Mat-Kamir 2018). Mastitidu lze kategorizovat
na klinické, subklinické a chronické onemocnéni. Klinicka mastitida se projevuje bakterialni
infekci a viditelnymi znamkami na mlééné zlaze. Vemeno je oteklé, zarudlé a bolestivé. Mezi
dalsi ptiznaky klinické mastitidy patii abnormalni vytok mléka a hnisu, horecka, anorexie apod.
(Olechnowicz & Jaskowski 2014).

Nejcasteji se objevuje forma subklinické mastitidy. Tato forma onemocnéni je vyvolana
patogeny, které osidluji oblast mlécné zlazy a zarovein jsou piitomny i v mléce. Subklinicka
mastitida se téméf v kazdém ptipadé tyka celého stada, nikoli pouze jedince. Charakteristickym
znakem pro detekci subklinické mastitidy je poskozeny parenchym mlécné zlazy. Patogenni
bakterie prostupuji do mlécné zlazy z prostedi farmy, rukou ostfovateld nebo od samotnych
koz. Mnozeni pak probiha v butikach vemene nebo ve strukovych kanélcich (Omar & Mat-
Kamir 2018). Rod Staphylococcus spp. patii k nejvice diagnostikovatelnym mikroorganismium
intramamarnich infekci koz a ovci (Olechnowicz & Jaskowski 2014). Vyskytuji se i1 jiné
bakterie jako napt. Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae,
Mycoplasma spp., E. coli, Bacillus spp. Listeria spp. (Omar & Mat-Kamir 2018). Pfi mastitidé
se vemeno neprojevuje zadnymi klinickymi abnormalitami. Nadojené kozi mléko v tomto
stadiu onemocnéni obsahuje zvySeny pocet somatickych bunék. Pro kozi mléko neni
legislativné stanoven pifesny hrani¢ni limit. Jak jiz bylo zminéno v kapitole Hygienické
a legislativni pozadavky, v né€kterych zemich jiz byly vytvoteny limity pro PSB, a to v rozmezi
od 500 000 do 1 000 000 na ml koziho mléka (Souza et al. 2012).

Mastitidu lze predchazet pravidelnym sledovanim a kontrolovanim hygieny mléka,

zdravotniho stavu vemene a prostiedi, ve kterém se dojné kozy pohybuji. V ptipadé, ze se zvite
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potyka jiz se subklinickou mastitidou, mize oSetfujici personal zlepsit a zajistit preventivni

podminky, které zamezi riziku pfechodu na klinickou mastitidu (Omar & Mat-Kamir 2018).

3.10 Vybrané metody pro stanoveni antioxidacni aktivity

Pfi méfeni antioxidacni aktivity je mozné aplikovat nékolik moznych metod. Velky vybér
metod vyplyva ze skuteCnosti, ze latky s prokazatelnym antioxidacnim ucinkem se mohou
projevovat riznymi mechanismy. NejCastéji se objevuji piimé reakce s radikaly, kdy dochazi
k tzv. zhaSeni, vychytavani volnych radikald. Mezi dal§i vyznamné reakce patii reakce
s pfechodnymi kovy. Metody pro stanoveni antioxidacni aktivity 1ze rozdélit na dvé skupiny,
a to metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly a metody posuzujici redoxni vlastnosti
latek. V praxi byvaji nejcastéji aplikovany metody ABTS (TEAC), DPPH, ORAC a FRAP
(Paulova et al. 2004).

Metody na principu eliminace volnych radikalu

- metoda vyuzivajici ABTS (metoda TEAC)
- metoda vyuzivajici DPPH

- metoda vyuzivajici galvinoxyl

- aplikace jinych stabilnich radikalt

- metoda ORAC

- metoda zalozeni na vychytavani volnych OH radikalt
Metody posuzujici redoxni vlastnosti latek

- metoda FRAP
- cyklicka voltametrie

- metoda HPLC s elektrochemickou detekci
Metoda ABTS (metoda TEAC)

Tato zakladni spektrofotometricka metoda je jedna z nejpouzivanéjSich
spektrofotometrickych metod, kterd stanovuje celkovou antioxidacni aktivitu (TAA Total
Antioxidant Activity). Lze stanovovat samotné antioxidacni ucinky latek rizného pivodu nebo
1 smésné vzorky. Metoda je zalozena na schopnosti vzorku ¢i latek inaktivovat kation - radikal
ABTS. Tento radikal je systematicky oznacovan jako 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-

sulfonova kyselina). Nekdy je mozné se setkat s oznacenim metody jako metoda TEAC (Trolox
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Equivalent Antioxidant Capacity). Namérena antiradikalova aktivita vzorku je ekvivalentni
antiradikalové aktivité syntetickému antioxidantu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-2-
karboxylova kyselina). TAA Troloxu je vzdy znam4, jedna se o syntetickou podobu vitaminu
E. Vysledky méfeni pfi pouziti metody TEAC jsou piepocitany na antioxidacni kapacitu
Troloxu. Princip metody je zalozen na zhaseni radikalu ABTS™ antioxidanty, které se svym
chovanim podobaji donoru vodiku. V pribéhu métreni dochazi ke zménam absorpcniho spektra
ABTS™". Méfeni probiha ve viditelném svétle v oblasti 600 - 750 nm a roztok je charakteristicky

zelenym zbarvenim (Paulova et al. 2004, Sulc et al. 2007).
Metoda DPPH

Tuto metodu je mozné aplikovat pro posouzeni antiradikalové aktivity bud’ smeésnych
nebo Cistych latek. V piipadé smésnych vzorka je mozné radikalovou aktivitu vyjadiovat jako
ekvivalent askorbové kyseliny nebo syntetického standardu Troloxu. Princip metody je zalozen
na reakci testovaného vzorku se stabilnim organickym dusikatym radikalem
difenylpikrylhydrazylem oznaCovaného zkratkou DPPH. V pribéhu reakce dochazi k redukci
radikalu a vznikda DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Béhem reakce probihaji vizualni zmény,
kdy fialové zbarveni vzorku se méni na svétle zluté a dochazi k ¢astecnému odbarveni. Méfeni
probiha také na spektrofotometru. Pokles absorbance pfi vinové délce 517 nm lze méfit dvéma
zpusoby. Méfeni probiha bud’ v kinetickém rezimu nebo po uplynuti konsatniho ¢asu. Metoda
je po technické strance jednoducha a rychla, avSak ma i své nevyhody. DPPH se rozpousti
pouze v organickych rozpoustédlech, zeyména v alkoholech, nikoli ve vodnych rozpoustédlech.
Pro hydrofilni antioxidanty tato metoda neni vhodna (Paulova et al. 2004, Sulc et al. 2007,
Karadag et al. 2009).

Metoda ORAC

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) hodnoti schopnost testované
latky zbrzdit nebo uplné zastavit radikalovou reakci a zaroveti v testovaném systému generovat
kyslikové radikaly. Detekce je zalozena na pozorovani poklesu fluorescence B-fykoerytrinu po
kontaktu s radikéaly. Peroxidové radikaly jsou generovany tepelnym rozkladem AAPH (2,2'-
azo-bis (2-amidinopropan) dihydrochloridu), kdezto hydroxilové radikaly systémem
Cu?* + H,0». Peroxidové a hydroxilové radikaly jsou hodnoceny jako nejreaktivnéjsi, proto se
metoda ORAC rtadi k dulezitym parametrim, které charakterizuji antioxidanty (Paulova et al.

2004, Karadag et al. 2009).
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Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducting Antioxidant Potential) je zalozena na principu redoxni
reakce. Podstatou metody je schopnost antioxidantd, konkrétné fenolickych latek redukovat
zelezity kompex zluté barvy (Fe**-TPTZ) na modry Zeleznaty komplex (Fe’*-TPTZ). Méfeni
probiha opét spektrofotometricky pii vinové délce 593 nm a pti velmi nizké hodnoté pH (3,06),

coz muze byt pro provedeni velmi limitujici (Paulova et al. 2004, Karadag et al. 2009).
Princip metody molekulové absorp¢ni UV-VIS spektrofotometrie

Metoda molekulové absorpéni UV-VIS spektrofotometrie patii k presnym, citlivym
a automatizovanym analytickym instrumentalnim metodam. Metoda slouzi ke kvantitativnimu
stanoveni analyzovaného vzorku, kde musi platit pravidlo Lambert-Beerova zakona. Princip
metody je zalozen na méfeni a vyhodnocovani elektronovych spekter latek, které jsou schopny
absorbovat elektromagnetické zafeni v UV oblasti 200 - 400 nm a viditelné oblasti 400 - 760 nm
(Klimes 2015).

V rozsahu UV-VIS oblasti spektra dochazi k absorpci zateni v elektronovych obalech
analyzovanych molekul. Volné molekuly mohou absorbovat energii z této oblasti zafeni za
moznosti prechodu z niz§i energetické hladina na vy$si, tj. ze zakladniho do excitovaného stavu.
Pii prechodu molekuly zpét do orbitalu s nizsi energetickou hladinou, dojde k uvolnéni

prebytecné energie ve formé elektromagnetického zafeni (Klouda 2016).

3.11 Vybrana metoda pro stanoveni vitaminu A a E

Princip metody HPLC

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) se fadi k velmi modernim a efektivnim analytickym separaénim metodam.
Timto zpusobem je mozné oddé€lovat Sirokou Skalu analytd. Mechanismus metody HPLC
aplikuje rizné formy separace, at je to adsorpce, rozd€lovani na zakladé rozdilné rozpustnosti,
iontova vymeéna, molekulovy sitovy efekt apod. (Klouda 2016). V prubéhu separace dochazi
k déleni latek za zvySeného tlaku na sorbentech s malymi priméry Castic (fadoveé um). Béhem
separace se analyzovany vzorek rozdéluje mezi mobilni fazi (kapalnou) a stacionarni fazi
(pevny sorbent). Metoda umoziuje kvantitativné 1 kvalitativné hodnotit separované slozky

analytu (Moldoveanu & David 2013)

36



Cas straveny ve vybrané fazi zavisi na afinité analytu k jedné nebo druhé fazi. V piipadg,
ze latky projevuji nulovou afinitu ke stacionarni fazi, nedochéazi k zadrzeni v koloné a jsou
eluovany v mrtvém retencnim Case tm. Latky projevujici afinitu ke stacionarni fazi pak
vychazeji z kolony s retenénim Casem t > tm. Separované slozky na koloné jsou dale unaseny
mobilni fazi k detektoru, ktery bezprosttedné vyhodnoti kazdou slozku formou piku
znazornéného Gaussovou kiivkou. Podle vzniklého chromatogramu je mozné identifikovat
danou slouceninu za pomoci retenc¢nich ¢ast a kvantifikovat mnozstvi slouCeniny, které je

vypocteno z vysky a plochy piku (Kas et al. 2005).
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4 Metodika

4.1 Odbér vzorku

V ramci diplomové prace byla stanovena antioxidacni aktivita a obsahy vitaminu A a E
ve vzorcich koziho mléka, které pochazely od jednotlivych zvifat v ramci jednoho stada.
Individualni vzorky byly ziskany z vecerniho nadoje od plemene Koza bila kratkosrsta, a to
v prubéhu dvou po sobé nasledujicich odbéra 28. 6. 2021 a 30. 6. 2021. Celkem bylo odebrano
58 vzorkli koziho mléka. Individualni vzorky pochéazely od koz, u kterych porod probéhl
v bieznu a jednalo se o jejich druhé lakta¢ni obdobi. Vzorky byly poskytnuty ekologickou
biofarmou, ktera se nachazi na uzemi Ceské republiky. Krmna davka se skladala ze sena,
senaze, granulovaného koncentrovaného krmiva a ad libitni pastvy ve volném vybéhu.

Pti odbérech byly prvni odstiiky koziho mléka separovany a ihned nasledovala dukladna
dezinfekce hrotu struku za pomoci lihové utérky. Mléko bylo odebirdno do sterilnich
vzorkovnic. Nasledné vSechny ziskané vzorky byly v kratkém Casovém intervalu zchlazeny na
teplotu 4 - 5 °C. Pii této teploté byly vzorky prepraveny v chladicim boxu do laboratore
k analyze. Pro posouzeni antioxidacni aktivity a obsahy vitaminu A a E byly vyhodnoceny

vSechny ziskané vzorky.
Plemeno koza bila kratkosrsta

Koza bila kratkosrsta patfi mezi vyznamna ¢eska plemena. Tento typ se fadi k nejvice
uznavanym plementim s mlécnou uzitkovosti. Kontroly mlécné uzitkovosti se u tohoto plemene
provadéji pravidelné uz od roku 1928. Koza bila kratkosrstd vznikla kiizenim typoveé
nejednotnych koz z Cech a Slovenska s kozly sanského plemene. Plemeno je vysoce odolné
a plodné. Srst koz je kratka, zbarvena do bila, bez pfitomnych pigmentd. Ziva hmotnost se
pohybuje u koz v rozmezi 50 - 70 kg, u kozli 70 - 90 kg. Kohoutkova vyska dosahuje u koz
70 - 80 cm, u kozld 75 - 85 cm. Rocni dojivost se pohybuje v rozmezi 800 - 1000 kg mléka.
Nadojené mléko obsahuje primérné 3,7 % tuku a 2,7 % bilkovin (Fantova 2015).
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4.2 Stanoveni obsahu vitaminu A a E ve vzorcich koziho mléka

4.2.1 Chemikalie

e hydroxid draselny, p.a. (Lach-ner, CR)
e chlorid sodny, p.a. (Lach-ner, CR)

e ethanol, > 96 % (Lach-ner, CR)

e pyrogallol, p.a. (Lach-ner, CR)

e cthylacetat, p.a. > 99,5 % (Penta, CR)

e hexan, > 95 % (Penta, CR)

e methanol, p.a. > 99,5 % (Lach-ner, CR)
e deionizovana voda (Milipore, Francie)

e methanol, HPLC grade, > 99,9 % (Lachner, CR)

4.2.2 Standardy

e a-tokoferol, Cistota > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

e vy-tokoferol, Cistota > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

e a-tokotrienol, Cistota > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)
e retinol, Cistota > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

4.2.3 Priprava kalibracnich roztoku

Ze zakoupenych standardt byly pfipraveny zasobni roztoky o teoretické koncentraci
100 pg/ml, jejichz piesna koncentrace byla zjisténa spektrofotometricky za pomoci extinkénich

koeficientt (1 % roztokii) uvedenych v Tabulce 7.

Tabulka 7: Extinkcni koeficienty vybranych standardii

Rozpoustédlo C
. . Extinkéni
Standard maximalni vlnova Koefici Reference
. oeficient
délka (nm)

o-tokoferol ethanol (292) 75,8 (Podda et al. 1996)
y-tokoferol ethanol (298) 914 (Podda et al. 1996)
o-tokotrienol ethanol (292) 91 (Podda et al. 1996)
retinol ethanol (325) 1570 (Tee & Khor 1995)

Ze zasobnich roztok standardid byly postupnym fedénim pfipraveny piesné pocty

roztokll o danych koncentracich (Tabulka 8).
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Tabulka 8: Priprava kalibracnich roztokii standardii

Zasobni Pocet Linearni ..
, Koncentrace ) Koeficient
roztok pracovnich [ug/ml] rovnice 3
standardu roztoku He kalibrace
a-tokoferol 6 0,05-10 y=0,2523x  0,9999
y-tokoferol 6 0,02-5 y=0,7814x  0,9999
o-tokotrienol 6 0,05-10 y=0,2523x  0,9999
retinol 8 0,01-5 y=1,6203x  0,9997

Metoda vnitiniho standardu

Pro kvantifikované stanoveni pritomné slozky ve vzorku byla pouzita metoda vnitiniho
standardu (Internal Standard - IS). Znamé mnozstvi vnitiniho standardu (6-tokoferolu) bylo
ptidano k analyzovanému a referen¢nimu vzorku. Metoda je proveditelna pouze za podminek,
pokud latka vnitfniho standardu neni soucasti vzorku a zarovei musi mit podobny retencni Cas
jako analyzovana slozka. Spravné zvoleny vnitini standard by mél mit podobné vlastnosti
a strukturu analytu. Pro zajisténi presné kvantitativni analyzy je dilezité vnitini standard
aplikovat na zaCatku analytického postupu. Hlavnim divodem je eliminace piipadné
zanesenych chyb béhem analyzy. Vysledné koncentrace odpovida pomeéru plochy piku analytu

a plochy piku vnitiniho standardu (Klouda 2016).

4.2.4 Priprava vzorki k analyze

Pro stanoveni obsahu vitaminu A a E v kozim mléce byla zvolena mirn€¢ modifikovana
metoda autorti Buresova et al. (2021). Pfiblizn¢ 0,250 g vzorku lyofilizatu bylo smichano
$s0,5ml 1M KOH, 0,5 ml 0,15M vodného NaCl, 0.5 ml 96 % ethanolu, 1,25 ml 0,48M
ethanolického pyrogallolu a 100 pul vnitiniho standardu (IS) 8-tokoferolu v 50 ml centrifugacni
zkumavce Eppendorf se Sroubovacim uzavérem. Smés byla vortexovana 20 sekund a nasledné
inkubovana v tfepaci vodni lazni pii 30 °C po dobu 10 minut. Do vzorku bylo ptidano 3,75 ml
0,15M NaCl a vysledna smés byla dvakrat extrahovana 5 ml smési hexan/ethylacetat
(9:1, obj./obj.). Extrakce byla podpofena 15 minutovym tfepanim. K oddéleni nemisitelnych
fazi doslo pomoci centrifugace (5000 rpm, 8 °C, 5 min). Vznikla anorganicka faze byla pomoci
pipety pfenesena do 20 ml sklenéné zkumavky a odpatena pod proudem dusiku do sucha.
Odparek byl rekonstituovan v 1 ml methanolu a nasledné preveden pres injekéni mikrofiltr

(Nylon 13 mm, 0,2 pm) do HPLC vialky.
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4.2.5 Stanoveni obsahu vitaminu A a E

Pro stanoveni obsahu vitaminu A a E ve vzorku koziho mléka byla zvolena metoda
HPLC-DAD/FLD. Vitamin A byl stanoven detektorem FLD (fluorescen¢ni detektor) a vitamin
E detektorem DAD (detektor s diodovym polem).

Chromatografické podminky

analyticka kolona Develosil® RP-AQUEOUS C30 (250 x 4,6 mm, 5 um)

mobilni faze deionizovana voda:methanol (3:97, obj./obj.)

izokraticka eluce

e provozni podminky:

- prutok 1,0 ml/min
- teplota kolony 30°C

- teplota autosampleru 10 °C

- vstfikovany objem 10 ul

- doba analyzy 35 min

e podminky detekce (FLD):

- excitacni vinova délka A =292 nm
- emisni vlnova délka A =330 nm

Meze detekce pro jednotlivé tokoly byly vyjadieny jako signal/Sum = 3 v ug/ml:
- o-tokoferol (a-T) = 0,05 pg/ml

y-tokoferol (y-T) = 0,02 pg/ml

a-tokotrienol (a-T3) = 0,05 pg/ml

retinol = 0,01 pg/ml

Jednotlivé vitaminy byly nasledné identifikovany v porovnani s retencnimi casy
analytickych standard. Kvantifikace byla provedena pomoci linearnich kalibraci stanovenych

analytt (viz. Tabulka 8).
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4.3 Stanoveni antioxidacni aktivity ve vzorcich koziho mléka

4.3.1 Chemikalie

e DPPH - 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl (Sigma-Aldrich, USA)
e ethanol, > 96 % (Lach-ner, CR)
e chloroform, > 99 % (Penta, CR)

4.3.2 Standardy

e Trolox, &istota > 98 % (Fluka, Svycarsko)

4.3.3 Priprava standardu Troloxu

Pro sestaveni kalibracni zavislosti byl pouzit hydrofilni analog vitaminu E, jehoz
antioxidacni aktivita je pfesné definovana. Do 50 ml odmérné bariky bylo navazeno 5 mg
standardu Troloxu a doplnéno ethanolem po rysku. Vysledna koncentrace zasobniho roztoku
odpovidala 100 pg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku bylo postupnym fedénim pfipraveno
9 pracovnich roztokd o pfesnych koncentracich (25 - 250 pg/ml), jak je uvedeno v Grafu 1.
Ziskané hodnoty byly nasledné vyjadieny jako zavislost absorbance na koncentraci standardu
Troloxu. Pro porovnani vysledkd s riznymi studiemi byla antioxidacni aktivita vyhodnocena
i v %, coz udava presné mnozstvi inhibovaného radikalu DPPH. Procentualni inhibici volného

radikalu Ize vyjadfit z nize uvedené rovnice:
% inhibice = [(A blank — A sarnple)/A blank)] x 100

A blank ... absorbance slepého vzorku (ethanol)

A sample ... absorbance analyzovaného vzorku
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Graf 1: Devitibodova kalibrace provedena na latku TROLOX v rozsahu 25 - 200 ug/ml
4.3.4 Priprava vzorku k analyze

Ke stanoveni antioxidacni aktivity vzorkt koziho mléka byla pouzita modifikovana
metoda autord Mal et al. (2018). Pro analyzu byl zvolen stabilni synteticky volny radikal DPPH.
Do 15 ml plastové centrifugacni zkumavky s vickem (typ Falcon) bylo napipetovano 100 pl
vzorku mléka, 2 ml ethanolického roztoku DPPH o koncentraci 100 uM a 1 ml chloroformu.
Vznikla smés byla promichéna a inkubovana pfi laboratorni teploté 30 minut. Po uplynuti
pozadovaného Casu byly vzorky vortexovany a nasledné centifugovany za definovanych
podminek (7000 rpm, 8 °C, 5 min). Pro odstranéni mirnych necistot byly vzorky prefiltrovany
pres PVDF memranové filtry. Ciry supernatant byl pteveden do kyvet. Absorbance byla méfena

pii vinové délce 517 nm proti ethanolu, ktery slouzil jako slepy vzorek.
4.4 Statisticka analyza

Nameéfena data vybranych parametri byla statisticky vyhodnocena programem
STATISTICA verze 12.0 a Microsoft Office Excel verze 2016. Ziskana data byla vzdy
stanovena ze tfi paralelnich opakovani. Pro podrobné vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity
a obsahu vitaminu A a E ve vzorcich koziho mléka byla pouzita metoda popisnych statistik.
Pro zjisténi vztahu mezi antioxidacni aktivitou a vybranych vitamind byla vybrana regresni

a korelacni analyza. Pro statistické Setfeni byla zvolena hladina vyznamnosti o = 0,05.
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4.5 Pristroje a laboratorni vybaveni

e HPLC systém Ultimate 3000 (Dionex, USA)
- vysokotlaka pumpa Ultimate 3000
- automaticky davkovac Ultimate 3000
- termostat kolon Ultimate 3000
- DAD detektor Ultimate 3000
- FLD detektor Ultimate 3000
- zasobniky mobilni faze
- komunika¢ni modul, pocita¢ s chromatografickym programem
o spektrofotometr Hehios y (Spectronic Unicam, Anglie)
e centrifuga Eppendorf miniSpin plus (Unimed, CR)
e lyofilizator LYOVAC GT2 (GmbH, Némecko)
e kuchyiiska lednice s mrazicim boxem (Gorenje, Slovinsko)
e zasobnik deionizované vody (Millipore Simplicity UV, Francie)
e elektronické stopky TimerClock (GmbH, Némecko)
e ultrazvukova lazen Ultrasonic Compact Cleaner (Notus-Powersonic, Slovensko)
e vortex Basic 3 IKA Werke (Staufen, Némecko)
e tiepaci vodni lazen VWR International (Leuven, Belgie)
e trepacka vratna GFL 3006 (Burgwedel, Némecko)
e michacka magnetickd IKA RET control-visc C (ILABO, CR)
e vakuova pumpa
e pH-metr SHOTT (Camlab, Anglie)
e vahy s presnosti na 3 a 4 desetinna mista Kern& Sohn (GmbH, Némecko)
e membranové filtry Nylon pory 0,2 pm, PVDF pory 0,45 um (SISw, CR)
e centrifugaéni zkumavky s kénickym dnem typu Eppendorf (iBioTech, CR)
e plastové jednorazové kyvety semimikro UV transparent
e pipety (Acura)

e plastové Spicky, stojany, vialky, bézné laboratorni sklo
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S Vysledky

V roce 2021 byla provedena analyza koziho mléka ziskaného od jednotlivych zvirat
v ramci jednoho stdda se zaméfenim na stanoveni antioxidacni aktivity a obsahu vitaminu
A aE. Zaroveni byla provedena korelace mezi antioxidacni aktivitou a naméfenymi obsahy
vitaminl A a E. Pfiblizné 60 odebranych individualnich vzorkt koziho mléka bylo dale urceno
pro externi mikrobiologickou laboratof, ktera provedla analyzu patogennich mikroorganisma

a celkovou mikrobiologickou kvalitu mléka.
Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

U 60 vzorka koziho mléka byla stanovena celkova antioxidacni aktivita za pomoci
vybrané metody DPPH. Vysledné hodnoty byly ptfepocitany na synteticky standard Trolox,
jehoz antioxidacni aktivita je presné definovana. Zaroven vysledky AA byly vyjadfeny jako
procentudlni inhibice volného radikalu. Z Grafu 2 je zifejmé, ze maximalni hodnota AA byla
naméfena u vzorku ¢. 14 (109,78 + 1,89 pg/ml; 44,52 + 0,01 %), naopak minimalni hodnota
AA byla zaznamenana u vzorku ¢. 43 (26,63 + 0,56 ug/ml; 9,33 + 0,01 %). Primérna hladina
AA se pohybovala okolo hodnoty 48,32 + 13,34 nug/ml; 18,13 + 0,04 %, coz vypovida o vysoké

variabilité analyzovanych vzorka.
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Graf 2: Stanoveni priimérnych obsahii antioxidacni aktivity ve vzorcich
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Stanoveni obsahu vitaminu A a E

Obsah vitaminu A (retinolu) a E (o-tokoferolu, y-tokoferolu a a-tokotrienolu) byl
analyzovan ve vSech 60 vzorcich koziho mléka. Provedeni statistického vyhodnoceni vysledku
bylo mozné pouze u vybranych vzorkd, kde se obsah vitamint nepohybovaly pod hranici meze
detekce. Pro kazdy vitamin byla urcena individualni mez detekce. Primérny podil vybranych
vitamin na celkovém obsahu vzorku je uvedeno v Grafu 3. V kozim mléce byl majoritné
identifikovan a-tokoferol, ktery tvofil celkové 78 % vzorku. Zbyly procentualni podil tvofil a-
tokotrienol (15 %), y-tokoferol (5 %) a retinol (2 %).

2%

A

= a-tokoferol = y-tokoferol = a-tokotrienol retinol

Graf 3: Priimérny podil vybranych vitaminii na celkovém obsahu vzorku koziho mléka

Pro kvantitativni stanoveni a-tokoferolu (a-T) byla urCena hranice detekéniho minima
0,05 pg/ml. V tomto piipadé bylo mozné vSechny vzorky podrobit statistickému vyhodnoceni.
Ze statistickych vysledki maximalni hodnota o-T byla naméfena u vzorku ¢. 57 (8,01 + 0,11
ng/g lyofilizatu), naopak minimalni hodnota byla zaznamenéana u vzorku €. 2 (1,66 £ 0,18 pg/g
lyofilizatu). Primérny obsah a-T tvofil 3,89 + 1,39 pg/g lyofilizatu.

V ptipadé¢ kvantitativniho stanoveni a-tokotrienolu (a-T3) ve vzorku byla urCena stejna
hranice detek¢niho minima 0,05 pg/ml. Statistickou analyzu podstoupilo pouze 36 vzorkd,
18 vzorku nepiekrocilo hranici 0,05 pg/ml. Ze statistickych vysledkti maximalni hodnota a-T3
byla naméfena u vzorku ¢. 51 (1,38 £+ 0,22 ng/g lyofilizatu), naopak minimalni hodnota byla
zaznamenana u vzorku ¢. 15 (0,305 £ 0,01 pg/g lyofilizatu). Primérny obsah a-T3 dosahoval
hodnoty 0,76 + 0,26 pg/g lyofilizatu.

46



Nejnizsi naméfena hodnota vitaminu E byla pfi proméfeni vzorkii zaznamenana u -
tokoferolu (y-T). Do statistické analyzy bylo zapojeno pouze 19 z 54 vzorkq, prestoze hranice
detekce byla snizena na hodnotu 0,02 pg/ml. Ze statistickych vysledk l1ze identifikovat
maximalni hodnotu y-T, ktera byla zaznamenana u vzorku ¢. 57 (0,38 = 0,02 pg/g lyofilizatu).
Naopak nejnizs§i hodnota y-T byla naméfena u vzorku €. 50 (0,13 £+ 0,01 pg/g lyofilizatu).
Primérna obsah y-T ve vzorku ¢inil 0,23 + 0,06 ug/g lyofilizatu.

Pro analyzu vitaminu A byla vybrana pouze jedna forma, kterou lze stanovit v kozim
mléce, a tou je retinol. Obsazeny retinol v analyzovanych vzorcich dosahoval velmi nizkych
koncentraci. Z tohoto divodu byla hranice detek¢niho minima snizena na hodnotu 0,01 pg/ml.
Pro statistickou analyzu bylo vybrano pouze 30 vzorkd, zbylych 24 vzorkl nepresahlo
stanovenou hranici. Nejvyssi obsah retinolu byl naméfen u vzorku ¢. 34 (0,20 + 0,06pug/g
lyofilizatu), naopak nejnizsi obsah retinolu byl vyhodnocen pro vzorek €. 1 (0,03 + 0,01 pg/g
lyofilizatu). Pramérny obsah retinolu dosahoval hodnoty 0,09 + 0,04 pg/g lyofilizatu.

Stanoveni korelace mezi antioxidaéni aktivitou a obsahem vitaminua A a E

Pro stanoveni korela¢ni analyzy byl posuzovan vztah mezi naméfenymi hodnotami
antioxidacni aktivity ziskanych metodou DPPH (Trolox) a obsahu vitaminu A a E. Sila
zavislosti proménnych byla hodnocena samostatné pro kazdy vitamin, jak je uvedeno v Grafu 4,

5, 6 a7. Pro presné stanoveni sily zavislosti byl pouzit koeficient determinace.
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Graf 4: Korelacni analyza antioxidacni aktivity a obsahu a-tokoferolu
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Graf 5: Korelacni analyza antioxidacni aktivity a obsahu a-tokotrienolu
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Graf 6: Korelacni analyza antioxidacni aktivity a obsahu y-tokoferolu
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Graf 7: Korelacni analyza antioxidacni aktivity a obsahu retinolu

Provedenim statistické korelacni analyzy bylo zji§téno, ze existuji velmi slabé, témér
bezvyznamné zavislosti mezi ziskanymi hodnotami antioxida¢ni aktivity a obsahu a-T a o-T3.
Stredni statistickd zavislost byla odhalena mezi naméfenymi hodnotami antioxidacni aktivity
a obsahu y-T a retinolu. Nutné je vSak zminit, Ze hodnoty korelacnich koeficienti t€chto dvou

vitaminu se pohybovaly v tésné blizkosti hranice slabé zavislosti.
Mikrobiologické rozbory koziho mléka

Po predlozeni vysledkd mikrobiologického rozboru jednotlivych vzorkli koziho mléka
lze tvrdit, ze na naméfenou antioxidacni aktivitu a obsah vitaminu A a E nema vliv aktualni
zdravotni stav zvifete. Mikrobiologické rozbory byly zaméfeny na hodnoceni celkového poctu
mikroorganismi (CPM) a vybrany alimentarni patogen Staphylococcus aureus. Pravé tento
patogen patii k nejvice diagnostikovatelnym mikroorganismim, ktery zpusobuje infekci
mlécné Zlazy. Ziskané hodnoty mikrobiologickych testti jsou v souladu s hodnotami uvedenych

v legislativnich pozadavcich.
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6 Diskuze

Narustajici zajem o kozi mléko a jeho mlécné vyrobky na svétovém trhu souvisi
s nutriénimi benefity a zdravotnimi piinosy, které tyto produkty poskytuji (Verruck et al. 2019).
Organizace na podporu zdravi intenzivné vytvari strategie, které se podileji na efektivnim
posileni zdravi celosvétové populace. Jedna z kliCovych strategii, jak podpofit lidsky
organismus, je navysit piisun antioxidantti (Benzie & Choi 2014). Lidské t€lo se brani svym
vlastnim antioxida¢nim systémem (Comert & Gokmen 2020). Endogenni antioxidanty nelze
v organismu nijak navySovat, avSak exogenni lze (Benzie & Choi 2014). Pti pfevaze volnych
radikalti nad antioxidanty v organismu muze dojit k poSkozeni struktur biomolekul, ptipadné
pozménéni jejich funkci nebo dokonce k vyvolani bunécné smrti (Shu et al. 2015). Autofi
Comert & Gokmen (2020) uvadéji, ze pii zvySeném piijmu exogennich antioxidanti dochazi
ke zpomaleni biologického starnuti a snizovani rizik chronickych degenerativnich onemocnéni.
Vybér pestré stravy, a s tim spojeny vysS§i pfijem antioxidantd nabizi potencialni cestu, jak
cilené chranit organismus pied oxidacnim stresem (Benzie & Choi 2014).

Tato diplomovéa prace je zaméfena na stanoveni antioxidacni aktivity v mléce malych
prezvykavcu cilené na kozi mléko. Na antioxidacni aktivité mléka a mlécnych vyrobki se podili
nekolik bioaktivnich sloucenin. Za nativni antioxidanty je mozné povazovat enzymy superoxid
dismutaza, katalaza, glutathion peroxidaza, dale pak vitaminy A, E, karotenoidy a pfitomnost
vazané siry v aminokyselinach, z nichz jsou tvofeny bilkoviny (Khan et al. 2019). Shu et al.
(2015) dale uvadi antioxidacni peptidy, které byly v poslednich letech studovany kvuli jejich
rozmanitym funkénim vlastnostem, nicméné studie zabyvajici se peptidy koziho mléka jsou
stale omezené. Dalsi Cast diplomové prace spocivala v analyze lyofilizovanych vzorkd koziho
mléka se zaméfenim na vybrané obsahy vitaminu A a E.

Dulezité je vSak zminit, Ze na zastoupeni jednotlivych nativnich antioxida¢nich slozek
ma vliv mnoho dalezitych faktord. Tyto negativni vlivy zaroven ohrozuji celkovou antioxidacni
aktivitu mléka. Variabilita celkového slozeni a kvality koziho mléka je dana z 30 % genotypem
a ze zbylych 70 % okolnim prostfedim. Mezi hlavni faktory, jak uvadi Belanger & Thomson
Bredesen (2014) je mozné tadit krmivo, plemennou pfislusnost, fazi a poradi laktace, prostiedi
aro¢ni obdobi. Goetsch et al. (2011) povazuje za dalsi velmi rizikovy faktor spravné dodrzovani
hygienickych postupll pfi dojeni. Kladeny daraz na hygienu snizuje prevalenci vyskytu
onemocnéni ve stadé zvitat a zaroven prispiva i k ekonomickému hledisku (Gokdai et al. 2020).

Podle autori Omar & Mat-Kamir (2018) k nejcastéji vyskytujicim se onemocnénim patii
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mastitida. Zanét mlécné zlazy zptisobuje vazné zdravotni problémy, zejména u dojnych plemen.
Onemocnéni vemene ma vliv nejen na zdravotni stav zvifete, ale i na jakost mléka, dojivost
a ekonomické néklady je nutné vynalozit na antibiotickou terapii. Za rizikovy faktor povazuji
autofi Sunaric et al. (2012) 1 operace spojené s tepelnym zpracovanim, skladovanim a naslednou
distribuci kone¢ného vyrobku.

Mezi primarni antioxidanty pfitomné v kozim mléce, které jsou rozpustné v tucich lze
radit a-tokoferol, retinol a karotenoidy, jak uvadi autor Khan et al. (2019). Hlavni tkol téchto
vitamina spociva v ochran€ polynenasycenych mastnych kyselin a biochemickych sloucenin
pred peroxidaci. Podle Khan et al. (2019) a-tokoferol patii k nejdilezitéjsim antioxidantim
rozpustnym Vv tucich koziho mléka, protoze tvofi soucast membran kuli¢ek mlécného tuku.
Tudiz muze pusobit jako prevence, pfipadné naruSovat fetézové reakce a zhaset singletovy
kyslik v mléce. Antioxida¢ni aktivita a-tokoferolu je v porovnani s ostatnimi formami vitaminu
E (B-, y- a d-tokoferolu) az o 80 - 90% vyssi, jak publikuji ve své studii autofi Li a Beta (2011).
Alyaqoubi et al. (2014) dale dopliiuje, ze na antioxidacnich vlastnostech koziho mléka se
podileji 1 antioxidanty rozpustné ve vod¢, které z velké casti zastupuje vitamin C.

Pozitivni antioxidac¢ni vlastnosti vitaminu A a E v kozim mléce byly nékolikrat védecky
podlozeny, avSak koncentrace téchto vitamina ve vzorcich jsou velmi nizké. V ptipadé retinolu
v mnoha analyzovanych vzorcich byly naméfené hodnoty pod hranici meze detekce. Snahou
této analyzy bylo zjistit presny obsah vybranych forem vitaminu E (a-tokoferolu, o-
tokotrienolu, y-tokoferolu) a vitaminu A (retinolu). V kozim mléce byl majoritné identifikovan
a-tokoferol, ktery tvotil 78 % vzorku. Zbyly procentualni podil zastupoval a-tokotrienol 15 %,
y-tokoferol 5 % a retinol 2 %. Studie autori Karmowski et al. (2015) je v identické shode
procentualniho podilu a-tokotrienolu. Zastoupeni a-tokoferolu bylo niz§i o 8 %, presto se
jednalo o hlavni antioxidacni izomer vitaminu E. V ramci experimentalni analyzy vitaminu E
ve vzorcich byl stanoven obsah a-T v rozmezi 1,66 - 8,01 pg/g s prumérnym obsahem
3,89 + 1,39 ng/g, v pripadé a-T3 byl obsah ve vzorku zastoupen v rozmezi 0,31 - 1,38 pg/g
s prumérnou hodnotou 0,76 + 0,26 ug/g a obsah y-T byl vyhodnocen v rozmezi 0,13 - 0,38 ug/g
s prumérnym obsahem 0,23 + 0,06 ug/g. Naméfené hodnoty retinolu dosahovaly rozmezi
0,03 - 0,20 pg/g s pramérnou hodnotou 0,09 + 0,04 ug/g.

Plno védeckych studii, které se zabyvaji danou problematiku se soustifedi pouze na
pfitomnost antioxidacnich vitaminu, zejména celkovy obsah vitaminu A a E. Literarni zdroje
neuvadi jednotlivé zastoupeni izomera tokoferoli a tokotrienold v lyofilizovanych vzorcich
koziho mléka. Divodem jsou nejspiSe velmi nizké hladiny koncentraci ve vzorku. Podle

literatury pramémy vzorek koziho mléka obsahuje v rozmezi 0,3 - 0.4 pg/g vitaminu E, jak
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uvadi studie Park & Guo (2006) a Khan et al. (2019). Autofi Amigo a Fontecha (2022) ve své
studii naméfili praimémé 1,2 pg/g vitaminu E, coz je Ctyfnasobek predchoziho tvrzeni. Hodnoty
uvedené v praci Michlové et al. (2016) se shoduji s autory Amigo a Fontecha (2022). V ptipadé
souctu prumeérného obsahu vsech tfi nami identifikovanych izomernich forem vitaminu E (a-T,
a-T3 a y-T), dojdeme k identické shod€ s autory Michlova et al. (2016) a Amigo a Fontecha
(2022). Hodnoty retinolu, které jsou uvedeny ve studii Michlova et al. (2016) jsou v porovnani
vyrazné vyS$si (0,79 pg/g). Autofi Raynal-Ljutovac et al. (2008) naméfili nam bliz§i hodnoty
retinolu (0,4 pg/g), avSak stale nejsou ve shode.

Pfi porovnani védeckych studii 1ze tvrdit, ze vysledky jsou velmi variabilni, coz je
ziejmé zpusobené rozdilnou metodikou, zptisobem uchovani vzorki a mnoha dal§imi faktory,
které jsou uvedeny v prvni ¢asti této kapitoly.

Jak jiz bylo feCeno, hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanovit antioxidacni
aktivitu vzorkli Cerstvého koziho mléka. K identifikaci pfesné antioxidacni aktivity byla
vybrana metoda DPPH, ktera je vhodna pro lipofilni antioxidanty. Mnoho védeckych studii
zabyvajici se shodnou tématikou uvadi nejen metodu DPPH, ale i ABTS, FRAP nebo ORAC.
Utinnost téchto metod je slozité porovnavat. Kazda metoda je totiz zaloZena na odligném
principu. Pro srovnani jednotlivych studii bylo vybrano vyjadfeni antioxidacni aktivity v %,
coz vyjadfuje mnozstvi inhibovaného radikalu DPPH. Nameétena antioxidacni aktivita naSich
vzorkll se pohybovala v rozmezi 9,33 - 44,52 %. Pramémy vzorek dosahoval hodnoty
18,13 £ 0,04 %. Podobné hodnoty uvadi i autori Mal et al. (2018) (17,85 + 0,54 %) a Stobiecka
et al. (2022) (19,53 - 23,57 %). Ostatni uvedené studie jiz byly ovlivnény vybranymi faktory,
proto nelze jednoznacné zhodnotit a porovnat antioxida¢ni aktivitu s nasim experimentem.

Autor Sharma et al. (2019) ve své studii uvadi, ze antioxidacni aktivita plemene kozy
Gadii byla vyrazné nizsi. Jedna se o pivodni Indické plemeno, které je hospodarsky vyznamné
ve vysokych nadmotskych vyskach v oblasti zapadnich Himalaji. Za limitujici faktor je vSak
povazovana pastva a nadmoriska vyska.

Dale autofi Chavez-Servin et al. (2018) pozorovali vliv krmného systém na antioxidacni
aktivitu koziho mléka. Kozy byly bud’ ustijeny, nebo se trvale pasly na pastvé. Nizsi hodnoty
antioxidacni aktivity (20,86 + 3,33 %) byly pozorovany u ustajenych koz. Tato hodnota je velmi
blizka nasemu pramémému vzorku. Podobné vysledky je mozné pfipisovat uplné stejnému
nebo podobnému krmnému systému, ze které¢ho pochazelo kozi mléko pro nasi analyzu.

Nekteré studie se zabyvaly vlivem teploty na antioxidacni potencial koziho mléka.
Kalyan et al. (2021) ve své studii tvrdi, ze tepelna tiprava ma Skodlivé u€inky na antioxidacni

vlastnosti koziho mléka, zeyména tiprava kratkodoba s vysokou teplotou. Nejvyssi antioxidacni
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aktivita byla naméfena u syrového koziho mléka, nasledovalo kratce povarené kozi mléko
a nakonec pasterizované. Toto tvrzeni potvrdili 1 autofi Alyaqoubi et al. (2014).

Interakce mezi antioxidacni aktivitou a vybranymi lipofilnimi vitaminy A a E v kozim
mléce byly jiz publikovany v mnoha teoretickych literarnich zdrojich (Karmowski et al. 2015,
Khan et al. 2019, Stobiecka et al. 2022). Nicméné konkrétni védecké studie cilené zamérené na
korelaci antioxidacni aktivity a vitamin A a E v kozim mléce nebyly doposud publikovany.
Kozi mléko obsahuje tyto antioxidacni slozky, ale jejich koncentrace nejsou pravdépodobné
v porovnani s jinymi komoditami povazovany za dostatecné vyznamné. Tuto informaci
o nizkych hladinach vitamint A a E ve vzorcich prokazuje i na§ experiment. Nami provedena
statisticka korelacni analyza potvrdila, ze neexistuji vyznamné korelacni zavislosti mezi t€émito
parametry. Z téchto ziskanych vysledkt je mozné usuzovat, ze vitamin A a E nepatii mezi
hlavni antioxidacni slozky koziho mléka. Naméfené hodnoty antioxidacni aktivity jsou
pravdépodobné z velké casti vysvétlovany pritomnosti hydrofilnich vitamind, vybranych

enzymu a sirnych aminokyselin.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literarni reserSi se zaméfenim na kozi
mléko a jeho slozky, zejména ty s prokazatelnym antioxida¢nim u¢inkem, dale pak antioxidacni
vlastnosti mléka, metody pro stanoveni antioxidacnich slou€enin a vybrané faktory ovliviiujici
pfitomnost vyznamnych slozek v mléce.

Cilem praktické Casti bylo stanovit celkovou antioxidacni aktivitu a obsah vitaminu
A a E v analyzovanych vzorcich koziho mléka. Tyto ziskané hodnoty byly nasledné podrobeny
statistické korelacni analyze.

Na zavér je tfeba konstatovat, ze antioxidacni aktivita je dana pfitomnym obsahem
antioxidaCnich slozek v mléce. Za dulezité bioaktivni latky jsou povazovany bilkoviny
s pfitomnosti siry ve struktufe aminokyselin, antioxidani enzymy a peptidy, karotenoidy,
lipofilni vitaminy A a E a hydrofilni vitamin C. Zastoupeni téchto slozek s antioxidacnim
potencialem je mozné cilené navySovat, a to prostfednictvim stravy rlznymi pfirodnimi
obohacujicimi slozkami. Nékteré faktory maji naopak negativni dopad na cenné slozky. Mezi
tyto faktory lze zaradit krmivo, plemennou pfislusnost, fazi a poradi laktace, prostiedi, rocni
obdobi, hygienu a operace spojené s tepelnym zpracovanim, skladovanim a naslednou
distribuci kone¢ného vyrobku.

Antioxidacni aktivitu je mozné stanovit n€kolika riznymi metodami. V praxi jsou
nejcastéji aplikovany metody DPPH, ABTS, ORAC a FRAP. Dulezité je vSak zminit, Ze
vysledky antioxidacni aktivity ziskané odliSnymi metodami je obtizné pii vyhodnocovani
porovnavat. Doposud nebyla vybrana zadna referencni metoda, s kterou by bylo mozné

vysledky antioxidacni aktivity ziskané riznymi metodami srovnavat.

Hypotéza 1 Antioxidacni aktivita koziho mléka je rozdilna v zavislosti na aktualnim

zdravotnim stavu zvitete, chovaného v prostiedi stejné zootechnické praxe.

Pti analyze vzorkia koziho mléka byla o¢ekavana rozdilna antioxidacni aktivita v zavislosti na
aktualnim zdravotnim stavu zvifete, chovaného v prostiedi stejné zootechnické praxe. Tato
hypotéza byla potvrzena v rozsahu celého souboru vzorkii. V ramci experimentu byly
stanoveny velmi variabilni hodnoty s Sirokym rozpétim. Variabilitu Ize vysvétlit individualnim

zastoupenim jednotlivych antioxidacnich slozek ve vzorku.
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Hypotéza 2 Obsah vitamind A a E v kozim mléce je rozdilny v zavislosti na aktualnim

zdravotnim stavu zvitete, chovaného v prostiedi stejné zootechnické praxe.

Ocekavalo se, ze budou zaznamenany rozdilné obsahy vitaminu A a E v kozim mléce
v zavislosti na aktualnim zdravotnim stavu zvifete, chovaného v prostiedi stejné zootechnické
praxe. Tato hypotéza byla piijata. V individualnich vzorcich koziho mléka se objevily velmi
proménlivé koncentrace vitamini A a E. Do vyhodnoceni vysledkd byly zapojeny pouze

vybrané vzorky, u kterych se obsah vitaminii nepohyboval pod mezi detekce.

Hypotéza 3 Existuje vyznamna korelace mezi obsahem vitamint A a E a antioxidac¢ni aktivitou

v mléce jednotlivych zvirat.

Vitaminy A a E jsou povazovany za silné lipofilni antioxidanty. Lze tedy predpokladat, ze se
podili na celkové antioxidacni aktivité. Tato hypotéza byla zamitnuta, protoze neexistuje
vyznamna korelace mezi obsahem vitaminti A a E a antioxidacni aktivitou v mléce jednotlivych
zvirat. Kozi mléko obsahuje tyto antioxida¢ni slozky, ale jejich koncentrace nejsou v porovnani
s jinymi komoditami povazovany za dostate¢né€ vyznamné. Tuto informaci o nizkych hladinach

vitamina A a E ve vzorcich potvrdil i na§ experiment.

Trzni sit’ nabizi Siroky sortiment potravin obsahujici silné pfirodni antioxidanty, ale
nekteré komeréné znamé dopliiky stravy s antioxidacnim ucinkem dostupné na trhu zastinuji
ty, které jsou senzoricky méné¢ atraktivni pro spotiebitele. Na zakladé ziskanych vysledkti muze
byt na zavér konstatovano, ze kozi mléko patii k potravinam, které jsou bohaté na antioxidacni
slozky. Bylo zjisténo, ze na antioxidacnim ucinku se pravdépodobné v této analyze Castecné
podilel vitamin A a E. Ve hie je ale mnoho dalSich pfitomnych antioxidacnich slozek. Do
budoucna by bylo dobré provést experiment zamétreny na identifikaci ostatnich antioxida¢nich
slozek ve vzorcich. Vhodné by bylo porovnat i naméfeny obsah téchto antioxidacnich latek
v Cerstvych alyofilizovanych vzorcich. Védeckych publikaci na danou problematiku neni
mnoho, proto je kazda analyza pro mlékarenské odvétvi velmi pfinosna. Provedené korelacni
analyzy v této diplomové praci nebylo snadné porovnavat s jinymi experimenty. Studie se ¢asto
zamétuji na konkrétni faktory, které mohou modifikovat antioxidac¢ni ucinky. Vysledky
diplomové prace jsou piinosné nejen pro konzumenty koziho mléka, ale i pro farmare, kteri
mohou riznymi faktory zvysit obsah vitamint, a tim padem i antioxidacni aktivitu ve prospéch

celkové kvality mléka.
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12 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AAPH 2,2'-azo-bis (2-amidinopropan) dihydrochlorid

ABTS 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
CPM celkovy pocet mikroorganismu

DPPH difenylpikrylhydrazyl

DPPH-H difenylpikrylhydrazin

FAO organizace pro vyzivu a zemeédelstvi (Food and Agriculture Organization)
Fe’*-TPTZ  Zeleznaty komplex modré barvy

Fe’*-TPTZ  zelezity komplex zluté barvy

FRAP antioxida¢ni metoda (Ferric Reducting Antioxidant Potential)

GSH glutathion peroxidaza (Glutathione Peroxidase)

GSHPOx glutathion peroxidaza (Glutathione Peroxidase)

GS-SG dimer glutathionu
IS vnitini standard (Internal Standard)
Iu mezinarodni jednotka (International Unit)

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

ORAC antioxida¢ni metoda (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
pH vodikovy exponent

PSB pocet somatickych bunék

RNS reaktivni formy dusiku (Reactive Nitrogen Species)

ROOH organicky hydroperoxid

ROS reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

SOD superoxid dismutaza (Superoxide Dismutase)

TAA celkova antioxidacéni aktivita (Total Antioxidant Activity)
TEAC antioxida¢ni metoda (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
tm mrtvy retencni ¢as

UHT vysokoteplotni uprava (Ultra Hight Temperature)

UV-VIS oblast ultrafialového zafeni a viditelného svétla

a-T a-tokoferol

v-T y-tokoferol

a-T-3 a-tokotrienol

a-TT a-tokotrienol
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