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v Dynamika vybranych lipofilnich latek v mléce v prubéhu skladovani
Dynamics of Selected Lipophilic Substances in Milk during Storage
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Nase studie byla zameérena na stanoveni obsahu cholesterolu, vitaminu A a E v konzumnim polotucném miléce osetreném metodou ESL (Extended Shelf Life)
a zmény sledovanych analytu v prubéhu péti tydnu skladovani. Pro pripravu vzorku byla zvolena saponifikace a extrakce z kapaliny do kapaliny. Pro analyzu byla
pouzita kapalinova chromatografie s detekci fluorescencéni a v UV oblasti. Koncentrace cholesterolu v prubéhu skladovani byla namérena v hodnotach 0,971-
2,112 mg/100 ml; vitaminu A 0,027-0,052 mg/100 ml; vitaminu E 0,007—-0,027 mg/100 ml. U sledovanych parametru byl zjistén v prubéhu skladovani vzristajici
trend s kolisavym charakterem. Mezi srovnavanymi skupinami byly zaznamenany statisticky vysoce vyznamneé (p < 0,01) i vyznamneé (p < 0,05) rozdily.

Kravské mléko je jedna ze zakladnich potravin ve vyzivé Cloveka. Je to vyvazeny zdroj plnohodnotnych bilkovin a vapniku
(Scholz-Ahrens et al., 2020) a jako zakladni surovina slouzi pro dalsi technologické zpracovani (Litwinczuk et al., 2012). Mléko
je z pohledu bezpecnosti potravin rizikovou surovinou. Je zde tedy nezbytny legislativni dohled. Definice mléka, stejné jako
pozadavky na produkci jsou zaneseny v nafizeni EP a R (EU) €. 1308/2013, v Codex Alimentarius (2011) i v natizeni EP a R (ES)
¢. 853/2004. SloZzeni mléka je specifické pro dany zZivocisny druh. Slozky mléka se vyznamné podileji na technologickych,
reologickych a senzorickych vlastnostech mléka pfi jeho zpracovani (Samkova, 2012; Pereira, 2014; Sustova a Sykora, 2013;
Navratilova a kol.,, 2012). SloZzeni mléka je také ovlivnéno radou vnitrnich i vnéjSich faktortd (Navratilova a kol.,, 2012;
Zamberlin et al., 2012; Haug et al., 2007; Campbell and Marshall, 2016; Pereira, 2014; Guetouache et al., 2014).

Cholesterol a lipofilni vitaminy A a E jsou obsazeny v zivocisnych potravinach ve vétsi Ci mensi mire. Jedna se o latky, které
maji v lidském organismu specifické funkce na bunécné i systémové urovni, a proto je jejich prijem pro zivot nezbytny. V
pripadé cholesterolu je mozna jeho syntéza v organismu (Murray, 2012; Drabina, 2020; Kopriva, 2014; Ledvina a kol., 2009).
Cholesterol byl radu let vniman jako rizikovy faktor pri vzniku kardiovaskularnich nemoci, ale tato tvrzeni jiz nejsou v soucasné
dobé tak striktni, jako v drivejsich letech. Stale je dobré mit na pameéti jistou miru rizika u predisponovanych osob, ovsem
vyssi hodnoty cholesterolu v krvi mohou souviset celkove s nezdravym zivotnim stylem, v€etné Spatného stravovani, koureni,
premiry stresu, opakovanych infekci. Doporuceni pfijmu cholesterolu ze stravy je 300 mg/den (Babicka, 2016; Brat, 2017;
Kunova, 2011; Frej, 2016; Velisek, 2002; Kopriva, 2014).

Vitamin A tvori skupinu latek, kam jsou zarazeny z potravin zivoCiSného puvodu retinol, retinal, retinoestery a kyselina
retinova; z potravin rostlinného puvodu zde patfi provitamin A — beta-karoten (Debier et al., 2005; Combs and McClung,
2017). Do skupiny vitamin E patri tokoferoly a tokotrienoly. Jeho hlavni zdroje jsou predevsim potraviny rostlinného puvodu,
zatimco v zZivocisnych je jejich koncentrace nizsi (Atkinson et al., 2013; Zingg, 2007; Combs and McClung, 2017; Ball, 2006).
Denni referencni hodnoty pfijmu u dospélych osob jsou dle narizeni EP a R (EU) ¢. 1169/2011 pro vitamin A 800 pg a pro
vitamin E 12 mg. Dle doporuceni Evropského uradu pro bezpecnost potravin (EFSA) jsou hodnoty odliSné v zavislosti na
populacnich skupinach. Privod vitaminu A pro dospélého muze je 750 pg/den, pro dospélé zeny 650 pg/den, pro téhotné
zeny 700 pg/den a déti 250-750 pg/den (EFSA, 2015a). Denni prijem vitaminu E ve formé alfa-tokoferolu ¢ini pro muze
13 mg, pro zeny 11 mg a pro déti 5-13 mg (EFSA, 2015b).

Cilem této prace bylo stanoveni vybranych lipofilnich latek (cholesterol, vitamin A, vitamin E) ve vzorcich mléka a sledovat
zmeény koncentrace téchto latek vlivem skladovani. Byla vyslovena hypotéza, ze s casem dojde k poklesu obsahu téchto latek
vlivem oxidace tuku.

Material a metodika

Pouzité standardy cholesterolu, vitaminu A, vitaminu E a chemikalie byly analytického stupné Ccistoty. Instrumentace a
laboratorni pomdacky, které byly k experimentu pouZity jsou sou&asti chemického oddéleni pracoviité Ustavu hygieny a
technologie potravin zivociSného plvodu a gastronomie VETUNI Brno.

Pro stanoveni byly pouzity vzorky komercéniho polotuéného ESL mléka (n=12). Mléka byla odebirana ve spotrebitelskych
obalech pfimo z mlékarny v CR. Po otevieni baleni byla odebrana &ast vzorku mléka, z toho byl odstfedén tuk a analyzovan
jako ,Cerstvy“. Odstredeni tuku a analyzy byly opakovany i po 1., 2., 3. a 4. tydnu skladovani v lednici. Pro lepSi odbér extra
cistého tuku byly vzorky zamrazeny a uchovany do analyzy pri teplote -20+2 °C.

Ke vzorku odstredéného tuku byl pridan methanolicky roztok KOH; pro stabilizaci sledovanych lipofilnich latek byly pridany
hydrochinon a kyselina askorbova. Vzorek byl saponifikovan béhem varu. Nasledné byla provedena extrakce analytl metodou
LLE (Liguid Liguid Extraction). Extrakt byl neutralizovan deionizovanou vodou do neutralni reakce (indikator 2% roztok
fenolftaleinu). Pro odstranéni zbytkové vody z extraktu byl pridan bezvody siran sodny. Vzorek byl odparen na vakuové
rotacni odparce, rekonstituovan do methanolu a prefiltrovan. Kazdy vzorek byl zpracovan v triplikatu. Celkovy pocet
analyzovanych vzork( byl 180. Obsah tuku byl stanoven acidobutyrometrickou metodou dle CSN 570530 1972.

Pro stanoveni lipofilnich latek byl pouzit kapalinovy chromatograf Acquity UPLC (Waters, USA). Kolona Acquity UPLC BEH C8
2,1x100 mm, 1,7 um (Waters, Irsko) byla pouzita k separaci analytu. Dalsi nastaveni: vodna mobilni faze a organicka mobilni
faze (methanol) v poméru 7 : 93; priatok 0,4 ml/min, izokratickd eluce; teplota na koloné 35 °C, doba analyzy 4,5 min. Pro
detekci byl pouzit UV detektor (cholesterol: 205 nm, vitamin A: 325 nm) a fluorescencni detektor (vitamin E: ex. 295 nm/
em. 340 nm). Vyhodnoceni bylo provedeno metodou kalibracni primky pres software Empower 2 (Waters, USA).

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny programem Microsoft Excel (Microsoft, USA) a Unistat for Excel 6.5 (Londyn, UK) za
pouZziti testl normality Shapiro-Wilkova, neparametrického Kruskal-Wallisova a mnohonasobného porovnavani.

Vysledky a diskuze

Obsah cholesterolu v mléce v pribéhu skladovani byl naméren v rozmezi hodnot 0,971-2,112 mg/100 ml. | kdyz je
zaznamenan kolisavy charakter patrny mezi 2. a 4. tydnem skladovani, zmény koncentrace cholesterolu maji vzrustajici
trend. Statisticky vysoce vyznamny rozdil (p < 0,01) byl zaznamendn mezi skupinami ,Cerstvé“+,2. tyden” a
,Cerstvé“+, 4. tyden”. Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) byl u skupin ,Cerstvé“+,3. tyden” ,1. + 2. tyden” ,1. +
4. tyden” (graf 1).

Dle Ramalho et al. (2011) je primérna hodnota cholesterolu v syrovém mléce 12 mg/100 ml, zatimco u komercnich
konzumnich mlék se hodnota liSi v zavislosti na obsahu tuku. Pro plnotu¢né mléko cini primérna hodnota
11,6%0,2 mg/100 ml, pro polotu¢né mléko jsou koncentrace 6,4+0,1 mg/100 ml. Podle studie Piironena z roku 2002 byly
zjistény hodnoty cholesterolu v polotué¢nych mlécich 6,1 mg/100 ml. Jak jiz bylo receno vyse, je obsah lipofilnich latek
zavisly na mnoha faktorech, tudiz mnozstvi techto latek je znacné variabilni. Roli jisté hraje i vlastni extrakcni cast pri
priprave vzorku. Nase vysledky byly v porovnani s danymi studiemi znacnée nizsi.

V soucasné dobeé je nedostatek vedeckych studii, které by se primo zabyvaly skladovanim mléka a pricinami, které vedou
ke zméneé obsahu lipofilnich latek. Autori se shoduji, ze problematika neni zcela prozkoumana. Za moznou priCinu autofri
uvadéji vliv oxidace cholesterolu v mléce, objem skladovaného vzorku, typ a usporadani tukovych kulicek (Gupta et al.,
2016; Pikul et al., 2013). Byl zkouman vliv skladovani mléka pasterovaného a osetreného jak pasteraci, tak mikrofiltraci.
MIléko bylo skladovano pri 4 °C po dobu jednoho tydne. Rozdil byl zaznamenan pouze 7. den skladovani s vyssi
koncentraci cholesterolu v pasterovaném mléce. V tomto typu mléka dochazelo ke zvySsovani obsahu cholesterolu, ovsem
bez statistické vyznamnosti. Autori také zdUraznuji, ze neni pfrilis jasny vliv skladovani na obsah cholesterolu (Yue et al,,
2016). Zajimava je i studie Patton et al. (1980), kdy byl sledovan obsah cholesterolu a fosfolipidu po dobu 24 hodin pri 2—
4 °C v kravském a kozim mléce. U kravského mléka ke zménam nedochazelo, zatimco kozi mléko vykazovalo podstatné
zvysovani v obou parametrech prave vlivem starnuti mléka. Vliv skladovani popisuji také Ali and Abdel-Razig (2011)
v ruzné tucnych syrech typu mozzarella po dobu 1 mésic pri 4 °C. Autori zjistili, ze v prubéhu skladovani se mnozstvi
cholesterolu v jogurtech z kravského a koziho mléka se zabyvali Gupta et al. (2016). Experiment probihal po dobu 4 tydny
pri 4 °C. Koncentrace cholesterolu se mirneé zvysila vlivem skladovani.

Stejné jako byl zminén nedostatek studii hodnoceni vlivu skladovani mléka u cholesterolu, v pripadé lipofilnich vitaminu
je obdobny problém. Vliv skladovani je védeckou literaturou hodnocen predevsim u mlék fortifikovanych, susenych
a urcenych pro kojeneckou vyzivu. Nutricni profil mléka sledovali Bahman et al. (2012). Vzorky byly vysetreny pred
skladovanim a po 24 hodinach pfi uchovani pri teploté 2—8 °C. U vitaminu A autori pozorovali pokles koncentrace o 26 %.
Hodnoty vitaminu E nebyly detekovatelné. Obsah vitaminu studovali v kozim a ovéim mléce také Michlova et al. (2015).
Po dvou tydnech skladovani pri teploté -20 °C byl zaznamendan pokles o 11-55 %. Chavéz-Servin et al. (2008) zjistili pfi
studii zamérené na kojeneckou vyzivu pokles vitaminu A o 4,7-34,3 % béhem skladovani pri teploté 25 °C po dobu 70 dni.
Také Favaro et al. (2011) vyhodnotil pokles vitaminu A v kojenecké vyzivé po 9. a 12. mésici skladovani o 18,9-28,3 %.
Nicméné tito autori vyslovili hypotézu o degradaci lipofilnich vitamint v prubéhu skladovani. U vétsSiny vzorku doslo ale
k navyseni jejich koncentrace. Jejich hypotéza tedy nebyla potvrzena. Ve studii MacDonald et al. (2011) také pozorovali
zvyseni koncentrace lipofilnich vitaminu. Jejich védecka prace byla vice zamérena na pouziti ruznych pasteracnich
podminek. Autori zaznamenali statisticky vyznamné rozdily u sedmi z osmi provedenych analyz v kobylim, kozim a ov¢im
mléce. V grafech 2 a 3 jsou zaznamenany zmeny koncentraci vlivem skladovani u vitaminu A i E. Obsah vitaminu A byl
naméren v hodnotach 0,027-0,052 mg/100 ml, zatimco obsah vitaminu E byl v nizSich hodnotdch od 0,007 do
0,027 mg/100 ml. U obou lze pozorovat kolisavy prabéh a mirnou vzristajici tendenci v priibéhu péti tydnd. U vitaminu A
byl statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi skupinami , Cerstvé“+,2. tyden” ,Cerstvé“+,4. tyden” ,1. + 2. tyden“ a ,,1.
+ 4. tyden”. Pro vitamin E byl rozdil statisticky vysoce vyznamny (p < 0,01) mezi skupinami ,Cerstvé“+,2. tyden”
,Cerstvé“+,3. tyden” a ,Cerstvé“+,4. tyden”. Z vysledk( nadi prace lze usoudit, Ze koncentrace vitaminu A ve vzorcich
mléka dosahovala vyssich hodnot vlivem skladovani, nez toho bylo u vitaminu E. Je to dano i tim, ze obsah vitaminu E
je v kravském mléce a mlécnych vyrobcich minimalni v porovnani s vitaminem A (Morrisey and Hill, 2009).

Validacni parametry metody jsou uvedeny v tabulce 1.
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Doba skladovani

Graf 1 Vliv skladovani na obsah cholesterolu v konzumnim mléce
(abc, rozdilnd pismenka znaci statistickou vyznamnost na hladiné p < 0,01 nebo p < 0,05)

Tabulka 1 Validacni parametry metody pro stanoveni lipofilnich latek v mléce

Cholesterol Vitamin A Vitamin E
in aarita Rozmezi [mg/I] 0,962-96,200 0,152-15,200 0,156-15,600
R? 0,9999 0,9999 0,9999
@* [mg/I] 32,421 0,917 0,504
Pfesnost SD 0,222 0,005 0,009
RSD 0,684 0,578 1,762
@** [mg/l] 32,430 0,916 0,507
Spravnost SD 0,256 0,006 0,009
RSD 0,789 0,641 1,686
LOQ [mg/I] 0,962 0,152 0,156
LOD [mg/I] 0,289 0,046 0,047

R?, korelacni koeficient; @*, primeér z 12 paralelnich stanoveni; @**, primér z 9 paralelnich stanoveni; SD, smérodatna
odchylka; RSD, relativni smérodatna odchylka; LOQ, limit kvantifikace; LOD, limit detekce
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Doba skladovani

Graf 2 Vliv skladovani na obsah vitaminu A v konzumnim mléce
(abc, rozdilnd pismenka znadi statistickou vyznamnost na hladiné p < 0,01 nebo p < 0,05)

Doba skladovani

Graf 3 Vliv skladovani na obsah vitaminu E v konzumnim mléce
(abc, rozdilnd pismenka znaci statistickou vyznamnost na hladiné p < 0,01 nebo p < 0,05)

Lipofilni latky v mléce v prubéhu skladovani po dobu péti tydnt vykazaly ve
vétsSiné vzorku stoupajici trend. Téma je velmi specifické a odborna
literatura se shoduje, ze v soucasnosti neni tato problematika dostatecne
prozkoumana. Neni proto snadné vysledky jednoznacne interpretovat.
V této oblasti je potreba dalsich vyzkumu. Nase hypotéza o poklesu
lipofilnich latek vlivem skladovani nebyla potvrzena.

Obsah cholesterolu v konzumnim mléce je nizky. Priméerena konzumace
mléka pro zdravé osoby je vhodna. Nadmeérna konzumace potravin
s obsahem nasycenych mastnych kyseliny, trans-mastnych kyselin a cukru,
ma vetsi vliv na mnozstvi cholesterolu v krvi, nez konzumace mléka
samotna. Prestoze je koncentrace lipofilnich vitaminu nizka, mléko a mlécné
vyrobky nadale zustavaji jejich dobrym zdrojem.

Literatura na pozadani u autorky.



