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Abstrakt

Cilem nasi studie bylo stanovit vitaminy skupiny B ve
vybranych syrech konzumovanych v CR a stanovit jejich
stravitelnost organické hmoty (OMD) a suSiny (DMD)
metodou in vitro. Pro stanoveni nikotinamidu, kyseliny
pantothenové a pyridoxinu byla pouzita metoda HPLC
s vyuzitim enzymatické hydrolyzy pro jejich izolaci.
Kvantitativniho vysledku bylo dosazeno pfi inkubaci
vzorku s enzymem clara-diastdzou pri 30 °C po dobu
20 hodin. Chromatograficka separace byla provedena na
koloné Supelcosil LC8 (150 x 4,6 mm; 5 um) s mobilni fazi
sloZenou z fosfatového pufru a methanolu v poméru 90:10.
Pro stanoveni stravitelnosti byla vyuZita gravimetricka
metoda za podminek in vitro, s vyuzitim kombinované
hydrolyzy pepsinem a pankreatinem. Vysledky ukazuji, Ze
syry vyrobené & b&zné konzumované v CR jsou dobie
stravitelné a v porovnini se zahrani¢nimi syry obsahuji
mnohdy i vyss$i obsah stanovovanych vitamint.

Kli¢ovd slova: nikotinamid, kyselina pantothenova, pyri-
doxin, syry, stravitelnost

Abstract

Water soluble vitamins, in vitro organic matter (OMD)
and dry matter digestibility (DMD) values were determined
in various different Czech cheeses. Different hydrolysis
conditions and enzymes were used to release these vita-
mins from their complex form. The best data in enzymatic
digestion were obtained by incubating the sample with 1%
clara-diastase at 30 °C for 20 hours. The separation was
performed on a reversed - phase Supelcosil LC8 column
(15 cm x 4.6 mm, 5 um) with phosphate-methanol (90:10,
v/v, pH 7.0) as mobile phase. An enzymatic method was
applied for the evaluation of OMD and DMD in cheese.
In vitro OMD and DMD digestibility was proved by using
two enzymatic digestions, pepsin and pancreatin. Results
demonstrated that, examined Czech cheeses contained even
higher value of water soluble vitamins and are good
digestible for human dietary.

Uvod

Syry jsou velmi dulezitou soucasti lidské vyzivy. Jsou
pro nas zdrojem proteint, lipidi, mineralnich latek (hlavné
vapniku), vitamint apod. Z lipofilnich vitamint se v syrech
vyskytuji pfevazné vitaminy skupiny D a E, z hydrofilnich
vitaminll potom thiamin (B;), riboflavin (B»), nikotinamid
(B3), pyridoxin (Bg), biotin, kyselina listova (Bo) a koba-
lamin (B12)". Obsah vitamin{i v syru zdvisi na mnoha
aspektech, napt. druhu syra, technologickém procesu jeho
vyroby, sezénnim vykyvu vyZzivy dojnic atd.”. Obsah
lipofilnich vitaminii je ovlivnén i samotnou tu¢nosti syra®.
V prubéhu vyroby syra se ztriceji prevazné ve vodé roz-
pustné vitaminy, lakt6za, mineralni latky, ve vodé rozpust-
né proteiny ¢i peptidy, mensi mnozstvi lipidi, které jsou
soucasti uvoliiujici se syrovatky. Na tento fakt by mél byt
bran zietel i pfi samotnych vyrobnich technologiich, které
mohou vyuzivat danych mikroorganizmi, plisnovych ¢i
kvasinkovych kultur, enzymu apod., které pak 1épe utilizu-
ji latky strhavané spole¢né se syrovatkou™.

Pro stanoveni vitamind B v mlé¢nych vyrobcich se uziva
technika RP-HPLC (Vysokoucinné kapalinové chro-
matografie na reverzni f4zi)®. Bylo jiz publikovdno mnoho
studii pro stanoveni v tuku rozpustnych vitaminti v syrech!®,
bohuZel skupina vitamin@ B je zatim mirn& opomijena. Li”
ve své publikaci doklada, Ze nejlepsi cestou pro izolaci
a uvolnéni vitamini B v syrech je enzymaticka hydrolyza
v kombinaci s kyselou hydrolyzou, nejlépe v prostredi
kyseliny chlorovodikové.

Nutriéni vyznam syri také zdavisi na jejich dobré
stravitelnosti. Ta je =zajisté zavisla na chemickém
sloZeni, hlavné na kombinaci a vzdjemném poméru jed-
notlivych nutrientd ménicich se v zavislosti na vyrobni
technologii, skladovani a zrani syra. Stanoveni stravitelnos-
ti potravin mtze byt provedeno v podminkéch in vivo nebo
in vitro (tato technika je vice dostupnd, snadnéji realizo-
vatelnd a cenové pristupnda). V oblasti stravitelnosti
potravin in vitro byly aplikovany jiz mnohé techniky pro
stanoveni stravitelnosti organické hmoty (OMD - Organic
Matter Digestibility) a suSiny (DMD - Dry Matter
Digestibility), jejichZz vysledky jsou uvadény nejcastéji
v %. V nasi studii byla provedena kombinovana hydrolyza
pepsinem - simulace fyziologickych podminek v Zaludku
a pankreatinem - simulace fyziologickych podminek
v tenkém stfevu. Druhy zminovany enzym predstavoval
smés amyldzy, protedzy a lipdzy®, p¥icemZ prib&h
hydrolyzy je ovlivnén pH, pouzitym enzymem, dobou
inkubace, teplotou apod.®.

Cilem na$i studie bylo stanovit vybrané vitaminy
skupiny B (nikotinamid, kyselinu pantothenovou a pyri-
doxin) v b&Zné& konzumovanych a v prevazné vétsiné i v CR
vyrabénych syrech a tyto hodnoty porovnat se syry jinych
zemi v ramci stejného zaclenéni syri do prislusnych
skupin. Déle si prace kladla za cil stanovit stravitelnost
suSiny a organické hmoty vybranych syri gravimetricky
technikou in vitro postupem kombinované hydrolyzy
pepsinem a pankreatinem.

MLEKARSKE LISTY é&. 121



VEDA, VYZKUM

Metody a material

Vzorky syrt byly zakoupeny v obchodni siti Zlinského
regionu v Ceské republice. Pro analyzu vitamint skupiny B
bylo zakoupeno dvanact riznych druhti syrt, z nich pro
stanoveni stravitelnosti bylo poté vybriano osm vzorki.
Syry byly pred analyzou skladovany v temnu v lednici pfi
kontrolované teploté 5 °C po dobu 24 az 48 hodin. Pro nasi
studii byly zakoupeny nasledujici syry: Lucina, Gervais,
Liptov, Balkansky syr, Jadel, Bystficky tvaroh, Vltavin,
Hermelin, Niva, Eidam (30 % t. v s.), Goldenburg a Pivni
syr. VSechny vzorky syrt, které byly analyzovany v této
studii, mély datum minimalni trvanlivosti uvedenou
vyrobcem kratSi nez 1 tyden v dobé zakoupeni vyrobku.
Kazdy vyrobek byl zakoupen v pfisluSnych maloobchod-
nich balenich po trech kusech.

Stanoveni vitaminit B pomoci HPLC

Pro stanoveni nikotinamidu, kyseliny pantothenové
a pyridoxinu metodou HPLC byl pouZit kapalinovy chro-
matograf Hewlett Packard Series 1100 (Hewlet-Packard
GmbH., Waldbronn, Germany) s bindrni pumpou
a UV/VIS detektorem (HP 1100 Diode Array Detector).
Byla pouzita metoda kapalinové chromatografie na
reverzni fazi s kolonou Supelcosil LC 8 (150 x 4.6 mm;
5 pm, Sigma-Aldrich, Némecko).

K sestrojeni kalibra¢nich pfimek byly nejprve pfipraveny
zasobni roztoky standardd nikotinamidu, kyseliny pan-
tothenové a pyridoxinu o koncentraci 40 pyg.ml™. Ty byly
skladovany v lednici pfi teplot¢ 5 °C nejdéle 24 hodin.
Z nich byla pfipravena kalibracni fada roztokd o koncen-
traci 1 - 6 pg.ml™, tyto byly postupné proméfeny za stej-
nych chromatografickych podminek jako vzorky syrd.
Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy
piku (mAU.s) na koncentraci vitamint (ug.ml™).

Vzorky syrti byly nejprve homogenizovany v mixéru po
dobu nejméné 5 minut. Poté byl metodou kvartace odebran
vzorek, ze kterého bylo navazeno vzdy po 12 g pro kazdou
analyzu. Kazdy syr tak byl analyzovan 5x. Navazka vzorku
byla kvantitativné pfevedena do tmavé Erlenmayerovy
baiky a do ni byl pfidan 1% roztok enzymatického
preparatu clara-diastdzy o pH 6,0. Vzorek syru byl s enzy-
matickym preparatem dokonale promichdn a umistén do
tfepaci vodni lazné po dobu 20 hodin pfi 25 °C. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byl vzorek sraZzen 80%
kyselinou trichloroctovou a roztoky Carrez I a Carez II
a zbytek po rysku byl doplnén redestilovanou vodou.
Vzorek byl prefiltrovan pfes papirovy filtr a poté pres
nylonovy filtr s velikosti p6ra 0,45 pm. Takto pripraveny
vzorek byl umistén do tmavé vialky a davkovan do HPLC.

Chromatograficka separace slozek vzorku byla provede-
na za nasledujicich podminek: objem vstfikovaci smycky
byl 20 pl, byla pouzita kolona Supelcosil LC 8
(150 x 4.6 mm; 5 um), termostat kolony byl nastaven po
celou dobu analyzy na 25 °C. Jako mobilni faze byl pouZzit
methanol:KH,PO4 v poméru 10:90, pH fosfatového pufru
mobilni fize bylo upraveno na 7,0 pomoci 0,1 mol.dm™

NaOH. Po celou dobu analyzy byla zvolena izokraticka
eluce s prittokem mobilni faze 1 ml.min"' a dobou analyzy
30 min. Detekce kyseliny pantothenové probihala pii
204 nm, nikotinamidu a pyridoxinu pfi 220 nm.

Stanoveni stravitelnosti metodou in vitro

Samotnému stanoveni stravitelnosti predchazi stanoveni
susiny a popela. Susina syrii byla stanovena dle CSN EN
ISO 5534. Stanoveni popela bylo provedeno spdlenim
vzorku v muflové peci pfi 550 °C po dobu 5,5 hod.

Vzorky syrt byly pfed samotnou analyzou dikladné
pomlety a rozetfeny ve tfeci misce. Sacky F57 byly
vyprany v acetonu a zvazeny s presnosti na 0,0001 g (m;).
Poté bylo vzdy od kazdého syru navazeno 0,25 g, tato
navizka byla zatavena do sacku (my). Sacky byly umistény
do inkubacnich lahvi s enzymatickym preparatem pepsinu
v 0,1 mol.dm™® HCIl. Enzymatickd hydrolyza probihala
v inkubatoru Daisy pfi 40 °C po dobu 6 hodin. Poté byly
saCky vyjmuty a dany do fosfitového pufru (KH,PO.
a Na,HPO4 . 12 H,O, pH 7.45) s pankreatinem. Enzy-
maticka hydrolyza probihala opét v inkubatoru Daisy pfi
40 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly sacky vyjmuty
z lahvi, dikladné proplachnuty destilovanou vodou
a umistény do susarny na 24 hodin pfi 105 °C. Poté byly
sacky vyjmuty, dany do exikéatoru a zvazeny (m3). Nakonec
byly sacky spaleny v muflové peci pri 550 °C po dobu
5,5 hodiny. Popel byl poté zvazen (m4). Stravitelnost
suSiny (DMD) a organické hmoty (OMD) byla vypocitana
pomoci nasledujicich vzorct s vyuZitim MS Excel ®.

1) pMD =100~ 100X PR
m, X DM
2) omp=100—_PMR=m.) 0,
m, X DM X OM
3) DMR = ms3 — myc;
4) DM = DW xXms
100
5) AR = myg —mjcz
6) OM =M
100

DMD - stravitelnost suSiny (%), OMD - stravitelnost
organické hmoty (%), DMR - hmotnost vzorku bez sacku
po inkubaci a vysuseni (g), DM - obsah suSiny ve vzorku
(g), DW - susina vzorku (%), AR - hmotnost popela vzorku
bez sicku (g), OM - obsah organické hmoty v suSiné
vzorku (g), A - obsah popela (g), ms - hmotnost vzorku na
stanoveni susiny (g), i a ¢, - korekce na sacek po inkubaci
a po spaleni (g), mj, mp, m3 a m4 - popsdno v metodice.

Vysledky a diskuse

Kalibracni krivky byly sestrojeny s vyuZitim standardii
nikotinamidu, kyseliny pantothenové a pyridoxinu. Vitamin
Bs (pyridoxin) byl stanoven jako suma vSech jeho forem, tj.

Vi

MLEKARSKE LISTY é. 121



VEDA, VYZKUM

Tab. 1 Vlysledky méreni kalibracnich krivek s regresni
rovnici pro kvantitativni stanoveni nikotinamidu,
kyseliny pantothenové a pyridoxinu

Vitaminy

Nikotinamid

Kyselina
pantothenova

Pyridoxin

Rovnice kalibraéni krivky

204 nm

y = 17,784x + 9,9612

220 nm
y = 86,974 - 10,297

y = 50,11x - 2,4187

Korelaéni
koeficient
0,9988
0,9998

0,9998

- nebylo vyhodnocovéno

Tab. 2 Viysledky stanoveni obsahu nikotinamidu, kyseliny
pantothenové a pyridoxinu v syrech

Lucina
Gervais
Bystficky tvaroh
Eidam, 30%
Goldenburg
Hermelin
Niva
Vitavin
Pivni syr
Poloostiepok
Balkdnsky syr
Jadel

Vitamin [mg.100 g'] = S.D.

Nikotinamid

0,025+0,002
1,557+0,022
0,050+0,013
0,032+0,036
0,755+0,044
0,992+0,036
1,148+0,025
0,0360,006
0,091+0,022

0,081+0,013

Kyselina
pantothenova

1,113+0,048
1,263+0,022
0,5960,030
0,623+0,012
0,426+0,016
0,460+0,018
2,112+0,066
1,940+0,077
0,770+0,022
0,5646+0,019
0,018+0,008
0,307+0,046

Pyridoxin

0,045+0,011
0,132+0,009
0,062+0,022
0,077+0,014
0,0560,009
0,140=0,037
0,129+0,026
0,311£0,012
0,134+0,024
0,031+0,002
0,006+0,003
0,0120,001

- nedetekovéno, S.D. - smérodatnd odchylka

pyridoxinu, pyridoxalu a pyridoxaminu. Vysledky regres-
nich rovnic kalibraénich kfivek s pfislu$nymi korela¢nimi
koeficienty pro jednotlivé standardy jsou uvedeny v tabulce
1. Pro kvantitativni stanoveni vitaminu B3 a B byla zvole-
na vlnova délka 220 nm, pro stanoveni vitaminu Bs pak
204 nm. Vzorky syra pak byly proméfeny za stejnych chro-
matografickych podminek jako standardy. Z jednotlivych
regresnich rovnic byly vypocitany koncentrace vitamina
v analyzovanych vzorcich syrt. Vysledky stanoveni obsahu
jednotlivych vitamin ve vybranych syrech jsou uvedeny
v tabulce 2. Obsah vitaminu B3 se pohyboval mezi 0,025 az
1,557 mg.100 g Cerstvé hmoty. Nejvyssi obsah vitaminu
B3 byl naméfen ve vzorku Bystfického tvarohu. Jedna se
o syr vyrabény kyselym sraZenim kravského mléka, kdy po
odchodu syrovatky se tento bali a expeduje, nepodléha kla-
sickému zrani. Nejniz§i obsah vitaminu B3 byl namétfen
v termizovaném syru Lucina, a to 0,025 mg.100 g
V syrech Gervais a Balkanském syru obsah vitaminu B3

nebyl stanoven, protoze byl pod hladinou chromatografické
detekce, ktera byla pro nikotinamid pod 0,05 pg.ml’.
Z nameéfenych vysledkt vyplyvd, Ze vyssi mnoZstvi vita-
minu B3 obecné obsahuji syry plisnové, Hermelin
(0,755 mg.100 g'), Niva (0,992 mg.100 g') a Vltavin
(1,148 mg.100 g). Ziskané vysledky obsahu vitaminu B;
se do jisté miry shoduji s hodnotami uvadénymi v literatuie
pro danou skupinu &i typy syr. Napt. Combs © uvadi, Ze
obsah vitaminu B; v plisfiovém syru Brie je 0,38 mg.100 g,
v Camembertu pak dokonce 0,63 mg.100 g'. V plistiovych
syrech vyrobenych v ¢eskych mlékarnach byl obsah vita-
minu B3 zjistén téméf dvojnasobny. Co do obsahu kyseliny
pantothenové nejvyssi hodnota byla naméfena v plisfiovém
syru Niva, a to 2,112 mg.100 g'. Naopak nejniz$i mnoZzstvi
vitaminu Bs bylo naméfeno v Balkdnském syru, pouze
0,018 mg.100 g". Vysoké mnoZzstvi vitaminu Bs bylo jesté
naméfeno v dvouplisiovém syru Vltavin, kde se jeho
mnozstvi bliZilo hodnoté 2 mg.100 g'. Combs @ ve své
knize uvadi obsah vitaminu Bs ve vybranych 23 druzich
bé&Znych syrt v rozmezi od 0,064 do 1,364 mg.100 g,
pric¢emz nejvyysi obsah uvadi v syru Camembert, ktery je
typové srovnatelny se syrem Hermelin. Pokud porovname
vysledky stanoveni vitaminu Bs v syrech s jinymi autory,
miiZzeme konstatovat, Ze v syrech vyrobenych v Ceské
republice je opét o néco vyss§i obsah tohoto vitaminu “?.
Obsah pyridoxinu v porovnani s nikotinamidem a kyseli-
nou pantothenovou byl niZsi, coz je v souladu s jiz publi-
kovanymi tdaji®'”. Nejvyssi mnoZstvi vitaminu Be obsa-
hoval dvouplistiovy syr Vltavin (0,311 mg.100 g*), dale
pak syr s bilou plisni na povrchu Hermelin
(0,140 mg.100 g') a Pivni syr (0,134 mg.100 g"). Naproti
tomu v balkdnském syru byl obsah vitaminu Bg pouze
0,006 mg.100 g, coZ je na samé hranici detekce pro kvan-
titativni stanoveni tohoto vitaminu za danych chro-
matografickych podminek. Combs  ve své knize uvadi
obsah vitaminu Bg v syrech v rozmezi 0,020 az
0,424 mg.100 g'. Zde je nutno konstatovat, Ze v syrech
vyrobenych v mlékarnach na tzemi Ceské republiky byl
zjistén obsah vitaminu B niZ§i, neZ udava literatura ®'?.
Obecné obsah vitaminil, at uz hydrofilnich ¢i lipofilnich, je
zavisly na: vyZzivé dojnice a plemenu, jejim zpusobu usta-
jeni, rocnim obdobi, tepelném oSetfeni mléka, technologic-
kém postupu pfi vyrobé syra, mnozstvi odebrané/odchozi
syrovatky, v niZ jsou vitaminy sk. B rozpustné, podminkach
pfi baleni a expedici syrd, jejich dalSim skladovéni
a dozravani apod. (6).

Tab. 3 Vlysledky stanoveni susiny a popele pro nasledné stanoveni stravitelnosti metodou in vitro

Syr £ S.D.  Goldenburg Niva Luéina Vitavin Hermelin Gervais Eidam
Susina (%) 60,0+0,21 52,1+0,32 40,2+0,10 54,05+0,22 46,2+0,10 36,5+0,12 52,0+0,15 25,0+0,12
Popel (%) 42+0,10 460,24 1,920,20 3,35+0,12 3,4+0,20 1,3+0,14 3,9+0,22 1,6+0,14

S.D. - smérodatnd odchylka

Tab. 4 Vysledky stanoveni stravitelnosti syrd in vitro vyjadiené jako stravitelnost susiny (DMD) a organické hmoty (OMD)

Syr £ S.D.  Goldenhurg Niva Lu¢ina Vitavin Hermelin Gervais Eidam Tvaroh
DMD (%) 98,6+0,32 99,7+0,02 99,54+0,28 98,5+0,74 98,0+0,20 99,8+0,16 99,8+0,17 99,3+0,27
OMD (%) 99,4+0,22 99,9+0,02 99,9+0,02 99,4+0,50 99,3+0,16 100,0+0,06 99,9+0,04 99,9+0,05

S.D. - smérodatnd odchylka
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Pro in vitro modelaci stravitelnosti syra bylo pouZzito kom-
binované enzymatické hydrolyzy pepsinem a pankreatinem.
Soucasné s analyzou stravitelnosti byla stanovena hodnota
susiny a obsah popele v % (8,11). Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 3. Vysledky stravitelnosti jsou uvedeny v tabulce 4,
v hodnotach stravitelnosti suSiny (DMD) a organické hmoty
(OMD) vyjadiené opét v %. Pro méfeni stravitelnosti bylo
vybrano osm zdstupct syrii, které repezentuji nejbéznéji
konzumované typy syri v Ceské republice: Goldenburg,
Eidam, Niva, Lucina, Vltavin, Hermelin, Gervais a Tvaroh.
Pro gravimetrické stanoveni stravitelnosti syri v zazivacim
traktu zptsobem in vitro pomoci kombinované hydrolyzy
pepsinem a pankreatinem bylo obecné potvrzeno, Ze syry
jsou pro lidsky organizmus dobre stravitelné. Pfi kombino-
vané enzymatické hydrolyze byla stravitelnost vSech syrd
prakticky 100 %. Je nutno pripomenout, Ze vSechny analyzo-
vané syry byly skladovany pred vlastni analyzou jen dva dny
a doba jejich min. trvanlivosti nebyla delsi neZ 1 tyden.
Stravitelnost zavisi i na stupni zralosti syra. Pokud bychom
chtéli porovnat stravitelnost syrli s jinymi potravinami,
museli bychom dodrzet stejné podminky metodiky. Nicméné,
mnoho autorti se ve svych studiich zabyva stravitelnosti
riiznych druhii potravin"*'?. Napiiklad Abdel-Aal"" ve své
studii analyzuje stravitelnost proteint pekarenskych vyrobkut
z pSenice Spaldy, kdy udava hodnoty stravitelnosti v rozsahu
od 36 do 66 %, Mokrane" udava stravitelnost &iroku
pepsinem do 65 %, jsou studovany vlivy tepelnych tprav na
stravitelnost lusténin, ddle pak na ryZi s rozdilnym obsahem
amylézy apod."?, kdy se hodnoty stravitelnosti §krobu a pro-
teinll ryZe pohybuji v rozmezi 25 az 75 %.

Zavér

V této préci byly pouzity dvé analytické metody. Prvni
metodou byla RP-HPLC, kterou byly stanoveny jednotlivé
vitaminy skupiny B v syrech, které byly vyrobeny na tzemi
Ceské republiky nebo jsou zde ¢asto konzumovany. K izo-
laci vitamintl bylo pouzito enzymatické hydrolyzy pomoci
smésného enzymatického preparitu clara-diastdzy. Obsah
vitaminu Bz a Bs byl téméf dvojnidsobné vyssi nez je
uvadéno v literatute, naopak obsah vitaminu B6 byl nizsi
(9,10). Déle byla technikou in-vitro zjiStovana stravitelnost
syrd pomoci gravimetrické analyzy v inkubdtoru Daisy.
Vysledky stavitelnosti byly vyjadfeny v hodnotiach
stravitelnosti suSiny (DMD) a organické hmoty vzorku
(OMD). Ke zjisténi stravitelnosti bylo vyuZito enzymatické
hydrolyzy vzorkt pepsinem a pankreatinem. Bylo zjisténo,
Ze stravitelnost syrt je az 100 %.
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Factors influencing processed cheese microflora

Souhrn

Proces vyroby tavenych syru je z hlediska pouzivanych
tavicich teplot (a pH vyrobku) moZno povazovat za
"pasteraci syra". Mezi faktory ovliviiujici trvanlivost
a jakost tavenych syrti patfi zejména mikrobiologicka
kvalita pouzité vstupni suroviny, ddsledné dodrzZovani
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