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ABSTRAKT

B-cyklodextrin je Siroko pouzivany v potravinarskom priemysle ako potravinarska pridavna latka vd’aka svojej
jedinecnej vlastnosti tvorby inkliznych komplexov s réznymi ziaducimi alebo neziaducimi zlozkami
v potravinach. V poslednej dobe sa vyskum zameral aj na eliminaciu neziaducich chuti alebo zlicenin, ako je
cholesterol alebo kontaminanty z mlieka alebo mlie¢nych vyrobkov. Nasa §tidia skima optimalne podmienky
pre odstranenie cholesterolu, ako aj aflatoxinu M1 z mlieka aplikaciou B-cyklodextrinu. Zistilo sa, ze by bolo
mozné vyrabat’ mlie¢ne vyrobky so zniZenym obsahom cholesterolu az o 98 %. Druhy experiment tieZ ukézal,
ze aflatoxin M1 moze byt tieZ viazany v dutine cyklodextrinu, €innost’ eliminacie dosiahla priblizne 40 %.
Okrem toho dotaznik odhalil, ze 67,9 % respondentov by bolo ochotnych konzumovat’ mlie¢ne vyrobky so
znizenym obsahom cholesterolu. Mozno teda konstatovat, ze aplikacia B-cyklodextrinu méze zohravat

dolezitu ulohu pri zvySovani vyzivovych a bezpe¢nostnych hodndt mlieka a mlie¢nych vyrobkov.
Klucove slova: p-cyklodextrin, cholesterol, aflatoxin M1, mlieko, elimindcia

ABSTRACT

B-cyclodextrin is widely used in the food industry as a food additive due to its unique property of forming
inclusion complexes with various desirable or unwanted components in food. Recently, research has also
focused on the elimination of unwanted tastes or compounds, such as cholesterol or contaminants from milk
or dairy products. Our study investigates the optimal conditions for the removal of cholesterol as well as
aflatoxin Mz in milk by the application of B-cyclodextrin. It was found that it would be possible to produce
dairy products with a lowered cholesterol content of up to 98%. The second experiment also showed that
aflatoxin My can also be bound in the cyclodextrin cavity, the elimination rate reached about 40%.
Furthermore, the questionnaire revealed that 67.9% of respondents would be willing to consume dairy
products with a reduced cholesterol content. So, it can be concluded that the application of B-cyclodextrin can

play an important role in the increase of nutritional and safety values of milk and dairy products.
Keywords: S-cyclodextrin, cholesterol, aflatoxin My, milk, elimination

UVOD / INTRODUCTION
Milieko je vysoko vyzivné a obsahuje mnoho makro- a mikrozivin, ktoré si nevyhnutné pre rast a udrzanie
udského zdravia, najmi dojéiat, deti a starsich dospelych (Simko and Kolari¢, 2022). Podla spravy

Organizacie pre vyzivu a pol'nohospodarstvo sa priemerna spotreba mlieka na obyvatel'a vo svete pohybuje
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priblizne na 100 kg/rok. V jednotlivych krajinach sa vSak lisi (FAO, 2017). Oc¢akava sa, Ze mlickarenstvo
bude v nasledujucom desatroci najrychlejsie rasticim odvetvim, priCom celosvetova produkcia mlieka by sa
mala zvysit o 22 %. ZvySend produkcia mlieka bude pohédnanad rozSirovanim vynosov v ddsledku
optimalizdcie systémov produkcie mlieka, zlepSenym zdravim zvierat, lepSou genetikou a zlepSenou
G¢innostou kimenia a rozsirenim zasob dojéiacich zvierat (Simko and Kolari¢, 2022). Z pohl'adu spotreby
potravin na Slovensku podla Statistického uradu Slovenskej republiky za rok 2020 je zrejmé, Ze spotreba
mlieka a mlie¢nych vyrobkov v hodnote mlieka bez masla bola vyssia (180,1 kg na osobu) ako spotreba mésa
(69,9 kg na osobu) a vajec (14,0 kg na osobu). V inych krajinach Eurdpy je spotreba mlie¢nych vyrobkov este
vyssia, napr. v Cesku 249.0 kg &i v Pol'sku 194,7 kg (Sitarova, 2021). Preto je kladeny stale vy$si doraz na

kvalitu a bezpecnost’ tychto potravinarskych komodit.

Cyklodextriny (CD) st enzymovo modifikované derivaty Skrobu vyrabané priemyselne (Fenyvesi et al., 2016)
v dosledku transformacie $krobu urlitymi baktériami, ako je Bacillus macerans (Astray et al., 2009).
Po chemickej stranke su to oligosacharidy v tvare zrezaného kuzela tvorené a-(1,4) glykozidickymi vizbami
glukopyranézovych jednotiek (Matencio et al., 2020). Tri hlavné CD zahtfaji a-, - a y-CD. Varianty tychto
cyklickych oligosacharidov pozostavaju zo 6 (a-CD), 7 (B-CD) alebo 8 (y-CD) glukopyrandzovych jednotiek
a lisia sa svojou velkostou (priemer 0,5 — 0,9 nm), ¢o urcuje geometrické moznosti vzniku inkluznych
komplexov s ,host'ujucimi‘ molekulami (Fenyvesi et al., 2016). a-, B- a y-CD sa ,,vS§eobecne povazuji za
bezpecné (GRAS) na pouzitie ako aditiva v potravinovych vyrobkoch, ale ich schvalenie zavisi od krajiny.
Hlavnou ich vlastnost'ou je, ze ich hydrofébna vnttorna dutina tvori tzv. inklizne komplexy so Sirokou skalou
host'ujucich molekul, zatial’ ¢o hydrofilny exteriér ovplyviiuje rozpustnost’ vo vode (dos Santos et al., 2017).
B-CD je na zozname GRAS od roku 1998 ako nosi¢ chutovo-vonnych latok a ochranny prostriedok proti

oxidacii na Grovni 2 % v mnohych potravinarskych vyrobkoch (Szente and Szejtli, 2004).

Cholesterol zohrava v tele dvojitl (prospeSni aj negativnu) ulohu. Jeho hlavnou funkciou je udrziavat
integritu a priepustnost’ bunkovych membréan a sluzit’ ako prekurzor pre syntézu dolezitych latok v organizme,
ako steroidnych hormonov, ZI€ovych kyselin a vitaminu D. Vysoky prijem cholesterolu zo stravy je vSak casto
spajany so zvySenym rizikom vzniku kardiovaskularnych ochoreni (KVO) (Morzycki, 2014; Zampelas and
Magriplis, 2019). Mlieko a mlieéne vyrobky tvoria heterogénnu skupinu, v ramci ktorej sa hladiny
cholesterolu m6zu vyznamne lisit’ a st ovplyviiované roznymi faktormi, napr. zivo¢iSnym druhom (Bonczar
et al., 2016). Podl'a Manzia et al. (2013) bol obsah cholesterolu v kravskom mlieku stanoveny v rozmedzi
od 64 do 135 mg/kg. V ostatnych mliecnych vyrobkoch je obsah cholesterolu este vac¢si, napr. v smotane
priemerne okolo 1370 mg/kg (Han et al., 2007), v syroch od 809 do 1248 mg/kg (Andrikopoulos et al., 2003),
¢i v masle od 2043 do 3824 mg/kg (Derewiaka et al., 2011), v zavislosti od obsahu tukov.

Aflatoxin M1 (AFM3) je ¢astou tlohou vedeckej Cinnosti, pretoze je predmetom mnohych publikovanych
clankov. Napriklad 779 zdznamov v zbierke Web of Science Core Collection a 883 zaznamov v databazach
Scopus mozno najst z vyskumu uskuto¢neného za poslednych 10 rokov o zisteniach, hodnoteni rizika

a stratégii znizovania pritomnosti AFM; v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch (Simko and Kolari¢, 2022). Podl’a



celosvetového systematického prehl'adu a meta-analyzy (Mollayusefian et al., 2021) bola priemerna
a najvyssia koncentracia AFM; v pasterizovanom mlieku bola u kéz a krav. AFM; je pri¢inou akutnych aj
chronickych toxikoz. Nésledne dlhodobé Stadie na roznych zivocisSnych druhoch potvrdili hepatotoxicitu
AFM;1 a preukazali jeho karcinogénny ucinok (klasifikovany ako 'udsky karcinogén skupiny 2B podl'a IARC)
(Giovati et al., 2015). V dosledku tychto nepriaznivych G¢inkov niektoré krajiny obmedzili maximalne
pripustné limity AFM1 v mlieku; limit v EU je 0,05 pg/kg pre potraviny pre dospelych a 0,025 pg/kg pre
doj¢ensku vyzivu (Commission Regulation (EC) No. 165/2010).

Ciel'om naSej prace bolo sledovat’ optimalne podmienky pre odstrafiovanie cholesterolu a AFM; z mlieka
pomocou B-CD. Okrem toho bol vypracovany dotaznik 0 akceptacii mlie¢nych vyrobkov so znizenym

obsahom cholesterolu.

MATERIAL A METODIKA / MATERIAL AND METHODS
Odstraniovanie cholesterolu a AFM: z mlieka prebiehalo podl'a metodiky, ktora bola publikovana v nasich
predoslych pracach (Kolari¢ et al., 2022; Simko and Kolari¢, 2022). Principom je pridavok p-CD do mlieka
v roznych koncentraciach (1 — 3 %, w/w) a nasledné miesanie pri podmienkach 840 rpm, 25 °C, 20 min.
Po miesani sa mlieko nechalo odlezat’ pre tvorbu inkluzneho komplexu a nasledne sa 3-CD oddelil od mlieka
centrifugaciou (130 g, 20 min). ZvySkovy obsah cholesterolu a AFMs sa stanovil pomocou HPLC (Agilent
Technologies 1260 Infinity, Santa Clara, CA, USA) s UV (pre cholesterol) resp. fluorescenénym (FLD)
detektorom (pre AFM3). HPLC-UV stanovenie cholesterolu sa uskuto¢nilo s pouzitim izokratickej elucie pri
prietokovej rychlosti 0,5 ml/min s mobilnou fazou zlozenou z acetonitrilu/metanolu 60:40 (v/v). Vstrekovaci
objem bol 10 pl a teplota bola nastavena na 30 °C. Stacionarna faza sa pouzila Zorbax Eclipse Plus Cis
(2,1 x 50 mm, velkost’ Castic 5 um, Agilent) s ochrannou kolonou Zorbax SB-Cis (2,1 x 12,5 mm, velkost
Castic 5 um, Agilent). Na HPLC-FLD stanovenie AFM: v opracovanom mlieku bola pouzita kolona Zorbax
Eclipse Plus C1g (2,1 x 150 mm, velkost Castic 5 um, Agilent, Santa Clara, CA, USA) s predkolonou Zorbax
SB-Cis (4,6 x 12,5 mm, velkost’ astic 5 um, Agilent, Santa Clara, CA, USA) a mobilna faza zlozena z vody
a acetonitrilu (80:20). FLD detekcia prebiehala pri excitaénej vinovej dizke 360 nm a emisnej 440 nm.
Vstrekovaci objem bol 50 pl. Prietok mobilnej fazy bol nastaveny na 0,5 ml/min. Vysledky boli zaznamenané
pomocou softvéru OpenLab CDS, ChemStation Edition pre LC a LC/MS systémov (verzia produktu
A.01.08.108).
Stucast'ou prace bol aj dotaznik, ktory sa skladal z 8 uzatvorenych (vyber z moznosti) otazok:

1. Pohlavie
Vek
Stupen dosiahnutého vzdelania
Bola Vam alebo niekomu z Vasej rodiny diagnostikovana zvySena hladina cholesterolu v krvi?

Ktory z tychto vyrobkov obsahuje podl'a Vas najvyssi obsah cholesterolu?

o gk~ N

Snazite sa obmedzit’ prijem cholesterolu vo svojej diéte?



7. Boli by ste ochotny/a si kupit’ mlie¢ny vyrobok, kde bude deklarovany znizeny obsah cholesterolu?
8. Co by Vas odradilo od kiipy takychto vyrobkov?

Dotaznik sa §iril prostrednictvom internetu v obdobi november — december 2023.

VYSLEDKY A DISKUZE / RESULTS AND DISCUSSION

Mlieko a mlie¢ne vyrobky su dblezitym zdrojom zivin, ale v poslednych rokoch sa mlie¢ne vyrobky spajaju
s mnohymi negativnymi ¢inkami na zdravie v dosledku obsahu nasytenych mastnych kyselin, co moze viest’
k zvySenym hladinam cholesterolu v krvi a riziku rozvoja KVO (Lordan et al., 2018). Na znizenie obsahu
cholesterolu v mlie¢nych vyrobkoch bolo vyvinutych niekolko metdd, ako je enzymatickd konverzia,
destilacia vodnou parou, superkritickd extrakcia alebo adsorpcia na rézne sorbenty. Tieto metody st vSak
vacsinou neselektivne a negativne ovplyviiuju nutricné a mechanické vlastnosti konecnych vyrobkov (Kolari¢
and Simko, 2021). Cholesterol mdze byt tieZ odstraneny aplikaciou B-CD, pretoZe tento postup je dostatoény
na selektivne odstranenie cholesterolu, zatial’ ¢o obsah inych vyzivovych a chut'ovych zloziek nie je vyznamne
ovplyvneny (Kolari¢ and Simko, 2022). V naSej praci (Kolari¢ et al., 2022) sa potvrdila vysoka uéinnost
odstrafiovania cholesterolu z mlieka pomocou B-CD. Uz pridavok 1 % (w/w) B-CD zapri€inil zniZenie obsahu
cholesterolu 0 97,3 %, pricom najvyssie znizenie (o 98,1 %) sa pozorovalo pri 2 % (w/w) 3-CD. Okrem toho,
texturnou analyzou sa zistilo, Ze odstranenim cholesterolu sa nezmenila pevnost’ ani konzistencia mlieka.
Stanovenim farebnych charakteristik sa zistilo, ze zvySené koncentracie B-CD mierne vplyvali na farbu
mlieka, avSak do 2 % (w/w) B-CD boli farebné rozdiely minimalne a nepozorované 'udskym okom. V praci
bolo tiez preukdzané, ze z takto opracovaného mlieka bolo mozné vyrobit’ tiez mlie¢ne vyrobky s rovnako
vyznamnym zniZzenym obsahom cholesterolu (maslo — 95,6 %, Cerstvy syr — 97,7 %, tvaroh — 97,9 %).
Ked'Ze vel’kost” dutiny B-CD je idedlna pre vel'kost’ molekuly cholesterolu, tento postup je vysoko selektivny
pre cholesterol a preto st nizko-cholesterolové vyrobky vel'mi podobné beznym vyrobkom (Zunnurain and
Baig, 2017). Vysledky su podobné s inymi $tidiami, napr. Zunnurain a Baig (2017) uviedli, Ze priblizne
90 % cholesterolu bolo odstraneného, ked” bolo mlieko spracované s 1,5 % B-CD. Alonso et al. (2018) uviedli,
ze z ov¢ieho mlieka bolo mozné odstranit’ 97,6 % cholesterolu pouzitim 1 % B-CD. Z hl'adiska vplyvu
odstranovania cholesterolu z mlieka pomocou B-CD na nutri¢né a organoleptické vlastnosti mlie¢nych
vyrobkov, niekol'ko §tadii potvrdzuje dobru selektivitu a Specifickost’ procesu. Ha et al. (2010) uviedli,
ze mnozstvo laktdzy zachytenej v -CD nepresiahlo 0,03 % a obsah d’alSich Zivin, ako st mastné kyseliny
s kratkym ret'azcom, vol'né aminokyseliny a vitaminy rozpustné vo vode, tieZ zostal rovnaky. Z hladiska
reologickych vlastnosti syra boli zistené len malé rozdiely medzi syrom Camembert s nizkym obsahom
cholesterolu a kontrolou (Kim et al., 2008). Senzorick¢ hodnotenie mlicka so znizenym obsahom
cholesterolu ukézalo, Zze 77 % spotrebitel'ov ho hodnotilo ako dobré alebo vel'mi dobré z hl'adiska akceptacie

(Gianni et al., 2020).

Ohl'adom moznosti viazania AFM1 do dutiny B-CD je publikovanych iba malo stadii a tento vyskum je
pomerne novy. Prvé publikicie sa zameriavali na interakcie medzi aflatoxinmi a B-CD pre zvySenie

fluorescen¢nej emisie aflatoxinov. V tychto stadiach bola dokazana komplexnd tvorba inklizneho komplexu



zahfnajuca furanovu Cast’ aflatoxinu (Galaverna et al., 2008). Mohos et al. (2022) nedavno publikovali Studiu
0 extrakcii 12 mykotoxinov (vratane AFM1) z vodnych roztokov nerozpustnym B-CD polymérom. Na zéklade
vysledkov nebol tento polymér (13,3 mg/ml) ucinny pri extrakcii deoxynivalenolu a patulinu, avSak priblizne
28 a 35 % pokles koncentracii AFM1 a ochratoxinu A a viac ako 50 % AFB; a kyseliny cyklopiazonovej bolo
odstranenych rovnakym mnoZstvom polyméru. Nase vysledky preukazali (Simko and Kolarig, 2022),
7e subezne s odstrafiovanim cholesterolu sa znizoval aj obsah AFM1 v mlieku v rozsahu od 33 do 45 %
s priemernou hodnotou 39,1 %. Nakol'ko sa vSak pouzili optimalne podmienky pre viazanie cholesterolu
do B-CD, tak po urceni optimalnych podmienok (mnozstvo f-CD, ¢as a rychlost’ mieSania, doba odlezania,
Cas a rychlost’ odstred’ovania) pre AFM1 je vysoky predpoklad, ze percento eliminacie AFM1 modze byt vyssie.
Niektor¢ d’alSie absorbenty boli tiez testované na znizenie koncentracie AFM1 v mlieku, napr. bentonit sodny
(64,5 % Gc¢innost’), bentonit vapenaty (31,4 % ucinnost’), mykozorb (58,5 % ucinnost) a aktivne uhlie (5,4 %
ucinnost’) (Naeimipour et al., 2018). Pouzitie takychto zlti¢enin v potravinarskej technoldgii je vSak sporné
a moze zmenif organoleptickii a nutriénii hodnotu koneénych vyrobkov (Simko and Kolari¢, 2022).
V sucasnosti najucinnejSou stratégiou pre elimindciu AFMi: Vv mlieku je absorbcia na rézne druhy
mikroorganizmov. Napriklad Chaudhary a Patel (2022) predstavili zaujimavy pristup k odstraneniu AFMy
z mlieka izolovanymi baktériami mlie¢neho kvasenia. Okrem toho si Kuhari¢ et al. (2018) vsimli, ze t¢innost’
dekontaminacie AFM1 baktériami mlie¢neho kvasenia sa pohybuje od 21 do 95 % a uviedli, Ze tento postup

by nemal ovplyvnit’ kone¢né organoleptické vlastnosti mliecnych vyrobkov.

Pre zistenie akceptacie mliecnych vyrobkov so znizenym obsahom cholesterolu pomocou f-CD sa vypracoval
dotaznik, ktory vyplnilo 218 respondentov. Vysledky st vyobrazené na Obr. 1. Zo vSetkych respondentov,
67,4 % tvorili Zeny a 30,7 % muzi. Z hl'adiska vekovej kategorie, najvicsie percento tvorili respondenti
vo veku od 15 do 20 rokov (42,2 %) a najmensie vo veku od 31 do 40 rokov (5,5 %), ¢o stvisi aj s tym,
7ze dotaznik sa S$iril najmd medzi Studentami strednej a vysokej Skoly. Respondenti mali prevazne
stredoSkolské (48,6 %) a vysokoskolské wvzdelanie (33,0 %). Prva otazka stvisela so zistenim,
¢i respondentom alebo ich rodinnym prislusnikom uz bola diagnostikovana zvysena hladina cholesterolu krvi.
Aj napriek tomu, Ze vicSina respondentov boli Studenti, tak az 51,4 % odpovedi bolo kladnych. To mdZze byt
aj dosledok toho, Ze na Slovensku je dlhodobo prekracovany odporuc¢any denny prijem cholesterolu na tirovni
300 mg (Kukula et al., 2020). Druha otazka sa zameriavala na znalosti obsahu cholesterolu v mlie¢nych
vyrobkoch. Vécsina respondentov (40,4 %) spravne odpovedala, Ze najvacsi obsah cholesterolu sa vyskytuje
v masle. Druhy najcastejSie oznacovany vyrobok bol syr (20,6 %), o je tiez pravda, nakolko v zavislosti
od obsahu tuku sa moze v syroch vyskytovat’ az do 1034 mg/kg cholesterolu (Kolari¢ et al., 2022). Na §tvrtom
mieste sa vSak umiestnilo mlieko (plnotu¢né), ¢o nie je Uplne pravda, nakol'ko obsahuje najmenej tuku
zo vsetkych ponukanych vyrobkov. Pri tretej otdzke sme chceli zistit, ¢i sa respondenti snazia obmedzit’
prijem cholesterolu v strave. Nadpolovi¢na vécsina (58,3 %) odpovedala zaporne na tuto otazku, o je mierne
prekvapujuce, nakol'ko 51,4 % odpovedalo, ze trpia na vysoky obsah cholesterolu v krvi. Posledné dve otazky
uz priamo suviseli s akceptaciou mlie¢nych vyrobkov so znizenym obsahom cholesterolu. 67,9 %

respondentov odpovedalo, Ze by boli ochotni si zakupit' takyto vyrobok. NajvicSie obavy by mali vSak



zo zmenenej chuti alebo vyssej kupnej ceny. Ako uz bolo spominané, tak odstraniovanie cholesterolu pomocou
B-CD je vel'mi selektivny proces a iba nepatrna Cast’ inych zloziek sa méze tiez viazat' na -CD. Preto chut’
mliecnych vyrobkov sa nezmeni, nakol’ko obsah tuku zostane priblizne rovnaky a tuk je hlavnym nosi¢om
chutovych latok v potravinach. Samotny B-CD je tiez bezne dostupnou latkou a proces odstrafiovania
cholesterolu je pomerne jednoduchy a da sa vykonavat’ na beznych mliekarenskych zariadeniach, preto ani
cena takychto vyrobkov by nemusela byt’ vyrazne vyssia oproti klasickym vyrobkom. Niekol'’ko respondentov
tiez uviedlo, ze by mali obavy s pritomnosti cudzej pridavnej latky, ktora by mohla zhorsit’ celkové nutri¢né
zloZenie tychto vyrobkov. Vo v§eobecnosti ma -CD status "vSeobecne povazovany za bezpecny" (GRAS)
a je vhodny na pouzitie ako pridavna latka v potravinach (dos Santos et al., 2017). Pokial ide o toxicitu B-CD,
vysoka peroralne podavana davka B-CD moze sposobit’ hnacku a zvécsenie slepého ¢reva a dokonca ovplyvnit
biologicku dostupnost’ niektorych latok (Matencio et al., 2020). AvSak toto neplati pre mlie¢ne vyrobky
so znizenym obsahom cholesterolu, nakol’ko B-CD sa spolu s cholesterolom odstrani z mlieka pocas procesu
odstred’ovania. Po odstredeni mlieka opracovaného s 0,6 % B-CD zostalo v odstredenom mlieku priblizne
0,15 % zvyskového B-CD (Alonso et al., 2009). Podl'a Alonsa et al. (2019), kone¢né maslo s nizkym obsahom
cholesterolu obsahovalo iba 51,75 mg/100 g (0,05 %) zvyskového obsahu B-CD. Experimentalny syr s nizkym
obsahom cholesterolu ziskany aplikaciou 1 % B-CD obsahoval 0,31 % zvyskového 3-CD (Alonso et al., 2018).

ZAVER / CONCLUSIONS

Ciel'om tejto prace bolo poukazat’ na moznost’ B-CD odstrafiovat’ dve neziaduce latky z mlieka, cholesterol
a AFM1. Zvysena hladina cholesterolu v krvi je Casto spajana s rizikom vzniku kardiovaskularnych ochoreni
a ked’ze mlieCne vyrobky su ¢asto konzumované a tiez obsahuju pomerne vysoké mnozstva cholesterolu,
tak produkcia vyrobkov so znizenym obsahom cholesterolu by mohla zohravat’ doleziti tlohu v modernej
zdravej vyzive zaloZenej na prevencii KVO. Vysledky preukazali, Ze pomocou -CD ide odstranit’ z mlieka
az do 98 % cholesterolu bez zmeny jeho organoleptickych a textarnych vlastnosti. Okrem toho sa zistilo,
7e pocas odstrafiovania cholesterolu sa na B-CD viazal aj AFMs. Celkové zniZenie obsahu AFM: bolo na
urovni 40 %. Téato metdda by bola preto vhodna nie len na zvySenie nutri¢nej kvality mlieka ale aj jeho
zdravotnej bezpecnosti. Vysledky dotaznika preukdzali, Ze u va¢Siny respondentov uz bola diagnostikovana
zvysena hladina cholesterolu v krvi, zaroven v§ak nedodrZiavaji Ziadnu Specialnu diétu na jeho zniZenie. Preto
by konzumacia tychto mliecnych vyrobkov mohla efektivne posobit’ na zniZovanie prijmu cholesterolu

Vv populdcii, bez toho, aby si to konzumenti vobec uvedomili.
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Obrazok 1: Vysledky dotaznika ohladne akceptiacie mlie¢nych vyrobkov so znizenym obsahom cholesterolu.
Pozn.: 1 — Bola Vam alebo nickomu z Vasej rodiny diagnostikovana zvySena hladina cholesterolu v krvi?; 2 — Ktory
z tychto vyrobkov obsahuje podla Vas najvyssi obsah cholesterolu?; 3 — Snazite sa obmedzit’ prijem cholesterolu
vo svojej diéte?; 4 — Boli by ste ochotny/a si kupit’ mlie¢ny vyrobok, kde bude deklarovany znizeny obsah cholesterolu?;
5 — Co by Vas odradilo od kiipy takychto vyrobkov?
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ABSTRAKT

B-cyklodextrin je Siroko pouZivany v potravinarskom priemysle ako potravinarska pridavna latka vd’aka svojej
jedinecnej vlastnosti tvorby inkliznych komplexov s réznymi ziaducimi alebo neziaducimi zlozkami
v potravinach. V poslednej dobe sa vyskum zameral aj na eliminaciu neziaducich chuti alebo zlucenin,
ako je cholesterol alebo kontaminanty z mlieka alebo mliecnych vyrobkov. Nasa $tadia skiima optimalne
podmienky pre odstranenie cholesterolu, ako aj aflatoxinu M z mlieka aplikaciou B-cyklodextrinu. Zistilo sa,
7e by bolo mozné vyrabat’ mlie¢ne vyrobky so znizenym obsahom cholesterolu az o 98 %. Druhy experiment
tiez ukazal, ze aflatoxin M; mdze byt tiez viazany v dutine cyklodextrinu, G¢innost’ eliminéacie dosiahla
priblizne 40 %. Okrem toho dotaznik odhalil, ze 67,9 % respondentov by bolo ochotnych konzumovat’ mlie¢ne
vyrobky so zniZzenym obsahom cholesterolu. MoZzno teda konStatovat, Ze aplikacia B-cyklodextrinu mdze

zohravat’ dolezita tlohu pri zvySovani vyzivovych a bezpe¢nostnych hodnot mlieka a mlie¢nych vyrobkov.
Klucove slova: f-cyklodextrin, cholesterol, aflatoxin M;, mlieko, elimindcia

ABSTRACT

B-cyclodextrin is widely used in the food industry as a food additive due to its unique property of forming
inclusion complexes with various desirable or unwanted components in food. Recently, research has also
focused on the elimination of unwanted tastes or compounds, such as cholesterol or contaminants from milk
or dairy products. Our study investigates the optimal conditions for the removal of cholesterol as well as
aflatoxin M; in milk by the application of B-cyclodextrin. It was found that it would be possible to produce
dairy products with a lowered cholesterol content of up to 98%. The second experiment also showed that
aflatoxin M; can also be bound in the cyclodextrin cavity, the elimination rate reached about 40%.
Furthermore, the questionnaire revealed that 67.9% of respondents would be willing to consume dairy
products with a reduced cholesterol content. So, it can be concluded that the application of B-cyclodextrin can

play an important role in the increase of nutritional and safety values of milk and dairy products.

Keywords: p-cyclodextrin, cholesterol, aflatoxin M;, milk, elimination



UVOD / INTRODUCTION

Konzumécia mlieka a mliecnych vyrobkov zohrava déleziti tlohu vo vyzive l'udi uz niekolko rokov.
Z najnovsej spravy OECD-FAO Agricultural Outlook je zrejmé, ze produkcia a spotreba mlieka bude kazdym
rokom rast, az 0 1,6 % p. a. (na 997 Mt do sledovaného roku 2029), ¢o je rychlejsie ako vicsSina inych
hlavnych pol'nohospodarskych komodit (OECD/FAO, 2020). Prijem mlieka a mlie¢nych vyrobkov je
vo vSeobecnosti spajany s prospesnymi u¢inkami, ako znizovanie rizika urcitych ochoreni, najmé osteoporozy
¢i cukrovky 2. typu. Na druhej strane, z dovodu vysokého obsahu nasytenych mastnych kyselin a cholesterolu
je zvySena spotreba tychto produktov tiez spajand s vyvinom srdcovych ochoreni, ako artériosklerdzy
¢i infarktu (Pereira, 2014). Cholesterol v surovom mlieku tvori 0,25-0,40 % z celkovych lipidov a je pritomny
v membranach tukovych guli¢iek, tiez vjadre, ako aj vspojeni s mlieCnymi bielkovinami najma
v odstredenom mlieku (Shingla a Mehta, 2018). Epidemiologické §tadie potvrdili priamy vztah medzi
obsahom cholesterolu v krvi a mnozstvom cholesterolu prijimaného zo stravy (Chen et al., 2011). Odporacany
denny prijem cholesterolu zo stravy je podla WHO a FAO stanoveny na 300 mg pre dospeli populadciu
(Albuquerque et al., 2016).

Obsah cholesterolu v krvi mdze byt znizeny tiez dodrziavanim zdravej vyzivy napr. stredomorskej stravy,
ale z dlhodobého hladiska mdze byt na priemyselnej baze vyznamna vyroba nizko-cholesterolovych
produktov (Kolari¢ a Simko, 2022). Statistickd analyza preukézala, 7e nahradenim mlicka a mlie¢nych
vyrobkov ich ekvivalentami so znizenym obsahom cholesterolu méze byt’ celkovy denny prijem cholesterolu
v slovenskej populécii znizeny z 369,8 mg na 296,3 mg (Kukula et al., 2020). Metod pre redukciu obsahu
cholesterolu v mlieku je niekol'ko, avSak najviac selektivna je metdda naviazania cholesterolu
do B-cyklodextrinovej (B-CD) dutiny. Okrem toho, tento postup eliminacie cholesterolu z mlieka alebo
smotany je pomerne jednoduchy a nevyzaduje d’alSie nakladné zariadenia. Efektivita redukcie cholesterolu
zavisi najmé od koncentracie B-CD, rychlosti a Casu mieSania a odstred’ovania ¢i dobe odlezania (Kolari¢

a Simko, 2022).

Vyrobky po odstraneni cholesterolu pomocou B-CD si tiez zachovavaji svoju nutricni hodnotu. Rozdiely
v obsahu laktézy, kratko-retazovych mastnych kyselin, vol'nych aminokyselin ¢i vo vode rozpustnych
vitaminov boli po elimindcii cholesterolu zo smotany minimalne (Ha et al., 2010). Chutov¢ zluceniny a zrenie
syrov neboli takisto ovplyvnené procesom redukcie obsahu cholesterolu v surovom mlieku (Kwak et al.,
2003). Zreologického hladiska sa pozorovali iba nepatrné zmeny v kvalite nizko-cholesterolového
Camembert syra (Kim et al., 2008). Podl'a autora Elwahsh (2018) boli tvrdost’, pruznost’ a zuvatel'nost’ nizko-

cholesterolového smotanového syra relativne vysSie v porovnani s kontrolnou vzorku.

Ciel'om tohto prispevku je preto sledovanie zmien v textirnych a farebnych vlastnostiach mlieka a smotany

spracovanych s B-CD pre eliminaciu obsahu cholesterolu.



MATERIAL A METODIKA / MATERIAL AND METHODS

Vzorky mlieka (3,5 % obsah tuku) a smotany (30 % obsah tuku) boli zakipené v miestnom obchode.
Pre odstraniovanie cholesterolu sa pouzil B-cyklodextrin z firmy Wacker Chemie AG, Burghausen, Nemecko
(= 95.0 %, HPLC). Pre stanovenie zvySkového obsahu cholesterolu vo vzorkach sa pouzival chloroform p. a.,
n-hexan p. a., etanol p. a., bezvody siran sodny p. a. a hydroxid draselny p. a. (Centralchem s.r.o., Bratislava,
Slovensko). Pre HPLC analyzu bol pouzity metanol a acetonitril HPLC triedy (Fisher Chemical,
Loughborough, UK).

Cholesterol bol zo vzoriek odstraiovany metodikou, ktora je opisana v predoslej tadii (Kolari¢ a Simko,
2021). Principom postupu je mieSanie vzorky mlieka resp. smotany (50 g) s B-CD v r6znych koncentracidch
0, 1, 1,5, 2, 2,5 a 3 % (w/w) pre mlieko, 3, 5, 8, 10 a 12 % (w/w) pre smotanu). MieSanie prebiehalo
na magnetickom mieSadle (Arex-6 Connect Pro, Velp Scientifica, Taliansko) pri réznych rychlostiach
(480840 rpm), ¢asoch (5 — 30 min.) a teplotach (25, 30 a 40 °C). Nasledovalo odlezanie vzoriek po dobu
30 min. pre smotanu a 120 min. pre mlieko. Potom sa usadeny komplex B-CD s cholesterolom nechal odstredit’
na odstredivke (Hettich Zentrifugen, Germany), kde sa opat’ sledoval vplyv réznych rychlosti (800-2500 rpm)

a ¢asov (5-30 min.).

Stanovenie obsahu cholesterolu sa vykondvalo pomocou HPLC systému (Agilent Technologies 1260 Infinity
system, USA) pri nasledovnych podmienkach: mobilna faza sa skladala z acetonitrilu a metanolu v pomere
60:40 (v/v), stacionarnu fazu tvorila nepolarna koloéna (Zorbax Eclipse Plus Cig s rozmermi 2,1 x 50 mm
a vel'kost'ou Castic 5 pm) a predkolonka (Zorbax SB-Cig s rozmermi 4,6 x 12,5 mm a vel'kost'ou Castic 5 pm),
objemovy prietok mobilnej fazy bol nastaveny na 0,5 ml/min., vstrekovany objem vzorky bol 10 pl a celkovy
¢as analyzy 5 min. (elu¢ny cas cholesterolu v 2,2 min.). Pred HPLC analyzou sa cholesterol zo vzorky

extrahoval do metanolu postupom, ktory je uvedeny v $tudii Kolari¢ a Simko (2021).

Farba spracovanych vzoriek sa sledovala pomocou UV-VIS spektrofotometra (Cary 300, Agilent
Technologies, USA). Vyhodnotenie prebichalo na zéklade farebnych stradnic podl'a CIEL*a*b* systému,
kde L* vyjadruje svetlost’ vzoriek, a* Cervenost’ a b* Zltost’. Na zaklade tychto stradnic sa vypocital celkovy

farebny rozdiel podl'a rovnice:

AE = /(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?

Tvrdost’ a konzistencia spracovanych vzoriek sa sledovala pomocou texturometra (TA.XT plus Texture
Analyzer, Godalming, Surrey, UK). Na meranie danych parametrov sa pouZil test penetracie sondy (36 mm
okruihla sonda P/36R) do vzorky, pri¢om vzorka spracované¢ho mlieka resp. smotany (25 ml) bola umiestnena

v kadicke centralne pod sondou. Rychlost’ testu bola 1,00 mm/s pri ciel'ovej vzdialenosti 10,0 mm.

Statistické vyhodnotenie vysledkov sa uskutoéiiovalo pomocou programu Microsoft Excel 365 (version 2012,

Microsoft, USA) a Statistickd vyznamnost’ sa pocitala pomocou jednofaktorovej ANOVA analyzy.



VYSLEDKY A DISKUSIA / RESULTS AND DISCUSSION

Vysledky pre sledovanie zmien pevnosti a konzistencie mlieka a smotany po spracovani s rdéznymi
koncentraciami B-CD su uvedené v tabulke 1. Podmienky odstrafiovania cholesterolu boli pre mlieko
nasledovné: mieSanie pri 840 rpm, 10 min., a 25 °C, odlezanie 120 min., a odstred’ovanie pri 1100 rpm,
20 min. Pri smotane sa pouzila rychlost’ mieSania 480 rpm po dobu 20 min., a pri 40 °C, odlezanie 30 min.
a odstred’ovanie pri 2000 rpm, 20 min. Okrem toho st v tabul’ke ukdzané aj konecné percenta odstranenia

cholesterolu, z ktorych vyplyva, ze pri pouziti uz iba 1,5 % B-CD sa podarilo eliminovat’ 99,4 % cholesterolu.

Téato metodika je preto G¢inna na vyrobu takmer Uplne bez-cholesterolového mlieka. V pripade smotany sa
podarilo odstranit’ najviac 94,3 % cholesterolu pri pouziti 5 % B-CD. Tieto vysledky st podobné resp. o nie¢o
vysSie v porovnani s inymi Studiami, napr. Alonso a kol. (2018) odstranili 97,6 % cholesterolu z mlieka
pouzitim 1 % B-CD, Zunnurain a Baig (2017) pri 1,5 % B-CD odstranili 89,3 % cholesterolu a Elwahsh (2018)
uvadza, ze pri 10 % B-CD sa podarilo eliminovat’ 91,1 % cholesterolu zo smotany. Z hl'adiska sledovania
zmien pevnosti mlieka sa zistilo, Ze po spracovani s B-CD sa hodnoty mierne zvysili, pricom Statistické
vyznamné rozdiely pri 1 % hladine vyznamnosti sa pozorovali pri pridavku 2 % B-CD. Pri konzistencii mlieka
sa vyznamné rozdiely nepozorovali. Podl'a autorov Galante a kol. (2017) spdsobilo odstranenie cholesterolu
z mlieka, ze vysledny mikky syr vyrobeny zo Standardného mlieka mal vysSiu pevnost’, ¢o si vysvetl'uju
slabou tvorbou zrazeniny v désledku procesu homogenizacie s B-CD, ktory sposobuje vicsiu disperziu
tukovych gul'6¢ok v tvarohu a znizenie mnoZzstva vol'ného kazeinu dostupného na tvorbu kazeinovej siete.
Mierne rozdiely sa pozorovali aj v pripade spracovania smotany, pricom S§tatisticky vyznamné rozdiely
na 1 % hladine vyznamnosti sa pozorovali v pevnosti aj konzistencie pri vSetkych pridavkoch B-CD okrem
5 % B-CD. O nieco nizsie hodnoty spracovanych vzoriek smotany mozu byt spdsobené aj skutoc¢nost’ou,
7ze sa pouzivala vysSSia teplota mieSania (40 °C), pri ktorej dochadza k topeniu mliecnych lipidov.
Vo vSeobecnosti ide ale konStatovat, ze hodnoty pevnosti aj konzistencie bez-cholesterolového mlieka
a smotany neboli vel'mi rozdielne od hodndt pre Standardné vzorky. Vyznamné rozdiely v texturnych
parametroch sa vSak nepozorovali v pripade rozdielnych podmienok mieSania ¢i odstred’ovania (tabulka 2).
Z toho vyplyva, ze podmienky spracovania mlieka ¢i smotany s B-CD nemaju vplyv na vysledné hodnoty

pevnosti a konzistencie.



Tabulka 1: Vplyv odstraiiovania cholesterolu z mlieka a smotany pomocou réznych koncentracii f-CD na hodnoty

pevnosti a konzistencie

MnoZstvo pridaného g-CD?

Pevnost’

Konzistencia

Percento odstraneného

(%] gl [g-sec] oo
0,0 33,73 +£0,18 245,10 £1,20 -

1,0 34,17 +£0,14 245,82 +1,37 96,4 £0,5
1,5 34,37 £0,09 246,16 +2,04 99,4 +0,5
2,0 34,12 £0,22* 244,63 +1,32 99,3 +0,5
2,5 34,06 £0,27 245,06 +0,88 98,0 0,4

Smotana
MnoZstvo pridaného B-CDP Pevnost’ Konzistencia Percento odstrinen¢ho
[%] 2] [2.sec] cholesterolu
[Yo]

0,0 33,79 0,13 243,92 +0,57 -

3,0 33,22 +0,07* 240,82 +0,68* 92,6 £0,3
5,0 33,21 +0,30 239,95 +1,36 94,3 £0,3
8,0 33,24 +0,04* 240,82 +0,68* 86,5 £0,3
10,0 33,00 +0,17* 238,93 +£0,90* 85,8 +0,4

Pozn.: B-CD- B-cyklodextrin, vysledky st uvadzané v tvare priemer +smerodajna odchylka, n =4
*$tatisticky vyznamné rozdiely pre p > 0,01
* d’alSie podmienky spracovania: mieSanie 840 rpm, 10 min., 25 °C, odstred’ovanie 1100 rpm, 20 min.
® d’al$ie podmienky spracovania: mie$anie 480 rpm, 20 min., 40 °C, odstred’'ovanie 2000 rpm, 20 min.



Tabul’ka 2: Sledovanie vplyvu podmienok spracovania vzoriek mlieka a smotany s 3-CD na hodnoty pevnosti a konzistencie

Milieko Smotana
Rychlost’ mieSania [rpm] Pevnost’ [g] Konzistencia [g.sec] Rychlost’ mie$ania [rpm] Pevnost’ [g] Konzistencia [g.sec]
600 34,29 +0,19 245,47 £0,74 360 33,51 +0,38 241,84 +1,.33
720 34,01 +£0,15 243,84 +0,20 480 33,31 +0,29 240,94 +1,19*
840 34,12 +0,22 244,63 £1,32 600 33,51 +0,37* 242,07 £1,46*
960 34,82 +1,09 248,92 £2,64 720 33,65 +0,40* 242,24 £0,99*
Cas mieSania [min.] Cas mieSania [min.]

5 33,70 +£0,21* 243,30 +£0,37 5 33,36 0,18 240,89 +0,85
10 34,12 +0,22 244,63 +£1,32 10 33,76 +£0,60 243,02 £3,42
20 33,83 +0,40 243,03 +£0,44 20 33,31 +0,29 240,94 +1,19
30 33,75 +0,37 242,60 +1,51 30 34,34 +0,10* 245,66 +£0,55*

Teplota miesania [°C] Teplota miesania [°C]
25 34,12 +0,22 244,63 £1,32 25 35,10 +0,52* 246,34 £2,25%*
40 35,28 £0,48* 248,59 +0,82* 40 33,31 +0,29 240,94 +1,19
50 35,09 +£0,58* 249,72 £1,32* 50 33,52 +0,10 242,13 +0,49
Rychlost’ odstred’ovania [rpm] Rychlost’ odstred’ovania [rpm]

800 34,07 +0,39 244,17 +£1,13 1500 34,10 +£0,76 241,80 £3,16
1100 34,12 +0,22 244,63 +£1,32 1800 34,15 +0,60* 243,79 £2,90
1500 34,11 +0,17 244,61 +1,69 2000 33,31 +0,29 240,94 +1,19
2000 34,66 +0,60 247,03 +£1,84 2500 34,17 £0,10* 244,11 £1,06

Cas odstred’ovania [min.] Cas odstred’ovania [min.]

5 34,33 +0,08 244,30 +1,46 5 33,19 +0,17 239,37 £0,75
10 34,01 +£0,05 244,02 £0,65 10 33,04 +£0,10 239,85 +0,58
20 34,12 +0,22 244,63 £1,32 20 33,31 +0,29 240,94 +1,19
30 34,25 +0,26 246,47 £0,57 30 34,72 +0,31* 246,34 £1,36*

Pozn.: B-CD- B-cyklodextrin, vysledky su uvadzané v tvare priemer +smerodajna odchylka, n = 4
*Statisticky vyznamné rozdiely pre p > 0,01 porovnavané s optimalizovanymi podmienkami, pre mlieko mieSanie 840 rpm, 10 min., 25 °C,
odstred’ovanie 1100 rpm, 20 min., B-CD 1,5 % a pre smotanu miesanie 480 rpm, 20 min., 40 °C, odstred’'ovanie 2000 rpm, 20 min., B-CD 5 %



Vplyv koncentracie B-CD na vyslednu farbu bez-cholesterolového mlieka a smotany je vyobrazeny na
obrazku 1 resp. 2. Farba sa sledovala pre 4 rozne parametre, L* ako ukazovatel’ svetlosti, a* pre Cervenost’,
b* pre Zltost’ a celkovy index belosti (WI). V pripade mlieka sa ukéazalo, ze hodnota svetlosti klesla iba
nepatrne z 97,46 (Standardné mlieka) na 96,61 (3 % B-CD), vysSie Statisticky vyznamné rozdiely pre p > 0,01
sa vSak pozorovali pre hodnoty a* stradnice, co mohlo mat’ aj za nasledok pokles celkového WI z 93,27 na
89,01 (3 % B-CD). Vo vseobecnosti ale ide konStatovat’, Ze pri pridavku, kde sa pozoruje najvyssia i€¢innost’
odstranovania cholesterolu (1,5 % B-CD) sa vyznamné rozdiely nepotvrdili. Délezitym ukazovatelom je
najmi AE parameter, kde sice je mozné vidiet, Ze s rastucou koncentraciou B-CD sa zvySuju AE, avSak iba na
0,76. Podl'a Tazrart a kol. (2016) sa vizualne rozdiely daju pozorovat’ az pri hodnotach AE viac ako 5, takze
s vysledkov tejto prace je evidentné, ze odstraiiovanim cholesterolu z mlieka pomocou B-CD sa nepozoruju
farebné rozdiely. VeI'mi podobné vysledky sa ziskali aj pre smotanu, kde sa tiez pozoroval najméa pokles vo
WI (z 93,25 pre Standardnti smotanu na 88,12 pri 12 % pridavku B-CD). 12 % pridavok B-CD spdsobil aj
o nieco vys$i AE (1,31), avSak pri 5 % B-CD (kde je najvyssia u€innost’ eliminacie cholesterolu) bola hodnota
AE iba 0,25. Vyznamny vplyv na zmenu farby mlieka nepotvrdili ani Gianni a kol. (2020). Proces
odstraniovania cholesterolu zo smotany tiez neovplyviioval typicku farbu kravského ghee masla (Bhatia a kol.,

2019).
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Obrazok 1: Vplyv spracovania mlieka s rozdielnym mnozstvom pridaného B-CD na zmenu farby
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Obrazok 2: Vplyv spracovania smotany s rozdielnym mnozstvom pridaného B-CD na zmenu farby

ZAVER / CONCLUSIONS

Ciel'om tohto prispevku bolo sledovanie textirnych a farebnych zmien vplyvom odstrailovania cholesterolu
z mlieka a smotany pomocou B-cyklodextrinu. Vysledky prace ukézali, Ze v pripade pevnosti a konzistencie
spracovaného mlieka a smotany sa sice pozorovali ist¢ odchylky od Standardného mlieka a smotany
v zé&vislosti od pouzit¢ého mnozstva B-CD, avSak rozdiely boli iba minimalne. Okrem toho, Statisticky
vyznamné rozdiely pre p > 0,01 sa nepotvrdili pri 1,5 % a 5 % B-CD pre mlieko a smotanu, ¢o su koncentracie,
pri ktorych sa pozoruju najvyssie ucinnosti eliminécie cholesterolu. Rozdielne podmienky spracovania mlieka
a smotany s B-CD uz neovplyviiovali vysledné hodnoty pevnosti a konzistencie. Mierne odchylky sa
pozorovali aj v pripade farebnych charakteristik, avSak parametre AE dosahovali iba minimalne hodnoty,
takze ziadne rozdiely sa nedokazu vizualne pozorovat. Z vysledkov prace teda vyplynulo, Ze okrem toho,
ze B-CD je excelentnym sorbentom pre odstraiiovanie cholesterolu z mlieka a smotany, tak nedochadza

k zmene doblezitych textirnych a farebny vlastnosti vyslednych produktov.
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