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Koncentrace retinolu a tokoferolu byly sledovany v syrovém buvolim mléce. Analyza vzorku probihala pomoci kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci a detekci v UV oblasti. Vzorky byly pred analyzou
osetreny extrakci methanolickym roztokem hydroxidu draselného a hexanem k vyvazani techto lipofilnich latek.

Obsah retinolu byl v rozmezi 0,081-0,340 mg/100 g mléka; pro tokoferol byly hodnoty 0,009-0,133 mg/100 g mléka. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil ve srovnani bazénovych a individualnich vzorkl na
hladiné vyznamnosti p < 0,05 pro retinol i tokoferol.

Obsah liposolubilnich vitaminu je variabilni v zavislosti na podminkach zpracovani mléka, obdobi (rocnim, laktacnim), zivoCiSném druhu, slozeni krmné davky atd. (Chotyakul et al., 2014; Zava et Sansinena, 2017). Jako
vitamin A jsou oznacovany rUzné varianty této chemické latky s aktivitou vitaminu A — muze jim byt retinol, retinal, retinova kyselina, retinyl ester a provitamin vitaminu A, beta-karoten. Nejcastéjsi formou
v potravinach zivocisSného puvodu je ester retinyl palmitat, ktery je hydrolyzovan v enterocytech na alkohol retinol. Tento derivat je nalézan v zivoCisnych tkanich a mlécnych produktech. Forma beta-karotenu je
typicka pro potraviny rostlinného i Zivo¢iSného puvodu. Preména beta-karotenu prijimaného z krmiva na retinol probiha v mlécné Zlaze laktujicich samic. Do jaké miry se tato preména déje je dano zZivociSnym druhem
(Chotyakul et al., 2014). Vitamin A hraje zakladni i zasadni roli v biochemickych procesech souvisejicich s vidénim. Je dulezity pro spravny vyvoj kosti, déleni a zrani bunék a pri fetalnim vyvoji. Je to efektivni
antioxidant. U¢astni se syntézy proteinG, nukleovych kyselin a lipoproteint (Michlova et al., 2015).

Vitamin E se v potravinach muze nachazet ve ctyrech formach: alfa-, beta-, gama- a delta-tokoferol. Gama-tokoferol je nejcastéji zastoupen v zapadnim zpusobu stravovani. Alfa-tokoferol je forma vitaminu E dostupna
z mléka. Tokoferoly jsou latky lipidové povahy s antioxidacnimi ucinky, které brani oxidaci, tvorbé volnych radikalt a stavl, které negativhé mohou ovlivnit lidské zdravi (vznik aterosklerézy, rakoviny, bunééného
poskozeni, rizika srdecne-cévnich nemoci apod.) (Barba et al., 2011; Haro-Vicente et al.,, 2013; Michlova et al., 2015). Alfa-tokoferol ma vysokou biologickou aktivitu a antioxidacni ucinky v prevenci chronickych
nemoci (Chotyakul et al., 2014).

Buvoli mléko v nasich podminkach mézZe pro béZného konzumenta v Ceské republice mit jisty exoticky nadech. Nicméné ve statech asijskych a statech Blizkého Vychodu tvofi aZ? 68% podil z celosvétové produkce
mléka. Postupné se rozsiruje do oblasti Jizni Ameriky a Evropy. Konzumace buvoliho mléka hraje velmi dulezitou nutricni roli osob Zijicich v rozvojovych zemi. V urcitych oblastech se vyrabi typické vyrobky z buvoliho
mléka, jako napriklad syr ,Mozzarella“ ¢i maslo ghee (Abd-El Salam et El-Shibiny, 2011). Je to potravina se zajimavym vyzivovym profilem, ne uplné nepodobnym mléku kravskému. Ovsem ve srovnani s bovinnim
mlékem obsahuje mléko buvoli vyssi obsah tuku, proteinu, laktozy a pevnych latek. Uvadi se, ze obsah tuku je 2,5-3x vyssi (7,3-8,3 %) nez v mléku krav. Buvoli mléko ma jasné bilou barvu. Tato skutecnost je zpusobena
absenci karotenu v tukove frakci a tim, ze organismus buvolich dojnic je schopen metabolizovat vsechen karoten na vitamin A (retinol), ktery prechazi do mléka. Pro objasnéni, mléko krav je typické svou nazloutlou

smetanovou barvou praveé diky obsahu beta-karotenu (Zava et Sansinena, 2017; Abd-El Salam et El-Shibiny, 2011).

Material a metodika

Pouzité standardy a chemikalie byly analytickeho stupné Cistoty. Standardy: retinol (95%) a tokoferol (= 96%) (Sigma-Aldrich, Némecko); hydroxid draselny, bezvody siran sodny, hydrochinon, kyselina askorbova
(Penta, CR); methanol (Fisher Scientific, UK) a n-hexan pro HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko); 2% roztok fenolftaleinu (Penta, CR) v ethanolu (Merck, Némecko). Byla pouZita deionizovana voda (Aqua Osmotic 03
device, CR). Instrumentace: analytické laboratorni vahy Kern ALJ 160-4NM (Balingen, Némecko), varné magnetické desky (Scott SLR, Némecko), ultrazvukova lazen (Kreintek, Slovensko), orbitalni tfepac¢ka GFL 3005
(Merci, CR), tfepacka Reax Control (Heidolph Instruments, Némecko), vakuova rotaéni odparka s vodni l1azni (Biichi Labortechnik AG Flawil, Svycarsko), vakuové &erpadlo ME2NT Vacuumbrand (Wertheim, Némecko).
Mobilni faze byly prefiltrovany pres membranovy filtr (0,2 um) a odplynény v ultrazvukové vodni lazni po dobu 15 minut. Vzorky byly filtrovany pres 0,2 um nylonovy strikackovy filtr. K praci byly pouzity sklenéné,
plastové, keramické a kovové laboratorni pomucky.

Chromatograficka analyza
Pro stanoveni vybranych lipofilnich vitaminu byl

Vzorky buvoliho mléka

K analyze byly odebrany vzorky syrového
buvoliho mléka ze dvou buvolich farem
ve stfednich Cechach Ceské republiky. Odbéry

probihaly od kvétna do cervna 2025 v mnozstvi

32 vzorku, z toho 24 vzorkU od individudlnich
buvolich dojnic a 8 vzorku bazénovych. Vzorky
byly zamrazeny (-24+2 °C) do stanoveni. Ve dni
analyzy byly vzorky vytemperovany na teplotu
35 °C, ochlazeny na laboratorni teplotu (2212 °C)
a navazeny.

Priprava vzorkd

Pro saponifikaci vzorku varem bylo pouzito
methanolickeho roztoku KOH s pridavkem
kyseliny askorbove a hydrochinonu ke stabilizaci
vzorku. Po provedeni extrakce do hexanu byly
vzorky promyvany do neutralni reakce. Vzorky
byly zakoncentrovany a po
prefiltrovany k chromatografické analyze. Kazdy
ze vzorku byl pripraven v trojim stanoveni.

rozpusteni

pouzit kapalinovy chromatograf Acquity UPLC
(Waters, USA). Kolona Acquity UPLC BEH C8
2,1x100 mm, 1,7 um (Waters, Irsko) byla pouzita
k separaci analytl. Mobilni faze byly voda a
methanol (7:93); prutok mobilnich fazi pfri
izokratické eluci byl 0,4 ml/min; teplota na koloné
35 °C, doba analyzy 4,5 min. Pro detekci byl pouzit

UV detektor (vitamin A: 325 nm) a fluorescencni

detektor (vitamin E: ex. 295 nm/em. 340 nm).

Vyhodnoceni bylo provedeno metodou kalibracni

Statistické vyhodnoceni

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

primky pres software Empower 2 (Waters, USA).
Vysledky a diskuze

Ahmad et al. (2013) uvadéji, ze v buvolim mléce je vyssi mnozstvi vitaminu A ve srovnani s mlékem kravskym. Jeho koncentrace je také ovlivnéna rocnim obdobim: zima 67,1 ug/100 ml, jaro 73,3 pug/100 ml, léto
48,1 ng/100 ml, podzim 48,4 ug/100 ml. Autori také uvadéji, ze buvoli mléko ma vyssi obsah tokoferolu, nicméné blizSi hodnoty uvedeny nejsou. Zato zdroj cituje ¢lanek Sahai (1996), kde jsou uvedeny hodnoty
vitaminu A 340 IU/ml a vitamin E 334,2 ug/g. Jednotka IU (International Unit) odpovida 0,3 pg retinolu. Vyssi obsah retinolu v buvolim mléce vysvétluji Ullah et al. (2017) vyssi metabolizaci provitaminu beta-karotenu
na vitamin A, ktery prechazi do mléka. Gutiérrez-Pefia et al. (2018) hodnotili vliv rocniho obdobi a pastvy na obsah vitaminU rozpustnych v tucich v kozim mléce. Pro vitamin A bylo rozmezi hodnot 51,78-
84,97 ug/100 g, kdy vyssi hodnota prevazovala v zimnim obdobi, zatimco pro vitamin E bylo rozmezi 109,7-219,62 ug/100 g a typické zvyseni béhem letni pastvy. Starsi publikace kolektivu autort Deschuytere et al.
(1987) hodnotila obsah tokoferolu v kolostru a zralém mléce. Hodnoty v kravském mléce byly 5,2-0,9 mg/I. Koncentrace je uvadéna sestupné, kdy v kolostru jsou hodnoty vitaminu E vyssSi nez pozdéji ve zralém mléce.
Hodulova et al. (2014) hodnotili obsah lipofilnich vitamint v kozim kolostru. Pro retinol byly vysledky v ¢ase 1-132 hodin post partum: 14,42-1,00 mg/kg; pro tokoferol: 5,47-1,50 mg/kg. Vysledky jsou opét uvadény
v zavislosti na ¢ase s klesajici tendenci obsahu sledovanych latek. Ke stejnym zavérim dospély i Zava et Sansinena (2017), které uvadéji hodnoty vitaminu A v buvolim kolostru, a to 1. den produkce kolostra 1,837 %
(pri obsahu tuku 9,55 %) a 7. den produkce kolostra 0,280 % (pri obsahu tuku 7,61 %). Se zralosti mléka klesa obsah tuku i retinolu. Chotyakul et al. (2014) stanovovali obsah vitaminu A v mléce syrovém (0,730-
1,075 mg/l), pasterovaném s rlznym obsahem tuku (0,450-5,540 mg/I) a UHT také s rliznym obsahem tuku (0,055-1,260 mg/l); a vitamin E v tomtéz poradi — mléko syrové (0,590-1,125 mg/l), mléko pasterované
(0,400-0,930 mg/l) a mléko UHT (0,135-1,410 mg/l). Michlova et al. (2015) namérili hodnoty retinolu pro ovci (0,93+0,07 mg/kg) a kozi (0,79+0,08 mg/kg) mléko; tokoferolu v ovéim mléce: 2,93+0,87 mg/kg, v kozim
mléce: 1,29+0,35 mg/kg. Abd-El Salam et El-Shibiny ve svém review z roku 2011 zminuji prehledné hodnoty retinolu 28,7-30,7 ug/100 ml; 7,2-12,1 pg/g tuku; 35,5-190,1 pg/100 g; a tokoferolu 23,8-26,6 pg/100 ml;
10,1-18,3 pg/g tuku; 38,0-136,3 pg/100 g. Uvadéné udaje plati pro buvoli mléko.

Hodnoty pro vitamin A a E jsou uvedeny v grafu 1 a 2. Primérny obsah retinolu 0,190+0,078 mg/100 g mléka koresponduje s uvedenymi publikacemi. Pro obsah tokoferolu 0,051+0,033 mg/100 g mléka, plati nizsi
hodnoty, cozZ je prirozené z hlediska hlavniho zastoupeni tokoferolu v rostlinné stravé. S postupujicim terminem odbéru od jarnich mésicu k letnim je patrny narust hodnot obsahu tokoferolu primo u jednotlivych
vzorkt (napfr. kvétnovy odbér: 0,032+0,004 mg/100 g mléka vs. cervnovy odbér: 0,133+0,004 mg/100 g mléka). To mohlo byt zplsobeno prechodem krmné davky vyhradné na pastvu.
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Graf 1 Obsah retinolu v buvolim mléce [mg/100 g mléka]
a, b riznad pismenka znaci statistickou vyznamnost na hladiné p < 0,05

Graf 2 Obsah tokoferolu v buvolim mléce [mg/100 g mléka]
a, b ruzna pismenka znaci statistickou vyznamnost na hladiné p < 0,05

Miléko je velmi prospésna zakladni potravina, ktera obsahuje radu cennych latek, makro- i mikrozivin, které se podileji spolu s dalsimi potravinami na spravném vyvoji jedince. Z dlouhodobého hlediska mohou
prispét k podpore zdravi a pusobit preventivné na celou radu tzv. civilizachich nemoci. Je prinosné pochopit potraviny a jejich obsazené latky jako celek, které spolu spolupracuji a vzajemné se potencuiji. | kdyz
obsah lipofilnich vitaminu retinolu a tokoferolu je obecné v nizkych koncentracich, tak v mléce svou roli bezesporu maji. Konzumaci dalSich Zivocisnych a rostlinnych potravin muzeme tyto esencialni latky
prijimat v pozadovanych davkach a tézit tak z jejich benefitd.
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