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Stanoveni obsahu laktozy a vapniku v buvolim mléce

Souhrn

Buvoli mléko v roce 2019 tvotilo 15 % z celkové produkce mléka ve svéte a je druhym
nejprodukovanéjsim mlékem hned po kravském. Pro produkci mléka se chovaji hlavné plemena
buvola fi¢niho, jehoz dojivost je 2-3x vysSi nez u buvola bahenniho, ktery je chovan pro
produkci masa nebo vyuzit do tahu. Nejvice buvolt je chovano v Asii (cca 97,4 %) a odtud také
pochazeji. V Evropé je chovem buvoli znama ptfedevsim Italie, a to diky italskému syru
Mozzarella, ktery se pod znackou chranéného oznaceni plvodu vyrabi =z buvoliho
nepasterizovaného mléka, produkovaného pouze v urcitych provinciich na severu Italie.

Tato diplomova prace se zabyvala stanovenim obsahu laktézy a vapniku v buvolim
mléce, které bylo odebirano z farmy v Ceské republice, pfesnéji nedaleko Pisku. Obsah laktozy
byl stanovovan pomoci dvou metod — titran¢ pomoci metody dle Luff-Schoorla a pfistrojem
MilkoScan FT 120, ktery pro méteni obsahu slozek mléka vyuziva infracervenou spektroskopii
s Fourierovou transformaci. Obsah véapniku byl stanovovan chelatometrickou titraci za
pritomnosti metalochromniho indikatoru. Obsah laktozy a vapniku stanoveny v buvolim mléce,
byl porovnan s obsahem v kravském mléce, ktery byl stanoven identickymi metodami.

Vysledky ukdzaly statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi obsahem laktézy i vapniku
v buvolim a kravském mléce. Primérny obsah laktéozy stanoveny v buvolim mléce byl
5,08 £0,12 % (Luff-Schoorl) resp. 4,78 £ 0,31 % (MilkoScan FT 120). Oproti kravskému
mléku obsahovalo buvoli o 0,57 %, respektive 0,18 % vice laktézy. Obsah laktdzy v buvolim
mléce v prubéhu odbéru vzorkl byl pomérmné staly.

Primérny obsah vépniku v buvolim mléce byl stanoveny na 145,04 + 9,31 mg/100 g. Pii
porovnani této hodnoty s mnozstvim véapniku v kravském mléce bylo dokédzano, ze buvoli
mléko obsahuje o 25-35 % vice vapniku. V priubéhu obdobi sbéru vzorkl se obsah vapniku
v buvolim mléce ménil. Minimalni namétend hodnota byla 139,33 mg/100 g (bfezen 2021) a
maximalni 153,24 mg/100 g (leden 2021). Zmény v obsahu vapniku mohou byt zplisobeny
vyzivou, ro¢nim obdobim nebo potadim a fazi laktace.

Vice laktozy déla buvoli mléko energeticky bohatsi, jelikoz laktéza je v mléce hlavnim
zdrojem energie. Dale je také dllezita pro zpracovani mléka predev$im na fermentované
mlécné vyrobky z toho diivodu, Ze ji mikroorganismy vyuzivaji pro sviij riist a mnoZeni.

Vys$i obsah vapniku v buvolim mléce by mohl byt prospésny hlavné pro déti, seniory
nebo té¢hotné Zeny. Jelikoz tyto skupiny maji zvysené naroky na piijem vapniku v potravé. Dale
by véapnik z buvoliho mléka mohl plsobit jako prevence pied osteoporézou a dalSimi
onemocnénimi kosti a zubi.

Klicova slova: buvol, lakt6za, chelatometrie, Luff-Schoorl, MilkoScan, vapnik



Determination of lactose and calcium content in buffalo
milk

Summary

In 2019, buffalo milk accounted for 15% of total milk production in the world and is the
second most produced milk after cow’s milk. Mainly breeds of river buffalo are bred for milk
production, as their milk yield is 2—3 times higher than in case of swamp buftfalo, which is bred
for meat production or used as draught animal. Most buffaloes are bred in Asia where they also
come from. The best known for buffalo breeding in Europe is Italy thanks to Italian cheese
Mozzarella, which is produced under geographical indication from unpasteurized buffalo milk
only in certain provinces in northern Italy.

This thesis dealt with the determination of the content of lactose and calcium in buffalo
milk, which was taken from a farm in the Czech Republic, more precisely near Pisek. Lactose
content was determined by two methods — by titration using the Luff-Schoorl method and via
an instrument MilkoScan FT 120 that uses Fourier-transform infrared spectroscopy to measure
the content of milk components. Calcium content was determined by complexometric titration
with a metallochromic indicator. The lactose and calcium content determined in buffalo milk
was compared with the content in cow’s milk, which was determined identical methods.

The results showed a statistically significant difference (p<0,05) between the content of
lactose and calcium in in buffalo and cow's milk. The average lactose content determined in
buffalo milk was 5.08+0.12% (Luff-Schoorl) and 4.78%, respectively 4.78+0.31% (MilkoScan
FT 120). Compared to cow’s milk, buffalo milk contained 0.57% and 0.18% more lactose,
respectively. The lactose content of buffalo milk was relatively stable during sampling.

The average calcium content in buffalo milk was determined to be
145.04+£9.31 mg/100 g. When comparing this value with the amount of calcium in cow’s milk,
it was shown that buffalo milk contains 25 — 35% more calcium. The calcium content of buffalo
milk varied during the sampling period. The minimum measured value was 139.33 mg/100 g
(March 2021), with the maximum being 153.24 mg/100 g (January 2021). Changes in calcium
content can be caused by nutrition, season or lactation order.

The higher content of lactose in buffalo milk increases its energy value, as lactose is the
main source of energy in milk. It is also important for the processing of milk, especially into
fermented dairy products, because microorganisms use it for their growth and multiplication.

Higher calcium content in buffalo milk could be beneficial especially for children, the
elderly and pregnant women. These groups have increased demands on dietary calcium intake.
Furthermore, calcium from buffalo milk could act as a prevention against osteoporosis and other
bone and tooth diseases.

Keywords: buffalo, lactose, chelatometry, Luff-Schoorl, MilkoScan, calcium
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1 Uvod

Mléko a mlécné vyrobky jsou jednou ze zakladnich slozek lidské vyzivy. Jsou zdrojem
zakladnich zivin (bilkoviny, tuk a sacharidy), které jsou pro zdravého clovéka dobie
vstiebatelné a vyuzitelné. Dale obsahuji Siroké spektrum vitaminti, nejvice zastoupenymi jsou
vitaminy skupiny B a také jsou vyznamnym zdrojem vapniku a dalSich mineralnich latek.

Buvolim mléko je druhé nejvice produkované mléko na svété. Buvoli jsou chovani hlavné
v asijskych zemich (Indie, Pakistan, Cina, Nepal), Egypté a Indonésii. V Evropé je produkci
buvoliho mléka znama hlavné Italie, jelikoz je surovinou pro vyrobu origindlniho italského syra
,Mozzarella di Bufala Campana®.

V porovnani s kravskym, nejvice produkovanym mlékem, je buvoli mléko bohatsi na
vsechny hlavni slozky (tuk, bilkoviny, lakt6za, popeloviny) a je tedy vyzivnéjsi i chutnéjsi. Pii
vyrob¢é mlécnych vyrobki (syry, maslo, jogurty atd.) ma také vySsi vytéznost, a to pravé diky
vy$§imu obsahu slozek.

Mlécny cukr (laktéza) je disacharid, skladajici se z glukdzy a galaktozy. Pro lidsky
organismus je lehce stravitelny, pozitivné ovliviiuyje stfevni mikrofloéru a podporuje vstfebavani
zivin. Laktoza je také dulezita pro zpracovani mléka na mlécné vyrobky, jelikoz je zdrojem
energie hlavné pro bakterie mlééného kvaseni (BMK) a nekteré dalSi mikroorganismy. BMK
jsou nejvice vyuzivany pro vyrobu jogurtd, kdy S$tépi laktézu na kyselinu mlé¢nou a dalsi
produkty (acetaldehyd, CO>).

Vapnik je v lidském organismu dillezity hlavné pro rast a zdravi kosti a zubli. Proto vyssi
naroky na pfijem vapniku, maji hlavné déti, seniofi a t¢hotné zeny. Mléko a mlécné vyrobky
jsou vyznamnym zdrojem vapniku, ktery je pro télo vyuziteln€jsi nez vapnik z rostlinnych
zdroju.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézou prace je, Ze buvoli mléko ve srovnani s mlékem kravskym obsahuje méné
laktozy a vapniku.

Cilem prace je porovnat obsah vybranych slozek, konkrétné laktozy a vapniku, s vyuzitim
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci a titracnich metod, ve vzorcich buvoliho
a kravského mléka, a sledovat zmény ve sloZeni buvoliho mléka v priibéhu roku.



3 Literarni reSerse

3.1 Buvol domaci (Bubalus bubalis)

3.1.1 Historie

Odhaduje se, ze vodni buvoli obyvaji Zemi pfiblizn¢ 3,5 milionu let. Zpocatku zili v
severozapadni ¢asti Indického subkontinentu, dale se §ifili do vychodni Ciny, jizni a
jihovychodni Asie (Kiple 2007).

Buvoli se déli na 2 poddruhy: bazinny a fi¢ni. Obecné se predpoklada, ze oba pochazeji
z Bubalus arnee (Nagarajan et al. 2015). Riéni buvol je piivodem z Indického subkontinentu a
rozifil se na zapad az k Balkinu, Recku, Egyptu a Italii. Buvoli bazinni Ziji po celé
jihovychodni Asii, od Assamu (Indie) a Bangladése na zapad po tdoli feky Jang-c’-tiang
(Zhang et al. 2020).

Rozdilnosti téchto dvou typt jasné predchazela jejich domestikace. Molekuldrni testy
urcuji domestikaci buvolil fi¢nich v zapadni oblasti Indického subkontinentu kolem 6 300 let
pf. n. 1. a bazinatych buvolii v pohraniéni oblasti Ciny / Indoginy, s asem domestikace 3—7 000
let pt. n. 1. Po domestikaci obou poddruhti doslo k rychlému rozsiteni velikosti jejich populace,
castecné kvuli zlepSujicim se klimatickym podminkam a také kvili geografickému rozsiteni
domacich zvitat. Predpokladany pribéh rozsiteni je zobrazen na Obrazku 1 (Nagarajan et al.
2015; Wang et al. 2017).

Swamp buffalo,

Obrazek 1: Predpokladany prubéeh rozsifeni fi¢niho a bazinného buvola (Zhang et al. 2020)

3.1.2 Odlisnosti poddruhu

Mezi obéma poddruhy jsou zietelné morfologické rozdily. Ri¢ni buvol ma &erné t&lo a
zaktivené rohy, zatimco bazinny buvol je obvykle tmavé Sedy s bilymi pruhy ve tvaru V na
krku (jeden nebo dva), bilymi konci koncetin a $pickou ocasu a relativné rovnymi, dlouhymi,
svétle zbarvenymi rohy (Zhang et al. 2020). Dale se 1i§i v hmotnosti, bahenni buvoli jsou leh¢i,
dospé€ly samec vazi v rozmezi mezi 325 a 450 kg, zatimco ficni poddruh vazi mezi 450 a
1000 kg (Borghese 2011).

Oba typy se také 1isi v po¢tu chromozomd, fi¢ni 2n = 50 a bazinny 2n = 48. Poddruhy se
mohou navzajem kfizit, vznikne tak potomek s 49 chromozomy. Pokud je potomkem samec,
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tento pocet chromozomi vede k problémiim s plodnosti nebo k neplodnosti. Samice jsou
plodné, ale maji delsi interval oteleni v ptipad¢ zpétného kiizeni (Borghese 2011; Zhang et al.
2020).

3.1.3 Soucasny stav chovu

Buvol je dilezitym hospodarskym zvifetem jiz vice nez 5 000 let a jeho vyznam v
globalnich potravinovych systémech stale roste. Bazinni buvoli jsou nejpocetnéjsi v Indii,
Bangladési a Cing. Vzhledem k nizké produkci mléka (1-2 kg/den), jsou chovani na maso nebo
jako pracovni sila (Kiple 2007).

Ri¢ni buvoli se chovaji zejména v Egypté a v nékterych evropskych zemich jako Italie,
Némecko a Bulharsko. Chov tohoto druhu je zaméfen hlavné na produkci mléka
(Czerniawska-Pigtkowska et al. 2010).

Celosvétove se v roce 2018 chovalo piiblizné 206 miliont kusi, 81,5 % buvoli fi¢nich a
18,5 % buvolil bazinatych (Zhang et al. 2020). Nejvice buvoli chova v Indii, pfiblizné 55 %
(114 miliént). Dale nasleduje Pékistan, Cina, Nepal a dalii staty Asie, Egypt a Brazilie, viz.
Tabulka 1 (FAO 2018a).

Tabulka 1: Pocet chovanych kust buvola celosvétové (FAO 2018a).

Zemé Pocet chovanych buvoli
Indie 114 151 000
Pakistan 38 848 000
Cina 27 118 000
Nepal 5278 000
Myanmar 3790 000
Egypt 3506 000
Filipiny 2 882 000
Vietnam 2 425 000
Bangladés 1 485 000
Brazilie 1390 066

Pokud se zaméfime na Evropu, kde se chova okolo 439 tisic kusli, majoritnim
chovatelem je Italie (okolo 401 tisic kust), patii ji 17. pticka v celosvétovém porovnani. Déle
je Bulharsko (12 tisic kust), Némecko (9 tisic kusti) a Recko (9 tisic kust).

Asijskou prevahu v chovu buvolil potvrzuje i Obrazek 2, kde je vyobrazeno, Ze v Asii
je chovano 97,4 % vsech buvolt (cca 201 miliont kust) (FAO 2018a).

Oceania Africa
%{ 1.7 %

Europe ’ Americas
0.2 % 0.7 %
Asia
97.4 %

Obrazek 2: Procentudalni rozdéleni chovu buvold na svété (FAO 2018a)
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3.1.4 Mléc¢na produkce

Buvolice jsou sezoné polyestrické, pohlavni cyklus trva 21 dni. Pohlavni dospélost u
ficnich buvolic nastava ve véku 15-18 mésict veku. Chovatelska dospélost o 9-12 mésicii
pozdéji. Buvolice jsou biezi 310 dni, prvni teleni tedy nastava v 37 az 40 mésici véku. Rodi se
jedno, obcas 2 telata, ktera vazi 3540 kg (Catillo et. al 2002; Barile 2005).

MIééna produkce buvolll je v porovnani s prolechténym skotem vyrazné mensi. Ri¢ni
buvoli jsou schopni denné vyprodukovat 67 litrti mléka, ptiblizné 2 000 kg mléka za laktaci.
Bazinni buvoli produkuji 1-2 litry mléka denné (Thomas 2004; Zicarelli 2016). Laktace u
buvold trva 270-310 dni zalezi na plemeni (Thomas 2004). U mléénych plemen skotu je
produkce mléka az 4 — 5x vyssi, zalezi na plemeni.

Buvoli mléko je na svété druhym nejprodukovanéjSim mlékem po mléku kravském
(81 % svétové produkce). Buvoli mléko predstavovalo 15 % svétové produkce v roce 2018
(FAOSTAT, 2018b). Zem¢ s nejvyssi produkci buvoliho mléka za rok 2018 jsou uvedeny
v Tabulce 2 (FAO 2018Db).

Tabulka 2: Produkce mléka ve svété (FAO 2018b)

Zemé Produkce mléka [t]
Indie 91 817 140
Pakistan 28 109 000
Cina 3003 323
Egypt 2120 365
Nepal 1338277
Italie 247 158
Myanmar 193 841
Iran 129 904
Sri Lanka 85914
Turecko 75742

3.1.4.1 Indie

Nejvice mléka je produkovano v Indii. Indie je nejvetsim chovatelem buvold, jako prvni
zem¢ v Asii se zacCala zabyvat védeckym a technologickym rozvojem vyzivy, produkce,
reprodukce, biotechnologii a genetického zlepSovani buvoli. Chov buvoll je podpoien i
narodnimi programy na podporu péstovani krmiv a produkce mléka a masa. Buvoli jsou dobie
adaptovani na horké a vlhké klima. Jejich mléko a maso je vysoce kvalitni, navic poskytuji i
taznou silu pro drobné zemédélce. Tato zvifata jsou také povazovana za financni aktivum,
jelikoz slouzi jako pojisténi proti riziku poskozeni plodin v dusledku pfirodnich katastrof
(Borghese & Mazzi 2005; Borghese 2011).

3.1.4.2 Pakistan

Role hospodatskych zvitat ve venkovském hospodarstvi Pakistanu je velmi dilezita. Dle
Bilal et al. (2006) 30 az 35 milionti obyvatel venkova provozuje ¢innosti souvisejici s chovem
hospodarskych zvitat, pticemz domécnosti maji 2 az 3 kusy skotu nebo buvolii a 5 az 6 kust
ovci a koz, coz tvori jejich 30 az 40 % piijmi. Buvol je obecné povazovan za prestizni
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vlastnictvi rodiny, protoze pocet buvolll chovanych farmafi urcuje bohatstvi a postaveni ve
spolecnosti. V Pékistanu tvofi buvoli mléko 68 % z celkového mnozstvi vyprodukovaného
mléka (skot 27 % a ovce, kozy, velbloud 5 %).

3.1.4.3 Italie

Chov buvoli v Italii je ve srovnani s asijskymi zemémi vyrazné¢ mensi, ale
z ekonomického hlediska jde o dilezity aspekt, zvySuje zaméstnanost obyvatel a jde o tradici
typickou pro Italii. Italsky chov buvoll je prvni na svété, pokud jde o genetiku, pouzité
technologie a sledovani zdravotni nezavadnosti, hygieny a kvality produktti (Borghese &
Mazzi, 2005).

V Italii je chovan italsky sttedomoisky buvol. Selekci a genetické zlepseni fidi ANASB
(Italska asociace chovateli buvoltl). Diky tomu je mozné zaznamenavat mlécnou produkci
mnoha buvolic, které mohou produkovat vice nez 3 000 kg za laktaci (270 dni). U mnoha
buvoll je testovano sperma a potomstvo, mohou tak byt vybirani buvoli s vysokou genetickou
hodnotou a od nich odebirano sperma pro umélou inseminaci v Italii i ve svéte (Borghese 2013).

Pro posouzeni mlécné uZzitkovosti je povinné zaznamenavat: produkci mléka, obsah
tuku a obsah bilkovin. Analyza obsahu tuku a bilkovin je v italském systému evidence mléka
povinnd, protoze na zakladé téchto parametri se stanovuje geneticka hodnota pro mlécnou
uzitkovost. Nejvyznamnéjsi je obsah bilkovin, jelikoz mléko se predevsim zpracovava na syr
Mozzarella (Moioli 2005)

Veskera data jsou shromazdovana spolecnosti ANASB, ktera rozhoduje o cilech
Slechténi, které maji v souCasné dobé zvysit nejen mnozstvi mléka, ale konkrétné¢ vyrobu
Mozzarelly (Borghese 2011).

Nejvetsi cast populace buvold je chovana v provinciich Caserta a Salerno (region
Kampanie) a dale jsou to provincie Frosinone a Latina (oblast Lazio). V téchto oblastech se
vyrabi mozzarella s chranénym oznaCenim ptvodu, ,Mozzarella di Bufala Campana®.
Hygienicka kontrola mléka a mlé¢nych vyrobkl v tomto odvétvi je zvlasteé vysoka, jelikoz se
syr vyrabi z nepasterovaného buvoliho mléka. K dosaZeni optimalnich vlastnosti syra je nutny
spravny pomér mezi bilkovinami (cca4 - 4,7 %) a tukem (cca7,0 % nebo
vice). Charakteristicka je porcelanové bila barva a hladky povrch. Chut’ je velmi specificka a
delikatni, hlavné ovlivnéna fermentaci kyseliny mlééné pomoci startovacich kultur (De Angelis
& Gobbetti 2011)

V roce 2019 doséhla primérna italské produkce mléka pii 270 dnt laktace 2 356 kg, s
pramérnym obsahem tuku 8,01 + 0,99 % a primérnym obsahem bilkovin 4,63 £ 0,32 % (AIA,
2019). Zlepsovani uzitkovosti zvifat, chovu buvoll a sledovani kvality mléka ptedstavuje pro
italsky buvoli mlécny pramysl stale zasadni vyzvy. Ve skuteCnosti postupna intenzifikace
systému (tj. veétsi velikost stada, vySsi produkce mléka a aplikace intenzivnich nebo
polointenzivnich chovnych technik pevazné urcenych pro skot) vedly k manazerskym otazkam
a k citlivosti spotiebiteld, pokud jde o welfare zvitat a bezpecnost potravin Kromé toho se v této
dob¢ tesi problém antibiotické mikrobidlni rezistence, proto se dirazné¢ doporucuje zlepsit
zdravi a omezit pouzivani antibiotik u buvolt (De Rosa et al., 2005).
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3.1.5 Miéko

Buvoli mléko hraje dulezitou roli ve vyzivé lidi zejména v rozvojovych zemich.
Ve srovnani s kravskym mlékem je buvoli bohats$i na témét vSechny hlavni mlééné Ziviny
(Zicarelli 2004; El-Salam & El-Shibiny 2011).

Buvoli mléko ma dobré fyzikalni a chemické vlastnosti v disledku vysokého obsahu
hlavnich slozek. Tato vlastnost mléka je zadouci pro mlékarensky primysl, protoze usnadiuje
vyrobu syra (Kamel et al. 2012). V Italii i v dalSich evropskych zemich se vétSina buvoliho
mléko pouZziva pro vyrobu riznych druhii syrt (Zicarelli 2004; Manuelian et al. 2017), zejména
Mozzarelly, ale v mensi mite také riznych druhti Cerstvych a zrajicich syrt.

Kwvalita buvoliho, ale i ostatnich druht mléka, je pro mlécny prumysl urcujici ukazatel,
jelikoz ptimo ovliviiyje technologické zpracovani mléka.

3.1.5.1 Pocet somatickych bunék

Pocet somatickych bunék (PSB) je po celém svété oznacovan jako indikator zdravi
vemene a slouzi pro sledovani hygieny chovu a dojeni. PSB pfedstavuje koncentraci
somatickych bun€¢k v mililitru mléka (leukocyty, monocyty, lymfocyty, erytrocyty, fibrin,
membranové fragmenty nebo bunky epitelu). ZvySeny PSB je jeden z ptriznakd mastitidy,
jelikoz se organismus snaZzi o eliminaci zanétu, tim se zvySuje pocet hlavné leukocytt a bun¢k
epitelu (Bansal et al. 2007; Tripaldi et al. 2010).

Mastitida (zanét mlécné zlazy) je nemoc vyrazné ovliviiujici nédklady na prvovyrobu
mléka, véetn¢ chovu buvoli. Ekonomické ztraty jsou zptisobeny nékolika faktory: snizeny
vynos mléka, zhorSena kvalita mléka, naklady na veterinarni oSetfeni nebo pfipadné utraceni
zvitete. U italskych buvold byva vyskyt mastitidy pomérné vysoky, coz ukazuje na Spatnou
hygienu a nedostate¢nou péci o chov (Fagiolo & Lai 2007; Sharif et al. 2007; Costa et al. 2020).

PSB je dan legislativné pouze u kravského mléka. Podle natizeni EU ¢. 853/2004 ze dne
29. dubna 2004 syrové kravské mléko musi obsahovat méné nez 400 000 SB/ml. Pro buvoly
nebo jiné druhy zvifat poskytujici mléko limit PSB stanoven neni (EU, 2004).

3.1.5.2 Chemické slozeni

Buvoli mléko ma v porovnani s kravskym mlékem vyssi hladiny tuku, laktézy, bilkovin,
popelovin, vapniku a vitamind A a C; niz$i hladiny vitaminu E, riboflavinu a cholesterolu. Neni
v ném piitomny karoten, a naopak obsahuje modrozeleny pigment (biliverdin). V Tabulce 3,
Kapadiya et al. 2016 uvadéji sloZeni buvoliho mléko, koziho mléko plemene Surti a kravského
mléko plemene Kankrej. V tabulce 4 je pak uvedeno slozeni buvoliho mléka plemene Murrah
a kravského mléka plemene Holstyn, dle Ahmad et al. 2008.

Tabulka 3: Hrubé sloZeni buvoliho, kravského a koziho mléka dle Kapadiya et al. 2016

Buvol Krava Koza
Susina [%] 18,45+ 0,56 13,79 £ 0,36 12,76 + 0,29
Tuk [%] 8,3+0,37 4,88 £ 0,53 3,84+ 0,37
Bilkoviny [%] 4,48 £ 0,29 349+0,18 342+0,14
Laktéza [%] 4,86 +0,24 4,76 +£ 0,35 4,16 £ 0,31
Popeloviny [%] 0,81 £0,08 0,76 = 0,02 0,89 +0,12
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Tabulka 4: SloZeni buvoliho a kravského mléka dle Ahmad et al. 2008

Buvol (Murrah) Krava (HolStyn)
Susina [%] 17,40 +£ 0,82 13,70 £ 1,08
Tuk [%] 7,00 £ 0,60 4,10+ 0,10
Bilkoviny [%] 4,35+0,34 3,35+ 0,30
Laktoza [%] 521 +0,11 4,80+0,10
Popeloviny [%] 0,84 +£0,02 0,77 £0,01

Rozdily koncentraci bilkovin, tuku, laktézy, popela a nasledné¢ suSiny mohou byt
zpusobeny fyziologickymi odliSnostmi zvifat, stddiem laktace a béznymi faktory, jako jsou
sezonnost, krmivo, plemeno, Cas a sled dojeni (Ahmad et al. 2008, El-Salam et. al 2011).

3.1.5.2.1 Voda

Voda je médium (disperzni prostiedi), ve kterém jsou obsazeny vSechny ostatni slozky
mléka. Malé mnozstvi vody v mléce je hydratovano nebo chemicky vazano na laktozu, soli
nebo bilkoviny. Odstranéni vody z mléka (snizeni vodni aktivity), napiiklad v koncentrovanych
nebo susenych mlécnych vyrobcich, se zvysuje jeho trvanlivost. BEhem vyroby syra/tvarohu
¢ast vody a v ni rozpusténé slozky odchazi ve forme syrovatky. Voda zbyvajici v syru/tvarohu
poskytuje vhodné podminky pro chemické a biologické reakce, na nichz je vyroba syra
zalozena, poskytuje vlhkost, kterd je nezbytna pro rist a aktivity mikroorganismt. Mnozstvi
zbyvajici vody ve vyrobku také ovliviiuje chut, strukturu, barvu a vzhled hotového
vyrobku. Natizeni zakazuje ptidavani vody do syrového mléka a pro jednotlivé kategorie syrii
je rovnéz stanoven maximalni obsah vody (Kailasapathy 2015).

3.1.5.2.2 Bilkoviny

Hlavni mlécné proteiny jsou dvou typil, rozpustné syrovatkové (sérové) bilkoviny a
nerozpustné kaseiny. Buvoli mléko je mléko kaseinové, z celkovych bilkovin je asi 80 %
kaseini a 20 % syrovatkovych bilkovin a dalSich minoritné zastoupenych bilkovin.
Syrovatkové bilkoviny a minoritni bilkoviny jsou nejvyssi v kolostru, zastoupeni jednotlivych
druhti bilkovin se lisi v zavislosti na prab¢hu laktace (Ahmad at al. 2013; Yasmin et al. 2020).
Na Obrazku 3 je znazornén obsah bilkovin a dusikatych frakei v buvolim a kravském mléce.

Kaseiny jsou globularni proteiny, v buvoli mléce jsou asi- (40 %), as2- (6 — 9 %),
B- (35%) a k-kasein (12 %). Témé&f veskery kasein buvoliho mléka je pfitomen ve form¢ micel.
Kaseinové micely buvolti maji primér okolo 190 nm, coZ je o 10 az 20 nm vétsi nez u kravského
mléka (Ahmad et al. 2009). Zda se, ze vyssi koncentrace kaseinu v buvolim mléce v koloidni
form¢ ma primarni dopad na zvySeni poctu kaseinovych micel a sekundarni dopad na jejich
velikost (Ahmad at al. 2013). Buvoli mléko obsahuje vys§i mnozstvi k-kaseinu nez kravskeé, to
muze ovliviiovat enzymatickou fazi srazeni syfidlem a pouziti mensitho mnozstvi chymosinu
pii vyrobé syru, ale také ovliviiuje elasticitu syfeniny pro vyrobu syri Mozzarella, které je u
buvoliho mléka dosazena pti niz§im pH 4,9 (Addeo et al. 2007).

a-laktalbumin a B-laktoglobulin jsou ptevladajicimi syrovatkovymi proteiny a tvoii asi
70-80 % z celkovych syrovatkovych bilkovin. Mezi dalsi typy syrovatkovych bilkovin je tfeba
uvést imunoglobuliny, sérovy albumin, laktoferin, laktoperoxiddzu a proteazové peptony
(Davoodi et al. 2016). Syrovatkové bilkoviny buvoliho mléka jsou odolné;jsi viici denaturaci
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teplem nez proteiny z kravského mléka. V buvolim mléce byla naméiena koncentrace
laktoferinu 0,332 mg/ml (Giacinti et al. 2013), zatim co v kravském je primérnd hodnota
0,105 mg/ml (Krol et al. 2010). Prestoze buvoli mléko obsahuje piiblizné 3x vice laktoferinu
nez kravskeé, lidské mléko ma primémy obsah 1-3 g/l (Montagne et al. 2001).

ptispivaji k vyznamnym vyzivovym, biologickym a funkénim vlastnostem. Aminokyselinovy
profil kasein a syrovatkovych bilkovin zaujimé v lidské vyzivé jedinecné postaveni. Tyto
proteiny jsou hodnoceny jako kvalitni proteiny s nejvyssi biologickou hodnotou, dobrou
stravitelnosti (97 % az 98 %), rychlou absorpci a vyuzitim v téle. Konkrétné je kasein u¢innym
zdrojem zivin, protoze zajist'uje trvalé¢ a pomalé uvoliiovani aminokyselin do krevniho ob¢hu.
MIlécné proteiny maji pozitivni vliv na rizné struktury téla, jako je imunitni, nervovy, travici a
kardiovaskularni systém (Rafiq et al. 2016).

Hruba bilkovina Hruba bilkovina
425 +0,07 3,57 +0,03
1 1
1 1 1 |

Cista bilkovina  Nebilkovinné N-latky Cista bilkovina  Nebilkovinné N-latky

3,87+ 0,02 0,38 0,02 3,25+ 0,03 0,33 + 0,03
Kasein Kasein
3,2+0,03 2,79 £ 0,02
Syrovatkové b. Syrovatkové b.
0,68 + 0,02 0,47 £ 0,01
Obrazek 3: Obsah bilkovin a dusikatych frakei [%] v buvolim a kravském mléce (Rafiq et al.
2016)
3.1.5.2.3 Tuk

Zejména tuk tvoii hlavni frakci buvoliho mléka a je zodpovédny za jeho vysokou
energetickou a vyzivnou hodnotu (Menard et al. 2010). Tuk je rozptylen v mléce ve formeé
kulovitych kapicek nazyvanych mlécné tukové kulicky, jejichz distribuce a velikost se muze
mezi jednotlivymi druhy mléka lisit v priméru od <1 pm az 18 um (El-Zeini, 2006).

Tukové kulicky se skladaji hlavné z triacylglycerolti (98 %), coz jsou estery glycerolu a
mastnych kyselin. M1é¢ny tuk obsahuje pfedevsim nasycené mastné kyseliny asi 70 % (hlavné
kys. palmitova (36,02 %), kys. myristova (11,77 %), kys. stearova (9,85 %)) a malé mnozstvi
nenasycenych mastnych kyselin asi 30 % (kys. olejova (20,25 %)) (Menard et al. 2010). Mlécné
tukové kulicky jsou obklopeny biologickou membranou, ktera je vysledkem mechanismi
sekrece tukovych kulicek z epitelidlnich bunék mlécné zlazy. Membréana tukovych kulicek
obsahuje hlavné glycerofosfolipidy (fosfatidylcholin, fosfatidyletanolamin, fosfatidylinositol,
fosfatidylserin), sfingolipidy (hlavn¢ sfingomyelin), cholesterol a proteiny (Nguyen et al.
2015).

Tukové kulicky v buvolim mléce jsou vétsi ve srovnani s mlékem od ostatnich
ptezvykavct, 1 ml buvoliho mléka obsahuje asi 2,7 milionu tukovych kulicek, pticemz 60 %
ma velikost mezi 3,5 az 7,5 um. Primérna velikost tukovych kuli¢ek krav je 3,16 um,
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koz 2,57 um a ovci 3,02 um (méfeno mikroskopickou metodou) (El-Zeini, 2006). Porovnani
obsahu a velikosti tukovych kulicek v buvolim a kravském mléce je zobrazen na Obrazku 4.
Veétsi velikost souvisi s vy$sim mnozstvim tuku v buvolim mléce. Velikost tukovych kulicek v
nativnim mléce ovliviiuje fyzikalné-chemické a funkcni vlastnosti mléka a mléénych vyrobkd.
Tukové kulicky buvoll jsou méné¢ stabilni a lze je stloukat rychleji nez u krav (Menard et al.
2010).

g e e ' \"'_"-".-"- e e k; A
Obrazek 4: Fotografie pofizena optickou mikroskopii ukazujici rozdily v obsahu tuku a
velikosti tukovych kuli¢ek v buvolim (A) a kravském (B) mléce (Menard et al. 2010)

Z technologického hlediska miize buvoli mléko poskytovat Sirokou skalu produkta:
maslo, ghi, m¢kké a tvrdé syry, kondenzovand nebo susend mléka, zmrzlinu, jogurt a
podmasli. Diky vysokému obsahu tuku je velmi vhodné ke zpracovani. Naptiklad vyroba 1 kg
masla vyZaduje 14 kg kravského mléka oproti 10 kg buvoliho mléka (Menard et al. 2010)

3.1.5.2.4 Laktéza

Laktéza (mlécny cukr), chemicky O-B-D-galaktopyranosyl-(1-4)-B-D-glukoza, je
disacharid tvoteny a-D-glukézou a B-D-galaktozou, které jsou spojeny B-1,4-glykosidovou
vazbou (Kwak et al. 2012). Lakt6za ma dv¢ optické izomerni formy o a 3, ty mohou byt ve
form¢ amorfni nebo krystalické. Strukturni vzorec a a B-laktézy je uveden na Obrazku 5.
Krystalicka a-laktéza mize mit formu monohydratu nebo anhydratu, krystalicka p-laktoza je
pouze v bezvodné formé. B-forma ma vyrazné vyssi rozpustnost, ale vlivem mutarotaci vznika
v roztoku rovnovazna smés obou forem. Lakt6za je jednim z nejméné rozpustnych béznych
cukr, jeji rozpustnost ve vodé pii 25 °C je pouze 17,8 % (Varnam & Sutherland 2001).

a-laktoza B-laktoza
Obrazek 5: Strukturni vzorec optickych izomert laktézy (Teixeira et al. 2019)

Mléko je hlavnim zdrojem energie a uhliku pro savce. Zatimco gluk6za je hlavné
energetickou slozkou, galaktbza ma roli ve vyvoji mozku. Laktéza, resp. galaktoza
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je specifickou slozkou mléka (Adam et al. 2005). Buvoli mléko je bohat§im zdrojem laktozy
nez kravskeé, kozi, ov¢i nebo velbloudi mléko (Ahmad et al. 2013). Jiné volné sacharidy, které
se nachazeji v mléce v nizkych koncentracich, jsou glukdza, galaktéza, aminocukry, fosfaty,
neutralni a kyselé oligosacharidy a nukleotidové cukry (Corzo et al. 2009). Obsah laktozy
v buvolim mléce se pohybuje okolo 4,8 %, stanoveni laktézy v riznych studiich je uvedeno
v Tabulce 5. Jelikoz je laktéza hlavnim zdrojem energie pro novorozence, jeji obsah je
vyznamny v mléce vétSiny druhl savci véetné ¢lovéka. Vyjimkou jsou vodni savei, ktetfi maji
vyznamné vyS$$i obsah tuku v mléce, jelikoz si mlad’ata potiebuji vytvoftit tepelnou izolaci.
Obsah laktdézy v mléce dalSich savci véetné ¢lovéka je uveden v Tabulce 6.

Tabulka 5: Obsah laktézy v buvolim mléce

Laktéza [%] Zdroj
4,86 + 0,24 Kapadiya et al. 2016 (Indie)
4,28 £0,21 Kamel et al. 2012 (Egypt)
5,58 +0.09 Menard et al. 2010 (Francie)
5,21+0,11 Ahmad et al. 2008 (Francie)
4.85+0.78 Tufarelli et al. 2008 (Italy)
4.80+0.10 Khan et al. 2007 (Bangladéz)

Tabulka 6: Obsah laktézy v mléce dalSich savct (Schaafsma 2003)

Laktoza [%)] Laktéza [%]
Clovek 7,0 Koza 4,7
Kun 6,9 Krava 4.6
Osel 6,1 Pes 3,8
Lama 5,6 Mys§ 3,0
Prase 5,0 Delfin 1,1

Biosyntéza

Biosyntéza laktozy probiha v buitkdch mlécné zlazy. VétSina glukdzy je syntetizovana
v jatrech pomoci glukoneogeneze z kyseliny propionové a krvi pfivadéna do sekre¢nich bunék.

K syntéze jedné molekuly laktézy jsou potfeba dvé molekuly glukédzy. Jedna z molekul
glukézy prochazi modifikaci v cytosolu sekrecni bunky a je pfeménéna pomoci enzymil na
UDP-glukézu a dale pomoci enzymu epimeraza na UDP-galaktozu. Nasledné je
UDP-galaktoza, stejné jako druha molekula glukézy bez modifikace, transportovana do
Golgiho aparatu. V sekre¢nich vezikulach Golgiho aparatu UDP-galakt6za kondenzuje
s gluk6zou a vznika laktoza, reakce je katalyzovana enzymem laktozosyntaza. Vznikla laktoza
nemiiZze difundovat ven z Golgiho aparatu, ani sekre¢nich vezikul. Proto se sekrecni vezikuly
oddéli od GA ve formé malych vacku, které putuji cytoplazmou az k povrchu bunky, kde se
otviraji a jejich obsah je vyluCovan do lumenu alveolu. Laktéza ve vaccich zplsobuje
hypertonické prostredi, coz vede k tomu, ze voda z cytoplazmy difunduje dovnitf, aby doslo
k vyrovnani tlaku, timto laktéza ovliviluje mnozstvi vody vmléce a jeho objem
(Adam et al. 2005; Fox 2013).
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Metabolismus

Pro vstiebani a vyuziti laktézy organismem je nezbytné ji rozsté€pit na monosacharidy,
enzymem laktaza, ktery se uvoliiuje z kartdCového lemu enterocytii (Vazquez et al. 2020).
Glukdza a galaktoza jsou poté transportovany pres membranu kartdcového lemu epitelu do
cytosolu a krvi jsou dopraveny do jater. V jatrech je galaktéza pfeménéna na glukézu
tzv. Leloirovou cestou, pomoci 3 enzymu (galaktokinaza, galaktdzo-1-fosfat uridyltransferaza
a uridin-difosfogalakt6zo-4-epimeraza) (Schaafsma 2008). Odtud jsou monosacharidy
distribuovany do riiznych tkani. VétSina savcli ma vysokou aktivitu laktdzy v ranych stadiich
zivota, tj. kdyz je mléko jedinou vyzivou, a nizké hladiny laktazy, kdyz dosahnou dospélosti
nebo pozd¢ji ve stati (Adam et al. 2005).

Poruchy metabolismu laktozy

U lidi je velmi ¢astym problémem nesnasenlivost (intolerance) laktozy zptisobena ztratou
laktazové aktivity. Deficit laktazy je nejcastéjsi u osob afrického nebo asijského plivodu, ale
muze ovlivnit i Cleny jiné rasové skupiny. Stupen nedostatku laktazy se méni a ptiznaky se
velmi lisi, od neschopnosti travit i mala mnozstvi mléénych vyrobki po mirné gastointestinalni
poruchy po konzumaci vétSich mnozstvi potravin obsahujicich laktozu. Bézné ptiznaky jsou
bolest bficha, plynatost, nevolnost a prijem. Jelikoz stfevo postrada schopnost absorbovat
disacharidy, nestravena laktoza slouzi jako fermentacni substrat pro mikrofloru tlustého stieva,
coz vede k vySe uvedenym piiznaklim. V reakci na tento problém byly vyvinuty komercni
postupy pro hydrolyzu laktézy v mléce a jinych mléénych vyrobcich (Adam et al. 2005;
Vazquez et al. 2020).

Galaktosémie je dysfunkce nepiimo spojena s metabolismem laktozy. Jde o geneticky
dédénou metabolickou poruchu, ktera je zpiisobena, kdyz je pteména galaktozy na glukézu v
jatrech blokovana nedostatkem jednoho ze 3 enzymt podilejicich se na metabolismu galakt6zy
(v 95 % ptipadech jde o deficienci galaktdzy-1-fosfat uridyltransferazy). Toto vzacné
onemocnéni se vyskytuje u 1 z 80000 narozenych déti. Existuje nékolik typi
galaktosémie. Klasicka galaktosémie, nejbéznéjsi, vyzaduje odstranéni vSech potravin
obsahujicich laktézu nebo galaktozu ze stravy (mateiské mléko, mlécné vyrobky, lusténiny a
mnoho dalSich potravin). Pokud se galaktosémie neléci, u déti se mohou vyvinout zdvazné
onemocnéni, jako je zanét jater, poSkozeni ledvin nebo zpomaleni rustu. Krom¢ toho
nahromadéni galaktézy a galaktozy-1-fosfatu mize zpisobit poskozeni mozku a v nékterych
ptipadech smrt (Adam et al. 2005; Schaafsma 2008).

Stanoveni obsahu laktozy v mléce
Klasické metody pro stanoveni sacharidi v mléce zahrnuji gravimetrické, polarimetrické
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stanoveni laktozy rozdilem, coz je nepiima metoda, pfi které se laktdoza pocitad odectenim
obsahu bilkovin, tukii a popela ve vzorku od celkového obsahu pevnych latek. Polarimetrické
metody jsou zalozeny na méfeni specifické rotace laktozy ve odtuénéném a deproteinizovaném
mlééném filtratu. Gravimetrické metody vyuzivaji redukci siranu méd’natého na oxid médny
vysrazeny pridanim hydroxidu draselného v pfitomnosti ald6z a ketdz; po zvazeni vytvoreného
oxidu méd’ného se obsah laktozy vypocita pomoci tabulek (Corzo et al. 2009).
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Infracervena spektroskopie, je metoda zalozena na méfeni absorpce infracerveného zateni
specifickymi chemickymi skupinami. Stanovované slozky jsou meéfeny pii specifickych
vinovych délkach. Analyza laktozy ve spektroskopii stiedni infracervené oblasti (MIR) se
provadi pii 9,610 um, kdy je zafeni pohlcovano hydroxylovou skupinou. Tuk je méfen pii
vlnové délce 5,723 um, kdy zafeni absorbuje karboxylova skupina a pfi 3,48 pm, kdy je zafeni
pohlcovano -CH skupinou. Bilkoviny jsou stanovovany pfi 6,465 pm, absorpce amidovou
skupinou. Zatizeni zalozend na infracervené spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR)
pouzivaji interferometr k produkci tplnych informaci o spektrech v oblasti MIR (Lynch et al.
2006; Corzo et al. 2009). Na principu FTIR pracuje pfistroj MilkoScan, analyzator mlé¢ka
navrzen pro rychlé a nakladové efektivni stanoveni slozek mléka, smetany, syrovatky, jogurtii
nebo dalSich mlé¢nych vyrobkt. U mléka je schopen stanovit tuk, bilkoviny, laktozu, celkovou
susinu, tuku prostou susSinu, bod mrznuti, celkovou kyselost, hustotu, volné mastné kyseliny,
kyselinu citronovou, mocovinu, kasein, glukozu a galaktozu.

Bylo popsano zna¢né mnoZstvi enzymatickych metod pro stanoveni laktozy. Zakladaji se
na enzymatické hydrolyze laktézy na glukézu a galaktézu, nasledovanou enzymatickym
stanovenim jednoho z uvolnénych monosacharidii. Rozdil v obsahu monosacharidii pted a po
hydrolyze predstavuje mnozstvi laktozy ve vzorku. Nejb€znéjsi enzymaticka metoda méteni
galaktdzy je zalozena na jeji oxidaci B-galaktdzo-dehydrogenazou na kyselinu galakturonovou
v pfitomnosti nikotinamidadenindinukleotidu (NAD), ktery je redukovan na NADH. Dale se
spektrometricky stanovi absorbance NADH pii 340 nm a obsah laktozy se vypocité jako rozdil
mezi odecty pied a po pridani enzymu (galakt6zo-dehydrogenaza) (Corzo et al. 2009).

Simultanniho stanoveni rtznych sacharidi pfitomnych v mlécnych vyrobcich Ize
dosahnout pomoci chromatografickych metod: planarmni chromatografie, plynova
chromatografie (GC) a vysoce u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Tyto techniky nejen
poskytuji kvantitativni informace o kazdém analytu ve smési, ale mohou byt také spojeny se
spektroskopickymi pfistroji, aby se ziskaly strukturni informace. Z praktickych divodu se pred
analyzou izoluji sacharidy z nerozpustnych latek, jako jsou lipidy a proteiny, dialyzou,
centrifugaci nebo srazenim metanolem. Pfed analyzou GC je nezbytnym krokem pieména
sacharidi na té€kavé derivaty (derivatizace). HPLC je jednou z nejrozsifenéjsich technik,
protoze je rychld a jednoducha na ptipravu vzorku. Je mozné injektovat vzorek bez predchozi
derivatizace a ziskat chromatogram s vysokym rozlisenim v kratké dobé (Corzo et al. 2009).

Vyuziti v potravindrstvi

Laktéza je hlavnim substratem ve fermentacnich procesech, které vedou k produkci
fermentovanych mlécnych vyrobkd, jako je jogurt nebo kefir. Fermentace zlepSuje konzervacni
vlastnosti potravin, zatimco soucasné poskytuje chuté a textury odlisné od ptivodniho materialu
(Adam et al. 2005). Mnoho mikroorganismil je schopno vyuzivat laktéozu pro svijj rlst a
mnozeni. Z biotechnologického hlediska jsou nejvyznamnéjsi skupinou bakterie mlécného
kvaseni (BMK). BMK jsou hlavni bakterie pouzivané pii fermentaci potravin. Jsou to gram-
pozitivni, nesporulujici, anaerobni bakterie ve tvaru ty¢inky nebo koku, které maji spolecné, ze
jsou schopny pretvaret sacharidy na organické kyseliny. Homofermentativni BMK vytvari
prevazné kyselinu mlécnou, heterofermentativni BMK, kromé kys. mlé¢né dale produkuji dalsi
org. kyseliny (octovou, mravenéi propionovou), etanol a CO,. Patii sem hlavné
rody Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus a Enterococcus,
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dale mnoho dal$ich rodii s rizny vyuzitim v potravinatstvi (Hill et al. 2017). Ne jenom bakterie
jsou schopny fermentovat laktozu nékteré druhy kvasinek, zejména z rodu Kluyveromyces, také
hraji vyznamnou biotechnologickou roli pfi fermentaci laktdézy na etanol, naptiklad pfi vyrobé
kefiru (Adam et al. 2005).

Nékteré syry neobsahuji témét zadnou laktoézu, protoze béhem vyrobniho procesu vétSina
odejde se syrovatkou a zbyvajici laktéoza v syru se ve fermentaénim procesu postupné
spotiebovava. U Cerstvych syru a syrii vyrobenych koagulaci ¢erstvého mléka nebo smetany se
syfidlem nebo kyselinou vSak zistdva laktéza nezménéna, a proto tyto vyrobky mohou
obsahovat znacné mnozstvi laktézy, to i kvili znacnému mnozstvi zbytkové syrovatky
v Cerstvych syrech (vice nez 68 % vody v tukuprosté hmot¢). Protoze vétSina kmenti fermentuje
pouze glukozovou cast laktdzy, galaktéza zlstava. Galaktoza i laktéza mohou ovlivnit
vlastnosti syrt, a proto je tfeba kontrolovat jejich obsah (Corzo et al. 2009).

Laktoza najde vyuziti jako slozka potravin diky svym stabilizacnim vlastnostem na
bilkoviny a nizkeé relativni sladkosti (20-30 % sachar6zy). Laktdza mize byt také pouZita jako
Castecna nahrazka sachar6zy v polevach pro zlepsSeni pocitu v ustech bez nadmémé sladkosti.
Pridava se také k pekarenskym vyrobktim, jako jsou susenky, aby udélil kontrolovany stupen
Maillardova zhnédnuti, coz je reakce povazovana za nezadouci u mnoha potravinaiskych
vyrobkl (Varnam & Sutherland 2001).

Lakt6za vyznamné ovliviiuje vlastnosti mléka, jako je osmoticky tlak, snizeni bodu
tuhnuti a zvySeni bodu varu, naptiklad piedstavuje 50 % osmotického tlaku mléka. Osmoticky
tlak mléka je udrZzovan rovnovahou koncentrace laktézy a rozpustnych minerald, proto méni-li
se obsah sodiku a drasliku v mléce, snizuje se syntéza (Forsbick et al. 2010). Dale mlze
podporovat absorbanci vapniku (Abrams et al. 2002).

Pokud se sleduje laktéza v mléce pravidelné miize byt pouzita i jako ukazatel zanétu
mlécné zlazy. Sharif et al. 2007 provedli vyzkum u buvolic, kdy stanovovali, mimo jiné,
mnozstvi laktdzy v mléce zdravych a nemocnych zvitat s riznym stupném zanétu. Maximalni
laktdza naméfena nejnizsi (2,66 %). Snizeni obsahu laktézy ma vice pfic¢in. Jednim z divodu
je poskozeni tkan¢ pifi mastitidé, coz snizuje syntetické schopnosti sekrecnich bunék a
biosyntézu laktdzy. Dalsi ptic¢inou je pruchod laktézy z mléka do krve, kdy dochazi k tiniku z
alveol mezi epitelidlni bunky a do krve. ZvySenou hladinu laktozy je poté mozné sledovat v krvi
nebo moci.

Derivaty laktozy

Laktuléza (4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-fruktéza) je cukr, ktery se v piirod¢
nevyskytuje, vznika izomeraci glukosylu v laktdze ptisobenim zahfevu a je v malém mnoZstvi
ptirozenou slozkou tepeln¢ oSetfeného mléka a mlécnych vyrobkli. Neni hydrolyzovan
intestinalni B-galaktosidazou a vstupuje do tlustého stieva, kde podporuje rist bifidokabterii.
Laktuldza je mirné projimadlo a pro tento ucel je pomérné Siroce vyuzivana. Pro tyto ucely je
laktuléza produkovana pomoci zahfivani laktéozy za katalyzy napt. hydroxidem sodnym
(Fox 2003; Rudolfova & Curda 2005).

Galaktooligosacharidy (GOS) se pfirozené vyskytuji v mléce nebo se vyrabéji z laktozy
transgalaktosylaci, ktera je katalyzovana -galaktosidazou. V organismu ptsobi jako rozpustna
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vlaknina, miize se tedy vyuzivat jako prebiotikum. GOS maji také dal§i vyznamné
fyzikalné-chemické vlastnosti, napiiklad zvySuji viskozitu vyrobkd, jelikoz maji vyssi
molekulovou hmotnost nez monosacharidy. Ovliviiuji bod tuhnuti u mrazenych produktt a
omezuji Maillardovy reakce u tepelné zpracovanych potravin (Rudolfova & Curda 2005).

3.1.5.2.5 Minerdlni latky

Mineraly jsou dilezité pro rast, vyvoj, regulaci riznych zivotnich funkci v nasem téle a
udrzovani iontové rovnovahy télesnych tekutin. Ptiblizné 46 % télesné hmotnosti ¢loveka
tvoii mineralni latky. Celkovy obsah mineralii ve vzorku mléka se obvykle hodnoti pomoci
obsahu popelovin. Mléko obsahuje vice nez 20 rtiznych mineralti, naptiklad vapnik, hoi¢ik,
biologicky dostupného Ca a P v nasi strave. Vapnik pfijimany z mléka se v téle 1épe absorbuje
ve srovnani se zdroji ze zeleniny (Singh et al. 2019). Obsah mineralnich latek v kravském,
kozim a buvolim je uveden v Tabulce 7.

V mléce je vétSina makroprvka distribuovana do difuzni (rozpustné) a nedifuzovatelné
(koloidni) frakce, koloidni forma je spojovana hlavné s kaseinovymi micelami. K, Na a
chloridové ionty jsou v podstaté difuzni; Ca, anorganicky fosfat a Mg jsou ¢astecné vazany na
kaseinové micely a hraji dilezitou roli ve struktufe a stabilité kaseinové micely. Zadny
makroprvek neni vazan v dilezitém mnozstvi na tukové kulicky nebo laktdozu (Gaucheron et. al
2005; Vidu et. al 2015).

Chemicka forma, ve které se mineralni a stopovy prvek nachazi v mléce nebo v jinych
potravinach, je dulezitd, jelikoz ovliviiuje stupein absorpce a vyuziti ve stfevech, transport,
bunécnou asimilaci a pfeménu na biologicky aktivni formy, a tedy i biologickou dostupnost
(Ahmad et. al 2013).

Tabulka 7: Obsah mineralnich prvkt v mléce rtiznych druhti s rozpustnou frakei
mineralt (Singh et al. 2019)

Prvek Forma Buvol Krava Koza
Vapnik Celkem 204,23 + 7,98 134,87 £ 13,45 135,09 + 8,52
[mg/100 g] Rozpustny 4491 (22 %) 51,16 (38 %) 43,25 (32 %)
Hoi¢ik Celkem 23,53+ 1,33 10,87 + 1,31 10,81 +1,3
[mg/100 g] Rozpustny 11,33 (48 %) 6,99 (64 %) 6,5 (60 %)
Sodik Celkem 42,39 + 0,82 54,06 £ 5,9 52,89+ 2,07
[mg/100 g] Rozpustny 41,47 (98 %) 53,24 (98 %) 52,12 (98 %)
Draslik Celkem 118,05+ 7,8 144,88 + 6,09 174,85 + 4,85
[mg/100 g] Rozpustny 109,52 (93 %) 141,88 (98 %) 167,33 (96 %)
Fosfor Celkem 117,45 £5,26 90,24 + 1,3 92,06 + 2,16
[mg/100 g] Rozpustny 38,37 (33 %) 49,31 (55 %) 34,75 (38 %)
Zinek Celkem 0,51+0,1 0,62+0,14 0,48 £0,67
[mg/100 g] Rozpustny 0,06 (12 %) 0,085 (14 %) 0,068 (14 %)
Zelezo Celkem 0,11+ 0,021 0,116 = 0,01 0,078+ 0,014
[mg/100 g] Rozpustny 0,027 (25 %) 0,038 (33 %) 0,0304 (38 %)
Med Celkem 0,061 £0,031 0,07 £ 0,006 0,050 £ 0,01
[mg/100 g] Rozpustny 0,021 (34 %) 0,029 (41 %) 0,0093 (18 %)
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Mangan Celkem 0,05+0,018  0,036+0,008  0,03+0,012
[mg/100 g] Rozpustny 0,0078 (15%)  0,0085 (23 %)  0,0041 (14 %)

Patino et al. 2007 provedli studii se zamérenim, jak rizné faktory pasobi na obsah
mineralnich latek. Do studie byli zahrnuty plemena Murrah, Stredomotsky buvol, Jafarabadi a
kiizenec plemene Murrah x Stfedomoiského buvola, hodnotil se vliv plemene, poradi laktace
(prvni az treti laktace) a rocni obdobi v priib¢hu laktace. Bylo zjisténo, ze plemeno vyznamné
neovlivnilo obsah minerald a stopovych prvka. Riizna ro¢ni obdobi naopak vyznamné ovlivnila
sloZeni minerali v mléce, u vétSiny minerala (Ca, P, Mg, Na, Cu, Zn, Fe) byl nejvyssi obsah
béhem léta, pouze K mél maximalni hodnoty na podzim a Mn v zimé€. Poradi laktace vyznamné
ovlivnilo mineralni obsah Ca, P, K a Cu. V prvni laktaci byl nejvyssi obsah Ca, K a Cu.
Koncentrace P byla nejvyssi pfi tfeti laktaci. Ze ziskanych vysledkd Ize usoudit, ze obsah
mineralti v mléce buvolt je vyrazné ovlivnén regionalnimi a dal$imi faktory chovu.

Stopové prvky jsou potfebné pro spravné fungovani metabolickych procesti u zivych
organismu. Z celkem 20 zakladnich mineralii je 14 stopovych prvkl. Singh et al. 2019 ve své
studii stanovovali mineralni latky a stopové prvky (Zn, Fe, Cu a Mn) v kozim, kravském a
buvolim mléce. Tyto prvky byly spojeny s koloidni fazi v mléce v§ech druht. Z téchto mineralt
byla pozorovana nejvyssi rozpustnost Cu u krav (41-52 %) a buvoliho mléka (34 %). V buvolim
mléku bylo pozorovano, Ze 75 % Fe bylo spojeno s koloidni fazi, zatimco v mléce jinych druhi
bylo kolem 64 % Fe v koloidni fazi. Chemickd forma hlavnich a stopovych minerald
nalezenych v mléce nebo v jinych potravinach ovliviiuje jejich biologickou dostupnost

Vapnik

Y Buvoli mléko se vyznacuje vyssim obsahem vapniku oproti ostatnim druhtim. VétSina
vapniku se nachdzi v nerozpustné formé hlavné kvili vysokému obsahu kaseinu, ktery hraje
dilezitou roli pfi urovani vlastnosti buvoliho mléka (Ahmad et. al 2013) Dle Ahmad et al.
2008 predstavuje nerozpustny vapnik 67,6-82,6 % celkového véapniku. Odhaduje se, ze
micelarni vapnik v buvolim mléce je 1,12 mM.g™! kaseinu ve srovnani s 0,84 mM.g™! kaseinu v
kravském mléce.

Koloidni vapnik v mléce zahrnuje kaseinat vapenaty (obsahujici organicky fosfat) a
fosforeCnanu vapenatého (anorganicky fosfat). Micelarni fosforeCnan vapenaty, ktery je
spojovan hlavné s asi-, as2- a B-kaseiny, je zodpovédny za strukturu a stabilitu kaseinovych
micel. V zavislosti na fyzikalné-chemickych podminkadch muize byt struktura kaseinovych
micel vice ¢i méné zniCena disociaci kaseind a soli (Gaucheron et. al 2005). Mala cast Ca se
vaze také na a-laktoalbumin (jeden atom Ca na molekulu proteinu).

Vapnik v koloidni fazi hraje zasadni roli pii koagulaci mléka za ucelem vyroby mlécnych
vyrobki napft. syrii (enzymatické sraZeni) nebo tvarohtl (kyselé sraZeni). Nerozpustné proteiny
se nachazeji ve velkych koloidnich ¢asticich, které se nazyvaji kaseinové micely. Na povrchu
kaseinové micely je k-kasein, protein necitlivy na vapnik, ktery tvofi ochrannou vrstvu pro
kaseiny citlivé na vapnik (asi, as2, ), které tak jsou v kaseinovych micelach stabilni. Béhem
enzymatické koagulace je k-kasein hydrolyzovan, ¢imz dochdzi k agrega¢nimu procesu, béhem
kterého ionty Cax" zesit'uji fosfoserinové skupiny kaseinti (as1, os2, B), coz zpiisobuje vytvoreni
trojrozmérné proteinové sité (gelu). Vapnikové ionty hraji zasadni roli béhem agregacni faze
koagulace, umoziuji propojeni kaseinit pomoci vapnikovych mostl. Pii tepelném zpracovani
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se ale cast vapenatych iontl (které jsou pfirozen¢ pritomné v mléce) transformuje na
nerozpustny Caz(POs)2, ktery se nezcastituje koagulacnich procesii. Proto se bézn¢ do mléka
uréen¢ho pro vyrobu syri/tvarohli po pasteraci ptfidava chlorid vapenaty, aby se u mléka
podpotila schopnost tvorby gelu (Lucey 2002; Gaucheron et. al 2005).

Pii snizovani pH mléka se kyselé bazické skupiny mléénych slozek (organicky a
anorganicky fosfat, citrat, karboxylové zbytky atd.) stale vice protonuji. V disledku toho se
rozpusti micelarni fosforecnan vapenaty a mala mnozstvi hoiciku a citratu, ktera jsou spojena
s kaseinovymi micelami, k-kasein ztraci svlj naboj a zacind koagulace. Kaseiny (as, B) se
uvolni do rozptylené frakce mléka, ionty Cas" zesit'uji fosfoserinové skupiny kaseinti, coz
zpisobuje vytvoreni trojrozmérné proteinové sité (gelu). Rozsah disociace zavisi na pH i teploté
(Gaucheron et. al 2005).

Kravské mléko obsahuje vice rozpustnych hlavnich mineralt, zatimco buvoli mléko se
vyznacuje vysokym obsahem Ca v koloidni fazi (Tabulka 7), coz vede k tomu, ze mlécné
vyrobky pfipravené oddélenim tvarohu/syru a syrovatky z buvoliho mléka budou vzdy
obsahovat vice Ca a dalSich koloidnich mineralii oproti témto produktim pfipravenych z
kravského / koziho mléka, protoze rozpustné mineralni latky odchazi do syrovatky (Singh et al.
2019). Avsak vyuzitelnost Ca pfimo z mléka bude vyssi u kravského mléka, jelikoz oproti
buvolimu ma vyssi mnozstvi rozpustného vapniku.

Vépnik je absorbovéan tenkym stfevem, v rozpustné ionizované formé (Ca*"), kterd miize
prochazet sténou tenkého stieva. S absorpci ionizovaného vapniku tenkym stfevem souviseji
dvé hlavni cesty - paracelularni a transcelularni. Paracelularni draha je pasivni nesaturovatelna
cesta prevladajici v jejunu a ileu. Absorpce vapniku probihd prostiednictvim tésnych
mezibunéénych spojit umisténych na apikalnim konci bunééné membrany, které tvoii bariéry
pohybu vody, molekul a iontdi. V paracelularni draze je pohyb Ca®" témito spoji uskute¢iiovan
pomoci pasivni difuze. Paracelularni cesta se uplatituje, pokud je ptijem vapniku dostatecny
nebo vysoky. Transcelularni cesta je saturovatelny, metabolicky fizeny, aktivni transportni
proces, ktery se vyskytuje hlavné ve dvanactniku. KdyZz je pfijem vapniku nizky, je
transcelularni draha zodpovédna za vétsinu absorpce vapniku. Na pohybu vapniku se podileji
tfi po sob¢ jdouci kroky. Prvnim krokem je vstup pfes kartacovy lem enterocyti vapnikovymi
kanaly. Dale nasleduje intracelularni diftze pfes cytoplazmu a vytlacovani zprostfedkované
hlavné vapenatou ATPazou bazolateralni membrany (Kwak et al. 2012).

Vapnik pomaha chranit pred rakovinou tlustého stfeva, zlepsuje schopnost srazeni krve a
pomaha udrzovat krevni tlak, zabranuje svalovym kiecim / kontrakcim, je soucasti kosti a zubii
(asi 98 % celkového Ca pfitomného v nasem téle se nachazi v kostech a zubech).
V potravinarském primyslu je nezbytny pro koagulaci pfi vyrobé syri, tvarohti a dalSich
mlécnych vyrobki. Mléko a mlécné vyrobky jsou znamé jako velmi bohaty zdroj Ca, ptl litru
mléka denné u dospélych zajiStuje potfebu vapniku ze 75 % (Vidu et. al 2015; Singh et al.
2019).

3.1.5.3 Fyzikalni vlastnosti buvoliho mléka

Fyzikalni vlastnosti mléka maji pro mlékaiského technologa velky vyznam, protoze
ovlivni vétSinu operaci béhem zpracovani. Patii mezi n¢ pritok mléka, michani a stloukani,
emulgace a homogenizace, ale i procesy prenosu tepla, jako je pasterizace, sterilizace,
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odpatfovani, dehydratace, chlazeni a zmrazovani. Nékteré z reologickych vlastnosti se také
pouzivaji k hodnoceni a monitorovani kvality produktt, jako jsou jogurty, smetana, maslo a syr
(Kailasapathy 2015).

3.1.5.3.1 Aktivni a titracni kyselost

Hodnota pH buvoliho mléka se pohybuje od 6,57 do 6,84 a neni ovlivnéna ro¢nim
obdobim, laktaci ani casem oteleni, ale koreluje s obsahem tuku prosté susiny a laktozy (Ahmed
et al. 2013). Kyseliny a pH jsou vzajemné nepiimo umérné; s tvorbou kyseliny, pH klesa.

Titracni kyselost (TK) je definovana jako mnozstvi titru potfebného k stechiometrické
reakci s kyselinami v mléce. TK je méfitkem celkové kyselosti v potravinarskych vyrobcich.
TK se casto pouziva ke sledovani kyselosti mléénych vyrobkil, protoze vétSina mlécnych
fermentaci produkuje kyselinu mléénou. Zakladni postup spociva v tom, ze se roztok hydroxidu
sodného (0,25 mol.I'") ptidava do mléka nebo do predem upravenych vzorki jinych mléénych
vyrobki, za pfitomnosti indikatoru fenolftaleinu. Kone¢ny bod neutralizacni reakce mezi
NaOH a kyselinou je indikovan zménou barvy vzorku na svétle razovou (pH 8,3 — bod
ekvivalence fenolftaleinu) (Zhang & Metzger 2009). Spotieba NaOH pfi titraci ur¢i hodnotu
TK - 1 ml 0,25 mol.I'! NaOH odpovid4 1 °SH. Buvoli mléko mé primémé 7,15 + 1,23 °SH
(Visentin et al. 2017). Obsah kyseliny mlééné se pohybuje od 0,05 % do 0,20 %, mlezivo ma
vyssi kyselost nez zralé mléko (Ahmad et al. 2013).

3.1.5.3.2 Elektrickd vodivost

Je definovana jako mira elektrického odporu roztoku v prevracenych ohmech
(mhos). Pouziva se k hodnoceni celkového iontového obsahu mléka, podil na vodivosti maji
sodikové, draselné a chloridové ionty. Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi sodiku a chloridi se
zvySuje pii zanétu mlécné zlazy, pouziva se ke stanoveni klinickych ptipadd mastitidy hlavné
v chovu skotu. Vétsina mlécnych vyrobki Spatné vede elektrinu. Specificka elektricka vodivost
buvoliho mléka je primémé 9,17 £ 1.51 mmhos niz8i, v porovnani s mlékem kravskym
11,12 £ 1.56 mmhos (El-Salam & EIl-Shibiny 2011). Lze ocekavat, ze zvySeni koncentrace
mlécné susiny zvysi mérnou vodivost, ale vztah neni tak linearni, kvuli extrémné slozité
rovnovaze soli mezi koloidni a rozpustnou fazi. Pfitomnost tuku ma tendenci snizovat mérnou
vodivost. Bylo také pozorovano, ze vyvoj kyselosti, ke kterému dochazi béhem fermentace,
zvySuje vodivost v dusledku pfemény vapniku a hot¢iku na iontové formy. Elektrickou
vodivost lze tedy pouzit pfi monitorovani procesu fermentace jogurtu a jinych fermentovanych
produkta (Kailasapathy 2015).

3.1.5.3.3 Redox potencidl

Oxidacné — redukeéni potencial mléka je vyjadren ve voltech. V mléce zavisi na obsahu
rozpuiténého kysliku, kyseliny askorbové, cystinu, cysteinu a na pH. Cerstvé buvoli mléko ma
hodnotu oxida¢né redukéniho potenciadlu mezi + 0.129 a + 0.469 V (prumémé + 0.310 V)
pti 30 °C, vyssi nez u mléka kravského (+ 0.258 V) (Murtaza et al. 2017). Béhem fermentace
mléka spotiebovavaji aerobni bakterie rozpustény kyslik a snizuji napéti kysliku v mléce, coz
podporuje rust anaerobnich bakterii. Mikrobialni kvalita mléka se nékdy posuzuje pomoci testu
redukce methylenovou modii, ktery je zalozen na tomto principu (Kailasapathy 2015).
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3.1.5.3.4 Viskozita

Viskozita buvoliho mléka je kolem 2.25 mPa.s pfi 20 ° C, zavisi na metabolismu, stavu
a vyzive jednotlivé buvolice. Viskozita vSech kapalin zavisi na teplot¢, stejné je to i u mléka a
mlécnych vyrobki navic zavisi i na koncentraci a stavu kaseinovych micel a tukovych kulicek.
Homogenizace rozklada tukovou kulicku na mnoho malych kulicek, a tim zvySuje viskozitu
mléka a smetany. Kaseinové micely mléka pfispivaji k viskozit¢ mléka vice nez jiné mlécné
slozky, naptiklad hydratace bilkovin mtize zptisobit zvyseni viskozity. ZvySeni teploty zptisobi
vyrazné snizeni viskozity. Viskozita mléka a smetany je zodpovédna za pocit ,,bohatosti* pii
konzumaci spotiebiteli (Kailasapathy 2015).

3.1.5.3.5 Tepelné vlastnosti

Pienos tepla hraje dilezitou roli v mnoha operacich zpracovani mléka a mlécnych
vyrobkl. Ve vétsin€ pripadl je zadouci maximalizovat rychlost pfenosu tepla, to vede k
ekonomickym vyhodam a obecné k lepsi kvalité produktu. Pti zahtati mléka se objem zvétSuje,
koeficient tepelné roztaznosti buvoliho mléka se standardnim slozenim (7 % tuku) je 1,3 az 6 %
pfi zahiati ze 5 na 40 °C (Murtaza et al. 2017).

Tepelna stabilita mléka je dana hlavné slozenim bilkovin a koncentraci riznych soli
ptitomnych v koloidnim a iontovém stavu. Pfi urCovani tepelné stability mléka hraje zésadni
roli pH, jelikoZ ovliviiuje molekularni disociaci kaseinovych slozek, a tak tvorbu agregovanych
proteinovych komplexti prostfednictvim interakci protein - protein. Vysokoteplotni zpracovani
by mohlo zplsobit Maillardovy reakce mezi aminoskupinami aminokyselin lysinu a
karbonylovou skupinou laktézy za vzniku hnédych polymert (Kailasapathy 2015). Buvoli
mléko je méné tepelné stabilni nez kravské, pficinou je vysoky obsah tuku, vapniku a nizka
obsah mocoviny. Byly hlaSeny vysoké negativni korelace (R, 0,65 a 0,75) mezi obsahem tuku,
vapniku a tepelnou stabilitou u buvoliho mléka. Nizka hladina mocoviny v buvolim mléce
(17,5 mg.100 ml™") ve srovnani s kravskym (40 mg.100 ml') je povazovadna za faktor
odpovédny za nizkou tepelnou stabilitu buvoliho mléka (El-Salam & El-Shibiny 2011).

Tepelna vodivost oznacuje rychlost prenosu tepla skrz material (jak rychle se mléko
ochladi nebo zahieje). Tepelna vodivost mléka pfti 42 °C piiblizné 0.5487 az 0.5937 W.m? K
(primérné 0.5689 W.m™? K). Tepelnd vodivost vyrazné klesa s narGistem bud tuku nebo
celkovych pevnych latek (Kailasapathy 2015; Murtaza et al. 2017).

Tepelné zpracovani mléka (napf. pasterizace a sterilizace) se Casto pouziva k
prodlouZeni trvanlivosti mléka. VIiv tepla na mléko miiZze zplsobit zménu jeho texturnich
vlastnosti. Naptiklad kdyZz se jogurtovd smés zahteje na vice nez 65 °C, molekuly
B-laktoglobulinu se zacnou odvijet a interagovat s k-kaseinem za vzniku disulfidovych
vazeb. Pfi vyrob¢ jogurtli je tepelné zpracovani vyhodné, jelikoz pfi denaturaci syrovatkové
bilkoviny se zvysuje jejich schopnost zadrzovat vodu. Tepeln€ neosetfend jogurtova smés nebo
nedostatecné tepelné oSetfeni jogurtové smesi vede k synerezi béhem skladovani, to zpisobuje
vylucovani vody z jogurtového gelu na povrch, coz miize spotiebitele odradit. Vysokoteplotni
zpracovani by mohlo iniciovat Maillardovy reakce mezi aminoskupinami lysinu a
karbonylovou skupinou laktézy za vzniku hnédych polymert (Kailasapathy 2015). Interakce
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k-kaseinu se syrovatkovymi bilkovinami naopak neni zadouci pfi vyrobé syrt, jelikoz snizuje
schopnost srazeni, proto se mléko urcené k vyrobé syrii Setrné pasteruje.

3.1.5.3.6 Osmolalita a osmoticky tlak

Osmolalita je mira celkového poctu rozpusténych castic v daném objemu roztoku,
udava se v osmlLkg™!. Osmolalita je jednou z koligativnich vlastnosti (tzn. zavisi na koncentraci
rozpusténych castic, nikoli na jejich vlastnostech) mléka spolu s bodem mrazu a bodem varu. Za
osmolalitu je zodpoveédna celkova koncentrace rozpusténych latek.

Pii dané hmotnosti plati, ze ¢im mensi molekuly, tim vys$si bude osmoticky
tlak. Osmoticky tlak mléka je zcela konstantni a rovna se osmotickému tlaku krve. Ve vysledku
jsou rozdily v rozpusténych latkach v normalnim mléce malé (méni se zejména laktdza)
(Kailasapathy 2015).

3.1.5.3.7 Bod mrznuti

Bod mrznuti buvoliho mléka je v rozmezi - 0,552 az - 0,558 °C, coz je méné nez u
kravského mléka (-0,525 °C) (Ahmed et al. 2013) Bod mrznuti souvisi s rozpustnymi slozkami
v mléce. Laktoza, draslik, sodik a chloridy jsou hlavni slozky mléka odpoveédné za ovliviiovani
bodu mrazu (asi z 75 az 80 %). Bod mrznuti je stabilni, a proto je povazovan za pomérné
konstantni vlastnost mléka. Bod mrznuti se méti jako rutinni zkouska k urceni, zda bylo mléko
ziedéno vodou a je pouzito jako zdkonnd norma (El-Salam & El-Shibiny 2011;
Murtaza et al. 2017).

3.1.5.3.8 Bod varu

Teplota varu mléka je vyssi nez u Cisté vody kviili rozpuSténym slozkam. Slozky mléka
ve skutecném roztoku jsou hlavné odpovédné za zvySeni bodu varu pii teploté vyssi
nez 100 °C. Bod varu mléka je 100,17 °C. Bod varu je mozné pouzit pro detekci pridané vody
do mléka, ale stanoveni bodu tuhnuti je piesnéjsi a pohodingjsi (Kailasapathy 2015).

3.1.5.3.9 Hustota

Hustota buvoliho mléka pii 20 °C je priblizné¢ 1.030 az 1.032 g.cm™, u kolostra je
hustota vy$si okolo 1,037 g.cm™ (El-Salam & El-Shibiny 2011). Teplota ovliviiuje hustotu,
s rostouci teplotou klesa hustota mléka, protoze mléko se pti zahtati rozpina. Hustota souvisi
s obsahem tuku a podilem tukuprosté susiny v mléce (vCetné bilkovin, laktdzy a soli). Protoze
mlécny tuk je nejlehéi slozkou mléka, zvySeni procenta tuku se snizi hustota mléka nebo
mlécnych smeési (Kailasapathy 2015).

3.1.5.4 Technologické vlastnosti

Mléko je slozitd biologicka tekutina, ziviny jsou v tekutiné ve tfech moznych
fyzikalnich fazich: emulze, koloidni disperze a roztok. Rzné interaktivni sily mezi slozkami
mléka urcuji technologické chovani mléka (Kailasapathy 2015).

Buvoli mléko, vzhledem k vysokému obsahu bilkovin (v€etné kaseinu) a tuku je velmi
dobrou surovinou pro zpracovani, zejména pii vyrobé syrd. Kromé toho mé vysoky obsah
vapniku v kaseinovych miceldch (Tabulka 7), to za nasledek rychlej$i sraZeni sytidlem a
pevnéjsi syfeninu.
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Doba srazeni syfidlem se méni podle velikosti micely. Bornaz et al. (2009) publikovali,
ze podil k-kaseinu klesa se zvétSenim praméru kaseinové micely. Jak uz bylo uvedeno,
kaseinové micely buvolti maji primér okolo 190 nm, coZ je o 10 az 20 nm vétsi nez u kravského
mléka (Ahmad et al. 2009). Micely kaseinu buvoliho mléka jsou vétSi a obsahuji méné
k-kaseinu, coz zpomaluje primarni fazi ptisobeni sytidla, zatimco sekundarni faze je rychlejsi
diky vice vapniku. Syfenina z buvoliho mléka rychle ztraci syrovatku, vysledkem je ze syry
jsou tvrdé a suché. S tim souvisi i pomalejsi proteolyza a hydrolyza tukli znamena, ze je potieba
vice ¢asu k vyvoji chuti a struktury syrt (Bartlowska et al. 2011).

Jednou z podstatnych vlastnosti mléka je rychlost vyvstavani tuku, ktera je urcena
disperzi tuku spolu s koncentraci aglutininti. Vyvstavani je ovlivnéno velikosti tukovych
globuli, ale také pfitomnosti nativniho proteinu (imunoglobulin M). Velké tukové kulicky
migruji vyssi rychlosti a pfi srazce s ostatnimi vytvari agregaty. Cely proces je katalyzovan
kryoglobulinem (imunoglobulin M), ktery se vysrazi na povrchu ochlazujicich tukovych
globuli. Buvoli mléko se vyznacuje vyS$im stupném vyvstavani smetany, ktery souvisi
s nedostatkem kryoglobulinu (Fox 2003; Barlowska et al. 2011).

Buvoli mléko diky svému vy$simu obsahu tuku, tukuprosté susiny a celkové susiny,
poskytuje relativné vice smetany, masla, syrd, kondenzovaného miléka a dalSich mlécnych
vyrobkl. Oddélovani smetany a stloukani masla je usnadnéno vétsi velikosti tukovych kulicek
a vysSim podilem pevného tuku v buvolim mléce. Vyssi podil pevného tuku ¢ini buvoli maslo
tvrdSim a méné roztiratelnym. Emulgacni kapacita buvoliho mlééného tuku je lepsi diky
vy$§imu podilu (50 %) triacylglyceroli obsahujicich kyselinu méaselnou (Murtaza er al. 2017).

3.1.5.5 Vyznam pro lidskou vyZivu

MIléko je témét kompletni a vyzivna slozka lidské stravy a prvni potrava novorozenct a
dalsich savcu, kterym poskytuje vSechny potiebné Ziviny pro spravny rust a vyvoj. Neni pochyb
o tom, ze mléko a mlééné vyrobky hraly klicovou roli pii rozvoji lidské civilizace, jelikoz
dodavaly vétsSinu zakladnich Zivin ve vyznamném mnozstvi (Khan et al. 2007). Buvoli mléko
je bohatsim zdrojem tuku, bilkovin, laktézy a minerald ve srovnani s kravskym mlékem, takze
jej lze povazovat za vyzivnéjsi také pro cloveka.

Mléko je bohaté na nekolik Zivin podporujicich zdravi kosti, jako jsou bilkoviny,
vapnik, fosfor, hot¢ik, draslik a zinek. Kromé téchto Zivin existuje v mléce mnoho biologicky
aktivnich peptid, které se mohou uvoliiovat béhem traveni nebo fermentace z jadra
proteinu. Existujici diikazy naznacuji, ze po perordlnim podani bioaktivni peptidy pozitivné
ovlivituji hlavni télesné systémy, jako je kardiovaskuldrni, travici, imunitni a nervovy systém
(v zavislosti na jejich aminokyselinové sekvenci). Biologicky aktivni peptidy maji dale
antioxidacni, antitrombotické, antimikrobialni, antihypertenzni a imunomodulac¢ni ucinky
(Reddi et al. 2018).

Buvoli mléko obsahuje méné celkového a volného cholesterolu (275 a 212 mg/100 g
tuku) ve srovnani s kravskym mlékem (330, respektive 280 mg/100 g tuku). Buvoli mléko je
zdravéjsi nez kravské mléko, pokud jde o nizSi koncentraci cholesterolu a vyssi obsah
nenasycenych mastnych kyselin. Dale obsahuje vice tokoferolu 334 pg/kg, oproti 312 pg/kg v
mléce kravském (Murtaza et al. 2017).
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3.1.6 Mlécné vyrobky

V Ceské republice je farma produkujici buvoli mléko a dalsi mlééné vyrobky (jogurty,
syr labneh a ricottu). Déle planuji do svych produkti pfidat Mozzarellu, asi nejznamé;jsi buvoli
mléény vyrobek. Pro dalii rozsifeni vyroby mléénych produkti z buvoliho mléka v CR, by bylo
potieba zvysit produkci mléka a rozsifit technologii zpracovani.

Buvoli mléko se da zpracovat obdobn¢ jako mléko kravské. V nekterych ptipadech je
ale nutné upravit vyrobni postupy, jelikoz nékteré chemicko-fyzikdlni parametry jsou
u buvoliho mléka odlisné oproti kravskému.

3.1.6.1 Jogurt

Buvoli mléko se pouziva k vyrobé jogurti, které jsou velmi popularni v zemich kolem
Stfedomofi, zemi Stfedniho vychodu, jizniho Ruska a na indickém subkontinentu. Buvoli
mléko obsahuje asi dvakrat tolik tuku nez kravské mléko a vyssi mnozstvi celkové susiny a
kaseinu, takze je velmi vhodné pro zpracovani na rizné druhy jogurtii. Vysledny produkt je
krémové textury a ma bohaty chutovy profil. Jogurtové vyrobky jsou bézné dopliovany
probiotickymi kulturami, jako jsou Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei a
bifidobakterie, které zvySuji jejich vyzivnou hodnotu a umoziuji uplatnéni na trhu jako funkéni
potravina (Han et al. 2012).

3.1.6.2 Syry

Syry z buvoliho mléka jsou po celém svété stale popularngjsi; buvoli mléko je
preferovanou komoditou pii pfipravé mnoha druhd, zejména mekkych, polotvrdych, tvrdych a
nekterych nakladanych syrt. Syry z buvoliho mléka vykazuji typické strukturni a texturni
vlastnosti a diky své jedine¢né povaze maji mnohem lepsi smyslové vlastnosti. Nékteré druhy
syril se vyrabéji ze syrového mléka, ale vétSina se vyrabi z pasterizovaného mléka, jehoz slozeni
(napt. pomeér tuk: bilkoviny) mize byt standardizovano.

V mnoha zemich se buvoli mléko pouziva k vyrobé¢ tradi¢nich syrti. Syry se mohou délit
podle obsahu vody na mékké (vice nez 68 % hm. vody v tukuprosté hmot¢ syra), polotvrdé
(55-68 % hm. VVTPH) a tvrdé (mén¢ nez 55 % hm. VVTPH). Mezi m¢kké syry z buvoliho
mléka se fadi Karish, Mish a Domiati (Egypt), Madhfor (Irdk), Mozzarella a Ricotta (Italie),
Alghab (Syrie), Vladeasa (Rumunsko). Polotvrdy syr je naptiklad Beyaz peyneri z Turecka.
Mezi tvrdé syry se fadi Braila (Rumunsko), Rahss (Egypt), Balkansky syr (Bulharsko) a
Akkawi (Syrie).

Nejbeznéjsi klasifikace syrt se provadi podle typu koagulace: enzymaticka (sytidlem),
nebo kyseld koagulace (okyseleni pfidanim kyseliny nebo produkci kyselin mléénymi
bakteriemi). Mnoho syrti podléhd smisené koagulaci (kyselé i enzymaticke), i kdyz v n€kterych
z nich pfevazuje koagulace kyselinou, zatimco v jinych pfevazuje enzymaticka.
Ve sttedomoiské oblasti se vétSina syrd vyrabi pomoci kyselého srazeni. U nékterych syra
prochazi mléko pouze spontannim okyselenim (Domiati, Karish, Mish, Madhfor, Alghab).
U jinych syri je okyseleni podporovano pfidanim startovacich kultur mléénych bakterii
(Vladeasa, Beyaz peyneri) nebo ptirodnich syrovatkovych kultur (Mozzarella).
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Nekteré syry se konzumuji Cerstvé, tj. jen nékolik dni po zpracovani, jelikoz se kvuli
vysokému obsahu vody rychleji kazi (Karish, cerstvy syr z Iraku, Mozzarella, Ricotta, Alghab,
Labneh), jiné zraji a konzumuji se i po n¢kolika mésicich. Zvlasté mekké syry je mozné
konzervovat pomoci slaného nélevu a prodluzit tak dobu spotieby. U syri Domiati a Akkawi
se ptidava stl do mléka pied zpracovanim, tento zpisob vyroby je v Egypt¢ a Syrii velmi bézny
a je odvozena z potieby pfidavat do mléka bakteriostatika, aby se omezila spontanni mikrofléra
béhem zpracovani. Labneh je mekky syr (prumérny obsah suSiny je 23 %), ktery pochazi ze
Stredniho vychodu. Vyrabi se ze soleného jogurtu, a to jeho odvodnénim na pozadovany obsah
susiny. Diky tomu si zachovava vyraznou nakyslou chut’ jogurtu a méa krémovou konzistenci.
(Borghese 2005; Hofi 2013; Murtaza et al. 2017).

3.1.6.3 Maslo

Primyslové maslo se vyrabi stloukdnim smetany. Zvlastnosti buvoliho masla je jeho
barva, kterd je mnohem bélejsi nez u kravského maslo, a to kviili nedostatku karotenoidd.
Vyroba 1 kg masla vyzaduje 10 kg buvoliho mléka (Menard et al. 2010) Ghee je ptepusténé
maslo zbavené vody, bilkovin a dalSich zbytkovych latek v masle, 98-99 % tvoii mlécny tuk.
Je velmi popularni v Egypté a cenén v pekafském pramyslu.
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4 Metodika
4.1 Vzorky mléka

Vzorky mléka pochazely z Buvoli farmy Ohat. Celkem bylo analyzovano 10 vzorka
buvoliho mléka, které byly odebirany od zati 2020 do biezna 2021 a 1 vzorek mlé¢ka kravského.
Analyzované mléko nebylo tepelné Setfeno, po nadojeni bylo zchlazeno a po pfevozu do
laboratofe analyzovano.

4.1.1 Buvoli farma Ohar

Buvoli farma Ohai je jedinou farmou v Ceské republice zaméfujici se na produkci
buvoliho mléka a mléénych vyrobkt.. Nachazi v Jiho¢eském kraji v okrese Pisek, 28 km severné
od Pisku a 16 km jizn¢ od Pfibrami. Na buvoli farm¢ ohatf maji celkem 20 buvold, z ¢ehoz
v dobé¢ odbéru vzorki produkovalo mléko primérné 6 buvolic.

Farma hospodaii v rezimu ekologického zemédélstvi, mléko a mlééné vyrobky jsou tudiz
biopotraviny. Z mléénych vyrobkd pfimo na farmé vyrabi jogurty, kefiry a syry (labneh a
ricottu).

Jedna se o pastevni chov, ptes 1éto jsou buvoli nepfetrzité na pastve. Jejich krmeni tvoii
travni porost a mineralni lizy podavané ad libitum. Od listopadu do unora podle pocasi a
sn¢hové pokryvky jsou ustdjeni v zimovisti. Zde jsou krmeni senazi a senem v poméru 2:1
s pridavkem biogranuli.

Po oteleni zlistava narozené¢ mladeé 3 — 4 dny s matkou. Poté je dalSich 10 dni krmeno
mlékem od matky, na farmé nepouzivaji k odchodu mlad’at susené mlééné nahrazky. Od 4 dne
ma mlade pfistup k vode, senu a biogranulim.

Buvolice jsou dojeny 2x denné, pti snizovani produkce mléka ke konci laktace 1x denné.
Primérné délka laktace je 8 — 9 mésici (240 — 270 dni). Primémy denni nadoj je okolo 7 litra
mléka.

4.2 Stanoveni obsahu laktozy

4.2.1 Stanoveni metodou podle Luff-Schoorla

4.2.1.1 Pouzité chemikailie a laboratorni pomiicky

Analyticka vaha

Byreta (25 ml) Carrezovo c¢ifidlo I
Digestot Carrezovo citidlo 11
Filtra¢ni papir, nalevka Jodid draselny
Odmérna banka (100 ml) Kyselina sirova 25%
Odmérny valec (20 ml) Luffiv roztok
Parafilm Skrobovy maz

Pipety (25ml, 10 ml, 5 ml) Thiosiran sodny 0,1 M

Titracni banka (250 ml)
Vodni lazen
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4.2.1.2 Priprava zasobnich roztoki

Carrez I je 15% roztok octanu zine¢natého (ZnSOs4). Pro pfipravu bylo nutné spocitat
navazku krystalického octanu zine¢natého, ktery byl kvantitativné pteveden do 100 ml odmémné
baiiky, doplnén vodou a ditkladné€ rozpustén.

Stejnym zptisobem bylo pfipraveno ¢ifidlo Carrez 11, 30% roztok hexakyanoZeleznatanu
draselného (K2[Fe(CN)s]). Dana navazka byla ptevedena do 100 ml odmérné banky, doplnéna
vodou a rozmichana.

Dal$im roztokem potiebnym ke stanoveni je Luffiv roztok, ktery obsahuje dodekahydrat
uhli¢itanu sodného (Na2CO3+10 H20), kyselinu citronovou (C¢HgO7°H20) a siran méd’naty
(CuS04°H20). Byli ptipraveny 3 dil¢i roztoky, které se nakonec smisily. Roztok uhli¢itanu
sodného byl pfipraven navazenim 143,8 g bezvodého Na,COs, ktery byl rozpustén ve 300 ml
teplé vody. Roztok siranu méd’natého byl pfipraven navazenim a rozpusténim 25 g CuSO4*H>0
v 50 ml vody. Pfi pfipravé roztoku kyseliny citronové bylo navazeno 50 g CsHgO7°H20 a
nasledné rozpusténo v 50 ml destilované vody. Pfipravené roztoky byly smichany tak, ze za
opatrného michani byl roztok kys. citronové pfidan do roztoku uhli¢itanu sodného, nasledn¢
byl ptidan vychladnuty roztok siranu méd’natého a objem byl doplnén destilovanou vodou na
1 litr. Vysledné Luffovo ¢inidlo se nechalo pies noc usadit a poté ptefiltrovalo.

Roztok thiosiranu sodného (0,1 M) se pfipravuje rozpusténim daného vypocitaného
mnozstvi pentahydratu thiosiranu sodného (Na>S>03+5 H>O). Vypocet navazky byl proveden
podle vzorce:

mNazszo3 = MN325203 * CN325203 * V

MNa,s,05 navazka pentahydratu thiosiranu sodného [g]
Mya,s,04 molarni hmotnost Na»S>035 H2O (248,18 g.mol ™)
CNa,S,05 koncentrace vysledného roztoku (0,1 mol.I'")

% objem vysledného roztoku [1]

Navazené mnozstvi se prevede do odmérné banky, doplni destilovanou vodou a rozpusti.

Kyselina sirova byla pfipravena nafedénim 96% kyseliny sirové destilovanou vodou na
25% roztok. Nejdiive bylo spocitdno potfebné mnoZstvi kyseliny sirové a destilované vody.
Pro piipravu 500 ml 25% roztoku kys. sirové bylo pouZzito 130 ml 96% H>SO4 a 370 ml
destilované vody. Redéni se provadi nalivanim kyseliny do vody. Do kadinky bylo odméfeno
pottebné mnozstvi vody a poté byla postupné ptidavana kyseliny sirova. Pfi této reakci se
uvoliiuje velké mnozstvi tepla, proto aby nedoslo k prasknuti kadinky, je nutné ptidavat
kyselinu postupné a pomalu.

Skrobovy maz je 2% roztok $krobu. Pro piipravu 50 ml roztoku, bylo navazeno 1 g §krobu
a rozpusténo v 49 ml vody. Cely roztok bylo potieba zahrat, aby se Skrob rozpustil.

Na Obrazku 6 jsou pripravené zasobni roztoky.
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Obrazek 6: Pripravené zasobni roztoky. Zleva: Carrez II, Carez I, Luffav roztok, kyselina
sirova, thiosiran sodny, skrobova maz.

4.2.1.3 Princip stanoveni

Luff-Schoorlova metoda vyuziva redukéni schopnosti redukujicich sacharidt. Laktoza
(redukujici cukr) za zvysené teploty v alkalickém prostfedi redukuje méd'naté soli pochazejici
z Luffova roztoku na oxid médny. Kyselina citronova z Luffova roztoku tvoii komplex
s Cu'? ionty, a tak zabrafiuje vzniku hydroxidu méd'natého v alkalickém prostiedi. Alkalické
pH prostiedi je upraveno mnozstvim uhli¢itanu sodného.

M¢édnaté ionty, které nezreagovali s laktdzou jsou ve vzorku stanoveny jodometricky. Po
okyseleni roztoku kyselinou sirovou, volné méd’naté ionty v roztoku oxiduji jodid draselny a
vznika jod.

2CuSO4+4KI=>2Cul| +2K> S04+ 1>

Mnozstvi vytvoreného jodu je stanoveno titraci thiosiranem sodnym za piitomnosti
Skrobového indikatoru.

I>+ 2 Na2S0203 = 2 Nal + Na2S040¢

Skrobovy maz s jodem tvoii typické tmavé modré zbarveni. Titrace je ukonéena po
dosazeni vysledné smetanové barvy roztoku.

4.2.1.4 Pracovni postup

Prvnim krokem pfi stanoveni laktézy podle Luft-Schoorla je natedéni vzorku mlé¢ka a
jeho ¢ifeni. Cifenim se ze vzorku mléka odstranéni hlavné bilkoviny a tuk.

Do 100 ml odmérné baiiky bylo navazeno 10 g vzorku buvoliho mléka, ktery byl doplnén
0 30 ml destilované vody a 3 ml roztoku Carrez II. VSe bylo promichano a poté ptidano 3 ml
roztoku Carrez 1. Nasledovalo doplnéni destilovanou vodou po rysku odmérné banky, zajisténi
hrdla parafilmem a disledné protfepani. Vznikla srazenina byla filtrovana pies filtra¢ni papir.

Do titracni baiiky bylo odpipetovano 25 ml Luffova roztoku, k nému ptidano 10 ml ¢irého
filtratu vzorku a 15 ml destilované vody. Roztok v titra¢ni bance byl promichan a 10 minut
zahtivan ve vodni lazni pfti teploté 90 °C. Po uplynuti doby byly titracni baiiky vyndany a obsah
banky ochlazen pod proudem studené vody. Po zchladnuti roztoku byly pfidany 3 g jodidu
draselného a michanim rozpustény. DalSim krokem bylo pfidani 25 ml 25% kyseliny sirové,
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tento krok se musel provadét v digestofi s velkou opatrnosti, aby nedoslo ke vzkypéni obsahu
barnky po pfidani kyseliny. Barevné zmény jsou vyobrazeny na Obrazku 7.

Obrazek 7: Barevné zmény v prib&hu stanoveni. Vlevo: roztok po vyndani z vodni lazn¢ a
ochlazeni. Vpravo: roztok po ptidani KI a H>SOa.

Po diisledném promichani byla na tad¢ titrace 0,1 M thiosiranem sodnym. Po piechodu
z hnédé do svétle hnédé barvy bylo do roztoku pfidano 5 ml skrobového mazu. Roztok byl
nasledné dotitrovan do smetanové barvy. Byla odectena hodnota thiosiranu sodného
spotfebovaného k titraci vzorku. Zmény barvy v priibéhu titrace jsou zobrazeny na Obrazku 8.

Obrazek 8: Zmény barvy v prubéhu titrace. 1. roztok pred titraci. 2. roztok pred ptidanim
Skrobového mazu. 3. roztok po piidani Skrobového mazu. 4. konec titrace.

Stejnym zptisobem byl proveden slepy pokus, s tim rozdilem ze misto filtratu vzorku byla
pouzita destilovana voda (25 ml).

4.2.1.5 Vypocet obsahu laktozy

Obsah laktozy byl vypocitan ze spotieby 0,1 M thiosiranu sodného pouzitého pfi titraci
podle vzorce:

i b *1,0526 % F
Obsah laktézy [%] = — 100
a navazka mléka v odpipetované podilu vzorku [g]
b g laktozy odpovidajici spotfebé Na>S>03 podle Tabulky 8
F faktor pro objemovou korekci na srazeninu vzniklou vycefenim mléka [0,987]
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Tabulka 8: Stanoveni laktozy polde Luff-Schoorla (LukeSova 2010)

Celé ml Desetiny ml roztoku Na»S>03

roztoku

N2S205 0 1 2 3 4 : 5 6 7 8 9

0.1 mol/l mg laktozy
1 3,60 3,97 4,34 4,71 5,08 5,45 5,82 6,19 6,56 6,93

7,30 7,67 8,04 8,41 8,78 9,15 9,52 9,89 10,26 10,63

3 11,00 11,37 11,74 12,11 12,48 12,85 13,22 13,59 13,96 14,33
4 14,70 15,07 15,44 15,81 16,18 16,55 16,92 17,29 17,66 18,03
5 18,40 18,77 19,14 19,51 19,88 20,25 20,62 20,99 21,36 21,73
6 22,10 22,47 22,84 23,21 23,58 23,95 24,32 24,69 25,06 25,43
7 25,80 26,17 26,54 26,91 27,28 27,65 28,02 28,39 28,76 29,13
8 29,50 29,87 30,24 30,61 30,98 31,35 31,72 32,09 32,46 32,83
9 33,20 32,57 33,94 34,31 34,68 35,05 35,42 35,79 36,16 36,53
10 37,00 37,38 37,76 38,14 38,52 38,90 39,28 39,66 40,04 40,42
11 40,80 41,18 41,56 41,94 42,32 42,70 43,08 43,46 43,84 44,22
12 44,60 44,98 45,36 45,74 46,12 46,50 46,88 47,26 47,64 48,02
13 48,40 48,78 49,16 49,54 49,92 50,30 50,68 51,06 51,44 51,82
14 52,20 52,58 52,96 53,34 53,72 54,10 54,48 54,86 55,24 55,62
15 56,00 56,39 56,78 57,17 57,56 57,95 58,34 58,73 59,12 59,51
16 59,90 60,29 60,68 61,07 61,46 61,85 62,24 62,63 63,02 63,41
17 63,80 64,19 64,58 64,97 65,36 65,75 66,14 66,53 66,92 67,31
18 67,70 68,10 68,50 68,90 69,30 69,70 70,10 70,50 70,90 71,30
19 71,70 72,10 72,50 72,90 73,30 73,70 74,10 74,50 74,90 75,30
20 75,70 76,11 76,52 76,93 77,34 77,75 78,16 78,57 78,98 79,39
21 79,80 80,21 80,62 81,03 81,44 81,95 82,26 82,67 83,08 83,49
22 83,90 84,31 84,72 85,13 85,54 85,95 86,36 86,77 87,18 87,59
23 88,00 88,42 88,84 89,26 89,68 90,10 90,52 90,94 91,36 91,78
24 92,20 92,62 93,04 93,46 93,88 94,30 94,72 95,14 95,56 95,98
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4.2.2 Stanoveni laktozy pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci

Lakto6za byla stanovena pomoci ptistroje MilkoScan FT 120. Tento pfistroj pouziva pro
stanoveni slozek v mléce infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci.

4.2.2.1 MilkoScan FT 120

Pristroj MilkoScan FT 120 (Obrazek 9) méfi slozky mléka pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci. Vyuziva se v laboratofich pro vyzkumnou ¢innost,
ale i vpraxi (mlékarny, vyroba mlécnych vyrobkil) hlavné ke kontrole kvality mléka a
mlécnych vyrobki, analyze slozeni mléka pii stanoveni ceny syrového mléka a kontrole
findlnich mléénych produkta.

p— X WM

Obrazek 9: MilkoScan FT 120

Ptistroj tvoii 2 ¢asti, vlastni métici jednotka a osobni pocitac, ktery slouzi k fizeni vSech
operaci a pro vizualizaci a ukladani namétenych dat (Obrazek 10).

RYRMIN \'“

Obrazek 10: MilkoScan FT 120 — méfici jednotka a osobni pocitac
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Mg¢fici jednotka slouzi ke stanoveni mnozstvi jednotlivych slozek mléka, méfenim jejich
absorbance. Schéma jednotlivych ¢asti méfici jednotky MilkoScan FT 120 je zndzornéno na
Obrazku 11. Vzorek mléka je bez Gipravy piimo nasdvan pomoci vibra¢ni nasavaci pipety do
méfici jednotky. Prochazi ohiivaci jednotkou, kterd vzorek zahieje na 39 °C. Nasleduje
homogenizace, mléko je pomoci vysokotlakého cerpadla vhanéno do homogenizatoru pod
tlakem 200 bart. Po ohtati a homogenizaci pfichazi vlastni méteni, kdy je vzorek pftes filtr
davkovan do kyvety, kde je zmétena absorbance IR zafeni latkami. Po analyze je vzorek mléka
vypustén do nadoby s odpadem. K celému systému je pfipojen nulovaci a ¢istici roztok.

Hef

9.
1. Vibracni nasavaci pipeta 6. Kyveta s filtrem
2. Vibracni motor 7. Pritokové spinaci ventily
3. Ohfivaci jednotka 8. Ventily a potrubi pro Cistici a
4. Vysokotlaké cerpadlo nulovaci roztok
5. Homogenizator 9. Cistici a nulovaci roztok

Obrazek 11: Schéma métici jednotky pfistroje MilkoScan FT 120 (upraveno Sevcov 2018)

4.2.2.2 Princip méreni

Ptistroj MilkoScan méfi absorpci IR zafeni, pti vinovych délkach, které jsou specifické
pro stanovitelné komponenty ve vzorku. Pro spravnost méfeni je dilezita kalibrace piistroje,
jelikoz métenad slozka je ovliviiovana i ostatnimi komponenty ve vzorku.

FTIR spektroskopie nejcastéji vyuziva Michelsoniv interferometr (schéma na
Obrazku 12). Zdrojem zafteni je keramicka tyCinka, ktera pii zahtati emituje spojité zareni v
infraCervené oblasti. Interferometr pouziva deli¢ paprski (splitter) k rozd€leni zateni ze zdroje
na dvé Casti, které se odrazi smérem k pevnému a pohyblivému zrcadlu. Tyto dva paprsky se
od zrcadel odrazi zpét na splitter, kde dochazi bud’ k jejich scitani nebo odcitani, a to podle
polohy pohyblivého zrcadla (konstruktivni nebo destruktivni interference). Rekombinovany
paprsek prochazi vzorkem, kde je ¢ast absorbovana a zbytek pokracuje do detektoru. Detektor
zaznamenava signal v zavislosti na meénici se poloze pohyblivého zrcadla (pohyb zrcadla je
sledovan pomoci laseru) a vysledkem je interferogram. JelikoZz je pocatecni zareni
polychromatické, signal prochéazejici vzorkem a dopadajici na detektor obsahuje soucet vSech
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konstruktivnich a destruktivnich interferenci pii vSech mozZnych frekvencich, proto
interferogram obsahuje vSechny spektralni informace tykajici se vzorku. Aby bylo mozné ziskat
interpretovatelné informace, musi byt digitalni interferogram pieveden na konvencni IR emisni
spektrum Fourierovou transformaci.

Pevné zrcadlo

—
4
-
11 11 Vzorek Detektor
11 11!
11 il R
II I; > -— e -
|
N B v
— — Deéli¢ paprski —
Pohyblivé zrcadlo =
Pocitac

Zdroj zareni

Obrazek 12: Schéma Michelsonova interferometru (upraveno podle Clayborne & Morris 2017)

4.3 Stanoveni obsahu vapniku

Stanoveni vapniku v buvolim mléce bylo provedeno chelatometrickou titraci pomoci
chelatonu III za pfitomnosti metalochromniho indikatoru.

4.3.1 Pouzité chemikalie a laboratorni pomucky

Analyticka vaha

Byreta (25 ml) Hydroxid sodny (NaOH) 4 M

Odmérna banka (250 ml) Chelaton III (disodna sal kyseliny
Odmeérny valec (100 ml) ethylendiamintetraoctové) 0,01 M

Pipety (25 ml, 5 ml) Murexid (indikator)

Titracni banka (250 ml)

4.3.2 Priprava zasobnich roztoku

Chelaton III je 0,01 M roztok disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové, ktery byl
pfipraven navazenim krystalického chelatonu IIl a rozpusténim v poZzadovaném mnozstvi
destilované vody. Navazka CH3 byla stanovena vypoctem pomoci vzorce:
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Meys = Meps * cepz * V

Mcys3 navazka chelatonu [g]

Meys molarni hmotnost chelatonu III (372,242 g.mol™')
CcH3 koncentrace vysledného roztoku (0,01 mol.I'")

4 objem vysledného roztoku [1]

Vypocitané mnozstvi CH3 bylo ptfevedeno do odmérné baiky a po rysku doplnéno
destilovanou vodou, po rozpusténi vznikl roztok chelatonu III spozadovanou molarni
koncentraci.

Obrazek 13: Murexid a zasobni roztoky

4.3.3 Princip stanoveni

Pti stanoveni vapniku chelatometrickou titraci dochazi nejdiive k interakci mezi anionty
indikatoru a vdpenatymi ionty Ca’":
Ca?" + H(ing) = Ca’(ina) + H (ina)
Pii titraci jako prvni reaguji s chelatonem (H>Y2) volné Ca** v roztoku mléka:
Ca®* + HY* > CaY> +2 H'

V této fazi je diilezité stalé pH a to z toho diivodu, Ze pii reakcich Ca®" s chelatonem se
uvolnuji protony, a také jelikoz stalost téchto komplext je ovlivnéna hodnotou pH (kyselosti).
Proto se do roztoku pridava NaOH, ktery roztok zalkalizuje (pH 12).

V priibéhu titrace obsah volnych iontli Ca®" klesa, po jejich vyderpani zaéne chelaton
vytésiiovat Ca?’ ionty, které jsou v interakci s indikatorem. A to z toho diivodu, Ze vazba mezi
indikatorem a vapenatymi ionty je mén¢ stala a pfednost dostava vazba s chelatonem:

Ca*(ing)+ HoY? > CaY? + Hing) + 2 H'

Tuto reakci doprovazi zména barvy titrovaného roztoku.
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4.3.4 Pracovni postup

Prvnim krokem bylo nafedéni vzorku. Do 250 ml odmémé baiiky bylo na analytické vaze
navazeno 10 g vzorku buvoliho mléka, doplnéno destilovanou vodou po rysku a dostatecn¢
promichano.

Ke stanoveni bylo pipetovano 50 ml natedéného vzorku do titracni banky. Dale bylo
pfidano 100 ml destilované vody, 5 ml 4M NaOH a 0,2 g indikatoru murexidu. Roztok byl
promichan, aby vznikla stejna riizova barva v celém objemu banky.

Roztok byl titrovan pomoci 0,01 M chelatonu III z rizové na fialovomodrou barvu. Po
dosazeni bodu ekvivalence, a tudiz zméné barvy, byla odeétena spotieba chelatonu III potiebna
k titraci.

Obrazek 14: Bod ekvivalence - zména barvy

Slepy pokus byl proveden stejnym postupem, ale vzorek mléka nahrazen 10 g destilované
vody.

4.3.5 Vypocet obsahu vapniku

Z rovnice Ca?" + H,Y> = CaY? + 2 H' vyplyva, Ze latkové mnoZstvi vapenatych
iontl se bude rovnat latkovému mnozstvi chelatonu III, ktery byl spotfebovan pfi titraci.
nca2+: nsz—Z = 1 : 1 g nca2+ = nsz—Z

Tudiz je obsah vapniku ve vzorku x [mg/100 g] vypocten pomoci vzorce:

(a—b)*0,4xV
*

Obsah vapniku (x) [mg/100 g] = LY
vZ 1

100

a spotieba odmérného roztoku chelatonu III pfi titraci vzorku mléka [ml]
spotifeba odmérného roztoku chelatonu III pfi titraci slepého pokusu [ml]
V objem, na ktery byl vzorek mléka fedén [ml]

m,:  navazka vzorku buvoliho mléka [g]

Vi alikvotni podil pouzity k titraci [ml]

S
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4.4 Pouzité statistické metody

Pro zpravovani vysledkti diplomové prace byl pouzit program Statistka 12.

Pro statistické porovnani metod stanoveni obsahu laktézy byla pouzita statistickd metoda
parovy t-test. Jeho ukolem bylo porovnat tyto dva soubory dat a stanovit p-hodnotu (nejmensi
hladina vyznamnosti, pii které je jest¢ zamitnuta nulova hypotéza). Hodnota p byla porovnana
s hladinou vyznamnosti a, ta byla pfedem stanovena na hodnotu 0,05. Porovnanim bylo
zjiSténo, zda je mezi metodami statisticky vyznamny rozdil ¢i nikoliv.

Pro porovnani obsahu laktézy a vapniku v buvolim a kravském mléce byla pouzita
statistickd metoda dvouvybérovy t-test. Tato metoda slouzi pro porovnani stfednich hodnot
dvou soubort dat. Prvnim krokem pfi této statistické metodé bylo stanoveni F-testu (porovnani
rozptyll) a na zéklad¢ jeho hodnoty rozhodnuti, zda se rozptyly soubort shoduji ¢i nikoliv.
Podle tohoto rozhodnuti, byl vybran bud’ t-test (shodné rozptyly) nebo Welchiv test (rozdilné
rozptyly). Program podle této volby stanovi p-hodnotu, kterd byla porovnana s hladinou
vyznamnosti a (0,05), tim bylo ur¢eno, zda je mezi vysledky stanoveni slozek v buvolim a
kravském mléce statisticky vyznamny rozdil ¢i nikoliv.
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5 Vysledky

5.1 Hodnoceni obsahu laktozy ve vzorcich

5.1.1 Stanoveni laktozy metodou podle Luff-Schoorla

Hodnoty obsahu laktézy uvedené v Tabulce 9 byly stanoveny titraci pomoci metody
podle Luff-Schoorla a pomoci vzorce vyjadieny v procentickém zastoupeni ze vzorku. Byly
provedeny tfi méfeni u kazdého vzorku, ze kterych byl vypocten primér a smérodatna
odchylka. Minimalni hodnota obsahu laktézy ve vzorcich je 4,75 %, maximalni 5,35 %.
Prostfedni hodnota souboru (median) obsahu laktozy je 5,07 %. Pfi porovnani hodnot priméru
a medianu dat bylo stanoveno normalni rozdéleni hodnot, to potvrzuje i histogram umistény
v samostatnych ptilohach (Ptiloha 1).

Tabulka 9: Stanovené hodnoty obsahu laktdzy podle Luff-Schoorla v buvolim mléce [%]

Vzorek 1. méieni 2. méieni 3. méieni Priumér + Sm. odch.

23.09.20 4,97 4,89 5,13 4,99+0,12
Brien 4,94 4,97 4,92 4,94 +£0,03
Halfthorn 5,16 5,05 5,05 5,09 + 0,06
Lindabel 5,05 5,16 5,30 5,17+0,13
Nody 4,79 491 4,87 4,86 +0,06
Twin 5,02 5,08 5,21 5,10+ 0,10
07.12.20 5,16 5,25 5,35 5,25+0,10
25.01.20 5,02 5,11 5,25 5,13+0,11
24.02.21 5,13 5,31 5,16 5,20+ 0,10
12.03.21 5,05 5,21 4,92 5,06+ 0,15
Celkovy prumér: 5,08 + 0,12

5.1.2 Stanoveni laktozy pristrojem MilkoScan

Obsah laktézy ve vzorcich mléka byl soucasné s titraci podle Luff-Schoorla stanoven i
pomoci pristroje MilkoScan FT 120. Analyza buvoliho mléka probihala v kalibrovaném
programu Mléko. V tomto programu MilkoScan FT 120 u vzorku stanovuje procentické
zastoupeni tuku, bilkovin, laktézy, suSiny a tukuprosté suSiny, vzdy ve dvou méfenich.
Kompletni vysledky vzorki mléka stanovené piistrojem MilkoScan FT 120 jsou uvedeny
v ptiloh4ch — Pfiloha 2. V Tabulce 10 jsou naméfené vysledky obsahu laktozy, obé méfeni
s aritmetickym prumérem a celkovy pramér se smérodatnou odchylkou vsech vysledka.

Tabulka 10: Namétené hodnoty obsahu laktdzy v buvolim mléce ptistrojem MilkoScan FT
120

Vzorek 1.méreni 2.méfeni Prumér

23.09.20 4,61 4,61 4,61
Brien 4,52 4,53 4,52
Halfhorn 4,99 4,99 4,99
Lindabel 4,25 4,25 4,25

42



Nody 4,78 4,79 4,79

Twin 4,41 4,42 441
07.12.20 5,07 5,07 5,07
25.01.21 5,05 5,06 5,05
24.02.21 5,09 5,09 5,09
12.3.21 4,99 4,99 4,99

Celkovy prumér: 4,78 + 0,31

5.1.3 Statistické porovnani metod stanoveni laktozy

Pro statistické porovnani metod stanoveni obsahu lakt6zy byla pouzita statisticka metoda
parovy t-test. Byli dosazeny primérmé hodnoty obsahu laktézy obou metod a pomoci t-testu
stanovena p-hodnota (0,011), ta byla porovnédna s hladinou vyznamnosti a (0,05). Vysledky
t-testu jsou uvedeny v Tabulce 11. Hodnota p je mensi nez a, to znamena ze existuje statisticky
vyznamny rozdil mezi stanovenim obsahu lakt6zy pomoci Luff-Schoorlovi metody a pfistrojem
MilkoScan FT 120.

Tabulka 11: Vysledky t-testu — porovnani metod Luff-Schoorla a MilkoScan FT 120

t-test pro zavislé vzorky (Luff-Schoorl vs. MilkoScan FT 120)
Oznac. rozdily jsou vyznamné na hlad. p <,05000

Primér Sm.odch. N  Rozdil Sm.odch. t sV P

Proménna

rozdilu
Luff-Schoorl 5,079 0,121
MilkoScan 4,777 0,308 10 0,302 0,297 3,218 9 0,011

Z krabicovém grafu (Obrazek 15) je zfejmé, ze MilkoScan mél vyssi rozptyl vysledkt
stanoveni obsahu laktézy, vyssi smérodatnou odchylku a niz$i primér oproti stanoveni
metodou Luff-Schoorla. V krabicové grafu nejsou odlehlé body, coz znaci Zze v souboru dat
by se nemé¢li vyskytovat hodnoty, které by zkreslovali vysledky stanoveni.

Erabicovy graf
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Obrazek 15: Krabicovy graf — porovnani metod Luff-Schoorl a MilkoScan
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5.1.4 Porovnani obsahu laktozy v buvolim a kravském mléce

Obsah laktézy v buvolim i kravském mléce byl stanovovan obéma metodami. Stanoveni
rozdilu mezi obsahem laktdzy ve vzorcich obou mlék bylo provedeno pomoci dvouvybérového
t-tetu. Vysledky testu pro stanoveni laktdozy pomoci Luff-Schoorlovi metody i
MilkoScanu FT 120 jsou uvedeny v samostatnych ptilohach (Ptilohy 4 a 5). Z téchto vysledkt
vyplyva, Ze pro obé metody plati, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem laktozy
v buvolim a kravském mléce.

Sloupcovy graf na Obrazku 16, ukazuje ze vétsi variabilita mezi vzorky buvoliho a
kravského mléka byla u stanoveni pomoci metody Luff-Schoorla, rozdil mezi vysledky je
0,57 %. U vysledkt z MilkoScanu je rozdil mezi skupinami vzorku 0,18 %.

Sloupcovy graf z vice proménnych
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Obrazek 16: Obsah laktozy [%] v buvolim a kravském mléce stanoveny Luff-Schoorlovou
metodou a MilkoScanem

Porovnani primérnych obsahii vSech stanovenych slozek vzorkd (tuk, bilkoviny,
laktoza, suSina, tukuprosta susina) piistrojem MilkoScan FT 120 u buvoliho a kravského mléka,
je uvedeno v samostatnych pfilohach (Ptiloha 3). Buvoli mléko ma oproti kravskému vyssi
obsah vSech téchto slozek. Nejvétsi rozdil je v obsahu tuku, v buvolim mléce 8,87 %, oproti
kravskému 3,95 %. Tento rozdil ovlivituje i dalsi sloZzky mléka suSinu a tukuprostou susinu.
Zatimco mezi obsahem suSiny v buvolim a kravském mléce je rozdil 5,81 %, u tukuprosté
susiny je rozdil mezi mléky 0,99 %.

5.1.5 Obsah laktézy ve vzorcich buvoliho mléka v prubéhu sbéru dat

Hodnoty obsahu laktézy v buvolim mléce se v pribéhu sbéru dat menily u obou metod
stanoveni trendove stejné. Mezi prvnim a druhym stanoveni doSlo k vysokému nartistu obsahu
laktozy ve vzorcich, ale také mezi témito dvéma stanovenimi je delsi ¢asovy usek nez mezi
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ostatnimi stanovenimi. Déale dochazelo k nartistim i poklesim obsahu laktozy mezi po sob¢
nasledujicimi vzorky, jak je vyobrazeno na Obrazku 17.

Spojnicovy graf z vice proménnych
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Obrazek 17: Obsah laktozy [%] ve vzorcich buvoliho mléka v pribéhu sbéru dat

5.2 Hodnoceni obsahu vapniku ve vzorcich

Vapnik byl vbuvolim mléce stanovovan chelatometrickou titraci za pfitomnosti
metalochromniho indikatoru. Vysledky tohoto stanoveni byly pomoci vzorce pfepocteny na
obsah vapniku v mg/100 g vzorku a jsou uvedeny v Tabulce 12. U kazdého vzorku byly
provedeny tfi méfeni, ze kterych byl stanoven aritmeticky primér a smérodatnd odchylka.
Obsah vapniku ve vzorcich se pohyboval od minimalni hodnoty 126 mg/100 g po maximalni
hodnotu 171,98 mg/100 g. Median hodnot je 144,99 mg/100 g.

Tabulka 12: Namétené hodnoty obsahu vapniku ve vzorcich buvoliho mléka [mg/100 g]

Vzorek 1. méreni 2. méieni 3. méieni Prumér + Sm. odch.
23.09.20 147,99 138,00 141,99 142,66 £ 5,03
Brien 126,00 133,99 130,00 130,00 + 3,99
Nody 132,93 139,95 130,92 134,60 = 4,74
Halfhorn 159,96 155,96 153,97 156,63 + 3,05
Lindabel 171,98 153,99 149,99 158,65+ 11,71
Twin 150,00 144,00 134,99 143,00 = 7,56
07.12.20 156,97 141,97 131,98 143,64 + 12,58
25.01.20 157,90 141,91 159,90 153,24 +£ 9,86
24.02.21 151,99 147,99 145,99 148,66 £ 3,06
12.03.21 152,00 132,00 134,00 139,33 £ 11,02

Celkovy prumér: 145,04 +9,31

5.2.1 Porovnani obsahu laktozy v buvolim a kravském mléce

Pro porovnani obsahu vapniku v buvolim a kravském mléce byl pouzit dvouvybérovy
t-test, jeho vysledky jsou uvedeny v Pfiloze 6. Vypocitana p-hodnota (0,000431) je mensi nez
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hladina vyznamnosti a (0,05), to znaci Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem
vapniku v buvolim a kravském mléce.

Z Obrazku 18, je zfejmé, ze rozdil obsahu vapniku mezi mléky je znacny. Primémy
obsah vapniku u buvoliho mléka je 145,04 mg/100 g, zatimco u kravského mléka byla primérna
hodnota 108,66 mg/100 g vzorku.

Krabicowy graf
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Obrazek 18: Stanoveny obsah vapniku v buvolim a kravském mléce
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5.2.2 Obsah vapniku ve vzorcich buvoliho mléka v pribéhu sbéru dat

Obsah vapniku ve stanovovanych vzorcich v pribéhu sbéru dat zobrazuje Obrazek 19.
Je zde vidét vzrhstajici tendence do 3. stanoveni a poté pokles obsahu vapniku. Posledni
stanoveni je zaroven nejniz§im stanovenim obsahu vapniku.
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6 Diskuse

6.1 Laktoza

Laktoza je jednou z hlavnich slozek mléka. Dilezita je hlavné pro mladata, kterym
poskytuje zdroj energie a uhliku pro rist a vyvoj organismu (Adam et al. 2005). V lidském
organismu se laktéza $tépi na glukézu a galaktdzu, které jsou vyuzity jako zdroj energie.
Zaroven, ale muze byt laktoza pro organismu problematicka a zplisobovat gastrointestinalni
obtize. Tato situace nastava, pokud organismus neprodukuje enzym laktdza, ktery Stépi laktézu
na glukozu a galaktézu, v tom piipadé laktoza zptisobuje gastrointestinalni potize.

Primérnd hodnota obsahu laktdzy v buvolim mléce stanovena pomoci Luff-Schorlovi
metody, uvedena v Tabulce 9, je 5,08 = 0,12 %. Podobné hodnoty stanoveni uvadi i studie
Kapadiya et al. 2016 (4,86 + 0,24 %), kde byly vzorky analyzovany taktéZ pomoci titracni
metody.

Pii stanoveni pfistrojem MilkoScan FT 120 je priméma hodnota laktézy niZsi
4,78 + 0,31 %. Tato hodnota odpovida stanovenim ve studiich Khan et al. 2007 (4.80 = 0.10 %)
a Tufarelli et al. 2008 (4.85 + 0.78), kde byl ke stanoveni také pouzit pistroj MilkoScan.

Statistické porovnani obou metod stanoveni obsahu laktézy ve vzorcich ukazalo, ze mezi
vysledky stanoveni laktéozy pomoci metody Luff-Schorl a ptistrojem MilkoScan FT 120
existuje statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) (Tabulka 11). Kazda metoda ma své vyhody i
nevyhody. Luff-Schoorl je titracni metoda, pti které mize dojit k nepiesnostem pti odmétrovani
pouzitych chemikalii nebo mlize nastat chyba pfi uréeni bodu ekvivalence. Ptistroj MilkoScan
se pouziva pro rychlé stanoveni slozek mléka, je nutna jeho kalibrace a méfeni obsahu slozky
mléka je ovlivnéno dal$imi latkami ve vzorku. Také je potieba zajistit maximalni homogenitu
vzorku, jelikoZ mléko ma tendenci k oddé€lovani jednotlivych slozek v tekuting, coz miize
ovlivnit stanoveni vSech slozek ptistrojem.

Obsah laktéozy v buvolim mléce v pribéhu laktace je pomérné staly, jak ukazuje
Obrazek 17, kdy nejvétsi rozdil ve stanovenych hodnotach v pritbéhu sbéru dat je mezi prvnim
a druhym meéfeni (nardst hodnoty o 0,26 resp. 0,46 %), poté mezi jednotlivymi meéfenimi
nedochazi k vyznamnym zménam. Obsah laktézy v mléce mize vyrazné ovlivnit zdravy
mlécné zlazy, napiiklad mastitida, ktera zptsobi vyrazny pokles laktézy v mléce, jak uvadi
Sharif et al. 2007.

Porovnani obsahu laktdozy v buvolim a kravském mléce bylo provedeno pomoci
dvouvybérového t-testu, jak je uvedeno v Kap. 5.2.1. Z tohoto porovnani vyplyva, ze existuje
statisticky vyznamny rozdil v obsahu laktézy mezi témito dvéma mléky. K tomuto zavéru dosly
i studie Ahmad et al. 2008, Menard et al. 2010 a Kapadiya et al. 2016. Rozdil v obsahu lakt6zy
mezi mléky je znazornén na Obrazku 16, z n¢j vyplyva, ze buvoli mléko obsahuje o 0,57 %
(Luff-Schoorl), respektive 0,18 % (MilkoScan FT 120) vice laktézy nez mléko kravské. Ve
zminénych studiich byl obsah laktdzy v buvolim mléce také vyssi nez u mléka kravského, u
Kapadiya et al. 2016 byl rozdil mezi mléky 0,1 %, ve studii Menard et al. 2010 - 0,71 % a v
Ahmad et al. 2008 se mléka lisila 0 0,41 % laktozy.

V buvolim mléce je vy$si obsah laktézy i dalSich slozek v porovnanim s kravskym
mlékem. Miize to byt zptisobeno naptiklad stupném proslechténi téchto druhl nebo primérnym
dennim nadojem. Buvoli nebyli v minulosti tak intenzivné Slechténi jako tomu bylo u skotu
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z toho diivodu je i jejich dojivost nizsi. Denni produkce mléka u buvola ficniho se pohybuje
mezi 67 litry mléka, coz je ptiblizn€ 2 000 kg mléka za laktaci (Thomas 2004; Zicarelli 2016).
U skotu je primérna denni dojivost 20-28 litrti mléka, za celou laktaci je tedy dojnice schopna
vyprodukovat 8 — 12 000 litr mléka. Vysoka dojivost, ale zplsobila snizeni obsahu slozek
v kravském mléce.

Laktoza je dilezita pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobki, je substratem pro
bakterie mlécné kvaseni, které ji vyuzivaji jako zdroj energie pro sviij rist a mnozeni. Pii
fermentaci vznika typicka textura a chut’ mlééného vyrobku. Obsah laktézy v mléce mize tedy
ovlivnit kvalitu mlééného vyrobku. Je tedy dulezité znat jeji obsah v mléce, abychom mohli
predpokladat spravny prabeh fermentacnich procesi.

6.2 Vapnik

V pruméru tvoii mineralni prvky pfiblizné 4 % celkové télesné hmotnosti a vyskytuji se
v tkanich, tekutinach, bunkach i organech lidského téla. Minerdly, maji strukturalni,
biochemické a nutri¢ni funkce, které jsou velmi diilezité pro celkové lidské zdravi. Dale ptisobi
jako katalyzatory mnoha biologickych reakci v t€le, véetné kontrakce svalil, pfenosu nervovych
impulsti a vyuziti zivin z potravy. Mineralni frakce v mléce a mléénych vyrobcich je tvotfena
makroelementy (Ca, Mg, Na, K, P a Cl) a mikroelementy (Fe, Cu, Zn a Se) (Gaucheron 2011;
Singh et al. 2019). Vapnik je jednou z hlavnich mineralnich latek pfitomnych v mléce a
mlécnych vyrobcich.

Obsah vépniku v buvolim mléce byl stanoven chelatometrickou titraci za ptitomnosti
metalochromniho indikatoru. Priméma hodnota obsahu vapniku ve vzorcich buvoliho mléka
je 145,04 £ 9,31 mg/100 g (uvedena v Tabulce 12). Dalsi studie ovSem stanovuji obsah vapniku
vyssi napiiklad Singh et al. 2019 uvadi 204,23 mg/100 g, Kapadiya et al. 2016 -
178,59 mg/100 g a Ahmad et al. 2008 — 188,02 mg/100 g. Rozdilnost v obsahu vapniku mezi
jednotlivymi studiemi mize byt zptisobena riznymi faktory. Patino et al. 2007 uvadi, ze obsah
vapniku v buvolim mléce, mtize byt ovlivnén rocnim obdobim nebo potadim laktace. Nejvyssi
obsah vapniku v mléce by mél byt podle studie v letnich mésicich a pti prvni laktaci. Ve studii
Kapadiya et al. 2016 byly vzorky mléka odebirany od cervence do ledna, poradi laktace
u buvolic neni uvedeno. Singh et al. 2019 a Ahmad et al. 2008 ve studiich neuvadéji obdobi
odbéru vzorki ani poradi laktace. Vzorky pro tuto diplomovou praci byly odebirany od zati
2020 do biezna 2021 a mléko pochazelo od buvolic ve druhé laktaci. To mohlo mit za nasledek
nizsi primérny obsah vapniku ve vzorcich mléka v porovnani s dal$imi studiemi.

Statistickym porovnanim buvoliho a kravského mléka, bylo stanoveno, ze mezi mléky
existuje statisticky vyznamny rozdil v obsahu vapniku. Stejny vysledek uvadéji i dalsi studie
Ahmad et al. 2008, Kapadiya et al. 2016 a Singh et al. 2019. Z Obrazku 18 je patrné, ze rozdil
je vyrazny, buvoli mléko obsahuje o0 36,38 mg/100 g vice vapniku nez kravské mléko. Nicméné
dalsi studie uvadeji vyssi rozdil pii porovnani obsahu vapniku v buvolim a kravském mléce
Ahmad et al. 2008 — 67,79 mg/100 g, Kapadiya et al. 2016 — 58,35 mg/100 g a Singh et al.
2019- 69,36 mg/100 g. Vyssi rozdil mezi buvolim a kravskym mlékem odpovida vyssimu
obsahu vapniku v buvolim mléce oproti vysledkim diplomové prace, které jsou uvedené vyse.
Obsah vapniku v kravském mléce byl ve vSech studiich pomérné staly, pohyboval se okolo
120 mg/100 g.
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Jak uz bylo uvedeno, obsah vapniku v buvolim mléce se mtize v prubehu laktace ménit.
Na Obrazku 19 je zobrazen obsah vapniku v jednotlivych vzorcich v pribéhu sbéru dat.
Nejvyssi obsah vapniku byl naméfen v lednu 2021, nejnizsi v bifeznu 2021. Tyto hodnoty se
neshoduji se studii Patino et al. 2007, ktera uvadi, ze v zimé by mél byt obsah vapniku v mléce
nejnizsi. Divodem vysokého obsahu vapniku ve vzorcich z ledna (diplomova prace) mtize byt
prikrm buvolic biogranulemi s obsahem mineralli v prubéhu zimy, jelikoZ po zbytek roku jsou
zvifata pouze na pastve.

Vépnik je v lidském organismu diilezity hlavné pro rlst a zdravi kosti a zubi, kde se
nachazi 99 % celkového vapniku v téle. Obecné je mléko a mlééné vyrobky dobrym zdrojem
vapniku, ktery je 1épe vyuzitelny organismem nez z rostlinnych zdroji. Buvoli mléko obsahuje
0 25-35 % vice vapniku nez mléko kravské. Jeho konzumace mize tedy snizovat riziko
osteoporodzy a dalSich onemocnéni pohybového aparatu. Buvoli mléko by mohlo najit vyuziti
pro vyzivu lidi se zvySenymi naroky na piijem vapniku, jako jsou déti, t€hotné Zeny a seniofi.
Tato moznost vyuZiti by mohla byt pfedmétem dalSiho vyzkumu.
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala stanovenim obsahu laktézy a vapniku v buvolim
mléce. Vzorky buvoliho mléka byly odebirany na jediné farmé v Ceské republice zabyvajici se
produkci buvoliho mléka na ,,Buvoli farmé Ohat*. Vzorky byli odebirany a analyzovany od
zar1 2020 do biezna 2021. U vzorkl mléka byla stanovovana laktoza titraéné Luff-Schoorlovou
metodou a pomoci pfistroje MilkoScan FT 120, ktery k detekci vyuziva infracervenou
spektroskopii. Vapnik byl stanoven chelatometricky za pfitomnosti metalochromniho
indikatoru.

Primérny obsah lakt6zy v buvolim mléce byl podle metody Luff-Schoorla 5,08 + 0,12 %,
podle ptistroje MilkoScan FT 120 4,78 + 0,31 %. Prumérny obsah vapniku v buvolim mléce
byl 145,04 + 9,31 mg/100 g.

Vysledky prokazaly, ze existuje statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) v obsahu laktozy i
vapniku v buvolim a kravském mléce. V buvolim mléce se vyskytuje vyssi obsah vSech
hlavnich slozek (tuk, bilkoviny, laktéza, suSina, tukuprostd suSina i popeloviny) oproti
kravskému.

Zmeny v obsahu laktézy v pribéhu obdobi sbéru dat, nebyly pfili§ vyrazné. Nejvetsi
rozdil mezi naméfenymi hodnotami byl mezi prvnim a druhym méfenim (nartst o 0,26
resp. 0,46 %), poté se vysledky méfeni v ¢ase pramérné lisili o 0,11 % resp. 0,05 %. Naopak
namétené hodnoty se liSily o 13,91 mg vapniku/100 g mléka (ptiblizn€ o 10 %).

Buvoli mléko je potravina velmi bohaté na ziviny, které jsou pro lidsky organismus dobie
stravitelné a vyuzitelné. Proto je mléko vhodné pro vyzivu ¢lovéka, ale také ma diky vysSimu
obsahu slozek lepsi vytéZznost pii vyrobé mléénych vyrobki.

V Ceské republice se v sou¢asné dobé& nachdzi pouze jedna mala farma, kde chovaji
buvoly pro produkci mléka. Primémeé zde produkuje mléko 6 buvolic, primémy denni nadoj
na farm¢ je priblizn¢ 42 litrd mléka, celkovy nadoj (vSech 6 buvolic za laktaci) je
10 000 - 11 500 litrt mléka. Tato produkce nestaéi pro §irsi vyuziti buvoliho mléka v Ceské
republice a jedna se tak spiSe o specialni produkt. VEtsi a §irsi vyuziti buvoliho mléka, pfipadné
mlécnych vyrobku, by tedy bylo mozné az po rozsifeni produkce pfipadn¢ dovozu mléka ze
zahranici.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ANASB
ATP
BMK
FTIR
GA
GC
GOS
HPLC
IR
MIR
NADH
PSB
TK
UDP

Italska asociace chovateltl buvoli
Adenintrifosfat

Bakterie mlécného kvaseni

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Golgiho aparat

Plynova chromatografie
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Pocet somatickych bun¢k
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12 Samostatné prilohy

Ptiloha 1: Histogram — normalni rozd¢leni hodnot obsahu laktozy

10

Histogram: Laktdza
K-S d=,08195, p> .20; Lilliefors p> .20

Ocekavané normalni

Pocet pozor.
(6]

——

Ptiloha 2: Vysledky méteni buvoliho mléka ptistrojem MilkoScan FT 120

Bilkoviny Laktoza ve Tukuprosta
Tuk [%] [%] [%] Susina [%] susina [%]
23.09.20 9,79 4,33 4,61 19,83 10,14
Brien 16,41 3,65 4,52 25,5 9,35
Nody 7,08 3,95 4,79 16,88 9,9
Lindabel 7,65 5,78 425 18,97 11,32
Twin 11,51 4,46 441 21,55 10,09
Halfhorn 7,84 3,92 4,99 17,76 10,07
07.12.20 6,25 3,79 5,07 16,14 10,01
25.01.21 7,6 3,82 5,05 17,5 10,03
24.02.21 7,01 3,9 5,09 17,04 10,15
12.03.21 7,6 4,14 4,99 17,79 10,3




Ptiloha 3: Porovnani obsahu latek v buvolim a kravském mléce (MilkoScan FT 120)

Sloupcovy graf z vice proménnych

MilkoScan 2+*5¢

18.89
18 ¢

16 |
14 |

12 -
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4 30 s 4
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Tuk [%a] Laktdza [%o] Tukuprosta sufina [%] [l Buvoli
Bilkoviny [%] Susina [%] Bl Kravské

Priloha 4: Vysledky dvouvybérového t-testu - porovnani obsahu laktézy v buvolim a
kravském mléce pomoci Luff-Schoorlovi metody

T-test pro nezavislé vzorky (Luff-Schoorl)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Skup. 1 vs. skup. 2

Primér Primeér p
skup. 1 skup. 2 Hodnotat  sv p Rozptyly
Buvoli vs. Kravské 5,080 4,513 4,210708 4 0013578 0,077301

Ptiloha 5: Vysledky dvouvybérového t-testu - porovnani obsahu laktézy v buvolim a
kravském mléce pomoci pfistroje MilkoScan FT 120

T-test pro nezavislé vzorky (MilkoScan)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Skup. 1 vs. skup. 2

Priimér Priimér p
skup. 1 skup. 2 Hodnotat  sv P Rozptyly
Buvoli vs. Kravské 4,777 4,605 24,04163 2 0,001726  1,000000

I



Priloha 6: Vysledky dvouvybérového t-testu — porovnani obsahu vapniku v buvolim a
kravském mléce

T-test pro nezavislé vzorky (Vapnik)
Skup. 1 vs. | Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

skup. 2 Primér Primér Sm.odch. Sm.odch. F-pomér p
sk. 1 sk. 2 skup. 1 skup. 2 p Rozptyly Rozptyly

Buvoli vs.

, 145,037 108,657 5,031 3,055 0,000431 2,712 0,538833
Kravské
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