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Stanoveni vybranych vitamini skupiny B v mléce metodou HPLC

Souhrn

Vitaminy rozpustné ve vod¢ jsou pestrou skupinou biologicky aktivnich latek rtizné
chemické povahy =zahrnujici thiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), kyselinu
pantothenovou (B5), pyridoxin (B6), biotin (B7), kyselinu listovou (B9), kobalamin (12) a
vitamin C. VétSina ve vod¢ rozpustnych vitamini zaujima roli koenzymu dtlezitych enzymii.
Hydrofilni vitaminy je nutné neustile dopliovat stravou. Mléko a mlécné vyrobky jsou
oblibenou a vyzivnou soucasti jidelnicku a klicovou potravinou Zzivoc¢isného plivodu v
détském véku. Mléko je také vyznamnym zdrojem nékterych vitamind. Nekteré vitaminy
rozpustné ve vod¢ jsou v mléce v nizkych koncentracich, fada z nich je termolabilni a
fotosenzitivni, a tak byva stanoveni jejich obsahu slozité. Vhodnym zplsobem jejich
kvantifikace je vysokoué¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). V soucasné dob¢ jen velmi
malo pivodnich praci pojednévajicich o této problematice.

V ramci diplomové prace bylo zavedeno simultanni stanoveni vitaminti B1, B2, B3,
B6, B9 a C v riznych druzich mléka metodou HPLC. Optimalizace metodiky piipravy byla
realizovana na 140 vzorcich. U poloviny vzorkd byl pouZzit enzym takadiastdza, ktery
uvoliiuje vazané formy vitamind. Vhodnost jeho pouZiti byla statisticky prokdzana. Soucasti
manipulace se vzorky bylo jejich dikladné odstinéni pro ochranu fotosenzitivnich vitamini
(B2, B6, B9). Pro analyzu vzorkt byla pouzita kolona s pevnym jadrem Kinetex 2,6 um Polar
C18 (100 x 4,6 mm, 100 A), kdy separace jednotlivych vitamint, jejich detekce a kvantifikace
byla ptfesné podle postupu vyvinutého firmou Phenomenex. Analyzovany byly vzorky
ruznych typa kravského, ov¢iho a koziho mléka. Jednalo se vzorky cerstvého a tepelné
osetfené. Kvantifikace obsahu vitamini B1 a B9 nebyla uspokojivé provedena, nebot’ téméft
ve vSech vzorcich byly jejich obsahy pod mezi detekce. Statisticky vyznamny rozdil v obsahu
vitamind byl stanoven u ov¢iho mléka oproti kravskému a kozimu. Vysledky obsahu vitaminQ
pro ostatni posuzované vztahy naznacuji urcité trendy a je potteba je brat pouze jako
orientacni, avSak zasluhuji pozornost pro dalsi prace. Metodou HPLC se povedlo stanovit

obsah vétSiny vitamind, je vSak nutné pokracovat v optimalizaci i pii pfiprave vzorki.

Klic¢ova slova: mléko, thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin, listova kyselina, HPLC



Determination of selected B group vitamins in milk using HPLC

Summary

The Water-soluble vitamins (WSV) are a diverse group of biologically active substances of
different chemical natures, including thiamine (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), pantothenic
acid (B5), pyridoxine (B6), biotin (B7), folate (B9), cobalamin (12) and vitamin C. Most of
the water-soluble vitamins takes act as coenzymes of important enzymes. Hydrophilic
vitamins need to be continuously supplemented through diet. Dairy and dairy products are
popular and a nutritious part of diet and a key animal source food in childhood. Milk is also
an important source of several vitamins. Some WSV are present in milk in low concentration
and many of them are thermolabile and photosensitive, so it is often complicated to determine
their content. A suitable way of their quantitation is high-performance liquid chromatography
(HPLC). Currently, there are very few original works dealing with this issue.

Within the thesis, a simultaneous determination of B1, B2, B3, B6, B9 and C vitamin
content in different kinds of milk was implemented through the HPLC method. Optimization
of the preparation methodology was carried out on 140 samples. On half of the samples,
a takadiastase enzyme was used, as it releases bound forms of vitamins. The suitability of its
use has been statistically proven. Part of the manipulation with samples was their thorough
shielding, in order to protect photosensitive vitamins (B2, B6, B9). For the analysis of the
samples, a core-shell column Kinetex 2,6 um Polar C18 (100 x 4,6 mm, 100 A) was used,
where the separation of each vitamin, their detection, as well as quantification, was conducted
in the exact accordance with the procedure developed by the Phenomenex company. The
analysis was performed on samples of different kinds of cow, sheep and goat milk. These
were always fresh and heat-treated samples. The quantification of both B1 and B9 vitamin
content was not satisfactory, because in almost all analyzed samples, their concentration was
below the limit of detection. Statistically significant difference in the vitamin content was
determined for sheep milk, in comparison with both cow and goat milk. Vitamin content
results for other relations considered suggest some trends and they need to be taken only as
tentative, although, they deserve attention for future works. Through the HPLC method, it
was possible to determine the content of most vitamins, nevertheless, it is necessary to

continue with optimization even during the samples preparation.

Keywords: milk, thiamine, riboflavin, niacin, pyridoxine, folate, HPLC
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1 Uvod

Mléko a mlécné vyrobky jsou velmi oblibenym zivocisnym produktem, kterému se
dostava celosvétové vyznamné pozornosti. Zejména v détském obdobi je velmi vhodnym
zdrojem dilezitych latek. Mimo tak nutriéné vyznamné latky, jakymi jsou napi. kasein a
vapnik, obsahuje mléko také rizné mnozstvi vitamind. V dneSni dob¢ existuje jiz celd fada
studii, které se vénuji stanovovani obsahu vitamini rozpustnych v tucich v mléce a mléénych
vyrobcich. U vitaminl rozpustnych ve vode¢ je situace trochu jina. Vzhledem k jejich velkému
mnozstvi, riznym chemickym vlastnostem a riznym koncentracim, neni zcela jednoduché
jejich stanoveni a obzvlast’ v tak slozité matrici, jakou mléko je. Soucasné literarni zdroje
nejsou nedovoluji hlubsi pohled do problematiky stanoveni a zaroven piehledu jejich obsahi
v riznych typech mléka. Obecné se dnes vi, Ze existuji rozdily v obsahu vitamini mezi
jednotlivymi hospodatskymi zvitaty, dokonce se vi, Ze urcité faktory, jakymi jsou plemenna
prislusnost, zdravotni stav, faze laktace, vék a mnohé dal$i maji vliv na rizné slozky mléka,
nicméné v oblasti vitaminid rozpustnych ve vod¢ nejsou zadné trendy publikovany. Stanoveni
hydrofilnich vitaminii neni Gplné predmétem velkého zajmu, ale vzhledem k tomu, Ze je v
dnesdni dobé zejména vlivem EU vyvijen velky tlak na spravné oznaCovani potravin a uvadéni
presného obsahu slozeni, mize byt kvantifikace obsahu jednotlivych vitamini v riznych
potravinach rutinni zalezitosti. V soucasné dobé se pro analyzu vitaminii rozpustnych ve vodé
v riznych zdrojich pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Jakmile se
rozvinou reprodukovatelné postupy piipravy vzorkli a proces bude optimalizovan, vznikne
poté moznost sledovani obsahu a zmén obsahu ve vztahu k uréitym déjim, diky nimz bude

mozné postoupit k hlub§Simu poznani riznych fyziologickych procest a souvislosti.



2 Cil prace a védecka hypotéza

2.1 Cile prace

Cilem prace je zavést a optimalizovat pfipravu vzorku a vlastni stanoveni vybranych
vitaminu skupiny B v mléce metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Dale
je cilem opakované stanoveni jejich obsahu v riznych druzich mléka a statisticky porovnat

rozdily v obsahu jednotlivych vitaminli mezi analyzovanymi druhy mléka.

2.2 Védecké hypotézy

¢  Vhodnou metodou HPLC lze s dostate¢nou spolehlivosti stanovit jednotlivé vybrané
vitaminy skupiny B v mléce simultdnni analyzou.

e Zastoupeni jednotlivych vybranych vitamini skupiny B v mléce rtznych druht
hospodaiskych zvirat se lisi.

e Obsah jednotlivych vybranych vitaminti skupiny B v kravském mléce je béhem roku

staly.



3 Literarni prehled

3.1 Mléko

Mléko je sekretem mlécné zldzy samic savcl, které svym slozenim odrazi potteby
mlad’at, mezi které patii nutricni, imunologické a mnoh¢ dalsi fyziologické pozadavky.
Ackoliv existuje asi 4500 druhti savci a s tim 1 nékteré druhové velmi specifické rozdily, tak
ve své podstaté se jedna o podobny sekret (Thompson et al., 2009). Mléko u savci je
pfirozenym a hlavnim zdrojem vyzivy novorozenych jedincti, ale v soucasnosti i hodnotnou
potravinou pro ¢lovéka (Jelinek et Koudela, 2003). Clovék vyuziva mléko ve své stravé jiz
8000 let a v dnesni dobé se jednd zejména o kravské, buvoli, kozi a ov¢i mléko. Kolem
zpracovani mléka se rozvinul pomérn¢ velky primysl, predev§sim ten potravinarsky, kdy se
mléko stalo pruznou surovinou v mlékarenském odvétvi a slouzi pro vyrobu Sirokého a velmi
rozmanitého spektra produktd (Thompson et al., 2009).

Cesta k mléku jako potravin€ byla velmi dlouhd. Nejprve zapocala domestikaci skotu,
ovci a koz, kterd se datuje asi 8 tisic let pf. n. 1. n¢kde do oblasti Blizkého Vychodu.
Vyznamnym krokem v procesu domestikace bylo vyuziti tzv. druhotnych produkti (tah, vina,
mléko aj.). V soucasnosti neni zcela jasné, kde a kdy presnéji zapocalo vyuzivani mléka, ale
podle analyz a identifikaci mlé¢ného tuku z nadob se dnes vi, Ze mléko jako potravina byla
jisté vyuzita jiz n€kdy mezi 7 az 5 tisici lety pt. n. . (Evershed et al., 2008).

MIéko je polydisperzni systém s riznym stupném disperze jednotlivych ¢astic (Jelinek et
Koudela, 2003). Bliz§i charakteristika ho definuje jako vodny roztok laktézy, fady
anorganickych, organickych soli a slou¢enin ve stopovych mnoZstvich, ve kterém jsou
dispergované koloidni castice (syrovatkové bilkoviny, kaseiny, micely) a tuky ve formé

emulze tukovych kapének (Thompson et al., 2009).
3.1.1 Mléko riiznych hospodarskych zvirat

V Ceské republice patii mezi nejdilezitéjsi dojena hospodaiska zvifata kravy, ovce a
kozy. Z celosvétového hlediska ma spolu s uvedenymi druhy vyznamny podil na trhu (11 %)
mléko buvoli. Jednotlivé specifika mléka 3 zakladnich druhl pfezvykavct budou uvedeny v

piisluSnych kapitolach. Pti porovnavani mléka kravského, ov¢iho a koziho nalezneme velké



mnozstvi rozdilt ve sloZeni, vlastnostech a dalSich aspektech, kdy detailn€jsi popis by byl nad
ramec této prace. Porovnani zékladnich slozek mléka ve vztahu k uvedenym hospodarskym
zvifatim uvadi tabulka 1. Nejvyssi obsah suSiny (dano zejm. bilkovinou a tukem) se nachazi
v mléce ovcim. Mléko kozi obsahuje o néco malo vyssi hodnoty nez mléko kravské. Obsah

laktozy je vSak vyssi u bovinniho mléka a ovéiho mléka.

Tabulka 1: Procentualni obsah vybranych slozek mléka u riznych druhi hospodarskych zviiat (upraveno

dle Fuquay et al., 2011)

Druh mléka Susina % Bilkovina % Tuk % Laktoza % Popeloviny %
Kravské 12,7 34 3,7 4,8 0,7

Ov¢i 19,3 4,5 7,4 4,8 1

Kozi 12,3 2,9 4,8 4,1 0,8

3.1.2 Bovinni mléko

Kravské mléko predstavuje piiblizné 85 % veSkerého mléka nabizeného k prodeji
V Ceské republice se vyrobi roéné vice jak 2,7 miliard litri mléka a spotieba Eerstvych
mlécnych vyrobkt (mléko, jogurty) se pohybuje pies 90 1 na obyvatele a rok (Vesela, 2013).
Kravské mléko je tedy vyznamnou ZivociSnou komoditou, ktera zaujima z hlediska vyzivy
Clovéka zejména v détském veéku vyznamné postaveni. Z nutricniho a technologického

hlediska je vyznamny obsah jednotlivych mléénych komponent.

3.1.3 Vybrané faktory ovlivitujici obsah mlé¢nych komponent kravského

mléka

NejsledovanéjSimi slozkami jsou bilkovina a tuk. Obsah sloZzek mléka se méni ve vztahu
k individualité dojnice, plemenné piislusnosti, v€ku, kondice, fazi a potadi laktace, vyzivée,
obdobi roku a mnohym dalsim faktorim (Boro et al., 2016, Fuquay et al., 2011, Hofirek et
al., 2009, Chen et al., 2014). S narGstem zajmu o mléko jako vyznamnou potravinaiskou
komoditu se v pribc¢hu historie jednotlivd dojna plemena skotu Slechtila velmi intenzivné
smérem k vysoké mlécné uzitkovosti. Dusledkem této snahy jsou vysokouzitkové dojnice

zejména holstynského plemene s mlé¢nou uzitkovosti 8 - 12 000 Kg za rok (Strapak, 2013).



S vysokou produkei souvisi i ur€itd zména slozek mléka oproti plemeniim s nizsi
uzitkovosti. Pro mléko holstynského skotu je typicky nizSi obsah tuku a bilkovin.
Nejbohatsim mlékem na slozky mléka se uvadi dojné plemeno jersey (Chitchyan et
Grigoryan, 2016). Dojnice jerseyského skotu tvofi mléko s obsahem tuku (5 - 7 %) a bilkovin
(4 %) (Strapak, 2013). Czerniewicz et al. (2006) uvadi v mléce u plemene jersey v porovnani
s holStynskym skotem vyssi obsah bilkovin o 19 % a obsah tuku o 50 %.

Dalsim faktorem ovliviiujici obsah nékterych slozek mléka a piedevsim jeho mnozZstvi je
stadium laktace. Po oteleni dochazi k nartistu mnozstvi mléka dojnice a postupné s tim i
zpravidla k niz§imu obsahu tuku a bilkovin souvisejici se zdpornou energetickou bilanci. Po
vyrovnani deficitu az k obdobi zasuseni postupné obsah tuku a bilkovin stoupd, to je dano
pfedev§im sniZovanim produkce mléka v posledni tfetin¢ laktace (Strapak, 2013). Obsah
laktozy nepodléha vykyvim (Strapak, 2013) a je v mléce velice stabilni z hlediska obsahu
(Hofirek et al., 2009). Obsah mineralnich latek v mléce také nevykazuje vyznamné vykyvy
(Strapak, 2013). Dalsi v mléce se spiSe ve stopovych mnozstvich vyskytujici latky malokdy
stanovuji. Jak uvadi Hofirek et al. (2009), i kdyz lze ptedpokladat urcité vztahy mezi obsahem
stopovych latek a napf. Girovni zasobeni dojnic témito latkami, nelze mléko k t€émto tcelim
ptili§ vyuzivat.

Obsah vitaminti v kravském mléce s ohledem na vySe uvedené faktory je jen velmi malo
zmapovanou oblasti. U vitaminl rozpustnych v tucich, kde se piredpoklada jejich korelace s
obsahem tuku, je situace z hlediska literarnich informacich o néco leps$i. Vitamin E a vitamin
A se netvofi vlivem bachorové mikroflory, a tak jejich obsah uzce souvisi s mnoZstvim
piijatém krmivem. U obsahu vitaminu D je velmi patrnd sezonnost, kdy v letnich mésicich
jsou jeho hladiny v mléce vyrazné vyssi nez v zimnich mésicich (Strapak, 2013). Vliv

ruznych faktorli na obsah vitaminQ rozpustnych ve vodé v mléce neni autory uvadén.

3.1.4 Ov¢i mléko

Ov¢i mléka z zaujima piiblizné 2 % z celkové svétové produkce mléka (cca 8 mil. tun).
Jsou ovSem zemé¢, kde ma tento druh mléka vyznamné postaveni 1 z hlediska zpracovani
tradiénich mléénych vyrobkll. Jednd se predevSim o zemé Blizkého Vychodu, oblasti
perského zélivu a nékteré evropské zemé (Francie, Italie, Recko, Spanélsko) (Fuquay et al.,
2011). Stfedomotska oblast produkuje 66 % svétového ovéiho a 18 % svétového koziho
mléka (Pandya et Ghodke, 2006). V Ceské republice se miiZzeme s timto mlékem setkat

vétSinou v bio kvalité na farmaiskych trzich nebo v oddélenich zdravé vyzivy. Ackoliv je ovei



mléko velmi bohaté na slozky v porovnani s mlékem kravskym, ziidka je vyuzivano pro
vyrobu konzumniho mléka. Daleko Castéji se zpracovava pro vyrobu syru.

Ov¢i mléko nese charakteristickou viini, je daleko visk6znéjsi a kyselejsi nez mléko
kravské a v prvnich hodinach po vydojeni disponuje vyssi udrznosti nez mléka ostatnich
druhti (Fuquay et al., 2011). Jak ukazuje tabulka 1, jeho zakladni pfednosti je zna¢ny obsah
susiny diky vys$S§imu obsahu bilkovin a tuku, pro vyrobu syri ma tak vétsi vytéznost. Stejné
tak jako u bovinniho mléka ma vliv na obsah slozek plemeno, faze laktace, vék a mnohé dalsi
(Fuquay et al., 2011). Produkce ov¢iho stejné tak koziho mléka je zatizena vlivem sezonnosti.
Obsahy tuku, bilkovin a mineralnich latek se s koncem laktace zvysuji (Park et al., 2007), tak
obsah laktozy se snizuje z 4,1 % na 3,4 % (Fuquay et al., 2011). Obsah mineralnich latek a

vitaminu je vy$8i nez u mléka kravského a koziho (Park et al., 2007).

3.1.5 Kozi mléko

Produkce koziho mléka je velmi blizka produkci ovéiho mléka a predstavuje asi 2 %
celosvétové produkce. Vyznamny je chov koz a produkce koziho mléka v zemich, v nichz
klimatické podminky nedovoluji chov skotu. Cennym zivoc¢isnym produktem je kozi mléko a
jeho produkty piedevsim v rozvojovych zemich (Fuquay et al., 2011).

Kozi mléko je vice podobné humannimu mléku a je povaZzovano za velmi vhodnou
alternativu mléka kravského (Kumar et Sharma, 2016). SloZeni koziho mléka je stejné jako u
predeslych piezvykavct ovlivnéno celou fadou faktorti a obsahem suSiny i fady dalSich latek
je podobny mléku kravskému (tabulka 1). Typickd kozi viné mléka je podminéna
specifickym  sloZzenim mlééného tuku. Mezi vyznamné slozky koziho mléka se fadi
oligosacharidy, které maji vliv na rozvoj CNS a hovoii se o vyuziti fortifikace kojenecké
vyzivy témito latkami (Fuquay et al., 2011). Kozi mléko obsahuje asi o 10 % mén¢ laktozy
nez mléko kravské, navic prochazi stfevni pasazi podstatné rychleji, a tak je daleko 1épe
snaseno u lidi s laktézovou intoleranci. Dal$i pfednosti koziho mléka je vysoka stravitelnost,
kdy kravské mléko je traveno ¢lovékem 2 - 3 hodiny, ale mléko kozi kolem 20 minut (Kumar
et Sharma, 2016). Kozy transformuji veskery karoten do vitaminu A, kterého je tak v kozim

mléce vysoce obsazeno a podminuje bélejsi zbarveni mléka (Fuquay et al., 2011).



3.2 Vitaminy

Charakterizovat a univerzalné definovat tak pestrou skupinu latek neni zcela jednoduchou
zalezitosti. Jednd se o pestré spektrum riznorodych biologicky aktivnich latek, které jsou
rostlinného, mikrobialniho a v pfipad¢ piemény z provitaminti zivo¢isného ptivodu, zasahuji
do intermediarniho metabolismu a ovliviiuji fadu biochemickych procest (Hofirek et al.,
2009). Spolecnou a vyznamnou vlastnosti vSech vitamina je jejich ucinek jiz pii velmi
nizkych koncentracich (Ledvina et al., 2009). Vitaminy jsou esencialnimi slozkami potravy
(Hlubik et Opltova, 2004).

Jiz v 19. stoleti bylo zndmo, ze existuji urcité nepostradatelné latky pro vyzivu jedince,
které byly dlouhou dobu oznacovany jako vyzivové faktory (Matous, 2010). Daleko diive se
onemocnéni se nazyvaji hypovitamindzy, znamé jsou vsak i hypervitaminézy. Pro ¢asto velmi
typické uplatnéni jednotlivych vitamini v metabolismu jsou hypo- nebo hypervitamindzy
specifickymi klinickymi syndromy (Bender, 2008).

Vitaminy jsou z chemického hlediska velmi rozmanitou skupinou organickych latek mezi
nimiz se jen velmi tézce hledaji strukturalni vztahy, podle nichz by se daly klasifikovat
nebo v tucich, a proto se d€li na vitaminy rozpustné ve vod¢ (hydrofilni) a vitaminy rozpustné
v tucich (lipofilni) (Matous, 2010). Mezi hydrofilni vitaminy fadime vitaminy skupiny B a

vitamin C. Lipofilnimi vitaminy jsou vitaminy A, D, E a K.

3.2.1 Vitaminy rozpustné v tucich

Jedna se o 4 latky, které maji velmi podobnou strukturu a lze je zaradit mezi izoprenoidy
(Matous, 2010). Spole¢na je i jejich cesta vzniku z acetyl-CoA (Combs, 2008). Lipofilni
vitaminy jsou v téle ukladany hlavné v jaternich hepatocytech (Velisek et HajSlova, 2009) a
diky tomu je nutné jejich piijem kontrolovat, zejména pii aplikacich v humanni 1 veterinarni
praxi, nebot’ mize vzniknout hypervitamin6za (Matous, 2010), dobfe znama u vitaminu D a
vitaminu A (VeliSek et HajSlova, 2009). Vstiebavani lipofilnich vitaminli se odehrava pfi
soucasném nenaruseném vstiebavani tukl. Poruchy zluového systému a nevhodna strava

jsou zakladnimi pfic¢inami hypovitaminéz (Murray et al., 2002). SniZeni obsahu vitamint



rozpustnych v tucich se odehrava cestou jejich oxidace (Velisek et HajSlova, 2009). Prehled

lipofilnich vitamind, jejich zdkladni funkce a doporuc¢ené denni davky uvadi tabulka 2.

Tabulka 2: Piehled lipofilnich vitamind, zikladni funkce a doporu¢ené denni davky (upraveno dle

Ledvina et al., 2009, Combs, 2008)

Dospéli jedinci 25 -
Trivialni 30 let (mg/den)
Vitamin nazev Zakladni funkce v metabolismu Muzi Zeny *
Vitamin A retinol proces vidéni, diferenciace epitelidlnich bunek 1 0,8
Vitamin D kalciferol kostni metabolismus, vapnikova homeostaza 0,005 0,005
Vitamin E tokoferol membranovy antioxidant 10 8
Vitamin K fylochinon srazeni krve, kalciovy metabolismus 0,08 0,065

* Zeny té€hotné a kojici 0 25 % vyssi hodnoty

3.3 Vitaminy rozpustné ve vodé

Tato skupina latek nemad, az na svou charakteristickou rozpustnost ve vodé¢, z chemického
hlediska nic vyznamné spoleéného (Murray et al., 2002). Hydrofilni vitaminy nejsou
zpravidla v organismu skladovany nebo jen velmi omezené (VeliSek et Hajslova, 2009),
nebot’ jejich rozpustnost ve vodé jim dovoluje nadbyte¢né mnozstvi vyloucit moc¢i (Matous,
2010). Diky omezenym zasobam v organismu (aZz na kobalamin), musi byt vitaminy
rozpustné ve vodé plynule dopliovany (Murray et al., 2002). Zakladem jejich rozpustnosti ve
vodé jsou polarni a ionizovatelné skupiny (fosfatové, karboxylové, hydroxylové, atd.)
budou jejich karence, hypovitamindézy az avitamindzy. Nepiitomnost nebo relativni
nedostatek vitaminil vede k charakteristickym porucham a chorobam. Nedostatek jednoho z
vitamini skupiny B je pomérné vzacny, nebot’ zdkladni pfi¢inou jejich karence je
nedostatecna vyziva, ktera je spojena s nedostatkem vice té€chto vitamind soucasné (Murray et
al., 2002). Historicky velmi znama avitamindza vitaminu C (kurdéje) je v civilizovaném svété
JiZ literarni vzpominkou (Matous, 2010). K nejvétSim ztratdm vitamind rozpustnych ve vodé
dochdzi ve vétsiné piipadii béhem technologického a kulindrniho zpracovavani potravin k
nejvetsim ztratam vyluhem (Velisek et HajSlova, 2009).

Mezi rozpustné vitaminy ve vod¢ se fadi vitaminy skupiny B (B1 - thiamin, B2 -

riboflavin, B3 - niacin, B5 - kyselina pantothenova, B6 - pyridoxin, B7 - biotin, B9 - kyselina



listova, B12 - kobalamin) a vitamin C. Nomenklatura hydrofilnich vitaminii je pomérné
slozit4 a li$i se napfic literarnimi zdroji, kdy nejvétsi variabilita spociva v zafazovani riiznych
vitamini do komplexu vitamini B a mimo n¢&j. Autoii Ledvina et al. (2009) zahrnuji do
komplexu vitamini B pouze thiamin (B1), riboflavin (B2), nikotinamid (B3), pyridoxin (B6)
a kobalamin (B12). Pfehled vitaminii rozpustnych ve vod¢, jejich zakladni funkce a

doporucené denni davky uvadi tabulka 3.

Tabulka 3: Piehled hydrofilnich vitamini, zakladni funkce a doporucené denni davky (upraveno dle

Ledvina et al., 2009, Combs, 2008)

Dospéli jedinci 25 - 30
Vitamin  Trivialni nazev Zikladni funkce v metabolismu let (mg/den)

Muzi Zeny *

B1 thiamin dekarboxylace 2-oxokyseliny 15 1
B2 riboflavin oxidoredukénich reakci 1,7 1,3
B3 nikotinamid koenzym dehydrogenaz 19 15
B5 kyselina pantotenova metabolismus mastnych kyselin 10 10
B6 pyridoxin metabolismus aminokyselin 2 1,6
neni neni
B7 biotin karboxylaéni reakce nutny nutny
B9 kyselina listova prenos jednouhlikovych funkénich skupin 0,2 0,18
B12 kobalamin metabolismus aminokyselin 0,002 0,002
C kyselina askorbovd  oxidoredukéni systém, syntéza kolagenu 60 60

* Zeny té€hotné a kojici 0 25 % vyssi hodnoty

Vedle raznych specifickych funkci plsobi tato skupina vitamind jako kofaktory enzymd,
nebo jako prekurzory takovych kofaktort (Ledvina et al., 2009). Funk¢ni vztah maji
pfedev§im k metabolismu bilkovin a sacharidd, ale také k cinnosti endokrinnich zlaz a
nervového systému. U prezvykavcl na rozdil od lidi nejsou karence vitaminl skupiny B
Casté. Bachorovd mikrofléra dostatecné kryje svou syntézou potfebna mnozstvi vitaminl

(Hofirek et al., 2009).



3.3.1 Thiamin (B1)

Thiamin je znam jiz z konce 19. stoleti, byl objeven v roce 1897 a chemicky potvrzen
syntézou v roce 1936 (Jelinek et Koudela, 2003), v podstaté je to nejdéle zndmy vitamin
(Ledvina et al., 2009). Nachazi se prakticky ve vsech rostlinnych a zivoc¢isnych tkanich. Je
pomérné¢ pevnou soucasti membran bunék nervového systému (n¢kdy oznaCovany jako
aneurin) (Jelinek et Koudela, 2003).

Z chemického hlediska se jedna o derivat pyrimidinu a thiazolu, které jsou spojeny
methylenovym miustkem (obrazek 1) (Ledvina et al., 2009). Aktivni formou thiaminu je
thiamindifosfat (obrazek 1) vznikajici v mozku a jatrech. Thiamindifosfat je koenzymem
oxidativni dekarboxylace 2-oxokyselin (napf. pyruvatu) a transketoldzovych reakci (napf.

pentozafosfatovy cyklus) (Murray et al., 2002).

Thiamin

NH2 CH,
;L )\(CHQ CH,OH
C N

Thiamin diphosphate

C\r N
| \;\[ )\(CHQ C O P O P o_ Obrazek 1: Thiamin a
M2 C-N O" O‘ . .

jeho fosforylovany

derivat thiamindifosfat

(Bender, 2008).

Zdrojem thiaminu jsou jak rostlinné tak Zivo¢€isné produkty. Pomérné malo je zastoupen v
bilém pecivu a hlazené ryzi, kdezto napt. otruby a kvasnice vykazuji vysoky obsah tohoto
vitaminu (Ledvina et al., 2009). Pravé hlazena ryze se stala problémem v jihovychodni Asii,
kdy v této spojitosti byl velky problém s onemocnénim beri-beri (Bender, 2008).
Onemocnéni je charakterizované neurologickymi a kardiovaskularnimi poruchami (Ledvina

et al., 2009).
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Thiamin se rychle rozkladd v alkalickém prostfedi. Volny thiamin snadno oxiduje na
thiamindisulfid a nékteré dalsi derivaty, kterym je napf. thiochrom s vyrazné¢ modrou
fluorescenct, které se vyuziva v kvantitativnim stanoveni (Combs, 2008). Dospé€ly clovék ma
zasoby kolem 30 mg (50 % svaly, zbytek jatra a ledviny), kdy asi 80 % thiaminu je vazano na
dehydrogenazy (Kohlmeier, 2015).

3.3.2 Riboflavin (B2)

Riboflavin se podafilo izolovat ve 30. letech 20. stoleti a pojmenovani ziskal diky
chemické a biologické identité s fluoreskujicimi flaviny (Hlubik et Opltova, 2004). Zakladem
struktury riboflavinu je isoaloxasinové jadro, které je v poloze 7 a 8 substituovano dvéma
methyly a cukerny alkohol ribitol je neglykosidové vazany primarné alkoholovou skupinou na
dusik isoalloxasinového jadra (Matous, 2010). Po fosforylaci se stdva riboflavin soucasti
FMN (flavinmononukleotidu) a FAD (flavinadenindinukleotidu, obrazek 2) (Velisek et
Hajslova, 2009). FMN a FAD jsou tedy aktivnimi formami riboflavinu (Ledvina et al., 2009),
kter¢ funguji jako kofaktory flavoproteini (enzymi), které se ucastni jedno- a

dvouelektronovych oxida¢né-redukénich reakei (Velisek et Hajslova, 2009).

Obrazek 2: Flavinadenindinukleotid (FAD) (Murray et al., 2002)

Difosfat
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T )
(IZH, -—O—r:—O—P O~CH;
H-C—~OH o~ o- /(':-H NH,
H-C —OH H-C-OH rD-Rlbosa N
| ‘é / \N
H-C ~OH H-&0H/ |
H~C —H S X =
i 3 N N N
J
v
H;CKIN /N W,,o Adenin
HsC N7 NH |
1]
(o]
“ J
Y
Flavin

Riboflavin se nachazi v potravinach rostlinné¢ho i zivoc¢isného ptivodu (Ledvina et al.,

2009). Jako volny riboflavin se vyskytuje napt. v syrovatce, vdzany ve formé¢ FMN a FAD ve
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vétsim mnozstvim v drozdi. Z rostlinnych zdroju je zejména v lusténinach a z ZivociSnych
surovin je jeho velké mnozstvi v jatrech a mlécnych vyrobcich (Hlubik et Opltova, 2004).
Riboflavin je na jedné strané termostabilni latkou, na strané druhé je citlivy na svétlo
(Murray et al., 2002) a alkalické prostiedi (Kohlmeier, 2015). Fotosenzitivita se projevuje
fotochemickou degradaci ribitolového postranniho fetézce, ktera vede k tvorbé nezddouciho

lumiflavinu a lumichromu (Combs, 2008).

3.3.3 Nikotinamid (B3)

Vitamin B3 oznaCovany téz jako niacin a objeveny v roce 1937 (Hlubik et Opltova,
2004), je spoleénym nazvem pro kyselinu nikotinovou a nikotinamid (obrazek 3) (Murray et
al., 2002). Kyselina nikotinova (pyridin-3-karboxylova kyselina) a jeji amid nikotinamid maji
stejnou biologickou u¢innost. Ob¢ latky jsou zakladem oxidoredukcniho koenzymu NAD
(nikotinamidadenindinukleotidu), v oxidované (NAD") a redukované (NADH) varianté, a dale
jeho fosforeéného esteru nikotinamidadenindinukleotid-fosfatu NADP (oxidovany NADP" a
redukovany NADPH) (Velisek et Hajslova, 2009). NAD a NADP (obrazek 3) se v organismu
Siroce  uplatiuji  jako  koenzymy mnoha  dehydrogenacnich  enzymi  (napf.
laktatdehydrogenaza, malatdehydrogenaza aj.) (Murray et al., 2002) a zajistuji tedy pfenos
elektronil v respiracnich systémech a ve vétsin€ redoxnich reakci Krebsova cyklu (Velisek et

Hajslova, 2009).

Obrazek 3: Vitamin B3 jako Kkyselina nikotinova (vlevo nahofe) a jeji amid (vlevo dole). Uprostied

koenzym NAD a vpravo koenzym NADP (Kohlmeier, 2015).

i i ht 1
| Sy TNH; | S TN,
0 w/ N/
i H, Hy
= C0H T—C o T—G o
| HO—||='=O HO—F|'=O
H
M T OH OH e T OH OH e
N =, N =
. s = . —p= N P —
Nicotinic acid Ho T ° <\ | J HO F|'—° <\ | )”
Ha H
o o0-¢ o N N/ o-C o N N/'
it
3 G-NHE
| OH OH OH ?
N_f HO—P=0
OH
Micotinamide Nicotinamide adenine Nicotinamide adenine

dinuclectide (NAD)

12

dinuclectide phosphate (NADP)



Niacin se nachazi v malém mnozstvi téméf ve vSech potravinach, vétSinou ve vazané
formé. V potravinach zivocisného ptivodu ho nalezneme predevsim ve formé NAD a NADP,
kdezto v potravinach rostlinného ptivodu ve formé kyseliny nikotinové. Nejvyznamnéj$imi
zdroji jsou kvasnice, Cerstva zelenina, maso, jatra a ryby (Matous, 2010). Uréita zasoba
vitaminu (zejména v podobé NAD) pro ptipad potieby pii nedostatku se nachazi v jatrech
(Kohlmeier, 2015). Metabolismu vitaminu B3 {izce souvisi s esencidlnim tryptofanem, ktery
mize byt pfeveden na NAD" v piipadé potieby (na 1 mg NAD je potfeba 60 mg tryptofanu).
Nedostatek vitaminu B3 je spojen az s deficitem této aminokyseliny. Takovym ptipadem jsou
populace odkézané na kukufici jako hlavni zdroj vyzivy, onemocnéni které vznika se nazyva
pelagra a zahrnuje zazivaci problémy, dermatitidu a v konecném diisledku i demenci (Murray

et al., 2002).
3.3.4 Kyselina pantothenova (BS)

Vitamin byl poprvé izolovan v roce 1939, na vysvétleni jeho biologickych G¢inki se vSak
¢ekalo jesté do let 1945 - 1947 (Hlubik et Opltova, 2004). Z chemického hlediska jde o
slouceninu kyseliny pantoové a B-alaninu (obrazek 4). Kyselina pantothenova je dulezitou

soucasti koenzymu A (Matous, 2010).

Obrazek 4: Kyselina pantothenova (Kohlmeier, 2015)

CHs

|
HO-C—C—CH—CG—N—C E COOH
2 CHy; OH O 2 e

Hlavni funkci vitaminu B5 v molekule koenzymu A je pienos acylovych zbytki (Murray
et al., 2002). Obvykle v malém mnozstvi se vyskytuje v rostlinnych i zivo¢isnych potravinach
zejména ve vazané¢ formé (VeliSek et HajSlova, 2009). Hypovitaminoza je velmi vzéacna
(Matous, 2010). Vydatnym zdrojem vitaminu je maso (VeliSek et Hajslova, 2009) a chleba,
kdy mléko neni pfili§ dobrym zdrojem tohoto vitaminu (Matous, 2010).
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3.3.5 Pyridoxin (B6)

Pyridoxin byl poprvé izolovan v krystalické formé v roce 1938 (Hlubik et Opltova,
2004). Vitamin B6 se souhrnnym pojmem pro 3 blizce ptibuzné derivaty: pyridoxal,

pyridoxol a pyridoxamin a jim odpovidajici fosfaty (obrazek 5) (Murray et al., 2002).

Obrazek 5: Pyridoxin vyskytujici se ve tiech podobach (Matous, 2010)

¥
CH,OH CH=0 CHNH,
RO—CH, VY OH RO—CH, P OH
i S
N CH, N CH,
pyridoxol R =H pyridoxal R=H pyridoxamin, R=H
pyridoxol-5"-fosfat, R=PO,H, pyridoxal-5"-fosfat, R =PO,H, pyridoxamin-5"-fosfat, R="POH,

Zakladni funkci téchto latek je, ze se po esterifikaci kyselinou fosfore¢nou koenzymy
fady aminotransferdz a dekarboxyldaz aminokyselin (Matous, 2010). Nejucinngjs$i formou
vitaminu B3 je pyridoxalfosfat (Murray et al., 2002). Vitamin B6 je nestaly v alkalickém
prostiedi a zvlasté na svétle. Nejstalejsi ze vSech je 3 je pyridoxol. V zivocisnych produktech
se vyskytuje predevsim ve form¢ fosforecnych esteri pyridoxalu a pyridoxaminu, v
rostlinnych zdrojich jako pyridoxol a pyridoxal (Velisek et HajSlova, 2009). Vyznamnym
zdrojem vitaminu jsou jatra, ryby, mléko, celozrnna mouka, banany a zelenina (Ledvina et al.,

2009).

3.3.6 Biotin (B7)

Biotin byl poprvé izolovan ve 40. letech 20 stoleti a v pfirodé¢ se vyskytuje v 8
stereoizomerech, avSak biologicky aktivni je pouze D-biotin (Hlubik et Opltova, 2004). Z
chemického hlediska se jednd o derivat imidazolu (obrazek 6). Ackoliv je vitamin velmi
roz$ifeny ve vSech pfirodnich potravinach, velkou ¢ast lidské potieby pokryva syntéza biotinu
stfevnimi bakteriemi (Murray et al., 2002). Aktivni formou biotinu je karboxybiotin, ktery je
kofaktorem karboxylaz a tak je zodpovédny za pienos CO, a tvorbu C-C vazeb (Matous,
2010).
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Ackoliv je vitamin citlivy k alkalickému prostiedi a oxidaci, tak ucinkem svétla a

zahfivanim se jeho obsah neméni (Velisek et Hajslova, 2009).

Obrazek 6: Struktura biotinu ukazuje dva heterocykly se sirou a dusiky (Matous, 2010)
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3.3.7 Kyselina listova (B9)

Vitamin B9 byl objeven v prvni poloviné 40. let minulého stoleti (Hlubik et Opltova,
2004). Kyselina listova se sklada z pteridinu s pfipojenou kyselinou p-aminobenzoovou
(PABA) a kyselinou glutamovou. Jelikoz zivo¢isny organismus nedovede spojovat glutamat s
pteridinem nebo syntetizovat PABA, jsme odkazani na pfijem vitaminu stravou (Murray et
al., 2002). Kyselina listova se vétSinou vyskytuje ve formé polyglutamovych derivata
obsahujici 7 zbytkil kyseliny glutamové (Matous, 2010). Aktivni formou kyseliny listové je
tetrahydrofolat (obrazek 7), ktery pienasi jednouhlikaté zbytky na rtizném stupni oxidace
(methylova, methylenova atd.) (Ledvina et al., 2009).

Kyselina listova je pomérné nestala v kyselém, neutralnim 1 alkalickém prostredi, dale je
citliva na vysokeé teploty, svétlo a kyslik (Velisek et HajSlova, 2009). Vyznamnym zdrojem je
zelenina (objeven ve S$penatu), kvasnice, jatra, maso, vejce a mléko (Ledvina et al., 2009).
Nejvyznamnéj$im metabolickym projevem nedostatku kyseliny listové je inhibice syntézy
DNA (Matous, 2010). Nejznam¢jSim disledkem nedostatku kyseliny listové je
megaloblasticka anémie (Murray et al., 2002).
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Obrazek 7: Tetrahydrolistova kyselina (Matous, 2010)
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tetrahydrolistova kyselina (H, PteGlu, R)

Kyselina listové je pomérn¢ nestald v kyselém, neutrdlnim i alkalickém prostiedi, dale je
citliva na vysoké teploty, svétlo a kyslik (Velisek et Hajslova, 2009). Vyznamnym zdrojem je
zelenina (objeven ve Spenatu), kvasnice, jatra, maso, vejce a mléko (Ledvina et al., 2009).
Nejvyznamnéj$im metabolickym projevem nedostatku kyseliny listové je inhibice syntézy
DNA (Matous, 2010). Nejznam¢jSim disledkem nedostatku kyseliny listové je
megaloblasticka anémie (Murray et al., 2002).

3.3.8 Kobalamin (B12)

Historie vitaminu B12 je Gzce spojena s pernicidozni anémii, kterd byla az do roku 1926
pokladéna za nelécCitelnou nemoc. Poprvé byl Kobalamin izolovan v roce 1948 (Velisek et
Hajslova, 2009). Z pohledu chemické struktury patii mezi korinoidy, jejichz strukturnim
zakladem je korinové jadro, které tvorené tfemi pyrrolinovymi a jednim pyrolidinovym
kruhem spojené vzajemné methinovymi mistky (Matous, 2010). Mezi vitaminy tak disponuje
zaujima velmi zvlaStni postaveni. Je to jedina biogenni sloucenina obsahujici vzacny kobalt.
Vitamin B12 je esencialni latkou pro vSechny Zivo€ichy a velké mnoZstvi mikroorganizmi.
Zdrojem kobalaminu jsou vyhradné zivo¢iSné potraviny, zejména pak jatra, vnitnosti, mléko
a ryby (Ledvina et al., 2009). Aktivnimi formami BI12 jsou methylkobalamin a
deoxyadenosylkobalamin (obrazek 8). Methylkobalamin je koenzymem klicové reakce v
glukoneogenezi a deoxyadenosylkobalamin ma své vyznamné postaveni v metabolismu

purind, pyrimidinu a nukleovych kyselin (Murray et al., 2002)
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Obrazek 8: Vlevo methylkobalamin a vpravo deoxyadenosylkobalamin (Combs, 2008)
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3.3.9 Vitamin C

Pravdépodobné nejznamé;jsi vitamin s trividlnim ndzvem kyselina L-askorbova. Oxidaci
kyseliny L-askorbové vznika kyselina L-dehydroaskorbova, kdy obé formy (obrazek 9) jsou
vyznamnym redoxnim systémem organizmu a rovnéz pusobi jako antioxidant proti nékterym
reaktivnim formam kysliku. Svymi schopnostmi chrani i jiné antioxidanty (tokoferol a retinol)

(Matous, 2010).

Obrazek 9: Dehydroaskorbova kyselina (vlevo) a askorbova kyselina (vpravo) (Combs, 2008)
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Struktura vitaminu C napadné pfipomina glukozu, ze které se u vétSiny savei tvoii. U
primat, cClovéka, ryb ptakd a dalSich syntéza probihat pro nepfitomnost L-
gulanolaktonoxidazy nemuze. Kyselina askorbova nema jinou aktivni formu, je G€inna jiz ve

své zékladni struktufe. Spektrum G¢inku v organismu je velmi Siroké, nékde pisobi piimo,
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jinde nepfimo. Piikladem jejiho uplatnéni je syntéza kolagenu, kdy pti nedostatku vitaminu C
je porusena syntéza kolagenu a vlivem poruch v pojivové tkdni vznikd onemocnéni zvané
kurdéje. Mimo to je vitamin C vyznamny pro odbouravani tyrosinu, syntéze adrenalinu,
tvorbé ZluCovych kyselin, vstiebavani zeleza a mnohé dalsi (Murray et al., 2002).

Vitamin C je kyselé chuti, mélo odolny plsobenim tepla a citlivy je k oxida¢nim
zménam. V KyselejSim vodném roztoku bez ptevaieni diky vysokému obsahu CO, oxiduje
podstatné rychleji (Ledvina et al., 2009). Nejbohat§im zdrojem kyseliny askorbové jsou
Sipky, Cerny rybiz, citrusové ovoce a kysané zeli (Matous, 2010). Pro ptedstavu 1 kg Sipka
obsahuje az 10 000 mg vitaminu C oproti mléku, u kterého se udava v 1 kg do 20 mg (Velisek
et Hajslova, 2009).

3.4 Vitaminy v kravském, ov€im a kozim mléce

V mléce jsou piitomny vSechny znamé vitaminy (Walstra et al., 2006). Jejich zdrojem je
predevsim krmivo a ¢innost bachorovych mikroorganizmi, kdy sekre¢ni buiiky mlééné zlazy
pouze umoziuji jejich transport z krve do mléka (Strapak, 2013). Bachorové mikroorganizmy
se podileji pfedevS§im na tvorb& vitaminti skupiny B, tim neni obsah této skupiny vitaminl
vyrazn€ ovlivnén kvalitou krmiva. Mléko je pak bohaté zejména na riboflavin, biotin, cholin,
ale i dalsi vitaminy skupiny B (Jelinek et Koudela, 2003). Cerstvé nadojené mléko obsahuje i
vitamin C, jeho mnozstvi také neni mozné regulovat pfijmem v potrave, nebot’ se tvoii v
organizmu prezvykavcl (Strapak, 2013). Obsah vitaminid rozpustnych v tuku se odviji od
obsahu tokoferolu, karotenu a ergosterolu v krmivu a koreluje s obsahem mlécného tuku.
MIéko je dobrym zdrojem tfady obsaZenych vitamint, kdy 1 litr kravského mléka pokryje u
¢lovéka denni potiebu vitaminu A, C a D z vice nez jedné tfetiny (Jelinek et Koudela, 2003).

Nékteré¢ vitaminy ovliviiuji v mléce a mléénych vyrobcich fadi vlastnosti. Karoteny
zpusobuji zlutou barvu mlécného tuku, kterou lehce vnimame u nativniho mléka. Nazloutlé
zbarveni syrovatky naopak zplsobuje fluorescen¢nimi vlastnostmi riboflavin. Tokoferoly
funguji jako vyznamné antioxidanty a redukuji ztraty typické mlécné ptichuti dané mléénym
tukem (Walstra et al., 2006).

Mezi jednotlivymi mléky riznych prezvykavcl existuji rozdily v obsahovém spektru
vitaminl (tabulka 4). Kozi a ov¢i mléko mé ve srovnani s mlékem kravskym obecné vice

vitaminl. Kozi mléko ma vSak ve srovnani s mlékem kravskym nizky obsah kyseliny listové

18



a vitaminu Bjy, kdy v mléce kravském dosahuje obsah 5 x vy$sich hodnot. Nejlepsi metodou
tepelného oSetfeni pro zachovani vitamini v kozim mléce a prodlouzeni trvanlivosti je
kratkodoba vysokoteplotni pasterizace (HTST - High Temperature Short Time), 1 kdyz
dochazi k ur¢itym ztratdm thiaminu, riboflavinu a vitaminu C. Obsah vitamina v mléce ov¢im
je prevazné vyssi oproti kravskému a kozimu, s vyjimkou vitaminu A. Vyzkumné udaje o
vitaminech u ov¢iho mléka jsou obecné chudé (Park et al., 2007).

Mlezivo oproti zralému mléku disponuje vy$Sim obsahem vitaminu A, E, riboflavinu a
niacinu (Jelinek et Koudela, 2003). Rozdil obsahu nékterych vitamint oproti trznimu mléku je
pom&mé zna¢ny. Napf. u vitaminu B9 hodnota 4,9 pg.ml™ v mlezivu oproti 0,6 pg.ml™* v
trznim mléce. U telat se potieba vitamin s vékem méni, a to zejména v dusledku rozvoje
bachoru a jeho mikroflory (Strapék, 2013). JiZ obecnou znalosti je, Ze mlad’ata pieZvykavci
jsou zavisla na ptijmu kolostra zejména kvuli protilatkam, tak jsou chranéna v prvnich dnech
zivota proti sepsi a systémovym infekcim (Toman, 2000). Vyssi obsah vitaminli v mlezivu ma
také svij podstatny vliv na podpote imunitnich pochodi. Obecné tak plati zasada obohacovat
krmenti telatim o vSechny vitaminy aZ do doby, nez se plnohodnotné rozvine bachor (Strapak,
2013). Jak ukazuji ve své praci Zmiya et Golovach (2016), neni potieba se u vyzivy telat a
jinych vékovych kategorii v ramci vitaminti skupiny B spoléhat jen na bachorovou mikrofloru
a soustfedit se jen na karoten, vitamin D a E. Podle studii byl prokazan velky vyznam

pfidavani komplexu vitaminti B do krmiva zejména pro podporu slozek humorélni imunity.

Tabulka 4: Prehled vybranych vitamina a jejich hodnot ve 100 g riznych druhi mléka (upraveno dle
Parka et al., 2007).

Vitaminy a jednotky Kriva Koza Ovce Clovék
Vitamin A (IU) 126 185 146 190
Vitamin D (IU) 2 2,3 0,18 (ng) 1,4
Vitamin C (mg) 0,94 1,29 4,16 5
Thiamin (mg) 0,045 0,068 0,08 0,017
Riboflavin (mg) 0,16 0,21 0,376 0,02
Niacin (mg) 0,08 0,27 0,416 0,17
Pantothenova kyselina (mg) 0,32 0,31 0,408 0,2
Pyridoxin (mg) 0,042 0,046 0,08 0,011
Listova kyselina (ng) 5 1 5 5,5
Biotin (ug) 2 1,5 0,93 0,4
Kobalamin (ug) 0,357 0,065 0,712 0,03
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Mlezivo oproti zralému mléku disponuje vyS$im obsahem vitaminu A, E, riboflavinu a
niacinu (Jelinek et Koudela, 2003). Rozdil obsahu nékterych vitamind oproti trznimu mléku je
pomérmné znaény. Napf. u vitaminu B9 hodnota 4,9 pg.ml™® v mlezivu oproti 0,6 pg.ml™® v
trznim mléce. U telat se potfeba vitaminli s vékem méni, a to zejména v disledku rozvoje
bachoru a jeho mikroflory (Strapak, 2013). Jiz obecnou znalosti je, ze mlad’ata prezvykavci
jsou zavisla na pfijmu kolostra zejména kvuli protilatkam, tak jsou chranéna v prvnich dnech
Zivota proti sepsi a systémovym infekcim (Toman, 2000). Vyssi obsah vitamini v mlezivu ma
také sviij podstatny vliv na podpofe imunitnich pochodl. Obecné tak plati zasada obohacovat
krmeni telatim o vSechny vitaminy az do doby, nez se plnohodnotné rozvine bachor (Strapak,
2013). Jak ukazuji ve své praci Zmiya et Golovach (2016), neni potieba se u vyzivy telat a
jinych vékovych kategorii v ramci vitamint skupiny B spoléhat jen na bachorovou mikrofloru
a soustiedit se jen na karoten, vitamin D a E. Podle studii byl prokazan velky vyznam

pridavani komplexu vitaminti B do krmiva zejména pro podporu slozek humoralni imunity.

3.4.1 Vitaminy skupiny B v mléce

Obsah jednotlivych vitaminl a jejich ztraty se rlizni od Cerstvé nadojeného mléka az po
veSkeré metody oSetteni, zpracovani, pouziti obalové techniky a délku skladovdni. Rlzné
hodnoty obsahil a ztrat jednotlivych vitamint odrazi skutecnost, ze je pomérné vyznamné,
kdy jsou vzorky analyzovéany. Tyto rozdily pak mizeme vnimat v literdrnich zdrojich jako
odli$né hodnoty, kterymi se autofi prezentuji ve svych pracich. Vlastnosti slozek mléka
podstatné méni metody sterilace mléka a také délka skladovani 1 pfi pouziti SetrnéjSich metod
osetfeni mléka. Z hlediska ztrat vitamin skupiny B v mléce pro nds ma nejvyssi vyznam
obsah vitamini Bl, B2 a B6. Naopak z nutricniho hlediska pro nas nema vyznam ztrata
vitaminu C (Slukova et al., 2016).

Thiamin (B1) se v mléce vyskytuje volny a ve fosforylované formé (labilngjsi nez volny),
zC€asti vazany na proteiny. V kravském mléce je volna forma zastoupena az v 75 %,
fosforylovana v 18 - 45 % a vazand az v 17 % (VeliSek et HajSlova, 2009). Combs (2008)
uvadi koncentraci thiaminu v mléce kolem 0,04 mg.100g™", kdezto Velisek et Hajslova (2009)
pracuji s §ir$im rozmezim mezi 0,3 - 0,7 mg.kg” mléka. Park et al. (2007) specifikuji
koncentrace thiaminu pro jednotlivé druhy mlék. Pro mléko kravské 0,045 mg.lOOg'l, kozi
0,068 mg.100g™, ov&i 0,08 mg.100g™a pro lidské 0,017 mg.100g™>. Ml1é¢né vyrobky zajist'uji
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pfijem vitamint asi z 8 - 14 % (Velisek et Hajslova, 2009). Zpracovani mléka ma vliv na
koncentraci vitaminu. Pasterace zptisobuje ztratu asi 5 - 10 % (Slukova et al., 2016), 9 - 20 %
(Combs, 2008). Velisek et Hajslova (2009) potvrzuji ztratu pasteraci, sterilaci (véetné UHT) a
susenim do 20 %. Slukova et al. (2016) rozvadi ztratu UHT na 5 -15 % po piimém zahifevu a
ztratu u UHT mléka po 3 mésicich skladovani 10 - 20 %. Nejvyssi ztraty, az 40 %, ma za
nasledek konzervace mléka (Combs, 2008) a sterilace v obalu (Slukova et al., 2016).

Riboflavin (B2) je v mléce z€asti vazan na as- a B- kasein, vyznamnych je vSak 14 %
riboflavinu ve formé FAD a 4 % jako FMN (Velisek et HajSlova, 2009). Combs (2008) uvadi,
ze az 50 % ptijmu riboflavinu potravou zajistuji mléko a mlécné vyrobky. Obsah vitaminu v
kravském mléce je 0,16 mg.100g™", kozim 0,21 mg.100g™, ov&im 0,376 mg.100g™ a 0,02
mg.lOOg'1 v lidském (Park et al., 2007). U riboflavinu obecné plati vysoka citlivost vici
ozéfeni (zejm. fotochemicka degradace). Skladovani mléka na slunci miiZze vést az ke 40 %
ztrat¢ béhem 1 hodiny. Klasické tepelné technologické postupy jeho hladinu v mléce
vyznamné neovlivni. Jeho ztraty béhem pasterace a sterilace se odhaduji do 5 %. V UHT
mléku je retence az 98 %. Pii suSeni mléka se odhaduji ztraty az 2 %. Fermentované mlécné
vyrobky obsahuji vy$s$i obsah, nebot’ produkci vitaminu zajist'uji pouzité mikroorganismy
(Velisek et Hajslova, 2009).

Niacin (B3) se v zivocisnych produktech vyskytuje zejména jako nikotinamid (zejm.
NAD a NADP), mléko vSak nepatii mezi vyznamné zdroje tohoto vitaminu, jako tomu bylo
napf. u riboflavinu. S vy$§im obsahem se setkdme u syrt (VeliSek et Hajslova, 2009). V
mléce se pohybuji hodnoty kolem 0,2 mg.100g™ a v syrech kolem 1,2 mg.100g™ (Combs,
2008). Pottebu vitaminu uspokojuje pfedevSim maso, mléko a mlécné vyrobky se podili asi
jen z 10 % (Velisek et Hajslova, 2009). Detailnéji rozvadi hodnoty obsahu niacinu Park et al.
(2007), kdy v kravském mléce nachazime kolem 0,08 mg.100g™", kozim 0,27 mg.100g™,
ov&im 0,416 mg.100g™ a v lidském 0,17 mg.100g™". Niacin je jeden z odolnéjSich vitaminil,
ztraty pii zpracovani jsou do 5 %, kdy pfi vyrobé syrt jde znacna €ast niacinu do syrovatky,
ovSem ztraty v hotovych syrech jsou jiz minimdlni. V jogurtech diky pfitomnosti
mikroorganismi se miizeme setkat s vy$§im obsahem niacinu (VeliSek et HajSlova, 2009).

Kyselina pantothenova (B5) je v relativné nizkém mnoZstvi obsaZena téméf ve vSech
potravinach (Velisek et Hajslova, 2009), zejména vSak ve vdzané formé v podob¢ koenzymu
A (Combs, 2008). V zivoc¢isnych produktech je vyznamné obsaZena v mase, vnitinostech a
vejcich, jeji obsah v mléce je nizky (Velisek et HajSlova, 2009). Obsah B5 v kravském mléce
je 0,32 mg.100g, kozim 0,31 mg.100g™, ov&im 0,408 mg.100g™ a mateiském mléce 0,20

mg.100g™ (Park et al., 2007). Zmény obsahu tohoto vitaminu pii riizném oSetieni a
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skladovani mléka nejsou nijak velké. Fermentace, pasterace, suSeni ani skladovani se na
zméné obsahu zdsadné nepromita. Po UHT zadhievu jsou ztraty jen kolem 5 % (Velisek et
Hajslova, 2009).

Pyridoxin (B6) se v zivocisnych produktech vyskytuje jako pyridoxal a pyridoxamin, kdy
v mléce oproti masu z 90 % ptevazuje volnd forma. Obsah vitaminu v mléce a mléénych
vyrobcich je obecné pomérné nizky. Odhaduje se, ze pokryti pfijmu pyridoxinu mléko s
mléénymi vyrobky dosahuje jen asi 12 % (Velisek et HajSlova, 2009). Combs (2008) uvadi
hodnoty pyridoxinu 0,04 mg.100g™* v mléce, 0,05 mg.100g™ v jogurtech a 0,04 - 0,08
mg.100g™* v syrech. Jednotlivé druhy mlék pak disponuji hodnotami pro mléko kravské 0,042
mg.100g™, kozi 0,046 mg.100g™, ov¢i 0,08 mg.100g™ a lidské 0,011 mg.100g™ (Park et al.,
2007). Konvencni zpracovani mléka nevede k velkym ztratdm, pasterizace do 5 % (Velisek et
Hajslova, 2009, Slukova et al., 2016), UHT do 10 % (Velisek et Hajslova, 2009, Slukova et
al., 2016), sterilace v obalu 10 - 20 %, ovSem velmi vyznamné jsou ztraty pii nasledném
skladovani, kdy napiiklad u UHT mléka po 3 mésicich jsou az 50 % (Slukova et al., 2016).
Nejvyssi ztraty plivodniho mnozstvi pyridoxinu zapficinuje suSeni mléka (az 70 %),
nezanedbatelné jsou i ztraty vlivem slunecniho svétla jako u riboflavinu. Tepelné oSetfeni
mléka méni is spektrum jednotlivych forem vitaminu. Cerstvé mléko z 38 % obsahuje
kyselinu pyridoxovou a z 32 % pyridoxalfosfat, kdezto v pasterizovaném mléku dominuje s
41 % pyridoxal (Velisek et Hajslova, 2009).

Biotin (B7) je vitaminem zastoupenym v celé fad€ potravin ovSem s hodnotami obsahu
pomérné nizkymi. V mléce se objevuje ve volné forme a jeho koncentrace je mald (VeliSek et
Hajslova, 2009). V kravském mléce se nachézi 2,0 ug.100g™, v kozim 1,5 pg.100g™, v ovéim
0,93 11g.100g™" a v matefském mléce 0.4 pg.100g™ (Park et al., 2007). Pokud bychom
porovnali obsah B7 v mlé¢nych vyrobcich, je jeho zastoupeni v mléce oproti syriim a jogurtl
vy$$i. NejvysSich ztrat dosdhneme suSenim, pasteraci vSak jen do 15 %. Skladovéni se
vyznamné na ztratach nepodili (VeliSek et Hajslova, 2009).

Kyselina listova (B9) je pfirozené v zivo€isnych produktech piedstavovana z 50 %
zejména polyglutamylpeptidy 5-methyltetrahydrofolové kyseliny. V mléce vSak pievazuje asi
z 60 % 10-formyltetrahydrofolova kyselina (VeliSek et HajSlova, 2009). Mléko a mlécné
vyrobky nejsou vyznamnym zdrojem tohoto vitaminu. VEtsi mnozstvi se da nalézt v syrech,
kdy pfi vyrobé se zachova az 90 % ptivodniho mnoZstvi. V kravském mléce se setkame s
hodnotou kolem 5 pg.100g™, kozim 1 pg.100g™, ovéim 5 pg.100g™ a lidském 5,5 pg.100g™
(Park et al., 2007). Stabilita kyseliny listové v mléce se odviji od pritomnosti kysliku.
Pasterace zpusobi ztratu do 5 %, UHT mléko do 20 % (Velisek et Hajslova, 2009, Slukova et
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al., 2016). Sterilace v obalu zpusobuje az 50 % ztraty (Slukova et al., 2016). Vyroba
kondenzovaného mléka sebou nese vsak ztraty dosahujici az 75 % (Velisek et Hajslova,
2009). UHT mléko skladované 3 mésice mize znamenat ztratu az 100 %.

Kobalamin (B12) je pfitomen vyhradné v potravinach zivocisného ptivod, kdy v mléce ho
nalezneme v podob¢ adenosylkobalaminu a methylkobalaminu. V mléce se jeho hodnoty
pohybuji v jedlém podilu kolem 0,3 - 3,8 ug.lOOg'1 (Velisek et Hajslova, 2009). Park et al.
(2007) pak uvadi hodnoty u kravského mléka 0,357 ug.lOOg’l, koziho 0,065 ug.lOOg‘l, ov¢iho
0,712 png.100g™" a matetského 0,03 pg.100g™. Hodnoty obsahu u mléénych produkti jests
rozsifuje Combs (2008), kdy u mléka obecné uvadi hodnotu 0,36 ng.100g™, u syru 0,36 - 1,71
ug.lOOg'1 a jogurtu 0,06 - 0,62 ug.lOOg’l. Bézné postupy pii zpracovani mléka na jeho obsah
vliv nemaji. Pasterizace vede ke ztratdm do 10 % a UHT do 20 % (Velisek et Hajslova,

2009).

3.4.2 Vitamin C v mléce

Vitamin C je obsaZen dle riznych autorti ve 100 mg cerstvého mléka v hodnotach od 0,5 do 2
mg (Velisek et Hajslova, 2009, Combs, 2008, Park et al., 2007). U koziho mléka jsou hodnoty
nékde kolem 1,29 mg/100g, u ovéiho 4,16 mg/100g a v lidském mléce 5 mg/100g (Park et al.,
2007). Mléko tedy nepatii mezi vyznamné zdroje tohoto vitaminu. V podstaté aZ na jatra maji
obecné Zivocisné produkty jako zdroj vitaminu C zanedbatelny vyznam. Nehled¢ na tuto
skutecnost jsou pomérné znacné ztraty pii chladirenském skladovani syrového mléka (az 50
%) a riizna tepelna oSetfeni jeho hodnoty dale snizuji (Velisek et Hajslova, 2009). Slukov4 et
al. (2016) popisuji ztraty pasterizaci do 25 %, u UHT ptimého zahievu 10 - 20 %, u 3 mésice

skladovaného mléka az 100 % a sterilaci v obalu do 60 %.
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3.5 HPLC - vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

Zakladnim principem chromatografickych metod je d€leni analytu mezi fazi mobilni a
stacionarni. Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC, high performance liquid
chromatography) se fadi mezi nejrozsifené;jsi techniky, pfi¢emz principem metody je analyza
slozek vzorku unasenych chromatografickou kolonou kapalnou mobilni fazi (Novakova et
Dousa, 2013a).

Pro stanoveni vitamini se vyuziva gradientova eluce, kdy se mobilni faze ptivadi z vice
zasobnikd a dle programu ve sméSovaci se misi. Diillezitym pohonem pro mobilni fazi je
vysokotlaké ¢erpadlo. Po odplynéni je mobilni faze davkovana do chromatografické kolony,
ktera nese specifickou stacionarni fazi. Kolona je spojena s detektorem. Detekcni zafizeni je
pak spojeno s se softwarem datové stanice. HPLC muze mit velké mnozstvi obmén. Zakladni

schéma HPLC aparatury zobrazuje obrazek 10.

Obrazek 10: Blokové schéma HPLC (Novakova et Dousa, 2013a)

3 |
|
b 5
1) Zasobniky mobilnich fazi ~ 4) Vysokotlaké Cerpadlo 7) Detektor
2) Odplynovaé 5) Davkova¢ vzorku 8) Sbérac frakcei
3) SméSovac 6) Chromatograficka kolona 9) Datova stanice
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3.5.1 Stanoveni vitamini rozpustnych ve vodé pomoci HPLC podle ruznych

autoru

Jak jiz bylo v ptedeslych kapitolach uvedeno, vitaminy rozpustné ve vod¢ tvoii velké
spektrum rozlicnych latek razné chemické povahy a chovani. Nékteré z vitamini jsou
nestabilnimi, napt. vitamin B2 velmi fotosenzitivni, vitamin C termolabilni, fada z vitamint
podléhd oxidaci. Vzhledem k témto skuteCnostem a ve vztahu k Casto pomérné nizkym a
variabilnim koncentracim v uvazovanych matricich, je pro jejich stanoveni nutna citliva a
spolehliva analytickd metoda. Z moznych metod, které se daji pro analyzu vitaminQ pouzit lze
uvést kolorimetrii, fluorometrii, spektrofotometrii, titracni i fadu mikrobiologickych metod,
vétsinou vSak umoziuji individualni stanoveni (Engel et al., 2010).

Chromatografické techniky jsou nejvhodnéjsi z hlediska vicekomponentniho stanovovani
a moznosti separace analytu do matrice (Zafra-Gomez et al., 2006). V dne$ni dob¢é se
vyvinuly metody HPLC, které umoziuji simultanni stanoveni (Moreno et Salvado, 2000). Po
simultanni stanoveni ve vodé rozpustnych vitamini se jako nejslibnéjSi metoda jevi
kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi (RP-HPLC). RP- HPLC je v praxi nejbéznéji
pouzivand metoda HPLC zaméfend na stanovovani polarnich latek. Principem je vyuziti
nepolarni staciondrni faze, kterd se skladd ze vhodného nosice (nejcastéji silikagel) k némuz
je vhodné navazany velmi cCasto oktadecylovy uhlikovy fetézec (-C18) nebo oktylovy
uhlikovy fetézec (-C8). Typickeé je pak nasledné 1 slozeni mobilni faze, kterd vétSinou sestava
ze smé&si pufri nebo vody s polarnimi rozpoustédly. Velmi Casto se pouziva acetonitril a
methanol. Systém pak pracuje v rezimu gradientové eluce, kterd umoziiuje menit polaritu
mobilni faze béhem analyzy a usnadni tak eluci nepoldrnich latek smérem ven z kolony
(Novakova et Dousa, 2013a, Novakova et Dousa, 2013b, Engel et al., 2010, Zafra-Gomez et
al., 2006). Izokraticka metoda, jejiz podstatou je konstantnost slozeni mobilni faze, je vhodna
pro stanoveni 2 az 3 vitamind soucasné, ale pro sloZzit¢jsi vzorky v ramci simultanniho
stanovovani je vyzadovana gradientova eluce (Engel et al., 2010). Hampel et Allen (2015)
uvadi, Ze chromatografické metody jsou v ramci simultdnni analyzy vhodné pro analyzu
vitamint, jejichz vdzany podil v matrici neni vysoky, jednd se pfedev§im o vitamin B1, B2,
B3 a B6. Nejcastéjsi pouzivané metody pro stanoveni vitaminG skupiny B jsou HPLC
separace na reverzni fazi za pouziti kolony C18 pro polarni latky (Abano et Dadzie, 2014). V
piipravé vzorku je zapojena kyseld extrakce pomoci HCl a enzymova extrakce piisobenim

takadiastazy (Khair-un-Nisa et al., 2010, Van Wyk et al., 2010).
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4 Material a metodika

4.1 Laborator

Veskeré cinnosti souvisejici s analyzou vzorkd probihaly v prostorach laboratornich

mistnosti a zazemi katedry chemie ve 4. patfe hlavni budovy FAPPZ CZU v Praze.

4.2 Pristroje

e Kapalinovy chromatograf Waters Alliance e2695 (USA)

e Detektor diodového pole Waters 996 PDA (USA)

e Centrifuga Eppendorf 5810R (Némecko)

e Vodni lazen Julabo 19 (Némecko)

e Laboratorni vaha Kern 770 (Némecko)

e Laboratorni tfepacka GFL 3006 (Némecko)

e Piistroj pro piipravu destilované vody (vodivost cca 1 uS.cm™) Goldman Water,
(Ceska republika)

e Pfistroj na piipravu deionizované vody (odpor 18 MQ) Millipore (Francie)

e Lednice Candy (Italie)

e pH - meter Schott (Némecko)

4.3 Pomiicky

e Chladici box EDA 25 | (Francie)

e Chladici vlozky a teplomér

e Jednokanalové pipety s nastavitelnym objemem (pl, ml)

e Spicky k pipetam (pl, ml)

e Laboratorni sklo (baiiky, kddinky)

e Injekeni stiikacky (3 ml)

e Sttikackové filtry PVDF LUT Syringe 25 mm 0,45 pm, Labicom, s.r.o. (CR)
e Centrifugacni zkumavky s vicky, plastové (45 ml, 50 ml)

e Alobal na odstinéni vzorkovnic a centrifuga¢nich zkumavek
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e Plastové vzorkovnice se Sroubovacim vickem (100 ml, 250 ml)

e Vialka 2 ml se $roubovacim zavitem 9 mm, Chromservis, s.r.o. (CR)

e Modra plastova vicka pro vialky Red PTFE, White Silicone, 9 mm, Chromservis, s.r.o.
(CR)

e Plastovy stojan na zkumavky

e Laboratorni 1zicky

4.4 Chemikalie

e razné upravené druhy vody (destilovand, demineralizovand)

e 1M HCI (pfipraveno z 36% HCI p.a., Lachner, CR)

e 2.5M acetatovy pufr pH = 4,6 (pfipraveno smichanim 102 ml 2,5M octové kyseliny a
98 ml 2,5M octanu sodného)

e roztoky pro kalibraci pH - metru, pro pH 2,0 a pH 7,0 Fisher Scientifics (Némecko)

e sodna sul kyseliny hexan-1-sulfonové pro HPLC, Fisher Scientifics (Némecko)

e triethylamin pro HPLC, Acros Organics (Lachner, CR)

e Kkyselina octovd ACS reagent >99.7%, Sigma - Aldrich (CR)

e octan sodny p.a. (Lachner, CR)

e taka - Diastaza z Aspergillus oryzae, Sigma — Aldrich (CR)

e methanol gradient grade pro HPLC (Lachner, CR)

4.5 Priprava roztoku mobilni faze

V prubéhu ptipravy vzorkl pro HPLC a pro ptipravu mobilni faze byla vyuzita

demineralizovana (DEMI) voda.

e Mobilni faze A:
992,5 ml DEMI voda + 7,5 ml kyselina octova + 0,2 ml + triethylamin + 1,5 g
sodné soli kyseliny hexan-1-sulfonové

e Mobilni faze B:
100% methanol

27



4.6 Priprava vzorki mléka

Zamérem této prace byla simultanni analyza vice druhid vitamint rozpustnych ve vodé.
Pro analyzu byly zvoleny vitaminy C, B1, B2, B3, B6 a B9. Postup piipravy vzorkl byl
vypracovan na zakladé prace autori Khair-un-Nisa et al. (2010).

Cerstvé vzorky mléka byly odebrany do vzorkovnic a uchovany b&hem transportu a pii
uskladnéni pfi teplot¢ 4 — 8 °C. S ohledem na skute¢nost vysoké citlivosti flavint vaci UV
zateni a fotochemické degradaci (Combs, 2008, Guneser et Yuceer, 2012), byly Cerstvé
vzorky ochranény proti svétlu. Vzorky komer¢niho mléka byly ponechany v piivodnim obalu.
Béhem piipravy vzorkl v laboratofi byly vSechny vzorky odstinéné alobalem (pfiloha 1).

Béznou soucésti extrakce vitamini rozpustnych ve vodé je kyseld a enzymaticka
hydrolyza (Engel et al., 2010). Pro extrakci vitamint kyselou hydrolyzou byl vzorek smichan
s 1 ml 1M HCI (Khair-un-Nisa et al., 2010). K enzymové extrakci se vyuziva takadiastaza
(Van Wyk et al., 2010), ktera ma vliv na uvolnéni thiaminu a riboflavinu (Hampel et Allen,
2015). Dle autort Khair-un-Nisa et al. (2010), byl ke vzorkim po upravé pH piidan 10%
roztok takadiastazy a vzorky byly inkubovany ve vodni 1azni.

Pted chromatografickou analyzou byly vzorky pfipraveny odstiedénim pii vysokych

otackach, vymrazenim a filtraci (pfiloha 2).

Jako optimdlni byl zvoleny nésledujici postup:

e kazdy konkrétni vzorek mléka byl rozdélen do 4 alobalem odstinénych zkumavek
po 15 ml (2 zkumavky pro analyzu bez enzymu, 2 zkumavky pro analyzu s
enzymem)

e ke vzorku byl pfidan 1 ml 1M HCl

e vzorky byly tiepany 15 minut na tfepacce s nejvysSim vykonem

e u protiepanych vzorki bylo upraveno pH na 4,0 - 4,5 pouZitim 2,5M acetatového
pufru

e k poloving vzorkim bylo pfidano 5 ml 10% roztoku takadiastazy

e vzorky byly opét umistény na tiepacku po dobu 15 minut

e vzorky s ptfidavkem takadiastazy byly umistény do vodni lazné o teploté 50 °C na

dobu 2 hodin, zkumavky byly kazdych 30 minut promichdny a protfepany
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e po vyjmuti zkumavek z vodni 1dzn€ byly ponechdny cca 30 minut pii pokojové
teplote

e vzorky po uprave pH, ke kterym nebyl piidan enzym a zaroven i vzorky s
enzymem po zchlazeni na pokojovou teplotu byly doplnény DEMI vodou na
objem 25 ml

e 10 ml zfedéného vzorku mléka bylo pipetovano do alobalem odstinénych
centrifuga¢nich zkumavek

e vzorky byly centrifugovany v centrifuze pti 10 000 otakach po dobu 5 minut

e zcentrifugované zkumavky byly zchlazeny v mrazaku po dobu 5 minut (byl
vymraZzen tuk)

e supernatant byl pomoci 3 ml injekéni stiikacky filtrovan pies PVDF filtr s
primérem 0,45 um do vialek s objemem 2 ml

e obsah vialky byl analyzovan metodou HPLC

4.7 Podminky chromatografie

Chromatograficka analyza byla provedena podle podminek, které byly navrzeny firmou

Phenomenex pro pouzitou chromatografickou kolonu. Podminky analyzy jsou nasledujici:

e Analyticka kolona: Kinetex 2,6 um Polar C18 100 A LC Column 100 x 4,6 mm
(Phenomenex, Inc., USA)

e Teplota chromatografické klony: 26 °C

e Typ eluce: gradientova (schéma uvedeno v tabulce 5)

e Mobilni faze A: H,O (992,5 ml), kyselina octova (7,5 ml), triethylamin (0,2 ml),
sodna sil kyseliny hexan-1-sulfonové (1,5 g)

e Mobilni faze B: methanol 100%

e Pritok mobilni faze: 0,5 ml/min

e Objem analyzovaného vzorku: 5 pl

e Délka trvani analyzy: 20 min.

e Podminky detekce: PDA detektor, vinova délka A= 270 nm
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Tabulka 5: Podminky HPLC gradientové eluce (20 minut)

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%) Pritok (ml/min)
0.00 95.0 5.0 0.5
12.00 53.0 47.0 0.5
12.10 2.0 98.0 0.5
15.00 2.0 98.0 0.5
15.10 95.0 5.0 0.5
20.00 95.0 5.0 0.5

4.8 Piehled vzorku mléka

Byly provedeny analyzy vzorkl kravského, ov¢iho a koziho mléka. Jednotlivd mléka
pochézela z riznych zdroji. Spektrum vzorkd bylo od mléka Cerstvého pies rlizné varianty
tepelné¢ho oSetfeni az po komercni pultovd mléka. Pro porovnani byly poskytnuty vzorky
mléka 3 plemen dojeného skotu (Gesky strakaty skot - CESTR, holstynsky skot, jersey), dale
vzorky mléka plemene CESTR lisici se fazi laktace a stafim dojnic. Vzorky mléka pultové
(komer¢ni) byly zakoupeny v obchodnich fetézcich, ostatni vzorky mléka byly ziskany ptimo
od farmaia na farmé. Cilem analyzy bylo opakovani méteni kazdého typu vzorku s odstupem
asu alespori dvakrat po sobg. Casovy harmonogram analyzy vzorkil a jejich oznaeni je

uveden v ptiloze 3.

Zakladni prehled analyzovanych vzork:

1. Vzorky kravského mléka

Holstynsky skot, smésné mléko z tanku, farma Jehnédi

e CESTR, &erstvé smésné mléko z tanku, farma Svidnice

e CESTR, &erstva smésna mléka vybranych dojnic dle fazi laktace a staii dojnic
e CESTR, &erstvé smésné mléko 12 dojnic, soukromy zemédélec

e Jerseysky skot, Cerstvé smésné mléko 4 dojnic, farma Tehov (ptiloha 4)

e Chocenska mlékarna, smésné mléko z tanku pted a po pasterizaci

o Komer¢ni mléka polotucné pasterizovand zna¢ek Madeta, Olma, Bohemilk a Dr.

Halit (ptiloha 5)
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e Komer¢ni mléka plnotu¢na pasterizovana znacek Bio Olma a Tesco finest (mléko

jerseyského skotu) (pfiloha 5)

2. Vzorky ov¢iho mléka

e ov¢i mléko Cerstvé, vychodofriské ovee, farma Péncin
e ov¢i mléko pasterizované, vychodofriské ovce, farma Péncin
e ov¢i mléko pultové, pasterizované, vychodofriské ovee, farma Péncin (pfiloha 6)

e 0ov¢i zinCice pultova, pasterizovana, vychodofriské ovce, farma Pénéin (pfiloha 6)

3. Vzorky koziho mléka

e kozi mléko Cerstvé, kozy bilé a hnédé¢ kratkosrsté, farma Péncin

o kozi mléko pasterizované, kozy bilé a hnédé kratkosrsté, farma Péncin

e kozi mléko pultové, pasterizované, kozy bilé a hnédé kratkosrsté, farma Péncin
(ptiloha 6)

e kozi mléko pultové zahrani¢ni, UHT, znacka Bettine (Holandsko) (pfiloha 6)
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5 Vysledky

5.1 Kalibrace

Pro kvantitativni hodnoceni je potfeba najit zavislost mezi plochou piku a mnozstvim

eluované latky. Jednoduchou variantou kvantitativniho hodnoceni je metoda kalibra¢ni kiivky

(metoda vnéjSiho standardu), kdy je piedpokladdna a doporuCovana linearita kalibracni

zavislosti (Novakova et Dousa, 2013b). Stanoveni kalibracni zévislosti bylo provedeno

pomoci 4 standardii v rdmci vicebodové kalibrace. Kalibra¢ni rozsahy jednotlivych vitamint

véetné koeficientu korelace a determinace pro jednotlivé kalibracni zavislosti jsou uvedeny v

tabulce 6. Kalibra¢ni kiivky vSech vitamind vykazuji linearni pribéh. Ptiklad kalibrac¢ni

zavislosti vitaminu B2 je patrny z obrazku 11.

Tabulka 6: Kalibracni zévislosti jednotlivych vitamint

Vitamin Kalibraéni rozsah R?- koeficient R — koeficient

(ng/ml) determinace korelace

C 50 - 360 0,9998 0,9999

B3 16 -120 0,9967 0,9998

B6 16 - 120 0,9996 0,9997

B9 8-60 0,9995 0,9998

B2 4-30 0,9997 0,9998

Bl 4-30 0,9996 0,9998

Obrazek 11: Kalibraéni kiivka vitaminu B2 (osa x: koncentrace pg/ml, osa y: plocha piki)
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5.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD, limit of detection) je takova koncentrace, pro kterou je analyticky
signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ, limit of
quantification) odpovidd koncentraci, pii které presnost a spravnost stanoveni dovoluje
kvantitativni vyhodnoceni (Novakova et DouSa, 2013b). Meze detekce a stanovitelnosti

jednotlivych vitamint uvadi tabulka 7.

Tabulka 7: Mez detekce a kvantifikace vitaminu

Vitaminy LOD LOQ
(mg/100 ml) (mg/100 ml)
C 0,0083 0,0249
Bl 0,0003 0,0009
B2 0,001 0,003
B3 0,0057 0,0171
B6 0,008 0,024
B9 0,001 0,003

5.3 Chromatogramy
Analyzovany byly rtizné vzorky kravského, ov¢iho a koziho mléka. Chromatogram
smésneho standardu je znazornén na obrazku 12. Priklady jednotlivych vybranych

chromatogrami mlék predstavuji obrazky 13, 14, 15, 16 a 17.

Obrazek 12: Chromatogram standardu

Vit C - 2,329

Vit B3 - 3,712
Vit B9 - 9,696

Vit B2 - 10,796
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Retenc¢ni ¢asy vitaminu:
vit. C: 2,329 min.; vit. B3: 3,7112 min.; vit. B6: 8,764 min.; vit. B9: 9,696 min.; vit. B2:
10,545 min.; vit.B1: 11,316 min.

Obrazek 13: Chromatogram kravského mléka vzorku 2K (Madeta bez takadiastazy)
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Retenc¢ni ¢asy vybranych vitamint:

vit. C: 2,235 min.; vit. B3: 3,639 min.; vit. B6: 8,633 min.; vit. B2: 10,545 min.

Obrazek 14: Vyiez chromatogramu kravského mléka vzorku 2K (Madeta bez takadiastazy)
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Retencéni ¢asy vybranvch vitaminii:

vit. C: 2,235 min.; vit. B3: 3,639 min.; vit. B6: 8,633 min.; vit. B2: 10,545 min.
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Obrazek 15: Chromatogram ov¢iho mléka vzorku O1T (pultové mléko takadiastazou)

Retencni asy vybranych vitamini:
vit. C: 2,288 min.; vit. B3: 3,775 min.; vit. B6: 9,036 min.; vit. B2: 10,942 min.

Obrazek 16: Chromatogram koziho mléka z 19.03.2018 (mléko pultové)

Retenéni ¢asy vybranvych vitaminu:

vit. C: 2,205 min.; vit. B3: 3,497 min.; vit. B6: 8,629 min.; vit. B2: 10,548 min.
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Obrazek 17: Vyiez chromatogram koziho mléka z 19.03.2018 (mléko pultové)
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Retenéni ¢asy vybranych vitaminu:
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vit. C: 2,205 min.; vit. B3: 3,497 min.; vit. B6: 8,629 min.; vit. B2: 10,548 min.

5.4 Porovnani obsahu vitaminu v kravském, ovéim a kozim mléce

T
12,00

U jednotlivych druhti pfezvykavctu bylo analyzovano vice rtiznych typd vzorki mléka.

Pro porovnani byly zvoleny vzorky pasterizovaného mléka a statisticky vyhodnoceny byly

obsahy vitamini C a B2. Z porovnani byly vynechdny vitaminy B1, B3, B6 a B9, jejichZz

obsahy byly ¢asto pod mezi detekce.

Obsahy vitamini C a B2 pasterizovaného kravského, ovciho a koziho mléka jsou

uvedeny v tabulce 8. Pro kazdou ze dvou paralelnich hodnot v daném typu vzorku byl

vypocitan priameér, smérodatnd odchylka (Sm. odch.) a relativni smérodatnd odchylka (Rel.

sm. odch.). Hodnoty byly zaokrouhleny na 3 desetinné mista.
Obsahy vitaminli jednotlivych hospodaiskych zvifat z tabulky 8 byly statisticky

testovany. Principem vSech nulovych hypotéz bylo konstatovani rovnosti stfednich hodnot.

Nulova hypotéza poté byla podle intervalu spolehlivosti (a = 0,05). Statistické Setfeni se

nachazi v ptiloze 8.
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Tabulka 8: Obsahy t vitamind C a B2 v kravském, ov¢im a kozim pasterizovaném mléce

KRAVSKE ovCi KOZI
[mg.100mI™] [mg.100mI™] [mg.100mI™]
Vzorky M1 M2 01 02 K KK
Vitamin C 1,108 1,057 3,904 3,269 1,162 1,263
Priamér 1,083 3,587 1,213
Sm. odch. 0,026 0,318 0,050
Rel. sm. odch. [%] 2,356 8,853 4,138
Vzorky M1T M2T o1T o271 KT KTK
Vit. C - takadiastaza 0,096 1,074 2,643 2,712 2,168 2,191
Priamér 1,016 2,677 2,179
Sm. odch. 0,058 0,035 0,012
Rel. sm. odch. [%] 5,731 1,302 0,529
Vzorky M1 M2 01 02 K KK
Vitamin B2 0,115 0,108 0,384 0,337 0,077 0,075
Priamér 0,111 0,361 0,076
Sm. odch. 0,004 0,024 0,001
Rel. sm. odch. [%] 3,440 6,591 1,495
Vzorky M1T M2T o1T 02T KT KTK
Vit. B2 - takadiastaza 0,126 0,122 0,322 0,344 0,120 0,125
Priamér 0,124 0,333 0,123
Sm. odch. 0,002 0,011 0,003
Rel. sm. odch. [%] 1,976 3,299 2,202

Primérné hodnoty obsahu vitamind v jednotlivych druzich mléka jsou zobrazeny v

v grafu 1.
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Graf 1: Porovnani primérného obsahu vitaminti C a B2 v kravském, ov¢im a kozim

pasterizovaném mléce (StatSoft, 2013)
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Z tabulky 8 a grafu 1 je patrny rozdil hodnot v obsazich vitaminl mezi jednotlivymi

dojenymi hospodaiskymi druhy ptezvykavcl. V tabulce 9 je uvedeno srovnani stanovenych

pramérnych hodnot pro vitaminy C a B2 s hodnotami udavanymi autory Park et al. (2007).

Tabulka 9: Porovnani stanovenych hodnot vitamint C a B2 z tabulky 8 s hodnotami

uvadénymi v praci autord Parka et al. (2007)

Vitamin Krava Ovce Koza
[mg.100mI™] [mg.100mI™] [mg.100mI™]

C 1,083 3,587 1,213
C (takadiastaza) 1,016 2,677 2,179
Cc* 0,940 4,160 1,290
B2 0,111 0,361 0,076
B2 (takadiastaza) 0,124 0,333 0,123
B2 * 0,160 0,376 0,210

* hodnoty dle autort Parka et al. (2007)

5.5 Porovnani obsahu vitamini v mléce raznych plemen skotu

Pro porovnani zastoupeni jednotlivych vodorozpustnych vitamini v mléce plemene jersey,

CESTR a holstynského skotu byly vybrany vzorky &erstvého mléka bez pouziti enzymu

38



takadiastdza. Mléko bylo analyzovano opakované ve 2 paralelnich stanovenich. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 10. Pro kazdou skupinu hodnot daného typu vzorku byl vypocitan
prumér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka. Hodnoty byly zaokrouhleny

na 3 desetinna mista.

Tabulka 10: Porovnani vitamini C, B2, B3 a B6 u riznych plemen dojeného skotu

PLEMENA
CESTR [mg.100mI] HOLSTYN [mg.100mI}] JERSEY [mg.100ml”]
Vitamin C Vitamin C Vitamin C
0,934 1,156 2,141
. 1,296 1,276 2,009
Obsahy vitaminu 0.989 0.789 *
0,988 0,802 *
Prumér 1,051 1,006 2,075
Sm. odch. 0,143 0,215 0,066
Rel. sm. odch. [%] 13,584 21,348 3,192
Vitamin B2 Vitamin B2 Vitamin B2
0,112 0,27 0,214
_ 0,145 0,123 0,211
Obsahy vitaminu 0.133 0113 .
0,135 0,11 *
Priamér 0,131 0,154 0,212
Sm. odch. 0,012 0,067 0,002
Rel. sm. odch. [%] 9,319 43,71 0,902
Vitamin B3 Vitamin B3 Vitamin B3
0,012 0,026 0,008
. 0,012 0,006 0,005
Obsahy vitaminu 0,022 0,019 *
0,024 0,016 *
Pramér 0,018 0,017 0,0065
Sm. odch. 0,006 0,007 0,002
Rel. sm. odch. [%] 31,687 42,922 23,077
Vitamin B6 Vitamin B6 Vitamin B6
<MD 0,025 <MD
o <MD 0,002 <MD
Hodnoty vzork 0,083 0,073 «
0,087 0,072 *
Prumér 0,085 0,043 ---
Sm. odch. 0,002 0,031
Rel. sm. odch. [%] 2,353 71,168

* neprobéhlo opakované méteni
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Jak je patrné z tabulky 10, ve vzorku plemene jersey nebylo provedeno opakovani
analyzy Cerstvého mléka, a tak jsou zakladni statistické ukazatele vypocitany pouze ze 2
hodnot. Obsahy vitaminu B6 v mléce plemen CESTR a jersey byly v ramci 1 méfeni pod

mezi detekce. Graficky vystup tabulky 10 je patrny z grafu 2.

Graf 2: Porovnani obsahu vybranych vitaminti v mléce riznych plemen skotu (StatSoft, 2013)
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Z grafu 2 je patrny piedevSim rozdil v obsahu vitaminli C a B2 v mléce plemene jersey

oproti mléku hol3tynského skotu a plemene CESTR.

5.6 Obsah vitaminu v mléce v zavislosti na fazi laktace

Je vSeobecné zndmou skuteCnosti, ze v pribéhu laktacni fdze dochazi k uréitym zménam v
obsahu riznych komponent mléka (Chen et al., 2014). Vysledky hodnot obsahii vybranych
vitamint v mléce plemene CESTR dokumentuji tabulky 11, 12 a 13. Mléko bylo ziskano
(nadojeno) v raznych fazich laktace. Jednotlivé skupiny dojnic jsou charakterizovany v
ptehledu v pfiloze 7. Pro 2 paralelni hodnoty byl vypocitan primér, smérodatnd odchylka a

relativni smérodatna odchylka. Hodnoty byly zaokrouhleny na 3 desetinna mista.

40



Tabulka 11: Obsahy vitaminti v mléce dojnic v rozdoji [mg.100ml™]

ROZDOJ
vit. C vit.C* vit. B2 vit.B2* vit. B3 vit.B3* vit.B6 vit.B6*
Hodnoty - 1436 2,101 0,118 0,137 0,028 0,042 0,093 0,125
Prosinec 1586 1,387 0,138 0,117 0,031 0,036 0,104 0,104
Primér 1511 1,744 0,128 0,127 0,030 0,039 0,099 0,115
Sm. odch. 0,075 0,357 0,010 0,010 0,002 0,003 0,006 0,011

Rel. sm. odch. [%] 4,964 20,470 7,813 7,874 5,085 7,692 5,584 9,170

0,799 1837 0,121 0,14 0,017 0,026 0,079 0,118

Hodnoty - Leden 0,868 1,770 0,125 0,145 0,021 0,024 0,084 0,128
Primér 0,834 1804 0,123 0,143 0,019 0,025 0,082 0,123

Sm. odch. 0,035 0,034 0,002 0,003 0,002 0,001 0,003 0,005
Rel. sm. odch. [%] 4,139 1,858 1,626 1,754 1,053 4,000 3,067 4,065

Prosinec + Leden

Primér 1,172 1,774 0,126 0,135 0,024 0,032 0,090 0,119
Sm. odch. 0,344 0,255 0,008 0,011 0,006 0,007 0,010 0,009
Rel. sm. odch. [%] 29,323 14,392 6,081 7,895 22,844 22,964 10,57 7,795

* hodnoty s takadiastazou

Tabulka 12: Obsahy vitamin{i v mléce dojnic na vrcholu laktace [mg.100mI™]

VRCHOL
vit. C vit.C* vit. B2 vit.B2* vit.B3 vit.B3* vit.B6 vit.B6*
Hodnoty - 1,289 0,761 0,112 0,123 0,017 0,026 0,071 0,100
Prosinec 1,191 1,012 0,113 0,112 0,023 0,032 0,076 0,101
Primér 1,240 0,887 0,113 0,118 0,020 0,029 0,074 0,100
Sm. odch. 0,049 0,123 0,001 0,006 0,003 0,003 0,003 0,001

Rel. sm. odch. [%] 3,952 14,157 0,444 4,681 15000 9,777 3,401 0,498

0,849 1,047 0,123 0,136 0,015 0,021 0,071 0,116

Hodnoty - Leden 0,871 1,021 0,123 0,136 0,016 0,023 0,075 0,113
Primér 0,860 1,034 0,123 0,136 0,155 0,022 0,073 0,115

Sm. odch. 0,011 0,013 0,000 0,000 0,001 0,001 0,002 0,002
Rel. sm. odch. [%] 1,279 1,257 0,000 0,000 3,226 4,546 2,740 1,310

Prosinec + Leden
Priamér 1,050 0,960 0,118 0,127 0,018 0,026 0,073 0,108
Sm. odch. 0,193 0,116 0,005 0,010 0,003 0,004 0,002 0,007
Rel. sm. odch. [%] 18,409 12,054 0,447 7917 17535 16,288 3,109 6,594
* hodnoty s takadiastazou
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Tabulka 13: Obsahy vitamin®i v mléce dojnic na konci laktace [mg.100mI™]

KONEC
vittC  vit.C* vit. B2 vit.B2* vit.B3 vit.B3* vit. B6 Vvit.B6*
Hodnoty - 0,708 0,742 0,100 0,142 0,009 0,020 0,064 0,114
Prosinec 1,059 0,873 0,149 0,156 0,016 0,019 0,091 0,118
Primér 0,884 0,808 0,125 0,149 0,013 0,020 0,078 0,116
Sm. odch. 0,176 0,066 0,025 0,007 0,004 0,001 0,014 0,002

Rel. sm. odch. [%] 19,864 8,112 19,679 4,698 28,000 2564 17,419 1,724

0,617 0,487 0,148 0161 0,016 0,022 0,088 0,123

Hodnoty - Leden 0,519 0,584 0,142 0,16 0,014 0,022 0,088 0,110
Primér 0,568 0,536 0,145 0161 0,015 0,022 0,088 0,117

Sm. odch. 0,049 0,049 0,003 0,001 0,001 0,000 0,000 0,007
Rel. sm. odch. [%] 8,627 9,057 2,069 3115 6,667 0,000 0,000 5,579

Prosinec + Leden

Primér 0,726 0,671 0,135 0,155 0,014 0,021 0,083 0,116
Sm. odch. 0,204 0,148 0,020 0,008 0,003 0,001 0,011 0,005
Rel.sm. odch. [%] 28,065 21,997 15,021 4,908 20,810 6,260 13,165 4,142

* hodnoty s takadiastazou

Porovnani primérnych hodnot obsahu vitamini C a B2 v mléce odebraném v rizné fazi

laktace zobrazuji grafy 3, 4, 5 a 6. Vitamin B3 a B6 ukazuji grafy 7, 8,9 a 10.

Graf 3: Pramérné hodnoty vitaminu. C v mléce v zavislosti na fazi laktace (prosinec)
(StatSoft, 2013)
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Graf 4: Primérné hodnoty vitaminu. C v mléce v zavislosti na fazi laktace (leden) (StatSoft,
2013)
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Graf 5: Primérné hodnoty vitaminu B2 v mléce v zavislosti na fazi laktace (prosinec)

(StatSoft, 2013)
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Graf 6: Primérné hodnoty vitaminu B2 v mléce v zavislosti na fazi laktace (leden) (StatSoft,
2013)
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Z grafii 3 a 4 je patrna jista tendence snizujicich se hodnot obsahu vitaminu C v prib&hu

laktace. V grafech 5 a 6 je zfejma urcita vyrovnanost obsahu vitaminu B2 béhem laktace.

Graf 7: Pramérné hodnoty vitaminu B3 v mléce v zavislosti na fazi laktace (prosinec)
(StatSoft, 2013)

0,08

0,07 ¢

0,06

0,05

0,04

0,03 r

OBSAH B3 [mg.100mI}]

0,02 1

0,01 ¢

0,00

Rozdoj Vrchol Konec
) [] vitamin B3

FAZE LAKTACE " Vitamin B3 + takadiastaza

44



Graf 8: Primérné hodnoty vitaminu B3 v mléce v zavislosti na fazi laktace (leden) (StatSoft,
2013)
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Graf 9: Primérné hodnoty vitaminu B6 v mléce v zavislosti na fazi laktace (prosinec)
(StatSoft, 2013)
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Graf 10: Pramérné hodnoty vitaminu B6 v mléce v zavislosti na fazi laktace (leden)
(StatSoft, 2013)
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5.7 Porovnani obsahu vitamina v mléce rizné starych dojnic

Na obsah slozek mléka ma vedle mnohych dalsich faktorti vliv i vék dojnic (Boro et al.,
2016). Pro srovnani byly vyuzity vzorky smésného mléka celého stada (421 dojnic) a vzorky
smésneho mléka 21 prvotelek.

Vysledky namétenych hodnot jsou v smésném mléce prvotelek jsou uvedeny v tabulce 14
a vsmésném mléce celého stdda v tabulce 15. Pro hodnoty Vv jednotlivych skupinach byl
vypocditan prumér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka. Hodnoty jsou
zaokrouhleny na 3 desetinnd mista. Z grafu 11 neni patrny rozdil v obsahu vitaminii v mléce

ruzné starych dojnic.
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Tabulka 14: Obsahti vybranych vitaminti v mléce prvotelek

PRVOTELKY
obsah vitaminti [mg.100ml™]
vit. C vit.C* vit.B2 vit.B2* vit.B3 vit.B3* vit.B6 vit.B6*

1,150 1,403 0,114 0,121 0,021 0,028 0,070 0,097
1,139 1,493 0,111 0,129 0,022 0,037 0,076 0,099

Hodnoty
0,882 1,389 0,122 0,119 0,077 0,025 0,083 0,092
0,845 1562 0,121 0,131 0,071 0,028 0,069 0,109
Priamér 1,004 1,462 0,117 0,125 0,048 0,030 0,075 0,099
Sm. odch. 0,141 0,070 0,005 0,005 0,026 0,005 0,006 0,006

Rel. sm. odch [%] 14,060 4,810 3,963 4,079 55,158 15,254 7,504 6,226

* hodnoty s takadiastazou

Tabulka 15: Obsahy vybranych vitamint v mléce celého stada

CELE STADO
obsah vitaminti [mg.100ml™]
vit. C vit.C* vit.B2 vit. B2* vit.B3 vit. B3* vit.B6 vit.B6*

0934 1072 0,112 0,14 0,012 0,022 <MD 0,022
1,296 0,643 0,145 0,145 0,012 0,025 <MD 0,034

Hodnoty
0,989 0,786 0,133 0,117 0,022 0,027 0,083 0,097
0,987 0971 0,135 0,126 0,024 0,032 0,087 0,103
Primér 1,052 0,868 0,131 0,132 0,018 0,027 0,085 0,064
Sm. odch. 0,143 0,166 0,012 0,011 0,006 0,004 0,002 0,036

Rel. sm. odch [%] 13,588 19,068 9,149 8,419 31,687 13,736 2,353 56,736

* hodnoty s takadiastdzou ** hodnoty pod mezi detekce

Graf 11: Porovnani obsahu vitamint v mléce prvotelek a celého stada (StatSoft, 2013)
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5.8 Porovnani obsahu vitaminu ve vzorcich bovinnich komer¢nich mlék

Srovnani bylo provedeno u 3 druhi komer¢niho pasterizovaného polotuéného mléka zn.
Olma, Madeta a Bohemilk s mlékem pasterizovanym plnotu¢nym zn. Olma Bio. Pro pfislusné
skupiny hodnot byl vypocitan pramér, smérodatné odchylka a relativni smérodatna odchylka.

Hodnoty byly zaokrouhleny na 3 desetinna mista. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: Obsahy vitaminu B2 v riznych komer¢nich znackach mléka

KOMERCNI MLEKA
Obsah vit. B2 [mg.100ml™]
OLMA MADETA BOHEMILK BIO OLMA

0,104 0,105 0,103 *

Hodnoty 0,103 0,115 0,104 *
0,094 0,104 0,091 0,150
0,095 0,100 0,089 0,150
Priamér 0,099 0,106 0,097 0,150
Sm. odch. 0,005 0,006 0,007 0,000
Rel. sm. odch. [%] 4,573 5,210 7,024 0,000

0,123 0,128 0,123 *

Hodnoty s takadiastazou 0118 0,128 0,103 )
0,122 0,131 0,115 0,178
0,121 0,129 0,116 0,181
Prumér 0,121 0,129 0,114 0,180
Sm. odch. 0,002 0,001 0,007 0,002
Rel. sm. odch. [%] 1,546 0,949 6,293 0,836

* neprobéhlo opakované méteni

Srovnani primémych hodnot vitaminu B2 ve vzorcich komer¢nich mlék s hodnotou

vitaminu B2 v kravském mléce uvadénou autory Park et al. (2007) poskytuje tabulka 17.

Tabulka 17: Srovnani hodnot obsahu vitaminu B2 v mléce

Vitamin B2 [mg.100ml™]

OLMA MADETA BOHEMILK BIO OLMA
B2 0,099 0,106 0,097 0,150
B2 s takadiastazou 0,121 0,129 0,114 0,180
B2* 0,160 0,160 0,160 0,160

* Obsah vitaminu B2 [mg/100ml] (Park et al., 2007)
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Z vyse uvedenych tabulek (16 a 17) a z grafu 12 je patrna urcitd vyrovnanost obsahu
vitaminu B2 v mléce zn. Olma, Madeta a Bohemilk, a vy$si obsah vitaminu B v mléce Olma

Bio a ve vzorcich s pouzitym enzymem.

Graf 12: Porovnani obsahu vitaminu B2 v mléce riznych komer¢nich znacek (StatSoft, 2013)
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Graf 13: Porovnani obsahu vitaminu C, B2, B3 a B6 v mléce riznych komerénich znacek

(leden) (StatSoft, 2013)
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Graf 13: Porovnani obsahu vitaminu C, B2, B3 a B6 v mléce ruznych komercnich znacek
(bfezen) (StatSoft, 2013)
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6 Diskuze

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zavedeni, optimalizace a ovéieni metodiky ptipravy
vzorkd mléka, pro spolehlivé a simultanni stanoveni vybranych v mléce se vyskytujicich
vitaminll rozpustnych ve vodé¢ pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).
Naroky na analytické metody jsou velmi pestré a zahrnuji napf. Casovou nenaro¢nost,
spolehlivost, rutinni postup, cenovou dostupnost, stabilitu analytu béhem piipravy,
reprodukovatelnost extrakce a chromatografickych postupl. Stanoveni vitamini rozpustnych
ve vode je pro jejich zna¢nou nestabilitu obecné naro¢nym tkolem (Abano et Dadzie, 2014).

Vedle nestability vitaminu je také dale nutné brat v uvahu jejich variabilitu z hlediska
chemickych vlastnosti, struktury, biologické aktivity, molekulové hmotnosti a mnohych
dalsich aspektd (Van Wyk et al., 2010). Jak uvadi autofi Abano et Dadzie (2014), v soucasné
dob¢ neexistuje spolehlivd metoda, kterd by dokézala stanovit simultanné vSechny ve vodé
rozpustné vitaminy.

Zavadéni metodiky piipravy vzorkl vychazelo z prace autord Khair-un-Nisa et al.
(2010), kteti porovnavali ztraty obsahu ve vod¢ rozpustnych vitaminl pii tepelném oSetfeni
mléka. Podstata této metody spocivala zejména v dlouhé dobé zpracovani vzorkl. Autofi
pouzili k extrakci vitamint 0,1M HCI (mléko: 0,1M HCI, 50:65 v/v). Nasledn¢ byl vzorek
umistén na 30 minut do vrouci vodni l4zn€ . Po celou dobu zahtivani vzorku ve vodni lazni
byl vzorek ¢asto promichavan. Vyuziti varu vzorku v kyselém prostiedi i s pouzitim chladice
pro zpétny reflux kondenzovanych par vedl k pomérné znacnému vyparu.

Z tohoto diivodu i s cilem zjednodusit pfipravu vzorkd byl postup upravena tak, ze byl
vynechan var v kyseling, a tim bylo mozné zaroven zpracovat vice vzorkll najednou.

Enzym takadiastaza se pfidava do mléka za ucelem uvolnéni vazanych vitamina (Khair-
un-Nisa et al., 2010, Van Wyk et al., 2010), lze tedy ocekavat vyssi stanovené obsahy
jednotlivych vitamin v mléce s pfidavkem tohoto enzymu neZz v mléce bez jeho ptidavku.
Efekt takadiastazy na vysSi vytéZnost vitamind z analyzovanych vzork byl statisticky
testovan a byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) pfi pouZiti enzymu takadiastaza.

Statistické¢ Setfeni (pifiloha 9) potvrdilo vys$S§i obsahy nameéfenych vitamini oproti
paraleln¢ stanovovanym vzorkim bez takadiastdzy. Enzym je tak velmi vhodné zaradit do
postupu ptipravy vzork.

Nejcastéjsi pouzivané metody pro stanoveni vitaminti skupiny B jsou HPLC separace na

reverzni f4zi za pouZiti kolony C18 pro polarni latky (Abano et Dadzie, 2014). Autofi Albala-
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Hurtado et al. (1997) pouzili pro analyzu vitamint skupiny B v kojeneckém mléce rovnéz
RP-HPLC s kolonou C18, avsak Khair-un-Nisa et al. (2010) pouzili kolonu Zorbax SB-C8
(4,6 x 150 mm, 5 um) pro spole¢né stanoveni vit. B1, B2, B3, B6 a B9. V této praci byla
pouzita kolona s pevnym jadrem Kinetex 2,6 um Polar C18 (100 x 4,6 mm, 100 A) pro
stanoveni vit. B1, B2, B3, B6, B9 a C. Mala velikost zrn staciondrni faze (2,6 um) a pevné
jadro Castic poskytuji uzsi eluéni zony separovanych latek, tim dochdzi ke zvyseni ucinnosti
separacniho procesu. Chromatografickd separace jednotlivych vybranych vitamind, jejich
detekce a kvantifikace byla provedena piesné podle postupu vyvinutého firmou Phenomenex
specialné pro tento typ kolony. Chromatogram smésného standardu je znazornén na obrazku
12. Meze detekce a stanovitelnosti metody pro sledované analyty jsou uvedeny v tabulce 7.
Parametry kalibra¢nich zavislosti pro jednotlivé sledované vitaminy jsou uvedeny v tabulce 6
(kap. 5.1).

Navrzeny postup ptipravy vzorkl i vlastni chromatografické stanoveni bylo ovéfovéano
analyzou 140 realnych vzorkd rizného typu mléka s cilem simultdnni analyzou stanovit
obsahy vitamini B1, B2, B3, B6, B9 a C. Kvantifikace obsahu vitamini B1 a B9 nebyla
uspokojivé provedena, nebot’ téméi ve vSech vzorcich byly jejich obsahy pod mezi detekce.

Nejvice zastoupenymi vitaminy ve vSech vzorcich mléka byly vitaminy C a B2. Ze 140
provedenych analyz vzorkd mléka byl vitamin C stanoven celkem ve 136 vzorcich, vit. B2
ve vSech 140 vzorcich, vit. B3 ve 122 vzorcich, B6 ve 127 vzorcich, vit. B1 v 18 a B9 ve 48
vzorcich mléka. Pro vyhodnoceni rozdild v kvalit¢ mléka Vv zavislosti na sledovanych
parametrech byly zvoleny pfedevsim vitaminy C a B2 a v urcitych piipadech i vitaminy B3 a
B6.

Pro porovnani obsahu vitamint v mléce kravském, ov¢im a kozim (kap. 5.4) bylo
zvoleno pasterizované mléko sledovanych druhti hospodéiskych zvitat (tabulka 8).

Stanoveny primeérny obsah vitaminu C v kravském mléce bez pifidavku enzymu
takadiastazy byl 1,083 + 0,026 mg.100ml™ a v mléce s piidavkem takadiastazy &inil 1,016 +
0,058 mg.100ml™. V kozim mléce bez pridavku enzymu takadiastazy bylo stanoveno 1,213 +
0,050 mg.100mlI™* ml a v kozim mléce s pridavkem takadiastizy 2,179 + 0,012 mg.100ml™.
Primérny obsah vitaminu C v ovéim mléce bez ptidavku takadiastazy odpovidal hodnoté
3,587 + 0,318 mg.100ml™ a v ov&im mléce s piidavkem takadiastazy odpovidal hodnotd
2,677 + 0,035 mg.100ml ™,

Velisek et Hajslova, (2009); Combs, (2008) a Park et al., (2007) uvadéji obsah vitaminu

C v kravském mléce v rozmezi 0,5 - 2 mg.100ml™. V ové¢im mléce bylo stanoveno 4,16
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mg.100ml™ a v kozim 1,29 mg.100ml™ (Park et al., 2007). Hodnoty vitaminu C v kravském
mléce stanovené v této praci odpovidaji rozmezi hodnot uvadénych autory. Rovnéz hodnoty
obsahu vitaminu C v ov¢im a zejména v kozim mléce bez piidavku takadiastazy jsou blizké
udajum Parka et al. (2007).

Stanoveny prumérny obsah vitaminu B2 pro kravské mléko byl bez takadiastazy 0,111 *
0,004 mg.100ml™ a s takadiastizou 0,124 + 0,002 mg.100ml™. U koziho mléka bez
takadiastazy 0,076 £ 0,076 mg/100 ml a s takadiastazou 0,123 + 0,0123 mg.lOOmI'l. Pro
mléko ov¢i bez takadiastazy 0,361 = 0,024 mg.lOOmI'1 a s takadiastazou 0,333 + 0,011
mg.100ml™.

Park et al. (2007) uvadi pro vitamin B2 hodnoty v kravském mléce 0,16 mg.100ml™,
ov&im 0,376 mg.100ml™ a kozim 0,21 mg.100ml™. Pasterizace nem4 vyznamny vliv na obsah
vitaminu B2 v mléce (Khair-un-Nisa et al., 2010). Velisek et Hajslova (2009) uvadéji ztratu
pfi pasterizaci do 5 %. Stanoveny obsah vitaminu B2 v kravském mléce se blizi hodnoté
uvedené v praci Parka et al. (2007). Khair-un-Nisa et al. (2010) uvadi obsah vitaminu B2 pro
plnotuéné pasterizované kravské mléko 0,23 mg.100ml™, nicméng ve své praci ve vzorcich
stanovili primémou hodnotu 0,115 + 0,023 mg.100ml™* mléka. Stanoveny obsah vitaminu B2
v kozim mléce se spise blizi hodnoté 0,14 mg.100ml™ dle autorii Raynal-Ljutovac et al.
(2008), nez vyssi hodnot 0,21 mg.100ml™ uvedené autory Parkem et al. (2007). Stanoveny
obsah vitaminu B2 v ov¢im mléce odpovida hodnotam uvedenym v literatuie (Park et al.,
2007, Raynal-Ljutovac et al., 2008).

Porovnani naméfenych hodnot pro vitamin C a B2 v porovnéni s hodnotami autorii Parka
et al. (2007) uvadi tabulka 9. Z grafu 1 je patrny vyssi obsah vybranych vitamint v mléce
ov¢im nez v mléce kozim a kravském. Vysledky méfeni byly statisticky testovany (piiloha 8).
Signifikantné vyssi hodnoty vitaminu C a B2 v ov¢im mléce byly statisticky potvrzeny
(p<0,05) oproti mléku kravskému a kozimu a vysledek je ve shod¢ s udaji v literatuie (Pandya
et Ghodke, 2006, Park et al., 2007). Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) v
obsahu vitaminu C u koziho mléka oproti mléku kravskému. Kozi mléko obsahuje ve shod¢ s
literarnimi zdroji vys$Si mnozstvi vitaminu C neZ mléko kravské.

Pro porovnani obsahu vitamint v mléce plemen jersey, CESTR a holstynsky skot (kap.
5.5), byly zvoleny vitaminy C, B2, B3 a B6 stanovené ve vzorcich cerstvého mléka bez
ptidavku enzymu takadiastazy (tabulka 10, graf 2). Nejvyssi relativni smérodatné odchylky v
obsahu vitaminli byly zjistény v souboru vzorkli mléka holstynského skotu. Primérné

hodnoty pro vitamin C v mléce holstynského skotu (1,006 + 0,215 mg.100ml™) a v mléce
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plemene CESTR (1,051 + 0,143 mg.100ml™) odpovidaji hodnot& 0,94 mg.100mI™* udavané
Parkem et al. (2007). Hodnoty obsahu vitaminu B2 v mléce (CESTR - 0,131 + 0,012
mg.100mI™, holstynsky skot - 0,154 + 0,067 mg.100ml™) se také priblizuji hodnot& 0,16
mg.100mI™ (Park et al., 2007). Stanoveny primémy obsah vitaminu B6 v mléce
holstynského skotu 0,043 + 0,031 mg.lOOmI'1 je témeét shodny s literarnim udajem 0,042
mg.100ml™ (Park et al. 2007).

Vyssi prumérnd hodnota obsahu vitaminu C i vitaminu B2 byla stanovena v mléce
plemene jersey a to 2,075 + 0,066 mg.100ml™, respektive 0,212 + 0,002 mg.100ml™. Rovnéz
jinymi autory jsou popisovany rozdily mezi obsahem riznych komponent mléka s ohledem na
plemeno skotu (Boro et al., 2016, Chen et al., 2014).

Podle Fuquay et al. (2011), byva v mléce jerseyského skotu vyssi obsah nékterych jeho
slozek v disledku nizsi uzitkovosti tohoto plemene ve srovnani s plemenem CESTR a
zejména holsStynskym skotem. Stanovené hodnoty naznacuji, Ze by i obsah vitaminli v mléce
tohoto plemene mohl byt vyssi oproti vysokouZzitkovym plementim.

Stanovené obsahy vitaminu B3 v mléce vSech sledovanych plemen byly velmi nizké ve
srovnani s literarnimi adaji (0,09 mg.100ml™, Raynal-Ljutovac et al., 2008). Obsah vitaminu
B6 se nachazel pod mezi detekce.

Chen et al. (2014) zminuji mozny vliv faze laktace na obsah komponent mléka. Pro
sledovani obsahu vitamin v mléce v zavislosti na fazi laktace (kap. 5.6) byly zvoleny vzorky
smésného mléka vzdy od 20 vybranych dojnic v dané fazi laktace (rozdoj, vrchol a konec).
Ptesnéjsi charakteristiky vybranych dojnic jsou uvedeny v ptiloze 7. Métfeni bylo provedeno
dvakrat po sobé€ jdoucich mésicich (prosinec a leden). Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 11,
12 a 13 a grafech 3 a 4 pro vitamin C, grafech 5 a 6 pro vitamin B2, grafech 7 a 8 pro vitamin
B3 a grafech 9 a 10 pro vitamin B6. Pro v§echny naméfené hodnoty v jednotlivych souborech
dat jsou relativni smérodatné odchylky pomérné nizké. Obsahy vitaminu C v mléce dojnic
(graf 3 a 4) naznacuji urcitou sestupnou tendenci od faze rozdoje smérem ke konci laktace.
Naopak obsahy vitaminu B2 v mléce dojnic (graf 5 a 6) byly v pribéhu jednotlivych fazi
laktace témét vyrovnané a primérné obsahy vitaminu B2 v jednotlivych fazich laktace se blizi
literarni hodnot& pro kravské mléko 0,16 mg.100ml™ (Park et al., 2007). Obdobné ani
Vv piipad¢ vitamini B3 a B6 (graf 7, 8, 9, 10 ) nelze pozorovat vyrazné tendence ve zméné
jejich obsahu v mléce v prubéhu laktace, naopak jejich koncentrace v mléce jsou pomérné

vyrovnané. Vitamin B3 dosahuje vSak v priméru pouze “: obsahu vitaminu B3 (0,08
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mg.100ml™), kterou uvadi (Park et al., 2007) Stanovené hodnoty obsahu vitaminu. B6 jsou
naopak vyssi (cca 2 - 3 krat) nez hodnota 0,042 mg.100mI™ (Park et al., 2007).

V¢ék dojnice je jeden z mnohych faktorl, ktery se udava v souvislosti se zménami obsahu
slozek mléka (pfedevsim bilkovin a tuki) (Boro et al., 2016, Fuquay et al., 2011, Hofirek et
al., 2009, Chen et al., 2014). Pro porovnani obsahu vitamini ve vztahu ke stafi dojnice (kap.
5.7), byla vyclenéna skupina 21 prvotelek, u jejichz smésného mléka (tabulka 14) se zjist'oval
obsah vitaminl oproti smésnému mléku celého stada (tabulka 15). Porovnani primérnych
hodnot vybranych vitaminti (C, B2, B3 a B6) prvotelek a celé¢ho stadda uvadi tabulka 2
(ptiloha 10). Vysledky méteni byly statisticky testovany (pfiloha 10) a Setfeni neprokazalo
statisticky vyznamny rozdil (p>0,05) mezi obsahy vitamini prvotelek a celého stada.

Porovndni obsahu vitamin B2 bylo také provedeno u 3 béznych polotucnych
pasterizovanych komer¢nich mlék a 1 mléka Cerstvého v bio kvalité (kap. 5.8). Uvedené
vysledky méteni jsou v tabulce 16 a 17, dale pak na grafu 12 a pro vice vitaminii na grafu 13 a
14. Hodnoty obsahu pro vzdy pro 2 vzorky bez takadiastazy jsou 0,099 + 0,005 mg.100ml™
(Olma), 0,106 + 0,006 mg.100mlI™* (Madeta), 0,097 + 0,007 mg.100ml™ (Bohemilk), 0,150 +
0,000 mg.100mI™ (Bio Olma) a s takadiastazou 0,121 + 0,002 mg.100ml™ (Olma), 0,129 +
0,001 mg.100mI™ (Madeta), 0,114 + 0,007 mg.100ml™ (Bohemilk), 0,180 + 0,002 mg.100mI™
(Bio Olma). Uvedené hodnoty naznacuji urcitou vyrovnanost hodnot mezi polotué¢nymi
mléky a nepatrn€ vyssi obsah vitaminu u mléka Bio Olma.

Pro vitamin Bl je uddvana hodnota jeho obsahu v kravském mléce 0,04 mg.100ml™
(Combs, 2008, Raynal-Ljutovac et al., 2008, Park et al., 2007), v ovéim mléce 0,08
mg.100mlI™ (Park et al., 2007) a kozim mléce 0,05 mg.100ml™ (Park et al., 2007). Obsah
vitaminu B1 byl stanoven pouze v 1. cyklu méfeni (9. - 10.10.2017, tabulka 2, pfiloha 3) a to
az o 2 fady méné nez udava literatura Jednalo se aZ na 2 ptipady pouze o vzorky mléka
s ptidavkem enzymu takadiastiza. Mez detekce pro thiamin odpovidd hodnoté 0,0003
mg.lOOmI'1 mléka. Ve vzorcich ov¢iho mléka OS1T, OS2T, OPIT, OP2T, OIT, O2T se
pohybovaly hodnoty obsahu vitaminu B1 v rozmezi 0,002 - 0,005 mg.lOOmI'l. V kozim
mléce byly obsahy tohoto vitaminu pod mezi detekce. V Cerstvém mléce holstynského skotu
(H1 a H2) byly obsahy thiaminu v mléce bez piidavku takadiastazy 0,0005 a 0,0004
mg.100mI™, tedy témé&f na hranici meze detekce. V ostatnich vzorcich kravského miléka
s pridavkem takadiastazy se hodnoty obsahu thiaminu pohybovaly v rozmezi 0,001 - 0,002
mg.100mI™. Vitamin B1 se obecn& v mléce nachazi ve velmi nizkém mnozstvi, tak z vyse

uvedenych skuteCnosti 1ze predpokladat, Ze 1 s pouzitim enzymu takadiastaza se jeho hodnoty
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budou pohybovat na hranici detekce. Moznou pfi¢inou mize byt metodicky postup nebo
skute¢né nizkéa koncentrace v mléce.

Obsah vitaminu B9 byl v 65,7 % provedenych analyz mléka pod mezi detekce. Ve
zbyvajicich vzorcich mléka vSak stanovené obsahy vitaminu B9 v mléce, tedy vSechny
obsahy nad mezi detekce, byly o jeden fad vyssi nez jsou hodnoty uvadeéné v literatute a to v
kravském mléce 0,005 mg.100ml™, kozim 0,001 mg.100mI™ a ovéim 0,005 mg.100ml™ (Park
et al., 2007, Raynal-Ljutovac et al., 2008). Listova kyselina byla stanovena opét téméf
vyhradn¢ v 1. cyklu méfeni (9. - 10.10.2017, tabulka 2, ptiloha 3). V koziho mléce bez
pridavku enzymu (5 vzorki) byl primérny obsah vitaminu B9 0,010 + 0,002 mg.lOOmI'l, a
relativni smérodatnd odchylka ¢inila 19,011 %. V kozim mléce s pfidavkem enzymu
takadiastazy (3 vzorky) byl primémy obsah vitaminu B9 0,026 + 0,012 mg.100ml™* a
relativni smérodatnd odchylka dosahovala hodnoty 44,522 %. Ve vzorcich ov¢iho mléka byl
bez ptidavku enzymu ze (4 vzorky) primérny obsah 0,011 + 0,001 mg.100ml™, a relativni
smérodatnd odchylka byla. 8,248 %. Ve vzorcich ov¢iho mléka s pfidavkem enzymu
takadiastazy (4 vzorky) byl stanoven primérmy obsah vitaminu B9 0,031 + 0,009 mg.100mI™,
a relativni smérodatna odchylka. Dosahovala hodnoty. 29,735 %. Ve vzorcich kravského
mléka bez ptidavku enzymu (4 vzorky) byl primér obsah vitaminu B9 0,010 + 0,0009
mg.lOOmI'l, a rel. sm. odch. ¢inila 9,116 %, a ve vzorcich kravského mléka s pridavkem
enzymu (10 vzorki) byl primémy obsah vitaminu B9 0,009 + 0,005 mg.100ml™, rel. sm.
odch. byla 54,993 %. Z vySe uvedenych skute¢nosti vyplyva, Ze v mléce koz a ovci s
pfidavkem takadiastazy jsou obsahy vitaminu B9 vys§i neZ v mléce bez piridavku tohoto
enzymu, coz odpovida ptredpokladu. Nejvyssi obsah vitaminu B9 byl stanoven v ov¢im
mléce, nejnizsi naopak v mléce bovinnim.

Pro urcitou variabilitu vzorkdi a v nékterych piipadech i pomérné malého mnozstvi
méteni, nebylo vZdy mozZné dané vztahy z dostupnych hodnot testovat statisticky. Presto tento
ur¢ity handicap lze vypozorovat urcité souvislosti, mozné trendy a vztahy, ovSem je nutné

brat dané vysledky pouze orientacné.
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6 Zavér

Byla zavedena a c¢éstecné optimalizovana metodika pfipravy a vzorkh mléka pro
simultanni stanoveni vitamini B1, B2, B3, B6, B9 a C metodou HPLC. VétSinu vitamint se
povedlo opakované stanovit. Nejstabilnéji stanovenymi vitaminy napfi¢ vSemi vzorky byl
vitamin B2 a C. Pouze kvantifikace obsahu vitamini B1 a B9 nebyla uspokojivé provedena,

nebot’ témef ve vSech vzorcich byly jejich obsahy pod mezi detekce.

Bylo by vhodné zvysit spolehlivost metody a zajistit opakovatelnost namétenych
vysledkii s ohledem na pfipravu vzorkd. Jako velmi u¢inné se zda byt pouziti enzymu
takadiastaza, jehoz pfinos pro enzymovou extrakci vazanych vitamint byl statisticky

potvrzen. V tomto ptipadé by bylo vhodné zvazit delsi dobu inkubace enzymu ve vodni lazni.

Vétsina vysledkli méteni jednotlivych vitaminii se pohybovala v rozmezi ocekévanych
hodnot vyplyvajicich z literarnich zdroji. Radt vztaht se povedlo otestovat. Bylo potvrzeno
vys$si zastoupeni vitamind u ov¢iho mléka. Dale pak nebyl prokdzan rozdil v obsahu vitamina
prvotelek oproti celému stadu. Rada dal$ich vztaht byla zajimavym zpiisobem naznadena a je
nutné jejich vysledky brat orientacné, ovSem nabizi prostor pro dal§i analyzy a hledani

souvislosti.
Slozitost analyzy vitaminl rozpustnych ve vodé a soufasné omezené moznosti

srovnavani vysledkd a zkuSenosti s jinymi autory, nabizi moznost zdokonalovani metody s

oc¢ekavanym piinosem v rdmci této problematiky.
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9 Piilohy

Priloha 1: Odstinéni zkumavek alobalem béhem piipravy vzorki

63



Piiloha 2: Odstiedéni, vymraZeni a filtrace vzorku

Obrazek 1: vzorky v centrifuze Eppendorf
Obrazek 2: vzorky po vymrazeni
Obrazek 3: filtrace supernatantu do vialek

Obrazek 4: vzorky ve vialkach pfipraveny pro HPLC analyzu

Obrazek 1 Obrazek 2

Obrazek 3 Obrazek 4
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Piiloha 3: Pracovni oznaceni vzorkii a ¢asovy harmonogram analyz
Pichled oznadeni viech vzorkll a typt mléka piinasi tabulka 1. Casovy harmonogram
analyz jednotlivych typt vzorki dle jejich oznaceni je uveden v tabulce 2.

Celkem bylo analyzovano 140 vzorki ve 4 riznych terminech.

Tabulka 1: Pfehled jednotlivych typt analyzovaného mléka s pracovnim oznacenim vzorka

Oznaceni vzorku a typ mléka Oznaceni vzorku a typ mléka
KS1  Kozi Cerstvé H1  HolStynské Cerstvé
KS2  Kozi cerstvé H2  HolsStynské Cerstvé
KS3 Koz cerstvé Cl1  CESTR &erstvé
KP1  Kozi pasterizované C2 CESTR G&erstvé
KP2  Kozi pasterizované J1 Jersey Cerstvé
0OS1  Ovci Cerstvé J2 Jersey Cerstvé
0S2  Ovci Cerstvé 01  Ovci pasterizované
OP1  Ov¢i pasterizované 02  Ov¢i pasterizované
OP2  Ov¢i pasterizované M1  Milékarna pasterizované
MS2  Mlékarna Cerstvé M2  Mlékarna pasterizované
KS1T Kozi Cerstvé s takadiastazou H1T  Holstynské Cerstvé s takadiastazou
KP1T Kozi pasterizované s takadiastazou H2T  Holstynské Cerstvé s takadiastazou
KP2T Kozi pasterizované s takadiastazou C1T  CESTR &erstvé s takadiastazou
OS1T  Ovci Cerstvé s takadiastazou C2T  CESTR derstvé s takadiastazou
OS2T  Ov¢i Cerstvé s takadiastazou JIT  Jersey Cerstvé s takadiastazou
OP1T Owci pasterizované s takadiastazou J2T  Jersey Cerstvé s takadiastazou
OP2T  Ow¢i pasterizované s takadiastazou O1T  Ov¢i pasterizované s takadiastazou
MS1T Milékarna Cerstvé s takadiastazou O2T  Ov¢i pasterizované s takadiastazou
MS2T Mlékarna Cerstve s takadiastazou M1T  Mlékarna pasterizované s takadiastdzou
MS3T Mlékarna Cerstvé s takadiastazou M2T  Mlékarna pasterizované s takadiastdzou
J1*  Jersey komer¢ni PRa  Prvotelky
J2*  Jersey komerc¢ni PRb  Prvotelky
C1 CESTR ¢erstvé PRTa Prvotelky s takadiastdzou
Cc2 CESTR ¢erstvé PRTb Prvotelky s takadiastazou
la Rozdoj OLa Olma
1b Rozdoj OLb Olma
2a Vrchol OLTa Olma s takadiastazou
2b Vrchol OLTb Olma s takadiastazou
3a Konec MAa Madeta
3b Konec MAb  Madeta
JT1*  Jersey komercni s takadiastazou MATa Madeta s takadiastazou
JT2*  Jersey komercni s takadiastazou MATb Madeta s takadiastazou
CT1  CESTR ¢erstvé s takadiastazou HAa Dr. Halif
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CT2
1Ta
1Tb
2Ta
2Tb
3Ta
3Th
P1
P2
H1
H2
R1
R2
V1
V2
K1
K2

PT1

PT2
HT1
HT2
RT1
RT2
VT1
VT2

KT1

KT2

1K

2K

3K

4K

5K

CESTR ¢erstvé s takadiastazou
Rozdoj s takadiastazou
Rozdoj s takadiastazou
Vrchol s takadiastazou
Vrchol s takadiastazou
Konec s takadiastazou
Konec s takadiastazou
Prvotelky

Prvotelky

Holstynskeé Cerstvé
Holstynskeé Cerstvé
Rozdoj

Rozdoj

Vrchol

Vrchol

Konec

Konec

Prvotelky s takadiastdzou

Prvotelky s takadiastazou
Holstynské Cerstvé s takadiastazou
Holstynské Cerstvé s takadiastazou
Rozdoj s takadiastazou

Rozdoj s takadiastazou

Vrchol s takadiastazou

Vrchol s takadiastazou

Konec s takadiastazou

Konec s takadiastazou
Olma

Olma

Madeta

Madeta

Bohemilk
Bohemilk

Olma Bio

Olma Bio

Kozi pultové UHT
Kozi pultové UHT
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HADb
HATa
HATb

BOa

BOb
BOTa
BOTb

OK

KK

MK
MP
MPK

SK

oT

OTK
KT
KTK
MT
MTK
MPT
MPKT

ST

SKT
iT
1TK
2K
2TK
3T
3TK
4T
4TK
ST
5TK

Dr. Halif

Dr. Halit s takadiastazou
Dr. Halit s takadiastazou
Bohemilk

Bohemilk

Bohemilk s takadiastazou
Bohemilk s takadiastazou
Ov¢i kysané pasterizované
Ov¢i kysané pasterizované
Kozi pasterizované

Kozi pasterizované
Mlékarna Cerstvé
Mlékarna Cerstvé
Miékarna pasterizované
Miékarna pasterizované
Kravskeé Cerstvé z malochovu

Kravskeé Cerstvé z malochovu
Ov¢i kysané pasterizované s
takadiastazou

Ov¢i kysané pasterizované s
takadiastazou

Kozi pasterizované s takadiastazou
Kozi pasterizované s takadiastazou
Miékarna Cerstvé s takadiastazou
Miékarna Cerstvé s takadiastazou

Mliékarna pasterizované s takadiastazou
Mliékarna pasterizované s takadiastazou

Kravské Cerstvé z malochovu s
takadiastazou
Kravské Cerstvé z malochovu s
takadiastazou

Olma s takadiastazou

Olma s takadiastazou

Madeta s takadiastazou

Madeta s takadiastazou

Bohemilk s takadiastazou
Bohemilk s takadiastazou

Olma Bio s takadiastazou

Olma Bio s takadiastazou

Kozi pultové UHT s takadiastazou
Kozi pultové UHT s takadiastazou



Tabulka 2: Casovy harmonogram jednotlivych méfeni v roce 2017 a 2018

9.10.2017 10.10.2017 18.12.2017 19.12.2017 10.1.2018 18.3.2018 19.3.2018

KS1 H1 Ji~* PRa P1 @) 1
KS2 H2 J2* PRb P2 OK 1K
KS3 C1 C1 PRTa H1 K 2
KP1 C2 C2 PRTDb H2 KK 2K
KP2 J1 la OLa R1 M 3
OS1 J2 1b OLb R2 MK 3K
0S2 01 2a OLTa V1 MP 4
OP1 02 2b OLTDb V2 MPK 4K
OoP2 M1 3a MAa K1 S 5
MS2 M2 3b MAD K2 SK 5K
KS1T H1T JT1~* MATa PT1 oT 1T
KP1T H2T JT2~* MATDb PT2 OTK 1TK
KP2T CiT CT1 HAa HT1 KT 2K
OS1T C2T CT2 HAb HT2 KTK 2TK
0S2T JIT 1Ta HATa RT1 MT 3T
OP1T 2T 1Th HATD RT2 MTK 3TK
oP2T o1T 2Ta BOa VT1 MPT 4T
MSI1T o2T 2Th BOb VT2 MPKT 4TK
MS2T M1T 3Ta BOTa KT1 ST ST
MS3T M2T 3Th BOTh KT2 SKT STK

Piiloha 4: Jerseysky skot na farmé Tehov

Na obrazku 1 patrné dojirna pro 3 dojnice a obrazek 2 ukazuje detail dojeni.

Obrazek 1 Obrazek 2




Piiloha 5: Prehled analyzovaného mléka riznych komer¢nich znaéek

Obrazky 1, 2 a 3 zobrazuji jednotlivé typy analyzovaného komeréniho mléka.

Obrazek 1 (Polotu¢na mléka zleva Madeta, Dr. Halif, Olma a Bohemilk)

Obrazek 2: Olma Bio Obrazek 3: Tesco finest
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Piiloha 6: Kozi a ov¢i mléka farmy Péncin a kozi mléko komeré¢ni zahrani¢éni

Na obrézcich 1 a 2 jsou bio mléka ov¢i a kozi jako produkty farmy Péncin. Na obrazku 3

je analyzované mléko kozi holandské UHT.

Obrazek 1: Vlevo Péncinska ovEi Zin€ice, vpravo kozi pasterizované mléko.
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Piiloha 7: Dojnice dle fazi laktace a terminu analyzy

Porovnani riznych fazi laktace u dojnic plemene CESTR probéhlo v prosinci

S

opakovanim v lednu. Vzdy bylo odebrano smésné¢ mléko od vybranych 20 dojnic v ptislusné

fazi laktace. Charakteristiky jednotlivych skupin uvadi néasledujici tabulka 1, 2 a 3.

Tabulka 1: 20 dojnic v rozdoji v mésici prosinec 2017 a leden 2018

PROSINEC LEDEN
ROZDOJ Den po oteleni Laktace ROZDOJ Den po oteleni Laktace
krava 10 4 krava 8 5
krava 11 3 krava 10 3
krava 12 5 krava 13 3
krava 14 5 krava 13 3
krava 14 5 krava 15 4
krava 14 4 krava 16 5
krava 15 3 krava 16 4
krava 17 5 krava 18 4
krava 18 3 krava 18 3
krava 18 3 krava 19 5
krava 21 4 krava 20 3
krava 22 4 krava 20 5
krava 23 5 krava 23 4
krava 26 5 krava 28 3
krava 26 3 krava 29 3
krava 27 3 krava 31 5
krava 28 3 krava 32 3
krava 30 3 krava 33 4
krava 33 5 krava 33 3
krava 39 4 krava 38 5
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Tabulka 2: 20 dojnic na vrcholu laktace v mésici prosinec 2017 a leden 2018

PROSINEC LEDEN
VRCHOL  Den po oteleni  Laktace VRCHOL  Den po oteleni  Laktace
krava 88 4 krava 78 5
krava 88 5 krava 89 4
krava 92 3 krava 89 4
krava 94 4 krava 90 4
krava 99 3 krava 91 5
krava 100 5 krava 95 3
krava 102 4 krava 94 4
krava 102 3 krava 100 3
krava 102 3 krava 101 5
krava 106 3 krava 101 5
krava 111 3 krava 108 3
krava 113 4 krava 109 4
krava 113 3 krava 112 4
krava 115 4 krava 114 5
krava 120 4 krava 115 3
krava 120 3 krava 118 3
krava 121 4 krava 120 4
krava 121 5 krava 126 3
krava 123 4 krava 126 5
krava 125 3 krava 127 5
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Tabulka 1: 20 dojnic na konci laktace v mésici prosinec 2017 a leden 2018

PROSINEC LEDEN
KONEC Den po oteleni Laktace KONEC Den po oteleni Laktace
krava 252 4 krava 249 5
krava 253 5 krava 250 3
krava 255 4 krava 250 3
krava 255 3 krava 261 5
krava 255 5 krava 262 3
krava 255 3 krava 263 4
krava 257 4 krava 266 5
krava 258 5 krava 267 3
krava 263 3 krava 271 3
krava 264 3 krava 271 5
krava 264 4 krava 274 3
krava 265 3 krava 279 5
krava 272 3 krava 279 4
krava 273 4 krava 286 3
krava 274 4 krava 289 5
krava 280 3 krava 290 4
krava 281 3 krava 294 5
krava 287 5 krava 299 5
krava 298 5 krava 300 3
krava 307 3 krava 302 4
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Priloha 8: Statistické zhodnoceni rozdilu obsahu vitamini C a B2 u riiznych

hospodarskych zvirat

Ukolem nasledujiciho statistického Setfeni je zjisténi, zda li existuji statisticky vyznamné
rozdily mezi porovnavanymi vzorky kravského, a ov¢iho mléka z kapitoly 5.5. Vstupnimi
hodnotami jsou udaje z tabulky 8.

Pro vyhodnoceni obsahu vitamini B2 a C v kravském, ov¢im a kozim mléce byla pouzita
analyza rozptylu (ANOVA) s interakcemi. Zavisle proménnou je zde naméfend hodnota
vitaminu a nezéavislymi kategoridlnimi proménnymi je vitamin a druh mléka. Testovanym
efektem je zde vitamin, druh mléka a interakce mléka + vitamin. Testovani bylo provedeno na

hladiné vyznamnosti a= 0,05.
HO: Stiedni hodnoty jednotlivych skupin se rovnaji.

Tabulka 1: ANOVA (StatSoft, 2013)

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Obsah vitaminu
X Stupné *
Efekt SC voIan)sti PC F P
Vitamin 18,82362 3 6,27454 344,102 0,000000
Druh mléka 5,71639 2 2,85820 156,746 0,000000
Vitamin*Druh mléka 5,29649 6 0,88275 48,411 0,000000
Chyba 0,21881 12 0,01823

SC - stiedni ¢tverec, PC - primérny Gtverec, F - testovaci kritérium pro testovani rozptylu

p - hodnota < a = 0,05

Zamitam HO na hladiné vyznamnosti 0,05.

Bylo zjiSténo, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi stfednimi hodnotami
jednotlivych skupin. Nasledné tedy bylo nutné zjistit, mezi kterymi skupinami je statisticky
vyznamny rozdil.

Pro dalsi statistické Setfeni byla zvolena robustni metoda mnohonésobného porovnavani -
Scheffého metoda. Na zdkladé této metody bychom méli zjistit mezi kterymi uvaZzovanymi
skupinami existuje statisticky vyznamny rozdil.

HO: Stiedni hodnoty jednotlivych skupin se rovnaji.

Testovani bylo provedeno na hladin€ vyznamnosti a= 0,05.

73



Tabulka 2: Scheffého test (StatSoft, 2013)

Scheffeho test; proménna Hodnota (Valenta edit.) Pravdépodobnosti pro post-hoc testy Chyba:
meziskup. PC =,01823, sv = 12,000
o Nitam Jwla]a[@w][e 6|6 e [ao]ay]a
C. n Druh mléka |1,082|3,586(1,212|1,016|2,677(2,179(,1114|,3605|,0758(,1239(,3329(,1226
bunky 5 9 7 1 4 1 3 7 0 8 5 3
1 c Kravské 0,000/ 0,999 1,000/ 0,000(0,002|0,006|0,057(0,004{0,007|0,045(0,007
mléko 0 9 0 1 2 4 8 7 2 3 1
5 cl ovei migko 0,000 0,000({0,000/0,011|0,000|0,000|0,000]0,000{0,000|0,000| 0,000
0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
3 cl Kozi miéko 0,999(0,000 0,994{0,000|0,006]0,002(0,018/0,001|0,002(0,014{0,002
9 0 8 1 7 1 2 6 4 2 4
4 C+T Kravské{1,000|0,000| 0,994 0,000(0,001{0,0110,103|0,008/0,012|0,081(0,012
mléko 0 0 8 0 3 4 1 4 8 2 6
5 C+T| Ov&i miéko 0,000{0,011]0,000(0,000 0,358|0,000{0,000] 0,000 0,000|0,000| 0,000
1 0 1 0 6 0 0 0 0 0 0
6 C+T| Kozi miéko 0,002(0,000|0,006(0,001{0,358 0,000( 0,000/ 0,000/ 0,000{0,000{0,000
2 2 7 3 6 0 0 0 0 0 0
7 B2 Kravské{0,006|0,000|0,002(0,011|0,000| 0,000 0,969 1,000| 1,000(0,986(1,000
mléko 4 0 1 4 0 0 3 0 0 8 0
8 B2 Ov&i miéko 0,057/0,000|0,018/0,103{0,000|0,000| 0,969 0,927/0,978|1,000/0,977
8 0 2 1 0 0 3 8 6 0 7
9 B2| Kozi miéko 0,004{0,000|0,001(0,008{0,000|0,000|1,000{0,927 1,000|0,962(1,000
7 0 6 4 0 0 0 8 0 0 0
10 B2 + Kravské{0,007|0,000|0,002({0,012|0,000| 0,000} 1,000|0,978| 1,000 0,991{1,000
T mléko 2 0 4 8 0 0 0 6 0 6 0
11 B2 + OVEi miéko 0,045|0,000{0,014{0,081|0,000|0,000{0,986(1,000| 0,962 0,991 0,991
T 3 0 2 2 0 0 8 0 0 6 1
12 B2 + Kozi mléko 0,007|0,000{0,002(0,012|0,000|0,000{1,000{0,977|1,000| 1,000( 0,991
T 1 0 4 6 0 0 0 7 0 0 1

* diagonala ukazuje rozhrani, kde by se porovnavaly stejné vzorky mezi sebou

Tabulka ukazuje p - hodnoty
¢erven¢ oznacené p hodnoty < o = 0,05

1 C Kravské mléko

2 C Ov¢i mléko

3 C Kozi mléko

4 C+T Kravské mléko
5 C+T Ov¢i mléko

6 C+T Kozi mléko

7 B2 Kravské mléko

8 B2 Ov¢i mléko

9 B2 Kozi mléko

10 B2 + T Kravské mléko
11 B2 + T Ov¢i mléko
12 B2 + T Kozi mléko
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Tabulka 3: Pfehled zamitnuti nebo potvrzeni nulové hypotézy (StatSoft, 2013)

Zam. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HO?

1 Ano Ne Ne Ano Ano Ano Ne Ano Ano Ano Ano
2 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano
3 Ne Ano Ne Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano
4 Ne Ano Ne Ano Ano Ano Ne Ano Ano Ne Ano
5 Ano Ano Ano Ano Ne Ano Ano Ano Ano Ano Ano
6 Ano Ano Ano Ano Ne Ano Ano Ano Ano Ano Ano
7 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ne Ne Ne Ne Ne
8 Ne Ano Ano Ne Ano Ano Ne Ne Ne Ne Ne
8 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ne Ne Ne Ne Ne
10 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ne Ne Ne Ne Ne
11 Ano Ano Ano Ne Ano Ano Ne Ne Ne Ne Ne

12 Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ne Ne Ne Ne Ne

Vyse uvedené statistické Setfeni potvrdilo statisticky vyznamny rozdil v obsahu sledovanych
vitamind bez a s takadiastazou v ovéim mléce oproti mléku kravskému a kozimu, zaroven je

statisticky potvrzen vyssi obsah vitaminu C bez a s takadiastazou oproti mléku kravskému.
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Priloha 9: Statistické zhodnoceni rozdilu obsahu vitamind u vzorku s

pouzitym enzymem takadiastaza oproti vzorkiim bez pouziti takadiastazy

Ze souboru 140 analyzovanych vzorkii byly vybrany vzorky s naméfenymi hodnotami
obsahu vitamini C, B2, B3 a B6. Tyto vzorky byly rozdéleny do dvou skupin s ohledem na
to, zdali u nich byl pouzity enzym takadiastaza v pribc¢hu pfipravy vzorkd pro
chromatografickou analyzu. Stanoveni vSech vitaminti se nepovedlo ve vSech vzorcich, tak
jsou spolu porovnavany pouze vzorky bez a s enzymem 4 vybranych vitamint, u kterych se
povedlo obsah kvantifikovat.

Nejprve bylo nutné zékladni souhrnné statistické Setfeni pro zhodnoceni vyuziti dal$iho
vhodného testovani pro vétsi mnozstvi riznych typi vzorkl. Souhrnnou obecnou statistiku

uvadi tabulka 1.

Tabulka 1: Obecné souhrnné statistické Setfeni pro vSechny hodnoty vybranych vzorki bez

enzymu a s enzymem takadiastaza (StatSoft, 2013)

Popisné statistiky: Obsah vybranych vitaminii s a bez pouZiti enzymu takataza

Proménnal N Min. Max. Q1 Q2 Q3 2 S

vit. C 66 0,8036 0,0205 3,9044 0,1971 | 0,8103 [1,1075 0,5124 | 0,7158
vit. C t 65 1,0016 0,0088 2,7122 0,3887 | 0,8726 |1,4359| 0,4977 | 0,7055
vit. B2 68 0,1231 0,0433 0,3843 0,0926 | 0,1126 |0,1341| 0,0039 | 0,0627
vit. B2 t 68 0,1412 0,0874 0,3439 0,1168 | 0,1264 |0,1415 0,0027 | 0,0521
vit. B3 58 0,0399 0,0045 0,3801 0,0146 | 0,0187 |0,0235/ 0,0063 | 0,0793
vit. B3 t 60 0,1636 0,0061 0,8920 0,0194 | 0,0253 |0,0365| 0,0805 | 0,2837
vit. B6 55 0,0771 0,0024 0,1346 0,0715 | 0,0799 |0,0882 0,0005 | 0,0229
vit. B6 t 68 0,0890 0,0080 0,1681 0,0842 | 0,0992 |0,1132| 0,0013 | 0,0366

N pocet skutecnych pozorovani
X pramérna hodnota

Q1 hodnota dolniho kvartilu
Q2 je median

Q3 hodnota horniho kvartilu,
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S? je rozptyl a S smérodatna odchylka.

Pro dalsi testovani bylo potieba zjistit, jestli hodnoty pochdzeji z normalniho rozdéleni, k

tomuto ucelu byl pouzit Shapiriv-Wilkiv test pro testovani normality dat.
Kde obecné plati:

HO: Data pochazeji z normalniho rozdéleni.

H1: Data pochazeji z jiného neZ normalniho rozdéleni.

Vysledky testovani znazoriuje tabulka a dopliujici grafy zndzornujici histogramy prolozené

kiivkou normalniho rozdéleni.

HO(1): Hodnoty obsahu vitaminu C vykazuji normalni rozd¢€leni.

HO(2) Hodnoty obsahu vitaminu C s ptidavkem enzymu taktadiastaza vykazuji normalni
rozdéleni.

HO(3) Hodnoty obsahu vitaminu B2 vykazuji normalni rozdéleni.

HO(4) Hodnoty obsahu vitaminu B2 s piidavkem enzymu taktadiastaza vykazuji normalni
rozdéleni.

HO(5): Hodnoty obsahu vitaminu B3 vykazuji normalni rozdéleni.

HO(6) Hodnoty obsahu vitaminu B3 s piidavkem enzymu taktadiastaza vykazuji normalni
rozdéleni.

HO(7) Hodnoty obsahu vitaminu B6 vykazuji normalni rozdéleni.

HO(8) Hodnoty obsahu vitaminu B6 s pifidavkem enzymu taktadiastaza vykazuji normalni

rozdéleni.

Testovani probiha na hladin€ vyznamnosti a= 0,05
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Rozhodnuti o zamitnuti nulové hypotézy vyplyva ze vztahu :

p —hodnota > a Nelze zamitnout nulovou hypotézu na hladin€¢ vyznamnosti a= 0,05.

p —hodnota < o zamitame nulovou hypotézu na hladin¢ vyznamnosti o= 0,05.

Tabulka XY — P-hodnoty pro Shapirtv - Wilktiv test normality dat

Proménna p — hodnota Shapiro Wilkiv test
Vitamin C 0,0000
Vitamin C + takataza 0,0022
Vitamin B2 0,0000
Vitamin B2 + takataza 0,0000
Vitamin B3 0,0000
Vitamin B3 + takataza 0,0000
Vitamin B6 0,0000
Vitamin B6 + takataza 0,0000

Data nepochazeji z normalniho rozdéleni.
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vit. B2 = 680,05"normal(x; 0,1231; 0,0627)
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Z vyse uvedeného testovani je patrné, ze se jednd o smés vétstho mnozstvi riznych typt
vzorkl, které nevykazuji hodnoty normalni rozdéleni. Takova skutecnost je patrna a dala se
ocekavat, a tak je zde toto Setfeni uvedeno jen pro ucelenost a piehlednost dané
problematiky..

Z nasledujiciho grafu zndzornujicim rozptyly hodnot lze predpokladdat, ze obsahy
jednotlivych vitaminu vykazuji nejednotnost dat. Lze vidét, ze vysSich mediani dosahuje
obecné vitamin C, ostatni vitaminy vykazuji o poznéani niz§i rozptyly hodnot. Vzhledem
k tomu, ze bylo zjisténo, ze data nepochazeji z normalniho rozde€leni, nebyly porovnavany
jejich stfedni hodnoty, ale pomoci neparametrického testovani byla testovana rozdéleni

jednotlivych veli¢in v zavislosti na pouziti enzymu takadiastaza.

Boxplot rozptylu hodnot (StatSoft, 2013).

Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodleh.
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Pro obecné porovnani riznych typt vzorkd, které byly pfipravovany bez enzymu s témi s
enzymem, bylo nutné zvolit neparametrickou verzi parového t-testu (tabulka 2).
Wilcoxontv test je neparametrickou obdobou parového t-testu. Je zaloZzen na diferencich

sledovaného znaku a nasledného vypoctu poradi téchto diferenci.
Kde obecné plati:

HO: Data pochazeji z konkrétniho rozdéleni

H1: Data nepochazeji z konkrétniho rozdéleni

Nejprve se stanovi diference mezi proménnymi, kterym se néasledné ptifadi potadi, kde
Sw’ je soucet poradi pies kladné hodnoty a Sy~ soudet pofadi ptes zaporné hodnoty. Nasledné

je stanoveno testovaci kritérium |U,, |,kde plati vztah:

S —%n(n +1)

UW=

\/%n(n +1)(2n+1)

Kde:
Sw' - souet pofadi ptes kladné hodnoty

N — pocet pozorovani
HO(1): Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v obsahu vitaminu C s pouzitim nebo bez
pouziti enzymu takataza
HO(2) Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v obsahu vitaminu B2 s pouzitim nebo bez
pouziti enzymu takataza
HO(3) Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v obsahu vitaminu B3 s pouzitim nebo bez
pouziti enzymu takataza
HO(4) Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v obsahu vitaminu B6 s pouzitim nebo bez
pouziti enzymu takataza

Hypotézy jsou testovany na hladin¢€ vyznamnosti a= 0,05. Hladina vyznamnosti

predstavuje miru rizika zamitnuti nulové hypotézy, kterd plati.
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Tabulka 2: Wilcoxonlv parovy test pro zavislé vzorky (parové veli¢iny) (StatSoft, 2013 ).

Dvojice Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné a <0,05000
proménnych Potet HO
(vit. bez enzymu I (t)c‘f h T Z p-hodn. zamitnuto?

& vit. s enzymem)|  PrATYC
vit. C& vit. C t 65 649,0000 2,767545 0,005648 Ano
vit. B2 & vit. B2 t 68 300,0000 5,334339 0,000000 Ano
vit. B3 & vit. B3 t 52 348,0000 3,105459 0,001900 Ano
vit. B6 & vit. B6 t 55 30,0000 6,200126 0,000000 Ano

Prvni sloupec udava pocet hodnot, se kterymi se redln¢ pracuje . Druhy sloupec udava

hodnotu testové statistiky min (Sw’, Sw), tieti sloupec hodnotu statistiky |U,,|, ¢tvrty p-

hodnotu a paty vysledek testovani. Rozhodnuti o zamitnuti nulové hypotézy vyplyva ze

vztahu :

p —hodnota > a Nelze zamitnout nulovou hypotézu na hladin€ vyznamnosti o= 0,05.

p —hodnota < a zamitdme nulovou hypotézu na hladin¢ vyznamnosti o= 0,05.

Z vysledktl patrnych z tabulky 2 vyplyva, ze vSechny p-hodnoty jsou niz$i jak hladina

vyznamnosti a = 0,05, tak tedy muZzeme zamitnout nulovou hypotézu. EXistuje statisticky

vyznamny rozdil mezi hodnotami méfeni danych vzorkii bez a s enzymem takadiastaza.
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Priloha 10: Statistické zhodnoceni rozdilu obsahu vitamind u vzorku

prvotelek a celého stada dojnic

Pro analyzu bylo odebrano smésné mléko od 20 vybranych prvotelek na vrcholu laktace a
pokus proveden dvakrat po sobé v rtizném obdobi. Snahou bylo porovnani moznosti
rozdilnych hodnot obsahu vybranych vitaminti u prvotelek oproti smésnému mléku celého
stada.

V tomto statistickém Setfeni byly proti sobé postaveny hodnoty u vybranych vitamind u
prvotelek a u celého dojeného stada. Po otestovani normélniho rozdé€leni hodnot bylo zjisténo

normalni rozdéleni, tak byl zvolen dvouvybérovy test pro nezavislé vzorky (tabulka 1).

Tabulka 1: Dvouvybérovy test pro nezavislé vzorky (prvotelky vs. celé stado) (StatSoft,
2013).

T-test pro nezavislé vzorky
Primér | Primér F-pomér
Skup. 1 vs. skup. 2 SleJJp.el sleJJp.eZ Hodnota t | sv P Ropz(::)tyTy Roz?)tyly
PCvs.SC 1,003708 | 1,051400 | -0,4112 6 |0,695222 | 1,022 |0,986214
P B2 vs. S B2 0,116967 | 0,131250 | -1,8914 6 |0,107440| 6,967 |0,145167
P B3 vs. S B3 0,047758 | 0,017450 | 11,9431 6 |0,100013| 26,442 |0,023359
P B6vs. S B6 0,074358 | 0,084950 | -2,1906 4 (0,093632| 4,305 |0,674390
P CTuvs.SCenzym 1,461733(0,867758 | 5,7188 6 |0,001239| 5,555 |0,192762
P B2 Tvs. S B2 enzym 0,124917 | 0,131783 | -0,9634 6 |0,372572| 5,114 |0,213234
P B3 T vs. S B3 enzym 0,029417 | 0,026558 | 0,8718 6 |0,416845| 1,322 |0,823916
P B6 T vs. S B6 enzym 0,099258 | 0,064142 | 1,6424 6 |0,151617 | 35,434 |0,015311

Neni statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami prvotelek a stada, p-hodnoty jsou vyssi

neZ hladina vyznamnosti o = 0,05.

Tabulka 2: Praimé&mé hodnoty vybranych vitamint mg.100ml™,

vzorek vit. C [ vit. B2 | vit. B3 | vit. B6 | vit. Ct | vit. B2t | vit. B3t | vit. B6 t
prvotelky | 1,0037 | 0,1170 | 0,0478 | 0,0744 | 1,4617 | 0,1249 | 0,0294 | 0,0993
stado 1,0514 | 0,1313 | 0,0175 | 0,0850 | 0,8678 | 0,1318 | 0,0266 0,0641
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