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Stanoveni riznych forem kaseinu v mléce

Souhrn

Kaseinové bilkoviny mléka maji velky vyznam ptedev§im pro vyrobu syri.
Na vytéznosti pii vyrobé syr ma kromé technologie a dalSich faktor velky podil celkovy
obsah kaseinii v mléce a také pomérné zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci. Majoritnimi
frakcemi jsou o-kasein, B-kasein a k-kasein. Ke stanoveni proteinii v mléce muze byt kromé
spektrometrie v blizké infracervené oblasti a elektroforetickych technik vyuzivana také vysoce
ucinna kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC je hojné uzivana analyticka metoda, ktera je
zalozena na rozdilné afinité latek k mobilni a ke stacionarni fazi.

V ramci diplomové prace byla zavedena metoda stanoveni kaseinovych frakci metodou
HPLC. Metoda byla ¢aste¢né optimalizovana za pouziti kravského mléka a kalibrovana
na roztoky zakoupenych standardti kaseinovych frakci pochéazejicich z bovinniho mléka. Byly
analyzovany realné vzorky kravského, ovciho a koziho mléka. Kozi mléko bylo dostupné
v nékolika variantach: kozy sanské a mléko kozy bilé kratkosrsté z domaciho nebo farmového
chovu. Ve vsech vzorcich mléka byly stanoveny koncentrace kaseind a vzajemné poméry
kaseinovych frakci. Ze ziskanych chromatogrami je patrné, zZe kaseinové slozeni je
pro kravské, ovéi a kozi mléko odlisné. OdlisSné koncentrace kaseinovych frakci v mléce
ruznych druhd zvifat byly statisticky prokdzany témét ve vSech piipadech. Vyjimkou byla
koncentrace [-kaseinu v mléce kozy bilé kratkosrsté zdomaciho i farmového chovu
a kravském mléce, v téchto druzich mléka nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil
v koncentraci P-kaseinu. Analyzami individualnich vzorki mléka kozy bilé kratkosrsté
z farmového chovu bylo prokdzano, Ze obsahy kaseinli v mléce riznych zvitat chovanych za
stejnych podminek mohou byt odlisné. Byly vyhodnoceny poméry B-kaseinu vuéi a-kaseinu,
pomér B-kaseinu vuci k-kaseinu a pomér a-kaseinu viaci k-kaseinu v jednotlivych druzich
mléka. Poméry byly ve vSech ptipadech pfi mezidruhovém srovnani mlék statisticky vyznamné
odli$né. Analyzou bazénovych vzorki mléka kozy sanské bylo zjiSténo, pomér B-kaseinu vici
a-kaseinu je v pribéhu laktace stabilni. Pro vSechna kozi mléka byly typické vyssi hodnota
poméru B-kaseinu viuci k-kaseinu. Pomér a-kaseinu vici k-kaseinu byl nejvyssi v ovéim mléce.
Metodu HPLC lze i ptes uvedené nedostatky vyuzit pravé k t€émto tcelim, je vSak tieba dale

pokracovat v jeji optimalizaci.

Klic¢ova slova: mléko, a-kasein, B-kasein, k-kasein, HPLC, polymorfismus bilkovin



Determination of different forms of casein in milk

Summary

Casein proteins are important escpecially for cheese making. In addition to technology
and other factors, casein concentration in milk and relative representation of individual casein
fractions influence cheese yield. Majority fractions are a-casein, B-casein and k-casein. For the
determination of proteins in the milk can be used electrophoretic techniques or near infra-red
spektrometry. High performance liquid chromatography (HPLC) is going to be used. HPLC is
widely used analytical method, which is based on differential affinity of the substances to the
mobile and the stationary phase.

The thesis has introduced the method of determining the casein fractions by HPLC. The
method was partially optimized using cow milk and calibrated to the standard solutions, which
were purchased casein fractions derived from the bovine milk. Real samples of cow, sheep and
goat milk were analyzed. The goat milk was available in several variants: Sanski goat milk and
white shorthair goat from domestic or farm breeding. All milk samples were analyzed for casein
and casein fractions proportions. Chromatograms show that the casein formula is different in
cow, sheep and goat milk. Different concentrations of the casein fraction in the milk of various
animal species have been statistically detected in almost all cases. The exception was the
concentration of B-casein in the milk of white shorthair goat from the domestic and the farm
breeding and cow milk. In these types of milk there was no statistically significant difference
in the concentration of f-casein. Analysis of individual samples of white shorthair goat milk
from the farm breeding shown that casein content in the milk of different animals reared under
the same conditions may be different. Ratios of B-casein to a-casein, -casein to k-casein and
a-casein to k-casein were evaluated in all samples. Interspecific comparisons proved that ratios
were statistically significantly different in all milks. In the milk of Sanski goat, there was found
the stable ratio of B-casein to a-casein during lactation. For all goat milk there were typical
higher values of the ratio of B-casein to k-casein. The ratio of a-casein to k-casein was highest
in the sheep milk. Despite some shortcomings, it is possible to use the HPLC method possible

for these purposes, but it is necessary to continue with its optimization.

Keywords: milk, a-casein, 3-casein, k-casein, HPLC, protein polymorphism
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1 Uvod

Bilkoviny jsou vyzivové hodnotnou slozkou mléka. Podle vlastnosti pfi srdzeni mléka
jsou mlééné bilkoviny rozdéleny na syrovatkové a kaseinové. Kasein je definovan jako
fosfoprotein mléka, ktery je vysrazen z odtuénéného mléka pii pH 4,6 a teploté 20 °C. Kasein
vSak nepiedstavuje homogenni bilkovinu a je slozen z vice frakci o rtiznych vlastnostech.

Kaseinové bilkoviny maji velky vyznam pfedevsim pro vyrobu tvarohi a syrt. Syry lze
vyrabét z riznych druh mléka. Vlastnosti syrii a vytéznost vyroby piimo zavisi na vlastnostech
mléka. Na vytéznosti pii vyrobé syri ma kromé technologie a dalSich faktort velky podil
celkovy obsah kaseinit v mléce a také pomérné zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci.
Majoritnimi frakcemi jsou a-kasein, f-kasein a k-kasein. Na zaklad¢ znalosti kvalitativniho
I kvantitativniho slozeni mléka je mozno odhadnout, zda je mléko vhodné pro vyrobu syrt
¢i nikoliv. Pfipadné je mozné na zdklad€ analyz mléka selektovat jedince, kteti maji mléko
o ur¢itém slozeni a dale zvifata Slechtit na vy$si uzitkovost pro vyrobu syrtt a podobnych

produktii ziskdvanych srazenim kaseint.

Kasein jako celek lze stanovit spektrometricky pii vinovych délkach blizkych
infracervené oblasti (NIR). Touto metodou ale nelze stanovit jednotlivé kaseinové frakce.
Za timto ucelem je Casto vyuzivana elektroforéza. Pro stanoveni proteini v mléce se krome
elektroforetickych technik za¢ind vyuzivat vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC).
HPLC je metoda, kterd je zaloZena na rozdilné afinité latek k mobilni a ke staciondrni fazi.
Na zéklad€¢ toho jsou latky separovany a kazdd separovana slozka je charakterizovana
specifickym retencnim ¢asem pro dany systém. Praci zbyvajicich se touto problematikou neni
mnoho. Vyvoj optimalni metody pro stanoveni jednotlivych bilkovinnych frakci v bovinnim,
kozim a ov€im mléce je pomérné komplikovany v dasledku celé fady faktorii. Jde predevsim
0 polydisperzitu kaseinovych frakci, nedostupnost Cistych standardii jednotlivych kaseinovych
frakci z bovinniho mléka a nedostupnost téchto standardi pochézejicich z koziho a ovciho

mléka.



2 Védecka hypotéza a cile prace
2.1 Cile prace

Cilem diplomové prace je optimalizace HPLC metody pro stanoveni kaseinovych frakci
Vv mléce v jedné analyze. Dale je cilem porovnani zastoupeni kaseinovych frakci v mléce
riznych druht hospodaiskych zvifat aporovnani a statistické zhodnoceni zastoupeni
jednotlivych kaseinovych frakci v individualnich vzorcich mléka zvitat chovanych za stejnych

podminek.

2.2 Védecké hypotézy

e Ruzné formy kaseinu v mléce lze s dostate€nou spolehlivosti stanovit vhodnou metodou
HPLC.

e Zastoupeni kaseinovych frakci v mléce riznych druhti zvitat je odliSné.

e Zastoupeni kaseinovych frakci v mléce jednotlivych zvifat stejného druhu muiZe byt

odlisné.
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3 Literarni reSersSe

3.1 Slozeni mléka

Z fyzikaln¢é-chemického hlediska je mléko biologicky fluid se slozkami ve tfech fazich.
Ptiblizné 40 % suSiny tvoii pravy roztok, jde o disacharid laktézu, organické a anorganické
sole, vitaminy a dals$i ve vod¢ rozpustné malé molekuly. V tomto vodném roztoku jsou
dispergovany proteiny, syrovatkové bilkoviny na molekularni Grovni a kaseinové bilkoviny
jakozto velké koloidni struktury — micely. Micely maji polomér 50600 nm. Lipidy tvofi
tukové kulicky o priméru 0,1-20 um, které jsou stabilizované lipoproteinovou membranou
a emulzifikované v mlééné plasmé (Roginski et al., 2003).

Mléka raznych druhti se slozenim 1isi. V Tabulce 1 je znazornéno prumérné

procentudlni slozeni mléka bovinniho, koziho a ov¢iho.

Tabulka 1 Procentualni sloZzeni mléka ptezvykavcu

Druh Susina Lipidy Proteiny Laktéza Popeloviny
mléka [%6] [%6] [%6] [%6] [%0]
Bovinni 12,7 3,7 3,4 4,8 0,7
Kozi 12,3 4.5 2,9 4,1 0,8
Ov¢i 19,3 7,4 4,5 4,8 1,0

(Roginski et al., 2003).

3.1.1 Lipidy

Podle Drbohlava et Vodickové (2002) kravské mléko obsahuje primérné 4 % lipidu,
z toho je 98-99 % pfitomno ve formé tukovych kulicek.

3.1.2 Sacharidy

Hlavnim sacharidem kravského mléka je disacharid laktéza slozeny z glukézy

a galaktozy. Mléko obsahuje pramérné 4,8 % laktozy (Drbohlav et Vodic¢kova, 2002).
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3.1.3 Bilkoviny

Primérny obsah bilkovin v kravském mléce je 3,3 % (Drbohlav et Vodickova, 2002).
Tato hodnota je pomérn¢ stabilni (McSweeney et al., 2007). Slozeni a pomér jednotlivych
mléénych bilkovin se odviji od riznych faktord, napiiklad od lakta¢niho stadia, ro¢niho obdobi,
plemene dojnic a dalsich (Drbohlav et Vodickova, 2002).

Bilkoviny se déli na dvé zakladni skupiny definované vysrazenim odtu¢néného mléka.
Vysrazeny kasein je majoritni bilkovina kravského mléka. Podil kaseinu na celkovych
bilkovinach mléka ¢ini 80 %. Zbyvajicich 20 % pfipadd na syrovatkové bilkoviny, které
po vysrazeni zustavaji v roztoku (Bordin et al., 2001). Podle Formana et al. (1996) z celkového
obsahu bilkovin v mléce 3,3 % piipada 1,6-2,5 % na kasein a 0,7-0,8 % na bilkoviny
syrovatky. Sukova (2006) uvadi 2,6 % kaseinu a 0,67 % syrovatkovych bilkovin.

Kasein je definovan jako fosfoprotein bovinniho mléka, ktery je vysrdZen
Z odtu¢néného mléka pti pH 4,6 a teploté 20 °C. Nejde o homogenni bilkovinu, ale o agregat
kaseinovych frakci o riznych vlastnostech. Kaseiny Ize rozd¢lit do nékolika skupin (Velisek et
Hajslova, 2009). Kaseiny vykazuji ndznaky o-helikalni struktury. Nejde o jasné predvidatelné
usporadani, sekundarni struktura kaseinti se méni podle podminek v matrici. Vzhledem k jejich
konformaci jsou kaseiny piistupné ptisobeni proteolytickych enzymti mléka a postupem casu
v mléce degraduji.

Pii teploté nad 5 °C dochazi k agregaci molekul do submicel po 25-30 molekulach
kaseint a tyto jsou usporadany do micel. V jedné micele je celkem asi 20 000 molekul kaseint.
Velikost micely je determinovana procentualnim zastoupenim jednotlivych kaseinovych frakci
(Velisek et Hajslova, 2009).

Dovnitf struktury micely jsou sméfovany nepolarni ¢asti bilkovin a zde se uplatiuji
hydrofobni interakce. Polarni struktury smeétuji k povrchu, jde o fosfoserinové zbytky os a f3-
kaseini a threoninovy zbytek «-kaseinu s oligosacharidy. Tyto polarni casti interaguji
S vapenatymi ionty a vodou (VeliSek et Hajslova, 2009). Nesou solvatovy hydratacni vodny
obal s celkové zapornym nabojem, ktery brani spojeni micel pfi nativni rovnovaze mléka.
K tomu dochazi az se zménou vnéjsich podminek (Forman et al., 1996).

Submicely jsou spojeny do micel prostiednictvim fosfoserinovych skupin os a B-
kaseinti a vapenatych ionti, eventudlné se zapojenim fosfath a citratd. k-kasein nema
v molekule vazebnou oblast (Velisek et Hajslova, 2009). Kasein lze pomoci analytickych
metod urcit jako celek, proto se o kaseinu hovoii jako o stalé bilkovinné slozce (Pijanowski,

1977).
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Priimérna molekulova hmotnost kaseinové micely je ptiblizné 108 Da (Fox et al., 2004).
Roginski et al. (2003) uvadéji praimérnou velikost micel asi 100 nm. Kaseinové micely vykazuji
vysokou hydrataci, na 1 g bilkoviny pfipada 2-2,5 g vody (Forman et al., 1996). Fox et al.
(2004) uvadgji hydrataci az 4 g na 1 g bilkoviny. V mléce zdravé dojnice se kasein vyskytuje
Z 96 % V koloidni formé (Forman et al., 1996).

V Cerstvém mléce o pH kolem 6,5 se kasein vyskytuje ve formé aniontu, ktery tvoii
sionty vapniku koloidni roztok kaseinatu vapenatého (Pijanowski, 1977). Ten je staly
i pfi teploté 100 °C, nedenaturuje (Roginski et al., 2003). Schopnost kaseinu tvofit koloidni
roztok souvisi se zapornym elektrickym nébojem kaseinové micely, coz piiznivé ovliviiuje
tvorbu hydratacnich vrstev z ¢astic vody (Pijanowski, 1977).

Izoelektricky je kasein srazen z mléka pii pH 4,6, zatimco bilkoviny syrovatky zdstavaji
v roztoku. Ty je mozné vysrazet vysrazet pii pH 4,6 az pti soucasném zvyseni teploty nad 95
°C (Forman et al., 1996). Teplota ovliviuje také vzajemné interakce mezi jednotlivymi
kaseinovymi frakcemi a rozpustnost jednotlivych kaseinovych frakci (Roginski et al., 2003).

Zastoupeni jednotlivych kaseinovych bilkovin v micelach je ovlivilovano vnéjSimi
faktory, napft. teplotou, ktera ovliviiuje miru disociace nékterych frakei (Sukova, 2005).

Kazda bilkovinna frakce mléka vykazuje geneticky polymorfismus. Geneticky
polymorfismus oznacuje jev, kdy se piirozené¢ vyskytuji dvé a vice forem jedné bilkoviny.
Diploidni organismy maji jeden gen vzdy ve dvou alelach v lokusu, na kazdém homolognim
chromozomu se nachazi jedna alela. Pokud se alela odlisuje alesponi v jednom nukleotidu,
pak pii syntéze bilkoviny dochazi k zaméné aminokyseliny na této pozici. Pokud je Cetnost
vyskytu nejCastéjsi alely v ur€itém lokusu niZ§i nez 0,99, pak lokus vykazuje geneticky
polymorfismus a pro danou bilkovinu existuji rizné genetické varianty (FitzGerald, 1997).

Genetické varianty lze odlisit nejlépe metodou sekvenace DNA nebo podle rozdilné
elektroforetické mobility. Genetickou variantou se rozumi zména v primarni sekvenci
aminokyselin. Dal$i odliSnosti variant mohou byt zplisobeny post-translaénimi modifikacemi
(napt. fosforylace na urcité aminokyselin€) (Fox et McSweeney, 2003). Zéakladni ptehled

genetickych variant bovinnich kaseind je shrnut v Obrazku 1.
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GENETIC POLYMORPHISM IN BOVINE SPECIES
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Obrazek 1 Genetické varianty mléénych bilkovin
(Fox et McSweeney, 2003)

3.2 Bovinni mléko

3.2.1 Bovinni kaseiny

Bovinni kasein je skupina fosfoproteinti tvofena zejména os-kaseinem, B-kaseinem
a k-kaseinem a v mensim mnozstvi frakcemi vzniklymi $tépenim téchto hlavnich frakci.
Obsahuje vazané mineralni slozky, hlavné vapnik, hoi¢ik, fosfaty a citrany, souhrnné nazyvané
koloidni kalcium fosfat (Drbohlav et Vodickova, 2002).

Jednotlivé kaseinové frakce se liSi primarni strukturou, stupném fosforylace,
molekulovou hmotnosti, rozpustnosti a izoelektrickym bodem. Pro podrobn¢jsi nazvoslovi je

rozhodujici pocet aminokyselin, molekulova hmotnost a ptipadné i geneticka varianta a stupen
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fosforylace (Forman et al., 1996). Bovinni kaseiny jsou vétSinou fosforylované na nejvyssi
moznou miru (Roginski et al., 2003).
Pichled molekulovych hmotnosti a izoelektrickych bodi pro majoritni kaseinové frakce

je znazornén v Tabulce 2.

Tabulka 2 Molekulova hmotnost a izoelektricky bod kaseina

Frakce Molekulova hmotnost [kDa] pl —izolektricky bod
B-kasein 24 5,2-5,85
as-kasein 23,6 (0s1) 4,92-5,35

25,2 (0s2)
K-kasein 18 5,37

(Velisek et Hajslova, 2009)

Velisek et Hajslova (2009) uvadi podil jednotlivych frakci kaseinu vzhledem k sumé
bilkovin v kravském mléce nasledovné: as = 42 %, f =~ 25 %, «x = 9 %, vy = 4 %.
Bordin et al. (2001) uvad&ji pomér kaseinti as1 : 0s2 - B + v : k roven 4:1:4:1.

Kaseinové frakce jsou fosforylované na serinu nebo na threoninu. K fosforylaci
dochdzi na téch castech fetézce, kde se vyskytuje sekvence -Ser-X-A. X znaci libovolnou
aminokyselinu, A znaci kyselinu glutamovou, fosforylovany serin, pfipadné asparagovou
kyselinu. Stupen fosforylace nartista v potadi: k, B, as1, as2. Rliznym stupném fosforylace je
vysvétlovana rtizna citlivost frakci ke srazeni vyvolanému véapenatymi kationty. Nejvice

v v

rozpustna a vici ostatnim frakcim plni tlohu ochranného koloidu (Fox et al., 2004).

3.2.1.1 a-kasein

Kaseinové frakce asi, as2 jsou hlavnimi frakcemi a-kaseinu. Vzajemné se lisSi mirou
fosforylace (Farrel et al., 2004). Ob¢ frakce se vyskytuji v nékolika genetickych variantach
mirné se lisicich primarni strukturou (VeliSek et HajSlova, 2009).

asi-kasein tvoti az 40 % z celkového kaseinu bovinniho mléka (Farrel et al., 2004).
Obsahuje polypeptidové fetézce slozené ze 199 aminokyselin. V polohach 43—80 je navazano
osm fosfoserinovych zbytku, tato ¢ast molekuly je polarni. V pfitomnosti vapenatych iontd
vnika nerozpustna stl (Velisek et Hajslova, 2009). Reaguje také s Zn'' a Fe!", ale dopad téchto

kationti na stabilitu kaseinové micely neni zatim znamy (Farrel et al., 2004). Mimo majoritni
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variantu osi-kaseinu byla objevena minoritni slozka oznacena jako aso-kasein, kterd vykazuje
vyss$i rychlost pii elektroforéze a na serinu v pozici 41 obsahuje jednu fosforylovou skupinu.
Protoze primarni sekvence aminokyselin je u obou proteini stejna, ziejmée jde o dusledek
posttransla¢nich modifikaci (Fox et McSweeney, 2003).

ase-kasein tvoti az 10 % z celkového kaseinu bovinniho mléka (Farrel et al., 2004).
Strukturou se podoba asi-kaseinu, ale ma vyssi molekulovou hmotnost a podle Veliska
et Hajslové (2009) neni tolik citlivy na piitomnost vapenatych ionti. Také Farrel et al. (2004)
uvadéji, Ze as-kasein je srazen pfi nizSich koncentracich Ca' nez asi-kasein. Jde
0 nejhydrofilngjsi kaseinovou frakei (Farrell et al.2004). as2-kasein vykazuje ze vsech kaseinti
nejvyssi variabilitu ve fosforylaci, je fosforylovan ve tfech oblastech molekuly. Obsahuje dvé
oblasti, které jsou hydrofobni. as,-kasein je hydrolyzovan wi¢inkem nativniho plazminu. Cast
této frakce se vyskytuje ve formé dimeru vazaného disulfidovymi mustky. Tyto dimery maji

podobné vlastnosti podobné asi-kaseinu (Roginski et al., 2003).

3.2.1.2 p-kasein

B-kasein tvoii az 45 % z celkového kaseinu bovinniho mléka (Farrel et al., 2004).
Obsahuje 209 aminokyselin a pét fosfoserinovych zbytkl v polohdch 1-40. Nepolarni fetézce
se vyskytuji v polohach 136-209. S vapenatymi ionty vznika stl rozpustna pouze pii teploté
niz8i nez 1 °C (VeliSek et Hajslova, 2009). Mira disociace B-kaseinu se odviji od teploty
skladovani, pti chladirenskych teplotach (5 °C) se zvySuje koncentrace 3-kaseinu po odstiedéni
v mlé¢ném séru (Sukova, 2005). Tento proces je reverzibilni, pii zvySeni teploty je podil B-
kaseinu rozpusténého v séru nizsi. Vyssi nez chladirenské teploty zpomaluji $tépeni B-kaseinu,
nejspise v disledku omezeni pisobeni enzymu (Roginski et al., 2003).

B-kasein je nejhydrofobnéjsi kaseinovou frakei. Stabilita B-kaseinu je ovlivnéna
plazminem (nativnim enzymem mléka). Plazmin zpisobuje §tépeni disociovaného [-kaseinu
na frakce vy, y2 a y3 (Farrell et al., 2004). Optimalni teplota ptisobeni plazminu je 37 °C. Pfi této
teploté je disociovany B-kasein hydrolyzovan az na 40 % ptivodniho mnozstvi B-kaseinu
(Sukova, 2005).

3.2.1.3 k-kasein

k-kasein se vyskytuje ve dvou genetickych variantich ama zéasadni vyznam

pro stabilitu kaseinovych micel. Jde o glykoprotein slozeny ze 169 aminokyselin (Velisek
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et Hajslova, 2009). Molekula k-kaseinu sestava ze dvou rozdilnych c¢asti, které mohou byt
rozdéleny puisobenim kyselé proteazy za neutralniho pH (Roginski et al., 2003).

k-kasein mimo sacharidti D-galaktopyranosy a N-acetyl-D-galaktosaminu obsahuje N-
acetylneuraminovou kyselinu. Sacharidy jsou vazany glykosidovou vazbou prostfednictvim N-
acetyl- B-D-galaktosaminu na threonin v pozici 133 (Velisek et Hajslova, 2009). Vétsina k-
kaseinovych fetézcl obsahuje jeden fosfoserinovy zbytek podél svého fetézce (Fox et al., 2004)
na pozici 149 (Roginski et al., 2003). Glycidova komponenta dava k-kaseinu hydrofilni
charakter a je podstatou jeho stabiliza¢ni ulohy ve vztahu ke kaseinim as1, 0s2 a B. Ty jSOU k-
kaseinem chranény pted vapenatymi ionty pfirozené pfitomnymi v mlééném séru (Forman
et al., 1996). Podobné jako u p-kaseinu je i rozpustnost k-kaseinu zavisla na teploté (Roginski
et al., 2003). k-kasein s vapenatymi ionty tvoii rozpustnou sul (Velisek et Hajslova, 2009).

Stépeni k-kaseinu je podstatou vyroby syrii kyselym nebo sladkym srazenim. P¥i¢inou
sladkého srazeni je citlivost k-kaseinu na proteazu chymosin nebo jinou obdobnou hydrolazu
napi. mikrobialniho pivodu. Dochazi ke $t€peni molekuly k-kaseinu na dvé ¢asti: hydrofobni
para-k-kasein (aminokyseliny 1-105) a mensi hydrofilni kaseinmakropeptid (aminokyseliny
106-169) nazyvany také jako glykomakropeptid (Roginski etal., 2003). Pti kyselém srazeni
dochazi k obdobné proteolyze, avSak zapfi¢inéné sniZenim pH pod 4,6. Kyselé sraZeni

je vyuzivano piedevsim pii vyrobé tvarohti (Forman et al., 1996).
3.2.1.4 vy-kasein, A-kasein

v-kaseinova frakce oznacuje proteolytické §t€py B-kaseinu a neexistuje jako samostatna
frakce, obdobné A-kasein vznika jako §tép asi-kaseinu (Forman et al., 1996). y-kasein je
isoelektricky srazen pii pH 5,8-6,0 Stépenim B-kaseinu piisobenim plazminu (Farrel et al.,
2004) vznikaji tii frakce (y1, v2, v3) se specifickou molekulovou hmotnosti (Velisek et Hajslova,
2009).

3.2.2 Bovinni syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny jsou bilkoviny, které zlstavaji v syrovatce po izoelektrickém
vysrazeni kaseinu pii 20 °C. V syrovatce se také vyskytuji proteolytické Sté€py kaseinu

a proteiny z membrany tukovych kuli¢ek (Farrel et al., 2004).

Syrovatkové bilkoviny jsou rozpustné globularni bilkoviny, zejména B-laktoglobulin

(B-LG) a a-laktalbumin (a-LG) v poméru asi 3:1 v bovinnim mléce. Dale jsou zastoupeny
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minoritni sérové bilkoviny a imunoglobuliny. Podobn¢ jako kasein i syrovatkové bilkoviny

vykazuji geneticky polymorfismus (Bordin et al, 2001).

3.3 Ovéi mléko

Ov¢i mléko obsahuje z mlék kopytnikti nejvyssi podil suSiny, zejména tuku a kaseinu.
V susin¢ ov¢iho mléka tvofi proteiny a lipidy 69 % susiny, v suSiné kravského mléka tvoii 56 %
suSiny. Ov¢i mléko ma vyssi viskozitu nez kravské a déle odolava plisobeni mikrobt
po nadojeni. Vyssi kyselost mléka je prisuzovana vétSimu podilu bilkovin (Roginski
et al., 2003). Ov¢i mléko je vyuzivano predev§im pro vyrobu syrii. Pomér lipida viici proteinim
je také vyssi a i syry z ov¢iho mléka obsahuji vice tuku (Roginski et al., 2003).

Tietze et Majewski (1997) stanovili obsah tuku a bilkovin v mléce 1464 jedinct riznych
plemen ovci, které nejsou primarné chovany na produkci mléka. Vzorky byly odebirany 15.,
45. a 75. den laktace a primérny obsah tuku ¢inil 4,31 %. Obsah tuku v mléce jednotlivych
plemen se ale statisticky vyznamné lisil. Nejvyssi zjisténa hodnota byla 7,19 % v mléce
plemene Berichonne ve 45. dni laktace. Nejvyssi obsah bilkovin byl zjistén v mléce plemene
Suffolk, bylo stanoveno az 8,55 % bilkovin (Tietze et Majewski, 1997). Procentualni slozeni

ov¢iho mléka je znazornéno v tabulce.

Tabulka 3 Procentuélni sloZeni ovéiho mléka

Komponenta Priamér [%] Rozsah [%0] Podil v susiné [%]
Voda 81,60 79,27-83,80
Laktoza 4,61 4,10-4,95 25,0
Tuk 7,09 5,10-8,70 38,5
Hrubé bilkovina* 5,72 4,75-6,60 31,1
Kasein 4,44
Syrovatkové 0,98
bilkoviny
Nebilkovinny dusik 0,047
Popeloviny 0,91 0,70-1,10 4,9
Celkova susina 18,40 16,20-20,73
Tukuprosta susina 11,31

*Celkovy dusik x 6,38

(Roginski et al., 2003)
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3.3.1 Ov¢i kaseiny

Kasinové micely ov¢iho mléka maji primér piiblizn€¢ 160 nm. Pro ov¢i kaseiny
je typicky ruzny stupen fosforylace jednotlivych kaseinovych frakci a z toho vyplyvajici
heterogenita kaseinti (Roginski et al., 2003).

K-kasein se vyskytuje v n¢kolika variantach, které se 1isi mirou fosforylace. Stejné jako
u kravského, bivoliho a koziho mléka, se v ovéim mléce vyskytuje k-kasein v nékolika frakcich
o stejném peptidovém fetézci, ale sjinym uhlovodikovym zbytkem, ktery se li§i mirou
glykosylace (Trujillo et al., 2000).

asy-kasein je v ovéim mléce kaseinovou frakci o nejvEtsi heterogenité, vyskytuje
se v mnoha rizné¢ fosforylovanych variantach. Byly popsany dvé formy proteinu s deleci
9 aminokyselin, v jednom ptipadé na pozicich 34-42 a ve druhém piipadé na pozicich 35-43.
Delece zpusobuje nepiitomnost nékterych dalSich uhlovodikovych zbytka (Trujillo et al.,
2000).

as1-kasein je v ovéim mléce ptitomen az v 5 formach (Roginski et al., 2003), ale z vice
nez 50 % je ptitomen V jedné formé o délce 199 aminokyselin. Ostatni varianty maji peptidovy
fetézec kratsi a 1isi se i mirou fosforylace na dvou molekulach serinu, celkem byly popsany
3 stupn¢ fosforylace (Trujillo et al., 2000).

B-kasein je vyznamnou frakci ov¢iho mléka, nebot’ obsahuje 55 % ptitomného dusiku,
kdeZto v kravském mléce obsahuje 36 % ptitomného dusiku (Molik et al., 2012). B-kasein ma

v ovéim mléce dvé rizné varianty, které se opét lisi v mite fosforylace (Trujillo et al., 2000).
3.3.2 Ovdi syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkovin tvoii 17-22 % bilkovin ovéiho mléka (Roginski et al., 2003).
Podle Hejtmankové et al. (2012) je majoritni syrovatkovou bilkovinou ov¢iho mléka B-
laktoglobulin. V ov¢im mléce se vyskytuje ve 3 variantach. a-laktalbumin se velmi podoba jeho

analogu v kravském mléce a existuje ve dvou variantach, pficemz jedna z nich je velmi vzacna
(Roginski et al., 2003).

3.4 Kozi mléko

Kozi mléko je po kravském, buvolim a ovéim mléce ¢tvrté s nejvyssi produkci. Chov
koz mé velky ekonomicky vyznam v zemich, kde neni z klimatickych divodii vhodny chov

skotu. Slozeni koziho mléka je ovlivnéno plemenem, vyzivou, klimatem, stadiem laktace
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a dalsim. Mléka jednotlivet dané skupiny jsou odlisnd v disledku polymorfismu bilkovin,
pfedevSim kaseini (Roginski et al., 2003). Primérné hodnoty slozeni koziho mléka jsou

uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 Procentualni slozeni koziho mléka

Komponenta Rozsah [%] Primér [%0]
Susina 9,95-21,5 13,02
Tuk 2,46-7,76 4,20
Hruba bilkovina * 2,49-5,06 3,52
Kasein 2,33-4,63 2,90
Laktoza 3,62-6,30 4,52
Popeloviny 0,69-0,89 0,80

*Hruba bilkovina ziskana pfepoctem celkového dusiku faktorem 6,38. Za piedpokladu obsahu
nebilkovinného dusiku je iidaj hrubé bilkoviny cca 0 0,25 % vyssi neZ ve skutecnosti (Roginski

et al., 2003).

SloZeni bilkovin koziho mléka je v zdkladu stejné jako u mléka bovinniho.
Podle analyzy DNA se aminokyselinové slozeni bilkovin koziho mléka z 80-90 % shoduje

s mlékem kravskym (Roginski et al., 2003).
3.4.1 Kozi kaseiny

Oproti kravskému mléku se v kozim mléce vyskytuje pomérné vice B-kaseinu a méné
a-kaseinu. Podle Roginskiho et al. (2003) se poméry kaseini v prub¢hu laktace pfili§ neméni,
na rozdil od syrovatkovych bilkovin (Roginski et al., 2003). Primérné slozeni kaseinu koziho

mléka je uvedeno v Tabulce 5.

20



Tabulka 5 Slozeni kaseinu koziho mléka

Kaseinova frakce Podil na celkovém kaseinu [%0]
B-kasein 0"-64
K-kasein 15-29
asi-kasein 0°-28
asz-kasein 10-25

*Nulovy obsah v ptipad¢ ,,nulové™ alely.

(Roginski et al., 2003).

ast-kasein je v kozim mléce znamy v 18 genetickych variantach, ke kazdé se vztahuje
urcita koncentrace tohoto proteinu v mléce. Podle toho jsou varianty sefazeny do 4 skupin
a mléka se dé€li na ,,silna, stiedni, slaba a nulova“ (Devold et al., 2010).

Syntéza asi-kaseinu nemusi v kozim mléce probihat. Jde o specifikum pivodnich
norskych koz. Nepfitomnost osi-kaseinu se projevuje u recesivnich homozygotd, kteti
se vV populacich norskych koz vyskytuji z vice nez 70 %. ,,Nulova“ alela se vyskytuje
I U heterozygotd. Koz, které jsou v obou alelach ,,nenulové je v téchto populacich jen malé
procento. ,,Nulové® alely se kromé norskych koz objevuji u Spanélského plemene Canaria
a italskych Frisa a Garganica. Nepfitomnost asi-kaseinu ovliviiuje bilkovinny profil mléka
a také pH. To se projevi na syfitelnosti a vytéZnosti pii vyrob¢ syrt z tohoto mléka. Kaseinova
micela ma v tomto ptipadé¢ vétsi velikost a po 30 minutach enzymového srazeni poskytuje méné
pevnou syfeninu (Devold et al., 2010).

Naopak vyssi obsah asi-kaseinti a jeho ptislusnych variant (A, vSechna B, C, H, L, M)
u tzv. ,silnych mlék* vykazuje pozitivni korelaci s celkovym obsahem bilkovin, mlééného
tuku, vépniku, nizsim pH a od toho se odvijejici aktivitou Ca' ionti, mensi velikosti
kaseinovych micel. Tato mléka také maji nejlepSi vlastnosti pro syrafstvi, dobife se syii
a poskytuji kvalitni syry s nejlepsi vytéznosti oproti mlékim s jinymi variantami asi-kaseinu.
Syry jsou méné nachylné k lipolyze a vzniku nezddouci chuti (Devold et al., 2010). K témto
zavéram dosli také Grosclaude et Martin (1997), kteti vyhodnotili vyhodnost alel v potadi
A>E>F. Nepfitomnost asi-kaseinu mtize byt kompenzovana vyssi tvorbou ostatnich kaseind,
podle Devolda et al. (2012) ne vSak tvorbou syrovatkovych bilkovin nebo jinych dusikatych
sloucenin. Niz$i obsah asi-kaseinu relativné zvySuje obsah ostatnich kaseinovych frakci

a micela ma vétsi pramér (Matlova et Sztankoova, 2010).
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asz-kasein vykazuje v kozim mléce 3 varianty. Ze zékladni varianty A jsou odvozeny
varianty B a C, které se li$i v substituci jedné aminokyseliny a popfipadé i fosforylaci (Roginski
et al., 2003).

B-kasein byl plivodné povazovan za bilkovinu nevykazujici polymorfismus. V prubéhu
Casu byly objeveny dvé€ jeho formy o rizné fosforylaci a, obdobn¢ jako v piipadé asi-kaseinu,
také mozna pfitomnost ,,nulové* alely. ,,Nulova‘“ alela se vyskytuje u plemen Garganica, Creole
a Corsica s pravdépodobnosti vyskytu asi 20 %. V mlékach, ktera p-kasein neobsahuji, je
extrémné nizky obsah celkovych bilkovin a mléka se velmi $patné syti (Roginski et al., 2003).
Podle Matlové a Sztankoové (2010) je B-kasein majoritnim kaseinem koziho mléka, tvoti az 50
% kaseintl, coz predstavuje koncentraci 10 g.I'l. Nizky obsah koreluje s nizkym obsahem
celkového kaseinu, zmenSovanim velikosti micel, prodluzovdnim doby syfeni a nestabilni
pevnosti syfeniny (Méatlova et Sztankoova, 2010).

k-kasein ma v kozim mléce dvé formy, A a B. Obé jsou analogické k bovinnim formam
k-kaseinu. A a B se 1isi v substituci jedné aminokyseliny na N-konci molekuly a mirou
glykosylace. V kozim mléce ma k-kasein oproti analogu v bovinnim mléce vice zapornych
naboju (Roginski et al., 2003).

3.4.2 Kozi syrovatkové bilkoviny

Kozi mléko obsahuje primérné 0,37-0,7 % syrovatkovych bilkovin. Z toho ¢ini  39,2—
72,1 % p-laktoglobulin a 17,8-33,3 % o-laktalouminu (Roginski et al., 2003).
Podle Hejtmankové et al. (2012) zavisi podil téchto dvou bilkovin na stadiu laktace a ke konci
laktace se poméry méni. Vyss§i proménlivost v obsahu vykazuje podle Roginskiho et al. (2003)
B-laktoglobulin. Kozi B-laktoglobulin vykazuje oproti bovinnimu niz§i naboj. Obé kozi
syrovatkové bilkoviny se vyskytuji ve dvou formach. Kozi a-laktalbumin postrada metionin

a vice nez bovinnimu je podobny ov¢imu analogu (Roginski et al., 2003).
3.5 Vytéznost pri vyrobé syri

Pro vytéZnost syri je stéZejni obsah a kvalita mléénych bilkovin, pfedev§im kaseini.
Byly provedeny studie tykajici se vytéznosti pii vyrobé syri z bovinniho mléka. Autofi
se zabyvali vlivem jednotlivych kaseinovych frakci na vytéznost. Byly porovnavany riizné
genetické varianty téchto frakci ve vztahu k nasledné vytéznosti syra. Van Boekel (1993)

definuje vytéznost syra jako sumu bilkovin, tuku, dalSich komponent susiny a vody, které
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se podafi ptfevést do syra. Prvotnim urcujicim faktorem vytéznosti syrd je slozeni mléka
a technologie, ktera urcuje podil komponent zachycenych do syra (Van Boekel, 1993).

Vytéznost vyroby syrt je definovana jako pocet kg syra ziskanych ze 100 kg mléka
nebo naopak pocet kg mléka potiebnych na vyrobu 100 kg syra. Jelikoz vytéznost se zna¢né
odviji od mnozstvi kaseinu v mléce, vhodné je vyjadieni poctu kg syra vyrobenych z urc¢itého
poctu kg kaseinu (Van den Berg, 1993b). Ke stanoveni teoretické vytéznosti mléka je mozné
uzit vzorce dle Van Slyka:

v (0,93F +C — 0,1)x 1,09
B 1-M

C — obsah kaseinu

F — obsah tuku

M — vlhkost syra

Y — pocet kg syra ziskanych ze 100 kg mléka, coz odpovida % vytéznosti
(Mullan, 2008)

Ze vzorce je patrné, které parametry ovliviiuji vytéZnost nejvice. Pro stanoveni
vytéznosti pii vyrob¢ syru je zasadni obsah parakaseinu, ktery vznika jako $tép béhem srazeni.
Parakasein je definovan jako komponenta, ktera vznikne po vysrazeni mléka trvajicim 30 minut
pfi teploté 30 °C a po odstranéni syrovatky centrifugaci nebo filtraci. Stanoveni mnoZstvi
zachyceného parakaseinu a urceni vytéznosti je vzhledem ke ztratdm kaseinu béhem procesu
slozité. Podle studii ztraty kaseinu ¢ini asi 5-6 %. S parakaseinem je zachycena i ¢ast B-kaseinu
a proteoso-peptonové frakce (Van Boekel, 1993). Podle Foxe etal. (2004) je maximalni
vytéznost v praxi pohybuje okolo 75 % z celkového obsahu bilkovin v mléce (Fox et al., 2004).

Vytéznost je znacné ovlivnéna i druhem mléka a sloZenim kaseinti.
3.5.1 Druh mléka

Kozi mléko se srazi rychleji nez kravské, ale tvoii méné pevnou syieninu (Méatlova
et Sztankoova, 2010). Ovci mléko se velmi dobfte srazi a je vhodné pro vyrobu kvalitnich syrii.
Oproti kravskému probiha syfeni rychleji, na koagulaci v daném case je pfi vyrobé z ovéiho
mléka nizs§i spotieba sytfidla. Synereze vSak trva déle. Syfitelnost ov€iho mléka neni tolik
ovlivnéna teplotou, jako tomu je u mléka kravského. Odlisné chovani mléka po zahievu je
pfisuzovano zméng¢ velikosti kaseinovych micel. Vytéznost ovéiho mléka Cini asi 18-20 kg syra

ze 100 kg mléka, vytéznost kravského mléka je primérné 10 kg syra. Vyssi vytéznost ovéiho
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mléka Ize pficist vysokému podilu suSiny. Ov¢i syry z nestandardizovaného mléka obsahuji

vice tuku v susin¢ (Roginski et al., 2003).
3.5.2 Obsah vapniku

Krom¢ obsahu a kvality kaseinu je pro vytéznost podstatny i obsah vapenatych kationtii
v mléce. SniZzenim hladiny koloidniho véapniku a zdroveil zvySenim obsahu kaseinu
disociovaného do mlécného séra, pifipadné 1 hydrolyzou kaseinu pisobenim plazminu
nebo proteaz somatickych bunék dochazi ke zhorSeni syfitelnosti mléka. Toto zhorSeni mize
byt casteéné kompenzovano ptidavkem CaClz (McSweeney et al., 2007). Standardné
je v syrafstvi pridavan do koncentrace 20 g.I"}, nejvice pak 30 g.It. Vyssi davky mohou
je pro vyrobu syr nezbytna. Od ur¢ité koncentrace se vapnik vaze na kyselou ¢ast kaseinu
(fosfoserin, glutamovou nebo asparagovou kyselinu) a ze sférickych divodt dochazi ke zméné
proporci v kaseinové micele a vytvareni vétsich agregati. Postupné je formovan gel — syfenina

(Roginski et al., 2003).
3.5.3 Obsah genetické varianty kaseini

Pii zméné poméri kaseinovych frakei dochdzi ke zménam vlastnosti mléka, predevSim
ke zménam v ochoté¢ mléka ke srazeni. Obohacenim mléka o B-kasein dochazi ke zhorseni
syfitelnosti mléka a pro iniciaci srazeni kaseinu je tfeba pridat vapnik. Vznika tvrdsi syfenina,
ktera oproti béznému mléku obsahuje méné vody a vapniku (St-Gelais et Haché, 2005).
Zvyseni pomé&ru osi-kaseinu ku B-kaseinu také zptsobuje zhorSenou syfitelnost (Forman et al.,
1996).

V ptipad¢ koziho mléka s nizkym obsahem asi-kaseinu je vyté€znost oproti jinym
variantam vyrazn¢ niz$i. Jde predevsim o mléka obsahujici asi-kasein v genetické varianté FO.
Jako ekonomicky nejvyhodnéjsi vychazi varianta AA (Matlova et Sztankoova, 2010). Nizky
nebo nulovy obsah asi-kaseinu negativné ovliviiuje syfitelnost, kaseinové micely vétsiho
pruméru agreguji v méné pevnou syfeninu (Devold et al., 2010).

Cilem Slechténi koz je eliminovat ,,nulovou* alelu as:-kaseinu a u bovinnich mlék zvysit
frekvenci alely B u k-kaseinu. Pti riznych genetickych variantach a rizném obsahu «-kaseinu
1ze pozorovat zmény ve stabilit¢ kaseinovych micel a v pribéhu syfeni. Sledovani zavislosti

vytéznosti syrt na obsahu genetickych variant k-kaseinu vyhledové muze ptinést pokroky ve
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vyrob¢ syri (Roginski et al., 2003). Certifikovanou metodiku Slechténi s konkrétnimi ukony
Vv praxi a udaji o vyhodnosti jednotlivych alel uvedly Matlova et Sztankdova (2010).

Bovinni mléka s nejlepsi syfitelnosti obsahuji pfevazné genetické varianty B. Z dosud
provedenych studii vyplyva, ze BB geneticka varianta k-kaseinu je pro vyrobu syru
nejpiihodnéjsi (Forman et al., 1996). MIéko s ptevahou B k-kaseinu produkuje asi jen 4 % krav
(Van den Berg, 1993a).

Puhan a Jakob (1993) porovnavali vysledky 23 studii, které se zabyvaly dobou srazeni
a pevnosti syfeniny u ruznych genetickych variant x-kaseinu. Ze studii vyplynulo, ze doba
srazeni vychazi u varianty AB o 10 % a u varianty BB 0 20 % krat$i oproti varianté AA, pevnost
syfeniny je u varianty AB o 30 % a u varianty BB o0 55 % vyssi oproti variant¢ AA. Také Hill
(1995) upozoriuje na vyhody B variant u k-kaseinu a i -laktoglobulinu. Ng-Kwai-
Hanga (1993) zjistil nejvyssi vytéznost pro kombinace téchto genetickych variant: AA f-
kasein, BB k-kasein a BB B-laktoglobulin. Tong et al. (1993) uvadéji vyssi vytéznost pro AB
k-kasein oproti AA k-kaseinu.

ZvySenou vytéznost varianty B u k-kaseinu lze odivodnit pfiznivou korelaci této
genetické varianty S vy$$im obsahem bilkovin v mléce a vys$§im obsahem ionizovaného
vapniku. Pii vyskytu BB «k-kaseinu je zaroven i1 jeho podil nacelkovém kaseinu vyssi
a vyskytuje se vétsi mnozstvi mensich micel. Dochazi k rychlejSimu syfeni a vzniku pevnéjsi
syfeniny. Zaroven v piipad€ varianty A nebylo mozné tento rozdil kompenzovat piidavkem
CaCly, ten ovlivnil pouze dobu syfeni (Van den Berg, 1993a).

Puhan et Jakob (1993) porovnali obdobné studie genetickych variant as-kaseinu  a -
kaseinu. Po srovnani 7 studii dosli k zavéru, ze se u BC as-kaseinu mirné zkracuje doba srazeni
a také se asi o 15 % zvySuje pevnost syfeniny oproti variant¢ BB. Pro p-kasein vykazuje
nejvyraznéjsi pozitivni rozdil varianta BB ve srovnani s variantou AA, coz vyplynulo z 11
studii.

Meza-Nieto et al. (2013) zkoumali vliv variant A a B u B-laktoglobulinu na vytéznost
syrt. Odstfedéné mléko bylo obohaceno praskovou smési a-laktalbuminu a B-laktoglobulinu
(varianty A, B nebo AB) v poméru 1:2. VSechny vzorky mléka byly pasterovany po dobu
30 minut pfi teploté 65 °C. Varianta B vykazovala vyrazné vyssi vytéznost pii vyrobé syru,
pravdépodobné diky lepsi agregaci s kaseinovymi micelami béhem srazeni. Vyssi vytéznost se
objevila pouze pii pfidavku syrovatkovych bilkovin v rozmezi 0,225-0,675 %. Naopak
pfi vysSich hodnotach byl zaznamenan vyrazny pokles vytéznosti. Pfi pfidavku 0,675 %
syrovatek dochazi k vyCerpani vazebnych kapacit kaseinu vzhledem k syrovatkovym

bilkovindm a dal$i navySovani podilu syrovatek zplisobuje zmény v uspotradani bilkovinné
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matrice a vyrazn&j$i synerezi. Van den Berg (1993a) objasniuje vyssi vytéznost Vv disledku
ptritomnosti B-laktoglobulinu ve varianté B jako dusledek jeho castecné korelace s vysSim

obsahem kaseinu v mléce a tedy i vys$$i vytéznosti celkové bilkoviny.

3.6 Metoda HPLC ve stanoveni proteini

Pro identifikaci jednotlivych forem kaseinu je zapotiebi frakce oddé€lit dostatecné
ucinnou metodou. K separaci proteintl a peptidii je kromé elektroforetickych technik vyuzivana
vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC je metoda, ktera je zalozena na
rozdilné afinité latek k mobilni a ke stacionarni fazi. Na zakladé¢ toho se latky separuji a kazda
separovana slozka je charakterizovana specifickym retenénim ¢asem pro dany systém.

Instrumentace pro vyuziti HPLC v proteomice se vyrazné neli$i od konvenéni HPLC.
Hlavni specifika pro vyuziti v proteomice spocivaji v regulaci pritoku mobilni faze kolonou
separace jsou rychlost mobilni fize 200-300 nl.min za sou¢asného pouziti kolony o priméru
75-100 pm (Mitulovic et Mechtler, 2006).

Vybér staciondrni a mobilni faze ma majoritni vliv na separaci. Pro separaci kaseint je
¢asto pouzivana HPLC nareverznich fazich (RP-HPLC) a hydrofilni interakéni chromatografie
(HILIC) (Pomastowski et al., 2014). Novakova et al. (2013b) uvadéji jesté¢ molekulovou
vylu€ovaci a iontov€-vyménnou chromatografii.

Podle Mitulovice et Mechtlera (2006) je vzhledem Kk rtiznorodosti proteini ve vzorcich
vhodné pouzit multidimenzionalni separaci, nejcastéji iontové-vyménnou separaci
(kationtovou ¢i aniontovou) s naslednou RP-HPLC. Pro preciznéj$i odliSeni jednotlivych
proteini lze zaradit i krok zajistujici fosforylaci proteinti. Vyhodnoceni kvantifikace
fosforylace nasledné probiha za vyuziti hmotnostniho spektrometru.

RP-HPLC byla zavedena v roce 1976 pro stanoveni peptidi a dodnes je nejcastéji
pouzivanym typem HPLC separace, podle Novéakové et al. (2013) ma na celkovém vyuziti
HPLC podil 85 %. Stacionarni fdze v RP-HPLC méa hydrofobni charakter a mobilni faze je
hydrofilni. Klasicka RP s C8-18 se pro separaci proteinti nehodi, vyuzivany jsou C4-6, které
vyzaduji niz$i podil organické slozky v mobilni fazi. Pfi separaci na RP-HPLC neni vytéznost
vysoka a objevuji se necekané piky. Vhodné je vyuziti endcapovanych stacionarnich fazi
pfi velikosti pora vétsi nez 30 nm (Novakova et al., 2013b). Pro zkvalitnéni analyzy l1ze  RP-
HPLC kombinovat napf. s afinitni nebo iontové vyménnou chromatografii a naslednym

pouzitim hmotnostniho spektrometru (Mitulovic et Mechtler, 2006).
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3.6.1 Typy stacionarnich fazi

Staciondrni faze je ulozena v kolong, kterou charakterizuje pramér a délka. Stacionérni
faze musi byt chemicky a tepeln¢ stabilni, nesmi reagovat s mobilni fazi a rozpoustét se v ni.
Ptipadné vymyvani stacionarni faze zhorSuje nebo uplné¢ znemoznuje separaci a je zptisobeno
pouzitim piili§ vysoké teploty nebo nevhodné mobilni faze. K vymyvani jsou nejnachylnéjsi
stacionarni faze chemicky vazané a s kratkymi ligandy (Novakova et al., 2013a).

Pro HPLC je vhodné pouziti monolitické kolony. To znamena, ze se vyuzije jednolita
stacionarni faze z porézniho materidlu. Oproti membranovym kolondm jsou monolitické
kolony snadn&j$i na pfipravu, maji vys$i ucinnost a jsou odoln&jsi. Hlavni nevyhodou
je omezena kapacita, coz je problémem pii multidimenzionalni separaci, pak je nutné
ptizplsobit objemy vzorku pro prvni separaci tak, aby nedoslo k ptetizeni kolony (Mitulovic et
Mechtler, 2006).

Casto vyzivanou nepolarni stacionarni fizi je C18, oktadecylovy zbytek chemicky
vazany na silikagel, ktery se znaci ODS (oktadecylsilikagel). Nejcastéjsi polarni stacionarni
fazi je Cisty silikagel nebo chemicky vazané polarni latky na silikagelu. Mezi hlavni vyhody
fazi chemicky véazanych na silikagelu patfi nerozpustnost v mobilni fazi, mechanicka vydrz pti
vysokém prutoku mobilni faze, robustnost ke zménam teploty a sloZzeni mobilni faze
a nevymyvani faze pti dodrzeni doporuc¢enych podminek (Novakova et al., 2013a).

Za icelem zvyseni citlivosti metody a rozliSeni co nejvétSiho poctu proteinovych frakci
je snizovan pramér kolony a rychlost pritoku mobilni faze. To vede K prodluzovani doby
analyzy. Separaci lze urychlit regulaci velikosti ¢astic stacionarni faze. Pti regulaci velikosti
¢astic je zvySeno rozliSeni a ziskany vyhodnéjsi tvary piki. Pfi snizovani velikosti ¢astic je
zvysen tlak v chromatografickém systému. Velikost zmény zpétného tlaku je nepfimo imérna
druhé mocniné¢ zmeény velikosti ¢astic (pfi snizeni velikosti Castice 3 pm dvakrat, tedy na
1,5 um, se zpétny tlak zvysi ctyfikrat). PouZivané systémy jsou konstruovany na tlak v rozmezi
250450 baru. To limituje vyvoj novych kolon, vzhledem k velikosti tlaku se pro stacionarni
faze nehodi Castice o priméru mens$im nez 2 um. Rychlou a u¢innou separaci lze provést
| pfi pouziti stacionarni faze o velikosti ¢astic 2 pm, zaroven je ale nutné vyuzit
chromatograficky systém vyvinuty pro praci pii vysokém tlaku (UPLC) (Mitulovic et Mechtler,
2006).

Stacionarni faze na bazi oxidu kiemicitého s alkylovymi skupinami (C4, C5, C8, C18)
pouzivané pro separaci kaseint jsou vyuzivany v RP-HPLC. Kolony s touto fazi maji zna¢na

omezeni, zvlasté Spatnou reprodukovatelnost, selektivitu a rozliSeni. To lze Caste¢né zlepsit
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vyuzitim  polymernich  sorbentd  obsahujicich aminoskupinu, diolovou  skupinu
nebo karboxylovou skupinu (Pomastowski et al., 2014).

3.6.2 Typy mobilnich fazi

Poléarni fazi definuje jeji slozeni a z toho vyplyvajici polarita. Mobilni faze je zvolena s
ptihlédnutim kK povaze stanovovanych latek (nutné je uvazit vsechny mozné interakce mobilni
faze s analytem) a stacionarni faze. V pfipad¢ separace bilkovin je vyuzivana polarni mobilni
faze a nepolarni stacionarni faze. Jde o separaci na reverznich fazich. Mobilni fazi je smés
vodné slozky (vodné roztoky kyselin nebo bazi ¢i pouze voda) a polarnich organickych
rozpoustédel, ktera jsou misitelna s vodou (alkoholy, acetonitril) (Novakova et al., 2013a).

Pritok mobilni faze je vZdy nutno pfizptisobit moznostem kolony a doporu¢enim
vyrobce. Slozeni mobilni faze mize byt bud’ neménné, pak se jednd o isokratickou eluci,
nebo se méni v Case, pak jde o gradientovou eluci. Pti gradientové eluci je postupné zvySovan
podil rozpoustédla s vyssi eluéni silou a mezi analyzami musi byt dostate¢ny prostor pro navrat

mobilni faze do pocatecnich podminek analyzy (Novakova et al., 2013a).
3.6.3 Detektor diodového pole

Detektor diodového pole patii do skupiny detektorti zaloZenych na principu absorbce
zateni o vlnovych délkach 190-800 nm. Kvantifikace je ziskana aplikaci Lambert-Beerova
zakona. Zaznamenavanou odezvou je absorbance (Novakova et al., 2013a).

Klasicky UV-VIS detektor neumozZnuje Uplny popis vSech proteind a peptidi
po separaci na HPLC (Pomastowski et al., 2014). Pokud jsou dva a vice peptidi eluovany
ve stejném Case, nelze presné rozlisit, které spektrum ndlezi kterému peptidu ze smési
et Mechtler, 2006).

Detektory diodového pole (DAD, PAD) umoziiuji pfeméfit celé spektrum v redlném
Case a bez preruseni chromatografické separace. Zdroj vydava zareni, které je holografickou
miizkou spektraln¢ rozkladano a na kazdou z fotodiod dopadéd zatfivy tok o urcité délce,
ale zeslabeny o absorbanci separovanych latek. RozliSeni detektoru je dano poétem diod
na poli, ktery se pohybuje v rozmezi 512-1024 diod. Hlavni vyhoda diodového pole spociva
v moznosti dodate¢né zvolit vhodnou vinovou délku pro detekci analytu, porovnavat spektra

s knihovnami a slouzi i k vypoctu Cistoty piku (Novakova et al., 2013a).
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3.7 Stanoveni kaseinii podle riznych autori

3.7.1 lzolace kaseinu z mléka

Ruizni autofi vyuzivaji rizné postupy k izolaci kaseinu z mléka. Dale je uveden pichled
nekolika postuptl.

V metodice Pomastowskiho et al. (2014) byl kasein izolovan prostiednictvim kyselého
srazeni odstfedéného bovinniho mléka. Mléko bylo nejprve zahiato na teplotu 31 °C a poté bylo
prostiednictvim 0,1M roztoku HCI upraveno pH na hodnotu 4,3. Po uplném vysrazeni kaseinu
bylo vse dale zahfivano za stalého michani rychlosti 1 °C za minutu az do teploty 53 °C.
Kaseinovy precipitat byl promyt vodou o teploté 25 °C. Béhem 12 h je z precipitatu uvolnéna
syrovatka. Nasledn¢ je kasein promyt vodou o teploté 30 °C a poté 10 °C a usuSen a rozm¢lnén.
Kasein je pfitomen ve formeé bilych matnych i lesklych zrn. Pro ujisténi o kvalité mohou byt 2
mg kaseinu rozpustény v 0,5 ml 10% (v/v) amoniaku. Po 4 minutach v amoniaku by méla byt
kaseinova zrna rozpusténa.

V postupu Léonila et al. (1991) bylo mléko odstfed’ovano v centrifuze po dobu 10 minut
pfti pretizeni 1000 g a teploté 35 °C. Poté bylo vyuzito enzymového srazeni mléka za pouziti
chymosinu nebo mikrobialni proteazy druhu Endothia parasitica. Po 20 minutach koagulace
bylo pomoci 1M HCI snizeno pH na 4,6. Dale byl vzorek centrifugovan pii 4600 g po dobu 10
minut. Ziskana srazenina byla promyta destilovanou vodou. pH bylo zvyseno na 7,5 pfidanim
1M NaOH. Srazenina byla rozpusténa a opétovné vysrazena, tento cyklus byl zopakovan
dvakrat. Vznikly parakaseinat sodny byl dialyzovan proti destilované vodé pies membranu
pruchodnou pro castice o velikosti 6-8 kDa. Poté byl parakaseinat suSen mrazem. Obdobny
postup pripravy lze vyuzit i pro syrovatkové bilkoviny (Léonil et al., 1991).

Trujillo et al. (2000) postupovali tak, ze ovéi mléko bylo odstied’ovano po dobu
30 minut pii 2500 g a teploté 30 °C. Kasein byl izoelektricky vysrazen pti 20 °C za piidavku
1M HCI.

3.7.2 Priprava vzorku

Podle Pomastovskiho et al. (2014) je vhodné izolovany kasein rozpustit v 6M mocoviné
pii koncentraci kaseinu 1 mg.ml™. Tento roztok ma byt déle centrifugovan pii 10 000 g po dobu
10 minut. Supernatant je poté filtrovan pfes injekéni stiikacku s 0,45 um

polytetrafluoretylenovym (PVDF) filtrem.
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Bordin et al. (2001) uvadi postupy na piipravu vzorku v ptipadé ¢isténé¢ho proteinu,
suseného mléka a syrového mléka. Ke zvazenému Cistému proteinu je ptidan ur¢ity objem pufru
na pH 7 sestavajiciho z 6M guanidin-HCI, 20 mM dithiothreitolu a citratu trisodného. Protein
je v pufru ponechan 1h pii pokojové teploté. Pro rozpusténi bez vytvotfeni pény je roztok
vortexovan. Vzorek (0,3-8 pg) je fedén v poméru 1:3 s eluentem. Jako eluent je pouzivan
vodny roztok s 10 % acetonitrilu (v/v) a 0,1 % TFA. Podobné je postupovano v piipadé
suSen¢ho mléka. Susené mléko je zvazeno a je k nému pridan urcity objem pufru. Mnozstvi
vzorku je pfizplisobeno parametrim kolony. V piipadé mléka je 10 ml mléka
ultracentrifugovano Vv polykarbonatové tubé. Centrifugace probiha pii 14800 rpm (16000 g)
a teploté 4 °C po dobu 10 minut. Ze vzorku je odstranéna tukova vrstva a alikvotni podil zbytku
je premistén do vialky. Dale je s vialkou postupovano stejné jako v ptipadé suSeného mléka.

Podle metodiky Léonila et al. (1991) byl vzorek mléka nafedén 10mM dithiothreitolem
a 6M roztokem mocoviny. Roztok byl ponechan 1 h pii 37 °C a dvakrat nafedén vodnym
roztokem 0,1 % TFA (v/v), coz je zaroven jeden z eluentt pouZitych v nasledné separaci na
kolong.

V postupu Trujilla et al. (2000) byl vzorek ov¢iho mléka po odstiedéni pétkrat nafedén
pufrem (pH 7,5), ktery obsahoval 7M mocovinu. Poté byl vzorek ponechan hodinu pti pokojové

teploté a vzorek mohl byt ptimo analyzovan pomoci HPLC.
3.7.3 HPLC separace

Riizni autofi uvadéji rizné parametry pro separaci kaseinti, dale jsou nékteré postupy
uvedeny.

Pomastowski et al. (2014) vyuzil k separaci proteinu gradientovou eluci. Stanoveni bylo
provedeno na laboratorné vyrobenych kolonach o délce 125 mm a priméru 4,6 mm se tfemi
druhy stacionarnich fazi. Zakladem stacionarnich fazi kolon byl ve vSech ptipadech oxid
kiemicity s primérem port 300 A, velikosti ¢astic 5 um. Byly testovany kolony s vazanou
oktadecylovou skupinou, aminoskupinou nebo diolovou skupinou. Specificky povrch
silikagelu ¢inil 110 m2.g . Pro ucely separace kaseinu se nejlépe osvédéil oxid kfemidity
s vazanou diolovou skupinou. Jako mobilni faze byla pouzita voda a acetonitril, pficemz podil

acetonitrilu byl postupné ménén podle schématu uvedeného v Tabulce 6.

Tabulka 6 Gradientova eluce — Pomastowski et al.
Cas [min] 0 2 3,8 4,5 7-35
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Acetonitril [%0] 20 70 50 90 20
(Pomastowski et al., 2014)

Rychlost pritoku mobilni fize byla 0,6 ml.min™. Byly testovany tfi modifikatory
mobilni faze: kyselina trifluoroctova (TFA) 0,1% obj., kyselina mravenci 0,1% obj. a octan
amonny 6mM. Vsechny modifikatory zménily pH mobilni faze, hydrofobicitu molekul
a selektivitu metody. V piitomnosti kyseliny mravenci nebyly jednotlivé formy kaseinu dobie
separovany. Octan amonny zpusobil zvySeni pH mobilni faze a doslo ke zméné hydrofobicity
proteint. Separace probihala neselektivné a piky k-kaseinu a a-kaseinu se piekryvaly.
Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii pouziti TFA v mobilni fazi, selektivita byla zvysena. V
chromatogramu byly patrné 4 piky, pti¢emz 3 byly identifikovany jako kaseinové frakce a, B,
k (Pomastowski et al., 2014).

Bordin et al. (2001) provedli separaci metodou RP-HPLC na koloné¢ se stacionarni fazi
C4, délka kolony byla 150 mm a priimér 2,1 mm, primér p6rt 300 A a velikost &astic 5 um.
Jako mobilni faze byly pouzity roztoky A a B. Roztok A byl vodny roztok s 10 % acetonitrilu
(v/v) a0,1 % TFA, roztok B byl acetonitrilovy roztok s 10 % vody (v/v) a 0,1 % TFA. Pouzité

schéma gradientové eluce je znazornéno v Tabulce 7.

Tabulka 7 Gradientova eluce — Bordin et al.
Cas [min] 7 10 11 21 39
Roztok B [%] 26,5-28,6  28,6-30,6 30,6-36,1 36,1 36,1-43,3
(Bordin et al., 2001)

Rychlost priitoku byla 0,25 ml.min™. Teplota automatického dévkovace byla 7 °C,
injekce vzorku 20 pl, teplota kolony 40 °C.

Léonil et al. (1991) pouzili ve své metodice kolonu o délce 150 mm a priméru 2,1 mm
se stacionarni fazi C8. Jako mobilni faze byly pouzity roztoky A a B. Roztok A byl vodny
roztok s 0,1 % TFA (v/v), roztok B obsahoval 0,1 % TFA v acetonitrilu a vod¢ v poméru 80:20

(v/v). Pouzita gradientova eluce je znazornéna v Tabulce 8.

Tabulka 8 Gradientova eluce — Léonil et al.
Cas [min] 0-5 5-15 15-20 20-22
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Koncentrace 37-45 4555 55-80 80
roztoku B [%0]
(Léonil et al., 1991)

Rychlost pritoku byla 0,3 ml.min™ a teplota kolony 37 °C. Vyhodnoceni probihalo
pfi vinové délce 214 nm.

Trujillo et al. Provadéli separaci bilkovin ov¢iho mléka na koloné 0 délce 25 cm
a pruméru 4,6 mm S reverzni fazi pii teploté 46 °C. Velikost ¢astic byla 7 um a podrovitost
300 A. Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril s 0,1 % TFA (v/v). Gradient acetonitrilu byl
postupné zvySovan z 33 % na 49 % béhem 30 minut. Rychlosti pritoku mobilni faze byla

1 ml.min. Byl vyhodnocen chromatogram zaznamenany pii vinové délce 214 nm.
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4 Material a metodika
4.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie (mimo deionizované vody) jsou znacky Sigma-Aldrich.
e Mocovina — krystalicka latka, fada BioReagent , ¢istota p.a.

e Kyselina trifluoroctova (TFA) — fada ReagentPlus®, &istota > 99%

e Dithiotreitol (DTT) — fada BioUltra, ¢ = 1 mol.dm=3, ¢istota p.a.

e Acetonitril - CHROMASOLV® Plus pro HPLC, ¢&istota > 99,9 %

e Kasein celkovy z bovinniho mléka — Technical Grade

e a-kasein — lyofilizovany prasek, Cistota> 70 %

e [(-kasein — lyofilizovany prasek, fada BioUltra, Cistota > 98 %

e «k-kasein — lyofilizovany prasek, ¢istota > 70 %

e Deionizovana voda (odpor = 18,2 MQ)

4.2 Pristroje

e Kapalinovy chromatogram 2695 s PDA detektorem 996 (Waters Corporation,
USA)

e Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)

e Filtra¢ni pfistroj na demineralizaci vodu znacky Millipore, s vodni vyvévou

e Spektrofotometr NIR na mléko Dairy Spec FT

e Analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

e Ultrazvukova lazen (Notus — Powersonic, Slovakia)

e Mrazici box ( Liebherr Mediline, Némécko)

e Lednice (Candy, Italie)

4.3 Pomiicky

e Bézné laboratorni sklo

e Automatické pipety (100—1000 pul)

e Injekeni stiikacky (2 ml)

e PVDF mikrofiltry s porozitou 0,45 um, Chromservis, Ceska Republika
e HPLC krimpovaci vialka (2 ml)
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4.4 Priprava roztoki

Vsechny roztoky byly pfipraveny za pouziti deionizované vody.
Navody na ptipravu jednotlivych roztoki:
e 6 M roztok mocoviny s 10 mM dithiotreitolem — 18,018 g mocoviny a 0,5 mI DTT
(vysledna koncentrace DTT je 10 mM) doplnit do 50 ml odmérné banky
e Mobilni faze A — 50 ml acetonitrilu a 0,5 ml TFA (vyslednd koncentrace TFA
je 0,5 %) doplnit do 500 ml vodou a ponechat na 3 minuty v ultrazvukové lazni
e Mobilni faze B — 50 ml vody a 0,5 ml TFA (vysledna koncentrace TFA je 0,5 %)

doplnit do 500 ml acetonitrilem a ponechat na 3 minuty v ultrazvukové lazni

4.5 Priprava vzorku mléka

Jelikoz izolace samostatného kaseinu z mléka je zdlouhava kvuli vysouseni, byl
preferovan postup, ktery by umoznil odd¢lit kaseinové a syrovatkové bilkoviny a ptipadné
stanovit tyto vSechny bilkoviny v jedné analyze.

Na ptipravu vzorku mize byt pouZito pouze syrové a nehomogenizované mléko, které
je odstfedéno. Lipidy musi byt pted chromatografickou analyzou vzorku odstranény, protoZe
interferuji pfi stanoveni bilkovin a zanaSeji chromatografickou kolonu. Efektivni odstfed’ovani
probiha pii vysokych otackach a nizké teploté (Roginski et al., 2003).

Ptiprava vzorku spociva v odstiedéni mléka na centrifuze a nasledném vymraZeni tuku
v mrazicim boxu a jeho mechanickém odstranéni. Supernatant (mlé¢né sérum) je nafedén
rozpoustédlem, prefiltrovan pfes membranovy filtr a pfimo davkovan do vialek pro analyzu.

K ptipravé vzorku byl pivodn€ pouzivan pouze roztok 6M mocoviny bez pfidavku DTT.
Po stale nedostacujici separaci bylo testovano vyuziti roztoku 6M mocoviny s DTT ve vysledné
koncentraci 10 mM a nebo 20 mM v roztoku mocoviny. Pfidavek DTT pozitivné ovliviuje
vlastni separaci na chromatografické koloné€, chromatografické piky jsou 1épe vykreslené.
Z pikt je ziejmé, Ze jednotlivé bilkoviny nejsou monodisperzni, ale polydisperzni latky, coz
muZe byt vyuzito ve studiu polymorfismu bilkovin. Pfidavek DTT zarovei méni retencni Casy
jednotlivych analyt. Za optimalni podil DTT byla zvolena koncentrace 10 mM DTT v 6M
mocoving.

Za optimalni byl zvolen nésledujici postup ptipravy vzorku mléka:

e Priblizn¢ 10 ml syrového nehomogenizované¢ho mléka je odstiedéno na centrifuze

Eppendorf 5810R rychlosti 12000 rpm pii teploté 4 °C po dobu 10 minut
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e Qdstfedéné mléko 5 minut je ponechano v mrazicim boxu (-20 °C)

o Nasledné je slit supernatant — mlééné sérum

e MiIécné sérum je 5X natedéno roztokem 6M mocoviny s podilem 10 mM DTT

e Roztok je ponecham 1 hodinu pii pokojové teploté, dochazi k derivatizaci

e Roztok je filtrovan pies PVDF filtr s primérem 0,45 um do vialky o objemu 2 ml

e Roztok ve vialce je pouzit se pfimo K analyze na HPLC systému

4.6 Priprava standardnich roztoki

Navazky standardii byly ptipraveny s pomoci analytickych vah metodou diferen¢niho
vazeni. Postupné¢ byla navazka kazdého standardu kvantitativné prevedena do odmérné baiky
a doplnéna roztokem 6M mocoviny s 10 mM DTT. Roztoky byly ponechany jednu hodinu
pti pokojové teploté a filtrovany pied PVDF mikrofiltr. Nésledné byly roztoky standarda
pouzity k Sestibodové kalibraci. Pti kvantifikaci bylo ptihlédnuto k Cistotam standardu, které

uvadi vyrobce.
4.7 Vybér chromatografické kolony

Citovani autofi pouzivaji ke stanoveni jednotlivych bilkovinnych frakci C4 nebo C8
chromatografické kolony a gradientovou eluci se dvéma slozkami A a B na béazi rizné
objemove¢ zastoupené vody a acetonitrilu s pfidavkem malého mnozstvi trifluoroctové kyseliny
(TFA) pfi teploté 37—40 °C. Pokud je k detekci pouzit detektor diodového pole, je detekce
provadéna pii vinové délce v intervalu 214-280 nm.

Zavedeni a optimalizace chromatografické separace vychazelo z gradientové eluce,
kterou ve své praci pouzil Bordin et al. (2001). Bylo zjisténo, Ze pii pouziti chromatografickych
kolon BlOshell i TSKgel neni tento gradient vyhovujici. Nejvétsim problémem na obou
kolonach bylo nedostatecné oddé€leni B-kaseinu od syrovatkovych bilkovin, zejména a-
laktalbuminu. Zaroven ani B-laktoglobulin A a B-laktoglobulin B nebyly na chromatogramu
oddelené, jejich retencni Casy byly identické. Nasledné€ byl gradient, rychlost pritoku mobilni
faze 1 teplota stanoveni postupné ve vice krocich raznymi zptisoby modifikovany, pfesto se
nepodafilo ziskat vyhovujici chromatogramy.

Lze vsak konstatovat, Ze ob¢ kolony se jevi jako velmi vhodné pro ucely stanoveni
jednotlivych kaseind, pokud je kasein pfedem oddé€len od syrovatkovych bilkovin. Nelze je
vSak pouzit pro stanoveni vSech bilkovinnych frakci v jedné analyze, coz bylo pifi vyvoji
metody preferovano. Z toho divodu byla zakoupena kolona Vydac C4, kterou ve své praci
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pouzil Bordin et al. (2001). Chromatogram uvedeny v publikaci Bordina et al. (2001), ziskany
S pouzitim tohoto typu kolony, je vyhovujici pro stanoveni nejen kaseinovych frakei,
ale i pro paralelni stanoveni hlavnich syrovatkovych bilkovin (a- La, p-Lg B a B-LgA) v jedné
analyze.

Avsak ani v ptipad¢€, kdy byl pouzit stejny typ kolony Vydac C4, jakou ve své praci
pouzil Bordin et al. (2001) a gradientova eluce byla identickd s postupem popsanym timto
autorem, nebyl ziskany chromatogram zcela vyhovujici. k-kasein nebyl na kolon¢ zachycen
a byl eluovan spolecné s chromatografickym pikem v mrtvém case (nastfikovym pikem).
Naopak v zavéru analyzy se v chromatogramu projevila lepsi vzajemna separace syrovatkovych
bilkovin i jejich dostateCny odstup od B-kaseinu, ktery ma ze vSech kaseinovych frakci s
pouzitim vSech tii kolon nejvyssi retenéni cas. Postupnou opakovanou upravu gradientu bylo
dosazeno vyhovujici (ne vSak naprosto idedlni) separace vSech jednotlivych bilkovinnych
frakci v jedné analyze, a to jak v mléce kravském tak kozim, ve kterém se nachdzelo vétsi
mnozstvi a-laktalbuminu nez v mléce kravském, tedy bilkovinné slozky, ktera Cinila pfi
separaci na ptredchozich dvou kolonach nejvétsi problémy v dusledku koeluce s B-kaseinem.
Idedlni separace S naprostym oddélenim vSech bilkovinnych frakci v jedné analyze (piky vSech
latek se vraceji az na zékladni linii) vSak dosud Zadnym autorem nebyla publikovana.

Vyhoda pouziti kolony Vydac C4 spociva také v niz§im vnitinim prameéru této kolony
a tedy i vyrazngji nizsi spotfebé mobilni faze (15 ml.hod™ oproti 72 ml.hod™? na piedchozich
Kolonach). Naopak v dusledku vétsi velikosti zrn stacionarni faze jsou chromatografické piky
méné prokreslené a polydisperzita bilkovinych frakci je méné ztetelna.

Jednotlivé bilkovinné frakce byly identifikovany na =zaklad€ retencnich cast
jednotlivych standardi, znalosti primérného pomérného zastoupeni osi-kaseinu a as-kaseinu
Vv kravském mléce (k dispozici nejsou samostatné standardy osi-kaseinu a osz-Kaseinu)
aretencnich c¢asti chromatografickych pikd v chromatogramu. Identifikace jednotlivych

bilkovinnych frakci byla ovéfena metodou standardnich pfidavki.

4.8 Chromatografické podminky

e Analyticka kolona: Vydac 214TP C4 5 um (pramér 2,1 mm, délka 150 mm), (Grace
Diccovery Sciences, USA)

e SloZeni mobilni faze A — H20: acetonitril (10:90), (v/v) s podilem 0,1 % TFA

e SloZeni mobilni faze B — H2O: acetonitril (90:10), (v/v) s podilem 0,1 % TFA

e Pratok mobilni faze: 0,25 ml.min*
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e Typ eluce: gradientova

e Teplota chromatografické kolony: 40 °C

e Objem analyzovaného vzorku: 20 pl

e Doba analyzy: 68 minut

e Podminky detekce: detektor diodového pole (PDA), vinova délka A= 218 nm

e Schéma gradientové eluce je uvedeno v Tabulce 9

Tabulka 9 Podminky gradientové eluce

Cas [min] Pritok [ml.min'] Podil A[%] Podil B [%] Profil kiivky™*
0 0,25 78,5 21,5 6
3 0,25 73,5 26,5 6
6 0,25 714 28,5 6
16 0,25 69,4 30,6 6
27 0,25 63,9 36,1 6
37 0,25 63,9 36,1 2
55 0,25 56,7 43,3 6
63 0,25 56,7 43,3 6
66 0,25 78,5 21,5 6
68 0,25 78,5 21,5 6

*Profil kiivky pro zménu gradientu je patrny z Obrazku 2.
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Obrazek 2 Profily kiivek gradientové eluce softwaru Waters Empower System

(Software pouzivany pii praci s kapalinovym chromatogramem Waters €2695)
4.9 Vzorky mléka

Byly provedeny analyzy na dvou skupinach vzorkiti koziho mléka. Prvni skupina
obsahovala bazénové vzorky mléka stada kozy sanské. Jedna se o jediny chov kozy sanské
v CR. Vzorky byly odebirany pravidelné jedenkrat mésiéné v pribéhu 6 mésictl. Soudasné bylo
sledovano latkové slozeni mléka v pribéhu laktace, véetné stanoveni celkového mnozstvi vSech
kaseinovych frakei.

Druhd skupina vzorkl obsahovala 10 individudlnich vzorkd koziho mléka kozy bilé
kratkosrsté a jeden individudlni vzorek kozy téhoz plemene z domaciho chovu.

Pro porovnani byl analyzovan jeden individualni vzorek ovéiho mléka z farmy Péncin

a jeden vzorek kravského mléka z mlékomatu farmy Hole umisténého v Praze — Suchdole.

Miéko kozy sanskeé
e Plemeno: koza sdnska dovezena z francouzské oblasti Vende
e Oblast a rezim chovu: Moravskoslezsky kraj, farmovy chov
e Vzorky: 6x bazénovy vzorek (265 koz)

e Skladovani vzorkl: zamrazeni 3-8 mésict (podle data odbéru)

Mléko kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu
e Plemeno: koza bila kratkosrsta
e Oblast a reZim chovu: Liberecky kraj, farmovy chov
e Vzorky: 10x individualni vzorek

e Skladovani vzorkt: zamrazeni déle nez 1 rok

Mléko kozy bilé kratkosrsté z domaciho chovu
e Plemeno: koza bila kratkosrsta
e Oblast a rezim chovu: Liberecky kraj, domaci chov
e Vzorky: 1x individualni vzorek

e Skladovani vzorkd: zamrazeni méné nez 1 mésic

Mléko valasské ovce z farmového chovu
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Plemeno: valasska ovce
Oblast a rezim chovu: Liberecky kraj, farmovy chov
Vzorky: 1x individualni vzorek

Skladovéani vzorku: zamrazeni méné nez 1 mésic

MIéko holstynsko-friského skotu

Plemeno: holstynsko-frisky skot
Oblast a rezim chovu: Stiedo¢esky kraj, farmovy chov
Vzorky: 1x individualni vzorek

Skladovani vzorku: chlazeni nékolik hodin
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S5 Vysledky
5.1 Kalibrace

Pro kazdou ze Ctyf stanovovanych kaseinovych frakci byla stanovena vytvotfena
kalibra¢ni zavislost pomoci standardd bovinnich kaseinti zakoupenych u firmy Sigma-Aldrich.
Pro o-kaseiny se jednalo o sedmibodovou kalibraci, pro k-kasein $estibodovou a pro B-kasein
petibodovou. Ve vSech ptipadech byla ziskdna kalibrace linearni.

Protoze standardy as: a as2 kaseind nejsou samostatné dostupné, bylo nutné vyhodnotit
jejich nejpravdépodobnéjsi pomérné zastoupeni ve standardu celkovém. Pfi analyze pouze a-
kaseinu bylo zfejmé, Ze standard je separovan do dvou pikl. Piky byly identifikovany
na zéklad¢é pomérh as: a asz kaseinil v kravském mléce uvadénych v literatute. Jejich vzajemny
realny pomér ve standardu byl vyhodnocen po analyze standardniho roztoku. Pomér ploch obou
a-kaseini vykazoval stabilni hodnotu. Na zéklad¢ velikosti ploch chromatografickych piki
bylo uréeno, ze standard obsahuje 86,9 % osi-kaseinu a 13,1 % asz-kaseinu. Tento pomér byl
aplikovan pfi kvantitativnim vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti pro asi-kasein a asz-kasein
a nasledné vyuzit pii kvantifikaci obou as-kaseinti v redlnych vzorcich mléka.

Kalibraéni kiivky jednotlivych kaseint jsou znazornény v Obrazku 3, 4, 5 a 6.

plocha
piku

25 108

1x 108

0.001

-—— T
0.00 0.3 1,00 1,30 2,00 2,50 3,00 350 400 450 500 5.50 6.00

koncentrace [mg/mL]

Obrazek 3 Kalibracni kiivka asi-kaseinu

y =4,01-10" x
R =0,997
R?=0,995
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plocha

piku
4x 107
3x 1077
2x107]
1x107q
0,00
L T T e L L B L B B B LN R BN T T T 1 T
000 010 020 030 040 050 060 070 080 0% 100 L0 120 130 140 150 160
Koncentrace [mg/mL]
Obrazek 4 Kalibra¢ni kiivka asy-kaseinu
y =2,08-10" x
R =0,996
R?=0,993
plocha
piku
43107 0
33107
2310 E
1x 107 E
000
—— 77— —— ——
0.00 020 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 140 1.60 1.80 200 220 240

koncentrace [mg/mL]

Obrazek 5 Kalibrac¢ni kiivka B-kaseinu
y =1,49-10" x

R =0,944

R%=0,891
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plocha
piku
1x1071

121071

0.00 4

e L L e B B B S B
000 005 00 015 01 0B 030 03 040 045 030 0% 0@ 06 070
koncentrace [mg/ml ] ' ' '

Obrazek 6 Kalibra¢ni kiivka k-kaseinu

y =3,31-10" x
R =0,981
R2=0,964

5.2 Meze detekce a kvantifikace

Meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé kaseiny byly odvozeny
od stanoveného Sumu zakladni linie. Mez detekce (LOD) je definovana jako trojnasobek Sumu
zakladni linie a mez stanovitelnosti (LOQ) jako desetinasobek. Meze detekce a kvantifikace

jednotlivych kaseinovych frakci jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10 Meze detekce a kvantifikace

Kaseinova frakce LOD [mg.ml?] LOQ [mg.ml]
asi-kasein 0,02 0,07
asz-kasein 0,09 0,31
B-kasein 0,15 0,51
K-kasein 0,09 0,31

5.3 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody byla testovana na vzorku syrového kravského mléka. Jeden

vzorek byl rozdélen nal0 dil bylo provedeno 10 paralelnich stanoveni.
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Tabulka 11 Opakovatelnost metody — kravské mléko

Poradi asi-CN[g.I" B-CN[gl" w-CN[g.l Celk. CN[gl" CN Vv mléce
analyzy ] ] ] ] [%0]
1 3,84 5,85 2,78 12,47 1,21
2 4,25 5,84 2,30 12,38 1,20
3 4,35 7,89 3,35 15,59 1,52
4 4,50 9,29 2,32 16,11 1,57
5 4,64 9,64 2,40 16,68 1,62
6 4,72 11,31 2,48 18,50 1,80
7 4,89 11,37 2,41 18,66 1,82
8 4,63 11,97 2,43 19,03 1,85
9 5,26 14,09 2,77 22,12 2,15
10 4,58 12,40 2,40 19,38 1,88
Priamér 4,56 9,96 2,56 17,09 1,66
Sm.odch. 0,36 2,64 0,30 2,93 0,28
Var.koef. [%0] 7,92 26,47 11,89 17,13 17,13

5.4 Chromatogramy mlék

Pro porovnani zastoupeni jednotlivych kaseinti bylo analyzovano kravské, kozi a ovéi
mléko. Chromatogramy jsou znazornény na Obrazku 7, 8, 9 a 10.

Z Obréazku 7 zndzornujiciho chromatogram kravského mléka je patrné, Ze rozliSeni pikt
kaseinovych frakci je dostacujici. Tvarové obdobny chromatogram ziskal Bodin et al. (2001),

tento chromatogram je uveden v ptiloze 3.
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AU

0,80

0,70

0.60

0,40

0.304

0,107

0,004—

——————T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Retencni ¢as [minuta]

Obrazek 7 Chromatogram kravského mléka

Retenéni ¢asy jednotlivych kaseint:

K-CN: 10,93 min; as2-CN: 14,25 min; as1-CN: 26,84 min; -CN: 32,14 min

AU

—T
55

60

6

1,604

1,40+

1,00

0.80

0,60

0,404

0.00T—~

o L B e e e e o e L e B e B B A s S s o s e S
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Retenéni ¢as [mimta]
Obrazek 8 Chromatogram koziho mléka

Retencni ¢asy jednotlivych kaseinti:

k-CN: 13,25 min; as2-CN: 15,97 min; as1-CN: 27,31 min; B-CN: 33,43 min
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AU

2,209
2,009
1,809
1.601
1,409
1,204

1.004
0,801
0.601
0.40

0,201

0=00--—~J
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Retencni ¢as [minuta]

Obrazek 9 Chromatogram ovciho mléka
Retenéni ¢asy jednotlivych kaseint:
Kk-CN: 12,01 min; as2-CN: 15,94 min; as1-CN: 28,50 min; f-CN: 33,01 min
AU

2204

2007 kravské miéko

1.807 ovéi mléko

1.60 kozi mléko

1,401

1.204

1.004

0.804 as1-CN B-CN

0,60

0,40 K& &-CN

as2-CN
0,204
0,00+ A
ISI I IlE]IIIIIISI I 2‘0 o 2I5 ‘ ‘3‘0“ ‘3‘5‘ I 4‘0‘ ‘ 4|5 I IS‘DI‘ ‘5ISI I6|0I I 6I5

Retenéni ¢as [minuta]

Obriazek 10 Piekryv chromatogrami kravského, koziho a ovéiho mléka

Z Obrazku 10 je patrné, ze jednotlivé druhy mlék maji rozdilné chromatogramy.

Kaseinové frakce jsou mezi druhy mirné odlisné a v disledku toho i reten¢ni ¢asy jsou

pfi porovnani chromatogramt mlék riznych druht rozdilné. Tvary pikli odpovidaji skute¢nosti,

ze kazda kaseinova frakce vykazuje nékolik genetickych variant, které nejsou zcela totozné.

V chromatogramu jsou jednotlivé genetické varianty kaseint patrné jako nepiili§ separované

analyty s blizkym reten¢nim ¢asem.

Syrovatkové bilkoviny (a-laktalbumin, B-laktoglobulin A a B) vykazuji reten¢ni ¢asy

vy$$i nez 35 minut od pocatku analyzy.
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5.5 Obsah kaseinu v kravském mléce

Vzorek kravského mléka byl nejprve analyzovan na obsah zakladnich slozek mléka
metodou spektrofotometrie v blizké infracervené oblasti (NIR) a poté metodou HPLC byly

stanoveny jednotlivé kaseinové frakce.

Tabulka 12 NIR stanoveni — kravské mléko
Tuk [%] Bilkoviny [%] Laktéza [%] Tukuprosta susina [%0]
Kravské mléko 3,785 3,43 4,94 8,98

Pro vyhodnoceni obsahu kaseinu pii stanoveni metodou HPLC bylo vyuzito deseti
chromatogramu ziskanych pfi analyze opakovatelnosti metody. Vysledky stanoveni kaseini
V kravském mléce metodou HPLC jsou uvedeny V Tabulce 13. Ve vsSech z deseti
chromatogramii byl asp-kasein piitomen Vv koncentraci pod mezi detekce, proto neni tento

uveden.

Tabulka 13 HPLC stanoveni kaseinu — kravské mléko
as1-CN [g.I'] B-CN [g.I"Y] x-CN [g.I"] Celk. CN [g.I'] CN v mléce [%0]

Primér 4,56 9,96 2,56 17,09 1,66
Sm.odch. 0,36 2,64 0,30 2,93 0,28
Var.koef. [%] 7,92 26,47 11,89 17,13 17,13

Pti obsahu 3,43 % bilkovin zjis§téném spektrofotometricky by obsah kaseinu mél Cinit
pfiblizné 80 % této hodnoty, tedy 2,74 %. Pii stanoveni metodou HPLC byl zjistén obsah
1,66 % kaseinu v mléce. Vytéznost HPLC metody v tomto piipadé Cinila 60,58 %
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Dale byl v tomto vzorku stanoven pomér B-kaseinu vuéi a-kaseinu, pomér [3-kaseinu

vici k-kaseinu a pomér a-kaseinu vici k-kaseinu. Tyto tdaje jsou uvedeny v Tabulce 14.

Tabulka 14 Poméry kaseinti — kravské mléko
Poradi analyzy pomér p-CN : a-CN pomér B-CN : k-CN pomér o -CN : k-CN

1 1,53 2,10 1,38
2 1,37 2,54 1,85
3 1,81 2,36 1,30
4 2,07 4,00 1,94
5 2,08 4,02 1,93
6 2,40 4,56 1,90
7 2,33 4,72 2,03
8 2,59 4,93 1,91
9 2,68 5,10 1,90
10 2,71 5,16 1,91
Pramér 2,16 3,95 1,80
Sm.odch. 0,45 1,12 0,24
Var.koef. [%] 20,68 28,48 13,12

5.6 Obsah kaseinti v mléce kozy sanské

Bylo analyzovano 6 bazénovych vzorkd mléka stada kozy sanské. Vzorky byly odebirany
1X mésicn€¢ v obdobi dubna az zafi. Kazdy bazénovy vzorek byl nejprve analyzovan
spektrofotometricky v oblasti blizkého infracerveného zareni. K tomuto ucelu byl pouzit

ptistroj Dairy Spec FT kalibrovany na kozi mléko. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 15.
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Tabulka 15 NIR stanoveni — koza sanska

Mésic Tuk Bilkovin Kasein Podil CN Laktéoza SuSina TPS

[9.100 mIF] vy [%] [%] [%] [%] [%0] [%]
Duben 4,50 3,47 2,71 78,10 5,00 13,46 9,14
Kvéten 3,81 3,06 2,55 83,33 4,62 12,18 8,43
Cerven 2,91 3,06 2,54 83,01 4,48 11,14 8,27
Cervenec 3,52 3,12 2,58 82,69 4,53 11,86 8,38
Srpen 341 3,11 2,61 83,92 4,29 11,48 8,27
Zati 3,70 3,21 2,63 81,93 4,46 11,98 8,53
Primér 3,64 3,17 2,60 82,16 4,56 12,02 8,50
Sm.odch. 0,52 0,16 0,06 2,10 0,24 0,80 0,33

Podil CN [%] — podil kaseinu na celkovych bilkovinach v %

TPS — tukuprosté susina

Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou paralelnich opakovanich. Ze dvou analyz
pro dany mésic byl vypocitan primér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka.
asz-kasein se ve vSech vzorcich vyskytoval v koncentraci nizs$i nez mez detekce, a proto neni

v tabulce uveden. Vysledky analyz jsou uvedeny v Tabulce 16.
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Tabulka 16 HPLC stanoveni kaseinti — koza sanska

as1-CN [g.17] B-CN [g.I'}] k-CN [g.I"]
l.analyza 2.analyza l.analyza 2.analyza 1l.analyza 2.analyza

Duben 1,62 1,64 16,51 18,17 3,86 1,58
Primér 1,63 17,34 2,72
Sm.odch. 0,02 1,18 1,61
Var.koef. [%] 1,19 6,79 59,38
Kvéten 1,05 1,03 11,77 12,32 1,13 0,52
Pramér 1,04 12,04 0,82
Sm.odch. 0,01 0,39 0,43
Var.koef. [%] 0,75 3,23 52,87
Cerven 2,45 2,58 29,01 29,09 1,15 1,28
Pramér 2,52 29,05 1,22
Sm.odch. 0,09 0,06 0,09
Var.koef. [%] 3,55 0,19 7,57
Cervenec 1,00 1,05 12,11 11,64 0,94 0,50
Primér 1,02 11,88 0,72
Sm.odch. 0,04 0,33 0,31
Var.koef. [%] 3,80 2,80 43,51
Srpen 2,65 2,70 27,24 27,04 1,28 1,32
Pramér 2,67 27,14 1,30
Sm.odch. 0,03 0,14 0,03
Var.koef. [%] 1,16 0,53 2,18
Zari 2,34 2,38 22,97 22,85 1,08 1,01
Primér 2,36 22,91 1,04
Sm.odch. 0,03 0,08 0,05
Var.koef. [%] 1,15 0,37 4,41
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V Obrazku 11 jsou znazornény zmény obsahu jednotlivych kaseinovych frakci

Vv pribéhu laktace.

Zmény obsahu kaseinli béhem laktace - koza sanska
(HPLC)

OFRNWRARUIONOOORNWAUIO

i

duben kvéten Cerven ¢ervenec srpen zafi

A

00S1-CN B-CN ®«-CN

Obrazek 11 Zmény obsahu kaseinti béhem laktace — koza sanska

Pro kazdy mésic byl stanoven obsah celkového kaseinu a ten byl piepocten pomoci
hustoty mléka uvedené v literatufe (Roginski et al., 2003) na procenta celkového kaseinu
v mléce. Zaroven bylo procento kaseinu v mléce stanovené HPLC metodou porovnano
s procentudlnim podilem ziskanym NIR analyzou a stanovena vytéznost HPLC metody

oproti NIR metod¢. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 17.
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Tabulka 17 Porovnani HPLC a NIR — koza sanska

Mésic Celk.CN Celk. CN Celk. CN Vytéznost HPLC
—~HPLC[g.IY] -HPLC[%] -NIR[%)] [90]
Duben 21,71 2,11 2,71 77,93
Kvéten 13,92 1,35 2,55 53,10
Cerven 32,82 3,19 2,54 125,70
Cervenec 13,63 1,33 2,58 51,40
Srpen 31,19 3,03 2,61 116,24
ZAt 26,36 2,56 2,63 97,50
Priamér 23,27 2,26 2,60 86,98
Sm.odch. 8,32 0,81 0,06 31,50
Var.koef. [%] 35,76 35,76 2,40 36,22

Z Obrazku 12 je patrny rozdil mezi stanovenim procentualniho zastoupeni kaseinu

v mléce kozy sanské pii stanoveni spektrofotometricky a HPLC.

Obrazek 12 NIR a HPLC stanoveni celkového kaseinu — koza sanska

3,50
o' 3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Obsah kaseinu [%

duben

Obsah celkového kaseinu
NIR vs. HPLC

kvéten

cerven

cervenec

Ospektrofotometrie HPLC

srpen

zati

Dale byl pro kazdy mésic stanoven pomér B-kaseinu vici a-kaseinu, pomér B-kaseinu

vuci k-kaseinu a-kaseinu vici k-kaseinu. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 18.
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Tabulka 18 Poméry kaseinti — koza sanska

Mésic pomér B-CN : a-CN pomér B-CN : k-CN pomér a -CN : k-CN
Duben 10,46 6,39 0,61
Kvéten 11,39 14,64 1,29
Cerven 11,36 23,91 2,10
Cervenec 11,40 16,61 1,46
Srpen 9,86 20,88 2,12
Zati 9,51 21,98 2,31
Prumér 10,66 17,40 1,65
Sm.odch. 0,84 6,40 0,65
Var.koef. [%] 7,92 36,80 39,45

5.7 Obsah kaseinii v mléce kozy bilé kratkosrsté

Byla analyzovana skupina 10 individualnich vzorkti mléka kozy bilé kratkosrsté ze stada
farmového chovu. VSech deset vzorki bylo nejprve analyzovano metodou NIR. Vysledky NIR

stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 19.

Tabulka 19 NIR stanoveni — koza bila kratkosrsta, farmovy chov

Oznacdeni vzorku Tuk [g.100 mI'Y]  Bilkoviny %  Kasein [%]* Celkova susina%
K20 3,56 3,20 2,56 11,68
K22 3,33 2,65 2,12 10,54
K23 2,25 2,53 2,02 9,20
K24 2,72 2,90 2,32 10,42
K25 3,18 2,79 2,23 10,55
K26 3,41 3,02 2,42 11,46
K27 2,53 2,95 2,36 10,15
K28 2,50 3,09 2,47 10,27
K29 2,84 2,86 2,29 10,34
K30 3,23 3,00 2,40 11,15
Primér 2,96 2,90 2,32 10,58
Sm.odch. 0,45 0,20 0,16 0,71
Var.koef. [%0] 15,10 6,96 6,96 6,75

* Procentudlni podil kaseinu v mléce, vypocitany jako 80 % z celkové bilkoviny
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Kazdy individualni vzorek mléka kozy bil¢ kratkosrsté z farmového chovu byl

analyzovan ve dvou paralelnich stanovenich. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 20.

Tabulka 20 HPLC stanoveni kaseint — koza bila kratkosrsta z farmového chovu

Oznaéeni vzorku as1-CN [g.17] B-CN [g.I'"] k-CN [g.I"]
l.analyza 2.analyza l.analyza 2.analyza l.analyza 2.analyza
K20 0,70 0,61 9,74 9,17 0,45 0,31
Primér 0,66 9,46 0,38
Sm.odch. 0,07 0,40 0,10
Var.koef. [%] 10,06 4,26 26,05
K22 0,20 0,19 6,66 6,77 0,40 0,40
Primér 0,20 6,71 0,40
Sm.odch. 0,00 0,08 0,00
Var.koef. [%] 1,99 1,21 0,89
K23 0,32 0,31 9,49 9,09 0,34 0,26
Primér 0,32 9,29 0,30
Sm.odch. 0,01 0,28 0,05
Var.koef. [%] 3,69 3,04 18,34
K24 0,25 0,19 6,33 5,94 0,57 0,34
Primér 0,22 6,13 0,45
Sm.odch. 0,04 0,27 0,16
Var.koef. [%] 19,21 4,44 36,14
K25 0,28 0,30 10,88 12,29 0,16 0,30
Pramér 0,29 11,58 0,23
Sm.odch. 0,01 1,00 0,10
Var.koef. [%] 4,04 8,61 44,05
K26 0,38 0,39 7,36 7,82 0,21 0,21
Priamér 0,38 7,59 0,21
Sm.odch. 0,00 0,33 0,00
Var.koef. [%] 1,02 4,29 0,00
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Oznaéeni vzorku as1-CN [g.17] B-CN [g.I'"] k-CN [g.I"]
l.analyza 2.analyza l.analyza 2.analyza l.analyza 2.analyza
K27 0,57 0,40 16,05 11,23 0,56 0,39
Pramér 0,49 13,64 0,47
Sm.odch. 0,12 3,41 0,12
Var.koef. [%] 24,77 25,02 26,19
K28 0,32 0,61 8,74 15,65 0,44 0,86
Pramér 0,46 12,19 0,65
Sm.odch. 0,20 4,89 0,30
Var.koef. [%] 43,77 40,10 46,04
K29 0,28 0,32 16,01 15,94 0,60 0,61
Primér 0,30 15,98 0,60
Sm.odch. 0,03 0,05 0,01
Var.koef. [%] 10,48 0,31 1,76
K30 0,21 0,20 14,72 14,40 0,48 0,39
Priumér 0,21 14,56 0,44
Sm.odch. 0,01 0,22 0,06
Var.koef. [%] 3,72 1,53 14,63
Pramér vzorku 0,32 10,85 0,42
Sm.odch. 0,15 3,40 0,14
Var.koef. [%] 46,25 31,37 34,71
Na Obrazku 13 je zndzornéno zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci

Vv individualnich vzorcich mléka kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu.
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Obsahy kaseinli v mléce kozy bilé kratkosrsté - farmovy chov
(HPLC)
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=
N
o
o

10,00
8,00

6,00

Koncentrace [g.1"}]

4,00
2,00

0,00

K20 K22 K23 K24 K25 K26

D0S1-CN [g.l-1] &pB-CN [g.l-1] ®«-CN [g.I-1]
Obrazek 13 Obsahy kaseinli v mléce — koza bila kratkosrsta
Pro kazdy individualni vzorek byl vypocten celkovy obsah kaseinti a tento obsah byl
pfepocten pomoci hustoty mléka uvedené v literatufe (Roginski et al., 2003) na procento

kaseinu v mléce. Dale byl stanoven pomér B-kaseinu vici a-kaseinu, pomér a-kaseinu a o-

kaseinu vii¢i k-kaseinu. Udaje jsou uvedeny v Tabulce 21.

Tabulka 21 Celkovy kasein a poméry kaseinti — koza bila kratkosrsta

Vzorek Celk. CN Celk. CN Pomérp:a-CN Pomérp:k-CN Pomér a: k-CN
[9.1"] [%6]
K20 10,56 1,03 14,39 24,88 1,73
K22 7,31 0,71 34,38 16,89 0,49
K23 9,93 0,97 29,38 31,10 1,06
K24 6,83 0,66 27,53 13,63 0,50
K25 12,10 1,18 40,10 50,62 1,26
K26 8,21 0,80 19,86 37,02 1,86
K27 14,60 1,42 28,02 28,86 1,03
K28 13,34 1,30 26,39 18,90 0,72
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Vzorek

Celk. CN Celk. CN Pomérp:a-CN Pomérp:k-CN Poméra: «-CN

[9.1"] [%0]
K29 16,95 1,65 53,79 26,51 0,49
K30 15,41 1,50 69,65 33,47 0,48
Prumér 11,63 1,13 36,57 28,56 0,88
Sm.odch. 3,53 0,34 16,47 10,84 0,27
Var.koef.[%0] 30,32 30,32 45,03 37,97 0,52

Procentualni zastoupeni kaseinu v mléce stanovené HPLC metodou bylo porovnano

s procentualnim podilem ziskanym NIR analyzou a byla stanovena vytéznost HPLC metody

oproti NIR metodé¢. Porovnani je uvedeno v Tabulce 23.

Tabulka 23 Porovnani HPLC a NIR — koza bila kratkosrsta, farmovy chov

Vzorek Celk. CN Celk. CN CN v mléce Vytéznost HPLC
HPLC [g.I"'] - HPLC [%] - NIR [%0] [90]
K20 10,56 1,03 2,56 40,12
K22 7,31 0,71 2,12 33,52
K23 9,93 0,97 2,02 47,75
K24 6,83 0,66 2,32 28,65
K25 12,10 1,18 2,23 52,72
K26 8,21 0,80 2,42 33,04
K27 14,60 1,42 2,36 60,17
K28 13,34 1,30 2,47 52,49
K29 16,95 1,65 2,29 72,08
K30 15,41 1,50 2,40 62,45
Priamér 11,63 1,13 2,32 48,30
Sm.odch. 3,53 0,34 0,16 14,33
Var.koef. [%] 30,32 30,32 6,96 29,67

Dale byl analyzovan jeden individualni vzorek kozy bilé kratkosrsté z doméciho chovu.

Vzorek byl analyzovan ve tiech paralelnich stanovenich. Vysledky jsou vedeny v Tabulce 23.

asz-kasein byl ve vSech pfipadech ptitomen v Koncentraci pod mezi detekce a z toho divodu

neni v tabulce uveden.

56



Tabulka 23 HPLC stanoveni kaseinti — koza bila kratkosrsta, domaciho chov
Poradi analyzy asi-CN [g.I"Y] B-CN [g.I"] -CN [g.I"'] Celk. CN [g.I'}] Celk. CN [%0]

1 4,08 12,37 2,51 18,96 1,84
2 3,54 13,64 1,72 18,89 1,84
3 2,50 11,93 1,12 15,54 1,51
Primér 3,37 12,65 1,78 17,80 1,73
Sm.odch. 0,80 0,89 0,70 1,95 0,19
Var.koef. [%] 23,82 7,00 39,31 10,97 10,97

Pro kazdé za tii stanoveni byl stanoven pomér B-kaseinu vici a-kaseinu, pomér B-

kaseinu viigi k-kaseinu a pomér a-kaseinu vi¢i k-kaseinu. Udaje jsou uvedeny v Tabulce 24.

Tabulka 24 Poméry kaseinti — koza bila kratkosrsta, domaci chov

Poradi analyzy pomér B-CN : a-CN  pomér B-CN : xk-CN pomér a-CN : k-CN
1 3,04 4,93 1,62
2 3,85 7,95 2,07
3 4,78 10,70 2,24
Pramér 3,89 7,86 1,98
Sm.odch. 0,87 2,89 0,32
Var.koef. [%] 22,43 36,73 16,06

5.8 Obsah kaseinu ov¢éim mléce

Jeden individuélni vzorek ov¢iho mléka byl analyzovan paralelné ve tfech stanovenich.
Vysledky jsou uvedeny Vv Tabulce 25. asy-kasein byl v tomto ovéim mléce piitomen

v koncentraci pod mezi detekce a z toho ditvodu neni v tabulce uveden.
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Tabulka 25 HPLC stanoveni kaseinti — ov¢i mléko

Pofadi ast-CN [g.I"] B-CN[g.I'] «-CN[g.I'Y] Celk. CN[g.I"Y] Celk. CN [%]
analyzy

1 6,93 19,29 1,93 28,24 2,75

2 5,15 12,07 1,46 18,75 1,82

3 4,56 11,38 1,35 17,76 1,73
Priamér 5,55 14,25 1,58 21,59 2,10
Sm.odch. 1,23 4,38 0,31 5,79 0,56
Var.koef. [%] 22,23 30,74 19,42 26,82 26,82

Dale byl v ovéim mléce stanoven pomér B-kaseinu vuci o-kaseinu, pomér B-kaseinu

vici k-kaseinu a pomér a-kaseinu vici k-kaseinu. Pomérz jsou uvedeny v Tabulce 26.

Tabulka 26 Poméry kaseinti — ov¢i mléko

Poradi analyzy  pomér f-CN : a-CN  pomér B-CN : k-CN  pomér a-CN : k-CN

1 2,78 10,01 3,60
2 2,34 8,27 3,53
3 2,50 8,43 3,38
Prumér 2,54 8,90 3,50
Sm.odch. 0,22 0,96 0,11
Var.koef. [%] 8,81 10,79 3,19

5.9 Porovnani obsahii a poméri kaseini

Obsahy a poméry kaseinil byly statisticky testovany pomoci jednovybérového T-testu.
Principem vSech nulovych hypotéz bylo konstatovani o stejné stfedni hodnoté. Nulova
hypotéza poté byla podle zvoleného intervalu spolehlivosti (e = 0,05) a hodnoty testové
statistiky bud’ zamitnuta, nebo nezamitnuta.

Byly testovany rozdily mezi témito skupinami:

e A - Mléko kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu vs. ovéi mléko

e B - Ml¢ko kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu vs. kravské mléko

e C - Mléko skupiny kozy bilé kratkosrsté kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu

vs. mléko kozy bilé kratkosrsté z domaciho chovu
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Ve vsech piipadech byl testovan rozdil mezi obsahem jednotlivych kaseinovych frakci v mléce
a rozdil mezi poméry kaseinti (poméry B-CN : a-CN, B-CN : k-CN, a-CN : k-CN).

Vypocet T-testu je uveden v Prilohach 1 a 2. Vyhodnoceni T-testu je uvedeno v Tabulce 27.

Tabulka 27 Vysledky T-testu

,,Li81 se stfedni hodnoty?*

Piipad as1-CN B-CN k-CN Celkovy  Pomér Pomér Pomér
kasein  PB:a-CN B:k-CN a:k-CN

A ano ano ano ano ano ano ano
B ano ne ano ano ano ano ano
C ano ne ano ano ano ano ano

Stfedni hodnoty se statisticky vyznamné neliSily v 9,5 % ptipadt. Jednalo se o stfedni
hodnoty obsahu B-kaseinu pii srovnani mléka kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu

s mlékem téhoZ plemene z doméciho chovu a pfi srovnani s kravskym mlékem.
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6 Diskuze

V ramci diplomové prace byla zavedena a ¢aste¢né optimalizovana metodika stanoveni
kaseini metodou HPLC. Béhem optimalizace metody bylo provedeno 280 analyz standardi
kaseinti nebo vzorku mléka. Pii vyvoji metody bylo vychazeno z metodiky Bordina et al.
(2004). Autor uvadi, Ze metoda byla otestovdna na vnitinim standardu — vzorku suseného
odtu¢néné¢ho mléka. Zaroven byla autorem navrzena teoretickd piiprava redlného vzorku
mléka. V ramci diplomové prace byla pouzita jednoducha ptiprava vzorku bez separovani
kaseinu, kterd by i podle dalSich citovanych autorii (Pomastowski et al., 2014; Léonil et al.,
1991; Trujillo et al., 2000) méla byt dostacujici. Vyhodami zvoleného postupu piipravy vzorku
jsou nendroc¢nost a rychlost, pti ptipravé vzorku se pouziva pouze jeden fedici roztok (6M
mocovina s 10mM DTT), kompletni ptiprava vzorku je kratsi nez dvé hodiny.

Experimentalné ziskany chromatogram kravského mléka (Obrazek 7) ma obdobny
profil jako chromatogram ziskany Bordinem et al. (2001) (Ptiloha 3). Bylo zji$téno,
ze za danych podminek jsou kaseinové frakce a, B a k dobfe separovany a rozliSeni metody je
dostacujici. Tvary pika odpovidaji skutecnosti, Ze jednotlivé kaseiny jsou v mléce ptitomny
ve vice genetickych variantach, které maji velmi podobny reten¢ni ¢as. Na zaklad¢ ziskanych
chromatogramu kravského, ov¢iho a koziho mléka (Obrazek 10) Ize konstatovat, Ze kaseinové
frakce jsou mezi kravskym, kozim a ov¢éim mlékem mirné odlisné — retenéni Casy jsou
pii porovnani chromatogramt mlék rozdilné. V nékterych ptipadech se lisi i tvary pikt. Nejvice
patrny je rozdil piku k-kaseinu, ktery ma u kazdého z mlék jiny profil. V ptipadé  a-kaseinu
je znatelné odlisny tvar piku v ovéim mléce, profil piku nasvédcuje vétsi polydisperzité  a-
kaseinu v ovéim mléce. Pik PB-kaseinu je v kozim, kravském a ovéim mléce podobné
vykresleny.

Identita pikl byla potvrzena analyzami zakoupenych standarda jednotlivych bovinnich
kaseinli znacky Sigma-Aldrich. Standardy jednotlivych genetickych variant kaseini nebyly
dostupné, identifikace byla provedena na urovni frakci, nikoliv genetickych variant. Stejné
standardy byly pouzity i1 ke kalibraci. Ziskané kalibra¢ni kiivky poukazuji na dobrou
opakovatelnost pii stanoveni samotnych standardi. Hodnoty korela¢nich a determinaénich
koeficientll jednotlivych kalibracnich pfimek jsou dostacujici. Reprodukovatelnost méteni
nasledné¢ ovéiena a vyhodnocena jako piijatelna.

Byl stanoven Sum zakladni linie a od né&j byly odvozeny meze detekce a kvantifikace

pro jednotlivé kaseinové frakce. VSechny tyto meze maji takovou hodnotu, Ze by mélo byt
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mozné kaseinové frakce detekovat i kvantifikovat v kravském mléce. Meze kvantifikace jsou
niz8i nez obsahy kaseinli uddvané Roginskim et al. (2003).

Analyzami realnych vzorkt bovinniho, koziho a ov¢iho mléka bylo zjisténo,
ze kvantifikace obsahu kaseint Vv realnych vzorcich je problematicka. Jednou z pfi¢in mize byt
nedosta¢ujici informace o &istoté standardil o-kaseinu a k-kaseinu. Cistotu téchto standardi
udava vyrobce jako 70 % a vyssi. Pii Kalibraci bylo pocitano s nejnizsi deklarovanou hodnotou
Cistoty, ale realna Cistota standardii mohla byt vyssi. To odpovida hodnotdm zjisténym napftic
vSemi vysledky — ve vSech ptipadech bylo stanoveno nejvice  B-kaseinu a mén¢ a-kaseinu a
K-kaseinu.

Koncentrace a poméry kaseini stanovené metodou HPLC jsou odlisné od udaji
uvadénych v literatufe. Obsahy celkového kaseinu, stanovené metodou HPLC jako soucet
obsaht jednotlivych kaseint, jsou odlisné od hodnot ziskanych metodou NIR. To platilo jak
Vv pripad¢ obsahtl celkového kaseinu pifimo stanovenych metodou NIR, tak i v pfipad¢ obsaht
dopoctenych, pokud byl metodou NIR stanoven pouze celkovy obsah bilkovin v mléce.
Zaroven v nekterych ptipadech stanoveni metodou HPLC byla opakovatelnost nizka.

Ve shodé¢ s témito experimentalnimi zkusenostmi také Novakova et al. (2013b) udavaji,
ze 1 pres separaci na kolon¢ C4 neni zajiSténa vysoka vytéznost pii stanoveni bilkovin metodou
RP-HPLC. Mohou se objevit i neekané piky. Ke zlepseni dochazi pii vyuziti endcapovanych
stacionarnich fazi. Také Pomastowski et al. (2014) uvadi, Ze kolona C4 je béZzné€ pouzivana
pro separaci proteind, avSak jejim nedostatkem je Spatna reprodukovatelnost, rozliSeni
a selektivita.

Celkem bylo provedeno pies 300 analyz standardli nebo vzorkti mléka (optimalizace
metody a poté samotnd stanoveni realnych vzorkd). Necekané piky byly pfitomny jen
v nékolika malo pfipadech. Pouzivanou kolonu vyrobce doporucuje jako zvlaste¢ vhodnou
ke stanoveni bilkovin. Zda se, ze zména kolony nenabizi vhodnou alternativu Kk vylepseni
metody.

Rovnéz vyuziti 0,1 % TFA do mobilni faze se zda byt optimalni. Yiiksel et Erdem
(2009) potvrzuji zlepSeni rozliSeni a tvart pikd. Pfi vyuziti TFA je zlepSena rozpustnost
hydrofobnich proteinii v mobilni fazi. TFA napomaha lepSimu vykresleni pikti v pozdéjsich
fazich separace, kdy nartistd v mobilni fazi podil organické slozky.

Vytéznost metody HPLC pro celkovy kasein v kravském mléce cCinila 60,58 %.
Vytéznost celkového kaseinu v mléce kozy sanské se pohybovala v rozmezi 53,10-125,70 %
S priimérem 86,98 % a relativni smérodatnou odchylkou 36,22 %. Vytéznost celkového kaseinu

v mléce kozy bilé kratkosrsté byla 33,04—72,08 % s pramérem 48,30 % a relativni smérodatnou
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odchylkou 29,67 %. Vyznamné zmény vytéznosti mohou byt zpiisobeny moznym zadrzovanim
analytli na kolon¢ a jejich vymyti po n¢kolika cyklech. Tim by bylo mozné objasnit vytéznost
vyssi nez 100 %, ktera byla zjisténa ve dvou ptipadech ve vzorku mléka kozy sanské.

Opakovatelnost metody byla ovéfovana 10 paralelnimi analyzami kravského mléka.
Pro stanoveni a-kaseinu byla opakovatelnost pomérné dobrd, relativni smérodatna odchylka
z 10 analyz c¢inila 7,92 % a obdobné pro x-kasein piijatelnych 11,89 %. Nejproblematictéjsi
Z pohledu opakovatelnosti bylo stanoveni B-kaseinu, jehoz koncentrace v pribéhu 10 analyz
kravského mléka postupné narlstala a relativni smérodatnd odchylka Ccinila 26,47 %.
To negativné ovlivnilo i relativni smérodatnou odchylku obsahu celkového kaseinu (17,13 %).
Postupny nartst koncentrace B-kaseinu v ¢ase vedl k domnénce, Ze doba jedné hodiny,
po kterou byl vzorek ponechan k reakci s mo¢ovinou a DTT, neni dostacujici k iplnému
probéhnuti derivatizace. Tato domnénka byla vyvracena analyzou roztoku standardu p-kaseinu.
Roztok standardu B-kaseinu byl analyzovan postupné v deseti opakovanich, coz odpovida vice
nez 10 hodinam rozdilu Casu derivatizace mezi prvni a posledni analyzou. Koncentrace -
kaseinu byla v tomto pfipadé stabilni, relativni smérodatna odchylka ¢inila pouze 2 %.
Pro standardni latku je hodina derivatizace dostacujici. Je ale mozné, ze B-kasein v mléce je
vzhledem ke sloZité povaze matrice derivatizovan odlisné.

V nekterych ptipadech byly mezi paralelnimi stanovenimi téhoz vzorku zjiStény
hodnoty koncentraci kaseinli navzajem odlisné. To nastalo pfi analyzdch mléka kozy bilé
kratkosrsté a kozy sanské, kdy relativni smérodatna odchylka pti analyze jednotlivych kaseint
ze dvou stanoveni dosahovala vzdy hodnot pies 30 %. V tvahu pfipadd moznd heterogenita
v ramci jednoho vzorku, ktera by mohla byt zplisobena degradaci bilkovin béhem zamrazeni
nebo ztratou konzistence mléka béhem procesu zamraZeni a rozmraZeni. Nurliyani et al. (2015)
uvadi, ze kozi mléko ztraci stabilitu po 30 dnech zamraZzeni a nemélo by proto byt skladovano
déle. Oproti tomu Dutra et al. (2014) uvadéji, Ze zamraZeni ma vliv pouze na mikrobiologické
parametry koziho mléka a fyzikalné-chemické vlastnosti ziistdvaji nezménény, zamraZeni nijak
neovliviiuje bilkoviny ani jiné komponenty suSiny. Mléko kozy bilé kratkosrsté z farmového
chovu bylo pted vlastni analyzou uchovavano déle nez rok v mrazicim boxu, mléko kozy
sanské bylo zamraZeno 3 a vice mésicli V zavislosti na dobé odbéru vzorku. Pro mléko kozy
bilé kratkosrsté z domaciho chovu ¢inila smérodatna odchylka ze tii paralelnich stanoveni k-
kaseinu 39,31 %, pro asi-kasein to bylo 23,82 % a pro B-kasein 7,00 %. Toto mléko bylo
pozvolna zamrazeno ihned po zchladnuti po nadojeni a analyzovano do 1 mésice od zamrazeni.
V ov¢éim mléce, taktéZz zamrazeném méné nez 1 mésic, €inila smérodatna odchylka ze tii

paralelnich stanoveni k-kaseinu 19,42 %, pro asi-kasein to bylo 22,23 % a pro B-kasein

62



30,47 %. Na zaklad¢ vlastni experimentalni zkuSenosti 1ze konstatovat, ze doba zamrazeni
nema vyraznéjsi vliv na velikost relativni smérodatné odchylky a krats$i doba zamrazeni neni
zarukou zlepSeni opakovatelnosti stanoveni kaseinti metodou HPLC.

Velikosti relativnich smérodatnych odchylek z paralelnich stanoveni jsou podstatné
niz8§i v ptipadé kravského mléka, pii analyzdch mléka malych ptezvykavct byly ziskané
to, ze metoda byla vyvijena a testovana na kravském mléce. A€ jsou kaseiny bovinniho mléka
a mléka malych ptrezvykavcii ramcové podobné, nejde o zcela totozné molekuly. Jednotlivé
kaseiny jsou napii¢ druhy odlisné v mife glykosylace, fosforylace a iV primarni sekvenci
aminokyselin (Roginski et al., 2003). Bylo by proto vhodné metodu dale optimalizovat na kozi
a ov¢i mléko se zaméfenim na modifikace v ptipraveé vzorku mléka. Je mozné, Ze zjednodusena
ptiprava vzorku neni dostatecné vyhovujici.

Data ziskand metodou HPLC byla statisticky vyhodnocena. Hodnoceny byly
koncentrace jednotlivych kaseinli a poméry kaseint a déle byly tyto tidaje porovnavany mezi
riznymi druhy mléka. asz-kasein byl ve vSech analyzovanych vzorcich pfitomen v koncentraci
niZsi, neZ je mez detekce.

Experimentalné stanoveny praimérny obsah asi-kaseinu v kravském mléce byl 4,56
g.I", obsah B-kaseinu 9,96 g.I"%, obsah k-kaseinu 2,56 g.I". Tyto stanovené hodnoty odpovidaji
pomeéru priblizné 2:0:4:1. Bordin et al. (2001) uvadéji pomé&r kaseinti Os1:Os2: B+
v : x roven 4:1:4:1, bez rozliSeni a—kaseint je tento pomér 5:4:1. Ve srovnani s tdaji Bordina
etal. (2004) byla nalezena shoda pouze v pomé&ru -kaseinu vici k-kaseinu. Velisek et Hajslova
(2009) uvadi zastoupeni kaseinti nasledovné: as = 42 %, p =~ 25 %, k = 9 %, y = 4 %. Hodnoty
stanovené analyzou kravského mléka odpovidaji podilim ptiblizné: as =27 %, B = 58 %, k = 15
%. Oproti literatuie byl v kravském mléce stanoven vétsi podil B-kaseinu na tkor nizsich
hodnot a-kaseinu, coz by mohlo souviset s podhodnocenym mnozstvim a-kaseinu
ve standardu.

HPLC analyzou ovéiho mléka byly zjistény hodnoty: as = 5,55 gt (26 %),
B=14,259.I"t (67 %), k= 1,58 g.I"t (7 %). Podle Molika et al. (2012) je zastoupeni kaseinovych
frakci v ovéim mléce nasledujici: os =~ 48,5 %, B~ 38,1 %, k= 13,4 %, y =5 %. Hodnoty Molika
etal. (2012) jsou od experimentalné¢ ziskanych dat odlisné. Metodou HPLC byl stanoven
vyznamny podil B-kaseinu, ktery by ale podle Molika et al. (2012) mé&l byt az druhou nejvice
zastoupenou kaseinovou frakei, jak je uvedeno vyse.

Analyzou mléka kozy sanské byly zjistény hodnoty obsahu kaseinti v prib¢hu laktace

v rozmezich: os =~ 1,02-2,63 g.I%, B ~ 11,88-29,05 g.I", x ~ 0,72-2,72 g.I"Y. Roginski et al.
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(2003) uvadi pomérné variabilni podil kaseinti v kozim mléce. Nejvétsi podil 1ze predpokladat
pro B-kasein, ktery mize v kozim mléce tvofit az 64 % kaseint, ale neni vyloucena ani jeho
uplna absence v mléce. V kazdém stanoveni mléka kozy sanské B-kasein ptfitomen jakozto
frakce s nejvyznamnéj$im podilem na celkovém kaseinu. Procentualni podil B-kaseinu v mléce
kozy sanské ¢inil az 89 % (v mésici Cervnu), coz znacné piekracuje 64 % uvedenych Roginskim
et al. (2003).

Analyzou mléka kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu byly pro deset individualnich
vzorkil zjistény nasledujici primérné hodnoty koncentrace kaseinti: as~ 0,32 g.I" (3 %), B =
10,85 g.I"t (94 %), k = 0,42 g.I'"* (3 %). Podobné jako v piipadé kozy sanké, tak i zde podil B-
kaseinu znacné piekrocil 64 % uvadénych Roginskim et al (2003). Smérodatné odchylky
obsahu jednotlivych kaseint v analyze téchto 10 individualnich vzorkl €inily fadove desitky
procent, coz poukazuje na zna¢né rozdily ve sloZeni mléka jednotlivych zvitat. Ve vzorku
mléka kozy bilé kratkosrsté z domaciho chovu byly zjistény tyto hodnoty obsahu kaseinti: as =
3,37 9.1 (20 %), B = 12,65 g.I'"t (70 %), k =~ 0,42 g.I"* (10 %). Pro vzorky mléka kozy bilé
kratkosrsté z farmového a z domaciho chovu bylo statisticky prokazano, Ze obsah B-kaseinu se
neliSil. Pro ostatni kaseiny bylo prokazano, Ze jejich obsah v mléce kozy bilé kratkosrsté
Z domaciho a farmového chvou byl statisticky vyznamné odlisny.

Mimo absolutni mnozstvi kaseinovych frakci byly vyhodnoceny vzijemné poméry
jednotlivych kaseinli a jejich mozné vyuziti k charakterizaci mléka daného druhu. Byl
vyhodnocen pomér B-kaseinu viici a-kaseinu, pomér B-kaseinu vici k-kaseinu a pomér o-
kaseinu vuci k-kaseinu. VSechny tyto poméry byly mezi testovanymi skupinami vzorkl
(kravské mléko, ov¢i mléko, mléko kozy sanské, mléko kozy bilé kratkosrsté z doméciho chovu
a mléko kozy bilé kratkosrst¢ z farmového chovu) prokazany jako statisticky vyznamné
rozdilné.

Roginski et al. (2003) uvadi, Ze oproti kravskému mléku je v kozim mléce pfitomno
pomérné vice P-kaseinu a méné o-kaseinu. Tomu odpovidaji vysledky HPLC analyzy
kravského a koziho mléka. Pomér B-kaseinu vici a-kaseinu v kravském a kozim mléce byl
statisticky vyznamné odlisny. V kravském mléce pomér ¢inil B-kaseinu viaci o-kaseinu
prumérné 2,16:1, v mléce kozy bilé kratkosrsté z domaciho chovu byl tento pomér 3,89:1
a v mléce té¢hoz plemene z farmového chovu byl rozdil oproti kravskému mléku jesté vyraznéjsi
— Vv nékterych piipadech byl pomér B-kaseinu vici a-kaseinu v mléce kozy bilé kratkosrsté
z farmového chovu vyssi nez 50:1. Rozdil v koncentraci B-kaseinu v kravském mléce a mléce

kozy bilé kratkosrsté z domaciho 1 farmového chovu byl statisticky prokazan jako nevyznamny.
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Naopak koncentrace o-kaseinu byla v kravském mléce a v mléce kozy bilé kratkosrsté
prokdzana jako odliSna. Lisila se také pii porovnani mléka kozy bilé kratkosrsté z domaciho
chovu a mlékem téhoz plemene z farmového chovu. V souladu s experimentalni zkuSenosti
také Matlova et Sztankoova (2010) potvrzuji variabilitu v koncentraci o-kaseinu v kozim
mléce. Vyskytuji se i ptipady, kdy a-kasein neni v kozim mléce ptitomen. Z toho vyplyva, ze
Sir§i pomér B-kaseinu vuci a-kaseinu v mléce kozy bilé kratkosrsté z domaciho i farmového

Pomér B-kaseinu vici a-kaseinu byl v ptipadé bazénovych vzorkd mléka kozy sanské
béhem laktace relativné neménny, Cinil primérmé 10,66:1 a relativni smérodatnd odchylka
pro vSechny stanovené mesice Cinila 7,92 %. Naopak se v prib¢hu laktace vyrazné ménil pomér
B-kaseinu vici k-kaseinu a pomér a-kaseinu vici k-kaseinu, relativni smérodatné odchylky

byly v tadech desitek procent. To poukazuje na proménlivost obsahu k-kaseinu v mléce kozy

cv v

(2,72 g.I'Y).

Pomér B-kaseinu vici k-kaseinu €inil v kravském mléce 3,95:1, coz odpovida hodnot¢
4:1 uvadénou Bordinem et al. (2004). V ov¢im mléce byl experimentalné zjistén pomér B-
kaseinu vici k-kaseinu 8,9:1. To je znateln€ vySsi hodnota oproti udaji 2,84:1, ktery udava
Molik et al. (2012). V mléce kozy bilé kratkosrsté z domaciho chovu pomér ¢inil 7,86:1.
V mléce kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu ¢inil pomér B-kaseinu vici k-kaseinu
primérné 28,56:1. Tento pomér je vzhledem k mozné variabilité v obsahu jednotlivych kaseint
v kozim mléce redlny, avSak v ramci 10 individualnich vzorkd byla v ptipadé tohoto poméru
zjiSténa velmi vysoka relativni smérodatnd odchylka (témét 38 %). Znacné rozdily v poméru
B-kaseinu vii¢i k-kaseinu mezi individudlnimi zvifaty jsou zfejmé. V mléce kozy sanské byl
zjistén pomer B-kaseinu viici k-kaseinu primérné 17,4:1 s nejnizsi hodnotou 6,39:1 a nejvyssi
hodnotou 23,91:1. Siroké rozmezi poméru p-kaseinu viiéi k-kaseinu v mléce kozy sanské je
zpusobeno zna¢nym kolisanim obsah pfedevs§im k-kaseinu, jak bylo naznaceno vyse.

Vysoké hodnoty (nad 10:1) poméru B-kaseinu vici k-kaseinu pii stanoveni metodou

v v

Cv v

Pomér a-kaseinu vii¢i k-kaseinu ¢inil v kravském mléce 1,8:1, Bordin et al. (2004) uvadi
pomér az 5:1, podobné Velisek et Hajslova (2009) uvadi 4,5:1. V ovéim mléce byl HPLC
metodou stanoven pomér a-kaseinu vici k-kaseinu 3,5:1, coz je v souladu s hodnotou 3,7:1,
kterou uvadi Molik et al. (2012). V mléce kozy bilé kratkosrsté z farmového chovu ¢inil pomér

a-kaseinu viici k-kaseinu primérné 0,98:1 a hodnoty zna¢né kolisaly, avsak maximalni hodnota
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poméru byla 2:1. Ve vzorku mléka kozy bilé kratkosrsté z domaciho chovu ¢inil pomér a-
kaseinu vici k-kaseinu 1,98:1. V mléce kozy sanské byla primérna hodnota poméru a-kaseinu
vici k-kaseinu 1,65:1, av8ak s vysokou relativni smérodatnou odchylkou (témét 40 %). To je
zpusobeno zna¢nym kolisanim obsahu piedevs§im k-kaseinus, coz bylo naznaéeno vyse.

Po porovnani pomérit a-kaseinu vuci k-kaseinu Vv jednotlivych druzich mléka Ize
konstatovat, Ze nejvyssi hodnota poméru nalezela ovéimu mléku a zaroven tento tdaj souhlasi
s udajem uvedenym v literatufe. Pro ostatni mlé¢ka byl pomér a-kaseinu viici k-kaseinu nizsi, v
kravském 1 ov€im mléce bylo zjiSténo rozmezi 0,98:1 az 2:1.

I pres nedostatky v kvantifikaci a opakovatelnosti naznacuji rozdily v pomérech
kaseinti, Zze by tyto poméry mohly byt dale vyuzity ke specifikaci a rozliSeni druhti mlék.
Pro kozi mléko byla typicka vys§i hodnota poméru B-kaseinu viéi k-kaseinu, bylo zjisténo
nejméne 3,89:1 a ptipadné vice. Niz§i hodnota poméru byla zjiSténa v kravském a ovéim mléce
(2,16:1) a ov¢im mléce (2,54:1). V ptipadé poméru B-kaseinu viéi k-kaseinu hodnoty nad 10:1
vzdy nalezely kozimu mléku. Pomér a-kaseinu vici k-kaseinu byl nejvyssi v ovéim mléce —

3,5:1, v kravském a kozim mléce byly tyto hodnoty vzdy nizsi nez 2:1.

Na zdklad¢ provedenych analyz a jejich ndsledného vyhodnoceni by bylo vhodné
stanoveni jednotlivych kaseinli metodou HPLC dale optimalizovat se zaméfenim na mozné
zmény v piipravé vzorku, a to nejen v souvislosti s moznosti izolace kaseinli ze vzorkd mléka.
Dalsi modifikaci mize byt vyuziti pufri v roztoku mocoviny, coz bylo uvedeno v metodice
Bordina et al. (2004), pfipadné zvolit jiny pomér vzorku mocoviny a DTT. Déle je nutné kazdy
vzorek mléka analyzovat alespont ve tfech paralelnich stanovenich. Vzhledem k nizké
opakovatelnosti by bylo v dalsim postupu Zzadouci vyuzit metodu vnitiniho standardu.
Ke zlepseni kvantifikace metody by bylo mozné vyuzit metody standardniho ptidavku,

ale rovnéz je mozné rovnéz stanovit vytéznost metody srovnanim s vysledky metody NIR.
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[ Zavér
Byla zavedena a castecné optimalizovana metodika stanoveni jednotlivych kaseini
metodou HPLC. Jednotlivé formy kaseinu 1ze stanovit metodou HPLC. Bylo by ale vhodné
dale zlepsit spolehlivost metody se zaméfenim na piipravu vzorku. Vzhledem ke slozitosti

matrice by bylo vhodné kaseiny z mléka izolovat a pii kvantifikaci zvazit vyuziti vnitiniho

standardu nebo porovnani s vysledky stanoveni NIR spektrometrii.

Ze ziskanych chromatogramt je patrné, Ze kaseinové slozeni je pro kravskeé, ovéi a kozi
mléko odlisné. To bylo potvrzeno i pfi kvantifikaci jednotlivych kaseinovych frakei. Odlisné
koncentrace jednotlivych kaseini v mléce riiznych druht zvitat byly statisticky prokdzany
témé&f ve vSech piipadech. Vyjimkou byla pouze koncentrace B-kaseinu v mléce kozy bilé
kratkosrsté z domaciho i farmového chovu a kravském mléce, v téchto druzich mléka nebyl

prokazan rozdil v koncentraci -kaseinu.

Byla zjiSténa odliSnost kaseinového slozeni mléka mezi jedinci plemene kozy bilé
kratkosrsté z farmového chovu. Zvifata byla chovana za stejnych podminek a vzorky byly
odebrany ve stejny Cas, odliSné zastoupeni kaseinli miize byt disledkem individuality zvifete.

Koncentrace kaseint byly pomérn¢ variabilni.

Dale byly hodnoceny poméry kaseinovych frakei v jednotlivych druzich mléka. Pomér
B-kaseinu vici a-kaseinu, pomér B-kaseinu vuéi k-kaseinu a pomér a-kaseinu vuci k-kaseinu
byl ve vSech druzich mléka statisticky prokazan jako odlisny. I pies nedostatky v kvantifikaci
a opakovatelnosti naznacuji rozdily v pomérech kaseinil, Ze by tyto poméry mohly byt dale
vyuzity ke specifikaci a rozliSeni druhti mlék. V mléce kozy sanské byl zjiStén stabilni pomér
B-kaseinu vuci a-kaseinu, ktery se béhem laktace vyrazné nezménil. Pro kozi mléko byla
typickd vys$s$i hodnota pomeéru B-kaseinu vii¢i k-kaseinu, bylo zjisténo nejméné 3,89:1
a piipadn¢ vice. Niz§i hodnota poméru byla zjisténa v kravském a ov¢im mléce (2,16:1)
a ovcim mléce (2,54:1). V piipadé poméru B-kaseinu vici k-kaseinu hodnoty nad 10:1 vzdy
nalezely kozimu mléku. Pomér a-kaseinu vuci k-kaseinu byl nejvyssi v ovéim mléce — 3,5:1,

Vv kravském a kozim mléce byly tyto hodnoty vzdy nizsi nez 2:1.

Pomér kaseinovych frakci je jednim z faktori urCujicich vlastnosti mléka, projevuje
se na syritelnosti mléka a vytéznosti pii vyrobé syrd. Metodu HPLC lze 1 pfes uvedené

nedostatky vyuzit pravé k témto ti¢ellim, je vSak tifeba dale pokracovat v jeji optimalizaci.
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9 Ptilohy

Priloha 1: Statistické zhodnoceni rozdilu v obsazich kaseinu

Skupina vzorkt koz bilych kratkosrstych z velkochovu byla porovnana s kravskym

a ovéim mlékem a kozim mlékem z doméciho chovu. K testovani byl pouzit jednovybérovy t-

test pro prezkoumani odliSnosti stiednich hodnot obsaht kaseinii mezi jednotlivymi druhy

mlék. Testova statistika jednovybérového t-testu se ziska vypoctem:

t =

_Eom

Vn

t — hodnota testové statistiky

X — pramérna hodnota vybérového souboru

u — stfedni hodnota, se kterou je porovnavéan vybérovy soubor

n — pocet pozorovani vybérového souboru

Hladina spolehlivosti byla ve vSech pfipadech stanovena na 5 % (a = 0,05). Pocet

pozorovani ve vybérovém souboru byl ve vSech ptipadech n = 10 a stupeini volnosti d.f. = 9.

Tomu odpovida kritickd hodnota 2,262. Pokud je absolutni hodnota [t| vy$§i neZ kriticka

hodnota, nulova hypotéza je zamitnuta a stfedni hodnoty se statisticky vyznamné lisi.

Nulové hypotézy pro rozdily mezi ovéim a kozim mlékem:

HO(1): Stfedni hodnota obsahu asi-kaseinu v kozim a ovéim mléce je stejna.

HO(2): Stfedni hodnota obsahu B-kaseinu v kozim a ovéim mléce je stejna.

HO(3): Stiedni hodnota obsahu k-kaseinu v kozim a ov¢im mléce je stejna.

HO(4): Stiedni hodnota obsahu celkového kaseinu v kozim a ovéim mléce je stejna.

Vypocet as1-CN [g.17] B-CN [g.I'"] k-CN [g.1"] Celk. CN [g.I"]

i — ov¢i mléko 5,55 14,25 1,58 21,59
X — kozi mléko 0,32 10,85 0,42 11,63
S — kozi mléko 0,15 3,40 0,14 3,53
It] 110,26 3,16 26,20 8,92
HO zamitnuto? ano ano ano ano
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Ve vSech pripadech byla pfii testovani stfednich hodnot koziho a ov¢iho mléka HO
zamitnuta. Pfi zvolené hlading spolehlivosti 5 % se stfedni hodnoty obsahu asi-kaseinu, B-

kaseinu, k-kaseinu a celkového kaseinu mezi ovéim a kozim mlékem statisticky vyznamné 1isi.

Nulové hypotézy pro rozdily mezi kozim a kravskym mlékem:
HO(1): Stfedni hodnota obsahu asi-kaseinu v kozim a kravském mléce je stejna.
HO(2): Stifedni hodnota obsahu p-kaseinu v kozim a kravském mléce je stejna.
HO(3): Stfedni hodnota obsahu k-kaseinu v kozim a kravském mléce je stejna.

HO(4): Stiedni hodnota obsahu celkového kaseinu v kozim a kravském mléce je stejna.

Vypocet as1-CN [g.I"']| B-CN [g.I"] | k-CN [g.I}] | Celk. CN [g.I"}]
p — kravské mléko 4,16 9,96 2,56 17,09
X — kozi mléko 0,32 10,85 0,42 11,63
s — kozi mléko 0,15 3,40 0,14 3,53
It] 80,95 0,83 48,34 4,89
HO zamitnuto? ano ne ano ano

V ptipadech osi-kaseinu, k-kaseinu a celkového kasein byla pii testovani stfednich
hodnot koziho a ov¢iho mléka HO zamitnuta. Pti zvolené hladiné spolehlivosti 5 % se stiedni
hodnoty obsahu as:i-kaseinu, k-kaseinu a celkového kaseinu mezi kravskym a kozim mlékem
statisticky vyznamné li$i.

V ptipadé B-kaseinu pii testovani stiednich hodnot koziho a ovéiho mléka HO nebyla
zamitnuta. Pfi zvolené hladiné spolehlivosti 5 % se stfedni hodnoty obsahu B-kaseinu mezi

kravskym a kozim mlékem statisticky vyznamné nelisi.

Nulové hypotézy pro rozdily mezi kozim mlékem z farmového chovu a kozim mlékem
Z doméaciho chovu:
HO(1): Stfedni hodnota obsahu asi-kaseinu v kozim mléce z farmového chovu a kozim mléce
Z domaciho chovu je stejna.
HO(2): Stfedni hodnota obsahu B-kaseinu v kozim mléce z farmového chovu a kozim mléce
z domaciho chovu je stejna.
HO(3): Stfedni hodnota obsahu k-kaseinu v kozim mléce z farmového chovu a kozim mléce

z domaciho chovu je stejna.
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HO(4): Stiedni hodnota obsahu celkového kaseinu vV kozim mléce z farmového chovu a kozim

mléce z domaciho chovu je stejna.

Vypocet as1-CN [g.I"] |B-CN [g.I"Y] | k-CN [g.I"}] | Celk. CN [g.I"}]

1 — kozi mléko, dom.chov 3,37 12,65 1,78 17,80
X — kozi mléko, farm.chov 0,32 10,85 0,42 11,63
s — kozi mléko, farm.chov 0,15 3,40 0,14 3,53
It] 64,30 1,67 30,72 5,53
HO zamitnuto? ano ne ano ano

V piipadech asi-kaseinu, k-kaseinu a celkového kaseinu byla pfi testovani stfednich
hodnot koziho mléka z farmového chovu a koziho mléka z domaciho chovu HO zamitnuta.
Pii zvolené hladiné spolehlivosti 5 % se stfedni hodnoty obsahu asi-kaseinu, k-kaseinu
a celkového kaseinu mezi kozim mlékem z farmového chovu a kozim mlékem z domaciho
chovu statisticky vyznamné lisi.

V piipad¢ B-kaseinu pii testovani stfednich hodnot koziho mléka z farmového chovu
a koziho mléka z doméaciho chovu HO nebyla zamitnuta. Pti zvolené hladin€ spolehlivosti
se sttedni hodnoty obsahu -kaseinu mezi kozim mlékem z farmového chovu a kozim mlékem

Z domaciho chovu statisticky vyznamné nelisi.

Piiloha 2: Komentar statistického zhodnoceni rozdilu obsahu kaseini
K porovnani poméra jednotlivych kaseinovych frakei v riznych druzich mléka byl
pouzit T-test. Provedeni T-testu na rozdil pomért kaseinli probihalo stejné jako u porovnani
obsaht kaseint. Nulové hypotézy byly stavény obdobné a testovany byly stejné skupiny jako
Vv ptedchozim ptipadé€. Se zvolenou a = 0,05 bylo zjiSténo, ze zadné dvé srovnavané skupiny
nemaji stejnou stiedni hodnotu poméri B-CN : a-CN, B-CN : k-CN nebo a-CN : k-CN. Ve vSech

ptipadech se poméry statisticky vyznamné lisi.
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Priloha 3: Chromatogram kravského mléka

Jde o chromatogram ziskany HPLC metodou, kterou vyvinul Bordin et al. (2001).
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10 Seznamy

10.1 Seznam zkratek
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N-acetyl-D-galaktosamin
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N-acetylneuraminova kyselina
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koeficient determinace
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