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Zmény v obsahu bilkovinnych frakci ov€iho mléka v pribéhu laktace
Souhrn

Bilkoviny jsou vyznamnou soucdsti mléka. Mlécné bilkoviny délime podle jejich
vlastnosti pfi srdzeni na syrovatkové a kaseinové. Obé frakce jsou dlleZitym parametrem
pro nutriéni hodnotu mléka a vyrobkl z néj a také ovliviiuji technologickou vytéznost jeho
zpracovani. Metodou HPLC s detektorem diodového pole byly stanoveny jednotlivé bilkovinné
frakce, konkrétné a-kasein, B-kasein, y-kasein, a- laktalbumin a B-laktoglobulin A i B v ovéim
mléce plemene ovce vychodofriskd, Romanovska a Lacaune. Cilem prace byla optimalizace
HPLC metody pro stanoveni jednotlivych bilkovinnych frakci v ovéim mléce v jedné analyze
a sledovani jejich zmén v pribéhu laktace, dale porovnani a statistické zhodnoceni zastoupeni
jednotlivych bilkovinnych frakci ve vzorcich ov¢iho mléka bahnic chovanych za stejnych
podminek. Celkovy obsah bilkovin v ovéim mléce se pohyboval v intervalu
1,95 — 8,25 g/100 ml mléka. Nejvyssi celkovy obsah bilkovin (8,25 + 0,63 g/100 ml) byl
stanoven v bazénovém vzorku mléka plemene ovce vychodofriské chované na farmé F1
v Cervnu. Nejvyssi priimérné zastoupeni kaseinu v mlécnych bilkovinach bylo 92,72 + 1,57 %,
jednalo se o bazénovy vzorek mléka plemene Lacaune. S vyjimkou vzorkd mléka plemene ovce
Romanovské byl ve vzorcich ze vsech kaseinovych bilkovin nejvice zastoupen B-kasein. Pro
bilkovinné frakce as;-CN, k-CN, B-LgA, as1-CN a alA plati, Ze se jejich zastoupeni v ovéim mléce
méni podle obdobi laktace. Pro bilkovinné frakce as;-CN, B-LgA, B-LgB a as1-CN plati,
Ze zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce se u rGznych plemen se lisi. Procentudlni
zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci se ménilo v zavislosti na po¢tu somatickych bunék
ve vzorcich ovciho mléka. Ve vzorcich mléka s vyssi hodnotou PSB, bylo zastoupeni B-CN vyssi
a soucasné nizsi zastoupeni as;-CN s B-LgA nez ve vzorcich s nizSim obsahem PSB. Zmény
v procentualnim zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci lze uplatnit v potravinarském

pramyslu pfi zpracovani mléka na syry.

Klicova slova: ov¢i mléko, syrovatkové proteiny, kaseiny



Changes in the content of the protein fractions of sheep’s milk during lactation

Summary

Proteins are an important part of milk. Milk proteins are divided by their whey
and casein clotting properties. Both fractions are an important parameter for the nutritional
value of milk and its products and also influence the technological yield of processing.
By HPLC using a diode array detector, individual protein fractions, namely a-casein, B-casein,
y-casein, a-lactaloumin and B-lactoglobulin A and B, were determined in sheep’s milk
of Friesian Milk Sheep, Romanov and Lacaune Sheep. The aim of the work was to optimize
the HPLC method for determination of individual protein fractions in sheep milk in one
analysis and to monitor their changes during lactation and to compare and statistically
evaluate the representation of individual protein fractions in sheep milk samples of ewes kept
under the same conditions. The total protein content in sheep's milk ranged from
1.95 - 8.25 g / 100 ml of milk. The highest total protein content (8.25 + 0.63 g / 100 ml) was
determined in a pool of Friesian Milk Sheep breed farmed on the F1 farm in June. The highest
average casein content in milk proteins was 92.72 £ 1.57%, and it was a Lacaune pool of milk.
With the exception of the samples of milk from the Romanov Sheep breed, most of the casein
proteins were most represented by B-casein. For protein as;-CN, k-CN, B-LgA, as1-CN and alA
fractions, their sheep milk turnover varies according to the lactation period. For as;-CN, B-LgA,
B-LgB, as1-CN protein fractions, the representation of protein fractions in sheep's milk
of different breeds is different. The percentage of individual protein fractions varied
depending on the number of somatic cells in sheep milk samples. In milk samples with a higher
PSB value, both as,-CN and B-LgA were higher and lower than in samples with lower PSB
content. Changes in percentages of individual protein fractions can be applied in the food

industry when processing milk for cheese.

Keywords: sheep's milk, whey protein, casein
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1 Uvod

Dle Ceského statistického Ufadu bylo v CR (k 1.4.2017) chovano 217 141 kusd ovci.

Ov¢i mléko je vodnatd, bild az lehce nazloutla tekutina s mirné natrpklou chuti. Slozenim se
ov¢i mléko lisi od mléka kravského. Obsahuje v priméru kolem 5,5 % bilkovin, 7 % tuku, 5 %
cukru a 0,9 % popelovin. JelikoZz ov¢i mléko obsahuje vysoky podil tuku a bilkovin je vyzivna
hodnota ovCiho mléka témér dvakrat vyssi nez mléka kravského. Ovci mléko je bohatsi
na vitaminy skupiny B. Déle také obsahuje pfiznivé spektrum mastnych kyselin. Jde zejména
0 n-3 mastné kyseliny s kratkym a stfednim fetézem a konjugovanou kyselinu linolovou-CLA,
jeji obsah se méni dle vyZivy ovce.

Bilkoviny jsou vyznamnou slozkou mléka. Mlécné bilkoviny, podle jejich vlastnosti pfi
srazeni mléka, délime na syrovatkové a kaseinové. Obsah a sloZeni jednotlivych bilkovinnych
frakci ma vliv pfi zpracovavani mléka, zejména ve vyrobé syrd a tvaroh.

Z mlék kopytnik(l obsahuje ov¢i mléko nejvyssi podil susiny, zejména lipidl a kaseinu.
Proteiny a lipidy tvofi 69 % susiny ov¢iho mléka.

V CR neni tradice dojeni ovci, ale v sousednim Slovensku, a také ve svété, md vyuziti ovéiho
mléka na vyrobu rtznych mléénych vyrobk( znacny ekonomicky vyznam. V soucasné dobé
v CR roste poptéavka po vyrobcich z ovéiho mléka a to zejména tvrdych syr(i. Nékte¥i vyrobci
zkousi vyrabét napf. i jogurty z ovéiho mléka, ale neni to pfilis rozSifeno. Kvalita vysledného
produktu, zalezi na zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci.

V oblasti jakosti potravin jsou mlééné vyrobky zvlasté zajimavé vzhledem k socialnimu
a hospodarskému vyznamu trhu s mléénymi vyrobky. Riziko podvodné manipulace je v této
oblasti vysoké, napriklad nahrazeni suseného mléka syrovatkou je z ekonomického hlediska
velmi zajimavé, proto je tfeba mit k dispozici vhodné analytické metody pro stanoveni vSech
mlécnych slozek. Vhodnou metodou je napfiklad vysoce ucéinnd kapalinova chromatografie

(HPLC). Jedna se o metodu zaloZené na rozdilné afinité latek k mobilni a stacionarni fazi.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cile prace

Cilem diplomové prace je optimalizace HPLC metody pro stanoveni jednotlivych bilkovinnych
frakci v ov€im mléce v jedné analyze, sledovani jejich zmén v pribéhu laktace a porovnani
a statistické zhodnoceni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci ve vzorcich ovéiho mléka

bahnic chovanych za stejnych podminek.

2.2 Védecké hypotézy

H1: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce se lisi béhem laktace.
H2: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce rlznych plemen je odlisné.
H3: RGzné bilkovinné frakce v ovéim mléce Ize s dostate¢nou spolehlivosti stanovit v jedné

analyze vhodnou metodou HPLC.



3 Literdrni reSerse

3.1 Miléko ve vyZivé Clovéka

Mléko a mlécné vyrobky patfi mezi zakladni potraviny a vétSina z nich se konzumuje

od praddvna. Nejstarsi zdznamy o jeho konzumaci jsou nékolik tisic let staré, archeologické
dlikazy jsou jesté starSi. Konzumace mléka je doloZena ve vSech historickych dobach
i v Cechach a na Moravé.
Pro lidskou vyZivu se v CR téméF vyluéné vyuziva mléko kravské, v malém mnoZstvii mléko
ovéi a kozi. Podle legislativy se mlékem nesméji nazyvat napoje, které vzhledem mléko
pfipominaji, ale jejich plvod je jiny, napf. ze sdjovych bobl, ovsa, pohanky a dalSich
rostlinnych surovin. Tyto ndpoje nesou na obalu oznaceni ,,ndpoj“, ne mléko (sdjovy ndpoj,
ovesny napoj).

Mléko obsahuje fadu dulezitych Zivin pro vsechny populaéni skupiny obyvatel
(Dostalova, 2016). Mléko je zdroj velmi kvalitnich bilkovin, které ve srovnani s bilkovinami
masa maji vyhodu, Ze maji velmi nizky obsah purinovych bazi, které pfispivaji ke vzniku dny.
Mlécny tuk ma vysoky obsah nasycenych mastnych kyselin, protoZze vSak podstatnou ¢ast tvori
mastné kyseliny s kratkym a stfednim uhlikovym fetézcem, je pomérné dobre stravitelny.
MIléko obsahuje cholesterol, jehoz mnoZstvi zavisi na mnozZstvi tuku ve vyrobku. Ze sacharidu
obsahuje mléko témér vyluéné laktozu, kterd je pricinou travicich potizi u lidi s laktézovou
intoleranci.

Z dalSich Zivin je mléko zdrojem fady vitaminu, jako je vitamin A, D v¢etné prekurzoru
vitaminu A karoten( (v odstfedéném mléce je obsah téchto vitaminl velmi nizky). Dale
obsahuje vitaminy skupiny B (zvlasté riboflavin) a mineralni latky (vapnik, zinek a jod) (STOB

klub, 2012). Obsah zakladnich Zivin v raznych druzich mlék je v tabulce ¢. 1.
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Tabulka 1: Obsah Zivin v mléce (Velisek, 2012)

Slozka Obsah v % v mléce

kravském kozim ovCim lidském
proteiny celkem 3,2 3,2 4,6 0,92
kaseiny 2,6 2,6 3,9 0,4
proteiny
syrovatky 0,6 0,6 0,7 0,5
tuky 3,9 4,5 7,2 4,5
sacharidy 4,6 4,3 4,8 7,1
mineralni [atky 0,7 0,8 0,9 0,2

a) Béhem kojeni roste obsah proteiniina 1,6 %

3.1.1 Proteiny

Proteiny jsou zakladni funkéni a strukturalni komponentou lidského organismu. Jsou
slozené z jednotlivych aminokyselin (AMK), které jsou peptidovymi vazbami spojeny ve vyssi
strukturdlni jednotky. Proteiny tvofi strukturu Zivého organismu, funguji jako enzymy a jsou
zasadni pro prepis genetické informace obsazené v DNA. K dalSim funkcim patfi vyZiva,
imunita, transport, funkce jednotlivych systémd, regulace metabolismu a mnoho jinych. V téle

neustdle probiha degradace a resyntéza bilkovin (Svacina et al., 2013; Zlatohldvek et al., 2016).

3.1.1.1 Kasein

Hlavni slozkou kaseinové frakce mléka je B-kasein (Borkova et al., 2005). V kravském
mléce se asi-kasein vyskytuje ve Ctyfech genetickych variantach (A, B, C a D). asi-kasein ma
molekulovou hmotnost 23,6 kDa a as;-kasein 25,2 kDa. Genetické varianty se lisi primarni
strukturou, nejcastéjsi variantou je varianta B. Kaseiny asi1 ve varianté B obsahuji
polypeptidové retézce slozené ze 199 AMK. V polohdch 43 az 80 obsahuji osm fosfoserinovych
zbytk(, diky nimz je tato ¢ast molekuly polarni. V polohach 100 az 199 jsou situovany nepolarni
postranni fetézce AMK. Za pritomnosti vapenatych iontd tvori kasein asi nerozpustnou
vapenatou sll. Fragmenty asi—kaseinu jsou povazovany za A-kasein.
Kaseiny as; maji podobnou strukturu jako asi, ale nejsou tak citlivé k pfitomnosti vapenatych
iontd (Velisek, 2012).

B-kaseiny jsou sloZzené z 209 aminokyselinovych zbytk(, 5 fosfoserinovych zbytku

a nepolarnich postrannich retézcl. V prostredi s obsahem vapenatych iontd tvori B-kaseiny
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sUl rozpustnou pfi teplotach nizsich nez 1 °C. Vlivem proteolytickych enzym( se B-kaseiny
rozkladaji za vzniku y-kaseinl. Pokud se odstépi zbytek s poétem aminokyselin 1 az 28 vznika
v1-kasein, pfi odstépenizbytku 1 az 105 vznikd y2-kasein a odstépenim zbytku 1 az 107 vznikne
v3-kaseinu (Velisek et Hajslova, 2009).

Posledni slozkou kaseinu jsou k-kaseiny. V mléce se k-kaseiny vyskytuji ve dvou
genetickych variantach A a B. B&Znéjsi B varianta je sloZzena ze 169 AMK zbytk( a sacharidd.
K-kaseiny obsahuji predevsim rozvétveny tetrasacharid, ale jsou i k-kaseiny s navazanym
rozvétvenym nebo linearnim trisacharidem, disacharidem nebo N-acetyl-D-galaktosaminem.
Sacharidy jsou vazany glykosidickou vazbou na aminokyselinu threonin s porfadovym cislem
133. K-kasein tvori rozpustné soli s vapenatymi ionty, tim se stabilizuje asi-kasein a B-kasein
(Velisek et Hajslova, 2009). Hlavni frakce kaseinu a jejich obsah v mléce je udan v tabulce ¢. 2.

Kasein je tvorfeny smési asi deseti rliznych bilkovin. Jde o ctyfi zakladni druhy
fosfoproteinl. Hydrofébnimi silami za ucasti fosfore¢nand a citratu vapenatého se seskupuji
do micel. V povrchové vrstvé micely je k-kasein, ten neni citlivy na vdpenaté ionty a zabranuje
tak spojovani kaseinovych micel. Pfi zpracovani mléka je dlleZitd koloidni stabilita kaseinu,
ktera je ovliviovana rlznymi faktory a procesy pfi zpracovani mléka jako aktivni kyselosti,
teplotou, proteolyzou, aktivnimi Ca?* ionty.

V kyselejSim prostredi klesa disociace karboxylovych skupin aminokyselin (AMK), tim se
snizuje celkovy negativni naboj i odpudivé sily kaseinovych micel. Soucasné se preménuje
koloidni fosforecnan vapenaty na rozpustny a uvolni se z kaseinovych micel. Tim dochazi
k poklesu koloidni stability mléka. Tohoto jevu se vyuziva pti ,kyselém srazeni” pfi tvorbé
fermentovanych mlécnych vyrobk( a nékterych syra. Jestlize dojde k dosazZeni izoelektrického
bodu kaseinu (pH 4,6), kaseinové micely agreguji a dochazi ke srazeni mléka.

Pokud teplota mléka klesne pod 10 °C, ¢ast B-kaseinu prejde do mlééného séra a zmensi se
kaseinové micely, to je nezadouci zejména pfi vyrobé syrii. Naopak béhem tepelného osetreni
se kaseinové micely zvétsuji a zmensuje se jejich hydratacni obal. Proto m{ze dojit pti horsi
koloidni stabilité k vysrazeni mléka.

Vysokd aktivita Ca%* iontd v mléce se vyuZivd u mléka pro vyrobu sladkych syr(, protoZze
usnadnuje srazeni kaseinu. Jako negativni je povaZovdna u mléka urceného k sterilaci.
Zakladem vyroby sladkych syr(i je proteolyza k-kaseinu pomoci syfidlovych enzymu

(Kadlec et al., 2012).
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Tabulka 2: Hlavni frakce kaseinu (Kadlec, 2012)

Frakce Obsah (g:1?) Mol. Hmotnost Poznamka

as1-CN 12 -15 23 000 nerozpustny v pfitomnosti Ca%*
as2-CN 3-4 25000 nerozpustny v pfitomnosti Ca?*
B-CN 9-11 24 000 pod 10 °C ¢astecné rozpustny
K-CN 2-4 19 000 neni citlivy na pfitomnost Ca?*

3.1.1.2 Proteiny syrovdtky

Syrovatkové (sérové) proteiny jsou riznorodd skupina protilatek pochazejici z krevniho
séra dojnice. Jsou soucdsti prirozeného antibakteridlniho systému mléka. Syrovatkové
proteiny tvofi asi z50 % globuldrni protein B-laktoglobulin (relativni molekulovd hmotnost
18 kDa). Polypeptidicky fetézec B-laktoglobulinu je tvofen 162 AMK. V mléce je ptitomen jako
dimer a vyskytuje se ve tfech genetickych variantach. Minoritni sloZzkou jsou
vysokomolekuldrni globuldrni glykoproteiny zvané imunoglobuliny s ucinnosti protilatek
(Velisek, 2002; Kadlec et al., 2012).

Hlavni sloZzkou syrovatkovych bilkovin jsou B-laktoglobulin (b-LG), a-laktalbumin (a-LA),
sérovy albumin, imunoglobuliny a proteoso-peptonova frakce. Syrovatkové bilkoviny maji
vysokou nutri¢ni hodnotu, ktera je vyssi nez nutriéni hodnota kaseinu. Syrovatkové bilkoviny
predstavuji jeden z nejhodnotnéjsich béiné dostupnych bilkovinnych materidld, pro jejich
vhodné sloZzeni AMK. Celkovy obsah bilkovin (N-latek) v syrovatce je od 14 do 24 %. Syrovatka
dale obsahuje vitaminy a minerdlni latky. PfestoZze ma syrovatka vysokou biologickou
hodnotu, neni mlékarenskym pramyslem ekonomicky efektivné vyuzivana.

Syrovatka se vyziva v potravinarském i farmaceutickém primyslu a ke krmnym ucelim
(Jansova et al., 2007). Jednotlivé bilkoviny mlééného séra a jejich obsah v mléce jsou uvedeny

v tabulce €. 3.
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Tabulka 3: Bilkoviny mlécného séra (Kadlec, 2012)

Frakce Obsah g-kg* mléka Charakteristika
a-laktalbumin 1,2
B-laktaglobulin 3,2 tepelna denaturace - vazba na k-CN, zdroj - SH

skupin pro chemické reakce

imunoglobuliny 0,8 antibakterialni ucinky, aglutininy - shlukovani
kulicek, urychleni vyvstavani mlécného tuku v
chladu

sérovy albumin 0,4

proteaso-peptonova 0,8 heterogenni produkty hydrolyzy kaseinu tepelné

frakce stabilni

laktoferin 0,1 umoznuje transfer Zeleza- inhibice nékterych

sporotvornych bakterii
transferin 0,1

Z technologického hlediska jsou u bilkovin mlééného séra dulezité tyto vlastnosti:

Pfi teploté nad 60 az 70 °C sérové bilkoviny denaturuji, na rozdil od kaseinu. Nedochazi
k vysrazeni, ale vazi se s k-kaseinem, a tim méni vlastnosti kaseinovych micel. Zvétsuji objem
kaseinovych micel a zvétsuji jejich hydratacni obal. BEhem srazeni kaseinu se vytvori mékci
srazenina s mensim sklonem k synerezi a uvoliovani syrovatky. To je Zadouci u vyroby
fermentovanych mlécnych vyrobkd a negativné hodnoceno pfi vyrobé rady syru.
Dale sérové bilkoviny spojené s k-kaseinem zpomaluji sladké srazeni mléka a zrani syrQ,
protoze zhorsuji pfistup proteolytickych enzym( ke kaseinu.

Rozbalenim globuldrni struktury se odkryji funkéni skupiny AMK, zejména thiolové, tim
se zpristupni chemickym reakcim. Mezi vyznamné patfi reakce —SH skupin, které zpUsobuiji
varfivou prichut mléka po vysokém zahfevu. Pro snizeni oxidaéniho Zluknuti mlééného tuku se

vyuzivaji —SH skupiny, které pusobi jako antioxidacni ¢inidlo (Kadlec et al., 2012).
3.1.2 Tuky

Tuky maji v lidském organismu nezastupitelnou roli. Pro svou energetickou hodnotu
(1 g tuku = 9 kcal, 38 kJ) prestavuji dilezity energeticky substrat stravy. Jsou vyznamnou
zasobarnou energie, ddle jsou nepostradatelné pro své tepelné izolacni vlastnosti, jsou

soucdsti bunéénych membran a substratem pro syntézu steroidnich hormon( a Zluovych
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kyselin. Také se pomoci nich ve stfevé vstfebdvaji v tucich rozpustné vitaminy. Triacylglyceroly
tvori vétsinu prijatého tuku v potravé (kolem 100 g/den). Priblizné polovina pfijatého tuku by
méla byt rostlinného plvodu a druha Zivocisného (Svacina et al., 2013; Zlatohlavek et al.,
2016).

3.1.2.1 Milécny tuk

Tuk v mléce je dispergovan ve formé tukovych kulicek. 99 % mlééného tuku tvofri
nepoldrni triacylglyceroly, obklopené vrstvou povrchové aktivnich I[atek (fosfolipidy
a membranovymi lipoproteiny). Velikost tukovych kuli¢ek je v rozmezi 0,1 az 15 um, 90 % tuku
je v kuli¢kdch o priiméru 2 az 6 um.

Z technologického hlediska jsou vyznamné tyto vlastnosti:

NizSi mérnd hmotnost mlééného tuku nez mlééné plazmy. Proto pfi stani mléka dochazi
k samovolnému vyvstavani tuku. Této vlastnosti tuku se vyuzivd pfi odtucnéni mléka
a ziskdvani smetany odstfedovanim.

V triacylglycerolech mlééného tuku je zastoupeno mnoho druhl mastnych kyselin,
které maji rizné fyzikalni vlastnosti. DUsledkem toho je Siroké rozmezi teploty tuhnuti (19
az 26 °C) a tani (28 az 35 °C) mlécného tuku, ktery je tvoren smési tekutého a tuhého podilu.
MnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin s nizSim bodem tuhnuti je proménny v zavislosti
na krmeni dojnic v prabéhu roku, s maximem v letnich a s minimem v zimnich mésicich.

Na rozdil od jinych tukd vykazuje mlécny tuk stabilnéjsi polymorfismus ve smésnych
krystalech triacylglyceroll, proto rychlost chlazeni ovliviiuje podil tuhého tuku a teplotu tani.
Béhem skladovéani dochazi pomalu ke zméndm krystald. Cim vyssi teplota, tim vyssi rychlost
zmén. Krystalizace tuku ma zdsadni vyznam pro konzistenci masla.

Tukové kulicky, u kterych neprobéhla krystalizace tuku dostatecné, jsou krehké
a mechanickym namahdanim, jako je tomu u ¢erpani nebo michani, se snadno porusi a uvolni
se tekuty tuk. Tekuty tuk snadno podléha lipolyze a zpUsobuje slepovani tukovych kulicek.
Tento jev je nazyvan ,ztluceni tuku“ a je principem vyroby masla zpénovacim zplsobem,
u ostatnich vyrobku je negativni.

Béhem tepelného osetfeni mléka dochazi jen k ¢astecné inaktivaci bakteridlnich
a nativnich lipaz. Hydrolyzou vznikajici volné mastné kyseliny, ty zplUsobuji chutové vady
a mohou také negativné ovlivnit rist bakterii mlé¢ného kvaseni pti vyrobé fermentovanych

mlécnych vyrobkl a syra.
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MIécny tuk podléhda snadno autooxidaci za vzniku chutovych vad jako lojovitd, kovova,
rybi aj. Vyssi riziko je u vysokotucnych vyrobk( s dlouhou trvanlivosti (maslo, trvanliva
smetana atd.), proto se pfi zpracovani mléka musi minimalizovat faktory zpUsobujici
autooxidaci. Mezi tyto faktory patfi: kontaminace Cu?*, plsobeni svétla (pouZziti obald
nepropustnych pro svétlo) a obsah kysliku (deareace mléka pfi tepelném oSetreni)

(Kadlec et al., 2012).

3.1.3 Sacharidy

Sacharidy jsou organické latky, které jsou chemicky definované jako
polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony. Déli se podle poctu sacharidovych jednotek
na mono-, oligo- (2 az 10 sacharidovych jednotek) a polysacharidy. Oznacuji se podle poctu
atoma uhliku (3 az 6 atomU C) jako tridzy, tetrdzy, pentdzy a hexdzy. Sacharidy jsou dlleZitou
soucdsti potravy. Zdrojem sacharidi jsou potraviny rostlinného plvodu, mléko a med.

Organismus je uklada ve formé glykogenu (Svacina et al., 2013; Zlatohlavek et al., 2016).

3.1.3.1 Laktoza

Laktéza patii mezi disacharidy. Je tvorena D-glukdézou a D-galaktézou navzajem
spojenymi B-glykosidovou vazbou.
Vyznam laktézy v mlékarenské technologii:
Laktdza je vyuZivana jako substrat bakteriemi mlé¢ného kvaseni, pfi vyrobé fermentovanych
mlécénych vyrobk( a syra.
Laktéza je redukujici cukr. Béhem tepelného oSetfeni mléka reaguje s volnymi
aminoskupinami bilkovin za vzniku produktd Maillardovych reakci, zpsobujicich zménu chuti
a hnédnuti sterilovaného mléka. Je omezené rozpustna, proto béhem vyroby napft. slazeného
kondenzovaného mléka dochazi k jeji krystalizaci.
Béhem rychlého suSeni nebo zmrazovani vznikd bezvodd laktdza, ktera je hydroskopickd
a postupné prijima vodu za tvorby a-hydratu. Dochazi tak k tvorbé slepenct v suseném mléce

nebo syrovatce (Kadlec et al., 2012).

3.1.4 Minerdini Iatky

Z technologického hlediska patfi k nejvyznamnéjSim mineralnim latkam v mléce
vapnik, zejména jeho obsah a forma. Aktivita vapniku vyznamné ovliviuje koloidni stabilitu

kaseinu. Zaprvé termostabilitu mléka a za druhé sladké srdzeni mléka a vlastnosti syreniny
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pFi vyrobé syri. Obsah vapniku v mléce je pramérné 1200 g-I%, z toho je 30 % v rozpustné
formé v mlééném séru predevsim jako hydrogenfosforecnan a citrat, méné nez 10 %
z celkového mnozstvi je v disociované formé.

Vétsi ¢ast vapniku je pfitomna v nerozpustné formé koloidniho fosfore¢nanu vapenatého,
ktery je obsazen v kaseinovych micelach.

Mezi jednotlivymi formami vapniku se utvari rovnovaha ovliviiujici vlastnosti kaseinu.
Pokud dojde ke zvyseni kyselosti mléka (napf. fermantaci laktdzy na mlécnou kyselinu), zvysi
se podil rozpustného a disociovaného vapniku. Pti tepelném oSetfeni mléka nad 60 °C
prechazeji ¢astecné ionty vapniku na koloidni fosfore¢nan vapenaty. Tato zména je vratna,
ale k dosaZeni puvodni rozpustnosti dochazi pomalu. PFidavek sacharid( zvy3uje aktivitu Ca®*
a pridavkem soli se zvysi jeho iontova sila. SniZeni iontové sily se dosahne pfiddanim
fosfore¢nanu nebo citratu.

Technologicky vyznam sodiku, drasliku a chlorid(i spociva v jejich vlivu na koligativni
vlastnosti mléka. Ty jsou uréeny molarni koncentraci latek rozpustnych v mléce. Priblizné
z poloviny je to koncentraci laktdzy a z poloviny rozpustnymi solemi. Osmoticky tlak syrového
mléka je staly, odpovida osmotickému tlaku krevniho séra dojnice. Tomu také odpovida pokles
bodu tuhnuti vody v mléce. Stanoveni bodu tuhnuti v mléce se vyuziva pro dikaz poruseni

mléka pridanim vody (Kadlec et al., 2012).

3.1.4.1 Vdpnik

Na rozdil od vétsiny rostlinnych zdroju, z nichz je vyuZzitelnost vapniku pouze 5 az 10 %,
je vapnik v mléce vyuzitelny asi z 30 %. NejbohatSim zdrojem vapniku jsou z mléénych vyrobku
tvrdé syry sprdmérnym obsahem kolem 800 mg/100 g (po maku nejvyssi obsah)
(Velisek et Hajslova, 2009).

Doporuceny denni ptijem vapniku je dle vyzivovych doporucenych davek pro dospélé
1000 mg/den (pro téhotné 1500 mg/den, kojici 2000 mg/den, néktefi odbornici doporucuji
Zenam po padesatém roku véku, které neuzivaji estrogeny zvysit davku az na 1500 mg/den).
Davku 1000 mg/den uhradi asi 100 g tvrdého syru. Optimalni z vyZivového hlediska je, aby se
prostrednictvim mléka a mlécnych vyrobki uhradily asi dvé tretiny doporucené denni davky
vapniku. Tyto davky by mély byt rozdéleny v poméru 1:1:1 mezi syry, tekuté mléko a zakysané
mlécné vyrobky. PInéni vyZivovych doporucenych davek vapniku je vnasi populaci
nedostate¢né. Nedostatecny prijem vapniku souvisi zejména s nizkou spotiebou mléka

a mlé&nych vyrobk( v CR (Dostalova, 2016).
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3.1.5 Enzymy

V mléku se vyskytuje Siroké spektrum nativnich enzym(, pochazejicich z mlécné Zlazy.
Mnoho z nich je soucasti pfirozeného antibakteridlniho systému mléka, nékteré mohou také
katalyzovat biochemické reakce, vedouci ke vzniku senzorickych vad mléénych vyrobkd
a ke zméné technologickych vlastnosti. Dale se v mléce vyskytuji bakteridlni enzymy
z bakteridlni mikrofléry, jednda se zejména o termorezistentni protedazy a lipazy
psychrotrofnich mikroorganisml. Ty predstavuji vétsi riziko z hlediska senzorického

a technologickych vlastnosti nez pfirozené se vyskytujici enzymy (Kadlec et al., 2012).

3.2 Pocet somatickych bunék v mléce

Kromé hodnoceni mikrobiologické kvality mléka a stanoveni obsahu pevnych slozek je
kvalita vyprodukovaného mléka urcovana i dalSimi faktory jako je napf. poCet somatickych
bunék (PSB). Hodnoceni PSB v mléce patfi k zdkladnim ve svété rozsitenym kontrolnim
programim pro velké a malé preivykavce, kozy, ovce a dojnice. PSB je hodnocen
z bazénového vzorku alespon dvakrat mésicné. Vyslednd primérna hodnota poctu
somatickych bunék se pouZziva jako hlavni ukazatel pro zpenézovani.

V kazdém stadé existuje urcity podil dojnic, v jejichz mléce je zvySeny PSB. Dlvody
zvySeného mnoizstvi PSB ve vyprodukovaném mléce mohou byt rlizné. Kromé sezénniho
plUsobeni vysokych teplot mlze byt zvySeni somatickych bunék zplsobeno také plsobenim
stresové zatéze pred nebo v pribéhu dojeni. Mezi nejcastéjsi dlivody vysokého PSB patfi
vyskyt subklinickych popfipadé klinickych mastitid. Klasickou metodou [é¢by je pouziti
antibiotik, to je ovSem vhodné pouze pfi akutnim pribéhu mastitidy, tedy pfi vzniku infekce.
Navic pouziti antibiotik vyfazuje mléko na urcitou dobu z dodavky ke zpracovani. Dalsi vhodny
zpUsob aktivniho plsobeni na mnozstvi somatickych bunék v mléce, kromé trvalého vyrazeni
mléka takto postizenych dojnic, je aplikace homeopatickych |éciv (Stadnik et al., 2000).

V soucasnosti v Evropské unii neexistuje norma pro hodnoty PSB v mléce koz, ani ovci.
Existuje limit pouze pro mikrobiologickou kvalitu mléka (1500000 CFU/ml). PSB ma uzky vztah
k uzitkovosti malych prezvykavcu, vysoké hladiny mohou zpUsobit sniZzeni produkce az o 20 %.
Somatické buriky obsahuji lipolyticky a proteolyticky enzymaticky systém, ktery narusuje
jednotlivé slozky mléka, ovliviiuje zpracovatelnost suroviny i trvanlivost produkce. Mastitidni
patogeny jsou doprovazeny specifickymi toxiny, které znehodnocuji vychozi surovinu. V mléce

s vysokym obsahem PSB dochdzi ke zméné latkového sloZzeni, a to ke sniZzeni obsahu tuku,
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bilkovin a laktézy. Zaroven stoupa obsah volnych syrovatkovych bilkovin a mastnych kyselin.
Pro zpracovani takového mléka je typicky prodlouzeny cas srdieni a snizeni vytéZnosti

(Seydlova a Dragounova, 2017).

3.3 Ovéimléko

Ov¢i mléko predstavuje z hlediska svého sloZzeni velmi cennou potravinu a surovinu
pro lidskou vyZivu.

Ov¢i mléko je vodnata, bild az lehce nazloutla tekutina s mirné natrpklou chuti. Slozenim
se ovCi mléko lisi od mléka kravského. Obsahuje v priméru kolem 5,5 % bilkovin, 7 % tuku,
5 % cukru a 0,9 % popelovin. Procentudlni sloZeni ovéiho mléka je uvedeno v tabulce ¢. 4.
Jelikoz ovéi mléko obsahuje vysoky podil tuku a bilkovin, je vyZzivna hodnota ovcéiho mléka
témér 2x vyssi nez mléka kravského. Ov¢i mléko je bohatsi na vitaminy skupiny B.

Délka laktace ovci se pohybuje od 100 do 250 dni a celkova produkce mléka kolisd mezi
80 az 140 kg. Mlécnost se u dojnych plemen pohybuje kolem 200 az 300 kg, u specializovanych
dojnych plemen (napt. vychodofriskad ovce, awassi aj.) 500 az 600 kg. Priimérna denni dojivost
ovci kolisd od 0,5 kg do 3 kg.

Laktacni kfivka ma, v prvnich ¢tyrech az Sesti tydnech po porodu, stoupajici trend. Pak se
produkce mléka udrzuje pfiblizné na stejné Urovni a pokles nastava po 10 aZz 12 tydnech
po obahnéni. Prabéh laktacni kfivky je znacné ovliviiovadn vyzivou, pocetnosti vrhu, kvalitou
oSetrovatelské péce, plemennou pfislusnosti, vékem bahnice, plodnosti, frekvenci a technikou
dojeni a zdravotnim stavem.

Vyrazny vliv na mnozstvi a sloZzeni mléka ma plemeno ovce. Nejvice mléka se ziskava
od dojnych plemen ovci, napt. v CR je nejvice chovanda ovce vychodofriska. Toto plemeno
produkuje za laktaci 500 az 600 kg mléka, s denni dojivosti 2 az 5 kg. Naopak nizkou produkci
mléka maji merinova plemena ovci (60 — 120 kg), kterd se ale doji vyjimecné.

Vyrazny vliv na celkové mnozstvi nadojeného mléka ma stari bahnic. Dojivost se zvysuje
od prvniho obahnéni do treti az ¢tvrté laktace, kdy je nejvyssi, pak se 1 az 2 laktace udrzuje
na stejné vysi a v nasledujicich letech nastava postupné snizovani.

Nejvyznamnéjsi Cinitel, ktery rozhoduje o mléc¢né uzitkovosti bahnic je vyZiva. Pouze pfi
plnohodnotné vyZivé mohou bahnice uplatnit své genetické predpoklady pro mléénou
uzitkovost. Velmi priznivé pldsobi na mnozstvi a kvalitu mléka pastva na kvalitnim pastevnim

porostu. Kvalitni pastva je zdrojem lehce stravitelnych Zivin, vitamin( a minerdlnich latek.
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Mnozstvi nadojeného mléka a tuCnost se zvySuje pfi zkraceni intervalu mezi dojenimi
soucasné s vy$sim poctem dojeni.

Pfi zhorSeni zdravotniho stavu bahnice, dochazi vidy k poklesu mnozstvi nadojeného
mléka. Vyrazné na mléénou produkci plsobi zanéty mlécné Zlazy, plicni a stfevni parazitdzy,
metabolické poruchy apod.

V CR neni tradice dojeni ovci, ale v sousednim Slovensku, a také ve svété, ma vyuZiti
ov¢iho mléka na vyrobu rGznych mlécnych vyrobk(i zna¢ny ekonomicky vyznam.

Ve Slovenské republice patfi mezi zakladni produkty, které se ziskdvaji z ovéiho mléka,
hrudkovy syr a brynza, ddle salasnické vyrobky, oStépek, parenica, rizné parené syry a Zincica.

Podstatna ¢ast produkce ovéiho mléka ve svété se vyuzivd k vyrobé zrajicich syrd.
V zemich vychodniho Stfedomofti se jedna o syry béiné spotieby (gruyére a feta v Recku,
siréné v Bulharsku). V zapadnim Stfedomofi a ve Francii jsou ov¢i syry naopak vyrobky
uréenymi pro luxusni spotifebu (plisfiové syry roqueforského typu), a tim se ovci mléko vysoce
zhodnocuje (Stolc, 1999).

Z mlék kopytnik(i obsahuje ovci mléko nejvyssi podil susiny, zejména lipid( a kaseinu.
Proteiny a lipidy tvoti 69 % susiny ovéiho mléka, v kravském mléce tvori 56 % susiny. Ovéi
mléko ma ve srovnani s kravskym vyssi viskozitu a delSi dobu odolava pisobeni mikrobu
po nadojeni. Vyssi kyselost mléka je zplsobena nejspiSe vétSim podilem bilkovin. Ov¢i mléko
je vyuzivano predevsim pro vyrobu syrt. Pomér lipidQ vici proteindm je také vyssi a i syry
z ov¢iho mléka obsahuji vice tuku (Roginski et al., 2003).

Ve studii popisované autory Tietze et Majewski (1997) byl stanovovan obsah tuku
a bilkovin v mléce 1464 jedinch rGznych plemen ovci, které nebyly primarné chovany
na produkci mléka. Vzorky byly odebrany 15., 45. a 75. den laktace. Primérny obsah tuku byl
4,31 %. Obsah tuku v mléce se pro jednotliva plemena statisticky vyznamné lisil. Nejvyssi
hodnota byla zjisténa v mléce plemene Berichonne ve 45. dni laktace a ¢inila 7,19 % tuku.
Nejvyssi zjistény obsah bilkovin byl 8,55 % bilkovin v mléce plemene Suffolk.

Zakladni bilkoviny v mléce ovci jsou stejné jako v kravském a kozim mléce a jsou rozdéleny

do dvou tfid na kaseinové a syrovatkové proteiny (Giambra, 2014).
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Tabulka 4: Procentudini sloZeni ovciho mléka (Roginski et al., 2003)

Komponenta Primér (%) Rozsah (%) Podil v susiné (%)
Voda 81,6 79,27 — 83,8

Laktdza 4,61 4,1-4,95 25
Tuk 7,09 51-8,7 38,5
Hrubd bilkovina* 5,72 4,75-6,6 31,1
Kasein 4,44

Syrovatkové bilkoviny 0,98

Nebilkovinny dusik 0,047

Popeloviny 0,91 0,7-1,1 4,9
Celkova susina 18,4 16,2 —20,73

Tukuprosta susina 11,31

*Celkovy dusik x 6,38

3.3.1 Kaseiny ov¢iho miéka

Micely kaseinu ov¢iho mléka maji primeér pfiblizné 160 nm. Pro kaseiny ovc¢iho mléka
je typicky razny stupen fosforylace jednotlivych kaseinovych frakci a z toho plynouci
heterogenita kasein( (Roginski et al., 2003).

U kaseinU se rozlisuji ¢tyfi frakce as1- (CSN1S1), as2- (CSN1S2), B- (CSN2) a k-kasein (CN,
CSN3). Kaseiny jsou hlavnimi bilkovinami v ovéim mléce a tvofi 76 az 83 % celkového proteinu
(Giambra et al., 2014).

Kaseiny jsou slozeny z kaseinU citlivych na vdpnik (as a B) a kalcium-necitlivého
k-kaseinu, ktery je zodpovédny za stabilizaci prvk{ proti sraZeni v pfitomnosti vapniku. Ukolem
kaseinl je prenaset fosforeCnan vapenaty obsaZzeny v mléce, a tim poskytnout kojenému
mladéti zdroj vapniku a fosforu pro tvorbu kosti, ale zaroven také aminokyseliny. Mléko
produkované rGznymi plemeny muizZe vykazovat odliSnou technologickou kvalitu (Selvaggi

et al,, 2014).

3.3.1.1 asi-kasein (CSN151)
as1-kasein se v ovéim mléce vyskytuje az v péti formach (Roginski et al., 2003). Vice nez

250 % je pritomen ve formé o délce 199 aminokyselin. Ostatni varianty maji peptidovy fetézec
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kratSi a lisi se také mirou fosforylace na dvou molekulach serinu, celkem jsou popsany tfi
stupné fosforylace (Trujillo et al., 2000).

os1-kasein je strukturni slozkou kaseinové micely a ma dulezitou funkéni roli pfi tvorbé
syfeniny, kterd je charakterizovana vétsi rozpustnosti v pritomnosti vapniku. Jedna se o vysoce
fosforylovany protein. Nukleotidovd sekvence genl (CSN1S1) kdédujici asi-kaseiny ukazuje
pfitomnost vysoce konzervované signalni sekvence 15 zbytk, ale zcela odlisSnych sekvenci pro
zralé proteiny, coz naznacuje, Ze jsou kddovany rychle se vyvijejici genovou skupinou.
as1-kasein se sklada z 214 aminokyselin u kazdého druhu. Byla popsdna fada variant
as1-kaseinu. Zatimco u skotu je zndmo osm proteinovych variant asi-kaseinu, které jsou
klasifikovany od A do H, nejbéznéjsi jsou B a C, ov¢i asi-kasein existuje jako fada odlisnych
genetickych variant v heterozygotnich i homozygotnich formach. Primdrni struktura variant A,
C a D se od sebe liSi aminokyselinovymi zastoupenim a stupném fosforylace (Selvaggi et al.,
2014).
3.3.1.2 asr-kasein (CSN1S52)

Kaseiny as predstavuji rozmanitéjsi skupinu vysoce fosforylovanych peptidi nez
as1-kaseiny. as2-kasein (kdédovany genem CSN1S2) na rozdil od ovéiho mléka nebyl v lidském
mléce dosud zjistén (Selvaggi et al., 2014). Z kaseinovych frakci v ovéim mléce ma as;-kasein
nejvétsi heterogenitu, vyskytuje se v mnoha rizné fosforylovanych variantdch. Jsou popsany
dvé formy proteinu s deleci 9 aminokyselin Prvni forma na pozicich 34 az 42 a ve druhé
na pozicich 35 az 43. Deleci zpUsobuje nepfitomnost nékterych dalsich uhlovodikovych zbytkd
(Trujillo et al., 2000).
3.3.1.3 B-kasein (CSN2)

B-kasein obsahuje 55 % pritomného dusiku, je proto vyznamnou frakci ov¢iho mléka.
B-kasein kravského mléka obsahuje pouze 36 % pfitomného dusiku (Molik et al., 2012).
B-kasein se v ovéim mléce vyskytuje ve dvou rdznych variantach, které se opét lisSi mirou
fosforylace (Trujillo et al., 2000).
3.3.1.4 «-kasein (CN, CSN3)

K-kasein se v ovéim mléce vyskytuje v nékolika frakcich o stejném peptidovém fetézci,
ale s jinym uhlovodikovym zbytkem, ktery se liSi mirou glykosylace (Trujillo et al., 2000).

k-kasein predstavuje asi 15 % ze vsSech kaseinll a obsahuje cystein. Sklada se ze 169
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aminokyselinovych zbytkd a ma klicovou roli v micelarni struktute a procesu srazeni (Selvaggi

et al,, 2014).

3.3.2 Syrovdtkové bilkoviny ov¢iho mléka

Syrovatkové proteiny tvori 17 az 22 % bilkovin. Syrovatkové bilkoviny jsou skupinou
proteinl, které z(stdvaji rozpustné v mléném séru nebo syrovdtce po kyselém srazeni
kaseinu pfi pH 4,6 a 20 ° Ci po srazeni syfidlem.
3.3.2.1 a-laktalbumin (a-LA)

Mezi dvé syrovatkové bilkoviny v mléce prezvykavcl, které jsou syntetizovany uvnitf
vemene, patfi o-laktalbumin (a-LA). Jsou pevné spojeny v klastru 250 kb na ovéim
chromozému 6 (OAR6). LALBA a LGB geny jsou oba lokalizovany na ov¢éim chromozému 3
(Giambra et al., 2014; Salvaggi et al., 2014).

a-laktalbumin stimuluje syntézu laktézy v mlécné Zlaze, je nezbytny pro biosyntézu
laktézy v mlécné Zlaze a pro pohyb vody do sekrecCnich vezikul mlécnych Zlaz a poté
do alveolarniho lumenu. Kromé toho je a-laktalbumin bohaty na esencidlni a podminéné
esenciadlni aminokyseliny, ma vysoky obsah lysinu a cysteinu a zvlasté vysoky obsah
tryptofanu. Na rozdil od ovciho mléka je a-laktalboumin dominantnim proteinem v lidském
mléce (Selvaggi et al., 2014). a-laktalbumin je velmi podobny jeho analogu v kravském mléce
a existuje ve dvou variantdach, z nichZ jedna je velmi vzacna (Hejtmankova et al. 2012; Roginski
et al.,, 2003).
3.3.2.2 B-laktoglobulin

Maijoritni syrovatkovou bilkovinou ov¢iho mléka je B-laktoglobulin, ktery se v ovéim mléce
vyskytuje ve tfech variantach.

B-laktoglobulin je odpovédny za ndstup alergickych reakci na mléénou bilkovinu, které
postihuji vysoké procento kojencl krmenych ndhradami matefského mléka, vyrobenych

z kravského mléka (Selvaggi et al., 2014).
3.4 VytéZnost ovciho miéka pfi vyrobé syri

Syr je nesmirné slozity fyzikalni, biochemicky a mikrobiologicky systém. Chemické slozeni
syra zavisi na slozkach obsazenych v mléce, pridanych ingrediencich jako jsou enzymy

a mlééné kultury a v neposledni fadé kontaminantech Zivotniho prostfedi. Rozmanitost

23



chemickych slozek ovliviiuje zrani, patfi k nim endogenni mlé¢né enzymy, mlééné koagulanty,
pfidané protedzy a lipazy, enzymové systémy bakterii a jiné mikrofléry (Hill, 1995).

StézZejni pro vytéZnost syrd je kvalita a obsah mlécnych bilkovin, zejména kasein. Byly
provedeny studie tykajici se vytéZnosti pfi vyrobé syrd z bovinniho mléka (Van Boekel, 1993).
Ovci mléko se srazi velmi dobfe, je vhodné zejména pro vyrobu kvalitnich syrl. Na rozdil
od kravského mléka syrfeni probiha rychleji. Ke koagulaci v daném case je pfi vyrobé z ovciho
mléka spotreba syridla nizsi. Nicméné synereze trvd déle. Syfitelnost ovéiho mléka tolik
neovliviiuje teplota, jako je tomu u mléka kravského. OdliSnost chovani mléka po zahrevu je
pfisuzovana zméné velikosti kaseinovych micel (Roginski et al., 2003).

Ke zhorsSeni syfitelnosti mléka dochazi, pokud dojde ke snizeni hladiny koloidniho
vapniku a zaroven zvySeni obsahu kaseinu disociovaného do mlé¢ného séra, popfipadé také
hydrolyzou kaseinu ptisobenim plazminu nebo protedz somatickych bunék. Casteéné maze byt
toto zhorSeni kompenzovano pfidavkem CaCl, (McSweeney et al., 2007). V syrafstvi se
standardné pfiddva do koncentrace 20 g.I"%, nejvice pak 30 g.I"t CaCly. PFidani vy$3i davky maze
nezbytné. Od urcité koncentrace se vaze vdapnik na kyselou ¢ast kaseinu (fosfoserin,
asparagovou nebo glutamovou kyselinu). Dochazi ke zméné proporci v kaseinové micele
a vytvareni vétsich agregdtl a postupné je formovan gel neboli syfenina (Roginski et al., 2003).
Vytéznost syrli pfi vyrobé je definovana jako pocet kg syra ziskanych ze 100 kg mléka nebo
naopak pocet kg mléka potfebnych na vyrobu 100 kg syra. Protoze se vytéZnost znacné odviji
od mnozstvi kaseinu v mléce, je vhodné vyjadrit pocet kg syra vyrobenych z urcitého poctu kg
kaseinu (Van den Berg, 1993). VytéZnost ovéiho mléka je mezi 18 aZ 20 kg syra ze 100 kg mléka,
vytéZznost mléka kravského je primérné 10 kg syra. Vyssi vytéznost ovéiho mléka lze pricitat
vysokému podilu susiny. Syry z nestandardizovaného ov¢iho mléka obsahuji vice tuku v susiné
(Roginski et al.,, 2003). Vpraxi je maximalni vytéinost okolo 75 %
z celkového obsahu bilkovin v mléce. Vytéinost je znacné ovlivnéna také druhem mléka

a sloZzenim kaseinG (Fox et al., 2004).
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Ke stanoveni teoretické vytéznosti mléka je mozné uzit vzorce dle Van Slyka (Mullan, 2008):
Y= (0,93 F+C-0,1)x 1,091-M

C — obsah kaseinu

F — obsah tuku

M — vlhkost syra

Y — pocet kg syra ziskanych ze 100 kg mléka, coz odpovida % vytéznosti

Ze vzorce vyplyva, které parametry nejvice ovliviuji vytéZnost. Ke stanoveni vytéznosti
pfivyrobé syru je zdsadni obsah parakaseinu, ktery vznika jako Stép béhem srazeni. Parakasein
je komponenta, vznikajici po vysraieni mléka trvajicim 30 minut pfi teploté 30 °C
a po odstranéni syrovatky centrifugaci nebo filtraci. Stanoveni mnoiZstvi zachyceného
parakaseinu a uréeni vytéZznosti je diky ztratdm kaseinu béhem procesu slozité. Podle studii,
¢ini ztraty kaseinu asi 5 az 6 %. Spolec¢né s parakaseinem je zachycena i ¢ast B-kaseinu

a proteoso-peptonové frakce (Van Boekel, 1993).

3.4.1 Obsah genetické varianty proteint

Ovce jsou druhym nejdllezitéjsim zivoc¢iSnym druhem, chovanym pro mléko, po kravé
na svété, zejména v oblastech Stfredomofi a Stfedniho vychodu. V méné rozvinutych zemich
se postupné zvySuje mnozstvi mlécnych vyrobkid z ov¢iho mléka. Za ucelem zlepSeni
mlékarenské produkce je nezbytné ziskat dukladné informace o kvalité mléka a jeho
reologickych vlastnostech. Genetické polymorfizmy mléénych bilkovin jsou ¢asto spojeny
s kvantitativnimi a kvalitativnimi parametry mléka a jsou potencidlnimi markery, které by mély
byt zahrnuty do Slechtitelskych strategii podobnych tém, které jsou jiz k dispozici pro skot
(Selvaggi et al., 2014).

Ochotu mléka ke srazeni a zménu vlastnosti mléka zapfi¢inuje zména poméru
kaseinovych frakci. Pokud se mléko obohati o B-kasein dojde ke zhorSeni syfitelnosti
a pro vyvolani srazeni kaseinu je tfeba ptidat vapnik. Takto vznikd tvrdsi syfenina, kterd
obsahuje, oproti béZnému mléku méné vody a védpniku (St-Gelais et Haché, 2005). Zhorsenou
syfitelnost zpUsobuje také zvySeni poméru asi-kaseinu ku B-kaseinu (Forman et al., 1996).

Amigo et Racio (2000) porovndavali vliv genetického polymorfismu v bilkovinach ovciho

mléka véetné heterogenity a jejich vztahu k technologickym vlastnostem mléka. V kaseinové
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frakci byla velka heterogenita uréena bud' pfitomnosti rlznych genetickych variant, nebo
jinych faktoru, jako je hladina fosforylace a koexistence proteinovych forem s rliznou délkou
fetézce. V syrovatce jsou pro B-laktoglobulin (b-LG) popsany tfi genetické varianty (A, B a C)
a dvé pro a-laktalbumin (a-LA). AA genotyp z b-LG se jevil jako mnohem efektivné;si pfi vyrobé
syrl nez ostatni genotypy b-LG. Varianta asi-CN D je i ve spojeni s ostatnimi povaZovana
za skodlivou pro ovci mléko, nebot se zdd, Ze sniZuje skutecny obsah kaseinu a zhorsuje
technologické vlastnosti mléka. MIéko obsahujici variantu asi-CN CC vykazovalo nejlepsi
technologické vlastnosti diky vy$simu obsahu kaseinu (Amigo et al., 2000).

Podle Giambra et al. (2014) se vyznamné liSily frekvence alel na drovni proteini mléka
u rdznych plemen ovci. Dale mél genotyp ovci vliv na vytéZzek mléka a obsahy bilkovin a tuku.
Chybéjici alely CSN1S1 * A a D, u nékterych plemen ovci, jsou spojeny s nizSim obsahem
bilkovin a/nebo tukl a horsi syfitelnosti a vlastnostmi tvorby syru (Giambra et al., 2014).

Moioli et al. (1998) uvadi, Ze polymorfismus DNA ma vliv na dobu srazeni mléka.
Varianta A B-laktoglobulinu v mléce ovci Manchega vykazovala lepsi vlastnosti pti vyrobé syra,
neZz varianta B. Naopak varianta B méla pozitivni vliv na dobu srdzeni mléka u italskych
mlécnych ovci. Alely korelovaly s celkovym obsahem dusiku, kaseinu a tuku. Genetické

varianty kaseinu mély vliv na velikost a mineralizaci micel.

3.5 Metoda HPLC pri stanoveni protein(

V oblasti jakosti potravin jsou zvlasté vzhledem k socidlnimu a hospodarskému vyznamu
trhu s mléénymi vyrobky zajimavé mlééné vyrobky skotu. Existuje vysoké riziko podvodné
manipulace, napfiklad  nahrazeni  suSeného  mléka  syrovatkou, které je
z ekonomického hlediska velmi zajimavé, proto je tfeba mit k dispozici vhodné analytické
metody pro stanoveni vSech mléénych slozek (Bordin et al., 2001).

Chromatografické metody maji rozsahlé uplatnéni v izolaci mlé¢nych proteinli. Vyhodou
HPLC techniky je jeji rychlost, jednoduchost a moznost automatizace (Borkova et Snaselova,
2005). Nicméné rozhoduijici faktor pro rozvoj HPLC je citlivost této metody. V dnesni dobé se
vyvijeji stadle mensi kolony s mensim priimérem a nové typy stacionarnich fazi, které jsou
schopny selektivné vazat urcité typy analytu (Mitulovic et Mechter, 2006).

Analyza mléénych proteinl muze byt provedena pomoci reverzni faze, vyménou iont
(jak aniontd, tak i kationtt), molekulovou permeacni chromatografii i hydrofobni kapalinovou

chromatografii (Borkova et Snaselova, 2005).
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HPLC reverzni faze je technika chromatografické separace analytl na zakladé jejich
hydrofobnich vlastnosti (Borkova et Snaselova, 2005). Tato technika je zaloZena na interakci
mezi vzorkem, hydrofobni staciondrni fazi a hydrofilni polarni mobilni fazi. Tento postup je
nejpouzivanéjsi separacni technikou v proteomice (Mitulovic et Mechter, 2006). Kvantifikace
druhl mlék se touto metodou provadi v rozsahu koncentraci proteini 5 — 95 %. Touto
metodou byla Uspésné stanovena pravost a mnozstvi jednotlivych druhd mlék v ovcich
a kozich syrech. Lze ji také vyuZit k detekci pfitomnosti kravského mléka v kozim mléce
analyzou syrovatkovych proteinl. Nevyhodou této metody je, Ze nezaznamenad rozdil mezi
kozim a ovéim mlékem, jelikoZ jejich syrovatkové proteiny maji velmi podobné retencni ¢asy
(Borkova et Snaselova, 2005).

lontova chromatografie je metoda zaloZend na separaci iontovou vyménou mezi
mobilni a stacionarni fazi. Pro identifikaci pravosti kozich produktu byla pouzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie. Podafilo se tak oddélit kaseiny kravského a koziho mléka. Vzorek
byl oviem negativné ovlivnén znac¢nou proteolyzou, proto nebylo mozné identifikovat primési.
Touto metodou je mozné, detekci bovinniho asi-kaseinu, identifikovat kravské mléko v kozim
mléce (Borkova et Snaselova, 2005).

Separace latek hydrofobni interaktivni chromatografii probiha v hydrofobni
stacionarni fazi snizenim iontové sily mobilni faze. Tato metoda byla pouzita k separaci
a stanoveni as1-, as2, B- a k-kaseinu v kravském, kozim a ovéim mléce, jejich smési a syra. Pokud
je prfimés jiného mléka v koncentraci alespon 10 % nebo vyssi, Ize touto metodou tuto primeés
také stanovit (Borkova et Snaselova, 2005).

Pfistrojové vybaveni pro HPLC vyzkum v proteomice se nelisi od bézného HPLC vybaveni.
Cerpaci systémy, separaéni kolony a detektory pouzivané pro detekci protein(i jsou pouzivany
také pro konvencéni analyzu. Rozdil je v rozmérech chromatografickych kolon a parametrech

stacionarni faze (Mitulovic et Mechter, 2006).
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4 Material a metody

4.1

Chemikadalie

Vsechny pouzité chemikdlie (mimo deionizované vody) jsou znacky Sigma-Aldrich

4.2

4.3

Acetonitril — CHROMASOLV® Plus pro HPLC, ¢istota 2 99,9 %
Citran sodny, Cistota 299 %

Deionizovana voda (odpor = 18,2 MQ)

Dithiotreitol (DTT) — Fada BioUltra, c = 1 mol.dm?3, &istota p.a.
Guanidin hydrochlorid, Cistota 2 99,5 %

Kyselina trifluoroctova (TFA) — fada ReagentPlus®, Cistota > 99%
a-kasein — lyofilizovany prasek, Cistota =70 %

a-La - lyofilizovany prasek, Cistota > 85 %

B-kasein — lyofilizovany prasek, fada BioUltra, Cistota > 98 %
B-LgA - lyofilizovany prasek, Cistota =2 90 %

B-LgB - lyofilizovany prasek, Cistota = 90 %

k-kasein — lyofilizovany prasek, Cistota > 70 %
Pomcky

Automatické pipety (100—1000 ul)
Bézné laboratorni sklo

HPLC vialka (2 ml) (WATERS)
Injekéni stiikacky (2 ml)

Acetat celulézové filtry s porozitou 0,45 um, Chromservis, Ceska Republika

Pristroje

Analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)

Filtracni pfistroj na demineralizaci vody znacky Millipore, s vodni vyvévou (Némecko)
Kapalinovy chromatogram e2695 s PDA detektorem 996 (Waters Corporation, USA)
Lednice (Candy, Italie)

Mrazici box ( Liebherr Mediline, Némécko)
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e Ultrazvukova lazen (Notus — Powersonic, Slovakia)
e MEéfFi¢ somatickych bunék De Laval cell counter (DCC De Laval International AB,

Svédsko)
4.4 Experimentdlni materidl

Bylo analyzovano ov¢i mléko nadojené ve ctyfech riznych farmach (F1, F2, F3 a F4)
nachazejicich se na rtiznych mistech Ceské republiky. Na farmé F1 je chovano plemeno ovce
vychodofriska (OVF) na farmé F2 a F3 je shodné chovano plemeno ovce Lacaune (OL), na farmé
F4 ovce Romanovska (OR).

Bazénové vzorky mléka i vzorky mléka ziskané individudlnim nadojem byly v pribéhu
lakta¢niho obdobi odebirdny opakované. Vzorky mléka byly roztfidény do tfi skupin podle
poctu somatickych bunék. Ty byly stanoveny ve Vyzkumném ustavu mlékarenském, ktery
zajistoval odbér vzorku.

Individualni vzorky mléka zarazené do stejné skupiny byly slity a nasledné byly jednotlivé
skupiny mlék analyzovany. Pocty somatickych bunék v jednotlivych skupinach byly nasledujici

< 500x103, 500 — 1000x103 a > 1000x103.

4.5 Priprava vzorku

Na centrifuze Eppendorf 5810R rychlosti 12000 rpm (15 281 g) pti teploté 4 °C po dobu
10 minut bylo odstfedéno pfiblizné 10 ml syrového nehomogenizovaného mléka. Nasledné
bylo odstfedéné mléko ponechdno 5 minut v mrazicim boxu (=20 °C) a poté bylo slito mlécné
sérum (supernatan). K 0,5 ml mlé¢ného séra bylo pfidano 2,5 ml pufru obsahujiho 6M
guanidin-HCl, 20mM dithiothreitol a 5mM citran trisodny a naredéno deionizovanou vodou
(7,5 ml). Po kratkém vortexovani byl vzorek ponechdn 1 hodinu inkubovat. Po uplynuti této
doby byl vzorek opét kratce vortexovan a nasledné prefiltrovan pres membranovy filtr
(celuléza-acetat, 0,45 um) do vialky. K filtraci kazdého vzorku bylo nutné pouzit novy
mikrofiltr, nebot ¢ast vzorku se ve filtru zachyti, to je pravdépodobné jeden z divod(, proc

metoda neposkytuje 100% vytéznost.
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4.6 Chromatografické podminky

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

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

Pritok mobilni faze: 0,25 ml.min+

Typ eluce: gradientova

Teplota chromatografické kolony: 40 °C

Objem analyzovaného vzorku: 10 ul

Doba analyzy: 71 minut

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

Schéma gradientové eluce je uvedeno v tabulce €. 5.

Tabulka 5: Podminky gradientové eluce

Pratok

Cas (min) (ml.min) %A %B Typ kFivky
0 0,25 78,5 21,5 6
3 0,25 73,5 26,5 6
6 0,25 71,4 28,5 6
16 0,25 69,4 30,6 6
27 0,25 63,9 36,1 6
31 0,25 63,9 36,1 2
39 0,25 62,2 37,8 6
52 0,25 58,7 41,3 11
63 0,25 56,7 43,3 11
66 0,25 56,7 43,3 6
69 0,25 78,5 21,5 6
71 0,25 78,5 24,5 6

Kalibracni krivky byly vytvofeny podle analyzovanych standardd kaseinu i syrovatkovych

bilkovin, standardy byly rozpustény ve vySe uvedeném pufru. VSechny kalibraéni kfivky byly
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ve zvoleném koncentracnim rozsahu linearni. Koncentraéni rozsah byl vybran podle

ocCekavanych hodnot sledovanych analytl v mléce (korela¢ni koeficient R = 0,972 — 0,999).

evvs

stanovitelnosti (LOQ) a detekce (LOD) pro jednotlivé bilkovinné frakce jsou uvedeny v tabulce

¢. 6.

Tabulka 6: Meze detekce a stanovitelnosti sledovanych analytu

LOD LoQ
Bilkovinna frakce Symbol

[mg.mi?] [mg.mi?]
asi-kasein as1-CN 0,02 0,07
asz-kasein as2-CN 0,05 0,17
B-kasein B-CN 0,05 0,17
K-kasein K-CN 0,02 0,07
a-laktabumin o-LA 0,03 0,1
B-laktoglobulin A B-Lg A 0,03 0,1
B-laktoglobulin B B-Lg B 0,02 0,07
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4.7 Statistické zhodnoceni

Vysledky byly statisticky zhodnoceny v programu Minitab16. Ze vzork( mléka byly
vypocteny zakladni statistické charakteristiky (aritmeticky priimér a smérodatna odchylka).
Kazdy parametr (asl-CN, as2-CN, B-CN, k-CN, alA, B-LgA a B-LgB) byl otestovan,
zda ma normalni rozloZeni a podle toho byl nasledné pouzit vhodny statisticky test. Dale byl

podle téchto vysledkl pouzit Kruskal-Wallistv test nebo test variace rozptylu ANOVA.

5 Vysledky

V grafech ¢. 1 a 2 je zndzornéno celkové mnoizstvi bilkovin v analyzovanych vzorcich
ovéiho mléka na jednotlivych farmach. Vzorky jsou rozdéleny do skupin podle poctu
somatickych bunék. V grafu ¢. 3 je zndzornéno celkové mnozstvi bilkovin v bazénovych
vzorcich mléka Celkovy obsah bilkovin je udan jako soucet obsahu jednotlivych bilkovinnych

frakci stanovenych metodou HPLC.

Graf 1: Celkovy obsah bilkovin v mléce (g.100 mI?) dle po&tu somatickych bunék, farma F1
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Graf 2: Celkovy obsah bilkovin v mléce (g.100 mi?) dle poctu somatickych bunék, farma F3
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Graf 3: Celkovy obsah bilkovin v mléce (g.100 ml?) v bazénovych vzorcich mléka
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Procentualni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci dohromady s procentudlnim zastoupenim kaseinového podilu a vypocéteného celkového

mnozstvi bilkovin ve vSech analyzovanych vzorcich ov¢iho mléka je uvedeno v tabulkach €. 7 a 8.

Tabulka 7: Zastoupeni bilkovin a bilkovinnych frakci v ovéim mléku

b3
Pocty . . CNsuma W suma as1-CN as2-CN .
F Pl -CN (9 -CN (¢ -LA (9 -LgA (¥ -LgB (% 2 CN (Y P
arma emeno SB(x107) mésic (g/100ml) (g/100ml) (%) (%) B-CN (%) K-CN(%) a-LA(%) PB-LgA (%) PB-LgB (%) CN (%) roteiny
g/100 ml
F1 OVF nad 1000 duben 2,66 0,49 27,77 0,45 57,36 14,42 48,70 39,32 11,98 84,39 3,15
smodch 0,17 0,03 0,50 0,12 1,50 1,11 1,22 2,74 1,63 2,03 0,18
F1 OVF do 500 duben 3,64 0,65 29,42 16,66 44,79 9,13 44,71 40,28 15,01 84,88 4,29
smodch 0,26 0,07 0,20 0,29 0,67 0,36 7,90 5,21 13,00 1,53 0,37
500 az
F1 OVF 1000 duben 3,78 0,66 38,04 0,53 41,44 19,99 26,48 63,75 9,77 85,17 4,44
smodch 0,03 0,04 1,38 0,18 1,65 0,43 1,37 1,26 1,49 1,07 0,02
500 az .
F3 oL 1000 kvéten 3,69 0,49 29,36 13,07 46,44 11,14 41,02 51,30 7,68 88,25 4,17
smodch 0,19 0,04 0,48 0,13 1,08 1,10 3,96 2,99 6,82 1,59 0,19
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Tabulka 7: Pokracovdni

2
Pocty . . CNsuma W suma as1-CN as2-CN .
F Pl -CN (¢ -CN (¢ -LA (9 -LgA (¢ -LgB (¥ 2 CN (¢ P
arma emeno SB(x10%) mésic (2/100ml) (g/100ml) (%) (%) B-CN (%) k-CN (%) a-LA(%) B-LgA(%) B-LgB (%) CN (%) roteiny
g/100 ml
F1 OVF nad 1000 Cerven 6,75 0,60 37,36 0,77 46,77 15,11 74,62 25,38 0,00 92,72 6,88
smodch 0,83 0,02 0,15 0,01 0,64 0,50 1,39 1,39 0,00 1,28 1,06
F1 OVF do 500 cerven 42,79 0,38 34,62 22,21 35,69 64,31 <LOD1 70,85 5,19
3,68 1,51
smodch 1,31 0,02 1,89 0,98 5,81 5,81 <LOD1 3,16 0,05
0,11 0,15
500 az Y
F1 OVF 1000 cerven 3,49 1,19 34,94 0,60 40,42 24,05 45,44 54,56 <LOD1 74,62 4,68
smodch 0,13 0,05 0,43 0,02 0,22 0,37 0,36 0,36 <LOD1 1,76 0,12
F3 oL do 500 kvéten 1,60 0,35 26,51 15,05 46,63 11,80 40,67 46,76 12,57 82,02 1,95
smodch 0,12 0,06 1,14 0,66 0,52 1,02 8,48 2,49 10,92 4,41 0,07
F1 OVF do 500 srpen 3,21 0,40 29,68 13,89 47,33 9,10 87,10 <LOD1 12,90 88,73 3,60
smodch 0,46 0,05 1,34 0,85 2,19 0,17 11,92 <LOD1 11,92 2,88 0,55
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Tabulka 8: Zastoupeni bilkovin a bilkovinnych frakci v ovéim mléku v bazénovych vzorcich

Farma  Plemeno  masic  cnooh VSIS ascON(%) asON(%) BCN(K)  KON(K)  olA(%) BLeA(%) BlgB(6) ZON(6) r o
F1 OVF duben 2,70 0,57 18,70 0,00 65,71 15,59 53,72 20,08 26,21 82,58 3,27
smodch 0,14 0,03 4,57 0,00 3,57 1,06 1,36 4,21 2,86 0,12 0,20
F2 oL kvéten 4,73 0,65 35,74 1,41 49,24 13,62 81,62 18,38 0,00 87,99 5,38
smodch 0,17 0,02 0,28 0,06 0,11 0,22 0,92 0,92 0,00 0,62 0,21
F3 oL kvéten 6,39 0,49 37,36 0,77 46,77 15,11 74,62 25,38 0,00 92,72 6,88
smodch 1,07 0,01 0,18 0,02 0,78 0,61 1,70 1,70 0,00 1,57 1,30
F4 OR cerven 5,64 1,24 46,38 0,07 37,27 16,28 36,76 63,24 <LOD1 81,96 6,87
smodch 0,02 0,01 0,71 0,03 0,88 0,21 2,42 2,42 <LOD1 0,11 0,03
F1 OVF cerven 7,60 0,65 28,31 1,32 52,33 18,04 70,71 7,63 21,66 91,97 8,25
smodch 0,65 0,13 4,18 0,18 4,95 1,00 0,84 1,05 1,86 2,66 0,63
F1 OVF srpen 3,22 0,30 23,20 14,46 50,67 11,67 71,04 28,96 0,00 91,53 3,52
smodch 0,06 0,01 0,12 1,11 0,62 1,82 3,69 3,69 0,00 0,47 0,06
F1 OVF srpen 4,68 0,54 30,85 0,43 53,23 15,49 71,68 16,44 11,88 87,33 5,22
smodch 2,22 0,05 3,39 0,04 2,91 1,43 0,70 2,76 2,55 7,26 2,66
F3 oL zari 5,10 0,69 30,80 10,50 49,54 9,16 57,28 39,76 2,96 88,00 5,80
smodch 0,24 0,02 0,64 0,21 0,57 0,19 1,48 1,37 2,61 0,89 0,28
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Graf €. 4 zndzornuje procentudlni zastoupeni jednotlivych kaseinovych bilkovin z celkového mnoZstvi pfitomného kaseinu v bazénovych vzorcich
mléka. Vzorky jsou rozdéleny podle plvodu a faze laktace. V grafu €. 5 je znazornéno procentudlni zastoupeni jednotlivych stanovenych

syrovatkovych bilkovin z jejich celkového vypocteného mnozstvi ve stejnych bazénovych vzorcich.

Graf 4: Zastoupeni jednolivych frakci kaseinovych bilkovin (%) v celkovém mnoZstvi kaseinovych bilkovin v bazénovych vzorcich, dle farem a fdze laktace
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Graf 5: Zastoupeni jednotlivych frakci syrovdtkovych bilkovin (%) v celkovém mnoZstvi syrovdtkovych bilkovin v bazénovych vzorcich, dle farem a dle fdze laktace

100

80

l |u lL ‘ li ‘l |

Duben cerven srpen kveten kveten zari cerven

6

o

H Primér z a-LA (%)

pit

o

B Primér z B-LgA (%)
B Prdmér z B-LgB (%)

2

o

F1 F2 F3 F4

-20

38



Graf €. 6 znazorniuje primérné zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin z celkového
mnozstvi stanoveného kaseinu v bazénovych vzorcich mléka za celé obdobi laktace. Vzorky
mlék jsou rozdéleny podle farmy, ze které pochazi. Zastoupeni jednotlivych frakci z celkového

mnozstvi syrovatkovych bilkovin v bazénovych vzorcich ukazuje graf €. 7.

Graf 6: Priimérné zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin (%) v bazénovych vzorcich mléka,
dle farem
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Graf 7: Primérné zastoupeni jednotlivych frakci syrovdtkovych bilkovin (%) v bazénovych vzorcich
mléka, dle farem
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V grafech ¢. 8 a 10 je znazornéno procentudlni zastoupeni jednotlivych kaseinovych
frakci z celkového mnoizstvi kaseinu ve vztahu k poctu somatickych bunék v prabéhu
lakta¢niho obdobi. Grafy ¢. 9 a 11 znazoriuji procentudlni zastoupeni jednotlivych
syrovatkovych frakci zcelkového obsahu syrovatkovych bilkovin ve vztahu k poctu

somatickych bunék.
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Graf 8: Procentudiniho zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k poctu somatickych bunék (F1)- % z celkového mnoZstvi kaseinu
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Graf 9: Zastoupeni jednotlivych syrovdtkovych frakci k poctu somatickych bunék (F1)- % z celkového mnoZstvi syrovdtkovych bilkovin
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Graf 10: Zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k poctu somatickych bunék (F3)- % z celkového
mnoZstvi kaseinu

50
45
40

35

30
25
20
1

kvéten cerven cervenec kvéten

B Prdmér z aS1-Cn (%)
B Primér z aS2-Cn (%)

B Primér z B-Cn (%)

v

® Primér z k-Cn (%)

o

(6]

o

do 500 500 az 1000

Graf 11: Zastoupeni jednotlivych syrovdtkovych frakci k poctu somatickych bunék (F3)- % z celkového
mnoZstvi syrovdtkovych bilkovin
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5.1 Statistické zhodnoceni

5.1.1 Dukaz hypotézy H1: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovcim mléce se lisi béhem laktace

H1: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ov¢im mléce se lisi béhem laktace.

Pro frakce as2-CN, B-CN, k-CN, B-LgA a B-LgB, jejichz hodnoty procentudlniho zastoupeni
neodpovidaji normdlnimu roloZeni (ptiloha €. 1) byl pro diikaz hypotézy pouzit neparametricky
test dle metody Kruskal-Wallis, jako potvrzeni ¢i zamitnuti nulové hypotézy, Ze mediany
hodnot procentualniho zastoupeni jednotlivych frakci budou béhem riznych obdobi laktace
stejné.

Pro hodnoty procentualniho zastoupeni frakci as1-CN a olA, které odpovidaji
normalnimu rozlozZeni, byl k dlikazu hypotézy pouzit statisticky test ANOVA pro porovnani
pramért hodnot procentudlniho zastoupeni frakci. Jako potvrzeni ¢&i zamitnuti nulové
hypotézy, Ze priméry hodnot procentudlniho zastoupeni jednotlivych frakci budou béhem
rGznych obdobi laktace stejné.

Nulovd hypotéza byla zamitnuta pro hodnoty frakci as;-CN, k-CN a B-LgA (P < 0,05).
Mediany hodnot bilkovinnych frakci as;-CN, k-CN a B-LgA rozdélené podle mésicl budou
s 95% pravdépodobnosti vzdy rozdilné.

Nulova hypotéza se potvrdila pro hodnoty frakci B-CN a B-LgB (P > 0,05).

Medidny hodnot bilkovinnych frakci B-CN a B-LgB rozdélené podle mésict budou s 95%
pravdépodobnosti stejné nebo velmi blizké.

Pro bilkovinné frakce asi1-CN a alLA (odpovidajicich normalnimu rozloZeni) bylo tfeba
k ovéreni hypotézy H1 pouzit test ANOVA.

Nulova hypotéza byla zamitnuta (P < 0,05). Prlimérné hodnoty pro bilkovinné frakce

as1-CN a alA jsou s 95% pravdépodobnosti v riznych mésicich vidy rozdilné.

Z toho vyplynulo, Ze hypotéza H1 “Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce se lisi
béhem laktace” se:

- Nepotvrdila pro bilkovinné frakce B-CN a B-LgB.

- Potvrdila pro bilkovinné frakce as2-CN, k-CN, B-LgA , as1-CN a alA.

Vice viz. Pfiloha €. 2.
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5.1.2 Dukaz hypotézy H2: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce rdznych plemen je
odlisné
H2: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce rlznych plemen je odlisné.

Pro potvrzeni ¢i zamitnuti nulové hypotézy, Zze mediany hodnot jednotlivych bilkovinnych
frakci as2-CN, B-CN, k-CN, B-LgA a B-LgB vSech plemen budou stejné, byl pouZit neparametricky
test Kruskal-Wallis (stejné jako u dlkazu hypotézy H1, protoZe tyto frakce neodpovidaji
normalnimu rozloZeni (pfiloha €. 1)).

Nulova hypotéza byla zamitnuta pro frakce as-CN, B-LgA a B-LgB (P < 0,05). Mediany
hodnot procentudlniho zastoupeni bilkovinnych frakci as;-CN, B-LgA a B-LgB rozdélené podle
mésicl budou s 95% pravdépodobnosti vidy rozdilné.

Nulovd hypotéza se potvrdila pro bilkovinné frakce k-CN a B-CN, (P > 0,05). Mediany
hodnot procentudlniho zastoupeni bilkovinnych frakci k-CN a B-CN rozdélené podle mésicl
budou s 95% pravdépodobnosti stejné nebo velmi blizké.

Pro hodnoty bilkovinnych frakci asi-CN a alLA (odpovidajicich normalnimu rozloZeni)
bylo tfeba k ovéreni hypotézy H2 pouzit test ANOVA.

Nulovou hypotéza byla zamitnuta pro frakci as1-CN (P < 0,05). Primérny obsah frakce
as1-CN v mléce jednotlivych plemen bude s 95% pravdépodobnosti vidy rozdilny.

Nulova hypotéza se potvrdila pro frakci alLA (P > 0,05). Primérny obsah frakce alA u

jednotlivych plemen bude s 95% pravdépodobnosti stejny nebo podobny.

Z toho vyplynulo, Ze hypotéza H2 “Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce

raznych plemen muze byt odlisSné” se:

- Nepotvrdila pro bilkovinné frakce k-CN, B-CN a alA.
- Potvrdila pro bilkovinné frakce as;-CN, B-LgA, B-LgB a as1-CN.

Vice viz. Pfiloha ¢.3.
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6 Diskuze

Celkovy obsah bilkovin v ovéim mléce se pohyboval vintervalu 1,95 — 8,25 g/100 ml
odebraném v Cervenci na farmé F3. Aganga et al. (2002) ve své studii uvadi celkovy obsah
bilkovin v ovéim mléce v rozmezi 4,27 — 7,19 g/100 g. Rozdil mezi vysledky od Aganga et al. a
vysledky této studie mliZze byt zplisoben tim, Ze vyzkum byl provadén na jiném plemenu ovci,
Zijicich v jiném podnebi. Dale Dragounova et al. (2005) ve své praci uvadi obsah bilkovin
v ovéim mléce v rozmezi 3,32 — 5,82 %. Podobny primérny obsah bilkovin v ovéim mléce
(5,9 %), udava ve své praci také Pavic et al. (2002). KlimeSova et al. (2015) zjistili prdmérné
vys$Si obsah, a to 6,84 %. V této studii se zjiSténé hodnoty obsahu bilkovin v mléce pohybuji
v intervalu hodnot udavanych v jinych studiich.

Nejvyssi celkovy obsah bilkovin (8,25 + 0,63 g/ 100 ml) byl stanoven v bazénovém vzorku
mléka plemene ovce OVF v ¢ervnu. V bazénovych vzorcich ovéiho mléka dalSich plemen,
odebranych vriznych fazich laktace, se celkovy obsah bilkovin nachazel v intervalu
5,38 — 6,88 g/100 ml mléka. CoZ je v dobré shodé s literarnimi udaji (Pavi¢ et al., 2002;
KlimeSova et al., 2015). Zaroven vzorky z farem F1 a F4 (plemena OVF a OR) obsahovaly
pramérné nejvice bilkovin v mésici cervnu a na zacatku a na konci laktace byl obsah nizsi.
V této praci je to dobre ziejmé u bazénovych vzork(. Celkovy obsah kaseinu se v mléce
pohyboval mezi 2,66 — 7,6 g/100 ml. Pro srovnani Aganga et al. (2002) uvadi podobny rozsah

obsahu kaseinu v ov¢éim mléce v intervalu 2,66 — 6,25 g/100 g.

Zastoupeni vSech kaseinovych frakci v bilkovinach ovéiho mléka se pohybovalo v rozmezi
70,85 — 92,72 %. Nejvyssi primérné zastoupeni kaseinu v mlécnych bilkovinach bylo
92,72 + 1,57 %, jednalo se o bazénovy vzorek mléka plemene OL. Prlmérné zastoupeni
kaseinu v bazénovém vzorku mléka plemene OVF bylo 89 + 4,5 %, v bazénovém vzorku mléka
plemene OL bylo 88 + 3,5 %. V bazénovém vzorku plemene OL, odebraném v kvétnu na farmé
F3 bylo procentualni zastoupeni kaseinu 90,35 + 2,8 %. Borkova a Snaselova (2005) ve své
praci uvadéji primérny obsah kaseinu 81,25 %, tedy o néco méné.

S vyjimkou mléka plemene OR byl ze vSech kaseinovych bilkovin nejvice zastoupen
B-kasein. Procentudlni zastoupeni kaseinu, jednotlivych kaseinovych frakci a stejné tak celkovy

obsah bilkovin v ovéim mléce, vykazovalo urcitou miru variability v pribéhu laktaéniho obdobi
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u stejného plemene chovaném na rlznych farmach. SloZeni mléka bylo nejspiSe ovlivnéno
individudlnimi podminkami chovu na téchto farmach. Vysledky analyz vzork( mléka z farmy
F1 na které je chovadno plemeno OVF, ukazuji, Ze z jednotlivych frakci byl po celou dobu laktace
nejvice zastoupen B-CN nasledovan as1-CN. Vzorky mléka z farmy F2 a F3 vykazovaly stejny
trend. Naopak tomu bylo na farmé F4 kde chovaji plemeno ovce OR.

MIléko plemene OR vykazovalo nejvyssi zastoupeni asi-kaseinu 46,38 + 0,71 % a zaroven
pomér asi-kaseinu ku B-kaseinu zplsobuje podle Formana et al. (1996) zhorSenou syftitelnost.
Vzorky mléka plemene ovce OL mély pomér asi-kaseinu ku B-kaseinu 1:1,6 a vzorky mléka
plemene OVF 1:1,5, a proto je mléko téchto dvou plemen vhodnéjsi pro vyrobu syra.

V porovnani s mlékem plemene OR ve vzorcich mléka plemene OL byl as1-kasein stanoven
v rozsahu 26,51 — 37,36 % a v mléce plemene OVF 18,7 — 42,79 % v celkovém mnozstvi
a nejvyssi v Cervnu. Nejvyssi zastoupeni B-kaseinu 65,71 + 3,57 % bylo stanoveno na zacatku
laktace, nejnizsi 34,62 £ 1,89 % v Cervnu, oboji v mléce plemene OVF. Priimérné zastoupeni
B-kaseinu v mléce plemen OL (47,5 + 1,57 %) a OVF (48,13 + 7,58 %) bylo podobné,
ale v mléce plemene OVF vzorky vykazovaly vétsi variabilitu v zastoupeni B-kaseinu v priibéhu
laktace. Bramanti et al. (2003) uvadi priimérné zastoupeni v B-kaseinu z celkového kaseinu
v ov¢im mléce 30 %, v mléce kravském 42 % a kozim 63 %. V této studii bylo tedy stanoveno
v ov¢im mléce vyssi zastoupeni B-kaseinu, nez uvadi Bramanti et al. (2003).

Zastoupeni asz-kaseinu nebylo vyssi nez 16,66 %. Tato hodnota byla stanovena ve vzorku
mléka plemene OVF v mésici dubnu. V nékterych vzorcich ovéiho mléka byl jeho obsah pod
mezi detekce. Obsah k-kaseinu se v kaseinovych frakcich pohyboval mezi 9,13 — 24,05 %
s prGimérnym obsahem 14,81 + 4,38 %.

Vysledky analyz vzorkd mléka s rGznym poctem somatickych bunék ukazaly, Ze v mléce
z ¢ervna byla syrovatkova frakce ovéiho mléka B-LgB pod hranici stanovitelnosti a v mésici
srpnu tomu tak bylo u B-LgA. Primérné zastoupeni B-LgB bylo pouze 1591 + 6,9 %
a v nékterych vzorcich nebylo mozné detekovat.

Obsah bilkovin, kaseinu a syrovatky v mléce odpovidd hodnotadm pro ov¢i mléko podle
Borkové a Snaselové (2005), (bilkovina 4,6 g/100 g, kasein 3,9 g/100 g a syrovatka
0,7 g/100 g).
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Vysledky analyz kaseinovych bilkovin ukazaly zmény jejich procentualniho zastoupeni
v zavislosti na poctu somatickych bunék. Ve vzorcich mléka z farmy F1 s hodnotou
PSB>1000x103, bylo zastoupeni B-CN vy33i a soudasné zastoupeni as;-CN s B-LgA niZsi neZ
ve vzorcich s niz§im obsahem PSB. Nicméné mezi vzorky s PSB <500 x103 a 500-1000 x103 se
nezd3, Ze by existovaly viditelné rozdily v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci. Stejné
tak nebyly viditelné vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci ze vzorku
mléka z farmy F3, kde byly k dispozici vzorky pouze s PSB <500x103 a 500-1000x103. Nejvétsi
primérné zastoupeni bilkovin bylo obsaZeno ve vzorcich mléka s hodnotou PSB>1000x103
(4,6 g/100 ml) a nejmensi ve vzorcich mléka s hodnotou PSB <500 x103 (4,2 g/100 ml). Coz je
opak toho, co tvrdi Seydlova a Dragounova (2017), podle kterych dochdzi s vysokou hodnotou
PSB ke zméné latkového sloZeni, a to ke sniZeni obsahu tuku, bilkovin a laktézy. Soucasné
stoupa obsah volnych mastnych kyselin a syrovatkovych bilkovin. Podle vysledkt v této studii
neni ziejmé, Ze by se vzrlstajicim PSB stoupalo procentudlni zastoupeni syrovatkovych
bilkovin. Ovce ztraceji zhruba 0,18 kg mléka za jeden laktacni den, pokud je priimérna hodnota
PSB vy3si nez 500x103 v mililitru mléka (Seydlova a Dragounova, 2017).

Také Fetrow et al. (1991) prokazali, Ze pfi stoupajicim PSB klesa dojivost a tim
i produkce mléka. Doubravsky (1992) uvadi pozitivni vztah mezi hodnotou PSB v mléce
a jednotlivymi slozkami mléka. Ddle prokazal, Ze pfi poklesu dojivosti narlistd koncentrace

tuku a eventualné také bilkovin.

(2,96 + 2,61 %) a nejvyssi bazénovy vzorek plemene OVF z dubna (26,21 + 2,86). Svanborg
et al. (2015) uvadi, Ze hlavni proteiny syrovatky, které jsou nejdulezitéjsi pro funkéni vlastnosti
ve vétsSiné potravinarskych aplikaci, patfi B-LG a a-LA. Na jejich funkéni vlastnosti ma vliv
zejména tepelné zpracovani. Nejvyssi procentualni zastoupeni B-LgA (63,75 + 1,26 %)
a zaroven nejnizsi a-LA (26,48 + 1,37 %) bylo ve vzorku mléka plemene OVF z dubna. Vzorky
mléka plemene OVF obsahovaly primérné vice B-LgA (40,28 + 17,57 %) neZ mléko plemene
OL (34,73 = 15,53 %). Primérné zastoupeni B-LgA v mléce bylo 38,56 + 17,78 %. Prilmérné
zastoupeni a-LA v syrovatkovych frakcich mléka se pohybovalo v rozmezi 26,48 — 87,1 %.
Nejvyssi zastoupeni a-LA bylo stanoveno ve vzorku mléka plemene OVF v mésici srpen

(87,1 + 11,92 %).

48



V této studii bylo na zakladé statistického vyhodnoceni prokdzano, Zze primérné
hodnoty zastoupeni bilkovinnych frakci asi-CN, as-CN, k-CN, B-LgA a alA jsou s 95%
pravdépodobnosti v raznych mésicich vidy rozdilné. Naopak pro bilkovinné frakce B-CN a
B-LgB se nepotvrdilo, Ze by se jejich primérné zastoupeni statisticky liSilo v rGzném obdobi

laktace (hypotéza H1).

Predpoklad, Ze zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce riznych plemen mize byt
odlisné, se potvrdil pro bilkovinné frakce as;-CN, B-LgA, B-LgB a as1-CN. OvSem pro

bilkovinnych frakce k-CN, B-CN a alA se tento predpoklad nepotvrdil (hypotéza H2).

V porovnani s vysledky prace Opravilové (2017), ktera se zabyvala sloZzenim bilkovin
v kozim mléce, ovCi mléko obsahovalo az o 6 g/100 ml vice bilkovin oproti vzorkim koziho
mléka, ve kterém byl stanoven nejvyssi obsah bilkovin 2,27 £ 0,36 g/100 ml. Nejvyssi primérné
procentualni zastoupeni kaseinl ve vzorcich ovéiho mléka (92,72 + 1,57 %) oproti mléku
kozimu (76,43 + 12,12 %) bylo rovnéZ vyssi. Ve vzorcich koziho mléka byl az na vyjimky
z jednotlivych frakci kaseinu nejvice zastoupen B-kasein, stejné tak tomu bylo ve vzorcich
mléka ovciho az na vzorky mléka plemene OR. Jak mléko ov¢i, tak i kozi vykazovalo urcitou
miru variability v obsahu jednotlivych kaseinovych frakci a stejné tak celkového obsahu
bilkovin v pribéhu lakta¢niho obdobi u stejného plemene chovaném na rGznych farmach.
Oproti vzorklm mléka ovciho se neprokazal statisticky vyznamny rozdil mezi primérnym
mnozstvim kaseinovych bilkovin v zavislosti na obdobi laktace. Stejné jako v mléce ovéim se
v mléce kozim prokazal statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych

frakci mezi rGznymi plemeny.

Na rozdil od nejc¢astéji konzumovaného mléka kravského, ve kterém je prlimérny
obsah bilkovin 3,2 g/100 g, kaseinu 2,6 g/100 g a syrovatky 0,6 g/100 g (Velisek, 2012), bylo
v této studii v ovéim mléce, primérné zastoupeni bilkovin, kaseinu a syrovatky mirné vyssi.
Co se tyce jednotlivych frakci, tak asi-kasein je v mléce kravském zastoupen vice (37 %)
nez v mléce ovéim (31 %), stejné tak as>-kasein (7 % v mléce kravském oproti 5 % v ovéim
mléce). B-kasein se v mléce ovéim (48 %) vyskytuje z vétSiho podilu nez v kravském (42 %),
stejné tak k-kasein (mléko ovéi 15 %, kravské 9 %). Podle Bramanti et al. (2012) tomu bylo

u as2-kaseinu a B-kaseinu naopak.
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Podle Law (1995) je zatoupeni B-laktoglobulinu v syrovatce je v kravském mléce
(59,3 %) oproti mléku ovéimu (61,1 %) mirné vyssi. V této studii vysledky analyzovanych vzorku

ukazaly, ze podil B-laktoglobulinu byl jesté o néco nizsi a to 47,4 %.

Vysledky je tfeba povazovat vzhledem k malému poctu vzorkl za orientacni.
K seridznimu hodnoceni vlivu faze laktace, plemene ovce a poctu somatickych bunék
na zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v ovéim mléce je tfeba analyzovat vétsi soubor
vzorkd ovéiho mléka. Dale je zadouci pokraCovat v optimalizaci metody pro stanovovani
syrovatkovych bilkovin a zabyvat se studiem dalSich vliv(, které mohou pUsobit na sloZeni

mléka.
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7 Zavér

e Celkovy obsah bilkovin v ovéim mléce se pohyboval v intervalu 1,95 — 8,25 g/100 ml
mléka.

e Nejvyssi celkovy obsah bilkovin (8,25 + 0,63 g/100 ml) byl stanoven v bazénovém
vzorku mléka plemene ovce vychodofriské chované na farmé F1 v ¢ervnu.

e Nejvyssi primérné zastoupeni kaseinu v mléénych bilkovinach bylo 92,72 + 1,57 %,
jednalo se o bazénovy vzorek mléka plemene Lacaune.

e Svyjimkou vzorki mléka plemene ovce Romanovské byl ve vzorcich ze vsech
kaseinovych bilkovin nejvice zastoupen B-kasein.

e Pro vyrobu syrl byl pomér asi-kaseinu ku B-kaseinu vhodnéjsi v mléce ovce plemene
Lacaune a vychodofriské.

e Zastoupeni bilkovinnych frakci as;-CN, k-CN, B-LgA, as1-CN a alA v ovéim mléce
se méni podle obdobi laktace.

e Zastoupeni bilkovinnych frakci as>-CN, B-LgA, B-LgB a as1-CN v ovéim mléce se
pro rdzna plemena lisi.

e Procentudlni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci se ménilo v zavislosti
na poctu somatickych bunék ve vzorcich ov¢iho mléka. Ve vzorcich mléka s vyssi
hodnotou PSB, bylo zastoupeni B-CN vyssi a soucasné zastoupeni as;-CN s B-LgA nizsi
nez ve vzorcich s nizSim obsahem PSB.

e Zmény v procentualnim zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci lze uplatnit

v potravinarském pramyslu pfi zpracovani mléka na syry.

Tato studie byla podporena grantem projektu NAZV QJ1510137 Ministerstva zemédélstvi

Ceské republiky
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9 Pfilohy

Priloha 1: Test normality rozloZeni

Pro zjisténi normality rozloZeni jednotlivychhodnot bilkovinnych frakci byl proveden
test. Viz obrazky niZze nazvané ,Summary...“
Zaveér:
Normdlnimu rozloZeni odpovidaly hodnoty bilkovinnych frakci as1-CN a alLA (P > 0,05).

Frakce as2-CN, B-CN, k-CN, B-LgA a B-LgB nemaji normalni rozlozeni (P < 0,05).

Graf 12: Test na normalitu rozloZeni alfaS1-CN
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Graf 13: Test na normalitu rozloZeni alfaS2-CN

Summary for alfaS2-Cn
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Graf 14: Test na normalitu rozloZeni beta-CN

Summary for beta-Cn
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Graf 15: Test na normalitu rozloZeni kapa-CN

Summary for kapa-Cn
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Graf 16: Test na normalitu rozloZeni alfa LA
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Graf 17: Test na normalitu rozloZeni beta-LgA

Summary for beta-LgA

Anderson-Darling Normality Test
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Graf 18: Test na normalitu rozloZeni beta-LgB

Summary for beta-LgB
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Graf 19: Descriptive Statistics: alfaS2-CN
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3 cases contained missing values
Kruskal-Wallis Test on alfaS2-Cn
mésic N Median Ave Rank Z
Cerven 16 8,905 16,1 -2,95
Cervenec 1 99,718 32,0 0,54
duben 6 118,890 26,7 0,41
Duben 3 6,859 13,0 -1,47
kvéten 10 27,392 29,1 1,17
srpen 9 172,115 29,7 1,23
zZari 3 211,590 43,3 2,41
Overall 48 24,5
H=16,00 DF=6 P = 0,014
H= 16,00 DF =6 P = 0,014 (adjusted for ties)
* NOTE * One or more small samples
Descriptive Statistics: beta-Cn
Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum
beta-Cn ¢erven 976 529 281 552 851 1883
Cervenec 302,21 * 302,21 * 302,21 302,21
duben 673,5 69,3 583,5 628, 6 655,5 820,0
Duben 642,3 30,9 614,0 614,0 637,77 675,2
kvéten 897,0 311,2 335,38 686,4 937,7 1448, 3
srpen 763 330 523 591 676 1603
zZatr1 1034,9 48,8 992,9 992,9 1023,4 1088,5
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Graf 20: Descriptive Statistics: beta-CN

Boxplot of beta-Cn
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Kruskal-Wallis Test: beta-Cn versus mésic
Kruskal-Wallis Test on beta-Cn
mésic N Median Ave Rank Z
cerven 16 850, 9 27,3 0,41
Cervenec 1 302,2 2,0 -1,63
duben 9 655,5 20,7 -1,19
Duben 3 637,77 17,0 -1,08
kvéten 10 937,77 32,5 1,54
srpen 9 675,77 22,6 =0,77
zZati 3 1023,4 41,0 1,80
Overall 51 26,0
H=10,43 pDF=6 P = 0,108
* NOTE * One or more small samples
Descriptive Statistics: beta-LgA
Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum
beta-LgA cerven 209,5 146,3 14,8 76,9 257,0 406,0
Cervenec 73,002 * 73,002 * 73,002 73,002
duben 77,41 26,95 38,33 51,62 79,94 110,45
Duben 172,15 14,66 155,23 155,23 180,60 180,63
kvéten 65,81 25,45 44,10 48,82 52,85 106,71
srpen 35,62 4,33 30,34 31,57 35,06 41,37
zari 112,96 1,81 110,96 110,96 113,41 114,51
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Graf 21: Descriptive Statistics: beta-LgA

Boxplot of beta-LgA
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Kruskal-Wallis Test: beta-LgA versus mésic
48 cases were used
3 cases contained missing values
Kruskal-Wallis Test on beta-LgA
mésic N Median Ave Rank Z
Cerven 16 256,098 31,2 2,35
cervenec 1 73,00 21,5 -0,22
duben 9 79,94 22,3 -0,52
Duben 3 180,60 38,0 1,72
kvéten 10 52,85 19,4 -1,29
srpen 6 35,06 6,8 -3,30
zZati 3 113,41 35,0 1,34
Overall 48 24,5
H=19,31 pF=6 P = 0,004
H= 19,31 DF =6 P = 0,004 (adjusted for ties)
* NOTE * One or more small samples
Descriptive Statistics: beta-LgB
Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum
beta-LgB cerven 50,62 14,60 31,56 36,061 51,89 67,15
Cervenec 29,158 * 29,158 * 29,158 29,158
duben 47,94 20,16 22,73 23,84 58,96 66,31
Duben 26,48 5,46 22,74 22,74 23,94 32,74
kvéten 24,33 4,81 20,93 * 24,33 27,73
srpen 29,73 9,19 18,26 22,27 26,77 42,28
zZatr1 12,85 2,02 11,43 * 12,85 14,28
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Graf 22: Descriptive Statistics: beta-LgB

Boxplot of beta-LgB
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Pfiloha 2: Dikaz hypotézy H1

H1: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ov¢im mléce se lisi béhem laktace.
Pro hodnoty frakci as2-CN, B-CN, k-CN, B-LgA a B-LgB, které neodpovidaji normalnimu rolozeni
(ptiloha €. 1) byl pro dikaz hypotézy pouzit neparametricky test dle metody Kruskal-Wallis, jako
potvrzeni ¢i zamitnuti nulové hypotézy, Ze mediany hodnot procentualniho zastoupeni
jednotlivych frakci budou béhem riiznych obdobi laktace stejné.

Kruskal-Wallis Test: beta-LgB versus mésic

25 cases were used
26 cases contained missing values

Kruskal-Wallis Test on beta-LgB

mésic N Median Ave Rank Z
cerven 4 51,89 19,0 1,78
cervenec 1 29,16 13,0 0,00
duben 8 58,96 16,4 1,57
Duben 3 23,94 9,7 -0,84
kvéten 2 24,33 8,0 -1,00
srpen 5 26,77 11,4 -0,54
zZari 2 12,85 1,5 -2,30
Overall 25 13,0

H=11,00 DF=6 P = 0,088

* NOTE * One or more small samples
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Descriptive Statisti

cs: kapa-Cn

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median
Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median
kapa-Cn cerven 386,4 122,4 77,6 333,06 368,2
Cervenec 76,354 * 76,354 * 76,354
duben 155,49 23,30 126,44 133,31 158,23
Duben 309,70 5,10 306,47 306,47 307,05
kvéten 257,0 122,06 77,5 154,06 257,9
srpen 191,7 129,3 93,6 128,9 151,3
zZati 191,25 7,31 184,43 184,43 190,34
Graf 23: H1 Descriptive Statistics: kapa-CN
Boxplot of kapa-Cn
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Kruskal-Wallis Test: kapa-Cn versus mésic
Kruskal-Wallis Test on kapa-Cn
mésic N Median Ave Rank Z
cerven 16 368,21 39,3 4,30
Cervenec 1 76,35 1,0 -=1,70
duben 9 158,23 14,1 -2,66
Duben 3 307,05 32,0 0,72
kvéten 10 257,86 25,8 -0,05
srpen 9 151,33 16,7 -=2,06
zZati 3 190,34 22,0 -0,48
Overall 51 26,0
H=2556 DF=6 P = 0,000
H= 25,56 DF =6 P = 0,000 (adjusted for ties)
* NOTE * One or more small samples
Descriptive Statistics: alfaS1-Cn
Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median
alfaSl-Cn ¢&erven 740,5 249,7 162,6 550,8 793,2
Cervenec 161,76 * 161,76 * 161,76
duben 315,6 106,7 166,2 224,5 316,8
Duben 589,28 17,09 574,04 574,04 586,04
kvéten 654,5 288,06 198,9 430,8 683,9
srpen 434,4 232,8 256,77 296, 2 313,1
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zZ&t1 644,3 51,0 605, 5 605, 5 625,4 702,0 96,5
Graf 24: H1 Descriptive Statistics: alfaS1-CN
Boxplot of alfaS1-Cn
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One-way ANOVA: alfaS1-Cn versus mésic

Source DF SS MS F P
mé&sic 6 1468683 244780 4,86 0,001
Error 44 2215199 50345
Total 50 3683882
S = 224,4 R-Sqg = 39,87% R-Sg(adj) = 31,67%
Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev
Level N Mean StDev Fom—————— tom—————— Fmm—————— Fmm——————
Cerven 16 740,5 249,7 (——=*--)
cervenec 1 1e61,8 * (=== oo )
duben 9 315,6 106,7 (————- *———-)
Duben 3 589,3 17,1 (-——=————- Hmmm )
kvéten 10 654,5 288,6 (====*-——-)
srpen 9 434,4 232,8 (-—=—* === )
z&fi 3 644,3 51,0 (——————- Kmmmmm )
Fomm Fomm Fomm Fomm
-300 0 300 600
Pooled StDev = 224,14

Descriptive Statistics: alfa LA

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum IQOR
alfa LA Cerven 186,3 52,9 55,6 160,5 187,1 298, 6 55,1
Cervenec 59,780 * 59,780 * 59,780 59,780 *
duben 113,25 12,90 91,67 100,34 116,68 129,43 22,78
Duben 71,31 1,88 69,14 69,14 72,25 72,53 3,39
kvé&ten 139,3 62,6 53,9 81,5 146,4 220,9 129,7
srpen 128,1 33,5 83,9 88,1 137,7 173,5 67,2
zZari 162,74 1,82 161,23 161,23 162,22 164,77 3,53
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Graf 25: H1 Descriptive Statistics: alfa LA

Boxplot of alfa LA

3004

2501

200 4

alfa LA

150

100

504 %

=

T
Cerven

One-way ANOVA

DF

6
44
50

Source
mésic
Error
Total

S

44,62

Level
cerven
cervenec
duben
Duben
kvéten
srpen
zatri

=

=
wWowowwro=x

Pooled StDev

Pro hodnoty frakci as1-CN a alA, které odpovidaji normalnimu rozloZeni, byl k dikazu
hypotézy pouzZit statisticky test ANOVA pro porovnani priméri hodnot procentualniho
zastoupeni frakci. Jako potvrzeni ¢i zamitnuti nulové hypotézy, Ze priméry procentudlniho
zastoupeni hodnot jednotlivych frakci budou béhem riznych obdobi laktace stejné.

Nulova hypotéza byla zamitnuta pro frakce as;-CN, k-CN a B-LgA (P < 0,05). Mediany

hodnot procentudlniho zastoupeni bilkovinnych frakci as;-CN, k-CN a B-LgA rozdélené podle

T
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63594
87601
151195
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mésicl budou s 95% pravdépodobnosti vidy rozdilné.
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Nulova hypotéza se potvrdila pro frakce B-CN, B-LgB (P > 0,05). Medidany hodnot
procentudlniho zastoupeni bilkovinnych frakci B-CN, B-LgB rozdélené podle mésicl budou s

95% pravdépodobnosti stejné nebo velmi blizké.

Pro hodnoty bilkovinnych frakci as1-CN a alA (odpovidajicich normdlnimu rozloZeni)

bylo tfeba k ovéreni hypotézy H1 pouzit test ANOVA.

Nulova hypotéza byla zamitnuta (P < 0,05). Prlmérné hodnoty pro bilkovinné frakce

as1-CN a alA jsou s 95% pravdépodobnosti v riznych mésicich vidy rozdilné.

Descriptive Statistics: alfaS1-Cn

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum IQR
alfaSl-Cn cerven 740,5 249,7 162,06 550,8 793, 2 1084,0 353,7
Cervenec 161,76 * 161,76 * 161,76 161,76 *
duben 315,6 106,7 166, 2 224,5 316,8 484,5 192,0
Duben 589,28 17,09 574,04 574,04 586,04 607,76 33,71
kvéten 654,5 288,56 198,9 430,8 683, 9 1177,4 393,5
srpen 434,4 232,8 256,77 296,2 313,1 997,3 210,7
zZA¥1 644,3 51,0 605, 5 605, 5 625,4 702,0 96,5

Graf 26: H1 Descriptive Statistics: alfaS1-CN

Boxplot of alfaS1-Cn
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One-way ANOVA: alfaS1-Cn versus mésic

Source DF SS MS F P

mé&sic 6 1468683 244780 4,86 0,001
Error 44 2215199 50345
Total 50 3683882

S = 224,4 R-Sq = 39,87% R-Sq(adj) = 31,67%
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Level
cerven
cervenec
duben
Duben
kvéten
srpen
zZari

Pooled StDev

N Mean StDev
16 740,5 249,7
1 161,38 *
9 315,6 106,7
3 589,3 17,1
10 654,5 288,6
9 434,4 232,8
3 644,3 51,0
= 224,4

Individual 95%

CIs For Mean Based on Pooled StDev
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Descriptive Statistics: alfa LA

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median
alfa 1A Cerven 186,3 52,9 55,6 160,5 187,1
Cervenec 59,780 * 59,780 * 59,780
duben 113,25 12,90 91,67 100,34 116,68
Duben 71,31 1,88 69,14 69,14 72,25
kvéten 139,3 62,6 53,9 81,5 146,14
srpen 128,1 33,5 83,9 88,1 137,7
zZari 162,74 1,82 161,23 161,23 162,22
Graf 27: H1 Descriptive Statistics: alfa LA
Boxplot of alfa LA
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One-way ANOVA

Source DF SS
mésic 6 63594
Error 44 87601
Total 50 151195
S = 44,62 R-Sq =

MS

10599
1991

42,06%

: alfa LA versus mésic

F P
5,32 0,000
R-Sg(adj) =

69

34,16%

Maximum
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Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ----+----—---- o Fom I

¢erven 16 186,29 52,89 (—==*-=)

cervenec 1 59,78 LI A )

duben 9 113,25 12,90 (===*===)

Duben 3 71,31 1,88 (-————- Ko e )

kvéten 10 139,34 62,63 (===*===)

srpen 9 128,10 33,54 (m==*====)

zari 3 162,74 1,82 [ —— X )
e Fom Fom Fm————

0 70 140 210

Pooled StDhev = 44,62

Z toho vyplynulo, Ze hypotéza H1 “Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce se lisi

béhem laktace” se:

- Nepotvrdila pro bilkovinné frakce B-CN a B-LgB, ale doporucuji jesté ovéfit na
vétsSim vzorku hodnot

- Potvrdila pro bilkovinné frakce as;-CN, k-CN, B-LgA , as1-CN a alA

Pfiloha 3: DGkaz hypotézy H2
H2: Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce rlznych plemen je odlisné.

Pro potvrzeni ¢i zamitnuti nulové hypotézy, Zze mediany hodnot procentudlniho zastoupeni
jednotlivych bilkovinnych frakci as;-CN, B-CN, k-CN, B-LgA a B-LgB vSech plemen budou stejné,
byl pouzit neparametricky test Kruskal-Wallis (stejné jako u dlikazu hypotézy H1, protoze

hodnoty téchto frakci neodpovidaji normalnimu rozlozeni (pfiloha €. 1)).

Nulova hypotéza byla zamitnuta pro frakce as-CN, B-LgA a B-LgB (P < 0,05). Mediany
hodnot procentualniho zastoupeni bilkovinnych frakci as,-CN, B-LgA a B-LgB rozdélené podle

mésict budou s 95% pravdépodobnosti vidy rozdilné.

Nulova hypotéza se potvrdila pro frakce k-CN a B-CN (P > 0,05). Medidany hodnot
procentualniho zastoupeni bilkovinnych frakci k-CN, B-CN rozdélené podle plemen ovci budou

s 95% pravdépodobnosti stejné nebo velmi blizké.
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Descriptive Statistics: alfaS2-Cn

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum IQOR

alfas2-Cn OL 112,7 86,7 15,9 27,1 99,7 237,0 183,1
OR 1,715 0,702 1,164 1,164 1,475 2,505 1,341
OVF 72,1 93,5 3,4 6,5 12,7 278,8 170,3

Graf 28: H2 Descriptive Statistics: alfaS2-CN

Boxplot of alfaS2-Cn
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Kruskal-Wallis Test: alfaS2-Cn versus Plemeno

48 cases were used
3 cases contained missing values

Kruskal-Wallis Test on alfaS2-Cn

Plemeno N Median Ave Rank Z
oL 15 99,718 32,3 2,59
OR 3 1,475 2,0 =-2,87
OVF 30 12,732 22,9 -1,04
Overall 48 24,5

=12,77 pFr=2 P = 0,002
H= 12,77 DF =2 P = 0,002 (adjusted for ties)

jas]
|

* NOTE * One or more small samples

Descriptive Statistics: beta-Cn

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum IOR

beta-Cn oL 843,9 340,6 281,1 680, 4 968, 8 1448,3 343,0
OR 859, 7 23,8 832,17 832,77 869,2 877,4 44,7
OVF 836,8 415,2 470,77 595, 2 655, 9 1883,2 248,5
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Graf 29: H2 Descriptive Statistics: beta-CN

Boxplot of beta-Cn
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Kruskal-Wallis Test: beta-Cn versus Plemeno

Kruskal-Wallis Test on beta-Cn

Plemeno N Median Ave Rank Z
oL 15 968, 8 30,1 1,26
OR 3 869,2 33,7 0,92
OVF 33 655,9 23,5 -1,66
Overall 51 26,0

H=2,89 pr=2 P = 0,236

* NOTE * One or more small samples

Descriptive Statistics: kapa-Cn

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum IQR

kapa-Cn OL 219,8 117,2 76,4 149,06 199,0 487,7 127,1
OR 375,54 3,32 371,91 371,91 376,31 378,42 6,51
OVF 273,7 146,5 93,6 150,3 231,5 617,5 202,9

Graf 30: H2 Descriptive Statistics: kapa-CN

Boxplot of kapa-Cn
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Kruskal-Wallis Test: kapa-Cn versus Plemeno

Kruskal-Wallis Test on kapa-Cn

Plemeno N Median Ave Rank Z
oL 15 199,0 21,9 -1,28
OR 3 376,3 42,3 1,96
OVF 33 231,5 26,4 0,26
Overall 51 26,0

H=14,80 DF=2 P = 0,091
H=4,80 DF =2 P =20,0091 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples

Descriptive Statistics: beta-LgA

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum IQOR

beta-LgA OL 76,20 28,02 44,10 51,47 73,00 114,51 55,24
OR 321,04 11,61 310,51 310,51 319,11 333,49 22,098
OVF 124,8 117,2 14,8 37,6 88,8 406,0 143,0

Graf 31: H2 Descriptive Statistics: beta-LgA

Boxplot of beta-LgA
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Kruskal-Wallis Test: beta-LgA versus Plemeno

48 cases were used
3 cases contained missing values

Kruskal-Wallis Test on beta-LgA

Plemeno N Median Ave Rank Z
OL 15 73,00 22,8 =-0,57
OR 3 319,11 44,0 2,49
OVF 30 88,76 23,4 -0,70
Overall 48 24,5

P = 0,044
P

= =2
H=16,23 DF = 2 = 0,044 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples
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Descriptive Statistics: beta-LgB

Variable mésic Mean StDev Minimum Q1 Median

beta-LgB oL 22,51 8,32 11,43 13,57 24,33
OR * * * * *
OVF 41,19 17,98 18,26 23,94 35,05

Graf 32: H2 Descriptive Statistics: beta-LgB

Boxplot of beta-LgB
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Kruskal-Wallis Test: beta-LgB versus Plemeno

25 cases were used
26 cases contained missing values

Kruskal-Wallis Test on beta-LgB

Plemeno N Median Ave Rank Z
oL 6 24,33 7,7 -2,04
OVF 19 35,05 14,7 2,04
Overall 25 13,0
H=14,15 DF =1 P = 0,042

Pro hodnoty bilkovinnych frakci asi-CN a alA (odpovidajicich normalnimu rozloZeni)

bylo tfeba k ovéreni hypotézy H2 pouzit test ANOVA.

Nulovou hypotéza byla zamitnuta pro frakci as1-CN (P < 0,05). Priimérny obsah frakce

Maximum
31,56

*

67,15

IOR
16,19

*

36,88

as1-CN v mléce jednotlivych plemen bude s 95% pravdépodobnosti vidy rozdilny.

Nulova hypotéza se potvrdila pro frakci aLA (P > 0,05). Primérny obsah frakce alA v

mléce jednotlivych plemen bude s 95% pravdépodobnosti stejny nebo podobny.
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Descriptive Statistics: alfaS1-Cn

Variable Plemeno Mean StDev Minimum Q1 Median Maximum
alfasSl-Cn OL 586,8 289,2 161,8 422,0 625,4 1177,4
OR 1069,9 12,7 1059,5 1059,5 1066,1 1084,0
OVF 515,0 227,7 166,2 311,0 484,5 997,3

Graf 33: H2 Descriptive Statistics: alfaS1-CN

Boxplot of alfaS1-Cn
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One-way ANOVA: alfaS1-Cn versus Plemeno

Source DF SS MS F P

Plemeno 2 853713 426857 7,24 0,002
Error 48 2830169 58962

Total 50 3683882
S = 242,8 R-Sg = 23,17% R-Sg(adj) = 19,97%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev —---+----——--- tomm————— Fmm—————— tm————-
oL 15 586,8 289,2 (—=——*————= )
OR 3 1069,9 12,7 (=== A e — )
OVF 33 515,0 227,7 (===*--)
i fomm fomm o
500 750 1000 1250

Pooled StDhev = 242,8

Descriptive Statistics: alfa LA

alfa LA OL 133,1 59,6 53,9 81,4 151,7 220, 9
OR 186,68 12,72 172,12 172,12 192,29 195, 64
OVF 143,97 54,18 69,14 100,34 137,65 298,63
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Graf 34: H2 Descriptive Statistics: alfa LA

Boxplot of alfa LA

3004 *

2501

200 4

1
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50 -
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One-way ANOVA: alfa LA versus Plemeno

Source DF SS MS F P
Plemeno 2 7210 3605 1,20 0,310
Error 48 143985 3000

Total 50 151195

S =54,77 R-Sq = 4,77% R-Sg(adj) = 0,80%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ————+-———-—————- o ——_— e IR
OL 15 133,14 59,59 (-————-- | N )
OR 3 186,68 12,72 (m——————————— * o )
OVF 33 143,97 54,18 (m=—==*———=)
————m e e +-———=
120 160 200 240

Pooled StDhev = 54,77

Z toho vyplynulo, Ze hypotéza H2 “Zastoupeni bilkovinnych frakci v ovéim mléce

raznych plemen muze byt odliSné” se:

Nepotvrdila pro bilkovinné frakce k-CN, B-CN a alA.
- Potvrdila pro bilkovinné frakce as;-CN, B-LgA, B-LgB a as1-CN.
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10 Seznamy

10.1 Seznam zkratek

AMK- aminokyselina

CN- kasein

HPLC - vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
OL- ovce Lacaune

OR- ovce Romanovska

OVF- ovce vychodofriska

PSB- pocet somatickych bunék

Smodch- smérodatna vybérova odchylka
W- syrovatka

a -LA- a- laktalbumin

B-LgA- B- laktoglobulin A

B-LgB- B- laktoglobulin B

10.2 Seznam tabulek

Tabulka 1: Obsah Zivin v mléce (Velisek, 2012)

Tabulka 2: Hlavni frakce kaseinu (Kadlec, 2012)

Tabulka 3: Bilkoviny mlé¢ného séra (Kadlec, 2012)

Tabulka 4: Procentualni sloZeni ov¢iho mléka (Roginski et al., 2003)
Tabulka 5: Podminky gradientové eluce

Tabulka 6: Meze detekce a stanovitelnosti sledovanych analyt(

Tabulka 7: Zastoupeni bilkovin a bilkovinnych frakci v ovéim mléku

10.3 Seznam grafia

Graf 1: Celkovy obsah bilkovin v mléce (g.100 ml?) dle po¢tu somatickych bunék, farma F1
Graf 2: Celkovy obsah bilkovin v mléce (g.100 ml?) dle po¢tu somatickych bunék, farma F3
Graf 3: Celkovy obsah bilkovin v mléce (g.100 ml?) v bazénovych vzorcich mléka

Graf 4: Zastoupeni jednolivych frakci kaseinovych bilkovin (%) v celkovém mnozZstvi

kaseinovych bilkovin v bazénovych vzorcich, dle farem a faze laktace
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Graf 5: Zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin (%) v celkovém mnozstvi
syrovatkovych bilkovin v bazénovych vzorcich, dle farem a dle faze laktace

Graf 6: Primérné zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin (%) v bazénovych
vzorcich mléka, dle farem

Graf 7: Primérné zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin (%) v bazénovych
vzorcich mléka, dle farem

Graf 8: Procentudlniho zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k poctu somatickych bunék
(F1)- % z celkového mnoZstvi kaseinu

Graf 9: Zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci k poctu somatickych bunék (F1)- % z
celkového mnoistvi syrovatkovych bilkovin

Graf 10: Zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k po¢tu somatickych bunék (F3)- % z
celkového mnoiZstvi kaseinu

Graf 11: Zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci k poctu somatickych bunék (F3)- % z
celkového mnozstvi syrovatkovych bilkovin

Graf 12: Test na normalitu rozlozeni alfaS1-CN

Graf 13: Test na normalitu rozlozeni alfaS2-CN

Graf 14: Test na normalitu rozlozeni beta-CN

Graf 15: Test na normalitu rozloZeni kapa-CN

Graf 16: Test na normalitu rozlozeni alfa LA

Graf 17: Test na normalitu rozloZeni beta-LgA

Graf 18: Test na normalitu rozloZeni beta-LgB

Graf 19: Descriptive Statistics: alfaS2-CN

Graf 20: Descriptive Statistics: beta-CN

Graf 21: Descriptive Statistics: beta-LgA

Graf 22: Descriptive Statistics: beta-LgB

Graf 23: H1 Descriptive Statistics: kapa-CN

Graf 24: H1 Descriptive Statistics: alfaS1-CN

Graf 25: H1 Descriptive Statistics: alfa LA

Graf 26: H1 Descriptive Statistics: alfaS1-CN

Graf 27: H1 Descriptive Statistics: alfa LA

Graf 28: H2 Descriptive Statistics: alfaS2-CN

Graf 29: H2 Descriptive Statistics: beta-CN
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Graf 30: H2 Descriptive Statistics: kapa-CN

Graf 31: H2 Descriptive Statistics: beta-LgA
Graf 32: H2 Descriptive Statistics: beta-LgB
Graf 33: H2 Descriptive Statistics: alfaS1-CN
Graf 34: H2 Descriptive Statistics: alfa LA

10.4 Seznam pfiloh

Pfiloha 1: Test normality rozloZeni
Ptiloha 2: Dikaz hypotézy H1
Ptiloha 3: Dikaz hypotézy H2
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