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Zmény v obsahu bilkovinnych frakci koziho mléka v priibéhu laktace

Souhrn

Kozi mléko se v Ceské republice t&si stale vétsi oblibé. Vliv na jeho stravitelnost, nutriéni
hodnotu i vytéZnost pfi vyrobé syrd ma jak celkovy obsah bilkovin, tak i obsah jednotlivych
bilkovinnych frakci.

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 kozim
mléce plemene koza bila kratkosrsta a koza sanska. Studovan byl vliv faze laktace a poctu
somatickych bunék na celkovy obsah i procentudlni zastoupeni jednotlivych kaseinovych a
syrovatkovych bilkovin. Soubézné byly analyzovény bazénové vzorky mléka z jednotlivych
farem.

Nejvyssi celkovy obsah bilkovin byl stanoven v bazénovych vzorcich mléka kozy sanské
chované na farmé F3, a to 2,27+0,36 g/100 ml, zarover bylo v mléce tohoto plemene
stanoveno vyssi procentudlni zastoupeni aS1-kaseinu a na konci laktac¢niho obdobi také aS2-
kaseinu. Celkovy obsah bilkovin i zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v bazénovych
vzorcich mléka kozy bilé kratkosrsté z farmy F1 a F2 si byly velmi podobné, primérny celkovy
obsah bilkovin v mléce z farem F1 a F2 byl 1,38+0,25 g/100 ml (Farma F1) a 1,6+0,25 g/100
ml (Farma F2). Ddle byl zaznamendn pokles celkového obsahu bilkovin ve stredni fazi laktace
a zména zastoupeni jednotlivych frakci kaseinG a syrovatky v priibéhu laktace. Procentualni
zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci ve vzorcich koziho mléka se také vyrazné ménilo
s poc¢tem somatickych bunék. JelikoZ nebyly pozorovany zadné charakteristické souvislosti, je
pravdépodobné, Ze na procentualni zastoupeni jednotlivych frakci plsobi i jiné vlivy.
Pozorované zmény v procentudlnim zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci Ize vyuzit jak

pfi vyrobé dietetickych preparatl tak pfi zpracovani mléka a produkci mléénych vyrobkd.

Klicova slova: kozi mléko, syrovatkové proteiny, kaseiny



Changes in the content of the protein fractions of goat's milk during

lactation

Summary

Goat milk has become increasingly popular in the Czech Republic. Total protein content and
the content of individual protein fractions has significant effect on the digestibility of the
goat milk and on the nutritional value of the yield in cheese production.

Individual protein fractions were set by HPLC with diode array detector, namely a-
casein, B-casein, y-casein, lactalbumin, a- and B-lactoglobulin A and B in goat milk breed
white short goat and goat Shan. We studied the influence of lactation stage and number of
somatic cells to the total content and proportions of parts of casein and whey protein.
Concurrently we analyzed milk samples from milk pools from individual farms.

The highest total protein content was found in a bulk milk samples of the Shan goat
raised on the F3 farm. The respective values are 2.27+0.36 g / 100 ml. Moreover the study
finds a higher percentage of aS1-casein in the sample of this breed. Furthermore, at the end
of the lactation period, we found a higher amount of aS2-casein in the milk sample
produced by the Shan breed. The total protein content of the representation of the
individual protein fractions in bulk milk samples from goats white shorthair farm F1 and F2
were very similar. The average total protein content of milk for farms F2 and F1 were
1.38+0.25 g / 100 ml (Farm F1) of 1.6+0.25 g / 100 ml (Farm F2). Additionally, we find a
decrease in total protein content in the middle stage of lactation and a change in the
representation of individual casein fractions and whey during lactation. The percentages of
protein fractions in the samples of goat milk also varies significantly with the number of
somatic cells. The results suggest that there are other, unobserved variables that have an
effect on the percentage of the individual fractions. Observed changes in the percentage of
individual protein fractions can be used in both the production of dietetic preparations and

in processing of milk and dairy products.

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

Bilkoviny jsou vyznamnou soucasti mléka. Mlééné bilkoviny dle jejich vlastnosti pfi
srazeni délime na syrovatkové a kaseinové. Obé frakce jsou dileZitym parametrem pro
nutricni hodnotu mléka a vyrobk(l znéj a ovliviiuji také technologickou vytéZznost jeho
zpracovani.

Ve vyzivé jsou mlécné bilkoviny cenény jako plnohodnotny zdroj vSech aminokyselin,
které jsou pro télo dobfe dostupné. Syrovatkové proteiny jsou hojné vyuzivdny nejen ve
sportovni vyzivé, ale také pro vyrobu mléénych formuli a dalsi Ié¢ebné vyzivy.

Obsah a slozeni jednotlivych frakci bilkovin maji vliv pfi zpracovani mléka. Zejména pfi

vyrobé tvaroh( a syra.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cile prace
Cilem diplomové prace je optimalizace HPLC metody pro stanoveni jednotlivych bilkovinnych

frakci v kozim mléce v jedné analyze a sledovani jejich zmén v prlibéhu laktace a porovnani
a statistické zhodnoceni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v kozim mléce rtznych

plemen.

2.2 Védecké hypotézy
e RuUzné bilkovinné frakce v kozim mléce Ize s dostatecnou spolehlivosti stanovit

v jedné analyze vhodnou metodou HPLC.
e Zastoupeni bilkovinnych frakci v kozim mléce se liSi béhem laktace.

e Zastoupeni bilkovinnych frakci v kozim mléce rdznych plemen muze byt odlisné.



3 LiterarniresSerse

3.1 Vyznam mléka ve vyzivé

Skot byl domestikovan priblizné pred 7 tisici let. Prvni obrazové dikazy o vyuZivani
mléka pro obZivu clovéka pochazi z Mezopotamie a Egypta. Dlkazy o vyuZiti mléka
k produkci syrl jsou staré 4 tisice let a zminky o syrarském zpracovani mléka skotu lze najit i
ve Starém zdkoné. Mléko tedy hraje dulezZitou roli ve vyzivé Clovéka jiz velmi dlouho.
Z historického hlediska se da skotu v kavkazské populaci pfipsat stejné zasadni vyznam, jaky
méla sdja pro populaci asijskou. Obé tyto suroviny byly hlavnim zdrojem bilkovin. Mléko je
dodnes velmi dllezitou potravinou. Je zdrojem esencidlnich aminokyselin, vapniku, zinku,

jodu, vitamin(i B2, B12 a vitaminu A (Hanus et al., 2004; Stransky, 2004).

3.1.1 Vapnik

Vapnik by mél byt prijiman predevSim z potravy, jelikoz pfi podavani preparatd
obsahujicich vapnik existuje riziko naruseni metabolizmu stopovych prvk(, zejména Zeleza a
zinku. Mléko obsahuje pftiblizné 120 mg vapniku na 100 g. Vapnik je vyuzitelny pfiblizné z 25
— 40 %. Jeho dobra vstrebatelnost souvisi s chemickymi formami, v jakych se vapnik v mléku
vyskytuje. Z 20 - 40 % je zde vapnik ve formé rozpustnych soli - citratu a
hydrogenfosforecnanu, asi 20 % je ve formé koloidniho kaseinatu vdpenatého a méné nez
polovina je vazana v témér nerozpustném fosfore¢nanu vapenatém. V kysanych mlécnych
vyrobcich, v nichz vznikd prokvasenim laktézy mlécnd kyselina, se navic vytvaii dobre
vstrebatelny laktat vapenaty. VyuZitelnost vapniku je vyrazné nizsi z tavenych syru, kde jejich
vstrebatelnost snizuji fosfore¢nany pouzivané jako tavici soli. Vyuzitelnost vapniku z mléka
zvysuji také mlécné bilkoviny, laktéza a volné aminokyseliny. Vapnik je proto pro télo
vyrazné dostupnéjsi z mléka nez z rostlinnych zdroj(, kde se jeho vstrebatelnost diky fytové a
Stavelové kyseliné a vldkniné snizuje na 5 — 10 %. Nejvice vapniku je obsazeno v tvrdych
syrech, kde je jeho primérny obsah 800 mg/100 g. Pro splnéni doporucené denni davky
vapniku, ktera je stanovena na 1000 mg/den, staci lehce pres 100 g tvrdého syra, je vsak
nutné prihlédnout jesté k jeho vstrebatelnosti. Z vyZzivového hlediska je doporuceno, aby

byly mlékem a mléénymi vyrobky hrazeny 2/3 doporucené denni davky vapniku a to syry,



mlékem a kysanymi mléénymi vyrobky v poméru 1:1:1. Vépnik je vtéle vazan predevsim
v kostech a zubech ve formé hydroxyapatitu, fluoridu a uhli¢itanu. Dale méa vapnik zédsadni
vyznam pro nervové vedeni vzruchu, nervosvalovou kontrakci, hemokoagulaci, vyluc¢ovani
hormon( a uplatiiuje se také pfi mnoha metabolickych procesech (Dostalova, 2016; Kalac,

2008; Kohout et al., 2016; Matous, 2010).

3.1.2 Tuky

Dalsi Zivinou, ktera je v mléce obsazena, je mlécny tuk. Mléko obsahuje priimérné 3,7
% tuku, ale jeho obsah v mléénych vyrobcich znac¢né kolisd. Mlécny tuk obsahuje asi 60 %
nasycenych mastnych kyselin a 5 — 6 % trans nenasycenych mastnych kyselin (dnes spiSe
méné), které zvysuji hladinu krevnich lipidl. Avsak asi tfetinu nasycenych mastnych kyselin
tvofi mastné kyseliny s kratkym retézcem, coz déla mléény tuk dobre stravitelnym. Mlécny
tuk obsahuje také cholesterol. Jeho mnoiZstvi znacné kolisda od asi 2 mg na 100 g
odstredéného mléka po pfriblizné 240 mg na 100 g masla. | pres tento fakt se v radé studii
prokdzal hypocholesterolemicky efekt pfi konzumaci mléka sobsahem tuku do 2 % a
zakysanych mlécnych vyrobkl. Na hypocholesterolemickém ucinku se podili obsah orotové
kyseliny, vapniku, fosfolipidd a hydroxymethylglutarové kyseliny. Tuk je nositelem
senzorickych vlastnosti mléka a v neposledni fadé také vitaminG rozpustnych v tucich

(Kohout et al., 2016; Kohout, 2010).

3.1.3 Sacharidy

Casto diskutovanou slozkou mléka jsou sacharidy. Jejich obsah v mléce je kolem 5 %,
290 % obsahuiji laktézu, sacharid sloZzeny z glukdzy a galaktozy. Laktéza mize byt zdrojem
zdravotnich potizi pro jedince s laktézovou intoleranci (Kohout, 2010; Velisek et Hajslova,

2009).

3.2 Détska vyziva

Mléko ma také nezastupitelny vyznam ve vyzivé déti, kde je kravské mléko vyuzivdno
jako nahradni mlécna vyziva, pokud dité nemulze byt ze zavaznych diavodl kojeno, ale také

v pozdéjsim véku jako vyznamny zdroj mnoha Zivin a mineralnich latek dulezZitych pro
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mineralizaci kostni tkané a zdravy vyvoj zubl. Nékteré studie zminuji i pfiznivy vliv mléka v
prevenci rizika vy$siho krevniho tlaku déti i dospélych (Tlaskal, 2006).

3.3 Slozeni mléka

Mléko je komplexni smés tukd, bilkovin, sacharidl, mineralt, vitamin( a dalSich sloZzek
dispergovanych ve vodé. Je tvoreno predevsim vodou z 87 — 91 %, dale tuky, v kozim mléce
je asi 4,5 % obsah tukl. Sacharidy tvori cca 4,3 %. Celkové proteiny pfiblizné 3,2 %, z toho
pfipada 2,6 % na kaseiny a 0,6 % na syrovatkové proteiny. Ptiblizné 0,8 % koziho mléka tvofri
mineralni latky (Velisek et Haj$lova, 2009). Rozdily v obsahu zakladnich sloZek, riznych druhd
mléka jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Zakladni chemické sloZzeni mléka (hodnoty jsou uvedeny v %)

Slozka kozi mléko ovCi mléko kravské mléko | lidské mléko
celkové proteiny 3,2 4,6 3,2 09-1,6
kaseinové proteiny 2,6 3,9 2,6 0,4
proteiny syrovatky 0,6 0,7 0,6 0,5
tuky 4,5 7,2 3,9 4,5
sacharidy 4,3 4,8 4,6 7,1
mineralni latky 0,8 0,9 0,7 0,2

Velisek et Hajslova, 2009
3.3.1 Tuky

Podil tukové slozky v mléce znacné kolisa. Obvykle obsahuje vysoky podil nasycenych
mastnych kyselin (SFA) a to 70 az 75 %, ty se tvofi predevsim v dasledku hydrolyzy a
nasledné biohydrogenace z tuk( z potravy v bachoru. Mononenasycené mastné kyseliny
(MUFA) tvori 20 az 25 % a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) 5 % mlécného tuku
(Ktizova et al., 2017).

Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze tento pomér lze zménit naptiklad doplnénim stravy koz o
prospésné lipidy pripravené sizoldtem syrovatkové bilkoviny, ta poskytuje PUFA ochranu
proti biohydrogenaci v bachoru (Weinstein et al., 2015).

Nasycené mastné kyseliny jsou aterogenni, zvySuji hladinu cholesterolu v plazmé a

zvysSuji pravdépodobnost vyskytu ischemické choroby srdec¢ni. MnoZstvi nasycenych
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mastnych kyselin je mozné vyrazné sniZit a zlepsit tak koncentraci Zadoucich lipidd vhodnou
volbou krmiva. Pfidanim olejnatych semen do krmiva se snizi obsah nasycenych mastnych
kyselin v mléce, diky snizeni ,, de novo” syntézy mastnych kyselin v mlécné zlaze.

Nenasycené mastné kyseliny jako je a-linolenova kyselina (C18:3, n3), konjugovana
kyselina linolova (CLA - C18:2, c9t11) a olejova kyselina (C 18:1, n9c), které jsou v mléce
zastoupeny, naopak mohou pfinaset urcité benefity, mezi néz lze zahrnout snizovani
celkového obsahu cholesterolu v krvi, antikarcinogenni a antidiabetické Ucinky, prevenci

srdecnich onemocnéni a zlepseni imunity (Kfizova et al, 2017).

3.3.2 Bilkoviny

Mléko je dullezitym zdrojem plnohodnotnych bilkovin. Bilkoviny jsou pro lidsky
organismus nezbytné. PIni mnoho vyznamnych funkci. Bilkoviny rliznych struktur maji funkci
enzymatickou. Aktivita enzym( je v organismu velmi citlivé regulovana, a proto jsou enzymy
nepretrzité syntetizovany a odbouravany. Transport a ukladani latek vorganismu je
zajistovan bilkovinami — hemoglobin transportuje kyslik a oxid uhlic¢ity, alouminy mastné
kyseliny a nékteré lipidy, Zelezo je uklddano ve feritinu a jeho transport je uskutecnovan
pomoci proteinu transferinu. | pohyb clovéka je na bunécné Urovni ve svalové tkani
zajistovan dvéma typy bilkovin — aktinem a myosinem. Dale maiji bilkoviny funkci podpUlrnou,
zajistuji imunitni obranu, umoznuji transformaci energie, regulaci metabolickych procesd,
umoziuji vznik a prenos nervového vzruchu a ve formé plazmatickych bilkovin udrzuji a
stabilizuji krevni objem. Ztohoto vyc¢tu funkci bilkovin v organismu je jisté patrnd jejich
dlleZitost. Proto je dostatecny prijem bilkovin pro organismus zasadni (Matous, 2010;
Holecek, 2006).

Bilkoviny pftijimané potravou mohou slouzZit jako zdroj energie, avSak pro organismus
jsou dulezitéjsi jako zdroj aminokyselin, které télo vyuzZiva pro syntézu vlastnich bilkovin.
Dullezitd je tedy biologickd hodnota pfijaté bilkoviny. Biologickd hodnota vyjadiuje
pfitomnost a mnozstvi nepostradatelnych aminokyselin. Za plnohodnotné se povazuji
bilkoviny vajec, mléka a masa. Naopak nékteré rostlinné zdroje mohou mit nedostatek
esencidlnich aminokyselin, zejména lysinu, tryptofanu a methioninu.

Dospélé osoby by méli denné prijimat 0,8 — 1 g bilkovin na kg télesné vahy. Organismus

zvysuje svou potrebu bilkovin po nemoci, Urazu, fyzické aktivité a v téhotenstvi. Nebezpecny
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je pro organismus jak nedostatek, tak i nadbytek bilkovin. Déle trvajici nedostatek bilkovin ve
stravé se projevi jako kwashiorkor. Pfiznaky kwashiorkoru jsou otoky, atrofie kosterniho
svalstva a ascites. Nadmérny pfijem bilkovin je obvykle spojen s vy$sim prijmem nasycenych
mastnych kyselin a cholesterolu, mizZe tedy zpUsobit hypercholesterolémii, aterosklerézu
nebo hypertenzi. Pfimi vliv vysokého pfijmu bilkovin nad 1,5 g/kg/den vede ke zvyseni
dusikatych katabolitd v plasmé, zvySuje glomerularni filtraci a ovliviiuje funkci jater (Matous,
2010; Holecek, 2006).

Mnoizstvi proteinu v mléce je rozhodujici pro jeho obchodni, technologickou a
biologickou hodnotu. Cim vice protein(l je v syrovém mléce, tim vy3$si je vytéinost pfi
jeho technologické upravé, jako je vyroba fermentovanych mlék nebo syri. MIécné proteiny
maji dvé hlavni slozky a to kaseinovou, kterd tvofi pramérné 80 % a syrovatkovou, tvofici
pramérné 20 % proteind mléka (Ottillia, 2009).

V poslednich letech je stale vétSi pozornost vénovana sledovani specifickych
proteinovych frakci v mléce, ziskanych stépenim protein(. Tyto proteinové frakce, kromé své
vyZivové hodnoty, reguluji fyziologické procesy a mohou mit pfiznivy vliv na celkovy
zdravotni stav (Ottillia, 2009).

Vysokd koncentrace aminokyselin s rozvétvenym fretézcem (BCAA), pfitomnych v
mlécné bilkoviné je dlleZita pro udrzeni ristu tkani, opravu a prevenci katabolickych ¢innosti
béhem cviceni. MIéko také obsahuje aminokyselinu cystein, ktera zvysuje hladinu glutationu
a vykazuje silné antioxidacni vlastnosti, a tim pomaha télu v boji proti rGznym nemocem.
MIlécné proteiny jsou vyuZivany pro vyrobu sportovni vyZivy, peciva, salatovych dresinkd,

jako emulgatory i pro vyrobu kojenecké i specialni vyzivy (Rafig et al., 2016).

3.3.3 Kaseiny

Kaseinovd slozka mléka obsahuje aS-kaseiny, B-kaseiny, y-kaseiny a k-kaseiny.
Kaseiny se v mléce nevyskytuji jako monomery, ale jsou agregovany do komplex( a micel.
Micely vznikaji pfi teploté vyssi nez 5 °C. Nejprve dochazi k agregaci molekul do submicel po
25 — 30 molekulach kaseinU a tyto jsou pak usporadany do micel. Kaseinova micela obsahuje
priblizné 20 000 molekul kaseint, ma kulovity tvar, jeji prlmérnad molekulova hmotnost je
108 kDa a priimérna velikost pfiblizné 100 nm. Nepolarni ¢asti jsou smérovany do stredu a

polarni jsou lokalizovdny na povrchu. Polarni ¢asti jsou tvoreny fosfoserinovymi zbytky aS a
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B-kaseinli a threoninovymi zbytky k-kaseinu vazané glykosidickou vazbou s oligosacharidy,
které interaguji svapenatymi ionty a vodou. Spojovani micel brani jejich solvatovy
hydratacni vodny obal, ktery méa zaporny ndboj (Forman et al.; 1996, Fox et al.,, 2004,
Roginski et al., 2003; Velisek et Hajslovd, 2009). Bylo zjisténo, Ze kaseinové micely na sebe
vazou hydroxyapatit, vitamin A a hydrofobni slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti
(Wang et al., 2017).

V kravském mléce jsou nejvice zastoupeny aS-kaseiny, které se vyskytuji ve formé
aS1 a aS2 a obé tyto varianty maji dalsi genetické modifikace A, B ,C a D. Nejcastéji se
vyskytuji ve varianté B. Kasein aS1 je ve své nejobvyklejsi B varianté slozen ze 199
aminokyselin, 8 fosfoserinovych zbytk( vazanych predevsim v polohach 43 — 80, ty davaji
této ¢asti molekuly polarni charakter, a nepolarni postranni retézce lokalizované v polohach
100 — 199. Kasein aS2 ma podobnou strukturu, avsak kasein aS1 je citlivéjSi na pfitomnost
vapenatych iontd se kterymi tvofi nerozpustnou vapenatou sUl. Jako A-kaseiny jsou
oznacovany fragmenty aS1-kaseinu (Velisek et Hajslova, 2009).

B-kaseiny se skladaji z209 aminokyselinovych zbytk(, 5 fosfoserinovych zbytk( a
nepolarnich postrannich fetézcll. V prostredi svapenatymi ionty tvofi B-kaseiny sul
rozpustnou pfi teplotach nizSich nez 1 °C. Proteolytické enzymy rozkladaji B-kaseiny za
vzniku y-kaseind. Odstépi-li se zbytek s po¢tem aminokyselin 1 — 28 vnika y1-kasein, pfi
odstépeni zbytku 1 — 105 vznika y2-kasein a odstépeni zbytku 1 — 107 da vzniknout y3-
kaseinu (Velisek et Hajslova, 2009).

Posledni kaseinovou sloZkou jsou k-kaseiny. V mléce se vyskytuji ve dvou genetickych
sacharidll. k-kaseiny obsahuji predevsim rozvétveny tetrasacharid, ale existuji i k-kaseiny
s navdzanym rozvétvenym nebo linedrnim trisacharidem, disacharidem nebo N-acetyl-D-
galaktosaminem. Cukry jsou vazany glykosidickou vazbou na threonin s porfadovym cislem
133. K-kasein tvofi rozpustné soli s vdpenatymi ionty, ¢imzZ stabilizuje aS1-kasein a B-kasein

(Velisek et Hajslova, 2009).

3.3.4 Syrovatkové bilkoviny

Syrovatka obsahuje pfriblizné 50 % vsSech slozek mléka. Dlouho vsak diky nizké

koncentraci téchto slozek, tvofi 6,4 — 7 % obsahu susiny, byla syrovatka povazovéana za
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odpadni produkt. Dnes je vSak stdle vice vyuZivdna nejen v lidské vyzivé, ale také ve
farmaceutickém primyslu a kosmetice (Jansova et al., 2007).

Syrovatkové bilkoviny zlstavaji v syrovatce po izoelektrickém vysrazeni kaseinu (pH =
4,6) pri 20 °C. V syrovatce se také vyskytuji proteolytické Stépy kaseinu a proteiny z
membrany tukovych kulicek. Mezi syrovatkové proteiny patfi a-laktalbumin, sérovy albumin,
B-laktoglobulin, imunoglobuliny (IgG, IgA, 1gM) a polypeptidy — proteosy a peptony. Podobné
jako kasein vykazuji geneticky polymorfismus.

Hlavni sloZkou jsou B-laktoglobuliny, které tvori 50 % syrovatkovych proteind. B-
laktoglobulin je tvofen 162 aminokyselinami, ma 3 genetické varianty a v mléce se vyskytuje
jako dimer. Pfi zahtfevu nebo v pritomnosti vapenatych iontl nevratné denaturuje.

aA-laktalbumin tvori priblizné 30 % proteinl syrovatky. Existuje ve dvou genetickych
variantach a je soucasti nékterych enzymui. Objev téchto dvou genetickych variant vyvolal
v roce 1995 zajem o vyzkum mlécénych bilkovin.

Biologicky vyznamné jsou zejména vysokomolekularni globularni glykoproteiny, které
maji ucinnost protilatek — imunoglobuliny (Bordin et al., 2001; Borkova et Snaselova, 2005;

Farrel et al., 2004; Velisek et Hajslova, 2009).

3.4 Zmény pri skladovani, zpracovani mléka

PFi pasteraci, sterilaci, fermentaci, zahustovani, suseni a dalSich procesech dochazi ke
zméndm slozeni, struktury i vlastnosti mléénych bilkovin.

Termolabilni jsou predevsim syrovatkové bilkoviny. Pfi pasteraci denaturuje 50 — 90 %
bilkovin syrovatky a dochazi kinaktivaci vétSiny enzym(. Pfi sterilaci denaturuje 100 %
bilkovin. Denaturované mlécné bilkoviny ovSem maji vyssi nutricni hodnotu nez bilkoviny
syrového mléka.

Kaseiny pfi pasteraci a sterilaci nedenaturuji, dochazi u nich vsak k defosforylaci,

proteolyze a agregaci. (VeliSek et Hajslova, 2009;)

3.5 Nesnasenlivost mléka

Nesnasenlivost mléka je v posledni dobé Casto feSena a probirana v mediich i verejnosti.
Problémy s nesnasenlivosti mléka lze rozdélit na laktézovou intoleranci a alergii na bilkovinu

kravského mléka. Laktdézova intolerance je zpUsobena deficitem laktazy v kartacovém lemu
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enterocytld tenkého streva. Problémy pfi ni zplsobuje mlécny cukr — laktéza, ktery neni
Stépen v tenkém strevé diky nepritomnosti enzymu laktazy. Tento enzym Stépi vazbu mezi
glukézou a galaktézou, monosacharidy obsazenymi v laktdéze. V dospélosti dochazi
k postupnému ubyvani aktivity laktazy a to v zavislosti na rase, zemépisné Sifce a pravidelné
konzumaci mléka a mléénych vyrobkd. Odhaduje se, ze v Ceské republice trpi asi 50 %
populace ve véku nad 40 let laktézovou intoleranci. | pacienti s laktézovou intoleranci dobie
snaseji kysané mlécné vyrobky. Laktézova intolerance vSak muze vzniknout i sekundarné
jako pfiznak jinych onemocnéni. Dochazi k ni pfi onemocnénich tenkého streva, jak akutnich,
mezi néz patfi gastroenteritidy, tak chronickych, ty jsou zastoupeny napftiklad nelééenou
celiakii, Crohnovou chorobou a dalSimi nemocemi. Laktézova intolerance se ¢asto objevuje
také jako vedlejsi ucinek chemoterapie. Pfi alergii na bilkovinu kravského mléka, dochazi
k alergické reakci na nékterou z bilkovin kravského mléka, nejcastéji na B-laktoglobulin.
Alergie na bilkovinu kravského mléka je nejcastéjsi alergii u déti do 3 let, ktera ve vétsiné

pripadl do dospélosti vymizi (Kohout, 2016).

3.6 Kozi mléko

Pokud mléko pochazi od zdravé a dobfe krmené dojné kozy je to bild, neprihledna
tekutina s mirné sladkou chuti a nema prakticky zadny pach. Fyzikalni a chemické vlastnosti
mléka jsou zavislé na vyrobnich podminkach a charakteristikdch jednotlivych zvifat. Kozi
mléko spolecné s ovéim mlékem predstavuje 4,25 % ze svétové produkce mléka. Nejvétsi
produkce koziho mléka je v Asii (Kalantzopoulos, 2003; Pavi¢ et al, 2002; Tziboula, 2002).
Vyznamnymi konzumenty koziho mléka v Evropé jsou zejména obyvatelé Francie a Itdlie, kde
maji bohaté zastoupeni kozi syry. Mlécné vyrobky z koziho a ov¢iho mléka jsou tradicni
soucasti narodniho hospodarstvi v mnoha stredomotiskych zemich, napftiklad ve Spanélsku,
Recku, Turecku a Maroku (Park et al., 2007). V Ceské republice spotifeba koziho mléka

neustdle stoupd (Bucek et al., 2006).

3.6.1 SloZeni koziho mléka

SloZzeni koziho mléka je velmi podobné mléku kravskému. Kozi mléko obsahuje
priblizné 13 % celkové susiny, z toho asi 3,8 % tuku, 3,5 % proteint, 4,1 % laktozy a 0,8 %
mineralnich latek. Podobné jako kravské mléko ma 3 — 4 krat vyssi obsah proteini a minerald

16



a méné laktézy nez mléko materské. Celkova susSina a kalorickd hodnota je u koziho,
kravského i materského mléka podobnd (Solaiman, 2010).

Kozi mléko se lisi od kravského mléka v nékolika fyzikalné-chemickych vlastnostech.
Tyto vlastnosti vysvétluji rozdily v technologickém chovani obou mlék. Nizsi vynos koziho
mléka pfi vyrobé syrl je z velké Casti zplsoben nizSim obsahem kaseinu a specifickymi
vlastnostmi kaseinovych micel v mléce koz. Kozi mléko ma také jiny podil hlavnich kaseint
(as1, as2, B, k) ve srovnani s mlékem kravskym. Existuji také velké rozdily v obsahu asl1-
kaseinu a as2-kaseinu mezi rGznymi plemeny koz i jednotlivymi kozami, z divodu vyskytu
genetickych polymorfismd vSech mlécénych bilkovin, které maiji vliv na vlastnosti mléka pfi
vyrobé syrd (Ottillia, 2009). Kozi mléko ma asi o 13 % vice vapniku nez mléko kravské,
obsahuje také vice fosforu. Je také dobrym zdrojem horciku, sodiku a Zeleza (Kapadiya et al.,
2016).

SloZzeni koziho mléka se méni svyZivou zvifrete, plemenem, podminkami Zivotniho
prostredi, sezénou i fazi laktace. Tuk, celkova susina a obsah bilkovin v mléku jsou vysoké na
zacCatku laktace, pak rychle klesaji a minima dosahuji v pribéhu druhého azZ tretiho mésice
laktace. Obsah bilkovin, laktézy, tukuprosté susiny a celkovy obsah susiny byl nejvyssi v
poloviné laktacni faze. Hodnota pH byla nejvyssi v pozdnim stadiu laktace (Cak et al., 2016).
Variabilita slozeni mléka, mezi jednotlivymi zvifaty stejného plemene, je pfic¢itana také
rozsahlému a komplexnimu genetickému polymorfismu kaseint koziho mléka (Yadav et al.,
2016). Bylo zjisténo, Ze typ farmy a rocni obdobi ma vliv na obsah tuku, bilkovin, celkovy
obsah susiny a mastnych kyselin. Rozdily v obsahu laktdézy nebyly zjistény (Kuceci¢ et al.,

2016).
3.6.2 Tuky

Celkovy obsah tuku se vétSinou od kravského mléka pfilis nelisi (Yadav et al., 2016).
Obsah tuku se v prabéhu laktace pohybuje od 2,4 — 7,8 % (Solaiman, 2010). Kozi mlécny tuk
se sklada z 98% z volnych lipidd a1 — 3 % z vazanych lipidd, které jsou prevainé ve formé
fosfolipidli vazanych v tukovych globulich, z nich je 47 % neutrdlnich a 53 % polarnich lipidd
(Solaiman, 2010). Kozi mléény tuk ma prakticky nulovy obsah karotend, cozZ zpUsobuje jeho
bilou barvu (Dostalova, 2006). Primérné sloZzeni mastnych kyselin v kozim, kravském a

materském mléce je znazornéno v tabulce 2. Velikost tukovych kapének v kozim mléce se
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pohybuje pramérné kolem 3,8+0,2 um, zatimco v mléce kravském je prlmér velikosti
tukovych kapének 4,1+0,2 um. Mensi tukové kapénky pfrispivaji k lepsi stravitelnosti koziho
mléka, protoze poskytuji lepsi disperzi a homogennéjsi smés tuku. Velkd celkova plocha
globuli usnadniuje enzymOm kontakt s lipidy. Ty ale na druhou stranu snaze podléhaji
pusobeni lipolytickych enzym(, coZ zpUsobuje vady na chuti a vini (Dostalova, 2006; Et-
Thakafy, 2012; Yadav et al., 2016). Kozi mlécny tuk se liSi od kravského v obsahu svych
mastnych kyselin. Kozi mléko ma vyssi obsah maselné (C4:0), kapronové (C6:0), kaprylové
(C8:0), kaprinové (C10:0), laurové (C12:0), myristové (C14:0), palmitové (C16:0) a linolové
(C18: 2) kyseliny a nizsi obsah stearové (C18:0) a olejové (C18:1) kyseliny. Vysoky podil
mastnych kyselin s kratkym a stfedné dlouhym ftetézcem v kozim mléce pfispivd ke
snadnéjSimu a rychlejSimu traveni. Triacylglyceroly se stfedné dlouhym fetézcem jsou
absorbovéany ve strevé pfimo, bez predchozi degradace a reesterifikace. Pro absorpci neni
nutna tvorba micel, protoze molekuly jsou vedeny pfimo do portalni Zily. Kozi mléko navic
neobsahuje protein aglutinin, ktery podporuje shlukovani tukovych kulicek (Yadav et al.,

2016).

Tabulka 2: Priimérné slozeni mastnych kyselin v kozim, kravském a materském mléce v g/100

g tuku

mastné kyseliny kozi mléko kravské mléko materské mléko
SFA 2,37 2 1,85
triglyceridy se stf. Fetézcem 1,02 0,72 0,64
MUFA 1,06 0,92 1,65
PUFA 0,15 0,13 0,45

(Solaiman, 2010)
3.6.3 Sacharidy

Hlavnim sacharidem koziho mléka je laktdza. Kozi mléko obsahuje asi 0 0,4 % méné
laktozy a asi 10 krat vice oligosacharidll neZz mléko kravské. Tim muzZe byt zajimavé pro
vyrobce specidlni détské vyzivy. Kozi mléko také nabizi vétsSi rozmanitost kyselych a

neutralnich oligosacharidi nez mléko kravské a ovci (Solaiman, 2010).
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3.6.4 Bilkoviny

Obsah bilkovin v kozim mléce je obdobny jako v mléce kravském. Pfilis se nelisi ani ve
slozeni aminokyselin. V kozim mléce byl zjistén vyssi obsah esencidlnich aminokyselin o0 0,92
g na 100 g bilkovin. Mirné se lisi také obsahem jednotlivych aminokyselin v kaseinu. Kozi
mléko obsahuje méné leucinu (cca o0 20 mg.g ) a threoninu (cca o 35 mg.g ). Ukazuje se, 7e
bioaktivni peptidy obsazené v kaseinech i syrovatce by mohly byt vyuzity napfiklad v
prevenci i [éCbé hypertenze jako ACE inhibitory (lbrahim et al., 2016).

Aminokyselinovy profil koziho mléka je podobny tomu z mléka krav i ovci. Nejvice je
zastoupen glutamdt, prolin a leucin. Esencialni aminokyseliny tvori pfiblizné 40 % z
celkového poctu aminokyselin v kozim mléce. MnoZstvi cysteinu v kozim mléce je podobné
mnozstvi v mléce materském a je vysSi nez v kravském mléce, nicméné kravské mléko

obsahuje vice methioninu (Hejtmankova et al., 2012).

3.6.5 Kaseinové bilkoviny

Pradmérna velikost kaseinovych micel v kozim mléce je 260 nm. (Wang et al., 2017).
V zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci lze nalézt rozdily mezi kozim a kravskym
mlékem. To pravdépodobné pfrispiva k nizsi tepelné stabilité a lepsi stravitelnosti koziho
mléka. Tohoto rozdilu Ize také vyuzZit u nékterych pacient(, ktefi trpi alergii na bilkovinu
kravského mléka. Udava se, Ze kozi mléko nevadi asi 1/3 alergikd na bilkovinu mléka
kravského. Pro hypoalergenni vlastnosti koziho mléka svédci nizky obsah aS1-kaseinu, ¢imz
se podoba mléku materskému. Pfi srazeni kaseinl koziho mléka v prostredi Zaludku s pH 4
vznikd lépe fermentovatelnd, jemnéjsi a Iépe stravitelnd srazenina. Slozeni kaseinu koziho

mléka udava tabulka Cislo 3.

Tabulka 3: Slozeni kaseinu koziho mléka

Kaseinova frakce Podil na celkovém kaseinu [%]
B-kasein 0*-64
K-kasein 15-29
aS1-kasein 0*-28
aS2-kasein 10-25

(Roginski et al., 2003) *Nulovy obsah v pfipadé ,nulové” alely.
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aS1-kasein se v kozim mléce nachazi v 18 genetickych variantach, tato varianta také urcuje
koncentraci této proteinové frakce v mléce a dle toho dochazi také k déleni na kozi mléka
silnd, stredni, slaba a nulova. V pripadé, Ze aSl-kasein neni v mléce pfitomen, mlze byt
zvysena tvorba ostatnich kaseinG. Nizsi obsah aS1-kaseinu relativné zvysuje obsah ostatnich
kaseinovych frakci a micely maji vétsi priimér (Devold et al, 2010; Matlova et sztankdova,
2010; Rafiq et al., 2016). Hladiny aS1-kaseinu maji vliv na stravitelnost. Cim vice je aS1-
kaseinu v mléce pfitomno, tim delsi je traveni mléka. aS1-kasein je zcela hydrolyzovén
enzymy az ve dvanactniku (Yadav et al., 2016 ). Syntéza aSl1-kaseinu vSak nemusi vidy v
kozim mléce probihat. Tato vlastnost je specificka pro pavodni norské kozy. Tato mutace je
oznacovana jako exon 12 D alela a je zplsobena deleci v exonu 12 na aS1-kasein genu. Tato
alela se vyskytuje i u heterozygot(, ale nepfitomnost aS1-kaseinu se projevi jen u recesivnich
homozygotl. V populaci plivodnich norskych koz je asi 70 % vyskyt koz s recesivnimi alelami.
,Nulové” alely se kromé norskych koz objevuji také u Spanélského plemene Canaria a
italskych plemen Frisa a Garganica. Nepfitomnost aS1-kaseinu ovliviiuje bilkovinny profil
mléka i jeho pH. Kaseinova frakce aS1 ma vyznamny vliv na pevnost gelu. Po ptidani syfidla
maji silna mléka vétsi pevnost nez slabda. Avsak i vzorky mléka s nizkym obsahem aS1-kaseinu
jsou schopny tvofit silnou srazeninu. Tyto vysledky ukazuji, Ze Zivotni prostiedi a dalsi faktory
mohou mit vyznamny vliv na vlastnosti mléka (Devold et al., 2010).

Bylo prokazano, Ze kaseinové geny maji vliv na vlastnosti mléka. Geny pro kozi
kaseiny (CN) jsou umistény na chromozomu 6 jako shluk zabirajici 250 kilobazi (kb). aS1-CN,
B-CN a aS2-CN jsou citlivé na vapnik a jsou kddovany geny CSN1S1, CSN2 a CSN1S2. CSN1S1
a CSN2, jsou od sebe vzdaleny pouze o 12 kb. K-CN je kddovan genem CSN3 a je dulezity pro
stabilizaci kaseinovych micel (Kiipper et al., 2010).

Gen CSN1S1 se rozprostira na pomérné velké transkripéni jednotce o 16.7 kb a sklada
se z 19 exonu rdzné délky od 24 parl bazi (bp) do 358 bp (Marletta et al., 2007). Dosud bylo
charakterizovano 18 alel s rGznymi rychlostmi syntézy aS1-CN, které mohou byt rozdéleny
do ¢tyr skupin, na silné alely (A, B1,B2,B3,B4,B,C, H, LaM), sttedni alely (E a l), slabé
alely (F a G) a nulové alely (01, 02 a N) (Kupper et al., 2010). Rizné CSN1S1 genotypy vykazuji
rtznd mnoistvi aS1-kaseinu v rozmezi od 7 g.I"* pro silnou alelu homozygotnich koz, az po

0,9 g.I'* pro slabou alelu respektive 0 g.I'* na alelu nulovou u homozygot( (Marletta et al.,
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2007). Frekvence alel CSN1S1 se u jednotlivych plemen znacné lisi (Kiipper et al., 2010).
Varianty aS1-CN v kozim mléce jsou shrnuty v tabulce 4. Primarni struktury A, B1, B2, B3,
B4, C, E, H, | a L proteinovych variant obsahuji 199 zbytk( a liSi se substituci jedné
aminokyseliny zplsobenou jednou bodovou mutaci. D a F varianty jsou charakterizovany

interni deleci 11 nebo 37 aminokyselinovych zbytk( (Marletta et al., 2007).

Tabulka 4: Alely/varianty aS1-CN koziho mléka

Alela/varianta | Zdména

A Glu(77)=>GIn

B1 Reference 199 amk zbytk(

B2 Leu(16)->Pro

B3 Leu(16)>Pro; Arg(100)->Lys

B4 Leu(16)->Pro; Arg(100)->Lys; Thr(195)->Ala

C Leu(16)=>Pro; Arg(100)->Lys; Thr(195)->Ala; His(8)->lle
Leu(16)—>Pro Delece amk. 59->69

E Leu(16)>Pro; Arg(100)->Lys; Thr(195)->Ala Inserce LINE z 457-458 bp na 124. z 19.
exonu

F Leu(16)—>Pro Delece z amk. 59->95 Delece z 23.nukleotidu(nt) z 9. exonu a inserce z 11

bp a 3 bp v nasledujicich intronech

G Glu(77)->GIn Delece amk. 14->26

H Glu(77)->GIn; Arg(1)->Lys

I nevyjadifeno

L Leu(16)->Pro; Arg(90)->His

M Ser(66)->Leu

o1 Delece ~8.5kb zacatku ze 181 nukleotidu na 12. intronu

02 Velka nevyjadrena inserce

N Delece z C na 23. nukleotid z 9. exonu bez inserce 11 bp a 3 bp v nasledujicim intronu

(Marletta et al., 2007)

CSN2 gen je mensi neZ ostatni dva na vapnik citlivé geny kaseinu, sklada se z 9 exonu
v rozmezi od 492 (bp) do 24 bp. B-kasein, ktery je hlavni kaseinovou frakci koziho mléka, byl
dlouho povazovan za monomorfni (Marletta et al., 2007). Dnes je pro CSN2 geny zndmo 8
alel A, A1, B, C, C1, E, a0, a0 [primdrni varianta]. Obé 0,0 varianty jsou spojeny s nulovym
obsahem B-kaseinu (Kupper et al., 2010). Zodpovédnd je za to mutace, pfi které se
predcasné vyskytuje stop kodon v exonu 7 (Caroli et al., 2006). Bylo zjiSténo, Ze pfitomnost
alaninu v poloze 177 maturovaného proteinu, koduje v kozim mléce i v mléce dalSich
prezvykavcd CSN2 A alela, zatimco alela CSN2 C kdduje v téZze poloze aminokyselinu valin

(Caroli et al., 2006). Prehled variant B-kaseinu v kozim mléce uddava tabulka ¢islo 5.
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Tabulka 5: Varianty/alely B — kaseinu v kozim mléce

varianta/alela

zaména

A

Reference 207 amk zbytk(

Al C—>Tna 180. nt z 9. exonu

o’ 166 ak zbytk

0 Delece z A na pozici 16 ze 7. exonu

B nevyjadifeno

C Ala(177)->Val

D Ala(177)->Val, Val(207)>Asn

E Ser(166)->Tyr, C-=>A na pozici 370 ze 7. exonu

(Marletta et al., 2007)

Gen CSN1S2 je 18,5 kb dlouhy a sklada se z 18 exon(, o délce od 21 do 266 bp. Je

znamo sedm alel, které vykazuji tfi drovné exprese ( Marletta et al., 2007). Varianty A, B, C, E

a F jsou spojeny s normdlnim obsahem aS2-CN, D s nizS§im obsahem, a 0 s nedostatkem

specifického kaseinu (Klpper et al., 2010). V pfipadé koziho mléka je mozné predpokladat,

Ze CSN1S2 E varianta pochdzi z CSN1S2 C, protoZe obé alely sdileji isoleucin misto lysinu v

poloze 167 maturovaného proteinu (Caroli et al., 2006). V tabulce 6 se nachazi prehled

variant aS2-kaseinu v kozim mléce.

Tabulka 6: Varianty/alely aS2-kaseinu v kozim mléce

Varianta/alela

Zaména

A

208 amk zbytkd

B Glu(64)->Lys, G=>A na 10. nt z 9. exonu

C Lys(167)—>lle, A>T na 15. ntz 16. exonu

D 205 amk zbytkd, delece ze 122—-124 amk zbytkd,Thr (121)->Asn delece ze 106-bp
zahrnujici poslednich 11 bp z 11. exonu a prvnich 95 bp nasledujicich intronf

E Lys(167)->lle; Pro(193)->Arg, C->G na 28. kodonu z 16. exonu

F Val(7)->lle, G>A na 13. nt v 3. exonu

0] 109 amk zbytk( G->A na 80. ntv 11. exonu

Sub A Delece C-konecného tetrapeptidu

Sub B Delece C-konecného tetrapeptidu

(Marletta et al., 2007)

Ve srovnani s kaseiny citlivymi na vapnik vykazuje CSN3 kasein charakteristické

vlastnosti. Je to jediny glykosylovany a hydrofilni kasein, takZze je rozpustny v Sirokém

rozsahu koncentraci vapenatych iontl. Jeho signalni peptid se sklada z 21 zbytk(, zatimco

signalni peptidy na vapnik citlivych kaseinG obsahuji pouze 15 zbytk(. Gen k-kaseinu se

skldda z 5 exonl, z nichZ 4 nesou vice nez 90 % informaci kddujicich zraly protein. Kozy
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vykazuji mezi

prezvykavci nejvyssi pocet alel na CSN3. 15 jedno nukleotidovych

polymorfism( identifikovanych na urovni DNA, vede k vyskytu 16 alel - A, B, B [primarni

varianta], B" C, C [primarna varianta], D, E, F, G, H, |, J, K, L, M. 13 z nich je charakterizovano

zménami na urovni proteinu, zatimco 3 alely vykazuji tiché mutace (Kipper et al., 2010).

Prehled variant k-kaseinu v kozim mléce zobrazuje tabulka 7.

Tabulka 7: Varianty/alely k-kaseinu v kozim mléce

Varianta/alela

Zaména

A

171 zbytkd

B Val(119)->lle, G(471)>A

B’ Val(119)->lle, C(170)->T, G(471)>A

B” Val(119)->lle, C(290)->T, G(471)>A

C Val(65)—>lle; Val(119)->lle; Ala(156)—>Val; Ser(159)->Pro, T(245)—>C, G(284)->A,
G(309)>A, G(471)>A, C(583)>T, T(591)>C

c Val(65)—>lle; Val(119)->lle; Ala(156)—>Val; Ser(159)->Pro, T(245)—>C, G(284)->A,
G(309)>A, G(471)>A, C(583)->T, A(509)>G, T(591)>C

D GIn(44)->Arg; Val(65)>lle; Val(119)->lle; Ser(159)->Pro, T(245)->C, A(247)-G,
G(309)—>A, G(471)>A, T(591)>C

E Asp(90)—>Gly; Val(119)->lle, A(385)->G, G(471)>A

F Val(119)->lle; Ser(159)>Pro, T(245)->C, G(471)>A, T(591)—>C

G Val(65)—>lle; Val(119)->lle; Ser(159)->Pro, T(245)->C, G(309)>A, G(471)->A,
T(591)—>C

H Asn(53)->Ser; Val(119)->lle, A(274)>G, G(471)>A

| Val(65)—>lle; Val(119)->lle, G(309)>A, G(471)>A

J Tyr(61)->Cys; Val(119)->lle, A(298)—>G, G(471)>A

K GIn(44)->Arg; Val(119)->lle, A(247)>G, G(471)>A

L Val(65)—>lle; Val(119)->lle; Ser(159)—>Pro, G(309)>A, G(471)>A, T(591)>C

M Asp(90)—>Asn; Val(119)->lle; Val(145)->Ala; Ser(159)—>Pro, T(245)>C, G(384)->A,

G(471)>A, T(450)->C, T(591)->C

(Marletta et al., 2007)

Kaseiny jsou rezervoarem Sirokého spektra bioaktivnich peptidd. Bioaktivni peptidy

jsou drobné regulacni latky s vlastnostmi podobnymi hormonim. Bioaktivni peptidy jsou

neaktivni v sekvenci proteinu, ale mQzou se uvolnit enzymatickou proteolyzou v rGznych

Castech gastrointestinalniho traktu pfi traveni potravin. Prehled kaseinovych prekurzor(,

z nich vznikajicich bioaktivnich peptidd a jejich ucinky jsou uvedeny vtabulce 8. Tyto

vlastnosti koziho mléka by mohly byt vyuzity pfi vyrobé funkcnich potravin (Marletta et al.,

2007).
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Tabulka 8: Bioaktivni latky v kozim mléce.

kaseinovy prekurzor bioaktivni peptid bioaktivita

a-, B-kasein kasomorfiny opioidni agonista

K-kasein kasoxiny opioidni antagonista

a-, B-kasein kasokininy ACE-inhibitor

a-, B-kasein imunnopeptidy imunomodulator

K-kasein kasoplateliny Antithromboticky efekt

a-, B-kasein fosfopeptidy mineraly vazajici schopnost

(Marletta et al., 2007)
3.6.6 Syrovatkové bilkoviny

Kozi jakoz i ov¢i syrovatka maji jedine¢nou syrovatkovou bilkovinovou kompozici ve
srovnani se syrovatkou skotu (Moatsou et al., 2005). Podle vétSiny studii, mlécéné bilkoviny
syrovatky predstavuji priblizné 20 % celkovych proteinl. B-laktoglobulin (B-Lg) a a-
laktalbuminu (a-La) jsou nejduleZitéjsi syrovatkové bilkoviny vzhledem k jejich vysokému
obsahu celkovych protein( syrovatky a vyznamu pro potravinarsky pramysl (Janovic et al.,
2005). Pomér B-Lg / a-La, zavisi na typu plemene, a rozdily v pomérech B-Lg / a-La mlZou
souviset s raznymi funkénimi vlastnostmi mlécéné syrovatky (Moatsou et al.,, 2005).
Stanovenim syrovatkovych bilkovin v kozim a ovéim mléce v pribéhu laktace se zabyvala
Hejtmankova et al.,, (2012). Obsah celkového proteinu, stejné jako obsah syrovatkovych
bilkovin v kozim mléce, plemene koza bild kratkosrstd, byl na rozdil od mléka ovcéiho témér
konstantni po celé obdobi laktace a pohyboval se kolem stfedni hodnoty. Primérny celkovy
obsah bilkovin koziho mléka byl 2,75+0,2 %. Primérnd hodnota obsahu syrovatkového
proteinu v celkovém proteinu byla v kozim mléce 15,8+2,61 %. Nejvice byly v syrovatkovych
bilkovinach zastoupeny a-laktalbumin a B-laktoglobulin, v kozim mléce tvofily 86,7+2,23 %
z celkového syrovatkového proteinu.

Hlavni slozkou syrovatkovych proteinl v kozim mléce byl identifikovan a-laktalbumin,
avSak na konci obdobi laktace se obsah B-laktoglobulinu prudce zvysil. Koncentrace B-
laktoglobulinu v kozim mléce byl, s vyjimkou konce laktaéniho obdobi, vzdy nizsi nez
koncentrace a-laktalouminu. Prlimérny pomér mezi B-laktoglobulinem a a-laktalbuminem
v mléce kozy bilé kratkosrsté byl 0,59 a pohyboval se v obdobi laktace v rozmezi od 0,25 do
1,94 (Hejtmankova, 2012). Pro jina plemena se poméry mezi [-laktoglobulinem a a-

laktalbuminem pohybovaly v rozmezi od 2,02 do 3,04 (Moatsou et al, 2005). Nejvyssi
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koncentrace PB-laktoglobulinu v kozim mléce byla zjisténa na konci lakta¢niho obdobi.
Vyznam rostouci koncentrace B-laktoglobulinu odpovida skutec¢nosti, ze se jedna o hlavni
bilkovinu v syrovatce prezvykavcl a muzZe hrat dilezitou roli pfi vazani a transportu
hydrofobnich ligandl jako jsou retinoidy, alkeny, a mastné kyseliny. Navic je dllezitym
zdrojem aminokyselin pro potomstvo (Hejtmankovd, 2012, Konotopis et al., 2004). Kozi B-
laktoglobulin i a-laktalbumin se vyskytuji ve dvou formach. Kozi a-laktalbumin postrada
metionin a je podobny ov¢imu analogu. (Roginski et al., 2003).

Celkové zastoupeni esencidlnich aminokyselin je asi 40 %. Nejvice jsou v
kozi syrovatce zastoupeny aminokyseliny glutamdt, alanin a leucin, stejné jako celkové
v mléce, ale oproti mléku je v syrovatce snizeno mnozstvi methioninu a naopak zvySen obsah
alaninu a glycinu. Obsah lysinu, isoleucinu, leucinu, valinu, a argininu je podobny jako
v mléce (Hejtmankova et al., 2012).

NejcitlivéjSi na tepelné namahani byly syrovatkové bilkoviny koziho mléka, jsou
citlivéjsi k tepelnému namahani nez syrovatkové bilkoviny kravského a ovcéiho mléka. Pfi
zahtevu na 72 °C po dobu 10 minut, doslo k denaturaci 36 % syrovatkovych bilkovin (Jansova
et al., 2007).

Je také zndmo, Ze kozi syrovatka obsahuje latky, které, i kdyz v nizkych koncentracich,
mohou ovlivnit metabolické, imunologické a fyziologické procesy, a tim pfispivaji
k pozitivnim ucinklim koziho mléka na lidsky organismus (Silanikove et al., 2010 ).

Ve studii (de Souza Araujo et al., 2016) byla zkoumana schopnost kozi syrovatky zabranit
stfevnimu zdnétu v experimentalnim modelu krys indukovanych kyselinou octovou.
Podavani kozi syrovatky (1, 2, a 4 g.kg™ télesné hmotnosti) mélo na zanét tlustého stieva
krys pozitivni ucinky. ZlepSily se stfevni zadnétlivé markery, véetné myeloperoxidazové
aktivity, hladiny leukotrienu, sniZila se produkce prozanétlivych cytokinl IL-1 a tumor
nekrotizujictho faktoru-a. Kromé toho, podavani kozi syrovatky vyznamné snizZilo strevni
oxidacni stres snizenim hladiny malondialdehydu a zvySenim celkového obsahu glutathionu.
Kozi syrovatka muze byt tedy potencidlné vyuzita v 1écbé zanétlivych stfevnich onemocnéni

(de Souza Araujo et al., 2016).
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7 a Vv

3.7 VytéZnost koziho mléka pii vyrobé syriti

Prvotnim urcujicim faktorem vytéznosti syrl je sloZzeni mléka a technologie, kterd urcuje
podil komponent zachycenych do syra (Van Boekel, 1993). Podle Foxe et al. (2004) se
maximalni vytéZznost v praxi pohybuje okolo 75 % z celkového obsahu bilkovin v mléce (Fox
et al., 2004).

Koagulace pfi syfeni se |isi s rozdily ve slozeni mléka, a to zejména v zavislosti na pH,
obsahu vapniku a velikosti micel (Pirisi et al., 1994).

Remeuf et al. (1991) zjistili, Ze doba flokulace se sniZuje se snizenim velikosti micel. Je
znamo, Ze K - kasein hraje zasadni roli ve struktufe micel v kravském mléce (Schmidt, 1982).
Remeuf et al. (1989, 1991), a Laurent et al. (1992) zjistili pozitivni korelaci mezi pevnosti gelu
a obsahem proteint nebo kaseinu v kozim ¢i kravském mléce. Remeuf et al. (1989) popsali
negativni korelaci mezi velikosti kaseinovych micel koziho mléka a pevnosti gelu, coz se
dobte shoduje s vysledky studie Pirisi et al. (1994). Gelova pevnost a vytézek syra se zvysuje s
narlistem obsahu kaseinu. Tvaroh z mléka s vyssSim obsahem aS1-kaseinu, mél vyssi rezny
odpor a také mensi ztraty tuku.

Vys$Si tvrdost a plasticita syrl zmléka s vysSim obsahem aS1-kaseinu, byla
pravdépodobné zplsobena vyssim obsahem susiny a mensim primeérem micel. Nicméné, po
jednom meésici zrani, byly syry vyrobené z mléka s nizSim obsahem aS1-kaseinu pevnéjsi a
mély vice tvarnou strukturu nez syry vyrobené z mléka s vysSim obsahem aS1-kaseinu. Tyto
vlastnosti jsou pravdépodobné spojeny s tim, Ze syr si udrzel niz$i obsah vody a mél znaéné
nizsi obsah tuku (Pirisi et al., 1994).

Mléko koz s vyssi syntézou aS1-kasinu bylo bohatsi na susinu, tuk a kasein a mélo
mensi stredni velikost micel. Ukazalo se, Ze mléko téchto koz mélo lepsi vlastnosti pfi srazeni
syfidlem. Celkovy obsah pevnych latek v syru, vyuZiti tuk( a hruby vytézek byly vyznamné
vys$si. Byly pozorovany také strukturni rozdily, a to zejména v tvrdosti a pevnosti, u syrd
zmléka srdznym obsahem aS1-kaseinu. Obsah aSl-kaseinu ma tedy vyrazny vliv na
fyzikalné-chemické vlastnosti mléka a jeho kvalitu pfi vyuZiti k vyrobé syrt (Pirisi et al., 1994).
Vytéznost mléka snizuji intramamarni infekce, jako je naptiklad subklinicka mastitida (Leitner
et al.,, 2007). Ukazalo se Ze, vysoky obsah fenolli v mléce zlepSoval kvalitu mléka, v ohledu k
jeho oxidacni stabilité, ucinnosti zpracovani a kvalité mlécnych vyrobkd (O'Connella et Fox,

2001).
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Nékteré syry jsou vyrabény zvlastni technologii vyuzivajici vysoké tepelné oSetfeni (cca
pri 90 °C) mléka, které poskytuje vyssi vytéznost syrd. Napfriklad v jizni Italii je typicky tradiéni
syr vyrabény z koziho mléka nazyvany Cacioricotta, kde je proteolyza zakladem
biochemickych procest v pribéhu zrani syru a prispiva k vyvoji chuti a textury syru (Bucek et

al., 2007).

3.8 Fermentované mlécné vyrobky

Produkty z koziho mléka jsou diky svym biochemickym, nutricnim a organoleptickym
vlastnostem povazovany za vysoce kvalitni produkty. Spotfeba koziho mléka ma pozitivni vliv
na metabolismus Fe, kostni obrat a enzymatickou antioxida¢ni ochranu (Moreno-Fernandez,
2016).

Studie (Moreno-Fernndez, 2016) ukazala, Ze s vyjimkou alaninu, v jehoZ obsahu rozdily
nebyly statisticky vyznamné, jsou vSechny ostatni aminokyseliny ve fermentovaném kozim
mléce vice zastoupeny nez ve fermentovaném kravském mléce, rozdily se pohybovali mezi
13 a 46 %.

Profil mastnych kyselin kravského a koziho fermentovaného mlééného tuku ukazal, ze s
vyjimkou hodnot pro C11:0, C13:0, C16:0, C18:0, C20:5, C22:5, a celkového mnozstvi
nasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin, vSechny ostatni sledované mastné
kyseliny byly obsazeny v kravském a kozim mléce v odliSném mnozstvi. C4:0, C14:0, C14:1,
C15:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:3 a C20:4 byly ve fermentovaném kozim mléce ve vyznamné
nizSim mnoizstvi ve srovnani s fermentovanym kravskym mlékem. Naopak byl ve
fermentovaném kozim mléce ve srovnani s fermentovanym kravskym mlékem vyssi obsah C8
0, C10:0, C18:2, n-6 a PUFA n-3 (P <0, 01) pro C6:0, C18:1, n-9, PUFA a PUFA n-6 (Moreno-

Fernandez et al., 2016).

3.9 Porovnani raznych druhii mlék

Pfi hodnoceni obsahu mineralnich latek ve fermentovanych vyrobcich by zjistén stejny
obsah K, P a | v kravském i kozim fermentovaném mléce. Ovsem obsah Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Se

byl vyssi v kozim mléce.
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Fermentované kozi mléko mélo nizsi mnozstvi vitaminu C, kyseliny listové a vitaminu E a
vys$Si hodnoty vitaminu B6, B12, A a D3 ( Moreno-Fernandez et al., 2016).
Plazmin (PL) je hlavni mlé¢na proteinaza, zvyseni jeji aktivity mize vést k degradaci kaseinu v
mléce a snizeni vytézku syra. Kozi mléko obsahuje cely systém PL: PL, plazminogen (PG),
inhibitory PL, PG aktivatory a inhibitory PG aktivator( (Yadav et al., 2016).

Obsah minerdlnich latek v mléce francouzsko-alpskych a anglo-nubijskych kozich
plemen vykazoval vyssi hodnoty Ca, P, K, Mg, a Cl a niz$i hodnoty Na a S neZ v kravském
mléce (Yadav et al., 2016).

V kozim mléce prevladaji podobné bakterialni rody jako v mléce materfském. Jedna se
rodyStaphylococcusspp., Streptococcusspp., Pseudomonasspp., A Lactobacillusspp (Li et al.,
2017). Kozi mléko obsahuje laktoperoxidazu, kterd je ucinna proti bakteriim zpUsobujicim
choleru (Vibrio cholerae), tyfus (Salmonellatyphi), zapal plic (Klebsiellapneumoniae), Uplavici
(Shigelladysenteriae) a kazeni potravin (Staphylococcus aureus) (Yadav et al., 2016). Ukazalo
se, Ze kvasené kozi mléko (Lactobacillusfermentus ME-3) vykazuje u zdravych jedincl
antioxidacni a anti-aterogenni ucinky, snizuje tedy riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Na
mysSim modelu se prokazalo, Ze kozi mléko fermentované Lactobacillem rhamnosus,
stimuluje mukdzni imunitni systém a zlepSuje ochranu proti infekcim stfev a dychacich cest.
Fermentované vyrobky by mohly mit ptiznivy vliv proti vysokému krevnimu tlaku.
Fermentace by také mohla zvysit obsah listové kyseliny, kterou kozi mléko neobsahuje (
Yadav et al., 2016).

Produkci, sloZeni i oxida¢ni procesy v mléce lze upravit stravou koz. Jako pfinosné se
ukazalo napftiklad pfidani ¢aje Moringaoleifera do krmiva (Babiker et al., 2017).

Bylo testovano vyuziti oleje Echium jako doplriku stravy koz. Echium olej se ziskava ze
semen Echiumplantagineum, cozZ je |éciva rostlina z Celedi brutnakovité (Boraginaceae). Olej
ma charakteristicky profil mastnych kyselin (FA), je bohaty na n-3 a n-6 mastné kyseliny.
Doplnéni krmiva o tento olej bylo uzitecné pro zvyseni produkce mléka a obsahu mlécnych
bilkovin, jakozZ i ke zlepSeni celkového profilu mastnych kyselin. Bylo zaznamendano vyznamné
snizeni hypercholesterolemickych nasycenych mastnych kyselin se stfedné dlouhym
fetézcem a poméru n-6 / n-3 MK. Dale bylo pozorovano vyznamné zvyseni VLC PUFA, jako
jsou eikosapentaenova kyselina (20:5, n-3, vSechny cis-5, 8, 11, 14, 17, EPA),
dokosahexaenova kyselina (22:6, n-3, vsechny cis — 4, 7, 10, 13, 16, 19, DHA) a dihomo-y-

linolenova kyselina (20:3, n-6, vSechny cis — 8, 11,14, DGLA). Nicméné, je tfeba olej chranit
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proti biohydrogenaci v bachoru, jinak se pfiznivé ucinky na mléko témér neprojevi (Renna et
al., 2016).

Byl testovan také vliv dietniho zaclenéni tasy Chlorella pyrenoidosa na profil
mastnych kyselin a na aktivitu superoxiddismutdazy, glutathionreduktdzy a laktoperoxidazy
v kozim mléce. Vysledky ukazaly, Ze ptidavek 11 g fasy Chlorelly pyrenoidosy do stravy koz po
dobu 28 dni nemélo znatelny vliv na vytézek koziho mléka, chemické sloZeni ani profil
mastnych kyselin a dalsi sledované parametry (Tsiplakou et al., 2017).

Byl zjistén vyznamny vliv véku a délky laktace na obsah bilkovin, tukd, celkové susiny,
tukuprosté susiny, kaseinu a dojivost. Nicméné, mésic narozeni a pocet narozenych mladat
neovlivnilo slozeni mléka. Byl zkouman vliv B1, B2, B3 a E alel CSN1S1 genu na produkci a
sloZzeni mléka kozy sanské. Bylo zjisténo, Ze B3 a E alely ovliviuji sloZzeni mléka. Vliv B1 a B2
alel na sloZzeni mléka nebyl zatim prokazan. Alela B3 méla vyznamny vliv na obsah bilkovin,
tukd, celkové susiny, tukuprosté susiny, kaseinu a laktozy. E alela vyrazné ovlivnila obsah
tuku a celkové susiny.

Obsah proteint, tukd, celkové susiny, tukuprosté susiny a kaseinu byl sledovan u koz
s riznymi alelami. U koz s alelami B3 / B3 byl obsah vys3i nez u koz s alelami B3 / NB3 (NB3:
non-B3) a NB3 / NB3. Pro E alely bylo zjisténo, Ze kozy s alelami NE / NE maji v mléce vyssi

obsah tukl a celkové susiny, neZ jejich E / E a E / NE protéjsky (Turhan Dincel et a.l, 2016).

3.10 VyuZiti metody HPLC v analyze proteint

Chromatografické metody maji rozsahlé uplatnéni v izolaci mléénych proteind. Vyhodou
HPLC techniky je jeji rychlost, jednoduchost a moZnost automatizace (Borkova et Snaselov3,
2005). Nicméné rozhodujici faktor pro rozvoj HPLC je citlivost této metody. V dnesni dobé se
vyvijeji stdle mensi kolony s mensim primérem a nové typy stacionarnich fazi, které jsou
schopny selektivné vazat urcité typy analytu (Mitulovic et Mechter, 2006).

Analyza mlécnych proteini miZe byt provedena pomoci reverzni faze, vyménou iontt
(jak aniontli, tak i kationtll), molekulovou permeacni chromatografii i hydrofobni
kapalinovou chromatografii (Borkova et Snaselova, 2005).

Reverzni faze HPLC je technika chromatografické separace analytl na zdakladé jejich
hydrofobnich vlastnosti (Borkova et Snaselova, 2005). Je zalozend na interakci mezi vzorkem,

hydrofobni stacionarni fazi a hydrofilni polarni mobilni fazi, tento postup je nejpouzivané;jsi
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separacni technikou v proteomice, a pouziva se jiz od roku 1976 (Mitulovic et Mechter,
2006). Kvantifikace druhi mléka touto metodou se provadi v rozsahu koncentraci proteint
5 — 95 %. Metoda byla Uspésné pouzita pro stanoveni pravosti a mnozZstvi individudlnich
druhl mlék v ovcich a kozich syrech. Lze ji vyuzit k detekci pridavku kravského mléka do
mléka koziho analyzou syrovatkovych proteint. Nevyhodou této metody je, Ze nezaznamena
rozdil mezi kozim a ovéim mlékem, jelikoZ jejich syrovatkové proteiny maji velmi podobné
retencni ¢asy (Borkova et Snaselova, 2005).

lontova chromatografie je zalozen na separaci iontovou vyménou mezi mobilni a
staciondrni fazi. Anexova rychld proteinova kapalinova chromatografie byla pouzZita pro
identifikaci pravosti kozich produktu. Autorim se podafilo oddélit kaseiny kravského a
koziho mléka, ale vzorek byl negativné ovlivnén znacnou proteolyzou, nebylo moiné
identifikovat primési. Tuto techniku je mozné pouzit pro identifikaci kravského mléka v
kozim mléce detekci bovinniho aS1-kaseinu (Borkova et Snaselova, 2005).

V pfipadé hydrofobni interaktivni chromatografie probihd separace latek v hydrofobni
staciondrni fazi snizenim iontové sily mobilni faze. Tato technika byla pouZita pro separaci a
stanoveni aS1-, aS2-, B- a k-kaseinu v kravském, ov¢éim a kozim mléce, jejich smési a syru.
Touto metodou lze stanovit pfimés jiného druhu mléka, pokud je jeho koncentrace alespon
10% nebo vyssi (Borkova et Snaselova, 2005).

Pfistrojové vybaveni pro HPLC vyzkum v proteomice se nelisi od béZzného HPLC vybaveni.
Cerpaci systémy, separacni kolony a detektory pouZivané pro detekci proteini jsou
pouZivany i pro konvencni analyzu. Rozdil je vSak v rychlosti prdtoku a tedy i rozmérech

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

4.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikdlie (mimo deionizované vody) jsou znacky Sigma-Aldrich
e Kyselina trifluoroctova (TFA) — fada ReagentPlus®, Cistota = 99%
e Dithiotreitol (DTT) — fada BioUltra, c = 1 mol.dm-3, ¢istota p.a.

e Acetonitril — CHROMASOLV® Plus pro HPLC, Cistota > 99,9 %
e Guanidin hydrochlorid, ¢istota > 99,5 %

e Citran sodny, Cistota > 99 %

e Kasein celkovy z bovinniho mléka — Technical Grade

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

e B-kasein — lyofilizovany prasek, rada BioUltra, Cistota > 98 %
e k-kasein — lyofilizovany prasek, Cistota > 70 %

e [-LgB - lyofilizovany prasek, Cistota > 90 %

e B-LgA - lyofilizovany prasek, Cistota = 90 %

e a-La- lyofilizovany prasek, Cistota > 85 %

e Deionizovand voda (odpor =18,2 MQ)
4.2 Pomicky

Bézné laboratorni sklo

e Automatické pipety (100-1000 pl)
e Injekéni strikacky (2 ml)
e PVDF mikrofiltry s porozitou 0,45 pm, Chromservis, Ceska Republika

e HPLC krimpovaci vialka (2 ml)
4.3 Pristroje

e Kapalinovy chromatogram e2695 s PDA detektorem 996 (Waters Corporation, USA)
e Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)
e Filtracni pfistroj na demineralizaci vodu znacky Millipore, s vodni vyvévou

e Spektrofotometr NIR na mléko Dairy Spec FT
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e Analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)
e Ultrazvukova lazen (Notus — Powersonic, Slovakia)
e Mrazici box ( Liebherr Mediline, Némécko)

e Lednice (Candy, Itdlie)

4.4 Experimentalni material

Bylo analyzovdno kozi mléko nadojené ve tfech rlznych farmach (F1, F2 a F3)
nachdzejicich se v rlznych mistech Ceské republiky. Na farmdch F1 a F2 je chovdno shodné
plemeno koza bild kratkosrstd (KBK), na farmé F3 je chovano plemeno koza sanska (KS).
Bazénové vzorky mléka i vzorky mléka ziskané individudlnim nadojem byly odebirany
opakované v prabéhu laktaéniho obdobi. Vindividualnich vzorcich mléka byly ve
Vyzkumném Ustavu mlékarenském, ktery zajistoval odbér vzorku, stanoveny pocty
somatickych bunék a vzorky mléka byly roztfidény do tfi skupin podle jejich poctu.
Individualni vzorky mléka zarazené do stejné skupiny byly slity a nasledné byly jednotlivé
skupiny mlék analyzovany. Pocty somatickych bunék vjednotlivych skupinadch byly

nésledujici < 500x10°, 500 — 1000x10% a > 1000x10°.

4.5 Priprava vzorki

Priblizné 10 ml syrového nehomogenizovaného mléka bylo odstfedéno na centrifuze
Eppendorf 5810R rychlosti 12000 rpm (15 281g) pfi teploté 4 °C po dobu 10 minut. Poté bylo
odstredéné mléko nechano 5 minut v mrazicim boxu (—20 °C) a nasledné slito mlé¢éné sérum
(supernatan). K 0,5 ml mlééného séra bylo pfidano 2,5 ml pufru obsahujiho 6M guanidin-HCI,
20mM dithiothreitol a 5mM citran trisodny a nafedéno 7,5 ml deionizované vody. Vzorek byl
kratce vortexovan a ponechan 1 hodinu inkubovat. Poté byl vzorek opét kratce vortexovan a
nasledné prefiltrovan pfes membranovy filtr (celuléza-acetdat, 0,45 um) do vialky. Na filtraci
kazdého vzorku bylo nutno pouZit novy mikrofiltr, nebot ¢ast vzorku se na filtru zachyti,

metoda pravdépodobné nejen z téchto dlivodl 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)

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

Slozeni mobilni faze B — H20: acetonitril (90:10), (v/v) s podilem 0,1 % TFA

Priitok mobilni faze: 0,25 ml.min™

Typ eluce: gradientova

Teplota chromatografické kolony: 40 °C

Objem analyzovaného vzorku: 20 pl

Doba analyzy: 71 minut

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

Schéma gradientové eluce je uvedeno v Tabulce 9

Tabulka 9: Podminky gradientové eluce.

Cas (min) Pratok (ml/min) %A %B Typ kivky
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
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Standardy kaseinl i syrovatkovych bilkovin byly rozpustény ve vyse uvedeném pufru a
pouzity k tvorbé kalibracnich kfivek. VSechny kalibra¢ni kfivky byly linedrni ve zvoleném
koncentracnim rozsahu, odpovidajicimu ocekdvanym hodnotam sledovanych analytl v
mléce (korela¢ni koeficient R = 0,972 — 0,999). Nejnizs$i hodnota korela¢niho koeficientu
odpovida kalibracni zavislosti k-kaseinu. Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ)

pro jednotlivé bilkovinné frakce jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10:  Meze detekce a stanovitelnosti sledovanych analytd.

LOD LoOQ
Bilkovinna frakce Symbol

[mg/ml] [mg/ml]
as:-kasein as:-CN 0,02 0,07
asy-kasein os-CN 0,05 0,17
B-kasein B-CN 0,05 0,17
K-kasein K-CN 0,02 0,07
a-laktabumin a-La 0,03 0,10
B-laktoglobulin A B-Lg A 0,03 0,10
B-laktoglobulin B B-Lg B 0,02 0,07

Z chromatogrami koziho mléka obr. 1 a obr. 2 je zfejmé, Ze ve srovnani
s chromatogramem kravského mléka (priloha 1) dochazi ke zméné retencniho ¢asu (posun k
nizSim hodnotam) syrovatkovych bilkovin s vyjimkou PB-laktoglobulinu A a navic se v
chromatogramech koziho mléka vyskytuji pouze 2 chromatografické piky syrovatkovych
bilkovin, z nichZz jeden s velmi vysokou pravdépodobnosti odpovida B-laktoglobulinu A.
ProtoZze dochdazi k posunu retenéniho ¢asu druhého piku syrovatkovych bilkovin a zaroven
nejsou dostupné pfislusné standardy koziho mléka, nelze s dostatec¢nou presnosti
rozhodnout, zda druhy chromatograficky pik ptislusi a-laktalbouminu nebo B-laktoglobulinu B
nebo zda pfipadné dochazi ke koeluci téchto 2 latek. Tento pik byl vyhodnocen dvojim

zplUsobem. Jednak jako by se jednalo o a-laktalbumin, v druhém pripadé o B-laktoglobulin B.
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V druhém ptipadé by vSak v mléce nebyl pritomen témér zadny laktalbumin (tomu byl
pfifazen jiny chromatograficky pik s velmi malou plochou) a navic vypoctené % zastoupeni
kaseinovych frakci v mléce bylo primérné o 10 % nizsi a u nékterych vzorku kleslo az na 60
%. Z téchto duvodl, se zda byt pravdépodobnéjsi, Ze se jedna o a-laktalbumin. Tato
hypotéza je podporena praci Ruprichové et al. (2014), ve které autofi uvadéji
chromatogramy syrovatkovych bilkovin kravského, koziho a ovéiho mléka a na rozdil od
kravského a ovéiho mléka vchromatogramu koziho mléka jsou pfritomny pouze 2
chromatografické piky, a to a-laktalbumin a B-laktoglobulin bez rozliseni, zda jde o typ A
nebo B. Metodu lze povaZovat za plné vyhovujici pouze pro stanoveni kaseinovych frakci v
kozim mléce, pro spolehlivé stanoveni jednotlivych syrovatkovych bilkovin musi byt metoda

dale optimalizovana.

Obr 1. Chromatogram koziho mléka, v némz nebyl detekovan B-laktoglobulin B
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Obr 2. Chromatogram koziho mléka, v némz byl detekovan B-laktoglobulin B
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5 Vysledky

V grafech Cislo 1 — 3 je znazornéno celkové mnozstvi bilkovin v analyzovanych vzorcich
koziho mléka na jednotlivych farmach v bazénovych vzorcich mléka a vzorcich mléka
rozdélenych do jednotlivych skupin podle poctu somatickych bunék. Celkovy obsah bilkovin

je uddn jako soucet obsahu jednotlivych bilkovinnych frakci stanovenych metodou HPLC.

Graf 1: Celkovy obsah bilkovin v mléce dle poctu somatickych bunék, farma F1
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Graf 2: Celkovy obsah bilkovin v mléce dle poctu somatickych bunék, farma F2
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Graf 3: Celkovy obsah bilkovin v mléce dle poctu somatickych bunék, farma F3
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V grafu €. 4 je znazornén celkovy obsah bilkovin v bazénovych vzorcich mléka odebiranych na

vSech farmach v rGznych fazich laktaéniho obdobi.

Graf 4: Porovnani celkového obsahu bilkovin v bazénovych vzorcich mléka dle doby laktace
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Procentualni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci véetné procentudlniho zastoupeni kaseinového podilu a vypocteného celkového

mnozstvi bilkovin ve vSech analyzovanych vzorcich koziho mléka je uvedeno v tabulkach 11 a 12.

Tabulka 11: Vysledky analyz — mléko rozdéleno do skupin dle poctu somatickych bunék.

x
Poclty Datum ag1-CN 0s,-CN p-CN k-CN a-La p-LgA p-LgB X CN Proteiny
Farma Plemeno SB[x10°] odbéru [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] g/100 ml

F1 KBK <500 Cerven  6,96+1,50 0,63+0,16 27,6+0,86  68,8+2,08 31,4+233 68,6+2,33 <LOD1 61,40+1,71 1,13+0,05
F1 KBK  500-1000 Cerven 4,48+0,14 0,7740,01 27,96+0,64 66,79+0,78 41,4+1,84 588+1,84 <LOD1 659+1,15 1,11+0,04

F2 KBK > 1000 Cerven 7,10+0,84 0,90+0,05 70,4,+0,81  21,640,37  63,6+0,79 36,440,799 <LOD1 76,0+1,94 1,46+0,12

F3 KS <500 Duben 27,8+1,54 1,41+0,81 51,9+#3,13  18,9+0,77 35,8%2,45 64,2+4,15 <LOD1 52,7£2,63 0,88+0,15
F3 KS 500-1000 Duben 22,1+1,70 0,27+0,07 25,16+1,52 52,49+2,63 32,6+3,63 67,4£3,63 <LOD1 60,7£3,08 1,90+0,24
F3 KS >1000 Duben 21,5+0,71 0,31+0,11 61,1+1,24  17,1£0,75  75,8%7,22 24,24722 <LOD1 81,2+1,52 1,96+0,18
F3 KS <500 Kvéten 20,5%0,97 0,68+0,05 21,82+0,75 57,02+1,67 43,0£1,71 57,0+1,71 <LOD1 70,1+0,63 1,66+0,12
F3 KS 500-1000 Kvéten 20,3+7,41 3,31£2,96  43,13%5 33,25+4,92  23,9+1,7 76,9+1,7 <LOD1 38,74+6,08 0,91+0,16
F3 KS >1000 Kvéten 19,1%0,18 0,57+0,05 62,3£0,24  18,0+0,09  69,7£0,92 30,3+0,92 <LOD1 79,4+1,20 1,70+0,10
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Tabulka 11: Pokracovani

Plem Poéty Datum 0s-CN 0s-CN B-CN k-CN o-La B-LgA p-LgB X CN Pro>t:(‘einy
Farma eno SB[x10°]  odbéru [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] g/100 ml
F2  KBK >1000 Duben  7,86+0,27 0,31£,03  72,58+1,19 19,24+1,22 84,04+2,11 15,96+£2,11 <LOD1 75,84+0,22 1,37+0,17
F1  KBK >1000 Cerven  7,01#2,08 3,05+0,97 25,85£11,62 61,08+10,17 81,44+0,87 18,56+0,87 <LOD 1 57,19£3,36 0,76+,02
F2  KBK 500-1000 Cerven 16,44+1,30 1,66+0,36 46,48+0,66 3542+1,65 23,45+3,13 76,55+3,13 <LOD1 51,74+3,3 1,61+0,29
F2  KBK 500-1000 Duben 10,61+0,42 0,77+0,06 59,9+0,49  28,72+0,13 29,38+0,92 70,62+0,92 <LOD 1 64,88+0,44 1,58+,02
F2  KBK <500 Cerven 11,64+1,03 <LOD 57,77£1,93 30,59+1,15 29,42+4.64 70,58+4,64 <LOD1 64,81+4,42 1,51%0,18
F3 KS >1000 Srpen  13,69+3,43 3,16+£0,98 63,88+7,14 19,2842,78 20,14+2,65 30,56+1,12 49,3+2,85 74,38+4,03 1,72+0,24
F3 KS >1000 Zari  15,55+0,69 3,53+0,36 63,5+1,09  17,42+0,4  3,29+1,07 21,69+0,84 75,02+1,38 74,21+0,13 1,93+0,03
F3 KS  500-1000 Srpen  12,31+0,17 0,79+0,03 65,78+0,56  21,12+0,6 67,03+0,36 32,97+0,36 <LOD 1 79,17+0,08 1,67+0,04
F3 KS <500 Zari  17,2840,62 5,06+0,21 62,35+0,5  15,3£0,37 62,46+1,08 37,54+1,08 <LOD1 84,07+0,38 2,35+0,08
F3 KS  500-1000 Zari  23,12+6,69 5,75+1,42 55,1545,71 15,98+2,41 43,94+0,47 56,06+0,47 <LOD 1 88,51+£5,55 2,27+0,3
F1  KBK >1000 Srpen  7,3540,36 2,62+0,25 56,71+1,93 33,31+1,36  3,81+0,27 50,84+3,44 45,35+3,31 49,79+4,15 1,00+0,02
F1 ~ KBK 500-1000 Srpen  §8,37+#0,15 <LOD 61,18+0,32 28,46+0,28 3,71+0,73 42,25+0,15 54,03+0,86 56,42+2,32 0,86+0,00
F1  KBK <500 srpen  3,92+40,25 1,29+0,4 69,75+0,89 25,05+0,57  1,7£0,3  39,42+1,32 58,88+1,62 65,52+0,47 1,05+0,01
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Tabulka 11: Pokracovani

Potty  Datum as;-CN as;-CN p-CN K-CN o-La p-LgA p-LgB 2 CN Pro>t:(‘einy

Farma Plemeno SB[x10’] odbéru [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] g/100 ml
F3 KS <500 Cervenec 14,89+0,26 4,46+0,45 61,9+0,12 18,74+0,32 59,14+0,61 40,86+0,61 <LOD 1 78,04+0,27 1,61+0,01
F2 KBK 158(())(-) Srpen  4,06+£0,08 1,54+0,1 65,34+0,31 29,06+0,47 49,44+0,41 50,56+0,41 <LOD 1 74,64+0,62 1,18+0,01
F3 KS 1588(-) Cervenec 12,66+0,38 2,72+0,09 65,24+0,82 19,37+0,44 55,44+1,52 44,56x1,52 <LOD 1 77,01£1,09 1,35+0,04
F2 KBK <500 Srpen  14,58+2,47 1,3+0,25 50,18+2,14 25,94+0,19 54,2+0,83 45,8+0,83 <LOD1 78,52+0,70 1,13+0,03
F3 KS <500 Srpen  16,42+0,97 <LOD 63,48+1,45 20,09+0,69 60,76+3,41 39,24+3,41 <LOD1 80,56+0,75 1,48+0,30
F2 KBK <500 Duben  7,58+0,28 <LOD 72,81+0,15 19,62+0,42 61,16+1,09 38,84+1,09 <LOD 1 75,30+0,78 1,424+0,05
F2 KBK  >1000 Srpen  12,91+0,08 2,64+0,28 59,37+1,48 25,08+1,56 41,5£0,91 9,45+0,17 49,04+0,75 79,41+0,38 1,07+0,04
F3 KS >1000 Cervenec 19,4+0,17 0,67+0,01 61,5+0,90 18,5+1,08 66,240,14 33,7+0,14 <LOD1 86,5+0,63 2,52+0,11
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Tabulka 12:  Vysledky analyz bazénovych vzork( koziho mléka
X

Datum as;-CN as;-CN p-CN K-CN o-La p-LgA p-LgB 2 CN Proteiny
Farma  Plemeno odbéru [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] 2/100 ml
F1 KBK Duben 6,30£0,75 <LOD  74,8+1,67 18,9+1,19 74,843,79 25,2+3,79 <LOD 72,3£1,38 1,28+0,10
F1 KBK Cerven  4,8940,26 0,43+0,07 75,0+1,74 19,7+1,44 84,0+0,43 16,0+0,43 <LOD 77,7£0,18 1,1340,02
F1 KBK Srpen 6,06+0,38 0,37+£0,04 75,3+1,92 18,2+1,56 84,0+0,31 16,0+0,31 <LOD 80,45+0,25 1,7240,13
F2 KBK Duben 8,50+0,14 <LOD 74,5£1,00 17,0+1,00 74,7+0,31 25,3+0,31 <LOD 81,0+2,08 1,96+0,31
F2 KBK Cerven 7,50£0,30 <LOD  72,5+0,84 20,0+0,55 72,2+1,79 27,8+1,79 <LOD 78,1£1,26 1,35+0,08
F2 KBK Srpen 8,21£0,65 <LOD  71,440,75 20,0£1,40 74,2+0,77 25,8+0,77 <LOD 80,2+0,12 1,60+0,08
F3 KS Duben 24,840,99 <LOD 61,241,13 13,9+0,56 75,1+1,06 24,9+1,06 <LOD 84,2+2,09 2,38+0,33
F3 KS Cervenec  13,45+0,44 0,34+0,01 70,0+1,27 16,2+1,47 87,3+0,20 12,7+0,20 <LOD 83,49+0,87 1,69+0,10
F3 KS Kvéten 19,1+1,9 0,33+0,02 64,33+1,88 16,02+0,59 85,04+3,57 14,96+£3,57 <LOD 85,44+2,00 2,78+0,45
F3 KS 74t 16,96+0,64 3,7+0,5 53,85+0,76 15,49+0,34 62,53+1,1 37,47+1,1 <LOD 85,28+0,77 2,35+0,02
F3 KS Srpen 15,28+0,19 4,46+0,05 64,21+0,2 16,06+£0,07 59,74+0,13 40,26+0,13 <LOD 84,96+0,01 2,13+0,00
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V grafu €. 5 je zndzornéno procentudlni zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin z celkového mnozZstvi pfitomného kaseinu

v bazénovych vzorcich mléka odebiranych na vsech sledovanych farmach v priibéhu laktace. Graf ¢. 6 znazornuje procentudlni zastoupeni

jednotlivych stanovenych syrovatkovych bilkovin z celkového vypocteného mnozstvi syrovatkovych bilkovin ve stejnych bazénovych vzorcich

mléka, pro néz jsou v grafu €. 5 uvedeny podily jednotlivych kaseinovych frakci.

Graf 5: Zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin v bazénovych vzorcich, dle farem a dle faze laktace
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Graf 6: Zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin v celkovém mnozstvi syrovatkovych bilkovin v bazénovych vzorcich, dle farem a

dle faze laktace
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V grafu Cislo 7 je znazornéno primeérné zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin
z celkového mnozstvi stanoveného kaseinu v bazénovych vzorcich z jednotlivych farem za
celé obdobi laktace, graf ¢. 8 zndzornuje pramérné zastoupeni jednotlivych frakci
syrovatkovych bilkovin z celkového mnozZstvi stanovenych syrovatkovych bilkovin

v bazénovych vzorcich z jednotlivych farem za celé obdobi laktace.

Graf 7: Primérné zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin v bazénovych vzorcich

mléka, dle farem
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Graf 8: primérné zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin v bazénovych
vzorcich mléka, dle farem
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Grafy Cislo 9, 11 a 13vyjadfuji procentualni zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci z celkového mnozstvi vypocteného kaseinu ve vzorcich

koziho mléka odebiraného na viech sledovanych farmach ve vztahu k poctu somatickych bunék v pribéhu laktaéniho obdobi.

Graf 9: Vztah procentualniho zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k po¢tu somatickych bunék — F1 (% z celkového mnozstvi kaseinu)
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Grafy, Cislo 10, 12 a 14vyjadruji procentualni zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci z celkového mnozstvi vypocteného obsahu
syrovatkovych bilkovin ve vzorcich koziho mléka odebiraného na vSech sledovanych farmach ve vztahu k poctu somatickych bunék v pribéhu

lakta¢niho obdobi.

Graf 10: Vztah procentualniho zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci k poctu somatickych bunék — F1 (% z celkového mnozstvi

syrovatkovych bilkovin)
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Graf 11: Vztah procentualniho zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k po¢tu somatickych bunék — F2 (% z celkového mnozstvi kaseinu)
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Graf 12: Vztah procentualniho zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci k poctu somatickych bunék — F2 (% z celkového mnoZstvi syrovatky)
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Graf 13: Vztah procentualniho zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k poctu somatickych bunék — F3 (% z celkového mnozstvi kaseinu)
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Graf 14: Vztah procentualniho zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci k poctu somatickych bunék — F3 (% z celkového mnoZstvi syrovatky)
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6 Diskuze

Vysledky analyz bazénovych vzork(i mléka ukazaly, Ze nejvyssi primérné hodnoty
celkového obsahu bilkovin byly v mléce kozy sanské chované na farmé F3, a to 2,27 + 0,36
g/100 ml. Ve vzorcich mléka koz chovanych nafarmach F1 a F2, plemene koza bila
kratkosrsta, byl primérny celkovy obsah bilkovin v mléce nizsi a to 1,38 + 0,25 g/100 ml
(Farmu F1) 1,6 + 0,25 g/100 ml (Farma F2), coz byly nizsi hodnoty nezZ stanovila Hejtmankova
et al. (2012) 2,75 + 0,20 % v mléce tohoto plemene. V mléce koz ze vSech tfi srovndvanych
tedy ve vzorcich zc¢ervna a cervence, kdy byl vidy stanoveny obsah pod primérnou
hodnotou, F1 1,13 + 0,02 g/100 ml (F1), 1,35 + 0,08 g/100 ml (F2) a 1,69 + 0,10 g/100 ml (F3).
V bazénovych vzorcich mléka ze zacatku (duben, kvéten) a konce (srpen, zari) laktace byly
obsahy celkovych bilkovin v hodnoté priméru nebo vyssi. Ke stejnému dospéla Hejtmankova
et al. (2012), Chornobai et al. (1999), Aganga et al. (2002), Soryal et al. (2005), a Kuchtik et al.
(2008), kteti shodné stanovili nejvyssi obsah celkovych bilkovin na konci laktace.

Prdmérné procentuadlni zastoupeni kaseind ve vsech analyzovanych vzorcich mléka bylo
nejvyssi na farmé F3 a cinilo 76,43 + 12,22 % (1,92 + 0,31 g/100 ml), nasledovalo mléko z
farmy F2 73,37 + 8,28 % (1,31 + 0,21 g/100 ml) a nejnizsi prdmérné procentualni zastoupeni
kaseini ve vzorcich mléka z farmy F1 65,19+9,62 % (1,06%0,22 g/100vml), coz je
v absolutnich hodnocenich méné nez uvadi Kapadiya et al.(2016), ktery uvadi hodnoty 2,04 —
2,5 g/100 ml i nez uvadi Borkova (2005), ktera uvadi procentudlni zastoupeni kasein(
z celkovych bilkovin v kozim mléce 99+12%. Procentualni zastoupeni kasein( v bazénovych
vzorcich mléka se v prabéhu laktace pfilis neménilo a pohybovalo se v rozmezi 76,82+3,39 %
z celkového mnoizstvi bilkovin (F1), 79,77+1,22 % (F2) a 84,67+0,73 % kaseinl z celkového
mnozstvi bilkovin (F3). Nejvétsi rozdily v procentualnim zastoupeni kaseind v pribéhu
laktace byly zjistény v mléce ze viech farem, které obsahovaly 500 — 1000x10° somatickych
bunék. Bylo také zjisténo, Ze ve vzorcich mléka tfidénych dle poctu somatickych bunék je
kolisani procentudlniho zastoupeni kaseinu béhem laktace nejvyraznéjsi ve vzorcich mléka
z farmy F3, kterd se od farem F1 a F2 liSi také plemenem chovanych koz. Mléko kozy sanské
tedy vykazovalo nejvétsi kolisani procentualniho zastoupeni kaseinu a to ve vzorcich mléka

s obsahem somatickych bunék < 500x10%, v nichi se % kaseinu v pribéhu laktace od
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praméru odchylovaly o 11,2 % sobsahem somatickych bunék > 1000x10° o 4,6 % a
s obsahem somatickych bunék 500-100x10° dokonce 0 17,5 %.

Analyzy bazénovych vzorkd mléka prokazaly, Ze z farmy F1 byly po celou dobu laktace
z jednotlivych frakci kaseinu nejvice zastoupen B-kasein, ndsledovan k-kaseinem a po celou
dobu laktace bylo procentudini zastoupeni kaseinovych frakci podobné. Primérné
procentudlni zastoupeni B-kaseinu bylo 75,03+0,21 % zcelkového mnozZstvi kaseinu, k-
kaseinu 18,93+0,61 % a aS1-kaseinu 5,75+0,62 %. Borkova (2005) uvadi nizsi procentualni
zastoupeni B-kaseinu (631211 %) i k-kaseinu (8%2 %) a mirné vyssi procentualni zastoupeni
aS1-kaseinu (106 %). Ve vzorcich mléka rozdélenych dle poctu somatickych bunék se
vysledky znacné lisily. V cervnu bylo ve vzorcich mléka vyssi procentudlni zastoupeni
z mnozstvi celkovych kaseinll k-kaseinu a v srpnu B-kaseinu. Procentualni zastoupeni aS2-
kaseinu bylo ve vsech vzorcich velmi nizké a témér se v prabéhu laktace neménilo. Obdobné
procentudlni zastoupeni aS1-kaseinu se v pribéhu laktace vyznamné neménilo. Vysledky
byly znacné odlisné ve vzorcich mléka s rliznym poctem somatickych bunék. Ve vzorcich
mléka s vy$Sim procentudlnim zastoupenim k-kaseinu nez B-kaseinu se s vzristajicim poctem
somatickych bunék snizovalo procentudlni zastoupeni k-kaseinu, ale procentudlni zastoupeni
B-kaseinu se témér nezménilo. Naopak ve vzorcich mléka svySSim procentudlnim
zastoupenim B-kaseinu neZ k-kaseinu se zvysujicim poc¢tem somatickych bunék sniZzovalo
procentudlni zastoupeni B-kaseinu a procentualni zastoupeni k-kaseinu mirné vzrlstalo.
Nejvyssi procentudlni zastoupeni B-kaseinu bylo v mléce stanoveno vsrpnu ve vzorku
s obsahem somatickych bunék < 500x10° a to 69,75+0,89 %, nejvyisi procentudlni
zastoupeni k-kaseinu bylo ve vzorku z ¢ervna s obsahem somatickych bunék < 500x10° a to
68,8+2,08 %. Vysledky analyz vzork(G mléka zfarmy F1 dale ukazuji, Ze procentualni
zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin se méni jak v prabéhu laktace, tak
s po¢tem somatickych bunék. V bazénovych vzorcich mléka byl stanoven nejvyssi obsah B-
LgA vdubnu a to 25,2+3,79 % zcelkového mnoiZstvi syrovatky, v cervnu a srpnu byly
stanovené hodnoty velmi podobné a to 84,0+0,43 % a 84,0+0,31 % pro a-La, B-LgB bylo ve
vSsech bazénovych vzorcich pod hranici stanovitelnosti. Vysledky analyz vzork( mléka
s rliznym poctem somatickych bunék ukazaly, Ze v mléce odebraném v ¢ervnu byl B-LgB pod
hranici stanovitelnosti a se zvysSujicim se poctem somatickych bunék se ménil pomér
procentualniho zastoupeni a-La a B-LgA, ve vzorcich mléka s nizSim poctem somatickych

bunék byl vyssi obsah B-LgA neZ a-lLa, jejich pomér byl 2,23:1, ve vzorcich s obsahem
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somatickych bunék > 1000x10® byl jejich pomér opatny 1:4,26. V srpnovych vzorcich mléka
byl stanoven kromé B-LgA i B-LgB, vyrazné se snizilo procentudlni zastoupeni a-La a naopak
vzrostlo procentudlni zastoupeni B-LgB. | zde se ménil pomér dvou vyraznéji zastoupenych
frakci tedy B-LgB a B-LgA s poctem somatickych bunék. S nizsim poctem somatickych bunék
bylo ve vzorku vyssi procentudlni zastoupeni B-LgB prlimérné 59%, s rostoucim poctem
somatickych bunék vyssi B-LgA, a to priimérné 51%. To se shoduje s udaji Hejtmankové et al.
(2012), kterd uvadi, ze koncentrace B-laktoglobulinu v kozim mléce je s vyjimkou konce
obdobi laktace, vZdy nizsi nez koncentrace a-laktalbuminu.

Vysledky analyz vzork(i mléka z farmy F2 na které chovano rovnéz plemeno KBK, ukazuiji,
Ze z jednotlivych kaseinovych frakci je po celou dobu laktace opét nejvice zastoupen B-kasein
nasledovan k-kaseinem. Procentudlni zastoupeni B-kaseinu se ménilo predevsim v zavislosti
na poctu somatickych bunék v mléce. Zarovern byl pozorovan mirny pokles jeho
procentualniho zastoupeni v prabéhu laktaéniho obdobi. Procentudlni zastoupeni ostatnich
kaseinovych frakci se ménilo s po¢tem somatickych bunék, avSak nebyl pozorovan zadny
spolecny trend téchto zmén. Ve sloZeni syrovatkovych bilkovin bylo pozorovano v priibéhu
laktace nizsi procentudlni zastoupeni B-LgA na zalatku laktaéniho obdobi (duben, > 1000x10°
SM) a to 15,962,11 % a zejména na konci laktace (srpen > 1000x10®° SM) konkrétné
9,45+0,17 %. Ddle byly pozorovany vyrazné zmény sloZeni syrovatkovych bilkovin v zavislosti
na poctu somatickych bunék. Procentudlni zastoupeni B-LgA se stoupajicim poctem
somatickych bunék v mléce nejprve stoupalo a nasledné opét klesalo. V srpnovém vzorku
mléka s po¢tem SM > 1000x10° byl stanoven také B-LgB, ktery byl v ostatnich vzorcich mléka
pod hranici stanovitelnosti. Nelze vsak s jistotou tvrdit, zda tato skutecnost je disledkem
zmény slozZeni syrovatkovych bilkovin v priibéhu laktace nebo je zplsobena nespolehlivosti
analytické metody pfi stanoveni syrovatkovych bilkovin.

Ve vzorcich mléka zfarmy F3 byly z kaseinovych frakci nejvice zastoupen B-kasein
nasledovan k-kaseinem a aSl-kaseinem. Na farmé F3 je chovédno plemeno koza sanska. Ve
srovnani s mlékem kozy bilé kratkosrsté mléko plemene kozy sanské ma vyssi procentudlni
zastoupeni aS1-kaseinu (6,35 % - F1, 10,3 % - F2, 18,23 - % F3). Zaroven bylo na konci
laktaéniho obdobi (srpen, zafi) pozorovan i narlst procentudlniho zastoupeni aS2-kaseinu.
Z grafu Cislo 13 je zfejmé, Ze v prvnim mésici laktace (dubnu) je procentualni zastoupeni
B-kaseinu mirné nizsi nez v mésicich nasledujicich, jeho procentudlni zastoupeni se vsak

ménilo s potem somatickych bunék v mléce. Nezda se vsak, Ze by tyto zmény vykazovaly
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charakteristicky trend. Procentualni zastoupeni k-kaseinu bylo pomérné stabilni, pouze
vdubnu bylo jeho zastoupeni v mléce vyrazné vyssi, a to ve vzorku mléka s poctem
somatickych bunék 500 — 1000x10° (52,49+2,63 % z celkového kaseinu), a v kvétnu ve vzorku
mléka s poétem SB < 500x10° a 500 — 1000x10% (57,02+1,67%, respektive 33,25+4,92%
z celkového kaseinu). Procentudlni zastoupeni aS1-kaseinu bylo v priibéhu laktace pomérné
stabilni, jeho procentualni zastoupeni vsak kolisalo s rliznym po4tem somatickych bunék ve
vzorcich mléka. Vysledky analyz syrovatkovych proteind ukazaly zmény jejich procentudlniho
zastoupeni v zavislosti jak na v pribéhu laktace, tak na poctu somatickych bunék. Nezda se
vSak, Ze by mezi zastoupenim jednotlivych syrovatkovych frakci, fazi laktace a poctem SB v
mléce existovaly viditelné souvislosti.

Ve vzorcich mléka zfarem F2 a F3 nebyla pozorovédna zdvislost procentudlniho
zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci na poctu SB v mléce. Je tedy pravdépodobné, ze
majoritni vyznam na sloZzeni mléka maji jiné vlivy. Kvalitu mléka napfiklad velmi ovliviiuje
teplota prostfedi. Dle Bernabucciho (2013) mléko krav, které jsou vystaveny vysSim
teplotam, vykazuji nejen nizsi podil bilkovin, ale i laktdzy. Neposkytuje tézZ takovou vytéznost
syrQ, pfi jejich vyrobé. Primérné se produkce bilkovin se vzrastajici teplotou sniZzuje o 0,01
kg s kazdym °C. Mléko obsahuje také méné vapniku, fosforu a hofciku a naopak vice
chloridd. Vysoké teploty maji vliv také na sniZeni obsahu kaseinu v mléce a vyssi obsah
sérovych bilkovin, tento jevvsak v analyzovanych vzorcich koziho mléka ani jednoho
plemene nebyl pozorovdn. Obsah k-kaseinu se neméni, ale sniZuje se mnoZstvi aS- a
B-kaseinll. aS- a B-kaseiny obsahuji vysoké mnozstvi fosfatovych skupin. Jejich fosforylace
vyZzaduje pritomnost fosfatu z ATP. Tato fosforylace je vyznamné snizena za podminek, které
vedou k energetickému deficitu. Niz$i obsah kaseinu v mléce je tak Castecné zplsoben
energetickym deficitem a sniZzenim dostupnosti proteint z vyZivy jako dusledek tepelného
stresu. Tyto ztraty téz vysvétluji nizsi vytéznost syrl a zmény vlastnosti syr(, vyrabénych
z mléka krav ustdjenych v teplém prostredi ¢i v letnim obdobi. Kromé toho aS- a B-kasein,
bohaté na fosfatové skupiny, jsou kyselymi komponentami kaseinovych micel. Vykyvy
v koncentraci a-laktalbuminu a B-laktoglobulinu nebyly prokazany.

Bylo prokazano, Zze pfi stoupajicim poctu somatickych bunék klesd dojivost a tim i
produkce mléka (Fetrow et al., 1991). Doubravsky (1992) prokazal pozitivni vztah mezi
slozkami mléka a poctem somatickych bunék. Ddle dosel k zavéru, Ze pfi poklesu mnozstvi

mléka narlstd koncentrace tuku a eventudlné i bilkovin. Na rozdil od Doubravskeho (1992),
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az na vyjimky nebyl pozitivni vztah mezi po¢tem somatickych bunék a celkovym obsahem
bilkovin v kozim mléce v jednotlivych mésicich prokdzan. Vliv somatickych bunék na
procentualni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci nebyl dosud publikovan.

Uvedené vysledky je tfeba povaZovat pouze za predbézné. K seridznimu hodnoceni vlivu
poctu somatickych bunék a faze laktace na celkovy obsah bilkovin i procentualni zastoupeni
jednotlivych bilkovinnych frakci v kozim mléce je nutné analyzovat dostate¢né velky pocet
vzorkd koziho mléka. Také je Zadouci dale pokracovat v optimalizaci metody pro stanovovani
syrovatkovych bilkovin a zaroven se zabyvat i studiem dalsich vlivQ, které mohou pUsobit na

obsah jednotlivych bilkovinnych frakci v kozim mléce.

7 Zavér

e Nejvyssi celkovy obsah bilkovin byl stanoven v bazénovych vzorcich mléka kozy
sanské chované na farmé F3, zaroven bylo v mléce tohoto plemene stanoveno vyssi
procentudlni zastoupeni aS1-kaseinu a na konci laktacniho obdobi téZz aS2-kaseinu

e Celkovy obsah bilkovin i zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v bazénovych
vzorcich mléka kozy bilé kratkosrsté z farmy F1 a F2 si byly velmi podobné

e Zastoupenijednotlivych frakci kaseinG a syrovatky se méni v pribéhu laktace

e Byl zaznamenan pokles celkového obsahu bilkovin ve stfedni fazi laktace

e Procentualni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci ve vzorcich koziho mléka se
vyrazné ménilo s poctem somatickych bunék. Jelikoz nebyly pozorovany zadné
charakteristické souvislosti, je pravdépodobné, Ze na procentudlni zastoupeni
jednotlivych frakci plsobi i jiné vlivy

e Pozorované zmény v procentualnim zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci Ize
vyuzit jak pfi vyrobé dietetickych preparat( tak pfi zpracovani mléka a produkci

mlécnych vyrobku

Tato studie byla podporena grantem projektu NAZV QJ1510137 Ministerstva

zemédélstvi Ceské republiky
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9 Prilohy:

Pfiloha 1: chromatogram kravského mléka
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Priloha 2: Statistické zhodnoceni

Vysledky byly hodnoceny metodou regresni analyzy.

H: Existuje statisticky vyznamny rozdil v primérném obsahu celkovych bilkovin a kasein( za

dané mésice v bazénovych vzorcich koziho mléka.

©) 2)
CSN TTOTAL Proteins
Kveten 6.273 0.907
(1.28) (1.97)
Cerven -1.267 -0.633
(-0.33) (-1.74)
Cervenec 4.323 -0.183
(0.88) (-0.40)
Srpen 2.703 -0.0567
(0.78) (-0.17)
Zari 6.113 0.477
(1.25) (1.04)
_cons 7917 1.873"
(32.27) (8.14)
N 11 11

¢ statistics in parentheses
p<0.05, p<0.01, p<0.001
V zavorce — t statistiky pro dané koeficienty

Vysledky v tabulce ukazuiji, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi dubnovymi
pramérnymi mnoZstvi kaseinovych bilkovin a pramérnym mnozstvim kaseinovych bilkovin

v ostatnich mésicich.
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H: Existuje statisticky vyznamny rozdil v obsahu kaseinii a celkovych bilkovin ve vzorcich
koziho mléka z farem F1, F2 a F3

(1) )
CSN TTOTAL Proteins
Fl -7.857" -0.889"
(-4.72) (-3.43)
F2 -4.907 -0.629°
(-2.95) (-2.42)
_cons 84.67" 2.266
(83.10) (14.26)

N 11 11

Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi F1 a F3 a mezi F2 a F3 v obout modelech.

H: Existuje statisticky vyznamny rozdil v procentudlnim zastoupeni kasein( a obsahu
celkovych protein( ve vzorcich koziho mléka z farmy F3 s rGznym obsahem somatickych
bunék.

® )

CSN TTOTAL Proteins
SB 1000 6.044 0.370
(0.70) (1.25)

SB 500 1000 -4.268 0.0240
(-0.49) (0.08)

_cons 73.09"" 1.596"
(11.90) (7.64)

N 15 15

Neexistuje statisticky vyznamny rozdil v priimérnych hodnotach obsahu kaseinovych bilkovin

pro rlizné zastoupeni SB.

T statistiky u vétsSiny koeficientl jsou nizké z divodu velkych smérodatnych chyb téchto
koeficient(. To je pravdépodobné zplisobeno malym poctem pozorovani. Pro zvySeni

presnosti koeficientl by bylo potreba zvysit poCet pozorovani.
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10 Seznamy

10.1 Seznam zKkratek

BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym rfetézcem
bp — pary bazi

CLA — konjugovana kyselina linolova

CN - kasein

DGLA - dihomo-y-linolenova kyselina

DHA — dokosahexaenova kyseliny

HPLC - vysokoucinna kapalinovad chromatografie
kb — kilo baze

KBK — koza bila kratkosrsta

KS — koza sanska

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
PL — plazmin

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

SB — somatické bunky

SFA — nasycené mastné kyseliny

sm. odch. — smérodatnd odchylka

10.2 Seznam obrazkua

Obr 1. Chromatogram koziho mléka, v némz nebyl detekovan B-laktoglobulin B

Obr 2. Chromatogram koziho mléka, v némz byl detekovan B-laktoglobulin B

10.3 Seznam tabulek

Tabulka 1: Zakladni chemické sloZzeni mléka (hodnoty jsou uvedeny v %)
Tabulka 2: Priimérné sloZeni mastnych kyselin v kozim, kravském a materském mléce
v g/100 g tuku

Tabulka 3: SloZeni kaseinu koziho mléka
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Tabulka 4: Alely/varianty aS1-CN koziho mléka

Tabulka 5: Varianty/alely B — kaseinu v kozim mléce

Tabulka 6: Varianty/alely aS2-kaseinu v kozim mléce

Tabulka 7: Varianty/alely k-kaseinu v kozim mléce

Tabulka 8: Bioaktivni latky v kozim mléce.

Tabulka 9: Podminky gradientové eluce.

Tabulka 10: Meze detekce a stanovitelnosti sledovanych analytu.

Tabulka 11: Vysledky analyz — mléko rozdéleno do skupin dle po¢tusomatickych bunék.

Tabulka 12: Vysledky analyz bazénovych vzork( koziho mléka

10.4 Seznam grafi
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a dle faze laktace
Graf 6: Zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin v celkovém mnozstvi

syrovatkovych bilkovin v bazénovych vzorcich, dle farem a dle faze laktace

Graf 7: Primérné zastoupeni jednotlivych frakci kaseinovych bilkovin v bazénovych vzorcich
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Graf 8: primérné zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin v bazénovych

vzorcich mléka, dle farem

Graf 9: Vztah procentudlniho zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k po¢tu somatickych

bunék — F1 (% z celkového mnozstvi kaseinu)
Graf 10: Vztah procentudlniho zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci k poctu
somatickych bunék — F1 (% z celkovéhomnozZstvi syrovatkovych bilkovin)
Graf 11: Vztah procentudlniho zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci k poctu
somatickych bunék — F2 (% z celkového mnozstvi kaseinu)

Graf 12: Vztah procentudlniho zastoupeni jednotlivych syrovatkovych frakci k poctu
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