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Pouziti metody MALDI-TOF k detekci falSovani koziho
a ov€iho mléka mlékem kravskym

Souhrn

FalSovani potravin je v dneSni dob& velmi aktudlnim problémem, ktery se bohuzel tyka
i mléka a mléénych vyrobkl. V praxi je dnes falSovani mléka znacné rozsifeno, nejcastéji
se jedna o pridavek vody, syrovatky a rostlinnych proteint, ¢asto jsou také misena mléka jinych
zivoci$nych druht, kdy je do mléka malych prezvykavci, obzvlasté do mléka koz a ovci,
pridavano levnéjsi mléko kravské. Kromé ekonomickych a etickych otdzek s sebou takovéto
falSovani mize ptinéSet i zdravotni a technologické komplikace.

MIéko kravské, kozi a ov¢i se svym slozenim a procentudlnim zastoupenim zakladnich
slozek 1i8i, mléka kozi a ovéi v mnohém pievySuji mléko kravské. Proto jsou tato mléka,
i s ohledem na zdravotni vyhody, ¢asto upiednostiiovana spotiebitely pfed mlékem kravskym.

V soucasnosti pro kontrolu kvality a ovéfovani druhové autenticity mléka existuje cela
Skdla metod, od metod spektroskopickych, chromatografickych, imunochemickych
az po metody zalozené na analyze DNA. Lisi se cenou, slozitosti nebo ¢asovou efektivitou.
Pomémé nove je pro odhalovani druhové autenti¢nosti rozvijena metoda MALDI-TOF, ktera
si od dnes bézn¢ pouzivanych metod zakldda na jednoduchosti a ¢asové nenarocnosti.

Cilem prace bylo tuto metodu otestovat, proméfit n€kolik sad nafalSovanych vzorkt
mléka odebranych z riiznych farem v Ceské republice a ovéfit, zda je metoda MALDI-TOF
vhodnou metodou pro detekci falSovani koziho a ovéiho mléka mlékem kravskym.

Celkem bylo analyzovano 144 vzorkt koziho a 144 vzorkti ov¢iho mléka porusenych
ptidavkem 10 %, 5 %, 1 % a 0,5 % mléka kravského. Rozsah detekce byl nastaven od 500
do 4000 Da. Vysledky prokazaly odlisnost iontovych profila jednotlivych mlék, byly nalezeny
charakteristické biomarkery, pfedstavujici peptidy, pro vSechny tfi typy mléka. Pro prikaz
falSovani se jako dulezité ukazaly ¢tyti biomarkery kravského mléka — markery o m/z 2458,19,
m/z 2614,14 a m/z 2761,51 pro ov¢i mléko, markery o m/z 2458,19 a m/z 3475,34 pro mléko
kozi. Diky témto markertim se podafilo detekovat pfidavek 10 % mléka kravského jak u mléka
ov¢iho, tak u mléka koziho, za vyuziti markeru o m/z 3475,34 byl v kozim mléce detekovan
i pridavek 5 %. Nizsi koncentrace se prozatim odhalit nepodafilo. I pfesto je ale zjevné, ze ma
nami vyvijena metoda veliky potencial jakozto vhodna metoda pro prikaz druhové
autenti¢nosti, mohla by slouzit i pro rychlé a rutinni analyzy v praxi.

Klicova slova: falSovani, MALDI-TOF, mléko kravské, mléko kozi, mléko ov¢i



The use of the MALDI-TOF method for the detection
of goat and sheep milk adulteration by cow milk

Summary

Nowadays, food adulteration is a current and important issue, which is also related
to dairy field. Milk adulteration is widespread in the food industry, the most common illegal
practices are milk dilution by water, the addition of whey and vegetable proteins. Milk
of different animal species is often mixed as well, where cheaper cow’s milk is added
to the higher value types of milk, especially goat’s and sheep’s. Apart from the economic
and ethical issues, that kind of adulteration can result in health problems and technological
complication.

Cow, goat and sheep milk differ in their composition, their nutritious values are different
as well. Therefore, even for health benefits, goat and sheep milk are preferred to cow milk
by consumers.

To assess the authenticity of dairy products and milk and to defend consumer’s health,
many analytical methods such as spectroscopy, chromatography, immunoenzymatic assays,
as well as methods based on the DNA study have been used in the last years. These methods
vary in their complexity, cost and time efficiency. Today, the MALDI-TOF method is being
developed for the detection of species authenticity. This method has become an important tool
in food analysis and takes an advantage on simplicity and time efficiency if compared
with methods commonly used today.

The aim of this thesis was to test this method, to measure several sets of adulterated milk
samples taken from different farms in the Czech Republic and to verify whether
the MALDI-TOF method is able to detect goat and sheep milk adulteration with cow milk.

Overall, 144 samples of goat milk and 144 samples of sheep milk adulterated
by the addition of 10 %, 5 %, 1 % and 0,5 % cow milk were analyzed. For the analysis,
the explored mass range was 500-4000 Da. The results proved differences in ion profiles
of each individual milks. Characteristic biomarkes, that represent peptides, were found
in all three types of milk. Four biomarkers of cow milk showed to be important — peaks
at m/z 2458,19, m/z 2614,14 and m/z 2761,51 as markers for the detection of adulterated sheep
milk, peaks at m/z 2458,19 and m/z 3475,34 as markers for the detection of adulterated goat
milk. Thanks to these biomarkers, the addition of 10 % cow milk was detected in both types
of milk. By using the marker at m/z 3475,34, the addition of 5 % was detected in goat milk.
Lower additions have not yet been detected. Nevertheless, it is obvious that the method we have
been testing has great potential to be a suitable method for proving species authenticity, it could
also be used for quick and routine analysis.

Keywords: adulteration, MALDI-TOF, cow milk, goat milk, sheep milk
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1 Uvod

Miéko a mlécné vyrobky jsou pro svoji vysokou nutri¢ni hodnotu soucésti lidské stravy
jiz tisice let. Velké oblibé se dnes t&si konzumace koziho a ov¢iho mléka, jejich zdravotni
vyhody a vyssi dieteticka hodnota jsou divodem, pro¢ jsou tato mléka preferovana mnoha
spotiebitely pfed mlékem kravskym.

Jelikoz je mléko produkovano ve velkém objemu, fada nepoctivych vyrobcl se této
skutecnosti snazi vyuzit a falSovanim této komodity si neopravnéné zvysSuji cenovy zisk.
Protoze je mléko malych ptezvykavcii ve srovnani s mlékem kravskym nékolikanasobné drazsi,
jsou tato mléka Casto misena, ¢imz se vyrobcim zvySuje profit. BohuZzel, takovéto klamani
spotiebitele vSak miize mit negativni dopad na lidské zdravi, zejména ve spojeni s alergii
na kravskou bilkovinu.

Pro pfedchéazeni téchto problém je proto tieba spolehliveé zajistovat kvalitu a bezpecnost
suroviny. Pti ovéfovani kvality mléka je potencialné k dispozici cela fada analytickych metod,
1isi se slozitosti a naklady a oba tyto faktory mohou ovliviiovat zavadéni novych technik.
Srozvojem védy a potravindiskych technologii vSak pfibyva i novych moZznosti falSovéni,
je proto nutné neustdle vyvijet 1 nové zpusoby analyz. Jednou z rozvijenych metod
pro ovéfovani autenticity mléka je MALDI-TOF, metoda zaloZzena na analyze proteind.
Je rychla a nedestruktivni, zahrnuje snadnou pfipravu vzorku, ma proto velky potencial
pro pouziti pti prikazu falSovani nejen v mlékarenstvi, ale i1 v dal§ich odvétvich
potravinarského primyslu.



2 Hypotéza a cil prace

Hypotéza: Metoda MALDI-TOF je vhodnou metodou k detekci falSovani koziho
a ov€iho mléka mlékem kravskym.

Cilem prace je prom&fit nékolik sad falsovanych vzorkti mléka z riznych farem v Ceské
republice a overit vhodnost metody.



3 Literarni reSerse

3.1 Miléko

Jiz mnoho let ma mléko vyznamné zastoupeni V lidské vyzivé. Je bohatym zdrojem
bilkovin, tuku, sacharidd, vitamin{, mineralnich latek a z nutri¢niho hlediska se jedna o velmi
cenénou a komplexni potravinu (Haug et al. 2007).

Dle evropské legislativy je syrové mléko definovano jako mléko produkované sekreci
mlééné zlazy hospodatskych zvifat, které nebylo podrobeno ohievu nad 40 °C a nebylo
ani osetfeno jinym zptisobem s rovnocennym u¢inkem. Mlékem se tedy rozumi tekuty sekret
mlécné zlazy savel urceny k vyzive jejich mlad’at. Dodava veskerou energii a ziviny potfebné
K zajisténi spravného ristu a vyvoje. Kromé vyzivové funkce plni mléko i funkci obrannou, je
snadno stravitelné, a proto je obzvlasté dilezité pro kojence, déti a starsi lidi (Navratilova et al.
2012).

Pod obecnym pojmem ,,mléko* se chape vyhradné mléko kravské. Pochazi-li mléko
od jiného druhu zvifete, musi byt tento druh uveden v nazvu (Pereira 2014). Jelikoz je mléko
sezonni potravinou podléhajici rychlé zkdze, stalo se zékladni surovinou pro vyrobu
trvanlivéjSich produtki jako jsou fermentované mlécné vyrobky, syry, méslo ¢i suSené mléko
(Fox et al. 2015). V soucasné dobé¢ se pro prumyslové zpracovani vyuziva zejména mléko
kravské, celosvétova produkce ¢ini 83 %, nasleduje mléko buvoli (okolo 13 %). V nepatrné
mife se zpracovava také mléko dalSich hospodatskych zvirat (ovcei, koz, velbloudt atd.)
(Kopacek 2014).

3.1.1 SlozZeni kravského mléka

Slozeni mléka jednotlivych Zivo¢isnych druhd se lisi (tab. 1), odlisné jsou také jejich
nutriéni hodnoty a fyziologické vlastnosti. Kromé mezidruhovych rozdilti existuje i mnoho
faktord ovliviijicich slozeni, od plemenné ptislusnosti, individuality zvitete, véku, zdravi,
vyZivy az po ro¢ni obdobi, interval mezi dojenim ¢i stadium laktace (Fox et al. 2015). Zmény

ve sloZzeni mléka béhem laktace odpovidaji ménicim se potfebam rostouciho mladéte (Haug
et al. 2007).

Tab. 1: Porovnani pramérného slozeni kravského, koziho a ov¢iho mléka
(Sabahelkhier et al. 2012; Balthazar et al. 2017).

Slozky mléka (%0) Kravské mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
Voda 87,23 88,00 80,70
SuSina 12,80 12,00 19,30
Tuk 3,75 3,90 6,90
Laktosa 4,80 4,40 5,00
Bilkoviny 3,40 3,70 6,35
Popeloviny 0,71 0,70 0,85




Z tyzikéln¢é-chemického hlediska je mléko polydisperzni systém, ktery se sklada
z disperzniho prostiedi a z ¢astic rozptylenych v tomto prostiedi. Podle velikosti téchto ¢éstic
se poté rozliSuje fdze emulzni, molekularni a koloidni. Fazi emulzni tvoii mléény tuk spolu
S vitaminy rozpustnymi v tucich, v molekularni disperzi se nachéazi sacharidy a vitaminy
rozpustné ve vod¢ a v koloidni disperzi jsou pfitomny mlécné bilkoviny (Navratilova et al.
2012).

Pravé mlécné bilkoviny jsou povazovany za vyznamnou slozku jak z nutri¢niho, tak
z fyziologického a technologického hlediska. Patti k nejlépe vyuzitelnym bilkovindm potravy
a obsah v kravském mléce se pohybuje okolo 32 g/l. Celkovy obsah bilkovin Ize rozdélit
do dvou frakei: ve vodé€ rozpustné syrovatkové proteiny a nerozpustné kaseiny. Syrovatkové
bilkoviny pfedstavuji 20 % z celkového obsahu bilkovin, zatimco na kasein pfipadd 80 %.
Dle aminokyselinového slozeni mtizeme proteiny mléka fadit k plnohodnotnym bilkovinam,
jelikoz jsou zastoupeny vSechny esencialni aminokyseliny (AMK) v potiebném mnozstvi
(Haug et al. 2007; Pereira 2014). Aminokyselinové spektrum je vSak u obou frakci odlisné.
Syrovatkové bilkoviny jsou zvlasté bohat¢é na AMK srozvétvenym fetézcem — leucin,
izoleucin, valin a lysin, zatimco kasein obsahuje vys§i podil histidinu, methioninu
a fenylalaninu (Pereira 2014).

Z technologického hlediska jsou kaseiny nejvyznamnéjSimi bilkovinami mléka. Jedna
se o fosfoproteiny obsahujici v praiméru 0,85 % fosforu. Fosfatové skupiny jsou zodpovédné
za dulezité vlastnosti charakteristické pro kasein, zejména za jeho schopnost vazat relativné
velké mnozstvi vapniku. V mléce se kasein vyskytuje ve formé micel, je velmi stabilni
vici vysokym teplotdm a pii poklesu pH pod 4,6 dochdzi k jeho vysrdzeni z roztoku. Tato
vlastnost je zakladnim principem pii vyrobé nékterych druhd syra (Fox et al. 2015).
V soucasnosti se rozlisuji 4 hlavni kaseinové frakce: asi-, as2-, B-, a k-. Jejich podil je riiznorody
(tab. 2) a polymorfismus téchto proteind byl prokazan u vétsiny zivocisnych druhd (Barlowska
et al. 2011). k-kasein je ve srovnani s ostatnimi kaseiny jako jediny rozpustny v pfitomnosti
iontll vapniku, je proto umistén v povrchové vrstvé micely, ¢imz stabilizuje ostatni frakce
kaseinu, které jsou na pfitomnost vapniku citlivé (Selvaggi et al. 2014; Fox et al. 2015).

Tab. 2: Zastoupeni jednotlivych frakci kaseinu v kravském, kozim a ovéim
mléce (Balthazar et. al 2017).

Kravské mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
Kasein (g/100 g) 3,0£0.1 2,4+0.1 4,7+0.5
as1-kasein (%) 39,7 5,6 6,7
as2-kasein (%) 10,3 19,2 22,8
B-kasein (%) 32,7 54,8 61,6
k-kasein (%) 11,6 20,4 8,9

V kravském mléce ma nejvyssi zastoupeni asi-kasein, jenz je zaroven jednim z hlavnich
alergenti zpusobujicich alergii na mlécnou bilkovinu (MPA — milk protein allergy).
Aminokyselinovy profil kazdé proteinové frakce je odlisny u jednotlivych zivoc¢isnych druhd,



1ze v8ak identifikovat urc¢ité podobnosti. asi- @ asz-kaseiny obsazené v kravském, kozim 1 ovéim
mléce vykazuji z 87-98 % identické aminokyselinové slozeni (Spuergin et al. 1997; Barlowska
et al. 2011). osi-kasein se sklada z 214 AMK, vkravském mléce existuje ve dvou
fosforylovanych formach obsahujicich 8 a 9 fosfati/mol. asi- a -kaseiny obecné neobsahuji
cystein, asz-kasein je zase bohaty na lysin (Selvaggi et al. 2014; Fox et al. 2015).

Syrovatkové bilkoviny, na rozdil od kaseinu, cystein obsahuji ve velkém mnozstvi.
Vyznacuji se téZ vysokym obsahem methioninu. Tento aspekt je velmi dulezity
pro novorozence, protoze potiebuji 4-6 % AMK obsahujicich siru, aby byl podpofen jejich
spravny rust a vyvoj. Z divodu lepsiho profilu AMK jsou syrovatkové proteiny nutriéné
cenngjsi nez kasein, vykazuji vSak nizsi tepelnou stabilitu. Oproti kaseinu neobsahuji fosfor
a molekuly maji globularni charakter (Selvaggi et al. 2014). Ze 75 % jsou syrovatkové
bilkoviny zastoupeny a-laktalouminem a B-laktoglobulinem, jez jsou zdrojem bioaktivnich
peptidu s extra fyziologickou aktivitou (Bernacka 2011). V mens$i mife se vyskytuje sérovy
albumin a dale do skupiny syrovatkovych proteinti spadaji imunoglobuliny a tzv. minoritni
bilkoviny mléka (proteoso-peptonové frakce, laktoferrin, transferrin, lysozym
¢i laktoperoxidaza) (Pereira 2014). Procentualni zastoupeni je uvedeno v tabulce 3.

Tab. 3: Zastoupeni vybranych syrovatkovych bilkovin v kravském, kozim a ovéim
mléce (Bernacka 2011).

Kravské mléko Kozi mléko Ov¢éi mléko
a-laktalbumin (%) 0,11 0,13 0,12
B-laktoglobulin (%) 0,38 0,33 0,66
Laktoferrin (%) 0,06 0,08 0,09
Imunoglobuliny (%) 0,10 0,07 0,21

Nejvyznamngj§i podil ze vSech syrovatkovych bilkovin, vice jak 50 %, tvofi
B-laktoglobulin. Je dtlezitym nosi¢em retinolu, jenz ma nezastupitelnou Glohu pti mechanismu
vidéni a ktery je rovnéz klicovy pro normalni vyvoj kojencii. Vykazuje antioxidacni vlastnosti
(vaZe ionty médi a Zeleza a tim inhibuje oxidaci mlé¢ného tuku) a ma taktéz schopnost vazat
mastné kyseliny. Je vSak tfeba si uvédomit, Ze B-laktoglobulin je antigenni protein, a proto mize
vyvolavat alergické reakce (Bernacka 2011). Spolu s asi-kaseinem jsou povazovany za hlavni
alergeny zpusobujici MPA. Dle Rudzki (2005) je az 80 % pacientd s alergii na bilkoviny
kravského mléka (CMPA — cow milk protein allergy) citlivych na B-laktoglobulin, zatimco
na os1-kasein projevuje zvysenou citlivost asi 60 % pacientu.

Z20 % zcelkového obsahu syrovatkovych bilkovin je zastoupen a-laktalbumin.
Vyznacuje se vysokym mnoZstvim tryptofanu, je nosicem vapniku a mize vazat i jiné kovy
jako je hot¢ik, kobalt nebo zinek. Jako soucést enzymu lakt6zo-syntetazy se podili na syntéze
laktozy v mlécné Zlaze a spolecné s B-laktoglobulinem vykazuje i antikarcinogenni aktivitu
(Bernacka 2011; Selvaggi et al. 2014). Laktoferrin, laktoperoxidaza a lysozym jsou dtlezitymi
antimikrobidlnimi Ciniteli, vyznamnou roli hraji i imunoglobuliny podilejici se na ¢asném



vyvoji imunitniho systému. Témito proteiny je zajiStén prenos imunity z matky na mlade,
ve zvySené koncentraci (az 100x vyssi) jsou proto obsazeny zejména v kolostru (Pereira 2014).

Mlécné proteiny jsou povazovany za hlavni zdroj peptidi se Sirokou Skalou
fyziologickych funkci. Tyto Specifické proteinové fragmenty, nazyvajici se bioaktivni peptidy,
svymi imunomodula¢nimi, antihypertenzivnimi, antioxida¢nimi ¢i antimikrobialnimi G¢inky
pozitivné ovliviuji lidské zdravi, zlstavaji vSak latentni, dokud nejsou aktivovany
enzymatickou hydrolyzou. Dé&je se tak béhem gastrointestinalniho traveni nebo cinnosti
mikroorganismi pfitomnych ve fermentovanych produktech (El-Salam & EI-Shibiny 2013).
Prekurzorem Dbioaktivnich peptidi jsou kaseinové i syrovatkové bilkoviny, K nejvice
prostudovanym patii peptidy kravského mléka. Od laktoferrinu je odvozen jeden
z nejucinngjSich, dosud popsanych antimikrobialnich peptidd — laktoferricin. Byla
zaznamenana jeho silnd baktericidni aktivita proti gram-pozitivhim a gram-negativnim
bakteriim. V dnes$ni dobé se pro svoje zdravi prospeSné Gcinky bioaktivni peptidy ptidavaji
do farmaceutickych ptipravki ¢i do tzv. funkénich potravin (Atanasova & lvanova 2010).

Vedle bilkovin je dalsi dilezitou slozkou mléka mlécny tuk. Jedna se o hlavni latku, ktera
definuje energetickou hodnotu mléka a ktera vyznamné ptispiva i k jeho jedine¢nym nutri¢nim
vlastnostem (Barlowska et al. 2011). Je zdrojem esencialnich mastnych kyselin a nositelem
vitaminQ rozpustnych v tucich. Syntéza mlééného tuku probiha v mlécné zlaze, jeho obsah
kolisa v zavislosti na druhu savce od 2 % do 50 % (Fox et al. 2015). V kravském mléce
se pramérné nachazi v mnozstvi 33 g/l (Haug et al. 2007). Lipidy se v mléce nejcastéji vyskytuji
ve form¢ tukovych kulicek, sloZzenych z hydrofobniho triglyceridového jadra obklopeného
biologickou membranou. Tato membrana obsahuje typické slozky jakékoli jiné membrany jako
jsou glykoproteiny, glykolipidy, enzymy ¢i cholesterol (Fontecha et al. 2011). Dle Méanssona
(2008) membranu tvoti z 30 % lipidy (z toho 25 % zaujimaji fosfolipidy), zbyvajicich 70 %
pfipada na proteiny.

Triacylglyceroly (TAG) piedstavuji asi 98 % lipidové frakce, zbyla 2 % utvaii
diacylglyceroly, volné mastné kyseliny nebo steroly. Ze vSech pfirodnich tukt je mlécny tuk
formuji strukturu TAG. Mnozstvi a slozeni zavisi na zivo¢isném druhu a stadiu laktace, nejvice
je v8ak ovlivnéno vyzivou a mikrobialni fermentaci v bachoru. Zastoupeni MK v zavislosti
na zivo¢iSném druhu znédzornuje tabulka 4. V priméru jsou ze 70 % lipidy v mléce tvofeny
nasycenymi MK, ze 30 % nenasycenymi MK. Z nasycenych MK je z kvantitativniho hlediska
olejova (Ménard et al. 2010; Fontecha et al. 2011). V porovnani s kozim a ovéim mlékem ma
kravské mléko vyssi podil TAG s dlouhym fetézcem (C26-C36) a naopak nizsi procento TAG
se stiednim fetézcem (C26-C36). Délka fetézce urcuje jejich fyzikalni a chemické vlastnosti,
které ovliviyji absorpci a metabolismus. TAG obsahujici MK s 6 az 10 atomy uhliku
se vykazuji mensi velikosti molekuly, niz§i teplotou tani a niz$i mérnou hustotou (Fontecha
etal. 2011).

Jednim ze specifickych ryst mléka prezvykavcl je pfitomnost konjugované kyseliny
linolové (CLA — conjugated linoleic acid). CLA zahrnuje vSechny polohové a geometrické
izomery polynenasycené kyseliny linolové, které obsahuji konjugovany systém dvojnych vazeb
(Park et al. 2007). Vyznacuje se protektivnimi, zejména antikarcinogennimi a antiaterogennimi
vlastnostmi. Byl prokazan také vliv na stimulaci imunitniho systému a inhibici rozvoje



osteopordzy. Vyssi koncentrace CLA byla nalezena zejména v kravském a ovéim mléce. Jeji
obsah je vyrazné ovlivnén vyzivou zvifat, vyznamné stoupa s ptijmem zelené pice (Barlowska
et al. 2011). Revilla et al. (2017) uvadi, ze vedle CLA mlécny tuk obsahuje také nejvyssi
koncentraci kyseliny vakcenové, fyziologického prekurzoru CLA.

vvvvvv

(Balthazar et al. 2017).

MK (g/100 g) Kravské mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
Maselna (C4:0) 3,90 2,18 3,51
Kapronova (6:0) 2,50 2,39 2,90
Kaprylova (C8:0) 1,50 2,73 2,64
Kaprinova (C10:0) 3,20 9,97 7,82
Laurova (C12:0) 3,60 4,99 4,38
Myristova (C14:0) 11,10 9,81 10,40
Palmitova (C16:0) 27,90 28,20 25,90
Stearova (C18:0) 12,20 8,88 9,57
Olejova (C18:1) 21,10 19,30 21,10
Linolova (C18:2) 1,40 3,19 3,21
Linolenova (C18:3) 1,00 0,42 0,80
CLA 1,10 0,70 1,60

Kromé& skladby MK je charakteristickym rysem odliSujici mléka jednotlivych
zivocisSnych druht velikost tukovych kulicek. Ta do jisté miry ovliviiuje stravitelnost mléka.
Kravské mléko, ve srovnani s kozim a ov¢im (tab. 5), se vyznacuje vétsi velikosti tukovych
globuli, s primérem 1,1-10 pm. Pfiblizn€ 90 % vSech globuli ma poté primér mensi nez 6,42
um (Barlowska et al. 2011). Navic je v kravském mléce ptitomen aglutinin, ktery urychluje
shlukovani tukovych kuli¢ek. Tukové globule proto nejsou tak dobie rozptyleny jako v mléce
kozim, coz ma za nasledek horsi stravitelnost (Park et al. 2007).

V mléce je dale jako jedna z hlavnich sloZek pfitomna laktéza. Jedna se o hlavni sacharid
mléka slozeny z glukdzy a galaktozy. Jelikoz je laktdza specifickou slozkou mléka, je nazyvana
jako mlécny cukr. Obsah je u jednotlivych druhii mléka velmi podobny, v kravském mléce
se pruméma koncentrace pohybuje okolo 4,8 %. Laktéza mléku dodava nasladlou chut,
piispiva k jeho nutri¢ni hodnoté, podporuje absorpci vapniku a spolu s ionty drasliku, sodiku
a chloru ovliviiuje osmoticky tlak (Holsinger 1997). Vyskytuje se ve dvou izomernich formach
(o a B), které jsou vtenkém stievu hydrolyzovany na glukézu a galaktozu za ucasti
B-galaktosidazy. Neptitomnost ¢i snizend aktivita tohoto enzymu zpusobuje tzv. laktozovou
intoleranci, kdy lakt6za nemiiZe byt §tépena v tenkém stievé, prestupuje do stfeva tlustého, kde
je nasledné ptirozenou stfevni mikrobiotou fermentovana na metan, oxid uhli¢ity a mastné
kyseliny s kratkym fetézcem. Tyto procesy se poté mohou projevovat nadymanim, bolestmi



bficha nebo prijmy a zvracenim. Uvadi se, ze v dne$ni dob¢€ nesnasenlivost laktdzy postihuje
az 75 % svétové populace (Pereira 2014). Hojné je laktéza pouzivana v potravinaiském
a farmaceutickém primyslu, vyuziva se zejména jako surovina pro vyrobu riiznych derivati
jako jsou oligosacharidy a alkoholové cukry (Seki & Saito 2012).

Tab. 5: Porovnani velikosti tukovych kuli¢ek obsazenych v kravském, kozim
a ovCim mléce (Barlowska et al. 2011).

Prameér tukovych Kravské mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
kuli¢ek (um) (%) (%) (%)
0,1-1 - 25,40 -

1-2 19,01 26,86 15,69
2-4 49,40 21,02 39,59
4-6 19,61 4,53 40,33
6-8 3,59 13,04 3,28
8-10 5,09 6,34 0,73
10-12 0,15 2,89 0,37
14-16 3,14 - -

V neposledni fadé je mléko dulezitym zdrojem mineralnich latek a vitamind. Obsah
mineralnich latek je v mléce pomérné stabilni, pohybuje se v hodnotach okolo 0,8 % a z divodu
vysoké biologické dostupnosti vysoce ptispiva k jedinecné nutricni hodnoté mléka. Hlavnimi
mineralnimi sloZkami jsou vapnik a fosfor, které jsou podstatné pro rist kosti a spravny vyvoj.
Zvysena spotieba vapniku je nezbytnd predevSim u déti, t€hotnych a kojicich Zen a u starSich
lidi. Nedostatek vapniku poté zptisobuje zejména u téchto skupin lidi poruchy srazlivosti krve
a velmi zdvaZzna onemocnéni kosti — osteopordzu a osteomalacii (Kopacek 2014). Z ¢asti
je vapnik v mléce vazan na kasein, koncentrace tohoto prvku tedy tizce souvisi s koncentraci
kaseinu (Gaucheron 2005). Mléko je také dobrym zdrojem mikroelementt, obzvlasté zinku
aselenu. Co se tyce vitamint, jsou piitomny vitaminy rozpustné ve vodé i v tucich. Koncentrace
vitamind rozpustnych v tucich zavisi na obsahu mlé¢ného tuku, vyznamny je vitamin D, ktery
podporuje vstiebavani vapniku v organismu. Z vitamint rozpustnych ve vod¢ je mléko bohaté
na B-komplex (Pereira 2014), pro kravské mléko je typicka zejména vyssi koncentrace kyseliny
listové a kobalaminu (Barlowska et al. 2011). Primérné zastoupeni vybranych prvki
V jednotlivych druzich mléka znazoriiuje tabulka 6, obsah vitamint tabulka 7.



Tab. 6: Obsah mineralnich latek v kravském, kozim a ov¢im mléce (Park et al. 2007).

Mineralni latka Kravské mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
(Mg, ng /100 g)

Vapnik (Ca) (mg) 122 134 193
Fosfor (P) (mg) 119 121 158
Hor¢ik (Mg) (mg) 12 16 18
Draslik (K) (mg) 152 181 136
Sedik (Na) (mg) 58 41 44
Chlor (CI) (mg) 100 150 160
Sira (S) (mg) 32 28 29
Zinek (Zn) (ug) 530 560 570
Zelezo (Fe) (ug) 80 70 80
Méd’ (Cu) (ng) 60 50 40
Selen (Se) (ng) 0,96 1,33 1,00

Tab. 7: Obsah vitamint v kravském, kozim a ov¢im mléce (Park et al. 2007; Raynal-Ljutovac
et al. 2008).

Vitamin (mg, ng/100 g) Kravské mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
A (Retinol) (mg) 0,04 0,04 0,08
D (Kalciferol) (ug) 0,08 0,06 0,18
E (Tokoferol) (mg) 0,11 0,04 0,11
B1 (Thiamin) (mg) 0,04 0,05 0,08
B: (Riboflavin) (mg) 0,17 0,21 0,35
B3 (Niacin) (mg) 0,09 0,20 0,42
Bs (Pantothenova k.) (mQ) 0,34 0,31 0,41
Bs (Pyridoxin) (mg) 0,04 0,05 0,08
Bs (Biotin) (ng) 2,00 1,50 0,93
By (Listova k.) (ug) 5,30 1,00 5,00
B1. (Kobalamin) (ng) 0,35 0,06 0,71
C (Askorbova k.) (mg) 0,94 1,29 4,16




3.1.2 Slozeni koziho mléka

Ackoli existuji urCité druhové specifické rozdily ve slozeni mléka, zakladni nutri¢ni
slozeni koziho mléka je podobné kravskému (tab. 1). V priuméru kozi mléko obsahuje vice tuku,
bilkovin, popelovin a mén¢ laktozy. Vykazuje také vyS$i stravitelnost, vyraznou zasaditost
a vys$i pufracni kapacitu. Stejné jako v ptipadé kravského mléka se i slozeni koziho mléka lisi
dle enviromentalnich podminek, lokality, ro¢niho obdobi, podminek chovu ¢i stadia laktace
a dédicnosti (Park 2017). Nejvyznamnéjs$imi faktory ovlivitujicimi slozeni koziho mléka jsou
plemeno a vyziva. V1iv vyZivy se projevuje jak na celkové produkei, tak na obsahu jednotlivych
slozek. Nedostate¢na vyziva zpusobuje pokles obsahu bilkovin, z nichz klesa obvykle zejména
obsah kaseinu (Navratilova et al. 2012).

Piestoze celosvétova produkce dosahuje pouhych 2 %, v rozvojich zemich a v oblasti
Sttedomoii je kozi mléko vzhledem k omezené dostupnosti kravského mléka hlavnim zdrojem
potravy (Park 2017). K nejvétsim svetovym producentim se fadi Indie a chov koz zde hraje
zasadni roli v socialné-ekonomické sféie chudych obyvatel venkova (Arora et al. 2013). Kozy
patii k nejstar§$im domestikovanym zvifatim a vynikaji svou odolnosti vici extrémnim
a neptiznivym podminkam. Jejich mléko je povazovano za jednu z nejstarSich potravin, je také
cennou vstupni surovinou pro vyrobu produktii s vysokou vyzivnou hodnotou. Konzumace
koziho mléka je spojovana s fadou ptiznivych G¢inkl na zdravi, je vyuZzivano jako alternativa
kravského mléka pro lidi trpici CMPA, rovnéz slouzi jako zdklad pro kojeneckou vyzivu
nahrazujici matefské mléko (Selvaggi et al. 2014).

Vysoka nutri¢ni hodnota koziho mléka souvisi s jeho chemickym sloZenim, hlavni rozdil
ve srovnani s mlékem kravskym je ve struktufe tukii a obsahu bilkovin (Bernacka 2011).
Obecné kozi mléko obsahuje mensi mnozstvi kaseind, podil syrovatkovych bilkovin je tudiz
o néco vyssi. Hlavni slozkou kaseinové frakce v kozim mléce je f-kasein, vyrazné se lisi také
obsah as1- a as2- kaseint, kde kozi mléko ma mnohem nizsi koncentraci asi- a vyssi zastoupeni
as2-. Velmi nizky obsah alergenniho asi-kaseinu (5 % z celkového kaseinu) je tedy hlavnim
duvodem, pro¢ je kozi mléko vyuzivano jako nahrada za mléko kravské (Park 2017).
Lara-Villoslada et al. (2005) vysvétluje, Ze nizsi alergenicita koziho mléka je zplisobena
skutecnosti, Ze men$i podil asi-kaseinu snizuje citlivost na ostatni alergenové proteiny,
konkrétné na p-laktoglobulin. Ten je v kozim mléce zastoupen v obdobné koncentraci
jako v mléce kravském, s vice nez dvojnasobnou hodnotou jak a-laktaloumin (Park 2017).
Rozdilna je 1 velikost kaseinovych micel. Ta je v kozim mléce vétsi v porovnani s mlékem
kravskym a ovéim (Raynal-Ljutovac et al. 2008).

Obsah minoritnich frakei bilkovin je téZ velmi podobny jako v mléce kravském, kozi
mléko se vSak 1isi vys$§im zastoupenim proteinti vazajici folat (Selvaggi et al. 2014). Za zminku
stoji laktoferrin, biologicky aktivni mlé¢na bilkovina s funkénimi vlastnostmi, jenz se v kozim
mléce oproti mléku kravskému vyskytuje ve vétSim mnozstvi. Tento protein je hlavnim
proteinem vazajici Zelezo a vyznacuje se protizdnétlivymi a bakteriostatickymi u¢inky. Diky
svym antioxida¢nim vlastnostem zabranuje tvorbé volnych radikald, ¢imz mtze branit rozvoji
rakoviny. Zaznamenana byla i inhibi¢ni aktivita v rozvoji Alzheimerovy nemoci (Bernacka
2011).

Z udaju o koncentraci aminokyselinového slozeni v mléce riznych Zivo¢isnych druhti 1ze
nejlepsi slozeni exogennich AMK nalézt v mléce koz a ovci. V mléce krav je cystein
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a methionin limitujici AMK, zatimco v mléce kozim a ov¢im je pozadavek na tyto AMK plné
pokryt (Barlowska et al. 2011).

Jiz dlouho je znamo, ze vysokd nutriéni hodnota koziho mléka a jeho zdravi prospésné
ucinky vyplyvaji ze specifického sloZeni jeho tuku. Jednou z charakteristik je vysoka
koncentrace MK s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem. Ceballos et al. (2009) uvadi, ze kozi
mlécény tuk ve srovnani s kravskym ma o vice jak 50 % vyssi zastoupeni kyseliny kapronové,
kaprylové, kaprinové a laurové. Naopak obsahuje o 75 % méné kyseliny maselné. TAG s témito
MK jsou metabolizovany odlisné od téch, které obsahuji MK s dlouhym fetézcem. Jsou
snadngji traveny v trdvicim traktu a vstiebavany pifimo stievnimi epitelidlnimi bunkami,
predstavuji tudiz rychlou energetickou zasobu. Kaprinova a kaprylova kyselina, které jsou
vyznamn¢ pfitomny v kozim mléce, byly shledany uzitenymi Vv terapiich pro pacienty trpici
malaabsorpénim syndromem a metabolickymi poruchami (Raynal-Ljutovac et al. 2008).
Rovnéz jsou tyto kyseliny zodpovédné za specifickou chut’ a viini koziho mléka. Intenzitu lze
ovlivnit $lechténim, vyZivou, a pfedevs§im dobrou hygienou ustdjeni a osetfeni mléka (Kopacek
2014). Kozi ml¢ko se také vyznacuje vySSim obsahem polyenovych MK, s velmi dobrym
pomérem mezi n-6 a n-3 kyselinami, coz je aspekt, ktery vyrazné ptispiva k vysoké nutri¢ni
kvalité (Ceballos et al. 2009).

Pro kozi mléko je dale typicka malé velikost tukovych kuli¢ek, s primérem okolo 3,5
um. Piiblizné 90 % vSech tukovych kulicek ma praimér mensi nez 5,21 pum, nckteré studie
uvadi, ze 65 % globuli ma poté primér mensi nez 3 pm. Mensi tukové kuli¢ky jsou v kozim
mléce diky absenci aglutininu lépe rozptylené, vytvari homogennéjsi smés a lipazam poskytuji
vétsi povrchovou plochu. Tato vétsi plocha usnadnuje pfistup lipolytickym enzymim, kozi
mléko je proto oproti mléku kravskému pro ¢lovéka stravitelngjsi (Park et al. 2007; Barlowska
etal. 2011; Park 2017).

Stejné jako v kravském mléce je 1 v mléce koz hlavni sacharidovou slozkou lakt6za. Obé
mléka se vSak li§i zastoupenim oligosacharidl, které je v kozim mléce az 10x vySsi.
Oligosacharidy vykazuji prebiotické a antiinfekéni vlastnosti, podporuji rtust bifidobakterii
u novorozenct a chrani stfevni sliznici proti patogeniim. Mléko piezvykavcii neni zdaleka tak
bohaté na tyto latky jako mléko matefské, ale i pfesto stoji jejich obsah v kozim mléce
za povSimnuti. Dle mnoha autori je dlleZitd vysoka rozmanitost kozich oligosacharidd,
vyznamny je obsah kyseliny sialové. | z tohoto diivodu mtize kozi mléko slouzit jako vhodné
nahrada za mléko matefské (Raynal-Ljutovac et al. 2008; Park 2009).

Do funkénich slozek koziho mléka jsou zahrnuty i mineralni latky. Z hlediska
mineralniho sloZeni kozi mléko pfevySuje mléko kravské v obsahu vépniku, fosforu, drasliku,
hoi¢iku a chloru. Naopak poskytuje niz$i mnozstvi sodiku a siry (tab. 6). Tyto koncentrace
se lisi pfedevsim v zavislosti na plemeni, stravé, stadiu laktace a na zdravotnim stavu vemene
Z mikroelementll je vyraznéji zastoupen zejména selen. S vys$sim obsahem selenu tizce souvisi
1 vy$si obsah a aktivita antioxidacniho enzymu gluthationperoxidazy (Park et al. 2007). Obecné
jsou mineralni slozky koziho mléka povazovany za lépe vyuzitelné v travicich i metabolickych
procesech, coZ by se mohlo jevit jako dalsi aspekt ptispivajici k lepsi vyzivové hodnoté tohoto
mléka (Ceballos et al. 2009).

MlIéko koz se vyznacuje 1 vy$§im mnozstvim vitaminu A. Jelikoz kozy pfeménuji vesSkery
[B-karoten naretinol, je jejich mléko bélejsi ve srovnani s mlékem kravskym. Kiidové bila barva
je tudiz jednou z charakteristickych vlastnosti koziho mléka. Mléko koz je kromé vitaminu A
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i dobrym zdrojem niacinu, thiaminu, riboflavinu a kyseliny pantothenové. Hladiny vitaminu B
jsou podobné jako u krav vysledkem syntézy bachoru a jsou tak do jisté miry nezavislé
na straveé. V porovnani s mlékem od krav ma kozi mléko vyznamné nedostatky v kyseliné
listové a kobalaminu. Nedostatek t&chto dvou vitamint v lidské stravé vede k chudokrevnosti,

u kojencti muze deficit vitaminu B12 zptsobovat tzv. megaloblastickou anémii (Park et al. 2007;
Park 2009; Park 2017).

3.1.3 SlozZeni ov¢éiho mléka

v

Nutri¢né nejcennéjsi je ve srovnani s mlékem kravskym a kozim mléko ov¢i. V soucasné
dob¢ se konzumace ov¢iho mléka a vyrobkl z néj teési velké oblibé. Déje se tak prave diky
vysoké energetické a nutri¢ni hodnoté, ktera je dana vyS$im zastoupenim bilkovin, tuku,
vitaminli a mineralnich latek. OvEéi mléko mé obecné vyssi obsah suSiny a vyuZzivé se hlavné
pro vyrobu syru (Recio et al. 2009; Balthazar et al. 2017).

Podobné jako u koziho mléka se i ov¢i mléko na celosveétové produkei mléka podili velmi
nepatrné, jen ze 1,4 %. 1 ptesto chov ovci plni vyznamnou ekonomickou tlohu, zejména
na venkovech v oblasti Stiedniho vychodu a Stiedozemi, kde klimatické podminky nejsou zcela
piiznivé pro chov skotu. Nejvétsim svétovym producentem je Cina, v Evropé k piednim
vyrobctim patii Recko, nasledované Rumunskem a Italii (Balthazar et al. 2017). Poéty ovci
vSak plné€ neodrazeji mnozstvi produkovaného mléka, nebot’ se €asto pouzivaji i pro jiné ucely
jako je masna produkce a ziskavani viny (Recio et al. 2009).

Ov¢i mléko se vyznacuje oproti mléku kravskému vySsi mérnou hmotnosti a viskozitou
(Park et al. 2007). Je lehce nasladlé a jemné chuti, s krémovitou strukturou. Co se tyce
chemického slozeni, je stejné jako u jinych druht savci dano genetickymi faktory, stadiem
laktace, vyzivou a vyznamné se méni v zavislosti na ronim obdobi. Sezonni a klimatické
zmény silné ovliviuji sloZeni a zastoupeni hlavnich Zivin v disledku zmén slozeni krmiva,
znaéné se tedy méni v zavislosti na pfijmu zelené pice (Balthazar et al. 2017).

Ov¢i mléko obsahuje témét dvakrat tolik bilkovin a tuku nez mléko kozi a kravské.
Proteiny ov¢iho mléka a jejich aminokyselinové sekvence maji kromé nutriéni kvality
i pozitivni dopad na stravitelnost a termostabilitu (Claeys et al. 2014). Ov¢i mléko ma vyssi
obsah serinu, alaninu, histidinu, valinu a lysinu, nutri¢éni hodnota mize také souviset s vys$Sim
mnozstvim prolinu, ktery zaroven ovliviiuje produkci hemoglobinu (Molik et al. 2012).

Kaseinovy podil ov¢iho mléka ¢ini asi 80 % z celkovych mléénych bilkovin, kde
piiblizné 60 % tvoii B-kasein. Podle Masoodi & Shafi (2010) maji asi- a as2-kaseiny ovciho
mléka z99 % podobnou sekvenci jako kaseiny mléka koziho a ¢aste¢né se lisi od asi-
a os2-kaseinti mléka kravského, tato skutec¢nost tutiz naznacuje, ze by ov¢i mléko mohlo byt
stejné jako mléko kozi pouzivano jako alternativa pro lidi s CMPA. Odlisné jsou i velikosti
a vlastnosti kaseinovych micel. Kaseinové micely z ov¢iho a koziho mléka maji vyssi stupeit
mineralizace, jsou méné hydratované a tepelné stabilngj$i nez kaseinové micely kravského
mléka. Rovnéz jsou kaseinové micely v ovéim mléce vEtsi a bohatsi na vapnik, coz ptispiva
k technologické vyhodé pii vyrobé syru (Raynal-Ljutovac et al. 2007). Syrovatkova frakce
je zastoupena z nejvetsi ¢asti B-laktoglobulinem, nasleduje a-laktalbumin a sérovy albumin.
Ve srovnani S kravskym mlékem vSak vykazuji ov¢i syrovatkové bilkoviny nizsi tepelnou
stabilitu (Molik et al. 2012).
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Stejné jako kozi mléko ma i mléko ov¢i vysokou koncentraci mensich tukovych kulicek,
S primérem 4,5 um. RovnéZz neni pfitomen aglutinin napoméhajici shlukovani tukovych
globuli, proto i mléko ov¢i vykazuje lepsi stravitelnost (Haenlein & Wendorff 2006; Park et al.
2007).

Profil TAG ukazuje podobnost s tidaji uvadénymi u kravského mléka, ov¢i mléko ma
vsak vyssi procento TAG se stiednim fetézcem MK a nizsi podil TAG s dlouhym fetézcem
MK. Podobn¢ jako mléko kozi 1 mléko ovci tedy predstavuje rychly pfisun energie, zejména
u skupiny pacientd trpici podvyzivou nebo poruchami metabolismu (Recio et al. 2009).

Obecné je ovéi mlécny tuk vysoce nasyceny, S vyssim obsahem MK s kratkym a stitednim
fetézcem. Obsah MK Vv ovéim mléce se podstatné nelisi od kravského mléka v obsahu kyseliny
maselné, ale obsahuje vice nasycenych MK jako jsou kapronova, kaprylova a kaprinova.
V disledku obsahu téchto kyselin je stejné jako v mléce kozim pozorovana charakteristicka
natrpkla pfichut’, ktera se odrazi i ve vyrobcich z néj, typicky v ovéich syrech (Balthazar et al.
2017).

Pfevladajicimi MK jsou kyselina olejova, palmitovéa a myristova. Kyselina olejova, druhé
nejvice zastoupena MK v tuku ov¢iho mléka, je povazovana za antiaterogenni latku (Recio
et al. 2009). Molkentin (2000) uvadi, ze strava s vysokym obsahem kyseliny olejové snizuje
hladinu LDL (low-density lipoprotein) cholesterolu, zatimco hladiny HDL (high-density
lipoprotein) cholesterolu nejsou vyrazné ovlivnény. Vyznamny je i obsah polyenovych MK,
Tato skupina je v tuku ovéiho mléka zastoupena hlavné kyselinou linolovou a a-linolenovou
(Recio et al. 2009). Mono- a polyenové MK v ov¢im mléce mohou pfispivat k prevenci
kardiovaskularnich chorob, jak popisuje Balthazar et al. (2016). Rovnéz byl v ovéim mléce
zazanamenan velmi pfiznivy pomér mezi n-6 a n-3 kyselinami, dokonce niz§i nez pomér
uvadény u koziho mléka. Niz§i pomér n-6 a n-3 kyselin je zadouci pii snizovani rizika mnoha
chronickych onemocnéni, nejcastéji srdenich chorob. Proto se konzumace ov¢iho a koziho
mléka doporucuje v ramci prevence vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (Balthazar et al.
2017).

Pro ov¢i mléko je charakteristicka i vyssi koncentrace konjugované kyseliny linolové.
Mezi ptezvykavci obsahuje tuk z ov¢éiho mléka nejen jednu z nejvysSich hladin CLA, ale také
velké velké mnozstvi kyseliny vakcenové, jejiho fyziologického prekurzoru. Izomery CLA,
které se objevuji ve vétSich mnoZstvich, maji prospésné ucinky s antikarcinogenni
a lipolytickou aktivitou (Recio et al. 2009; Revilla et al. 2017). Osah CLA se vSak sezoénné
velmi lisi, byla zaznamendana podstatné vyssi koncentrace v letnim obdobi (1,28 %), na konci
zimy se obsah pohyboval kolem 50 % (Park et al. 2007).

Kromé toho je tuk z ov€iho mléka dobrym zdrojem vitaminu A a vitaminu E. I v ov¢éim
mléce lze vitamin A nalézt pouze ve formé retinolu, nebot’ i ovce B-karoten zcela preménuji
na tuto formu. Ov¢i mléko je tedy podobné jako kozi charakteristické svou ¢isté bilou barvou.
Celkove je obsah vitaminti v ov¢im mléce vyssi, typické je vyssi mnozstvi riboflavinu a niacinu,
ov¢i mléko lze povazovat 1 za velmi dobry zdroj vitaminu C. Specifickd je pro mléko ovci
1 vy$si koncentrace minerdlnich latek. Z hlediska vysoké biologické dostupnosti je ovEi mléko
cennym zdrojem téchto latek, mléka ostatnich savcl pred¢i predevSim ve vySSim obsahu
vapniku a fosforu, obracené je tomu v piipadé drasliku a sodiku (Park et al. 2007; Balthazar
etal. 2017).
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Vyrazné vyssi obsah vapniku spolecné s vys$Simi obsahy tuku a bilkovin se také
vyznamn¢ projevuje na koagulacnich schopnostech tohoto mléka. Pro ov¢i mléko je vzhledem
k vyse uvedenému obecné charakteristické jeho rychlejsi srazeni a po zasyieni vznikajici
pevngjsi srazenina. Tyto vlastnosti tak predurcuji toto mléko predevsim pro zpracovani na syry,
charakteristicka je az dvojnasobné vyssi vytéznost syra oproti mléku kravskému a kozimu
(Kuchtik et al. 2011).

3.2 FalSovani potravin

Vysoka dieteticka a terapeuticka hodnota ov¢iho a koziho mléka je diivodem, pro¢ jsou
tato mléka Casto vyhleddvana a upiednostiiovana spottebitely pred mlékem kravskym. Jelikoz
je cena mléka malych piezvykavcl podstatné vyssi, hledaji se rizné zpisoby, jak neopravnéné
zvysit objem téchto mlék a tim zvysit cenovy zisk. A takovéto klamani spottebitele je jiz
povazovano za falSovani. Tato problematika se vSak netyka jenom mlékarenského sektoru, ale
je celosvétove rozsifena snad ve vSech odvétvich potravinaiského prumyslu (Poonia et al.
2017).

V historii Ize sledovat pocatky falSovani jiz od starovéku, v egyptskych hieroglyfickych
zaznamech, na pergamonskych pergamenech nebo v ¢inskych zapisech na bambusovych
destickach. Zaznamy o falSovani se objevovaly zejména v souvislosti se vznikajicimi zakoniky
(Hanu$ et al. 2019), jednu z prvnich pisemnych zminek lze nalézt jiz v Chammurapiho
zakoniku, vydaném kolem roku 1760 pf. n. l., zmifnujici michani piva s vodou. Zminky
o falSovani potravin se nachazi také v textech pochazejicich z dob Rimského cisaistvi,
Vv kterych jsou zaznamenany piipady falSovani plivoda vina a hub. MnoZstvi zdznamu
o falSovani zobdobi stfedovéku pak uz jenom narlistd. S vyraznym pokrokem védy
a potravinaiskych technologii se rozvinuly zcela nové a sofistikované moznosti ve zpisobech
falSovani potravin. Tento pokrok vSak také ale znamenal razantni vyvoj v metodach analyzy
potravin a v moznostech odhalovani tohoto neetického jednani (SZPI 2015).

Principiadlné se postupy falSovani pfili§ neméni. Ptfiklady popsané v historickych
zaznamech jsou podobné dne$nim, nové ptipady, které se objevuji, obvykle vychazeji ze zmén
legislativy a z dostupnosti a ceny surovin a produktt na trhu. Trendy ve falSovani podle komodit
(tab. 8) se vyhodnocuji dle cetnosti publikaci v databazich FSTA (Food Science
and Technology Abstracts) a ScienceDirect, dlouhodobé se neméni a Casto se vyvijeji
dle aktualnich kauz. Jelikoz je falSovani motivovano ekonomickym profitem, jsou nejcastéji
falSovany drahé a luxusni potraviny nebo naopak komodity, které jsou prodavany ve velkych
objemech (Cizkova et al. 2012).

FalSovanim potravin se rozumi nezadouci nastavovani potraviny neptvodni, zpravidla
ménécennou slozkou s cilem oklamat spotiebitele a dosahnout neopravnéné vyssi zisk. Je tak
snizovana kvalita potravinafskych vyrobkill, coz miize mit Casto i1 negativni dopad na lidské
zdravi. FalSovana potravina miZe byt toxicka, miiZze byt zbavena dillezitych Zivin potfebnych
K spravnému vyvoji a u jedinct se zvysenou citlivosti miize dokonce zpusobit intoxikaci nebo
fadu alergickych reakci (Bansal et al. 2017). Dnes mezi hlavni zpisoby falSovani patii
nastavovani potraviny levngjsi slozkou, zaménovani potraviny za jinou levnéjsi, nedodrzeni
deklarovaného technologického postupu, pfitomnost nedeklarovanych slozek, uvadéni vyssiho
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nez skute¢ného podilu slozky, nespravné uvadéni geografického ptivodu nebo zneuziti znamé
znacky (Cizkova et al. 2012).

Vétsina popsanych piipadi falSovani je pouze Sizenim zékaznika, kdy spotiebitel za své
penize nedostane produkt ocekavanych vlastnosti. Pfesto se 1 v poslednich letech objevilo
né&kolik piipadi poskozujici zdravi v dasledku falsovani potravin (Cizkova et al. 2012). Jednalo
se napiiklad o ptidavky melaminu do mlé¢nych vyrobkt, pouziti anilinovych barviv do jedlych
oleju, jsou znamy i piipady umrti spotiebitelii po poZiti vina s pfidanym ethylenglykolem nebo
zneuziti metanolu pfi nelegalni vyrobé lihovin (SZPI 2015).

Tab. 8: Nejcastéji falSované potravinaiské komodity dle poctu citaci
(Cizkova et al. 2012).

Komodita FSTA, ScienceDirect (%)
Oleje, tuky 31
Mléko, mlécné vyrobky 24
Ovocné napoje 12
Maso, masné vyrobky 9
Vino 8
Kofeni, aromata 7
Med 5
Kéva, ¢aj 2
Lihoviny 2

V cCeské legislativé, v zakonu o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb., sice
pojem ,.falSovand potravina® nebo ,,falSovani* neni pfimo definovany, dle tohoho zékona
je vSak zakazano uvadét do obéhu potraviny klamaveé oznacené. A falSovani potravinarskych
vyrobkil Ize v koneéném diisledku povaZzovat pravé za klamavé oznaéovani. V Ceské republice
(CR) se problematikou falSovani potravin systematicky zabyva Statni zemédélska
a potravinafska inspekce (SZPI). SZPI v ramci své €innosti provéiuje nejen, zda jsou potraviny
bezpec¢né, ale vénuje se jiz fadu let 1 kontrole jakostnich pozadavkil. Lze konstatovat, ze
se v CR prakticky nevyskytuji podniky, které by mély na falSovani potravin postaveny sviij
podnikatelsky plan (SZPI 2015).

3.2.1 FalSovani mléka a mléénych vyrobku

FalSovani potravin v dneSnim svété predstavuje velky spoleCensky problém. Kromé
etickych a ekonomickych otazek s sebou pfinasi i fadu zdravotnich a technologickych rizik,
situace je vyrazné horsi v rozvojovych zemich kvili nedostateénému monitorovani a politice
(Azad & Ahmed 2016). Z medialné frekventovanych a asto diskutovanych potravin se v tomto
ohledu na ¢elni misto fadi mléko a mlé¢né vyrobky. Jelikoz se jedna jednozna¢né o komoditu
S nejvyssi spotiebou, dochazi v praxi k falsovani mléka velice Casto. Po olivovém oleji je mléko
snad druhou nejpravdépodobnéjsi potravinou, ktera je v riziku falSovani (Moore et al. 2012).
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Mozné divody mohou zahrnovat mezeru v poptavce a nabidce, skutecnost, Ze je mléko
rychle se kazici potravinou a Vv neposledni fad¢ také nedostatek vhodnych detekénich testt.
FalSovani mléka se stalo globalnim a velmi diskutovanym problémem po aféie kontaminace
melaminem v ¢inskych kojeneckych mlé¢nych vyrobceich v roce 2008 (Azad & Ahmed 2016).
Historie falsovani mléka vSak saha nékolik tisic let zpatky, kdy se mnozstvi mléka dalo snadno

zvysit ptidavkem vody a mydla, do masla se zase pfimichavala mouka a bila fepa (Hanus et al.
2019).

3.2.1.1 Zpusoby falSovani

Dnes je mléko nejcastéji falsovano ptidavkem vody, syrovatky a rostlinnych proteint,
Casto se také misi mléka jinych zivoéisnych druhii (Singh & Gandhi 2015). Mnohdy jsou
ptidavany i zdravi Skodlivé chemické slouceniny jako jsou ruzné detergenty, formalin,
mocovina, hydroxid sodny, kyselina benzoova, jiz zmiovany melamin apod. (Azad & Ahmed
2016).

Bézné parametry, které se kontroluji pro hodnoceni kvality mléka, jsou obsahy tuku
a bilkovin, procento tukuprosté susiny a bod mrznuti mléka. Do mléka se pridavaji nezadouci
slozky, aby se tyto parametry zvysily, ¢imZ se neopravnéné zvysuje kvalita mléka (Azad &
Ahmed 2016). Také se kontroluje koncentrace laktozy. Bylo zjisténo, Ze niz§i mnozstvi laktozy
obsahuji mléka od krav trpicich mastitidou (Das et al. 2016).

V dnesni dobé je velmi béznou praxi dodavatele nastavovani mléka vodou. Mnoho studii
dokazuje, Ze pro zvySeni objemu je voda nejvice pfidavanou slozkou vibec. Ziedéné mléko
snizuje jeho nutriéni hodnotu, méni se jeho pfirozena barva a rovnéz je pozménéna mérna
hmotnost a bod mrznuti (Das et al. 2016). K vyrovnani hustoty se poté asto pouzivaji riizné
druhy cukru a soli, nejcastéji chlor (Reis Lima et al. 2004). Pro zachovani jeho barvy
po nafedéni je nékdy piimichavano i malé mnozstvi barvicich latek (Huang et al. 2002).

Dalsi, velmi ¢astou ptidavanou piimési je syrovatka, ktera vznika jako vedlejsi produkt
pfi vyrobé tvarohu a syra a ktera zaroven poskytuje levny zdroj syrovatkovych bilkovin.
Pridavani tekuté syrovatky je obvyklym jevem pro zvySeni objemu mléka, zejména
Vv lokalitach, kde se mléko zpracovava na vyrobu syrt a tvarohti (Das et al. 2016). Nekteti
dodavatel¢ navic pro vétsi zisk pouzivaji levnou kyselinu muriatovou k ptipravé komercni
syrovatky, ktera mtize zpisobovat vazné zdravotni problémy. Jedinecnost tohoto falSovani
spoCiva v tom, ze se neméni obsah laktézy v mléce, ale zvySuje se kyselost. A k regulaci
kyselosti se poté pfidava malé mnoZstvi alkalického roztoku, napf. hydroxidu sodného, aby
se zlepsila konzistence a skladovatelnost mléka (Kasemsumran et al. 2007).

Formalin, kyselina salicylovd, kyselina benzoova a peroxid vodiku ptlisobi jako
konzervacni latky a prodluzuji trvanlivost mléka (Singh & Gandhi 2015). Rozsahlé pouzivani
chemickych konzervacénich latek pro uchovavani mléka je v potravinaiském pramyslu velkym
problémem. Pro detekci je tfeba sofistikovanych analytickych pfistrojii, s rozvojem technologie
byly vynalezeny nové metody pro detekce téchto nezadoucich slozek, ale stejnym tempem byly
vyvinuty i slozité a tézce odhalitelné zptsoby falSovani (Das et al. 2016). Detergenty a rizné
barvici latky se pfimichavaji pro zlepSeni senzorickych vlastnosti. Titinovy cukr, Skrob,
sulfatové soli a mocovina se ptidavaji, aby se zvysil obsah tukuprosté susiny. Velka pozornost
je vposlednich letech vénovana predev§sim pifidavku mocoviny a jinych latek bohatych
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na dusik. Mocovina, kterd je ptirodni slozkou syrového mléka, ma stanoven maximalni limit
70 mg/100 ml (Azad & Ahmed 2016). Do mléka se vSak ptidava komercné vyrabéna mocovina,
aby se zvysil obsah nebilkovinného dusiku. Podobné se pfidiva melamin pro zvyseni obsahu
proteinti, zaroven se tim navySuje i ekonomicka hodnota mléka a mléénych vyrobku (Azad
& Ahmed 2016; Poonia et al. 2017).

Diky své nizké cené a snadné dostupnosti na trhu se bézné ke zvySovani koncentrace
bilkovin pouzivaji rostlinné proteiny, nejcastéji sdjové. Sdjové napoje se kromée tohoto aspektu
pridavaji také do mléka pro navySeni objemu a maximalizaci vynosu pfi vyrob¢ syrii (Poonia
etal. 2017).

Pro svoji cenu byva ¢asto nahrazovan i mlécny tuk. Protoze je mlécny tuk velmi drahy,
néktefi vyrobei ho odstraniuji pro dalsi finanéni zisk a kompenzuji ho pfidanim levnéjSich
rostlinnych tukd. Muze byt také smichan s tuky jiného zivo¢isného puvodu (Azad & Ahmed
2016). V nekterych piipadech je poté odstiedéné nebo polotuéné mléko vydavano za mléko
plnotu¢né (Calvano et al. 2013).

Za falsovani mléka se povazuje i miseni mléka rtiznych Zivocisnych druht. Vzhledem
K tomu, ze konzumace koziho a ovéiho mléka ve srovnani s mlékem kravskym piinasi fadu
vyhod (jiz zminovanou vys$i koncentraci nékterych zivin ¢i snadnéj$i trdveni), poptavka
po kozim mléku se celosvétove rychle zvysuje. Produkce koziho mléka je vSak rozptylena mezi
farmare s drobnym chovem, zejména v rozvojovych zemich, je ovlivnéna sezonni
nepravidelnosti, proto je cena litru mléka malych piezvykavcu vyrazné vyssi (Song et al. 2011).
Do mléka ovci, koz a buvoli je poté s vidinou vétsiho cenového zisku €asto ptidavano mléko
kravské, které je n€kolikanasobné levngjsi. Z ekonomického a etického hlediska se jedna
o velky a dnes velmi rozsifeny problém v potravinaiském prumyslu (Das et al. 2016), navic
takto falsovana mléka mohou piinaset fadu zdravotnich rizik, nejéastéji spojenych s MPA. Cast
konzumentd je citliva na alergenni bilkoviny kravského mléka, proto pro nékteré z nich mize
byt feSenim konzumace mléénych vyrobkl z jinych druhti hospodaiskych zvirat. Alergie
na kravské mléko je b&zny stav, ktery postihuje hlavné kojence a malé déti. Uvadi se, Ze
nahrazeni kravského mléka mlékem kozim muze vyieSit az 40 % téchto problémd.
Nedeklarované ptidavky kravského mléka v kozich nebo ov¢ich produktech poté mohou
pfinaset nezadouci zdravotni komplikace, zejména v disledku skrytych alergent. Proto je
druhova identifikace dilezitym pozadavkem ohledné zdravi a bezpecnosti potravin (Haenlein
2004; Osman et al. 2013). Pro n¢které konzumenty jsou zase na druhou stranu kozi a ovéi mléka
nevyhovujici z hlediska jejich specifické viing a chuti. I proto tedy nekteti producenti tato mléka
misi s riznymi koncentracemi mléka kravského, aby se tato typicka silnd viné snizila
a pro spotiebitele byla konzumace piijateln&jsi (Golinelli et al. 2014). V neposledni fadé ma
slozeni mléka jednotlivych druhG vliv na charakteristickou chut a senzorické vlastnosti
kazdého mlécného vyrobku, ovlivnény jsou i technologické vlastnosti, a to zejména pii vyrobé
syrt. PouzZiti takto falSovanych mlék pfi vyrobé mlénych produktt tudiz povede k tomu, Ze
kone¢ny produkt bude jiné a nizsi kvality neZ ten, ktery ocekava spotiebitel. I z tohoto diivodu
je tudiz nezbytné stanovovat kvalitu jednotlivych druhtit mlék pouzivanych v mlécnych
vyrobcich, obzvlasté u vysoce jakostnich syrti vyrdbénych vyhradné z ovciho nebo koziho
mléka, z nichz mnohé jsou registrovany pod chranénym oznacenim piivodu (Stidnciuc Sava
& Rapeanu 2010).
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3.2.1.2 Zdravotni rizika

Bohuzel, n¢které z nezadoucich slozek ve falSované potraviné mohou mit vazny dopad
na lidské zdravi, od mirnych aZ po Zivot ohroZujici stavy. Siroce a b&Zné vidénymi piiklady
jsou kozni onemocnéni, jiz zminované alergické reakce, astma, prijmy a zvraceni. Kromé
okamzitych reakci muze dochazet i K mnoha dlouhodobym potizim vznikajicich z falsovanych
potravin. Zaludeéni viedy, onemocnéni jater, ledvin nebo srdeéni choroby a poruchy krve byly
zaznamenany v disledku pouzivani nepovolenych ptidatnych latek (Bansal et al. 2017).

Zatim asi nejvétsi kauzou co do nasledkl bylo snizovani obsahu mléka v mléénych
kojeneckych vyzivach a maskovani niz§iho obsahu mlé¢nych bilkovin ptidavkem melaminu.
Poziti melaminu nad trovnémi bezpecnosti miize u kojencti vyvolat selhani ledvin a ve velmi
vaznych ptipadech i imrti. Podle dat ke konci roku 2008 onemocnélo tehdy v Cin& téméF tii sta
tisic déti akutnim selhanim ledvin, z toho bylo zaregistrovano $est imrti (Cizkova et al. 2012).

V disledku konzumace mléka kontaminovaného hydroxidem sodnym jsou vyvijeny
respiracni obtize, mnohdy vedouci k rakoving. Tato latka ptsobi jako pomaly jed pro ty, kteti
trpi hypertenzi a srde¢nimi chorobami a zbavuje télo lyzinu, esencialni AMK vyzadované
rostoucimi détmi. Obzvlasté nebezpecné mize byt takto synteticky pfipravené mléko
pro téhotné Zeny (Das et al. 2016). Peroxidy i detergenty v mléce mohou zputsobit
gastrointestinalni komplikace, které mohou vést ke gastritid€ a zanétim stfev. Nadmérny obsah
Skrobu miize zase vyvolat prijem v disledku ucinki nadbyte¢ného nestraveného mnozstvi, coz
mize zpisobovat komplikace zejména u diabetickych pacientt (Singuluri & Sukumaran 2014).

Nadbytek mocoviny je nékdy spojovan s poruchami traveni a se vznikem viedl. Rovnéz
mize byt prebytek Skodlivy pro srdce, jatra a zejména pro ledviny. Protoze je mocovina z téla
odbouravana pravé ledvinami, pfi vySSich koncentracich dochazi k nadmérnéjSimu
a zbyte¢nému zatéZovani tohoto organu. Proto je velmi dillezité pro prevenci t€chto problému
a predchazeni nékterych vaznych onemocnéni stanovovat kvalitu mléka (Azad & Ahmed 2016;
Das et al. 2016).

3.2.2 Metody detekce falSovani mléka a mléénych vyrobki

Me¢feni kvality mléka je dileZité jak pro potravinovou bezpecénost, tak pro vyrobni proces
v mlékdrenském prumyslu. Kvalitativni detekci nezddoucich pifimési lze snadno provést
chemickymi reakcemi, které jsou jednoduché, rychlé a velmi snadno proveditelné. Nevyhodou
kvalitativniho stanoveni je vSak nedostate¢na presnost, proto se rozvinuly metody kvantitativni
analyzy (Azad & Ahmed 2016). Typ kvantitativnich detek¢nich technik zavisi na povaze
znehodnocujici latky, v dnesni dobé je vétSina metod detekce pro ovéfeni pravosti mléka
a mlécénych vyrobkl zaloZena prevazné na identifikaci hlavnich mléénych proteinti (Stanciuc
Sava & Rapeanu 2010). Je wvyuzZivdna celd Skdla metod, od spektroskopickych,
chromatografickych, elektroforetickych az po metody zaloZené na analyze deoxyribonukleové
kyseliny (DNA — deoxyribonucleic acid) ¢i metody imunochemické (Zachar et al. 2011).
Naptiklad kapalinova chromatografie (LC — liquid chromatography), casto ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS — mass spectrometry) a ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) jsou nejbéznéjsi techniky pouzivané k detekci cizich proteint,
polymerazova fetézova reakce (PCR — polymerase chain reaction) a polyakrylamidova gelova
elektroforéza (PAGE — polyacrylamide gel electrophoresis) se obvykle pouzivaji k rozliseni
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jednotlivych druhti mlék (Azad & Ahmed 2016). Nove se rozviji proteomické metody jakozto
metody s vysokou citlivosti a selektivitou (Chen et al. 2016), pozornost je v poslednich letech
vénovana hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci, konkrétné technice MALDI (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization) v kombinaci s analyzatorem doby letu (TOF — time
of flight). Tato technika se jevi jako potencialn¢ uzite¢na pro Gcely kvantifikace specifickych
proteint (Zachar et al. 2011).

3.2.2.1 Spektroskopické metody

Tradi¢né se k analyze potravin v¢etné autentizace a prikazu falSovani vyuzivaji techniky
infratervené spektroskopie, tedy techniky zalozené na interakci infraerveného zafeni
se vzorkem. Vyuziva se piedevsim blizké infracervené oblasti (NIR — near-infrared) v rozsahu
vlnoétl 14000-4000 cm™ a stfedni infradervené oblasti (MIR — middle-infrared) v rozsahu
4000-400 cm™. Z MIR spektra vyplyvaji informace o chemickych vazbach, tim tedy o typech
molekul v potraving, NIR spektrum poskytuje komplexngjsi informaci (Cizkova et al. 2012).

Absorpce zafeni v NIR oblasti je obvykle zplsobena energetickymi piechody mezi
vibra¢nimi hladinami molekul, spektra odpovidaji pfevazné vibraénim piechodim skupin
obsahujicich H. Diky tomu lze snadno stanovit hlavni parametry potravin jako je obsah tuku,
bilkovin, laktozy apod. (Chen et al. 2017).

Jedna se o nedestruktivni analytické metody s rychlou a jednoduchou pfipravou vzorku,
s tisporou chemikalii, a tudiz i s Setrnosti k Zivotnimu prostfedi. V praxi jsou tyto techniky
aplikovany pro rychlou meziopera¢ni kontrolu, nejbéznéji se pouzivaji pro detekci melaminu,
modoviny a syrovatky (Zhang et al. 2014; Nascimento et al. 2017). Casto se tyto metody
vyuzivaji v kombinaci S chemometrickou analyzou, kdy jsou spektra shromazdéna
z analyzovanych vzorkii porovnavana s databazi, ¢imz je umoznéna identifikace latek (Chen
et al. 2017).

Z dalSich spektroskopickych technik se ¢im dal castéji uplatiuje Ramanova
spektroskopie, ktera vyuziva vétsi citlivosti a specifi¢nosti pfi méfeni nizkych koncentraci, byl
prokazan potencial této metody pro soubéznou detekci nékolika nezadoucich piimési (Khan
et al. 2015). Pro svoje jednoduché pouziti, vysokou citlivost, rychlost a nizké provozni naklady
se rovnéz rozviji pro detekci falSovani mléka pouZivani infracervené spektroskopie
s Fourierovou transformaci. Dle Nicolaou et al. (2010) je tato metoda vhodnou a piesnou
technikou pro kvantitativni stanoveni jednotlivych druht mlék. Ma vynikajici potencial
technik. Na infracervené spektroskopii s Fourierovou transformaci jsou naptiklad zalozeny
automatizované piistroje MilkoScan, jez se dnes v praxi vyuzivaji pro rutinni testovani mléka
ve vétsiné mlékarenskych laboratofich. Mohou byt pouZity jednak pro stanoveni hlavnich
slozek mléka a mlénych vyrobkd, tak i pro stanoveni pfidavku vody, specifickych cukri,
kyseliny mlé¢né, mocoviny, volnych MK apod. (Poonia et al. 2017).

3.2.2.2 Chromatografické metody

Standardné jsou k autentizaci potravin kromé& metod spektroskopickych pouzivany
i metody chromatografické, nejcastéji chromatografie plynova (GC — gas chromatography)
a LC-MS vyuzivané pro analyzu konkrétnich markerd. S vyuzitim GC jsou napiiklad
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stanovovany profily MK (Cizkovéa et al. 2012), vysokot&inna kapalinova chromatografie
(HPLC — high performance liquid chromatography) je vyuzivana pii detekci a kvantifikaci
obsahu kravského, ov¢iho a koziho mléka v syrech a pro analyzu kaseinti a -laktoglobulint
(Rodriguez et al. 2010).

V chromatografickych technikach dochazi k separaci analytii na zaklad¢ jejich distribuce
mezi stacionarni a mobilni fazi. Lisi se dle separa¢niho mechanismu, interakci a vybéru
stacionarni a mobilni faze. Pfi detekci falSovani mléka se ¢asto uplatnuje HPLC s reverznimi
fazemi (Zachar et al. 2011). Ferreira & Cagote (2003) pouzili tuto metodu pro detekci
a kvantifikaci procenta kravského, ovciho a koziho mléka v portugalskych syrech s chranénym
oznacenim puvodu na zékladé analyzy B-laktoglobulinu a a-laktalbuminu jako specifickych
markert. Za stejnych podminek byly ziskany rizné chromatografické profily pro kravské, ov¢i
a kozi syrovatkové proteiny. Kvantifikace druhi mléka byla umoznéna v koncentracnim
rozmezi 5-95 %. Podobnou studii provedli Czerwenka et al. (2010), kdy bylo analyzovano 18
proddvanych syr mozzarelly z buvoliho mléka za pouziti LC-MS. Pfitomnost kravského
mléka detekovali pomoci syrovatkového proteinu f-laktoglobulinu jakozto typického markeru
pro falSovani. Obsah vysokého mnozstvi kravského mléka byl prokazan u ttech produkta.

HPLC sreverzni fazi byla rovnéz UspéSné pouzita pro analyzu soéjovych proteinil
a pro souCasné¢ oddé¢leni s6jovych a kravskych syrovatkovych proteinti v kravském mléce
(Krusa et al. 2000). Hydrofobni interak¢éni chromatografie, kdy k seperaci latek dochazi
sniZzenim iontové sily mobilni faze, byla pouzita pro separaci a stanoveni jednotlivych kaseinti
v mléce krav, koz a ovci, ¢imz bylo mozné odhalit nezdkonné ptidani kravského mléka
(Bramanti et al. 2003). Chromatografické metody, zejména s vyuzitim LC se tak jevi jako
citlivé a pfesné metody obzvlasté pro analyzu proteinovych smési (Zachar et al. 2011).

3.2.2.3 Elektroforetické metody

Nékdy jsou metody chromatografické kombinovany s technikami elektroforetickymi, kdy
se pro analyzu mlé¢nych vyrobki nejbéZznéji pouziva PAGE, kapilarni isoelektricka fokusace
a kapilarni elektroforéza (Rodriguez et al. 2010). Kapilarni elektroforetické metody, jeZ slouzi
K separaci latek na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli, se pouzivaji jednak
pro stanoveni podvodného pfidavani suSené syrovatky do mléénych vyrobk, jsou to i jedny
Z nejrozsifenéjSich technik pro separaci mlécnych bilkovin (Poonia et al. 2017).

Kapilarni elektroforéza umoziiuje separaci kaseinovych a syrovatkovych proteina
za pouziti pouze malého mnozstvi vzorkil a pufrli, ndklady pro analyzu jsou tedy podstatné
niz$i. Kapilarni isoelektricka fokusace je zase zalozena na separaci proteind podle jejich
izoelektrického bodu a je zvlasté vhodnd pro analyzu kaseini, které maji mnoho genetickych
variant. PAGE dokaZe detekovat pfitomnost cizich proteinli na zakladé¢ celkového naboje
proteinti a rozdilt v molekularnich hmotnostech (Poonia et al. 2017). Pesic et al. (2011)
metodou PAGE ve své studii porovnavali syrovatkové bilkoviny Cerstvych mlécnych smési,
podobné jako u chromatografickych technik i zde byl k analyze vybran B-laktoglobulin
a o-laktalbumin. Dle vysledkt tato metoda dokaze spolehlivé identifikovat kravské syrovatkoveé
bilkoviny ve smési ovciho nebo koziho mléka.

Jednou znevyhod technik zaméfenych na analyzu syrovatkovych frakci je vSak
skutecnost, ze syrovatkové bilkoviny zédhifevem denaturuji a dochdzi tak k mirnému sniZeni
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jejich celkového mnozstvi. Tyto denaturaéni zmény tak mohou negativné ovliviiovat analyzu
falSovani mléka metodami zaloZzenymi na detekci hlavnich syrovatkovych bilkovin v jejich
nativnim stavu (Pesic et al. 2011).

3.2.2.4 Imunochemické metody

Ackoli maji elektroforetické a chromatografické metody své vlastni piednosti, jsou
pomeérné ¢asove naro¢né, pracné a nakladné a pfi rutinni laboratorni analyze tak maji omezenou
hodnotu a nejsou tak Siroce pouzivany. Proto se vyvinuly metody imunochemické, které¢ maji
oproti témto neimunologickym metoddm mnoho vyhod. Zékladem téchto testd je interakce
antigenu s protilatkou za vzniku imunokomplexu antigen-protilatka. Metody imunoanalyzy
se pfi odhalovéani falSovani mléka spoléhaji na pouziti specifickych monoklonélnich nebo
polyklondlnich protilatek reagujicich na kravské a kozi syrovatkové bilkoviny a kaseiny
(Stanciuc Sava & Rapeanu 2010). Protildtka rozpoznava cilovy protein prostfednictvim
specifického epitopu (oblasti antigenu), ktery je zavisly na trojrozmérné struktufe proteinu
(Chen et al. 2016). Za pouziti vhodného substratu je poté katalyzovana reakce, ktera
se projevuje charakteristickym zabarvenim, jenz je umérné koncentraci antigenu nebo
protilatky ve vzorku (Chavez et al. 2012).

Vyvoj imunoenzymatickych metod a jejich praktické pouziti zavisi hlavné na vybéru
dostate¢né druhové specifického antigenu, zptisobu imunizace a kvalité pouZitych protilatek
a jejich specifit¢ (Zachar et al. 2011). I pies velmi dobré limity detekce (0,5 %) vsak
pouzitelnost téchto metod, podobné jako u metod elektroforetickych, zhorSuje termolabilita
proteinl, zejména syrovatkovych, ktera komplikuje jejich detekci pti tepelném opracovani
suroviny (Chen et al. 2016). Proto se jako hlavni antigeny pfi tepelném zpracovani pouZzivaji
prevazné kaseiny, které jsou za vysokych teplot vice stabilni (Zachar et al. 2011).

Bylo popsano velké mnozstvi enzymatickych imunotestd pro druhovou autentizaci
mléka v mlécnych vyrobku, nejcastéji pouzivanou technikou je ELISA, slouzici k detekci
kravského mléka v kozim, ovéim nebo buvolim mléce. Vyhodou je dostatecna citlivost, snadna
pouzitelnost a rychlost, soucasné systémy jsou navic jiz pln¢ automatizované. ELISA detekuje
proteiny jako potravinové alergeny, tato metoda je tedy i dostatecné citliva a specificka
pro detekci rezidui potravinaiskych alergenti (Zachar et al. 2011).

Ptitomnost nedeklarovaného ptidavku mléka v jinych druzich lze zjistit pomoci dvou
zakladnich metod ELISA, tzv. sendvi¢ové ELISA a nepiimé ELISA. Zelefiakova et al. (2008)
se zaméfili na laboratorni testovani a hodnoceni kvalitativnich parametri, detekovali
pritomnost koziho mléka v mléce oveim na zéklad¢ ptfitomnosti imunoglobulinu G. Bylo
potvrzeno, ze kvalita detekce falSovaného mléka je ovlivnéna tepelnym zpracovanim mléka.
Vzorky pasterované v riznych kombinacich poskytovaly nizs$i odezvy nez vzorky piipravené
ze syrového mléka. Rovnéz Zelenakova et al. (2010) provedli testovani pro detekci kravského
kaseinu v ov¢im mléce s cilem ziskat vysoce kvalitni a spolehlivou metodu vhodnou pro rutinni
analyzu v praxi. Vysledky ukazaly, Ze metoda ELISA je velmi rychlou technikou pro detekci
0,5 % az 50 % nedeklarovaného ptidavku kravského mléka. Na téméft stejnou studii se zaméfili
i Song et al. (2011), kdy byl pro kvantifikaci kravského mléka v mléce kozim pouzit nepiimy
test ELISA. Byly vyuzity polyklonalni protilatky proti kravskym B-kaseintim, které byly
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modifikovany smichdnim s kozim [B-kaseinem pro zlepSeni specifity protilatek. Ptidavek
kravského mléka byl detekovan v rozmezi od 2 % do 50 %.

Za pomoci imunoanalyzy a polyklonalnich protilatek naptiklad Haasnoot & Du Pré
(2007) detekovali i pFitomnost rostlinnych proteini, Chavez et al. (2012) Gspé$né pouzil
sendvic¢ovou ELISA pro detekci syrovatky. Casto se Vpraxi pouzivaji i rychlé
imunochromatografické testy, kdy v pozitivnich ptipadech dochazi k vizualizaci v podobé linie
na detek¢nim prouzku. Stanciuc Sava & Réapeanu (2010) za pouziti imunochromatografického
testu provedli studii, kdy cilem bylo zjistit ptitomnost kravského mléka v ovéich a kozich
syrech, které se prodavaji na maloobchodnich trzich v Rumunsku. Za timto ucelem bylo
na riznych trzich ndhodné nakoupeno celkem 73 vzorkl ov¢€ich a kozich syri, pfitomnost
kravského mléka byla zjisténa u 67,3 %, respektive u 79,7 % vzorkt. Colak et al. (2006) také
pouzili imunochromatograficky test s cilem detekovat ptitomnost kravského mléka v ovc¢ich
syrech. Ze 100 vzorkl byl téméf u 50 % zjiStén neopravnény piidavek mléka od krav.

Metody imunochemické jsou dnes asi nejrozsitenéjSimi technikami, byla publikovéna
tfada studii prokazujici pozitiva téchto technik zahrnujici zejména rychlost a pfesnost analyzy.
Tyto techniky jsou proto v dnesni dob¢ zakladem pro rutinni kontrolu velkého mnozstvi vzorka
(Song et al. 2011).

3.2.2.5 Metody zaloZené na analyze DNA

Krom¢ imunotestii metody stdle vice vyuzivaji genetické rozdily mezi druhy
prostfednictvim analyzy DNA. Techniky molekuldrni biologie vyuzivaji vysokou specifi¢nost
a citlivost zalozenych na PCR (Zachar et al. 2011). PCR umoziuje rychle a snadno namnozit
specifické tuseky DNA, uplatiiuji se zde principy replikace. Tato metoda, vychazejici
z jedinecné struktury DNA, je Siroce pouzivana v potravinaiském primyslu k ovétovani
druhové autenti¢nosti potravin, v mlékarstvi jsou touto technikou rozliSovany jednotlivé druhy
mlék (Poonia et al. 2017). Vyhodou je pomérna stabilita molekuly DNA a odolnost vlivl
tepelného zpracovani, proto maji tyto metody vyznam i pii analyze tepelné oSetfenych
mlé¢nych vyrobki nebo pti analyzach vyzralych syri (Zachar et al. 2011).

Ve studii Maskové & Paulickové (2006) byla PCR pouzita k detekei kravského mléka
Vv kozich a ov¢€ich syrech. Pro diikaz kravské slozky byl pouzit detekéni PCR systém, ktery
vyuziva sekvenci mitochondrialniho genu kodujici cytochrom b, ktery je specificky pro savce.
Bylo zkoumano 17 kozich a 7 ov€ich syri, DNA jednotlivych druhti byla izolovana
ze somatickych bunék a byla charakterizovana odliSnymi fragmenty. Pfitomnost
nedeklarovaného kravského mléka, s detekénim limitem 1 %, byla zjiS§téna u jednoho vyrobku
zovciho mléka a u tfech vyrobkli z mléka koziho. Jeden ztéchto produkti obsahujici
nehlaSenou slozku kravského mléka byl dokonce ceského plivodu. Také Zelefidkova et al.
(2009) pouzili metodu PCR pro analyzu ov¢iho mléka a syri. Z 20 analyzovanych vzorki
ovciho mléka byl vyskyt kravského mléka zjistén u 8 vzorki, z 30 vzorkl ovc¢iho syra piimés
kravského mléka obsahovalo celkem 12 produktii.

Metoda PCR je v laboratofich pouzivana spise pro kvalitativni analyzy, mensi nevyhodou
muze byt skutecnost, ze obsah DNA v mléce je velmi variabilni v zavislosti na zdravotnim
stavu zvifete, ro¢nim obdobi ¢i stavu laktace (Maskova & Pauli¢kova 2006).
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3.2.2.6 Hmotnostni spektrometrie

Relativné nov€é se vyuzivaji a rozviji proteomické postupy zalozené na metodach
hmotnostni spektrometrie. Vychazi se ze strukturdlni analyzy bilkovin, kdy se Vvyuziva
moznosti ziskani informaci o sekvenci AMK a peptidti (Cizkova et al. 2012). Pogatky MS
se datuji k pelomu 19. a 20. stoleti, dnes je MS Siroce vyuzivana v kvalitativni i kvantitativni
analyze v mnoha odvétvich, ve farmaceutickém pramyslu, potravinaistvi, zemédélstvi, touto
metodou lze identifikovat neznamé latky, objasnit jejich strukturu apod. (Friedecky & Lemr
2012). V analyze proteini se MS uplatituje predevsim k jejich identifikaci, kvantifikaci
a pti hledani biomarkerti pro dana onemocnéni. Metoda je zaloZena na interakci nabitych ¢éstic
s elektrickym nebo magnetickym polem, zakladnim principem MS je ionizace molekul vzorku,
nasledna separace vzniklych iontd na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) a jejich
naslednd detekce. Kazdy hmotnostni spektrometr se tedy sklddd zioniza¢niho zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a z detektoru (Dvorakova et al. 2014).

Neutralni molekuly analytu je nejprve nutné vhodnou ioniza¢ni technikou pievést
na ionty. Na zakladé mnozstvi dodané energic se rozliSuji tzv. tvrdé a mékké techniky.
Pro ionizaci biologickych makromolekularnich latek se pouzivaji mekké ionizac¢ni techniky,
kdy je nejbéznéjsi ionizace elektrosprejem nebo ionizace pomoci laseru za ucasti matrice neboli
MALDI. Ionty vznikl¢ v ionizacnim zdroji jsou nasledné usmérniovany iontovou optikou
a prechdzi do hmotnostniho analyzatoru, kde je separace zaloZena na riznych fyzikéalnich
principech a ktera probiha za vakua. Po rozliSeni v hmotnostnim analyzatoru ionty dopadaji
na detektor, kde se utvati potiebny signal (Friedecky & Lemr 2012; Dvotakova et al. 2014).

Jelikoz biologické vzorky predstavuji komplexni smés obsahujici vedle velkého mnoZstvi
proteint také fadu dalSich vysoko- a nizkomolekularnich latek, pro lepsi identifikaci jsou proto
hmotnosti spektrometry ¢asto spojovany se separa¢nimi technikami, nejcastéji s LC, GC nebo
gelovou elektroforézou. Pro analyzu proteint a jinych makromolekul se dnes mnohdy pouziva
MALDI-MS, jezZ se stala t€innnym néstrojem k detekci a identifikaci vSech typli biomolekul
a organickych slouéenin (Volny 2011; Dvoiakova et al. 2014). Tato technika se jevi i jako
potencidlné uzitecnd k identifikaci a kvantifikaci mléénych proteint, je proto v poslednich
letech v zajmu mnoha studii zaméfenych na ovéfovani pravosti mléka (Poonia et al. 2017).

3.3 MALDI-TOF

MALDI-TOF piedstavuje spojeni mékke ioniza¢ni techniky s hmotnostnim analyzatorem
doby letu TOF. Na rozdil od tvrdé ionizace nedochdzi u mékkych technik ke vzniku
fragmentacnich spekter, jsou vSak poskytovany molekularni ionty, pfipadné¢ addukty
se slozkami mobilni fdze nebo matrice (Friedecky & Lemr 2012). Az do objevu Setrnéjsich
mékkych ionizacnich technik nebyly hmotnostni spektrometrické néstroje pro rutinni aplikace
tak Siroce vyuzivany. Jejich vyvoj umoznil analyzu velkych biomolekul, kterd do t¢ doby
nebyla mozna (Jurinke et al. 2004). Termin MALDI byl poprvé popsan v roce 1985 Franzem
Hillenkampem a Michaelem Karasem (Karas & Hillenkamp 1988), Koichi Tanaka tuto
techniku zdokonalil a umoZnil tak hmotnostni spektrometrickou analyzu biologickych
makromolekul. V roce 2002 mu za tento vyvoj byla udélena Nobelova cena za chemii (Patel
2015).
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3.3.1 Charakteristika a princip metody MALDI-TOF

Pii analyze pomoci MALDI je nejprve vzorek pifed samotnou ionizaci nanesen
na MALDI desticku a smichan s vhodnou matrici. Smés je pied analyzou vysusena a ponechana
krystalizovat. Dulezité je docileni tzv. ko-krystalizace, tedy vytvofeni krystald mezi vzorkem
a organickou matrici. Desti¢ka se vzorky je poté umisténa do vakuové ¢asti stroje, kde dochazi
K procesu ionizace. Ta je uskute¢néna kratkymi intenzivni laserovymi pulzy, kdy je energie
zafeni laseru pohlcena matrici, coz vede k jejimu rychlému zahtéti a nasledné desorpci véetné
iontt analytu (Jurinke et al. 2004; Wieser et al. 2012; Dvoiakova et al. 2014).

Laserova energie zptisobuje strukturalni rozklad ozareného krystalu, ktery vytvaii oblak
Castic, ze kterého jsou ionty unaSeny vlivem elektrostatického pole do hmotnostniho
analyzatoru. Po vstupu do analyzatoru ionty putuji priletovou trubici az k detektoru, ktery
zaznamena Cas jejich letu. Ten je pifimo tmérny jejich velikosti a pohybuje se v rozmezi
nékolika mikrosekund. Detektor ionty zachycuje a z doby jejich letu je nasledné vypocten
pomér m/z. Na zaklad¢ této informace je zaznamenano charakteristické spektrum, které je
specifické pro kazdou analyzovanou molekulu (Jurinke et al. 2004; Wieser et al. 2012).
Zjednodusené schéma obecného principu je znazornéno na obrazku 1.
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Obr. 1: Schématické znazornéni MALDI-TOF (Upraveno dle Patel (2015)).
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3.3.2 Matrice

Pii ionizaci hraje zasadni roli vybér vhodné matrice. Matrice ovliviiuje kvalitu spekter,
jejim hlavnim tkolem je izolovat analyzované molekuly a chranit je pfed fragmentaci laserem.
Absorbuje energii laseru, ¢imz dochazi k desorpci a ionizaci matrice, a nasledné predava naboj
molekulam analytu. Musi byt dostate¢né stabilni ve vakuu, a jelikoz se matrice pouziva formou
roztoku, musi byt i dostatecné rozpustna ve vhodném rozpoustédle. Nejéastéji byva rozpusténa
v acetonitrilu a okyselena kyselinou trifluoroctovou (Dreisewerd 2003; Croxatto et al. 2012;
Patel 2015).

Vhodnou matrici pro MALDI jsou zejména slabé organické kyseliny s aromatickym
jadrem, nejbéznéji se pouzivaji derivaty kyseliny benzoové a skoticové. Vybér zavisi na typu
zkoumaného analytu. Pro peptidy se pouziva napi. a-Kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
(HCCA) a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB), pro proteiny kyselina sinapova
(SA — sinapic acid) a ferulova (FA — ferulic acid). Za univerzalni matrici je povazovana DHB,
ktera se pouziva pro fadu odlisSnych analyz, ¢asto pro analyzu lipida (Dreisewerd 2003; Marvin
et al. 2003). Nejc¢astéji vyuzivané matrice shrnuje tabulka 9.

Tab. 9: Nejbéznéji uzivané matrice pii analyze MALDI (Upraveno dle Marvin et al. (2003);
Croxatto et al. (2012)).

Matrice Strukturni vzorec Analyzované molekuly
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3.3.3 lonizace

Proces ionizace (obr. 2) zahrnuje kratké intenzivni pulsy laseru, které zahtivaji matrici
a zpusobuji jeji desorpci. Hlavnim principem ionizace je pfenos energic laseru na matrici,
ze které jsou nasledné uvoliiovany volné radikaly a protony, které jsou pfendseny na analyt.
Vznika tak protonova molekula analytu. Protoze samotny analyt neabsorbuje laserovou energii
pfimo, je tato metoda povazovana za mékkou ionizacni techniku, kterd umoziuje analyzu
komplexnich molekul az do n¢kolika set kilodalton (Marvin et al. 2003; Singhal et al. 2015).

<k analyzdtoru

R oo
+t 1onizace analytu

laser
# » . . .
tet 10nizace matrice
T8 » s 2 T B T
matrice analvt

Obr. 2: lonizace MALDI (Upraveno dle Friedecky & Lemr (2012)).

V¢ vétsing pripadi se dnes pro MALDI pouzivaji lasery s vinovou délkou v oblasti
ultrafialového zateni (UV), nejcastéji lasery dusikové o vinové délce 337 nanometrid nebo
lasery s vinovou délkou 355 nanometri. Pulzy téchto laserti se pohybuji obvykle v rozmezi 0,5
az 10 nanosekund. Tim, Ze matrice pohlcuje UV zafeni, je zabranéno piimé fotoexcitaci
labilnich molekul analytu, navic UV lasery indukuji relativné malé mnoZstvi fotochemickych
procesu jako je napt. tvorba addukti matrice s analytem. Alternativou UV lasert jsou lasery
o vlnovych délkéach v oblasti infraerveného zatfeni, kde absorpci energie dochazi ke zménam
vibra¢nich stavli molekul. Ve srovnani s UV lasery je vSak pouziti t€chto laserti pouze minoritni
(Dreisewerd 2003).

3.3.4 Analyzator doby letu TOF

Kli¢ovou soucasti hmotnostniho spektrometru je analyzator, ve kterém dochazi k separaci
iontd na zakladé poméru m/z. Byla vyvinuta cela fada analyzatori, MALDI ionizace byva
nejcastéji spojovana s pruletovym analyzatorem TOF, ktery poskytuje lepsi rozliSovaci
schopnost iontll nez napi. kvadrupolovy analyzator. V pruletovych analyzatorech (obr. 3) jsou
ionty elektrickym polem posunovany do vakuové trubice, kde putuji smérem k detektoru. Jejich
separace je zalozena (jak jiz bylo zminéno vySe) na vztahu mezi rychlosti jejich pohybu a m/z.
Casto se vyuziva uspofadani za pouziti tzv. reflektronu (iontového zrcadla), ktery otadi smér
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letu o témét 180°, ¢imz se prodluzuje draha a doba letu. Zaroven se tim kompenzuje rozdil
V hodnotach kinetické energie jednotlivych iont,, coz pfispiva k lep§imu rozliSeni iontt
(Friedecky & Lemr 2012; Singhal et al. 2015). TOF analyzatory jsou povazovany za relativné
jednoduché, vykazuji vysokou citlivost a maji prakticky neomezeny hmotnostni rozsah. Diky
tomu se dobfe hodi pro klinické a biomedicinské analyzy (Marvin et al. 2003).

pulsni akcelerator detektor

vstup iontd ”I >f-5,

z iontového zdroje ”l

letova vakuova trubice

reflektron

Obr. 3: Schéma TOF analyzatoru (Upraveno dle
Friedecky & Lemr (2012)).

3.3.5 Vyuziti MALDI-TOF

Pro svoji vSestrannost se MALDI-TOF stala univerzalni metodou pro analyzu tady
makromolekul biologického ptivodu. Schopnost desorbovat termolabilni molekuly s vysokou
molekulovou hmotnosti, vysokou pfesnosti a citlivosti v kombinaci s Sirokym hmotnostnim
rozsahem (1-300 kDa) ¢ini z MALDI-TOF efektivni metodu bézné vyuzivanou
v mikrobiologické a klinické praxi (Marvin et al. 2003). Tato technologie vytvari
charakteristickd hmotnostni spektra specifickd pro kazdy mikroorganismus, proto je tato
technika ideélni pro pfesnou mikrobialni identifikaci na trovni rodli a druhti a mé potencial
pouziti pro typizaci a identifikaci jednotlivych kment. Pouziva se k charekterizaci Siroké Skaly
bakterii, hub a virli, ma proto vyznam i pii kontrole kvality potravin (Croxatto et al. 2012).
Rozviji se i pouziti této techniky pro rutinni testovani potravin za ucelem odhalovani falSovani.
Na zékladé¢ analyzy fosfolipidii a profilu TAG je napiiklad provadéna druhové identifikace
rostlinnych oleji (Calvano et al. 2012a; Jergovi¢ et al. 2017), analyzou rodové specifickych
kolagenovych peptidl je umoznéna identifikace riznych zivocisSnych druht ve zpracovanych
potravinach, ¢imz je mozno detekovat malé mnozstvi kontaminujiciho masa nebo jinych
pfimési nedeklarovanych na etiketé masnych vyrobku (Akhatova et al. 2018).
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Jelikoz se MALDI-TOF c¢asto vyuziva k analyze proteint, fada studii se dnes zabyva
identifikaci a kvantifikaci mlécnych proteinti za pouziti MALDI-TOF jakozto vhodné metody
pii ovéfovani autenticnosti mléka. Odhalovani rozdili ve vzorcich mléka pochazejicich
od riznych druhii savcl je zalozeno na skuteCnosti, ze hlavni skupiny mlécnych bilkovin
vykazuji geneticky polymorfismus a rizné posttranslacni modifikace, profily mlécnych
falsovani Casto vyuzivaji nejhojnéji zastoupené syrovatkové bilkoviny a-laktalbumin
a B-laktoglobulin (Cozzolino et al. 2001). Calvano et al. (2012b) prostiednictvim MALDI-TOF
analyzovali bindrni smési obsahujici kravské a kozi, kravské a ov¢i, a ovéi a kozi mléko.
Koncentrace kazdého mléka se pohybovaly vrozmezi 0-100 %. Hodnocenim druhové
specifickych peptidovych marker byl uspéSné odhalen 5% ptidavek kravského mléka.
Podobn¢ Nicolaou et al. (2011) zkoumali smési obsahujici kravské, ovéi a kozi mléko, kde
se mnozstvi kazdého mléka pohybovalo, stejné¢ jako v pfedchozi studii, Vraznych
koncentraénich pomérech. V kombinaci svhodnou chemometrickou analyzou bylo
vyhodnoceno, ze MALDI-TOF je schopna dosahnout vysoké urovné piesnosti s detekci 2-10
% kravského mléka.

MALDI-MS ma vyhodu v tom, ze vyzaduje malé mnozstvi vzorku a mize byt pouzita
pro analyzu heterogennich vzorkl, jako je napf. pravé mléko. Proto mé tato technika velky
potencidl pro pouziti v mlékarenském primyslu jakozto rychla metoda detekce pti prokazovani
falSovani (Liland et al. 2009).
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4 Metodika a material

V této praci byla vyvijena a testovana metoda MALDI-TOF jakozto nova spolehliva
metoda pro identifikaci pfidavku kravského mléka v mléce kozim a ov¢im. Prace vznikla
na zakladé projektu Ministerstva zemédélstvi, ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem
mlékarenskym, s.r.o (VUM).

4.1 Analyzované vzorky

Celkem bylo analyzano 48 sad (288 vzorki) koziho a ov¢iho mléka poruseného riznym
pfidavkem mléka kravského. Vzorky byly odebrany znékolika farem v CR, konkrétng
Vv Olomouckém, Moravskoslezském a Zlinském kraji. Pfed samotnym odbérem vzorkd byla
nejprve podle plemen, dojivosti, technologie a lokalizace provedena rekognoskace terénu
mlékaticich farem skotu, koz a ovci. Vybrana stada, 5 stad dojnic, 5 stad koz a 4 stada oveci,
poté byla vzorkovéna v terminech 19. a 26. kvétna a 11. a 18. srpna 2019. Vzorkovani
zohlednovalo jednak terminy odstavu mlad’at u malych piezvykavci, ale také zménu slozeni
mléka souvisejicicho s laktaci a skutenost poklesu dojivosti koncem léta. Vzdy, ctyfikrat
po sobé&, bylo odebrano 5 vzorkl kravského, 5 vzorkl koziho a 4 vzorky ov¢iho mléka, kde
5. vzorek byl pfipraven nahodnym misenim vSech predchozich.

Vybrana stada se nachazela v nadmotské vysce: kravy 339+100 m (od 227 m do 474 m);
ovce 425+80 m (od 300 m do 498 m); kozy 337+89 m (od 240 m do 474 m). Co se tyce
vyjadreni faktoru plemene, byl tento kalkulovan jako relativni plemenné zastoupeni v mléce
opakované pouzité vzorkové sady pii znadmych pomeérech modifikace mléka pro piislusny
biologicky druh mléka. Tento zpisob zohlednoval fakt, ze stada malych piezvykavct nebyla
jednotna z hlediska plemene, rovnéz byly ve stadech pfitomni i meziplemenni kiizenci. Takova
je ovsem praxe v CR a odpovidaly tomu i poméry provedeného testovani: kravy (83 % Holstyn,
17 % Ceské strakaté), kozy (59 % Bila kratkosrsta, 29 % Hnéda kratkosrsta, 12 %
Anglonubijska), ovce (70 % Lacaune, 20 % Cighaja, 10 % Vychodofriska).

Bazénové vzorky syrového mléka byly odebrany z chladicich tank na farméch
pii teploté pod 8 °C a k dalsi manipulaci v laboratofi VUM Praha, pracovisté Sumperk,
transportovany v termoboxech s chladicimi vlozkami do 24 hodin. Mléko malych ptezvykavcu
bylo nasledn¢ poruseno ptidavkem mléka kravského podle schéma uvedeného v tabulce 10.

Tab. 10: Zakladni koncentracni skala poméra kravského a koziho/ov¢iho mléka
pouzitych pfi falSovani.
Kravské (%) Objem (ml) Kozi/Ovéi (%) Objem (ml)

1 0 0 100 250
2 0,5 1,25 99,5 248,75
3 1 2,5 99 247,5
4 5 12,5 95 237,5
5 10 25 90 225
6 100 250 0 0
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Dle tohoto schéma bylo ptipraveno celkem 24 sad pro kozi a 24 sad pro ov¢i mléko,
dohromady tedy 288 vzorkd. Takto nafalSovana mléka byla posléze podrobena vysoké
pasteraci, kdy 250 ml kazdého vzorku mléka bylo pasterovano vsadkovym zptsobem ve vodni
lazni k dosazeni 70 °C béhem 20 minut. Tyto pasterované vzorky byly poté ochlazeny
na 25 °C po dobu 12 minut, ulozeny pfi teploté 5 °C a transportovany V chladicich boxech
do laboratoii k dal§im analyzam (VUM Praha a Cesk4 zemé&délska univerzita v Praze). Vzorky
byly dale rozpipetovany do 1,5 ml mikrozkumavek a uskladnény pti -80 °C.

4.2 Potiebné chemikalie

e Acetonitril (AN, >99,9 %, Honeywell)

e MALDI matrice HCCA (> 99 %, Sigma-Aldrich)

e Trifluoroctova kyselina (TFA — trifluoracetic acid, 99 %, Sigma-Aldrich)
e Deionizovana voda (ultra Cista, Purelab Flex2)

e Peptide Calibration Standrad 11 (Part No. 8222570, Bruker)

4.3 Pristrojové vybaveni

e MALDI-TOF Autoflex Speed (Bruker, Némecko)
e MTP 384 ocelova desticka (Bruker, Némecko)

e Vortex Phoenix RS-VF 10

e Centrifuga Qualitron DW-41

4.4 Priprava vzorku pro MALDI-TOF analyzu

Pted ptipravou vzorku pro MALDI-TOF analyzu bylo nejprve zapotiebi pfipravit roztok
MALDI matrice. Jako matrice byla pouzita HCCA, jeji roztok byl pfipraven v poméru 1 mg
HCCA/100 pl organického rozpoustédla (OR). Do centrifuga¢ni mikrozkumavky byl tedy
navazen 1 mg HCCA, bylo ptidano 100 ul OR (50 % AN, 47,5 % voda a 2,5 % TFA) a cela
smés byla vortexovana, dokud nebyly vSechny krystaly matrice Gplné rozpustény. Takto
piipraveny roztok matrice byl ptipraven k pouziti.

Uskladnéné vzorky mléka se nechaly pii pokojové teploté rozmrznout, byly setazeny dle
jednotlivych sad a nafedény vodou v poméru 1:100. Jednotlivy vzorek mléka byl tedy nejprve
zvortexovan, do Cisté mikrozkumavky byl odpipetovan 1 ul, ziedén 100 pl vody a cela smés
byla znovu vortexovana a centrifugovana pii 2000 x g po dobu n¢kolika sekund. Z této smési
byl nasledné odebran 1 pl a nanesen ve dvou spotech na MALDI desticku. Naneseny vzorek
byl ponechan pfti laboratorni teploté uschnout a ihned po zaschnuti byl piekryt stejnym
mnozstvim roztoku matrice. Poté se nechal opét pti pokojové teploté zaschnout a takto ususeny
byl pfipraven k vlastni analyze na MALDI. Timto zptisobem bylo ptipraveno v§ech 288 vzorka.

Kromé¢ fedéni 1:100 byla jedna sada koziho a jedna sada ov¢iho mléka piipravena
i fedénim 1:50, 1:10 a 1:1. Postupovalo se stejnym zptsobem, rozdil byl akorat v pfidaném
mnozstvi vody. Jelikoz se pfi vyhodnocovani jako nejefektivnéj$i ukazalo fedéni 1:1,

v

pro ptfesnéjsi interpretaci vysledkl bylo timto zplisobem pfipraveno nékolik dalSich sad vzorki.
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4.5 Kalibrace

Samotné méfeni je ovlivnéno nékolika faktory, zejména teplotou a stabilitou zdrojii
generujici napéti v pristroji. Proto je ideédlni pro co nejptresncjsi méteni pied kazdou analyzou
provést kalibraci. K tomu tcelu byl vyuzit Peptide Calibration Standard II. Jedné se o smés 8
peptidi (tab. 11) umoziujici kalibraci a testovani v rozmezi od 700 do 3500 Da. Dle piirucky
pro kalibraci (Bruker, 2016) byl obsah tubicky s Peptide Calibration Standardem Il smichan
se 125 ul 0,1% TFA a vortexovan po dobu nékolika sekund, dokud nebyl zcela rozpustén. 1 pl
takto pfipraveného roztoku byl nasledné nanesen v nékolika spotech na MALDI desticku,
Vv tésné blizkosti analyzovanych vzorkl. Stejné jako pfi pripravé analyzovanych vzorkl byl
ponechan zaschnout pii pokojové teploté a piekryt 1 ul roztoku matrice (AN a 0,1% TFA
v poméru 1:2). Po opétovném zaschnuti byla desticka ptipravena k proméfeni.

Tab. 11: Kalibra¢ni peptidy s m/z hodnotami (Bruker, 2016).

Peptid [M+H]+ Monoizotopicka [M+H]+ Primérna
Bradykinin 1-7 757,3992 757,86
Angiotensin Il 1046,5418 1047,19
Angiotensin | 1296,6848 1297,49
Substance P 1347,7354 1348,64
Bombesin 1619,8223 1620,86
ACTH clip 1-17 2093,0862 2094,43
ACTH clip 18-39 2465,1983 2466,68
Somatostatin 28 3147,4710 3149,57

4.6 Vyhodnoceni

Vlastni méteni vzorkl probihalo na piistroji MALDI-TOF Autoflex Speed za pouziti
programu flexControl 3.4, k vyhodnoceni byl pouzit program flexAnalysis 3.4 (Bruker
Daltonics, Némecko) a MALDI Biotyper Version 3.1. Byla namétena hmotnostni spektra,
ta byla navzajem porovnana a na zakladé podobnosti spekter byly nalezeny charakteristické
piky jakozto specifické markery pro kravské, kozi a ovéi mléko. Dle nalezenych piku
a porovnani spekter jednotlivych fedéni bylo nasledné vyhodnoceno, zda je mozné spolehliveé
identifikovat i tfeba jen 1% ptidavek kravského mléka.

Mg¢feni probihalo v linearnim positivnim moédu s napétim iontovych zdroju 19,89 kV
a 18,44 kV a detekce byla nastavena v rozsahu od 500 do 4000 Da. Kazdy vzorek byl
na desti¢ku nanesen ve dvou spotech a pro jednotlivé spoty byla namétena dvé spektra, ktera
byla shroméazdéna 2000 vystfely ve 200 krocich. Detailngj§i analyza byla provedena
ve vysokém rozliSeni v rozsahu 2700-3600 Da a 2360-2600 Da, zde byla pro jednotlivé vzorky
nasbirana tfi spektra, kdy bylo vyuzito 8000 laserovych vystteli ve 200 krocich.

31



5 Vysledky

K porovnani a vyhodnoceni naméfenych hmotnostnich spekter bylo vyuZzito programu
flexAnalysis. Naméfena spektra jednotlivych sad vzorkid byla pfed vzajemnym porovnanim
vyhlazena a byla srovnana jejich zakladni linie. Porovnani spekter ¢istého kravského, koziho
a ovCiho mléka prokazalo, ze iontové profily jednotlivych mlék jsou rozdilné, tato odliSnost
se projevila nalezenymi piky s rozdilnymi hodnotami m/z (obr. 4). Spektra byla nejprve
porovnana u vzorkl pfipravenych fedénim 1:100, jelikoz se ale toto fedéni ukézalo jako
neefektivni v rdmci nizkého limitu detekce, byly déale nékteré sady vzorkt pfipraveny fedénim
1:50, 1:10 a 1:1. Jako nejefektivnéjsi a nejpresnéjsi se ukazalo fedéni 1:1, proto byly pro dalsi
hodnoceni vzorky pfipravovany pouze timto zptisobem.
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Obr. 4: Porovnani spekter ¢istého kravského, koziho a ovéiho mléka v rozsahu od 500
do 4000 Da.
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Jednotlivé nalezené piky se 1isi jednak hodnotami m/z, ale také svoji intenzitou ¢i plochou
a v tomto piipad¢ predstavuji urcité peptidy vyskytujici se v kravském, kozim ¢i ovéim mléce.
Charakteristické piky pro kravské, kozi a ov¢i mléko byly detekovany v oblastech od 900
do 3900 m/z. Po porovnani pikt a jejich hodnot m/z byly vybrany piky S nejvétsi intenzitou
jakozto specifické markery kravského, koziho a ov¢iho mléka. Hodnoty m/z byly nasledné
porovnany S jiz diive publikovanymi udaji o molekulovych hmotnostech proteina (Sassi et al.
2015) a sdatabazi UniProtKB, release 2019 11, ktera je voln¢ dostupna online
(https://www.uniprot.org/) a kazdému iontu bylo pfifazeno jméno, identifika¢ni ¢islo a urceni,
pro jaky protein je dany peptid charakteristicky. Identifikované peptidy mohou byt jednak
tohoto proteinu soucasti ¢i se mizou podilet na riznych procesech jeho vzniku. Prozatim
se vSak jednd pouze o pfedbéznou identifikaci. Nékolik peptidii zatim charakterizovano nebylo.
Vybrané charakteristické peptidy pro kravské, kozi a ovéi mléko a jejich identifikace jsou
uvedeny v tabulce 12, 13 a 14.

Nejrozmanictéjsi ¢asti vSech spekter je oblast od 2300 do 3000 m/z, dominantni piky
pro vSechna mléka byly tedy rovnéz detekovany v této oblasti. Pro kravské mléko se jako
dominuji peptidy o m/z 2791,65 a m/z 2919,89 a u ov¢iho mléka byly nalezeny nejcharaktictéjsi
markery o m/z 2819,51, m/z 2850 a m/z 2978,99. Jako spoleéné markery byly detekovany piky
0 m/z 1588,71 a m/z 1990,09.

Tab. 12: Charakteristické markery kravského mléka.

m/z UniProtKB Oznaceni Gen Protein

922,54 D3TJU5 D3TJU5_BOVIN CSN1s1 CSN1s1

1250,58 P02662 CASA1_BOVIN CSN1s1 Alpha-S1-casein

2329,29 Q7M3H9 Q7M3H9 _BOVIN - 30K serine proteinase
homolog

2458,19 Q28016 Q28016_BOVIN - Insulin-like growth factor-1
receptor

2526,24 Q6SAT78 Q6SA78_BOVIN - Receptor for advanced

glycosylation end products

2614,14 Q9TR23 Q9TR23_BOVIN - NONAMELOGENIN
protein

2761,51 QI9TRO08 Q9TR08_BOVIN - PAT700 subunit

2908,11  AOA067XHAO0  AOA067XHAO BOVIN  CARD15 CARDA5 protein

3475,34 H9ZHQ8 H9ZHQ8_BOVIN ABCG2 ATP-binding cassette

superfamily G member 2
transporter protein

3852,55 Q1zY27 Q1zY27 BOVIN F11 Truncated coagulation
factor XI
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Tab. 13: Charakteristické markery koziho mléka.

m/z UniProtKB Oznaceni Gen Protein
1487,24 D4PB76 D4PB76_CAPHI CAPN1 CAPN1
1879,35 - - - -
1897,37 - - - -
1956,55 112735 112735 _CAPHI ND6 NADH dehydrogenase
subunit 6
2249,79 P02670 CASK-CAPHI CSN3 Kappa-casein
2290,04 DOPQK2 DOPQK2_CAPHI POU1F1 POU domain transcription
factor 1
2791,65 P02670 CASK-CAPHI CSN3 Kappa-casein
2806,59 G0Z3C3 G0Z3C3_CAPHI - Growth hormone E4
2919,89 P02670 CASK-CAPHI CSN3 Kappa-casein
3538,34 Q29430 Q29430_CAPHI - Lysozyme
Tab. 14: Charakteristické markery ov¢iho mléka.
m/z UniProtKB Oznaceni Gen Protein
1151,04 - - - -
1196,98 - - - -
1625,71 BOLRN2 BOLRN2_SHEEP - Serum amyloid A protein
2014,29 P02669 CASK_SHEEP CSN3 Kappa-casein
2417,60 Q2PP58 Q2PP58 SHEEP VDUP1 Vitamin D3 up-regulated
protein 1
2573,30 - - - -
2719,76 B1PQUS5 B1PQUS5_SHEEP CAST Calpastatin
2819,51 D2D3I19 D2D3I19_SHEEP CSN1S1 Alpha sl casein
2850,30 - - - -
2978,99 D9IR31 D9IR31_SHEEP KIFI Keratin intermediate-filament
type | protein
3111,67 - - - -
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Ke zhodnoceni spekter a pro znazornéni odlisnosti jednotlivych druhti mlék byla dale
v programu MALDI Biotyper provedena analyza hlavnich komponent (PCA — principal
component analysis). Na zakladé¢ PCA analyzy byl vytvoien dendrogram (obr. 5), ktery jasné
odhalil shluky odpovidajici mléku kravskému, kozimu a ovCimu. Dendrogram zietelné
prezentuje rozdilnost spekter pro kazdy druh mléka, dle podobnosti jsou seskupeny do tfi
klastrii, kde jeden shluk ptfedstavuje mléko kravské, zbylé dva mléko kozi a ov¢i. Vzdalenéjsi
vzorky maji mezi sebou mensi podobnost oproti vzorkiim, které jsou blize u sebe. Rovnéz je
znézornéna vzajemnd podobnost mléka ovEiho a koziho v porovnani s mlékem kravskym.
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Obr. 5: Dendrogram analyzy hlavnich komponent pro vybrané vzorky kravského, koziho
a ov¢iho mléka. Data ukazuyji tfi klastry: jeden shluk vzorka pfedstavujici kravské mléko, zbylé
dva zobrazujici mléko kozi a ov¢i.

Rozdilnosti spekter pro jednotlivé druhy mléka jsou znazornény i1 na obrazku 6, kde jsou
stejn¢ jako v pfedchozim dendrogramu mléka uskupena do tii shluki. Jeden shluk vzdy
pfedstavuje vybrany druh mléka a obdobné jako v obrazku 5 i zde vykazuji vice vzdalené
vzorky niz§i podobnost mezi sebou. Zluté oznatené vzorky, spadajici pod mléko kravské,
vykazuji nejmensi podobnost V porovnani S ostatnimi naméfenymi spektry a tudiz do shluku
nebyly zatazeny.
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Obr. 6: Shlukova analyza klasifikujici jednotlivé druhy mléka na zakladé podobnosti
do tii shlukd.

5.1 Ov¢éi mléko

Po porovnani spekter Cistého kravského, koziho a ovéiho mléka, kdy byly nalezeny
charakteristické piky pro kazdy druh, byla dale srovnana spektra cistého ovciho mléka
se spektry s ptidavkem mléka kravského. Pfi bliz§im prozkoumani vétsina markert typickych
pro kravské mléko v nafalSovanych vzorcich zanikla, ve vzorcich s ptidavkem 10 % mléka
kravského byly jasné detekovany pouze nejdominantnéj$i markery o m/z 2458,19, m/z 2614,14
am/z 2761,51. Jelikoz se nejlépe jevil pik 0 m/z 2458,19, bylo dalsi méteni a vyhodnocovani
pro piipadné odhaleni niz§iho pfidavku kravského mléka zaméiéno praveé na tento pik a jeho
blizkou oblast. Dale tedy bylo pfipraveno k analyze nékolik sad vzorkl nafalSované¢ho ovciho
mléka, které byly proméfeny v rozsahu od 2360 do 2600 Da.

Jelikoz byl vsak tento pik o m/z 2458,19 pii proméfeni vzorkt v rozsahu od 2360 do 2600
Da slabé detekovan i v ¢istém ov¢im mléce (obr. 7), pro prokazani ptidavku kravského mléka
bylo zapotiebi statisticky vyhodnotit, zda intenzita piku 0 m/z 2458,19 umérné roste
i se zvySujicim se pfidavkem kravského mléka (obr. 8). Protoze jsou intenzity pik jiné
pro kazdé namétené spektrum, bylo pouzito relativni intenzity m/z 2458,19 vztazené k celkové
intenzité dvou postrannich pikti 0 m/z 2418,16 a a m/z 2574,20. Spektra byla pro kazdy vzorek
nasbirana tikrat, byly proto vypocteny priméry se smérodatnymi odchylkami (SD), které jsou
zaneseny v tabulce 15.
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Obr. 7: Porovnani spekter ¢istého ov¢iho a kravského mléka v rozsahu od 2360
do 2600 Da.

Tab. 15: Porovnani relativni intenzity piku o m/z 2458,19 dle rizného piidavku mléka
kravského (n=3).

Pridavek % intenzity (pramér + SD)

kravského

mléka (%) Sada ¢. 44 Sada ¢. 46 Sada ¢.52 Sada ¢. 54
0 12,36 + 1,03 4,56 + 0,36 7,11 £0,57 7,58 £0,28
0,5 7,11 £0,38 6,56+ 0,73 5,04 +£0,31 8,01 +0,23
1 7,82 +£0,78 4,64 + 0,49 6,33 £0,48 6,15+1,35
5 7,47 +£0,18 5,62+0,21 5,66 £0,52 5,97 +0,21
10 16,04 £ 0,45 9,95+ 0,80 12,53 £0,12 8,73+0,16

Dle vyse uvedenych udaji, zanesenych v tabulce 15, je tedy patrné, Ze jednoznacné lze
zatim prokdzat nafalSované ov¢i mléko s piidavkem 10 % mléka kravského. Pro mensi ptidavky
jsou hodnoty intenzit ve vétsin€ piipadi nizsi nez pro ¢isté ovéi mléko, tudiz skute¢nost, Ze jsou
mléka nafedéna niz§imi pfidavky mléka kravského (0,5 %, 1 %, 5 %), prozatim nelze prokazat.
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Obr. 8: Porovnani spekter ovéiho mléka s riznym ptidavkem mléka kravského v rozsahu
od 2360 do 2600 Da.

5.2 Kozi mléko

Stejné jako u ov¢iho mléka byla 1 U mléka koziho srovnana spektra ¢istého koziho mléka
se spektry sruznymi koncentracemi mléka kravského. I v tomto piipadé vétSina markera
charakteristickych pro kravské mléko zanikla, v kozim mléce s ptidavkem 10 % mléka
kravského byly podobné jako u ov¢iho mléka jasné detekovany pouze dva markery, pik o m/z
2458,19 a m/z 3475,34. Nicméng, intenzita nejdominantnéjsiho markeru kravského mléka o m/z
2458,19 byla v tomto pripadé slabsi a jako lepsi marker se jevil pik o m/z 3475,34. Proto bylo
dale nékolik sad nafalSovaného koziho mléka pro moznost odhaleni niZSiho procenta
prométeno v rozsahu od 2700 do 3600 Da. Detailn¢jsi analyza ve vyssim rozliseni ukéazala, ze
se pik 0 m/z 3475,34 v Cistém kozim mléce ani piitomto rozliSeni nevyskytuje (obr. 9).
Na zakladé této skutecnosti tak mohl byt po porovnani spekter s riznymi koncentracemi tento
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pik slab¢ detekovan i v nafalSovaném mléce s ptidavkem 5 %, coz znazornuje obrazek 10. Nizsi
koncentrace detekovany nebyly.
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Obr. 9: Porovnani spekter Cistého koziho a kravského mléka v rozsahu od 2700 do 3600 Da.
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Obr. 10: Detailn¢jsi srovnani spekter koziho mléka s riznymi koncentracemi mléka
kravského v rozsahu od 2700 do 3600 Da.
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6 Diskuze

Zajistovani kvality a bezpecnosti potravin je v dnesni dobé velmi aktualnim tématem.
Ocekava se, ze vyrobky budou mit pozadovanou chut’, viini, texturu, vzhled, krom toho by mély
byt zdravotné nezavadné a slozeni by mélo byt v souladu s legislativou. Neni tomu jinak
ani u mléka a mlé¢nych vyrobka. Ovérovani druhové autenti¢nosti mléka pomoci rychlych
a uCinnych analytickych metod je dnes zcela zdsadnim krokem, nebot’ mnoho spotiebiteli
vyuziva zdravotnich vyhod koziho nebo ov¢iho mléka a jejich imysIné falSovani nebo
nezamysSlend kontaminace mlékem kravskym by mohla vést k nechténym zdravotnim
komplikacim. Za timto ucelem byla v této diplomové préci testovana metoda MALDI-TOF,
ktera umoziuje porovnat iontové profily jednotlivych mlék a na zéklad¢é charakteristickych
markert tato mléka rozlisit.

Spektra MALDI lze pouzit ke stanoveni proteinovych slozek mléka identifikovanim
ruznych pikl a na zéklade¢ jiz diive publikovanych udajii o molekulovych hmotnostech lze tyto
piky pfifadit ke konkrétnim proteinim. Stejné proteiny mohou Vv rtiznych typech mléka
vykazovat malé rozdily v molekulové hmotnosti, a tedy i ptesné poloze piku, je to zpisobeno
genetickymi faktory a polymorfismem, rozhodujici je i zpracovani mléka, kdy miize strukturu
jednotlivych proteinti ovlivnit tepelna denaturace a proteolyza (Nicolau et al. 2011).

V této praci byla porovnavana hmotnostni spektra kravského, koziho a ov¢iho mléka
osetfeného vysokou pasteraci. Spektra vykazuji vysokou rozmanitost, coz je pravdépodobné
zpisobeno praveé ulinkem tepelného oSetfeni. Z naméfenych vysledkl je jasné patrné, ze
se mléka svym profilem lisi, tato odliSnost je dana zejména genetickymi vlivy. Kazdé mléko
se vyznacuje nékolika specifickymi markery, které se li$i svoji velikosti a intenzitou. A praveé
intenzita a velikost nalezenych pikt, zejména téch v kravském mléce, hrala pfi prokazovani
falSovani v naSem testovani velkou roli. Ackoliv bylo pro kravské mléko nalezeno az 10
charakteristickych markert, pouze ¢tyfi z nich byly jasné detekovatelné 1 v nafalSovaném mléce
s ptidavkem 10 % mléka kravského — markery o m/z 2458,19, m/z 2614,14 a m/z 2761,51
pro ov¢i mléko, markery o m/z 2458,19 a m/z 3475,34 pro mléko kozi. VSechny tyto piky maji
ve spektrech Cistého kravského mléka vysokou intenzitu, jsou jasné zietelné, pik o m/z 2458,19,
ktery se podafilo detekovat jak v mléce ov¢im, tak v mléce kozim, je dokonce pikem S nejvyssi
intenzitou z celého spektra. Celkové nase data ziskana ze spekter ukazuji, Ze vysoka rozliSovaci
schopnost analyzy MALDI-TOF umoziuje snadno a jednoduSe mléka od sebe navzajem odlisit,
coz potvrzuji i vystupy z PCA analyzy a dendrogramu, kdy byly pro kazdé mléko vygenerovany
tfi samostatné shluky.

Nutno podotknout, Ze nase testovani bylo zaméfeno na oblast od 500 do 4000 Da. V tomto
pfipad€ nalezené markery ptredstavuji peptidy, vzniklé pravdépodobné v disledku proteolyzy
proteint o vysS§i molekulové hmotnosti. V soucasnosti existuje velice malo studii
prozkoumdvajici pravé tuto oblast, vétSina studii zatim publikovanych k tématu ovefovani
druhové autenticity za pouziti metody MALDI-TOF provadéla testovani v mnohem
vétsim rozsahu detekce, od 5000 do 20000 az 30000 Da. V téchto piipadech piky o m/z kolem
9000 piedstavuji proteoso-peptonovou frakci, pozorovanou u vSech typi mlék v podobné
poloze, a piky v oblasti od m/z 13000 po m/z 19000 reprezentuji dva hlavni syrovatkové
proteiny mléka a-laktalbumin a B-laktoglobulin, pro kazdy druh mlé¢ka umisténé v jiné poloze
(Nicolau et al. 2011). Vétsina studii pro odhalovani falsovaného mléka vyuziva pravé téchto
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dvou markerti, kdy se v nekterych pracich podatfilo detekovat i velmi nizké koncentrace
kravského mléka, coz se v nami nastaveném limitu detekce zatim prokazat nepoved|o.

Vyuziti a-laktalouminu a p-laktoglobulinu jakozto markeri pro detekci falSovani ve své
studii uplatituji Cunsolo et al. (2013), ktefi odhalovali pfitomnost kravského a koziho mléka
v mléce oslim. Signal kravského a-laktalbuminu byl jasné rozeznatelny ve vzorcich osliho
mléka obsahujicich 10 % kravského mléka, piky reprezentujici kravsky B-laktoglobulin byly
viditelné az do limitu 2 %. Pro kozi mléko byly limity je$té nizsi, kdy bylo detekovano 0,5 %.
Tato studie tak prokazala, ze MALDI-TOF je schopna rozpoznat kontaminaci na hranici 0,5-2
%. Velmi zadouci je odhaleni miseni riznych druhti mléka s detekei 10 %, jelikoz takovyto
ptidavek je jiz povazovan za imyslny.

Moznost pouzit o-laktalbumin a f-laktoglobulin jako charakteristické markery
pro detekci falSovani popisuji i Nicolau et al. (2011), Cozzolino et al. (2001) tyto markery
aplikovali pii vyvoji metody pro odhalovani pfitomnosti kravského mléka ve vzorcich ov¢iho
a buvoliho mléka pouzivanych pfi primyslové vyrobé syra. Pro testovani byly podobné jako
V nasi praci pfipraveny smesi s riznymi procenty kravského mléka. Pro ov¢i mléko se jako
dulezity marker ukazal B-laktoglobulin, s detekénim limitem 10 %, pro analyzu buvoliho mléka
bylo vyuzito a-laktalbuminu, kdy byly signaly rozeznatelné pii hladiné 5 %.

Ve studii od Russa et al. (2016) byly analyzovany vzorky buvoli ricotty nafalSované
kravskym mlékem. Testovani bylo zaméteno na peptidové profily, kdy byly proteiny enzymovée
rozstépeny pusobenim trypsinu. Takto vznikla spektra se v porovnani s nas§imi analyzovanymi
spektry uplné 1isi, v tomto piipadé vzniklé peptidové $tépy pripadaji jinym m/z hodnotam, byl
nalezen druhové specificky peptidovy marker o m/z 1658,82 nalezici proteinu B-laktoglobulinu.
Za vyuziti tohoto markeru bylo moZzno detekovat pfitomnost kravského mléka pii koncentracich
5 %. Na proteolytickém Stépeni proteintl byla postavena i studie od Calvana et al. (2012b), ktefti
analyzovali bindrni smési koziho a ov€iho mléka natfedéné riznymi procenty kravského mléka.
Pro ziskani peptidovych profilti byly vzorky mléka stejné jako v pfedchozi studii podrobeny
trypsinovému stépeni a byly nalezeny markery kravského mléka o m/z 1337,69, m/z 1384,72
am/z 1759,94, které se podarilo detekovat v ovéim i kozim mléce pti koncentraci 5 %. V tomto
ptfipad¢ se jednalo o St€py pochdzejici z asi-kaseinu. Tato studie navic také potvrdila, Ze
relativni intenzita peptidovych markert roste se zvySujici se Grovni fal§ovani, coZ jsme ¢astecné
prokazali 1 v nasi praci.

Jedny z nejnovéjsich studii dokonce vyuzivaji peptidového profilovani k hledani
typickych biomarkerd pro mléka s prodlouzenou trvanlivosti (Dalabasmaz & Pischetsrieder
2019) nebo mléka oSetiena UHT (ultra-high temperature processing) zahievem (Dalabasmaz
etal. 2019). Na zakladé typickych peptidovych markert poté Dalabasmaz et al. (2019) sledovali
proteolyzu béhem skladovani mléka. VV obou ptipadech bylo vyuzito velmi podobného rozsahu
detekce do 5000 Da a byly nalezeny markery jak pro mléka s prodlouzenou trvanlivosti (m/z
2014,0, m/z 2055,1, m/z 2216,1 a m/z 2391,2) tak pro mléka podrobena UHT zahievu (m/z
1668,9, m/z 1782 a m/z 2696,4). Markery se svymi hodnotami m/z 1isi, jsou odli§né
I Vporovnani snasimi nalezenymi piky. Sohledem na tyto studie by tak mohlo byt
konstatovano, Ze nami nalezené biomarkery by mohly byt charakteristickymi markery
pro mléka oSetiena vysokou pasteraci.

Cela fada autort se shoduje, ze MALDI-TOF je velice slibnou technikou pro odhalovéani
falsovani. V soucasnosti sice pro detekci druhové autenti¢nosti mléka existuje velka skala
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metod, od metod spektroskopickych, chromatografickych, imunochemickych az po techniky
zalozené na analyze DNA, malo z nich vsak dosahuje tak velké rychlosti analyzy jako nami
zvolena metoda MALDI-TOF. Samotné proméfeni jednoho spotu trva pouze par desitek
sekund, v zavislosti na rozsahu detekce a po¢tu opakovani, je tudiz velmi vyhodné analyzovat
1 veétsi mnozstvi vzorkl. Navic, ve vétsSing studii testujici metodu MALDI-TOF, je detekéni
Vv soucasné dobé. Velmi nizky detekéni limit (0,5 %) prokazala napt. studie od Di Girolama
et al. (2014), ktefi porovnavanim profilti v rozsahu od 2-25 kDa posuzovali pravost osliho
a koziho mléka. Vzorky osliho a koziho mléka byly nafedény v rizném poméru mlékem
kravskym a za vyuziti PCA a Pearsonovy korela¢ni analyzy tato studie prokézala, ze
MALDI-TOF priedstavuje rychlou a velmi citlivou metodu pro odhalovéni falSovani na velmi
nizkych Grovnich.

| proto by MALDI-TOF mohla byt vhodnou metodou pro rutinni kontroly kvality mléka
v mlékarenském prumyslu. Velmi rychla a jednoducha je i samotna ptiprava vzorku, kdy
se vzorek pouze natfedi deionizovanou vodou a ihned se mlze nanést na desticku a prekryt
matrici. Pfednost MALDI v kombinaci s TOF analyzatorem spociva také ve vysoké citlivosti
a moznosti dosahnuti vysokého rozliseni.

I ptes vyhody, ktera MALDI-TOF nabizi, mohou nastat situace, kdy je kvalita vysledné¢ho
spektra snizena. Je tedy i tieba brat v potaz faktory, které by mohly tuto skutecnost ovlivnit.
V prvé tfad¢ je to nandSeni vzorku na spot, kdy je nutné nanést rovnomeérnou vrstvu
a pred samotnym nanesenim jeSt¢ vzorek fadné zvortexovat. NaSe testovani prokdzalo, ze
vyslednou kvalitu spekter zna¢né ovliviiuje i spravnd piiprava a fedéni vzorku, kdy se pfilisné
natfedéni ukézalo jako neefektivni a nékteré piky tak nebyly vidét.

Klicovym faktorem je i vybér spravné matrice. Rozdilnd povaha jednotlivych matric
zpisobuje odlisnou krystalizaci a ionizaci latek, vzniklé smésné krystaly by mély byt
co nejmensi velikosti a tvofit na desti¢ce souvislou vrstvu. Nestejnoroda krystalizace poté
komplikuje zacileni laseru a tim je ztizené nasledné ziskavani dat. I pro tyto divody byla v nasi
praci pouzita matrice HCCA, ktera vykazuje dobrou schopnost ionizace prave v oblasti peptidu,
na néZ bylo nase testovani zaméteno. Volbu spravné matrice, jako jeden z hlavnich faktort
ovliviiyjicich kvalitu spekter, zminuje i studie od Calvana et al. (2012b), ktefi pro detekci
vyuzili dokonce zcela novou matrici, a-Kyano-4-chlorcinamovou kyselinu, umoznujici detekci
peptidi s vyssi citlivosti ve srovnéani s tradicné pouzivanou matrici HCCA. Jiné studie
(Cozzolino et al. 2001; Nicolau et al. 2011; Cunsolo et al. 2013; Di Girolamo et al. 2014)
v experimentech vyuZivaji jako matrici SA, ve vSech téchto pracich se podafilo detekovat
HCCA by 1 ndm umoznilo odhalit pfitomnost nizSich koncentraci kravského mléka.

Nicméné, 1 kdyz se v této praci prozatim nizsi ptidavky kravského mléka nepovedlo
prokazat, je dilezité, ze jsme nami testovanou a vyvijenou metodou schopni detekovat v obou
typech mléka ptidavek 10 %, coz je hranice, pod kterou by vyrobce z divodu nizkého
finan¢niho profitu jiz pravdépodobné nefalSoval. Pro zdravotni bezpe€nost, zejména s jiz
zminiovanou CMPA, by do budoucna bylo vhodné detekovat i niz$i pfidavky, k dal§imu
testovani by proto mohla byt vyuzZita jina matrice nebo by detailnéji ve vyssim rozliSeni mohla
byt proméiena jeSté oblast pikd o m/z 2614,14 a m/z 2761,51, které podrobnéji zatim
analyzovany nebyly.
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7 Zavér

V této diplomové praci byla vyvijena a testovana metoda MALDI-TOF, jakoZzto nova
a spolehliva metoda k detekci falSovani koziho a ov¢iho mléka mlékem kravskym. Celkem bylo
proméieno 48 sad vzorkl koziho a ov¢iho mléka, které byly poruseny riznym ptidavkem mléka
kravského.

Testovani bylo zaméfeno na oblast od 500 do 4000 Da. Vysledky jasné prokézaly
rozdilnost iontovych profili jednotlivych mlék, kde bylo pro kazdé mléko nalezeno n€kolik
charakteristickych biomarker. Tyto markery ptedstavuji urCité peptidy vyskytujici
se V kravském, kozim a ovéim mléce.

Pro prokdzani falSovani se jako dulezité ukazaly Ctyfi markery kravského
mléka — markery o m/z 2458,19, m/z 2614,14 a m/z 2761,51 pro ov¢i mléko, markery o m/z
2458,19 a m/z 3475,34 pro mléko kozi. Diky témto markerim se podafilo u obou mlék
detekovat ptidavek 10 % mléka kravského, za vyuziti markeru o m/z 3475,34 bylo v kozim
mléce detekovano i 5 %. Niz8i ptidavky prozatim prokdzany nebyly.
odhalit nepodafilo, mize byt konstatovdno, Ze ndmi vyvijend metoda ma veliky potencial
jakozto vhodna a spolehlivd metoda pro prokazovani falSovani. Je vSak zapotiebi dal§iho
testovani. Pro rychlou a jednoduchou ptipravu vzorku by tato metoda mohla byt i vhodnou
metodou pro rutinni analyzy.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AMK aminokyselina

AN acetonitril

CLA konjugovana kyselina linolova (conjugated linoleic acid)

CMPA alergie na bilkoviny kravského mléka (cow milk protein allergy)

CR Ceska republika

DHB 2,5-dihydroxybenzoova kyselina

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

FA ferulova kyselina (ferulic acid)

FSTA Food Science and Technology Abstracts

GC plynové chromatografie (gas chromatography)

HCCA a-Kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

HDL high-density lipoprotein

HPA 3-hydroxypikolinova kyselina

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (high performance liquid
chromatography)

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

LDL low-density lipoprotein

MALDI desropce/ionizace pomoci laseru za ucasti matrice (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization)

MIR stfedni infradervena oblast (middle-infrared)

MK mastna kyselina

MPA alergie na mléc¢nou bilkovinu (milk protein allergy)

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

m/z pomér hmotnosti iontu a velikosti jeho naboje

NIR blizka infraCervena oblast (near-infrared)

OR organické rozpoustédlo

PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza (polyacrylamide gel electrophoresis)

PCA analyza hlavnich komponent (principal component analysis)

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

SA sinapova kyselina (sinapic acid)

SD smérodatna odchylka

SZPI Statni zemédélska a potravinaiska inspekce

TAG triacylglyceroly

TFA trifluoroctova kyselina (trifluoroacetic acid)

TOF analyzator doby letu (time of flight)

UHT ultra-high temperature processing

uv ultrafialové zafeni

viM Vyzkumny ustav mlékarensky, s.r.o.
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