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Vliv genetické prislusnosti na sloZeni a obsah bilkovin v kozim mléce

Souhrn

V teoretické ¢asti této diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe shrnujici soucasné
poznatky o slozeni bilkovin v kozim mléce a o polymorfismu mléénych bilkovin. Jednotlivé
genetické varianty mléénych bilkovin maji vztah ke slozeni mléka a tak i k vlastnostem
vyrobnim a nutriénim. Spravnd selekce mlécnych koz na bézi plemene ¢i slozeni mléka
by mohla byt vyuzita za GUcelem vylepSeni vlastnosti pii produkci syrd i pro sniZeni
alergenicity mléka.

V praktické ¢asti byl hodnocen vliv faze laktaéniho obdobi a vliv rozdilnych genotypi
asl-CN a k-CN na celkovy obsah bilkovin a na procentudlni zastoupeni jednotlivych
bilkovinnych frakci v kozim mléce. Dale byl hodnocen vliv téchto genotypti na syfitelnost
mléka. V genetické vybave jednotlivych zvifat, od kterych byly odebrany vzorky mléka, byly
ve Vyzkumném ustavu Zivo€i§né vyroby zjistény alely A, B a F pro as1-CN a alely A, B, C
a G pro k-CN. K analyze byly pouzity vzorky mléka plemene koza bila kratkosrsta. Vzorky
byly odebrany v mésicich kvéten, ¢erven a Cervenec 2017. Metodou HPLC bylo stanoveno
procentudlni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakei ve vzorcich koziho mléka.
Ve Vyzkumném ustavu mlékarenském byl zaroven stanoven celkovy obsah bilkovin v mléce
metodou NIR a také sytitelnost mléka.

Byly pozorovany zmény v obsahu bilkovin 1 v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych
frakei v mléce v zavislosti na fazi laktace. Celkovy obsah bilkovin od kvétna do cervence
postupné klesal a je predpoklad, Ze ke konci laktace bude opét nartstat. Pfi hodnoceni vlivu
genotypu asl-CN byly stanoveny rozdily v obsahu bilkovin i1 v zastoupeni jednotlivych
bilkovinnych frakeci mezi genotypem FF a genotypy FA a FB. Celkovy obsah bilkovin
v mléce byl nejnizsi u genotypu FF, ktery zahrnuje dvé slabé alely. Mezi genotypy FA a FB
nebyly stanoveny statisticky vyznamné rozdily, jelikoZ oba genotypy zahrnuji jednu alelu
silnou a druhou slabou. Pfi hodnoceni vlivu genotypu x-CN byly také nalezeny nékteré
rozdily v obsahu bilkovin 1 v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci, konkrétné rozdily
v obsahu k-CN a a-La. Vliv genotypt as1-CN a k-CN na syfitelnost mléka nebyl prokazan.
Rozptyl hodnot syfitelnosti mléka byl velky a pravdépodobné pievlada individualita

jednotlivych zvifat nad genotypem.

Klic¢ova slova: kozi mléko, genotyp, kasein, syrovatkové bilkoviny, HPLC



Influence of genetic affilation on the composition and protein content in the goat milk

Summary

In the theoretical part of this diploma thesis, the current state of knowledge of goat milk protein
composition and polymorphism of its proteins is summarized. The individual genetic variants of
milk proteins are related to the milk composition and thus to its productional and nutritional
properties. A correct selection of dairy goats based on breed or milk composition could be used to
improve properties of cheese production as well as to decrease allergenicity of milk.

In the practical part, the influence of lactation period and the effect of various genotypes
of as1-CN and k-CN on the total protein content and on the percentage representation of the
individual protein fractions in goat milk were evaluated. Furthermore, the effect of these
genotypes on rennetability of the milk was evaluated.

The samples were collected from Czech White Short-haired goats during May, June, and
July 2017. In the individual animals the alleles A, B and F were determined for as1-CN and
alleles A, B, C and G for x-CN at the Institute of Animal Science. The percentages of individual
protein fractions were determined by the HPLC method. Furthermore, the total protein content in
the milk was determined using the NIR method and also rennetability of the milk was determined
at the Dairy Research Institute.

Differences in total protein content as well as differences in representation of the
individual protein fractions in respect the lactation stage were found. The total protein content
was gradually decreasing from May to July. It is assumed that it will increase again towards the
end of the lactation. When assessing the effect of the as1-CN genotype, differences in protein
content were also determinated as well as differences in the representation of individual protein
fractions between genotype FF and genotypes FA and FB. The total protein content was lowest in
milk samples collected from animals with FF genotype. This genotype includes two weak alleles.
No statistically significant differences were found between genotypes FA and FB. Both include
one strong and one weak allele. When assessing the effect of the x-CN genotype, some
differences in the protein content and in the representation of the individual protein fractions were
also found. Namely, in the representation of fractions k-CN and a-La. The effect of genotypes of
as1-CN and «-CN on the milk’s rennetability were not proven. The deviation of rennetability
values was large. It is likely that the individuality of each animal has a stronger impact on

rennetability than their genotype.

Keywords: goat milk, genotype, casein, whey proteins, HPLC
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SEZNAM ZKRATEK

as1-CN
as2-CN
a-La
B-CN
B-Lg
k-CN
CMA
CN
CSN1S1
CSN1S2
CSN2
CSN3
HCI
HPLC

Ig

kb
LALAB
LOD
LOQ
PDA
PVDF
rpm
TFA
WP

as1-kasein

as2- kasein

a-laktalbumin

B-kasein

B-laktoglobulin

K-kasein

alergie na bilkoviny kravského mléka (cow milk protein allergy)
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gen pro as2-kasein

gen pro B-kasein

gen pro k-kasein

kyselina chlorovodikova

vysokouéinné kapalinova chromatografie (high-performance liquid
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imunoglobuliny
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gen pro a-La

mez detekce (limit of detection)

mez stanovitelnosti (limit of quantification)
detektor diodového pole
polyvinylidenfluorid

otacky za minutu (revolutions per minute)
kyselina trifluoroctova

syrovatkové bilkoviny



1. UVOD

Mléko prezvykavet tvoii nedilnou soucast lidské stravy uz od pocatki domestikace
hospodaiskych zvifat. V mnoha rozvojovych zemich ma chov koz hlavni tlohu v zivocisné
vyrob¢. Objem produkce koziho mléka zaujima celosvétové treti misto po mléku kravském
a buvolim.

Kozi mléko je cennym zdrojem protein, vapniku a fosforu v mnoha zemich,
predevsim africkych a asijskych, ale také naptiklad ve Francii, Norsku a Italii. Oproti témto
zemim jsou v Ceské republice kozi mléko a kozi syry méné tradi¢ni komoditou, aviak jejich
obliba roste. Poptavka po kozim mléce a vyrobcich z koziho mléka v poslednim desetileti
postupné nardsta diky presvédCeni, ze ma kozi mléko unikatni terapeutické a zdravotni
ucinky. Kozi mléko je vevropskych zemich vyuzivano pifedevsim k vyrobé syra
a fermentovanych mlék.

Kvalita koziho mléka miize byt hodnocena vhledem k hygienickym, nutri¢nim,
senzorickym 1 technologickym parametrim. VSechny tyto parametry podléhaji mnoha
faktorim, jako je zivotni prostiedi, zdravotni stav, plemeno, faze laktace a dalsi. Obsah
proteint (bilkovin) v mléce patii mezi dilezita technologicka kritéria kvality koziho mléka.

Mlécné bilkoviny se rozdé€luji obecné na kaseinové a syrovatkové. Maji v mléce
vyznam nutri¢ni 1 technologicky. Mlécné proteiny, predev§im syrovatkové, jsou pro ¢lovéka
vyznamnym nutricnim zdrojem. Dodavaji organismu aminokyseliny pro syntézu vlastnich
proteinli a dalSich dusikatych latek. SloZeni proteinli koziho mléka pfispiva k tomu, ze ma
kozi mléko oproti kravskému lep$i stravitelnost a pravdépodobné niz$i alergenicitu.
Technologicky vyznam mlécnych bilkovin spociva v jejich funkci pii vyrobé syr a dalSich
mléénych produkti. Kaseiny jsou v mléce produkovany v podobé micel. Vyroba syra
je zalozena na S$tépeni peptidové vazby k-CN na jejich povrchu. Dojde tak Kk uvolnéni
hydrofobnich kaseinli a tim ke koagulaci micel. Vysoky obsah kaseini a obecné proteinti
ptispiva k lepsim koagula¢nim vlastnostem a vyssi syrafské vytéznosti.

Mlécné bilkoviny jsou geneticky polymorfni. Jednotlivé genetické varianty bilkovin
maji vztah ke slozeni mléka, nutriénim charakteristikam a vyrobnim vlastnostem pii produkci
syrd. Spravna selekce mléénych koz na bazi plemene ¢i slozeni mléka by mohla byt vyuzita

za ucelem vylepseni téchto vlastnosti.



2. VEDECKA HYPOTEZA A CILE PRACE

Cilem této diplomové préce je V teoretické Casti vypracovat literarni reSersi shrnujici soucasné
poznatky o sloZeni bilkovin v kozim mléce a 0 polymorfismu mléénych bilkovin. V praktické
¢asti budou sledovany zmény V obsahu bilkovin a v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych
frakei v kozim mléce plemene koza bild kratkosrstd. Zmény budou vyhodnocovany
Vv zévislosti na genetické pfislusnosti zvifete v pribéhu laktaéniho obdobi. Experimentalné

zjisténé rozdily budou statisticky vyhodnoceny.

Hypotézy:
e Zastoupeni a obsah jednotlivych bilkovinnych frakci v mléce se 1isi v zavislosti
na genetické prislusnosti a idividualit¢ dojeného zvitete.

e Zastoupeni a obsah jednotlivych bilkovinnych frakci v mléce se v prubéhu lakta¢niho
obdobi lisi.

e Zastoupeni a obsah jednotlivych bilkovinnych frakei v mléce ovliviiuje syfitelnost
mléka.



3. LITERARNI RESERSE

3.1. Kozi mléko

Miéko je sekret mlééné zlazy. Jde o emulzi olej ve vodé, ktera obsahuje mlééné tuky, proteiny
a laktozu, a dale 1 mineralni latky, enzymy, somatické¢ builky, hormony, a dalsi slozky
(Selvaggi et al., 2014). Primérné slozeni koziho mléka a porovnani s mlékem kravskym
je uvedeno v Tabulce €. 1. Slozeni a vlastnosti mléka se 1isi jednak v zavislosti na zivo¢isném
druhu, ale jsou také ovlivnény dal§imi faktory, jako je vyziva, ro¢ni obdobi, Zivotni prostiedi,
plemeno, stadium laktace a dalsi (Park et al., 2007). Kozi mléko se od kravského 1isi vyssi
stravitelnosti, odliSnou alkalinitou, vy$$i pufracni kapacitou a terapeutickymi ucinky
vyuzivanymi v lidské vyziveé a medicin€. Nutri¢ni a metabolické vlastnosti koziho mléka jsou
zkoumany pro moznost jejich vyuziti ve vyzivé kojencti, malych déti a také dospé€lych trpici
alergii na bilkovinu kravského mléka a gastrointestindlnimi problémy (Montalbano et al.,
2016).

Lepsi stravitelnost koziho mléka oproti kravskému souvisi s pfirozenou homogenitou
mlécného tuku. Tukové kulicky koziho mléka jsou mensi a maji tak vétsi povrch. Plsobeni
lipaz je diky tomu rychlejsi. Lepsi stravitelnost je také dana vyS$Sim obsahem mastnych
kyselin s kratkym a stfednim fetézcem. Kyseliny kaprylova, kapronova a kaprinova, typické
pro kozi mléko, byvaji vyuzivany pro lécbu malabsorpcnich syndromt, stfevnich problémii,
koronarnich onemocnéni, cystické fibrozy, ZluCovych kamenti a pro kojeneckou vyzivu,
jelikoZ dodavaji energii a zarovenl snizuji ukladani cholesterolu. Proteiny koziho mléka jsou

rychleji traveny a jejich aminokyseliny jsou absorbovany G¢inngji. (Ribeiro et Ribeiro, 2010).

Tabulka ¢. 1: Primérné sloZeni koziho a kravského mléka (Jandal, 1996).

Slozky mléka Kozi mléko Kravské mléko
Tuk (%) 3,8 3,67
Bilkoviny (%) 2,9 3,23
Laktoza (%) 4,08 4,78
Minerélni latky (%) 0,79 0,73




3.2. Bilkoviny

Hlavni bilkoviny koziho mléka jsou stejné jako v mléce kravském. Mlééné proteiny se déli
do dvou zakladnich kategorii - nerozpustné kaseiny a rozpustné syrovatkové bilkoviny (WP).
Kaseiny zahrnuji as1-kasein, as2-kasein, f-kasein a k-kasein. Hlavni WP jsou B-laktoglobulin
a a-laktalbumin. V mens$im mnozstvi jsou pak zastoupeny imunoglobuliny, sérovy albumin,
laktoferin, transferin, kalcium-vazajici protein, prolaktin, folat-vazajici protein a prote6zo-
peptony (Selvaggi et al., 2014). Prote6zo-peptony jsou produktem rozkladu [-kaseinu
plasminem. Imunoglobuliny a sérovy albumin nejsou specifické pro mléko a jsou shodné
s témi, které se vyskytuji v krvi (Park et al., 2007). Pomér kaseinovych bilkovin ku WP
Vv kozim mléce je asi 80 : 20, podobn¢ jako v kravském mléce (Selvaggi et al., 2014). Kozi
mléko se tedy fadi mezi mléka kaseinova, kterd maji zastoupeni kaseind alespon 75 %
(Gajdusek, 2003). Celkovy obsah proteintl v kozim mléce je riizny, pohybuje se ptiblizné od
2,6 gl do 4,1 gl vzavislosti na genetickych vlivech a plemenné piislusnosti, stadiu
laktace, ro¢nim obdobi, véku a krmivu (Raynal-Ljutovac et al., 2008). Obsah nebilkovinnych
dusikatych latek zaujimd 5,8 % celkovych dusikatych latek. Vyskytuje se piedevsim
mocovina, volné aminokyseliny, nukleotidy a polyaminy (Selvaggi et al., 2014).

Mlécné proteiny jsou pro clovéka vyznamnym nutriénim zdrojem. Dodavaji
organismu aminokyseliny pro syntézu vlastnich proteinti a dalsich dusikatych latek. Nékteré
Z mlécnych proteint také obsahuji bioaktivni peptidy, které se uvoliiuji pti hydrolyze bilkovin
a mohou mit vliv na lidské zdravi. Mezi u€inky jednotlivych peptidii patfi mimo jiné
napiiklad G¢ast na vazbé a pfenosu mineralnich latek a ristovych faktorti, regulace krevniho
tlaku nebo protektivni pisobeni proti nékterym mikroorganismim a viradm. Nutri¢ni vyznam
mlécnych proteinti zavisi na obsahu esencialnich aminokyselin (Almaas et al., 2006).

Ve sloZeni proteini koziho a kravského mléka existuji rozdily a stejné tak i rozdily
mezi jednotlivymi plemeny v ramci kazdého druhu, v zavislosti na riznych faktorech,
naptiklad stadiu laktace, krmeni, klimatu a vyskytu mastitidy. V disledku této rozmanitosti
by mély byt pouzivany rizné zkuSebni metody a standardy. Haenlein (2004) uvadi, ze kozi
mléko ma o 1 % vyssi kapacitu vazby barviv nez kravské mléko a o 4 % niz§i absorpci
Vv infra¢ervené oblasti. Je proto vhodné pii méfeni obsahu mléénych proteinti pouzit rozdilné

kalibra¢ni kiivky pro kazdy druh.



3.2.1. Geny pro bilkoviny a polymorfismus

Proteiny koziho mléka jsou podle obecné klasifikace stejné jako proteiny kravského mléka.
Lisi se ale v genetickém polymorfismu a jejich frekvenci vyskytu (Haenlein, 2004).
Genetickym polymorfismem se rozumi vyskyt vice variant (alel) urcitého genu (Méatlova
et Sztankoova, 2010). Polymorfismus je nasledkem mutace. Jde o rozdil v sekvenci DNA
(Yahyaouni, 2003). Polymorfismus mize byt detekovan pomoci elektroforézy nebo analyzy
DNA (Moioli et al., 1998). Polymorfismus mlé¢nych proteinti byl popsan na urovni proteint
I na urovni DNA (Abd El-Gawad et Ahmed, 2011).

Vice nez 95 % proteini mléka prezvykavcl je syntetizovano ze Sesti strukturnich
genu, které koduji Sest hlavnich proteini. Gen pro p-laktoglobulin  je umistén
na 11. chromozomu a gen pro o-laktaloumin na 5. chromozomu. Geny pro kaseinové
bilkoviny jsou na 6. chromozomu (Martin et al., 2002). Jedna se o jednoduché autozomalni
geny. Vsechny Ctyfi geny, které koduji kaseiny, jsou Gzce spojeny a tvofi shluk zabirajici 250
kilobazi (kb) fragmentu DNA (Najafi et al., 2014). Tvofi haplotyp, tedy shluk geni, které jsou
v tésné blizkosti vedle sebe na jednom nepohlavnim chromozomu a dédi se zpravidla
spole¢né¢ (Matlova et Sztankoéova, 2010). U mnoha plemen byly identifikovany piiznivé
haplotypy, které maji pozitivni vliv na kvalitu mléka a technologické vlastnosti. VSechny
kaseinové frakce vykazuji vysokou variabilitu. Nejvice variabilni z kaseinovych gent je gen
pro asl-kasein - CSN1S1(Ballabio et al., 2011). Polymorfismus je u tohoto genu vyznamny,
jelikoz ovliviiuje i celkovy obsah kaseinti a dalsich slozek mléka (Pirisi et al., 1994).

Polymorfismus mléénych proteini ma vztah ke slozeni mléka, nutricnim
charakteristikdm a vyrobnim vlastnostem pii produkci syrt, jako jsou vlastnosti koagulacni,

velikost a mineralizace micel a syratfska vytéznost (Montalbano et al., 2016).

3.2.2. Kaseiny

Kaseiny tvoii hlavni proteinovou frakci mléka mnoha druht zvifat. Jejich funkci je pfenos
fosforeCnanu vapenatého v mléce, a tak zasobeni mlad’at zdrojem vapniku a fosforu
pro tvorbu kosti a dale piispivaji k zasobeni organismu aminokyselinami. Kaseiny se fadi
do skupiny fosfoproteind. Jsou syntetizovany v mlé¢né zlaze v reakci na laktogenni hormony
a dalsi podnéty. Jsou produkovany v podobé micel, tedy velkych koloidnich agregatt, které
jsou zodpoveédné za vétSinu jedinecnych fyzikalnich vlastnosti mléka (Selvaggi et al., 2014).
Pti pokojové teploté se kaseiny vysrazi pii pH 4, 6, ¢ehoz se vyuziva pii produkci mlécnych

vyrobkli. Kaseinové micely jsou propojeny fosforeCnanem vapenatym a také malym



mnozstvim hot¢iku, drasliku a citratu, které rozptyluji svétlo a dodavaji mléku neprihledny
bily vzhled (Park et al., 2007). Struktura micely koziho mléka se 1isi od kravského v priméru,
hydrataci a mineralizaci (Silanikove et al., 2010). Kaseinové micely v kozim mléce jsou velké
asi 260 nm (Wang et al., 2017). Jsou tedy vétsi nez micely kravského mléka, které maji asi
60—-80 nm (Silanikove et al.,, 2010). Micely koziho mléka obsahuji vice vapniku
a anorganického fosforu. Jsou méné rozpustné, méné tepelné stabilni a snadnéji ztraci -

kasein (Park et al., 2007).

3.2.2.1. asl-kasein (as1-CN)

Frakce as1-CN je jednim z kalcium senzitivnich kaseinti a z nich je v pfitomnosti vapniku
nejvice rozpustny. Jde o vysoce fosforylovany protein. Je strukturni soucasti kaseinové
micely a ovliviiuje tvorbu syieniny. as1-CN sestava z 214 aminokyselin. Gen kodujici tento
protein se oznacuje jako CSN1S1 (Selvaggi et al., 2014). Je charakterizovan 19 exony, které
zahrnuji od 24 po 388 paru bazi. Tento gen zabira v DNA ptes 17, 5 kb (Najafi et al., 2014).
as1-CN vykazuje velké individualni zmény v kvantité¢ vyskytu v disledku existence
genetického polymorfismu a ma vliv na kvalitu a technologické vlastnosti mléka. Jednotlivé
varianty se odliSuji zaménou aminokyselin (jednonuklidové substituce), deleci peptidového
fragmentu nebo posttranslacnimi modifikacemi, jako je fosforylace nebo glykosylace.
Modifikace zpiisobuji zmény v sekundarni a terciarni struktufe proteinii (Ballabio et al.,
2011). Doposud bylo identifikovano mnoho alel, které souvisi s riiznym stupném exprese
genu CSN1S1 v mléce. Podle nékolika autorii bylo identifikovdno minimalng 17 variant
tohoto genu (Selvaggi et al., 2014; Dagnachew et Adney, 2014; Marletta et al., 2007;
Sztankoova et al., 2007; Moatsou et al., 2008). Caboni et al. (2016) v nov¢jsi studii uvadi,
Ze bylo popsano minimalné 23 variant. Varianty genu CSN1S1 jsou déleny do ¢tyi skupin
ato v zavislosti na obsahu as1-CN v mléce. Déli se na alely silné (A, A2, A3, A, B1, B2, B3,
B4, B’, C, H, L, M), stiedni (D1, E, 1), slabé (D, F, G) a nulové (01, 02, 04, N) (Caboni et al.,
2016). Silné alely jsou spojeny kazda s produkei asi 3,5 g1 as1-CN, stiedni alely produkuji
pFibliznd 1,1 — 1,7 g1 a slabé 0,45 g1 as1-CN. Vyskyt nulové alely znamena nepiitomnost
asl-CN vmléce (Najafi et al.,, 2014). Mléko zvifat sesilnym genotypem ma vetsi
ptedpoklady pro vyrobu syrii, zatimco mléko zvifat se slabym ¢i nulovym genotypem by
mohlo byt vyuzivano pro alergiky, protoze mléko postradajici as1-CN je pravdépodobné
mén¢ alergenni (Caboni et al., 2016). Nulové varianty jsou typické pro ptivodni norskou kozi

populaci. Vyskytuji se v ni ve vyznamné vyssi frekvenci nez u jinych evropskych plemen.
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Nulové varianta as1-CN, oznacovana jako exon 12 D alela, je jedinecnd pro norské kozy.
Mutace vychazi z delece jedné baze ve 12 exonu genu CSNISI. Jeji vyskyt snizuje obsah
proteintl a tuku v mléce. Vyskyt slabych a nulovych variant je u ostatnich evropskych plemen
nizky, s vyjimkou Spanélského plemene Canaria a italskych plemen Frisa a Garganica
(Devold et al., 2011).

Obsah as1-CN je v relaci s ostatnimi mléénymi slozkami a koagula¢nimi vlastnostmi.
Kozi mléko, které obsahuje vysoké ¢i stfedni mnozstvi as1-CN ma vyssi hladiny ostatnich
mlécnych komponent nez mléko bez as1-CN. Mléka od zvirat se silnymi alelami maji vyssi
obsah susiny, mlééného tuku a proteinil, vykazuji vyssi aktivitu vapniku, nizs§i pH a obsahuji
mensi kaseinové micely v porovnani s mléky s nizSim vyskytem asl-CN. Mléka s vysSim
obsahem as1-CN tak vykazuji ptiznivéjsi vlastnosti pfi vyrobé syri, jako jsou koagulacni
vlastnosti, vytéZznost a kvalita. Vyrobky ze ,.silnych* mlék, byvaji méné nachylné k lipolyze
a prejimani pachi (Devold et al., 2011). as1-CN je dulezity pro schopnost tvorby syfeniny.
Mléko s vysokym obsahem asl1-CN tvofi pevnéjsi srazeninu. Pevnost srazeniny je hlavni
vlastnost, ktera ovliviiyje kvalitu, vytéZnost a ekonomickou navratnost pti vyrobé syrti (Clark
et Sherbon, 2000). K pevnosti srazeniny piispiva nizsi velikost kaseinovych micel a ta také
snizuje ¢as potiebny k vyvloc¢kovani pii vyrobé syru (Pirisi et al., 1994).

Mléko, které obsahuje malé¢ mnozstvi nebo zadny asI-CN ma nizsi vytéznost pfi
vyrobé syrl, del§i koagulacni Cas pfi srazeni syfidlem, horSi tepelnou stabilitu a fidsi
syfeninu, coz pravdépodobné prispiva k lepsi stravitelnosti vyrobku z takového mléka

Vv travicim traktu ¢loveka (Ballabio et al., 2011).

3.2.2.2. 0as2- kasein (as2-CN)

Frakce as2-CN se sklada z 207 aminokyselin. Obsahuje velké mnozstvi pozitivné nabitych
postrannich fetézcl, predevsim na C-konci peptidového fetézce, tedy na konci s volnou
karboxylovou skupinou.. Obsahuje dva cysteinové zbytky a malo prolinu. as2-CN je protein,
ktery se nevyskytuje v mateiském mléce (Selvaggi et al., 2014).

Gen kodujici as2-CN se oznacuje jako CSN1S2 (Marletta et al., 2004). Gen zabira
v DNA 18, 5 kb. Zahrnuje 18 exont, které obsahuji od 21 po 266 part bazi (Marletta et al.,
2007). V kozim mléce bylo identifikovano 8 variant genu CSN1S2. Stejné jako u asl-CN
jsou jednotlivé alely spojeny s urcitou mirou produkce tohoto proteinu. Varianty se déli do tii
skupin s odliSnymi urovnémi syntézy as2-CN (Bozkaya et al., 2008). Jedinci s vyskytem
silnych alel (A, B, C, E, F, G) produkuji mléko s normalnim obsahem as2-CN, tedy
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kolem 2,5 g1 na kazdou alelu (Park et al., 2007). Tyto varianty se od sebe li§i zamé&nou
jediné aminokyseliny v disledku bodovych mutaci (Marletta et al., 2007). Silné varianty maji
vé&tsi alergenni potencial. Alela D sniZuje obsah as2-CN v mléce na asi 1, 5 gl (Montalbano
etal., 2016). Alela D je vzacné se vyskytujici defektni alela charakterizovana deleci 106 part
bazi v 11 exonu a nasledujicim intronu. Deleci u této varianty dochazi ke ztrat¢ kodont
pro prolin, treonin a valin na pozicich 122, 123 a 124 a dale k substituci treoninu za asparagin
na pozici 121 (Marletta et al., 2007; Selvaggi et al., 2014). Pti vyskytu nulové alely 0 neni
v mléce detekovano zadné mnozstvi as2-CN (Park et al., 2007). Mutace charakterizujici alelu
0 je zaména guaninu za adenin na 80. nukleotidu v 11. exonu. Touto zaménou dochazi
k vytvoteni piedcasného stop kodonu na pozici 110. Vyskyt nulové alely byl identifikovan
pouze u malych populaci v jizni Italii a to vzdy v nizkych frekvencich vyskytu. Mohlo by jit
0 genetickou zvlastnost této populace. Pii pfitomnosti dvou normdlnich alel ma as2-CN
zastoupeni asi 16 % z celkovych kaseind. U heterozygotu s jednou alelou normalni a druhou
nulovou klesa toto procento na asi 9 % zastoupeni. U jedinci homozygotnich s obéma

nulovymi alelami dochazi k aplné absenci as2-CN (Marletta et al., 2004).

3.2.2.3.  p-kasein (B-CN)

Z proteinli je v kozim mléce B-CN zastoupen nejvice. MiZe tvofit az 60 % z celkového
obsahu kaseint (Neveu et al., 2003). Podobnost koziho B-CN skravskym je 91 %
(Hazebrouck et al., 2013). Stejné jako asl-CN a as2-CN patii mezi kalcium senzitivni
kaseiny a srazi se v pfitomnosti vapenatych iontli. Gen kodujici B-CN se oznacuje jako CSN2.
Tento gen je men$i neZ geny pro ostatni kaseiny citlivé na pfitomnost vapniku. Sklada
se z 9 exont, které zahrnuji od 24 po 492 pard bazi. B-CN byl dlouhou dobu povazovan
za monomorfni. Postupné ale bylo objeveno 8 jeho variant (Marletta et al., 2007). Alely A,
Al, B, C, D a E jsou spojeny s normalni produkci B-CN. Kromé normalnich alel byly
objeveny u nékterych italskych plemen i dvé nulové alely — 0 a 0’. Ob¢ jsou charakterizovany
mutaci, ktera u nich zodpovidad za vznik pied¢asného stop kodonu v 7. exonu. Varianta
0 vychazi zjediné delece adeninu a vede k vytvofeni stop kodonu v pozici 73, zatimco
varianta 0" vznikd zaménou cytosinu za thymin a stop kodon se tvoii na pozici 182. Obég
nulové alely jsou spojeny s nedetekovatelnym mnozstvim B-CN v mléce. Mléko s nulovymi
variantami B-CN vykazuje delSi ¢as koagulace, niz§i pevnost srazeniny a mens$i velikost
micel. Vytéznost ptfi vyrobe syra je u ,,nulového* mléka pouze 80 % ve srovnani s mlékem

s normalnim obsahem tohoto kaseinu (Selvaggi et al., 2014).
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3.2.24. «x-kasein (k-CN)

Frakce k-CN reprezentuje asi 15 % z celkového obsahu kaseini. k-CN koziho mléka
se sklada ze 171 aminokyselin (Selvaggi et al., 2014). Gen kédujici k-CN je CSN3 a zabira
14 kb. Zahrnuje 5 exonu, ale kodujici oblast pro zraly protein je obsazena piedevS§im
ve &tvrtém exonu (162 aminokyselin). Ctvrty exon tedy nese vice nez 90 % informace
pro kodovani k-CN. V poslednich nékolika letech bylo zjisténo, ze gen CSN3 vykazuje
mnoho alelickych forem (Marletta et al., 2007). Bylo charakterizovano 16 alel. Z nich 13 vede
ke vzniku odlisnych proteinovych variant a 3 z nich jsou tiché mutace detekovatelné pouze na
urovni DNA (Chiatti et al., 2007). Jednotlivé varianty se déli do dvou skupin na zaklad¢ jejich
isoelektrického bodu. Skupina A zahrnuje 12 alel (A, B, B, B”",C, C', F, G, H, 1, J, L),
jejichz isoelektricky bod je 5,29. Do skupiny B se tadi 4 alely (D, E, K, M) a jejich
isoelektricky bod je 5,66. Skupina B je spojena s vySSim obsahem kaseini v mléce
nez skupina A.

V porovnani s ostatnimi kaseiny ma «-CN odlisSné charakteristické vlastnosti.
Je rozpustny v pfitomnosti vapenatych iontli, obsahuje méné fosfatu a je hydrofilni (Marletta
et al., 2007). k-CN urcuje technologické vlastnosti mléka. Zatimco kalcium senzitivni kaseiny
jsou soustiedény uprostied micel, k-CN se vyskytuje na jejich povrchu. N-konec molekuly «-
CN, tedy konec s volnou aminoskupinou, interaguje s ostatnimi kaseinovymi frakcemi a C-
konec molekuly vytvati hlavni vnéjsi vrstvu kaseinové micely (Yahyaouni, 2003). Umoznuje
tak vytvofeni a stabilizaci kaseinovych micel a podminuje jejich velikost a funkci (Yahyaoui
et al., 2003). k-CN v mléce ptezvykavcl obsahuje 2 cysteinové zbytky na pozici 11 a 88
a protein se tak vyskytuje v polymerni form¢ navazanim pies disulfidické vazby. Polymerni
struktura k-CN pravdépodobné usnadniuje jeho roli v pokryvani povrchu micel, a tim jejich
stabilizaci. Pfitepelném oSetieni mléka se «-CN vaze pomoci disulfidickych vazeb
k syrovatkovym proteintim a as2-CN. Tim se zvysSuje povrch micel a ovliviiuji technologické
vlastnosti mléka. K as1-CN a B-CN se k-CN nevaze, jelikoz neobsahuji zadné cysteinové
zbytky.

Kromé¢ stabilizace kaseinovych micel ma k-CN dalsi zasadni funkei, a to pfi vyrobé
syrl, protoze je citlivy na srazeci ucinek syfidla. Syfidlo ptsobi na specifickou labilni vazbu
na C-konci molekuly. U piezvykavct jde o vazbu mezi fenylalaninem a methioninem
(Yahyaouni, 2003). «-CN v mléce ostatnich savcl je $t€pen v misté mezi fenylalaninem
a isoleucinem nebo fenylalaninem a leucinem. Tento rozdil pravdépodobné odrazi rozdily

V mechanismu srazeni mléka prezvykaveu a nepiezvykavel (Selvaggi et al., 2014).



Hydrolytické stépeni vede k rozdéleni k-CN na dvé molekuly. Na N-konci polypeptidového
fetézce vznika hydrofobni para-xk-CN a na C-konci setvofi hydrofilni glykosylovany
kaseinomakropeptid (Yahyaoui et al., 2003). Kaseinomakropeptid zvySuje retenéni ¢as mléka
ve stitevech a zvySuje tak ucinnost traveni. Kdyz se z k-CN, ktery je na povrchu micely,
uvolni kaseinomakropeptid, snizi se elektrostaticka a stericka stabilizace povrchu micely,
a to umozni spojeni micel a vytvoteni srazeniny (Yahyaouni, 2003).

k-CN je jako jediny z kaseint glykosylovany. Ke glykosylaci dochazi posttranslacné.
Sacharidy jsou ke k-CN vazany pomoci O-glykosidické vazby k reziduim treoninu a serinu
na C-konci polypeptidového fetézce. Stupenn glykosylace klesd s postupujicim laktaénim
obdobim a roste pii vyskytu mastitidy. Stupenn glykosylace nema vliv na strukturu micel,
alema vliv na citlivost k-CN K hydrolytickému Stépeni syfidlem. S rostouci mirou

glykosylace klesa citlivost na ucinek syfidla (Selvaggi et al., 2014).

3.2.3. Syrovatkové bilkoviny (WP)

WP jsou definovany jako skupina mlécnych proteinti, ktera zlstava rozpusténa v mlééném
séru ¢i syrovatce po vysrazeni kaseind pii pH 4,6 a teploté 20 °C ¢i po vysraZeni kaseinli
syfidlem (Selvaggi et al., 2014). WP jsou globularni molekuly. Asi 75 % WP tvoti albuminy,
a to o-laktalbumin a B-laktoglobulin (Chatteron et al., 2006). Z nutri¢niho hlediska jsou
WP nadiazené kaseinim. Jejich aminokyselinovy profil je podobngjsi bilkovindm
vV matetském mléku. Proto jsou WP doporucené pro vyrobu produkti, které nahrazuji kravské
mléko a pro kojeneckou vyzivu. WP také podléhaji traveni a vstfebavani ve vétsi mife nez
kaseiny. WP se vyuzivaji v potravinafstvi pro své funkéni vlastnosti, jako je rozpustnost,
viskozita, zelatinizace, emulzifikace, pénéni a hygroskopicita (Selvaggi et al., 2014). WP jsou
hojnym a relativné¢ levnym vedlejSim produktem pii vyrobé syri. Vyznacuji se vysokou
nutricni kvalitou a Vv sou€asnosti se vyuzivaji pro pfipravu raznych komer¢nich produktt
s efektem na zdravi spotiebiteli. Zvazuje se jejich vyuziti jako funkénich potravin pro
regulaci obezity a dalsich soucasn¢ probihajicich onemocnéni, zvlast¢ vysokého krevniho
tlaku a diabetu 2. typu. Podle Tulipano et al. (2012) klinické studie naznacuji, Ze piijem WP
muze zlepsSit kontrolu glykémie po jidle a zesilovat uvolnovani inzulinu, prostfednictvim

uvolilovani bioaktivnich peptida.
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3.2.3.1.  B-laktoglobulin (B-Lg)

Frakce B-Lg je hlavni nekaseinovou bilkovinou mléka piezvykavcu. Je pifitomny v mléce
mnoha druhti zvitat, nevyskytuje se vSak v mléce matetském a mléce zajicovitych a hlodavci
(Loch et al., 2015). Jde o maly, rozpustny, globularni protein (Chatteron et al., 2006). Jeho
isoelektricky bod je 5,9 (Loch et al., 2015). Sestava ze 162 aminokyselin a v mléce tvofi
stabilni dimery. Bovinni B-Lg je prvni mlécny protein, u néhoz byl pozorovan geneticky
polymorfismus (Gharedaghi et al., 2016). B-Lg se v kravském mléce vyskytuje ve dvou
isoforméch — B-LgA a B-LgB, pfi¢emz isoforma B je zastoupena vice. Rozdil mezi isoformou
A a B je pouze v obsahu 2 aminokyselin (asparagin a glycin na pozici 64, valin a alanin
na pozici 118) aneovliviiuje sekundarni ani terciarni strukturu bilkoviny (Tavares et al.,
2015). Sekvence aminokyselin B-Lg v kozim mléce se od bovinniho B-Lg lisi pouze
Vv 6 pozicich. Kozi B-Lg vykazuje niz§i stupenn variability. U nckolika plemen koz byl
pozorovan geneticky polymorfismus v genu pro B-Lg, ale Loch et al. (2015) uvadi, ze byla
identifikovana pouze 1 jeho isoforma. Gen pro B-Lg je u koz umistén na 11 chromozomu
(Selvaggi et al., 2014)

B-Lg puasobi jako zdroj aminokyselin pro mladata. Jiné fyziologické funkce jsou
pfedmétem zkoumani. Pravdé€podobné se B-Lg podili na transportu retinolu a mastnych
kyselin (Selvaggi et al., 2014). B-Lg se fadi mezi lipokaliny. Skupina lipokalinii zahrnuje
malé proteiny, které maji schopnost vazat hydrofobni molekuly, jako je retinol, mastné
kyseliny, aromatické latky, steroidy a dalsi. Lipokaliny sdileji stejnou strukturu zalozenou
na B-barelu, ktery je primarnim vazebnym mistem pro ligandy (Loch et al., 2015). Vazebna
mista pro mastné kyseliny na -Lg mu umoziuji podilet se na traveni mléénych lipidi béhem
novorozeneckého obdobi (Hernandez-Ledesma et al., 2011). El Hanafy et al. (2015) uvadi,
zese P-Lg podili na regulaci enzymi, neonatdlni aktivaci pasivni imunity spolu
s imunoglobulinem G (IgG), vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti bakteriim zptsobujicim
mastitidu a plisobi jako zdroj bioaktivnich peptidid. B-Lg je bohatym zdrojem esencidlni
aminokyseliny cysteinu. Ta stimuluje syntézu glutationu, antikarcinogenniho tripeptidu

produkovaného v jatrech (Hernandez-Ledesma et al., 2011).

3.2.3.2.  o-laktalbumin (a-La)

Frakce o-La je nejmensi globularni protein z WP a je jednim z hlavnich WP v mléce

prezvykavciu. Je bohaty na esencidlni a podminéné esencialni aminokyseliny. Obsahuje
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vysoké mnozstvi lysinu, cysteinu a piedev§im tryptofanu (Selvaggi et al., 2014). Jeho
isoelektricky bod je 4,8. a-La se sklada z jednoho polypeptidového fetézce, ktery obsahuje
123 aminokyselin. Zahrnuje osm molekul cysteinu, které jsou kovalentné vazany Ctyimi
disulfidickymi vazbami (Matlova et Sztankoova, 2010). U koz je gen pro a-La (LALAB)
umistén na 5. chromozomu a organizovany do ¢ty exont. Transkripéni jednotka se lisi
délkou na kazdém exonu, od 75 nukleotidli na tfetim exonu po 329 nukleotiddi na ctvrtém
exonu (Jain et al., 2009). V kozim mléce byly popsany dvé varianty a-La (Moioli et al.,
1998). Podobnost koziho a-La s kravskym je 94% (Matlova et Sztankdova, 2010).

Na a-La je umisténo vazebné misto pro vapnik a fadi se tak mezi metaloproteiny.
Obsahuje jeden atom vapniku na molekulu (Park et al., 2007). Vapnik ma vliv na strukturu
a stabilitu a-La. Matlova et Sztankoova (2010) uvadi, Ze vapnik je potfebny pro slozeni
denaturovaného proteinu do jeho pfirozené struktury pomoci vytvoreni disulfidickych vazeb
mezi cysteiny.

a-La je fyziologicky vyznamny, nebot’ se podili na syntéze laktozy, mlééného cukru.
Zvysuje substratovou aktivitu enzymu f-1,4-galaktosyltransferazy, ktery Kkatalyzuje tvorbu
laktozy z glukozy a UDP-galaktozy (Martin et al., 2002).

3.2.3.3.  Sérovy albumin

Sérovy albumin se do mléka dostava z krve. Sestava z 582 aminokyselin. Ma schopnost vazat
volné mastné kyseliny a podili se na syntéze lipidi. Vykazuje antioxidacni aktivitu

a ochranuje tak lipidy pied oxidaci (Hernandez-Ledesma et al., 2011).

3.2.3.4.  Imunoglobuliny (1g)

Ig tvoii skupinu globularnich proteinti, které jsou produkovany B-lymfocyty (Hernandez-
Ledesma et al., 2011). Ig jsou pfitomné v mléku i kolostru vSech savcu. Zakladni funkci
Ig je dodat mlad’atim imunologickou ochranu proti mikrobidlnim patogenim a toxinim
a také ochranit mléénou zlazu pted infekci. Jsou rozdéleny do tfid s rozdilnou strukturou
a biologickou aktivitou. Koncentrace jednotlivych tfid Ig se 1i$i v zavislosti na Zivo¢iSném
druhu, plemeni, véku, fazi laktace a zdravotnim stavu. Nejvy$s§i obsah Ig v mléce
prezvykavci je béhem prvnich 12 — 36 hodin po porodu. Mlad’ata piezvykavci jsou rozena

prakticky bez Ig a proto je pro né pfijem Ig z kolostra nezbytny (Marnila et Korhonen, 2002).

12



Poskytuji mlad’atim ochranu, dokud se u nich nevyvine vlastni imunitni systém. Kolostrum

tak obsahuje mnohem vys$§i mnozstvi Ig nez zralé mléko (Hernandez-Ledesma et al., 2011).

3.3. Vyroba a vytéZnost syru z koziho mléka

Vyroba syra je proces, pii némz dochazi ke koncentrovani mlécnych slozek, zejména proteinti
a tukt. Cim v&tsi procento pevnych latek piejde do syra, tim vétsi mnoZstvi se ho ziska
a zpenézi. Obecné vytéznost a kvalita syri zdvisi na celkovém obsahu kaseinii a tukd.
Syrafska vytéznost je definovana jako mnozstvi syra v kg, vyrobené ze 100 kg mléka.
Vytéznost je dilezitym ekonomickym faktorem. I malé zmény ve vytéZnosti mohou vést
k velkym rozdilim v zisku. Vytéznost je ovliviiovana mnoha faktory véetné¢ mnozstvi kaseinti
a jejich genetickych variant (Abd El- Gawad et Ahmed, 2011).

Oproti Francii a Italii je v Ceské republice kozi syr méné tradiéni komoditou. Francie
je nejvétsim producentem koziho mléka ve svét€ a vice nez 90 % koziho mléka
je zde zpracovano na syry. V porovnani se syry z kravského mléka existuje mén¢ typu kozich
syri. Vétsina jsou to syry Cerstvé, mekké nebo bilé nezrajici syry. Je tomu tak predevsim
kvtli hor$im mechanickym vlastnostem syieniny z koziho mléka. Syfenina byva obecné pftilis
mekkd, aby odolala mechanickému namahani v procesu vyroby polotvrdych a tvrdych syrii
(Thomann et al., 2008). Kravské a kozi mléko obsahuji stejné mnozstvi k-CN a as2-CN. Kozi
mléko obsahuje vice B-CN a méné as1-CN v porovnani S kravskym. Syienina z koziho mléka
tak byva mek¢i nez z kravského mléka, i pies to, Ze je obsah kaseint stejny (Clark et Sherbon,
2000). Spravna selekce mlécnych koz na bazi plemene ¢i sloZzeni mléka by méla vylepSit
schopnost vyroby syrt z koziho mléka (Thomann et al., 2008).

Vytéznost a kvalitu syrt ovliviiuji koagulacni vlastnosti mléka. Ty zavisi na slozeni
mléka, teploté inkubace, typu a koncentraci enzymi i pouzitych mikrobidlnich kultur. Srazeni
mléka indukované syfidlem ma dvé faze. Prvni faze je enzymatickd. Dochazi zde K proteolyze
k-CN. Kdyz je x-CN hydrolyzovan, kaseinové micely se stanou nestabilni a nachylné
ke srazeni vapnikem. Druha faze je neenzymaticka a dochazi pfi ni k agregaci kaseinovych
micel. Béhem koagulace dochazi k vytvofeni vazeb mezi kaseinovymi micelami
a fosforeCnanem vapenatym. Vznikd tak zesiténi, které vede k zadrzovani tuk a dalSich
pevnych latek (Clark et Sherbon, 2000).

Vysoky obsah kaseinli a obecné proteint piispiva k leps§im koagulaénim vlastnostem
avyssi syrafské vytéznosti. Mléko s vysokym obsahem proteinii ma delsi koagulacni

¢as nez mléko s nizkym obsahem. Koagulace tedy nastupuje pomaleji u mléka S vysSim
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obsahem proteint (kaseint). Cas koagulace je bod, kdy je poprvé zaznamenana koagulace.
Je to Cas, kdy se kaseinové micely agreguji dostatecné na to, aby vytvorily viditelné vlocky.
Prodlouzeni ¢asu koagulace u mléka s vysokym obsahem proteini nastava castecné proto,
ze takové mléko ma vyssi obsah asl-CN a as2-CN. Tyto dvé kaseinové frakce zpomaluji
formovani srazeniny tim, Ze véazou vapenaté ionty, které se tak stavaji méné dostupné
pro zesiténi kaseinovych micel po proteolyze x-CN. Miéko, u nc¢hoz trva delsi dobu,
nez zapoc¢ne koagulace, formuje pevnéjsi srazeninu (Clark et Sherbon, 2000).

Na koagulacni vlastnosti 1 syrafskou vytéznost ma nejvétsi vliv polymorfismus asl-
CN a x-CN. Mléko s vyssim obsahem asl-CN vykazuje dels$i koagulacni Cas a formuje
pevnéjsi srazeninu. Vyroba syri z koziho mléka od koz se slabymi ¢i nulovymi alelami
pro as1-CN vede k niz§i pevnosti srazeniny a niz$i vytéznosti ve srovnani s mlékem od koz
se silnymi alelami pro asI-CN (Thomann et al., 2008). Mléko s nizkym obsahem oas1-CN
ma vyssi ztraty susiny a tuku do syrovatky. Syry vyrobené z mléka s vysokym obsahem asl-
CN maji naopak vyssi obsah suSiny, tukuprosté susiny i tuku (Pirisi et al., 1994). Skupina
variant B pro x-CN je spojena s vyssim obsahem «-CN i celkovych kaseinti. Obsah kaseinti
ptimo souvisi s vytéznosti (Abd El- Gawad et Ahmed, 2011). Polymorfismus k-CN a hladina
jeho glykosylace ovliviluje citlivost koziho mléka Kk srazecimu GCinku enzymu
(Albenzio et Santillo, 2011). Princip srazeni mléka syfidlem je popsan v kapitole 3.2.2.4.
Obsah variant skupiny B «-CN ma za nasledek i mens$i velikost micel, kterd souvisi
se zlepSenim koagulacnich vlastnosti mléka. Pro kozi mléko existuje negativni korelace
v obsahu kaseinu a velikosti micel. Kravské mléko vykazuje naopak pozitivni korelaci
(Pirisi et al., 1994). Kaseinové micely jsou zodpovédné za formovani struktury syra.
Srazenina z mléka s mens$imi micelami je pevnéjS$i a schopnd zadrzovat vétSi mnoZstvi

pevnych latek (Abd El- Gawad et Ahmed, 2011).

3.4. Alergie na mlééné bilkoviny

SloZzeni mléka odrazi vyzivové potieby mladat jednotlivych druhli savcid. Pro kojence
je nejvhodnéjsi a piirozeny zdroj potravy matefské mléko. Pokud ale matefské mléko neni
z n¢jakych diivodl dostupné, vétsinou se jako nahrada pro kojence vyuziva mléko kravské.
Tato zaména mize byt spojena s nutriénimi a imunologickymi problémy, jako je alergie
na bilkoviny kravského mléka (CMA). Alergie je zvySena ¢i abnormalni reakce imunitniho
systému vznikajici pfi styku alergenu a tkané. CMA je abnormalni imunologicka reakce

najednu nebo vice mléénych bilkovin, kdy dochazi k reakcim zprosttedkovanych IgE.
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Kravské mléko obsahuje ptes 20 proteinti, které mohou potenciondlné zplsobit alergickou
reakci. Avsak hlavnimi alergeny kravského mléka jsou as1-CN a B-Lg (El-Agamy, 2006). B-
Lg je zodpovédny za nastup alergii na mlécnou bilkovinu, které¢ postihuji znacné procento
kojencii, ktefi jsou vyzivovani nahradami matetského mléka vyrobenymi z mléka kravského
(Selvaggi et al., 2014).

CMA je nejcastéjsi alergii vyskytujici se v prvnim roce zivota. Postihuje 2 — 3 %
kojencii.  V pfipadé absence matefského mléka a zaroven vyskytu CMA, je nutné
pro alergické jedince zajistit alternativni zdroj proteinti. Casto jsou k tomuto Géelu vyuzivany
hydrolyzaty proteinti kravského mléka ¢i vyziva zalozena na sojovém mléce. Moznou
alternativou by mohlo byt mléko né¢kterych druhii zvitat véetné koziho mléka (Ballabio et al.,
2011).
vymizi kolem 4. roku Zivota ditéte, nicmén¢ u nékterych jedinci ptetrvava i v dospélosti (El-
Agamy, 2006). Alergie na bilkoviny koziho mléka byly také identifikovany, ale vyskytuji
se vétSinou az v pozd¢jSim véku oproti CMA. Kozi mléko tak mize byt prospé€sné pro malé
kojence, ktefi jsou zavisli na piijmu mléka jako hlavnim zdroji obzivy. Pro vyvolani
nezadouci reakce pfi alergii na bilkoviny koziho mléka ho byva potieba 5x vice nez v ptipadé
CMA. Nizsi alergenicita koziho mléka je pravdépodobné ve vztahu k nizs§imu obsahu as1-CN
(Silanikove et al., 2010). Ribeiro et Ribeiro (2010) uvadi, Ze nahrada kravského mléka kozim
u osob citlivych na proteiny kravského mléka vytesi problém ve 40 % piipadi.

Pti ndhrad€ kravského a matefského mléka mlékem kozim musi byt zajiSténa jeho
dostatecna kvalita a bezpe¢nost (Selvaggi et al., 2014). Také je dulezité dbat na zaclenéni
suplementl kyseliny listové, jelikoz kozi mléko a jeho produkty jsou chudym zdrojem
kyseliny listové (Pandya et Ghodke, 2006).

Podle Ribeiro et Ribeiro (2010) je kozi mléko také prospé€sné pro osoby trpici problémy
s aciditou, ekzémy, astmatem, Zalude¢nimi viedy, poruchami traveni a pfiznaky souvisejici
se stresem, jako je zacpa ¢i nespavost. Je piredpoklad, ze u lidi s témito problémy a s CMA
by v budoucnu mohla spotfeba koziho mléka a produkti zn¢j vzrist za Ucelem jejich

vyreseni.

3.5. Plemeno koza bila kratkosrsta

Koza bila kratkosrsta je hlavni plemeno vyuzivané v Ceské republice pro produkci koziho

mléka za tcelem zpracovani na kozi syry. Jde o ¢eské narodni plemeno. Chové se predevsim
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pro dobré vlastnosti pii produkci mléka. Plemeno je charakteristické velmi dobrou plodnosti,
¢asnou vyspélosti a vysokou trovni produkce mléka.

Plemeno vznikalo na izemi Moravy mezi lety 1900 a 1930 kiiZzenim mistnich bilych koz
se sanskymi kozly pochazejicimi ze Svycarska. Cilem kiizeni bylo vylepsit mlé&nou
uzitkovost. Pivodni dominantni vlastnosti tohoto plemene je bezrohost u obou pohlavi
(Sztankoova et al., 2007).

Svaz chovateli ovci a koz (n.d.) uvadi dojivost koz tohoto plemene v rozmezi 800 — 1000
kg mléka za rok. Obsah bilkovin se pramérné¢ pohybuje kolem 2,7 %. Od roku 1995
je plemeno koza bila kratkosrsta zafazeno do Narodniho programu genetickych zdroju jako

potencialn¢ ohrozeny druh (Sztankdova et al., 2007).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Vzorky mléka

Vzorky mléka byly odebirany na kozi farmé ve vychodni ¢asti Ceské republiky ve spolupraci
S Vyzkumnym ustavem mlékarenskym. Farma se zabyva ekologickym zplisobem chovu koz
plemene koza bila kratkosrsta. Zvifata jsou krmena krmnou davkou, ktera obsahuje senaz,
seno, jadro a ovesnou sldmu a v 1été jsou pousténa do vybehu na pastvu. Stddo zahrnuje 410
dojenych koz a denni nadoj ¢ini 750 — 850 litrGi mléka.

Vzorky mléka zveCerniho nadoje byly odebrany 3x Vv mési¢nim intervalu
ato v mésicich kvéten, Cerven a Cervenec 2017. Vzorky byly odebirany celkové od 64 zvirat
a byly pouzity piednostné pro stanoveni syfitelnosti a pro stanoveni obsahu jednotlivych
slozek mléka metodou NIR ve Vyzkumném ustavu mlékarenském. Pro HPLC analyzu byl
od 21 zvifat odebran vzorek ve vSech tfech mésicich, od 31 zvifat ve dvou mésicich a od 10
zvitat pouze v jednom z uvedenych mésict. Vzorky byly uchovavany ve zmrazeném stavu po
dobu méné nez 6 mésici.

Individualni vzorky mléka byly odebirany od koz na zékladé jejich genotypu.
Genotypy byly zjiStény ve Vyzkumném ustavu Zivo€isné vyroby podle metodiky uvedené
Vv praci Matlové et Sztankoové (2010). Pro ucely této diplomové prace byly rozliSeny alely
pro kaseinové frakce as1-CN (61 koz) a k-CN (63 koz). Pro as1-CN se vyskytovaly alely A,
B a F. Nulova alela se nevyskytovala u Zadné z koz, od které byl odebran vzorek mléka.
Piehled genotypu pro as1-CN je uveden v Tabulce ¢. 2. Pro k-CN se vyskytovaly alely A, B,
C a G. Piehled genotypti pro k-CN je uveden v Tabulce ¢. 3.

Tabulka &. 2: Cetnost vyskytu genotypti pro as1-CN.

Kombinace alel | Poéet zvirat

FA 7
FB 37
FF 17
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Tabulka ¢. 3: Cetnost vyskytu genotypii pro k-CN.

Kombinace alel | Pocet zvirat
AA 1
AB 10
BB 46
BC 4
BG 1
CcC 1

4.2. Chemikalie

Acetonitril - CHROMASOLV® Plus pro HPLC, ¢istota > 99,9 %
Citran sodny - Cistota > 99 %

Deionizovana voda (odpor = 18,2 MQ)

Dithiotreitol - fada BioUltra, ¢ = 1 mol'dm?, &istota p.a.

Guanidin hydrochlorid - ¢istota > 99,5 %

Kyselina trifluoroctova (TFA) - fada ReagentPlus®, Cistota > 99 %
a-CN — lyofilizovany prasek, ¢istota > 70 %

B-CN — lyofilizovany prasek, fada BioUltra, Cistota > 98 %

k-CN — lyofilizovany prasek, ¢istota > 70 %

B-LgB - lyofilizovany prasek, ¢istota > 90 %

B-LgA - lyofilizovany prasek, Cistota > 90 %

a-La - lyofilizovany prasek, istota > 85 %

Vsechny pouzité chemikalie s vyjimkou deionizované vody byly dodany firmou Sigma-
Aldrich (Ceska republika).

4.3. Pomicky

Bézné laboratorni sklo

Automatické pipety (100 — 1000 pl), (Thermo Scientific, Ceska republika)
Injekéni jednorazové stiikacky Luer-Slip (2 ml), (Fischer Scientific, Némecko)
PVDF mikrofiltry s porozitou 0,45 pum, (Chromservis, Ceska republika)

HPLC vialky (2 ml), (VT0098M-1232, Némecko)
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4.4. Pristroje

- Kapalinovy chromatogram e2695 s PDA detektorem 996 (Waters Corporation, USA)

- Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)

- Filtratni pfistroj pro demineralizaci vody znacky Millipore, s vodni vyvévou
(Francie)

- Spektrofotometr NIR na mléko Dairy Spec FT (Svédsko)

- Ultrazvukova lazen (Notus — Powersonic, Slovensko)

- Analytické vahy (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

- Mrazici box (Liebherr Mediline, Némecko)

- Lednice (Candy, Italie)

4.5. Priprava vzorka mléka

Pro ptipravu vzorkil bylo pouzito syrové a nehomogenizované mléko, které bylo skladovano
ve zmrazeném stavu po dobu 4 — 6 meésicl pted piipravou vzorkll. Po rozmrazeni bylo
ptiblizn€ 10 ml mléka odstfedéno na centrifuze Eppendorf 5810R pfi rychlosti 12 000 rpm
ateplot¢ 4 °C po dobu 10 minut. Nésledn¢ bylo odstfedéné mléko ponechdno 5 minut
Vv mrazicim boxu pfi -20 °C pro vymraZeni tuku, ktery by pii chromatografické analyze mohl
zanaSet kolonu a interferovat pfi stanoveni bilkovin. Po uplynuti 5 minut bylo slito mlécné
sérum (supernatant). K 0,5 ml supernatantu bylo ptfiddno 0,5 ml pufru a 9 ml pfefiltrované
deionizované vody. Pufr obsahoval 6 M guanidin — HCI, 20 mM dithiothreitol a 5 mM citran
trisodny. Vzorek byl kratce vortexovan, ponechan 1 hodinu inkubovat pfi pokojové teploté
a nasledné znovu vortexovan. Poté byl vzorek pfefiltrovan pfes membranovy stiikackovy filtr
(celuldza - acetat s primérem pord 0,45 um) do vialky o objemu 2 ml. Na filtraci kazdého
vzorku byl pouzit novy filtr. Roztok ve vialce byl pouzit pro analyzu na HPLC pfistroji.

Vsechny vzorky byly ptipraveny ve dvou opakovanich.

4.6. Chromatografické podminky

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

- Mobilni faze A: slozeni - voda:acetonitril (10:90), (v/v) s podilem 0,1 % TFA

- Mobilni faze B: slozeni - voda:acetonitril (90:10), (v/v) s podilem 0,1 % TFA

- Pratok mobilni faze: 0,25 ml/min
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- Typ eluce: gradientova — podminky eluce uvedeny v Tabulce ¢. 4
- Teplota chromatografické kolony: 40 °C

- Doba analyzy: 71 minut/1 vzorek

- Objem analyzovaného vzorku: 20 ul

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

Tabulka €. 4: Podminky gradientové eluce.

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

Obrazek €. 1: Profil kiivky pro zménu gradientu.

100% //”
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6
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K tvorb¢ kalibracnich kiivek byly pouzity standardy kaseint i syrovatkovych bilkovin,
které byly rozpustény ve stejném pufru, jaky byl pouzit k pfipravé vzorkd. Z divodu
nedostupnosti standardii pro kozi mléko byly v této praci pouzity pro vytvoreni kalibra¢nich
kiivek standardy kravského mléka. Bylo porovndvano relativni procentudlni zastoupeni
jednotlivych bilkovinnych frakci. VSechny kalibra¢ni kfivky byly ve zvoleném rozsahu
koncentraci linearni. Zvoleny kalibraéni rozsah odpovidal ocekavanym hodnotam
sledovanych analyti v mléce (korelacni koeficient R = 0,972 — 0,999). Nejnizsi hodnota
korelaéniho koeficientu odpovida kalibracni zavislosti k-kaseinu. Meze detekce (LOD)

a meze stanovitelnosti (LOQ) pro jednotlivé bilkovinné frakce jsou uvedeny v Tabulce ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: Meze detekce a stanovitelnosti sledovanych analyta.

Bilkovinna LOD LOQ
frakce [mg/mi] [mg/ml]
as1- CN 0,02 0,07
as2- CN 0,05 0,17
B-CN 0,05 0,17
k-CN 0,02 0,07
a-La 0,03 0,10
B-LgA 0,03 0,10
p-LgB 0,02 0,07
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4.7. Statistické vyhodnoceni

K vypoctu aritmetickych primérti a smérodatnych odchylek byl pouzit program Microsoft
Office Excel 2007. Pro dalsi zhodnoceni byl pouzit statisticky software Statistica 12. Bylo
hodnoceno, zda existuji statisticky vyznamné rozdily v obsahu celkovych bilkovin
I jednotlivych bilkovinnych frakci v zavislosti na fazi laktace a na genotypu as1-CN a k-CN
a rozdily v syfitelnosti mléka v zavislosti na genotypu asl-CN a k-CN.

V programu byla nejprve ovéfena normalita souboru dat, ktera je predpokladem
pro parametrické hodnoceni. Pokud byla normalita dat potvrzena, byl pro zhodnoceni rozdili
pouzit dvouvybérovy t-test na hladin€ vyznamnosti a = 0,05. V piipad¢, Ze normalita dat
nebyla potvrzena, bylo pouzito neparametrické hodnoceni pomoci Mann-Whitneyova U-testu,
taktéz na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Nulovou hypotézou Ho bylo py = py, tedy ze mezi jednotlivymi vzorky neni statisticky
vyznamny rozdil na zvolené hladiné pravdépodobnosti. Pfi porovnévani obsahu bilkovin
a bilkovinnych frakci a pfi porovnavani syfitelnosti, byly za ux a py dosazovany jednotlivé
meésice odbéru vzorktl pfi hodnoceni vlivu faze laktace a jednotlivé kombinace alel pti
hodnoceni vlivu genotypti as1-CN nebo k-CN. Pro zhodnoceni platnosti Hy byla pouzita p-
hodnota. Pokud byla hodnota p < o, byla Hy zamitnuta a mezi vzorky tedy existoval
statisticky vyznamny rozdil. V Tabulkach ¢. 7 — 17 zndzornyjicich statistické vyhodnoceni
jsou hodnoty p, které jsou < a zvyraznény modfe. Naopak Hy byla piijata a mezi

porovnavanymi vzorky neexistoval statisticky vyznamny rozdil, pokud byla hodnota p > a.
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5. VYSLEDKY

Individualni vzorky mléka byly analyzovany metodou HPLC ve dvou paralelnich
opakovanich. Z vysledkt analyz pro kazdy vzorek byl ze dvou opakovani vypocitan pramér,
smérodatnd odchylka a relativni smérodatnd odchylka. Bylo vypocitano procentualni
zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci z celkového obsahu kaseinu (CN) a procentualni
zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin z celkového obsahu WP. Celkovy
obsah bilkovin byl zaroven stanoven ve Vyzkumném tstavu mlékarenském metodou NIR
na piistroji Dairy Spec FT. Jelikoz je vytéznost metody HPLC pro stanoveni celkového
obsahu bilkovin v mléce nedostacujici, byly v diplomové praci pouzity vysledky celkového
obsahu bilkovin stanovené NIR analyzou. Tato diplomova prace navazuje na praci Ing. Jany
Opravilové (2017), ktera se Castené zabyvala optimalizaci metody HPLC pro stanoveni
bilkovin v kozim mléce. Vytéznost metody je pro stanoveni celkového obsahu bilkovin
v kozim mléce prozatim stale nedostacujici a je potieba nadale pokracovat v jeji optimalizaci.

Piehled procentudlnich zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci a celkového

obsahu bilkovin ve vzorcich mléka je uveden v Tabulce ¢. 6.
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Tabulka €. 6: Procentualni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci a celkovy obsah bilkovin Vv individualnich vzorcich mléka (jednotlivé
frakce stanoveny metodou HPLC, celkovy obsah bilkovin metodou NIR).

<LOD... pod mezi detekce N...neurceno

Identifikac¢ni Cislo

zvifete (genotyp Mésic as1-CN as2-CN B-CN k-CN a-La B-LgA B-LgB Proteiny X CN
as1-CN; k-CN) odbéru (% z CN) (% z CN) (% z CN) (% z CN) (% z WP) (% z WP) (% z WP) (%) (%)
Cerven 1,15+0,15 <LOD 86,1+1,2 12,75+1,05 | 56,26t 1 43,74+ 1 <LOD 2,58 60,92 + 0,68
10969 (FF; BB) Cervenec 2,2+0,08 <LOD 78,19+1,48 | 196+1,41 |43,5+0,18 | 56,5%+0,18 | <LOD 2,53 69,97 + 0,47
Kvéten 931+1,15 | 0,46+0,14 | 63,62+3,85 | 26,61 +2,56 | 30,53+0,79 | 69,47 +0,79 | <LOD 2,89 65,8 +1,16
4227 (FF; BB) Cerven 575+1,16 |0,54+0,21 | 63,03+4,59 | 30,68 +£3,63 | 24,36 +0,69 | 64,43+0,58 | 11,22 +1,28 2,55 60,35 + 0,02
Cervenec 58,45+0,89 | 2,57+0,5 25 +0,67 13,97 +0,27 | 46,09 +5,49 | 43,63 +4,84 | 10,27 £ 0,65 2,44 52,54 + 2,96
Cerven 2,39+0,15 | 0,34+0,02 | 66,78+4,97 | 30,49+4,8 | 20,84+5,85 | 79,16 +5,85 | <LOD 2,41 81,38 + 0,97
4643 (F8; 88) Cervenec 4,9+0,36 0,23+0,32 | 70,04 £1,45 | 24,83+0,77 | 63,41+0,49 | 36,59 +0,49 | <LOD 2,5 58,65+ 1,1
4725 (FF; BB) Cerven 1,75+0,09 | <LOD 71,38+0,34 | 26,87+0,25 | 52,17+0,15 | 47,83 +0,15 | <LOD 2,81 67,67 + 1,03
Kvéten 0,5+0,07 0,18+0,04 | 81,44+0,16 | 17,88+ 0,26 | 35,83+0,39 | 64,17 £0,39 | <LOD 2,81 80,24+ 0,6
4739 (FF; BB) Cerven 1,3+0,22 0,26+0,02 | 72,78 +0,06 | 25,66 +0,25 | 39,54+0,8 | 53,16+0,41 | 7,29 +0,39 2,72 63,86 + 0,57
Cervenec 1,88+0,22 |0,44+0,04 | 73,94+0,96 | 23,74+0,79 | 44,53+0,73 | 41,47 +1,09 | 14,01 +1,83 2,68 64,02 + 0,38
Kvéten 0,69+0,01 |<LOD 75,8+0,81 | 23,52+0,82 | 49,81+0,76 | 50,19 £0,76 | <LOD 2,64 70,73 £ 0,53
5803 (FF; BB) Cerven 1,21+0,04 | <LOD 69,25 +0,56 | 29,54 +0,61 | 33,75+ 3,05 | 66,25 £ 3,05 | <LOD 2,23 63,24 + 0,67
Cervenec 1,64+0,14 | <LOD 72,77 £1,16 | 25,58 +1,02 | 48,24 +2,53 | 51,76 £ 2,53 | <LOD 2,25 64,08 + 0,15
Cerven 0,55+0,06 | <LOD 80,59+1,16 | 18,87+ 1,22 | 34,06+0,72 | 62,93+0,34 | 3,01+0,37 2,3 71+0,52
5812 (FF; BB) Cervenec 0,78+0,02 | 0,370 80,49+0,48 | 18,36 +0,49 | 33,97+0,03 | 66,03 +0,03 | <LOD 2,08 77,83 + 1,09
5862 (FF; BB) Cerven 0,69+0,09 | <LOD 75,83 +1,24 | 23,48+ 1,15 | 33,93 +4,21 | 66,07 £4,21 | <LOD 2,58 70,63 + 2,45
Cerven 31,38+1,16 | 2,05+0,05 | 49,25+1,57 | 17,32+0,46 | 46,66 +1,33 | 53,34+ 1,33 | <LOD 2,29 68,13 + 0,27
5872 (FF; BB) Cervenec 24,66 + 1,28 | <LOD 43,08+0,79 | 32,25+0,49 | 22,13+1,16 | 68,48+0,69 | 9,38+1,84 2,48 52,34+ 0,88
Kvéten 3,54+0,49 |0,68+0,04 | 74,22+0,14 | 21,56+0,31 | 38,71+0,18 | 61,29+0,18 | <LOD 3,26 73,25+ 1,48
>887 (FB; AB) Cerven 6,52+0,23 |0,78+0,06 | 69,33+0,6 | 23,36+0,32 | 23,87+1,34 | 76,13+1,34 | <LOD 2,95 81,36+ 0,4
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Tabulka ¢. 6: Pokracovani

Identifika¢ni Cislo

zvirete (genotyp Mésic as1-CN as2-CN B-CN k-CN o-La B-LgA B-LgB Proteiny X CN
as1-CN; k-CN) odbéru (% zCN) (% z CN) (% z CN) (% z CN) (% z WP) (% z WP) (% z WP) (%) (%)
5887 (FB; AB) Cervenec 4,46+049 | 1,27+0,22 | 76,57+0,81 | 17,71+1,08 | 43,9+1,26 |56,1+1,26 | <LOD 2,97 74,78 £ 0,98
Cerven 9,12+4,18 | <LOD 57,48+3,81 | 33,4+0,36 |3284+586 |57,11+3,47 | 10,05+2,39 2,57 64,35+ 1,08
5911 (FB; BB) Cervenec 22,46 +2,8 0,99+0,01 | 46,67 +1,84 | 29,88+0,97 | 51,33+1,31 | 44,18+ 1,12 | 4,49+2,43 2,58 54,97 + 0,44
Kvéten 0,54+0,04 |045+0,06 | 79,74+1,26 | 19,27 +1,24 | 30,26+1,71 | 69,74+ 1,71 | <LOD 2,78 79,66 + 0,71
5932 (FF; AB) Cerven 2,19+0,12 <LOD 83,84+0,02 | 13,96+0,15 | 49,25+0,7 43,68 +0,61 | 7,08 £0,09 2,59 61,86 + 0,77
Cervenec 1,27+0,35 | <LOD 74,05+1,17 | 24,68 +0,82 | 44,68 £0,15 | 55,32 +£0,15 | <LOD 2,12 78,06 + 0,16
Cerven 2,5+0,01 0,63+0,01 | 68,78+0,58 | 28,09+0,58 | 55,75+1,17 | 44,25+1,17 | <LOD 2,75 71,17 + 0,03
6034 (FB; BB) Cervenec 7,16 £ 0,01 1,96 +0,02 | 64,42 +0,14 | 26,46 £0,15 | 58,4 +0,11 41,6 £ 0,11 <LOD 2,89 64,08 + 0,62
Cerven 10,28 £3,05 | 0,59+0,26 | 65,99 +3,22 | 23,14+0,42 | 42,45+2,01 | 57,55+2,01 | <LOD 3,01 75,01 + 2,53
6046 (F8; B8) Cervenec 8,61+1,26 |0,18+0,25|6541+1,72 | 25,8+0,71 | 50,73+2,82 | 49,27+2,82 | <LOD 3,2 72,01 £ 0,45
6059 (FA; BG) Cerven <LOD <LOD 90,7+0,38 |9,3+0,38 64,93 +1,88 | 35,07 +1,88 | <LOD 2,77 56,27 + 0,16
6938 (FB; BC) Cerven 29,51 +0,45 | <LOD 53,18 +2,25 | 17,31 +2,71 | 51,75+ 3,03 | 48,25+ 3,03 | <LOD 2,17 68 + 0,82
Cerven 1,97+0,12 | <LOD 80,58+2,82 | 17,45+2,95 | 57,49+0,66 | 42,51 +£0,66 | <LOD 2,47 63,36 + 1,87
6954 (FB; AB) Cervenec 3,88+0,58 |1,12+0 70,45+0,36 | 24,55+0,22 | 59,19+1,58 | 40,81 +1,58 | <LOD 2,55 71,9+0,84
Kvéten 1,31+0,22 | <LOD 77,05+0,5 |21,65+0,28 | 52,93+1,07 | 47,07 £1,07 | <LOD 2,85 71,53 + 1,09
7125 (FB; BB) Cerven 3,11+0,3 <LOD 66,36 +1,16 | 30,52+0,86 | 29,51+0,29 | 62,42+1,46 | 8,07+1,17 2,4 62,12 + 0,13
Cervenec 3,02+0,7 <LOD 70,59 +0,69 | 26,39+0,01 | 61,02+0,57 | 38,98 £0,57 | <LOD 2,51 65,24 + 1,48
Kvéten 0,63+0,03 | <LOD 77,57+0,14 | 21,8 +0,11 | 45,58+0,91 | 54,42 +£0,91 | <LOD 2,73 76,52 + 0,25
7127 (FF; BB) Cerven 0,66 £0,02 | <LOD 74,15+1,72 | 25,19+1,71 | 50,58 £0,02 | 43,32+0,13 | 6,11+0,11 2,66 67,04+ 1,17
7208 (N; N) Cerven 1,05+0,11 | <LOD 74,1+0,39 | 24,85+0,28 | 43,05+0,87 | 50,33+0,45 | 6,62 £0,43 2,7 70,77 £ 0,34
7227 (FA; BB) Cervenec 1,16+0,12 | 1+0,02 74,63+0,36 | 23,2+0,26 | 50,47 +3,43 | 49,53 +3,43 | <LOD 2,64 81,8 +2,26
Kvéten 1,64+0,31 |0,63+0,01|76,86+04 |2087+0,1 |53,79+4,44 |46,21+4,44 | <LOD 2,52 74,5 +1,83
7231 (FA; BB) Cerven 3,25+0,03 |0,29+0,04 | 74,74+0,29 | 21,71+0,31 | 53,35+0,45 | 46,65+0,45 | <LOD 2,81 67,28 + 0,35
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Tabulka ¢. 6: Pokracovani

Identifika¢ni Cislo

zvirete (genotyp Mésic as1-CN as2-CN B-CN k-CN o-La B-LgA B-LgB Proteiny X CN
as1-CN; k-CN) odbéru (% zCN) (% z CN) (% z CN) (% z CN) (% z WP) (% z WP) (% z WP) (%) (%)
7773 (FB; AB) Cerven 26,4+7,93 | <LOD 45,09 +2,58 | 28,51 +5,35 | 54,46 +1,49 | 45,54 +1,49 | <LOD 2,71 66,05 + 1,05
Cerven 1,04+0,14 |04+0,01 |78,15+1,61|204+1,74 |31,48+2,94 | 68,52+2,94 | <LOD 2,02 61,3+ 1,06
7883 (FF; AA) Cervenec 3,19+042 |0,3%+0,01 |79,18+0,93 |17,33+0,5 | 49,72+5,34 | 50,28 +5,34 | <LOD 2,1 74,51 + 5,85
Kvéten 0,8 +£0,08 <LOD 79,13+1,01 | 20,07+1,1 | 28,36+2,61 | 71,64 £2,61 | <LOD 2,68 77,7+0,12
7896 (FB; BB) Cerven 1,03+0,21 |0,76+0,08 | 81,75+0,67 | 16,46 £0,54 | 43,09+0,01 | 56,91 £ 0,01 | <LOD 2,53 71,97 £+ 0,08
Cervenec 1,27+0,05 | <LOD 83,32+0,79 | 15,42+0,74 | 66,01 £0,05 | 33,99 £0,05 | <LOD 2,51 59,19 + 0,24
Cerven 0,46 £ 0,06 <LOD 73,43+1,45 | 26,1+1,51 39,41+1,08 | 56,37 +1,23 | 4,23+£0,15 2,46 66,32 + 0,13
7919 (FF; BB) Cervenec 12,62+2,57 | 0,22+0,31 | 57,1+3,41 | 30,06+1,15 | 47,74+0,62 | 52,26 £ 0,62 | <LOD 2,6 63,12 + 0,54
Kvéten 0,83+0,05 |0,42+0,03 | 76,54+0,04 | 22,21+0,05 | 30,57+0,6 | 56,32+0,91 | 13,11+0,32 3,25 74,79 + 1,61
7923 (FF; BB) Cerven 2,54+0,55 |0,33+0,03 | 67,21+1,71 | 29,91+1,13 | 32,64+0,16 | 67,36 £0,16 | <LOD 2,62 73,57 £+ 0,69
Cervenec 1,25+0 0,59+0,02 | 72,8+1,41 | 2536+1,43 |40,76+0,72 | 59,24 +0,72 | <LOD 2,72 70,95 + 0,39
Cerven 3,05+0,78 | <LOD 73,45+1,31 | 23,5+0,53 31,02 +£3,22 | 68,98 + 3,22 | <LOD 2,45 64,16 + 1,19
8731 (FB; AB) Cervenec 6,06 £ 0,68 1,68+0,05 | 71,55+2,4 | 20,72+1,67 | 64,72+0,84 | 35,28 +0,84 | <LOD 2,21 65,29 + 0,01
Cerven 3,46+0,3 0,66+0,1 | 73,63+0,34 | 22,25+0,75 | 26,62 +3,23 | 73,38 £ 3,23 | <LOD 2,31 80,47 + 1,29
8743 (FA; BB) Cervenec 2,27+0,08 |2,19+0,49 | 72,14+1,37 | 23,4+0,97 | 34,36+0,71 | 65,64+0,71 | <LOD 2,35 72,76 + 0,49
Cerven 13,04 £ 2,27 | <LOD 54,72 +4,72 | 32,24+2,46 | 25,65+2,53 | 62,34+2,9 | 12,02+0,37 2,58 57,52 + 0,87
8745 (FA; B8) Cervenec 27,86+2,07 | 2,83+0,63 | 485+1,1 2081+1,6 |56,45+0,96 | 43,55+0,96 | <LOD 2,96 61,84 + 0,03
Cerven 2,43+0,09 |<LOD 70,96 £ 0,06 | 26,61 +0,15 | 27,01+2,04 | 65,32 +2,36 | 7,67 £0,32 2,6 67,59 + 1,39
8747 (F8; 88) Cervenec 1,21+0 1,83+0,46 | 74,23+1,87 | 22,73+2,33 | 39,22+1,12 | 60,78+ 1,12 | <LOD 2,46 79,4 £ 0,29
8749 (FB; BB) Cerven 6,77+0,8 0,880 72,43+0,73 | 19,93+0,08 | 40,61+0,39 | 43,02+0,85 | 16,36+ 1,24 2,77 55,49 + 0,48
Cerven 6,6 +1,95 <LOD 74,9+2,19 | 185+0,24 |45,2+0,66 |54,8%0,66 | <LOD 2,66 77,37 £2,11
8754 (FB; B8) Cervenec 10,47 +0,65 | 0,59+0,03 | 73,2+0,23 | 15,75+0,39 | 40,02+0,16 | 59,98 £ 0,16 | <LOD 2,69 79,8 +0,44
8766 (FF; BB) Cerven 0,47+0,13 | 0,23+0,04 | 75,25+1,58 | 24,05+1,75 | 27,78 +1,21 | 72,22+ 1,21 | <LOD 2,25 70,6 £ 0,29
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Tabulka ¢. 6: Pokracovani

Identifika¢ni Cislo

zvirete (genotyp Mésic as1-CN as2-CN B-CN k-CN o-La B-LgA B-LgB Proteiny X CN
as1-CN; k-CN) odbéru (%zCN) | (9%6zCN) | (% zCN) (% z CN) (%zWP) | (% zWP) (% z WP) (%) (%)
8766 (FF; BB) Cervenec | 40,06+0,68 | 1,260 |37,9+0,71 |20,78+1,39 | 63,85+0,46 | 36,15+ 0,46 | <LOD 241 | 7376+107
Cerven 1,72+0,07 | <LOD 71,39 +0,15 | 26,89 +0,09 | 50,78 0,73 | 49,22 +0,73 | <LOD 2,65 | 63,94+0,69
8770 (FF; cC) Cervenec [59+£0,73 | <LOD 62,51+4,17 | 31,59 +3,44 | 49,35+ 1,33 | 50,65+ 1,33 | <LOD 2,19 |61,36+0,59
Cerven 8,8+0,75 |0,4+0,01 |70,48+0,49 | 20,32+0,27 | 45,73+ 0,44 | 54,27 + 0,44 | <LOD 2,9 69,3+1,51
8778 (F8; B8) Cervenec | 6,56+0,3 |054+0 |77,58+0,27 | 1532£0,57 | 54,95+ 2,97 | 45,05 +2,97 | <LOD 2,98 |7162+193
Cerven 1,04+0,02 |0,41£0,16 | 74,71+1,05 | 23,84+ 1,19 | 34,68 +1,29 | 65,32 1,29 | <LOD 2,32 | 72,05+0,44
8779 (FBiBB) & venec | 1472013 | <LOD 79,95 +0,79 | 18,58 +0,92 | 38,37 0,02 | 61,63 +0,02 | <LOD 2,33 | 79,45+0,11
Kvéten 0,85+0,01 |0,66+0,03 | 72,95+1,74 | 25,55+1,71 | 42,26 +0,57 | 57,74 + 0,57 | <LOD 2,49 | 74,64+093
8780 (FB; BB) Cerven 1,28 £0,34 0,5+0,06 69,24 +0,33 | 28,98 +0,73 | 33,55+2,12 | 66,45 +2,12 | <LOD 2,48 69,12 + 0,35
Cervenec | 0,98+0,19 |0,75+0,03 | 77,78 +1,13 | 20,48+ 0,92 | 50,23 +2,59 | 49,77 +2,59 | <LOD 2,46 | 7976+0,2
8796 (FB; BC) Cerven 25,87 +8,05 | <LOD 42,85+4,72 | 31,28 +3,33 | 37,97 £3,37 | 62,03 +3,37 | <LOD 2,49 | 56,55+3,61
Cerven <LOD <LOD 82,28+0,53 | 17,72+0,53 | 43,74+ 0,96 | 56,26 £ 0,96 | <LOD 2,42 | 71,08+0,15
8798 (FBAB) I Eervenec | 17,05+1,49 | <LOD 6324+0,4 [19,71+1,1 [62,9+0,76 |37,1£0,76 |<LOD 2,49 |5531+067
Cerven 1,19+0,23 0,310 81,13+0,18 | 17,37+0,4 38,45+2,83 | 61,55+2,83 | <LOD 2,63 73,63 1,27
8804 (FA'BB)  MEervenec | 63017 |L,13%0,08 | 73,6£0,15 | 189701 |47,24£0,58 | 52,76 0,58 | <LOD 2,49 |666+017
Cerven 1,05+0,09 <LOD 72,18 £ 0,22 | 26,77 £0,13 | 23,3+£0,92 76,7 £0,92 <LOD 2,88 65 + 1,39
8809 (FFiBC) 1. enec | 2,36£0,12 | <LOD 76,47 +2,07 | 21,17 +2,19 | 53,89+ 0,53 | 46,11 +0,53 | <LOD 238 | 6038+0,73
Cerven 0,94+0,08 | <LOD 74,07 £0,27 | 24,99£0,36 | 22,42+ 0,48 | 77,58 £ 0,48 | <LOD 2,52 | 73,6240,08
8810 (N; BB) Cervenec | 2,56+0,74 | <LOD 72,91+1,26 | 24,53+0,51 | 41,97 0,36 | 58,03+0,36 | <LOD 2,47 | 65,48+1,66
Kvéten 3,11+0,11 |0,73£0,18 | 77,54+0,75 | 18,62 +0,82 | 27,52 2,93 | 72,48 +2,93 | <LOD 2,59 | 8009 +129
8817 (FB; BB) Cerven 17,18£1,79 | 1,16£0,36 | 59,2+4,34 |22,46+2,91 | 29,5t 1,42 |44,12+4,77 | 2638335 | 277 |56,94+0,93
Cervenec | 505+0,3 |1,15+0,02 | 73,72+0,88 | 20,07 0,56 | 50,07 +0,72 | 49,93 +0,72 | <LOD 2,82 | 8063+0,93
8833 (FB; AB) | Kvéten 22,3942,12 | <LOD 655+3,12 |12,11+1 |5451%3,94 | 4549+3,94 | <LOD 2,86 | 63,95 +0,02
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Tabulka ¢. 6: Pokracovani

Identifika¢ni Cislo

zvirete (genotyp Mésic as1-CN as2-CN B-CN k-CN o-La B-LgA B-LgB Proteiny X CN
as1-CN; k-CN) odbéru (%zCN) | (9%6zCN) | (% zCN) (% z CN) (%zWP) | (% zWP) (% z WP) (%) (%)
Cerven 1,41 +£0,95 0,44+0,09 | 85,35+1,72 | 12,8 +0,68 22,19+1,33 | 77,81 +£1,33 | <LOD 2,37 68,44 + 2,29
8833 (FB; AB) Cervenec | 2,09+0,41 | 1,04+0,1 | 72,25+0,33 | 24,62+0,64 | 51,46 5,24 | 48,54 5,24 | <LOD 2,87 | 80,86 +3,42
Kvéten 1,6+0,12 |<LOD 78,12+0,09 | 20,28 +0,21 | 47,62 £2,24 | 52,38+ 2,24 | <LOD 2,96 | 7427+147
8834 (FB; BB) | Cerven 7,03+0,01 | <LOD 76,01£0,97 | 16,96+ 0,99 | 48,23+535 [ 36,16+3,49 | 1561+1,85 | 267 |54,7+1,26
Cervenec | 3,2+0,05 | <LOD 74,94 +1,14 | 21,86 + 1,08 | 61,34 £0,04 | 38,66 +0,04 | <LOD 2,71 | 72,16 +0,04
Kvéten 0,65+0,1 |0,4%0,03 |76,78+0,38 | 22,17+0,25 | 22,55+0,78 | 77,45+0,78 | <LOD 2,69 | 821+027
8845 (FF; BC) | Cerven <LOD <LOD 74,01+0,52 | 25,99+0,52 | 37,46 + 1,03 | 62,54 + 1,03 | <LOD 2,45 | 73,76+1,1
Cervenec 0,96 £0,12 1,22+0,11 | 73,67 £0,7 24,14 +0,48 | 43,48 +2,11 | 56,52 +2,11 | <LOD 2,59 74,67 £ 0,32
Cerven 2,26+0,27 |0,42+0,15 | 71,37 +0,35 | 25,95+ 0,06 | 23,08 + 0,49 | 76,92 + 0,49 | <LOD 2,57 | 74,11+2,41
8856 (FBiBB) I Eervenec | 1662027 | 0,37£0,01 | 76,69%0,54 | 21,28 £ 0,81 | 36,34 £2,13 | 63,66 2,13 | <LOD 2,65 | 82,29+0,99
Kvéten 0,72 £0,05 <LOD 83,9+0,08 15,38+ 0,02 | 43,97 +0,14 | 56,03 £0,14 | <LOD 2,51 75,24+ 0,6
8863 (FB; BB) Cerven 1,82+0,19 | <LOD 83,64+0,4 | 14,54+0,21 | 50,27 +0,89 | 42,44 +0,43 | 7,29 £0,46 267 59,26 + 1,04
Cervenec | 1,92+0,22 [0,71+0,03 | 79,22+0,28 | 18,16 £0,09 | 43,58 +0,32 | 45,23 +1,04 | 11,19 + 1,37 2,7 67,53 + 1,09
Kvéten 3,05+0,49 <LOD 74,95+0,01 | 22+0,48 46,85+0,12 | 53,15+0,12 | <LOD 3,26 64,22 + 0,26
8865 (FB; BB) Cerven 6,8+0,28 | <LOD 67,11+1,93 | 26,08 1,65 | 23,77 £0,77 | 76,23 +0,77 | <LOD 2,81 6374 +1,2
Cervenec 16,46 £ 5,5 0,51+0,06 | 59,77+1,68 | 23,26 +3,88 | 44,88 +1,32 | 55,12+1,32 | <LOD 2,93 79,14 + 4,98
Cerven 8,52+0,63 |0,51+0,12 | 71,38+ 1,13 | 19,58 +0,37 | 24,27 +1,31 | 75,73+ 1,31 | <LOD 2.8 79,29 +0,53
8902 (FB;BB)  Eorvenec | 3,86£232 | 04008 | 72,78%9,83 | 22,96 7,43 | 44,87 £0,51 | 55,13£0,51 | <LOD 2,78 | 75,38 +4,89
Kvéten 0,99 £ 0,59 <LOD 82,81+0,76 | 16,2+1,35 42,11+0,49 | 46,93+0,02 | 10,96 £ 0,48 2,72 66,78 + 3,82
8923 (FB; AB) | Cerven 1,28+0,19 | <LOD 81,56+0,1 |17,16+0,09 | 47,48 +1,55 | 52,52 +1,55 | <LOD 25 69,5+031
Cervenec 3,86 £ 0,57 <LOD 80,33+2,29 | 15,81+1,72 | 65,77 +0,52 | 34,23 +£0,52 | <LOD 2,67 67,26 + 0,74
Kvéten 546+2,32 | <LOD 76,06 + 1,51 | 18,48 +0,81 | 63,35+ 1,96 | 36,65 + 1,96 | <LOD 2,58 | 6519+116
8927 (F8; BE) Cerven 2,74+0,48 | <LOD 79,96 0,5 |17,3+0,98 |37,92+0,57 | 62,08+0,57 | <LOD 2,84 | 68,69 +0,93
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Tabulka ¢. 6: Pokracovani

Identifika¢ni Cislo

zvirete (genotyp Mésic as1-CN as2-CN B-CN k-CN o-La B-LgA B-LgB Proteiny X CN
as1-CN; k-CN) odbéru (%zCN) | (9%6zCN) | (% zCN) (% z CN) (%zWP) | (% zWP) (% z WP) (%) (%)
8927 (FB; BB) | Cervenec | 2,09+0,51 | 0,59+0,05 | 79,47 +0,09 | 17,85+0,37 | 58,38+ 0,49 | 41,62 + 0,49 | <LOD 2,59 | 6127+1,74
Cerven 3,06£0,73 | 0,3%0 75,33+0,98 | 21,32+0,25 | 35,54 +0,95 | 64,46 + 0,95 | <LOD 2.42 64,21+ 0,04
8960 (FABB)  I&ervenec |7,91%18 | <LOD 72,5+4,16 | 19,59+2,36 | 38+0,6 44,46+0,07 | 17,54£053 | 2,36 | 56,04+1,29
Kvéten 2,03+0,26 | <LOD 79,32+2,4 | 18,65+2,15 | 36,29+2,41 | 63,71+2,41 | <LOD 2,88 | 67,38+3,54
8969 (FB; BB) Cerven 1,71+0,41 0,42+0,03 | 75,19+0,09 | 22,67+0,47 | 27,53 +0,22 | 72,47 £0,22 | <LOD 2,44 67,96 + 0,94
Cervenec | 2,57+0,12 | 0,13+0,07 | 75,95+0,26 | 21,36 £0,32 | 46,11+ 1,12 | 53,89+ 1,12 | <LOD 2,37 | 77,5%0,05
Kvéten 0,36+0,01 | <LOD 81,37+0,13 | 18,27+0,15 | 33,6124 |66,39+2,4 |<LOD 2,46 | 82,76+0,16
9019 (FB; BB) Cerven 1,17+0,36 | 0,69+0,01 | 83,56+0,77 | 14,59+0,4 | 39,51+1,66 | 60,49 + 1,66 | <LOD 2,76 | 78,79+1,78
Cervenec 13,22 +0,25 | <LOD 72,32+2,72 | 14,45+2,47 | 52,05+0,36 | 47,95 +0,36 | <LOD 2,64 69,42 +2,16
Cerven 24,68+0,52 | 1,27+0,03 | 47,94 +0,61 | 26,12+0,12 | 47,01+0,15 | 52,99 0,15 | <LOD 2,76 | 60,24+0,45
9057 (FBiAB) I Eervenec | 21,792 0,58 | 1,01£0,4 | 5488 £0,64 | 22,33 £ 0,82 | 65,52 £ 1,19 | 34,48 1,19 | <LOD 2,74 | 62,02+1,12
Kvéten 0,72+0,06 | <LOD 80,23+0,01 | 19,05+0,04 | 38,11+0,73 | 4517+1,33 | 1672£2,06 | 322 |63,12+1,04
S139(FEIBB)  Eerven 1,23+0,04 |0,38+0,09 | 75,28 +0,13 | 23,11+0,09 | 35,12+0,6 | 64,88+0,6 | <LOD 2,65 |6518+132
Kvéten 0,87 £ 0,06 <LOD 82,33+0,51 | 16,8+ 0,45 34,51 +0,6 65,49+0,6 <LOD 2,82 80,25+ 0,19
9150 (FB; BB) Cerven 18,54 + 1,72 | <LOD 52,55+1,43 | 2891+0,29 | 23,5+2,73 | 6536+2,73 | 11,14+0,01 2,75 56,1 + 2,04
Cervenec 36,59+2,88 | 047+0,01 |4794+2,49 |15+04 60,65+0,91 | 39,35+0,91 | <LOD 2,61 76,41+£0,9
9158 (FB; BB) Cerven 11,36 +1,13 | 0,88+0,18 | 70,93+ 1,57 | 16,83 +0,63 | 27,18+ 0,58 | 72,82+ 0,58 | <LOD 291 78,26 + 0,59
Cerven 8,77+2,91 | <LOD 69,94 +2,43 | 21,29+ 0,48 | 27,09£2,49 | 72,91+2,49 | <LOD 2,75 | 71,05 +2,82
9204 (FABB) & venec | 515£2,15 | 0,57£0,02 | 72,57 £0,06 | 21,71 2,23 | 53,36 £0,54 | 46,64 £ 0,54 | <LOD 2,62 | 77,94+0,4
Kvéten 3,13£0,4 |<LOD 71,32+0,48 | 25,55 +0,08 | 26,79+ 1,15 | 73,21+ 1,15 | <LOD 2,64 | 79,18+0,08
9731 (N; BB) Cerven 467+0,6 | <LOD 74,6+0,51 | 20,72+0,09 | 41,35+ 1,42 | 54,69+1,97 | 3,96 +0,55 2,79 | 77,8+077
Cervenec | 7,91£0,97 |0,42+0,06 | 69,88+1,69 | 21,78+0,78 | 38,57 +1,18 | 61,43 +1,18 | <LOD 2,54 | 7638+158
9737 (FB; BB) Cerven 1,17+0,03 |0,62+0,08 | 75,87+0,9 | 22,35+0,84 | 45,06+ 1,19 | 48,57 +0,88 | 6,37 +0,3 2,77 | 68,04 +0,07
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Tabulka ¢. 6: Pokracovani

Identifika¢ni Cislo

zvirete (genotyp Mésic os1-CN as2-CN B-CN k-CN o-La B-LgA B-LgB Proteiny X CN

os1-CN; k-CN) odbéru (% zCN) (% zCN) (% z CN) (% z CN) (% z WP) (% z WP) (% z WP) (%) (%)
9737 (FB; BB) Cervenec 292+059 |0,75+0,13 | 71,24+1,83 | 25,09+1,37 | 47,79+0,34 | 52,21 +0,34 | <LOD 2,63 68,03 + 1,84
9762 (FB; BB) Cerven 8,621+4,61 0,77+0,13 | 74,32 +5,95 | 16,29+1,21 | 37,2+0,12 49,85+3,91 | 12,95+4,03 2,79 57,93 +5,11
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5.1. Vliv faze laktace na obsah bilkovin v mléce

V Grafech ¢. 1, €. 2 a ¢. 3 jsou znazornény zmény v celkovém obsahu bilkovin v mléce
a v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakei v mléénych bilkovinach v zavislosti na fazi
laktace. Jelikoz byly vzorky odebirany v mésicich kvéten, ¢erven a Cervenec, je v grafech
znazornén vyvoj zastoupeni bilkovin a jednotlivych bilkovinnych frakci pouze ve tfech
mesicich z celého lakta¢niho obdobi. Statistické vyhodnoceni vlivu faze laktace na obsah
bilkovin na zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakeci v mléce je uvedeno v Tabulkach €. 7,

¢.8ac.9.

Graf €. 1: Celkovy obsah bilkovin v mléce v jednotlivych mésicich odbéru vzorku.
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Tabulka €. 7: Statistické vyhodnoceni vlivu faze laktace na celkovy obsah bilkovin v mléce

(o = 0,05).

Mésic odbéru p-hodnota
Kvéten x Cerven p = 0,000340
Kvéten x Cervenec p = 0,000309
Cerven x Cervenec p =0,461658

v

Z Grafu ¢. 1 je patrné, ze v danych mésicich obsah bilkovin postupné klesa. Statisticky
vyznamny rozdil v obsahu bilkovin byl ale zjistén pouze ve vzorcich mléka odebranych
Vv kvétnu a vzorky mléka odebranymi v ostatnich mésicich. Rozdil mezi ¢ervnem a Cervencem

neni statisticky vyznamny na zvolené hladin€ pravdépodobnosti.

Graf ¢. 2: Primérné zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci z celkovych CN v mléce

V jednotlivych mésicich odbéru vzorku.
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Tabulka ¢. 8: Statistické vyhodnoceni vlivu faze laktace na zastoupeni jednotlivych

kaseinovych frakci v mléce (o = 0,05).

as1-CN as2-CN B-CN k-CN
Mésic odbéru p-hodnota
Kvéten x Cerven p=0,013169 | p=0,410405 p=0,002976 | p=0,052688
Kvéten x Cervenec | p=0,000042 | p=0,003387 p=0,000209 | p=0,115036
Cerven x Cervenec | p=0,046848 | p=0,004025 p=0,479695 | p=0,414504

Z Grafu ¢. 2 a Tabulky ¢. 8 je zfejmé, Zze v jednotlivych mésicich je nejvice proménlivé

zastoupeni as1-CN. Jeho obsah je nejvétsi v Cervenci. Naopak obsah B-CN postupné klesa

a Vv cervenci je nejmensi. V zastoupeni B-CN je statisticky vyznamny rozdil mezi kvétnem

a ostatnimi mésici. Zastoupeni as2-CN se statisticky vyznamné 1i§i mezi cervencem

a ostatnimi mésici. Nejstabilngjsi kaseinovou frakei je k-CN, jehoz zastoupeni se statisticky

vyznamné neli$i v zddném z mésicu.

Graf ¢. 3: Primérné zastoupeni jednotlivych frakei syrovatkovych bilkovin z celkovych WP

Vv jednotlivych mésicich odbéru vzorku.

80

70

Kvéten

Cerven

Meésic odbéru

Cervenec

Ho-Lla(%zWP)
M B-LgA (% zWP)
4B -LgB (% z WP)

33




Tabulka €. 9: Statistické vyhodnoceni vlivu faze laktace na zastoupeni jednotlivych frakci

syrovatkovych bilkovin v mléce (o = 0,05).

o-La B-LgA B-LgB
Mésic odbéru p-hodnota
Kvéten x Cerven p=0,404953 | p=0,761679 p = 0,305191
Kvéten x Cervenec | p=0,000499 | p=0,000969 p = 0,936631
Cerven x Cervenec | p = 0,000000 p = 0,000008 p = 0,037021

Z Grafu ¢. 3 a Tabulky ¢. 9 vyplyva, Ze i zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych
bilkovin se s postupujici fazi laktace méni. Nejméné zastoupenou frakci je B-LgB. Jeho obsah
se statisticky vyznamné 1i$i mezi ¢ervnem a Cervencem. V kvétnu a ¢ervnu pievazuje v mléce
obsah B-LgA nad a-La. V ¢ervenci je pomér vyrovnanéjsi a obsah B-LgA je mirné prevysen
obsahem o-La. Statisticky vyznamny rozdil v obsahu a-La a B-LgA byl pozorovan mezi

éervencem a ostatnimi meésici.

5.2. Vliv genotypii as1-CN a k-CN na obsah bilkovin v mléce

Vzorky byly odebrany od jednotlivych zvifat na zakladé jejich genotypu. Pro ucely této
diplomové prace byly zjistény genotypy pro kaseinové frakce asl-CN a k-CN. Kombinace
alel a pocet zvifat, u nichZ se tyto kombinace vyskytuji, jsou uvedeny v Tabulkach ¢. 2 a €. 3.

Vliv genotypti asl-CN a k-CN na celkovy obsah bilkovin v mléce je znazornén
v Grafech ¢. 4 ac¢.5. Dale byl sledovan vliv genotypti asl-CN a k-CN na zastoupeni
jednotlivych bilkovinnych frakei v mléce. V Grafech ¢. 6 a ¢. 8 je uvedeno primeérné
procentualni zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci z celkovych CN. Primérné
procentualni zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin z celkovych WP
je uvedeno v Grafech ¢. 7 a¢. 9.

Statistické vyhodnoceni vlivu genotypli as1-CN a x-CN na obsah bilkovin v mléce
je uvedeno v Tabulkach ¢. 10 a €. 11, statistické vyhodnoceni vlivu genotypl na zastoupeni
jednotlivych kaseinovych frakei v Tabulkach ¢. 12 a ¢. 14 a statistické vyhodnoceni vlivu
genotyptll na zastoupeni jednotlivych frakei syrovatkovych bilkovin v Tabulkach ¢. 13 a €. 15.
Genotyp pro k-CN BG nebyl zahrnut do statistického hodnoceni, protoze od zvitete s timto
genotypem byl odebrén jediny vzorek mléka.
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Graf ¢. 4: Zavislost mezi celkovym obsahem bilkovin v mléce a genotypem as1-CN.
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Tabulka €. 10: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu as1-CN na celkovy obsah bilkovin

v mléce (a = 0,05).

Genotyp as1-CN | p-hodnota
FAXFB p =0,075720
FA X FF p =0,718264
FB x FF p =0,001519

Z Grafu ¢. 10 vyplyva, ze nejvyssi obsah bilkovin v mléce zajistuje kombinace alel F a B

pro as1-CN, zatimco nejnizsi je pro genotyp FF. Statisticky vyznamné se 1isi pravé obsah

bilkovin v mléce koz s genotypem FB a FF.
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Graf €. 5: Zavislost mezi celkovym obsahem bilkovin v mléce a genotypem k-CN.
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Pozn.: Pro genotyp BG byl analyzovan pouze jeden vzorek mléka.

v

Tabulka ¢. 11: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu k-CN na celkovy obsah bilkovin
v mléce (a = 0,05).

Genotyp x-CN p-hodnota
AA x AB p = 0,005080
AA x BB p = 0,000401
AA x BC p = 0,029974
AA X CC p = 0,263000
AB x BB p =0,759233
AB x BC p =0,249211
ABx CC p=0,251634
BB x BC p = 0,189305
BB x CC p=0,177434
BCxCC p = 0,620257
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Nejvyssi obsah bilkovin v mléce byl zjistén v mléce kozy s genotypem BG a nejnizsi obsah
v mléce kozy s genotypem AA. Toto zjisténi nemusi byt zcela odpovidajici, jelikoz se v dané
skupin€ zvifat, od kterych byly odebirany vzorky, vyskytuje pouze 1 koza s kazdym z téchto
dvou genotypt pro k-CN. Mezi genotypy k-CN, které byly zastoupeny vétsim poctem zvifat,

neni v obsahu bilkovin v mléce statisticky vyznamny rozdil.

Graf ¢. 6: Procentualni zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakei z celkovych CN

Vv zavislosti na genotypu as1-CN.
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Tabulka ¢. 12: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu asl-CN na zastoupeni jednotlivych
kaseinovych frakei z celkovych CN (a = 0,05).

as1-CN as2-CN B-CN k-CN
Genotyp as1-CN p-hodnota
FA X FB p = 0,461454 p = 0,387495 p = 0,404982 p =0,395130
FA x FF p=0,117020 p =0,071102 p = 0,625278 p = 0,042305
FB x FF p = 0,000591 p =0,141898 p =0,957258 p = 0,039204

Z Grafu ¢. 6 plyne, Ze zastoupeni as1-CN a as2-CN je nejvétsi v mléce koz s genotypem FB.
B-CN ma nejvétsi zastoupeni v mléce koz s genotypem FA a x-CN je zastoupen v nejvetsi
mife v mléce koz s genotypem FF. Rozdily v zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci jsou
vobsahu oasl-CN na stanovené hladiné pravdépodobnosti statisticky vyznamné
mezi genotypy FB a FF a vobsahu x-CN mezi genotypem FF a ostatnimi genotypy,

jak je dolozeno v Tabulce ¢. 12.

Graf ¢. 7: Procentudlni zastoupeni jednotlivych frakei syrovatkovych bilkovin z celkovych

WP v zavislosti na genotypu as1-CN.
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Tabulka ¢. 13: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu as1l-CN na zastoupeni jednotlivych
frakci syrovatkovych bilkovin z celkovych WP (o = 0,05).

a-La B-LgA p-LgB
Genotyp as1-CN p-hodnota
FAXFB p =0,977403 p =0,790042 p =0,467351
FA X FF p =0,357584 p=0,517378 p =0,265994
FB x FF p =0,199334 p=0,137134 p =0,438393

Z Grafu €. 7 je ztejmé, Ze pro vSechny genotypy je nejvice zastoupenou frakci WP B-LgA
a v nejmensim mnozstvi se vyskytuje B-LgB. Byly zjistény rozdily v zastoupeni jednotlivych
frakci WP v zavislosti na genotypu as1-CN, nicméné mezi zadnymi z genotypd nebyl rozdil

statisticky vyznamny.

Graf ¢. 8: Procentualni zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakei z celkovych CN

Vv zavislosti na genotypu k-CN.
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Pozn.: Pro genotyp BG byl analyzovan pouze jeden vzorek mléka.
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Tabulka ¢. 14: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu k-CN na zastoupeni jednotlivych
kaseinovych frakci z celkovych CN (a = 0,05).

aS1-CN aS2-CN B-CN K-CN
Genotyp k-CN p-hodnota
AA X AB p = 0,341307 p =0,957661 p = 0,514991 p = 0,646126
AA x BB p = 0,644407 p =0,892858 p =0,132844 p =0,329892
AA xBC p =0,883618 p =0,261652 p =0,057041 p =0,165543
AA X CC p = 0,698536 p =0,220672 p =0,245279 p = 0,066053
AB x BB p =0,175756 p=0,737197 p =0,926391 p =0,172007
AB x BC p = 0,338937 p = 0,303107 p =0,492414 p = 0,104942
ABx CC p = 0,802264 p = 0,246888 p = 0,394537 p = 0,026644
BB x BC p = 0,390301 p=0,204276 | p=0,447144 | p=0,241879
BB x CC p = 0,840553 p=0,142965 | p=0,188971 | p=0,028224
BC x CC p = 0,660550 p=0547615 | p=0,464215 | p=0,184567

Frakce as1-CN byla nejvice zastoupenou v mléce koz s genotypem BC a nasledné AB. as2-
CN byl ve vSech piipadech v zanedbatelném zastoupeni a u genotypu BG a CC byla tato
frakce pod mezi detekce. V mléce kozy s genotypem BG byl pod mezi detekce as1-CN i as2-
CN. Frakce B-CN tak u tohoto vzorku zastupovala vice nez 90 %. Z ostatnich vzorkl bylo
primérné zastoupeni B-CN nejvyssi u genotypu AA. Primérné zastoupeni k-CN bylo nejvyssi
u genotypu CC. Statisticky vyznamné se lisil pouze obsah k-CN mezi genotypy AB a CC
a mezi genotypy BB a CC.
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Graf €. 9: Procentudlni zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin z celkovych

WP v zévislosti na genotypu k-CN.
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Pozn.: Pro genotyp BG byl analyzovan pouze jeden vzorek mléka.

Tabulka ¢. 15: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu k-CN na zastoupeni jednotlivych

frakei syrovatkovych bilkovin z celkovych WP (a = 0,05).

a-La B-LgA B-LgB
Genotyp k-CN p-hodnota
AA x AB p =0,652169 p = 0,452501 p =0,657419
AA x BB p =0,915177 p =0,610833 p =0,451127
AA X BC p = 1,000000 p = 1,000000 p = 1,000000
AA X CC p = 0,698536 p = 0,698536 p = 0,698536
AB x BB p =0,042426 p = 0,084801 p =0,274318
AB x BC p =0,105638 p =0,062422 p = 0,346406
AB x CC p = 0,802264 p = 0,960056 p =0,657419
BB x BC p =0,599353 p =0,296262 p =0,154630
BB x CC p =0,181125 p =0,400768 p =0,451127
BC x CC p =0,464215 p =0,464215 p =0,883618
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Z Grafu ¢. 9 vyplyva, Ze nejvice zastoupenou frakci WP byla ve vétsing pripada frakce -
LgA. Pro genotyp CC je zastoupeni a-La a B-LgA nejvyrovnangjsi s nepatrnou pievahou a-
La. Pouze u genotypu BG vyrazné pievazuje zastoupeni a-La nad B-LgA. Frakce B-LgB byla
stanovena pouze v mléce koz s genotypem AB a BB. Z Tabulky €. 15 je patrné, Ze rozdily
Vv zastoupeni jednotlivych frakci WP v zavislosti na genotypu k-CN nejsou az na jednu

vyjimku statisticky vyznamné.

5.3. Vliv genotypii as1-CN a k-CN na syritelnost mléka

Ve Vyzkumném ustavu mlékarenském byla stanovena syfitelnost jednotlivych vzorkd mléka.
Syfitelnost je schopnost mléka srazet se syfidlem v disledku koagulace kaseinli a vytvaiet
tak syfeninu pozadovanych vlastnosti. Pro kazdy vzorek byla stanovena syfitelnost mléka
jako casovy interval (minuty) od pfidani syfidla do objeveni prvnich vlocek sraZejiciho
se kaseinu.  Zavislost syfitelnosti na genotypu asl-CN a «k-CN je zobrazena
v Grafech ¢. 10 a ¢. 11.

Graf ¢. 10: Zavislost syfitelnosti na genotypu as1-CN.
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Tabulka ¢. 16: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu asl-CN na syritelnost mléka

(o0 =0,05).
Genotyp as1-CN p-hodnota
FA X FB p =0,505918
FA X FF p =0,507459
FB x FF p =0,974428

V Grafu ¢. 10 jsou patrné urcité rozdily v syfitelnosti mléka. Primérné nejrychleji se zacaly

tvofit vlocky kaseinu v mléce koz sgenotypem FB, naopak nejpomaleji v mléce koz

s genotypem FA. Rozdily v syfitelnosti vSak nejsou statisticky vyznamné.

Graf ¢. 11: Zavislost syfitelnosti na genotypu k-CN.
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Pozn.: Pro genotyp BG byl analyzovan pouze jeden vzorek mléka.
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Tabulka €. 17: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu k-CN na sytitelnost mléka (o = 0,05).

Genotyp k-CN p-hodnota
AA x AB p =0,103988
AA x BB p =0,474946
AA x BC p =0,672604
AA x CC p =0,386477
AB x BB p =0,113380
AB x BC p =0,244726
AB x CC p = 1,000000
BB x BC p =0,536489
BB x CC p=0,717990
BCxCC p =0,591208

Vliv genotypu k-CN (Graf ¢. 11) na syfitelnost mléka je vyraznéjsi nez vliv genotypu as1-CN
(Graf ¢. 10). Primérné nejrychlejsi vytvoreni vlo¢ek kaseinu bylo pozorovano v mléce kozy
s genotypem BG a nasledné¢ AA. Primérné nejpomalejsi nastup koagulace byl v mléce koz
s genotypem AB a nasledné¢ BB. Ani zde, stejn¢ jako v piipad¢ vlivu genotypu oasl-CN

na syfitelnost, nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil v syfitelnosti mléka.
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6. DISKUZE

Zkoumani polymorfismu genit mlécnych bilkovin ma velky potencidl pro vylepSeni vlastnosti
jako je obsah proteinii v mléce a jejich vytéznost pii zpracovani mléka. V této diplomové
praci byl hodnocen vliv rozdilného genotypu as1-CN a rozdilného genotypu k-CN na celkovy
obsah bilkovin a na procentudlni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v kozim mléce.
Oveérovany byly hypotézy, ze se zastoupeni a obsah jednotlivych bilkovinnych frakci v mléce
lisi v z&vislosti na genetické pfisluSnosti a idividualité dojeného zviiete a v zavislosti na fazi
laktacniho obdobi. Dale byl hodnocen Vliv rozdilného genotypu asl-CN a rozdilného
genotypu k-CN na syfitelnost mléka. K hodnoceni byly pouzity vzorky mléka plemene koza
bila kratkosrsta.

Ve vzorcich mléka tvofily kaseinové bilkoviny primérmé 69,4 + 8 % z celkovych
bilkovin. To je o néco mén¢, nez byva obecné pro kozi mléko uvadéno (Moioli et al., 1998;
Hilali et al., 2011; Selvaggi et al., 2014), tedy 80 % kaseinovych ku 20 % syrovatkovym
bilkovinam. V diplomové praci Opravilové (2017), na kterou tato prace metodicky navazuje,
bylo zastoupeni kaseinti také niz$i a zaroven se liSilo ve vzorcich mléka dvou plemen.
Ve vzorcich mléka plemene koza sanskd bylo zastoupeni kaseini 76,43 + 12,22 %
ave vzorcich mléka plemene koza bild kratkosrstd 73,37 + 8,28 % na jedné farmé
a65,19+9,62 % na farm¢ druhé. Je tedy pravdépodobné, Ze pomér kaseinovych bilkovin
ku syrovatkovym se mirn¢ 1isi a to nejen v zavislosti na plemeni.

Celkové se ve vSech vzorcich mléka pohybovaly hodnoty procentualniho zastoupeni

jednotlivych bilkovinnych frakci v téchto rozmezich:

e 0sl-CN <0,02 - 58,45 % z CN (primérné 6,23 + 9,11 %)

e 0s2-CN <0,05 - 2,83 % z CN (primérmné 0,41 + 0,55 %)

e B-CN 25-90,7 % z CN (primeéré 71,48 + 10,46 %)
¢ K-CN 9,3-33,4%zCN (primérné 21,88 + 4,80 %)
e ola 20,84 — 66,01 % z WP (primeérné 42,49 + 11,67 %)
e B-LgA 33,99 - 79,16 % z WP (primeérné 55,40 + 11,68 %)
e B-LgB <0,02 - 26,38 % z WP (primémé 2,11 + 4,77 %)
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6.1. Vliv genotypu as1-CN na sloZeni a obsah bilkovin

V genetické vybaveé jednotlivych zvifat byly zjistény alely A, B a F pro as1-CN. Varianty
A aB se tadi do skupiny silnych alel. Varianta F patii mezi slabé alely. Tato alela
se vyskytovala ve vSech piipadech a konkrétni genotypy pro asl-CN byly heterozygotni FA
a FB a homozygotni FF. Podle Sztank6ové et al. (2007) se plemeno koza bila kratkosrsta radi
spolu s plemeny koza hnéda kratkosrsta, koza sanska a koza alpska mezi plemena s vysokou
frekvenci vyskytu alely F pro as1-CN.

Nejvyssi celkovy obsah bilkovin v mléce zajistovala kombinace alel F a B. Primérny
celkovy obsah bilkovin v mléce koz s genotypem FB byl 2,68 + 0,23 %. Maximalni stanovena
hodnota u kombinace F a B byla 3,26 % a minimalni hodnota 2,17 %. Genotyp FA daval
primérné 2,56 + 0,17 % bilkovin v mléce. Nejnizsi celkovy obsah bilkovin byl zjistén
v mléce koz homozygotnich pro asl-CN sgenotypem FF, ve kterém bylo stanoveno
primérmné 2,53 + 0,26 % bilkovin. Na zvolené hladin¢ vyznamnosti byl statisticky vyznamny
rozdil v celkovém obsahu bilkovin v mléce koz s genotypem FB a FF. U ostatnich kombinaci
obsah bilkovin v mléce zvifat S homozygotnim genotypem FF.

Zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakei se v zavislosti na genotypu as1-CN mirné
lisilo. Nejvétsi zastoupeni mél podle predpokladu ve vSech variantach B-CN, néasledovany «-
CN, as1-CN a v nejmenSim zastoupeni byl vZdy as2-CN. Zastoupeni B-CN bylo nejvyssi
u genotypu FA (75,65 + 550 %) a nejnizsi u genotypu FF (70,43 + 12,78 %). Rozdily
vSak nebyly statisticky vyznamné. Zastoupeni k-CN bylo protichiidné oproti zastoupeni B-CN,
tedy nejvyssi u genotypu FF (23,32 + 4,94 %) a nejnizsi u genotypu FA (20,08 + 3,81 %).
V tomto ptipadé byl prokazan i statisticky vyznamny rozdil v obsahu k-CN. Frakce as2-CN
méla velmi malé zastoupeni v porovnani s ostatnimi frakcemi. Nejvyssi zastoupeni as2-CN
bylo u genotypu FB (0,44 + 0,54 %). Velmi malé zastoupeni této frakce lze vysvétlit
vyskytem alely F v genotypu vSech zvifat, od kterych bylo odebrano mléko. Také Rodriguez
et al. (2015) zjistili, Ze as2-CN byl v nejmensi mife zastoupeny v mléce koz, u nichz
se vyskytovala alela E nebo F. Vliv alel E a F na zastoupeni kaseint potvrdili i Caravaca
et al.(2009). Podle teéchto autori tyto dve alely vyrazné snizovaly miru syntézy as1-CN.

Gen CSN1SI1, pro ktery byly rozliSeny vySe zminéné alely A, B a F, je gen kodujici
bilkovinnou frakci as1-CN. Frakce as1-CN meéla nejvétsi zastoupeni v piipadé genotypu FB,
konkrétn€ 6,97 + 8,17 %. Zaroven byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni této

frakce mezi genotypy FB a FF. Devold et al. (2011) uvadi, Ze s rostoucim obsahem as1-CN
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by mél rist i celkovy obsah bilkovin v mléce. Tento jev byl potvrzen, mléko koz s kombinaci
alel F a B obsahovalo nejvétsi celkové mnozstvi bilkovin a zaroven i nejvétsi zastoupeni asl-
CN.

Procentualni zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin se Vv zavislosti
na genotypu osl-CN pfili§ neliSilo a mezi genotypy nebyl potvrzen zadny statisticky
vyznamny rozdil. Nejvice zastoupeny byl ve vSech piipadech B-LgA, ktery vzdy tvofil vice
nez 50 % syrovatkovych bilkovin. Jeho nejvyssi primérna hodnota byla namétena u genotypu
FF (57,21 + 10,44 %). Frakce a-La byla vZdy v niz§im zastoupeni nez B-LgA. Ke stejnému
zavéru dosli Moatsou et al. (2008). Frakce s nejniz§im procentem vyskytu byla B-LgB
a nejvyssi primérna hodnota 2,26 + 4,23 % byla stanovena u genotypu FF.

Podle Sztankoové et al. (2007) je hlavni vyhodou pii hodnoceni polymorfismu
mléénych bilkovin to, Ze genotypy mohou byt stanoveny hned pfi narozeni a to u samcil
I Usamic, zatimco celkovy obsah proteinti a jejich vytéznost mohou byt stanoveny pouze
u samic a to az po porodu. Gen CSN1S1 ma dilezity vliv na obsah bilkovin v kozim mléce.
Praktické vyuziti genu CSN1S1 do budoucna zaleZi na frekvenci vyskytu jednotlivych alel
v dané populaci.

Mezi genotypy FA a FB nebyly prokazany zadné statisticky vyznamné rozdily
na stanovené hladiné vyznamnosti. To pravdépodobné odpovida skuteCnosti, ze oba dva
genotypy zahrnuji jednu alelu slabou a druhou silnou. Vysledky Vv zastoupeni jednotlivych
bilkovinnych frakci by se mohly vice liSit ve skupiné zvifat, ve které by se vyskytovaly
I genotypy homozygotni pro silnou alelu. Ve skupiné koz, od kterych byly odebirany vzorky
pro ucely této diplomové prace, se vzdy vyskytovala alespon jedna slaba alela, proto nelze
o¢ekavat vyrazné rozdily v obsahu bilkovin a procentudlnim zastoupeni bilkovinnych frakei

mezi danymi genotypy.

6.2. Vliv genotypu k-CN na sloZeni a obsah bilkovin

Pro gen CSN3, ktery koduje bilkovinu k-CN, byly v dané skupiné zvifat rozliSeny alely A, B,
C a G. VSechny tyto alely se fadi do stejné skupiny podle isoelektrického bodu. Nejvice
zastoupenou alelou byla alela B nasledovana alelou A. Podle Moatsou et al. (2008) jsou tyto
dvé alely nejrozsifenj$i u vétSiny evropskych plemen koz. Konkrétni genotypy byly
homozygotni AA, BB a CC a heterozygotni AB, BC a BG. V dané skupin€ zvifat byl
nejcetnéjsi genotyp BB a od koz s timto genotypem bylo odebrano 102 vzorka. Genotypy AA
a CC se vyskytovaly pouze u jednoho zvifete a od kazdé kozy byly odebrany 2 vzorky.
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Genotyp BG zastupoval pouze 1 vzorek, proto tento genotyp nebyl zahrnut do statistického
vyhodnoceni. Velké rozdily v poctu vzorki od rtznych genotypi mohou ovlivilovat
statistické hodnoceni. Pokud by existovalo od kazdého genotypu stejné a dostatecné velké
mnozstvi vzorki, byly by rozdily prikazné;jsi.

Celkovy pramérny obsah bilkovin byl nejvyssi ve vzorku mléka kozy s kombinaci alel
B a G pro k-CN. Tento vzorek obsahoval 2,77 % bilkovin. Ve vzorcich mléka koz s genotypy
AB a BB byl celkovy primérny obsah bilkovin nizsi, ale Vv této skupiné byla soucasné
ve vzorcich mléka kozy s genotypem AA (2,06 = 0,06 %). Statisticky prikazny byl rozdil
Vv celkovém obsahu bilkovin mezi genotypem AA a genotypy AB, BB a BC. Caravaca
et al.(2009) shodné stanovili vyssi obsah bilkovin v mléce koz s genotypem AB a BB oproti
genotypu AA.

Zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci se vlivem genotypu k-CN lisilo,
avsak pravdépodobné kvili nerovnému mnozstvi vzorkil od riznych genotypl nebyly rozdily
ve vétsing pripadl statisticky prikazné. Nejvyssi zastoupeni opét mél B-CN, nasledovany k-
CN, asl-CN a nejméné byl zastoupen as2-CN. Vzorek mléka kozy s genotypem BG
obsahoval nejvyssi mnozstvi B-CN a naopak v ném nebyl detekovan zadny as1-CN ani os2-
CN. Absence téchto dvou frakci byla tedy vyrovnana vys$$im obsahem B-CN a nikoliv
snizenym celkovym obsahem bilkovin. Obdobné v ptipad¢ genotypu CC byly ve vSech
vzorcich mléka asl-CN a as2-CN pod mezi detekce. Homozygotni kombinace alel
poskytovaly niz8i zastoupeni as1-CN nezZ heterozygotni kombinace. Procentudlni zastoupeni
k-CN v mléce bylo nejvyssi u genotypu CC (29,24 £ 3,32 %) a statisticky vyznamng se liSilo
mezi genotypem CC a genotypy AB a BB.

Vliv genotypu k-CN na zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin byl
vyraznéjsi nez vliv genotypu as1-CN. U genotypti AA, AB, BB a BC prevladal 3-LgA nad a-
La. U genotypu CC bylo jejich zastoupeni vyrovnané s mirnou pievahou a-La. Vzorek mléka
kozy s genotypem BG mél pomér a-La a B-LgA opacny, vyrazné prevazovalo zastoupeni o-
La. V praci Hejtmankové et al. (2012) bylo rovnéz stanoveno vyssi zastoupeni frakce a-La
oproti frakci B-Lg. Byl pozorovan vliv genu CSN3 na mozny vyskyt frakce B-LgB. V piipadé
genotypll AA, BC, BG a CC byla tato frakce ve vSech vzorcich mléka pod mezi detekce. -
LgB byl identifikovan pouze ve vzorcich mléka koz s genotypy AB a BB, pficemz u genotypu
BB bylo jeji primérné zastoupeni vyssi (2,49 + 5,21 %). Nejvyssi naméfend hodnota B-LgB
byla 26,36 % pro genotyp BB a 12,02 % pro genotyp AB.
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6.3. VIiv faze laktace na sloZeni a obsah bilkovin

V pribéhu laktaéniho obdobi byl postupné pozorovan pokles v celkovém obsahu bilkovin
vV kozim mléce. Nejvyssi celkovy obsah bilkovin byl zjistén ve vzorcich mléka odebranych
V kvétnu. Primérny obsah bilkovin v mléce v tomto mésici €inil 2,795 + 0,25 % a maximalni
naméfena hodnota byla 3,26 %. Tato hodnota byla celkové nejvyssi ze vSech analyzovanych
vzorkli mléka. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi kvétnem a ostatnimi mésici
odbéru vzorkli mléka, tedy Cervnem a Cervencem. V Cervnu a v Cervenci byl zaznamenan
pokles celkového obsahu bilkovin. V Cervnu Cinil primérny obsah bilkovin Vv mléce
2,60 £0,21 % s maximalni naméfenou hodnotou 3,01 %. V tomto mésici byla namétena
I celkoveé nejnizsi hodnota, a to 2,02 % bilkovin v mléce. V Cervenci byl primérny obsah
bilkovin 2,57 £+ 0,24 %. Nejvyssi namétfena hodnota byla 3,2 % a nejnizsi 2,08 %. Maximalni
1 minimalni hodnota naméfend v mésici Cervenci byla tedy vyssi nez maximalni a minimalni
hodnota naméfend v Cervnu, celkovy prumérny obsah bilkovin byl ale nepatrné vyssi
v ¢ervnu. Vysledky v celkovém obsahu bilkovin v mléce v mésici Cervnu a Cervenci se lisi,
ale nebyl mezi nimi na stanovené hladiné vyznamnosti prokazan statisticky vyznamny rozdil.
Celkovy obsah bilkovin stanoveny ve vzorcich mléka odpovida primérné hodnoté uvadéné
Svazem chovatelti ovci a koz (n. d.) pro plemeno koza bila kratkosrsta. Uvadi, Ze se obsah
bilkovin v mléce tohoto plemene primérné pohybuje kolem 2,7 %.

Stanovené vysledky souhlasi s vysledky stanovenymi ostatnimi autory (Fekadu et al.,
2005; Hejtmankova et al., 2012; Mestawet et al., 2012; Inglingstad et al., 2016), ktefi zjistili,
ana konci laktace nejvyssi. Pro tcely této diplomové prace byly vzorky odebrany pouze
v mésicich kvéten, Cerven a Cervenec, tedy v pocatecni a prostiedni ¢asti z celého lakta¢niho
obdobi. Lakta¢ni obdobi bézné trva od bfezna do fijna. Nejvyssi primérny obsah bilkovin byl
zjistén v mésici kvétnu, tedy na zacatku laktacniho obdobi. Niz8i hodnoty byly namétfeny
v mesicich ¢erven a Cervenec, které odpovidaji prostfedni ¢asti laktace. Tato prace nepokyva
konec¢nou fazi lakta¢niho obdobi, nicméné z namérenych vysledkl a z vysledkii stanovenych
vySe uvedenymi autory lze predpokladat, ze celkovy obsah bilkovin bude ke konci laktace
nartistat.

Z vysledku analyz vyplyva, Ze i zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci se béhem
lakta¢niho obdobi lisi. Nejvice zastoupenou kaseinovou frakci byl ve vSech ptipadech B-CN,
ktery vzdy tvofil vice nez 60 % z celkovych CN. Nésledovalo zastoupeni k-CN, asl-CN

avnejmensi mife se vzdy vyskytoval as2-CN. Zastoupeni as1l-CN bylo v jednotlivych
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mesicich nejproménlivéjsi. Jeho primérné zastoupeni postupné vzrustalo od kvétna
do Cervence, s primérnymi hodnotami 2,74 + 4,65 % v kvétnu, 5,78 £ 7,68 % Vv Cervnu
a 8,53+ 11,54 % v ¢ervenci. S fazi laktace byl zaznamenan i narust as2-CN, jehoz primérné
zastoupeni ¢inilo 0,19 + 0,27 % v kvétnu, 0,29 £+ 0,40 % v ¢ervnu a 0,65 £ 0,71 % v Cervenci.
V zastoupeni B-CN byla pozorovana opacna tendence, tedy nejvyssi zastoupeni bylo zjisténo
v kvétnu (76,88 + 4,90 %) a nejnizsi v Cervenci (69,03 + 11,99 %). Nejstabilné;si kaseinovou
frakci byl k-CN. Jeho zastoupeni se mirn¢ liSilo, nejvyssi primérné hodnoty byly naméfeny
v ¢ervnu (22,56 £+ 5,51 %), nicméné rozdily v obsahu k-CN mezi v§emi mésici odbéru vzorku
nebyly statisticky vyznamné na zvolené hladin¢ vyznamnosti. Z vysledkt analyz lze vyvodit,
ze s postupujici fazi laktace klesalo zastoupeni B-CN a naopak rostlo zastoupeni oasl-CN
a as2-CN. Inglingstad et al. (2016) pozorovali opa¢né vysledky. Relativni zastoupeni B-CN
bylo nejvyssi uprostied laktace a relativni zastoupeni as1-CN nejnizsi. Prozatim neexistuje
mnoho studii zabyvajicich se relativnim zastoupenim jednotlivych kaseinovych frakci
Vv zavislosti na riznych faktorech. Uvedend studie se tykala populace norskych koz, zatimco
Vv této praci bylo hodnoceno mléko plemene koza bild kratkosrstd. Je mozné, ze zastoupeni
jednotlivych kaseinovych frakci se v priabéhu laktace li§i i pravé v zavislosti na plemeni
a dal$ich faktorech.

V procentualnim zastoupeni jednotlivych frakei syrovatkovych bilkovin Vv kozim
mléce byly také zjiStény rozdily. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v procentualnim
zastoupeni vSech frakci syrovatkovych bilkovin mezi vzorky mléka nadojenymi v ¢ervnu
aV Cervenci a Vv procentudlnim zastoupeni o-La a B-LgA mezi vzorky mléka nadojenymi
v kvétnu a v Cervenci. Nejméné zastoupeny byl ve vSech ptipadech B-LgB. Jeho obsah byl
vV porovnani S ostatnimi frakcemi syrovatkovych bilkovin minimalni a ¢inil primérné
1,70 £ 4,67 % v kvétnu, 2,85 £ 5,38 % v ¢ervnu a 1,31 + 3,89 % v Cervenci. Zastoupeni a-La
bylo nejvyssi v Cervenci (49,52 + 0,74 %). B-LgA mél nejvyssi zastoupeni v Cervnu
(59,42 + 11,73 %). Pomér mezi a-La a B-LgA se v poslednim mésici zménil. V kvétnu
a Vv cervnu VvV mléce vyrazné pievazoval B-LgA nad a-La. V Cervenci se pomér téchto dvou
WP frakci vyrovnal a mirné prevazovalo zastoupeni a-La nad B-LgA (a-La 49,52 £ 9,74 %
ap-LgA 49,17 + 9,23 %). Stanovené vysledky se lisi od vysledki ziskanych Hejtmankovou
etal. (2012). Ve své publikaci uvadéji, ze v kozim mléce s vyjimkou konce laktace vzdy
ptevazoval a-La nad B-Lg.

Byly prokazany rozdily v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v rtznych
mésicich odbéru vzorkd, konkrétné v kvétnu, Cervnu a Cervenci. Pro piesngjsi zhodnoceni
vlivu faze laktace na procentudlni zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v kozim mléce
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by vSak bylo tieba zanalyzovat vétsi mnozstvi vzorklt odebranych ve vSech mésicich

Vv pritbéhu celého lakta¢niho obdobi.

6.4. Vliv genotypu as1-CN a k-CN na syritelnost

Syfitelnost mléka se ve vSech vzorcich pohybovala od 0,49 do 4,46 minut. Pouze v mléce tii
zvifat byly naméfeny hodnoty vys$$i. Vysoké hodnoty byly ziskany v mléce kozy
s identifikacnim cislem 5862 se syfitelnosti 7,49 minut v ¢ervnu a vice nez 25 minut
v Cervenci. V kvétnu v mléce tohoto zvifete nebyla syfitelnost stanovena. Genotyp této kozy
je FF pro as1-CN a BB pro k-CN. Dalsi vysoké hodnoty syfitelnosti byly ziskany v ¢ervenci
(6,18 minut) v mléce kozy s identifikacnim c¢islem 9057 s genotypy FB pro as1l-CN a AB
pro k-CN a také v ¢ervnu v mléce kozy s identifikaénim ¢islem 7227 (12,4 minut) S genotypy
FA pro asl-CN a BB pro k-CN. Jelikoz byl v mléce kozy s identifikatnim ¢islem 5862
¢asovy interval vyjadiujici syfitelnost dlouhy ve vSech vzorcich a zaroven neni zadny zjevny
vztah mezi uvedenymi vysokymi hodnotami a genotypy, lze ptedpokladat, Ze je pomaly
nastup koagulace zplisoben jinymi, individudlnimi vlivy.

Na zvolené hladiné¢ vyznamnosti nebyl prokdzan zadny statisticky vyznamny rozdil
v syftitelnosti vzorkli mléka v zavislosti na genotypu as1-CN. Nejkratsi ¢as od ptidani syfidla
do vytvofeni prvnich vlo¢ek srazejiciho se kaseinu byl zaznamenan ve vzorcich mléka koz
s genotypem FB. Primérnd syfitelnost byla v tomto piipadé 2,09 + 0,92 minut. Primérny
Casovy interval odpovidajici syfitelnosti byl pro genotypy FA a FF vyrovnangj$i a vyssi
nez V piipadé genotypu FB. Primérna syfitelnost vzorkli mléka koz s genotypem FA byla
2,78 + 2,62 minut a primérna syfitelnost vzorkd mléka koz s genotypem FF 2,69 + 3,6 minut.
Vétsi vliv genu CSNIS1 na syfitelnost mléka se da predpokladat ve skupiné zvifat,
ve které se budou vyskytovat ve vétsi mife silné alely pro as1-CN. V dusledku piitomnosti
slabé alely F wvgenotypu vsSech zvifat, od kterych byl odebran vzorek mléka,
je pravdépodobné vliv na syfitelnost mensi a statisticky neprukazny.

Stejné jako v ptipadé genotypu as1-CN nebyl ani pro genotyp k-CN prokazan zadny
statisticky vyznamny rozdil ve vlivu na syfitelnost mléka. Rozdily v syfitelnosti vSak byly
vyrazngjsi nez v ptipadé¢ vlivu genotypu as1-CN. Nejrychlejsi vytvoreni vlocek kaseinu bylo
pozorovano ve vzorku mléka kozy s genotypem BG, kde byl ¢asovy interval 1,14 minut.
Nasledovaly vzorky mléka kozy s genotypem AA, kde byla syfitelnost primérmne¢ 1,63 + 0,41
minut. Tyto vysledky ale mohou byt zkreslené, jelikoz genotypy BG i AA se vyskytovaly

pouze u jednoho zvifete. Nejpomalejsi nastup koagulace byl zaznamenén u vzorkd od koz
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sgenotypy AB a BB. Prumérna syfitelnost byla 2,43 + 1,14 minut pro genotyp AB
a 2,37 + 2,46 minut pro genotyp BB. Rozdily v syfitelnosti mléka v zévislosti na genotypu k-
CN nejsou statisticky vyznamné pravdépodobné z divodu nerovného mnozstvi vzorkl
od jednotlivych genotypti. Stejné jako v piipadé vyhodnoceni vlivu tohoto genotypu
na zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci v mléce by bylo i zde vhodné hodnotit vétsi
a vyrovnanéjsi pocet vzorki mléka ptivodem od zvitat s rozdilnymi genotypy.

Celkové nebyly stanoveny zadné statisticky vyznamné rozdily v syfitelnosti mléka
Vv zavislosti na genotypu asI-CN ani v zavislosti na genotypu x-CN. Rozdily v hodnotach
syfitelnosti mléka jsou velké a je pravdépodobné, ze zde prevlada individualita zvirat

nad vlivem genotypu.

52



. ZAVER

genotypy FA a FB nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily na zvolené hladiné

vyznamnosti, nebot’ oba genotypy zahrnuji jednu silnou a jednu slabou alelu.

Nejcetngjsi alely pro k-CN byly alely B a A. Celkovy obsah bilkovin byl vyssi v mléce
koz s genotypy AB a BB nez v mléce koz s genotypem AA. Zastoupeni jednotlivych

bilkovinnych frakci se mezi nékterymi genotypy lisilo.

Vliv genotypu «-CN na zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin byl
vyrazngj$i nez vliv genotypu as1-CN. Byl pozorovan vliv genotypu x-CN na mozny
vyskyt frakce B-LgB. Tato frakce se vyskytovala pouze ve vzorcich mléka koz s genotypy
AB a BB.

Celkoveé byly nalezeny nékteré rozdily v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakei

i v obsahu bilkovin v kozim mléce.

Byly pozorovany zmény v obsahu bilkovin i v zastoupeni jednotlivych bilkovinnych
frakci v zavislosti na fazi laktace. Celkovy obsah bilkovin postupné od kvétna do Cervence
klesal. Po porovnani s ostatnimi studiemi je pfedpokladem, Ze na konci lakta¢niho obdobi
bude obsah bilkovin nariistat. Zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci zaviselo na fazi
laktace. Nejstabilnéjsi frakci byl x-CN, jehoz zastoupeni se v pribéhu laktace témért
nemenilo.

Na zvolené hladiné vyznamnosti nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil
Vv syfitelnosti mléka v zavislosti na genotypu as1-CN a k-CN. Vyssi vliv genotypu osl-
CN se predpoklada u skupiny zvitat s niz§im vyskytem alely F. Vliv genotypu k-CN byl
vyssi, ale rozdily byly neprtikazné. Pravdépodobné zde ptevladé individualita zvifat nad

vlivem genotypu.

Tato studie byla podpotena grantem projektu NAZV QJ1510137

Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky.
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9. PRILOHY

Ptiloha ¢. 1: Priklad vystupu ze statistického hodnoceni — dvouvybérovy t-test, rozdil

v celkovém obsahu bilkovin v mléce mezi kvétnem a ¢ervnem.

t-testy; grupovano: mésic (statistika)
Proménna Skup. 1: Cerven
Skup. 2: kvéten
Primér Primér t sv p Poc.plat Poc.plat.
Cerven kvéten Cerven kvéten
%B 2,600159| 2,795417 -3,73406 85| 0,000340 63 24
t-testy; grupovano: mésic (statistika)
Proménna Skup. 1: Cerven
Skup. 2: kvéten
Sm.odch. Sm.odch. F-pomér p
Cerven kvéten Rozptyly Rozptyly
%B 0,206151 0,247105 1,436777 0,261470

Ptiloha ¢. 2: Ptiklad vystupu ze statistického hodnoceni — Mann-Whitneyiv U-test — rozdil

v syfitelnosti mléka mezi genotypy FA a FB pro as1-CN.

Proménna

Mann-Whitneyav U Test (w/ oprava na spojitost) (statistika)
Dle promén. Genotyp as1-CN
Oznadené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000

S¢t por.
FB

S¢t pof.
FA

U

4

p-hodn.

Z
upravené

p-hodn.

Syfitelnost

5813,500

1089,500

763,5000

-0,665156

0,505951

-0,665207

0,505918

Proménna

na spojitost)

(statistika)

Mann-Whitney(v U Test (w/ oprava

Dle promén. Genotyp ?S1-CN
Oznacené testy jsou vyznamné na
hladiné p <,05000

N platn.
FB

N platn.
FA

2*1str.
presné p

Syfitelnost

100

17

0,506804
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kaseinovych frakci z celkovych CN (a = 0,05).
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61



Tabulka €. 16: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu asl-CN na syfitelnost mléka
(o =0,05).
Tabulka €. 17: Statistické vyhodnoceni vlivu genotypu k-CN na syfitelnost mléka (a = 0,05).

10.3. Seznam grafu

Graf ¢. 1: Celkovy obsah bilkovin v mléce v jednotlivych mésicich odbéru vzorku.

Graf ¢. 2: Primérné zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci z celkovych CN v mléce
Vv jednotlivych mésicich odbéru vzorku.

Graf ¢. 3: Primérné zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin z celkovych WP
Vv jednotlivych mésicich odbéru vzorku.

Graf ¢. 4: Zavislost mezi celkovym obsahem bilkovin v mléce a genotypem as1-CN.

Graf ¢. 5: Zavislost mezi celkovym obsahem bilkovin v mléce a genotypem «-CN.

Graf ¢. 6: Procentualni zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakei z celkovych CN

Vv zavislosti na genotypu as1-CN.

Graf ¢&. 7: Procentudlni zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin z celkovych

WP v zavislosti na genotypu as1-CN.

Graf ¢. 8: Procentualni zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakei z celkovych CN

Vv zéavislosti na genotypu k-CN.

Graf ¢&. 9: Procentudlni zastoupeni jednotlivych frakci syrovatkovych bilkovin z celkovych

WP v zavislosti na genotypu k-CN.

Graf ¢. 10: Zavislost syfitelnosti na genotypu as1-CN.

Graf ¢. 11: Zavislost syfitelnosti na genotypu x-CN.

10.4. Seznam priloh

Priloha ¢. 1: Priklad vystupu ze statistického hodnoceni — dvouvybérovy t-test, rozdil

V celkovém obsahu bilkovin v mléce mezi kvétnem a ¢ervnem.

Priloha ¢. 2: Piiklad vystupu ze statistického hodnoceni — Mann-Whitneytiv U-test — rozdil

Vv syfitelnosti mléka mezi genotypy FA a FB pro as1-CN.

62



