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Sledovani vybranych parametru v buvolim mléce

Souhrn

Po tisice let bylo mléko zakladem lidské stravy diky svému komplexnimu nutri¢nimu
profilu, ktery zahrnuje vesSkeré esencialni aminokyseliny, vhodny obsah tuku, sacharidQ,
vitaminy rozpustné v tucich i vodé. Vapnik je jeho hlavni slozkou z minerdlnich latek,
nasledovan fosforem a hor¢ikem. Rozdily ve slozeni mléka jsou odrazem genetickych dispozic,
klimatickych podminek, typem krmiva, plemena a taktéz krmiva ¢i zpUsobu chovu.

Rostouci poptavka po rozmanitych potravinach je hnaci silou vzniku novych drobnych
chov(, ne pfilis znamych druh hospodarskych zvifat pro ucely zpracovani mléka. V roce 2017
presahla celosvétova populace buvold 200 milionU a je stale na druhé pozici v produkci mléka
hned za mlékem kravskym, pficemz 97 % buvoll se nachazelo v Asii — 56 % v Indii, 19 %
v Pakistanu, 11 % v Cing, kde se buvol pfirozené vyskytuje a chova, podobné jako naptiklad
v Ceské republice kravy. Pouze 3 % populace buvolli byla rozprostfena na ostatnich
kontinentech. V Evropé se s buvolem muizZeme setkat tradi¢né v Italii, odkud pochazi mnoho
zndmych vyrobku jako je mozzarella di Bufala, ricotta ¢i provola. V dalSich evropskych zemich
se buvol vyskytuje v Rumunsku a Bulharsku. V soucasné dobé se zpracovanim buvoliho mléka
a produkci sezénnich vyrobkl z n&j zabyvaji pouze dvé farmy v Ceské republice.

SloZenim se kravské a buvoli mléko liSi v obsahu tuku, ktery je az dvojnasobné vyssi,
nez u mléka kravského, s ¢imz souvisi i vysSi obsah susiny. Dalsi parametry jako je obsah
bilkovin, laktézy, vitaminl ¢i mineralnich latek je s kravskym mlékem srovnatelny ¢i mirné
vysSi.

V této praci bylo cilem komparovat obsah vybranych slozek, konkrétné laktézy
a citronové kyseliny v buvolim mléce s mlékem kravskym pomoci metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie s DAD WR detektorem a zaroven porovnat vysledky pfemérené
na pfistroji MilkoScan FT 120.

V praktické ¢asti bylo analyzovano 20 vzork( syrového buvoliho mléka odebranych
z farmy Ohar a 10 vzork( syrového kravského mléka z farmy Struhy pro porovnani. Metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie s detetorem DAD WR byla zvolena z divodu ¢asové
nenarocnosti, pfesnosti a automatizovatelnosti.

Vysledky chromatografického méreni neprokazaly statisticky vyznamny rozdil v obsahu
laktézy mezi vzorky buvoliho a kravského mléka, oproti tomu byl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil v obsahu citrénové kyseliny v téchto vzorcich. U méreni pfistrojem MilkoScan
FT 120 tomu bylo pravé naopak. Problematickym aspektem pfi porovnavani chromatografie
a MilkoScanu je fakt, Ze chromatografie méfi obsah Cisté laktdzy, zatimco MilkoScan stanovuje
celkovy obsah sacharidi ve vzorku a hodnoty jsou vyssi. Metoda chromatografie ma
do budoucna velky potencial pfi zkoumani sloZeni obsahu sloZzek v mléce.

Kli¢ova slova: buvoli mléko, slozky, kvalita, syr, mikrobiologie.



Monitoring of selected parameters in buffalo milk

Summary

For thousands of years, milk has been a staple of the human diet due to its complex
nutritional profile, which includes all essential amino acids, high fat, carbohydrate, fat-soluble
and water-soluble vitamins. Calcium is its main mineral component, followed by phosphorus
and magnesium. Differences in the composition of milk reflect genetic disposition, climatic
conditions, type of feed, breed and also the feed or farming method.

The growing demand for a variety of foods is driving the emergence of new small-scale
farming, not well known species of livestock for milk processing purposes. In 2017, the global
buffalo population exceeded 200 million and is still second only to cows in milk production,
with 97% of buffalo found in Asia - 56% in India, 19% in Pakistan, 11% in China, where buffalo
are naturally found like cows. Only 3% of the buffalo population was spread across other
continents. In Europe, the buffalo is traditionally found in Italy, where many well-known
products such as mozzarella di Bufala, ricotta and provola originate. In other European
countries, the buffalo is found in Romania and Bulgaria. At present, only two farms
in the Czech Republic process buffalo milk and produce seasonal products from it.

The difference in composition between cow's milk and buffalo milk is
in the fat content, which is up to twice as high as that of cow's milk, which is linked to the
higher dry matter content. Other parameters such as protein, lactose, vitamin and mineral
content arecomparable or slightly higher than cow's milk.

In the present study, the aim was to compare and the content of selected constituents,
namely lactose and citric acid in buffalo milk with cow milk using high performance liquid
chromatography method with DAD WR detector and also to compare the results measured
on MilkoScan FT 120.

In the practical part, 20 samples of raw buffalo milk collected from Ohaf farm and
10 samples of raw cow milk from Struhy farm were analyzed for comparison. The high-
performance liquid chromatography method with DAD WR detector was chosen because of its
time saving, accuracy and automation.

The results of chromatographic measurements showed no statistically significant
difference in lactose content between buffalo and cow milk samples, whereas a statistically
significant difference in citric acid content was observed in these samples. The opposite was
true for the MilkoScan FT 120 measurements. A problematic aspect when comparing
chromatography and MilkoScan is the fact that chromatography measures the pure lactose
content whereas MilkoScan determines the total carbohydrate content of the sample and the
values are higher. The chromatography method has great potential in the future
for investigating the composition of the constituents in milk.

Keywords: buffalo milk, components, quality, cheese, microbiology.
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1 Uvod

Mléko je kompletni potravina s vyvazenym nutricnim slozenim a tvofi soucast lidské
vyZivy po tisicileti. Obsahuje vSechny esencialni aminokyseliny, vitaminy lipofilni i hydrofilni.
Z mineralnich latek dominuje vapnik, dale fosfor a horcik. Tlak ze strany konzumenta na Sirsi
Skalu vyrobk( a hledani alternativnich produktl se projevuje na rozsifeni chovu buvoll
v malém méFitku i u nas v Ceské republice. Momentalné jsou zde dvé farmy, které zpracovavaji
buvoli mléko a prodavaji sezonné vyrobky z néj.

Buvoli mléko je po kravském mléku druhym nejprodukovanéjSim mlékem na svété,
a to predevsim v zemich Asie. V Evropé je chov buvoll omezeny, rozsifil se do Itdlie, v mensi
mife do Rumunska a Bulharska. Buvoli mléko je nutricné jedno z nejbohatSich v porovnani
s ostatnimi druhy mlék, avsak informace o jeho chemickém sloZeni a fyzikalnich vlastnostech
jsou stale nedostatecné. Konkrétni rozdilnost ve sloZzeni mléka kravského a buvoliho je vyrazna
predevsim v obsahu susiny, jejiz hodnota se pohybuje v rozmezi 15-20 % u mléka buvoliho
a10,5-15 % u mléka kravského. Obsah tuku v buvolim mléce dosahuje az dvakrat vyssSich
hodnot nezZ je tomu u mléka kravského, a to konkrétné s primérnymi hodnotami 6-11 %
u buvoliho mléka a 3,5-6 % u kravského. Hodnota obsahu bilkovin je u buvoliho mléka mirné
vyssi nez u mléka kravského, stejné tak jako obsah laktozy. Chut a barva buvoliho mléka
je jedine¢na a nezaménitelna, proto by produkty z néj mohly rozsifit nabidku mlék a vyrobkd
Z néj.

Tato prace je zaméfena na stanoveni a porovnani obsahu laktdzy a citrénové kyseliny
v buvolim a kravském mléce za pomoci vysokoucenni kapalinové chromatografie. Pomoci
vysledkl budeme schopni fici, zda je buvoli mléko pfijatelnou alternativou k mléku kravskému
a zda je zde potencial do budoucna vyuZivat buvoli mléko k produkci mlécnych vyrobk(
ve velkém méfritku.
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2 Veédecka hypotéza a cile prace

Hypotézou prace je, Ze obsah laktézy a nékterych organickych kyselin je odliSny od mléka
kravského.

Cilem prace je porovnat obsah vybranych slozek, konkrétné laktézy a vybranych
organickych kyselin, ve vzorcich buvoliho mléka pomoci metod kapalinové chromatografie.
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3 Literarni reserse

3.1 Buvol

Terminem buvol se oznacuji tfi Zivoc¢isné druhy z ¢eledi turoviti (Bovidae). Témito druhy
jsou: americky bizon (Bison bison), buvol africky (Syncerus caffer) a buvol asijsky (Bubalus).
Prvni dva druhy nebyly jesté domestikovany, zatimco buvol asijsky (Bubalus bubalis),
byl domestikovan v priblizné stejnou dobu jako skot, tedy zhruba 7 000 pt. n. I. (Wahid &
Rosnina 2016).

Buvol asijsky se déli na dvé plemena: buvol fi¢ni (Bubalus bubalis bubalis) a buvol
baZzinny (Bubalus bubalis kerebau), které jsou geneticky odliSné, s rdznym poctem
chromozom(l. Buvol fiéni ma 50 chromozomd, kdeZzto buvol baZinny jen 48. Dale se lisi
morfologii, fyziologii a produkéni a reprodukéni vykonnosti (Hegde & Abdullah-Al-Zabir 2019).
Ri¢ni buvoli jsou obvykle vétsi nez bazinni, vazi 450 a7 1000 kg a jsou chovani pfedevsim pro
produkci mléka. V nékterych Castech jizni a zapadni Asie se buvol také pouziva k produkci
masa. Ri¢ni buvoli maji Eernou, & tmavé $edou barvu srsti a zatoéené rohy. Naopak buvoli
bazinni jsou mensi a lehci, obvykle vazi 330 az 450 kg a jsou chovani pfedevsim pro tazné ucely,
nékde také k produkci masa. Buvol baZinny se vyznacuje Sedou barvou srsti, svésenym krkem
a mohutnymi rovnymi rohy, jeho vyskyt prevazuje v jihovychodni Asii a Australii (Minervino et
al. 2020).

V Evropé je nejvice zastoupeny podtyp ficniho buvola — italsky stfedomorsky buvol
(Bufala Mediterranea Italiana), patrny na obrdzku 1, jez je vyuZivan k vyrobé tradi¢ni buvoli
mozzarely i jinych mlé¢nych a masnych vyrobk(. Italsky stfedomorsky buvol ma ¢ernou srst,
tmavé Sed az 600 kg (Borghese & Moioli 2016).

ou kiz
RS R

e Y e

i a hmotnost se pohybuje mezi 300
Sy o W fy oy P X e boi 2
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Obr. 1: Italsky stfedomofrsky buvol (Bufala Mediterranea Italian

Sk e

a) (Breed list 2021)
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3.1.1 Chov buvolt

V roce 2017 ¢itala svétova populace buvoll pres 200 milionG kus(, z toho 97 % pripadlo
na Asii — 56 % v Indii, 19 % v Pakistanu, 11 % v Ciné a pouze 3 % byla rozptylena na ostatnich
kontinentech (Hegde & Abdullah-Al-Zabir 2019). Nejbéznéjsim typem ustdjeni pro buvoly
je tzv. tradi¢ni systém, kde jsou buvoli prfes noc ustdjeni a pres den se vyskytuji venku
v ohrazenych prostorach (Egypt, Turecko, Itdlie). Na jihozadpadé iranu jsou buvoli celoroéné
chovani venku na pastvé, kde maji pfistup do bazin, zatimco v Kazachstanu jsou pres zimu
chovani ve stajich (Borghese & Moioli 2016).

Buvol dosahuje pohlavni dospélost ve véku 1,5 az 3 let véku. Buvoli se rozmnoZzuji po cely
rok, ale pribéh oteleni je ovlivnén srazkami, krmivem a teplotou. V Indii a Pakistanu se vétsina
buvol(l teli mezi listopadem a bfeznem. Ackoli nejéastéjsi je metoda prirozeného pareni,
praktikovdna je i uméla inseminace. Mezi nejspolehlivéjsi projevy fije jsou: ¢asté moceni,
neklid, mirny pokles dojivosti a potize s pousténim mléka. Délka cyklu u buvolu je 21-29 dni,
v zavislosti na plemeni. Doba ovulace je 10-14 hodin po skonceni obdobi fije (Hegde &
Abdullah-Al-Zabir 2019). Samice pfi zabfeznuti vaii obvykle 250-275 kg. Samci spermie
se objevuji ve véku 24 mésicll. Bfezost je u buvoll delsi, nez u skotu a pohybuje se u Fi¢nich
buvolli od 305 dni do 320 dni a u bazinnych buvoll od 320 do 340 dni. Porodni hmotnost telat
je od 26 kg do 35 kg, pficemz samdi telata jsou o 2-3 kg tézsi. Interval mezi otelenimi je 15-
18 mésic (Wahid & Rosnina 2016).

3.1.2 Dojeni buvolu

Anatomie buvolich strukl se mirné lisi od strukd skotu. Zakladem mlécné Zlazy
je sekrecni alveolus, jez je tvoren sekreCnimi burikami. Alveoly jsou obklopeny cévkami
a dohromady vytvareji laltcky. Jednotlivé ¢asti jsou spojeny mlékovody, které Usti do mlécné
7lazy. Cast ve vemeni a ¢ast ve struku, kde se mléko hromadi. Posledni &asti vyvodného
systému je struk se strukovym kandlem, ktery je obklopen svéracem z hladké svaloviny. Buvol
ma Ctyfi struky, které se nachdazeji podobné jako u skotu. Struky se liSi tvarem a velikosti.
Obecné jsou vétsi nez struky skotu. Pfedni struky jsou v priméru dlouhé 5,8 az 6,4 cm a jejich
pramér je priblizné 2,6 cm. Zadni struky jsou dlouhé 6,9 az 7,8 cm a prlimér 0 0,2 cm vétsi, nez
u strukl prednich. Zadni ¢tvrté vemene jsou o néco vétsi nez predni a obsahuji vice mléka.
Pfiblizny pomér je 60:40 (zadni:pfedni), stejné jako u skotu. Dojeni zadnich Ctvrti trva déle.
Epitel strukového kandlku je u buvol( silnéjsi a kompaktnéjsi, nez u skotu. Svéracova svalovina
kolem strukového kanalku je u buvoll silnéjsi, nez u skotu. K otevieni kandlku je proto
zapotrebi vétsi sily. To je pfi¢inou toho, Ze buvolci jsou "téZce dojitelni" (Mota-Rojas et al.
2019).

U skotu se mléko syntetizuje v alveolech a pravidelné se prendsi do velkych kanalk(
a zasobnich kanalk(i mlécné zlazy a struku. U buvoll tomu tak neni, misto toho se mléko
zadrzuje v horni, Zlaznaté ¢asti vemene, v alveolech a malych kandlcich. Mezi dvéma dojenimi
se v mlécnici neuklada zadné mléko. Proto buvolci nemaji Zddnou mlécnou frakci v zasobnich
kandlcich. Mléko je vyluCovano do mlécnice pouze pfi skute¢ném vyronu mléka.
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Fyzicka stimulace struk(, at jiZz sanim telete, nebo rukama doji¢e aktivuje receptory,
z nichZ jsou vysilany nervové impulsy do zadni hypofyzy, coZ zplisobuje sekreci hormonu
oxytocinu. Hormon je krvi prenasen do mlécné Zlazy. Vzhledem k faktu, Ze se na reflexu
vypuzeni mléka podileji jak hormony, tak nervové impulsy, nazyva se tento neurohormonalni
reflex. Oxytocin stimuluje kontrakci alveold a malych kanalk(, ¢imZ vyprazdriuje mléko do
vétsich kanalk( a strukl. Poté mUzZe byt mléko z vemene vypuzeno. Kontrakci alveoltd mohou
do jisté miry podpofit hmatové podnéty na vemeni (masirovani, mackani) - tzv. kohoutkovy
reflex. Kdyz telata saji, dotykaji se vemene, aby zvysila sekreci mléka. Manudlni masaz vemene
béhem dojeni tento reflex napodobuje.

Dojeni je realizovano rucné Ci strojové. Rucni dojeni se vyuziva pouze v nékterych
domadcnostech, kde nemaji strojové zafizeni. Pro nadoj jednoho litru je zapotrebi zhruba 80-
120 stiskd, tento zplGsob dojeni je ¢asové i fyzicky velmi narocny. Strojni dojeni, které je patrné
na obrazku 2, se dale rozdéluje — na stani, v dojirné ¢i robotem (Borghese et al. 2007).

Vhodny reZzim dojeni je duleZity z hygienickych a produkénich dlvodd, stejné jako
pro vytvoreni prijemného a bezproblémového prostredi pro zvifata a dojiCe. U dojnic bylo
prokazano, ze praktikovani pfisné rutiny dojeni vede ke zvyseni produkce mléka.

Nize uvedenou rutinu mohou dodrzovat jak rucni, tak strojni dojici ve stajich s vazanym
ustdjenim, kde:

1) Je buvolice uvazana a krmena.

2) Je hnuj odstranén z podlahy.

3) Jsou ruce doji¢e umyty mydlem a osuseny.

4) Jsou struky ocistény specialnimi ru¢niky a jsou dikladné promasirovany.
5) Je buvolice ru¢né preddojena do hrnku a vzhled mléka je zkontrolovan.
6) Je dojici zafizeni jemné pfiloZzeno a zkontrolovano.

7) Je kazdou chvili buvolice kontrolovdna, zda se s pfistrojem citi dobfe.
8) Je pohmatem vemeno zkontrolovano, zda je prazdné.

9) Je dojici souprava sejmuta z vemene.

10) Jsou struky namoceny do vhodného dezinfekéniho roztoku.

11) Je veskeré vybaveni dojirny radné vycisténo.

V ptipadé rucniho dojeni v téchto stajich se body 6 az 9 vynechavaji.

Délka laktace buvoll se pohybuje od 200 do 290 dn(, nej¢astéji vSak 260 dnu.
Celosvétova priimérna mlécna uzitkovost v laktaci je 1600 kg. Nejvyssi primérnou uZitkovost
— 2000 kg dosahuiji v Itdlii, zatimco v Turecku je pridmérnd uZitkovost nizsi, nez 1000 kg za
laktaci a v [rdnu nemaji buvoli vy33i nadoj, nez 700 kg za laktaci. Zdravé buvolice absolvuji 9-
10 laktaci béhem svého Zivota.

V soucasné dobé dominuje v celosvétové produkci mléka: skot (83 % produkce), buvoli
(13 % produkce), kozy (2 % produkce), ovce (1 % produkce) a velbloudi (0,2 % produkce)
(Bartowska et al. 2011). Organizace pro vyzivu a zemédélstvi Spojenych narodl (FAO)
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evidovala vroce 2021 rocni produkci buvoliho mléka v celkovém mnozstvi 137 milion(
metrickych tun (Food and Agriculture Organization of the United Nations 2022).

1
-

Obr. 2: Automatické dojeni na farmé Ohat. http://www.buvolifarmaohar.cz/

Mléko po nadojeni vétSinou obsahuje mechanické d¢astice z okolniho prostredi
(z dojnice, zemé, krmiva apod.), které je zapotfebi odstranit filtraci ¢i cezenim. Mléko ma
po nadojeni teplotu cca 33 °C a mélo by byt co nejdfive ochlazeno, aby se zabrdanilo rozvoji
nezadoucich mikroorganismi a byla tak zachovdna kvalita mléka, neZ se zpracuje,
¢i spotfebuje. Pokud je mléko svazieno kazdy den, musi byt zchlazeno na teplotu 8 °C.
V ptipadé svozll ob den musi byt mléko zchlazeno na 6 °C nebo zmrazeno, jak uddva vyhlaska
o veterinarnich pozadavcich na mléko a mlééné vyrobky ¢. 274/2019 Sb.

3.1.3 Normy pro pfijeti syrového buvoliho mléka v CR

Syrové buvoli mléko uréené k vyrobé mléénych vyrobkd musi vyhovovat nasledujicim
normam:
1) Celkovy pocet mikroorganisma (CPM) pfi 30 °C <1 000 000 na 1 ml.
2) Pocet somatickych bunék (PSB) <500 00 na 1 ml.
Je-li uréeno k vyrobé vyrobkd ,,vyrobenych se syrovym mlékem“ bez tepelného osetreni:
1) CPM pfi30°C<50000nalml
2) PSB<400000nalml
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3) Staphylococcus aureus na 1 ml
n =5 (pocet jednotek vzorku, tvoficich cely vzorek)
m = 500 (prahova hodnota poctu bakterii, vysledek je povazovan za uspokojivy, pokud pocet
bakterii ve vSech jednotkdach vzorku neni vyssi nez m)
M = 2 000 (nejvy$si hodnota poctu bakterii, vysledek je povazovan za neuspokojivy, pokud
je pocet bakterii v jedné nebo vice jednotkach vzorku vyssi nebo roven M)
¢ = 2 (pocet jednotek vzorku, u nichz maze byt pocet bakterii mezim a M)
Cely vzorek je povazovan jesté za pfrijatelny, pokud dalsi jednotky vzorku maji pocet bakterii
nizsi nebo roven m.
Je-li uréeno k vyrobé konzumniho tepelné osetfeného mléka ¢i mléénych vyrobka:

1) CPM<1500000na1ml

3.1.4 Chov buvolt v CR

Momentdlné se na naSem Uzemi nachazeji dvé farmy, které se specializuji na vyrobu
produktl z buvoliho mléka. Prvni zacala chovat buvoly od roku 2017. Tato buvoli Farma Ohaf,
kterd se nacahazi na pomezi Jihoceského a StredocCeského kraje, chova okolo 20 buvold,
ktefi jsou na pastvé témér po cely rok. Na této farmeé je mozné zakoupit mléko pasterované
i syrové, dale jogurty bilé a s medem, Cerstvé syry (ricotta a labneh) a mozzarella (Emailova
korespondence — listopad 2023).

Druhou farmou, zpracovavajici buvoli mléko i maso je Buffalo farm v Kralupech
nad Vltavou. Tato farma vznikla rovnéz vroce 2017. Na této farmé se nachazi zhruba
30 buvoll, ktefi jsou rovnéz chovani na pastvinach. Na farmé Buffalo se prodavaji mimo
mlécné vyrobky také mleté buvoli maso na kebab.

3.2 Buvoli mléko

Mléko je produktem mlécnych Zlaz samic savcl béhem laktace. MlIéko je vyZivna
biologicka tekutina, ktera je bohata na vysoce kvalitni bilkoviny, lipidy, mineralni [atky (vapnik,
hotcik, selen) a vitaminy (riboflavin, vitamin B12, kyselina pantotenova). Primarni biologickou
funkci mléka je poskytovat vyZivu a imunitu kojenciim. V dlsledku toho je mléko z nutri¢niho
hlediska povazovano za plnohodnotnou potravinu. Néktefi kojenci, déti a dospéli jsou vsak
na mléko alergicti, protoze mléko obsahuje potencialni alergeny ve formé bilkovin.

Mléko se obchodné hodnoti dle dvou duleZitych prametrd: mlécného tuku
a tukuprosté susiny (sloZzena prevdiné z bilkovin, laktézy a mineralnich latek), které davaji
dohromady celkovou susinu. U buvoliho mléka se celkova susSina pohybuje v rozmezi 15-16 %.
Mléko je majoritné sloZzeno z vody, ktera je zastoupena v rozmezi 83-87 %. Malé procento
vody v mléce je hydratovdno na laktdzu a soli, zatimco urcitd ¢ast je vazdna na bilkoviny.

Buvoli mléko se obecné vyznacuje vysokym obsahem tuku, laktdzy, bilkovin, kaseinu
a popelovin. Sledovanim zmén v buvolim mléce v pribéhu let je dileZzitym prvek, nebot
se jedna o ukazatel enviromentalnich a genetickych faktorl. Rozdily ve slozeni buvoliho mléka
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v rGznych lokalitdch odrdzeji rozdily v plemenech, managementu, krmeni, podminkach
prostredi.

Tuk predstavuje hlavni slozku susiny buvoliho mléka, s minimem 6,6 g/100 g a maximem
8,8 g/100 g. Druhou hlavni sloZkou je laktéza, s minimem 4,5 g/100 g a maximem 5,2 g/100 g.
Obsah bilkovin v buvolim mléce se pohybuje v rozpéti 3,8-4,5 g/100 g. Minimdlni obsah
popelovin byl naméren 0,71 g/100 g a maximalni 0,9 g/100 g (Tab. 1) (Abd El-Salam & EI-
Shibiny 2011). Primérné sloZeni riznych druh(i mlék je uveden v tabulce 1.

Druh Voda (%) Protein (%) Tuk (%) Laktoza (%) Cholesterol
(mg/100 g)

Skot 87 3,4 4,1 4,8 25,6-31,4

Buvol 83 4,4 7,7 4,8 6,5-10,2

Ovce 80 5,7 7,0 4,7 14,2

Koza 88 3,2 4,1 4,5 16,9-18,1

Velbloud 86 3,3 3,8 4,3 31,3-37,1

Tab. 1: Primérné chemické slozeni raznych druht mlék (Bartowska et al. 2011).

3.2.1 Fyzikalni vlastnosti buvoliho mléka

Mléko je koloidni disperze, jehoz fyzikalni i chemické vlastnosti jsou zavislé
jak na vnitfnich faktorech — slozeni mléka a strukture, tak na vnéjSich — teploté a oSetfeni
po nadojeni.

Primérné pH (aktivni kyselost) ¢erstvého buvoliho mléka se lisi mezi jednotlivymi
vzorky. V Indii byly zaznamenany u plemene Murrah hodnoty pH kolem 6,74. V Itdlii byly
u plemene italskych stfedomorskych buvoll naméreny hodnoty pH 6,73 v Iété a hodnoty pH
6,85 vzimé. VSechny hodnoty byly u buvoliho mléka oproti kravskému mléka vyssi
a vykazovaly v priméru pH 6,6. Buvoli i kravské mléko ma tendenci ztracet postupné oxid
uhli¢ity (COz) a tim mirné zvySovat své pH v pribéhu ¢asu. Nasledné dochazi k poklesu pH
v dlsledku produkce kyseliny mlééné Cinnosti bakterii. Zvifata infikovand mastitidou budou
vykazovat zvySené hodnoty pH > 7,0. Hodnota pH buvoliho mléka neni zavisla na denni
produkci, stadiu laktace ¢i poctu laktaci (Zava & Sansifiena 2017).

Mérna hmotnost je dalsi fyzikalni konstantou cerstvého buvoliho mléka. Primérné
hodnoty se pohybuji vrozmezi 1,030 az 1,032 g/m3, coZ je srovnatelné s mlékem skotu.
Nizsi hodnoty jsou spojovany s vyssim podilem tuku. U této veliiny vsak zavisi na teploté,
sloZeni a stavu skupenstvi méfeného vzorku.

Bod tuhnuti jakékoli biologické tekutiny se nachazi pod bodem tuhnuti Cisté vody.
Primérny bod tuhnuti pro plnotu¢né mléko je témér totozny s mlékem skotu, a to — 0,545 °C.

Jednou z dalSich fyzikalnich vlastnosti mléka je fluorescence. Pfi vystaveni mléka skotu
ultrafialovému svétlu se mléko zbarvi do kanarkové Zluté barvy diky pfitomnosti vitaminu
B2 — riboflavinu, pficemz buvoli zlstane kfidoveé bilé.
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Dalsi dulezitou fyzikalné-chemickou vlasntosti je doba koagulace, nebo-li srazeni
Ci precipitace. Vzhledem k vysokému obsahu vapniku je rychlejsi u buvoliho mléka,
nez u mléka kravského. V prdméru trva 257 sekund u buvoliho mléka a 310 sekund u mléka
skotu. Tato doba mUze byt zkracena pfidanim kyseliny.

3.2.2 MIléény tuk

Primarni funkci tuku v mléce je uspokojeni energetickych pozadavk(i novorozence.
Mlécny tuk je zdrojem esencidlnich mastnych kyselin a lipofilnich vitamin(. Jak jiz bylo
zminéno vyse, tuk je nejvice zastoupenou slozkou v buvolim mléce, kde je rozptylen ve formé
tukovych kapicek, nazyvanych taktéz mlécné tukové kulicky. Odrazem svétla od malych
nerozpustnych kulicek tuku nabyvd mléko charakteristickou bilou barvu. Velikost tukové
kulicky buvoliho mléka je pfiblizné 4-5 um, coZ je ve srovnani s mléky jinych prezvykavcu
(kravské tukové kulicky 3 um, ov¢i 3 um, kozi 2,5 um) vétsi velikost. Velikost tukové kuli¢ky
koreluje s obsahem tuku v mléce. Tukové kuli¢ky se skladaji z 98 % z triacylglycerolll (TAG),
coz jsou estery glycerolu a mastnych kyselin a jsou uloZeny v jadru tukové kulicky. MIécny tuk
obsahuje prevazné nasycené mastné kyseliny (66 %) s rlznou délkou retézce a s nizkym
obsahem nenasycenych mastnych kyselin (29 %). Toto sloZeni se vSsak mliZze ménit v zavislosti
na plemeni, fazi laktace, ro¢nim obdobi a vyzivé zvifete (Ménard et al. 2010).

Ve studii z roku 2007 od Varricchio et al. bylo analyzovdno celkem 203 vzorkd mléka
buvolll zjizni Italie a dale kvantifikovano pét nejdulezitéjSich mastnych kyselin, prehledné
v tabulce 2: kyselina maselna (C4), kyselina palmitova (C16), kyselina olejova (C18:1), kyselina
myristova (C14) a kyselina stearova (C18).

Jednou ze specifickych vlastnosti mléka buvoll je pfitomnost konjugované kyseliny
linolové (CLA), kterd ma radu funkénich ucink(. Biologicky nejaktivnéjsi je konfigurace izomeru
cis-9 a trans-11, o kterych se tvrdi, Ze inhibuji vyskyt a rozvoj nadorovych onemocnéni kize,
prsu, tlustého stfeva a Zaludku, zatimco izomer trans-10 a cis-12 je povazovan jako pfinosny
faktor k prevenci obezity. Kromé toho CLA snizuje hladinu TAG, celkového cholesterolu
a zlepsuje pomér LDL/HDL v plazmé, coz je rohodujici faktor v prevenci srde¢nich onemocnéni
a aterosklerdzy (Tricon et al. 2004).

Minoritni slozkou mlécného tuku jsou také fosfolipidy s primérnym zastoupenim
v buvolim mlééném tuku 21 mg/100 ml, coZ je méné v porovnani s mlékem skotu
(33 mg/100 ml).

Cholesterol a jeho obsah v buvolim mléce je nizsi nez u mléka skotu, ackoli je obsah
tuku u buvoliho mléka vyssi, coz Ize pficist predevsim rozdiliim ve velikosti tukovych kulic¢ek u
obou druhl. Primérny obsah cholesterolu v buvolim mléce je 235-248 mg/100 g mlécného
tuku, kdeZto u mléka skotu je to 317-413 mg/100 g mlécného tuku. Na zac¢atku laktace je obsah
hodnoty. V mlezivu je hodnota obsahu cholesterolu pomérné vysokda, v prvnim dojeni
dosahuje hodnota cholesterolu az 570-1950 mg/100 g mlé¢ného tuku a béhem dalsich dojeni
postupné klesa na normalni hodnoty (Abbas et al. 2019).
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Mastna kyselina Priimérné zastoupeni (%)

Cc4 3,4
Ci4 10,6
Ci6 30,6
C18 12,2
C18:1 21,4

Tab. 2: Primérné zastoupeni nejdllezitéjSich mastnych kyselin v % v buvolim mléce
(Varricchio et al. 2007).

TAG v jadru jsou obklopeny tenkou membranou o tloustce 10-20 nm, jejiz funkci
je ochrana jadra pred poskozenim a enzymatickou degradaci. Tato membréana je sloZzena,
v zavisloti na zdroji, z25-70 % specifické bilkoviny, predevsim glykoproteind, fosfo-
a sfingolipidd. Sfingolipidy (vysoce bioaktivni molekuly), se nachazeji taktéz v membranach
mozkovych bunék, mise, ledvinach i vajecném Zloutku (Dewettinck et al. 2008).

3.2.3 Bilkoviny

Bilkoviny jsou jednou zhlavnich slozek mléka, které maji zasadni vliv na nutri¢ni
a technologickou vhodnost k dalSimu zpracovani. MIécné bilkoviny jsou heterogenni skupinou
sloucenin, které se lisSi chemickym sloZzenim a vlastnostmi. Déli se na kaseinové a syrovatkové
frakce. Kasein, nejdulezitéjsi bilkovina v mléce, tvofi vice nez 75 % z celkového obsahu bilkovin
a tudiz se buvoli mléko radi mezi mléka kaseinova. Obsah celkového kaseinu je kolem
4 g/100 g mléka, coZ predstavuje témér dvojndsobek, oproti mléku kravskému. Z tohoto
dlvodu se napfiklad v Indii mléko fedi vodou, kdyz je uréeno pro lidskou spotfebu (Bartowska
et al. 2011).

Hlavnimi frakcemi kaseinu v buvolim mléce jsou obdodné jako u jinych typd mléka: as1-
kasein, as;-kasein, R-kasein a k-kasein. Tyto frakce kaseinu se z chemického hlediska radi mezi
fosfoproteiny. V porovndni s kravskym mlékem obsahuje buvoli mléko vice as;-kaseinu a k-
kaseinu, coz je i jeden z faktorl, ktery urychluje enzymatickou fazi srazeni pfi vyrobé syra.
Dalsimi bilkovinami, na které pfipada 17-20 % z celkového obsahu bilkovin, jsou syrovatkové
bilkoviny. Z nutri¢niho hlediska je Ize oznacit jako dalézitéjsi nez bilkoviny kaseinové, jelikoz
obsahuiji cystin. Cystin je aminokyselina obsahujici siru, jez pomaha udrzovat strukturu bilkovin
v téle a je zapotrebi k vyrobé aminokyseliny taurinu, ktery pomaha pfi podavani inzulinu
do pankreatu. Mezi syrovatkové bilkoviny patfi: a-laktalbumin a B-laktoglobulin (Abd El-Salam
& EI-Shibiny 2011).

D’Ambrosio et al. (2008) ve své studii identifiovali nékolik minoritnich syrovatkovych
bilkovin, které Ize dle funkce rozdélit do skupin:

1) Obranné/imunitni slozky, mezi které se fadi napriklad laktoferin (glykoprotein je tvoren
v mlécné Zlaze se schopnosti vazat ionty Zeleza, diky kterému dochazi k inhibici rlstu
nékterych bakterii z prostfedi), imunoglobuliny, a-inhibitor trypsinu a nukleobindiny.

2) Transportni slozky, mezi néZ patfi albumin, protein vazajici folaty a inhibitor rlstu
produkovany mlécnou zlazou.
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3) Metabolické slozky jako enzym laktoperoxidaza, ktery ma antimikrobialni a antioxidacni
vlastnosti, z divodu katalyzy tvorby hypothiokyanatového iontu.

3.2.3.1 Aminokyseliny

Mléko obsahuje vSechny esencidlni aminokyseliny pro ¢lovéka a tim je fazeno mezi
kompletni plnohodnotné potraviny. Konkrétné aminokyselina leucin byla zastoupena
v buvolim mléce v obsahu 90 mg/g, jez je patrné z obrazku 2. Leucin hraje roli v metabolismu
bilkovin a translaci bilkovin, pfi syntéze svalovych bilkovin a zaroven se podili na reverzibilni
fosforylaci proteing.

Na druhé misto z nejvice zastoupenych aminokyselin v buvolim mléce se radi lysin,
fenylalanin a valin. Obsah téchto aminokyselin byl primérné 49 mg/g. Lysin hraje hlavni roli
ve vstfebavani vapniku, v budovani svall, zranénich, v produkci télesnych hormont a enzym.
Fenylalanin slouzi k tvorbé neurotransmiter(: v dfeni nadledvin a v mozku se vyrabéji
katecholaminy (dopamin, adrenalin, noradrenalin), ve Stitné Zlaze tyroxin a trijodtyronin
a biosyntetizuje se z néj také melanin (pigment kize, vlasl, vous(, oci). Zbylych 10 %
fenylalaninu, ktery dospély ¢lovék zkonzumuje se pouzije na syntézu proteind. Valin se pro
svlj hydrofobni charakter vyskytuje predevsim zaboreny uvnitf proteint, kde zprostfedkovava
hydrofobni interakce. Je malo reaktivni a vétSinou se proto neucastni enzymatickych reakci.
(Medhammar et al. 2012; Rafiq et al. 2015). Dalsi aminokyseliny, dllezité pro organismus,
obsahuji siru (methionin, cystein). Metihionin je esencidlni aminokyselinou, posilujici imunitni
funkce prostfednictvim nitrobunécné premény na glutathion a slouzi tak jako antioxidant.
Metionin je rovnéZz mezi¢ldnkem pfi biosyntéze cysteinu, karnitinu, taurinu, lecitinu,
fosfatidylcholinu a dalSich fosfolipid( (Pinnen et al. 2009).
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Obr. 2: Obsah esencidlnich aminokyselin v kaseinech rtznych druht mléka v (mg/g) (Rafiq
et al. 2015).
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3.2.4 Alergie na mlécnou bilkovinu

Ackoli existuji urcité podobnosti ve sloZeni bilkovin kravského a lidského mléka, rozdily
v typu bilkovin a jejich koncentraci v kravském mléce jsou dostatec¢né k vyvolani imunitni
reakce u lidi. Nezadouci reakce organismu na mléko jsou rozdéleny na obrazku 3.

Vétsina postizenych déti z alergie do Ctyr let véku vyroste, nékteré si ji ale zachovaji po
cely Zivot (Jaiswal & Worku 2022). Bylo zjisténo, Ze bilkoviny kravského mléka jsou nejcasté;jsi
pri¢inou potravinové alergie u kojencl (do dvou let). U zdravych jedincli rozpozndva imunitni
systém mlécné bilkoviny jako neSkodné latky, zatimco jedinci alergicti na bilkoviny kravského
mléka jsou vysoce citlivi na mlécné bilkoviny, které spoustéji zanétlivé reakce charakteristické
pro alergie. Mapovani epitopd mnoha bilkovin kravského mléka, vcetné kaseinu
a syrovatkovych bilkovin, ukazalo, Ze mnohé bilkoviny nesou vice alergennich epitop(, které
se podileji na alergickych reakcich (Haug et al. 2007).

Tyto epitopy jsou vnimany B a T lymfocyty, které produkuji protilatky, respektive
bunécéné zprostifedkované imunitni reakce. Alergie na mléko je ¢asto chybné diagnostikovana
jako intolerance laktézy, nicméné tyto dva jevy nejsou totoiné. U mnoha dospélych
se vyskytuje intolerance laktdzy, kterd je zplisobena predevsim nedostatkem enzym( laktazy
ve strevé, jak jiz bylo vysvétleno vySe (Crittenden & Bennett 2005). Hlavnim alergenem
v mléce skotu je sérovy albumin. Alergenita sérového albuminu skotu se pfisuzuje predevsim
jeho povrchovym epitoplm, vazajicim se na imunoglobulin E (IgE), které mohou snadno
reagovat s cirkulujicimi IgE a vyvolat alergickou reakci u pacienta. | kdyZ je mnoZstvi sérového
albuminu v mléce nizké, toto malé mnoiZstvi ma vazebnou uUcinnost aZz 50 % vzork( séra
pacienta, coz mlze vyvolat zavaznou alergickou reakci (Jaiswal & Worku 2022).

Nezadouci reakce na mléko

£ S
Porucha imunity Nesnasenlivost mléka
Reakce na mlécnou Nedostatek traviciho
bilkovinu enzymu laktazy
Alergenni protilatky Alergie nevyvolana
imunoglobulinu E imunoglobulinem E
Zahrnuje mastocyty a bazofily Zprostfedkovana imunitni

odpovéd burkami typu Th-1

Obr. 3: Moiné nezadouci reakce organismu po konzumaci mléka (Crittenden &
Bennett 2005).
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3.2.5 Sacharidy

Zakladnim sacharidem tvoficim z99 % mléko je laktdza, viz obrazek 4. Laktdza
je redukujicim disacharidem, ktery je tvofen glukdzou, jez prechazi z krve buvola do mléka
a galaktdzou, ktera je tvofena az v mlécné Zlaze. Sladivost laktdzy je oproti sachardze 6-10 krat
nizsi, avsak monosacharidy, ze kterych je sloZena jsou samy o sobé sladSi. Laktéza
je vyznamnym zdrojem energie, podporujicim absorpci vapniku. Je nezbytnou slozkou
pro vyrobu fermentovanych mlé¢nych vyrobk, podili se na barvé, chuti a viini mléka i vyrobkd
z néj, prispiva k nutri¢ni hodnoté mléka a mlécnych vyrobkd. Ostatni sacharidy zastoupené
v mléce ve stopovych mnozZstvich jsou: glukéza (75 mg/l), fruktdza, glukosamin, galaktosamin
a oligosacharidy (Navratilova et al. 2012).

Primérny obsah laktozy v buvolim mléce se pohybuje v rozmezi 4,7-5 %, zatimco
mléko skotu ma nizsi obsah laktézy 4,5-4,8 %. Laktdza reaguje s bilkovinami za vzniku vysoce
aromatickych zlatohnédych pigment(, které se bézné vyskytuji napfiklad i pfi peceni peciva.
Této reakci se fika Maillardova reakce. PFi zahfevu dochdazi dale kizomeraci laktdzy
na laktulozu. Tato sloucenina je vyuZivana jako indikator intenzity tepelného zpracovani.
Laktdéza se podili v potravinarstvi na chuti, texture, vzhledu, trvanlivosti a opékaci vlastnosti
pecenych potravin. Laktéza se mlze oddélit bud z mléka nebo ze syrovatky vykrystalizovanim.
Ve farmaceutikém primyslu se laktdza hojné vyuziva pfi vyrobé praskd a tablet, kde slouzi
jako vyplriovy materidl (Yoganandi et al. 2014; Nayak 2015).

Ke stanoveni obsahu laktdzy v mléce se bézné pouziva pristroj MilkoScan, jez dokaze
zanalyzovat az 24 parametr( béhem 30 sekund u jediného vzorku. MilkoScan vyuZiva princip
infracervené spektroskopie. Dale Ize pro stanoveni obsahu laktézy pouzit vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s refraktometrickou detekci. V neposeldni fadé se laktéza
da mérit metodou podle Luff-Schoorla, pfi které se vyuziva redukéni schopnosti sacharid(
(Marrubini et al. 2017).

CH,OH CH,OH

HO OH

OH OH

OH OH
Obr. 4: Chemicka struktura laktozy (Ganzle 2022).

3.2.6 Intolerance

Jednou z nesnaSenlivosti urcitého nutrientu vmléce je intolerance laktdzy.
Za normalnich okolnosti je laktdéza pfi konzumaci hydrolyzovdna na glukézu a galaktozu
enzymem laktdzou, rovnéZz znamou jako B-galaktosidaza (EC 3.2.1.23), ktery se nachazi
v kartacovém lemu tenkého stfeva. Tato hydrolyza je popsana na obrazku 5. Konkrétné jej
produkuji enterocyty (cylindrické bunky stfevni sliznice). Nedosatek laktazy z jakékoli priciny
vede ke klinickym pfiznakim. Hladina enzymu laktazy je nejvyssi kratce po narozeni a poté
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klesd s vékem, prestoze je laktdza stdle pfijimana v potravé. Lidé plivodem ze severni Evropy
Ci severozapadni ¢asti Indie si obvykle zachovavaji schopnost travit laktdzu i v dospélosti.
Naopak nékteré populace, napriklad jihoamerické, asijské ¢i africké, projevuji nedostatek
enzymu laktdzy v dospélosti. Nesnasenlivost laktdzy se projevuje nadymanim, bolestmi bficha,
fidkou stolici a nevolnosti (Crittenden & Bennett 2005).

Hydrolyza
laktazou

Mikroklky

Obr. 5: Hydrolyza laktézy na monosacharidy v tenkém stfevé (Lomer et al. 2008).

Primarni pficinou intolerance byvd nedostatek enzymu laktdzy produkovaného
enterocyty tenkého stfeva, jak jiz bylo zminéno vyse. Sekundarni nedostatek laktazy muze byt
zpusoben v disledku nékolika infekcnich, zanétlivych nebo jinych onemocnéni, které poskodi
stfevni sliznici a zplsobi tak nedostatek laktazy. Mezi tyto onemocnéni patfi: gastroenteritida,
celiakie, Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida, pfipadné Ié¢ebné procesy jako chemoterapie
¢i opakované uzivani antibiotik. Dalsi pfi¢inou nedostatku laktdzy je vrozeny nedostatek
v disledku autozomalné recesivni dédi¢nosti. Od narozeni dochazi ke snizeni nebo absenci
aktivity laktazy, ktera se projevuje u novorozence po poziti mléka. Jedna se o vzacnou pficinu
deficitu, jejiz genetické pochody nejsou doposud zndmé (Malik & Panuganti 2023). Posledni
znamou pric¢inou nedostatku enzymu laktazy je vyvojovy nedostatek laktdzy, ktery se vyskytuje
u nedonosenych déti, narozenych ve 28. a 37. tydnu téhotenstvi. Strevo ditéte je nedostatecné
vyvinuté, coz vede k neschopnosti hydrolyzovat laktézu. Tento stav se zlepSuje pfibyvajicim
vékem v dlsledku postupného dovyvijeni stfevnich enterocytld (Mobassaleh et al. 1985).

Celosvétoveé se odhaduje, Zze 65-70 % dospélé populace ma snizenou produkci enzymu
laktazy ¢i kompletni absenci (Bayless et al. 2017). Laktdza je komercné vyrdbéna z kvasnic
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis a hub Aspergillus niger a Aspergillus oryzae.
U&elem je hydrolyzovat laktézu v mléce a mléénych produktech pro lidi s intoleranci laktézy.
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Takové produkty maji snizeny obsah laktdzy, pfipadné jsou zcela bez laktdzy a jsou tak lépe
stravitelné.

3.2.7 Organické kyseliny

V mléce je zndma fada organickych kyselin, jmenovité: mlécna, citronova, orotova,
sialova, benzoova, sorbova a dalsi. Hlavni organickou kyselinou v syrovém mléce je citronova
kyselina, kterd béhem skladovani rychle mizi pisobenim bakterii. MIé¢na a octova kyselina
jsou produkty rozkladu laktdézy. Orotova kyselina je meziproduktem biosyntézy
pyrimidinovych nukleotidl. Ostatni kyseliny, jako je benzoovd a sorbova kyselina, jsou
pritomny v mensim mnozstvi. Diky svym konzervacnim vlastnostem jsou spolec¢né s dalSimi
biologicky aktivnimi slouceninami, jako jsou imunoglobuliny, laktoferin a lysozym, duleZité
pti inhibici rlstu nezadoucich mikroorganismi v mléce.

Béhem fermentace mléka se koncentrace nékterych organickych kyselin (mlécné,
propionové a octové kyseliny) zvySuje, zatimco koncentrace orotové ¢i citronové kyseliny
klesa. V zavislosti na pfitomnych mikroorganismech probiha fermentace mléka budto cestou
glykolyzy s majoritim podilem tvorby mlécné kyseliny, jejiz strukturni vzorec je uveden
na obrdzku 6) nebo drdhou pentdzofosfatového cyklu s tvornou octové a mlécné kyseliny.
Ve vyrazné nizSim mnozstvi dochazi taktéz k tvorbé benzoové a sorbové kyseliny (Urbiené &
Leskauskaité 2006).

0
|
_C_ H
HO ™ C
™ OH
H
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Obr. 6: Chemicka struktura mléc¢né kyseliny (Castillo Martinez et al. 2013).

3.2.8 Mineralni latky a stopové prvky

MIéko je pro ¢lovéka dilezitym zdrojem minerdlnich latek, zejména vapniku, fosforu,
sodiku, drasliku, chloridu, jodu, hofciku a v malém mnoZstvi i Zeleza. Publikované udaje
o koncentracich chemickych prvkd v mléce vykazuji rozdily, zejména u stopovych prvk.
Dostupné literarni udaje o sloZzeni mléka pochazeji z experimentalnich pozorovani
provadénych v raznych lokalitdch, a odrdzeji tak rozdily v plemenech, managementu
a podminkdach prostredi. Plemeno, stadium laktace a zdravotni stav mlécné zlazy jsou hlavnimi
faktory ovliviujicimi koncentraci mineralnich latek v mléce, zatimco dieta ma relativné maly
vliv na koncentraci vétsiny stopovych prvkd (Fantuz et al. 2022).
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Hlavnimi mineralnimi latkami v mléce jsou vapnik a fosfor, které jsou dllezité pro rlst
kosti a spravny vyvoj novorozencul. Obsah téchto a dalSich minerdlnich latek v riznych druzich
mléka je uveden v tabulce 3. Vysoka biologicka vyuZzitelnost téchto latek ovliviiuje jedine¢nou
vyZzivovou hodnotu mléka. Vapnik, vazany v koloidni formé na kasein, (v organické i mineralni
formé) vykazuje vyznamnou dostupnost béhem procesu traveni mléka. Dostupnost Uzce
souvisi s vy$si koncentraci kaseinu (Bartowska et al. 2011). Obsah vapniku v buvolim mléce se
muze liSit a je vyrazné ovlivnén plemenem, prostfedim a citlivosti pouZitych analytickych
metod stanoveni.

Koncentrace Zeleza v mléce je prirozené nizka a je ovlivnéna pfitomnosti laktoferinu.
Zelezo, méd a zinek v mléce pFezvykavcl souvisi pfedeviim s obsahem kaseinové frakce,
zatimco v lidském mléce jsou tyto minerdini prvky spojeny s rozpustnymi bilkovinami (Fantuz
et al. 2022).

Druh Vapnik Fosfor Hofrcik Zinek Zelezo

(mg/100g)  (mg/100g)  (mg/100g)  (ug/kg) (ng/kg)
Buvol 180-240 99-145 18 410 161
Skot 120 119 12 530 80
Ovce 195 124-158 18-21 520-747 72-122
Koza 134 121 16 56 7

Tab. 3: Primérné zastoupeni mineralnich latek v mléku rlznych ZivociSnych druh(
(Abd El-Salam & El-Shibiny 2011; Bartowska et al. 2011).

3.2.9 Vitaminy

Nedostatek vitaminG je vcelosvétovém méfitku stale velkym problémem.
Pokud nejsou nedostatky zdvainé, Casto nejsou klinicky rozpoznany, nicméné i mirny
nedostatek mlze mit zavainé, nepfiznivé dlsledky. Nedostatek vitamin( se tyka vsech
vékovych kategorii a ¢asto se vyskytuje soucasné s nedostatkem mineralnich latek (Griffiths
2013).

MIéko je vyznamnym zdrojem vitamin( pro ¢lovéka. Obsah vitamin( je nestdly a byva
ovlivnén mnoha faktory: krmivem, zdravotnim stavem, plemenem, stfevni mikroflérou
Ci stadiem laktace. Obsah vitaminu A je v buvolim mléce primérné vyssi nez u skotu. Prehled
srovnani obsahu vitamin( je uveden v tabulce 4. Buvoli metabolizuji veskery karoten
na vitamin A, ktery se poté prenasi do mléka. Z tohoto dlivodu ma buvoli mléko kfidové bilou
barvu, kdezto kravské je vice nazloutlé, coZ je dlsledkem pritomnosti karotenu (A. Presicce
2017). Nedostatek vitaminu A se projevuje potizemi se zrakem, zhorSenim stavu pokozky
a anémii. Vitamin B12 (kobalamin) je syntetizovan mikroorganismy, které jsou soucasti travici
soustavu prezvykavcli, kde je celulosa zpracovava bakteridlni fermentaci. Nadbytek
kobalaminu se hromadi ve tkdnich a v mléce, jeZ se stdva zdrojem pro potomstvo, a to jak pro
masozravce, tak pro vseziravce (Schneider & Stroinski 1987). Prlimérnou koncentraci
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kobalaminu ve vzorcich mléka skotu i buvold stanovil Fedosov et al. (2019) na 4 ug/I. Rozdil
byl vSak ve vazbach na specifické proteinové nosiCe, jeho vyvazani ztohoto komplexu
a nasledné vyuziti ¢lovéekem. U mléka skotu jsou tyto vazby slabsi, tudiz je kobalamin vyuzit
vice, neZz u mléka buvol(. Nedostatek kobalaminu je spojovan s poruchami neurologického
a hematologického charakteru.

Druh Vitamin A Vitamin D Vitamin C
(1g/100 g) (1g/100 g) (mg/100 g)

Buvol 127-190 2 2,3

Skot 126 2 0,9

Ovce 146 1,2 4,2

Koza 185 2,3 1,3

Tab. 4: Primérné zastoupeni vybranych vitamint v mléku rlznych Zivocisnych druh
(Abd El-Salam & El-Shibiny 2011; Bartowska et al. 2011).

3.2.10 Potraviny z buvoliho miéka

Z buvoliho mléka, stejné jako z mléka kravského, Ize vyrabét Sirokou Skalu mlécnych
produktl: smetanu, maslo, zmrzlinu, jogurt ¢i syry, aniz by bylo nutné ménit zafizeni nebo
zpUsob zpracovani. Nékteré technologie vSak nejsou pro zpracovani buvoliho mléka
dostatecné vhodné vzhledem krozdilim ve sloZeni, fyzikdlné-chemickym a funkénim
vlastnostem mléka. Diky svému vysokému obsahu tuku a vétsi velikosti tukovych kuli¢ek
je buvoli mléko vhodnéjsi pro vyrobu tuénych vyrobk, jako je napfiklad smetana, maslo, syr,
¢i kondenzované mléko (Dorni et al. 2018).

3.2.10.1 Jogurtové nédpoje

Lassi — tradi¢ni indicky jogurtovy napoj, ktery je pfipravovan smichanim jogurtu, vody
a koreni. Lassi je vyobrazen na obrazku 7. Dle oblasti ¢i druhu lassi Ize pfi vyrobé pouzit kmin,
pept (Namkin lassi), Safran a riZzovou vodu (Meethi lassi), konopi (Bhang lassi) ¢i kardamom.
Lassi muze byt smichano dale s ovocnou slozkou, ¢i s ofechy (Lassi masalewal).
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Obr. 7: Lassi prodavané na ulici v Indii In: whats4eats.com [online]. 2.3.2024 [cit. 2024-
03-02]. Dostupné z: https://www.whats4eats.com/beverages/lassi-recipe.

3.2.10.2 Ghee

Druhy nejdleZit&ji produkt po mléce je pro oblasti Indie a iranu je ghee — pfepusténé
maslo s 99 % tuku, které Ize skladovat v pokojové teploté. Ghee z buvoliho mléka je témér
prasvitné barvy (na rozdil od Zluté barvy ghee vyrobeného z mléka skotu) a to diky absenci
karotenoidl. Ghee je pfipravovano dvéma zplUsoby — zmasla, ¢i zvarené smetany.
Ghee je vyuzivano jako slozka potravy a rovnéz jako soucast hindskych rituald. Vice nez 40 %
produkce buvoliho mléka je v Indii pouZito k vyrobé ghee — s rocnim primérem produkce
480 000 tun. Primérna rocni spotfeba v Indii je 1,2 kg/osobu (Bharat 2019).

3.2.10.3 Syry

Mozzarella di Bufala Campano D.O.P — italsky Cerstvy tahany a hnéteny syr, mléko

z buvold chovanych vregionu Kampanie. Zpracovdni probihd ve stejném regionu, diky
kterému nabyva oznacdeni D.O.P. (chranéné oznaceni plvodu). Barva slonovinové kosti, tenka
a hladka kdrka o tloustce 1 mm, bez otvord, vyrobena bez konzervantd, inhibitor( a barviv.
PFi krajeni mirny odtok krémové syrovatky.

Provola affumicata — italsky syr, uzend verze mozzarelly varabéna spalovanim ryze,
Ci jiného druhu sldmy pod nadobami s mlékem, pficemz se prikryje vihkou latkou, aby byly
zachyceny kourové latky a vlhkost.

Ricotta — Cerstvy italsky syr vyrabény ze syrovatky, ktera zlstala po vyrobé syra. Jelikoz
se pri vyrobé syra odfiltruje kasein, je ricotta vhodnd pro osoby s nesnasenlivosti kaseinu.
Obsahuje vysoky podil bilkovin a nizky podil tuku.
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Khoa — syr typicky pro indicky subkontinent vyrdbény ze suseného plnotu¢ného miéka
zahfivanim v oteviené panvi. Ma nizsi vihkost nez typické Cerstvé syry, jako je ricotta (Kehler
2016).

3.3 Metody stanoveni laktozy a organickych kyselin v buvolim mléce

3.3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie byla plivodné objevena jako analyticka technika na pocatku
20. stoleti a poprvé byla pouzita jako metoda separace barevnych sloucenin. Odtud byl
odvozen nazev chromatografie — chroma znamena barva, graphy znamena pismo. Rusky
botanik Michail S. Cvét pouZil zakladni formu chromatografické separace k precisténi smési
rostlinnych pigmentd (Mcdonald 2008).

Vsechny chromatografické separace funguji na stejném zakladnim principu — kazda
slouCenina interaguje sostatnimi chemickymi prvky charakteristickym zplsobem.
Chromatografie rozdéluje vzorek na jednotlivé slozky diky rozdilim v relativni afinité rdznych
molekul k mobilni — pohyblivé fazi a stacionarni — nepohyblivé fazi pouzité pfi separaci
(Swadesh 2001). Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC = high performance liquid
chromatography) slouZi k separaci a soucasné k analyze sloZek vzorku na zakladé jejich povahy
a nasledné identifikaci a kvantifikaci. Schéma HPLC je vidét na obrazku 8. HPLC byla vyvinuta
jako metoda, ktera resi nékteré nedostatky standardni kapalinové chromatografie. Pfikadem
je vyuziti vysokych tlakl v Uzké koloné, jez tak dosahuje uc¢innéjsi separace v mnohem kratsim
Case, nez bylo nutné u klasické kapalinové chromatografie. Mobilni faze neboli rozpoustédlo
v HPLC je obvykle smés poldrnich a nepolarnich kapalnych slouceni, jejichz pfislusné
koncentrace se méni v zavoslosti na sloZzeni vzorku. V koloné HPLC se slozky vzorku oddéluji
na zdakladé rozdilnych interakci s obsahem kolony. Pokud urcitd latka silnéji interaguje
se stacionarni fazi v koloné, stravi na adsorbentu kolony vice ¢asu, a proto bude mit delsi
retencni ¢as (Shockcor 2017). Kolony mohou byt plnény pevnymi latkami, jako je oxid
kfemicity i oxid hlinity. Tyto kolony se nanazyvaji homogennimi kolonami (Czaplicki 2013).

Vzorek
e Ll oo )LB [y
Davkovaé Detektor
pumpa
Kolona l

HPLC Analyza dat
rozpoustédio v

Odpad

Obr. 8: Schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie (Czaplicki 2013).
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3.3.2 MilkoScan ™ FT 120

K vyhodnocovani vzork( mléka se ddle vyuzivy pfistroj MilkoScan, ktery dokdze analyzovat
az 24 parametr béhem 30 sekund u jednoho vzorku mléka a je vidét na obratku 9. Zakladni
konfigurace nabizi stanoveni tuku, bilkovin, laktdzy, celkovovou susinu a beztukovou susinu
v mléce, smetané ci dalSich mléénych vyrobcich.

MilkoScan vyuZiva princip infratervené spektroskopie s Fourierovou tansformaci (FTIR).
Tato metoda je analytickd technika méfici pohlceni infracerveného zareni o rlizné vinové délce
pfi prachodu vzorkem, pfi které probéhnou zmény rotac¢né vibracnich stavi molekuly.

MilkoScan FT120

Obr. 9: Pristroj MilkoScan FT 120

3.3.3 Metoda dle Luff-Schoorla

Dalsi metodou pro stanoveni obsahu laktdzy je metoda dle Luff-Schoorla, ktera vyuziva
redukéni schopnosti sacharidl. Cukerny extrakt reaguje za horka s definovanym mnozstvim
Cu?* ve formé tzv. Luffova roztoku a vznikd oxid médny. Smés se vafi pfesné 10 minut.
Po ochlazeni a okyseleni se nadbytek Cu?* stanovi jodometricky. Provadéji se dvé titrace
thiosiranem. Prvni bez vzorku (misto cukerného extraktu se odpipetuje stejny objem
vody) adruha se vzorkem. Z rozdilu spotieb 0,1M Na;S;03 se z tabulky uréi mnoZstvi
prislusného cukru (Marrubini et al. 2017).
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4 Metodika

V této praci byla zvolena metoda presnd, opakovatelnd a ¢asové méné narocna
pro stanoveni laktdzy a citronové kyseliny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.
Touto metodou byl stanoven obsah laktézy a citrénové kyseliny. K ovéreni namérenych
vysledkl pomoci HPLC byl zaroven pouzit pfistroj MilkoScan FT 120.

4.1 Vzorky mléka

V ramci této diplomové prace bylo analyzovano celkem 20 smésnych vzorkd syrového
buvoliho mléka z farmy Ohaf na pomezi JihoCeského a Stfedoceského kraje. Pro porovnani
bylo analyzovano 10 vzorku syrového kravského mléka z farmy Struhy z Jiho¢eského kraje.

Vzorky mléka byly z farem ptevéazeny v chlazenych boxech do CZU, kde byly zmrazeny
a skladovyny pfi mrazirenské teploté -20 °C. VSechny tyto vzorky s kédy (BMW — buvoli, CMW
- kravské) jsou setfazeny chronologicky dle data nddoje v tabulce 5.
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Kdéd vzorku

Datum nadoje

BMW4521 11.11.2021
BMW4621 18.11.2021
BMW4821 02.12.2021
BMW4921 09.12.2021
BMWO0122 07.01.2022
BMWO0222 13.01.2022
BMWO0322 20.01.2022
BMWO0422 27.01.2022
BMWO0622 10.02.2022
BMWO0722 17.02.2022
BMWO0822 24.02.2022
BMW1122 17.03.2022
BMW1222 24.03.2022
BMW1322 31.03.2022
BMW1422 07.04.2022
BMW1722 28.04.2022
BMW1822 05.05.2022
BMW2022 12.05.2022
BMW20221 19.05.2022
BMW20222 26.05.2022
CMW3623 05.09.2023
CMW3723 12.09.2023
CMW3923 26.09.2023
CMW4423 31.10.2023
CMW4523 07.11.2023
CMW4623 14.11.2023
CMW4723 21.11.2023
CMW4823 28.11.2023
CMW4923 05.12.2023
CMW5023 12.11.2023

Tab. 5: Seznam analyzovanych smésnych vzorkl s daty nadoje.

4.2 Chemikalie

Carez | (VWR)
Carez Il (VWR)

Kyselina sirova (VWR)
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4.3 Pristroje

e HPLC 1260 Infinity Il (Agilent technologies, USA)
o DAD WR detektor (Agilent technologies, USA)
o Kolona AminexR HPX-87H, 300 x 7,8 mm (Bio.Rad, USA)
e Vodni lazen (Strojobal, CR)
e Vortex RS-VF 10 (Phoenix, DE)
e Odstredivka (Hettich, DE)
e MilkoScan FT 120 (FOSS, DNK)

4.4 Pripravy vzorkid k analyze

Zkumavky se vzorky buvoliho mléka byly romzazeny a temperovany na pokojovou
teplotu. Nasledné byly pfed pouzitim dikladné zvortexovany. Kazdy vzorek buvoliho mléka
byl pfipraven a analyzovan ve dvou opakovanich.

Ze zvortexované zkumavky byl odebran 1 ml vzorku syrového buvoliho mléka,
ke kterému byl pfidan roztok Carez | a Carez Il. Oba roztoky o objemu 0,3 ml. Dale bylo pfidano
8,4 ml destilované vody, aby celkovy objem ve zkumavce tvofil 10 ml. Takto pfipraveny vzorek
byl protfepan a vloZzen do centrifugy po dobu 10 minut pfi 9000 ota¢kach/min. Po 10 minutach
v centrifuze byla ve zkumavkach oddélena vodna vrtsva - s obsahem laktézy a organickych
kyselin a tuhd vrstva — s obsahem tuku a bilkovin.

Injekci byla odebrana ¢ast vodné vrstvy a pres filtr precezena do sklenéné vialky. Filtr byl
pouZit, aby se zabranilo vniknuti necistot a nemoznosti dale analyzovat vzorky v HPLC.

4.5 Analyza vybranych parametrti

Vzorky byly analyzovany pomoci pfistroje HPLC a poté MilkoScan FT 120. Detekce
vysledkll pomoci HPLC byla provadéna detektorem DAD (UV-VIS detektor s deuteriovou
lampu). U vSech vzork( byl stanoven primér dvou méreni a smérodatna odchylka pomoci
programu Microsoft Excel. Analyza vzork( probihala ve vysokoucinné kapalinové
chromatografii 1260 Infinity Il DAD WR, diky kterému bylo mozné provadét soubéiné méreni
laktozy i citronové kyseliny. Méfeni byla provadéna na analytické koloné AminexR HPX-87H
(300 x 7,8 mm, velikost ¢astic 9 um) a za pouziti izokratické eluce s 0,005 M kyselinou sirovou
(prGtok 0,6 ml za min.). Pro kazdou analyzu bylo vstfiknuto 20 ul a kazdy vzorek byl analyzovan
dvakrat.

Parametry vysokoucinné kapalinové chromatografie a podminky analyzy:
e Mobilni faze: 0,005 mol/l H2SO4
e Pratokova rychlost: 0,6 ml/min
e Teplota kolony: 65 °C
e Teplota obou detektor(: 35 °C
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5 Vysledky

Ke zpracovani a vyhodnoceni vysledkl byly v této préci pouzity programy Microsoft Excel
a Openlab.

5.1 Analyza pristrojem HPLC

Na obrazku 10 je vyobrazena kalibracni kfivka laktdzy, na obrazku 11 je vyobrazena
kalibracni kfivka citrénové kyseliny. V obou pfipadech se jedna o vzorek BMW1222. Obrazky
byly vygenerovdny pomoci OpenLab programu.

Calibration Curve

Obr. 10: Kalibragni kfivka laktézy vzorku BMW1222.
Calibration Curve

N 2

Obr. 11: Kalibracni kfivka citronové kyseliny vzorku BMW1222.
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Tabulka 6 predklada vysledky stanoveni laktézy a citrénové kyseliny v procentech,
které byly méfeny pomoci pristroje HPLC. Kazdy vzorek byl méfen ve dvou opakovanich,

vvvvvvvvv

hodnotou jsou pro pfehlednost tu¢né vyznacené v tabulkach nize.

Citronova kyselina (%) Citronova kyselina (%) Laktéza (%) Laktoza (%)

Vzorek Primérna hodnota SD Pridmérna hodnota SD
BMW4521 0,15 0,02 4,52 0,34
BMW4621 0,14 0,02 5,10 0,35
BMWA4821 0,12 0,02 5,24 0,34
BMWA4921 0,15 0,02 4,96 0,32
BMWO0122 0,13 0,02 4,53 0,31
BMWO0222 0,13 0,02 4,96 0,32
BMWO0322 0,14 0,02 4,98 0,31
BMWO0422 0,13 0,02 4,86 0,30
BMWO0622 0,14 0,02 4,74 0,29
BMWO0722 0,10 0,02 4,24 0,29
BMWO0822 0,13 0,02 4,64 0,42
BMW1122 0,15 0,02 4,72 0,34
BMW1222 0,10 0,02 4,26 0,35
BMW1322 0,11 0,02 4,76 0,34
BMW1422 0,10 0,02 3,85 0,32
BMW1722 0,09 0,02 4,18 0,31
BMW1822 0,10 0,02 4,52 0,32
BMW2022 0,09 0,02 4,10 0,31
BMW20221 0,10 0,02 4,48 0,30
BMW20222 0,08 0,02 4,80 0,29
Vsechny vzorky 0,12 0,02 4,62 0,29
CMW3623 0,27 0,04 4,59 0,21
CMW3723 0,15 0,02 4,97 0,22
CMW3923 0,18 0,02 4,68 0,18
CMW4423 0,13 0,02 4,09 0,17
CMWA4523 0,15 0,02 4,65 0,09
CMW4623 0,09 0,02 4,49 0,07
CMW4723 0,15 0,01 4,56 0,08
CMWA4823 0,13 0,01 4,43 0,09
CMW4923 0,16 0,01 4,61 0,09
CMW5023 0,14 0,01 4,43 0,21
Vsechny vzorky 0,16 0,02 4,55 0,14

Tab. 6: Primérné vysledky stanoveni obsahu citrénové kyseliny a laktézy v % u smésnych
vzork( buvoliho a kravského mléka pomoci pfistroje HPLC.
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Z vyse uvedenych vysledkl je patrné, Zze vzorky BMWA4521, BMW1122 a BMW4921
vykazoval vzorek BMW20222, a to 0,08 %. V porovnani s kravskymi obsahoval vzorek
CMW3623 nejvyssi hodnotu citronové kyseliny, a to 0,27 %. AvSak tato hodnota byla
v porovnani s ostatnimi vzorky mimo prlmérné vysledky dalSich vzork(, tudiz zde mohla
nastat chyba pfi analyze vzorku. Nejméné citrénové kyseliny obsahoval vzorek CMW4623, a to
0,09 %. Primérnd hodnota obsahu citrénové kyseliny viech vzork(l buvoliho mléka byla
0,12 %. U vzorkd kravského mléka byla primérna hodnota citrénové kyseliny 0,16 %.
vzorek BMW1422, a to 3,85 %. U kravskych vzork( byla nejvy$si namérena hodnota u vzorku
CMW3723 4,97 % obsahu laktézy a nejnizsi u vzorku CMW4423, a to 4,09 %. Primérna
hodnota obsahu laktézy u vSech vzork( buvoliho mléka byla 4,62 %. U vzork( kravského mléka
byla primérna hodnota laktézy 4,55 %.

Nasledujici obrazek 11 byl vytvoren v programu Microsoft Excel a cilem tohoto grafu
bylo znazornit vykyvy v obsahu laktézy v pribéhu pll roku u vzorkd buvoliho mléka. Az na jisté
vykyvy, které mohly byt zplsobeny nepfesnosti méreni ¢i lidskou chybou, je obsah laktdzy
stabilni v celém pribéhu laktace. Prlimérny obsah laktézy v buvolim mléce vzork( z farmy
Ohar byl 4,61 %.

Zmény obsahu laktdzy v buvolim mléce (%)

5,50

5,00

4,50

4,00

3,50
11.11. 2021 26. 05. 2022

Obr. 11: Zmény obsahu laktdzy v buvolim mléce béhem laktace méreny HPLC.

Nasledujici obrazek 12 byl vytvoren v programu Microsoft Excel a cilem tohoto grafu
bylo zndzornit vykyvy v obsahu citronové kyseliny v prabéhu pll roku u vzorkd buvoliho mléka.
Hodnoty, které lIze vycist z kfivky maji klesajici trend, ktery lIze pficist zavislosti na dobé odbéru
vzorku. Z dlvodu neptiznivé epidemiologické situace byly vzorky odebirany a analyzovany
pouze polovinu roku.
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Zmény obsahu citréonové kyseliny v buvolim mléce (%)

0,17
0,15
0,13
0,11
0,09
0,07

11.11. 2021 26.05. 2022

Obr. 12: Zmény obsahu citrénové kyseliny v buvolim mléce béhem pUl roku.

Obrazek 13 je chromatogram znazornujici vzorek BMW2111, konkrétné v horni casti
citrénovou kyselinu a v dolni ¢asti laktdzu. K vyhodnoceni chromatogram byl pouZit program
Openlab.

BIMW1222_1| DAD1A Sig=210,4 Ref=0ff| 2024-03-06 22-26-54+01-00-25.cx

Response [mAU]
——q5844

——qt1048

12 13
Retention time fmin]

Integratior
T

Response [nRI]

117301
118334

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24

12 13
Retention time min]

Obr. 13: Chromatogram vzorku BMW1222 znazornujici citrénovou kyselinu v horni ¢asti
a laktozu v dolni ¢asti.
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5.2 Analyza pristrojem MilkoScan FT 120

V tabulce 7 jsou zobrazeny vysledky z vyhodnoceni sloZzeni vzork(i mléka analyzované
pomoci pristroje MilkoScan FT 120. Tu¢né jsou vyobrazeny vyledky, které vykazuji nejvyssi

evvs

Tukoprosta  Citronova
Vzorky Tuk (%) Bilkoviny (%) Laktéza (%)  Susina (%) susina (%) kyselina (%)

BMW4521 6,33 3,75 5,26 15,8 9,55 0,15
BMW4621 5,59 3,72 5,44 15,55 9,67 0,15
BMWA4821 6,23 3,77 5,57 15,87 9,74 0,12
BMW4921 6,51 3,64 5,24 15,67 9,27 0,15
BMWO0122 6,82 3,85 5,35 16,45 9,76 0,14
BMW0222 6,34 3,78 5,31 15,65 9,54 0,13
BMWO0322 5,6 3,94 5,49 15,54 10,02 0,14
BMWO0422 7,02 3,92 5,41 16,79 9,88 0,12
BMWO0622 5,57 4,32 6,13 16,75 11,33 0,15
BMW0722 7,58 3,98 5,42 17,32 9,91 0,11
BMW0822 7,51 4,02 5,38 17,44 10,02 0,13
BMW1122 6,8 3,76 5,47 16,26 9,55 0,10
BMW1222 8,02 4,17 5,19 18,08 9,98 0,11
BMW1322 8,34 4,06 5,12 17,96 9,73 0,10
BMW1422 51 4,02 5,02 14,78 9,52 0,09
BMW1722 7,77 4,05 5,13 17,4 9,68 0,09
BMW1822 8,21 4,06 5,09 17,87 9,64 0,09
BMW2022 8,3 4,08 5,09 18,05 9,66 0,08
BMW20221 7,73 4,03 5,04 17,32 9,49 0,08
BMW20222 7,41 3,94 5,44 16,79 9,76 0,08
Vsechny vzorky 6,94 3,94 5,33 16,67 9,79 0,12
CMW3623 4,53 3,43 4,66 13,32 8,95 0,16
CMW3723 3,96 3,48 4,75 12,85 9,06 0,15
CMW3923 4,35 3,57 4,77 13,43 9,10 0,16
CMW4423 3,95 3,41 4,73 12,75 8,87 0,14
CMW4523 3,27 3,61 4,67 12,33 9,08 0,14
CMW4623 4,14 3,53 4,65 12,91 8,94 0,14
CMw4723 3,83 3,32 4,65 12,37 8,68 0,14
CMW4823 3,86 3,60 4,84 13,13 9,31 0,19
CMW4923 3,95 3,57 4,70 12,85 9,08 0,15
CMW5023 4,22 3,47 4,68 13,02 8,85 0,14
Vsechny vzorky 4,01 3,50 4,71 8,99 12,90 0,15

Tab. 7: Vysledky vzorkd pomoci pfistroje MilkoScan FT 120 v procentech.
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Z vyse uvedenych vysledkd bylo vyvozeno, Ze vzorky BMW4521 a BMW4921 vykazuji
nejvyssi hodnoty citréonové kyseliny, a to 0,15 %. Oproti tomu vzorek BMW1122, jez byl
pfeméren na MilkoScanu FT 120, vykazoval pouze 0,10 % citrénové kyseliny. Zde je patrné,
Ze kazda metoda analyzovani vzork(i ma sva uskali a je tfeba vidy méfit vice opakovani, aby
u vozrki BMW2022, BMW 20221 a BMW 20222 to 0,08 %.

Primérny obsah laktézy vSech vzorkl buvoliho mléka byl dle analyzy MilkoScan FT 120
5,33 %. U kravského mléka byla primérna hodnota obsahu laktdzy 4,71 %. Primérny obsah
citrénové kyseliny viech vzorkd buvoliho mléka byl 0,12 % a u kravského mléka 0,15 %.

5.3 Statistické zpracovani vysledkd

Statistické Setfeni mezi buvolimi a kravskymi vzorky mléka bylo zpracovano pomoci
programu Microsoft Excel, konkrétné pomoci metody dvouvybérového F-testu pro rozptyly,
s hladinou vyznamnosti p<0,05. Pro statistické Setfeni mezi vysledky z méreni HPLC
a MilkoScan byl vyuZit T-test pro nezavislé vybéry, s hladinou vyznamnosti p<0,05. Vysledkem
statistického Setfeni byla p hodnota, jez udavala miru podobnosti vysledkl. Pokud tato
p hodnota byla vyssi nez 0,05, nejednalo se o statisticky vyznamny rozdil mezi porovnavanymi
vzorky. PFi hodnoté p nizsi nez 0,05 byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil ve vzorcich
a zalezelo na presné hodnoté — ¢im nizsi p hodnota byla, tim vétsi byla vyznamna statisticka
rozdilnost.

V tabulce 8 je vysledek statistického Setfeni v obsahu laktézy pomoci pfistroje HPLC mezi
vzorky mléka kravského a buvoliho. Hodnota p byla vyssi nez 0,05, konkrétné 0,07, a tim bylo
prokazano, Ze se obsah laktdzy ve vzorcich syrového kravského a buvoliho mléka nelisi.

Kravy Buvoli
Stfedni hodnota 4,55 4,622
Rozptyl 0,05028889 0,13097474
Pozorovani 10 20
Rozdil 9 19
F 0,38395869
P (F<=f) (1) 0,07159345
F krit (1) 0,33925307

Tab. 8: Statistické Setfeni rozdilu obsahu laktézy mezi buvolem a kravou
u vzork( mérenych pfistrojem HPLC.

V tabulce 9 bylo stejnym zpUsobem statisticky vyhodnoceny vysledky méreni obsahu
citrénové kyseliny pfistrojem HPLC mezi vzorky kravského a buvoliho syrového mléka.
Toto statistické vyhodnoceni ukazalo, Ze rozdily obsahu citronové kyseliny mezi buvolim
a kravskym mlékem jsou vyznamné. Hodnota p byla podstatné nizsi a to konkrétné 0,0039
po zaokrouhleni.
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Kravy Buvoli
Stfedni hodnota 0,155 0,119
Rozptyl 0,00218333 0,00051474
Pozorovani 10 20
Rozdil 9 19
F 4,24164963
P (F<=f) (1) 0,00387893
F krit (1) 2,42269894

Tab. 9: Statistické vyhodnoceni rozdilu obsahu citronové kyseliny mezi buvolem a kravou

u vzork( mérenych pfistrojem HPLC.

Rozdily ve vyslednych primérnych hodnotdch méreni obsahu laktézy a citrénové

kyseliny jsou znazornény v tabulkcah 10 a 11. Hodnota p v tabulce 10 se blizi téméf nule,

coz vypovida o statisticky vyznamném rozdilu mezi mérenim HPLC a MilkoScan pfistrojem.

Vysledné hodnoty obsahu citrénové kyseliny v tabulce 11 se u méreni pomoci pfistroji HPLC

a MilkoScan statisticky nelisily, jak potvrzuje vysledna hodnota p, ktera byla 0,69.

Tab. 10: Statistické
a MilkoScanem.

HPLC MilkoScan
Stredni hodnota 4,622 5,3295
Rozptyl 0,130974737  0,062994474
Pozorovani 20 20
df 34
t Stat -7,184144234
P (T<=t) 0,00000

vyhodnoceni rozdilu obsahu laktézy v buvolim mléce zmérené HPLC

HPLC MilkoScan
Stredni hodnota 0,119 0,1159
Rozptyl 0,000514737 0,000640305
Pozorovani 20 20
df 38
t Stat 0,407922616
P (T<=t) 0,68561981

Tab. 11: Statistické vyhodnoceni rozdilu obsahu citrénové kyseliny v buvolim mléce zmérené
HPLC a MilkoScanem.
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Graficky znazornény statisticky vyznamny rozdil v obsahu laktézy v buvolim mléce mérené
odliSnymi metodami — MilkoScan a HPLC na obrizku 14.

Srovnani obsahu laktézy v buvolim mléce mérené
pomoci pfistoji MilkoScan a HPLC

6,5
[ ]
6
5
4,5
4
3,5 MilkoScan HPLC

Obr. 14: Porovnani obsahu laktozy v buvolim mléce mérené pristoji MilkoScan a HPLC.
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6 Diskuze

Mléko a mlécné vyrobky jsou soucasti lidské vyZivy jiz po celd tisicileti. Z nutri¢niho
hlediska je mléko povaZovano za plnohodnotnou potravinu. Obsahuje vSechny esencialnich
aminokyseliny, dale vitaminy lipofilni a hydrofilni. Z mineralnich latek se v mléce nachazi
fosfor, horcik, draslik a také nelze opomenout vapnik, jehoz vstfebatelnost v téle je nejvyssi
ze vSech potravin, a to az 30 %.

V dnedni dobé je vyvijen tlak v oblasti dostatecné Sirokého a casto obménovaného
portfolia prodavanych mlécnych vyrobk(. Spotrebitel rad vyhledava a zkousi nové alternativy
k tradi¢nim vyrobk(m. Zarazeni buvoliho mléka a mlécnych vyrobk(l znéj do obchodu
by konzumentlm rozsifilo sortiment o dalSi nutricné a senzoricky zajimavé produkty.
Buvoli mléko je oproti kravskému mléku nutricné bohatsi, a to konkrétné vyrazné vyssim
obsahem tuku a bilkovin.

Zamérem této prace bylo porovnat sloZzeni kravského a buvoliho mléka, konkrétné obsah
laktézy a citronové kyseliny v pribéhu laktace. Druhotnym cilem prace bylo zjistit,
zda je vysokoucinna kapalinova chromatografie se sériové zapojenym DAD WR detektor
vhodnou metodou ke stanoveni obsahu laktézy a citronové kyseliny. HPLC ma totiz vysoky
stupén presnosti, je ¢asové nenaroc¢na, opakovatelnda a uZivatelsky jednoduchd metoda
analyzy vzork( (Trani et al. 2017). Pro statistické ucely bylo 20 vzorkd syrového buvoliho
mléka a 10 vzorkd syrového kravského mléka méreno také na pfistroji MilkoScan FT 120,
kde byla mérena celkova hodnota sacharidi ve vzorku a ne pouze obsah laktdzy. Z tohoto
dlvodu byly vysledky z pfistroje HPLC a MilkoScan v obsahu laktozy rozdilné.

V priibéhu laktace se dle Kumar Patbandha et al. (2015) méni nejen mnoZstvi, ale také
sloZzeni nadojeného mléka. Konkrétné obsah laktézy mél ve studii klesajici trend, ackoli je
laktéza povazovana za jednu z nejméné promeénlivych slozek mléka. Nejvyssi hodnotu
vykazoval obsah laktézy v prvni tretiné laktace (5,83 %), ve druhé tretiné laktace (5,65 %)
a na konci laktace byl obsah laktozy 5,51 %. Vzorky mléka byly analyzovany v této studii
pomoci pristroje LACTOSCAN (New dairy engineering and trading company Pvt. Ltd., Delhi,
India). Oproti tomu studie Kuralkar & Kuralkar (2022), kde byl rovnéz porovndavan vliv doby
laktace a ro¢niho obdobi na pridmérny obsah laktdzy, se tyto parametry ukdzaly jako statisticky
nevyznamné. Vysledky méreni této studie byly rovnéz analyzovany pomoci pfistroje
LACTOSCAN a pramérny obsah laktézy byl 3,96 %. V kontextu s vysledky mé diplovové prace,
kde pro porovnani byla analyza provedena pomoci pfistroje MilkoScan FT 120, byl naméren
pramérny obsah laktdzy 5,33 + 0,20 %, coZ je v rozpéti obou studii.

Ve studii Srivastava et al. (2014) byl uveden plmérny obsah laktézy v buvolim mléce
7,17 %. V této studii byla pouZita metoda vysokoucinné tenkovrstvé chromatografie (HPLTC),
oproti nasemu prlimérnému obsahu laktézy z pfistroje HPLC 4,6 £ 0,3 %. Rozdily v této praci
mezi pfistroji MilkoScan a HPLC jsou zapficenény v konkrétnich mérenich jednotlivych frakci
pristroji. Pfistroj HPLC méfi pomoci kolony pouze laktdézu obsazenou ve vzorku, oproti pfistroji
MilkoScan, ktery méfi hodnotu vSech sacharidd v mléce. Proto byla celkovd primérna
hodnota obsahu laktézy pfi méfeni pomoci MilkoScan vys$si, coz dokazuje hodnota p,
jez se blizi nule. Tudiz mGZeme fici, Ze se jednalo o statisticky vyznamny rozdil v méreni.
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U pfistroje HPLC, jsou vysledné hodnoty obsahu laktdzy presnéjsi a to jak u vzorkd buvoliho,
tak kravského mléka.

Ve studii Johansson et al. (2019) sledovali obsah rliznych parametrd v buvolim mléce
6 tydnu po oteleni a sbér vzork( trval 3 mésice. Ve studii bylo zahrnuto pouze 6 buvolic, coz je
maly vzorek k porovnavani a statistickému Setfeni. Obsah citrénové kyseliny byl v prvnim
tydnu méreni 0,15 %. V dalSich tydnech se obsah citrénové kyseliny ustalil na 0,18 %, cozi je
mirné vyssi obsah, neZz uveden v této praci, kde byl obsah citronové kyseliny v rozmezi 0,8-
0,15% s prdmérnou hodnotou 0,12 + 0,02 %. Vtéto studii byla kanalyze hodnot
pouzita metoda infradervené spektroskopie. Pro porovnaniv dalsi studii Ahin et al. (2014) byly
hodnoty méreny pomoci pfistroje FOSS MilkoScan TM 120 s vyslednou priimérnou hodnotou
obsahu citrénové kyseliny 0,13 %, hodnoty byly vrozmezi 0,11-0,15 %, coz odpovida
vysledklm v této préci. V této studii bylo analyzovano pres 600 vzorkud ziskdvanych po dobu
celé laktace buvolic.

Jiz na prvni pohled je z vysledk(l této prace a v porovnani s ostatnimi studiemi ziejmé,
Ze se vysledky obsahu laktézy z rGznych typu pfistrojd lisi, avSsak nase méreni ve dvou
opakovani pfineslo az na vyjimky presné vysledky. Smérodatné odchylky vypovidaji o vysoké
presnosti metody urcovani obsahu vySe zminénych frakci v mléce. Celkové ze statistického
Setfeni jsou vysledky presné a spravné. Statistické Setfeni prokazalo, Ze se slozeni mléka skotu
a buvol( statisticky lisi v obsahu citrénové kyseliny, ale nelisi se v obsahu laktézy, pti méreni
nedokonalou analyzou, i findlnim zpracovanim vysledkd.

Pfinosem této prace je skutecnost, Ze Ize metodu HPLC bezpecné pouzivat pro uréeni
obsahu laktdézy a citrénové kyseliny a je moiné ji doporucit pro budouci testovani,
které by mélo byt vice rozsahlé a mélo by trvat po dobu celé laktace.
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7 Zaver

Cilem prace bylo porovnat obsah vybranych slozek ve vzorcich buvoliho mléka pomoci
metody kapalinové chromatografie, proto byla v praci provéfena metoda stanoveni obsahu
laktozy a citrénové kyseliny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s DAD WR
detektorem. Tato analyza byla zvolena z dlvodu vysoké presnosti, ¢asové nendrocnosti
a opakovatelnosti. BEhem analyzy bylo zmérfeno 20 vzorkd buvoliho mléka a srovnavacich
10 vzorkl kravského mléka. Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou opakovanich pro lepsi
vyhodonoceni a moznost provéreni dat.

Hypotézou prace bylo, Zze obsah laktdzy a nékterych organickych kyselin je odliSny
od mléka kravského. Tato hypotéza byla pomoci méreni pfistrojem HPLC ¢astecné potvrzena.
Konkrétné obsah laktdzy se ve vzorcich buvoliho a kravského mléka statisticky nelisil, avSak
obsah citronové kyseliny vykazoval ve vzorcich buvoliho a kravského mléka statisticky
vyznamny rozdil. PFi srovnani s mérenim pfistrojem MilkoScan tomu bylo naopak.

Ze zaveéru této prace vyplyva nékolik skutecnosti. Celkovy obsah laktézy méreny HPLC
v buvolim mléce je mirné vyssi nez u mléka kravského, ale neni statisticky vyznamny.
Obsah citronové kyseliny je vyssi u kravského mléka oproti buvolimu mléku a tento rozdil
je statisticky vyznamny. Naproti tomu vysledky mérené pfistrojem MilkoScan FT 120
vykazovaly statisticky vyznamny rozdil v obsahu laktézy mezi vzorky kravského a buvoliho
mléka, coZ bylo zplsobeno pouZitim pfistroje MilkoScan, ktery méfi celkovy obsah sacharidd
v mléce nikoli pouze obsah laktézy a je tedy nepresny. Obsah citronové kyseliny méfeny
pomoci pfistroje MilkoScan nevykazoval statisticky vyznamné rozdily ve vzorcich kravského
a buvoliho mléka. Z namérenych dat Ize usuzovat, Ze buvoli mléko je vhodnym alternativnim
feSenim za mléko kravské. Dale se zde nabizi myslenka zalit chovat buvoly ve vétsi mire
v Ceské republice a inspirovat se v zemich Asie, kde je chov buvoll a zpracovani jejich mléka
naprosto rutinni zalezitosti.

Metoda stanoveni obsahu laktdézy a citronové kyseliny pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s DAD WR detektorem se ukazala jako ucinn3, ale je tfeba dalSiho
zdokonalovani, aby vysledky byly presnéjsi.
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