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Enzymatické a antimikrobialni vlastnosti koziho mléka

Souhrn

Béhem posledniho desetileti se zvySila celosvétova poptavka po kozim mléce vice nez
dvakrat a predpoklada se, Ze do roku 2030 dojde ke zvyseni o dalSich 53 %. Kozi mléko, at uz
pfimo ¢i ve formé mlécnych produktll, predstavuje vysoce nutricné hodnotnou potravinu.
Lze ho povazovat za zdroj makro i mikronutrient(, ale také rfady ucinnych latek, které hraji
vyznamnou roli jak ve vyZivé, tak ve zdravi spotrebiteld. Kromé zakladnich mléénych
komponent disponuje kozi mléko obsahem proteolytickych enzym, které jsou vyznamné pfi
urcovani jakosti mléka a mléénych produktl. Endogenni enzymy jsou nativni enzymy mléka,
jez pochazeji ze somatickych bunék, krevni plazmy ¢i povrchovych vrstev tukovych kulicek.
Exogenni enzymy jsou produkovdny mikroorganismy, které se dostavaji do mléka za
nevhodnych hygienickych podminek. Rada nativnich enzymi se podili na pfirozeném
antimikrobidlnim systému mléka. Soucasné vSak mohou mit tyto latky vyznamny vliv na
kvalitu a senzorické vlastnosti mléka a mlécnych produktl béhem skladovani. Termostabilni
proteolytické enzymy produkované psychrotrofnimi bakteriemi a stejné tak tepelné odolné
nativni proteazy, maji nejvétsi vliv na znehodnoceni mlécnych vyrobkd z divodu degradace
proteind, jejiz nasledkem dochazi ke snizeni vytéZnosti produktd.

Kozi mléko obsahuje vyznamné latky s antimikrobidlnim Ucinkem jako je laktoferin
a lysozym. Koncentrace téchto latek vkozim mléce se zvySuje pfi mastitidé a souvisi
s po¢tem somatickych bunék. Somatické buriky, stejné jako mikrobidlni profil syrového
mléka, jsou povaZovany za indikatory kvality hygieny mléka a mohou poskytnout informace
o zdravotnim stavu mlécné Zlazy. Kvalita i kvantita nadojeného mléka mlze byt ovlivnéna
fadou faktord jako je stadium laktace, zplsob dojeni a chovu, vyZiva ¢i plemeno zvifete.
Mezi vyznamné patogenni mikroorganismy koziho mléka patfi Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius ¢i Streptococcus agalactiae.

Cilem prace bylo stanovit antimikrobialni latky — laktoferin, lysozym a celkovou
proteolytickou aktivitu v kozim mléce. Pro uréeni laktoferinu a lysozymu byla zvolena
metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie s FLD detekci. Pro stanoveni
proteolytickych enzym( byla zvolena spektrofotometrickd metoda. V praktické casti bylo
analyzovéno 58 individualnich vzorkd koziho mléka z ekologické biofarmy v CR.

Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi celkovym poctem mikroorganismi
nad i pod 100 x 103 KTJ/ml a poétem somatickych buné&k 300 x 103/ml vaéi laktoferinu
a lysozymu. Nebyla nalezena korelace mezi vzristajici koncentraci obou antimikrobidlnich
l[atek ve vztahu k poétu somatickych bunék, u lysozymu ani ve vztahu k celkovému poctu
mikroorganismu ¢i mastitidnim bakteriim. Proteolytickd aktivita mléka neméla vliv na obsah
a zastoupeni pritomnych bilkovin, korelovala vsak s obsahem laktoferinu. Nebyla
zaznamendna zavislost mezi celkovou proteolytickou aktivitou a zvySenym poctem
somatickych bunék.

Kli¢ova slova: lysozym, laktoferin, protedza, kozi mléko, HPLC, PSB, bakterie



Enzymatic and antimicrobial properties of goat's milk

Summary

Global demand for goat's milk has increased more than twice over the last decade
and it is supposed to increase by further 53 % by 2030. Goat's milk, either directly or in the
form of dairy products, is a highly nutritious food. It can be considered as a source of macro
and micronutrients, but also of a number of active substances that play an important role in
both nutrition and consumer health. Beside basic dairy components, goat's milk contains
proteolytic enzymes which are important in determining the quality of milk and dairy
products. Endogenous enzymes are the native enzymes of milk that come from somatic cells,
blood plasma or from the surface layers of fat globules. Exogenous enzymes are produced by
microorganisms that enter the milk under unsuitable hygienic conditions. Many native
enzymes participate in the natural antimicrobial system of milk. However, they can have
a significant effect on the quality and sensory characteristics of milk and milk products
during storage. Thermostable proteolytic enzymes produced by psychrotrophic bacteria as
well as heat resistant native proteases, have the biggest influence on the deterioration
of dairy products due to protein degradation which results in reduce product yield.

Goat's milk contains important antimicrobial substances such as lactoferrin
and lysozyme. The concentration of these substances in goat milk increases in mastitis and it
is related to somatic cell count. Somatic cells, as well as the microbial profile of raw milk, are
considered as indicators of milk hygiene quality and can provide information about the
health status of the mammary gland. The quality and quantity of the milk can be influenced
by a number of factors such as the stage of lactation, the method of milking and breeding,
nutrition or the breed of the animal. Important pathogenic microorganisms in goat milk
include Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius and Streptococcus agalactiae.

The aim of the study was to determine antimicrobial substances — lactoferrin,
lysozyme and total proteolytic activity in goat milk. The method of high-performance liquid
chromatography with FLD detection was chosen for the determination of lactoferrin
and lysozyme. The spectrophotometric method was chosen for the determination of
proteases. In the practical part, 58 individual goat milk samples from an organic biofarm in
the Czech Republic were analysed.

There were statistically significant differences between the total number
of microorganisms above and below 100 x 103 CFU/ml and somatic cell count of 300 x 103/ml
towards lactoferrin and lysozyme. No correlation was found between the increasing
concentration of both antimicrobial substances in relation to somatic cell count, for
lysozyme even in relation to total microorganism count or mastitic bacteria. The proteolytic
activity of milk did not affect the content and abundance of proteins present, however it
correlated with the content of lactoferrin. There was no correlation between total protease
activity and increased somatic cell count.

Keywords: lysozyme, lactoferrin, protease, goat milk, HPLC, SCC, bacteria
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1 Uvod

V soucasné dobé jsou mléko a mlé¢né vyrobky bezpochyby nepostradatelnou slozkou
lidské vyZivy. Tyto potraviny tvofi komoditu, jejiz spotieba ve svété neustale nar(ista. Jedna
se totiZ o jednu z nejkomplexnéjsich sloZek lidské stravy. Z nutri¢niho hlediska je tfeba zminit
predevsim zdroj vapniku, jehoZ vstrebatelnost je oproti potravindm rostlinného plvodu
znacna. Mléko ddle obsahuje plnohodnotné bilkoviny, laktézu a dobfe stravitelny mlécny
tuk, jez je zdrojem vitaminU rozpustnych v tucich. SloZeni jednotlivych makro i mikroZivin
mléka a jeho jakost jsou ovlivnény mnoha faktory jako je ZivoCiSny druh, krmna davka,
stadium laktace, plemeno ¢i zdravotni stav zvitete.

Pokroky v technologii mlékarstvi a v analytickych metodach vedou k tomu, Ze se
stftedem z4jm{ stavaji v posledni dobé i funkéni vlastnosti nékterych mléénych komponent.
Jedna se napf. o antimikrobialni uc¢inky biologicky aktivnich latek — laktoferinu a lysozymu,
které mohou byt po izolaci z mléka vyuzity jako aktivni prisady do novych funkénich potravin,
nutriéni a kojenecké stravy, farmaceutickych a kosmetickych vyrobkd ¢i do veterindrnich
preparatd. Zvysené koncentrace téchto latek v mléce mohou zaroven signalizovat zdnéty
mlécné Zldzy a poukazovat tak na zdravotni stav zvifete. Diskutovanou skupinu latek,
vykazujici antimikrobidlni a jiné zdravi prospésné ucinky v mléce, tvofi bioaktivni peptidy.
Tyto peptidy vznikaji enzymatickou hydrolyzou pfi prlichodu gastrointestinalnim traktem.
Velké mnoizstvi prirozené vytvofenych bioaktivnich peptidi se nachdzi rovnéz ve
fermentovanych mlécnych vyrobcich z ddvodu pfitomnosti proteolytickych zakysovych kultur
a poskytuji tak zdravotni benefity spotrebitelim.

Vyznamnou slozkou mléka jsou rovnéz enzymy, které se podileji na pfirozeném
antimikrobidlnim systému mléka. Soucasné mohou mit tyto latky znacny vliv na kvalitu
a senzorické vlastnosti mléka a mléénych produktl béhem jejich skladovani, kdy dochazi k
narusSeni doby trvanlivosti, chuti, viiné a ke vzniku technologickych vad. Nejrelevantnéjsi
skupinou téchto latek pro mléény pramysl jsou enzymy produkované psychrotrofnimi
bakteriemi, které disponuji termostabilitou a maji nejvétsi dopad na znehodnoceni mléénych
vyrobkl. Kontrolou téchto enzym( a jejich aktivity Ize zajistit vysokou jakost mléka. Vyjma
bakterii pochdzi mlééné enzymy také ze somatickych bunék, jez jsou ptirozenou soucasti
mléka. Pfi nadlimitnim mnoZstvi téchto bunék dochazi k jejich lyze a naslednému uvolfiovani
enzym0 v mléce, které vtomto zvySeném mnoiZstvi zpUsobuji degradaci bilkovin véetné
prospésnych latek s antimikrobidlnim uc&inkem. Enzymaticky systém somatickych bunék
Celkovou kvalitu mléka ovliviiuje rovnéz celkovy pocet mikroorganism(, ktery je zavisly na
celé radé faktor( a mlze souviset s vyskytem klinickych i subklinickych mastitid.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Zakladem diplomové prace bylo sestavit literarni prehled zabyvajici se soucasnym
stavem problematiky latek s enzymatickym a antimikrobidlnim ucéinkem v kozim mléce.
Literarni reSerSe obsahuje popis sledovanych latek v kozim mléce, faktory ovliviujici jejich
zastoupeni, vybrané analytické metody apod.

Cilem praktické casti bylo stanovit vybrané latky s enzymatickym a antimikrobialnim
ucinkem — laktoferinu a lysozymu, a posoudit jejich vztah k celkové kvalité mléka, zejména
bilkovin. Soucasné byly zohlednény faktory, které mohly tyto vlastnosti ovliviiovat a také
byla provedena optimalizace vybranych metod stanoveni.

Hypotézy:

1) Zvolené metody pro stanoveni lysozymu, laktoferinu a celkové aktivity proteaz
budou vhodné optimalizovany.

2) Obsah lysozymu a laktoferinu se bude lisit v individualnich vzorcich koziho mléka ve
vztahu k poétu somatickych bunék a celkovému poctu mikroorganism(, zejména
mastitidnich bakterii.

3) Proteolyticka aktivita mléka bude ovliviiovat obsah a zastoupeni bilkovin.

4) Celkova aktivita protedz bude vyssi ve vzorcich koziho mléka se zvySenym poctem
somatickych bunék.



3 Literarni reSerse

3.1 Uvod do problematiky koziho mléka

Ze studie, kterou realizovali Pulina et al. (2018) vyplyva, Ze produkce koziho mléka se
zvysila vice nez dvakrat béhem posledniho desetileti a predpoklada se, Ze se zvysi o dalSich
53 % do roku 2030 (viz tabulka €. 1). Mlécna produkce ziskava stale vétsi ekonomicky vyznam
zejména pro vyrobu kozich syr, jejichz objem i sortiment se postupné zvysuje na trzich, kde
jsou tyto syry Casto ocenovany (Selvaggi et al. 2014). DalSim zadanym odvétvim je také
vyroba fermentovanych mléénych ndpojl, jejichz spotfeba narlstd kazdym rokem. Kozi
mléko se zaroven uplatfiuje jako zdklad v nutri¢ni a kojenecké vyzivé, kde je nezbytné, aby
bylo mléko kvalitni a zdravotné nezavadné (Park et al. 2007). Ackoli pouZiti koziho mléka
v hypoalergenni vyZzivé neni obecné doporucovano z dlivodu kfiZzové kontaminace kravskych
a kozich mlécnych bilkovin, Ballabio et al. (2011) vzhledem k vysledkim své studie
predpokladaji Uspésnou aplikaci koziho mléka do modifikovanych formuli, jako jsou
hydrolyzaty, pro vybrané skupiny alergickych pacient(i (Ballabio et al 2011). Mlé¢né vyrobky
jsou mimo jiné zdrojem dalSich funkénich latek jako jsou fytosteroly, mastné kyseliny
a probiotické bakterie. Specifické slozky mléka se pridavaji do farmaceutickych vyrobki
a veterinarnich preparatll zejména pro sv(j antimikrobidlni Uclinek. Jednd se zejména
o laktoferin a lysozym (Samkova et al. 2020).

Tabulka 1: Polty dojenych koz, produkce koziho mléka a syrd v Ceské republice v letech
2011 aZ 2018 (Samkova et al. 2020)

Ukazatel 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Pocet dojenych koz (ks) | 2902 3208 3407 3556 3935 4610 5819 6093

Produkce koziho mléka
(tis. )

1500 1600 1650 1800 2000 2300 2900 2850

Produkce koziho syra (t) | 150 160 165 180 200 230 290 285

Domestikace koz je dobfe znama jiz od starovéku, nebot se predpoklada, Ze k ni doslo
poprvé pred 10 000 lety virdnskych horach (Selvaggi et al. 2014). Vzhledem k omezené
dostupnosti kravského mléka hraje chov koz klicovou roli v mnoha rozvojovych zemich
(Park 2017). Odhaduje se, Ze vice nez 80 % populace viech koz se nachdzi v Asii a v Africe
(Selvaggi et al. 2014). V Ceské republice ma chov koz bohatou historii a tradici. Nadim
nejcastéji chovanym plemenem je bila kratkosrsta koza. V minulosti zde byly vysoké pocetni
stavy koz, které se chovaly za ucelem produkce mléka a masa pro vlastni potiebu, jak
ukazuje obrazek ¢.1 (Navratilova et al. 2012). V poslednich letech u ndas vzrostl pocet
chovatelll koz z dlivodu rostouci poptavky po zdravé vyzivé. Chovatelé nejcastéji prodavaji
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Cerstvé mléko nebo se zabyvaji vyrobou kozich syr( a jogurtd. Mlécné vyrobky se prodavaji
vétsinou pfimo na farmach nebo jsou dodavany do trznich siti, ve kterych se dfive nalézaly
jen velmi zfidka. V soucasné dobé vsak jejich nabidka vzrista (LuZzovd et al. 2012).
Nevyhodou koziho mléka je jeho nedostatek zejména v zimnich mésicich z ddvodu sezénni
fije koz. Plodné obdobi téchto zvifat se v nasich klimatickych podminkach projevuje od konce
léta az do konce podzimu. Nicméné u nékterych koz se objevuje fije rovnéz v jarnich
mésicich. Existuji i vyjimky, u kterych lze fiji pozorovat v prlbéhu celého roku. Vtomto
pripadé se jedna o fyziologickou fiji ¢i o poruchu pohlavniho aparatu nebo nekvalitni krmivo,
jez Fiji vyvold (Navratilova et al. 2012).
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Obrazek 1: Pocetni stavy koz na izemi CR v obdobi 1989 a7 2021 (CSU 2021)
3.2 Charakteristika a slozeni koziho mléka

Mléko, at uz pfimo ¢i ve formé mléénych vyrobkl, predstavuje vysoce nutriéné
hodnotnou biologickou potravinu. Lze ho povaZovat za zdroj makro i mikronutrient(, ale
také rady ucinnych latek, které hraji vyznamnou roli jak ve vyZivé, tak ve zdravi spotrebiteld.
Vybrané slozky koziho mléka znazornuje tabulka €. 2 (Ceballos et al. 2009; Li et al. 2014).

Tabulka 2: Porovnani pramérného slozeni koziho, kravského, ovéiho a materského mléka
(Solaiman et al. 2010)

Materské
Slozky mléka (%) Kozi mléko Kravské mléko Ov¢i mléko i
mléko

Voda 87,8 87,7 80,1 87,7
Susina 12,2 12,3 19,9 12,3

Tuk 3,8 3,6 7,9 4,0
Bilkoviny 3,5 3,3 6,2 1,2
Laktosa 4,1 4,6 4,9 6,9
Popel 0,8 0,7 0,9 0,2
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Mnozstvi, sloZzeni a vlastnosti nadojeného mléka jsou zavislé na celé Fadé exogennich
a endogennich faktor(l. Mezi exogenni Cinitele patfi zejména podminky chovu, zpUisob dojeni
a oSetfeni mléka po jeho nadojeni, fyziologie a vyZiva koz. Nedostatecna vyZiva zpusobuje
snizovani obsahu bilkovin, kdy nejvétsi pokles predstavuji predevsim kaseinové bilkoviny.
Endogenni cCinitelé predstavuji stadium laktace, dédi¢nost, individualitu a plemennou
prislusnost zvifete. Obsah tuku, celkové suSiny a bilkovin v mléce je vysoky na pocatku
laktace. Ve druhém az tretim mésici laktace obsah zminénych komponent rychle klesa
a dosahuje minima, poté se opét zvysuje ke konci laktace (Park 2017).

3.2.1 Sacharidy v kozim mléce

Laktosa je hlavnim sacharidem, ktery je tvofen v mlécné Zlaze koz (Park 2017). Jednd
se o disacharid slozeny z glukdzy a galaktézy. Vyskytuje se ve dvou izomernich formdach, alfa
(a) a beta (B), které jsou ve vodném roztoku v rovnovdaze. Laktosa je v gastrointestinalnim
traktu hydrolyzovana B-galaktosiddzou znamou jako laktdza, kterd ma zvlastni preferenci pro
B formu. U savcl aktivita B-galaktosidazy po odstaveni vyrazné klesa, u lidi k tomu zfejmé
nedochdzi ve stejném stupni. Jeji aktivita z(stava zachovdna i v dospélosti a ptiznaky
intolerance se objevuji, pokud dojde k enzymatickému deficitu vrozenému ¢i ziskanému.
Populace trpici laktosovou intoleranci tak musi zcela vyloucit mléko a mlécné vyrobky od koz
i ostatnich hospodarskych zvifat (Pereira et al. 2013). Pokud dojde ke snizeni celkového
obsahu laktézy v kozim mléce, neni tento jev vidy spojovan se zvySenym poctem minoritnich
patogenu ¢i leukocyt(l (Bagnicka et al. 2011).

3.2.2 Tuk v kozim mléce

Ve srovnani s kravskym mlékem obsahuje kozi mléko obvykle vy$si obsah mastnych
kyselin (MK) s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem. Toto mnoiZstvi predstavuje pfiblizné
36 %. V kravském mléce se tyto MK vyskytuji v mnoZstvi 21 % (Barrionuevo et al. 2002). Vyssi
obsah kyselin s kratSimi fetézci v kozim mléce lze pfricist rozdilim v polymeraci acetatu
produkovaného bachorovymi bakteriemi u koz. Barrionuevo et al. (2002) v zdvéru svych
studii uvadi, Zze konzumace koziho mléka snizuje hladinu celkového cholesterolu a LDL frakce
v dUsledku vyssi pritomnosti MK se stfedné dlouhym fetézcem, které sniZuji syntézu
endogenniho cholesterolu. Oproti ostatnim druhim mléka, obsahuje kozi mléko nejméné
cholesterolu, pricemz jeho hodnoty se liSi mezi rGznymi plemeny. VétSina cholesterolu
v kozim mléce se nachazi ve volném stavu, pouze mala cast je v esterové formé (Park et al.
2017). Dalsim vyznamnym rozdilem je primérna velikost tukovych kulicek, pricemz v kozim
mléce méfi 1,5 — 3,0 um, zatimco v mléce kravském dosahuji velikosti 4,5 um. Mensi rozmér
tukovych kulicek udéluje kozimu mléku prirozené lepsi stravitelnost a souvisi ziejmé také
s horSim vyvstdvanim smetany na povrch. Shlukovani tukovych kuli¢ek pfiznivé ovliviuje
aglutinin — protilatka, jejiz vazba na pfislusny antigen zpusobi shlukovani bunék — kterého je
v kozim mléce nedostatek (Park et al. 2017). Oproti ostatnim slozkdm mléka je tuk v mléce
snadnéji ovlivnitelny vyZivou. Pti snizeni mnozZstvi vlakniny v krmné davce klesa obsah tuku
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v mléce. Na jeho sloZeni a senzorickych vlastnostech se podili charakter mastnych kyselin
obsazenych v krmivu. Typické aroma po tzv. ,koziné“ zapficinuji volné MK — kapronova,
kaprinova a kaprylova. Z nasycenych MK je nejvice zastoupena palmitova kyselina, ktera
tvori témér 30 % vSech MK obsazenych v kozim mléce. Myristova a laurova kyselina jsou
rovnéz vysoce zastoupené. Vyznamnymi nenasycenymi MK koziho mléka jsou olejova
a linolova kyselina (Rubin et al. 2021). Kozi mléko obsahuje nizsi obsah orotové kyseliny, coz
ma vyznamny vliv na prevenci vzniku syndromu steatdzy jater. V mlééném tuku se nachazi
konjugovand linolova kyselina (CLA) vznikajici biohydrogenacnimi reakcemi provadénymi
mikroorganismy traviciho traktu prezvykavci. CLA je vyznamnad z hlediska pfiznivych Gcinkd
na lidské zdravi. Byl prokdzan jeji antikarcinogenni a antiaterogenni efekt (Pereira 2013).
Zaroven byl prokazan jeji ucinek na hospodareni s tuky v téle, pficemz CLA tvofti bariéru proti
pronikdni mastnych kyselin do tukovych bunék, a tak zabranuje ukladani tuku v podkoznich
vrstvach. Vyzkumy ukazuji také schopnost CLA stimulovat imunitni systém (Park et al. 2017).
Mnozstvi CLA v mléce m(zZe byt znacné proménlivé predevsim v zavislosti na ro¢nim obdobi
a vdlsledku vyZivy zvifat (Pereira 2013). Obsah této kyseliny v mléce lze zvysit napfiklad
pridavkem fepkového oleje do krmné davky (Park et al. 2017).

Horincar & Bahrim (2017) poukazuji na ucinnost enzymatické hydrolyzy mlécného
tuku ze syrového koziho mléka pomoci kmene Candida lipolytica za ucelem uvolnéni volnych
MK s antimikrobidlni aktivitou pomoci kultivace in situ. Ziskané hydrolyzaty vykazovaly
antimikrobidlni vlastnosti v0c¢i bakteriim Bacillus subtilis a Bacillus cereus. Soucasné
potlacovaly rust plisni jako je naptiklad Saccharomyces cerevisae, Candida mycoderma,
Aspergillus niger, Penicillium spp. i Geotrichum candidum. Derivaty volnych MK z tuku
koziho mléka mohou pUlsobit jako pfirodni konzervacni latky pro zvySeni trvanlivosti
potravin. V soucasné dobé se biokonzervace stava diskutovanym tématem. Existuji vSak jen
omezené zpravy tykajici se vyroby antimikrobialnich mastnych kyselin z tuku koziho mléka
a jejich vyuziti v praxi (Horincar & Bahrim 2017).

3.2.3 Proteiny v kozim mléce

Mléko je obecné povazovano za vyznamny zdroj bilkovin v lidské stravé. Jejich obsah
v mléce predstavuje priblizné 32 g na 1 litr (Pereira 2013). Substituce aminokyselin
v fetézcich proteinu jsou zodpovédné za typické aroma koziho mléka a vyrobk( z néj. Tyto
substituce zaroven umoznuji detekci i zanedbatelného mnozstvi kravského mléka, kterym by
bylo kozi mléko falSovano (Haenlein 2004; Selvaggi et al. 2014).

Existuji dvé zakladni skupiny bilkovin koziho mléka: kaseinové bilkoviny (nerozpustné)
a syrovatkové bilkoviny (rozpustné) (Tedde et al. 2019). Pfirozeny pomér kaseinovych
a syrovatkovych bilkovin v kozim mléce predstavuje 75:25 (St-gelais et al. 2003). Obé skupiny
bilkovin jsou vysoce kvalitni s ohledem na pozadavky lidské vyZivy pro svij obsah
esencidlnich aminokyselin, stravitelnost a biologickou dostupnost (Pereira 2013).

Kozi mléko obsahuje Sest hlavnich bilkovin, které se podobaji odpovidajicim
bilkovinam kravského miléka. Jedna se o: a-s-1-kasein, a-s-2-kasein, R-kasein, k-kasein
(kaseinové bilkoviny), a-laktalbumin a R-laktoglobulin (syrovatkové bilkoviny). Tyto bilkoviny
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se shoduji v obecné klasifikaci, ale liSi se v genetickych polymorfismech a jejich frekvencich
v populaci koz. Mléko obsahuje rovnéz dulezité minoritni bilkoviny, jako jsou
imunoglobuliny, sérovy albumin, laktoferin, lysozym, laktoperoxidaza, transferin ¢i prolaktin.
Obsah dusikatych sloZzek v kozim mléce se lisi v zavislosti na plemeni, genetice, rocnim
obdobi, fazi laktace a krmivu. Primérny obsah vybranych bilkoviny zobrazuje tabulka €. 3.
(Selvaggi et al. 2014).

Tabulka 3: Obsah vybranych bilkovin v kozim mléce (Park et al. 2017)

Bilkovina Hodnota v kozim mléce
Kaseinové bilkoviny (g/100 ml) 2,11
o-s-1-kasein (%) 5,6
a-s-2-kasein (%) 19,2
R-kasein (%) 54,8
k-kasein (%) 20,4
Syrovatkové bilkoviny (%) 0,6
a-laktalbumin (%) 0,06-0,11
R-laktoglobulin (%) 0,18-0,28
Laktoferin (ug/100 ml) 20-200
Lysozym (ug/100 ml) 25

3.2.3.1 Kaseinové bilkoviny

Kaseinové bilkoviny jsou skupinou fosfoproteint, které se syntetizuji uvnitf mlécné
Zlazy v reakci na laktogenni hormony a dalsi stimuly. Tyto latky jsou rozptylené v mléce
v koloidni disperzi ve formé kaseinovych micel, které jsou zodpovédné za vétSinu
jedinecnych fyzikalnich vlastnosti mléka. Micely se skladaji z molekul kaseinu, vapniku
a anorganickych fosfore¢nanovych a citratovych iont(. V kaseinovych bilkovinach se vyskytuji
vSechny esencialni aminokyseliny s vyjimkou sirnych aminokyselin. Kasein lze proto
povaZovat za vysoce vyzivnou bilkovinu. Z hlediska fyzikalni chemie jsou kaseinové micely
velmi stabilni koloidni agregaty (Petrotos et al. 2015). Velikost kaseinovych micel koziho
mléka se zretelné lisi od mléka kravského. V kozim mléce dosahuji rozmérd 30 — 60 nm.
V kravském mléce je jejich velikost podstatné vétsi a pohybuje se v rozmezi 30 — 300 nm.
Zaroven maji kaseinové micely koziho mléka pomalejsi sedimentaci a nizsi tepelnou stabilitu
(Selvaggi et al. 2014). Experimentalni studie ukazuji, Ze nékteré kaseinové peptidy podporuji
tvorbu mucinu v gastrointestindlnim traktu, ¢imZz zabranuji adherenci patogennich
mikroorganismu na stfevni povrch (Pereira 2013).

Jak bylo uvedeno vyse, existuji 4 zakladni druhy kaseinl: a-s-1-kasein, a-s-2-kasein,
R-kasein a «k-kasein. Jednotlivé kaseiny disponuji mirné odliSnymi vlastnostmi, které
zpUsobuji variace v obsahu aminokyselin (Park et al. 2017). Z kvantitativniho hlediska je
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nejvariabilnéjSim genem kaseinu gen CSN1S1, ktery koduje a-s-1-kasein. Na zakladé obsahu
a-s-1-kaseinu Ize alely CSN1S1 rozdélit do 4 skupin: silné alely (A, A', B1, B2, B3, B4, B',C, H, L
a M) stredni alely (E a 1), slabé alely (F a G) a nulové alely (01, 02, a N), které nevytvareji
zadny a-s-1-kasein. Nejnovéjsi objevenou variantou je varianta A'. Distribuce téchto alel byla
zkoumdna u ruznych plemen koz, pficemzZ se ukdzalo, Ze silné alely maji vyssi frekvenci
u plemen pochazejici z oblasti Stfredomofi. Tento aspekt naznacuje, Ze mléko pochazejici od
téchto plemen je vhodnéjsi pro vyrobu syri, jelikoz obsahuje vyssi mnozstvi a-s-1-kaseinu,
které poskytuje lepsi koagulaci a naslednou vyssi vytéznost syri. Naopak kozi mléko s nizkou
nebo Zzadnou hodnotou a-s-1-kaseinu ma nizsi vytéznost syfeniny, delsi dobu srazeni a vétsi
tepelnou odolnost (Ballabio et al. 2011). Alely, které jsou spojeny se snizenou nebo nulovou
expresi genu se u koz vyskytuji nejcastéji. Proto je jejich zdkladnim a-s-kaseinem a-s2-kasein,
ktery ma odliSnou stravitelnost a rozdilné vlastnosti pro vyrobu syrd. Naproti tomu
majoritnim a-s-kaseinem v kravském mléce je a-s-1-kasein, ktery je nejcastéji spojovan
s alergii na mlé¢nou bilkovinu (Selvaggi et al. 2014).

Alergie na kravské mléko je nejcastéjSi alergii u déti v prvnich letech Zivota. P¥i
absenci matefského mléka potrebuji alergici alternativni zdroj bilkovin, ktery je obvykle
zaloZzen na hydrolyzovanych bilkovinach kravského mléka (kaseinovych ¢i syrovatkovych)
nebo na pfipravcich na bazi séji. Mléko rdznych druhd savcd bylo navrieno jako mozna
alternativa kravského mléka, ale jeho bezpecnost pro alergické osoby se stale diskutuje. Jak
bylo zminéno vyse, a-s-1-kasein nachdzejici se v kozim mléce je kddovan genem CSN1S1 a je
charakterizovdn rozsahlym kvalitativnim a kvantitativnim polymorfismem. Urcitd plemena
koz jsou spojena s nulovou nebo se snizenou expresi tohoto specifického proteinu. Presto je
zde riziko zkfizené reaktivity mezi bilkovinami kravského a koziho mléka, a je proto nutnd
obezfetnost pred pouzitim koziho mléka pro kojeneckou vyZivu. Aékoli pouziti koziho mléka
v hypoalergenni vyZivé neni obecné doporucovano, Ballabio et al. (2011) vzhledem
k vysledklim své studie predpokladaji uspésnou aplikaci koziho mléka do modifikovanych
formuli, jako jsou hydrolyzaty, pro vybrané skupiny alergickych pacientl (Ballabio et al.
2011).

3.2.3.2 Syrovatkové bilkoviny

Zakladnimi syrovatkovymi bilkovinami jsou a-laktalbumin a B-laktoglobulin. Do této
skupiny proteint patfi také sérovy albumin, imunoglobuliny, protedzo-peptonova frakce,
laktoferin a transferin. Na rozdil od kaseinovych bilkovin neobsahuji syrovatkové proteiny
fosfor a vyznacuji se vysokym obsahem aminokyselin obsahujicich siru, tedy methioninem
a cysteinem. Z nutri¢niho hlediska maji proteiny mlééné syrovatky v raznych aspektech lepsi
vlastnosti nezli kaseinové bilkoviny. Pfikladem je vyhodnéjsi aminokyselinovy profil, ktery je
podobny materskému mléku. Z tohoto dlivodu jsou syrovatkové proteiny doporucovany pro
vyrobu mlécnych vyrobk( jako nahrada kravského mléka ve vyZivé kojencu. Bylo prokazano,
Zze kaseinové bilkoviny maji nizsi stravitelnost a vstfebatelnost oproti syrovatkovym
bilkovinam. Syrovatkové proteiny se soucasné pouzivaji jako pfisady do potravin, vzhledem
ke svym dUlezitym funkénim vlastnostem, jako je rozpustnost v Sirokém rozmezi pH,
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viskozita, schopnost zadrzovat vodu, gelovaténi, adheze, emulgace a pénéni (Haenlein et al.
2004; Selvaggi et al. 2014).

3.2.3.2.1 B-laktoglobulin

B-laktoglobulin je dominantni syrovatkovou bilkovinou v mléce. Tvofi 10 %
z celkového obsahu mléénych bilkovin a 50 — 60 % celkovych syrovatkovych bilkovin.
Syntetizuje se v mlécné Zldze a ma 2 genetické varianty: B-laktoglobulin A a R-laktoglobulin
B, které se lisi zdménou glycinu ve varianté R-laktoglobulinu B za asparagovou kyselinu ve
varianté A. Mléko vSech prezvykavcl obsahuje B-laktoglobulin, zatimco mléko témér vSech
ostatnich zvifat tuto bilkovinu postrada (Kilara & Vaghela 2018). B-laktoglobulin se vyskytuje
prevaziné v prostorovém usporadani B-skladaného listu a skldda se ze 162 aminokyselinovych
zbytk(. PUsobi jako ucinny emulgdtor a imunomoduldtor. Jeho molekula obsahuje
hydrofobni ¢ast, ktera mize vazat vitamin A a D, vapnik a MK, ¢imZ usnadnuje jejich resorpci
(Petrotos et al. 2014).

B-laktoglobulin je nejéastéjsi syrovatkovou bilkovinou zpUsobujici alergie na bilkovinu
mléka, pficemz mlze byt soucasné podporovan kaseinovymi bilkovinami. Obvykle se jedna
o prvni potravinovou alergii pozorovatelnou u déti a jeji prevalence se pohybuje v rozmezi
2-7,5%. Peptidy pochazejici z B-laktoglobulinu mohou sniZovat produkci imunoglobulinu E,
ktery je pro tuto bilkovinu specificky. Ve vétsiné ptipadl maji tyto alergie tendenci vymizet
béhem détstvi (Pereira 2013; Petrotos et al. 2014). U dospélé populace je alergie na mlécnou
bilkovinu pomérné vzacna, Markova (2021) uvadi, ze touto alergii trpi pod 1 % dospélych.
Vzhledem k tomu, Ze alergie postihuji predevsim déti, a to i v novorozeneckém obdobi, fesi
se Casto vhodné pokyny pro |écbu, aby se zajistil pfiméreny vyvoj déti. Dfive bylo détem
poddavano kozi mléko jako alternativa za mléko kravské, nicméné tento pfistup je nespravny
z dlivodu podobnosti struktury bilkovin, coZ se miZe projevovat i u mléka ostatnich savcl
(Pereira 2013; Markova 2021).

3.2.3.2.2 A-laktalbumin

Druhou nejrozsirenéjsi syrovatkovou bilkovinou je a-laktalbumin, ktery tvofi asi 2 %
celkové mlécné bilkoviny a 5 — 25 % celkového syrovatkového proteinu. Jeho pomér
k B-laktoglobulinu v syrovatce je 1:3. A-laktalbumin je plné syntetizovan v mlécné Zlaze
a pUsobi jako koenzym pro biosyntézu laktézy (Kilara & Vaghela 2018). Na rozdil od
B-laktoglobulinu ma nizkou imunogenicitu, a tim i nizky potencidl vyvoldvat alergie, coz z néj
¢ini cennou Zivinu pro déti. Molekula a-laktalbuminu se skladad ze 123 aminokyselinovych
zbytk(l a jeho globularni struktura obsahuje ¢tyri disulfidické mustky, ¢tyfi a-helixy a dvé
oblasti s prostorovym usporadanim B-skldadaného listu. Nékolik oblasti tvofenych a-helixem
vazi vapnik. Toto prostorové usporadani poskytuje bilkoviné ochranu pred denaturaci
(Petrotos et al. 2014). Tato vlastnost je neobvykla v porovnani s ostatnimi bilkovinami, které
vykazuji zvySenou tepelnou citlivost v pritomnosti vapniku. Didvodem je pravdépodobné
schopnost vapniku podporovat tvorbu iontovych intermolekularnich pri¢énych vazeb
s vétSinou bilkovin. Tyto vazby udrzuji molekuly v blizkosti a zvysSuji pravdépodobnost
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agregace pfi zahfivani. Naproti tomu a-laktaloumin vyuzivda vapnik ktvorbé
intramolekuldrnich iontovych vazeb, diky nimZ je molekula odolna vici tepelnému rozkladu
(Kilara & Vaghela 2018).

7 7 ve

3.2.4 Antimikrobialni Gicinky bioaktivnich peptidli koziho mléka

Mlécnym bilkovindm je vénovana stale vétsi pozornost jako potencidlnim slozkam
zdravi prospésnych funkcnich potravin zamérenych na chronickd onemocnéni souvisejici
s vyzivou, jako jsou kardiovaskuldrni choroby, diabetes mellitus 2. typu a obezita (Petrotos
etal. 2015). Za timto ucelem je velky zdjem vénovan bioaktivnim peptidiim vznikajicim
enzymatickou hydrolyzou pti prlchodu gastrointestinalnim traktem. Tyto peptidy jsou
identifikovany v hydrolyzatech mlécnych bilkovin a byly prokdzany jejich antimikrobialni,
imunomodulaéni, antitrombotické, rlst stimulujici a antihypertenzni vlastnosti. Soucasné
trdvenim koziho mléka Zalude¢nim pepsinem vznikaji bioaktivni peptidy se silnymi
antioxidacnimi aktivitami (Hisham et al. 2017). Velké mnoizstvi pfirozené vytvorenych
bioaktivnich peptid( se nachdzi rovnéZz ve fermentovanych mléénych vyrobcich jako jsou
jogurty i kefirova a acidofilni mléka z divodu pfitomnosti proteolytickych zakysovych kultur
(Park et al. 2017). Mezi tyto kultury patti napt. Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus
a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Biologicky aktivni peptidy lze vyrobit také
proteolyzou pomoci enzymu ziskanych z mikroorganism( nebo rostlin. Diky vySe zminénym
klinicky doloZzenym zdravotnim benefitdim byly vyvinuty technologie vhodné pro
pramyslovou vyrobu bioaktivnich mléénych peptidl, které se pridavaji do urcitych potravin
uvadénych na trh (Petrotos et al. 2015). Kimpel & Schmitt (2015) ve svych studiich popisuji
mozné vyuziti mlécnych bilkovin jako cilené orientované nosi¢e, které funguji jako
transportni prostfedky pro hydrofobni bioaktivni latky jako jsou antioxidanty, vitaminy
rozpustné v tucich, probiotika ¢i nutraceutika. Tuto schopnost mléénym bilkovinam poskytuji
jejich funkéni vlastnosti, které jsou dany hydrofobnimi vazbami a vazbami jinych molekul
nebo iontd, povrchovou aktivitou, agregaci, gelaci ¢i interakci s jinymi polymery. Nasledkem
této funkcionalizace vznikaji inovativni potraviny, které maji jak ekonomicky potencial, tak
zdravotni benefity pro celosvétovou populaci (Kimpel a Schmitt 2015). Antimikrobidlni
peptidové prekurzory v mléénych bilkovinach mohou podporovat pfirozenou
obranyschopnost organismu proti patogendm. Proto se tyto bilkoviny v potravinach povaZzuji
za slozky nutriéni imunity. Obecné lze ocekavat vétsi antimikrobialni ucéinek v mléce
definovany pritomnosti bioaktivnich peptidd, neZ je soucet jednotlivych slozek
imunoglobulinovych a neimunoglobulinovych obrannych bilkovin, jako jsou laktoferin,
laktoperoxidaza, lysozym a dalsi peptidy. VSechny tyto prirozené se vyskytujici proteiny maji
synergicky ucinek (Park et al. 2007).

Bylo zjiSténo, Ze peptidové fragmenty B-laktoglobulinu, které vznikaji pusobenim
alkalazy, pepsinu nebo trypsinu v gastrointestinalnim traktu, vykazuji antimikrobidlni ucinky
viucéi E. coli a patogennim kmenUm E. coli, Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus.
Mechanismus patogenniho plsobeni mikroorganismd spociva v jejich adhezi na lidské
ileostomické glykoproteiny. Inhibice této adheze je zprostfedkovana vazbou B-laktoglobulinu
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na dvou rdznych mistech na imobilizovanych ileostomickych glykoproteinech, pfi¢emz jsou
pro tuto aktivitu dalezité disulfidické mustky v molekule B-laktoglobulinu (Petrotos et al.
2014). Mezi nejvyznamnéjsi bioaktivni peptid vznikajici hydrolyzou a-laktalbuminu
v gastrointestindlnim traktu patfi tripeptid Gly-Leu-Phe, ktery stimuluje fagocytézu
makrofagl prostfednictvim specifickych receptor(l. Je proto povazovan za latku s vyznamnou
antimikrobidlni aktivitou. Studie ukazuji, Ze bioaktivni peptidy, které jsou uvolfovany
z o-laktalbuminu inhibuji rdst E. Coli a zaroven podporuji rlst bakterie Bifidobacterium
longum (Petrotos et al. 2014).

Byly identifikovany Ctyfi antimikrobidlni peptidy z pepsinového hydrolyzatu koziho
a-s-2-kaseinu, které odpovidaji fragmentim (165 — 170), (165 — 181), (184 — 208)
a (203 —208). Ukazuje se, Zze nejsilnéjsi aktivitu proti bakteriim ma fragment (165 — 181).
Fragment (203 — 208) je multifunkéni, jelikoz vykazuje nejen antimikrobidlni aktivitu, ale také
silnou antihypertenzni a antioxidacni aktivitu (Park et al. 2017).

Peptidy odvozené z dalsi syrovatkové bilkoviny — laktoferinu majici antibakterialni
ucinky, pritahuji velkou pozornost zejména v poslednich nékolika desetiletich (Park et al.
2007). Dle dostupné studie lze tvrdit, Ze antibakteridlni peptidy ziskané enzymatickym
Stépenim, vykazuji silnéjsi aktivitu nez prekurzor laktoferin. Antibakteridlni aktivita
laktoferinu v kozim mléce byla potvrzena u fragmentu (17 — 41). V hydrolyzatu koziho
laktoferinu byl dale identifikovan laktofericin s odpovidajicim fragmentem (14 — 42), ktery
vykazuje antibakteridlni aktivitu vci Escherichia coli a Micrococcus flavus (Park et al. 2017).

3.2.5 Mineralni latky a vitaminy v kozim mléce

Kozi mléko obsahuje pfiblizné 134 mg vapniku a 121 mg fosforu na 100 g mléka. Ve
srovnani s kravskym mlékem je obsah téchto prvkd vyssi stejné jako je tomu u drasliku,
hoféiku a chléru. Naproti tomu ma kozi mléko nizsi obsah sodiku a siry. Mnozstvi zminénych
prvkd znacné kolisd béhem fazi laktace. Pocet laktaci nema na mnozZstvi mineralnich latek
prakticky Zadny vliv, vyjimkou je sodik, u kterého je obsah pfi prvni laktaci nizsi o 15 — 20 %
(Park et al. 2017). Laktosa, jez se pfirozené vyskytuje v kozim mléce, podporuje absorpci
vapniku. Tento prvek se v kozim mléce nachazi ve 2 formdach — koloidni a iontové. Zajimavou
vlastnosti mléka je vyznamnad role iontového vapniku pfi stabilizaci, sytitelnosti, tepelné
odolnosti a povrchovych a reologickych vlastnostech mlécnych bilkovin (Glantz et al. 2020).
Kozi mléko je rovnéz dobrym zdrojem mikroelementd jako je zinek a selen. MnozZstvi zinku je
podminéno jeho pfijmem z krmiva. V mléce je pfitomné také Zelezo, méd a mangan. Obsah
téchto prvki je nizsi ve zralém mléce oproti mlezivu (Pereira 2013).

Charakteristickym znakem mlécéného tuku koz jsou malé tukové kulicky. Tato
vlastnost podporuje hypotézu o vyssSich koncentracich vitaminl A D v kozim mléce, které
jsou na mlécny tuk vazany (Pereira 2013). Hypotéza o vys$Sim mnoZstvi vitaminu A nebyla
potvrzena ve studii Hodulové et al. (2016). Naopak byla potvrzena studii Park et al. (2017),
ktera soucasné vyvraci hypotézu o vyssi koncentraci vitaminu D. Nékteré zemé obohacuji
odstredéné mléko o vitaminy A D, aby se zvysila jeho nutriéni hodnota (Pereira 2013). Dle
Hodulové et al. (2016) pfispivda mléko k referenénimu dennimu pfijmu vitaminu A v rozmezi
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11 — 16 %. Cerstva pastvina je zaroven nejlepsim zdrojem karotenoiddl z b&né pouzivanych
krmiv. Karotenoidy jsou prekurzorem retinolu, proto muizZe byt jeho koncentrace v mléce
vyssi v jarnim a letnim obdobi neZli v podzimnich a zimnich mésicich, pokud je zachované
stejné sloZzeni krmiva (Hodulova et al. 2016). Kfidové bilou barvu koziho mléka zplsobuje
pfeména veskerého B-karotenu na vitamin A. Kozi mléko poskytuje také dostatek thiaminu,
riboflavinu, niacinu a pantothenové kyseliny. Vysoky obsah vitamin( skupiny B je vysledkem
syntézy v bachoru koz (Park et al. 2017). Kozi mléko je chudé na askorbovou a listovou
kyselinu a na pyridoxin. Soucasné obsahuje nedostatek vitaminu B12 ndasledkem nizkého
mnozstvi kobaltu (Rubin et al. 2021). Bylo prokdzano, Ze nizsi teplota a kratkodobd
pasterizace koziho mléka je nejlepsi pro zachovani vitaminUl a prodlouZeni trvanlivosti mléka
zdlvodu jeho termolability (Park et al. 2017). Chramostovd et al. (2016) uvadi, ze
termolabilita je pfirozenou vlastnosti syrového koziho mléka. K této vlastnosti pfispiva
mnoho parametrl jako je napriklad vyssi kyselost mléka (priimérna hodnota pH se pohybuje
vrozmezi 6,5 — 6,7 dle stadia laktace a plemene zvitete) a vys$si hodnoty celkového poctu
mikroorganismu. Klicovym faktorem je rovnéZz obsah volnych aminoskupin, kterych se
v kozim mléce nachazi pfrirozené vice. S nizkou termostabilitou je vidy nutno pocitat pfi
Upravach vyzadujicich vyssi tepelny zahtev. Z tohoto dlivodu je nevhodna UHT technologie i
vyroba kondenzovaného mléka (Chramostova et al. 2016).

3.3 Latky s antimikrobidlnim ucinkem v kozim mléce

Mléko savcli, véetné mléka koziho, obsahuje vyznamné antimikrobidlné aktivni
komponenty, predevsim laktoferin, lysozym, laktoperoxiddzu a imunoglobuliny. Tyto latky
zajistuji imunitni ochranu v pocatecnich fazich Zivota mladéte. Jejich vyznam je rovnéz
dllezity pro potlaceni rdstu mikroorganism( bezprostiedné po nadojeni mléka, ve kterém
jsou aktivni pfiblizné 0,5 — 4 h, poté jejich aktivita klesa. Antimikrobidlni uéinky téchto
mlécnych slozek vedou po izolaci k vyvoji novych funkénich potravin, kojenecké a détské
vyzivy, potravinovych doplikd ¢i farmaceutickych 1éc€iv (Plockova et al. 2020).

V soucasné dobé je vénovana zvySena pozornost laktoferinu pro jeho schopnost vazat
se na bunécné receptory vyuzivané koronaviry a tim blokovat jejich vstup do burky. Byl
popsan potencial entericky enkapsulovaného laktoferinu pro blokaci koronaviru a zvaZzuje se
jeho preventivni a terapeutické plisobeni proti onemocnéni COVID-19 v podobé preparatu
(Kell et al. 2020).

Vzhledem k potvrzenym antimikrobialnim Gcinkim vyse uvedenych latek a stale se
zvysSujicimu poctu lidské populace vicéi antibiotické rezistenci mikroorganismU lze ocekavat
dalsi vyzkum a aplikaci téchto latek (Plockova et al. 2020).

3.3.1 Laktoferin

Jedna se o monomerni glykoprotein, ktery patti do skupiny transferin(. Laktoferin je
vyznamnym zdrojem Zeleza a aminokyselin, které mu doddvaji vysokou biologickou a nutri¢ni
hodnotu. Pfitomnost Zeleza poskytuje laktoferinu charakteristickou ¢ervenou barvu, proto je

19



znamy také pod nazvem cerveny protein. Laktoferin je syntetizovan v mlécné Zlaze,
ale i v jinych exokrinnich Zlazach. Soucasné se tvori také v neutrofilnich granulocytech
(Petrotos et al. 2014). Mimo mléko se laktoferin vyskytuje ve slindch, slzach, potu,
pankreatické stavé, bronchialnim hlenu, synovidlni tekutiné a v nasdlnim sekretu. Tento
glykoprotein se vyjma koziho mléka nachazi rovnéz v mléce materském a v mléce dalSich
druhl savcl jako je mléko kravské, kobyli, mysi a mléko prasnic. Postradd ho mléko psi,
krali¢i a potkani (Plockova et al. 2020).

Molekula laktoferinu se sklada ze dvou sférickych lalokl: N-koncového
a C-koncového. Oba laloky jsou spojeny Sroubovici. Laktoferinova slozka syrovatky se sklada
z 689 aminokyselinovych zbytk( a 4 N-vazanych glykant, ddale obsahuje 2 globularni
jednotky, pricemz kazda jednotka ma schopnost velmi pevné vdzat 1 ion trojmocného Zeleza
(Petrotos et al. 2014). Laktoferin z koziho mléka ma podobné funkéni vlastnosti jako
laktoferin v lidském mléce diky homologii sloZzeni N-glykanu, jeZz jsou soucasti molekuly.
Objev funkénich vlastnosti laktoferinu vede ke zvySenému vyuZiti této latky do kojenecké
vyzivy, funkénich potravin, IéCiv Ci veterinarnich preparatd a krmiv (Parc et al. 2014).

Jednou z hlavnich funkci laktoferinu je jeho antimikrobidlni Glinek, diky némuz je
mlécnad Zlaza a gastrointestinalni trakt mladat chranén proti infekci a dochazi tak k modulaci
imunitniho systému. Antimikrobidlni mechanismus ovliviiuje vazbu Zeleza z prostfedi,
pficemZ nedostupnost Zeleza vede k inhibici rlstu bakterii jako jsou Escherichia coli,
Salmonella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Listeria spp., Bacillus spp., ale také
kvasinek, mezi které patfi napfiklad Candida albicans. Druhym antimikrobidlnim
mechanismem je vazba laktoferinu nebo jeho Stépnych produktl (laktofericinu)
na bunécénou sténu bakterii, kterd zpUsobuje poskozeni funkce a integrity bunécné
membrany a naslednou likvidaci bakterie. Laktofericin se vazie na teichovou kyselinu
v bunécné sténé grampozitivnich bakterii a na lipopolysacharidy v bunééné sténé
gramnegativnich bakterii. Bakterie mlécného kvaseni osidlujici gastrointestindlni trakt maji
obecné nizké naroky na Zelezo a jejich rlst tak neni ovliviiovan pritomnosti laktoferinu (Park
et al. 2017).

Laktoferin puUsobi jako rlstovy faktor stimulujici bunéénou proliferaci a diferenciaci
a podporuje tak rlst lymfocytli, erytrocytli a dalSich bunék. Tato latka vykazuje rovnéz
protizanétlivou funkci tim, Ze ovliviuje produkci signalnich proteind — cytokinl, které
reguluji imunitni a zanétlivou odpovéd organismu. Inhibuje také uvolnéni tzv. tumor necrosis
factoru alpha a interleukinu 6. V misté zanétu zamezuje laktoferin tvorbé volnych radikald
(Wang et al. 2018).

Mnozstvi laktoferinu v kozim mléce je zvySené pri zanétu mlééné Zlazy a predpoklada
se, ze bude Uzce souviset s poctem somatickych bunék. Vyssi obsah laktoferinu se nachazi
rovnéz v kolostru (Petrotos et al. 2014). Koncentrace laktoferinu dale souvisi s fazi laktace
a frekvenci dojeni. Bylo dokazano, Ze vyssi frekvence dojivosti v ¢asné laktaci ovliviuje
proliferaci bunék mlécné Zlazy stejné jako expresi hlavnich mléénych proteinovych gend.
MnoZstvi mRNA a-s-1-kaseinu, B-kaseinu, a-laktalbuminu and B-laktoglobulinu je z tohoto
dlvodu vyssi v mléce od koz, které byly dojeny vicekrat za den. Wang et al. (2018) zjistili, Ze
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koncentrace laktoferinu koreluje s koncentraci proteinl v kozim mléce. Dale prokazali
korelaci obsahu laktoferinu s paritou. Ztohoto dlivodu maji kozy na prvni laktaci nizsi
mnozstvi laktoferinu v mléce (Wang et al. 2018).

3.3.2 Lysozym

Jedna se o enzym, tzv. muramiddazu, nachdzejici se v slzach, slinach a v mléce vsech
savcli, ktefi specificky Stépi vazbu pB-1,4 mezi N-acetylmuramovou kyselinou
a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanové vrstvé bakterii, coz ma za ndsledek
bunécénou lyzu. V pomérné vysoké koncentraci se tato latka nachdazi také v neutrofilnich
granulocytech, v krevnim séru a ve vajecném bilku. Postrada ji pot, mo¢ a mozkomisni mok
(Kilara & Vaghela 2018).

Lysozym je v mateiském mléce, na rozdil od mléka dojnych zvifat, obsazen ve velké
mife (400 mg/ml). Kozi mléko obsahuje 0,250 mg/ml lysozymu a kravské mléko pouze
0,130 mg/ml (Mclnnis et al. 2015). Tento enzym pUlsobi vice na grampozitivni bakterie, ale
ve spojeni s dalSimi sloZzkami pfirozeného antimikrobidlniho systému je ucinny i proti
gramnegativnim bakteriim. Pfikladem je jeho spojeni s imunoglobulinem A, kdy je ucinny
proti E. Coli. Ve spojeni s askorbatem a peroxidem vodiku je ucinny proti Salmonelle spp.
Lysozym pomaha chranit kojence pred patogennimi bakteriemi a podporuje tvorbu zdravého
stfevniho mikrobiomu. Jako imunomodulator stimulujici imunitni systém ma nepfimy vliv
na obranny systém. Jeho antimikrobialniho pUsobeni se vyuZiva v syrafstvi k omezeni rozvoje
sporulujicich anaerobnich mikroorganism( rodu Clostridium (Lonnerdal et al. 2003).

Bylo zjisténo, Ze molekula lysozymu je blizce pfibuzna molekule a-laktalouminu. Obé
latky maji ze 40 % stejné aminokyselinové zbytky a dalSich 20 % zbytkd ma podobnou
strukturu. A-laktalbumin pomaha syntetizovat stejnou vazbu, kterou stépi lysozym. Navzdory
jejich podobnosti nepracuji na stejnych substratech a nejsou pfibuzné antigenné (Kilara
& Vaghela 2018).

MnoZstvi lysozymu zdavisi na obsahu leukocytd, proto je jeho koncentrace zvySena pfi
mastitidé. Aktivita tohoto enzymu je nizkd v mléce a zvySena v kolostru. V pritomnosti
lysozymu se plsobenim chymosinu ¢i pepsinu v Zaludku nesrazi kasein v tuhou kompaktni
srazeninu, ale v jemné vlocky, které jsou stravitelnéjsi. Proto ma pfitomnost tohoto enzymu
nutriéni vyznam u sajicich mladat. Lysozym pUsobi baktericidné na enterokokovy mikrobiom
ve stfevé. Tato latka soucasné sniZuje odolnost bakteridlni bunééné stény tim, Ze z ni
uvolniuje aminosacharidy, které jsou rlstovym faktorem pro Lactobacillus bifidus (Plockova
et al. 2020).

Existuji dva typy lysozymu: lysozym c, jez se nachazi ve vaje¢ném bilku slepic
a lysozym g, ktery je pritomny ve vaje€ném bilku hus. Syrovatka koziho mléka obsahuje oba
zminéné typy lysozymu (Petrotos et al. 2014).
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3.3.3 Laktoperoxidazovy systém

Laktoperoxidaza je glykoprotein, ktery je dulleZitou soucdsti pfirozeného obranného
systému savcl. Nachdazi se vradé biologickych sekretl vcetné slz a slin. V mléce se
jeho koncentrace pohybuje okolo 30 mg/l, coz predstavuje pfiblizné 1 % celkového
syrovatkového proteinu. Aktivita tohoto glykoproteinu zavisi na mnoha faktorech jako je
druh a plemeno zvitete, krmivo, ro¢ni obdobi ¢ rozmnozZovaci cyklus, pficemz maximalni
aktivitu v mléce vykazuje pfi pH 6,0 (Petrotos et al. 2014). Laktoperoxidaza patfi mezi
tepelné nejstabilnéjsi enzymy v mléce. Pouziva se jako indikator Ucinnosti pasterace mléka,
kdy inaktivace enzymu nastdva pfi teploté 80 °C po dobu 15 vtefin. Laktoperoxidaza se
rovnéz vyuziva jako konzervacni latka v kojenecké vyzivé, zmrzlinadch ¢i ve smetané (Deeth
et al. 2021).

Laktoperoxidazovy systém (LPS) se sklada ze tfi slozek: enzym laktoperoxidaza,
thiokyanat a peroxid vodiku. Laktoperoxiddza se v mléce béiné nachdzi v dostatecném
mnozstvi. Thiokyandat a peroxid vodiku jsou vsak limitujicimi faktory a je tfeba je pfidavat
z exogenniho zdroje, aby se aktivoval LPS. Laktoperoxidaza katalyzuje oxidaci thiokyanatu
peroxidem vodiku za vzniku thiokyanogenu, ktery se nasledné hydrolyzuje
na hypothiokyanat, ktery ma prokdzanou antibakteridlni aktivitu (Seifu et al. 2004).
Laktoperoxidaza obsahuje atom trojmocného Zeleza a jednu hemovou skupinu. LPS vaze
vapenaté ionty, které stabilizuji molekuldrni konformaci enzymu a zachovdva tak jeho
strukturni integritu. Na atom Zeleza ptipada jedna molekula vapniku, pficemz protein, jez je
soucdsti enzymu, ma k vapniku vysokou afinitu. Obsah Zeleza v LPS je 0,07 %, coZ odpovida
jednomu atomu Zeleza na molekulu LPS (Nidhi et al. 2022).

Vzhledem k tomu, Ze je LPS syntetizovan predevsim polymorfonukleadrnimi leukocyty,
ocCekava se, Ze se jeho aktivita bude zvySovat s narlstajicim poctem somatickych bunék
v mléce. Proto muze byt LPS pouzit k detekci subklinické mastitidy u dojnych koz (Seifu et al.
2007). LPS inhibuje rGst a metabolismus rGznych druhl mikroorganismi a ma také potencial
zlepsit kvalitu a bezpecnost fermentovanych mléénych vyrobkd. Antimikrobidlni ucinek
tohoto systému prameni zreakce nestabilniho hypothiokyanatu se sulfhydrylovymi
skupinami proteint v bunécné sténé bakterii. LPS je obecné ucinnéjsi proti gramnegativnim
bakteriim, véetné rodu Pseudomonas, neizli grampozitivnim bakteriim. Inhibuje vsak obé
skupiny alimentarnich patogent vcéetné Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes a Campylobacter jejuni. Ve studiich od Seifu et al. (2004) byl stanoven
baktericidni ucinek laktoperoxidazového systému v0Ci bakteriim Escherichia Coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes a Brucella melitensis ve vzorcich koziho
mléka uchovdvanych 6 hodin pfi teploté 30 °C. Ve vyspélych zemich je bakteriologicka kvalita
syrového miléka pfi sbéru, skladovani a prepravé zajisténa chlazenim. Ve venkovskych
oblastech vétsiny rozvojovych zemi s teplym klimatem vsak konvencni chladici zafizeni
nejsou k dispozici z technickych ¢i ekonomickych davodu. V disledku toho byl LPS doporucen
pro konzervaci syrového mléka jako alternativa k chlazeni (Seifu et al. 2004).
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3.3.4 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny (lg) tvofi nejméné 2 % celkové mlécné bilkoviny. Hlavnimi
imunoglobuliny (Ig) vmléce jsou: IgG1, 1gG2, IgA a IgM. VSechny tyto molekuly maji
podobnou zakladni strukturu a skladaji se ze dvou lehkych a dvou tézkych rfetézcli. Molekuly
Ilg nejsou syntetizovany v mlécné Zlaze, a proto se do ni musi nejprve dostat, aby mohly
nasledné vstoupit do mléka. V pripadé nejméné jedné tfidy protilatek IgG1 bylo lokalizovdno
specifické receptorové misto na membrané bunék mlécné Zlazy, které usnadnuje vstup
tohoto proteinu do mlécné zlazy (Kilara & Vaghela 2018). Imunoglobuliny hraji dilezitou roli
v ochrané proti mikrobidlnim patogenim, jsou zodpovédné za stimulaci fagocytdzy
a za prevenci adheze mikrobl na slizniéni epitel. Zaroven neutralizuji viry a toxiny.
Koncentrace imunoglobulind je vy$si v mlezivu (Petrotos et al. 2014).

3.4 Enzymy koziho miléka

Dle ptvodu se déli enzymy v mléce na endogenni a exogenni. Endogenni enzymy jsou
nativni enzymy mléka. Pochdzeji ze somatickych bunék, z krevni plazmy ¢i z povrchovych
vrstev tukovych kuli¢ek. Bylo zjisténo, Ze existuje vice nez 60 nativnich mléénych enzymd,
ackoli s moderni proteomickou analyzou miléénych bilkovin by tento pocet mohl byt
mnohem vyssi (Deeth et al. 2021). Exogenni enzymy jsou produkovany mikroorganismy,
které se dostavaji do mléka za nevhodnych hygienickych podminek. Rada nativnich enzymd
se podili na pfirozeném antimikrobidlnim systému mléka. Soucasné vSak mohou mit tyto
enzymy vyznamny vliv na kvalitu a senzorické vlastnosti mléka a mlécnych produktl, kdy
dochazi k naruseni doby trvanlivosti, chuti, viiné a ke vzniku technologickych vad vyrobku.
Tepelné odolné proteolytické a lipolytické enzymy z psychrotrofnich bakterii, jakoz i tepelné
odolné nativni proteazy, maji nejvétsi vliv na znehodnoceni mléénych vyrobk( béhem
skladovani a jsou proto nejrelevantnéjsi pro mlékarensky primysl. Kontrolou téchto enzymi
a jejich aktivity lze zajistit kvalitu mléka po celou dobu trvanlivosti (Glantz et al. 2020).

3.4.1 Zakladni rozdéleni enzymti v mléce

3.4.1.1 Oxidoreduktazy

Do skupiny oxidoreduktdz patfi laktoperoxiddza, xantinoxiddaza a katalaza.
Laktoperoxidaza a xantinoxiddza jsou soucdsti laktoperoxidazového systému, jez zastdva
antimikrobialni uc¢inek v mléce. Koncentrace katalazy je zvySend v mlezivu, na konci laktace
a pri infekci mléc¢né zlazy (Deeth et al. 2021).

3.4.1.2 Transferazy

Tato tfida enzymU katalyzuje prenos skupiny atom( z jedné molekuly — donoru
na molekulu druhou - akceptor. Zvyznamnych transferdz katalyzujicich transaminaci
aminokyselin Ize zminit alanin-aminotransferdzy a aspartam-aminotransferdzy. Mezi
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transferazy, jez katalyzuji fermentaci laktozy, se fadi pyruvatkindza a glykokinaza. Z dalSich
enzym( této skupiny jsou v mléce pritomny aminotransferazy, hexosotransferazy,
fosfotransferazy, acylaminotransferazy a dalSi. Nékteré z nich se Ucastni procesu syntézy
sloZzek mléka. Napfiklad y-glutamyltransferaza se nepfimo Ucastni syntézy mléénych bilkovin
a galaktosyltransferdaza je soucasti enzymu laktosynthetdzy (Navratilova et al. 2012).

3.4.1.3 Hydrolazy

3.4.1.3.1 Lipazy

Lipdzy jsou zodpovédné za hydrolytické Zluknuti mlééného tuku, kdy dochazi
k hydrolyze molekul triacylglyceroll na glycerol a mastné kyseliny. Vzniklé volné mastné
kyseliny maji nezadouci vliv na chut mléka. Vyjma téchto negativnich ucinkd, muze lipolyza
snizit povrchovou aktivitu a pénivost mléka a tim snizit také cas Slehani a stloukani.
Lipoproteinova lipaza je hlavni nativni lipazou a potencialné technologicky nejvyznamnéjsim
enzymem pfitomnym v mléce. ZvySeny pocet somatickych bunék koreluje se zvySenym
mnoZstvim lipoproteinové lipdzy v mléce. Lipolyza mlze byt spontdnni nebo indukovana.
Spontanni lipolyzu ovliviuji napfiklad nutriéni faktory krmiva ¢i plemeno zvifete a tim
modifikuji technologické a senzorické vlastnosti mléka a mlécnych vyrobkl (Glantz et al.
2020).

3.4.1.3.2 Fosfatazy

Existuji dva typy fosfatdz, které jsou prirozenou slozkou mléka: kyseld a alkalicka.
Kyseld fosfatdza pochazi zleukocytd. V mléce se nachdzi v nizkych koncentracich a jeji
aktivita se zvySuje pfi mastitidach. Jedna se o termostabilni enzym, ktery se inaktivuje pfi
teploté 95 °C po dobu nékolika minut. Syntéza alkalické fosfatazy probiha v epitelu mlécné
Zlazy, v krevni plazmé a v bunéénych elementech. Oproti kyselé fosfataze je termolabilnéjsi
a jeji teplotni rozmezi inaktivace se pohybuje v hodnotach 63 — 65 °C po dobu 30 minut.
Alkalickd fosfataza slouzi jako indikator ucinnosti vysoké pasterace (Deeth et al. 2021).

3.4.1.3.3 Protedzy

Mezi nativni proteolytické enzymy v mléce patfi plazmin, katepsin D, elastdza a jiné.
Plazmin, hlavni nativni mlé¢na protedza, je serinova protedza, ktera se nachazi v syrovém
mléce v komplexnim systému obsahujicim inaktivovany prekurzor plazminogen spolu
s aktivatory a inhibitory plazminogenu, které urcuji aktivitu plazminu. V syrovém mléce se
vétsSina plazminu vyskytuje ve formé neaktivniho plazminogenu, pficemz uvadéné hodnoty
plazminogenu a plazminu se pohybuji v poméru od 9:1 do 2:1 (Palomba et al. 2017). Jak
plazmin, tak plazminogen jsou tepelné stabilni. Odolavaji pasteraci a do urcité miry také UHT
oSetfeni. Aktivatory a inhibitory plazminogenu stejné jako inhibitory plazminu jsou
termolabilni. V ¢erstvém mléce je plazmin vazan predevsim na kaseinové micely, pfricemz
hlavnim substratem jeho proteolytické aktivity je R-kasein. Syrovatkové bilkoviny jsou vUci
hydrolyze plazminem vétSinou rezistentni. Dle Glantz et al. (2020) zvySeny pocet
somatickych bunék v mléce koreluje se zvySenym mnoiZstvim plazminu v mléce. Aktivita

24



plazminu se zvySuje také pri mastitidach, s paritou a v ¢asné a pozdni laktaci (Glantz et al.
2020). Plazmin mUzZe zpUsobit proteolyzu v UHT mléce béhem skladovani, jestlize podminky
tepelného osetfeni nejsou dostatecné k jeho inaktivaci. Méné aktivni plazmin zlstava
v mléce po nepifimém UHT oSetfeni z divodu vétSiho prikonu tepla ve srovnani s pfimym
tepelnym oSetfenim (Palomba et al. 2017). Dle Asselt et al. (2008) je ucinnou podminkou pro
zabranéni proteolyzy plazminu v UHT mléce predehfivaci teplota 80 °C po dobu 300 s. Dle
Rauh et al. (2014) by tato predehtivaci teplota méla byt dokonce 95 °C po dobu 180 s.
Katepsin D je asparaginova protedza, ktera stejné jako plazmin existuje v mléce ve formé
neaktivniho prekurzorového proteinu, prokatepsinu D. Kromé toho existuje jesté tfeti forma,
pseudokatepsin D, ktera vznika hydrolyzaci prokatepsinu D se ztrdtou 18 aminokyselin.
Pseudokatepsin D je hydrolyzovan na katepsin D se ztratou 26 aminokyselin. Prokatepsin D
je hlavni formou katepsinu D vmléce. Proteolytickd aktivita zpUsobend nativnim
prokatepsinem D v mléce ptispiva k proteolyze v syrech s nizkym pH, jako je syr feta (Deeth
et al. 2021).
psychrotrofnich mikroorganism(, kterd produkuje exogenni enzymy v syrovém mléce.
Nejcastéji se jednd o rod Pseudomonas, ale patfi sem rovnéz rod Moraxella, Acinetobacter,
Achromobacter, Serratia Ci Bacillus. Bakteridlni protedzy jsou produkovany v pozdni log fazi,
kdy pocet bakterii predstavuje 10°% a7z 10% KTJ v1 ml. Vétsina téchto protedz je tepelné
stabilnich a mlzZe si zachovat uréitou aktivitu i po UHT zahfevu. Obvykle se jedna
o metaloproteindzy, jelikoz tyto enzymy k optimalizaci své aktivity vyZaduji pfitomnost
kovového iontu jako je vdpnik. Protedzy produkované témito bakteriemi jsou aktivni
v Sirokém rozsahu pH a teplot. Psychrotrofni mikroorganismy dokazi rast v chladu pfi
teplotach nizsich nez 7 °C. Nékteré bakterialni protedzy vykazuji rlizné rychlosti inaktivace pfi
nizkych a vysokych teplotach. Napriklad proteaza produkovana bakterii Serratia marcescens
vykazuje rychlou inaktivaci pod teplotu 65 °C, pomalou inaktivaci nad teplotu 95 °C
a kolisavou inaktivaci mezi teplotou 65 — 95 °C (Glantz et al. 2020). Dle Deeth. et al (2021) je
vhodnou prevenci pro inaktivaci bakteridlnich proteaz kombinace tepelného zdhrevu pfi
nizkych teplotach spolu s UHT zahfevem, coZ je mnohem ucinnéjsi nez samotny UHT zahrev
(Deeth et al. 2021). Mnoizstvi psychrotrofnich mikroorganismi v mléce je ovlivnéno hygienou
pfi jeho ziskdvani, oSetfeni a skladovani. Primarnim zdrojem této skupiny mikroorganisma
jsou krmiva, kontaminovana voda a prach. NejvyznamnéjSim sekundarnim zdrojem jsou
nedostatecné cisténé plochy, které prichazeji do styku s chlazenym mlékem, dale potrubi
a chladici nadrze. Za spravnych hygienickych podminek by mél predstavovat obsah téchto
bakterii v mléce méné nez 10 %. Pokud by na farmdach dochazelo k nehygienickym
podminkam, tvofily by psychrotrofni mikroorganismy vice nez 75 % celkovych pfitomnych
bakterii (Palomba et al. 2017).

3.4.2 Vyznam proteaz ve vztahu ke kvalité a vyuziti koziho mléka

Kvalita mléka a mléénych produktl se odviji od hygienickych podminek
a technologického zafizeni zemédélské prvovyroby, prfes svoz a pfilem mléka
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v mlékarenskych zavodech, aZz po proces zpracovani a oSetfeni mléka. Proteazy jsou
vyznamné z divodu své termostability a podilu na kazeni mléka. Enzymaticka hydrolyza
bilkovin ma za nasledek rozklad kaseinovych proteinl a je spojena se zménami struktury
a ovlivnénim chuti a viné syri béhem zrani. Nejcastéji dochazi ke kyselému zdapachu
a k horké chuti. Proteolytickd aktivita je soucasné spojena s nizsi vytéZnosti syrQ
a s gelovaténim mléka béhem jeho skladovani. Nasledkem téchto jevl se sniZzuje udrznost
mléka a akceptovatelnost mléénych produktli spotiebiteli. Rozsah proteolyzy je umérny
mnozstvi pfitomnych enzym a délce jejich plisobeni za danych podminek. Mezi kaseinovymi
frakcemi je k-kasein hydrolizovan nejrychleji, kdyz je teplota mléka vyssi nez 4 °C, coz ma za
nasledek tvorbu para-k-kaseinového komplexu. Rozklad a a R-kaseinu je pfi stejné teploté
ponékud méné vyrazny a obecné neni pozorovany pfi teplotach 4 °C (Glantz et al. 2020).

Bakteridlni protedzy v mléce napadaji vSechny formy kaseinovych bilkovin, pficemz
prednostné hydrolyzuji k-kasein nasledovany B-kaseinem. Hydrolyza k-kaseinu mizZe mit za
nasledek destabilizaci kaseinovych micel, ktera vede k produkci malych peptidovych
fragmentl a k rozvoji horké chuti mléka (Palomba et al. 2017). Proteolytické zmény
se projevuji rovnéz zvySenim koncentrace neproteinového dusiku a tvorbou
para-k-kaseinového komplexu doprovdzenou koagulaci mléka (Chen et al. 2003). Rod
Bacillus produkuje Siroké spektrum proteolytickych enzymi, které se lisSi mnozstvim
a relativnim pomérem mezi jednotlivymi kmeny (Samarzija et al. 2012). Protedzy jez jsou
produkované rodem Bacillus maji obvykle optimdlni pH v alkalickém rozmezi a teplotni
optimum pfi 30 — 37 °C (Chen et al. 2003). V dlsledku proteolytické aktivity zplsobené
Bacillus spp. dochdzi k vyraznému zvySeni koncentrace volného tyrosinu, ktery se muze
v mléce zvysit az na 2,13 mg/ml, ve srovnani s mnozstvim jeho pocate¢ni hodnoty, ktera
predstavuje priblizné 0,65 mg/ml (Nabrdalik et al. 2010).

Vyznam protedz mizZe mit soucasné pozitivni efekt v pfipadé syri béhem faze zrani.
Proteazy doddvaji konecnému vyrobku charakteristicky chutovy profil a jsou velmi vyznamné
pro vyvoj textury. Plazmin je zvlasté dilezity pfi zrani syrd vyrobenych s pouzitim vysokych
teplot, které inaktivuji syfidlo. Tato vyroba inaktivuje inhibitory a aktivatory plazminu
a iniciuje aktivaci plazminogenu na plazmin. Kromé toho jsou inhibitory plazminu z velké
Casti odlouéeny v syrovatce, zatimco plazmin, plazminogen a aktivator plazminogenu
zUstavaji v kaseinovych miceldch a jsou proto uchovany v syfeniné (Ard6 2021). Marino et al.
(2005) uvadi, Ze pridavek extraktl ze somatickych bunék do kvalitniho mléka ovlivnil rychlost
proteolyzy v mléce i v syrech a chemické sloZzeni syri béhem zrani. Kdyz byly somatické
bunky pfidany do mléka po pasterizaci, byl jejich ptinos k proteolyze jak v mléce, tak v syru
nejvyssi. Pasterace tedy sniZila, ale neodstranila enzymatickou aktivitu spojenou s bunkami
(Marino et al. 2005). Vramci studie kaseinovych hydrolyzatl byly identifikovany hlavni
slouceniny odvozené od kaseinovych bilkovin plsobenim protedz somatickych bunék.
A-s-1-kasein byl stépen rychleji pti pH 5,2 nez pti pH 6,6, coZ naznacuje, Ze kyselé proteinazy
v somatickych burnkach jsou pravdépodobné nejvyznamnéjsi pro fermentované mlécné
vyrobky (Palomba et al. 2017).
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3.5 Vyznamné faktory ovliviujici celkovou kvalitu mléka

Kvalita i kvantita nadojeného mléka jsou klicové pro ekonomicky Uspéch v mlékarstvi.
Oba zminéné aspekty jsou zavislé na celé radé faktorl jako je stadium laktace, zplsob dojeni
a chovu, vyZiva, plemeno ¢i zdravotni stav zvifete. Kvalita mléka se tyka predevsim jeho
vhodnosti ke konzumaci a ke zpracovani na mlécné vyrobky. Poukazuje vSak také
na zdravotni status zvifete nebo stada, které toto mléko produkuje. Infekce mlééné zlazy ma
za nasledek zhorseni koagulaénich vlastnosti mléka a zvySeni proteolytické aktivity, kterd ma
negativni vliv na zpracovatelnost mléka pro vyrobu syr( (Leitner et al. 2016). Mezi
nejvyznamnéjsi faktory ovliviujici celkovou kvalitu mléka patfi pocet somatickych bunék
(PSB) a pritomnost patogennich mikroorganism( (Bagnicka et al. 2011).

3.5.1 Somatické burky v kozim mléce

PSB je povazovan za nepfimy indikator kvality hygieny mléka a zdravotniho stavu
mlécné Zlazy. Vyssi hodnoty PSB nad fyziologickou hodnotu mohou signalizovat zanétlivé
onemocnéni — mastitidu a mit negativni vliv na technologické zpracovani mléénych vyrobkd,
kdy mléko disponuje predevsim horsi syfitelnosti (Souzaa et al. 2012).

3.5.1.1 Charakteristika a pavod somatickych bunék

Somatické burky (SB) jsou pfirozenou slozkou syrového mléka. Prvni skupinu SB tvoti
buriky epitelidIni vznikajici deskvamaci epitelu a fyziologickou regeneraci mlécnych alveold.
(Podhorecka et al. 2021). Druha skupina SB pochazi z krve, ve které jsou prevladajicim typem
bunék predevsim leukocyty, a to zejména makrofagy, polymorfonuklearni neutrofily
a lymfocyty (Li et al. 2014). Leukocyty se podileji na fagocytdze pritomnych patogennich
mikroorganismu, obnovuji napadené a postizené tkané a produkuji specifické protilatky
regulujici imunitni reakce organismu. Vyjma zminénych krevnich bunék se v mléce vyskytuji
také eozinofilni a bazofilni leukocyty a erytrocyty (Tedde et al. 2019). Erytrocyty se mohou
nachdazet v kolostru, v mléce se objevuji pfi tézkych zanétech Ci pfi poranéni nejcastéji
strukovych vyvodl. Kozi mléko obsahuje pfirozené vice SB z dlvodu vyssiho mnoZstvi
epitelidlnich bunék a jejich fragmentd. Pricinou vyssiho PSB v kozim mléce je rovnéz odlisny
typ sekrece mléka. Na rozdil od dojnic s mezokrinnim typem sekrece, je u koz typicka sekrece
apokrinni. Z apokrinni sekrece v mlécné Zladze pochdzeji cytoplazmatické castice, jez jsou
pfirozenou soucasti koziho mléka. Tyto Castice neobsahuji jddro ani DNA, proto nejsou
klasifikovany jako bunky. Naproti tomu obsahuji hojné mnozstvi proteind a RNA.
(Podhorecka et al. 2021).

Polymorfonuklearni neutrofily jsou hlavnim typem leukocytd vyskytujici se v mléce
zdravych koz a tvofi vice nez 40 % celkového PSB. Naproti tomu mléko kravské a ovci
obsahuje prevainé makrofagy a pri mastitidach dochazi u téchto savcl ke zvySovani obsahu
polymorfonuklearnich neutrofild. Pri infekci mlécné Zldzy u koz je mnoistvi
polymorfonuklearnich neutrofil(i stale dominantni (Tedde et al. 2019). Tento typ leukocytt
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dosahuje velikosti 9 — 10 um a ma charakteristické segmentované jadro, které se intenzivné
barvi. Jadro tvofi jednotlivé laloky, které spojuji filamenty. NejvétSimi bunécnymi elementy
mlécné Zlazy jsou makrofagy, které méri 10 — 45 um. Diferencuji se z krevnich monocytd,
které ndhodné migruji do rGznych tkani, ve kterych se usazuji jako zralé makrofagy bez
nutného vlivu lokdlniho zanétu. V mléce vykazuji obvykle stejnou strukturalni podobu jako
v krvi. Tvar makrofagl je ovdlny, eventualné kulaty. Jejich jddro je fazolovitého tvaru
a cytoplazma se barvi svétle. Na rozdil od polymorfonukledrnich neutrofil(i reaguji pomaleji
na vnéjsi podnét. Po uplynuti 8 — 12 hodin po nadojeni jsou makrofagy prevladajicim typem
bunék v loZiscich zanétu. Lymfocyty jsou nefagocytujicimi burikami mlécné Zlazy. Jejich tvar
je sféricky. Maji velké jadro, které se na rozdil od cytoplazmy barvi tmavé a vypliuje vétsSinu
buriky. Malé lymfocyty dosahuji velikosti 5 — 7 um, velké lymfocyty méri 12 — 15 um.
Populace téchto leukocyt v mléce zahrnuje B a T bunky, které hraji vyznamnou roli
v humoralni a burikami zprostfedkované imunité (Souzaa et al. 2012).

Katelicidin je protein podilejici se na vrozené imunité mlécné Zlazy. Tato bilkovina
vykazuje jak pfimou antimikrobidlni aktivitu, tak i chemotaktické a regulacni funkce.
Katelicidin ma vyznamny potencial jako specificky citlivy marker mastitidy. Tedde et al.
(2019) zjistili silnou korelaci mezi hladinami katelicidinu v kozim mléce a PSB. PfestoZe je
katelicidin produkovdn epitelovymi burfikami mlécné Zlazy, je spojen predevsim
s polymorfonukledrnimi neutrofily, kde se hojné vyskytuje uloZieny v cytoplazmatickych
granulech. Diky tomu muze katelicidin odrazet nardst polymorfonukledrnich neutrofild I1épe
nez celkovy PSB a pusobit tak jako spolehlivéjsi market zanétu mlécné Zlazy, zejména
na konci laktace (Tedde et al. 2019).

PSB v mléce je velmi variabilni a je ovlivnén mnoha faktory jako je druh a plemeno
zvifete, vyziva, stres, technika dojeni, ale také faktory individualni a environmentalni. Vysoké
mnoiZstvi PSB je rovnéZ pfi zahajeni laktace, kdy se v mléce vyskytuje vysoky obsah
leukocytu, kolostralnich télisek a epitelidlnich bunék. K mirnému zvySeni PSB dochazi také na
konci laktace, kdy pomalu dochazi k ptipravé na laktaci nasleduijici, a tim k regeneraci epitelu
mlécné Zlazy (Tedde et al. 2019). Nékteré neinfekéni faktory jako je faze laktace a parita maji
vétsi vliv na PSB u koz ve srovndni s ovcemi a skotem. Ukazuje se, Ze PSB u koz se méni
variabilné béhem dne, kdy existuji pfechodnd zvySeni PSB, jez mohou trvat 1 — 3 dny, ve
kterych se PSB dokaze zvysit 2 — 20 krat (Mehdid et al. 2019). Bylo prokazano, Ze PSB u koz
zvysSuje rovnéz estrus (Moroni et al. 2007; Christodoulopoulos et al. 2008). Na farmach
ucinkuje nékolik faktort, jako jsou podminky prostredi ¢i krmivo, které mohou zpUsobit
rizné stupné stresu, ktery ovliviiuje pohodu zvirat. Stres spousti aktivaci hypotalamicko-
hypofyzdrné-nadledvinové osy, zvySuje sekreci glukokortikoidd a pocet leukocytl v krvi,
ve které soucasné dochazi ke snizeni poméru neutrofilll a lymfocytd (Mehdid et al. 2019).
Néktefi autofi se domnivaji, Ze urcité zdanlivé stresujici situace, jako je dojeni, zvySuje PSB
(Karzis et al., 2004; Salama et al., 2003) Dle Yagi et al. (2004) dochazi ke zvySeni PSB
v dUsledku stresu zplUsobeného prepravou zvirat. Naproti tomu McDougall et al. (2002)
zjistili, Ze stres vyvolany 45 minutovym transportem neovliviiuje PSB.
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3.5.1.2 Enzymaticky systém somatickych bunék

Soucdsti somatickych bunék jsou vlastni endogenni enzymy zndmé jako mlécné
autochtonni enzymy, které pfimo ovliviuji technologické vlastnosti mléka a findlni kvalitu
mléénych produkt. Pfi nadlimitnim mnoiZstvi SB dochazi kjejich lyze a naslednému
uvolfiovani enzym(, které vtomto zvySeném mnozstvi zpusobuji Zluknuti mlé¢ného tuku,
degradaci bilkovin véetné prospésnych latek s antimikrobidlnim ucéinkem, Stépeni laktozy
Ci kaZeni a hniti mléka (Albenzio et al. 2015). Ze studii, které realizovali Raynal-Ljutovac et al.
(2008) vyplyva, Zze SB maji vlastni proteolyticky systém, ktery dokdaze ménit kaseinové frakce,
které maji nasledné dopad na snizeni pevnosti syfeniny. Endogenni enzymy nachazejici
se v somatickych bufkach mohou dokonce ovlivnit organoleptické vlastnosti mléka ¢i utlumit
rast uslechtilych bakterii mlééného kvaseni. Studie od Li et al. (2014) poukazuji na Zadouci
ulohu SB, jejichz enzymy maji schopnost urychlit proteolyzu pfi zrani syri a zlepsit
senzorickou kvalitu syr(.

Hlavni endogenni enzymy ze SB vmléce pochazeji obecné z makrofagl
a z neutrofilnich granulocytl. Patfi mezi né lipdzy (napf. lipoproteinova lipaza), oxidazy
(napt. kataldza a laktoperoxidaza), glykosidazy (napf. lysozym) a protedzy (napr. katepsiny,
elastdza a kolagendza). Lipoproteinova lipdza je aktivni i po pasterizaci mléka a podili se
na produkci volnych mastnych kyselin v mléce béhem skladovani. Kromé toho je
pasterizované mléko s vysokym PSB nachylnéjsi k lipolyze oproti mléku, jez obsahuje nizky
PSB (Tedde et al 2019). Srovnani proteoml z makrofagli a membran tukovych kulicek
v mléce ukazuje, Ze maji mnoho spolecnych protein véetné enzymu, napfiklad: annexin,
vimentin, apolipoprotein, a-enoldza, aktin, NADP1-dependentni izocitrat dehydrogenaza
a dalsi. Nelze vyloucit uvolfiovani téchto proteini v mléce jako pfirozeny jev nebo béhem
technologickych procest, které mohou vést k podcenéni jejich ulohy v konecné kvalité
mlécnych vyrobku (Li et al. 2014).

3.5.1.2.1 Protedzy pochazejici ze somatickych bunék

Endogenni protedzy plsobi na kaseinové bilkoviny v mléce i béhem procesu
zpracovani. Mohou, proto modifikovat rozklad kaseinovych proteinli v mlécnych produktech
a davat rGzné texturni a organoleptické vlastnosti findlnim mléénym vyrobkim. Mohou
rovnéz snizovat vytéznost syrl. Katepsiny B, D, G a elastaza jsou zodpovédné za hydrolyzu
a-s-1-kaseinl a B-kaseinl (Moatsou 2010). Katepsin D muzZe hydrolyzovat vSechny kaseiny
(a-s-1-, a-s-2-, B- a k-kaseiny). Jeho aktivita je vSak nejvy$si u a-s-1-kaseinu se Sirokym
spektrem Stépnych mist. Katepsin D obsahuje Stépnd mista podobnd chymosinu. Chymosin,
hlavni aktivni protedza syridla pouzivaného pfi vyrobé syr(, je zodpovédny za srazeni mléka
a zpUsobuje vznik syfeniny a odlouceni syrovatky. Katepsin B ma spolecna stépna mista
s katepsinem D a chymosinem, zejména na vazbé Phe23-Phe24 a-s-1-kaseinu (Albenzio et al.
2015). Endogenni enzymy SB vykazuji rizné aktivity v zavislosti na svém pavodnim umisténi
v organismu. Aktivita katepsinu D v alveolarnich makrofazich je Sedesat krat vyssi ve srovnani
s neutrofilnimi granulocyty, zatimco v lymfocytech tato aktivita detekovana neni. Pfitomnost
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nékterych endogennich enzym( SB v mléce mlze ménit aktivitu jinych enzym( v mléce.
Napriklad aktivatory plazminogenu, z nichZ pochazi ze SB, mohou modifikovat aktivitu
plazminu (Albenzio et al. 2015).

Katepsin D je jiz vice neZ stoleti velmi diskutovan v oblasti humanni mediciny, protoze
se jedna o nadorovy marker. Mnozstvi katepsinu D v kozim mléce je Ctyrikrat az sedmkrat
vyssi nez v mléce kravském. Tento typ protedzy je schopen prezit vétSinu tepelnych Uprav
pouzivanych pti vyrobé syra a je stabilni pti rdznych hodnotach pH od 3,5 — 7. Koncentrace
katepsinu D negativné koreluje s hladinou kaseinovych bilkovin pravdépodobné v dlsledku
hydrolyzaéni schopnosti tohoto enzymu. Negativni korelace je rovnéZz mezi aktivitou tohoto
enzymu a PSB. Naproti tomu kozi mléko s vysokym poctem SB, které koreluji se subklinickou
a klinickou mastitidou, obsahuje katepsin G (Boulaaba et al. 2011).

Elastaza, jeZ je pritomna predevsim v neutrofilnich granulocytech, ma vyrazné vyssi
aktivitu, pokud tato skupina bilych krvinek masivné prechazi z krve do mléka v pribéhu
mastitidy. Aktivita elastdzy ma pozitivni korelaci s PSB v kozim mléce (Li et al. 2014).

3.5.2 Mikrobiologicka kvalita koziho mléka

Celkovy pocet mikroorganism (CPM) je zakladnim kritériem pro hodnoceni
mikrobiologické kvality koziho mléka (Kuchtik et al. 2015). Druhy bakterii pfitomnych v mléce
mohou ovlivnit vyrobu syr(, jejich trvanlivost a mohou podporovat zdravi nebo zplUsobovat
onemocnéni spotrebitelim mléka a mléénych vyrobkd. Mikrobidlni profil syrového mléka
mUze také poskytnout informace o zdravotnim stavu mlécné Zlazy, protoze se méni v reakci
na zanétlivd onemocnéni, jako je napt. mastitida (Mclnnis et al 2015). CPM v kozim mléce
ovliviiuje rovnéz rada faktorl jako je zdravotni stav zvifete, plemeno, farma, hygiena
vemene a dojiciho zafizeni, teplota, skladovani, transport mléka aj. (Kuchtik et al. 2015). Dle
Mclnnis et al. (2015) ovliviiuje bakteridlni populace v mléce laktacni cyklus. Mikrobiota
mléka na konci laktace se lisi od mikrobiologie mléka na zacatku a uprostred laktace. Do CPM
se fadi vSechny fakultativné anaerobni a mezofilni aerobni mikroorganismy, tedy nejen
bakterie, ale i kvasinky a plisné, které jsou schopné rist za stanovenych podminek pfi teploté
30 °C (Kuchtik et al. 2015).

Dle Bagnické et al. (2011) jsou hlavnimi patogeny koziho mléka Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius a Streptococcus agalactiae. Kozi mléko obsahuje rovnéz
minoritni patogeny, mezi které se fadi koaguldza-negativni stafylokoky jako jsou
Staphylococcus caprae, Staphylococcus lentus, Staphylococcus epidermidis, dale
alfahemolytické streptokoky, Enterococcus spp. a Corynebacterium spp. Ze studie, kterou
realizovala Podhoreckd et al. (2021) vyplyva, Ze kvalitu mléka ovliviiuje i nizky pocet
koagulaza-negativnich stafylokok(l. Tyto bakterie, zpUsobujici mastitidu v mlécéné Zzlaze,
mohou ménit kvalitu mléka i v pfipadé, Ze je pocet mikrobl v rdmci pfipustnych limitd pro
objemové mléko, které narizuje legislativa. Dle Kuchtika et al. (2015) patfi mezi
nejvyznamnéjsi alimentarni patogeny koziho mléka Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus a Campylobacter spp. Ze studie, kterou uskutecnila
Bogdanicova et al. (2016) vyplyva, Ze se ve vzorcich koziho mléka vyskytovala v nejvétsim
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podilu bakterie Escherichia Coli (90,3 %), nasledovana Staphylococcus aureus (29 %)
a Listeria monocytogenes (3,2 %). RGzné druhy koaguldza-negativnich stafylokok( jsou
hlavnim typem bakterii zplsobujicich mastitidu koz. Mastitidy vyvolané témito
mikroorganismy se nemusi projevovat vysokym nar(istem PSB (Bogdanicova et al. 2016).
Koaguldza-negativni stafylokoky pochazeji z pokozky vemene a z vnéjsiho prostredi, proto je
jejich vyskyt v kozim mléce zplsoben nespradvnymi postupy pfi strojnim dojeni.

Klinickd mastitida se projevuje u koz, jejichz mléko obsahuje majoritni patogeny,
nicméné ne vzdy se musi jeji zndmky projevit u vSech zvifat napadenych témito patogeny.
Subklinické zanéty mlécné Zlazy zpUsobuji oxidacni stres, protoze tvorba volnych radikal(
minoritni patogeny. Celkova hodnota minoritnich patogend nardsta s postupem laktace.
S vyskytem patogennich mikroorganism( souvisi rovnéz mlécna uzitkovost, pricemz plati,
Ze pfi poklesu téchto nezadoucich bakterii se mlé¢na uzitkovost koz zvysuje (Bagnicka et al.
2011). Termostabilni enterotoxiny produkované Staphylococcus aureus a dalSimi majoritnimi
patogeny hraji dllezitou roli valimentarnich onemocnénich. Staphylococcus aureus
produkuje leukotoxiny a dalsi virulentni Cinitele, jako jsou hemolyziny, exfoliativni toxiny
a toxiny zpUsobujici syndrom toxického Soku. Kromé toho tyto bakterie maji schopnost tvorit
sliz a biofilm v mléce. Termostabilni enterotoxiny a toxiny jsou zodpovédné za subklinickou
i klinickou mastitidu. Minoritni patogeny jsou odolnéjsi vici antimikrobidlnim |atkam
ve srovnani se Staphylococcus aureus (Bagnicka et al. 2011).

Vyznamnou skupinou mikroorganismd kontaminujici mléko jsou psychrotrofni
bakterie. NejéastéjSimi rody jsou: Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Enterobacter,
Klebsiella, Aeromonas, Acinetobacter a Achromobacter. Skupiny téchto mikroorganism
mohou predstavovat i vice nez 90 % z CPM (Kalhotka et al. 2013). Mnoho psychrotrofnich
bakterii izolovanych ze syrového mléka je schopno produkovat extracelularni enzymy pfi
chladirenskych teplotach. Tyto enzymy zpusobuji hydrolyzu mléénych bilkovin a lipidd, coz
ma za nasledek horsi mikrobiologické parametry a negativni vliv na kvalitu mléénych
vyrobkl. Zdrojem kontaminace psychrotrofnich mikroorganism( v mléce mize byt voda,
plGda, vzduch, rostliny, zvifata a ¢lovék (Bendich et al. 2002). Kalantzopoulos et al. (2003)
zjistili, Ze pokud je obsah psychrotrofnich bakterii v mléce pfiliS nizky, porusi se nejen
patogenni mikrobiota, ale také nepatogenni, pfirozena, jez ma zfetelny dopad na vlastnosti
mlécnych produktl vyrobenych ze syrového mléka.

Koliformni bakterie jsou aerobni a fakultativné anaerobni, asporogenni,
gramnegativni bakterie, které jsou schopny fermentovat laktézu za vzniku kyseliny a plynt
do 48 h pfi teploté 32 nebo 35 °C. Tato skupina mikroorganism( zahrnuje rody: Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella. Koliformni bakterie jsou indikdatorem primarni
a sekundarni kontaminace v mléce (Mclnnis et al. 2015).

Bakterie mlééného kvaseni jsou duleZitou skupinou mikroorganismi v syrovém
mléce. Tato skupina zahrnuje rody: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Pediococcus a Enterococcus. Tyto mikroorganismy se do mléka dostavaji béhem pastvy
a dale sekunddarné z prostredi, kde se s mlékem manipuluje. Bakterie mlééného kvaseni jsou
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klicové pfi vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobk(, ale v syrovém mléce by se jejich
aktivité mélo zabranit dodrZzovanim hygienickych pfedpist a rychlym dikladnym zchlazenim
mléka po jeho nadojeni. Enterokoky predstavuji velkou ¢ast autochtonnich bakterii spojenou
s gastrointestindlnim traktem savcl. Vyskytuji se v pldé, vodé a na rostlindch (Kalhotka et al.
2013). Pritomnost enterokokl v mlécnych vyrobcich Ize pfisuzovat nevhodnym hygienickym
podminkam pfi ziskdvani ¢i zpracovani mléka. Vyznamnd kontaminace mléka enterokoky
mUze byt zplsobena dojicim zafizenim a krmivem (Gorner & Valik 2004).

3.6 Kritéria pro syrové kozi mléko dle legislativy

Celkovy pocet mikroorganismu je jedinym legislativné podchycenym mikrobiologickym
kritériem pro hodnoceni syrového koziho mléka v CR. Vyjimku tvofi pocet bakterii
Staphylococcus aureus, ktery je zfizeny Vyhlaskou ¢. 11/2015. CPM stanovuje Nafizeni
Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ze dne 29. dubna 2004 o zvlastnich
hygienickych pravidlech pro potraviny ZivocisSného plvodu definuje syrové mléko jako mléko
produkované sekreci mlécné Zlazy hospodarskych zvifat, které nebylo zahtato na teplotu vice
nez 40 °C nebo nebylo podrobeno Zadnému jinému oSetfeni s rovnocennym ucinkem.

Provozovatelé potravinarskych podnik(i musi podle platné legislativy ES zavést postupy
s cilem zajistit, aby mléko splfiovalo nasledujici kritéria:

e Syrové kozi mléko uréené k vyrobé konzumniho tepelné osetfeného mléka nebo
tepelné osetfenych mlécnych vyrobk({ musi spliovat CPM pfi teploté 30 °C na 1 ml
<1500 000KTJ?

e Pokud je syrové kozi mléko urceno k produkci vyrobkl postupem, ktery nezahrnuje
zadné tepelné osetreni, musi provozovatelé potravinarskych podnik(i ucinit opatreni,
jimiz zajisti, aby pouzité syrové mléko splhovalo CPM pfi teploté 30 °C na 1 ml
< 500 000 KTJ 2
Dodrzovani pozadavk( uvedenych ve vyse zminénych oddilech musi byt kontrolovano

na zakladé namatkového odbéru reprezentativniho poctu vzorki béhem svozu v produkénim
hospodarstvi nebo pfi pfijmu syrového mléka do podniku pro oSetfeni mléka nebo do
zpracovatelského podniku (European Parliament and the Council 2004).

V nékterych evropskych statech &i regionech dochazi k finanénimu prémiovani ceny
koziho mléka, pokud obsahuje nizsi CPM. Napftiklad v Norsku se prémiuje kozi mléko
s mnoZstvim CPM niz&im nez 2,0 x 10* KTJ/ml. Naproti tomu ve Spanélsku jsou hodnoty CPM
pro prémiovani koziho mléka vyssi a jejich obsah musi byt nizsi nez 5,0 x 10° KTJ/ml. V USA
se tato komodita prémiuje pfi vykupu pod podminkou nizs§i hodnoty CPM nezZ
1,0 x 10° KTJ/ml. V lJizni Austrdlii ¢ini limit CPM pro vykup 5,0 x 10* KTJ/ml, na rozdil od
Zapadni Austrdlie, kde tento limit musi dosahovat maximdlné 1,5 x 10° KTJ/ml, pfi¢emi
v Brazilii vykazuje narodni limit 5,0 x 10° KTJ/ml (Kuchtik et al. 2015).

! Klouzavy geometricky primér za dvoumésiéni obdobi, alespori dva vzorky za mésic.

2 Klouzavy geometricky pramér za dvoumésiéni obdobi, alespori dva vzorky za mésic
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PSB v kozim mléce je kritérium, u kterého v EU neni doposud stanovena zadna limitni
hranice. Naproti tomu limitni hranice PSB u mléka kravského predstavuje 400 000/ml
(European Parliament and the Council 2004).

3.7 Vybrané analytické metody pro stanoveni latek s antimikrobialnim
a enzymatickym ucinkem

3.7.1 Laktoferin a lysozym

3.7.1.1 Vysokoucinnd kapalinovad chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je fyzikalné-chemickd separacni
metoda, jejiz principem je rozdilna distribuce latek mezi dvé nemisitelné faze, z nichz jedna
je mobilni a druhd stacionarni. Mobilni fazi byva nejc¢astéji kapalina, jeZz je do systému
privadéna za vysokého tlaku. Stacionarni fazi mize byt pevna latka nebo kapalina, ktera je
nemisitelna s fazi mobilni. BEhem analyzy dochdzi k unaseni vzorku mobilni fazi skrze kolonu,
jez obsahuje stacionarni fazi (Moldoveanu & David 2016). Na zadkladé interakci se stacionarni
fazi dochazi k postupnému zachytavani a vymyvani jednotlivych slozek vzorku. Vyznamnym
parametrem HPLC je pocet teoretickych pater, ktery udava ucinnost kolony a dale rozliseni,
které uddva miru oddéleni dvou pikli od sebe (Wellings 2005).

Detektory kapalinovych chromatografli jsou zafizeni, ktera monitoruji zmény sloZeni
mobilni faze mérenim fyzikdlnich nebo chemickych veli¢in. Existuje mnoho detektoru
pouzivanych v HPLC, jejichZz vybér zavisi na typu analyzované latky. Jako pfiklady lze uvést
detektor diodového pole, UV/VIS detektor a dale fluorescencni, refraktometricky,
amperometricky ¢i hmotnostni spektrometr (Wellings 2005).

Ve studiich, které realizovali Drackova et al. (2009), Tsakali et al. (2014) a Maurmayr
et al. (2013) byl pouzit béhem analyzy laktoferinu v mléce detektor diodového pole di
UV/VIS. V pripadé stanoveni koncentrace lysozymu v mléce byla ve studii od Pellegrino et al.
(2000) zaznamenana nejvyssi citlivost pfi pouziti fluorescenéniho detektoru. Zjednodusené
schéma HPLC je znazornénu na obrdazku ¢. 2.

@ davkovat vzorku

o
[]

separatni kolona

detektor

mobilni faze

Obrazek 2: Schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie (Zhang et al. 2016)
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3.7.2 Proteolyticka aktivita koziho mléka

3.7.2.1 Spektrofotometrické metody

Podstatou této analytické metody je méfeni vlastnosti vzorku na zakladé schopnosti
molekul pohlcovat elektromagnetické zareni. Pfijetim tohoto zareni prechazi molekuly
z roztoku v kyveté do tzv. excitovaného stavu, kdy dochazi k pfechodu molekul ze stavu s
nizsi energii do stavu s energii vyssi. Pomoci této interakce lze zjistit koncentrace hledané
latky. Molekuly dokdZou absorbovat elektromagnetické zareni pouze v uritém rozsahu
vinovych délek, dle kterého se spektrofotometrické metody rozdéluji na metody, u kterych
dochazi k vyméné energie a metody u kterych nikoliv (polarimetrie, refraktometrie).

U metod, pfi kterych dochazi k vyméné energie, probiha reakce absorpéni a emisni.
Béhem absorpcni spektrofotometrie prochazi zareni vzorkem, aniz by se od latky odrazilo. Pri
emisni spektrofotometrii je nejprve doddna energie latce z divodu dosazeni excitovaného
stavu, poté je mérena energie, jeZ je uvolnéna pti navratu molekuly na plvodni energetickou
hladinu. Existuji tfi zdkladni metody absorpénich metod: molekulovd absorpéni
spektrofotometrie ve viditelné oblasti (VIS) elektromagnetického spektra, v ultrafialové
oblasti (UV) elektromagnetického spektra a v infracervené oblasti (IR) elektromagnetického
spektra (Gupta 2017; Owen 2017).

Spektrofotometrické stanoveni je u mléka vhodné témér na vSechny jeho komponenty,
pricemz dany typ spektroskopie je dan vlastnostmi mérené latky. Takto Ize stanovit napft.
antioxidacni ¢i enzymatickou aktivitu mléka. Soucasné Ize tuto metodu pouzit ke stanoveni
proteolytické aktivity mléka, kterou ve svych studiich provérovali Bendicho et al. (2002),
Lopes et al. (2013) a Junior et al. (2020). Bendicho et al. (2002) stanovovali proteolytickou
aktivitu mléka pfti vinové délce 345 nm, Lopes et al. (2013) tuto aktivitu promérovali pti 340
nm a Junior et al. (2020) dosahli nejlepsich vysledk( pfi vinové délce dokonce 440 nm.
Vsichni autofi pouzili k méreni UV/VIS spektrofotometr.
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4 Metodika

V ramci této diplomové prace byla zvolena metoda pro stanoveni antimikrobialnich
latek — laktoferinu a lysozymu v kozim mléce dle Drackové et al. (2009) a Tsakali et al. (2014).
Obé latky byly méreny pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s FLD detektorem.
Pro stanoveni celkové proteolytické aktivity byla zvolena metoda dle Junior et al. (2020).
Protedzy mléka byly mérfeny pomoci spektrofotometru. Uvedené metody z literatury byly
vhodné optimalizovany tak, aby lépe vyhovovaly testovanému typu matrice, ale rovnéz
potifebam laboratorni Cinnosti, ve které bylo stanoveni provadéno. V pfipadé laktoferinu
a lysozymu byla pfevzata v rdmci optimalizace zejména vyssi teplota a pritok mobilni faze
dle Maurmayr et al. (2013). V pripadé proteolytické aktivity mléka byla v rdmci optimalizace
zredukovana doba inkubace vzork( pfi poZzadované teploté vodni lazné.

Ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem mlékarenskym s.r.o. bylo provedeno stanoveni
celkového poctu mikroorganismt dle CSN EN 1SO 4833-1. Stanoveni poctu stafylokok( bylo
uskutec¢néno pomoci kultivace na Staphylococcus agar (Sigma-Aldrich). Somatické buriky byly
stanoveny pfimo na farmé pomoci pfistroje DCC (De Laval Cell Counter). Celkovy obsah
mlécnych bilkovin, véetné kaseinl a syrovatkovych bilkovin, byl vyhodnocen s vyuzitim
pristroje DairySpec FT (Bentley Instruments, Inc.)

4.1 Odbér vzorku

V rdmci této prace bylo analyzovdno celkem 58 individudlnich vzorkd koziho mléka od
zvifat plemene koza bila kratkosrsta. Vzorky mléka byly odebrany z ekologické biofarmy v CR
ve dnech 28. 6. a 30. 6. 2021. Jednalo se o veclerni nadoj od zvifat na 2. laktaci s porody
v bfeznu v kratkém casovém intervalu. Prvni odstfiky mléka byly oddéleny a nasledovala
dezinfekce hrotu struku lihovou utérkou. Vzorky mléka byly odebrany do sterilnich
vzorkovnic, poté byly co nejrychleji zchlazeny na teplotu 4 — 5 °C a nasledné zamraZeny aZz do
doby analyz.

4.1.1 Koza bila kratkosrsta

Koza bild kratkosrsta je ceské narodni plemeno chované prevainé pro vyrobu syra.
Vyznacuje se vysokou dojivosti, dobrou plodnosti, odolnosti a ranou brezosti. Plemeno
dosahuje stredniho az vétsSiho télesného ramce. Srst je Cisté bild, kratkd, hladkd a bez
pigmentace. Koza bila kratkosrsta byla vysSlechténa mezi lety 1900 a 1930, prevainé v
moravskych oblastech, kfizenim mistnich koz se sanskymi kozly dovezenymi ze Svycarska za
ucelem zlepSeni produkce mléka. Z tohoto dlvodu jsou tato zvifata fazena do skupiny
sanskych plemen. V soucasné dobé se lze setkat s chovem rohatych i bezrohych jedinci.
Vzhled plemena znazornuje obrazek ¢. 3 (Vostra-Vydrova et al. 2020).
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Obrazek 3: Koza bila kratkosrsta

4.2 Chemikalie

Acetonitril (99,9%, Fisher Chemical, UK)
Trifluoroctova kyselina (299,0%, Sigma-Aldrich, USA)
Azokasein (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid vépenaty (p. a., Lachema, CR)

Trispufr (min. 99%, Sigma-Aldrich, Némecko)
Trichloroctova kyselina (min 99,5 %, Merck, Némecko)
Hydroxid sodny (99,6%, Lach-Ner, s. r. 0., CR)

Kyselina chlorovodikovd (35%, Lach-Ner, s. r. 0., CR)
Demineralizovana voda

Standardy

Laktoferin z kravského mléka (=85 %, Sigma-Aldrich, USA)
Lysozym ze slepiciho bilku (=290 %, Sigma-Aldrich, USA)
Protedza z bakterie Bacillus sp. (Sigma-Aldrich, USA)
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4.3 Pouzivané pristroje

e Chromatograficky systém Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA) vcetné
vysokotlaké pumpy, autosampleru, termostatu kolon a FLD ¢ UV/VIS detektoru
(Ultimate 3000)

e Kolona Arion® C4-BIO 5 um, 250 mm x 4,6 mm (Arion Bio, Chromservis s.r.o., CR)

e Spektrofotometr (Helios GAMA UV, Chromspec, CR)

e Centrifuge Eppendorf 5810 R (Merci s. r. 0., Némecko)

e Vacuum pump ME 2C NT (Vacuubrand, Némecko)

e Analyticka digitalni vdha (Kern 770, 4 desetinna mista)

e Analyticka digitalni vdha (Ohaus, Explorer semi-micro balances, 5 desetinnych mist,
USA)

e pH metr (Schott, Némecko)

e Magnetické michadlo (IKA, Némecko)

e Vodnilazen (GFL, Némecko)

e Ultrazvukova Ccisticka PS 04000 (Notus-Powersonic s. r. o. VRABLE; Slovenska
republika)

e Millipore zasobnik na demineralizovanou vodu (18 uQ)

4.4 Pomiucky

e Béiné laboratorni sklo

e Automatické pipety (SOCOREX)

e HPLC vialky (Chromservis, Némecko)

e Mikrofiltry (acetat celuldza, 0,45 um, 25 mm, VWR, USA)
e Centrifugacni zkumavky (eppendorf, 50 ml, VWR, USA)

e UV kyvety macro (VWR, Némecko)

4.5 Priprava k analyze

4.5.1 Stanovena obsahu laktoferinu a lysozymu

Priprava k analyze byla provedena u 58 individualnich vzork( koziho mléka ve tfech
opakovanich. Vzorky mléka byly nejprve pozvolné rozmrazeny ve studené vodé. Nasledné
byly pfrevedeny do centrifugacnich zkumavek eppendorf a zcentrifugovany po dobu 10 minut
pfi teploté 8 °C a 3000 rcf. Kaseinové bilkoviny byly v mléce vysrazeny pomoci 35% kyseliny
chlorovodikové na hodnotu izoelektrického bodu (pH 4,6). Poté byly vzorky opét
zcentrifugovany za stejnych podminek. Po centrifugaci byl vznikly supernatant preveden do
sklenénych vialek, ze kterych byl pomoci injekéni stfikacky odebran 1 ml vzorku do HPLC
vialky pres mikrofiltr (acetat celuléza, 0,45 um). Pfipravené vzorky byly ddkladné promichany
a méreny pomoci HPLC/FLD.
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4.5.1.1 Ptiprava kalibracnich roztoku

Pro standard lysozymu byla vytvofena sedmibodova kalibracni kfivka s rozsahem
(0,025 — 10 pg/ml) a pro laktoferin osmibodova kalibracni kfivka srozsahem
(0,025 — 25 pg/ml).

4.5.2 Stanoveni proteolytické aktivity mléka

K laboratornimu pokusu byl pfipraven 100 mM roztok Tris pufru, ktery obsahoval
chlorid vapenaty o dané koncentraci. Dale byl pouzit 1% azokasein, 500 mM roztok NaOH
a trichloroctova kyselina o dané molarité (110 mM). Pfipravené roztoky azokaseinu a Tris
pufru byly vlozeny do vodni lazné, ktera byla nastavena na teplotu 37 °C. Za téchto
podminek zUstaly béhem celého laboratorniho procesu. Dale bylo upraveno pH roztoku Tris
pufru, které bylo snizeno na hodnotu 8 pomoci 1M kyseliny chlorovodikové za uvedené
teploty vodni lazné.

Celkem bylo pfipraveno 58 vzork( koziho mléka, které byly analyzovany ve ttfech
opakovanich. Vzorky byly nejprve pozvolné rozmrazeny ve studené vodé. Nasledné byly
prevedeny do centrifugacnich zkumavek eppendorf a zcentrifugovany po dobu 5 minut pfi
teploté 8 °C a 3000 rcf. Vznikly supernatant byl odebrdn do sklenénych zkumavek
a pripraven k analyze. Dale byly nachystany sklenéné vialky pro kazdy vzorek koziho mléka
ve tfech opakovanich. Do kazdé vialky bylo odpipetovano 450 pl roztoku Tris pufru, 750 pl
roztoku azokaisenu a 300 pl koziho mléka. Vzorek byl ndsledné dikladné promichan a vloZen
do vodni [dzné. Po uplynuti 8 minut byl vzorek vyndan a 1 ml jeho objemu byl preveden do
sklenéné vialky spolu s1 ml kyseliny trichloroctové (110 mM). Vzorek byl dikladné
promichan a poté byl zcentrifugovan po dobu 5 minut pti teploté 20 °C a 3000 rcf. Nasledné
byl znovu odebrdn 1 ml supernatantu do sklenéné vialky spolu s 1 ml roztoku hydroxidu
sodného (500mM). Vialka byla dikladné promichdna a vzorek byl prfeveden do UV kyvety
a promeéren na spektrofotometru.

5.5.1.1 Pfiprava kalibracnich roztoka

Pro standard proteazy byla pfipravena Sestibodova kalibraéni kfivka s rozsahem
(100 mU, 200 mU, 300 mU, 400 mU, 500 mU a 600 mU). Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny
stejnym zplsobem jako jednotlivé vzorky koziho mléka v kapitole 5. 5. 2. Rozdilem byla
zaména pridavku 300 pl koziho mléka za 300 pl kalibra¢niho roztoku o dané koncentraci.

4.6 Analyza a vyhodnoceni dat

4.6.1 Laktoferin a lysozym

Podminky méfeni pro provedeni analyzy u laktoferinu a lysozymu byly dany pozadavky
HPLC kolony Arion® C4-BIO. Pratok mobilni faze pfedstavoval 0,5 ml/min po celou dobu
méreni. Slozeni mobilni faze se ménilo s ¢asem (gradientova eluce) jak ukazuje tabulka €. 4.
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V koloné byla udrzovdna teplota 60 °C. Objem nastfiku vzorku byl 10 ul. Vysledky byly
detekovany pomoci fluorescencéniho detektoru (FLD), pficemz excitace dosahovala hodnoty
280 nm a emise 340 nm. Tyto vysledky bylo moZné stanovit také na UV detektoru pfi 205
nm, ale FLD detektor vykazoval vyssi citlivost. Doba analyzy jednoho vzorku byla stanovena
na 19 minut.

Vystupem byly chromatogramy jednotlivych vzork(i koziho mléka, jejichz piky byly
porovnany s chromatogramy standard(. ZdOvodu odstranéni chyb automatického
hodnoceni byla v programu Chromeleon provedena rucni Uprava integrace pik(.

e SloZeni mobilnich fazi:
o A:100% acetonitril (ACN)
o B:95%ACN +5 % H,0 + 0,1 % trifluoroctova kyselina (TFA)
o C:5%ACN+95%H0+0,1%TFA

Tabulka 4: Gradientova eluce v HPLC

%B (95% ACN +  %C (5% ACN +

Retence (min)  Pratok (ml/min) 0.1TFA) 0.1TFA) %A (ACN)
0,0 0,5 20,0 80,0 0,0
0,5 0,5 30,0 70,0 0,0
6,0 0,5 35,0 65,0 0,0
10,0 0,5 40,0 55,0 5,0
15,0 0,5 50,0 50,0 0,0
16,0 0,5 20,0 80,0 0,0
19,0 0,5 20,0 80,0 0,0

4.6.2 Proteolyticka aktivita mléka

Pfed samotnym mérenim vzorkd byl nejprve vynulovan spektrofotometr pomoci
roztoku trispufru. Nasledné byly zméreny kalibraéni roztoky standardu proteazy pomoci
spektrofotometru pfi vinové délce 440 nm. Vystupem byla linearni kalibra¢ni kfivka (viz
obrdazek . 6), kterd predstavovala zavislost ziskanou zmérenim absorbance sady kalibracnich
roztok(l o vzristajici koncentraci standardu analytu (v rozsahu 100 — 600 mU). Poté byly
méreny jednotlivé vzorky koziho mléka za stejnych podminek. Ziskané hodnoty absorbance
vzorku byly vliozeny do kalibraéni krivky.

4.7 Statisticka analyza

Statistické Setreni bylo provedeno pomoci programu STATISTICA 12.0. a Microsoft Excel.
Nejprve byly vyhodnoceny zakladni udaje laktoferinu a lysozymu pomoci popisné statistiky.
Déle byly tyto latky provérovany pouzitim nastroje ANOVY s interakcemi. Zde byla zjistovana
statisticky vyznamna rozdilnost vyslednych efektl mezi jednotlivymi vzorky koziho mléka.
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Vzhledem k vyslednym p-hodnotam byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky,
a proto bylo nasledné provedeno podrobnéjsi vyhodnoceni pomoci Tukeyova testu.
Primérné hodnoty a smérodatné odchylky laktoferinu a lysozymu jednotlivych vzork( koziho
mléka byly vypocteny pomoci programu Microsoft Excel. Jako ndstroj pro vyhodnoceni
celkové proteolytické aktivity mléka byla pouZita regresni a korela¢ni analyza.
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5 Vysledky

V této Casti prace byl stanoven obsah laktoferinu a lysozymu a celkova aktivita proteaz
v 58 individudlnich vzorcich koziho mléka. Ve spolupraci s externi laboratofi byl proveden
mikrobiologicky rozbor a stanoven PSB. VSechny tyto vlivy byly zhodnoceny.

5.1 Laktoferin a lysozym

Obsah laktoferinu a lysozymu byl stanoven témér v 60 individualnich vzorcich koziho
mléka. Primérna hodnota laktoferinu predstavovala 180,327 pg/ml, zatimco primérna
hodnota lysozymu byla pouze 11,007 pg/ml. Smérodatna odchylka laktoferinu dosahovala
hodnoty 27,953, u lysozymu byla tato hodnota 8,018. Minimalni obsah laktoferinu
predstavoval 118,175 ug/ml, v pfipadé lysozymu 0,208 pg/ml. Maximalni hodnota cinila
233,677 pug/ml u laktoferinu a 42,523 pug/ml u lysozymu (viz tabulka €. 5).

Tabulka 5: Vyhodnoceni popisné statistiky laktoferinu a lysozymu v individudlnich vzorcich
koziho mléka

L. i Primér Minimum  Maximum Smérodatna
Proménna | N platnych (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) Rozptyl odchylka
Laktoferin 165 180,327 118,175 233,677 781,396 27,953

Lysozym 165 11,007 0,208 42,523 64,289 8,018

Na obrazku ¢. 4 jsou znazornény primérné hodnoty laktoferinu a lysozymu
v 53 individualnich vzorcich koziho mléka v jednotlivych skupindch PSB
(100 x10® - 300 x103/ml, 300 x10° — 500 x103/ml, 500x 10° — 600 x 103/ml,
600 x 103 - 900 x 103/ml, 1000 x 103 — 2800 x 103/ml). Nékteré vzorky byly vyFazeny, jelikoZ
byla jejich hodnota zaznamenana pod mezi detekce. Na obrazku jsou zobrazeny rovnéz
chybové usecky, kterym odpovidaji prlmérné hodnoty smérodatnych odchylek nalezitych
vzorklli koziho mléka. Dle obrazku byl nejvyssi obsah laktoferinu (186,995 pug/ml)
latky (166,245 pg/ml) se vyskytoval ve skupiné PSB 500 x 103 — 600 x 103/ml. Maximalni
hodnota lysozymu (13,441 pg/ml) se nachazela ve skupiné PSB 1000 x 103 — 2800 x 103/m|,
minimalni hodnota (7,373 pg/ml) ve skupiné PSB 300 x 103— 500 x 103/ml.
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Obrazek 4: Primérné hodnoty laktoferinu a lysozymu (ug/ml) v jednotlivych skupindch PSB (x 103/ml)
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Znazornéné piky laktoferinu a lysozymu byly identifikovany pomoci retencnich ¢ast
standardd o znamém kvalitativnim slozeni. Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno
vyuZitim kalibracnich zavislosti, tedy porovnanim ploch pikd standard( a samotnych vzorkd.
Vrchol piku lysozymu odpovidal retenénimu ¢asu 14,3 minut. Vrchol piku laktoferinu
odpovidal reten¢nimu casu 15,5 minut. Na chromatogramu byly zobrazeny rovnéz piky
syrovatkovych bilkovin a-laktalbuminu a B-laktoglobulinu A B. Ve srovnani s témito proteiny
byl obsah laktoferinu a lysozymu v kozim mléce mnohondsobné mensi. Chromatogram
analyzovaného vzorku koziho mléka je uveden na obrazku €. 5.

Kozi mléko Emission_1
B-LgA
| 280 nm /340 nm
90 mil. counts U
o-La
80 “
|
70 | |
60 U ‘|
50 | “
140 ‘\ ‘
130 ‘ ‘ ‘ |
| | \
| |
20 Laktofen’n‘ | [
Lysozym |1 |
10 \ B-LgB |
of — A
87 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

a-La = a-laktalbumin; B-LgB = B-laktoglobulin B; B-LgA = R-laktoglobulin A
Obrazek 5: Chromatogram vzorku koziho mléka

5.2 Proteolyticka aktivita mléka

Celkova proteolyticka aktivita (CPA) byla stanovena v 53 individudlnich vzorcich koziho
mléka ve tfech opakovanich. Nékteré vzorky byly vyfazeny z divodu nedostatku matrice.
Primérna hodnota CPA predstavovala 181,698 mU/ml. Hodnota smérodatné odchylky byla
pomérné vysoka (+ 85,577). Minimalni hodnota CPA byla stanovena na 7,275 mU/ml
a maximalni hodnota na 397,676 uM/ml (viz tabulka ¢. 6).

Tabulka 6: Vyhodnoceni popisné statistiky celkové proteolytické aktivity koziho mléka

N platnvch Pramér Minimum Maximum ROZDtVI Smérodatna
platny (mu/ml)  (mU/mi) (mU/mi) P odchylka
CPA 159 181,698 7,275 397,676 7323,338 85,577

CPA = celkova proteolyticka aktivita

Na obrazku ¢. 6 je zndzornéna Sestibodova kalibracni krivka, ktera predstavovala
zavislost ziskanou zmérenim absorbance sady kalibracnich roztok( o vzristajici koncentraci
standardu analytu (v rozsahu 100 — 600 mU). Vhodnost zvoleného modelu potvrdila vysoka
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hodnota koeficientu determinace (0,9948). Tato hodnota byla optimalni, jelikoZ se bliZila
Cislu 1 (100 %). Z této skutecnosti lze konstatovat, Zze pfiblizné 99,48 % bodl lezelo na
kalibracni krivce.

1,2

y =0,0012x + 0,2437
R? = 0,9948

1
0,8

0,6

Absorbance

0,4
0,2

0
0 100 200 300 400 500 600 700

Koncentrace kalibra¢nich roztokd (mU/ml)

Obrazek 6: Kalibracni krivka proteolytické aktivity kalibra¢nich roztok(

V pfiloze €. 1 jsou zobrazeny vysledky regresni analyzy se zavisle proménnou CPA.
Hodnota p byla mensi nez hladina vyznamnosti (a 0,05) u laktoferinu a lysozymu. Z testu
vyznamnosti regresniho koeficientu vyplyva, Ze v pfipadé zavislosti laktoferinu a lysozymu na
celkové aktivité proteaz byla nulovd hypotéza zamitnuta a lze proto fici, Ze existovala
statisticky vyznamna zavislost. Dle stanoveného determinacniho koeficientu je zfejmé, Ze
zavisle proménna je z 11,05 % ovlivnéna nezavisle proménnou, laktoferinem a lysozymem,
jednalo se tedy o slabou zavislost. Zhodnoty Pearsonova korelaéniho koeficientu, jez
dosahovala 0,332, Ize konstatovat, Ze se jedna o pfimou linearni zavislost.

Dale byla provedena korela¢ni analyza vybranych ukazatel(: laktoferinu, lysozymu,
PSB, bilkovin a CPA viz tabulka €. 7. Nejsilnéjsi zavislost na pfisné hladiné vyznamnosti
(p<0,001) byla zaznamenana mezi celkovym obsahem bilkovin a laktoferinem. Silna zavislost
na hladiné vyznamnosti p<0,01 byla mezi celkovymi bilkovinami a lysozymem, dale byla tato
zavislost potvrzena mezi CPA a laktoferinem. Nejslabsi zavislost, na hladiné vyznamnosti
(p<0,05), byla nalezena mezi PSB a laktoferinem, ale presto byla vyhodnocena jako
statisticky vyznamna. Mezi CPA a PSB nebyla potvrzena vyznamna zavislost stejné jako mezi
CPA a vSemi skupinami bilkovin.
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Tabulka 7: Korelacéni analyza laktoferinu, lysozymu, PSB, bilkovin a CPA

Prmér Sm.odch. Laktoferin Lysozym PSB CPA billf:\ll'iny biIE::.iny biI:Z\rl.iny
Jednotky (ug/ml) (wg/ml)  (x10%/ml)  (mU/ml) (%) (%) (%)
Laktoferin (ug/ml) | 179,940 27,410 1,000 0,156 -0,199* -0,248**  0,259*** 0,249** 0,307***
Lysozym (ug/ml) | 11,185 8,031 0,156 1,000 0,136 0,130 0,251** 0,254** 0,222**
PSB (x10%/ml) | 634,472 576,160 -0,199* 0,136 1,000 0,118 0,093 0,084 0,087
CPA (mU/ml) | 181,698 85,577 -0,248** 0,130 0,118 1,000 0,017 0,022 -0,026
Cel. bilkoviny (%) 3,243 0,236 0,259%** 0,251%** 0,093 0,017 1,000 0,991***  0,912%***
Kas. bilkoviny (%) 2,477 0,180 0,249** 0,254** 0,084 0,022 0,991*** 1,000 0,851***
Syr. bilkoviny (%) 0,579 0,064 0,307*** 0,222** 0,087 -0,026 0,912***  0,851*** 1,000

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
Sm. Odch = smérodatnd odchylka; PSB = pocet somatickych bunék; CPA = celkova proteolyticka aktivita; Cel. bilkoviny = celkové bilkoviny;
Kas. bilkoviny = kaseinové bilkoviny; Syr. bilkoviny = syrovatkové bilkoviny

5.3 Obsah laktoferinu a lysozymu v zavislosti na PSB, CPM a stafylokocich

Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin PSB je zndzornéno na obrazku €. 7, kde
bylo analyzovéno celkem 53 vzork( koziho mléka ve tfech opakovdanich. Nékteré skupiny PSB
byly vyfazeny zdlvodu vhodnéjsiho statistického zpracovani. Vzorky, u kterych byla
pfekro¢ena hodnota PSB nad 1 000 x 103/ml pfedstavovaly 15 %, tedy 8 vzorku. Z toho se
3 vzorky pohybovaly vrozmezi hodnot 2000 x 103 — 2800 x 103/ml, 2 vzorky vrozmezi
1500 x 103 — 2000 x 103/ml a 3 vzorky v rozmezi 1000 x 103 — 1500 x 103/ml. Skupina PSB
s nejnizéimi hodnotami 100 x 10*° — 300 x 103/ml tvofila pfiblizné 1/3, tedy 17 vzork(.
Majoritni  podil, 36% neboli 19 wvzork(, reprezentovala skupina s PSB
600 x 103 — 900 x 103/ml. TéméF totoiné zastoupeni mély vzorky mléka nachazejici se ve
skupiné s PSB 300 x 103- 500 x 103/ml (5 vzorkd) a 500 x 103 — 600 x 103/ml (4 vzorky).

= PSB 100 —300 mPSB300-500 = PSBS00-600 =PSB60O0-900 = PSB1000 - 2800
PSB (x 10%/ml)

PSB = pocet somatickych bunék
Obrazek 7: Procentualni zastoupeni skupin PSB (103 KTJ/ml) ve vzorcich koziho mléka
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Na obrazku €. 8 je zobrazeno procentudlni zastoupeni skupin CPM, které byly
analyzovany rovnéz v 53 vzorcich koziho mléka. Vyssi podil, 57 % (30 vzorka), tvofrila skupina
CPM pod 100 x 10® KTJ/ml. Skupina CPM nad 100 x 103 KTJ/ml pFedstavovala 43 %
(23 vzorka).

= CPM pod 100 x10° KT)/ml = CPM nad 100 x 10° KTJ/ml

CPM = celkovy pocet mikroorganismu
Obrazek 8: Procentudlni zastoupeni skupin CPM (x 103 KTJ/ml) ve vzorcich koziho mléka

Pfiloha ¢. 2. byla pouzita ke znazornéni vystupu ANOVY s interakcemi jednotlivych
udaji: limitd PSB, CPM a stafylokoku, vaci zavisle proménnym laktoferinu a lysozymu.
Hodnota p vykazovala mensi hodnotu nez hladina vyznamnosti (a 0,05). Z této skutecnosti
Ize konstatovat, 7e existoval statisticky vyznamny rozdil mezi zavisle proménnymi. Setfeni
bylo proto podrobeno detailnéjsimu vyhodnoceni pomoci Tukeyova testu, jehoz vystupy jsou
zobrazeny v tabulkach nize.

Z hodnot, jeZ jsou popsany v tabulce ¢. 8 plyne skutecnost, Ze byl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil mezi PSB s limitem 300 x 103/ml a 400 x 103/ml ve srovnani
s ostatnimi skupinami PSB vUci zavisle proménné laktoferinu. Obsah laktoferinu nekoreloval
s PSB a jeho obsah tedy nenar(stal se zvySujicim se PSB. V pfipadé lysozymu byl nalezen
statisticky vyznamny rozdil p¥i PSB limitu 300 x 103/ml vi¢&i ostatnim skupindm. Obsah
lysozymu nekoreloval s PSB, proto neplati tvrzeni, Ze se zvySujicim se PSB narustal obsah
lysozymu.

Tabulka 8: Vyhodnoceni limit(i PSB vUci zavisle proménné laktoferinu a lysozymu

PSB limit (x 103/ml) Laktoferin (ug/ml) | PSB limit (x 103/ml) Lysozym (pg/ml)
2800 180,327°+ 27,953 500 10,210 + 8,352
800 181,347+ 27, 697 600 10,2139+7,832
900 181,459+ 27,137 800 10,515 + 8,035
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PSB limit (x 103/ml) Laktoferin (ug/ml) PSB limit (x 103/ml) Lysozym (pg/ml)
2000 181,496+ 27,206 1500 10,5194 + 7,613
1500 181,967°+ 27,447 400 10,5204+ 9,011
700 182,020+ 27,656 900 10,5574 + 7,863
1000 182,466+ 27,708 1000 10,592b¢<d + 7,782
500 182,605+ 28,272 700 10,753%<4 + 7,973
600 182,826+ 28,411 2000 10,8252+ 8 047
400 185,580% + 28,138 2800 11,0072*+ 8,018
300 186,995+ 30,178 300 11,4452+ 9,847

PSB = pocet somatickych bunék

Jak ukazuje tabulka €. 9, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan mezi CPM nad
a pod 100 x 103 KTJ/ml viéi obéma zévisle proménnymi (laktoferin a lysozym). Z této tabulky
je patrnad korelace hodnoty laktoferinu, kterd se zvySovala pfi CPM nad 100 x 103 KTJ/ml.
V ptipadé lysozymu tato korelace nebyla potvrzena.

Tabulka 9: Vyhodnoceni CPM vici zavisle proménné laktoferinu a lysozymu

CPM (x 103 KTJ/ml) Laktoferin (pug/ml) CPM (x 103 KTJ/ml) Lysozym (pg/ml)

CPM < 100 180,480° + 29,955
CPM > 100 184,562 + 23,224

CPM > 100
CPM < 100

8,928+ 7,147
11,8122+ 8,739

CPM = celkovy pocet mikroorganismi

Dle tabulky €. 10 byl prokazan rozdil mezi vSemi skupinami CPM a mnoistvim
stafylokok vici zavisle proménné laktoferinu. Obsah laktoferinu byl nejvyssi u vzorkd s CPM
nad 100 x 103 KTJ/ml. Nicméné obsah laktoferinu a hodnoty stafylokokd spolu nekorelovaly
a nelze proto tvrdit, Ze koncentrace laktoferinu nar(stala pfi prekroc¢eni hodnoty stafylokok
nad 50 x 103 KTJ/ml.

Tabulka 10: Vyhodnoceni CPM a stafylokok( vici zavisle proménné laktoferinu

CPM (x 103 KTJ/ml) Stafylokoky (x 103 KTJ/ml) Laktoferin (pg/ml)

CPM < 100 > 50 169,5389+ 17,815
CPM < 100 <50 181,742¢+ 31,538
CPM > 100 >50 182,917+ 25,974
CPM > 100 <50 185,628+ 25,133

CPM = celkovy pocet mikroorganism

v

Na nasledujici tabulce ¢. 11 byl vwhodnocen CPM a pocet stafylokokd vuci zavisle
proménné lysozymu, kde existoval statisticky vyznamny rozdil mezi CPM nad
100 x 103 KTJ/ml, pokud byly stafylokoky nad a pod 50 000 KTJ/ml. Naproti tomu nebyl
zaznamenan rozdil mezi CPM pod hodnotu 100 x 103 KTJ/ml, pokud byly stafylokoky nad
a pod 50 x 103 KTJ/ml. Obsah lysozymu byl zvy$eny pfi poétu stafylokokd nad 50 x 103 KTJ/ml
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a CPM pod 100 x 103 KTJ/ml. U ostatni hodnot nebyla nalezena korelace se zvy3ujicim se
mnoZstvim lysozymu a CPM a poctu stafylokok.

Tabulka 11: Vyhodnoceni CPM a stafylokok( v(ci zavisle proménné lysozymu

CPM (x 103KTJ/ml) Stafylokoky (x 103 KTJ/ml) Lysozym (pg/ml)
CPM > 100 >50 7,729 + 6,309
CPM > 100 <50 9,705%+ 7,652
CPM <100 >50 11,684¢+ 8,909
CPM <100 <50 11,827¢+ 8,677

CPM = celkovy pocet mikroorganismu

Vystup ANOVY s interakcemi jednotlivych ukazatell: PSB, CPM, stafylokok( vUci
obsahu, laktoferinu a lysozymu v mléce je zobrazen v pfiloze ¢. 3. Hodnota p vykazovala
mensi hodnotu nez hladina vyznamnosti (o 0,05). Lze tedy konstatovat, Ze existoval
statisticky vyznamny rozdil mezi zavisle proménnymi a bylo proto nutné podrobngjsi
vyhodnoceni pomoci Tukeyova testu, jehoZ vystupy jsou znazornény v tabulkach nize.

V tabulce ¢. 12 byl prokdzan statisticky vyznamny rozdil v obsahu laktoferinu mezi
skupinou s PSB 300 x 10®-500x 103/ml a CPM pod 100 x 10® KTJ/ml vGéi ostatnim
skupindm.

Tabulka 12: Vyhodnoceni skupin PSB a CPM v(ci zavisle proménné laktoferinu

Skupiny PSB (x 103/ml) CPM skupina (x 103 KTJ/ml) Laktoferin pramér (ug/ml)
PSB 500 - 600 CPM > 100 164,894° + 28,796
PSB 1000 — 2800 CPM < 100 165,221°+ 34,281
PSB 1000 — 2800 CPM > 100 169,282+ 21,937
PSB 500 — 600 CPM < 100 170,298° + 4,954
PSB 600 —900 CPM <100 179,755+ 17,565
PSB 300 - 500 CPM > 100 180,769 + 19,781
PSB 100 - 300 CPM < 100 182,414° + 33,286
PSB 600 - 900 CPM > 100 186,087°+ 17,565
PSB 100 — 300 CPM > 100 197,989+ 17,298
PSB 300 -500 CPM <100 180,7692+ 19,781

CPM = celkovy pocet mikroorganismi; PSB = pocet somatickych bunék

Dle tabulky €. 13 byl v pfipadé lysozymu rovnéz prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinou s PSB 300 x 103 — 500 x 103/ml a CPM pod 100 x 10® KTJ/ml vaéi ostatnim
skupinam.
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Tabulka 13: Vyhodnoceni skupin PSB a CPM vici zavisle proménné lysozymu

Skupiny PSB (x 103/ml) CMP skupina (x 103 KTJ/ml) Lysozym prumér (ug/ml)
PSB 300 - 500 CPM >100 7,373+ 4,116
PSB 500 - 600 CPM > 100 7,418+ 1,111

PSB 1000 — 2800 CPM < 100 7,910+ 4,480
PSB 100 - 300 CPM >100 10,186+ 5,064
PSB 600 - 900 CPM >100 10,251b¢+ 7,319
PSB 500 - 600 CPM < 100 11,777+ 0,451
PSB 100 - 300 CPM < 100 11,970°¢+ 11,282
PSB 600 — 900 CPM < 100 12,042+ 6,862

PSB 1000 — 2800 CPM >100 16,760°+ 9,626
PSB 300 - 500 CPM <100 7,3732+ 4,116

CPM = celkovy pocet mikroorganism; PSB = pocet somatickych bunék

Vyhodnocenim  jednotlivych  skupin  PSB (100 x10®° - 300 x103/ml,
300 x10% — 500 x10%/ml, 500x103 — 600 x103/ml, 600 x10® — 900 x 103/ml,
1000 x 103 - 2800 x 103/ml), CPM (>a< 100 x 103 KTJ/ml) a stafylokokud (>a< 50 x 103 KTJ/ml)
vUci zavisle proménné laktoferinu ilysozymu nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny
rozdil.
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6 Diskuze

V soucasné dobé tvori mléko a mlécné vyrobky nepostradatelnou slozku lidské vyzivy,
pficemz spotfeba koziho mléka ve svété neustale narlstd. Vyjma nutricné hodnotnych
makro a mikronutrientll obsahuje kozi mléko rovnéz antimikrobidlni latky — laktoferin
a lysozym. ZvySené koncentrace téchto latek mohou poukazovat na zanét mlécné Zlazy
a informovat o zdravotnim stavu zvifete. Vyznamnou sloZzkou mléka jsou rovnéz enzymy, jez
mohou mit znaény vliv na kvalitu a senzorické vlastnosti mléka a mlé&nych produktd. U&inky
endogennich i exogennich enzymU zapficinuji degradaci protein( véetné prospésnych latek
s antimikrobidlnim ucinkem. Ndsledkem toho dochazi k naruseni doby trvanlivosti, chuti,
vané a ke vzniku technologickych vad mléka béhem jeho skladovdni. Nejrelevantné;si
skupinou téchto latek pro mléény priamysl jsou enzymy produkované psychrotrofnimi
bakteriemi, které disponuji termostabilitou a maji nejvétsi dopad na znehodnoceni mléénych
vyrobkd. Pritomnost téchto bakterii v mléce je podminéna nevhodnymi hygienickymi
podminkami farmy. Celkovou kvalitu mléka, obsah a zastoupeni proteolytickych enzymu
a antimikrobialnich latek muzZe ovliviiovat pocet somatickych bunék, mikrobiologicka kvalita
mléka, ale také faktory jako je zplsob a frekvence dojeni, krmnd davka, stadium laktace,
plemenna pfislusnost ¢i zdravotni stav zvifete.

Teoretickd cast této prace byla napsana s cilem popsat antimikrobidlni ucinky
laktoferinu a lysozymu a celkovou proteolytickou aktivitu v kozim mléce. Cilem praktické
Casti bylo stanovit vybrané latky s enzymatickym a antimikrobidlnim ucdinkem — laktoferin
a lysozym, a posoudit jejich vztah k celkové kvalité mléka, zejména bilkovin. Soucasné byly
zohlednény faktory, které mohly tyto vlastnosti ovliviovat a také byla provedena
optimalizace vybranych metod stanoveni.

Drackova et al. (2009) stanovovali laktoferin pomoci HPLC s diodovym detektorem
v syrovém mléce od ¢eskych koz. Namérené hodnoty laktoferinu se pohybovaly v rozmezi od
98 + 17 az 149 + 19 ug/ml v pribéhu laktace od dubna do listopadu. Ve srovnani s touto
praci, kde pridmérny obsah laktoferinu tvoril 180,327 + 27,953 ug/ml, byly stanovené
hodnoty nizsi. Vyjma typu detektoru, se studie od Drackové et al. (2009) liSila také teplotou
kolony (45 °C) a pritokovou rychlosti mobilni faze (1 ml/min). Dalsi ¢eska studie laktoferinu
byla uskute¢néna Raskovou et al. (2015), kterd provedla separaci jednotlivych bilkovin
v mléce pomoci iontové vyménné chromatografie. Vysledné frakce byly méreny
spektrofotometricky pfi vinové délce 595 nm. Namérené hodnoty obsahu laktoferinu
predstavovaly 120 * 0,04 pg/ml. Oproti této praci byl obsah laktoferinu rovnéz nizsi,
nicméné ve studii nebyl uveden druh analyzovaného mléka. Dalsi studie, zabyvajici se
stanovenim obsahu laktoferinu, byla realizovana Tsakalim et al. (2014) pomoci HPLC
s detektorem diodového pole. Ve srovndni s touto praci byly hodnoty laktoferinu podstatné
vysSi (248 + 13 az 19 302 + 16 pg/ml). Ve studii vsak byly analyzovany vzorky kravského
mléka, z ¢eho? Ize konstatovat, Ze kozi mléko této prace obsahovalo ptirozené nizsi mnozstvi
laktoferinu. Rachman et al. (2015) méfili obsah laktoferinu pomoci elektroforézy u 3 rGznych
plemen koz. Jejich vysledky poukazovaly na zménu obsahu laktoferinu béhem pocatecnich
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dna laktace, pficemz prvni den vykazoval obsah laktoferinu 156,36 + 107,66 pug/ml u prvniho
plemene, 197,39 + 58,94 pug/ml u druhého plemene a 207,39 + 58,94 ug/ml u plemene
posledniho. Pfi osmém dni laktace obsahy laktoferinu dramaticky poklesly. Mléko od prvniho
plemene obsahovalo 41,24 + 1,22 ug/ml laktoferinu, druhé plemeno pouze 25,22 + 2,21
pug/ml a treti plemeno 32,25 + 2,20 ug/ml laktoferinu. Vysledky této studie z prvniho dne
laktace vsech tfi plemen se pfiblizné shodovaly s vysledky této prace. Hiss et al. (2008)
kvantifikovali laktoferin v kozim mléce a kolostru za pomoci kompetitivhiho enzymového
imunotestu za pouziti techniky dvojité protildtky. Maximalni koncentrace laktoferinu,
387 + 69 pg/ml, obsahovaly vzorky kolostra. Prlimérné hodnoty laktoferinu ve vzorcich
koziho mléka obsahovaly pouze 107 + 19 pug/ml. V porovnani s touto praci byly hodnoty
laktoferinu v kozim mléce nizsi. Soucasné lze konstatovat, Ze kolostrum obsahuje pfirozené
vysoké mnozstvi laktoferinu z dlvodu imunologické ochrany mladat, jez mléko potiebuji
zejména v prvnich dnech Zivota. Pellegrino et al. (2000) stanovovali obsah lysozymu
v syrovém mléce pomoci HPLC, pficemz poukazali na zaznamenani vyssi citlivosti pfi vyuziti
fluorescenéniho detektoru. Koncentrace lysozymu, jez byla proméfena v této studii,
predstavovala 4 ppm (4 pg/ml). Vtéto praci dosahovaly primérné hodnoty lysozymu
v individualnich vzorcich koziho mléka 11,007 + 8,018 pg/ml a byly analyzovany rovnéz na
fluorescencnim detektoru.

Mezi vyznamny faktor, jeZz mlzZe souviset s obsahem laktoferinu a lysozymu a ma
vyznamny vliv na jakost mléka, patfi po€et somatickych bunék. Silanikove et al. (2010) ve své
studii uvadéji doporuéenou hodnotu PSB 300 x 103/ml., kterd by se méla vyskytovat v mléce
zdravych koz by. Pokud se PSB pohybuje v rozmezi 840 x 103 — 1 200 x 103/ml, je dle studie
mozno predpokladat, Ze se az u 50 % koz ve stadé muze vyskytovat subklinicka bakterialni
infekce. Silanikove et al. (2010) a Leitner et al. (2008) uvadéji, ze pokud je hodnota PSB 1 600
x 103 — 3 500 x 103/ml, Ize pfedpokladat subklinickou bakteridlni infekci az u 75 % koz. Obé
studie dale uvadéji, Zze kozi mléko s PSB prekracujicim 3 500 x 103/ml neni vhodné pro vykup
z dlvodu vysoké pravdépodobnosti vyskytu patogennich mikroorganismu. Leitner et al.
(2004) stanovili doporu¢enou hodnotu priimérného PSB u zdravych koz, kterd by méla
dosahoval 417 x 103/ml, zatimco u koz s mastitidou by tato priimérnd hodnota PSB méla
pfedstavovat 1 750 x 103/ml. Cilem vyzkumu, ktery realizovali Podhorecka et al. (2021) bylo
objasnit, jak se lisi urovné PSB (600, 700, 800 a 1000 x 103/ml) ovliviujici kvalitativni,
kvantitativni a technologické vlastnosti mléka od zdravych koz. Nejvyraznéjsi rozdily byly
zjistény u PSB vy3si neZ 1000 x 103/ml, pFesto se v3ak urdité rozdily objevily jiz u vzork( s PSB
nad 600 x 103/ml. Je tfeba zminit, Ze tato studie dbala na omezeni vlivl faktor(, které pdsobi
na PSB. Proto byla zvifata ustajena na stejné farmé a krmena stejnym krmivem, spliovala
stejné faze laktace, nevykazovala zjevné problémy s vemenem ¢i struky a soucasné bylo
stddo koz vysetfeno na pritomnost bakterii zpUlsobujici mastitidy, pricemz mikrobialni
kolonizace mlééné Zlazy spliovala pozadavky legislativy a vSechny vzorky mléka mély dobry
hygienicky standard. Ve srovnani této prace s vySe zminénymi studiemi PSB |ze konstatovat,
Ze analyzované vzorky koziho mléka spliovaly pomérné vysoky hygienicky standard, jelikoz
PSB prekracujici 1 000 x 103/ml predstavoval 15 % (8 vzorkd), Z ¢ehoZ se pouze 3 vzorky
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pohybovaly v rozmezi hodnot 2000 x 103 — 2800 x 103/ml, 2 vzorky v rozmezi
1500 x 103 — 2000 x 103 /ml a 3 vzorky v rozmezi 1000 x 103 — 1500 x 10° /ml. Studie se
shoduji na tom, Ze ma na PSB vliv mnoho faktorl, pficemzZ je vSak nutno zminit, Ze vyssi
hodnoty PSB nemusi byt vidy zplsobeny infekénimi faktory. Na PSB se mohou podilet rovnéz
faktory neinfek¢ni jako je zplsob a frekvence dojeni, ¢as mezi dojenim, stadium laktace,
plemeno a vék zvifete, krmivo ¢i stres. Mezi dalsi Cinitele ovliviiujici PSB v kozim mléce Ize
radit také metody méreni, konzervace a chlazeni vzorkd mléka.

Dalsim vyznamnym faktorem, podilejicim se na mozném zvySenym obsahem laktoferinu
a lysozymu, je mikrobiologicka kvalita mléka. CPM v kozim mléce zavisi na mnoha faktorech
a jsou proto pomérné proménlivé. Rada studii uvadi rozdilné hodnoty CPM. Napfiklad studie
pochazejici z ceskych farem, ve kterych uskutecnili svlj vyzkum Pfidalova et al. (2009),
vykazovala 2,7 x 10* — 6,2 x 10* KTJ/ml CPM v individudlnich vzorcich koziho mléka v pribé&hu
laktace. Kourimska & Dvorakova (2008) zjistili pramérnou hodnotu CPM koziho mléka
v Ceské republice 1,1 x 10° KTJ/ml v pribéhu laktace. Nejvy3si hodnoty CPM pro CR zjistili
Kalhotka et al. (2013). Naméfené hodnoty se pohybovaly v rozmezi 1,4 x 10%
a7 3,5 x 10° KTJ/ml. Velmi vysoké hodnoty mély vzorky koziho mléka pochazejici z Feckych
a portugalskych farem ze studie, kterou uskuteénili Morgan et al. (2003). V Recku se
pramérny CPM pohyboval v rozmezi 1,4 x 10’ — 6,4 x 10’ KTJ/ml, v Portugalsku vykazoval
primérny CPM 4,0 x 107 KTJ/ml. Pomérné vysoké hodnoty méla rovnéz studie realizovana ve
Svycarsku Zweifelem et al. (2005), kde byl stanoven priimérny CPM v bazénovych vzorcich
fadové 10° KTJ/ml. Delgado-Pertinez et al. (2003) ve svych studiich zjistili, Ze obsah CPM
z farem ve Spanélsku dosahoval od 9,0 x 10 do 6,2 x 10° KTJ/ml v priibéhu laktace. Dle Ying
et al. (2004) byly hodnoty CPM v individudlnich vzorcich koziho mléka 1,7 x 10* KTJ/ml na
pocatku laktace, zatimco na konci laktace byly tyto hodnoty o jeden fad wvyssi
(2,5 x 10° KTJ/ml). Studie od Kyozaire et al. (2005) ukazuje, Ze CMP u individualnich vzorkd
koziho mléka byl stanoven na 1,6 x 10* do 4,8 x 10* KTJ/ml v zévislosti na zpGsobu dojeni.
mléko ziskané ru¢nim dojenim. D’Amico & Donnelly (2010) uvedli priimérny CPM v pfipadé
bazénovych vzork( koziho mléka v rozmezi Fadové 103 az 10* KTJ/ml. Primérnd hodnota
u studie od Ramsahoi et al. (2011) byla 5,6 x 103 KTJ/ml. Ze v3ech uvedenych studii vykazoval
primérné hodnoty CPM v individudlnich vzorcich koziho mléka nizsi nez 300 x 103 KTJ/ml.
V této praci tvofila skupina CPM pod 100 x 103 KTJ/ml témé&F 60 % vzork( individudlnich
vzork( koziho mléka. Skupina CPM nad 100 x 103 KTJ/ml pFedstavovala pfiblizné 43 %
vzorkud. Z této skutecnosti Ize konstatovat, Ze oproti vétsiné vySe uvedenym studiim, byly
hodnoty CPM této prace velmi uspokojivé.

Studie od Palomba et al. (2017), kterd se zabyvala vyvojem laboratorni techniky pro
vyhodnoceni proteolytické aktivity koziho mléka, vyuzZivala spektrofotometrickou metodu.
Méreni probihalo pfi vinové délce 345 nm. Vyslednd maximalni hodnota celkové
proteolytické aktivity v této studii pfedstavovala 0,567 mU/ml a minimalni hodnota 0,497
mU/ml. Inkubace vzorkd mléka probihala po dobu 15 minut pfi teploté vodni lazné 35,5 °C.
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Bendicho et al. (2002) méfili proteolytickou aktivitu v mléce spektrofotometricky pfi 345
nm a jejich vysledny kvantifikacni limit celkové proteolytické aktivity dosahoval primérné
hodnoty 7,64 mU/ml. Inkubace vzork(i mléka probihala rovnéz po dobu 15 minut pfi teploté
vodni ldzné 35,5 °C. V této praci byla priimérnd celkova proteolytickd aktivita mléka
181,698 mU/ml. Vysoké hodnoty a rozdilnost vysledk( této prace oproti obéma uvedenym
studiim Ize vysvétlit rozdilnymi podminkami pokusu. U obou studii probihala inkubace vzorki
mléka ve vodni |azni mnohem déle ve srovndni s touto praci, kde byla reakce ukoncena po
8 minutach. Soucasné byla teplota vodni lazné u obou studii nastavena na 35,5 °C. V této
praci probihala inkubace vzork( pfi teploté 37 °C. DalSim rozdilem byla odlisnd vinova délka
pouzitd pfi méreni, pfiCemzZ u obou praci Cinila 345 nm. V této prdci byly nejlepsi hodnoty
celkové proteolytické aktivity mléka zaznamendny pfi vinové délce 440 nm.

Prestoze nékteré vysledky této prace, zejména vysledky celkové proteolytické aktivity,
nebyly v souladu s odbornou literaturou, mizZe byt tato prace odrazovym mustkem pro dalsi
zkoumani koziho mléka v této oblasti. Z dlvodu snadnéjsi interpretace vysledkd by bylo
vhodné se pfi dalSich analyzach co nejadekvatnéji priblizit k podminkdm pfipravy vzorku
ostatnich autor(. JelikoZ dle dostupnych studii spotfeba koziho mléka ve svété neustdle
narUsta, bude zapotrebi tuto komoditu zkoumat vice, a to zejména v oblasti faktorl, jez
ovliviuji kvalitu a bezpecnost mléka.
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7 Zaveér

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literdrni resersi tykajici se antimikrobidlnich
a enzymatickych vlastnosti koziho mléka. V ramci praktické casti diplomové prace byly
stanoveny latky s antimikrobidlnim uUcinkem — laktoferin a lysozym, pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s FLD detektorem, a celkova proteolyticka aktivita koziho mléka
pomoci spektrofotometrické metody. Zpracovano bylo celkem 58 individualnich vzork(
koziho mléka, pricemz kazidy vzorek byl analyzovan ve tfech opakovanich pro presnéjsi
vyhodnoceni a moznost kvalitni interpretace statisticky provérenych dat.

Antimikrobidlni aktivitu v mléce tvofi zejména laktoferin, lysozym, laktoperoxiddzovy
systém a imunoglobuliny. VSechny tyto komponenty jsou ovliviovany faktory jako je
zdravotni stav zvifete, stadium laktace, hygiena farmy, bakteridlni infekce mlécné Zlazy
¢i pocet somatickych bunék.

Hypotéza 1 Zvolené metody pro stanoveni lysozymu, laktoferinu a celkové aktivity proteaz
budou vhodné optimalizovany.

U obou zvolenych metod byla provedena optimalizace tak, aby metody vyhovovaly
testovanému typu matrice, ale i moznostem laboratofe a podminkam, pfi kterych byly
analyzy provadény. V ptipadé laktoferinu a lysozymu byla v ramci HPLC analyzy upravena
zejména teplota kolony a pritok mobilni faze. Dale byl zménén typ detektoru, pfricemz
fluorescenéni detektor vykazoval lepsi citlivost nez detektor diodového pole. V pfipadé
proteolytické aktivity mléka byl upraven ¢as inkubace vzorkl pfi pozadované teploté vodni
lazné za Ucelem ziskani co nejkoherentnéjsich vysledk.

Hypotéza 2 Obsah lysozymu a laktoferinu se bude lisit v individudlnich vzorcich koziho mléka
ve vztahu kpoctu somatickych bunék a celkovému poctu mikroorganismd, zejména
mastitidnich bakterii.

Hypotéza byla ¢astecné potvrzena. Obsah laktoferinu a lysozymu nenar(stal se zvySujicim se
PSB. Byla potvrzena korelace mezi vzrlstajicim obsahem laktoferinu a celkovym poctem
mikroorganismd na hladiné vyznamnosti (a 0,05). Nebyla vSak potvrzena korelace mezi
vzristajicim obsahem laktoferinu a poctem mastitidnich bakterii na hladiné vyznamnosti
(a0 0,05). V pripadé lysozymu nebyla potvrzena korelace mezi jeho vzrlstajicim obsahem
a celkovym poctem mikroorganisml ani poctem mastitidnich bakterii na hladiné
vyznamnosti (a 0,05).
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Hypotéza 3 Proteolytickd aktivita mléka bude ovliviiovat obsah a zastoupeni bilkovin.

Proteolyticka aktivita mléka neméla vliv na obsah a zastoupeni pfitomnych bilkovin,
korelovala vsak sobsahem laktoferinu. Vyhodnoceni proteolytické aktivity mléka
a vybranych druh bilkovin probihalo na hladiné vyznamnosti (a 0,05).

Hypotéza 4 Celkova aktivita proteaz bude vyssi ve vzorcich koziho mléka se zvySenym
poctem somatickych bunék.

Nebyla zaznamendna statisticky prlkaznad zdvislost mezi celkovou aktivitou proteaz
a zvySenym poctem somatickych bunék. Tato hypotéza byla zamitnuta.

Nepotvrzeni uvedenych hypotéz lze prisoudit faktorlim jako je stres, vyZiva, zplsob
a frekvence dojeni ¢i environmentdlni podminky. Vyznamnymi faktory je rovnéz stadium
laktace a plemennd pfislusnost. Uginek téchto dvou faktord viak neni v ramci této prace
relevantni, jelikoZ byl u vSech zvifat totozny. Nepotvrzeni nékterych hypotéz mohly ovlivnit
rovnéz odlisné podminky pro vsechny vzorky mléka od vybranych zvifat pfi laboratornim
pokusu. DalSim vysvétlenim je moznd pritomnost proteolytickych enzymi psychrotrofnich
bakterii, jez mohly zacit projevovat proteolytickou aktivitu ve vzorcich koziho mléka béhem
jeho zamraZeni. Mezi dalsi Cinitele lze fadit také metody méreni, konzervace a chlazeni
vzork( mléka.

| pres neprokdzani nékterych hypotéz lze dle odborné literatury predpokladat
vyznamny vliv proteolytické aktivity mléka na obsah a zastoupeni pfitomnych bilkovin. Dle
studii Ize rovnéz konstatovat, Ze zvySeny obsah laktoferinu i lysozymu Uzce souvisi s poétem
somatickych bunék a mikrobiologickou kvalitou mléka. | presto, Ze kozy maji pfirozené vyssi
PSB, neni vfadé zemi, véetné CR, stanoven 7adny legislativni limit. Mnoho autord dolo
k doporucené hodnoté, kdy Ize mléko povazovat za nezdvadné. Vyssi hodnoty PSB by proto
mély byt alarmujici a poukazovat na mozny vyskyt subklinické bakteridlni infekce ve stadé,
v pripadé extrémné vysokych hodnot dokonce na vyskyt patogennich bakterii. V pfipadé
celkového poctu mikroorganism( existuje v CR legislativné vyhrazeny limit. Rada studii uvadi
rozdilné hodnoty, ale zdroven se shoduji na tom, Ze je celkovy pocet mikroorganisma
zakladnim kritériem pro hodnoceni mikrobiologické kvality koziho mléka. Na zavér je nutno
konstatovat, ze PSB, CPM, laktoferin, lysozym i celkova proteolyticka aktivita v kozim mléce
jsou ovliviiovany fadou faktorl a jejich hodnoty proto nemusi vidy souviset s infekci mlécné
zlazy. Z tohoto dlvodu je tfeba se touto oblasti dale zabyvat.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

ANOVA analyza rozptylu

CLA konjugovana kyselina linolova
COVID-19 coronavirus disease 2019

CPA celkova proteolyticka aktivita
CPM celkovy pocet mikroorganism(
CR Ceska republika

FLD fluorescencni

Gly-Leu-Phe glycin-leucin-fenylalanin

HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie
Ig imunoglobuliny

KTJ kolonie tvofici jednotka

LDL low density lipoprotein

LPS laktoperoxiddzovy systém

MK mastna kyselina

PSB pocet somatickych bunék

SB somatické bunky

UHT ultra high temperature

uv/Vvis ultrafialovy/viditelny
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10 Samostatné prilohy

Vysledky regrese se zavislou proménnou: CPA (mU/ml)
R =0,33240047 R2 = 0,11049007 Upravené R2 = 0,07537784

N =159 F (6,152) = 3,1468 p<0,00616 Sm. Chyba odhadu: 82,288

b* Sm. chyba B Sm. chyba ¢(152) o-hodn.
zb * zb

Absolutni ¢len -60,57 214,954 -0,28176 0,778509
Laktoferin -0,21808 0,089252 -0,68 0,279 -2,443443 0,015693
Lysozym 0,16429 0,080581 1,75 0,859 2,03883 0,043200
PSB (x103) 0,02448 0,080616 0,00 0,012 0,30360 0,761847
Protein (%) 4,46488 2,829337 1618,10 1025,367 1,57806 0,116630
Kasein (%) -3,36916  2,210818 -1603,08 1051,932  -1,52394 0,129601
Syr. bilkoviny (%) | -1,20250 0,728238 -1611,61 975,995 -1,65124 0,100753

CPA = celkova proteolytickd aktivita; R2 = koeficient determinace; R = Pearsonliv korela¢ni koeficient;
Sm. chyba = smérodatna chyba; PSB = pocet somatickych bunék; Syr. bilkoviny = syrovatkové bilkoviny

Priloha 1: Vysledky regresni analyzy se zdvisle proménnou CPA

o Test SC celého modelu vs. SC rezidui
Zavisle

Vicenas. Vicends. Upravené sC SV PC
R R2 R2 Model Model Model

Proménné

s€
Rezid.

Laktoferin | 0,989135 0,978387 0,967605 990178,7 438 2260,682 21873,28

Lysozym | 0,988742 0,977611 0,966443  83201,1 438 189,957

1905,41

o Test SC celého modelu vs. S€ rezidui
Zavisle =
roménné sV PC F hodnota
P Rezid. Rezid. P
Laktoferin 878 24,91262 90,74444 0,00
Lysozym 878 2,17017 87,53088 0,00

Priloha 2: Vystup ANOVY s interakcemi (limity PSB, CPM, stafylokoky, laktoferin, lysozym)

o Test SC celého modelu vs. SC rezidui
Zavisly

Vicends. Vicenas. Upravené sC SV PC
R R2 R2 Model Model Model

Proménné

sC
Rezid.

Laktoferin | 0,416484 0,173459 0,086759  20590,98 15 1372,732 98117,14

Lysozym | 0,467296 0,218365 0,136376  2225,18 15 148,345

7964,98




Test SC celého modelu vs. SC rezidui

Proménné SV PC F p-

Rezid. Rezid. hodnota

Zavisly

Laktoferin 143 686,1338 2,000676 0,018921

Lysozym 143 55,6992  2,663327 0,001361

Priloha 3: Vystup ANOVY s interakcemi (PSB, CPM, stafylokoky, laktoferin, lysozym)



