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Pouziti metody NMR k detekci falSovani koziho a ovCiho
mléka mlékem kravskym

Souhrn

FalSovani potravin ma pravdépodobné stejné dlouhou historii jako jejich samotna
vyroba a tato problematika se nevyhyba ani mléku a mléénym produktim. Obvyklym
pfipadem falSovani je nahrazeni drahého a vysoce kvalitniho mléka levnéjSim mlékem jiného
druhu. Prikladem takového falSovani je fedéni koziho a ov¢iho mléka mlékem kravskym.
Konzumace koziho a ovéiho mléka prindsi fadu zdravotnich benefitl a tési se vzristajici oblibé.
Zarovén je ale produkce téchto druhli mlék znacné omezena a financné nakladnéjsi, a tak se
jako atraktivni moZnost jevi obtizné prokazatelny pridavek levnéjSiho a dostupnéjsiho
kravského mléka pro navyseni ekonomického zisku z produkce. Praktikovanim této nekalé
¢innosti dochazi ke klamani spotfebitele a existuje zde i riziko ohroZeni zdravi konzumenta.

V soucasnosti je vénovana pozornost vyvoji spolehlivych analytickych metod
umoznujicich autentizaci potravin a ziskani G¢inného nastroje pro zajistovani kvality
a bezpecnosti potravin. Jednou z metod skytajicich potencidl pro vyuziti v oblasti odhalovani
adulterace mléka je nukledrni magneticka rezonance. Hlavni vyhody této spektroskopické
metody spocivaji v jednoduchosti, robustnosti a schopnosti analyzovat rychle velkda mnozstvi
vzorka.

Cilem této préace bylo ovéfit vhodnost metody 'H NMR pro detekci fal3ovani koziho
a ovCiho mléka mlékem kravskym. Byly analyzovany a navzajem porovnavdany sady vzork(
kravského mléka se vzorky koziho a ovéiho mléka. Na zakladé ziskanych NMR spekter a dat
z dostupné védecké literatury byla identifikovana fada latek odpovédnych za druhovou
variabilitu jednotlivych druhl mlék, které by mohly slouzit jako indikatory falSovani.

'H NMR se zde osvédcila jako vhodnd metoda pro pouZiti k odhalovani faldovéni koziho
a ov¢iho mléka kravskym mlékem, je vSak zapotiebi dalSiho vyzkumu. Ziskana data mohou byt
vhodnym podkladovym materidlem pro dalsi testovani NMR, zejména v ramci cilené analyzy.

Klicova slova: falSovani, NMR, mléko kravské, mléko kozi, mléko ovci



The use of the NMR method for the detection of goat and
sheep milk adulteration by cow milk

Summary

Food adulteration has the same long history as food production itself, and milk and
dairy products do not avoid this problem either. Usual case of adulteration is replacing
expensive and high quality milk by cheaper types of milk. A typical example of this method of
adulteration is the dilution of goat and sheep milk by cow milk. Consumption of goat and
sheep milk brings a number of health benefits and it has been growing in popularity in recent
years. However, the production of these types of milk is very limited and expensive. For
increasing of the producers' economic profit, an attractive option is the addition of cheaper
and more affordable cow milk, which is also difficult to prove. Practicing this unfair activity
misleads the customers and it also poses a risk of health hazards.

Nowadays, great attention is paid to the development of reliable analytical methods
enabling food authentification and obtaining an effective tool for ensuring food quality and
safety. One of these methods is nuclear magnetic resonance. The main advantages of this
method are simplicity, robustness and the ability to quickly analyze large numbers of samples.

The aim of this work was to verify the suitability of H NMR for the detection of
adulteration of goat and sheep milk by cow milk. Samples of pure cow milk were analyzed and
compared to the goat and sheep milk. Based on the obtained NMR spectra, a number of
substances have been identified from available scientific literature. These metabolites are
considered as responsible for the species variability of individual types of milk and they could
function as indicators of adulteration.

The 'H NMR method has proven to be suitable for the detection of goat and sheep milk
adulteration, but further testing is needed in the future. The data obtained could be a suitable
material for further NMR testing in a targeted analysis.

Keywords: adulteration, NMR, cow milk, goat milk, sheep milk
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1 Uvod

Mléko a mlécné produkty maji v historii lidstva velmi dlouhou tradici a patfi mezi
vyznamné komodity na trhu. Vzhledem k nutricné vyhodnému sloZeni hraji dalezZitou roli
v lidské vyzZivé. Kromé kaloricky vyznamné laktdzy a lipida je mléko také zdrojem vysoce
kvalitnich bilkovin a biologicky aktivnich latek, rady vitaminl a mineralnich prvk(, které jej
stavi v oblasti vyzivy ¢lovéka na predni pricky vyznamnosti.

V soucasné dobé je svétové nejrozsifenéjsi konzumace kravského mléka. Stoupajici
oblibé se ale tési také mléka malych prezvykavcu, jako jsou ovce a kozy. Ovci a kozi mléko ma
oproti kravskému do jisté miry procentualné odlisné sloZzeni nékterych komponent, které cini
tyto dva druhy mlék v porovndani s mlékem kravskym z nutri¢niho hlediska vyhodnéjsimi a také
jsou u nich patrny rozdilné organoleptické vlastnosti. Produkce téchto zdravi prospésnych
a senzoricky zajimavych komodit je ale v porovnani s kravskym mlékem znacné omezena
sezonni cyklicitou a vyrazné nizsi dojivosti. Tato limitace Cini produkci koziho a ovéiho mléka
ekonomicky ndkladnou, coZ se odrazi zejména ve vysoké cené mléka, a mlze branit
i uspokojivému pokryti stale rostouci poptdvky na trhu. Proto zde existuje nezanedbatelné
riziko, Ze se vyrobci za ucelem ekonomického zisku a uspokojeni poptavky spotrebitelli budou
uchylovat k nekalym praktikdm prostfednictvim falSovani. Jako atraktivni a jednoduchy zpUsob
adulterace koziho a ovéiho mléka se jevi fedéni levnéjsim a dostupné;jsim kravskym mlékem.

FalSovani koziho a ovéiho mléka kravskym znamena nejen jasné klamani spotrebitele,
ale také pro nékteré konzumenty predstavuje znacné zdravotni riziko. Odhaleni tohoto
zpUsobu falSovani je velmi obtizné. Proto je vénovana pozornost vyvoji riznych analytickych
metod vhodnych k Uspésné autentizaci potravin a tim zajiSténi ochrany spotiebitele
a bezpecnosti a kvality potravin.

Jednou z aktudlné rozvijenych metod je nuklearni magneticka rezonance. Vyuziva
magnetickych vlastnosti jader prvkl a umoznuje ziskat obsahlé objemy informaci
o metabolomu mléka a rfady dalSich potravin. Tato metoda ma do budoucna znacny potencial
pro vyuziti v oblasti falSovani potravin a mohla by se naptiklad uplatnit i jako rutinni technika
vyuzivana k odhalovani fedéni mléka mlékem jiného Zivocisného druhu.



2 Hypotéza a cil prace

Hypotéza: Metoda NMR je vhodnou metodou k detekci falSovani koziho a ovéiho mléka
kravskym mlékem.

Cilem této diplomové prace je proméfit nékolik sad predem pripravenych vzork( koziho,
ovéiho a kravského mléka z rGznych farem v Ceské republice a ovéfit vhodnost metody
'H NMR k odhalovéni falsovaného koziho a ov¢iho mléka.



3 Literarni reserse
3.1 Miléko a jeho vyznam ve vyzZivé clovéka

Mléko je definovdno jako fluidni sekret mlécnych Zlaz savcl (Yang et al. 2016). Jednd
se 0 komplexni, nutriéné vyvazeny produkt, primarné uréeny pro pokryti vyzivovych potreb
mladat. Mléko hospodarskych zvifat vSak od praddvna plini pro ¢lovéka funkci Zaddouciho
a cenného zdroje potravy a tvofi celozZivotni soucast jidelni¢ku, jez v ramci vyZivy poskytuje
fadu nepostradatelnych makro- i mikronutrientd. Historie konzumace mléka hospodarskych
zvitat Clovékem sahd do neolitického obdobi pfed 11 000 lety, kdy nasi predci upustili od
kocovného zplsobu Zivota a v blizkosti svych stalych pribytkd zacali péstovat plodiny
a domestikovat zvifata za ucelem obzivy a hospodarského uzitku. Prvnimi domestikovanymi
zvitaty byly ovce a kozy na Blizkém vychodé, a to diky jejich télesné konstituci, nenaro¢nosti
na chov, pfizplsobivosti a socidlni povaze (Barlowska et al. 2011; Balthazar et al. 2017).

Kromé kaloricky vyznamnych lipid(i a laktézy mléko obsahuje dalsi biologicky aktivni
latky jako esencidlni aminokyseliny, nenasycené mastné kyseliny, lecitin, karnitin, kreatin,
cholin, oligosacharidy, imunoglobuliny, peptidy ¢i nukleotidy. Je vyznamnym zdrojem
nékterych vitamin( a minerdlnich latek (Arsic et al. 2009; Sundekilde et al. 2013; Li et al. 2017).
Skladbu mléénych komponent ovliviuje fada abiotickych a biotickych faktoru
(Yang et al., 2016). SloZeni mléka ma mimo jiné vliv na technologické vlastnosti a tim jeho
zpracovatelnost v mlécném primyslu a nasledné i uvadéni mléénych vyrobku na trh (Park et
al. 2007).

NejvyuzivanéjSim druhem mléka je v sou€asnosti mléko kravské. Zastava 81 % svétové
produkce mléka a jeho priimyslového zpracovdni. V nékterych zemich také hraje vyznamnou
roli mléko buvoli (15 % svétové produkce). Mensi hospodarsky vyznam maji v celosvétovém
méritku mléka ovdi, kozi, jaci, koriské nebo napftiklad velbloudi. Ty hraji dlleZitou roli zejména
v rozvojovych zemich (Food and Agriculture Organization of the United Nations 2020a). Podil
zastoupeni jednotlivych druhd mlék na celkové svétové produkci je graficky shrnut na
Obrazku 1.

0,50%
2%
1% 0,50%
“ Kravské mléko
15% Buvoli mléko
Ovci mléko
Kozi mléko

) 81% = Velbloudi mléko
m Ostatni (jaci, konské,...)

Obrazek 1: Svétova produkce mléka dle druhl hospodarskych zvifat (Food and
Agriculture Organization of the United Nations 2020a).
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3.1.1 Produkce kravského, koziho a ovciho mléka

Pozici svétového lidra v produkci mléka zastava aktualné Indie nasledovana Evropskou
unii (ktera je také hlavnim exportérem miléka) a USA. Jak jiz bylo zminéno, pfevdind cast
globalni produkce mléka (v roce 2019 celkové 852 milion( tun) pfipada kravskému mléku
(Food and Agriculture Organization of the United Nations 2020b). Zaméfime-Ili se na produkci
mléka v Evropské unii, jeho mnozZstvi ¢inilo v roce 2019 celkem 158,2 milionu tun, pficemz se
kravské mléko podilelo z 96 % (Eurostat 2019).

Mali pfezvykavci, jako jsou kozy a ovce, se vyuZivaji jako zdroj obzZivy predevsim
v rozvojovych zemich s nepfili§ vlidnymi klimatickymi podminkami, mimo to i diky nizkym
nakladdm na chov a kratSim brezostem zvirat. Kozy maji vyssi vynos mléka neZ ovce a jejich
chov je rozsifen zejména v Asii (azZ 60 % svétové populace koz), oblastech Karibiku a stfedni
a zapadni Afriky, a to nejcastéji vramci domacnosti pro vlastni potfebu. NejvétsSimi producenty
koziho mléka ve svété jsou Indie, Bangladés a Pdkistan. Ovce jsou v rozvojovych zemich
chovany spise pro maso. Chovy pro mlécnou produkci se koncentruji zejména v oblasti
Stfedomofi a Blizkého vychodu. Nejvice svétové produkce ovéiho mléka pokryva Cina, Turecko
a Recko, v rdmci EU se chov ve vétsi mife soustiedi zejména Spanélsko, Francie a jiz zminéné
Recko a Kypr, kde tvofi vyznamny ekonomicky element (Food and Agriculture Organization of
the United Nations 2020c). V Ceské republice chov ovci a koz od vyrazného Upadku
v devadesatych letech zaziva renesanci a diky stoupajici oblibé produkce koziho a ovciho
mléka v soucasnosti mirné roste (Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky 2018). Podil
produkce kravského, koziho a ovéiho mléka je znazornén na Obrazku 2.

Celkova produkce mléka v EU
(mil. tun):
158,2
| ]
Kravské: Ovdi: Kozi:
152,5 3 2,5

Obrazek 2: Produkce jednotlivych druhl mlék v Evropské unii za rok 2019 (Eurostat
2021).
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3.1.2 Slozeni mléka a rozdily mezi kravskym, kozim a ovéim mlékem

Pfestoze je podstata mléka u vSech savcl stejnd, z hlediska obsahu jednotlivych
komponent a fyzikalné-chemickych vlastnosti existuji mezi jednotlivymi druhy mlék urcité
rozdily. Primérné zastoupeni zakladnich Zivin kravského, koziho a ov¢iho mléka je shrnuto
v Tabulce 1. Zastoupeni vétSiny nutrient(l v kravském, kozim a ov¢im mléce je pfiblizné stejné.
Ovci mléko v porovnani s kravskym, obsahuje vice tuku, bilkovin v¢. kaseinu a syrovatkovych
bilkovin a popelovin (Jandal 1996). Jak ale bylo zminéno, na redlny obsah latek v mléce ma vliv
fada faktorli, jako jsou genetika, stadium laktace, rocni obdobi, vyZiva zvitete, Ci stari
a pfipadna onemocnéni zvifete. Vyrazné rozdily v obsahu mléénych slozek se mohou
vyskytovat mezi jednotlivymi plemeny hospodarskych zvifat (Yangetal., 2016). Pomoci
suplementace krmiv se muZe také navySovat i zastoupeni Zadoucich a lidskému zdravi
prospésnych slozek, naptiklad konjugované linolové kyseliny ¢i nenasycenych mastnych
kyselin (Mir et al. 1999). Obsah zakladnich slozek kravského mléka se v prabéhu roku vyrazné
nelisi, k otelovani a dojeni skotu v chovech dochazi celoro¢né. Oproti tomu je kozi a ovéi mléko
produkovano sezénné a v prabéhu laktace se sloZeni dle zmén rocniho obdobi riizni — ke konci
laktace se zvySuje podil tuku, bilkovin, susiny a mineralnich latek, naopak klesa obsah laktézy
(Park et al. 2007).

Tabulka 1: Primérné zastoupeni zakladnich Zivin koziho, ovc¢iho a kravského mléka.

Slozka Kravské mléko  Kozi mléko Ovéi mléko

Voda (%) 87,8 88,9 83
Laktdza (%) 4,8 4,4 4,9
Tuk (%) 3,9 3,5 7

Bilkoviny (%) 3,3 3,1 5,8
Kasein (%) 2,7 2,6 4,9
Albuminy, globuliny (%) 0,6 0,6 1

Popeloviny (%) 0,7 0,8 0,9
Ca (mg/100 ml) 120 100 190
Cholesterol (mg/100 ml) 14 10 11

Mastné kyseliny

Nasycené (g/100 g) 2,4 2,3 3,8
Monoenové (g/100 g) 1,1 0,8 1,5
Polyenové (g/100 g) 0,1 0,1 0,3

Zdroj: Kuchtik et al. (2011).
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3.1.2.1 Sacharidy

Stejné jako u vétsiny savcl i u kravského, koziho a ovéiho mléka predstavuje hlavniho
a specifického zastupce sacharidd laktéza, ktera je tvorena v mlécné Zlaze za aktivni Gcasti
a-laktoglobulinu z glukézy a galaktézy. Obsah laktézy dosahuje u téchto tfi druhl mlék
podobnych hodnot, u koziho mléka byva hladina laktézy ptiblizné o 0,2-0,5 % nizsi nez
u kravského. Pomér obsahu laktézy v mléce ovéim je vici celkové susiné mensi nez u ostatnich
dvou druhd. Z nutriéniho hlediska predstavuje laktdza kaloricky cenny nutrient usnadnujici
absorbci vapniku, hof¢iku a fosforu ve stfevé (Park et al. 2007).

Neopomenutelnou soucasti mléka jsou oligosacharidy. Pro jejich vysoky obsah je
favorizovano kozi mléko, v némz mnozstvi oligosacharidli prevazuje az ¢tyrnasobné nad
kravskym a desetindsobné nad ovéim mlékem. Diky tomu, Ze se profil jednotlivych
oligosacharid(l do urcité miry podobad lidskému mléku, mlze byt kozi mléko povazovano za
potencidlné vhodny pfirozeny zdroj oligosacharid(l, které hraji nezastupitelnou roli ve vyzivé
kojencu. Oligosacharidy se mj. podili na vyvoji centrdlni nervové soustavy, maji prebiotické,
antiadhezivni a antipatogenni ucinky. Mezi nutricné vyznamné zastupce pfitomné v kozim
mléce patfi napriklad 3’-galaktosyllaktdza, 6'-galaktosyllaktéza ¢i 2'-fukosyllaktéza (Bode
2015; Sousa et al. 2019).

3.1.2.2 Lipidy

Lipidy mléka predstavuji stéZejni slozku nejen z vyZivového hlediska, ale také z pohledu
fyzikdlnich a senzorickych vlastnosti ¢i ceny mlécnych produktl. Mlécnou tukovou slozku
zastupuji z 98 % triacylglyceroly (TAG), ddle diacylglyceroly, monoacylglyceroly, komplexni
lipidy (fosfolipidy) a liposolubilni komponenty, jako je napfiklad cholesterol (Park & Haenlein
2007).

Tukova frakce mléka malych prezvykavcl je v porovnani s kravskym mlékem odlisSna.
Tukové globule v mléce ovci a koz dosahuji v priméru mensi velikosti nez v mléce kravském
(primérné 3.30 um pro ovci, 3.49 um pro kozi, 4.55 um kravské mléko). Se zmensujici se
velikosti tukovych kulicek vzrista celkovy povrch, coz umoziiuje snazsi pfistup lipazam. Kozi
a ov¢i mléko je diky tomuto aspektu prirozené homogenizované a lépe stravitelné lidskym
travicim systémem v porovnani s kravskym (Park & Haenlein 2007; Kumar et al. 2012). Kozi
mléko postradd aglutinacni protein zpusobujici shlukovani tukovych kulicek a nedochazi tak
k rapidnimu vyvstavani smetany, coz je bézné u kravského mléka (Jandal 1996).

Vyrazné rozdily mezi lipidy jednotlivych druhG mlék mlzeme sledovat
zhlediska obsahu mastnych kyselin (MK). TAG koziho a ovéiho mlééného tuku jsou tvoreny
vySSim mnozstvim MK s kratkym a stfednim rfetézcem. Orientacni prehled procentualniho
zastoupeni MK v jednotlivych druzich mlék je uveden v Tabulce 2. Zejména mléko kozi se
vyznacuje vy$Sim obsahem kapronové (C6), kaprylové (C8) a kaprinové (C10) kyseliny.
Pfitomnost téchto mastnych kyselin zapfiCinuje typickou ,kozi“ chut a aroma mléka
a produktd z néj (Jandal 1996; Park et al. 2007).
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Z nutricniho hlediska je také u jednotlivych druhl mlék porovnavan obsah
cholesterolu spojovaného se zvysenym rizikem kardiovaskuldrnich onemocnéni. Nejvyssi podil
druhl mlék obsahuje dle Smiddyho et al. (2012) mléko kravské (0,42 %). S pfihlédnutim na
celkovy obsah tuku u téchto tfi druhG mlék vSak vede v obsahu cholesterolu na mnozstvi mléka
mléko ovéi. Na druhou stranu byl ale u mléka vypozorovan jeho hypocholesterolemicky efekt
Hepner et al. (1979). Vyznamnéjsi potencidl z hlediska pozitivniho vlivu na hladinu
démonizovaného nizkodenzitniho cholesterolu vykazuje kozi a ovCi mléko. Jak jiz bylo
zminéno, v kozim a ovéim mléce jsou oproti kravskému hojnéji pfitomny MK se stfednim
fetézcem, ale také monoenové MK a esencidlni polyenové MK. Vyssi hladiny mastnych kyselin
se stfedné dlouhym fetézcem mohou zapficinit redukci syntézy endogenniho cholesterolu
a jeho absorpce ve stfevé. Nenasycené MK jsou znamy pro své hypocholesterolemické ucinky
(Park et al. 2006; Lépez-Aliaga et al. 2010).

Tabulka 2: Zastoupeni mastnych kyselin v kozim, ovéim a kravském mléce.

MK Kravské mléko (%) Kozi mléko (%) Ov¢i mléko (%)
C4:0 3,3 2,6 4

C6:0 1,6 2,9 2,6
C8:0 1,1 2,7 2,5
Cc10:0 3 8,4 7,5
C12:0 3,1 3,3 3,7
C14.0 9,5 10,3 11,9
C16:0 26,5 24,6 25,2
Cle:1 2,3 2,2 2,2
C18:0 14,6 12,5 12,6
c18:1 29,8 28,5 20
C18:2 2,5 2,2 2,1

Zdroj: Jandal (1996).

Dalsi specifitu poskytuji kozi a ovéi mlécné produkty. BEhem zrani syr(i dochazi ke
vzniku vétvenych MK s methylovym ¢i ethylovym substituentem (napf. 3-methylbutanovi,
4-methylpentanova a dalsi). Mastné kyseliny 4-methyloktanova a 4-ethyloktanova, které jsou
pro kozi a ovéi produkty specifické, pravdépodobné také dodavaji produktiim charakteristiské
kozi a skopové aroma (Raynal-Ljutovac et al. 2008; Whetstine & Drake 2008).

V oblasti vyZivy ¢lovéka vykazuje mléko potencial funkéni potraviny, a to diky moZznosti
zvySovani obsahu zdravi prospésnych latek v mléce prostfednictvim vyzZivy dojeného zvirete.
MuUzeme tak docilit i Zadoucich zmén mlécné tukové frakce. Suplementaci krmiva
slunecnicovymi semeny lze napfiklad navysit obsah konjugované linolové kyseliny (CLA)
(Hernandez et al. 2007), ¢i pfidavkem rybiho tuku obohatit mléko o n-3 mastné kyseliny -
eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou kyselinu (DHA) (Albenzio et al. 2016).
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CLA ve formé izomeru 9c, 11t-18:2 vznika v bachoru prezvykavci mikrobidlni hydrogenaci
linolenové kyseliny. Vykazuje fadu vlastnosti, jako jsou antikancerogenni, hypolipidemické,
antihypertenzni a antidiabetické (Hur et al. 2017). EPA a DHA, metabolicky pfibuzné latky
esencidlni linolenové kyseliny, mohou vykazovat celou fadu molekuldrnich a bunécénych
ucinkd, vedoucich ke sniZzeni zavaznosti rizikovych faktord metabolickych, zanétlivych
a kardiovaskularnich onemocnéni. DHA je také nezbytnd pro zachovani spravné funkce zraku
a centralni nervové soustavy (Marventano et al. 2015).

3.1.2.3 Proteiny

Mléko a mlécné vyrobky jsou z nutricniho hlediska hodnotnym zdrojem vysoce
kvalitnich bilkovin s vyvaZzenym zastoupenim aminokyselin a ovliviuji také technologické
vlastnosti mléka. Kromé toho fada z nich vykazuje Skalu biologickych aktivit ve prospéch
lidského organismu (viz Tabulka 3) (Korhonen et al. 1998). Obsah bilkovin se v kravském
a kozim mléce pohybuje okolo 32 g/l a ov¢i mléko mlze obsahovat az kolem 60 g/I. MnoZstvi
bilkovin v mléce je jednim z hlavnich kvalitativnich kritérii a vyznamné ovliviiuje cenu mléka
(Raynal-Ljutovac et al. 2008; Pereira 2014).

Majoritni proteiny koziho, ov¢iho a kravského mléka se svoji podstatou nelisi, rozdilné
jsou jejich pomeéry. Zhlediska jejich zakladniho rozdéleni na nerozpustnou kaseinovou frakci
arozpustné syrovatkové bilkoviny jsou standardné dale klasifikovany do skupin
a-, B- ak-kaseinl,, o-laktaloumind a B-laktoglobulinG (Kumar et al. 2012). Obé skupiny
mléénych proteind jsou nutricné cenénymi komponenty mléka vyznacujici se vysokou
stravitelnosti a obsahem esencidlnich aminokyselin. Zatimco syrovatka je obzvlasté bohata na
aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem jako leucin, izoleucin, valin &i lysin, kasein ma vyssi
podil histidinu, methioninu a fenylalaninu (Pereira 2014). Za zminku stoji také z nutri¢niho
hlediska vyskyt aminokyselin methioninu a cysteinu. Kozi a ovéi mléko zcela pokryva nutri¢ni
pozadavky c¢lovéka, u kravského mléka jsou tyto dvé AK limitujicimi (Barlowska et al. 2011).
Zastoupeni kaseinll a syrovatkovych bilkovin je do jisté miry ovliviiovano genetickym
polymorfismem hospodarskych zvifat, jenZz podminuje sloZzeni proteinové frakce a tim mimo
jiné i technologické parametry mléka (Borkova & Sndselova 2005).
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Tabulka 3: Biologicka aktivita mlécnych protein(.

Bilkovina Funkce
Kaseiny (a, B a k) iontovy transport (Ca, POy, Fe, Zn, Cu), prekurzor bioaktivnich peptid(
B-laktoglobulin transport retinolu, vazba MK, moZny antioxidant
a-laktalbumin syntéza laktézy v mlécné Zlaze, transport Ca, imunomodulace,

antikancerogenni
Imunoglobuliny A, M a G imunoprotektivni

Glykomakropeptid antivirovy, bifidogenni

Laktoferin antimikrobialni, antioxidacni, imunomodulac¢ni, absorpce Zeleza,
antikancerogenni

Laktoperoxidaza antimikrobialni

Lysozym antimikrobialni, synergicky efekt s imunoglobuliny a laktoferinem

Zdroj: Korhonen et al. (1998); upraveno autorem.

3.1.2.3.1 Kaseiny

Kaseiny u prezvykavcu tvofi ptiblizné 80% podil mlécné bilkoviny a v mlé¢ném séru se
primarné vyskytuje ve formé kaseinovych micel (Martin et al. 2003). Jedna se o fosfoproteiny,
jejichz fosfatové skupiny vazou relativné vysoké mnozstvi vapniku. Proto jsou kaseiny cenény
jako vyznamné nosi¢e minerdlnich prvkd, zejména fosforu a vapniku, usnadnujici i jejich
stravitelnost. Kaseinové micely koziho a ovéiho mléka jsou v porovnani s kravskym vice
mineralizované. Micely koziho mléka dosahuji oproti zbylym dvéma druh(m vétsich rozméru
(Raynal-Ljutovac et al. 2008; Pereira 2014). Zastoupeni kaseinovych bilkovin v jednotlivych
druzich mléka je demonstrovano v Tabulce 4.

Hlavnim zastupcem kaseinové frakce v kozim mléce je B-kasein, zatimco v kravském
a ovéim dominuje asi-kasein (Park 2017). Obsah a zastoupeni kaseinové frakce jsou
u prezvykavcli také ovlivnény genetickym polymorfismem. Podle vyskytu konkrétnich alel
napfiklad v genomu koz sledujeme u jejich mléka Gplnou absenci, snizeny (0,45 g/l) ¢i naopak
vysoky (3,5 g/l) obsah asi-kaseinu. Podobné je tomu tak i u as;-kaseinu (Park et al. 2007;
Ballabio et al. 2011). Jeden genotyp s nizkou syntézou asi-kaseinu se vyskytuje i u ovci
(Albenzio et al. 2016). Absence ¢i nizky obsah asi-kaseinu ovliviiuje technologické vlastnosti
mléka a snizuje vytéznost pfi vyrobé syr( (Yadav et al. 2016), avSak skytd i neopomenutelnou
vyhodu. Diky nizkym hladinam asi-kaseinu se kozi mléko vice podoba profilu zastoupenych
kaseini materského mléka a jeho nutricni vyznam zvysuje také fakt, Ze asi-kasein je jeden
z alergent vyskytujicich se v mléce. Kozi mléko se vtomto ohledu zda byt vhodnou
alternativou kravského mléka pro alergiky, véetné kojenct (Ballabio et al. 2011). Nizsi
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koncentrace asi-kaseinu sniZzuje také citlivost na dalsi alergenovy mléény protein, kterym je
B-laktoglobulin (Lara-Villoslada et al. 2005).

Tabulka 4: Zastoupeni kaseinové frakce v kravském, kozim a ov¢im mléce.

Kravské mléko Kozi mléko Ovci mléko

Celkovy obsah bilkovin (g/1) 27,8+2,2 33,4+1,6 59,4+3,3
Podil kaseinové frakce (%) 83+10 99+12 93+10
as1-kasein (%) 377 10+ 6 33+8
aszkasein (%) 7+1 - 14+2
B-kasein (%) 42+8 63+11 305
y-kasein (%) 6+2 18+4 9z+1
K-kasein (%) 94 812 14+2

Zdroj: Bramanti et al. (2003).

3.1.2.3.2 Syrovdtkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny jsou skupinou definujici globularni proteinovou frakci rozpustou
pfi pH 4,6 a 20°C. Tvofi 17-22 % celkového mnozstvi bilkovin v mléce. Zastoupeni komponent
syrovatkové frakce je pfiblizeno v Tabulce 5. Obecné jsou z hlediska profilu aminokyselin
syrovatkové bilkoviny povaZzovany za nutri¢né vyhodnéjsi nez kaseiny. Jsou v travicim traktu
rychleji vstiebatelné a hojnéji zastoupené AK s rozvétvenym fetézcem podporuji rist svalové
hmoty. Oproti kaseinu jsou vSak méné tepelné stabilni. Majoritni zastupce predstavuji
B-laktoglobulin a a-laktalbumin. Ve vSech tfech druzich mléka predstavuje B-laktoglobulin
dominantni protein syrovatkové frakce, nasledovany a-laktalbouminem. V kravském mléce
jsou pfitomny zpravidla v poméru 3:1. Vyjimku predstavuje v tomto pfipadé ovci mléko, u néjz
se druhého mista v hojnosti vyskytu ujimaji imunoglobuliny. Minoritnimi sloZzkami syrovatkové
frakce jsou sérovy albumin, proteoso-peptony i laktoferin (Ha & Zemel 2003; Borkova
& Snaselova 2005; Park et al. 2007). Jak je jiz v Tabulce 3 uvedeno, vykazuji tito zastupci
terapeuticky potencial. V ptipadé laktoferinu, B-laktoglobulinu, a-laktalbuminu a sérového
albuminu se jednd napfiklad o schopnost potlacovani vyvoje nadorl. Za zminku stoji
i napfiklad BAMLET — tzv. bovinni a-laktalbumin letdlni pro tumorové buriky — komplex
a-laktalbuminu a olejové kyseliny, jez dokaze plsobit cytotoxicky u fady ndadorovych
bunécénych linii (Mills et al. 2011). Laktoferin, laktoperoxidaza a lysozym jsou dulezitymi
antimikrobidlnimi cinidly. B-laktoglobulin je také nosicem retinolu a antioxidantem.
Laktoferin, nejhojnéji pfitomny vkozim mléce, se klicové podili na absorpci Zeleza
a ma antioxidaénimi ucinky. Imunoglobuliny se jako imunomodulaéni latky podileji na rozvoji
obranyschopnosti organismu mladat a jejich nejvyssi koncentrace mlZeme sledovat
v kolostru. Mnoizstvi imunoglobulinli zde dosahuje aZ stonasobné hodnoty oproti mléku
(Pereira 2014).
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Tabulka 5: Zastoupeni syrovatkovych bilkovin.

Kravské mléko Kozi mléko  Ovéi mléko

Obsah syrovatkovych bilkovin (g/l) 6,46 6,14 10,76
B - laktoglobulin (%) 59,3 54,2 61,1
o - laktalbumin (%) 16,2 21,4 10,8
Imunoglobuliny (%) 15 11,5 20
Sérovy albumin/laktoferin (%) 9,5 12,8 8,1

Zdroj: Law (1995).

3.1.2.3.3 Biologicky aktivni peptidy

V oblasti lidské vyZivy maji mlécné bilkoviny mnohem vétsi vyznam, nez by se mohlo
zdat. Béhem travicich procesl v gastrointestinalni soustavé totiz mohou z protein( vznikat
dalsi fragmenty vykazujici biologickou ¢innost a jsou pfedmétem intenzivniho zkoumani jejich
ucinkd na lidsky organismus. Hydrolyzou kaseinové i syrovatkové frakce se vytvari peptidové
latky poskytujici Sirokou Skalu zdravotnich benefitl pro kardiovaskularni, nervovy, imunitni ¢i
travici systém clovéka. Biologicky aktivni peptidy mléka mohou pUsobit antihypertenzivné,
antimikrobidlné, antioxidacné, opioidné, cytomodula¢né imunomodula¢né ¢i napfiklad
hypocholesterolemicky a antikancerogenné. Nékteré peptidy, jako jsou napriklad
B-kasomorfiny, funguji podobné jako analgetika a trankvilizéry, které plsobi na centralni
nervovy systém. Jiné peptidy interferujici v gastroinstestindlni soustavé podporuji sekreci
mucinu a podili se tak na ochrané traviciho traktu pred adherenci patogent a na motilité
stfeva (Korhonen & Pihlanto 2003; Pereira 2014). Primarni struktury kozich, ov¢ich i kravskych
bioaktivnich peptidl se pfilis nelisi. Jednim ze zastupcll koziho mléka je naptiklad opioidni
peptid a-laktorfin, vznikajici pepsinovou hydrolyzou a-laktalbuminu (Raynal-Ljutovac et al.
2008).

Také pfi vyrobé syri najdeme v syrovatkové frakci rozpustné kaseinomakropeptidy
(CMP). Tyto derivaty vznikaji hydrolyzou k-kaseinu pomoci syfidla (chymosin). V zavislosti na
strukture CMP vykazuji Gcinky antitrombotické, antimikrobidlni, imunomodulacni ¢i
prebiotické, a pravdépodobné také stimulacni pro sekreci cholecystokininu - hormonu
podilejiciho se na fizeni pfijmu potravy a traveni v duodenu (Manso & Lépez-Fandifio 2004).

3.1.2.4 Nebilkovinné dusikaté latky

Mezi dusikaté latky nebilkovinné povahy (NPN) vyskytujici se v kravském mléce patfi
napriklad amoniak, mocovina, mocova kyselina, kreatinin ¢i kreatin. Obsah téchto latek se lisi
zejména dle stravy zvifete a podilu bilkovin v ni. Vy$sim podilem NPN se vyznacuje kozi mléko.
Asi 19-20 % NPN tvori aminokyseliny (AMK) (zejm. GLU, GLY, ALA, ASP) (Hadjipanayiotou 1995;
Park et al. 2007).

Nutri¢né dalezitymi derivaty volnych AMK v mléce jsou také taurin a karnitin. Dle studii
je taurin obsaZzen v kravském mléce v pridmérném mnozstvi 1 umol/100 ml, v ovéim

17



14 umol/100 ml (Rassin et al. 1978) a v kozim 56 umol/100 ml, cozZ je hladina pfibliZujici se
hodnoté lidského mléka (Tripaldi et al. 1998). Nutno vsak dodat, Ze hladina taurinu se vyrazné
méni dle stadia laktace a rozdily jsou i mezi jednotlivymi plemeny. Taurin se jako podminéné
esenciadlni AMK podili na tvorbé Zlu¢ovych soli a rlstu a rozvoji nervové soustavy kojencu.
Karnitin, vyznamnéji zastoupeny v kravském mléce, hraje duleZitou roli pfi usnadiovani
transportu MK do mitochondridlni matrice k oxidaci, pfi iniciaci ketogeneze a pfi udrzovani
termogeneze (Park et al. 2007).

Kozi mléko obsahuje v porovnani sovéim a kravskym vétSi mnoiZstvi nukleosidl
(154 umol/100 ml pro kozi, 93 umol/100 ml pro ovci a 68 umol/100 ml pro kravské), jez slouzi
jako prekurzory pro tvorbu glykoproteint, glykolipidd a oligosacharidd (Park et al. 2007),
a také nukleotidl a ribonukleotidi. Kromé UMP, AMP a CMP béznych pro vSechy prezvykavce
se navic u koz a ovci nachazi UDP. Kozi (10,2 umol/100 ml) a zejména ov¢i (3,3 pmol/100 ml)
mléko se odliSuje nizkou hladinou orotové kyseliny v porovnani s kravskym
(26,8 umol/100 ml) (Raynal-Ljutovac et al. 2008). Orotova kyselina ma rozsahly vyznam
v metabolismu organizmu a je také jednim z enzymU podilejicich se na syntéze dusikaté baze
pyrimidinu. Vyznam v lidské vyZivé zahrnuje i jeji potencidl ke zmirnéni hyperurikosurie u dny,
podporu stavby svalové hmoty ¢i vyvoje zdravé stievni mikrobioty u novorozenct (Loffler et
al. 2015).

3.1.2.5 Vitaminy

Mléko je cennym zdrojem Siroké skaly vitamin(, a to zejména vitaminG skupiny B
a lipofilnich vitamind. Koncentrace liposolubilnich vitaminu pozitivné koreluje s obsahem tuku
v mléce. Mezi jednotlivymi druhy mlék mzZeme sledovat urcité rozdily. Témér bez vyjimek ma
z téchto tfi obecné nejvyssi obsah vitaminl mléko ovéi. Kozi a ov¢i mléko disponuje
vyznamnéjSim mnozZstvim retinolu (vitamin A), kravské naopak vys$si koncentraci folové
kyseliny. Charakteristickym rysem odliSujicim kozi mléko od ovciho a kravského je jeho kfidové
bild barva, kterou zapficinuje absolutni absence B-karotenu - prekurzoru retinolu. Nevyhodou
koziho mléka v(ci ostatnim dvéma druhim je velmi nizkd koncentrace folatu a vitaminu Bi,.
Deficience téchto vyznamnych vitamini muze v ptipadé vyuzivani koziho mléka jako ndhrady
mléka materského zapficinit incidenci megaloblastické anémie u kojencl (Balthazar et al.
2017; Park 2017). Obsah vitaminu v jednotlivych druzich mlék je zprehlednén v Tabulce 6.

Pravdépodobné nejdiskutovanéjsim vitaminem v soucasné dobé je kalciferol, jehoz
vyznam pro lidsky organismus tkvi vjeho nenahraditelnosti v cetnych metabolickych
procesech, véetné regulace zrdni a proliferace bunék, tvorbu kostni hmoty nebo naopak
uvoliovani vdpniku a fosforu do krevniho recisté, ve stfevech podporuje vstfebavani vapniku
a fosforu. Vitamin D pUsobi také na imunitni a kardivoskularni systém a na svalovou,
pankreatickou a metabolickou homeostazu. Primarnim zdrojem vitaminu D je slunecni zareni,
pricemZ plsobenim UV zafeni dochdzi k aktivaci previtaminu v k(izi a ddle vznikne jeho
izomeraci metabolicky aktivni forma - cholekalciferol. V pfipadé, ze prijem kalciferolu
nemuUzZeme uspokojivé zajistit pobytem na slunci, pfichazi na fadu elementdrni pfijem stravou
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¢i suplementace. Mléko, spole¢né s tuénymi rybami a vejci, pfedstavuje stézejni zdroje tohoto
vitaminu (Anderson et al. 2013; Brincat et al. 2015; Pludowski et al. 2018).

Tabulka 6: Zastoupeni vitamin( v kozim, ovéim a kravském mléce (mnozZstvi na 100 g mléka).

Vitamin Kravské miéko Kozi mléko Ov¢i mléko

Retinol (vitamin A) (ug) 37 54,32 64

Kalciferol (vitamin D) (ug) 0,2 0,15 0,2

Tokoferol (vitamin E) (mg) 0,08 0,04 0,11
Thiamin (B1) (mg) 0,045 0,068 0,08
Riboflavin (B) (mg) 0,16 0,21 0,376
Niacin (Bs) (mg) 0,08 0,27 0,416
Pantothenova kyselina (Bs) (mg) 0,32 0,31 0,408
Pyridoxin (Be) (mg) 0,042 0,046 0,08
Folova kyselina (Bs) (ug) 8,5 1 6

Biotin (Bs) (ug) 2 1,5 0,93
Kobalamin (B12) (pg) 0,357 0,065 0,712
Askorbova kys. (vitamin C) (mg) 0,94 1,29 4,16

Zdroj: Anderson et al. (2013), Brincat et al. (2015) a Pludowski et al. (2018); upraveno autorem.

3.1.2.6 Mineralni prvky

Znalost zastoupeni a distribuce mineralnich latek v mléce umoznuje povaZzovat mléko
jako bohaty zdroj esencidlnich prvkd a zdrovernt napomahd porozumét fyzikalné-chemickym
vlastnostem mléka, které jsou zasadni po technologické strance vyroby mlécénych produktu.
Obsah mineralni frakce v mléce se pohybuje kolem 7-9 g/l (viz Tabulka 1) a mirna fluktuace
hodnot zavisi zejména na stadiu laktace, plemeni, krmivu aj. (Gaucheron 2005; Park et al.
2007). Z nutri¢niho hlediska je mléko zndmo jako zdroj rfady mineralnich prvk(, zejména
vapniku, fosforu, zinku, drasliku, selenu a do urcité miry i hoféiku. Zinek se prevainé vaie
na micelarni fazi proteinové frakce. Vapnik, fosfor a hofcik jsou distribuovany mezi micelarni
a vodnou fazi, pricemz hlavnim faktorem ovliviiujicim pomér distribuce prvkd hraje pH
disperzniho prostiedi (Pereira 2014). MlIéko je povaZovano za jeden z nejvyznamnéjsich zdrojl
vapniku, prvku stéZejniho pro stavbu a funkci kostni a svalové hmoty. Primérnd koncentrace
vapniku je 1200 mg na litr mléka. Vapnik je distribuovan mezi micelarni a vodnou fazi.
V miceldrni fazi je spojovan s fosforylovymi skupinami kasein(, zatimco ve vodné fazi se vapnik
mUZe vazat na syrovatkové proteiny nebo anorganické formy fosfatotvornych soli (Pereira
2014). Vyznacuje se vysokou biologickou dostupnosti, kterd souvisi s ¢asteCnou vazbou
vapniku na kasein a také je vapnik pritomen v optimalnim poméru pro absorpci s fosforem
(Ca: P 1,0: 1,5) (Lopez-Aliaga et al. 2010; Gupta & Gupta 2014). Selen, dulezity konstituent
antioxidac¢nich enzym(, jako je napfiklad glutathionperoxidaza, je v mléce pfitomen
v prmérné koncentraci 30 pg/l, coz predstavuje pfiblizné 67 % jeho denniho referencniho
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pfijmu (Gupta & Gupta 2014; Pereira 2014). Primérny obsah mineral(i v mléce ve srovnani
s referen¢nim pfijmem potravy je uveden v Tabulce 7. Porovnani zastoupeni jednotlivych
makro- a mikroprvkd v kozim, ovéim a kravském mléce je shrnuto v Tabulce 8. Kromé sodiku
a drasliku v obsahu minerdlnich latek vede ov¢i mléko, hojnéji nez v kozim a kravském mléce
se zde vyskytuje vapnik, fosfor, zinek, hofcik, jod a méd’ (Balthazar et al. 2017; Park 2017).

Tabulka 7: Priimérny obsah mineral v mléce ve srovnani s referenénim pfijmem potravy.

Mineralni prvek mg/100g % referencni hodnoty pfijmu v hrnku mléka (244 g)
Ca 119-124 37-40
P 93-101 16-32
Mg 10-14 8-10
K 151-166 89
Zn 0,4-0,6 9-14

Zdroj: Pereira (2014); upraveno autorem.

Tabulka 8: Priimérné zastoupeni mineralnich latek v kozim, ov¢im a kravském mléce (mnozstvi
na 100 g mléka.

Prvek Kravské mléko Kozi mléko Ovci mléko
Ca (mg) 112 130 197,5
Fe (mg) 0,1 0,06 0,1
Mg (mg) 11 14,5 19,5

P (mg) 91 109 141

K (mg) 145 185,5 138
Na (mg) 42 39,5 39

I (ug) 70 80 104
Zn (mg) 0,4 0,43 0,6
Cu (mg) stopové 0,04 0,1
Se (ug) 1,8 1,665 1,7
Mn (ug) 6 8 7,15

Zdroj: Park et al. (2007) a Balthazar et al. (2017); upraveno autorem.
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3.2 Falsovani mléka a mlécnych vyrobku
3.2.1 Definice falSovani potravin

FalSovani potravin ma v historii lidstva pravdépodobné stejnou tradici jako samotnd
vyroba potravin. Povédomi o této problematice ve spolecnosti postupné roste a stejné tak
i schopnost odhaleni falSovacich taktik diky stadle se rozvijejicim védeckym poznatkim
a technologickému pokroku. Zakladni charakteristikou potravinovych podvodi je umysiné
nedodrZovani potravinovych zakonl a klamani spotfebitele za ucelem finanéniho zisku.
V soucasné dobé je falSovani potravin ve vétsi mire zalezitosti zejména rozvojovych zemi, kde
nejsou kladeny takové naroky na monitorovani. Problematika falSovani potravin je zalezitosti
etickych a ekonomickych aspektd, prinasi s sebou ale i fadu zdravotnich a technologickych rizik
(Azad & Ahmed 2016; Hong et al. 2017).

Mezi praktikované zpUsoby falSovani spada napriklad nastavovani potraviny levné;si
slozkou, pritomnost nedeklarovanych slozek, nastavovani potraviny ke zlepSeni jejich
vlastnosti, klamavé uvadéni geografického plivodu nebo zplsobu produkce. Kromé snizovani
kvality potraviny a uvadéni spotrebitele v omyl maze byt falSovani spjato i s rizikem ohrozZeni
zdravi spotrebitele a znevyhodnénim ostatnich vyrobcl nekalou hospodarskou soutézi (Statni
zemédélskd a potravindarska inspekce 2015).

Dulezitym prostredkem k zajisténi bezpecnosti a kvality potravin, ochrany spotrebitel(
i dodrZovani vnitrostatnich a mezindrodnich predpist ¢i norem je autentizace potravin (Hong
et al. 2017). V minulosti a s pokracujicim soucasnym trendem narUsta snaha vyvijet rGzné
ucinné metody spocivajici v morfologické nebo anatomické charakterizaci, organoleptickych
markerech a chemické analyze. Mezi soucasné tfi zakladni strategie detekce falSovani patfi
prokazani pritomnosti cizi l[atky nebo markeru v komodité, prokazani, Zze se konkrétni slozka
odchyluje od své normalni hladiny nebo zjisténi velmi nepravdépodobného profilu
zastoupenych komponent (Bansal et al. 2017).

3.2.1.1 Legislativni oSetieni falSovani potravin

V Ceské legislativé pojem falSovani potravin neni ptimo definovan, avsak dle ustanoveni
zdkona €. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a 0 zméné a doplnéni nékterych
souvisejicich zakonl je ,,zakdzano uvadét do obéhu potraviny klamavé oznacené nebo
nabizené ke spotfebé klamavym zplsobem® (Zakon ¢. 110/1997 Sbh., § 10 odst. 1 pism. a)).
FalSovani potravinarskych vyrobkl lze defacto povazovat pravé za klamavé oznacovani i
klamavou reklamu, tedy za nekalou soutéz, kterou definuje zakon ¢. 89/2012 Sb., ob¢ansky
zakonik (Zakon ¢. 89/2012 Sb., § 2976).

Stejné tak se zaméruje na ochranu spotrebitele pred potravinovymi falzifikaty i evropska
legislativa skrze natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002, kterym se stanovi
obecné zasady a pozadavky potravinového prava, zfizuje se Evropsky urad pro bezpecnost
potravin a stanovi postupy tykajici se bezpecnosti potravin. Podstatou potravinového prava je
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chranit zajmy spotrebiteld a poskytovat jim zdklad umoziujici vybirat se znalosti véci
potraviny, které konzumuji. Jeho cilem je rovnéz zabranit podvodnym nebo klamavym
praktikdm, falSovani potravin a jinym praktikam, které mohou spotfebitele uvést vomyl
(Potraviny Info 2019).

3.2.2 Zpusoby falSovani mléka

FalSovani mléka znamena umysiné snizovani jeho kvality bud pfimési, ndhradou
podfadnymi latkami nebo odstranénim nékteré cenné slozky (Poonia et al. 2017). Podle
Cizkové et al. (2012) je mléko a vyrobky z n&j druhou nejéastéji falsovanou komoditou, hned
po olejich a tucich. Moznymi pfi¢inami praktikovani adulterace mléka muze byt napftiklad
prevysujici poptavka nad nabidkou na trhu, nizkd ndkupni kapabilita zdkaznikd a také
skuteénost, Ze mléko je rychle se kazici potravina. Redeni této problematiky neusnadfiuje ani
nedostatek vhodnych detekénich metod (Azad & Ahmed 2016). Mléko je pomérné draha
surovina a z ekonomického hlediska se jevi jako komodita atraktivni k falSovani pridavkem
mlécnych ¢i nemléénych substanci. Obvyklymi ptipady falSovani je také nahrazeni drahého
avysoce kvalitniho mléka levnéjSim mlékem jiného druhu, nedodrZeni deklarovaného
oSetfeni mléka a také podvodné oznacovani geografického plvodu mléka a produktl z néj
(Hong et al. 2017). BéZné parametry vyuzivané ke kontrole a hodnoceni kvality mléka jsou
procentudlni obsah tuku, tukuprosta suSina a bod mrznuti. K dodrZovani poZadovanych
hodnot téchto parametru se vyuziva fada nepovolenych aditiv (Azad & Ahmed 2016).

Jednim z nejcastéji praktikovanych zplsob( adulterace mléka je pridavek dusikatych
sloucenin za uUcelem navyseni zdanlivého obsahu bilkovin. Vhodnymi aditivy se pro vyrobce
jevi napfiklad mocovina, syrovatka nebo melamin. Vyhodou téchto aditiv je pro vyrobce
vysoky obsah dusiku a nizka cena. Syrovatka ziskavana jako vedlejsi produkt pfi vyrobé syru
navic zvysSuje objem falSovaného mléka (Nascimento et al. 2017). Také nastavovani mléka
rostlinnym proteinem byva soucasti bézné praxe, konkrétné redéni séjovym mlékem, jehoz
produkce je 0 70 % méné nakladna nez produkce mléka, nebo hrachovym ¢i hydrolyzovanym
pSeniénym proteinem (Azad & Ahmed 2016).

Také falSovani obsahu tukové frakce je v praxi béznou zalezitosti. Mlécny tuk je jako
ekonomicky cennd slozka mléka c¢asto zmléka odstranovdn, dodatecné zpenéZovan
a kompenzovan pridavkem rostlinnych olejli (napfiklad slunecnicovy, kokosovy ¢i palmovy),
ale také i hovéziho loje i veprového sadla. Nasledné se také mohou pfiddvat detergenty, které
plni ve falSovaném mléce emulgacni a pénotvorné funkce (Azad & Ahmed 2016; Nascimento
et al. 2017).

Jak jiz bylo receno, mléko patfi ze své podstaty mezi rychle se kazici komodity, a proto
pfimo vybizi k pfidavku konzervacnich aditiv, kterd jeho trvanlivost prodlouZi. Jednd se
nejcastéji o peroxid vodiku, formaldehyd, salicylovou a benzoovou kyselinu ¢&i dichroman
draselny (Nascimento et al. 2017).

Snad nejsnazSim moznym zpUsobem zvyseni objemu mléka s cilem ekonomického zisku
je fedéni vodou. Pridavek vody se ¢asto maskuje siranem amonnym, ktery udrZuje hodnoty
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pavodni hustoty mléka. Ke zvySovani parametru tukuprosté susiny je zneuzivan napfiklad
tftinovy cukr, Skrob ¢i sirany (Azad & Ahmed 2016).

3.2.2.1 Zdravotni rizika falsovani mléka

Problematika falSovani mléka (a potravin obecné) je vétSinou spojovana spise
s porusovanim mravnich principt, nikoli s akutnim rizikem ohrozZeni zdravi. Do mléka vsak
mohou byt vyrobci pfidavany také i latky velmi zavainé ohroZujici lidské zdravi. Jednim ze
znamych ptipadd zdravi nebezpecnému falSovani mléka je pridavek melaminu, zpUsobujiciho
nefrolitidzu. Prvni pfipad pfidavku melaminu byl zaznamenan v Ciné v roce 2008, kde jako
soucast nahradni kojenecké vyzivy zplsobil renalni komplikace desitkdm tisich déti a je
zodpovédny i za nékolik umrti kojencl (Chan et al. 2008).

Mezi dalsi nezadouci aditiva, kterd maji nepfiznivé ucinky na zdravi, patti jiz zminéné
latky jako napftiklad mocovina, formaldehyd, detergenty, siran amonny, hydroxid sodny,
kyselina boritd, benzoova a salicylova kyselina, peroxid vodiku aj. Peroxidy i detergenty
v mléce mohou vést od gastrointestindlnich obtizi az ke gastritidé a zdnétu strev (Azad &
Ahmed 2016). Pridavek skrobu muze v pfipadé jeho nahromadéni ve stfevé rovnéz zapficinit
prajmy a s fatdlnimi komplikacemi se mohou potykat zejména diabetici (Singuluri 2014).
Mocovina se v mléce pfirozené vyskytuje, avSak ve velmi nizké koncentraci a jeji nejvyssi
povolena hodnota v mléce ¢ini 70 mg/100 ml. Ve vétsim mnoZstvi mocovina zatéZuje ledviny
(Kandpal et al. 2012). Formaldehyd a dichroman jsou prokazany jako latky s toxickym ucéinkem
a jako karcinogeny (Nascimento et al. 2017). Nejen z téchto zdravotnich dlvodu je proto
pfitomnost zminénych latek v mléce jednoznacné nezadouci.

Zavainé akutni zdravotni riziko predstavuje pro alergiky konzumace mléka
nastavovaného podstatné levnéjSim sdjovym nebo pSeni¢nym proteinem (Azad & Ahmed
2016). Nedeklarované nastavovani koziho mléka kravskym ohroZuje pritomnosti asi-kaseinu
(jakozto skrytého alergenu) jedince, jez trpi alergii na tuto bilkovinu a ktefi uzivaji kozi mléko
pravé jako alternativu mléka s pfirozenou absenci asi-kaseinu (Osman et al. 2013).

3.2.3 FalSovani koziho a ovéiho mléka kravskym mlékem

Kozi a ov¢i mléko se diky nutricnim benefitim a unikatnim senzorickym vlastnostem
v poslednich letech tési vzrlstajici oblibé. Ve velkém méfritku je vsak primyslova vyroba
v tomto odvétvi omezena nizkou dojivosti a sezdnni cyklicitou. Zatimco u nékterych mléénych
plemen skotu jsou dojnice schopny individualné vyprodukovat mnozstvi mléka v radu nékolika
tisicl litrd za jedno laktacni obdobi (Laben et al. 1982), dojivost koz dosahuje pfiblizné
500-900 kg, u ovci 50-80 kg, nékterd dojna plemena vsak produkuji az 200-550 kg mléka za
laktaci (Thomas et al. 2001). Tato skutecnost zvySuje pravdépodobnost falSovani koziho
a ovéiho mléka vyrobci a jednim z moznych zplsobd je, jak jiz bylo vyse zminéno, pridavek
levnéjsiho mléka. Vhodnym adeptem pro nastavovani je pravé mléko kravské. Ackoli pfidavek
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mléka jiného Zivocisného druhu za ucelem zvétSeni objemu suroviny (a vétsiho financniho
zisku) predstavuje jeden z nejsnazsich zplsob( falSovani, jeho detekce a kvantifikace je
komplikovana kvuli genetickému i negenetickému polymorfismu (Azad & Ahmed 2016).

3.2.3.1 Metody vyuzZivané pro detekci falSovani

Kvalitativni testy mléka a mlécnych produktl jsou dllezZité nejen pro zajisSténi ochrany
spotiebitele, ale také z hlediska kontroly technologickych vlastnosti mléka v mlékarenském
pramyslu (Azad & Ahmed 2016). Pro identifikaci druhu plvodu pro mléko a mlé¢né vyrobky je
k dispozici mnoho rdznych analytickych metod, které zahrnuji elektroforetické,
chromatografické, spektroskopické ¢i imunochemické techniky a PCR metodu (Hong et al.
2017). Kazda z metod ma v mnoha ohledech nepopfitelné vyhody, nékteré techniky jsou vsak
pracnéjsi a casové narocné ¢i ndkladné, srovname-li je napfiklad s imunologickymi metodami
a metodami zaloZzenymi na analyze DNA (Song et al. 2011).

3.2.3.1.1 Elektroforetické metody

Elektroforetické metody jsou hojné vyuzivany pro vyzkum mlécnych bilkovin a také
genetickych variant hlavnich proteinovych komponent(l. V oblasti odhalovani adulterace
mléka se setkdvame se tfemi zdsadnimi typy elektromigrac¢nich technik — metoda PAGE
(gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu), isoelektrickd fokusace (IEF) a kapilarni
elektroforéza (CE) (Poonia et al. 2017).

PAGE metoda vyuZiva separace molekul dle jejich naboje a velikosti v elektrickém poli
a je zaloZzena na principu rozdilné mobility jednotlivych molekul proteinli (Borkova
& Snaselova 2005). Aplikovatelnost této metody je prokazana ¢etnymi studiemi, jednou z nich
je napriklad studie publikovand Pesic et al. (2011), v niz kvantifikovali 3% pridavek koziho
mléka kravskym a 5% naredéni ovciho mléka kravskym za wvyuZiti separace
a- a B-laktoglobulind.

Isoelektricka fokusace separuje molekuly mléénych kaseinl na zdkladé odlisnosti jejich
isoelektrickych bodl a je zejména vhodna pro analyzu jejich genetickych variant
(Poonia et al. 2017). IEF je v Evropské Unii stanovena jako referen¢ni metoda pro detekci
pfitomnosti kravského mléka a kaseinatu v ovcich, kozich a buvolich syrech (Borkova
& Snadelova 2005). Vhodnost IEF metody demonstroval naptiklad Spoljari¢ et al. (2013)
s vyuzitim odlisSnosti bovinniho y-kaseinu, ziskaného hydrolyzou PB-kaseinu pritomného
v mléce.

Kapilarni elektroforéza je modifikace metody provadénd pomoci kapilary bez
pfitomnosti nosie a umoznujici rychlou separaci kaseinovych a syrovatkovych proteind.
Poskytuje vysoké rozliSeni a snadnou kvantifikaci s detekénim limitem 1-2 % pfidaného
kravského mléka bez potifeby velkych objem( vzorkd a pufri (Borkovd & Snaselova 2005;
Poonia et al. 2017).
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3.2.3.1.2 Chromatografické metody

Mezi nejcastéji vyuZivané separacni metody patfi vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC; High Performance Liquid Chromatography). Principem metody je
separace analytl na zdkladé jejich distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi. Pfiseparaci
dochadzi k interakcim analytu s mobilni nebo se staciondarni fazi a interakcim mobilni faze se
stacionarni. Ke zvySeni uclinnosti separace je chromatografickd kolona tvorena
mikrocasticovym sorbentem kladoucim odpor prostupujici kapalné mobilni fazi, proto je v této
analytické metodé aplikovan vysoky tlak (Kazakevich & Lobrutto 2007). V oblasti odhalovani
falSovani mléka se setkdvdme s metodami HPLC s reverzni fazi (RP HPLC), ionexovou HPLC
(IE HPLC) a hydrofobni interakéni chromatografii (HIC). Chromatografické metody nachazeji
rozsahlé uplatnéni zejména pfi izolaci syrovatkové a kaseinové frakce mléénych bilkovin
(Borkova & Snaselova 2005). Detekci a kvantifikaci smési koziho a ovéiho mléka s kravskym
(v pomérech 1, 2, 5, 10, 20, 30, 50, 75 a 95 %) se pomoci RP-HPLC vénovala napfiklad studie
Ferreira & Cacote (2003). Vysledkem bylo ziskani tfi rznych chromatogram( syrovatkovych
bilkovin a kazdy typ mléka vykazoval odliSné retencni casy pritomnych B-laktoglobulin(.
Detekeni limit pro identifikaci pfidavku jiného druhu mléka ¢inil 2 % a kvantifikovatelnost
pfidaného kravského mléka 5 %. Veloso et al. (2002) rovnéZ pomoci RP-HPLC prokazali
moznost detekce 5% ziedéni koziho mléka kravskym na zakladé pfitomnosti a-kaseinu. Obé
zminéné studie vyuzily RP-HPLC ve spojeni s UV spektroskopickou metodu.

Za zminku také stoji jeden z prvnich pokust vyuZiti plynové chromatografie (GC) pro
Ucely autentizace mléka, jez se od kapalinové liSi nastfikem derivatizovaného vzorku do
nosného plynu, ktery je dale unasen chromatografickou kolonou. Scano et al. (2014) ve
smésich koziho a kravského mléka zaznamenal statisticky vyznamnou specifitu sloZzeni téchto
dvou mlék, kde byly nalezeny taléza a jable¢na kyselina jako specifické markery pro kravské
mléko a GC vkombinaci s hmotnostni spektrometrii tak vyhodnotili jako metodu
s potencidlem vyuziti pro tuto problematiku.

3.2.3.1.3 Imunochemické metody

Podstata imunochemickych metod spociva v reakci antigenu (transgenniho proteinu)
s protilatkou. Jedna se o velmi citlivy druh analyzy uplatiovany k detekci a kvantifikaci
specifickych frakci protein(i koziho, ov¢iho a kravského mléka. Analyza vyuziva specifickych
protilatek, které reaguji se syrovatkovymi proteiny, jednotlivymi kaseinovymi frakcemi
a peptidovymi fragmenty kaseini mléka (B-laktoglobuliny, imunoglobuliny, k-kaseiny Cci
B-kaseiny). Protilatky jsou vysoce specifické. Po probéhnuti reakce protilatky s antigenem je
tento substrat enzymaticky katalyzovan za vzniku barevného produktu, jenz se nasledné
stanovuje spektrofotometricky. Mezi vyuzivané imunochemické metody fadime metodu ELISA
(angl. zkratka Enzyme Linked Immunosorbent Assay), kterou lze aplikovat ve dvou variantach
— nepfima (kompetetivni) ELISA a SANDWICH (nekompetetivni) ELISA (Crowther 2000;
Borkova & Snaselova 2005). Napriklad Song et al. (2011) prokazal vhodnost neprimé ELISA
metody pro detekci fedéni koziho mléka kravskym pomoci anti-B-kaseinu — protilatky reagujici
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s bovinnim B-kaseinem. Testovaci fady byly pfipraveny rfedénim koziho mléka kravskym,
ve své studii pomoci nepfimé kompetetivni ELISA metody detekoval pfitomnost 0,1 %
kravského mléka ve vzorcich za poufZiti protilatky bovinniho imunoglobulinu G (IgG). Nutno
vSak podotknout, Ze tato a dalSi analyzy zaloZzené na detekci syrovatkovych bilkovin nejsou
aplikovatelné pro vysoce tepelné oSetfend mléka, nebot pfi zahfevu dochazi
k jejich denaturaci. Proto se pro tepelné oSetfené mléko a vyrobky vyuzivaji pfevazné metody
analyzy kasein(l (Zachar et al. 2011).

3.2.3.1.4 Metody zaloZené na detekci DNA - PCR

Polymerdazova retézova reakce (PCR, angl. zkratka Polymerase Chain Reaction) spada
mezi metody analyzy deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a za Ucelem autentizace potravin je
hojné vyuZivana. Princip spociva v replikaci DNA a amplifikaci Useki DNA umisténych mezi
dvéma oblastmi zndmé sekvence (Borkova & Snaselova 2005; Cizkova et al. 2012). Vyhodou
této metody je vysokd specificnost a citlivost, jez umoziuje detekovat i nepatrné mnozstvi
pfidaného kravského mléka. PCR je také aplikovatelnd pro vysoce tepelné upravené mléko
a zrajici syry, nebot molekuly DNA jsou relativné stabilni a odolné vici vysokym teplotam
(Borkova & Snaselovd 2005; Zachar et al. 2011). MoZnostem uplatfiovani PCR v oblasti
falSovani koziho a ovéiho mléka kravskym se v jedné ze svych praci vénuji Lépez-Calleja et al.
(2004), v niz sekvenci mitochondridlniho genu docilili vysledku detekce pfitomnosti
0,1% mnozstvi kravského mléka v syrovém, pasterizovaném a sterilovaném kozim a ovéim
mléce. Odhaleni pfitomnosti kravského mléka spocivalo v identifikaci fragmentd DNA skotu,
jez u koz a ovci nejsou pritomny.

3.2.3.1.5 Spektroskopické metody

Jako uZite€né ndastroje v oblasti odhalovani falSovani mléénych produktd se jevi
spektroskopické metody, vyuZivajici k analyze rdznd spektra elektromagnetického zareni.
Hovotime zde zejména o fluorescencni spektroskopii, blizké infracervené spektroskopii (NIR),
stfedni infraervené spektroskopii (MIR) a Ramanové spektroskopii, vhodnych pro pouziti
v kombinaci s chemometrickymi metodami umoZiujicimi identifikaci latek. Vyhody
spektroskopickych  technik spodivaji v rychlosti, ekonomiénosti, nedestruktivnosti
a schopnosti detekovat kontaminanty v potravinach s dobrou presnosti (Kamal & Karoui 2015;
Poonia et al. 2017). Jsou v praxi vyuzivany pro ovérovani autentic¢nosti, napr. geografického
plvodu mléka (Ntakatsane et al. 2011), krmného systému a genotypu dojenych zvirat
(Hammami et al. 2013), nebo k detekci pritomnosti melaminu, pfidavku syrovatky, mocoviny
¢i peroxidu vodiku (Santos et al. 2013).

Do skupiny spektroskopickych metod vSak fadime jesté dalsi techniky, jez mohou byt
povazovany za vyznamné, hovorime-li konkrétné o moznostech detekovani adulterace mléka
mlékem jiného Zivoc¢iSného druhu. Pomérné noveé se setkdvame s technologiemi vyvinutymi
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pro analyzu struktur mléénych bilkovin zalozenych na metoddach hmotnostni
spektrometrie (MS) (Borkova & Snaselova 2005). V praxi je MS vyuzivana velmi casto ve
spojeni se separaénimi metodami (Cizkova et al. 2012). Princip MS spociva v ionizaci molekul
vzorku, jez se nasledné pusobenim elektromagnetického pole separuji a dale detekuji na
zakladé pomeéru jejich hmotnosti a naboje. lonty poskytuji informace o povaze a strukture
jejich prekurzorové molekuly (De Hoffmann 2000). Jako ucéinnd metoda odhalovani rfedéni
mléka jinym druhem se prokdzala MALDI-MS (z angl. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation Mass Spectrometry, tedy hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci a ionizaci za ucasti matrice). MALDI-MS je rychla a jednoduchd technika bez potreby
sloZitych pfiprav vzorku slouZici jako ucinny analyticky ndstroj k ziskani spolehlivého profilu
mlécnych bilkovin (Borkova & Snaselovd 2005). Potencial MALDI-MS metody pro detekci
fedéni koziho a ovéiho mléka kravskym potvrdily prostfednictvim odliSnosti hmotnostnich
spekter sledovanych biomarker( — syrovatkovych a kaseinovych bilkovin — studie Siciliano et
al. (2000), Cozzolino et al. (2001) a Calvano et al. (2012). Dalsi spektroskopickou metodou
s potencidlem pro odhalovani falSovani mléka levnéjsimi ekvivalenty je nukledrni magneticka
rezonance.
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3.3 Nuklearni magneticka rezonance

Nukledrni magnetickd rezonance (NMR, z angl. Nuclear Magnetic Resonance) patfi
v oboru analytické chemie mezi hlavni spektroskopické ndstroje slouzici k objasnéni chemické
struktury latek. Objev tohoto fenoménu je datovan do Ctyficatych let dvacatého stoleti
a pfipisovdn dvéma na sobé nezdvislym skupindm fyzikd z Harvardovy univerzity v Cele
s Edwardem M. Purcellem a z Kalifornské univerzity v Los Angeles v Cele s Felixem Blochem,
ktefi za tento pfinos vedouci k zaloZzeni nového odvétvi védy obdrzeli v roce 1952 Nobelovu
cenu za fyziku. Nasledny intenzivni vyzkum metody pfinesl dalsi rozvoj, véetné objeva jevl
a principd funkce NMR, prokdzal vysoky potencidl magnetické rezonance pro vyuZiti
k chemické analyze a vedl k ziskani dalSich Nobelovych cen. Dnes je k dispozici vyspéla
spektrometrickd metoda umozniujici identifikaci latek, a dokonce i tfidimenzionalni (3D)
zobrazovaci technika hojné vyuzivana napfiklad ve zdravotnictvi k pozorovani mékkych tkani,
znama pod pojmem magneticka rezonance (MRI, z angl. Magnetic Resonance Imaging)
(Gunther 2013). Technologicky pokrok a digitalizace spektroskopie umoznily NMR uplatnéni
v laboratofich pro provadéni rutinnich analyz a ke snazsi aplikovatelnosti metody v praxi také
pfispélo zdokonaleni zpracovani signalli, automatizace pfipravy vzork(l a zpracovani
vyslednych spekter za vyuZiti statistické vicerozmérné analyzy dat (Kuballa et al. 2018).
NMR je vykonnd analytickd metoda, kterda mize poskytnout kvantitativni informace
o chemickém slozeni Cistych latek a smési anorganickych i organickych sloucenin a biomolekul,
atojak v kapalném, tak i pevném (ale rozpustném) skupenstvi. Identifikaci a ovéreni sloucenin
Ize provadét bud porovnanim s daty v dostupné literature nebo ve verejnych databazich NMR
spektroskopie. Provedenim slozitéjSich NMR experimentl lze dokonce detekovat
a identifikovat nezndmé slouceniny (Ralli et al. 2018; Lambert et al. 2019). Objev
dvoudimenzionadlnich (2D) technik umoznil podani kompletni informace o skeletu molekuly
a prostorovém usporadani atoml. NMR spektroskopie diky své univerzalnosti dosahla
uplatnéni také v oblasti kontroly pravosti potravin (Dracinsky 2009; Kuballa et al. 2018).
Autentizace pomoci NMR je vyuzivana u mléénych produktd, ovocnych stdv, ¢aju, kavy, koreni,
medu, ryze, plodin organického zemédélstvi aj. (Hong et al. 2017)

3.3.1 Instrumentace NMR

Pracovni techniku NMR spektrometru tvofi supravodivé civky nabité elektrickym
proudem a ponofené v chladicim kapalném heliu, diky nimZ vznikd magnetické pole.
Magnetické pole musi byt vysoce stabilni a homogenni. Pro dosazeni maximalni homogenity
je systém doplriovan nékolika dalSimi rGzné prostorové orientovanymi korekénimi civkami.
Ty jsou spolecené s pfijimajicimi a dalSimi civkami, uréenymi k vysilani dalsich frekvenci pro
jind jadra, umistény v sondé. U soucasnych spektrometrd je obvykle pro vyslani pulzu i pro
snimani signdll pouZita stejna civka. Pfi manipulaci se spinovymi systémy je k civce pfipojen
generator frekvenci opatfeny vysilaCem, schopnym vysilat kratké radiofrekvencni pulsy
o presné amplutidé, frekvenci a fazi. Pfi snimani detekovanych signdld je civka prepnuta na
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pfijimac, ktery zachyceny signal zesili, detekuje a filtruje. Ziskana spektra detekovaného
signalu jsou nasledné v fidicim pocitaci po vicendsobném méreni vzorku s¢itana a podrobena
Fourierové transformaci (Dracinsky 2009). Schéma pracovni techniky NMR spektrometru je
znazornéno na Obrazku 3. V soucasné dobé se vyrobé NMR spektrometrd vénuji spolecnosti
Bruker Corporation, JEOL Ldt. a Agilent Technologies.

manipulace vzorku
vakuum

pomocna zafizeni

kyveta se vzorkem
mérici civka
supravodiva civka
kapalné helium
kapalny dusik
sonda

-ovladani rotace vzorku
-manipulace se vzorkem
-stabilizace teploty
-ovladani homogenity polg

1
|
|
i

syniéza_
pfepinaé kmitoctu

datastanice

4

fidici poéitaé pfijimaé vysilaé

Obrazek 3: Schéma spektrometru (Dracinsky 2009).

3.3.2 Princip NMR

Principidlnim podkladem pro NMR jsou magnetické vlastnosti atomovych jader
chemickych prvkl, diky nimz mulze dochazet k interakci mezi jadernym magnetickym
momentem daného atomu aexterné plsobicim magnetickym polem (Glinther 2013).
Magnetické vlastnosti jadra jsou zdvislé na zastoupeni nukleonu, tedy proton( a neutron,
které maji v rdmci zakonU kvantové mechaniky svij vnitfni moment hybnosti, neboli spin.
Kombinace spinovych vlastnosti protont a neutrond definuje celkovy spin jadra atomu
a charakterizuje spinové kvantové Cislo (/). Pokud je atomové i nukleonové Cislo atomu prvku
sudé, spinové kvantové cislo nabyva nulové hodnoty (dochazi ke sparovani spinovych ¢astic),
atom nedisponuje magnetickymi vlastnostmi a neni tudiz v NMR analyze méfitelny (napfiklad
12C nebo '%0). Pro analyzu NMR jsou vyuZivany izotopy prvkd, jejichi atomové a/nebo
nukleonové Cislo je liché. Jadro téchto atomU je pozitivné nabito, generuje vlastni magnetické
pole a ma tzv. magneticky moment (u) — vektorovou veli¢inu rovnobéznou s vektorem spinu.
Mezi nejlépe méfitelnd jadra v NMR spektroskopii spadaji izotopy s hodnotou spinového
kvantového &isla | = % a jednd se nejéastéji o H, 13C, *°N, °F, 2°Si nebo 3P (Lambert et al.
2019).

Dnes vyhradné vyuzivand NMR technika je oznacovana jako tzv. pulsni spektroskopie.
V NMR experimentu je pozorovan velmi vysoky pocet jader, kterd jsou orientovana
nahodnymi sméry, diky ¢emuz se jednotlivé magnetické momenty jader vzajemné vyrusuiji.
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Dojde-li k aplikaci externiho magnetického pole (Bo), zathou magnetické momenty jader
vykondvat precesni pohyb (Larmorova precese) na zakladé vychyleni z rovnovazného stavu,
jddra zméni svoji orientaci ve sméru ¢i protisméru magnetického pole a souctem
magnetickych momentld dochazi k tzv. magnetizaci vzorku. Jadra rotuji urcéitou Uhlovou
rychlosti o tzv. Larmorové frekvenci, dané gyromagnetickym pomérem jadra atomu
a intenzitou Bo. Prostfednictvim NMR je méfena frekvence precese vektoru magnetizace,
které se dosdhne ndslednou aplikaci kratkého radiofrekvencéniho pulsu potfebného pro
vychyleni méfeného jadra z rovnovazného stavu do civky. Aplikovana pulsni frekvence musi
byt tedy shodna s precesi magnetického momentu jadra. Dojde zde ke vzniku tzv. rezonance,
jez zplsobi vychyleni Boa precesi magnetizace (Obrazek 4) (Keeler 2006; Lambert et al. 2019).
V dasledku vypnuti radiofrekvencniho pulsu dochazi na zédkladé zraty energie k nadvratu jadra
do rovnovazného stavu, tzv. relaxaci, a postupnému zanikani signdlu. Tento jev, zndmy jako
volné doznivani indukce (FID, z angl. Free Induction Decay), je cilem detekce v NMR
experimentu. FID indukuje na civce elektrickou odezvu, jejiZ intenzita v zavislosti na postupu
relaxace rovnéz klesa. Vysledkem detekce na méfici civce je FID spektrum zndzornujici
zavislost intenzity signdlu na case. StéZejnim prvkem NMR analyzy je ndsledny proces
matematické konverze FID spektra na spektrum zdvislosti intenzity signalu na frekvenci,
znamy jako Fourierova transformace (Obrdazek 5) (Keeler 2006).

=
x*y
Obrazek 4: Vychyleni vektoru magnetizace a vznik precese (Keeler 2006).
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Obrazek 5: Konverze ¢asové domény do frekvencni (Keeler 2006).
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Zasadnim aspektem pro vznik interpretovatelnych spekter v NMR experimentech je
tzv. chemicky posun. Méfena jadra atomU jsou od plsobiciho magnetického pole stinéna
elektrony, které svym pohybem v obalovych vrstvach atomu vytvareji magnetické pole
opacného sméru, nez plsobi Bo. Jadra stejného izotopu, avsak s odliSnym chemickym okolim
a tim i rozloZenim elektron(i ve svém okoli, se tedy od sebe lisi rozdilnou instenzitou stinéni.
U téchto jader ziskame odlisnou rezonancni frekvenci, diky niz mizeme ve spektrech sledovat
a identifikovat jednotlivé slouceniny. Ve vysledném spektru pak miZzeme pozorovat jednu
slouceninu jako nékolik signdlu, v zavislosti na jejim chemickém okoli. Pro vyjadreni frekvence
radiofrekvencniho zareni konkrétniho jadra, tedy chemického posunu, byla zavedena stupnice
s jednotkou ppm (= parts per milion; odpovidajici miliontiné frekvence vnéjsiho pole), jakozto
univerzalni jednotka pro vSechny NMR spektrometry s odliSnymi intenzitami Bo. Pro snazsi
stanoveni pocatku stupnice chemickych posunt je ¢asto k analyzovanym vzorkiim pridavan
interni nebo externi standard NMR, pfi méFfeni H spekter je vyuZivdna napfiklad
3-(trimethylsilyl)propionova kyselina (TSP) ¢&i tetramethylsilan (TMS), jehoZz chemicka
struktura s dvanacti ekvivalentnimi vodiky v molekule poskytuje singletovy signal, ve
vysledném spektru pozorovatelny nej¢astéji nejvice vpravo (Dracinsky 2009).

Findlni vyobrazeni spektra je ovliviovdano mimo jiné i nepfimymi magnetickymi
interakcemi mezi jednotlivymi jadry atom(. Patfi mezi né spin-spinové interakce vazebnych
elektront, které zpuUsobuji multiplicitu (Stépeni) signal(. Velikost nepfimé spin-spinové
interakce udava interakéni konstanta J [Hz], ktera charakterizuje podet a geometrické
usporadani sousedicich magneticky aktivnich jader (Glnther 2013).

3.3.2.1 HNMR

Jak jiz bylo zminéno, pro NMR analyzu je nutné méfit jadra prvkl s nenulovym
spinovym kvantovym cislem. Nejlépe méfitelnd jadra jsou se spinem [ = %, mezi kterd patfi
izotop vodiku H — nejbéznéji méFené jddro v NMR. Jednd se o hojné se vyskytujici izotop
s vysokym biologickym zastoupenim (99,9 %) a vysokou relativni citlivosti danou
gyromagnetickym pomérem jadra. Druhé nejcastéji méfené jadro je izotop 3C, které ma vsak
oproti 'H velmi nizkou citlivost a pFedevdim minoritni pfirodni zastoupeni (1,11 %)
(Gerothanassis et al. 2002). Jednou z hlavnich vyhod 'H NMR metody je pfi naleZitém vybéru
optimalnich parametrli moznost jejiho pouziti pro kvantitativni analyzu, ale také ji lze vyuzit
pro zajimavé aplikace, jako je napfiklad sledovani degradace pfirodnich latek v zavislosti na
Case (Breton & Reynolds 2013).
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3.3.3 Vyuziti NMR v mlékarstvi

Vyuziti NMR spektroskopie ma v sektoru mlékarstvi znacny potencial. Technologie NMR
se ukazala byt ucinnym ndstrojem ke kontrole kvality mléénych vyrobk( béhem zpracovani
a skladovani, i k zajistovani autenticity rlznych druhG mlék. Kromé toho, Ze je NMR
spektroskopie schopna detekovat falSovani pfidavkem cizorodych nezadoucich substanci,
mUlze byt pouzita napfiklad k méreni obsahu tuku, k ovéfovani zemépisného puvodu,
k pozorovani mobility vody a jejiho zadrzovani v mléénych produktech, jako jsou syry, mlééné
napoje ¢i zmrzliny. Ddle mlze zhodnocovat fyzikalné-chemické a senzorické parametry
produktl (Balthazar et al. 2021).

Analyze NMR je jako vhodnému analytickému néstroji v mlékarské praxi vénovana ¢im
dal vétsi pozornost a v soucasnosti je kdispozici fada studii se slibnymi vysledky.
Studie Segato et al. (2019) se napfiklad vénovala vyuZiti *H NMR pro fingerprinting italskych
syrQ s chranénym oznacenim plvodu (CHOP) a specifitou spocivajici v pastevnim systému
chovu ve vysokohorské oblasti. Vzorky mléka z pastevniho chovu a konvencniho chovu se od
sebe zpravidla lisi v zavislosti na krmném systému, a to obsahem metabolitd, jako je naptiklad
cholin, 2,3-butandiol, lysin ¢i tyrosin. Zajimavosti je, Ze technika NMR se zde ukdzala jako
vhodna spiSe pro syry s kratkou dobou zrani, u dlouhozrajicich syrli analyzu zna¢né komplikuji
probihajici chemické a biochemické pochody. Podobné vyuzila i studie Marseglia et al. (2013)
'H NMR kovéfeni autenti¢nosti syrl Parmigiano-Reggiano diky odhaleni pfitomnosti
metabolitl zkrmované kukufi¢né sildze. Ta v chovném systému typickém pro vyrobu téchto
syrl s certifikaci CHOP neni povolena. Studie Santos et al. (2016) demonstrovala moznost
aplikace 'H NMR pro detekci fedéni kravského mléka vodou, syrovatkou, peroxidem vodiku,
mocovinou a syntetickym mlékem (preparat z emulgovaného rostlinného oleje s pfislusSnym
mnoZstvim detergentu a mocoviny). Hlavnim ukazatelem zde byl ndpadny narlst hodnot
relaxacnich ¢asi u vzork( falSovanych vysSimi koncentracemi (30-50 %) vySe zminénych
cizorodych matric. Haque et al. (2015) s pouzitim 3C NMR sledovali zmény molekuldrnich
struktur a dynamiky proteinovych molekul v mlé¢nych bilkovinnych koncentratech v zavislosti
vyuziti v praxi. NMR nachazi uplatnéni také ve studiu metabolomiky mléka, coz demonstroval
napfiklad Zhu et al. (2020) aplikaci *H NMR analyzy na sledovani zmén zastoupeni mléénych
metabolitl v zavislosti na stadiu laktace dojnice.

Co se tyce vyuZiti NMR metody pfimo v oblasti demaskovani falsifikace koziho a ovciho
mléka mlékem kravskym, nenitoho doposud ve védecké literature pfilis k dispozici. Jak jiz bylo
feceno, spolehlivé odhaleni nastavovani mléka mlékem jiného ZivociSného druhu je velmi
obtizné a doposud byla pozornost orientovana kjinym analytickym metodam. Jednim
z dostupnych zdroju je studie publikovana Lamannem et al. (2011) zamérujici se na identifikaci
smési kravského a ovciho mléka na zdkladé odliSnosti ziskanych vodikovych spekter. Zatimco
laktéza byla vobou pripadech podobné zastoupena v mnoistvi i shodném intervalu
chemického posunu, ve zbyvajicich ¢astech spektra byly zaznamenany vyznamné rozdily
v obsahu citratu, laktatu a proteinG. Vysledky statistické analyzy zde pak potvrdily mlécné
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bilkoviny, citrdt a zastoupené aminokyseliny jako metabolity zodpovédné za druhovou
variabilitu. Tato studie také poukazuje na potencidl kombinace profilovani druhd mlék
s multilinearni regresi za ucelem kvantifikace pomérd namichanych smési mlék. Relativné
nizka vyslednd spolehlivost (10 %) je pfipisovana genetické variabilité zvifat a dalSim faktordm
zminénym v prfedchozich kapitolach. Dalsi podobnou studii proved! Li et al. (2017), ktefi se
zamé¥ili na jednodimenziondlni (1D) a 2D NMR analyzu 'H a 3C spekter séjového napoje,
koziho a kravského mléka. Cilem experimentu bylo rozliSeni téchto druhd mlék na zakladé
urceni jejich typickych metabolitli a stanoveni limitu kvantifikace falSovani. Bylo nalezeno
nékolik charakteristickych identifikujicich metabolit(i a limitem detekce v pfipadé falSovaného
koziho mléka kravskym bylo 5% nafedéni. Kravské mléko obsahovalo vétsi mnozZstvi citratu,
lecitinu, ethanolaminu a aminocukrd nez kozi mléko, u koziho mléka byly vyznamné vyssi
koncentrace acetatu, karnitinu a kreatinu.

3.3.4 Vyhody a limitace NMR analyzy

Stejné jako kterakoli analytickd metoda, ma i NMR fadu svych vyhod a nevyhod. Vybér
vhodné metody zdvisi zejména na zaméreni studie a povaze analyzovanych vzork( a odviji také
dle ekonomickych nakladd, dostupnosti a miry odbornych znalosti pracovniki
(Emwas et al. 2019). NMR metoda se ujima stdle vyznamnéjsi role v oboru metabolomiky
a nachdzi podobné uplatnéni jako hmotnostni spektroskopie, proto jsou pravé tyto dvé
metody vzdjemné porovndvany v Tabulce 9 (Emwas 2015).

Tabulka 9: Porovnani vyhod a limitaci NMR a MS analyzy.

Validacni parametr NMR MS
Citlivost Nizka, Ize zlepsit navySenim intenzity Velmi vysoka, limit detekce
magnetického pole v fadech nanomold

Lze pouzit pro selektivni
Selektivita Zpravidla neselektivni i neselektivni (cilené a necilené)
analyzy
Zpravidla je tfeba odlisSnych
chromatografickych metod pro
rizné typy metabolit(

V jednom méreni Ize detekovat vSechny

Méreni vzorku . .
metabolity s hladinou koncentrace NMR

Reprodukovatelnost Velmi vysoka Primérna

Nedestruktivni, vzorek Ize opakované Destruktivni, ale je potieba jen

Zotaveni vzorku N . . vy
analyzovat a dlouhodobé skladovat velmi malého mnozstvi vzorku

Naroc¢néjsi; je potfeba riznych

Ptiprava vzorku Minimalni priprava vzorku kolon a optimalizace ionizac¢nich
podminek
MozZnost cilené analyzy Méné vhodna pro cilenou analyzu Velmi vhodna pro cilenou analyzu

Zdroj: Emwas (2015); upraveno autorem.
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Mezi vyhody NMR patfi moznost vyuZiti jak pro cilené, tak necilené analyzy. Aplikace
NMR neni omezena pouze na kapalné vzorky, ale Ize ji aplikovat i na pevné a plynné matrice
Ci vzorky tkani (Iékarstvi). Kromé hlavniho vyuZiti pro molekuldrni identifikaci a strukturalniho
objasfiovani Ize NMR také pouzit ke studiu fyzikalnich a chemickych vlastnosti molekul, jako je
elektronova hustota a molekuldrni dynamika (Emwas 2015). Jde o jednoduchou a rychlou
analytickou metodu relativné Setrnou k Zivotnimu prostfedi. Ma vysokou instrumentalni
stabilitu a je schopna zpracovat velkd mnozstvi vzorkd. NMR patfi mezi nedestruktivni
techniky, neni zde nutna slozitd pfiprava vzorku ani separace rozpoustédla (Emwas 2015;
Kamal & Karoui 2015; Sobolev et al. 2019; Balthazar et al. 2021). Kombinaci s chemometrii lze
realizovat zpracovani velkych objema dat a zvyraznéni rozdild ¢i podobnosti mezi jednotlivymi
vzorky (Balthazar et al. 2020).

Z opacného hlediska existuji také urcité nevyhody, které je nutno brat na zretel a které
zatim v potravinarském primyslu brani pouZziti NMR pro rutinni analyzy. Jsou jimi napfiklad
vysoké pofizovaci a udrzbové naklady (Balthazar et al. 2020). Instrumentace NMR vyZaduje
také nemaly prostor pro vlastni vybaveni a obsluhu vysoce kvalifikovanym a Skolenym
personalem (Emwas 2015). Problematické pro provedeni NMR analyzy mohou byt také urcité
matrice. Zatimco nékteré tekuté potraviny, jako jsou napfriklad ndpoje, oleje ¢i snadno
rozpustny med, je moZno jednodude podrobit analyze pomoci *H NMR bez zvlastnich Gprav
vzorkd, nehomogenni tekuté potraviny, mezi néz patfi napfiklad mléko, obvykle nejsou
schopny poskytnout dostatecné rozliSena NMR spektra. Mléko je emulgovany koloid skladajici
se z tukovych kulié¢ek a bilkovin suspendovanych ve vodé. Diky své povaze Ize mléko povaZovat
za jednu z nejslozitéjSich potravin ke studiu. Proto je Casto zapotiebi dalSich extrakcnich
postupl k umoznéni studia jeho slozek. Dalsi komplikaci pro analyzu mlzZe predstavovat
pFitomnost paramagnetickych kovl (Fe3*, Mn?*) v potravinach, napfiklad v kofeni, obilovinach
¢i mase, kde béhem extrakéniho postupu mohou byt tyto kationty extrahovany spolu s analyty
a zpUsobit tak snizené rozliseni signal( *H metabolitd ve spektru (Sobolev et al. 2019).
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4 Materialy a metodika
4.1 Uvod do experimentu

NMR experiment byl realizovan na saddch vzork( kravského, koziho a ov¢iho mléka.
Testovany byly sady Cistého mléka. Analyze byly podrobeny a navzajem mezi sebou porovnany
samostatné sady koziho mléka s kravskym a taktéz sady ovciho mléka s kravskym.
Z technologickych divod( (mléko uréeno pro vyrobu syrd) byla testovanda mléka oSetfena
Setrnou pasteraci. Nasledovala pfiprava vzorkd pro ucel NMR experimentu. Po NMR analyze
a softwarové Upravé a zpracovani ziskanych dat bylo provedeno statistické Setrfeni
a identifikace detekovanych metabolitd mléka, které nesou odpovédnost za druhovou
variabilitu a maji potencial slouzit jako indikatory falSovani koziho ¢i ovéiho mléka mlékem
kravskym.

4.2 Analyzované vzorky mléka

Byly analyzovany a nasledné porovnavany sady kravského, koziho a ovéiho mléka (sada
kravské — kozi: 24 vzork( kravského, 24 vzorkl koziho a sada kravské — ovci: 22 vzorkl
kravského, 22 vzorkd ovéiho mléka). Zastoupeni hlavnich mléénych komponent vzorkd je
shrnuto v Tabulce 10. Vzorky byly odebrany z nékolika farem v CR, konkrétné v Olomouckém,
Moravskoslezském a Zlinském kraji. Vzorkovani zohlednovalo terminy odstavu mladat
u malych prezvykavcl, fyziologicky fakt zmén sloZzeni mléka v pribéhu laktace a také
skutecnost poklesu dojivosti u malych prezvykavcli koncem léta. Predevsim stada malych
prezvykavcl nebyla jednotna z hlediska plemene, nezfidka zahrnovala zvirata i tfi plemen,
a dokonce i meziplemennych kfizenct ve stadech.

Testovana plemena:

Kravy: holstyn a Ceské strakaté;

Ovce: lacaune, cighaja, vychodofriska ovce;

Kozy: bild kratkosrsta koza, hnéda kratkosrsta koza, anglonubijska koza.

Bazénové vzorky syrového mléka byly odebrany z chladicich tankl na farmach pfi
teploté pod 8 °C a ddle do 24 hodin transportovany do laboratore Vyzkumného ustavu
mlékarenského (pracovisté Sumperk) v termoboxech s chladicimi viozkami. Nasledné bylo
250 ml kazdého vzorku mléka oSetfeno Setrnou pasteraci (72 °C po dobu 15 s) vsadkovym
zplUsobem ve vodni lazni. Vzorky byly poté ochlazeny na 25 °C po dobu 12 minut, uloZeny pfi
teploté 5 °C a transportovany v chladicich boxech do laboratore Ceské zemédélské univerzity
v Praze k analyzdm.
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Tabulka 10: Primérné zastoupeni hlavnich slozek a pH analyzovanych vzorka.

Kravské miléko (n=24)

CPM SB tuk % Dbilkoviny % laktéza%  celk. susina % pH
X 9292 195 4,29 3,34 5,05 13,18 6,7
min. hodnota 1000 53 3,67 2,9 4,9 12,6 6,63
max. hodnota 38 000 412 5,14 3,76 5,27 14,1 6,76
sd 9 085 73 0,423 0,209 0,098 0,4 0,039
Kozi mléko (n=24)
CPM SB tuk%  Dbilkoviny % laktéza%  celk. susina % pH
X 646 583 1062 3,35 2,96 4,54 11,65 6,57
min. hodnota 1000 145 1,82 2,56 4,32 9,72 5,4
max. hodnota 7 900000 3015 4,6 3,35 4,82 13,03 6,79
sd 1655445 831 0,589 0,23 0,119 0,753 0,254
Ov¢i mléko (n=22)
CPM SB tuk%  bilkoviny % laktéza%  celk. susina % pH
X 458 917 755 6,74 5,9 4,73 18,21 6,64
min. hodnota 1000 50 3,89 4,49 4,15 14,74 6,34
max. hodnota 4800000 2237 8,76 6,61 5,36 20,27 6,75
sd 1043534 475 1,357 0,549 0,326 1,504 0,103

n= pocet vzorki

x= aritmeticky priimér

sd= smérodatna odchylka

CPM-= celkovy pocet mikroorganisma (KTJ/1 ml)
SB= pocet somatickych bunék na 1 ml
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4.3 Pouzité chemikalie

CHCls stabilizovany ~ 1 % ethanolu p.a.; Penta s.r.o.
Pufr - pH 7,4; 0,2 % NaNs3, 1,5 M fosfatovy pufr,
5mM 3-(trimethylsilyl)propionova kyselina (TSP); Sigma Aldrich

4.4 Pristroje a vybaveni

IKA® VORTEX 3; IKA®- Werke GmbH & Co. KG, Némecko
Centrifuga Rotanta 460 R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Némecko

NMR spektrometr: Bruker AVANCE IIl HD 500 MHz NMR Spectrometer vybaveny
Sirokopasmovou sondou (5 mm BBFO SmartProbe); Bruker BioSpin,
Rheinstetten, Némecko

Pipety 100-1000 pl a 500-5000 pl; VWR International s.r.o., CR

Centrifugacni zkumavky (kénickd, PP, 15 ml, plastové Sroubovaci vicko); VWR
International s.r.o., CR

Mikrozkumavky EASY-LOCK® MICROTUBE (kénicka, PP, 1,5 ml); FL Medical s.r.l.,
Italie

NMR kyvety (5 mm, Norell ST500); Norell Inc., Morangton, NC, USA

4.5 Software

Topspin (3.57; Bruker BioSpin); Rheinstetten, Némecko

MestReNova 14.0.1 Software (Mestrelab Research); Santiago de Compostela,
Spanélsko

Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA)

Online software MetaboAnalyst 5.0 (metaboanalyst.ca) (Chong et al. 2019)
Online metabolomicka databdaze (hmdb.ca)
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4.6 Priprava vzorkt pro 'H NMR analyzu

Z kazdého vzorku mléka byly odpipetovany 2 ml do centrifugacni zkumavky, k nimz bylo
za Ucelem oddéleni tukové frakce pfidano 2 ml CHCls. Obsah se radné zvortexoval a nasledné
zcentrifugoval po dobu 15 minut (11 500 otacek za minutu pfi 4 °C) v laboratorni odstredivce.
Ov¢i mléko bylo centrifugovdno 20 minut. Po ukonceni centrifugace (Obrazek 6) bylo
odebrano 720 pl mlécéné plazmy do mikrozkumavky, do niz se nasledné aplikovalo 80 ul pufru.
Mikrozkumavky se opét radné promichaly a odstfedily na 15 minut (14 500 otacek za minutu
pfi 4 °C). Tim doslo k separaci proteinové frakce a jeji sedimentaci na dno mikrozkumavky.
Cisty supernatant byl z mikrozkumavky odpipetovan v objemu 600 pl do NMR zkumavky.
Takto byl vzorek ptipraven k analyze (Obrazek 7).
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Obrazek 7: Vzorky pfipravené pro NMR analyzu.

Obrazek 6: Vzorek mléka s CHCls po centrifugaci.

4.7 Provedeni a parametry analyzy 'H NMR

Analyza vzorkd byla realizovana provedenim zakladniho 1D experimentu s pouZitim
»hoesyprld” pulsni sekvence na spektrometru Bruker AVANCE Ill HD NMR Spectrometer
soperaéni 'H frekvenci 500,23 MHz, pfi teploté 298 K. Snimani spekter probéhlo
s nasledujicimi parametry: 128 skend (NS), 32k datovych bodd (TD), Sifrka spektra (SW)
16 ppm, akviziéni ¢as (AQ) 4,00 s. Suprese signalu vody bylo dosazeno v prabéhu relaxacni
prodlevy 1sa smésovaciho ¢asu 100 ms aplikaci 25 Hz saturacniho pulsu umisténého do
stfedu signdlu vody. Spektra vzorkd kravského a koziho mléka byla referencovdna na vnitini
standard TSP s pozici 0,00 ppm. V pfipadé sady, kde byla porovnavana ovci a kravskd mléka,
bylo referencovani zakladni linie mléka provedeno na celé spektrum. Nésledovala Fourierova
transformace, manualni Uprava a zpracovani spekter v programech Topspin (3.57, Bruker
BioSpin, Rheinstetten, Némecko) a MestReNova 14.0.1 Software (Mestrelab Research,
Santiago de Compostela, Spanélsko).
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4.7.1 Statistické zpracovani a vyhodnoceni dat

NMR analyza mléka poskytuje objemné datové soubory tvorené velkym mnoZstvim
vzorkd a proménnych. K vizualizaci dat a zprehlednéni rozsahlych datovych sad je proto nutné
vyuZit pokrocilé statistické nastroje. Za timto Ucelem se pouZiva vicerozmérna analyza dat, jez
analyzuje systematické variace vdatové matici a umoZiuje identifikaci zakladnich
proménnych, které zapfi€inuji rozdilnost vzork(l (Sundekilde et al. 2013). Pro snizeni
dimenzionality a potlaCeni nepatrné variability dat byl proveden tzv. binning, spocivajici
v rozclenéni spektra do usekl — binG — Sirokych 0,04 ppm, ¢imZ dojde k redukci poctu
proménnych. Ke statistickému vyhodnoceni byla na soubor ziskanych dat aplikovana
nesupervizovand analyza hlavnich komponent (PCA, Principal Component Analysis) za ucelem
prozkoumani celkového usporadani dvou testovanych tfid. PCA poskytuje prostfednictvim
linedrni transformace plvodnich proménnych méfenych ve vzorcich zna¢né zredukovany
soubor nekorelovanych proménnych, tedy hlavnich komponent, které usnadnuji interpretaci
dat.

Pro identifikaci odliSnosti mezi skupinami byla pouZita supervizovana ortogondlni
diskriminacni analyza nejmensich c¢tvercli (OPLS-DA; Orthogonal Partial Least Squares
Discriminant Analysis), ktera slouZi jako nastroj pro odliseni dvou skupin vzork(i a umoznéni
identifikace statisticky vyznamnych proménnych (Sundekilde et al. 2013). Pro ovéreni modelu
bylo také vyuZito kfizové validace pomoci permutacnich testl pfi 1000 permutacich.
Vizualizace vyznamné odlisnych metabolit(i byla uskute¢néna pomoci zatézového grafu, jenz
charakterizuje miru projevu jednotlivych bind, tedy signdld, k dané hlavni komponenté. PCA
a OPLS-DA byla zpracovana v online softwaru MetaboAnalyst 5.0 (metaboanalyst.ca).
Zatézovy graf byl sestaven v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA) pomoci hodnoty
p(corr), kterd byla nasobena smérodatnou odchylkou jednotlivych binli. Zdrojem hodnoty
p(corr) byla OPLS-DA analyza. Na zékladé ziskanych vyznamnych bint *H NMR spektra byly
urCeny chemické posuny statisticky signifikantnich latek, ndasledovala jejich identifikace
prostfednictvim védecké literatury a ovéreni spravnosti identifikace v metabolomické
databdzi (hmdb.ca). Parovy t-test byl pouzit ke zjisténi hladiny vyznamnosti mezi biny
v kravském a kozim/ovéim mléku. Identifikaci byly podrobeny pouze pozice, které mély
hladinu vyznamnosti <0,05. Rovnéz jako zatézovy graf byl i parovy t-test sestaven v Microsoft
Excel 2016 (Microsoft, USA).
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5 Vysledky
5.1 Kozi a kravské mléko

Vysledky PCA analyzy dat ze vzorkl koziho a kravského mléka jsou zobrazeny
v rozptylovém grafu komponentnich skére (Obrazek 8). PCA zde vytvorila na zdkladé ziskanych
dat dvé skupiny a byla schopna zfetelné oddélit kravské mléko od koziho. Hlavni komponenta
PC 1 se podilela na variabilité tfid z 22,3 %. PC 2 komponena pfispéla k variabilité tfid z 18,9 %.
Z grafu je zfejmé, Ze kozi mléko vykazuje vétsi homogenitu uvnitf skupiny neZz kravské,
u kterého Ize sledovat mezi jednotlivymi proménnymi nizsi miru korelace.
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Obrazek 8: Rozptylovy graf komponentnich skére (scores plot) PC 1 a PC 2 PCA
analyzy kravského (n=24) a koziho mléka (n=24).

Nasledna OPLS-DA analyza umozZnila zaméfit se na proménné vedouci k oddéleni dvou
skupin analyzovanych vzorkd. Vertikdlni dimenze rozptylového diagramu (Obrazek 9)
charakterizuje variability uvniti skupin, horizontdIni dimenze poukazuje na variace mezi
dvéma skupinami. OPLS-DA analyza potvrdila zavéry vyvozené z analyzy PCA, nepatrné lépe
oddélila vzorky koziho a kravského mléka a Ize sledovat vétsi miru variability dat uvnitr skupiny
kravského mléka. Ke zhodnoceni, zda je separace dvou skupin vzorkd statisticky vyznamna,
bylo vyuzito kfizové validace. Pomoci permutacnich testl pti 1000 permutacich byl model
vyhodnocen jako validni, pfi éemZ Q?=0,971 (p<0,001) a R?Y=0,987 (p<0,001).
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Obrazek 9: Rozptylovy graf komponentnich skére (scores plot) OPLS-DA analyzy kravského
(n=24) a koziho mléka (n=24); kfizova validace pfi 1000 permutacich Q*=0,971 (p<0,001)
a R?Y=0,987 (p<0,001).

Grafickda vizualizace pro identifikaci binl byla provedena prostrednictvim grafu
zatizeni, viz. Obrazek 10. Graf zatizeni je barevné kodovan dle hodnoty p(corr) ziskané
z OPLS-DA analyzy. Smér barevné zvyraznénych posunl vyjadfuje silu binu na daném ppm
slouzici k rozliseni kravského (hnédé biny) nebo koziho mléka (zelené biny) a poukazuje tak na
statisticky vyznamné rozdily mezi témito matricemi. Vyrazné zabarvené biny byly nasledné
identifikovany jako statisticky vyznamné signaly metabolit(i. Biny odpovédné za separaci tfid
jsou oznaceny v grafu zatiZzeni a popsany a identifikovany v Tabulce 11 a 12.
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Obrazek 10: Graf zatiZzeni barevné kodovany dle hodnoty p(corr) pro Cisté kozi (n=24) a Cisté
kravské mléko (n=24).
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Tabulka 11: Identifikace metabolitl kravského mléka na zakladé ppm vyznamnych bin(.

Kravské mléko

Oblast Rozmezi Identifikovany Hodnota ppm v Reference Ovéieno v
spektra (¢.) ppm metabolit literature NMR databazi
1 0,78-0,86 butyrat? 0,78 Hu et al. (2004) 4
2 2,02-2,10 aminosacharidy* 2,05 Klein et al. (2010)
3 2,50-2,70 citrat? 2,69; 2,54; 2,58 Li et al. (2017) v
methionin* 2,65 Zhao et al. (2017) 4
4 3,18-3,22 cholin? 3,18 Klein et al. (2010) v
karnitin* 3,21 Klein et al. (2010) v
5 3,46-3,54 cholin3 3,51 Klein et al. (2010) v
galaktdza 3,49 Klein et al. (2010) 4
6 4,42-4,50 laktéza* 4,45 Klein et al. (2010) v
4,66-4,70 laktéza* 4,67 Klein et al. (2010) neshoda ppm
8 5,34-5,38 galaktdza-1-fosfat* 5,38 Buitenhuis et al. (2013) neshoda ppm
9 6,78-6,90 tyrosin? 6,90 Zhao et al. (2017) v

p-hodnoty jednotlivych metabolitl vyznamnych pro rozliseni druhG mléka:

1: 0,05-0,001

2:0,001-0,0001
3:0,0001-0,00001

4:<0,00001
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Tabulka 12: |dentifikace metabolitl koziho mléka na zdkladé ppm vyznamnych bind.

Kozi mléko
Oblast Rozmezi Identifikovany Hodnota ppm Ovéreno
spektra (c.) ppm metabolit v literatufe Reference v NMR databazi
1 1,34-1,58 alanin? 1,48 Sanchez et al. (2021) v
2 2,38-2,42 pyruvat? 2,38 Sanchez et al. (2021) neshoda ppm
3 3,02-3,06 kreatin® 3,04 Sanchez et al. (2021) v
fosfokreatin® 3,05 Sanchez et al. (2021) v
kreatinin® 3,05 Sanchez et al. (2021) v
4 3,14-3,18 ethanolamin? 3,15 Sanchez et al. (2021) v
5 3,22-3,46 karnitin®3 3,213,43 Sanchez et al. (2021) v
taurin? 3,27; 3,42 Zhao et al. (2017) v
6 4,02-4,30 galaktdza® 4,06 Sanchez et al. (2021) v
kreatinin® 4,06 Sundekilde et al. (2013) v
myo-inositol® 4,07 Zhao et al. (2017) v
oligofruktdza®* 4,11; 4,18 Zhao et al. (2017)
glycerova kys.? 4,12 Sanchez et al. (2021) v
fosfocholin* 4,18 Sanchez et al. (2021)
7 4,38-4,42 neidentifikovano*
8 4,50-4,66 askorbat? 4,51 Zhao et al. (2017)
9 5,10-5,14 neidentifikovano!
10 5,50-6,18 glukdza-1-fosfat? 5,51 Sundekilde et al. (2013) neshoda ppm
mocovina® 5,79 Sundekilde et al. (2013) v
uridin® 5,89; 5,90 Garwolifiska et al. (2020) v
11 6,58-6,62 fumarat* 6,52 Sundekilde et al. (2013) v
12 7,70-7,86 hippurat* 7,84 Sundekilde et al. (2013) v
uridin® 7,86 Garwolifiska et al. (2020) 4

p-hodnoty jednotlivych metabolitl vyznamnych pro rozliseni druh mléka:

1: 0,05-0,001

2:0,001-0,0001
3:0,0001-0,00001

4:<0,00001
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Pro snazsi orientaci v Siroké skale identifikovanych druhové specifickych metabolitd
byly vysledky analyzy kravského a koziho mléka shrnuty do Vennova diagramu (Obrazek 11),
ktery zprehledniuje relaci mezi porovnavanymi matricemi.

Za druhovou variabilitu kravského mléka zde byly identifikovany jako zodpovédné latky
butyrat, aminosacharidy, citrat, methionin, cholin, laktéza, galaktdza-1-fosfat a tyrosin.
V pfipadé aminosacharidd nebylo mozné potvrdit spravnost identifikace na zakladé
chemického posunu v metobolomické databazi, nebot se jedna o skupinu nékolika latek, které
v dostupné vedécké literature nebyly dale specifikovany. Laktéza identifikovand v rozmezi
ppm 4,66-4,70 a galaktoza-1-fosfat byly sice v literatufe nalezeny, ale jejich chemicky posun
se neshodoval ppm polohami v metabolomické databazi. S vyjimkou tyrosinu se vSechny vyse
zminéné metabolity vyznacuji vyznamnou statistickou signifikanci.

U koziho mléka lze pozorovat vétsSi mnoiZstvi specifickych latek, konkrétné alanin,
pyruvat, kreatin, fosfokreatin, kreatinin, ethanolamin, taurin, myo-inositol, oligofruktdzu,
glycerovou kyselinu, fosfocholin, askorbat, glukdzu-1-fosfat, mocovinu a fumarat. Pyruvat
a glukdza-1-fosfat se schemickymi posuny v literatufe neshodovaly s hodnotami
v metabolické databazi. Rovnéz nebylo mozné potvrdit spravnost identifikace oligofruktdzy,
fosfocholinu a askorbatu. Jako statisticky nejvice signifikantni se zde jevi kreatin, fosfokreatin,
askorbat, fosfocholin, uridin, fumarat a hippurat. Metabolity v oblasti spektra 4,38-4,42 ppm
(p-hodnota <0,00001) a 5,10-5,14 ppm nebyly v literdrnich zdrojich nalezeny.

Karnitin a galaktdza byly identifikovany v obou matricich.

Kravské miéko Kozi mléko
alanin
butyrat pyruvat
aminosacharidy kreatin
citrat fosfokreatin askorbat
methionin kreatinin glukdza-1-fosfat
cholin karnitin ethanolamin mocovina
laktdza galaktoza taurin fumarat
galaktéza-1-fosfat myo-inositol uridin
tyrosin oligofruktdza hippurat

glycerova kyselina
fosfocholin

Obrazek 11: Vennuv diagram metabolit kravského a koziho mléka.
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5.2 Ovd¢i a kravské mléko

Vysledny vystup statistického Setfeni PCA analyzou je zndzornén v rozptylovém grafu
komponentnich skére (viz Obrazek 12). | v pfipadé kravského a ovcéiho mléka PCA analyza
prokdazala schopnost ziskanych dat tvofit skupiny a oddélit je na zakladé odliSného Zivocisného
plvodu, avsak pfi porovnani rozptylovych grafi PCA analyzy je ziejmé nepatrné méné
vyraznéjsi oddéleni skupin dat ov¢iho a kravského mléka neZ u dat koziho a kravského mléka.
Hlavni komponenta PC 1 se na variabilité dat podilela z 28,5 % a PC 2 z 13,4 %. Ov¢i mléko
vykazuje nizsi homogenitu dat a nizsi miru korelace proménnych v ramci své skupiny.

Scores Plot

o COW_100
SHEEP_100

- @ ©°
- 6@ o Q
) @o o ®
Z ° o
8 o ] (53 o
= 80
(%]
g % o 8;) .
) &
)
o
~ o
= o ©

15

PC1i285%)

Obrazek 12: Rozptylovy graf komponentnich skére (scores plot) PC 1 a PC 2 PCA analyzy
kravského (n=22) a ov¢iho mléka (n=22).

Podrobenim dat OPLS-DA analyze byly opét potvrzeny zavéry z PCA analyzy. Navic zde
vyraznéji doslo k lepSimu oddéleni skupin ovciho a kravského mléka, pricemz opét horizontalni
komponenta oddélila skupiny a vertikalni komponenta v rdmci charakteristiky rozdill ve
skupiné poukazala na vétsi miru variability dat u ov¢iho mléka (viz Obrazek 13). Provedenim
kFiZzové validace modelu pfi 1000 permutacich, kdy Q?=0,969 (p<0,001) a R?Y=0,986 (p<0,001),
byl model shledan jako validni.
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Obrazek 13: Rozptylovy graf komponentnich skére (scores plot) OPLS-DA analyzy
kravského (n=22) a ovéiho mléka (n=22); kfizova validace modelu pfi 1000 permutacich:
Q?=0,969 (p<0,001) a R’Y=0,986 (p<0,001).
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Graf zatizeni (Obrazek 14) je opét poutzit k vizualizaci dat na zadkladé hodnoty p(corr)
ziskané z OPLS-DA analyzy. Smér barevné odliSnych posunl charakterizuje vyraznéjsi
zastoupeni v kravském (hnédé zabarveni) nebo ovéim mléce (zelené biny), diky ¢emuz
mUzZeme sledovat statisticky vyznamné rozdily mezi témito druhy mlék. Tmavé zabarvené biny
oznacené v grafu zatizeni opét umoznily identifikaci vyznamnych metabolitd vyhledanych
a identifikovanych ve védecké literature a NMR metabolické databdzi (Tabulka 13 a 14).
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Obrazek 14: Graf zatizeni barevné kodovany dle hodnoty p(corr) pro Cisté ovéi (n=22) a Cisté
kravské mléko (n=22).
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Tabulka 13: Identifikace metabolitl kravského mléka na zakladé ppm vyznamnych bin(.

Kravské mléko

Oblast Rozmezi Identifikovany Hodnota ppm Reference Ovéfeno v
spektra (c.) ppm metabolit v literature NMR databazi
1 2,50-2,58 citrat® 2,54; 2,58 Li et al. (2017) 4
2 3,46-3,50 galaktdza® 3,49 Klein et al. (2010) v
3 3,94-3,98  3-methylhistidin® 3,97 Klein et al. (2010) v
laktoza? 3,94; 3,96 Klein et al. (2010) v
4 4,18-4,22 fosfocholin! 4,18 Sanchez et al. (2021)
oligofruktéza? 4,18 Zhao et al. (2017)
lecithin? 4,18; 4,22 Hu et al. (2004)
5 5,22-5,26 galaktéza 5,25 Scano et al. (2019) v
6 5,34-5,42 galakt6za-1-fosfat? 5,38 Buitenhuis et al. (2013)  neshoda ppm
7 5,46-5,54 galaktdza-1-fosfat? 5,51 Buitenhuis et al. (2013) v
8 6,18-6,22 orotat? 6,20 Sundekilde et al. (2013) v
9 6,50-6,54 fumarat® 6,52 Sundekilde et al. (2013) 4
10 7,66-7,70 pyridoxin® 7,66 Zhao et al. (2017) 4
11 8,06-8,10  3-methylhistidin® 8,09 Klein et al. (2010) neshoda ppm
6-methyladenin® 8,07 Zhao et al. (2017) v
12 8,14-8,18 neidentifikovano*

p-hodnoty jednotlivych metabolitl vyznamnych pro rozliseni druhG mléka:

1: 0,05-0,001

2:0,001-0,0001
3:0,0001-0,00001

4:<0,00001
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Tabulka 14: Identifikace metabolitld ovéiho mléka na zakladé ppm vyznamnych bin(.

Ov¢i mléko
Oblast Rozmezi Identifikovany Hodnota Ovéfeno v NMR
spektra (¢.) ppm metabolit . ppm Vv Reference databazi
literature
1 0,74-1,02 butyrat? 0,90 Sundekilde et al. (2013) v
leucin® 0,96 Scano et al. (2019) v
isoleucin® 0,93 Sundekilde et al. (2013) v
2 1,34-1,54 alanin® 1,48 Sundekilde et al. (2013) 4
3 1,62-1,74 leucin® 1,70 Scano et al. (2019) v
lysin® 1,70 Scano et al. (2019) v
4 1,90-2,02 acetat? 1,92 Klein et al. (2010) v
lysin® 1,91 Scano et al. (2019) v
5 2,10-2,14 methionin? 2,13 Scano et al. (2019) 4
6 2,22-2,50 aceton? 2,24 Klein et al. (2010) v
glutamat! 2,36 Buitenhuis et al. (2013) v
pyruvat? 2,46 Scano et al. (2019) v
karntitin® 2,44 Klein et al. (2010) v
7 2,70-2,86  neidentifikovano?
2,90-3,02 lysin® 3,00 Scano et al. (2019) v
9 3,10-3,22 tyrosin® 3,15 Scano et al. (2019) v
ethanolamin® 3,15 Li et al. (2017) v
cholin® 3,18 Klein et al. (2010) v
fosfocholin* 3,18 Klein et al. (2010)
taurin® 3,42 Zhao et al. (2017) v
karnitin® 3,43 Li et al. (2017) v
11 4,06-4,18 cholin? 4,06 Klein et al. (2010) v
kreatinin? 4,06 Klein et al. (2010) neshoda ppm
galaktéza? 4,07 Klein et al. (2010) v
laktat? 4,11 Li et al. (2017) v
fosfocholin3 4,16 Klein et al. (2010)
12 4,22-4,42 laktat* 4,23 Scano et al. (2019) neshoda ppm
lecithin® 4,22 Hu et al. (2004)
13 4,62-4,66 glukdza-6-fosfat? 4,63 Zhao et al. (2017) v
14 5,58-5,66  neidentifikovano®
15 5,78-6,02 modovina* 5,79 Buitenhuis et al. (2013) v
uridin3 5,90 Zhao et al. (2017) v
16 6,58-6,66  neidentifikovano®*
17 6,78-7,66 tyrosin® 6,90; 7,20 Zhao et al. (2017) v
histidin3 7,31 Scano et al. (2019) v
hippurat*3 7,54; 7,64  Sundekilde et al. (2013) v
pyridoxin3 7,66 Zhao et al. (2017) v
18 7,74-7,78 hippurat* 7,84 Sundekilde et al. (2013) v
19 7,82-7,94  neidentifikovano*

p-hodnoty jednotlivych metabolitd vyznamnych pro rozliseni druh mléka:

1: 0,05-0,001
2:0,001-0,0001

3:0,0001-0,00001

4:<0,00001
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| v pfipadé analyzy kravského a ovéiho mléka byly vysledky statistického Setreni
a nasledné identifikace shrnuty do Vennova diagramu (Obrazek 15).

V kravském mléce byly vtomto pfipadé stejné jako u testovanych sad kravského
a koziho mléka identifikovany druhové specifické metabolity citrdt, laktdza
a galaktéza-1-fosfat. Dale zde byly identifikovany 3-methylhistin, oligofruktéza, orotat,
fumardt a 6-methyladenin. Citrat, galaktdza-1-fosfat, orotdt, fumarat, 3-methylhistidin
a 6-methyladenin se vyznacuji nizkymi hladinami p-hodnoty. Metabolit vyhodnoceny rovnéz
jako statisticky velmi vyznamny v poloze 8,10-8,14 ppm nebyl na zdkladé dostupnych dat
identifikovan. Spravnost identifikace fosfocholinu, lecitinu (pfitomny i vovéim mléce)
a oligofruktézy nebylo umoZnéno v metabolomické databazi potvrdit. 3-methylhistin
a galaktéza-1-fosfat se neshodovaly ve védecké literature s ppm polohami v metabolomické
databazi.

Vysledky identifikace vyznamnych latek ovéiho mléka poukazuji na vysokou specifitu
ovéiho mléka z hlediska obsahu fady aminokyselin. Jedna se zde o leucin, isoleucin, alanin,
lysin, methionin, glutamat, tyrosin, taurin, histidin ¢i derivat karnitin, dale uridin, kreatinin,
cholin, pyruvat, aceton, acetat, hippurdt, glukdza-6-fosfat, ethanolamin, butyrat, laktat
a mocovina. VSechny zminéné aminokyseliny, s vyjimkou methioninu a glutamatu, a dale
hodnotami v ramci sledovani signifikance. Také chemické posuny laktdtu a kreatininu se
neshodovaly ve védecké literature s polohami ppm v metabolomické databazi.

Fosfocholin, lecithin, galaktdza a pyridoxin byly identifikovany u obou matric.

Kravské mléko Ovci mléko
butyrat
leucin
citrat isoleucin cholin
3-methylhistidin alanin taurin
laktoza lysin kreatinin
oligofruktdza fosfocholin acetat laktdt
galaktdza-1-fosfat lecithin methionin  glukdza-6-fosfat
orotat galaktdza aceton mocovina
fumarat pyridoxin glutamat uridin
6-methyladenin pyruvat histidin
karnitin hippurat
tyrosin

ethanolamin

Obrazek 15: VennUyv diagram metabolit( kravského a ovcéiho mléka.
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6 Diskuze

Téma falSovani potravin ma ve spolecnosti velmi dlouhou historii a této problematice
se nevyhnulo ani mléko a mlécné produkty. Kromé etického hlediska, kdy nekalé praktiky
vyrobcl poskozuji nejen zajmy spotrebitele, mlze falSovani mléka prinaset konzumentiim
také zdvainé zdravotni komplikace. Proto je vénovana pozornost vyvoji snadnych a rychlych
analytickych metod, které jsou schopny spolehlivé identifikovat falSované potraviny. Cilem
této diplomové prace bylo otestovat metodu *H NMR, jakoZto nového ucinného ndastroje pro
odhaleni falsifikace koziho a ovéiho mléka kravskym mlékem. Kozi a ovéi mléko se
v soucasnosti diky moznosti pfinosu zdravotnich benefitll a atraktivnim senzorickym
vlastnostem tési mezi spotrebiteli vzristajici oblibé, avsak produkce téchto druhl mléka je
znacné limitovana. Vznikd zde proto znacné riziko jejich falSovani prostfednictvim naredéni
levnéjsim a dostupnéjSim kravskym mlékem. Metoda NMR se jiz prokazala jako ucinna pro
autentizaci a odhalovani falSovani nékolika druhl potravin. Proto je nasnadé dale rozvijet
potencial metody i v dalSich oblastech, a pro tento pfipad se nabizi i problematika falSovani
mléka mlékem jiného druhu.

Doposud se NMR osvédcila jako metoda vhodnd napfiklad pro odhalovani falSovani
medu pridavkem cukernych sirup( (Bertelli et al. 2010) nebo jako vhodny nastroj pro rozliseni
botanického plvodu medu (Ohmenhaeuser et al. 2013). Velmi uspokojivych vysledk( bylo
dosaZeno také v pfipadé odhaleni adulterace $afranu. Napfiklad Petrakis et al. (2015) potvrdili
schopnost metody spolehlivé detekovat 20% podil primési kurkumy, svétlice barvirské
a gardénie, které jsou pro falSovani Safranu ¢asto zneuzivané. Dalsi komoditou, u které se NMR
prokazala jako vhodna metoda pro odhalovani falsifikace, je kava, velmi &asto falSovana
pridavkem séji, slupek z kdvovych zrn ¢i jeémene (de Moura Ribeiro et al. 2017). Také Ize NMR
vyuzit pro rozliSeni botanického plvodu kavy. Kava ziskavana z Coffea arrabica (znama pod
komerénim ndzvem Arabica) je obecné drazsi a povazovana za senzoricky atraktivnéjsi nez
kava s plivodem z Coffea canephora (s komerénim ndzvem Robusta). Studie Monakhova et al.
(2015) prokazala schopnost NMR detekovat pfimés Robusty v komercné dostupnych vzorcich
kavy Arabica, a to v mnozstvi 1-3 %.

V experimentalni &asti této prace byly metodé 'H NMR podrobeny vzorky $etrné
pasterovaného koziho, ovéiho a kravského mléka, jejichz ptiprava k analyze zahrnovala také
eliminaci tukové a proteinové frakce - NMR analyza byla tedy zaméfena na molekularni fazi
disperzniho systému mléka. Provedenim NMR analyzy byla ziskana NMR spektra jednotlivych
druhl mlék. Data byla nasledné mezi sebou porovnana (kravské s kozim a kravské s ov¢im)
prostiednictvim provedeni statistickych analyz PCA a OPLS-DA. Vysledkem statistického
Setfeni je fada metabolitl zodpovédnych za druhovou variabilitu, tedy latek specifickych pro
jednotlivé druhy mléka, jejichz pritomnost mize byt predmétem dlikazu falsifikace. Statisticky
vyznamné metabolity mléka byly na zdkladé chemickych posuni identifikovany dle dostupné
odborné literatury.

Na zakladé ziskanych vysledkl jsou za druhovou specifitu kravského mléka v pripadé
analyzy kravského mléka s kozim zodpovédné latky butyrdt, aminosacharidy, citrat,
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methionin, cholin, laktdza, galaktdza-1-fosfat atyrosin. Pro kozi mléko jsou druhové
specifickymi metabolity alanin, pyruvat, kreatin, fosfokreatin, kreatinin, ethanolamin, taurin,
myo-inositol, oligofruktdza, glycerova kyselina, fosfocholin, askorbat, glukdza-1-fosfat,
mocovina a fumarat.

Analyzou sady kravského a ovéiho mléka byly jako vyznamné metabolity pro mléko
kravské vyhodnoceny citrat, laktéza a galaktdza-1-fosfat, 3-methylhistin, oligofruktdza,
orotat, fumarat a 6-methyladenin. V pfipadé ovCiho mléka vysledky této prace poukazuji na
specifitu vyskytu leucinu, isoleucinu, alaninu, lysinu, methioninu, glutamatu, tyrosinu, taurinu,
histidinu ¢i karnitinu, ddle uridinu, kreatininu, cholinu, pyruvatu, acetonu, acetdtu, hippuratu,
glukdzy-6-fosfat, ethanolaminu, butyratu, laktdtu a mocoviny.

Jak naznaduji vysledky, nelze zcela generalizovat, které metabolity kravského mléka
jsou obecné zodpovédné za druhovou specifitu, ale zavisi to také druhu mléka, s nimz byly
vzorky kravského mléka porovnavany. Spole¢nymi specifickymi metabolity kravského mléka
v pfipadé porovnavani s kozimi i ov¢imi vzorky jsou zde citrat, laktdéza a galaktéza-1-fosfat.
Stejné tak alanin, pyruvat, taurin, kreatinin, ethanolamin, mocovina, hippurat, uridin byly
identifikovany jako spolecné specifické latky pro matrice jak koziho, tak i ov¢iho mléka.

Pro ucel odhaleni adulterace koziho a ov¢iho mléka kravskym mlékem mohou byt jako
nejzdsadnéjsi povazovany zejména metabolity kravského mléka. Latky specifické pro ovci
a kozi mléko by zde vSak mohly potencialné slouZit napfiklad jako indikatory falSovani v ramci
kvantitativnich analyz.

Za zminku stoji mimo jiné i metabolity, které byly soucdasné identifikovany jak
v kravském, tak kozim nebo ovéim mléce. Jedna se o karnitin a galaktézu v sadach kravského
a koziho mléka, a o fosfocholin, lecithin, pyridoxin a galaktézu v pripadé Setfeni kravskych
a ovcich vzorkl. Vzhledem ke skutecnosti, Ze statistickd analyza méla za cil eliminovat latky,
které nejsou signifikantné odliSné a specifické pro dany druh mléka, je zde vysoka
pravdépodobnost, Ze se v téchto pripadech nepodarilo metabolity spravné identifikovat, coz
vytvafi prostor pro dalsi vyzkum. Za znacnou limitaci této prace lze povazovat fakt, Zze mléko
je matrice s pestrym zastoupenim Siroké skaly latek, z nichz fada doposud nebyla ve védeckych
studiich identifikovana a jejichz signaly se v NMR spektru také mohou navzajem prekryvat, coz
znaéné komplikuje vyhodnocovani. Identifikace latek pouze na zakladé odborné literatury tak
nemusi byt vidy sprdvnd. RovnéZ vzbuzuje ve vysledcich vainé podezieni laktdza,
identifikovana v oblastech 3,94 ppm, 3,96 ppm, 4,45 ppm a 4,67 ppm jako signifikantni
metabolit kravského mléka. Laktdza se vyskytuje ve vSech trech druzich mléka a v NMR
spektru zpravidla dominuje oblasti 3,2-5,3 ppm (Lamanna et al. 2011). Je tedy
nepravdépodobné, Ze se tento sacharid bude vyznamné podilet pravé na druhové specifité
kravského mléka a tuto teorii potvrzuje svymi vysledky také Lamanna et al. (2011), ktery
porovnaval kravské mléko s ovéim. Laktdza byla v obou druzich mlék dle studie Lamanna et al.
(2011) podobné zastoupena v mnozstvi i se shodnym intervalem chemického posunu. V této
praci budou tedy mozna vyhodnocené vyznamné spektrdini oblasti 3,94-3,98 ppm, 4,42-4,50
ppm a4,66-4,70 ppm skryvat jiné, doposud neidentifikované metabolity s vysokou
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signifikanci, na které je Zadouci se v budoucnu zamérit. Lze diskutovat napriklad o jinych
sacharidech, vznikajicich vlivem tepleného zahfevu pfi pasteraci.

Vysledné vystupy této prace byly v nékterych pripadech potvrzeny studiemi
zamérenymi na obdobnou tematiku. Vysledky studie Li et al. (2017), jez porovnavala kozi
mléko s kravskym, se v této praci shoduji v pfipadé citrdtu a aminosacharid( jako metabolitQ
specifickych pro kravské mléko, a rovnéz souhlasi s kreatinem jako latkou specifickou pro kozi
mléko. Studie Li et al. (2017) dale identifikovala lecithin a ethanolamin jako vyznamné
metabolity pro kravské mléko, coz v pfipadé této prace neni mozno potvrdit, nebot lecithin
byl identifikovan pouze v sadé kravské - ov¢i mléko (a to v obou matricich) a ethanolamin byl
identifikovan jako signifikantni naopak pouze v kozim mléce. Rovnéz se s vysledky neshoduji
ani acetat a karnitin, které dle Li et al. (2017) dominuji v kozim mléce, avsak v ptipadé vysledk
této prdace byly identifikovany jako latky specifické pro mléko ov¢i. Vznika zde ale prostor pro
polemiku ohledné spravnosti urceni karnitinu v této praci, nebot karnitin byl identifikovan
vsadé mléka kravské — kozi vobou matricich. Je tedy moiné, Ze v pfipadé karnitinu
u kravského mléka nedoslo ke spravné identifikaci a karnitin specifickou latkou pro kozi mléko
skute¢né je. Proto by se karnitinu méla naddle vénovat pozornost, primarné je vsak nutné
provést identifikaci ve specializovaném softwaru ¢i vyuZit ovéreni pomoci standardd. Také
studie Yang et al. (2016) se vénovala identifikaci druhové specifickych metabolitld za vyuziti
hmotnostni spektrometrie a NMR v nékolika druzich mléka, v€etné kravského a koziho. Podle
vysledk(l vysledovali vyssi koncentraci valinu, kapronové kyseliny, jantarové kyseliny,
karnitinu, 3-(uracil-1-yl)-L-alaninu, a uridinu v kozim mléce v porovnani s kravskym. Naopak
leucin, valin a pyruvat prevazovaly v kravském mléce. Karnitin se vtomto pfipadé jako
specificka latka pro kozi mléko shoduje s vysledky Li et al. (2017) a ke shodé doslo i v ptipadé
této prace u nukleosidu uridinu.

Vysledky analyzy ov¢iho mléka se z ¢asti také shoduji se studii Lamanna et al. (2011),
ktera se zabyvala stejné jako v pfipadé této prace falSovanim ovcéiho mléka kravskym. Shodu
ve vysledcich je zde mozné sledovat v pfipadé zminénych aminokyselin, citratu a laktatu. Dalsi
rozdily mezi kravskou a ov¢i matrici byly ve studii detekovany v proteinové frakci, coz zde nelze
hodnotit, nebot v této préci se pracovalo se vzorky bez bilkovinné a tukové slozky.

VysSe zminéné studie také svymi vystupy poukazuji na zndmou limitaci NMR, kterou je
nizka citlivost metody. Lamanna et al. (2011) svymi vysledky kvantifikacni analyzy upozornil na
nizkou spolehlivost metody pro kvantifikaci (10 %), ktera je pfisuzovana zejména genetické
variabilité a dalsim faktordm ovliviiujicim sloZzeni mléka. Ve studii Li et al. (2017) bylo docileno
detekce 5% naredéni koziho mléka kravskym, coz je oproti jinym analytickym metodam se
stejnym experimentalnim zamérenim nizkd hodnota. Napfiklad analyza PCR (Hurley et al.
2004) ¢i imunologické metody (Lépez-Calleja et al. 2007) jsou schopny identifikovat 0,1%
koncentraci kravského mléka v kozim i ovéim. Srovnatelné vysledky s NMR ohledné meze
detekce jsou naptiklad u HPLC analyzy. Napfriklad Ferreira & Cacote (2003) na zakladé
odlisnych retencnich cast PB-laktoglobulint docilili 2% detekéniho limitu pfi pridavku
kravského mléka do koziho iovéiho mléka. Veloso et al. (2002) rovnéz pomoci RP-HPLC
prokazali moznost detekce od 5% zredéni koziho mléka kravskym dle pfitomnosti a-kaseinu.
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V pfipadé vyse zminénych studii zaloZenych na testovani jinych metod nez NMR je vSak nutné
vyzdvihnout fakt, Ze se zamérovaly na analyzu bilkovinné frakce, zatimco v této praci byla
bilkovinnd frakce eliminovana a pozornost zde byla zamérena na detekci jinych metabolitd
mléka. V pfipadé analyzy syrovatkovych bilkovin navic nejsou tyto metody aplikovatelné na
mléko oSetfené vysokym zahifevem. Ohledné nizké citlivosti NMR metody vyvstava ale také
otdazka, zda je velmi vysoka citlivost metod v pfipadé odhalovani adulterace koziho a ovéiho
mléka kravskym mlékem opravdu nutnosti. VEdomé falSovani koziho a ovéiho mléka je totiz
primarné motivovano vidinou ekonomického zisku pro vyrobce a pouziti pfilis nizkych
koncentraci kravského mléka by tak pravdépodobné nepfinaselo kyZeny benefit.

V rdmci hodnoceni vystupll experimentalni ¢asti této prace je také duleZité zminit
oblasti spektra vyhodnocend jako nejvice statisticky signifikantni, tzn. metabolity v téchto
oblastech na zakladé statistického Setfeni vykazuji nejvyraznéjsi specifitu pro dané druhy
mléka. Pro kravské mléko v sadé kravskych a kozich analyzovanych matric se jednd témér
o vSechny identifikované oblasti chemickych posunt, véetné citratu, aminosacharidd,
butyratu, galaktézy-1-fosfat aj. Pro kozi jsou to naptiklad kreatin, fosfokreatin, kreatinin,
fosfocholin, askorbat, a také neidentifikovand oblast spektra 4,38-4,42 ppm. V sadé vzork(
kravského a ov¢iho mléka jde u kravské matrice opét o galaktézu-1-fosfat, 3-methylhistidin,
6-methyladenin ¢&i orotdt a fumarat, aj. Rovnéz neidentifikovany metabolit v oblasti
8,14-8,18 ppm vykazuje vyraznou signifikanci v matrici. V pfipadé ovciho mléka vysoka
signifikance odpovida zejména vySe zminénym aminokyselindm, pyruvatu, karnitinu ci
hippurdtu, taurinu aj. Metabolity ovéiho mléka ve spektrdlni oblasti 5,58-5,66 ppm
a 6,58-6,55 ppm byly rovnéz generovany s hodnotami vyrazné statistické signifikance.
Vsechny tyto latky se zdaji byt pro ucely odhalovani adulterace mléka potencialné velmi
aktraktivni a mohly by byt inspiraci pro dalsi experimenty zabyvajici se stejnou tematikou.
Neidentifikované metabolity ve zminénych spektralnich oblastech opét vytvari znaény prostor
pro dal$i zaméreni a méla by se jim v budoucnu vénovat pozornost.

Vysledky této prace nastinily existenci rady metabolitli, které jsou pravdépodobné
zodpovédné za druhovou specifitu jednotlivych druhl mléka a které by mohly slouzZit jako
indikatory falSovani koziho a ovéiho mléka kravskym. Na zakladé uspésné identifikace téchto
latek a shody nékterych vysledk( této prace s dalsimi studiemi Ize zkonstatovat, Ze NMR je
vhodnou metodou pro definovani druhové specifity, jez je pro odhaleni falSovani mléka
mlékem jiného Zivocisného druhu zcela zasadni. Dalsim nezbytnym krokem pro dosazeni
uspéchu ve vyzkumu zaobirajicim se touto problematikou je cilend analyza, kterda mimo jiné
také potvrdi &i vyvrati dosavadni vysledky. Metoda H NMR by mohla byt v budoucnu
vyuzivana jako rutinni analyza, je rychld a schopna zpracovdvat velkd mnozstvi vzorku, které
nevyzaduji sloZitou pfipravu pro analyzu.
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7 Zaveér

Tato prace byla vénovana vyzkumu metody *H NMR s Géelem otestovani vhodnosti
této metody k odhalovani falSovani koziho a ovéiho mléka kravskym mlékem. Analyze NMR
byly podrobeny sady vzorka Setrné pasterovaného Cistého kravského, koziho a ovéiho mléka
a nasledné bylo vzajemné porovnavano kravské mléko s kozim a kravské mléko s ovéim.

Vysledkem analyzy, statistického Setfeni a identifikace statisticky vyznamnych latek
na zakladé dostupnych védeckych zdroju byla fada metabolitll odpovédnych za druhovou
specifitu jednotlivych druht mlék. V pfipadé sady kravského a koziho mléka zde za specifitu
kravského mléka odpovidaji latky butyrat, aminosacharidy, citrat, methionin, cholin, laktdza,
galaktdéza-1-fosfat a tyrosin. Specifickymi latkami pro kozi mléko jsou alanin, pyruvat, kreatin,
fosfokreatin, kreatinin, ethanolamin, taurin, myo-inositol, oligofruktéza, glycerova kyselina,
fosfocholin, askorbat, glukdza-1-fosfat, mocCovina a fumarat. V pfipadé vzorkd kravského
a ov¢iho mléka byly pro kravské mléko identifikovany latky citrat, laktdza a galaktéza-1-fosfat,
3-methylhistin, oligofruktéza, orotat, fumarat a 6-methyladenin. Vysledky analyzy ovciho
mléka poukazuji na specifitu vyskytu leucinu, isoleucinu, alaninu, lysinu, methioninu,
glutamatu, tyrosinu, taurinu, histidinu i karnitinu, dale uridinu, kreatininu, cholinu, pyruvatu,
acetonu, acetatu, hippuratu, glukdzy-6-fosfat, ethanolaminu, butyrdtu, laktatu a mocoviny.
Nékolik metabolitll se z dostupnych védeckych zdrojii nepodafilo identifikovat.

Na zdkladé zhodnoceni dat lze potvrdit, Ze 'H NMR je metoda vhodna pro ucel
odhalovani adulterace koziho a ovéiho mléka kravskym, do budoucna je vSak zapotrebi dalsiho
testovani a cilenych analyz. Pozornost by méla byt vénovdna zejména metabolitiim
vykazujicim vysokou signifikanci druhové specifity a také doposud neidentifikovanym
statisticky vyznamnym metabolitiim.
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