Ed

0 0’"’
%.\ “%

MINISTERSTVO ZEMEDELSTVI

CM41_2022
Alternativy oSetFeni a transportu vzorkii v kontrole
mlééné uzitkovosti pro vérohodné vysledky analyz

(typ vysledki ,,Nmet* — Metodika)

Zpracovali:
Oto Hanu§, Hana Nejeschlebovd, Marcela KlimeSovd, Radoslava Jedelska,
Zdenka HegediiSova, Radek Holések, Jaroslav Kopecky

Vyzkumny ustav mlékarensky, s.r.o., Praha

ISBN 978-80-88390-04-6 (MILCOM)

Leden 2022



Vydavatel:

Pro: Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o. vydal MILCOM a.s.,
Ke Dvoru 12a, Praha 6, 16000

Forma vydani:
Metodika je vydavéana pouze elektronicky ve formatu PDF.

Zveiejnéno na webové strance:
https://www.vumlekarensky.cz/upload/soubory/metodiky/cm41 2022.pdf

1. Vydani 2022
ISBN 978-80-88390-04-6 (MILCOM)

Podil autoru na tvorbé certifikované metodiky:
Oto Hanus (40 %), Hana Nejeschlebova (20 %), Marcela KlimeSova (10 %),
Radoslava Jedelska (10 %), Zdenika HegediiSova (10 %), Radek Holasek (5 %),
Jaroslav Kopecky (5 %)

Jména oponentii a organizace pro vydani osvédceni:

1) Odbornik z daného oboru: Ing. Libor Jant Ph.D., pracoviité: Everstar s.r.o. Sumperk,
chemik, odbornik na ¢istici a dezinfek¢éni roztoky a analyzy mléka, vedouci laboratote a
technologie vyroby;

2) Pracovnik stitni spravy: Ing. Zdenka Majzlikov4, pracovisté: Ceské plemendiskd inspekce,

Praha — odbornik v kontrole uzitkovosti zvitat a v mlékafstvi.

Dedikace na projekt:

Metodika je vysledkem feSeni vyzkumného projektu MZe NAZV ZEME
QK 21010123 s ndzvem: Vyvoj metod redukce praniku antibiotik do prostiedi v
chovu dojnic jako podpora prevence vzniku antibiotické rezistence

mikroorganismti a podpory na rozvoj vyzkumné organizace ¢ MZe RO 1421.

Projekty a podpory rozvoje instituce (podily): MZe RO 1421 (50 %) a MZe NAZV ZEME
QK 21010123 (50 %).



Certifikovana uplatnéna metodika a technicko-organizacni doporuceni, opatieni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a Fizeni kvality)
k FeSeni rutinnich systému analytické laboratoi'e v kontrole mlééné uzitkovosti k testaci
slozek a vlastnosti individualnich vzorki mléka a pro zvySeni vérohodnosti analytickych
vysledki prostiednictvim kontroly podminek transportu vzorki.

I) Cil certifikované uplatnéné metodiky:

Cilem certifikované metodiky RO1421 CM 41 je podpora kontrolnich metod a zajisténi a
zvyseni vérohodnosti vysledkii a provozni jistoty managementu rutinnich analytickych
laboratoii v systému kontroly mlécné uzitkovosti (individudlni vzorky mléka - podpora
Slechténi zvitat) prostiednictvim kontroly podminek transportu vzork a také podpora postupti
pro zajisténi kladného priibdhu relevantnich akredita¢nich auditi (CIA) a oficidlnich
mezindrodnich auditt, napt. [CAR.

Napli certifikované uplatnéné metodiky:

Néplni certifikované metodiky RO 1421 CM 41 je implementace dosaZenych vysledk,
ziskanych na zdkladé predchoziho a soucasného vyzkumu a vyvoje v ramci feSeni projekti
MZe NAZV ZEME QK 21010123 a MZe RO 1421, do prostiedi systému price rutinni
analytické laboratofe kontroly mlé¢né uZitkovosti pro podporu spolehlivosti dat
ke Slechtitelské praci v chovu dojeného skotu a ke kontrole zdravi mlécné Zlazy dojnic.

Uplatnéni bylo provedeno zavedenim vSech principti metodiky od 01.02.2022.



IT) Vlastni popis certifikované metodiky

Alternativy oSetieni a transportu vzorki v kontrole mlééné uzitkovosti pro
vérohodné vysledky analyz

Struktura certifikované metodiky:
Nejcastéji pouzité zkratky

1) Uvod - literarni podklady a sou¢asna situace

Kontrola mlécné uZitkovosti (KU);

Kontrola mlécné uZitkovosti aktudlné v CR;

Vyznam analyz vlastnosti a kvality syrového mléka;

Vyznam vérohodnosti vysledkii analyz syrového mléka v mlékarstvi;
Milékarsky analyticky systém a zdkladni mlécné ukazatele;

Vyznam oSetreni vzorkut mléka po odbéru do analyzy.

2) Cil metodiky oSetfeni a transportu vzorki mléka v KU

3) Vlastni metodika oSeti‘eni a transportu vzorki mléka v KU

A - Vysledky analyzy kontrolnich systémii transportu vzorkit v KU;

B - Moznosti oSetreni vzorku mléka v KU od odbéru po transport k analyze;

C - Konstatovdni a doporuceni k oSetreni vzorkitc mléka v KU od odbéru po transport
k analyze.

4) Zavér certifikované metodiky oSetieni a transportu vzorku mléka v KU

5) Pouzité jiné literarni prameny pii tvorbé certifikované metodiky

6) Pouzité vlastni vysledky a publikace pri navrhu a validaci certifikované metodiky
Publikace ve védeckych a odbornych profesnich ¢asopisech;

Predchozi tematicky relevantni certifikované metodiky k problematice provedeni oSetfeni

vzorku mléka v kontrole mlé¢né uzitkovosti.

7) Prilohové materialy s podklady pro retrospektivni analyzu v ramci certifikované
metodiky



Nejcastéji pouzité zkratky:

B = obsah bilkovin;

CF nebo C = Ceské strakaté;

CPM = celkovy pocet mezofilnich mikroorganism;

CPP = celkovy pocet psychrotrofnich mikroorganismd;

CR = Cesk4 republika;

CIA = Cesky institut pro akreditaci o.p.s, Praha;

CMSCH a. s. = Ceskomoravska spolecnost chovatela;

H = HolStyn;

HB = obsah hrubych bilkovin;

ICAR = Mezinarodni vybor pro kontrolu uzitkovosti zvitat;
KU = kontrola mlé¢éné uzitkovosti;

KTJ = CFU = kolonii tvofici jednotka;

L = obsah lakt6zy;

LRM = laboratot rozbor mléka;

MIR-FT = technologie infraanalyzy mléka scelym spektrem pomoci Michelsonova
interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci;

pH = aktivni kyselost;

PSB = pocet somatickych bun¢k;

PT = proficiency testing, vykonnostni testovani analytické zptisobilosti;
SH = titra¢ni kyselost mléka;

T = obsah tuku;

TPS = obsah suSiny tukuprosté;

VUM = Vyzkumny dstav mlékdrensky s.r.o., Praha.



1) Uvod - literarni podklady a souasna situace

Kontrola mlécné uZitkovosti (KU)

Clovék dlouhodobé provadi umély vybér a cilené Slechténi plemen rtiznych druht
hospodatskych, resp. domdcich zvifat. Tento postup byl i soucdsti domestikace v rdmci
procesu tzv. neolitické revoluce. V SirSim historickém kontextu poskytl zdklady vyvoje
lidskych civilizaci a vzniku kultury. Lze obecné diskutovat o periodé trvajici 10 000 rokd.

Aby do tohoto, zpocatku rozttisténého, usili, byl vnesen systém, byla v roce 1895 zahijena
v Déansku kontrola uZitkovosti (KU). Ta odstartovala u krav, jako kontrola mlécné uzitkovosti
(dojivosti). KU byla postupné rozSifovdna na dalSi kategorie skotu a ostatni druhy
hospodaiskych zvifat. V Cechdch a na Moravé nésledoval tento proces v rocich 1905 a 1906.
Toto vyznamné chovatelské opatieni probihé tedy v CR jiz déle, nez 100 let (HERING et al.,
2005; KADECKA a ROzMAN, 20006).

Cilem KU je gzjistovat uzitkové vlastnosti hospodaiskych zvitat pro jejich selekci,
vzdjemné cilené pfipafovani a tim zuSlechtovdni, Cili zlepSovani uZitkovych vlastnosti.
Uvedend cinnost nutné souvisi se zdznamy, evidenci, tvorbou databdzi a statistickym
vyhodnocovanim. KU je dnes zdkladem kontroly dédi¢nosti. Spektrum sledovanych ukazateli
uzitkovosti se od pocatecnich zdznamu dojivosti neustdle rozsifovalo (rdmcovy vyvoj,
individudlni vzorky mléka, Tab. 1). Historicky vyvoj lze rdmcové€ zndzornit 1 pro ukazatele
kvality mléka (bazénové vzorky, Tab. 2).

Tab. 1 Zaznam vyvoje sledovani zakladnich mlécnych ukazateld v KU.

Historicky, nésledujici rutinni vySetfeni byla zohlednéna béhem procesu Slechténi skotu:
» exteriér (cca 7 tis. roku);
» uzitkové vlastnosti:
=  mlécna uzitkovost (cca 5 tis. roki);

analytickd faze [ = mnoZstvi a obsah tuku (cca 100 roki);

kontroly mlécné % * mnoZstvi a obsah bilkovin (cca 40 rokt);
uzitkovosti po cca 100 = genetické markery (napfi. kapa kasein, cca 30 roki);
rokl * pocet somatickych bunék v mléce (cca 25 rok).



Tab. 2 Celkova obvykld dneSni sada rutinn€¢ zkouSenych parametrti syrového mléka v
laboratoftich kontroly uZitkovosti (KU).

Ukazatel individudlniho vzorku Specifikace

micka Charakter Pouziti Pomér v KU
Tuk S,Z,K O,E 100 %
Laktéza Z O,E 100 %
Bilkoviny S, K O, E 100 %
Kasein K, T P, E do 20 %
Kapa kasein S P do 25 %
Pocet somatickych bunék Z, S O, E od 80 do 100 %
Mocovina K,Z, R O, E do 80 %
Aceton K,Z, R P.E do 80 %
Progesteron R P.E do 10 %
Bod mrznuti K, T P.E do 5 %
Inhibi¢ni latky T P,E do 10 %

S = Slechténi; Z = monitoring zdravotniho stavu; R = monitoring reprodukce; K = monitoring
krmeni; T = technologicky monitoring; O = obvyklé; P = pfileZitostné; E = poradenstvi;

Jak uvedl prof. Taufer (1869 — 1940; cit. HERING et al., 2005) na adresu KU v jejim raném
obdobi: ,,Bez kontroly uZitkovosti neni zuSlechtovacich akci, bez kontroly dédi¢nosti hyne
kazdé kulturni plemeno. Kontrola hospodarnosti zarode¢né hmoty a kolob&hu Zivin neni proto
jen piechodnou akci zvelebovaci, nybrz zuSlecht'ovaci praci trvalou, coZ si musi uvédomit
nejen ti, kteti kontrolu uzitkovosti a dédi¢nosti fidi, nybrz také ti, v jejichZ stadech se kontrola
provadi.”

Kontrola mlé¢né uzZitkovosti (KU) v chovech krav je jednim ze zdkladnich populacné
biotechnologickych opatieni, které slouzi chovatelim a Slechtitelim pro selekci zvitat
(HERING et al., 2005), praci se stidem, a je zdroven zdrojem informaci upozoriujicich na
nedostatky managementu v oblastech vyZzivy, zoohygieny a prevence. Prostfednictvim
internaciondlni organizace ICAR (International Committee for Animal Recording, 2008)
autorizovand KU je dulezitd pro uzndni mezindrodniho obchodu s plemennym materidlem.
Proto pouzité dilci metodicko-technologické postupy v KU musi byt validovany pro moznost
autorizace celku.

Obséhlou dotaznikovou instruktivni pasportizaci metod KU, souvisejicich se zavadénim
automatickych dojicich systémi provedli, v rdamci pasobnosti ICAR, pro t¢ely CMSCH,
BUCEK et al. (2015). Informace zahrnuji zastoupeni svétovych organizaci a metod KU
v ICAR. Tyto podklady podtrhuji svétovy vyznam ICAR a KU.

Vysledky sloZzeni a vlastnosti mléka jsou pro KU a ndsledné Slechténi velmi vyhodné.
V piipad¢€ analyz individudlnich vzorkd mléka se piedné jednd o neinvazivni vzorkovdani, na
rozdil napt. od vzorkii moce nebo krve. Lze vzorkovat pravideln¢, bazénové vzorky mléka
pro kontrolu kvality a individudlni pro Slechténi a kontrolu zdravi dojnic. Analyzy jsou casto
automatizované s vysokou efektivitou. Vysledky 1ze hromadné vyuZzivat s pomoci aplikacnich
software.



Ramcové shrnuti mozné sady mlécnych ukazateli zjisStovanych pravidelné nebo
prileZitostn€ u krav v KU, pro individudlni vzorky mléka, je obsazeno v Tab. 3.

Tab. 3 Rdmcové shrnuti vyvoje vySetfovani mléka az do KU.

Historie vySetfovani kvality syrového mléka ve smyslu rutinnich analyz potravinarské
suroviny:
» barva, chut’ a viin¢ (7 tis. roki);

nekteré technologické vlastnosti (kyselost atd., cca 100 rokt);
chemické slozky (cca 80 rokit);

fyzikélni vlastnosti (cca 80 roki);

YV V V V

mikrobiologicka kontaminace (cca 50 roki).

Kontrola mlééné uZitkovosti aktudlné v CR

V CR je v KU zapojeno 95,6 % dojnic (2019, BUCEK et al., 2020). Historicky to byvalo
ptevazné vice, 100 % za statem tizené ekonomiky. Po spole¢enskych zméndch (1989) doslo k
poklesu, v roce 2000 a 2005 uvadéli KVAPILIK et al. (2006) 93,0 a 95,9 %. Lze uvést, Ze od
roku 2005 se procento zapojeni krav stabilizovalo, i kdyZ absolutni pocet pribézné stile
klesal. Stav v aktudlnim obdobf je v grafu na Obr. 1.

Obr. 1 Aktuélni rozsah kontroly mlééné uZitkovosti v Ceské republice (podle BUCEK et al.,
2020).
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S rozsifovanim spektra rutinng, laboratorné méfenych mléénych ukazatelti vSak vzrista,
vedle Slechtitelskych cilt, také vyznam operativniho vyhodnocovani této databaze pro tucely
poradenstvi ke kvalit¢ mléka a k prevenci mlékatskych rizik a ztrat na dojivosti nebo zhorSené
reprodukce a dlouhové&kosti, jako vyskytu produkénich poruch dojnic. KU je tak, jako
nositelka dat o zvifatech pro ucely Slechténi, tzn. zlepSovani uZitkovych vlastnosti zvitat a
kvality surovin ZivociSného pivodu, zapojena v dileZité siti tcelného transferu informaci.
Ptiklady nékterych vybranych aktudlnich vysledku jsou uvedeny v Obr. 2 a 3.



Obr. 2 Dojivost a zdkladni slozky mléka za normovanou laktaci (v kg mléka) v Ceské
kontrole mlé¢né uzitkovosti (BUCEK et al., 2020).
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Obr. 3 Dojivost za 305 dni laktace (v kg mléka) plemen dojnic v Ceské kontrole mlécné
uzitkovosti (BUCEK et al., 2020).
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Pocet somatickych bunék, jako zdravotni ukazatel dojnic, je v kontrole jejich mlécné
uzitkovosti laboratorné sledovan jiZ dlouhodobég, ovSem procento zapojeni krav do tohoto
typu analyzy byvalo dlouhou dobu (cca 1998 - 2014) od cca 45 do 70 %. AZ v poslednim
obdobi, restrukturalizaci cenové nabidky analyz, bylo toto zapojeni zvySeno na 100 % (osobni
sdé€leni, KUCERA, 2021).

KUCERA (2020) zminil neddvny harmonogram zjednoduSeni manipulace se vzorky a
oSetfeni vzorkovnic a zavedeni vyuZziti elektronické evidence vzorkt pii jejich odbéru
prostiednictvim ¢arkového kddu, coZ umoznilo zjednodusSeni kontroly a pfenosu dat.



Vyznam analyz vlastnosti a kvality syrového mléka

Syrové mléko je vyznamnd potravinova surovina. Podle zem¢ nebo lokdlnich podminek je
vice nebo méné¢ placeno podle kvality, kterd je definovdna normami a v disledku toho celou
fadou mlécnych ukazatelti (napt. celkovy pocet mikroorganismi, pocet somatickych bun¢k,
obsah tuku a bilkovin, bod mrznuti mléka atd.). Podle n¢kterych slozek a vlastnosti mléka se
také Slechti mlécny skot (metody populacni genetiky) na sloZeni mléka, efektivitu mléné
produkce nebo zdravotni stav krav, resp. jejich rezistenci vici produkénim chorobam (napf.
mastitiddim). Vysledky referencnich a rutinnich analyz mléka jsou tedy konkrétné vyuZzivany
pro fadu zdravotnich a hospodétskych tucelil a ¢innosti:

— pro kontrolu kvality surovin v potravindfstvi a potravin v huméanni vyzive, tedy
bezpecnost potravinovych fetézct;

— pro zpenéZovani mléka podle kvality na rozhrani prvovyroby a zpracovatelského
pramyslu;

— pro ucely fizeni zpracovatelskych technologickych procesii a kontroly jejich vytéZnosti,
tedy efektivity;

— pro ucely hospodarsky determinované selekce pii Slechténi mlé¢ného skotu a ndsledné

pro obchod s plemennym materidlem;
— pro kontrolu v rdmci prevence nedostatki zdkladni (energeticko-dusikaté) vyvazZenosti
vyZzivy dojnic 1 zhorSeni jejich zdravotniho stavu;

— pro poradenstvi v prvovyrobé mléka;

— v neposledni fad€ i pro stanoveni podminek svétového obchodu s mlékem.
Z uvedeného vyctu je zcela zfejmé, ze systém referencnich a rutinnich mlécnych laboratofi
hraje vyznamnou, ne-li zdsadni, roli v podpote kvality a bezpecnosti mléEného potravinového
tetézce. Udaje ze vzorku mléka, jako jsou hlavni slozky, pocet somatickych bunék (PSB),
mocovina a ketoldtky hraji zasadni roli pfi fizeni stdda (LACTANET, 2021). To zvyraziuje
potiebu kontroly kvality oSetfeni a transportu vzorkti mléka. Sledovani a vyhodnocovani
kvality syrového mléka pomdhd plnit dilezitou spole¢enskou zakdzku (BAUMGARTNER et al.,
2000). Bezpecnost a kvalita mlééného potravinového fetézce jsou dulezitymi aspekty ochrany
vetejného zdravi.

Vyznam vérohodnosti vysledkii analyz syrového mléka v mlékaistvi

Osetfeni vzorki mléka po odbéru a transport do laboratoie (konzervace, kontrola teploty,
¢as) jsou problémy, jejichz zvladnuti ndlezi do systému kontroly vérohodnosti vysledkil
analyz. Vérohodnost vysledki referencnich a nasledn¢ rutinnich analyz sloZeni a hygienické
kvality mléka v mlékaistvi, pro systétm KU a pro systém kontroly kvality mléka, je
nepochybné diilezitd pro hospodaiské ucely.

V praxi ovSem nekdy vznikaji z komercniho hlediska sporné situace ohledné vérohodnosti
vysledkii. Zde vSak objektivita techniky srovndvani piipadného vysledkového rozdilu
neziidka neni zcela zajiSténa. Proto a pfesto se intenzivné pracuje na zlepSeni dané otazky.
MIécné laboratofe se sjednocuji a centralizuji, coz je vyhodné pro uplatnéni jednotnych
referencnich postupt a standardl. Spolupracuji v sitich (GRAPPIN, 1987, 1993; COVENEY,
2001), sjednocuji metodické postupy a zintenziviiuje se kontrola vérohodnosti (spravnosti)
vysledk.

Relevantni mlé¢né laboratofe akreditovaly své postupy a ro¢né podléhaji akreditaénim
auditim. Akreditované laboratofe zavedly systém kontroly jakosti, musi mit, jak zndmo,
vypracovanu piiruc¢ku jakosti a kontrolovatelny systém zajisténi kvality vysledkt analyz. To
je celd fada objektivizujicich krokii za poslednich deset rokli. Tim neni ani zdaleka feceno, Ze
jsou zvladnuta vSechna uskali systému, nebo Ze vysledkové rozdily nebudou existovat.
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Takovy stav nemuze nastat ani teoreticky ani prakticky, rozdily vSak mohou byt
minimalizovéany.

Vérohodnost vysledki PSB je zdkladem pro efektivitu zpracovdani modernich
monitorovacich algoritmti pro efektivnéjsi exploataci ukazatele PSB v praxi:

- algoritmus predikce neantibiotického odstavu (zasuSeni) krav podle dynamiky PSB a
dalSich mlé¢nych ukazatelii v laktaci (individudlni vzorky mléka);

- algoritmus horizontdlniho klouzavého srovndvani dynamiky kvality syrového mléka pro
prvovyrobce (bazénové vzorky mléka).

Vzhledem k piedchozi zkusSenosti, Ze PSB patii k nejcitlivéjSim mléénym ukazatelim na
transport a oSetfeni vzorkd mléka v KU ve smyslu zachovadni vérohodnosti vysledkd a
skute¢nosti, Ze soubézn¢ dochdzi k upravé podminek v transportu vzorkt v KU, ukézala se
urgentni potfeba nové validovat a kontrolovat podminky tohoto transportu. Diilezité je zde
ovetit kontrolu a dohledatelnost ¢asového bodu a mista setrvdvani transportovanych
individudlnich vzorkti mléka v KU stejné€, jako moZnosti a podminky efektivniho casového
harmonogramu transportu a techniky oSetieni vzorkd k zajiSténi veérohodnosti vysledka
stanoveni PSB.

Mlékai'sky analyticky systém a zdakladni mlécné ukazatele

Aby vyse uvedenou zakdzku mohly mlékatské laboratofe v Ceské republice plnit, jsou
pfevazné akreditovany podle mezindrodniho standardu CSN EN ISO 17025 a napliji tak
pozadovanou realizaci systému kontroly kvality analytické préace. Je to rovnéz proto, Ze Casem
obecné¢ vzrostly ndroky na kvalitu analytické prace a veérohodnost vysledkll laboratornich
analyz. Podle pfisluSnych standardi je zdvaznou soucasti akreditace tzv. validace
analytickych metod. Soucésti validace je odhad nejistoty vysledkli méteni (SUCHANEK et al.,
1999), tzv. rozSitené kombinované nejistoty vysledkli méfeni, kterou jsou akreditované
laboratofe permanentné povinny uvadét u svych vysledk.

Pro analyzy v mlékafstvi plati obecné tada specifickych formulaci, omezeni a konvenci
pravé proto, Ze se jednd o biologicky proménlivy materidl a z&asti také proto, Ze i pfi
uplatnéni raznych separacnich technik jde vétSinou o analyzy na pozadi variabilni
multikomponentni matrice. To miZe byt pro mnohé mlékatské analytické metody, zejména
optické, zdrojem fady nezadoucich mezikomponentnich interferenci, které je tfeba vhodné
eliminovat, ¢asto matematicky, pii vyjadfovani konkrétniho vysledku. V mlékaiské analytické
praci totiz chybi néco, co Ize tieba v analytické chemii pfenesené oznacit za zlaty standard
(pteneseno z monetdrni teorie). Tedy existence analytického standardu na bézi roztoku jedné
latky v destilované vodé (nebo jiném rozpoustédle) o presné zndmé koncentraci, kterou lze
metodicky-kalibra¢né, stejnym postupem, aplikovat po znacné dlouhé obdobi beze zmény
v analytické préci.

Jak je tento mlékaisky laboratorni systém charakterizovan? K zdkladnim rystim patii:

- mlékaiské laboratote, referencni i rutinni, jsou nyni sdruZeny do vicedroviiovych
(nejcastéji tii hladiny) pracovnich siti a to na narodni i mezindrodni Grovni (GRAPPIN,
1993; HANUS et al., 1998, 2004) pro moznost kontroly kvality analyz;

- vsystému existuje pievaha metod nepiimych nad piimymi, zejména pro vysoky
vykon;

- nezbytnost pravidelnych kalibraci nepiimych metod podle vysledkii metod
referen¢nich z vySe uvedeného diivodu;

- neexistence tzv. ,,zlatého standardu” u vétSiny mlékaiskych metod;

- velké série zpracovdvanych vzorkll (jak individudlnich v kontrole uZzitkovosti tak
bazénovych v kontrole kvality mléka) pravidelné sbiranych z lokalit v legislativné
nebo smluvné danych intervalech (den az mésic, nejcastéji dva tydny);
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- vysoky stupeil automatizace a robotizace laboratorni instrumentace;
- hodinovy vykon pfistroji neziidka od 300 do 500 vzorkii mléka.

V posledni dobé poklesl vyrazné pocet mlécnych laboratoti (pro individudlni i bazénové
vzorky mléka), vzrostl jejich vykon a pocet analyzovanych ukazateli. To bylo provdzeno
nasledujicimi jevy:

- rostl vykon analytické a vypocetni techniky;

- bylo zvysSeno vyuZiti drahé analytické instrumentace;

- byla provedena modernizace;

- zvysila se bezpecnost provozu pro Zivotni prostiedi;

- byly sniZeny jednotkové ndklady na analyzy;

- byly zvyseny celkové ndklady na analyzy (objem analyz a pocet ukazateltl).

Pro pravidelné vyhodnocovéni kvality mléka (bazénové a individudlni vzorky) jsou nyni
obvykle sledovany nésledujici obligatorni i fakultativni ukazatele: - obsah tuku (T; %); -
obsah hrubych bilkovin (B; %); - obsah suSiny tukuprosté (STP, nebo laktézy (L,
monohydrat), jako soucast STP; %); - obsah kaseinu (K; %); - bod mrznuti mléka (BMM;
°C); - koncentrace mlé¢né mocoviny (M; mmol.I"!, mg.100ml'); - litkovy obsah volnych
mastnych kyselin (VMK; mmol.100g”! mlééného tuku, nebo mmol.kg'! mléka); - pocet
somatickych bun&k (PSB; 10°.ml!); - celkovy podet mezofilnich mikroorganismii (CPM;
10°CFU.ml!; CFU = colony forming unit); - vyskyt inhibi¢nich litek v mléce (antibiotik,
musi byt negativni pro pouZiti mléka ve standardni kvalit€).

Ukazatele Ize ramcové rozdélit na slozkové (chemické), fyzikdlni, mikrobiologicko-
hygienické a technologické. Rovnéz existuji dal§i méné sledované doplikové ukazatele
kvality mléka: - titracni kyselost (SH; mlx2,5 mmol.l"! roztoku NaOH); - aktivn{ kyselost
(pH); - kysaci schopnost (KS; hodnota jogurtového testu v jednotkach SH); - koncentrace
kyseliny citréonové (KC; mmol.l"! nebo v %); - koncentrace acetonu (A; mg.l‘l); - pocet
koliformnich baktérii (CFU.ml"); - podet psychrotrofnich baktérii (10°CFU.ml™"); - pocet
termorezistentnich  baktérii (10°CFU.ml!); - piftomnost anaerobnich sporulujicich
mikroorganisml. Smluvné Ize sledovat napf. i syfitelnost a tak podobn¢.

Spolu s postupnym rozSifovanim portfolia stanovovanych analytd v mléce (tuk —
bilkoviny — laktéza — suSina tukuprostd — pocet somatickych bunék — mocovina —
aceton — betahydroxybutyrit, atd.) v KU za poslednich cca 50 rok rostl i vyznam mlé¢nych
laboratofi v systému KU.

Posledni obdobi je v KU manazersky ve znameni hledani cest k udrZzeni kvality analyz
v mlékaftstvi a zaroven redukce ndkladi na pfani uzivatelll vysledkii (farmari). Laboratorni
systém v ceské KU byl pomérné podrobné popsan z hlediska analytickych a statistickych
metodik, funkce, spektra ¢innosti i kontroly kvality postupt a vysledki (HANUS et al., 2007,
2008 a, 2009; vsechny uvedené certifikované metodiky 2006 a, b, 2008 c, 2019).

Vyznam oSetieni vzorkit mléka po odbéru do analyzy

Chlazeni potravin je jednim z velmi zndmych, starych, v podstaté biologickych, postupii
jejich konzervace, tedy prodlouZeni trvanlivosti. Je pribézné€ vyuZzivdno i pii podpoie
stabilizace vzorkl potravin, véetn¢ mléka, pii jejich transportu do laboratofe a uchovani ke
kontrole kvality. Ackoliv to neni obecné zndmo, je doloZeno, Ze chlazeni potravin ledem bylo
vyuZzivano jiz 400 let pfed nasim letopoctem v Persii, tedy témct pred 2 500 lety, za vyuZiti
uchoven ledu ,jakcal“, jak dokladaji vysledky archeologického vyzkumu architektury
starovéku. To bylo a je vyznamné v oblastech s extrémné teplym klimatem nebo s vyraznymi
vykyvy teploty. Konzervace potravin chlazenim v severskych zemich byla pak vyvojovou,
technologickou vyhodou a rovnéZ samoziejmosti.
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Vyznamnou (kritickou) periodou pro vzorky mléka je doba od odbéru do analyzy, obvykle
zahrnujici i transport, z pohledu ¢asu, pribehu teploty a aplikace konzervaéniho prostiedku,
které maji zajistit setrvani origindlniho stavu materidlu (jeho organického sloZeni) pro ucely
analyzy. Ml€ko je, jak zndmo, vhodnym prostfedim pro vyvoj mikroorganisml a nédslednou
degradaci jeho organickych slozek. Obecné jsou na nartistové zmény nebo destrukéni ucinky
pti Spatném oSetteni vzorku citlivé zejména takové mlécné ukazatele, jako je celkovy pocet
mikroorganismil a pocet somatickych buné¢k, ktery je vyznamnym ukazatelem zdravotniho
stavu mléénych Zl4z dojnic (z hlediska frekvence vyskytu zejména subklinickych mastitid),
hygieny dojeni, ztrat dojivosti a propadu cen za kvalitu mléka (KVAPILIK a RUZICKA, 2009;
KVAPILIK a SYRUCEK, 2013; KVAPILIK, 2014 a, b; KVAPILIK et al., 2015 a, b, 2016, 2017 a, b).
Proto, pokud neinterferuje vyrazné do vysledka analyz, je pouziti konzervac¢niho prostiedku
obvyklé, pficemZ vyhodou je soubéZnd stabilita nizkych teplot béhem uloZeni vzorku a
zkraceni Casu prodleni do analyzy na minimum. Tyto parametry byly stile zlepSovany od
zavedeni analyz mléka (tuk) do KU az do dne$nich dnt. Tak se dospélo od dievénych
uloznych boxu pro vzorkovnice a zasilani poStou nebo drdhou trvajicim v priiméru 3 az 4 dny
bez teplotniho kryti aZ po chladové uloZeni a svoz konzervovanych vzorkd mléka do 2 dni.
V rtznych zemich je tato otdzka feSena riizné, ale cile vyvoje jsou stejné.

Od pocétku byl v téchto systémech transportu vzorkli do rutinnich mlécnych laboratoii
zéjem o popis stabilizanich schopnosti konzervacnich prostfedkl s cilem minimalizovat
vlivy na zdravi a Zivotni prostfedi. Byly zkouSeny vzorky mléka na stabilitu sloZeni a
vlastnosti (KVAPILIK a SUCHANEK, 1974; BUCHBERGER a KIERMEIER 1975; ANONYM, 1977,
WEAVER et al., 1977; ARDO, 1979, 1982; NG-KwAI-HANG a HAYES, 1982; PETTIPHER et al.,
1982; RAPP a MUNCH, 1984; BIGGS et al., 1984; SIAUNIJA, 1984 a, b; SIAUNIJA et al., 1984;
KROGER, 1985; COLEMAN a M0sSS, 1989; SZUARTO et al., 1990; BENDA, 1995; BAUMGARTNER
a LANDGRAF, 2005; ZAJAC et al., 2015, 2016) po rizny c¢as, bez konzervace a s riznymi
konzerva¢nimi prostiedky (nejcastéji: dvojchroman draselny; azid sodny; bronopol = 2-Brom-
2-Nitropropan-1,3-Diol), v riznych teplotidch (chladnickové a pokojové) i zamrazené, pro
rizné mlécné ukazatele (nejcastéji: tuk; bilkoviny; laktéza; pocet somatickych bunck;
mocovina). Dalsi autofi (MICHALAK et al., 1978; VINES et al.,, 1986; VOORT et al., 1987;
GRAPPIN, 1987, 1993; VALENBERG, 1990; KUPKA, 1997; SUCHANEK et al., 1999; COVENEY,
2001) se zabyvali statistickymi metodami kalibraci instrumentélni, mlékatské, analytické
techniky, hodnocenim vérohodnosti vysledkli analyz vzorkd mléka a odhady vysledkovych
nejistot a vykonnostnim testovanim analytické zplisobilosti (proficiency testing).

Pozitivni vyvoj za poslednich 10 let v CR, v kontrole konzervace a transportu vzorki
mléka k analyze v systému KU, ve smyslu jejich oznaceni, evidence, dohledatelnosti a
zkraceni Gasu, uvedl KUCERA (2020). Ze jsou tyto otizky stdle aktudlni, dokladaji price
ZAJAC et al. (2015, 2016), kde bylo testovano a zjisténo: - Géinek riznych koncentraci Ctyt
ruznych konzervacnich latek, dichroman draselny (K>Cr,O7), Azidiol (azid sodny, NaN3),
bronopol (2-brom, 2-nitro, 1, 3, propandiol, C3HsBrNOs) a Microtabs II (kompozitni
prostiedek s fortifikaci bronopolu); - analyzy mléka pomoci infracervené spektroskopie ve
sttedové oblasti (MIR, MIR-FT); - kone¢né koncentrace konzervac¢nich latek ve vzorcich
syrového mléka Cinily 0,005 %, 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % a 1 %; - Cerstvé kravské mléko
konzervované 2 a 24 hodin po dojeni; - koncentrace konzervac¢niho Cinidla méla vyznamny
ucinek (P < 0,005) na vysledky laboratornich analyz; - je tfeba pouZit spradvnou koncentraci
pro béznou konzervaci vzork.

Obecné, vétSina rutinnich, mlékatskych, laboratornich systémti, po obdobi pouZivani
zdravotné problematického (WEAVER et al., 1977) dichromanu draselného a potencidlné
explozivniho azidu sodného (obvykle v tabletich), dnes pouZiva rtizné formy bronopolu
(tekuté a tabletované) v kone¢né koncentraci bézn€¢ 0,02 az 0,04 %. Eventuelni vliv
konzervace, ktery je minimalni, je kompenzovan pouzitim konzervovanych referen¢nich
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(kalibracnich) standardii pro instrumenty (MIR, MIR-FT), kdyz tyto jsou referencnimi
metodami analyzovdny, pro uvedeni referencnich vysledki, v nekonzervovaném stavu —

vV,

persondl, s nejmensim vlivem na Zivotni prostiedi.
2) Cil metodiky oSetieni a transportu vzorki mléka v KU

Cilem metodiky je retrospektivné (srovndnim, analyzou a syntézou piedchozich
relevantnich poznatkil) posoudit alternativy kontroly kvality vzorkd mléka v periodé¢ od
odbéru do analyzy, v systému kontroly mlécné uZitkovosti, pro zajiSténi vérohodnych
vysledkii analyz. Pozornost je tieba vénovat zplisobu konzervace a kontrole ¢asu a teploty
v tomto, pro vzorky mléka, kritickém obdobi. Spolehlivad kontrola nad stavem vzorkl mléka
je vyznamnd zejména pro vérohodnost stanoveni po¢tu somatickych bunék.

3) Vlastni metodika oSetieni a transportu vzorku mléka v KU
A) Vysledky analyzy kontrolnich systému transportu vzorkii v KU

Byla doloZena schopnost systému KU spolehlivé kontrolovat transport vzorki mléka do
laboratote a zajistit niZ$i ¢asovou prodlevu do okamZiku chladového transportu (KUCERA et
al., 2021): ze statistik CMSCH, a.s. za rok 2021 vyplynulo, Ze pii dodrZeni viech pokynil a
dohodnutych postupti v§emi ucastniky zminéného fetézce se Cas od predani vzorkl na svozné
misto po zajisténi vysledku v laboratofi dostidvd doba zpracovani pod turoveini 48 hodin.
Primérnd délka prodleni vzorkl na svoznych mistech za I. - VIII. 2021 ¢inila pak 9 hod a 17
minut.

B) MoZnosti osetieni vzorkii mléka v KU od odbéru po transport k analyze

Nase pracovisté se dlouhodobé podilelo na analytické podpoie postupti mlécnych
laboratoii CMSCH v systému KU v CR (limitovany vybér relevantnich poloZek: HANUS a
ZVACKOVA, 1989; HANUS et al., 1992 a, b, ¢, d, 1998, 2003, 2004 a, b, 2006 a, b, 2007, 2008
a, b, ¢, 2009, 2019; GENCUROVA et al., 1993 a, b, 1994; BENDA, 1995; HERING et al., 2008 a,
b; SOJKOVA et al., 2009; KLIMESOVA et al., 2021), a to od vyvoje odbéru, konzervace a
transportu vzorki pfes referencni a kalibracni ¢innosti pro analytickou techniku pii postupné
se rozSifujicim spektru mléénych ukazatelii az po vyvoj kontrolnich mechanismi a
relevantniho vykonnostniho testovani analytické zpusobilosti véetné jeho statistické podpory
a kvalifikacniho Skoleni laboratorniho persondlu. Dalsi vysledky naseho pracovisté
k interpretaci dat v KU jsou obsaZeny v materidlu CMSCH, Souborné zdsady KU 2014. Na
zéklad¢ téchto vyvojovych poznatkli jsou sestaveny nasledujici vysledky, zavéry a prakticka
doporuceni v oblasti oSetfeni a transportu individudlnich vzorkd mléka k analyze v systému
KU, které byly druhotné¢ zpracovidny formou review az metaanalyzy. Pii praci byly
zohlednény relevantni standardni dokumenty (CSN 57 0530, CSN 57 0536, CSN EN ISO/IEC
17025, CSN ISO 8196-1, CSN ISO 8196-2, CSN ISO 8196-3, CSN EN ISO 13366-1, CSN
EN ISO 13366-2).

Hygienické, ekologické a zdravotni problémy s konzervaci vzorkli mléka pro zdkladni
analyzu vedou ke stdlé snaze nalézt méné¢ zdvadny chemicky prostiedek s dostatecnym
pokrytim Casové stability vzorku, tedy takovy, ktery po potfebnou dobu origindlni sloZeni
vzorku a neovlivni vysledek analyzy. Takovym minimdln¢ rizikovym byl i Milkofix (M) na
bazi slouceniny stiibra. Jeho konzervacni uc¢innost byla srovnana s dal$imi Cinidly (konkrétni
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vysledky v grafické a tabulkové piiloze): KoCroO7 (C); NaN3 (A); bronopol (B). Pouzité
koncentrace na 25 ml mléka byly nésledujici: A 0,0085 g NaN3 a 0,063 g NaCl; B 0,005 g
bronopolu a 0,05 g NaCl; C 0,033 g K»CrO7 a 0,067 g KCI v tableté; M 0,125 g sm¢ési.
Zjisténa antibakteridlni ucinnost M se projevila pomalejSim poklesem aktudlni (aktivni)
kyselosti mléka pH, resp. vzrustem titratni kyselosti (SH) ve vzorcich s M oproti
nekonzervovanym (N). Ze startovaci hodnoty pH 6,3 klesla hodnota varianty N po dvou
dnech (20 °C) na 3,8, u varianty M po deviti dnech na 4,9 a u varianty A po dvanécti dnech na
5,7. Pro SH vzrostla sou¢asné hodnota z 6,5 (2,5 mmol x 1) na 28,6 uN, 223 uM, a9.4 u A.
Pfi uloZeni vzorkti mléka pfi teplot¢ 4 °C byla tendence podobnd, ovSem rozdily mezi
zpusoby konzervace byly proti uloZeni pfi teplot¢ 20 °C ponékud zastiené. Normovani
hodnota SH 9,0 (2,5 mmol x 1) pro méfeni na infraanalyzatoru byla piekro¢ena u vzorkd N
po 24 hodinach, u M po 4 dnech a u A po 12 dnech pii teploté¢ 20 °C. Rovnéz pii sledovani
rustu mikroorganismt (celkovy pocet, CPM) byl teto pomalejsi u M neZ u N, ale rychlejsi nez
u vzorkil varianty C. Generacni doba CPM u N ¢inila 1,6 hodiny, u M 2,4 a u C 7,9 hodiny.
Délka lag faze téchto smiSenych kultur ¢inila u M 24 hodin, u C 60 hodin a chybéla u varianty
N. Prokdzané antibakteridlni Gic¢inky Milkofixu byly slabsi nez u A, bronopolu a C, coz se
projevilo i v hodnotdch minimélnich inhibi¢nich koncentraci vic¢i Bacillus stearothermophilus
var. calidolactis (IN-test). NejvySsi interferencni vliv konzervovadel na relevantni
infracervenou spektroskopii (Milko-Scan 133 B, s technologii optickych filtri, ve stfedni
oblasti IR) byl zaznamenén u Milkofixu pro laktézu v hodnot€ 0,14 %. Tuto hodnotu je jesté
mozné kompenzovat kalibraci pfistroje. Na zdklad¢ téchto vysledkl Ize pfipustit pfi
konzervaci vzorkli mléka Milkofixem jejich méfeni maximalné do 4 dnti po odbéru v uloZeni
pii teploté 20 °C a do 9 dnti pfi teploté 4 °C.

Ekologicky nezdvadny preparat Milkofix (M) urceny ke konzervaci vzorkiti mléka byl pro
ucely infracervené spektroskopie zdkladniho sloZzeni mléka srovndvan se vzorky
nekonzervovanymi (N) a konzervovanymi azidem sodnym (A), bronopolem (B) a
dvojchromanem draselnym (C) pfi teploté uloZeni vzorktl 20 °C (I) a 4 °C (II) po dobu 14 a
18 dni. Prepardty byly pouZzity podle literarnich doporuceni. PouZité koncentrace na 25 ml
mléka byly nésledujici: A 0,0085 g NaN3 a 0,063 g NaCl; B 0,005 g bronopolu a 0,05 g NaCl;
C 0,033 g KoCr2O7 a 0,067 g KCI; M 0,125 g. Byly pouzity 3 bazénové vzorky mléka, které
byly kazdy den analyzovédny na automatickém infraCerveném spektroskopu Milko-Scan 133 B
(Foss Electric, Denmark) na zdkladni sloZzeni mléka (obsah tuku, hrubych bilkovina a
monohydratu laktézy). Grafickym vyhodnocenim vysledkt byly stanoveny doby pfijatelné u
jednotlivych zpiisobti oSetieni mléka k ziskani pouZitelnych analytickych vysledki: N I = 0
dni; AI=9;BI=10;CI=13; MI=4;NII=10; All=5BII=11;CII=15; M II = 10.
Vysledky pro Milkofix jsou v souladu s pfedchozimi vysledky, kde byly urceny doby 4 a 9
dni. Doby do srdzeni vzorkii mléka Cinily: NI=1den; MI=10dni. Vzorky A, BI,CIaN
IT se nesrazily po 13 dni uloZeni, vzorky A II, B II, C Il a M II po 17 dni. Systémem
hodnoticich kritérii bylo vytvofeno pofadi od nejvhodné&jSiho zpiisobu konzervace vzorkl
mléka pro uvedeny tcel: 1. CI;2.CL;3.BI4.BLS. MIL6NIL 7. AI 8. ML; 9. N L.

Ekologicky nezdvadny preparat Milkofix (M; 0,125 g) ureny ke konzervaci vzorki mléka
byl pro ucely infraCervené spektroskopie zdkladniho sloZzeni mléka srovndvén se vzorky
nekonzervovanymi (N) a konzervovanymi azidem sodnym (A; 0,0085 g NaN3 a 0,063 g
NaCl), bronopolem (B; 0,01 g bronopolu a 0,09 g NaCl) a dvojchromanem draselnym (C;
0,033 g K»Cr2072a 0,067 g KClI). VSe plati pro 25 ml mléka. Méfeni poctu somatickych bunék
(PSB) byla provedena na fluoro-opto-elektronickém poloautomatickém mikroskopu
Fossomatic 90 (Foss Electric, Denmark). Byly nalezeny vyznamné vyssi hodnoty PSB (P <
0,01) v bazénovych vzorcich mléka konzervovanych oproti N hned po odbéru o: A 6,0 %; B,
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CaM 12,9 %. Po jednom dni uloZeni vzorkli mléka N pfi teplot¢ 4 °C byly tyto rozdily
nevyznamné (P > 0,05), takze vysledky vzorka N, A, B, C a M lze povazZovat za odpovidajici
skutecnosti a vzdjemné srovnatelné. Nebyl shleddn vliv koncentrace konzervacnich
prostiedkit na vysledky v PSB, nebot hodnoty konzervovanych vzorktt mléka o rtiznych
koncentracich se liSily nevyznamné (P > 0,05) od vzorkti N. Za prakticky pouZitelné pii
popsaném zpiisobu oSetfeni (tj. konzervace a teplota: I = 20 °C; II = 4 °C) vzorkl mléka lze
povazovat tyto doby uloZzeni: NI=1den; Al=3dny; BI=7,MI=3;NII=9; All=15;B
=17, ClI =17, M1l = 17 dni. Pro B II, C II a M II pravdépodobn¢ i déle. Milkofix dosdhl
dob udrznosti vysledk vzorkii delSich nez N, ale vétSinou kratSich neZ ostatni konzervace.
Bylo vyhodnoceno nésledujici pofadi vhodnosti zptsobt oSetfeni vzorkt: 1. C II; 2. B 1II; 3.
MIL4 AILS. NIE6.CL7.BL; 8. AL; 9. MI; 10. N I. V obou teplotach uloZeni bylo u C
dosazeno nejlepSich vysledkt, proto 1ze dvojchroman draselny piednostné doporucit, i kdyZ
pii jeho ndhrad€ v rutinnich analyzich méné Skodlivym (zdravotné¢ a prostiedove)
konzervaénim prostfedkem, alespon k pfipravé kontrolnich (pilotnich) a referen¢nich vzorkt
pro pfiistroje nepiimého stanoveni PSB (fluoro-opto-elektronické c¢itace v provedeni
s nekone¢nym filmem na rotujicim disku nebo jako priito¢na cytometrie).

Byl testovan tabletovany konzervaéni prostiedek vzorki mléka Broad Spectrum Microtabs
(BSMT) s ostatnimi konzervanty a nekonzervovanymi vzorky (N) pro ur¢eni hlavnich sloZek
mléka (obsah tuku, hrubych bilkovina a monohydratu lakt6zy) a poctu somatickych bunék
(PSB):I = Betuna, tableta o hmotnosti 120 mg s obsahem 10 mg bronopolu (Br); II =
dvojchroman draselny, 100 mg tableta (Merck, Darmstad, Germany) s obsahem 33 mg ucinné
latky (D); III = BSMT, 18 mg mikrotableta, s obsahem 10 mg monopolu a 0,45 mg
natamycinu. Konzervace byla pouzita pro 25 ml mléka, vSechna méfeni byla provedena
dvakrat. SloZeni mléka bylo urceno infradervenou spektroskopii (Milko-Scan 133 B, Foss
Electric, Denmark) a PSB fluoro-opto-elektronicky (Fossomatic 90, Foss Electric, Denmark).
Bylo pouzito 6 bazénovych vzorka mléka uloZenych pii teplot¢ 20 a 4 °C. Vzorky N byly
srazeny jiz 2. den (20 °C), a pfi 4 °C 9. den. U konzervovanych vzorkti mléka (20 °C) byly
vysledky prakticky pouzitelné jesté 7. den. Pti 4 °C byly vétsi odchylky zaznamendny u
vzorkli N od 4. dne. U konzervovanych vzorkll byly vysledky pouzitelné cca do 8. dne. Pro
vysledky PSB byl pfi teplot¢ 20 °C zaznamendan trvaly pokles, pfi 4 °C byly vysledky
konzervovanych vzorkl pouzitelné celych 18 dni sledovani.

Byl studovén vliv poklesu (resp. fermentace) v obsahu laktézy béhem uloZzeni mléka za
riznych podminek na vérohodnost vysledkii ziskanych infracervenou spektroskopii
s ptistrojem Milko-Scan 133 B (ve stiedové oblasti IR spektra s technologii optickych filtra).
V prvni ¢asti byly vypocteny vyznamné korelacni koeficienty (P < 0,001) mezi zménami
obsahu laktézy k tuku a bilkovindm r = -0,59, resp. -0,73. To naznacuje, Ze ubytek v obsahu
laktézy o 0,1 % zachyceny infracervenou spektroskopii a zpiisobeny jejim rozkladem je
provazen domnélym vzriistem v obsahu tuku a bilkovin r = -0,96 a -0,96 (P < 0,001). Mezi
vyvojem ziskané titracni kyselosti (SH) a zménami v obsahu tuku (F), bilkovin (P) a laktézy
(L) byly pak hodnoty korelacnich koeficientt: r = 0,95; 0,95; -0,99; (P < 0,001). Lze
konstatovat, Ze uvedeny zdanlivy vzriist obsahu F a P je mozné z 92,2 % vysvétlit poklesem
v obsahu laktézy, ktery je z 98,0 % pricinou vzrustu ziskané titracni kyselosti. Vzrast SH pak
7 90,3 % podminuje zdanlivy vzrist obsahu F a P. Pokles v odectu obsahu L 0 0,1 % a vzrust
ziskané kyselosti o 1 °SH byl provédzen vzriistem obsahti F a P 0 0,09 a 0,02 %, resp. 0 0,02 a
0,005 %. S poklesem odectu v obsahu L o 0,1 % vzrostla kyselost o 4,1 °SH. Déle byla
zméfena interferencni absorpce neutralizovaného roztoku kyseliny mlééné v mléce, jako
nejpravdépodobnéjsiho produktu mikrobidlni fermentace laktézy v uloZenych vzorcich.
Pritomnost soli kyseliny mlé¢né v normdlnim prostfedi mléka zvysi zddnlivé odecet F a P
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filtrovou infraCervenou spektroskopii a snizi odecet L: pfi koncentraci 0.5 % to znamena
0,21 % F, 0,26 % P a -0,27 % L. Vysledky naznacuji zdanlivy vzrist obsahu tuku a bilkovin a
zrychleny pokles obsahu laktézy v dusledku fermentace a hromadéni jejich produkti, jako
napi. kyseliny mlécné, propionové a dalSich, ve stirnoucim vzorku mléka. Uvedené jevy
mohly byt ¢astecné zdrojem nepravdépodobné zvysenych obsaht bilkovin, zjisStovanych diive
v rutinni analytické praxi u skladovanych vzorki mléka.

Byl sledovan vliv potenciondlnich konzerva¢nich ¢inidel za pokojové teploty uloZeni
vzorkil mléka po dnech na rozvoj plivodni mlééné mikrofléry (BENDA, 1995). Byla ovéfena a
validovana konzerva¢ni Cinidla vzorkii mléka pouZivand pro instrumentdlni analyzu sloZek
mléka z mikrobiologického hlediska. Z konzervacnich ¢inidel byly sledovany dvojchroman
draselny (Merck), ptipravek Milkofix na bazi koloidniho stiibra (Trzicky), azid sodny
(Janssen Chimica) a Bronopol (PSL Microtabs). Skupiny mikroorganismti (mezofilni
mikroorganismy, koliformni mikroorganismy, baktérie mlécného kvaSeni, enterokoky a
stafylokoky) byly vybrdny sohledem na jejich predpokladany vyskyt pifi pfirozené
kontaminaci mléka. Mezi piipravky byly shleddny vysoce priikazné rozdily v konzerva¢nim
ucinku. Nejlepsi konzervacni schopnosti vykazoval pro vSechny skupiny mikroorganismi
pfipravek Bronopol, pon€¢kud horsi konzervacni u€inek mél dvojchroman draselny. Azid
sodny a ptipravek Milkofix mély podobné konzervacni vlastnosti; shodovaly se v ptisobeni na
mlécné baktérie, enterokoky lépe inhiboval Milkofix a mezofilni mikroorganismy naopak azid
sodny. Podle citlivosti na pouzitd konzervacni ¢inidla Ize rozdélit studované skupiny bakterii
na organismy citlivé ke konzervantim, kam patii stafylokoky a koliformni mikroorganismy a
organismy tolerantni, schopné rlstu i v pfitomnosti konzervacnich latek, kam lze zatadit
enterokoky, baktérie mlécného kvaseni a mezofilni mikroorganismy.

Byly srovnany vysledky mezofilnich, psychrotrofnich a koliformnich bakterii
v bazénovych vzorcich syrového kravského mléka analyzovaného na farmé¢ a po svozu do
laboratofe (KLIMESOVA et al., 2021). Vzorky pochédzely ze sedmi mlécnych farem a byly
dopraveny do laboratofe za raznych teplotnich podminek bez oSetieni a s oSetfenim
konzerva¢nim ¢inidlem. Hodnoty mezi vzorky zpracovanymi piimo na farmé a v laboratofi,
ddle mezi chlazenymi nekonzervovanymi a nechlazenymi konzervovanymi vzorky byly
srovnatelné a jejich rozdily byly statisticky nevyznamné.

C) Konstatovani a doporuceni k oSetieni vzorkit mléka v KU od odbéru po transport
k analyze

Na zdkladé¢ uvedenych piehledd situace, ziskanych poznatkd, vysledki a dosaZenych
ndzort je mozné shrnout nésledujici konstatovani a doporuceni ve véci optimalnich postupt
osetfeni odebranych vzorki mléka v kontrole uZitkovosti za danych podminek v CR
k dosazeni jejich dobré stability a vérohodnosti naslednych analytickych vysledka
(konstatovani a zdvéry byly vyvozeny z vySe srovnavanych textii a relevantnich a
korespondujicich tabulek (1 az 22) a graft (1 az 8) v grafické piiloze metodiky CM41: HANUS
a ZVACKOVA, 1989; HANUS et al., 1992 a, b, c, d, 1998, 2003, 2004 a, b, 2006 a, b, 2007,
2008 a, b, c, 2009, 2019; GENCUROVA et al., 1993 a, b, 1994; BENDA, 1995; HERING et al.,
2008 a, b; SOJKOVA et al., 2009; KLIMESOVA et al., 2021):

- pro eliminaci pifipadného interferencniho efektu pouzitého konzervacniho cinidla
vzorkli mléka je vyhodné provadét relevantni kalibrace mlékatské analytické techniky
pro nepiimé meéfeni mlécnych ukazateli piimo s takto oSetfenymi vzorky, aby
interferencni efekt byl automaticky kompenzovan;
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- pfi zohlednéni piipadnych zdravotnich rizik laboratorniho persondlu, néarokii na
neposkozovani Zivotniho prostfedi a potieby ucinné stabilizace vzorkil mléka se jevi
konzervace bronopolem jako nejefektivnéjsi. Existuji tedy sice SetrnéjSi typy
konzervace, avSak s vyrazné niZ§i UcCinnosti, proto bronopolovd konzervace je
nejlepSim kompromisem pro pokryti vSech naroku;

- bronopol, vedle ostatnich konzervantli, prokdzal druhé nejlepsi pokryti (pficemZz
nejucinngjs$i dvojchroman draselny je pomérné diskvalifikovan ostatnimi zdravotnimi
a prostied’ovymi riziky) stability vzorku, pii pokojové teploté (bez chladové podpory)
spolehlivé cca 4 dny (kvalifikovanym odhadem provedend korekce na skutecné
experimentalné zjiSt€nou rezervu 10 dni pro hlavni slozky mléka a 7 dni pro PSB) pro
hlavni sledované slozky mléka a pocet somatickych bunék jako predmétné analyty
systému kontroly mlécné uZzitkovosti;

- vsystémech oSetfeni vzorki mléka v kontrole uZzitkovosti je tfeba dbéat nepiekroceni
rizikovych limith (konzervace/teplota), nebot’ piipadnd mikrobidlni degradace mléka

by mohla zapfticinit neZddouci zmény ve vysledcich analyz vSech slozek mléka nebo
PSB.

4) Zavér certifikované metodiky oSetieni a transportu vzorki mléka v KU

Retrospektivni kompilaci a néslednou analyzou, pfevdzné naSich vlastnich
experimentdlnich vysledkd a zdroju, byl proveden kvalifikovany odhad pro Setrnou, ale
ekonomicky efektivni, redukci kratkodobych chladovych kapacit (zdroji) v systému
transportu vzorkd mléka v kontrole uZitkovosti dojnic pii zachovéni jejich kvality pro
laboratorni analyzu sloZek a po¢tu somatickych bun¢k.

Byla prokdzédna schopnost konzervacnich c¢inidel individudlnich vzorkd mléka v kontrole
uzitkovosti, zejména obecné pouzivaného bronopolu (pii béZné konecné koncentraci cca 0,03
% (0,02 — 0,04 %); 2-Brom-2-Nitropropan-1,3-Diol), spolehlivé stabilizovat vysledky sloZeni
mléka po minimdln¢ 4 dny pfi pokojové teploté¢ uchovani jeho vzorkl. Byla analyzovédna a
doloZena schopnost systému kontroly uZitkovosti, po periodé¢ zdokonaleni jeho technického
vybaveni k evidenci od odbéru ptes ulozeni aZ po ptepravu vzorkil do laboratoie, spolehliveé
kontrolovat transport vzorkil mléka a zajistit niz§i casovou prodlevu do okamziku chladového
transportu ramcove cca do 24 hod.

Jistota minimdln¢ ¢tyfdenni konzervacni stability vzorkd mléka v kontrole uZitkovosti pfi
pokojové teploté Casové vyrazné prekryva predpoklddané nezbytnou Casovou prodlevu za
téchto teplotnich podminek do regulérniho chladového transportu. Uvedené naznaluje
moznost efektivniho snizeni oSetfovacich ndkladt vzorkti mléka pii zachovéani vérohodnosti
analytickych vysledkt v kontrole uZitkovosti.

V piipad¢ potieby redukce Casti chladové podpory vzorkti mléka v kontrole uzitkovosti,
v soucasnych podminkach, v periodé¢ od odbéru do analyzy, z ekonomickych divodd, je tato
moznéa v piipad¢ dosazeni a prokdzani kratké cCasové prodlevy v uvedené period¢, kdy
relevantni, aplikovany, konzervacni prostfedek prokazateln€ spolehlivé zvlada stabilizaci
mléka a omezeni piipadnych, rizikovych, degradacnich procest.

Ptipadnd akceptovatelna redukce v technologii chladového zabezpeceni v systému svozu
vzorkl mléka v KU povede ke zjednoduSeni postupu a ndsledné ptispéje k redukci provoznich
(materidlovych) ndkladli na KU, spotteby elektrické energie a tim také k podpoife ochrany
zivotniho prostiedi.
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III) Srovnani ,,novosti postupi” a predani certifikované metodiky:
Alternativy oSeti‘eni a transportu vzorki v kontrole mlécné uzitkovosti pro
vérohodné vysledky analyz

vyvinutd certifikovand metodika byla pfeddna do uzivéni systému kontroly laboratorni prace

v mlééné laboratofi kontroly uZitkovosti CMSCH a. s. v elektronické i pisemné formé 31. 1.
2022;

jednd se o inovovany a validovany postup kontroly podminek oSetfeni a transportu
individudlnich vzorkii mléka v systému rutinni laboratore kontroly mlécné uZzitkovosti pro
podporu vérohodnosti ziskdvanych analytickych vysledkt, efektivity Slechtitelské prace a
kontroly zdravotniho stavu mlécné Zldzy dojnic. Vysledky jsou jednak rozSitenim
dosavadnich poznatk (kvalita oSetfeni a transportu individudlnich vzorki mléka v kontrole
mlécné uZzitkovosti) a ddle uvedenim zndmych poznatki v novych souvislostech (inovovana
struktura kontroly podminek oSetfeni a transportu individudlnich vzorki mléka v kontrole
mlécné uZzitkovosti);

vyvoj postupu a metody kontroly podminek oSetfeni a transportu individudlnich vzorkt
mléka v kontrole mlééné uZitkovosti je zajiStén vlastnimi konkrétnimi vysledky a
retrospektivni komparaci a analyzou vlastnich predchozich vysledkii pracoviste.
Vyhodnocenim téchto vysledkli a sestavenim ndvrhti vznikl postup, ktery je metodickym
podkladem pro mlécéné laboratoie kontroly uZitkovosti pro zajisténi kvality analytickych
vysledkd a auditu relevantnich akreditacnich orgdnti v oblasti analyz mléka;

uvedené postupy ovéteni a podpory spolehlivosti dat analyz mléka jsou jiZ pouzivany
v souvislosti s vyvojem situace kolem kontroly mlécné uzitkovosti a az doposud byly
v podstaté dil¢im zptisobem feseny, ale ponékud odlisSnym postupem, nikoliv zde uvedenym
zptsobem.

IV) Popis uplatnéni certifikované metodiky - Zavér - Kontrola uplatnéni
certifikované metodiky:

kontrola existence certifikované metodiky jako pracovniho postupu pro podporu
vérohodnosti ziskdvanych analytickych vysledkt, efektivity Slechtitelské prace a kontroly
zdravotniho stavu mlécné zlazy dojnic a pro ucely auditu akreditace;

kontrola aplikace certifikované metodiky je proveditelnd prostfednictvim revize dokladl o
provadéni kontroly podminek transportu vzorki v kontrole mlééné uZitkovosti v CR a revize
dokladt workshopt k zlepSovani kvalifikace odborného laboratorniho persondlu (programy,
PP-prezentace a jejich pisemné poznidmkové verze, prezen¢ni listiny, persondlni certifikity o
absolvovanf) prostfednictvim organizace CMSCH a.s. Hradistko;

certifikovand metodika postupu kontroly pro podporu vérohodnosti ziskdvanych
analytickych vysledkd, efektivity Slechtitelské prace a kontroly zdravotniho stavu mlécné
Zlazy dojnic a pro ucely auditu akreditace byla zpracovana v Sesti exempléiich a preddna
v krouzkové vazbé na pifslusna pracovisté LRM Brno-Tufany CMSCH a. s. a do knihovny a
na pracovist€¢ Vyzkumny dstav mlékarensky s.r.o. Praha a informace o ni na MZe a do RIV.
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V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucdsti kontroly mlécné uzitkovosti a vyuziti vysledkl ve Slechtitelské
praci a monitoringu zdravotniho stavu krav. Plemendfskou praci u dojeného skotu lze
efektivné realizovat pouze na zdklad€ spolehlivych vysledkl analyz. Vyvinuty a testovany
postup podporuje tuto spolehlivost analytickych vysledkii kontroly uZitkovosti pro potieby
kontroly dédi¢nosti. Na bdzi plemendiské prace v chovu dojnic a poradenstvi ke
zdravotnimu stavu dojnic mtiZe tvofit podil do 2 % (s ohledem na celou KU) z efektu ve
smyslu genetického zisku dalS$i generace dojnic. Uvedené je dano redukci b&Znych
nedostatkli zptisobenych ptipadnou chybnou informaci v KU. Objem piipadnych ztrit
z chyb v KU je ovSem obtizné vycislit konkrétnéji. Na trovni stitu, pfi daném rozsahu a
vlivu KU, miiZe rocné piinos zredukce ztraty efektivity chybami Cinit ¢astky v fadu
statisicu.

Néklady na konkrétni zavedeni a vyuziti postupu uvedeného v metodice mohou pro uzivatele
CMSCH a. s. ¢nit podle kvalifikovaného odhadu v KU celkem 35 tis. K¢ jednordzové
(néklady na vyhodnoceni faktort chladového transportniho fetézce vzorkti mléka). Piinos
pro uZivatele (CMSCH a. s.) je v podpoie spolehlivosti postupu kontroly reZimu o3etfeni a
transportu vzorkli mléka a kvalifikace laboratorniho persondlu. Tento Ize na nepiimych
efektech kvalifikované odhadnout na 100 tis. K¢ rocné pfi redukci chybovosti vysledkl
analyz a prevenci piipadnych spornych jednédni. Tento efekt je opakovatelny po rocich.
Zaroven, pii mozné redukci ndkladd na chladici zafizeni v fetézci transportu vzorki mléka
v kontrole uZzitkovosti, mize jednordzovd uspora na predpoklddanych ndkladech pro
nezbytnou rekonstrukci chladiciho fetézce Cinit béhem tif rokii cca 530 tis. (pfepocteno na
15 roki Zivotnosti zafizeni) K& pro uZivatele metodiky (CMSCH a. s.). Déile miZe byt
zohlednéna ro¢ni dspora cca 25 tis. K¢ ndkladii na elektrickou energii a provoz zafizeni
(cca 60 ks chladnicek), opakovatelnd po rocich. Uvedené muze prispét k redukci ndklada na
provoz kontroly mlé¢né uzitkovosti.
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Za zhotovitele: prof. Ing. Oto Hanus, Ph.D.
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7) Prilohové materidly s podklady pro retrospektivni analyzu v ramci certifikované

metodiky

Obr. 1 Poradi kiivek N, M a A.

Dynamika hodnot SH (2,5 mmol.I'")
v Case uloZeni vzorki mléka pii
teplot¢ 20 °C pro vzorky N, pro
vzorky M a pro vzorky A.

Obr. 2 Dynamika hodnot SH (2,5 mmol.I'"") v ¢ase uloZeni vzorkii mléka pfi teploté 4 °C pro

vzorky N, pro vzorky M a pro vzorky A.

-
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Obr. 3 Rustové kfivky celkového poc¢tu mikroorganismi v ¢ase uloZeni pii teploté 20 °C pro
vzorky mléka N (+), M (0) a konzervované dvojchromanem draselnym (A).

tog CFUm

104 o

Tab. 1 Srovnani testti mezi kontrolnimi vzorky a kontrolnimi vzorky s pfidanymi
konzervovadly (upraveno podle Multispec, Blandford Systems Ltd, méfeno na pfistrojich
Milko-Scan 203 Foss Electric); vyjadieno primérnymi diferencemi od kontrolnich vzorki.

Bilkoviny® | Laktéza*
2
Tule o) %) | (%)

Konzervaéni ¢inidlo!

A filtr’ B filtr®

Labs Preservo, (Bronopol),
praskova smés 10/25/827
Labs Preservo, (Bronopol),

0,003 0,001 +0,004 +0,001

praskovd smés 12/8/82° ~0.015 1 -0,0005 10,002 0

Labs Preservo, (Bronopol), tablety9 0 —0,004 —0,005 +0,001
Bronopol, ¢isty prasek!” +0,003 +0,001 +0,010 +0,011
Boots Bronotab -0,029 -0,079 +0,038 +0,001
Nasco, dvojchroman draselny tablety'! -0,021 | -0,060 | -0,037 -0,020
Nasco, kyselina borit4, tablety!? +0,001 -0,005 -0,753 +0,336

German Milk Marketing Board,

azid sodny, tablety'? 0,028 -0,074 -0,014 +0,008
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Tab. 2 Vyjadfeni dob ulozeni vzorka mléka (ve dnech) pii raznych zptisobech osetieni, které
jsou prijatelné k ziskani pouzitelnych vysledki pti infraanalyze zdkladnich slozek mléka.
Doby celkové jsou odhadnuty po zvdzeni vyznamnosti dob pro jednotlivé slozky.

Slozka' Tuk* Bilkoviny’ Lakt6za® Celkem’

Teplota?

03 etf.eni3 1I 1 II 1I II
N 0 10 1 11 0 9 0 10
A 9 4 13 8 12 11 9 5
B 13 11 13 11 9 17 10 11
C 13 15 13 17 13 17 13 15
M 6 10 4 10 4 17 4 10

1=20°C; I =4 °C; N — nekonzervované, A — azid sodny; B — bronopol; C — dvojchroman draselny; M —
Milkofix (plati pro tab. 2 — 5)

Tab. 6 Vysledky stanoveni tuku, bilkovin a laktézy pti 20 °C piistrojem Milko-Scan 133B u
rizn¢ konzervovanych bazénovych vzorka mléka. Hodnoty uddvaji priméry Sesti vzork.

. Dny po odbéru

Slozka | Konzervace 0 1 > 4 7 2 1
N 4,35* 4,29 S

T Br 427 4,18 4,14 4,14 418  425% 442°
D ‘ 4,34* 422 4,18 4,18 427  433% 427°
BSMT 4,34 424 421 424  431* 434% 434%
N 344 347 S

B Br ‘ 340 342 338 340 346 3,46 3,48
D 344 340 336 339 344 344 343
BSMT 345 342 338 342 347 346 341
N | 479° 473 s

L Br 481 482 483 482 480 4,79 4,79
D 476 4,79 4779 479 479 479 4381
BSMT 483 485 484 481 481 481 481

T = tuk, B = bilkoviny, L = laktéza, N = nekonzervované, Br = tablety Betuna, D = dvojchroman
draselny, BSMT = mikrotablety D & F Control Systems
s = sraZzeny vzorek, a = diference od referen¢ni hodnoty (1. den méfeni) > + 0,05 %
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Tab. 3 Vysledky obsahu tuku tif bazénovych vzorki mléka rtizné oSetfenych a mefenych na
pristroji MSc 133B v jednotlivych dnech. Hodnoty piedstavuji aritmetické praméry ti{

vzorkl (%).
Teplota' I 1
Konzervace?
Den? N A B C M N A B C M
1 443 439 440 441 433 445 439 441 441 434
a
2 426 438 439 439 432 446 440 441 440 4735
a
3 S 431 436 437 430 445 441 441 438 434
a
4 434 437 437 431 448 446 443 439 4738
a a a
5 436 442 442 436 451 447 445 442 441
ab a
6 435 440 440 433 448 449 447 441 4739
a ab a
7 437 441 437 440 449 452 447 439 4739
a a
8 435 441 441 446 448 449 443 440 4,39
ab a ab a a
9 438 442 439 442 451 456 449 442 442
a ab
10 436 440 436 448 448 453 445 437 439
a b a b a
11 435 438 439 456 450 449 446 436 440
a ab b a
12 436 442 438 s 451 449 446 438 442
ab ab a a
13 436 442 4738 452 454 447 437 442
a a a a
14 437 444 4736 451 4,57 4,50 4,38 442
a a a
15 450 4,53 4,38 4,40
a a a
16 454 450 436 440
ab a
17 452 444 429 4736
a a
18 447 444 432 437

a = diference > + 0,05 od hodnoty referencni (prvni fddek); b = statisticky vyznamna diference P < 0,01
od referen¢ni hodnoty; s = srazené vzorky (plati pro tabulky 3 —5)
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Tab. 4 Vysledky obsahu laktézy tii bazénovych vzorka mléka riizné oSetfenych a méfenych

na pristroji MSc 133B v jednotlivych dnech. Hodnoty piedstavuji aritmetické primery tii

vzorkl (%).
Teplota' I 1
Konzervace?
Den? N A B C M N A B C M
1 496 494 496 490 5,05 495 494 494 491 5,05
a
2 456 495 497 495 507 496 495 497 494 5,07
ab b
3 S 499 497 497 5,07 497 496 498 495 5,09
4 496 494 495 5,02 494 492 496 493 5,06
b a
5 495 493 494 496 492 491 494 492 5,03
ab
6 496 493 495 490 493 491 494 494 5,05
b b a
7 495 492 495 4,79 491 490 4,93 493 5,05
a
8 494 492 495 4,73 491 490 494 493 5,04
a a a
9 493 491 494 4,63 488 4,88 492 492 502
a a b
10 491 491 495 450 487 489 492 493 5,03
b a b a a
11 491 4,87 494 442 485 489 492 492 5,03
a ab a
12 490 490 496 s 485 491 493 494 5,02
a a ab ab
13 488 4,89 495 481 4,86 492 494 5,03
a a ab ab
14 485 4,85 4095 479 486 490 4,92 5,02
15 490 490 492 5,02
a
16 487 490 493 5,01
b b
17 490 4,95 496 5,05
18 489 493 495 5,04
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Tab. 5 Vysledky obsahu bilkovin tif bazénovych vzorki mléka rizné oSetfenych a méfenych
na pristroji MSc 133B v jednotlivych dnech. Hodnoty piedstavuji aritmetické primery tii

vzorkl (%).
Teplota' I 1
Konzervace?
Den? N A B C M N A B C M
1 3,51 3,50 3,51 3,49 3,52| 3,52 3,51 3,52 349 351
a b b
2 346 3,51 3,55 3,53 3,54| 3,55 3,54 3,55 3,52 3,65
3 S 3,53 3,53 3,51 3,54| 3,55 3,55 3,55 3,52 3,55
4 3,52 3,53 3,51 3,55| 3,54 3,55 3,54 3,52 3,55
a
5 3,51 3,53 3,50 3,60 3,54 3,56 3,54 350 3,55
a
6 3,50 3,51 349 3,64 3,54 3,56 3,54 349 3,53
a a
7 3,51 3,52 349 3,68 3,54 3,57 3,55 3,50 3,55
a a
8 3,50 3,51 349 3,68 3,58 3,57 3,54 351 3,55
ab a
9 3,50 3,52 349 3,74 3,54 3,57 3,54 349 3,55
ab a b
10 3,52 3,53 3,50 3,75 3,56 3,60 3,57 3,52 3,56
a a a a
11 3,53 3,56 3,51 3,72| 3,58 3,59 3,57 3,52 3,58
a ab a a
12 3,53 3,55 350 s 3,58 3,61 3,58 3,52 3,59
a ab a ab
13 3,53 3,54 3,50 3,59 3,62 3,59 3,52 3,59
ab ab a a
14 3,54 3,54 3,51 3,59 3,63 3,60 3,51 3,59
a a
15 3,59 3,58 3,48 3,55
a
16 3,60 3,56 3,49 3,55
a a a
17 3,68 3,60 3,52 3,60
a a a
18 3,65 3,60 3,50 3,60
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Tab. 7 Vysledky stanoveni tuku, bilkovin a laktézy pti 4 °C piistrojem Milko-Scan 133B
ruzn¢ konzervovanych bazénovych vzorkli mléka. Hodnoty uddvaji priméry Sesti vzorkd.

. Dny po odbéru
Slozka | Konzervace 0 N ) 4 7 9 1 416 T
N 4,33% 425 421 4,28* 443* 448
T Br 425 4,18 4,15 4,21 4,23 4,32% 432% 426 4,25 4,24*
D 4,18 422 420 423 426 427 4,33 4,28* 427 4,25
‘ BSMT | 420* 422 421 426 427 435 422 430" 4,31* 4,29?
N 344 341 338 343 3,49* 3,46
B Br 343 341 3,38 344 346 3,52 3,51* 3,47* 3,47* 3,49*
D 340 3,38 3,34 338 342 342 342 340 3,38 3,39
BSMT | 341 340 3,37 343 344 3,50* 3,49* 3,48 3,46* 3,47%
N 487 4,86 484 4,779 4,775* 4,66*
L Br 487 4,87 4,86 4,83 482 4,80* 4,81* 4,78 4,80* 4,80*
D |4,83 482 481 4,778 4,778 4,798 4779 4,777 4,79 4,79
BSMT 492 492 488 4,88 488 4,82* 482* 4,79* 4,80* 4,79%

Tab. 8 Vysledky poétu somatickych bunék (tis.ml') v mléce s pfidavkem riznych
konzervacnich smési métenych 0. — 9. (resp. 18.) den. Prvni méfeni bylo provedeno cca
6 hod. po odbéru vzorki.

Teplota 20 °C 4°C
Konzervace N Br D BSMT N Br D BSMT
Den

0 144 162 171 186 180 210 198 212
1 S 178 201 192 197 208 208 210
2 196 209 206 2342 221 234 229
4 136 156 151 217 219 226 225
7 138 85% 138 S 231 2422 238
9 115% 46° 118* 227 238 227
11 194 217 211
14 199 211 205
16 198 210 202
18 197 212 202

a = diference > % 30 tis. mI"!' od referen¢ni hodnoty (tu¢né vytisténa)
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Tab 9 Vliv raznych konzervaénich prostredkll pfi béZné€ pouZzivanych koncentracich na
stanoveni po&tu somatickych bunék (SB) v mléce (tis.ml') metodou Fossomatic. Mé&feni
bylo uskutecnéno 8 h po odbéru vzorkl od individudlnich krav a uloZenych po rozpusténi
konzervacnich prostiedkt pfi teploté 4 °C.

Konzervace' N A B C M Diference v % N*
Rozsanposu N-A N-B N-C N-M
<250 11 153 146 156 156 150 47 -2,1 - 1,9 2,0
250 - 500 5 347 420 488 486 472 | 21,0 -40,5 -39,9 -36,0
> 500 4 1728 2136 2222 2228 2209 | -23,77 -28,7 -29,0 -28,0
Celkem* 20 517 613 652 653 642 |-18,6*% -26,3* -26,4* —24 3*

N — nekonzervované, A = azid sodny; B = bronopol; C = dvojchroman draselny; M = Milkofix (plati pro
tabulky 9 — 12)

Tab. 11 Vysledky poctu somatickych bun&k bazénovych vzorké mléka (tis. ml™! rizné
oSetfenych a méfenych na pfistroji Fossomatic 90 v jednotlivych dnech. Hodnoty
piedstavuji aritmetické praméry Sesti vzork.

Teplota' [ 11

Konzervace?

Den? N A B C M N A B C M

ab
1 370 376 379 375 380 370 376 379 375 380
2 422 363 395 380 388| 378 361 384 377 375
a a

3 s 337 401 384 359| 385 355 381 371 380
ac b a

5 290 374 369 320| 358 351 393 379 381
ac a a

7 271 380 384 335| 342 352 391 383 381
ac ac ab

9 2220 314 348 ° 360 352 381 366 363
ac ab ac a ac

11 194 287 326 424 333 373 369 368

a c
13 464 359 388 388 359
ab
15 503 359 385 372 370
17 S 340 377 371 376

Teploty uloZeni vzorki: I =20 °C; Il = 4 °C; a = diference > + 24 od referen¢ni hodnoty (2. den méfeni);
b = statisticky vyznamna diference od referen¢ni hodnoty (parovy t—test) P < 0,05; ¢ = statisticky
vyznamna diference od referenéni hodnoty P < 0,01; s = sraZeny vzorek.
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Tab. 10 Vliv riznych konzervacénich prosttedkii na stanoveni poctu somatickych bun&k (SB) v mléce (tis.ml™!) metodou Fossomatic. Méfeni bylo
uskutecnéno v bazénovych vzorcich mléka nekonzervovanych 6 h po odbéru pii teploté ulozeni 4 °C (1) a pak v tychZ vzorcich
nekonzervovanych po 24 h pfi teploté 20 °C (2) a nekonzervovanych a konzervovanych po 24 h pfi teploté 4 °C (3).

TeplotaaCas| 5 5 3 3 3 3 Diference v % N1* Diference v % N3°

uloZeni
Konzervace? N N N A B C M|NI-N2 NI-N3 NI-A NI-B NI-C NI-M|N3-N2 N3-A N3-B N3-C N3-M
Rozsah poctu

SB?

<250 | 14 [158 208 188 180 191 192 192| -31,7 19,6 13,9 -20,9 —21,5 21,5|-10,6 43 -1,6 -1,6 -1,6
250500 | 4 [334387355334356354352/-159 - 63 0 —67 —60-57|-90 59 -03 04 08

> 500 2 |556 588 553 544 583578 576/ — 5.8 07 22 - 48 -39 -36/-63 15 54 45 43

6 skek ksk k ksk ksk skek ksk ksk
Celkem® | 20 (233282258 247263263262 1 0 107 _ 60 _120 —129 -129| 03 43 19 -19 16

* —P<0,05; ** —P < 0,01
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Tab. 12 Setazeni podle vhodnosti pouZiti jednotlivych zptisobu oSetfeni vzork mléka (tj.
konzervace a teploty uloZeni) uvniti jednotlivych kritérii (0 az d) a celkem pro uréeni
poctu somatickych bunék metodou Fossomatic.

Teplota! [ 11

Konzervace?
a 6 4 3 3 5 3 2 1 1 1
B 7 5 4 3 6 1 2 1 1 1
Y 3 1 1 1 2 1 1 1 1 1
o 10 9 8 5 7 6 4 2 1 3

4
Celkem 10 8 7 6 9 5 4 2 1 3

Teploty uloZeni vzorki: I = 20 °C; II = 4 °C; a = % diference > + 24 od referen¢ni hodnoty (v tab. 11 =
a); B = % statisticky vyznamnych diferenci od referenéni hodnoty (v tab. 11=Db, c); y = sefazeno podle

poctu dni do sraZeni vzorkil; O = sefazeni od nejniZsi do nejvy3si variability v tab. 11 (x + s,); kritéria
a, B, Y, 6 — v8e hodnoceno do 11. dne uloZeni.

Tab. 13 Korelacni koeficienty mezi zménami v obsahu sloZek starnoucich vzorki mléka
oddélen¢ pro jednotlivé zpusoby oSetfeni.

OSetfeni — konzervace Lakt6za/tuk? Lakt6za/bilkoviny
a teplota
NI 0,80 0,83
Al 0,38 0,56
ATl 0,91 0,59
BI 0,61 0,30
B1I 0,89 0,41
CI 0,14 0,04
cl 0,61 0,59
MI 0,95 0,94
MII 0,86 0,25

N — nekonzervované, A — azid sodny; B — bronopol; C — dvojchroman draselny; M — Milkofix;

[=20°C;1I=4"°C.
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Tab. 14 Mikrobiologické vySetfeni vzorkli mléka (BENDA, 1995).
Seznam variant pokusu a konzervacnich ¢inidel.

Skupina mikroorganismu Kultivaéni médium, vyrobce

Kultivaéni doba / teplota

Mezofilni mikroorganismy | Zivy agar ¢. 2 Imuna, Sari§ské Michal'any, obohacen glukézou do
72h/30°C koncentrace 10 g/l pfed vylitim na misky, inokulum zalévino
Koliformni baktérie Mc Conkey agar pro stanoveni enterobaktérii, Imuna, inokulum
48 hod /37 °C zalévano

Stafylokoky selektivni agar pro stanoveni stafylokokti Mannitol Salt Phenol Red
72 hod /37 °C agar, sloZeni podle Mercks ¢. 5404, inokulace na povrch pudy
Enterokoky selektivni agar pro stanoveni enterokokii Slanetz-Barley, predpis
48 hod /37 °C Mercks €. 5262, inokulace na povrch pudy

Bakterie mlécného kvaSeni | Rogosa SL agar pro stanoveni bakterii mlééného kvaSeni, predpis
120 hod / 30 °C Mercks €. 5413, inokulace na povrch pidy

Tab. 15 OSetieni vzorka mléka pii 20 °C (BENDA, 1995).
Sledované skupiny mikroorganismi a pouZitd kultivacni média.

Oznaceni | Konzervacni ¢inidlo SloZeni a koncentrace v 25 ml mléka

varianty

N bez konzerva¢nich ¢inidel | nekonzervovano

A azid sodny konzervacni smés 0,0085 g NaN3 (Janssen Chimica)
a 0,063 g NaCl, ptipravovano v laboratofi

B Bronopol konzervacni smés 0,005 g 2-bromo-2-nitro-1,3
propandiolu a 0,050 g NaCl, tablety PSL Microtabs

C dvojchroman draselny 0,033 g K»Cr207 a 0,067 g KCl tablety Merck

M Milkofix sloZeni neudéno, 0,125g praskové smési (Trzicky)
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Obr. 4 Ristové kiivky mléénych mikroorganismi - nekonzervované (BENDA, 1995).
Rist mikroorganismt ve vzorcich mléka bez konzervacnich prostfedka

log CFU/ml

Legenda k obr. 4 — 8

¢-EO P

mezofilni organismy — mesophile organisms
koliformni organismy — coliform organisms
laktobacily — lactobacilli

stafylokoky - staphylococc

enterokoky — enterococci

dny — days

Obr. 5 Ristové kiivky mléénych mikroorganismt - Bronopol (BENDA, 1995).
Rist mikroorganismt ve vzorcich mléka s obsahem konzervacniho prosttedku Bronopol

log CFU/m!
4,02
3,5

£\
3,0
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Obr. 6 Riistové kiivky mléénych mikroorganismti — Dvojchroman draselny (BENDA, 1995).
Rist mikroorganismt ve vzorcich mléka s obsahem dvojchromanu draselného jako
konzervacniho prostiedku

log CFU/ml

Obr. 7 Riistové kiivky mléénych mikroorganismt — Azid sodny (BENDA, 1995).
Rist mikroorganismil ve vzorcich mléka s obsahem azidu sodného jako konzerva¢niho
prostiedku

log CFU/ml
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Obr. 8 Riistové kiivky mléénych mikroorganismi - Milkofix (BENDA, 1995).
Rist mikroorganismil ve vzorcich mléka s obsahem konzervac¢niho prostfedku Milkofix

log CFU/ml

tJ

L | R T, T = WY | | O

2 3 4 5 7y 8 9
Tab. 16 Charakterizace chovil (KLIMESOVA et al., 2021). V
Odmérné Pocet dojenych . Cas analyzy na | Teplota mléka
misto plemeno krav Dojirna farmeé °C)
1 H 89 4+4 6:35 - 6:40 6,6 - 7,3
2 C/H 24 stani 7:15-7:30 8,3-10,3
3 H 39 4 7:40 - 8:15 83-124
4 H 330 6+6 9:00 —9:30 5,6 -8,2
5 MIX 45 robot 9:50 - 10:20 3,1-7,1
6 C 150 5+5 10:30 — 11:00 4,5-17,1
7 C 350 2x 10 12:30 4,7-1,6
Vysvétlivky: H = Hol$tyn; C = Ceské strakaté
Tab. 17 Schéma odbéru vzorkil (KLIMESOVA et al., 2021).
Sada 7 vzorkl | Zpracovani — farma nebo laboratof Teplota (°C) | Cas analyzy
1. sada (F) farma v tabulce 1 v tabulce 1
2. sada (LB) laboratoft (pteprava chladici box) 8,3-89 15:00 - 15:10
3.sada (BCH) | laboratof (pfeprava box bez chlazeni) 25,5-30,7 | 15:00-15:10
4. sada (H) Lﬂ”g:rts;c(g)reprava box bez chlazenf+ | 555 307 | 15:00 - 15:10
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Tab. 18 Primérné hodnoty (KLIMESOVA et al., 2021) CPM, CPP a Koli u vzorki
analyzovanych na farmé (F — 1. sada) a v laboratofi (LB — 2. sada).

Farma CPM (KTJ-10°/ml) | CPP (KTJ-10*/ml) | Koli (KTJ-10*/ml)
n=3 F LB F LB F LB
. X 3,1 4.4 0,5 0,4 1,4 1,2
Xg 3,0 3,8 0,4 0,4 0,6 0,6
X 14,0 11,6 5,6 5,1 1,1 1,2
2 Xg 10,3 8,8 4,6 4,1 0,5 0,6
3 X 5,7 6,8 0,1 0,1 0,4 0,4
Xg 5,3 6,3 0,1 0,1 0,3 0,3
A X 12,5 17,2 1,4 1,5 0,3 0,2
Xg 8,7 10,3 0,9 1,0 0,2 0,2
s X 28,8 45,6 9,0 8,0 7,1 8,0
Xg 21,3 33,4 8,1 7,2 6,0 6,5
X 7,6 7.3 1,0 0,8 0,5 0,5
6 Xg 4.8 4,7 0,6 0,4 0,2 0,2
. X 15,6 17,1 2,0 1,9 0,4 0,4
Xg 14,9 16,0 1,9 1,8 0,4 0,4

F =sada 1, vzorky analyzované na farmé&; LB = sada 2, vzorky analyzované v laboratofi; n = pocet

vzorkl; x = aritmeticky prumér; xg = geometricky prameér

Tab. 19 Primérné hodnoty CPM, CPP a Koli (KLIMESOVA et al., 2021) u vzorki
prepravovanych v boxu bez chlazeni (BCH — 3. sada) a vzorkid s Heeschenovym cinidlem (H

— 4, sada).

Farma CPM (KTJ-10%/ml) | CPP (KTJ-10’/ml) | Koli (KTJ-10*/ml)

n=3 BCH H BCH H BCH H

1 X 16,4 3,1 7,7 0,7 6,5 1,3

Xg 12,8 3,0 6,0 0,6 3,1 0,6

5 X 29,2 10,0 22,7 5.8 65,7 0,7

Xg 78,8 8,0 17,9 4,5 21,3 0,4

3 X 92,7 6,7 59,2 0,7 27,6 0,4

Xg 46,9 6,3 18,8 0,2 17,8 0,3

4 X 68,3 11,3 4,2 1,2 29,0 0,4

Xg 44.8 8,2 3,9 0,8 24,3 0,3

s X 234,7 27,0 161,5 24,0 94,7 6,3

Xg 1942 22,1 94,1 19,3 70,1 5,6

P X 19,9 7,6 3,6 0,7 7.8 0,8

Xg 11,4 4.9 2,1 0,5 2.3 0,2

- X 19,3 15,7 2,5 1,2 3,7 0,4

Xg 18,9 14,8 2.3 1,2 3.4 0,3

n = pocet vzorkl; x = aritmeticky pramér; xg = geometricky primeér
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Tab. 20 Srovnani poc¢tu CPM, CPP a Koli ve vzorcich analyzovanych na farmé (F — 1. sada) a
v laboratofi (LB — 2. sada) pomoci parového t-testu (KLIMESOVA et al., 2021).

CPM CPP Koli
n=21 F LB F LB F LB
x (KTJ/ml) 12500 | 15700 | 2800 2 600 159 172
xg (KTJ/ml) 8 000 9200 1 100 1 000 47 50
sx (KTJ/ml) 13000 | 19100 | 3800 3300 290 340
log x (log KTJ/ml) 3,9053 | 3,9636 | 3,0467 | 3,0055 | 1,6751 | 1,6951
log sx (log KTJ/ml) | 0,4374 | 04725 | 0,669 | 0,6742 | 0,7001 | 0,7012

CPM Fvs. LB CPPFvs. LB Koli Fvs. LB
stupné volnosti 20 20 20
t 2,0135 1,6916 2,1187
P-hodnota 0,0577 0,1062 0,0468

n = pocet vzorkl; x = aritmeticky prumér; xg = geometricky primér; sx = smérodatnd odchylka;
log x = aritmeticky prumér logaritmovanych hodnot; log sx = smérodatna odchylka logaritmovanych hodnot

Tab. 21 Srovnani po¢tu CPM, CPP a Koli ve vzorcich analyzovanych v laboratofi (L — 2. sada) a
vzorkll s Heeschenovym ¢inidlem (H — 4. sada) pomoci parového r-testu (KLIMESOVA et al., 2021).

CPM CPP Koli

n=21 LB H LB H LB H
x (KTJ/ml) 15700 | 11600 | 2600 | 6400 172 149
xg (KTJ/ml) 9200 7 900 1000 | 2200 50 49
sx (KTJ/ml) 19100 | 11000 | 3300 | 11000 340 250
log x (log KTJ/ml) 3,9636 | 3,8993 | 3,0055 | 3,3135 | 1,6951 | 1,6925
log sx (log KTJ/ml) | 0,4725 | 0,4145 |0,6742| 0,6736 | 0,7012 | 0,6596

CPM LB vs. H CPPLBvs. H Koli LB vs. H
stupn¢ volnosti 20 20 20
t 2,0087 2,0275 0,0592
P- hodnota 0,0583 0,0561 0,9534

n = pocet vzorkl; x = aritmeticky prumeér; xg = geometricky primér; sx = smérodatna odchylka; log x =
aritmeticky primér logaritmovanych hodnot; log sx = smérodatna odchylka logaritmovanych hodnot

Tab. 22 Primérné hodnoty (KLIMESOVA et al., 2021) PSB (geometricky priimér) a ostatnich
slozek mléka (aritmeticky pramér).

farma PSB pH SH T B L TPS
(v tis/ml) (°SH) | (/100g) | (g/100g) | (2/100g) | (g/100g)

1 170 675 8,67 3,98 3,53 5,05 9,26

2 173 6,75 7,89 4,08 3,20 4,98 8,87

3 84 6,74 7,94 3,86 3,18 4,98 8,86

4 212 6,71 8,49 4,04 3,50 4,93 9,11

5 257 6.73 7,66 4,18 3,07 4,89 8,66

6 148 6,72 8,32 3,92 3,56 4,98 9,24

7 237 6,71 8,59 3,80 3,41 4,95 9,04

PSB = pocet somatickych buné€k; SH = titracni kyselost; T = tuk; B = bilkovina; L = lakt6za; TPS = tukuprosta

suSina
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