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Uplatnéna metodika a technicko-organiza¢ni doporuceni, opatieni a postupy v systému
QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a Fizeni kvality) k FeSeni rutinnich
systémii analytické laboratoi'e v kontrole kvality mléka Kk testaci vlastnosti bazénovych
vzorki mléka a pro zvySeni vérohodnosti analytickych vysledki prostiednictvim validace
postupu.

I) Cil metodiky:

Cilem metodiky CM 40 2023 je podpora kontrolnich metod a zajiSténi a zvySeni vérohodnosti
vysledkil a provozni jistoty managementu rutinnich analytickych laboratoii v systému kontroly
kvality mléka (KKM; bazénové vzorky mléka — podpora kvality a bezpecnosti mlééného
potravinového fetézce) prostiednictvim validace modell nepfimého stanoventi titracni kyselosti
mléka.

Napli metodiky:

Néplni metodiky CM 40 2023 je implementace dosaZenych vysledkl, ziskanych na zakladé
predchoziho a sou¢asného vyzkumu a vyvoje v ramci feseni projekti MZe NAZV ZEME QK
21010212 a QK 21020245, do prostfedi systému prace rutinnich analytickych laboratoii
kontroly kvality mléka pro podporu spolehlivosti dat ke kontrole kvality a bezpe¢nosti pocatku

s 2

mlécného potravinového fetézce.

Uplatnéni bylo provedeno zavedenim vSech principi metodiky od 01.10.2023.



IT) Vlastni popis metodiky

Postup nepiimého, rutinniho, rychlého odhadu hodnoty titra¢ni kyselosti
mléka

Struktura metodiky:
Nejcastéji pouzité zkratky

1) Uvod - literarni podklady a soucasna situace

Obecné informacni zdzemi;

Vztahy TKM k faktoriim mlékarské praxe a ostatnim mlécnym ukazateliim — zdroje prirozené (biologické,
fyziologické a technologické) variability TKM;

Vztahy TKM ke zdravotnimu stavu krav v rdmci patologické variability TKM;

Metody hodnocent a stanoveni TKM;

VyuZiti infracervené spektroskopie (MIR a MIR-FT) v mlékarstvi;

Soucasné podminky mlékarského prostiedi pro TKM.

2) Cil metodiky vyvoje a validace postupu pro rutinni stanoveni titra¢ni kyselosti mléka

3) Vlastni metodika pro rutinni stanoveni titracni kyselosti mléka v kontrole kvality
mléka

Material a metody

Validace aktudlni, prirozené dynamiky TKM podle teploty a casu pro nastaveni parametrii pripravy referencni
(kalibracni) sady vzorkii;

Tvorba reprezentativni, zdkladni kalibracni vzorkové sady;

Stabilizace a modifikace vzorkové kalibracni sady;

Analyzy a analytické postupy pro vzorky mléka;

Statistické postupy vyhodnocent.

Vysledky a diskuse

Technické omezeni rutinnich metod stanoveni TKM;

Charakteristiky zdkladnich vzorkovych kalibracnich (referencnich) sad;
Vysledky korelacni analyzy kalibracnich modelit TKM pro MIR-FT;
Vysledky validace kalibracnich korelaci modelit TKM pro MIR-FT;

Diskuse vybranych aspektii odhadu TKM kalibracnim modelem pro MIR-FT.

4) Zavér metodiky pro rutinni stanoveni titra¢ni kyselosti mléka
Projektové zditvodneéni potreby doplitkového resSeni CM 40 2023.

5) Pouzité jiné literarni prameny pii tvorbé metodiky

6) Pouzité vlastni vysledky a publikace pri navrhu a validaci metodiky

Publikace ve védeckych a odbornych profesnich ¢asopisech

Predchozi tematicky relevantni metodiky k problematice stanoveni sloZek a vlastnosti mléka metodou infracervené
spektroskopie a kontroly kvality mlékatskych analyz

7) Prilohové materialy s podklady pro validaci kalibra¢nich modeli odhadu TKM pomoci
MIR-FT v ramci metodiky



Nejcastéji pouzité zkratky:

BMM = bod mrznuti mléka;

CF nebo C = Ceské strakaté;

COB = koliformni baktérie;

CPM = celkovy pocet mezofilnich mikroorganism;
CMSCH a. s. = Ceskomoravska spolec¢nost chovatela;
CR = Cesk4 republika;

H = HolStyn;

HB = obsah hrubych bilkovin;

KAS = obsah kaseinu;

KKM = kontrola kvality mléka;

KTJ = CFU = kolonii tvofici jednotka;

L = obsah monohydratu lakt6zy;

LRM = laboratof rozboru mléka;

MIR-FT = technologie infraanalyzy mléka scelym spektrem
interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformact;
MM = celkova mikroflora mléka;

MOC = koncentrace mocoviny;

pH = aktivni kyselost;

PPM = psychrofilni mikroorganismy;

PSB = pocet somatickych bun¢k;

PTM = psychrotrofni mikroorganismy;

RIL = rezidua inhibi¢nich latek;

STP = obsah suSiny tukuprosté;

T = obsah tuku;

TCM = celkovy pocet mezofilnich mikroorganismi;
TKM (SH) = titra¢ni kyselost mléka;

TRB = termorezistentni baktérie;

TRS = termorezistentni sporulujici baktérie;

VOD = vodivost (konduktivita) mléka;

VMK = obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku;
VUM = Vyzkumny tstav mlékdrensky s.r.o., Praha.

pomoci Michelsonova



1) Uvod - literarni podklady a souc¢asna situace
Obecné informacni zdazemi

Titra¢ni kyselost mléka je dilezitym kvalitativné-hygienickym a technologickym ukazatelem
nakupovaného syrového mléka, ale také mezistupiiovych vzorkll pfi zpracovani mléka na
mlécné potraviny (praktickd analyza, piiloha 1). Titracni kyselost (TKM, nebo SH;
PuaNowsKl, 1977; KLICNIK, 1978; DOLEZAL et al., 2000; SAMKOVA et al.,, 2012;
NAVRATILOVA et al., 2012) se stanovuje titraéné-neutralizaénim postupem podle normy CSN
57 0530. TKM se vyjadiuje ve stupnich Soxhlet-Henkela (°SH, titrace roztokem NaOH v ml
0,25 molx100ml™! (v m1x2,5 mmolx1!)). Podle zem{ existuje historicky a tradiéné vice jednotek
pro vyjadieni TKM (cca 5), nicméné princip stanoveni TKM je stéle stejny. TKM je ukazatelem
kyselosti sloZek mléka (primdrni, nativni SH) a pak, po ulozeni mléka, také ziskané kyselosti
(sekundarni, ziskané SH) nestandardnimi procesy. Tyto jsou predstavovdny rozkladem, tedy
kysnutim mléka, napt. pti skladovani a vyssi bakteridlni kontaminaci. To je obvykle disledkem
zhorSené hygieny dojeni nebo ulozZeni a transportu mléka. Zkratka a dobfe, historicky, mléko
pii prodeji na trhu kyselé byt nesmélo jiz davno diive (KADECKA a ROZMAN, 2006), plati to
dodnes a bude platit nesporné€ 1 nadale. Hodnotu TKM (SH) standardniho mléka urcuje i nyni
jiZ nezdvazn, difvéjsi, ale dobrd norma CSN 57 0529 od 6,2 do 7,8 °SH. Nap#. (HANUS, 1992),
v naséavaci oblasti mlékarny s poradenskym systémem ke kvalit€ mléka ¢inila TKM 6,49 + 0,4
°SH (pé€t zimnich mésict, 1 866 vzorkii bazénového mléka z 230 stiji 30 podnikl). Nativni
TKM je tvofena ze 2/5 kaseinem (PUANOWSKI, 1977; KRATOCHVIL, 1984; BOROS et al., 1988),
ze 2/5 minerdlnimi latkami a stopami organickych kyselin a z 1/5 sekundérni reakci ptipadajici
na fosféty (Obr. 1).

Obr. 1 Hypotetické grafické znazornéni mozné dynamiky titraéni kyselosti (°SH) mléka
(proporcionélni zdroje kyselosti).
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Vysvétlivky:

I = mléko zdravé (nemastitidni), Cerstvé nadojené, syrové, bazénové do 0,5 hodiny po nadojeni (primarni, nativni
kyselost);

II = mléko zdravé (nemastitidn{), syrové, bazénové, dobte chladové uloZené (6 °C), odstaté, 3 aZ 6 hodin po
nadojeni (primarni, pivodni kyselost);

IIT = mléko zdravé (nemastitidni), syrové, bazénové, chybné uloZené (10 a vice °C, sniZend hygiena) vice neZ 6
hodin po nadojeni (sekundéarni, ziskana kyselost);

Srafovand plocha = kysli¢nik uhlidity; bild plocha = bilkoviny (kasein); miizkovand plocha = minerdlni kyselé
slozky a organické kyseliny (citraty, véetné ptivodni kyseliny mlécné, ostatni minoritni organické kyseliny); Seda
plocha = skluzova reakce prubézn¢ uvolnéné kyselosti fosfatli chemickou reakei pii alkalické titraci; ¢ernd plocha
= ziskana (sekundarni) kyselost jako kyselina mlé¢nd z bakteridlniho rozkladu lakt6zy prostfednictvim ptivodnich
acidogennich mikroorganismu.



Plivodni, primarni TKM kolisd v souborech individudlnich vzork mléka obou plemen (HolStyn
(H) a Ceské strakaté (C) — prevazujici populace dojnic v CR) kolem priméri 7,52 + 0,89 a 7,62
+0,97a7,27+0,9a7,28 £ 1,03 °SH (plemeno C, vysokéd a nizkd mlé¢né uzitkovost a plemeno
H, totéZ). Variacni koeficienty tak Cinily 11,8 %, 12,7 a 12,4 a 14,1 % (HANUS et al., 2007 a;
JANU et al., 2007 b; SOJKOVA et al., 2010 a, b). U bazénovych vzorki mléka lze pfirozené
ocekdvat variabilitu TKM niZsi, polovi¢ni az tfetinovou oproti vzorklim individudlnim, nebo
ctvrtovym. Ve vysledcich je jasné patrné, vyssi obsah bilkovin a vyssi nativni SH, podle plemen
i uvniti plemen podle dojivosti. Rovnéz byl nalezen vyznamny (P < 0,01) pozitivni korela¢ni
koeficient mezi TKM a obsahem bilkovin 0,52 (GENCUROVA et al., 1997). Shodny (P < 0,01),
ale méné tésny vztah (r = 0,16), byl potvrzen u dojnic plemen Ceské strakaté a Cernostrakaté
nizinné ve sttedni fazi laktace (individudlni vzorky mléka, n = 288) také ke kaseinovému Cislu
(HANUS et al., 1995). Vyse uvedené ohledn¢ variability SH bazénového mléka mohou dolozit
vysledky 7,14 + 0,54 °SH (n = 1331, vzorky odebirdny mésic¢né po jeden rok, plemena C a H,
cca 100 stad) a 6,62 + 0,38 °SH (n = 216), kdy variacni koeficienty Cinily 7,6 a 5,8 %
(GENCUROVA et al., 1993, 1997).

Titra¢ni kyselost mléka (TKM) je, od doby vzniku primyslového mlékarenstvi, zejména ve
Svycarsku, jednou z prvnich a nejdéle hodnocenych vlastnosti mléka, spolu s obsahem tuku.
Casto byla stanovovana pro kontrolu kvality mléka (sloZenf a hygienické zptisobilosti) a to aZ
do konce osmdesatych let minulého stoleti. Tedy az do doby ploSného nasazeni resazurinového
testu (od 60. az 70. let, v CR) nebo zaveden{ stanoveni pyruvitu (kyseliny pyrohroznové; napf.
v Bavorsku). TKM byla vyuzivdna primarn¢ ke kontrole mikrobiologické kvality mléka, tedy
indikaci nezZddouciho zkysnuti.

V CR byla TKM stanovovéna a intenzivné studovana aZ do 90. let, jak svédéi detné prace. Pak
jiz, 1 kdyZ stanoveni TKM v technologii v mlékarniach nevymizelo docela dodnes, byla tato
analyza kvality pfi hodnoceni syrového mléka nahrazena jinymi, podstatou souvisejicimi, ale
celkového poctu  mikroorganismli, stanoveni skupin technologicky neZddoucich
mikroorganismii, stanoveni elektrické konduktivity, bodu mrznuti, po¢tu somatickych bun¢k,
obsahu bilkovin (resp. kaseinu) a dnes 1 volnych mastnych kyselin mlééného tuku. Tuto ndhradu
umoznil vyzkum, vyvoj a ndstup modernéjSich analytickych metod v mlékaistvi.

Popsany vyvoj probéhl podobné zejména v mlékaisky vyspélych zemich, tedy v zdpadni a
sttedni Evropé a na Islandu, v Severni Americe, Austrdlii, na Novém Zélandu a v Jihoafrické
republice. Dalsi svétové oblasti jako vychodni Evropa, Asie, Afrika, Ocednie a JiZzni Amerika,
s 1ids{ siti komunikaci a vétSimi vzdalenostmi, stejné jako déle trvajicimi transporty (neziidka
s méné ditkkladnym technologickym transportnim vybavenim) mléka ke zpracovdni, jsou kraje,
kde je tento vyvoj pomalejsi a TKM je dodnes Casto vyuzivanou hodnotou v mlékatstvi ke
kontrole kvality syrového mléka. Stdle jsou z tohoto pohledu velkou technologickou vyzvou
pro transport syrového mléka rozsidhlé horské, poustni nebo severské konciny. Jak je patrné
(OzDEMIR a KAHYAOGLU, 2020), v Turecku slouZi hodnota TKM (vyjadfovand jako % kyseliny
mlécné) k hodnoceni kvality syrového mléka i dnes. Podobné plati také o Ruské federaci.
Aktudln€ a obecné je tedy TKM stdle dilezitou technologickou vlastnosti. Proto dochazelo i
k dal§imu vyzkumu a vyvoji metod rychlého, nepifimého stanoveni této hodnoty.



Vztahy TKM k faktorum mlékaiské praxe a ostatnim mlécnym ukazatelum — zdroje prirozené
(biologické, fyziologické a technologické) variability TKM

SH (TKM) je vyznamné pro technologické zpracovani mléka (pro syrafstvi — koagulace, 1 pro
fermentované mlécné vyrobky), ale i pro trvanlivost mléka (konzumni mléko). Pufracni
kapacita mléka je silné€jSi v oblasti kyselé nez alkalické. Proto kdyZ vzroste kyselost mléka,
napft. rozkladem lakt6zy bakteridlni Cinnosti, zatimco hodnota pH jesté neklesd, hodnota SH jiz
vzrustd (Obr. 2). SH reaguje tedy citliveji oproti pH. Proto nékdy mezi kyselostmi pH a SH
nemusi byt pfili§ tésny vztah (Obr. 3). Pufracni kapacita mléka je, jak zndmo, chemicky
determinovana obsahy fosfatl, koloidniho kalcium-fosfatu, citratd, uhlicitani, proteind a soli
kyseliny mlé¢né v mléce (PUANOWSKI, 1977; KLICNIK, 1978; NAVRATILOVA et al., 2012).

Obr. 2 Schéma vlivu pufracni kapacity mléka na zmény kyselosti pH a SH.

A
v\ pH
T pufraéni kapacita
kysnuti rpléka, nebo
rezidua CP - kyselych
pH ——
°SH —1— / )
rezidua Cisticich prostfedkii (CP) - alkalickych
- l —>

pusobeni zmény (faktoru)

Obr. 3 Faktory plisobici na pH - jen malé kolisani u mléka z diivodu fyziologického uplatnéni
pufraéni kapacity této biologické tekutiny.

T < pH > l
mastitida (zvyseni PSB) rezidua kyselych Cisticich a
rezidua alkalickych Cisticich a dezinfek¢nich prostredkt

dezinfek¢nich prostfedkt mikrobidln{ kysnuti mléka
metabolick4 alkal6za metabolickd acid6za

TKM (SH) ovliviiuje tada faktorti, zdvisi na kyselé reakci organickych kyselin, soli a
bilkovinnych molekularnich koncti, které urcuji nativni hodnotu TKM. Proto, ¢im vice bilkovin

tim vy$§i TKM a naopak, nebot bilkoviny tvoii az 2/5 nativni kyselé reakce mléka. TKM (SH)
pak mtiZze vzristat kysnutim mléka (bakteridlni rozklad, napft. laktobacily nebo 1épe baktériemi
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mlécného kvaSeni; Obr. 4) nebo kyselymi piimésemi (dezinfekéni prostiedky). Timto
zptisobem muze dosdhnout TKM hodnot az 12 aZz 14 °SH, pokud zlstane mléko v tekutém
stavu. TKM mitiZe naopak klesat prostfednictvim alkalickych ptimési (dezinfek¢ni prostredkys;
Obr. 2). TKM také reaguje na metabolicky stav (normélni, metabolickd acid6za nebo alkal6za)
zvitete a tedy jeho vyzivu a ndsledné sloZzeni mléka. Napt. energeticky deficit vyzivy dojnic
zna¢i méné bilkovin v mléce a i niz8i nativni TKM. Napt. BOROS et al. (1988), pfi studiu
souboru bazénovych vzorkl (n = 23) s hodnotami TKM blizkymi spodni hranici normy cca 6,3
°SH, spojuji vyskyt anomdlné nizkych hodnot TKM s nedostatkem zasobeni organismu dojnice
energetickou slozkou krmné davky a naruseni rovnovdzného stavu mléka prostiednictvim
poruseni acidobazické rovnovdhy metabolismu zvifat. Podobné argumentovali i MARTINKO a
KROKAVEC (1987; cit. GENCUROVA a HANUS, 1998). Bylo zaroven poukazano (BOROS et al.,
1988) na sniZeny obsah hrubych bilkovin v mléce, rozpustnych bilkovin a laktdzy a sniZenou
stabilitu laktoproteint, resp. mléka, vici etanolu.

Obr. 4 Schéma mozného fyziologicko-technologického rozd€lenti zakladni pfipadné normované
(CSN 57 0529) kontaminujici mlééné mikrofléry (modifikovano podle HANUS et al., 2004).

TMM = celkovd mikrofléra mléka

TCM = celkovy pocet mezofilnich mikroorganismt
PTM = psychrotrofni mikroorganismy

PPM = psychrofilni mikroorganismy

TRB = termorezistentni baktérie

TRS = termorezistentni sporulujici baktérie

COB = koliformni baktérie

Mesophilic microorganisms =

TCM

Neddvno bylo v CR provedeno (HANUS et al., 2020), na sezénné a plemenné dobie
profilovanych vzorcich bazénového mléka skotu (aritmeticky primér a smerodatnd odchylka =
7,0 £ 1,05 °SH, varia¢ni koeficient vx = 15,0 %), koz (5,97 + 1,38 °SH, vx = 23,1 %) a ovci
(10,15 £ 1,69 °SH, vx = 16,7 %), srovnani hodnot ptivodni TKM. Byly logicky shleddny
vyznamné rozdily (Obr. 5), v zdsad¢ odpovidajici i rozdilim v obsahu kyselych bilkovinnych
slozek (predevsim kaseinu) u téchto druhii mléka. Je tak ziejmé, Ze biologicky druh mléka je
vyznamnym faktorem variability TKM.

Byl také sledovan vliv ranniho a vecerniho dojeni (SKYPALA a CHLADEK, 2008) na hodnotu
primdrni TKM bé&hem roku u krav plemene HolStyn (n = 12 dojnic). Rozdil byl mezi nadoji
nevyznamny (P > 0,05; 7,75 a 7,64 °SH). Jiz diive BRAUNER a HANUS (1984) nenalezli
vyznamny rozdil (P > 0,05) v TKM mezi rannim a vecernim nddojem (12/12 hodin; 7,09 + 0,94
a 7,45 + 0,75 °SH, pfi korelaci 0,85 (P < 0,01), n =70 a 70) pro ¢ervenostrakaté dojnice na 2. a
vys§i laktaci. Mnohem vétsi vliv (P < 0,01) byl naopak pozorovan v piipad¢ poradi laktace
dojnic (HANUS a FOLTYS, 1991), kde prvotelky vykazovaly vyssi hodnotu primarni TKM oproti
kravdm na druhé a vys$i laktaci 7,19 versus 6,81 °SH, pfi PSB 202 versus 291 103xm]’!
(geometricky primér). Zatimco ro¢ni obdobi nebylo vyznamnym faktorem, plemeno krav se
ukdzalo byt faktorem vyznamnym (P < 0,01): - Ceské strakaté 7,03; - slovenské strakaté 6,64; -
slovenské pincgavské 7,14; - Cernostrakaté niZinné 6,9 °SH. Vyznamné korelacni koeficienty
(P <0,05) TKM v této studii (n = 191) byly k: - obsahu kaseinu 0,2; - obsahu suSiny tukuprosté

9



0,23; - obsahu susiny celkové 0,19; - indexu refrakce 0,18; - kysaci schopnosti mléka 0,15; -
aktivni kyselosti pH -0,22; - obsahu Ca 0,33; - obsahu anorganického P -0,2; - koncentraci
chloridu -0,28; - PSB -0,28.

Obr. 5 Vliv druhu mléka (krdva KRM, koza KOM, ovce OVM) na titra¢ni kyselost mléka
(TKM, SH ve °SH).

SH
14 -

12

:

KREM KOM OV

(Use¢ka ukazuje minimum aZ maximum; box vymezuje vrch 1. a 3. kvartilu; sttedové znacka v boxu je median;
°SH; n = 24 KRM, 24 KOM, 24 OVM,; P < 0,01 mezi KRM a KOM, P < 0,001 mezi KRM a OVM a mezi KOM
aOVM.)

Dalsim dulezitym sledovanym faktorem se ukdzal byt vliv ekologického hospodateni. Pii
produkci biomléka se ukdzala vyznamné (P < 0,05) vySsi hodnota TKM oproti konven¢nimu
kravskému mléku (CERMANOVA et al., 2011) 8,34 + 0,87 a 7,82 + 0,66 °SH (n = 32 a 32,
bazénové vzorky mléka plemene HolStyn). Podobné vysledky (P < 0,001) byly ziskdny také
v diivéjsi studii (HANUS et al., 2008 ¢) 8,71 £ 0,48 a 7,17 £ 0,52 °SH (n = 36 a 16, bazénové
vzorky mléka plemene HolStyn). NiZinnd (247 + 46 m; pii dojivosti 26,3 + 7.9 kg/den) a
podhorska (581 £ 26 m; pii dojivosti 27,4 + 8,4 kg/den) oblast pfitom nebyly zdrojem vyznamné
zmény TKM 7,41 £ 0,88 °SH (vx = 11,8 %) oproti 7,4 + 1,01 °SH (vx = 13,6 %) u 240 a 444
(plemeno Ceské strakaté a Holstyn Y2 a ¥2) individudlnich vzorkd mléka (HANUS et al., 2005).

OzDEMIR a KAHYAOGLU (2020) oznadili sezénu v klasickém déleni jaro (0,188 + 0,0 %), 1éto
(0,191 £0,01 %), podzim (0,18 £ 0,01 %) a zima (0,178 £ 0,01 %), kdy 1éto je pomérné logicky
nejvyssi z hlediska mozné sekundarni TKM, za vyznamny (P < 0,01) faktor variability TKM
v Turecku (n = 240; celkovy aritmeticky pramér 0,184 + 0,01 % kyseliny mlécné; pH 6,61 +
0,13). Také GENCUROVA a HANUS (1998) uvedli vyrazny vliv sezony po meésicich na TKM
vcetné sezonni variability jednotlivych slozek celkové TKM podle jeji frakcionace na zdroje
jako kasein, sérové bilkoviny, koloidni kalciumfosfat, syrovatka, atd. (metodou dle LINGa,
1936). Ddle TKM vykaézala nizs$i hodnoty uprostied laktace a vyS$i na zacCatku a ke konci laktace
(CEINA, 2006), coz muZe souviset prfedeviim s opaénym prabéhem kiivky bilkovin, resp.
kaseinu. Na zacédtku laktace mély prvotelky TKM 7,28 a starsi kravy 7,22 °SH, uprostied
laktace 6,74 a 6,91 °SH a ke konci 7,31 a 7,56 °SH. RATHNAYAKE et al. (2016) pak
technologicky ovéfili na Sri Lance vyznamné (P < 0,01) zvySenou odolnost mléka
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(laktoproteinil) vic¢i koncentraci etanolu pii nizSich hodnotich TKM vyjadiené jako kyselina
mlécéna: - 0,1 % vuci 74 % etanolu; - 0,3 % vuci 66 %.

Ve studii s 553 bazénovymi vzorky mléka krav plemene Ceské strakaté a Cernostrakaté niZinné
(HANUS et al., 1993 a) byly zjistény vyznamné (P < 0,01) korelace TKM (6,88 + 0,52 °SH; vx
=7,6 %) k : - PSB -0,25; - obsahu acetonu -0,17; kyselosti pH -0,28; - elektrické vodivosti -
0,33. Zejména u acetonu lze vztah interpretovat jako pokles TKM s ristem nedostatku energie
ve vyziveé dojnic, tedy riistem obsahu acetonu jako ukazatele subklinické ket6zy v souladu
s nazorem FAMIGLI-BERGAMINI (1987). V dalsi studii (HANUS et al., 1993 b) s piidavky
nezadoucich metabolitli do mléka (mocovina, aceton, dusi¢nany) bylo ro¢ni obdobi prokdzano
jako vyznamny faktor TKM: - zima 6,8 + 0,4 °SH, n = 311, bazénové vzorky; - 1éto 6,99 + 0,64
°SH, n = 224. Byly rovnéZz, casteCné prekvapivé, nalezeny i vlivy genetické na tento
metabolicky ukazatel primarni TKM (HANUS et al., 2011 b), kde vliv otct krav (na dcery) na
TKM byl vyznamny (P = 0,0012). Uvedené platilo pro 13 bykl s vice neZ 5ti dcerami
(prvotelkami) na otce plemene Ceské strakaté pii 191 individualnich vzorcich mléka s periodou
vzorkovani u krav od 90. do 180. dne laktace a s primérnou TKM 8,23 + 1,03 °SH (vx = 12,6
%).

Italské studie (MARIANI a BONATTI, 1988) zabyvajici se vysvétlenim anomadlnich (zvySenych)
hodnot primarni TKM chemismem mléka uvadi zietelnou vazbu TKM na obsah kaseinu,
kaseinové Cislo, zejména obsah fosforu a také vapniku ve smyslu popisu fosfokaseindtu
vapenatého, jako ustfedni bilkovinné molekuly kaseinovych mlék, ale i1 disociovanych
fosfatovych a vapennych iontl (minerdlni fosfor a vipnik). Vybrand mléka, anomdlni a
normdlni, vykazovala TKM 4,18 + 0,25 a 3,36 + 0,13 °SH (ovSem na 50 ml mléka) pti 2,5 +
0,21 a2,48 £0,2 % kaseinu, 99,4 £ 6,8 a 85,9 £4,3 mg/100 ml P, 115,2 a 112,9 mg/100 ml Ca
a782+1,9a78,4+ 1,8 % kaseinového Cisla (kaseinovy N x 100/celkovy N). MARIANI et al.
(1989) pro sniZzenou a normélni (P < 0,001) TKM 2,82 + 0,15 a 3,33 + 0,34 °SH (50 ml mléka)
zaznamenali vyznamné rozdily (P < 0,05 az P <0,001) pro: pH 6,78 £0,03 a 6,7 + 0,03; - obsah
kaseinu 2,1 £ 0,16 a 2,24 + 0,22 %; - kaseinové Cislo 76,54 + 1,7 a 77,87 £ 1,97 %; - celkovy
P (organicky 1 anorganicky) 77,5 + 4,9 a 87,3 £ 5,8 mg/100 ml; a nevyznamné (P > 0,05) pro:
- celkovy Ca (organicky i anorganicky) 104,7 £ 4,8 a 107,7 + 6,7 mg/100 ml; - kyselinu
citronovou 171,9 + 18,3 a 182,7 £ 19,7 mg/100 ml; - obsah monohydrétu laktézy 4,82 £ 0,11 a
4,89 + 0,12 g/100 ml.

PATSCHOVA a SMIDRIAKOVA (1990) nalezly rozdilné korelaéni vztahy mezi laktézou a
kyselostmi pH a SH u skupin dojnic se sniZzenou (pod 6,2 °SH; S1) a normdlni (S2) TKM (Obr.
6). U prvni skupiny byla zdporna korelace -0,8 mezi lakt6zou a pH (P < 0,001) a kladn4 mezi
lakt6zou a SH 0,36 (P < 0,05). U druhé skupiny to bylo -0,37 (P < 0,001) a -0,03 (P > 0,05).
V experimentu byly studovany vztahy pro ptivodni TKM, primérni, nikoliv tedy sekundarni,
¢ili jednalo se o principy fyziologickych vztahi, nebot’ chemicky a chladem nekonzervované
vzorky mléka byly zpracovany do 3 hodin po nadojeni (Obr. 1).
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Obr. 6 Korelacni vztahy sloZzek a vlastnosti kravského mléka ve vzorcich se syndromem
primarn{ sniZzené a normdlni TKM, S; a S (podle PATSCHOVA a SMIDRIAKOVA, 1990).

Lac ; Lac

Rozséhld dvouleta studie v celé CR (Cechy a Morava; VARVAZOVSKY et al., 1985) zahrnula
vybrané chovy s trvale nizkou TKM (pod 6,2 °SH). Byl hodnocen charakter ustdjeni (vazné
stelivové a volné boxové, od 96 dojnic po 1 048) a byly klasifikovany krmné davky dojnic, kdy
tehdejsi mlécnd uzitkovost Cinila v priméru 3 600 kg mléka za laktaci (Obr. 7). Zahrnuta
plemena byla Ceské &ervenostrakaté, déle jeho kifZenci s plemenem Ayrshire a Cernostrakaté
nizinné, a Cernostrakaté nizinné. Podle klasifikace krmné davky byla TKM: - vhodn4 6,0 — 7,3;
- s mirnou Upravou 6,0 — 7,6; - s tpravou vétSiho rozsahu 6,0 az 7,0; - se zasadni dpravou 5,8 —
7,3 °SH. Zohlednény byly vztahy k ostatnim slozkdm mléka, nicméné, zavéry pro praxi pro
sniZzeni vyskytu nizké TKM byly pomérné€ obecné: - zajistit vyrovnanost vyzivy dojnic; - zajistit
vhodnou skladbu krmnych davek dojnic; - fddn¢€ vybilancovat krmné davky; - vyloucit
z krmnych déavek dieteticky nevhodnd krmiva; - dodrZzovat zoohygienické zdsady ziskavani
mléka; - udrZzovat dojici techniku v poZzadovaném technickém a hygienickém stavu (pravidelny
servis a udrzba); - dbédt o uc¢inné a v€asné chlazeni mléka; - pravidelné efektivni CiSténi a
dezinfekce dojici a chladici techniky a ichovnych tankt; - udrZovat dobry zdravotni stav dojnic;
- vylucovat mléko 1é¢enych dojnic; - zdsady spravné praxe preddvat pracovnikim prvovyroby
mléka.

Obr. 7 Dynamika vyvoje pramérmé dojivosti (kg) za normovanou laktaci v KU v CR (r = 0,97;
P <0,001; 62 roka; HANUS et al., 2019).
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Pomérné zajimav4 studie se uskute€nila ve Slovinsku (PEN et al., 1994 a PEN, 1995) na pficiny
zvySenych hodnot TKM v Cerstvém mléce v letnim obdobi. Nebyl nalezen diivod v pfipadné
nehygienickych podminkéch. Jednalo se ziejmé o nevyvazené diety dojnic pfi pfebytku energie
v krmnych davkach (Obr. 8 az 14), kdy mlé€nd mocovina se neukdzala jako vlivny faktor. Je
dolozeno, Ze ani vzorky s vysokou hodnotou TKM nebyly zatiZeny zvySenymi celkovymi pocty
mikroorganismi (66,7 % vzork{ do 100 10°*CFUxml™!), kdy se tedy jednalo o analyzu piivodni
(primarni) TKM. Také byla pfedstavena metoda interpretace vyskytu zvysSené hodnoty TKM

(Tab. 1).

Obr. 8 Korela¢ni zavislost TKM (SHS = °SH) na obsahu bilkovin v syrovém kravském mléce

(n=86;r=0,48; P <0,05; podle PEN et al., 1994).
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Obr. 9 Korela¢ni nezavislost TKM (SHS
86; r=-0,07; P > 0,05; podle PEN et al., 1994).
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Obr. 10 Korela¢ni zavislost TKM (SHS = °SH) na poméru bilkoviny/energie v krmné davce
krav (n = 86; r =-0,46; podle PEN et al., 1994).
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Obr. 11 Korela¢ni zavislost TKM (SHS = °SH) na relativnim obsahu bilkovin v krmné davce
krav (n = 86; r=0,31; P <0,05; podle PEN et al., 1994).
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Obr. 12 Korelacni zavislost TKM (SHS = °SH) na relativnhim obsahu energie v krmné davce
krav (n = 86; r = 0,49; P < 0,05; podle PEN et al., 1994).
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Obr. 13 Korela¢ni zdvislost TKM (SHS = °SH) na relativnim obsahu energie v krmné davce
krav podle priiméra farem (r = 0,88; P < 0,05; podle PEN et al., 1994).
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Obr. 14 Korelac¢ni zavislost TKM (SHS = °SH) na poméru bilkoviny/energie v krmné davce
krav podle priimérti farem (r = -0,93; P < 0,05; podle PEN et al., 1994).
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Tab. 1 Interpretace vyskytu zvySené hodnoty primédrni TKM na ptipadu jedné farmy (podle PEN
et al., 1994).

dolo&itve (enota) vred. < normativ >

suha snov v mleku (%) 13.49 | n
brezmastna suha snov (%) 9.04 | N |
proteini v mleku (%) 3.44 | . J
madZoba v mleku (%) 4.45 L " |
laktoza (%) 5.00 | L !
urea v mleku (%) 3.19 L . |
rel razmerje B/E v obroku (%) 0.88 | N |
rel.viSek beljakovin v obroku (%) -1 L . l
rel.viSek energije v obroku (%) 12 I L |

(obsah suSiny v mléce; obsah suSiny tukuprosté; obsah bilkovin v mléce; obsah tuku v mléce; obsah lakt6zy;
koncentrace mocoviny v mléce; pomér bilkoviny/energie v krmivu; relativni podil bilkovin v krmivu; relativn{
podil energie v krmivu)
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V difv&jsi studii (HANUS a PITNEROVA, 1987) chovatelskych faktorti v CR byl prokdzan
celkové nevyznamny vliv sezény s maximalnimi hodnotami v dubnu, kvétnu a listopadu a
vyznamny vliv plemene (P < 0,01) na TKM (n = 426; Cervenostrakaté plemeno = 6,9 a
Cernostrakaté plemeno = 6,72 °SH). Soub&Zné (BRAUNER a HANUS, 1985) bylo zjisténo, Ze
rostouci TKM zkracovala vyznamné (P < 0,01) enzymatickou syfitelnost (¢as koagulace

laktoproteintl).

FISCHER et al. (2011; cit. MACHADO et al., 2017) v Brazilii se vénovali feSeni problému vyskytu
alkoholové (tepeln€) nestabilnich mlék, kterd nebyla identifikovdna jako kyseld. Pro 1 583
vzorkll kravského mléka ze tii rokt uvedli primérmou TKM 15,85 °D (vx = 8,6 %)
s alkoholovou stabilitou 74,75 %. Pti rozd€leni souboru (bazénové vzorky syrového mléka z 50
farem) podle alkoholové stability (<72, 72 —78, a > 78 °GL) pak byly rozdily v TKM vyznamné
(P <0,0001): 16,2, 15,7 a 15,5 °D. Uvedené déle prokazuje vyznam znalosti hodnot TKM pro
mlékarenské technologie. Nicméné, MOLINA et al. (2001) neuvedli stejnou podporu tomuto
ndzoru, nebot’ v korela¢ni matici neuvedli vyznamny vztah TKM ani k alkoholovému testu (r
=0,14), ani k termostabilité¢ mléka (r = 0,03), ale pouze k aktivni kyselosti pH (r = -0,47, P <
0,05). Pak hodnotili (FISCHER et al., 2011) vysledky rtiznych experimentil s ovlivnénim vyZzivy
krav, kdy mléka kyselejsi nebyla vzdy vice citliva k alkoholovému testu, jak by se ocekdavalo,
dokonce Castéji 1 naopak. Pfi sniZeni Zivin v krmné ddavce oproti normované na 50 % (v podstaté
hladov¢jici zvitata) uvedli FISCHER et al. (2011, citace FRUSCALSO, 2007) TKM 15,03 < 17,31
°D (P = 0,0308), pravdépodobn¢ zejména kvuli soubeéZzné silné€jsi redukci obsahu kaseinu 2,07
<2,21 %, pticemz denni produkce mléka byla odpovidajicim zptisobem témét polovicni 10,11
< 19,69 kg/den a citlivost vici alkoholu zvysend 68,89 < 77,41 % a redukovan byl i obsah
anhydridu laktézy 4,51 < 4,67 %. V jiném sledovani (FISCHER et al., 2011, cit. ZANELA et al.,
2006) Zivinové normované krmné ddvky a krmeni krav pouze pici (objemnou sloZkou), byla
TKM sniZena 18,23 < 19,56 °D (P = 0,0006) a byl soubézn¢ redukovan obsah hrubych bilkovin
3,06 < 3,4 % (P =0,0001) i obsah laktézy 4,52 < 4,67 % (P = 0,0007) pti zvySené citlivosti vici
alkoholu (76 %) 2,13 > 1,47 (P = 0,0434), vyssi koncentraci moc¢oviny v mléce 23,93 > 12,65
mg/100ml (P = 0,001) a vy$§im PSB 480 > 319 10°xml!. Zajimavy byl vysledek pii konzumaci
krav u aniontové diety (FISCHER et al., 2011). TKM byla nevyznamn¢ sniZzena 16,77 < 17,36
°D pfi sniZené odolnosti vici alkoholu 74,45 < 77,28 % (P = 0,0175), poklesu laktézy 4,2 <
4,41 % (P = 0,0059) a hrubych bilkovin v mléce 3,60 < 3,79 % (P = 0,0302). Vlbec se ukazalo,
ze v Brazilii a Chile byly TKM, alkoholova stabilita a termostabilita mléka v poslednich letech
zvlasté intenzivné studované technologické vlastnosti mléka (UNAM), ziejmé v té€sné
souvislosti s tamnim progresivnim rozvojem primyslového zpracovani mléka a soubéZnym
vyskytem piipadnych technologickych problému. ROSA et al. (2020) v uvedené souvislosti
popsali schéma aktudlni analytické metody identifikace tzv. UNAM bazénovych vzorkd, tedy
nestabilnich (pozitivni etanolovy test 72 °GI a negativni test varem) nekyselych vzorku
kravského mléka (pH > 6,6 nebo TKM < 18 °D). Zabyvali se ddle také vysvétlenim moZnych
faktori zminéného efektu.

Vztahy TKM ke zdravotnimu stavu krav v rdmci patologické variability TKM

FAMIGLI-BERGAMINI (1987; Tab. 2) naznacil vyrazny pokles TKM pfi alkaléze a mastitidé
dojnic, mirny vzrust pii ketéze a vyrazny vzrust pii acidéze krav. THIEME et al. (1983 b; Obr.

15) pak schematicky shrnuli hlavni technologické a zdravotni pfiiny a faktory neadekvatné
zvySené a snizené hodnoty TKM u dojnic, liSici se od normovaného oboru.
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Tab. 2 Vliv n€kterych produk¢nich onemocnéni na sloZeni a vlastnosti mléka (podle FAMIGLI-
BERGAMINI, 1987).

Ketony- |, -, . | Sudina | Somatické | Titrani
Mocovina s "
aceton tukuprostd | bunky | kvselost

Acdiza (T [ ! l Lo ! l
Alkaléza || | bdo | el | bd [T T y
Ketbza 4| LT ! ¢ L [T1 T &
Mastitida ) 1 N l l
Stres I !

Porucha | Produkce| Tuk |Bilkoviny| Kasem | Laktoza
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l
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Obr. 15 Pri¢iny odchylek titra¢ni kyselosti (SH) mléka od normy (modifikovéano podle
THIEME et al., 1983 b).
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BESEDA et al. (1990) sledovali vztah vnitiniho prosttedi vysokoprodukénich dojnic z hlediska
36 ukazateld metabolického profilu krve, krevniho séra, mléka a moci pfi syndromu sniZené
TKM. Ukdazalo se, po korelacni analyze, Ze pii zkrmovani deficitni krmné davky (jak ve
stravitelnych dusikatych latk4ch, tak v Skrobovych jednotkédch, GZivny pomér 1 : 7.,5), kterd
obsahovala zdravotn€ zdvadnou travni sendZ s vysokym obsahem amoniaku (232,9 mg/100g)
se projevil syndrom snizené TKM s nejniz§imi hodnotami 1,9 °SH. Za téchto okolnosti byla
prokdzana vyznamna (P < 0,01) negativni korelace mezi koncentraci laktézy a pH mléka (r = -
0,91). Stejné tak JADUD et al. (1992) sledovali vliv naruSenych jaternich funkci u dojnic na
snizeni TKM. Bylo hodnoceno 23 krav pomoci 23 ukazateli metabolického profilu v krvi.
Vyznamné korelace byly mezi AST (aspartditaminotransferaza) a TKM (r = -0,79), AST a pH
mléka (r = 0,62), AST a obsahem laktézy (r = -0,69), AST a koncentraci glukézy (r = -0,56),
pH krve a mléka (r =-0,61) a pH mléka a laktézou (r = -0,89). Je zjevné, Ze na TKM maji vliv
acidobazicka rovnovaha a funk¢ni stav jater. TRAVNICEK et al., (1991) uvedli vliv bazického
vylucku (13 vysoceuZitkovych chovi dojnic Cervenostrakatého a cernostrakatého niZinného
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plemene) v mo¢i nad 250 mmolxI™! na tendenci k poklesu TKM na priimérnou hodnotu 6,3 +
0,6 °SH a pii vylucku kyselém k nartistu na 7,8 + 0,3 °SH. SniZeni pH krve pod 7,3 bylo spojeno
se vzestupem TKM k 7,2 °SH a naopak vzestup pH krve nad 7,4 znamenal pokles TKM k 6,4
°SH. Pokles TKM pod 6,2 °SH byl nejvyraznéji spojen se snizenim obsahu bilkovin mléka a
vzestupem mocoviny v mléce. POLAHAR et al. (1991) hodnotili na 30 individudlnich vzorcich
mléka krav ve dvou skupindch (n = 15 a 15) s normdlni TKM 6,2 az 8 °SH a snizenou TKM
pod 6,2 °SH zmény ostatnich mlékatskych ukazateli. Nejvyraznéjsi rozdily byly u pH (6,55 a
6,72) a obsahu laktozy (4,86 a 4,28 %) a fosforu (15,01 a 14,19 mmolxI!), zatimco nejméné
vyrazné u mocoviny (8,54 a 8,53 mmolxl™) a hrubych bilkovin (3,28 a 3,33 %).

Priméarni TKM v individuélnich vzorcich z prvni tietiny laktace (n = 662; 7,34 + 0,83 °SH; vx
= 11,3 %) Ceského strakatého plemene a Cernostrakatého niZinného plemene (HANUS et al.,
1992 c) byla vyznamné korelovédna (P < 0,01) k fad€¢ mlékatskych ukazatelli, z nichZ mnohé
maji i zjevny zdravotni charakter ve smyslu indikace poruch sekrece mléka (klinickych i
subklinickych mastitid), tzn. k: - denni dojivosti -0,24; - obsahu tuku 0,27; - obsahu hrubych
bilkovin 0,43; - obsahu monohydritu laktézy 0,25; - obsahu tukuprosté suSiny 0,23; -
koncentraci chloridii -0,45; - aktivni kyselosti pH -0,29; - chlorcukrovému ¢islu -0,46; -
elektrické konduktivité -0,43; - hodnoté mastitis testu -0,21. Neddvny experiment (SEYDLOVA
et al., 2020, cit. HANUS et al., 2020) prokazal vyznamny (P < 0,05) vliv sou¢asné¢ vzrustajiciho
rizika pro mlééné farmy, tzn. nebakteridlnich ptivodct mastitid (konkrétné Prototheca), na
TKM, kterd byla u kontaminovanych dojnic ve stddé 7,14 oproti negativnim 7,9 °SH, kdy
soucasné pozitivni krdvy mély v mléce zfetelné nizsi obsah tuku, bilkovin, kaseinu, laktézy,
susiny tukuprosté i susiny celkové pfi poétu somatickych bun&k (PSB) 777 versus 114 10°xml"
! (geometricky primér; P < 0,001). Korela¢ni koeficient po&tu Prototheca v mléce k PSB pak
¢inil 0,81 (P < 0,01).

Metody hodnoceni a stanoveni TKM

U hodnoceni mlécnych ukazateli je tieba brat ohledy na charakter frekvencni distribuce dat v
souborech a ptipadnou potfebu matematickych transformaci pro statistické hodnoceni. Napt.
celkové pocty mikroorganismti, pocty somatickych bunék (PSB = SCC), ketonové latky
(aceton, betahydroxybutyrdt) nebo volné mastné kyseliny, podle typu vzorkd (Ctvrtové,
individudlni, bazénové), ¢asto vykazuji v datovych souborech odchylky od normalni frekven¢ni
distribuce dat. Tyto hodnoty se proto nezfidka, napf. ve statistickych vypoctech souborovych
charakteristik, logaritmicky, ale i jinak (Box-Coxova transformace, druhd mocnina nebo
odmocnina, linearni score SCC (SCS)), transformuji, jak bylo diive doloZeno (HANUS et al.,
2007 b, 2009 b; JANU et al., 2007 a). U hodnot primarni TKM bazénovych vzorki byla na
velkém datovém souboru (HANUS et al., 2001; n = 14 502; aritmeticky primér = 7,33 °SH;
smerodatnd odchylka + 0,957 °SH; variacéni koeficient = 13,1 %), testovanim Sikmosti a
Spicatosti, prokdzdna jen minimdlni odchylka od normdlni frekvenéni distribuce dat (Obr. 16),
coz pii statistickém hodnoceni umoZznuje korektné pracovat s ptivodnimi daty, kdy aritmeticky
pramér, geometricky prumér a medidn vykazuji vzdjemné blizké hodnoty a stfedni hodnota
typu aritmetického priméru je relevantnim predstavitelem (zdstupcem, charakteristikou)
souboru. Takovy stav vSak, v daném piipad¢, miZe platit pouze pro Cerstvé a dobie oSetfené a
skladované mléko, tedy pro pfirozenou titracni kyselost. Ziskem titracni kyselosti pfipadné
nehygienickym uloZenim mléka by tento vybalancovany, témér idealni, stav jist€¢ doSel vyrazné
uhony a podle podminek skladovani dosahl jisté jiné distribuce dat, nejspiS lognormalni, jak je
obvykle charakteristické pro horSici se 1 jiné hygienické a zdravotni ukazatele mléka.
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Obr. 16 Vizudlni analyza datovych souborti (histogram) parametrti individudlnich vzorki mléka
— pro TKM je na prvni pohled ziejma forma frekvencni distribuce dat blizkd normélnimu
rozdéleni, tzv. Gaussove kiivce.

%

n = 14502
Xy= 7,33
8= 0,957
y= 13,1 %
min. = 3,50
max. = 13,44

titrani kyselost mléka, °SH

Plivodni (titra¢ni, klasickd) analytickd metoda stanoveni TKM (CSN 57 0530) byla jiz dfive
podrobena diskusi, kde O’CONNOR (1970) uvedl, ze metoda mtiZze poskytnout odchylky a
faleSné vysledky v piipadé€ zvySeného mnozZstvi pufrujicich substanci v mléce a THIEME et al.
(1983 a) uvedli také podil dalSich substanci na vysledku TKM, které mohou uvolnit iont H*.
Uvedené ndzory logicky souvisi s principy skluzové titracni reakce (Obr. 1 (Sedd plocha) a 2) a
nazorem KRATOCHViLa (1984). Ten se dale piiklani k ndzoru, Ze hodnota pH lépe vystihuje
jakost mléka a doporucuje proto vyuzit pH pifi spornych situacich mezi dodavatelem a
odbératelem mléka v otdzce TKM, nebot pravé miiZe vyssi obsah bilkovin také pfispét ke
zvySené hodnoté TKM, podobné jako vysvétluji 1 PEN et al. (1994) a PEN (1995).

Ovsem, je tfeba zminit, Ze v principu stejnd titrani metoda ma fadu modifikaci, jak se provadi
a vyjadiuje (Tab. 3; Wikipedie (anonymni zdroj); PUANOWSKI, 1977; KLICNiK, 1978; CSN 57
0530; CSN 57 0529), které jsou pouzivany v riznych zemich a mezi nimi proto pii srovnavani
musi byt pouzity relevantni korekcni faktory (pfepoctové koeficienty).

Celkové se svétove a historicky nevyskytlo mnoho metodickych pokusii nahradit referencni
(klasické a ptivodni, CSN 57 0530) stanoveni TKM jinymi, nepiimymi (rutinnimi), rychlymi,
analytickymi metodami. Metodické provedeni zistavalo spiSe dlouhodobé¢ klasické, na rozdil
od metodického vyvoje stanoveni jinych mlécnych ukazatelli, napt. obsahu tuku, bilkovin nebo
poctu somatickych bunék. V daném ohledu napt. Dor et al. (1991) se zabyvali vyvojem rychlé
metody stanoveni TKM pies méteni pH a balancovani, resp. eliminaci efektu pufracni kapacity
mléka piidavkem alkdlie tak, aby ziskali linedrni odezvu k vysledkim SH a urychlili tuto
pracnéjsi klasickou metodu piistrojovym odectem. pH méfené po piidavku alkalického roztoku
(8 ml 0,1 N NaOH) do mléka (50 ml) nazvali posunutym pH. Linearni regrese mezi TKM SH
a posunutym pH byla pfijatelnd. To opravituje pouziti metody posunutého pH k rychlému
odhadu hodnoty TKM. V podstat¢ se jednd o artificidlni, jednoduchy, rychly, metodicky zptisob
vyvedeni méfeni bodu TKM do oblasti vné€ oboru pufracni kapacity konkrétniho mléka (Obr.
2), ktery umoZzni potenciometricky odhad TKM.
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Tab. 3 Piehled uzivanych metod pro analyzu a vyjadfeni titracni kyselosti mléka (anonymni

zdroj).
Metoda Thomer Dommic Britsky UsA
standard
MnoZstvi vzorku 10 ml 10 ml 10 ml 20mlnebo 20 g
Ziedéni vzorku 21 Zadné Zadné 2
Indikator 1ml, 2% v Skapek, 5% v [2kapky, 2% v [1ml,05%v50 |2ml 1%V
fenolftalein alkoholu alkoholu alkoholu % alkoholu alkoholu
Koncentrace
odmérného 0,25 0,10 0,11 0,11 0,1
roztolku NaOH
Konec titrace slabé riZove slabé riZoveé slabé riZoveé bledé riZové bledé riZoveé
odpovidajici odpovidajici
CoS0y, nariZovélému
standardu
Vyjadieni ml NaOHna 100 45 De g kyseliny % kyseliny
visledku ml (dfive °SH) mléénéna 100 |mlécné nebo ml
ml NaOHna 100 g
PouZivano v CR, SR, SRN Rusko, Francie |Nizozemi Velka Britanie  [USA

Nicméné, pro analytické ucely technologickych laboratofi mlékaren miiZze GspeSné poslouZit
k semikvantitativnim odhadim TKM prouzkovy, indika¢ni Laktotest (Lach-Ner s.r.o.,
Neratovice, CR). Timto testem lze rychle, podle z6n barevné reakce, odhadnout TKM (°SH),
aktivni kyselost pH a % kyseliny mlécné. 1 kdyz na prvni pohled neni takovy postup
pravdépodobny prave pro TKM nebo dokonce pH, k rychlym odhadiim sloZeni a kvality mléka
a mlécnych vyrobki Ize vyuZzit také infraCervenou spektroskopii v blizké oblasti v modifikaci
s Fourierovou transformaci a reflektancni aplikaci (NIR-FT; naptf. JANKOVSKA (2004),
RUZICKOVA (2007), MLCEK (2008) nebo KOZELKOVA (2012)) na pfipadné rotujici misce s
moznosti pouZiti integracni sféry (Antaris, ThermoNicolet, USA). Pro odhad TKM byla tedy
také pouzita reflektanéni NIR-FT (near infrared spectroscopy, spektroskopie v oblasti blizké
infracervenému oboru), kdy byly zminény (JANKOVSKA, 2004; RUZICKOVA, 2007) korelacni
koeficienty kalibrace 0,914 az 0,978 (smérodatné odchylky 0,27 a 0,166) a validace kalibrace
0,93 (0,297), coz lze oznacit, pfi kalibratnim a predikénim variaénim koeficientu 2,41 a 4,31
%, za prakticky aplikovatelny model nepifimého méfeni. Naopak u pH byl ziskan
koeficienty kalibrace a validace kalibrace 0,669 az 0,891 (0,071 a 0,05) a 0,829 (0,063) pii
koeficientech 0,75 a 0,93 %.

Z hlediska moderni, celkové, neptimé, rutinni analyzy mléka (litkového sloZeni), zejména
metodou infracervené spektroskopie ve stfedové oblasti (MIR) a v technickém provedeni
s optickymi filtry, je TKM velmi dilezitym ukazatelem kvality vzorki mléka a tim
vérohodnosti vysledkl analyz (HANUS et al., 1992 a, b). M¢ly by byt méfeny pouze vzorky
fadn¢ uchované (oSetfené chladové nebo chemickou konzervaci) a vcas, pouze s primarni
hodnotou TKM. V opa¢ném ptipadé¢, pti vzrastu sekundarni TKM takovych vzorkii dochazi ke
zkresleni vysledkt slozeni mléka, kdy n¢které slozky, napt. obsah hrubych bilkovin mohou byt
neadekvatné (neodpovidajici realit€) navySené, nebot’ nové metabolity z mikrobidlni hydrolyzy
slozek mohou interferovat do selektivnich vlnovych délek méfeni. Napt. pii CasteCném
rozkladu laktézy a koncentraci kyseliny mlécné 0,5 % (zvySené sekundarni TKM) miiZze byt
navysSen obsah tuku a bilkovin pouze domnéle o 0,21 a 0,26 % a naznacen rychlejsi ubytek
monohydratu laktézy o -0,27 %. Takovy degradacni, resp. destruk¢ni, proces tak logicky
znehodnocuje mlékatské analytické vysledky. Vysledky dokazujici zdanlivy vzrist obsahu
tuku a bilkovin pfi infracervené spektroskopii mléka, provazejici fermentaci laktézy a tim i
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ubytek obsahu laktézy ve starnoucich vzorcich mléka, jsou v souladu se zjiSténimi dalSich praci
(SJAUNJA, 1984 a, b; BIGGS et al., 1987).

VyuZiti infracervené spektroskopie (MIR a MIR-FT) v mlékaistvi

Infracervend spektroskopie hraje v mlékatstvi dualeZitou analytickou roli. Je dlouhodobé
vyuZzivana k rutinnim rozbortim raznych typt vzorkti mléka a mlécnych vyrobki a jeji vysledky
nasledn¢ k technologickym a hospodéiskym tuceliim. Pfistroje (mlécné analyzitory) jsou
provedeny v rtiznych variantach riiznych vyrobcii v poloautomatické nebo automatické verzi a
s pruto¢nym systémem, s vykonem od 30 do 500 vzorki za hodinu. Infracervena spektroskopie
ve stfedové oblasti v technologickém provedeni s optickymi filtry (MIR), jako nepifima metoda,
je pouZzivdna obvykle ke stanoveni obsaht tuku, bilkovin, laktézy, suSiny tukuprosté, susiny
celkové a vody v mléce a mlécnych vyrobcich (BIGGS, 1978; KERKHOF MOGOT et al., 1982;
BIGGS et al., 1984, 1987; SJAUNJA, 1984 a, b; SJAUNJA et al., 1984; SJIAUNJA a ANDERSSON,
1985; GRAPPIN, 1987 a, b, 1993; VINES et al., 1986; VOORT VAN DE et al., 1987; VALENBERG
VAN, 1990; HILL et al., 1991; HANUS et al., 1992 a, b, 2007 ¢, 2008 a, 2014 b; KALA et al., 2018,
2019).

S nastupem analytické technologie MIR-FT se skenovanim (pomoci Michelsonova
interferometru) a analyzou celého infraspektra a vyhodnocenim signdlu prostiednictvim
Fourierovych transformaci bylo toto spektrum mlékaiskych analyz podstatné rozsifeno (LEFIER
et al.,, 1996; FOSS, 1999, 2001, 2004 a, b; HANSEN, 1999; HEUER at al., 2001; DELTA
INSTRUMENTS, 2006; BARBANO a LYNCH, 2006; BIIGAART VAN DEN, 2006; BROUTIN, 2006;
ROOS DE et al., 2007; CECA LAIT, 2008; HANUS et al., 2008 b, 2009 a, c, 2010, 2011 a, 2013,
2014 a, b; HERING et al., 2008; KNEGSEL VAN et al., 2010; BENTLEY INSTRUMENTS, 2012; RiHA
et al., 2013; BELAY et al., 2017; COSTA et al., 2017; BRITO et al., 2020; DUARTE et al., 2020;
PEREIRA et al., 2020; PORTNOY et al. 2021; WALLESER et al., 2021):

- kasein; - mocovina; - ketonové latky (aceton a betahydroxybutyrat); - kyselina citronova; -
volné mastné kyseliny; - bod mrznuti mléka (v kombinaci s elektrickou konduktivitou); -
skupiny (technologické, zdravotni, podle nasycenosti, podle délky uhlikatého fetcézce)
mastnych kyselin a hlavni mastné kyseliny v mlécném tuku (SOYEURT et al., 2006 a, b, 2011;
CoppA et al., 2014; WOICIECHOWSKI a BARBANO, 2016; SAMKOVA et al., 2019; 2020; ROVERE
et al., 2021). Pro zminénou modifikaci MIR-FT jsou zkoumany a validovany dal$i moZnosti
analyz (efektivnich kalibraci):

- detailngj$i skladba mlécnych bilkovin; - laktoferin v mléce; - kyselina orotova v mléce; -
mlécné metabolity; - metabolicky stav krav; detekce ketdzy, hyperketonemie a energetického
deficitu krav; - v€asnd detekce subklinické produkéni poruchy subakutni bachorové acidézy
(SARA); - zisk v€asného varovani pred mastitidou; - odhady sloZeni krmné davky, zlepSeni
pfijmu krmiv dojnicemi, Zivé hmotnosti a t€lesného kondi¢niho skore dojnic; odhad produkce
tepla kravou; - metanové emise krav; - zdravi podporujici index; - nepifimd zdravotni data
dojnic; - predikce ukazateld plodnosti krav; - biomarkery a laminitida; - sumarni genetické
ukazatele; - data pro management stdda; - technologické vlastnosti mléka; - falSovani mléka; -
posouzeni ustajovaci modifikace a welfare zvitat atd.: (THOMAS, 2008; LOPEZ-VILLALOBOS et
al., 2009; SOYEURT et al., 2012; DE MARCHI et al., 2013; GENGLER et al., 2013, 2017, 2018;
VOSMAN et al., 2015; BASTIN et al., 2016; BONFATTI et al., 2016; MCPARLAND and BERRY,
2016; VANLIERDE et al., 2016; COITINHO et al., 2017; KLAFFENBOCK et al., 2017; NARAYANA
et al., 2017; DOREA et al., 2018; BACH et al., 2019; DELHEZ et al., 2019; FRANZOI et al, 2019,
2023; GRELET et al., 2019; MINEUR et al., 2019; MULLINS et al., 2019; SOYEURT et al., 2019;
ZAALBERG et al., 2019; DU et al., 2020, 2021; MESGARAN et al., 2020; TIPLADY et al., 2020;
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BAHADI et al., 2021; BRAND et al., 2021; DALE et al., 2021 a, b; HO et al., 2021; HOENEN et al.,
2021; KUNES et al., 2021; MENSCHING et al., 2021; PEGOLO et al., 2021; PRALLE et al., 2021;
SPIESS et al., 2021; TEDDE et al., 2021; ZHANG et al., 2021; MACEDO MOTA et al., 2023).

Pottebné validace dalSich efektivnich kalibraci z infraspekter, s prakticky pouzitelnymi
vysledky v mlékafstvi, jsou v procesu vyvoje. Na jedné strané¢ se zdd, Ze dalsi aplikacni
moznosti MIR-FT v mlékatstvi jsou stéle jesté Siroké. Na druhé strané, otdzkou je jen, az do
jaké miry lze povazovat vSechny moZné odhady a predikce nejriznéjsSich, komplexnich,
chemickych, fyzikdlnich a biologickych (popfipad¢ zdravotnich a technologickych) vlastnosti
mléka a krav vysledkové za vérohodné a prakticky ucelné, tedy efektivni? Uvedené je
vyznamné pro analytické spektrum vyuziti nepiimé metody infracervené spektroskopie
v mlékarstvi. To je pfedmétem soucasného vyzkumu a vyvoje. Kalibrace MIR-FT pro mozZnost
méefeni TKM je méné piedpokldadanou, resp. ocekdvanou, ale také moznou variantou, za
predpokladu dodrZeni technickych podminek prito¢né analyzy (spolehliva tekutost vzorku).
Tuto moznost pro MIR-FT piipoustéji také DE MARCHI et al. (2009, 2014), kdyz zdlraznuji
vyznam TKM pro syrafstvi a parametry kalibrace MIR-FT byly 0,66 pro validaci korelace a
RMSEcv 0,25 °SH (50 ml mléka). COLINET et al. (2013) dosahli pro TKM pomoci MIR-FT
jesté ponékud efektivnéjsi model s validaci korelace 0,9.

Soucasné podminky mlékaiského prostiedi pro TKM

Vzdor historickému tdtlumu ve vyvoji technologickych poZadavki na stanoveni TKM,
v soucasném systému sofistikované kontroly jakosti syrového mléka prostrednictvim sledovani
dynamiky hodnot mnoha mlékaiskych ukazatelti, Cas od ¢asu vznikne aktudlni profesni potieba
diskuse na toto téma a pozadavek na ptipadné validacni prace, postupy a analyzy (zahrnuti
TKM do algoritmovych postupi dynamické kontroly kvality syrového bazénového mléka
(HANUS et al., 2006)), jako napt. v piipadé vyzadané odborné konzultace se Svazem vyrobct
mléka a.s., Sumperk, 2012 (zéznam - ptiloha ¢. 1 CM 40 2023). I tak I1ze dolozit, Ze t¢ma TKM
je i dnes v mlékarstvi aktudlni.

Protoze sledovani (analyzy) a vyhodnocovani kvality syrového mléka slouzi, ve zna¢né mife,
vedle ucelll propldceni mléka, také zdravotni ochrané spotiebitele, spliiuje takovy tkol
dulezitou spolecenskou zakidzku (BAUMGARTNER, 2000; AFEMA - Arbeitsgruppe zur
Forderung von Eutergesundheit und Milchhygiene in den Alpenldndern, Pracovni skupina pro
podporu zdravi mlé¢né Zlazy a hygieny mléka v alpskych zemich). Bezpecnost a kvalita
mlécného potravinového fetézce jsou dllezitymi aspekty ochrany vetejného zdravi. Soucasnd
doba klade velmi vysoké ndroky na kvalitu syrového kravského mléka a nasledné i mlé¢nych
potravinovych produktii, v EU stdle zdaleka nejvyssi v porovnani ke svétovému vyvoji. Mlécny
potravinovy fetézec je nejlépe kvalitativné kontrolovanym ze vSech ostatnich a proto utrpél
v porovndni k dal§im relativné¢ méné potravinovych skandali v neddvné historii, kdy je tato
otdzka zvlasté citlivé spolecensky vnimdna i kontrolovédna. Je to ddno faktory jeho kontroly,
tedy poctem a frekvenci stdle opakovan¢ vysetiovanych kvalitativnich ukazateli, z nichz
nekteré maji vedle fyzikalniho nebo chemického, také biologicky charakter (Tab. 4).

Tab. 4 Odtivodnéni skutecnosti, Ze vyrobni a zpracovatelsky mlécny potravinovy fetézec je tim

Vv s

zemich, a je také ziejme nejvice kontrolovanym potravinovym fetézcem vibec.
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Zabezpeceni kvality mléka lze hodnotit pozitivné ve smyslu:

- Sirokého spektra a relativné vysokého poctu vySetfovanych hygienickych
(mikrobiologickych), slozkovych (chemickych), fyzikdlnich a technologickych
mlécnych parametrl a vlastnosti;

- pravidelnosti a relativné vysoké frekvence zminénych rutinnich vysetieni syrového
mléka;

- prevazné biologického a biochemického charakteru téchto vySetteni, kde principem
je posoudit bezpecnost kontrolovaného materidlu pro konzumenty (napt. sledovani
rezidui inhibi¢nich latek a eliminace takového mléka =z potravniho fetézce
s predpokladem, Ze substance schopnd poskodit mikrobidlni rist mulze byt

VVVVV

Pres vSechny uvedené historické skuteCnosti technologického a analytického vyvoje v
mlékafstvi je vSak analyticky moZnost rychlého stanoveni TKM vyhodnda. Soucasné globdlni,
provozni podminky mlékaiského prostfedi ukdzaly na potiebu vyvoje rychlého stanoveni
hodnoty TKM pro kontrolu kvality mléka doddvaného k mlékarenskému zpracovéni
v oblastech se specifickymi, téz§imi geografickymi, klimatickymi a technologickymi
podminkami, ale také pro flexibilni, metodickou moZnost rychlé kontroly kvality vzorki mléka
v relevantnich mlékafskych experimentech.

Analytické laboratofe obecné, tedy i mléc¢né, zejména, jsou-li akreditovany, museji své
metodické postupy obhajovat u odborného auditu zpracovanym systémem zabezpeceni kvality
vysledkii analyz, jehoZ soucdsti jsou standardni operacni postupy, kontrolni mechanismy
(proficiency testing) a validace metodickych postupii. Pouzité postupy tak musi byt pfesné
popsany a validovany prostfednictvim vysledki ucelové provedenych testli se statistickym
vyhodnocenim a také pfislusSnym odhadem nejistoty vysledkli méfeni. Proto ddvd smysl
vyhodnotit a popsat efektivitu predikce hodnot titracni kyselosti syrového mléka
prostiednictvim rychlé neptimé analytické metody MIR-FT.

2) Cil metodiky vyvoje a validace postupu pro rutinni stanoveni titra¢ni Kyselosti
mléka

Cilem metodiky je vyvinout efektivni kalibra¢né-predikéni model pro stanoveni titracni
kyselosti syrového mléka (TKM) nepiimou metodou infracervené spektroskopie ve sttedové
oblasti pro mozZnost rychlé kontroly kvality doddvaného mléka ke zpracovani ve specifickych
podminkach a regionech.
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3) Vlastni metodika pro rutinni stanoveni titra¢ni kyselosti mléka v kontrole kvality
mléka

Material a metody

Validace aktudlni, prirozené dynamiky TKM podle teploty a casu pro nastaveni parametrii
priipravy referencni (kalibracni) sady vzorku

I) Kravské mléko z vice farem bylo odebirdno z bazénového syrového mléka po rannim dojeni
a vychlazeni na teplotu 6 + 1 °C. Transport vzorki probihal v termoboxech pfi teploté¢ 6,5 + 1
°C. MIéko bylo ihned po transportu do laboratofe homogenizovano a rozplnéno do sterilnich
vzorkovnic o objemu 100 ml. Vzorkovnice byly poté ulozeny do termostatli o testovanych
teplotach 8, 11, 14, 17, 20 a 25 °C tak, Ze pro kazdy ¢as expozice (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 a 4
hodiny) byl sledovan vzdy samostatny vzorek mléka. Byly stanoveny zdkladni fyzikaln¢-
chemické parametry kravského mléka SH (TKM) a pH.

Tvorba reprezentativni, zdkladni kalibracni vzorkové sady

II) Byly opakovan¢ odebrany bazénové vzorky syrového kravského mléka (n =214) z vaznych,
ale zejména volnych (95 %) stdji (n = 36), v oblastech kolem Usti nad Orlici, Zamberka,
Jeseniku, Sumperka, Olomouce a Prerova, tedy v podhorské a niZinné (Hand) oblasti.
Vzorkovani probéhlo v obdobi od kvétna 2021 do dubna 2022, ¢imZ bylo pokryto obdobi
celého roku. Soubor je tedy adjustovan pro eliminaci vlivu roénitho obdobi, kdy mé&sicné bylo
odebirdno cca 17 vzorkl. Celkové tak soubor zahrnoval cca 5 000 dojnic s pomérné
vyrovnanym zastoupenim dojenych plemen Hol§tyn (62 %) a Ceské strakaté (38 %) pro poméry
v CR. Poéet vzorktl byl, podle ziskanych vysledki kvalifikovanym odhadem, redukovén o
mozné extrémni hodnoty a tak bylo v dal§im postupu hodnoceno 207 vzorkii ptivodniho mléka.
Tim byla pokryta moznd, a pro kalibraci analytické techniky potiebnd, variabilita TKM,
pramenici z ¢etnych biologickych a technologickych zdroji mlékaiské praxe. Vzorky byly
prepraveny do laboratofe (VUM Praha, pracovi§té Sumperk) v chladovych podminkdch (< 6
°C) v termoboxu bez chemické konzervace. Ddle byly pivodni vzorky mléka, v systému
oficidlni kontroly kvality mléka, bez konzervace nebo konzervovany Heschenovym Cinidlem a
bronopolem (0,03 %), podle Gcelu analyzy (bod mrznuti mléka, mikrobiologickd vySetfeni,
slozky mléka a pocet somatickych bunék) ptepraveny v chladovych podminkach (< 6 °C) do
akreditované (CSN EN ISO/IEC 17025) laboratofe rozborti mléka CMSCH a.s. (LRM) Brno —
Tufany.

Stabilizace a modifikace vzorkové kalibracni sady

I) Vzorek mléka byl po kazdém testovaném Case (TKM - SH a pH) uloZen do chladnicky pfti
teplot¢ 8 + 1 °C a znovu analyzovin po 3 hodinach, poté opét uloZen do lednice a znovu
analyzovan po 24 hodinéch (Tab. 5).

IT) Kazdy vzorek byl, po diikladné, ale Setrné homogenizaci, rozdélen do dvou subvzorki. Prvni
subvzorek (A) predstavoval piivodni mléko s primarni TKM a byl uloZen v chladnicce (< 5 °C;
cca 18 hodin). Druhy subvzorek (B) byl ponechén po cca 18 hodin do druhého dne pfi pokojové
teploté (16 — 22 °C), ¢imZ doslo k ndhodné modifikaci vzorku podle podminek a zisku TKM
(sekundarni; Obr. 1) cestou pfirozeného pomnozeni pfitomné mikroflory (modifikovany
vzorek). Bylo tak postupovano pro potieby zisku dostatecného variatniho rozpéti kalibracni
Skaly. Vzorky A (ptivodni mléko) byly druhy den analyzovany na TKM a fadu souvisejicich
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mlécnych ukazatelli, pfedevsSim metodou MIR-FT. Vzorky B (modifikované) byly druhy den
méfeny na TKM a metodou MIR-FT. To znamend, Ze pro vSechny vzorky, A i B, tak byla
zaznamenana spektra MIR-FT.

Tab. 5: Schéma stanoveni SH a pH.

¢. vzorku | vychozi teplota (°C) doba uloZeni a analyz pfi testovanych teplotach
1 8 0 hodin
2 8
3 11
4 14 4 hodiny pfi testované teploté, poté analyzovano a
5 17 uloZeno do chladni¢ky
6 20
7 25
8 8
9 11
10 14 3 hodiny uloZeni v lednici, poté analyzovdno a znovu
11 17 uloZeno do chladnicky
12 20
13 25
14 8
15 11
16 14 . o .. .
7 7 analyza po 24 hodinach uloZeni v chladni¢ce
18 20
19 25

Analyzy a analytické postupy pro vzorky mléka

Titra¢ni kyselost (SH) mléka (TKM) byla métena prostiednictvi titrace 100 ml mléka (Soxhlet-
Henkel) za pouZiti alkalického roztoku NaOH 0,25 N v prostiedi indikatoru (fenolftalein) podle
normy CSN 57 0530 (ve °SH = ml x 2,5 mmolxI™).

Infraspektra pro titracni kyselost mléka (TKM) byla stanovena nepiimou metodou infracervené
spektroskopie MIR-FT (s Michelsonovym interferometrem a Fourierovou transformaci) na
pristroji Bentley DairySpec FT (Bentley Instruments, Chaska, Minnesota, USA).

Vzorky mléka byly analyzovany na slozkové ukazatele a n¢které vlastnosti (T, HB, L, KAS,
STP, MOC, VMK, BMM, Tab. 7) na relevantné¢ kalibrovanych (v mé&sicnich intervalech) a
kontrolovanych (proficiency testing) infraanalyzatorech mléka metodou MIR-FT (infracervena
spektroskopie ve stiedové oblasti infraerveného zdreni za podminek vyuziti zaznamu spektra
Michelsonovym interferometrem a vyhodnoceni vytéznosti signdlu prostfednictvim
Fourierovych transformaci) podle operaéniho manudlu. Pfitom byly vyuZity pfistroje
CombiFoss FT+ MilkoScan 7 (Foss Electric, Hillerod, Denmark). Kombinované rozsifené
nejistoty vysledkd méfeni Cinily: 2,77 % relativné pro T (20,101 pro plivodni jednotky (%));
42,59 % relativné pro B (+0,085 % ptiv.); +9,3 % pro PSB < 900 10°.mI™".

Pocet somatickych buné¢k (PSB) v mléce byl stanoven pomoci metody pruto¢né cytometrie
(FC; Tab. 7) na fluoro-opto-elektronickych ¢itacich ¢astic CombiFoss FT+ Fossomatic 7 (Foss
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Electric, Hillerod, Denmark). Tyto byly pravideln¢ kalibrovany (CSN EN ISO 133661 a CSN
EN ISO 13366-2) a kontrolovany (proficiency testing — testovani analytické zptsobilosti).

Celkovy pocet mezofilnich mikroorganismti (CPM) pifimym pocitdnim bakteridlnich bunék
pratokovym cytometrem BactoScan FC (Foss Analytical A/S, Hillergd, Dansko) s ndsledujicim
piepoétem relevantni konverzni rovnici na jednotky KTJ x ml"! podle referenéni kultivacni
metody dle CSN EN ISO 4833-1 (2014).

Aktivni kyselost mléka (pH) byla métena pouZzitim pH-metru 1100L (VWR pHenomenal pH,
Darmstad, Germany), ktery byl pravideln¢ pfed kazdym méfenim sady vzorki kalibrovan na
roztoky standardnich pufri (pH 4,0 a 7,0) pti 20 °C.

Elektrickd konduktivita (vodivost; VOD) mléka byla méfena za pouZziti konduktometru Hanna
(Rumunsko) pii 20 °C. Ptistroj byl kalibrovan piisluSnym solnym roztokem (KCI; 10,2 mS x
cm™) pro méfeni kazdé sady vzork mléka.

Rezidua inhibi¢nich latek v mléce (RIL; -/+ nebo N/P) byla kontrolovdna pomoci
mikrobiologického postupu (Geobacillus stearothermophilus; testovaci mikroorganismus
s vysokou citlivosti vii€i antibiotikiim) inhibi¢nim testem (rast pii 65 °C) s pH indikatorem
Eclipse 50 (ZEU-INMUNOTEC, Spanélsko) podle manudlu vyrobce a podle relevantniho
standardniho opera¢niho postupu.

Statistické postupy vyhodnoceni

I) Pro vysledky hodnot TKM byly vypocteny aritmetické priméry a byly sestaveny do ¢asovych
fad v zdvislosti na teploté a graficky zobrazeny.

1) Databaze 207 ptavodnich vzork a 414 vzorka celkem (plivodni a modifikované) byly
vyhodnoceny zdkladnimi statistickymi metodami (MS Excel, Microsoft, Redmond,
Washington, USA). Pro stanovené mlécné ukazatele byly vypolteny stfedni hodnoty
(aritmeticky primér (x), medidn (m)), variabilita ve formé smérodatné odchylky (sd = sx) a
variacniho koeficientu (vx v %). Dédle hodnoty PSB (SB) a CPM, jako ukazatele s moZnou,
resp. predpoklddanou odchylkou od normélni frekvencni distribuce byly logaritmicky
transformovéany (dekadicky log) pro regresni hodnoceni a vypocet hodnoty geometrického
pruméru (g).

Zaznamenand spektra MIR-FT vyhodnotil s ohledem na referen¢ni hodnoty TKM pan Craig
Parsons (Bentley Instruments, Chaska, Minnesota, USA) relevantnim software, ve spolupraci
s panem Gavinem Thompsonem (Bentley Czech s.r.o.), ¢imz byly ziskdny odhady TKM
metodou MIR-FT.

Dale byly vypocteny linearni regrese a korelacni koeficienty (r) mezi vybranymi ukazateli, tedy
piredevsim mezi referencni hodnotami TKM a odhady TKM pomoci MIR-FT. Vyznamné
korelace (s pravdépodobnosti nulové hypotézy < 0,05) byly konven¢né (*) oznaceny.

Nasledné byla provedena cross validace ziskanych korelacnich koeficientd postupnym
vypoctem ndhodné€, opakované redukovanych kalibracnich soubort s vypoctem validanich
korelac¢nich koeficientil a jejich variability. Vysledky vSech statistickych vypoctl jsou shrnuty
v ptiloze 2 CM 40 2023.

26



Vysledky a diskuse
Technické omezeni rutinnich metod stanoveni TKM

Je celkem technicky snadné provadét ndhradni (nepfimou) metodu analyzy TKM
v neprito¢ném systému, napf. reflektancni NIR-FT (na Petriho misce, vsddkovym zptisobem).
kyvetou), ktery pouZzivaji dneSni specializované analyzatory mléka, napt. MIR-FT, kde méteny
vzorek mléka je vyplachovan bezprostfedné nasledné meéfenym vzorkem. Je to z toho divodu,
Ze jednak je nutné vzorky pfi predipravé zahtat na cca 40 °C a dale mléko béhem méfeni musi
stravit urcity Cas v temperované kyvet¢ bez srazeni. Zde existuje technologické riziko (pti vyssi,
zejména pifpadné ziskané TKM), hrozici nepiijjemnym zneciSt€énim kyvety s moZnymi
negativnimi technickymi dasledky pro pfistroj i operdtora piistroje. Proto je timto prito¢nym
zptisobem s méfici celou (obvykle optické metody, spektrdlni analyzy mléka) moZno méfit jen
tekuté vzorky a nepfipustit sraZeni mléka v této meéfici cele. Tedy, v dobé méfeni by kasein
nem¢él dosdhnout, pii zahfati mléka, svého isoelektrického bodu a vyvlockovat se. Zahtev
vzorku ovSem toto riziko zvysSuje, resp. urychluje. Pro odhad napt. TKM skotu to znamena
rozsah méfeni niZ$i neZ stropni hodnota cca od 12 do cca 16 °SH (na 100 ml mléka), coZ ovSem
bohuZel plati pro vzorky individudlng. Nutno tak vychdzet pti praktické analytické praci
v mlé¢né laboratofi z regiondlni zkuSenosti a dédle individudlni, vizudlni a ptipadné i Cichové
kontroly konkrétnich vzorki. Je tfeba byt opatrny pii aplikaci takového méficiho postupu —
jednoduse predchédzet srazeni mléka v piistrojové kyveté a v celém hydraulickém systému
aparatu vubec.

Charakteristiky zdakladnich vzorkovych kalibracnich (referencnich) sad

D

V Tab. 6 a v Obr. 17 jsou uvedeny vysledky TKM jednotlivych farem a aritmeticky primér
vSech méfeni. Je ziejmé, Ze u vSech bazénovych vzorkli nedochdzelo k vyraznym zméndm
TKM ani pii vyssi testované teploté 20 a 25 °C. Pocéate¢ni primérna hodnota TKM byla 7.4 a
poté doslo k jejimu poklesu a hodnoty se dile pohybovaly v rozpéti 6,7 az 7,04 SH, cozZ je
vsouladu s uvddénymi standardnimi hodnotami pro SH 6,2 az 7.,8. Vysledky pfinesly
informac¢ni hodnotu (KLIMESOVA, et al., 2022) pro zachdzeni se vzorky syrového bazénového

mléka fady II pfi operacich se zménou a ziskem TKM pro rozsifeni Skaly kalibracniho modelu
u MIR-FT.

D)

Zakladni charakteristiky (parametry) kalibracni sady z hlediska sledovanych mléénych
ukazatell jsou v Tab. 7 s uvedenim referen¢nich hodnot TKM pro ptivodni mléko a pro vSechny
vzorky mléka (ptivodni plus modifikované). Je samoziejmé, Ze hodnoty sady n =414 stanovené
MIR-FT (slozky a vlastnosti mléka) jsou jiZ ovlivnény stavem vzorkl (Casti po zvySeni TKM),
kdy kalibrace na toto méfeni neodpovidala stavu vzorkii. Proto tyto hodnoty jsou pouze
orientacni a poukazuji na dynamiku zmén vysledkit MIR-FT se zhorSenym stavem vzorki (plus
sekunddrni TKM). Hodnoty VOD a pH jsou samoziejmé redlné. Referencni primér TKM této
sady ¢inil 10,52 £ 5,9 °SH, pfi variabilité 56,1 % (minimum a maximum 5,47 a 33,81 °SH). To
odpovidd zfetelnému vlivu naruSeného syrového mléka, podle potieby zdméru pokusu.
Zékladni sada referenc¢nich vzorkli n = 207 (ptivodni mléko) uvadi bézné parametry mlécnych
ukazateld pro podminky chovu dojnic a produkce mléka v CR, referenéni pramér TKM byl
7,28 £ 0,566 °SH, pfi variabilit€¢ 7,8 % (minimum a maximum 5,47 a 9,04 °SH). VSechny tyto
vzorky mléka byly negativni na vySetieni RIL, tedy bez vlivu antibiotik, dezinfek¢nich
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prostiedkll a pfirozenych inhibitori. Uvedené doklada vhodnost referencnich sad k pouZiti pro
zamysleny ucel derivace kalibracnich modelit MIR-FT pro TKM.

Tab. 6 Vysledné hodnoty titracni kyselosti (°SH) kravského mléka.

Farma DL1 LIB1 LIB2 BL H aritm. prameér
¢. vzorku
1 7,50 6,01 6,68 8,01 7,98 7,24
2 6,89 5,11 6,33 7,98 8,17 6,95
3 7,03 5,32 6,54 8,01 8,29 7,04
4 7,03 5,32 6,54 7,80 8,19 6,98
5 6,89 5,04 6,30 7,84 | 791 6,79
6 7,17 5,39 6,37 7,66 7,80 6,88
7 7,21 5,25 6,51 7,56 7,77 6,86
8 7,35 5,42 6,02 7,80 | 7,98 6,91
9 7,07 5,21 6,37 7,38 8,40 6,88
10 7,03 5,53 6,26 7,59 7,70 6,82
11 7,14 5,25 6,16 7,38 7,77 6,74
12 7,03 5,18 6,26 7,52 8,15 6,83
13 6,82 5,35 6,19 7,38 8,01 6,75
14 7,73 5,07 6,02 7,45 7,70 6,79
15 7,70 5,28 5,95 7,56 7,63 6,82
16 7,28 5,32 6,12 742 | 752 6,73
17 7,59 5,28 6,02 7,28 7,31 6,70
18 7,70 5,28 6,30 7,52 | 7,31 6,82
19 7,59 5,18 6,47 7,49 7,94 6,93

Obr. 17 Vyvojové kiivky TKM (°SH) kravské mléko.
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Tab. 7 Zékladni charakteristiky mléEnych ukazatelii kalibracnich sad referencnich vzorkii mléka pro tvorbu kalibracnich modeli k odhadu

hodnot TKM prostiednictvim MIR-FT a odhadnuté hodnoty MIR-FT (II).

Jednotka °SH {nchm' - 1103xml' - % % % % % mgxl” | -m°C 1103CFUxml' - {nmolx 100gT | °SH
1

Parametr / TKM | VOD pH PSB log T HB L STP KAS | MOC | BMM | CPM log VMK TKM, MIR-
Ukazatel PSB CPM FT
vzorky A
n 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207
X 7,28 4,46 6,75 204 2,2565 4,03 3,48 4,99 9,1 2,77 256 541 18 0,9348 0,7895 7,28
SX 0,566 | 0,165 0,059 | 103 0,2161 0,294 | 0,176 | 0,086 | 0,199 | 0,216 | 80 22 61 0,3398 0,2442 0,254
vx (%) 7,8 3,7 0,9 50,5 7,3 5,1 1,7 2,2 7,8 31,3 4,1 338,9 30,9 3,5
o 181 9
min. 5,47 3,85 6,59 40 1,6021 3,45 3,02 | 4,62 8,22 2,21 55 573 5 0,699 0,258 6,47
max. 9,04 5,03 6,93 658 2,8182 5,15 3,84 5,22 9,45 3,2 464 96 599 2, 7774 1,532 8,07
vzorky A + B
n 414 414 414 414 414 414 414 414 414 414 414
X 10,52 | 4,67 6,5 4,02 3,5 4,92 9,07 2,78 276 545 10,52
SX 5,904 | 3,84 0,464 0,286 | 0,181 | 0,152 | 0,273 | 0,236 | 96 24 4,874
vx (%) 56,1 8,2 7,1 7,1 5,2 3,1 3,0 8,5 34,8 4,4 46,3
min. 5,47 3,85 2,65 3,38 3,02 | 4,26 5,85 2,16 54 597 6,36
max. 33,81 | 6,4 6,93 5,15 4,06 5,22 9,46 3,63 755 496 29,75

TKM titra¢ni kyselost mléka; MIR-FT infracervend spektroskopie mléka ve stiedové oblasti s Fourierovou transformaci; A ptivodni mléko (primarni TKM); B mléko s vySssi
TKM (primarni a sekundarni, ziskand TKM); n pocet pfipadt; x aritmeticky prumér; sx smérodatnd odchylka; vx variacni koeficient; g geometricky primér; min. minimum;
max. maximum; VOD vodivost; pH aktivni kyselost; PSB pocet somatickych bun¢k; T obsah tuku; HB obsah hrubych bilkovin; L koncentrace monohydratu laktézy; STP
obsah suSiny tukuprosté; KAS obsah kaseinu; MOC koncentrace mocoviny; BMM bod mrznuti mléka; CPM celkovy pocet mezofilnich mikroorganismti; VMK obsah
volnych mastnych kyselin v mlé¢ném tuku.
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Vysledky korelacni analyzy kalibracnich modelit TKM pro MIR-FT

1)

V Tab. 7 jsou uvedeny také odhadnuté hodnoty TKM podle modelii pro spektra MIR-FT pro
puvodni mléko (n = 207; A) i vzorky mléka celkem (n = 414; A + B). TKM zde Cinila 7,28 +
0,254 °SH, pfi variabilité 3,5 % (minimum a maximum 6,47 a 8,07 °SH) a 10,52 + 4,874 °SH,
pfi variabilit€ 46,3 % (minimum a maximum 6,36 a 29,75 °SH). Na zédklad¢ principu pouZité
statistické metody konstrukce kalibra¢nich modell jsou diference priméri mezi odhadem a
referenci (TKM — MIR-FT minus TKM reference) pro oba soubory 0 a jejich smérodatné
odchylky €ini 0,313 a 1,03 °SH (pfiloha 2).

Provedeni linearni regrese (Obr. 18 a 19) pro soubory A (ptivodni mléko, n = 207) a vzorky
celkem (A + B, n = 414) z Tab. 7 ukdzalo pomérné tésné kalibrac¢ni (analyticko-metodické)
korela¢ni koeficienty mezi referenénimi hodnotami TKM a odhady TKM (MIR-FT). Tyto byly
statisticky vyznamné a Cinily 0,695 (P < 0,001) a 0,91 (P < 0,001). To v druhém ptipadé
znamena, Ze 82,7 % z variability odhadnutych hodnot TKM (MIR-FT) bylo d4dno variacemi
v referen¢nich hodnotach TKM.

Obr. 18 Vysledek linearni regrese vztahu referen¢nich (x) a odhadovanych (y; MIR-FT) hodnot
TKM pro syrové mléko (soubor A, n = 207, primdrni (ptivodni) TKM) v °SH.

850 1 y=0,4483x +4,0158
8,00 -
7,50 -
7,00 -
- 6,50 -
6,00 -
5,50

5,00 T T T T T T T T 1
5,00 550 6,00 650 7,00 7,50 8,00 850 9,00 9,50

Odhad titra¢ni kyselosti miéka,
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Obr. 19 Vysledek linearni regrese vztahu referen¢nich (x) a odhadovanych (y; MIR-FT) hodnot
TKM pro syrové mléko (soubor A + B, n =414, primérni a sekundarni (ziskand) TKM) v °SH.
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Vysledky validace kalibracnich korelaci modelit TKM pro MIR-FT

D)

Cross validace kalibra¢nich korelacnich koeficientl pro modely odhadu TKM pomoci
metody MIR-FT ukdzala (ptfiloha 2) hodnoty validac¢nich korela¢nich koeficienti kalibrace pro
soubory A (puvodni mléko, n = 207) a A + B (vzorky celkem, n = 414) 0,692 + 0,033 (P <
0,001) a 0,909 + 0,006 (P < 0,001). Tento principidln¢ simulacni postup validace byl pouzit
namisto nového svozu jinych referen¢nich vzorkl za srovnatelnych podminek, nebot” takové
pokusné opakovéni by bylo pfili§ ndkladné.

Na zdklad¢ uvedeného lze konstatovat, Ze odhad TKM pomoci metody MIR-FT (DairySpec
FT, Bentley) je velmi zplsobily k praktickému analytickému vyuZiti pro mlékarenské
tchnologie ke kontrole kvality suroviny v podminkach problematického svozu syrového mléka
pii zhorSené kontrole ¢asu a teploty transportu (validace modelu A + B). To nejsou uplné
podminky CR, ale spiSe odlehlych a hornatych regionti s komplikovangj$im klimatem a se
slab§i transportni infrastrukturou. Pouziti rychlého odhadu TKM (MIR-FT) k orientacni
kontrole kvality syrového mléka v dobrych transportnich podminkach (validace modelu A) je
sice také analyticky moZné, nicmén¢, bude méné efektivni s ohledem na spolehlivost

(vérohodnost) vysledkti.
Diskuse vybranych aspektit odhadu TKM kalibracnim modelem pro MIR-FT

Sledovéni a vyhodnocovani kvality syrového mléka poméha plnit dileZitou spoleCenskou
zakdzku (BAUMGARTNER et al., 2000). Bezpecnost a kvalita mlééného potravinového fetézce
jsou diilezitymi aspekty ochrany vefejného zdravi.

Chlazeni potravin je jednim z velmi zndmych, starych, v podstaté biologickych, postupti
jejich konzervace, tedy prodlouZeni trvanlivosti. Je vyuZivéano i pfi podpofie stabilizace vzorku
potravin, véetné¢ mléka, pfi jejich transportu a uchovani ke kontrole kvality. Je doloZeno, Ze
chlazeni potravin ledem bylo vyuZivano jiz 400 let pfed nasim letopoctem v Persii za vyuZiti
uchoven ledu, jakcal, jak dokladaji vysledky archeologického vyzkumu architektury starovéku.

Je znamo, ze mikrofléra mlécnych stiji se v Case, podle pouzivané technologie chovu a
dojeni krav a naslednych evolu¢né-genetickych posunt, pozménuje ve smyslu druhového nebo
kmenového zastoupeni a tim méni sumarné i své vlastnosti, dané predevsim metabolickou
aktivitou. Mnohdy muize ubyvat pomér acidogenni mikrofléry ve prospéch lipolytické nebo
proteolytické v dusledku pouzité technologie a hygieny dojeni, pficemz také mikrobidlni zatéz
nadojeného mléka byla v poslednich dvaceti letech siln€ redukovéna. Proto, ¢as od Casu, dava
v mlékarstvi smysl kvantifikovat, podle Casu a teploty, zmény, které je ptivodni mikrofléra
schopna vyvolat v dynamice TKM, jako zdkladniho, technologického, mlékatského ukazatele.

//////

byt technickym problémem uchladit velké objemy transportovanych potravinovych surovin
nachylnych k mikrobiologickému rozkladu, jako je tfeba mléko, ke zpracovani, coZ miiZe
ohroZovat jejich kvalitu. Proto pravé u syrového mléka bude kontrola jeho titracni kyselosti
stale vyznamnou, kvalitativni, kontrolni metodou. Celkem existuje velmi malo praci na rychlé
rutinni uréeni hodnoty TKM nepiimou metodou (MIR-FT), v podstaté jen dvé s MIR-FT a
nekteré také s NIR-FT.
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Pokud jde o primérné hodnoty (Tab. 7) referenc¢niho souboru TKM (soubor A) n =207, 7,28
+ (0,566 a soubor B) n =414, 10,52 + 5,9 °SH), pak tyto by €inily v jinych jednotkach TKM
182+1,415a226,3+14,75°Tha 16,38 £ 1,274 a 23,67 + 13,28 °D atp. (Tab. 8). Uvedené plati
pro ruzné zemé, podle toho, které jednotky pouzivaji (Tab. 3). PonévadZ vSak existuje i
subjektivni, okoskopicky vliv na titraci (na bod jejtho ukonceni) pti stanoveni TKM, mélo by
si kazdé pracoviste kalibraci MIR-FT na odhad TKM provést samo, nebo pfi pouziti danych
modeli si urcit lokdlni korekcni faktory (smérnici, posun, nebo kombinaci).

Tab. 8 Piepocet kyselosti mléka vyjadifeného v rtznych jednotkdch (podle BABULOVA a
JANSTOVA, 2019).

Titracni kyselost mléka (TKM) / Jednotka | °SH | °Th | °D | % kyseliny mlé¢né
TKM 1 2,5 |2,25]0,0225

TKM 04 |1 0,9 10,009

TKM 4/9 1109 |1 0,01

°SH (stupn¢ Soxhleta-Henkela) - spotfeba (v ml) 1/4 N NaOH; °Th (stupn¢ Thornera) — spotieba (v ml) 1/10 N
NaOH; °D (stupné Dornica) - spotfeba (v ml) 1/9 N NaOH; (na 100 ml mléka; TKM, indikator = fenolftalein.

4) Zavér metodiky pro rutinni stanoveni titra¢ni kyselosti mléka

Metodika nabizi validaci a moZnosti selektivniho pouZziti nepiimé metody MIR-FT pro
rychly odhad hodnot titrani kyselosti mléka v mlékatrském prostiedi.

Ve specificky definovanych piipadech konfigurace podminek technologického prostiedi
v mlékatstvi miZe byt odhad hodnoty titracni kyselosti mléka nepiimou metodou MIR-FT
pouzitelny jako vhodny postup pii rychlé orientaci v technologické kvalité syrového mléka pro
zpracovatelsky proces.

Metodika je inovativnim rozSifenim portfolia nabizenych analytickych, rutinnich,
laboratornich sluzeb v oboru infracervené spektroskopie mléka.

Projektové zdivodnéni potieby doplitkového ieseni CM 40 2023

Pro projekt MZe NAZV ZEME QK 21010212 ,,Vyvoj metod pro kontrolu manipulace
kvality mléka urceného k dalSimu technologickému zpracovani a zajiSténi jeho autenticity*.
Vérohodnost vysledkit PSB je zdkladem pro identifikaci a efektivitu posouzeni mozné
modifikace syrového mléka artificidlni redukci PSB, jako obecné neetického postupu. Pii
dodatecné manipulaci (nadbyte¢né centrifugaci) s mlékem a pfipadné€ 1 jeho vzorky vSak
dochdzi k moznym ¢asovym prodlevam a teplotnim vykyvim, které mohou mit vliv na mléko
a tim 1 na identifikani metody. Ukézala se tak urgentni potfeba kontrolovat takovou
interferen¢ni moZznost. Ukazatel titracni kyselosti mléka (SH) je dulezity pro posouzeni kvality
mléka i vérohodnost vysledki PSB. Automatizovand infracervend spektroskopie nabizi
moznost simultdnni kontroly SH za existence piislusné kalibrace soub&zné s pokusnym
zachytem spektra pro ptipadnou identifikaci manipulace s mlékem a artificidlni redukce PSB.
Proto byl, pro metodické potieby projektil, vyvinut model determinace SH prostiednictvim
infracervené spektroskopie k simultinni kontrole kvality vzork v souvislosti s kontrolou
pfipadnych variaci PSB.
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III) Srovnani ,,novosti postupi” a predani metodiky:

Postup nepiimého, rutinniho, rychlého odhadu hodnoty titra¢ni kyselosti
mléka

vyvinutd metodika byla pfedana pro uzivani v systému kontroly kvality mléka a laboratorni
préace (Bentley Czech s.r.0., Svaz vyrobcti méka a. s. Sumperk) v elektronické i pisemné formée
1. 10. 2023;

jednd se o novy a validovany postup kontroly podminek analyz titrani kyselosti bazénovych
vzorkli mléka za pouZiti modernich analytickych metod pro podporu vérohodnosti
ziskavanych analytickych vysledki a kvality a bezpecnosti mlécného potravinového fetézce.
Metodika je inovativnim rozSifenim portfolia nabizenych analytickych, rutinnich,
laboratornich sluzeb v oboru infracervené spektroskopie mléka. Vysledky jsou jednak
rozsitenim dosavadnich poznatkli (validace kalibracnich modeli stanoveni fady mléénych
slozek a vlastnosti metodou MIR-FT u nds v laboratorni praxi a ve svétové mlékarské

literatufe) a dale uvedenim znamych poznatkil v novych souvislostech;

vyvoj postupu a metody rutinni kontroly hygienicko-technologické kvality mléka podle
ukazatele titracni kyselosti mléka v bazénovych vzorcich je zajiStén vlastnimi konkrétnimi
vysledky a retrospektivni komparaci a analyzou vlastnich pfedchozich vysledka pracoviste.
Vyhodnocenim téchto vysledkli a sestavenim ndvrhti vznikl postup, ktery je metodickym
podkladem pro laboratofe kontroly kvality mléka pro zajisténi kvality analytickych vysledk,
auditu relevantnich akreditacnich orgdnti v oblasti analyz mléka a bezpecnosti mlé¢ného
potravinového fetézce;

uvedené postupy rychlych analyz a ovéfeni a podpory spolehlivosti dat analyz mléka zatim
nebyly v CR v kontrole kvality mléka pouzivany, ve svéte jen misty.

33



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

- kontrola fyzické existence metodiky jako pracovniho postupu pro podporu veérohodnosti
ziskdvanych analytickych ~vysledkii mléénych laboratofi a bezpecnosti mlécného
potravinového fetézce (u VUM);

- kontrola implementace a praktické aplikace metodiky je proveditelnd prostfednictvim revize
dokladti workshopii ke zlepSovani kvalifikace odborného laboratorniho persondlu (programy,
PP-prezentace a jejich pisemné pozndmkové verze, prezencni listiny, persondlni certifikéty o
absolvovani) v relevantnich laboratofich kontroly kvality mléka (napt. Bentley Czech s.r.o.;
LRM Bmo-Tufany, CMSCH a. S.);

- metodika postupu rutinniho stanoveni titracni kyselosti mléka pro podporu vérohodnosti
ziskavanych analytickych vysledki a bezpe¢nosti mlécného potravinového fetézce byla
zpracovana v Sesti exemplafich a preddna v krouzkové vazb¢ na piislusna pracovisté (Czech
Bentley s.r.o.; Svaz vyrobcti mléka a. s., Sumperk; LRM Brno-Tufany CMSCH a. s.) a do
knihovny a na pracovisté Vyzkumny tstav mlékarensky s.r.o. Praha a informace o ni na MZe
ado RIV.
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V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly kvality mléka (KKM) a vyuZziti vysledki v prevenci
hygienicko-technologickych problémi mléénych potravin. Tuto cinnost lze efektivné
realizovat pouze na zdklad¢ spolehlivych vysledkl analyz. Vyvinuty a testovany postup
podporuje tuto spolehlivost analytickych vysledki KKM. Na bazi preventivni podpory
kvality a hygieny mlécnych potravin muze tvoftit podil do 2 % v celém segmentu. Uvedené
je dano redukci béZznych nedostatkli zpisobenych piipadnou chybnou informaci v KKM.
Objem piipadnych ztrat z chyb v KKM je ovSem obtizné vycislit konkrétnéji. Na drovni
statu, pfi daném rozsahu a vlivu KKM, miiZe ro¢né piinos z redukce ztraty efektivity chybami
Cinit ¢astky v fadu statisict.

Néklady na konkrétni zavedeni a vyuZiti postupu uvedeného v metodice mohou pro uZivatelské
laboratoie kontroly kvality mléka (KKM) ¢init podle kvalifikovaného odhadu celkem 40 tis.
K¢ jednordzové (ndklady na implementaci predikénich modelt metody MIR-FT). Pfinos pro
uzivatele je v podpoie spolehlivosti postupu kontroly hygienicko-technologické kvality
mléka a kvalifikace laboratorniho persondlu. Tento 1ze na neptimych efektech kvalifikované
odhadnout na 90 tis. K¢ ro¢né pii redukci chybovosti vysledka analyz a prevenci piipadnych
spornych jednéni. Tento efekt je opakovatelny po rocich. Uvedené muze ptispéet k redukci
ndkladt na provoz KKM.
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(dojeni) mléka v prvovyrobé. PP prezentace HANUS O.- SEYDLOVA, R.- KOPECKY J.-
ROUBAL, P.- JEDELSKA R.- NEJESCHLEBOVA L.- KLIMESOVA, M.: MoZny vliv subklinickych
mastitid zapfic¢inénych fasou Prototheca na sloZeni a kvalitu mléka. 2020.

SOJIKOVA, K.- HANUS, O.- RiHA, J.- GENCUROVA, V.- HULOVA, L.- JEDELSKA, R.- KOPECKY, J.:
Impacts of lactation physiology at higher and average yield on composition, properties and
health indicators of milk in Holstein breed. Vlivy fyziologie laktace pii vyS$i a primérné
uzitkovosti na sloZeni, vlastnosti a zdravotni ukazatele mléka dojnic holstynského plemene
skotu. Scientia Agriculturae Bohemica, 41, 1, ISSN 1211-3174, 2010 a, 21-28.

SOJIKOVA, K.- HANUS, O.- RiHA, J.- YONG, T.- HULOVA, .- VYLETELOVA, M.- JEDELSKA, R.-
KOPECKY, J.: A comparison of lactation physiology effects at high and lower yield on
components, properties and health state indicators of milk in Czech Fleckvieh. Srovnani vlivi
fyziologie laktace pti vysoké a nizsi uZitkovosti na slozky, vlastnosti a zdravotni ukazatele
mléka u Ceského strakatého plemene. Scientia Agriculturae Bohemica, 41, 2, ISSN 1211-
3174, 2010 b, 84-91.

Predchozi tematicky relevantni metodiky k problematice stanoveni sloZek a vlastnosti
mléka metodou infracervené spektroskopie a kontroly kvality mlékarskych analyz:

- UPLATNENA METODIKA QF 3019 UM 1 - Adjusta¢ni principy a postupy — centralni
adjustace rutinnich méfeni chemickych slozek v mléénych laboratofich. DoloZena
statutdarn¢ podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné metodiky mezi Vyzkumnym
ustavem pro chov skotu, s.r.o., Rapotin a CMSCH a.s., Praha, z 12.12.2006 a. HANUS,
O.- JANU, L.- GENCUROVA, V.- JEDELSKA, R.- KOPECKY, J.- DOLINKOVA, A.

- UPLATNENA METODIKA QF 3019 UM 2 - Principy a postupy vykonnostniho testovani
analytické zptsobilosti méfeni chemického sloZeni v mlénych laboratofich. Dolozena
statutdrné¢ podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné metodiky mezi Vyzkumnym
ustavem pro chov skotu, s.r.o., Rapotin a CMSCH a.s., Praha, z 12.12.2006 b. HANUS,
O.- JANU, L.- GENCUROVA, V.- JEDELSKA, R.- KOPECKY, J.- DOLINKOVA, A.

- UPLATNENA METODIKA MSM 2678846201 UM 1 - nézev: Postup pii adjustaci a kontrole
riznych metod stanoveni koncentrace mocoviny v mléce v mléénych laboratotich.
DoloZend statutirn¢ podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné metodiky mezi
Agrovyzkumem Rapotin s.r.o. a CMSCH a.s., Praha, z 12.12.2006. HANUS, O.- HERING,
P.- JANU, L.- GENCUROVA, V.- JEDELSKA, R.- KOPECKY, J.- DOLINKOVA, A.
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- UPLATNENA METODIKA QF 3019 UM 5 - nazev: P¥iprava referenéniho standardu pro
kalibraci infraanalyzy mléka se sniZenym obsahem hlavnich komponent mléka jako
dolnimi hodnotami kalibra¢nich pfimek a s vybalancovanou zménou interferenc¢niho
vlivu mlééné matrice. DoloZend statutdrné podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné
metodiky mezi Vyzkumnym dstavem pro chov skotu v Rapotiné a CMSCH a.s., Praha,
z 11.04.2008. HANUS, O.- JANU, L.- GENCUROVA, V.- JEDELSKA, R.- KOPECKY, J.

- CERTIFIKOVANA METODIKA MSM 2678846201 CM 6 - ndzev: Referenéni material pro
adjustaci urceni kyseliny citrénové pomoci MIR-FT infraanalyzy mléka. Tato je doloZena
statutarn¢ podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované metodiky mezi Agrovyzkumem
Rapotin s.r.o. a CMSCH a.s., Praha, z 13.08.2009. Datum certifikace 30.09.2009. HANUS,
O.- JEDELSKA, R.- HULOVA, I.- VYLETELOVA, M.- KOPECKY, J.- GENCUROVA, V.-
SOJKOVA, K.

- CERTIFIKOVANA METODIKA MSM 2678846201 CM 7 - nizev: Metodika validace a
odhadu nejistoty vysledkli méfeni u minoritnich sloZzek a vlastnosti mléka pro nepiimé
metody MIR a MIR-FT v laboratofich kontroly uZitkovosti a kvality mléka. Tato je
doloZena statutirné¢ podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované metodiky mezi
Agrovyzkumem Rapotin s.r.o. a CMSCH a.s., Praha, z 13. 8. 2009. Datum certifikace
30.09.2009. HANUS, O.- JEDELSKA, R.- GENCUROVA, V.- VYLETELOVA, M.- KOPECKY, J.-
SOJKOVA, K.

- CERTIFIKOVANA METODIKA MSM 2678846201 CM 10 - nazev: Kalibrace metod MIR
a MIR-FT v laboratotich kvality mléka za ic¢elem méfeni koncentrace volnych mastnych
kyselin (VMK) v mlé€ném tuku. Tato je doloZend statutiarné¢ podepsanou smlouvou o
aplikaci certifikované metodiky mezi Agrovyzkumem Rapotin s.r.o. a CMSCH a.s.,
Praha, 2z 10.09.2009. Datum certifikace 30.09.2009. HaNUS, O.- HULOVA, I.-
GENCUROVA, V.- VYLETELOVA, M.- KOPECKY, J.- JEDELSKA, R.

- CERTIFIKOVANA METODIKA MSM 2678846201 CM 11 - nazev: Ptiprava referen¢nich
vzorkl, posouzeni kvality kalibrace a vykonnostni testy stanoveni kaseinu metodou
infraCervené spektroskopie FT v mlécnych laboratofich. Tato je doloZend statutarné
podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované metodiky mezi Agrovyzkumem Rapotin
s.1.0. a CMSCH a.s., Praha, z 31.03.02010. Datum certifikace 08.12.2010. HANUS, O.-
GENCUROVA, V.- LANDOVA, H.- SOJKOVA, K.- KOPECKY, J.- JEDELSKA, R.- DOLINKOVA,
A.

- CERTIFIKOVANA METODIKA MSM 2678846201 MSM 2672286101 CM 18 - nazev:
Pfiprava referencnich vzorkl a posouzeni kvality kalibrace pro stanoveni ketonl jako
acetonu metodou infracervené spektroskopie FT v mlécnych laboratofich. Tato je
doloZena statutirné podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované metodiky mezi
Vyzkumnym tstavem mlékdrenskym, s.r.o. Praha a CMSCH a.s., z 27.09.2011. Datum
certifikace 13.12.2011. HANUS, O.- ROUBAL, P.- VYLETELOVA, M.- ELICH, O.- JEDELSKA,
R.- HOFER, J.

- CERTIFIKOVANA METODIKA MSM 2678846201 MSM 2672286101 CM 20 - nizev:
Efektivni kalibrace techniky MIR-FT pro méfeni mocoviny v mlé¢nych laboratofich na
bazi referencnich hodnot vykonnostnich testli. Tato je doloZend statutdrné podepsanou
smlouvou o aplikaci certifikované metodiky mezi Vyzkumnym dstavem mlékarenskym,
s.1.0., Praha a CMSCH a.s., z 27.09.2011. Datum certifikace 12.12.2011. HANUS, O.-
ROUBAL, P.- GENCUROVA, V.- ELICH, O.- KOPECKY, J.- HOFER, J.
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- CERTIFIKOVANA METODIKA INGO LA 09030 CM 21 - ndzev: Efektivni kalibrace
techniky MIR-FT pro screening hodnoty ekvivalentu bodu mrznuti mléka v mlé¢nych
laboratotich na bazi referencnich hodnot vykonnostnich testii. Tato je doloZena statutarné
podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované metodiky mezi Vyzkumnym ustavem
mlékarenskym, s.r.o., Praha a CMSCH a.s., z 16.11.2012. Datum certifikace 28.12.2012.
HaNuS, O.- ROUBAL, P.- VYLETELOVA, M.- ELICH, O.- KOPECKY, J.- HOFER, J.-
SNASELOVA, J.- SEYDLOVA, R.

- CERTIFIKOVANA METODIKA QJ1510336 RO1417 CM 35 — ndzev: Validace a
doporuceni ke kalibraci nepfimé metody infracervené spektroskopie pro stanoveni profilu
mastnych kyselin mlé¢ného tuku. Tato je doloZena statutdrné podepsanou smlouvou o
aplikaci certifikované metodiky mezi Jihoeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich,
Zemédélskou fakultou a Ceskomoravskou spole¢nosti chovateli a. s. z27. 9. 2017.
Datum certifikace 22.12.2017. SAMKOVA, E.- HANUS, O.- SPICKA, J.- KLIMESOVA, M.-
HASONOVA, L.- JEDELSKA, R.- TRAVNICEK, J.- KOPECKY, J.- KALA, R.- ELICH, O.

Ne vSechny prace ze seznamu literatury (5, 6), jejichZ studium a poznatky byly vyuzity ve
vyvoji metodiky, jsou citovany explicitn€ v textu vlastni metodiky pro praxi. Jsou vSak pro
uplnost uvedeny v seznamu vyse.

Vétsina vlastnich praci, pouZitd pii tvorbé této metodiky, byla pfedtim jizZ samostatné odborné
oponovéna, jak plyne ze seznamu vyse.

Prilohy, dokumenty a doklady:

technicka feSeni a postupy této metodiky byly zejména podpoteny vysledky vlastniho vyzkumu,
vyvoje a empirickych poznatki, které byly publikovany.

Datum: 14.08.2023

Z.a zhotovitele: Mgr. Hana Nejeschlebova
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7) Prilohové materialy s podklady pro validaci kalibra¢nich modeli odhadu TKM pomoci
MIR-FT v ramci metodiky
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Piiloha 1 CM 40 2023

Titracni kyselost mléka - analyza realnych moznosti kolisani hodnot SH

Titra¢ni kyselost se vyjadiuje ve stupnich Soxhlet-Henkela (SH, titrace roztokem NaOH
v ml 0,25 mol/100ml (v mlx2,5 mmol.l')). Je tak ukazatelem kyselosti sloZzek mléka
(mativni SH) a pak, po uloZeni mléka, také ziskané Kkyselosti (ziskané SH)
nestandardnimi procesy, napr. pri skladovani nebo vysSi bakteridlni kontaminaci
(zhorSené hygiené dojeni nebo uloZeni a transportu) — rozkladem (kysnutim).

SH je vyznamné pro technologické zpracovani mléka (syraistvi (koagulace) 1 fermentované
mlécné vyrobky), ale i pro trvanlivost mléka (konzumni mléko).

Pufracni kapacita mléka je siln€jsi v oblasti kyselé neZ alkalické. Proto kdyz vzroste kyselost
mléka, napf. rozkladem laktozy bakteridlni Cinnosti, zatimco hodnota pH jeSté neklesd,
hodnota SH jiz vzrista. Reaguje tedy citlivéji.

SH ovliviiuje fada faktort, zavisi na kyselé reakci organickych kyselin, soli a bilkovinnych
molekularnich konct, které urcuji nativni hodnotu SH. Proto, ¢im vice bilkovin (Tabulka),
tim vyssSi SH mléka a naopak, nebot’ bilkoviny tvori az 1/3 nativni kyselé reakce mléka.

SH pak mtize vzrastat kysnutim mléka (bakteridlni rozklad laktobacily) nebo kyselymi
piimésemi (dezinfekeni prostfedky), a nebo muze klesat prostiednictvim alkalickych piimési
(dezinfek¢ni prostiedky). SH také reaguje na metabolicky stav (normdlni, metabolicka
acidéza nebo alkal6za) zvitete a tedy jeho vyzivu, tedy ndsledné sloZzeni mléka. Napf.
energeticky deficit vyZzivy dojnic znaci méné¢ bilkovin v mléce a nizZsi nativni SH.

SH kolisd normalné na velkych souborech bazénovych vzorkii mléka obou plemen
(Holityn (H) a Ceské strakaté (C nebo CF) — pievazujici populace dojnic v CR) kolem
priméru 7,39+0,86 a 7,13+0,92 (plemeno C a H, Tabulka). Variacni koeficient tak ¢ini
11,7 az 12,9 %. Variabilita vsak plati pro individualni, nikoliv bazénové vzorky mléka.

SH jsme také sledovali u individudlnich vzorkti mléka podle dojivosti krav (nizs$i a vyssi u
plemen CF a H) ve dvou pfilozenych pracich (viz ptilohy Sojkové et al., 2010 a, b), kde
v tabulkéch jsou uvedeny primérné hodnoty a jejich variabilita, v souctu jde asi o 900 krav
z osmi stdd za dobu dvou roki. I zde je jasn€ patrné, vyssi obsah bilkovin, vyssi nativni SH,
podle plemen i uvnitf plemen podle dojivosti.

Uvedené hodnoty neodpovidaji maximdlni hodnoté SH 6,8 resp. moznému kolisani 6,2 az 6,8,
i kdyZ mtize pii vySetfeni sehrdvat jistou roli subjektivné specificka citlivost lidského oka na
srovnani barev (ukonceni titrace pfi riZové barvé srovndvané na piislusny barevny standard
podle metodiky pro odecet spotieby) u konkrétni osoby provad¢jici analyzy.

SH ur¢uje platna, ale neziavazna, norma CSN 57 0529 od 6,2 do 7,8 SH. Historicky to
bylo i od 6 do 8 SH. Tento material by tedy mél slouzit jako standardni pozadavek.

Toto standardni rozpéti uréené CSN 57 0529 pfiblizné potvrzuji i piiloZzené vyhodnocené
pokusné soubory. Pfi pouziti maximalni hodnoty SH 6,8 jako standardu pro bazénové mléko
bych odhadoval frekvenci vyskytu nestandardnich dodavek kolem 30 % a moZnd i vyse.



Jakykoliv jiny pozadavek by mél byt doloZen relevantnim statistickym vyhodnocenim
aktualniho stavu v dané oblasti, v celé §ifi variability a analyze vlivnych faktort. Takovy
datovy soubor by na principu konvencni statistiky a ptipadné Gaussova modelu mél definovat
co je normdlni obor variability na hladiné¢ pravdépodobnosti 95 %, tedy stfeni hodnota
(aritmeticky primér nebo medidn, nebot soubory SH jsou charakterizovany v podstaté
normdlni frekven¢ni distribuci) plus minus dvojnédsobek zjiSténé, tedy relevantni smérodatné
odchylky. Tedy jiny poZadavek, neZ standardni (normovany, CSN 57 0529) pro naSe
podminky, by mél byt takto potvrzen, takto validovan a tim obhajen jako realny.

Vyjadfeni zpracoval: 12.07.2012 Oto Hanus

Vyzkumny ustav pro chov skotu Rapotin a Vyzkumny tstav mlékarensky Praha,

vedouci akreditované Narodni referencni laboratofe pro syrové mléko a referencni laboratore
pracovni sitd ICAR — pro Svaz vyrobct mléka a.s. Sumperk

Tabulka: SloZeni a vlastnosti kravského mléka v CR (Hanus et al., 2003, 2004).

C H
Parametry X SX VX X SX VX
ML 25,7 8,1 | 31,6 | 267 7.8 29,3
Tuk 406 | 095 |2345| 3,80 | 0,88 | 23,11
Lak 495 | 020 | 4,03 | 496 | 0,23 4,58
STP 8,80 | 034 | 387 | 874 | 0,38 435
SUS
log PSB 60 xg — 29.2 | 101 xg — 28,6
Mo 209 | 11,7 | 392 | 22,8 114 | 49,8
log Ac 1,99 xg — 134,9 |2,16 xg — 119,6
Vod 429 | 0,50 | 11,55 | 4,43 0,53 | 12,07
Alk 1,5 0,99 |6578 | 1,551 1,04 | 68,93
SH 7,39 | 0,86 | 11,65| 7,13 | 092 | 12,93
pH 6,71 | 0,14 | 2,07 | 6,72 | 0,14 | 2,08
Cas 107,87 | 47,77 | 44,28 | 113,63 | 57,62 | 50,71
PEV 15,81 | 3,41 | 21,56 16,38 | 3,37 | 20,57
HB 34 | 032 | 955 | 323 | 035 | 10,86
KAS 2,7 0,28 | 10,46 | 255 | 029 | 11,54
CB 321 | 031 | 966 | 3,06 | 033 | 10,68
SB 0,51 | 0,10 | 18,79 | 0,50 | 0,09 | 18,37
NNL 0,19 | 006 |31,66| 0,17 | 006 | 38,08
MNN 46,75 | 16,86 | 36,07 | 41,13 | 16,48 | 40,06
T/HB 1,19 | 027 |2252] 1,18 | 028 | 23,67
KAC-HB 79,39 | 2,89 | 3,63 | 79,15 | 2,96 3,74
KAC-CB 84,16 | 2,69 | 3,19 | 8345 | 2,69 3,23

C = Ceské strakaté plemeno; H = Holstynské plemeno; x = aritmeticky primér; sx = smérodatna
odchylka; vx = variaéni koeficient; ML = dojivost (kg mléka/den); Tuk = tuk (%; g/100 ml); Lak =
laktéza (monohydrat; g/100g; %); STP = suSina tukuprostd (g/100g; %); PSB = pocet somatickych
bunék (tis./ml); Mo = koncentrace mocoviny (mg/100ml); Ac = koncentrace acetonu (mg/l); Vod =
vodivost, resp. elektrickd konduktivita (mS/cm); Alk = alkoholov4 stabilita (spotfeba v ml 96%
etanolu pfi srdZeni 5 ml mléka pro C a H a pomér objem alkohol/mléko u K); SH = titra¢ni kyselost
(mlx2,5 mmol/l roztoku NaOH); pH = aktivni kyselost; Cas = &as koagulace syfidlem (sec.); PEV =
pevnost syfeniny = hloubka priniku standardné padajiciho téliska syfeninou, tzn., Ze vyjadiuje opacny
vztah k pevnosti (mm); HB = hrubé bilkoviny (Kjeldahl, celkovy Nx6,38; g/100g; %); KAS = kasein
(Kjeldahl, kaseinovy Nx6,38; g/100g; %); CB = &isté bilkoviny (Kjeldahl, bilkovinny Nx6,38; g/100g;
%); SB = syrovétkové bilkoviny (diference CB-KAS; g/100g; %); NNL = nebilkovinné dusikaté latky
(dusik HB-CBx6,38; g/100g; %); MNN = podil dusiku mocoviny v nebilkovinném dusiku (%); T/HB
= pomér tuku a hrubych bilkovin. Déle byla vypoctena kaseinova ¢isla jako moZzné ukazatele syratské
vyt&znosti mléka na bazi hrubych a &istych bilkovin v %: KAC-HB; KAC-CB.



Piiloha 2 CM 40 2023
Statistickda metodika, kalibrace MIR-FT (DairySpec) na odhad hodnot SH

Zakladni statistika souboru ,DairySpec-a-SH-valid-kval-odhad-2022“ pro n = 207, tj. 1. (pGvodni

mléko);

Vsechny vzorky mély Inhibi¢ni latky negativni

C.vz.

X

min

max
Rmax-min
medidn
horni q

dolni q

.

C.vz.

lc%k=

X

min

max
Rmax-min
medidn
horni q
dolni q

sd_v
sd
min

max

SH kor. Vodivost
°SH mSxcm’!
207 207
7,28 4,46
0,566 0,165
0,565 0,165
5,47 3,85
9,04 5,03
3,57 1,18
7,35 4,46
6,94 4,40
7,60 4,51

Mod¢. BMM-P
mg/1 -m°C

207 207

256 541

80 22

80 22

55 496

464 573

409 77

254 554

207 519

306 560

pH SB log SB Tuk
103xml! %
207 207 207 207
6,75 204 2,2565 4,03
181
0,059 103 0,2161 0,294
0,059 103 0,2155 0,293
6,59 40  1,6021 3,40
6,93 658  2,8182 5,15
0,34 618 1,2161 1,75
6,75 186 2,2695 4,01
6,71 133 2,1223 3,86
6,79 251 2,3997 4,20
CPM log CPM VMK
207 207 207
18 0,9348 0,7895
9
61 0,3398 0,2442
61 0,3389 0,2436
5 0,6990 0,2580
599 2,7774 1,5320
594  2,0784 1,2740
7 0,8451 0,7560
5 0,6990 0,6265
10 1,0000 0,9145

odhad MIR-FT SH - ref SH

207
0,00
0,313
0,312
-0,97
1,00

Bilk.
%
207
3,48

0,176

0,176

3,02
3,84
0,82
3,48
3,38
3,62

Lakt.
%
207
4,99

0,086

0,086

4,62
522
0,60
5,00
4,94
5,04

TPS
%
207
9,10

0,199

0,198

8,22
9.45
1,23
9,12
8,98
9,23

odhad SH MIR-FT
mmol/100gT y =x x 0,4483153 +4,0158148

207
7,28

0,254

0,253

6,47
8,07
1,60
7,31
7,13
7,42

Kas.
%
207
2,77

0,216

0,216

2,21
3,20
0,99
2,78
2,64
2,94



Zakladni statistika souboru ,DairySpec-a-SH-valid-kval-odhad-2022 pro n = 414, tj. 2. (vSechny vzorky
mléka, pivodni a modifikované);

Vsechny vzorky mély Inhibi¢ni latky negativni

SH kor. Vodivost pH SB log SB Tuk Bilk. Lakt. TPS Kas.
°SH  mSxcm! 10°xml! % % % % %
n 414 414 414 207 207 414 414 414 414 414
x 10,52 4,67 6,50 204 2,2565 4,02 3,50 4,92 9,07 2,78
g 181
sx_v 5,904 0,384 0,464 103 0,2161 0,286 0,181 0,152 0,273 0,236
sx 5,897 0,384 0,464 103 0,2155 0,286 0,181 0,152 0,273 0,236
min 5,47 3,85 2,65 40  1,6021 3,38 3,02 4,26 5,85 2,16
max 33,81 6,40 6,93 658 2,8182 5,15 4,06 5,22 9,46 3,63
Rmax-min 28,34 2,55 4,28 618 1,2161 1,77 1,04 0,96 3,61 1,47
medidn 7,76 4,55 6,67 186 2,2695 4,01 3,50 4,96 9,11 2,79
horni g 7,23 4,44 6,44 133 2,1223 3,84 3,38 4,87 8,96 2,64
dolni q 11,65 4,80 6,75 251 2,3997 4,19 3,64 5,03 9,23 2,95
Moé¢. BMM-P CPM log CPM VMK odhad SH MIR-FT
mg/l -m°C mmol/1I00gT y =x x 0,8255862 + 1,8401515
n 414 414 207 207 207 414
x 276 545 18 0,9348 0,7895 10,52
g 9
sx_v 96 24 61 0,3398 0,2442 4,874
sx 96 24 61 0,3389 0,2436 4,868
min 54 496 5 0,6990 0,2580 6,36
max 755 597 599 2,7774 1,5320 29,75
Rmax-min 701 101 594 2,0784 1,2740 23,39
medidn 264 555 7 0,8451 0,7560 8,25
horni q 211 521 5 0,6990 0,6265 7,81
dolni q 330 564 10 1,0000 0,9145 11,46
odhad MIR-FT SH - ref SH
n 414
d 0,01
sd_v 1,030
sd 1,029
min -4,06
max 0,89



Zakladni statistika souboru ,DairySpec-a-SH-valid-kval-odhad-2022“ pro n = 207, tj. 3. (modifikované
vzorky mléka);

C.vz. SH kor. Vodivest pH Tuk Bilk. Lakt. TPS Kas. Mo¢. BMM-P

°SH  mSxcm! % % % % % mg/l -m°C
n 207 207 207 207 207 207 207 207 207 207
x 13,76 4,87 6,25 4,01 3,52 4,86 9,04 2,78 296 548
4
sxX_v 6,961 0,426 0,553 0,279 0,184 0,174 0,329 0,255 107 26
sx 6,944 0,425 0,552 0,278 0,184 0,173 0,328 0,254 107 26
min 5,84 3,99 2,65 3,38 3,04 4,26 5,85 2,16 54 497
max 33,81 6,40 6,80 4,95 4,06 5,21 9,46 3,63 755 597
Rmax-min 27,97 2,41 4,15 1,57 1,02 0,95 3,61 1,47 701 100
medidn 11,70 4,77 6,44 4,00 3,51 491 9,09 2,80 296 558
horni g 8,30 4,58 6,07 3,83 3,40 4,77 8,95 2,64 222 522
dolni g 17,24 5,02 6,63 4,17 3,65 4,97 9,23 2,96 359 568
C.vz. odhad SH MIR-FT
y =x % 0,8062392 + 2,6738241
n 207
x 13,77
4
SX_y 5,613
X 5,599
min 7,38
max 29,93
Rmax-min 22,55
medidn 12,11
horni q 9,37
dolni q 16,57
odhad MIR-FT SH - ref SH
n 207
d 0,01
sd_v 1,348
sd 1,345
min -3,88

max 1,54



Linedrni regrese v souboru n = 207 (1. = plvodni mléko) mezi vSemi mléénymi ukazateli na ose x a SH

na osey

Osa x: Vodivost / osa y: SH kor.

Osa x: pH / osa y: SH kor.

10,00 - y =-0,5038x +9,5234
R = 0,0215
9,00 1
8,00
I
® 7,00 -

6,00 -

5,00 T T
3,50 4,00 4,50 5,00

Vodivost

5,50

10,00 4 y=0,7394x + 2,2882

R? = 0,006

6,50 6,60 6,70 i 6,80 6,90 7,00
pl

y =-0,5038x + 9,5234

Osa x: SB / osa y: SH kor.

R?=0,0215 r=0,147 *

y =0,7394x + 2,2882

Osa x: log SB / osa y: SH kor.

R2=0,0060 r=0,077 ns

10,00 - y =-0,0005x +7,3872 10,00 - y =-0,2064x +7,7428
R? = 0,0097 R? = 0,0062
9,00 - 9,00 A
8,00 - 8,00 A
I I
® 7,00 4 “ 7,00 -
6,00 - 6,00 -
5,00 T T T | 5,00 T T |
0 200 400 600 800 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000
SB log SB
y =-0,0005x + 7,3872 R?=0,0097 1 =0,099 ns y =-0,2064x + 7,7428 R?=0,0062
Osa x: Tuk / osa y: SH kor. Osa x: Lakt. / osa y: SH kor.
10,00 1 y=0,666x +4,5914 10,00 1 y=0,4887x + 4,8393
R*=0,1193 R? = 0,0055
9,00 - 9,00 A
8,00 - 8,00 -
= I
® 7,00 “ 7,00
6,00 6,00
5,00 T T T T | 5,00 T T T |
3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 5,50 4,50 4,70 4,90 5,10 5,30
Tuk Laktoza

y =0,666x + 4,5914

Osa x: Bilk. / osa y: SH kor.

R?2=0,1193 r=0,345 **x*

y =0,4887x + 4,8393

Osa x: Kas. / osa y: SH kor.

R?=0,0055 r=0,074ns

10,00 7y = 1 9619x + 0,4583
Rz = 0,3738

9,00 -

8,00 -

SH

7,00 -

6,00 -

3,00 3,20 3,40 3,60 3,80
Bilkoviny

4,00

10,00 - y =1,4331x + 3,3014
R? = 0,2997
9,00 -

8,00 -
b o}
? 7,00 -

6,00

5,00 T T T T T T |
200 220 240 260 280 300 320 340

Kasein




y =1,9619x + 0,4583 R2=0,3738 r=0,611 #**

Osa x: TPS / osa y: SH kor.

y = 1,4331x + 3,3014

Osa x: Mo¢. / osa y: SH kor.

R?=0,2997

r=0,547 ***

10,00 7 Y =1,5107x - 6,463
R2 = 0,281

9,00 4

8,00 -
% 7,00 -

6,00 -

5,00 T T T ,

8,00 8,50 9,00 9,50 10,00
Susina tukuprosta

10,00 7 y=0,0001x +7,2616
R? = 0,0001

9,00
o 8,00
w

7,00

6,00

5,00 . . . ’

30 130 230 330 430
Mocovina

530

y =1,5107x - 6,463 R?=0,2810 r=0,53 ***

Osa x: BMM-P / osa y: SH kor.

y =0,0001x + 7,2616

Osa x: VMK / osa y: SH kor.

R?=0,0001 r=0,009 ns

10,00 1 y=-0,0097x + 12,55
R? = 0,1448
9,00
8,00
T 7,00
w
6,00
5,00 ’ . : . .
480 500 520 540 560 580
BMM-P

10,00 1 y=-0,3795x +7,5767
R? = 0,0268

9,00 -
8,00 -
I
]
7,00

6,00 A

5,00

0,000 1,000

VMK

0,500

1,500

2,000

y =-0,0097x + 12,5499 R2=0,1448 r=0,38 #*x*

Osa x: CPM / osa y: SH kor.

y =-0,3795x +7,5767

R?=0,0260 r=0,161 *

Osa x: log CPM / osa y: SH Kkor.

10,00 y =0,0015x + 7,2501 10,00 7 y=0,0557x + 7,2251
R2 = 0,026 R?=0,0011
9,00 9,00 - X
8,00 8,00 - X
T = X
? 7,00 7,00 4 = X
X
6,00 6,00
5,00 T T T ) 5,00 T T T T )
0 200 400 600 800 0,5000 11,0000 1,5000 2,0000 2,5000 3,0000
CPM log CPM
y =0,0015x + 7,2501 R?=0,0260 r=0,161 * y =0,0557x + 7,2251 R?=0,0011 r=0,033ns



Ze souboru SHParsons2023

Unsb init samps, n =207

8,50 - y =0,4483x + 4,0158
8,00 -
7,50 A
7,00 -
6,50 -
6,00
5,50 -

5,00 T T T T T T T T )
5,00 550 6,00 650 7,00 7,50 8,00 850 9,00 9,50

Odhad titracéni kyselosti mléka,
MIR-FT

Titracni kyselost mléka

y =0,4483x + 4,0158 R?=0,4826 r=0,695 ***

Unsb 24h samps, n =207

40,00 -
35,00
30,00 -
25,00 A
ll; 20,00 A
15,00 -
10,00 -
5,00

0,00 T T T T T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

y =0,8062x + 2,6738 X

kyselosti mléka,

MIR

Odhad titracn

Titra¢ni kyselost mléka

y =0,8062x + 2,6738 R2=0,7992 r=0,894 #*x*

Unsb all samps, n =414

40,00 -
4 y =0,8256x + 1,8402 X
45.00 R?=0,8273

30,00 -
25,00 -
— 20,00
u
= & 15,00 -
=
10,00 -
5,00

0,00 T T T T T T T )
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

kyselosti mléka,

Odhad titracn

Titracni kyselost mléka

y =0,8256x + 1,8402 R?=0,8273 r=0,9] ***



Vypocet cross validace ze souboru
SHParsons2023

Vypocet je z ohrani¢enych hodnot

Cely soubor Pivodni mléko Modifikované vzorky mléka
R2= r= R?= r= R?= r=
n=414 0,8273 0,9100 n=207 0,4826 0,6950 n=207 0,7992 0,8940
n=374| 0,8328| 09130 n=187 |0,4764 0,6900 n=187(0,8120 0,9010
n=374| 0,8292| 009110 n=187 |0,5169 0,7190 n=1870,8042 0,8970
n=374| 0,7947| 0,8910 n=187 |0,3841 0,6200 n=187|0,7666 0,8760
n=374| 0,8266| 0,9090 n=187 |0,5720 0,7560 n=187(0,7990 0,8940
n=374| 0,8288| 0,9100 n=187 ]0,4893 0,6990 n=187|0,8056 0,8980
n=374| 0,8292| 09110 n=187 |0,4785 0,6920 n=1870,8030 0,8960
n=374| 0,8261| 0,9090 n=187 |0,4344 0,6590 n=1870,8028 0,8960
n=374| 0,8316| 0,9120 n=187 |0,4600 0,6780 n=187(0,7990 0,8940
n=374| 0,8402| 09170 n=187 ]0,4783 0,6920 n=1870,8299 0,9110
n=374| 0,8276| 0,9100 n=187 [0,5037 0,7100 n=187|0,8146 0,9030
n=400 0,8285 0,9100 n=200 0,4855 0,6970 n=200 0,7983 0,8930

10 10 10 10 10 10

x 0,8267 0,909 04794 0,692 0,8037 0,897

sx 0,0113 0,006 0,0471 0,034 0,0152 0,008
min  0,7947 0,891 0,3841 0,620 0,7666 0,876
max 0,8402 0,917 0,5720 0,756 0,8299 0,911
11 11 11 11 11 11

x 0,8268 0,909 04799 0,692 0,8032 0,896

sx 0,0108 0,006 0,0449 0,033 0,0145 0,008
min  0,7947 0,891 0,3841 0,620 0,7666 0,876

max 0,8402 0,917 0,5720 0,756 0,8299 0,911



