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IT) Vlastni popis certifikované metodiky

Efektivni kalibrace techniky MIR-FT pro screening hodnoty ekvivalentu
bodu mrznuti mléka v mléénych laboratoiich na bazi referenc¢nich hodnot
vykonnostnich testi

Struktura certifikované metodiky:

1) Uvod

2) Cil certifikované metodiky

3) Frekvence kalibraci

4) Postup ovéteni retrospektivni kalibrace

5) Praktické provedeni metodiky

6) Zaver certifikované metodiky

7) Pouzité vlastni vysledky a publikace pfi navrhu a validaci certifikované metodiky
8) Pouzité jiné literarni prameny pii tvorb¢ certifikované metodiky

9) Prilohové materidly s podklady pro vyvoj certifikované metodiky

Hlavni pouzité zkratky:

AFEMA = Pracovni skupina pro podporu zdravi vemene a hygieny mléka v alpskych zemich;
ANSES = Francouzské agentura bezpec¢nosti a hygieny potravin;

B nebo HB = hrubé bilkoviny;

BMM = bod mrznuti mléka;

CSN = Cesk4 stitni norma;

EBMM = ekvivalent bodu mrznuti mléka;

ICAR = Mezinarodni vybor pro kontrolu uzitkovosti zvirat;

IDF = Mezinarodni mlékarska federace;

L = monohydrét laktozy;

LRM = laboratorf rozboru mléka;

MIR = tradi¢ni filtrové technologie infraanalyzy mléka;

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

NRL-SM = Narodni referencni laboratot pro syrové mléko;

PT = proficiency testing, vykonnostni testovani analytické zptisobilosti;

QA/QC = zajisténi a fizeni jakosti;

RE = Euklidicka vzdalenost od pocatku;

STP = suSina tukuprost;

T = tuk.



1) Uvod a soudasny stav

Legislativni normové limity bodu mrznuti mléka

Bod mrznuti mléka (BMM, popi. MFP jako milk freezing point, nebo FPD freezing point
depression) je dulezitym fyzikdlnim a technologickym kvalitativnim ukazatelem mléka.
Vétsinou je pouzivan pro kontrolu kvality syrového nebo pasterovaného mléka ve smyslu
jeho ptipadné falzifikace pfidavkem cizi vody. To znamend pro kontrolu technologické
discipliny vyrobcl a zpracovateli mléka. Voda mize vniknout do mléka z dojiciho zatizeni
jako nevyhnutelny pfidavek nebo v diisledku Spatné praxe pifi dojeni (Buchberger, 1997).
Nékteré zemé Evropské unie pouZzivaji nyni legislativni diskriminacni limity BMM (bodu
mrznuti mléka) pro standardni kvalitu mléka od <-0,520 °C do <-0,505 °C (Buchberger, 1990
a, b, 1997; Rohm et al., 1991; Bossuyt, 2003). V Ceské republice (CR) byl v pfedchazejicim
obdobi diskriminac¢ni limit <-0,515 °C pro syrové mléko. Nyni je stejny v souladu se
soucasnou normou CSN 57 0529, platny, ale nezdvazny. Podle diivé&jsi EEC 92/46 byl limit
<-0,520 °C. Souvisejici predpisy (Regulation (EC) No. 853/2004 (No. 638/2004 Sb.)) jiz vice
neupiesiiuji. Pro pasterované mléko konzumni plati, Ze musi mit bod mrznuti v souladu se
sbérnou oblasti (1234/2007). Pro syrové mléko nyni zavazny limit chybi. 20,1 % dodavek
syrového mléka do mlékdren v CR vSak nevyhovuje limitu <-0,520 °C (Roubal, Kopunecz a
Pesinové et al., 2005). Takové mnoZstvi nemuize byt zaptiCinéno Spatnou technologickou
kazni, to znamend piidavky cizi vody. Je zjevné, Ze existuje diskrepance v ureni tohoto
limitu. Existovala ov§em také limitni hodnota <-0,530 °C (Kli¢nik, 1978). To bylo spojeno s
vyznamné niz§i mlécnou uzitkovosti. Piiblizn¢ jedna polovina v porovnani k dnesku. Byla
zdGraznéna moznost zhorSeni priméru BMM rychlym vzristem mlécné uZitkovosti
v diisledku intenzivniho Slechténi béhem poslednich let (Hanus et al., 2003, a).

Vlivy na bod mrznuti mléka

Hlavni vliv na BMM by mohl byt pfidavek cizi vody. Mozny vliv prvniho automatického
dojiciho systému (AMS) na zhorSeni BMM by publikovan neddvno (Rasmussen a Bjerring,
2005). BMM byly stabilizovany po zlepSeni AMS. Frekvence BMM nad -0,516 °C byla 23 %
v prvnim roce s AMS a klesla v poslednim roce na 2,2 %. Nicmén¢ existuje vice faktort vedle
pfidavku cizi pitné vody, které mohou ovlivnit BMM (Freeman a Bucy 1967; Eisses a Zee,
1980; Buchberger, 1990, a, b, 1991, 1994, 1997; Wiedemann et al., 1993; Hanus et al., 1998;
Kolosta, 2003). VSeobecné to mohou byt faremni vlivy jako stddo krav, plemeno dojnic,
dojivost stdda, sezéna, pastva, vyziva a krmeni krav a také jejich zdravotni stav ve smyslu
vyskytu produk¢nich poruch. Je velmi dileZité spravné rozliSovat mezi zminénymi vlivy a
redlnym piidavkem cizi vody ve smyslu objektivniho uréeni kvality mléka pro jeho
proplaceni a kontrolu kvality mlééného potravinového fetézce. To vSak neni v praktickych
podminkach vzdy jasné. Existuji dalsi negativni technologické vlivy na pasterované mléko
béhem jeho zpracovéni jako ptidavek pitné vody nebo tepelny stres bilkovin (Rohm et al.,
1991; Roubal et al., 2004). Ve skutecnosti vSechny dodidvky mléka do mlékaren na
zpracovani obsahuji v mlékaisky vyspélych zemich do urcitého stupné cizi vodu ve smyslu
existence strojniho dojeni.

SloZeni a vlastnosti mléka a bod mrznuti mléka

Existuje vice sloZek, které ovliviiuji hodnotu BMM, hlavné v disledku jejich osmotického
tlaku. Vice autorti (Demott 1969; Brouwer, 1981; Walstra a Jenness, 1984; Hanus et al., 2003,
b) ozndmilo, Ze obsah laktézy zpiisobuje 53,8 % deprese BMM. Déle v klesajicim poradi
piiblizné K* 12,7 %, CI" 10,5 %, Na* 7,2 %, citraty 4,3 %, urea 1,9 % a 6,9 % ostatn{ slozky.
Vliv obsahu kysli¢niku uhli¢it¢ého v mléce a jeho odpafovani nebyl studovdn pouze pomoci
jeho odcerpani ale také pomoci presyceni mléka (Hanus$ et al., 2011 a). Kysli¢nik uhlicity



ovliviiuje bod mrznuti syrového a pasterovaného mléka v zpracovatelském fetézci pribéZnym
poklesem v disledku michdni, tfepani a zahfivani. Jeho obsah klesa pfiblizn¢ ze 7 na 2
objemova %.

Vysledky studii NRL-SM Rapotin v oblasti analyzy variability a stanoveni BMM
v abstraktové formé jednotlivych praci

I) Bod mrznuti mléka (BMM) je dulezitou fyzikdlni vlastnosti mléka a také moZnym
ukazatelem poruSeni mléka ptidavkem cizi vody. Je pouZivian obecné ke kontrole kvality
mlécného potravinového fetézce. Aktudlni je diskuse o piijeti relevantniho legislativniho
diskriminac¢niho limitu (RLDL) BMM pro posouzeni standardni kvality mléka. Cilem préace
bylo piispét relevantnimi informacemi a vysvétlit vztahy mezi BMM a Sirokym spektrem
ukazateli mléka a zdravim dojnic a mozné vlivy BMM na technologické vlastnosti mléka.
Bylo analyzovano 76 bazénovych vzorkli mléka krav holstynského (1, n = 36) a ceského
strakatého plemene (2, n = 40) na 48 mlécnych ukazateld. Kravy byly relativné zdravé, pokud
jde o vyskyt produkcnich poruch a krmeny smésnou krmnou davkou. Vzorky byly brany od
unora do Cervna. Pfidavek cizi vody byl vyloucen. Byla dokdzdna normalni frekvencni
distribuce (Sikmost -0,039 oproti 0 a Spicatost 2,093 oproti 3; P > 0,05) dat BMM (1 = -
0,5320 + 0,0050 a 2 = -0,5202 + 0,0043 °C) s velmi nizkymi variacnimi koeficienty 0,9 a 0,8
%. 44 ukazateli bylo korelovino k BMM regresnimi metodami. Vztahy nebyly vzdy
souhlasné mezi plemeny. Dojivost byla spojena s BMM (r = -0,40; P < 0,05). To doklada
nezbytnost modifikace diskriminacniho limitu BMM v zdavislosti na Slechténi dojnic. Dalsi
vztahy (P < 0,05) byly mezi BMM a: celkovou suSinou (r = -0,50); suSinou tukuprostou (-
0,33); hrubymi bilkovinami (-0,32); Cistymi bilkovinami (-0,43); bilkovinami syrovatky (-
0,47); mlécnym tukem (-0,46); elektrickou vodivosti (-0,35); laktézou (-0,35); poctem
somatickych buné¢k (-0,36); pomérem tuk/bilkoviny (-0,36); kyselinou citronovou (0,47); Na
(-0,34). Vztahy P > 0,05 byly mezi BMM a kaseinem, mocovinou a acetonem. Syrafské
ukazatele také nebyly ovlivnény BMM, ktery vSak byl vztazen k ukazatelim fermentace
mléka (r = od -0,34 do -0,39, P < 0,05). Vyznam pro mlékaiskou fermentacni technologii je
argument pro kontrolu kvality potravinového fetézce pomoci BMM a pro odhad jeho RLDL.

II) Deprese bodu mrznuti (FPD) je dulezita fyzikdlni vlastnost mléka. FPD je ovlivnéna
sloZzenim mléka, zejména sloZkami, které jsou spojeny s osmotickym tlakem a také ostatnimi
fyziologickymi faktory. Za urCitych podminek je podle FPD mozné indikovat piidavek cizi
vody (AFW) do mléka. Je nezbytné mit dobie odhadnuty legislativni diskrimina¢ni limit FPD
pro takové ucely kontroly kvality mléka. Tato prace byla zaméfena na ziskani informaci pro
moznost zlepSeni tohoto odhadu. Vedle takovych ¢initell jako odhadnuty stav vyZivy dojnic,
plemenny pomér u skotu a mlécna uzitkovost dojnic je nezbytné zohlednit také odparovani
CO, (CDE) a vodni pary a pasteraci (PAS) za technologickych podminek nebo
technologickou manipulaci obsahu tuku. Zminéné tii faktory byly testovany. Vlivy AFW
(voda nasycend a nenasycend CO,), CDE a PAS byly kvantifikovdany a prokdziny jako
vyznamné (P < 0,001). PAS zhorSeni FPD bylo —-0,00394 + 0,00171 °C. S ohledem na praxi
pokusné CDE zhorSeni by mohlo byt —0,00383 + 0,00095 °C. FPD vzrastd vyrazné po dojeni
béhem technologického procesu ulozeni, miseni, pumpovani, tfepani béhem dopravy a
zahi{vani mléka. Béhem posunu FPD vzrastd $picatost soubort dat FPD o kvalit¢ mléka. Tato
skutecnost by méla byt zohlednéna v postupu odvozeni standardniho diskrimina¢niho limitu
FPD pro syrové kravské mléko.

III) Deprese bodu mrznuti mléka (BMM) je velmi duleZitou fyzikdlni vlastnosti. BMM je
ovlivnén sloZenim mléka, zejména slozkami, které jsou spojovany s osmotickym tlakem a



také dal$imi fyziologickymi faktory. Za urcitych okolnosti je hodnota BMM také moZnym
ukazatelem poruseni mléka piidavkem cizi vody. Proto je BMM pouzivan obecné ke kontrole
kvality mlécného potravinového fetézce. Je nezbytné mit dobfe odhadnuty legislativni
diskriminac¢ni limit BMM pro ucely takové kontroly kvality mléka. Tato prace byla zamétena
na ziskani informaci pro moznost zlepSit zminény odhad. Pfi odvozeni diskrimina¢niho limitu
BMM je nezbytné, vedle faktort jako sezénni variace, odhadnuty stav vyzivy dojnic (ve
smyslu rovnovéahy dusik/energie pomoci kombinaci obsahu mocoviny a bilkovin nebo pomoci
pomeéru tuk/hrubé bilkoviny), zastoupeni plemene skotu, mlécné uzitkovosti dojnic a ostatnich
podminek zemé vzit v tvahu také mozny piidavek cizi vody (technologicky nevyhnutelnou
vodu — napiiklad kondenzaéni vodu — jako technicky vliv strojniho dojeni), pasteraci, odpar
kysli¢niku uhli¢itého a vodni péry za technologickych podminek, technologické manipulace
s obsahem tuku a nékteré mlécné slozky a vlastnosti (jako Cisté a syrovatkové bilkoviny,
pocet somatickych buné€k, obsah mocoviny a kyseliny citrénové nebo hodnotu titracni
kyselosti). Dopady nckterych zminénych Ciniteli na BMM a jejich vztahy k BMM jsou
kvantifikovany v této praci. Byl hodnocen velky datovy soubor (n = od 11 540 do 72 607
bazénovych vzorkl syrového kravského mléka). Ackoli se frekvencni distribuce mésicnich
soubori BMM iSily vyznamn€ od normdlniho modelu (ale pfedev§im pro velky pocet
piipadi), rozdily byly mensi v dulezitéjsi Sikmosti. Konvencni statistika tak byla pouZitelnou
metodou vyhodnoceni. U sezénniho vlivu na BMM byla nejvyssi (nejhorsi) hodnota na jatfe (—
0,52097 + 0,004877 °C; variabilita 0,9 %). Nejniz$i (nejlepsi) BMM byl na podzim (-0,52516
+ 0,005725 °C; 1,1 %). Tento rozdil byl vyznamny (P < 0,001). To by mohlo byt ovlivnéno
pravdépodobné kolisanim faktorti vyZzivy a teploty vzdor pouziti kompletné¢ michané krmné
davky na bazi konzervovanych objemnych krmiv pro vyZivu stad krav po cely rok. Mé&si¢ni
vztahy mezi BMM a obsahem tuku byly prakticky téméf nezdvislé. Patii¢néjsi vztahy
(determinace R?) byly stanoveny mezi BMM a obsahem hrubych bilkovin, 0,0408 v lednu
(korelace 0,20; P < 0,001). To znamena slabé zlepSovani BMM se vzrtistem hrubych bilkovin.
(r 0,35; P < 0,001). To znamend, Ze 12 % variability BMM je vysvétlitelnych variabilitou
obsahu lakt6zy. BMM klesa (je zlepSovan) pravidelné€ s vy$Sim obsahem laktézy. Vztah mezi
BMM a obsahem suSiny tukuprosté vzrustal k r 0,31 (P < 0,001). Vztah mezi BMM a
pomérem T/HB (tuk/hrubé bilkoviny) byl slabsi. R? vzristal k 0,0215 v &ervenci (r —0,15; P <
0,01). M¢si¢ni vztahy mezi BMM a obsahem kaseinu byly uzsi (r vzristal k 0,23 (P < 0,001)
v lednu). 5,4 % variability v BMM je vysvétlitelnych variacemi v obsahu kaseinu. Zavislost
BMM na koncentraci mocoviny (M) byla také uzsi a kolisala k r 0,26 (P < 0,001) v bieznu.
ZvySeni M v mléce zlepSuje hodnotu BMM. Zavislost BMM na koncentraci volnych
mastnych kyselin v mléce byla docela nizkd. Vztah mezi BMM a poc¢tem somatickych bunék
byl slaby. Predpokladany vyzivovy stav mléénych stdd ve smyslu rovnovahy dusikaté
latky/energie byl odhadnut podle kombinaci obsahu mocoviny a hrubych bilkovin v mléce.
Nejhor$i primér BMM byl ve skupiné s predpoklddanym nedostatkem dusikatych litek a
energie (—0,51855 %= 0,007288 °C). Nejlepsi BMM byl ve skupiné¢ s predpoklddanym
piebytkem dusikatych latek a energie v krmné davee (—0,52536 + 0,004785 °C). Rozdil byl
vyznamny (P < 0,001). BMM byly vyznamné horsi v piipadé podezieni na deficit energie a
riziko ketdézy (na zdkladé poméru tuk/hrubé bilkoviny) pokud toto bylo srovnédno
k ptedpokladu normdlné¢ vyvazené vyzivy mlécnych stad energii (—0,52105 + 0,006436 °C >
—0,52244 + 0,005367 °C; P < 0,001). Toto je vyznamné pro spravny odhad nového redlného
legislativniho diskrimina¢niho limitu BMM pro specifické podminky zemé. Vysledky o
zdrojich variability BMM publikované v této praci jsou zajimavé pro zlepSeni takového
odhadu.



IV) Chov ovci a koz se vraci do Ceské republiky (CR) kviili moZnym pozitivnim vliviim
spotfeby alternativnich mlék na lidské zdravi. To je divod, proc je dilezita kontrola kvality
tohoto mléka. Bod mrznuti mléka (BMM) je vyznamny fyzikdlni ukazatel a je pouZivéan pro
kontrolu kvality mlécného potravinového fetézce. Cilem této prace bylo analyzovat vztahy
BMM k vybranym ukazatelim kvality mléka (MIs; svazbou na zdravi vemene)
prostiednictvim srovndni mezi kravami (reference), kozami a ovcemi. Bazénové vzorky
mléka pochézely od ti mléénych stad krav plemene Ceské strakaté (B, n = 93) a jednoho
koziho a ovciho stadda (Bild kratkosrstd, W, n = 60; Cigdja, C, n = 60). Kozi a ov¢i stddo bylo
chovano v méné vyuzitelné oblasti (LFA). Vyziva zvitat vSech druhli byla provedena za
podminek typickych v CR. Byly vySetfeny nasledujici MIs: DM, celkov4 sugina; SNF, susina
tukuprostd; L, laktéza (vSe v %); SCC, pocet somatickych bunék (103 ml'l); EC, elektricka
vodivost (mS.cm'l); BMM, bod mrznuti mléka (°C); Na, sodik a K, draslik jako makroprvky
(v mg kg'). Kozi BMM byl —0,5544 + 0,0293 °C a liil se (P < 0,001) od B BMM —0,5221 +
0,0043 a C BMM -0,6048 + 0,0691 °C. MIs u druhli pfezvykavct byly relativné normalni
s vyjimkou vysSich SCC u koz a ovci. Kravsky BMM byl vztazen k L (-0,36; P < 0,01). Kozi
BMM nebyl korelovédn k obsahu L (-0,07; P > 0,05) a ovéi BMM byl vztazen k L (0,40; P <
0,01). Zatimco kravské mléko bylo v souladu s deklarovanou ucasti L na depresi BMM (54
%), ptekvapiveé nestejné vysledky byly pozorovany u koz a ovci. Tato skutecnost by mohla
byt vysvétlitelnd zhorSenymi geometrickymi priméry SCC (horsi zdravotni stav vemene) pro
pouzity kozi (3 646 10° ml™") a ov&i (560 10° ml™") soubor ve srovndni ke kravskému (159 10°
ml™"). BMM byl u malych prezvykavci tésnéji spojen s DM a SNF (C -0,70 a —0,67; P <
0,001) nez u krav (0,07 a -0,32; P > 0,05 a P < 0,05) v disledku vys$si DM a SNF. Pouze 0,5
a 10,5 % variaci v BMM u krav bylo vysvétlitelnych prostfednictvim variaci v DM a SNF, ale
jiz 32,7 a 12,8 % u koz a dokonce 49,4 a 45,0 % u ovci. Vyssi hodnoty u ovci byly
(B). Podle ziskanych vysledkli by bylo mozné odvodit vérohodnéjsi kvalitativni diskriminacni
limity BMM pro normy a uc¢innéj$i pravidla pro monitoring a prevenci problému kvality
mléka u krav, koz a ovci.

V) Z tady diivodu jsou potiebné kalibrace infraCervenych pfistroji pro rutinni méfeni slozeni
syrového mléka pro hospodaiské ucely, jako je Slechténi zvifat nebo kontrola kvality
potravinového fetézce. Narodni referencni laboratof pro syrové mléko (NRL-SM) Rapotin
poskytuje sady referencnich vzorki mléka pro tyto kalibrace, organizuje vykonnostni testy
relevantnich metod a provadi validace metod a odhady nejistot vysledkti méfeni. Usp&ind
validace metody MIR-FT pro urfeni bodu mrznuti mléka (BMM) a mocoviny (KMM)
v laboratofi kontroly kvality a slozeni syrového mléka poskytla, podle vysledka
vykonnostniho testovani, zdrojové hodnoty pro odhad roz$ifené kombinované nejistoty
vysledkti métfeni: £0,0071893 °C, tj. relativné £1,38 % pro BMM; +4,451 mg.lOOml'1 a=+15,9
% pro KMM. Hodnoty jsou vhodné pro rutinni aplikaci v akreditované laboratofi. Urceni
BMM i KMM pomoci MIR-FT metody vykazuje dobrou shodu s referencnimi metodami i
referencnimi hodnotami vykonnostnich testli a md dobry screeningovy charakter.

Interpretace kvalitativniho limitu BMM

Byly vedeny diskuse o diskrimina¢ni hodnoté bodu mrznuti mléka (BMM) a jejim urceni
ve smyslu legislativniho vymezeni standardni kvality mléka v podminkach Ceské republiky.
Cilem bylo nalézt vyznamné vztahy mezi hodnotami BMM a Sirokym spektrem ostatnich
ukazateli (chemicko-slozkovych, fyzikdlnich, technologickych a zdravotnich) v syrovém
kravském (ale 1 kozim a ov€im) mléce bez piidavku objemu cizi vody aby byly ziskdny



piislusné informace. Tyto byly uzZitecné jako pomocny prostiedek pro zlepSeni vérohodnosti
odhadu relevantniho legislativniho diskrimina¢niho limitu BMM pro standardni kvalitu
mléka. Takovy postup je vyznamny pro kontrolu kvality mlééného potravinového fetézce.
Studie byly rovnéz zaméfeny na testovani vlivl pfirozenych variaci BMM na technologické
vlastnosti mléka a vysvétleni piipadnych souvisejicich zpracovatelskych rizik (Hanus et al.,
2010, 2011 a).

Potieba kontrolnich mechanismu pii mlékaiské analytické prdci

Referencni a zejména rutinni vysledky pfimych a hlavné nepiimych metod analyz mléka jsou
pouziviany v hodnoceni kvality mléka i kontrole mlécné uzitkovosti v praxi. Podle téchto
vysledkt se plati mléko, ale i plemenny materidl. Vysledky jsou tak pfedmétem obchodu a
proto také Casto cilem zpochybnéni z jedné nebo druhé strany, ¢asto nepodlozenymi doklady.
Teoreticky je kazdy vysledek jako odhad chybny a pfisluSné nejistoty z validacniho
(akreditatniho) procesu uddvaji obor spolehlivosti vysledkii pro oficidlni srovnani.
Vérohodnost vysledkli a minimalizace vysledkovych neshod je pritbézné zajiStovana ucasti
laboratofi ve vykonnostnim testovdni zptisobilosti analytické prace v sitich referen¢nich a
rutinnich mléénych laboratofi podle zndmého schématu (Grappin, 1993; Leray, 1993).
V soucasnosti roste vyznam screeningového, neptimého, simultdnniho a sériového rutinniho
stanoveni ekvivalentu bodu mrznuti mléka (Tomaska et al., 2005).

Referencni a kontrolni ¢innost pro referencni i rutinni mlécné laboratore

Referencni sady vzorkt mléka pro kalibraci nepiimych metod kontroly zdkladniho slozeni
mléka (obsahy tuku (T), hrubych bilkovin (HB), lakt6zy (L), kaseinu (K), suSiny celkové (S),
susiny tukuprosté (STP)) v laboratofich Ceskomoravské spolednosti chovateld Praha
poskytuje pravidelng akreditovand (podle CSN EN ISO/IEC 17025) zkuSebni Nérodni
referencni laboratof pro syrové mléko (NRL-SM) Vyzkumného udstavu pro chov skotu
v Rapotiné podle vlastnich metodik za pouZiti oficidlné uznanych referen¢nich metod (CSN
57 0530). Témi jsou metody: podle Rose-Gottlieba (T); podle Kjeldahla (HB, K);
polarimetrickd (L); gravimetrickd (S a STP). NRL-SM také aktivné spolupracuje na
souvisejicich problémech v siti Narodnich referencnich laboratofi pro mléko a mlécné
vyrobky EU (AFSSA, Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments) a jako Clen
kooperuje v pracovni siti referen¢nich mlécnych laboratofi ICAR-CECALAIT (International
Committee for Animal Recording - Centre d 'Expertise et de Controle des Analyses Laitieres)
a Sterntestech AMA-AFEMA (Agrar Markt Austria - Arbeitsgruppe zur Forderung von
Eutergesundheit und Milchhygiene in den Alpenlidndern, e.V.). Dalsi vyvoj a implementace
kalibra¢nich metod mlékafskych analyz miiZe piispet k provozni jistot¢ referen¢nich i
nepfimych metod v referen¢nich i rutinnich mléénych laboratofi. S ohledem na stanoveni
ekvivalentu bodu mrznuti mléka (EBMM) je referencnim postupem metoda kryoskopicka
(ISO 5764:2009, IDF 108:2009; CSN 57 0538; 638/2004; 1234/2007) s vyhleddnim plato.

2) Cil certifikované metodiky

Cilem metodiky bylo vyvinout, validovat a implementovat efektivni, tzn. naklady sniZujici,
ale svou vérohodnosti vysledki adekvatni, retrospektivni postup kalibrace modernich
instrumentdlnich nepfimych metod stanoveni BMM pro kontrolu kvality mléka na zakladé
derivace referencnich hodnot z verifikovaného systému vykonnostniho testovani analytické
zpisobilosti (PT). Cilem vlastni certifikované metodiky je zvysit provozni jistotu referenc¢nich
a rutinnich mlé¢nych laboratofi pti nepfimém, sériovém a simultdnnim stanoveni BMM:



1) podpofit vlastni systém centrdlni kalibrace nepiimé mlékaiské analytické techniky pro
stanoveni obsahu BMM;

2) urcit efektivni odvozeni referencnich hodnot vzorki syrového kravského mléka pro
provedeni kalibraci na BMM (MIR a MIR-FT);

3) urcit statistické parametry kvality a akceptovatelnosti provedenych kalibraci (MIR a MIR-
FT) na BMM.

3) Frekvence kalibraci

Frekvence kalibraci metod MIR a MIR-FT pro uréeni ekvivalentu bodu mrznuti mléka
(BMM) neni legislativné zdvazné upravena. Materidly vyrobcl instrumentti doporucuji
intervaly mési¢ni aZ tfimésicni, vysledky provedenych kruhovych testl naznacuji, pfi
funkcnosti techniky (mimo zdvazné opravy optického nebo homogenizacniho systému), Ze
interval tifmé&si¢ni by mohl byt uspokojivy. Uvedené odpovidd také v CR aplikované
frekvenci vykonnostniho testovani méfeni BMM (resp. EBMM) v referen¢nich i rutinnich
mlécnych laboratofich.

4) Postup ovéieni retrospektivni kalibrace
Laboratorni sit’ a pouZité metody stanoveni BMM (EBMM)

Nérodni referenéni laboratof pro syrové mléko (NRL-SM; akreditovand podle CSN EN
ISO/IEC 17025; ¢. 1340, akreditacni certifikat 81/2010) Rapotin provozuje nérodni
vykonnostni testovani (PT) pro ureni bodu mrznuti mléka v ramci jeji referencni Cinnosti (v
kooperaci pod hlavickou ANSES, Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments) od
roku 2007. Kontrolni sada obsahuje 10 vzorki mléka, nativnich i modifikovanych fedénim
piidavkem destilované vody pro zhorSeni BMM a rozsiieni vysledkového variacniho oboru
kontrolni sady a déle dva vodné roztoky kuchynské soli v koncentraci blizké redlnému BMM
(0,8149 a 0,8977 g vysuSené NaCl na 100 ml destilované vody). Vzorky mléka jsou
konzervovéany bronopolem (DF Microtabs). Test je provadén kazdé tfi mésice s cca 10
Gdastniky (laboratofe vyzkumné, centrlni chovatelské a mlékdrenské v Ceské republice,
rovnéZ centrdlni na Slovensku). Zahrnuty jsou obvykle 2 metody (specifickd kryoskopickd)
ur¢eni BMM vcetné¢ MIR-FT. Vysledky PT jsou doruc¢eny formou zpravy do kazdé laboratoie
v obdobi dvou tydnli po provedeni PT — statisticky derivované referencni hodnoty PT a
vyhodnoceni PT systémem Euklidické vzddlenosti na mléénych vzorcich vCetné¢ vyhodnoceni
testu na vzorcich vodnich roztokl prostfednictvim Z-score a Youden plot (Grappin, 1987,
1993; Leray, 1993, 2006, 2009 a, b, ¢, 2010; Wood, 1994; Golc-Teger, 1996, 1997; Golc-
Teger et al., 1996; Wood et al., 1998).

V NRL-SM byla pouZita pro stanoveni BMM kryoskopickd metoda a nepfimd metoda
MIR-FT (Delta Instruments, Lactoscope FTIR, Holandsko). Ostatni pravidelni tucastnici
vykonnostnich testd (OUPT) metody podle seznamu a specifikace niZe. Zde je naznaceno
struéné metodické shrnuti:

- kryoskopickd metoda podle ISO 5764:2002(E), IDF 108:2002(E), CSN 57 0538,

638/2004, 1234/2007 a ndvodu vyrobct piistroji (obvykle Gerber Funke (Némecko) a
Avanced Instruments (USA));



- spektroskopickd metoda v infracervené oblasti spektra (MIR a MIR-FT) na zatizenich
Foss Electric (Ddnsko, OUPT), Delta Instruments (Holandsko, NRL-SM a OUPT) a
Bentley Instruments (USA, OUPT), pokud tyto disponuji piislusnym programovym
vybavenim (regresni analyza) vcetné¢ meéfeni konduktivity mlééného vzorku
(schopnost méfit pouze mléko, nikoliv vodné vzorky, z principu kalibrace), byla
kalibrovdna na desetibodové Skale vzorkli nativniho mléka o raizném BMM podle
vysledkil specifické kryoskopické referenéni metody (NRL-SM; OUPT), nebo nové
odvozenym efektivnim referenénim postupem (tato certifikovand metodika)
retrospektivné podle referencnich hodnot z PT (pfijeti kalibrace cca 10 dni po PT v
NRL-SM a kooperujici centrdlni mlé¢né laboratoti ve Slovenské republice).

Metody vyhodnoceni vysledkii

Rutinni vykonnostni testy (PT) jsou v piipadé BMM vyhodnocovany systémem Euklidické
vzdalenosti od pocatku (Leray, 1993, 2006 a 2010; Golc-Teger, 1996; Hanus et al., 1998) a Z-
score v Youden plot (Wood, 1994; Wood et al., 1998; Fuchs, 2000). Vysledky kalibrace byly
hodnoceny podle primérné diference vici referenénim hodnotdm, smérodatnou odchylkou
tohoto priméru individudlnich diferenci (n = 10 referen¢nich hodnot v sad¢) poptipade
korela¢nim koeficientem (validacni) vztahu referen¢nich a instrumentdlnich hodnot po piijeti
kalibrace. Zakladnimi statistickymi metodami a popisem byly z vysledkit PT (n = 26 za
obdobi 6,5 rokli od ¢ervna 2004 do tnora 2011) hodnoceny vybrané ukazatele. Detailnéjsi
vyhodnoceni, resp. validace retrospektivni kalibrace, bylo provedeno selektivné za obdobi
poslednich 3,5 roku a 14 PT, to je z periody aplikace nepfimé metody MIR-FT (Lactoscope
FTIR, Delta Instruments) pro méfteni BMM v NRL-SM. Hodnoceny byly ukazatele jako
primérnd odchylka od pocatku (systematickd chyba), jeji smérodatnd odchylka diferenci
metody od referencnich hodnot (ndhodnéd chyba) a potadi tcastnika v PT podle Euklidické
vzdalenosti.

Celkovy stav vyvoje a stavu v PT u méieni BMM

Kalibrace nepfimych validovanych metod a ucast v PT jsou nezbytné podminky
akreditaCnich auditti. Laboratof muze kalibrovat nepfimou metodu na BMM podle
zakoupenych mlécnych referencnich standardi nebo podle vysledkd své vlastni referencni
metody (kryoskop) na vhodné sadé mlécnych vzork.

V rutinnich mlé¢nych laboratotich ¢asto chybi referencni metody. Jejich pofizeni, vCetné
prislusného profesné¢ zdatného analytického persondlu je ndkladné. Také nakup referencnich
standardii a dcast v PT predstavuje Casto vyss$i ndklady. Hledani dspor vede vyvojoveé
k myslence praktické realizace retrospektivniho principu efektivni kalibrace (RPEK) na
zdklad¢ derivace a kalibracniho pouZiti referen¢nich hodnot z vysledkti PT. Moderni
analyzatory MIR a MIR-FT umoZznuji takovou dodatecnou kalibraci po ziskani vysledkii z PT.
Dtlezitym pfedpokladem ovSem je, Ze pocet ucastnikti v PT (odbornikii, metod) zvySuje
pravdépodobnost vérohodnosti odvozovanych referencnich hodnot.

Bylo provedeno 26 PT pro stanoveni BMM. Zikladni situace PT je v Tab. 1. Primérna
hodnota % netspésnosti v PT byla 23,9 a je ovlivnéna charakterem rozptylu hodnot vysledki
v PT. KdyZ je vyS$$i pocet tcastnikll, pfibliZi se soubor odchylek vysledkli od referencnich
hodnot charakteru normélni frekven¢ni distribuce (modelu Gaussovy kiivky). Pak jsou pro
nastaveni PT typické podobné hodnoty % neudspé&Snosti jako zde.

V Tab. 2 a na Obr. 1 je uveden vybrany piiklad vysledku PT (NRL-SM) pro BMM, ktery
naznacuje variabilitu analytickych vysledkt, jejich diagnostické trendy k systematickym a
ndhodnym chybam (soutfadnice d a sd v Obr. 1) a tim dosahovanou vérohodnost vysledki



meéfeni v praxi rutinnich laboratofi. U PT pro BMM lze hovofit o plnohodnotnosti v praxi
rutinnich mlécnych laboratofi a regulérnosti jako podkladu pro akreditacni audity. Na Obr. 2
je zobrazen piiklad PT pro BMM ve dvou vodnych roztocich NaCl pouze pro kryoskopickou
metodu s podobnou diagnostickou ucinnosti pro laboratorni persondl. Hodnoty BMM v redlné
pouzitych sadach vzorkl se pohybovaly od -0,5370 do -0,4960 °C.

Vysledky uvedené jako statistické charakteristiky (primér x a smérodatnd odchylka sx)
hodnot d a sd (vedle Euklidické vzdalenosti hlavnich charakteristik PT) souborii vSech
ucastnikt (I; Tab. 3) z PT a jen tuspéSnych ucastnik (II; Tab. 4) ukazuji srovnani jejich
variability. Toto srovndni z obou pohledd, jak sx pro d tak x pro sd, naznacuje logicky
vyrazn¢ nizsi hodnoty pro soubor II (Tab. 4) u testovaného ukazatele BMM.

Tab. 1 Dosavadni charakteristiky vykonnostniho testu (PT) pro BMM z NRL-SM.

Ukazatel BMM
Pocet PT 26
Pocet ucastnikid celkem

. 184
(opakované)
Primérny pocet ucastnika v PT 7,08+1,87
Pocet nedspéSnych ucastniki 44
l,’fumernoy pocet nedspesnych 1.6940,74
ucastniki
% netspéSnych tcastnikll 23,9

Obr. 1 Graf Euklidické vzdalenosti vykonnostniho testu (PT) analytické zptsobilosti
stanoveni bodu mrznuti mléka (BMM; °C) metodami kryoskopie, MIR a MIR-FT z NRL-SM
(Tab. 1).

BMM
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d

Linie vychazejici z centra grafu predstavuji statistickou vyznamnost na hladiné 5 % (Student)

d = primérnd odchylka; sd = variabilita primémé diference. Linie vychazejici z centra grafu ptedstavuji vyznamnost odchylek, kdy body
pod liniemi jsou vyznamné odchylené (P < 0,05), nad liniemi nevyznamné (P > 0,05). Pulkruh vymezuje uspé$ny vysledek (hladina
spolehlivosti 90 % pro RE), obdélnik velmi dspésny vysledek.
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Tab. 2 Vysledky vykonnostniho testu (PT) analytické zptlisobilosti stanoveni deprese bodu
mrznuti mléka (BMM; diference v °C) metodami kryoskopie, MIR a MIR-FT z NRL-SM.

>

diskrimina¢ni limit
nsnéinosti

u d sd RE t|vyzn.
165 -0,00028 | 0,00112] 0,00115| 0,79 | ns n
168 -0,00044 | 0,00112]0,00120| 1,24 | ns A
164 -0,00023 | 0,00126| 0,00128 | 0,58 | ns n
167 -0,00108 | 0,00160| 0,00193 | 2,13 |ns A
166 -0,00160 | 0,00137|0,00211| 3,69 | ** n
169 -0,00193 | 0,00098 | 0,00216| 6,23 | *** A
163 0,00198 | 0,00131 | 0,00237 | 4,78 | *** n
162 0,00003 | 0,00256 | 0,00256 | 0,04 |ns n
161 0,00492 | 0,00130| 0,00509 | 11,97 | *¥** N
D| 0,0014| 0,0014
sD| 0,0020| 0,0004

u = ucastnik (piistroj); d = primérna diference LAB-REF (°C; laboratof — referen¢ni hodnota); sd = smérodatna
odchylka priméru individudlnich rozdilt; RE = Euklidickd vzdalenost od poc¢atku; t = hodnota kritéria parového
t-testu; vyzn. vyznamnost rozdilu (ns =P > 0,05; * =P < 0,05; ** =P < 0,01; *** =P < 0,001); N = nevyhov¢l;
D = primér d a sd; sD = smérodatna odchylka D pro d a sd.

Obr. 2 Zobrazeni PT stanoveni bodu mrznuti (°C) vodnych roztokii NaCl kryoskopicky (2

vzorky) z NRL-SM.
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Zobrazeni pozice a ¢isla ucastnika standardizované podle smérodatné odchylky z PT (osa x vzorek 1 a osa 'y
vzorek 2), rAmce uspéSnosti ucasti v hodnot¢ +2 sigma, thlopficka stoupajici zleva doprava znaci polohu

s ohledem na systematickou chybu a thlopficka stoupajici zprava doleva znaci polohu v relaci k chybé ndhodné
z hlediska analyticko-diagnostické G¢innosti grafu.
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Tab. 3 Statistické charakteristiky (prumér x a smérodatnd odchylka sx) hodnot d a sd souborti
vSech ucastniki (I) z PT pro BMM (°C).

Ukazatel d sd
BMM N 184 184
X 0,0000203|0,0019995
Sx 0,0032808 | 0,0022453

n = pocet tcastnikll vSech PT; x = aritmeticky primeér; sx = smérodatna odchylka; d = primérnd diference LAB-
REF (°C; laboratorf — referen¢ni hodnota); sd = smérodatnd odchylka priméru individudlnich rozdilt.

Tab. 4 Statistické charakteristiky (primér x a smérodatna odchylka sx) hodnot d a sd soubort
jen dspesnych dcastnikd (I1) vybranych z PT pro BMM (°C).

Ukazatel d sd
BMM n 140 140
X 0,000220| 0,001259
SX 0,001711| 0,000546

PouZiti  retrospektivni  kalibrace metody MIR-FT na méreni BMM podle
referencnich vysledkii z PT

Nasledné piijimdni retrospektivni kalibrace MIR-FT na méteni BMM podle referen¢nich
(REF) hodnot z PT pfineslo primérny kalibracni korelacni koeficient z predikce odhadu 0,804
+ 0,162 (n = 10; Tab. 5) MIR-FT k REF. Korela¢ni koeficienty kolisaly od 0,538 (P > 0,05)
do 0,958 (P < 0,001). Stejnd hodnota z prvniho méteni PT pro referenéni metodu CRYO
¢inila 0,991 £ 0,009 (n = 14; P < 0,001; Tab. 5) a korela¢ni koeficienty kolisaly od 0,966 (P <
0,001) do 0,998 (P < 0,001). Srovnéni vysledkli vychazi vyrazné 1épe pro referencni metodu
CRYO. Regresni vypocet kalibracni korelace ze vSech vzorkil PT za uvaZzované obdobi je pro
metodu MIR-FT uveden na Obr. 3 (kontrolni méfeni ve formé predikce; 0,685; P < 0,001).
TotéZ u metody CRYO jako prvni valida¢ni méteni v PT je na Obr. 4 (0,978; P < 0,001).
Srovnatelnost hodnot korelace je slabsi. Moznost pfijeti postupu retrospektivni kalibrace
existuje, nicmén¢ analytickd hodnota nepiimého postupu MIR-FT pro BMM je pouze
screeningova. Lze uvést 1 vybrané lepsi piiklady individuélnich kalibraci (pro MIR-FT) a
vysledky PT (pro CRYO) na Obr. 5 a 6 (0,875 a2 0,882 (P < 0,001); 0,997 (P < 0,001)).

Ve stejném obdobi opakované retrospektivni kalibrace byla primérnd odchylka od
referenCnich hodnot po pfijaté kalibraci MIR-FT podle reference PT (predikéni vyjadient)
pramérné -0,000123 + 0,001399 °C (n = 13). Primérnd smérodatnd odchylka tohoto
prumérného rozdilu od referen¢nich hodnot cinila 0,0062 + 0,003339 °C. Vhodnosti
screeningového stanoveni ekvivalentu BMM v kontrole kvality syrového kravského mléka
metodou MIR a MIR-FT za vyuziti simultdnniho métfeni konduktivity se pozitivné zabyvali
nckteti autofi (Koops et al., 1989; Buchberger a Klostermeyer, 1995; Crombrugge, 2003;
Tomaska et al., 2005; Hanus et al., 2009 a).
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Obr. 3 Regresni vypocty korelace ze vSech vzorkd PT za uvaZované obdobi pro metodu MIR-
FT (kontrolni méfeni (KM) ve formé predikce) k referenénim vysledkim PT (REF) pro
meéifeni bodu mrznuti mléka (BMM; °C).
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L -0,5800
REF
r=0,685%** n=130

Obr. 4 Regresni vypocet korelace ze vSech vzorkid PT za uvazované obdobi pro metodu

CRYO (prvni redlné méfeni) k referencnim vysledkiim PT (REF) pro méteni BMM (°C).
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Obr. 5 Vybrané vysledky regrese individudlni retrospektivni kalibrace metody MIR-FT (1.
meéfeni (PM) a kontrolni méfeni (KM) ve formé predikce; n = 10) k referen¢nim vysledkiim
PT (REF) pro méfeni BMM (°C).
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Obr. 6 Vybrany vysledek regrese individudlniho PT (metoda CRYO, 1. méfeni - validace)
podle referen¢nich vysledkii (REF) pro méfeni BMM (°C).
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Tab. 5 Vysledky metod MIR-FT pfi aplikaci retrospektivni kalibrace a CRYO pfi urceni
BMM (°C) v regulérnim PT.

Metoda Xr xd xsd
MIR-FT 0,804 = 0,162 -0,000123 +0,001399 0,0062 + 0, 003339
CRYO 0,991 + 0,009 viz Tab. 6 viz Tab. 6

xr = prumérny korelacni koeficient mezi hodnotami metody a referencnimi hodnotami v PT; xd = primér
primérnych rozdild od referen¢nich hodnot; xsd = primér smérodatnych odchylek individudlnich rozdild od
referen¢nich hodnot.

Validace retrospektivniho zpiisobu kalibrace nepiimé metody MIR-FT na méieni BMM
podle reference z PT

Validaci retrospektivniho kalibra¢niho postupu je mozné ud€lat hodnocenim jeho vysledkt
v ndsledném PT, po cca 10 tydnech od pfijeti kalibrace v daném laboratornim systému.
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V obdobi opakovaného pouZiti retrospektivniho zptsobu kalibrace BMM v NRL-SM byla
uspesnost metody MIR-FT v PT (Tab. 6) 10,0 % a primérné potadi v testu 8,5 + 0,5.
Primérnéd odchylka od referencnich hodnot se pohybovala od -0,01378 do 0,01737 (n = 10)
s prumérem -0,001462 + 0,010408 °C (n = 10). Smérodatna odchylka primérného rozdilu od
referenc¢nich hodnot v PT se pohybovala od 0,00238 do 0,01277 (n = 10) s primérem 0,00578
+ 0,003146 °C (n = 10). Srovnani korespondujicich ukazateli kryoskopické metody (CRYO)
ve stejné dobé v NRL-SM bylo: dspésnost v PT 85,7 %; primérné potadi v testu 4,9 + 2,2;
primérnd odchylka od referen¢nich hodnot od 0,00069 do 0,00492 (n = 10) s primérem
0,002591 + 0,001332 °C (n = 14); smerodatnd odchylka primérného rozdilu od referen¢nich
hodnot od 0,00061 do 0,00237 (n = 10) s primérem 0,00115 + 0,0006 °C (n = 14). To
vykazuje pomérné Spatné srovnatelné hodnoty zvolenych ukazatelli mezi metodami (Tab. 6).
Vysledky také ukazuji, Ze metoda MIR-FT se s ohledem na princip vyhodnocovani PT mohla
jen velmi malo podilet na odvozovéni referen¢nich hodnot v PT. Projevil se tak vyrazné;si
rozdil v analytické hodnoté metod ve prospéch metody referencni oproti nepifimé.

Vysledky MIR-FT jsou pro ur¢eni BMM zieteln€ horSi, coZ potvrzuje pouze
screeningovou hodnotu metody pro posunuty pozitivni vybér vzorka pii kontrole kvality
syrového mléka. Negativné posouzené vzorky musi byt zkoumdny metodou CRYO, aby jesté
cca polovina negativné oznaCenych vzorkit (MIR-FT) mohla byt vricena do skupiny
standardni kvality mléka. Za takovych okolnosti a s ohledem na vySe uvedené korelacni
koeficienty kalibrace (na hranici pfijatelnosti) 1ze metodu MIR-FT na méfeni BMM
retrospektivné kalibrovat s pfijetim Zddouciho posunu pro splnéni vySe uvedené podminky
pozitivniho vybéru. Korela¢ni koeficient vysledki BMM metody MIR-FT k referen¢nim
hodnotdm v PT za celé obdobi je na Obr. 7 a neni analyticky viibec nijak vyrazny 0,399 (P <
0,001). Celkové pak byly vysledky validace kalibrace metody MIR-FT na méfeni BMM v PT
zieteln€ horS$i v porovnani k charakteristikdm vlastntho vysledku kalibrace s ohledem na
ziskané kalibra¢ni korelaéni koeficienty (Obr. 7 a 3; 0,399 (P < 0,001) < 0,685 (P < 0,001)).

Tab. 6 Vysledky validace metod MIR-FT po aplikaci retrospektivni kalibrace a CRYO pii
urc¢eni BMM (°C) v regulérnim PT.

Metoda % + x Pof. xd Xsd
MIR-FT 10,0 85+0,5 -0,001462 = 0,010408 0,00578 +0,003146
CRYO 85,7 49+272 0,002591 +0,001332 0,00115 + 0,0006

+ = tuspesnost v PT; x Pof. = primérné poradi v PT.

Obr. 7 Regresni vypocet korelace ze vSech vzorkii PT za uvaZzované obdobi pro metodu MIR-
FT (1. redlné méteni) k referen¢nim vysledkim PT (REF) pro méfeni BMM (°C).
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MozZnost aplikace vysledkii v praxi

Pouzité soubory (zejména Tab. 3, 4, 5, 6) poskytuji informace z dlouhodobé tady pro
piipadné vypocty né€kterych metodickych limith v piislusSném PT a systému retrospektivni
kalibrace. Napt. umoziuji 1,96 nasobky sx pro 95%ni interval spolehlivosti a model normélni
frekvencni distribuce pro nékterou z charakteristik PT nebo retrospektivni kalibrace (d, sd, r).
Takové vypocCty jsou pak vyznamné pii validaci a akreditaci zminéného postupu PT a
kalibrace v jednotlivych laboratofich systému laboratorni sité¢ a pfi ndslednych akredita¢nich
auditech.

Spolehlivost ovéfenych (statisticky ocisténych a deklarovanych) referencnich hodnot
z PT, pfi nezbytné podstatné ucasti referencnich metod v PT, je pak pravdépodobné vyssi nez
pii aplikaci referencnich hodnot jedné referencni metody pti kalibraci nepfimého postupu
méfeni BMM v konkrétni laboratofi.

Cinnost pracovnich laboratornich siti PT (proficiency testing) je tedy mozné efektné a
efektivné (pouze s ndkladem na PT, ale bez ndkladli na potizeni referencnich standardd pro
kryoskop nebo pro MIR-FT) vyuzit pro nabyti validovanych referen¢nich hodnot ke kalibraci
modernich pfistrojd (MIR a MIR-FT) v rutinnich mlécnych laboratofich. DileZitym
piredpokladem vsak je, aby ucastniky PT v daném piipad¢ (nutno mit pragmaticky ovéteno)
pro uvedeny ukazatel (bod mrznuti mléka) byla pouZita nejméné pres 50 % ptipadli metoda
referencni (nikoliv nepfimd). Znamena to, Ze metod s nepfimym principem méfeni by mélo
byt ve skupiné PT méné nez polovina. PouZiti navrZzené metody také piedpokladd pravidelnou
kontrolu funkci a vlastnosti pfistroje (obecné opakovatelnost méteni, stabilitu nastaveni -
pilotnimi vzorky, tc¢innost vyplachu, pfijatelnou chybu z pfenosu atp.) a jejich pozitivni
vysledky, zejména v obdobi od ucasti v PT do ptipadného pfijeti uvedené kalibrace.

Zminény retrospektivni postup kalibrace je mozné principidlné aplikovat na vSechny
nepiimo (MIR a MIR-FT) méfené mlécné ukazatele. Presto, aby byla respektovdna
standardizace, ho 1ze doporucit jen pro ukazatele metodicky nestandardizované (jako EBMM,
koncentrace moc¢oviny v mléce, volné mastné kyseliny, kyselina citrénové, ketony), ale ne pro
standardizované (BMM, tuk, bilkoviny, kasein, lakt6za, suSina tukuprostd). Nicméné, pfi
jakékoliv relevantni kalibraci ma nepiimd metoda MIR nebo MIR-FT uréeni BMM
vérohodnost vysledki a analyticky vyznam pouze na screeningové drovni.

5) Praktické provedeni metodiky
Piiprava referencnich standardi

Vzorky mléka

Kontrolni sada vzorkli obsahuje 10 reprezentativnich vzorki vyvazené od obou hlavnich
dojenych plemen skotu (hol3tynské a eské strakaté) v Ceské republice s potiebnou $kalou
hodnot bodu mrznuti mléka. Vzorky mléka v testu jsou upraveny z hlediska variacniho
rozpéti hodnot sledované vlastnosti mléka vzdjemnou kombinaci nativnich BMM a také
pomoci artificidlnich manipulaci (fedéni destilovanou vodou u vybranych vzorki mléka).
Skila se pak pohybuje cca od -0,532 do -0,511 °C.

Vodné roztoky

Vychozim ptedpisem pro ptipravu kontrolnich vodnych roztokit NaCl je norma 91/180/EHS
(Rozhodnuti komise ze 14. unora 1991 uklddajici urcité metody analyz a testovani syrového
mléka a tepeln¢ oSetfeného mléka). Jsou pfipraveny dva vodné roztoky NaCl v testu oznacené
Cisly 11 a 12. Koncentrace roztoku ¢. 11 je 8,149 g.l'l, koncentrace roztoku €. 12 ¢ini 8,977
21", NaCl je pro tento t&el sueny pii teplot& 300 + 25 °C po dobu 5 hodin nebo pii teploté
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130 £ 1 °C po dobu nejméné 24 hodin. Takto vysuSeny NaCl je chlazen pfi pokojové teploté v
ucinném exikatoru. Ocekavané hodnoty bodu mrznuti pro jednotlivé roztoky jsou: roztok ¢.
11, -0,483 °C; roztok €. 12, -0,531 °C.

Transport sad referencnich vzorkii

- Mléko je konzervovéno €istym bronopolem (2-brém, 2-nitro, 1, 3 propandiol, 0,02 az 0,04
%) vjednom objemu po vzorek a rozpipetovano do subvzorkovnic pro Skdly (sady)
jednotlivych uZivateli (G¢astnikd) aZ po dokonalém rozpusténi konzervaéniho ¢inidla. Cinidlo
pritom musi byt rozpusténo Setrnym michdnim — mirné pteklapéni nddob pro jednotlivé
vzorky.

- Vzorky v kontrolnich saddch se vychladi na 5 az 7 °C (cca 3 aZ 4 hodiny), vlozi do
termoboxu s chladicimi vlozkami a transportuji Setrné pii teploté do 9 °C.

- Transport vzorka referencni sady musi byt co nejSetrnéjSi s ohledem na cas, teplotu a
mechanické namdhdni. Bylo dokdzdno experimentdlné i vysledky praktické cinnosti, Ze
praktikovany systém transportu je pouzitelny (SOJKOVA et al., 2009) pro ucely organizace
vykonnostniho testovani uréeni BMM a EBMM.

- V laboratotich se vzorky zahteji (max. 30 °C), rehomogenizuji a duplicitné méfi na BMM
nebo EBMM za podminek metod.

Referencni hodnoty

- Referen¢ni hodnoty PT pro jednotlivé vzorky se stanovi u organizatora PT (NRL-SM) jako
aritmetické priméry vzorkt z méteni vSech laboratoii po Grubbsové testu odlehlosti (0,05 %).
Vypoctou se primérné odchylky a variability odchylek laboratofi od referen¢nich hodnot a
Euklidické vzdalenosti laboratofi od stfedu.

- V PT musi byt zahrnuto vice neZ polovina tcastnikli s referenéni metodou ur¢eni BMM a
jen méné nez polovina tcastnikl s nepfimou metodou (EBMM).

Piedani vysledkit na rutinni pracovisté

Po vypoctu a validaci jsou referencni hodnoty PT pro jednotlivé vzorky deklarovany
rozeslanym protokolem do rutinnich laboratofi, elektronickou poStou ve formé oficidlni
tabulky. Je uvedena konvencni rozsifend kombinovand nejistota vysledkti métfeni referencni
metody stanovend statisticky pro vysledky referen¢ni metody v referen¢ni centralni laboratofi.

Vlastni kalibrace rutinnich infraanalyzdtorii

- Vlastni kalibrace piistroji MIR a MIR-FT na méteni EBMM na principu zdkladniho modelu
linedrni regresni analyzy signélii oCiSténych od interferencnich efektt pti simultdnni zpravidla
multikomponentni analyze, méfeni konduktivity mléka a regresnim vypoctu vysledku se
zohlednénim slozeni mléka (v potadi klesajici dulezitosti: konduktivita, laktéza, tuk,
bilkoviny) probéhne podle piislusSnych ndvodli vyrobct zafizeni, piipadné specifickych
standardnich opera¢nich postupti.
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- Referen¢ni hodnoty jsou do databaze pfistroje vloZeny se zpozdénim (cca 10 dni) a je pfijata
kalibrace.

- Valida¢ni korelace mezi hodnotami referenénimi a predikovanymi by méla byt vyssi nez
0,65 a smérodatnd odchylka primérné diference by méla byt nizsi nez 0,002468 (0,001259
Tab. 4 kréit 1,96 pro 95 % intervalu spolehlivosti) °C.

- Primérnd validac¢ni odchylka od referencni hodnoty je akceptovatelnd do hodnoty 0,001711
(Tab. 4) °C.

- PouZziti navrZzené metody také piedpokladd pravidelnou kontrolu funkci a vlastnosti pfistroje
(obecné opakovatelnost méfeni, stabilitu nastaveni - pilotnimi vzorky, tc¢innost vyplachu,
piijatelnou chybu z pfenosu atp.) a jejich pozitivni vysledky, zejména v obdobi od ucasti v PT
do ptipadného pfijeti uvedené kalibrace.

- Uvedeny retrospektivni princip kalibrace 1ze z dlivodl respektovani standardizace doporucit
jen pro ukazatele metodicky nestandardizované (jako EBMM) a nikoliv pro standardizované
(BMM, tuk, bilkoviny, kasein, lakt6za, susina tukuprosta).

6) Zavér certifikované metodiky

Popsany postup a vyhodnocené vysledky dolozené v piilohdch, o které se postup v zdsade
opird, poskytuji moZnost technicky uplatnit nové ovétenou efektivni retrospektivni metodu
kalibrace analyzy MIR-FT u dulezité fyzikalni vlastnosti mléka na principu vyhodnoceni
vysledkl vykonnostniho testovani pro moZnost kontroly kvality mléka a zlepSeni monitoringu
zdravotniho stavu dojnic, obecné k podpofe provozni jistoty laboratorniho persondlu a rovnéz
chovatelt.

III) Srovnani ,novosti postupi’” a predani -certifikované metodiky:
Efektivni kalibrace techniky MIR-FT pro screening hodnoty ekvivalentu
bodu mrznuti mléka v mléénych laboratoiich na bazi referen¢nich hodnot
vykonnostnich testii:

- vyvinutd certifikovand metodika byla pfeddna do uZivani systému laboratofi kontroly kvality
mléka a kontroly uzZitkovosti CMSCH a. s. v elektronické i pisemné formé 16. 11. 2012;

- jedna se o novy postup efektivni kalibrace pro méteni a rozsiteni spektra stanovovanych
mlécnych ukazatelli v laboratofich kontroly kvality mléka a mlécné uZitkovosti. Tato
skuteCnost je dolozena piilozenymi vlastnimi publikovanymi vysledky. Uvedené postupy
reference jsou v laboratofich pouZivany kratce pravé v souvislosti s vyvojem metodiky a
uvedené postupy kontroly meteni nebyly doposud v konkrétnich laboratofich pouzivany.

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

- kontrola existence a aplikace certifikované uplatnéné metodiky jako pracovniho postupu pro
efektivni retrospektivni kalibraci stanoveni ekvivalentu bodu mrznuti mléka metodou MIR-FT
v mléénych laboratofich je proveditelnd prostfednictvim revize dokladi a dokumentll o
provadénych pracovnich postupech a vysledcich pfi kalibracich a kontrole infraanalyzétora
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v Laboratofi rozbori mléka v Bustéhradu a v Brné-Tufanech a popiipadé v nékterych
laboratofich na Slovensku, tedy na pracovistich klientl, pfedevsim CMSCH a.s. a ve vlastni
mlécné laboratoti Vyzkumného tstavu pro chov skotu v Rapoting;

- certifikovand uplatnénd metodika obsahuje technicko-organizacni doporuceni, opatfeni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a fizeni kvality) k feSeni
referencné-rutinnich systému analytickych laboratoif k testaci kvality syrového mléka;

- certifikovand uplatnénd metodika byla zpracovana v Sesti exemplafich a predana v krouzkové
vazbé¢ na prislusna pracoviste.

V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly kvality mléka zdravotniho stavu dojnic (vyZivy),
prevencni prace s ohledem na rizika v mlékatstvi a poradenstvi ke kvalit¢ mléka. ZlepSenim
kvality vysledkli zde muZe tvofit podil do 10 % efektu ve smyslu zajisténi zlepSené
kontroly kvality mléka a prevence ztrat zptisobenych nedostatkem informaci, které mohou
tvofit podle odhadu zietelné obchodni ztrity. Objem piipadnych ztrit je ovSem obtizné
vyé&islit konkrétngji nebot’ zavisi na objemu produkce farmafi. Na tdrovni CR se pak miize
jednat o ¢astky v fadu miliond.

Naéklady na konkrétni zavedeni postupu uvedeného v metodice mohou pro uZivatele (mlécnou
laboratof) &init podle kvalifikovaného odhadu v laboratofich v CR celkem 1 tis. K¢
(poplatky za provedeni vykonnostnich testi) ro¢né. Cinnost se periodicky aktualizuje,
rocn¢ Cini jeji zavedeni 4 tis. KC. Pifinos pro uZzivatele (laboratofe) v podobé trzeb za
provedené rutinni analyzy (odhad 4 000 analyz individudlnich vzorki mésicné krat 12 Cini
48 000 analyz krat 10 K¢ za analyzu je 480 000 K¢ ro¢né. Efekt je opakovatelny po rocich.
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