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Certifikovana metodika RO1419 CM 38 - nazev:

Postup pripravy standardnich vzorki pro hluboké zmrazeni a aplikaci ve
vykonnostnim testovani analytické zpisobilosti pii urceni slozeni mléka
neprimymi metodami

Certifikovana uplatnéna metodika a technicko-organiza¢ni doporuceni, opatieni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a Fizeni kvality)
k FeSeni referenéné-rutinnich systémii analytickych laboratori k testaci kvality syrového
mléka a pro zvySeni vérohodnosti vysledki.

I) Cil certifikované uplatnéné metodiky:

Cilem certifikované metodiky RO1419 CM 38 je rozsifeni portfolia kontrolnich metod a
zajisténi a zvyseni vérohodnosti vysledkl a provozni jistoty managementu rutinnich laboratoi{
pfi kontrole sloZeni a kvality mléka pro tcely kontroly uZitkovosti (individudlni vzorky mléka
- podpora Slechténi zvitat) a propldceni mléka (bazénové vzorky mléka - zajisténi kvality
mlééného potravinového fetézce) a také podpora postupti pro zajiSténi kladného pribéhu
relevantnich oficidlnich mezinarodnich auditi, napi. ICAR.

Napli certifikované uplatnéné metodiky:

Naplni certifikované metodiky RO1419 CM 38 je implementace dosaZenych vysledkd,
ziskanych na zdkladé predchoziho vyzkumu a vyvoje v ramci feseni projekti MZe RO1419 a
NAZV KUS QJ1230044, do prosttedi rutinni kontroly kvality syrového mléka a analyz mléka
v kontrole uZitkovosti v riiznych zemich EU pro podporu spolehlivosti dat ke Slechtitelské
praci v chovu dojeného skotu, pro celkové zlepSeni vérohodnosti hodnocenych dat a pro
podporu kvality mlé¢€ného potravinového fetézce.

Zdroj certifikované uplatnéné metodiky:

Projekty MZe RO1419 a NAZV KUS QJ1230044.

Zpracovali dne: 4. 11. 2019; Oto Hanu$', Marcela KlimeSova!, Gustav Chladek?, Petr
Roubal', Radoslava Jedelskd', Jaroslav Kopecky'; ' Vyzkumny dstav mlékdrensky s.r.o.,
Praha; 2 Mendelova univerzita v Brné, Agronomickd fakulta, Ustav chovu a §lechténi zvifat.

Uplatnéni bylo provedeno zavedenim vSech principi metodiky od 21. 12. 2019.
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II) Vlastni popis certifikované metodiky

Postup pripravy standardnich vzorki pro hluboké zmrazeni a aplikaci ve
vykonnostnim testovani analytické zpusobilosti pii urceni sloZeni mléka
nepiimymi metodami

Struktura certifikované metodiky:

1) Soucasny stav problematiky — ramcovy tvod
Vyznam analyz kvality syrového mléka
Vyznam sprdvnosti vysledkii analyz syrového mléka

Podpora kvality v mlékarskych analytickych systémech

Neexistence zlatého standardu v mlékarskych analyzdch
Mlékarsky analyticky systém a zdkladni mlécné ukazatele
Nejcasteji pouZivané principy u rutinnich mlékarskych analyz

Kontrola kvality referencnich i rutinnich vysledkit chemickych analyz v mlékarstvi ke
kalibracim a ve vykonnostnich testech v CR

Produkce vlastnich referencnich materidlu v RL-SM

Vykonnostni testovdni ve vazbé na kalibraci — specifita mlékarskych analyz
Vykonnostni testovdni analytické zpiisobilosti mlékarskych laboratori
Testovdni analytické zpiisobilosti rutinnich mlékarskych laboratori v CR

Vyvoj hluboce zamraZenych pilotnich vzorkit mléka pro kontrolu stability infraanalyzy
2) Cile certifikované metodiky

3) Vlastni vyvoj pro certifikovanou metodiku — testovani postupi a metod, validace dat
pripravy sady zakladniho sloZzeni mléénych standardi pro proficiency testing

I) Modelovy testovaci soubor na bazi individudlnich vzork mléka
1) Modelovy testovaci soubor na bazi bazénovych vzorkt mléka

IITI) Doporucené podminky a postupy piipravy sady vzorki (mlécnych standardil) pro
vykonnostni testy analytické zptisobilosti méfeni zdkladniho slozeni mléka pro nepiimé
metody po hlubokém zmraZeni a dlouhodobém uloZeni (jadro certifikované metodiky)

4) Zavér certifikované metodiky
5) Pouzité jiné literarni prameny pii tvorbé certifikované metodiky

6) Pouzité vlastni vysledky a publikace p¥i navrhu a validaci certifikované metodiky
Publikace ve védeckych a odbornych profesnich ¢asopisech

Ptedchozi tématicky relevantni certifikované metodiky k problematice provedeni a kontrole
analyz mléka v kontrole mlécné uZzitkovosti a kontrole jakosti syrového mléka

Publikace ve védeckych a odbornych profesnich casopisech



7) Prilohové materialy s podklady pro vyvojovou praci v ramci certifikované metodiky

Ptiloha €. 1 Primarn{ data, prvni test (I) 06. 08. 2019
Ptiloha €. 2 Vzorky pfed zamraZenim 24. 09. 2019
Ptiloha ¢. 3 Vzorky po zamraZeni 04. 10.2019
Ptiloha €. 4 Vzorky po zamrazeni 15.10.2019
Ptiloha ¢. 5 Vzorky po zamraZeni 25.10.2019

Nejcastéji pouzité zkratky:

CR = Cesk4 republika;

B = obsah bilkovin;

CF = Ceské strakaté;

CMSCH = Ceskomoravsk4 spole¢nost chovatelt;

H = HolStyn;

HB = hrubé bilkoviny;

ICAR = Mezinarodni vybor pro kontrolu uzitkovosti zvifat;

KU = kontrola mlé¢né uZzitkovosti;

L = obsah monohydratu laktézy;

LRM = laboratof rozborti mléka;

MIR = tradi¢ni filtrové technologie infraanalyzy mléka;

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

PSB = pocet somatickych bun¢k;

PT = proficiency testing, vykonnostni testovani analytické zplsobilosti;
RL-SM = referen¢ni laboratot pro syrové mléko;

T = obsah tuku.



1) Soucasny stav problematiky — ramcovy tvod

Soucasnd doba klade velmi vysoké ndroky na kvalitu syrového kravského mléka a nésledné i
mlécnych potravinovych produktt, v EU stdle zdaleka nejvyssi v porovndni ke svétovému
vyvoji. MIéCny potravinovy fetézec je nejlépe kvalitativné kontrolovanym ze vSech ostatnich,
a proto utrpél v porovnani k dalSim relativné¢ mén¢ potravinovych skandalti v nedavné historii,
kdy je tato otdzka zvlasté citlivé spoleCensky vnimdna i kontrolovdna (HANUS et al., 2018).
Pro kontrolu kvality syrového mléka, ktera byla (BAUMGARTNER et al., 2000; HANUS et al.,
2000, 2007 b, 2008 a; MILLAN-VERDU et al., 2003) a je (MARTINEZ de la VARA et al., 2018)

stale velmi aktudlni, jsou nezbytné vérohodné vysledky analyz vzorkid mléka.

Vyznam analyz kvality syrového mléka

Syrové mléko je vyznamnd potravinova surovina. Podle zemé nebo lokdlnich podminek je
vice nebo mén¢ placeno podle kvality, kterd je definovdna normami a v disledku toho celou
fadou mléénych ukazateli (napt. celkovy pocet mikroorganismii, pocet somatickych bunck,
obsah tuku a bilkovin, bod mrznuti mléka atd.). Podle n€kterych sloZek a vlastnosti mléka se
také Slechti mlécny skot (metody populacni genetiky) na sloZeni mléka, efektivitu mlécné
produkce nebo zdravotni stav krav, resp. jejich rezistenci vaci produkénim chorobam (napf.
mastitiddm). Vysledky referen¢nich a rutinnich analyz mléka jsou tedy konkrétné vyuZzivany
pro fadu zdravotnich a hospodéiskych tceltl a ¢innosti:

— pro kontrolu kvality surovin v potravinifstvi a potravin v humdénni vyzivé, tedy
bezpecnost potravinovych fetézci;

— pro zpené€zovani mléka podle kvality na rozhrani prvovyroby a zpracovatelského
primyslu;

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

— pro ucely hospodarsky determinované selekce pii Slechténi mlé€ného skotu a nasledné
pro obchod s plemennym materidlem;

— pro kontrolu v rdmci prevence nedostatkll zdkladni (energeticko-dusikaté) vyvazZenosti
vyZivy dojnic i zhorSen{ jejich zdravotniho stavu;

— pro poradenstvi v prvovyrobé mléka;

— v neposledni fad¢ i pro stanoveni podminek svétového obchodu s mlékem.

Z uvedeného vyctu je zcela zfejmé, Ze systém referencnich a rutinnich mléénych laboratofi
hraje vyznamnou, ne-li zdsadni, roli v podpote kvality a bezpecnosti mlé€ného potravinového
fetézce. Sledovdni a vyhodnocovani kvality syrového mléka pomdhd plnit dileZitou
spolecenskou zakdzku (BAUMGARTNER et al., 2000). BezpecCnost a kvalita mlé¢ného
potravinového fetézce jsou dilleZitymi aspekty ochrany vetejného zdravi.

Vyznam sprdvnosti vysledkit analyz syrového mléka

Vérohodnost vysledki referencnich a ndsledné rutinnich analyz sloZzeni a hygienické
kvality mléka je nepochybné diileZitd pro hospodarské ucely. Jednd se o Slechténi zvitat a
obchod s plemennym materidlem, stejné¢ jako o poradenstvi k vyZivé a zdravotnimu stavu
krav (individudlni vzorky mléka v kontrole uZzitkovosti). Déle o fizeni mlékarské technologie,
propldceni kvality mléka a kvalitu mlécného potravinového fetézce (bazénové vzorky
v kontrole kvality syrového mléka). Tato kvalita souvisi také sjeho bezpeCnosti pro
konzumenty. V praxi ovSem nc¢kdy vznikaji sporné situace ohledné vérohodnosti vysledkt
z komer¢niho hlediska. Zde vSak objektivita techniky srovndvani piipadného vysledkového
rozdilu neni vZdy zcela zajiSténa. Proto a piesto se intenzivné pracuje na zlepSeni dané



otazky. MIlécné laboratofe se sjednocuji a centralizuji, coz je vyhodné pro uplatnéni
jednotnych referencnich postupti a standardii. Spolupracuji v sitich (GRAPPIN, 1993),
sjednocuji metodické postupy a zintenziviiuje se kontrola vérohodnosti (spravnosti) vysledk.
Relevantni mlé¢né laboratofe akreditovaly své postupy a rocné podléhaji akreditacnim
auditim. Akreditované laboratofe zavedly systém kontroly jakosti, musi mit, jak zndmo,
vypracovanu piirucku jakosti a kontrolovatelny systém zajisténi kvality vysledkd analyz. To
je cela fada objektivizujicich krokii za poslednich deset rokli. Tim neni ani zdaleka feceno, Ze
jsou zvladdnuta vSechna uskali systému, nebo Ze vysledkové rozdily nebudou existovat.
Takovy stav nemiliZe nastat ani teoreticky ani prakticky, rozdily vSak mohou byt
minimalizovéany.

Z uvedenych davodu jiz difive byla provddéna mezilaboratorni srovndni vérohodnosti
vysledkd mlékaiskych analyz s cilem upozornit na existujici problémy (BUCHBERGER et al.,
1971; MICHALAK, 1972; BIGGS, 1972, 1978; SHERBON, 1975; MICHALAK et al., 1978;
GRAPPIN et al., 1980; BIGGS et al., 1984, 1987; VINES et al., 1986; VOORT VAN DE et al., 1987;
COLEMAN a MossS, 1989; BARBANO et al., 1991).

Nelze neuvést osobni zkuSenost ohledné prvniho (1996) internaciondlniho PT pod
hlavickou ICAR CECALAIT pro referen¢ni metody stanoveni zdkladniho sloZeni mléka (tuk,
bilkoviny, lakt6za, suSina tukuprostd). Byl proveden z diivodu signdli z odbornych praci, Ze
v analyzich existuji nezdivodnitelné disproporce. Konkrétng, pro obsah hrubych bilkovin
bylo variani rozpéti mezi pruméry zdcastnénych referencnich laboratofi (asi 12 z celého
svéta) pro 10 vzorkl mléka referencni sady celé tfi desetiny procenta! Hodnota nasi referenéni
laboratote -0,03 % proto tehdy zdaleka zcela vyhovovala k dspéSnému splnéni testu.
Postupné, s naslednymi PT, béhem cca 5 let, doSlo k vyrazné redukci této vysledkové
variability a tedy vzrastu vérohodnosti vysledkli analyz zdkladniho sloZeni mléka
referenénimi metodami. Dnes je situace takovd, Ze hodnota primérné odchylky od referen¢ni
hodnoty +0,01 % je na hrané pfijatelnosti, kdy zdvisi na jeji variabilit¢ a variani rozpéti
primérti je obvykle do 0,08 %. Lapidarn¢ lze pak konstatovat, Ze vérohodnost vysledki
méfeni referenCnich metod vzrostla nejméné desetkrat! Na zdklad¢ této zkuSenosti, ale i
objektivnich vyhodnoceni (GOLC-TEGER 1996, 1997; GOLC-TEGER et al., 1996; HANUS et al.,
1998, 2000, 2007 b, 2008 a, 2009; PITKALA et al., 2005), lze konstatovat, ze zavedeni
(GRAPPIN, 1987, 1993; VALENBERG, 1990; LERAY, 1993, 2007, 2009; WooD, 1994; WOOD et
al., 1998) a rozsiteni PT (mezilaboratorni testy vykonnosti a zpusobilosti analytické prace =
proficiency testing) na mezindrodni urovni vyrazné celosvétoveé prispélo k vérohodnosti
mlékatskych analytickych vysledkl pro dnesek.

Podpora kvality v mlékaiskych analytickych systémech

Vyznamnym zlepSenim mlékaiského analytického systému v neddvné dobé (poslednich 15
rokli) bylo zavedeni transportu vzorkii mléka v plné kontrolovaném chladovém fetézci
prostfednictvim skiiflovych (tepeln€ izolovanych) vozl vybavenych kompresorem. Pro dalsi
vyvoj zminénych kvalitativnich systémil je nezbytné provadét priibézné¢ odhady rtznych
interferencnich vlivii na spolehlivost méfeni. Na zdkladé odhadl pak technicky nebo
technologicky eliminovat vyznamné negativni vlivy.

Neexistence zlatého standardu v mlékarskych analyzdch

V oboru analyz syrového mléka, vzhledem kjeho mozné biochemické variabilité
s ohledem na faktory biologického druhu, sezénni vlivy, efekty vyzivy, krmeni a zdravotniho
stavu zvifat, neexistuje néco, co zndme z jinych obord a to je zlaty standard. Tento lze
v jinych analytickych oborech spolehlivé uchovédvat nezménény po dlouhou dobu a pouZivat



pro ucely kalibraci nebo srovnavéni k potvrzeni spravnosti vysledkl analyz. Zminéné patficné
komplikuje situaci v zajisténi vérohodnosti vysledkt analyz mléka. Navic shora uvedené
efekty pfispivaji k interferencim do vztaht mezi piimymi (klasickymi, referen¢nimi,
kalibra¢nimi) a nepfimymi (rutinnimi, kalibrovanymi) metodami mlékatskych analyz (BIGGS,
1972, 1978; BIGGS et al., 1984, 1987; GRAPPIN et al., 1980, GRAPPIN, 1987, 1993; HANUS et
al.,, 2007 b, 2008 a, 2009). Tato skuteCnost situaci komplikuje jesté vice. Proto musi byt
rutinni metody pravidelné kalibrovany. Situaci v tomto oboru z mezindrodniho pohledu
koordinuje vice profesnich organizaci jako IDF, ICAR, AFEMA, APLAC atp. Pracovni
analytické skupiny se zabyvaji vyzkumem a vyvojem mlékafskych analytickych postupd,
feSenim spornych metodickych otdzek a organizaci vykonnostnich testl analytické
zpisobilosti, zejména pro referencni postupy.

Milékarisky analyticky systém a zdakladni mlécné ukazatele

Aby vySe uvedenou zakdzku (BAUMGARTNER et al., 2000) mohly mlékaiské laboratote
v Ceské republice plnit, jsou pfevazné akreditovany podle mezinirodniho standardu EN ISO
17025 a napliuji tak poZadovanou realizaci systému kontroly kvality analytické prace. Je to
rovnéz proto, Ze ¢asem obecné vzrostly ndroky na kvalitu analytické price a vérohodnost
vysledki laboratornich analyz. Podle pfislusnych standardl je zdvaznou soucésti akreditace
tzv. validace analytickych metod. Soucdsti validace je odhad nejistoty vysledkii méfeni
(SUCHANEK et al., 1999), tzv. rozsitené kombinované nejistoty vysledki méteni, kterou jsou
akreditované laboratofe permanentné povinny uvadet u svych vysledki.

Jak je tento mlékaisky laboratorni systém charakterizovan? K zakladnim rystm patii:
- mlékarské laboratote, referencni i rutinni, jsou nyni sdruzeny do vicedroviiovych
(nejcasteji tii hladiny) pracovnich siti a to na ndrodni i mezindrodni trovni (GRAPPIN,
1993; LERAY, 1993; HANUS et al., 2000, 2007 b, 2008 a) pro moZnost kontroly kvality

analyz;
- vsystému existuje pievaha metod nepifimych nad pfimymi, zejména pro vysoky
vykon;

- nezbytnost pravidelnych kalibraci nepfimych metod podle vysledkii metod
referencnich z vyse uvedeného diivodu;

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

- velké série zpracovavanych vzorkii (jak individudlnich v kontrole uZitkovosti tak
bazénovych v kontrole kvality mléka) pravidelné¢ sbiranych z lokalit v legislativné
nebo smluvné danych intervalech (den az mésic, nejcastéji dva tydny);

- vysoky stupen automatizace a robotizace laboratorni instrumentace;

- hodinovy vykon pfistroji neziidka od 300 do 500 vzorki mléka.

V posledni dobé poklesl vyrazné pocet mlécnych laboratofi (pro individudlni 1 bazénové
vzorky mléka), vzrostl jejich vykon a pocet analyzovanych ukazateld. To bylo provadzeno
nasledujicimi jevy:

- rostl vykon analytické a vypocetni techniky;

- bylo zvySeno vyuziti drahé analytické instrumentace;

- byla provedena modernizace;

- zvysila se bezpe¢nost provozu pro Zivotni prostiedi;

- byly sniZeny jednotkové ndklady na analyzy;

- byly zvySeny celkové ndklady na analyzy (objem analyz a pocet ukazatelil).

Pro pravidelné vyhodnocovéni kvality mléka (bazénové a individudlni vzorky) jsou nyni
obvykle sledovany nésledujici obligatorni i fakultativni ukazatele: - obsah tuku (T; %); -



obsah hrubych bilkovin (B (HB); %); - obsah suSiny tukuprosté (STP, nebo laktézy (L,
monohydrat), jako soucdst STP; %); - obsah kaseinu (K; %); - bod mrznuti mléka (BMM;
°C); - koncentrace mlé¢né mocoviny (M; mmol.l"!, mg.100ml!); - liatkovy obsah volnych
mastnych kyselin (VMK; mmol.100g"! mlé¢ného tuku, nebo mmol.kg! mléka); - pocet
somatickych bunék (PSB; 10>.ml!); - celkovy pocet mezofilnich mikroorganismii (CPM;
103CFU.mlI'"; CFU = colony forming unit); - vyskyt inhibi¢nich latek v mléce (antibiotik,
musi byt negativni pro pouziti mléka ve standardni kvalité). Ukazatele 1ze raimcové rozdélit na
slozkové (chemické), fyzikalni, mikrobiologicko-hygienické a technologické. Rovnéz existuji
dal$i méné sledované doplikové ukazatele kvality mléka: - titraéni kyselost (SH; mlx2,5
mmol.I"" roztoku NaOH); - aktivni kyselost (pH); - kysaci schopnost (KS; hodnota
jogurtového testu v jednotkdch SH); - koncentrace Kyseliny citrénové (KC; mmol.l"! nebo v
%); - koncentrace acetonu (A; mg.l!); - pocet koliformnich baktérii (CFU.ml!); - podet
psychrotrofnich baktérii (103CFU.ml"); - podet termorezistentnich baktérii (10°CFU.ml"); -
pfitomnost anaerobnich sporulujicich mikroorganismii. Smluvné lze sledovat napf. i
syfitelnost a tak podobné.

Nejcastéji pouZivané principy u rutinnich mlékaiskych analyz

V mlékaiskych laboratofich (KALA et al., 2018, 2019) je jiz déle pouZivdna, pro urceni obsahl
hlavnich slozek mléka (pfedevSim obsah tuku, bilkovin, laktézy ale i n€které dalsi slozky),
tzv. infraanalyza (IR). Existuji rizné konstrukce pfistrojii na bdzi IR optickych filtra (F) se
specifickymi vlnovymi délkami pro jednotlivé mlécné komponenty, nebo na bédzi celého IR
spektra s vyhodnocenim signdlu pomoci Fourierovych transformaci (FT). V mlékatstvi jsou
Cast€j$i vlnové délky MIR (mid) neZ NIR (near) s vestavénym homogenizdtorem v
hydraulickém systému pro odstranéni piipadného interferenc¢niho vlivu optického rozptylu
tukovych kulicek v kyveté pfistroje. Pro tyto tzv. nepiimé metody je nezbytnd periodickd
kalibrace prostfednictvim referenénich pifmych analytickych metod. V CR je tento postup
upraven jiz déle platnou a modifikovanou normou CSN 57 0536 (jakkoliv platnost CSN je
dnes problematickd). Protoze se syrové mléko meéni v zavislosti na sezong, resp. vyziveé krav,
neexistuje Zddny materidl na zptisob ,,zlatého standardu”, jako v nékterych jinych chemickych
(jak jiz bylo uvedeno), ale zejména fyzikdlnich laboratotich. Jako ,,pevny bod v prostoru”
mohou za této situace poslouzit pouze periodické vysledky internaciondlniho testovéani
zpisobilosti referen¢nich metod (napt. ICAR-ACTILAIT, APLAC, MUVA nebo AMA-
AFEMA), tzv. svétové referenéni prameéry, po statistickém oSetieni nejpravdépodobnéji
spravné hodnoty. Dany fakt vyvoldva i zhorSeni vztahu referen¢ni metoda x nepiimd metoda
v ase a tim potiebu periodicity kalibraci nepfimych metod. Zde ovSem hraje jeSte
vyznamnou roli celd fada praktickych a teoretickych specifik ve vztahu reference x nepiima
metoda, které nelze podrobné rozebirat v této praci. Norma CSN 57 0536 uréuje jednotlivé
referenéni metody a zdvaznou frekvenci kalibrace minimédln¢ 1x za 3 mésice. Neoficidln€ se
argumentuje technickou stabilitou infraanalyzatori. Ta je nepochybnd, existuje vSak tfada
dalsich vlivi, jak bylo jiZ zminéno (napf. sezénni variabilita nebilkovinnych dusikatych litek
pti kalibraci IR instrumenti na obsah hrubych bilkovin podle Kjeldahla nebo sezénni
variabilita sloZeni mlééného tuku z hlediska profilu mastnych kyselin). Proto je tato
argumentace pomérné zavadéjici. Technickym vyvojem je proto zminénd norma dalece
piekondna a vyzaduje zasadni revizi, zejména s ohledem na pozadavek frekvence kalibraci.

Kontrola kvality referencnich i rutinnich vysledkii chemickych analyz v mlékaistvi ke
kalibracim a ve vykonnostnich testech v CR

Akreditovand referen¢ni laboratoi pro syrové mléko (RL-SM) vUM (Vyzkumny tstav
mlékérensky) Praha je pro kontrolu svych vysledkil napojena svymi referenénimi metodami



na mezindrodni vykonnostni testy ICAR-ACTILAIT (syrové mléko, chemické a
mikrobiologické zkousky) a MUVA Kempten (Labor- und Dienstleistungszentrum, slozky
syrového mléka). Z titulu své funkce pak RL-SM sama organizuje a provadi piipravu a
pravidelné rozesilani sad referenc¢nich standardd (obsah tuku (T), hrubych bilkovin (HB),
kaseinu (K), monohydréitu laktézy (L), suSiny tukuprosté (STP) a koncentrace kyseliny
citronové (C)) pro kalibrace nepfimych mlékatskych metod (pfevdzné infraanalyza) a dale
vykonnostni testovani na ndrodni urovni (T, HB, L, STP, kasein, koncentrace mocoviny (M),
bod mrznuti mléka (BMM) a volné mastné kyseliny v mlééném tuku (VMK). Kalibrace jsou
provadény v mésiCnich intervalech, coz bylo odvozeno na zdkladé vyzkumné-vyvojovych a
praktickych zkuSenosti (HANUS et al., 2005, 2006). Vykonnostni testy pak mési¢n¢€ pro T, HB,
L a &tvrtletnd pro kasein, STP, M a BMM. V nasem systému, resp. pracovni siti v CR, tak
existuji referen¢ni (REL) laboratof (pfimé metody) a rutinni (RUL) laboratofe (nepiimé
metody). Pochopiteln€, pro jednotlivé zkousSky mohou byt jiné REL. Jak kalibrace, tak
vykonnostni testy (pro T, HB, L, K, STP, M, i BMM) jsou RL-SM konven¢né provdadény na
Skdle desiti vzorki mléka s relevantnimi variaénimi obory. Vyjimkou je pouze vykonnostni
test pro BMM, ktery je krom¢ desiti mlé¢nych vzorkli soubéZné provadén také na dvou
vodnych roztocich NaCl. Zminéné variacni obory referen¢nich nebo kontrolnich sad vzork
jsou piiblizné: T 2 aZ 3 % (od 2 do 5 %); HB 0,5 az 0,8 % (od 2,8 do 3,6 %); K 0,5 az 0,8 %
(od 2,2 do 3,0 %); L 0,5 az 0,8 % (od 4,4 do 5,2 %); STP 0,7 az 1,5 % (od 8,0 do 9,5 %).

Soucasny stupen vyvoje systému v RL-SM vedl ke stavu (HANUS et al., 2007 b, 2008 a,
2009), ze kalibrace (pro infraanalyzatory MIR a MIR-FT) a pfipadné vykonnostni testy jsou
provadény mésicné pro syrové kravské mléko (T, HB, L, STP, K). Dvakrat ro¢n¢ pak pro
syrové ov¢i a kozi mléko (T, HB, L; GRAPPIN, 1987; HANUS et al., 1996). Kone¢né ctvrtletné
nebo podle pozadavku pro mlé¢né produkty (T, HB, L) jako pasterované mléko, odstiedéné
mléko, sladka syrovétka fidka, sladkd syrovatka hustd, (T) smetana hustd a smetana fidka,
piipadné specidlni mlécné syrairské kompozice (T, HB, L).

Produkce vlastnich referencnich materidlit v RL-SM

Referencni vzorkové sady jsou za pouZiti specifickych postupti pro ziskdni potiebnych
varia¢nich oboril pravidelné pfipravovany pro ndsledujici materidly: - syrové mléko kravské; -
syrové mléko ovci; - syrové mléko kozi; - pasterované mléko kravské; - odstredéné mléko; -
smetana do 20 % tuku; - smetana 20 az 45 % tuku (nebo smetana celkem); - syrovatka tekutd;
- syrovatka zahuSténd. Tab. 1 shrnuje jednotlivé priblizné variacni obory v poZadovanych
slozkach (T, B, L, STP a K) pro uvedené materidly. V referen¢ni vzorkové sad¢ je 8, vétSinou
vSak 10 vzorki, referen¢nich standardii. Vzorky jsou relevantné oSetfeny, konzervoviny
(KROGER, 1985; BENDA, 1995; HANUS et al., 1992 a, b; GENCUROVA et al., 1993 a, b, 1994),
vychlazeny a odesldny v termoboxech do cilovych laboratoii (HANUS a ZVACKOVA, 1989;
SOJIKOVA et al., 2009).

Pro zdkladni mlécné slozky (T, B, L, STP, K) je kalibracni a kontrolni systém zaloZzen na
nckolika nédsledujicich zdsadach a principech, zejména na:

- desiti kalibra¢nich mlé¢énych standardech v sadg¢;

- mésicni frekvenci opakovani;

- anonymnim kli¢i pro opakovatelnost vysledkt pfi ptiprave referencni sady standarda;

- rychlém odeslan{ standardd v chladovych podminkach;

- dostate¢cném oboru rozptylu hodnot pro vzorky v sadé€ pro vSechny analyzované slozky
(obsahy tuku, bilkovin a laktézy, T, B, L, STP a K);

- validaci referenc¢nich vysledki pted jejich vyhlasovanim pro kalibraci prostfednictvim
sofistikovaného posouzeni vztahu referen¢ni a rutinni (IR) metody;



- vyuZiti prvnich rutinnich vysledka kalibraénich méfeni pro vyhodnoceni vykonnostniho
testovani analytické zptisobilosti;

- moznosti diagnostického vyuziti sumarizovanych, utfidénych a graficky zobrazenych
vysledkli vykonnostniho testovdni ve smyslu indikace a specifikace piipadnych

vysledkovych neshod.

Tab. 1 Referen¢ni vzorkové sady produkované pro riizné materidly s variaénimi obory sloZek

v RL-SM.

Materidl Variacni obor referencni sady vzorkil, %

T B L STP K

syrové mléko kravské | 1,65-595 | 2,48-3,89 | 3,79-5,30 | 7,21 -9,49 2,04 -3,18
syrové mléko ovci 1,34 - 13,18 | 4,67-7,47 | 3,63-5,16
syrové mléko kozi 2,15-740 | 2,69 -4,40 | 3,42 -5,10
pasterované k.m. 0,75-5,40 | 2,10-3,60 | 3,52-5,10 | 6,71-9,22 | 997 -13,62 S
odstfedéné k.m. 0-0,39 1,77-3,62 | 2,52-5,26 | 4,82-9,43 5,16-9,46 S
smetana k.m. 6,03-425 | 1,63-3,10 | 2,54-4,09 | 3,58-8,50
podmasli k.m. 0,30-0,75 447-8,178
syrovatka tekutd k.m. | 0,01 - 0,37 | 0,50 — 2,05 | 2,80 — 13,47
k.m. syrov. zahu§téna 0,24 -1,06 | 1,47 -498 |9,00-29,32

STP suSina tukuprostd; K kasein; S suSina celkovd; k.m. kravské mléko.

Vykonnostni testovdni ve vazbé na kalibraci — specifita mlékaiskych analyz

Obecné se v mlékatskych analytickych postupech pouziva ke kalibraci (z diivodu existence
cetnych interferencnich efekti na vztah piimé (referencni) a nepfimé metody) sada vice
vzorkll (nejcastéji desiti nebo Sesti), jen vyjimecné vzorek jeden, nebo dva. Podobné¢ to plati
pro metody vykonnostniho testovani analytické zpusobilosti. Z hlediska vykonnostniho
testovani mé byt zaznamendn Uspcéch pro metodu v laboratofi ve vykonnostnim testu alespon
jedenkrat za auditem sledované obdobi. V mlékaiské analytice umoziuji vysledky prvnich
méteni sad stejnych vzorkt mléka vSemi piistroji v siti na stdvajicich kalibra¢nich hladinach
také soucasné pii kalibraénim procesu vyhodnoceni v rdmci testovani analytické zptisobilosti.
Me¢sicni kalibracni interval tak zdrovenn umoZnuje odpovidajici pocet testli analytické
zpusobilosti. Pfi vzniku vysledkové neshody v testu méd pak laborator Castéji k dispozici
objektivni kontrolu své pridce a miZe tuto neshodu diive napravit. Pfi nedspéchu v méné
frekventnich testech (1x az 2x ro¢n¢) se hufe zajiStuje ndprava. Pti vyssi frekvenci aplikace
kalibrace a vykonnostnich testd soucasn¢ proto muze laboratot snadnégji ziskat dokument o
napravé vyskytu neshody, coz zvySuje provozni jistotu managementu mlékaiskych laboratoii.

Vykonnostni testovdani analytické zpisobilosti mlékaiskych laboratoii

V mlécénych laboratofich jsou pro hodnoceni testli zpiisobilosti nejCastéji pouzZivany

systémy:

- Euklidicka vzdalenost (E; LERAY, 1993; HANUS et al., 2000, 2004, 2007 b, 2008 a,
2009; ICAR testy a narodni testy RL-SM pro T, HB, L, M a BMM) od pocétku
(vyhodou je dvourozmérny rozklad vysledkové neshody na systematicky a ndhodny
zdroj chyby a design piednostné uzptisobeny vice-vzorkovym mlékaiskym testim),
jako ztejm¢ nejlepsi zpisob vyhodnoceni, kde tabulkové vyjddieni poskytuje fazeni
tcastnikli podle vérohodnosti dosazenych vysledki;

- Youden plot, pouzivany v testech AFEMA (FucHs, 2000) uzplisobeny pro dvou-
vzorkové designy testll (vyhoda zdrojového rozkladu vysledkové neshody);



- Z-score (WOOD, 1994, 1998; COVENEY, 2001; ndrodni testy RL-SM pro BMM) pro
jedno-, dvou- i vice-vzorkové designy testli (neposkytuje vyhodu zdrojového rozkladu
vysledkové neshody).

Casto se v mlékaiskych vykonnostnich testech uplatiiuje také vy&isleni, resp. zobrazeni
recovery pro specidlné vybrané nebo pripravené vzorky z kontrolni sady. Napft. pfi analyzich
obsahu dusiku ve zndmych koncentracich roztokd aminokyselin jako glycin nebo tryptofan
pro kontrolu analyzy podle Kjeldahla (jako ICAR-CECALAIT) nebo moc€oviny v mléce (jako
RL-SM). Uvedené umoZznuje lepsi orientaci pii vyhodnocovani testli v meznich situacich,
kdyZ by distribuce hodnot pouZzité pro odvozeni referencnich hodnot vzorki v testu podlehly
n&jaké ndhodné anomalii, tieba v situaci niz§iho poétu tcastnikid. Casto jsou napt. v mléce pro
multikomponentnost mlééné matrice problémem piipravy nulovych standardi pro kalibrované
metody. Pfikladem muzZe byt vétSina mlé¢énych sloZek, zejména mocovina. Proto ma zavedeni
urceni recovery v mlécnych testech zvlastni vyznam.

Vlastnim problémem je stanoveni diskrimina¢nich limitd vykonnostnich testt. I kdyz
existuji statistické konvence (testy odlehlosti a Z-score na hladiné pravdépodobnosti 5 %),
ptesto nékteré postupy jsou specifické (ICAR-CECALAIT (ACTILAIT)) a vyfazuji a¢astniky
testt mnohem piisnéji. Derivace diskriminaénich limith tak nejsou zdaleka jednotné.
Dlouhodobym porovnidnim n¢kterych pouZivanych systémii byly nalezeny nésledujici
vysledky pro vyfazovdni udcastnikii: ICAR (referencni metody): pro T 34,7+9,8 % (dfive
56,9+8.,5 %), pro HB 41,6+10,1 % (dtive 56,1+8,1 %), pro L 19,4+8,1 % (difive 39,7+13,7
%), pro M 36,349,2 %; APLAC (referencni metody, suSené mléko) pro vlhkost 15,4 %, pro
obsah popela 12,6 %, pro T 23,5 %, pro HB 12,5 %) rizné analyzy 8,0+9,8 %; AFEMA
(referencni analyzy mléka) 7,2+5,0 %; RL-SM (rutinni analyzy mléka) pro T 24,0+5,7 %, pro
HB 18,1+8,3 %, pro L 18,0+8,8 %, pro M 16,1+11,8 % a pro BMM 25,0 % (HANUS et al.,
2006). Jsou ziejmé vyrazngj$i rozdily v diskriminaci vysledkii. Pro zdravou praktickou
motivaci tcastnikli, pro redlné piijimani praktickych opatieni k feSeni vysledkovych neshod,
vedeni jejich evidence a dcinné pribézné zlepSovani vysledkd laboratorni sité 1ze ovSem na
zaklad¢ empirie za optimalni povazovat hodnoty diskriminace max. do 15 %. Je zcela jisté
problematickd diskriminace na urovni napi. 50 % (ale jiz > 30 %; uvedené v podstaté
paralyzuje sit’ i divéryhodnost testu), kdyZ napt. nevyhovujici odchylka HB od stfedu je jiz
na urovni d >+0,03 %, coZ znamena relativni analytickou chybu na tdrovni pouze 1 %.

Testovdni analytické zpiisobilosti rutinnich mlékaiskych laboratoii v CR

Vykonnostni testovani RL-SM na ndrodni drovni je dulezitou soucasti kontroly a fizeni
kvality mlékatskych analyz. Uvedené se provadi pomoci tzv. kruhovych (hvézdicovych) testu,
tzn. testovani analytické zptisobilosti (proficiency testing). Ty podléhaji urcité casové
frekvenci. Napt. v CR u RL-SM jako organizitora je to jeden kalendaini mésic pro obsahy T,
B a L v mléce (MIR-F a MIR-FT) a tii mésice pro M (rizné metody jako Ureakvant, MIR-FT,
fotometrické metody), PSB (pocet somatickych bun¢k; fluoro-opto-elektronickd metoda
vySetfeni ve filmu na rotujicim disku a ve variant¢ pratocné cytometrie) a BMM
(kryoskopicky a screeningové s MIR-FT v kombinaci s konduktivitnim ¢idlem). Pocet vzorkl
v referen¢ni sadé je vzdy 10 (Tab. 2), tyto jsou ndleZité oSetfeny, konzervovany (ARDO, 1979;
bronopol 0,02 %, tablety DF Microtabs; KROGER, 1985), vychlazeny a odeslany
v termoboxech (<10 °C) do cilovych laboratoii (HANUS a ZVACKOVA, 1989; SOIKOVA et al.,
2009). Z vysledkii méfeni je vyhodnocena Euklidickd vzdélenost (ED) od pocdtku pro
sefazeni laboratofi a posouzeni uspéSnosti vtestu. U BMM je pak jeSt¢ proveden test
kryoskopického stanoveni na dvou vzorcich definovaného roztoku NaCl s BMM v oboru
redlného mléka. Je urfen rezim méfeni kryoskopu (plato search mode) a vysledky jsou
vyhodnoceny pomoci Z-score (COVENEY, 2001; WoOD, 1994; WooD et al., 1998). Obecné
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ovSem, nejen proto, Ze Euklidickd vzdélenost (ED) je ukazatel soufadnicovou povahou
dvourozmérny (d a sd) narozdil od Z-score, umoziujici odhad smérem ke stupni
systemati¢nosti piipadné chyby, ale rovnéz proto, Ze lze také jeho dva rozméry odecitat
v puvodnich jednotkach ukazatele (ED neni standardizovdna jako Z-score) a dovoluje tak
ucinit si bezprostfedné praktickou pfedstavu a rozsahu posunu vzhledem k vlastnim hodnotdm
konkrétniho ukazatele, je efektivnéjSim ukazatelem kvality provddénych analyz oproti Z-
score, zejména u vicevzorkovych mlékatskych vykonnostnich testll (PT; proficiency testing).

Tab. 2 Sady vzorkli pro vykonnostni testovani (PT) analytické zptsobilosti v mlékatskych
laboratofich pfipravované s variaCnimi obory slozek v RL-SM.

Slozka nebo vlastnost mléka pro vykonnostni testovani | Variaéni obor sady vzorki
Tuk 1,65 — 5,95 %
Bilkoviny 2,48 — 3,89 %
Laktéza 3,79 - 5,30 %
Modovina 5,60 — 75,70 mg.100ml"!
Bod mrznuti mléka - 0,5480 az -0,4687 °C

Syrové mléko kravské (nativni a n€které vzorky s artificidlnimi manipulacemi k rozsiteni varia¢niho oboru).

Vyvoj hluboce zamraZenych pilotnich vzorkit mléka pro kontrolu stability infraanalyzy
Podstatnou casti méfeni slozek syrového mléka je nepfimd analyza na zdkladé meéteni
infracerveného spektra. Pro toto méfeni slouZzi ke kratkodobé stabilizaci a tchové vzorkl
mléka néjaky druh chemické konzervace (BUCHBERGER a KIERMEIER, 1975; WEAVER, et al.,
1977; ARDO, 1979; NG-KWAI-HANG a HAYES, 1982; PETTIPHER et al., 1982; RAPP a MUNCH,
1984; SJAUNIJA, 1984 a, b, c; SJTAUNJA et al., 1984; SJAUNJA a ANDERSSON, 1985; KROGER,
1985), k dlouhodobé tchové pak mulze byt testovano hluboké zamrazeni (BAUMGARTNER a
LANDGRAF, 2004). Hluboké zmrazeni vzorkli mléka pro dcely pilotnich vzorki je vSak jednak
technologicky nédro¢néjsi, nez prostd chemickd konzervace, a zejména ndrocné na kvalitu
mléka, mé-li probeéhnout bezproblémové s udrZzenim stability pilotl. V RL-SM byl hodnocen
test postupu piipravy tzv. pilotnich vzorkd mléka (hluboce zmrazenych (BAUMGARTNER a
LANDGRAF, 2004)) pro dlouhodobou kontrolu stability metod méfeni sloZeni mléka (HANUS
et al., 2008 b; HERING et al., 2008), poptipad¢ vzorki se sloZkovymi manipulacemi (HANUS et
al., 2003, 2011). Hluboké zmrazovani pilotnich vzorki by mélo zajistit jejich
mikrobiologickou kvalitu. Nemé¢lo by dojit k vétsimu bunéénému a makromolekuldrnimu
poskozeni mlécnych sloZek. Rychlé hluboké zmrazeni by nemélo umoZznit tvorbu vétsich
krystali v mléce. ZvySeni stability a dlouhovékosti pilotnich vzorkil zlepsi vérohodnost
vysledkli méfeni. Pilotni vzorky mléka byly zmraZeny v tekutém dusiku —196 °C a poté
uloZeny pti —21 °C po jeden mésic (A) a vice méesicti (BP) do opakované MIR analyzy (T, B,
L, STP) a instrumentdlni analyzy M a PSB (HANUS et al., 2008 b; HERING et al., 2008).

Vliv zamraZeni pilotnich vzorkd (A) byl pomérné maly, v podstaté v rdmci hodnoty povolené
opakovatelnosti (+0,02 %) pro slozkové ukazatele. Mirn€ byl vySsi u tuku u vzorku plemene
Jersey (J) a vyssi byl u PSB u vzorkl plemene HolStyn (H). Stabilita hodnot zamraZenych
pilotnich vzorkid (freezing pilot samples, FPSs) podle smérodatnych odchylek pro dualezité
hodnoceni T byla lepsi pro vzorky plemene H. U ostatnich slozkovych ukazatelit byla
opakovatelnost hodnot FPSs velmi dobrd. U PSB byla opakovatelnost lepsi u FPSs plemene J
(16,5 103 .ml"). V&t§i variabilitu (£30,1 10°.ml") u vzorku H tak lze hodnotit méné
skepticky. Nebyly pozorovatelné zjevné trendy vysledkll ve vyvoji opakovatelnosti v FPSs.
Mirny trend byl pouze u bilkovin, kde pokryval velmi maly obor kolisdni. Kontrola
mlékafskych méfeni v rezimu pokusu A je proto prakticky pouZitelna.
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V dlouhodobém (BP) pokusu byly oscilace hodnot zietelné vétsi. Vysledky byly tedy horsi.
Pribéhy vétsiny sloZkovych kiivek se vSak jevily jako pfijatelné. Hodnoty opakovatelnosti
(smérodatné odchylky) FPSs byly pfevdzné nizs$i nez +0,06 %, coZz je dobfie pftijatelné pro
shodu vysledkti nepiimé metody s referenc¢ni metodou. Pohybovaly se od +0,025 % pro L do
+0,059 % pro T (u plemene J) s vyjimkou B +0,085 % u vzorku plemene J. I postup BP se
ukdzal, vzdor uréitym vykyvim v pribéhu casovych kiivek, jako pouZitelny pro kontrolu
stability méfeni piistroji v rutinnich laboratofich pro testovadni sloZeni mléka v pilro¢ni
periodé uloZeni. V praktickém pouZiti vSak slouZi jedna referenc¢ni hodnota pro dany FPS od
kalibrace ke kalibraci (mésic). N&jaky setrvaly trend v opakovatelnosti méteni FPSs muze
indikovat neadekvétni piistrojovy drift ve vysledcich.

2) Cile certifikované metodiky

Vyzkumnd a vyvojovd cinnost v oboru mlékafskych analytickych metod a v oblasti
vyhodnocovani jejich vykonnostni zpusobilosti, stejné¢ jako vyvoj diagnostickych grafickych
metod k identifikaci a specifikaci pivodu piipadnych vysledkovych neshod nepochybné
ptispiva vyznamné k objektivité posuzovani kvality syrového mléka a tim nepiimo podporuje
kvalitu a bezpec¢nost mlééného potravinového fetézce a zdravotni stav populace spotiebitell
mlécnych vyrobku.

Cilem certifikované metodiky je vyvinout postup piipravy mlécnych referen¢nich standardi
s ohledem na zdkladni sloZeni pro hluboké zmraZeni a dlouhodobé uloZeni k dcelim pouZziti
ve vykonnostnim testovdni analytické zptsobilosti pfi tvorbé referencnich hodnot jako
statisticky ocisténych stfednich hodnot nepfimych metod s potfebnymi vlastnostmi Casové
stability a zejména s relevantni a reprezentativni variabilitou hodnot pro pfislu§né podminky
mlékatského prostredi.

Tato validace metodického postupu piipravy zmrazenych mléénych standardl pro
vykonnostni testovani analytické zptisobilosti dopliiuje systematicky a metodicky ndvaznosti
z predeslého vyvoje metod kontroly vérohodnosti mlékafskych analyz prostiednictvim
ptedchozich relevantnich certifikovanych metodik: QF 3019 UM 1 (2006 a); QF 3019 UM 2
(2006 b); MSM 2678846201 UM 4 (2008 c); QF 3019 UM 5 (2008 d); QJ1510339 RO1418
CM 37 (2018).

3) Vlastni vyvoj pro certifikovanou metodiku — testovani postupu a metod, validace dat
pripravy sady zakladniho sloZeni mléénych standardu pro proficiency testing

I) Modelovy testovaci soubor na bazi individualnich vzorka mléka

Byly odebrany individudlni vzorky mléka (n = 10) ve stadé pievdzné ceského strakatého
skotu (C85H15) béhem pravidelné kontroly uzitkovosti (KU) ve vazné stdji s potrubnim
dojicim zafizenim poloautomatického charakteru MobilMatic. Stdj se nachdzi v Pardubickém
kraji v nadmotské vySce 475 m. Mlécna uZzitkovost dojnic daného stdda v kontrolnim roce
2017-2018 cinila: ve 101 uzaviené laktaci 8 386 kg mléka, primérnd tucnost 3,94 %, tj. 331
kg tuku, primérny obsah bilkovin 3,56 %, tj. 298 kg bilkovin. Distribuce odebranych vzorki
po lakta¢ni kiivce, aby charakterizovaly celou laktaci s jejimi efekty na slozeni mléka, byla
tak, Ze 4 vzorky byly od dojnic do 100 dnil laktace, 3 od dojnic mezi 101 aZ 200 dni laktace a
3 vzorky nad 200 dnti laktace.
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Tento odbérovy design mél také zajistit potfebnou variabilitu hodnot mléénych slozek, za
kterou podle materidll zminénych vySe a s pfihlédnutim knim pro dany ucel, lze
kvalifikovanym odhadem povazovat cca: tuk 2,90 az 5,00 %; hrubé bilkoviny 3,00 az 3,70 %;
monohydrat laktézy 4,60 az 5,00 %. Uvedené hodnoty by mély zajistit korektni
mezilaboratorni (mezipfistrojové) srovnini vysledkli pfi pouZiti adekvétnich statistickych
metod (stanoveni Z-score nebo Euklidické distance pro fazeni vysledkl podle tspéSnosti
Ucasti v testu (HANUS et al., 2007 b, 2008 a)). Bylo odebrdno 5 1 mléka od jedné dojnice jako
vzorek béhem KU, provddéno chlazeni (< 10 °C) a transport a po michani distribuce do
malych plastovych vzorkovnic (30 ml) v potfebném mnoZstvi. Tyto vzorkovnice byly
zamrazeny vV tekutém dusiku (-196 °C) a uloZeny v mraznicce (-30 °C) do analyzy
(BAUMGARTNER a LANDGRAF, 2005; HANUS et al., 2008 b, c). Pak byly sady vzorkl
analyzovany na relevantné kalibrovaném infraanalyzitoru mléka Bentley DairySpec (Bentley
Instruments, Chaska, Minnesota, USA) podle opera¢niho manualu opakované na zakladni
sloZeni mléka. Ve vysledcich byla kontrolovdna opakovatelnost hodnot hlavnich slozek mléka
(ptiloha 1, primérni data).

Vysledky ukdzaly dobrou opakovatelnost hodnot pii méfeni vzokl 8 tydni po zamraZeni pro
vSechny slozky mléka u 5 vzorkl. Dva vzorky nebyly po revitalizaci v dobré kondici a nebyly
proto méfeny. 8 vzorkl vykdzalo nédsledujici vysledky:

- variacni rozpéti ¢inilo od 2,50 do 4,66 % pro tuk (2,16 % absolutné a 57,0 % relativné (ve
vztahu ke stiedni hodnoté¢ sady vzorkl)), od 3,17 do 4,77 % pro hrubé bilkoviny (1,6 %
absolutné a 42,0 % relativné) a od 4,48 do 5,06 % pro monohydrét laktézy (0,58 % absolutné
a 12,4 % relativng);

- pruméry a smérodatné odchylky sady vzorkii byly 3,79+0,76 % pro tuk (varia¢ni koeficient
20,1 %), 3,81+0,5 % pro hrubé bilkoviny (vx = 13,1 %) a 4,69+0,19 % pro laktézu (vx = 4,1 %);

- opakovatelnost duplicitnich méteni vzorki Cinila £0,0085 % pro tuk absolutné a +0,23 %
relativné (ve vztahu ke stfedni hodnoté sady vzorkt), +£0,0057 % pro hrubé bilkoviny
absolutné a 0,15 % relativné a +0,0048 % pro laktézu absolutné a +0,1 % relativné.
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti nepiimého méfeni zdkladnich sloZzek mléka (pro
infracervenou analyzu) byla dfive standardné limitovédna jako maximélné +0,02 % absolutné
(CSN 57 0536) a nynf jako maximalng 0,014 % (CSN ISO 8196-1, CSN ISO 8196-2 a CSN
ISO 8196-3). Je proto ziejmé, Ze tento parametr byl u vSech sledovanych slozek splnén se
znacnou rezervou.

Celkové, hodnoty variacniho rozpéti, sttedni hodnoty a miry variability testované vzorkové
sady piiblizné odpovidaly potfebam kalibraci nepfimych mlékaiskych analytickych metod,
resp. potifebdm vykonnostniho testovani analytické zptisobilosti a kontroly vérohodnosti
vysledki, podobn¢ jako zejména hodnoty opakovatelnosti méteni, pti srovndni k referen¢nim
standardiim obsazenym ve vysledcich praci v seznamu pfiloZenych relevantnich literarnich
zdrojt.

Pét kondi¢né dobrych vzorkll (konzistence a homogenita aspekci) bylo méteno jeste za tyden,
opét s dobrymi vysledky opakovéani hodnot hlavnich sloZek mléka. Doslo tedy k rozpadu a
ztraté opakovatelnosti méfeni nékterych vzorktl (n = 5 (2 nemétené + 3 vyfazené pro ndsledny
termin méfeni pro zhorSenou opakovatelnost hodnot jiZ v prvnim méfeni)) mléka. Ostatni
vzorky (n = 5) byly pii dobré opakovatelnosti méfeny opakované (uloZeni 9 tydni). Prvni
méfeni peti vybranych rozpusténych rehomogenizovanych vzorkd, rozeslanych piipadné do
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laboratofti, by splnilo tcely PT. Rozesldni a méfeni vSech testovanych vzorkl v rdmci PT by
vSak jiz bylo problematické.

Tento vysledek testu nelze proto hodnotit jako UspéSny, nebot’ byla ocekdvana delsi doba
udrZnosti materidlu pii daném zplsobu oSetfeni pro usporu ndkladl pti takovéto kontrola
analytické zpusobilosti mlé¢nych laboratofi.

Ukazala se potfeba pozménit zplisob piipravy mlécnych standardi pro hluboké zamrazeni
s odpovidajici variabilitou slozek. Protoze individualni mléko bylo odebrédno teplé ve vétSim
objemu, pouzity zpusob chlazeni pfi transportu patrné technicky nesplnil sviij dcel rychlého
zchlazeni. Déle individuélni mléko mohlo podléhat vlivu subklinickych mastitid v n€kterych
piipadech ve zvySené mife a také mléko krav ke konci laktace, s moznymi fyziologickymi
zménami, mohlo byt pfi¢inou rozpadu nékterych hluboce zmraZenych a uloZenych vzorki.

Ukazala se potieba brat vzorky mléka bazénového, které reprezentuje celou laktaci, mléko
mastitidn¢ a jinak podezielych krav je obvykle vylouceno pti dojeni, mléko z prvnich 200 dnt
laktace tvoii zastoupenim obvykle minimdlné tfi Ctvrtiny objemu (nad 200 dni jen Ctvrtinu
objemu a méné) a je po dojeni chladicim systémem rychle zchlazeno pod 6 °C. Zde jsou rizika
s ohledem na chyby v analytickém slozeni 1épe kontrolovdna. Zde je vSak pravé problém se
ziskem potfebné variability hodnot. Proto je nezbytné zatadit bazénové mléko vice plemen
(Czech Fleckvieh, Holstein, Jersey) a ptispét k zisku variability v sadé vzorkii modifikacemi
nékterych vzorkl s ohledem zejména na sloZeni tuku, které vSak mirn€ upravuje i sloZeni
bilkovin a laktézy (HANUS et al., 2003, 2008 d, 2010, 2011). Jednd se o sedimentacni
frakcionaci mléka k zisku nizkych a vysokych hodnot tuku. Také maly piidavek vody do 10 %
objemu v jednom vzorku mléka sady pro redukci hodnoty zejména laktdzy se jevi jako ucelny.

IT) Modelovy testovaci soubor na bazi bazénovych vzorki mléka

Vyvoj kontroly slozeni a kvality mléka, k tomu uréenych analytickych metod a relevantnich
metod kontroly kvality méfenych vysledkl je stidle velmi dilezity (BAUMGARTNER et al.,
2000; MILLAN-VERDU et al., 2003; MARTINEZ de la VARA et al., 2018). Protoze, jak jiz bylo
uvedeno, hluboké zmrazeni vzorkii mléka pro ucely pilotnich vzorkid je technologicky
probéhnout bezproblémove s udrzenim stability pilotl, byly pro dal$i postup pouzity
bazénové vzorky mléka z vySe uvedenych divodu.

Byly odebrany bazénové vzorky mléka (n = 10; piiloha 2) v chovech J, H a C (podle plemen,
Jersey, Hol3tyn a Ceské starakaté) v nadmoiské vyice v intervalu od 417 do 440 m. Bazénové
mléko bylo z ranniho a vecerniho nddoje u chovii J a H a jen z ranniho nddoje u chovu C.
Jako charakteristiky chovll jsou uvedeny vysledky kontrolniho roku 2017 — 2018 kontroly
mlécné uzitkovosti v Tab. 3. Vzorky byly odebirdny jako vychlazené, nekonzervované, a tak 1
transportovany (< 8 °C) do laboratote k ptiprave kontrolni sady standard.
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Tab. 3 Vysledky kontrolniho roku 2017 — 2018 vzorkovanych chovll z kontroly mlécné

uzitkovosti.
Ukazatel . Miéko za Primér tuku za Tuk za Prur/ner h.rubych Hrqbe
Uzaviena bilkovin za bilkoviny za
laktace normovanou normovanou normovanou Hormovanou Hormovanou
laktaci laktaci (305 dni) laktaci . .
laktaci laktaci
Jednotka pocet kg % kg % kg
J 170 5210 541 282 4,35 227
H 395 9708 3,99 388 3,51 341
C 79 8 022 3,91 314 3,55 285

J =Jersey; H= Holstyn; C = Ceské strakaté.

Tyto odebrané vzorky mléka (n = 10) byly z hlediska zdkladniho sloZeni né€které ponechdny
v pivodni skladbé (n = 3) a jiné (n = 7) modifikovdny rdmcové podle postupu, ktery je
obsazen v nasledujici kapitole (III). Pak byly sady vzorkl analyzovany na infraanalyzatoru
mléka Bentley DairySpec (Bentley Instruments, Chaska, Minnesota, USA) podle opera¢niho
manudlu opakovan¢. Kalibra¢ni nastaveni pfistroje nebylo ménéno béhem provadéni validace
postupu, coz je vyznamné zejména pro tento typ experimentu. Vysledky meéfeni byly
nasledujici:

- pro puvodni (nativni) a modifikované, ale nemraZené vzorky syrového mléka, pied
zamraZenim (Tab. 4):

- varia¢ni rozpéti ¢inilo od 3,05 do 5,665 % pro tuk (2,615 % absolutné a 63,1 % relativné (ve
vztahu ke stfedni hodnot¢ sady vzorki)), od 3,24 do 4,235 % pro hrubé bilkoviny (0,995 %
absolutné a 26,8 % relativn¢) a od 4,17 do 4,70 % pro monohydrét laktézy (0,53 % absolutné
a 11,7 % relativné);

- pruméry a smérodatné odchylky sady vzorkt byly 4,14+0,78 % pro tuk (varia¢ni koeficient
18,8 %), 3,72+0,28 % pro hrubé bilkoviny (vx = 7,5 %) a 4,53+0,2 % pro laktézu (vx = 4,3 %);

- opakovatelnost duplicitnich méfeni vzorki €inila £0,005 % pro tuk absolutné a 0,12 %
relativné (ve vztahu ke stfedni hodnoté sady vzorki), +0,0032 % pro hrubé bilkoviny
absolutné a +0,09 % relativné a +0,0032 % pro laktézu absolutné a +0,07 % relativné.
Smeérodatnd odchylka opakovatelnosti nepfimého méfeni zdkladnich sloZzek mléka (pro
infraCervenou analyzu) byla dfive standardn€ limitovdna jako maximélné +0,02 % absolutné
(CSN 57 0536) a nyni jako maximalng +0,014 % (CSN ISO 8196-1, CSN ISO 8196-2 a CSN
ISO 8196-3). Je proto ziejmé, Ze tento parametr byl u vSech sledovanych slozek splnén se
znacnou rezervou;

- vysledky poukazuji na dobrou kvalitu a vhodnost sady vzorkd mléénych standardt pro dany

ucel piipravy kontroly analytické zpUsobilosti nepiimych instrumentdlnich méfeni
v mlékarstvi a tim i na vhodnost pouZzitého postupu piipravy;
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Tab. 4 Vysledky sady mlécnych standardi pro plvodni (nativni) a modifikované, ale

nemrazené vzorky syrového mléka, pred zamraZenim.

Ukazatel | Tuk Hrubé Monohydrat Susina Mocovina
bilkoviny laktozy celkova

jednotka | % % % % mg/100ml

a 1 1 1 1 1

b 2 2 2 2 2

n 10 10 10 10 10

X 4,144 3,716 4,525 13,286 25,07

SX 0,78 0,28 0,195 1,176 3,542

vx (%) 18,8 7,5 4,3 8,9 14,1

min 3,05 3,24 4,17 11,54 19,0

max 5,665 4,235 4,7 15,445 31,3

m 3,998 3,673 4,61 13,17 25,125

rea 0,005 0,003162 0,003162 0,00922 0,191703

rer (%) |0,1207 0,0851 0,0699 0,0694 0,7647

a = pocet vzorkovnic jednoho vzorku mléka; b = pocet méfeni ze vzorkovnice vzorku mléka; n =
pocet vzorki mléka v sad¢; x = aritmeticky primér; sx = smérodatnd odchylka; vx = variani
koeficient v %; min = minimum; max = maximum; m = medidn; rea = opakovatelnost vysledkl
méfeni absolutng; rer = opakovatelnost relativné v %; % = g/100g.

- pro zamraZené (uchovdni p¥i -30 °C) a pak rozmraZené a rehomogenizované vzorky
mléka:

1. méreni sady vzorku po rozmraZeni po 10 dnech vichovy (Tab. 5):

- varia¢ni rozpéti ¢inilo od 3,03 do 5,655 % pro tuk (2,625 % absolutné a 63,6 % relativné (ve
vztahu ke stfedni hodnoté sady vzorki)), od 3,25 do 4,26 % pro hrubé bilkoviny (1,01 %
absolutné a 27,1 % relativné) a od 4,17 do 4,705 % pro monohydrét laktézy (0,535 %
absolutné a 11,8 % relativné);

- pruméry a smérodatné odchylky sady vzorkt byly 4,13+0,76 % pro tuk (varia¢ni koeficient
18,3 %), 3,73+0,28 % pro hrubé bilkoviny (vx = 7.4 %) a 4,53+0,19 % pro laktézu (vx = 4,2 %);

- opakovatelnost duplicitnich méfeni vzorka €inila +0,0045 % pro tuk absolutné a +0,11 %
relativné (ve vztahu ke stfedni hodnoté sady vzorki), +0,0035 % pro hrubé bilkoviny
absolutné a +0,09 % relativné a +0,0032 % pro laktézu absolutné a +0,07 % relativné.
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti nepfimého méfeni zdkladnich slozek mléka (pro
infraCervenou analyzu) byla dfive standardné limitovdna jako maximélné +0,02 % absolutné
(CSN 57 0536) a nyni jako maximaln& +0,014 % (CSN ISO 8196-1, CSN ISO 8196-2 a CSN
ISO 8196-3). Je proto ziejmé, Ze tento parametr byl u vSech sledovanych slozek splnén se
znacnou rezervou;

- vysledky poukazuji na dobrou kvalitu a vhodnost sady vzorka mléénych standardt pro dany

ucel piipravy kontroly analytické zpUsobilosti nepiimych instrumentdlnich méfeni
v mlékafstvi a tim i na vhodnost pouZitého postupu piipravy;
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Tab. 5 Vysledky sady mlécnych standardi pro plvodni (nativni) a modifikované, ale

nemrazené vzorky syrového mléka, pred zamraZenim.

Ukazatel | Tuk Hrubé Monohydrat Susina Mocovina
bilkoviny laktozy celkova

jednotka | % % % % mg/100ml

a 2 2 2 2 2

b 2 2 2 2 2

n 10 10 10 10 10

X 4,13 3,729 4,525 13,291 24,355

SX 0,757 0,276 0,191 1,151 3,393

vx (%) 18,3 7.4 4,2 8,7 13,9

min 3,03 3,25 4,17 11,55 18,95

max 5,655 4,26 4,705 15,46 30,45

m 3,975 3,683 4,61 13,178 24,15

rea 0,004472 | 0,003536 0,003162 0,009747 0,345688

rer (%) |0,1083 0,0948 0,0699 0,0733 1,4194

2. méreni sady vzorkii po rozmraZeni po 21 dnech tichovy (Tab. 6):

- variacni rozpéti ¢inilo od 3,06 do 5,65 % pro tuk (2,59 % absolutn¢ a 62,5 % relativné (ve
vztahu ke stfedni hodnoté sady vzork®)), od 3,27 do 4,28 % pro hrubé bilkoviny (1,01 %
absolutné a 27,0 % relativné) a od 4,17 do 4,71 % pro monohydrét laktézy (0,54 % absolutné
a 11,9 % relativné);

- pruméry a smérodatné odchylky sady vzorki byly 4,15+0,75 % pro tuk (varia¢ni koeficient
18,2 %), 3,75+0,28 % pro hrubé bilkoviny (vx = 7,5 %) a 4,53+0,19 % pro laktézu (vx = 4,2 %);

- opakovatelnost duplicitnich méteni vzorkl Cinila 20,0039 % pro tuk absolutné a +0,09 %
relativné (ve vztahu ke stfedni hodnoté sady vzorkl), +0,0032 % pro hrubé bilkoviny
absolutné a +0,08 % relativné a +0,0027 % pro laktézu absolutné¢ a +0,06 % relativné.
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti nepfimého meéteni zdkladnich slozek mléka (pro
infracervenou analyzu) byla diive standardné limitovdna jako maximalné +0,02 % absolutné
(CSN 57 0536) a nyni jako maximélné +0,014 % (CSN ISO 8196-1, CSN ISO 8196-2 a CSN
ISO 8196-3). Je proto ziejmé, Ze tento parametr byl u vSech sledovanych slozek splnén se
znaénou rezervou;

- vysledky poukazuji na dobrou kvalitu a vhodnost sady vzorki mléénych standardl pro dany

ucel ptipravy kontroly analytické zplsobilosti nepfimych instrumentdlnich méteni
v mlékafstvi a tim 1 na vhodnost pouZitého postupu ptipravy;
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Tab. 6 Vysledky sady mlécnych standardi pro plvodni (nativni) a modifikované, ale

nemrazené vzorky syrového mléka, pred zamraZenim.

Ukazatel | Tuk Hrubé Monohydrat SuSina Mocovina
bilkoviny laktozy celkova

jednotka | % % % % mg/100ml

a 2 2 2 2 2

b 2 2 2 2 2

n 10 10 10 10 10

X 4,145 3,746 4,525 13,325 26,633

SX 0,754 0,28 0,192 1,152 3,313

vx (%) 18,2 7,5 4,2 8,6 12,4

min 3,06 3,27 4,17 11,58 21,05

max 5,65 4,28 4,71 15,49 32,15

m 4,0 3,7 4,61 13,208 26,8

rea 0,003873 | 0,003162 0,002739 0,00922 0,443565

rer (%) |0,0934 0,0844 0,0605 0,0692 1,6655

3. méreni sady vzorkii po rozmraZeni po 31 dnech tichovy (Tab. 7):

- varia¢ni rozpéti ¢inilo od 3,065 do 5,675 % pro tuk (2,61 % absolutné a 62,8 % relativné (ve
vztahu ke stfedni hodnoté sady vzork®)), od 3,27 do 4,28 % pro hrubé bilkoviny (1,01 %
absolutné a 26,9 % relativn¢) a od 4,18 do 4,72 % pro monohydrét laktézy (0,54 % absolutné
a 11,9 % relativné);

- pruméry a smérodatné odchylky sady vzorki byly 4,16+0,76 % pro tuk (variacni koeficient
18,2 %), 3,76+0,28 % pro hrubé bilkoviny (vx = 7.4 %) a 4,54+0,19 % pro laktézu (vx = 4,3 %);

- opakovatelnost duplicitnich méteni vzorkl Cinila £0,0061 % pro tuk absolutné a +0,15 %
relativné (ve vztahu ke stfedni hodnoté sady vzorkl), +0,0022 % pro hrubé bilkoviny
absolutné a +0,06 % relativné a +0 % pro laktézu absolutné a +0 % relativné. Smeérodatna
odchylka opakovatelnosti nepfimého meéteni zdkladnich slozek mléka (pro infraCervenou
analyzu) byla dfive standardné limitovana jako maximélné +0,02 % absolutné (CSN 57 0536)
a nynf jako maximalné +0,014 % (CSN ISO 8196-1, CSN ISO 8196-2 a CSN ISO 8196-3). Je
proto ziejmé, Ze tento parametr byl u vSech sledovanych sloZek splnén se zna¢nou rezervou;

- vysledky poukazuji na dobrou kvalitu a vhodnost sady vzorkt mléénych standardt pro dany

ucel piipravy kontroly analytické zpuUsobilosti nepiimych instrumentdlnich méteni
v mlékafstvi a tim i na vhodnost pouZitého postupu piipravy.
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Tab. 7 Vysledky sady mlécnych standardi pro plvodni (nativni) a modifikované,

nemrazené vzorky syrového mléka, pred zamraZenim.

ale

Ukazatel | Tuk Hrubé Monohydrat Susina Mocovina
bilkoviny laktozy celkova

jednotka | % % % % mg/100ml

a 2 2 2 2 2

b 2 2 2 2 2

n 10 10 10 10 10

X 4,155 3,755 4,537 13,356 25,975

SX 0,758 0,276 0,193 1,15 3,337

vx (%) 18,2 7,4 4,3 8,6 12,8

min 3,065 3,27 4,18 11,6 20,1

max 5,675 4,28 4,72 15,515 324

m 4,008 3,71 4,625 13,235 26,075

rea 0,006124 | 0,002236 0 0,005244 | 0,351426

rer (%) |0,1474 0,0596 0 0,0393 1,3529

Celkové hodnoceni vysledkti modelového testu ukazuje na dobrou stabilitu stfednich hodnot i
variability hlavnich sloZzek mléka v sadé mlé¢nych standardi mezi terminy méfeni (1. méfeni
pro ptivodni vzorky, 2. aZ 3. pro rozmraZené vzorky) po dobu jednoho mésice (Tab. 4 az 7), a
stejné tak na dobrou stabilitu a zdroven i vybornou hodnotu opakovatelnosti méteni hodnot
hlavnich slozek mléka ve vzorkové sadé (Tab. 8). Stabilita vSech sledovanych statistickych
parametrii sady pilotnich vzorkl v testovaci period¢ potvrdila, Ze pouzity zpusob tvorby a
oSetfeni sady byl spavny a pouZitelny pro zamySleny ucel.

Tab. 8 Prehled dynamiky vyznamnych charakteristik (parametri stability) sady pilotnich
vzorkll mléka pfed a béhem zamrazeni.

Ukazatel Tuk Hrubé Monohydrat SuSina Mocovina
bilkoviny laktozy celkova

jednotka % % % % mg/100ml
Pied Z, x 4,144 3,716 4,525 13,286 25,07

Po Z 10, x 4,13 3,729 4,525 13,291 24,355
PoZ 21, x 4,145 3,746 4,525 13,325 26,633

Po Z 31, x 4,155 3,755 4,537 13,356 25,975
Pied Z, sx 0,78 0,28 0,195 1,176 3,542

Po Z 10, sx 0,757 0,276 0,191 1,151 3,393
Po Z 21, sx 0,754 0,28 0,192 1,152 3,313

Po Z 31, sx 0,758 0,276 0,193 1,15 3,337
Pied Z, rer % 0,1207 0,0851 0,0699 0,0694 0,7647
PoZ 10,rer % | 0,1083 0,0948 0,0699 0,0733 1,4194
PoZ2l,rer % |0,0934 0,0844 0,0605 0,0692 1,6655
PoZ 31, rer % |0,1474 0,0596 0 0,0393 1,3529

Z = zamrazeni vzorkd; 10, 21 a 31 = dny po zamraZeni do rozpuSténi a homogenizace

k analyze.
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Prokdzand vyborna stabilita hodnot opakovatelnosti méfeni hlavnich slozek mléka béhem
testu svedei o:

1) - vyborné konstrukci priitoénych systémil a vybornych vlastnostech méficich systémi
pouZité instrumentace Bentley DairySpec;

2) - vybornych méficich schopnostech konkrétniho pouzitého pfistroje uvedeného typu;

3) - dobrém postupu tvorby a dobrych slozkovych vlastnostech vytvofené sady kontrolnich
vzorkd mléka.

Smérnice linearnich regresi (Obr. 1, A, B, C) byly blizké hodnoté 1,0 a existovala minimalni
posunuti relevantnich pfimek, kde korelacni koeficienty v hodnoté 1 byly statisticky vysoce
vyznamné (P<0,001 = ***). To znamena, ze 100 % variability hodnot pro T, 99,98 % pro HB
a 99,93 % pro L ve vzorcich po zamraZeni bylo ur¢eno variabilitou vysledkii v pivodnich
vzorcich mléka pred jejich zamraZenim, coZz je zasadi sdéleni a interpretace.

Obr. 1 Linedrni regrese mezi vysledky zdkladniho sloZeni kravského mléka referencni sady
vzorkill pfed zamraZzenim (osa x) a po (31 dnll) zamrazeni, rozpusténi a rehomogenizaci
(osa y) pro obsah tuku (A), hrubych bilkovin (B) a monohydratu laktézy (C).

A)
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E I r= 1 R
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|_

2,5[] T T T 1
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Déle byla zaznamendna v diferenéni statistice vyznamnost prumérnych rozdild vysledka
sloZzek mléka (P<0,001; Tab. 9) pfed zamraZzenim a po zamraZeni, béhem 31 dnti uloZeni sady
pilotnich (referenc¢nich, kontrolnich) vzorkit mléka. Nicménég, vyznamnost téchto primérnych
rozdilovych hodnot je dédna zejména jejich velmi nizkou variabilitou (0,0048 % T; 0,0054 %
HB; 0,0059 % L) pii jinak velmi nizkych hodnotach zminénych odchylek (0,012 % T; 0,039
9% HB; 0,012 % L), coz ¢ini nizké relativni procento ve stabilit¢ sledovanych hodnot (jenom
0,29 % T; 1,05 % HB; 0,27 % L), coz je vyznamné pro dany ucel, ktery je timto,
kvalifikovanym odhadem, opraviiovan. V obecnych materidlech a historicky je analyticka
odchylka nezfidka pfipousténa az v relativni hodnoté 5 %.
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Tab. 9 Diferencni statistika mezi vysledky zakladniho sloZeni kravského mléka referencni
sady vzorkl pfed zamraZenim a po (31 dnll) zamraZeni, rozpus$téni a rehomogenizaci
(vysledek po zamraZeni minus pfed zamraZenim) pro obsah tuku (A), hrubych
bilkovin (B) a monohydrétu laktézy (C).

Parametr | A (%) B (%) C (%)
Diference | po - pied | po - pied | po - pied
n 10 10 10

d 0,012 0,039 0,012

sd 0,0048 0,0054 | 0,0059

t 7,5 21,67 6,1

Slg skeksk skeskesk skskeok

n = pocet piipadl; d = primérny rozdil; sd = smérodatnd odchylka primérné diference; t =
hodnota (kritérium) parového t-testu; sig = vyznamnost rozdilu (P<0,001 = *#%*);

Uvedené skutecnosti potvrzuji validaci postupu piipravy sady mlé¢nych standardd, ktery je
uveden ndsledovné (III) pro uvedené ucely. Odvozeno kvalifikovanym odhadem z Cetnych
vlastnich vysledkl a zkuSenosti, vhodné varia¢ni rozpéti hodnot pilotni sady mlé¢nych vzorka
by mohlo byt cca: od 2,9 do 5,0 % pro tuk (T); od 3,0 do 3,7 % pro hrubé bilkoviny (HB); od
4,6 do 5,0 % pro monohydrat laktozy (L). Logicky, nahodné& vySsi variacni rozpéti sloZeni
sady vzork mléka bude principidln€ zvySovat korelacni koeficienty shody vysledkl riznych
meéteni stejné vzorkové sady a do urcité miry tak neni na zdvadu.

III) Doporucené podminky a postupy pripravy sady vzorki (mléénych standardii)
pro vykonnostni testy analytické zpusobilosti méreni zakladniho sloZeni
mléka pro nepiimé metody po hlubokém zmraZeni a dlouhodobém uloZeni

Jako zavér vyvoje metodického postupu lze z vysledka testii doporucit nésledujici dilci
postupy (jadro certifikované metodiky):

- sada 10 mlé¢nych standardl pro aplikaci ve vykonnostnim testovani analytické zpusobilosti
je tvofena bazénovymi vzorky mléka z podminek rychlého zchlazeni v tanku po nadojeni od
stdd s poctem somatickych bun¢k cca do 250 tis./ml ptivodniho mléka;

- pro zisk potiebnych variacnich oborli, reprezentativnich stfednich hodnot a variability
hlavnich slozek vhodnych pro proficiency testing Ctyfi azZ Sest vzorki tvoii ptivodni bazénové,
dikladné, ale Setrné, promichané mléko od rGznych plemen dojnic (Holstyn; Czech
Fleckvieh, Jersey);

- tukova slozka mléka ve zbyvajicich vzorcich (n = 3) se upravi (HANUS et al., 2003, 2006 a,
b, 2011) smérem nahoru i dolll po gravita¢ni frakcionaci mléka ve vyssi valcové nddobé (10
litr smésného mléka vSech vzorkovanych plemen) se spodnim vypustnym kohoutem
(piikryta hladina mléka béhem chlazeni 8 hodin pii < 5 °C), ktery spodnim vypousSténim
umozni zisk nizkotucné (spodni dil), sttednétu¢né (stfedni dil) a po zamichani tu¢né frakce
mléka (horni dil). Nizkotu¢na frakce je pouzita jako jeden samostatny vzorek s tvorbou
spodni hodnoty tukové Skdly. Vysocetu¢nd frakce bude Setrné, ale dikladné, vmichana do
dvou vzorkd s jejim 25 aZ maximdalné 40ti procentnim podilem do zdkladu (mléko vybraného

plemene);
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- tukovd manipulace, vlivem rozdilli specifickych hmotnosti jednotlivych slozek mléka,
pfisp&je i k mirnému posunu hodnot bilkovin a laktézy u relevantnich vzorkd mléka (podle
vysledktt HANUS et al., 2003, 2011);

- do jednoho, ptivodem bazénového vzorku mléka, pro redukci zejména laktézy (spodni
hodnota), je mozné pfidat maximalné 10 % podil pitné vody. Pti vy$§im pifidavku by bylo
tteba dotovat i minerdlni slozky (podle HANUS et al., 2010), coZ pro tento ucel neni
povazovano za vhodné;

- pfiznivé variacni obory, souvisejici reprezentativni stfedni hodnoty a variabilita hlavnich
slozek pro proficiency testing mohou ¢init kvalifikovanym odhadem pro tuk 2,90
(mininmum) aZz 5,00 % (maximum), pro hrubé bilkoviny 3,00 az 3,70 % a pro monohydrat
laktézy 4,60 az 5,00 % a variacni koeficienty minimdln¢ +20, £10 a +5 %, pfic¢emz uvedené
hodnoty jsou pfiblizné, nebot’ mléko, jako Zivy materidl z Zivého zdroje, je pro odbér se
striktné predepsanymi parametry sloZeni obtizn¢ odhadnutelné;

- vzorky jsou hluboce zmrazeny v tekutém dusiku (-196 °C) a uloZeny v mraznicce (-30 °C)
do analyzy podle piedchozich popsanych postupti (HANUS et al., 2008 b, c);

- statistické zpracovani vysledkli vykonnostniho testu probéhne na bazi derivace referen¢nich
hodnot jako o€isténych stfednich hodnot z vysledki testu (podle nepfimych metod analyz) pro
vyjadreni vérohodnosti (pomoci ukazatele Euklidické distance nebo Z-score (HANUS et al.,
2007 b, 2008 a)) vysledki méteni podle primérnych odchylek a variability odchylek hodnot
méteni od této reference.

4) Zaver certifikované metodiky

Prezentovany metodicky postup piipravy standardnich mléénych vzorkii k hlubokému
zmraZeni a aplikaci ve vykonnostnim testovani analytické zplsobilosti pfi uréeni zdkladniho
sloZeni mléka nepifimymi metodami objektivné neni technicky pfili§ ndrocny, nicméné, je
jednoznacné technologicky specificky a proto bylo tfeba ho vyvinout a zpracovat v pisemné
formé¢ jako jasny ndvod pro postup relevantnich analytickych pracovist.

Hluboké zmrazeni mléka pro tucely referencnich, standardnich a pilotnich vzorkd je
mléka, ma-li probéhnout bezproblémove s udrZzenim stability pilotd. Proto byly popsany
podminky postupu tvorby sady referencnich vzorkl k vytvotfeni vhodnych pfedpokladii pro
stabilitu konzistence a sloZeni.

Priprava sady mlécnych vzorkd pro vykonnosti testy vysledkti nepiimych mlékatskych
analytickych metod je popsdna s cilem dosahnout reprezentativnich (charakteristickych pro
relevantni materidl a obor méfeni) stfednich hodnot, potfebného variacniho rozpéti a
variability hodnot zdkladnich sloZek mléka a také zajiSténi predpokladi jejich fyzické stability
pro oSetfeni hlubokym zmraZenim a jejich tdspé$né rehomogenizace a stability vysledkt
méfteni po revitalizaci vzorki.
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III) Srovnani ,,novosti postupi’ a piredani certifikované metodiky: Validace
tdaje hodnoty dojivosti v kontrolni den kontroly mlécéné uzitkovosti
podle bezprostiedné predchozi historie zaznamu

- vyvinutd certifikovand metodika byla pfeddna do uzivani systému kontroly laboratorni prace
Bentley Czech s.r.o. v elektronické i pisemné formé 5. 11. 2019;

- jednd se o inovovany postup piipravy mlécnych standardi pro hluboké zamrazeni
k provadéni vykonnostnich testi analytické zptsobilosti laboratofi (rutinnich metod analyz)
s potiebnym oborem variability zdkladnich slozek mléka pro zajisténi vérohodnosti dat
sloZzeni mléka k dcelim Slechtitelské prace nebo kontroly kvality mléka pro proplaceni.
Vysledky jsou uvedenim zndmych poznatkli v novych souvislostech. Predpoklada se vyuZziti
postupu ve stiedni a vychodni Evropé (vedle CR i Slovensko, Ruskd federace, Ukrajina,
Bélorusko, Polsko, Litva, LotySsko, Estonsko, Mad’arsko, Bulharsko, Rumunsko, Srbsko,
Cerna Hora, Bosna a Hercegovina, Severni Makedonie, Chorvatsko, Slovinsko a Turecko);

- vyvoj postupu a metody piipravy mlécnych standardl je zajiStén vlastnimi konkrétnimi
vysledky. Vyhodnocenim téchto vysledkil vznikl postup, ktery je metodickym podkladem
pro firmy kontroly kvality analyz mléka, ale také pro zajisténi auditu relevantnich
akredita¢nich organi v oblasti analyz mléka;

- uvedené postupy ovéfeni a podpory spolehlivosti dat analyz mléka jsou pouZivany
v souvislosti s vyvojem situace kolem kontroly sloZeni a kvality mléka a az doposud byly
v podstat¢ dil¢im zptisobem feSeny, ale jinym postupem, nikoliv uvedenym zptisobem.

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

- kontrola existence certifikované metodiky jako pracovniho postupu pro podporu
spolehlivosti a vérohodnosti dat analyz zdkladniho sloZeni mléka pro zajiSténi efektivity
plemenariské prace a objektivni kontroly kvality syrového mléka;

- kontrola aplikace certifikované metodiky je proveditelnd prostiednictvim revize dokladii o
provadéni kontroly zptisobilosti analytické prace (proficiency testing) v mlécnych
laboratofich s nepfimymi rutinnimi metodami sériovych analyz prostrednictvim organizace
Bentley Czech s.r.o.;

- certifikovand metodika postupu tvorby mléénych standardd byla zpracovdna v Sesti
exemplarich a preddna v krouzkové vazbé na piislusné pracovisté Bentley Czech s.r.o. a do
knihovny a na pracoviSt¢ Vyzkumny ustav mlékarensky Praha a Mendelova univerzita
v Brné Agronomicka fakulta a informace o ni na MZe a do RIV.
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V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucdsti kontroly mlécné uZzitkovosti pro vyuziti ve Slechtitelské praci a
monitoringu zdravotniho stavu krav a kontroly kvality syrového mléka pro ucely
propléceni. Plemenéiskou praci u dojeného skotu i kontrolu a proplaceni kvality mléka Ize
efektivné realizovat pouze na zdklad€ spolehlivych vysledkl analyz. Vyvinuty a testovany
postup podporuje tuto spolehlivost analytickych vysledki kontroly uZitkovosti pro potteby
kontroly dé&dicnosti a spolehlivost vysledkd kvality syrového mléka. Na bdzi plemendiské
prace v chovu dojnic a poradenstvi ke zdravotnimu stavu dojnic a kontroly kvality miZze
tvotit podil do 1,1 % (s ohledem na celou KU a cely systém kontroly kvality) z efektu ve
smyslu genetického zisku dal$i generace dojnic a z efektu podpory kvality mléka. Uvedené
je dano redukci béZnych nedostatkli zpiisobenych piipadnou chybnou informaci v KU nebo
v systému kontroly platby podle kvality. Objem ptipadnych ztrdt zchyb v KU nebo
v systému kontroly kvality syrového mléka je ovSem obtizné vycislit konkrétnéji. Na
drovni statu, pii daném rozsahu a vlivu KU a systému kontroly kvality, miZe rocné piinos
z redukce ztréty efektivity chybami €init ¢astky v fadu statisici.

Néklady na konkrétni zavedeni a vyuziti postupu uvedeného v metodice mohou pro uZivatele
Bentley Czech s.r.o. €init podle kvalifikovaného odhadu v KU celkem 35 tis. K& (ndklady
na Upravu metody odbéru a michani vzorkl, tedy metodickych postupt pro pracovniky
kontrolni laboratoie). Piinos pro uZivatele (Bentley Czech) je v podpofe spolehlivosti
postupu piipravy kontrolnich mléénych standardii s relevantni variabilitou sloZek pro
vykonnostni testovani analytické zpiisobilosti a veérohodnosti vysledkii. Tento lze na
nepiimych efektech kvalifikované odhadnout na 110 tis. K& ro¢né€ podle frekvence pfipravy
a frekvence vykonnostnich testl, stejné¢ jako poctu zahrnutych laboratofi. Efekt je
opakovatelny po rocich.
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Predchozi tématicky relevantni certifikované metodiky k problematice provedeni a
kontrole analyz mléka v kontrole mlécné uzitkovosti a kontrole jakosti syrového
mléka:

- UPLATNENA METODIKA QF 3019 UM 1 - Adjustaéni principy a postupy — centralni

adjustace rutinnich méfeni chemickych slozek v mléénych laboratofich. DoloZena statutdrné

podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné metodiky mezi Vyzkumnym tstavem 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 zpusobilosti méfeni chemického sloZzeni v mléénych laboratofich. DoloZena

statutarn€ podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné metodiky mezi Vyzkumnym tstavem

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 4 - Postup hlubokého zamrazovéni

pilotnich vzorkli pro kontrolu stability vysledkli analyz sloZeni mléka a jejich dlouhou

expiraci. DoloZend statutdrné podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné metodiky mezi

Agrovyzkumem Rapotin s.r.o. a CMSCH a.s., Praha, z 11. 4. 2008 c. HANUS, O.- JEDELSKA,

R.- GENCUROVA, V.- KOPECKY, J.- HERING, P.- MOTYCKA, Z..

- UPLATNENA METODIKA QF 3019 UM 5 - Piiprava referenéniho standardu pro kalibraci

infraanalyzy mléka se sniZzenym obsahem hlavnich komponent mléka jako dolnimi hodnotami

kalibracnich pfimek a s vybalancovanou zménou interferen¢niho vlivu mlécné matrice.

DoloZenad statutdarné podepsanou smlouvou o aplikaci uplatnéné metodiky mezi Vyzkumnym

ustavem pro chov skotu v Rapotiné a CMSCH a.s., Praha, z 11. 4. 2008 d. HANUS, O.- JANU,

L.- GENCUROVA, V.- JEDELSKA, R.- KOPECKY, J..

- CERTIFIKOVANA METODIKA QJ1510339 RO1418 CM 37 — Validace tidaje hodnoty

dojivosti v kontrolni den kontroly mlécné uzitkovosti podle bezprostfedné piedchozi historie

zdznamu. Tato je doloZend statutdrné podepsanou smlouvou o aplikaci certifikované metodiky
mezi Vyzkumnym tdstavem mlékarenskym s.r.o. Praha a Impuls chovatelské druzstvo, druzstvo,

Bohdalec, z 8. 11. 2018. Datum certifikace 13. 11. 2018 (¢. 10898 — 2018/CPI). HANUS, O.-

CHLADEK, G.- JEDELSKA, R.- FALTA, D.- ROUBAL, P.- KLIMESOVA, M.- KOPECKY, J..

Ne vSechny priace 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 certifikované metodiky, byla predtim jiz
samostatn€ odborn¢€ oponovana, jak plyne ze seznamu vySe.

Afilace CM RO1419 CM 38

Projekty a podpory rozvoje instituce (podily): MZe RO1419 (70 %) a NAZV KUS
QJ1230044 (20 %) a MU v Brné jako mimoprojektovy vyzkum (10 %).

Oponenti CM: Ing. Libor Janti, Ph.D., Everstar s.r.o., Sumperk — chemik a laktolog; Ing.
Zdenka Majzlikovéd, Ceskd plemenafskd inspekce — odbornik v kontrole uZitkovosti a
mlékarstvi.

Autorsky kolektiv (podily): Oto Hanus (50 %), Marcela KlimeSova (15 %), Gustav Chladek
(10 %), Petr Roubal (10 %), Radoslava Jedelska (10 %), Jaroslav Kopecky (5 %).

Autofi dékuji panu Ing. Pavlu Heringovi a pani Mgr. Hané Nejeschlebové z Bentley Czech
s.r.0. za jejich vybornou technickou spolupréci pro ucely této metodiky.
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Prilohy, dokumenty a doklady:

technickd feSeni a postupy této certifikované metodiky byly zejména podpoteny vysledky
vlastniho vyzkumu, vyvoje a empirickych poznatkd, které byly publikovany.

Datum: 4. 11. 2019

Za zhotovitele:

prof. Ing. Oto Hanus§, Ph.D.

Certifikovand metodika pro praxi byla podporovdna ieSenim projektiic MZe NAZV KUS
0J1230044 a MZe RO1419.

7) Prilohové materialy s podklady pro vyvojovou praci v ramci certifikované metodiky

Ptilohy této certifikované uplatnéné metodiky (Postup piipravy standardnich vzorkli pro
hluboké zmraZeni a aplikaci ve vykonnostnim testovdni analytické zpusobilosti pii urceni
sloZzeni mléka nepfimymi metodami) tvoii vlastni vysledky vyvoje a metodického testovani,
tzn. tabulkové zpracovani statistickych dat.
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Priloha ¢. 1 Priméarni data, prvni test (I) 06. 08. 2019

ID
vzorku
1
1
Mean

FAT

4.48
4.49
4.485
4.49
4.49
4.49
4.49
4.49
4.49
4.49
4.49
4.49
4.49
4.5
4.495
4.02
4.04
4.03
4.04
4.04
4.04
4.01
4.03
4.02
4.04
4.04
4.04
4.04
4.05
4.045
4.34
4.34
4.34
4.34
4.34
4.34
4.34
4.33
4.335
4.33
4.33
4.33
4.33

TRUE PROTEIN

3.68
3.68
3.68
3.68
3.67
3.675
3.69
3.68
3.685
3.68
3.67
3.675
3.7
3.69
3.695
3.04
3.04
3.04
3.05
3.04
3.045
3.05
3.04
3.045
3.05
3.05
3.05
3.05
3.05
3.05
3.37
3.36
3.365
3.36
3.36
3.36
3.37
3.36
3.365
3.37
3.35
3.36
3.37

CRUDE
PROTEIN
3.96
3.97
3.965
3.96
3.96
3.96
3.97
3.97
3.97
3.96
3.96
3.96
3.98
3.98
3.98
3.36
3.37
3.365
3.38
3.37
3.375
3.37
3.38
3.375
3.38
3.38
3.38
3.37
3.38
3.375
3.64
3.63
3.635
3.63
3.63
3.63
3.63
3.63
3.63
3.63
3.63
3.63
3.63

LACTOSE

4.72
4.73
4.725
4.73
4.73
4.73
4.73
4.73
4.73
4.72
4.73
4.725
4.72
4.73
4.725
4.6
4.59
4.595
4.59
4.59
4.59
4.59
4.59
4.59
4.58
4.59
4.585
4.58
4.58
4.58
4.54
4.54
4.54
4.54
4.54
4.54
4.53
4.54
4.535
4.54
4.54
4.54
4.54

TOTAL
SOLIDS
13.87
13.88
13.875
13.88
13.89
13.885
13.89
13.9
13.895
13.87
13.88
13.875
13.89
13.91
13.9
12.7
12.72
12.71
12,71
12.72
12.715
12.68
12,71
12.695
12.7
12.71
12.705
12.69
12.72
12.705
13.09
13.09
13.09
13.07
13.08
13.075
13.07
13.08
13.075
13.07
13.07
13.07
13.08

UREA

37.2
38.1
37.65
37.9
38.3
38.1
37
37.8
37.4
37.1
38.5
37.8
36.9
37.4
37.15
14.5
14.8
14.65
14.8
14.4
14.6
13.8
13.3
13.55
14
14.5
14.25
11.9
12.4
12.15
26.1
25.9
26
24.4
25.2
24.8
24.3
25.2
24.75
25.5
24.9
25.2
25.3



4.34
4.335
4.65
4.66
4.655
4.65
4.67
4,66
3.76
3.76
3.76
3.76
3.75
3.755
3.77
3.76
3.765
3.77
3.77
3.77
3.78
3.77
3.775
3.57
3.6
3.585
3.58
3.58
3.58
3.55
3.57
3.56
3.54
3.57
3.555
3.51
3.51
3.51
2.53
2.54
2.535
2.53
2.54
2.535
2.48
2.5
2.49
2.47

3.36
3.365
4.45
4.43
4.44
4.43
4.43
4.435
3.81
3.81
3.81
3.82
3.81
3.815
3.82
3.81
3.815
3.82
3.81
3.815
3.83
3.82
3.825
3.24
3.24
3.24
3.24
3.23
3.235
3.23
3.23
3.23
3.22
3.22
3.22
3.21
3.2
3.205
2.93
2.93
2.93
2.93
2.92
2.925
2.89
2.88
2.885
2.88

3.64
3.635
4.76
4.77
4.765
4.74
4.77
4.77
4.08
4.08
4.08
4.08
4.09
4.085
4.09
4.09
4.09
4.08
4.09
4.085
4.1
4.1
4.1
3.55
3.55
3.55
3.55
3.55
3.55
3.54
3.54
3.54
3.52
3.53
3.525
3.51
3.51
3.51
3.19
3.2
3.195
3.19
3.19
3.19
3.15
3.16
3.155
3.14

4.54
4.54
4.49
4.49
4.49
4.47
4.48
4,475
4.67
4.68
4.675
4.68
4.68
4.68
4.68
4.68
4.68
4.68
4.68
4.68
4.69
4.69
4.69
5.06
5.05
5.055
5.05
5.05
5.05
5.05
5.06
5.055
5.06
5.06
5.06
5.06
5.06
5.06
4.61
4.61
461
4.61
4.62
4.615
4.62
4.63
4.625
4.62

13.09
13.085
14.58
14.59
14.585
14.54
14.6
14.605
13.15
13.16
13.155
13.16
13.16
13.16
13.17
13.17
13.17
13.17
13.18
13.175
13.2
13.21
13.205
12.89
12,91
12.9
12.88
12.88
12.88
12.85
12.87
12.86
12.83
12.86
12.845
12.79
12.79
12.79
10.95
10.98
10.965
10.96
10.98
10.97
10.88
10.91
10.895
10.86

23.4
24.35
-6
-6.6
-6.3
-10.2
-8.8
-8.6
19.1
19
19.05
19.6
19.6
19.6
19.8
18.6
19.2
18.2
18.2
18.2
18.3
19.3
18.8
38.3
39.9
39.1
38
38.7
38.35
38.7
38.4
38.55
38.7
41.7
40.2
40.4
40
40.2
315
31.7
31.6
325
32.6
32.55
33.5
33.6
33.55
35.1



2.46
2.465
2.49
2.49
2.49
2.97
2.96
2.965
2.95
2.96
2.955
2.96
2.95
2.955
2.95
2.95
2.95
2.99
2.98
2.985

2.87
2.875
2.89
2.88
2.885
3.63
3.63
3.635
3.65
3.64
3.645
3.65
3.64
3.645
3.65
3.64
3.645
3.65
3.65
3.65

3.14
3.14
3.16
3.15
3.155
3.89
3.9
3.905
3.91
3.91
3.91
3.91
3.91
3.91
3.91
3.91
3.91
3.92
3.92
3.92

4.63 10.86
4.625 10.86
4.62 10.9

4.63 10.9

4.625 10.9

4.82 12.35
4.83 12.36
4.83 12.37
4.83 12.36
4.83 12.37
4.83 12.365
4.84 12.38
4.83 12.37
4.835 12.375
4.83 12.36
4.84 12.38
4.835 12.37
4.84 12.42
4.84 12.42
4.84 12.42

Tabulka opakovatelnosti — prvni test 06. 08. 2019

FAT

TRUE PROTEIN
CRUDE PROTEIN

LACTOSE

TOTAL SOLIDS

UREA

Sr
0,008542
0,006367
0,005695
0,004793
0,012787
0,710527

w (%)
0,2296
0,1850
0,1527
0,1018
0,0998
2,7325

34
34.55
344
34
34.2
27.9
27.1
27.25
27.7
27.5
27.6
26.8
28.7
27.75
27.2
27.2
27.2
25.8
26.3
26.05



Pri

Primarni data z 24. 09. 2019

oha C. 2 Vzorky pred zamrazenim 24. 09. 2019

ID Méreni Tuk ’I-Irub.é Laktosa | Celkova susina | Mocovina
bilkovina
1.méreni 4 3.68 4.7 13.3 27
1 2.méreni 4 3.69 4.7 13.31 27.9
pramér 4 3.685 4.7 13.305 27.45
1.méfeni 3.63 3.54 4.65 12.71 22.3
2 2.méreni 3.63 3.54 4.65 12.71 22.4
pramér 3.63 3.54 4.65 12.71 22.35
1.méreni 5.66 4.23 4.57 15.43 31.9
3 2.méreni 5.67 4.24 4.57 15.46 30.7
pramér 5.665 4.235 4.57 15.445 31.3
1.méreni 3.83 3.62 4.67 13.03 24.6
4 2.méreni 3.84 3.62 4.68 13.04 24.5
pramér 3.835 3.62 4.675 13.035 24.55
1.méreni 4.67 3.9 4.6 14.09 26.1
5 2.méreni 4.67 3.9 4.6 14.1 26.2
pramér 4.67 3.9 4.6 14.095 26.15
1.méfeni 3.3 3.24 4.19 11.54 19.3
6 2.méreni 3.3 3.24 4.19 11.54 18.7
primér 3.3 3.24 4.19 11.54 19
1.méreni 4.83 3.97 4.63 14.37 28.3
7 2.méreni 4.84 3.97 4.64 14.39 28.7
prumér 4.835 3.97 4.635 14.38 28.5
1.méreni 3.05 3.66 4.44 12.04 22.1
8 2.méreni 3.05 3.66 4.44 12.04 22.4
primér 3.05 3.66 4.44 12.04 22.25
1.méreni 4.45 3.83 4.62 13.82 25.6
9 2.méreni 4.46 3.83 4.62 13.83 25.8
pramér 4.455 3.83 4.62 13.825 25.7
1.méfeni 4 3.48 4.17 12.48 23.5
10 2.méreni 3.99 3.48 4.17 12.48 23.4
pramér 3.995 3.48 4.17 12.48 23.45




Popis vzorkt podile cisel

H

C

J

50 % H + 50 %C

50%C+50%)

90% C+10%D

50%H+50%)J

95 % spodni frakce mléka po ustani (smés H,C, J)+ 5% D
40%J+60%C
30%H+30%C+30%J+10%D

LWeNOURWNR

[
e

HolStyn

Ceské strakaté

Jersey
demineralizovand voda

oO“-0z=x

Zakladni statistika 24. 09. 2019

Tuk Hrqba Laktoza Celkv(.)va Mocovina
bilkovina suSina
n 10 10 10 10 10
4,144 3,716 4,525 13,286 25,070
SX_v 0,780 0,280 0,195 1,176 3,542
sX 0,740 0,266 0,185 1,116 3,360
min 3,050 3,240 4,170 11,540 19,000
max 5,665 4,235 4,700 15,445 31,300
Rmax-min 2,615 0,995 0,530 3,905 12,300
medidn 3,998 3,673 4,610 13,170 25,125
horni q 3,681 3,560 4,473 12,538 22,625
dolni q 4,616 3,883 4,646 14,028 27,125
Tabulka opakovatelnosti
Sr w (%)
FAT 0,005000 0,1207
CRUDE PROTEIN 0,003162 0,0851
LACTOSE 0,003162 0,0699
TOTAL SOLIDS 0,009220 0,0694

UREA 0,191703 0,7647



Pri

Primarni data z 04. 10. 2019:

oha €. 3 Vzorky po zamrazeni 04. 10. 2019

ID Méreni Tuk Hruba bilkovina Laktosa Celkova susina | Mocovina
1.méreni 3,99 3,69 4,70 13,30 27,1
1 2.méreni 3,99 3,70 4,71 13,33 27,2
prumér 3,99 3,70 4,71 13,32 27,2
1.méreni 4,00 3,69 4,70 13,31 27,6
1 2.méreni 4,00 3,70 4,70 13,32 27,1
primér 4,00 3,70 4,70 13,32 27,4
PRUMER 4,00 3,70 4,70 13,32 27,3
1.méreni 3,63 3,55 4,64 12,72 22,3
2 2.méreni 3,63 3,55 4,65 12,72 21,8
primér 3,63 3,55 4,65 12,72 22,1
1.méreni 3,62 3,55 4,65 12,71 21,3
2 2.méreni 3,62 3,55 4,65 12,72 21,8
primér 3,62 3,55 4,65 12,72 21,6
PRUMER 3,63 3,55 4,65 12,72 21,8
1.méreni 5,63 4,26 4,57 15,44 30,8
3 2.méreni 5,64 4,26 4,57 15,45 30,1
primér 5,64 4,26 4,57 15,45 30,5
1.méreni 5,65 4,25 4,57 15,45 30,0
3 2.méreni 5,66 4,25 4,57 15,47 29,9
prumér 5,66 4,25 4,57 15,46 30,0
PRUMER 5,65 4,26 4,57 15,45 30,2
1.méreni 3,82 3,63 4,67 13,03 23,7
4 2.méreni 3,81 3,63 4,68 13,04 24,5
prumér 3,82 3,63 4,68 13,04 24,1
1.méreni 3,83 3,63 4,68 13,04 23,7
4 2.méreni 3,82 3,63 4,68 13,04 24,7
primér 3,83 3,63 4,68 13,04 24,2
PRUMER 3,82 3,63 4,68 13,04 24,2
1.méfenf 4,66 3,92 4,61 14,12 25,5
5 2.méreni 4,66 3,92 4,61 14,14 25,7
primér 4,66 3,92 4,61 14,13 25,6
1.méreni 4,66 3,92 4,61 14,12 26,1
5 2.méreni 4,66 3,92 4,61 14,13 26,2
prumeér 4,66 3,92 4,61 14,13 26,2
PRUMER 4,66 3,92 4,61 14,13 25,9
1.méreni 3,3 3,25 4,19 11,56 19,3
6 2.méreni 3,29 3,25 4,19 11,55 18,8
prumér 3,30 3,25 4,19 11,56 19,1




1.méreni 3,3 3,25 4,19 11,55 19,0
6 2.méreni 3,29 3,25 4,19 11,55 18,9
primér 3,30 3,25 4,19 11,55 19,0
PRUMER 3,30 3,25 4,19 11,55 19,0
1.méreni 4,81 3,98 4,64 14,38 27,4
7 2.mé&feni 4,82 3,98 4,64 14,4 27,7
pramér 4,82 3,98 4,64 14,39 27,6
1.méreni 4,82 3,98 4,64 14,38 28,5
7 2.méreni 4,82 3,99 4,64 14,40 28,0
prumér 4,82 3,99 4,64 14,39 28,3
PRUMER 4,82 3,98 4,64 14,39 27,9
1.méreni 3,03 3,67 4,43 12,02 21,2
8 2.méfeni 3,03 3,67 4,43 12,02 20,3
prumér 3,03 3,67 4,43 12,02 20,8
1.méfeni 3,04 3,67 4,43 12,02 20,8
8 2.méfeni 3,04 3,67 4,43 12,03 21,0
prumér 3,04 3,67 4,43 12,03 20,9
PRUMER 3,04 3,67 4,43 12,02 20,8
1.méreni 4,45 3,84 4,61 13,83 24,3
9 2.méreni 4,45 3,85 4,61 13,83 24,0
prumeér 4,45 3,85 4,61 13,83 24,2
1.méreni 4,45 3,84 4,61 13,83 24,0
9 2.méreni 4,46 3,85 4,62 13,85 24,3
primér 4,46 3,85 4,62 13,84 24,2
PRUMER 4,45 3,85 4,61 13,84 24,2
1.méreni 3,96 3,49 4,17 12,46 22,4
10 2.méreni 3,96 3,49 4,17 12,47 22,0
prumér 3,96 3,49 4,17 12,47 22,2
1.méreni 3,95 3,49 4,17 12,45 22,5
10 2.méreni 3,95 3,49 4,17 12,46 22,7
primér 3,95 3,49 4,17 12,46 22,6
PRUMER 3,96 3,49 4,17 12,46 22,4




Zakladni statistika z 04. 10. 2019
Hruba Celkova

Tuk . Laktoza v Mocovina
bilkovina suSina
n 20 20 20 20 20
4,130 3,729 4,525 13,291 24,355
SX_V 0,757 0,276 0,191 1,151 3,393
X 0,738 0,269 0,186 1,122 3,307
min 3,030 3,250 4,170 11,550 18,950
max 5,655 4,260 4,705 15,460 30,450
Rmax-min 2,625 1,010 0,535 3,910 11,500
medidn 3,975 3,683 4,610 13,178 24,150
horni q 3,628 3,550 4,430 12,463 21,925
dolni q 4,660 3,920 4,646 14,126 27,200
Tabulka opakovatelnosti
sr w (%)
FAT 0,004472 0,1083
CRUDE PROTEIN 0,003536 0,0948
LACTOSE 0,003162 0,0699
TOTAL SOLIDS 0,009747 0,0733

UREA 0,345688 1,4194



Priloha €. 4 Vzorky po zamrazeni 15. 10. 2019

Primarni data z 15. 10. 2019:

D Hrub3a Celkova
Méreni Tuk bilkovina Laktosa susina Mocovina
1.méreni| 4,00 3,71 4,70 13,33 28,0
1 2.méreni 4,01 3,71 4,71 13,35 28,6
prumér 4,01 3,71 4,71 13,34 28,3
1.méreni 4,00 3,71 4,71 13,35 28,1
1 2.méfeni| 4,00 3,72 4,71 13,36 28,9
pramér 4,00 3,72 4,71 13,36 28,5
PRUMER| 4,00 3,71 4,71 13,35 28,4
1.méfeni| 3,63 3,57 4,65 12,74 22,7
2 2.méfeni| 3,63 3,57 4,65 12,75 22,8
pramér 3,63 3,57 4,65 12,75 22,8
1.méfeni| 3,63 3,56 4,64 12,73 23,9
2 2.méfeni| 3,63 3,57 4,65 12,74 23,0
prumér 3,63 3,57 4,65 12,74 23,5
PRUMER 3,63 3,57 4,65 12,74 23,1
1.méfeni| 5,64 4,27 4,57 15,46 32,4
3 2.méreni 5,64 4,28 4,57 15,49 31,9
primér 5,64 4,28 4,57 15,48 32,2
1.méfeni| 5,65 4,28 4,57 15,48 32,3
3 2.méreni| 5,65 4,28 4,57 15,5 31,5
pramér 5,65 4,28 4,57 15,49 31,9
PRUMER| 5,65 4,28 4,57 15,48 32,0
1.méfeni| 3,83 3,65 4,68 13,07 26,5
4 2.méfeni| 3,83 3,66 4,68 13,08 25,7
prumér 3,83 3,66 4,68 13,08 26,1
1.méfeni| 3,83 3,65 4,68 13,07 25,6
4 2.méfeni| 3,83 3,65 4,68 13,07 26,0
pramér 3,83 3,65 4,68 13,07 25,8
PROUMER| 3,83 3,65 4,68 13,07 26,0
1.méreni 4,68 3,94 4,61 14,16 28,5
5 2.méfeni| 4,68 3,94 4,61 14,18 27,6
pramér 4,68 3,94 4,61 14,17 28,1
1.méfeni| 4,67 3,94 4,61 14,16 28,0
5 2.méreni| 4,67 3,94 4,61 14,16 27,8
prumér 4,67 3,94 4,61 14,16 27,9
PRUMER| 4,68 3,94 4,61 14,17 28,0
1.méreni 3,31 3,27 4,19 11,58 20,6
6 2.méfeni| 3,31 3,27 4,19 11,58 21,5
pramér 3,31 3,27 4,19 11,58 21,1




1.méreni 3,30 3,27 4,19 11,58 22,1
6 2.méfeni| 3,31 3,27 4,19 11,58 21,3
prumér 3,31 3,27 4,19 11,58 21,7
PRUMER| 3,31 3,27 4,19 11,58 21,4
1.méfeni| 4,83 4 4,64 14,42 31,3
7 2.méfeni| 4,84 4 4,64 14,43 31,1
primér | 4,84 4,00 4,64 14,43 31,2
1.méfeni| 4,83 4 4,63 14,41 30,8
7 2.méfeni| 4,84 4 4,64 14,43 30,7
pramér | 4,84 4,00 4,64 14,42 30,8
PRUMER| 4,84 4,00 4,64 14,42 31,0
1.méfeni| 3,06 3,69 4,43 12,07 24,1
8 2.méFeni| 3,06 3,69 4,43 12,08 24,3
pramér | 3,06 3,69 4,43 12,08 24,2
1.méfeni| 3,06 3,69 4,43 12,06 24,1
8 2.méfeni| 3,06 3,69 4,43 12,07 24,3
pramér | 3,06 3,69 4,43 12,07 24,2
PRUMER| 3,06 3,69 4,43 12,07 24,2
1.méfeni| 4,47 3,87 4,61 13,88 27,8
9 2.méfeni| 4,47 3,87 4,61 13,88 27,2
pramér | 4,47 3,87 4,61 13,88 27,5
1.méfeni| 4,46 3,87 4,61 13,87 27,7
9 2.méfeni| 4,47 3,87 4,61 13,88 27,7
pramér 4,47 3,87 4,61 13,88 27,7
PRUMER | 4,47 3,87 4,61 13,88 27,6
1.méfeni| 3,99 3,48 4,17 12,48 25,3
10 2.méFeni| 4,00 3,48 4,17 12,49 24,2
prumér 4,00 3,48 4,17 12,49 24,8
1.méfeni| 4,00 3,48 4,17 12,49 25,0
10 2.méfeni| 4,00 3,48 4,17 12,49 24,4
pramér | 4,00 3,48 4,17 12,49 24,7
PRUMER| 4,00 3,48 4,17 12,49 24,7




Zakladni statistika 15. 10. 2019

sX_v
sx

min

max
Rmax-min
medidn
horni q
dolni q

Tuk

20
4,145
0,754

0,735

3,060
5,650
2,590
4,000
3,630
4,673

Hruba
bilkovina
20

3,746
0,280

0,272

3,270
4,280
1,010
3,700
3,569
3,940

Tabulka opakovatelnosti

FAT

CRUDE PROTEIN
LACTOSE
TOTAL SOLIDS
UREA

sr
0,003873
0,003162
0,002739
0,009220
0,443565

Laktoza

20
4,525
0,192

0,187

4,170
4,710
0,540
4,610
4,430
4,646

w (%)
0,0934
0,0844
0,0605
0,0692
1,6655

Celkova
suSina
20
13,325
1,152

1,122

11,580
15,490

3,910
13,208
12,489
14,163

Mocovina

20
26,633
3,313

3,229

21,050
32,150
11,100
26,800
24,200
28,350



Priloha €. 5 Vzorky po zamrazeni 25. 10. 2019

Primarni data, 25. 10. 2019:

ID Méreni Tuk 'I-Irub-a Laktosa | Celkova susina | Mocovina
bilkovina
1.méreni| 4,01 3,72 4,72 13,37 28,1
1 2.méreni| 4,01 3,72 4,72 13,37 27,8
prumér 4,01 3,72 4,72 13,37 28,0
1.méreni 4,01 3,72 4,72 13,37 27,8
1 2.méreni| 4,01 3,72 4,72 13,37 28
primér 4,01 3,72 4,72 13,37 27,9
PRUMER| 4,01 3,72 4,72 13,37 27,9
1.méreni 3,65 3,57 4,66 12,77 22,6
2 2.méreni 3,65 3,57 4,66 12,77 23
primér 3,65 3,57 4,66 12,77 22,8
1.méfeni| 3,64 3,57 4,66 12,78 22,9
2 2.méfeni| 3,64 3,57 4,66 12,78 23,1
prumér 3,64 3,57 4,66 12,78 23,0
PRUMER 3,65 3,57 4,66 12,78 22,9
1.méreni 5,66 4,28 4,58 15,5 31,5
3 2.méfeni| 5,68 4,28 4,58 15,52 31,3
prumér 5,67 4,28 4,58 15,51 31,4
1.méreni| 5,67 4,28 4,58 15,51 31,8
3 2.méreni| 5,68 4,28 4,58 15,52 33
primér 5,68 4,28 4,58 15,52 32,4
PRUMER| 5,67 4,28 4,58 15,51 31,9
1.méfeni| 3,84 3,66 4,69 13,1 25,1
4 2.méreni| 3,84 3,66 4,69 13,1 25,0
prumér 3,84 3,66 4,69 13,10 25,1
1.méfeni| 3,84 3,65 4,69 13,09 25,0
4 2.méreni| 3,84 3,65 4,69 13,09 25,3
primér 3,84 3,65 4,69 13,09 25,2
PRUMER| 3,84 3,66 4,69 13,10 25,1
1.méreni 4,68 3,94 4,62 14,18 26,3
5 2.méfeni| 4,68 3,94 4,62 14,19 26,9
primér 4,68 3,94 4,62 14,19 26,6
1.méreni| 4,68 3,94 4,62 14,18 26,8
5 2.méreni 4,7 3,94 4,62 14,19 26,9
primér | 4,69 3,94 4,62 14,19 26,9
PRUMER| 4,69 3,94 4,62 14,19 26,7
1.méreni| 3,31 3,28 4,20 11,60 20,9
6 2.méfeni| 3,31 3,27 4,20 11,60 20,6
primér 3,31 3,28 4,20 11,60 20,8




1.méfeni| 3,31 3,27 4,20 11,60 20,2
6 2.méfeni| 3,31 3,27 4,20 11,60 20,0
primér 3,31 3,27 4,20 11,60 20,1
PRUMER| 3,31 3,27 4,20 11,60 20,4
1.méfeni| 4,84 4,01 4,65 14,45 29,4
7 2.méfeni| 4,85 4,01 4,65 14,46 29,7
pramér | 4,85 4,01 4,65 14,46 29,6
1.méfeni| 4,84 4,01 4,65 14,45 30,1
7 2.méfeni| 4,85 4,01 4,65 14,45 29,6
primér 4,85 4,01 4,65 14,45 29,9
PRUMER| 4,85 4,01 4,65 14,45 29,7
1.méfeni| 3,07 3,70 4,44 12,10 22,5
8 2.méFeni| 3,07 3,70 4,44 12,10 22,7
pramér | 3,07 3,70 4,44 12,10 22,6
1.méfeni| 3,06 3,69 4,44 12,09 23,6
8 2.méfeni| 3,07 3,70 4,44 12,10 22,4
prumér 3,07 3,70 4,44 12,10 23,0
PRUMER| 3,07 3,70 4,44 12,10 22,8
1.méfeni| 4,47 3,88 4,63 13,91 26,8
9 2.méfeni| 4,48 3,88 4,63 13,92 26,6
pramér | 4,48 3,88 4,63 13,92 26,7
1.méfeni| 4,47 3,87 4,63 13,91 26,5
9 2.méfeni| 4,48 3,87 4,63 13,91 27,2
pramér | 4,48 3,87 4,63 13,91 26,9
PRUMER| 4,48 3,88 4,63 13,91 26,8
1.méfeni| 4,00 3,52 4,18 12,55 25,6
10 2.méfeni| 4,01 3,52 4,18 12,56 25,3
prumér 4,01 3,52 4,18 12,56 25,5
1.méfeni| 4,00 3,53 4,18 12,56 25,7
10 2.méfeni| 4,00 3,53 4,18 12,56 25,4
pramér | 4,00 3,53 4,18 12,56 25,6
PRUMER| 4,00 3,53 4,18 12,56 25,5




Zakladni statistika 25. 10. 2019

sX_v
sx

min

max
Rmax-min
medidn
horni q
dolni q

Tuk

20
4,155
0,758

0,739

3,065
5,675
2,610
4,008
3,648
4,683

Hruba
bilkovina
20

3,755
0,276

0,269

3,270
4,280
1,010
3,710
3,570
3,940

Tabulka opakovatelnosti

FAT

CRUDE PROTEIN
LACTOSE
TOTAL SOLIDS
UREA

sr
0,006124
0,002236
0,000000
0,005244
0,351426

Laktoza

20
4,537
0,193

0,188

4,180
4,720
0,540
4,625
4,440
4,660

w (%)
0,1474
0,0596
0,0000
0,0393
1,3529

Celkova
suSina
20
13,356
1,150

1,121

11,600
15,515

3,915
13,235
12,559
14,185

Mocovina

20
25,975
3,337

3,252

20,100
32,400
12,300
26,075
23,000
27,913



