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Cil metodiky.

Cilem metodiky je podpora kontrolnich metod a zajisténi a zvySeni vérohodnosti vysledkl
a provozni jistoty managementu rutinnich analytickych laboratofi v systému kontroly kvality
mléka (KKM; bazénové vzorky mléka — podpora kvality a bezpecnosti mléného
potravinového fetézce) a kontroly mlécné uzitkovosti (KU; individualni vzorky mléka —
podpora zdravotniho stavu dojnic zefektivnénim prevence poruch sekrece mléka)
prostfednictvim ovéfeni modelu nepfimého stanoveni lysozymu mléka.

Nejcastéji pouzité zkratky:
BMM = bod mrznuti mléka;
CF nebo C = Ceské strakaté;
CMSCH a. s. = Ceskomoravska spole¢nost chovatel;
CR = Ceska republika;
H = Holstyn;
HB = obsah hrubych bilkovin;
HPLC = vysoce u¢inna kapalinova chromatografie;
IVM = individuélni vzore kmléka — z kontroly mlé¢né uzitkovosti;
KAS = obsah kaseinu;
KKM = kontrola kvality mléka;
KU = kontrola mlécné uzitkovosti;
L = obsah monohydratu laktozy;
LF = laktoferin;
LRM = laboratof rozboru mléka;
Lys = lysozym;

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

MOC = koncentrace mocoviny;

PSB = pocet somatickych bunék;

PLS = metoda nejmensich ¢aste¢nych ¢tverct (Partial Least Squares);
STP = obsah suSiny tukuprosté;

T = obsah tuku;

VOD = elektrické vodivost (konduktivita) mléka, mérné vodivost;
VMK = obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku;

VUM = Vyzkumny tstav mlékarensky s.r.o., Praha.



Vlastni popis metodiky.
1) Uvod - literarni podklady a soucasna situace
Obecné informace — Lysozym (Lys)

Lysozym (Lys) v mléce je bioaktivni enzym (proteinovy nosi¢ apoenzym a aktivni slozka
koenzym, obsazen ve slindch, slzach, plazmé, vajecném bilku) s antibakteridlnimi vlastnostmi
pro svou schopnost lyzovat bakterialni sténu. Lys byl popsan jiz v roce 1922 Alexandrem
Flemingem. Z vaje¢nych bilku je prakticky pouzivan jako konzervaéni slozka v minimalnich
koncentracich napf. v syrafstvi nebo kosmetice. Bovinni mléko typicky obsahuje 0,05 az
0,22 mg/l Lys (CHANDAN et al., 1964; PicCININI et al., 2005; YANG et al., 2011), zatimco
lidské 200 — 400 mg/l (od 3 do 3000 mg/l).

Z uvedenych divodi praktické aplikace je Lys Casto pfedmétem izolace z biologickych
zdrojii a nasledné purifikace. Nejcastéji se jako zdroj pouziva vajecny bilek. Jiz diive
(CHANDAN et al., 1965), pii izolaci Lys z bovinniho mléka, byla zaznamenana specificka
aktivita 0,35 oproti 1 ve srovnani k Lys z vajecnému bilku, pozorovany izoelektricky bod byl
pii pH 9,5, pfiCemz molekulova hmotnost byla mezi zdroji podobna. EITENMILLER et al.
(1975) uvedli pro Lys bovinniho mléka 154 aminokyselin a nédpadnou odlisnost od Lys
lidského mléka a vajecného bilku s ohledem na pocet aminokyselin. Lys z kravského mléka
byl tepeln€ stabilngjsi, nez z mléka lidského pti pH 4,0, ale labilng;si pti pH 7,0 a 9,0.

YANG et al. (2011) uvedli vyrazné niz8i obsah Lys v bovinnim mléce (stopova mnozstvi)
oproti lidskému a zminili potencial transgennich biotechnologickych metod pro moznost
zvyseni produkce Lys prostiednictvim kravského mléka. U transgenniho skotu (4 ks) nalezli
hladiny Lys v praméru od 13,25 do 25,96 mg/1 (exprimace rekombinantniho lidského Lys —
mefeno radioimunoanalyzou) a uvedli tak podobné nutricni vyhody jako pro lidské mléko.
Tyto transgenni dojnice, oproti netransgennim (konven¢nim), nevykazovaly vyznamné
rozdily pro obsahy tuku, bilkovin, laktézy a suSiny v mléce (4,82, 3,32, 4,81 a 13,65 % versus
4,5, 3,41, 4,89 a 13,5 %).

BRroDzIAK et al. (2012) popsali vlivy na obsah Lys v kravském mléce pro plemeno, sezonu
a krmny systém v Polsku: Polsky Hol$tyn jaro a 1éto 8,66 pg/l a podzim a zima 7,36 ng/l;
Cerveny polsky Holstyn (Red) 10,17 a 9,64 pg/l; Simmental 10,85 a 10,36 pg/l; Jersey 12,66
a 11,92 pg/l; smésnd krmna davka (TMR) 10,39 a 10,1 pg/l; konvencni krmny systém 11,26
a 10,6 pg/l.

Dluzno rovnéz hned v uvodu podotknout, ze v relevantni odborna i védecka literatura
zahrnuje znac¢né disproporce v jednotkovém srovnani obsahu Lys v syrovém kravském (ale 1
jiném) mléce (dale v n€kterych zdrojich Lys — mléko (kravské, buvoli, lidské), krev, vajecny
bilek (slepi¢i vejce), potraviny jako syr — po ptidavcich), v aktivite¢ nebo hmotnostnich
jednotkach a vysledcich, dale za riznych metodickych (analyticky 1 fyziologicky) podminek,
coz zna¢né komplikuje pfipadna srovnani v diskusi.

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

Sledovani a vyhodnocovani kvality syrového mléka pomaha plnit dileZitou spolecenskou
zakazku (BAUMGARTNER et al., 2000). Infracervena spektroskopie hraje v mlékafstvi jiz cca
riznych typt vzorki mléka a mléénych vyrobkt a jeji vysledky nasledné k technologickym a
hospodarskym uceliim. Pfistroje (mlécné analyzatory) jsou provedeny v raznych variantach
riznych vyrobcl v poloautomatické nebo automatické verzi a s pratoénym systémem,
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s vykonem od 30 do 500 vzorkli za hodinu. Infracervena spektroskopie ve sttedové oblasti
Vv technologickém provedeni s optickymi filtry (MIR), jako nepfima metoda, je pouzivana
obvykle ke stanoveni obsahti tuku, bilkovin, lakt6zy, susiny tukuprosté, susiny celkové a vody
v mléce a mlé¢nych vyrobcich.

S nastupem analytické technologie MIR-FT se skenovanim (pomoci Michelsonova
interferometru) a analyzou celého infraspektra a vyhodnocenim signalu prostiednictvim
Fourierovych transformaci bylo toto spektrum mlékarskych analyz podstatné rozsifeno. Do
analytického portfolia MIR-FT Vv rutinni mlékatské analytice tak postupné vstoupily polozky
typu minoritnich slozek mléka, jako napf. mocovina, volné mastné kyseliny, kyselina
citronova, ketony a hlavni mastné kyseliny mlé¢ného tuku a jejich skupiny (SOYEURT et al.,
2006; HAaNuUS et al., 2008 a, b, 2009 a, b, ¢, d, f, g, 2011 a, b, 2013; VAN KNEGSEL et al., 2010;
SAMKOVA et al., 2020). V neposledni fadé¢ mulize byt toto portfolio rozsifeno (soucasny
vyzkum a vyvoj) dale o specifické polozky bioaktivnich bilkovin v mléce, jako laktoferin
(transferin; SOYEURT et al., 2007, 2012; NEJESCHLEBOVA et al., 2023 a, 2024) a lysozym
(enzym), které jsou vyznamné v imunitnim systému savcl a jsou ve vyznamném vztahu
K mastitidnimu onemocnéni, tedy dutlezité pro efektivni kontrolu zdravotniho stavu mlééné
zlazy.

Potfebné validace dalSich efektivnich kalibraci z infraspekter, s prakticky pouzitelnymi
vysledky v mlékafstvi, jsou v procesu vyvoje. Na jedné strané se zda, ze dalsi aplikacni
moznosti MIR-FT v mlékarstvi jsou stale jesté Siroké. Na druhé strané, otazkou je jen, az do
jaké miry lze povazovat vSechny mozné odhady a predikce nejriznéjSich, komplexnich,
chemickych, fyzikalnich a biologickych (poptipad¢ zdravotnich a technologickych) vlastnosti
mléka a krav vysledkové za vérohodné a prakticky ucelné, tedy efektivni? Uvedené je
vyznamné pro analytické spektrum vyuziti nepfimé metody infraervené spektroskopie
v mlékatstvi. To je pfedmétem souCasného vyzkumu a vyvoje. Kalibrace MIR-FT pro
moznost méfeni lysozymu je méné predpokladanou k vyuziti pro specifické vlastnosti této
minoritni sloZky mléka (velmi nizkd koncentrace v multikomponentnim systému mléka),
spiSe jako informace v poradenstvi ke kvalit€¢ mléka a zdravi dojnic.

Z hlediska méfeni Lys Vv kravském mléce prostiednictvim MIR-FT doposud nebyly
nalezeny zdznamy. InfraCervend spektroskopie byla pouZita pifi technologickych méfeni
(Caccamo a MAGAZU, 2022) vodnych roztoki Lys, aby se zvyraznila jeho bioprotektivni role.
Stejné tak byla (VENKATARAMANI, et al., 2013) metodou FTIR méfena tepelna stabilita (25 —
95 °C) Lys vaje¢ného bilku slepicich vajec. Z technologickych diivodi studia tepelné stability
materidlli v potravinafstvi byly Ramanovou spektroskopii studovany strukturdlni zmény
smési bovinni syrovatka s alfa laktalbuminem, beta laktoglobulinem a lysozymem slepi¢ich
vajec (HOWELL a LI-CHAN, 1996). Dale CHIARIN et al. (2023) hodnotili pouziti metody
infraervené spektroskopie v blizké oblasti (FoodScan, NIRS DS2500 SCiO) k detekci
ptidavku Lys pro posuzovani autenticity syru Grana Padano. Pfidani Lys bylo predikovano s
citlivosti od 0,52 (SCiO) do 0,73 (kolorimetr). Obecné lze shrnout, jako zakladni fakt, uz jen
Z Casto pouzitého ptridavkového postupu, ze se vzdy jednalo o vyznamné vyssi koncentrace
Lys v téchto aplikacich infracervené spektroskopie nez u syrového kravského mléka.

Soucasné podminky mlékaiského analytického prostiedi

Sledovani a vyhodnocovani kvality syrového mléka pomaha plnit dtlezitou spoleCenskou
zakéazku (BAUMGARTNER et al., 2000). Bezpecnost a kvalita mlééného potravinového fetézce
jsou dualezitymi aspekty ochrany vetejného zdravi.

Analytické servisni laboratofe obecné, tedy i mlééné, museji své metodické postupy
obhajovat zpracovanym systémem metodického zabezpeceni kvality vysledkl analyz. Pouzité
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postupy by tak mély byt piesné¢ popsany a validovany prostfednictvim vysledka ucelové
provedenych testi se statistickym vyhodnocenim. Proto ddavd smysl vyhodnotit a popsat
moznosti predikce hodnot lysozymu (Lys) syrového mléka prostiednictvim rychlé nepiimé
analytické metody MIR-FT.

Nase pracovisté se jiz diive, dlouhodobé, a az doposud, zabyvalo vyvojem riiznych
kalibracnich modelii a referencnich standardi pro kalibrace infraervené spektroskopie a
vykonnostni testovani analytické zptsobilosti v rdmci akreditacnich procest i periodickymi
Skolenimi pfislusného odborného personalu v mlékarstvi k analyzam nejriiznéjSich mlécnych
analytd: HANUS et al., 2006 a, b, 2007, 2008 a, b, 2009 a, b, c, d, e, f, g, 2011 a, b, 2013;
SoJKOVA et al., 2009; SAMKOVA et al., 2017, 2020; NEJESCHLEBOVA et al., 2023 a, b, 2024.

2) Cil metodiky vyvoje postupu pro rutinni stanoveni Lysozymu
(Lys) v syrovém kravském mléce

Cilem metodiky je vyvinout aproximacni kalibracné-predik¢éni model pro stanoveni obsahu
lysozymu (Lys) nepfimou metodou infradervené spektroskopie ve stfedové oblasti
S Fourierovou transformaci (MIR-FT) pro moznost piispévku ke spektru informaci o
zdravotnim stavu mlééné Zlazy v mlékarské praxi.

3) Vlastni metodika pro rutinni stanoveni Lys v mléce

Material a metody
Tvorba reprezentativni, zakladni kalibracni vzorkové sady pro Lys

Byly odebirany individualni vzorky mléka dojnic. Pro odbér vzorkt v souboru zahrnuté
dojnice byly specificky a cilen¢ selektovany. Charakteristiky mléénych ukazatelti (zejména
PSB) jsou zde zamérné ovlivnény smérem k hor§imu zdravotnimu stavu dojnic z hlediska
pravdépodobnosti vyskytu subklinickych mastitid. Vzorky (n = 120) byly odebirany ve
Styfech chovech dojeného skotu v Ceské republice (CR) v oblasti severni Moravy. Zahrnuta
byla dvé stada dojnic plemene Ceské strakaté (Czech Fleckvieh, CF, nadmoiska vyska chovu
375 a 530 m) a dv¢ stada plemene HolStyn (Holstein, H, 258 a 262 m). Korespondujici
primérné rocni teploty Cinily: 7,3; 7,4; 9,2; 8,8 °C. Primérna dojivost stad dojnic (pro pocet
krav, ks) za normovanou laktaci (305 dni) byla: CF 7 583 (120) a 5 941 kg mléka (297); H 12
105 (439) a 9 557 kg (277). Vzorky byly odebirany béhem jednoho roku (prosinec 2022 az
zafi 2023). Celkem byly provedeny 4 odbéry (CF a H v zimnim krmném obdobi a CF a H v
letnim krmném obdobi), pti kazdém vzorkovani bylo odebrano 30 vzork.

Odbéry tak pfi tvorbé referencni sady vzorki mléka vysledkové zahrnovaly primérné
podminky chovu dojnic pro CR z hlediska vlivu sezény, plemene a dojivosti. P¥i kazdém
odbéru a nasledné selekci individualnich vzorkti mléka pti pravidelné kontrole uzitkovosti
(KU) byla zahrnuta 1/3 vzork® od krav na prvni laktaci a 2/3 vzorka ze stdda na 2. a vyssi
laktaci, maximaln¢ na 6. laktaci. Byly vzdy vzorkovany dojnice od 10 do 200 dnti laktace tak,
aby cca 1/3 vzorku pochazela od krav s poctem somatickych bunék (PSB) do 300 tis./ml a 2/3
od krav s PSB nad 300 tis./ml, maximaln¢ do 5 000 tis./ml v pfedchozim kontrolnim dni (cca
pied dvéma tydny) pro zajisténi potrebné vétsi variability PSB (z kalibra¢nich divoda) v
referencni sadé vzork.

Analyzy a analytické postupy pro vzorky mléka

Stanoveni lysozymu (Lys) metodou vysocetcinné kapalinové chromatografie (HPLC) na
reverzni fazi s iontoveé-parovacim Cinidlem. Vzorky mléka byly odstfedény (3 000 otacek/15
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minut/5 °C) a z povrchu byl mechanicky odebran tuk, 50 ml takto upraveného vzorku bylo
vysrazeno 10% kyselinou octovou na hodnotu pH 4,6. Po odstfedéni byla syrovatka oddélena
od kaseinu, a pfed vlastnim stanovenim piefiltrovana pfes nylonovy membranovy filtr (0,22
pum) do vialek pro HPLC stanoveni. Vlastni stanoveni bylo provedeno kapalinovym
chromatografem Alliance 2695 s PDA 2996 detektorem (Waters, USA) a kolonou Poroshell
300SB-C8, 2,1 x 75 mm, 5 um (Agilent Technologies, USA). Bylo pouzito gradientové eluce
a prutoku mobilni faze 1,0 ml/min (voda/acetonitril/kyselina trifluoroctova), teplota kolony
¢inila 50 °C, objem néstfiku byl 10 pL. Analyty byly detekovany pii 205 nm. Pro sbér a
vyhodnocovéni dat a chod kapalinového chromatografu byl pouzit software Empower 2
(Waters, USA).

Vsechny vzorky byly dale zméfeny metodou MIR-FT (BENTLEY INSTRUMENTS:
DAIRYSPEC FT, 2012) za pouziti pfistroje DairySpec FT (Bentley Instruments, Chaska, MN,
USA). Pii kalibra¢ni a kontrolni ¢innosti bylo postupovano v ramci norem: CSN EN ISO/IEC
17025; CSN 57 0536; CSN 57 0530; CSN ISO 8196-1 (570536); CSN ISO 8196-2 (570536)
a CSN ISO 8196-3 (570536). MIR-FT metodou:

» byly vzorky analyzovany na obsah laktoferinu (LF) s vyuzitim firemni kalibrace
Bentley Instruments Inc. (Chaska, MN, USA);

» Dbyla zaznamenana IR (infracervend) spektra vzorkli pro moznost vyvoje nové
kalibrace vyuzivajici referen¢ni hodnoty Lys ziskané metodou HPLC;

» byly vzorky analyzovany na obsahu tuku (%), hrubych bilkovin (%), kaseinu (%),
monohydratu laktoézy (%), tukuprosté susiny (%), celkové susiny (%), mocoviny
(mg'l), volnych mastnych kyselin (mg/100g tuku) a kyseliny citronové (%).

Ve vsech vzorcich bylo také provedeno stanoveni PSB (tis/ml), mérné vodivosti (mS/cm)
a bodu mrznuti (BMM; °C). PSB byl stanoven metodou pritokové cytometrie na pfistroji
Somacount 300 (Bentley Instruments, Chaska, MN, USA) v souboru A a piistrojem
Fossomatic 7 (Foss Analytical A/S, Hillered, Dansko) v souboru B. Pfistroje byly pravidelné
kalibrovany (CSN EN ISO 13366-1 a CSN EN ISO 13366-2) a kontrolovany. Elektricka
konduktivita (mérnd vodivost; VOD) mléka byla méfena za pouZziti konduktometru Hanna
(Rumunsko) pii 20 °C. Pfistroj byl kalibrovan ptislusnym solnym roztokem (KCI; 10,2 mS x
cm™?) pro méfeni kazdé sady vzorkli mléka. BMM byl stanoven kryoskopem Cryo-Star
automatic (Funke-Gerber, Némecko). Pfistroj byl pravidelné kalibrovan standardy solnych
roztokd (Funke-Gerber, Némecko).

Laboratorni analyzy probihaly na pracovistich:

> Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o., pracovisté Sumperk (vSechny analyzy kromé
stanoveni Lys a LF metodou HPLC);

» Veterinarni univerzita Brno, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie (stanoveni Lys
a LF metodou HPLC).

Statistické postupy vyhodnoceni

Soubor byl popsan zdkladnimi statistickymi parametry (aritmeticky primér, smérodatna
odchylka, varia¢ni koeficient, minimum, maximum a median). Vyhodnoceni bylo provedeno
S pouzitim programu MS Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA). Hodnoty PSB, LF
a Lys byly pro vypocty pouzity v ptivodni a logaritmicky transformované (logio) formé pro
vyrovnani frekvenc¢ni distribuce dat ke statistice a také pro zisk geometrického primeéru.



Zaznamenana spektra MIR-FT vyhodnotil s ohledem na referen¢ni hodnoty Lys HPLC pan
Craig Parsons (Bentley Instruments, Chaska, Minnesota, USA) relevantnim software, ve
spolupraci s panem Gavinem Thompsonem (Bentley Czech s.r.0.), ¢imz byly ziskany
predikéni odhady Lys metodou MIR-FT za pouziti statistické metody ¢astecnych nejmensich
¢tverct (PLS). Po nékterych zachytech Lys pod detekéni limit metodou HPLC bylo do
hodnoceni kalibra¢niho modelu nakonec zahrnuto 90 vzorki z 3 ze 4 odbéra.

Byly vypocteny linearni regrese a korelacni koeficienty (r) mezi vybranymi ukazateli, tedy
predevsim mezi referencni hodnotami Lys a dal§imi mléénymi ukazateli. Vyznamné korelace
(s pravdépodobnosti nulové hypotézy P < 0,05, nebo P > 0,05 a na dalSich konvencnich
hladinach) byly testovany.

Vysledky a diskuse
Charakteristiky zakladni vzorkové kalibracni (referencni) sady pro Lys

Zakladni charakteristiky (parametry) kalibra¢ni sady, z hlediska sledovanych mlécnych
ukazateld, jsou v Tab. 1 suvedenim referen¢nich hodnot pro Lys. Vysledky poukazuji na
celkem b&zné slozeni a vlastnosti kravského mléka v CR. Dale, z rozdilu mezi aritmetickym
prumérem a geometrickym pramérem PSB (656 a 131 tis./ml (n = 90)) je ziejmé vyssi
zastoupeni subklinickych mastitid, na coz bylo pro referen¢ni sadu i cileno. Referencni
(HPLC) sada pro Lys vykazala néasledujici charakteristiky: x = 35,0 + 53,3 mg/l; Xg = 27,7
mg/l; vx = 152,0 % (n = 90).

Korela¢ni analyza hodnot Lys HPLC v kravském mléce, k ostatnim vybranym mléénym
(PSB, L (Obr. 1), VOD) ukazatelim s ohledem na vztah k mastitidnimu onemocnéni mlé¢né
zlazy (subklinickd mastitida), ukazala pomérné vyznamné vztahy k témto ukazateliim, ¢imz
potvrdila jasné vazby Lys na zdravotni stav mlécné Zlazy, resp mastitidni situaci:

Lys HPLC x PSB, n =90, r =0,413 (P < 0,001);
log Lys HPLC x L, n = 64, r =-0,555 (Obr. 1; P < 0,001);
log Lys HPLC x VOD, n =64, r =0,409 (P < 0,01).

Tyto vysledky ovSem, z hlediska odborné mlékatské literatury, zatim, neni s ¢im srovnavat
amozna jsou proto ojedin€lé (pro L a VOD). PRIYADARSHINI a KANSAL (2002) vsak poukazuji
na prudky nartst aktivity Lys v mléce bovinnim, u krav s vysokym PSB (jiz nad 500 tis./ml),
ktery je jesté strméjsi v mléce buvolim. Podobné¢ zaznamenali diive CARLSSON et al. (1989) u
krav s akutni mastitidou. LITWINCZUK et al. (2011) také zaznamenali, Ze zvySeni PSB
vyvolalo vyznamné zvySeni imunoaktivnich proteint laktoferinu a lysozymu.



Obr. 1 Vztah Lys HPLC k obsahu lakt6zy v kravském mléce v IVM.
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Tab. 1 Zakladni statistické charakteristiky referencni sady vzorkid pro model Lys (HPLC) kalibrace MIR-FT ohledné vybranych
mlécnych ukazatelli v individuélnich vzorcich kravského mléka.

Ukazatel/Parametr Lys |[logLys| PSB |log PSB| VOD T HB KAS L STP SC VMK
Jednotka mg/l - tis./ml - mS/cm| % % % % % % mmol/100 g tuku
n 90 64 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90

X 35,0 |14431| 656 |2,1171| 4,65 4,03 3,54 2,81 4,82 9,07 | 13,81 0,64

XQ 27,7 131

sd 53,3 |0,4834 | 1190 |0,9069 | 0,34 0,75 0,36 0,41 0,23 0,35 1,09 0,09

VX (%) 152,0 181,4 7,4 18,7 10,3 14,5 4.8 3,9 7,9 14,3

n = 90; n pocet piipadl; x aritmeticky primér; xg geometricky prameér; sd smérodatna odchylka; vx variacni koeficient; Lys = lysozym; PSB pocet somatickych bunék; VOD
elektricka vodivost (konduktivita, mérna vodivost); T obsah tuku; HB obsah hrubych bilkovin; KAS obsah kaseinu; L koncentrace monohydratu laktdzy; STP obsah susiny
tukuprosté; SC obsah susiny celkové; VMK obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku.



Vysledky korelacni analyzy kalibracnich modelit Lys pro MIR-FT

V soucasnosti se jevi jako aktudlni rozsifit analytické portfolio MIR-FT na bioaktivni
molekuly mléka, laktoferin (LF) a lysozym (Lys). Zatimco k tomuto typu analyzy pro
laktoferin informace existuji (SOYEURT et al., 2007, 2012; NEJESCHLEBOVA et al., 2023 a,
2024), pro lysozym nebyly zatim nalezeny zadné podklady. Je dost dobfe mozné, zZe tyto
vysledky jsou jedny zprvnich, nebo moznd uplné¢ prvni pokus pro stanoveni Lys
prostiednictvim MIR-FT v kravském mléce.

Metoda PLS se ziskanym pro kalibra¢nim modelem pro méteni Lys MIR-FT a linearnim
regresnim vztahem mezi vysledky Lys HPLC a Lys MIR-FT (Obr. 2) vykazala korela¢ni
koeficient 0,507. Ackoliv je to vztah vyznamny (P < 0,001), z analytického hlediska pro
méteni Lys v kravském mléce neni pfili§ nad€jny. SpiSe se jedna o piiblizny odhad Lys. Je
zjevné, ze fada méteni, 1 kdyz vzorky byly selektovany pro zahrnuti vyssi frekvence vyskytu
abnormalniho mléka (subklinicka mastitida dle PSB), se pohybovala kolem hodnoty 0, nebo
pod detekénim limitem HPLC pro Lys (n = 26). Lze opravnéné ocekavat, ze se zde, s velkou
pravdépodobnosti, pfi nizkém PSB, u normalniho mléka bez mastitidni zatéze, pohybuje
koncentrace Lys v kavském mléce az fadoveé podstatné nize. To by mohly dokladat i nékteré
literarni vysledky (PRIYADARSHINI a KANSAL, 2002). To jsou faktory, které také
pravdépodobné neumoziuji dosahovat lepsi shody vysledki méteni Lys MIR-FT v piipadé
kravského mléka s Lys HPLC. Jen 25,7 % variability Lys ve vysledcich MIR-FT je tak
determinovano variacemi ve vysledcich HPLC. Proto je takovy ptipadny vysledek MIR-FT
jen velmi piibliznym odhadem obsahu Lys v kravském mléce.

Obr. 2 Vysledny kalibra¢ni model linedrni regrese MIR-FT pro aproximacni odhad
obsahu lysozymu (Lys; mg/l) v syrovém kravském mléce (n = 90).
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Pocet metodou PLS zahrnutych faktort do kalibracniho modelu, pro vysvétleni variability
referencnich dat lysozymu, byl vyssi (9), coz model prakticky interpretacné oslabuje pro
analyticka méfeni pravé jen na stupen vérohodnosti vysledku jako aproximacniho odhadu.

Diskuse vybranych aspektit aproximativniho odhadu Lys kalibraénim modelem pro
MIR-FT

Pro méteni Lys v kravském mléce nebyly zaznamenany odkazy odhadu prostfednictvim
metody MIR-FT. Podobnou bioaktivni molekulou budici zajem vyzkumu v mléce je
laktoferin (LF). Jeho koncentrace v mléce je vyrazné vyssi, i kdy stale i zde se jedna o velmi
minoritni slozku mléka. V této souvislosti jiz byly uvedeny nékteré zaznamy vysledka
stanoveni LF metodou MIR-FT.

Koncentrace LF v kravském mléce miize byt obecné nékolikandsobné vyssi nez Lys, za
béznych okolnosti az 1000, zatimco za podminek vyskytu mastitidy cca 10x (PICCININI et
al., 2005; LitwiNczuk et al., 2011; YANG et al., 2011; BRoDzIAK et al., 2012). To je tedy
znacny koncentracni rozdil, ktery pro Lys metodicky zatézuje samoziejmé veérohodnost
vysledkl analyz vSech metod, nejen MIR-FT. KdyZ byla provedena valida¢ni analyza méteni
LF v kravském mléce (Obr. 3) metodou MIR-FT (s ptivodni kalibraci LF na metodu ELISA),
korelace vysledkti vztahu k referenéni metodé HPLC ¢inila 0,576. Nebyla tak obecné, pro
meteni stejného analytu, pfili§ presvédciva.

Obr. 3 Linearni regrese mezi laktoferinem (LF; mg/l) referen¢ni metodou (LF-HPLC)
a nepfimou metodou (LF-MIR-FT, DairySpec FT (kalibrace ELISA)) pro soubor
IVM v kravském mléce (NEJESCHLEBOVA et al., 2024),
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n=120(1/2H+ 1/2 C, 60 + 60; 1/2 1éto + 1/2 zima, 60 + 60; jeden odbér 30); r = 0,576 (P < 0,001).

Tato byla zlepSena (Obr. 4) po derivaci nového kalibracniho modelu (podle LF HPLC)
MIR-FT na 0,767 (n = 205), coz je jiz ptijatelné (i kdyz byl pocet zahrnutych faktora PLS
vyssi, 9). Posléze bylo relativné ,,mirné zlepSeni* (Obr. 5) dosazeno po dal§im ptidavku
selektovanych vzorkli mléka (n = 224), pti korelaci 0,79, ovSem se zahrnutim PLS faktoru 10.
Pii jednotkovém zvyseni LF HPLC pak vzrustda LF MIR-FT 0 0,612 a 0,646 mg/l (Obr. 4 a
5). Pracuje se vsak dale na mozném zlepSeni dal$imi analyzami specificky selektovanych
vzorkd.



Obr. 4 Kalibra¢ni model vztahu referencni LF HPLC (mg/l) a neptimou LF MIR-FT
(DairySpec FT) metodou v kravském mléce (NEJESCHLEBOVA et al., 2024).
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n =205 (2/3 H + 1/3 C; 1éto + zima); r = 0,767 (P < 0,001), 9 PLS faktord; Craig Parsons (2024), Bentley

Instruments, USA.

Obr. 5 Kalibra¢ni model vztahu referenéni LF HPLC (mg/l) a nepiimou LF MIR-FT

(DairySpec FT) metodou v kravském mléce.
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Prekvapivé zajimavy vysledek byl pak dosazen pfi v podstaté ,,nestandardnim méfeni* LF
Vv kozim mlezivu (Obr. 6) pomoci MIR-FT s LF kalibraci na kravské mléko (pivodni, podle
metody ELISA) pii dosazeni korela¢niho koeficientu k vysledkim LF referen¢ni metodou

HPLC 0,907.



Obr. 6 Vztah mezi vysledky stanoveni laktoferinu v kozim mlezivu (NEJESCHLEBOVA
et al., 2025) nepfimou metodou MIR-FT (s kalibraci na metodu ELISA v kravském
mléce) a metodou referencni (HPLC).
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n=24;r=0,907 (P <0,001).

Takovy vysledek je jiz ptfiznivy z analytického pohledu, pfestoze variabilita primérné
diference Cinila 44,55 + 124,4 mg/l (LF MIR-FT — LF HPLC), ktery byl vSak neyznamny
(P > 0,05). Na prvni pohled je zifejmé, Ze vztah vysledku se lepsil (r Obr. 2 0,576 < Obr. 3
0,767) i pies pouziti nespecifické (irelevantni) kalibrace MIR-FT (r Obr. 3 0,767 < Obr. 4
0,899 v ptivodnich hodnotach LF (0,907 log LF)) podél rostouci koncentrace LF podle
matrice. Zatimco v kravském mléce Cinila koncentrace LF 167,4 + 133,8 (n=120) mg/l a 96,1
+ 91,2 (n =91) mg/l (HPLC; n =120 (Obr. 2) an =120 + 91, Obr. 3), v kozim mléce byla
560,83 + 279,36 mg/l (HPLC; n = 24; Obr. 4).

Uvedenym srovnanim l1ze metodicky vysvétlit, pro¢ s dalSim poklesem koncentrace Lys o
1 az 3 tady oproti LF v kravském mléce vyznamné klesa schopnost MIR-FT
vV multikomponentnim systému mléka detekovat specificky Lys s dostatecnou citlivosti,
jakkoliv tyto dvé bioaktivni molekuly proteinti mohou byt pfiblizné, z velikostniho hlediska,
porovnavatelné.

Z diskutovaného vysledkového materidlu (Lys, LF) je zjevné, Ze koncentrace Lys
v kravském mléce je tak velmi nizka, ze se skute¢né jedna o pomysiné ,,hledani jehly v kupce
sena® pii predstavé jak koplikovany, multikomponentni systém mléko vlastné piedstavuje.
Koncentrace Lys je tak blizka nejniz§imu detekénimu limitu MIR-FT, ale ¢astecné 1 pouzité
metody HPLC, takze vlastni méteni Lys MIR-FT nelze v podstaté nazvat ani méfenim
V pravém slova smyslu, ale spiSe jen vemi pfibliznym odhadem, protoZe na druhé stran¢,
né&jaké pozitivni korelace ve vztahu vysledkli obou metod pro Lys pfece jen existuje.



4) Zavér metodiky pro rutinni odhad obsahu lysozymu v mléce

Postup tvorby praktické referen¢ni sady pro zisk aktudlniho kalibra¢niho modelu MIR-FT
pro nepiimy odhad hodnot Lys by, po této validaci, mél respektovat zde v metodice uvedena

pravidla:

>

YV V V V

>

kvalifikovanym odhadem by pocet vzorkii v sadé mél byt minimalné 90, aby model
mohl dosahovat alesponn pomérné uspokojivych vysledk;

individualni vzorky mléka (IVM) od stad dojnic v KU;
IVM z dané relevantni oblasti, regionu ¢i lokality;
IVM v piiblizném poméru podle zastoupeni hlavnich dojenych plemen;

IVM blizké po mlezivovému obdobi do 1 mésice laktace v cilené¢ zvySeném
zastoupeni — specificky vybeér;

IVM mléka s vy$$im zastoupenim dojnic (60 - 70 %) s podezienim na subklinickou
mastitidu (PSB cca mezi 700 az 2 500 tis/ml), do analyzy ulozené v chladnicéce;

méfeni referenénich hodnot relevantni referenéni metodou, nikoliv
semikvantitativnimi testy.

I za uvedenych okolnosti je metoda MIR-FT pii moznosti analyzy lysozymu v kravském

v

koncentraci lysozymu v kravském mléce, kdy vérohodnost ptipadné ziskavanych vysledki
Ize pak oznacit jen za velmi ptiblizny odhad.

Metodika nabizi validaci a moznosti selektivniho pouZiti nepiimé metody MIR-FT pro
rychly aproximativni odhad hodnot lysozymu v kravském mléce. Metodika je inovativnim
roz§itenim portfolia nabizenych analytickych, rutinnich, laboratornich sluzeb v oboru
infracervené spektroskopie mléka.



Srovnani ,,novosti postuptu* oproti piivodni metodice

» vyvinutd metodika byla pfedana pro uzivani v systému kontroly kvality mléka a
laboratorni prace (Svaz vyrobct méka a. s. Sumperk a Moravia Lacto a.s., Jihlava)
v elektronické i1 pisemné formé 14. 4. 2025;

» jednd se o novy a validovany postup rychlého stanoveni minoritni slozky mléka,
lysozym (Lys), které mize byt zafazeno do rutinniho servisu mlé¢nych laboratofi
pro piipad specifickych pozadavktl chovateli dojnic v doplitkové diagnostice
zdravi mlécné zlazy jako pouzitelny aproximacni odhad. Metodika rozsituje skalu
analyz mléka metodou MIR-FT pro analyticky potencial portfolia rutinnich
mléénych laboratoii v CR. Vysledky jsou jednak rozsifenim dosavadnich poznatki
(pouziti metody HPLC jako referen¢ni metody pro validaci stavajiciho a vyvoj
nového kalibra¢niho modelu, popis kalibra¢ni sady vzorkli pro stanoveni Lys,
analyza vztahli obsahu Lys stanovené¢ho dvéma riznymi metodami k vybranym
mléénym ukazatelim) a dale uvedenim znamych poznatkli v novych souvislostech;

» vyvoj postupu a metody rutinniho aproximacéniho odhadu hodnoty obsahu Lys v
mléce je zajistén vlastnimi konkrétnimi vysledky a retrospektivni komparaci a
analyzou vlastnich ptfedchozich vysledkii pracovisté. Vyhodnocenim téchto
vysledkl a sestavenim névrhli vznikl postup, ktery je metodickym podkladem pro
laboratofe kontroly mlécné uzitkovosti a kvality mléka pro podporu kontroly
zdravotniho stavu dojnic a kvality mléka;

> uvedeny postup rychlych analyz mléka zatim nebyl v CR v kontrole mlééné
uzitkovosti ani kvality mléka pouZzivan.

Popis uplatnéni metodiky.

» kontrola fyzické existence metodiky jako pracovniho postupu pro podporu
veérohodnosti  ziskavanych analytickych vysledki mléénych laboratoii a
bezpecnosti mlééného potravinového fetézce (u VUM);

> kontrola implementace a praktické aplikace metodiky je proveditelna
prostfednictvim revize dokladi workshopt ke zlepSovani kvalifikace odborného
laboratorniho personélu (programy, PP-prezentace a jejich pisemné poznamkové
verze, prezen¢ni listiny, persondlni certifikaty o absolvovani) v relevantnich
laboratofich kontroly kvality mléka (naptf. Laboratof rozborit mléka Brno,
Ceskomoravska spolecnost chovatelii a. s. (CMSCH a.s.) nebo provozni laboratof
mlékarny a vykupu mléka Moravia Lacto a.s., Jihlava);

» metodika postupu aproximacniho rutinniho stanoveni lysozymu v syrovém
kravském mléce pro podporu poradenstvi ke kvalité¢ mléka a zdravi mlécné zlazy
dojnic byla vydana elektronicky. Informace o ni na MZe a do RIV. Pro Sirokou
odbornou vetejnost bude metodika dostupnd také z webovych stranek
https://agronavigator.cz/



Ekonomické aspekty.

Ekonomicky dopad obcasného rutinniho stanoveni lysozymu (Lys) muze byt soucasti
kontroly kvality mléka (KKM) a kontroly mlécné uzitkovosti (KU) pii vyuziti vysledkt ke
zptesnéni diagnostiky zdravotniho stavu mlécné zlazy dojnic a pifipadné prevence
produk¢nich poruch mléka. Vyvinuty a testovany postup podporuje moznost zlepSeni kontroly
zdravi dojnic. Na bazi preventivni podpory zdravi dojnic miize tvofit podil do 0,2 % v celém
segmentu.

Pifimé ekonomické moznosti:

» v ptipadé existence analytického zafizeni (modu) na lokalit¢ rutinni mlécné
laboratofe muze kvalifikovanym odhadem néklad na rozbéh analytické ¢innosti
¢init u uzivatele metody cca 100 tis. K¢;

» v ptipad¢ promitnuti rozsiteni servisu do ceny za vzorek v mlééné aboratofi (vzrust
0 0,1 K¢ na vzorek), u mensiho podilu vzorki v KU, mlze piima trzba uzivatele
metodiky (chovatelska organizace) vzrust o cca 150 tis. K¢ rocné (250 tis. analyz
mési¢né v KU v CR, individualni vzorky mléka). Efekt je opakovatelny po rocich;

Neptimy ekonomicky piinos:

» lze velmi tézko kvantifikovat, proto vyse uvedeni 0,2 % efektu z piinosu
pfedpokladaného recovery v mlécné uzitkovosti. Pokud by ptispévek Lys
diagnostiky a vSech dalSich preventivnich opatieni ke zlepSeni zdravotni situace z
pohledu poruch sekrece mléka ¢inil pfinos znovunabyti mléka z predpokladané
ztraty (b&hem piedchoziho horsiho stavu — dynamika lepseni PSB) plosné v CR 0,3
%, bylo by to 8 085 000 kg mléka (roéni produkce CR 2 695 000 000 kg, nakup
mlékaren 2023), pii cené v CR 11,44 K& za kg (zaii 2024) je vysledna suma 92 492
400 K¢, z ni 0,2 % je 184 984 K¢ rocné piinosu metodického postupu. Efekt je
opakovatelny po rocich.
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