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Cil metodiky.

Cilem metodiky je podpora kontrolnich metod a zajisténi a zvySeni vérohodnosti vysledki
a provozni jistoty managementu rutinnich analytickych laboratofi v systému kontroly kvality
mléka (KKM; bazénové vzorky mléka — podpora kvality a bezpecnosti mlécného
potravinového fetézce) prostfednictvim doporuceni metod do analytické kombinace s
potencidlem detekce artificialni redukce poctu somatickych bunék jako postupu porusujiciho
autenticitu syrového kravského mléka.
Nejcastéji pouzité zkratky:

AKM = aktivni kyselost mléka;

ARPSB = artificidlni redukce poc¢tu somatickych bunék;

BMM = bod mrznuti mléka;

BVM = bazénovy vzorek mléka;

CF nebo C = Ceské strakaté;

CR = Ceska republika;

EU = Evropska Unie;

FC = prtuto¢na cytometrie (flow cytometry);

H = Holstyn;

HB = obsah hrubych bilkovin;

HPLC = vysoce u¢inna kapalinova hromatografie;

IVM = individualni vzorek mléka;

KAS = obsah kaseinu;

KC = koncentrace kyseliny citronove;

KKM = kontrola kvality mléka;

KSM = kysaci schopnost mléka (jogurtovy test);

KU = kontrola mlé¢né uzitkovosti;

L = obsah monohydratu lakt6zy;

LF = laktoferin v mléce;

MIR-FT =technologie infracervené (IR) spektroskopie mléka s celym IR spektrem pomoci

Michelsonova interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci;
MALDI-TOF = matrici asistovand laserova desorpce/ionizace (matrix assisted laser
desorption/ionization), v kombinaci s detektorem doby letu (time-of-flight);

MOC = koncentrace mocoviny;

NMR = magnetické nuklearni rezonance na bazi protonové hmotnostni spektroskopie;

pH = aktivni kyselost;

PKCR = Potravinaiska komora Ceské republiky;

PLS = metoda nejmensich parcialnich ¢tverct (Partial Least Squares);

PSB (SCC) = pocet somatickych bunék (somatic cell count);

SCS = skore PSB, skore poc¢tu somatickych bunék (somatic cell score);

RIL = rezidua inhibi¢nich latek;

STP = obsah susiny tukuprosté;

T = obsah tuku;

TKM (SH) = titra¢ni kyselost mléka;

VOD = vodivost (elektricka konduktivita) mléka;

VMK = obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku;

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



Vlastni popis metodiky.

1) Uvod a soudasny stav

Ramcova historie falSovani mléka (zvodnéni, chemické pridavky, redukce poctu
somatickych bunék)

FalSovani je obecné rozsifena lidska Cinnost motivovand komerénimi zajmy, vedouci
obvykle k ptisouzeni neadekvatni hodnoty za domnélou kvalitu. Nejinak je tomu v mlékatstvi,
se surovinou i potravinami. PoSkozovana jsou tim tedy zejména kvalitativni hlediska
produkce, neziidka i s moznymi, negativnimi, zdravotnimi dopady na konzumenta.

Sledovani a vyhodnocovani kvality syrového mléka pomaha plnit dilezitou spole¢enskou
zakazku (BAUMGARTNER et al., 2000; KOPUNECZ, 2019; KOPACEK, 2023 a, b. c, d, 2024).
Bezpecnost a kvalita mlééného potravinového fetézce jsou dulezitymi aspekty ochrany
vetejného zdravi, jak mimo jiné dokladaji i popisy vyvoje vySetfovacich analytickych metod
a systému dohledatelnosti rizikovych zdroji (MILLAN-VERDU et al., 2003; HANUS et al., 2007,
2009, 2011, 2025; MARTINEZ de la VARA et al., 2018; KUNES et al., 2021; NAVRATILOVA et
al., 2024; DLUHOSOVA et al., 2024; KLIMESOVA et al., 2025).

Mezi prvni metody falSovani mléka a porusovani jeho autenticity patfilo zvodnéni
(KADECKA a ROZMAN, 2006), aplikované snad jiz od starovéku. Ke kontrole falSovani mléka
zvodnénim byly postupné vyvijeny metody jako acidobutyrometrické stanoveni tuku (dle
Gerbera), okoskopicka fotometrie (A. F. Donné; laktoskop; MILLAN-VERDU et al., 2003),
urceni specifické hmotnosti mléka laktodenzitometrem az posléze stanoveni susiny tukuprosté
gravimetricky a slozek mléka celkem infra¢ervenou spektroskopii (KUNES et al., 2021). Zadna
z téchto detekénich metod vSak nebyla ptilis presvédciva pro jisty prukaz zvodnéni. Vzdy Slo
o neptimo podlozeny dikaz. Vétsi spolehlivosti docililo az stanoveni bodu mrznuti mléka
kryoskopicky (BROUWER, 1981; BAUCH et al., 1993; BUCHBERGER, 1994; BUCHBERGER a
KLOSTERMEYER, 1995). Skute¢nosti aktudlné je, Ze kontrola zvodnéni kravského mléka
pozbyva na vyznamu, nebot’ platba kvality mléka je realizovana také, mimo jiné, podle obsahu
tuku a bilkovin a tak iimysIné falSovani pro zisk navySenim objemu postrada smysl a jev se
vyskytuje jiz tfidce, pouze jako dusledek néjaké technologické poruchy pii dojeni nebo
zpracovani mléka. Jinak je tomu ovSem u mléka malych prezvykavcl. Dlivodem je vyssi, tii
az Sestkrat, cena litru mléka oproti kravskému. Pti velké variabilité slozeni koziho a ovciho
mléka podle plemen lze ke kontrole pouzit sloZky jen omezené, limity selhdvaji a napf. na
Slovensku, kde se mléko ovéi dodava do vétsich mlékaren (coz v CR absentuje), je moZnost
zvétsit objem dodavky mléka vodou stéle lakava. Proto byl na Slovensku problém identifikace
poruseni ovciho mléka vodou pred nedavnem feSen. Zavery byly (HANUS et al., 2015): - Ze
mléko malych prezvykavel je vniméno zdravotné jako vhodnd alternativa ptipadnych
problémi s konzumaci mléka kravského; - cena tohoto syrového mléka je vyrazné vyssi nez
mléka kravského; - cena ovciho mléka je faktorem potieby kontroly jeho ptipadného
zvodnéni; - zvodnéni miiZze predstavovat technologické a predstavuje ekonomické riziko pro
zpracovatele mléka. Cilem bylo realizovat zptesnéni detekéniho limitu bodu mrznuti (BMM)
pro zvodnéni mléka u ovci. Pouzity byly bazénové vzorky. Laktoza tvoti 55,0, 46,95 a 48,18
% BMM u krav, ovci a koz. Praimér BMM u ovci byl -0,559 + 0,029 °C (n = 811). Vysoké
korelace byly mezi BMM a slozkami: -0,228, -0,231, -0,219 (P < 0,01), -0,497 a -0,341 (P <
0,001) pro tuk, bilkoviny, laktézu, suSinu tukuprostou a susinu celkovou. Korelace mezi
BMM (piima kryoskopie) a jeho ekvivalentem (nepiimé urceni) byla 0,945 (P < 0,001). 1 %
zvodnéni mléka zvySuje BMM o 0,006 a 0,0072 °C u krav a ovci. Zmény (zvySeni) v obsahu



tuku (napt. chyba odbéru vzorku) o 5,75 % zménily (snizily) BMM u ovei o 0,005 °C. Odhad
mesicnich limith BMM a slozek pro zvodnéni mléka u ovei byl: primér (x) + smérodatna
odchylka (sd) x 1,64 a x - sd % 1,64 (95 % jednostranného intervalu spolehlivosti). Limitni
rovnice pro BMM podle mésicti (sezény, laktace) byla: y = 0,0044x - 0,5436; r = 0,864; P <
0,05. Byl vytvoien hierarchicky model aplikace limitnich rovnic BMM a slozek pro
identifikaci zvodnéni mléka ovci k redukci falesné pozitivnich a negativnich nalezi podle
vztaht slozek k BMM. Vysledky jsou prakticky pouZitelné na Slovensku i v Ceské republice.

Vyrazné vyssi cena mléka malych prezvykavet miize byt diivodem snahy o vylepSeni
objemu piidavkem mléka kravského. Odhalovani tohoto mozného falSovani je proto
vyznamnym postupem kontroly kvality (PSATHAS a TZAMALOUKAS, 2017), kterym se
zabyvaly i predchozi prace a metodiky (RYSOVA et al., 2021, 2022 a, b, ¢). Nejvyuzivanéjsi
jsou v soucasné dob& metody zaloZené na analyze DNA, z nich je nejvice uzivana metoda
PCR techniky. Tyto metody rozeznavaji jednotlivé druhy mléka, zachycuji pridavek od 0,5
nebo 1 %, ale jiZ nejsou schopny identifikovat procentudlni zastoupeni jednotlivych druht,
coz neumoziuje rozeznavat kontaminaci od falSovani (BORKOVA a SNASELOVA, 2005;
ZACHAR et al., 2011; DI PINTO et al., 2017; KALOGIANNI, 2018; TSAKALI et al., 2019). Dalsi
prace povazuji infraéervené spektrum (IR) falSovaného mléka za biochemicky fingerprinting
pro ptidavky cizorodého druhu mléka do zakladu jako napiiklad ov¢i, kozi (mali prezvykavci)
nebo buvoli mléko. Proto uvazuji o metod¢ infracervené spektroskopie v celé stiedové oblasti
IR zafeni se zdznamem spektra Michelsonovym interferometrem a Fourierovou transformaci
pfi vyhodnoceni ziskaného signalu (MIR-FT) za perspektivni metodu pro moznost detekce
falSovani mléka, nicméné, obvykle zachycené schopnosti detekce se zatim pohybuji kolem 5
nebo 1 10 % piidavku cizorodého mléka (NICOLAOU et al., 2010; CIRAK et al., 2018), coz sice
pro praktickou detekci falSovani muize stalit, protoZze méné jiZ nepiinasi Zadny podstatny
ekonomicky efekt z této falSovaci Cinnosti, pfesto je tieba nalézt metodicky 1 niz8i hladiny
rozliSeni a kvantifikace.

V roce 2008 cely svét zaujala melaminova aféra falsovani mléka v Cing, ktera se stala
jednim z nejvétsich potravinovych skandali. Slo o piidavek chemikalie melaminu s cilem
oklamat analytické metody (Kjeldahlova metoda) a ptidavkem dusiku zvySit domnéle obsah
hrubych bilkovin v mléce. To poskodilo zdravi kojencii (n€ktefi i zemfieli) konzumujicich
mlécné ndhrazky a vedlo proto k vyvoji novych detekénich metod ke kontrole kvality
(SHIMADZU, 2013). Nasledné u né€kolika odsouzenych padly i tresty smrti. Skandal ovlivnil
mezinarodni obchod s mléEnymi produkty. Piesto se kontaminované produkty pozdéji znovu
objevily v trzni siti v disledku nedtisledné likvidace.

V poslednim obdobi se v EU véetnd CR pomérmé rozsitila separani metoda (centrifugaéni
a filtrani oddéleni PSB) pro zdanlivé vylepSovani kvality mléka. Pokud jsou vSak odstranény
jen somatické bunky (nikoliv pfi¢iny mastitidnich projevii — prevence a profylaxe
onemocnéni) a mléko je dodano, zhorSena kvalita suroviny vlivem mastitidy zlstane velmi
pravdépodobné nezménéna. Takové dodavky mohou ohrozit technologické zpracovani (na syr
a fermentované mlécné vyrobky) a kvalitu mlécného potravinového fetézce viibec.

Urgentni potieba studia a vyvoje analytickych metod odhalovani falSovani mléka
pomoci umélé redukce poctu somatickych bunék (ARPSB)

Vyse zminéna manipulace mléka (ARPSB) neni v souladu s platnou legislativou, ktera za
syrové mléko povazuje surovinu ziskanou dojenim hospodaiskych zvitat a také s o¢ekavanim
spotiebitele, ktery je de facto timto zptisobem klaman. CSN 57 0529 Syrové kravské mléko
platna ve své dob¢, dnes neplatnd, ptesto stale, neptimo, dil¢im zplisobem pokracuje prakticky
a setrvacn¢ v dodavatelsko-odbératelskych smlouvach, stejné¢ jako dnes cechovni normy



(dobrovolny akreditaéni systém Potravinaiské komory Ceské republiky (PKCR): Cechovni
norma — Syrové kravské mléko 2016-03-18-0127), obsahovala v preambuli obecné
ustanoveni: ,,Z mléka nesmi byt pred oSetfenim v mlékarné nic odebrano a nic ptidano.
Znamena to tedy napiiklad zadkaz pouzivani separdtorit v prvovyrobé.“ To zajistovalo
kontrolu autenticity mlé¢né suroviny. Hlavni opora pak je dnes v evropské potravinové
legislativé Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) €. 1308/2013 ze dne 17. prosince
2013, ktera obsahuje klauzuli: ,,Mlékem se rozumi vyhradné¢ bézna tekutina vylucovana
mlécnou zlazou ziskana z jednoho nebo vice dojeni bez toho, aby se do ni cokoli pridavalo
nebo zni odebiralo.” Uvedené tedy 1 legislativné, nejen fakticky a z etického pohledu,
podporuje hledani efektivnich analytickych metod identifikace rizika vyskytu aplikace
technologie ARPSB v praxi, které¢ doposud nebyly znamy, pro kontrolu autenticity a zajisténi
bezpecnosti mléného potravinového fetézce. Timto thlem pohledu je potfebné nazirat na
pouziti technologie ARPSB.

Poruchy sekrece mléka, pocet somatickych bunék a ARPSB

Problém vyskytu mastitid ve stddech dojnic je obecné trvaly (PYORALA, 2003; HISIRA et
al., 2024). Je vSak nezbytné ho fesit prevenci vyskytu mastitid, tedy jejich profylaxi, pfipadné
jejich 1écbou a nikoliv misty pouZivanou artificidlni redukci PSB (ARPSB) v syrovém mléce
na bazi centrifugace pii dodavce mléka do mlékarny. K ucelu ARPSB byly vyvinuty
relevantni separacni technologie, u kterych se ,,zvySenim kvality mléka“ pfi ARPSB také
argumentuje. Takovy postup miize nicméné znamenat ¢etna hygienicka (kvalitativni) rizika
pro zpracovatelské technologie pti vyrobé mléénych potravin a je principidlné neeticky vici
spotebitelim mléénych vyrobkl, nebot muize neadekvatné zvySovat podil mléka
zpracovaného na potraviny od nemocnych zvitat.

Produkéni poruchy zdravi mlééné zZlazy (poruchy sekrece mléka, subklinické a klinické
mastitidy) jsou stalym problémem mlékatstvi (PYORALA, 2003; PITKALA et al., 2004;
ATASEVER a ERDEM, 2009; KVAPILIK et al., 2014, 2015; BUCEK et al., 2021; ARIKAN et al.,
2024; STANEK et al., 2024). HISIRA et al. (2024) uvedli: ,,Navzdory znacnému usili mnoha
védct a odbornikli na mastitidu nebyla tato nemoc na mlé¢nych farmach vymycena a ztistava
vaznym problémem, ktery zptisobuje zemédélclim znacné ztraty.* PSB je dlouhodobé, jiz od
70. az 80. let minulého stoleti, celosvétové uzndvanym ukazatelem zdravotni a hygienické
kvality mlé¢né Zlazy dojnice (Ctvrtové a individudlni smésné vzorky mléka), celych stad
dojenych krav (bazénové vzorky mléka) a syrového mléka pro jeho zpracovani v mlékarné.
Tato skutecnost je oficialn€ podchycena v internaciondlnich standardech kvality mléka, napft.
v Natizeni EU ¢&. 1308/2013. Limit kvality je zde < 400 10°xml!. Tento limit vsak jiZ
odpovida ztraté dojivosti minimalné cca 4 % (WENDT et al., 1994). ARIKAN et al. (2024)
zminili, ze celkova ekonomicka ztrata u subklinické mastitidy, jako hlavni pfiCiny ztrat v
chovu, neni dana jen ztratou na produkci mléka, ale vedle nédkladii na oSetfeni také vytazenim
mléka kravy v ptipad¢€ antibiotického oSetteni. Tento objem odhadli na 41,15, 80,5 a 114,51
mléka na oSetfeni v ptipadech mirného, stfedniho a siln¢jSiho onemocnéni. Ddle ATASEVER a
ERDEM (2009) zaznamenali u hol$tynskych krav v Turecku s primérem PSB za 10 let 705
103xml! relativni ztraty na denni dojivosti, laktaéni dojivosti a dojivosti za 305 dni laktace
14,6 az 17,4, 11,6 a 12,8 az 15,4 %.

Déle byly podrobné zpracovany statistické postupy k interpretaci PSB s ohledem na vyskyt
mastitid a jejich patogenti, ztraty mléka na dojivosti, fizeni prevence a 1écby poruch sekrece
mléka a zvySovani kvality mléka (ALI a SHOOK, 1980; SHOOK, 1982; RAUBERTAS a SHOOK,
1982; RENEAU, 1986; RENEAU et al., 1988; WIGGANS a SHOOK, 1987). Zde byl statisticky
odvozen limit individualniho (smésny individudlni vzorek mléka v kontrole uzitkovosti) PSB
pro registraci podezfeni na vyskyt subklinické mastitidy u dojnice v hodnot& > 283 103xml!.
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Nicméné, skute¢né zdrava mléeéna zlaza kravy ma PSB < 100 10°xml'. N&kdy byva také
pouzit cut-off limit 200 10°xml™! (BOBBO et al., 2020; ZECCONI et al., 2020). Napf. SUMON et
al. (2020) zjistili u ¢tvrtovych vzorklti mléka krav zebu, Ze: - infikované ¢tvrti mély vyznamné
vys$i primérnou hodnotu PSB (211 103xml) ve srovnani s neinfikovanymi ¢tvrtémi (33
10°xml™!); - priimérna hodnota PSB byla nejvys$si u intramamarni infekce s Enterobacter spp.
(338 10°xml™"), nasledovana Bacillus spp. (319 10°xml™!), koaguldza negativnimi stafylokoky
(268 10°xml™"), Staphylococcus aureus (218 10°xml™) a Escherichia coli (201 103°xml ') a
nejnizsi u Pseudomonas aeruginosa (66 10°xml™).

Obecné informace ke kontrole autenticity a kvality syrového mléka — legislativni
zaklad

Vyznam kontrol kvlity syrového mléka byl jiz zminén. Nezbytnost kontroly autenticity a
kvalita syrového mléka vyplyva predevsim z jiz zminénych potravinovych standardf (norem):

— Nafrizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1308/2013;
— Cechovni norma — Syrové kravské mléko 2016-03-18-0127 (neédvazny systém);

— CSN 57 0529 Syrové kravské mléko (dnes neplatna, stale odborng vynamna).

2) Cil metodiky vyvoje a validace kombinovanych postupi pro detekci
rizika pouziti technologie ARPSB v mlékarské praxi

Cilem metodiky je strukturalizace a shrnuti poznatkli pifi hledani efektivnich,
identifikacnich, mlékatskych, analytickych postupti pro ARPSB. Dale uvést prakticky postup
pro situaci nezbytnosti pouZiti postupu kontroly autenticity suroviny

Aktualni postup hledani efektivnich metod identifikace ARPSB
Pracovni hypotézy pro jednotlivé metody

Pfed feSenim projektu byly pro jednotlivé zahrnuté analytické metody, pro jejich
identifikacni potencial (s ohledem na ARPSB), vymezeny pracovni hypotézy, které byly
s rozdilnymi vysledky (ve smyslu potvrzeno/nepotvrzeno) ovétovany:

— odhad potencialu identifikace ARPSB pomoci vysledkli enzymatickych metod
(semikvantitativni testy aktivit - kataldza, esteraza, laktatdehydrogenaza — vyzkumna
hypotéza nepotvrzena) a hodnot laktoferinu v mléce (hypotéza stanovena prubézné¢ pro
zisk nad¢éjnych vysledkd, hypotéza potvrzena);

— odhad potencidlu identifikace ARPSB pomoci vysledki pratocné cytometrie (FC) PSB,
hypotéza o vlivu ARPSB na primeérnou velikost somatickych bunék a tvar frekvencni
distribuce PSB — hypotéza nepotvrzena z technickych divodi;

— odhad potencialu identifikace ARPSB pomoci vysledkli spekter infracervené
spektroskopie (MIR-FT), hypotéza o vlivu ARPSB na spektralni charakteristiky —
hypotéza nepotvrzena z technickych davodi;

— odhad potencidlu identifikace ARPSB pomoci vysledkli metody NMR (hmotnostni
magnetickd rezonance), hypotéza o vlivu ARPSB na charakteristiky NMR — hypotéza
dil¢i zpisobem potvrzena;

— odhad potencialu identifikace ARPSB pomoci vysledkti metody MALDI-TOF, hypotéza
o vlivu ARPSB na charakteristiky MALDI-TOF — hypotéza dil¢i zpisobem potvrzena.



Pted ovérovanim pracovnich hypotéz byla konstruovéana hypoteticka tabulka (Tab. 1) o
mozném identifikaénim vyznamu jednotlivych analytickych metod, kterd vSak s postupem
oveétovani hypotéz Castecné ztratila ze svého interpretacniho vyznamu.

Nedavné vysledky a pokrok v moZnostech identifikace ARPSB kombinaci vybranych
mlékarskych analytickych metod — abstrakty piedchozich souvisejicich praci

Zmény technologickych vlastnosti mléka a jeho IR spekter pii vyznamné redukci
poctu somatickych bunék (HANUS et al., 2021).

Artificidlni redukce (AR-PSB) poctu somatickych bunék (PSB) syrového mléka muze
ovlivnit jeho vlastnosti z analytického 1 technologického pohledu. AR-PSB byla pokusné
provedena centrifugaci u 18 vzorkl (2 1 kazdy) ptivodniho normalniho (bazénového, PSB <
400 10°xml") a abnormalniho (bazénového, obohaceného PSB > 400 10°xml!) syrového
kravského mléka. Geometricky primér (xg) PSB ptivodniho mléka ¢inil 505 103xml? (x,
aritmeticky pramér 850 + 845 10°xml ™). Byl tak zieteln& vy3si, nez primér PSB pro CR (2019
a 2020, 221 a 230 10°xml ™), coz je d4no zdmé&rn& metodikou pokusu. AR-PSB snizila PSB
(P < 0,001), x 2850 na 310 10°xml™! (xg: z 505 na 163 10°xml™'). Vedle PSB byl snizen
logicky obsah tuku, tato redukce byla pokryta korigovanym vypocétem pro dalsi praci. Obsahy
ostatnich slozek mléka, bilkoviny, kasein, lakt6za, suSina tukuprosta, se zménily procesem
AR-PSB nepatrné. Diference v bodu mrznuti mléka byla relativné mala 0,06 % (P > 0,05).
Zmény fyzikalnich a technologickych ukazatelii byly vétSinou nevyznamné. Titra¢ni kyselost
(SH) byla vyznamn¢ redukovana z 8,0 na 7,86 °SH (P < 0,01). Moznym dtiivodem je odvod
kysli¢niku uhli¢itého pii AR-PSB. Kysaci schopnost mléka (KSM) piekvapivé vzrostla z 26,3
na 29,06 °SH (P <0,001), o 10,5 %. Pti procesu recovery PSB z bubnu odstfedivky po AR-
PSB byly dosazeny hodnoty podobné ptivodnimu mléku (P > 0,05) pti x 850 a 867 a xg 505
a 484 10°xml!. Proces AR-PSB ovlivnil poget celkového poctu mikroorganismti (CPM)
relativné malo, i kdyZ vyznamné (P < 0,05), z xg 179 226 na 213 206 KTJxml!. Celkové
vy$$i CPM byly v disledku metodiky (pfimés abnormalniho mléka). Byly zaznamenany 1
neocekavané vysledky, moznd vlivem niz§iho poc¢tu vzorkl. Proto je tieba dalsi validace.
KSM se zlepsila po AR-PSB, dale se lepsila s rostoucim PSB (P < 0,01 a P > 0,05) a to jak
v ptivodnim mléce, tak po AR-PSB. Oc¢ekéavana byla setrvalost hodnoty KSM béhem AR-PSB
a pokles s ristem PSB. Hypotetické vysvétleni pro vzrist KSM po AR-PSB je moznost
inhibice jogurtové kultury imunoglobuliny na leukocytech (PSB). U nativniho mléka (PSB
172) a vzorku se zvySenym PSB (426 10°xml™), kazdy 30 1 objemu, sniZila procedura AR-
PSB vyrazné PSB o 58,7 a 35,0 %, tuk jen 0 3,1 a 1,6 %. Obsahy ostatnich hlavnich slozek se
téméf neliSily. Z porovnani IR spekter Ize piipustit existenci diferenci pro derivaci kalibrace
metody MIR-FT k detekci aplikace postupu AR-PSB v praxi.



Tab. 1 Posouzeni intenzity (+) ztraty potencidlu postupu podle hypotézy pro indikaci ARPSB vybranymi analytickymi mlékaiskymi
metodami v disledku posupného zmensovani podilu piiliti mastitidniho (abnormalniho) mléka oSetieného technologii ARPSB do
mléka pivodniho, syroveho, kravského, bazénového (normélniho, standardniho) mléka pro dodavku do mlékarny.

Potadi podle | Metoda, oznaceni Postup: srovnani — mléko bez | Hypotéza mozného principu | Intenzita zpusobilosti | Intenzita ztraty
zpusobilosti ARPSB (pivodni) versus s | detekce ARPSB detekce pro cely objem | zplsobilosti postupu k
ARPSB bazénového mléka | detekci s poklesem
podrobeny ARPSB | podilu mléka s ARPSB
s ohledem na hypotézu s ohledem na hypotézu
1. FC osciloskopicky zaznam (PSB, | - snizeni primémé hodnoty | ++++ ++++
velikost jader) velikosti somatickych bunék
(jejich jader) a zarovenn zména
charakteristik jejich frekvenéni
distribuce
2. MIR-FT IR spektrum, infracervend | - vliv ARPSB na | +++ ++
spektroskopie charakteristiky MIR-FT
3. NMR magneticka rezonance - vliv ARPSB na | +++ ++
charakteristiky NMR
4. MALDI-TOF matrici  asistovana laserova | - vliv ARPSB na | +++ ++
desorpce/ionizace,  detekce | charakteristiky MALDI-TOF
doby letu
5. HPLC piednostné (nebo | komparace koncentrace LF a | - LF bude vysoky pro vysoké | ++ +
MIR-FT) aFC PSB v mléce PSB a s ARPSB pro vyrazny
pokles PSB nebude klesat, nebo
jen minimalné
6. semikvantitativni komparace aktivity enzymu | - aktivita enzyml bude vysoka | + ++++
kolorimetrie, zaznam | (katalaza, esteraza, | pro vysoké PSB as ARPSB pro
Casu vyplaveni disku | laktdtdehydrogenaza) v mléce | vyrazny pokles PSB nebude
(kataldza) a FC aPSB klesat, nebo jen minimalné

ARPSB = artificidlni redukce poctu somatickych bunék (falSovaci technologie pro mléko); FC = prito¢na cytometrie (flow cytometry); HPLC = vysocetc¢inna kapalinova
chromatografie (high performance liquid chromatography); IR = infracerveny (infrared); LF = obsah laktoferinu; MALDI-TOF = matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
(matrix assisted laser desorption/ionization), v kombinaci s detektorem doby letu (time-of-flight); MIR-FT = technologie infracervené (IR) spektroskopie mléka s celym IR
spektrem pomoci Michelsonova interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci; NMR = magnetické nuklearni rezonance na bazi protonové hmotnostni spektroskopie;
PSB = pocet somatickych bunék. Hypoteticky kvalifikovany odhad, na zdklad¢ zkusenosti z experimentti béhem projektu.
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Tab. 4 Technologicky popis ramcovych podminek a faktori vybranych, pravdépodobnych variant pouziti ARPSB v praxi prvovyroby

mléka.

Velikost a zdravotni stav stada dojnic. Vykon zafizeni | Faktorové nastaveni postupu. Technologicka poznamka.

ARPSB.
Velké stado, vice nez 300 dojnic, s vy$§im | Vysoky, Pratocné oSetfeni veSkerého mléka s nastavenim | Principem vzdy, je nesnizit PSB az na
promoienim SM (nad 30 %), napt. PSB | vtisicich 1 za | ARPSB 30az 50 %. podeziele nizkou uroven pro bazénové
bez selekce mléka cca 500 10°xml. hodinu. mléko, napt. mén& nez 100 10°>xml .

PP, KO =7.
Velké stado, vice nez 300 dojnic, s vy$§im | dtto Osetteni vEtsi Casti selektovan¢ho mléka (cca 50 %) | Principem vzdy, je nesnizit PSB az na
promotenim SM (nad 30 %) napt. PSB bez se SM, nastavenim ARPSB cca az o 65 % a pfiliti | podeziele nizkou uroven pro bazénové
selekce mléka cca 500 10°xml, tohoto podilu do neosetieného bazénového miéka. mléko, napt. mén& nez 100 10°xml ™.
PP, KO =4.

Dtto Stiedni, Osetieni vetsi Casti selektovaného mléka (cca 25 %) | PP, KO =1.

ve stovkach 1 za | se SM, nastavenim ARPSB cca az o 80 % a priliti

hodinu. tohoto podilu do neosetieného bazénového mléka.
Velké stado, vice nez 300 dojnic, | Stfedni, Osetfeni casti selektovaného mléka (cca 12 %) se | Zafizeni ARPSB s malym vykonem zde
s béznym promofenim SM (do 30 %), | ve stovkach 1 za | SM, nastavenim ARPSB cca 60 % a pfiliti tohoto | nedava smysl.
napt. PSB bez selekce mléka cca 300 | hodinu. podilu do neosetieného bazénového mléka. PP, KO =2.
10°<ml".
Stredni stado, 100 az 300 dojnic, s vy$Sim | dtto Osetreni vetsi casti selektovaného mléka (cca 30 %) | PP, KO =3.
promotenim SM (nad 30 %), napt. PSB se SM, nastavenim ARPSB cca 70 % a pfiliti tohoto
bez selekce mléka cca 500 10°xml™!. podilu do neosetieného bazénového mléka.
Stedni stddo, 100 az 300 dojnic, s béznym | Maly, Osetreni Casti selektovaného mléka (cca 15 %) se | PP, KO =5.
promofenim SM (do 30 %), napt. PSB bez | v desitkdch 1 za | SM, nastavenim ARPSB cca 70 % a priliti tohoto
selekce mléka cca 300 10°xml™, hodinu. podilu do neosetieného bazénového mléka.
Malé stado, do 100 dojnic, s vys§im | Maly, Osetieni Casti selektovaného mléka (cca 40 %) se | Stiedné¢ vykonné zafizeni pro ARPSB
promoienim SM (nad 30 %), napt. PSB | v desitkach 1 za | SM, nastavenim ARPSB cca 70 % a piiliti tohoto | miZe byt cenove narocné.
bez selekce mléka cca 500 10°xml". hodinu. podilu do neosetieného bazénového mléka. PP, KO =6.
Malé stado, do 100 dojnic, sb&znym | Maly, Osetieni Casti selektovaného mléka (cca 15 %) se | PP, KO =8.
promoienim SM (do 30 %), napt. PSB bez | v desitkach 1 za | SM, nastavenim ARPSB cca 60 % a piiliti tohoto
selekce mléka cca 300 10°xml ™. hodinu. podilu do neosetfené¢ho bazénového mléka.

ARPSB = artificialni redukce poc¢tu somatickych bunc¢k; KO = kvalifikovany odhad; PP = potadi pravdépodobnosti; PSB = pocet somatickych bun¢k; SM = subklinicka

mastitida.
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Obsah laktoferinu stanoveny v kravském mléce pomoci HPLC a stiedni infracervené
spektrometrie - vztah ke zdravi vemene a potencidl pro detekci fal§ovani mléka
(NEJESCHLEBOVA et al., 2025).

Laktoferin (LF) je multifunkéni glykoprotein, ktery je mimo jiné spojovan se zdravim
vemene dojnic. Pozitivni korelace LF a poctu somatickych bunék (PSB) byla zminéna jiz
drive. Znalost obsahu LF v mléce ma proto v mlékarenském primyslu velky potencial. Cilem
bylo vyvinout kalibraéni model pro stanoveni LF rychlou nepfimou metodou stfedni
infraCervené spektrometrie (MIR-FT; LF MIR-FT). Jako referencni metoda byla pouzita
iontové-parova reverzni fazova vysoceucinna kapalinova chromatografie (HPLC; LF HPLC).
Dv¢ sady individualnich vzorkti mléka, sada A (n = 120) a sada B (n =91), byly odebrany na
péti mléénych farméach v Ceské republice. Zatimco odbér vzorkt sady B byl nahodny, v sadé
A Dbyly charakteristiky mléénych indikdtorii zdmérné ovlivnény tak, aby se zvysila
pravdépodobnost vyskytu subklinické mastitidy. Postup vybéru ptiblizné 2/3 vzork mléka s
PSB nad 300 tis./ml se ukéazal jako G€inny pro zajiSténi vétsi variability LF v souboru. Finalni
kalibra¢ni sada (n = 205) byla ziskéna sloucenim sad A a B a vyfazenim 6 odlehlych hodnot.
Pro vyvinuty kalibraéni model (MIR-FT) bylo dosazeno koeficientu determinace kiizové
validace 0,5887 a standardni chyby kiizové validace 67,33 mg/l. Model by proto mél
poskytovat dobry odhad obsahu LF v mléce. U vzorkl sady C byl také zkouman vztah
nékterych parametri mléka - obsahu tuku, hrubého proteinu (bilkovin), kaseinu, monohydratu
laktozy (laktoza), suSiny tukuprosté (STP), celkové susiny (SC), mo€oviny, volnych mastnych
kyselin (VMK), kyseliny citronové (KC), PSB, elektrické vodivosti (EK) a bodu mrznuti
mléka (BMM). Nékolik parametrit mléka (PSB: r = 0,450, tuk: r =-0,155, laktéza: r = -0,364,
mocovina: r =-0,435, VMK: r = 0,621, KC: r = -0,246, EK: r = 0,442) korelovalo s LF MIR-
FT z hlediska zmén, ke kterym muiZe dojit pfi mastitidé. Korelace byly podobné silné, kdyz
byl LF stanoven pomoci referenéni metody HPLC. Tim byl potvrzen potencial MIR-FT pro
predikci zdravi mléEné Zlazy u dojnic. Déle byla prozkoumana moZnost vyuziti obsahu LF v
mléce k detekci umélého snizeni PSB centrifugaci mléka, coz je nelegalni praxe pouZzivana na
nékterych mléénych farmach. Byly ziskany dvé sady vzorki mléka (n = 20 a n = 68), ob¢&
sestavaly z normalniho mléka z tanki a mléka z tanki s pfidavkem abnormélniho mléka dojnic
v Ceské republice. Centrifugace mléka zptisobila pouze minimalni zménu (maximalné 3,27
%) v obou metodach LF HPLC i LF MIR-FT, zatimco PSB se snizil témétf o 50 %. Toto
zjiSténi ma potencial pro pouZziti obsahu LF jako indikatoru umélého snizeni PSB v mléce
centrifugaci (ARPSB).

Postup rychlého aproximaéniho odhadu obsahu lysozymu v mléce rutinni metodou
infracervené spektrometrie (HANUS et al., 2025; CM 47).

Metodika je zaméfena na metodu aproximacniho odhadu obsahu lysozymu v kravském
mléce pro ucely rozSifeni servisniho spektra analyz rutinnich mléénych laboratofi
k praktickému doplnéni informaci o zdravotnim stavu mléné zldzy predevSim pro
poradenskou sluzbu ke kvalité¢ mléka. Vystupem je kalibraéni model neptimé metody MIR-
FT pro odhad lysozymu v mléce podle vysledki referenéni metody HPLC. Korelace metodou
PLS pro Lys mezi metodami vysoceucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a infracervené
spektroskopie (MIR-FT) cCinil 0,507. To neni pfili§ slibné. Jen 25,7 % variability Lys ve
vysledcich MIR-FT je tak determinovano variacemi ve vysledcich HPLC. Proto je takovy
pfipadny vysledek jen velmi pfibliZznym odhadem obsahu Lys v kravském mléce. Dale
metodika pfi implementaci podporuje kvalifikaci personalu mléénych laboratofi.



Vybrané mastitidni ukazatele jako priznaky podezi‘eni na neopravnéné sniZeni po¢tu
somatickych bunék v syrovém kravském mléce (HANUS et al., 2025; CM 48).

Metodika je zaméfena na postup kontroly kvality syrového, kravského, bazénového mléka
pro indikaci rizika podezieni na pouziti nelegalni technologie artificialni redukce poctu
somatickych bunék (ARPSB). ARPSB je nezadouci z divodu legislativnich, zdravotnich a
etickych. Postup podporuje autenticitu syrového mléka a bezpecnost mlééného potravinového
feté¢zce. Aplikaci studovanych typti analyz (po¢tu somatickych bunék (PSB) prato¢nou
cytometrii (FC) a laktoferinu (LF) v bazénovém mléce metodou HPLC nebo MIR-FT) a
vhodnou kombinaci vysledkii 1ze odhadnout podezieni na praktickou aplikaci ARPSB jako
nelegalni praktiky. Tato situace nastava:

— pfi zachytu koncentrace LF v syrovém kravském mléce > 250 mg/l;
— pfi soubézném zachytu PSB < 350 tis./ml.

Postup je novy, doposud analytick¢é metody indikace ARPSB nebyly znamé. Ackoliv je
ARPSB nelegélni, postup sdm zlepsi vzdy kysaci schopnost mléka (KSM):

— pro puvodni mléko byl primér KSM 32,51 £ 2,6 °SH, vx 8,0 % (n =49);
— pro mléko po ARPSB byl primér KSM 33,8 + 2,88 °SH, vx 8,5 % (n = 49);
— rozdil v KSM byl 1,29 + 1,0 °SH, t =9,07, P < 0,001.

Korelace mezi stanovenim LF metodou referenéni (HPLC) a nepiimou (MIR-FT) byla 0,767,
P < 0,001. Korelace mezi zdravotn¢ vyznamnymi slozkami mléka byly: - log PSB x LF
(HPLC) 0,578, P <0,001; - LF (HPLC) x laktoza -0,451, P <0,001. Pii indikaci rizika ARPSB
bude potiebné vyuzit dale i kombinace vice dalSich postupli pro zvyseni pravdépodobnosti
spravné indikace.

Vliv artificidlni redukce poc¢tu somatickych bunék, jako poruseni autenticity, na
ukazatele kvality mléka (HANUS et al., 2025).

Pocet somatickych bun¢k (PSB) v syrovém mléce je vyznamnym ukazatelem zdravotni a
hygienické kvality. Artificialni redukce PSB (ARPSB) v mléce, pro zdanlivé vylepSeni
kvality mléka z komerc¢nich diivodi, je neZadoucim jevem a poruSenim autenticity jak ve
faktickém slova smyslu, tak legislativné. Je tfeba vyvinout analytické metody pro identifikaci
ARPSB stejné jako posoudit vlivy, které ARPSB na mléko miize mit. Cilem prace bylo
kvantifikovat vlivy ARPSB na kravské mléko jako potravinovou surovinu. Uvedené vysledky
jsou jedny z prvnich k danému problému. Syrové bazénové kravské mléko bylo vzorkovano
ve dvou pokusech, vzdy po cely rok (2012 — 2022 a 2023 — 2024, n = 66 a 53) od stad krav
plemen Ceské strakaté a Hol3tyn, 1: 1. ARPSB v pokusu 1. (n = 66) mirné snizila obsah tuku,
v pokuse 2. (n = 53) ne, jinak byly mlé¢né ukazatele s vyjimkou PSB témér (1.) a zcela (2.)
identické. VSechny vzorky byly negativni na vyskyt rezidui inhibi¢nich latek. ARPSB za
uvedenych technologickych podminek snizila PSB (1.) ze 772 £ 906 na 376 + 630 10°xml!,
0-51,3% (P <0,001) a(2.)z 592 + 798 na 304 + 468 10°xml’', o - 48,5 % (P < 0,001). Za
téchto okolnosti se zlepsila kysaci schopnost mléka (KSM; 1.) z 28,52 £ 4,72 na 31,0 £ 4,65,
08,66 % (P <0,001)a(2.0br. 1)z 32,51 +£2,61 na33,8+2,88,03,97 % (P <0,001). Pevnost
syfeniny byla lepsi u PSB < 400 10°xml™! oproti vy$§im PSB o 5,26 % (P < 0,001). Piesto
neni mozné, z hygienickych a zdravotnich diivoda, pfipustit takové mléko k lidské spotiebé a
je nezbytné hledat efektivni identifikacni analytické metody pro ARPSB.



Obr. 1 Vztah KSM v plivodnim mléce a v mléce po ARPSB (°SH; ARSCC), n=49, r
=0,939, P <0,001.
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Original milk (without ARSCC) = Pavodni mléko (bez ARPSB); Milk with ARSCC = MIéko s ARPSB.

Moznosti detekce falSovani mléka redukci pocétu somatickych bunék riznymi
metodami (HANUS et al., 2025).

V praci je uveden stav hledani analytické metody s potencialem pro identifikaci artificidlni
redukce poctu somatickych bunék (ARPSB) v mléce jako nelegalni praktiky manipulace se
syrovym mlékem s poruSenim jeho autenticity. Je zmin€na nepotvrzena hypotéza pro mlééné
enzymy jako indikdtory ARPSB. Studium probihd v oblasti hypotéz moznych zmén ve
spektrech u infracervené spektroskopie (MIR-FT) a ve frekvencni distribuci (primér a tvar)
poctu somatickych bunc¢k (PSB) prostfednictvim ARPSB. Jako zptsobila k identifikaci
ARPSB je uvedena kalkulaci ziskana metoda komparace hodnot laktoferinu (LF) a PSB po
ARPSB. Tato situace nastava: - pii zdchytu koncentrace LF v syrovém kravském mléce > 250
mg/l; - pfi soubéZném zachytu PSB < 350 tis./ml. Jako dal$i moZnost s potencidlem 85 %
spolehlivosti je zminéna také nova polska metoda (Warsaw University of Life Sciences,
2025) vyhodnoceni mikroskopického obrazu mléka prostiednictvim Al po ARPSB. Zde se
pfedpokladd zmeénény obraz centrifugaci poSkozenych fosfolipidi membran tukovych
globuli. Je ziejmé, ze k pripadnému potvrzeni podezieni z pouziti technologie ARPSB v praxi
bude zatim potiebné kombinovat vice doporu¢ovanych analytickych postupa.

Uvedené¢ abstrakty z vyvoje praci poskytly podklady pro korektury pracovnich hypotéz a
usmérnily pokraCovani vyzkumné a vyvojové prace.

Dopliitkové metodické i vysledkové informace ze soubéiného pritbéhu iesSeni projektu

Metody a vysledky rozsifeného hledani identifika¢nich metod pro ARPSB
Technické parametry centrifugacni ARPSB jsou uvedeny v Tab. 2.



Tab. 2 Technické parametry provedeni centrifugacni ARPSB v syrovém mléce prostiednictvim
klasické, malé, prittocné, mlékarské odstiedivky historického typu konstrukce Gustaf de
Laval s taliftovym bubnem.

Parametr Hodnota
Pocet talifa v bubnu 12
Pocet otacek bubnu za minutu 11 000

Efektivni polomér talife (stfedniho disku, vzdalenost stfedu odstied’ovaného | 25
materidlu od stfedu rotace) v mm
Bezrozmérna relativni centrifugacni sila (zrychleni vyvolané rotaci, nasobek | 3 500
gravitatniho zrychleni (g)) pro aplikovany material
Bezrozmérna relativni centrifugacni sila na maximalnim bubnovém poloméru 7 000

Pro ARPSB (n = 66) byly pouzity bazénové vzorky mléka normalniho a bazénové vzorky
mléka s piidavkem mléka abnormdlniho (individudlni mléko s vy$§im PSB (> 900 10°ml’!,
subklinickd mastitida) v objemu 30 litrii na vzorek od ¢tyt stad dojnic dvou plemen (H a CF
v poméru 1 : 1) béhem celé kalendaini sezony. Obsah tuku byl po centrifugaci zachovan. PSB
byl snizen (Tab. 3) o 48,5 % (v hodnotéach aritmetickych primérti). Jinak byl obsah slozek
v podstaté¢ zachovan, diference oproti pivodnimu mléku byly relativné v rozsahu od 0,08 do
-3,19 % (L, M), tedy prakticky zanedbatelné. Mléka, PM a ARPSB, z hlediska sloZeni, je
mozné povazovat za identickd, vyjma PSB. To bylo cilem postupu upravy vzorkt mléka.

Tab. 3 SloZeni mléka pred (piivodni mléko) a po ARPSB (n = 66) a relativni rozsah zmén (100 %
ptivodni mléko).

MU Jednotka Mléko | x d d %
T % PM 3,96

T % ARPSB [ 396 0,008 |02
HB % PM 3,52

HB % ARPSB | 3,52 0,003 |0,09
K % PM 2,84

K % ARPSB | 2,83 | -0,008 |-0.28
L % PM 4,81

L % ARPSB | 4,81 0,004 |0,08
STP % PM 9,02

STP % ARPSB [ 9,03 0,011 [0,12
SC % PM 13,79

SC % ARPSB | 13,81 | 0,012 |0,09
M mgx100ml! | PM 22,27

M mgx100ml! | ARPSB | 21,56 |-0,711 |-3,19
VMK | mmolx100g™! | PM 0,575

VMK | mmolx100g™! | ARPSB | 0,579 | 0,004 |07
KC % PM 0,191

KC % ARPSB | 0,19 | -0,001 |-0,52
PSB 103xml"! PM 592

PSB 10°xml’! ARPSB | 304 287 -48,5
log PSB | - PM 2,532

log PSB | - ARPSB | 2,1976 | -0,3344 | -

T = obsah tuku; HB = obsah hrubych bilkovin; K = obsah kaseinu; L = obsah monohydratu laktozy; STP = obsah susiny tukuprosté;
SC = obsah susiny celkové; M = obsah mocoviny; VMK = obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku; KC = koncentrace
kyseliny citronové; PSB = pocet somatickych bunék; log PSB = logaritmus PSB pii zakladu 10; PM = pivodni mléko, n=66; ARPSB



= artificialni redukci po¢tu somatickych bunék, n = 66; MU = mlé¢ny ukazatel; x = aritmeticky primér; d = primémy rozdil (diference,
aritmeticky primér: ARPSB - PM); d (%) = relativni primérny rozdil, kde 100 % = PM.

Aktivita enzymu

Byla ptedpokladana vysoka aktivita enzymu (katalaza, esteraza, laktatdehydrogenaza) pii
vysokém PSB, pti¢emz pii pouziti ARPSB (pokles PSB o cca 50 %) tato aktivita v materialu
zustane zachovana pii nizkém PSB (pod cca 300 tis./ml). Tzn., nebude klesat, nebo jen
miniméalné¢ (o pfimou vazbu na neutrofily). Pouzité testy tento ptredpoklad vétSinove
nepotvrdily, kdy aktivita enzymt poklesla relevantné s po¢tem bunék. Testy tak jen potvrdily
svoji analytickou specifikaci a bylo zjevné, ze ¢ast aktivity enzymi pii ARPSB odchézi na
membranach odstranénych somatickych bunck. Také mohly byt pouzité semikvantitativni
testy nedostatecné citlivé pro dany ucel Nicmén¢, soubézné bylo prokazano (abstrakty vyse,
jiz uvedené; NEJESCHLEBOVA et al., 2025), Ze tuto roli mlzZe, namisto aktivity enzymi,
s analogickou hypotézou, sehrat koncentrace laktoferinu v mléce. To nakonec poskytlo zaklad
jednomu z pouzitelnych postuptt (HANUS et al., 2025; CM 48). Vyznam ovéteni aktivity
enzymu pro cil metodiky opadl, stal se slepou uli¢kou:

— aktivita n¢kterych nativnich enzymii mléka je izce spjata se zdravotnim stavem mlééné
zlazy. U aktivity n€kterych enzymi (napf. katalaza, laktatdehydrogenaza, esteraza) byly
zjistény korelace s poctem somatickych bun¢k (PSB). V praxi mlékatstvi 1ze zaznamenat
ptilezitostng aktivitu vedouci k falSovani suroviny prostiednictvim nezadouciho snizeni
PSB, resp. artificialni redukce PSB (ARPSB). Navrzena hypotéza identifikace ARPSB
prostfednictvim stanoveni aktivity enzymu a srovndnim k PSB je: odstfedénim mléka
dojde ke snizeni PSB (ARPSB), aktivita enzymt nebude timto oSetfenim vyraznéji
ovlivnéna. U falSovanych vzorkl tak lze pfedpokladat PSB niz8i nez 400 tis./ml a
soucasn¢ vysokou aktivitu enzymi. Pti ovéfovani bylo odstfedéno 64 vzorkti mléka. U
puvodnich 1 odstfedénych vzorkli mléka byl soucasné stanoven PSB pritokovou
cytometrii pfistrojem Somacount 300 (Bentley Instruments Inc., Chaska, Minnesota,
USA) a piistrojem DeLaval Cell Counter a aktivita enzyml katalazy,
laktatdehydrogenazy a esterazy;

— byla stanovena aktivita katalazy: enzym katalaza rozklada peroxid vodiku na O; a H>O.
Disk namoceny v mléce po vhozeni do zkumavky obsahujici peroxid vodiku klesne ke
dnu, avSak v disledku kysliku vznikajiciho rozkladem peroxidu vodiku je opétovné
vynesen na hladinu. Cas, za ktery tento jev nastane, je nepiimo imérny aktivité katalazy
v mléce. Na disky o priméru 6 mm bylo naneseno 15 pl syrového mléka. Nasledné byly
disky vhozeny do zkumavky s obsahem 5 ml 3% peroxidu vodiku v Tris HCI (Sigma
Aldrich), pH 7,2. Byl zaznamenan cas, ktery uplynul mezi okamZzikem vhozeni disku do
zkumavky a jeho vyplavanim na hladinu. Vysledky pro katalazu jsou na Obr. 2 a 3;

— byla stanovena aktivita laktatdehydrogenazy v mléce (Uddercheck). Reagencni
podlozka testovaciho prouzku obsahuje imobilizovany substrat L-laktat. V sérii
sptazenych reakci je L-laktat oxidovdn enzymem laktatdehydrogendza (LDH) a
soucasné je redukovan indikator nitrotetrazoliovd modf na fialovy formazan. Intenzita
fialové barvy je umérna koncentraci LDH v mléce. L-laktat + NAD" < pyruvat +
NADH+H", postup podle navodu vyrobce;

— byla stanovena aktivita esterdzy v mléce (PortaSCC Quick Test). V disledku chemické
reakce barviva na testovacim prouzku a enzymu esterazy v mléce se prouzek barvi
modie. Intenzita zbarveni je timérnd aktivité¢ esterazy v mléce. Postup podle navod
vyrobce;



— podle dosazenych vysledkii se platnost hypotézy potvrdila pouze ¢astecné pro katalazu
(Obr. 2 a 3) a laktatdehydrogenazu, jejichz aktivita odstfedénim mléka (PSB) vyraznéji
neklesa. Vlastni metody pouzité k detekci aktivity téchto enzym se vSak vzhledem
k malé citlivosti nejevi jako vhodné pro tucel detekce ARPSB. Stanoveni aktivity
katalazy a laktatdehydrogendzy tak mtize mit potencial pro dalsi testovani, pokud budou
pouzity citlivéjsi kvantitativni metody. Pro esterdzu se potom hypotéza zcela
nepotvrdila, nebot’ jeji aktivita po ARPSB klesala umérmé¢ PSB. Dalsi podrobné&jsi
informace jsou obsahem pftilohy ¢. 1 metodiky.

Obr. 2 Vysledky pro katalazu (r =-0,315) v ptiivodnim mléce (bez ARPSB).
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Obr. 3 Vysledky pro katalazu (r =-0,257) v mléce s ARPSB.

Podet somatickych bunék vs.¢as vyplavani disku

4000

3500 ®
3000
2500
2000
1500 8‘0
y=-0,3119x+757,35
1000 ..' RZ - 0,066
500 O
; %o 0o ® e 9.0 @ )
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 ""3S00 4000

Distribuce PSB, hypotéza priuto¢né cytometrie pro ARPSB

Bylo ptfedpokladano, ze vyska elektronického, osciloskopického impulsu (piku) somatické
bunky v prito¢né cytometrii (FC) je funkci velikosti této burky, resp. jejiho jadra. Hypotéza
pratocné cytometrie mléka k jeji zplisobilosti odhadu ARPSB podle predpokladaného snizeni
primérné hodnoty velikosti somatickych bun¢k (resp. jader leukocytl; x2 versus x1) oproti
béznym pomérim v kravském mléce a zaroven soub&Znych zmén charakteristik jejich
frekvencni distribuce (C2 versus C1) je uvedena na Obr. 4. Tato hypotéza byla ovéfovana.
Ovéfovani miize bazirovat na analyze 1., 3. a 4. zakladniho statistického momentu, tedy
sttedni hodnoty (priméru), Sikmosti a Spicatosti (Gaussovy kiivky), ale také na néjakém jiném
typu analyzy obrazu frekvencni distribuce dat. Nicméné, tato hypotéza muize logicky velmi
pravdépodobné dobie fungovat, projde-li oSetienim ARPSB cely objem dodavané¢ho mléka
ke zpracovani. V ptipad¢ priliti menSiho podilu mléka s osetfrenim ARPSB v praxi do vétSiho



objemu pivodniho mléka (velmi pravdépodobné), mize byt identifikacni potencial této
hypotézy a metody mnohdy i zna¢n€ umensen. Bohuzel z technickych divodi nebylo mozné
platnost hypotézy prokazat.

Obr. 4 Grafické znazornéni principu pokusné hypotézy ovéteni potencialu priitocné
cytometrie (FC) mléka k identifikaci ARPSB.

Hypotéza vlivu ARPSB (artificialni redukce poctu somatickych bunek (PSB)) na
frekvenéni distribuci osciloskopického zaznamu priitoéné cytometrie (FC) PSB.
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x 1= aritmeticky primér kfivky 1 ; x 2 = aritmeticky primér kfivky 2
C 1=Gauss s distribuéni kfivka (plvodni mléko); C 2 = distribuéni kfivka (mléko po ARPSB)

Metody NMIR a MALDI-TOF

Vramci studie (KEJDOVA RYSOVA et al.,, 2025) bylo odebrano 56 béZnych vzorki
bazénového kravského mléka ze &tyf farem (plemeno dojnic Holstyn a Ceské strakaté
v poméru 2 : 1), v€etné€ kontrolnich vzorki pochazejicich od stdd yykazujicich nizky vyskyt
subklinické mastitidy i pfidavk mléka mastitidniho. VSechny vzorky byly podrobeny
ARPSB (n=112 (2 % 56)), pivodni mléko a parové ekvivalenty falSovaného mléka). Nésledné
byla provedena fyzikalné-chemicka analyza. Pro detailni analyzu struktury a dynamiky
metabolitli v mléku byla pouzita technika nuklearni magnetické rezonance (NMR) s vyuzitim
jednorozmérného experimentu noesyprld. Ziskand data byla statisticky zpracovana
diskriminac¢ni analyzou zalozenou na metodé ¢aste€nych nejmensich ¢tvercii (PLS-DA). Bylo
zjisténo, ze model PLS-DA nedokazal s dostate¢nou presnosti odlisit vzorky mléka pted a po
centrifugaci, coZ naznacuje, Ze tento technologicky zasah neovlivituje nizkomolekuldrni profil
mléka. Naproti tomu klasifikace dle PSB pii hranici PSB 400 10°ml! doséhla piesnosti 74,5
%, pii striktn€j$im vymezeni skupiny vzrostla pfesnost na 81,2 %. Jest¢ vyssi klasifikacni
presnost byla pozorovéana pfi pouZiti niz§iho prahu PSB 200 10°ml™, a to 84 %. Zahrnuti
doplitkkovych parametrti (obsah laktdzy, pH, vodivost atd.) nepfineslo vyznamné zlepSeni
predikce. Z vysledkl vyplyva, Ze NMR je schopna zachytit sekundarni metabolické stopy
zanétlivych procesi, 1 kdyz byl vzorek mléka oSetfen technologii ARPSB.

V navazujici studii bylo hledano zlepseni téchto vysledka. Byl déle zhodnocen potencial
protonové nuklearni magnetické rezonance ('H NMR) spektroskopie v kombinaci s
chemometrickym modelovanim k detekci umé¢lého snizeni PSB v kravském mléce
zpisobeného centrifugaci. Vzorky syrového mléka (n = 56) pochazejici ze Ctyt Ceskych



mlécnych farem a dvou plemen byly analyzovany pfed a po centrifugaci (ARPSB), ktera
dosahla primérného relativniho snizeni SCC o 52,2 %. Byly hodnoceny mlécné ukazatele,
vcetné PSB, elektrické konduktivity, kyselosti pH, bodu mrznuti a laktozy. Tyto byly pouzity
jako doplikové proménné spolu se spektrdlnimi daty 'H NMR. Model GLM-Lasso pro
klasifikaci ukézal nejvyssi efektivitu pfedpovédi s vérohodnosti 92 %, kdyZz byla zohlednéna
limitni hodnota PSB 200 10°ml™'. Dalsi modely byly méné spolehlivé. Vysledky ukazuji, Ze
'"H NMR spektroskopie v kombinaci s GLM-Lasso miize slouzit jako nepfimy analyticky
nastroj pro ovéfovani nekonzistence mezi vykazovanym PSB a biochemickym profilem
mléka. Tim je podpofena detekce neopravnénych manipulacnich technologii jako je ARPSB.

Byla provedena také studie potencialu metody MALDI TOF k moznostem detekce ARPSB
(LEGAROVA et al., 2026; v publikacnim procesu). Experimentalni analyza (n = 68 vzorki
syrového jravského bazénového mléka) prokazala snizeni PSB v priméru o 45,9 + 11,6 %. K
identifikaci zmén v peptidovém profilu v rozsahu 500—4000 Da byla pouzita metoda MALDI-
TOF MS. Ackoli nebyly detekovany zadné unikatni piky specifické pro falSované vzorky,
korelacni analyza odhalila vyznamné vztahy mezi intenzitou specifickych peptidid a
hodnotami SCC. Vyznamna pozitivni korelace byla nalezena u pikl v oblasti m/z 2922 Da (r
= 0,09), ale i1 u dalsich. Vysledky naznacuji, ze sledovani kvantitativnich zmén v intenzité
specifickych peptidii pomoci hmotnostni spektrometrie mohou byt také jednim z néstrojt pro
detekci ARPSB a podporou jeho technologické i zdravotni bezpec¢nosti.

Diskuse k pribéZné zjisténym skutecnostem kolem vyvoje metod identifikace ARPSB

Na téma vlivu ARPSB (byla nalezena pouze jedna prace) na technologické vlastnosti mléka
CARMO et al. (2024) zjistili, ze mléko s PSB < 200 000 v 1 ml vykazovalo vyssi vytéZznost
v syrafstvi a ackoli centrifugace a mikrofiltrace sniZily obsah mlé€ného tuku (centrifugace z
3,3 na 2,9 %), celkové susiny (centrifugace z 11,8 na 11,27 %) a PSB (centrifugace z 221 na
122 103xml™?), tyto procesy neovlivnily vytéznost Serstvého syra. Toto zjisténi viak bylo
udélano pfi nizsich hladinach PSB.

Jak jiZ bylo potvrzeno pribézné (v abstraktech a dopliikovych informacich), vzorky po
ARPSB byly, vyyjma PSB, identické s piivodnim mlékem. Pfi ovéfeni vlivu na kysaci
schopnost mléka (KSM, jogurtovy test; J; n = 56) byla zména v PSB -50 % (zdmérny,
experimentalni posun; P < 0,001). U ostatnich mlécnych ukazatel, byla zména pouze
(relativné, 100 % = pivodni mléko): aktivni kyselost pH 1,03 %; elektrickd konduktivita
mléka -0,43; bod mrznuti mléka 0,15; obsah tuku 0,2; obsah hrubych bilkovin 0,09; obsah
kaseinu -0,28; obsah monohydratu lakt6zy 0,08; obsah susiny tukuprosté 0,12; obsah suSiny
celkové 0,09; koncentrace mocoviny -3,32; obsah volnych mastnych kyselin 0,87;
koncentrace kyseliny citronové -0,52 %.

ARPSB, jako falSovani suroviny, vlivem centrifugacniho procesu, poskozuje tukové
globule a uvoliluje obalové fosfolipidy do mléka (GOLEBIEWSKI et al., 2025; GWARDYS et al.,
2025). Tento pfistup proto také pracuje s hypotézou identifikace ARPSB. Uvolnény tuk mize
byt problémem a pficinou defekti kvality pfi technologickém zpracovani mléka, vcetné
poruseni trvanlivosti mléénych vyrobkl. Mikroskopicky snimek vyhodnoceny algoritmy
neuronové sité prostiednictvim AI umoziiuje identifikovat ARPSB. Uginnost detekce
piesahuje 85 % (GOLEBIEWSKI et al., 2025). Rozsah pouziti ARPSB v Polsku, stejn¢ jako
v CR, neni piesné znam, ale byl odhadnut na 10 — 15 %. Tento udaj viak neidentifikuje, resp.
nespecifikuje, zda se jedna o rozsah dodavek syrového mléka do mlékaren, které v celkovém
objemu pied dodavkou prosly ptes technologii ARPSB, vedle takto neoSetieného mléka, nebo
se jedna o objem mléka v kazdé dodavce podrobeny ARPSB. To mize byt pomérné zasadni
pro zpusobilost identifikace ARPSB, pro vSechny testované metody, z titulu zminénych



misicich (fedicich; poméry pfiliti oSetfeného mléka do neosSetfeného) efektti. Tyto mohou
metodicky komplikovat efektivitu prokazovani ARPSB (HANUS et al., 2025, CM 48; Tab. 4).

Ve vétsing naSich zpracovanych jogurti byl po ARPSB pozorovan ve vyssi mife vyskyt
zlutych tukovych ocek (primér cca 0,1 - 0,2 mm) na povrchu vyrobku. Tento jev svédc¢i o
existenci vysSi miry uvolnéného tuku a tedy i volnych mastnych kyselin. To ov§em miize
limitovat trvanlivost relevantniho mlé¢ného vyrobku. Protoze tento fenomén nebyl nijak
exaktn¢ zméten, resp. kvantifikovan, lze ho onacit pouze za vysledek pozorovani ze
zkuSenosti. Tento poznatek je vsSak v souladu s polskou metodikou kontroly ARPSB
(GOLEBIEWSKI et al., 2025; GWARDYS et al., 2025), s piedpokladem poruSeni integrity obali
tukovych kulicek v disledku falSovani mléka. Takeé jogurt s vy$sim PSB mél vyznamné vyssi
(P <0,05) obsah volnych mastnych kyselin (FERNANDEZ et al., 2007), jako neklamny piiznak
iniciace lipolyzy.

Ackoliv je tedy ARPSB nelegalni, postup sam vzdy zlepsi (zvysi) kysaci schopnost mléka
(KSM), piiblizn€ o 4 % (P < 0,001; HANUS et al., 2025) a korelacni koeficien mezi KSM v
pivodnim mléce a v mléce po ARPSB byl 0,939 (n = 49; P < 0,001). Na druh¢ strané, pii
manualni tradi¢ni malofaremni produkci jogurtli zptsobuje ARPSB vyznamné vizudlni
zvySeni vyskytu Zlutych tukovych skvrn na povrchu jogurtu. To naznacuje vys$si riziko
lipolyzy uvolnéného tuku a zhorSeni chutovych vlastnosti a trvanlivosti produktu.

Statisticky postup odvozeni limitu laktoferinu (LF) pro moznost identifikace pouziti
ARPSB v bazénovém mléce byl popsan v predchozi metodice (HANUS et al., 2025, CM 48).
Postup odvozeni thresholdu LF v mléce (individuélni vzorky) pro subklinickou mastitidu pfi
konfrontaci s hodnotami PSB ve tfidach score PSB (indika¢ni limit > 283 tis./ml, score > 5)
ukazal hodnotu > 128,3 mg/l a po relevantni metaanalyze finalni hodnotu LF > 133,5 mg/l
(HANUS et al., 2026). Uvedené umoznilo navrhnout zminény limit LF pro bazénové mléko
(identifikace ARPSB) jako primér vlastnich a literarnich hodnot) pro tzv. ,,vysoky LF*
(indikaéni limit > 250 mg/1), zakladajici v bazénovém mléce (vzorku) podezieni z pritomnosti
neopravnéného (podezielého) zastoupeni mastitidniho mléka v dodavee ke zpracovani do
mlékarny (tzn. z divodu pro aplikaci ARPSB v praxi) pokud bude soubézné ,,nizky PSB*
(indikac¢ni limit < 350 tis./ml). Zatimco tedy neobvykla situace ,,vysokého zachytu LF* a
,hizkého PSB* v individualnim mléce (KU) mutze znamenat predikéni hodnotu LF pro
budouci mastitidu (hypotéza odvozena z vysledki prace CARLSSON et al., 1989), podobny
nalez v mléce bazénovém s vysokou pravdépodobnosti zna¢i podezieni na pouziti ARPSB
(zéklad metodiky HANUS et al., 2025, CM 48). Vedle diskutovaného postupu identifikace
ARPSB je znam doposud soubézné jiz jen postup podle GOLEBIEWSKI et al. (2025) a
GWARDYS et al. (2025).

Referencni vysledky LF HPLC byly také pouzity k provedeni kvalifikovaného odhadu
distribuce LF v kravském mléce. SniZeni poc¢tu somatickych bunck o 43,8 % (537 tis./ml; p <
0,001; 100 % = ptivodni mléko) centrifugaci vedlo k odstranéni 3,3 % LF (8,9 mg/l; p <0,05)
pritomnych na organelach neutrofilii. Snizeni 0 0,000 000 017 mg LF (8,9/537 000 000), jednu
somatickou bunku, zbytek LF (celkem 96,7 %) zlistava volny v roztoku a na zbyvajicich
somatickych buiikdch a neni ovlivnén centrifugaci. Pak 94,3 % LF je v roztoku volnych,
zbyvajicich cca. 5,7 % je za danych podminek vdzano na organely neutrofilnich leukocyta.

Hodnoceni potencidlu MIR-FT pro identifikaci ARPSB nepfineslo ofekavané vysledky,
podrobnosti jsou uvedeny v ptiloze metodiky €. 2.



3) Vlastni metodika pro posouzeni potencialu analytickych postupt
k detekci ARPSB v syrovém mléce

Kratké shrnuti metodickych bodi

V praxi lze predpokladat, ze pfipadné pouziti ARPSB pfinese problémy pro syrafskou
technologii (vytéznost, Cas syfitelnosti a pevnost syfeniny mohou byt negativné ovlivnény —
prakticka zkuSenost).

Pti aplikact ARPSB nebude zhorSena kysaci schopnost mléka ve fermentacnich
technologiich, ale v malovyrobnich technologiich vsadkového (stacionarniho) zpracovani
faremnich jogurtd muize byt zaznamenan zvysSeny vyskyt malych tukovych ok na povrchu
produktu.

Pti vzniku podezieni na ARPSB analyzovat obsah lakroferinu (nejlépe metodou HPLC)
v mléce a konfrontovat s ukazatelem PSB v tfikrat opakovanych bazénovych vzorcich mléka
podle ptedchozi metodiky (HANUS et al., 2025, CM 48; LF > 250 mg/l, PSB < 350 tis./ml).

Ptfi vzniku podezieni a provedeni kontrolnich analyz (v relevantné vybavenych
laboratofich s personalem znalym dané problematiky) mléka je tfeba posoudit také faremni
konkrétni vyrobni podminky s ohledem na definice pomérti vadného mléka (Tab. 4) a tuto
analyzu zohlednit pii formulaci zavéru.

Provést analyzu dynamiky hodnot c¢asovych tad PSB v bazénovém mléce spolu
s hodnotami laktézy a tukuprosté susiny v podezielé st4ji s odbornikem znalym problematiky
a tuto analyzu zohlednit pii formulaci zavéru.

PouZit nasledné, pfi potvrzeni podezieni na pouZiti ARPSB, pokud moZno, vice
analytickych metod priikazu v kombinaci s konfrontaci LF a PSB (MALDI-TOF, NMR,
analyzu mikroskopického obrazu mléka - GOLEBIEWSKI et al. (2025) a GWARDYS et al. (2025)
pro zvySeni pravdépodobnosti spravného zavéru.

4) Zavér metodiky pro odhad rizika ARPSB

Pouziti uvedenych analytickych postupli pro aproximacni odhad rizika artificialni redukce
poctu somatickych bunék (ARPSB) v syrovém kravském mléce je vyhrazeno pro bazénoveé
mléko stdd o alesponn 8 kravach (tedy s omezenim vlivu casné laktace, ale zejména
prodlouzené). Metodika nabizi vice pohledi a postupti, u nékterych po validaci, jak ptistoupit
k ptipadné identifikaci rizika technologicky nezadouci praxe ARPSB.

’

Ucinnost identifikace ARPSB vice jak 85 %, coZz mlzZe piiblizné byt potencial, kterym
disponuji uvedené metody, vSak neznamena jistotu. Proto, pfi indikaci rizika ARPSB bude
potifebné vyuzit kombinace vice uvedenych postupt pro zvyseni pravdépodobnosti spravné
indikace.

Pti interpretaci vysledkl je tfeba zvazit i podminky moZnych technologickych faktori
produkce mléka na farmé (ptihlédnout k nim), shrnuté jiz diive v Tab. 4 (HANUS et al., 2025;
CM 48)

Vzhledem k rostoucimu vyznamu mléka a mlécnych vyrobka v huméanni vyzivé a snaze
zpracovatelll mléka o zvySovani podilu produkce s vyssi pfidanou hodnotou, je kontrola
tohoto piipadného poruseni autenticity suroviny ARPSB vyznamna pro ekonomiku
mlékarstvi.

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly kvality mléka (KKM) a vyuziti vysledki je v
prevenci hygienicko-technologickych problémt mlécnych potravin a tedy podpore



bezpecnosti mlécného potravinového fetézce. Vysledky postupu jsou ve veiejném zajmu a
ekonomicky piinos je v podstaté nemozné odhadnout, nebot’ neni zndmo v jaké mite je
nelegélni ARPSB prakticky realizovana. Nejvyssi zahrani¢ni odhady ¢ini kolem 10 - 15 %
(GOLEBIEWSKI et al., 2025) pfi¢emz neni uvedeno, zda c¢ celého objemu, dil¢ich objemut
mléka, nebo poétu stad. P¥i znalosti pomérti v CR a relevantnich zkusenostech z praxe by
kvalifikovany odhad mohl ¢init 2 — 3 %.

Metodika je inovativnim rozSifenim portfolia nabizenych analytickych, rutinnich,
laboratornich sluzeb mlécnych laboratofi a identifikacnich moznosti technologickych
nedostatkll v mlékaftstvi.

Postupy falSovani (poruSeni autenticity) potravin a potravinovych surovin obvykle, resp.
¢asto, néco do piivodniho materialu pfidavaji, méné €asto jiZ n€co odnimaji. U mléka to mize
byt zvodnéni, ale i fada dalSich nekorektnich pfidavkl (napf. melamin) z riznych divodu,
nalézt. Ukazuje se také dlouhodob¢, ze potencialni analytické metody detekce 1épe funguji
v prvnim pfipadé, nez ve druhém. I vtomto vyzkumu se ukdzala az neocCekavana
problematic¢nost (slozitost) prikazu ARPSB, kdy fada nad&jnych modernich analytickych
metod nepotvrdila sviij hypoteticky potencial pro identifikaci, kdyz zejména pti ARPSB jsou
zmény v puvodnim materialu, jak se ukazuje, az velmi nepatrné. To vSe vyustilo v potiebu
soubézné kombinace vice analytickych metod, s dil¢im identifikaénim potencidlem, ke
zvySeni pravdépodobnosti spravnosti identifikace.

Metodika pti implementaci podporuje kvalifikaci personalu mlécnych laboratofi. Pfimym
cilovym uZivatelem vysledku mize byt relevantné analyticky vybavena (coz je prakticky
pomérné pravdépodobny budouci scénat technologického vyvoje) rutinni mlécné laboratof
v mlékatském systému (napft. v kontrole mlé¢né uzitkovosti dojnic, kontrole kvality ml¢ka,
kontrole technologického procesu v mlékarnach) pro rozsifeni komercniho servisniho
analytického portfolia pro mlékaiské odborniky.



Srovnani ,,novosti postupu*
oproti puvodni metodice

— vyvinutd metodika byla pfedana pro uzivani v systému kontroly kvality mléka a
laboratorni prace (Moravia Lacto a.s., Jihlava) v elektronické;

— jedna se o souhrn novych validovanych postupti pro prilezitostn¢ vyzadanou kontrolu
autenticity syrového kravského mléka za pouziti modernich analytickych metod pro
podporu bezpecnosti mlécného potravinového fetézce. Metodika je inovativnim
rozSitenim portfolia nabizenych analytickych, rutinnich, laboratornich sluzeb v
identifikaci ARPSB pro podporu vetejného zajmu ze strany oficidlnich autorit. Vysledky
jsou jednak uvedenim novych poznatkl a také rozsitenim dosavadnich poznatki i déle
uvedenim zndmych poznatkli v novych souvislostech;

— souhrn vyvoje moznosti postupl a metodik specificky indikované kontroly autenticity
(ptipadného falSovani) syrového kravského mléka podle kombinace vysledka riiznych
mlékatskych analytickych metod je zajistén vlastnimi konkrétnimi vysledky ziskanymi
ptifeseni projektu a retrospektivni komparaci a analyzou vlastnich predchozich vysledkt
pracoviste stejné jako védeckych literarnich podkladii. Vyhodnocenim téchto vysledk
a sestavenim navrht vznikly postupy, které¢ jsou metodickym podkladem pro laboratote
kontroly kvality mléka pro zajisténi autenticity mléné suroviny a podporu bezpec¢nosti
mlécného potravinového fetézce;

— uvedené postupy rychlych analyz pro podporu kontroly autenticity mléka a bezpecnosti
mlééného potravinového fetézce v indikovanych piipadech zatim nebyly v CR ani jinde
ve svété¢ v kontrole kvality mléka pouzivany. Jde o navrh nového postupu v oblasti
kontroly doposud analyticky neobsazené.



Popis uplatnéni metodiky.

— kontrola fyzické existence metodiky jako pracovniho postupu pro moznou podporu
kontroly autenticity syrového mléka (u VUM);

— kontrola implementace a mozné praktické aplikace metodiky je proveditelna
prostiednictvim revize dokladi workshopi ke zlepSovani kvalifikace odborného
laboratorniho personalu (programy, PP-prezentace a jejich pisemné pozndmkové verze,
prezen¢ni listiny, personalni certifikaty o absolvovani) v relevantnich laboratotfich
kontroly kvality mléka (napf. Laboratof rozborti mléka (LRM) Brno, Ceskomoravské
spolecnost chovateli a. s. (CMSCH a.s.), nebo pracovnici pifjmovych laboratoii
mlékaren jako Moravia Lacto a.s., Jihlava);

— metodika moznosti postupti specifického stanoveni podezieni na poruSeni autenticity
syrového kravského mléka pro podporu kvality a bezpecnosti mlécného potravinového
fetézce byla vydana elektronicky piedana na ptislusnd pracovisté a informace o ni na
MZe a do RIV.

Ekonomické aspekty.

Ekonomicky dopad je soucésti kontroly kvality mléka (KKM) a vyuziti vysledki je v
prevenci hygienicko-technologickych problémti mléénych potravin a tedy podpote
bezpecnosti mlééného potravinového fetézce. Vysledky postupu jsou ve vefejném zdjmu a
ekonomicky pfinos je v podstaté nemozné odhadnout, nebot’ neni zndmo v jaké mife je
nelegalni ARPSB prakticky realizovana. Uvedené postupy nabizi analytické moZnosti
postihnout dosud velmi obtizn€ postizitelnou nelegalni praktiku ARPSB. Na bazi preventivni
podpory kvality a hygieny mléénych potravin mize velmi pfibliznym kvalifikovanym
odhadem tvorit podil do 1 % pfinosu z narastu kvality a bezpecnosti v celém segmentu. Objem
ptipadnych ztrat z ARPSB je ovSem obtizné vy¢islit konkrétnéji. Na Grovni stdtu mize rocné
ptinos z aplikace kontroly €init Castky v fadu statisicti az milionu. Efekt je opakovatelny po
rocich.

Naklady na konkrétni zavedeni a vyuziti postupu uvedeného v metodice mohou pro
uzivatelské laboratofe kontroly kvality mléka (KKM) cinit, v zavislosti na technickém
vybaveni, podle kvalifikovaného odhadu celkem niZsi desetitisice K¢ jednorazové (naklady
na implementaci predik¢énich modeli metody LF MIR-FT, kdy PSB je bézné¢ dostupny).
Ptinos pro uZzivatele postupu je tedy obtizné vycislitelny, spocivajici v moznosti kontroly
porusovani autenticity suroviny a podpofe bezpe€nosti potravin ve vetejném zajmu.
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Priloha ¢. 1

Detekce falSovanych vzorku mléka na zakladé
méreni aktivity vybranych nativnich enzymu

Aktivita nékterych enzymu mléka je izce spjata se zdravotnim stavem mlécné zlazy. U
aktivity nekterych enzymu (napf. katalaza, laktatdehydrogenaza (LDH), esteraza) byly
zjistény korelace s poctem somatickych bun€k (PSB).

Hypotéza:

Odstfedénim mléka dojde ke snizeni PSB, aktivita enzymil nebude timto oSetfenim
vyznamné ovlivnéna. U falSovanych vzorkd tak lze predpokladat PSB niz$i nez 400 10%/ml a
soucasn¢ vysokou aktivitu enzymil.

Metodika:

Bylo odstfedéno 64 vzorkli mléka. U ptivodnich i odstfedénych vzorki mléka byl souc¢asné
stanoven PSB (10°/ml) pritokovou cytometrii piistrojem Somacount 300 (Bentley
Instruments Inc., Chaska, Minnesota, USA) a aktivita enzymi katalazy, LDH a esterazy.

Stanoveni aktivity katalazy v mléce
Princip:

Enzym kataldza rozklad4 peroxid vodiku na kyslik a vodu. Disk namoceny v mléce po
vhozeni do zkumavky obsahujici peroxid vodiku klesne ke dnu, avSak v dusledku kysliku
vznikajiciho rozkladem peroxidu vodiku je op€tovné vynesen na hladinu. Cas, za ktery tento
jev nastane, je nepfimo imérny aktivité katalazy v mléce.

Postup:
Na disky o priméru 6 mm bylo naneseno 15 pl syrového mléka.

Nasledné¢ byly disky vhozeny do zkumavky s obsahem 5 ml 3% peroxidu vodiku v Tris
HCI (Sigma Aldrich), pH 7,2.

Byl zaznamenan ¢as (s), ktery uplynul mezi okamzikem vhozeni disku do zkumavky a jeho
vyplavanim na hladinu.

Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy v mléce: Uddercheck (Portacheck)
Princip:

Reagenc¢ni podlozka testovaciho prouzku obsahuje imobilizovany substrat L-laktat. V sérii
sptazenych reakci je L-laktat oxidovan enzymem LDH a soucasné je redukovan indikator

nitrotetrazoliovd modr na fialovy formazan. Intenzita fialové barvy je umérna aktivit¢ LDH
v mléce.



Postup:

Testovaci prouzek je ponofen do vzorku mléka, nasledné vyjmut a po 2 minutach je
odecten vysledek dle barevné Skaly. Test umoziiuje stanovit aktivitu LDH na 4 hladinach <100
U/1, 100—200 U/1, 200—500 U/1, >500 U/1.

Stanoveni aktivity esterdazy v mléce: PortaSCC Quick Test (Portacheck)
Princip:
V dtsledku chemické reakce barviva na testovacim prouzku s enzymem esterazou v mléce

dochazi k modrému zabarveni prouzku, jehoz intenzita je umérnd aktivité esterazy. Vysledek
testu je vyjadien jako hodnota PSB.

Postup:

Vzorek je po promichani nanesen na testovaci prouzek (4 kapky), je pfidan aktivacni roztok
(4 kapky) a po 5 minutéach je vysledek odecten dle barevné Skaly. Test umoziiuje stanovit PSB
na 4 hladinach <100 10°/ml, 250 10°/ml, 500 10*/ml, 750 10°/ml, 1500 10°/ml, >3000 10°/ml.

Statistickeé hodnoceni

Pro PSB a aktivitu katalazy, vyjadfenou neptimo jako doba vyplavani disku, byla u
puvodniho i1 odstfedéného mléka vypocltena zakladni popisnd statistika. Dale byl mezi
hodnotami pivodniho a odstfedéného mléka stanoven primérny rozdil, smérodatnd odchylka
tohoto rozdilu, relativni hodnota primérného rozdilu (%) a byl vypocten Pearsontiv korela¢ni
koeficient a parovy ¢-test. Mezi hodnotami PSB a dobou vyplavani disku byl pro plivodni i
odstfedéné mléko vypocten Pearsonlv korelacni koeficient. PSB 1 doba vyplavani disku byly
pro vypocty korelaci pouZity po logaritmické transformaci. Vysledky aktivity LDH a esterazy
stanovené semikvantitativnimi testy byly vyjaddieny jako Cetnosti jednotlivych kategorii u
testovanych vzorkd.

Vysledky a diskuze

PSB, stanoveny priitokovym cytometrem poklesl po odstiedéni mléka primérné o 49,1 %
(p < 0,001; tabulka 1). Katalazovy test soucasné ukazal mirné prodlouZeni doby vyplavani
disku o 8,4 % u odstfedénych vzorki (tabulka 2), coz odpovida poklesu aktivity katalazy o
8,4 % (doba vyplavani je nepifimo imeérna aktivité katalazy). Tato zména byla vSak parovym
t-testem vyhodnocena jako nevyznamna (p > 0,05). Mezi PSB a dobou vyplavani disku byl
prokazan nepiimo umérny vztah, vyjadieny zapornymi hodnotami korela¢niho koeficientu jak
u pivodniho mléka (r =—0,68), tak u mléka odsttedéného (r =—0,69), coz potvrzuje souvislost
mezi PSB a aktivitou katalazy.

Aktivita LDH stanovend semikvantitativnim komerénim testem Uddercheck vlivem
odstfedéni nevykéazala Zadnou zménu, na z4dné z hladin aktivity (tabulka 3). Oproti tomu PSB
stanoveny semikvantitativnim testem Porta SCC Quick Test zaloZenym na aktivité esterazy
poklesl piiblizné o 50 % (tabulka 4), tedy obdobné jako PSB stanoveny priitokovym
cytometrem, ktery detekuje pfimo DNA somatickych bunék po obarveni jadra. Barevna skéla
odpovidajici PSB < 100 10°/ml. U odstfedénych vzorki byla sice vizualn€ patrna jeste nizsi
intenzita zbarveni (odhadem 50% pokles), avSak tuto skute¢nost jiZ nebylo mozné vyjadiit
¢iseln€ v ramci pouZité stupnice.



Uvedené vysledky naznacuji moznost vyuziti stanoveni aktivity katalazy a LDH pro
detekci falSovani mléka prostfednictvim umélého snizeni PSB. Jednd se tak o ukazatele
vhodné k dalSimu testovani nékterou z presnéjsich kvantitativnich metod, nebot’ pouzité testy
byly orienta¢nimi metodami zvolenymi pro prvotni screening vlivu odstfedéni na aktivitu
enzymu.

Tabulka 1 Pocet somatickych bunék (PSB) v plivodnim a odsttedéném mléce, n = 64

PSB
(10%/ml)
Pivodni mléko (P)  Odstifedéné mléko (O)

Primér 613 318
Primér geometricky 312 112
Smérodatna odchylka 994 630
Minimum 38 4
Maximum 5022 3500
Rozdil praméria O—P —295
Smérodatna odchylka rozdilu O—P 393
Relativni rozdil O—P (%) —48,2
Pearsoniiv korela¢ni koeficient 0,93
p <0,001

*relativni rozdil O—P (%) = rozdil O—P/ primér P x 100

Tabulka 2 Doba vyplavéani disku (nepfimy ukazatel aktivity kataldzy) v ptivodnim a
odstredéném mléce, n = 64

Cas vyplavani disku na hladinu (s)

Pivodni mléko (P)  Odstredéné mléko (O)
Primér 607 658
Primér geometricky 427 415
Smeérodatna odchylka 631 765
Minimum 85 78
Maximum 3600 3600
Rozdil O—P 51
Smeérodatna odchylka rozdilu O—P 259
Relativni rozdil O—P (%)" 8,4
Pearsontiv korela¢ni koeficient 0,97
4 >0,05

* relativni rozdil O—P (%) = rozdil O—P/ prtimé&r P x 100
Pozn. Aktivita katalazy byla hodnocena nepiimo na zékladé doby vyplavani disku; kratsi doba vyplavani odpovida
vyssi enzymatické aktivité.



Tabulka 3 Aktivita LDH u ptivodniho a odstfedéného mléka

Aktivita LDH Pivodni mléko (n) Odstfedéné mléko (n)
<100 U/L 41 41
100—200 U/L 15 15
200-500 U/L 6 6
>500 U/L 2 2

Tabulka 4 Rozdéleni hodnot poctu somatickych bunék (PSB) stanovenych
esterazovym testem (Porta SCC Quick Test) v ptivodnim a odstfedéném mléce

PSB (103/ml) Pivodni mléko (n) Odstiredéné mléko (n)
<100 32 51
250 16 10
500 9 2
750 5 1
1500 2 0
> 3000 0 0

* Po odstfedéni byl u vzorkd s ptivodni hodnotou PSB v kategorii <100 10°/ml vizualné patrny pokles intenzity
zbarveni (= 50 %), avSak tuto zménu jiz nebylo mozné ¢iselné rozlisit v rdmeci pouzité stupnice.



Priloha ¢. 2 metodiky:

Pristup k vyhodnocovani vlivi ARPSB na IR
spektra mléka metodou MIR-FT

Byla porovnana sada vzorki ptivodniho mléka, podle metodického postupu metodiky,
s identickymi vzorky po ARPSB. Nejzfetelnéjsi u€inky by mély byt patrné pii porovnavani
kazdého vzorku se sebou samym, pted a po ARPSB. I kdyz to v praxi nevede k uzitecnému
zpisobu identifikace centrifugovanych vzorkt, pokud nejsou vidét zjevné rozdily pied a po,
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Byly vypocteny primérné hodnoty spektra a slozeni pro kazdy vzorek ze vSech
opakovanych méfeni vzorkl. Poté byl vypocten rozdil (original — falsifikat) pro slozZeni a
kazdy spektralni bod. Bylo také vypocteno celkové primérné diferencni spektrum pro
vSechny vzorky, original — falsifikat.

Rozdily ve slozeni hlavnich slozek podle vzorku.

Composition differences = Original - False WCalc_Fat
0.100 Calc_Tru.Pro.

B Calc_Lactose
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Craig Parsons, Bentley Instruments, 2025.

Nejvétsi rozdily jsou u tuku a pevnych latek, které vypadaji podobné. Celkoveé maji faleSné
vzorky, které byly centrifugovany, vyssi sloZeni tuku nez pivodni vzorky. Rozdily jsou
minimalni, protoZze vzorky po byly zdmérné adjustovany na tuk podle vysledku pied.
Bilkoviny a laktoza vykazuji mensi rozdily.



Primérné rozdilové spektrum.
Avg Spectral Difference = Original - False
0.001

— Avg diff:

-0.0005

-0.0010
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cm-1
Craig Parsons, Bentley Instruments, 2025.
Nejzajimavéj$imi rysy jsou §iroky pokles pti 1060 cm™ a vrchol pii 1365 cm™. Tyto rysy
jsou pozorovany i u mensi podmnoziny vzorkd, které maji po centrifugaci niz$i obsah tuku.

To muze byt nadéjné, ze tyto spektralni oblasti by mohly byt indikatory historie centrifugace
vzorku.

Provedeni parcidlni regrese nejmensSich Ctvercli na spektralnich datech s referencnimi
hodnotami 0 pro ptivodni vzorky a 1 pro nepravdivé vzorky nevede k uzitecné separaci.
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Craig Parsons, Bentley Instruments, 2025.
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dilezitou, coz naznacuje, ze se algoritmus snazi, ale evidentné je ve spektrech piili§ mnoho
konkurencnich variaci v zavislosti na slozeni vzorku, aby se vytvofilo jasné rozliSeni mezi
témito dvéma typy vzorkd.

Prace Gwardys et al. (2025) mnohé naznacila. Pokud je pravda, ze centrifugace narusuje
samotné tukové globule, mozna spektralni rys 1365 cm-1 souvisi s t€émito globulemi.

Regression coeficients
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Regression Coefidents (B)
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X-Variables (Type O/F, Factor-9, BO:0)

Craig Parsons, Bentley Instruments, 2025.

Prace Gwardys et al. (2025) je zajimava. Zda se, ze navrhovany vliv ARPSB na ml¢ko je
kvalitativné konzistentni se spektralnimi vysledky z naSich dat. Gwardys et al. (2025) tvrdi,
ze centrifugace neovliviiuje samotnou tukovou globuli, ale jeji molekularni slozku. U vaSich
vzorkli porovnani vzorkll pfed a po centrifugaci spektralné odhalilo nékolik spektralnich
vrcholli. Vzhledem k tomu, Ze vzorky pted i po centrifugaci jsou homogenizovany, coz jisté
modifikuje tukové globule, je to v souladu s jejich navrhovanym mechanismem zmény
samotnych molekularnich nebo micelarnich slozek. Mozna, ze vrcholy, které pozorujeme,
jsou znaky téchto modifikovanych druht.

Nicméné, rozumny postup pro identifikaci ARPSB prostfednictvim spekter MIR-FT nebyl
nalezen jako dostatecné uspokojivy, ziejmeé pro mnozstvi vyskytu riznych interferencnich
efektq.

Datum: 03.04.2026

Z.a zhotovitele: Mgr. Hana Nejeschlebova
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