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1. Soucasny stav problematiky

FalSovani potravin piedstavuje rozsifeny fenomén motivovany primarné¢ ekonomickym
ziskem, kdy je produktu o ur€ité kvalité¢ uméle pfisuzovdna vyssi hodnota. Tento trend se
nevyhybé ani mlékarenskému sektoru. Vedle tradi¢nich forem falSovani, jako je fedéni nebo
uprava chemického slozeni, se do popfedi dostdva problematika manipulace s ukazateli
zdravotni nezdvadnosti syrového mléka — zejména se zamétenim na pocet somatickych bunck
(Ionescu et al., 2023). Pojem falSovani mléka definoval Talkhan (2015) jako odstranéni nebo
nahrazeni mlécnych slozek cizorodymi latkami bez védomi kupujiciho. Mezi tyto latky patii
voda, mléko jiného zivocisného druhu, syrovatka, Skrob, hydroxid sodny, formaldehyd,
syntetické mléko, melamin, nemlécné bilkoviny, hovézi 11j, vepiové sadlo aj. Hlavnim cilem
falsovani je ekonomicky profit, nejcastéji dosazeny navysSenim objemu nebo zvySenim obsahu
slozek podléhajicich zpenézeni, zejména tuku a bilkovin (Poonia et al., 2017).

FalSovani mléka nelze chapat pouze jako pfimy piidavek cizorodych latek ¢i zdménu
puvodni suroviny. V SirSim kontextu zahrnuje také zasahy, které zkresluji vlastnosti mléka
aovliviluji parametry urcujici jeho zdravotni, hygienickou ¢i technologickou jakost.
U syrového kravského mléka se tyto praktiky zamétuji predev§im na ukazatele piimo
souvisejici se zdravotnim stavem mlécné zlazy, mikrobialni Cistotou a celkovou vhodnost
suroviny k dal§imu technologickému zpracovani (Hanus et al., 2025).

V poslednich letech nabyvd na vyznamu problematika artificidlni redukce poctu
somatickych bun€k (PSB) v kravském mléce. PSB piedstavuje jeden z nejvyznamnéjSich
ukazatelli zdravotniho stavu mlééné zlazy a hygienické kvality suroviny. Zvysené hodnoty
zpravidla signalizuji zanétlivé procesy (klinické ¢i subklinické mastitidy), které byvaji
doprovazeny nezadoucimi zménami ve slozeni mléka, zejména v zastoupeni bilkovin, peptida
a enzymi. Tyto zmény negativné ovliviiuji nejen zdravotni hledisko, ale i technologickou
pouzitelnost mléka pti dal§im zpracovani. Vzhledem k tomu, Ze PSB je kli¢ovym kritériem pro
stanoveni vykupni ceny a piekroceni legislativnich limit (400 tis./l ml mléka) je spojeno s
finan¢nimi postihy ¢i odmitnutim suroviny, vznika u producentt silnd ekonomické motivace k
neopravnénym zasahim. Technologické ¢i fyzikdlni metody zameéfené na sniZeni
deklarovaného PSB — bez redlného zlepseni zdravotniho stavu stdda — predstavuji specifickou
formu falSovani. Takova manipulace s kvalitativnim parametrem vede ke zkresleni celkového
obrazu o autenticité mléka a ohrozuje bezpecnost 1 technologickou stabilitu celého vyrobniho

fetézce (Carmo et al., 2023; Gwardys et al., 2025).
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Soucasné analytické ptistupy k detekci falSovani mléka se zamétuji na sledovani zmén
chemického slozeni, proteinového profilu ¢i pfitomnost specifickych markera. Tyto ptistupy
jsou vhodné 1 pro detekci artificidlni redukce PSB z divodu jiz dfive sledovanych zmén
chemického slozeni takto falSovaného mléka. V poslednich letech se prosazuji zejména metody
hmotnostni spektrometrie, které umoznuji detailni charakterizaci nizkomolekuldrnich
i proteinovych slozek. Tyto metody lze vyuzit jak k posouzeni autenticity suroviny, tak
k odhalovani méné zjevnych technologickych zédsahti. Vyznam téchto piistupli spociva
v komplexnim hodnoceni celého peptidického spektra mléka namisto sledovani izolovanych
ukazatelll. Pro hodnoceni biologickych a technologickych zmén v mléce a mléénych vyrobeich
se jako vysoce perspektivni jevi peptidomické pristupy, konkrétné metoda MALDI-TOF MS.
Ta umoziuje rychlou analyzu a zachyceni zmén souvisejicich se zasahy do ptirozeného sloZeni
suroviny. Klicovou vyhodou je moznost pracovat se spektralnim profilem vzorku jako s celkem
a nasledné¢ vyhodnocovat intenzitu vybranych signald i s pomoci pokrocilych statistickych
nastroju (regresivni a korela¢ni analyza; PCA analyza; shlukova analyza). (Capriotti et al.,
2016; Punia et al., 2020; Wolk et al., 2020; Valletta et al., 2021; Song et al., 2024).

S rozvojem sofistikovanych forem falSovani vyvstava naléhavd potieba kontinualni
inovace analytickych metod zaméfenych na integritu a autenticitu mléka. Klicovou vyzvou je
pravé detekce artificialni redukce poctu somatickych bunék, kterd vyzaduje vyvoj novych
ptistupli schopnych zachytit i nepatrné zmény v enzymatické aktivité, proteinovém profilu ¢i
fyzikéalné-chemickych vlastnostech mléka po technologickém zasahu. Tato nutnost neustalého
roz§ifovani analytického instrumentaria je zasadni pro vcasné odhalovani modernich
manipulacnich technik a pro dlouhodobé garantovani vysoké urovné bezpecnosti a kvality

mlécnych vyrobkil na trhu.
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2. Cil metodiky

Cilem metodiky je detekce falSovani mléka ptfipraveného pomoci umélého a cileného
odstranéni somatickych bunck zkravského mléka metodou hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci/ionizaci v pfitomnosti matrice v kombinaci s analyzatorem doby letu
(MALDI-TOF MS). Tato metoda umoziujici odhalit tuto cilenou manipulaci je diileZita nejen
z hlediska boje proti potravinovym podvodim, ale i z hlediska ochrany férového obchodniho

prostiedi a zachovani objektivniho systému hodnoceni syrového kravského mléka.
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3. Vlastni popis metodiky

3.1 Princip metody

Metoda vyuziva srovnani peptido-proteinovych spekter (MALDI-TOF MS) zkoumaného
syrového mléka s referencni databazi vzorkli upravenych cilenym odstiedénim somatickych
bunck. Identifikace falSovani je zaloZena na statistické vyznamnosti zmén v intenzité
charakteristickych pikli. Vysledkem analyzy je kvantifikace pravdépodobné miry manipulace

se vzorkem.

3.2 Pottebny material a chemikalie
¢ Centrifugac¢ni zkumavky o objemu 15 ml a 1,5 ml
e Ultracista voda
e Matrice pro MALDI roztok kyseliny alfa-kyano-4-hydroxyskoficové (acetonitril 50 %,
voda 47,5 % a kyselina trifluoroctova 2,5 %; 10 mg/ml alfa-kyano-4-hydroxyskotficové
- HCCA)

e MALDI desticka z brousené oceli*
* v zévislosti na pouzitém piistroji

e Kalibra¢ni roztoky Bacterial Test Standard (Bruker #255343) a Peptide Calibration
Standard II (Bruker #8222570)

3.3 Ptistrojové vybaveni a software
e Pipety od 1 do 10000 pl
e Laboratorni centrifuga s vhodnym rotorem na 15 ml a 1,5 ml zkumavky
e Vortex
e Spektrometr MALDI-TOF s linearnim priletovym detektorem (Bruker Autoflex Speed,
nebo podobny)
e Software pro akvizici spekter (napt. flexControl, Bruker Daltonics)
e Software pro zpracovani a export spekter (napf. flexAnalysis, Bruker Daltonics)

e Software pro statistické zpracovani vysledkii

3.4 Pracovni postup
Odbér vzorku mléka

Pro vlastni analyzu je zapotiebi odebrat minimaln¢ 2 ml reprezentativniho vzorku
syrového kravského mléka, ktery byl pfedem dikladné zhomogenizovan. Tento objem se
rozdéli na dvé¢ alikvotni €asti: 1 ml je ur€en pro primarni laboratorni zpracovani a zbyvajici

1 ml slouzi jako reten¢ni vzorek (rezerva) pro pifipadnou opakovanou analyzu ¢i verifikaci
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vysledki. Béhem pfepravy a manipulace je nezbytné striktné dodrzet chladirensky fetézec
s teplotou pod 4 °C. Tato teplota je kritickd nejen pro inhibici rozvoje mikroorganismii, ale
piredevSim pro zachovani biochemické stability vzorku. Prevence nezadoucich fyzikalng-
chemickych zmén a enzymatické degradace je nezbytnou podminkou pro udrzeni autentického

peptido-proteinového profilu, ktery je pro naslednou detekcei falSovani klicovy.

Piiprava vzorku pro analyzu MALDI-TOF MS

1. Jeden mililitr vzorku je odpipetovan do centrifuga¢ni zkumavky a je centrifugovan za
podminek zajistujicich efektivni separaci mlé¢ného tuku (doporuceny parametr: 9000
x g po dobu 15 minut pfi teploté 4 °C).

2. Reprezentativni podil mlécné plazmy vzniklé v piedchozim kroku je smichan v
pomeéru 1:1 s ultradistou vodou a po dobu 10 sekund je homogenizovan*.
*Pozndmka: PFi zpracovani vétsiho poctu vzorkii lze k fedéni vyuzit mikrotitracni desticky.

3. Na c¢istou MALDI destic¢ku je nanesen 1 pl pfipravené smési, ktery je ponechan pfti
pokojové teploté zaschnout.

4. Po uplném zaschnuti je vzorek prekryt 1 ul roztoku matrice a opét je ponechan pfi
pokojové teploté zaschnout.

5. Bezprostfedné po zaschnuti je MALDI desticka uloZzena do ocelového nosice a je
provedena akvizice hmotnostnich spekter.

6. Béhem celého procesu piipravy a analyzy jsou dodrzovana standardni pravidla
bezpec€nosti prace v laboratofi a jsou pouzivany odpovidajici osobni ochranné

pomtcky.

Analyza vzorki pomoci MALDI-TOF MS

Pted zahajenim samotné analyzy je vytvotena a kalibrovana nova méfici metoda, kterd je
derivovana ze standardniho protokolu pro systém Biotyper (MBT_ FC). Hmotnostni spektra
jsou snimana v rozsahu 500 az 4 000 v linearnim pozitivnim mddu. Parametry iontového zdroje
jsou nastaveny nasledovné: napéti IS1 19 890 V a IS2 18 450 V s napétim na cocce 6 000 V.
Celkovy zaznam jednoho spektra je slozen z 6 000 dil¢ich skenti (akumulovanych po 200
krocich). Kazdy vzorek mléka je analyzovan v duplikdtu (dvé nezavisla méfeni na MALDI
desticce). Ke kalibraci pfistroje jsou vyuzity vySe popsané standardy. Rozsah kalibrace mize
byt mirn¢ odlisny z diivodu uzivaného pfistrojového vybaventi, je ale nutné pojmout rozsah 500

az 4000 Da.
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Zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat

Veskera ziskand hmotnostni spektra jsou automaticky zpracovana v softwarovém
prostiedi flexAnalysis. V ramci primérniho zpracovani dat je pro kazdé spektrum vygenerovana
zakladni linie (baseline), jejiz pribeh je nasledné podroben manudalni kontrole pro ovéieni
spravnosti korekce Sumu. Tentyz software je poté vyuzit k automatické detekci a generovani
seznamu pikd (peak list) pro kazdy analyzovany vzorek ve formatu (.xIsx). Tento vystup
zahrnuje zejména hodnoty ploch pikii a jejich presné polohy, které jsou exportovany jako
kli¢ové parametry pro navazujici statistické vyhodnoceni a identifikaci markert falSovani.

Mira linearni zavislosti mezi plochou pikti a PSB je analyzovéna pomoci Pearsonova
korela¢niho koeficientu r. Statistickd vyznamnost tohoto vztahu je testovdna na hladiné
vyznamnosti o = 0,05. Sila pozorované zavislosti je interpretovana na zéklad¢ absolutni
hodnoty ziskaného koeficientu. Kladna hodnota koeficientu je uvazovéna jako projev pifimé
korelace, zatimco zaporna hodnota indikuje korelaci nepifimou. Tyto statistické parametry jsou
vyuzity k identifikaci pikd, jejichz intenzita senzitivné reaguje na zmény v zastoupeni PSB ve

vzorku.

Kritické body
V ramci aplikace metody MALDI-TOF MS pro detekci falSovani mléka jsou definovany
nasledujici kritické body:

e Béhem piepravy a skladovani vzork mléka je nezbytné striktn€ dodrZet teplotu do 4 °C,
aby byla zachovana integrita peptido-proteinového profilu a zabrdnéno aktivaci
nativnich proteaz, které zptisobuji degradaci cilovych analyta.

e Pied zahdjenim meéfeni je vyzadovana precizni kalibrace pfistroje s vyuzitim standarda
IVD Bacterial Test Standard a Peptide Calibration Standard II v souladu s instrukcemi
vyrobce pro zajisténi reproducibility vysledki.

e Je tieba sledovat efektivitu separace lipidové frakce béhem centrifugace; nedostatecné
odstranéni tuku negativné ovliviiuje krystalizaci vzorku na MALDI desti¢ce a vede
k nezddoucimu potlaceni ionizace.

e Po ukonceni akvizice je provadéna systematickd kontrola kvality ziskanych spekter;
v ptipadé¢ detekce spekter s nulovymi hodnotami nebo nevyhovujicim pomérem signélu

k Sumu je nutné provést okamzité premeéteni vzorku.

Reprodukovatelnost metody
Metoda MALDI-TOF MS je celosvétove akceptovana jako vysoce spolehlivy analyticky

nastroj, vyuzivany primarné pro klasifikaci a identifikaci mikroorganismd, ale stale Castéji také
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v ramci kontroly kvality a autenticity potravin. Reprodukovatelnost této techniky je hodnocena
mnoha literarnimi zdroji jako vynikajici, a to pfedevsim diky jeji robustnosti prokazané v Siroké
Skale experimentalnich podminek. Soucasn¢ je potvrzeno, ze pii striktnim dodrzeni
standardizovanych protokolil pro pfipravu vzorkl a parametrii méfeni je dosazeno vysoké miry

srovnatelnosti spekter i mezi jednotlivymi pracovisti.

3.5 Vysledky vlastniho vyzkumu a vyvoj metodiky

Vlastni vyzkum a vyvoj metodiky byly zaméfeny na ovéfeni moznosti detekce
manipulace se syrovym kravskym mlékem spocivajici v artificidlni redukci PSB pomoci
odstfedéni a na posouzeni vyuzitelnosti metody MALDI-TOF MS pro zachyceni zmén
v peptido-proteinovém profilu takto upravenych vzorkii. Vyvoj metodiky byl veden s cilem
navrhnout laboratorni postup umoznujici odliSit pfirozeny stav vzorku od stavu vzniklého

technologickym zasahem vedoucim k artificialni redukci PSB.

Soubor vzorkii a experimentalni usporadani

Vzorky syrového kravského mléka byly odebirany v prubchu let 2023 a 2024 ze Ctyft stad
dojnic. V ramci sledovanych chovii byla zastoupena dvé nejrozsifengjsi plemena v Ceské
republice, konkrétné holstynsky skot a Ceské strakaté plemeno, pficemz velikost stad se
pohybovala v rozmezi 100 az 400 kust. Dojeni bylo provadéno pomoci strojnich dojicich
systémi. Krmna davka byla zajisténa systémem smésné krmné davky (TMR) a dopliiovéna
koncentrovanym krmivem dle Grovné uzitkovosti; na vybranych farmach byl uplatiovan
rovnéZ sezonni pastevni systém. S cilem eliminovat vliv sezonni variability byly odbéry
realizovany kontinudln¢ v pribéhu celého kalendainiho roku. Do vyslednych analyz bylo
zahrnuto celkem 68 tankovych (smésnych) vzorkd mléka.

Pro ucely vyvoje a validace metodiky byly pfipraveny dva zékladni typy vzorki. Prvni
skupinu tvofily autentické vzorky syrového smésného kravského mléka s trovni PSB do 400
tis./ml. Druha skupina byla koncipovana tak, aby pokryvala §ir$i rozmezi hodnot PSB nezbytné
pro nasledné testovani a statistickou verifikaci citlivosti metody. Tyto vzorky byly
pfipravovany cilenou kombinaci syrového smésného mléka a individualnich vzorkd mléka se
subklinickou mastitidou (PSB nad 600 tis./ml). Takto definovany soubor umoznil ovéfit
citlivost navrzeného analytického postupu na zmény v zastoupeni PSB v dostatecné

reprezentativnim rozmezi hodnot.
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Stanoveni poctu somatickych bunék (PSB)

Stanoveni poctu somatickych bunék bylo realizovano dvéma nezavislymi analytickymi
postupy. Prvnim pfistupem byla prutokova cytometrie, pfi niz byla jadra bunc¢k barvena
ethidium bromidem a nasledn¢ analyzovéna na pftistroji SomaCount 300 (Bentley Instruments,
USA). Jako druhy pfistup byla vyuzita fluorescenéni metoda zalozend na barveni DNA
propidium jodidem, pficemz méfeni bylo provedeno pomoci pfistroje DeLaval Cell Counter
(DeLaval, Sweden). Konecna hodnota PSB byla stanovena jako aritmeticky prumér vysledkt
ziskanych obéma metodami. Tento kombinovany postup byl zvolen s cilem maximalizovat

spolehlivost referen¢niho stanoveni PSB pii verifikaci navrzené metodiky.

Model artificialni redukce PSB

Za ucelem simulace manipulace se syrovym kravskym mlékem byly vSechny odebrané
vzorky podrobeny procesu odstfed'ovani sméfujicimu k redukci PSB. Pfed timto zasahem byl
soubor 68 vzorku klasifikovan jako kontrolni skupina. Z kazdého vzorku o ptiblizném objemu
30 1 byl nejprve odebran podil 1 1 uréeny ke stanoveni vychozi hodnoty PSB u neupraveného
mléka. Zbyvajici ¢ast objemu byla nasledné technologicky zpracovéana centrifugaci za ti¢elem
sniZzeni poctu somatickych bunék. Po provedeni tohoto zasahu byly takto modifikované vzorky
zatazeny do skupiny falSovanych vzorkda.

Redukce PSB byla realizovana pomoci kontinualniho odstfedivého separatoru
odpovidajiciho piivodni konstrukci separatoru DeLaval. Centrifuga byla osazena bubnem s 12
talifi o priméru 100 mm. Separace probihala pfi teploté¢ mléka v rozmezi 10 az 15 °C, frekvenci
otaceni 11 000 ot./min, relativni odstfedivé sile 3 500 x g a maximalni odstfedivé sile pii
vnéjSim poloméru bubnu dosahujici 7 000 x g. V ptipadech, kdy béhem centrifugace doslo
k oddéleni minoritniho podilu smetany (pfiblizn¢ 20 ml), byla tato frakce navracena zpét do
odstfedéného mléka. Timto postupem bylo zajisténo, Ze obsah tuku a ostatnich hlavnich slozek

ve falSovanych vzorcich odpovidal jejich ptivodni tirovni v kontrolni skuping.

Odbér a priprava vzorki pro MALDI-TOF MS

Po provedeni artificialni centrifugace byly kontrolni i falSované vzorky homogenizovany
a z kazdého byl odebran minimaln€ 2 ml podil. Jeden mililitr byl pouZit pro vlastni analyzu
MALDI-TOF MS. Vzorky byly pfepravovany pfi teploté nizsinez 4 °C, aby se zamezilo rozvoji
nezadoucich mikroorganismi a jinym fyzikalné-chemickym zméndm. Vlastni pfiprava vzorki
pro MALDI-TOF MS byla zaloZzena na odtu¢néni mléka centrifugaci, ndsledném odbéru
mlécné plazmy, jejim fedéni ultracistou vodou v poméru 1:1 (v/v), homogenizaci a naneseni na

MALDI desti¢ku s pouzitim vhodné matrice. Tento pracovni postup byl popsan v kapitole 3.4
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a vramci vyvoje metodiky byl pouzivan jako standardizovany zplsob pfipravy vSech

analyzovanych vzorkda.

Analyza vzorki pro MALDI-TOF MS

Analyza MALDI-TOF MS byla provedena pomoci pfistroje Autoflex Speed (Bruker
Daltonics), ktery byl vybaven laserem Smartbeam II (355 nm) a softwarem flexControl (verze
3.4, Bruker Daltonics). Pro ucely méfeni byly vyvinuty linedrni pozitivni metody s odlisSnymi
hmotnostnimi rozsahy a variabilni akumulaci spekter. Pro samotné vyhodnoceni a tvorbu této
metodiky byl vyuzit rozsah m/z 500—4 000. Metoda urcend pro nizkomolekularni peptidy
a proteiny byla realizovana s nasledujicimi parametry: napéti IS1 19 890 V, napéti IS2 18 450
V, napéti na cocce 6 000 V a celkem 6 000 laserovych vystieli akumulovanych ve 200 krocich.
Kazdy vzorek mléka byl analyzovan ve dvou opakovanich. Ke kalibraci metody byly vyuzity
standardy Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics) a Peptide Calibration Standard II (Bruker
Daltonics), pficemz odchylka se pohybovala v rozmezi 1-7 ppm. Kombinaci obou standardt

byl pokryt cely sledovany hmotnostni rozsah m/z 500—4 000.

Zpracovani spekter a statistické vyhodnoceni

Veskera ziskand spektra byla automaticky zpracovdna v softwarovém prostiedi
flexAnalysis (Bruker Daltonics). Pro kazdé spektrum byla vygenerovana zékladni linie
(baseline), jejiz pribéh byl nasledné verifikovan, a poté byl vytvoren seznam pikt (peak list)
obsahujici kvantitativni parametry pro jednotlivé vzorky mléka. Takto ziskana data byla vyuzita
jako vstupni hodnoty pro nésledné statistické vyhodnoceni. Pro ovéfeni efektivity redukce PSB
bylo vyuZito grafické znazornéni. Stupen linearni zavislosti mezi intenzitou, respektive plochou
vybranych pikti a hodnotou PSB byl hodnocen pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu.
Statistickd vyznamnost téchto vztahl byla posuzovana na hladin€ vyznamnosti o = 0,05. Sila
pozorovaného vztahu byla interpretovdna na zakladé absolutni hodnoty korelacniho koeficientu
a klasifikovana do kategorii velmi slaba, slaba, stiedni, silnd a velmi silna zavislost. Celkové
statistické zpracovani bylo realizovano pomoci dedikované¢ho skriptu navrzeného pro

automatizované tiidéni dat a generovani vysledkovych sestav.

Vysledky analyzy

Interpretace vysledkli byla zahajena posouzenim uUcCinnosti separa¢niho systému pii
odstraniovani somatickych bunék. Grafické srovnani vysledkli mezi kontrolni a falSovanou
skupinou vzorkl je zndzornéno na obrazcich 1 a 2. Na obrazku 1 jsou zobrazeny vSechny

vzorky (kontrolni i falSované) spolu s jejich odpovidajicimi hodnotami PSB. Obrazek 2 pak
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prezentuje distribuéni test pro cely soubor vzorkd. Primérny procentudlni pokles PSB u vSech

hodnocenych part €inil 45,9 + 11,6 %.

Obrazek 1: Rozdily PSB ve vzorcich pted a po falSovani pomoci odstfedéni
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Obrazek 2: Test distribuce PSB vzorki pred a po odstiedéni
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Navazujicim krokem byla detailni analyza ziskanych spekter z nékolika perspektiv.
Nejprve byla ve vSech vzorcich provedena detekce vSech pfitomnych piki, reprezentujicich
jednotlivé peptidy. Data z této databaze byla nasledné vyuzita pro identifikaci diferenci mezi
kontrolnimi a falSovanymi vzorky. Priméarné€ byly vysledky zkoumany z hlediska vyskytu pika
specifickych pouze pro jednu skupinu vzorkl, avsak bylo zjisténo, Zze zadny z pikd neni
charakteristicky vyhradné pro jednu sledovanou skupinu.

Z tohoto diivodu bylo piistoupeno k porovnani kvantitativnich parametra (velikosti pikl)
mezi kontrolnimi a falSovanymi vzorky, coz vedlo k dosazeni relevantnich vysledkt. Pii
zohlednéni maximalniho zastoupeni pikil v co nejvyssim poctu vzorki byl identifikovan peptid
o hmotnosti 901 m/z, u kterého byl ve falSovanych vzorcich zaznamenan 41% pokles intenzity
ve srovnani s kontrolni skupinou. Podobné vyznamny rozdil byl pozorovan u slouceniny
o hmotnosti 1 768 m/z, u které byl zaznamenan narast o necelych 29 %. DosaZené vysledky
naznacuji, ze pro detekci falSovani je sledovani zmén v kvantitativnim zastoupeni peptidii
vhodnéj$im ptistupem nez pouha detekce jejich pritomnosti ¢i absence.

Vzhledem k tomu, Ze mezi srovndvanymi skupinami (pomoci statistické metody
ANOVA) nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily, bylo rozhodnuto o uplatnéni
alternativniho metodického pfistupu. Hmotnostni spektra byla statisticky vyhodnocena ve
vztahu ke konkrétni hodnoté¢ PSB v kazdém vzorku, nikoliv pouze na zakladé kategorizace do
skupin. Piky, které byly dfive detekovany a jejichZ plochy byly zaznamenany v databazi, byly
podrobeny korela¢ni analyze ve vztahu k variabilit€¢ hodnot PSB. Tento pfistup vedl k ziskani
vyrazné jasnéjSich a 1épe verifikovatelnych vysledkti. Tabulka 1 prezentuje vystupy korelaéni

analyzy vybranych pikll v zavislosti na zménach PSB.
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Tabulka 1: Vysledky Pearsonovy korelacni analyzy ploch pikli v zavislosti na zménach poctu somatickych bunék (PSB) (n = 68)

m/z (Da) 2960,89 2960,2 | 2933,96 | 2922,16 | 2922,75| 1786,56 | 2261,17 | 2943,75| 279575 | 2261,75| 939,746 | 939,098 | 163541 | 2908,12| 1777,69
Korelace (Plocha vs PSB) 0,8482 0,8457 0,7019 0,6939 0,6905 0,6428 0,6363 0,6323 0,6195 0,6030 0,5963 0,5941 0,5939 0,5862 0,5860
Piky v x vzorcich 13 14 8 117 117 4 21 6 4 21 22 22 2 4 2
m/z (Da) 2785,17 | 105532 | 1055,75 | 2907,17 | 2934,84 | 2804,11| 347744 | 119284 | 1192,47| 176832 | 1768,69 | 3516,36| 1807,01 | 1806,42| 351735
Korelace (Plocha vs PSB) 0,5748 0,5486 0,5474 0,5296 0,5256 0,5242 0,5230 0,5163 0,5157 0,5134 0,5129 0,5105 0,5057 0,5041 0,4991
Piky v x vzorcich 4 75 75 3 6 2 2 55 56 133 133 3 31 31 3
m/z (Da) 901,15 1488,5 | 1886,04 | 1886,41 | 2813,77 | 2805,61 | 2113,52 | 2805,14 | 839,758 | 1093,15| 1790,27 | 3478,57 | 2221,95| 2811,58 | 1999,72
Korelace (Plocha vs PSB) 0,4852 0,4820 0,4817 0,4701 0,4629 0,4504 0,4502 0,4470 0,4402 0,4402 0,4402 0,4307 0,4165 0,4146 0,4143
Piky v x vzorcich 118 2 12 10 3 3 5 3 1 1 1 3 8 2 2
m/z (Da) 2905,99 | 226757 1168,7 | 1911,13 | 897,922 | 1154,38 | 2908,81 | 897,013 | 1450,88 | 188227 | 1882,99 | 802,421 | 801,732 2813,1 | 1998,13
Korelace (Plocha vs PSB) 0,4066 0,4058 0,4004 0,4004 0,3850 0,3844 0,3806 0,3405 0,3380 0,2956 0,2931 0,2900 0,2870 0,2797 0,2574
Piky v x vzorcich 2 3 1 1 3 136 2 4 3 8 8 73 81 6 22
m/z (Da) 2176,32 | 2437,56 14594 | 1622,56 | 1388,73 | 1722,74 | 172229 | 782,674 | 162343 | 1225,55| 1350,58 3250,7 | 2837,11 | 2055,04 | 923,233
Korelace (Plocha vs PSB) 0,2442 0,2291 0,2121 0,2090 0,2014 0,1818 0,1815 0,1785 0,1526 0,1468 0,1189 0,1170 0,1020 0,0999 0,0906
Piky v x vzorcich 15 1 4 16 5 101 102 1 15 2 10 1 2 8 1
m/z (Da) 1453,06 24792 | 2489,87 | 1380,87| 248932 | 1901,66 1539,4 | 3876,81 | 3877,33 | 2479,67 | 1200,69| 139576 | 149494 | 238294 | 3261,89
Korelace (Plocha vs PSB) 0,0906 0,0800 0,0774 0,0678 0,0657 0,0590 0,0575 0,0544 0,0322 0,0301 0,0169 0,0123 0,0120 0,0071 0,0036
Piky v x vzorcich 1 78 6 9 7 1 5 51 51 77 5 1 122 3 12
m/z (Da) 1631,55 1268,7 | 1632,07 | 1386,05| 1267,66 | 747,934 | 149427 | 2838,47| 2774,01 | 1684,05| 2332,23| 930,659 | 3041,74| 1602,61 | 792,156
Korelace (Plocha vs PSB) | -0,0014 | -0,0027 | -0,0067 | -0,0102| -0,0103 | -0,0112| -0,0115| -0,0169 | -0,0177| -0,0245| -0,0295| -0,0321 | -0,0374| -0,0408 | -0,0426
Piky v x vzorcich 36 79 35 2 136 63 125 53 136 1 1 1 3 2 1
m/z (Da) 1181,46 | 1441,62 | 1489,66 | 1589,01 | 1646,39 | 1736,45| 3742,88 | 3131,73 | 1603,67 | 933,248 | 948,954 | 231584 2481,3 | 1583,72 | 1063,37
Korelace (Plocha vs PSB) | -0,0441 | -0,0451 | -0,0451| -0,0451| -0,0451| -0,0451| -0,0451| -0,0461 | -0,0467| -0,0477| -0,0477| -0,0477 | -0,0477 | -0,0494 | -0,0495
Piky v x vzorcich 1 1 1 1 1 1 1 16 2 1 1 1 1 1 1
m/z (Da) 878,216 | 2709,14 | 525839 | 570,415 | 649,623 | 684,425 | 690,155 830,54 | 1260,77 | 829,276 | 2839,18 828,83 | 1933,06| 1739,52 | 3364,19
Korelace (Plocha vs PSB) | -0,0500 | -0,0503 | -0,0549 | -0,0549 | -0,0549| -0,0549 | -0,0549 | -0,0552| -0,0562| -0,0599| -0,0648| -0,0673 | -0,0677| -0,0749 | -0,0750
Piky v x vzorcich 2 3 1 1 1 1 1 2 1 84 51 87 9 5 5
m/z (Da) 3413,5| 2348,06 | 1740,83| 765,979 | 1418,01| 775,051 | 228559 | 3132,49 | 708,605 2774,6 1742,4 | 1593,74 | 3412,77| 2506,93 | 257531
Korelace (Plocha vs PSB) | -0,0760 | -0,0779 [ -0,0780 | -0,0842| -0,0865| -0,0896  -0,0930| -0,0953| -0,0983 | -0,0993| -0,1064| -0,1130| -0,1148 | -0,1195| -0,1202
Piky v x vzorcich 19 5 4 7 17 11 3 16 11 135 6 136 21 121 8
m/z (Da) 2507,41 | 2241,64 | 2241,06| 1594,48 | 1312,01| 314521 | 2136,13| 213542 | 1131,25 1015,3 31447 | 1254,67 1340,5 | 1997,17 1984
Korelace (Plochavs PSB) | -0,1219 | -0,1299 | -0,1306 | -0,1316 | -0,1387 | -0,1461 | -0,1466 | -0,1531| -0,1559| -0,1612| -0,1632| -0,1667 | -0,1723 | -0,1854 | -0,1885
Piky v x vzorcich 121 61 62 134 13 15 16 18 10 23 18 136 15 121 18
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Nejvyssi kladné korelace byly zaznamenany u peptidi s hodnotou m/z 2 922 (n = 117,
r=0,69), které vykazovaly vysokou Cetnost vyskytu napii¢ souborem vzorka. Tuto korelaci lze
klasifikovat jako silnou, coz umoziiuje povazovat tyto peptidy za potencialné¢ spolehlivé
markery sledovaného parametru. DalSim vyznamnym zjis§ténim je identifikace pocetné skupiny
piki vykazujicich stfedni miru zavislosti, jako naptiklad m/z 1 768 (n=133; r=0,51) nebo m/z
901 (n = 118; r = 0,49). Relevantnim aspektem je rovnéz ptritomnost negativnich korelaci
u vybranych pikt (napi. m/z 2 507; r = —0,12), coz muze indikovat pokles koncentrace téchto
peptida v piimé souvislosti s rostoucimi hodnotami PSB.

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze diferenciace mezi vzorky by se neméla opirat o pouhou
ptitomnost specifickych piki, nybrz o kvantitativni zmény v jejich intenzité. Tento metodicky
ptistup je v souladu s postupy vyuzivanymi v peptidomice, kde relativni zmény v abundanci
peptidd slouzi jako klicovy ndstroj pro identifikaci zmén v biologickém systému b&hem

technologickych zéasaht, jako je naptiklad cilend redukce PSB centrifugaci.
3.6 Zavérecné shrnuti

Na zdkladé provedeného vyzkumu a vyvoje byla formulovana metodika umoziujici
detekci manipulace se syrovym kravskym mlékem, spocivajici v cilené redukci poctu
somatickych bunék. Bylo experimentalné potvrzeno, ze tento zasah vyvolava prokazatelné
zmény v peptido-proteinovém profilu mlééné suroviny. Tyto zmény jsou efektivné
detekovatelné metodou MALDI-TOF MS v hmotnostnim rozsahu m/z 500—4 000 a nasledné
vyhodnotitelné pomoci pokrocilych statistickych postupd.

Pti verifikaci navrzeného postupu bylo doloZeno, Ze proces centrifugace vedl
k primérnému poklesu PSB o 45,9 + 11,6 %, coz reprezentuje UCinny zasah schopny
signifikantn¢ zkreslit deklarovanou hodnotu PSB. Vysledky analyz prokazaly, ze pro
identifikaci této formy falSovani neni rozhodujici pfitomnost unikétnich pika specifickych pro
modifikované vzorky, nybrz kvantitativni zmény v intenzité¢ a ploSe vybranych signali v
hmotnostnich spektrech.

Jako klicové indikatory byly identifikovany piky v oblasti m/z 2 922, 1 768 a 901,
jejichz intenzita vykazovala statisticky vyznamnou korelaci s hodnotami PSB. Zejména u pika
m/z 2 922 byla potvrzena silnd kladna zavislost, coz tyto peptidy definuje jako spolehlivé
markery sledovaného parametru. Dosazené vystupy tak stvrzuji, ze pro odhalovani cilené
redukce PSB je nezbytné aplikovat pfistup zalozeny na striktn¢ standardizované piiprave

vzorki a kvantitativnim hodnoceni intenzity pik.
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Navrzend metodika ptedstavuje laboratorn¢ vyuzitelny a reprodukovatelny postup pro
oveéfovani autenticity syrového kravského mléka. Umoznuje odhalovat specifické formy
manipulace, které by jinak negativné ovliviiovaly hodnoceni zdravotniho a hygienického stavu
suroviny. Kombinace standardizovaného pracovniho postupu, hmotnostné-spektrometrické
analyzy a statistické verifikace dat vytvarii robustni pfedpoklad pro uplatnéni této metody

v kontrolni i vyzkumné praxi.
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4. Srovnani ,,novosti postupt

Inovativnost predkladané metodiky spociva predevsim v zaméteni na detekci specifické
formy manipulace se syrovym kravskym mlékem, konkrétné na cilené snizeni PSB
technologickym zasahem. Na rozdil od bézn¢ pouzivanych ptistupt, které jsou orientovany na
samotné stanoveni hodnoty PSB, piipadn¢ na odhalovani tradi¢nich forem falSovani mléka, je
v tomto piipad¢ pozornost vénovana zachyceni zmén v peptido-proteinovém profilu mléka
vznikajicich v disledku artificialni redukce PSB. Novost pfistupu tedy spociva v celkovém
pristupu k feseni problematiky.

V dostupné odborné literatuie jsou metody MALDI-TOF MS vyuzivany zejména pro
detekci falSovani mléka spojeného se zménami hlavnich proteinovych frakei, naptiklad pfi
pfidavku mléka jiného Zzivoc¢isného druhu nebo obecné pro charakteristiku proteinového
a peptidového profilu mléka. Pfedkladana metodika tento princip rozviji pro odliSny typ
manipulace, pifi némz nedochdzi k ptfidavku cizorodé slozky, nybrz ke zméné biologicky
vyznamného kvalitativniho ukazatele suroviny. Novost metodiky tak spociva v aplikaci
vyzaduje integraci spektralni analyzy a statistického vyhodnoceni dat (Rysova et al., 2022).

Dals$im inovativnim prvkem je skutecnost, Ze metodika neni zalozena na identifikaci
jednozna¢né unikatnich pikt, ale na hodnoceni kvantitativnich zmén intenzity vybranych
spektralnich znakl. Tento pfistup koresponduje se soucasnymi trendy v peptidomickych
analyzach, v nichZ jsou relativni zmény abundance peptidii povaZovany za kli€ovy zdroj
informaci o procesech v analyzovaném systému. V ramci piedkladané metodiky je tento princip
vyuzit pro odhalovani zasahti do autenticity syrového kravského mléka souvisejicich s umélou
redukci PSB.

Novost metodiky déle spociva v propojeni nékolika navazujicich krokd do jednoho
funkéniho celku, zahrnujiciho standardizovanou ptipravu vzorku, méfeni MALDI-TOF MS
v definovaném hmotnostnim rozsahu a nasledné statistické hodnoceni intenzity vybranych
pikd. Pfinosem metodiky neni pouze vyuziti samotné instrumentalni techniky, ale predevs§im
vytvofeni ucelené¢ho a reprodukovatelného postupu, ktery umoznuje tuto formu manipulace

v laboratorni praxi exaktné posoudit a nasledné vyuZzivat.
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5. Popis uplatnéni metodiky

Predkladand metodika je urcena pro implementaci v laboratotfich specializovanych na
kontrolu jakosti, bezpecnosti a autenticity syrového kravského mléka. Primarni uplatnéni
nachazi v oblasti detekce sofistikovanych forem falSovéani, konkrétné pii odhalovani
technologickych zéasahti smétujicich k artificialni redukci PSB. Své vyuziti maze nalézt nejen
v akreditovanych kontrolnich a vyzkumnych laboratotfich, ale také na specializovanych
pracovistich zabyvajicich se komplexnim hodnocenim hygienické kvality mlééné suroviny a v
institucich vykonavajicich dozor nad zdravotni nezdvadnosti a autenticitou potravinaiskych
produkti.

Metodika vyznamné rozSifuje stdvajici analytické portfolio o postup, ktery se
neomezuje pouze na rutinni stanoveni aktualni hodnoty PSB, ale zamétuje se na verifikaci
integrity vzorku. UmozZiluje posoudit, zda sledovand surovina nebyla podrobena nelegitimni
technologické tuprave, kterd by zkreslovala skutecny zdravotni stav mlécné Zlazy dojnic a tim
1 hygienickou uroven mléka. V tomto kontextu slouzi jako efektivni nastroj pti feseni spornych
pripad v rdmci dodavatelsko-odbératelskych vztah, pfi hloubkovém ovéfovani autenticity
suroviny nebo jako referencni rdmec pro vyzkum novych ptistupii k detekci falSovani mléka na
bazi nizkomolekularnich proteinovych frakei.

Soucasné je metodika vyuzitelnd jako teoreticky i prakticky podklad pro dalsi rozvoj
rutinnich analytickych platforem zalozenych na hmotnostni spektrometrii a pokrocilém
statistickém zpracovani dat. Klicovym benefitem je vyuZiti pfistroje MALDI-TOF MS, ktery
je v soucasné dob¢ standardni soucasti vybaveni modernich analytickych laboratofi, zejména v
oblasti klinické mikrobiologie a proteomiky. Diky identifikaci specifickych markera
a definovani jejich korela¢nich vztaht k PSB tak tato metodika nabizi snadno pfenositelny
a robustni postup vyuzitelny v peptidomické praxi pii hodnoceni kvality Zivoc¢isnych produkti

bez nutnosti investic do specifické, tzce profilované instrumentace.
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6. Ekonomickeé aspekty

Ekonomicky piinos pfedkladané metodiky spociva pifedevsim v moznosti identifikovat
specifickou formu manipulace se syrovym kravskym mlékem, kterd vede k neopravnénému
zkresleni jeho hygienické a zdravotni klasifikace. V¢asna detekce technologického zasahu
zaméteného na artificialni snizeni PSB umoznuje eliminovat ekonomické ztraty spojené s
nespravnym zafazenim suroviny do kvalitativnich tfid. Pokud budeme uvazovat rocni produkci
mléka v CR 3,4 miliard litr, a Ze takto je falSovano napf. 5 % produkce, tak dojdeme
k celkovému mnozstvi takto naruSen¢ho mlé¢ka 170 miliont litrG. Pii rozdilu ve zpenézovani
odhadem 0,05 K¢ na litr v ramci tiid kvality pak ztraty ¢ini 8 500 000 K¢. Odhad snizeni ztrat
pfi vyuzivani této metodiky mtze tedy byt v fadu n€kolika miliontt K¢. Navic s vyuzitim této
metodiky je zamezeno situacim, kdy je mléko s nevyhovujicim zdravotnim statusem uvolnéno
do dalsiho zpracovatelského fetézce, coz by mohlo negativné ovlivnit technologické vlastnosti
vyslednych produktl a jejich trzni hodnotu.

Vzhledem k tomu, Ze je metodika zalozena na technologii MALDI-TOF MS
a nasledném statistickém vyhodnoceni spekter, jeji ekonomicka naro¢nost je ptimo odvisla od
dostupnosti odpovidajiciho pfistrojového a softwarového zazemi v dané laboratofi. Pro
pracoviste, ktera jiz disponuji timto vybavenim (naptiklad pro mikrobiologickou diagnostiku),
nepfedstavuje implementace metody nakladnou investici do nového instrumentéria.
Ekonomicka efektivita je v tomto pfipad¢ podpofena maximalnim vyuZitim stavajici analytické
infrastruktury a roz8ifenim jejiho aplika¢niho potencidlu o oblast kontroly autenticity potravin.
Ptimé provozni néklady na provedeni analyzy jsou tvofeny béznym laboratornim spotfebnim
materidlem, chemikéliemi pro pfipravu vzorkt, kalibracnimi standardy a energetickymi naroky
provozu piistroje. Vyznamnou slozku tvofi rovnéz odbornd prace personalu zahrnujici
standardizovanou preparaci vzorkil, vlastni meéfeni a expertni statistické vyhodnoceni
ziskanych dat. Zde miZeme zhruba naklady na analyzu jednoho vzorku odhadnout na 800 K¢,
a to véetné pracovnich nakladt a nakladt spojenych s odbérem vzorkl mléka. Tyto naklady by
ovSem mohly byt napiiklad ¢astecné sniZzeny vyuzitim metodiky pii stavajicich postupech
béZné kontroly mlé¢né uZitkovosti. Nicméné ve srovnani s potencidlnimi riziky spojenymi s
vykupem fal§ované suroviny jsou vSak tyto provozni néklady vysoce rentabilni.

Z dlouhodobého strategického hlediska 1ze ekonomicky piinos spatfovat v posileni
kontrolnich mechanismii pouzivanych pfi ovéfovani autenticity mléka. Metodika pfispiva
k ochran¢ transparentniho obchodniho prostfedi a posiluje diveéru v systém objektivniho

hodnoceni kvality syrového kravského mléka v ramci celého mlékarenského sektoru.
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Preventivni charakter této kontroly zaroven pulsobi jako ekonomicky nastroj proti Sifeni

nekalych praktik pfi produkci a primarnim zpracovani mlééné suroviny.
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