———

4

MINISTERSTVA ZEMEDELSTVI o
207-2025

- ‘E} ; ﬂ.,._: ~ 4
= VUM | “==
MINISTERSTVO ZEMEDELSTVI RO w0 VT -

CM42 2023
Eliminace azidiolového vlivu konzervace vzorki
mléka na vysledky referen¢nich a rutinnich
mlékarskych analytickych metod

(typ vysledkt ,,Nmet* — Metodika)

Zpracovali:
Hana Nejeschlebova, Oto Hanu$, Marcela KlimeSova, Radoslava Jedelska,
Jaroslav Kopecky, Ludmila Nejeschlebova

Vyzkumny ustav mlékarensky, s.r.o., Praha

ISBN 978-80-88390-07-7 (MILCOM)

Duben 2023



Vydavatel:

Pro: Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o. vydal MILCOM a.s.,
Ke Dvoru 12a, Praha 6, 16000

Forma vydani:
Metodika je vydavana pouze elektronicky ve formatu PDF.

Zverejnéno na webové strance:
https://www.vumlekarensky.cz/upload/soubory/metodiky/cm42 2023.pdf

1. Vydani 2023

ISBN 978-80-88390-07-7 (MILCOM)

Podil autorii na tvorbé certifikované metodiky:

Hana Nejeschlebova (51 %), Oto Hanu$ (17 %), Marcela KlimeSova (9 %), Radoslava
Jedelska (9 %), Jaroslav Kopecky (9 %), Ludmila Nejeschlebova (5 %)

Jména oponentii a organizace pro vydani osvédceni:

1) Odbornik z daného oboru: Ing. Libor Janti Ph.D., pracoviits: Everstar s.r.o. Sumperk,
chemik, odbornik na ¢istici a dezinfekéni roztoky a analyzy mléka, vedouci laboratote a
technologie vyroby;

2) Pracovnik statni spravy: Ing. Zdenka Majzlikové, pracovisté: Ceskéa plemenaiska inspekce,

Praha — odbornik v kontrole uZitkovosti zvifat a v mlékaistvi.

Dedikace na projekt:

Metodika je vysledkem feSeni podpory na rozvoj vyzkumné organizace ¢. MZe

RO 1423.

Projekty a podpory rozvoje instituce (podily): MZe RO 1423 (100 %).


https://www.vumlekarensky.cz/upload/soubory/metodiky/cm42_2023.pdf

Certifikovana uplatnénd metodika a technicko-organiza¢ni doporuceni, opatieni a
postupy v systému QA/QC (quality assurance/quality control, zajiSténi a Fizeni kvality)
k feSeni rutinnich systémi analytické laboratoie Vv kontrole kvality mléka K testaci
sloZek a vlastnosti bazénovych vzorki mléka a pro zvySeni vérohodnosti analytickych
vysledkii prostirednictvim kontroly podminek konzervace vzorkii.

I) Cil certifikované uplatnéné metodiky:

Cilem certifikované metodiky CM 42 2023 je podpora kontrolnich metod a zajisténi a zvySeni
veérohodnosti vysledkii a provozni jistoty managementu rutinnich analytickych laboratofi
v systému kontroly kvality mléka (bazénové vzorky mléka - podpora bezpecnosti mlécného
potravinového fetézce) prostiednictvim kontroly podminek konzervace vzorku a také podpora
postupil pro zajisténi kladného priib&hu relevantnich, oficialnich, akredita¢nich auditt (CIA).

Napli certifikované uplatnéné metodiky:

Néplni certifikované metodiky CM 42 2023 je implementace dosazenych vysledki, ziskanych
na zakladé predchoziho a soucasného vyzkumu a vyvoje v ramci feSeni projektu MZe RO
1423, do prostiedi systému prace rutinni analytické laboratoie kontroly kvality mléka pro
podporu spolehlivosti dat ke kontrole bezpe¢nosti mlééného potravinového fetézce ve fazi
kontroly kvality suroviny (syrového mléka). Jedna se fakticky o wvalidacni podporu
standardnich operaénich postupti akreditovanych mléénych laboratoii v CR.

Uplatnéni bylo provedeno zavedenim vSech principti metodiky od 03.04.2023.



IT) Vlastni popis certifikované metodiky

Eliminace azidiolového vlivu Kkonzervace vzorki mléka na vysledky
referen¢nich a rutinnich mlékarskych analytickych metod

Struktura certifikované metodiky:

1) Uvod - literarni podklady a sou¢asna situace

Kontrola kvality syrového mléka (KKM);

Osetreni vzorkii mléka pro kontrolu kvality;

Vyznamné ukazatele kontroly kvality mléka a obecné metody jejich stanovent,

Vysledky kvality syrového mléka v CR nyni a v ¢asové dynamice;

Podstata komplexnosti laboratorni kontroly kvality syrového mléka ve vyspélych zemich.

2) Cil metodiky testu vlivu konzervace bazénovych vzorki mléka v kontrole kvality

3) Metodika, vysledky a jejich vyhodnoceni pi¥i ovéFeni vlivu azidiolové konzervace
vzorki mléka na vysledky vybranych, referen¢nich a rutinnich mlékaiskych analyz
Testovaci soubor a jeho analyza

Metody pouZité pro stanoveni parametri mléka

Vysledky vlivu konzervace mléka Azidiolem na sledované parametry mléka

Doporuceni pro konzervaci vzorkit mléka Azidiolem

4) Zavér certifikované metodiky ovéreni vlivu azidiolové konzervace vzorki mléka na
vysledky vybranych, referenc¢nich a rutinnich mlékarskych analyz

5) Pouzité jiné literarni prameny pri tvorbé certifikované metodiky

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

Ptfedchozi tematicky relevantni certifikované metodiky k problematice provedeni konzervace
vzorkli mléka v kontrole kvality mléka a mlé¢né uzitkovosti.

7) Prilohové materialy s podklady pro ovéreni vlivu azidiolové konzervace vzorki mléka
na vysledky vybranych, referen¢nich a rutinnich mlékarskych analyz



Nejcastéji pouzité zkratky:

B = obsah bilkovin;

BMM = bod mrznuti mléka;

CF = pritoc¢na cytometrie;

CPM = celkovy pocet mezofilnich mikroorganismd;

CR = Ceska republika;

CIA = Cesky institut pro akreditaci o.p.s, Praha;

CMSCH a. s. = Ceskomoravska spole¢nost chovateld;

B = obsah hrubych bilkovin;

EBMM = ekvivalent bodu mrznuti mléka;

ICAR = Mezinarodni vybor pro kontrolu uzZitkovosti zvitat;
KAS = kasein;

KFB = koliformni baktérie;

KKM = kontrola kvality mléka;

KTJ = CFU = kolonii tvofici jednotka;

L = obsah laktozy;

LRM = laboratof rozbort mléka;

M = koncentrace mocoviny;

MIR-FT = technologie infraanalyzy mléka scelym spektrem pomoci Michelsonova
interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci;
PPM = celkovy pocet psychrotrofnich mikroorganismii;
PSB = pocet somatickych bunék;

PTRB = pocet termorezistentnich baktérii;

RIL = rezidua inhibi¢nich latek;

SOP = standardni opera¢ni postup;

T = obsah tuku;

TRSB = termorezistentni sportujici baktérie;

STP = obsah susiny tukuprosté¢;

VMK = obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku;
VUM = Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o., Praha.



1) Uvod - literarni podklady a sou¢asna situace

Kontrola kvality syrového mléka (KKM)

Kvalita potravin a potravinovych surovin je dlouhodob¢ a aktualné vyznamnym tématem
zejména ve vyspelych zemich. Dilezitou ekonomickou roli hraje davéra vefejnosti
V bezpecnost potravinového kose. Kvalita syrového mléka se zjistuje v bazénovych vzorcich
mléka a tato Cinnost hraje zdsadni roli v podpoie hygienické bezpecnosti mlééného
potravinového fetézce. Sledovani a vyhodnocovani kvality syrového mléka pomaha plnit
dilezitou spolecenskou zakazku (BAUMGARTNER et al., 2000). Bezpec€nost a kvalita mlééného
potravinového fetézce jsou dulezitymi aspekty ochrany vetejného zdravi.

Syrové mléko je vyznamna potravinova surovina. Podle zemé& nebo lokéalnich podminek je
vice nebo méné placeno podle kvality, kterd je definovana normami a v dusledku toho celou
fadou mléénych ukazatell (napt. celkovy pocet mikroorganismi, pocet somatickych bunék,
obsah tuku a bilkovin, bod mrznuti mléka atd.). Podle nékterych slozek a vlastnosti mléka se
také Slechti mlény skot (metody populacni genetiky) na slozeni mléka, efektivitu mlécné
produkce nebo zdravotni stav krav, resp. jejich rezistenci vici produkénim chorobam (napf.
mastitiddm). Vysledky referencnich a rutinnich analyz mléka jsou tedy konkrétn€ vyuzivany
pro fadu zdravotnich a hospodarskych uceli a Cinnosti:

— pro kontrolu kvality surovin v potravinafstvi a potravin v humdnni vyzivé, tedy
bezpecnost potravinovych fetézci;

— pro zpenézovani mléka podle kvality na rozhrani prvovyroby a zpracovatelského
prumyslu;

— pro ucely fizeni zpracovatelskych technologickych procesii a kontroly jejich vytéznosti,
tedy efektivity;

— pro ucely hospodaisky determinované selekce pti Slechténi mlééného skotu a nasledné

pro obchod s plemennym materidlem;

— pro kontrolu v rdmci prevence nedostatki zakladni (energeticko-dusikaté) vyvazenosti

vyzivy dojnic 1 zhorSeni jejich zdravotniho stavu;

— pro poradenstvi v prvovyrob¢ mléka;

— v neposledni fad€ 1 pro stanoveni podminek svétového obchodu s mlé¢kem.

Oseti‘eni vzorkit mléka pro kontrolu kvality

Vyznamnou c¢innosti pro kvalitu vysledkli analyz syrového mléka je odbér, oSetfeni a
transport vzorkd mléka. Kritickou periodou pro vzorky mléka je doba od odbéru do analyzy,
obvykle zahrnujici i1 transport, z pohledu casu, prubéhu teploty a aplikace konzervaéniho
prostiedku, které maji zajistit setrvani origindlniho stavu materialu (jeho organického slozeni)
pro ucely analyzy. Mléko je, jak zndmo, vhodnym prosttedim pro vyvoj mikroorganismi a
naslednou degradaci jeho organickych sloZek. Obecné jsou na nartstové zmény nebo
destrukéni Gcinky pii Spatném oSetfeni vzorku citlivé zejména takové mlécné ukazatele, jako
je celkovy pocet mikroorganismi a pocet somatickych bungk, ktery je vyznamnym
ukazatelem zdravotniho stavu mlécnych 714z dojnic (z hlediska frekvence vyskytu zejména
subklinickych mastitid), hygieny dojeni, ztrat dojivosti a propadu cen za kvalitu mléka
(KVAPILIK et al., 2014, 2015, 2016, 2017 a, b). Proto, pokud neinterferuje vyrazné¢ do
vysledki analyz, je pouziti konzervaéniho prosttedku obvyklé, pfiCemz vyhodou je soubézna
stabilita nizkych teplot béhem uloZeni vzorku a zkraceni Casu prodleni do analyzy na
minimum.



Poradi naro¢nosti slozek nebo vlastnosti mléka na podminky transportu bazénovych
vzorkli v kontrole kvality mléka, podle jejich stability lze, na zékladé dlouhodobych
zkuSenosti, uvést metodou kvalifikovaného odhadu nasledovné, v sestupném poradku: -
celkovy pocet mikroorganismi (CPM); - ostatni mikroorganismy pro kultivacni metody; -
rezidua inhibi¢nich latek (RIL); - pocet somatickych bun¢k (PSB); - volné mastné kyseliny
(VMK); - tuk; - bod mrznuti mléka (BMM); - mocovina; - laktdza; - bilkoviny; - kasein;
susina tukuprosta (STP). Je pfirozené, z hlediska vyznamu, Ze limitujicim faktorem pro
systém transportu vzorkd je samoziejmé naro¢nost CPM.

Dulezitym krokem oSetfeni vzorkli mléka je jejich konzervace. Typ a zplsob konzervace je
nutné adjustovat tak, aby byl efektivné plnén pozadavek prodlouzit a zachovat vlastnosti
vzorku po potfebnou dobu do analyzy. Typ konzervace je tfeba vybrat podle principu
analytické metody, aby neovliviioval vysledky analyz. Byly zkouSeny vzorky mléka na
stabilitu slozeni a vlastnosti (KVAPILIK a SUCHANEK, 1974; BUCHBERGER a KIERMEIER 1975;
ANONYM, 1977; ARDO, 1979, 1982; PETTIPHER et al., 1982; NG-KWAI-HANG a HAYES, 1982;
RAPP a MUNCH, 1984; BIGGS et al., 1984; KROGER, 1985; SzIJARTO et al., 1990; HANUS et al.,
1992 a, b, c, 2004, 2006, 2007, 2008 a, b, 2019, 2022; GENCUROVA et al., 1993 a, b, 1994;
BENDA, 1995; BAUMGARTNER a LANDGRAF, 2005; KLIMESOVA et al., 2021) po rtzny ¢as, bez
konzervace a sriuznymi konzerva¢nimi prostiedky (nejcastéji: dvojchroman draselny; azid
sodny; bronopol = 2-Brom-2-Nitropropan-1,3-Diol), v riznych teplotach (chladnickové a
pokojové) 1 zamrazené, pro rizné mlécné ukazatele (nejCastéji: tuk; bilkoviny; laktoza; susina
tukuprostd, pocet somatickych bunck; celkovy pocet mikroorganismi, ostatni
mikroorganismy, moc¢ovina).

Ze jsou otazky konzervace vzorkii mléka stale aktualni, dokladaji prace ZAJAC et al. (2015,
2016), kde bylo testovano a zjist€no: - uéinek ruznych koncentraci ¢tyf raznych
konzervacnich latek, dichroman draselny (K2Cr207), Azidiol (azid sodny, NaN3), bronopol (2-
brom, 2-nitro, 1, 3, propandiol, C3sHeBrNO4) a Microtabs II (kompozitni prostiedek
s fortifikaci bronopolu); - analyzy mléka pomoci infratervené spektroskopie ve stiedové
oblasti (MIR, MIR-FT); - kone¢né koncentrace konzervacnich latek ve vzorcich syrového
mléka cinily 0,005 %, 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % a 1 %; - Cerstvé kravské mléko
konzervované 2 a 24 hodin po dojeni; - koncentrace konzervacniho ¢inidla méla vyznamny
ucinek (P < 0,005) na vysledky laboratornich analyz; - je tfeba pouzit spravnou koncentraci
pro béznou konzervaci vzorki.

Vyznamné ukazatele kontroly kvality mléka a obecné metody jejich stanoveni

Kontrola kvality syrového mléka v CR probihd, pro wlely zpen&Zovani, ve dvou
akreditovanych mléénych laboratofich: LRM Brno-Tufany (CMSCH a. s.; cca 2/3); Madeta
Ceské Budgjovice (cca 1/3). Mezi nejvyznamnéjsi sledované ukazatele (v CR), podle
potravinové legislativy EU a nebo pfislusnych dodavatelsko-odbératelskych smluv patii,
v potadi dle dilezitosti (pro zisk kvality standard ¢i Q a pro tvorbu ceny): - celkovy pocet
mikroorganismt (CPM); - pocet somatickych bun¢k (PSB); - rezidua inhibi¢nich latek (RIL);
- bod mrznuti mléka (BMM); - ostatni mikroorganismy pro kultiva¢ni metody; - obsah tuku; -
obsah bilkovin; - obsah suSiny tukuprosté (STP). Z hlavnich ukazateli kvality mléka EU
(CPM, PSB, RIL a BMM) zpravidla mohou ovlivnit cenu CPM, PSB a RIL. Pak, podle smluv
farmait s mlékarnami, jsou dilezité obsahy tuku a zejména bilkovin a také prodavany objem
mléka. Tab. 1 uvadi vybrané limitni hodnoty kvality syrového mléka v CR.



Tab. 1 vymezeni limitd standardni kvality syrového kravske¢ho mleka podle jednotlivych
mléénych ukazateld (CSN 57 0529, dnes jen informativni hodnota, harmonizovano

s legislativou EU; SAMKOVA et al., 2012).

Ukazatel kvality Jednotka Povolené limity Poznamka
mléka
Obsah tuku gx100ml? >33 3,21 gx100g™
Obsah bilkovin gx100ml? >2,8; 2,72 gx100g;
zaklad zpenéZovani 3,2  zaklad zpenéZovani 3,11
Bod mrznuti mléka °C <-0,515 -0,520 °C (EU)
Titraéni kyselost ml (°SH) 6278 0,25 molx100ml*
mléka , , NaOH
Podet somatickych 103xml* ‘
<400 < 300 pro kvalitu vybér
bunék
Celkovy pocet 103xm]? ‘
<100 < 50 pro kvalitu vybér
mikroorganismu
Rezidua inhibi¢nich / mikrobiologicky test,
latek negativni predevsim antibiotika
nebo jina léCiva
Pocet psychrotrofnich 103xml? '
<50 kultivacné
mikroorganismu
Pocet 103xml?
termorezistentnich <2 kultiva¢né
mikroorganismi
Pocet koliformnich
103xml? <1
baktérii
Sporotvorné )
/ negativni v 0,1 ml
anaerobni baktérie
Latkovy obsah <13 metoda stlukem
mmolx100g™

volnych mastnych




kyselin v mlééném <372 metoda titracni

tuku

Mechanické necistoty / stupen 11 max. CSN 57 0530
Kysaci schopnost 0,25 molx100ml*
mléka ml (°SH) <25 NaOH

ON 57 0534

Obsah suSiny
gx100g™ >8,5
tukuprosté

Zpocatku byla hygienicka kvalita mléka posuzovana podle kvantity mechanickych
necistot, zachycenych na testovacim celulézovém filtru, pak se mléko dle dohody fadilo do
ttid. Celkovy pocet mikroorganismii (CPM) v syrovém mléce indikuje podminky hygieny
ustajeni, krmeni a dojeni krav stejné jako uloZeni mléka. Pocet nad 100 tisic KTJ (CFU) v 1
ml je problematicky a musi byt ve stdji feSen kontrolou hygienickych podminek, dezinfekci a
sanitaci vyznamnych tsekd technologie, nadob, zafizeni a tak podobné. Celkovy pocet
mezofilnich mikroorganismii v syrovém mléce je stanoven metodou kultivace vzorku mléka
nebo jeho fedéni zaockovaného do média s obsahem kaseinu, kvasnicného extraktu, glukédzy,
agaru a suSen¢ho mléka (napf. GTK-M, Milcom Tabor) na Petriho miskach. Vysledkem je
podet kolonii vyrostlych za aerobnich podminek pii teploté 30 °C po 3 dnech kultivace (CSN
EN ISO 4833). Snaha byla stanovovat po¢et mikroorganismii, ovSem naklady na kultivaéni
metody byly vysoké a stanoveni bylo ¢asové narocné. Piesto byly v 80. letech zkonstruovany
roboty pro provedeni kultiva¢nich metod (Spiral Plate Count), které snizovaly naroky na praci
a urychlovaly a optimalizovaly (STAHLHUT KLIPP, 1977; ZAPOTOCKY et al., 1980;
LACHOWSKY, 1984) odecet CPM na miskach automatizaci optického postupu. Mezi tyto patiil
napi. Petrifoss (Foss Electric). Mezi tim, v 70. a 80. letech byl pouzivan tzv. resazurinovy
test, kdy mléko bylo zatfidovano podle odectu intenzity barevné reakce, ktera koresponduje
s mikrobiologickou zatézi, kdy test byl rychly, nenakladny a pomérné spolehlivy. Sodna sul
resazurinu, modf, je redukéné piebarvovdna na cCervenou, metabolickou cinnosti
mikroorganisml tim intenzivnéji, ¢im vice je jich pfitomno ve vzorku. Stupen reakce lze
odecitat fotometricky, ale i vizualn€. Ve stejné dob¢ (napf. v Bavorsku - mlééné laboratote
Milchpruefring Bayern e. V.), v jiném testu, byl po¢et mikroorganismi v mléce fotometricky
automatizovanou pruto¢nou metodou odhadovan na zdkladé¢ pyruvatu (kyseliny
pyrohroznové) tvoieného glykolytickou metabolickou ¢innosti mikroorganismi z glukozy
(soucast Krebsova cyklu). Poté, v 80. az 90. letech, jiz byly vyvijeny opto-elektronické,
automatizované metody stanoveni mikroorganismii v mléce metodou pritocné cytometrie
(FC; napt. IBC a Bactocount - Bentley Instruments; Bactoscan - Foss Electric; HANUS et al.,
2016 a, b), po barveni bun¢k akridinovou oranzi (3-N,3-N,6-N,6-N-Tetramethylacridine-3,6-
diamine), které zrychlily praci a svym vykonem snizily pracovni naklady. Nejdfive se
specifickou enzymatickou hydrolyzou a centrifugaci v gradientu (mechanicky) odstrani ze
vzorku tukové kulicky a somatické buniky, aby nevytvarely interferencni efekty. Bakteridlni
buitkka je za podminek metody obarvena barvivem (nejCastéji akridinoranz). Buika po
osvétleni emituje specifické zateni, které je osciloskopicky registrovano jako impuls, tedy
mikrob. Proud vzorku tece v laminarnim proudu pufrovacich roztoki pod mikroskopem.
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Vysledky elektronickych bakteridlnich impulst se ptfepocitavaji faktory nebo rovnicemi na
vysledky kultiva¢nich metod, tedy na pocet mikroorganismti (kolonie formujicich (tvoficich)
jednotek, KTJ) v 1 ml mléka. Pro syrové mléko byvaji tieba specifické kalibrace na rtizné
biologické druhy mléka (TOMASKA et al., 2006). U téchto metod (které pocitaji svételné-
elektronické impulsy V optickém (fluorescenénim) mikroskopu, po svételné, piipadné
laserové excitaci, jako mikrobidlni buiky) je né¢kdy nezbytné stanovovat konverzni rovnice
ptepoctu z impulsit na CPM podle vysledkt referencnich metod, zejména ve specifickych
lokalitach. Tyto metody byly déle vyvijeny pro rozliSovaci schopnost v nizkych poctech CPM
pod 100 tisic CFU v ml mléka (SUHREN et al., 1988, 2000, 2001; SUHREN a WALTE, 1998,
2001; SUHREN a REICHMUTH, 2000; TOMASKA a SUHREN, 2003, 2004; TOMASKA et al., 2006;
HaNUS et al., 2016 a, b). Kratce se také v hodnoceni kvality syrového mléka (CPM, ale hlavné
koliformy, psychrotrofy a termorezistenty) objevila metoda statistického vyhodnocovani
rastovych kiivek impedanéni, zrychlené, kultivaéni metody typu BacTrac (BANCALARI et al.,
2016).

Pocet somatickych bunék (PSB) v mléce indikuje zdravotni stav dojnic s ohledem na
vyskyt mastitid (poruch sekrece mléka). Zdrava mlécna Zlaza ma pocet do 100 tisic v ml
mléka. 300 tisic jiz muze znacit subklinickou mastitidu u zvifete, klinicka miva hodnotu i
vy$si, az nékolik miliont. Hygienicky limit EU a CR je do 400 tisic v ml mléka, oviem ve
svéte je to neékdy 1 vice, do 750 tisic v ml (n€které staity USA). To znaci ztraty na dojivosti
krav v dasledku subklinickych mastitid 10 az 20 %. PSB je zvySovan aktivitou patogent
VvV mlécné zlaze, ale 1 stresem, stadiem a poradim laktace. Metoda pfimé mikroskopie PSB je
metodou referencni (CSN EN ISO 13366-1). Buiky v ur¢itétm objemu mléka jsou za
podminek metody rozetfeny po definované plose podlozniho sklicka, fixovany organickymi
roztoky, vysuSeny a obarveny organickymi barvivy. Preparat pod optickym mikroskopem
musi byt pocitan v mnoha odd€lenych zornych polich po plose celého natéru a také
opakovanym vySetienim (vice natéri) pro urCeni referen¢ni hodnoty vzorku. Osoba
provadéjici ¢itani somatickych bunék musi byt zkusena v cytologii a diferenciaci krevnich a
epitelidlnich bunék pohledem podle jejich morfologickych vlastnosti. Fluorooptoelektronicka
metoda priitocné cytometrie (CSN EN ISO 13366-2) pro stanoveni poc¢tu somatickych bunck
musi byt kalibrovdna na vysledky referenéni piimé mikroskopické metody (CSN EN ISO
13366-1), 1 kdyz sama metoda ma charakter metody pfimé. Je vSak automatizovana (pfistroje
Somascope, Somacount, IBC nebo Fossomatic; Bentley Instruments a Foss Electric). Bunétné
jadro je za podminek metody obarveno barvivem (nej¢astéji ethidiumbromid) a to, vazano na
desoxyribonukleovou kyselinu, po osvétleni emituje specifické zareni, které je osciloskopicky
registrovano jako impuls, tedy butika. Proud vzorku tee v lamindrnim proudu pufrovacich
kapalin pod mikroskopem. Ptedchozi modely z80. let pracovaly snekoneénym filmem
vzorku na obvodu rotujiciho disku z nerezové oceli pod mikroskopem a osvétleni svétlem
v ramci viditelného spektra (zelena barva, emise impulsu byla cervend). Vysledky jsou
podobné piimé mikroskopii, moznych interferencnich efekti je principidlné mén€ a mnohdy
nejsou pro syrové mléko tfeba ani specifické kalibrace na riizné biologické druhy mléka.
Existuji 1 semikvantitativni odhady PSB na principu riznych viskozimetrickych metod, ovsem
ty nejsou pouzivany oficialné ke kontrole kvality syrového mléka, nybrZ jen k posouzeni
zdravotniho stavu mlé¢né Zlazy jednotlivych krav.

Vyskyt rezidui inhibi¢nich latek (RIL) miiZze ohrozit technologickou zpracovatelnost mléka
(fermentacéni technologie), kvalitu mlééného potravinového fetézce a zdravi konzumenta (LEE
et al., 2001; NEJESCHLEBOVA et al., 2022). Mléko antibioticky 1é¢enych krav v ochranné 1huté
nesmi byt dodavano do mlékarny (HASONOVA et al., 2022). Inhibi¢ni latky za podminek
mikrobiologické metody blokuji rist testovaciho mikroorganismu, obvykle spory Geobacillus

10



stearothermophilus varieta calidolactis v agaru. Tento je extrémné citlivy zejména na
pritomnost betalaktamovych antibiotik z 1é¢iv (NAVRATILOVA, 2002; NAVRATILOVA et al.,
2013, 2016; JUSCAKOVA a KOZAROVA, 2017; PAzoUT et al., 2017). Pted analyzou je tfeba
vzorky syrového mléka tepeln¢ osettit pii 85 °C K inaktivaci pfipadné ptitomnych ptirozenych
inhibi¢nich latek, napt. gamaglobulini nebo fytoestrogenti. V mikrozkumavce sagarem a
suspenzi spor, po piidani laktéozy a vzorku mléka, je iniciovano kliceni spoér a rust
mikroorganismt jejich vlozenim do termostatu piti 63 °C (3,5 hodiny). Bé&hem ristu je
Stépena laktdza na kyselinu mlécnou (zména kyselosti pH) a rust tak méni ptivodni barvu
indikatoru. Zména (obvykle Zlutd barva) znamena rast baktérii a tedy nepfitomnost rezidui
inhibi¢nich latek, zatimco neménnost barvy (obvykle fialova) systému znadi inhibici rastu
(kli¢eni spdr a riistu vegetativni formy) baktérie a pfitomnost né¢jaké inhibi¢ni latky. Zména
barvy mulze byt 1 redukéni a jsou zndmy metody RIL, vedle mikrobiologickych (plotnové
metody) i enzymatické a ELISA. Nyni nejcastéji pouzivané testy RIL jsou Delvotest, Eclipse,
BR test, TwinSensor, MilkSafe™. Pied témito mikrodestickovymi mikrobiologickymi testy,
v 80. letech, byla pro odhad RIL v mléce pouZzivana také metoda stanoveni kysaci schopnosti
mléka (jogurtovy test; ON 57 0534). Pozitivni nélez je tfeba potvrdit opakovanym vySetfenim
vzorku mléka. Tyto testy maji fadu modifikaci. Pro urCeni skupiny ptipadné podezielych latek
nebo identifikaci konkrétni podezielé latky v ptipadé pozitivniho nadlezu ve vzorku mléka je
pak tfeba provadét nakladnéjSi chromatografické nebo elektroforetické postupy
(CHRISTOFORIDOU et al., 2020).

Deprese bodu mrznuti mléka je urcena hlavné koncentraci osmoticky aktivnich slozek
Vv mléce. Témi jsou zejména laktoza, obsah iontii anorganickych (NaCl, KCl) a organickych
(fosfaty a citraty jako pufracni systém mléka) soli a koncentrace mocCoviny. Vliv dalSich
slozek (tuk, bilkoviny) je pak maly. Bod mrznuti ml¢ka (BMM) ovliviiuje zejména zdravotni
stav (mastitidy), stadium a potadi laktace a vyziva a krmeni dojnice. Hlavnim vlivem vSak
muze byt technologické zvodnéni mléka (zhorSeni, res. zvyseni). Proto je hodnota BMM
pouzivéana k prikazu ptidavku cizi vody a tim ke kontrole kvality mlééného potravinového
fetézce. Kryoskopické metody (CryoStar, Gerber-Funke) jsou pievazné pouzivany jako piimé
méfeni deprese bodu mrznuti mléka (CSN 57 0538). V této metodé se jedna o nalezeni plata
na klesajici kiivce bodu mrznuti, po jejim kratkodobém vzristu pii mechanicky iniciovaném
uvolnéni krystaliza¢niho tepla a to pomoci sniméni termistorovou sondou. Mozné jsou i
automatizované odhady metodou MIR-FT (MilkoScan, DairySpec, Bentley Instruments a
Foss Electric) z latkového sloZeni (regresni rovnice zejména se zohlednénim obsahu laktozy)
za pouziti hodnot elektrické konduktivity mléka.

Vysledky kvality syrového mléka v CR nyni a v éasové dynamice
Vyzkum hygienickych ukazatelli syrového mléka je stale aktualni otazkou (AL-NOMAN et

al., 2022; DEJYONG et al., 2022). Vysledky kvality mléka v CR jsou v trendu zachyceny
v Tab. 2 anaObr. 1 - 14 (HANUS et al., 2019), v¢etné kratkého komentaie.
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Tab. 2 Vysledky kvality syrového mléka v CR V periodé 23 roki (CMSCH a. s.; BUCEK,
2021; SLADEK, 2022)

Ukazatel Jednotka 1997 2005 2016 2020

T 9/100m1/100g 4,27 4,08 4,05 4,01
B! % 3,26 3,40 3,44 3,46 (3,50)
STP % 8,82 8,84 8,96 9,04

M mmol/l 3,16 3,83 4,29 3,7
BMM °C -0,521 -0,525 -0,526 -0,526
PSB thousand/ml 237 256 223 230 (221)
CPM ! ths. CFU/ml 79 38 36,9 23,6
PTRB ! CFU/ml 1275 872 140 -
PPM ! CFU/mlI 21 220 8 500 8 040 9140
KFB CFU/ml 132 141 182 214
TRSB % + 15,4 55 55,0 -
RIL! % + 0,48 0,16 0,14 0,11 (0,06)

T, obsah tuku; B, obsah hrubych bilkovin; STP, obsah suSiny tukuprosté; M, koncentrace
mocoviny; BMM, bod mrznuti mléka; PSB, pocet somatickych bunék; CPM, celkovy pocet

mezofilnich mikroorganismi;
psychrotrofnich mikroorganismt;

PTRB, pocet termorezistentnich baktérii;
KFB, koliformni

baktérie;

TRSB,

PPM, pocet
termorezistentni

sportujici bakterie; RIL, rezidua inhibicnich latek; (v zavorce nejlepsi dosazené vysledky) ! =
dlouhodoby trend vyrazného zlepSovani kvality syrového kravského mléka v CR;

Obr. 1 Dynamika vyvoje obsahu tuku v dodavaném mléce.
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V roce 2000 byl obsah tuku 4,21 % a v roce 2016 4,05 %. S vyrazné rostouci dojivosti v pritbéhu
Casu v diisledku slechteni i ménici se vyzZivy (zvySovani zastoupeni jadra na vikor objemnych krmiv) a
také s oteplovanim klimatu obsah tuku klesal ve vyznamném trendu.
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Obr. 2 Dynamika vyvoje obsahu hrubych bilkovin v dodavaném mléce.
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V roce 2000 byl obsah hrubych bilkovin 3,31 % a v roce 2016 3,44 %. Trend vzriistu bilkovin miize
byt dan Slechténim a obecné ristem zastoupeni energie v krmné davce dojnic v dusledku zlepSovani

wZivy.

Obr.3D
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V roce 2004 byl obsah kaseinu 2,64 % a v roce 2016 2,68 %. Trend obsahu kaseinu priblizné
kopiruje trend obsahu hrubych bilkovin.

Obr. 4 Dynamika vyvoje obsahu susiny tukuprosté (STP) v dodavaném mléce.
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V roce 2000 byl obsah STP 8,79 %, v roce 2016 8,96 %. Obsah STP jde v trendu zmen v obsahu
hrubych bilkovin a laktozy. Jako dusledek Slechténi a lepSici se vyZivy naznacuje rostouci
technologickou kvalitu mléka.
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Obr. 5 Dynamika vyvoje koncentrace mo¢oviny v dodavaném mléce.
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V roce 2000 byla mocovina 25,5 a v roce 2016 25,71 mg/100ml.

Obr. 6 Dynamika vyvoje volnych mastnych kyselin (VMK) v dodavaném mléce.
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V roce 2004 byl obsah VMK 0,81 v roce 2016 0,82 mmol/100g tuku.

VMK (mmol/100g tuku)

Obr. 7 Dynamika vyvoje bodu mrznuti mléka (BMM ve °C x -10%) v doddvaném mléce.
528 -
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................. y =0,2353x + 52,544
523 4 K= R%=0,5602

522 4

521 A
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Zlepseni bylo 0 0,77 % (resp. 0,004 °C) za poslednich 9 roku. V roce 1997 byl BMM 521, v roce
2016 pak 526 (°C x -10°). Vyvoj ukazatele je principidlné v souladu s trendem obsahu susiny
tukuprosté.
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Obr. 8 Dynamika vyvoje celkového poctu mikroorganismti (CPM (CFU/ml)) v dodavaném

mléce.
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Zlepseni v CPM dosdhlo 53,4 % (z 79,1 na 36,9 tis. CFU/mI). Jasny doklad lepsici se hygieny
technologickych procesii v chovu dojnic, zejména pri dojeni.

Obr. 9 Dynamika vyvoje po¢tu koliformnich baktérii v dodavaném mléce.
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V roce 2000 byl pocet koliformut 276, v roce 2016 182 v 1 ml mléka.

Obr. 10 Dynamika vyvoje poétu termorezistentnich mikroorganismi v dodavaném mléce.

1300

1100

900

700

500

300

Termorezistentni m.o. (CFU/ml

100

y = -66,358x + 133823
RZ = 0,725

1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017

Roky

V roce 2000 byl pocet termorezistenti 1 016, v roce 2016 140 CFU/ml.
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Obr. 11 Dynamika vyvoje poctu psychrotrofnich mikroorganismti v dodavaném mléce.
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V roce 2000 byl pocet psychrotrofii 6 847, v roce 2016 8 040 CFU/ml.

Obr. 12 Dynamika vyvoje zastoupeni sporotvornych mikroorganismi v dodavaném mléce.
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V roce 2007 bylo zastoupeni sporulatii 42,18, v roce 2016 55 %+.

Obr. 13 Dynamika vyvoje rezidui inhibi¢nich latek (RIL) v dodavaném mléce.
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Zlepseni v RIL dosahlo 70,8 % (z 0,48 na 0,14 %). Doklad zvladnuti technologie kontroly vyskytu
rezidui léciv a dalsich pripadné Skodlivych latek v mléce.
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Obr. 14 Dynamika vyvoje poctu somatickych bun¢k (PSB, SB) v dodavaném mléce
270 A

265 A
260 -
255 e

w0 { )T e S\

= P w
2 R2 = 0,0496
235
230 A
225 4

220 T T T T T T T T T T 1
1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017
Roky
Horsil se jen PSB z 237 tis./ml 1997 na 259 tis./ml 2001-2 a 252 tis./ml 2005, 0 8,0 %. V roce 2016
byl PSB 223 tis./ml. Od roku 2010 je ziejmy trend lepSeni.

SB (tis./ml)

Podstata komplexnosti laboratorni kontroly kvality syrového mléka ve vyspélych zemich

Jak plyne z piedchoziho hodnoceni vyvoje ukazateld kvality syrového mléka, je ziejmé, Ze
syrové mléko je nejdislednéji kontrolovanym pocatkem mlécného potravinového fetézce ze
viech ostatnich moznych potravin, jak v CR tak EU a zfejmé i celosvétové. Je to mozné
konstatovat proto, Ze je zohledné€no (-na; -nén): - Siroké spektrum a relativné vysoky pocet
vysetfovanych hygienickych (mikrobiologickych), slozkovych (chemickych), fyzikalnich a
technologickych mlé¢nych ukazateld; - pravidelnost a relativné vysoka frekvence zminénych
rutinnich vySetfeni syrového mléka; - pievazné biologicky a biochemicky charakter téchto
vySetieni, kde principem je posoudit bezpecnost kontrolovaného materialu pro konzumenty
(napt. sledovani rezidui inhibi¢nich latek a eliminace takového mléka z potravniho fetézce
s predpokladem, ze substance schopna poskodit mikrobialni rist mize byt potencialné

vvvvv

Analytické laboratofe obecné, tedy i mlé¢né, zejména, jsou-li akreditovany, tedy pokud tim
usiluji o oficidlni uznavéani svych vysledkli, museji své metodické postupy obhajovat u
odborného auditu zpracovanym systémem zabezpeceni kvality vysledk analyz, jehoz
soucasti jsou standardni opera¢ni postupy a validace metodickych postupti s odhadem nejistot
vysledkt méfeni. Pouzité postupy tak musi byt pfesné popsany a validovany prostiednictvim
vysledki ucelové provedenych testl se statistickym vyhodnocenim. Proto davéa smysl popsat
mozné vlivy azidiolové konzervace na vysledky analyz vzorkli mléka také z oficidlnich
divodd.

Pro rutinni, komer¢ni, mlécné laboratofe znamend obecné nezbytnad aplikace chemické
konzervace vzorkli mléka z dlvodu zachovani jeho vlastnosti béhem transportu az do
okamziku analyzy, v postupnych krocich, vzdy testové feSeni logistického problému
s nejvhodnéjsi piijatelnou moznosti kombinace Cetnych faktorli, jako: - u€¢innost konzervace
podle typu a koncentrace konzervujici latky, Casu a teploty ulozeni a transportu vzorki; -
Setrnost konzervace k zivotnimu prostiedi (také zdravi laboratorniho personalu); - pracnost
konzervace; - snadnost aplikace (forma roztoku, prasku, tablet) a manipulovatelnosti; -
naklady na konzervaci; - pfipadné n¢které dalsi specifické aspekty.
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2) Cil metodiky testu vlivu konzervace bazénovych vzorku mléka v kontrole kvality

Cilem metodiky je, na zaklad¢ vysledki provedenych testl, kvantifikovat a piipadné
eliminovat mozny azidiolovy, interferencni vliv konzervace vzorkGi mléka na vysledky
vybranych referencnich a rutinnich mlékarskych analytickych metod, v bézné laboratorni
technologii, podle standardnich operacnich postupt. Spolehliva kontrola nad stavem vzork
mléka je vyznamna zejména pro vérohodnost stanoveni CPM, RIL, PSB a BMM.

3) Metodika, vysledky a jejich vyhodnoceni p¥i ovéieni vlivu azidiolové konzervace
vzorkii mléka na vysledky vybranych, referenénich a rutinnich mlékarskych
analyz

Pt1 préci byly zohlednény:

- relevantni standardni dokumenty CSN 57 0530, CSN 57 0536, CSN EN ISO/IEC 17025,
CSN ISO 8196-1, CSN ISO 8196-2, CSN ISO 8196-3, CSN EN ISO 13366-1, CSN EN ISO
13366-2, CSN EN ISO 4833-1 (2014), CSN EN ISO 707 (2009), CSN EN ISO 7218 (2008),
GRAPPIN, 1987;

- ustanoveni relevantnich akreditovanych standardnich operacnich postupt;

- ndvody k obsluze vyrobct analytickych zatizeni a laboratornich testi.

Azidiol, jako konzervace vzorkli mléka v LRM byl pouzivan diive, ale nyni jde o novy
pozadavek z hlediska komerce sdodavkou rutinnich vzorkti ze zahraniCi, coz vyzaduje
aktualni metodické ovéfeni a zapracovani do systému jakosti pii akreditaci po validaci
postupu (jako zpracovani ptiloh relevantnich standardnich opera¢nich postuptt (SOP), pro
audit akreditace) a ovéfeni ptripadného vlivu na vysledky analyz kvality mléka. Zminéné
testovani nema proto vyzkumné ambice charakteru optimalizace postupu pro vybér variant
(konzervace, koncentrace, teplota, ¢as), nybrz validaci vysledki piesné podle praktickych
pracovnich podminek postupi a SOP LRM Brno-Tufany. Vysledky jsou tak urCeny
k praktické aplikaci pro ucely obhajoby auditu akreditace LRM ve véci validovanych SOP.
Z hlediska LRM se tedy jedna o metodickou podporu vysledkii analyz kontroly kvality mléka
(bazénové vzorky mléka).

Aktualné LRM stanovuje Vv bazénovych vzorcich celkové slozeni (T, B, STP), PSB a
BMM v nekonzervovaném mléce po chladovém transportu, CPM a RIL stanovuje ve vzorcich
konzervovanych Heeschenovym ¢inidlem. Proto tyto varianty jsou v testu vzaty jako
referencni pfi srovnavani proti konzervaci Azidiolem. Pouziti konzervace — komercni roztok
Azidiol (pracovni koncentrace 150 ul na 50 ml mléka), pfipadné v porovnani k Heeschenovu
¢inidlu (pracovni koncentrace 6 ml (vysouseno ve vzorkovnici) na 50 ml mléka).

Testovaci soubor a jeho analyza

Testovaci soubor pro posouzeni vhodnosti konzervace mléka Azidiolem tvofily vzorky
bazénového mléka dojnic plemen HolStyn a Czech Fleckvieh z komer¢ni kontroly kvality
mléka, které byly po chladovém transportu (< 8 °C) analyzovany nekonzervované,
konzervované Heeschenovym ¢inidlem a konzervované Azidiolem. Podle podminek
transportu do dané laboratofe byly vzorky méfeny cca 24 + 6 hodin po odbéru a ptipadné
konzervaci. VSechna méfeni byla provedena duplicitné s vyjimkou BMM, ktery byl
stanovovan u kazdého vzorku jen jednou.
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Metody pouZité pro stanoveni parametrii mléka

- obsah T (%); B (%); KAS (%); L (%); STP (%); TS (%), M (mgx100 ml?); VMK
(mmolx100g? v tuku); KC (%), EBMM (°C x -10%) na MIR-FT analyzatorech MilkoScan 7
(Foss Analytical A/S, Hillered, Dansko) a DairySpec FT (Bentley Instruments, USA);

- BMM (°C x -10%) referen¢né na kryoskopu CryoStar 1 (Funke-Dr.N.Gerber Labortechnik
GmbH, Berlin, Némecko);

- PSB (10° x ml?) fluoro-opto-elektronickou metodou na pritokovych cytometrech
Fossomatic 7 (Foss Analytical A/S, Hillerad, Dansko) a Somacount 300 (Bentley Instruments,
USA).

- CPM (v 10® CFU x ml™) p¥imym pogitanim bakteridlnich bunék pritokovym cytometrem
BactoScan FC (Foss Analytical A/S, Hillered, Dansko) s nasledujicim pfepoctem relevantni
konverzni rovnici na jednotky KTJ x ml™? podle referenéni kultivaéni metody dle CSN EN
ISO 4833-1 (2014);

- Pocet KFB (CFU x ml™) kultivaci pti 30 °C po dobu 24 hodin se zalitim agarovou Zivnou
ptidou VCZL (agar s krystalovou violeti, neutralni ¢erveni, Zlu¢ovymi solemi; Milcom Tabor)
dle CSN ISO 4832 (2010)

- ptitomnost RIL v mléce komerénimi mikrobiologickymi Sirokospektralnimi testy Eclipse 50
a Eclipse 4 G (Zeulab, Zaragoza, Spanélsko), které jsou zaloZeny na inhibici ristu spor
bakterie Geobacillus stearothermophilus. Testy byly hodnoceny jako pozitivni a negativni na
pfitomnost RIL.

Vysledky vlivu konzervace mléka Azidiolem na sledované parametry mléka

Na zéaklad¢ provedeného statistického hodnoceni (Tab. 3) byl posouzen vliv konzervace
Azidiolu na stanoveni jednotlivych parametri mléka danymi metodami. Kompletni vysledky
tvoti tabulkovou a grafickou pfilohu této certifikované metodiky.

Slozeni

Parametry slozeni mléka v mléce konzervovaném Azidiolem a nekonzervovaném mléce
stanovované MIR-FT metodou spolu vyznamné korelovaly. Systematické odchylky byly
vétSinou vyznamné, avsak stabilni, a z hlediska relativniho podilu na métenych hodnotach
zcela zanedbatelné (obvykle pod 1 %) pro zakladni slozky (T, B, Kas., L, STP, TS) a
ptijatelné (obvykle pod 5 %) pro minoritni slozky mléka (M, VMK, KC).

Deprese bodu mrznuti mléka, ekvivalent bodu mrznuti mléka
- BMM i EBMM v mléce konzervovaném Azidiolem a nekonzervovaném mléce vykazaly
vyznamné korelace a vyznamné, avSak zanedbatelné a relativné stabilni systematické

odchylky (pod 1,5 %).

Pocet somatickych bunek

- PSB v mléce konzervovaném Azidiolem a nekonzervovaném mléce vyznamné korelovaly a
poskytly vyznamné relativné stabilni systematické odchylky, které byly ale zcela
zanedbatelné (1,4 % Fossomatic) nebo ptijatelné (7,2 % Somacount).

Celkovy pocet mikroorganismii

- CPM v mléce konzervovaném Azidiolem a konzervovaném Heeschenovym cinidlem
poskytly vyznamnou korelaci a nevyznamnou systematickou odchylku (0,03 %), ktera byla
stabilni.
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Pocet koliformnich bakterii

- Pocet KFB v mléce konzervovaném Azidiolem vyznamné koreloval s poctem KFB v mléce
konzervovaném Heeschenovym cinidlem, jednalo se vSak o nejméné¢ tésnou zavislost ze
vSech hodnocenych parametri. Znac¢na systematickd odchylka (63,3 %) byla navic nestabilni.
Kolonie koliformnich bakterii ze vzorkti mléka oSetienych Azidiolem se v nékterych vzorcich
lisily od typického vzhledu kolonii koliformnich baktérii, byly bledsi fialové barvy a mensi
velikosti.

Rezidua inhibicnich latek

- Test Eclipse 50 poskytl 100 % spravné negativnich vysledkti a 100 % spravné pozitivnich
vysledkii pfi konzervaci Azidiolem i1 Heeschenovym ¢inidlem. Dopliikkové provedené
stanoveni RIL testem Eclipse 4G poskytlo 68 % spravné negativnich vysledkt a 100 %
spravné pozitivnich vysledki.

Doporuceni pro konzervaci vzorki mléka Azidiolem
Na zakladé ziskanych vysledkt lze formulovat nasledujici doporuceni pro konzervaci mléka
Azidiolem:
- Azidiol lze doporucit ke konzervaci mléka pro stanoveni:
- slozeni mléka a EBMM metodou MIR-FT s vyuzitim analyzatorti MilkoScan 7 a
DairySpec FT,
- BMM kryoskopickou metodou,
- PSB priitokovou cytometrii s vyuzitim pfistroji Fossomatic 7 a Somacount 300,
- CPM metodou priitokové cytometrie s vyuzitim ptistroje BactoScan FC,
- RIL testem Eclipse 50.

- VySe uvedena doporuceni jsou platna pouze pro popsané podminky testovani.
Ptekroceni ¢asovych a teplotnich limiti ¢i pouziti odlisSné koncentrace konzervantu by
mohlo negativné ovlivnit vysledky stanovovanych mléénych parametr.

- Pro eliminaci pfipadného interferenéniho efektu konzervantu je pro nepiimé méfeni
mlécnych ukazatelli vhodné provadét kalibrace mlékarské analytické techniky piimo s
takto konzervovanymi vzorky.

- Pfi stanoveni RIL v konzervovanych vzorcich je vhodné kontrolni vzorky oSetfovat
stejnym zpusobem jako testované vzorky a pouziti konzervantu pro konkrétni
inhibic¢ni test konzultovat s vyrobcem.
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Tab. 3 Statistické vyhodnoceni vlivu konzervace vzorkti mléka Azidiolem na vysledky méfenych mlécnych ukazateld.

Metoda Zatizeni Test | Ref. | Ukazatel n X * sX VX X * §X VX d+sd d sig. D r
Test (y) % Ref. (x) % Test. — Ref. %
MIR-FT MilkoScan 7 AZ | NEK | T 60 | 4,07+0,39 9,5 4,09 +0,39 9,6 -0,019+0,012 | P<0,001 | 0,46 | 1,0
B 60 | 3,51+0,21 6,0 3,51+0,21 6,0 -0,003 £0,009 | P<0,05 | 0,09 | 0,999
KAS 60 |2,75+0,17 6,1 2,77+0,17 6,2 -0,016 £ 0,01 P<0,001 | 0,58 | 0,999
L 60 | 4,85+0,11 2,2 4,87+0,1 2,1 -0,02 + 0,006 P<0,001 | 0,41 | 0,998
STP 60 | 9,07+0,21 2,3 9,1+0,21 2,3 -0,023 £0,011 | P<0,001 | 0,25 | 0,999
M 60 | 25,87+586 | 22,6 |24,95+5,73 23,0 |0927+0943 | P<0,001 | 3,72 | 0,987
VMK 60 | 1,02+0,25 246 | 0,98+0,25 25,8 | 0,04 +£0,056 P<0,001 | 4,08 | 0,975
KC 60 |0,12+0,009 | 7,5 0,111+0,009 | 8,1 0,009+ 0,001 | P<0,001 | 8,1 | 0,988
EBMM 106 | 527+ 10 1,9 521+10 1,9 5,83 +2,38 P<0,001 | 1,12 | 0,969
MIR-FT DairySpec FT AZ | NEK | T 60 | 4,17+0,9 216 | 4,19+091 21,7 | -0,021+0,015 | P<0,001 {05 | 1,0
B 60 | 3,46+0,2 57 3,45+0,2 5,8 0,008 +0,011 | P<0,001 | 0,23 | 0,998
KAS 60 |2,7+0,25 9,2 2,68 +0,26 9,6 0,025+ 0,034 | P<0,001 | 0,93 | 0,991
L 60 | 4,84+0,16 3,3 4,85+0,16 3,3 -0,006 £ 0,01 P<0,001 | 0,12 | 0,998
STP 60 | 9,01+0,21 2,3 9,0+ 0,21 2,4 0,016 +0,024 | P<0,001 | 0,18 | 0,994
TS 60 | 13,81+0,87 | 6,3 13,82+0,88 | 6,4 -0,016+0,022 | P<0,001 | 0,12 | 1,0
M 60 |22,12+747 |338 |23,15+748 | 32,3 |-1,036+0,687 | P<0,001 | 4,47 | 0,996
VMK 60 | 0,39+0,05 11,6 | 0,39+0,04 10,8 | -0,001 +0,01 P>0,05 | 0,26 | 0,977
KC 60 | 0,198+0,023 | 11,6 | 0,195+0,024 | 12,3 | 0,003+0,005 | P<0,001 | 1,54 | 0,977
EBMM 60 | 520,39+7,67 | 1,5 516,41 +£8,02 | 1,5 3,98+1,73 P<0,001 | 0,77 | 0,977
KRYO CryoStar | AZ | NEK | BMM 106 | 5340+ 101 1,9 5269+110 2,1 72 + 40 P<0,001 | 1,37 | 0,931
FC Fossomatic 7 AZ | NEK | PSB 60 | 217+130 59,9 | 220132 60,0 | -3+7 P<0,01 1,4 | 0,999
FC Somacount 300 | AZ | NEK | PSB 60 | 246+188 76,4 | 264 +£188 71,2 | -19+38 P<0,001 | 7,2 | 0,979
FC BactoScan AZ HE CPM 93 | 33,8+44,5 131,8 | 33,8 +£43,9 129,3 | 0,01 £ 16,34 P>0,06 | 0,030,932
Kultivaéné pii 30 °C - AZ | HE PoCet KFB | 26 | 214 +431 201,6 | 584 +1 498 256,5 | -370 £ 1181 P>0,05 |633]|0,801

Vsechny korela¢ni koeficienty r = P < 0,001 (v pfilohach ***); Ref. = reference; n = pocet piipadi; x = aritmeticky primér; sx = smerodatna odchylka primeéru; vx = variacni
koeficient; d = primérna diference; sd = smerodatna odchylka primérmé diference; sig. = vyznamnost; D = absolutni hodnota relativni diference (100 % = Ref.); r = koeficient
korelace; x a y = osy linearni regrese; MIR-FT = infracervena spektroskopie ve stiedové oblasti s Michelsonovym interferometrem a Fourierovou transformaci; FC = prito¢na
cytometrie; KRYO = kryoskop; AZ = Azidiol; HE = Heeschenovo ¢inidlo; NEK = nekonzervované; T = obsah tuku v mléce (%); B = obsah hrubych bilkovin (%); KAS =
obsah kaseinu (%); L = obsah monohydratu laktozy (%); STP = obsah susiny tukuprosté (%); TS = obsah susiny celkové (%); M = koncentrace mocoviny (mg x 100 ml?);
VMK = obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku (mmol x 100 g tuku); KC = koncentrace kyseliny citronové (%); EBMM = ekvivalent bodu mrznuti mléka (°C x -
10%); BMM = deprese bodu mrznuti mléka (°C x -10%); PSB = po&et somatickych bun&k (10% x m1'); CPM = celkovy poéet mezofilnich mikroorganismti (103 CFU x ml™?);
Pocet KFB = pocet koliformnich bakterii (CFU x ml™).
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4) Zavér certifikované metodiky ovéreni vlivu azidiolové konzervace vzorki mléka na
vysledky vybranych, referencnich a rutinnich mlékarskych analyz

Vhodné zvolena chemickd konzervace umoziuje zachovat ptivodni vlastnosti vzorku bez
vyznamného interferencniho vlivu na provadéné analyzy a pouziti takové konzervace je
Vv rutinnich mlé¢nych laboratofich vétSinou nutné.

Byla provedena analyza vzorkd mléka konzervovanych Azidiolem a referen¢nich vzorki
podle praktickych pracovnich podminek postupi a SOP LRM Brno-Tufany pro analyzy
kontroly kvality. Na zéakladé¢ provedenych laboratornich stanoveni a jejich statistického
vyhodnoceni byla posuzovana vhodnost pouziti Azidiolu ke konzervaci vzorkid mléka.
Vysledky statistického hodnoceni ukdzaly vhodnost Azidiolu pro konzervaci mléka ke
stanoveni vSech parametri vyznamnych z hlediska zpenézovani (T, B, K, L, STP, TS, PSB,
CPM, RIL testem Eclipse 50, BMM, EBMM (v$e uvedenymi metodami)) i vétSiny ostatnich
parametrit (M, VMK, KC (v8e uvedenymi metodami)) majicich spiSe informativni vyznam.
Jako nevhodny se Azidiol ukazal pouze ke konzervaci mléka pro stanoveni poctu KFB
(kultivacng) a piitomnosti RIL testem Eclipse 4. Uvedené ukazalo, Ze pouziti konzervanti
muze byt problematické predev§im pro konzervaci vzorkd urcenych k mikrobiologickym
analyzam, a potvrdilo tak dulezitost validace tohoto technologického aspektu analyz kvality
mléka.

III) Srovnani ,,novosti postupti” a predani certifikované metodiky:
Eliminace azidiolového vlivu konzervace vzorkii mléka na vysledky
referencnich a rutinnich mlékarskych analytickych metod

- vyvinuta certifikovana metodika byla pfedana do uzivani systemu kontroly laboratorni prace
v mlééné laboratori (LRM) KKM CMSCH a. s. v elektronické i pisemné formé 28. 4. 2023;

- jedna se o inovovany a validovany postup kontroly vysledki po aplikaci nového typu
konzervace vzorkli mléka v systému kontroly kvality analyz Vv systému rutinni laboratore
KKM pro podporu vérohodnosti ziskavanych analytickych vysledku, efektivity cenotvorby
mléka a prevence hygienickych problémti v produkci mléénych potravin. Vysledky jsou
jednak rozsSifenim dosavadnich poznatkl (kvalita konzervace bazénovych vzorkli mléka
v KKM) a dale uvedenim znamych poznatkli v novych souvislostech rozsifeni portfolia
¢innosti laboratore;

- vyvoj postupu a metody kontroly podminek konzervace bazénovych vzorki mléka v KKM
je zajistén vlastnimi konkrétnimi vysledky laboratorniho testovani. Vyhodnocenim téchto
vysledkll a sestavenim ndvrhii vznikl postup, ktery je metodickym podkladem pro laboratote
KKM pro zajisténi kvality analytickych vysledkt a auditu relevantnich akreditacnich organt
V oblasti analyz mléka;

- uvedené postupy ovéfeni a podpory spolehlivosti dat analyz mléka jsou jiZ pouzivany
v souvislosti s vyvojem situace kolem KKM a az doposud byly v podstaté dil¢im zptisobem
feSeny, ale za jinych podminek, nez zde uvedenych.
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IV) Popis uplatnéni certifikované metodiky - Zavér - Kontrola uplatnéni
certifikované metodiky:

- kontrola existence certifikované metodiky jako pracovniho postupu v KKM pro podporu
vérohodnosti ziskavanych analytickych vysledkt, efektivity tvorby ceny syrového mléka a
prevence hygienickych problémti mléénych potravin;

- kontrola aplikace certifikované metodiky je proveditelna prostiednictvim revize dokladii o
provadéni analyz v procesu KKM v LRM Brno-Tuiany v CR a revize dokladi workshopt
k zlepSovani kvalifikace odborného laboratorniho personalu (programy, PP-prezentace a
jejich pisemné poznamkové verze, prezenéni listiny, personalni certifikaty o absolvovani)
prostiednictvim organizace CMSCH a.s. Hradistko;

- certifikovand metodika postupu kontroly pro podporu verohodnosti ziskavanych
analytickych vysledki v KKM, cenotvorby mléka a prevence hygienickych problémi
V potravinafstvi a pro ucely auditu akreditace byla zpracovana v Sesti exemplafich a predana
v krouzkové vazbé na pislusna pracovisté LRM Bro-Tufany CMSCH a. s. a do knihovny a
na pracovisté Vyzkumny tstav mlékéarensky s.r.o. Praha a informace o ni na MZe a do RIV.

V) Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly kvality mléka (KKM) a vyuziti vysledka v tvorbé
ceny mléka a prevenci hygienickych problémd mléénych potravin. Tuto ¢innost lze
efektivné realizovat pouze na zakladé spolehlivych vysledki analyz. Vyvinuty a testovany
postup podporuje tuto spolehlivost analytickych vysledki KKM. Na bazi preventivni
podpory kvality a hygieny mlé¢nych potravin mize tvofit podil do 3 % Vv celém segmentu.
Uvedené je dano redukci béznych nedostatki zptisobenych piipadnou chybnou informaci
v KKM. Objem piipadnych ztrat z chyb v KKM je ovSem obtizné vy¢islit konkrétnéji. Na
urovni statu, pi daném rozsahu a vlivu KKM, miiZze ro¢né ptinos z redukce ztraty efektivity
chybami Cinit ¢astky v fadu statisict.

Néklady na konkrétni zavedeni a vyuziti postupu uvedeného v metodice mohou pro
uzivatele CMSCH a. s. &init podle kvalifikovaného odhadu v KU celkem 38 tis. K&
jednorazové (naklady na vyhodnoceni vlivii konzervace na vérohodnost analytickych
vysledk). Piinos pro uzivatele (CMSCH a. s.) je v podpoie spolehlivosti postupu kontroly
rezimu KKM a kvalifikace laboratorniho personalu. Tento lze na nepfimych efektech
kvalifikované odhadnout na 85 tis. K& ro¢né pfi redukci chybovosti vysledkli analyz a
prevenci piipadnych spornych jednani. Tento efekt je opakovatelny po rocich. DalSim
konkrétnim pifinosem je uspora spotieby elektrické energie (sterilizani suSarny s velkym
ptikonem a jejich mnohahodinovy provoz) a relevantni laboratorni prace v LRM souvisejici
S pouzitim pfedeslého konzervans v mikrobiologii (Heeschenovo ¢inidlo), které vyzaduje
davkovani a vysouSeni vétSiho objemu (6 — 8 ml na vzorkovnici) €inidla v preparovanych
vzorkovnicich pro analyzy KKM. Tato c¢innost u alternativni konzervace Azidiolem
odpada. Za podminek LRM Ize tento piinos odhadnout na 4 200 K¢ mési¢né, tedy 50 400
K¢ rocné, pticemz tento ptinos je po rocich opakovatelny. Uvedené muze piispét k redukci
néakladt na provoz KKM.
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uplnost uvedeny v seznamu vyse.
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VétSina vlastnich praci, pouzitd pii tvorbé této certifikované metodiky, byla predtim jiz
samostatn¢ odborné oponovana, jak plyne ze seznamu vyse.

Prilohy, dokumenty a doklady:

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

Datum: 03.04.2023

Za zhotovitele: Mgr. Hana Nejeschlebova
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7) Prilohové materialy s podklady pro ovéreni vlivu azidiolové konzervace vzorki mléka na
vysledky vybranych, referen¢nich a rutinnich mlékaiskych analyz

7.1 Vysledky LRM Brno

7.1.1 Parametry mléka stanovované metodou MIR-FT (MilkoScan 7) a bod mrznuti
kryoskopicky
Tab. 1a Nekonzervované

PSB T B Ll KAS| STP M| VMK KC| EBMM| BMM
n 60 60 60 60 60 60 60 60 60 106 106
X 220 4,09 3,51 487 2,770 910 2495 098 0,111 521] 5269

9
SX_V 132| 0,391 0,211 0,104| 0,172 0,209| 5,728| 0,253| 0,009 10 110
vx_v| 60,0 9,6 6,0 2,1 6,2 2,3| 23,00 258 8,1 19 2,1
SX 131) 0,388 0,210/ 0,103] 0,171 0,207] 5,680 0,251 0,009 10 109

vxX| 59,5 9,5 6,0 2,1 6,2 2,3| 22,8) 25,6 8,1 1,9 2,1

min 21| 3,46/ 3,08/ 4,54 2,40 8,54/ 10,00 0,50] 0,086 462| 4653

max 971 6,02 4,29 502 343 958 3910 1,78 0,139 544 5658
Rmax-min 950 2,56 1,21] 048 103 1,04 29,100 1,28/ 0,053 82| 1005
medidn 197 407] 351 489 2,770 913] 24,80 0,94 0,111 524| 5280
horni q 147 3,87 3,38 4,82 265 897 21,94, 0,81 0,106 520| 5238
dolni q 272 4,19] 3,61 4,93 283 922 27,65 1,09 0,115 525| 5310

Tab. 1b Konzervované (Azidiol)

PSB T B Ll KAS| STP M| VMK KC| EBMM| BMM
n 60 60 60 60 60 60 60 60 60 106 106
X 217 4,07] 3,51] 4,85 2,75 9,07 2587 1,02] 0,120 527| 5340

9
SX_V 130 0,385 0,210{ 0,105 0,169] 0,209| 5,857 0,251 0,009 10 101
vX_v| 599 9,5 6,0 2,2 6,1 2,3| 22,6 246 7,5 19 19
SX 129 0,382 0,209] 0,105 0,168] 0,207| 5,808 0,249 0,009 9 101

vxX| 59,4 9,4 6,0 2,2 6,1 23| 225 244 7,5 1,7 1,9

min 16| 3,46] 3,07] 450 2,38 852 11,100 0,53 0,095 469 4760

max 965 5,96| 4,28/ 5,000 3,40 9,55/ 40,550, 1,82 0,146 562 5666

Rmax-min 949 2,50 121} 050 1,02 1,03] 29,40, 1,29 0,051 93 906

medidn 202 4,05 350 488 2,75 911] 2550 1,00 0,119 529| 5347

horni q 146| 3,86/ 3,38] 480 2,64 895 22,700 0,86 0,116 526| 5302

dolni q 267 4,17 360] 4,91 281 921 29,28 1,10 0,124 530| 5377

Tab. 1c Konz-Nekonz

PSB T B Ll KAS| STP M| VMK KC| EBMM| BMM

n 60 60 60 60 60 60 60 60 60 106 106

d -3| -0,019| -0,003| -0,020| -0,016| -0,023| 0,927| 0,040/ 0,009 5,83 72
sd_v 7| 0,012 0,009 0,006/ 0,010 0,011 0,943] 0,056/ 0,001 2,38 40
sd 7| 0,012 0,009 0,006/ 0,010 0,011 0,935 0,056 0,001 2,36 40

min -39| -0,06/ -0,03 -0,04/ -0,03] -0,05 -1,15/ -0,09] 0,01 3,00 -64

max 12 0,00 0,02] -0,01f 0,01 0,000 295 0,16 0,01 18,00 260

Rmax-min 51| 0,06) 0,05 0,03 0,04 0,05 410 025 0,01 15,00 324

medidn -3| -0,02] 0,00f -0,02] -0,02] -0,02] 092 0,04 0,01 5,25 66
horni q -6/ -0,02f -0,01f -0,02| -0,02f -0,03] 0,24/ 0,01f 0,01 4,00 52
dolni q 1, -0,01f o0,00; -0,02] -0,01 -0,02| 1,43 0,07] 0,01 6,50 91
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Tab. 1d Parovy t-test

PSB T B L| KAS| STP M| VMK| KC|EBMM| BMM

sV 59 59 59 59 59 59 59 59 59 105 105

t| 3,29] 12,16] 2,56| 25,60] 12,29| 16,06] 7,55 5,49| 69,13 25,10| 18,44

V}"ZHam nost ** *kk * * kK k)% k)% **k* **k* *k*k *k*k *kx

Vysvétlivky pro tab. 1a az 1d:
n = pocet piipadi; x

aritmeticky primér; g = geometricky primér; sx v
VX_V = variani koeficient vybérové smérodatné odchylky; sx = smérodatnd odchylka priméru; vx
koeficient; min = minimum; max = maximum; Rmax-min = rozdil maxima a minima; horni q = horni kvartil; dolni ¢ =
dolni kvartil; d = primérna diference; sd = smérodatnd odchylka primérné diference; sv = stupné volnosti; t = testovaci
kritérium; * = P < 0,05; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001; PSB = pocet somatickych bungk (10° x ml?); T = obsah tuku v
mléce (%); B = obsah hrubych bilkovin (%); L = obsah monohydratu laktozy (%); KAS = obsah kaseinu (%); STP =
obsah susiny tukuprosté (%); M = koncentrace mocoviny (mg x 100 ml?); VMK = obsah volnych mastnych kyselin v
mlé&ném tuku (mmol x 100 g? tuku); KC = koncentrace kyseliny citronové (%); EBMM = ekvivalent bodu mrznuti

mléka (°C x -10%); BMM = deprese bodu mrznuti mléka (°C x -10%)

7.1.1.1 Linearni regrese parametri nekonzervovaného mléka a mléka konzervovaného

Azidiolem
Obr. 1 Pocet somatickych bunék (10° x ml?) Obr. 2 Obsah tuku (%)
1200 4 y=10,9833x + 0,6924 7,00 1 y=0,9838x +0,0473
1000 { R2=09971 ‘o0 R2 =0.9992
"2 800 2
= =
% 600 2 5,00 -
@ 400 %
£ 200 £ 400 1
=] [=]
o -
0 T T T T T 1 3.00 T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 3.00 4.00 5.00 6,00 7.00
Nekonzervovaneé Nekonzervovane
y =0,9833x + 0,6924 n =60 y =0,9838x + 0,0473 n =60
R?=10,9971 r =0,999 *** R? =0,9992 r=1,000 ***

Obr. 3 Obsah hrubych bilkovin (%)

Obr. 4 Obsah monohydratu laktozy (%)

5,10 -
5,00 -
4,90 -
4,80 -
4,70 -
4,60
4,50 -
4,40

Konzervovane

y=1,0104x - 0,0707
R?>=10.9969

4,40

4,50 4,60 4,70 4,80 4,90 5,00 5,10
Nekonzervované

430 1 y=0994x +0,0182
4.30 1 R2=0.998
w 410 -
g 3.90 -
2 3,70 -
£ 3.50 |
= 3.30 -
2 3,10 -
2.,90 T T T T T T T 1
2,90 3,10 3,30 3.50 3,70 3,90 4.10 4,30 4.50
Nekonzervované
y =0,994x + 0,0182 n =60
R? = 0,9980 r = 0,999 ***

y =1,0104x - 0,0707

R? =0,9969
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n =60
r = 0,998 ***
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Obr. 5 Obsah kaseinu (%)

Obr. 6 Obsah tukuprosté susiny (%)

3.50 - y=0,9829% + 0,0312 9.80 - y=0.996% + 0,0137
2 = —
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g 270 A € 550 |
g 2.50 + g ‘
oz 12 8.60 A
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230 2,50 2,70 290 3,10 3,30 3,50 840 8,60 880 9,00 9,20 9.40 9.60 9,80
Nekonzervované Nekonzervovane
y =0,9829x + 0,0312 n==60 y =0,996x + 0,0137 n=:60
R? =0,9971 r = 0,999 *** R?=0,9971 r=0,999 ***
Obr. 7 Obsah moc&oviny (mg x 100 ml™?) Obr. 8 Obsah volnych mastnych kyselin v
mlééném tuku (mmol x 100 g tuku)
50.00 1 y = 1.0092x + 0,6967 2,00 - ﬁf_ogfgﬁf’; +0.0727
10.00 - R>=0.9742 1,80 - =0,
@ w 160 -
g 30,00 - g 140 5
2 2 1,20 -
g 20,00 1 % (l)'gg i
£ 10.00 - g 0.60 -
W I
0_‘00 . . . . . 0.40 T T T T T T T 1
0.00 10,00 2000 3000 4000 50.00 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1.40 1,60 1,80 2.00
Nekonzervované Nekonzervovane
y =1,0092x + 0,6967 n=:60 y =0,9665x + 0,0727 n==60
R%=0,9742 r =0,987 *** R?=0,9512 r=0,975 ***
Obr. 8 Obsah kyseliny citronové (%) Obr. 9 Ekvivalent bodu mrznuti mléka (°C x -10%)
0,16 - 570 -
Y Lok T 0.0086 y=0,0686x + 22,19 X
’ 550 1 R2=0,939 ..
w 0,14 @
=] = 530
&~ ~
% 0.12 % 510
g.aq @ 490 ~
s 010 =
) S 470 A
o 2
0.‘08 T T T 1 450 T T T T 1
0,080 0,100 0,120 0,140 0,160 450 470 490 510 530 550
Nekonzervované Nekonzervované
y = 1,0056x + 0,0086 n==60 y =0,9686x + 22,1896 n =106
R%=0,9765 r = 0,988 *** R? = 0,9390 r =0,969 ***
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Obr. 10 Deprese bodu mrznuti mléka (°C x -10%)

y=0.8602x + 808,37
R2=10.8669

5900 -
5700 4
5500
5300
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4900
4700 4 <

4500 T T T T T T 1
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Nekonzervované

Konzervovane

y =0,8602x + 808,3739
R?=0,8669

n =106
r=0,931***

7.1.2 CPM

Tab. 2a CPM v mléce konzervovaném Azidiolem a Heeschenovym &inidlem

Azidiol (10° x ml™)

Heeschenovo ¢inidlo (10° x ml?)

n 93 93

X 33,79 33,78

SX_V 44,542 43,924
VX_V 131,8 130,0

SX 44 44

VX 1311 129,3

min 5 5
max 197 224
Rmax-min 192 219
medidn 12 12
horni q 8 7
dolni q 34 52

Tab. 2b Diference CPM v mléce konzervovaném Azidiolem a Heeschenovym ¢inidlem

Azidiol — Heeschen

n 93

d 0,01

Sd_V 16,342

Sq 16,254

min -69,00

max 54,00
Rmax-min 123,00
medidn 0,50
horni ¢ -1,00
dolni q 2,50
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Tab. 2¢ Parovy t-test

Y 92
t 0,01
vyznamnost ns

Vysvétlivky pro Tab. 2a az 2c:

n = pocet pfipadl; x = aritmeticky primér; g = geometricky primér; sx_v = vybérova smérodatna odchylka; vx v =
varia¢ni koeficient vybérové smérodatné odchylky; sx = smérodatna odchylka priméru; vx = varia¢ni koeficient; min =
minimum; max = maximum; Rmax-min = rozdil maxima a minima; horni q = horni kvartil; dolni q = dolni kvartil; d =
pramérna diference; sd = smérodatna odchylka primérné diference; sv = stupné volnosti; t = testovaci kritérium; ns = P
> 0,05.

Obr. 11 Linearni regrese CPM v mléce konzervovaném
Azidiolem a Heeschenovym ¢inidlem (10° CFU x ml™?)

250 - y=0,945x + 1.8647
R2=0.8683

. 200
=
-5 150

100

50

0 T
0 50 100 150 200 250
Heeschen

y =0,945x + 1,8647 n=93
R2=0,8683 r=0,932 ***
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7.2 Vysledky Sumperk

7.2.1 Parametry mléka stanovované metodou MIR-FT (DairySpec FT)

Tab. 3a Nekonzervované

PSB T B| KAS L| Suina| STP M| VMK KC| EBMM LF

n 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60

X 264| 4,189| 3,449| 2,679| 4,845| 13,821| 8,998| 231,530| 0,388 0,195| 516,41| 228,176

SX_V 188 0,911| 0,199| 0,257| 0,162 0,878 0,214| 74,810| 0,042 0,024 8,023| 35,931

v v| 71,2 21,7 58/ 96 33 6,4 2,4 32,3| 10,8 12,3 1,6 15,7

SX 186 0,904| 0,197| 0,255| 0,160 0,871| 0,212 74,184| 0,042 0,023 7,956| 35,630

VX 70,5 21,6 57 9,5 3,3 6,3 2,4 32,0 10,8 11,8 15 15,6

min 70| 3,320| 2,935| 1,820| 4,200 12,820| 8,320| 85,950| 0,325 0,140| 496,50| 163,685

max| 1389| 10,570 4,090 3,430| 5,095| 19,635| 9,280| 585,200| 0,535 0,265| 547,00| 415,265

Rmax-min| 1319| 7,250 1,155| 1,610| 0,895 6,815 0,960| 499,250| 0,210 0,125 50,50| 251,580

medidn 224 4,123| 3,453| 2,720| 4,900| 13,715| 9,060| 224,400| 0,388 0,190| 516,50| 225,678

horni q 162 3,899| 3,338| 2,531| 4,800 13,409| 8,899| 196,163| 0,355 0,180| 511,00 215,479

dolni q 322| 4,250 3,558| 2,823| 4,946| 14,018| 9,138| 252,625| 0,415 0,203| 521,00| 236,126
Tab. 3b Konzervované (Azidiol)

PSB T B| KAS L| Suina| STP M| VMK KC| EBMM LF

n 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60

X 246| 4,168| 3,458| 2,704| 4,839| 13,805| 9,014| 221,170| 0,387 0,198| 520,39| 225,326

SX_V 188| 0,900, 0,196| 0,250| 0,161 0,872| 0,207| 74,718| 0,045 0,023 7,670| 35,686

VX_V 76,4 21,6 57 9,2 3,3 6,3 2,3 33,8 11,6 11,6 15 15,8

SX 187| 0,893| 0,194| 0,248| 0,159 0,865| 0,205| 74,093| 0,045 0,023 7,606| 35,387

VX 76,0 21,4 5,6 9,2 3,3 6,3 2,3 33,5 11,6 11,6 15 15,7

min 66| 3,320| 2,955| 1,915| 4,190 12,875| 8,360 69,150| 0,315 0,150| 505,00| 158,045

max| 1382| 10,470| 4,090| 3,445| 5,080| 19,565| 9,315| 574,000| 0,540 0,270| 550,50| 410,670

Rmax-min| 1316| 7,150| 1,135| 1,530| 0,890 6,690| 0,955| 504,850| 0,225 0,120 45,50| 252,625

medidn 219| 4,103| 3,455| 2,730| 4,900| 13,705| 9,063| 213,525| 0,385 0,200 519,50| 222,625

horni q 145| 3,885| 3,353| 2,554| 4,785 13,390| 8,923| 182,475| 0,359 0,180| 515,50| 213,939

dolni q 270 4,236| 3,565| 2,838| 4,941| 13,994| 9,133| 243,788| 0,413 0,210| 524,50| 233,743

Tab. 3c Konz — Nekonz

PSB T B| KAS L| Suina| STP M| VMK KC| EBMM LF

n 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60

d -19| -0,021| 0,008| 0,025| -0,006| -0,016| 0,016| -10,360| -0,001 0,003 3,98 -2,850

sd_v 38| 0,015/ 0,011| 0,034| 0,010 0,022| 0,024 6,869| 0,010 0,005 1,734 2,107

sd 38| 0,015/ 0,011| 0,034| 0,010 0,022| 0,023 6,812| 0,010 0,005 1,720 2,089

min -126| -0,100| -0,020| -0,020| -0,025| -0,070| -0,025| -27,850| -0,020| -0,010 1,50 -6,830

max 157| 0,000| 0,035| 0,105| 0,025 0,055| 0,085 2,750| 0,040 0,010 10,50 1,235

Rmax-min 283| 0,100| 0,055| 0,125| 0,050 0,125| 0,110| 30,600| 0,060 0,020 9,00 8,065

medidn -17| -0,020( 0,008| 0,015|-0,010| -0,020| 0,018| -10,025| 0,000 0,000 3,50 -2,660

horni q -33| -0,026| 0,000( 0,000| -0,015| -0,030| 0,000| -14,413| -0,005 0,000 2,50 -4,591

dolni g -4| -0,014| 0,015| 0,045| 0,000/ -0,005| 0,030| -5,338| 0,005| 0,010 450| -1,451
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Tab. 3d Parovy t-test

PSB T B| KAS L| SuSina| STP M| VMK KC| EBMM LF

sV 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59

t 3,84| 10,75 559| 565 4,61 559| 512 11,58 0,77 4,61 17,63 10,39
V}"Zl’l. *kk *kk * kK * kK k)% **k* **k* *k*k ns *kx *kk *kk

Vysvétlivky pro Tab. 3a az 3d:
n = pocet pfipadl; x = aritmeticky primér; g = geometricky primér; sx v = vybérova smérodatna odchylka;
VX_V = varia¢ni koeficient vybérové smérodatné odchylky; sx = smérodatnad odchylka priméru; vx = variacni
koeficient; min = minimum; max = maximum; Rmax-min = rozdil maxima a minima; horni q = horni kvartil; dolni q
= dolni kvartil; d = primérna diference; sd = smérodatna odchylka primémé diference; sv = stupné volnosti;
t = testovaci kritérium; ns = P > 0,05; * = P <0,05; ** = P <0,01; *** = P < 0,001; PSB = pocet somatickych bun¢k
(10% x ml'); T = obsah tuku v mléce (%); B = obsah hrubych bilkovin (%); L = obsah monohydratu laktozy (%);
KAS = obsah kaseinu (%); STP = obsah suSiny tukuprosté (%); M = koncentrace mo&oviny (mg x 100 mlt); VMK =
obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku (mmol x 100 g tuku); KC = koncentrace kyseliny citronové (%);
EBMM = ekvivalent bodu mrznuti mléka (°C x -10%).

7.2.1.1 Linearni regrese parametri nekonzervovaného mléka a mléka konzervovaného

Azidiolem

Obr. 12 Pocet somatickych bun¢k (10° x m1?)

Obr. 13 Obsah tuku (%)
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Nekonzervované Nekonzervované
y =0,9821x - 13,9131 n =60 y =0,9879x + 0,0295 n =60
R? =0,9591 r=0,979 *** R? =0,9999 r=1,000 ***

Obr. 14 Obsah hrubych bilkovin (%)

Obr. 15 Obsah monohydratu laktézy (%)
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Nekonzervované Nekonzervované
y =0,9838x + 0,064 n =60 y =0,9909x + 0,038 n =60
R%=0,9970 r = 0,998 *** R2=0,9963 r =0,998 ***
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Obr. 16 Obsah kaseinu (%)

Obr. 17 Obsah tukuprosté susiny (%)
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Nekonzervované Nekonzervované
y =0,9637x + 0,1224 n==60 y =0,9605x + 0,3713 n=:60
R? = 0,9824 r=0,991 *** R? = 0,9886 r =0,994 ***

Obr. 18 Obsah celkové suSiny (%)

Obr. 19 Obsah mo¢oviny (mg x 100 ml™?)
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Nekonzervované Nekonzervované
y =0,9924x + 0,0889 n =060 y =0,9946x - 9,0987 n=60
R?=0,9994 r=1,000 *** R?=0,9916 r =0,996 ***

Obr. 20 Obsah volnych mastnych kyselin

v mlééném tuku (mmol x 100 g™ tuku)

Obr. 21 Obsah kyseliny citronoveé (%)
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Nekonzervované Nekonzervované
y =1,0473x - 0,019 n==60 y =0,9417x + 0,0148 n==60
R2 = 0,9550 r=0,977 *** R2 = 0,9553 r=0,977 ***
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Obr. 22 Ekvivalent bodu mrznuti mléka (°C x -10°)

Obr. 23 Obsah laktoferinu (mg x 1)
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140

190 240 290 340 390 440
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y =0,9336x + 38,2622

R?=0,9537

n=:60
r=0,977 ***

7.2.2 Pocet koliformnich bakterii

Tab. 4a Poéet KFB v mléce konzervovaném Azidiolem a Heeschenovym ¢&inidlem

560 -
550 4 y=0,9336x + 38,262
R2=009537

S 540 -
S 530 -
[=]
2 520 A
§ 510 1
g 500

490 T T T T T 1

490 500 510 520 530 540 550
Nekonzervované

y =0,9915x - 0,904 n=:60
R2 = 0,9966 r =0,998 ***

Azidiol (CFU x m1™)|  Heeschenovo &inidlo (CFU x ml™)

n 26 26

X 584,1 214,0

SX_V 1497,9 431,2
VX_V 256,5 201,5
SX 1468,8 4228

VX 2515 197,6

min 6,0 4,0
max 7550,0 1450,0
Rmax-min 7544,0 1446,0
medidn 121,5 28,8
horni q 455 83,0
dolni q 373,0 7,0

Azidiol — Heeschen

n 26

d -370,1

sd 1180,8

min -6100,0

max 44,0
Rmax-min 6144,0
medidn -79,2
horni ¢ -210,5
dolni q -35,3
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Tab. 4b Diference po¢tu KFB v mléce konzervovaném Azidiolem a Heeschenovym ¢inidlem




Tab. 4c Parovy t-test

sv 25
t 1,57
vyznamnost ns

Vysvétlivky pro Tab. 4a az 4c:

n = pocCet piipadii; x = aritmeticky primér; g = geometricky primér; sx_v = vybérova smérodatna odchylka;

VX_V = varia¢ni koeficient vybérové smérodatné odchylky; sx = smérodatna odchylka priméru; vx = variacni
koeficient; min = minimum; max = maximum; Rmax-min = rozdil maxima a minima; horni q = horni kvartil;

dolni q = dolni kvartil; d = primérna diference; sd = smérodatna odchylka primérmé diference; sv = stupné volnosti;
t = testovaci kritérium; ns = P > 0,05.

Obr. 24 Linearni regrese poc¢tu KFB v mléce konzervovaném
Heeschenovym ¢inidlem a Azidiolem (CFU x ml™)
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