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(2010). V ramci jejich prizkumu pouze 47,4 % dotdzanych
respektovalo uvedenou informacni tabulku.

Na otdzku, odkud dotazovani cerpaji informace o kladech
a zaporech syrového mléka, uvadeji respondenti, Ze nejvetsi
podil ma televize, tisk a internet, zatimco letdky a ostatni
zdroje maji jen minimalni vliv. Polovina vSech respondenti
(a vice nez 70 % respondentii nakupujicich mléko v MA)
vyjadfila zvySenou potfebu po kvalitnich a dostupnych
informacich, tykajicich se syrového mléka (graf 6).

Zaver

Prodej syrového kravského mléka z mlécnych automatu je
pomérné novou zaleZitosti na ceském trhu, porovname-li jej
s jinymi zemémi EU. Tak jako v jinych zemich i u nds byl
predevsim reakci na neuspokojivé poméry ve vykupu mléka
od prvovyrobctll. Na druhou stranu, s postupem casu si fada
Ceskych konzumentli uvykla na pravidelny zdroj této
suroviny a moznost jejiho nakupu z mlécnych automatt
povazuji za vyznamnou, jak z hlediska aktivniho ovliviiovani
svého zdravi, tak jednoduse z hlediska "moznosti vybéru".

Z odpovédi ziskanych nasim Setfenim Ize soudit, Ze fada
informaci je konzumentiim jizZ pomérné zndma, kupf. otaz-
ka tuénosti ¢i ceny mléka. Na druhou stranu znalosti tyka-
jici se zdravotni nezavadnosti a spravného zachazeni se
syrovym mlékem, jsou dosud nedostate¢né. Za pozitivni lze
povazovat zjisténi, Ze mnoho spotiebitelti by vice informaci
k dané problematice uvitalo. Zde tedy zustava i nadale ukol
pro odborniky, aby Siroké vetejnosti byli schopni tyto infor-
mace srozumitelnou a zejména dostupnou cestou pirinaset.
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VYZNAM SLEDOVANI
MINORITNICH SLOZEK MLEKA
PRO ZDRAVI ZVIRAT

A ANALYTICKE MOZNOSTI JEJICH
MONITORINGU

Hanus, O. - Manga, I. - Vyletélova, M. - Gencurova, V. -
Kopecky, J. - Jedelska, R.

Vyzkumny Ustav pro chov skotu, Rapotin;

Nérodni referencni laborator pro syrové miéko Rapotin

The importance of monitoring of minor milk
components for the health of animals and
their analytical possibhilities

Abstrakt

Dobré zdravi hospodarskych zvifat je pro podporu
bezpecnosti potravinového fetézce stile dulezitéjsi. V mléce
je rada slozek, podle kterych lze metodou neinvazivniho
monitoringu kontrolovat zdravotni stav dojnic. Jedna se
o majoritni slozky: tuk; bilkoviny; lakt6za; pocet somatic-
kych bunéek. Dulezité jsou také slozky minoritni, metabolity
s uzkou vazbou na vyZzivovy stav dojnic: Kyselina citronova;
mocovina; volné mastné kyseliny; ketony. Z majoritnich
sloZzek je nové vyznamny také kasein (kvili moZnosti rutin-
nich analyz). Mléko, na rozdil od krve nebo moce, zajiStuje
snadny odbér vzorkd, ktery je rutinné zvladnut, vcetné
chladového transportu do laboratofi. Kvalita analytickych
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vysledkti rozhoduje o spravnosti jejich praktické interpre-
tace. Cilem bylo vyhodnotit nékteré referencni a rutinni po-
stupy (zejména MIR a MIR-FT, infracervena technologie
(IR) s optickymi filtry a IR celého spektra interferometrem
s pouZitim Fourierovych transformaci) stanoveni minoritnich
slozek mléka z hlediska vérohodnosti analytickych vysledk
pro praktické pouZiti. Byly testovany a provéfovany na véro-
hodnost vysledkli pfimé a nepifimé kvantitativni a semi-
kvantitativni metody stanoveni mocoviny, kyseliny citrénové,
volnych mastnych kyselin a ketonti v mléce.

Klicova slova: krava, syrové mléko, kasein, mocCovina,
volné mastné kyseliny, kyselina citrénova, ketony, refe-
ren¢ni metoda, infraanalyzator

Abstract

Good health state of farm animals is always more impor-
tant for support of foodstuff chain safety. There is whole
row of components in milk according to which is possible
to control the health state of cows via method of noninva-
sion monitoring. There are so called majority components:
fat; protein; lactose; somatic cell count. Also minority com-
ponents as metabolities with direct link to dairy cow nutri-
tion state are important: citric acid; urea; free fatty acids;
ketones. Also casein is important from majority milk com-
ponents newly (because of possibility of routine analyses).
Milk in contrast to blood or urine offers easy sampling,
which is routinely mastered including cold transport into
laboratory. The quality of analytical results decides about
rightness of their practical interpretation. The goal was to
evaluate some reference and routine procedures (in particu-
lar MIR and MIR-FT, infrared (IR) technology with optical
filters and IR spectroscopy of whole spectrum by interfe-
rometer and use of Fourier's transformations) for determi-
nation of minority milk components in terms of reliability
of analytical results for their practical use. The direct and
indirect quantitative and semiquantitative methods of milk
urea, citric acid, free fatty acids and ketones determination
were tested on reliability of their results.

Key words: cow, raw milk, casein, urea, free fatty acids,
citric acid, ketones, reference method, infraanalyzer

Uvod

Zajisténi dobrého zdravi hospodaiskych zvifat pro pod-
poru bezpecnosti potravinového fetézce je stale dulezitéjsi.
Monitoring zdravotnich ukazatelt v mléce muze byt
dalezity pro fizeni prevence produkcénich poruch dojnic
a tim podporu zdravi zvifat. To je vyznamné zejména
v dobé, kdy nové nabyla vyznamu a rozsifeni stara alterna-
tiva prodeje syrového mléka ze dvora, nyni prostfednictvim
mlécnych automati.

V mléce je tada sloZek, podle kterych Ize metodou nein-
vazivniho monitoringu kontrolovat zdravotni stav dojnic.
Jedna se o majoritni slozky: tuk; bilkoviny; lakt6za; suSina
tukuprostd; a vlastnosti jako pocet somatickych bunék nebo
elektrickd konduktivita. Z majoritnich slozek je nové vy-

znamny také kasein, pravé kvili moznosti rutinnich analyz.
Dulezité jsou také slozky minoritni, metabolity s tzkou
vazbou na vyZivovy stav dojnic: kyselina citronova;
mocovina; volné mastné kyseliny; ketony. Mléko, na rozdil
od krve nebo moce, zajistuje snadny odbér vzorka, ktery je
rutinn€ zvladnut, véetné chladového transportu do labora-
tofi. Kvalita analytickych vysledkd rozhoduje o spravnosti
jejich praktické interpretace a ic¢innosti preventivnich nebo
lécebnych opatieni v chovech a o moznostech zajisténi
kvality mlééného potravinového fetézce. Cilem bylo
vyhodnotit nékteré referencni a rutinni postupy (zejména
MIR a MIR-FT, infracervena technologie (IR) s optickymi
filtry a IR celého spektra interferometrem s pouzitim
Fourierovych transformaci) stanoveni minoritnich slozek
mléka z hlediska vérohodnosti analytickych vysledkt pro
praktické pouziti. Byly testovany a provéfovany na vero-
hodnost vysledki pfimé a nepfimé kvantitativni a se-
mikvantitativni metody stanoveni mocoviny, Kyseliny
citronové, volnych mastnych kyselin a ketond v mléce.

Stanoveni kaseinu (KAS) v mléce
a interpretace hodnot

Obsah kaseinu v mléce, stejné jako obsah hrubych
bilkovin (Kirchgessner a kol., 1986; Famigli-Bergamini,
1987), muze byt vyuzit v kombinaci s korespondujicimi
obsahy mocoviny k posuzovéni energetické dotace dojnic.
Jeho pokles pod odhadnuté fyziologické meze miZe na-
znacovat malnutrici zvirete (individualni vzorek mléka)
nebo stdda (bazénovy vzorek mléka) v jeho energetické
dotaci vyZivou s ohledem na dojivost. Zde je proto nutné
zohlednit plemeno skotu pfi interpretaci fyziologického
oboru obsahu kaseinu, samoziejmé vedle mlécné
uzitkovosti. Mimoto je pro zpracovatele mléka kasein
dualezity, napf. jako ukazatel syrarské vytéznosti.

Tradi¢ni metoda stanoveni kaseinového dusiku Kjeldah-
lovou metodou je pracna a tudiZ malo efektivni a proto
neumoziuje prakticky monitoring. Analyzy MIR-FT
otevrely dvefe k rutinnimu vyuZiti obsahu kaseinu pfi prak-
tickém monitoringu i kdyZ nékteré price naznacily, Ze
specifita infracervenych metod k obsahu kaseinu neni
a zfejmé ani nebude nijak vyrazné vysoka. Pres tento han-
dicap jsou napf. analyzy bazénovych vzorki mléka
pomérné spolehlivé. V nasem mlékarském systému je tento
typ analyz jiz vyuzivan béhem poslednich péti let.

Stanoveni a interpretace kyseliny citronové
(KC) v mléce

Obsah kyseliny citronové (KC) v mléce je vhodnym
ukazatelem energetického metabolismu dojnic (Illek
a Pechova, 1997; Baticz a kol., 2002; Garnsworthy a kol.,
2006) a pouZzitelnosti mléka v syrafstvi. Souvisi s efektivi-
tou Krebsova cyklu a prispiva ke kapacité pufracniho
systému mléka. KC v mléce pozitivné korelovala s plaz-
matickou glukézou a negativné s celkovym plasmovym
proteinem v krvi (0,46 P < 0,01 a -0,31 P < 0,01; Khaled
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a kol., 1999). Kubesova a kol. (2009) nalezli vliv kyseliny
citronové na lutealni aktivitu ovarii u dojnic. Hodnota KC
muze poslouzit v poradenském servisu ke zlepseni vyzivy
dojnic, jejich reprodukce nebo zpracovani mléka.
Fyziologické rozpéti je 8 az 10 mmol.l" KC v mléce
(0,149 a7z 0,187 %). Nizsi hodnoty indikuji energeticky
nedostatek metabolismu krav a vy$§i hodnoty prebytek.
Proto mlécné laboratore zavadéji urceni KC. Vhodnou
rutinni metodou pro stanoveni KC muze byt MIR-FT.

Stanoveni a interpretace mocoviny (M) v mléce

Mocovina (M) je koneény metabolit bilkovin v organis-
mu a znalost hladiny vyluéované mocoviny je jednim
z dulezitych ukazateli spravnosti sestaveni krmné davky
(Erbersdobler a kol., 1980; Kirchgessner a kol., 1986;
Jonker a kol., 1999; Hojman a kol., 2004). Mocovina je
zpracovavana kromé jater také v ledvinach, jejichZ
prostednictvim je mocovina, po syntéze v jatrech, do led-
vin transportovdna a vylu¢ovana moci. Mocovina je trans-
portovana z krve také do mléka. Koncentrace mocoviny
v organismu béhem dne kolis4, nejvyssich hodnot dosahu-
je 4 az 6 hodin po nakrmeni, nejnizSich hodnot pred
pfijmem potravy (Gustafsson a Palmquist, 1993; Carlsson
a Bergstrom, 1994). Za fyziologicky obor se nejcastéji
povaZuje rozsah od 18 do 35 mg.100 mlI™'. Mezi efekty, které
koncentraci mocoviny v mléce (KMM) ovliviiuji patii:

- pfijem proteinu a energie (nadmérny obsah hrubého

proteinu v krmné davce zvySuje obsah M v mléce
a vyssi pfijem energie KMM casto sniZuje);

- pfijem proteinu degradovatelného a nedegradovatel-

ného v bachoru;

- prijem vody a suSiny v krmné davce (pfi dehydrataci

organismu lze ocekavat vyssi hladiny mocoviny);

- zdravotni stav, zvlasté funkCnost jater a ledvin;

- nékterd onemocnéni;

- pastva (vyS$i obsah mocoviny na pastveé);

- doba odebrani vzorkt mléka (ve smyslu intervalu mezi

krmenim a odbérem);

- fyziologické faktory laktace (Hanus a kol., 1993; Jilek

a kol., 2006).

Koncentrace mocoviny v mléce (KMM) je tedy respek-
tovanym ukazatelem zdravotniho a vyzivového stavu
dojnic (Baker a kol., 1995). Je ve vztahu k jejich reproduk-
ci (Butler a kol., 1996), dlouhovékosti (Hanus a kol., 2000)
a technologickym ukazatelim mléka (Kirst a kol., 1985;
Hanus a kol., 1993), které ve vyssi koncentraci pravidelné
zhorSuje.

Existuje mnoho principt analyz KMM s rtiznou vérohod-
nosti vysledkti. V laboratorni praxi z téchto divodi byla
zaznamenana fada disproporci. Proto jsou zdroje variability
vysledki studovény. V CR se provadi analyzy vzorkii mléka
na mocovinu jednak ze vzorkdl urcenych pro kontrolu
mlécné uzitkovosti a dile ze vzorkl bazénovych, uréenych
ke stanoveni jakostnich ukazateld mléka. Vysledky
vyuZzivaji zootechnici, veterinafi a poradci ve vyZive.

Z pouzivanych analytickych metod pripadaji v dvahu
metody pfimé (Rajaméki a Rauramaa, 1984; Oltner a kol.,
1985), zejména specifické (ureolytické diferencni jako
napt. AFNOR (Lefier, 1999; Francie) Eurochem (Italie),
Chemspec (Broutin, 2000, 2006 a, b; Bentley Instruments,
USA) nebo enzymaticko-konduktometrickd metoda
UREAKVANT (Ficnar, 1997; Hanus$ a kol., 1995, 1997,
2001; Klopci¢ a kol., 1999; CR) a nepfimé jako MIR
(Herre, 1998) a zejména MIR-FT (Peterson a kol., 2004).

Zatimco diivéjsi pojeti analyz v MIR technologii mélo
znacné problémy s vérohodnosti vysledki, feSeni MIR-FT
prineslo vyznamné zlepSeni vérohodnosti, napf. vzristem

Tab. 1 Modifikace u vzorki syrového kravského miéka v pozici referenénich standardi pro kalibrace nebo kontrolnich
vzorki pro vykonnostni testy k vytvoreni potfebné hodnotové $kaly (variacniho rozpéti) u metod MIR a zejména
MIR-FT v Nérodni referencni laboratofi pro syrové mléko Rapotin.

Mérena slozka Referencni vzorky Kontrolni vzorky
mléka (kalibrace) (vykonnostni test)

Zpiisob modifikace a validovany zdroj postupu

Tuk Ano Ano SniZeni odstdtim mléka (spodni objem). SniZeni fedénim mléka kompozici specifického roztoku.
ZvySeni odstatim mléka (horni objem). * 2010 a 2011.

Hrubé bilkoviny Ano Ano Snizeni fedénim mléka kompozici specifického roztoku. ZvySeni vybérem specifického stada dojnic
s dobrou vyZivou energii. Mirné zvySeni odstéatim miéka (spodni objem). * 2010 a 2011.

Kasein Ano Ano Snizeni fedénim mléka kompozici specifického roztoku. ZvySeni vybérem specifického stdda dojnic
s dobrou vyZivou energii. Mirné zvySeni odstatim mléka (spodni objem). * 2010 d, 2011.

Laktdza Ano Ano Snizeni fedénim mléka kompozici specifického roztoku. Mimé zvySeni odstatim miéka (spodni
objem). * 2010 a 2011.

Susina tukuprosta Ano Ano SniZeni fedénim mléka kompozici specifického roztoku. ZvySeni vybérem specifického stada dojnic
s dobrou vyZivou energii. Mirné zvySeni odstétim miéka (spodni objem). * 2010 a 2011.

Mocovina Ne Ano ZvySeni umélym pridavkem (jen MIR-FT). Mirné zvySeni odstatim mléka (spodni objem). * 1995,
1997, 2001, 2008 b, 2009 a, 2011; Hering et al., 2008.

Kyselina citronova Ano Ne ZvySeni umélym pridavkem (jen MIR-FT). * 2009 b.

VoIné mastné Ano Ne ZvySeni mechanickou néamahou miéka a vybérem specifického stdda s nedostate¢nou vyZivou krav

kyseliny energii. * 2008 a, ¢, 2009 ¢. Gencurovd et al., 2009.

Bod mrznuti Ne Ano Snizeni pridavkem NaCl do vzork{i vody. ZvySeni pridavkem vody do vzorki mléka. * 2009 a,

miéka 2010 a.

Aceton Ano Ano ZvySeni vybérem specifického stdda a krav s nedostatecnou vyzivou energii v pocétku laktace.
* 2011 a, c.

* Hanus a kol.
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specifity ve smyslu zlepSeni recovery s ohledem na umély
pridavek mocoviny. Existuje vSak vice pouZivanych metod
vhodné tpravy hodnot v referenc¢nich vzorcich pro potieby
kalibrace a kontroly metod MIR a MIR-FT pfi stanoveni
riznych analytd v mléce (Tab. 1).

Stanoveni a interpretace volnych mastnych
kyselin (VMK) v mléce

Maly podil mastnych kyselin v mléce, které nejsou este-
rifikovany v triglyceridech, je volné rozptylen hlavné
v tukové a mirné ve vodné fazi a je oznaCovan za volné
mastné kyseliny (VMK). Bézny obsah VMK u mlécného
tuku lezi mezi 0,5 az 1,2 mmol.100 g”', maximélni povoleny
je 13,0 mmol.kg" pro metodu stlukem nebo 32,0 mmol. kg™
pro metodu extrakéné-titra¢ni (CSN 57 0529). Gerberova
acidobutyrometrickd metoda zachycuje az 90 % obsahu
VMK do tukového podilu mléka, naopak extrakéné-gravi-
metrickd metoda podle Roese-Gottlieba VMK do tukového
podilu nezahrnuje tak spolehlivé, resp. ztraci jich az 70 %
(Kerkhoff Mogot a kol., 1982).

Zvyseni VMK znamena negativni vlivy typu lipolyzy,
obvykle z divodi metabolickych problému dojnice.
Zvysena koncentrace VMK zptisobuje zhorSeni technolo-
gickych vlastnosti mléka (Vyletélova a kol., 2000), ale
hlavné zhorSeni smyslovych (senzorickych) vlastnosti
mléka, chuti a viin€. Uvedené ma za nasledek nahotklou
pachut, jezZ mtize poskodit kvalitu mlékarenskych vyrobku.
Destrukce tuku je jevem zpiisobenym v mléce pfirozenymi
enzymy (lipizami) nebo lipdzami dodanymi bakteridlni
kontaminaci mléka. Lipolyza je proto spontdnni nebo
indukovand. Lipdzy pfitom mohou byt termorezistentni
a projevit se tak i po tepelném osetfeni mléka rozkladem
mlékarenskych vyrobkii. NeSetrné zachizeni s mlékem,
jako Casté Cerpani a Cefeni pfi manipulaci a namrzani,
navozuje rovnéz vlastni lipolyzu. Dodana energie tepelna
nebo mechanickd do multikomponentniho systému mléka
porusSuje blany tukovych kapének a uvoliluje mastné
kyseliny z esterické vazby triglyceridu. Proto proud mléka
by nemél presdhnout rychlost 1 az 1,5 m.s". Nedostate¢na
hygiena ustdjeni a dojeni krav, stejné jako Spatné uloZeni
a osetfeni syrového mléka, mohou vést k pomnoZeni
nezadouci psychrotrofni, termorezistentni a sporulujici
mlécné mikrofléry. Uvedené mize zvySit intenzitu
lipolyzy.

VMK, smés lipolyzou uvolnénych mastnych kyselin
z mlé¢ného tuku nebo preslych z krve pomérové ovlivnitel-
na vyzivou zvifat, sezonou nebo jejich zdravotnim stavem,
je analyticky a tim molarné tézko uchopitelnd, vyjadritelna
nebo interpretovatelnd. Analyticky se jednd o vysledek titru
roztokem alkalie, ktery neni v konstantnim poméru
k molarnim koncentracim jednotlivych mastnych kyselin.
Jako konvencni interpretace vSak tento zplsob vyjadieni
dobte vyhovuje praktickym mlékarskym tceliim. Hodnoty
VMK mohou poslouZit ke kontrole zdravotniho stavu
dojnic nebo kvality syrového mléka s ohledem na kvalitu
a udrzitelnost naslednych mlécnych vyrobkt. Referenc¢nimi

a rutinnimi metodami analyzy VMK mohou byt tzv. meto-
da extrakéné-titracni, stlukova, BDI nebo MIR a MIR-FT.

Metoda MIR-FT je soucasné studovana jako pouzitelna
ke kalibraci a méfeni i s ohledem na stanoveni hlavnich
nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin a jejich
poméru v mlécném tuku (hodnoceni stupné jeho
nenasycenosti) pro moznost hodnoceni zdravotni
prospésnosti mléka, mlécnych vyrobki, resp. mlééného
tuku jako potraviny (Soyeurt a kol., 2006).

Stanoveni a interpretace ketonii v mléce

Ketdéza reprezentuje metabolické onemocnéni, které se
vyskytuje hlavné u vysoce produktivnich dojnic. Zakladni
problém ket6z spociva v deficitu glukosy v krvi a tkanich,
ktery spolu s nedostatkem vhodnych uhlovodikd v krmné
bolismus jater vede ke zvySeni hladin vedlejSich produkt -
ketolatek v krevnim séru a nasledné i v mléce dojnice.
Obsah ketolatek (acetonu, acetoacetitu a BHB (betahy-
droxybutyratu)) v individualnich vzorcich mléka je indika-
torem zdravotniho stavu dojnic po porodu a v prvni tietiné
laktace ve smyslu vyskytu produkéniho onemocnéni, ket6z.
Ket6zy jsou, v obdobi vzniku negativni energetické bilance
po oteleni, zptisobené vyssim vydejem Zivin laktaci z orga-
nismu oproti niZS§imu piivodu. Jsou charakterizovany
odbourdvanim télesnych energetickych (predevSim
tukovych) rezerv. Tento jev muzZe vést az k poklesu metabo-
lické funkce jater, ale prib&zné také ke vzrlistu obsahu
ketonovych latek v télnich tekutindch. Nékteré ketony
mohou byt dile metabolizovany, jiné (napf. aceton) odchaze-
ji z organismu zpravidla moci, dechem, potem a mlékem.
Ketéza vznikd predev§im u dojnic s vysokou dojivosti
a vykazuje plizivy charakter nastupu a setrvac¢nost prabéhu.
V pribéhu ketéz je redukovana dojivost i obranyschopnost
(riziko zvySeného vyskytu novych mastitidnich infekci)
a zhorSena plodnost krav. Kromé dalSich pfiznakdi muze
onemocnéni vyustit i v thyn zvifete. Lécba je nezbytna,
avSak s dusledky vsech ztrat ndkladna. Néazory na kritickou
diskrimina¢ni hodnotu obsahu acetonu v mléce, resp. limit
pro urceni subklinické ket6zy se znacné rizni od 4 do
40 mg/l (Unglaub, 1983; Andersson a Emanuelson, 1985;
Gravert a kol.,, 1986; Gustafsson a Emanuelson, 1993;
Hanus, 1994). Obé mezni hodnoty se vSak jevi byt pfehnané,
nad-, resp. podhodnocené. Na zaklad¢ predchozich vysledki
(Hanus, 1994; Hanus a kol., 1999) lze povazovat za diskri-
minacni hladiny pro odhad subklinické ketézy pfiblizné
nasledujici limity: Ketophan (ketony v moci) > 3+
(> 7,5 mmol/l); Ketotest (ketony v mléce) > 2+ (> 15 mg/l);
aceton v mléce > 10 mg/l. Hladina acetonu je také ovlivnitel-
nd sezoénou nebo konzervovanymi objemnymi krmivy.
Prevence zlepSenim vyZivy je efektivnéjsi cestou eliminace
vyskytu ket6z nez lécba. Soucasti prevence je monitoring
stavu dojnic po oteleni, ke kterému slouZi pravé stanoveni
koncentrace ketolatek nebo acetonu v télnich tekutinach.

Kvalita mléka od dojnic s metabolickymi problémy je
zhorSena. V subklinickych pfipadech takové mléko nelze ve
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staji z dodavky rutinn€ vytrazovat, na rozdil od subklinickych
mastitid. Bez této moZnosti eliminace se dostava do
mlékarny. Zde mize metabolicky zatizené mléko ohroZovat
kvalitu prubéhu zpracovatelskych technologii. Korelace ace-
tonu k jogurtovému testu Cinila -0,21 (Hanus§ a kol., 1993).
Byla vS8ak spiSe dana soubézné zménénymi ostatnimi vlast-
nostmi mléka, nezZ samotnou zvySenou koncentraci acetonu.

Popisované metody stanoveni ketonli nebo acetonu
v mléce jsou nejcastéji fotometrické metody, MIR-FT, ale
také rizné semikvantitativni stajové testy, véetné moznosti
konstrukce biosenzoru na bazi Clarkova kyslikového
¢lanku pro determinaci beta-hydroxybutyratu (Jilek, 2008).

Za predpokladu platnosti vztahi uvedenych v pracich
Andersson (1984, 1988), Andersson a Lundstrom (1984 a,
b), Andersson a Emanuelson (1985) a VojtiSek (1986) lze
z vysledki odhadovat, Ze pomér mezi obsahy acetonu
v mléce a moci, dany fyziologicko-patologickymi principy
a jejich vzajemnymi pomérovymi kombinacemi muize byt,
v zavislosti na zdravotnim stavu organismu, cca 1 : 10 az
1 : 35. Uvedené, pri limitu subklinické ket6zy 10 mg/l ace-
tonu v mléce, odpovida 100 az 350 mg/l acetonu v moci.
Tolikrat nizs$i koncentrace v mléce je specifickym kon-
strukéné-technologickym problémem pro dosazeni potieb-
né citlivosti mléénych testl pro ketdzy, resp. na ketony
nebo aceton. Proto mnohé snahy o ziskani takové citlivosti
nebyly uspésné s vyjimkou nékolika malo diagnostik.
V pripadé Ketotestu bylo nezbytné vyvést barevnou nitro-
prusidovou reakci zamlZenou v koloidnim roztoku mléka
na pevny podklad pro jeji zvyraznéni a zviditelnéni. Toho
bylo mimo jiné dosazeno precipitaci mléénych proteinil na
povrchu reakéni smési reagencie a plnidla s mlékem (Jilek,
1999). Aby byl poskytnut efektivni diagnosticky
prostredek, byl vyvinut mléény test Ketotest pro usnadnéni
monitoringu a fizeni prevence ket6z. Cilem bylo usnadnit
identifikaci subklinické ket6zy. Korelace mezi vysledky
stanoveni ketond Ketophanem (Obr. 1) v moc¢i a Keto-
testem v mléce identickych krav ¢inila 0,87 (Hanus a kol.,
1999, 2001; Obr. 2). Rozdily hladin acetonu v mléce podle
tfid Ketotestu v mléce (ketony) od O do 4 byly ve vSech

Obr 1 Obsahy acetonu v mléce pro jednotlivé tridy reakce
Ketophanu v moci

kombinacich vysoce vyznamné a Cinily: 4,9 + 3,4 mg/l;
10,0 £ 7,7; 32,5 £ 10,9; 67,2 + 23,7; 111,3 = 51,7. V hod-
notach geometrickych praimért to bylo: 4,0 mg/1; 6,3; 30,0;
64.,0; 98,9 (Obr. 3). Vysledky potvrdily dobrou diagnos-
tickou uc¢innost Ketotestu. PouZziti operativni semikvantita-
tivni metody muiiZe vést pfi organizaci prevence, pripadné
vhodnych népravnych opatieni ve vyzivé, nesporné k pod-
pofe zdravotniho stavu dojnic, zlepSeni jejich repro-
dukénich vlastnosti a zajiSténi vyssi kvality syrového
mléka jako potravinarské suroviny. Enjalbert a kol. (2001)
uvedli, Ze urceni beta-hydroxybutyritu v mléce enzyma-
tickou analyzou nebo prouzkovym testem Ketolac poskytu-
je hodnotné vysledky s prahovou koncentraci 70 az
100 mikromol/l. Kladné hodnotili praktickou jednoduchost
Ketolacu.

Moznost metod MIR-FT je sice pro ketony uvddéna,
spolehlivost je vSak zatim predmétem diskusi. V soucasné
dobé se pfislusné kalibrace testuji (van Knegsel a kol.,
2010). Roos a kol. (2006) hodnotili na zakladé odectu ace-
tonu, acet-acetatu a beta-hydroxybutyratu v individudlnich
vzorcich mléka pomoci kalibrované infracervené metody
MilkoScan FT 6000 (MIR-FT) sensitivitu (70 %), specifitu
(95 %) a procento fale$Sné pozitivnich (27 %) a faleSné ne-
gativnich (7 %) odecti s ohledem na schopnost metody
k identifikaci stavu subklinické ket6zy dojnic. PouZitelnost
stddového kontrolniho programu je nejvice ovlivnéna
citlivosti a pozitivni predikéni hodnotou testu stejné jako
naklady na test. Vyzkum aplikace metody byl oznacen za
jesté vhodny pro prakticky monitoring onemocnéni.
Uvedena ¢isla by vSak bylo potiebné zlepsit vyvojem acin-
néjsi metody. Postup vhodné modifikace kalibrace MIR-FT
(jak vytvofit kalibracni sadu s relevantnim varianim
rozpétim pro docileni pfijatelnych statistickych charakte-
ristik kalibrace, zda na mléce nativnim a jak toto selektovat
nebo s artificidlnimi pfidavky ketont, jak kontrolovat
opakovatelnost a recovery, specifikovat a limitovat prijatel-
né statistické parametry kalibrace) by stale jeSté mél byt
predmétem dal$iho vyzkumu pro mozné zvyseni efektivity.
Préci s identifikaci acetonu v mléce nebo ketdzy u zvirat

Obr 2 Vztah mezi vysledky stanoveni ketonii Ketophanem
v moci a Ketotestem v mléce identickych krav

(r = 0,87; P < 0,001).
100 932

?ED e S T

= Subklinick, pripadné :
>0 3
E 80 linicka ketéza
& subklinickd g 3
_ﬁj 60 - ketéza D

2 E
£ > 9.

e 0

- 40 @
g 8

£ T 9

= x

= 20

3
2 0

0+ 0 1 2 3 4
0 1 2 3 4 ..
Ketophan v moéi Ketophan v mogéi
XVl MLEKARSKE LISTY &. 127



VEDA, VYZKUM

Obr 3 Obsahy acetonu v mléce pro jednotlivé tridy reakce
Ketotestu v mléce.

Obr 4 Vztah mezi vysledky uréeni ketond ve vybrané stdji
metodou MIR-FT (Foss 6000 FT).
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pomoci kalibrované infraervené spektroskopie na principu
MIR-FT provedl rovnéZz Hansen (1999), ktery zjistil
u vzorku kolisajicich od 0 do 2,8 mM acetonu a pfi koefi-
cientu determinace 0,81 a spravnosti 0,27 mM uspokojivou
presnost pro klasifikaci dojnic do dvou skupin, zdrava
a pravdépodobné ketézni. Podobné Heuer a kol. (2001),
zde byl zjistén treshold (prah) pro subklinickou ket6zu
v hodnoté od 0,4 do 1,0 mM.

V naméitkové vybrané stdji, v individudlnich vzorcich
mléka, byla stanovena koncentrace ketonti (A aceton, BHB
betahydroxybutyrat) v log jednotkach na zafizeni Foss 6000
FT technologii MIR-FT, bez referen¢nich vysledkil, na stava-
jicich hladinich kalibrace. Na Obr. 4 je vysledek linedrni
regrese mezi hodnotami log A a log BHB. Byl zjistén vysoky
a také vysoce vyznamny korelacni koeficient 0,893
(P < 0,001) pro 224 parovych méfeni vzorkt mléka (krav).
Hodnota ukazuje, Ze 79,8 % variability v BHB je vysvétlitel-
nych variabilitou v A. Uvedené potvrzuje logicky fakt, Ze se
vzristajici ketézou u dojnic vzristaji soubézné koncentrace
vSech ketont v t€lnich tekutinach. Vysledek vSak nevypovida
o vztahu k referencni metod€. Ten je teprve proveérovan. Také
nelze usuzovat na prakticky pouZzitelné identifikacni limity
pro ketézu nebo vztahy téchto hodnot k pfipadnym limitam.
Vysledek je zatim pouze informaci o trendech ketonl
v provéfovaném souboru dojnic.

Shrnuti a zaveér

Relativni variabilita individudlnich rozdilt pfi kalibraci
(MIR i MIR-FT) pro majoritni slozky mléka jako tuk,
bilkoviny a laktézu dohromady a minoritni slozky jako
mocovinu, kyselinu citronovou a obsah volnych mastnych
kyselin (VMK) byla odhadnuta na 1,00 a 6,12 %, 7,20
a 34,40 %. Metody nepfimého stanoveni minoritnich
sloZzek mléka (MIR-FT, pfipadné MIR) byly pak oznaceny
za vhodné screeningové postupy pro ucely monitoringu
zdravotniho stavu krav, v¢etné stanoveni VMK.

Ackoliv je mléko, jako multikomponentni systém, velmi
naro¢né na simultdnni nepfimou analyzu slozek (zejména

Log A
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z hlediska konstrukce metody a provedeni relevantnich kali-
braci), také pro cetné mozné interferencni efekty mlécné
matrice (pfedevsim z hlediska eliminace interference a tzv.
"ocisténi" signdlu), 1ze v soucasné dobé velmi dobie docilit
vérohodnych vysledkti majoritnich sloZek mléka. Slibné
(vérohodné a prakticky interpretovatelné) vysledky vsak
mohou zajistit i nékteré systémy infraanalyzy, predevsim
MIR-FT, také u vybranych, prakticky dulezitych slozZek
minoritnich jako moc¢ovina, Kyselina citronovd, volné mast-
né kyseliny nebo popfipade ketony.

PouZitd literatura je dostupnd u autori prispévku.

Prispévek byl podporovdn prostredky vzdéldavaciho pro-
jektu MSMT-CZ.1.07/2.3.00/09.0081 a aktivitami Ndrodni
referencni laboratore pro syrové mléko Rapotin.
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Biofilms and hygiene in milk processing plants

Abstrakt

Jednim z nejcastéjSich problému, se kterym se mlékari
potykaji, je problém tvorby biofilmi na povrchu techno-
logickych zafizeni. V rdmci feSeni vyzkumniho projektu
MSMT 2B08074 a zaméru 2672286101 byla vypracovéna
certifikovand metodika 2010/5365/SVS pod nazvem
Detekce a urceni kritickych mist vyskytu biofilm v mlé-
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