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Detekce falSovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

1. Soucasny stav problematiky

FalSovani je obecné rozsifena lidska ¢innost motivovana komerénimi zdjmy, vedouci
obvykle k pifisouzeni neadekvatni hodnoty za domn¢lou kvalitu. Nejinak je tomu v mlékaiském
sektoru. Pojem falSovani mléka definoval Ola (2015) ve své studii jako odstranéni nebo
nahrazeni mléénych slozek, které mohou byt nahrazeny cizorodymi latkami bez védomi
kupujiciho. Mezi tyto cizorod¢ latky lze zatadit vodu, mléko jiného Zivocisného druhu,
syrovatku, Skrob, hydroxid sodny, formaldehyd, syntetické mléko, melamin, nemlécné
bilkoviny, hovézi 1ij, veptové sadlo atd. Hlavnim cilem falSovani je pievazné ekonomicky
profit plynouci nejcastéji z navySeni objemu, nebo z navySeni obsahu slozek mléka, které
podléhaji zpenézeni, konkrétné obsah tuku a bilkovin.

A pravé navySenim objemu mlékem jiného zivocisného druhu si mohou neopravnéné
prilepSovat chovatelé malych ptezvykavcl, kteifi zaroven chovaji i skot a soustfedi se
na mléénou produkci. K tomuto falSovani mléka podnécuje zvlasté fakt, ze kravské mléko
V porovnani s kozim mlékem je celoro¢né dostupné a levnéjsi. Nutno podotknout, Ze toto
falSovani nemusi byt realizovano pouze s vidinou vétsiho ekonomického profitu, ale také kvali
ptijatelnéjsim senzorickym vlastnostem. Kravské mléko totiz z Casti potlaci typickou chut’
a vuni koziho mléka. I pfestoze nejsou pouzity zadné chemikalie, ale pouze jiny zivocisny druh
mléka, dopad na verejné zdravi mize byt fatalni, a to ptedevsim pro tu ¢ast populace, ktera trpi
alergii na bilkovinu kravského mléka a po pozieni mléka tohoto druhu u ni mohou nastat kozni,
gastrointestinalni, respira¢ni potiZze nebo dokonce anafylakticky Sok (Golinelli et al., 2014;
Ewida and Abd EIl-Magiud, 2018).

I ptesto, ze mléko predstavuje jednu z nejvic komplexnich potravin na svéte, popisem,
vyvojem a hodnocenim cCetnych analytickych metod slouzicich k detekci cizorodého druhu
mléka se zabyvalo hned nékolik védeckych praci (Ferreira et al., 2007; Pesic et al., 2011; Ren
et al., 2014; Trimboli et al., 2019; Tsakali et al., 2019; Teixeira et al., 2020). Nejcast&ji
se jednalo o postupy zaloZené na analyze DNA, sv¢ uplatnéni naSly 1 imunochemické metody
ELISA, infracervend spektroskopie v blizké i celé stfedové oblasti infracerveného zéfteni,
chromatografické metody s riznymi typy detektori nebo elektromigracni metody. Detekéni
limity vySe zminénych analytickych metod jsou rtizné, vétsina z nich je schopna detekovat 5 %
a vice mléka jiného zivociSného druhu, coz lze povazovat za dostacujici vzhledem
ke skutecnosti, ze falsifikace pod 10 % nepfinasi jeho protagonistim ocekavany ekonomicky
profit. Nicmén¢, melaminové incidenty tykajici se nejen mlécného sektoru z let 2007 a 2008

ukazaly, kam az muze sahat vynalézavost podvodniki (And¢l & Dlouhy 2009). Melamin
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tenkrat totiz nefiguroval na seznamu potencialnich kontaminantti, a tak jeho detekce nebyla
zahrnuta do béznych rutinnich kontrol. Pravé proto je dulezité nepietrzité rozvijet analytické
metody hodnotici autenticitu potravin, které budou i nadale udrzovat jejich bezpecnost a kvalitu

na stale vysokém evropském standardu.

2. Cil certifikované metodiky

Cilem certifikované metodiky je detekovat falSovani koziho mléka kravskym mlékem
metodou protonové nuklearni magnetické rezonance (NMR). V souvislosti s touto metodikou
jsou taktéz zvetejnény markery jednotlivych druhti mléka a jejich zmény pfti riizném procentu
falSovani slouzici pro odhalovani ptipadnych komercnich, neetickych manipulaci v mlékaiské

praxi pro zajisténi korektnosti mlééného potravinového fetézce.

3. Vlastni popis metodiky
3.1 Princip metody

Pomoci protonové nukledrni magnetické rezonance s pouzitim rutinni pulsni sekvence
noesyprld pro kapalné vzorky je ziskano spektrum nizkomolekularnich latek nachazejici
se v kravském a kozim mléku. Stézejni roli hraji predevSim aminosacharidy, konkrétn¢ N-
acetylglukosamin a N-acetylgalaktosamin, které byly na zakladé vyzkumu vyhodnoceny jako
spolehlivé a robustni biomarkery slouzZici pro ovéfeni autenticity koziho mléka. Vystupem
analyzy jsou integrdly relativni intenzity vySe zminénych aminosacharidi. Limit detekce
kravského mléka v kozim mléku je > 5 %. Metoda je aplikovatelna na konzumni mléko, které

bylo tepelné oSetfeno Setrnou nebo vysokou pasteraci.

3.2 Potfebny material a chemikalie

e Centrifugacni zkumavky o objemu 15 ml

e Centrifugacni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml

e NMR zkumavky

e Chloroform obsahujici ethanol jako stabilizator (1 %)

e Fosfatovy pufr (1,5 M KoHOP4 a NaH2PO4 rozpusténych v D20; 5 mM 3-
(trimethylsilyl)propionat sodny (TSP); 0,2% NaN3z; pH 7,4)

3.3 Pristrojovée vybaveni a software

e Orbitalni tfepacka
e Laboratorni centrifuga s vhodnym rotorem na 15 ml a 1,5 ml zkumavky

e Pipety od 20 ul do 5 ml
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e Spektrometr Bruker Avance 111 HD 500 MHz vybaveny 5-mm BBFO sondou (broad-
band fluorine observation (Bruker BioSpin, Némecko)) a softwarem Topspin, nebo
podobny

e Program MestReNova (Mestrelab Research, Spanélsko), nebo podobny

e Program Microsoft Office: MS Excel (Microsoft Corporation, USA)

3.4 Pracovni postup

Odbér vzorku mléka

Odebrany jsou minimalné 4 ml zhomogenizovaného vzorku mléka, s tim, Ze 2 ml jsou
pouzity pro hlavni analyzu a dalsi 2 ml slouzi jako rezerva. Pfeprava je vzdy zajisténa pii teploté
<4 °C, aby nedoslo k rozvoji patogennich mikroorganismii a nasledné produkci
nizkomolekuldrnich latek, které by mohly znehodnotit analyzu. Po odebrani je vzorek mléka

Vv co nejkratsi dobé€ pfipraven a podroben analyze na NMR.

Piiprava vzorku pro analyzu NMR

1. Do centrifugatni zkumavky o objemu 15 ml se odpipetuji 2 ml ftadné
zhomogenizovaného mléka,

2. za UCelem odstranéni tukové faze jsou pfidany 2 ml chloroformu, ktery je
stabilizovany ethanolem,

3. nasledné¢ se centrifuga¢ni zkumavka po dobu 1 minuty fadné¢ homogenizuje
pomoci homogenizatoru,

4. nyni je zapotfebi oddélit tukovou c¢ast, centrifugacni zkumavka je vloZena
do centrifugy a centrifuguje se po dobu 15 minut pfi relativni centrifugacni sile
18 000 x g pfi teploté 4 °C,

5. po centrifugaci je z horni ¢asti odebrano 720 pl supernatantu do centrifugacni
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, pfida se také 80 pl fosfatového pufru
(1,5M K2HOPs a NaH2POs rozpusténych vD:0; 5 mM TSP (3-
(trimethylsilyl)propionat sodny); 0,2% NaNs; pH 7,4), obsah se duikladné
protiepavan po dobu 1 minuty,

6. centrifugaéni mikrozkumavka je poté vlozena do centrifugy a centrifuguje
se po dobu 15 minut pii relativni centrifugacéni sile 24 400 x g pfi teploté 4 °C,

7. z mikrozkumavky z horni ¢asti je odebrano 600 pl supernatantu, ktery
je odpipetovan do NMR zkumavky. Pfed samotnou analyzou na spektrometru je

zkontrolovéna cistota NMR zkumavek, kterd je velmi dilezitd pro spravné
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probéhnuti experimentu, v ptipadé, ze je povrch zaSpinén, ocisti se vatou
a ethanolem,

8. béhem celé piipravy vzorku je nutnosti dodrzovat zékladni pravidla bezpecnosti
prace v laboratofi a pouzivat zadouci laboratorni ochranné pomtcky, vzhledem

K toxicité pouzitych chemikalii probiha pfiprava vzorku v digestofi.

Analyza vzorki na NMR

Pro analyzu vzorku je vyuzit spektrometr Bruker Avance III HD (500,23 MHz; Bruker
BioSpin, Némecko) vybaveny 5-mm BBFO sondou (broad-band fluorine observation).
Ke snimani spekter je pouzita rutinni pulsni sekvence noesyprld pro kapalné vzorky
s potlacenim signalu vody s vyuzitim softwaru Topspin pro fizeni spektrometru, manipulaci se
vzorky, sbér a zpracovani NMR dat. Snimani spekter probihd za nasledujicich podminek:
relaxaéni prodleva — 1 s; akvizi¢ni ¢as — 4,00 s; sméSovaci ¢as — 100 ms; Sitka spektra— 16 ppm;
vice nez 32K datovych bodt je ziskdno pomoci 128 skentll a 4 dummy skeny pro ustaleni stavu.
Prostfednictvim automatického lock, ladéni, shimovani a kalibrace 90° pulsu dle standardnich
rutin od spole¢nosti Bruker jsou optimalizovany podminky ziskavani experimentl. Na signaly
volné precese (FID) je pted Fourierovou transformaci (FT) pouzit line broadening 0,3 Hz.
Signal je manudlné fazovan a spektrum je referencovano na TSP (0,00 ppm). Nastaveni se miize

lisit podle pouzitého pfistrojového vybaveni.

Zpracovani dat
Naméiend vodikova spektra jsou exportovana do programu MestReNova a upravena
pomoci Sablony s timto nastavenim™:
e Group delay: linear phase shift,
e apodization: 0,3 Hz,
e zero filling — spectrum size: 62536,
e phase correction: imported.

* Nastaveni se muze lisit podle pouzitého programu.

Takto upravena spektra jsou exportovana jako skript NMR CSV Matrix (*.cvs*.txt).
do MS Excel (Microsoft Corporation, USA), ve kterém jsou pro ucely vypoctu integralu
aminosacharidii vybrany dvé oblasti v rozsahu: -0,015 az 0,015 ppm (TSP); 2,04 az 2,09 ppm
(rozmezi aminosacharidit). U téchto oblasti je upravena zakladni linie pomoci polynomickeé
funkce nultého stupn€, a poté jsou spoclteny integraly piku reprezentujiciho TSP
(- 0,015 az 0,015 ppm) a piku reprezentujiciho N-acetylglukosamin a N-acetylgalaktosamin
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(2,05497 az 2,06793 ppm). Zavérem je provedena normalizace integralu N-acetylglukosaminu
a N-acetylgalaktosaminu na integrdl TSP. Ziskany integral relativni intenzity dvou

aminosacharidii je posouzen dle uvedenych hodnot nize.

Vyhodnoceni

Na zakladé piislusného vyzkumu, ktery predkladame v kapitole 3.5, byly stanoveny
meze, které odpovidaji integralim relativni intenzity zvolenych biomarkera kravského mléka
pro rizné tepelné oSetfeni mléka. Prislusné meze uvadime v Tabulce 1 a 2. Ke stanovenym
mezim byla vypoctena i piesnost, se kterou je mozné kravské mléko v kozim mléku detekovat.
V ptipad€ vysoké pasterace je mozné detekovat 5 % kravského v mléka s 85% ptesnosti
a s 87% presnosti v piipadé Setrné pasterace. Pfimés 10 % kravského mléka lze poté detekovat
s témet 100% presnosti, a to s 96% presnosti v piipadé vysoké pasterace a 98% piesnosti
Vv ptipad¢ Setrné pasterace. Vzhledem ke skuteCnosti, Ze vétSina falSovani koziho mléka
kravskym mlékem se pohybuje v rozmezi 10 % az 50 %, 1ze vySe zminéné piesnosti povaZzovat
za velmi dobré. V piipade, ze meze uvedené v Tabulce 1 a 2 pro 5% piimesi nebudou
piekroCeny, doporuujeme pristoupit k dal§im analytickym metodam jako jsou
chromatografické, imunochemické anebo elektroforetické, které jsou schopny detekovat pod

1 % kravského mléka.

Tabulka 1 Meze pro identifikaci ¢istého kravského mléka a s ptimési kravského mléka v kozim mléku, které bylo
podrobeno vysoké pasteraci

Identifikace vzorku Mez!

Ptimés 5 % > 0,060
Primés 10 % > 0,072
Cisté kravské mléko > 0,337

lintegral relativni intenzity dvou aminosacharidt

Tabulka 2 Meze pro identifikaci ¢istého kravského mléka a s ptimési kravského mléka v kozim mléku, které bylo
podrobeno Setrné pasteraci

Identifikace vzorku Mez!

Primés 5 % > 0,045
Ptimés 10 % > 0,055
Cisté kravské mléko > 0,150

Yintegrél relativni intenzity dvou aminosacharidt

V ramci naSeho vyzkumu (kapitola 3.5) byly taktéZ vyhodnoceny meze, prosttednictvim
kterych je mozné rozlisit, zdali se jedna o 5% nebo 10% piimées kravského mléka v kozim
mléku. Meze byly stanoveny pro vysokou i Setrnou pasteraci a jsou uvedeny v Tabulce 3.
V piipadé€, Ze je stanovena mez piekrocena, jednd se o kozi mléko, kde je 10% piimés

kravského mléka. Ke stanovenym mezim byla opét vypoctena i piesnost, S jakou je mozné tyto
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Ve oiimesi rozlisit. tinads v , . e 5% . DHME Jlisi b
dvé primeési rozlisit. V piipadé vysoké pasterace je mozné 5% a 10% prfimes rozliSit s 83%
pfesnosti, u Setrné pasterace je pak mozné ptimési rozlisit se 79% piesnosti.

Tabulka 3 Meze pro rozliseni 5% a 10% ptimési kravského mléka v kozim mléku

Mez! uréena pro mléko, které bylo oSetfeno vysokou pasteraci > 0,086

Mez! uréena pro mléko, které bylo osetieno Setrnou pasteraci > 0,070

lintegral relativni intenzity dvou aminosacharidt

Meze urcené pro rozliSeni 5% a 10% piimési kravského mléka v kozim mléku mohou byt
uplatnény v piipadé, ze se potvrdi falSovani koziho mléka. Pomoci téchto mezi 1ze urcit obsah

piiméesi, a tudiz vice specifikovat zaver analyzy.

Robustnost metody
NMR je vSeobecné povazovana za robustni metodu, coz dokazuje i védecka literatura

(Piccinonna et al., 2016), i pfesto je nutné zduraznit kritické kroky, jejichz dodrzeni je zasadni
pro ziskani spravnosti vysledk:

e B¢hem prepravy vzorkld mléka by nemeéla teplota skladovani presdhnout 4 °C,

e dbat na dikladnou ptipravu vzorku, kterd zajisti eliminaci nezaddoucich posuni pikt

ve spektru,
e 7ajisténi spravné optimalizace pfistroje zahrnujici kontrolu vybéru pulzni sekvence

vcetné dalSiho nastaveni experimentu.

3.5 Vlastni vyzkum a vyvoj certifikované metodiky

Prizkum terénu a vybér mléénych plemen

Na zacatku roku 2019 byl proveden prizkum terénu mléénych farem skotu a koz
v Olomouckém, Moravskoslezském a Zlinském kraji podle plemen, dojivosti, technologie,
ale i lokalizace pro moznost feSeni dopravniho problému pro vzorkovani mléka.
Do experimentu bylo zafazeno 6 stad dojnic a 6 stdd koz. Vybrana stdda se nachazela
vV nadmoiské vysce: kravy 339+100 m (od 227 m do 474 m); kozy 33789 m (od 240 m
do 474 m). Plemenny profil jednotlivych stad vykazoval nasledujici relativni plemenné
zastoupeni — stada dojnic: 83 % holstynské a 17 % ceské strakaté; stada koz: 59 % bila
kratkosrsta koza, 29 % hnéda kratkosrstd koza, 12 % anglontbijskd koza. Vybér plemen se
odvijel od typického profilu dojenych krav a koz v Ceské republice (Kvapilik et al., 2019;
Bucek et al., 2019).
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Odbér vzorku

Odbér vzorkli mléka uréeny pro vyvoj nové metodiky byl rozlozen do dvou let. Prvni
odbéry probéhly v roce 2019. Béhem vzorkovani byly zohlednény jednak terminy odstavu
mlad’at u malych prezvykavct, dale fyziologicky fakt zmén slozeni mléka s laktaci, a také
skutecnost poklesu dojivosti béhem 1éta u koz. Tudiz bylo vzorkovano dvakrat béhem kvétna
(prvni polovina laktace) a dvakrat béhem srpna (druhd polovina laktace). Béhem roku bylo
timto zplisobem odebrano 23 vzorku Cistého kravského mléka a 23 vzorkt cistého koziho
mléka. V roce 2020 probéhlo obdobné vzorkovani, odebrano bylo 24 vzorkt Cistého kravského
mléka a 24 vzorkl ¢istého koziho mléka.

Krom vzorki, které slouzily pro vyvoj metodiky a interni validaci, byla zakoupena
I konzumni mléka v malych i velkych supermarketech a na farmatskych trzich. Tyto vzorky

poslouzily jako data set pro externi validaci.

Analyza ziakladnich mléénych charakteristik ¢istych mlék

Pti vyvoji metodiky urcené pro detekci falsifikace mléka je velmi vyznamné metodicky
uvést podminky, za kterych metoda vznikla a ovéfit vhodnost testovaného souboru. Z toho
divodu byly ziskané vzorky cistého kravského a koziho mléka analyzovany v laboratofich
Vyzkumného tstavu mlékarenského, s.r.o. zakladnimi mlékatskymi analytickymi metodami.

Stanoveny byly nasledujici mlécné ukazatele: celkovy pocdet mezofilnich mikroorganismu

(KTJ/ml); pocet somatickych bunék (tisic/ml); obsah tuku (g/100 ml) pro kravské a kozi mléko

(objemova %); obsah hrubych bilkovin (g/100g); obsah kaseinu (g/100 g); obsah monohydratu

laktézy (9/100 g); obsah suSiny tukuprosté (9/100 g); koncentrace mocoviny (mg/100 ml);

obsah susiny celkové (g/100 g); bod mrznuti mléka hodnota (°C); aktivni kyselost (pH); titracni

kyselost (dle Soxhlet-Henkela, SH); syfitelnost jako 1) Cas koagulace mléka syfidlem

v sekundach (¢as), jako 2) pevnost syieniny (pevnost) v cm jako opa¢na hodnota, jako 3) kvalita

syfeniny aspekci a palpaci ve tfidach 1 vyborna az 4 nejhorsi, a jako 4) objem vypuzené

syrovatky v ml; kysaci schopnost mléka (dle Soxhlet-Henkela, SH) a pocet streptokokti

a laktobacild po fermentaci v (KTJ/ml). Ptistrojové vybaveni a souvisejici literarni podklady

k t¢émto analyzam jsou uvedeny v Pfiloze €. 1.

FalSovani koziho mléka
Kozi mléko bylo poruseno kravskym mlékem v pomérech uvedenych v Tabulce 4. Dale

byly pfipraveny bindrni smési obsahujici 20 %, 40 %, 60 %, 80 % kravského mléka, jejichz
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Detekce fal§ovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

integraly relativni intenzity vybranych aminosacharidii byly vyuzity pfi externi validaci. Tyto
binarni smési byly pfipraveny ze zakoupenych vzorka mlék v trzni siti v Ceské republice.

Tabulka 4 Poméry kravského a koziho mléka pfi falSovani — zakladni skala

Kravské (%) Objem (ml) Kozi (%) Objem (ml)
0 0 100 250
1 2,5 99 2475
5 12,5 95 237,5
10 25 90 225
100 250 0 0

Tepelné oSetireni mléka

Odebrané cisté vzorky kravského a koziho mléka a taktéz vzorky koziho mléka, které
byly poruseny kravskym mlékem (rok 2019), byly pasterovany vsadkovym zptisobem ve vodni
lazni k dosazeni 85 °C po dobu 1 az 2 sekund (vysokéd pasterace). Vysokd pasterace
se standardné vyuziva v Ceské republice k oSetfeni konzumniho mléka, proto byla zvolena
Vv prvnim roce. Syrové mléko nesmi byt v trzni siti Ceské republiky prodavano, zakoupit ho lze
pouze Vv ptipadé ,,Prodeje ze dvora“. V roce 2020 byl zvolen jiny typ tepelného oSetfeni,
konkrétn¢ Setrna pasterace pii teploté 63 °C po dobu 30 minut. Divodem vybéru bylo testovani
stability biomarkerii pfi zméné tepelného oSetfeni, vybér tohoto tepelného oSetieni nekterymi
farmari, a také vyuZiti mléka oSetfeného Setrnou pasteraci pro syraiské ucely. VSechny
zchlazené ¢&isté i falSované vzorky mléka byly naslednd premistény do laboratoii Ceské

zemedelské univerzity, kde byly podrobeny dal§im analyzam.

Priprava vzorku pro NMR
Viz vyse (str. €. 6).

Analyza vzorki na NMR
Viz vyse (str. €. 7).

Zpracovani NMR dat

Nameétena vodikova spektra ¢istého kravského a koziho mléka byla nasledné zpracovana
dvéma zpisoby. Pro ucely identifikace charakteristickych biomarkerti kravského mléka, byla
spektra prevedena do softwaru MestReNova 14.0.1 (Mestrelab Research, Spanélsko), kde byla
provedena korekce zakladni linie (tzv. baseline) pomoci algoritmu Splines a exponencialni
potlaceni Sumu (0,3 Hz). Rovnéz byly odstranény nezadouci signaly vody (4,7-4,98 ppm)
a ethanolu (1,02-1,3 a 3,66-3,77 ppm). Spektra byla poté normalizovana na primérnou intenzitu

vnitiniho standardu a redukovana na 232 binii o velikosti 0,04 ppm. Takto pfipraveny soubor
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Detekce falSovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

byl zpracovan multivariacni statistickou analyzou v online néstroji MetaboAnalyst 4.0

(https://www.metaboanalyst.ca/; Chong et al., 2019). Pro vyhodnoceni nejlepsiho

diskriminujiciho biomarkeru byly pouzity FT spektralni datové body ¢ty pikli nachézejici se
Vv kravském mléku. FT spektralni datové body byly exportovany opét z programu MestReNova
14.0.1 s korekci Sumu (0,3 Hz) a zarovnanim do MS Excel (Microsoft Corporation, USA), ve
kterém byla u zvolenych oblasti piki upravena zakladni linie pomoci polynomické funkce
nultého stupné, poté byly piky integrovany a integralni hodnoty byly normalizovany na integral
TSP. Takto ziskany datovy soubor byl dale statisticky vyhodnocen multivaria¢ni a univariacni
statistickou analyzou.

Identifikace diskriminujicich biomarkert kravského mléka byla provedena v softwaru
Chenomx NMR Suite 8.6 (Chenomx Inc., Kanada), pomoci autentickych standardd,

a také pomoci jiz publikované literatury zamétujici se na vyuziti NMR v mlékatstvi.

Statistické vyhodnoceni

U slozkovych, hygienickych, fyzikalnich a technologickych ukazatelii byly vypocéteny
zakladni statistické charakteristiky (Pfiloha ¢. 2). Dale bylo provedeno porovnani stfednich
hodnot ¢istého kravského a koziho mléka parovym t-testem v MS Excel (Microsoft
Corporation, USA). Zakladni statistické charakteristiky a vysledné p-hodnoty poukazaly
na zpusobilost pouzitych vzorkd k provedeni studie identifikace falSovani koziho mléka
v danych geografickych podminkéach.

Multivariaéni statistickd analyza poskytla tfi vystupy hodnotici rozdilnost vodikovych
spekter Cistého kravského a koziho mléka pro oba métené soubory (dvé riizné tepelna oSetfeni).
Analyza hlavnich komponent (PCA), ortogonalni diskriminacni analyza nejmensich ctverca
(OPLS-DA) a analyza binti zalozena na korela¢nich koeficientech p(corr) ziskanych z OPLS-
DA prokazaly rozdilnost mezi skupinami a homogenitu uvnitf skupin véetné identifikace pro
Jednotlivé  vystupy, které byly zpracovany v softwarech MetaboAnalyst 4.0
(https://www.metaboanalyst.ca/; Chong et al., 2019) a MATLAB R2020 a softwaru
(MathWorks Inc.), jsou zobrazeny na Obr. 1-6. Na Obr. 3 a 6 jsou znazornény i nejvice

diskriminujici biomarkery nachézejici se v ¢istém kravském mléku. V ptipad¢ kravského
mléka, které bylo oSetfeno vysokou pasteraci, se jednd o aminosacharidy, citrat, neznadmou
latku a orotat. Druhy soubor vykazoval téméf stejné diskriminujici biomarkery s tim rozdilem,
Ze orotat se u Setrné pasterovan¢ho mléka mezi tyto biomarkery nezatadil, namisto néj piibyla

dal$i neznama latka.
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Detekce fal§ovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

Obrazek 1 Model analyzy hlavnich komponent (PCA) cistého kravského (n = 23; ozna¢eno modrou barvou)
a koziho mléka (n = 23; oznaceno Cervenou barvou); jedna se o0 mlé¢né vzorky odebrané v roce 2019 — oSetieno
vysokou pasteraci

Scores Plot
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Obrazek 2 Model ortogonalni diskriminacni analyzy Castecnych nejmensich ctverci (OPLS-DA) distého
kravského (n = 23; oznaceno modrou barvou) a koziho mléka (n = 23; oznaceno Cervenou barvou); jedna se
0 mlééné vzorky odebrané v roce 2019 — oSetfeno vysokou pasteraci
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Detekce falSovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

Obriazek 3 Analyza bind — barva sloupce je zbarvena dle korela¢niho zatizeni bini hodnotou p(corr) ziskanou
z OPLS-DA; v horni ¢asti vodikového spektra jsou vyobrazeny diskriminujici oblasti pro ¢isté kozi mléko (n= 23),
Vv dolni ¢asti vodikového spektra jsou vyobrazeny diskriminujici oblasti pro €isté kravské mléko (n=23) — oSetieno

vysokou pasteraci
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Obrazek 4 Model analyzy hlavnich komponent (PCA) ¢istého kravského (n = 24; ozna¢eno modrou barvou)
a koziho mléka (n = 24; oznaceno Cervenou barvou); jedna se o mlééné vzorky odebrané v roce 2020 — oSetieno
Setrnou pasteraci
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Detekce fal§ovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

Obrazek 5 Model ortogonalni diskriminacni analyzy Castecnych nejmensich ctverci (OPLS-DA) cCistého
kravského (n = 24; oznaceno modrou barvou) a koziho mléka (n = 24; oznaceno Cervenou barvou); jedna se
0 mlééné vzorky odebrané v roce 2020 — oSetfeno Setrnou pasteraci

Scores Plot

o COW100
© GOAT100

e
.'o
g7 ® o
= 0B
%cf ? 8 (o]
% o o] cgoo
[CIG]
6]

%
e

T score [1] ( 17.7 %)

Obrazek 6 Analyza bini — barva sloupce je zbarvena dle korelaéniho zatizeni bind hodnotou p(corr) ziskanou
z OPLS-DA; v horni ¢asti vodikového spektra jsou vyobrazeny diskriminujici oblasti pro ¢isté kozi mléko (n = 24),
Vv dolni ¢asti vodikového spektra jsou vyobrazeny diskriminujici oblasti pro ¢isté kravské mléko (n = 24) — oSetieno

Setrnou pasteraci
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Dale bylo nutnosti otestovat diskriminujici silu vybranych biomarkert kravského mléka
u porusenych kozich mlék. Pro tento cil byly integraly téchto biomarkerii vSech koncentraci

(1%; 5 % a 10 %) piedlozeny jako proménné do dal§i OPLS-DA analyzy. Dle ziskaného skore
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Detekce falSovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

byly jako nejvice specifické biomarkery vyhodnoceny aminosacharidy, konkrétné pik na pozici
2,06 ppm reprezentujici methylovou skupiny N-acetylglukosaminu a N-acetylgalaktosaminu.

Pfed posouzenim ucinnosti aminosacharidi jako biomarkerti, které budou slouzit
pro odhalovani falSovani koziho mléka, byl posouzen vztah mezi procentem kravského mléka
V kozim mléku a integralem relativni intenzity aminosacharidi pomoci valida¢niho korela¢niho
koeficientu ziskaného z ktizové validace. Ziskany valida¢ni korelaéni koeficient pro vysokou
pasteraci (r = 0,9344 s 95% intervalem spolehlivosti od 0,9342 do 0,9347) i pro Setrnou
pasteraci (r = 0,9582 s 95% intervalem spolehlivosti od 0,9580 do 0,9584) potvrdily vysokou
pozitivni korelaci.

Statisticka analyza ROC kiivek (Receiver Operating Charakteristic Curve) posoudila
schopnost diskriminace rizné procentualni primési kravského mléka (1 %, 5 % a 10 %) v kozim
mléku od ¢istého koziho mléka, ¢istého kravského a koziho mléka, a také dvou riiznych hladin
falsovani (5 % a 10 %) mezi sebou dle integralu relativni intenzity N-acetylglukosaminu a N-
acetylgalaktosaminu. Na zaklad¢ vyhodnoceni vysledkt byly ur¢eny meze (Tabulka 1 a 2), dle
kterych je mozné porovnavané skupiny diskriminovat. Na zaklad¢ takto stanoveného
diskrimina¢niho pravidla byla ur¢ena ptesnost a spolehlivost predikce ptislusnosti vzorku do
skupiny. Piesnost predikce s vyuzitim mezi ziskanych pomoci ROC kiivek byla vypoctena s
vyuzitim K-nasobné kiizové validace, kdy spravnost predikce byla vzdy posuzovana na skupiné
vzorkl, které nebyly pouzity pro odhad dané meze. Soubor byl ndhodné rozdélen do deviti
skupin (9-nasobna kiizova validace). Osm skupin bylo pouzito pro odhad meze pomoci ROC
ktivek, vzorky v devaté skupiné byly nasledné klasifikovany na zakladé¢ takto ziskané meze.
Tento proces byl opakovan celkem devétkrat, vzdy s vynechanim jiné skupiny. Déle byl
stanoven pocet spravné a nespravné klasifikovanych vzorku, ktery je zdkladem pro vypocet
senzitivity, specificity a celkové pfesnosti. Meze uvedené v tabulkach na str. 8 tak piedstavuji
primérnou hodnotu z deviti dil¢ich krokd v ramci kiizové validace. Vysledky nize uvadéji
celkovou presnost a p-hodnoty pro posouzeni plochy pod kiivkou (AUC) u jednotlivych ROC
kiivek. Jednotlivé ROC kiivky pro vzorky, které byly oSetieny vysokou a Setrnou pasteraci jsou
vyobrazeny na Obrazku 7 a 8 vcetné nalezitych charakteristik a krabicovych grafii
znéazornujicich porovnani integrali relativni intenzity aminosacharidii v daném paru. Z nize
uvedenych obrdzki je patrné, ze identifikovat 1 % kravského mléka v kozim mléku neni
pomoci protonové NMR mozné, nicméné¢ identifikace dalSich binarnich smési byla jiz uspésna.
Kozi mléko obsahujici 5 % kravského mléka, které bylo podrobeno vysoké pasteraci, bylo
identifikovano s 85% ptesnosti (p < 0,0001 pro AUC), coz Ize vyhodnotit jako vynikajici test.
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Hladinu 10 % kravského mléka lze pak uréit s 96% ptesnosti (p < 0,0001 pro AUC) a jedna se
o tém¢t dokonaly test. Falsifikované kozi mléko, které bylo oSetfeno Setrnou pasteraci, bylo
mozné diskriminovat v piipad€ obsahu 5 % 1 10 % kravského mléka s vétsi presnosti, konkrétné
s87% a 98% (p < 0,0001 pro obé¢ AUC). Lepsi schopnost diskriminovat falSovani u Setrné
pasterace je ziejm¢ déna probéhlou proteolyzou, kterd mize zménit strukturu glykoproteini,
a tak ovliviovat viditelnost aminosacharid.

Posledni ROC analyza, kterd je zminéna na Obrdzku 7 a 8 je vyhodnoceni moznosti
rozliSeni riznych ptimési kravského mléka, konkrétné 5 % a 10 %. U vysokeé i Setrné pasterace
bylo i vtomto ptipadé¢ potvrzeno, Ze rozliSeni pomoci integralt relativni intenzity
aminosacharidd, je proveditelné. Tyto dvé pfimési bylo mozné rozlisit s 83% presnosti
(P <0,001 pro AUC) v piipadé vysoké pasterace a s 79% piesnosti (P < 0,001 pro AUC)
presnosti v piipad¢ Setrné pasterace. Tento vysledek otevira cestu ke zjisténi prahovych hodnot
pro dalsi kategorie falSovani (> 10 %).

Utinnost aminosacharidi byla vyhodnocena i externi validaci. Testovany byly meze
stanovené pro Setrnou pasteraci a vysokou pasteraci. Data set byl sestaven z binarnich smési
mlék (> 20 % kravského mléka), které byly zakoupeny v trzni siti a z Cistych kozich mlék.
Skupinu ,,True Positive reprezentovala mléka znehodnocena kravskym mlékem, skupinu
,»True Negative® reprezentovala ¢ista kozi mléka. Vypocet piesnosti probéhl dle Dalabasmaz
et al. (2019). Mez stanovena (dle vysledki pro 10% piimés) pro vysokou pasteraci
diskriminovala Cisté kozi mléko a falSovana kozi mléka se 100% piesnosti, mez urcend pro
Setrnou pasteraci selhala v jednom piipad¢, a tak vysledna piesnost byla 97% (Tabulka 5 a 6).
SniZena piesnost je zifejme dana faktem, Zze u vétsiny mlék, které lze zakoupit v nasi trzni siti,
je provadéna vysoka pasterace. Vysledky externi validace jsou uvedeny v Tabulce 5 a 6, a také

v Piiloze €. 3.

Tabulka 5 Vysledky externi validace s pouzitim meze pro vysokou pasteraci

T asterace Pouzita mez True True False False Presnost
yep b Positive Negative  Positive Negative
Vysoka 0,072 26 6 0 0 100%

Tabulka 6 Vysledky externi validace s pouZitim meze pro Setrnou pasteraci

T asterace Pouzita mez True True False False Presnost
ypp b Positive Negative  Positive Negative
Setrna 0,055 26 5 1 0 97%
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Obriazek 7 Vybrané charakteristiky ROC kiivky (Al — E1); ROC kfivky zpracované pro vzorky, které byly
oSetfeny vysokou pasteraci; kazda skupina obsahuje 23 vzorkd mléka (A2 — E2); krabicové grafy znazornujici
dolni a horni kvartil, minimum a maximum (A3 — E3); TP = true positive, TN = true negative, FP = false positive,

FN = false negative.
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Detekce fal§ovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

Obriazek 8 Vybrané charakteristiky ROC ktivky (F1 —11); ROC kfivky zpracované pro vzorky, které byly osetieny
Setrnou pasteraci; kazda skupina obsahuje 24 vzorkli mléka (kromé skupiny mlék, které byly falSovany 5%
ptidavkem kravského mléka, n = 23) (F2 — 12); krabicové grafy znazoriujici dolni a horni kvartil, minimum
a maximum (F3 — 13); TP = true positive, TN = true negative, FP = false positive, FN = false negative.
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3.6 Zavérecné shrnuti

Samotny vyvoj metodiky byl postaven na komplexni mlé¢né matrici, ktera reprezentovala
variabilitu koziho a kravského mléka na Ceskych farmach. Analyzovano pomoci NMR bylo
témet 300 vzorkh mléka, u kterych se aminosacharidy prokézaly jako vhodné biomarkery pro
odhalovani falsifikace koziho mléka. Pomoci metody NMR byla detekovana piimés 5 %
kravského mléka s presnosti 87% Vv ptipad¢ Setrné pasterace a 85% V piipade vysoké pasterace,

10 % kravského mléka bylo pak detekovano s témét 100% piesnosti pro ob¢ tepelna osetreni.

identifikovatelna. Skutecnost, ze se ve vétsiné piipadl falSuje minimalné¢ 10 % kravského

mléka a vice, €ini tuto metody obzvlasté uzitecnou.
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4. Srovnani ,,novosti postup”“

Spektroskopie NMR je vyzkumnad technika, ktera vyuziva magneticky aktivni atomova
jadra neradioaktivnich izotopi k ziskani pomérné velkého mnozstvi informaci o molekularni
struktufe vybraného organického vzorku. Vyuziti této techniky v ramci testovani autenticity
potravin je v poslednich letech na vzestupu a nejinak je tomu v mlékarenském sektoru. NMR
lze vyuzit k uréeni zemépisného ptivodu u mléka i mléénych produktt, k rozliSeni cerstvého
mléka od mléka s jiz proSlym datem spotieby, k detekci melaminu v kojenecké vyzive,
aVvneposledni tfadé také k detekci syntetickych triacylglyceroli v masle. Studii, které
se zam¢fily na detekei falSovani mléka malych pfezvykavcd, je pomalu. Jako prvni Ize zminit
studii publikovanou v roce 2011, ve které se autoii zamé&fili na detekci kravského mléka
vV ov¢éim mléku pomoci protonové NMR spolecné s neutrdlni jednovrstvou siti. Piestoze shoda
mezi bindrnimi smésmi a umélou neuronovou jednovrstvou siti byla vysokd, nejniz§i pomér
michani byl 20 % kravského mléka v ovéim mléku (Lamanna et al., 2011). Na identifikaci
metabolitd v kozim, ov¢im a kravském mléku se zaméfil Yang et al. (2016). Pro analyzu vzorka
byla pouzita stejnd pulsni sekvence jako v této metodice, s tim rozdilem, Ze zde zatadili krom
NMR i kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Na zakladé
metabolomické analyzy bylo zjisténo hned nékolik biomarkerti pro vyse zminéna mléka,
nicmén¢ binarni smési kravského mléka a mléka malych prezvykavci testovany nebyly.
Schopnost NMR detekovat kravské mléko v kozim mléku prokazali Li et al. (2017). Ti pomoci
deseti proménnych zahrnujicich i aminosacharidy sestrojili matematicky model, s jehoz pomoci
detekovali 5 % kravského mléka v kozim mléku. Autofi této studie dosahli obdobnych vysledki
jako my, avs$ak jejich metoda nebyla zifejmée urcena pro praktické vyuziti, o cemz sveédci i fakt,
ze do experimentu bylo zafazeno mléko oSetfené pouze ultravysokou teplotou (UHT),
informace o plemeni ¢i farmach zcela chybi, a taktéZ byl vynechdn mozny vliv zmén sloZeni
mléka v pribéhu laktace malych piezvykavet. Zadné jiné piedchozi studie obdobné téma

nezkoumaly.
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5. Popis uplatnéni metodiky
Vyse uvedend metodika byla vyvinuta v rdmci projektu MZe NAZV Zemé¢ QK 1920222

,»INové spolehlivé metody detekce falSovani koziho mléka a ov¢iho mléka a mléénych vyrobkii*
s cilem ji poskytnout kontrolnim organiim Ceské republiky — Statni veterinarni spravé, ktera
potencidlné¢ a kompetencné¢ predstavuje hlavniho smluvniho wuzivatele metodiky.
Certifikovanou metodiku bude tento kontrolni ufad pouZivat pii podezieni falSovani koziho
mléka. S ohledem na to, Ze provozni laboratofe Statni veterinarni spravy nedisponuji podle
naseho védomi nukledrni magnetickou rezonanci, predpoklada se, ze Statni veterinarni sprava
a Ceskd zemédélska univerzita v Praze budou v budoucnu vramci analytické &asti

spolupracovat.

22 | Stranka



Detekce fal§ovani koziho mléka kravskym mlékem metodou *H NMR

6. Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty vySe zminéné metodiky byly vypracovany s ohledem na fakt, ze
autortim neni zndmo, ze by hlavni uzivatel metodiky — Statni veterinarni sprava disponovala
nuklearni magnetickou rezonanci. Tudiz byla ekonomicka naro¢nost analyzy jednoho vzorku
vypodtena pro laboratof na Ceské zemé&délské univerzité, kterd se podilela na vyvoji.

Velkou vyhodou nuklearni magnetické rezonance je rychld pfiprava vzorku, ktera
vyzaduje pouze malé mnozstvi chemikalii i spotiebniho laboratorniho materialu. Vezmeme-li
v tvahu chemikalie (CHCls a pufr obsahujici D20), spotiebni laboratorni material, ptistrojové
vybaveni a personalni zaji$téni, cena ptipravy jednoho vzorku ¢€ini pfiblizné 90 K¢. Z analyzy
vzorku na digitdlnim NMR spektrometru Bruker Avance III™ 500 MHz ptedstavuji nejvétsi
nakladovou polozku nezbytné kryokapaliny a amortizace pfistroje, dale do tohoto kroku musi
byt zapocitano persondlni zajisténi — zpracovani dat a obsluha pfistroje, a také licence softwaru,
naklady na analyzu vzorku tak ¢ini 500 K¢. Poslednim krokem je nutnost zapocitat 25% rezie.
Celkova cena za vySetieni vzorku ¢ini tedy 900 K¢ véetné DPH. Pokud by Statni veterinarni
sprava zvazovala nakup a zavedeni nukle4drni magnetické rezonance, celkové naklady by se
pohybovaly nad 30 mil K¢.

Vyse zminénd metoda, kterou lze povazovat za robustni, rychlou a z pohledu spotieby
chemikalii téméf nenarocnou, by meéla diky zvySeni uUc¢innosti kontroly mléka malych
ptezvykavcell snizit podil falSovaného mléka Vv trzni siti. Snizeni podilu falSovaného mléka
malych ptezvykavcl predstavuje velky pfinos zv1asté na poli vetejného zdravi, kdy budou 1épe
chranéni konzumenti koziho mléka, ktefi nemohou napt. z diivodu alergie na specifickou
bilkovinu konzumovat kravské mléko. Ekonomicky ptinos nelze v tomto ptipadé ptesné

odhadnout.
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10. Prilohy
Priloha ¢. 1
Pouzité analytické metody k analyzam syrového Cistého
kravského a koziho mléka

Analyza chemického sloZeni vzorkit mléka:

Obsahy slozeni mléka, tuku, hrubych bilkovin, monohydratu laktézy a tukuprosté susiny
(poptipad¢ kaseinu, celkové suSiny a mocoviny nebo hodnota bodu mrznuti mléka) byly
stanoveny nepifimou metodou infracervené spektroskopie MIR-FT (S Michelsonovym
interferometrem a Fourierovou transformaci) na pfistroji Bentley DairySpec (Bentley
Instruments, Chaska, Minnesota, USA). Pfistroje byly pravidelné kalibrovany (na kravské
mléko mésicné, na mléko malych prezvykavel dvoumésicné) podle vysledkl relevantnich
referencnich metod (Hanus et al., 2009, 2014). Vysledky analyz byly pravideln¢ kontrolovany
prostiednictvim testli vykonnosti analytické zptisobilosti (Hanus et al., 2004). Pii kalibra¢ni
a kontrolni ¢innosti bylo postupovano v ramci norem: CSN EN ISO/IEC 17025; CSN 57 0536;
CSN 57 0530; CSN ISO 8196-2 (570536); CSN ISO 8196-1 (570536); CSN ISO 8196-3
(570536).

Analyza poctu somatickych bunék v syrovém mléce:

Pocet somatickych bunc¢k byl stanoven fluoro-opto-elektronickou metodou priitocné
cytometrie na zafizeni Somacount 300 (Bentley Instruments, Chaska, Minnesota, USA).
Pristroj byl pravidelné kalibrovan podle vysledki referenéni metody a kontrolovan
referenénimi vzorky (Hanu$ et al.,, 2009, 2011). Pii kalibra¢ni a kontrolni ¢innosti bylo
postupovéano v ramci norem: CSN EN ISO/IEC 17025; CSN EN ISO 13366—1 (57 0531); CSN
EN ISO 13366-2 (57 0531).

Analyzy mikrobiologické (hygienicka kvalita mléka):
Stanoveni celkového poctu mezofilnich mikroorganismui v syrovém mléce:

Pro stanoveni CPM byla pouzita klasicka plotnova metoda podle CSN ISO EN 4833-1
(2014). Vzorek mléka (jeho ptislusné fedéni) byl inokulovan na Petriho misku v objemu 1 ml
a zalit agarem. Pro kultivaci byl pouzit GTK M agar (MILCOM, Tabor) a kultivace prob&hla
pti 30 °C po dobu 72 hodin. Pocet kolonii byl vyjadfen jako KTJ v 1 ml vzorkovaného mléka
podle normy CSN EN ISO 7218 (2008).
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Stanoveni Lactobacillus bulgaricus v jogurtovém testu (laktobacilii) a stanoveni StreptocoCCUS
thermophilus v jogurtovém testu (streptokoki):

Kysaci schopnost mléka (jogurtovy test, ON 57 0534), hodnoty KSM—PL (pocet
laktobacili), —PS (pocet streptokokii) a —CP (celkovy pocet uslechtilé mikroflory - provadéné
podle normy ON 57 0534 mirné upravenym postupem s termofilni jogurtovou kulturou YC-
180, 50U (Chr. Hansen, Denmark), Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, navazka 0,24 g, 150 ml pasterované
mléko, teplota 43 °C, michani 15 min., 2 ml do kazdého vzorku o 25 ml, ¢as inkubace
3,5 hodiny) byly stanoveny pocitdnim jednotek tvoficich kolonie (KTJ) za pouziti:
S. thermophilus - S. thermophilus Isolation agar (HiMedia, Indie, M 948), kultivace pii 37 °C
po dobu 48-72 hodin; Lb. delbrueckii a bulgaricus — Lactobacillus bulgaricus Agar Base
(HiMedia, Indie, M 927), anaerobni kultivace pti 37 °C po dobu 48 hodin. Jednotky byly KSM—
PL (pocet laktobacilti (KTJxml™?); KSM-PS (pocet streptokokil (KTJxml™?); KSM-CP (pocet
uslechtilych mlékatskych mikroorganismu (KTJxmlY); KSM-S/L (pomér
streptokoky/laktobacily).

Analyzy fyzikalnich a technologickych vlastnosti pasterovaného mléka:

Aktivni kyselost mléka byla méfena pouzitim pH—metru 1100L (VWR pH enomenal),
ktery byl pravidelné pied kazdym méfenim sady vzorkl kalibrovan na roztoky standardnich
pufri (pH 4,0 a 7,0) pii 20 °C.

Titra¢ni kyselost mléka byla méfena prostiednictvi titrace 100 ml mléka (Soxhlet-Henkel)
za pouziti alkalického roztoku NaOH 0,25 M v prostiedi indikatoru (fenolftalein) podle normy
CSN 57 0530.

Kysaci schopnost mléka (jogurtovy test) byla stanovena formou titracni kyselosti
(Soxhlet-Henkel) za pouziti alkalického roztoku NaOH 0,25 M v prostiedi indikatoru
(fenolftalein) podle diivéjsi normy ON 57 0534.

Syfitelnost mléka, jako ¢as koagulace laktoproteinii (vtefin do vytvofeni viditelnych
vloc¢ek bilkovin) byla stanovena s pfidavkem bakterialniho syficiho enzymu Fromaza (Fromase
® 220 TL BF, Royal DSM, Heerlen, Netherlands; wwwtomscheese.cz) v 50 ml mléka pfi 32 °C
ve vodni lazni. Po hodiné syntéze byla kontrolovdna kvality syfeniny podle pevnosti
vytvoreného kolace palpaci do 4 tfid kvality a propadem vhozeného téliska za stadardizovanych

podminek v cm. Byl rovnéz stanoven objem kontrakci vypuzené syrovatky.
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Priloha €. 2
Vysledky slozkovych, hygienickych, fyzikalnich a technologickych
ukazateli ¢istych mlék odebranych v roce 2019 a 2020

Kravské mléko rok 2019

Celkem
n
X

g
SX_V

SX

min
max
Rmax-
min
median
horni q
dolni q

Celkem
n
X

g
SX_V

SX

min
max
Rmax-
min
median
horni q
dolni q

Celkem
n
X

g
SX_V

SX

min
max
Rmax-
min
median
horni g
dolni q

CPM
23
54 278

125 222

122 470

1000
570 000

569 000

8 000
4 425
29 000

SNF
23
9,01

0,226
0,221
8,33
9,37

1,04

8,97
8,92
9,14

log CPM
23
4,0904
12314
0,7216

0,7058

3,0000
5,7559

2,7559

3,9031
3,6459
4,4582

To.Solids
23
13,15

0,948
0,928
10,77
14,61

3,84

13,33
12,65
13,74

objem syr. Jog - SH

1

1
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23

18,26 30,75
1,419 3,282
1,168 3,210

2,00 25,35
37,00 39,62

35,00 14,27

18,00 29,23
8,50 28,69
27,50 32,47

SB log SB
23 23
228  2,1866
154
252 0,4011
246  0,3923
13 1,1139
1190 3,0755
1177  1,9616
171 2,2330
94  1,9731
235  2,3699
FPD ML -pH
12 23
546,58 6,65
5,346 0,034
5,119 0,033
535,00 6,59
554,00 6,72
19,00 0,13
547,25 6,64
543,88 6,63
550,25 6,67

STR 10"7

23 23

752 173 913

257 628 283

251 965 431

200 000 000

1 350 000 000
1 150 000 000

700 000 000
615 000 000
885 000 000

Fat Protein Caseine Lactose Urea
23 23 23 23 23
4,25 3,38 2,71 5,05 35,11
0,952 0,214 0,245 0,082 7,289
0,931 0,209 0,240 0,080 7,129
2,11 2,85 1,95 4,85 22,66
6,32 3,76 3,12 5,26 48,83
4,21 0,91 1,17 0,41 26,17
4,36 3,39 2,74 5,04 34,09
3,88 3,30 2,61 5,02 31,05
4,79 3,51 2,86 5,09 40,20
ML - SH cas pevnost kv.syf. objem syr.
23 23 23 23 23
7,00 487,09 1,90 3,43 18,26
1,074 55,200 0,043 0,788 11,419
1,050 53,987 0,042 0,770 11,168
4,72 356,00 1,80 2,00 2,00
8,82 579,00 2,00 4,00 37,00
4,10 223,00 0,20 2,00 35,00
7,05 500,00 1,90 4,00 18,00
6,28 444,50 1,90 3,00 8,50
7,76 532,50 1,90 4,00 27,50
log STR 107 LACTO 1076 log LACTO 10”6
23 23 23
8,8483 75 434 783 7,8211
705180022 66236900
0,1703 43 028 348 0,2199
0,1665 42 082 555 0,2151
8,3010 33 000 000 7,5185
9,1303 210 000 000 8,3222
0,8293 177 000 000 0,8037
8,8451 66 000 000 7,8195
8,7888 45 500 000 7,6580
8,9469 92 500 000 7,9622
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Kozi mléko rok 2019

Celkem
n

X

g

SX_V
VX_V
SX

VX

min
max
Rmax-
min
median
horni q
dolni q

Celkem
n

X

g

SX_V
VX_V
SX

VX

min
max
Rmax-
min
median
horni q
dolni q

Celkem

SX_V
VX_V

SX

VX

min
max
Rmax-
min
median
horni q
dolni q

CPM
23
479 435

1859 278
387,8
1818 409
379,3
2000
9 000 000

8998 000

77 000
23750
152 500

SNF
23
8,51

0,288
3,4
0,282
3,3
8,02
8,98

0,96

8,52
8,29
8,74

objem syr.
23
32,65

5,104
15,6
4,992
15,3
15,00
38,00

23,00

34,00
30,00
36,00
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log CPM
23
4,7981
62820
0,7372

0,7210

3,3010
6,9542

3,6532

4,8865
4,3648
5,1832

To.Solids
23
12,20

0,826
6,8
0,808
6,6
10,52
14,13

3,61

12,16
11,59
12,59

Jog - SH
23
33,10

5,797
17,5
5,670
17,1
17,39
41,19

23,80

34,16
28,37
36,45

SB log SB Fat Protein Caseine Lactose Urea
23 23 23 23 23 23 23
1329 2,9866 3,80 3,23 2,75 461 63,93
970
993 0,3768 0,737 0,195 0,194 0,181 19,858
74,7 19,4 6,0 7,1 3,9 31,1
972 0,3685 0,721 0,191 0,190 0,177 19,422
73,1 19,0 5,9 6,9 3,8 30,4
195 12,2900 2,60 2,76 2,34 438 35,15
3824 3,5825 6,09 3,64 3,14 5,07 114,77
3629 1,2925 3,49 0,88 0,80 0,69 79,62
922 12,9647 3,62 3,16 2,79 461 62,12
533 2,7241 3,34 3,12 2,63 4,48 50,26
2052 3,3120 4,14 3,36 2,85 4,70 74,14
ML - pH ML - SH cas pevnost  kv.syf.
23 23 23 23 23
6,59 5,98 83,70 1,87 3,30
0,085 1,405 33,751 0,076 0,876
1,3 23,5 40,3 4,1 26,5
0,083 1,374 33,009 0,075 0,856
1,3 23,0 39,4 4,0 25,9
6,47 3,67 44,00 1,70 1,00
6,83 8,95 178,00 2,00 4,00
0,36 5,28 134,00 0,30 3,00
6,57 5,56 74,00 1,90 4,00
6,53 5,12 62,00 1,80 3,00
6,64 6,84 99,00 1,90 4,00
STR 1007 log STR10"7 LACTO 1076 log LACTO 10”6
23 23 23 23
656 521 739 8,7131 79 739 130 7,8124
516535292 64923212
490 367 290 0,3482 62 507 612 0,2635
74,7 78,4
479 588 671 0,3406 61 133 651 0,2577
73,0 76,7
50 000 000 7,6990 30 000 000 7,4771
2 600 000 000 9,4150 260 000 000 8,4150
2 550 000 000 1,7160 230 000 000 0,9379
540 000 000 8,7324 60 000 000 7,7782
465 000 000 8,6675 39 500 000 7,5963
715 000 000 8,8535 80 500 000 7,9054
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Kravské mléko rok 2020

Celkem CPM log CPM SB log SB Fat Protein Caseine
n 24 24 24 24 24 24 24
X 9292 3,7504 195 2,2568 4,29 3,34 2,64
g 5629 181
SX_V 9281 0,4730 74 0,1817 0,432 0,213 0,241
VX_V 99,9 37,9 10,1 6,4 9,1
SX 9 085 0,4631 73 0,1779 0,423 0,209 0,236
VX 97,8 37,4 9,9 6,3 8,9
min 1000 3,0000 53 1,7243 3,67 2,90 2,18
max 38 000 4,5798 412 2,6149 5,14 3,76 3,10
Rmax-min 37 000 1,5798 359 0,8906 1,47 0,86 0,92
median 6 000 3,7721 187 2,2719 4,23 3,36 2,65
horni q 3 000 3,4771 153 2,1838 3,96 3,23 2,45
dolni q 11 500 4,0510 225 2,3513 4,65 3,49 2,78
Celkem Lacto. SNF To.Solids Urea BMM ML - pH
n 24 24 24 24 24 24
X 5,05 9,00 13,18 39,43 -0,5277 6,70
g
SX_V 0,101 0,209 0,409 6,690 0,0050 0,040
VX_V 2,0 2,3 3,1 17,0 0,9 0,6
SX 0,098 0,205 0,400 6,549 0,0049 0,039
VX 1,9 2,3 3,0 16,6 0,9 0,6
min 4,90 8,56 12,60 27,79 -0,5400 6,63
max 5,27 9,33 14,10 55,96 -0,5197 6,76
Rmax-min 0,37 0,77 1,50 28,17 0,0203 0,13
median 5,04 9,00 13,13 38,78 -0,5300 6,71
horni q 4,99 8,90 12,90 35,82 -0,5300 6,66
dolni q 5,09 9,12 13,49 42,66 -0,5249 6,73
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Kozi mléko rok 2020

Celkem
n

X

g

SX_V
VX_V
SX

VX

min
max
Rmax-min
median
horni g
dolni q

Celkem
n

X

g

SX_V
VX_V
SX

VX

min
max
Rmax-min
median
horni q
dolni q
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CPM
24
646 583

1691 050
261,5
1655 445
256,0
1000

7 900 000
7 899 000
25000
3750
170 000

Lacto.
24
4,54

0,122
2,7
0,119
2,6
4,32
4,82
0,50
4,54
4,46
4,61

log CPM
24
4,5057
32041
1,1820

1,1571

3,0000
6,8976
3,8976
4,3891
3,5709
5,2283

SNF
24
8,38

0,330
3.9
0,323
3,9
7,88
9,10
1,22
8,38
8,07
8,56

SB
24
1062

849
79,9
831
78,2
145
3015
2870
743
348
1713

To.Solids
24
11,65

0,769
6,6
0,753
6,5
9,72
13,03
3,31
11,75
11,26
12,14

log SB
24
2,8588
722
0,4178

0,4090

2,1614
3,4793
1,3179
2,8688
2,5395
3,2337

Urea
24
45,22

21,539
47,6
21,086
46,6
23,10
80,99
57,89
33,85
26,67
67,95

Fat
24
3,35

0,602
18,0
0,589
17,6
1,82
4,60
2,78
3,36
3,02
3,65

BMM
24
-0,5600

0,0264
4,7
0,0258
4,6
-0,6800
-0,5400
0,1400
-0,5550
-0,5600
-0,5500

Protein
24
2,96

0,235
7,9
0,230
7,8
2,56
3,35
0,79
2,97
2,76
3,18

ML - pH
24
6,57

0,260
4,0
0,254
3,9
5,40
6,79
1,39
6,62
6,55
6,66

Caseine
24
2,32

0,259
11,2
0,253
10,9
1,79
2,78
0,99
2,32
2,23
2,48
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Priloha ¢. 3
Vysledky externi validace

Vyuziti meze pro vysokou pasteraci

Vyuziti meze pro Setrnou pasteraci

Cislo vzorku

Vysledek

Cislo vzorku

Vysledek

Zaslepeny vzorek 1

True Positive

Zaslepeny vzorek 1

True Positive

Zaslepeny vzorek 2

True Positive

Zaslepeny vzorek 2

True Positive

Zaslepeny vzorek 3

True Positive

Zaslepeny vzorek 3

True Positive

Zaslepeny vzorek 4

True Positive

Zaslepeny vzorek 4

True Positive

Zaslepeny vzorek 5

True Positive

Zaslepeny vzorek 5

True Positive

Zaslepeny vzorek 6

True Positive

Zaslepeny vzorek 6

True Positive

Zaslepeny vzorek 7

True Positive

Zaslepeny vzorek 7

True Positive

Zaslepeny vzorek 8

True Positive

Zaslepeny vzorek 8

True Positive

Zaslepeny vzorek 9

True Positive

Zaslepeny vzorek 9

True Positive

Zaslepeny vzorek 10

True Positive

Zaslepeny vzorek 10

True Positive

Zaslepeny vzorek 11

True Positive

Zaslepeny vzorek 11

True Positive

Zaslepeny vzorek 12

True Positive

Zaslepeny vzorek 12

True Positive

Zaslepeny vzorek 13

True Positive

Zaslepeny vzorek 13

True Positive

Zaslepeny vzorek 14

True Positive

Zaslepeny vzorek 14

True Positive

Zaslepeny vzorek 15

True Positive

Zaslepeny vzorek 15

True Positive

Zaslepeny vzorek 16

True Positive

Zaslepeny vzorek 16

True Positive

Zaslepeny vzorek 17

True Positive

Zaslepeny vzorek 17

True Positive

Zaslepeny vzorek 18

True Positive

Zaslepeny vzorek 18

True Positive

Zaslepeny vzorek 19

True Positive

Zaslepeny vzorek 19

True Positive
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Zaslepeny vzorek 20 True Positive | Zaslepeny vzorek 20 True Positive
Zaslepeny vzorek 21 True Positive | Zaslepeny vzorek 21 True Positive
Zaslepeny vzorek 22 True Positive | Zaslepeny vzorek 22 True Positive
Zaslepeny vzorek 23 True Positive | Zaslepeny vzorek 23 True Positive
Zaslepeny vzorek 24 True Positive | Zaslepeny vzorek 24 True Positive
Zaslepeny vzorek 25 True Positive | Zaslepeny vzorek 25 True Positive
Zaslepeny vzorek 26 True Positive | Zaslepeny vzorek 26 True Positive
Zaslepeny vzorek 27 True Negative | Zaslepeny vzorek 27 | True Negative
Zaslepeny vzorek 28 True Negative | Zaslepeny vzorek 28 | True Negative
Zaslepeny vzorek 29 True Negative | Zaslepeny vzorek 29 | True Negative
Zaslepeny vzorek 30 True Negative | Zaslepeny vzorek 30 | True Negative
Zaslepeny vzorek 31 True Negative | Zaslepeny vzorek 31 True Negative
Zaslepeny vzorek 32 True Negative | Zaslepeny vzorek 32 _




