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Detekce falSovani koziho a ov¢ciho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

1. Soucasny stav problematiky

FalSovani je obecné rozsifena lidska ¢innost motivovana komerénimi zajmy, vedouci
obvykle k ptisouzeni neadekvatni hodnoty za domnélou kvalitu. Nejinak je tomu v mlékaiském
sektoru. Pojem falSovani mléka definoval Ola (2015) ve své studii jako odstranéni nebo
nahrazeni mlécnych slozek, které mohou byt nahrazeny cizorodymi latkami bez védomi
kupujiciho. Mezi tyto cizorodé latky lze zafadit vodu, mléko jiného zivociSného druhu,
syrovatku, skrob, hydroxid sodny, formaldehyd, syntetické mléko, melamin, nemlécné
bilkoviny, hovézi 10j, veprové sadlo atd. Hlavnim cilem falSovani je pfevazné ekonomicky
profit plynouci nejcastéji z navySeni objemu, nebo z navysSeni obsahu slozek mléka, které
podléhaji zpenézeni, konkrétné obsah tuku a bilkovin.

A pravé navySenim objemu mlékem jiné¢ho zivocisného druhu si mohou neopravnéné
ptilepSovat chovatelé malych ptezvykavcei, kteti zaroven chovaji i skot a soustiedi se na
mlécnou produkci. K tomuto falSovani mléka podnécuje zvlasté fakt, Zze kravské mléko
V porovnani s kozim a ovéim mlékem je celoro¢né dostupné a levnéjsi. Nutno podotknout, ze
toto falSovani nemusi byt realizovano pouze s vidinou vétsiho ekonomického profitu, ale také
kvili ptijatelnéj$im senzorickym vlastnostem. Kravské mléko totiz z ¢asti potlaci typickou chut’
a vuni koziho i ov¢iho mléka. I pfestoze nejsou pouzity zadné cizorod¢ latky, ale pouze jiny
zivo¢isny druh mléka, dopad na lidské zdravi mize byt fatalni, a to piedevSim pro tu ¢ast
populace, ktera trpi alergii na bilkovinu kravského mléka a po pozieni mléka tohoto druhu u ni
mohou nastat kozni, gastrointestindlni, respirani potize nebo dokonce anafylakticky Sok
(Golinelli et al., 2014; Ewida and Abd EI-Magiud, 2018).

I ptesto, ze mléko predstavuje jednu z nejvic komplexnich potravin na svété, popisem,
vyvojem a hodnocenim cetnych analytickych metod slouzicich k detekci cizorodého druhu
mléka se zabyvalo hned n¢kolik védeckych praci (Ferreira, Oliveira, & A, 2007; Pesic et al.,
2011; Ren et al., 2014; Teixeira, Caramés, Baptista, Gigante, & Pallone, 2020; Trimboli et al.,
2019; Tsakali et al., 2019). Nejcast&ji se jednalo o postupy zalozené na analyze DNA, své
uplatnéni nasly 1 imunochemické metody ELISA, infracervena spektroskopie v blizké 1 celé
sttedové oblasti infracerveného zafeni, chromatografické metody s riznymi typy detektorti
nebo elektromigra¢ni metody. Detekéni limity vySe zminénych analytickych metod jsou rtizné,
vétSina z nich je schopna detekovat 5 % a vice mléka jiného ZivocisSného druhu, coz lze
povaZzovat za dostacujici vzhledem ke skutecnosti, Ze falsifikace pod 10 % nepiinasi jeho
protagonistiim o¢ekavany ekonomicky profit. Nicmén¢, melaminové incidenty tykajici se nejen

mlécného sektoru z let 2007 a 2008 ukézaly, kam az mlze sahat vynalézavost podvodnik
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Detekce falSovani koziho a ov¢iho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

(Andé€él & Dlouhy 2009). Melamin tenkrat totiz nefiguroval na seznamu potencialnich
kontaminantd, a tak jeho detekce nebyla zahrnuta do béznych rutinnich kontrol. Pravé proto je
dalezité nepretrzité 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 detekce falSovani koziho a ovéiho mléka kravskym
mlékem metodou hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci vV piitomnosti matrice

v kombinaci s analyzatorem doby letu (MALDI-TOF MS).

3. Vlastni popis metodiky

3.1 Princip metody

Metoda je zalozena na porovndni peptido-proteinového spektra nezndmého vzorku se
souborem vytvofenym z koncentracnich ftad falSovanych mlék. Nésledné je pomoci

statistického modelu odhadnuto procento falSovani zkoumaného vzorku.

3.2 Potfebny material a chemikalie

e Centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 mla 1,5 ml

e Ultracista voda

e Matrice pro MALDI roztok kyseliny alfa-kyano-4-hydroxyskoticové (acetonitril 50 %,
voda 47,5 % a kyselina trifluoroctova 2,5 %; 10 mg/ml alfa-kyano-4-hydroxyskoticové
- HCCA)

e MALDI desticka z brousené oceli*
* v zavislosti na pouzitém pistroji

e Kalibracni roztoky Bacterial Test Standard (Bruker #255343) a Peptide Calibration
Standard Il (Bruker #8222570)

3.3 Pristrojové vybaveni a software

e Pipety od 1 do 1000 pl

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

e Orbitélni tfepacka

o Spektrometr MALDI-TOF s linearnim pruletovym detektorem (Bruker Autoflex Speed,
nebo podobny)
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Detekce falSovani koziho a ov¢ciho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Software pro akvizici spekter
Software R (R Core Team), software je zdarma a ke stazeni napt. zde:

o https://mirrors.nic.cz/R/

o https://cran.r-project.org/bin/windows/base/
Softwarovy nastroj pro kvantifikaci: https://zenodo.org/record/6603207#.YghSPITP1hE

3.4 Pracovni postup

Odbér vzorku mléka

S tim,

Odebrany jsou minimalné¢ 2 ml zhomogenizovaného reprezentativniho vzorku mléka,

ze 1 ml je pouzit pro hlavni analyzu a 1 ml slouzi jako rezerva. Pieprava je vzdy zajisténa

pti teploté¢ <4 °C, aby nedoslo k rozvoji patogennich mikroorganismd, ¢i jinym fyzikalné-

chemickym zméném. Pfi odbéru mléka musi byt vZdy zaznamenano, o jaky typ pasterace se

jedna, aby mléko bylo spravné vyhodnoceno, jelikoz skript ve statistickém modelu byl vytvofen

zvlast pro Setrnou pasteraci a zvlast pro vysokou pasteraci, a to z divodu ptitomnosti

termolabilnich proteinti a vzniku novych peptidii béhem tepelného osetient.

Priprava vzorku pro analyzu MALDI-TOF MS

1.

Jeden mililitr vzorku je odpipetovan do centrifugacni zkumavky a centrifugovan pfi
takové odsttedivé sile a teplote, aby se fadné oddélil mlécény tuk (doporuceni: 24 900 x g
po dobu 15 minut pii teploté 4 °C),

nasledné se reprezentativni vzorek mlééné plazmy smicha v poméru 1:1 s ultracistou

vodou a je homogenizovan na homogenizatoru po dobu 10 sekund*,

* pii vésim mnozstvi vzorki Ize pro fedéni vyuzit mikrotitraéni destitky

na pfipravenou ¢istou MALDI desticku se nanese 1 pl pfipravené smési, ktery se pii
pokojové teploté neché zaschnout,

po zaschnuti se vzorek prekryje 1 pl roztoku matrice a pii pokojové teploté se necha
zaschnout,

ihned po zaschnuti je MALDI desticka uchycena do ocelového nosi¢e a provede se
akvizice hmotnostnich spekter,

béhem cel¢ ptipravy vzorku je nutnosti dodrzovat zékladni pravidla bezpecnosti prace

V laboratofi a pouzivat zadouci laboratorni ochranné pomticky.

Analyza vzorki pomoci MALDI-TOF MS

Pfed samotnym méfenim je nutné vytvofit a kalibrovat novou metodu, ktera vychazi ze

zakladni metody pro Biotyper (MBT_FC). Hmotnostni spektra jsou méfena v rozmezi m/z
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od 500 do 4000 Da v linearnim pozitivnim médu s nasledujicimi parametry: napéti ve zdroji
1S1 19890 V a IS2 18450, napéti na cocce 6000 V. Celkove je shromazdéno 6000 vystiell ve
200 krocich a kazdy vzorek je zméfen 3krat. Pro kalibraci metody byly pouzity standardy
zminéné vysSe. Nastaveni se muze liSit podle pouzitého ptistrojového vybaveni, ale mél by byt

zachovan rozsah 500 az 4000 Da.

Zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat
Nasledné je ze softwaru flexAnalysis vygenerovan textovy soubor (.txt) s intenzitou
a rozmezim (M/z) analyzovanych vzorkt mléka*. Vystupni soubory s pfiponou .txt by mély
obsahovat pravé dva sloupce, jejichz hodnoty jsou oddé€lené tabulatorem, sloupce neobsahuji
zahlavi, tzn. na prvnim fadku je ofekavana jiz hodnota. Nasledné soubory nakopirujeme
do adresate urCeného pro vyhodnocovani (tam kde je nainstalovany soubor
WorkspaceWithLoadedScript.RData). Vypocetni prostiedi R se spusti dvojklikem na soubor
WorkspaceWithLoadedScript.RData (pfipona.RData je asociovana se spousténim v prostiedi
R for Windows), jenZ obsahuje pamétovy obraz s jiz nahranymi skripty. Nasledné se na
piikazovém fadku prostiedi R musi zadat piikaz:
vypoctiKoncentraci_Koza_VysokaPasterace("jméno textového souboru s intenzitami.txt")

a stisknéte Enter**. Pfikaz po kratké dobé (max. do 1 minuty) vypiSe na obrazovku
predpokladanou hodnotu piimési kravského mléka (v procentech) v kozim pasterovaném mléce
s vysokou pasteraci. Tuto hodnotu také vepiSe do textového souboru ve stejném adresafi
apojmenovaném  stejn¢  jako  vstupni  soubor, ale navic s  pfiponou
*.vysledek.Koza.VysokaPasterace.txt. Podobné je mozné volat skripty:

e vypoctiKoncentraci_Koza_SetrnaPasterace("jméno textového souboru.txt™)

¢ vypoctiKoncentraci_Ovce_VysokaPasterace("jméno textového souboru.txt™)

e vypoctiKoncentraci_Ovce_SetrnaPasterace("jméno textového souboru.txt")
pro dalsi predikce. Hodnota je vzdy vypséana jak do prostfedi R (ze kterého je mozné kopirovat),
tak do samostatného souboru s adekvatni pfiponou. Soucasné je do adresafe zapsan i soubor
s ptiponou *.templateMatch.Koza.VysokaPasterace.png. V tomto souboru je vysledek
registrace naméfeného spektra (Cervena kiivka) na Sablonu spekter (Cerna kiivka). Pokud by
cervend kiivka neobsahovala zadné piky, ¢i pouze piky v zdporném sméru, namétené spektrum
vykazovalo extrémni odliSnosti a predikovana hodnota neni validni — v daném ptipadé by bylo
nutné vzorek opét premé&fit na MALDI-TOF MS. VSechny skripty byly testovany pro prostiedi
R 4.0 (64-bit) aR 4.1 (64-bit).

*software se mize lisit dle pouzitého ptistrojového vybaveni

** uvnitf. zavorek okolo jména souboru zadavaného do piikazu je tieba dusledné psat (pocitacové) uvozovky, alternativné lze i apostrofy.
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Kritické body
Kritické body pii aplikaci metody MALDI-TOF MS pro odhalovani falSovani jsou nésledujici:
e Skladovani a pieprava vzorku mléka: béhem piepravy a skladovani vzorki mléka teplota
nesmi piesahnout 4 °C;
e pied samotnou analyzou je dilezité urcit, jaky typ pasterace byl proveden, tak aby byl
spravné zvolen skript ve statistickém programu;
e spravné provedena kalibrace dle navodu k pouziti IVD Bacterial Test Standad a Peptide
Calibration Standard I1;
e po naméfeni je tieba spektra zkontrolovat, pokud bude namétfeno spektrum pouze

s nulovymi hodnotami, je tfeba jej premérit.

Reprodukovatelnost metody

MALDI-TOF MS je celosvétoveé uznavana a spolehlivd metoda pouzivana zvlasté pro
klasifikaci a identifikaci mikroorganismii, a také pii kontrole kvality potravin. Maier et al.
(2006) uvedli, ze reprodukovatelnost této metody je pozoruhodna, a to na zakladé robustnosti,
kterd byla prokazana pro Sirokou Skdlu podminek. Rovnéz potvrdili, Ze v pfipad¢ zajisténi
standardizovanych podminek pfipravy vzorki a méfeni 1ze mezi jednotlivymi laboratofemi

ziskavat srovnatelna spektra.

3.5 Vlastni vyzkum a vyvoj certifikované metodiky

Priizkum terénu a vybér mléénych plemen

Na zacéatku roku 2019 byl proveden prizkum terénu mléénych farem skotu a koz a ovci
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, 5 stad ovci a 6 stdd koz. Vybrana stada se nachazela
vV nadmoiské vysce: kravy 339+100 m (od 227 m do 474 m); ovce 425+80 m (od 300 m do 498
m); kozy 337489 m (od 240 m do 474 m). Plemenny profil jednotlivych stdd vykazoval
nasledujici relativni plemenné zastoupeni — stada dojnic: 83 % holstynské a 17 % Ceské strakaté;
stdda ovci: 70 % lacaune, 20 % cighdja, 10 % vychodofriskd ovce; stada koz: 59 % bila
kratkosrstd koza, 29 % hnéda kratkosrsta koza, 12 % anglonubijska koza. Vybér plemen se
odvijel od typického profilu dojenych krav, ovci a koz v Ceské republice (Kvapilik et al., 2019;
Bucek et al., 2019).
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Odbér vzorki

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

mléka.

Analyza zakladnich mléénych charakteristik ¢istych mlék

Pti vyvoji metodiky uréené pro detekei falsifikace mléka je velmi vyznamné metodicky
uvést podminky, za kterych metoda vznikla a ovéfit vhodnost testovaného souboru. Z toho
divodu byly ziskané vzorky c¢istého kravského, ov¢iho a koziho mléka analyzovany
Vv laboratofich Vyzkumného ustavu mlékarenského, s.r.o. zdkladnimi mlékatskymi

analytickymi metodami. Stanoveny byly ndasledujici mléné ukazatele: celkovy pocet

mezofilnich mikroorganismu (KTJ/ml); podet somatickych bunék (tisic/ml); obsah tuku (g/100

ml) pro kravské a kozi mléko (objemova %); obsah hrubych bilkovin (g/100g); obsah kaseinu

(9/100 Q); obsah monohydratu laktézy (g/100 @); obsah suSiny tukuprosté (g/100 Q);

koncentrace mocéoviny (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 (Cas), jako 2) pevnost syfeniny (pevnost)

v cm jako opaéna hodnota, jako 3) kvalita syfeniny aspekci a palpaci ve tiidach 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). Pfistrojové vybaveni

a souvisejici literarni podklady k t€émto analyzam jsou uvedeny v Ptiloze ¢. 1.

FalSovani koziho a ovéiho mléka

Kozi a ov¢i mléko bylo poruseno kravskym mlékem v pomérech uvedenych v Tabulce 1.

9 | Stranka



Detekce falSovani koziho a ov¢ciho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Tabulka 1. Poméry kravského a koziho/ovéiho mléka pfi falSovani — zakladni Skala

Kravské (%) Kozi/Ovéi (%)
0 100
0,5 99,5
99
5 95
10 90
20 80
40 60
60 40
80 20
100 0

Tepelné oSetfeni mléka

Odebrané ¢isté vzorky kravského, koziho a ov¢iho mléka a taktéz vzorky koziho a ov¢iho
mléka, které byly poruSeny kravskym mlékem (rok 2019), byly pasterovany vsadkovym
zpusobem ve vodni 1azni k dosazeni 85 °C po dobu 1 az 2 sekund (vysoké pasterace). Vysoka
pasterace se standardné vyuziva v Ceské republice k oSetfeni konzumniho mléka, proto byla
zvolena v prvnim roce. Syrové mléko nesmi byt v trzni siti Ceské republiky prodavano,
zakoupit ho Ize pouze v piipadé ,,Prodeje za dvora®. V roce 2020 byl zvolen jiny typ tepelného
oSetfeni, konkrétné Setrnd pasterace pfi teploté 72 °C po dobu 15 sekund. Diivodem vybéru bylo
testovani stability biomarkerti pii zméné tepelného oSetfeni, vybér tohoto tepelného osetfeni
nekterymi farmari, a také vyuziti mléka oSetfeného Setrnou pasteraci pro syraiské ucely.
Vsechny zchlazené Cisté i falSované vzorky mléka byly nésledné pfemistény do laboratofi

Ceské zemédélské univerzity, kde byly podrobeny dal§im analyzam.

Statistické vyhodnoceni zakladnich mléénych ukazateli

U slozkovych, hygienickych, fyzikalnich a technologickych ukazatelti byly vypocteny
zékladni statistické charakteristiky (Pfiloha ¢. 2). Déle bylo provedeno porovnéni stfednich
hodnot ¢istého kravského a koziho mléka, a také kravského a ovciho mléka parovym t-testem
v Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, USA). Zakladni statistické charakteristiky
avysledné p-hodnoty poukazaly na zputsobilost pouzitych vzorkd k provedeni studie

identifikace falSovani koziho a ov¢iho mléka v danych geografickych podminkéch.

Piiprava vzorku pro MALDI-TOF MS
Viz vyse (str. €. 6).
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Analyza vzorki pro MALDI-TOF MS

Analyza MALDI-TOF MS byla provedena pomoci pfistroje Autoflex Speed (Bruker
Daltonics), ktery byl vybaven laserem SmartBeamTM II (355 nm) a softwarem flexControl
(verze 3.4 Build 135, Bruker Daltonics). Pro méfeni byly vyvinuty a pouzity dvé linearni
pozitivni metody s riznymi hmotnostnimi rozsahy a riznou akumulaci spekter. Konkrétné se
méfila tato rozmezi: 500-4000 Da a 4-20 kDa. Metoda pro nizkomolekuldrni proteiny
(oznacena jako 500-4000 Da) byla méfena s nasledujicimi parametry: 1S1 19890 V, 1S2 18450
V, napéti cocky 6000 V; 6000 vystielti ve 200 krocich. Metoda s vétsSim rozsahem (oznacena
jako 4-20 kDa) byla méfena s nasledujicimi parametry: IS1 19500 V, IS2 18300 V, ¢ocky 7000
V, 8000 vystteld ve 200 krocich, které ziskavaji rozsah pfiblizn¢ 3-17,6 kDa. Kazdy vzorek
mléka byl méfen tiikrat. Pro kalibraci metody byl pouzit Bruker Bacterial Test Standard
(Bruker Daltonics) a Peptide Calibration Standard 11 (Bruker Daltonics); ppm chyba byla 1-7.
Oba standardy spole¢né pokryly cely rozsah méteni od 500 do 17 000 Da.

Piedzpracovani a registrace peptido-proteinovych spekter

Pfed samotnou analyzou dat pomoci regresnich modelli byla hmotnostni spektra
mléénych vzorkli pfedzpracovéna (ofiznuta a vyhlazena) a registrovdna vac¢i Sabloné
(normalizovéna a pfipadné jemné posunuta). Po registraci bylo nutné odstranit spektra,
u kterych byly zjistény anomalie v mnozstvi pfitomného Sumu, a také byla po vizualni kontrole
odstranéna spektra, kterd vykazovala extrémni odchylky v registracich. Nutnosti bylo také
odstranit spektra, kterd se odchylila od polohy ostatnich dvou spekter z trojice opakovani, nebo
cely vzorek (trojici opakovani) v piipadé, Ze se spektra odchylila od polohy ostatnich spekter
V ramci série s rostouci koncentraci ptidaného kravského mléka (myslena je série, ktera byla
vytvofena v ramci jednoho paru kravské mléko + kozi/ov¢ci mléko). VSechna takto odstranéna

spektra zabirala maximaln¢ jednotky procent z celkového poctu potizenych spekter.

Statistické vyhodnoceni regresnimi modely

Ke kvantifikaci falSovani mléka malych ptezvykavcu, ktera byly oSetieny vysokou
pasteraci, byly pouzity dva regresni modely, a to GLM-Lasso (Generalized Linear Model with
Lasso regularization; Tibshirani, 1996) a PLS (Partial Least Squares; Wold et al., 2001). Oba
modely byly aplikovany na naméfena data (urceny jejich optimalni hyperparametry) v softwaru
R (verze 4.0.3; R Core Team, 2020) pomoci balicki 'caret' (6.0.86), 'pls' (2.7.3), 'glmnet' (4.0.2).
Z balicku ‘caret’ byla pouzita funkce 'train’, pficemz jako piedzpracovani bylo zvoleno
odstranéni nulovych hodnot a centrovani, jako metrika byla zvolena RMSE (Root mean square

error — stfedni kvadratickd chyba) a jako vybérova funkce pro ureni optimalnich hodnot
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hyperparametri byla testovana "best" a "oneSE". Pro vybér optimélnich hodnot
hyperparametrt byla pouzita kiizova validace (dve rizna schémata). Pro model PLS byl jako
hyperparametr optimalizovan pocet latentnich proménnych (1 az 10). Pro model GLM-Lasso
byl parametr alfa bali¢ku "glmnet" nastaven na 1 (regularizace typu L1), a hodnota
hyperparametru lambda byla optimalizovana ptes 81 riznych hodnot rovhomérné rozlozenych
v logaritmickém prostoru v intervalu od 10° do 107>, Pro testovani kvantifikaénich modelt se
zméiena hmotnostni spektra rozdélila do Sesti rtiznych settit mléénych vzorkii — A, B, souhrnny
set AB, C, A+ a C+. Sety zahrnovaly predem urcené koncentrace piidavku kravského mléka
a zvoleny pocet vzorkli. Tyto sety byly vytvofeny samostatné pro kozi mléko s pridavkem
kravského a samostatné pro ovéi mléko s ptidavkem kravského. V pribéhu testovani bylo
nutnosti nejprve nakalibrovat optimdlni hodnoty hyperparametrii obou regresnich modelt.
V ramci obou vyslednych optimalizovanych regresnich modeli (PLS a GLM-Lasso) byla
testovana schopnost kvantifikace objemu ptidaného kravského mléka, a také citlivost metody
MALDI-TOF MS. Finalni hodnoty RMSE byly stanoveny pro ob¢ testovana rozmezi
akvizi¢niho intervalu (500—4000 Da, 4-20 kDa), aby bylo mozné posoudit, ktery z nich ma pro
nas cil vétsi upotiebitelnost.

Testovani regresnich modelti bylo zahajeno kalibraci, kdy se pracovalo se smésmi
0 koncentraci pridaného kravského mléka 20 %; 40 %; 60 % a 80 %. Po kalibraci byly
do testovani zatazeny i dalsi sety zahrnujici Cista mléka spolecné se smésmi o koncentraci
ptidavku kravského mléka 0,5 %; 1 %; 5 % a 10 %. Na zékladn¢ ziskanych RMSE bylo zjisténo,
ze nejlepsi pro nas cil bude mit nejvétsi vyuzitelnost regresni model GLM-Lasso s ur€ovanim
optimalnich hodnot hyperparametrti pomoci vybérové funkce "oneSE" a schématem kiizové
validace leave-one-random_concentration_from_series-out (oznacovano v tabulkach jako LO-
RC-OCV) pracujici s rozmezim akvizi¢niho intervalu 500-4000 Da, jak je patrné z Tabulky
¢. 2. RMSE predikovanych hodnot koncentrace u falSovanych mléénych vzorkil (vysoka
pasterace) natrénovaného finalniho modelu na testovacim setu byla 11,4 % u koziho a 17,0 %
u ov¢iho mléka. Podrobna srovnani testovanych parametrti a pfislusné RMSE jsou dostupna na
vyzadani u autord, nebo v piiloze védecké publikace vySe zminéného autorského kolektivu

(10.5281/zen0d0.6351584). Statistické vyhodnoceni probéhlo také u souboru mlék, ktera byla

oSetfena Setrnou pasteraci. Volba parametrti byla obdobna jako u prvniho testovaného souboru
oSetfeného vysokou pasteraci. Prislusné RMSE jsou uvedeny v Tabulce ¢. 3. Jak je patrné
z tabulky RMSE predikovanych hodnot koncentrace u falSovanych vzorkti natrénovaného

finalniho modelu na testovacim setu byla 10,0 % u koziho mléka a 10,9 % u ov¢iho mléka.
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Tabulka €. 2 Stfedni kvadratickd chyba (RMSE) predikovanych vzorki falsovaného mléka koz a ovci (oSetfena
vysokou pasteraci) s pouzitim vybraného testovaciho a trénovaciho setu. Jsou zahrnuty vysledky pro obé schémata
ktizového validace (LO-RC-OCV vs. LO-S-OCV) a pro ob¢ rozmezi akvizi¢niho intervalu hmotnostnich spekter
(500-4000 Da vs. 4-20 kDa).

Fal$ované mléko, GLM-Lasso — funkce vybéru oneSE, linedrni registrace, vysoka pasterace
FalSované mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
Akviziéni interval 500-4000 Da 4-20 kDa 500-4000 Da 4-20 kDa
Primérna kiizové ovétena RMSE
na trénovacim setu (LO-RC- 10,8 £2,78 11,1 £2,87 9,94 £ 3,06 13,7+3,82
OCvVv)*
Primérna kiizové ovétend chyba
RMSE na trénovacim setu (LO-S- 11,3 +2,80 11,2+2,93 10,8 +£3,39 14,0 + 3,80
OCvV)*
RMSE  trénovaciho  finalniho
modelu (LO-RC-0CV) na 7,58 9,54 7,23 115
trénovacim setu
RMSE  trénovaciho  finalniho
modelu (LO-S-0CV) na 8,01 9,84 9,07 12,7
trénovacim setu
RMSE  trénovaciho  finalniho
modelu (LO-RC-0OCV) na 11,4 12,6 17,0 18,6
testovacim setu
RMSE  trénovaciho  finalniho
modelu (LO-S-0CV) na 115 12,6 16,4 18,9
testovacim setu
*primérna RMSE =+ one SE (vybérova funkce)

Tabulka ¢&. 3 Stfedni kvadraticka chyba (RMSE) predikovanych vzorkt falSovaného mléka koz a ovci (oSetfena
Setrnou pasteraci) s pouzitim vybraného testovaciho a trénovaciho setu. Jsou zahrnuty vysledky pro obé schémata
ktizového validace (LO-RC-OCV vs. LO-S-OCV) a pro rozmezi akvizi¢niho intervalu hmotnostnich spekter 500—
4000 Da.

FalSované mléko, GLM-Lasso — funkce vybéru oneSE, linedrni registrace, etrna pasterace
FalSované mléko Kozi mléko Ov¢i mléko
Akvizi¢ni interval 500-4000 Da
Primérna kiizoveé oveétena RMSE na
10,6 6,75 10,3 + 6,60
trénovacim setu (LO-RC-OCV)*
Primeérna kiizoveé ovétena chyba RMSE na
12,1+7,32 11,1+ 6,24
trénovacim setu (LO-S-OCV)*
RMSE trénovaciho finalniho modelu (LO-
7,30 9,97
RC-OCV) na trénovacim setu
RMSE trénovaciho finalniho modelu (LO-
8,40 10,7
S-OCV) na trénovacim setu
RMSE trénovaciho finalniho modelu (LO-
10,0 10,9
RC-OCV) na testovacim setu
RMSE trénovaciho finalniho modelu (LO-
9,90 117
S-OCV) na testovacim setu

*prumérnad RMSE =+ one SE (vybérova funkce)
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Vzhledem k vyssi dosazené RMSE nasledovalo dal$i vyhodnocovani. V ptipadg, ze cilem
byla klasifikace se stanovenou prahovou hodnotou (max. 10 % pfidaného kravského mléka),
bylo mozné urcit s 90,7% ptesnosti, zda je vzorek koziho mléka falSovan do ¢i nad tuto
prahovou hodnotu. U ov¢iho mléka pak klasifikace se stanovenou prahovou hodnotou (max.
10 % kravského mléka) dosdhla 93,3 %. Nicméné cilem této metodiky nebylo vyvinout
klasifikaéni metodu, ale metodu kvantifikacni, ktera by predikovala procento kravského mléka
V kozim a ovéim mléku. Tudiz byl testovan dalsi model na omezené koncentracni skale
od 10 % do 80 % s cilem snizit RMSE. U tohoto modelu RMSE kvantifikace Kklesla, jak u

koziho mléka, tak i u ov¢iho mléka, coz lze jiz povazovat za velmi dobré vysledky.

Testovani zaslepenych vzorkia mléka

Prostiednictvim zaslepenych vzorkli zahrnujici kozi a ov¢i mléko s riznymi piidavky
kravského mléka byl testovan finalni statisticky model uréeny k predikci koncentrace
kravského mléka. Testované zaslepené vzorky, druh mléka a koncentrace kravského mléka jsou

uvedeny v Tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 4 Vyhodnoceni testovani predikce koncentrace kravského mléka v kozim a ov¢éim mléku

Cislo testovaného vzorku Druh mléka Piidavek kravského mléka (%) | Predikce (%)
1 ov¢i mléko 20 33
2 ovci mléko 40 46
3 ov¢i mléko 50 52
4 ovci mléko 60 60
5 ov¢i mléko 40 65
6 ov¢i mléko 20 27
7 ov¢i mléko 40 38
8 ov¢i mléko 50 41
9 ov¢i mléko 60 47
10 kozi mléko 10 6
11 kozi mléko 30 39
12 kozi mléko 0 nehodnoceno*
13 kozi mléko 5 5
14 kozi mléko 20 17
15 kozi mléko 10 11
16 kozi mléko 20 25
17 kozi mléko 50 57
18 kozi mléko 100 84

*vyhodnoceno jako prazdné spektrum — nutnost preméfit
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3.6 Zavérecné shrnuti

Samotny vyvoj metodiky byl postaven na komplexni mlécné matrici, ktera reprezentovala
variabilitu koziho, ov¢iho a kravského mléka na Ceskych farmach. Pivodné byl jako findlni
model zamyslen takovy, ktery by zahrnoval veskeré testované koncentrace kravského mléka
v kozim a ov¢i mléku. Vzhledem k vysoké RMSE byly nakonec koncentrace omezeny
na 10 %; 20 %; 40 %, 60 % a 80 %, ¢imz se podafilo dosdhnout nizsi chyby i se zachovanim
moznosti predikce kvantifikace. Na zakladé vySe uvedeného faktu kolektiv autortt metodiky
doporucuje vyuziti této kvantifikatni metody v kombinaci s klasifika¢ni metodou jako je
polymerazova fetézova reakce ¢i imunochemicka nebo elektroforetickd metoda, které jsou
schopny detekovat i velmi maly pfidavek kravského mléka v kozim ¢i ovéim mléku. V piipadé
potvrzeni piidavku kravského mléka, Ize pak v druhém kroku analyzy velmi rychle predikovat
pomoci metody MALDI-TOF MS a statistického modelu procentualni obsah kravského mléka,

a tak rozlisit neimyslnou kontaminaci a cileny podvod.
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4. Srovnani ,,novosti postup’”

V poslednich letech bylo vyvinuto nékolik metod zalozenych na MALDI-TOF MS, které
hodnotily pravost mléka, a i nékterych mléénych vyrobkl. Oblibenost této metody je déna
piredevsim faktem, ze oproti jinym analytickym metoddm nabizi vyhody jako rychlé generovani
spekter s rychlou a snadnou ptipravou vzorku, absence ¢isténi analytu ¢i chemické modifikace
(Cozzolino & De Giulio, 2011; Zambonin, 2021).

Jednim z nejcastéjSich podvodi v mlékaiském sektoru je stile miSeni levnéjSiho
a celoro¢né dostupného mléka — kravského s drazs§im a sezonné dostupnym mlékem — ov¢im
a kozim. Tento trend reflektuji i védecké studie, které byly publikovany v 21. stoleti a jsou
zaméfeny praveé na tuto problematiku. Potencial MALDI-TOF MS potvrdili Calvano et al.
(2012, 2013). Ti ve své prvni publikaci odhalili ptidavek 5 % kravského mléka v kozim a ov¢im
mléku pomoci specifickych peptidovych markert, které ziskali z hmotnostnich spekter mléka
po tryptickém Stépeni. Autoti vSak krom potvrzeni zavislosti mezi trovni falSovani a relativni
intenzity peptidovych markerd kravského mléka neprovedli dalsi kroky ve vyvoji metodiky.
Ve své druh¢ publikaci se autofi jiz nezamétovali na peptidy, nybrz na fosfolipidy. Hmotnostni
profily fosfolipidti mléka pouzili k ziskani dvou piki jejichz pomé&r intenzity vyuzili k detekci
kravského mléka v kozim a ov€im mléku. Pomér téchto pikli umoznil odhalit pouze 20 % a vice
kravského mléka v mléce malych piezvykavci. Liland et al. (2009) zvolili podobny pfistup
k odhadu relativnich podili kravského mléka v kozim a ov¢im mléku jako kolektiv autor této
metodiky. Pro kvantitativni analyzu pouzili rovnéz celd hmotnostni spektra a vicerozmérnou
regresi, ktera vychazela ze téi samostatnych regresnich modeltt PLS. Liland et al. (2009)
prokazali, ze MALDI-TOF MS ma velky potencial pro kvantitativni analyzu bez nutnosti
porovnavani jednotlivych peptido-proteinovych biomarkeri, a to s RMSE 5,40 % pro ov¢i
mléko a 6,50 % pro kozi mléko. Vicerozmérné statistické metody pouzili ke stanoveni
procentualniho objemu kravského mléka v kozim a ov¢éim mléku i Nicolaou et al. (2011). Ti
testovali dva regresni modely, konkrétné€ linedrni PLS a nelinedrni Kernel PLS. Regresni model
Kernel PLS mirn¢ piekonal PLS s hodnotami RMSE 6,35 % pro kozi mléko a 8,13 % pro ov¢i
mléko. Jak je patrné v kapitole ¢. 3 RMSE nasich regresnich modelii dosahuji vysSich hodnot
V porovnani s pfechozimi védeckymi publikacemi. Tyto vy$si hodnoty RMSE jsou s nejvétsi
pravdépodobnosti zplisobeny Sirokym souborem mlécnych vzorki, které byly do testovani
zahrnuty. Celkové byly vzorky kravského, koziho a ovéiho mléka odebrany z 18 ¢eskych farem
nachazejici se ve tfech rtuznych regionech. Viditelné nehomogenni rozlozeni peptido-

proteinovych spekter ¢istych mlék je patrné z Grafu €. 1 u vSech tii druhti testovanych mlék.
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Graf €. 1 Analyzy hlavni komponent (PCA) hmotnostnich spekter Cistych kravskych, kozich a ovéich mlék
pouzitych z konkrétniho trénovaciho a testovaciho setu (mlééné vzorky oSetiené vysokou pasteraci, jednotlivé
barvy reprezentuji konkrétni farmy nebo smési)

B [ o -
5QDEID ) ' Sﬁ il

_ f' 6 g
| o - 0 Oy
L (u]
s : . t b
(] ° [ ] ] n o !I-_l
- ] o o
Pou o | n g(m 8o .
i
o Bgm g Fu
Omy . B B [ jun] foo ® %
Yo a" 00 850" mey o o
al - g GoF Se O
@, g L]
e l‘. g e .
] % &l -
| v ; 5 0 2 4 '
- 5 0 3
2 0 2 4
P s PC1
B Celechovice [0 Hazovics O training sat = Binisko S mbtre Sels: g {raining set B Budov [ Liviva Sele 0 raining set
Sets: N Fams: Domasow Smilovice fest set 3 . S
Farme: [ Ceskaves [0 Lukov O testset B Lo B val Spsiice Farms H Bukovice W Loucany O testset
B Domasov [ Vizovice s ¥ W Oemasov O Lukavice

O Kienovice [ Vysehorky

Tato komplexnost mlééného proteomu bude zplsobena predevSim genetickou
variabilitou mlé¢nych proteinti odebranych mléénych vzorkt i post translaénimi modifikacemi,
ke kterym muze dochézet ptirozen¢, nebo nebiologicky béhem zpracovani ¢i skladovani mléka
(napft. pasterace; Le et al., 2017). K dalsi slozitosti mlé¢ného proteomu muize prispivat slozeni
krmné davky, které je napii¢ v§emi farmami odliSené, zdravotni stav jedinci, zptisob chovu, ¢i
faze laktace (Abd El-Salam, 2014; Tacoma, Fields, Ebenstein, Lam, & Greenwood, 2016).
FalSovani syrového mléka a nasledné tepelné oSetieni Setrnou nebo vysokou pasteraci muze
rovnéZ prispét K rozptylu nehomogenity mlééného proteomu, coz je dano vyskytem tepelné
nestabilnich mlé¢nych proteinti, které mohou byt béhem pasterace degradovany (Meltretter,
Schmidt, Humeny, Becker, & Pischetsrieder, 2008). Nasledné zmény mohou potencionalné
snizit presnost kvantifikaéniho modelu, jelikoZ béhem zahtfevu mohou vznikat nové peptidy,
které se mohou lisit podle slozeni falsifikované smési. Tento postup falSovani a tepelného
osetfeni imituje postup piipravy falSovanych smési, ktery by s nejvétsi pravdépodobnosti
zvolili i podvodnici. Co se tyce vyse zminénych védeckych studii, vétsina z nich analyzovala
mléka zakoupena v obchodnim fetézci, tudiz chybéla data identifikujici pivod vzorkd. Liland
et al. (2009b) jako jedni z mala uvedli, ze vzorky syrového mléka ziskali na univerzitni farmeé
a zahrnuli vice mléénych plemen, nicméné vnitini a vnéjsi faktory ptisobici na mléény proteom
nerozvedli, a také netestovali zadné tepelné osetfeni. Zahrnuti moznych vlivii plsobicich
na slozeni proteomu mléka do vyvoje regresniho modelu je tedy nezbytné pro dosaZeni
odpovidajici spolehlivosti a robustnosti metody, coz podporuji 1 dalsi veédecké studie
(Czerwenka, Muller, & Lindner, 2010; Trimboli et al., 2019). Nicmén¢ i pies nehomogenitu
mlécného proteomu analyzovanych vzorkli se podafilo pifi omezeni koncentraci

detekovat 10 %:; 20 %:; 40 %; 60 % a 80 % kravského mléka v kozim a ovéim mléku.
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5. Popis uplatnéni metodiky

Vyse uvedend metodika byla vyvinuta v rdmci projektu MZe NAZV Zemé QK1920222
— ,,Nové spolehlivé metody detekce falSovani koziho mléka a ov€iho mléka a mlécnych
vyrobkii“ s cilem ji poskytnout kontrolnim organtim Ceské republiky — Statni veterinarni
sprave, ktera predstavuje hlavniho smluvniho uzivatele metodiky. Vzhledem k tomu, ze Statni
veterinarni sprava disponuje piistroji MALDI-TOF MS, bude moci certifikovanou metodiku

uzivat pti béznych kontrolnich ¢innostech.
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6. Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty vySe zminéné metodiky byly vypracovany s ohledem na fakt, ze
Statni veterinarni sprava ve vétsing piipada disponuje piistrojem MALDI-TOF MS. Tudiz neni
zapotiebi zajiStovat sluzbu v jiné laboratofi, a proto nize zminéné néklady na analyzu vzorku
nezohlediiuji ndkup pfistroje.

Velkou vyhodou metody MALDI-TOF MS je rychld pfiprava s minimalnim vyuzitim
dalsich chemikalii a spotfebniho laboratorniho materialu. Vezmeme-li v uvahu chemikalie,
spotiebu laboratorniho materialu, pfistrojové vybaveni a personalni zajiSténi, cena piipravy
jednoho vzorku €ini piiblizné 50 K¢. Co se tyCe samotné analyzy, nejvétsi nakladové polozky
predstavuji servis piistroje a amortizace, piipadné ndkup kalibracnich standardl, néklady na
analyzu jednoho vzorku tak ¢ini 120 K¢. Soucast nékladu je také 25% rezie. Celkova cena za
vySetieni vzorku ¢ini tedy 213 K¢ (260 K¢ véetné DPH po zaokrouhleni)*.

VySe zminénd metoda by méla diky zvySeni ucinnosti kontroly mléka malych
prezvykavci snizit podil falSovaného mléka v trzni siti. Snizeni podilu falSovaného mléka
malych prezvykavci piedstavuje velky piinos zvlasté na poli vetejného zdravi, kdy budou Iépe
chranéni konzumenti koziho a ov¢iho mléka, ktefi nemohou napt. z divodu alergie na
specifickou bilkovinu konzumovat kravské mléko. Ekonomicky pfinos nelze v tomto ptipadé

presn¢ odhadnout.

*celkova cena se mize lisit dle vyvoje ekonomické situace
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10. Priloha

Priloha €. 1 Pouzité analytické metody k analyzam syrového ¢istého 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 nepiimou metodou infracervené spektroskopie MIR-FT (S Michelsonovym
interferometrem a Fourierovou transformaci) na pfistroji Bentley DairySpec (Bentley
Instruments, Chaska, Minnesota, USA). Piistroje byly pravideln¢ kalibrovany (na kravské
mléko mésicné na mléko malych piezvykavcl dvoumésicné) podle vysledkt relevantnich
referencnich metod (Hanus et al., 2009, 2014). Vysledky analyz byly pravideln¢ kontrolovany
prostfednictvim testll vykonnosti analytické zptisobilosti (Hanu$ 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 bunék byl stanoven fluoro-opto-elektronickou metodou priitocné
cytometrie na zatizeni Somacount 300 (Bentley Instruments, Chaska, Minnesota, USA).
Pristroj byl pravidelné¢ kalibrovan podle vysledki referenéni metody a kontrolovan
referencnimi vzorky (Hanu$ et al., 2009, 2011). Pii kalibra¢ni a kontrolni ¢innosti bylo
postupovano v ramci norem: CSN EN ISO/IEC 17025; CSN EN ISO 133661 (57 0531); CSN
EN ISO 13366-2 (57 0531).

Analyzy mikrobiologické (hygienicka kvalita mléka):
Stanoveni celkového poctu mezofilnich mikroorganismii 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 o objemu 1 ml
a zalit agarem. Pro kultivaci byl pouZzit GTK M agar (Milcom, Tabor) a kultivace prob¢hla pfi
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
laktobacilil), —PS (pocet streptokokii) a —CP (celkovy pocet uslechtilé mikroflory - provadéné
podle normy ON 57 0534 mirn¢ upravenym postupem s termofilni jogurtovou kulturou YC-
180, 50U, 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
pocitanim jednotek tvoficich kolonie (CFU) za pouziti: S. thermophilus - S. thermophilus
Isolation agar (HiMedia, Indie, M 948), kultivace pti 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 laktobacilii
(CFUxml* (colony forming unit)); KSM—PS (pocet streptokoki (CFUxml™t); KSM—CP (pocet
uslechtilych mlékatskych mikroorganismu (CFUxmlY); 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 pfed kazdym méfenim sady vzorki kalibrovan na roztoky standardnich
pufri (pH 4,0 a 7,0) pti 20 °C.

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

Kysaci schopnost mléka (jogurtovy test) byla stanovena formou titraéni kyselosti

(Soxhlet-Henkel) za pouziti alkalického roztoku NaOH 0,25 N (M) v prostiedi indikatoru

Syfitelnost mléka, jako ¢as koagulace laktoproteint (vtetfin, do vytvoreni viditelnych
vlo¢ek bilkovin) byla stanovena s piidavkem bakterialniho syficiho enzymu Fromaza v 50 ml
mléka pti 32 °C ve vodni ldzni. Po hodin€ syntéze byla kontrolovana kvality syfeniny podle
pevnosti vytvofeného kolace palpaci do 4 tiid kvality a propadem vhozeného tcliska
za stadardizovanych podminek v cm. Byl rovnéz stanoven objem kontrakci vypuzené
syrovatky.

Souvisejici normy:
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Priloha €. 2
Vysledky sloZzkovych, hygienickych, fyzikalnich a technologickych ukazatela Cistych
mlék odebranych v roce 2019 a 2020

Kravské mléko (2019) pouzité pri falSovani koziho mléka

Celkem CPM log CPM SB log SB
n 23 23 23 23
X 54 278 4,0904 228 2,1866
g 12314 154
sx_v 125222 0,7216 252 0,4011
sx 122470 0,7058 246 0,3923
min 1000 3,0000 13 1,1139
max 570 000 5,7559 1190 3,0755
Rmax-min 569 000 2,7559 1177 1,9616
median 8 000 3,9031 171 2,2330
horni q 4 425 3,6459 94 1,9731
dolni q 29 000 4,4582 235 2,3699
Celkem SNF  To.Solids FPD ML -pH
n 23 23 12 23
X 9,01 13,15 546,58 6,65
g
sx_v 0,226 0,948 5,346 0,034
sx 0,221 0,928 5,119 0,033
min 8,33 10,77 535,00 6,59
max 9,37 14,61 554,00 6,72
Rmax-min 1,04 3,84 19,00 0,13
median 8,97 13,33 547,25 6,64
horni q 8,92 12,65 543,88 6,63
dolni q 9,14 13,74 550,25 6,67
Celkem objem syr. Jog - SH STR 1007
n 23 23 23
X 18,26 30,75 752 173 913
g
SX_V 11,419 3,282 257 628 283
SX 11,168 3,210 251 965 431
min 2,00 25,35 200 000 000
max 37,00 39,62 1350000 000
Rmax-min 35,00 14,27 1150 000 000
median 18,00 29,23 700 000 000
horni q 8,50 28,69 615 000 000
dolni q 27,50 32,47 885 000 000
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Fat Protein
23 23
4,25 3,38
0,952 0,214
0,931 0,209
2,11 2,85
6,32 3,76
4,21 0,91
4,36 3,39
3,88 3,30
4,79 3,51
ML - SH cas
23 23
7,00 487,09
1,074 55,200
1,050 53,987
4,72 356,00
8,82 579,00
4,10 223,00
7,05 500,00
6,28 444,50
7,76 532,50
log STR 10n7
23
8,8483
705180022
0,1703
0,1665
8,3010
9,1303
0,8293
8,8451
8,7888
8,9469

Caseine Lactose Urea

23 23 23

2,71 5,05 35,11

0,245 0,082 7,289

0,240 0,080 7,129

1,95 4,85 22,66

3,12 5,26 48,83

1,17 0,41 26,17

2,74 5,04 34,09

2,61 5,02 31,05

2,86 5,09 40,20

pevnost kv.syf. objem syr.

23 23 23

1,90 3,43 18,26

0,043 0,788 11,419

0,042 0,770 11,168

1,80 2,00 2,00

2,00 4,00 37,00

0,20 2,00 35,00

1,90 4,00 18,00

1,90 3,00 8,50

1,90 4,00 27,50
LACTO 10”6 log LACTO
23 23
75434 783 7,8211
66236900
43028 348 0,2199
42 082 555 0,2151
33 000 000 7,5185
210 000 000 8,3222
177 000 000 0,8037
66 000 000 7,8195
45 500 000 7,6580
92 500 000 7,9622



Detekce falSovani koziho a ov¢ciho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Kozi mléko (2019)
Celkem CPM log CPM SB log SB Fat Protein Caseine Lactose Urea
n 23 23 23 23 23 23 23 23 23
X 479 435 47981 1329 2,9866 3,80 3,23 2,75 4,61 63,93
g 62820 970
sx_v 1859278 0,7372 993 10,3768 0,737 0,195 0,194 0,181 19,858
VX_V 387,8 74,7 19,4 6,0 7,1 3,9 31,1
sx 1818409 0,7210 972 0,3685 0,721 0,191 0,190 0,177 19,422
VX 379,3 73,1 19,0 5,9 6,9 3,8 30,4
min 2 000 3,3010 195  2,2900 2,60 2,76 2,34 4,38 35,15
max 9 000 000 6,9542 3824  3,5825 6,09 3,64 3,14 5,07 114,77
Rmrg?(n' 8998 000 3,6532 3629 11,2925 3,49 0,88 0,80 0,69 79,62
median 77 000 4,8865 922  2,9647 3,62 3,16 2,79 4,61 62,12
horni q 23 750 4,3648 533 2,7241 3,34 3,12 2,63 4,48 50,26
dolni q 152 500 51832 2052 3,3120 4,14 3,36 2,85 4,70 74,14
Celkem SNF  To.Solids ML - pH ML - SH cas pevnost kv.syfr.
n 23 23 23 23 23 23 23
X 8,51 12,20 6,59 5,98 83,70 1,87 3,30
9
SX_V 0,288 0,826 0,085 1,405 33,751 0,076 0,876
VX_V 3,4 6,8 1,3 23,5 40,3 4,1 26,5
SX 0,282 0,808 0,083 1,374 33,009 0,075 0,856
VX 3,3 6,6 1,3 23,0 39,4 4,0 25,9
min 8,02 10,52 6,47 3,67 44,00 1,70 1,00
max 8,98 14,13 6,83 8,95 178,00 2,00 4,00
Rmn"’]‘;‘r; 0,96 3,61 0,36 5,28 134,00 0,30 3,00
median 8,52 12,16 6,57 5,56 74,00 1,90 4,00
horni q 8,29 11,59 6,53 5,12 62,00 1,80 3,00
dolni q 8,74 12,59 6,64 6,84 99,00 1,90 4,00
Celkem objem syr. Jog - SH STR 1017 log STR 1077 LACTO 1076 log LACTO
n 23 23 23 23 23 23
X 32,65 33,10 656 521 739 8,7131 79 739 130 7,8124
g 516535292 64923212
SX_V 5,104 5,797 490 367 290 0,3482 62 507 612 0,2635
VX_V 15,6 17,5 74,7 78,4
SX 4,992 5,670 479 588 671 0,3406 61 133 651 0,2577
VX 15,3 17,1 73,0 76,7
min 15,00 17,39 50 000 000 7,6990 30 000 000 74771
max 38,00 41,19 2 600 000 000 9,4150 260 000 000 8,4150
Rmrﬁ;( n 23,00 23,80 2 550 000 000 1,7160 230 000 000 0,9379
median 34,00 34,16 540 000 000 8,7324 60 000 000 17,7782
horni q 30,00 28,37 465 000 000 8,6675 39 500 000 7,5963
dolni q 36,00 36,45 715 000 000 8,8535 80 500 000 7,9054
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Detekce falSovani koziho a ov¢iho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Kravské mléko (2019) pouzité pii falSovani ov¢iho mléka

Celkem CPM
n 24
X 53071
g
SX_V 122 613
VX_V 231,0
SX 120 031
VX 226,2
min 1000
max 570 000
Rmax-
min 569 000
medidn 9 025
horni q 4463
dolni g 27 225
Celkem To. Solids
n 24
X 13,17
g
SX_V 0,930
VX_V 7,1
SX 0,911
VX 6,9
min 10,77
max 14,61
Rmax-
min 3.84
medidn 13,42
horni q 12,68
dolni q 13,71
Celkem objem syr.
n 24
X 17,79
g
SX_V 11,402
VX_V 64,1
SX 11,162
VX 62,7
min 2,00
max 37,00
Rmax-
min 35,00
median 17,00
horni q 7,00
dolni q 27,25
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log CPM SB log SB
24 24 24
4,1034 223 2,1821
12688 152
0,7086 247  0,3929
110,8
0,6937 242 0,3847
108,5
3,0000 13 1,1139
57559 1190 3,0755
2,7559 1177 1,9616
3,9527 170  2,2292
3,6495 95 1,9754
4,4320 230 2,3620
FPD ML - pH
12 24
546,58 6,65
5,346 0,033
1,0 0,5
5,119 0,032
0,9 0,5
535,00 6,59
554,00 6,72
19,00 0,13
547,25 6,65
543,88 6,63
550,25 6,66
Jog - SH STR 10"7
24 24
30,84 741 666 667
3,238 257 169 656
10,5 34,7
3,170 251 754 951
10,3 33,9
25,35 200 000 000
39,62 1350 000 000
14,27 1150 000 000
29,61 690 000 000
28,69 595 000 000
32,93 877 500 000

Fat Protein Casine Lactose
24 24 24 24
4,25 3,39 2,71 5,05
0,931 0,215 0,242 0,080
21,9 6,3 8,9 1,6
0,911 0,211 0,237 0,079
21,4 6,2 8,7 1,6
2,11 2,85 1,95 4,85
6,32 3,76 3,12 5,26
4,21 0,91 1,17 0,41
4,34 3,39 2,75 5,04
3,94 3,31 2,64 5,02
4,75 3,55 2,86 5,08
ML - SH Cas pevnost
24 24 24
7,00 487,00 1,90
1,050 53,989 0,042
15,0 11,1 2,2
1,028 52,852 0,041
14,7 10,9 2,2
4,72 356,00 1,80
8,82 579,00 2,00
4,10 223,00 0,20
7,04 492,50 1,90
6,28 446,25 1,90
7,75 530,75 1,90
log STR LACTO 10”6
24 24
8,8421 73 708 333
695184371
0,1693 42 924 078
58,2
0,1657 42 020 312
57,0
8,3010 33 000 000
9,1303 210 000 000
0,8293 177 000 000
8,8388 65 000 000
8,7745 43 750 000
8,9432 86 250 000

SNF
24
9,02

0,230
2,5
0,226
2,5
8,33
9,37

1,04

8,98
8,92
9,16

Urea
24
34,57

7,598
22,0
7,438
21,5
22,23
48,83

26,60

33,54
30,89
39,32

kv.syfr.
24
3,46

0,779
22,5
0,763
22,1
2,00
4,00

2,00

4,00
3,00
4,00

log LACTO

6

24
7,8090
4416927
0,2231

0,2184

7,5185
8,3222

0,8037

7,8129
7,6404
7,9326



Detekce falSovani koziho a ov¢ciho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Ovci mléko (2019)
Celkem CPM  logCPM  SB o
n 24 24 24
x 421042 51705 974 2,
g 148081
sx.v 840766 06217 699 O,
VX_V 199,7 71,8
sx 823064 06086 684 O,
VX 1955 70,2
min 12 000 40792 166 2,
max 4050 000 66075 2781 3,
Rmrﬁ;‘r; 4038000 25283 2615 1,
mediin 149 000 51696 817 2,
horni q 70 000 4,8451 509 2,
dolniq 311250 54873 1322 3,

Celkem To. Solids

n

X

9

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
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24
18,34

1,239
6,8
1,213
6,6
15,53
20,81

5,28

18,25
17,69
19,26

Jog - SH
24
50,43

4,394
8,7
4,302
8,5
38,07
56,38

18,31

51,70
48,99
53,55

ML - pH ML - SH

g SB
24
8627
729
3654

3577

2201
4442

2241

9122
7041
1210

24 24

6,59 10,15

0,063 1,690

1,0 16,7

0,062 1,655

0,9 16,3

6,48 7,09

6,69 13,24

0,21 6,15

6,59 10,21

6,53 9,07

6,63 11,20
STR 10"7 log STR
24 24
1242 916 667 8,9970
993116048
931 826 067 0,2870

75,0
912 206 479 0,2810
73,4

400 000 000 8,6021
3 650 000 000 9,5623
3 250 000 000 0,9602
825 000 000 8,9165
607 500 000 8,7835
1697 500 000 9,2289

Fat Protein Casine Lactose

24 24 24 24
6,71 6,00 4,92 4,74
1,029 0,533 0,450 0,282
15,3 8,9 9,1 5,9
1,008 0,521 0,440 0,276
15,0 8,7 8,9 5,8
4,73 4,63 3,72 4,15
9,01 6,76 5,56 5,18
4,28 2,13 1,84 1,03
6,73 6,07 4,96 4,80
6,05 5,72 4,71 4,50
7,37 6,41 5,20 4,94

cas pevnost kv.syf.

24 24 24

160,38 1,90 3,50

72,916 0,098 0,659

45,5 5,2 18,8

71,381 0,096 0,645

44,5 5,1 18,4

92,00 1,70 2,00

452,00 2,00 4,00

360,00 0,30 2,00

142,50 1,90 4,00

130,50 1,80 3,00

157,50 2,00 4,00

LACTO 1076 log LACTO

24 24

113 083 333 7,9353

86158871

79 708 663 0,3563

70,5
78 030 398 0,3488
69,0

12 000 000 7,0792

320 000 000 8,5051

308 000 000 1,4259

95 000 000 7,9771

58 250 000 17,7647

155 000 000 8,1891

SNF
24
11,63

0,400
3,4
0,392
3,4
10,74
12,32

1,58

11,68
11,51
11,87

Urea
24
96,11

18,787
19,5
18,391
19,1
57,48
131,10

73,62

97,38
80,63
110,82

objem syr.

24

17,96

6,811
37,9
6,668
37,1
8,00
37,00

29,00

17,50
14,25
21,25



Detekce falSovani koziho a ov¢iho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Kravské mléko (2020) pouzité pro falSovani koziho a ov¢iho mléka

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 3000 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 Lactose 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
9
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 19 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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Detekce falSovani koziho a ov¢ciho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Kozi mléko (2020)

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
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CPM
24
646 583

1691 050
261,5

1 655 445
256,0
1000

7 900 000
7 899 000
25 000
3750
170 000

Lactose
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



Detekce falSovani koziho a ov¢iho mléka kravskym mlékem metodou MALDI-TOF MS

Ovci mléko (2020)

Celkem CPM
n 24
X 458 917

g
SX_V 1065978
VX_V 232,3
SX 1043534
VX 227.,4
min 1000
max 4 800 000
Rmax-min 4799 000
median 26 500
horni q 14 000
dolni q 265 000
Celkem SNF
n 24
X 11,65

g
SX_V 0,437
VX_V 3,8
SX 0,428
VX 3,7
min 10,53
max 12,40
Rmax-min 1,87
median 11,70
horni q 11,38
dolni q 11,89

33 | Stranka

log CPM
24
4,7112
51428
0,9691

0,9487

3,0000
6,6812
3,6812
4,4194
4,1424
5,4231

To.Solids
24

18,21

1,536
8,4
1,504
8,3
14,74
20,27
5,53
18,56
17,55
19,34

SB
24
755

485
64,2
475
62,9
50
2237
2187
654
431
930

Urea
24

100,86

23,983
23,8
23,478
23,3
65,85
137,46
71,61
98,98
81,14
123,70

log SB
24
2,7673
585
0,3705

0,3627

1,6990
3,3497
1,6507
2,8150
2,6347
2,9668

BMM
24
-0,5735

0,0164
2,9
0,0161
2,8
-0,6400
-0,5582
0,0818
-0,5700
-0,5800
-0,5646

Fat
24

6,74

1,386

20,6

1,357

20,1
3,89
8,76
4,87
6,74
6,12
7,80

Protein

24
5,90

0,561

9,5

0,549

ML - pH
24
6,64

0,106
1,6
0,103
1,6
6,34
6,75
0,41
6,67
6,63
6,71

9,3
4,49
6,61
2,12
6,01
5,67
6,28

Casine Lactose

24
5,07

0,486
9,6
0,476
9,4
3,78
5,70
1,92
5,15
4,85
5,38

24
4,73

0,333
7,0
0,326
6,9
4,15
5,36
1,21
4,81
4,46
5,00



