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Abstrakt

Titra¢ni kyselost mléka (TKM) byla jako kvalitativni
ukazatel syrového mléka v predchozi periodé cca 20 let
zfetelné opomijena. Primdrni TKM sestdva ze 40 %
z vlivu kaseinu (bilkovin), z cca stejného vlivu mineral-
nich latek a stop organickych kyselin a z 20 % z G¢inku
sekundarni reakce pripadajici na fosfaty pfi alkalické
titraci. TKM zistane i naddle dulezitym hygienicko-
technologickym ukazatelem z redlnych divodi. V CR je
TKM dlouhodobé limitovana: obvykle 6,2 az 7,8 °SH.
TKM jako technologické vlastnost podlehla za delsi ob-
dobi ur€itym vlivovym zménam (predevsim vlivem ros-
touciho obsahu bilkovin mléka o cca 0,2 % v dasledku

genetického zuslechtovani a zlepSeni zdravotniho stavu
a vyzivy dojnic), kdy lze pocitat i s urcitymi posuny
pripadné aplikovanych limitnich hodnot pfi posuzovani
kvality syrového mléka. Byl proveden pokusny navrh pro
zménu ve vnimani zavedenych limitt TKM podloZeny
o redlné, aktudlni hodnoceni vysledki v CR (n = 207
(primarni TKM) a 414 (primarni a sekundarni TKM
ziskana fermentaci za popsanych podminek)) béhem
celého kalendarniho roku pro obé dojena plemena (H
a CF). VSechny vzorky mléka byly negativni na vyskyt
rezidui inhibi¢nich latek. Za popsanych podminek
prodlevy (uloZeni mléka) do analyzy TKM se tato zvySila
v disledku mikrobidlni aktivity ze 7,28 = 0,57 °SH na
13,76 = 6,96 °SH (P < 0,001). Korelace mezi TKM
a aktivni kyselosti pH byvaji zpravidla nevyrazné.
Driive byla uvedena korelace primarni TKM s pH 0,08
(P > 0,05). Tato korelace primarni TKM k pH ukazuje,
7e jen 0,64 % variability v pH je podminéno variabili-
tou uvnitt TKM. Zde byly korelace pro TKM primarni
a sekundarni a pro TKM sekundarni s primarni a pH
—0,89 a —0,85. Tyto naznacuji, Ze pfi jasném zahrnuti
sekundarni TKM az 78,8 a 72,2 % variability v pH muze
byt podminéno variabilitou hodnot TKM. Vyraznéjsi
hodnoty korelaci jsou pravé disledkem vlivu znacného
podilu ziskané TKM, tzn. pfipadné podezieni z nega-
tivniho vlivu technologie na kvalitu. TKM muiiZe vstoupit
(po prolomeni pufracni kapacity) do vyznamného vztahu
k laktéze (r = —0,75; (P < 0,001)), a to svoji sekundarni
slozkou, ackoliv v pfipadé primarni TKM Zadny vztah
neexistoval (r = 0,07; P > 0,05). Pak 55,7 % variabili-
ty v hodnotich TKM je podmiiiovdno variacemi zmén
v obsahu laktézy. Jiz dfive byl definovan navrh limita
TKM podle korespondujicich hodnot pH (Kratochvil
et al., 1984). Tehdy definice vysvétlovala, Ze pti vysSSim
obsahu bilkovin miZze i mléko s nadlimitni TKM byt
kvalitni, to znamena bez ziskané sekundarni kyselosti
(i pfi TKM napt. 8,8 °SH). Od roku 1984 vzrostl obsah
bilkovin cca o 0,2 %. Lze provést vypocet, ze horni
limit TKM by mél byt zvySen o cca 0,18 °SH, jestlize
pfi obsahu bilkovin cca 3,3 % bylo odhadnuto, Ze tvori
2/5 TKM. Korespondujici ndvrh pro limity pH, kdy
u piivodné navrzenych limit pH jiz miZe jit o prolomeni
pufracniho systému mléka, by mohl byt 6,55 az 6,95 pro
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kvalitni mléko, a to z pivodnich 6,3 az 7,2. Provedeny
pokusny névrh pro zménu ve vnimani zavedenych limith
TKM a doporucenych pro pH upravuje pohled na hodno-
ceni kyselosti mléka (TKM a pH) z kvalitativniho a tech-
nologického hlediska.

Klicova slova: bazénovy vzorek, syrové kravské
mléko, titraéni kyselost mléka, aktivni kyselost mléka,
elektricka konduktivita, obsah hrubych bilkovin, kasein

Abstract

The titratable acidity of milk (TAM) was clearly
neglected as a qualitative indicator of raw milk in the
previous period of about 20 years. Primary TAM consists
40% from the effect of casein (proteins), about the same
amount fom the effect of minerals and traces of organic
acids and about 20% from the effect of the secondary re-
action attributable to phosphates during alkaline titration.
TAM will continue to be an important hygienic-techno-
logical indicator for real reasons. In the Czech Republic,
TAM is long-term limited: usually 6.2 to 7.8 °SH. TAM
as a technological property has succumbed to certain in-
fluential changes over a longer period of time (mainly
due to the increasing protein content of milk by approx.
0.2% as a result of genetic breeding and improvement
of the health status and nutrition of dairy cows), while
certain shifts in the applied limit values when assessing
the quality of raw milk can also be a factor. An experi-
mental proposal for a change in the perception of the
established TAM limits was carried out based on a real
current evaluation of the results in the Czech Republic
(n =207 (primary TAM) and 414 (primary and secondary
TAM obtained by fermentation under the described con-
ditions)) during the entire calendar year for both milked
breeds (H and CF). All milk samples were negative for
the presence of residues of inhibitory substances. Under
the described conditions of delay (storage of milk) until
the TAM analysis, it increased due to microbial activity
from 7.28 £ 0.57 °SH to 13.76 = 6.96 °SH (P < 0.001).
Correlations between TAM and active acidity pH tend
to be weak. A correlation of primary TAM with pH of
0.08 (P > 0.05) was previously reported. This correla-
tion of primary TAM to pH shows that only 0.64% of
the variability in pH is due to variability within TAM.
Here, the correlations for TAM primary and secondary
and for TAM secondary with primary and pH were —0.89
and —0.85. These indicate that with the clear inclusion
of secondary TAM up to 78.8 and 72.2% of the variabi-
lity in pH can be accounted for variability of TAM va-
lues. More significant correlation values are precisely
the result of the influence of a significant share of the
obtained TAM, i.e. possible suspicion of a negative effect
of technology on quality. TAM can enter (after breaking
the buffering capacity) into a significant relationship with
lactose (r = —0.75; P < 0.001), with its secondary com-
ponent, although in the case of primary TAM there was
no relationship (r = 0.07, P > 0.05). Then 55.7% of the

variability in TAM values is conditioned by variations in
changes in lactose content. The proposal of TAM limits
according to the corresponding pH values was already
defined (Kratochvil et al., 1984). At that time, this defi-
nition explained that with a higher protein content also
milk with an above-limit TAM can be of good quality,
it means without acquired secondary acidity (even with
a TAM e.g. 8.8 °SH). The protein content has increased
by approx. 0.2% since 1984. A calculation can be made
that the upper limit of TAM should be increased by about
0.18 °SH, when at a protein content of about 3.3% it was
estimated to be 2/5 of TAM. The corresponding proposal
for pH limits, when the originally proposed pH limits
may already be about breaking the buffering system of
milk, could be 6.55 to 6.95 for good milk quality, out of
6.3 to 7.2 originally. A trial proposal for a change in the
perception of established TAM limits and recommended
for pH modifies the view of the assessment of milk aci-
dity (TAM and pH) from a qualitative and technological
point of view.

Keywords: bulk tank sample, raw cow milk, milk titra-
tion acidity, milk active acidity, electrical conductivity,
content of crude protein, casein

Uvod

Titracni kyselost mléka (TKM) je vyznamnym ukaza-
telem kvality mléka pro technologické ucely jeho zpra-
covani. TKM (téz SH; Pijanowski, 1977; Klicnik, 1978;
Navrétilova et al., 2012; Samkova et al., 2012) se stano-
vuje alkalickou titraci (CSN 57 0530). Vyjadiena je ve
stfedni Evropé ve stupnich Soxhlet-Henkela (°SH, titrace
roztokem NaOH v mlx2,5 mmolx]'). TKM je ukaza-
telem kyselosti slozek mléka (primérni) a pripadné zis-
kané Kkyselosti (sekunddrni) mikrobidlnim rozkladem
(nestandardni skladovéni a transport — poruseni chlazeni
a hygieny) nebo nechténymi technologickymi kyselymi
pfimésmi chemikalii, jako napt. dezinfekEnich prostredk.
Nativni TKM sestava ze 40 % z vlivu kaseinu (resp. bil-
kovin; Pijanowski, 1977; Kratochvil, 1984; Mariani
a Bonatti, 1988), ze 40 % z vlivu mineralnich latek a stop
organickych kyselin a z 20 % z uCinku sekundarni reakce
pripadajici na fosfaty pfi alkalické titraci.

Zatimco mlékarenské provozni laboratote sleduji TKM
a meziproduktll na denni bazi, ostatni mlé¢né laboratore
zahrnuté v systému uz od sledovani tohoto ukazatele
témér upustily. Divodem bylo dosazeni dlouhodobé, re-
lativné stabilni kvality. Rada zemi ve svété oviem TKM
déle v kvalité suroviny zohlednuje, predev§im v naroc-
néjsich transportnich a klimatickych podminkéch.

V prvni a druhé poloviné minulého stoleti, aZz do
90. let byvaly v praxi problémy s TKM pomérné Casto,
nejcastéji se zvysenou, pozdéji i se snizenou, v disledku
chyb v technologii ziskavani mléka (Thieme et al., 1983
a, b; Brauner a Hanus, 1984; Varvazovsky et al., 1985;
Famigli-Bergamini, 1987; Hanus a Pitnerové, 1987; Pen
et al., 1994; Pen, 1995). Tehdejsi nasledna prakticka

2

MLEKARSKE LISTY 204, VOL. 35, No. 3



VEDA, VYZKUM

technologickd feSeni pfinesla zlepSeni a vymizeni prob-
Iém s TKM. Od té doby se vyskytuji jen sporadicky.
Prekvapivé jeden z fidkych pfipadi problému s TKM
v posledni dobé, se surovinou, nastal v lét€ 2023, po
celych 10 letech relativniho klidu (Nejeschlebova et al.,
2024). Mohl souviset se soubéZnym poklesem obsahu
bilkovin v mléce v dusledku tepelného stresu zvirat.

Cilem préace byla komparativni dvaha, na bazi aktual-
nich a historickych vysledkt, nad moznou dynamikou
zmén v hodnotéch titracni kyselosti mléka a jejiho vztahu
k aktivni kyselosti mléka (pH), pfi zohlednéni vyznamu
pro technologické limity mlécné suroviny.

Material a metody

Bazénové vzorky syrového kravského mléka byly ode-
birané mésicné od kvétna 2021 do dubna 2022. Pocet
vzorkll byl n = 207 (Tab. 1) po redukci pfipadné extrém-
nich hodnot kvalifikovanym odhadem z n = 214. Sou-
bor tedy zahrnuje celkovy vliv ro¢niho obdobi (n = cca
19 vzorkd mésicné). Odbéry probéhly ve vaznych, ale
zejména ve volnych stijich (n = celkem 36), v oblastech
mést: Usti nad Orlici, Zamberk, Jesenik, Sumperk, Olo-
mouc a Prerov. Zahrnuta byla oblast podhorské a niZinna.
Zahrnuto celkové bylo cca 5 000 dojnic plemene HolStyn
(62 %) a Ceské strakaté (38 %). Vzorky byly piepraveny
do laboratofe (VUM Praha, pracovisté Sumperk)
v chladovych podminkéch (< 6 °C) v termoboxu bez che-
mické konzervace pro stanoveni TKM (primérni). Déle
byly ptivodni vzorky mléka, v systému oficidlni kontroly
kvality mléka, bez konzervace nebo konzervovany Hee-
schenovym cinidlem a bronopolem (0,03 %), podle ucelu
analyzy (bod mrznuti mléka, mikrobiologicka vySetreni,
slozky mléka a pocet somatickych bunék) prepraveny

%o

n= 14502
X= 7,33
R= 0,957
V=131 %
min. = 3,50
max. = 13,44

titracni kyselost mléka, °SH

Obr. 1 Vizudini analyza datovych soubord (histogram)

parametr(l individudlnich vzorki mléka — pro TKM je
na prvni pohled zfejma forma frekvencéni distribuce
dat blizka normalnimu rozdéleni, tzv. Gaussoveé
krivce (Hanu$ et al., 2001)

v chladovych podminkéch (< 6 °C) do akreditované (CSN
EN ISO/IEC 17025) laboratofe rozbori mléka CMSCH
a.s. (LRM) Brno — Tufany. Ziskand, sekundarni TKM
byla docilena (Tab. 2) ponechanim vzorkil po cca 18 ho-
din do druhého dne pfi pokojové teploté (16 — 22 °C),
¢imz doslo k nahodné modifikaci vzorku podle podminek
a zisku TKM (sekundarni) cestou prirozeného pomnozeni
pritomné mikroflory (modifikovany vzorek).

Analytické postupy pouzité pro rozbory vzorki mléka
jsou podrobnéji popsany v predchozim hodnoceni (Neje-
schlebova et al., 2024). Pro relevantni mlécné ukaza-
tele byly vypocteny zakladni statistické parametry, arit-

Tab. 1 Zakladni charakteristiky mlécnych ukazatel( a primarni TKM v bazénovych vzorcich miéka pro cely kalendarni rok
a dvé dojena plemena

Parametr / pH PSB T HB
Ukazatel

Jednotka 103xml" % %

n 207 207 207 207 207 207
X 7,28 4,46 6,75 204 4,03 | 348
sd 0,566 0,165 0,059 103 0,294 | 0,176
VX (%) 7,8 3,7 0,9 50,5 73 5,1

1,7 2,2 7,8

STP KAS MoC BMM CPM VMK
% % mgxl" -m°C 10 KTJxml' mmolx100 gT*
207 207 207 207 207 207 207
4,99 9,1 2,77 256 541 18 0,7895
0,086 | 0,199 | 0,216 80 22 61 0,2442

31,3 4,1 338,9 30,9

TKM, titraéni kyselost mléka — plivodni miéko; n pocet pripadi; x aritmeticky primér; sd smérodatna odchylka; vx variaéni koeficient; VOD, vodivost (elektricka konduktivita); pH, aktivni
kyselost; PSB, pocet somatickych bunék; T, obsah tuku; HB, obsah hrubych bilkovin; L, koncentrace monohydratu laktézy; STP, obsah susiny tukuprosté; KAS, obsah kaseinu; MOC, kon-
centrace mocoviny; BMM, bod mrznuti mléka — ekvivalent; CPM, celkovy pocet mezofilnich mikroorganismii; VMK, obsah volnych mastnych kyselin v miééném tuku.

Tab. 2 Zakladni charakteristiky mlécnych ukazatel( a sekundarni s primarni TKM v bazénovych vzorcich mléka pro cely

kalenddrni rok a dvé dojend plemena.

Parametr / Ukazatel TKM VoD pH
Jednotka °SH mSxcm’ -

n 207 207 207

X 13,76 4,87 6,25
sd 6,961 0,426 0,553
VX (%) 50,5 8,7 8,8
parovy t-test 13,07 15,18 12,98
vyznamnost P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001

T HB L STP KAS MoC BMM

% % % % % mg x|’ -m°C
207 207 207 207 207 207 207
4,01 3,52 4,86 9,04 2,78 296 548
0,279 0,184 0,174 0,329 0,255 107 26
6,9 5,2 3,6 3,6 9,1 36,1 47
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TKM = titracni kyselost mléka (°SH); pH = aktivni kyselost mléka; VOD = vodivost,
elektricka konduktivita miéka; HB = hrubé bilkoviny; n = 207, mésicné cca 19 vzorkl

Obr. 2 Graf pribéhi mésicnich aritmetickych priamérd pro
primarni TKM (°SH), pH, elektrickou konduktivitu
(mSxcm) a obsah hrubych bilkovin (%) mléka
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Obr. 3 Sezonni dynamika obsahu hrubych bilkovin v miéce
v CR 2019 a 2020 (Bucek et al., 2021)

metické priméry (x), variabilita ve formé smérodatné
odchylky (sd, n-1) a variacni koeficienty (vx v %). Byl
proveden parovy t-test mezi priméry vysledkd mlécénych
ukazatell vzorkd ptivodnich (primarni TKM) a pfirozené
fermentovanych (sekundéarni, ziskand TKM, za popsa-
nych podminek). Byly vypocteny linearni regrese a ko-
relacni koeficienty (r) mezi TKM a pH mléka. Korelace,
ale i vysledky parového t-testu byly konvencné identifiko-
vany s ohledem na platnost nulové hypotézy (>, < 0,05).
Vypocty byly provedeny v MS Excel 2013 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA).

Vysledky a diskuse

Tato préce se zabyva vysledky priméarni TKM (Tab. 1),
s ohledem na zpisob odbéru a transportu bazénovych
vzorkt mléka, ale i ziskané, sekundarni TKM (Tab. 2).
Zékladni statistické parametry souboru TKM a ostatnich
mlécénych ukazatell pro cely kalendaini rok v uvedené
oblasti jsou shrnuty v Tab. 1. Nejvétsi databize TKM
hodnocen4 v CR (2001, Obr. 1; individuélni vzorky mlé-
ka z kontroly uzitkovosti dojnic) ukazuje, ze pti zajisténi
odbérovych podminek vzorkovéani pro zisk predevsim
hodnot primarni TKM (nicméné sekundarni vlivy nejsou

zcela vylouceny) vykazuje soubor rozdéleni dat blizké
norméalni frekvencni distribuci, tedy Gaussové kiivce.

Pokud jde o aktudlni instrukci o sezénni dynamice
priméarni TKM v porovnéni k aktivni kyselosti pH a ele-
ktrické vodivosti, tato se nachdzi v Obr. 2. Ozdemir
a Kahyaoglu (2020) oznadili sezénu za vyznamny
(P < 0,01) faktor variability TKM v Turecku s maxi-
mem Vv lété, pravdépodobné pro moznost vyssiho vlivu
sekundarni TKM. Pokud by ovS§em moZznost sekundarni
TKM byla technologicky témér eliminovana, mohla by
to byt zrovna tak dobre také zima, jak i naznacuje aktual-
ni Obr. 2, pravdépodobné v disledku obvykle sezénné
vyssiho obsahu bilkovin v mléce (Obr. 2 a 3; Bucek et al.,
2021, Q CZ, CMSCH). Jak patrno, léto mize plisobit na
sezénni elevaci TKM vlivem podilu pfipadné sekundarni
kyselosti a zima stejné tak vlivem primarni TKM. Tedy,
podle inherentnich vlastnosti, resp. podminek daného
mlékarského systému, mohou byt sezénni vysledky
TKM lokalné i opacné. Lze proto obecné konstatovat,
Ze sezénni dynamika stfednich hodnot TKM miiZe byt
dle celkovych podminek mlékarstvi velmi proménliva,
nevyrovnand, netypickd a nepravidelna. Individudlné
ovSem 1 jen podle podminek technologickych, napft.
nedostatecného chlazeni mléka.

A
- pH
T ® S
i 8 Tl
-1 pufraéni kapacita >
-
T kysnuti mléka, ncbo
7 reridu CP - kyselych
pH T °SH, _
°SH -
A Tezidua &isticich prostiedki (CP) — alkalickych, zvodnéni mléka,
mastitida
- } >
fakior pasobici zménu

Obr. 4 Schéma viivu pufracni kapacity mléka na zmény
kyselosti pH a SH

VSechny vzorky mléka (n = 207) v této studii byly
negativni na vySetfeni vyskytu rezidui inhibi¢nich latek
(RIL). Tedy vysledky proporcionalnich zmén primérni
a sekundarni TKM podle experimentalnich podminek
jsou zde diskutovany bez vlivu antibiotik, dezinfekcnich
prostfedkti a prirozenych inhibitorti. Za popsanych pod-
minek prostfedi a prodlevy (uloZeni mléka) do analyzy
TKM se tato zvySila (Tab. 2), za spolupiisobeni pfirozeného
biologického spektra kontaminujici mikrofléry mléka
v dnesnich chovech dojnic, o 6,48 °SH (P < 0,001) na
13,76 £ 6,96 °SH, to je relativné o 89 % (100 % = primarni
hodnota TKM, Tab. 1). Toto zvySeni korespondovalo, resp.
souviselo ve smyslu zakladniho chemismu mléka, rovnéz
s adekvatnim zvySenim elektrické vodivosti mléka a sni-
Zenim hodnoty pH (Tab. 2): - 0 0,41 mSxcm™ (P < 0,01)
na 4,87 + 0,43 mSxcm, to je relativn€ 0 9,2 %; - o0 0,5
(P < 0,01) na 6,25 + 0,55, to je relativn€ o 7,4 %. Tyto
zmeény jsou pomeérné vyrazné, jak patrno, coZz logicky
odpovida vyssi, zde popisované, zatéZi mléka.
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Obr. 5 Dynamika vyvoje poétu pivodnich mikroorganismd (celkovy pocet a termorezistentni) v doddvaném mléce
(r =-0,66; P < 0,01; r =-0,85; P < 0,007; 20, 17 rokd; Hanus et al., 2019)

TKM je vyznamna pro technologické zpracovani mlé-
ka (pro syrafstvi — koagulace, i pro fermentované mlécné
vyrobky), ale i pro trvanlivost mléka (konzumni mléko).
Pufracni kapacita mléka je siln€jSi v oblasti kyselé nez
alkalické (Obr. 4). Pokud vzroste mirné kyselost mlé-
ka, napf. mikrobidlnim rozkladem lakt6zy, hodnota pH
jesté neklesa, ale hodnota SH jiZ vzristd. TKM reaguje
citlivéji oproti pH. Z toho divodu nékdy mezi kyselost-
mi pH a SH nemusi byt prili§ tésny vztah (Obr. 4).
Pufracni kapacita mléka je chemicky urCovana obsahy
fosfata, koloidniho kalcium-fosfatu, citrati, uhliéitanu,
proteini a soli kyseliny mlécné v mléce (Pijanowski,
1977; Kli¢nik, 1978; Navratilova et al., 2012). Z hledis-
ka vyvoje standardit TKM byla pro prvni normy kvality
mléka v CR standardni TKM definovana zpoc&tku v obo-
ru od 6 do 8 °SH, coZ bylo pozd¢ji, pro posledni, dnes
nezavaznou verzi normy CSN 57 0529, ztZeno na 6,2 a7
7,8 °SH. Toto rozpéti je dodnes jako doporucené, pripadné
vyuzivano ve znéni dodavatelsko-odbératelskych smluv.

Cetné védecké a odborné prace se v periodé frekvent-
nich problému kvality s TKM zabyvaly vyslovné vlivem

kontrolovaného metabolického stavu dojnic a zdravot-
niho stavu na TKM (Famigli-Bergamini, 1987; Beseda
et al., 1990; Polahar et al., 1991; Travnicek et al., 1991,
Jadud et al., 1992; Pen et al., 1994; Pen, 1995; Fischer
et al., 2011; Machado et al., 2017). Thieme et al. (1983
a, b) shrnuli jiz dfive ve svém zndmém, dnes jiZ kla-
sickém, schématu hlavni pfi¢iny praktickych odchylek
TKM (SH) od normy: 1) pro zvysSeni — kysnuti mléka
(sekundarni kyselost (SK), Bailey, 1922 a 1923), Cistici
a dezinfek¢ni prostfedky v mléce, kyselé (SK), vysoky
obsah kyselin v mléce (primarni kyselost (PK)), aci-
dotickd latkova vymeéna (PK), mnoho Cerstvé otelenych
krav (PK), mnoho mladych krav (PK); 2) pro sniZeni —
hodné starodojnych krav (PK), mnoho starych krav (PK),
mnoho subklinickych mastitid (PK), nizky obsah bilkovin
v mléce (PK), alkalicka latkova vyména (PK), zvodnéni
mléka (SK; Bailey, 1922 a 1923), distici a dezinfekcni
prostfedky v mléce, alkalické (SK).

Mikrofléra mléénych staji mize byt v ¢ase pozménéna
podle druhového nebo kmenového zastoupeni a tim méni
sumarné i své vlastnosti sméfujici predevsSim k meta-

Tab. 3 Statistické charakteristiky TKM a ostatnich mlécnych ukazatel( ve tfiddch podle pH (ve vazbé na Tab. 1 a Obr. 9) pro
plivodni miéko (n = 207)

pH VoD )] T HB BMM CPM VMK
Jednotka mSxcm”' 103xml’ % % -m°C  10°KTJxml' mmolx100 gT'
< 6,65 X 7,37 4,41 126 395 | 342 | 503 | 9,08 | 2,68 260 559 20 0,733
n=9 sd 0,28 0,208 46 0,251 | 0,158 | 0,071 | 0,212 | 0,174 83 6 37 0,263
6,65-6,75 X 7,15 4,47 220 395 | 345 | 501 | 9,07 | 2,74 268 552 9 0,799
n=100 sd | 0,591 0,171 113 0,264 | 0,185 | 0,077 | 0,2 | 0,228 76 17 10 0,257
> 6,75 X 74 4,45 194 412 | 351 | 496 | 9,12 | 2,82 243 528 27 0,785
n=98 sd | 0,535 0,154 93 0,303 | 0,164 | 0,09 | 0,195 | 0,201 82 20 87 0,231

Tab. 4 Statistické charakteristiky TKM a ostatnich mléénych ukazatel( ve tfiddch podle pH (ve vazbé na Tab. 2 a Obr. 9) pro

fermentované miéko (n = 207).

pH TKM VoD T HB

Jednotka °SH mSxcm’ % %

< 6,65 X 15,25 4,95 3,98 3,52
n =167 sd 6,965 0,422 0,278 0,189
6,65 -6,75 X 7,57 4,54 413 3,54
n=38 sd 0,931 0,253 0,249 0,154
> 6,75 X 7,05 4,84 3,72 3,38
n=2 sd 1,252 0,375 0,29 0,375

L STP KAS MocC BMM

% % % mgx|" -m°C
4,84 9,01 2,77 302 551
0,184 0,35 0,265 110 26
4,94 9,14 2,86 284 538
0,082 0,18 0,185 85 22
4,77 8,85 2,66 103 507
0,184 0,502 0,368 13 13
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Obr. 6 Linearni regrese vztahu primarni a sekundarni TKM
a aktivni kyselosti pH syrového kravského mléka
v aktudlnich podminkdch milékarského prostredi
(vysledky z Tab. 1 a 2)

bolické aktivité. To se mize odehrdvat dle pouZivané
technologie chovu a dojeni krav. Tyto faktory mohou vést
jednak k rodové, druhové nebo kmenové selekci v sumé
mikroorganismu a také k evolu¢né-genetickym zménam
mikroorganismt. Napf. muze byt sniZzeno zastoupeni
acidogenni mikrofléry ve prospéch lipolytické nebo pro-
teolytické, coz bylo historicky redlné¢ pozorovéano, jako
dasledek zmén v aplikované technologii a v hygien¢ do-
jeni. Zaroven byla i mikrobialni zat€éz nadojeného mléka
v nedavné periodé vyznamné sniZzena (Hanus et al., 2019;
Obr. 5). V mlékarstvi je pak jist€ vyznamna kvantifikace
zmén, podle Casu a teploty, jez je plvodni mikrofléra
schopna vyvolavat v dynamice TKM, tedy predevsim
v jeji sekundarni sloZce.

Primarni TKM v individudlnich vzorcich krav z jejich
prvni tretiny laktace (n = 662; 7,34 + 0,83 °SH; vx =
11,3 %) ceského strakatého plemene a Cernostrakatého
nizinného plemene (Hanus et al., 1992) byla vyznamné
korelovana (P < 0,01) k radé¢ mlékarskych ukazatelt,
z nichz mnohé maji i zjevny zdravotni charakter ve
smyslu indikace poruch sekrece mléka (klinickych i sub-
klinickych mastitid), tzn. k: - denni dojivosti —0,24;
- obsahu tuku 0,27; - obsahu hrubych bilkovin 0,43;
- obsahu monohydrétu laktézy 0,25; - obsahu tukupros-
té susiny 0,23; - koncentraci chloridd —0,45; - aktivni
kyselosti pH —0,29. Tato korelace TKM k pH ma lo-
gicky trend, také vSak neni nijak vyraznd a znamena, Ze
jen 8,4 % variability v pH je determinovano variacemi
v TKM. Korelace mezi TKM a aktivni kyselosti pH byvaji
tedy zpravidla nevyrazné (obvykle nepresahuji hodnotu
0,3, Casto jsou statisticky nevyznamné) prave kvili exis-
tenci a aktivité systému pufracni kapacity mléka (Obr. 4).
Ta je, jak znamo, biochemicky logicky, u¢innéjsi v kyselé
oblasti. Zatimco TKM se jiZ méni (napf. v disledku roz-
kladu lakt6zy na kyselinu mléénou mikrobialni ¢innosti)
zméni se pH az po prolomeni Gi¢innosti tohoto pufracniho
systému. Napf. Nejeschlebova et al. (2024) uvedli kore-
laci primarni TKM s pH 0,08 (n = 207; P > 0,05), dfive
to byly hodnoty u nerozlisené TKM 0,22, —0,28 a —0,47
(P < 0,05; Hanus a Foltys, 1991; Hanus et al., 1993;

Obr. 7 Linearni regrese vztahu sekundarni s primarni TKM
a aktivni kyselosti pH syrového kravského mléka
v aktudlnich podminkdch milékarského prostredi
(vysledky z Tab. 2)

40,00 - y =-28,93x+ 152,92
35,00 A R? = 0,5568
i x ’
30,00 - & %
E 25,00 A
= 20,00 -
15,00 -
10,00 A
5,00
0,00 T T )
4,00 4,50 5,00 5,50
monohydrat laktézy
TKM = titraéni kyselost miéka (°SH); monohydrét laktézy (%); n = 414, r = -0,75,
P < 0,001

Obr. 8 Linearni regrese vztahu mezi obsahem monohydratu
laktdzy a primdrni a sekundarni TKM syrového
kravského mléka v aktudlnich podminkdch
mlékarského prostredi (vysledky z Tab. 1 a 2)

Molina et al., 2001). U primarni TKM a individudlnich
vzorkl z 1. tfetiny laktace dojenych plemen krav to pak
bylo 0,29 (Hanus et al., 1992). Pfi hodnoté 0,08 tato
korelace primarni TKM k pH ukazuje, Ze jen 0,64 %
variability v pH je podminéno variabilitou uvniti TKM.
Pro aktudlni datovy soubor zde byly korelace pro TKM
primarni a sekundarni a pro TKM sekundérni s primérni
(n =414 a 207) a pH -0,89 a —0,85, Obr. 6 a 7 (obé P <
0,001). Pri hodnotach korelaci —0,89 a —0,85 TKM k pH
tyto naznacuji, ze pri jasném zahrnuti sekundarni TKM
az 78,8 a 72,2 % variability v pH miZe byt podminéno
variabilitou hodnot TKM, podle metodického charakteru
aktualnich databazi. Vyrazn€jsi hodnoty korelaci v tom-
to pripadé jsou praveé disledkem vlivu zna¢ného podilu
ziskané TKM, tzn. podezfeni z nezvladnuté technolo-
gie zisku, uskladnéni nebo transportu syrového mléka.
Dale je zde zdokumentovdno (Obr. 8), jak TKM miiZe
vstoupit, ovS§em po prolomeni pufracni kapacity, do
vyznamného vztahu s laktézou (r = -0,75; P < 0,001),
a to svoji sekundérni slozkou, ackoliv predtim, v pfipadé
primarni TKM, Zadny vztah neexistoval (r = 0,07, P >
0,05; Nejeschlebova et al., 2024). Pak 55,7 % variabi-
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Obr. 9 Dynamika vyvoje obsahu hrubych bilkovin, kaseinu a susiny tukuprosté v dodévaném miéce v CR
(Hanu$ et al., 2019; r = 0,73, 0,13 a 0,63; P < 0,01, > 0,05 a < 0,01; 17, 13 a 17 rok()

lity v hodnotach TKM je podmitiovano variacemi zmén 1 historicky vyvoj stfednich hodnot obsahu bilkovin

v obsahu laktozy. a TKM a jejich variability v mlékatstvi CR obecné, tedy
Jiz dfive byl definovan navrh limitt TKM podle ko-  zachyceny dlouhodoby mirny az zietelny nartist hodnot

respondujicich hodnot pH, tedy v komparaci, s logic- obou ukazateli (Hanus et al., 2021 a, b; Obr. 1 a 10;

kym vysvétlenim podstaty véci (Obr. 9; Kratochvil et al.,  Tab. 1).

1984) v zajimavém schématu. To bylo ucinéno v dobé

ostré sledovanosti ukazatele TKM a souvisejicich od-

bornych diskusi z divodid vyssi frekvence vyskytu

problému (Thieme et al., 1983 a, b; Varvazovsky et al., 8.8
1985; Famigli-Bergamini, 1987; Hanu$ a Pitnerova,

1987; Pen et al., 1994; Pen, 1995). Kratochviliv navrh

vysvétloval, Ze napf. pfi vySSim obsahu bilkovin miize T 72
i mléko s nadlimitni TKM byt kvalitni, bez ziskané i‘g’ 56
sekundarni kyselosti (i pfi TKM napft. 8,8 °SH), pravé e ’
pro tento obsah bilkovin. V této souvislosti je tfeba B

uvést, ze vlivem genetického zuslechfovani, ale zejména =

lepsici se vyzivy krav, pfedevsim ve sloZce energetické, g

za néjakych dvacet let vzrostl obsah bilkovin (Obr. 10) a

odr. 1984 cca 0 0,2 %. Takova je realita. Presto v témze

case bylo limitni rozpéti TKM ztzeno z 6 az 8 na 6,2

az 7,8 °SH, coz upln€ neodpovida této vyvojové realité.

Proto lze provést vypocet, Ze horni limit TKM, kdyz

pri obsahu bilkovin cca 3,3 % bylo odhadnuto, Ze tvori

2/5 TKM, by mél byt zvySen o cca 0,18 °SH (Obr. 9;

II, 2024, po 40 letech). Logika, podle korespondujicich 60 63 6.7 7.2 pH
hodnot pH v soucasnosti (Tab. 3 a 4), pak vede k zavéru, Pivodn (1, 1984):

7e korespondujici navrh pro limity a vysvétleni ve vztahu -pH 6,3 + TKM 8,8 °SH (ml x 2,5 mmolxI) = zhorSend kvalita miéka, tvofi se
k pH, kdyZ Ize uvaZovat, Ze u piivodn€ navrZenych limitd - l;%/_lsglylgaer_lreI:(c'\;aé‘B °SH = mléko bohaté na susinu, bez ziskané kyselosti;

pH jiZ mizZe jit o prolomeni pufracniho systému mléka - pH 6,7 + TKM 7,2 °SH = mléko norméini kvality, bez ziskané kyselosti;
(pfitomnost i sekundérni TKM), by mohl byt 6,55 a7 6,95 -pH 6,7 + TKM 5,6 °SH = miéko chudé na susinu, bez ziskané kyselosti;

kvalitni mlék ivodnich 6 -7 (Ob -pH 7,2 + TKM 5,6 °SH = mléko alkalicke, zanét mlécné Zlazy.
pro kvalitni m'exo, a to z puvodnic Saz7, (O r. 9; Korigovand metodicky dle dynamiky zmén obsahu hrubych bilkovin (II, 2024,

III, 2024, po 40 letech). Tolik k logice vyvoje diivéjsiho po 40 letech):

a soucasného, mozného vniméani technologickych limitt -pH 6,3 + TKM 8,98 °SH (ml x 2,5 mmolx ) = zhorSend kvalita migka, tvori se
? kyselina mlécng;

kyselosti mléka a pro relevantni profesni diskuse v kon- -pH 6,7 + TKM 8,98 °SH = migko bohaté na susinu, bez ziskané kyselosti;
3 PR ) 2 - pH 6,7 + TKM 7,38 °SH = mléko normdlni kvality, bez ziskané kyselosti;

textu aktudln€ zjiStovanych hodnot (Tab. 1,2,3a 4). - pH 6.7 -+ TKM 5.78 °SH = miéko chudé na susinu, bez ziskané kyselosti;

Primérné hodnoty primarni TKM a dalSich mlé¢nych -pH 7,2 + TKM 5,78 °SH = migko alkalicks, zdn&t mlééné zldzy.
ukazateli (Tab. 3 a 4), zejména téch, souvisejicich piimo Korigovana metodicky dle dynamiky zmén obsahu hrubych bilkovin a logicky
nebo nepfimo s TKM jako obsah hrub}’Ich bilkovin. ka- korespondujicich hodnot pH u aktudlnich profilovych vysledk(i s ohledem na stav

. .. ? L . o v 4. [ milékarstvi - navrh (Ill, 2024, po 40 letech):
seinu a suSiny tukuprosté, ziskané na zakladé diferenci- - H 6,55 + TKM 8,98 °SH (ml x 2,5 mmolxI) = zhorsend kvalita miéka, tvori se
ace soudasné databize (n = 207) s ohledem na aktivni kyselina mlgcnd; ) o . _

N . o . - pH 6,75 + TKM 8,98 °SH = mléko bohaté na susinu, bez ziskané kyselosti;

kyselost pH, podle pavodniho (I) a jiz upraveného (III) - pH 6,75 + TKM 7,38 °SH = miéko normaln kvality, bez ziskané kyselosti
schématu na Obr. 9’ vhodné podporuji zévéry l’lvahy nad - pH 6,75 + TKM 5,78 °SH = mléko chudé na susinu, bez ziskané kyselosti;

- pH 6,95 + TKM 5,78 °SH = miléko alkalické, zanét mlécné Zlazy.

timto schématem i potvrzuji vlastni navrhy jeho aktual-
nich korektur (II a I1I). To upravuje pohled na hodnoceni gy, 10 Kiasifikace miéka podle titraéni kyselosti (TKM)
kySClOSti mléka (TKM a pH) z kvalitativniho a techno- gl pH pljvodn/' ([’ Kratochw'/] 1984) a VyVO[.OVé
logického hlediska. K diskutovanému postupu opraviiuje korigovand (Il a lll, 2024)
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Zaver

TKM, jakkoliv byla jako kvalitativni ukazatel syrového
mléka v pfedchozi periodé€ cca 20 let zfetelné vyznamoveé
upozadéna, zistane i nadale dalezitym hygienicko-tech-
nologickym ukazatelem, nejen z historického, ale pre-
devsim z redlného divodu. TKM (predevSim primarni,
ale potencidlné ¢astecné i sekundarni) jako technologic-
ka vlastnost, pfedevsim mlécéné suroviny, tedy castecné
mimo testy zpracovatelskych meziprodukti, podlehla za
delsi obdobi ur¢itym vlivovym zméndm, kdy lze pocitat
i s ur¢itymi posuny ptipadné aplikovanych limitnich hod-
not pfi posuzovani kvality syrového mléka. Byl proveden
pokusny névrh pro zménu ve vnimani zavedenych limith
TKM a doporucenych pro pH podloZeny o realné, aktual-
ni hodnoceni vysledkii. To upravuje pohled na hodnoceni
kyselosti mléka (TKM a pH) z kvalitativniho a techno-
logického hlediska.
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Prace vznikla za podpory projektd MZe NAZV Zemé
QK 21010212 a QK 21010326.
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The use of nuclear magnetic resonance
in the dairy research

Abstrakt

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) se v posled-
nich letech stala ¢asto vyuZivanou analytickou technikou
v celé fadé védnich obori. Nejinak tomu je v mléka-
renském vyzkumu. Nize je uveden literarni prehled
védeckych studii zaméfujicich se na aplikaci NMR pro
studium profilu metabolitti mléka naptic¢ celym dodavatel-
skym retézcem. Pomoci nejriiznéjsich NMR experimenta
byly zkouméany zmény v mléku v zavislosti na zdravi
dojnic ¢i slozeni krmné davky. Rovnéz bylo zjisténo,
7ze NMR lze vyuzit ke kontrole kvality a bezpecnosti
mléka. V neposledni fadé bylo NMR Siroce vyuZzivano
ve védeckych studiich zaméfujicich se na syry, pfi¢emz
se Casto jednalo o syry s Chranénym oznacenim ptivodu.

Klicova slova: bezpecnost, kvalita, nuklearni magne-
tickd rezonance, mléko, syry

Abstract

In recent years, nuclear magnetic resonance (NMR) has
become a frequently used analytical technique in many
scientific fields as well as in the field of dairy research.
Below is a literature review of scientific studies focusing

on the application of NMR to study the metabolite profile
of milk across the entire supply chain. Using a variety
of NMR experiments, changes in milk as a function of
dairy cow health or ration composition have been inves-
tigated. It has also been found that NMR can be used to
monitor milk quality and safety. Finally, NMR has been
widely used in scientific studies on cheese, often invol-
ving cheeses with Protected Designations of Origin.

Key words: safety, quality, nuclear magnetic reso-
nance, milk, cheese

Uvod

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je vykonnd
analyticka technika, kterou lze vyuZit pro spektroskopii
v kapalném i pevném stavu, zobrazovani i relaxometrii.
Pro tyto tfi specializace plati stejny zakladni jev: absorp-
ce energie nastane v pripadé, Ze vzorek obsahuje ato-
my, které maji nenulovy jaderny magneticky moment
a zaroven jsou umistény do magnetického pole, kde jsou
vystaveny elektromagnetické viné o vhodné frekvenci.
Z toho vyplyva, Ze prostfednictvim NMR jsou méfitelné
jen chemické prvky, jejichz atomova jadra vykazuji urcité
magnetické vlastnosti. To jsou jadra, kterd maji nenulové
spinové kvantové Cislo, z nichZ jsou nejlépe méritelna ta
se spinovym kvantovym cislem I = V2. Do této skupiny se
tfadi nasledujici izotopy 'H, 1°C, PN, °F ¢i 3'P. Vyjimeéné
postaveni md v NMR analyze organickych sloucenin
predevsim izotop 'H, coz je déno jeho velkym gyromag-
netickym pomérem a vysokym biologickym zastoupenim
(99,985 %; Ralli a kol. 2018, Lambert a kol. 2019). Atrak-
tivita '"H NMR techniky v metabolomickych studiich je
déna predevSim snadnou pripravou vzorku a nedestruk-
tivni analyzou, kdy jeden vzorek lze analyzovat v né-
kolika po sobé jdoucich NMR experimentech a lze ji
pouZzit pro necilenou analyzu. Ve srovnani s kapalinovou
a plynovou chromatografii s hmotnosti spektrometrii
(MS) je jednou z vyhod NMR piimy a kvantitativni vztah
mezi molarni koncentraci a intenzitou rezonance. NMR
ma rovnéZ nékolik limitaci. Z nichZ lze uvést napriklad
vysoké potizovaci nidklady NMR spektrometru nebo
nizkou citlivost, ve které naopak MS techniky vynikaji
(Sundekilde a kol., 2013).

Jak uvedli Maher a Rochfort (2014), pouziti NMR
spektroskopie v mlékarenském sektoru se datuje jiz od
50. let 20. stoleti. V této dobé Odeblad a Westin identifik-
ovali tfi odlisné rezonancni signaly v matefském mléku,
které oznacili jako W, T a E. Dle jejich vysledki se W a T
nachdzely v mlécné plazmé (pravdépodobné se jednalo
o rezonanci vody a lakt6zy), zatimco rezonan¢ni signal F
zfejmé pochdzel z mlécného tuku. Dalsi zajimava studie,
ktera byla publikovadna v druhé poloviné 20. stoleti, se
zaméfila na minoritni ¢ast mlééné tukové kapénky. Autoti
této studie provedli pomoci 1H NMR charakterizaci
molekuldrni struktury lyofilizované membrany. Identifi-
kovat se podafilo rizné rezonan¢ni vzorce lipida, véetné
prifazeni protonti v ramci lipidovych fetézct (napt. CH3,
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