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fatty acids of milk fat in bulk milk samples 
of dairy cows

Abstrakt

Ve 13 chovech holštýnského skotu v Olomouckém kraji
bylo odebráno 33 bazénových vzorků mléka za účelem
porovnání dvou metod stanovení mastných kyselin (MK) -
rutinní/nepřímá (pomocí infračervené spektroskopie -
MIR-FT) a referenční/přímá (pomocí plynové chro-
matografie - GC). Těsnost vztahů mezi oběma metodami je
silnější v případě skupiny nasycených (SFA) a nenasy-
cených (UFA) MK (r = 0,7094; 0,9389; p<0,001), zatímco
u skupiny TFA (trans isomery nenasycených MK) a PUFA
(polynenasycené MK) jsou korelační koeficienty nižší
(0,5897; 0,5931; p<0,001). 50,3 a 88,2 % variability v hod-
notách SFA a UFA podle nepřímé rutinní metody MIR-FT
je vysvětlitelných variacemi v analýzách přímé referenční
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metody GC. Výsledky naznačují, že řadu informací 
MIR-FT o výskytu MK lze využít pro rutinní stanovení
těchto skupin MK a případnou praktickou selekci mléčné
suroviny pro specifickou potravinářskou výrobu.

Klíčová slova: stádo krav; bazénový vzorek mléka;  ply-
nová chromatografie; infračervená spektroskopie; věrohod-
nost analytických výsledků; korelace; kalibrace; validace  

Abstract

33 bulk milk samples were taken in 13 Holstein dairy
cow herds in the Olomouc region to compare two methods
for the determination of fatty acids (FAs) - routine / indirect
(by infrared (IR) spectroscopy - MIR-FT) and reference /
direct (gas chromatography - GC). Tightness of relations
between these two methods is stronger in the case of the
group of saturated (SFA) and unsaturated (UFA) FAs 
(r = 0.7094; 0.9389; p<0.001), while for the group of TFA
(trans isomers of FAs) and PUFA (polyunsaturated FAs)
are lower correlation coefficients (0.5897; 0.5931;
p<0.001). 50.3 and 88.2% of the variability in the routine
values of SFA and UFA according to the indirect method
MIR-FT is explainable by variations in the analyses of
direct reference method GC. The results indicate that a row
of MIR-FT information on the occurrence of FAs can be
used for routine determination of such groups of FAs and
possible practical selection of raw milk for the specific
food production.

Keywords: cow herd; bulk milk sample; gas chromato-
graphy; infrared spectroscopy; analytical result reliability;
correlation; calibration; validation

Úvod

Mléčný tuk je jednou z nejvýznamnějších složek
ovlivňujících technologické zpracování mléka. Složení
mléčného tuku z hlediska mastných kyselin (MK) přitom
zajímá nejen technology v mlékárnách, např. pro stabilitu
mléčného tuku nebo pro možnost ovlivnění roztíratelnosti
másla, ale také odborníky pro humánní výživu. I když
celkově vyšší množství (55 - 75 %) nasycených MK (SFA)
zajišťuje lepší stabilitu mléčného tuku a následně mléčných
výrobků (Kaylegian a Lindsay, 1995), z hlediska výživy je
méně akceptovatelné (Dostálová et al., 2009). Příjem SFA
z celkového energetického příjmu by měl být pod 10 %
(20 g), polyenových MK (PUFA) 7 - 10 %. Příjem trans-
nenasycených MK (TFA) by měl být co nejnižší a neměl by
překročit 1 % (cca 2,5 g/den).

V současnosti se profil MK mléčného tuku nesleduje,
přestože jsou známy faktory příznivě působící na zvýšené
zastoupení nenasycených MK (UFA) - Kalač a Samková
(2010). Důvodem je mimo jiné pravděpodobně také
náročnost analytického stanovení ekonomicky i časově
nevýhodnou plynovou chromatografií (GC). GC je příliš
nákladná při poskytnutí prakticky zbytečně detailního
výsledku v daném ohledu. Tento je vhodný zejména pro
vědecko-výzkumné účely. Z literatury jsou však známy
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některé rychlejší a levnější způsoby stanovení MK, při
nichž se uplatňuje potenciál infračervené (IR) spek-
troskopie ve středové oblasti vlnových délek IR záření
nebo v oblasti IR blízké (Souyert et al., 2006; Coppa et al.,
2010). Pro mléko (mléčný tuk) je v dané souvislosti výhod-
né určení profilu celého IR spektra prostřednictvím
Michelsonova interferometru a s následným matematicko-
statistickým vyhodnocením signálu Fourierovými transfor-
macemi (MIR-FT). Tyto zvyšují analytickou efektivitu
výtěžnosti signálu.

Metoda IR spektroskopie (MIR-FT) je v současnosti
využívána v analytice mlékařství pro kontrolu kvality
syrového mléka nebo pro stanovení některých minoritních
složek mléka (volné MK, močovina, kyselina citrónová,
ketony) - Bijgaart van den, 2006; Hering et al., 2008;
Hanuš et al., 2009; Drift van der et al., 2012 aj. Je třeba
zdůraznit, že věrohodnost výsledků z této rutinní analýzy
bude záviset především na kvalitě kalibrací provedených
podle výsledků referenční metody.

Cílem práce bylo porovnání zastoupení vybraných MK
a jejich skupin v mléčném tuku bazénových vzorků mléka
stanovených referenční (přímou) a rutinní (nepřímou)
metodou.

Materiál a metodika

Do pokusu bylo zahrnuto 13 chovů dojnic holštýnského
plemene v Olomouckém kraji. Stáda zahrnovala 35 až
530 kusů dojnic a nacházela se v nadmořské výšce od
250 do 350 m. Dojivost stád se pohybovala od 7 650 do
11 190 kg mléka za normovanou laktaci. Jednalo se
o chovy s volným ustájením zvířat a dojením v dojírně 
(n = 12), kterým byla zkrmována směsná krmná dávka
(TMR, total mixed ration) na bázi konzervované objemné
píce a koncentrátů podle dojivosti. Jeden chov (35 krav) byl
s vazným ustájením a potrubním dojicím zařízením.

Odběry bazénových vzorků mléka (n = 33) proběhly
v období leden až březen 2015 v rámci oficiální kontroly
kvality mléka. Získané vzorky byly rozděleny na dvě části
a při teplotě 5 °C dopraveny z místa odběru do laboratoře.
První část byla použita pro stanovení základního
chemického složení mléka a pro rutinní stanovení mast-
ných kyselin.

Analýzy byly provedeny na pravidelně kalibrovaném
a kontrolovaném zařízení CombiFoss
FT+ (MilkoScan FT+ 76150, Fosso-
matic FC 79910), 500 vzorků/hod.
(Foss Analytical A/S, Denmark) nepří-
mou (rutinní) metodou MIR-FT (dále
jen MIR). Druhá část byla využita pro
stanovení MK přímou (referenční)
metodou plynové chromatografie (dále
jen GC) po předchozí lyofilizaci
vzorků, extrakci tuku petroletherem
a převedení na methylestery MK 
(alkalickou katalýzou) dle přede-
psaných parametrů (Tabulka 1).

V programu Microsoft Excel byly hodnoty o obsazích
MK získané rutinní metodou přepočítány na hodnoty
odpovídající vyjádření referenční metody, tedy plynové
chromatografie (g/100 g všech MK) podle vzorce:
(An * 100)/(Bn * 0,95), kde An je hodnota MK vyjádřená
v g/100 g mléka, Bn je hodnota obsahu tuku v g/100 g
mléka a 0,95 je koeficient přepočtu obsahu tuku na MK.

Pro statistické výpočty (popisné statistiky, korelační
a regresní analýza) byla zvolena nabídka programu
Statistica 12.0 (StatSoft 2013).

Výsledky a diskuse

Vyváženost souboru dokládají variační koeficienty
ukazující variabilitu daného souboru bazénových vzorků
mléka. Nejvyšší variabilita byla zjištěna u tučnosti
(13,2 %), nejnižší u obsahu laktózy (1,3 %) - Tabulka 2. 

Velmi široké rozpětí minimálních a maximálních hodnot
jednotlivých ukazatelů pak bylo nepřímým předpokladem
pro zajištění široké variability i ve spektru jednotlivých
skupin MK. Vyšší hodnoty variačních koeficientů byly dle
souladu s literaturou (Pešek et al., 2006) zjištěny
u nenasycených MK (PUFA, TFA, UFA), nižší
u nasycených MK (SFA), a to u obou metod stanovení -
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Parametr Hodnota
Kolona SelectFAME (Varian), 50 m/0,25 mm
Detektor FID (plamenově ionizační)
Teplota:  - kolona 55 °C - 5 min, 40 °C /min -170 °C, 2 °C /min - 196 °C, 

10 °C /min - 210 °C - 8 min 
- injektor 250 °C
- detektor 250 °C

Nosný plyn helium
Průtok helia 1,8 ml/min
Nástřik 1 l, split 10

Tab. 1 Parametry chromatografické analýzy

x sx min. max. v%
Tuk (%) 3,98 0,52 2,57 5,15 13,2
Bílkoviny (%) 3,40 0,16 3,12 3,62 4,6
Laktóza (%) 4,95 0,06 4,81 5,02 1,3

Tab. 2 Základní statistické charakteristiky chemického
složení bazénových vzorků mléka

x = aritmetický průměr; sx = směrodatná odchylka; 
v% = variační koeficient = (sx/x)*100;

GC MIR rxy R2

g/100 g všech MK g/100 g všech MK (p<0,001) (%)
x sx v% x sx v%

SFA 67,65 2,76 4,08 72,77 3,77 5,18 0,7094 50,3
UFA 28,80 2,90 10,08 27,53 2,52 9,16 0,9389 88,2
TFA 2,10 0,53 25,29 2,12 0,74 34,90 0,5897 34,8
PUFA 3,22 0,63 19,67 4,76 2,95 62,03 0,5931 35,2

Tab. 3 Základní statistické charakteristiky zastoupení vybraných skupin mastných
kyselin (MK) při stanovení plynovou chromatografií (GC) a infračervenou
spektroskopií přepočtené na shodné jednotky s GC (MIR) 

x = aritmetický průměr; sx = směrodatná odchylka; v% = variační koeficient = (sx/x)*100; 
rxy = validační koeficient korelace; R2 = koeficient determinace = (rxy

2); 
SFA = nasycené MK se sudým a lichým počtem uhlíků; UFA = nenasycené MK; TFA = trans isomery nenasycených MK;
PUFA = polynenasycené MK včetně konjugované kyseliny linolové
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Tabulka 3. Průměrná zastoupení výše uvedených skupin
zjištěná oběma metodami se liší zejména v případě PUFA.
Zastoupení této skupiny bylo v případě stanovení pomocí
GC o 48 % nižší (3,22 %) než v případě stanovení pomocí
MIR (4,76 %). S tím koresponduje i nižší validační kore-
lační koeficient (r = 0,5931; p<0,001), jakkoliv tento není
mírou průměrné shody výsledků. Obdobnou hodnotu má
i validační korelační koeficient zjištěný v případě skupiny
TFA (0,5897; p<0,001). Zde však jsou průměrná zastou-

pení zjištěná oběma metodami prak-
ticky totožná (2,10 %, resp. 2,12 %),
což dokládá předchozí konstatování -
Graf 1. 

Velmi shodné údaje a vyšší těsnost
vzájemného vztahu výsledků byly
naopak zjištěny u skupin SFA (0,7094;
p<0,001) a UFA (0,9389; p<0,001;
Graf 2), i když, jak je patrné z prů-
měrných hodnot, rutinní metodou MIR
byla stanovena hodnota SFA poněkud
vyšší (72,77 %) a hodnota UFA mírně
nižší (27,53 %) než tomu bylo při
stanovení referenční metodou GC
(67,65 %, resp. 28,80 %). Z hodnot
koeficientu determinace (R2) vyplývá,
že tedy 50,3 a 88,2 % variability
v hodnotách SFA a UFA podle nepřímé
rutinní metody (MIR) je vysvětlitel-
ných variacemi v analýzách přímé re-
ferenční metody (GC). Uvedené lze
označit za přijatelnou a dobrou schop-
nost analytické výpovědi nepřímé
metody, resp. její zcela akceptovatel-

nou věrohodnost výsledků k praktické interpretaci. 
Většina uvedených validačních korelací mezi výsledky 
sledovaných metod byla v podobných hodnotách (s ohle-
dem na těsnost vztahu a sledované skupiny MK)
v porovnání k dosud publikovaným výsledkům (Soyeurt et
al., 2006). Nižší hodnotu R2 v bazénovém vzorku mléka
pro skupinu SFA si lze vysvětlit tím, že zastoupení této
skupiny je více ovlivněné individualitou dojnice, a lze
předpokládat, že v individuálních vzorcích by tato hodnota

mohla být vyšší.
Obecně shrnuto, uvedené posuny

mezi (MIR a GC) průměrnými hodno-
tami skupin MK nejsou, při přijatelné
těsnosti vztahu výsledků mezi metoda-
mi, vážnou překážkou praktického
použití výsledků, neboť jsou snadno
různými statistickými postupy kom-
penzovatelné. I výsledky vztahů s nižší
determinací (PUFA a TFA), kde jen
35,2 a 34,8 % variací výsledků MIR je
vysvětlitelných variabilitou výsledků
GC, jsou zajímavé a mohly by být
prakticky zohledněny v případné
metodice (algoritmu) selekce mléčné
suroviny pro specifickou mlékařskou
produkci, např. funkčních potravin
nebo lépe roztíratelného másla, a to
v pozici orientačních nebo doplň-
kových ukazatelů. Skupiny MK nebo
MK s vyšší metodickou determinací
výsledků by pak byly zohledněny
v takovém postupu v pozici ukazatelů
hlavních.  
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Graf 1 Vztah mezi zastoupením trans izomerů nenasycených mastných kyselin
(TFA) v mléčném tuku stanovených plynovou chromatografií (GC)
a infračervenou spektroskopií (MIR) včetně grafů histogramu četností

Graf 2 Vztah mezi zastoupením nenasycených mastných kyselin (UFA)
v mléčném tuku stanovených plynovou chromatografií (GC) 
a infračervenou spektroskopií (MIR) včetně grafů histogramu četností
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Ve většině případů jsou korelace výsledků mezi metoda-
mi vyšší pro individuální vzorky mléka (Samková et al.,
2015) než pro zde popsané vzorky bazénové. To je
pravděpodobně dáno vyšší původní variabilitou a větším
variačním rozpětím původních hodnot jednotlivých MK
v individuálních vzorcích mléka, oproti bazénovým, což je
logické. Uvedený jev se projevuje obecně ve všech kali-
bračních souborech pro nepřímé metody (i jiné než je IR
spektroskopie) u všech složek a vlastností mléka (Sojková
et al., 2009; Hanuš et al., 2014). Tuto roli sehrává v pod-
statě nahodilost výběru mléka. V uvedených souvislostech
Coppa et al. (2013) uvedli, že v případě predikce profilu
MK tuku u bazénových vzorků mléka na základě informa-
cí o faremní praxi (zejména složení výživy krav a nad-
mořská výška) byly dobré (R2 > 0,5) predikční modely
např. pro SFA nebo PUFA a velmi dobré (R2 > 0,6) např.
pro TFA. Také Soyeurt et al. (2006) konstatovali, že pro
odhad profilu MK metodou MIR jsou využitelné predikční
modely pro SFA nebo MUFA. 

Tyto modely by mohly poskytnout farmářům hodnotný
prostředek ke zlepšení nutriční kvality jimi produkovaného
mléka. Uvedené by mohlo být použito k monitoringu kva-
lity mléčného tuku a následně ke zlepšování kvality mléka
např. specifickou výživou krav, příp. k odhadu genetické
hodnoty pro jednotlivá zvířata za účelem cílené plemenitby
ve stejném smyslu.   

Závěr

Validované vztahy mezi výsledky ekonomicky efektivní
nepřímé metody infračervené spektroskopie (MIR) a ná-
kladnější referenční plynové chromatografie (GC) při
určení profilu MK mléčného tuku, které vykazují různou,
avšak zpravidla akceptovatelnou těsnost závislosti pro
vybrané strukturální a funkční skupiny MK ukazují, že
informace získané prostřednictvím MIR mohou být využity
jako hlavní nebo doplňkové ukazatele při cílené selekci
syrového mléka. Metodika selekce suroviny, podle koncen-
trací MK a jejich skupin s předpokládaným zdravotním
nebo technologickým benefitem, by tak byla opatřena
vahami pro význam informace s ohledem na selekci, právě
podle těsnosti vztahu nepřímých výsledků k referenčním.
Tím výsledky naznačují, že řadu informací MIR o výskytu
MK v mléčném tuku lze využít pro rutinní stanovení těch-
to skupin MK a případnou praktickou selekci mléčné
suroviny pro specifickou potravinářskou výrobu.
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