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Comparison of methods used
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fatty acids of milk fat in bulk milk samples

of dairy cows

Abstrakt

Ve 13 chovech holstynského skotu v Olomouckém kraji
bylo odebrano 33 bazénovych vzorkt mléka za tcelem
porovnani dvou metod stanoveni mastnych kyselin (MK) -
rutinni/nepfima (pomoci infracervené spektroskopie -
MIR-FT) a referen¢ni/pfima (pomoci plynové chro-
matografie - GC). Tésnost vztahti mezi obéma metodami je
siln€j$i v ptipadé skupiny nasycenych (SFA) a nenasy-
cenych (UFA) MK (r = 0,7094; 0,9389; p<0,001), zatimco
u skupiny TFA (¢rans isomery nenasycenych MK) a PUFA
(polynenasycené MK) jsou korelacni koeficienty niz§i
(0,5897; 0,5931; p<0,001). 50,3 a 88,2 % variability v hod-
notach SFA a UFA podle nepfimé rutinni metody MIR-FT
je vysvétlitelnych variacemi v analyzach pfimé referencni

metody GC. Vysledky naznacduji, Ze fadu informaci
MIR-FT o vyskytu MK Ize vyuZit pro rutinni stanoveni
téchto skupin MK a pfipadnou praktickou selekci mlécné
suroviny pro specifickou potravinarskou vyrobu.

Klicova slova: stado krav; bazénovy vzorek mléka; ply-
nova chromatografie; infracervena spektroskopie; vérohod-
nost analytickych vysledki; 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

Uvod

Mléény tuk je jednou z nejvyznamnéjSich slozek
ovliviiujicich technologické zpracovani mléka. SloZeni
mlécného tuku z hlediska mastnych kyselin (MK) pfitom
zajima nejen technology v mlékarnach, napf. pro stabilitu
mlécného tuku nebo pro mozZnost ovlivnéni roztiratelnosti
masla, ale také odborniky pro humdanni vyzivu. I kdyz
celkové vyssi mnozstvi (55 - 75 %) nasycenych MK (SFA)
zajistuje lepsi stabilitu mlécného tuku a nasledné mlécnych
vyrobkt (Kaylegian a Lindsay, 1995), z hlediska vyzivy je
méné akceptovatelné (Dostdlovd et al., 2009). Ptijem SFA
z celkového energetického prfijmu by mél byt pod 10 %
(20 g), polyenovych MK (PUFA) 7 - 10 %. Prijem trans-
nenasycenych MK (TFA) by mél byt co nejnizsi a nemél by
prekrocit 1 % (cca 2,5 g/den).

V soucasnosti se profil MK mlé¢ného tuku nesleduje,
prestoZe jsou znamy faktory piiznivé piisobici na zvySené
zastoupeni nenasycenych MK (UFA) - Kalac¢ a Samkovd
(2010). Divodem je mimo jiné pravdépodobné také
narocnost analytického stanoveni ekonomicky i casové
nevyhodnou plynovou chromatografii (GC). GC je prili§
nakladnd pifi poskytnuti prakticky zbytecné detailniho
vysledku v daném ohledu. Tento je vhodny zejména pro
védecko-vyzkumné ucely. Z literatury jsou vSak znamy
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nékteré rychlejsi a levnéjsi zpusoby stanoveni MK, pfi
nichZ se uplatiuje potencidl infracervené (IR) spek-
troskopie ve stfedové oblasti vinovych délek IR zéreni
nebo v oblasti IR blizké (Souyert et al., 2006, Coppa et al.,
2010). Pro mléko (mlécny tuk) je v dané souvislosti vyhod-
né urceni profilu celého IR spektra prostfednictvim
Michelsonova interferometru a s naslednym matematicko-
statistickym vyhodnocenim signalu Fourierovymi transfor-
macemi (MIR-FT). Tyto zvySuji analytickou efektivitu
vytéznosti signalu.

Metoda IR spektroskopie (MIR-FT) je v soucasnosti
vyuZivana v analytice mlékafstvi pro kontrolu kvality
syrového mléka nebo pro stanoveni nékterych minoritnich
sloZzek mléka (volné MK, mocovina, kyselina citréonova,
ketony) - Bijgaart van den, 2006; Hering et al., 2008;
Hanus et al., 2009; Drift van der et al., 2012 aj. Je tieba
zdlraznit, Ze vérohodnost vysledkd z této rutinni analyzy
bude zaviset predevsim na kvalité kalibraci provedenych
podle vysledki referen¢ni metody.

Cilem prace bylo porovnani zastoupeni vybranych MK
a jejich skupin v mlééném tuku bazénovych vzorkt mléka
stanovenych referencni (pfimou) a rutinni (nepiimou)
metodou.

Material a metodika

Do pokusu bylo zahrnuto 13 chovili dojnic holstynského
plemene v Olomouckém kraji. Stdda zahrnovala 35 az
530 kust dojnic a nachazela se v nadmoiské vySce od
250 do 350 m. Dojivost stdd se pohybovala od 7 650 do
11 190 kg mléka za normovanou laktaci. Jednalo se
o chovy s volnym ustijenim zvifat a dojenim v dojirné
(n = 12), kterym byla zkrmovana smésna krmna davka
(TMR, total mixed ration) na bazi konzervované objemné
pice a koncentrat podle dojivosti. Jeden chov (35 krav) byl
s vaznym ustajenim a potrubnim dojicim zafizenim.

Odbéry bazénovych vzorki mléka (n = 33) probé&hly
v obdobi leden az bfezen 2015 v ramci oficidlni kontroly
kvality mléka. Ziskané vzorky byly rozdéleny na dve casti
a pti teploté 5 °C dopraveny z mista odbéru do laboratofe.
Prvni c¢ast byla pouZita pro stanoveni zakladniho
chemického slozeni mléka a pro rutinni stanoveni mast-
nych kyselin.

Analyzy byly provedeny na pravidelné kalibrovaném
a kontrolovaném zafizeni CombiFoss
FT+ (MilkoScan FT+ 76150, Fosso-
matic FC 79910), 500 vzorktu/hod.
(Foss Analytical A/S, Denmark) nepfi-
mou (rutinni) metodou MIR-FT (dale
jen MIR). Druha cast byla vyuZita pro X

stanoveni MK pifimou (referencni) | g 67,65
metodou plynové chromatografie (dale | yra 28,80
jen GC) po predchozi lyofilizaci | TFA 2,10
vzorkll, extrakci tuku petroletherem PUFA 3,22

GC
g/100 g vSech MK

Tab. 1 Parametry chromatografické analyzy

Parametr Hodnota

Kolona SelectFAME (Varian), 50 m/0,25 mm
Detektor FID (plamenové ionizacni)

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
Nosny plyn helium
Priitok helia 1,8 mi/min
Nastfik 11, split 10

Tab. 2 Zdkladni statistické charakteristiky chemického
sloZeni bazénovych vzork( miéka

Tuk (%) 3,98 0,52 2,57 5,15 13,2
Bilkoviny (%) 3,40 0,16 3,12 3,62 4,6
Laktdza (%) 4,95 0,06 4,81 5,02 1,3

X = aritmeticky primér; s, = smérodatn odchylka;
V% = variacni koeficient = (Sy/x)*100;

V programu Microsoft Excel byly hodnoty o obsazich
MK ziskané rutinni metodou prepocitiny na hodnoty
odpovidajici vyjadfeni referencni metody, tedy plynové
chromatografie (g/100 g vSech MK) podle vzorce:
(An * 100)/(Bn * 0,95), kde An je hodnota MK vyjadiena
v g/100 g mléka, Bn je hodnota obsahu tuku v g/100 g
mléka a 0,95 je koeficient prepoctu obsahu tuku na MK.

Pro statistické vypoclty (popisné statistiky, korelacni
a regresni analyza) byla zvolena nabidka programu
Statistica 12.0 (StatSoft 2013).

Vysledky a diskuse

Vyvéazenost souboru dokladaji variacni koeficienty
ukazujici variabilitu daného souboru bazénovych vzorka
mléka. Nejvyssi variabilita byla zjiSténa u tucnosti
(13,2 %), nejnizsi u obsahu laktézy (1,3 %) - Tabulka 2.

Velmi §iroké rozpéti minimélnich a maximalnich hodnot
jednotlivych ukazatelii pak bylo nepfimym predpokladem
pro zajisténi Siroké variability i ve spektru jednotlivych
skupin MK. Vyssi hodnoty variac¢nich koeficientll byly dle
souladu s literaturou (PeSek et al., 2006) zjiStény
u nenasycenych MK (PUFA, TFA, UFA), nizsi
u nasycenych MK (SFA), a to u obou metod stanoveni -

Tab. 3 Zdkladni statistické charakteristiky zastoupeni vybranych skupin mastnych
kyselin (MK) pfi stanoveni plynovou chromatografii (GC) a infracervenou
spektroskopii pfepoctené na shodné jednotky s GC (MIR)

MIR Iy
9/100 g vSech MK (p<0,001)
Sy V% X Sx v%
2,76 4,08 72,77 3,77 5,18 0,7094 50,3
2,90 10,08 27,53 2,52 9,16 0,9389 88,2
0,53 25,29 2,12 0,74 34,90 0,5897 34,8
0,63 19,67 4,76 2,95 62,03 0,5931 35,2

a prevedeni na methylestery MK
(alkalickou katalyzou) dle prede-
psanych parametra (Tabulka 1).

x = aritmeticky primeér; s, = smérodatna odchylka; v% = variacni koeficient = (sy/x)*100;

Iy = validacni koeficient korelace; R* = koeficient determinace = (ry’);

SFA = nasycené MK se sudym a lichym poctem uhlikii; UFA = nenasycené MK; TFA = trans isomery nenasycenych MK;
PUFA = polynenasycené MK vcetné konjugované kyseliny linolové
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Graf 1 Vztah mezi zastoupenim trans izomer( nenasycenych mastnych kyselin
(TFA) v mlécném tuku stanovenych plynovou chromatografii (GC)
a infracervenou spektroskopii (MIR) véetné grafti histogramu ¢etnosti

peni zjisténd obéma metodami prak-
ticky totozna (2,10 %, resp. 2,12 %),
coz doklada predchozi konstatovani -

TFA (MIR) = 0,39535 + 0,82266 * TFA (GC)
yy = 0,5897 (p<0,001)

20

Graf 1.

Velmi shodné udaje a vysSi tésnost
vzajemného vztahu vysledkd byly
naopak zjistény u skupin SFA (0,7094;

osa X: TFA (GC)
n=33
promér = 2,10
smér. odch. = 0,53
min. = 0,98
max. = 4,18

osaY: TFA (MR)
n=33

primér =242 p<0,001) a UFA (0,9389; p<0,001;
il Graf 2), i kdyZ, jak je patrné z pra-

mérnych hodnot, rutinni metodou MIR

TFA (MIR)
- % vSech mastnych kyselin

byla stanovena hodnota SFA pon¢kud
vySSi (72,77 %) a hodnota UFA mirné
niz§i (27,53 %) nez tomu bylo pii
stanoveni referencni metodou GC
(67,65 %, resp. 28,80 %). Z hodnot
koeficientu determinace (R?) vyplyva,
7ze tedy 50,3 a 88,2 % variability
v hodnotach SFA a UFA podle nepfimé
rutinni metody (MIR) je vysvétlitel-
nych variacemi v analyzach pfimé re-

0,0 1,0 2,0 3.0 4,0
TFA (GC) - % vsech mastnych kyselin

ferenéni metody (GC). Uvedené lze
oznacit za pfijatelnou a dobrou schop-
nost analytické vypovédi nepfimé

20

Tabulka 3. Primérnad zastoupeni vySe uvedenych skupin
7jiSténd obéma metodami se lisi zejména v pripadé PUFA.
Zastoupeni této skupiny bylo v ptipad€ stanoveni pomoci
GC 0 48 % nizsi (3,22 %) nez v ptipadé stanoveni pomoci
MIR (4,76 %). S tim koresponduje i niZsi validacni kore-
la¢ni koeficient (r = 0,5931; p<0,001), jakkoliv tento neni
mirou primérné shody vysledki. Obdobnou hodnotu ma
i validacni korelacni koeficient zjistény v pripadé skupiny
TFA (0,5897; p<0,001). Zde vSak jsou primérna zastou-

Graf 2 Vztah mezi zastoupenim nenasycenych mastnych kyselin (UFA)
v mlééném tuku stanovenych plynovou chromatografii (GC)
a infracervenou spektroskopii (MIR) véetné grafu histogramu ¢etnostf

metody, resp. jeji zcela akceptovatel-
nou vérohodnost vysledkti k praktické interpretaci.
VétSina uvedenych validacnich korelaci mezi vysledky
sledovanych metod byla v podobnych hodnotiach (s ohle-
dem na tésnost vztahu a sledované skupiny MK)
v porovnani k dosud publikovanym vysledkiim (Soyeurt et
al., 2006). Nizsi hodnotu R?> v bazénovém vzorku mléka
pro skupinu SFA si Ize vysvétlit tim, Ze zastoupeni této
skupiny je vice ovlivnéné individualitou dojnice, a lze
predpokladat, ze v individuédlnich vzorcich by tato hodnota
mohla byt vyssi.
Obecné shrnuto, uvedené posuny
mezi (MIR a GC) primérnymi hodno-
tami skupin MK nejsou, pfi pfijatelné

X: UFA (GC) =) 1 % ¥ 1 -
UFA (MIR) = 4,0531 + 0,81503 * UFA (GC) P It tesnost,lvvztahu sz%eidku mezi rpetOfia
_ B i mi, vaznou piekazkou praktického
My = 0,93890 min. = 22,83 vir 3 . -

max, = 35,39 pouziti vysledkli, nebot jsou snadno
osa Y UFA MIR) riznymi statistickymi postupy kom-
n E{,.Tf.{;:c.z_:f?jz penzovatelné. T vysledky vztahl s niZsi

min. = 23, . ” .
max. = 34,72 determinaci (PUFA a TFA), kde jen
35,2 a 34,8 % variaci vysledki MIR je
40 vysvétlitelnych variabilitou vysledki
E GC, jsou zajimavé a mohly by byt
] . v N 2
2 a5 prakticky zohlednény v pfipadné
___% metodice (algoritmu) selekce mlécné
%‘E‘ suroviny pro specifickou mlékatskou
:g 30 produkci, napf. funkénich potravin
5 £ nebo lépe roztiratelného masla, a to
8 25| v pozici orientacnich nebo dopli-

- o .
= kovych ukazatelti. Skupiny MK nebo
' 20 MK s vy$§i metodickou determinaci
20 25 30 35 40 5 10 Vysledkﬁ by pak byly ZOhlednéHy
U (O] % VB ach Rias tieR kyseili = v takc/wem postupu v pozici ukazatelt
hlavnich.
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Ve vétsin€ pripadu jsou korelace vysledkd mezi metoda-
mi vyS$§i pro individualni vzorky mléka (Samkovd et al.,
2015) nez pro zde popsané vzorky bazénové. To je
pravdépodobné dano vyssi plvodni variabilitou a veétSim
variaénim rozpétim puvodnich hodnot jednotlivych MK
v individudlnich vzorcich mléka, oproti bazénovym, coz je
logické. Uvedeny jev se projevuje obecné ve vSech kali-
bracnich souborech pro nepfimé metody (i jiné nez je IR
spektroskopie) u vSech slozek a vlastnosti mléka (Sojkovd
et al., 2009; Hanus et al., 2014). Tuto roli sehrava v pod-
staté¢ nahodilost vybéru mléka. V uvedenych souvislostech
Coppa et al. (2013) uvedli, Ze v pfipadé predikce profilu
MK tuku u bazénovych vzorkti mléka na zékladé informa-
ci o faremni praxi (zejména sloZeni vyzivy krav a nad-
motskd vyska) byly dobré (R* > 0,5) predikéni modely
napf. pro SFA nebo PUFA a velmi dobré (R* > 0,6) napf.
pro TFA. Také Soyeurt et al. (2006) konstatovali, Ze pro
odhad profilu MK metodou MIR jsou vyuZitelné predikéni
modely pro SFA nebo MUFA.

Tyto modely by mohly poskytnout farmaiim hodnotny
prostiedek ke zlepseni nutri¢ni kvality jimi produkovaného
mléka. Uvedené by mohlo byt pouzito k monitoringu kva-
lity mlécného tuku a nasledné ke zlepSovani kvality mléka
napt. specifickou vyZzivou krav, pfip. k odhadu genetické
hodnoty pro jednotliva zvifata za icelem cilené plemenitby
ve stejném smyslu.

Zavér

Validované vztahy mezi vysledky ekonomicky efektivni
nepifimé metody infracervené spektroskopie (MIR) a na-
kladné&jsi referencni plynové chromatografie (GC) pfi
urceni profilu MK mlééného tuku, které vykazuji riznou,
avSak zpravidla akceptovatelnou tésnost zavislosti pro
vybrané strukturdlni a funkéni skupiny MK ukazuji, Ze
informace ziskané prostrednictvim MIR mohou byt vyuZity
jako hlavni nebo dopliikové ukazatele pii cilené selekci
syrového mléka. Metodika selekce suroviny, podle koncen-
traci MK a jejich skupin s predpoklddanym zdravotnim
nebo technologickym benefitem, by tak byla opatfena
vahami pro vyznam informace s ohledem na selekci, pravé
podle tésnosti vztahu nepfimych vysledkd k referen¢nim.
Tim vysledky naznacuji, Ze fadu informaci MIR o vyskytu
MK v mlééném tuku lze vyuZit pro rutinni stanoveni téch-
to skupin MK a pripadnou praktickou selekci mlécné
suroviny pro specifickou potravinarskou vyrobu.
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