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Abstrakt

Pro rutinni, komerc¢ni, mlécné laboratofe znamena
obecné nezbytna aplikace chemické konzervace vzorkl
mléka z divodu zachovani jeho vlastnosti béhem trans-
portu az do okamZiku analyzy, v postupnych krocich,
vzdy testové feseni logistického problému s nejvhodné;jsi
pfijatelnou moznosti kombinace cetnych faktord, jako:
- ucinnost konzervace podle typu a koncentrace konzer-
vujici latky, casu a teploty uloZeni a transportu vzorkd;
- Setrnost konzervace k Zivotnimu prostredi (také zdravi
laboratorniho persondlu); - pracnost konzervace; - snad-
nost aplikace (forma roztoku, prasku, tablet) a manipu-
lovatelnosti; - naklady na konzervaci; - ptipadné nékteré
dalsi specifické aspekty. Proto byly popsany mozné vlivy
azidiolové konzervace na vysledky analyz vzorkt mléka
pro vybrané mlékarské analytické metody. Konzervace
Azidiolem proti nekonzervovanému mléku vykazala
vyznamné korelace a prevazné vyznamné, systematické

(arelativné stabilni) odchylky, které vSak z hlediska rela-
tivniho podilu na méfenych hodnotach byly zcela zaned-
batelné (obvykle pod 1 %) pro majoritni slozky mléka
(tuk, bilkoviny, kasein, laktdza, suSina tukuprostd, susina
celkovd) a prijatelné (obvykle pod 5 %) pro minoritni
slozky mléka (mocovina, volné mastné kyseliny, kyselina
citronova). U bodu mrznuti mléka byla vyznamna kore-
lace a vyznamna odchylka, ktera vSak byla zcela zaned-
batelna (1,37 %). Pti stanoveni poctu somatickych bunék
mléka byla zjisténa vyznamna korelace a vyznamna
odchylka, kterd vSak byla zcela zanedbatelnd (1,4 %).
Vysledky ukézaly vhodnost pouZiti Azidiolu pro oSetfeni
stability rutinnich vzorki syrového mléka v mlékarskych
laboratofich.

Klicova slova: bazénovy vzorek, syrové kravské
mléko, Azidiol, tuk, bilkoviny, lakt6za, suSina tukupros-
td, mocovina, volné mastné kyseliny, pocet somatickych
bunék, deprese bodu mrznuti mléka

Abstract

In general, for routine, commercial, dairy laboratories
necessary application of chemical preservation of milk
samples in order to preserve its properties during transport
until the moment of analysis, in successive steps, always
means a test solution to the logistical problem with the
most suitable acceptable possibility of combining nume-
rous factors, such as: - efficiency of preservation accor-
ding to type and concentration of preservative, time and
temperature of storage and transport of samples; - environ-
mental friendliness of conservation (including the health
of laboratory staff); - conservation effort; - ease of applica-
tion (form of solution, powder, tablet) and handling; - con-
servation costs; - possibly some other specific aspects.
Therefore, the possible effects of azidiol preservation on
the results of milk sample analyzes for selected dairy ana-
Iytical methods were described. Preservation with Azidiol
against unpreserved milk showed significant correlations
and mainly significant, systematic (and relatively stable)
deviations, which, however, in terms of relative share in
the measured values, were completely negligible (usually
below 1%) for the major milk components (such as fat,
proteins, casein, lactose, solids non fat, total solids) and
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acceptable (usually below 5%) for minor milk components
(urea, free fatty acids, citric acid). For the freezing point of
milk, there was a significant correlation and a significant,
but negligible, deviation (1.37%). When determining the
somatic cell count of milk, a significant correlation was
found with a significant deviation which was completely
negligible (1.4%). The results showed the suitability of
using Azidiol for treating the stability of routine samples
of raw milk in dairy laboratories.

Keywords: bulk tank sample, raw cow milk, Azidiol,
fat, protein, lactose, solids non fat, urea, free fatty acids,
somatic cell count, milk freezing point depression

Uvod

Systém referencnich a rutinnich mléénych laboratoti
hraje vyznamnou, ne-li zasadni, roli v podpore kvality
a bezpe¢nosti mlééného potravinového fetézce. Udaje
ze vzorku mléka, jako jsou hlavni slozky, pocet somatic-
kych bunék, mocovina a ketolatky, hraji stézejni roli pri
fizeni stdda (LACTANET, 2021). To zvyraziiuje potiebu
kontroly kvality oSetfeni a transportu vzorkd mléka.
Sledovani a vyhodnocovani kvality syrového mléka
pomaha plnit dilezitou spolecenskou zakazku (BAUM-
GARTNER a kol., 2000).

Potadi niroc¢nosti sloZek nebo vlastnosti mléka na pod-
minky transportu bazénovych vzorkil v Kkontrole kvality
mléka, podle jejich stability lze, na zdkladé dlouho-
dobych zkuSenosti, uvést metodou kvalifikovaného
odhadu nasledovné, v sestupném poradku: - celkovy pocet
mikroorganismtii (CPM); - ostatni mikroorganismy pro
kultivacni metody; - rezidua inhibi¢nich latek (RIL); -
pocet somatickych bunék (PSB); - volné mastné kyseliny
(VMK); - tuk; - bod mrznuti mléka (BMM); - mocovina;
- laktdza; - bilkoviny; - kasein; - suSina tukuprostd. Je
pfirozené, z hlediska vyznamu, Ze limitujicim faktorem pro
systém transportu vzorkd je samoziejmé narocnost CPM.

Vyznamnou (kritickou) periodou pro vzorky mléka je
doba od odbéru do analyzy. Konzervace vzorka mléka je
jednim z dalezitych dkont pfi odbéru vzork, jejich trans-
portu a uloZeni do analyzy v mlékarstvi. Celosvétove je
konzervace vyuZzivana ve vétSin€ systému kontroly kvali-
ty a slozeni mléka (bazénové vzorky) a kontrole mlécné
uzitkovosti (individudlni vzorky). Cilem konzervace
je udrzet sloZeni a kvalitu vzorku mléka v nezménéné
podobé az do okamziku analyzy, aby vysledky mlé¢nych
ukazateli bylo mozné pokladat za vérohodné. To je
vyznamné proto, Ze vysledky referencnich a rutinnich
analyz jsou v mlékarstvi asto pouzivany v fadé zdravot-
nich a hospodarskych ¢innosti:

- pro kontrolu kvality surovin v potravinarstvi a potravin

v huméanni vyZzZivé, tedy bezpecnost potravinovych
fetézcu;

- pro zpenéZovani mléka podle kvality na rozhrani

prvovyroby a zpracovatelského primyslu;

- pro ucely fizeni zpracovatelskych technologickych

procest a kontroly jejich vytéznosti, tedy efektivity;

- pro ucely hospodarsky determinované selekce pfi
Slechténi mlécného skotu a nasledné pro obchod
s plemennym materidlem;

- pro kontrolu v ramci prevence nedostatkli zakladni
(energeticko-dusikaté) vyvéazenosti vyzivy dojnic
i zhorSenti jejich zdravotniho stavu;

- pro poradenstvi v prvovyrobé mléka;

- v neposledni fad€ i pro stanoveni podminek svétového
obchodu s mlékem.

S postupem procesu akreditaci (oficidlni uznani zpi-
sobilosti k dané ¢innosti) laboratofi metody konzervace
vzorkil podléhaji validaci, jsou uvddény ve standardnich
operacnich postupech laboratofi a pfi pravidelnych audi-
tech akreditace jsou oficidlné kontrolovany. Proto byly
tyto postupy i predmétem tfady vyzkumnych praci. V téch
se zpravidla sledovalo:

- pro jaky mlécny ukazatel (sloZzeni mléka, pocet so-
matickych bunék (PSB), celkovy pocet mikroorga-
nismd (CPM), atd.) ma byt konzervant uéinny;

- pro principidlné jakou analytickou metodu je kon-
zervant pouzitelny, aby neblokoval bazalni vlastnosti
metody;

- vliv koncentrace a pouzité formy (pevna, tekutd)
aplikace konzervantu na tdrznost vzorkd;

- vliv teploty a ¢asu uloZeni na adrznost vzorki;

- prfipadny interferen¢ni vliv konzervantu na vysledky
analyz riiznych metod, podle jejich principu, ktery
obecné mé byt minimalni, resp. zanedbatelny;

- ptipadné $kodlivé vlivy potencidlniho konzervantu
na technologicka zatizeni a zejména Zivotni prostredi
a zdravi laboratorniho persondlu, které rovnéz maji
byt minimalni;

- definovani formy, doby a podminek pouZitelnosti
konzervace, jak plyne z pfedchozich bodd.

Obecné se pri konzervaci biologického materialu
jedna o zastaveni, resp. utlumeni, metabolické ¢innosti
mikroorganismi, téméf vzdy pritomnych v syrovém
mléce, jako v jednom z nejvhodnéjsich zZivnych médii pro
vysoky obsah vody a Zivin v idedlnim poméru. Vhodna
konzervace na urcity cas, nékdy i dlouhy, zabrani destrukci
organickych struktur mléka a umozni prodlouzeni zacho-
vani vzorku. Z praktického hlediska je jednodussi kon-
zervace pro slozkové ukazatele mléka a pripadné nékteré
jeho fyzikalni vlastnosti, kde staci pouhé blokovani
¢innosti mikroflory, jeji inaktivace, ptfipadné jeji usmr-
ceni, nez pro ukazatele hygienicko-mikrobiologické, kde
pak, zejména pti pouziti kultivacnich mikrobiologickych
analytickych metod, je tfeba, aby rist mikroorganismu
ve vzorku mléka dale pokracoval za podminek metody.

Z relevantnich zdroju tak Ize tradi¢né za ucelové vhod-
né konzervacni prostfedky pro vzorky syrového mléka
uréené k riznym typum analyz povazovat napf.: - dvoj-
chroman draselny (K,Cr,O7; KVAPILIK a SUCHANEK,
1974; NG-KWAI-HANG a HAYES, 1982; KROGER,
1985; HANUS akol., 1992 a, b; BARBANO akol., 2010;
ZAJAC a kol., 2016); - azid sodny (NaNs;; BUCHBER-
GER a KIERMEIER, 1975; ANONYM, 1977); - brono-
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pol (2-brom, 2-nitro, 1, 3-propandiol; ARDO, 1979 1982;
HANUS a kol., 1992 a, b; CHALERMSAN a kol., 2004;
SANCHEZ a kol., 2005; ZAJAC a kol., 2015, 2016);
- benzoan sodny (C;HsNaO,); - sorbat draselny
(C¢H7KO»); - kyselinu boritou (H3BOs); - kyslicnik
uhlicity (CO,); - a pripadné jejich cetné komercni smesi,
praskové ¢i tabletované a roztoky (RAPP a MUNCH,
1984; napt. Heeschenovo ¢inidlo, Azidiol (SANCHEZ
a kol., 2005; ZAJAC a kol., 2016), Bronolab W-II atd.)
a nékdy i vybrand antibiotika. Ucinnost t&chto latek
v laboratorni mlékatské praxi zpravidla slouZi k zachové
vzorku mléka v kombinaci s jeho chladovym uloZenim
(SJAUNIJA, 1984 a, b; SJAUNJA a kol., 1984; BIGGS
akol., 1984; SZIJARTO akol., 1990) a jeho co nejkratsim
transportem k analyze, coZ metodou optimalizace fesi
obvykle logistika konkrétniho systému kontroly kvality.

Ostatné, konzervacnimi postupy v potravinarstvi se lid-
stvo zabyvalo od pocatku své kulturni existence. Za his-
v potravinafstvi, mnohdy s velmi dlouhodobou tcinnosti,
Ize povazovat suSeni, mrazeni, chlazeni a soleni, kterézto
postupy umoziovaly jiz v pocatcich pifipadné vhodné
pfirodni podminky. Chlazeni potravin je jednim z velmi
znamych, starych, v podstaté biologickych, postupil jejich
konzervace, tedy prodlouzeni trvanlivosti. Je prubézné
vyuzivdno i pii podpore stabilizace vzorkl potravin,
véetné mléka, pri jejich transportu do laboratore a ucho-
vani ke kontrole kvality. Ackoliv to neni obecné znamo,
je dolozeno, Ze chlazeni potravin ledem bylo vyuZivano
jiz 400 let pred naSim letopoctem v Persii, tedy témér
pred 2 500 lety, za vyuziti ichoven ledu (systém ,,kanat -
jakcal®), s cilenou udrzbou chladu v izolovanych komorach
cirkulujicim vzduchem, zachytdvanym urbanistickymi
lapaci, a kanalizacnim pfivodem studené vody z ledu hor
do kulturnich center lidskych sidlist. To dokladaji vysledky
archeologického vyzkumu architektury starovéku. Uve-
dené bylo a je vyznamné v oblastech s extrémné teplym
klimatem nebo s vyraznymi vykyvy teploty. Konzervace
potravin chlazenim v severskych zemich byla pak vyvo-
jovou, technologickou vyhodou a rovnéz samoziejmosti
v oblastech hlavné kolem poldrniho kruhu, ale mnohdy

Cilem této prace bylo, v praktickych podminkach
mlécnych analytickych laboratoti, za danych metodic-
kych podminek, bez ambice kontroly dalSich cetnych
variaci konzervace, pro konkrétni mlécné ukazatele,
posoudit mozny interferencni efekt nékterych zpiisobt
konzervace na veérohodnost vysledkll vybranych analyz
slozek a vlastnosti mléka.

Material a metody

PouZité analytické metody a pristroje a jednotky
mlécnych ukazatelu

SloZeni mléka, obsahy T (vysvétlivky zkratek a jed-
notky mlécnych ukazatell jsou vysvétleny pod Tab. 1),
B, KAS, L, STP, TS, M, VMK, KC a hodnota EBMM

byly stanoveny na zafizeni MilkoScan 7 RM (Foss Ana-
lytical A/S, Hillergd, Denmark) na principu infracervené
spektroskopie ve stiedové oblasti (MIR-FT) za pouZiti
Michelsonova interferometru a Fourierovy transformace,
se zohlednénim konduktivity mléka pfi stanoveni tzv.
ekvivalentu BMM, tedy EBMM, v LRM Brno-Turany
a také na podobném aparatu DairySpec FT (Bentley
Instruments, USA) v laboratofi VUM Praha.

Deprese BMM byla soubézné stanovena (°C x -10%)
i referencni metodou kryoskopicky (KRYO) na zafizeni
CryoStar I (Funke-Dr.N.Gerber Labortechnik GmbH,
Berlin, Germany).

PSB byl stanoven (10° x ml') pratocnou cytometrii
(FC) na fluoro-opto-elektronickém citaci castic Fos-
somatic 7 (Foss Analytical A/S, Hillergd, Denmark) po
obarveni bunécného jadra ethidium bromidem a fotomet-
rickém snimani svételného impulsu emitujiciho jadra po
jeho laserové iniciaci.

Pfi provedenych testech byly rdmcové dodrZovany
poZadavky relevantnich standardd: CSN 57 0536; CSN
EN ISO/IEC 17025; CSN ISO 8196-1 (570536); CSN
ISO 8196-2 (570536); CSN ISO 8196-3 (570536); CSN
EN ISO 13366-1 (57 0531); CSN EN ISO 13366-2
(57 0531).

Priprava a méreni vzorki

Bazénové vzorky mléka, v dostatecném poctu pro
zamySlené ucely testu (vice nez 20), od dojnic plemen
Holstyn a Czech Fleckvieh, z komeréni kontroly kvali-
ty mléka, byly pouzity nekonzervované po chladovém
transportu (£ 8 °C) do akreditované laboratore (LRM)
Brno-Tufany (Ceskomoravska spole¢nost chovateli
a.s.) a konzervované roztokem Azidiol (PanReac Appli-
Chem, ITW Reagents, Darmstadt, Germany, azid sod-
nym (NaN3z) a chloramphenicol) v koncentraci 150 ul
roztoku Azidiol na 50 ml mléka. Konzervace byla fadné
zamichédna. Nésledné byly vzorky duplicitné (slozky mlé-
ka a bod mrznuti mléka (EBMM) na MIR-FT a pocet so-
matickych bunék (PSB) priato¢nou cytometrii (FC)) nebo
jednou (BMM na kryoskopu) méfeny na analytickych
zafizenich laboratofe podle relevantnich standardnich
operacnich postupi akreditované laboratore (zkusebni
laboratof 1312.2 akreditovana CIA podle CSN EN ISO/
IEC 17025:2018, LRM Brno-Turany) a podle postupt
laboratote VUM Praha, pracovisté Sumperk. Vzorky byly
méteny, podle podminek transportu do té které laboratote,
cca 24 + 6 hod. po odbéru resp. po konzervaci.

Statistické vyhodnoceni

S parovymi daty vzorkii mléka nekonzervovanych (Ne-
konz) a konzervovanych Azidiolem (Konz) pro vSechny
mlécné ukazatele byly provedeny vypocty =zdaklad-
nich statistickych charakteristik (aritmeticky pramér x,
smérodatnéd odchylka x4, variacni koeficient vy, minimum
min a maximum max). Dale byly vypocteny linearni re-
grese (rovnice) Nekonz x Konz s koeficienty korelace r
a determinace R? a diferenc¢ni statistické parametry pro
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individuélni diference d z parovych vzorki, podobné jako
pro puvodni vzorky (X, X4, Vx, min a max), kde vysled-
ky vzorkti Nekonz byly vzdy v referencni (nezavislé)
pozici, a to pro vSechny sledované mlécné ukazatele.
Pro primérné diference byl rovnéz proveden parovy
t-test. Vyznamnost korelaci a diferenci byla posouzena
na konvencnich hladinach pravdépodobnosti intervalu
spolehlivosti (nevyznamné ns P > 0,05; * (vyznamné
s) P <£0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001). Vyhodnoceni
bylo provedeno s pouZzitim programu MS Excel 2013
(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA).
Ve vyhodnoceni byly zohlednény respektované principy
(GRAPPIN, 1987).

Vysledky a diskuse

Primérné zméfené hodnoty sledovanych mlécnych
ukazateli a jejich variabilita (Tab. 1) u nekonzervo-
vanych i konzervovanych (Azidiol) vzorkd mléka
odpovidaji dobie b&Znym pomérim v CR (BUCEK,
2021; SLADEK, 2022) a vysledky jsou proto pouZitelné
pro zamysleny ucel testu vlivu konzervace vzorkd. Byly
provedeny vypocty zdkladnich statistickych parametrt
vlivu provedené konzervace vzorkli mléka Azidiolem na
vysledky méteni (Tab. 1; Obr. 1 az 6).

Z hlediska slozeni mléka konzervace Azidiolem proti
nekonzervovanému mléku vykazala vyznamné tésné ko-

relace a prfevazné vyznamné, systematické (a relativné sta-
bilni) odchylky (Tab. 1), které vSak z hlediska relativniho
podilu na méfenych hodnotach byly zcela zanedbatelné
(obvykle pod 1 %) pro majoritni slozky mléka (T, B, K, L,
STP, TS — jsou vyznamnéj$i pro zpenézovani) a prijatelné
(obvykle pod 5 %) pro minoritni slozky mléka (M, VMK,
KC, véetné EBMM - tyto zpravidla nejsou zahrnuty do
zpenézovacich vzorci, maji tedy jen informativni charak-
ter o kvalit¢ mléka) pro vysledky metody MIR-FT (pro
dvé analytickd zafizeni). Napf. pro zafizeni MilkoScan 7
bylo 99,8 % (Tab. 1; Obr 1) variability hrubych bilkovin
v konzervovanych vzorcich mléka determinovano varia-
cemi této slozky v nativnim materidlu, stejné, jako bylo
95,1 % (Tab. 1; Obr 4) variaci volnych mastnych kyselin
v tuku v azidiolovych vzorcich mléka urceno variabilitou
tohoto ukazatele v pavodnim mléce. U EBMM bylo pak
93,9 % (Tab. 1) variability konzervovanych vzorkii mlé-
ka zapficinéno promeénlivosti v nekonzervovaném mléce.
Konzervace vzorki mléka Azidiolem je tak podle vysledkl
testll pro sloZeni mléka prakticky pfijatelna pro pouZziti.

U BMM konzervace Arzidiolem proti nekonzer-
vovanému mléku vykdzala vyznamné tésnou kore-
laci a vyznamnou, systematickou (a relativné stabilni)
odchylku (Tab. 1), kterd vSak z hlediska relativniho
podilu na méfenych hodnotich byla zcela zanedbatelna
(1,37 %) pro vysledky kryoskopické metody. Pro zafizeni
CryoStar I bylo 86,7 % (Tab. 1; Obr 5) variability v kon-

Tab. 1 Statistické vyhodnoceni vlivu konzervace vzorki miéka Azidiolem na vysledky mérenych miéénych ukazateli

Metoda Zafizeni Test Ref. Ukaza- n X £ SX

tel Test (y)

d = sd
Test. — Ref.

d sig.

MIR-FT | MilkoScan7 | AZ |NEK| T 60 | 407+039 | 95 | 409+039 | 96 |-0,019=0,012| P<0,001 |046| 10 | 999
B 60 | 351021 | 60 | 351021 | 60 |-0,003=0,009| P<0,05 |0,09]| 0999 | 99,8

KAS |60 | 275017 | 61 | 277 =017 | 62 | -0,016 =0,01 | P< 0,001 | 0,58 | 0,999 | 99,7

L 60 | 485011 | 22 | 487 x01 2,1 | -0,02+0,006 | P<0,001 | 0,41 | 0,998 | 99,7

STP | 60 | 907021 | 23 91=021 2,3 |-0,023 £ 0,011 | P< 0,001 | 0,25 | 0,999 | 99,7

M 60 | 25,87 =586 | 22,6 | 24,95 =573 | 23,0 | 0,927 + 0,943 | P < 0,001 | 3,72 | 0,987 | 97,4

VMK | 60| 1,02+025 |246 | 098+025 |258 | 0,04=0,056 |P<0,001|408]| 0975 | 951

KC |60 012+0,009 | 75 |0,111 0,009 | 81 | 0,009 += 0,001 | P <0,001 | 81 | 0,988 | 97,7

EBMM |106| 527 =10 1,9 521 £ 10 19 | 583+238 |P<0001|112| 0969 | 939

MIR-FT | DairySpec FT | AZ |NEK| T 60 | 41709 |216| 419091 | 21,7 |-0,021 =0,015| P<0,001 | 05 | 10 | 999
B 60 | 34602 57 345+02 | 58 | 0008=«0,011 | P<0001]|023| 0998 | 99,7

KAS |60 | 27025 | 92 | 268+026 | 96 | 0,025 =0,034 | P<0,001 | 0,93 | 0,991 | 98,2

L 60 | 484+016 | 33 | 485+0,16 | 3,3 | -0,006 +0,01 | P<0,001 | 0,12 | 0,998 | 99,6

STP |60 | 901021 | 23 | 9,0=021 2,4 | 0,016 = 0,024 | P <0,001 | 0,18 | 0,994 | 98,9

TS |60 13,81+087 | 63 | 13,82+0,88 | 64 |-0,016 0,022 | P<0,001 |012| 1,0 | 999

M 60 | 2212 = 7,47 | 338 | 23,15 +=7,48 | 32,3 | -1,036 = 0,687 | P < 0,001 | 4,47 | 0,996 | 99,2

VMK | 60 | 0,39 +0,05 | 11,6 | 039 +0,04 | 10,8 | -0,001 £0,01 | P>0,05 | 0,26 | 0,977 | 955

KC | 600,198 £ 0,023 | 11,6 | 0,195 + 0,024 | 12,3 | 0,003 + 0,005 | P < 0,001 | 1,54 | 0,977 | 95,5

EBMM | 60 | 520,39 + 7,67 | 1,6 | 51641 £8,02| 156 | 398+173 |P<0,001|0,77| 0977 | 954

KRYO | CryoStar| AZ | NEK | BMM |106| 5340 =101 | 1,9 | 5269 =110 | 21 72 = 40 P <0,001 | 1,37 | 0,931 | 86,7
FC Fossomatic7 | AZ |[NEK| PSB |60 | 217 =130 |599 | 220=132 | 60,0 37 P<001 | 1,4 | 0999 | 998

Vsechny korelacni koeficienty r = P < 0,001 (na Obr. = ***); Ref. = reference; n = podet piipadl; x = aritmeticky priimér; sx = smérodatna odchylka priimeéru; vx = variaéni koeficient;
d = prlimérna diference; sd = smérodatna odchylka primérné diference; sig. = vyznamnost; D = absolutni hodnota relativni diference (100 % = Ref.); r = koeficient korelace; x ay =
osy linedrni regrese; R? = koeficient determinace; MIR-FT = infracervend spektroskopie ve stiedové oblasti s Michelsonovym interferometrem a Fourierovou transformaci; FC = priito¢na
cytometrie; KRYO = kryoskop; AZ = Azidiol; HE = Heeschenovo ¢inidlo; NEK = nekonzervovang; T = obsah tuku v mléce (%); B = obsah hrubych bilkovin (%); KAS = obsah kaseinu
(%); L = obsah monohydratu laktézy (%); STP = obsah susiny tukuprosté (%); TS = obsah susiny celkové (%); M = koncentrace mocoviny (mg x 100 ml"); VMK = obsah volnych
mastnych kyselin v mlééném tuku (mmol x 100 g tuku); KC = koncentrace kyseliny citronové (%); EBMM = ekvivalent bodu mrznuti miéka (°C x -10%); BMM = deprese bodu mrznuti
miéka (°C x -10%); PSB = pocet somatickych bunék (10° x ml).
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Obr. 1 Vliv konzervace vzorki miéka Azidiolem na hodnotu
obsahu hrubych bilkovin (B v %) podle referencniho
vysledku (nekonzervované mléko) pomoci
infracervené spektroskopie MIR-FT na zafizeni

MilkoScan 7
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Obr. 2 Vliv konzervace vzorki mléka Azidiolem na
hodnotu obsahu susiny tukuprosté (STP v %) podle
referencniho vysledku (nekonzervované miéko)
pomoci infracervené spektroskopie MIR-FT na
zarizeni MilkoScan 7

Obr. 4 Vliv konzervace vzork( mléka Azidiolem na
hodnotu obsahu volnych mastnych kyselin (VMK
v mmol x 100 g v tuku) podle referenéniho
vysledku (nekonzervované mléko) pomoci
infracervené spektroskopie MIR-FT na zafizeni
MilkoScan 7
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Obr. 5 Vliv konzervace vzork( miéka Azidiolem na hodnotu
deprese bodu mrznuti mléka (BMM v °C X -10%)
podle referencniho vysledku (nekonzervované
mléko) pomoci kryoskopie na zafizeni CryoStar |
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R2=0,9971

9,80 -
9.60 +
9.40 +
9,20 +
9,00 -
8,80
8.60 ~

8.40 T T T T T T 1
840 8,60 8.80 9,00 920 940 9,60 9380
Nekonzervované

onzervované

K

n = 60;r = 0,999 ***

5900 - v=0,8602x + 808,37
s700 ] R?=0.8669
. 55 i
:é 5500
g 5300 - X
& 5100 %
“g' 4900 A
C 4700 4 X
4500 T T ‘ . ; ’ ‘
4500 4700 4900 5100 5300 5500 5700 5900
Nekonzervované
n=60;r=0,931 ***

Obr. 3 Vliv konzervace vzorki miéka Azidiolem na hodnotu
koncentrace mocoviny (M v mg x 100 ml") podle
referencniho vysledku (nekonzervované miéko)
pomoci infracervené spektroskopie MIR-FT na
zarizeni MilkoScan 7

Obr. 6 Vliv konzervace vzork(i miéka Azidiolem na hodnotu
poctu somatickych bunék (PSB v 10° x ml)
podle referencniho vysledku (nekonzervované
mléko) pomoci pritoéné cytometrie na zafizeni
Fossomatic 7
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zervovanych vzorcich mléka determinovano variacemi
tohoto ukazatele v plivodnim materidlu. Konzervace

vzorkll mléka Azidiolem je podle vysledki testii u BMM
prijatelna pro pouZiti v laboratorni praxi.

MLEKARSKE LISTY 197, VOL. 34, No. 2



VEDA, VYZKUM

Pti stanoveni PSB (Fossomatic 7) mléka konzervace
Azidiolem proti nekonzervovanému mléku vykézala
vyznamné tésnou korelaci a vyznamnou, systematickou
(arelativné stabilni) odchylku (Tab 1), ktera vSak z hledis-
ka relativniho podilu na méfenych hodnotach byla zcela
zanedbatelna (1,4 %) pro vysledky metody pritocné cy-
tometrie (FC). Zde bylo az 99,8 % (Tab. 1; Obr 6) variaci
v azidiolovych vzorcich mléka urceno variabilitou tohoto
ukazatele v piivodnim mléce. Konzervace vzorka mléka
Azidiolem je podle vysledku testd u PSB pfijatelnd pro
praktické pouZiti.

Zaver

Pro rutinni, komerc¢ni, mléCné laboratofe znamena
obecné nezbytna aplikace chemické konzervace vzorka
mléka z divodu zachovani jeho vlastnosti béhem trans-
portu az do okamziku analyzy, v postupnych krocich,
vzdy testové fesSeni logistického problému s nejvhodné;jsi
prijatelnou moznosti kombinace Cetnych faktori, jako:
- ucinnost konzervace podle typu a koncentrace konzer-
vujici latky, casu a teploty uloZeni a transportu vzorkd;
- Setrnost konzervace k Zivotnimu prostredi (také zdravi
laboratorniho persondlu); - pracnost konzervace; - snad-
nost aplikace (forma roztoku, prasku, tablet) a manipu-
lovatelnosti; - ndklady na konzervaci; - pfipadné nékteré
dalsi specifické aspekty.

Analytické laboratore obecné, tedy i mlécné, zejména,
jsou-li akreditovany, tedy pokud tim usiluji o oficidlni
uznavani svych vysledka, museji své metodické postupy
obhajovat u odborného auditu zpracovanym systémem
zabezpeceni kvality vysledka analyz, jehoZ soucésti jsou
standardni operacni postupy a validace metodickych
postuptt s odhadem nejistot vysledki méreni. Pouzité
postupy tak musi byt presné popsany a validovany
prostfednictvim vysledkt acelové provedenych testd se
statistickym vyhodnocenim. Proto divd smysl popsat
mozné vlivy azidiolové konzervace na vysledky analyz
vzorkll mléka také z oficidlnich diavodu.

Vysledky ukdzaly vhodnost pouZiti Azidiolu pro
osetreni stability rutinnich vzorki syrového mléka v mlé-
karskych laboratofich. Tyto vysledky testli konzervantu
Azidiol pro posouzeni piipadného interferencniho efektu
na vysledky analyz sloZek a vlastnosti mléka se stanou,
jako prilohy a certifikovand metodika, soucasti stan-
dardnich opera¢nich postupti a rozsifi praktické port-
folio metod oSetfeni vzorki mléka pro oficidlni ucely
akreditacnich auditd mlécné laboratore.

Prdce vznikla za podpory projektit MZe NAZV Zemé
0K 21010123 a MZe RO 1423.
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Izolace a identifikace divokych izolati bakterii
mlééného kvaseni z luskovin a hodnoceni jejich
funkénich vlastnosti in vitro s ohledem na
vyuziti v biologické ochrané luskovin

Abstrakt

Bakterie mlécného kvaseni jsou vyznamnou skupinou
mikroorganismd, kterd, v rdmci ochrany rostlin, posky-

tuje rostlindm tadu benefitl véetné posilovani rezistent-
nich mechanismu rostlin a pfimého protektivniho téinku
vici bakteridlnim a fungalnim patogentim. Protektivni
ucinek neni samoziejmou vlastnosti druhu ¢&i izolata
bakterii mlééného kvaSeni, ale je podminén geny, expri-
maci jejich produkti do substratu, stabilitou metabolith
a spektrem jejich ucinku. Screening izolatt laktobacilt
izolovanych z nadzemnich a kofenovych casti luskovin
ukazal na vyznamné nizs$i produkci kyseliny mlécné
a octové oproti vybranym kmentim ze sildzi s verifikova-
nym antifungdlnim G¢inkem. Genetickd analyza potvrdi-
la u v8ech izolatl zastoupeni genii kédujici bakteriociny
Tridy 2a a chitindzu. Pfitomnost proteinu s chitinolytic-
kou aktivitou (LACO chitin binding protein) o velikosti
22,19 kDa in vitro byla potvrzena u bezbunécného super-
natantu z vétsiny izolatli, pouze u tfech izolatd nebyl pro-
tein detekovéan (A, C a G). Antifungalni testy ukézaly, Ze
frakce bezbunécného supernatantu o velikosti 2-30 kDa
ma vyznamny inhibi¢ni G¢inek na riist mycelia péti druht
fusarii a to zejména z izolatd L. plantarum (B, J) a L.
pentosus (G, H).

Klicova slova: antifungalni aktivita, charakterizace
izolatt, Fusarium spp., laktobacili

Abstract

Lactic acid bacteria represent fermentative microor-
ganisms that, under the application in plant protection,
provide many benefits to plants, including induction and
reinforcement of protective mechanisms and direct pro-
tection against bacterial and fungal pathogens. The pro-
tective effect of LAB is a complex of strain-specific traits
conditioned by genes and its expression in a substrate, the
stability of metabolites and the spectrum of its impact.
The screening of strains of lactobacilli from the upper
part and roots of legumes showed that the production of
lactic and acetic acid was significantly lower compared
with strains from silages with verified antifungal acti-
vity. Genetic analysis confirmed the presence of genes
coding bacteriocins Class 2a and chitinases in all isolates
from legumes. The protein (LACO chitin binding pro-
tein) 22,19 kDa with chitinolytic activity was detected in
cell-free supernatants except for A, C and G isolates. The
antifungal tests showed that a fraction of size 2-30 kDa
of cell-free supernatants inhibited the mycelia growth of
five Fusarium species significantly, especially those ob-
tained from isolates L. plantarum (B, J) and L. pentosus
(G, H).

Keywords: antifungal activity, characterisation of iso-
lates, lactobacilli, Fusarium sp.

Uvod

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou znamé
predevsim jako probiotika, mlékarské a pekarské kultury
vyuZzivané v potravinarském a krmivarském primyslu a ve
farmacii, humdnni a veterindrni mediciné. Vyuziti BMK
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