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Abstrakt

V dobé, kdy se k dojeni mléka vyuzivaji vyhradné automatické systémy je dalezité
vyhodnocovat kvalitu mléka nejlépe v realném Case, aby bylo mozné zachovat vyso-
kou kvalitu produkti a zaroven vcasné detekovat zdravotni problém u dojnice. Pfi
vcasné detekci zdravotniho problému u dojnice, ktery lze detekovat zménou v kvalité
mléka, je mozné také snizit naklady na jeji 1é¢bu a eliminovat finanéni ztraty béhem
obdobi, kdy mléko nemiZzeme zpenézovat. Pro efektivni zhodnoceni kvality nadoje-
ného mléka je vhodné monitorovat nasledujici parametry: pocet somatickych bunék,
vodivost, obsah tuku, bilkovin, laktozy a mo€oviny. V bakalafské praci jsou uvedeny
hladiny vySe zminénych veli€in, které indikuji zmény v kvalit€¢ dojeného mléka,

vnitini a vnéjsi vlivy, které je ovliviiuji a také metody pro jejich detekci a vyhodnoceni.

Klicova slova: kvalita mléka, pocet somatickych bunék, bilkovina, tuk, laktoza

Abstract

When only automatic systems are used for milking milk, it is essential to evaluate the
quality of the milk, preferably in real-time, to maintain the high quality of the products
and at the same time to detect health problems in the dairy cow in good time. By early
detection of a dairy cow's health problem, which a change in milk quality can detect,
it is also possible to reduce the cost of its treatment and eliminate financial losses du-
ring a period when we cannot monetize milk. To effectively evaluate the quality of
milked milk, it is appropriate to monitor the following parameters: somatic cell count,
conductivity, fat, protein, lactose, and urea content. The bachelor's thesis presents the
levels of the quantities mentioned above, which indicate changes in the quality of
milked milk, internal and external influences that affect them, as well as methods for

their detection and evaluation

Keywords: milk quality, somatic cell count, protein, fat, lactose
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Uvod

Zakladem kazdého hospodarstvi, ve kterém se produkuje kravské mléko, jsou dojnice.
P11 vét§im mnozstvi dojnic je narocnéjsi se o n¢ starat, dojit, krmit a kontrolovat jejich
zdravotni stav. Farmafi, ktefi maji vice dojnic, je rozdé€luji do vice mensich skupin.
Tento systém chovu dojnic mizeme nalézt pod anglickym nazvem ,herd ma-
nagement.

V dobé¢ postupné automatizace neni ani chov dojnic vyjimkou. Proto je vhodné vyuzit
modernich technologii ke kontrole dojeného mléka. Dulezita je online detekce z da-
vodu odklonéni zadvadného mléka. Zamezi se tim jeho smichani s nezavadnym mlé-
kem, zvysi se kvalita jeho naslednych produkt a zamezi se finan¢nim ztratam z du-
vodu finan¢nich srazek pfi jeho zpenézovani.

Kvalita mléka maze byt ovlivnéna mnoha faktory: welfare, mikroklimatickymi
podminkami, technologii ustdjeni, §patnou krmnou davkou, kvalitou potravy, Casem
mezi jednotlivym dojenim a také vékem dojnic.

Proto vznikla potfeba vyvinout co mozna neptesnéjsi systém kontroly kvality
mléka v realném Case, ktery by farmare okamzité upozornil na to, ze neni néco v po-
radku a je potieba jednat, aby nedoslo ke kontaminaci nadojené davky mléka.

Tyto metody se zamétuji na slozky, které mléko obsahuje, a predev§im na jejich
mnozstvi v dané davce mléka. Témito slozkami jsou: somatické buiiky, obsah moco-
viny, laktézy a bilkoviny.

Miru zastoupeni jednotlivych latek v mléce zjistujeme pomoci urcitych druht
testd. Prvni z testl, které se vyuzivaji je NK test, také se vyuziva elektricka vodivost
nebo mikrobiologické vySetfeni mléka, které zjistuje pfitomnost mikroorganismu
v mléce. Podle pritomnosti t€chto organismu se zjistuje, jestli je mléko nezavadné,
ptipadné jak dlouho vydrzi nezavadné nebo vyrobky z ngj.

V poslednich letech dochazi v této oblasti k vyvoji novych, spolehlivych, a pte-
devsim levnych technologii, tak, aby nemusely byt vzorky testovany v laboratofich a
farmat nemusel dlouho Cekat na vysledky testt, ale aby mohl testy provadét piimo na
farme bez pridani Cinidel a aby mohl zji§téné problémy fesit vcas. Mezi dulezita krité-
ria patii finan¢ni dostupnost, nizké provozni naklady, automatické vyhodnoceni a upo-

zornéni obsluhy.




1 Miléko

Miléko jako takové je tekutina, ktera je vylu¢ovana mlécnou zlazou vsech savct. Mléko
neni ureno pouze pro vyzivu mlad’at, ale také se vyuziva jako jedna z hlavnich po-
travnich slozek pro Clovéka, naptiklad pro vyrobu syra a jinych mléénych vyrobkt
nebo ke konzumaci samotné. A to hlavné mléko kravské, ov¢i, kozi, buvoli a velbloudi
(Mlieko.sk, 2021).

Kvalitu mléka a jinych mlé&nych vyrobkd v Ceské republice upravovala vyhlaska
z roku 2003, ktera byla od 1.1.2020 nahrazena vyhlaskou Evropské unie o kvalité
mléka a mlécnych vyrobkt. Tuto vyhlasku najdeme pod oznaCenim ¢. 274/2019 Sb.
(Zakonyprolidi.cz, 2020).

1.1 Chemické slozeni mléka
Mléko je charakteristicka kapalina, kterd ma bilou nebo nazloutlou barvu a ma i spe-
cifickou vini a chut’. Je to z fyzikalné-chemického hlediska polydisperzni systém ob-
sahujici latky v pravém roztoku. Sklada se ze dvou zakladnich ¢asti, a to z vody, tzv.
disperzniho prostiedi a z disperzni faze, z malych ¢astic rozptylenych v tomto prostiedi
(Hrabg, J.et al.. 2000).

Kravské mléko obsahuje nékolik hlavnich slozek, o kterych je potfeba védét
alespon nékolik zakladnich informaci, nez budeme pokrac¢ovat dale (Mlieko.sk,

2021).
1.2 Slozky mléka

Jak jsem jiz zminil vyse, tak mléko se sklada z nékolika hlavnich slozek: voda, bilko-
viny, tuk, mlé¢ny cukr a mineralni latky (Mlieko.sk, 2021).
1.2.1 Milécny tuk
Mlécny tuk fadime mezi zivoci§né tuky a je smeési triglyceridt, vys$sich mastnych ky-
selin, volnych mastnych kyselin, fosfolipidi a sterold. V mléce jsou také obsazené ne-
nasycené mastné kyseliny, které si lidské télo nedokaze vytvofit samo a je nutné je
odnékud ziskat, a to je naptiklad kyselina linolova. Tento tuk se mléce nachazi rozpty-
leny v emulgovaném stavu. Jedna se o slozku mléka, ktera je nejsnaze ovlivnitelna, a
to jak krmenim, tak 1 zdravotnim stavem. Dale ji ovliviiuje zdravotni stav dojnic a
ro¢ni obdobi. Obsah tuku v mléce se pohybuje mezi 3,0 — 4,6 % (Heraltova, 2010).
Podle Ing. Otrubové ale neni dano, ze vSechny druhy skotu museji mit obsah mléc-
ného tuku v tomto rozmezi. Napftiklad Jerseysky skot ma daleko vyssi obsah mlécného

tuku a to okolo 6 % (Otrubova, 2020).
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1.2.2 Mlééna bilkovina

Kravské mléko je fazeno mezi kaseinova mléka. Nejvétsi podil bilkovin tvoii v krav-
ském mléce kasein a dale také bilkoviny syrovatkového typu, které neni mozné
z mléka odd¢lit normalnimi fyzikalnimi postupy. Té€mito bilkovinami jsou globuliny
a albuminy (Heraltova, 2010).

Po chemické strance jsou bilkoviny fetézce pojené peptidickymi vazbami, kdy
kazdy protein ma ve svém fetézci charakteristickou sekvenci aminokyselin. Déli se
podle rozpustnosti pii pH 4,6 a pii teploté 20 °C do dvou hlavnich skupin. Témito
dvéma skupinami jsou nerozpustné kaseiny a rozpustné syrovatkové bilkoviny. (Sopi-
kova, 2017).

Kasein je hlavni bilkovina obsazena v mléce. V kravském mléce je jeji obsah
okolo 80 % z celkovych 3,2 g bilkovin obsazenych v mléce, tj. zhruba 2,6 g kaseinu
na 100 g mléka. Kasein se vyskytuje v typech (a-, B-, y-, k-), a ty maji celou fadu
genetickych variant, které se od sebe lisi chemickou strukturou a vlastnostmi. Kasein
v mléce vytvaii mikroskopické castice tzv. micely. Hodné€ mlécnych vyrobka je zalo-
zeno na srazeni kaseinu. Tento proces probiha za piistupu kyselin a nazyva se , kyselé
srazeni. Dale se pii vyrobé mlécnych vyrobku vyuziva sifidla (enzym chymosin z te-
lecich zaludku) a nazyva se ,,sladké srazeni. Kasein se vyuziva nejen k vyrobé mléc-
nych produktt, ale také k vyrobé fady jinych produktt jako jsou lepidla, navnady pro
ryby, ale také na vyrobu jedlych folii pouzivanych v potravinafstvi proti vysychani
potravin, a to nejcastéji u ovoce (Bezpecnostpotravin.cz, 2021).

Syrovatkové bilkoviny jsou bilkoviny, které zastanou v syrovatce po oddéleni
kaseinu pii pH 4,6. V kravském mléce stejné jako v mléce od jinych piezvykavcu tvori
syrovatkova bilkovina zhruba 17-20 % celkového objemu bilkoviny v mléce. B-lak-
toglobulin tvoti z téchto ¢asti nejvetsi podil, ktery je stejné jako a-laktalbumin synte-
tizovan mlécnou zlazou. Dalsi dvé bilkovinné casti jsou stejné jako bilkoviny v krvi
(sérum albumin a imunoglobulin). Jejich podil v mléce u zdravych dojnic je pomérné
nizky naopak se znacné zvysuje v mléce mastitidnim a také v mlezivu (Mendelu.cz,
2021).

U Jerseyského skotu se obsah bilkoviny pohybuje okolo 4 % (Otrubova, 2020).
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1.2.3 Milécny cukr

Mlécny cukr, kterému se jinak tika laktoza je disacharid, ktery se sklada z glukézy a
galaktozy. V mléce se vyskytuje ve forme pravého roztoku. Mlécny cukr ma nizs$i sla-
divost nez cukr titinovy, ale ma stejnou energetickou hodnotu. Laktézu mazeme roz-
kladat pomoci enzymu, kdy se hydrolyzou rozlozi na monosacharidy nebo na zakladni
slozky (organické kyseliny, alkoholy atd.). Obsah cukru v nadojeném mléce je po-
meérné stabilni a pohybuje se mezi 4,6 — 4,9 % (Heraltova, 2010).

1.2.4 Mineralni latky

Mineralni latky v mléce jsou definovany jako popeloviny. VétSina mineralnich latek
v mléce obsazenych, je navazana na vodu, kterou mléko obsahuje a mala cast mine-
ralnich latek mize byt vazana i na bilkovinu v mléce obsazenou. Obsah mineralnich
latek v mléce se vyrazné neméni, jedinou vyjimkou je mléko, které je ziskané od krav
mastitidnich. Celkovy obsah mineralnich latek obsazenych v mléce je v rozmezi 0,7 —

0,8 %. Zastoupeni nekterych latek obsazenych v mléce je zobrazeno na obrazku 1.1.

(Pavelka, 1996).

Voda 860 -880 ¢
Mléény tuk jako smés triglicerinh 30-45¢
Fosfatidy 03¢
Steriny 0.1g
Gliceridy 02¢g
Vitamin A 0,1-0,5mg
Provitamin A - karotén 0,1-0,6mg
Vitamin D 0.4 ng
Vitamin E 1.0¢g
o-kasein 28-32¢g
B-kasein 103 ¢
k-kasein o9.l1g
Albuminy 39¢
Globuliny 52¢
Enzymy 0.8¢g
Laktoza a daléi cukay 47 -48 g
Vapnik 13¢
Hoitik, sodik, draslik 2.1¢g
Anidny - Fosforeénany, fosfaty, citrany.chloridy 53¢
Vitamin Bl Stopove mnozZstvi
Vitamin B2 0.4 mg
Vitamin B12 1.3 mg
Vitamin B6 7 ug
Vitamin C 0.7 mg
Nebilkovinove latky Stopové mnozstvi
Plyny Stopové mnoZstvi
Kovové prvky Stopove mnozstvi

Obrazek 1.1: Obsah litek v jednom litru kravského mléka (Mlieko.sk, 2021)
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1.2.5 Nebilkovinné dusikaté latky

Tyto latky zlistavaji v roztoku po vysrazeni veskerych bilkovin mléka. Vétsina z téchto
produktt je soucasti metabolismu a nejhojnéji je v téchto latkach zastoupena moco-
vina. V priméru se jeji obsah pohybuje kolem 50 % z bilkovinnych dusikatych latek.
Obsah dusikatych latek v mléce je ovlivnén nékolika faktory a to jsou: vyziva, ple-
meno, dojivost, sezona, stadium laktace a poradi laktace. Vlivy vyzivy se projevuji jak
na celkové produkci, tak 1 na obsahu jednotlivych latek, respektive jejich mnozstvi

(Heraltova, 2010).
1.3 Somatické bunky

Somatické buriky jsou buiky vlastniho téla. Tyto buriky piirozené patii do mléka.
V mléce se nachazi neékolik typa somatickych bunék. Somatické buriky dé€lime na dva
zakladni typy, tzv. epitelialni butiky, coz jsou buriky odloucené z mlécné zlazy a dru-
hym druhem jsou bilé krvinky (typ SB), které se do mléka dostavaji z krve. Kazdy
druh dojnic ma v mléce obsazeny jiny pocet somatickych bunek typu SB, ale prede-
v§im se obsah somatickych bunék v mléce 1isi podle zdravotniho stavu dojnice. Tento
typ somatickych bun¢k mé za kol nicit bakterie, které proniknou do mlécné zlazy.
Pokud je tedy mlécna zlaza infikovana, dojde v mléce ke zvySeni poctu somatickych
bunék typu SB, a proto chapeme obsah somatickych bunék typu SB v mléce jako in-
dikator zdravotniho stavu dojnice (Lovasova, 2017).

1.3.1 Buiiky pochazejici z epitelu mlécéné zlazy

Bunky z epitelu se do mléka dostavaji béhem laktace a také béhem dojeni diky od-
plouvani bunék. Tyto bunky se odloupavaji z riznych Casti mlécné zlazy a vznikaji pfi
regenerativnich procesech. Avsak zvySeny obsah téchto bune¢k v mléce muze byt také
zapric¢inény $patnym ocCisténim vemene pied dojenim. Dal§im z faktort, které mohou
ovlivnit pocet téchto bunék je Spatna technika dojeni (Agropress.cz, 2018).

Do mléka se touto cestou dostavaji rizné typy bunék. Jsou to bud’ buriky jedno-
vrstvého kubického epitelu nebo buiiky dvouvrstvého cyklického epitelu nebo Supiny
zrohovatélého dlazdicového epitelu. Z vétsich mlécnych kanalkt vznikaji buiiky dvou-
vrstevného cylindrického epitelu. Ve strukovych vyvodech, povrchu strukti a mlécné
zlazy maji puvod Supiny zrohovatélého plochého dlazdicového epitelu (Lovasova,
2017).

V mléce je obsazeno 2—16 % z celkového poctu epitelidlnich bunék mlécné zlazy

(Agropress.cz, 2018).
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1.3.2 Buiky pochazejici z krve
Druhou skupinu somatickych bunék tvoii somatické butiky pochazejici z krve dojnice
a mezi tyto builky fadime bilé krvinky (leukocyty), a to zeyména makrofagy, polymor-

fonuklearni leukocyty a lymfocyty (viz obrazek 1.2) (Agropress.cz, 2018).

Obrizek 1.2 — Druhy somatickych bunék pochazejicich z krve (Novakova, 2017)

U skotu jsou nejvice zastoupeny makrofagy, jejichz mnozstvi se pohybuje mezi
35-79 %. Polymorfonuklearni leukocyty jsou zastoupeny z 5-25 % a lymfocyty z 20-
30 %. Lymfocyty jsou zastoupeny dvéma typy, a to typem T a B. T lymfocyty hraji
vyznamnou roli v imunité a B lymfocyty tvofi imunoglobin. Prave tim, ze se lymfo-
cyty typu B pfemeéni na plazmatickou buiiku produkuji protilatky. (Boutinad a Jam-
mes, 2002).

Makrofagy vznikaji z monocyti. Makrofagy jsou fagotujici buriky, které pohlcuji
organismu Skodlivé latky, od bakterii, ptes viry a také tukové kulicky. Polymorfonuk-
learni lymfocyty jsou jednim z hlavnich ochrannych prostfedkt proti mikroorganis-
mim a naslednym vznikem zanétu. Vyskytuji se v mléce pred zaprahnutim, v mlezivu
a pii zanétu (Gajdusek, 2003).

Tyto typy bilych krvinek hraji daleZitou roli v imunitnim systému, kde se staraji
o obnovu tkani né¢im postizenych, a také nici cizorodé latky v organismu. V pfipadg,

ze je zjistény zvySeny pocet téchto bunek v mléce, tak to jasn€ znaci, ze je mlécna
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zlaza zasazena néjakym zanétem a je potieba tento problém zavcasu resit. V nékterych
ptipadech je mozné v mléce nalézt i dalsi typy bilych krvinek (eozinofily, bazofily) a
také Cervené krvinky (erytrocyty). Erytrocyty se mohou vyskytovat v kolostru, v mléce
se vyskytuji pouze zfidka, a to hlavné v pfipadech kdy se jedna o tézsi zanét nebo
nejcCastéji pii poranéni strukovych vyvoda (Agropress.cz, 2018).

1.3.3 Nebunécné tutvary

Mezi nebunécné Utvary v mléce patii mlééna plazma, kterd tvori povlak na samotném
mléce, ktery je sitovity nebo homogenni. Povlak z mlé¢né plazmy tvoti okolo bunék
albuminy a globuliny. Mlé¢nou plazmu najdeme v mléce pied zasuSenim, v mlezivu a
nekdy 1 pti zanétu. Dalsi nebunécné utvary v mléce obsazené se nazyvaji mlécné kon-
krementy. Konkrementy se do mléka dostanou od dojnice s infekci a také se vyskytuji
v mlezivu (Lovasova, 2017).

1.3.4 Pocet somatickych bunék

Podle poctu somatickych bunék v nadojeném mléce pozname jeho kvalitu, ale také
zdravotni stav dojnice. Pocet somatickych bunék v mléce je fizen vyhlaskou o jejich
maximalnim poctu, ktery mize mléko obsahovat. Tento limit se uvadi kolem 400 000
somatickych bunék na mililitr nadojeného syrového mléka a je upraven smérnici EU,
(smérnice EU €. 92/46 (Op.europa.eu, 1992).

Na obrazku 1.3 je vidét, ze limitu 400 000 somatickych bunék se drzi vétsina stat, ale
nekteré z nich mohou zna¢né vybocCovat, napt. USA. Avsak tento pocCet somatickych
bunék neznamena, Ze je dojnice zdrava. Mléko od dojnice, aby se dala povazovat za
zdravou, by mélo obsahovat do 200 000 somatickych bunék na mililitr. U tzv. prvote-
lek je tento limit jesté o polovinu nizsi a to zhruba 100 000 na mililitr. Redlnym hod-
nocenim poctu somatickych bunek je kontrola uzitkovosti. V této kontrole je zahrnuto

mléko od vSem krav ze stada (Lovasové, 2017).

Zemé  |Limit PSB [buiiky.ml "]
Australie 400 000
Evropska Unie 400 000
Kanada 500 000
Novy Zéland 400 000
Svycarsko 350 000
USA 750 000

Obrazek 1.3 — Maximalni pocet somatickych bunék (PSB) obsazenych v mléce, pripustnych

ve vybranych zemich. (Novikova, 2017)

14



http://Agropress.cz

1.3.5 Faktory ovliviiujici pocet somatickych bunék
Pocet somatickych bunék se v pribéhu dojeni méni (Vovcr.cz, 2020).

Hlavnim faktorem ovliviiujici pocet somatickych bunék jsou mastitidy, pii kte-
rych se pocet somatickych bunék zvysuje. Dalsim faktory ovlivilujici pocet téchto bu-
nek jsou metabolicka onemocnéni, kterymi mohou zvifata trpét. Vysoky obsah soma-
tickych bunék je v mléce také v dobé laktace, kdy je v mléku obsazeno vysoké mnoz-
stvi epitelialnich buné€k, kolostralnich télisek a leukocyti. K mirnému zvySeni soma-
tickych bunék dochazi také ke konci laktace. Je to diky tomu, ze se dojnice ptipravuje
na dalsi laktaci a tim dochazi k regeneraci epitelu. Obsah somatickych bunék se zvy-
Suje také Casem, s pribyvajicim vékem dojnice a pii kazdé dalsi laktaci se také zvysi
jejich obsah v mléce (Agropress.cz, 2018).

V prvnich stficich pti dojeni je vyssi obsah somatickych buné€k, pii pokracovani
dojeni obsah poklesne a nejvyssi je pii poslednich stficich. Pro vyhodnoceni vzorka
rozliSujeme:

1. Ctvrtovy vzorek (QMS = Quarter milk sample).

2. Vzorek z prvnich stiiki mléka (FQMS = Foremilk quarter milk sample).

3. Smésny ¢tvrtovy vzorek (QCMS = Quarter composite milk sample).

4. Individualni vzorek (konvovy vzorek;, ICMS = Individual cows milk
sample).

5. Bazénovy vzorek mléka (BTMS = Bulk tank milk sample) (Vovcr.cz,

2020).

Anamnéza mlécné zlazy — vysSi pocet somatickych bunék je u dojnic, které jiz v mi-
nulosti mastitidu prodélaly. Tento pocet zlstava pii jedné laktaci nad normalem a ne-
zalezi ve vétsing pripadu na tom, zda probéehla 1écba antibiotiky nebo ne. Po zacatku
dalsi laktace se vétSinou obsah buné€k normalizuje, av§ak v pfipadé, ze dojnice prode-
lala vice zanétl, tak standartni obsah somatickych bun¢k zistava vyssi po zbytek jejiho
zivota (Vovcr.cz, 2020), (Gajdusek, 2003).

Vék dojnice také zastava vyznamnou roli v poctu somatickych bunék. Obsah téchto
bunék se postupné zvysuje az do padesaté laktaci, poté zpravidla postupné zacina kle-
sat. Dojnice, které jsou odolné vuci zanétim se zpravidla dozivaji vyssiho véku nez
dojnice ostatni (Gajdasek, 2003), (Samkova et al., 2012).

Plemeno sehrava také jednu z dilezitych roli. Obsah somatickych bunék se lisi podle

plemen, ktera jsou uzpisobena k Zivotu ve vyssich nadmorskych vyskach a to okolo

15



http://Vovcr.cz
http://Agropress.cz
http://Vovcr.cz
http://Vovcr.cz

vees

nadmoiskych vyskach (Vover.cz, 2020), (Navratilova et al., 2012).

Dojitelnost — u krav, které se lehce doji, je poCet somatickych bunék vyssi, 1 kdyz jsou
dojnice zdravé (Navratilova et al., 2012), (Gajdasek, 2003).

Stadium laktace je dalsi z faktord, ktery ovliviiuje pocet somatickych bunek. V pra-
béhu laktace se pocCet somatickych bunék méni, na zacatku je jejich obsah vyssi, v pra-
behu klesa a na konci se zase zvysi. Vyrazné zvySeni jejich obsahu v mléce je u krav,
které doji pod 4 kg mléka denné tj. krav starodojnych (Vovcr.cz, 2020), (Navratilova
et al., 2012).

Casti vydojku — v prvnich a poslednich stficich mléka je obsah somatickych bun&k
vys§i, a proto by se mél k urCeni jejich po¢tu pouzivat vzorek z prub&hu dojeni, tj. po
odstranéni prvnich 10-20 ml prvotné nadojeného mléka (Vovcr.cz, 2020).
Frekvence dojeni, pii vyssi frekvenci dojeni se obsah somatickych buné€k snizuje, a
naopak pfi nizsi frekvenci se zase zvySuje (Vovcr.cz, 2020).

Ro¢ni obdobi — v pribéhu roku se pocty také lisi, pfes zimu je pocet bunék nejnizsi
(od prosince do bfezna) a pres 1éto nejvyssi (od kvétna do fijna), (Samkova et al.,
2012).

Krmeni je dalSim cinitelem, ktery ovliviiuje poCty somatickych bunék. ZvySeni poctu
bunék je pfi prechodu ze zimniho krmeni na letni a také pifi zacatku pastvy (Vover.cz,
2020), (Gajdasek, 2003).

Metabolicka onemocnéni zvySuji pocty somatickych bunék, a to pfedevs§im acidoza
a bachorova alkaloza (Vovcr.cz, 2020).

Stres — pii manipulaci se zvifaty, zména hierarchie ve stadé a dalsi jiné vykyvy v kaz-
dodennim stereotypu krav negativné ovliviiuji pocet somatickych bunék v mléce. Na-
opak kratkodobé zmény teplot, a to jak teplé pocasi ¢i chladné, je nijak negativné ne-
ovliviiuji. Pti dlouhodobé zméné teplot je naopak pozorovatelny pokles bun¢k v mléce
(Samkova et al., 2012), (Navratilova et al., 2012).

Dojeni — pri jeho praktikovani ve staji se zafizenim s nizkym dojicim vykonem, spr-
chovanim vemene pied dojenim a preddojovani je prokazané zvySeni poctu somatic-
kych bunék. Dulezita je proto prevence mastitidy a dodrzovani hygieny. Dezinfekce
struku je nutnosti. Dezinfekci provadime pred dojenim a po dojeni. Po dojeni pouzi-
vame jednorazové hygienické utérky (Jezkova, 2014).

Ustajeni je prokazatelné faktor, ktery pozitivné i negativné ovliviiuje pocet somatic-
kych bunék. Jediny typ ustajeni, ktery ma prokazatelné pozitivni vliv na jejich pocet,
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je volné ustajeni se slamovou podestylkou. Jiné druhy ustajeni jejich pocty zpravidla

zvySuji (Vovcer.cz, 2020).
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2 Nemoci ovliviiujici jednotlivé slozky v mléce

Kvalitu mléka ovliviiuje mnoho faktort, od stafi dojnice pres krmeni a tak dale. Jednim
z uvedenych a hlavnich faktora, které kvalitu mléka ovlivni je zdravotni stav dojnic
potazmo celého stada. Riizné nemoci ovliviiuji obsah latek v mléce jinym zptisobem,
a proto v této kapitole budou uvedeny nékteré z nemoci, kterymi dojnice mohou trpét

a jak dané nemoci ovlivni obsah latek v ném obsazenych.

2.1 Bachorova acidoza

Tato choroba se vyskytuje u vSech kategorii skotu, a to zejména u vysoko produkénich
krav, které na tuto chorobu trpi nejvice. Tato choroba je porucha traveni predzaludku
a délime ji na akutni a chronickou. Hlavni pfi¢ina vzniku této nemoci je Spatné krment,
a to predevsim lehce stravitelnymi sacharidy, diky kterym dochazi ke vzniku tékavych
mastnych kyselin. V bachoru je pak Spatné prostiedi a je zde moc bakterii mlécného
kvaSeni a tim padem se zvysi produkce kyseliny mlé¢né a toxickych amind. Tato pfi-
¢ina neni jedinou, existuje jich vice, ale vSechny souvisi se Spatnym krmenim. Mezi
dalsi pficiny fadime napfiklad nahlou zménu krmné davky nebo nedostatek hrubé
vlakniny. Hlavnim pozorovatelnym piiznakem této nemoci je naptiklad hubnuti, ale
jsou také dalsi jako je schvaceni kopyt, snizeni tuku v mléce, susiny a také bilkoviny,
Tézké stavy se mohou projevovat kolikami, komatéznimi stavy nasledovanymi uhy-
nutim zvifete. Tuto nemoc lze fesit naptiklad vyplachnutim bachoru nebo podanim
ATB. Chronické stavy provazi ubytek mléka, v n€kterych ptipadech ubytek laktozy,

mlécné bilkoviny a také mlécného tuku (Slavikova, 2015).

2.2 Alkaléza

Jedna se o jednu z dalSich chorob, kterou fadime mezi choroby pfedzaludku. Jejimi
hlavnimi pfiznaky je zvySené pH v bachorové tekuting a také zvyseny obsah amoniaku
v bachoru samotném. Opét jako u nemoci piedeslé je hlavni pfi¢inou Spatné krmeni
dojnic, v tomto ptipade ale davkami, které jsou pfili§ bohaté na dusikaté latky a pre-
davkovani alkéliemi (krmné vapno, nepomér mezi Ca a P, mineralni latky). Hlavnimi
pfiznaky je snizena chut pfijimat potravu, ulehavani a porucha motoriky. Kvuli této
nemoci se snizuje produkce mléka a také klesa jeho tucnost, a to v ne¢kterych horsich
ptipadech az o0 2 %, zvySuje se hladina mocoviny, zvysuje se titracni kyselost a zvySuje

se pocet somatickych bunék v mléce (Kadlec, et al., 1988).
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2.3 Ketoza

Toto onemocnéni je chronicka porucha metabolismu sacharidt u dojnice. Tato nemoc
je jednou z nejhorsich u dojnic s vysokou produkci mléka a prevazné se vyskytuje od
druhého do ¢tvrtého tydne, potom, co dojnice porodi tele. Hlavni pficinou, pro¢ tato
nemoc vznika, je nedostatek energie v krmné davce a dalsi ¢astou pfiinou byva zase
nedostatek mineralnich latek, vitamint ¢i stopovych latek. Mezi hlavni ptiznaky ne-
moci fadime pokles glukozy v krvi a také Spatnou tvorbu glykogenu v jatrech. Dalsi
pfiznak je zvySena tvorba a zvySené vyluCovani ketonovych latek. Nemoc opét muze
probihat ve dvou formach. Jedna forma je akutni a druha je chronicka. Travici forma
se projevuje na travicim ustroji dojnice. Pozname ji podle toho, Ze dojnice trpi pru-
jmem, malatnosti, zacpou, anémii sliznic a také dehydrataci. Jeji pot, dech a moc¢ jsou
citit po acetonu a snizuje se produkce mléka pfi klinické ketoze o 50 az 80 % a prti
subklinické ketoze se snizuje o zhruba 20 %. Dochazi ke snizeni obsahu laktozy a
zvySeni obsahu ketolatek v nadojeném mléce. Nervova forma se pozna podle neklidu
dojnice, podrazdénosti, neklidem, ospalosti, skiipanim zubd, strnulou chizi, kie¢emi
svalu a obrou (Hatak et al., 2008).

Dulezitou cestou, jak zvife vyléCit je okamzita zména krmné davky. Dulezité je,
aby krmna davka obsahovala velké mnozstvi lehce stravitelnych sacharidd, mineral-
nich latek, vitamint a vlakniny. U nervové formy se zase podavaji narkoleptika pro
zklidnéni zvitete. Prevence této nemoci zahrnuje vyrovnanou a kvalitni krmnou davku.
Také je doporuceno nechat dojnicim volny pohyb po vybehu, coz podporuje odboura-
vani ketolatek (Slavikové, 2015).
2.4 Mastitidy
Mastitida je zanétliva reakce nebo zmeéna tkani mlééné zlazy na chemické, bakterialni
nebo mechanické podnéty. V nejvyssim poctu pfipadi mizeme mastitidu identifikovat
zvySenim poctem somatickych bunék. Mastitidu miize zptisobit hned nekolik faktora,
at’' uz se jedna o Cinitele fyzikalni, chemické nebo biologické povahy. Mastitida jako
takova neni pouze modernim problémem, ktery trapi chovatele az v poslednich par
stoletich, ale jiz od po¢atku samotné domestikace skotu (Agropress.cz, 2017).

Zanéty mlécné zlazy mohou vyvolat jak Cinitelé, ktefi jsou infekéniho nebo nein-

fek¢éniho puvodu (Vovcer.cz, 2020).
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K rozsifeni zanétu pomoci infek¢ni cesty dochazi ve vétsing pripada pres strukovy
kanalek. K nakazeni pomoci krevniho pienosu dochazi u dojnic velmi ztidka. To zna-
mena, ze pouze v nizké mife pripadu se prenasi zanét z jedné dojnice na druhou. Avsak
v piipadé, ze se zanét §ifi infekcni cestou, mize zasahnout i celé stado, a to diky pre-
nosu z jedné dojnice na druhou. Druhou formou zptsobujici zanét je, jak uz jsem zmi-
fioval, zpsob neinfek¢ni. Mezi vlivy, které jsou fazeny mezi neinfek¢ni patii napfi-
klad poranéni vemene, Spatné krmeni (vliv plisn€ a jinych patogent), stres nebo také
Spatné dojeni (kolisani tlaku pfi dojeni) (Agropress.cz, 2017).

Mastitidy z dojeni vznikaji pfi dojeni bud’ pfi kolisani tlaku nebo také ze Spatné
hygieny dojeni. K nejcast€jsim pivodcim patii (obrazek 2.1): Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Str. dysgalactiae, Str. uberis aj. Pfenasi se predevsim diky
vlivu Clovéka. Mastitidni mléko ma jiné slozeni, liSici se od mléka dojnice, ktera je
zdrava. Ma niz§i obsah tuku, laktozy, vapniku, fosforu, drasliku, suSiny a kaseinu. Na
druhou stranu ma mastitidni mléko vyssi obsah bilkovin, chloridu a také sodiku. Ob-
sahuje také patogenni latky, v dobé 1écby se v ném vyskytuji antibiotika a je v ném
zvySeny obsah somatickych bun¢k. Jeho kyselost je pod 6,2 pH. Toto mléko se neda
vyuzit pro technické ucely, protoze se §patné srazi syfidlem a viibec nebo velice Spatné
v ném rostou mikrobiologické kultury. Vyznamné jsou 1 senzorické zmény (vlocky,

krev, slanost a vodnatost) (Vovcr.cz, 2020).

Druh bakterie Pocet vzorkn %

St. Agalactia 1389 0,63

St. Dysgalactiae 9397 4,29

St. Uberius 10767 4,91
a-haemolytic streptococei 1553 0,71
5. aureus 42546 19.42
Koagulaza negativni staphylococei| 30417 13.88
E. coli 3178 1.42
Klebsiella 722 0,33
Pseudomonas aeruginosa 144 0.07
Actinomyces pyogenes 1272 0,58
Kvasinky, plisné a houby 1224 0.56
Jiné 10615 4,84
Souéet 113224 51.67
Zadny narist 105892 48.33
Viechny vzorky 219116 100

Obrazek 2.1 — Frekvence bakterii zpusobujicich mastitidu (Ing. Dohnal, 2011)
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2.4.1 Subklinické mastitidy

U téchto druhti mastitid nelze pozorovat klinické ptiznaky onemocnéni a na prvni po-
hled nejsou jednoznacné poznat. Jednim z faktort, jak je miizeme poznat, je zvySeny
obsah somatickych bunék (<200 000/1 ml), dale se také snizuje dojivost a snizuje ob-
sah laktozy. Tento druh je také vétSinovou piicinou, pro€ je klinicka mastitida 1écena
$patn€ nebo také vibec. Dale se také projevuje ve fyzikalnich vlastnostech mléka jako
jsou pH, vodivost a obsah chlorida (Agropress.cz, 2017).

2.4.2 Klinicka mastitida

Dojde — li ke klinické mastitid€, tak se projevuji typické klinické ptiznaky jako je za-
rudnuti, otok, vySsi citlivost daného mista a také zvySena teplota dané ¢tvrti. Dochazi
také ke zmeéné konzistence mléka, které se meéni na mléku nepodobny sekret, ktery
muze byt i krvavy, hnisavy, vodnaty nebo dokonce miiZze zménit barvu. V pfipad€, ze
zanét neni tak rozsahly, mohou byt jedinym ptiznakem vloc¢ky v mléce. K vySe zmi-
nénym priznakim jako je zména barvy a konzistence dochazi az v pripadech, kdy je
zanét tézky. V tézkych piipadech neni postizené pouze mléko dojnice, ale zhorSuje se
1 celkovy zdravotni stav dojnice, napiiklad se projevuje vysoka horecka v dané Ctvrti,
dojnice nezere, nepiezvykuje, ulehd, a nakonec dochazi k pomalému uhynuti zvifete
(Agropress.cz, 2017).

2.4.3 Diagnostika mastitidy

Pti diagnostice se posuzuje anamnéza. Musime vyhodnotit vicero faktorii jako je na-
priklad uzitkovost dané dojnice a v jaké fazi laktace se nachazi. VSechny tyto faktory
je nejlepsi srovnat v ramci stada, kde se dojnice nachazi. Dale také posuzujeme vzorky
z tzv. bazénti nebo vzorky od jednotlivych dojnic, které mizeme mezi sebou porovnat.
Ve vysledcich z jednotlivych testi nas predevsim zajima obsah mocoviny v mléce,
obsah tuku a také obsah jiz zmifiovanych somatickych bunék jako ukazatele zdravi
dojnice. Doporucuje se také zkontrolovat celkovy zdravotni stav stada, kde je dojnice
chovana (Forstagro.cz, 2016).

Pfi anamnéze je také dulezité zahrnout faktory, které ovliviiuji celkovy zdravotni
stav dojnic. Tyto faktory jsou vypsany a podrobnéji rozebrany v kapitole , Faktory
ovliviiujici pocet somatickych bunék™ (Agropress.cz, 2018).

Po vyhodnoceni anamnézy se dale pristupuje k celkovému klinickému vysetieni,
ve kterém se zaméfujeme na zdravotni stav vemene a vSech jeho Ctyt ¢tvrti. Nasledné

nalezy se posuzuji a srovnavaji s dal§imi dostupnymi daty. Posuzuje se i velikost
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vemene. Pfi tomto vySetieni je dulezité védét, ze zadni Ctvrti jsou piirozené vétsi nez
ctvrti predni, pokud je tomu opacné, indikuje to problém. Déle se hodnoti zbarveni
vemene. Zaznamenavame vSechny anomalie na vemeni, tj. napfiklad pfitomnost rtiz-
nych pastruki, bradavic ¢i jinych nezadoucich vyrustkt. Po vizualni kontrole vemen
se provadi jesté diagnostika hmatem. Muzeme zaznamenat bolestivost v urcitych ob-
lastech a temperaci, ktera souvisi se zanétlivym procesem, ktery je v danou chvili pfi-
tomny. DalSim vySetfenim, které se provadi, je rozbor sekretu mlécné zlazy. Za nor-
malnich podminek toto zajistuji doji¢i pred dojenim. Nejprve se provadi smyslové
hodnoceni, na to potfebujeme nadobu s ¢ernym dnem. Udélame par odstiikt, vizualné
a pomoci ¢ichu zhodnotime nadojeny vzorek. Dalsi moznosti je provést zkousku va-
rem. Normalni mléko se po uvedeni do varu nezmeéni, zatimco mastitidni mléko se
vysrazi. Pfi zméné barvy dochazi vét§inou ke zméné€ na Cervenou, coz souvisi s pii-
tomnosti krve v mléce. Pti posuzovani pomoci ¢ichu si davame pozor, jestli neni viné
nasladla, coz ma na svédomi piitomnost ketolatek nebo viiné€ hnilobna, ktera je typicka
pro tézkou mastitidu. Konzistenci mléka posuzujeme podle pfitomného hlenu nebo
vlocek. Presnéj§i moznosti pro vySetfeni nasSeho vzorku mléka se vyuzivaji rychlé

stajové testy (Vfu.cz, 2019).
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3 Mikrobiologické vySetreni mléka

Zjistovani mikroorganismi ma v mlékarenstvi dilezitou pozici, diky které uréujeme
kvalitu mléka i nasledného vyrobku. Podle obsahu mikroorganismt 1ze odvodit, jak
dlouho mléko vydrzi nezdvadné a piipadné jak dlouho z n¢j vydrzi vyrobky neza-
vadné. Podle tohoto kritéria mizeme odhadnout hygienické podminky ve kterych doj-
nice ziji (Vlkova et al., 2009).

Pro vySetfeni na mikroorganismy se odebiraji vzorky bud’ od jednotlivé dojnice
nebo také z celého nadojeného bazénu. Pii odbérech vzorki od jednotlivych dojnic se
mléko odebira po provedeni toalety a pied dojenim samotné dojnice. Také je nutno,
aby byl vzorek odebran po prvnich par stiicich (Vfu.cz, 2019).

Ve vzorku, ktery jsme odebrali od dojnice, se zkousi pouze mikroorganismy, které
jsou zivotaschopné a zaroven ty, které jsou technologicky a hygienicky vyznamné. Ty,
které nejsou zivotaschopné, nejsou pro nas dalezité. Podle druht sledovanych mikro-
organismu se vybira diagnosticka ziva puda a musi se dodrZzovat optimalni podminky
pro zivot mikroorganismi, které¢ hodlame sledovat (Planickova, 2012).

3.1 Odbér a priprava vzorku pred odbérem

Vzorky mléka k mikrobiologickému vySetteni jsou odebirany do sterilni vzorkovnice.
Namicha se dohromady syrové a pasterované mléko. Pied otevienim vzorkovnice se
mléko dikladné promisi, tj. jiz zmifiované syrové a pasterované mléko. Vzorkovnice
se otevira asepticky nad plamenem nebo se vzorkovnice oCistuje etanolem za ticelem
nekontaminovani vzorku. K vySetfeni se z naSeho vzorku odebere zhruba jeden mililitr
mléka a je smichan s deviti mililitry fyziologického roztoku s peptonem. Timto postu-
pem je ziskano primarni fedéni (10™"). Poté opét odebereme jeden mililitr z primarniho
fedéni a opét predesly postup opakujeme a tim ziskame sekundarni fedéni (102). Dale
pokradujeme, nez ziskame tercialni fedéni (10%). Diilezité je kazdé fedéni peclivé pro-
michat na mixeru, aby se vzorek dukladné promichal (Planickova, 2012).

3.2 Agarové pudy

Agar je hlavni nosnou casti vétSiny pevnych pad. Jeho vyhodou je stabilita. Sklada se
z vice slozek, a to konkrétni ze dvou, z agardzy a agropeptinu. Diive se piidaval do
tekutych zaklada pad a dnes se nejéastéji pridava do hotovych susenych pud. Pevné
pudy obvykle obsahuji kolem 2 % agaru (Mikrobiologie.lf3.cuni.cz, 2005).

K mikrobiologickému vySetieni se vyuzivaji bézné€ dostupné agarové zivné pudy.
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GTK — M — agarova zivna puda s glukdzou, tryptonem, kvasni¢nym extraktem su-
Senym odstfedénym mlékem.

VCZG (VRBG) — selektivni agarova Zivna ptda s krystalovou violeti, neutralni
cerveni, zluCovymi solemi a glukézou.

VCZL (VRBL) — agarova zivna ptda s krystalovou violeti, neutralni &erveni, Zlu-
covymi solemi a laktézou (Mikrobiologie.lf3.cuni.cz, 2005).
3.3 Mikrobiologické vySetfeni
Jako nejcastéj$i metoda k mikrobiologickému vySetieni se vyuziva metoda zalévanim
do agarovych pad nebo jinak se ji také fika ockovani prelivem. VSechny véci, které se
vyuzivaji pii tomto druhu vySetfeni museji byt sterilni. Pomoci pipety se nas§ vzorek,
ktery je jiz desetinasobné zfedény nanasi do stfedu Petriho misek. Na kazdé vyse zmi-
flované fedéni se pripravi dvé Petriho misky a vlozime do nich dany vzorek. Na§ fe-
dény vzorek se prelije agarovou pudou, ktera bude ohfata na hodnotu mezi 40° - 45°C.
Mnozstvi agarové pudy, ktera se pouzije do vzorku se stanovuje na zhruba 15-20 ml.
Vzorek, ktery nam timto postupem vznikne, nechame na nasem pracovnim stole a du-
kladn¢€ promichame. VSechny tyto postupy se opét provadeji pomoci sterilnich na-
stroju. Po promichani nechame vzorek utuhnout. Po ztuhnuti vzorku se Petriho misky
vlozi do termostatu a o teploté 30° se nechaji inkubovat dnem vzhiru. Kdyz chceme
zjistit pfitomnost psychotropnich organismui, tak se v termostatu udrzuje teplota
zhruba 6,5°C. Po uplynuti inkuba¢ni doby se odecCtou vzrostlé kolonie na pudach (viz
obrazek 3.1). Pfi stanovovani vSech mikroorganismi se odecitaji vSechny kolonie.
Kdyz urc¢ujeme kolonie taxonomickych mikroorganisma, tak se urcuji pouze kolonie

danych vlastnosti, které hledame (Planickova, 2012).

Obrizek 3.1 — Krevni agar s nékolika koloniemi (Mikrobiologie.lf3.cuni.cz, 2005)
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Pocet kolonii na misce se stanovuje pomoci secteni vSech kolonii, které vznikly na
misce. Po odecteni dané kolonie se na spodni strané misky udéla ¢arka za danou kolo-
nii, tak, abychom na konci odecitani védéli, kolik kolonii jsme napocitali. V béznych
ptipadech se napocita od 30 kolonii do 300 kolonii a specifickych kolonii je bézné
zjisténo od 10 do 150 kolonii. PoCet mikroorganismui v nasem vzorku se pocita pomoci

arikmetického pruméru. Podle nasledujiciho vzorce (Planickova, 2012).

N=2X2:./[(nl +0,1n2) d]
(1)
Kde:
N — Pocet mikroorganismi ve vzorku
Y — soucet kolonii vyrostlych na vSech plotnach, které byly k vypoctu pouzité
nl — pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni
n2 — pocet ploten pouzitych pro vypocet ze druhého fedéni

d — prvni pro vypocet pouzité fedéni.
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4 Technologie detekujici zménu sloZeni mléka

Pti detekci zdravotniho problému u dojnice je dulezité mit data o jejim zdravi co
nejdfive. V tomto dnes pomahd moderni technologie, ktera umi rozpoznat slozeni
mléka. V online rezimu umi pfijit na to, co je v mléce obsazeno a nasledné vyhodnotit,
jestli je tam danych slozek dostatek, nedostatek nebo tam jisté slozky nemaji byt ob-
sazeny vubec.

Velkou vyhodou novych technologii je, ze mohou analyzovat vice slozek mléka
najednou a muze tak byt u€inéno ptimo v misté, kde se dojnice doji. To v pfipadé né-
jakého zdravotniho problému umozni rychlou reakci.

Tato kapitola je zaméfena na technologie, které umi detekovat jednotlivé slozky

mléka.

4.1 NK test

Nazev testu vznikl odvozenim zkratky od slovniho spojeni ,,Natural killers* — odtud
tedy NK test. Tento druh testu se pouziva k detekovani neklinické mastitidy, ktera
probiha plizivé — tzn. ze pii ni nedochazi ke zménam mléka, a proto je potieba vyuzit
tohoto testu k jejimu odhaleni. Pomoci testu uréime pocet somatickych bunék prede-
v§im leukocytt. Pti reakci s NK testem se ze somatickych bunek vytvoii gel. Hustota
gelu nam signalizuje poet somatickych bunék v mléce obsazenych. Cim je gel husts-
j§i tim vice je v mléce obsazenych somatickych bunek (Forstagro.cz, 2016).

V ramci testu se vyuziva barevny indikator, ktera se nazyva fenolova cerven. Tato
latka v mléce reaguje na zmeény pH. Pfi normalnim pH mléka, tj. mirné zasadité (7 —
7,5) zpusobuje chemicka reakce zbarveni do lehké rizové, takto pozname, ze je mléko
v poradku. V jiném piipadé, kdy je mléko kyselé, vede chemicka reakce ke zbarveni
zlutavému (viz obrazek 4.1). Kdyz je mléko siln¢ alkalické, barvi se do syté Cervené
az fialové barvy. Pfi skutecnosti, ze mastitidni mléko je siln¢ zasadité, 1ze z tohoto
testu snadno odhalit, Ze dojnice neni v dobrém zdravotnim stavu. Jako kazdy jiny test
nebo metoda vySetfeni ma svoje limity i tento druh testu. NK test se nedd vyuzit na
testovani pfitomnosti kolostra. Mléko je totiz za pfitomnosti kolostra kyselé a test tak
pak mize vyjit faleSn€ pozitivni. Pro zhodnoceni NK testu jsou duleziti Cinitelé tzv.
detergenty. Detergenty nebo také jinak specialni saponaty zpusobuji rozpad somatic-

kych bunék, které jsou v nadojeném vzorku mléka a uvoliiuji jejich nukleové kyseliny.
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Na zéakladé objemu nukleovych kyselin obsazenych v mléce, pak uréime pocet soma-
tickych bunék. Tuto metodu nazyvame nepiimou, protoze se nezjistuje pfimo pocet

somatickych bunék, ale mnozstvi nukleovych kyselin téchto bunék (Vfu.cz, 2019).

Obrazek 4.1 — NK test (Agropress.cz, 2018)

4.2 FElektricka vodivost mléka

Velmi Casto se vyuziva méteni elektrické vodivosti v rameci rychlych screeningovych
metod. Tento parametr se vyuziva v ramci komplexni diagnostiky — klinické vySetfent,
biochemické, senzorické a laboratorni. Mléko od dojnice se zanétem ma zvySeny ob-
sah iontd, ktery Ize snadno detekovat pomoci elektrické vodivosti. Té€mito ionty jsou
Na a CI (Vfu.cz, 2019).

Specifickd mérna elektricka vodivost mléka neboli konduktivita je métitkem ob-
sahu a typu ionti v mléce obsazenych. Soli, které jsou rozpus§téné v kapalinach jako
jiz zminéné soli Na™ a C1” jsou vodivé. To znamena, ze ¢im vice soli je obsazenych
v mléce, tim vyssi bude specifickd mérna elektrickd vodivost daného vzorku mléka.
Podle definice specifické mémé elektrické vodivosti mléka je jednotka dana mS.cm™.
Pfi méfeni a nasledném zaznamenavani vysledkid do tabulky je doporuceno zazname-
navat 1 teploty média (mléka i vody). Protoze pfi rostouci teploté média roste 1 elek-
tricka vodivost. Pti teplotach od 15 do 40 °C se udava elektrickd vodivost od 0,0146
az do 0,0241 mS.cm™. Tyto jednotky jsou udavany pii tom, kdyz je dojnice zdrava a
nema zdravotni problém. Pfi zanétu mlécné Zlazy tyto hodnoty nartstaji, protoze se
zvySuje obsah iontti v mléce a ty nasledné zvysuji elektrickou vodivost. Metoda mé-
feni specifické mérné elektrické vodivosti je dalsi z metod, mimo NK testt, jak se da
zjistit zdravotni problém u dojnice. I tato metoda je nepfima, protoze se nezjistuje
pfimo obsah somatickych bunék v mléce obsazenych, ale pouze obsah iontl a z toho

se poté urcuje pocet somatickych bunék. Referenc¢ni hodnota zdravého mléka je od 4
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do 6 mS.cm™! pii teploté 25 °C. Nemoci mléené zlazy, fijovy cyklus i jiné nemoci
dojnic ovliviiyji vyklad naméfenych hodnot a se vSemi t€émito proménnymi musime
pocitat (Ing. Dohnal, 2011).
4.2.1 Faktory ovliviiujici elektrickou vodivost mléka
Vemeno je rozlozeno do ¢ty Ctvrti, které spolu sousedi a jsou na sob& nezavislé.
Ovsem 1 pfesto je zanét problémem vSech Ctyt Ctvrti. Zanét zacCina v jedné Ctvrti a poté
se §ifi do dalsi az se nakonec dostane v kratké dobé do vSem ctyt (Michel, 1994).

V kazdé ¢tvrti meéfime elektrickou vodivost zvlast. Nameérené hodnoty se mohou
u zdravého vemene lehce lisit, ale tyto rozdily nejsou pfili§ vyrazné. Hodnoty se také
lehce odlisuji po kazdém dojeni, v zavislosti na okolnostech. Elektricka vodivost se u
ctvrti se zanétem postupné zvysSuje oproti hodnotdm u zdravé Ctvrti. Nesmime brat
v potaz pouze hodnoty namétené celkove, ale musime brat v potaz hodnoty namétené
v prubéhu Casu a jejich postupny vyvoj a odchylky (Kawasaki et al., 2004).

Faktort ovliviyjicich elektrickou vodivost mléka je neékolik. Elektricka vodivost
je zavisla na poctu laktaci, kterymi dojnice prosla. Se zvySujicim poctem laktaci se
zvySuji 1 nami namétené hodnoty. Jak bylo jizuvedeno vyse, s pfibyvajicimi laktacemi
se zvySuje pocet somatickych bunék u zdravych dojnic, proto se zvySuji 1 namérené
hodnoty. Zaroven se zvysuji namétrené hodnoty i podle faze laktace. S ménicim se slo-
zenim mléka se zvySuji 1 naméfené hodnoty a totéz plati i u pfibyvajicich dni laktace.
Pti dojeni maji riizné casti mléka riznou elektrickou vodivost. Mléko ihned po zacatku
dojeni, tj. po prvnich par stficich ma nejvyssi hodnoty. V prubéhu dojiciho procesu se
elektricka vodivost snizuje az je nejniz§i u rezidualniho mléka. Nizsi hodnoty jsou
zaznamenavany u zvifat, ktera maji pfistup na volnou pastvu béhem roku. Kdezto zpi-
sob, jakym jsou zvifata chovana ma pouze velmi maly vliv. Jeden z nejdilezitéjSich
faktord je doba mezi jednotlivymi dojenimi. Cim déle neni dojnice podojena, tak na-
rasta nitrovemenni tlak a s tim vzrusta propustnost vymésovaciho epitelu. Individua-
lita zvitete také hraje svoji roli. Kazdé plemeno ma optimalni hodnoty elektrické vo-
divosti na jiné urovni. Pfi vys$Sim obsahu mlécného tuku, klesa elektricka vodivost
(Ing. Dohnal, 2011).

4.2.2 Zpusob méreni a nasledné vyhodnoceni elektrické vodivosti
V soucasné dob€ nejvice pouzivanou metodou, pii které se stanovi obsah ionti, je gra-
vimetrie. Tato metoda ale nepatii mezi ty nejnovejsi. Mezi nejvice technologicky vy-

spélé metody tak fadime atomovou absorpcni spektrometrii (Ing. Dohnal, 2011).
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V oblasti zdravotnictvi, zejména v hematologii, se pouzivaji takzvané iontselektivni
elektrody, které jsou zalozené na potenciometrickém méficim principu. To umoziuje
rychlé méfeni 10-20 s v maloobjemovych vzorcich. Tyto metody jsou nabizeny jako
dvoutyCovy méfici clanek (zvlastni elektroda a odloucena referen¢ni elektroda) nebo
jednotyCovy meéfici Clanek (vSe v jedné elektrodé€). Obvykle jsou velmi citlivé, avSak
ohrozené elektrodovou trvanlivosti, ktera je jen nékolik mésica (4-12 mésict). Mame
na vybér z vice metod méfeni iontd v mléce. Metody opét délime na piimé a nepiimé.
Mimo zjistovani zmény obsahu iontd v mléce muzeme zjistovat i zménu obsahu ji-
nych slozek, a v¢as tak indikovat zdravotni problém u vemene. Na pocatku dvacéatého
prvniho stoleti doslo k vyzkumu zmén enzyma v mléce jako je napiiklad laktat dehyd-
rogenaza. Vzhledem k ¢asové narocnosti téchto technik, jich bylo uplatiovano v mi-
nulosti spiSe v laboratotich nez bézné v terénu u dojnic. V poslednich letech se tento
zpusob testovani zacina objevovat i v ,,terénu” (Agris. Fao.org, 1998).

V dnes$ni moderni dobé mohou byt hodnoty elektrické vodivosti méfeny v realném
Case a v realném Case i kontrolovany. V pfipadé€, ze chceme méfit elektrickou konduk-
tivitu jedné dojnice, tak je elektroda umisténa ve sbérném potrubi nebo chceme-li kon-
trolovat zdravotni stav jednotlivé Ctvrti vemene, tak je elektroda umisténa v hadici,
ktera vychazi od jednotlivych strukti. Problémy se ale nevyhybaji ani tomuto moder-
nimu systému. Jednim z problému meéfeni elektrické konduktivity mléka v realném
Case je vkladani elektrod a také pénéni mléka, diky kterému je méteni neptesné (Ing.
Dohnal, 2011).

4.2.3 Vyhodnoceni elektrické konduktivity

Zdravotni stav dojnic mizeme kontrolovat jako celek celého stada, jednotlivé dojnice
nebo jednotlivé ¢tvrti vemene dojnice. Méfené hodnoty maji urCitou hranici, ktera by
neméla byt prekrocena, pokud je prekrocCena, tak musime diagnostikovat problém, kte-
rym dojnice trpi. Nebo mizeme porovnavat namérené hodnoty s minulymi méfenimi
a pozorovat zmény. Riziko u tohoto zpusobu je, Ze posledni méfeni byla zkreslena
n¢jakym zdravotnim problémem a nemusi znamenat, ze je dojnice zdrava. Je nékolik
zpusobu, jak mizeme vyhodnocovat data, ktera dostaneme pii nasem meéfeni. Prvni
z metod je rozdilova (Agris. Fao.org, 1998).

Jedna se o rozdil mezi nejnizsi ¢tvrtove specifickou hodnotou elektrické vodivosti
jednoho dojeni a dalsi zbyvajicich ¢tvrti vemene. Vypocet je podle nasledujiciho

vzorce (Agris. Fao.org, 1998).
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AECabs = ECa — ECiin
2)
Kde:
EChin — minimalni hodnota aktualniho dojeni = reference
EC, — elektricka vodivost aktualni Ctvrti

AECaps — absolutni odchylka zkusebniho vzorku k referenci [mS.cm™']

Druhou pouzivanou metodou je metoda podilova:

Zde je podil mezi nejnizsi ¢tvrtove specifickou hodnotou EC jednoho dojeni a
zbyvajicich Ctvrti stejného vemene-inter-Ctvrtovy-pomér. Vypocet je podle nasledu-
jiciho vzorce.

AEC,, = EC, = 100
ECin
3)
Kde: ECmin — minimalni hodnota aktualniho dojeni = reference
ECa - elektricka vodivost aktualni ctvrti

AECre — relativni odchylka zkuSebniho vzorku k referenci [%o]

Infekce mlécné zlazy neni ve vSech Ctvrtich ve stejnou dobu, a prave proto ma nej-
vy$si vypovidajici hodnotu maximalni hodnota elektrické vodivosti v jednotlivych

ctvrtich (Agris. Fao.org, 1998).

4.3 NIR - blizka infracervena oblast

4.3.1 Princip fungovani NIR spektroskopie

Infradervené zateni je zafeni v rozsahu vinoéti od 12 800 — 10 cm™ a vinovych délek
0od 0,75 do 1 000 um. Toto zafeni je specifické v tom, ze infraCervené zafeni navazuje
na jedné stran€ na viditelné zafeni a na stran€ druhé na zafeni mikrovinné (Irudayaraj,
2008).

Pasma, ktera jsou nejdulezitéjsi v infraCerveném zafeni, jsou v rozmezi od 700
do 1 800 nm a v kombina¢nim pfechodu od 1 800 do 2 700 nm zptisobenych vibraci
vazeb molekul (Metrom.cz, 2020).

NIR je velmi Casto volen jako hlavni prostfedek pro vSechny hlavni parametry

potravin. Piiklady téchto parametri jsou: stanoveni vlhkosti, tuku, bilkovin, skrobu
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nebo aminokyselin. Princip fungovani infracervené spektroskopie s Furierovou trans-
formaci je zalozen na spojeni interferometru s velice citlivym detektorem a pocitacem.
Interferometr zesiluje nebo zeslabuje zareni z polychromatického zdroje. Interfero-
metr se sklada ze tii Casti, ze dvou na sebe kolmych zrcadel, jedno z nich je pohyblivé
a druhé se nehybe a polopropustného délice svazku paprski tzv. beamsplitteru, ktery
je umistén na linii téchto zrcadel pod tthlem 45°. Dalsi zakladni ¢asti interferometric-
kych spektrometra byva zdroj svétla, coz velmi Casto byva keramicka tycka napf.
z karbidu ktemiku. Jako dalsi zdroj svétla se vyuzivaji také zarovky, napt. zarovka
s wolframovym vldknem nebo halogenova zarovka, které pifi zahtati emituji zareni
v infraCervené oblasti. K detekci je mozno vyuzivat mnoho typu detektort, ale fotode-
tektory neni mozné pouzivat k ptimé detekci, kvtli neschopnosti infracerveného za-
feni excitovat elektrony. Mezi jedny z nejvyuzivanéjSich detektort patii PbS, PbSe a
InSb. Po vlozeni kyvety do drahy paprska dojde k zeslabeni zafeni charakteristickych
vinovych délek. Za komorou, ve které je umistén vzorek, je vhodné zvoleny detektor
pro dany spektralni obor zafeni. V detektoru je umistén fotoclanek, ktery méni svétlo,
které na n¢€j dopada na elektricky signal. (Dvorakova, 2016).

4.3.2 Infracerveny spektroskop

V dnesni dobé se vyuzivaji k ziskavani spekter detektory s Furierovou transformact,
které pracuji na principu interferace zareni, kde se ziskany signal pfevede na infraer-
vené spektrum za pomoci matematické operace, ktera se nazyva Fourierova transfor-
mace. Pfed t€mito pfistroji se pouzivali filtrové pfistroje, které pracovaly pouze s ur-
¢itymi vlnovymi délkami, prave tyto piistroje nahradily spektroskopy. K NIR detekci
se vyuzivaji pristroje, které se jmenuji disperzni spektroskopy. Tyto spektroskopy po-
kryvaji oblast zafeni viditelného spektra a pfipadné i ultrafialovou. Avsak i tyto spek-
troskopy jsou postupné nahrazovany témi s Furierovou transformaci. V odborném
textu, 1ze také nalézt zkratku FT-NIR, kterou jsou mysleny pravé spektroskopy s Fu-
rierovou transformaci. FT-NIR spektroskopy se vyuzivaji poslednich vice nez dvacet
let. Diky reakci mezi vzorkem, zrcadly a referenci jsou nastaveny specialni energetické
modely, vyvolavajici interferogramy, které jsou pouzity k vypoctu absorbance vzorkt
(Ozaki, 2008).

4.3.3 Techniky méreni v NIR spektroskopii

Techniky méfeni se daji rozdélit na dvé skupiny podle toho, jaké fyzikalni jevy se pii

meéteni vyuzivaji (viz. obrazek 4.2)
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Obrizek 4.2 — Transmita a reflektance (Dvorikova, 2016)
Podle toho, zda je absorpce zafeni méfena az po prichodu vzorkem nebo po od-
razu a podle toho se také dale urcuji dal§i metody méfeni jako jsou: spektakularni ¢i
difuzni reflektance, rozptyl, transflektance nebo interaktance. (Dvotakova, 2016)
Kazda slozka mléka se nechd pozorovat pii jiné vinové délce. Na obrazku uve-
deném nize jsou vyznaceny jednotlivé slozky a pfi jaké vinové délce je mizeme de-

tekovat (viz. Obrazek 4.3) (Huda, et al, 2021).
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Obrizek 4.3 — Pozorovatelnost jednotlivych slozek mléka p¥i ruznych vinovych délkach

(Huda, et al, 2021)
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4.4 Vyuziti NIR technologie pro online detekci

Ptinos a presnost NIR technologie byl prokazany v laboratornim prostiedi. V posledni
dobé je snaha implementovat NIR technologii piimo do dojici linky, aby mohl farmar
napiiklad pfi dojeni tiikrat denné dostavat vysledky pfimo do svého pocitace a mohl
tak mit zdravotni stav dojnic pod kontrolou bez pfili§né namahy, rychle, a jesté usetfit
finan¢ni prostfedky diky vcasnému odhaleni problému. Dalsim cilem tohoto zafizeni
je vytvorit kalibra¢ni sadu dat, diky které bude mozné v budoucnu predpovidat slozeni
mléka (Diaz-Olivares, et al, 2020).

Senzorovy systém zafizeni urCeného k méteni se sklada z NIR spektrometru, chlaze-
nim InGaAs (Indium — Gallium — Arsenid), diodovym polem z 256 pixel(i, 20W halo-
genovy svételny zdroj svétla, opticka meéfici jednotka, vyhrazeny pocitac, ktery pro-
vozuje software pro kontrolu a spektralni akvizici v LabView 2012, ocelové ochranné
pouzdro, opticka méfici jednotka, kterd obsahuje kulaty borosilikat, kyveta o vnitini
tloustce a priméru 2 respektive 26 mm a obsahuji 1,2 mililitru vzorku béhem spek-
tralniho testu, spektralni referen¢ni par s tloustkou 2 mm, translacni stupen sestavajici
z filtra¢niho sklicka. Prochazejici svétlo je shromazd’ ovano pomoci ¢ocky konvergo-
vaného typu s ohniskovou vzdalenosti 31,6 mm a navadéna do spektrometru pomoci
optického vlakna (primér jadra je nizky okolo 600 um). Objektiv je zarovnan se stie-
dem halogenového svételného zdroje a translacni stuperi se pohybuje kolmo k ose
cocka-halogen (viz. obrazek 4.4). Pro kazdy vzorek mléka zaznamenal spektrometr
v NIR spektru propustnost v rozmezi od 960 az do 1 690 nm. Tato spektra se ziskavaji
s integra¢nim ¢asem 10 ms a sbérem 100 opakovanych méfeni na vzorek mléka, agre-

govanych do priméru spektra pro kazdy vzorek (Abd El — Fattah, A.M, et al., 2012).

Koneepee senzorového systému
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Obrazek 4.4 — Zobrazeni konceptu senzorového systému (Diaz-Olivares, et al, 2020)
Tento senzoricky systém byl pfi vyvoji testovan spole¢né se strojem VMS™ Classic.

Pomoci vzorkovade Navigator™ (HNS Supra +, DeLaval) byly odebirany vzorky o
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objemu 300 ml. Po dobu osmi tydnu senzoricky systém analyzoval mléko od Ctyficeti
jedna holstynskych krav. Kravy byly dojeny v priméru 2,6 denn&. Casovy rozestup
mezi odebiranim vzorkt byl od dvaceti jedna hodin do osmdesati péti hodin. V pra-
méru bylo odebirano sto padesat osm vzorkti mléka tydné, které byly dale urceny
k analyze. Spolecnost odebrané vzorky konzervovala pomoci bronopolu (0,3ml/l) a
k analyze vzorku dochazelo do tfi dnti po odbéru. V tomto experimentu byly referen¢ni
hodnoty ziskany podle ISO 9622 (IS0O,2013), kde musi byt pfesnost pro odchylku pro
tuk <1 % a pro protein a laktézu je to <0,9 %. Celkem bylo beéhem experimentalniho
obdobi odebrano pies 1 270 vzorki. Nékolik vzorkti muselo byt vyfazeno kvili chy-
bam béhem procesu, nékolik bylo vyfazeno kvili netispésnosti referencni analyzy.
Celkovy pocet odebranych vzorkt byl nakonec 1 165 od 36 krav. Po dokonceni ana-
lyzy vzorku se vytvorila sada dat, které jsou pouzivany ke kalibraci, ve které jsou data
od 9 krav, a jesté vznikla druha sada dat jako ovérovaci, ktera je z dat od dvaceti sedmi
krav. Dale byly odstranény spektra, ve kterych dochazi k absorpci vodou, tj. od 1 360
az po 1 500 nm, aby nedochazelo k zavadéni. Celkoveé vyslo 420 mozny kombinact,
které se vyuzivaji pro predikce (Aernauts, B. et al, 2015).

Predpovédni presnost systému byla nakonec velmi vysoka pro vSechny tfi mlééné
slozky, pro tuk to bylo 0,078 %, pro bilkovinu 0,080 % a pro laktozu 0,077 %. Zhruba
po tydnu méfeni a vyhodnocovani v online rezimu se presnost pfistroje zacala zhorSo-
vat, u tuku klesla presnost na 0,083 %, u bilkoviny na 0,110 % a u laktézy na 0,092
%. 1 tyto odchylky méfeni stale spliiuji normu ICAR pro systém analyzy mléka na
farmé, pro vSechny casti mléka. A dokonce i po zhorSeni presnosti stale spliuji pod-
minky ICAR pro laboratorni analytické systémy pro tuk, laktozu a bilkovinu. Dale
také byla zlepSena vykonnost modelu pro uréovani laktézy v realném case za pomoci
specialni korekce zkresleni specifické pro kravy. Vzhledem k tomu, Ze byl béhem mé-
feni v Case zji§tén posun, bude v pribehu nutna kalibrace, tak aby systém fungoval tak
jak ma a spliioval nutné predpisy. Vyzkum by se mél zaméfit dale na implementovani
systému, ktery bude inteligentni, sim pozna posun v méfeni a nezavisle na vn&jSim
zasahu systém zkalibruje, tak aby nemuselo dochéazet k vnéj§imu zasahu (Diaz-Oli-

vares, et al, 2020).
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4.5 MIR - infracervené spektrum

Jedna se o techniku chemické identifikace latek v mikrométitku. MIR absorpéni spek-
trometrie je jednou z nejdulezitéjSich a relativné levnych metod strukturni analyzy or-
ganickych a anorganickych latek ve vSech skupenstvich. V infracervenych spektrech
sledujeme zavislost T nebo A na vlnoctu absorbovaného zateni. Spektrum je pasové a
pasy odpovidaji riznym typum vibracnich prechodd. Toto spektrum dale délime na
dvé Casti. Na oblast charakteristickych neboli skupinovych vibraci, které jsou od 4 000
do 1 000 cm’!, tato oblast se vyuziva pro identifikaci funkénich skupin v molekule.
Oblast otisku palce je od 1 000 do 400 cm™'. Zde se nachazi deformaéni vibrace ovliv-
néné strukturou molekuly a umoziuji tak identifikovat konkrétni organickou latku
(Ach.upol.cz, 2020).

Tento druh analyzy se vyuziva pii dvou druzich analyzy, a to je kvantitativni a
kvalitativni. Kvalitativni analyza se vyuziva k identifikaci charakteristickych funk¢-
nich skupin a jednotlivych latek a nasledné se vysledky porovnavaji s knihovnami
spekter. Pii strukturni analyze se zjistuji informace o symetrii, konformaci, konfigu-
raci, vodikovych vazbach apod. Naopak kvantitativni metoda ma mensi uplatnéni,
pred méfenim je nutné precizné zméfit tloustku absorpéni vrstvy. Zde se vyuziva Lam-
bertova-Beerova zdkona a vicerozmérnych statistickych metod pro kalibraci
(Ach.upol.cz, 2020).

4.6 Sirokopasmova laserova stiedni infradervena spektroskopie vyuziva-
jici kvantovy kaskadovy detektor pro analyzu mlécné bilkoviny
InfraCervena spektra proteind se vyznacuji dvéma charakteristickymi absorpcni pasy,
které se prevazné vyuzivaji pro strukturalni analyzu. Pas amidu I (1 600-1 700 cm™)
a pas amidu II (1 500-1 600 cm™). Charakteristické vibrace téchto skupin poskytuji
podrobné informace o vzorech vodikovych vazeb stabilizujici sekundarni struktury
proteint. Vyuziti NIR spektroskopie s Furierovou transformaci, se povazuje za zlaty
stted, avSak diky silnému pasu se da realné vyuzivat pouze v pasmu amidu II, protoze
voda m4 silné absorpéni pasmo, kolem 1 645 cm™'. Coz omezuje informace o sekun-

darni struktufe proteinti (Fabian, H. et al. 2006).

V posledni dobé se zacina vyuzivat spiSe nez detektorti s Furierovou metodou,
detektor, ktery nese oznaceni QCL: Tento detektor poskytuje Sirsi spektrum ladéni, a
to az do 500 cm™'. Rada studii vyuzivajicich QCL pro §irokopasmovou spektroskopii

kapalin uvadi zlepsenou detekci ve srovnani s FTIR spektroskopii pro rizné analyzy,
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vcetné proteind. Vysoké vystupni vykony QCL piimo piispély k pétinasobnému zvy-
Seni délky pfenosové cesty, jak je pozadovano pro robustni manipulaci se vzorky a
pristup k amidovému I pasmu, coz umoziuje individuélni kvantifikaci bilkovin hové-
ziho mléka v komplexnich matricich (Dabrowska, et al., 2022).

V principu se jedna o zafizeni, které méfi zeslabeni svétla prochazejici kapalnym
vzorkem na ruznych frekvencich, vyvolané absorpci pro identifikaci a kvantifikaci
proteinu piitomnych ve vzorku. Za timto ucelem byl termoelektricky chlazeny kvan-
tovy kaskadovy laser s vnéjsi dutinou (Hedgehog, Daylight Solutinos Inc., San Diego,
CA), laditelny od 1 830 do 1 470 cm’! provozovan, v pulznim rezimu pii modulaéni
frekvenci 1 MHz, pracovni cyklus 20 % a proud laseru 700 mA, coz odpovida pulz-

nimu priméru vykonu cca 240 mW pii 1 590 cm™

. Operacni parametry laseru byly
zvoleny tak, aby maximalizovaly vystup optického vykonu a mnozstvi svétla dostupné
pro interakci svétlo-vzorek, a tedy pouzitelnou délku drahy pro méfeni prenosu. Délka
prenosové cesty je optimalizovana tak, aby bylo dosazeno co mozna nejlepsiho po-
meéru signalu k Sumu pro méfeni proteint v predlozeném sytému (Harrer, 2017).
Vyslany paprsek je zaostreny parabolickym zlatym zrcadlem na plochu QCD a
natupo piipojen k jeho aktivni oblasti. Cip detektoru s integrovanym plo§nym spojem
byl pfipojen pies koaxialni kabel pfimo k nizko Sumovému napétovému vstupu MFLI
lock-in zesilovace pro méfeni odezvy detektoru na referencni frekvenci odpovidajici
frekvenci laserové modulace dodavané laserovym ovladaCem prostednictvi signalu
TTL a tim zlepSit SNR celého detekéniho zafizeni. Zesilovac byl vybaven rozsifenym
meznim rozsahem 5 MHz. Optick4 soustava byla ulozena a proplachnuta suchym
vzduchem pred a béhem méteni, aby se minimalizovaly nepfiznivé ucinky pasti vodni
pary ve zkoumané spektralni oblasti. Tento detektor ma vyhodu oproti detektoram vy-
uzivajicim Furierovu metodu, dokaze analyzovat bilkoviny nejen v pasmu amidi II,
ale i v pasmu amidi I. Dale je tento senzor stejné vykonny pro analyzu bilkovin jako
Spickové FTIR senzory, pii zachovani mnohem vétsi kompaktnosti a jednoduchosti.
Ale 1 po 20 letech vyvoje je tato technologie stale na zacatku, zejména pro detekci
v kapalné fazi. Tato technologie nabizi vyhodu pfi provozu v pokojové teploté tim, ze
ji neni nutné chladit, nizkou spotiebu energie, vynikajici linearitu, nizky Sum, velkou
Sitku pasma, vysokou rychlost a vysoké prahové hodnoty saturace. Na zavér lze fici,
ze tuto technologii Ize povazovat za stavebni kdmen pro vyvoj dalsi generace chemic-
kych senzori MIR v kapalné fazi, které poskytuji vysoce kvalitni informace v $irS§im

spektralnim rozsahu (Dabrowska, et al., 2022).
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S Pristroje pro online detekci kvality mléka

Dnes je na trhu nékolik vyrobcl pfistroju, které v online rezimu méfi kvalitu nadoje-
ného mléka. V této kapitole bude popsano, jak tyto piistroje funguji, pfipadné jejich
vyhody, nevyhody a cena za pfistroj.

5.1 TDM Afilab — Analyza mléka v redlném case

Afilab je pfistroj na méteni slozek mléka v redlném Case. Zafizeni je instalovano v do-
jirné mezi méfi¢ mléka a sbérnou linku mléka. VyjimeCnym piinosem technologie
Afilab je, ze zafizeni je online, v pifimé komunikaci s pocitacem mlékarny. Méteni
probiha po celou dobu dojeni a data se shromazd’uji pro kazdou kravu zvlast' a ukladaji
na disk pocitace pro dalsi pouziti (Clal.it, 2009).

Pfistroj méfi v realném case obsah kliCovych slozek v mléce. Méti obsah tuku,
bilkoviny, laktézy, somatickych bunék a pfitomnost krve. Pfistroj je velice citlivy, a
tak je jeho odchylka nepatrna. V zafizeni také nejsou zadné pohyblivé Casti, které by
se mohli rozbit, a tak je pfistroj velice odolny a ma dlouhou zivotnost (Afimilk.com,
2019).

Cena pfistroje Afilab je uvadéna kolem dvaceti tisic korun ¢eskych (Forstagro.cz,
2016).

Néklady na jednu nemocnou kravu jsou podle spole¢nosti Afimilk zhruba 330
USD ro¢né. Diky vyuzivani tohoto systému je mozné usetfit zhruba 60 % téchto na-
kladq, coz je zhruba 200 USD za kravu (Afimilk, 2019).

V piipad€, ze ma farmar dojnic naptiklad padesat je tato C¢astka zhruba 10 000
USD, coz je znacna uspora finan¢nich prostredka.

5.2 Dojici robot Merlin

Metlin je pfistroj na dojeni, vyvinuty firmou Fullwood Packo, ktera sidli v Anglii.
Tento pristroj stejné jako predesly méfi stejné slozky mléka, avsSak jeho podstata je
jina. Merlin je totiz pfistroj na dojeni mléka a méfeni slozek mléka je pouze dopro-
vodna funkce. Navic obsahuje vice senzorti na méfeni a kazdy ma za ukol méfit néco
jiného. FullQuest senzor méfi elektrickou vodivost, FullLab tuk, bilkovinu a laktozu,
FullCount pocet somatickych bunek. Pristroj prenasi live data do pocitace, ale je
k nému 1 specialné vyvinuta aplikace, diky které uvidite live data 1 ve svém telefonu

(Fullwoodpacko.com, 2022).

37



http://Clal.it
http://Afimilk.com
http://Forstagro.cz
http://Fullwoodpacko.com

6 Novinky v detekci slozek mléka

V této kapitole budou popsany dvé novinky z oboru méteni kvality mléka, které mo-
hou v nasledujicich letech ovliviiovat trendy ve vyvoji pfistroji k méfeni kvality

mléka.

6.1 Testovani mléka pomoci mikroRNA

Tento objev poskytuje zpusob méfeni kvality pomoci metody mikroRNA v mléce. Vy-
uziva detek¢ni Cinidla, bioCipy a rizné specialni soupravy. Poskytuje markery pouzi-
vané pro detekci kvality mléka. Uvedené markery jsou 109 detekovanych zralych mi-
kroRNA, které stabilné existuji v kravském mléce (Patentimages.storage.googlea-
pis.com, 2016).

Cilem tohoto vynalezu je detekovat vS§echnu mikroRNA v mléce obsazenou a na-
sledné vysledky porovnat s tabulkou jaka mikroRNA by méla byt v mléce obsazena a
neni, je mixovana mezi sebou nebo prevlada néjaka jina. Na zaklad¢ téchto vysledku
je pak mozné stanovit zdravotni stav dojnice (Patentimages.storage.googleapis.com,
2016).

Abychom ale vysledky ziskali, musime vyuzit dal§i metodu napiiklad PCR testo-
vani v realném cCase, ktera zahrnuje nésledujici kroky. Prvnim krokem je celkova ex-
trakce RNA z testovaného vzorku kravského mléka a ziskani vzorki cDNA prostied-
nictvim reverzniho trans RNA reakce skriptu. Druhym krokem je zpracovani PCR re-
akce v pritomnosti mikroRNA specifické primery a specifické fluorescencni sondy.
Tretim krokem je zpracovani detekce v redlném case behem PCR a porovnani vy-
sledkti detekce s vysledky detekce kravského mléka zdravé dojnice, aby bylo mozné
urcit existenci nebo mnozstvi mikroRNA v testovanych vzorcich. Pouzivani této me-
tody pfi testovani dojnic na nemoci je velmi pfesné, ale tato technologie je stale na
zacatku vyvoje a pred uvedenim do bézné praxe ji bude potieba zjednodusit. (Patenti-
mages.storage.googleapis.com, 2016).

6.2 Prenosny detektor pro detekci slozeni mléka syrového a homogenniho
Pti zjiStovani kvality mléka se vyuzivaji fyzikalni a chemické metody, jako jsou Rose-
Gottliebova pro zjistovani tuku, Kjeldahlova metoda pro zji§tovani bilkoviny, které
jsou sice velice presné, ale béhem detekce 1ze detekovat pouze jednu slozku ze vzorku,
trvaji dlouho a daji se vyuzivat pouze v laboratofich. Proto byl sestrojen tento detek-

tor.
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Opticky systém detektoru se sklada z mikrspektrometru, modul svételného zdroje,
sonda z optického vlakna ve tvaru , Y, kfemenna vzorkova cela, polohovaci tac, sti-
nici svétlo a chladici ventilator. Lampa zde je mikrohalogenova, ktera dokaze vyzaro-
vat svétlo s dostatecnou intenzitou a dobrou stabilitou. Lampa ma napajeci napéti 5 V
avykon 7 W. Primér vyvinuté sondy z optického vlakna byl 10 mm. Pro snizeni vlivu
emitovaného tepla na stabilitu intenzity svétla, byl pouzit hlinikovy chladi¢ a chladici
ventilator. Kryt stinéni svétla byl Cerny, aby se eliminoval vliv okolniho svétla na vy-
sledky meéfeni. Kfemenna vzorkova cela méla hloubku 40 mm, vnitini primér 30 mm
a ploché dno. Pro elektrickou soustavu detektoru je vyuzito modulu Raspberry Pi, lithi-
ova baterie, dva napajeci moduly, klavesnice a displej. Dale je také vyuzit Wi-Fi mo-
dul transceiveru pro vzdalené pfipojeni. Detektor méa dva napéajeci moduly. Detektor
ma celkové sedm tlacitek, pét na ovladani (nahoru, dolti, menu, navrat a méfeni) a dvé
pro ovladani napajeciho modulu. Pro zlepSeni presnosti a snizeni nakladl byl instalo-
van OLED displej s velikosti 1,3 palce. Byl pouzit k zobrazeni vysledka detekce a né-
kterych uzivatelskych informaci o interakci. Displej je vSak piili§ maly na to, aby zob-
razoval spektra, proto byl k zobrazeni spekter vyuzit pocitac. Detektor ma Ctyfi funkce.
Prvni z nich je kalibrace, aby byla méteni porad stejné presna. Ke kalibraci se vyuziva
teflonova deska se svételnou odrazivosti vyssi nez 98 %. Druha funkce je vybér typu
mléka. Tteti funkce je pfimo samotné méfeni a zobrazovani vysledka na displej a spek-
ter v pfipojeném pocitaci a posledni funkci je rozdé€leni elektrické energie, tak aby ne-
doslo k poskozeni detektoru nebo k jeho vypnuti pro nedostatek energie (Yang, et al.,
2020).

K ziskani dat z méfeni bylo vyuzito opakované sto dvacet vzorka ze Ctyf riznych
mlé&nych farem v Ciné a téchto sto dvacet vzorkd bylo dale rozdéleno na Sarze po 40
vzorcich. Nasledné doslo k vyhodnoceni vzorkd pomoci tohoto detektoru. (Yang, et
al., 2020).

Tento detektor vyuzivajici technologii NiR pracuje s presnosti detekce 0,172 %
pro tuk, 0,201 % pro bilkovinu a 0,247 % pro laktozu u surového mléka. Tento detektor
je oproti nabizenym sice o trochu mén¢ presny, ale tyto odchylky jsou pouze nepatrné
a je také vyrazn€ levn€jsi oproti ostatnim detektorim na trhu nabizenym. Tento detek-
tor vyjde zhruba na dva tisice americkych dolara oproti FOSS MilkoScan FT1, ktery
stoji sto tisic americkych dolari nebo Bruker FT-NIR MPAII-D, ktery stoji padesat
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tisic dolarti. Dalsi velkou vyhodou je velikost tohoto detektoru, ktery je snadno pre-
nosny. Vysledek méfeni mizeme mit do tfi sekund od pocatku méfeni (Yang, et al.,

2020).
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7 Cile prace
Cilem bakalarské prace je zjistit, které slozky mléka v ném obsazené ovliviiyji jeho
kvalitu a s tim spojeny i zdravotni stav dojnic.

Dal§im cilem bude zjistit jaka konkrétni onemocnéni se projevuji na kvalit€¢ mléka
a jakou slozku mléka jaka nemoc ovliviiyje.

V posledni ¢asti bude uvedena technologie, které je mozné vyuzit k detekci a mo-
nitorovani téchto slozek v redlném case. Zaroven budou popsany patenty z posledni

doby, které se v soucasné dob¢ vyuzivaji.
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Diskuse

V mléce je obsazeno mnoho latek a je potieba védet, které nemoci nebo jiné zdravotni
problémy ovliviiyji urcité slozky mléka. Mezi nejdilezitéjsi slozky v ném obsazené
patii bilkovina, laktoza, tuk a poCet somatickych bunék. Nez dojde k tomu, ze chceme
detekovat néjaky zdravotni problém, je také dulezité znat kolik které slozky ma byt
v mléce obsazeno v piipadé, ze je dojnice zdrava. Tyto slozky mohou byt ovlivnény
také vnéjsim zptisobem, ne pouze nemocemi. Napfiklad je dilezité, v jaké fazi laktace
se dojnice nachazi, dale zalezi na krmné davce, stari dojnice, genetickych predispozi-
cich, na plemeni dojnice, frekvenci dojeni, rocnim obdobi a ustajeni.

Mezi nejcastéjsi nemoci, které ovliviiuji hlavni slozky patii bachorova acidoza,
ktera snizuje obsah tuku v mléce, susiny a bilkoviny. Dal§i ¢astou nemoci je alkaloza,
ktera ovliviiuje obsah mocoviny, zvySuje se pocet somatickych bunék a klesa tucnost
mléka zhruba o dvé procenta. Pii ketoze dochazi ke snizeni obsahu laktozy. DalSim
zdravotnim problémem, ktery se u dojnic Casto vyskytuje jsou mastitidy. Subklinicka
mastitida se projevuje snizenou dojivosti, zvySenim poctu somatickych bunek a sni-
zuje se obsah laktozy. Klinicka se projevuje zarudnutim, otokem, vyssi citlivosti da-
ného mista a meni se konzistence mléka. Pii odhalovani mastitid nas zajima predevsim
obsah mocoviny, tuku a pocet somatickych bunék.

K detekci somatickych bunek se pouziva NK test. Tento test se vyuziva u nekli-
nické mastitidy, protoze u ni nedochéazi ke zjevnym zménam mléka. Pii reakci s NK
testem se ze somatickych bunék vytvori gel a ¢im je gel hustéjsi tim je v mléce obsa-
zeno vice somatickych bunék.

V soucasné dobé je na trhu nékolik pfistroji pro online detekci parametri mléka
pfimo v dojirne€. Tyto pfistroje maji za ukol co nejpfesnéji monitorovat parametry
nadojeného mléka. VSechny popsané pristroje a metody maji urcité vyhody a nevy-
hody, které jsou popsané v tabulce ¢.1. TDM Afilab je maly kompaktni pfistroj na
méfeni parametrti nadojeného mléka, které je umistén mezi zafizeni pro méfeni hmot-
nosti nadoje a sbérnou linku mléka, ma vysokou pfesnost metfeni a dalsi jeho nespor-
nou vyhodou je velmi nizka finan¢ni naro€nost na pofizeni a naslednou udrzbu. Nao-
pak jeho nevyhodou je, Ze neméii elektrickou vodivost a nemé zadné jiné pridané ve-
dlejsi funkce. Dalsi technologickou moznosti je dojici robot Merlin od spolecnosti
Fullwood Packo, ktery neni primarné urCen k méteni parametrd mléka, ale jeho pri-

marni ukol je dojeni a méfeni parametrd je pouze jeho pridana funkce, ktera je ale pro
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farmare velmi uziteCna. Vyhoda je také detekce mléka z kazdé Cvrté, zanét mize byt
jen v jedné Ctvrti. Ke stroji je dostupna i mobilni aplikace, diky které nemusi mit far-
mar porad k dispozici pocitac, ale je moznost naméfené hodnoty sledovat pfimo v jeho
telefonu. Mezi vyrazné nevyhody pfistroje patii slozitost zafizeni, slozitost pfepravy a
velikost.

Zcela novou metodou je méfeni za pomoci mikroRNA, Kravské mléko obsahuje
109 zralych mikroRNA. V nadojeném mléce se provede analyza, ktera ukaze, jaké
mikroRNA nadojené mléko obsahuje, a to se nasledné€ porovna s mikroRNA zdravé
dojnice, a poté se provede porovnani, pak se pripadné ur¢i zdravotni problém, kterym
dojnice trpi. Mezi hlavni vyhody prenosného detektoru pro detekci slozeni mléka patfi
jeho vysoka presnost, snadna obsluha, nizké potfizovaci naklady a nizké naklady na
udrzbu a vyhodnoceni dat, které probéhne do tii sekund od zaatku méteni. Tento pfi-
stroj, ale neni soucasti dojici linky, a tak musi farmar poskytovat detektor vzorky ma-
nualné. Pristroj také neméfi pfitomnost krve a elektrickou vodivost a nema zadné pii-

dané funkce.

Vyhody Nevyhody
M&#i v relaném Ease Neméfi elektrickou vodivost
Kompaktni Nema zadné pridané funkce
TDM Afilab Vysoka piesnost

Jednoducha obsluha

Nizké poiizovaci naklady

Nizké naklady na udrzbu

Vysoka presnost Velikost
Vice funkei (dojeni a méfeni) |SloZitost zafizeni
Dojici robot Merlin Mobilni online aplikace Slozitost pfepravy

Meii elektrickou vodivost

MEefi v realném Ease

Velmi presna metoda Slozitost procesu
e Proces je potieba délat manualné
Testovni mikroRNA Nutnost znalosti mikroRNA

Nutnost pridavat ¢inidla

Vysoka piesnost Neni souéasti dojici linky

Nizké pofizovaci naklady Neméii pfitomnost krve

Prenosny detektor  |Snadna obsluha Nemeéii elektrickou vodivost
Nizké naklady na udrzbu Nema piidané funkce

Rychlé vyhodnoceni dat (3s)

Tabulka €. 1 — Vyhody a nevyhody popsanych technologii
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Zavér

Aktudlné ma chovatel krav zpétnou vazbu o zdravotnim stavu dojnic jedenkrat do meé-
sice, kdy se provadi kontrola uzitkovosti. Coz neni praktické, protoze se béhem této
doby muze u dojnice rozvinout nemoc, ktera nebude vCas odhalena a chovatel poté
ptichazi o zisky z mléka, a navic musi platit dojnici 1écbu.

Z dtvodu zefektivnéni kontroly zdravotniho stavu dojnic potfebuji chovatelé
vcasnou detekci jejich zdravotnich problému. K tomu se v dnesni dobé vyuziva NK
testd, které ukazuji, jestli je dojnice zdrava ¢i nikoliv, ale uz nedeteku;ji, co ma dojnice
ptipadné za problém. Navic v pfipadé, ze ma chovatel vicero dojnic, tak je znacné
finan¢né narocny, na jednu dojnici vychazi zhruba na dvé st€¢ Korun ¢eskych a chova-
tel potrebuje vice lidi k jeho provedeni.

Nejlepsi online detektory, co se v soucasné dob€ vyuzivaji nejsou sice presné jako
laboratorni zafizeni, ale pro chovatelovi potieby jsou dostatecné presné a stoji zlomek
ceny. Zafizeni méfi obsah tuku, laktozy a bilkoviny, které jsou v mléce pfitomné, a to
je pro vyhodnoceni zdravotniho stavu dojnice kli¢ové. Navic toto meteni probiha v on-
line prostiedi, takze chovatel ma vysledky hned a toto méfeni se opakuje pfi kazdém
dojeni. Do budoucna by bylo dobré, aby tyto pfistroje umeli detekovat 1 krev, ktera by
muize byt ptipadné v mléce obsazena.

Zanéty mlécné zlazy jsou jednim z nejvétSich problému, kterym musi chovatel
dojnic Celit. Zanéty se z pocatku rozvijeji v jedné ¢vrti vemene, vhodné tedy je, aby
pristroje méfili obsah latek v mléce obsazenych pro jednotlivé ¢tvrti, aby mohlo dojit
k rychlému odhaleni, ktera ¢vrt je zanétem postizena. Touto funkci v dnesni dobé dis-
ponuji dojici roboti, a proto jsou tou nejlepsi volbou pro chovatele dojnic k monitoro-

vani jejich zdravotniho stavu.
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