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ABSTRACT

The aim of this study was evaluation of the flutimras of citric acid and group of BCS in
relationship to ration of fat / protein in milk dog the first four months of lactation. For this
experiment was selected 27 Holstein cows with dffe milk yields and lactation order. The ration
of fat / protein and citric acid contain were monéd. The ration of fat G protein in milk had first
decreasing and than slightly increasing trend. ditv&e acid content in the monitoring period had
decreasing character. SAS 9.1. and there methdd Gave been used as a basic modeling
program and statistical methods. Statistical méatefat / protein ration and citric acid contemt
milk depending on goups of loss of condition ancekvef lactation have been tested. Among the
effects in the model and the ratio of fat / protaim citric acid content were found either equiVoca
or low significant relationships. We can concludkdt both monitored indicators are affected by
week of lactation and intensity of loss of conditio
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uvoD

Kravy se po oteleni dostavaji do zaporné energetimlance (NEB). Tato NEB se projevuje
piedevsim ve sloZzeni mléka a kondici. Jakasam#jjSi indikatory NEB jsou pouzivany vyvoje
kondice, ponar tuk bilkovina a obsah kyseliny citronové v mlég@bsahem slozek v mléce
a energetickym metabolismem ve vztahu kam@uzitkovosti se zabyvali Sojkova et al. (2010).
Obsah kyseliny citronové je z¥r& pronenlivy ukazatel a je laborato¥rstanovovan hdi z krve
nebo z mléka. Podle Topela (1976) jsou citraty gaalzastoupeny v koncentraci od 0,2% obsahu.
VétSina citrdh v mléce je podle tohoto autora ve férwolné kyseliny citronové a v kikach
mléné Zlazy se syntetizuje z kyseliny pyrohroznovédl®prace od lllka a Pechové (1997)zm

byt mnoZzstvi kyseliny citronové v mléce dobrym ukdaiem energetického metabolismu dojnic.
V poslednich letech bylo publikovan@kolik praci zamtenych na analyzu kyseliny citronové
v mléce. Napiklad KubeSova et al. (2009) analyzovali obsah kygeitronové v mléce ve vztahu

k reprodukci u dojnic holStynského (H) c@ského strakatého skotu (C). Proto jsme odvodily
hypotézu, Ze existuje vztah mezi indikatory enécgétbilance. U krav, které ztratily vice kondice
v prvnim nisici po oteleni, by tedy #a nastat zrtna pongru tuk/bilkovina a obsahu kyseliny

citrnové v mléce.

MATERIAL A METODIKA

Na vybrané farm s chovem holStynského skotu bylo opakavedebirano miéko od 27 kiugrav
s iznou dojivosti a pi@dim laktace. MIéko od jednotlivych krav bylo oddébbio v tydennim
intervalu od 7. do 119. dne laktace. Od kazdéha hiydy odebrany dv standardni vzorkovnice
s mlékem. MIéko v prvni vzorkovnici bylo deno pro stanoveni zakladnich slozek miléka.
Z obsahu tuku a bilkovin byl vyp@ian pondt tuk/bilkovina v mléce. MIéko z druhé vzorkovnice
bylo analyzovano na obsah kyseliny citronové. Amalgbsahu kyseliny citronové v mléce byla
realizovana spektrofotometrickou metodou podle dogené metodiky (Gefurova, 2008).
Vzorek mléka o objemu 3 ml byligveden do 25 ml odémé baiky. Nasled® se gidalo 5 ml
roztoku kyseliny trichloroctové a tento roztok ssphhil destilovanou vodou po rysku. Nasledovalo
kvantitativni fevedeni této sisi do kadinky a zde se nechala 30 minut inkubovappkojové
teplo€. Vzorek byl nasledhpiefiltrovan. Mezitim byla fipravena osmibodovéa konceninafada
z citratu trisodného a kyseliny trichléroctové. Kentr@ni fada i vzorky mléka se v mnoZstvi
0,5 ml odpipetovaly do zkumavek. Posléze bylo&@bto vzorki napipetovano 0,65 ml pyridinu a
2,85 ml acetanhydridu. Vzorek bylikladrn promichan a inkubovan ve vodni laztii teplots 32°C
po dobu 30 min.. Kyselina citronova s pyridinem eetanhydridem vyt Zlut zbarveny
komplex, jehoz intenzita zbarveni byla nastedmiena spektrofotometrem Genessys 10ViS p
vinové délce 428 nm. Hodnoty ze spektrofotometry bgsledid porovnavany proti koncenthai
fack s jiz zndmymi obsahy kyseliny citronové. Vysledigly piepaitany na koncentraci v mmol/l
mléka. Celkem bylo analyzovano 414 vzgrkv priméru 15,3 vzorku na dojnici, ifgemz
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minimalni p&et vzorki od dojnicecinil 6 vzorki a maximalni 17 vzork Z téchto dat byly
vyfazeny udaje s obsahy tuku v mléce nad 7% a obsgbglitky citronové v mléce nad
22,5 mmol/l. U hodnocenych zai byla také Ehem odiru vzorki stanovovanagtesna kondice
(BCS). Kondice byla hodnocena \sitnich intervalech podle metodiky pro linearni popis
zevrejSku u holStynského skotu s odchylkou 0,25 bodw BES byly stanoveny rozdily mezi
hodnocenimi v pibéhu laktace a id oteleni. Podle ztraty kondice 28 dni po oteleyly kzvifata
rozdlana na d¥ skupiny: zvfata u kterych poklesla BCS o 0,25 a #éodi a zviata u kterych
BCS pokleslo o 0,5 bdda vice. V prvni skupihse ztratou BCS 0,25 bodu a mésylo zaazeno
12 zviat. Ve druhé skupinse ztratou BCS 0,5 a vice liolylo zjiS€no 15 zvfat. Z obsahu
ukazatele pogru tuk/bilkovina, obsahu kyseliny citrnové, tydiektace a skupin podle ztraty
kondice byla vytvéena databaze. Vyhodnoceni probihalo ve statistickéogramu SAS 9.1.
pomoci procedury ANOVA (GLM). Bylo testovanékwolik variant modeil vypastu. Nejvhodwjsi
variantou byl model s obsahem kyseliny citronovépamsrem tuk/bilkovina jako zavislymi
promgnymi. V tomto modelu byly skupiny ztrat kondiceyary laktace jako nezavislymi praéme.
Vyhodnoceni bylo realizovano jak pro skupiny zik@ndice, tak i pro tydny laktace.

VYSLEDKY A DISKUZE

Od 27 krav holstynského skotu bylo zhodnoceno celdd4 vzork. Od vybranych zvat jsme
méli od 6 do 17 vzork mléka. Zakladni statistiky sledovanych pgwmych: pondr tuk/ bilkovina,
kondice a kyseliny citronové jsou uvedeny v tabulc& tomto grafu jsou vyhodnocenytpnéry,
smerodatné odchylky, rozptyl, ro2fi, standardni chyba, koeficient variability a éxty
sledovanych promnych.

Tab. 1 Zakladni statistiky sledovanych ukazaseluboru

Pronnna| N | p s min. | max.| Rozfi | & stand. chyba V (%)
KC 396| 9,575| 3,475| 3,719| 22,21| 18,491| 12,074 0,175] 36,292
POM 408| 1,227| 0,376 0,27(4,801| 4,801 0,141 0,019] 30,652
Kondice | 117 2,684|0,381] 1,5| 3,75 2,25| 0,145 0,035 14,18

Vyvoj pomeru tuk/ bilkovina je uveden v v grafu 1. Tento uktet ma z psatku klesajici charakter
priblizné do 7 tydne laktace. Dale dochazelo k mirnému ayseustéleni hodnot, coz ki

0 uritém vyrovnani energetického stavu dojnic. Prottejgo graf prolozen polynomickou funkci
3 stupm, kterou Ize popsat modelovou rovnici:

y= - 0,0000% + 0,0287% + 0,2559x + 1,8369 (R= 0,8678).
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Graf 1. Vyvoj poreru tuk/bilkovina v mléce
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Podle Dirksen (1994) a Hagert (1992) gortuk/ bilkovina nizSi nez 1,4 indikuje energetioko
nedostaténost. Ponir tuk/bilkovina mé vztah i ke zdravotnimu stavunffevztah zji§oval ve své
praci Geishauser a kol. (1997).

DalSim ukazatelem energetického stavu krav je hoeimio tlesné kondice (BCS). U BCS
dochazelo v pméru k jejimu poklesu z 3,18 na &ku laktace az na 2,48 ve 12 tydnu laktace.
V nésledujicim obdobi jiz doSlo k ustaleni a mirnémafistu BCS. K podobnym vysledin

v hodnoceni BCS dosli také MarSalek et al. (20@8g byl zjiStn primérny pokles BCS &hem
prvnich Sesti iésiai laktace z 3,59 na 2,43 biod sodasre zjistili, Ze k nejvyznamgSimu poklesu
BCS dochazi doittiho nésice po oteleni. V této praci dale zjistili, Ze milghu laktace BCS
poklesne v piméru o 1,16 bodu. Také podle Parker (2009)zen BCS u krav klesnout az na
hodnotu 2,5 bal} pfi ztrat 1,5 kg tukové tk&hza den. K poklesu BCS aletire podle tohoto
autora dochazet az do 4&sice laktace, coz se v nasem sledovani nepotvidiali rozdilnym
kondicim a zninam BCS v pibéhu laktace jsme ziata rozdlili do skupin podle ztraty kondice
v prvnim nEsici po oteleni viz metodika.

Neposlednim ukazatelem NEB je také obsah kyselitgnové. V naSem pokusu byl zjdvan
obsah kyseliny citronové z mléka. Podle KubeSovd.€R009) byla nejvySsi koncentrace kyseliny
zaznamenan v 9. tydnu laktace (6,00 mmol/l). P@#eturové (2008) se za fyziologické razp
obsahu kyseliny citronové povazuje 8 az 10 mmol/149 az 0,187 %). Hodnoty pod vymezenym
oborem potom indikuji energeticky nedostatek mdisimn krav a vySSi hodnoty energeticky
prebytek. Také Garnsworthy et al. (2006) pozorovalét kyseliny citronové (citratu) u dojnic
v pribéhu laktace. V jeho vyzkumu se prokazala jako sigaiftn vysSi (11,3 mmol/l)
koncentrace u krav na&tku laktace nez u krav uprted laktace (9,7 mmol/l).
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Pramérny obsah kyseliny citronové se ve sledovaném obgohyboval od hodnoty 6,95 mmol/l
v 16 tydnu do 13,16 mmol/l véetim tydnu laktace viz graf 2. Tento graf je pr@odinearnim
trendem, ktery je charakterizovan néasleduji rovnici

y=-0,2429x + 12,01 (R= 0,6022).

Graf 2 Vyvoj obsahu kyseliny citronové v mléce
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Standardni odchylka obsahu kyseliny citronové bgtamsrné vysokd a dosahovala hodnot
3,47 mmol/l. Vysledné koncentrace v naSem vyzkumigau v souladu s fyziologickym rosfm
uvadinym v praci od Geturové (2008) ani s rozgim uvedenym ve studii od KubeSové et al.
(2009). V nasi praci jsme sice dosahli vysSich katraci, ale v podstase shodujeme se studii od
Garnsworthyho et al. (2006).

Pro praktické hodnoceni NEB existuji jesdalSi ukazatelé (vyvoj obsahu mastnych kyselin
v mléce, obsah ndoviny v mléce apod.), ale ty jsme vtomto vyhodmdcaeebraly v Gvahu.
Nasledr byl sestaven model a byly testovany efekty vizadita. V prvni variart modelu pro
odhad nejmenSicttverai (LSM) pro skupiny ztrat kondice (pamtuk/bilkovina a obsah kyseliny
citronové v mléce) viz tabulka 2.

Tab. 2 Odhad parametiLSM pro pordr T/B a obsah kys. citronové podle skupin ztratydioce

POM
HO:LSMeanl=LSMea
n2
skupiny podle ztraty POM standardni HO:LSMEAN=0 Pr >
kondice LSMEAN chyba It] t hodnota Pr>t
1 1,2740764| 0,029993| <,0001
2 1,2232649 0,022975| <,0001 1,35| 0,1773
KC
HO:LSMeanl=LSMea
n2
skupiny podle ztraty POM standardni HO:LSMEAN=0 Pr >
kondice LSMEAN chyba [t] t hodnota Pr>t
1 10,005748| 0,277136| <,0001 1,62 0,1071
2 9,4501521] 0,21179| <,0001
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Pro ukazatel powtm tuk/bilkovina byla hodnota R-kvadrat 0,093144 ¢®lo nl prikaznost

P =0,0019). Pro ukazatel obsah kyseliny citronmyl@ hodnota R-kvadrat 0,139736 (P < 0,001).
Druhé varianta vyptiu byla model pro odhad LSM pro tydny laktace (gotak/bilkovina a obsah
kyseliny citronové v mléce) viz tabulka 3 a 4. HognR - kvadratu byly stejné jako wemchozi
variang.

Tab. 3 Odhadnuté parametry LSM pro poruk/bilkovina v mléce podle tyéifaktace

POM

tydny | POM LSMEAN | Standardni chyba Pr > |t
1 1,620286) 0,0951059 <,0001
2 1,516789 0,0892625 <,0001
3 1,240193 0,0748051] <,0001
4 1,203246) 0,0705561] <,0001
5 1,161126 0,0705561] <,0001
6 1,118679 0,0705561] <,0001
7 1,08114 0,0718595 <,0001
8 1,158939 0,0718595 <,0001
9 1,289344 0,0764773 <,0001
10 1,27545 0,074723| <,0001
11 1,190158 0,0732455 <,0001
12 1,236959 0,0732455 <,0001
13 1,249018 0,0732455 <,0001
14 1,287174 0,0732455 <,0001
15 1,219917| 0,0732455 <,0001
16 1,232791 0,0732455 <,0001
17 1,146191 0,0780519 <,0001

Tab. 4 Odhadnuté parametry LSM pro obsah kyselingnové v mléce podle tydmaktace

KC

tydny | ke LSMEAN | Standardni chyba Pr> |t
110,8404383 1,0508712 <,0001
2110,8348121 0,8568831 <,0001
3111,4807138 0,7200939 <,0001
4]12,4863834 0,6606662 <,0001
519,5917254 0,6356013 <,0001]
6|9,2958380 0,6473312 <,0001
7111,8988796 0,6598062 <,0001
8| 8,7404396 0,6598062 <,0001]
919,2707411 0,6738692 <,0001
10| 8,9096746 0,6731069 <,0001]
11 9,6076396 0,6598062 <,0001
12]9,6204663 0,6731069 <,0001
131 8,9993596 0,6598062 <,0001]
14| 8,3433996 0,6598062 <,0001
15| 9,1880796 0,6598062 <,0001]
16 | 8,3351596 0,6598062 <,0001
17| 7,9313996 0,6598062 <,0001]
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ZAVER

V pribéhu laktace dochazi k vyvoji BCS. K n&j&im zngnam, tedy poklesm, dochazi do konce
prvniho ngsice laktace. Po tomto obdobi doslo jiz pouze ymaminam a postupghse hodnoty
ustalily. Podle fedpokladu se tedy vyrovnavala NEB a dojniéespavaly ztracet zasobni tukovou
tkan. U obsahu kyseliny citronové bylygmérné hodnoty ve sledovaném obdobi v rozmezi 6,95 az
13,16 mmol/l. Nasledhbyly realizovany vypéty pro vySe jmenované efekty viz metodika. Pro
hodnoceni podle tydnlaktace byly vysledkem i tabulky vztiamezi tydny laktace. Tyto vztahy
mezi tydny laktace ovSem byly v drtivétsiné nepiikazné a nabyvaly hodnot odilgizné - 4,5 do
4,5. Do hodnoceni vzajemnych vatapomoci metody ANOVA bylo Zazeno porérné malo
efekti. Pokud jsme do vyptu dodaly dalSi efekty, vyget sice probhl, zvySila se nam hodnota
R-kvadratu, ale nebyly dopttany hodnoty LSM pmérii. Vysledkem je, Ze existuje vztah mezi
pomirem tuk/ bilkovina, obsahem kyseliny citrnové antydaktace, skupiny ztraty kondice. Z toho
vyplyva, Ze oba sledované ukazatele jsou ogliyntydny laktace i intenzitou ztraty kondice.
Bohuzel pro pipad efektu skupin ztrat kondice je to né@zné ovliveni. Pro tydny laktace je
prikaznost P < 0,01.
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