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Abstract

SUSTOVA, K., KUCHTIK. J.: Analysis of goat’s milk by FT Near Infrared spectroscopy. Acta univ.
agric. et silvic. Mendel. Brun., 2007, LV, No. 4, pp. 103-110

Our work deals with a possibility of determining basic composition (fat, true protein, casein, lactose and
somatic cells) of goat’s milk Fourier transform near-infrared spectroscopy (FT NIR). Samples of milk
were warmed to 40 °C, agitated, cooled to 20 °C, transferred to Petri dishes and analysed by reference
methods and by FT NIR in reflectance mode. The measured area was spaced by a metallic mirror. Sta-
tistically significant differences between the reference values and the calculated values of NIR were not
found (p = 0.05). Very high correlation coefficients were determined for goat’s milk: fat 0.907, protein
0.989, casein 0.890 and lactose 0.981. The study showed that NIRS method, when samples of milk are
measured on Petri dishes, is a useful technique for the prediction of fat, true protein, casein and lactose
in goat’s milk. Results of calibration for somatic cells are not accurate (correlation coefficients of cali-
bration 0,885 and correlation coefficients of validation 0.566).

near-infrared spectroscopy, goat’s milk, fat, true protein, casein, lactose, chemical composition, soma-

tic cells

V poslednich letech se zacinaji prosazovat pfi ana-
Iyzach mléka a mlécnych vyrobkd FT NIR spek-
trometry. FT NIR spektrometrie je relativné¢ nova
analytickd metoda, kterou fadime k tzv. nedestruk-
tivnim metodam. Vzorky neni tfeba pted analyzou
nijak upravovat, méfeni je velmi rychlé. V mlékat-
stvi se vyuziva FT NIR analyz u celé fady mezipro-
duktd a produktti, bézné napt. jako rychlé analytické
metody pii kontrole vyroby jogurtl, tavenych syrt
a tvarohl, pfedevsim pro stanoveni jejich suSiny,
obsahu bilkovin a tuénosti. Vzorek neni nutné pieva-
dét do roztoku jako pfi vyuziti jinych metod stanoveni
obsahu zékladnich slozek, coz umoznuje rychle ana-
lyzovat pomérn¢ velké mnozstvi vzorkd a ptipadné
operativné zasdhnout do technologie vyroby. Vyuziti
nachazi tato technika ve stale vét$i mite také pii kon-
trole vyroby suSeného mléka, masla a pouzitelna je
i pfi analyzach mléka, predevsim opét ke kontrole
obsahu susiny, tuku, bilkovin a lakt6zy. V piipad¢ sta-
novovani obsahovych slozek ve vzorcich je nutné pro-

vést presnou kalibraci FT NIR spektrometru pomoci
vhodného souboru kalibra¢nich standardit o zndmém
slozeni pomoci vhodnych analytickych metod. Kali-
bracnich vzorkil by mélo byt nejméné 30 a mély by
pokryvat cely koncentraéni rozsah.

Jako instrumentalni metoda stanoveni obsahovych
slozek v mléce se vétSinou vyuziva méfeni na pii-
strojich Milko-Scan v oblasti MIR (O’SULLIVAN
et al., 1999). Metodické principy stanoveni obsaho-
vych slozek mléka pomoci NIR spektrometrii nejsou
totozné, resp. se vyvojove lisi od dfive popisovanych
vlastnosti MIR spektroskopie mléka (HANUS et al.,
1992a,b). Métenim slozeni homogenizovaného krav-
ského mléka na FT NIR spektrometru se zabyvali RU
& GLATZ, 2000; ALBANELL et al., 2003. Proble-
matice méfeni slozeni nehomogenizovaného mléka se
vénuje méné praci (TSENKOVA et al., 2000; TSEN-
KOVA et al., 2001; JANKOVSKA. & SUSTOVA,
2003). Nekteti autofi se zabyvali stanovenim slozeni
syrového mléka pomoci sondy pii pouziti optického
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vlakna (KUKACKOVA et al., 2000; TURZA et al.,
2002). Kozi mléko ma v porovnani s mlékem krav-
skym niz§i absorpci v IC oblasti, a proto je pro méteni
slozeni koziho mléka nutné pouzivat samostatnych
kalibraci. Aplikaci NIR spektrometrie k analyze
koziho mléka se zabyva jen velmi malo praci (DIAZ
— CARRILLO et al., 1993; ALBANELL et al., 2003).
O moznosti stanovovat zakladni slozeni koziho mléka
se zminuji autoii GIANGIACOMO & CATTANEO
(2004).

Cilem nasi prace bylo studium moznosti uplat-
néni FT NIR spektrometrie ke stanoveni obsahovych
slozek koziho mléka. Zaméfili jsme se na stanoveni
¢istych bilkovin, kaseinu, tuku, laktéozy a somatic-
kych bunék. Rychla moznost analyzy mléka, zejména
kaseinu, by pfispéla k objektivizaci posouzeni kvality
koziho mléka.

MATERIAL A METODY
Material

Vzorky koziho mléka byly odebirany ze soukromé
kozi farmy Sostvka Sedlak. Po odbéru byly vzorky
mléka ihned vychlazeny na teplotu 6-8 °C, ulozeny
do chladicich piepravek a prepraveny na Ustav tech-
nologie potravin, AF MZLU v Brn¢, kde byly jesté
v den odbéru analyzovany. Pfed vlastnim méfenim
byly vzorky mléka zahfaty na 40 °C ve vodni lazni
a po promichani nasledn¢ ochlazeny na 20 + 1 °C.

Referen¢ni metody

Obsah cistych bilkovin byl stanoven na pfistroji
PRO-MILK Mk-II danské firmy Foss Electric na
zakladé interakce bilkoviny s amidocerni 10B. Po
vysrazeni kaseinu byl stanoven stejnym zplsobem
obsah syrovatkovych bilkovin a obsah kaseinu byl
dopocitan (ISO 5542: 1984). Ptistroj PRO-MILK byl
kalibrovan na ¢isté bilkoviny, které se vysrazely kyse-
linou trichloroctovou, po jejich mineralizaci metodou
podle Kjeldahla byl stanoveny obsah dusiku nasoben
faktorem 6,38 (OFFICIAL JOURNAL L 206). Obsah
tuku byl stanovovan acidobutyrometricky metodou
podle Gerbera (ISO 488: 1983). Obsah laktdzy byl
stanovovan polarimetricky (ISO/DIS 5765: 1998).
Pocet somatickych bunék byl stanovovan na piistroji
COMBIFOSS firmy Foss Electric podle metodiky
Centralni akreditované laboratotfe v Brné (ISO 13366-
2: 1997).

FT NIR analyza

K méfeni vzorkt koziho mléka byl pouzivan ptistroj
FT NIR Antaris (fy Nicolet, USA). Zdrojem zafeni je
halogenova zarovka, s rozsahem vlnocti (vinovych
délek) 100004000 cm™ (1000-2500 nm), detek-

tor InGaAs, déli¢ paprski CaF2, ovladaci software
Omnic, Result (ThermoNicolet Corp., USA).

Na pfistroji byla méfena spektra mléka v rezimu
reflektance na integracni sféte. Vzorek byl umistén do
Petriho misky a odraz paprsku byl zajistén kovovym
zrcatkem o h = 0,2 mm. Poéet snimani jednoho spek-
tra byl 100 scanti se spektralnim rozligenim 8. Cas
snimani jednoho spektra byl ~ 1,5 min. Kazdy vzo-
rek byl proméfen tiikrat a pro kalibraci bylo pouzito
pramérné spektrum. Naméfena spektra nebyla upra-
vovana a pro kalibraci byla pouzita pfimo.

Statistické vyhodnoceni

Vysledky analyz byly hodnoceny programem Uni-
stat 4.53 a Microsoft Excel 2000. U vsech referenc-
nich ukazateli byly vypocteny souhrnné statistické
charakteristiky (primér, smérodatna odchylka, mini-
mum, maximum). Korela¢ni koeficienty a smérodatné
odchylky kalibrace a validace byly ziskany v operac-
nim programu TQ Analyst. Odlehlé standardy byly
identifikovany v programu TQ Analyst pomoci dia-
gnostik: PC Scores, Spectrum Outlier a Leverage
(THERMONICOLET, 2004). Rozdily mezi sledova-
nymi parametry u referencnich a predikovanych hod-
not byly testovany z-testem.

VYSLEDKY A DISKUSE

K vyhotoveni kalibra¢nich modeld bylo pouzito 64
vzorkl koziho mléka pro kalibra¢ni model stanoveni
Cistych bilkovin a 35 vzorki pro kalibraéni modely
na stanoveni obsahu kaseinu, tuku, laktdzy a somatic-
kych bungk. Program Spectrum Outlier navrhl spek-
tra nékterych odlehlych vzorki eliminovat, ¢ehoz
bylo vyuzito pii tvorbé kalibracnich modelt pro tuk
a kasein. Skute¢ny pocet vzorkii pouzity pro kalib-
ra¢ni modely je uveden v tab. II. Kozi mléko se svym
zakladnim slozenim podoba kravskému mléku, a proto
se daly pfi tvorbé kalibra¢nich modell predpokladat
podobné vysledky jako u kravského mléka. Na obr. 1
jsou zobrazena spektra koziho mléka odliSujici se roz-
dilnym obsahem tuku. Pro kazdou slozku byly vybrany
regiony vino¢tu tak, aby bylo dosazeno co nejvyssich
hodnot korelacnich koeficientl kalibrace a validace
(tab. I). V své praci DIAZ — CARRILLO (1993) iden-
tifikovali oblasti vinovych délek, kde dochazi k nej-
vEétsi absorpei pro slozky koziho mléka. Podle nich je
to oblast kolem 1500 az 1936 nm. V oblasti 1212 nm
ma byt nejvetsi absorpce pro bilkoviny koziho mléka.
Nase prace poukazuje na oblast 1012 az 2408 nm pro
obsah ¢istych bilkovin. Pro dalsi slozky jsou vybrané
oblasti nasledujici: podle DIAZ — CARRILLO (1993)
pro tuk 1722—1764 nm, pro laktozu 2112 nm. Oblasti
vinovych délek navrzené pro nasSe kalibrace jsou tedy
velmi podobné, jak je patrné z tabulky I.
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I Wbrané oblasti vinoctit pro slozky koziho mléka
Kalibrované slozky Vybrané vinové délky (cm™)
Cisté bilkoviny (%) 9881,46-4153,34
Tuk (%) 4065,20-9909,03
5889,74-5440,22
4 0 s B
Lakt6za (%) 4512,61-4144,52
. 9866,04-4074,01
0, El E
Kasein (%) 4616,00-4106,00
5889,74-5440,22
Somatické bunky (1000/ml) 4512,61-4144,52
7120,00-7087,00
II: Statistické vyhodnoceni referencnich vzorkii pouzitych ke kalibraci
o, 1y Koncentra¢ni PLS faktory . .
Kalibracni slozky rozpéti (PRESS) min max prim S,
Cisté bilkoviny (%) 64  1,80-3.41 9 1,87 3,34 2,63 0,39
Tuk (%) 32 2,294,49 5 2,39 4,26 3,39 0,52
Laktoza (%) 35 3,48-5,13 11 3,55 5,05 4,53 0,31
Kasein (%) 29 1,33-2,86 6 1,40 2,49 2,11 0,26
Somatické bufiky 3513 196600 10 66,00 1309700 175846  243.10°
(1000/ml)
184
174
164
154
144
] Kazi mieko 9.4.02 tuk .39 % k //
114
104
0.9+

ozi mleko 9.4.02 tuk 2,39 %

5000

Wavenumbers (cm-1)

6000

1: Ukazka NIR spekter koziho mléka

Kalibra¢ni modely byly vytvofeny pomoci PLS
algoritmu (metoda ¢asteénych nejmensich Ctverct).
Spolehlivost modelt byla ovéfena kiizovou validaci
se stejnou skupinou vzorku. Indikatorem chyby kali-
brace PLS metody jsou hodnoty PRESS (predicted
residual error sum of squares — diagnostika, ktera zob-

razuje, jak se hodnota predikované zbytkové chyby
sumy Ctverct méni s Cislem faktord pouzitych ke
kalibraci kazdé slozky stanovované aktivni medo-
tou). Pii optimalnim pribéhu PRESS dochazi k prud-
kému poklesu a dalsi pokles je pozvolny. Optimalni
pocet PLS faktord bude nalezen tehdy, jestlize hod-
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nota PRESS bude minimalni. Vysoky pocet PLS
faktorti snizuje schopnost predikce, protoze PRESS
zahrnuje i spektralni Sum. PLS faktory jsou sefazeny
podle mnozstvi variability, kterou reprezentuji. Prvni
faktor popisuje nejvice variability kalibracnich stan-
dardi. Kazdy dalsi faktor popisuje vétSinu ze zbyva-
jici variability. Nicméné prvni faktor obsahuje vétSinu
spolecné informace obsazené v datech. Zbyvajici fak-
tory popisuji specifi¢téjsi informace prezentujici malé
zmény v datech, které jsou pro analyzu ¢asto dulezité.
Pokud ma funkce PRESS prudce klesajici trend, vypo-
vida to o zna¢né robustnosti kalibra¢niho modelu.
Dochazi k rychlému snizeni chyby v datech a mini-
malni chyba je stanovena ve ¢tvrtém bodé. Takovyto
model je vétSinou charakterizovan vysokymi korelac-

nimi koeficienty, nizkymi smérodatnymi odchylkami
a lze jej pouzit pro stanoveni dané slozky.
Koncentracni rozpéti obsahovych slozek mléka
a hodnoty PLS faktord pro jednotlivé kalibra¢ni
modely jsou uvedeny v tabulce II. Po vytvoieni kalib-
rac¢nich modell pro kazdou slozku byla zkontrolovana
chyba stanoveni a pokud funkce PRESS neméla kle-
sajici tendenci, model byl znovu kalibrovan. Nejvétsi
pocet PLS faktori byl nalezen pro laktozu a somatické
bunky. Jedna se o slozitéjsi zavislosti. I kdyz je kon-
centracni rozpéti hodnot pomérné vysoké, neni pokryto
hodnotami rovnomérmné a vznikaji tak ,,prazdna‘ mista
v kalibra¢nim souboru hodnot. Pro zlepSeni regresni
zavislosti by bylo vhodné doplnit model o dalsi vzorky
a tim by se snizil i pocet PLS faktor(. Nejvice klesajici
trend méla funkce PRESS pro obsah tuku (obr. 2).

0.5

RMSECY

w -
&L
=14
|
o

Factor 1C

2: Funkce PRESS pro stanoveni tuku u koziho mléka. Bylo vybrano 5 PLS faktorii

Jjako optimum

Korelacni koeficienty kalibrace byly pro jednotlivé
slozky ziskany v rozmezi od 0,989 pro Cisté bilko-
viny do 0,885 pro somatické bunky se smérodatnymi
odchylkami kalibrace 0,06 % a 1,13.10° 1000/ml.
Spolehlivost modelti byla ovétena kiizovou validaci
se stejnou skupinou vzorkll. Bylo dosazeno korelac-
nich koeficientii validace v rozmezi 0,972—-0,566 se
smérodatnymi odchylkami validace 0,09 % a 2,11.10°
1000/ml opét pro stejné slozky, coz ukazuje, ze nej-
spolehlivéjsi model byl ziskan pro cisté bilkoviny
a nejméné spolehlivy model pro somatické bunky,
kde je i nejvétsi rozdil mezi korelacnimi koeficienty
kalibrace a validace a neda se hovofit o robustnosti
modelu (tab. IIT a IV).

Kalibracni a predikéni variacni koeficienty potvr-
zuji naSi domnénku o spolehlivosti modeld. Nej-
vétsi variabilita byla potvrzena u somatickych bunék,
kde je koncentracni rozpéti vysoké, ale neni pravi-
delné pokryto hodnotami. Mirné zavislost mezi refe-
ren¢nimi a predikovanymi hodnotami byla nalezena,
ale pro analytické pouziti je tento model nevhodny.
Vzhledem k vysoké variabilité hodnot neni jisté, zda
roz$iteni modelu by pfineslo zlepSeni regresni zavis-
losti. Za velmi spolehlivé modely, na zaklad¢ variac-
nich koeficienti, miZzeme oznacit modely pro Cisté
bilkoviny a laktoézu, kde se jedna o robustni modely.
Za spolehlivé pak modely pro tuk a kasein, které¢ jsou
méné robustni.
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III: Kalibracni vysledky pro slozky koziho mléka

Kalibracni slozky a = bx, SEC CCV(%) R

Cisté bilkoviny (%) 0,058 + 0,978 0,06 2,28 0,989
Tuk (%) 0,604 + 0,822 0,22 6,49 0,907
Laktoza (%) 0,167 + 0,963 0,06 1,32 0,981
Kasein (%) 0,439 + 0,792 0,12 5,68 0,890
Somatické butiky (1000/ml) 379,96 + 0,784 1,13.10° 64,26 0,885

a & bx, — parametry regresni piimky; R — korelacni koeficient; SEC — smérodatna odchylka kalibrace; CCV

— kalibra¢ni varia¢ni koeficient

IV: Validacni vysledky pro slozky koziho mléka

Kalibra¢ni slozky a < bx, SEP PCV(%) R

Cisté bilkoviny (%) 0,162 + 0,937 0,09 3,42 0,972
Tuk (%) 0,862 + 0,746 0,29 8,55 0,835
Laktoza (%) 0,627 + 0,862 0,11 2,43 0,930
Kasein (%) 0,514 + 0,757 0,16 7,58 0,814
Somatické buiiky (1000/ml) 886,77 + 0,476 2,11.10° 119,99 0,566

a + bx, — parametry regresni pfimky; R — korela¢ni koeficient; SEP — smérodatna odchylka predikce; PCV

— predikéni variacni koeficient

V: Vysledky testovani

Kalibraéni slozky n xNIR xREF d z
Cisté bilkoviny (%) 64 2,629 2,628 0,001
Tuk (%) 32 3,390 3,390 0,000
Laktoza (%) 35 4,534 4,534 0,000
Kasein (%) 29 2,111 2,113 -0,002
Somatické buiiky (1000/ml) 35 1758,457 1758,943 0,486

z<z (p<0,05)

xNIR = hodnoty predikované; xREF = hodnoty referencni; d = diferen¢ni rozdil predikovanych a referenénich

hodnot; z — z-test

Testovanim rozdilnosti referenc¢nich a predikova-
nych hodnot bylo potvrzeno (tab. V), ze ani u jedné ze
sledovanych slozek neni statisticky vyznamny rozdil
mezi metodami stanoveni (z < z).

Stanovenim zakladnich slozek koziho mléka NIR
spektroskopii se nejvice zabyval kolektiv DIAZ —
CARRILLO (1993). Ve svych pracich dosahli vyso-
kych korelacnich koeficientt, které jsou srovnatelné
s naSimi vysledky. Ke kalibraci pouzili také metodu
PLS, ale 50 vzorkd bylo méfeno v rezimu transmi-
tance. Korela¢ni koeficient kalibrace R pro bilkoviny
dosahl hodnoty 0,96 a SEP byla 0,15 %. V nasi praci
je hodnota R vyssi, a to 0,99 se SEP 0,09 %. Pro obsah
kaseinu, tuku a laktézy namétil DIAZ — CARRILLO
(1993) tyto vysledky: kasein R = 0,96; SEP = 0,29 %,
tuk R = 0,96; SEP = 0,26 %, laktoza R = 0,99; SEP =
0,09 %. Nase vysledky jsou srovnatelné pro laktozu,
o néco horsi pro tuk a kasein.

Dalsim tymem, ktery se zabyval kozim mlékem

a moznosti stanovit zékladni slozky koziho mléka
NIR spektroskopii, byl ALBANELL et. al. (2003).
Vzorky byly méfeny také reflektanci a dosahli téchto
vysledkti pro korelaéni koeficienty kalibrace a vali-
dace: tuk 0,98 a 0,97, bilkoviny 0,95 a 0,95, kasein
0,92 a 0,92, susina 0,95 a 0,95 a somatické bunky
0,79 a 0,74. Nase vysledky pro somatické bunky se
vyznamné lisi od uvedenych vysledkd, ale i zde bylo
dosazeno pomérné nizkych hodnot korelacnich koefi-
cientl, coz je zfejme zpusobeno pfili§ vysokou varia-
bilitou referenénich hodnot. Namétené rozdily budou
ziejmé zpusobeny i tim, Ze obsah somatickych bunék
byl referencné stanovovan na pristroji Combifoss,
ktery je kalibrovan na kravské mléko.

Obr. 3 ukazuje kalibracni a validaéni zavislost
pro nejspolehlivéjsi model — obsah Eistych bilkovin.
Z uvedenych vysledkl a srovnani s ostatnimi autory
mizeme fici, ze dané modely jsou vhodné k analytic-
kému pouziti.
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Cisté bilkoviny v kozim mléce
3,5
y=0,9781x+ 0,0579
R =0,989
— 3
s
>
o
S 2,5
FO y =0,9369x+ 0,1616
= R =0,972
> 2 -
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¢ Kalibrace ® Validace =—Linearni (Validace) =——Linearni (Kalibrace)

3: Kalibrac¢ni a valida¢ni vysledky pro stanoveni ¢istych bilkovin u koziho mlé¢ka

SOUHRN

Prace se zabyva moznosti stanoveni zakladnich slozek koziho mléka (Eistych bilkovin, kaseinu, tuku,
laktozy a somatickych bunék) FT NIR spektrometrem. Vzorky mléka byly pied vlastnim métenim
zahraty na teplotu 40 °C, protfepany a ochlazeny na 20 °C. Poté byly umistény na Petriho misku a pro-
meéfeny kovovym zrcatkem na integracni sféte. Vysledky kalibra¢nich korelacnich koeficientt: tuk
0,907, bilkoviny 0,989, kasein 0,890, laktéza 0,981. Hotov¢é kalibra¢ni modely byly ovéfeny kiizovou
validaci. Z-testem nebyly zjiStény rozdily mezi referenénimi hodnotami a hodnotami naméfenymi NIR
spektrometrem (p = 0,05). Z uvedenych vysledkti vyplyva, ze NIR spektrometr je mozno pouzit k rych-
1¢ analyze zakladnich slozek koziho mléka. U kalibracniho modelu pro stanoveni obsahu somatickych
buné¢k byly naméteny jen nizké hodnoty korelacnich koeficient (pro kalibraci R = 0,885; pro validaci
R =0,566). Kalibra¢ni model se tedy nehodi pro piesné stanoveni obsahu somatickych bunék v kozim
mléce.

blizka infracervena spektroskopie, kozi mléko, tuk, ¢isté bilkoviny, kasein, laktéza, chemické slozeni,
somatické bunky
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