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Abstract

HANUS, O., HULOVA, I, GENCUROVA, V,, STOLC, L., KUCERA, J., KOPECKY, J., JEDELSKA, R.,
MOTYCKA, Z.: Result interpretation of experimental calibration for milk citric acid determination via infra-red
spectroscopy (MIR-FT). Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2009, LVII, No. 5, pp. 87-102

Citric acid (KC) in milk is indicator of cow energy metabolism. Milk laboratories set up KC deter-
mination. A method can be infra-red analyse (MIR-FT). The goal was to develop a relevant method
for reference sample preparation for MIR-FT (indirect method, Lactoscope FTIR and MilkoScan FT
6000) calibration. As reference was used a photometric method (c; 428 nm). KC was added (n = 3) into
some reference milk samples (n = 10, bulk milk). Mean value was 9.220 + 3.094 mmol.]l-! with variation
range from 6.206 to 15.975 mmol.I-*. Recovery ¢ was from 100.8 to 120.2%. Correlation between ¢ and
MIR-FT were from 0.979 to 0.992 (P < 0.001). These were lower in the set of native milk samples (n =
7), from 0.751 (Lactoscope FTIR; P < 0.05) to 0.947 (MilkoScan FT 6000; P < 0.001) in comparison to
original values from 0.981 to 0.992 (n = 10; P < 0.001). Correlations between calibrated MIR-FT instru-
ments were from 0.958 to 1.0 (P < 0.001). Average recovery for instruments (n = 12) was 101.6 + 18.1%.
The mean differences between ¢ method and MIR-FT after calibration (n = 4) moved from -0.001
across zero to 0.037%. Standard deviation of differences was from 0.0074 to 0.0187 % at MilkoScan FT
6000 and from 0.0105 to0 0.0117 % for Lactoscope FTIR. Relative variability of differences (MIR-F (filter
technology) and FT) for major components fat (T), proteins (B) and lactose (L) in total and minor com-
ponents KC and free fatty acids (VMK) was estimated to 1.0 and 7.2 and 34.4%. The KC result is inferior
than T, B and L superior than VMK. Autocorrelation (0.042; P > 0.05) of results demonstrated the in-
dependence of consecutive measurements. Milk preservation effect amounted 0.2323 (P < 0.001) with
bronopol and 0.0339 (P > 0.05) mmol.l"! with dichromate. It was (3.0 and 0.44 %) practically negligible,
redeemable via relevant calibration. The results of proficiency testing in post-calibration period and
evaluation of double transport stress effect samples (difference was -0.006 + 0.071 mmol.l-' (P > 0.05))
demonstrated the useability for central calibration system. Milk KC results of MIR-FT calibration
were good and can be suitable for practical screening.

cow, raw milk, citric acid, calibration, infra-red analyse

Koncentrace kyseliny citronové (KC; HOOC.
CH,C(OH)COOH(CH,COOH), tj. C,H,0,) v mléce
muze byt dobrym ukazatelem energetického meta-
bolismu dojnic (Tllek a Pechovd, 1997; Baticz et al.,
2002; Garnsworthy et al., 2006), zejména v dob& vy-
razného zvySovani mlééné uzitkovosti a zvySovani
frekvence vyskytu produkénich poruch, jako je napt.
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ket6za. KC v mléce pozitivné korelovala s plazmatic-
kou glukézou a negativné s celkovym plazmovym
proteinem v krvi (0,46 P < 0,01 a -0,31 P < 0,01; Kha-
led et al., 1999). Za fyziologické rozpéti se povazuje
8 az 10mmol.l-! KC v mléce (0,149 az 0,187 %), kdyz
hodnoty pod vymezenym oborem indikuji energe-

ticky nedostatek metabolismu krav a vy33i hodnoty
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piebytek. Kubesova et al. (2009) nalezli vztah mezi
kyselinou citronovou v mléce a nistupem lutedlni
aktivity po porodu u krav. Aktudln{ znalost hodnoty
KC mitize proto poslouzit v poradenském servisu
ke zlepseni nejen vyzivy dojnic, ale i jejich repro-
dukce. Koncentrace KC v mléce je rovnéz ukazatelem
jeho pouzitelnosti v syrafstvi. Proto rutinni laboratote
v kontrole kvality mléka, ale zejména mlééné uzitko-
vosti, pristupuji k zavedeni metod uréeni uvedeného
energetického metabolitu. Z fyziologického hlediska
je KC také t&€zistém Krebsova cyklu a diilezitou sou-
Casti pufragni kapacity mléka v podobg citranti a cit-
ratd (Pijanowski, 1977). Z fyzikalniho hlediska se pak
podili 3,3 procenta na depresi bodu mrznuti mléka
(Walstra a Jenness, 1984).

Jednou z potencidlnich metod stanoveni koncen-
trace kyseliny citronové v mléce maze byt infrader-
vend spektroskopie (MIR-FT). Dtilezitym pfedpo-
kladem je ov3em provedent jeji relevantni kalibrace.
Filtrova technologie infraanalyzy (MIR-F) je vyuzi-
vana (Biggs, 1978; Kerkhof-Mogot et al., 1982; Sjau-
nja, 1984 a, b; Sjaunja et al., 1984; Biggs et al., 1984,
1987; Sjaunja a Andersson, 1985; Grappin, 1987; Ha-
nus etal., 1992 a, b, ¢, 2007) piedeviim ke stanoveni
majoritnich slozek mléka (tuk (T), bilkoviny (B), lak-
téza (L), sudina tukuprostd atd.). MIR-F stanoveni
minoritnich slozek (mocovina, volné mastné ky-
seliny) mléka bylo obvykle mén& tsp&né (Herre,
1998; Hanus et al., 2001, 2008 a). Technologie mé&-
Fenf celého IR spektra mléka s Michelsonovym in-
terferometrem a néslednymi Fourierovymi transfor-
macemi (MIR-FT) pro zpracovani signilu za¢ind byt
vyuzivana ke stanoveni nejen hlavnich slozek mléka
(tuk, bilkoviny, laktéza a susina tukuprosté; Lefier
et al.,, 1996) a kaseinu, ale zejména minoritnich slo-
zek a metabolitt, jako jsou volné mastné kyseliny,
mocovina, kyselina citronovd nebo ketony (Berlec
a Golc-Teger, 1999; Hansen, 1999; Foss, 1999, 2001,
2004 a, b; Hanus et al., 2001, 2008 a, b, ¢, d; Heuer
et al., 2001; Peterson et al., 2004; Bijgaart, 2006;
Broutin, 2006; Roos et al., 2006; Hering et al., 2008).
Stanoveni t€chto minoritnich slozek je diilezité ne-
jen v kontrole kvality mléka, ale zejména v kont-
role zdravotniho a vyzivového stavu dojnic (Famigli-
Bergamini, 1987; Tllek a Pechovd, 1997). Pro uréeni
mlééného slozeni (majoritni i minoritni slozky) je
v posledni dob& misty popisovina a pouzivinaime-
toda NIR-FT (Tsenkova et al., 2000; Kukackovi, et al.,
2000; Jankovska a Sustovéd, 2003; Kra¢mar et al.,
2004; Sustova et al., 2006, 2007).

Cilem této prace bylo zahdjit vyvoj relevantni me-
tody pFipravy referenéni sady vzorkd pro kalibraci
MIR-FT na mé&Feni koncentrace kyseliny citronové
v mléce véetn& provedeni pokusné kalibrace pro
moznost zavedeni postupu v rutinnich laborato¥ich
kvality mléka a podpory kontroly zdravotniho stavu
dojnic.

MATERIAL A METODY

Jako referenéni pro stanoveni KC vmléénych stan-
dardech a kalibraci MIR-FT byla pouzita fotomet-

rickd metoda (c). Mé&Feni prob&hlo pti vinové délce
428nm. Mléko bylo koagulovdno pomoci kyseliny
trichloroctové. Filtrit reagoval s pyridinem (30 min.
pii 32°C). KC s pyridinem v acetanhydridovém mé-
diu vytvari zluté zbarveny komplex. Spekol 11 (Carl
Zeiss Jena, Némecko) byl kalibrovin prostfednic-
tvim sedmibodové $kély od 1,5 do 20,0mmol.l-}, to
znamend od 0,028 do 0,373 %. P¥imy pFepocet hod-
notmmol.l"'na % KC lze docilit délenim pomoci fak-
toru 53,5. Jako nep¥ima rutinni byla pouzita metoda
MIR-FT v instrumentdlnim provedeni Lactoscope
FTIR (Delta Instruments, Holandsko; jeden pii-
stroj, oznaceni v grafech 1 nebo 2 podle pofadi ka-
librace) a MilkoScan FT 6000 (Foss Electric, Dansko;
dva pfistroje, 3 a 4). Rutinni laboratofe pro hodno-
ceni slozenf a kvality mléka v Ceské republice, zahr-
nuté v systému centralni kalibrace, pracuji vétsinou
pFi absenci referennich metod. Proto je nezbytné
hodnoceni mozného vlivu transportu referen¢nich
standardt pro KC na kalibraci MIR-FT. K ovéFeni
spolehlivosti MIR-FT a jeji kalibrace na méfeni KC
bylo pouzito Sest souborti vzorka a vysledku:

1. bylo pouzito 171 individuélnich vzork&t mléka,
které byly odebirany od krav plemene Ceské stra-
katé (CF) a (H) Holstyn (1: 1) v pritb&hu celé lak-
tace v mé&si¢nich intervalech a po cely rok. Vletni
sezoné& byla aplikovdna pastva, v zimni sezoné
krmeni na bazi kukufi¢né a travni sildze. Mlé¢na
uzitkovost krav byla 6700 kg za normovanou lak-
taci. Stado je lokalizovdno v nadmofské vysce
750m. Vzorky byly zméfeny na koncentraci KC
fotometrickou metodou (c) a sou¢asné meto-
dou MIR-FT na zafizeni Lactoscope FTIR a to
na predbé&zné primarni (neoficidlni) kalibraci.
Cilem bylo prvotné& ovéFit pouze tésnost vztahu
vysledkit mezi metodami, resp. efektivitu odezvy
metody MIR-FT na variabilitu a trendy koncen-
trace KC v zavislosti na metodé& referenéni, bez
ndroku na shodu pramérnych hodnot;

2. referen¢ni sada vzorkd pro analyzu KC a kali-
braci metody MIR-FT byla vytvoFena z deseti
vzorkt mléka. Byly to bazénové vzorky a bazé-
nové vzorky s pfistfikem individudlntho mléka
obou plemen (CFaH),znichznékteré byly v refe-
rené¢ni sad¢ zdvojeny pro moznost vizualni kon-
troly opakovatelnosti obou metod (c a MIR-FT).
Také byl do nékterych vzorkil se zndmou za-
kladni hodnotou KC proveden artificidlni p¥i-
davek KC. Modifikovany byly t¥i vzorky z deseti
(vyssikoncentrace), kde navdzené p¥idavky ¢inily
konkrétné 3,483, 4,942 a 8,745mmol.l"' (0,065,
0,141 20,135 %). Na tyto p¥idavky byla vypoctena
vytéznost metod. Podle vysledku referen¢ni me-
tody c byla kalibrovana metoda MIR-FT. Byla po-
souzena tsp&snost kalibrace;

3. byla stanovena opakovatelnost (smérodatna od-
chylka parovych diferenci) metody MIR-FT (Lac-
toscope FTIR a MilkoScan FT 6000) pfi paralel-
nim méfeni KC v riiznych bazénovych vzorcich
mléka (n = 40). Déle byla stanovena citlivost me-
tody MIR-FT (Lactoscope FTIR) na objemové fe-
dénirtiznych vzorkti mléka (n =8)vodou ve dvou
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koncentracich pfi stanoveni KC oproti o¢eka-
vané hodnoté&. Redéni vzorkd (I a IT) mléko : voda
probé&hlo ve dvou stupnich, 1:1a2:1, bylo tedy
relativné vyrazné. Byla také uréena recovery ar-
tificidlnich p¥idavkt KC pfimo do vzorkid mléka
(n = 8) nepfimou metodou MIR-FT (Lactoscope
FTIR a MilkoScan FT 6000) za dané regulérni ka-
librace oproti o¢ekdvané hodnoté. Tyto vihové
pfidavky KC ¢inily (I a IT) 5 a 10mmol.l-}, byly
tedy rovnéz pomé&rné vyrazné.

Z vysledkt sériového méfeni KC, z part vytvo-
Fenych pozi¢nim posunem dat z ndhodné faze-
ného vybéru individuédlnich vzorkd mléka (n =
52) s v&tsIm varia¢nim oborem byla regresni ana-
Iyzou vypoctena autokorelace (Meloun a Militky,
1992, 1994; Kupka, 1997), ktera je v daném uspo-
Fadani mirou zdvislosti naslednych mé¥eni, tj.
piipadné ,paméti mé¥ictho systému”, kdy je vy-
zadovinanezavislost. P¥i daném systému sériové
pritoéné analyzy mtize zahrnovat stanoveni au-
tokorelace chybu z pfenosu, tzn. nap¥iklad G¢in-
nost vyplachu kyvety nebo také ti¢innost homo-
genizace materidlu;

4. byl stanoven efekt konzervace vzorka mléka
na stanoveni KC metodou MIR-FT. Ke konzer-
vaci vzorkdl mléka (n = 10) byly pouZity tablety
K,Cr,O, (Merck, Germany) a bronopolu (Broad
Spectrum Microtabs, DaF Control Systems, En-
gland), jednana25mlmlékasvyslednou koncen-
traci 0,12 a 0,04 % u¢inné latky. Totozna paralelni
sada vzorkt zustala bez konzervace. Po 24 ho-
dindch ulozeni v chladniéce (4°C) byly vzorky
mléka mé&Feny na KC. Pro pramérné diference
vysledkt v KC mezi sériemi vzorkt bez a s kon-
zervaci, které poslouzily ke specifické kvantifi-
kaci efektu, byl rovnéz vypoé&ten parovy t-test pro
posouzeni vyznamnosti;

5. dva mésice po provedené kalibraci MIR-FT
na stanoveni koncentrace KC (¢4st 2) byl pro-
veden vykonnostni test analytické zptsobi-
losti mezi tfemi p¥istroji MIR-FT. Byl proveden
ve dvou alternativaich: — A) na rutinni sadé deseti
vzorktt mléka uréenych pro kalibraci zdkladnich
slozek mléka (tuk, hrubé bilkoviny, kasein, lak-
téza, susina tukuprostd), kde byly vzorky bazé-
nové i modifikované v obsahu hlavnich sloZek;
- B) na sad€ deseti nativnich bazénovych vzorkt
kravského mléka;

6. bylo provedeno hodnoceni vlivu transportu
mléénych referen¢nich standardi pro KC na ka-
libraci MIR-FT. Test byl proveden jak pro volné
mastné kyseliny (VMK, dal3i analyticky aktuédlni
minoritni slozka mléka pro technologie MIR-FT
a MIR-F v mlé¢nych laborato¥ich), tak pro KC.
Deset nativnich bazénovych vzorkd mléka s po-
tfebnym variaénim oborem sledovanych ana-
lytt bylo konzervovéno stejné jako p¥i kalibraci
(bronopol) a zmé&Feno na Delta Lactoscope IRFT
na VMK a KC pfed a po transportu. Transport
vizola¢nim termoboxu s chladici naplni (< 10 °C)
prob&hl z Rapotina do Bustéhradu a zpét. Trval

pét dni (interval od méFeni k opakovanému (pa-
rovému) méfeni) od 12. 1. do 16. 1., kdy byla pro-
vedena mé&feni. Transportni z4t€z byla rovna (Cas
a trasa) dvojndsobku bézného rutinntho pri-
méru.

Statistické vyhodnocenti (program Excel) zahrnulo
testovani diferenci, linedrni regresni a korelaéni
analyzu a vypocet vyt€znosti (recovery) artificidl-
nich p¥idavkil KC jako hlavniho analytu. Ve vhod-
nych p¥ipadech byl pouZit rovnéz parovy t-test (vliv
transportu a konzervace vzorktt mléka). V testech
zptisobilosti byly vypoéteny Euklidické distance
od pocitku. Byly zohlednény obecné zidsady po-
souzeni v€rohodnosti ziskanych analytickych vy-
sledktt (Eckschlager, 1961; Eckschlager et al., 1980;
Grappin, 1993; Leray, 1993; Meloun a Militky, 1992,
1994; Kupka, 1997; Hanu$ et al., 1998; Suchdnek
etal., 1999; Feinberg a Laurentie, 2006). Uvedeny cil
ametodické postupy jsou rimcove v souladu s inici-
ativami pracovni sité referen¢nich mléénych labora-
tofi organizaci ICAR a AFEMA.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pilotni ovéieni specifity MIR-FT pro KC

Na vétsim souboru nativnich vzorkt mléka (n =
171) a bez piesné (sekundarni, resp. lokélni) kali-
brace metody MIR-FT byl mezi MIR-FT (LAC - KC)
a metodou ¢ (¢ — KC) dosaZen korelaéni koeficient
0,566 (P < 0,001; Obr. 1) pFi v&t3i primérné diferenci
mezi soubory. To znamend, Ze jen 32 % variaci v mé-
Feni MIR-FT bylo vztazeno s variacemi KC ve vzor-
cich, resp. s variabilitou v hodnotéch referen¢ni me-
tody (c). Praimérnd hodnota ¢ pro KC ¢inila 8,82 +
1,80mmol.]I-! (0,165 + 0,034 %) pfi variaénim oboru
1,70 az 13,23 mmol.11 (0,032 az 0,247 %) a varia¢nim
koeficientu 20,4 %.

Dosazené vysledky opraviuji konstatovani, ze
MIR-FT reagovala adekvitn€ na relevantni mino-
ritnf analyt v mléce, nicmén¢ s mens3i nez o¢ekava-
nou efektivitou, jaka byla dosazena nap¥. v materia-
lech Foss (2004 b; Obr. 2) k referen¢ni fotometrické
metod€ setu Boehringer-Mannheim (enzymaticky
test). Je tedy tieba ziskat t€sn&jsi zavislost vysledkit
MIR-FT na sledovaném analytu KC.

y=0,9003x+9,9256
R2=0,3198

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00
0,00

LAC-KC

5,00
c¢-KC

10,00 15,00

Korela¢ni koeficient r=0,566 (P < 0,001)

1: Regresni vztah mezi vysledky referencni metody (c) pro uréent
koncentrace kyseliny citronové (KC v mmol.l-") v mléce a metody
MIR-FT (LAC - KC) bez lokdlni kalibrace (n =171)
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2: Regresni vztah mezi vysledky referenéni metody pro wréeni koncentrace kyseliny citronové (KC) v mléce a metody MIR-FT (Foss,

2004 b)

Kalibrace MIR-FT na méreni KC

Vysledky referenéni sady jsou obsazeny v Tab. I.
Pramér byl 9,220 + 3,094mmol.I"! (0,172 + 0,058%)
pii varia¢nim rozpéti od 6,206 do 15,975mmol.]"!
(0d 0,116 do 0,298 %). Varia¢ni obor nativnich vzorkt
¢inil od 6,206 do 9,161 mmol.I-* (od 0,116 do 0,171 %).
Vyteznost referenéni metody ¢ z hodnoty artifici-
alnich pridavka KC byla ve tfech vzorcich od 100,8
do 120,2%. Dosazené korela¢ni koeficienty mezi vy-
sledky referen¢nimi (c) aMIR-FT p¥ed kalibraci (prvni
méFent, ptivodni kalibrace; PM; Tab. II) a po kalibraci
(kontrolni mé&Feni, KM; validaéni korelace, isp&nost
kalibrace; Tab. II) ¢inily (Obr. 3 az 4) 0,979 az 0,992

1: Parametry kalibraéni referenéni sady (c) pro koncentraci kyse-
liny citronové (KC) v mléce

C.v. Kyselina citronova
mmol.l"! %
1 8,202 0,155
2 6,206 0,116
3 9,161 0,171
4 6,902 0,129
5 7,597 0,142
6 6,797 0,127
7 11,108 0,208
8 12,498 0,234
9 15,975 0,298
10 7,666 0,143
x 9,220 0,172
SX 3,0943 0,0578

C.v. =¢islo vzorku; x = priimér; sx = smérodatnd odchylka

(P < 0,001). To znamend, Ze 95,9 az 98,4% variability
KC u MIR-FT bylo ureno variabilitou v referen¢ni
sadg& vzorkd, resp. variacemi hodnot referen¢ni foto-
metrické metody (c; ReSt). Tyto zavislosti byly tedy
jiz pomérn€ velmi t€sné, také z dtivodu sirsiho vari-
atniho oboru referen¢ni sady. Korelace vyrazné ko-
pirovaly i vysledky modifikovanych vzorki, tedy
artificialni p¥idavky KC. Uvedené skute¢nosti do-
kladaji specifitu metody MIR-FT. Korela¢ni koefici-
enty vypo¢tené v sadé pouze pro vzorky nativniho
mléka (n = 7; mensi varia¢ni obor; Lactoscope FTIR (1
nebo 2) a MilkoScan FT 6000 (3 a 4)) byly nizsi a ¢inily
0,751 (Lactoscope FTIR; P < 0,05) az 0,947 (MilkoScan
FT 6000; P < 0,001; Obr. 5) oproti ptivodnim hodno-
tam 0,981 az 0,992 (n = 10; oba koeficienty P < 0,001;
Tab. II) stanovenym véetn& modifikovanych referenc-
nich vzorktl. Také korelaéni vztahy mezi p¥istroji
(KM, nakalibrované) metody MIR-FT byly vypoéteny
(Tab. ITI, pro PM a KM). I zde byly koeficienty velmi
tésné, od 0,958 do 1,0 (P < 0,001; Obr. 6). Tyto skute¢-
nosti dokladaji tispé3nost technologického a technic-
kého feseni metody MIR-FT v daném ohledu.

IT: Korelaéni koeficienty (P < 0,001) vztahu referencni metody ¢
a neprimé metody MIR-FT pro uréent koncentrace KC

MIR-FT PM KM
1 0,982 0,979
2 0,981 0,983
3 0,990 0,992
4 0,992 0,989

PM = prvni mé&Feni, ptivodni kalibrace; KM = kontrolni
mé¥eni, valida¢ni korelace, tisp&3nost kalibrace; 1 a 2 =
Lactoscope FTIR; 3 a 4 = MilkoScan FT 6000
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0,35 1
0,30 -
0,25

e
£ 0,20 -

é, 0,15 -

y—
0,10 -
0,05 -
0,00
0,00

y =0,9566x +0,0085
R?=0,9589

0,10 0,20

ReSt(%)
Korela¢ni koeficient r = 0,979 (P < 0,001)

3: Regresni vatah mezi vijsledky (n = 10) referencni me-
tody (c) pro urceni koncentrace kyseliny citronové (KC
v %) v mléce a metody MIR-FT (KM, 1; Tab. I1)

0,30 0,40

0,35 7 y=0,9814x +0,0029
0’30 4 R2 = 0,9838
0,25 1
£0,20 -
50,15 1
1)
0,10 -
0,05 A
0,00 \ \ \ |
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40
ReSt(%)

Korelagni koeficient r = 0,992 (P < 0,001)
4: Regresni vztah mezi vysledky (n = 10) referencni me-

tody (c) pro urceni koncentrace kyseliny citronové (KC
v %) v mléce a metody MIR-FT (KM, 3; Tub. 1)

Recovery KC pti kontrolnim mé&¥eni po kalibraci
(validaci kalibrace) metody MIR-FT (Lactoscope
FTIR a MilkoScan FT 6000) se pohybovala od 59,9
do 120,2%. Pramé&rnd hodnota vytéznosti pro t¥i
vzorky a Cty¥i pfistrojovd méfeni (n = 12) byla 101,6 +
18,1% (Lactoscope FTIR 110,6 + 3,9 %; MilkoScan FT
6000 92,6 + 22,6 %).

Pokud se jednd o diferenni analyzu (Tab. IV) uréent
KC v mléce rtiznymi metodami (¢, MIR-FT): — pra-
mérné diference (MIR-FT - ¢) instrumentéilnich sta-
noveni a referenéni metody po provedenych kalibra-
cich (KM n = 4) se pohybovaly od -0,037 do 0,001 %,
dv€ priimérné diference ¢inily 0%; — variabilita indi-
vidudlnich diferenci vyjadfend jako smérodatnéd od-

0,18 -
0,17 -
0,16 -

30,15 -

0,14 -

50,13
0,12 -
0,11 -
0,10

0,10

y =1,0966x - 0,012
R2=0,8962

X

0,12 0,14

ReSt(%)

Korela¢ni koeficient r = 0,947 (P < 0,001)

5: Regresni vztah mezi visledky (n = 7) referencni me-
tody (c) pro uréent koncentrace kyseliny citronové (KC
v %) v mléce a metody MIR-FT (PM, 4) pouze pro na-
tivni vzorky mléka

0,16 0,18

0,40 1 y=1,4186x - 0,024
~0.30 R?=0,9995
g\ﬁ b
50,20 )'K@/
50,10

0,00

0,00 0,10 0,20 0,30
3-PM(%)

Korela¢ni koeficientr =1 (P < 0,001)
6: Regresni vztah mezi vysledky (n = 10) urcéeni kon-

centrace kyseliny citronové (KC v %) v mléce metodou
MIR-FT vzdjemné (PM; 3 a 4; Tab. I11)

chylka byla od 0,0074 do 0,0187% u MilkoScan FT
6000 a od 0,0105 do 0,0117% pro Lactoscope FTIR.
Pramérné to bylo 0,0121%. Pokud je zohlednéna
standardni hodnota daného ukazatele pro majoritni
slozky mléka (T, B a L) u infradervené spektroskopie
(MIR-F filtrova technologie i MIR-FT), ktera ¢ini ma-
ximalné& +0,06% (CSN 57 0536, 1999), coZ je relativné
od 1,25 do 1,76% (pro T 4,00%, pro B 3,40% a pro L
4,80%), pak u KC je to relativn€ 7,20% (pro pramér
KC 9,00mmol.I"}, tzn. 0,168 %). V p¥ipadé MIR-F (T, B
a L) je pak zkuSenosti ovéfend skute¢nost cca 1,00%
(jako kvalifikovany odhad). Komparace t&chto hod-
not (T, BaL 1,00% a KC 7,20%) ukazuje sice na prvni
pohled na rozdilny vysledek, ktery viak mtize byt re-

I1T: Korelaéni koeficienty (P < 0,001) vztahu mezi MIR-FT pro urceni koncentrace KC v mléce

PM KM
MIR-FT
2 3 4 2 3 4
1 1,000 0,959 0,964 0,999 0,963 0,958
2 0,960 0,964 0,967 0,961
1,000 0,999
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IV: Diferenéni analijza vysledkii uréeni koncentrace KC (%) v mléce mezi MIR-FT po provedenyjch kalibracich a referencni metodou ¢

KM KM
Parametr
1 2 3 4 1-c¢ 2-c¢ 3-c¢ 4-c
X 0,173 0,172 0,172 0,136
SX 0,0565 0,0571 0,0572 0,0406
d 0,001 0 0 -0,037
sd 0,0117 0,0105 0,0074 0,0187

d = pramé&rna diference; sd = smérodatné odchylka priméru individualnich rozdilé

lativn& srovnatelny pro méfeni majoritnich slozek
mléka a slozky minoritni. Uvedené hodnoty u KC pta-
sobi jako pomé&mné velmi dspé&sny vysledek, pokud je
zohlednéno, Ze se jedna o rutinni nepfimou analyzu
minoritni slozky mléka.

Vysledky kalibrace MIR-FT na dal3i minoritni
slozku mléka, obsah volnych mastnych kyselin
(VMK) mlé¢ného tuku poskytly korelatni koefici-
ent az 0,99 (Hanus et al., 2008 a). To bylo oviem pii
pomérné dirokém variaénim oboru referen¢ni sady
vzorkti. Shoda dvou totozn¢ nakalibrovanych pfi-
strojt. mé&ficich na stejném principu byla vyjad-
fena korelaci rovnéz 0,99. V tomto p¥ipadé aplikace
MIR-FT pro mé&feni minoritnich slozek mléka (VMK)
seviak jednd pouze o metodu screeningovou (rovnéz
Bijgaart, 2006). Na sad¢ redlnych vzorkd s mensim
variaénim oborem VMK byly korelace mezi instru-
menty (podle pouzitych principti kalkulaci, MIR-F
a MIR-FT) logicky méné& t&sné 0,67 a 0,72, v jiny ter-
min kalibrace (zde neuvadéné) také 0,85. Rovnéz
dalsi modelova kalibrace MIR-FT na VMK vykézala
méné t&sné, i kdyz stile vyhodné korela¢ni vztahy
0,90 a 0,87 k referen¢ni metod&. Ty dokazaly dobrou
schopnost (Bijgaart, 2006) metody kvantifikovat uve-

deny analyt (Hanus et al., 2008 a). Rovnéz materidly
Foss (2001) dolozily hodnotu 0,90 MIR-FT k metodé
BDI jako referenéni. Pokud byla relativni variabilita
individuélnich rozdilt pfi kalibraci (MIR-F i FT) pro
T, B a L a KC odhadnuta na 1,0 a 7,2%, pak u VMK
(Hanus et al., 2008 a) to bylo 34,4% (jen MIR-FT; sd =
0,8536 ax =2,48mmol.100g"! tuku). Je zFejmé, Ze pro
VMK jako minoritni slozku mléka byla tato hodnota
4,8krat vyssinez u KC, kterou tak Ize povazovat za vy-
razné lepsi pro vérohodnost analytickych vysledk.
Materidly Foss (2004 b) uvad&ji pro kalibraci
MIR-FT namé&¥eni koncentrace KC pfi kalibraci na 83
vzorcich (48 nativnich vzorkil a 31 oSetfenych, cel-
kovy rozsah 0,15 az 0,19 % pro oboji vzorky) pom&mé
tésnou zdvislost. Srovnani absolutnich rozsiFenych
nejistot (na hlading 95%) spravnosti u majoritni (bil-
koviny) a minoritni (KC) slozky uvadi hodnoty 0,06
a0,008%. V relativni formé& je to 1,68 a 4,62%. Je tedy
mé&feni KC pomoci MIR-FT (Obr. 2) ,zjednodusené
fe€eno 2,75krit méné spolehlivé” nez odhad napf.
obsahu bilkovin (Obr. 7) v mléce stejnou metodou.
Podobnou relaci vykazujii zde dosazené vysledky:
Celkové 1ze vysledky provedenych kalibraci hod-
notit jako tGsp&sné a vysledky nakalibrovanych mé-
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7: Regresni vztah mezi vysledky referencni metody (Kjeldahl) a metody MIR-FT pro uréeni obsahu bilkovin (v %) v mléce (Foss, 2004 b)
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Feni jako vhodné pro kvalitni screening KC v mléce
prirutinnim mé¥enti.

Opakovatelnost, sensitivita, recovery
a autokorelace vysledkti méreni KC pomoci
nepiimé instrumentalni metody MIR-FT

Smérodatné odchylky opakovatelnosti vysledkil
mé&Feni metody MIR-FT pro Lactoscope FTIR a Mil-
koScan FT 6000 pfi paralelnim mé&feni KC v riz-
nych bazénovych vzorcich kravského mléka €inily +
0,0792 mmol.l", tj. + 0,00148%, tj. relativné + 0,82%
a + 0,0588mmol.l", tj. + 0,0011%, tj. relativné +
0,55 %. Relativni hodnoty opakovatelnosti jsou srov-
natelné s hodnotami u analyz hlavnich slozek mléka
(tuk, bilkoviny, lakt6za) metodami MIR-F a MIR-FT
(CSN 57 0536; Hanus et al., 1998) nebo jen mirné
vy33i. Proto je lze oznaéit za velmi dobré pro prak-
tickou aplikaci metody.

Pramé&rné hodnoty KC (Tab. V) zdkladni sady na-
tivnich (N) bazénovych vzorkt mléka (n = 8) ¢i-
nily podle Lactoscope FTIR a MilkoScan FT
6000 7,81 + 0,688 mmol.I"" (tj. 0,1460 + 0,0129%)
a 8,33 £ 0,606 mmol.l"" (tj. 0,1558 + 0,0113%) a 8,15 +
0,62mmol.I"! (tj. 0,1523 + 0,0116%). Dal3i stfedni
hodnoty a jejich variability vzorkt fedénych (R),
podle hladin T a II a zvy3enych, resp. obohacenych
(O, pFidavky) I a II, jsou uvedeny v Tab. V. Rozdily
mezi stanovenim a jejich variabilita jsou v Tab. VI.
Z nich vyplyva, pro srovnatelné x a sx, relativné
dobra shoda pouzitych postuptt méfeni (MIR-FT)
s ohledem na rozdily (d) i jejich variabilitu (sd) a tedy

na pifipadnou chybu systematickou nebo nihod-
nou.

Redénivzorkti mlékanadvou trovnich (TaTl) bylo
zachyceno prostfednictvim MIR-FT pro zafizeni
MilkoScan FT 6000 a Lactoscope FTIR pii mé&fent
KC v mléce v rozsahu (I) 110,47 + 1,68 (varia¢ni ko-
eficient vx 1,52%), 111,22 £ 2,13 (vx 1,92%) a 67,25 +
4,69% (vx 6,97%; zjisténé oproti ofekdvané polo-
viné = 100%) a (II) 110,15 + 1,87 (vx 1,70%), 108,72 +
1,52 (vx 1,40%) 2 90,80 + 2,57 % (vx 2,83 %) oproti oCe-
kédvanému poklesu o 1/3 (100 %). Priim&rnou sensiti-
vitu nelze uvést, nebot kazdy typ instrumentace vy-
kazoval rozdilnou hodnotu (Obr. 8). Odezva MIR-FT
v KC na fedéni mléka vodou byla pomérné& vyrazné
odlisnd vzdjemné mezi konstrukénimi typy MIR-FT
arovnéz od hodnoty o¢ekdvané. To bylo pravdépo-
dobné ovlivnéno rovnéz soub&znou, vyraznou kon-
centra¢ni (Fedici) zmé&nou celé mlééné matrice, tzn.
sumou simultdnnich interferen¢nich efektd po-
zadi mé&Feni. Modifika¢ni zm&na dand o3etfenim
vzork® mléka byla tedy vyrazn4. To ovSem ptisobilo
také vedle vlastni mozné odchylky smé&rnice kalib-
ra¢ni pfimky v redlném oboru méfeni KC. Ta zfejmé
miize zvétSovat nebo zmenovat linedrn€ svitij do-
pad, resp. chybu, do vysledkti KC s rostouci vzdale-
nosti od priimé&rné hodnoty ptivodni sady referenc-
nich (kalibra¢nich) vzorkt mléka pro MIR-FT.

Zvyseni koncentrace KC v mléce jejimi piidavky
(T, IT) bylo dokumentovéano na dvou hladindch v pro-
centech (zjidténé oproti otekavané) diferenéni reco-
very (odpocet ptivodni KC od zjidténé navysené hod-
noty) pro MilkoScan FT 6000 a Lactoscope FTIR: (I)

V: Priimérné hodnoty (x, n = 8) a smérodatné odchylky (sx) KC (mmol.l") sad vzorks mléka nativnich (N), fedényjch (R, 1 a 11) a obo-

hacenyjch (O, I a IT) metodou MIR-FT

Uroven R N o
1 11 1 11
x R 2,631 4734 7,811 13,486 19,285
sx 0,3458 0,5096 0,6878 0,6594 0,6887
X s 4,600 6,118 8,331 14,272 19,882
SX 0,3152 0,4612 0,6062 0,5912 0,7059
X — 4,527 5,904 8,147 13,927 19,597
SX 0,3269 0,4403 0,6213 0,5946 0,6956

FTIR = Lactoscope FTIR; Foss = MilkoScan FT 6000; poméry fedé&ni a obohaceni vzorki mléka KC jsou specifikovany

uObr. 8

VI: Priimérné rozdily (d, n = 8) mezi hodnotami KC (mmol.1') sad vzorkii mléka nativnich (N), fedényjch (R, 1 a 11) a obohacenyjch (O,

TaI1) a jejich variabilita (sd) metodouw MIR-FT

_ R o
Uroven N
1 1I 1 11
-1,969 -1,384 -0,521 -0,786 -0,597
FTIR-Foss1
sd 0,0846 0,1218 0,2332 0,2035 0,5541
d -1,895 -1,170 -0,337 -0,442 -0,313
FTIR-Foss2
sd 0,1122 0,1138 0,2292 0,2125 0,5257
d 0,074 0,214 0,184 0,344 0,284
Foss1-Foss2
sd 0,0549 0,0495 0,0483 0,0333 0,0833

d =primérna diference mezi vysledky; sd = smérodatna odchylka praméru individualnich diferenci
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118,94 + 0,718 (vx 0,60%), 115,72 + 1,008 (vx 0,87 %)
a 113,62 + 2,157% (vx 1,90%); (IT) 115,44 + 1,93 (vx
1,67%), 114,44 + 1,960 (vx 1,71%) a 114,68 + 2,730%
(vx 2,38%). Jak patrno, vysledky mezi p¥istroji v sou-
borech IaIlimezisoubory byly pomérné velmi vy-
rovnané, rovnéz s nizkou variabilitou uvnit¥ viech,
tedy nejen troviiovych (I a II), ale i p¥istrojovych
soubort vysledkt (vx od 0,60 do 2,38%). Zde oviem
byla zména mlééné matrice prostfednictvim mani-
pulace minimélni. Celkovy odhad p¥idavku KC byl
proto redlnéjsi v porovnani k odhadu ¥edéni. Pri-
mérné& lze uvést specifitu jako recovery hodnotou
115,5+1,86% (Obr. 8). Dtvod odchylky mutze byt
predeviim smérnicovy s ohledem na kalibra¢ni rov-
nici.

Adekvitni citlivost metody MIR-FT pfi stano-
veni KC v mléce na fed&ni vzorka vodou a specifita
kumélym piidavktim KC do vzorkt prostfednictvim
relevantni recovery byly uvedenymi vysledky plné

prokizany. Zminéné hodnoty zachycené zmény
(Fedéni, vytéznost) nicméné nebyly tak vérohodné,
jako byvaji v&tsinou u metod referen¢nich. Obou-
smérng&, pro snizeni i zvySeni koncentrace KC, vy3si
odchylky MIR-FT od hodnot o¢ekavanych, byly, p¥i
vyraznych zménach KC, vedle matri¢ni zmény (sni-
zeni KC), pravdépodobné diny mirnou (b&znou)
odchylkou smérnice sekundarni kalibrace, nebot
ijejich orientace naznatovala plynuly linedrni efekt.
Jeji b&zny vliv na v€rohodnost rutinnich vysledkit
pii rutinnich méfenich by vak nemél byt, v obvyk-
1ém variaénim oboru méfeni KC kravského mléka,
nijak fatalni. Tzn. (Obr. 8), podhodnoceni nebo nad-
hodnoceni koncentraci p¥i vyrazném umélém po-
klesu hodnot KC (fedéni) a opatné nadhodnocent
vysledkt v oboru vyrazného umé&lého zvyseni hod-
not KC (pFidavky). Uvedené vysvétleni efektem kali-
bra¢ni smérnice p¥i zndmé opakovatelnosti metody
potvrzuji také: 1) experimentdlné prokazané po-

20 A

18

16

14 -

12

10

KC mmol.I"

RI RII

N Ol on

R =Fed&né mléko, I (1:1, mléko:voda)a Tl (2:1); N = nativni mléko, ve sloupci jsou zmérené hodnoty;
O = obohacené mléko kyselinou citronovou, I (0 5mmol.1") a I (0 10mmol.1"); n = 8 vzorkt v kazdé
mé¥ené sadg; ve sloupcich RI, RIT, OT a O1l jsou teoreticky oéekdvané hodnoty; Lactoscope FTIR, plnd
k¥ivka; MilkoScan FT 6000, kratce ¢arkovand a dlouze ¢arkovana kiivka

8: Viysledky fedéni (R) vzorkii nativniho (N) kravského mléka destilovanou vodou a jejich obohacent kyselinou

citronovou (KC; mmol.l?)
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KC (mmol.I™")
14,000 - y =-0,0415x + 6,751
R?=0,0017
12,000 x X
10,000 X
' X X
8,000 X X K
X XX
< X ¢ K X ¢ X
6,000 | XX % X N X% VA
& X« X
4,000 - X" XX X
X XX
2,000 -
0,000 . . . . . . )
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000 14,000
Korela¢ni koeficientr = 0,042 (P > 0,05)
9: Regresni vztah vijpoctu autokorelace jako ukazatele ,,paméti mévent systému” mezi vijsledky MIR-FT (Lactoscope FTIR)
méFeni KC (mmol.l*) v mléce
520 7 y =0,8854x +2,2702 7,00 1 y=0,8484x + 1,888 15,00 1 y=1,0042x - 0,40
R2=0,9438 X R2=0,964 R? =
5,00 i x |
6.60 9 14,50
4,80
o4 @)
, X Z 6,20 | S 14,00
A 4,60 - m )
4,40 1 5,80 1 13,50 A
4,20 5,40 13,00
2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 440 4380 520 5,60 13,50 14,00 14,50 15,00 15,50
1-KC 1-KC 2-KC

Grafy, fedéni IT (1-KC Lactoscope FTIR a 2-KC MilkoScan FT 6000), nativni mléko (1-KC Lactoscope FTIR a 3-KC MilkoS-
can FT 6000), piidavky I (2-KC a 3-KC MilkoScan FT 6000); r = 0,971, 0,982 2 0,998 (ve P < 0,001)

10: Regresni vztahy mezi vysledky MIR-FT méteni KC (mmol.l') v mléce na riiznijch hladindch mévent

mé&rné& nizké kolisani (1,40 az 6,97 %) zachyceného
vlivu poklesu KC pro ob& drovné fedéni na viech
piistrojich; 2) pokusné& potvrzena velmi nizk4 varia-
bilita (vx 0,60 az 2,38 %), tzn. zna¢na stabilita, zmé&re-
ného efektu vyssirecovery pro obé hladiny p¥idavku
KC na v3ech tfech aparatech, tedy obou typech in-
strumentace.

Pfi stanoveni autokorelace metody MIR-FT u mé-
Feni KC v mléce ¢inil korelagni koeficient pro Lac-
toscope FTIR 0,042 (Obr. 9; P > 0,05). Uvedené kon-
statovani doklddd nezavislost vysledkt sériového
mé&Feni KC, minimalni ,, pamét systému”, resp. chybu
z pfenosu, tedy analytickou zptisobilost metody.

Regrese vzdjemnych vztahti vysledkd rtiznych
mé&feni MIR-FT reprezentovaly korelaéni koefi-
cienty. Ty na v3ech hladinich mé&feni KC v mléce,
od snizenych (fed&ni) pfes nativni po zvysené (pii-
davky) soubory (n = 8 vzorkil v souboru), varirovaly
v oboru od 0,685 do 0,998 (Obr. 10). Trinact koefi-
cientti bylo vyznamnych na hladiné pravdépodob-
nosti P < 0,001, jeden koeficient P < 0,05 a jeden
P > 0,05. Uvedené zjisténi rovnéz potvrzuje zplso-
bilost mé&feni. Celkové vysledky naznaguji, Ze v pfi-

padé validace metod by odhady roz3ifenych kom-
binovanych nejistot vysledktt mé&¥feni (Kupka, 1997;
Suchanek et al., 1999) KC v mléce prostiednictvim
MIR-FT byly pravdépodobn& mirné vy3si pro zafi-
zeni Lactoscope FTIR.

Efekt konzervace vzorki pii méieni KC
pomoci MIR-FT

Vliv konzervace vzork mléka na stanoveni KC
metodou MIR-FT byl kvantifikovdn na 0,0339 (+
0,1391)mmol.1, tj. 0,0006 % pro K,Cr,0,ana 0,2323
(+0,1326) mmol.1", tj. 0,0043 % pro bronopol. Parovy
t-test dolozil statistickou nevyznamnost u dvojchro-
manu (t = 0,73; P > 0,05) a vyznamnost u bronopolu
(t =5,25; P < 0,001). Korelace mezi vysledky vzorkii
nekonzervovanych a konzervovanych ¢inily 0,947
a 0,955 (ob& P < 0,001). Lze konstatovat, Ze tento
vliv byl relativné maly (0,44 a 3,0%), resp. prakticky
zanedbatelny a srovnatelny s vlivy u hlavnich slo-
zek mléka (Hanus et al., 1992 a, b, c). Pfesto je samo-
zFejm& vyhodngjsi kompenzovat konzervaéni efekt
kalibraci na stejn& o3etfenych vzorcich mléka, jako
jsou méfeny rutinné.
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Validace vysledkii KC testem analytické

zpusobilosti kalibrovanych pristroji MIR-FT

Dvamé&sice po kalibraci MIR-FT (Lactoscope FTIR
a MilkoScan FT 6000) na uréeni KC (popsano v ¢asti
2) byly ve vykonnostnim testu (Obr. 11 (A) a 13 (B);
hodnoceno systémem Euklidické distance od po-
¢atku; Leray, 1993; Hanus3 etal., 1998) analytické zpti-
sobilosti t¥1 p¥istrojii vysledky oznacitelné za velmi
dobré, pokud se jedna o miru shody. Priimé&rné od-
chylky od referen¢nich hodnot testu (statisticky
pramér metody MIR-FT o¢istény Grubbsovym tes-
tem odlehlosti (na hladiné 0,05% pravdépodob-
nosti) o ,outliers”) ¢inily: A) 0,077 + 0,137, 0,360 +
0,163 a -0,437 + 0,266 mmol.l-}, tj. relativné (pra-
mer sady vzorkd, tff p¥istroji je 100%, tj. 8,108 +
0,357 mmol.1) 0,95+ 1,69, 4,44 + 2,01 2539+ 3,28 %
(10 vzork@t mléka uréenych pro kalibraci zdklad-
nich slozek); B) 0,085 +0,056,0,125 + 0,073 a -0,302 +

Hodnoceni mozného vlivu transportu
referencnich standardii na kalibraci MIR-FT
pro méieni KC

Vliv transportu vykdzal na vysledky KC a VMK
ndsledujici vlivy: 1) KC pied transportem 7,698 +
0,607mmol.l'; 2) KC po transportu 7,704 =+
0,561 mmol.l"; 3) priimérnéd diference v KC pied
a po transportu -0,006 + 0,071 mmol.l"}; 4) VMK
pied transportem 1,525 + 0,878 mmol.100g ! tuku; 5)
VMK po transportu 1,672 + 0,987 mmol.100g " tuku;
6) diference ve VMK pfed a po transportu -0,147 +
0,164mmol.100g! tuku; 7) pouziti parového t-testu
poskytlo hodnoty kritéria 0,27 pro KC (P > 0,05)
a 2,83 pro VMK (P < 0,05); 8) korelace mezi hod-
notami p¥ed a po transportu pro KC a VMK ¢€inily
0,996 a 0,991 (oboji P < 0,001; KC Obr. 15). T kdyz se
jevi vysledky mozného ovlivnéni stability kalibrace
MIR-FT transportem lepsi pro KC nez pro VMK, lze

sd

0
-0,6000 -0,4000 -0,2000 0

,0000

Linie vychazejici z centra grafu pfedstavuji statistickou vyznamnost na hladin€ 5 % (Student)

0,2000 0,4000 0,6000

d

d = pramérnd diference od referenénich hodnot testu; sd = smérodatnd odchylka praméru indi-

vidualnich diferenci

11: Vijsledky testu analytické zpiisobilosti shodné nakalibrovanyjch pristrojii MIR-FT pro stanoveni kon-
centrace kyseliny citronové v mléce (KC; mmol.I") v modifikovansjch vzorcich (A)

0,085 mmol.1", tj. relativng (primér sady vzorki, ti
pFistroja, je 100%, tj. 7,967 + 0,537mmol.l"") 1,07 +
0,70, 1,57 + 0,92 a -3,79 + 1,07% (10 nativnich ba-
zénovych vzorkt mléka). Odchylky byly relativné
malé a prakticky (analyticky) zanedbatelné.

Také regresni zavislosti méFeni vzdjemné mezi
shodné& nakalibrovanymi p¥istroji byly, s celkovym
ohledem na metodu, relativné velmi dobré (Obr. 12
(A) a 14 (B)). Relevantni valida¢ni korelaéni koefici-
enty se pohybovaly od 0,819 do 0,983 (A) a od 0,993
do 0,996 (B; viechny koeficienty P < 0,001) pro
viechny kombinace pouzitych pfistroji. Manipu-
lace se zédkladnimi slozkami mléka v b&zném kon-
centra¢nim oboru tedy v&€rohodnost vysledkt sta-
noveni KC pomoci MIR-FT podstatné neovliviiuji.

10,00 7 y=0,9339x +0,8248
R? =0,9665

9,00 1
=
& 8,00 |
Q
<
7,00

6,00

6,00 7,00 800 9,00 10,00
2-KC (PM)

Korela¢ni koeficient r = 0,983 (P < 0,001); KC =
mmol.l"; PM = prvni mé&Feni

12: Regresni vztah mezi vysledky pristrojii MIR-FT
(MilkoScan FT 6000) pii stanoveni kyseliny citronové
(KC) v mléce v modifikovanyjch vzorcich (A)
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13: Viysledhky testu analytické zpiisobilosti shodné nakalibrovanych p¥istrojii MIR-FT pro stanoventi kon-
centrace kyseliny citronové v nativnim mléce (KC; mmol.l'), vzorky B

10,00 7 y =0,9247x + 1,0059
R2=0,9928

S 9.00 -
&
<
o 8,00

7,00

7,00 8,00 9,00
1-KC (PM)

Korela¢ni koeficient r = 0,996 (P < 0,001); KC =
mmol.l"; PM = prvni méfeni

14: Regresni vztah mezi vysledky pristrojii MIR-FT
(Lactoscope FTIR a MilkoScan FT 6000) pfi stanoveni
KC v nativnim mléce (KC; mmol.l"), vzorky B

dany vliv s urcitosti oznacit za zanedbatelny u obou
analytt. Vysledky celkové potvrzuji moznost pou-
ziti systému centralni kalibrace.

Limitni hodnoty tispésné kalibrace MIR-FT
pro méreni KC
Studium zdroji vysledkové variability KC pfi-
neslo také moznost navrhnout limitni hodnoty pro
dsp&nou kalibraci metody MIR-FT. Jedna se o pi-
lotni névrh, kdy lze dsp&nost kalibrace MIR-FT
na mé&feni KC vyhodnotit posouzenim:

e hodnoty posunu priméru MIR-FT od uda-
ného referen¢niho proméru (pozadavek do =+
0,15mmol.l-Y);

e hodnoty smérodatné odchylky individudlnich di-
ferenci hodnot MIR-FT od hodnot referen¢nich
(pozadavek do 0,26 mmol.l-);

e korela¢niho vztahu vysledkti KC na MIR-FT k re-
ferenci pfed a po (validaéni méfeni) provedené ka-
libraci (pozadavek r > 0,94);

y =0,9208x +0,6155
R>=0,9915

Po transportu
]
k=)
(e}

7,00
7,00 7,50 8,00 8,50

Poed transportem

9,00

Korela¢ni koeficient r = 0,996 (P < 0,001)

15: Regresni vztah mezi vysledky pristroje MIR-FT (Lactos-
cope FTIR) pfi stanoveni KC v nativnim mléce (KC; mmol.I")
pred a po rutinnim transportu referenénich standardi.

e hodnoty adi¢ni recovery KC (zdkladni vzorek
mléka s ptivodnim obsahem KC) pro vzorky s pfi-
davkem (> 85a< 115%);

e hodnoty opakovatelnosti (smé&rodatné odchylky)
mé&feni metody (pozadavek do 0,16 mmol.1-");

e pozice Uspé&dnosti ve vykonnostnim testu v ur-
¢itém Casovém intervalu po provedené kalibraci
MIR-FT.

ZAVER

Vysledky analyzy a jejich interpretace ukazaly,
ze jak pouzitd metoda piipravy sady referenc-
nich vzorka, tak provedend kalibrace infraanalyzy
MIR-FT k ur¢eni koncentrace kyseliny citronové
v mléce, mohou poskytnout relevantni vysledky
k praktickému pouziti p¥i stanoveni dané minoritni
slozky mléka. Studie a uvedené postupy byly pro-
vedeny v CR jako pilotni. Vysledky jsou pouzitelné
k aplikaci v rutinnim systému centralni kalibrace
MIR-FT na mé&feni KC. Samoziejmé, spolehlivost
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odhadu KC je zhruba 2-3krat niz3i nez majoritnich
slozek mléka. Rutinni zavedeni vy3etfovaci metody
v mlé¢nych laboratofich umozni v budoucnu roz-
séhlé analyzy fyziologickych, zdravotnich, chova-
telskych nebo technologickych vlivii na koncentraci
kyseliny citronové v mléce. Ty budou disponovat
zvysenou pravdépodobnosti spravnosti odhad pro

masovost ziskanych dat. Uvedené skute¢nosti bu-
dou uzitetné pro zlepSeni praktické interpretace
vysledkt. Odstartovani pouziti metody stanoveni
KC pomoci MIR-FT v mléénych laboratofich kont-
roly uzitkovosti a kontroly kvality mléka miize jako
kvalitni screeningovy test pFispét ke zlep3eni zdra-
votntho a vyzivového stavu dojnic.

SOUHRN

Koncentrace kyseliny citronové (KC) v mléce mtze byt dobrym ukazatelem energetického metabo-
lismu dojnic a pouzitelnosti mléka v syrafstvi. Aktualni znalost této hodnoty mtiZe poslouzit v po-
radenském servisu ke zlep3eni vyzivy dojnic. Proto mlé¢né laboratofe zavddéji uréeni KC. Meto-
dou muze byt infraanalyza (MIR-FT). Dtilezitym pfedpokladem je jeji relevantni kalibrace. Cilem
bylo vyvinout relevantni metodu p¥ipravy referenéni sady vzorkd pro kalibraci MIR-FT k uréeni KC
véetné pokusné kalibrace. Jako referen¢ni pro KC a kalibraci MIR-FT byla pouzita fotometrickd me-
toda (c; 428 nm). Mléko bylo koagulovano, filtrat reagoval s pyridinem v acetanhydridu na zluty kom-
plex. Spekol 11 byl kalibrovan prostfednictvim sedmibodové skaly od 1,5 do 20,0 mmol.l-%. Jako ne-
piima byla pouzita metoda MIR-FT, Lactoscope FTIR a MilkoScan FT 6000. Byl ovéfen vztah mezi
¢ a MIR-FT s prvotni kalibraci (bez lokalni kalibrace). U 171 individuélnich vzorkd mléka byl kore-
lagni koeficient 0,566 (P < 0,001). Priimé&rnd hodnota KC pro ¢ byla 8,82 + 1,80mmol.l-". Do né&kte-
rych referenénich vzorkt mléka (n = 10) byla pfiddna KC (n = 3) pro stanoveni recovery. Pramér byl
9,220 + 3,094mmol.1"! (0,172 + 0,058 %) pii varia¢nim rozpéti od 6,206 do 15,975 mmol.l"! (od 0,116
do 0,298 %). Vyt&znost ¢ byla od 100,8 do 120,2 %. Korela¢ni koeficienty mezi vysledky ¢ a MIR-FT ¢i-
nily 0,979 az 0,992 (P < 0,001), v sad€ pro vzorky nativniho mléka (n = 7) byly niz3i, 0,751 (Lactoscope
FTIR; P < 0,05) az 0,947 (MilkoScan FT 6000; P < 0,001) oproti ptivodnim hodnotam 0,981 az 0,992
(n =10; oba P < 0,001). Korelagni vztahy mezi nakalibrovanymi pfistroji MIR-FT byly od 0,958 do 1,0
(P < 0,001). To potvrzuje tsp&snost technického fedeni metody MIR-FT. Pramé&rna hodnota vytéz-
nosti pro piistrojovd mé&feni (n = 12) byla 101,6 + 18,1% (Lactoscope FTIR, 110,6 + 3,9 %; MilkoScan
FT 6000, 92,6 + 22,6%). Pramé&rné diference metody ¢ a MIR-FT po kalibracich (n = 4) se pohybo-
valy od -0,001 do 0,037 %, dvakrét 0%. Smérodatna odchylka individuélnich diferenci byla od 0,0074
do 0,0187% u MilkoScan FT 6000 a od 0,0105 do 0,0117 % pro Lactoscope FTIR. Relativni variabilita
individudlnich rozdila p¥i kalibraci (MIR-F i FT) pro majoritni slozky mléka jako tuk (T), bilkoviny (B)
a laktézu (L) dohromady a minoritni slozky jako KC a obsah volnych mastnych kyselin (VMK) byla
odhadnuta na 1,0 2 7,2 a 34,4%. Vysledek KC je slabsi nez vysledek T, B a L. P¥i srovnani vysledku
KC k VMK lze tento povazovat za lepsi pro vérohodnost analytickych vysledki. Autokorelace (0,042;
P > 0,05) vysledkt mé&Ficiho systému prokédzala nezédvislost po sobé& jdoucich méfeni. Vliv chemické
konzervace vzorkti mléka bronopolem (komeréni Broad Spectrum Microtabs, DaF Control Systems,
England) byl vyznamny (P < 0,001) a dvojchromanem (Merck) nevyznamny (P > 0,05) a ¢inil 0,2323
20,0339 mmol.I"! oproti nekonzervovanym vzorkim. Korelace mezi nekonzervovanymi a konzervo-
vanymi vzorky ¢inily 0,955 20,947 (P < 0,001). Vliv byl relativné maly (3,0 2 0,44 %), prakticky zanedba-
telny a je mozné kompenzovat ho relevantni kalibraci. Vysledky vyhodnoceni vykonnostniho testu
analytické zptsobilosti m&feni KC v obdobi po kalibraci metody MIR-FT a zejména posouzeni vlivu
dvojnédsobné transportni z4téze kalibra¢nich vzorku (pramérna diference v KC pfed a po transportu
byla -0,006 + 0,071 mmol.l-* (P > 0,05)) doloZily moznost pouziti systému centrélni kalibrace metody
MIR-FT na mé&feni KC. Celkove lze vysledky kalibraci hodnotit jako dsp&sné a vysledky mé&freni pak
jako vhodné pro prakticky screening KC v mléce.

krava, syrové mléko, kyselina citronova, kalibrace, infra¢ervena spektroskopie

SUMMARY

Citric acid (KC) concentration in milk can be good indicator of cow energy metabolism and milk use-
ability for cheesemaking. Actual knowledge of this value can serve for dairy cow nutrition improve-
ment in advisory service. That is reason why milk laboratories set up KC determination. A method
can be infra-red analyse (MIR-FT). Important presumption is its relevant calibration. The goal was to
develop a relevant method for reference sample set preparation for MIR-FT calibration to KC deter-
mination including experimental calibration. As reference for KC and MIR-FT calibration was used
aphotometric method (c; 428 nm). Milk was coagulated and filtrate with pyridine created a yelow com-
plex in acetanhydride. Spekol 11 was calibrated via seven-point scale from 1.5 to 20.0mmol.l"". As
indirect method was used MIR-FT it means Lactoscope FTIR and MilkoScan FT 6000. Relationship
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between ¢ and MIR-FT with primary calibration (without a local calibration) was investigated. Cor-
relation coefficient was 0.566 (P < 0.001) in 171 individual milk samples. Average KC value for ¢ was
8.82 + 1.80mmol.l"". KC was added (n = 3) into some reference milk samples (n = 10) for recovery de-
termination. Mean value was 9.220 + 3.094mmol.1"! (0.172 + 0.058 %) with variation range from 6.206
to 15.975mmol.l"" (from 0.116 to 0.298%). Recovery ¢ was from 100.8 to 120.2%. Correlation coeffi-
cients between ¢ and MIR-FT results were from 0.979 to 0.992 (P < 0.001). These were lower in the set
of native milk samples (n = 7), from 0.751 (Lactoscope FTIR; P < 0.05) to 0.947 (MilkoScan FT 6000;
P < 0.001) in comparison to original values from 0.981 to 0.992 (n = 10; both P < 0.001). Correlation
relationships between calibrated MIR-FT instruments were from 0.958 to 1.0 (P < 0.001). It confirms
the fruitfulness of technical solution of MIR-FT method. Average recovery value for instrumental
measurements (n = 12) was 101.6 + 18.1 % (Lactoscope FTIR, 110.6 + 3.9 %; MilkoScan FT 6000, 92.6 +
22.6%). The mean differences between ¢ method and MIR-FT after calibration (n = 4) moved from
-0.001 to 0.037 %, two times were 0%. Standard deviation of individual differences was from 0.0074 to
0.0187 % at MilkoScan FT 6000 and from 0.0105 to 0.0117 % for Lactoscope FTIR. Relative variability
of individual differences at calibration (MIR-F (filter technology) and FT) for major milk components
such as fat (T), proteins (B) and lactose (L) in total and minor components such as KC and content of
free fatty acids (VMK) was estimated to 1.0 and 7.2 and 34.4%. The KC result is inferior than T, B and L
result. KC result is possible to consider as better for analytical result reliability in comparison to VMK.
Autocorrelation (0.042; P > 0.05) of measurement system results demonstrated the independence of
consecutive measurements. The effect of chemical preservation of milk samples with bronopol (com-
mercial Broad Spectrum Microtabs, DandF Control Systems, England) was significant (P < 0.001) and
with dichromate (Merck) insignificant (P > 0.05) and amounted 0.2323 and 0.0339 mmol.l"! as com-
pared to unpreserved samples. Correlation between unpreserved and preserved samples amounted
0.955 and 0.947 (P < 0.001). The effect was relatively small (3.0 and 0.44%), practically negligible and
it is possible to compensate it via relevant calibration. The results of proficiency testing evaluation
of MIR-FT citric acid measurement in post-calibration period and especially evaluation of double
transport stress effect on calibration samples (average difference in KC before and after transport was
-0.006 + 0.071 mmol.I"* (P > 0.05)) demonstrated the possibility for use of central calibration system
of MIR-FT method to KC measurement. In total it is possible to evaluate the results of calibrations as
successful and measurement results as suitable for milk KC practical screening.

Tato vyzkumné-vyvojova metodicka prace byla podporovéna projekty MSMT, MSM 2678846201,
MSMT INGO LA 09030 a také provedena v ramci aktivit NRL-SM.
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