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Abstract

HANUS, O., YONG, T, KUCERA, J., GENCUROVA, V., HANUSOVA, K., KOPEC, T, KOPECKY, J,,
JEDELSKA, R.: Analysis of calibration results for casein determination via indirect method of infrared spectroscopy.
Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2010, LVIIL, No. 5, pp. 123-136

Casein measurement is important for cheesemaking and control of dairy cow nutrition. Reference
Kjeldahl method is not suitable for routine purposes. Infra-red spectroscopy MIR and MIR-FT use
can be a solutin. However, their casein specifity is relatively limited. Aim of the work was to assess
the quality of performed calibrations for validation of calibration parameters. A retrospective analy-
sis of MIR and MIR-FT calibrations was performed for estimation of limits their suitable parameters.
Mean casein values of reference sample sets varied from 2.49 to 2.7% (2.61 + 0.155). Mean variation
range was 0.561 + 0.164%. The mean correlation coefficient of calibration (KKK) was 0.974 + 0.018 (P
< 0.001). The mean standard deviation of mean for individual differences (SDID) was 0.03 + 0.011%
(from 0.01 to 0.08). MIR-FT results were slightly better both for calibration and for proficiency testing.
The high and low KKKs were higher in the case of accepted calibration as in proficiency testing for
MIR-FT and MIR (0.986 > 0.964 and 0.970 > 0.948; 0.982 > 0.947 and 0.947 > 0.911; P < 0.001). The casein
number varied from 79.4 to 80.56% in bulk milk samples in three years, its variability was low from 1.4
to 1.5% relatively, which shows on relatively reliable casein analyses by methods MIR and MIR-FT. Tt
does not need to agree fuly for individual milk samples. It is linked more to MIR than MIR-FT. Limits
for acceptable calibration parameters were derived: > 0.945 for KKK; 0.048 for SDID and 0.029% for
mean difference as maximum.

cow, raw milk, sample, reference method, infrared spectroscopy, nitrogen, casein, central calibration
system, validation, correlation, regression analysis
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Pro moznost dobrého odhadu dusikato-energe-
tické bilance vyzivy dojnic je velmi vhodnd kombi-
nace vysledktt mlééné moc&oviny s obsahem bilko-
vin (Erbersdobler et al., 1979, 1980; Oltner a Wik-
torsson, 1983; Kirchgessner et al., 1986; Famigli-Ber-
gamini, 1987). V roli pFedstavitele rutinn€ mé&fenych
dusfkatych latek v mléce mtize byt vhodny také sta-
noveny obsah kaseinu. Uvedené je umoznéno no-
vym stupném rozvoje sériovych nepiimych analy-
tickych metod (Karman et al., 1987; Lefier, 1994; Le-
fier et al., 1996; Foss 1997, 2000; Tsenkova et al., 2000;
Kukackova et al., 2000; Fulton et al., 2002; Jankovska
a Sustovd, 2003; Broutin, 2006; Sustové et al., 2007).
Kasein nejenze tedy zavisi vyznamné na energe-

tické dotaci dojnic vyzivou, a mtZe byt proto je-
jim indikatorem, ale zajimavy je také pro mlékat-
ské technology z hlediska vyt&znosti suroviny vice
nez doposud konven¢né nep¥imo méfeny obsah
hrubych bilkovin. Zejména syrafe pfirozené za-
jima obsah kaseinu a kaseinové ¢islo. Podle nedév-
nych vysledkt se aktudlni hodnoty kaseinového
¢islau obou dojenych plemen skotu v Ceské repub-
lice pohybuji kolem 79 + 3% (Janti et al., 2007; Hanu3
etal., 2007). Také obsah ¢istych bilkovin je z vy3e na-
znafenych dtivodil vyt€Zznosti mlékarenskych vy-
robkt metodicky zajimavy pro mlékarenské pracov-
niky (Barbano et al., 1991).
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Stanoveni kaseinu

Existuji uréité defini¢ni a metodické problémy
stanoveni dusikatych ldtek v mléce (Hanus et al,
1995). Tykaji se také stanoveni kaseinu v mléce ne-
pFimymi metodami (Paggi, 2004, cit. Broutin, 2006),
coz plati rovnéz pro MIR a MIR-FT. Druhd metoda
je infraanalyzou mléka ve stfedni vlnové oblasti
s vyhodnocenim IR spektra pomoci Michelsonova
interferometru a Fourierovych transformaci (Le-
fier et al., 1996). Broutin (2006) uvedl dobrou shodu,
resp. nizkou variabilitu mezi vysledky MIR-FT a re-
ferenénimi hodnotami (Kjeldahlova metoda) ka-
seinu v piipad€ bazénovych vzorkd mléka. U téchto
vzork® rovnéz méné kolisa kaseinové ¢islo. V pii-
padg pouziti individudlnich vzorkt mléka kolisa ka-
seinové ¢islo podstatné vice, kdy variaéni koeficient
miize byt dvakrét az ¢tyfikrat vyssi podle charakteru
srovnavanych soubort dat. Podobnou mérou se pak
zhorsuje uvedena shoda metod. V p¥ipad€ zndamého

pridavku kaseinu do mléka a jeho skute¢ného zvy-
Seni z 2,60% na 2,97 % byla zaznamenéna nizsi ka-
seinova recovery MIR-FT s hodnotou 2,84 % (Obr. 1;
Paggi, 2004, cit. Broutin, 2006). Naopak v p¥ipadé
pridavku syrovatkovych bilkovin do mléka s kasei-
nem 2,59% méla hodnota kaseinu ztistat nezmé-
néna, byla viak zaznamenana vytéznost kaseinu az
k hodnoté 2,83 % (Obr. 2; Paggi, 2004, cit. Broutin,
2006). Uvedené pochybnosti lze shrnout do kon-
statovani, ze specifita metody infracervené spekt-
roskopie vii¢i kaseinu nenf na oéekavané trovni, ji-
nymi slovy je pomérné limitovana. Mctoda je pou-
zitelna, interpretace vysledktt ma v3ak podle pod-
minck méfent sva omezeni. Postup by bylo hypote-
ticky mozné zlepsit nep¥imym uréenim, resp. speci-
fikaci aminokyselin v mléce, o coz se pokusili Kraé-
mar et al. (2004). Je v3ak pravd€podobné, Ze takovy
postup by byl jen omezené pouzitelny v kolostru
s vy$8im obsahem bilkovin a to pro vybrané amino-
kyseliny. Proto lze zatim pFedpoklidat, Ze pFipadna
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kombinace uvedenych moznosti specifitu metody
infra¢ervené spektroskopie ke kaseinu vyrazné ne-
zvysi, nehled& na finan¢ni naronost kalibraci pro
jednotlivé aminokyseliny. Nepiimo lze oviem obsah
kaseinu stanovit také diferen¢nim zptisobem modi-
fikovanou fotometrickou metodou na zékladé ba-
revné vazebné schopnosti amido¢erni (nap¥. na za-
Fizeni Pro-Milk, Foss Electric, Denmark), ktera byla
pouzivana p¥edeviim pro stanoveni obsahu hru-
bych bilkovin v mléce (Sherbon, 1975; Michalak et
al., 1978).

Dtlezita pro kalibraci MIR a MIR-FT na mé&¥eni
obsahu kaseinu je referen¢ni Kjeldahlova metoda.
Nekteti autofi povazuji hodnotu Kjeldahlova fak-
toru (6,38) pro prepocet dusiku na proteinovy ob-
sah za zastaralou z d@ivodu napf. $lechténi populact
dojeného skotu a riistu dojivosti a s tim spojenymi
zmé&nami. Byla doporu&ena revize faktoru na sou-
Casné poméry. Karman a van Boekel (1986) uvedli,
Ze prepoctové faktory pro kasein, syrovatkové bil-
koviny a nebilkovinny dusik ¢inily 6,34, 6,38 a 3,60
a naznadili, ze celkovy faktor pro mlé&né bilkoviny
by mél byt spise v hodnoté 6,34 nez 6,38.

Je z¥ejmé, ze v souladu s vyvojem mlékarské ana-
Iytiky (Bulletin IDF, 406) je aktudlné potfebné vy-
zkumné podrobné&ji ovéTit teoretické a metodické
moznosti moderniho postupu MIR-FT véetné pod-
minek jeho kalibrace pro jeho dal3i rutinni nasa-
zeni v kontrole mlééné uzitkovosti a v kontrole kva-
lity mléka.

Cil prace

Cilem prace bylo vyhodnotit retrospektivni ana-
lyzou metodické vztahy, vysledky a zku3enosti zis-
kané pfi kalibraci infratervené spektroskopie (MIR
a MIR-FT) na mé&Feni obsahu kaseinu podle vy-
sledkt referenni metody v systému centralni ka-
librace v dobé, kdy systematické rutinni sledovani
obsahu kaseinu v mléce v Eeském mlékaiském sys-
tému pozvolna zagina.

MATERIALA METODY

Bazénové vzorky mléka pro kalibrace

Bazénové vzorky mléka pro referenéni analyzy
a piipravu referenénich mlé¢nych standardi byly
po t¥i roky (2007 az 2009) odebirdny mési¢né v Sesti
(aktudlng vzdy ve EtyFech) stadech dojnic (25 az 350
krav ve stad€) s nadpriamé&rnou mléénou uzitkovosti
(7 az 8,5 tisic kg mléka za laktaci). T¥i vzorkovana
stida byly holstynské kravy a t¥i stada byly kravy
plemene Ceské strakaté.

Referenéni analyza obsahu bilkovin, resp.
kaseinu v mléce

Jako referen¢ni pro pfipravu kalibraénich stan-
dardti je v CR pouzivana piima Kjeldahlova metoda
(CSN 570530) k uréeni obsahu dusiku (celkového,
bilkovinného nebo kaseinového) vimléce anasledné
(faktor 6,38) k vypoc¢tu obsahu hrubych bilkovin,
Cistych bilkovin nebo kaseinu (Kas), podle typu pii-

pravy vzorku. Kasein je ziskdn sraZenim roztokem
kyseliny octové a promyvanim na filtraénim papiru.
Vérohodnost vysledkt referen¢ni metody (celkovy
dustk) byla kazdy rok dvakrat ovéfovana na syrovém
kravském mléce ve vykonnostnich testech ICAR-
CECALAIT (10 vzorkt; Francie) a dvakrat ro¢né
ve Sterntestech AMA-AFEMA (2 vzorky; Rakousko).
Bylo pouzito zafizeni linky Tecator s jednotkou
Kjeltec Auto Distillation 2 200 (Foss-Tecator AB,
Sweden). Referen¢ni vzorky kalibra¢nich sad byly
pfipraveny tak, aby poskytly potfebné varia¢ni roz-
péti hodnot kaseinu a tim i hrubych bilkovin, a to
cilenym vyb&rem bazénovych vzorka mléka, pii-
padné jejich vhodnymi slozkovymi modifikacemi.

Nepiimé analyzy obsahu kaseinu

Pfi kalibraci techniky MIR (Bentley 150, Bent-
ley Instruments, USA) a MIR-FT (Foss 6000 FT, Foss
Electric, Denmark — a zde zejména Lactoscope IRFT,
Delta Instruments, The Netherlands) na méreni ob-
sahu kaseinu (g.100g™; %) podle vysledkii referen¢ni
metody byla zohlednéna norma CSN 570536. Me-
toda MIR je klasickou filtrovou infra¢ervenou spek-
trofotometrii, u kaseinu se zohlednénim kaseino-
vého ¢isla kalkulaci z bilkovinného (peptidickd
vazba) signdlu. Metoda MIR-FT je koncipovéna jako
promé&Feni celého infraferveného spektra mléc-
ného vzorku pomoci Michelsonova interferome-
tru a kalkulace vytéznosti signalu aplikaci Fouriero-
vych transformaci (Lactoscope IRFT). Do retrospek-
tivni studie bylo zahrnuto obdobi tf rokt (2007 az
2009) s 32 centralnimi (definovdno pracemi Grap-
pin, 1993; Hanus et al, 1995, 1998, 2009; Baum-
gartner, 2006, 2009; Leray, 2006, 2009a, c¢; Barbano,
2009; Castaneda, 2009) a 120 individualnimi kali-
bracemi, to znamena ¢tyfi pFistroje opakované mé-
si¢né& po t¥i roky. Kalibrace byly provedeny, s ohle-
dem na sezonu pravidelng, zpravidla jedendctkrat
rotng, na desetivzorkovych referen¢nich sadach.
Celkem tak bylo pouzito 320 referenénich (kalibra&-
nich) vzorkd. Linedrni model je, jak zndamo, obecné
piijatym kalibranim modelem nep¥imych metod
ve vazb& na metody piimé pii mlékarskych analy-
zach (Grappin, 1987; Hanus et al., 1995; Baumgart-
ner, 2006; Leray, 2006). Uvedené plati podle Bulle-
tinu IDF 406 rovné&z pro kasein (Broutin, 2006).

Vyhodnoceni kvality kaseinovych kalibraci -
statistické nastroje

Analyzy referenénich vzorka, kalibrace MIR-FT
i proficiency testing byly provedeny v akredito-
vané (podle CSN EN ISO/IEC 17025) Nérodni re-
ferenéni laboratoFi pro syrové mléko ve Vyzkum-
ném stavu pro chov skotu v Rapotiné (¢. 1340, &.
certifikatu 040/2005), kterd kooperuje v siti narod-
nich referen¢nich laborato¥i pro mléko pod koor-
dinaci AFSSA Paris (Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments). Byly vyzkumné& vyhodno-
ceny vysledky t¥iletého pilotniho provozu centralni
kalibrace nep¥imych metod analyz kaseinu v nové
vzniklém systému centréln{ kalibrace v Ceské re-
publice.
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K vyhodnoceni vysledkti kaseinovych kalibract
piistroji MIR-FT a MIR (Lactoscope IRFT; Foss
6000 FT; Bentley 150) byly pouzity néasledujici sta-
tistické postupy a charakteristiky: primeér (x) a smé-
rodatnd odchylka (sd); pramér (xr) a smérodatna od-
chylka referenéni sady (sdr); variaéni koeficient (vx)
v procentech; varia¢ni rozpé&ti referen¢ni sady (R);
korelaéni koeficient kalibrace (KKK, téZz valida¢ni
korela¢ni koeficient a KK jako korelagni koeficient
vykonnostniho testu); primérny rozdil pfistrojo-
vého areferen¢niho méfeni po kalibraci a ve vykon-
nostnim testu (d); smé€rodatnd odchylka praméru
individualnich diferenci (SDID; CSN 57 0536; Eck-
schlager, 1961; Biggs, 1972; Eckschlager et al., 1980;
Grappin, 1987; Valenberg et al., 1990; Meloun a Mi-
litky, 1992, 1994; Hanus et al., 1995, 2009; Kupka,
1997; Suchének et al., 1999; Feinberg a Laurentie,
20006). K vyhodnoceni vykonnostntho testu byl pou-
zit ukazatel Euklidické vzdalenosti od poc¢étku (Le-
ray, 1993, 2006, 2009a, b, c¢; Golc-Teger, 1997; Hanu3
et al, 1998), jako parametr vérohodnosti vysledki.
Pouzito bylo programové vybaveni Excel Microsoft.

VYSLEDKY A DISKUSE

Referencni vzorky kalibrace infracervené
spektrofotometrie na méfeni obsahu kaseinu

Vysledky referen¢nich sad vzorkéi a parame-
try provedenych slozkové specifickych kalibraci
infraanalyzdtorti jsou v rdmci srovndni uvedeny
v Tab. I. Pramé&rné hodnoty kaseinu sad vzorka
od 2,49 do 2,7 s pramérem pramért sad 2,61 +
0,155% dobfe odpovidaji kravskému mléku v po-

vvvvvv

etal., 2007; Hanus et al., 2007; Sojkova et al., 2010; Ko-
punecz a Stachelberger, 2010). Primérny variaéni
obor kalibra¢nich (referenénich) sad vzorkd &inil
0,561 + 0,164 (0d 0,27 do 0,89) %. Primérné hodnoty
a obory jejich variaéniho rozpéti pro kasein tak po-
mé&rné€ dob¥e odpovidaji mléku, které reprezentuji.

Parametry kalibrace infracervené
spektrofotometrie na méreni obsahu kaseinu

Zanejvyznamnéjsi parametry pro srovnania hod-
noceni lze povazovat korela¢ni koeficient kalibrace
(KKK) a smérodatnou odchylku praméru indivi-
dudlnich diferenci (SDID). Ukazatele d a SDID jsou
uvedeny po pfijaté kalibraci (Tab. I) tzn., Ze se jedna
o valida¢ni parametry s ohledem na konkrétni kali-
braci. Praimé&rny KKK ¢&inil 0,974 + 0,018 (od 0,906
do 0,997; P < 0,001). Priimérna SDID ¢inila 0,03 +
0,011 (od 0,01 do 0,08) %. Uvedené vysledky jsou
srovnatelné k vy¢tu vysledkt v reersi IDF (Broutin,
20006). Pro kalibraci nepfimych metod (MIR a MI-
R-FT) a pro vykonnostni testy nepiimych metod
(MIR a MIR-FT) jsou uvedeny korespondujici para-
metry v Tab. IT a I1I. Lze konstatovat, ze dosazené vy-
sledky metody MIR-FT (2) byly v porovnani k MIR
(1) mirné lepsi jak pro provedené kalibrace (Tab. II),
tak pro uskuteénéné vykonnostni testy (Tab. III). To
obecné znamend, ze korelagni koeficienty mezi me-
todami (referen¢ni a nepiima) byly v praméru vétsi-
nou vy33i a jejich variabilita nizst a SDID byly v prii-
mé&ru niz3l a jejich variabilita rovn&z pro MIR-FT
v porovnani k MIR.

1: Parametry kaseinovijch kalibraci metody infracervené spektroskopie MIR a MIR-FT
1: Parameters of casein calibrations of infrared spectroscopy method MIR and MIR-FT

Parametr Xr +sdr R KKK d +SDID
n 32 32 32 120 120 120
X 2,61 0,155 0,561 0,974 0 0,03
sd 0,061 0,04 0,164 0,018 0,015 0,011
min. 2,49 0,082 0,27 0,906 -0,06 0,01
max. 2,7 0,255 0,89 0,997 0,05 0,08

n pocet pFipadt individualnich kalibraci MIR a MIR-FT; x praimér; sd sm&rodatna od-
chylka; xr priomér referenéni sady; sdr smérodatné odchylka priiméru referen¢ni sady;
R variagni rozpéti referen¢ni sady; KKK korela¢ni koeficient kalibrace (téz valida¢ni
korela¢ni koeficient vztahu referenéni metody a nep¥imé metody); d primérny ka-
libragni rozdil (p¥istrojového mé&Feni — referen¢ni vysledek); SDID smé&rodatna od-
chylka préiméru individudlnich diferenct; min. minimum; max. maximum; krom& KKK

v3echny parametry v %

IL:  Parametry kaseinovyjch kalibraci metody infraéervené spektroskopie MIR (1) a MIR-FT (2)
IL: Parameters of casein calibrations of infrared spectroscopy method MIR (1) and MIR-FT (2)

Parametr KKK (1) d(1) +SDID (1) KKK (2) d(2) +SDID (2)
n 31 31 31 89 89 89
X 0,974 0 0,035 0,974 0 0,03

sd 0,019 0,023 0,013 0,018 0,012 0,01
min. 0,915 -0,06 0,011 0,906 -0,04 0,02
max. 0,997 0,04 0,079 0,996 0,05 0,07
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1I1: Parametry vykonnostnich testii kaseinovych kalibraci metody infracervené spektroskopie MIR (1) MIR-FT (2) a obou metod (3)

ve vztahu k referenéni metodé

IIL: Parameters of proficiency testing of casein calibrations of infrared spectroscopy method MIR (1) MIR-FT (2) and both methods (3) in

relation to reference method

Parametr KK (1) d(1) #SDID(1) KK (2) d(2) +SDID(2) KK(3) d(3) +SDID(3)
n 31 31 31 89 89 89 120 120 120

x 0964  -0,01 0,042 0,977 0 0,03 0,974 0 0,04

sd 0,037 0,043 0,021 0,017 0,036 0,011 0,024 0,038 0,015
min. 0,840  -0,11 0,017 0,904 0,09 0,02 0,84 -0,11 0,02
max. 0,992 0,07 0,133 0,998 0,08 0,07 0,998 0,08 0,13

KK korelagni koeficient vztahu referen¢ni metody a nepfimé metody; kromé KK viechny parametry v %

Vztahy referenéni a nepiimych metod pro
meéreni obsahu kaseinu

Na Obr. 3 az 10 jsou nazorné vidét vybrané moz-
nosti ve vztazich mezi referenéni metodou (REF)
a nepfimymi metodami (MIR-FT a MIR) urceni ka-
seinu (Kas) v kravském mléce pii kalibraci a ve vykon-
nostnim testu, a to v individualnich mési¢énich kali-
bracich ab&hem celého roku jako uzavieného sezon-
niho cyklu. Obecng, pro metodu MIR-FT a MIR byly
vysoké i nizké korela¢ni koeficienty vy33i v piipadé&
prijaté kalibrace (KKK) nez ve vykonnostnim testu
(KK), coz je v3ak z hlediska principu kalibra¢niho
systému logické (0,996 < 0,998 ale 0,906 > 0,904 (MI-
R-FT), Obr. 3 a5;0,997 > 0,992 (vysoké) 20,915 > 0,840
(nizké, MIR), Obr. 4 a 6; 0,986 > 0,964 a 0,970 > 0,948,
Obr. 7 a 9; 0,982 > 0,947 a. 0,947 > 0,911, Obr. 8 a 10;
pro v3echny korela¢ni koeficienty P < 0,001). Dile
na Obr. 11 a 12 je patrné zlep3eni korelaéniho vztahu

metod MIR-FT a MIR k referen¢nim hodnotam pfi-
jetim nasledné kalibrace oproti vztahu ve vykonnost-
nim testu mésic po pfedchozi kalibraci (0,980 > 0,953
a 0,967 > 0,928; pro viechny korela¢ni koeficienty P
<0,001). Metoda MIR-FT méla obvykle mirné tésnéjsi
vztah k referentnim hodnotim nez MIR za t¥ile-
tou retrospektivni periodu jak ve vykonnostnich tes-
tech, tak po provedenych kalibracich (0,980 > 0,967
a 0,953 > 0,928; pro viechny korela¢ni koeficienty P
< 0,001). To poukazuje na jeji mirné lep3i ,specifitu”.
Rozdil viak neni vyrazny s ohledem na vérohodnost
ziskavanych vysledkii a Ize ho, metodou kvalifikova-
ného odhadu, zanedbat. Materiél Foss (1997) posky-
tuje v uvedené souvislosti pFehled kalibraci pro Mil-
koScan FT 120 (MIR-FT) z Nového Zélandu, Danska
a Kanady. Pro spravnost byla dosazena variabilita +
0,052 %. Material Foss (2000) pro MilkoScan FT 6000
ve stejnych zemich uvedl korespondujici hodnotu +
0,028 %.
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3: Nejtésnéjsi a nejoolnéjsi linedrni regresni vztah mexzi vijsledky referencni (REF: %) a nepiimé instrumentdlni (MIR-FT) metody stanovent

kaseinu (Kas; %) po provedené kalibraci (kontrolni, validacni méient)

3: Closest and loosest linear regression relationship between reference (REF: %) and indirect instrumental (MIR-FT) method results for casein
(Kas; %) determination after performed calibration (control, validation measurement)
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4: Nejtésnéjsi a nejoolnéjsi linedrni regresni vztah mexzi vysledky referencni (REF; %) a nepiimé instrumentdlni (MIR) metody stanovent ka-

seinu (Kas; %) po provedené kalibraci (kontrolni, validacni méveni)

4: Closest and loosest linear regression relationship between reference (REF; %) and indirect instrumental (MIR) method vesults for casein
(Kas; %) determination after performed calibration (control, validation measurement)
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5: Nejtésnéjsi a nejvolnéjsi linedrni regresni vstah mezi vysledky referenéni (REF; %) a nepiimé instrumentdlni (MIR-FT) metody stanoveni
kaseinu (Kas; %) ve vjkonnostnim testu pred kalibract

5: Closest and loosest linear regression relationship between reference (REF; %) and indirect instrumental (MIR-FT) method results for casein
(Kas; %) determination in proficiency tasting befor calibration
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6: Nejtésnéjsi a nejoolnéjsi linedrni regresni vztah mezi vysledky referencni (REF; %) a nepiimé instrumentdlni (MIR) metody stanovent ka-
seinu (Kas; %) ve vijkonnostnim testu pried kalibract

6: Closest and loosest linear regression relationship between reference (REF; %) and indirect instrumental (MIR) method results for casein
(Kas; %) determination in proficiency tasting befor calibration
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7: Nejtésnéjst a nejvolnéjsi linedrni regresni vstah mezi vysledky referenéni a nepiimé instrumentdlni (MIR-FT) metody stanoveni kaseinu
(%) po provedenijch kalibracich (validace) béhem roku

7: Closest and loosest linear regression relationship between reference and indirect instrumental (MIR-FT) method results for casein (%) deter-
mination after performed calibrations (validation) during year
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8: Nejtésnéjsi a nejvolnéjsi linedrni regresni vztah mezi vysledky referencni a nepfimé instrumentdlni (MIR) metody stanoveni kaseinu (%)
po provedenyich kalibracich (validace) béhem roku

8: Closest and loosest linear regression relationship between reference and indirect instrumental (MIR) method results for casein (%) determi-
nation after performed calibrations (validation) during year
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9: Nejtésnéjsi a nejoolnéjsi linedrni regresni vztah mezi vysledky referencni a nepiimé instrumentdlni (MIR-FT) metody stanovent kaseinu

(%) ve vijkonnostnich testech pred kalibracemi béhem roku
9: Closest and loosest linear regression relationship between reference and indirect instrumental (MIR-FT) method results for casein (%) deter-

mination in proficiency testing before calibrations during year
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10: Nejtésneéjsi a nejvolnéjsi linedrni regresni vstah mezi vysledky referencni a nepiimé instrumentdlni (MIR) metody stanoveni kaseinu (%)

ve vifkonnostnich testech pred kalibracemi béhem roku
10: Closest and loosest linear regression relationship between reference and indirect instrumental (MIR) method results for casein (%) deter-

mination in proficiency testing before calibrations during year
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11: Linedrni regresni vztah mezi vysledky referencni a nepiimé instrumentdlni (MIR-FT) metody stanoveni kaseinu (%) ve vijkonnostnich

testech a po provedenyjch kalibracich (validace) béhem tiileté retrospektivni periody
11: Linear regression relationship between reference and indirect instrumental (MIR-FT) method results for casein (%) determination in pro-

ficiency testing and after performed calibrations (validation) during three year retrospective period
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12: Linedrniregresnivzstah mezivysledky referenéni a nepiimé instrumentdlni (MIR) metody stanovent kaseinu (%) ve vijkonnostnich testech

a po provedenyjch kalibracich (validace) béhem tiileté retrospektioni periody
12: Linear regression relationship between reference and indirect instrumental (MIR) method results for casein (%) determination in profi-

ciency testing and after performed calibrations (validation) during three year retrospective period
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Pripadna metodicka interference hodnoty
kaseinového cisla

Kaseinové ¢islo a jeho stabilita jsou podle lite-
ratury vyznamné pro vérohodné vysledky ana-
Iyz kaseinu v kravském mléce metodou MIR-FT
(Broutin, 2006) a infratervenou metodou (s optic-
kymi filtry, MIR) vitbec (Fulton et al., 2002). Prii-
mérné kaseinové ¢islo (Hanus et al., 2007; Jant et al.,
2007) se podle plemen pohybovalo v Ceské repub-
lice od 79,37 do 79,50% (Ceské strakaté) a od 79,42
do 79,45% (Holstyn, s nadprimérnou a prameér-
nou dojivosti). Praméry se mezi ob&ma hlavnimi
dojenymi plemeny skotu, jak patrno, lisily nepa-
trné€ a uvnit¥ plemen podle dojivosti nevyznamné (P
> 0,05). Variabilita byla vy33i, typicka pro individu-
alnivzorky mléka (sd od + 2,93 do + 3,11 %). Podobné&
v praci Sojkova et al, 2010. Materidly Foss (1997
a 2000) uvadeji pro Novy Zéland, Dansko a Kanadu
pro slozeni vzorkd kravského mléka hodnoty v roz-
péti od 74 do 83, od 67 do 82 a od 74 do 79%. Diéle
v novozélandské studii byl variaéni obor kaseino-
vého ¢isla od 77,4 do 79,2 %. Fulton et al. (2002) ové-
fovali pro Kanadu podle sezon primérné kasei-
nové &islo 76,5%. Ve vysledcich pak prokéazali v ba-
zénovych vzorcich mléka (n = 1027) podle kalen-
déa¥nich mésict kolisani priimérné hodnoty od 76,0
(zéFi) do 77,4% (bfezen). V bazénovych referenc-
nich vzorcich mléka (dvé plemena, 3est stid) z ka-
libra¢nich sad pouzitych zde ¢inilo kaseinové &islo
podle referen¢ni metody a na bazi hrubych bilko-
vin podle rokt od 79,40 do 80,56% (Tab. IV). Varia-
bilita byla od 1,4 do 1,5% relativng, tedy velmi nizka.
Tyto hodnoty variability kaseinového ¢&isla bazé-
novych vzorktt mléka, v souladu s Bulletinem IDF
(Broutin, 2006), naznacuji moznost pomérné spo-
lehlivé analyzy kaseinu nepfimymi metodami MIR
a zejména MIR-FT, zatimco uvedené, pii vyssi vari-
abilit& (Broutin, 2006; Hanus et al., 2007; Jant et al.,
2007; Sojkova et al., 2010), nemuseji nutné& plné sou-
hlasit u analyz individudlnich vzork@t mléka. Zmi-
nénd argumentace plati obecng, ale vztahuje se ne-
sporné silng&ji k metod€ MIR nez MIR-FT, jiz podle
zavéru z dfive zminénych vysledkt v Tab. 1T a III.
Fulton et al. (2002) ov&tovali kalibraci nepfimé kla-
sické filtrové analytické technologie (Foss System
4000, MIR) k uréeni obsahu kaseinu pro téely sta-
noveni mlékaiské vytéznosti a propliceni mléka
podle kvality. Systém nezohlediioval variabilitu p¥i-

IV: Hodnoty kaseinového éisla (v % podle hrubijch bilkovin) sou-
boru bazénovijch vzorkii mléka kalibraéni sady ve sledované periodé
se zastoupenim plemene Ceské strakaté a Holstyn (1: 1)

IV: Casein number values (in % on crude protein basis) for bull milk
sample (with Czech Fleckvieh and Holstein breed (1 : 1)) calibration
set in investigated period

Rok n X sd VX
2007 55 80,56 1,197 1,5
2008 50 80,10 1,129 1,4
2009 55 79,40 1,075 1,4

vx varia¢ni koeficient (v % relativné)

blizné péti procent nebilkovinného dusiku. Uvedli
moznost pouziti pro bazénové vzorky mléka s oCe-
kdvanou spravnosti a smérodatnou odchylkou prii-
mérné diference kaseinu od referen¢nich hodnot +
0,049% oproti hrubym bilkovindm, kde korespon-
dujici hodnota byla +0,030%, resp. + 0,038 %.

Odhad limitnich hodnot parametri pro
validaci kvality kaseinové kalibrace

Podle diive pouzité metody (Grappin, 1987; Soj-
kovi et al., 2009; Hanus et al., 2009) byla ziskana limitni
hodnota pro parametr pfijatelné kaseinové kalibrace
na hladiné intervalu spolehlivosti 95%. Od primérné
hodnoty korela¢niho koeficientu (0,974) byla ode-
¢tena hodnota sd x 1,64 (0,018 x 1,64 = 0,0295, jedno-
stranné dolni omezeni) relevantniho souboru (Tab. I).
Limitni hodnota pro pfijatelnost KKK pak byla
> 0,945. Pro dal3i parametr SDID byla naopak rele-
vantni hodnota ndsobku sd k priimé&ru pfi¢tena (jed-
nostranné horni omezeni). Uvedené poskytlo hod-
notu maximalné 0,048% (0,03 + 0,018; Tab. I). Pro
ukazatel primérné odchylky vysledkit nepfimé me-
tody od referen¢nich hodnot (d) po pfijaté kalibraci
(Tab. T) by kalkulaci s podobnymi p¥edpoklady (sd
x 1,96; oboustranné omezeni, interval spolehlivosti
95 %; Grappin, 1987) mohl slouzit limit + 0,029 %.

Vykonnostni testy analytické zptisobilosti
kaseinové kalibrace

Prestoze v Ceské republice uvedené technolo-
gie analyz kaseinu je zatim omezeny pocet insta-
laci a postup centralni kalibrace je teprve v pilotnim
stadiu, byl z vybranych vysledkti konstruovan také
tzv. graf proficiency testing (Obr. 13 a 14) na bazi
srovnani Euklidické vzdalenosti od po&itku (Leray,
1993). Jeden jako vysledek vikonnostniho testu ana-
lytické zptsobilosti (Obr. 13), tj. m&sic po kalibraci,
druhy jako vysledek tsp&snosti kalibrace (Obr. 14)
bezprostfedné po jejim provedent, tzn. z vysledkil
valida¢niho mé&¥eni. Tuto grafickou metodu Ize déle
rutinné pouzivat v systému piisluinych analytic-
kych laboratofi, podobné jako u ostatnich doposud
mé&fenych slozek mléka. Vysledky z¥eteln& ukézaly
snizeni variability ve v€rohodnosti vysledktt mé&feni
kaseinu v souboru udéastnikét po pfijeti kalibrace
(Obr. 14) v porovnéni k vlastnimu vykonnostnimu
testu (Obr. 13).

ZAVER

Tato vyvojova metodickd prace pFinesla odhad ma-
ximélnich a minimalnich hodnot parametrti kvality
pro akceptovéani kalibrace nepfimych metod MIR
a MIR-FT ke stanoveni kaseinu v kravském mléce. Ty
doposud zcela chybégji v prislusné mlékarské analy-
ticko-metodické legislativé. Vysledky slouzi pro pfi-
mou aplikaci v referen¢nich i rutinnich mléénych la-
boratoFich. Provedend retrospektivni analyza mutze
prispét k: 1) pfesnéjsimu urfeni vhodnych &isel-
nych charakteristik sad kalibra¢nich vzorka pro ka-

sein; 2) pFesn&jdimu stanoveni n&kterych limitnich
hodnot zakladnich parametrt kvality kalibraci in-
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d=primé&rna odchylka (diference, nepfima metoda - referenéni hodnota v %); sd = variabi-
lita pramérné diference. Linie vychazejici z centra grafu pFedstavuji vyznamnost odchy-
lek (parovy t-test, Studentovo rozdéleni), kdy body pod liniemi jsou vyznamné& odchylené
(P < 0,05), nad liniemi nevyznamné (P > 0,05). Palkruh vymezuje tsp&ny vysledek (hla-
dina spolehlivosti 90 % pro RE), obdélnik velmi tsp&3ny vysledek.

13: Visledky vijkonnostniho testu analytické zpiisobilosti metody MIR a MIR-FT (n =4 pfistroje, be-
zen 2009) mésic po provedené centrdlni kalibraci na méveni obsahu kaseinu

13: Proficiency testing results of MIR and MIR-FT method (n =4 instruments, March 2009) one month
after performed central calibration on casein content determination
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14: Hodnoceni iispésnosti provedené centrdlni kalibrace metody MIR a MIR-FT (n = 4, bifezen 2009),
vysledky ziskané bezprostiedné po provedené kalibraci na méient obsahu kaseinu

14: Evaluation of efficiency of performed central calibration of MIR and MIR-FT method (n =4, March
2009). The results were obtained immediately after performed calibration on casein content determination.

fraanalyzétori (MIR a MIR-FT) na mé&Feni obsahu ka-
seinu v kravském bazénovém mléce. Minimalni pfi-
jatelna hodnota korela¢niho koeficientu validace ka-
librace by mohla ¢init 0,945 na hlading pravdépo-
dobnosti 95%. Na stejné hladiné pravdépodobnosti
pak maximalni hodnota smérodatné odchylky prti-
méru individuélnich diferenci a diference po prove-
dené kalibraci by mohla ¢init 0,048 a 0,029% (oboji
ve smyslu +). Uvedené podpofi kvalitu metodik mlé-
kafskych analytickych postuptt v referen¢nich i ru-
tinnich laboratofich (Leray, 1993, 2009 a, b, c). Kon-

trolu kvality mléka podle obsahu kaseinu (na tech-
nologickou vytéznost, resp. efektivitu zpracovani
mléka) 1ze metodou MIR a MIR.FT provadét po-
mé&rné spolehlivé u bazénovych vzorka mléka (pro
mlékarny). Logicky, vysledky individudlnich vzorkd
budou vykazovat nizsi spolehlivost ze zminénych
dtvodu. Protoze se viak pro tcely Slechténi mléc-
ného skotu pouzivaji praimérné vysledky kontroly
uzitkovosti za celou laktaci, neni tfeba zminéné mé-
Feni ani zde apriori diskvalifikovat.
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SOUHRN

M¢é&ieni obsahu kaseinu v mléce je vyznamné pro syrafstvi a také alternativn& pro kontrolu stavu vy-
zivy dojnic. Referenéni Kjeldahlova metoda je méné efektivni pro rutinni tcely. Resenim maze byt
pouziti infratervené spektroskopie MIR a MIR-FT. Ta musi byt kalibrovana podle vysledkt refe-
ren¢ni metody. Specifita metody pro kasein v3ak je, podle literarnich vysledkil, pomé&rné limitovana.
Interpretace vysledkti ma tak svd omezeni. Cilem price bylo vyhodnotit kvalitu provedenych kali-
braci metody MIR a MIR-FT pro validaci parametrii kalibrace pro déely price rutinnich mléénych
laboratofi. Byla provedena retrospektivni analyza fady realizovanych individudlnich kalibraci MIR
a MIR-FT pro mé&Feni obsahu kaseinu v systému centrélni kalibrace s odhadem limit vhodnych pa-
rametrt kalibrace. Primé&rné hodnoty kaseinu sad referen¢nich vzorka kolisaly od 2,49 do 2,7 s prii-
mérem pramért sad 2,61 + 0,155%. Primérny variaéni obor kalibraénich sad vzorka €inil 0,561 +
0,164 (0d 0,27 do 0,89) %. Pramé&rny korela¢ni koeficient kalibrace (KKK) ¢inil 0,974 + 0,018 (od 0,906
do 0,997; P < 0,001). Praimé&rna smérodatna odchylka praméru individuélnich rozdilt (SDID) €inila
0,03 +0,011 (0d 0,01 do 0,08) %. Vysledky metody MIR-FT byly v porovnani k MIR mirné lepsi jak pro
kalibrace, tak pro vykonnostni testy. To znamena, Ze korela¢ni koeficienty mezi metodami (referenéni
anepiimd) byly v praimé&ru vétsinou vys3i a jejich variabilita nizsi a SDID byly v pramé&ru niz3i a jejich
variabilita rovn&Z pro MIR-FT v porovnani k MIR. Pro metodu MIR-FT a MIR byly vysoké i nizké ko-
relaéni koeficienty vy33i v pfipad€ pfijaté kalibrace nez ve vykonnostnim testu. To je v3ak z hlediska
principu kalibraéniho systému logické (0,996 < 0,998 ale 0,906 > 0,904 (MIR-FT); 0,997 > 0,992 (vysoké)
a 0,915 > 0,840 (nizké, MIR); 0,986 > 0,964 a 0,970 > 0,948; 0,982 > 0,947 a 0,947 > 0,911; pro viechny
korela¢ni koeficienty P < 0,001). V bazénovych vzorcich mléka (dvé plemena, Holstyn a Ceské stra-
katé, 3est stad) ¢inilo kaseinové &islo od 79,4 do 80,56 % ve tfech rocich. Variabilita byla od 1,4do 1,5%
relativné, tedy nizka. To naznafuje na pomérné spolehlivé analyzy kaseinu nepfimymi metodami
MIR a MIR-FT. Uvedené nemusi platit pIné pro vy33i variabilitu individudlnich vzorka mléka. Zmi-
néné se vztahuje silng&ji k metodé MIR nez MIR-FT. Vysledky vykonnostniho testu zieteln& ukdzaly
snizeni variability ve v€rohodnosti vysledkit mé&Feni kaseinu v souboru t€astniki po pfijeti mé&siéni
kalibrace v porovnéani k vlastnimu vykonnostnimu testu. Byly odvozeny limitni hodnoty pro parame-
try pfijatelné kaseinové kalibrace (pravdépodobnost 95%). Pro KKK to bylo > 0,945, pro SDID maxi-
malné 0,048 % a pro pramérny rozdil maximalné& 0,029 %.

krava, syrové mléko, vzorek, referenéni metoda, infracervena spektroskopie, dusik, kasein, systém
centralni kalibrace, validace, korelace, regresni analyza

SUMMARY

Measurement of the casein in milk is important for cheesemaking and also as alternative for control
of dairy cow nourishment state. Reference Kjeldahl's method is less effective for routine purposes.
Use of infra-red spectroscopy MIR and MIR-FT can be a solutin. This has to be calibrated according
to reference method results. However, method casein specifity is relatively limited according to lite-
rature results. So the result interpretation has its own limitations. The aim of the work was to assess
the quality of performed calibrations of MIR and MIR-FT method for validation of calibration pa-
rameters for working purposes of routine milk laboratories. A retrospective analysis of series of per-
formed MIR and MIR-FT individual calibrations for casein content measurement with estimation of
limits of suitable calibration parameters was carried out in the centralized calibration system. Mean
casein values of reference sample sets varied from 2.49 to 2.7 with mean of means 2.61 +0.155%. Mean
variation range of sets of calibration samples was 0.561 + 0.164% (from 0.27 to 0.89). The mean cor-
relation coefficient of calibration (KKK) was 0.974 + 0.018 (from 0.906 to 0.997; P < 0.001). The mean
standard deviation of mean for individual differences (SDID) was 0.03 + 0.011% (from 0.01 to 0.08).
MIR-FT method results were slightly better both for calibration and for proficiency testing as com-
pared to MIR. Tt means on average that correlation coefficients between methods (reference and indi-
rect) were mostly higher and their variability lower and SDIDs were lower and their variability as well
for MIR-FT as compared to MIR. The high and low correlation coefficients were higher in the case of
accepted calibration as in proficiency testing for MIR-FT and MIR method. However, it is logical in
terms of calibration system principle (0.996 < 0.998 but 0.906 > 0.904 (MIR-FT); 0.997 > 0.992 (high)
and 0.915 > 0.840 (low, MIR); 0.986 > 0.964 and 0.970 > 0.948; 0.982 > 0.947 and 0.947 > 0.911; for all
correlation coefficients P < 0.001). In bulk milk samples (two breeds, Holstein and Czech Fleckvieh,
sixs herds) the casein number varied from 79.4 to 80.56% in three years. The variability was from 1.4
to 1.5% relatively, which means low. It shows on relatively reliable casein analyses by indirect methods
MIR and MIR-FT. It does not need to agree fuly for higher variability in individual milk samples. This
mentioned fact is linked more strongly to MIR method than MIR-FT. The proficiency testing results
showed clearly variability decrease for result reliability of casein measurement in participant set after
month calibration acceptance as compared to original proficiency testing. The limit values for para-
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meters of acceptable casein calibration (95% probability) were derived. It was > 0.945 for KKK, 0.048%
for SDID and for mean difference 0.029% as maximum.

Podékovani

Tato vyzkumné-vyvojova metodické préce byla podporovéna projekty MSMT, MSM 2678846201
a KONTAKT ME 09081 a provedena v ramci aktivit NRL-SM.
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