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Stanovenie bielkovin r susenom rnlieku rnctirdou NIR

t:\ \ P.\,\l Il:R()\ \

Sirhrn. \ prltet \rre i\)/'irrlLi\ \.rlt irr''11,, 'ril{ .i.'ir,,r,rr'., L,i., ,lf \ \u\e n()nr lrlrc-
ku.tlrcili\lrrlllill,rlne|(,!liitr,irk\ril(i1it,r." ....i,.:i.,r ' i 1, 'ir.r!,,\.1n1:L\\\lcrl-
kor'. \'tlrotlnotillt sit lirnlil:r ztrri.iL'..i ,';, \lll :riln,r\!trii l.r.li.,,,rrr \ \Ll\(n()ln ntlrcku.
Podla rrpracorartcj nt.'l,rrir r'ti.,tn,r \1iir1(,\,1 l .li., ' rir(,\\ {li-i\i[ \t, \l.ui(iitrdnr)tt r'tlehrlkou
r jslcdkor r : 1.1-{g Lg i Ltnt'rllt ./.r\r'.i,,\l i,ii, l\ r()/\.rilir (,(l r,1,.'),'(j,, ii.-l n k.' \-.
Korclli'n1 krrcticicnt \il{ ;rtet.'rir tr ll1r iri\ ir , rr "

Uplatnenie moderni'ch tcchn,rii'rgickre lr zrii'rlrtlciri sr \ rTlrdrr je ziskuvat spi'l-
lahlivo. rychlo a opak()\'rtltc inlirrnutcic r) i);u.inrclroeit rtrcrl.riDrodtrl:tor a r'!'-
robkov v priebehu \\'robnrlh(. proc.su

Stanovenie klasickrnti llthot'lt1t'rntrritl ir,'ir',ii inri lc (irii\' irlc i'it\()\Lr nliroi'-
nost ne\,)'hodne. Jednrru / \h()dn\ih tttc'tr,ri ktorli 'llrilr iirrrrk'r nlt,ir\chlr'ltie
analytickej kotrtrolr. .ie nrct()(lil hlizktr il)lliia'ir'\'(::nci tlitr'r,,rrr,-retlcrrre.i spc'ktrtl-
skopie (NIR) Titto ntetticlll,rrrTri;r llnir ,',,/rr r')ilr,r,,r.'ljr-'lt,'r',-'tllt,rrj p()\'tchy
skumanej vzork)' (reflektanciu ) pri rozrrr ch r lnovr ch dlTklrclr ( Li(X) l-tr00 nnt ).
Tieto hodnot!'su \ koreliicii s ()bsah()nr zloTick \o \./()rkc. \tirno\envch klasic-
kou laboratornou metodou. Pristro.ie /i.rl()7clrL! lrl principe rcllektancie \ \ u7i\ a-
ju tito koreliiciu nil stilnovelrie charaktr--n:tickci \llr()\e i dlikr {\tupen korcllicie
dosahuje maxinrillnu hodnottt)a K-rcgrc:ll\elr !,()lritiirrt:1-rr,l11 so itilndlirdnou
odchylkou merania [].-fukto sa zistra lI tllrl:;rc ch.rrlrktcl'r:tiekri rlirtrrc diTk\.
Na zdklade t1'chto challtl:teristik su.rost.irr rr)\nr(rir . ktor.li rrjaclnl.ic \ztah
medzi NlR hodrrot;trrri rr ltirnrcr.u)\nu Iirrirrrlclr.l nr.

Svetlo difuzne odrazcr.tcl od povrchu tcst()\iure.i rzork,r lllrplrclii nlr-1 relle\ne
detektory PbS. Vystupnl signiil z detektoror po prechotlc eL'/ irlk\ piisorr filter
dopadA na demoduliitor a prevodnik. Funkciu s\stenru ir prcl'rocln riadi nrkrop-
rocesovi systenr. Pre uTivatela sri uda.je () \tir\L- irristrrr.iu lr nlnicran\ch rrsled-

i' rt
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kov k dispozicii cez display a tladiarei [2]. lnfrapid 6l spracuje namerane udaje
pouZitim tychto typov rovnic:

%x : Ko+ K€t * KzCz+ ... + K6C6,

kde o/oX je koncentracia testovanych komponentov vo vzorke, K, sir regresn6

koeficienty, C, hodnoty, ktore sa ziskaju zo spektrdlneho udaju podla vzt'ahu:

Ct: TIR(2,,,,)l - T[R(Lr)]. i: 1,2, ...,6,

kde R (,1,) sri reflektancie naneran6 pri vlnovych diZkach vybranych pri kalibr6-
cii, T operdtor matematickej transform6cie (zisteny pri kalibrricii) 13].

Stanovenie charakteristickych vlnovych diZok testovanych substancii vyZa-
duje experiment a poditadov6 spracovanie. PretoZe N I R technika je komparativ-
na, vyZaduje saanalyza laboratornou konvendnou metodou pri 30 50, pripad-
ne viac kalibradnjrch vzoriek.

Kalibr6cia sa sklad6 z tychto krokov:

- zaznamenanie spektra kalibradnych vzoriek,

- prebehnutie regresneho programu,

-- naprogramovanie parametrov odhadnutej rovnice do kandla pristroja.
VloZenim kalibrainlfch konSt6nt do kan6la pristroja mikroprocesor vypoiita

hodnotu dan6ho parametra. Kan6lom sa nazyva pamiitbvy rozsah, ktory obsa-
huje potrebne informdcie pre koncentradn6 meranie maximdlne 6 zloLiekjednej
l6tky. SpoLahlivost' kalibrdcie je limitovan6 spolahlivost'ou referendnej met6dy.

NIR analyz6tory reprezentujirce prelom v rozvoji analyz potravin a krmiv sa

roziirili od roku 1970. Prvri firma, ktora zatala vyrobu NIR pristrojov bola
Dickey-John, Neotec a Technicon. Roku 1980 sa vyvinuli analyz6tory PER-
CON v NSR, TREBOR v USA a LABOR MIM v Madarsku. NIR technika je
zaloLenh na semiempirickom postupe. Tieto aplik6cie vyZadujri kalibracie zalo-
ien| na niektorych inych chemickych a fyzik6lnych meraniach [4, 5].

Prv6 aplik6cia tejto met6dy sa uplatnila pri analyize s6jovfch b6bov [6].
Met6dy na stanovenie bielkovinoveho dusika sa vypracovali pre r6zne potravi-
n6rske a polnohospoddrske produkty. NajdastejSie sa vyuZiva stanovenie pro-
teinu v p5enici l7l, zaujimave su aj ine aplikdcie, napr. stanovenie bielkovin
v rastlinnom pletive [8], rybdch [9] a mike [0]. NajnovSie poznatky v tejto
oblasti vedir k vyuZitiu mie5ania vzoriek pomocou rozptylovania vzduchom.
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Experimentilna iasf

Prdca na pristroji Infrapid 6l si vyZaduje optimaliziciu podmienok merania
a vyhodnotenie, ako aj kalibrdciu sledovan6ho parametra v jednom druhu
vzoriek.

Vzorky su5eneho mlieka n6m dodal VU mliekrirensky Lilina. Poch6dzali
z viacerych mliek6rni na Slovensku: Milex Levice, Polnohospod6rsko-potravi-
n6rsky kombinSt Rimavsk6 Sobota, Mliekrirei Nitra a Milex ealovo.

Na kalibr6ciu bielkovin sa pouZil kalibradny subor 68 vzoriek su5en6ho
mlieka. Tento sribor predstavoval celf rozsah meran6ho parametra s rovnomer-
nym rozlolenim v r6mci rozsahu, io je d6leiitou poZiadavkou kalibrricie.
Bielkoviny sme stanovili destiladnou met6dou podla Kjeldahla v zariadeni
Kjeltec fy Tecator. Spektr6 vzoriek sme merali na analyzittore Infrapid 6l
madarskej firmy LABOR MIM v rozsahu vlnovlfch diZot< od 1300 do 2400nm
oproti Standardnej reflexnej do5tidke s intervalom l0nm. Analyticke irdaje
o vzork6ch sa v analyzdtore priradia k nameranym optickfm irdajom, ktor6
moZno spracovaf jednou z l0 matematickych transformdcii. V nadvdznosti na
vopred dodan6 hodnoty kalibr6cie pristroj automaticky vyhodnoti obsah biel-
kovin vo vzorke. Po zmerani a vyhodnoteni vzorky moZno dodat do pristroja
dblSiu vzorku a pokradovat'v merani.

Obr. L NIR spektrum
Fig. l. NIR spectrum

vzoriek su5en6ho mlieka
of milk powder samples

pri MATH L
at MATH l.
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Postup pri crptirnrtlizricii ttrl nrrslcclornr': Do pristroja sa dodali zakladne
meracie pllri.llltetre (,-'i:lo k:trtlill.,.i :'uh n);.rtcnrlrlicke.j trunslormacie. rozsah
vlnovy'ch dl2ok meruniu. intervalv nretlzi rlrrtrvi'mi dlTkrrrni l vytladny fbrmrlt).
Po znrerani spektir'r rzorick ro rzrrrkovacich krretuch snte graficky priebeh
spc-ktierlctbr l)ptrrornltrlli ' kllisiekr \tano\L'n\nri obslrhuri bielkovin. Overili
sme zitrisl,.rst spektriilnrch i'iar ocl zloTenia rraterialu pri viacerych sposoboch
ntatematickcrho spracorurtiu optickrch sisntilov. Lirclili srne optimalny sp6sob
matematickeho vrhtrdrttrtcnia a charakteristicke vlnor,e diZty. pri ktorych do-
chirdzalo k ztlcne :l"lektrtt r zlirisltrsti ocl obsuhu slcdovanej z.lolky. Pritom sme
zohl'adnol aii nlrllcpiie krrrgl',.i. ntecizr priehchonr znrien klasicky stanovenych
irdaiovaltarttcratlteit':i -r '.r'r,trrlnot.Zosuboruhildnotsntevylirdili 

odlahle
rida.le. Natttcr.itt.r r i' -:i.- [)()drobili ppakgrale.j linearnej regresii podla
tunkcie. ktont rrlltrirtt.ic zlirislt'rst rneclzi t'rptickrnr signrilorl a koncentraciou
zloTkv ro rzorkc.

\-jsledkr a diskusia

Pristro.i lnl'rapid 6l rtcnri llrrre rrastuvene podnrienkl'pre urdit6 analyzy a ani
firnra netloclriru aplrkac'tre nlivorlt. Nu lnl'rupide 6l v ziikladnom vybaveni sme
ntanuliltrrru lr,r'nl,ru ()l)tilr Ili,/()\:tli podrnicnkr nrerania bielkovin suSen6ho
mlieka. -l'enl() p()stt-lp nrri Vlskutrinl chlrrakter. prlca trvli dlhSie a je menej
spol'ahlirri ukt' r spojcni s poi'itrrt'orn. Pri viro.ji ntetrid pre Infrapid 6l je
ziil'ainejii prohlclttt ttluit r ht'tlrti' r'lntrrt-- diTkr na nrentnic obsahu jednotlivych
zloTiek u ttri'ertic sl.rtlsolru ielt rrlricntrtickc'lto spnrcovunitr. Ziskane opticke
hodnotr nrtt:irt krrre lor lrt : irrllL.jnrr o obsultrr zloTiek stlrnovenvnti klasicky.

[)ri vi ptri'tc lirnkine j zrtr rsltr'ti :nrc prruTili o1'lticki srgnlilr spracovan6 mate-
ntlrtickoLr trrrn:li'r'rnlir-it,rr \l \ tll 1. t .i t'r.rtieku dcnzitLr (OD)

IOl)tz)- lr,g' /l(i.)

ktlc R .jc rell,'l'lrrn.'i:r. z vlrt,,r.r ,lii klr.
V!'slctlkorrt rtttiich prrkusor t'ro111.7. stttc optitttaliztlr. ltli rlnot'e d[2ky a spo-

sob lllttcntlltitkchrr \[]l'rreortrr.ritr rrrlli.i,,r tlk. zc v sircasnttsti nrcl2ntt na lnfrapide
nedeitruktivn\ nr nrcrilnlnr \iirn()\ rL brclkt'r in) r suienonr nrlieku. Po zmerani
Standarcltrc'i rcliernc'j rloitii'k\. zrrcriir pristro.j vzorku lr autc'rmaticky vyhodnoti
obsah biclkot in. rcsl'r. l.riclktrvin,rrt'ho clusik.r r suienotn mliekr-r podla l'unkdnel
zitr tslosti .

obsah dusikrt [g kg '] : "1.-il(r
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:::-,.i zakladne
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Prepc'ri'itavaci firktor na bielkoviny .le 6.3t3. Uvederrl lunki'nl ziivislosl pllti
v rozsahu od 16,92 clo 5-5,45 g.kg ' N.. Korclainy koelicicnt vy.ladrujirci zhodu
klasickej a NIR nretircly v pripade bielkovin ie r':0.91J. Porovnanic hodnot
obsahu bielkovin stanovenych N lR spektroskopiou a rcl'crcni'nt)u laborilt(inror.l
metodou -je na tlbr. 2.

NIR
{r' tr{)

40

sb KJELTEC

trrf)
Obr

Fig,

2. Rozptyl NIR

2. Scattcrrng ol'

irda.iov pri stanovcni dusika v suicnom nrlicku v porovnani s rcl'crcninou
laboratirrnou nroti)dou.

NIR valucs by thc nitrogcn dctcrmination in milk powdcr comparcd with
reltrencc laboratory mclhod.

V nadviiznosti rra udiqe vyplyvajirce z matematickoStatistickeho sprarcovania
vysledkov treba uviest. Ze existuje dobrA korelfcra medzi klasickym a NIR
stanovenim bielkovin. SmerodajnA odchylka laboratorneho stanovenia bielko-
vin.ie ^r,,n: l,05g.kg ' a smerodajnA odchylka NIR stanovenia bielkovin je
.r,: l,34g.kg '. Zaujimavym Statistickym fdajom je velidina BIAS, ktorir
vyjadruje strednir systenraticku odchylku vypoditanych NIR hodndt od vysled-
kov chemickych rozborov. Systematickir odchylka stanovenia obsahu bielkovin
je l,l06g.kg '. M6Zeme kon5tatovat', Ze NIR stanovenie bielkovin je pomerne
spolahlive.

Vyhody a nevyhody NIR technicky moZeme zhrnut' do tychto bodov:
Vyhody:
l. nede5truktivna metoda (bez nfroku na pripravu vzorky a na chemikirlie),
2. rychla analyza ( I vzorka/5 minut),
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3. jednoduchrl obsluha,
4. vysok6 opakovatelnost' vysledkov,
5. moZnost' uplatnenia pri seriovych analyzach.

Nevlfhody:
l. vysok6 cena pristroja,
2. nevyhnutnost' optimalizacie podmienok merani a vyhodnoteni spektier,

a) automaticky - zakupenie poditada a programov (cena pristroja sa zdvoj-
n6sobi),

b) vfskumne - niZSia efektivnost',
3. potreba rozsiahlej kalibr6cie kaZdeho parametra v kaZdom type vzoriek,
4. z6vislost spolahlivosti qfsledkov od referendnej metody pouZitej na ka-

libriiciu.

ZAver

Navrhovanlf sposob analyzy bielkovin urychli kontrolu akosti technologic-
k6ho procesu pri vyrobe suieneho mlieka. MoZnost'vyuZitia tejto met6dy je pri
velkfch s6ri6ch analyz rovnak6ho typu v rovnakom druhu vzoriek. Nevyhnut-
nfm krokom pri optimaliz6cii NIR analyz na Infrapide 6l je vyuZitie poditada.
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OnpeAerenne 6e.mcor B cyureuoM Monory NIR ueroaou

PesloN.re

B pa6ore uu paspa6oralr{ Meroa NIR onpeae.neHuc 6erxog B cyrleHoM MoJroKy. Onpereru-
Jrr.rcb onruMaJrbHbre ycJroBr.rr t,t3MepeHnt npo6 u varevarurrecKat o6pa6orxa perymraron. Eu,ra
oueHeHa $yHxqnonanrxar 3aBno.rMocrr arc NIR onpeaeJreHr.rr 6e,rxos B cyrxeuoM uo.lIoxy. flo
paspa6oranHoMy MeroAy MoxHo onpeAenr{Tb 6e,'rxosHfi a3or c craHAaprHbrM orrJIoHeHueM

pe3yJrbraroB s,: l,34r.rr-1. OyxrqlronaJrbHar 3aBucr.rruocrr .leftcrsyer B auana3ose 36,92

55,45r.rr-r Nr. Koa0rluuueHT Kopertqnu NIR rraeroAa ecrb aJIt 6enxa r:0,98.

Determination of proteins in milk powder using the NIR method

Summary

The NIR method ol protein determination in milk powder is elaborated in this paper. The
optimal conditions of both sample measurement and mathematical evaluation oI results have been

determined. The lunctional dependence lor NIR determination of proteins in milk powder has been

evaluated. According to this method, the proteinous nitrogen with the standard deviation of results

s,:l.34g.kg-rcan be determined. The functional dependence ranging between 36.92 to
55.45 g . kg-r of N, is accepted. The correlation coefficient of NIR method has the value of r : 0,98
for proteins.
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