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Stanovenie bielkovin v suSenom mlieku metodou NIR

EVA PASTIEROVA

Suhrn. V praci sme rozpracovali postup NIR stanovenia biclkovin v suSenom mlie-
ku. Ur¢ili sa optimalne podmienky merania vzoriek @ matematick¢ho spracovania vysled-
kov. Vyhodnotila sa funkéna zavislost pre NIR stanovenie bielkovin v suSenom mlieku.
Podla vypracovanej metody mozno stanovit bielkovinovy dusik so standardnou odchylkou
vysledkov s, = 1.34¢ kg ' Funkcnd zavislos( plati v rozsahu od 36.92 do 55.45g . kg ' N..
Korelacny koeficient NIR metody je pre bielkoviny r = 0.98.

Uplatnenie modernych technologickych zariadeni si vyzaduje ziskavat spo-
lahlivo, rychlo a opakovane informacie o parametroch medziproduktov a vy-
robkov v priebehu vyrobného procesu.

Stanovenie klasickymi laboratornymi metodami je ¢asto pre ¢asovu naroc-
nost nevyhodné. Jednou z vhodnych metod. ktora spina naroky na zrychlenie
analytickej kontroly, je metoda blizkej infracervenej difizno-reflexnej spektro-
skopie (NIR). Tato metoda vyuziva analyzu odrazeného svetla od povrchu
skumanej vzorky (reflektancia) pri roznych vinovych dizkach (1300-—2400 nm).
Tieto hodnoty su v korelacii s obsahom zloziek vo vzorke. stanovenych klasic-
kou laboratornou metodou. Pristroje zalozené na principe reflektancie vyuziva-
ju tito korelaciu na stanovenie charakteristickej vinovej dizky (stupen korelacie
dosahuje maximalnu hodnotu) a K-regresnych konstant spolu so Standardnou
odchylkou merania [1]. Takto sa zistia aj dalsie charakteristické vinové dizky.
Na zaklade tychto charakteristik sa zostavi rovnica. ktora vyjadruje vztah
medzi NIR hodnotami a nameranymi parametrami.

Svetlo difuzne odrazené od povrchu testovanej vzorky dopada na 4 reflexné
detektory PbS. Vystupny signal z detektorov po prechode cez uzky pasovy filter
dopada na demodulator a prevodnik. Funkciu systému a prepocty riadi mikrop-
rocesovy systém. Pre uzivatela su udaje o stave pristroja a nameranych vysled-
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kov k dispozicii cez display a tlaciaren [2]. Infrapid 61 spracuje namerané udaje
pouzitim tychto typov rovnic:

%X =K,+ K,C, + K,C, + ... + K,Cq,

kde %X je koncentracia testovanych komponentov vo vzorke, K; su regresné
koeficienty, C, hodnoty, ktoré sa ziskaji zo spektralneho udaju podla vztahu:

C,=T[R(A,_ )] — T[R(Ay)], i=1,2,..,6,

kde R (4,) st reflektancie namerané pri vinovych dizkach vybranych pri kalibra-
cii, T — operator matematickej transformacie (zisteny pri kalibracii) [3].

Stanovenie charakteristickych vlnovych dizok testovanych substancii vyza-
duje experiment a pocitacove spracovanie. Pretoze NIR technika je komparativ-
na, vyzaduje sa analyza laboratornou konven¢nou metéodou pri 30—50, pripad-
ne viac kalibrac¢nych vzoriek.

Kalibracia sa sklada z tychto krokov:

— zaznamenanie spektra kalibracnych vzoriek,
— prebehnutie regresného programu,
— naprogramovanie parametrov odhadnutej rovnice do kanala pristroja.

Vlozenim kalibra¢nych konstant do kanala pristroja mikroprocesor vypocita
hodnotu dané¢ho parametra. Kanalom sa nazyva pamétovy rozsah, ktory obsa-
huje potrebné informacie pre koncentracné meranie maximalne 6 zloziek jednej
latky. Spolahlivost kalibracie je limitovana spolahlivostou referen¢nej metody.

NIR analyzatory reprezentujice prelom v rozvoji analyz potravin a krmiv sa
roz§irili od roku 1970. Prva firma, ktora zacala vyrobu NIR pristrojov bola
Dickey—John, Neotec a Technicon. Roku 1980 sa vyvinuli analyzatory PER-
CON v NSR, TREBOR v USA a LABOR MIM v Madarsku. NIR technika je
zalozena na semiempirickom postupe. Tieto aplikacie vyzaduju kalibracie zalo-
zené na niektorych inych chemickych a fyzikalnych meraniach [4, 5].

Prva aplikécia tejto metddy sa uplatnila pri analyze s6jovych bobov [6].
Metody na stanovenie bielkovinového dusika sa vypracovali pre rézne potravi-
narske a polnohospodarske produkty. NajCastejSie sa vyuziva stanovenie pro-
teinu v pSenici [7], zaujimavé su aj iné aplikacie, napr. stanovenie bielkovin
v rastlinnom pletive [8], rybach [9] a muke [10]. Najnovsie poznatky v tejto
oblasti vedu k vyuzitiu mieSania vzoriek pomocou rozptylovania vzduchom.
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Experimentalna ¢ast

Praca na pristroji Infrapid 61 si vyzaduje optimalizaciu podmienok merania
a vyhodnotenie, ako aj kalibraciu sledovaného parametra v jednom druhu
vzoriek.

Vzorky suseného mlieka nim dodal VU mliekarensky Zilina. Pochadzali
z viacerych mliekarni na Slovensku: Milex Levice, Polnohospodarsko-potravi-
narsky kombinat Rimavska Sobota, Mliekaren Nitra a Milex Calovo.

Na kalibraciu bielkovin sa pouzil kalibra¢ny subor 68 vzoriek suseného
mlieka. Tento stbor predstavoval cely rozsah meraného parametra s rovnomer-
nym rozloZzenim v ramci rozsahu, ¢o je doélezitou poziadavkou kalibracie.
Bielkoviny sme stanovili destilaénou metodou podla Kjeldahla v zariadeni
Kjeltec fy Tecator. Spektra vzoriek sme merali na analyzatore Infrapid 61
madarskej firmy LABOR MIM v rozsahu vinovych dizok od 1300 do 2400 nm
oproti Standardnej reflexnej doSticke s intervalom 10nm. Analytické udaje
o vzorkach sa v analyzatore priradia k nameranym optickym udajom, ktoré
mozno spracovat jednou z 10 matematickych transformacii. V nadvédznosti na
vopred dodané hodnoty kalibracie pristroj automaticky vyhodnoti obsah biel-
kovin vo vzorke. Po zmerani a vyhodnoteni vzorky mozno dodat do pristroja
dalSiu vzorku a pokracovat v merani.
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Obr. 1. NIR spektrum vzoriek suseného mlieka pri MATH 1.
Fig. 1. NIR spectrum of milk powder samples at MATH 1.
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Postup pri optimalizacii bol nasledovny: Do pristroja sa dodali zakladné
meracie parametre (Cislo kanala, druh matematickej transformacie, rozsah
vinovych dizok merania, intervaly medzi vlnovymi dizkami a vytlacny format).
Po zmerani spektier vzoriek vo vzorkovacich kyvetach sme graficky priebeh
spektier (obr. 1) porovnavali s klasicky stanovenymi obsahmi bielkovin. Overili
sme zavislost spektralnych ¢iar od zlozenia materialu pri viacerych spdsoboch
matematickeho spracovania optickych signalov. Ur¢ili sme optimalny spdsob
matematického vyhodnotenia a charakteristické vinové dizky, pri ktorych do-
chadzalo k zmene spektra v zavislosti od obsahu sledovanej zlozky. Pritom sme
zohladnovali najlepsie korelacie medzi priebehom zmien klasicky stanovenych
udajov a nameranych oy tick veh hodnot. Zo suboru hodnot sme vylugili odlahlé
udaje. Namerané vysicoky sme podrobili opakovanej linearnej regresii podla
funkcie, ktora vyjadruje zavislost medzi optickym signilom a koncentraciou
zlozky vo vzorke.

Vysledky a diskusia

Pristroj Infrapid 61 nema fixne nastavené podmienky pre uréité analyzy a ani
firma nedodava aplika¢né navody. Na Infrapide 61 v zakladnom vybaveni sme
manualnou formou optimalizovali podmienky merania bielkovin suSeného
mlieka. Tento postup ma vyskumny charakter, praca trva dlhSie a je mene;j
spolahliva ako v spojeni s pocitacom. Pri vyvoji metdd pre Infrapid 61 je
zavaznej§i problém urcit vhodné vinové dizky na meranie obsahu jednotlivych
zloziek a urcenie sposobu ich matematického spracovania. Ziskané optickeé
hodnoty musia korelovat s tdajmi o obsahu zloziek stanovenymi klasicky.

Pri vypocte funkcnej zavislosti sme pouzili opticke signaly spracované mate-
matickou transformaciou MATH 1. t.}. opticku denzitu (OD)

1
R(A)

OD (4) = log

kde R je reflektancia, A = vinova dizka.

Vysledkom nasich pokusov bolo, 7e sme optimalizovali vinové dizky a spo-
sob matematickeho spracovania udajov tak, ze v su¢asnosti mozno na Infrapide
nedestruktivnym meranim stanovit bielkoviny v susenom mlieku. Po zmerani
Standardnej reflexnej dosticky, zmeria pristroj vzorku a automaticky vyhodnoti
obsah bielkovin. resp. bielkovinového dusika v susenom mlieku podla funk¢nej
zavislosti:

obsah dusika [g.kg '] = 4,536 — 10.02C,1y,m + 10.39C, 730m -
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Prepocitavaci faktor na bielkoviny je 6.38. Uvedena funkcna zavislost plati
v rozsahu od 36,92 do 55.45¢. kg ' N.. Korelacny koeficient vyjadrujici zhodu
klasickej a NIR metody v pripade bielkovin je r = 0.98. Porovnanie hodndt
obsahu bielkovin stanovenych NIR spektroskopiou a referencénou laboratornou
metodou je na obr. 2.
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Obr. 2. Rozptyl NIR Udajov pri stanoveni dusika v susenom mlicku v porovnani s referencnou
laboratornou metodou.
Fig. 2. Scattering of NIR values by the nitrogen determination in milk powder compared with
reference laboratory method.

V nadviiznosti na udaje vyplyvajuce z matematickostatistického spracovania
vysledkov treba uviest, 7e existuje dobra korelacia medzi klasickym a NIR
stanovenim bielkovin. Smerodajna odchylka laboratorneho stanovenia bielko-
vin je s, = 1,05g.kg ' a smerodajna odchylka NIR stanovenia bielkovin je
s, = 1,34¢g kg '. Zaujimavym Statistickym udajom je velicina BIAS, ktora
vyjadruje strednu systematicku odchylku vypocitanych NIR hodndt od vysled-
kov chemickych rozborov. Systematicka odchylka stanovenia obsahu bielkovin
je 1,106 g. kg '. Mdzeme konstatovat, ze NIR stanovenie bielkovin je pomerne
spolahlivé.

Vyhody a nevyhody NIR technicky mozeme zhrnit do tychto bodov:
Vyhody:

1. nedeStruktivna metoda (bez naroku na pripravu vzorky a na chemikalie),
2. rychla analyza (1 vzorka/5 mintt),
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3. jednoducha obsluha,
4. vysoka opakovatelnost vysledkov,
5. moznost uplatnenia pri sériovych analyzach.

Nevyhody:

1. vysoka cena pristroja,

2. nevyhnutnost optimalizacie podmienok merani a vyhodnoteni spektier,

a) automaticky — zaklpenie pocitaca a programov (cena pristroja sa zdvoj-
nasobi),

b) vyskumne — nizsia efektivnost,

potreba rozsiahlej kalibracie kazdého parametra v kazdom type vzoriek,

4. zavislost spolahlivosti vysledkov od referen¢nej metody pouzitej na ka-
libraciu.

w

Zaver

Navrhovany spdsob analyzy bielkovin urychli kontrolu akosti technologic-
kého procesu pri vyrobe suSeného mlieka. Moznost vyuzitia tejto metody je pri
velkych sériach analyz rovnakého typu v rovnakom druhu vzoriek. Nevyhnut-
nym krokom pri optimalizacii NIR analyz na Infrapide 61 je vyuzitie poéitaca.
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Onpenenenne 6eskoB B cymenom Mojioky NIR merozom
Pesrome

B pa6ote mbi pazpabotanu meton NIR onpenenenus 6enkoB B cyiieHoM MoJioky. Onpenenu-
JIACh ONTHMAJIbHBIE YCJIOBHS U3MepeHus Mpob U MaTeMaTHyeckas oOpaboTka pe3ysibTaToB. beuia
oueHeHa (GyHKuHOHaIbHAs 3aBucUMOCTb st NIR onpenenenus G6enkos B cymeHom Mouoky. Ilo
pa3paboTaHHOMY METOIY MOXHO ONpEAEIHTh OENKOBBIA a30T C CTAHAAPTHBLIM OTKJIOHEHHEM
pesynbTaToB 5, = 1,34r.kr~'. OyHKUMOHAIbHAS 3aBUCMMOCTb JEHCTBYET B AMamna3oHe 36,92—
55,45r.xr~" N,. Koapduuuent kopensiunu NIR meTtonma ects mist Genka r = 0,98.

Determination of proteins in milk powder using the NIR method
Summary

The NIR method of protein determination in milk powder is elaborated in this paper. The
optimal conditions of both sample measurement and mathematical evaluation of results have been
determined. The functional dependence for NIR determination of proteins in milk powder has been
evaluated. According to this method, the proteinous nitrogen with the standard deviation of results
s, =134g.kg™' can be determined. The functional dependence ranging between 36.92 to
55.45g.kg™ " of N, is accepted. The correlation coefficient of NIR method has the value of r = 0,98
for proteins.
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