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Analysis of results of calibration stability
for citric acid determination using indirect
method of infrared spectroscopy (MIR-FT)

Abstrakt

Cilem préace bylo analyzovat stabilitu kalibrace nepfimé
metody infracervené spektroskopie MIR-FT a dynamiku
hladin adjustace pro stanoveni kyseliny citronové prostied-
nictvim hodnoceni vykonnostnich testi pro moZnost zave-
deni postupu v rutinnich laboratofich kontroly kvality
mléka. Vztahy mezi referenénimi a instrumentalnimi (3)
vysledky pri kalibraci (n = 10) byly: korela¢ni koeficienty
od 0,983 do 0,992; primérné odchylky -0,005, -0,015
a -0,015 mmol.l"; smérodatné odchylky priméru indi-
vidudlnich diferenci od 0,390 do 0,563 mmol.I"'. PouZité
analytické technologie (1 a 2, 3) byly u kalibrace efektivni
a dobfe srovnatelné. U pfistroje 1 se v ¢ase po kalibraci
(anor 2009, 4 mésice po kalibraci) ve vykonnostnich
testech projevily pak jiz pomérné pravidelné vétsi a podob-
né odchylky od pristroji 2 a 3. Naopak tyto pfistroje
zustaly vysledkové po celé pokusné obdobi v pomérné
dobré shodé. To lze vysvétlit néjakym blize neur¢enym
nahodnym projevem technického faktoru pristroje 1 a nelze
ho nijak zevSeobeciiovat, ale jeho mozné opakovani v ruti-
nnim systému nelze ani apriori vyloucit. Korela¢ni koefi-

cienty mezi pfistroji navzajem pro stanoveni KC se pohy-
bovaly ve vykonnostnich testech po kalibraci po celou dobu
18ti mésict od 0,294 (1x2) do 0,996 (2x3). Tyto vztahy
byly vzdy vyznamné (P < 0,05, P < 0,01 nebo P < 0,001).
Metodou kvalifikovaného odhadu lze urcit pro dobfe
funkéni pfistroje maximélni kalibracni interval pfi
stanoveni KC prostfednictvim metody MIR-FT v systému
centralni kalibrace na Sest mésict.

Kli¢ovd slova: krava, mléko, kyselina citronova, infracer-
vend spektroskopie, vykonnostni testovani, Euklidicka
vzdalenost od pocatku

Abstract

The goal of the paper was to analyse calibration stability
of indirect infrared spectroscopy method MIR-FT and
dynamic of adjustment levels for citric acid (CA) determi-
nation by evaluation of proficiency testing for possibility of
method implementation in routine laboratories for milk
quality control. Relationships between reference and
instrument (3) results at calibration (n = 10) were: correla-
tion coefficients from 0.983 to 0.992; mean deviations -
0.005, -0.015 and -0.015 mmol.I'"; standard deviations of
mean of individual differences from 0.390 to 0.563 mmol.1".
Used analytical technologies (1 and 2, 3) were effective and
good comparable at calibration. There were regular, larger
and similar deviations of instrument 1 from instruments
2 and 3 in proficiency testing in time after calibration
(February 2009, 4 months after calibration). On the con-
trary these instruments were in relatively good result agree-
ment during whole period of investigation. This fact is
possible to explain by a random technical effect of instru-
ment 1, which was vague, however it is impossible to gene-
ralize this effect, but also possibility of a repetition of such
effect can not be excluded in a routine system. Correlation
coefficients for CA determination between instruments
moved from 0.294 (1x2) to 0.996 (2x3) in proficiency tes-
ting after calibration during whole period (18 months).
These relationships were always significant (P < 0.05,
P < 0.01 and P < 0.001). In the system of central calibra-
tion it is possible to determine the maximal calibration
interval as six months at CA investigation via MIR-FT
method for troublefree instruments by method of qualified
estimation.

Key words: cow, milk, citric acid, infrared spectroscopy,
proficiency testing, Euclidian distance from origin

Uvod

Hladina kyseliny citréonové (KC) v mléce je pouZzitelnym
indikatorem energetického metabolismu krav (Illek
a Pechovd, 1997; Baticz et al., 2002; Garnsworthy et al.,
2006). Se zvySovanim dojivosti vzrustd vyskyt pro-
duk¢nich poruch (ket6z) a tim vzrdsta i vyznam energe-
tickych ukazatelli k monitoringu a fizeni prevence téchto
poruch. V praci Hanus et al. (2009) se zminuje fyziologické
rozpéti KC v mléce v oboru 8§ az 10 mmol.I" (nebo 0,149
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Tab. 4 Vysledky stanoveni stravitelnosti syrd in vitro vyjadiené jako stravitelnost susiny (DMD) a organické hmoty (OMD)

Typ méfeni Datum Pristroje (KC; mmol.I") d *+ sd min. r max. r R = max. - min.
2 3 vétsinou 1x2 vétsinou 2x3
2 - Re 3 -Re ai1x3
Kalibrace 06.11.09 | 9,22+3,094 PM 0,007+0,608 | -1,828+1,021 | -1,962+0,999
KM -0,005+0,563 | -0,015+0,394 | -0,015+0,390
1 (Re) 0,983 0,992 0,989
1-2 2-3 1-3
Vykonnostni | 12.01.09 VM -0,387+0,073 | -0,040+0,073 | -0,427+0,066 0,993 0,996 1,53
test 23.02.09 VM | -1,391+0,396 | 0,091+0,051 | -1,300+0,393 0,663 0,990 1,50
30.03.09 VM | -0,787+0,559 | 0,273+0,114 | -0,514=0,609 0,294 0,970 1,82
04.05.09 VM | -3,120+0,609 | -0,137+0,200 | -3,242=0,723 0,432 0,991 2,03
01.06.09 VM | -2,380+0,564 | -0,679+0,151 | -3,060+0,648 0,497 0,979 1,77
29.06.09 VM | -2,472+0,483 | -0,128+0,150 | -2,600+0,455 0,805 0,958 1,55
27.07.09 VM | -2,897=0,368 | -0,310+0,224 | -3,207+0,431 0,425 0,859 1,34
31.08.09 VM | -2,753+0,444 | -0,070+0,076 | -2,823+0,437 0,740 0,967 1,23
05.10.09 VM | -2,718+0,592 | -0,235+0,113 | -2,953+0,626 0,870 0,986 1,55
02.11.09 VM -2,365+0,548 | -0,679+0,158 | -3,044+0,582 0,718 0,967 1,34
07.12.09 VM | -2,470+0,476 | -0,679+0,169 | -3,149=0,525 0,659 0,952 1,77
11.01.10 VM | -3,314=0,671 - - 0,873 - 2,25
22.02.10 VM | -3,822+0,811 - - 0,913 - 2,89
29.03.10 VM | -3,274+0,439 | 0,685=0,109 | -2,589=0,424 0,765 0,973 1,34
26.04.10 VM | -3,756+0,346 | 0,267+0,062 | -3,488+0,351 0,577 0,986 1,39

r = koeficient korelace; d = priimérny rozdil; sd = smérodatnd odchylka individualnich diferenci; min. = minimum; max. = maximum; R = variaéni obor vzorkové sady;
Re = referencni vysledky (metoda); PM = prvni méreni (pfed kalibraci); KM = kontrolni méreni (po kalibraci); VM = vykonnostni méreni (test); r (Re) = korelacni koeficient

k referencnim hodnotdm; r = korelaéni koeficient mezi pristroji.

az 0,187 %) podle prace Illek a Pechova (1997). Nizsi hod-
noty pak doprovazeji energeticky deficit a vyssi prebytek.
Fyziologicky z energetického pohledu je KC predmétem
Krebsova cyklu a v mléce prispiva svymi solemi k pufrac¢ni
kapacité a depresi bodu mrznuti mléka (Pijanowski, 1977;
Walstra a Jenness, 1984). KubeSova et al. (2009) naznacili
také moznost vypovédi sledovani KC v mléce k repro-
dukéni zptisobilosti dojnic.

Infracervenou spektroskopii (MIR-FT) lze pouZit jako
jednu z metod stanoveni koncentrace KC v mléce (Foss,
2004). Nezbytné je ovSem provedeni jeji relevantni kali-
brace (Hanus et al., 2009). Jiné metody jsou pracné a malo

18,00 y =0,9814x +0,1564
16.00 R’ =0,9838
14,00
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Statistickd vyznamnost: * = P < 0,05; ** = P <0,01; *** = P <0,001;
ns = P > 0,05; r = koeficient korelace; R?> = koeficient determinace;
KM = kontrolni méfeni; ReSt = referenéni standardy.

Obr. 1 Vztah mezi referencnimi (pfimymi) a instrumentdini-

mi (neprimymi; 3) vysledky pfi kalibraci stanoveni
kyseliny citronové (KC) metodou MIR-FT.

vykonné. Proto feseni automatické MIR-FT je pro praxi
efektivni. Pfedevsim ke stanoveni majoritnich sloZek mléka
jako tuk (T), bilkoviny (B), laktéza (L) atd. je vyuZivana
filtrova technologie infracervené spektroskopie (MIR-F).
O této technologii je zminovano v fade praci (Biggs, 1978;
Kerkhof-Mogot et al., 1982; Sjaunja, 1984 a, b; Sjaunja et
al., 1984; Biggs et al., 1984, 1987; Sjaunja a Andersson,
1985; Grappin, 1987; Hanus et al., 1992 a, b, c, 2007).
Meéné uspésné je pouziti MIR-F ke stanoveni minoritnich
sloZzek mléka jako mocoviny, volnych mastnych kyselin
atp. (Herre, 1998; Hanus et al., 2001, 2008 a). Proto zde,
podobné jako u KC, v praktickém sériovém nasazeni
dominuje aplikace MIR-FT.

Cilem prace bylo analyzovat stabilitu kalibrace nepiimé
metody infracervené spektroskopie MIR-FT a dynamiku
hladin adjustace v Case pro stanoveni kyseliny citronové
prostednictvim hodnoceni vysledki vykonnostnich testil pro
moZznost zavedeni postupu v rutinnich laboratofich kontroly
kvality mléka a podpory kontroly zdravotniho stavu dojnic.

Material a metody

Metody, kalibrace a vzorky mléka pro vykonnostni
testovdni

Referen¢ni metodou pro stanoveni KC v mléénych stan-
dardech a kalibraci MIR-FT byla fotometrickd metoda:
vlnova délka 428 nm. Mléko bylo srazeno kyselinou trichl6-
roctovou a mlécna bilkovina odfiltrovana. Filtrat reagoval
s pyridinem (30 min. pfi 32 °C). KC vytvari v acetanhydri-
dovém médiu s pyridinem Zluté zbarveny komplex.
U Spekolu 11 (Carl Zeiss Jena, Némecko) byla vypracova-
na kalibraéni kfivka v rozmezi od 1,5 do 20,0 mmol.I"}; to
znamend od 0,028 do 0,373 % (prepoctovy (délici) faktor
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KC = kyselina citronova.

Obr. 2 Vztah mezi pristroji MIR-FT navzdjem pro stanoveni
KC (1x3).

z mmol.I" na % KC je 53,5). Nepfima rutinni metoda byla
MIR-FT (Lactoscope FTIR, pfistroj 1 (Delta Instruments,
Holandsko) a MilkoScan FT 6000, dva pristroje 2 a 3
(Foss, Dansko)). Vysledky KC referen¢ni metodou a MIR-
FT byly méfeny v referencni laboratofi a dile MIR-FT
v rutinni laboratori. Rutinni laboratofe pro hodnoceni
sloZeni a kvality mléka v Ceské republice a zahrnuté v sys-
tému centralni kalibrace pracuji vétSinou pii absenci refe-
ren¢nich metod. Proto jsou k nim pravidelné rozesilany
referen¢ni standardy pro kalibraci pfistroji za existence
uvedeného systému centrdlni kalibrace.

Pfistroje v systému centralni kalibrace byly nakalibrovany
za podminek a vysledkll popsanych v predchozi praci
(Hanus et al., 2009). Posledni kalibrace byla provedena
6. 11. 2008 (Tab. 1). Poté bylo v mésicnich intervalech
provadéno vykonnostni testovani stanoveni KC. Toto
obdobi trvalo 15 kontrolnich mésict (od listopadu 2008 do
dubna 2010 vcetné, tzn. 18 kalendarnich mésict; Tab. 1).
V jednotlivych testech bylo pouzito vzdy deset vzorkid
mléka, které zaroven slouzily ke kalibraci zédkladnich slozek
mléka (tuk, bilkoviny, kasein, lakt6za, susina tukuprosta).

Statistické vyhodnocent vysledkit vikonnostnich
testi

Vysledky byly hodnoceny systémem vypoctu a fazeni
laboratofi podle Euklidické vzdalenosti od pocatku (Leray,
1993; Hanus et al., 1998) v programu Excel Microsoft.
Uvedeny cil a metodické postupy jsou ramcové v souladu s
iniciativami pracovni sité referen¢nich mlé¢nych laboratofi
organizaci [CAR a AFEMA.

Vysledky a diskuse

Vliv transportu a konzervace vzorkid mléka na stanoveni
KC metodou MIR-FT byl testovén jiz diive (Hanus et al.,
2009) a byl vyhodnocen jako umoziujici proces centralni
kalibrace a systém mezilaboratornich vykonnostnich testi.

Dosazené vztahy mezi referen¢nimi (pfimymi) a instru-
mentdlnimi (3; nepfimymi) vysledky pfi kalibraci (Tab. 1;
n = 10) byly: korela¢ni koeficienty od 0,983 do 0,992 (Obr. 1);

PM = prvni méfeni.

Obr. 3 Vztah mezi pristroji MIR-FT navzdjem pro stanoveni
KC (2%3).

primé&mé odchylky -0,005, -0,015 a -0,015 mmol.l";

smérodatné odchylky priméru individualnich diferenci od

0,390 do 0,563 mmol.I"". Tyto hodnoty odpovidaly derivo-

vanym pozadavkim (v pfedchozim obdobi a soubéZné¢) na

uvedené parametry akceptovatelné kalibrace pro ur¢eni KC

v mléce metodou MIR-FT (Hanus et al., 2009). Shoda hod-

not KC metod po kalibraci byla pomérné dobra. V daném

ohledu byly pouzité analytické technologie (1 a 2, 3) efek-
tivni a dobre srovnatelné.

V obdobi opakovanych vykonnostnich testi se vyvijely
diference mezi vysledky analytickych pristroji a jejich
mozné interpretace nasledujicim zptisobem:

- u pristroje 1 se v ¢ase po kalibraci (dnor 2009, 4 mésice
po kalibraci) ve vykonnostnich testech projevily pak jiz
pomérné pravidelné, vétsi a podobné odchylky od pfistro-
ji 2 a 3. Naopak tyto pristroje ztstaly vysledkové po celé
pokusné obdobi v pomérné dobré shod€, coz Ize vysvétlit
shodnou technologii. Protoze odchylky byly u pfistroje 1
od 2 a 3 od tinora 2009 vétsi a pravidelné podobné, zatim-
co mezi pristroji 2 a 3 pravidelné malé a podobné, 1ze
tento efekt vysvétlit néjakym blize neuréenym ndhodnym
projevem technického faktoru pristroje 1 a nelze ho nijak
zevSeobecniovat, ale jeho moZné opakovani v rutinnim
systému nelze ani apriori vyloucit;

- variabilita vSech mezipfistrojovych diferenci byla
pomérné vyrovnand, podobnd u diferenci 1-2 a 1-3,
zatimco u diferenci 2-3 byla také pomérné vyrovnana,
ale vyrazné nizsi, coz lze opét vysvétlit shodnou tech-
nologif;

- korelacni koeficienty mezi pfistroji navzdjem pro
stanoveni KC se pohybovaly ve vykonnostnich testech
(priklady Obr. 2 a 3) po celou dobu pokusného sledovani
od 0,294 (1x2) do 0,996 (2x3). Tyto vztahy byly vzdy
vyznamné (P < 0,05, P < 0,01 nebo P < 0,001);

- mezipfistrojové vysledkové korelace KC byly nizsi
Castéji v pripadech 1x2 a 1x3 (nejniz§i byla 0,294
v bieznu 2009 a nejvyssi 0,993 v lednu 2009; Tab. 1),
zatimco v ptipadech 2x3 byly pravidelné vyssi (nejnizsi
byla 0,859 v cervenci 2009 a nejvyssi 0,996 v lednu
2009, tfi mésice po kalibraci; Tab. 1);

XX
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Obr. 4 Vyhodnoceni provedeného vykonnostniho testu
stanoveni kyseliny citrénové (KC) pomoci infracer-
vené spektroskopie MIR-FT urcenim Euklidické
vzdalenosti od poéatku (12. 1. 2009).

- ve vykonnostnich testech byly celkov€ vyrazné niZsi
variacni obory (R = max. - min.) hodnot KC vzorkovych
sad (Tab. 1; od 1,12 do 2,89 mmol.I"" pro pfistroj 2) opro-
ti sadé kalibracni (9,77 mmol.lI""). Je tomu tak proto, Ze
variacni obor byl pro kalibra¢ni vzorkovou sadu zamérné
roz$ifen, zatimco pro vzorkové sady pouZzité ve vykon-
nostnich testech byl didn ndhodnym kolisanim
bazénovych vzorkti mléka pouze s mensimi slozkovymi
Upravami;

- je patrné, ze kdyz se vyskytly nizsi korelace mezi hodno-
tami KC metod v urcitém kontrolnim mésici (napf.
bfezen nebo cervenec 2009; Tab. 1), souviselo toto astéji
s menS$im variaénim oborem hodnot KC dané sady
vzorkl, coz je logické a jak pro kalibracni tcely tak pro
vykonnostni testy je vzorkova sada s $irSim variacnim
oborem hodnot KC pfi rutinni praci vzdy vyhodou;

- pro kalibra¢ni sadu 1ze metodou kvalifikovaného odhadu
ze studované dynamiky vysledkd povazovat za minimum
varia¢niho oboru KC hodnotu 5,0 mmol.lI"". Pro sadu ve
vykonnostnim testu by to mohlo byt 2,5 mmol.I"".
Vyhodnoceni jednoho z provedenych vykonnostnich

testti pomoci stanoveni Euklidické vzdalenosti od pocatku

je pro priklad na Obr. 4. Celkové, ze vSech pripadi (Tab. 1

a Obr. 4) stanoveni individualni variability rozdili rGznych

metod, nebo rozdilti metod od referen¢ni metody je patrné,

Ze tato variabilita (smérodatné odchylky) predstavuje rela-

tivné pomérné znacny podil na zakladni hodnoté skutecné

koncentrace KC. Tak je tomu vSak u vSech analyz minorit-
nich slozek mléka prostfednictvim infracervené spek-
troskopie. Zatimco u hlavnich slozek (tuk, bilkoviny,
kasein, lakt6za, suSina tukuprosta, suSina celkovd) je tato
variabilita asi 1 az 2 %, u minoritnich slozek (kyselina
citrénova, mocovina, volné mastné kyseliny; Hering et al.,
2008; Hanus et al., 2008 a, 2009) to mtze byt od 5 do 20 %.
Zde konkrétné pak u KC to bylo 5,4 %.

Zaver

Metodou kvalifikovaného odhadu podle dosazZenych
vysledku lze urcit pro pristroje, které neprodé€laly zasadni
poruchy nebo vymeény vyznamnych funkcnich soucasti,
maximalni kalibra¢ni interval pfi stanoveni KC prostied-

nictvim metody MIR-FT v systému centralni kalibrace na
Sest mésict. Delsi obdobi je z technickych divoda a pro
lepsi kontrolu vérohodnosti vysledkt zbytecné riskovat.

Tato prdce byla podporovina projekty MSMT, MSM
2678846201, INGO LA 09030 a CZ.1.07/2.3.00/09.0081
a také provedena v ramci aktivit NRL-SM.
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VYTEZNOST KYSELINY MLECNE
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Effect of whey and milk permeate
fortification with selected nutrients
on milk acid yield

Abstrakt

Sladka syrovatka a permeat z ultrafiltrace mléka nebo
syrovatky jsou vedlejSim produktem pfi zpracovani mléka
a soucasné jsou vhodnou surovinou i pro dalsi zpracovani.
Jejich fermentaci vhodnym mikrobidlnim kmenem vznika
kyselina mlécna, ktera mize byt surovinou pro pripravu
polylaktatu a nasledné pro dal§i zpracovani na biode-
gradovatelné plasty. Aby vytéZznost kyseliny mlécéné z téch-
to substratd byla co nejvyssi, je vhodnd suplementace
potfebnymi nutriety pro rst mikrobidlniho kmene. V této

praci jsme se zaméfili na sledovani vlivu vybranych
nutrietd - kvasni¢ného extraktu, sladového vytazku a pep-
tonu na produkci kyseliny mlécné fermentaci kmenem
Lactobacillus helveticus. Bylo zjiSténo, Ze suplementace
témito nutrienty zvySila produkci kyseliny mlééné ve vSech
ptipadech. Nejvyssi vytéZnost kyseliny mlé¢né u fermento-
vaného permedtu byla zjiSt€na pii pouZiti kvasni¢ného
extraktu a to pfimo imérné davce pridavku. U syrovatky se
osveédcil pepton v davee 0,75 % a dale téz kvasni¢ny extrakt
vykazal vyznamny vliv na zvySeni vytéznosti kyseliny
mlécné.

Kli¢ovd slova: sladka syrovatka, permeat, suplementace,
Lactobacillus helveticus

Abstract

Sweet whey and milk or whey permeate are by-products
in milk processing and also raw materials for father pro-
cessing. Lactic acid forming by LAB strains fermentation
can be also raw material for further processing for
biodegradable plastics. Supplementation of nutrients is
needed for the highest gain of lactic acid. In this work we
investigated optimalization of nutrient supplementation -
yeast extract, peptone and malt extract to increase lactic
acid production by Lactobacillus helveticus fermentation.
Supplementations of these nutrients increased production
of lactic acid in all cases. Yeast extract increased produc-
tion by all permeates fermentations. In whey substrate
showed best results peptone in concentration 0,75 % and
positive influence was shown also by supplementation of
yeast extract.

Key words: sweet whey, permeate, supplementation,
Lactobacillus helveticus

Uvod

Cilem nasi prace bylo maximalizovat produkci kyseliny
mlééné z vedlejSich produktd mlékarenské vyroby resp.
odpadnich produktd. Pfi vyrobé syrti vznika sladka
syrovatka, kterd obsahuje celou fadu cennych Zivin, jez lze
fermentaCni cestou vyuZit pro tvorbu kyseliny mlécné jako
zdroje suroviny pro polymeraci a naslednou tvorbu biode-
gradovatelnych plastil. DalSim vyznamnym substratem pro
vyrobu kyseliny mlééné fermenta¢nim postupem muiize byt
permedt z ultrafiltrace mléka nebo syrovatky.

Permeat vznika pfi vyrobé proteinového koncentritu
WPC a dalSich aplikaci, které jsou zaméfeny na zisk
mléénych bilkovin. Permeat vznika ultrafiltraci a obsahuje
hlavni podil laktézy, minerdlnich latek a nebilkovinnych
dusikatych latek. Retentat obsahujici mlééné bilkoviny,
maly podil mlééného cukru a minerélnich latek je vyuZivan
bud pifimo jako pridavek do mléka nebo jinych potravi-
narskych surovin nebo se susi. Permeit se tak stava vedlej-
§im produktem a nékdy i odpadnim produktem. Permeat
tim, Ze obsahuje dostatek nutrientd, lze vyuZit pro fermen-
tacni aplikace nebo nékterymi postupy z permeatu sepa-
rovat laktézu.
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