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Development of the software tool for evaluation
of milk enzymatic coagulation by impedance
spectroscopy method (Impe-Coag).

Abstrakt

Impe-Coag je softwarovy (SW) ndstroj pro sledovéni
zmén impedancéniho spektra v pribéhu enzymatické koa-
gulace mléka (syfitelnosti; S) pro podporu kvality v mlé-
karskych technologickych procesech. S je dulezita pro
produkci mléénych vyrobkll s vyssi pfidanou hodnotou.
Zlevnéni, zjednoduSeni a zrychleni této analyzy s vérohod-
nymi vysledky je prakticky vyznamné. SW Impe-Coag
slouZi pro ovladani hardware pristroje mScope Instrument
(Bentley Czech), k fizeni méficich cykli a sbéru dat
o zménach impedanéniho spektra a spektra fazového
posunu. Predikce S s vyuzitim dat pofizenych pomoci SW
Impe-Coag ukazala korelace 0,98 a 0,87 k referencnim
metoddm. To jsou velmi pfiznivé vztahové hodnoty.
Variabilita dat ziskanych pomoci metody Impe-Coag tak
vysvétluje 95 a 76 % variability S metodami klasickou
a nefelometrickou za uvedenych podminek. SW Impe-
Coag byl vyvinut jako autorizovany software (ASW) na
zakladé vlastnich vysledkd vyzkumu a poradenstvi pfi
zohlednéni piislusnych literdrnich prament.

Klicova slova: technologické vlastnosti mléka, syfitel-
nost, individualni vzorek mléka, impedancni spektroskopie

Abstract

Impe-Coag is a software (SW) tool for impedance spectra
data collecting during the enzymatic milk coagulation
(cheeseability, S) to promote quality in dairy technological
processes. S is important for the production of dairy pro-
ducts with higher added value. Reducing, simplifying and
speeding up this analysis with reliable results is practically
significant. SW Impe-Coag is designed to work with the
mScope Instrument hardware (Bentley Czech), to drive and
set-up measurements cycles and to collect a data about
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impedance spectra changes. The value of S prediction using
data captured by Impe-Coag showed correlation of 0.98 and
0.87 to the reference methods. These are very favorable
relationship values. Thus, the variability of the Impe-Coag
data values explains 95 and 76% of S variability by classic
and nephelometric method under the mentioned conditions.
SW Impe-Coag was developed as authorized software
(ASW) on the basis of own research and advisory service
results with respect to relevant literature references.
Keywords: milk technological properties, cheeseability,
individual milk sample, impedance spectroscopy

Uvod

Miékarstvi je obecné technologicky velmi narocny a varia-
bilni obor, rovnéZ s ohledem na Cetnost technologickych
smérl zpracovani mléka a jeho vyslednych produktt. V pod-
staté nelze nalézt dalsi potravinafsky obor, kde zpracovani
jednoho druhu suroviny, s relativné mirné varirujicim
sloZenim a vlastnostmi z diivodu biologickych faktorti, mize
vést k tak rGznym variantdm zpracovatelskych postupii
a nasledné k tak Sirokému sortimentu vyslednych potravin.
Jedna ze zakladnich slozek mléka, bilkoviny, tak podléha
fadé modifikacnich procest s velmi riznorodymi vystupy.
Na jedné strané proto, v zavislosti pfedevsim na zpracovatel-
ské technologii, jsou poZadovany dobré koagulacni vlastnos-
ti laktoproteinti (dobra syfitelnost) pfi produkci syra
(SCHAAR, 1984; POLITIS a NG-KWAI-HANG, 1988 a, b;
JAKOB, 1993; CASSANDRO et al., 2008; HALLEN, 2008;
TOFFANIN et al., 2012; STURARO et al., 2012; BIT-
TANTE et al., 2012, 2015; BOBBO et al., 2016, 2017),
zatimco pfi vyrobé jinych trvanlivych vyrobka (mléko
kondenzované a sterilované UHT (SINGH, 2004)) je
poZadovana jejich dobra odolnost a prostorova stabilita vici
tepelnému zahfevu a néasledné koagulaci denaturacniho typu
(Obr. 1). Syfitelnost, resp. ¢as enzymatické koagulace mléka
a také charakter jejitho pribéhu, je proto dilezita technolo-
gickd, ale i ekonomicka vlastnost, nebot v mlékarstvi vzdy
souvisi s technologiemi, které vedou k produkci vyrobka
s vyS8§i pfidanou hodnotou, kterd je ekonomickym
pozadavkem doby (GURRIA, 2014).

Electric), kde se stanovil ¢as koagulace a nasledné pevnost
syfeniny (SCHAAR, 1984; JAKOB, 1993) za definované,
fyziologicky relevantni teploty v pritomnosti syfidla podle
tvaru a amplitudy tzv. zvonové kfivky (obracené Y; Svy-
carsko, Svédsko a Itilie; SCHAAR, 1984; JAKOB, 1993;
ERMACORA, 2014; FVW, 2014). Je tak tfeba zdlraznit, Ze
zatimco laktodynamograf podchycuje jak cas koagulace, tak
priabéh synereze, ostatni objektivnéj$i metody meéfeni
syfitelnosti jsou soustfedény predevsim jen na urceni Casu
koagulace. Z téchto divodt se tedy provadéji pokusy
o objektivizaci, resp. standardizaci metod, napf. pouZzitim
nefelometrie (PRIBYLA et al., 2006; CEJNA, 2007;
SOJKOVA et al., 2011; PYTEL et al., 2016 a). V soucasnosti
se proto uplatiiuji nové metody posouzeni technologickych
vlastnosti mléka. Pro syfitelnost je jednou z nich také impe-
dancni spektroskopie (RTHA et al., 2014, 2018).

Cilem bylo navrhnout a zpracovat autorizovany software
(ASW) Impe-Coag umoznujici fizeni hardware (HW) pro
pribézny sbér dat o pribéhu enzymatické koagulace mléka
v prito¢ném instrumentalnim systému pro Casové zkrace-
nou predikci hodnoty syfitelnosti. U&elem je pak podpora
kontroly technologické kvality mléka v produkcnich
mlékarskych systémech s akcentem na tvorbu vyssi tech-

vvvvv

Material a metody

SW rozhrani Impe-Coag je vytvoifeno s pomoci pro-
gramovaciho prostfedi Borland Delphi v7 (www.embar-
cadero.com). Impe-Coag vyuziva SW platformy pro fizeni
HW pristroje mScope (Bentley Czech s.r.o.) a komuni-
kac¢niho protokolu pro tuto platformu.

Pro validaci elektrochemického cidla predikce koagulace
(ECH) pri stanoveni syfitelnosti mléka (Casu koagulace) na
bazi impedanc¢ni spektroskopie bylo pouzito 80 individual-
nich vzorkl mléka krav. Individudlni vzorky byly zvoleny
k zajisténi potiebného variacniho oboru syfitelnosti. Vzorko-
vand 2 stada dojnic vykazovala nasledujici ukazatele mlé¢né
produkce: 9 549 kg mléka, 3,66 % tuku, 3,22 % bilkovin;
5 478 kg mléka, 4,46 % tuku, 3,5 % bilkovin. Nefelometrické

Syfitelnost (jako ¢as koagulace mlécnych
bilkovin) se stanovuje po pridavku vybra-
ného enzymatického syfidla (ZivociSného,
mikrobidlniho nebo rostlinného ptivodu) do
mléka méfenim Casu do vytvoreni prvnich
vlocek, tedy do po&atku koagulace (PRIBY-

technologicky

Koagulace laktoproteind

\

| neiddouci |

/N

LA et al., 2006; CEINA, 2007; SOJKOVA
et al., 2010 a, b, 2011; PYTEL et al., 2016

acidogenni,
rist kulturni
mikrofléry

enzymaticka
v syrafstvi,
sladké srazeni

tepelnd acidogenni,
denaturace rist nekulturni
pfi zpracovani mikroflary

a, b). Metody stanoveni syfitelnosti jsou
Casto zatizeny rtizné vyraznou mirou sub-
jektivity a nasledné je obtiZzné provést
porovnani mezi zdroji vysledkd, mezi

mlékarnami, pracovisti atd. Jednim ze sofis- vyrobky

fermentované ‘

/N

v syrafstvi,
kyselé srazeni

tikovanych vystupt bylo pomérné nékladné

(mechanicko-optické, mechanicky naro¢né
a drahé) laktodynamografické méteni (Foss

Obr. 1 Schéma sraZeni bilkovin syrového mléka jako vhodné nebo nevhodné
miékarské technologické vlastnosti podle typu zpracovani suroviny

MLEKARSKE LISTY 171, Vol. 29, No. 6



VEDA, VYZKUM

Software umoziuje:
e pfimé ovladani nékterych c¢asti pru-

tokového systému HW;

e nastaveni cyklu méfeni s moZnosti

méfeni pozadi reakce (vzorku bez pfi-
daného syfidla), nastaveni poctu
opakovani méfeni a pocet a ¢as prove-
denych cykli meéfeni a promichani
vzorku;

* nastaveni pocate¢ni a koncové méfici

frekvence a kroku frekvencni zmény
pro kazdé méfent;

Cterer Lot

L]

e spusténi méficiho cyklu a komunikaci
s HW béhem tohoto cyklu;
e pomoci implementace komunikacniho

Obr. 2 Rozhrani SW Impe-Coag

(turbidimetrické) stanoveni Casu koagulace mléka bylo prove-
deno na pristroji Nefelo - turbidimetricky snimac koagulace
mléka ML - 2 (PRIBYLA et al., 2006). Pro uréeni syfitelnosti
(Casu koagulace mlécnych bilkovin) byla ke koagulaci
mlécnych bilkovin pouzita jako enzym Fromase 75TL (3 ml
koncentratu enzymu byly doplnény do 100

protokolu mezi HW a SW prubézné
sbirat data o signdlu impedancniho
spektra a spektra posunu faze aktualné
méfeného vzorku, transformovat je
a ukladat do souboru;
e zobrazovat pribéh aktudlniho méficiho cyklu a celého
méfeni, véetné aktudlniho signalu (Obr. 2 a 3).

ml destilovanou vodou). Teplota vodni 1azné
pro bariky s koagulatem byla 37 °C a nasta-
veni u metody nefelometrické bylo 35 °C.

V  pribéhu koagulace jednotlivych | ! ST e e r— h-ﬁ,:,—#“—*mm"wm’“““"““”‘“']’i
= —

vzorkt byla pomoci SW Impe-Coag urce-
na spektra impedance a posunu faze pro
rozmezi 1 kHz - 100 kHz s krokem 500 Hz. s

iunw

Nameétena spektra pak obsahuji 200 dato-
vych bodi odpovidajicich hodnotam
impedance a posunu faze v danych frek-
vencich. Pro urceni spekter byl pouZit nasledujici cyklus
méfeni - doba mériciho cyklu odpovidajici casu koagulace
vzorku ur¢eného pomoci referenéni metody:
- uréeni "pozadi" - duplicitni méfeni vzorku bez ptidavku
syridla;
- pridani syfidla;
- 20 vtefin proplach prato¢ného systému vzorkem;
- 5 sekund - stabilizace ¢idla;
- duplicitni uréeni impedancniho spektra a spektra po-
sunu faze;
- opakovani cyklu do ¢asu koagulace stanoveného refer-
enc¢ni metodou.

Vysledky a diskuse

Syritelnost mléka byla stanovena klasicky, nefelomet-
ricky (PRIBYLA et al., 2006) a za danym tcelem také
impedanéné (RIHA et al., 2014, 2018) na zaiizeni mScope
Instrument, instrumentalné vzdy podle manualu vyrobci,
v pfipadé mScope s vyuZitim SW Impe-Coag.

Software Impe-Coag je navrzen s ohledem na rGzné
moznosti fizeni pratokového systému HW a sbér dat
o zménach impedanéniho spektra a spektra posunu faze ve
vzorku za probihajici reakce (syfeni vzorku mléka).

Obr. 3 Transformovany signal spektra fazového posunu ziskany za vyuZiti
SW Impe-Coag.

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny s ohledem na
shodu metod. Korelace a determinace byly pouzity pro vza-
jemné % vysvétleni variability vysledku syfitelnosti jedné
metody variabilitou vysledkti metod ostatnich. ASW Impe-
Coag byl navrzen, konstruovéan a adjustovan ve vSech svych
parametrech (nastaveni a fizeni funkci pfistroje i matema-
tické vyhodnoceni prubézné ziskavaného signalu) pro zisk
maximalni vytéZznosti signdlu impedancni spektroskopie
s ohledem na predikci enzymatické koagulace mléka
(syritelnosti), kdy zlevnéni, zjednoduSeni a zrychleni této
analyzy s vérohodnymi vysledky je prakticky vyznamné.

Na modelovém souboru 80 individudlnich vzorkl
kravského mléka byla nové experimentalné validovdna
metoda (hardware a software) impedancni spektroskopie
s aplikaci ASW Impe-Coag. Jako referencni metody
stanoveni syfitelnosti mléka byly pouzity: - klasickd meto-
da; - metoda nefelometricka. Hodnota predikce syfitelnosti
s vyuzitim dat ziskanych pomoci ASW Impe-Coag poskyt-
la korelaci 0,98 a 0,87 (P<0,001) k referen¢nim metodam
klasické a nefelometrické. Jednd se o velmi priznivé vzta-
hové hodnoty. Variabilita hodnot metody impedancéni spek-
troskopie s vyuzitim ASW Impe-Coag tak vysvétluje 95
a 76 % variability syfitelnosti stanovené metodami klasic-
kou a nefelometrickou za uvedenych podminek.
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Zaveér

Autorizovany software (ASW Impe-Coag) podporuje
pracovni technologicko-analytickou metodu pro spolehli-
vou predikci ¢asu enzymatické koagulace bilkovin (syfitel-
nosti) syrového mléka s ambici moZnosti praktické
aplikace pro podporu kvality technologickych procest
v mlékarstvi, zejména syrarstvi.

Podékovdani
Prace vznikla za podpory projekti NAZV KUS
QJ1510339 a MZE RO 1418.
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Korespondujici autor: jan@bentleyczech.cz

O vyuZziti autorizovaného software (ASW) Impe-Coag
existuje smlouva podepsand poskytovatelem (Bentley
Czech s.r.o., Praha) a uZivatelem (Svaz vyrobcli mléka a.s.
Sumperk).

Recenze tohoto prispévku je zaroven dokladem
odborného projednani cile, metod vyvoje, funkci, vysled-
ku, vyhod a otazek praktické aplikace autorizovaného soft-
ware Impe-Coag.

S ohledem na srovnani novosti postupu: Impe-Coag je
novym typem vyhodnocovaciho néstroje vyplyvajiciho
z vysledkt vlastniho pfedchoziho vyzkumu a relevantnich
vysledkt odborné literatury. S ohledem na registraci RIV
se jedna o vytvoreni nového algoritmu zaloZeného na
rozsiteni aplika¢nich moZnosti impedancni spektroskopie.

Odhad pfinosti pouZiti Impe-Coag byl proveden s nasle-
dujicimi vysledky za 10 rokii exploatace a rocné:

* uSetfené ndklady na lidskou praci v porovnani s refe-

ren¢nimi metodami pfi zpracovani 100 vz/den: 2000 K¢.

e usetfené naklady (energie, lidskd prace, Cisténi tech-

nologie, atd.) pomoci spravného nastaveni technolo-
gického postupu syfeni pfi vyuziti metody: 100 K¢/1 hl
mléka.

Povinné zverejnéni a dostupnost vysledkt ziskanych
jako produkt vyvoje a inovaci prostfednictvim vefejnych
prostfedki na VaVal: www.bentleyczech.cz.

Vyvoj tohoto ASW s oznacenim Impe-Coag byl pod-
porovén projekty NAZV KUS QJ1510339 a RO 1418.

Prijato do tisku: 5. 11. 2018
Lektorovdno: 21. 11. 2018
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