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1. CiL METODIKY

Dil¢éim cilem projektu 2B08072 podporovaného Ministerstvem Skolstvi mladeze a
télovychovy a instituciondlni podpory RO0512 MZe bylo vyvinout a optimalizovat pfipravu
standard( s rozsitenym kalibraénim rozsahem zakladnich sloZzek mlééné susiny pro zajisténi
presnosti méreni IR analyzatorl mléka. Tato modifikace sloZeni kalibracnich vzorkd umozni
standardizovat proces kalibrace a zajisti zvyseni vérohodnosti vysledkd pti kontrole slozeni
mléka pro ucely kontroly uZitkovosti, propldceni mléka a pro technologické ucely

v mlékarskych laboratofich.

2. TEORETICKY UVOD

Méreni zakladniho sloZeni mléka, jak pro ucely proplaceni, tak pro ucely technologické je
v soucasnosti realizovano prevainé mérenim na infracervenych analyzatorech. Z hlediska
presnosti a stability méreni jsou dominantni pfistroje pracujici ve stfedni oblasti
infraCerveného svétla a vyuzivajici Fourierovu transformaci (FT-MIR). Pro zajisténi spravnosti
méreni je nutné pristroje pravidelné kalibrovat. JelikoZ jsou metody FT-MIR zaloZeny na
neprimém chemometrickém vypoctu koncentraci vyslednych analytli z optickych vlastnosti
vzorku pfi absorpci svétla v oblasti, kde absorbuje velké mnozstvi latek, jsou tyto metody
vysoce zdvislé na matrici mérenych vzorkU. Kalibraéni vzorky je proto nutné pfipravovat
z materidll nejvice podobnych mérenému typu vzorkl s tim, Ze klicové pro kvalitu kalibrace
je také zajisténi dostatecné variability ve sloZzeni vzorkd. Vzhledem ke kratké stabilité
mlécnych material(i se v praxi tento pozadavek stfetava s obtiZznou zajistitelnosti rozdilnych
Cerstvych vzorkU, ve kterych by zaroven byla zajiSténa dostatecnad variabilita ve sloZeni. Proto
je pozornost vénovana pripravé referencnich materialll pro MIR méreni, ve kterych by bylo
variability ve sloZeni dosazeno modifikaci vzorku. Takovy vzorek se ovSsem ve své matrici lisi

od pfirozenych vzork( a je nutné ovéfit jeho pouZzitelnost.
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VLASTNI POPIS METODIKY

Material
Syrové mléko
Odstredéné syrové mléko
Smetana 15% tuku
Konzervacni tablety - Broad Spectrum Microtabs Il
(18 mg tableta obsahuje 8mg 2-bromo-2-nitropropan-1,3-diolu a 0,3 mg natamycinu)
Laktoza potravinaiska PP200 MESH — (DMV — Fonterra excipients — Némecko)
Bilkovinny koncentrat — koncentrat celkovych mlécnych bilkovin — (Armor proteines

Francie)

Pristroje a zafizeni
IR analyzator mléka — Milkoscan FT2 — FOSS Dansko
Sokovy zchlazovaé — CERVINO 10, SIRMAN Itélie

Pfiprava kalibracnich vzorkui

Z mlékarny se odeberou vzorky syrového nehomogenizovaného mléka, odstfedéného

mléka a nizkotu¢na smetana s cca 15% tuku. Surovina se odebere do predem vysterilovanych

PE nadob (autoklavovatelné pfi 121°C). Pfi transportu je surovina umisténa do chladiciho

boxu a udrZovana pfi teploté 4-8°C.

Z dovezenych surovin se nejprve po promichani odeberou vzorky a stanovi se na IR

analyzatoru obsahy tuku, bilkovin a laktozy, které se pouziji na vypocet podild pro michani

kalibraéni sady vzork( (n=10). Soubézné se ve vodé pfi teploté 25-30°C ohfeji suroviny na
teplotu 18-22°C.

3.3.1

3.3.2

Nejprve se namicha 6 % smetana z 15 % smetany a 3,5 % mléka. Promichané slozky
se odméfi valcem a smichaji v kadince. Pak se 6 % smetana promicha prelévanim z
nadoby do nadoby (nejméné 6x). Pfed kazdym dalSim pouZitim se musi smetana
promichat alespon dvojim prelitim.

Pridavky laktézy a bilkovin se pfipravi rozpusténim laktézy a bilkovinného
koncentratu v 200 ml plnotuéného mléka. Rozpousténi je nutné provadét nejprve
v malém mnozstvi mléka (cca 20 ml), a to dukladnym rozmichanim sklenénou
tyCinkou. Do vzniklé hmoty kaSovité konzistence pfimichdvame za stalého michani
zbytek mléka. Vzorky se za ob¢asného michani nechaji temperovat pfi 30°C po dobu

60 minut a nasledné pfi 40°C dalSich 60 min.
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Postupné se michaji vzorky 1 - 10 (pozor u vzorkl 1 - 5 na pridavek laktézy a bilkovin,
nutno pocitat pfi michdni s 200 ml plnotu¢ného mléka, v kterém jsou rozpustény! U
vzorkd 8 a 9 nezapomenout na pridavek vody, s tymz systémem michani, pricemz je
nutno po namichani kazdého vzorku nejprve odlit 100 ml do vzorkovnice na
stanoveni laktézy (nekonzervovany vzorek), a pak teprve nalit zbytek do kanistru s
konzervaénim Cinidlem. Jako konzervacni Cinidlo se pouZije Broad Spectrum
Microtabs Il v koncentraci 0,45g na litr mléka. Pro zlepSeni rozpustnosti se
konzervacni Cinidlo pfedem namele na jemny prasek. V kanistru se vzorek nékolikrat
s ¢asovym odstupem promichd, aby se rozpustilo konzervacni ¢inidlo. Priklad michani
sady vzorkU pro pét pfistrojl ukazuje tabulka TAB.L.
TAB. | — michani kalibra¢ni sady pro pét pfistroj
Vzorek MIéko Mléko Smetana Pridavek
0,03 % tuku 3,5 % tuku 6 % tuku
Bilk. at 4,70
1 410 890 " preparat s, 7Ue
+ 200 ml plnotu¢ného mléka
Bilk. it 3,13
2 200 1100 v preparatsS2g
+ 200 ml plnotu¢ného mléka
Bilk. 4t 1,057
3 110 1190 "X prepara &
+ 200 ml plnotu¢ného mléka
Laktéza 2,52
4 20 1280 aifora 5208
+200 ml pInotuc¢ného mléka
Laktéza 1,26
5 1200 100 atora L8
+200 ml pInotuc¢ného mléka
6 1060 240
7 930 370
8 670 630 Voda 60 ml
9 180 1120 Voda 150 ml
10 70 1230
Celkovy objem vzorku je 1300 ml. Po rozliti do vzorkovnic ziskdme 3x100 ml vzorky
pro analyzy chemického sloZzeni a 5x200 ml kalibracni vzorky. U vzork( s pridavky
zbytek nad 1300 ml zlikvidujeme.
Z kanistru se vzorek rozléva do tfi 100 ml vzorkovnic na stanoveni tuku, bilkovin a

celkové susiny, po 200 ml do nékolika 250 ml vzorkovnic, priéemz jejich pocet zavisi
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na poctu kalibrovanych pfistrojl. Po naliti max. 5 vzorkovnic se kanistr uzavre a jeho
obsah znovu promichal!! Tyto 250 ml vzorkovnice se ihned po naplnéni uloZi do
predem vychlazeného Sokového zchlazovace a zchladi proudem vzduchu pfi 2°C na 2-
4°C.

3.3.5 Nekonzervované vzorky se pouZiji na enzymatické stanoveni laktézy (dle IDF
79B:1991). Z konzervovanych vzork(l se navazi vzorek na stanoveni bilkovin dle
Kjeldahla CSN 57 0530, pak se zahfeji na 40° C a zmé&Ffi na IR analyzatoru. V dalsich
vzorcich se stanovi butyrometricky dle CSN 1SO 2446 (pfipadné dle Rose-Gottlieba dle
CSN EN 1SO 1211) tuk a celkova susina dle CSN ISO 6731. Viechny analyzy se
provadéji ve dvou paralelnich stanovenich.

3.4 Parametry modifikovanych kalibracnich vzorku

Modifikované kalibraéni vzorky jsou ptipravovdny ze vzorku syrového mléka ziskaného
z velké produkéni oblasti. Toto odpovida hodnotdam vzorku ¢.5-6. Prlimérné parametry
kalibracnich vzork( shrnuje tabulka TAB.II.

TAB. Il — Primérné hodnoty kalibraénich vzork

Vzorek
¢. TUK BILKOV. LAKTOZA TPS
g/100g g/100g g/100g g/100g
1 2,57 3,65 4,87 9,04
2 3,05 3,48 4,77 8,85
3 3,21 3,40 4,73 8,72
4 3,50 3,17 4,99 8,81
5 3,68 3,17 4,87 8,72
6 3,96 3,16 4,67 8,44
7 4,17 3,15 4,64 8,48
8 4,64 2,98 4,36 7,96
9 4,82 2,78 4,04 7,31
10 5,55 3,07 4,50 8,27
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Testovani linearity odezvy na modifikovanych kalibracnich vzorcich, bylo provedeno
na pfistrojich Milkoscan FT120 (n=5). Dosazené hodnoty standardni chyby kalibrace — SEC a
hodnoty korelacnich koeficientl ukazuje tabulka TABL.III.

TAB. lll — Parametry kalibrace

SEC R?
tuk 0,0239 0,9983
bilkoviny 0,0178 0,9964
laktoza 0,0176 0,9947
TPS 0,0316 0,9971

PFipustné hodnoty SEC jsou dle CSN 57 0536 maximalné 0,06. Priimérné hodnoty
kalibraci |ze povaZovat za vyborné.
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4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pro zajiSténi kalibrace IR pfistroji se dosud pouZiva tvorba kalibra¢nich vzorkd ze
syrového miléka ziskaného ze dvou odlisSnych zdroji (chov(l). Ziska se tim surovina o
rozdilném sloZeni zdkladnich slozek mlééné susiny (tuk, bilkovina, laktéza, susina) a
naslednou kombinaci téchto odliSnych vstupnich surovin se dociluje variability ve slozeni
jednotlivych analytd. Tento postup je zdvisly na momentdlnim stavu mléka ve vybranych
chovech a zejména snaha o vyuziti mléka s abnormalné vysokymi a nizkymi obsahy tuku a
bilkovin (coZ je poZadavek pro zajisténi nejlepsi variability ve slozeni vzork(l) vede k moznym
odchylkdm matrice od sloZeni primérného mléka. Nové navrhovany postup na vyuZiti
kalibracnich vzorkl s modifikovanym sloZzenim umozZiuje vychazet ze smésného vzorku
mléka ziskaného z velkého poctu chovl. Tim jsou v kalibraci zahrnuty vzorky s primérnym
zastoupenim jednotlivych sloZzek mlééné susSiny. Naslednou modifikaci vzorkd se zajisti i
potfebnd variabilita v zadkladnim sloZeni vzork(, pfiéemZ je moZno zajistit standardnéjsi
kalibraci bez ohledu na zmény mléka ve vybranych chovech pouzivanych k predeslym typim
kalibraci.

5. POPIS UPLATNEN{ CERTIFILOVANE METODIKY

Metodika je uréena zejména k pripraveé kalibracnich vzork( pro zajisténi presnosti méreni
IR pfistroja pfi analyzach syrového mléka. Proto hlavnim uZivatelem jsou laboratofe pro
rozbor mléka — LRM. Vzhledem k tomu, Ze modifikované vzorky mohou simulovat i slozeni
technologicky zpracovaného meziproduktu v mlékarenskych vyrobach, je mozné vyuzit tyto
vzorky i pro kontrolu IR analyzadtor( mléka v mlékarnach jak pfi kontrole vstupni suroviny,

tak pfi kontrole vyrobniho procesu.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na tvoru kalibrac¢nich vzork( dle popsané metodiky jsou tvoreny zejména cenou
referencnich analyz v akreditované laboratofi, persondlnimi ndklady, naklady na transport
surovin a vytvorenych kalibraénich vzorkd a v posledni radé teprve cenou vstupni suroviny.
Proto celkové naklady na modifikované kalibracni vzorky jsou shodné s plivodné pouZivanou

variantou.
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Odhadované ekonomické pfinosy nového pfistupu ke kalibraci IR pfistroju vychazeji
z predpokladu, 7e objem produkovaného mléka se Ceské republice pohybuje v poslednich
letech kolem hodnoty 2 600 000 tun/rok. Pfi odhadované primérné cené 8 Kc/kg se tak
jednd o obchod ve vysi 20,8 mld K¢&. U takto vysokych castek je klicovym faktorem duavéra
smluvnich stran ve spravnost méfeni zadkladnich sloZzek mléka. Vykupni ceny mléka jsou
tvoreny dvoustrannymi dohodami producent( a zpracovateld a ¢asto obsahuji kromé fixni
Castky na kilogram dodaného mléka téz bonusy (pfipadné postihy) za nadstandardni obsah
tuku a bilkovin v mléce. Tento pfiplatek se pohybuje okolo 10 haléfli za navyseni tuku Ci
bilkovin o 0,1%. V dlsledku tedy mulZe standardizovand kalibrace vytvorena pomoci
modifikovanych vzork( usetfit v pripadé snizeni odchylky kalibrace o 0,03 % oproti plvodni
kalibrace usetfit az 5 halért/kg mléka. Coz v celkovém objemu propldceného miéka tvori pfi
mési¢ni dodavce 520 mil K& | za predpokladu, kdy vétSina dodavatell nedosdhne na
stanovené bonusy, pfipadné je nema ve smlouvach sjednané, se pohybuje objem plateb

zemédélcim dle slozeni mléka v fadech deseti az stamiliéntd mésicné.
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