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ABSTRACT

Near infrared spectroscopy (NIR) is very fast nestdictive analysis physical method, which use
the radiation of known wavelength usually 800—2 B0(wave number 12 500-4 000 ¢and is
useful to measure several of parameters concurramte sample. Since 1981 can be used the term
“rennet” for all enzyme preparates, which can cdéetgumilk for production cheese.

The aim of this study was compared for differemhteques measure of rennet and after that to
determine, which technique is suitable for othealgsis. The next point my study was to evaluate,
whether the FT-NIR spectroscopy with using algaenitfior discriminant analysis is can to
determine the age of rennet. Six samples weredstor&idge (5 °C) during three months. Spectra
were measured: by opened and truth mount by openethe reflectance (integrate sphere)
transmittance (cell) and interactance (optical pjomode between 4 000 and 10 000'c¢m
averaging 80 scans and spectral resolution 4 deach sample was analyzed three times and
average spectrum was used for calibration. The unedsdata were processed using the TQ
Analyst. We can say, that change of spectrum reafiet three months is associated with the
change properties of rennet (power rennet). Thdteeshowed that FT NIR was able to distinguish
rennet measured after opened and rennet measteethate months.
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uvoD

Blizka infratervena spektroskopie (FT-NIR s Fourierovou tramsfmri) je analytickd metoda,
kteroufadime k tzv. nedestruktivnim metodam. Vzorky néeba ged analyzou nijak upravovat
amsteni je proto velmi rychlé (Sustova, Kuchtik, 2008pektrofotometr vyuZiva zdroje
emitujiciho zéeni znamé vinové délky obvykle 800 — 2 500 nr,2j500 — 4 000 ctha umo#uje
ziskat kompletni obraz sloZeni analyzovaného ndter{MIicek, 2008). Principem metody
je absorpce, nebo reflexe vinovych délekena @i praichodu vzorkem. Analytickym vystupem
je infratervené spektrum, které je grafickym zobrazenim &nhkzavislosti energie, &Sinou
vyjadiené v procentech transmitance (T) nebo jednotkdm$orbance (A) na vinové délce
dopadajiciho Z&ni (Snaselova at al., 2002). V potravstai se NIR vyuziva ip kontrole
jakostnich ukazatél potravindskych surovin, meziprodukti finalnich vyrobki. AvSak pouZiti
NIR spektroskopie je mnohem SirSi a zahrnuje i®tani senzorickych a fyzik&rchemickych

parametit (hustota, bod mrznuti, pH, velikasistic) (Rodriguez-Otero, a kol, 1997).

The Food and Nutrition Boardof the United Statedidwal Research Councilfigal roku 1981
klasifikacni systém, v &mz mize byt termin ,skidlo“ pouzit na vSechny enzymatickéipravky,
které mohou srazet mléko pro vyrobu isydenness, 1999). Bglo je proteolyticky enzym
s optimem psobeni v kyselé oblasti. Ziwigna syidla jsou ziskana z Zaludieich (slezovych)
vytazki sajicich telat. Hlavnim $iglovym enzymem je chymosin a pepsin. Obvykle singe
o ¢irou Zlutaw-hnédou kapalinu bez sedliny nebo zékalujdmné viné s pH 4 az 6, s obsahem
NaCl 18-22 %, bez Skodlivych mikroorganisnde-li skladovano v temnuigeplotach okolo 5 °C
ma trvanlivost 6 rsial (Zimak, 1988). Vzhledem k vysoké spelts zataly byt pro pamyslové
pouziti syidlové enzymy vyraény i ze Zaludk howzich, vepovych a kiecich, nebo také

mikrobiologickou cestou s pouZitim kvasinek, baikteebo plisni (Sustova, 2005).

MATERIAL A METODIKA

Pro analyzy a vyti@ni kalibr&nich model bylo pouzito Sestiznych tekutych sydel bszng
dostupnych v trzni sitiCeské republiky. Sydlo Laktochym a Laktosin (Milcom a.s.),
Leb Stremsel (Ketris s.r.0.), Naturen®Premium, QWgx®M a Hannilase®2000L
(Chr. Hansen s.r.0.) 8dla byla skladovana na Ustavu technologie potraif MENDELU
v Brné v lednici (5 °C) po dobu 3 &sial, kde byly i analyzovany. Siglla byla prongiena ihned
po jejich prvnim oteteni, a pak po 3 #sicich skladovani. K #eni vzorki byl pouzit
spektrofotometr FT-NIR Antaris ( ThermoNicolet, UBAngiici v rozsahu 4 000 - 10 000 ém
s 80 scany, &sem snimani jednoho spektra ~ 1,25 mi, spektralnim rozlisenim 4 cf
Kazdy vzorek byl prorten dvakrat, a pro kalibraci bylo pouzitaipirné spektrumdbr.1).
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Pro nefeni infratervenych spekter byly pouZitii tizné techniky r&eni:

Méieni v rezimureflektance na integrani sfé&e, kde byl zaji$tn odraz paprsku kovovym
zrcatkemsh=2a3;

Méfeni v rezimuransmitance s vyuZitim transflektami kyvety s optickou drahou 1mm;
Méfeni v rezimunteraktance s vyuzitim optické sondy.

Nametena data byla zpracovana pomoci programu TQ Andfysytvoreni kalibr&niho modelu
pro kvantitativni analyzu byl pouzit algoritmus isninacéni analyzy. Programem TQ Analyst
funkci Diagnostic Multiple Summary byli i vytvené modely validovany

24 —[% Al

Reflektance  Transmitance Interaktance

Obr. 1a) Prim¢rna NIR spektra gydla ziskané #znymi technikami d#feni: svtle modré
spektrum — optickd  sonda  (interactance), tmavomodeé fialové spektrum-integéai
sféra(reflektance);ervené spektrum - kyveta (transmitand®)Schematické znazem odrazuci
prichodu zéeni u jednotlivych technikdieni.

VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo porovnatizné metody réeni syidel, a poté ufit, ktera technika je vhodna
pro nasledné kvalitativni analyzy. Dale zhodnatita je FT-NIR spektroskopie schopna pomoci
Diskriminatni analyzy (DA) rozlisit stA. RozliSovaci analyza je spektralni klasifiké technika,
definovanéitidy. Pokud je spektrofotometr schopen rozliSit srzekalezejici do jednotlivyclid,

tak se nam vyt tzv. CLUSTER, coz je shluk shodnych spekter, &teraji shodné vlastnosti.
Pti porovnavéani spekter jednotlivych technikieni syidel doslo k vytvéeni clustei, a i k tvorl#
tzv. DISKRIMINACNIHO KRIZE, co? znéi, Ze FT - NIR spektrometr dokazal spolebiliozlisit
jednotlivé techniky ré‘eni @br. 2) Pro velkou podobnost spekter ziskanyatfenim na optické
sfé&e s vyuzitim zrcatka 2 a 3, byla provedena samustdiskrimingni analyza, ktera spolehéiv
rozliSila tyto d techniky od sebe. Pro validaci bylo pouZito 12ri#0
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a) b)

Obr.2 a) Diskrimingni analyza #iznych technik é¥eni syidel (o opticka sonda, o kyveta
a 2 zrcatko,A 3 zrcatko). b) Diskrimingni analyza techniky éveni syidel na optické sfiée
s vyuzitim zrcatka 2 ai3(rcatko 2A zrcatko 3)

Z obrazku 2 vyplyva zjighi, Zze rozdil mezi spektry jednotlivychéffcich technik je patrny,
a proto pro dalsi analyzy né@eme spektra naffena jednou technikou pouzit pro vyhodnoceni
spekter narfenych jinou technikou. Tyto spektra také nesminoecitl do jedné skupiny, pro
tvorbu kalibr&nich model, protoZze od sebe jkazre liSi a kalibr&ni modely by byly nefunini.
Pro rozliSeni st& syfidel jsme tedy vytviily pro kazdou techniku tfleni swij kalibratni model
(obr.3).
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Obr. 3 Diskriminani analyza skidel m¢fenych po oteeni a po #ech n@sicich otexeni

a skladovani v lednicia) opticka sféra se zrcatkem I2) opticka sféra se zrcatkem 8) kyveta,

d) optickd sonda. Rim¢rna NIR spektra sydla mgreného po ote'eni po 3 misicich skladovani
v lednici: 1) zrcatko 2 a 32) kyveta,3) opticka sonda.

Cilem rozliSovaci analyzy bylo &it zda Ize rozpoznatizn¢ stara skidla. V DA byly pouZity
syfidla mefena ihned po otéeni a syidla skladovana 3 #sice v lednici. Naobrazku 3. 1-3)ze
vidét, Ze spektra gidla msfeného po 3 ®@sicich skladovani se viditelriSi od spektra djdla
meéieného ihned po otéeni. Pro vyhodnoceni spekter a vyl kalibr&énich model, byly
pouzity pouze &kterécasti regiori (viz. tab. 1). Spektra nebyla dale nijak upravovana.

590



MENDELNET 2011

Tab. 1 Pouzité regiony pro vytemi kalibra’nich modet DA pf urceni st&i syidel.

Technika méreni Pouzity region (cm?)

Opticka sféra — zrcatko h=2mn 9004,01 - 5 401,21
Opticka sféra — zrcatko h=3mn 7514,57 - 4510,03
Kyveta 8838,53 — 5306,08

Opticka sonda 9348,32 — 785151

Na obr. 3 Ize vidt prehledné rozéleni spekter do clustira vytvdeni diskrimin&niho Kize.
Pristroj FT-NIR tedy s vysokou spolehlivosti rozezonalSech technik steni rozdil mezi zng
starymi syidly. Kalibraéni metoda pro rozliSeni stésyidel vytvaiena ze spekter natienych
s pouzitim kyvety, se nam jevi jako velicegna, protoZze vzdalenost clustg velka a vzdalenost
spekter v clusteru je nepatrna. Pro validaci metndy pouzito opt 12 vzorki.

ZAVER

Vysledky ziskané diskrimigai analyzou nam potvrdily, Ze existuje rozdil mgaektry ziskanymi
pouzitim fiznych technik réreni. Kalibr&ni model je tedy nutno vyt¥ib pouze ze spekter
nangfenych stejnou technikoudteni (opticka sféra, kyveta nebo sonda). Starnugtidla se néni
jeho charakteristiky. Nejdezit¢jSi charakteristika pro mlékarenskyaprysl je sila skidla, ktera se
po oteweni syidla pomalu sniZuje, coz prokazali i naSe labordtgokusy. Ukeni stéi sytidel
pomoci FT-NIR spektrometrie, by mohlo slouzZit jalgghla metoda jak stanovit, Zet&lfo neméa
takové vlastnosti jako &b na za&atku.VSechny vytviené kalibrani modely pro rozliSeni sta
syfidel nam s vysokou ipsnosti rozliSily sfidla po oteveni a sjidla skladovana 3 #sice

v lednici. Kalibr&ni metoda vytviena ze spekter natienych s pouzitim kyvety, se ndm jevi jako
velice gesnd, protoze vzdalenost clustge velka a vzdalenost spekter v clusteru je nepatr
AvSak i ostatni metody dokaziditr sté&i syridla, a proto je jen na obsluze spektrometru, ktery
zpisob ntteni se jim bude jevit jako nejvhoggi. Tato prace pouze &wvala, zda lze vytwit
funkeni kalibrani modely pro ufeni stéi syidel. Ziskané vysledky nam potvrdil, Ze FT-NIR
spektrofotometr Ize pouzit. Pro pouziti do praxebighp vhodné kalibréni modely rozgit o vétsi
Skalu vzorki (syridel).
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