Tvorba databaze NIR spekter vybranych mléénych
vyrobku

Mgr. Libor Prusa

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2018 Fakulta technologicka




Univerzita Toméase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie potravin
akademicky rok: 2018/2019

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Mgr. Libor Priisa

Osobni ¢islo: T17324

Studijni program:  N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie potravin

Forma studia: kombinovana

Téma prace: Tvorba databaze NIR spekter vybranych mléénych vyrobki

Zasady pro vypracovani:
l. Teoreticka cast
1. Princip NIR spektroskopie.
2. Popis vybranych mléénych vyrobkd.
3. Vyuiiti spektroskopie v potravinafstvi.
4. Pristrojové vybaveni pro NIR spektroskopii.
5. Princip tvorby kalibraénich modeld.
Il. Prakticka Zast
1. Provedeni zakladniho chemického rozboru produktu.
2. Iméieni vzork( NIR spektroskopii.
3. Vytvofeni kalibraénich modeli zakladnich sloiek vyrobku.

4. Vyhodnoceni vysledki.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 HAIBO, H. ET AL. Near infrared spectroscopy for on/in-line monitoring of quality in
foods and beverages: A review, 2008 Journal of Food Emgineering 87, p. 303-313.

121 POREP J. U., KAMMERER, D. R., REINHOLD C. On-line application of near infrared
{NIR) spectroscopy in food production,2015. Trends in Food Science Technology, 46, p.

211-230.
[31 KLOUDA, P. Moderni analytické metody, 2003. Ostrava: Nakladatelstvi Pavel Klouda,
132 stran, ISBN 80-86369-07-2.

Vedouci diplomové prace: Ing. Jana Senkyfova, Ph.D.
Ustav technologie potravin

Datum zadani diplomové prace: 2. Gnora 2019
Termin odevzdani diplomové prace: 3. kvétna 2019

Ve Zliné dne 2. inora 2019

L.S.

doc. Ing. Roman Cermak, Ph.D. doc. Ing. Jifi Micek, Ph.D.
dékan Feditel iistavi



Piijmeni a jmeéno: ..........cooiiiiiiiiii Obor: ....oovvviiiiiins

PROHLASENI

Prohlasuji, ze

*  beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakaléiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych skolach a o zméné a doplnéni dal-
Sich zakont (zékon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich pravnich predpisii, bez
ohledu na vysledek obhajoby ;

*  beru na védomi, Ze diplomové/bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v
univerzitnim informa¢nim systému dostupna k nahlédnuti, Ze jeden vytisk diplomo-
vé/bakalafské prace bude ulozen na pifisluSném ustavu Fakulty technologické UTB ve
Zlin¢ a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

* byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné¢ vztahu-
je zakon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autor-
skym a o0 zméné nekterych zadkoni (autorsky zdkon) ve znéni pozdéjsich pravnich
piedpist, zejm. § 35 odst. 3 7;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského za-
kona;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomo-
vou/bakalafskou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pi-
semnym souhlasem Univerzity TomasSe Bati ve Zlin¢, ktera je opravnéna v takovém
ptipad¢ ode mne poZadovat pfiméteny piispévek na thradu nakladd, které byly Uni-
verzitou Tomase Bati ve Zlin€ na vytvoteni dila vynaloZeny (az do jejich skutecné vy-
Se);

*  beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakaléaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou TomasSe Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym tcelim (tedy pouze k nekomerc¢nimu vyuziti), nelze vy-
sledky diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim Gceltim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwa-
rovy produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze
kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhdjeni
préce.

Ve Zling ...................

Y zdkon €. 111/1998 Sb. o vysokych $koldch a o zméné a dopinéni dalsich zékond (zdkon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prdv-
nich predpisu, § 47 Zverejriovdni zdvérecnych praci:

(1) Vysokd Skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudku oponent(i a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplisob zvefejnéni stanovi
vnitfni predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdce odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnd
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitinim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si mizZe ze zverejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zdkon ¢&. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkont (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpisd, § 35 odst. 3:



(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo sSkolské ¢i vzdéldvaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem primého nebo neprimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potrebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prévniho vztahu ke skole nebo Skolskému Ci vzdéldvaciho zarizeni (skolni dilo).

3) zdkon ¢& 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zdkonu (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti skolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vaZzného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
jeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zistdvad nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miaZe autor Skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy
Skoly nebo skolského Ci vzdeldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo $kolské ¢i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 prfimérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZi-
ly, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo skolskym ¢i vzdélavacim
zafizenim z uZiti skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Cilem této prace bylo vytvofit databazi NIR spekter vybranych kysanych mlécnych vyrob-
ki, provést analyzu téchto spekter a prozkoumat moznost vyuziti infracervené spektrome-
trie v blizké oblasti spektra pro stanoveni vybranych parametrti mléénych vyrobku, kon-
krétn¢€ obsahu tuku, bilkovin, susiny, titrani kyselosti a pH. Teoreticka Cast prace je zame-
fena na principialni zéklad infraCervené spektrometrie a jeji experimentalnim uspotadani.
Dale je zde uveden popis vyroby jogurtl a jogurtovych mlék a piehled vyuziti infraCervené
spektrometrie se zaméfenim na oblast potravinafstvi. V ramci prace byly sestrojeny kalib-
racni modely zalozené na metod¢ infracervené spektrometrie v blizké oblasti spektra pro
stanoveni obsahu bilkovin, tuku a susiny v neochucenych jogurtech a v jogurtovém mléce.
Sestrojené kalibra¢ni modely pro tyto slozky dosahuji velmi dobré spolehlivosti

s hodnotami koeficientu determinace v rozmezi od 0,9793 do 0,9985.

Kli¢ova slova: infraervena spektrometrie, kysané mlééné vyrobky, bilkoviny, tuk, suSina,

pH, titra¢ni kyselost

ABSTRACT

Goal of this thesis was to create a database of NIR spectra of selected fermented milk
products, subsequently to analyse obtained spectra and investigate whether it is possible to
use created spectra database to develop calibration models for determination of content of
fat, protein and dry matter and also to analyse pH and titratable acidity in used samples.
Theory section of this thesis is focused on the theory bases of infrared spectrometry and its
experimental layouts. Two chapters in this section are also focused on yoghurts and drink-
ing-type yoghurts production and use of infrared spectrometry especially in area of food
industry. Calibration models based on NIR spectrometry were developed for determination
of content of protein, fat and dry matter in plain yoghurts and drinking-type yoghurts. De-
veloped calibration models for determination of protein, fat and dry matter are reliable with

coefficient of determination values ranging from 0,9793 to 0,9985.

Keywords: infrared spectrometry, fermented milk products, protein, fat, dry matter, pH,

titratable acidity
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UvVOD

Navzdory tomu, Ze infracervené zafeni bylo objeveno jiz roku 1800 Williamem Hersche-
lem, po dlouhou dobu nenachézelo uplatnéni v praktickych aplikacich. Zlom nastal ve dru-
hé poloviné dvacatého stoleti, kdy dochdzi k prudkému rozvoji instrumentace a naslednym
primyslovym aplikacim této metody. V souCasnosti infraervend spektrometrie nachézi
Sirokou Skalou uplatnéni, k vyraznému rozsifeni a rozvoji této metody napomohl piede-

v§im rozvoj chemometrickych statistickych metod. [1]

Vyuziti infraéervené spektrometrie pfindsi fadu vyhod, jedna se o jednoduchou, rychlou,
nedestruktivni metodu, kterd je navic vhodna pro stanoveni vice parametrii vzorku béhem
jednoho stanoveni. Diky témto vlastnostem je infraervena spektrometrie velmi perspek-

tivni metodou, vhodnou pro vyuziti v laboratornich 1 primyslovych aplikacich.

V mlékarenském primyslu bylo vyuziti infracervené spektrometrie v blizké oblasti (NIR)
studovano predev§im pro stanoveni hlavnich parametri mléka — obsahu tuku, bilkovin,
susiny a laktozy. Pficemz byly v mnoha ptipadech ziskany velmi dobré kalibra¢ni modely.
Doposud vs$ak nebyla pfili§ prozkouména aplikace NIR spektrometrie pro oblast kysanych

mléénych vyrobkl na kterou je zamétena tato prace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MOLEKULOVA SPEKTROMETRIE V INFRACERVENE
OBLASTI

Princip infracervené spektrometrie je zalozen na interakci elektromagnetického zéafeni se
zkoumanou latkou. V piipadé absorpce fotonu zkoumanou latkou se jedna o absorpéni
infraCervenou spektrometrii, emisni infracervena spektrometrie vyhodnocuje zaieni zkou-

manou latkou emitované.

Pti vlastnim méfeni dochazi k absorpci zarfeni v infracervené ¢asti spektra v intervalu vl-
novych délek 780 nm az 1000 um, €asto se pro popis vyuziva na misto vlnové délky odpo-
vidajici vinoget, tedy 12800 — 10 cm’!. Infradervend oblast navazuje na viditelnou &ast

spektra a prechazi do mikrovinné oblasti.

Infradervenou oblast spektra 1ze rozd¢lit do tii ¢asti — blizka oblast v rozmezi 780 nm —
2,5 um, stfedni infracervend oblast 2,5 um — 50 pum a vzdalend infracervena oblast 50 —
v rozmezi vino&tii 4000 — 670 cm’!, pii které se projevuje vétSina charakteristickych ab-

sorpcnich pasi. [2]

Energie pouzitého zafeni u infraervené oblasti neni dostate¢na pro to, aby pfi absorpci
vyvolala pfechod elektronu do excitovaného stavu, pfi absorpci tedy dochazi pouze ke
zméné vibracnich a rotacnich stavii molekul. Pti absorpci zafeni ze vzdalené infracervené
oblasti jsou ovlivnény rotacni stavy molekul s dostatecné nizkou pottebnou energii, pii
absorpci zatreni z blizké a stfedni infraervené oblasti jsou ovlivnény jak rotacni, tak i vib-

racni stavy molekuly, dochézi k vibra¢né-rotacnim ptrechodim. [3]

1.1 Vibra¢ni pirechody

Popis vibra¢nich ptfechodl je nutné rozlisit pro dvouatomové a viceatomové molekuly.

1.1.1 Dvouatomova molekula

Vibra¢ni pohyb dvouatomové molekuly Ize popsat pomoci vztahti platnych pro harmonic-
ky oscilator, vibracni energie molekuly je kvantovdna vibraénim kvantovym ¢islem v, pro

energii vibraéniho pohybu E, pak plati vztah [1]:

Ey = hvp(v + 3) (1.1)
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kde v je vibra¢ni kvantové ¢islo nabyvajici celociselnych hodnot, v, je frekvence vibrujici

molekuly a / Planckova konstanta.

Pro vibra¢ni pohyb dvouatomové molekuly Ize s vyuzitim vztaht platnych pro harmonicky

oscilator odvodit vztah pro potencialni energii Ur:

Uy = k. (A7) (1.2)
kde & je silova konstanta vazby a Ar rozdil vzdalenosti atoml od rovnovazné polohy. Gra-
ficky 1ze tuto zavislost znazornit jako parabolu s minimem odpovidajicim poloze atomul

v rovnovazném stavu. [4]

Dle pravidel kvantové mechaniky jsou povolené piechody mezi sousednimi vibra¢nimi
hladinami. Je-li molekule dodana energie odpovidajici rozdilu energii mezi vibracnimi
hladinami, dojde k vibra¢nimu ptechodu. Frekvence absorbovaného zateni se tedy musi
rovnat frekvenci vibrace dané molekuly. Obsazeni energetickych hladin se fidi Boltzma-
novym distribu¢nim zdkonem, pfi¢emz vétSina molekul je za normadlni teploty v zakladnim
stavu. Frekvence odpovidajici prechodim mezi zakladnim a prvnim excitovanym stavem
se nazyva zéakladni nebo fundamentalni. Schematické znadzornéni typi vibracnich prechoda

je uvedeno na obrazku €. 1.

R v=5‘\ /' E=(5+1/2) hvx
v=4 E=(4+1/2) hun
v=3 E={(3+1/2) hvn
v=2 E=(2+1/2) hvx
v=1 E=(1+1/2) hvx
v=0 E=(0+1/2) hvn

L

mezimolekuldrni
vzdalenost

Obr. €. 1: Energetické hladiny a vibra¢ni pfechody harmonického oscilatoru

1 — fundamentalni prechod, 2 — svrchni prechod, 3 — horky prechod
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Vibracni prechody, kdy dochazi ke zmén¢ vibra¢niho kvantového ¢isla o vice nez jedna, se

nazyvaji svrchni ptechody, horké prechody jsou pirechody mezi dvéma excitovanymi stavy.

V modelu aproximovaném harmonickym oscildtorem jsou vSechny energetické hladiny
vzdaleny od sebe stejn¢ daleko, tedy ve spektru dvouatomové molekuly by mél byt pozo-
rovan jeden absorp¢ni pas. V realnych spektrech dvouatomovych molekul je vSak pozoro-
vano absorpcnich pésii vice, protoze energie molekuly pfi stlaceni nartista rychleji nez pfi
natazeni. Potencialni kiivka tedy neni symetricka, se zvySovanim vibra¢niho kvantového
¢isla dochazi ke zmensSovani energetického rozdilu mezi jednotlivymi energetickymi hla-
dinami, a tedy lze ve spektru pozorovat vice vibra¢nich past odpovidajicich riznym rozdi-

lim energetickych hladin. [3]

1.1.2 Viceatomova molekula

Pro popis vibracnich spekter viceatomovych molekul 1ze pouzit tzv. normalnich vibraci,
které jsou souctem jednoduchych harmonickych pohybt, ktery dobie vystihuje vétSinu

stabilnich molekul v nizSich vibra¢nich stavech. U vyssich vibra¢nich stavli se pouziva

teorie lokalnich modu. [5]

P#i normélnich vibracich vSechny atomy v molekule vibruji se stejnou frekvenci a ve stejné
frekvenci, velikosti a smérem vychylky. Vibrace, pfi kterych se méni délka vazby, se na-
zyvaji valen¢ni. Pokud se pfi vibraci méni vazebny uhel, jedna se o vibrace deformacni.
Vibrace mohou obecné probihat v roviné nebo mimo rovinu, pokud nektery z atoma vy-

stupuje nad rovinu zbyvajicich atomi.

Deformacni vibrace nastavaji pii niz§ich frekvencich nez valen¢ni, coz je zptisobeno fak-

tem, Ze pro natdhnuti vazby je nutno dodat vice energie neZ pro jeji ohnuti.

Nékteré z moznych vibra¢nich modil jsou zndzornény na obrazku €. 2.
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VA

deformacni deformaéni deformaéni
véjifova kroutiva nGikové
= = f{ i 1 i
deformacni valencni valencni
kyvadlova antisymetricka symetricka

Obr. ¢. 2: Piiklady moznych vibraénich médt molekul
Znaménko ,, +*“ zndzornuje pohyb nad rovinu, znaménko ,,-“ pohyb pod rovinu ostatnich

atomil.

Pocet normalnich vibraci pro molekulu s N atomy lze vyjadrtit vztahem 3N — 6, vyjimkou

jsou linedrni molekuly, pro které plati vztah 3N — 5. [4]

Kromé normalnich vibracnich past Ize ve spektru pozorovat i slabsi pasy. Tyto pasy mo-
hou odpovidat vy§§im harmonickym frekvencim, pfi kterych je zména vibra¢niho kvanto-
vého Cisla vétsi nez 1, piipadné se miiZze jednat o slabsi souctové, piipad¢ rozdilové pasy,
které¢ odpovidaji souctu respektive rozdilu frekvenci dvou normélnich vibraci. Nizsi inten-

zita té€chto pasi je dana nizsi pravdépodobnosti toho, Ze tyto prechody nastanou. [3]

1.1.3 Aktivita vibraci

Vibracni energie vazby, piipadné celé molekuly, se miiZze zvysit absorpci elektromagnetic-
kého zateni, pouze pokud dojde pii vibraci ke zméné dipdlového momentu, jen takové
vibrace jsou v IR spektru aktivni. Pokud ke zméné dip6élového momentu vlivem symetrie

nedojde, molekula zafeni neabsorbuje. [3]

Soucasné plati pravidlo zminéné v ptfedchozim oddilu, tedy Ze molekulou mtize byt absor-
bovano nebo emitovano pouze elektromagnetické zareni o frekvenci odpovidajici rozdilu

mezi vibra¢nimi hladinami dané molekuly.

Z poctu past v infraerveném spektru I1ze zjiStovat symetrii a strukturu molekul. Obecné je
pak ve spektru obsazena primdrn¢ informace o polarnich vazbach v molekule. Ve spek-

trech 1ze pozorovat tzv. charakteristické vibrace, které odpovidaji vibracim lokalizovanym
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v urCité ¢asti molekuly, kterd vibruje nezavisle na zbytku molekuly. Poloha absorpcnich
past, kterymi se dana funkéni skupina projevi v IR spektru se v riznych molekulach piilis
nelisi, ¢ehoz lze vyuzit pii identifikaci neznamych latek [3]. Toto vyuziti je blize popsano

v kapitole 4.1.

1.2 Rotacni prechody

Rotace molekul se uplatiiuje pouze u latek v plynném stavu, v kapalném a pevném stavu
vlivem interakci mezi jednotlivymi molekulami splyvaji v kontinuum. Energeticky rozdil

mezi jednotlivymi rota¢nimi hladinami je vyrazn€¢ mensi nez mezi hladinami vibra¢nimi.

Rotacni energie muze stejné jako vibraéni energie nabyvat pouze urcitych diskrétnich hod-
not, energie je kvantovéana rotacnim kvantovym ¢islem, které mize nabyvat kladnych celo-
¢iselnych hodnot a 0. Pro povolené ptechody plati analogické vybérové pravidlo, tedy ze
povolené piechody jsou ty, pii kterych se rotaéni kvantové ¢islo méni o =1. Zaroven jsou

aktivni pouze ty rotace, pti kterych se méni dipdlovy moment dané molekuly. [3]

1.3 Vibra¢né rota¢ni prechody

Pokud molekula absorbuje NIR nebo MIR zatfeni dochazi soucasné ke zméné vibra¢niho 1
rota¢niho stavu dané molekuly, jak bylo zminéno vySe, tak rota¢ni hladiny jsou mnohem
bliZze u sebe a v podstaté §tépi vibracni hladiny na rota¢ni podurovné. Schematicky je toto

znazornéno na obrazku €. 3, véetné¢ moznych vibra¢né rotacnich pfechodi.

J v
A

4
3

1
r 2
- x 0

E

4
3

0
2
1
0

Aj=-1 AJ=1

Obr. €. 3: Vibracné rotacni ptechody (pievzato a upraveno [3])

E — energie, J — rotacni kvantové cislo, v — vibracni kvantové cislo
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Pro absorp¢ni spektra neni uvazovan povoleny pfechod Av = -1, ponévadz pii ném nedo-

chazi k absorpci energie.

Naopak vzhledem k velkému energetickému rozdilu mezi jednotlivymi vibraénimi hladi-
nami ma smysl uvazovat i1 ptfechody pfi kterych dochazi ke zméné rotacniho kvantového
¢isla A] = -1, protoze vysledny piechod s absorpci zatfeni spojen je. Oba mozné typy pte-
chodi v dvouatomové molekule Av =+1, A] =-1 aAv = +1, A] = 1 jsou zobrazeny na ob-

razku ¢. 3. U viceatomovych molekul je mozny i piechod AJ = 0.

Ve vlastnich absorp¢nich spektrech se piitomnost téchto hladin projevi jemnou strukturou
spektra, ktera mize byt v pfipad¢ nedostatecné citlivosti pfistroje omezena pouze na oba-

lovou kiivku. [3]

1.4 Vyhodnocovani absorpce zareni

Jak bylo zminéno v ptedchézejicich kapitolach, infracervené zafeni molekulou emitované
nebo absorbované musi mit energii odpovidajici energetickému rozdilu mezi dvéma vib-
ranimi hladinami dané molekuly. Pokud dojde kabsorpci zafeni molekulou,
v infracerveném spektru se toto projevi pritomnosti absorpéniho pésu. Infraervené spek-
trometry umoznuji vyhodnocovani takto absorbovaného zareni v zdvislosti na vlnové dél-

ce, vlnoctu ¢i1 frekvenci tohoto zareni.

Pro vyhodnocovani lze vyuzit obecné vztahy vyuZivané u ostatnich spektralnich metod —

transmitanci T a absorbanci A, kter¢ jsou definovany nize uvedenymi vztahy.
6 0
T=— (1.3) A= —log— (1.4)
0 o

kde @ je tok zafeni propusténého latkou, 0y je tok zateni dopadajiciho na vzorek.

Absorpcni pasy, tedy rozmezi vinoctl, vinovych délek nebo frekvenci pti kterych dochazi
k absorpci zafeni, jsou charakterizovany svoji polohou ve spektru — nejcastéji vinoctem, a
dale pak relativni intenzitou absorpce. Dle relativni intenzity absorpce se pasy déli na silné,
stiedni a slabé, pfi¢emz u slabych dochazi k poklesu transmitance o tfetinu a méné, u

stiednich pak aZ o polovinu a u silnych o vice nez polovinu.
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2 POPIS VYBRANYCH MLECNYCH VYROBKU

Mlékem se dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady ¢ 1308/2013 rozumi vyhradné
bézna tekutina vyluCovand mlécnou zldzou ziskana z jednoho nebo vice dojeni bez toho,
aby se do ni cokoli pfidavalo nebo z ni odebiralo. Mlé¢né vyrobky jsou dle tohoto nafizeni
definovany jako vyrobky ziskané vylucné z mléka, ptic¢emz se vsak mohou ptidavat dalsi
latky nezbytné pro jejich vyrobu, pokud tyto latky nejsou pouzity za ucelem tplného nebo

¢astecného nahrazeni jakékoli mlécéné slozky. [6]

V ramci této prace byla pozornost vénovéana predev§im vyrobkim z kategorie kysanych
mlécnych vyrobku, které jsou dle Vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢. 397/2016 Sb. (dale
jen Vyhlaska) definovany jako mlé¢né vyrobky ziskané kysanim mléka, smetany, podmas-
li, syrovatky nebo jejich smési za pouziti mikroorganismii specifikovanych v pfiloze €. 1 k

této vyhlasce, a které nasledné nejsou tepelné osetfeny po kysacim procesu. [7]

Dle zminéné vyhlasky rozliSujeme kategorie kysanych mlécnych vyrobkti uvedenych

v tabulce ¢. 2.1.

Tabulka ¢. 2.1: Legislativni déleni kysanych mlécnych vyrobkii [7]

Druh Skupina Podskupina

Kysany nebo zakysany | Jogurt Bily

mlé&ny vyrobek Smetanovy
Recky
Reckého typu

Jogurtové mléko

Acidofilni mléko
Kefir

Kefirové mléko

Kysané mléko nebo smetanovy zakys

Kysand nebo zakysana smetana

Kysané podmasli

Kysany mléény vyrobek s bifido kultu-

rou

Jako jogurt 1ze dle Vyhlasky oznacit pouze kysany mlécny vyrobek ziskany kysanim mlé-
ka, smetany, podmasli nebo jejich smési, pro kysani pfipustné je vyuZiti protosymbiotické

smési Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
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bulgaricus s minimalni mlé¢nou mikroflérou v 1 g vyrobku v poétu 107. Kromé této za-
kladni jogurtové kultury mohou byt pfidavany i kmeny bakterii mlééného kvaseni, které
pomahaji dotvaret chut’ a texturu dané¢ho vyrobku. Pro jogurtové mléko plati dle Vyhlasky

shodné pozadavky na mikrofloru jako pro jogurty.

Jogurt nesmi byt tepelné oSetfen po kysacim procesu a obsah suSiny je ptipustné zvysit
pouze pfidanim mlécné bilkoviny, suSené¢ho nebo zahusténého mléka, nebo odebranim

syrovatky.

Jak je uvedeno v tabulce €. 2.1 rozliSujeme 4 podskupiny jogurtli — jogurty bilé, smetano-
vé, fecké a feckého typu. VSechny druhy jogurti bez ptidané ochucujici slozky mohou byt
oznaceny jako bilé jogurty, pficemz musi souc¢asné spliovat kritérium na obsah tuku nej-
méné 3,0 % hmot. a zaroven obsahuji nejméné 8,2 % tukuprosté suSiny. Pro smetanové

jogurty je vyzadovan obsah nejméné 10,0 % hmot. tuku.

U jogurtt feckého typu nebo feckého stylu je Vyhlaskou vyzadovan obsah nejméné 5,6 %
bilkovin, pficemz tohoto obsahu bylo dosazeno pfidavkem koncentrovanych bilkovinnych
mlécnych slozek pred zahdjenim procesu. U feckého jogurtu je vyzadovan shodny obsah
mlécénych bilkovin, které ale do vyrobku na rozdil od jogurtii feckého typu nebyly pfidany

zamérné v koncentrované formé.

Jogurtové mléko dle Vyhlasky obsahuje nejméné 0,5 % hmot. tuku a 8,0 % hmot.

tukuprosté suSiny.

Jogurty Ize déle délit dle textury, typu pouzitého mléka a pouziti ptichuti. Dle druhu pouZi-
tého mléka jogurty délime na kravské, kozi nebo ov¢i a dle jeho plivodu na konvencni a

organické (BIO).

Dle konzistence 1ze jogurty roz¢lenit do n€kolika kategorii na jogurty s rozmichanym koa-
gulatem (,,stirred type®), jogurty s nerozmichanym koagulatem (,,set type®), jogurtova

mléka (,,drinking type*), zahusténé jogurty, mrazené jogurty a jogurty suSené.

Na zékladé pouziti pfichuti Ize jogurty délit na neochucené (bilé, plain), slazené, ochucené

a s pridanymi kousky ovoce nebo medu. [§]

V posledni dobé stoupa popularita Skyru, ktery nemé ve stavajici Ceské legislativé v tuto
chvili definovany specialni pozadavky na sloZeni. Tradi¢né je tento vyrobek klasifikovan
jako islandsky kysany mlécny vyrobek vyrabény z odtu¢néného mléka pridavkem chymo-

zinu a termofilnich startérovych kultur obsahujicich Streptococcus salivarius subsp. ther-
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mophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus a laktézu
fermentuji kvasinky. Soucasnd islandska legislativa tento vyrobek klasifikuje jako mékky

Cerstvy syr. [9]

2.1 Technologie vyroby jogurtii a jogurtovych mlék

Primyslova vyroba jogurtl je zaloZena na tfech zakladnich krocich. Prvnim krokem je
piiprava smési a vSechna souvisejici oSetfeni mléka. Druhym krokem je vlastni fermentac-
ni proces po naoCkovani pripravené smesi a poslednim tfetim krokem jsou dodatecné upra-
vy a baleni [8]. Schematické zndzornéni vyroby zakladnich typ jogurtii je uvedeno na ob-

razku ¢. 4.

| Prijem a skladovani mléka (4 °C) ‘
¥

‘ Standardizace obsahu tuku ‘

¥

‘ Standardizace obsahu bilkovin |
| Tepelné osetreni (90 - 95 °C, 3 - 7 min) |
+
‘ Deareace (70 °C) ‘

‘ Homogenizace (20 - 25 MPa, 70 °C) |

| Ochlazeni na inokulaéni teplotu (42 °C) |

‘ Inokulace startertové kultury na konc. 10° - 107 KTJ fml |
Ochucovdni Fermentace ve fermentaénim tanku (42 °C)
PInéni (10 °C) ‘ Rozmichadvani vzniklého koaguldtu |
¥ +
| zrdniv kelimku (42°C) | ‘ Chlazeni (18 - 25 °C) ‘ ‘ Homogenizace ‘
+
Ochucovéni Ochucovéni
¥
‘ PIn&ni do obali za aseptickych podminek (10 °C) ‘

¥ ¥

Chlazeni, skladovani, transport ‘

Set-Type Stirred type Drinking type

Obr. €. 4: Orientacni schéma zékladnich typii jogurtli (pfevzato a upraveno [8])
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Jak je zfejmé z obrazku €. 4, diive zminéné tfi zakladni typy jogurtli — set type, stirred type

a drinking type — se 1i§i ve vyrobnim procesu po inokulaci pfipravené smeési.

Pti vyrobé jogurt s nerozmichanym koagulatem (set type) je zaockovana smés davkovana
piimo do kelimku a jogurty nasledné zraji pfimo v uzavienych spotiebitelskych obalech ve
zracich komorach, skfinich nebo ldznich. Takto vyrobené jogurty maji pevnéjsi konzisten-

ci, protoze obsahuji nerozmichany koagulat, proces fermentace je vSak pracnéjsi.

Jogurty s rozmichanym koagulatem (stirred type) jsou do spotiebitelskych obali plnény az
po dokonceni procesu fermentace ve fermentacnim tanku a nasledném rozmichani fermen-
taci vzniklého koagulatu. Pivodni koagulat je tedy narusen a konzistence vysledného vy-

robku jiz neni tak pevna jako u jogurtl set type.

Vyroba jogurtového mléka (drinking type) je velmi podobna vyrobé stirred type jogurti,
pficemz je pied vlastni plnéni do spotiebitelskych oballi vlozen krok homogenizace, zajis-
tujici pozadovanou tekutou konzistenci. Tyto vyrobky tak maji nizsi viskozitu a jsou urce-

ny k piti.

2.1.1 Technologické operace pii vyrobé jogurti a jogurtovych mlék

Mezi zékladni technologické operace patii standardizace mléka, tepelné oSetieni, deareace,

homogenizace, aplikace kultur, fermentace, chlazeni a baleni.

Standardizace mléka

V mléku uréeném pro fermentaci se provadi standardizace obsahu tuku a bilkovin. Stan-
dardizace obsahu tuku se provadi nejprve odstranénim podilu tuku centrifugaci pfi teploté
okolo 55 °C a néslednym zavadénim tuku zpét pomoci smeéSovaciho zafizeni, kdy je tuc-

nost upravena na pozadovanou hodnotu dle dan¢ho typu jogurtu.

Standardizace obsahu bilkovin se obvykle provadi scilem zvySit obsah bilkovin
z ptivodnich piiblizn€ 3 % na hodnoty okolo 5 % a vice, vétsi podil bilkovin ve vyrobku
zlepSuje texturu vyrobku, tim ze zvySuje pevnost koagulatu a omezuje moznou synerezi.
Obvykle se toto provadi pridavkem suSeného mléka, koncentratti mléénych bilkovin, pod-
maslim nebo pfidavkem susené syrovatky. Alternativn€ je mozné upravovat obsah bilkovin

s vyuzitim membranovych procest. [8]
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Standardizaci je mozné provadét Sarzovité ve standardiza¢nim tanku nebo kontinualné

s vyuzitim pritokovych standardiza¢nich zatizeni.

Obdobného efektu na texturu vyrobku jako pii piidavku bilkovin 1ze dosdhnout s vyuzitim
stabilizatorti na bazi hydrokoloidi napf. pektinu, modifikovanych skrobt nebo Zelatiny,

které dobte vazi vodu, stabilizuji texturu a zabranuji vylucovani syrovatky. [8], [10]

Tepelné oSetireni mléka

Tepelné osetfeni mléka je nezbytnym krokem pii vyrobé€ jogurtl, jakoZz 1 pfi zpracovani
mléka obecné a vyrobé vétSiny druhi mléénych vyrobki. Pii tepelném oSetfeni dochazi k
eliminaci nezddoucich mikroorganismt a inaktivaci ¢asti pfitomnych enzymt, coz napo-
maha dosazeni zdravotni nezédvadnosti vyrobkll a prodlouzeni jejich trvanlivosti. Pfi pri-
myslové vyrobé jogurtl se provadi pasterace mléka pfi teplotach mezi 90 — 95 °C s vydrzi
3 — 7 minut. Takto vysoké tepelné oSetteni zajisti vysoky podil denaturace sérovych bilko-
vin, coz pozitivné ovliviiuje konzistenci a texturu vysledného jogurtu, dojde k omezeni

synereze a zvySeni pevnosti vzniklého gelu [8].

Deareace a homogenizace

Tyto procesy jsou uzce spjaty s tepelnym oSetienim, obvykle nasleduji po tepelném oSetie-
ni — zafazuji se za vystup mléka z vydrzniku pastéru a probihaji tak za zvySené teploty

okolo 70 °C.

Homogenizace je velmi vyznamnym krokem pii vyrob€ jogurtil, protoZe dochazi ke snize-
ni velikosti tukovych kapicek, aby nedochazelo k jejich samovolnému vyvstavani, a poru-
Seni kaseinovych micel. To ma za nésledek lepsi vaznost kaseinovych micel pro vodu a
jejich snazsi propojeni s tukovymi kuli¢kami, coz pozitivné ovliviiuje texturu vysledného
vyrobku. Obvykle se provadi vysokotlakd homogenizace pfi tlacich 20 — 25 MPa, pro jo-

gurty s vyS$§im obsahem tuku je doporuc¢ovana homogenizace dvoustupiiova [8].

Ptitomnost vzduchu ve smési ma negativni dopady pii vyrob€ i na vlastnosti findlniho vy-
robku. Dochézi k prodlouZeni fermentacni doby, zhorSeni textury vyrobku, nejsou odstra-

nény nezddouci tékavé latky a dochézi ke vzniku cizich ptipachii [11], [12].

Nekteré suroviny pfiddvané do pfipravované smési, piedevSim susené mléko a podobné

produkty, mohou zvysit obsah vzduchu ve smési, je tedy vhodné provadét deareaci jiz pfi-
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pravené smesi pro inokulaci, pficemz je deareace standardné piedfazena homogenizaci,
protoze zlepsuje jeji prabeh. Nejcastéji se provadi rozstiikem mléka do podtlakové komo-

ry, kde dochazi k strzeni dispergovanych plynt a tékavych latek.

Inokulace

Pted vlastni fermentaci musi byt nejprve odvzdusnénad a homogenizovand smés ochlazena
na zakysavaci teplotu, ktera se miize liSit v zavislosti na typu pouzité mikrobialni startero-
vé kultury. Inokulaci smési lze v zadsad¢€ provést smisenim piipravené smési s promicha-
nym provoznim zékysem, nebo piimou aplikaci koncentrovanych hluboce zmrazenych
starterovych kultur. Smés po inokulaci je v ptipad¢ vyroby jogurtii s rozmichanym koagu-
latem a jogurtovych mlék vedena do fermentacniho tanku, pii vyrobé jogurtu s nerozmi-
chanym koagulatem je pak pfimo plnéna v balici lince do jednotlivych spotiebitelskych

baleni. [8]

Komer¢ni starterové kultury jsou vysoce specifické smési bakterii Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus o koncentracich vyssich
nez 10'° kolonii tvoficich jednotek na gram hmoty (KTJ/g). Kultury jsou dodavany lyofili-

zované nebo hluboce zmrazené.

Fermentacni proces

Pii mlécném kvaSeni mléka dochdzi nejprve k ristu bakterii Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus, nasledovanym ristem bakterii Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus, pii ukonéeni fermentace je koncentrace obou druhii bakterii ptiblizné 10° KTJ/g.
V prubéhu kvaseni dochazi vedle kyseliny mlééné ke vzniku i celé fady dalSich metabolitt,
pfi¢emz nejvyznamnéji k chuti a vysledné textuie vyrobku pfispivaji kyselina mlé¢na, ga-
laktoza, acetaldehyd a exopolysacharidy. Vznik kyseliny mlééné ma za nésledek sniZeni
pH smési, které vyvola koagulaci mléénych proteint a tvorbu gelu, exopolysacharidy pozi-

tivn€ ovliviiyji texturu vyrobku. Acetaldehyd ovliviiuje vysledné aroma vyrobku. [8]

Fermentace je fizena na zakladé pH smési, po dosaZeni poZzadované hodnoty pH je fermen-
tace zastavena rychlym zchlazenim smési, pfi¢emz cilova hodnota pH pied zchlazenim je
obvykle v rozmezi pH 4,8 - 4,5, pficemz tato hodnota neni kone¢nou hodnotou pH, ale je

dale sniZzena dodate¢nym okyselenim smési béhem jejiho zchlazovani a skladovani. Doba
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fermentace se 1iSi v zavislosti na typu vyrobku, u jogurti s probiotickou kulturou muize

fermentace probihat 6 - 8 hodin, u jogurtt stirred type obvykle trva pouze 3 - 4 hodiny. [8]
Chlazeni a baleni jogurtu

Rychl¢ zchlazeni jogurtu se provadi po dosazeni pozadované hodnoty pH. Zchlazovani se
provadi jednostupiiové nebo dvoustupniové. Pti jednostupiiovém chlazeni je vyrobek zchla-
zen piimo na konecnou skladovaci teplotu. Pti dvoustupiiovém chlazeni je nejprve teplota
snizena na piiblizn¢ 20 °C a nasledné je provedeno dochlazeni na kone¢nou skladovaci

teplotu obvykle 4 nebo 5 °C. [§]

K zchlazovani set type jogurti mohou byt pouzity chladici skiin€, chladici mistnosti nebo
tunely. Jogurty stirred type jsou zchlazovany v tepelnych vyménicich, pfi¢emz po prvnim
stupni chlazeni na teplotu piiblizn€ 20 °C miize byt vlozen krok ochuceni jogurtu, kdy se
do jogurtu nadavkuje ochucujici slozka. Ochucujici slozka mize byt davkovana do smési
pted plnénim, nebo na dno spotiebitelského obalu. V modernich provozech je Casto piida-

vek ochucujici slozky realizovan online v ramci balici linky [8].

Vyslednd textura jogurti je ovliviitovana mnoha faktory naptiklad slozenim piivodni smési,
pouzitymi mikrobidlnimi kulturami a vlastni pouZitou vyrobni technologii. Obzvlasté u
jogurta stirred type je dulezité Setrné Cerpani prokysané smesi, aby nedoslo ke zhorSeni

textury vysledného vyrobku.

Baleni se provadi do sklenic nebo plastovych kelimkli. Moderni balici linky zajist'uji ter-
moplastické tvarovani plastového obalu, jeho naplnéni 1 uzavieni. Plastovy kelimek je tedy
pfi teploté 150 — 200 °C vytvarovan, nasledné je v uzavieném prostiedi za pretlaku steril-
niho vzduchu naplnén a v poslednim kroku obal uzavie svafenim plastu obvykle s hliniko-
vym vickem. Tyto balici linky maji vysoky vykon v fadech desetitisicti jednotlivych baleni
za hodinu. V dalSim kroku probih4 baleni spotiebitelskych baleni do ptepravnich obali.
Nasledné jsou vyrobky skladovéany pii snizené teploté dle ptislusné legislativy piipadné

podminek stanovenych vyrobcem. [8]
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3 EXPERIMENTALNI USPORADANI INFRACERVENE
SPEKTROMETRIE

Dle technologie pouzité pro selekci pozadovanych vinovych délek lze v zasadé rozlisit
Ctyfi typy uspotadani infraCervenych spektrometrii — disperzni infracervené spektrometry,
infraervené spektrometry zalozené na filtrech, infracervené spektrometry s LED zdrojem
a infracervené spektrometry s Fourierovou transformaci [13].

V soucasnosti jsou pouzivany standardné predevsim IR spektrometry s Fourierovou trans-
formaci (FTIR), které preferuje vétSina vyrobcii [14], téméf vSechny moderni pfistroje pro

MIR vyuzivaji pravé uspotradani FTIR [15], [16].

3.1 Disperzni infracervené spektrometry

Infracervené spektrometry zaloZené na disperzi byly prvnim typem pfistroji, ktery se pro

IR spektrometrii vyuzival a do jisté miry jsou vyuzivany i v soucasnosti [13].

Uspotadani pristroje mtize byt jednopaprskové nebo dvoupaprskové. Hlavni tfi ¢asti pii-
stroje jsou zdroj zafeni, monochromator a detektor. Zdroj infracervené¢ho zéafeni musi po-
skytovat polychromatické spojité IR zafeni v dostate¢né Sirokém intervalu vlnovych délek,
nejcastéji se vyuzivad Nernstova ty¢inka nebo Globar, cozZ je elektricky Zhavena tycinka
z karbidu kiemiku. Jako monochromator jsou nej€astéji vyuzivany rizné typy odrazovych
miizek. Detekce zatfeni je provadéna pomoci termoelektrickych ¢lanki, ptipadné polovodi-

¢ovych nebo pyroelektrickych detektord. [3]

Pyroelektrické detektory jsou diky své rychlé odezvé na zménu signdlu vyuzivany primar-
né¢ u FTIR spektrometrti a jsou zaloZzeny na zméné polarizovatelnosti ferroelektrickych
latek v zavislosti na teploté, kdy zména v intenzité ozafeni detektoru vyvola zménu
v teploté daného pyroelektrického materialu, ¢imz dojde k odpovidajici zméné polarizace
molekul daného materidlu. Tato zména ma za nasledek vznik elektrického proudu, ktery je

zesilovan a nasledné detekovan.

Zateni lze detekovat pomoci polovodi¢ovych detektorti, je mozné vyuzit detekci diodovym
polem, kdy je detektor realizovan polem nékolika set miniaturnich polovodi¢ovych detek-

torti na Cipu, ktery detekuje dopadajici zateni o vSech vinovych délkach soucasné. [17]

Nevyhodou disperznich infraervenych spektrometr je mensi citlivost a rychlost méfeni,
nizky pomér signalu k Sumu, horsi rozliSeni a reprodukovatelnost. Proto jsou postupné

nahrazovany moderné&jSim typem pfistroji v uspotadani FTIR. [14]
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3.2 Infracervené spektrometry zaloZené na filtrech a infracervené spek-

trometry s LED zdrojem

Pro selekci jednotlivych vinovych délek mohou byt vyuzity interferencni nebo akusto-
optické laditelné filtry. Pfistroje s interferencnimi filtry v soucasnosti nejsou piili§ rozsiie-
ny, naopak pfistroje zalozené na akusto-optickych laditelnych filtrech jsou modernim de-
signem spektrometril, které umoznuje konstrukei pfistroji bez vyuziti pohyblivych ¢asti a

velmi vysokou rychlosti méteni. [13]

Akusto-opticky filtr vyuziva dvojlomny krystal nejcastéji TeO2, na jehoZ jeden konec je
pfipevnén piezoelektricky material, ktery pfi excitaci radiofrekvencnim signalem emituje
mechanickou (akustickou) vinu. Interakce této akustické viny v krystalu se zatenim ze
zdroje na krystal dopadajicim vyvoléd difrakci monochromatického paprsku, ktery je na-

sledné vyuzit pro méteni. [13]

Infracervené spektrometry s LED zdrojem mohou vyuzivat diody jako zdroj zafeni o 0z-
kém rozmezi vinovych délek, nebo mohou byt pouzity jako zdroj polychromatického zate-
ni, ze kterého je pozadovana vinova délka izolovana pouzitim disperzniho systému. Pfi-
stroje tohoto typu nemaji dostatecné piesnost pro vyuZiti pro komeréni laboratorni spek-
trometry, nicmén¢ diky nizké cené a jednoduchosti jsou vhodné ptfedevSim pro prenosné

pfistroje uréené pro méteni v terénu. [18]

3.3 Infracervené spektrometry s Fourierovou transformaci

V tomto uspotfadani je monochromator pfistroje nahrazen Michelsonovym interferometrem
a interferometricky ziskany signél se pomoci Fourierovy transformace pievede na vysledné

IR spektrum. [19]

Zdroje zéfeni lze vyuzit analogicky jako u disperznich infracervenych spektrometrt, ob-
vykle se vyuziva Globar, ptipadné wolframova nebo halogenova vybojka. Detektor je oby-
¢ejné pyroelektrického typu, umoziiujici s dostatecné rychlou odezvou registrovat signal
v Sirokém rozsahu vinoc¢tl. NejCastéji jsou vyzivany detektory DTGS a TGS, nazyvané tak
dle pouzitého pyroelektrického materidlu — deuterovaného triglycinsulfatu pro DTGS, re-
spektive triglycinsulfaru pro TGS. Kromé téchto dvou typtl je rovnéz mozné vyuzit detek-
tory MCT, které jsou rovnéz zalozeny na pyroelektrickém jevu, jsou ale citliveéjsi a maji
rychlejsi odezvu. Jejich nevyhoda vSak spociva v cené, pracuji za chlazeni kapalnym dusi-

kem. [2]
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Jak bylo zminéno vySe, monochromator je v tomto uspotfadani nahrazen interferometrem.
Interferometr se sklada ze zdroje zafeni, déli¢e paprski, dvou zrcadel a detektoru. Zareni
ze zdroje prochazi déli¢em paprskl, piicemz je rozdéleno na dveé Casti. Jedna ¢ast putuje
k pohyblivému zrcadlu a druhd cast k zrcadlu stacionarnimu. Pohyblivé zrcadlo se kon-
stantni rychlosti pohybuje blize a dale od déli¢e paprskii. Na zaklad¢ polohy pohyblivého
zrcadla pak nasledné dochazi k interferenci pifi rekombinaci odrazenych paprska, které se
na deli¢i bud’ sc€itaji, nebo od¢itaji, v zavislosti na drahovém rozdilu paprskii. Signal dopa-
dajici na detektor je zaznamendvan, pficemz jsou zachyceny hodnoty pro vSechny vlnové
délky IR spektra soucasné. Signal je pak nasledné pomoci Fourierovy transformace pteve-
den pocitacem na vysledné infraervené spektrum. Schéma FTIR spektrometru je uvedeno

na obrazku &. 5.

Obr. €. 5: Schematické uspotfadani spektrometru FTIR (pfevzato a upraveno [14])
1 — zdroj zareni, 2 — délic paprskii, 3 — pohyblivé zrcadlo, 4 — pevné zrcadlo, 5 — vzorek,

6 — detektor

Kli¢ovym pro funkci spektrometru je pohon pohyblivého zrcadla, ktery musi zajistit kon-
stantni rychlost posunu zrcadla pfi zachovani minimalni odchylky roviny zrcadla. Pohyb
zrcadla je fizen pomoci velmi pfesného laseru, ktery zaroven slouzi 1 jako vnitini kalibrace
vinové délky. [20]

Spektrometry FTIR maji v porovnani s disperznimi infraervenymi spektrometry fadu vy-
hod, ptedevsim vyssi intenzitu zafeni dopadajiciho na detektor, vyssi citlivost, vétsi rozli-

Sovaci schopnost a rychlost méteni. [19]
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3.4 Mozné mody méreni

Meéieni vzorkli je mozno provadét ve vSech skupenstvich. Skupenstvi méfeného vzorku
vyznamné ovlivituje namérené infracervené spektrum. U plynnych vzorka lze ziskat spek-
tra s rotacni strukturou, u kapalnych vzorkd je rotacni pohyb molekul rusen kolizemi
s ostatnimi molekulami, coz mé za nasledek rozsifeni absorpénich past. Pevné latky maji
dodatecné vibrace, pfipadné¢ miize dochdzet ke zménam aktivity vibraci nebo jejich frek-

vence. [3]

r

3.4.1 Transmisni méreni

Transmisni méfeni se provadi nejCastéji v kyvetdch, které jsou naplnény stanovovanym
vzorkem. Materidly pouzité na vyrobu desti¢ek nebo kyvet musi byt propustné pro IR za-
feni a nesm¢ji interagovat s mérenymi vzorky. Vyuzivaji se monokrystaly halogenidii alka-
lickych kovt, jejichz nevyhodou vsak je jejich rozpustnost ve vod¢, z materialti ve vode

nerozpustnych jsou vyuzivany napi. CaF», BaF2, AgCl, ZnSe nebo polyethylen. [3]

U plynnych latek je nutné prodlouZeni drahy paprsku kvili inherentné malé hustoté plynt.
Pro méfeni jsou vyuZzivany kyvety ve formé trubic se zdkladnami z materialu propustného
pro IR zéfeni. Citlivost méfeni mize byt zvySena vyuzitim nasobného odrazu, kdy paprsek

prochazi kyvetou nékolikandsobné diky odrazu na soustavé zrcadel.

Kapalné vzorky se mé&fi ptimo v kyvetach nebo ve formé kapiladrniho filmu mezi dvéma
destickami [3]. Vyrazny vliv na vysledné spektrum ma pouzité rozpoustédlo, které ovliv-

flyje tvar a intenzitu absorp¢nich pasi i vinocet, pti kterém je zareni absorbovano.

U tuhych latek 1ze provadét pfimé transmisni méfeni u vzorkl ve formé filml polymerd.
V ostatnich ptipadech je nutnd Uprava vzorku, vyuziva se technika lisovanych tablet, pii-
padné lze praSkové vzorky méfit suspenzni metodou po smichéni s olejem, kdy je méteno

infraervené spektrum kapilarni vrstvy takto ziskané suspenze. [3]

3.4.2 Reflexni méreni
Pro eliminovéani v nékterych ptipadech pomérné narocné piipravy vzorkd pro transmisni
meéfeni se Casto vyuzivaji reflexni méteni. Méfeni je moZno provadét s vyuzitim spekularni

reflektance, metodou zeslabeni uplného odrazu nebo metodou difuzni reflexe.
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Metoda zeslabeni uplného odrazu

Tato metoda vyuziva jevu, kdy dochazi k uplnému odrazu zatreni prochdzejiciho prostie-
dim s vyssi optickou hustotou pti dopadu na mezifazi s prostfedim s niz§im indexem lomu

- pokud zatreni dopada pod uhlem vétsim nez je kriticky tthel dopadu.

Pti méfeni ¢ast zafeni pronikne do hloubky nékolika pm, pficemz dojde k absorpci téch
vinocti, jez odpovidaji pfisluSnym vibracnim frekvencim molekul vzorku. Odrazené ze-

slabené zaieni je vyhodnoceno a je ziskano odpovidajici absorp¢ni infracervené spektrum.

[3]

Spekularni reflektance (metoda zrcadlového odrazu)

Podstatou této metody je zrcadlovy odraz od povrchu vzorku. Metodu lze v zdsad¢ vyuzit
ve dvou moddech. Lze sledovat ptimou reflexi na zrcadlovych povrsich, nebo pro méteni
tenkych filmt na povrsich, které zafeni odrazi. Spektrum ziskané piimou reflexi se 1isi od
transmisniho spektra, 1ze je ale Kramersovou-Kronigovou transformaci na transmisni spek-

trum pievest. [21]

Ve druhém modu prochazi zafeni tenkou vrstvou filmu na povrchu odrazivého materiélu,
od jehoZ povrchu se odrazi zpét, znovu projde vrstvou filmu a vystupuje do prostoru. Zate-
ni tedy prochazi vzorkem dvakrat, coz mé za nasledek zvyseni citlivosti metody v porov-

nani s klasickou transmisni technikou. [21]

Metoda difuzni reflexe

V této metode je vyuzivano faktu, Ze pti dopadu zareni na vzorek dochdzi ¢astecné k odra-
zu zafeni a ¢astecné ke vstupu paprsku pod povrch vzorku. Odrazeny paprsek je pak tvoren
dvéma slozkami — spekularni slozkou a difuzni slozkou. Spekuldrni slozka je zareni odra-
zené od povrchu vzorku. Difuzni slozka je ¢ast zareni, kterd pronikd pod povrch vzorku,
pficemz dochazi k rozptylu zareni a ¢aste€né absorpci zafeni molekulami vzorku a az poté
dochézi k vystoupeni takto difuzné€ rozptyleného zafeni. Spekularni paprsek naruSuje di-
fuzni spektrum, proto je tato slozka zareni potlacovéana. Vyuziti difuzniho odrazu pro kva-
litativni stanoveni je komplikovano faktem, Ze neexistuje linearni vztah mezi intenzitou

absorpCnich past a koncentraci. [21]
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4 VYUZITI INFRACERVENE SPEKTROMETRIE

Infracervena spektrometrie ma Siroké uplatnéni jak v kvalitativni, tak i v kvantitativni ana-

lyze. Metodu lze vyuzit pro stanoveni vzorka vSech skupenstvi.

4.1 Kbvalitativni analyza

Kvalitativni analyza vzork metodou infracervené spektrometrie je zalozena na pfitomnos-
ti dvou charakteristickych oblasti v ramci infradervenych spekter — oblasti charakteristic-

kych skupinovych vibraci a tzv. oblasti otisku prstu.

4.1.1 Oblast charakteristickych skupinovych vibraci

Tato oblast je vyuzivdna pfi strukturni analyze zkoumané latky a lezi pfiblizn€ v rozmezi
vlno¢tl 4000 — 1600 cm™. Ur¢ité vibrace mohou byt omezeny na uréitou funkéni nebo
strukturni ¢ast molekuly, atomy v této ¢asti molekuly jsou pak pfi vibraci jen velmi malo
ovlivnény zbytkem molekuly. Absorpéni pasy odpovidajici t€mto vibracim jsou pak cha-
rakteristické pro danou funk¢ni nebo strukturni jednotku v infracervenych spektrech riz-
nych latek. Ptiklady nékterych charakteristickych absorpcnich past jsou uvedeny v tabulce
¢. 4.1

Tabulka ¢. 4.1: Charakteristické infracervené absorpcni pasy vybranych funkcnich skupin
[22]

A 4 4 r A 4 4 r
Funk¢ni skupina bsorpc:n pas Funk¢ni skupina bSOl‘pCill pas
(cm™) (cm™)
Karbonylové slouceniny
=C-H 3300 1670 - 1780
C=0
Cc=C 2100 — 2260 - aldehyd 1730
C-Cl 600 — 800 - keton 1715
C-Br 500 — 600 - esterova skupina 1735
O-H 3400 — 3650 - amidova skupina 1690
Cc-O 1050 - 1150 - karboxylova kyselina 1710
N-H 3300 — 3500 NO: 1540

Hodnoty téchto charakteristickych past byly stanoveny empiricky, Sitka intervalu vinocti

je dana ovlivnénim vibrace dané funkéni skupiny nebo strukturni jednotky zbytkem mole-
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kuly. Na zaklad¢ pfitomnosti, respektive nepfitomnosti téchto charakteristickych absorpc-

nich past pak lze usuzovat na strukturu zkoumané molekuly.

4.1.2 Oblast otisku prstu

Komplexni &ast spektra lezici pfiblizné v rozmezi vlnoéti 1500 — 400 cm™ je nazyvana
oblast otisku prsti. V této oblasti jsou obsazeny nékteré charakteristické pasy pro urcité
vazby. Zéaroven zde lezi i absorp¢ni pasy odpovidajici fadé moznych vibracnich médu jed-
notlivych molekul. Tyto pasy nelze jednoznacné priradit jednotlivym vazbam nebo funkc-
nim skupindm, jde o vibrace delokalizované, které nejsou projevem pouze jednotlivé

funkéni skupiny nebo vazby, ale samotné molekuly jako celku. [3], [22]

Pokud maji dva rizné vzorky shodnou absorp¢ni oblast v tomto rozmezi vlnoctd, tak je lze
s velmi vysokou pravdépodobnosti povazovat za totozné. Tuto oblast spektra Ize vyuZit pro

identifikaci nezndmych latek s vyuZzitim spektralnich knihoven. [22]

4.2 Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza obdobné jako ostatni spektralni metody vyuzivd Lambertova-

Beerova zakona, ktery I1ze definovat vztahem:

0= 0,.10"c (4.1)
ktery lze po zavedeni vztahu 1.4 zjednodusit na:

A= ¢.c.l (4.2)

kde ¢ je molarni absorp¢ni koeficient, ¢ je koncentrace a / je délka absorbujiciho prostfedi.

Mnozstvi analytu se pak nasledn¢€ vyhodnocuje na zakladé sestrojené kalibra¢ni kiivky.

Platnost Lambertova-Beerova zdkona je omezena na transparentni vzorky, u kterych lze
vyloucit rozptyl zafeni ve vzorku, neni tedy pouzitelny pro stanoveni kalnych vzorkd a

obecné vzorki u kterych tento rozptyl hrozi, jako jsou napt. biologické materidly. [15]

U viceslozkovych smési, u nichz analyzovany vzorek obsahuje vice analytii absorbujicich
ve stejné oblasti vinovych délek, je nutné vyuzit statistické a matematické modely pro zis-
kani pozadovanych dat. Nejcastéji jsou vyuzivany metody multivariantni kalibrace a mul-
tivariantni klasifikace. Multivariantni kalibrace je obecné vyuZivana pro nalezeni vztahu
mezi dvémi sadami dat, v tomto piipad¢ jde obvykle o data ziskand pomoci standardnich

laboratornich méfeni a data ziskand méfenim infraervenou spektrometrii. [15]
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4.2.1 Kalibra¢ni modely

Kvalita kalibraéniho modelu je siln€ ovlivnéna poctem kalibra¢nich vzorkd, které byly
pouzity pro danou analyzu, obvykle s riistem poctu pouzitych kalibra¢nich vzorku je zis-
kana robustnéjsi kalibracni zavislost. Vzorky, pouzité pro kalibraci musi byt zvoleny tak,
aby dobfe vystihovaly zamysleny rozsah pouziti kalibrace. Musi tedy co nejvice vystihovat
variabilitu v§ech proménnych, které kalibraci ovliviiuji, pfi¢emz kalibra¢ni vzorky by mély

byt distribuovany rovnomérné v daném rozsahu meéteni. [15]

Pro analyzu spektralnich dat jsou vyuzivany metody vhodné pro analyzu souborti dat
s velkym poctem proménnych. Vyuzivany jsou metody regrese hlavnich komponent - PCR
(principal component regression) a metoda ¢aste¢nych nejmensich ¢tverct - PLS (partial
least squares). Ob¢ tyto metody jsou zaloZeny na konverzi pivodnich proménnych na tzv.
latentni proménné, které jsou linedrni kombinaci pivodnich proménnych. Pivodni velky

pocet proménnych je tak redukovan na mensi pocet novych proménnych. [23]

Metoda PCR zahrnuje analyzu hlavnich komponent, pficemz jsou pivodni proménné re-
dukovany na relevantni proménné — tzv. hlavni komponenty s cilem snizit celkovou varia-
bilitu dat [24]. Nasledné je provedena vlastni regrese na hlavnich komponentach, tedy
kalibrace zavisle proménné — koncentrace dané latky — pomoci metody nejmensich ¢tverct

aplikované na zvoleny podsoubor hlavnich komponent. [23]

Metoda ¢astecnych nejmensich ¢tvercti (PLS) je v porovnani s metodou PCR vyhodnéjsi
v tom, Ze se pii konstrukci modelu zaméfuje pouze na zdroj variability ve spektru, ktery
koreluje s koncentraci dané latky. Jsou tedy eliminovany mozné zdroje variability v datech,
které jsou zplisobeny zahrnutim do konstrukce modelu vSech hlavnich komponent v meto-
dé PCR. Neékteré z téchto komponent mohou popisovat zdroj variability v datech, ktery
neni ovlivilovan koncentraci a mohou tedy negativné ovlivnit predikci daného modelu.

[15], [23]

Velmi dalezitym krokem pii metodé PLS je vybér poctu latentnich proménnych (faktort),
které¢ budou pfi tvorbé kalibracniho modelu pouzity. Pokud je zvolen nedostatecny pocet
faktorii, dochazi ke ztraté relevantnich dat a vytvoifeny model neni spolehlivy. Naopak pfi
prili§ velkém poctu faktorti je do modelu vnaSen i spektralni Sum, coZ ma za nasledek

zhorSenou predikéni schopnost daného modelu. [15]

Optimalni pocet PLS faktori lze ur€it s vyuzitim cross-validacni statistiky. Lze pouzit

funkci PRESS (predicted residual error sum of squares) ptepsanou vztahem [25]:
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PRESS = ¥ (6 — ¢;)? (4.3)

kde n je celkovy pocet pouzitych vzorki, ¢; je odhadovana koncentrace, c; je referencni
koncentrace i-t¢ho vzorku vynechané¢ho z kalibrace pii cross-validaci. Optimalni pocet
faktort pak Ize zvolit jako pocet faktorti odpovidajicich minimum hodnoty funkce PRESS.
[26]

4.3 Infracervena spektrometrie v potravinarstvi

IR spektrometrie se v potravinafstvi za¢inala uplatiiovat jiz od 80. let minulého stoleti, kdy
byla vyuzivana pro analyzu riznych slozek potravin napft. tukd, bilkovin a vlhkosti v mase,
mléce a ovoci a zelenin€ [27]. IR spektrometrie ma potencialné velmi Sirokou Skalu pouziti
1 v soucasnosti, pfedev§sim NIR spektrometrie kterd je obzvlasté¢ vhodné pro vyuziti v mlé-
karenském primyslu diky svoji schopnosti pouziti pro analyzu ctyfech zakladnich slozek
mlécnych vyrobkl — bilkovin, tuku, vody a sacharida [28]. Tradi¢ni metody stanoveni vlh-
kosti, tuku, bilkovin nebo laktéozy v mléku jsou ¢asové a finan¢né naro¢né, vyhoda NIR
spektrometrie spo¢iva v tom, Ze umoznuje pifimé stanoveni jednotlivych parametri bez

ptedchozi Gpravy vzorki a bez pouziti drahych chemikalii [29].

Vyuziti NIR spektrometrie nachdzi pii nedestruktivnim on-line méfeni kvality ovoce.
V transmisnim uspofadani byla NIR spektrometrie pouZita naptiklad pro odhalovani vniti-
niho hné&dnuti [30] a detekei vnitiniho plesnivéni u jablek [31]. Metoda byla rovnéz pouZzita

pro tfizeni peckovin na zakladé celkového obsahu rozpustnych latek [32].

NIR spektrometrie se ukazuje byt jednou z nejefektivnéjSich metod pro urovani kvality
masa a masnych vyrobku [33], byly publikovany ¢lanky zabyvajici se vyuzitim této meto-
dy mimo jiné pro stanoveni obsahu intramuskularniho tuku ve veptovém [34], [35], [36],
hovézim [35], [36] a dribezim mase [37], [38]. Dale bylo zkouméno vyuziti metody pro
klasifikaci vepfového masa dle schopnosti vazat vodu [39], klasifikaci Sunky na zékladé
textury a barvy [40], hodnoceni kutfeciho masa [41], [42]. Metoda v uspofaddani hyperspek-
tralniho zobrazovani byla pouzita pro hodnoceni schopnosti vazat vodu u lososiho [43] a
hovéziho masa [44] i pro posouzeni obsahu vody a obsahu bilkovin u Spanélskych vare-

nych Sunek [45].

Byla studovana tada aplikaci NIR reflexni spektrometrie, kterd byla pouZita pro analyzu
Skrobu, bilkovin, vody a popelovin v ryzi [46] a pSenici [47], pro analyzu obsahu bilkovin,

vody a dalsich slozek v kukufici a s6jovych bobech [48]. Bylo zkouméno vyuziti této me-
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tody pro stanoveni obsahu cukru v ovoci, konkrétné broskvich [49], hruskach [50] a jabl-
cich [51]. Déle byly zvefejnény publikace zkoumajici vyuziti této metody pro stanoveni
urcitych slozek mléka a mlécnych vyrobkl, zejména tuku, bilkovin, laktézy a vlhkosti

v syru [52], mléce [53] a syrovatce [54].

Fagan et al. (2009) se zabyval vyuzitim NIR spektrometrie pro stanoveni vlhkosti a obsahu
tuku v syfeniné a syrovatce béhem vyroby syrt [55]. Kawasaki et al. (2008) vyuzil metodu
pro pfimou kontinuélni analyzu syrového mléka v automatickém dojicim robotovi — zkou-
man byl obsah tuku, lakt6ézy a bilkovin [56]. Obdobn¢ zamétrené stanoveni provadél Melf-
sen et al. (2013) pro syrové mléko ziskané z vice farem v pribchu Sesti mésict [57].
V obou pripadech byl ziskan robustni kalibraéni model piedevsim pro stanoveni tuki, kde
byla ziskéna kalibrace s R? 0,96, respektive 0,99 ziskany Melfsen et. al. Poptavku po lev-
ném spolehlivém senzoru pro on-line kontrolu kvality mléka reflektoval Brennan et al.

(2003) v praci zamétené na vyvoj mikro NIR spektrometru pouzitelného pro tento typ ana-
lyzy [58].

Rovnéz bylo zkoumdno vyuziti NIR spektrometrie pro stanoveni vlhkosti v suSenych
mlécnych vyrobcich. Byly publikovany c¢lanky zabyvajici se stanovenim vlhkosti

v suSeném odtucnéném i plnotucném mléce a suSeném podmasli [59].

Nufiez-Sanchez et al. (2016) pouzil NIR spektrometrii pro analyzu profilu mastnych kyse-
lin v kozim mléce, pficemz nejlepSiho vysledku doséhl pii stanoveni celkového obsahu

nasycenych mastnych kyselin s R? odpovidajicim 0,78 [60].

Paucean et al. (2017) metodu pouzil pro stanoveni obsahu kyseliny mlééné produkované
bakteriemi mlééného kvaseni pficemz koeficient determinace R? ziskaného kalibra¢niho

modelu byl 0,986 [61].

Shao a He (2009) se zabyvali pouzitim NIR pro stanoveni celkového obsahu rozpustnych
latek a hodnoty pH jogurtu, pfi¢emz dosaZeny korela¢ni koeficient kalibrace pro celkovy
obsah rozpustnych latek byl 0,9427 a pro pH 0,9208 [62]. He at al. (2006) pfi stanoveni
pH obdobnou metodou doséhl korela¢niho koeficientu 0,890 [63].

Shao et al. (2007) v dalsi praci rovnéz zkoumal vyuziti NIR pro stanoveni kyselosti a ob-
sahu cukru v jogurtech, kdy dosahl s vyuzitim metody PLS korela¢niho koeficientu 0,91
pro obsah cukru a 0,90 pro kyselost jogurtii [64].
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo vytvofeni databaze NIR spekter vybranych kysanych
mlécnych vyrobkl, provedeni analyzy téchto spekter a prozkoumani moznosti vyuziti in-
fraCervené spektrometrie v blizké oblasti spektra pro stanoveni vybranych parametri mléc-
nych vyrobkii — obsahu tuku, bilkovin, suSiny, titra¢ni kyselosti a pH. Pro analyzu byly
pouzity vzorky jogurtli bilych, smetanovych, feckych a jogurti feckého typu z trzni sité 1

vzorky jogurtii a jogurtovych mlék vlastni vyroby v Sirokém rozmezi tucnosti.

Pro teoretickou ¢ast prace byly stanoveny dil¢i cile a to popsani principu infracervené
spektrometrie, jejiho experimentalniho usporadani a vyuziti v potravindiském prumyslu.
Dale pak popis technologie vyroby vybranych typit mléénych vyrobka a popis principu

tvorby kalibra¢nich modeli.

Dil¢imi cili pro praktickou ¢ést prace byli provedeni zdkladniho chemického rozboru jed-
notlivych vzorkd a prométeni téchto vzorki pomoci NIR spektrometrie ve dvou rezimech
meéfeni, na zadklad¢ ziskanych tdaji pak vytvoteni kalibra¢nich modelt pro stanoveni za-
kladnich slozek pouzitych mléénych vyrobkl pro oba méfici rezimy a v poslednim kroku
vyhodnoceni ziskanych vysledkd, jejich porovnani mezi sebou a s dostupnou literaturou a

posouzeni vyuzitelnosti ziskanych vysledki.
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6 MATERIALY A METODIKA

6.1 Vzorky a chemikalie

Pro analyzu byly pouzity jednak vzorky bilych neochucenych jogurtl komeréné dostup-
nych v trzni siti v Sirokém rozmezi tu¢nosti od jogurtii se snizenym obsahem tuku po sme-
tanové jogurty, a jednak byly pouzity i pfipravené vzorky vlastni vyroby. V tabulce €. 6.1
je uveden ptehled jogurtli zakoupenych v trzni siti, které byly pouzity pro jednotliva stano-

veni, spolené s vyrobcem na obalu deklarovanymi hodnotami obsahu tuku a bilkovin.

Tabulka ¢. 6.1: Prehled pouzitych vzorku bilych jogurtii z trZni sité

Znatka Nazev VyZivové udaje na 100g
Tuky Bilkoviny
A Skyr 0,1 12
B Bily jogurt 3,8 3,8
C Bily jogurt selsky 3,7 4
D Skyr natural 0,1 12
E Recky jogurt bily se snizenym obsahem tuku 0,3 10
F Bily jogurt se snizenym obsahem tuku 1,5 4,5
G Bily jogurt 2,7 4,9
H Bily jogurt 3,1 4,3
I Bily jogurt 3,1 4,8
J Bily jogurt s bifidokulturou 3,4 4,5
K Selsky jogurt bily s kulturou BIFI 3,8 3,7
L Recky jogurt bily 5 8,4
M Jogurt feckého typu 9,4 3,3
N Smetanovy jogurt 10,2 3,5
0 Smetanovy jogurt 10,2 3,5

Pro méfeni byly rovnéZ pouzity vzorky vyrobené v laboratofi Ustavu technologie potravin,
které byly pfipraveny smisenim odtuénéného mléka a smetany na poZzadovanou tucnost a
nasledné zakysany jogurtovou kulturou Lacrum obsahujici kultury Streptococcus saliva-
rius subsp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Takto pfipravené
vzorky byly pfipraveny v rozmezi tucnosti 0,5 % do 10 % s krokem 1 % od obsahu tuku 1

% vyse.
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Pouzité chemikalie
V ramci provedenych stanoveni byly pouzity nize uvedené chemikalie:

- Hydroxid sodny

- Kyselina sirova 96%

- Peroxid vodiku

- Katalyzator Na;SO4/CuSOs4-5H20
- Indikator Tashiro

- Kyselina borita

- Kyselina chlorovodikova

- Hexan

- Deionizovana voda

6.2 Pristroje

Mg¢feni infracervenych spekter bylo provadéno na piistroji HK 10 particuLAB od vyrobce
Harrer & Kassen GmbH. Pfistroj je zalozen na méfeni difuzni reflexe, zdrojem zéieni je

halogenové lampa a pfistroj vyuziva detekci pomoci diodového pole.

Pro vyhodnocovani naméfenych spekter byl pouZzit program Specter v. 4.0 dodavany stej-

nym vyrobcem.

PouzZivana deionizovand voda byla vyrabéna v laboratofi na pfistroji Aqua MAX-Ultra

System od vyrobce Younglin Instrument Co. Ltd.
Dale byly pouZity tyto pfistroje:

- Analytické vahy LA214 (VWR International, CR)

- Vahy PLJ (Kern, CR)

- Ptenosny pH metr HI 99161 (HANNA Instruments, USA) a pH metr pHSpear (Eu-
tech Instruments, USA)

- Lyofilizator ALPHA 1-4 LSC, CHRIST (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen,
Némecko)

- Susarna BMT Venticell (Brnénska medicinska technika, CR)
Mineralizator Digesdahl model 23130-20 (HACH, USA)

- Destilacni pfistroj (Behr, Némecko)

- Minititrator pro analyzu mléka HI-84529 (HANNA Instruments, USA)
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6.3 Referencni stanoveni

Pro sestrojeni jednotlivych kalibra¢nich modeltl bylo nezbytné provedeni referen¢nich sta-
noveni obsahu sus$iny, tuku, bilkovin, hodnoty pH a titracni kyselosti vzorkt jogurtii a jo-

gurtovych mlék.

6.3.1 Stanoveni obsahu celkové suSiny

Susina byla stanovena susenim vzorku smisené¢ho s piskem do konstantni hmotnosti. Kaz-

dé stanoveni bylo provedeno ve 3 opakovanich pro kazdy vzorek.

Hlinikové misky obsahujici pisek a sklenénou ty¢inku na roztirani vzorku byly vysuseny a
nasledné zvazeny. Do takto pfipravenych misek byly nasledné ptiblizné€ presné odvazeny
3 g vzorku. Miska byla pomoci sklenéné tyCinky promichéna a umisténa do suSarny, kde

byla pfi teploté 102 °C susena do konstantni hmotnosti.

Z rozdilu hmotnosti byl obsah suSiny vypocten pomoci vzorce:

obsah susiny (%) = m%:no .100 6.1)
ve kterém je:
ms, hmotnost misky se vzorkem po suSeni
my hmotnost navazky vzorku
my hmotnost misky pied suSenim

6.3.2 Stanoveni obsahu tuku

Stanoveni obsahu tuku bylo provedeno metodou dle Soxhleta, tato metoda je zaloZena na
extrakei tuku ze vzorku nepolarnim rozpoustédlem, nasledném odpateni rozpoustédla a

zvazeni vyextrahovaného podilu tuku.

Vzorek 0,20 g byl navazen do extrakcni patrony, patrona byla utésnéna vatou a vlozena do
extraktoru. Do pfedem zvazené extrak¢ni banky s varnymi kulickami bylo pfilito 100 ml
extrakéniho ¢inidla hexanu. Baiika byla pomoci topného hnizda vyhiivana po dobu tii ho-
din. Po vychladnuti byla extrakéni baiikka na vakuové odparce odpafena do konstantni

hmotnosti a zvdzena. Kazdé stanoveni bylo provedeno ve tfech opakovanich.

Obsah tuku byl vypocten pomoci vzorce:
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-mg

obsah tuku (%) = ’”zm— .100 (6.2)
ve kterém je:
m, hmotnost extrak¢ni banky s tukem po odpaieni rozpoustédla
my hmotnost navazky vzorku
my hmotnost extrak¢ni banky s varnymi kaminky

6.3.3 Stanoveni obsahu bilkovin

Obsah bilkovin byl stanoven Kjeldahlovou metodou modifikovanou dle Behra. Principem
metody je mineralizace vzorku pomoci kyseliny sirové, pficemz je pomoci katalyzatoru
veskery organicky vazany dusik pieveden na siran amonny. Piebytkem hydroxidu sodného
je poté uvolnén amoniak, ktery je jiman do roztoku kyseliny borité a nasledné titraci vznik-

1€ho roztoku kyselinou. [65]

Pti vlastnim stanoveni bylo 0,25 g vzorku odvazeno do mineraliza¢ni zkumavky, poté bylo
pfidano 10 ml koncentrované kyseliny sirové, 0,5 ml peroxidu vodiku a 0,1 g katalyzatoru
tvofeného siranem sodnym a siranem méd’natym pentahydratem v poméru 10 : 1. Po pro-
michani byla mineraliza¢ni zkumavka vlozena do mineralizatoru a byla provadéna minera-
lizace pfi teploté 400 °C po dobu 1 hodiny. Po dokon¢eni mineralizace a vychladnuti mine-
raliza¢ni zkumavky byl jeji obsah kvantitativné pfeveden do odmérné baniky. Do destila¢ni
banky bylo odpipetovano 10 ml mineralizatu a spolu s baitkou obsahujici 50 ml 2% kyseli-
ny borité¢ byly vloZzeny do destilacniho pfistroje Behr. Do destilacniho pfistroje byl nasat
roztok 30 % hydroxidu sodného a byla provedena destilace. Po ukonceni destilace byly do
destilatu ptidany 3 az 4 kapky indikatoru Tashiro a obsah banky byl pomoci odmérného

roztoku 0,025 mol.I"! kyseliny sirové ztitrovan do Servenofialového zbarveni.

Obsah hrubé¢ bilkoviny pak byl vypocten dle vzorce:

mg (9) = MN-CH2504-V-fz-ft-ff (6.3)
ve kterém je:
Mn molarni hmotnost dusiku
CH2504 koncentrace odmeérného roztoku kyseliny sirové

A% spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové pfi titraci
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f, titracni faktor
fi titracni faktor
for piepocitavaci faktor dle druhu potraviny

6.3.4 Stanoveni pH

Me¢teni pH kazdého vzorku bylo provedeno v Sesti opakovanich v riznych mistech vzorku
a ruzné hloubce ponotfeni pH sondy. Za vyslednou hodnotu pH daného vzorku byla pova-

zovana primérnd hodnota z téchto Sesti méteni.

6.3.5 Stanoveni titra¢ni kyselosti

Stanoveni titracni kyselosti bylo provadéno s vyuzitim automatického titratoru
s potenciometrickou detekci dle modifikované metody ISO/TS 11869. S piesnosti na 4
desetinna mista bylo navaZeno 10 g dané¢ho vzorku s pfesnosti na 0,01 g, odvaZzené mnoz-
stvi bylo doplnéno deionizovanou vodou do takové vysky, aby byla méfici sonda titratoru
ponofena. Nasledné byl pfipraveny vzorek na automatickém titratoru za stdlého michani
ztitrovan odmérmym roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol.I"!. Stanoveni

bylo pro kazdy vzorek provedeno ve tfech opakovanich.

6.4 Meéreni infracervenych spekter

Infracervena spektra byla métena na infracerveném spektrometru HK 10 particuLAB vy-
robce Harrer & Kassen. Méfeni probihalo v modu diftzni reflexe v rozmezi vinovych
délek 925 — 1375 nm. VSechny méfeni byly provedeny ve dvou rliznych integracnich ca-
sech —7 x 12,5 ms a 8 x 12,5 ms. Celkova doba jednoho méfeni byla 30 sekund, pficemz

kazdé méteni bylo provedeno ve ¢tyfech opakovanich.

Integracni ¢as je doba, po kterou je zaznamenavano vlastni spektrum a ovliviiyje citlivost
proveden¢ho méfeni. S ristem integra¢niho ¢asu dochdzi k riistu vySky naméfeného spek-
tra, zaroven vSak narlistd 1 Sum méfeni a pfi dlouhém integratnim casu miize dojit az
k zahlceni detektoru, kdy jiZ nedochézi k zdznamu spektralnich informaci.

Vlastni méfeni bylo provadéno tak, ze dany vzorek byl nejprve dikladné promichan. Po

promichani byl nasledné pteveden do sklenéné Petriho misky, kterd byla vzorkem naplné-

na az po okraj. Povrch vzorku byl uhlazen noZem a ptebytecné mnozstvi vzorku bylo od-
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stranéno. Poté bylo provedeno vlastni méfeni IR spektra. Mezi jednotlivymi opakovanimi

byl vzorek v Petriho misce vzdy promichan.

6.5 Tvorba kalibra¢nich modelu

Po zméteni spekter vzorkli postupem uvedenym v predchazejici kapitole 6.4 bylo provede-

no sestrojeni kalibra¢nich modelli pro stanoveni jednotlivych parametrii danych vzorki.

Ziskané zaznamy spekter, jejichz ptriklad v nestandardizované forme je uveden na obrazku

¢. 6, byly nahrany do kalibracniho programu Specter.
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Obr. €. 6: Zaznam NIR spekter vzorkil jogurtl z trzni sité

Po nahrani spekter do kalibra¢niho podprogramu byly k jednotlivym zméfenym spektriim
zadany jejich referencni hodnoty stanovené pomoci metod popsanych v kapitole 6.3 a je-

jich podkapitolach.

Nasledné byl vybran mod standardizace naméfenych spekter. V ramci této prace byl pou-
zivan standardizacni mod ,,Special®, ktery kompenzuje i vliv stafi lampy a zmény
v barevnosti vzorkll na vysledné spektrum. Ptiklad standardizovaného spektra je uveden na

obrazku ¢. 7.
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Obr. ¢. 7: Standardizovany zaznam namétenych NIR spekter

V dalsim kroku

byla vybrana spektra, ktera byla vyuzita pro sestrojeni kalibrace a ktera

pouzita nebudou. 20 — 30 % nameéfenych spekter nebylo pouzito pro sestrojeni kalibrace,

tak aby mohly byt pouzity pro ovéteni sestrojeného modelu. Toto rozmezi je doporucova-

no vyrobcem pouzitého spektrometru.

Poté byl proveden vypocet poctu faktord PLS. V ramci této prace byla pouzita metoda vy-

poctu ,,CROSS“. V této metod¢ je proveden vypocet takovym zpiisobem, ze kazdy jednot-

livy vzorek je postupné z kalkulace vyloucen a kalibra¢ni model je piepocitan s vyuZitim

zbylych vzorki. Diky tomuto postupu 1ze pomoci funkce PRESS urcit optimalni pocet PLS

faktori. Tento pocet byl urcen tak, ze v tomto bod¢ méla hodnota funkce PRESS svoje

minimum. Ptiklad grafu zavislosti hodnoty funkce PRESS na postu PLS faktori je uveden

na obrazku ¢&. 8.
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Obr. €. 8: Zavislost hodnoty funkce PRESS na poctu PLS faktort pro kalibra¢ni model

tuku s integra¢nim ¢asem 8 x 12,5 ms

Na zéklad¢ zvolené¢ho poctu PLS faktort byl poté pfistrojem vypocitan kalibracni model
pro dany parametr. Ziskané kalibracni modely s jejich statistickymi charakteristikami jsou

uvedeny v kapitole 7.

6.6 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Pro validaci dat ziskanych na zakladé spektralnich méteni byla pouZita referencni stanove-
ni jednotlivych sledovanych parametri. Opakovand méteni ziskana pfi referencnich analy-
zach byla pouzita pro odhad stfedni hodnoty, kterd byla nasledné pouZita pfi sestrojovani

kalibra¢niho modelu v programu Specter.
Stiedni hodnota vysledkii referen¢nich stanoveni byla odhadnuta pomoci aritmetického
priméru vypocteného pomoci vztahu:

— 1

ve kterém je x; hodnota stanovované veli€iny pro i-té méfeni a n je poCet méfeni.

Smérodatna odchylka referencnich stanoveni byla pouZita pro charakterizaci piesnosti me-

feni, pfiCemZ byla vypoctena dle vztahu:
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n )2
5 = /Zl=1§+x) (6.5)

kde X je hodnota aritmetické priméru danych hodnot, x; je i-t4 hodnota a n je pocet prove-

denych méfeni.

Pro posouzeni ptesnosti vytvoiené¢ho kalibracniho modelu byl proveden vypocet stiedni
kvadratické chyby kalibrace (RMSEC) a stfedni kvadratické chyby validace (RMSEV).
RMSEC byla vypoctena pomoci vztahu:

Vs (®i—x;)?

Ncal

RMSEC = (6.6)

ve kterém n.,; je pocet méfeni pouzitych pro sestaveni kalibracniho modelu, X; je hodnota
parametru dané¢ho vzorku uréend pomoci kalibracniho modelu NIR a x; je referen¢ni hod-

nota dané¢ho parametru pro pfislusny vzorek.

Hodnota RMSEYV byla vypoctena pomoci vztahu:

Vs (®i—x;)?

Nyal

RMSEV = 6.7)

ve kterém n,,; je pocet méfeni pouzitych pro validaci — tyto métfeni nebyly soucasti dat
pouzitych pro tvorbu kalibracniho modelu, X; je hodnota parametru daného vzorku urcena
pomoci kalibraéniho modelu NIR a x; je referencni hodnota daného parametru pro pfislus-

ny vzorek.

Pocet PLS faktord — viz. kapitola 4.2.1 — byl stanoven pomoci funkce PRESS definované

vztahem 4.3 s vyuzitim programu Specter.

Rozdil mezi stftednimi hodnotami obsahu daného parametru stanovenymi pomoci referenc-
ni metody a NIR byl otestovan pomoci t testu na statisticky vyznamnou rozdilnost pomoci

vztahu:

| %NiR—%rer]

t = ————— (6.8)
s% s2
NIR , "Tef
NNIR Nyef
kde Nk a Nrer jsou pocty provedenych méfeni piisluSného stanoveni, Xyg a X jsou

primérné hodnoty pro stanoveni pomoci NIR respektive referencni metody a syjg @ Syef

jsou piislusné vybeérové smérodatné odchylky téchto stanoveni.
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7 EXPERIMENTALNI VYSLEDKY

V ramci této prace bylo provedeno stanoveni hodnot obsahu bilkovin, obsahu tuku a obsa-
hu suSiny ve vzorcich bilych neochucenych jogurt a jogurtovych mlék pomoci referenc-
nich méfeni. Nasledné bylo provedeno méfeni NIR spekter danych vzorkt, pficemz byla
NIR spektra métfena ve dvou rezimech — v rezimu s integraénim casem 7 x 12,5 ms a
v rezimu s integratnim ¢asem 8 x 12,5 ms. Hodnoty jednotlivych parametri ziskanych
pomoci piipravenych kalibracnich modelii na zdkladé NIR spekter byly vztazeny

k hodnotam referen¢nim pro posouzeni spolehlivosti vytvoreného kalibraéniho modelu.

Stanovené hodnoty titra¢ni kyselosti a zméfené hodnoty pH nebyly vyuzity pro tvorbu ka-
libraéniho modelu vzhledem k uzkému rozmezi hodnot téchto parametrii pro jednotlivé
vzorky. Tato stanoveni tedy slouzila pouze pro charakterizaci chemickych vlastnosti pouzi-

tych vzorki jogurtt.

7.1 Referenc¢ni stanoveni

Referenc¢ni stanoveni piesného obsahu susiny, obsahu tuku a obsahu bilkovin v jednotli-
vych vzorcich byly provedeny pomoci metod blize popsanych v kapitole 6.3 a ptislusnych

podkapitolach.

V tabulce €. 7.1 je uveden piehled stanovenych obsahi bilkovin, tuku a susiny ve vzorcich,
které byly zakoupeny v trzni siti. Tyto hodnoty byly néasledné vyuZity pti tvorbé kalibrac-
nich modelt jako referencni hodnoty, ke kterym byly vztazeny hodnoty stanovené na za-

klad¢ zmétenych NIR spekter téchto vyrobkii.
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Tabulka ¢. 7.1: Prehled obsahu bilkovin, tuku a susiny ve vzorcich jogurtii z trzni sité

Vzorek Obsah bilkovin Obsah tuku Obsah susiny
(%) (%) (%)

A 10,83+ 0,01 0,07+0,01 14,62 + 0,45
B 4,72 £0,17 3,92+0,04 13,39+0,18
C 4,24 + 0,03 3,49+0,12 13,84 +0,17
D 11,64 + 0,08 0,21+0,01 14,94 + 0,28
E 9,55+0,18 0,31+0,05 15,15+ 0,07
F 4,28 + 0,10 1,70+ 0,01 12,18+ 0,03
G 4,77 +0,11 2,62+0,03 13,17 +0,14
H 4,84 + 0,04 3,07 +0,03 13,9+0,28
| 5,48 £ 0,05 3,05+0,10 13,63 +0,16
J 4,32 £0,08 2,85+0,08 14,89 + 0,03
K 4,14 +0,10 3,44+0,12 13,27 + 0,16
L 7,45 10,08 4,85 +0,01 19,73 £0,20
M 3,77 +£0,10 9,14 +0,47 18,61+0,42
N 3,58 +0,03 10,34 + 0,06 20,09 £0,51
o 3,53+0,01 10,29 + 0,04 18,57 + 0,21

Porovnanim hodnot v tabulce ¢. 7.1 s hodnotami tuku a bilkovin deklarovanych jednotli-
vymi vyrobci pfimo na obalech vyrobkt, které jsou uvedeny v tabulce €. 6.1 je patrné, Ze
deklarované hodnoty obsahu tuku jsou pomérné v dobré shod¢ s hodnotami stanovenymi
pomoci referen¢nich metod. Nejvétsi rozdil mezi deklarovanou a namétenou hodnotou je u
vzorku J a ¢ini pfiblizné 0,5 %.

Hodnoty obsahu bilkovin jiz v tak dobré shodé s deklarovanymi hodnotami nejsou u vzor-

ki A, B a I ¢ini rozdil deklarované a stanovené hodnoty ptiblizné 1 %.

Obsah susiny po pfepocteni na tukuprostou susinu ve vsech ptipadech odpovida minimal-

nim legislativnim poZadavkiim na tento parametr uvedenym v kapitole 2.

Nameétené hodnoty obsahu bilkovin, tuku a suSiny pro vzorky vlastni vyroby jsou uvedeny
v tabulce €. 7.2. Tyto vzorky byly ptipraveny v Sirokém rozmezi tucnosti, tak aby byl zmé-

fenymi vzorky pokryt cely predpokladany rozsah kalibrace.
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Tabulka ¢. 7.2: Prehled obsahu bilkovin, tuku a susiny ve vzorcich jogurtit a jogurtovych

mlék viastni vyroby

Vzorek Obsah bilkovin Obsah tuku Obsah susiny
(%) (%) (%)

1 3,48+0,14 0,13+0,01 9,43+0,01
2 4,16 £ 0,12 0,75+0,04 9,91 +0,06
3 3,45+ 0,08 1,60 £ 0,03 10,92 + 0,01
4 3,35+0,07 2,24+ 0,15 11,86+ 0,12
5 3,41 +£0,08 3,07 £ 0,07 12,75+ 0,02
6 3,40+0,01 4,45+0,14 13,68 + 0,09
7 3,30+£0,03 5,12 £ 0,08 14,60 + 0,02
8 3,04+0,14 5,97 £ 0,07 15,49 + 0,05
9 3,22+0,11 7,26 £ 0,10 16,43 + 0,23
10 3,11+0,05 8,37+0,11 17,56 £ 0,31
11 2,99 +0,02 9,05+0,29 18,31+ 0,08

Hodnoty titracni kyselosti a hodnoty pH zméfené pro jednotlivé vzorky jsou shrnuty v ta-

bulce ¢&. 7.3.

Tabulka ¢. 7.3: Prehled nameérenych hodnot pH a titracni kyselosti (SH) ve vzorcich jogur-

t a jogurtovych mlék

Vzorek pH SH Vzorek SH
(°SH) (°SH)
A 4,41+0,01 58,65 + 0,07 1 4,22 +0,01 43,7+0,14
B 4,56 £ 0,01 36,40+ 0,01 2 4,20+ 0,01 43,95+ 0,07
C 4,46 £ 0,02 41,80+0,01 3 4,20+£0,01 44,95 + 0,07
D 4,41 +0,01 59,30+0,14 4 4,27 +£0,01 44,2 + 0,14
E 4,55+0,01 55,55+0,21 5 4,23+0,01 43,65 £ 0,07
F 4,70+ 0,01 38,75+0,35 6 4,24+ 0,01 41,8+ 0,01
G 4,65+0,01 38,00+ 0,42 7 4,26 £ 0,01 41,4 +0,01
H 4,37 £ 0,02 46,15 £ 0,07 8 4,24 £ 0,01 40,3+0,01
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Vzorek pH SH Vzorek pH SH
(°SH) (°SH)
I 4,33+0,01 41,73 +1,71 9 4,23 +0,01 40,20+ 0,01
J 4,64 + 0,02 39,9+1,20 10 4,21+0,01 38,70+ 0,28
K 4,57 £ 0,01 33,9+0,14 11 4,24 +0,01 36,15+ 0,07
L 4,55+ 0,01 48,25 + 1,06
M 4,29+ 0,01 34,75 +0,49
N 4,28 + 0,01 35,15+0,21
o) 4,30+ 0,01 32,55+0,35

Jak jiz bylo zminéno na zac¢atku této kapitoly hodnoty pH a SH nebyly vyuzity pro tvorbu
kalibra¢niho modelu. Hodnoty by bylo mozné pro ptipravu kalibraéniho modelu pouzit pti
zajisténi Sirsiho rozmezi hodnot téchto veli¢in, bohuzel z ¢asovych divodu vlivem poruchy

méficiho piistroje nebylo mozné tato méteni realizovat v ramci této prace.

7.2 Kalibra¢ni modely v médu s integracnim ¢asem 7x 12,5 ms

V ramci prace byly na zékladé¢ zméfenych NIR spekter jednotlivych vzorkl a jejich che-
mometrického zpracovani vytvoreny kalibraéni modely pro obsah tuku, suSiny a bilkovin.
V této kapitole jsou uvedeny ziskané kalibracnich modely pro jednotlivé veli¢iny zaloZené

na méticim médu s integracnim ¢asem 7 x 12,5 ms.

7.2.1 Kalibra¢ni model obsahu bilkovin

Kalibra¢ni model obsahu bilkovin byl pfipraven na zadklad¢ celkem 102 méfeni spekter
vzorkl jogurtli a jogurtovych mlék z trzni sité a vlastni vyroby. Pfi¢emz celkem 78 spek-
tralnich méteni bylo vyuZzito pro zhotoveni vlastniho kalibraéniho modelu a 24 méteni bylo
pouzito pro naslednou validaci tohoto modelu. Ziskanad korelace mezi obsahem bilkovin
stanovenym pomoci kalibraéniho modelu a hodnotami stanovenymi referencnim méfenim
je uvedena v grafu 7.1. Ziskané parametry této zavislosti jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.4,

pocet PLS faktorti byl stanoven pomoci funkce PRESS.
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Graf 7.1: Kalibra¢ni kiivka stanoveni obsahu bilkovin u vzork jogurtt

Graf korelace mezi obsahem bilkovin stanovenym pomoci NIR a obsahem stanovenym
referenéni metodou pro spektra nepouzitd pro tvorbu vlastni kalibra¢ni pfimky je uveden

v ptiloze P 1.

Vétsina hodnot obsahu bilkovin se pohybuje pfiblizné€ v rozmezi od 3 do 6 %. Toto je zp-
sobeno tim, ze prevazna ¢ast vzorkl z trzni sité¢ se pohybovala pravé v tomto rozsahu hod-
not obsahu bilkovin a pfipravené vzorky byly standardizovany na obsah tuku, nikoliv na

obsah bilkovin.

Tabulka ¢. 7.4: Parametry kalibracniho modelu bilkovin (integracni cas 7 x 12,5 ms)

Rovnice kalibrac¢ni R2 RMSEC RMSEV Pocet PLS
pFimky (%) (%) faktorti
y =0,9971x +0,0144 0,9969 0,1298 0,2317 12

7.2.2 Kalibra¢ni model obsahu tuku

Pro ptipravu kalibracniho modelu bylo pouzito 102 namé&fenych spekter vzorkil jogurtii a

jogurtovych mlék, z cehoz 78 spekter bylo pouzito pro kalibraci a 24 spekter pro validaci.

Korelace mezi obsahem tuku stanovenym pomoci kalibracniho modelu NIR a obsahem

tuku stanovenym pomoci referen¢ni metody je uvedena v grafu 7.2.
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Graf 7.2: Kalibra¢ni kiivka stanoveni obsahu tuku u vzork jogurtt

Kalibraéni model obsahu tuku byl stanoven v Sirokém rozmezi tucnosti, data jsou
v porovnani s kalibracni zavislosti bilkovin rovnomérnéji rozlozena podél kalibra¢ni ptim-
ky diky ptipravé vzorkil vlastni vyroby, jez byly pfipraveny v jednoprocentnim kroku
v rozmezi tucnosti 1 — 10 %.

Ziskané charakteristiky kalibracniho modelu a pocet PLS faktora jsou uvedeny v tabulce €.
7.5. Graf korelace mezi obsahem tuku stanovenym pomoci NIR a obsahem stanovenym

referencni metodou pro spektra nepouzita pro tvorbu vlastni kalibracni pfimky je uveden

v ptiloze P 2.

Tabulka ¢. 7.5: Parametry kalibracniho modelu tuku (integracni cas 7 x 12,5 ms)

Rovnice kalibraéni R2 RMSEC RMSEV Pocet PLS
pfimky (%) (%) faktora
y = 0,9985x +0,0065 0,9985 0,1175 0,3128 12

7.2.3 Kalibra¢ni model obsahu suSiny

Kalibra¢ni model obsahu suSiny byl vytvofen s vyuzitim 70 namétenych spekter, pfi¢emz

32 spekter bylo vyuzito pro validaci tohoto modelu.
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Korelace mezi obsahem susiny stanovenym pomoci NIR a obsahem stanovenym referencni

metodou je uvedena v grafu 7.3.
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Graf 7.3: Kalibra¢ni kiivka stanoveni obsahu susiny u vzorki jogurtti

Jak je zfejmé z grafu 7.3, vzorky pouzité pro sestrojeni kalibra¢niho modelu byly rovno-
mérné rozdistribuovany v rozsahu obsahu suSiny od pfiblizné 9 do 20 %. Ziskané charakte-
ristiky kalibra¢niho modelu a poc¢et PLS faktord jsou uvedeny v tabulce €. 7.6. Graf kore-
lace mezi obsahem suSiny stanovenym pomoci NIR a obsahem suSiny stanovenym refe-
rencni metodou pro spektra nepouzitd pro tvorbu vlastni kalibra¢ni pfimky je uveden

v ptiloze P 3.

Tabulka ¢. 7.6: Parametry kalibracniho modelu susiny (integracni ¢as 7 x 12,5 ms)

Rovnice kalibrac¢ni R2 RMSEC RMSEV Pocet PLS
pFimky (%) (%) faktort
y = 0,9954x + 0,0682 0,9956 0,1909 0,3039 13

7.3 Kalibra¢ni modely v mddu s integraénim ¢asem 8 x 12,5 ms

V této kapitole jsou uvedeny vysledné kalibraéni modely pro parametry obsah bilkovin,

obsah tuku a obsah suSiny ziskané v reZimu méfeni s integraénim ¢asem 8 x 12,5 ms.

Pocet spektralnich zaznamii pouzitych pro zhotoveni ptisluSnych kalibra¢nich modela byl

v tomto modu poniZen o spektra piipadajici vzorkim vlastni vyroby 10 a 11, ktera se
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v tomto rezimu méfeni dostala jiz na hranici maximalni citlivosti pfistroje. Proto tato spek-

tra nebyla v nasledujicich kalibracnich modelech brana v potaz.

7.3.1 Kalibra¢ni model obsahu bilkovin

Pro zhotoveni kalibratniho modelu bylo pouzito celkem 94 zmétfenych spekter, z ¢ehoz
celkem 63 spekter bylo pouzito pro vlastni kalibraci a 31 spekter pro naslednou validaci.
Ziskana korelace mezi hodnotami stanovenymi NIR a referencni metodou je uvedena

v grafu 7.4.
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Graf 7.4: Kalibrac¢ni kiivka stanoveni obsahu bilkovin u vzork jogurtii

Kalibra¢ni hodnoty jsou nahromadény pfiblizn€ v rozmezi obsahu bilkovin 3 - 6 %, divo-
dy jsou shodné jako jiz uvedené u kalibraéniho modelu bilkovin v moédu meéteni

s integracnim ¢asem 7 x 12,5 ms.

Charakteristiky tohoto kalibraéniho modelu a pocet PLS faktord jsou uvedeny v tabulce €.
7.7. Graf korelace mezi obsahem bilkovin stanovenym pomoci NIR a referencni metodou

pro spektra nepouzitd pro tvorbu vlastni kalibra¢ni pfimky je uveden v ptiloze P 4.

Tabulka ¢. 7.7: Parametry kalibracniho modelu bilkovin (integracni cas 8 x 12,5 ms)

Rovnice kalibracni R2 RMSEC RMSEV Pocet PLS
primky (%) (%) faktort

y=0,9793x + 0,1018 0,9793 0,3455 0,3713 8
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7.3.2 Kalibra¢ni model obsahu tuku

Kalibracni model obsahu tuku byl zhotoven na zikladé 94 spekter, z ¢ehoz celkem 64
spekter bylo pouzito pro vlastni kalibraci a 30 spekter pro naslednou validaci. Ziskana ko-
relace mezi hodnotami stanovenymi pomoci NIR a referencnim méfenim je uvedena

v grafu 7.5.
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Graf 7.5: Kalibra¢ni kiivka stanoveni obsahu tuku u vzorkl jogurtt

Charakteristiky kalibra¢niho modelu tukd s poétem PLS faktorti jsou uvedeny v tabulce €.
7.8. Ziskané charakteristiky jsou velmi blizké charakteristikim modelu ziskaného v modu

méfeni s integraénim casem 7x 12,5 ms.

Graf korelace mezi obsahem tuku stanovenym pomoci NIR a obsahem tuku stanovenym
pomoci referenéni metody pro vzorky nepouzité pro tvoru vlastniho kalibra¢niho modelu

je uveden v piiloze P 5.

Tabulka ¢. 7.8: Parametry kalibracniho modelu tuku (integracni ¢as 8 x 12,5 ms)

Rovnice kalibracni R2 RMSEC RMSEV Pocet PLS
pfimky (%) (%) faktora

y = 0,9984x + 0,0059 0,9982 0,1188 0,2514 14
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7.3.3 Kalibra¢ni model obsahu suSiny

Pro zhotoveni kalibra¢niho modelu suSiny bylo pouzito 94 zaznamenanych spekter,
z ¢ehoz celkem 63 spekter bylo pouzito pro vlastni kalibraci a 31 spekter pro validaci ka-
libracniho modelu. Ziskana korelace mezi hodnotami stanovenymi pomoci NIR a pomoci

referen¢ni metody je uvedena v grafu 7.6.
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Graf 7.6: Kalibra¢ni kiivka stanoveni obsahu susiny u vzorki jogurtti

Charakteristiky kalibra¢niho modelu tukd s poétem PLS faktorti jsou uvedeny v tabulce €.
7.9. Ziskané charakteristiky jsou velmi blizké charakteristikam modelu ziskaného v modu
méfeni s integraénim casem 7x 12,5 ms.

Graf korelace mezi obsahem suSiny stanovenym pomoci NIR a obsahem su$iny stanove-
nym pomoci referencni metody pro vzorky nepouZité pro tvoru vlastniho kalibraéniho mo-

delu je uveden v ptiloze P 6.

Tabulka ¢. 7.9: Parametry kalibracniho modelu susiny (integracni cas 8 x 12,5 ms)

Rovnice kalibracni R2 RMSEC RMSEV Pocet PLS
pfimky (%) (%) faktora

y =0,9947x + 0,0760 0,9947 0,1969 0,2495 12
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8 DISKUZE A VYHODNOCENI

Infracervend spektrometrie a obzvlasté infraCervené spektrometrie v blizké oblasti spektra
je velmi perspektivni metoda, ktera nachéazi uplatnéni v fad¢ oblasti, pficemz oblast potra-
vinatského primyslu v tomto ohledu neni vyjimkou. Jak bylo blize popséano v kapitole 4.3,
vyuziti NIR spektrometrie bylo zkouméno v cel¢ fad¢ potravinaiskych aplikaci vcetné
mlékarenského prumyslu. Byly publikovany ¢lanky zabyvajici se stanovenim tuku, bilko-
vin a laktézy v syrech, mléce a syrovatce. Cela fada publikovanych praci byla zamétena na
stanoveni riznych parametri v mléce, doposud vSak nebylo ve vétSim rozsahu zkouméno
vyuziti NIR spektrometrie v souvislosti s kysanymi mléénymi vyrobky, na které byla za-

méfena tato prace.

V ramci této prace byly vytvoreny kalibraéni modely pro stanoveni obsahu tuku, suSiny a
bilkovin v jogurtech a jogurtovém mléce. Dosazené statistické ukazatele vytvorenych ka-

libra¢nich modelti pro stanoveni zminénych tfech parametrti jsou uvedeny v tabulce €. 8.1.

Tabulka ¢. 8.1 : Statisticke ukazatele kalibracnich modelu

L. RMSEC RMSEV Poiet PLS
Parametr Integracni cas R? .
(%) (%) faktoru
7x12,5ms 0,9969 0,1298 0,2317 12
Bilkoviny
8x12,5ms 0,9793 0,3455 0,3713 8
7x12,5ms 0,9985 0,1175 0,3128 12
Tuk
8x12,5ms 0,9982 0,1188 0,2514 14
7x12,5ms 0,9956 0,1909 0,3039 13
Susina
8x12,5ms 0,9947 0,1969 0,2495 12

Na zaklad¢ uvedenych statistickych ukazateld 1ze konstatovat, Ze byly ve vSech ptipadech
ziskany velmi spolehlivé kalibra¢ni modely pro stanovované parametry. Toto bylo dale
potvrzeno pomoci otestovani rozdilnosti stfednich hodnot, v tomto ptipadé€ priméri, obsa-
hu bilkovin, tuku a suSiny stanovenych pomoci referen¢ni metody a pomoci NIR, pfi¢emz

nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi témito hodnotami.

V obou zvolenych integracnich casech bylo dosaZeno velmi dobré miry shody vysledkil

s hodnotami stanovenymi pomoci referencnich metod. Vyznamnéji odlisny koeficient de-
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terminace a stfedni kvadraticka chyba kalibrace je pouze u kalibracniho modelu pro bilko-

viny, v tomto pfipadé se ukazuje jako vhodné&jsi model s integracnim ¢asem 7 x 12,5 ms.

Nicméné je nutné brat v potaz fakt kdy — jak jiz bylo zminéno v kapitole 7.3 — s vyuzitim
integrac¢niho Casu 8 x 12,5 ms se jiz s vy$§imi hodnotami obsahu tuku v jednotlivych vzor-
cich, ptiblizn¢ od hodnot 9 — 10 % a vyse dostdvame jiz na hranici, kdy mtze dochazet
k zahlceni detektoru a metoda ztraci sviyj linearni dynamicky rozsah. Z tohoto diivodu se

v

jako vhodnéjsi jevi kalibra¢ni modely zaloZené na integracnim Casu 7 x 12,5 ms.

V oblasti mléka a mlénych vyrobkii byla NIR spektrometrie pouzita pro stanoveni obsahu
tuku v mléce, v této oblasti bylo publikovano vicero praci za vyuziti riznych metod méte-
ni, pfiCemz bylo dosazeno v priméru velmi dobrych vysledkd. Pii stanoveni tuku
v homogenizovaném mléce v modu reflektance bylo dosazeno kalibracniho modelu s koe-
ficientem determinace 0,997 se stfedni kvadratickou chybou kalibrace 0,05 %,
v transmisnim modu bylo dosazeno hodnot koeficientu determinace od 0,95 do 0,999 [66].
Laporte a Paquin dosahli velmi dobrych vysledki i pii stanoveni bilkovin v kravském mlé-
ce kdy v nehomogenizovaném mléce byl koeficient determinace 0,98 v homogenizovaném

pak 0,99 [67].

Melfsen et al. vytvofil kalibra¢ni model pro stanoveni tuku v syrovém mléce, pfi¢emz pa-
rametry kalibrace byly R? = 0,99 a RMSEC = 0,16 — 0,20 % [57]. Pfi stanoveni obsahu
mastnych kyselin v kozim mléce Nunez-Sanchez et al. dosahl nejlepSiho vysledku pro sta-

noveni obsahu mastnych kyselin s R* = 0,78 [60].

Pouziti metody NIR spektrometrie pro stanoveni obsahu tuku v syrech bylo rovnéz zkou-
mano v n€kolika pracich, pficemz byl vyuZzivin mod reflektance. Dosazené vysledky se
pohybovaly v rozmezi od R? = 0,94 po 0,99, pii¢emz RMSEC se pohybovalo v rozmezi
0,393 - 0,60 % [66].

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.3, v kysanych mlé¢nych vyrobcich bylo zkouméno vyu-
ziti NIR spektrometrie pro stanoveni celkového obsahu rozpustnych latek a hodnoty pH.
Korelacni koeficient kalibrace pro celkovy obsah rozpustnych latek byl 0,9427 a pro pH
0,9208 [62]. He at al. pfi stanoveni pH obdobnou metodou dosahl korela¢niho koeficientu
0,890 [63]. Shao et al. v dalsi praci rovnéz zkoumal vyuzZiti NIR pro stanoveni kyselosti a
obsahu cukru v jogurtech, kdy dosahl s vyuzitim metody PLS korela¢niho koeficientu 0,91
pro obsah cukru a 0,90 pro kyselost jogurtii [64].
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Porovnanim dosazenych vysledkil s vySe uvedenymi hodnotami publikovanymi jinymi
autory pro stanoveni stejnych i odliSnych parametra je patrné, ze byly v rdmci prace na-
vzdory pomérné nizkému poctu kalibracnich vzorki sestrojeny velmi kvalitni kalibracni

modely pro stanoveni obsahu tuku, bilkovin i suSiny.

Ziskané hodnoty koeficientu determinace, smérnice kalibracnich pfimek a stejné tak i po-
mérné nizké a vzajemné blizké hodnoty stfednich kvadratickych chyb kalibrace a validace
ukazuji na velmi dobrou spolehlivost vytvofenych kalibra¢nich modela. Které jsou v tomto

ohledu zcela srovnatelné s hodnotami publikovanymi jinymi autory.
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9 ZAVER
V ramci prace byla vytvorena databaze NIR spekter vzorkli kysanych mlécnych vyrobku

z trzni sit¢€ a vlastni vyroby. Na zakladé téchto spekter a provedenych chemickych rozbort

téchto vzorki byly sestrojeny kalibracni modely pro obsah tuku, bilkovin a suSiny.

Pivodné zamyslené sestrojeni kalibra¢nich modelt 1 pro hodnotu pH a titracni kyselost
nebyly sestrojeny z diivodu nedostatecné variability dat v jednotlivych vzorcich. Planova-
nou piipravu vzorkil o riazné kyselosti a zméieni jejich NIR spekter, tak aby bylo dosazeno
SirSiho rozmezi hodnot v téchto parametrech nebylo mozné zrealizovat z diivodu poruchy
meéficiho pristroje.

Ziskané kalibra¢ni modely je mozné dale rozSifovat pomoci rozsifovani S§kaly pouzitych
vzorkd, pfedevs§im piipravou vzorkl se standardizovanym obsahem bilkovin, tak aby byla

jejich distribuce v kalibraénim modelu rovnomérnéji rozprostiena.

Sestrojené kalibracni modely nicméné navzdory niz§imu poctu vzorkl vykazuji, predev§im
v modu méteni 7 x 12,5 ms, velmi dobrou spolehlivost, kterd by mohla byt vyuzita i praxi,
kde by se mohly uplatnit vyhody infracervené spektrometrie. Kterd umoznuje stanoveni
nekolika analyti v ramci jednoho méfeni, je nedestruktivni, a predev§im velmi rychlou
metodou — zaznam spektra vyzaduje pouze 30 sekund — coz vynikd zvIasté v porovnani

s konven¢nimi metodami stanoveni tuku, bilkovin a suSiny.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

NIR
MIR
FIR

IR
FTIR
PCR
PLS
KTJ
DTGS
TGS
RMSEC
RMSEV
SH
DLU

RZ

near infrared — blizk4 infracervena oblast

mid infrared — stfedni infracervena oblast

far infrared — vzdalena infracervenad oblast

Infracervena

infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

principal component regression - metoda regrese hlavnich komponent
partial least squares - metoda ¢astecnych nejmensich ¢tverct

kolonii tvofici jednotka

deuterovany triglycinsulfat

triglycinsulfat

root mean square error of calibration — stfedni kvadratick4 chyba kalibrace
root mean square error of validation — stfedni kvadraticka chyba validace
titracni kyselost

digital light units

koeficient determinace
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SEZNAM PRILOH
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Korelace mezi obsahem bilkovin stanovenym pomoci NIR a referen¢ni metodou pro spek-

tra nepouzita pro tvorbu kalibra¢ni pfimky. Integraéni ¢as 7 x 12,5 ms.
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Korelace mezi obsahem tuku stanovenym pomoci NIR a referen¢ni metodou pro spektra

nepouzita pro tvorbu kalibracni pfimky. Integracni ¢as 7 x 12,5 ms.
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Korelace mezi obsahem susiny stanovenym pomoci NIR a referen¢ni metodou pro spektra

nepouzitd pro tvorbu kalibraéni pfimky. Integracni ¢as 7 x 12,5 ms.
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Korelace mezi obsahem bilkovin stanovenym pomoci NIR a referenc¢ni metodou pro spek-

tra nepouZita pro tvorbu kalibra¢ni ptimky. Integra¢ni ¢as 8 x 12,5 ms.



PRILOHA P 5:

12
10
NIR 8 -
hodnoty
obsahu 6 -
tuku
(%) 4 -
2 -
0 m T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Referencni obsah tuku
(%)

Korelace mezi obsahem tuku stanovenym pomoci NIR a referen¢ni metodou pro spektra

nepouzita pro tvorbu kalibra¢ni pfimky. Integracni ¢as 8 x 12,5 ms.
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Korelace mezi obsahem suSiny stanovenym pomoci NIR a referencni metodou pro spektra

nepouzita pro tvorbu kalibracni pfimky. Integracni cas 8 x 12,5 ms.



