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ASSESMENT OF PHYSICAL AND CHEMICAL CHARACTERISTICS OF GOAT’S
COLOSTRUM USING FT-NIR SPECTROMETRY
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ABSTRACT

The aim of this work was the application of FT-NIR spectrometry on determination of some physical and chemical
characteristics of goat’s colostrum. Calibration models for content of proteins, totail solids, fat in total solids, fat, titratable
acidity and pH were developed. Samples (n = 182 to 194) were scanned in FT-NIR Analyzer and simultaneously analyzed
by standard methods. The spectra were measured in the transflectance mode (0.1 mm path-length) between 10 000 and 4
000 cm™. Calibration models were developed using the partial least squares (PLS) method. The following statistical values
were obtained: R (correlation coefficient) = 0.99 and SEC (standard error of calibration) = 0.39 for content of proteins, R =
0.95 and SEC = 0.92 for amount of total solids, R = 0.95 and SEC = 0.82 for content of fat in total solids, R = 0.81 and SEC
= 1.14 for content of fat, R = 0.89 and SEC = 1.43 for titratable acidity and R = 0.73 and SEC = 0.12 for pH. The results of
the study showed that FT-NIR is a suitable method for rapid analysis of some physical and chemical parameters of goat’s

colostrum.
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UVoD

,Mlezivem® se rozumi tekutina vylu¢ovana mléénymi
zlazami zvifat s mlécnou uzitkovosti 3 az 5 dni
po porodu, ktera je bohatd na protilatky a mineraly
a predchazi produkci syrového mléka (Nafizeni Komise
(ES) €. 1662/2006). Mlezivo je svym slozenim odlisné
od zralého mléka, predev§im obsahem vysokého
mnozstvi nutrietd a bioaktivnich komponent, které slouzi
k vyzivé mlad’at a téz k zajisténi pasivni imunity prvni
dny po porodu. Kolostrum a jeho specifické slozky jsou
Casto vyuzivany k vyrobé riznych vyzivovych doplik,
1kt ajako soucast nahrazek mlécné vyzivy jak pro
mlad’ata hospodarskych zvirat, tak pro lidi. Vedle toho je
kolostrum pro svoje jedineéné vlastnosti vyuZivano
i v kosmetickém pramyslu a biotechnologiich
(Pakkanen, Aalto, 1997; Vivo-Sese, Pla, 2007).
Spektrometrie v blizké infracervené oblasti vyuziva cast
elektromagnetického spektra ~ mezi  viditelnym
a infragervenym spektrem v rozsahu 4 000 — 12 500 cm™
(800 — 250 nm). Umoznuje ziskat informace o relativnim
obsahu a poméru C-H, N-H a O-H vazeb, které tvofi
organickou matrix v§ech potravin (Cozzolino, Corbella,
2003). Ve srovnani s klasickymi analytickymi metodami
je to metoda sensitivni, rychld a nedestruktivni,
s jednoduchou piipravou vzorku a umoziuje simultanni
stanoveni mnoha parametrd zjednoho naméfeného
spektra (Prieto et al., 2006). Pouziva se pro stanoveni
takovych parametri jako je obsah vody, sacharidd,
bilkovin a také elektrické vodivosti, pH a dalSich
fyzikalné-chemickych parametrit (Rodriquez-Othero et
al., 1997; Cozzolino, Corbella, 2003). Existuje mnoho
védeckych praci zabyvajicich se vyuzitim NIR
spektrometrie pro stanoveni laktdzy, proteinli, obsahu
tuku a dalSich parametri v mléce (Diaz-Carrillo et al.,
1993; Albanell et al, 1999; Laporte, Paquin, 1999;
Curda et al., 2002; Jankovska, gustovz’t, 2003).
Publikace zamétené na vyuziti NIR spektrometrie pro
analyzu abnormalnich mlék nejsou pfili§ Cetné.
Navratilova et al. (2006) se ve své praci zabyvaji

vyuzitim FT-NIR spektrometrie pro analyzu bovinniho
kolostra.

Cilem této prace bylo vytvofit kalibraéni modely pro
fyzikalné-chemické parametry koziho mleziva a zjistit tak
pouzitelnost moderni, rychlé a nedestruktivni metody, FT-
NIR spektrometrie, pro analyzu koziho mleziva.

MATERIAL A METODIKA

V této studii bylo provedeno vysetfeni vzoru koziho mleziva
(n = 182 az 194). Vzorky mleziva pochazely od zvitat ze
stagji ~ Kliniky = chorob  piezvykavcl,  Veterinarni
a farmaceutické univerzity Brno. Celkem bylo do pokusu
zahrnuto 34 koz. Mlezivo bylo odebirano ode dne porodu az
do patého dne po porodu v intervalu 24 hodin. Ve vzorcich
byly stanoveny nasledujici parametry: obsah bilkovin, tuku,
susiny, tukuprosté susiny, titra¢ni kyselost a aktivni kyselost.
VSechny parametry byly stanoveny jednak metodami
standardnimi a jednak pomoci FT- NIR spektrometrie.
Referenéni metodami bylo provedeno stanoveni bilkovin
podle CSN 57 0536 (1999), stanoveni tuku
acidobutyrometrickou metodou podle Gerbera dle CSN 57
0530 (1972), stanoveni susiny podle CSN 57 0530 (1972)
stanoveni suSiny vazkové, stanoveni titra¢ni kyselosti podle
CSN 57 0107 (1966), stanoveni aktivni kyselosti pomoci
digitalniho pH metru dle CSN 57 0107 (1966), stanoveni
tuku prosté susiny infracervenou absorp¢ni metodou pomoci
pfistroje  Bentley 2000 (Bentley Instruments, Inc.,
Minnesota, USA).

Pied mérenim na FT-NIR spektrometru byly vzorky zahtaty
na 40 °C ve vodni lazni, promichany, aby bylo zajiSténo
rovnomérné rozptyleni tukovych kuli¢ek a poté ochlazeny
na 20 °C. Méteni probihalo pti 20 °C. Kazdy vzorek mleziva
byl zméfen tiikrat a pro kalibraci bylo pouzito primérné
spektrum. NIR spektra byla méfena na spektrometru Nicolet
Antaris Near — IR Analyzer (Thermo Elektron Corporation,
Madison, USA) ve spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™
se 100 scany, se spektralnim rozlienim 8. Cas snimani
jednoho spektra se pohyboval okolo 1,5 min. Spektra byla
meéfena na integracni sféfe v rezimu reflektance s pouzitim
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transflektanéni kyvety o tloustce vrstvy 0,1 mm. Na
Obrazku 1 je zobrazeno spektrum koziho mleziva.
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Obriazek 1 Spektrum koziho mleziva

Namétena data byla zpracovana pomoci programu TQ
Analyst verze 6.2.1.509 metodou ¢asteénych nejmensich
¢tverci (PLS) a ovéfena pomoci kiizové validace
S pouzitim stejné sady vzorkl jako pii kalibraci. Pfi
tomto postupu byl vzdy vypustén jeden ze standardl
a ze zbylych kalibracnich dat byl vytvofen novy model,
ktery byl pouzit pro vypocet vektoru koncentraci
vypusténého standardu. Vypoctené odchylky
od deklarovaného obsahu slozek vypusténého standardu
byly statisticky vyhodnoceny (Mliéek et al., 2006). Pro
identifikaci odlehlych spekter a standardd byly pouzity
diagnostiky Spectrum Outlier a Levarage. Dale byl
zvolen optimalni pocet PLS faktord pro kalibraci
(PRESS). Diagnostika PRESS (Predicted Residual Error
Sum of Squares) zobrazuje, jak se hodnota sumy ctvercti
predikované zbytkové chyby méni s cislem faktort
pouzitych ke kalibraci kazdé slozky stanovované aktivni
metodou.

Vysledky analyz byly zpracovany programem Microsoft
Excel 2007. U vSech referennich ukazateld byly
vypocteny souhrnné statistické charakteristiky (pramer,
smérodatna odchylka, minimum, maximum).

VYSLEDKY A DISKUZE

Rozpéti referencnich hodnot pro vSechny parametry byla
vyjadiena pomoci smeérodatnych odchylek priméru
(Tabulka 1).

Tabulka 1 Hodnoty jednotlivych parametri zjisténé
referen¢nimi metodami

Parametr n Xumin Xnax X Sx

Bilkoviny (%) 193 0,42 20,16 5,13 2,64
Susina (%) 182 9,84 31,91 16,10 3,27
Tps (%) 193 2,58 26,18 10,36 2,86
Tuk (%) 193 1,42 11,63 5,93 2,09
pH 193 3,63 6,53 6,46 0,31
Titr.kys.(°SH) 194 4 28 847 364

Pomoci diagnostickych nastroji  Spectrum Outlier

a Levarage byly odstranény odlehlé standardy, u kterych
byly nepiesné stanoveny referencni hodnoty, nebo se
objevila spektralni odchylka. Kalibra¢ni modely pro
parametry obsah tukuprosté suSiny, obsah tuku a pH byly
vytvofeny bez pouziti derivace, pro parametr titrani
kyselost byla vyuzita prvni derivace a pro parametry
obsah bilkovin a celkovy obsah suSiny byla vyuzita

uprava druhou derivaci. Kalibratni modely pro vSechny
sledované parametry byly vytvofeny pomoci PLS algoritmu.
PLS vyuziva u vysetfenych vzorkl spektralni a soucasné
koncentracni  informaci ke  stanoveni latentnich
proménlivych PLS faktort v souboru dat (Serensen,
Jepsen, 1998). Nejvyssi pocet faktorti byl zaznamenan pro
pH (10 faktord), u parametru obsah bilkovin a obsah tuku
prosté susiny bylo zaznamenano 9 faktort, u obsahu susiny a
obsahu tuku bylo zaznamenano 6 faktori a u titracni
kyselosti 5 faktorti. Spolehlivost kalibraéniho modelu byla
ovéfena kiizovou validaci. Pro vytvofeni valida¢nich
modell byla pouZita stejna sada vzorkl jako pti kalibraci.
Kiizova wvalidace predstavuje pevnou zavislost mezi
hodnotami  referenénimi  a hodnotami  predikovanymi.
Pfesnost validace byla posouzena na zadklad¢ korelacnich
koeficienti validace (R) a standardnich chyb validace
(SECV) (Serensen, Jepsen, 1998) (Tabulka 2).

Tabulka 2: Kalibra¢ni a valida¢ni vysledky jednotlivych
parametri stanovené pomoci FT-NIR spektrometrie
Parametr Kalibrace Validace
R SEC CCVv R SECV PCV
Bilk. (%) 0,99 0,39 7,80 0,95 0,73 14,58
Susina (%) 0,95 0,92 5,75 0,91 1,21 7,60

Tps (%) 095 082 7,85 0,94 092 8,76
Tuk (%) 081 114 18,89 0,78 1,23 20,38
pH 0,73 012 1,77 0,63 0,13 2,03

Tkys.(°SH) 089 143 17,62 0,86 1,60 19,72
R — korela¢ni koeficient kalibrace nebo validace, SEC — standardni chyba
kalibrace, CCV (%) — kalibra¢ni varia¢ni koeficient, SECV — standardni
chyba cross validace, PCV (%) — predikéni varia¢ni koeficient

Na Obrazku 2 - 5 mizeme posoudit kalibra¢ni a validacni
vysledky pro stanoveni pH, bilkovin, suSiny a tuku.
V ptipad¢ plného piekryvani regresnich pfimek se jedna
0 pevnou zavislost. Dle posouzeni regresnich piimek bylo
nejlepsiho vysledku dosazeno pro parametr pH, kde jsou obé
primky témér v zakrytu.

Prekryvani regresnich pfimek je vSak jen jednim kritériem
pro vyhodnoceni vysledkd. Dal§imi ukazateli kvality
kalibracniho modelu je korelacni koeficient kalibrace, resp.
validace (R). V optimalnim piipadé se jeho hodnota blizi
Cislu jedna a zaroven jsou hodnoty korela¢niho koeficientu
pro kalibraci a korelacniho koeficientu pro validaci co
nejpodobngjsi. U parametru pH nebylo dosazeno tak
vysokych hodnot korelanich koeficientd jako u ostatnich
parametrti, ale pokud vezmeme v uvahu dal§i ukazatele
kvality kalibraéniho modelu, CCV a PCV (kalibra¢ni, resp.
predikéni variani koeficient), mtzeme konstatovat, ze
kalibraéni model pro tento parametr je velmi spolehlivy.
CCV a PCV udavaji miru spolehlivosti kalibrace NIR
pristroje pro rtzné parametry. Jejich zhodnocenim, kdy
CCV u sledovaného parametru nepiesahl hodnotu 5 %
a PCV hodnotu 10 % muzeme kalibraci i validaci posoudit
jako vysoce spolehlivé, pokud jeden z nich pfesahuje danou
hodnotu, jednd se o spolehlivy model a pokud oba
koeficienty ptesahuji dané hodnoty, jedna se o nespolehlivy
model (Albanell et al., 1999; Esbensen, 2003). Dle tohoto
hodnoceni bylo pro parametr obsah bilkovin, obsah susiny
a obsah tukuprosté susiny dosazeno spolehlivé kalibrace, pro
titratni kyselost a obsah tuku byla kalibrace nespolehliva.
Presto vSak je u téchto parametri z grafu patrnd plna
zavislost hodnot predikovanych NIR pfistrojem na
hodnotach ziskanych referenénimi metodami, v piipade tuku
se obé regresni piimky dokonce plné piekryvaji. Tato
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skutecnost je pravdépodobné zplsobena samotnym
souborem dat, kdy k plnému piekryvani ptimek ptispiva
fakt, Ze hodnoty tuku rovnomérne pokryvaji celé rozpéti
souboru dat. U ostatnich parametrti je z grafi patrné, ze
hodnoty nejsou rozmistény zcela rovnomérné. FT-NIR
spektrometrie neni primarni metodou, proto se u ryze
pfirodnich substanci s proménlivym slozenim, naplno
projevi vliv kvality vkladanych informaci na kvalitu
kalibracniho modelu.

U obsahu tuku a titracni kyselosti bylo dosazeno
vysokych korelacnich koeficientd kalibrace i validace,
z grafii je patrna plna zavislost regresnich pfimek, ale
CCV a PCV jednoznaéné¢ vypovidaji o nespolehlivosti
vytvofenych modeld. Tato nesrovnalost je zfejmé
zptisobena tim, ze mlezivo se od porodu az do patého
dne po porodu postupné méni v mléko a nékteré
parametry tedy mohou svymi hodnotami odpovidat spise
mléku nez mlezivu. Je tedy velmi obtizné fici, zda sekret
vylu¢ovany mléénou zlazou je ¢isté jen mlezivo nebo uz
mléko, zvlasté Ctvrty a paty den po porodu. Navic
v ramci jednoho vzorku se mohou hodnoty parametrii
lisit a ovliviji tak vzhled naméfenych spekter, ktera pak
nezapadaji do celého souboru dat. Ani pomoci diagnostik
Spectrum Outlier a Leverage nemohou byt takova data
vSechna vyloucena, jelikoz pii odstranéni pfili§ vysokého
mnozstvi odlehlych dat se vyrazné snizuje robustnost
celého modelu.

Navratilova et al. (2006) se ve své praci zabyvaji
vyuzitim FT-NIR spektrometrie v analyze kravského
mleziva. Se soubory dat o poctu vzorku 90 a 60 se jim
podafilo vyvinout pro parametry obsah suSiny, tuku,
tukuprosté susiny a bilkovin velmi spolehlivé kalibrace
apro parametr laktoza kalibraci spolehlivou. Ve své
praci vyuzivaji srovnani s publikacemi popisujicimi
vyuziti NIR spektrometrie pro hodnoceni mléka. Mlezivo
je vSak natolik unikdtni a svym obsahem mnoha
biologicky aktivnich latek natolik odlisné od normalniho
mléka, Ze ackoli majoritni slozky obou substanci jsou
totozné, slozky minoritni, pfedev$im obsah specifickych
funkénich bilkovin a predevSim jejich struktura maji
velky vliv na méfeni spekter a jejich vyhodnocovani
a tim ovlivnuji i vysledek celé kalibrace.
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Obrizek 2: Hodnoty pro parametr pH predikované
NIR proti hodnotam méfenym referen¢ni metodou
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Obrazek 3: Hodnoty pro parametr obsah bilkovin
predikované NIR proti hodnotim méfenym referené¢ni
metodou
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Obrazek 4: Hodnoty pro parametr obsah suSiny
predikované NIR proti hodnotaim méfenym referen¢ni
metodou
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ZAVER

Zhodnoceni vysledkl bylo provedeno na zaklad¢é korelace
mezi referencnimi hodnotami a hodnotami vypoctenymi
pomoci FT-NIR spektrometrie. Korela¢ni koeficienty (R)
se pfiblizuji hodnoté¢ 1, coz je pro pouzitelnost modelu
nejvhodnéjsi. Spolehlivost celého kalibraéniho modelu byla
posouzena na zakladé korelacnich variacnich koeficientd
(CCV) a predikénich variaénich koeficienti (PCV). Pro pH
byl ziskdn velmi spolehlivy kalibraéni model, pro obsah
bilkovin, suSiny a tukuprosté suSiny byly ziskdny modely
spolehlivé a pro obsah tuku a titra¢ni kyselost nebylo
dosazeno spolehlivych modelt. Vysledky studie naznacuji
vhodnost pouziti FT-NIR spektrometrie pro hodnoceni
fyzikaln¢ chemickych parametri mleziva, v zavislosti na
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kvalit¢ vstupnich dat, s poukazanim na dilezitost jejich
vybéru. Pro optimalizaci pouziti metody pro vysetfeni
mleziva by bylo vhodné nashromézdit dostatek dat
vramci jednotlivych dni od porodu a vytvorit tak
homogennéjsi soubory dat, které by byly podkladem pro
vyvoj kalibracnich modelii s vyssi spolehlivosti.

LITERATURA

ALBANELL, E., CACERES, P., CAJA, G., MOLINA,
E., GARGOURI, I., 1999. Determination of fat, protein
and total solids in ovine milk by near-infrared
spectroscopy. In Journal of AOAC International, vol. 82,
1999, p. 753-758.

COZZOLINO, D., CORBELLA, E.  200s.
Determination of honey quality components by near
infrared reflectance spectroscopy. In Journal of
Apicultural Research, vol. 1-2, 2003, p. 16 — 20.

CSN 57 0536. Stanoveni slozeni mléka infratervenym
absorp¢nim analyzatorem. 1999-02.

CSN 57 0530. Metody zkouseni mléka a tekutych
mléénych vyrobki. 1972-05.

CSN 57 0107. Metody zkouseni syrti, tvarohii, krémii a
pomazanek. 1966-06.

CURDA, L., KUKACKOVA, 0., NOVOTNA, M.,
2002. NIR spektroskopie a jeji vyuziti pii analyze mléka
a mléénych vyrobkd. In Chemické Listy, vol. 96, 2002, p.
305-310.

DIAZ-CARRILLO, E., MUNOZ-SERRANO, A,
ALONSO-MORAGA, A., SERRADILLA-MANRIQUE,
J.M., 1993. Near infrared calibrations for goat’s milk
components: protein, total casein, os, B- and k-caseins,

fat and laktose. In Journal of Near Infrared
Spectroscopy, vol.1, 1993, p. 141-146.
ESBENSEN, K., 2003. Multivariative analysis in

practise. [online] Publikovano 22. 4. 2003. [citovano 9.
12. 2010]. Dostupné z
<http:\www.spectroscopynow.com>.

JANKOVSKA, R., SUSTOVA, K., 2003. Analysis of
cow milk by near-infrared spectroscopy. In Czech
Journal of Food Science, vol. 21, 2003, p. 125-128.
LAPORTE, M.F.,, PAQUIN, P., 1999. Near infrared
analysis of fat, protein and casein in cow‘s milk. In
Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol. 47,
1999, p. 2600-2605.

MLCEK, J., SUSTOVA, K., SIMEONOVOVA, I,
2006. Application of FT NIR spectroscopy in the
determination of basic chemical composition of pork and
beef. In Czech Journal of Animal Science, vol. 6, 2006 p.
361-368.

NARIZENI KOMISE (ES) & 1662/2006 ze dne 6.
listopadu 2006, kterym se meéni nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, kterym se stanovi
zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny zivocisného
puvodu.

NAVRATILOVA P., L. HADRA, M. DRACKOVA, B.
JASTOVA, L. VORLOVA, L. PAVLATA., 2006. Use
of FT-NIR spectroscopy for bovine colostrum analysis.
In Acta Veterinaria Brunensis, vol. 75, 2006 , p. 57-63.
PAKKANEN, R., AALTO, J., 1997. Growth factors and
antimicrobial factors of bovine colostrum. In
International Dairy Journal, vol. 7, 1997, p. 285-297.
PRIETO, N., ANDRES, S. GIRALDEZ, F. J.,
MANTECON, A. R., LAVIN, P., 2006. Potential use of

near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) for the
estimation of chemical composition of oxen meat samples.
In Meat Science, vol. 74, 2006, p. 487 - 496.
RODRIQUEZ-OTHERO, J. L., HERMIDA, M.,
CENTENO, J., 1997. Analysis of dairy products by near
infrared spectroscopy: A review. In Journal of Agriculture
and Food Chemistry, vol. 8, 1997, p. 2815 — 28109.
SORENSEN, LK., JEPSEN, R., 1998. Assesment of
sensory properties of cheese by near-infrared spectroscopy.
In International Dairy Journal, vol. 81, 998, p. 863-871.
VIVO-SESE, I., PLA, M.D., 2007. Bioactive Ingredients in
Cosmetics, In: Amparo Salvador, Alberto Chisvert, Amparo
Salvador Carreno, Alan Townshend and Amparo Salvador
Carreno, Editor(s). Analysis of Cosmetic Products. 2007, p.
380-389.

Podékovani:

Prace vznikla za finanéni podpory vyzkumného zdmeéru
MSM6215712402  , Veterinarni  aspekty  bezpecnosti
a kvality potravin®,

Kontaktni adresa:

MVDr. Zuzana Prochazkova, Ustav hygieny a technologie
mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Veterinarni
a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1/3, 612 42
Brno, Ceska republika. Tel.. +420 541562 722, email:
zprochazkova@vfu.cz

Monika Platova, Ustav hygieny a technologie mléka,
Fakulta veterinirni hygieny a ckologie, Veterinarni
a farmaceutickad univerzita Brno, Palackého 1/3, 612 42
Brno, Ceska republika. Email: monikaplatova@centrum.cz

MVDr. Michaela Dragkova, Ph.D., Ustav hygieny
a technologie mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1/3,
612 42 Brno, Ceska republika. Tel.: +420 541 562 714,
email: drackovam@vfu.cz

Doc. MVDr. Bohuslava Janstova, Ph.D., Ustav hygieny
a technologie mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1/3,
612 42 Brno, Ceska republika. Tel.: +420 541 562 2712,
email: janstovab@vfu.cz

Prof. MVDr. Lenka Vorlova, Ph.D., Ustav hygieny
a technologie mléka, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého 1/3,
612 42 Brno, Ceska republika. Tel.: +420 541 562 2710,
email: vorloval@vfu.cz

ro¢nik 5

395 mimoriadne Cislo, februar/2011



