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Przeprowadzono walidacje metody oznaczania zawartosci biatka w mleku
petnym lub czesciowo odtluszczonym opartej na spektrofotometrii w podczer-
wieni z transformatq Fouriera (FTIR) z wykorzystaniem urzqdzenia MilkoScan
FT 120 firmy FOSS. Podstawowy material badawczy stanowito mleko krowie
dobrej jakosci oraz mleko wzorcowe. Przeprowadzone sprawdzenie udowodnito
wiarygodnos¢ tej metody analitycznej i wykazalo, ze spetniona ona wymagania
dotyczqce zaktadanych kryteriow.
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Badanie wtasciwosci fizyko-chemicznych mleka i produktéw mlecznych klasycz-
nymi metodami chemicznymi jest czgsto bardzo czaso- i pracochtonne, analitycznie
trudne, a wykorzystywane odczynniki dodatkowo niekorzystnie oddzialywuja na
srodowisko. Stad wprowadzane sa inne szybkie i doktadniejsze metody np. pracuja-
ce w oparciu o spektrofotometrie w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR).
Jest to instrumentalna metoda analityczna stosowana w zakresie podczerwieni
i tzw. dalekiej podczerwieni (25-1000-10° m). Promieniowanie polichromatyczne
jest dzielone na dwie wiazki. Po przejéciu jednej wiazki przez probke interferuje ja
z wiazka z tego samego zrodta, ktora jednak nie przeszta przez probke. Dzigki zmie-
niajacej si¢ w czasie roznicy drog optycznych docieraja one do detektora przesunigte
w czasie dajac interferogram. Tak uzyskana zaleznos$¢ natgzenia promieniowania od
réznicy drég optycznych wiagzek promieniowania zostaje przeksztalcona w widmo
(wykres zalezno$ci natgzenia promieniowania od dlugosci fali) (1). Wedlug normy
EN/PN 17025:2001 walidacja metod badawczych stosowanych w laboratoriach, jest
potwierdzeniem przez zbadanie i przedstawienie obiektywnego dowodu, ze zostaty
spetnione wymagania dotyczace zamierzonego zastosowania. Pojgcie walidacja me-
tody analitycznej obejmuje proces, ktory polega na eksperymentalnym udokumen-
towaniu stopnia wiarygodno$ci metody analitycznej i wykazaniu, ze metoda jest
przydatna do rozwiazywania danego zadania analitycznego (2, 3, 4).

Celem pracy bylo przeprowadzenie walidacji metody oznaczania zawartosci
biatka w mleku pelnym lub czgs$ciowo odttuszczonym opartej na spektrofotometrii
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w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR) z wykorzystaniem urzadzenia Mil-
koScan FT 120 firmy FOSS.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito:

* Mleko krowie dobrej jakosci o zawarto$ci biatka ok. 3,4%;

* Mileko surowe wzorcowe (Laboratorium Referencyjnym z/s w Paszniewie, ul.
Przysztosci 1, 05-804 Pruszkow);

* Lacprodan 80 nr katalogowy 4329611 firmy FOSS, preparat zawierajacy 80%
bialek serwatkowych;

* S-6060 Zero Liquide Concentrate nr katalogowy 6000656, ptyn zerujacy Mil-
koScan FT 120 firmy FOSS;

* S-470 Cleaning Agent, nr katalogowy 5310611 firmy LECO, $rodek myjacy
MilkoScan FT 120 firmy FOSS.

Wszystkie analizy wykonano z wykorzystaniem analizatora MilkoScan FT120
firmy FOSS dziatajacego wg metody FTIR (1). Mleko §wieze i zakonserwowane
dwuchromianem potasu byto poddane analizie po wcze$niejszym podgrzaniu w taz-
ni wodnej w temp. 40°C (firmy Elpin+) i wymieszaniu zawarto$ci, niepowodujace-
go nadmiernego pienienia ani wzburzenia (5, 6).

W celu przeprowadzenia walidacji metody wyznaczono zakres roboczy prog wy-
krywalnosci 1 oznaczalnosci, precyzjg, poprawnos¢, odzysk oraz wyliczono catko-
wita standardowa niepewno$¢ pomiaru. Uzyskane wyniki poddano analizie staty-
stycznej z wykorzystaniem programu Excel v. 7.0.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W celu wyznaczenia zakresu roboczego oznaczania zawartosci biatka wykonano
analizg dziesig¢ciu probek o roznym st¢zeniu wodnego roztworu preparatu Lacpro-
dan 80 w trzech powtdrzeniach y,. Wyniki wraz z wyliczona warto$cia $rednig y
zestawiono w tab. I.

Zakres roboczy powinien odznacza¢ si¢ liniowoscia oraz akceptowalna popraw-
noscia i precyzja. Aby sprawdzi¢ czy uzyskane wyniki posiadaja porownywalna
precyzje¢ w calym zakresie roboczym, a rozrzut wynikéw jest jednakowy niezaleznie
od stezenia przeprowadzono test F-Snedecora wariancji najnizszego i najwyzszego
stgzenia. F, bylo rowne 4, natomiast odczytane z tabeli F,,,= 19 (2). Poniewaz
Fou< Fyy, wigc roznica wspofczynnikow zmiennosci byla nieistotna statystycznie
1 zaakceptowano powyzszy zakres roboczy.

Wedhug wielu autoréw najlepsza miara zalezno$ci zmiennych x i y jest wspot-
czynnik korelacji r. Im warto$¢ bezwzgledna wspdtczynnika korelacji blizsza jest
jednosci, tym silniejszy jest zwiazek pomiedzy zmiennymi (2, 4). Uzyskana warto$¢
wspoélczynnika byta rowna 1,000.

W celu dalszego testowania liniowoS$ci krzywej kalibracji obliczono wspolczyn-
niki regresji a i b. Wspolczynnik nachylenia krzywej kalibracji b wynosit 0,977,
natomiast wspotczynnik przesunigcia a 0,141. Poniewaz wspoétczynniki b i a obar-
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czone sa niepewnoscia przeprowadzono testowanie ich istotnos$ci. Na podstawie
warto$ci b i odchylenia standardowego S, wyznaczono warto$¢ t, (62,59) i porow-
nano z warto$cia dystrybuanty rozkfadu t-Studenta (t,,,) dla n — 2 stopni swobody
(f=8) i poziomu istotnosci o= 0,05 (2,31). Wspotczynnik nachylenia tego rownania
regresji jest miarg czutosci metody. Im jest on wigkszy, tym wigksza jest jej czutos¢,
a wigc 1 lepsza metoda analityczna. Poniewaz t,,>t,., co Swiadczy, ze wspotczynnik
nachylenia byt istotny. Stwierdzono wigc, ze metoda odznacza si¢ akceptowalna
czuloscia. W sposob analogiczny postepowano w celu okreslenia istotnosci wspot-
czynnika przesunigcia a. Na podstawie wartosci a 1 S, obliczono warto$¢ t wyno-
szacq 27,08. Poniewaz t,, >t (2,31) wspdtczynnik przesunigcia takze byt istotny.
Liniowa krzywa kalibracji zostata wigc wyrazona wzorem y = 0,976x-0,141.

Tabela |. Zawarto$¢ biatka w wodnym roztworze preparatu Lacprodan 80 (%)
Table I. Protein content in aqueous solution of Laprodan 80 (%)

Lp. Stgzenie wyliczone Yi Yo A y

1 0,00 0,14 0,14 0,13 0,14
2 0,62 0,75 0,75 0,76 0,75
3 1,24 1,35 1,35 1,37 1,36
4 1,87 1,97 1,96 1,97 1,97
5 2,49 2,58 2,58 2,58 2,58
6 3,11 3,17 3,17 3,18 3,17
7 3,73 3,77 3,77 3,77 3,77
8 4,36 4,40 4,40 4,42 4,41
9 4,98 5,00 5,01 5,00 5,00
10 5,60 5,62 5,61 5,63 5,62

Granica wykrywalnosci bedaca najnizsza wartoscia stezenia analitu, na podstawie
ktérej mozna wnioskowac o obecnosci tego sktadnika z wystarczajaca pewnoscia
statystyczna zostala wyznaczona poprzez analiz¢ w warunkach powtarzalnosci 6
serii pomiarowych po 10 powtorzen mleka krowiego o dobrej jakos$ci (tab. II).

Uzyskane wyniki poddano analizie testem Q-Dixona, ktory nie wykazat wystgpo-
wania bledow grubych i Zaden z nich nie zostal odrzucony.

Wartos¢ granicy wykrywalnosci LoD wyliczona poprzez podzielenie trzykrotnosci
odchylenia standardowego s otrzymanych wynikow przez wartos¢ wspotczynnika na-
chylenia krzywej b 1 wyniosta ona 0,021%. Granica oznaczalnosci (LoQ) bedaca naj-
nizsza warto$cia stezenia analitu, ktéra mozna oznaczy¢ z akceptowalna precyzja i do-
ktadnoscia zostala wyznaczona poprzez pomnozenie LoD i wspdtczynnika krotnosci
przyjetego na poziomie 2. Granica oznaczalnos$ci biatka wyniosta 0,0417 g/100 g.

Powtarzalno$¢ wynikow okreslono na podstawie warto$ci obliczonego odchylenia
standardowego 6 serii pomiarowych po 10 powtorzen przeprowadzonych w labora-
torium, przez jednego analityka, z wykorzystaniem jednego urzadzenia pomiarowe-
go, w krotkim okresie czasu. Wyniki poddano analizie btedow grubych Q-Dixona.
Zaden z wynikéw nie zostal odrzucony (tab. II).
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Tabela Il. Zawarto$¢ biatka w mleku krowim (%)
Table Il. Protein content in cow milk (%)

Lp. Stezenie biatka

1 3,45 3,47 3,45 3,44 3,45 3,45
2 3,45 3,47 3,46 3,45 3,46 3,46
3 3,45 3,47 3,46 3,46 3,46 3,46
4 3,45 3,47 3,46 3,46 3,46 3,46
5 3,46 3,46 3,46 3,46 3,46 3,46
6 3,46 3,46 3,46 3,46 3,46 3,46
7 3,46 3,46 3,46 3,46 3,46 3,46
8 3,47 3,46 3,46 3,46 3,46 3,46
9 3,47 3,46 3,46 3,46 3,47 3,46
10 3,47 3,45 3,47 3,48 3,47 3,47
X; 3,46 3,46 3,46 3,45 3,46 3,46
s? 0,0001 4,555E-05 | 2,222E-05 | 9,888E-05 | 3,222E-05 | 1,111E-05
s 0,0068

Wartos¢ powtarzalno$ci obliczono jako wspolczynnik odchylenia wartosci sred-
niej (v,%):
5, % 100%
X

1

v%

gdzie:
X; — $rednia arytmetyczna wynikOw w serii pomiarowej;
s, — wzgledne odchylenie standardowe (2).

Warto$¢ tego wspotczynnika wyniosta v,% = 0,219%.

W dalszej kolejnosci wyznaczono precyzj¢ posrednia (RSD%) réwniez na podsta-
wie warto$ci obliczonego odchylenia standardowego 6 serii pomiarowych po 10 po-
wtorzen przeprowadzonych w laboratorium, przez jednego analityk, ale w dtuzszym
okresie czasu. Test Q-Dixona nie wykazat wystepowania btedéw grubych, dlatego
zaden z wynikdéw nie zostal odrzucony (tab. II).

Na podstawie uzyskanych wynikow precyzja posrednia RSD% wyniosta 0,197%.

Kolejnym ocenianym parametrem byta poprawnos¢ (b,,,), ktora okresla jak blisko
warto$ci prawdziwej znajduje si¢ srednia warto$¢ szeregu wynikow. W celu wyzna-
czenia poprawnosci wykonano 10 powtorzen oznaczenia zawartosci biatka w mleku
surowym wzorcowym o zawartosci deklarowanej 3,19%.

Korzystajac ze wzoru:

_X-u
wzg u

b

x 100%

gdzie:

X — Srednia arytmetyczna wynikow w serii pomiarowe;j;
u — prawdziwa zawarto$¢ sktadnika,
obliczono warto$¢ bledu wzglednego b,.,, ktory w tym przypadku wyniost —0,470%.

wzg>
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Na podstawie analizy dziesigciu probek mleka wzorcowego, oznaczonych w wa-
runkach powtarzalno$ci, wyliczona zostata takze warto$¢ odzysku (R;), bedacego
procentowym udziatem warto$ci uzyskanej w wyniku pomiaru w stosunku do war-
tosci zadanej. Srednia warto$¢ odzysku wynosita 99,5%, co mieéci si¢ w przedziale
zatozonym przez Dobeckiego (2) 1 §wiadczy o akceptowalnosci metody.

W celu wyznaczenia catkowitej standardowej niepewnos$ci pomiaru przeprowa-
dzono identyfikacje i analiz¢ zrodet niepewnosci.

Zawartos¢ biatka w % wyrazono zalezno$cia:

Chiata = P1 X P2 % d
gdzie:
p; — wspotczynnik powtarzalno$ci;
p, — wspdlczynnik odzysku;
d - niepewno$¢ materiatu odniesienia.
Niepewnos$¢ ztozona obliczono jako sume kwadratow niepewnosci wzglednych:

U, =U(p,))> +U(p,)* +U(d)?

Nastepnie obliczono niepewno$¢ rozszerzona jako:
U=kxU,

gdzie:
k =2, przy zalozeniu rozktadu normalnego i prawdopodobienstwa = 0,95

U=2x0,53% = 1,06%

Wszystkie uzyskane warto$ci parametréw walidacji zebrano w Karcie Walidacji
(tab. III) i porownano z przyjetymi kryteriami (2,4).

Tabela lll. Karta walidacji oznaczania zawartosci biatka
Table lll. Validation card of protein content measurements

Lp. Parametry walidacji Kryteria (2) Wyniki

1 Zakres roboczy 0,14-5,69/100g
2 Liniowos$¢ r>0,999 1,00

3 Czutosé Toor> Tyt Toor™> Tyt

4 Granica wykrywalnosci (LoD) 3xs/b 0,021 mg/100 g

5 Granica oznaczalnosci (L,Q) LoQ =k x LoD 0,042 mg/100 g

—20% do 20%

6 Poprawnosc wyrazony jako bigd wzgledny —0,47%
-% Powtarzalnosci 0,22%
7 § <2,8%
& Posrednia 0,20%
9 Odzysk 98% do 102% 99,5%

10 | Niepewnos¢ rozszerzona 1,06%
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WNIOSKI

1. Testowana metoda odznaczala si¢ bardzo wysoka czuloécia, co wskazuje na
mozliwo$¢ jej wykorzystania do oznaczania zawartosci biatka w mleku.

2. Wspotczynnik korelacji, §wiadczacy o wzajemnym dopasowaniu metody, wy-
ni6st 1,000, czyli posiadat warto§¢ maksymalna.

3. Granicg oznaczalno$ci biatka wyliczono na poziomie 0,14 g/100 g. W przy-
padku stosowania tej metody zardowno w warunkach laboratoriéw badawczych, jak
1 zakladow produkcyjnych jest to warto$¢ zadowalajaca.

4. Zaréwno poprawnos$¢ (-0,470%), jak i odzysk (99,5%) metody miescity sig
w zatozonym przedziale.

5. Omawiana metoda odznaczata si¢ akceptowalnymi wspotczynnikami zmienno-
$ci zarowno dla precyzji powtarzalnosci, jak i precyzji posrednie;j.

6. Walidowana metoda cechowatla si¢ bardzo niska niepewnoscia rozszerzong wy-
niku wynoszaca 1,06% warto$ci wyniku.

Adam Florkiewicz

VALIDATION OF THE PROCEDURE OF DETERMINING THE WHITE IN THE WHOLE MILK
OR PARTLY SKIMMED WITH FTIR METHOD (DETECTION WITHIN THE SCOPE
OF THE INFRARED USING THE FOURIER ANALYSIS)

Summary

Conducting the full validation is an essential receipt of fulfilling not only specific qualitative criteria,
but also checking technical competence of the laboratory in the accreditation process. She is attesting to
the fact that the laboratory controls the applied method and he is issuing credible findings. The profound
knowledge of characteristics of the method is giving the possibility of for her improving moreover, of
adaptation to peculiar needs and he lets for obtaining data for estimating the measurement uncertainty as
well as he enables correct interpretations of achieved results.

Using conducted examinations a full validation of the method of determining the white in the whole
milk or partly was carried out skimmed with FTIR method. the cow’s milk full of the good quality and the
model milk constituted research Material. This method was characterized by a very high sensitivity and
a precision, with humble abode of the marking and with acceptable recycling what allows to categorize her
to standard methods used in meaning the protein content in the milk. Moreover she was marked by a very
low widened uncertainty of the result (1.06 % value of the result).
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