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ABSTRACT

Our work delt with assesment by basic components of pork and beef meat (fat , proteins and
dry matter) by way of FT NIR spectroscopy. Samples were analysed by FT NIR Nicolet
Antaris in reflectance regime on integration sphere in a spectral range 12 500 - 4 000" cm
with 80 scan. Samples were measured in tough milled and softly milled status in
compresssion cuvette and Petri’s dish in bag. Results obtained referentialy were used to the
calibration of apparatus. Calibration models were created by PLS algoritm (method of
minimum squares) and they were checked by cross validation. High correlative coeficients of
calibration was get (fat 0.996 - 0.998; proteins 0.974 - 0.978; dry matter 0.993 - 0.997), after
that, even validation and very low ruling deviation of calibration and validation (SEC,SEP).
Any static probative differences between referential and predict values of determination
weren’'t found by Z-test. Method NIRS has according to public results compensate high
potencial for expensive and time-consuming chemical analyse of meat composition.
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ABSTRAKT

Nase prace se zabyvala stanovenim zékladnich slozek vepfového a hovéziho masa (obsah
tuku, bilkovin a podil susiny) pomoci FT NIR spektroskopie. Vzorky byly analyzovany na
ptistroji FT NIR Nicolet Antaris v rezimu reflektance na integracni sféfe ve spektralnim
rozsahu 12 500 - 4 000 cm™ s 80 scany. Vzorky byly méfeny v hrubé mletém a jemné mletém
stavu v kompresni kyveté a Petriho misce v sa¢ku. Referencné ziskané vysledky byly pouzity
ke kalibraci pfistroje. Kalibraéni modely byly vytvotfeny pomoci PLS algoritmu (metoda
minimdlnich ¢tvercll) a ovéfeny kiizovou validaci. Bylo dosazeno vysokych korelacnich
koeficientti kalibrace (tuk 0,996 - 0,998; bilkoviny 0,974 - 0,978; susina 0,993 - 0,997),
nasledn¢ 1 validace a velmi nizkych smérodatnych odchylek kalibrace i validace (SEC, SEP).
Z-testem nebyly zjiStény statisticky prikazné rozdily mezi referencnimi a predikovanymi
hodnotami stanoveni. Metoda NIRS ma dle uvetejnénych vysledka vysoky potencial nahradit
drahou a ¢asové narocnou chemickou analyzu slozeni masa.
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UvVoD

Blizka infracervena spektroskopie (NIRS) je analytickd technika, ktera vyuziva zdroj
vyrabéjici zafeni zndmé vinové délky (obvykle 800 — 2 500 nm) a umoznuje ziskat kompletni
obraz organického slozeni analyzovaného materidlu (Van Kempen, 2001). Na zéaklad¢
principu ozafeni vzorku s riaznou chemickou vazbou pak tyto latky pohlcuji nebo vydavaji
zéateni razné vinové délky. Spektroskopie v NIR oblasti se v potravinaistvi a zemédé€lstvi jako
jedinych oborech uplatituje jiz od 60. let (stanoveni obsahu vody, proteinti, oleja, tuka
a sacharida). Dalsi uplatnéni naSla ve farmacii, petrochemii, medicin¢ a pii sledovani
zivotniho prostfedi (Centner, 1999). Aplikace NIR spektroskopie je vSak mnohem Sirsi
a zahrnuje 1 stanoveni senzorickych a fyzikdln¢ chemickych parametri (Rodrigez-Otero
et al., 1997). Tradi¢ni metody pro stanoveni kvality masa a jeho hlavnich slozek jsou relativné
pomalé a dosti drahé. Mezi prednosti NIR spektroskopie fadime rychlost, simultannost,
nedestruktivni méfeni vzorkd a piedevSim velky potencial pro on-line analyzu. V piipadé
stanovovani obsahovych slozek ve vzorcich je vSak nutné provést presnou kalibraci NIR
spektrometru pomoci vhodného souboru kalibra¢nich standardi o znamém slozeni pomoci
vhodnych analytickych metod znamych jako referenc¢ni metody. Hlavni nevyhoda metody je
jeji zavislost na referencnich metodach, slaba citlivost k minoritnim slozkam, omezeny
pievodem kalibraci mezi riznymi pfistroji a slozity vyklad spektralnich dat (Biining- Pfaue
et al., 2003).

Ve vydanych studiich bylo nejvice pozornosti smétovano pravé k vyuziti schopnosti
NIRS predpovidat chemické slozeni masa a kvality masa v riznych druzich. Dnes jsou jiz
vytvoieny pocetné kalibrace pro chemické sloZzeni hovéziho masa (Eichinger and Beck, 1992;
Togersen et al., 2003; Alomar et al., 2003) , vepfového masa (Tegersen et al., 1999; Brendum
et al., 2000) a dribeziho masa (Valdes and Summers, 1986; Renden et al., 1986; Abeni and
Bergoglio, 2001), ale i kralictho masa (Masoero et al., 1994) a jehnéciho masa
(Cozzolino et al., 2000).

MATERIAL A METODIKA

K analyzam a nasledné kalibraci NIR pfistroje byly pouzito 40 vzorki hovéziho a 40
vzorkd vepifového masa (vysekové a vyrobni) s riznym podilem tuku, bilkovin a suSiny.
Vzorky byly ziskany z raznych ¢asti jateCné opracovanych tél a také z ofezu, aby se docilila
rizna Skéla hodnot tuku, bilkovin a suSiny. Nasledn¢ byly vzorky pomlety hrub¢ a jemné.

U poloviny pomletych vzorkii byl referenénimi metodami stanoven obsah suSiny
(susenim), dle CSN 46 7092, &ast 3, obsah tuku (extrakci), dle CSN 46 7092, &ast 7 a obsah
bilkovin (Kjeldahlova metoda pomoci p¥istroje BUCHI KJELDAL), dle CSN 46 7092, &ast 4.
Slozeni vzorki Cerstvého veptového a hovéziho masa uvadi tabulka 1.



Tab. 1 Referencni analytické hodnoty v g/kg

Druh masa Parametr n min max Xp Sx
Celkové proteiny 40 47,6 214,1 161,6 43,4
Vepiové maso Tuk 40 17,8 787,2 270,5 204,7
Susina 40 2422 830,8 432,4 156,9
Celkové proteiny 40 149,5 231,8 197,0 19,3
Hovézi maso Tuk 40 39,7 350,2 138.3 88,8
Susina 40 2434 503,9 3338 69,5

n — pocet vzorkil; max — maximalni hodnota; min — minimalni hodnota; x, — primér;
sx — smérodatna odchylka

Druhd polovina pomletych vzorkd byla soufasné proméiena na piistroji FT NIR
Antaris firmy ThermoNicolet ve spektralnim rozsahu 12 500 — 4 000 cm™ s 80 scany
rozliSenim 8 a s dobou sniméni cca 1 min. Spektra (obr. 1) byla méfena na integracni sféte za
pomoci spinneru (otaCeni nehomogennich materidll) v rezimu reflektance (technika méftici
absorpci zafeni po odrazu zafeni od vrstvy vzorku) v kompresni kyveté a Petriho misce
v sacku s pouzitim alobalu. Vzorky byly méfeny jak v hrubém tak i jemném stavu. Kazdy
vzorek byl sniman dvakrat a pro kalibraci bylo pouzito primérné spektrum.

Obr. 1 Ukéazka spekter hovéziho a veprového masa
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Diskrimina¢ni analyzou (metoda zkouméni zavislosti mezi skupinou p nezavisle
proménnych, nazvanych diskriminatory, tj. sloupcti zdrojové matice na jedné stran¢ a jednou
kvalitativni zavisle proménnou na druhé stran¢) byly porovnany spektra vzorkli veptového
masa a spektra vzorkti hovéziho masa. Pro velkou podobnost (obr. 2) byla tato spektra
40ti vzorki veptového a 40ti vzorkd hovéziho masa sloucena a pro kalibraci bylo tudiz
pouzito 80 vzorki, resp. 80 prumérnych spekter. Kalibraéni modely byly vytvofeny pomoci
PLS algoritmu (metoda minimalnich ¢tverct). PLS faktory pouzité v kalibra¢nich modelech
zahrnuji spektralni a soucasné¢ koncentracni informaci. Nekteré vzorky v kalibracich byly
ignorovany.

Obr. 2 Diskriminacni analyza hovéziho a vepfového masa
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Zhodnoceni vysledkli bylo provedeno na zdkladé korelace mezi referencnimi
hodnotami a hodnotami vypoctenymi ze ziskanych kalibra¢nich rovnic a na zaklad¢ velikosti
smérodatnych odchylek kalibrace (SEC) a validace (SEP). Je kladen dliraz na minimalni SEP,
protoze se jedna o odchylku, ktera je ocekavéana v budoucich ptedpovédich. SEP spolehlivé
kalibrace neni obvykle o mnoho vétsi nez SEC. Nejzadanéjsi hodnotou obou odchylek je
hodnota bliZici se k nule.

Vhodnost vysledného modelu se posuzuje rovnéz dle korelanich koeficientti (R). Cim
vice se hodnota R blizi 1, tim lze povazovat model za pouziteln¢jsi. Dal§im ukazatelem
spolehlivosti modelu je hodnota kalibra¢niho varia¢niho koeficientu CCV a hodnota
predik¢éniho varia¢niho koeficientu PCV. Velmi spolehliva kalibrace znamend, Ze hodnota
CCV je pod 5 % a PCV pod 10 % potvrzuje dobrou kalibraci.



VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem na$i prace byla moznost stanoveni zakladnich slozek veptfového a hovéziho
masa vyuzitim NIR metody. Zaméfili jsme se na stanoveni obsahu bilkovin, tuku a suSiny.
Pro vytvoieni kalibraéniho modelu bylo pouzito 80 vzorkl (vepiové + hovézi maso). Pomoci
diagnostického nastroje (spectrum outlier) byly vSak nékteré odlehlé vysledky ignorovany,
ato ty, u kterych byla nepfesné stanovena referen¢ni hodnota nebo se objevila odchylka ve
zméefeném spektru. Presny pocet vzorkl pouzitych pro kalibraci pak uvadi tabulka 2, téz jsou
zde uvedeny smeérodatné odchylky validace (SEP), hodnoty kalibracnich variacnich
koeficienti (CCV), hodnoty predikénich variacnich koeficientd (PCV) a korelacnich
koeficienti (R).

Tab. 2 Vysledky méreni NIRS

Parametr n  SEP[g/kg] CCV [%] PCV [%] R
Kyveta jemné mlet¢ 74 7,94 3,89 4,34 0,970
CP hrubé mlet¢ 74 8,01 3,81 4,39 0,968
Petriho miska  jemné mlet¢ 73 7,89 3,74 4,32 0,971
hrubé mlet¢ 74 8,31 4,02 4,56 0,967
Kyveta jemné mleté¢ 72 9,36 4,69 5,38 0,998
Tuky hrubé mleté 78 16,4 6,67 8,05 0,995
Petriho miska  jemné mlet¢ 78 13,6 6,33 7,18 0,996
hrubé mlet¢ 76 13,5 6,18 7,02 0,996
Kyveta jemné mlet¢ 77 13,8 3,44 3,74 0,991
Susina hrubé mlet¢ 80 13,9 2,82 3,63 0,994
Petriho miska  jemné mlet¢ 78 11,9 2,97 3,39 0,994
hrubé mlet¢ 76 13,6 3,03 3,65 0,993

CP — celkové proteiny; n — pocet vzorkii; SEP — smérodatna odchylka predikce; CCV —
kalibracni variacni koeficient; PCV — predik¢ni variacni koeficient; R — korela¢ni koeficient

Z tabulky 2 vyplyva, Ze u vSech vzorkil nebyla ptekroena hodnota PCV, tedy 10 %
a tim se potvrzuje, ze kalibra¢ni modely pro stanoveni obsahu suSiny, tukii a bilkovin splituji
podminky spolehlivych modelii. Kromé stanoveni tuku v kyveté (hrubé mleté maso)
a v Petriho misce (hrub¢ i jemné mleté maso), byla u vSech modelt také dosazena hodnota
CCV do 5 %. VSechny tyto ostatni modely mizeme posuzovat jako velmi spolehlivé. Jak
vidime, bylo dosazeno téz vysokych hodnot korelacnich koeficienti u vSech kalibraci. Stoji za
povSimnuti, ze ve vétSin¢ vydanych studii, kde bylo NIRS technikou méfeno chemické
slozeni masa, byly obdrzeny také vysoké korelacni koeficienty (nad 0.90) (Prevolnik



et al., 2004). Korelacni koeficienty pro suSinu a bilkoviny jsou sice mirné¢ nizsi, nemaji vSak
zasadni vliv na robustnost modelu. Toto tvrzeni uvadi také vétSina autord ve svych pracich
(Tagersen et al., 1999, Brondum et al., 2000, Cozzolino et al., 2002, Alomar et al., 2003).
Vsechny modely jsou velmi robustni a pro praxi pouzitelné. Bylo dosazeno velmi dobrych
a vyrovnanych hodnot smérodatnych odchylek validace (SEP). Pouze u méfeni tuku v kyveté
(hrubé mleté maso) byla tato hodnota mirné¢ navysena, ale hodnota 8,05 % PCV, potvrzuje
stale dobrou kalibraci.

V praci byl porovnavan vliv mleti na dosazené vysledky. Usoudili jsme, Ze jemné
mleti vykazuje mirné lepsSich vysledkid nez hrubé mleti. Také Togersen et al. (2003) uvadi, ze
na predikci presnosti ma vliv rizna velikosti mleti: jemngj$i mleti pak vykazuje vyssi
piedpovidaci piesnost. Rada dalsich pokusi pak také potvrzuje, ze predikce chemického
slozeni masa je lepsi v mletych vzorcich, nez je tomu u neupravenych vzorcich (Eichinger and
Beck, 1992; Cozzolino et al., 2000; Cozzolino and Murray, 2002).

Dale jsme v praci porovnavali vhodnost pouziti kyvety nebo Petriho misky pfi méfeni,
ale dosahli jsme téméf shodnych vysledki. Pfi méteni vzorkd tedy mizeme pouzivat bud’
jednu nebo druhou metodu. Musime mit ale stale na paméti, Ze nesmi dojit ke kombinaci
téchto metod, tzn. Ze pfi méteni vzorkl napt. v kyveté pak musime vzdy pouzit tuto metodu.
To pak téz plati pti tvorbé kalibraci, ktera pak jiz vychazi pouze podle jedné méfici techniky.

Souhrnné¢ muzeme fici, ze nejlepSich modelti bylo dosazeno pii pouziti kompresni
kyvety a najemno pomletého masa. Jednou vyjimkou je vSak model pfi stanoveni suSiny
v kyveté s hrubé pomletym masem, kde jsme dosdhli nejlepSiho CCV a to 2,81%. Tuto
skutecnost si miizeme vysvétlit tim, Ze pii méteni byl pouzit spinner, tj. zafizeni na rotaci
vzorku, které vyrovnava méfeni vzorkli hrubé a jemné mletych. U méfeného nehomogenniho
vzorku je tak zachycena cela plocha vzorku a ne jenom jeho ¢ast.

Vsechny vysledky referen¢nich hodnot a NIR hodnot byly statisticky ovéfeny pomoci
parametrického Z-testu. Mezi posuzovanymi hodnotami nebyl zaznamenan statisticky
prikazny rozdil (z - z;) u Zadného ze stanovovanych ukazatelt.

ZAVER

Bylo dosazeno vysokych korelacnich koeficienti (R) kalibrace a nasledné i validace,
velmi nizkych smérodatnych odchylek kalibrace i validace (SEC, SEP). U vsech kalibracnich
modelt bylo PCV hodnot dosazeno. Pouze u nékterych stanoveni tuku (v kyveté hrubé mleté
maso a v Petriho misce hrub¢ i jemné mleté maso) byla mirné ptrekrocena hodnota CCV.
[ pfes tuto mensi vychylku v méfeni mizeme potvrdit u vSech modeli podminku
spolehlivosti. Vykonnost metody NIRS predikovat sloZzeni masa mize byt ovlivnéna pfesnosti
referencni metody, vici niz se provadi kalibrace. Pouziti metod NIRS mutze déle omezovat to,
ze ke vSem ucelim vyzaduji pracnou a narocnou kalibraci. Jakmile je vSak spolehliva
kalibrace provedena, je jiz vlastni stanoveni velmi jednoduché. Na rozdil od tradi¢nich metod
pro stanoveni chemického slozeni a kvality masa metoda NIRS umoznuje rychlé, jednoduché
a soucasné vyhodnoceni vice slozek i vlastnosti masa, a to vSe bez pouziti chemikalii. Metoda



NIRS ma dle uvefejnénych vysledk vysoky potencial nahradit drahou a ¢asové naro¢nou
chemickou analyzu slozeni masa.
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