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MOZNOSTI VYUZITI FT-NIR SPEKTROMETRIE PRO STANOVENI
OBSAHU BILKOVIN V KOZIM MLEZIVU
FT-NIR SPECTROSCOPY POTENTIAL FOR MEASURING OF THE
CONTENT OF PROTEINS IN GOAT’S COLOSTRUM

Zuzana Prochazkovd, Michaela Krdalovda, Hana Pridalovd, Lenka Vorlova

Abstract: The near infrared spectroscopy with Fourier transformation (FT-NIRs) in
combination with different mathematical corrections was used to predict total content of
proteins in goat’s colostrum. Samples of goat’s colostrum (individual and mixed, n = 90) were
obtained from the Czech farms. The spectra of the samples were measured on the integration
sphere in reflectance mode with use of transflectance cell (0.1 mm) in the spectral range of
10 000 — 4 000 cm™ with 100 scans. Calibration models were created using PLS algorithm
and their accuracy was checked by validation and cross validation. Good results were
obtained without a mathematical correction (R = 0.96 and RMSEP = 0.68) and with use of the
Ist derivation (R = 0.97 and RMSEP = 0.62). Calibration model with use of spectra pretreated
by the 2nd derivation showed an increase in the spectral noise and higher errors. The result of
the study showed the potential of FT-NIRs for measuring of the content of proteins in goat’s
colostrum.
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UvoD

Spektrometrie v blizké infraCervené oblasti (NIRs) pfedstavuje moderni rychlou
a jednoduchou metodu pro analyzu majoritnich slozek potravin, ktera stale castéji nahrazuje
klasické laboratorni metody (Cozzolino a Corbella, 2003; Rodriguez-Otero et al., 1997).
Stanoveni chemického slozeni biologickych materiald NIRs technikami je zaloZeno na
absorpci zéafeni v blizké infraCervené oblasti vazbami mezi atomy. Nasledna analyza takto
ziskanych spekter umoziuje urcit vlastnosti charakteristické pro studovanou matrici (Tigabu
a Odén, 2002).

Mlezivu jako cennému biologickému materialu je v poslednich letech vénovéna velka
pozornost. Pfedmétem vyzkumu je mozny potencial mleziva a z néj pfipravenych preparata
pfiznivé ovliviiovat imunitni systém. Vysoky obsah bilkovin v mlezivu je povazovéan za
nositele této pozitivné imunomodula¢ni funkce. Stanoveni obsahu bilkovin s vyuzitim NIRs
vyzaduje pouze malé mnoZstvi vzorku (Gautz et al., 2006) a mlezivem tak neni plytvano pro
ucely laboratornich analyz.

Cilem této prace bylo zjistit moznosti vyuziti FT-NIR spektrometrie pro stanoveni
obsahu bilkovin v kozim mlezivu a také posoudit vliv pouziti riznych matematickych uprav
na moznosti stanoveni bilkovin.

MATERIAL A METODIKA
Material: Vzorky koziho mleziva (n = 90) byly ziskany z farem v Ceské republice
v pribéhu roku 2012. Jednalo se o vzorky odebrané bezprostiedné¢ po porodu a nasledné
v jednotlivé dny az do 4. dne po porodu. Mezi vzorky byly zastoupeny vzorky individualni 1
smésné. Pro vytvoreni kalibraéniho modelu bylo vyuzito 78 vzorki, 12 vzorkd bylo pouzito
pro validaci tohoto modelu.
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Stanoveni bilkovin: Obsah bilkovin v kozim mlezivu byl stanoven infracervenym
absorpénim analyzatorem Bentley 2500 (Bentley Instruments, Minnesota, USA) (CSN 57
0536, 1999).

FT-NIR analyza: Spektra vzorki byla nasnimana FT-NIR spektrometrem NIR
Nicolet Antaris (Thermo Electron Corporation, Madison, USA). Za uc¢elem homogenizace
byly vzorky pfed proméfenim temperovany na vodni lazni na teplotu 40 °C, dikladné
promichény a nésledné ochlazeny na teplotu 20 °C. Vzorky byly prométeny ve spektralnim
rozsahu 10 000 - 4 000 cm™', se spektralnim rozlisenim 8, se 100 scany. Spektra byla méfena
na integracni sféfe v rezimu reflektance. Vzorky byly meéfeny s pouzitim Petritho misky
a transflektan¢ni kyvety o tloustce vrstvy 0,1 mm. Kazdy vzorek byl prométen ttikrat a pro
dalsi zpracovani bylo pouZito pramérmé spektrum (Jankovska a Sustova, 2003).

Zpracovani vysledkii: Naméfena data byla zpracovana pomoci programu TQ Analyst
verze 6.2.1.509 (ThermoNicolet Corporation, USA). Kalibraéni model pro stanoveni
bilkovin byl vyvijen s pouzitim metody ¢astenych nejmensich ¢tverci (PLS - Parcial Least
Squares). Spolehlivost kalibracniho modelu byla ovétena validaci na sad¢ validacnich vzorki
(n = 12) anésledné také kiizovou validaci. Vysledky analyzy byly zpracovany programem
Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA).

VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo zjistit moZnosti FT-NIR spektrometrie a riznych matematickych
uprav pro méteni obsahu bilkovin v kozim mlezivu. Kalibra¢ni model byl vytvoien s vyuzitim
algoritmu PLS. S vyuzitim diagnostiky Statistical spectra byl proveden vybér regionu tak,
aby vybrané spektralni oblasti korelovaly co nejvice se zménami v koncentraci bilkovin. Jako
nejvhodn&jsi byl vybran region v rozsahu 7 104,5 - 4 582,1 cm™ s dvoubodovou zakladni linii
vbodech 6711,1 a 4963,9cm”. Pomoci diagnostiky Spectrum outlier byla odstranéna
vétSina odlehlych standardii (n = 6). Zbylé odlehl¢ standardy (n = 2) byly odstranény
v pribéhu vytvafeni kalibra¢niho modelu s pouzitim diagnostik Principal Component Scores
a Leverage.
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Obrazek 2 Spektrum koziho mleziva po upravé 1. derivaci

ARIATE

Obrizek 3 Spektrum koziho mleziva po upravé 2. derivéci

Kalibra¢ni model pro stanoveni obsahu bilkovin v kozim mlezivu byl vytvofen jednak
bez pouziti matematickych Uprav a dale téZ po upravé spekter 1. a 2. derivaci. Tyto upravy
spekter se vyuzivaji v pfipadech, kdy namétené spektrum vzorku neni dostatecné pro
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kalibraci s nizkou chybou a piispivaji ke zvySeni spektralni informace (Nicolet CZ, 2007).
Vzhledem k dominanci absorp¢nich pasti pro vodu jsou ve spektrech koziho mleziva hife
pozorovatelné pasy souvisejici s obsahem bilkovin. Z obrazki 1 - 3 je patrné, ze uprava
spekter 1. derivaci vedla ke zvyraznéni past v oblastech spektra typickych pro bilkoviny (4
900 - 4 550 cm™") (Tsenkova et al., 2000). Naproti tomu pii pouZiti upravy 2. derivaci doglo
ke zvySeni nadbytecného Sumu, coz se nésledné projevilo i1 ve kvalité kalibra¢niho modelu
zvySenim chyby predikce (RMSEP) a cross validace (RMSECV), a také snizenim korelacniho
koeficientu cross validace (R). 2. derivace tedy neptedstavuje pro spektra koziho mleziva
vhodnou matematickou upravu.

Tabulka 1 uvédi ptehled vysledkl jednotlivych kalibracnich modelt dle pouzitych
uprav spekter. Po tUpravé spektra 1. derivaci dosSlo k mirnému zvysSeni kalibra¢niho
korela¢niho koeficientu a zaroven ke snizeni primérné chyby kalibrace a ke sniZeni poctu
PLS faktort. Pfi uprave 2. derivaci také doslo k mirnému zvyseni R a snizeni RMSEC, ale
naopak byl zaznamenan nartist RMSEP a RMSECV. Také porovnanim hodnot korela¢nich
koeficientl ziskanych z kalibrace a cross validace zjistime zna¢ny rozdil. Ziskané vysledky
naznacuji niz§i robustnost kalibraéniho modelu.

Tabulka 1 Kalibracni a validacni vysledky pro obsah bilkovin v kozim mlezivu

Pouzitd Kalibrace Cross validace

matematicka PLS faktory
iprava R RMSEC RMSEP R RMSECV

bez upravy 0,96 0,64 0,68 0,94 0,81 10

1. derivace 0,97 0,62 0,64 0,94 0,84 7

2. derivace 0,97 0,60 1,80 0,84 1,33 7

R - korelac¢ni koeficient kalibrace/cross validace, RMSEC/RMSECYV - priimérna chyba kalibrace/cross validace
v 2.100g”, RMSEP - priimérna chyba predikce v g.100g™

Dalsi vyhodnoceni kalibracnich modelti bylo provedeno na zaklad¢ grafti linearni
regrese (Obr. 4 a 6). V pifipad¢ kalibrace bez matematické upravy a s pouZitim 1. derivace
dochazi k plnému piekryti regresnich ptimek kalibrace a cross validace, coz ukazuje na
pouzitelnost téchto kalibra¢nich modelt v praxi. Zavislost PRESS (Predicted Residual Sum of
Squares) zobrazuje, jak se hodnota sumy c¢tverct predikované zbytkové chyby méni s Cislem
faktorti pouzitych ke kalibraci. Porovnanim pribéhu kiivky PRESS pro kalibracni model bez
upravy a s pouzitim 1. derivace je zietelny strméj$i pokles kiivky pro model s pouzitim
derivace (Obr. 5 a 7). Takovy prib¢éh kiivky indikuje rychlé sniZeni chyby.
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Obrazek 4 Kalibracni a valida¢ni vysledky
pro stanoveni bilkovin v kozim mlezivu, bez
matematickych uprav

Obrazek 5 Priabéh kiivky PRESS pro

stanoveni bilkovin v kozim mlezivu,
matematickych uprav
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Spolehlivost vytvofenych kalibraénich modelti byla posouzena na zaklad¢
vypoctu kalibra¢niho varia¢niho koeficientu (CCV) a predikéniho varia¢niho
koeficientu (PCV). Za velmi spolehlivou je povazovana hodnota CCV pod 5 % a
hodnota PCV pod 10 % (Albanell et al., 1999). Pro kalibraci bez upravy spekter bylo
CCV =17,22% a PCV = 9,21 %, pro kalibraci s 1. derivaci spekter bylo CCV = 7,02 %
a PCV = 9,51 %. Kalibraci bez matematické tupravy i kalibraci s pouzitim 1. derivace
1ze podle téchto kritérii vyhodnotit jako spolehlivé.

ZAVER

Kalibraéni modely pro stanoveni obsahu bilkovin v kozim mlezivu byly
vytvofeny s pouzitim rizného stupné matematickych uprav. Dle CCV a PCV byly
modely bez derivace a model s prvni derivaci vyhodnoceny jako spolehlivé a pouzitelné
v bézné laboratorni praxi. Model s pouzitim 2. derivace prokazoval zvySenou hladinu
Sumu ve spektrech, a proto tato matematickd Gprava neni pro stanoveni bilkovin ze
spekter koziho mleziva vhodna. Na zakladé korelacnich koeficientd, jejichz hodnota se
piiblizuje Cislu 1, byla zjisténa vysokd mira zavislosti referencnich dat a hodnot
predikovanych NIR u obou pouzitelnych modelt. Jako nejvhodnéjsi pro pouziti v praxi
byl vyhodnocen kalibratni model s pouzitim 1. derivace, kde dochazi k rychlému

Cvwr

spektrometrie tak predstavuje rychlou moderni metodu pro stanoveni obsahu celkovych
bilkovin v kozim mlezivu.
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