Porovnani kalibracnich modelu FT-NIRs vyvinutych podle ruznych metod pro stanoveni
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Abstrakt

Cilem prace bylo porovnani kalibradnich modelt FT-NIRs vyvinutych podle rdznych metod stanoveni pro gisté svalové bilkoviny (CSB) u Sunek. Spektra vzork(l byla ziskana
mérfenim v rezimu reflektance na integracni sféfe pomoci kompresni kyvety v rozsahu spektra 10 000 — 4 000 cm. Hodnoty pro vytvoreni kalibraénich modelt byly ziskany
S pomoci referencni metody a metod pro stanoveni celkoveho kreatininu spektrofotometricky s adsorpci a enzymaticky. Pomoci metody PLS byl vytvoren velmi spolehlivy
kalibraéni model pro referenéni metodu, ostatni kalibracni modely byly dle zjisténych vysledku spolehlivé. Mezi referenénimi a predikovanymi hodnotami nebyl pomoci paroveho t-
testu, zjidtén statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05). Blizka infradervena spektrometrie (NIR) patfi mezi rychlé pfimé metody pro stanoveni CSB.

Uvod Tab. 1: Referenéni hodnoty (%)
Informace o obsahu &istych svalovych bilkovin (.Cv)SB) v masnych vyrobcich je dileZita z hlediska kontroly kvality '\R/';fgfeﬁéni L 1380 > iy 13 mecian
vyrobku, falsovani a zamezeni klamani spotrebitele (Bednar et al., 2023). Pro stanoveni CSB lze vyuzit metod AdSornee 13’95 ’ ’ 19’01
primych | neprimych (Jezek et al., 2022). Referencni metoda je uvedena ve Vestniku MZe (2014). Tato metoda je _ ’ ' ’ ’
zaloZzena na vypoétu CSB jako rozdilu mezi obsahem &isté bilkoviny, stanovené podle Kjeldahla ve vzorku, kde byly Enzymaticky 14,88 ’ ’ 20,31
bilkoviny pfedem vysrazeny taninem, a obsahem kolagenu (Véstnik MZe, 2014, Kralova et al., 2024). Stanoveni n — pocet vzorky, X - prumer, min a max — minimalni a maximalni hodnota, s — smerodatna
cistych svalovych bilkovin pfimou metodou pres celkovy kreatinin spektrofotometricky (495 nm) s adsorpci popisuje pachylka
Jezek et al. (2023a a 2023Db). Principem je prevedeni veskerého kreatinu a kreatin fosfatu v kyselém prostredi a za Tab. 2: Kalibraéni a valida&ni vysledky 1
pusobeni vysoke teploty na kreatinin. Stanovi se obsah celkoveho kreatininu v kyselém hydrolyzatu a obsah CSB Metody = Soektralni rozsah fem
se vypocita z empirického vztahu (CSB ¢.100 g! = obsah kreatininu ve vzorku mg.100 g* / 20) (Jezek et al., Referenéni 8 986,70 — 4 439,30
2023a). Pri enzymatickém stanoveni kreatininu je v prvnim kroku reakce odstranén endogenni kreatin hydrolyzou Dvoubodova zakladni linie s fixni lokaci 7 737,01 a
pomoci kreatinasy a sarkosinoxidasy za vzniku peroxidu vodiku, ktery je eliminovan katalasou. Po pridani Adsornce 4 481,76 TR AYEIGT,
kreatininasy a 4-aminoantipyrinu, pouze kreatin vytvoreny z kreatininu ucinkem kreatininasy je nasledne Tanledond wdedil e s B loled 7 7T5ES &
hydrolyzovan kreatinasou a sarkosinoxidasou za vzniku peroxidu vodiku. Tento nove vznikly peroxid vodiku reaguje 4 481,76
s N-ethyl-N-sulfopropyl-m-toluidinem za katalyzy peroxidasou. Absorbance vzniklého komplexu pfi 546 nm je pfimo Enzymaticky - 1468,09-5941.27
Umérna koncentraci kreatininu ve vzorku (Crea Enz 204, 2022). g\é%'?ggova zakladni finie s fixni lokact 7 405,31 a
Cilem této prace bylo vytvoreni a porovnani kalibracnich modell pro stanoveni Cistych svalovych bilkovin na FT- - 4111,49-5226,15
NIRs s vyuzitim hodnot ziskanych pro kalibrace pomoci riiznych metod stanoveni (referenéni metoda a metody pres 1~ poget vaorkil pousitich bro kaiaanéhsni
stanoveni celkoveho kreatininu adsorpci a enzymaticky). Spectrum Outlier a Leverage, F - PLS faktory PRESS (hodnota sumy &tvercil predikované

rezidualni chyby)

Material a metodika Tab. 3: Kalibraéni a validaéni vysledky 2

> Vzorky (n = 31) Sunek byly zakoupeny od rdznych vyrobct v trzni siti Ceské republiky v roce 2023. Metody | kalibrace | cross validace
2. L. L v . . : ) .. o R RZ RMSEC CCV R R2  RMSECV

» Ciste svalove bilkoviny (CSB) byly stanoveny referencni metodou jako rozdil mezi Cistou bilkovinou a kolagenem AT 0996 0992 0212 154 0981 0962 0462
(Vestnik MZe, 2014). NI 0959 0,920 0723 528 0932 0868 0,932

> Pro zjisté&ni CSB byly dale pouzity metody stanoveni pfes obsah celkového kreatininu s adsorpci (JeZek, 2023a, SPANETMes 0,967 0,935 0,933 611 0,943 0,889 1,24
Jezek et al., 2023b) (obr. 1a) a enzymaticky pomoci enzymatického setu Crea Enz 204 (Erba®Mannheim, CR) n — podet vzorku, R - korela&ni koeficient kalibrace/cross validace, R2 — koeficient determinace
(Bednéf et al 2023) obr 1b) kalibrace/cross validace, RMSEC/RMSECYV - pramérna chyba kalibrace/cross validace v %,

CCV/PCV - kalibracni a predikcni variacni koeficient v %
» Po homogenizaci pomletim byly vzorky naplneny do kompresni kyvety, vlozeny na spinner a promereny v rezimu

. . erd ’ o T Tab. 4: Vysledky statistického testovani
reflektance na integracni sféfe, v rozsahu spektra 10 000 — 4 000 cm-?, pfi spektralnim rozliSeni 8 cm™* a 100 o5, = TYSECRy SIRECRETo =S oven

skenech na spektrometru Nicolet Antaris Near-IR Analyzer pomoci programu Result Integration Version 1.3 — XREE XNIR XREFI-IXNIR :
: : Referencni
(Thermo electron Corporation, Madison, USA) (obr. 1c). Adsorpce
» Kalibracni modely byly vytvoreny metodou CasteCnych nejmensich Ctvercu (PLS) v programu TQ Analyst verze Enzymaticky

6.2.1.509 (Thermo Electron Corporation, Madison, USA).
( P ) XREF — prumér referencnich hodnot, xNIR — prumér predikovanych hodnot, [XREF|-|XNIR] -

rozdil mezi hodnotami referenénimi a predikovanymi, p — pravdépodobnost vypocitana parovym
t-testem

y =0,9924x + 0,1051

v = 0,9659x + 0,4139
R* = 0,962

CSB pee [26]

Obr. 1. a) Méreni intenzity vzniklého zbarveni na zaklade Jaffého reakce na Spektrofotometr GENESYSTM 6 (Thermo Electron
Corporation, USA) (autor Jezek)

b) UV-VIS Spektrofotometr NEO 1000 series (Cecll Instruments, Anglie)

c) Nicolet Antaris Near-IR Analyzer (Thermo Electron Corporation, USA

<& Kalibrace S Cross validace
Linearni (Kalibrace) - w= == |Linedarni (Cross validace)

vy =05204x + 1,0901

Vy3|edky a diskuse - RZ = 0,920

» Referencni hodnoty pro vytvoreni kalibracnich modelu jsou vyjadfené pomoci smérodatnych odchylek pruméru
(tab. 1)

» Vsechny kalibracni modely byly vytvoreny metodou PLS bez matematicke upravy spektra. Pro vylouceni odlehlych o v =0.8027x + 1.332
standardu, kde nebyly pfesné stanoveny referencni hodnoty, nebo se objevila spektralni odchylka, byly pouzity R*=0,868
diagnostiky Spectrum Outlier a Leverage (Kralova et al., 2015).

» Kalibracni a validacni vysledky jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3. Mezi hodnotami referencnimi a predikovanymi NIR

.« s : . s : . : . . , CSB per [26]
byla nalezena tesna zavislost (obr. 2-4). Mezi referenCnimi a predikovanymi hodnotami nebyl pomoci paroveho t-

testu, zjistén statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05) viz tabulka 4. e alibrace) L alidace)
> Kralova et al. (2024) pouzila pro vytvoreni kalibracnich modelu, na zakladé hodnot zjiSténych referenéni metodou, Obr. 3. Kalibra¢ni a valida¢ni vysledky pro metodu spektrofotometrickou

vétSi pocCet vzorku. Uvedeny autorsky kolektiv uvadi pro vSechny sledované masné vyrobky (poliCan, paprikas a S adsorpci
sunka) modely, které byly velmi spolehlive. V této praci byl velmi spolehlivy model vytvoren také s vyuzitim hodnot
ziskanych referencni metodou. Pro metody stanoveni celkoveho kreatininu spektrofotometricky s adsorpci a
enzymatickou metodou byly modely vyhodnoceny jako spolehlive.

Zaver
Pro vytvoreni kalibranich model( metodou PLS byly pouzity hodnoty ziskané pomoci riznych metod stanoveni. Dle Aeeiiiveha
hodnot CCV a PCV byl ziskan velmi spolehlivy kalibracni model pro referencni metodu. Pro metody stanoveni

celkového kreatininu spektrofotometricky s adsorpci a enzymatickou metodou byly nalezeny spolehlive modely.

CSB per [26]

Kalibrace P Cross validace

Prispevek byl zpracovan s podporou projektu QK21020199 Moznosti stanoveni Cistych svalovych bilkovin pfimou metodou v ramci
programu aplikovaného vyzkumu Ministerstva zemedelstvi na obdobi 2017-2025, ZEME.

Limnearni (Kalibrace] - e e | inedrni (Cross validace)

Obr. 4. Kalibracni a validacni vysledky pro enzymatickou metodu
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