STANOVENI CHOLESTEROLU VE ZLOUTKU POMOCI FT-NIR SPEKTROMETRIE
DETERMINATION OF CHOLESTEROL IN EGG YOLK USING FT-NIR SPECTROSCOPY
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ABSTRAKT

Cilem préace bylo vytvoifeni kalibracniho modelu pro stanoveni obsahu cholesterolu ve Zloutku metodou
FT-NIRs. Spektra vzorkti byla ziskana méfenim v rezimu reflektance na integracni sféfe pomoci
transflektanéni kyvety v rozsahu spektra 10 000—4 000 cm™'. Hodnoty pro vytvoieni kalibraénich modelt byly
ziskany s pomoci referenéni metody UPLC. Pomoci metody PLS byl vytvofen spolehlivy kalibraéni model.
Mezi referen¢nimi a predikovanymi hodnotami NIR byla nalezena tésnéa zavislost a nebyl pomoci parového
t-testu, zjistén statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05). Zjisténé koeficienty determinace R? byly pro kalibraci

0,57 a validaci 0,49. Proto je tento kalibracni model vhodny spiSe pro orientacni stanoveni.
Klicova slova: blizka infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci, PLS metoda, vejce

ABSTRACT

The aim of this study was to create calibration models for the determination of cholesterol content in egg yolk
using the FT-NIRs method. Spectra of samples were obtained by measuring in reflectance mode
on an integrating sphere using a transflectance cell in the spectral range of 10,000—4,000 cm™'. Values for
creating calibration models were obtained using the UPLC reference method. A reliable calibration model was
created using the PLS method. A close relationship was found between the reference and predicted NIR values
and no statistically significant difference was found using the paired t-test (p > 0.05). The coefficients
of determination R? were found to be 0.57 for calibration and 0.49 for validation. Therefore, this calibration

model is more suitable for indicative determination.
Keywords: near-infrared spectrometry with Fourier transformation, PLS method, egg

UvVOoD

NIR spektrometrie je vibracni spektroskopicka metoda, ktera je velmi blizko viditelné oblasti, kde organické
a anorganické slouceniny vykazuji dobré reflektan¢ni nebo transmisni vlastnosti (Aenugu et al., 2011). Riizné
systémy, jako je spektroskopie viditelného a blizkého infraerveného zateni (VIS-NIR, rozsah vinovych
délek: 450—-1100 nm), infraCervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FT-NIR, rozsah vinovych
délek: 800—2 500 nm) nebo NIR spektrometrie (rozsah vinovych délek: 2 500 nm), odrazeji absorbanci

elektromagnetického zafeni na riznych vinovych délkach (Huang et al., 2008). NIR spektrometrie se
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vyznacuje ziskanim typického NIR spektra, které 1ze povazovat za spektralni podpis nebo tzv. fingerprint.
Je to adekvatni technika pro kvantitativni 1 kvalitativni analyzu produktii v zemédélstvi 1 potravinarstvi
s minimalni pfipravou vzorkl (Cataltas a Tiitiincli, 2021). Spektrometrickd metoda je v soucasné dobé
energeticky efektivni, nedestruktivni, neinvazivni, snadno pouzitelnd a levna. Pfedstavuje ekologicky
udrzitelnou analytickou techniku schopnou zvladnout zméftit velky pocet vzorki, za kratky ¢as a bez pouziti
rozpoustédel (Puertas et al., 2023). Ve spojeni s vhodnou chemometrii se stala rutinnim analytickym néstrojem

pro stanoveni fady slozek (Cataltas a Tiitiincii, 2021).

Cilem prace bylo vytvofeni kalibraéniho modelu pro stanoveni obsahu celkového cholesterolu ve Zloutcich
pomoci moderni a stale vice vyuzivané metody blizké infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci

(FT-NIR).

MATERIAL A METODIKA

Vzorky

Pro kalibraci FT-NIR spektrometru bylo pouzito 75 vzorka Zloutkt, které pochéazely z experimentalniho
pokusu Agronomické fakulty Mendelovy univerzity v Brné, do kterého byly pouzity nosnice hybrida
Lohmann Brown Classic v 32. tydnu véku. Nosnice byly rozdéleny do 5ti skupin. Ctyfem skupinam byla
podavana pokusna smés obohacena o ususky 4 druhii picnin (vojtésky seté, jetele lucniho, jetele plazivého
a jilku vytrvalého). Pata skupina byla kontrolni krmend pouze komercni krmnou smési doplnénou aditivy
luteinem a kantaxantinem (Anderle et al., 2018). Vzorky Zloutki byly promichany a podrobeny HPLC a NIR

analyze.

Stanoveni cholesterolu metodou UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography)

Referencni hodnoty obsahu celkového cholesterolu byly stanoveny po uvolnéni z esterovych vazeb alkalickou
hydrolyzou (saponifikaci) a naslednou extrakci do nepolarniho rozpoustédla metodou kapalinové
chromatografie na reverzni fazi. Méteni bylo provedeno na chromatografu Acquity UPLC (Waters, Irsko)
za pouziti kolony s reverzni fazi Acquity BEH C8, 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Waters, Irsko). Mobilni fazi byla
smés methanolu a vody (93 : 7), pritok 0,4 ml.min!, teplota 35 °C. Detekce cholesterolu byla provadéna
v UV oblasti pfi 205 nm. Vyhodnoceni bylo provedeno metodou kalibra¢ni pfimky za pouziti programu

Empower 2 (Waters, Irsko) (Anderle, 2018).

FT-NIR spektrometrie

Vzorky byly vytemperovany na 20 °C a prométeny s transflektancni kyvetou o tloust'ce vrstvy h = 2 mm
na spektrometru Nicolet Antaris Near-IR Analyzer (Thermo ElectronCorporation, USA). M¢éteni spekter
probihalo v programu Result — Integration Version 1.3 (Thermo ElectronCorporation, USA). Kazdy vzorek
byl méfen ve tfech paralelnich stanovenich, kdy pro tvorbu kalibracniho modelu bylo pouzito primérné
spektrum. Spektra (Obrazek la) byla naméfena na integracni sféfe v rezimu reflektance, 100 skeny

o spektralnim rozliseni 8 cm™ v rozsah vlnoctu 10 000—4 000 cm™'. K vytvoieni kalibraénich model@ byla
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pouzita metoda ¢astecnych nejmensich ¢tverct (PLS) v programu TQ Analyst (Thermo ElectronCorporation,

USA).

Statistické zpracovani

Pro zjisténi statisticky priikaznych rozdili v obsahu cholesterolu mezi priméry skupin, naméfenych metodou
UPLC, byla pouzita jednofaktorova analyza variance (ANOVA) s naslednym testovanim prikaznosti rozdilu
Tukey-HSD testem. Pro posouzeni statisticky prukaznych rozdili mezi referen¢nimi a predikovanymi
hodnotami NIR spektrometrie byl pouZit parovy t-test. Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci softwaru

Unistat 5.1 (Unistat Ltd, Anglie).

VYSLEDKY A DISKUZE

Namétené hodnoty obsahu cholesterolu metodou UPLC byly jiz publikovany v praci Anderle (2018), ktery
uvadi nejvyssi obsah cholesterolu u pokusné skupiny (218,7 mg/vejce), mirn€ snizeny obsah cholesterolu byl
zji$tén u skupin krmenych obéma druhy jetele. Vyraznéjsi snizeni obsahu cholesterolu dosahla skupina nosnic
do smési zatazena vojtéska setd (192,9 mg/vejce), coz piedstavovalo snizeni o vice nez 25 mg cholesterolu
na jedno vejce. Obsah cholesterolu nebyl ve vejcich zkrmovanim ususki statisticky prikazné ovlivnén
(p > 0,05). Spektra vzorki naméfena pomoci FT-NIR spektrometrie byla vyuZzita pro vytvoieni kalibra¢niho
modelu pro obsah cholesterolu pomoci PLS metody. Referencni hodnoty pro vytvoieni kalibra¢nich modeli

jsou vyjadiené pomoci smérodatnych odchylek priiméra (Tabulka 1).

Tabulka 4: Obsah cholesterolu ve zloutku (mg.g™)

Hodnoty pouZzité pro kalibraci

Referencni hodnoty po odstranéni odlehlych standardi

Poéet vzorki 75 68

Priamér 12,63 12,65
Minimalni hodnota 9,56 9,56
Maximalni hodnota 15,85 15,48
Smérodatna odchylka 1,42 1,33

Pro vylouceni odlehlych standardl, kde nebyly piesné stanoveny referencni hodnoty, nebo se objevila
spektralni odchylka, byly pouzity diagnostiky Spectrum Outlier a Leverage (Kralova et al., 2015). Kalibracni
model byl vytvofen s matematickou Upravou spektra 1. derivaci a s pouzitim Savitzky-Golay filtru
(data points 7, polynomial orde 3) (Obrazek 1b), ve spektralnim rozsahu 4908,46-4929,34
a 5694,15-5650,02 cm™ a podtem 2 PLS faktortt PRESS (hodnota sumy &tvercti predikované rezidualni
chyby). Pro ovéfeni kalibraéniho modelu byla pouzita metoda kiizové (cross) validace. Ktivka PRESS
je uvedena na Obrazku 2a a kalibra¢ni a validacni vysledky v tabulce 2. Mezi hodnotami referen¢nimi
a predikovanymi NIR byla nalezena tésna zavislost (Obrazek 2b). Spolehlivost kalibrace byla posouzena
z vypocti kalibra¢niho varia¢niho koeficientu (CCV) a predikéniho varia¢niho koeficientu (PCV), které
popisuji spolehlivé kalibrace. Za velmi spolehlivou kalibraci se podle literatury uvadéji hodnoty CCV

pod 5 % a PCV pod 10 %, za spolehlivou hodnoty CCV pod 10 % a PCV pod 15 % (Mika et al., 2008).
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Obrazek 2: Spektra bez matematické Gpravy (a), uprava prvni derivaci (b)

Tabulka 5: Kalibra¢ni a valida¢ni vysledky

Kalibrace Cross validace
Korelacni koeficient (R) 0,76 0,70
Koeficient determinace (R?) 0,57 0,49
Primérna chyba (RMSEC/RMSECYV) 0,86 0,94
Kalibraéni (CCV)/predikéni (PCV) variaéni koeficient (mg.g™) 6,83 7,45

Vysledkem statistického testovani byly stanoveny: primér referenénich hodnot 12,56 mg.g’!, primér
predikovanych hodnot 12,64 mg.g”!, rozdil mezi hodnotami referen¢nimi a predikovanymi 0,01 mg.g’
a pravdépodobnost vypocitana parovym t-testem P = 0,92. Zuvedenych vysledki vyplyva, ze mezi

referen¢nimi a predikovanymi hodnotami nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05).
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Obrazek 2: Funkce PRESS (a), Kalibracni a valida¢ni vysledky (b)

V této praci byly naméfeny nizsi determinacni koeficienty ve srovnani s vysledky jinych autor napt. Puertas
a Vazquez (2019), ktefi uvadi R? nad 0,73 pro metodu PCR (regrese hlavnich komponent). Uvedeni autofi se
zabyvali problematikou stanoveni cholesterolu ve zloutcich pomoci metody transmitance UV-VIS-NIR
spektrometrie, kdy touto metodou vybrali jiny rozsah spektra. Nejlepsi kalibracni model vytvoftili pomoci PLS
metody, s matematickou Upravou spektra prvni derivaci, pouzitim Savitzky-Golay filtru v kombinaci
s korekci zakladni linie a zajisténou hodnotou R? pro kalibraci 0,93. Matematickd Uprava spektra prvni
derivaci a Savitzky-Golay filtr byly pouzity 1 v nasi studii. PLS metodu s matematickou upravou spektra

druhou derivaci pro stanoveni cholesterolu ve vejcich pouzili ve své praci Kuroki et al. (2020). Pro validacni
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model ziskali R? = 0,75. Podobné vysledky R? 0,79-0,83 naméfili Sriratana et al. (2023) metodou IR
spektrometrie v oblasti spektra 610-880 nm. Cendron et al. (2023) pouzili pro stanoveni cholesterolu metodu
VIS-NIR spektrometrii. Kalibrace byly vytvoifeny modifikovanou metodou ¢aste¢nych nejmensich ctvercii
s matematickou Upravou spektra 1. derivaci. U &erstvého Zloutku ziskali pro kalibraci hodnoty R? = 0,67
a pro validaci R? = 0,48. Obdobny vysledek pro validaci jsme ziskali v nasi praci. Cendron et al. (2023)
vytvofili kalibraéni model i pro Zloutek suSeny mrazem s vysledky R? = 0,23 pro kalibraci a R? = 0,16
pro validaci.

ZAVER

Pro vytvoreni kalibracnich modeliit metodou PLS byly pouzity referen¢ni hodnoty ziskané metodou UPLC.
Dle hodnot CCV a PCV byl ziskan spolehlivy kalibracni model pro stanoveni celkového obsahu cholesterolu
ve zloutcich. Mezi hodnotami referen¢nimi a predikovanymi NIR byla nalezena tésna zavislost, ale s niz§imi

koeficienty determinace R Proto je tento kalibra¢ni model vhodny spise pro orienta¢ni stanoveni.
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