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PREDGOVOR

Promene koje se ubrzano deSavaju na globalnom i lokalnom nivou od naucnih,
klimatskih, ekonomskih pa do politi¢kih podsticu potrebu da prouc¢imo njihov uticaj na
zivi svet 1 na jednu od najvaznijih ljudskih delatnosti - proizvodnju hrane.

Nasa poljoprivreda, nase selo, nasi poljoprivredni proizvodaéi nisu danas ono §to su
i pre trideset, Cetrdeset ili manje godina bili, srpsko selo se danas vise nego ikad
ubrzano 1 u hodu menja. Poljoprivredna nauka mora preuzeti deo odgovornosti u
pogledu proizvodnje dovoljne koli¢ine kvalitetne hrane za ljudsku ishranu jer prolaze
vremena kada se za svaku losu Zetvu traze opravdanja u klimi.

Sa ciljem da budemo u toku odredenih zbivanja, kao i da sami svojim rezultatima
uticemo na razvoj poljoprivrede i njenih pratec¢ih delatnosti osim kroz edukaciju
studenata, Agronomski fakultet u Catku organizuje i Savetovanje o biotehnologiji.

Osnovni cilj Savetovanja je upoznavanje S§ire nauCne i strucne javnosti sa
rezultatima najnovijih naucnih istrazivanja, domac¢ih i inostranih nauc¢nika iz oblasti
osnovne poljoprivredne proizvodnje i prerade i zaStite Zivotne sredine. Na taj nacin
fakultet nastoji da omogu¢i direktan prenos nauc¢nih rezultata Siroj proizvodnoj praksi,
pa pored nauénih radnika, agronoma, tehnologa, na ovogodi$njem Savetovanju bice i
znacajan broj poljoprivrednih proizvodaca, stru¢nih savetodavaca, nastavnika, itd.

U Zborniku radova XXIV Savetovanja o botehnologiji sa medunarodnim ucesc¢em,
predstavljeno je ukupno 126 radova iz oblasti Ratarstva, Povrtarstva i Krmnog bilja,
Vodéarstva i vinogradarstva, Zootehnike, Zastite bilja, proizvoda i zivotne sredine i
Prehrambene tehnologije.

Pokrovitelj za XXIV Savetovanje o biotehnologiji sa medunarodnim uces¢em je
Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije, a materijalnu i
organizacionu podrsku su nam pruzili grad Cagak, privrednici, dugogodisnji prijatelji
Agronomskog fakulteta, kojima se i ovim putem zahvaljujemo.

Kolektivu Agronomskog fakulteta, takode dugujemo zahvalnost, jer su i ovaj put
radnici svih struktura, svako na svoj naéin, doprineli realizaciji jo$ jednog Savetovanja.

U Cacku, marta 2019. godine

Programski i Organizacioni odbor
XXIV Savetovanja o biotehnologiji
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KALIBRACIONI MODEL ZA BLISKU INFRACRVENU
SPEKTROSKOPIJU (NIRS) ZA PROCENU SASTAVA STOCNOG
GRASKA (PISUM SATIVUM L.)

Ana Uhlarik', Marina Ceran', Dalibor Zivanov', Vuk Pordevié', Pura
Karagié', Vojislav Mihailovié¢', Anja Dolapéev'

Izvod: Bliska infracrvena spektroskopija (NIRS) se koristi za analizu hemijskih
svojstava poljoprivrednih proizvoda bez prethodne pripreme uzorka. U ovom radu
razvijen je kalibracioni model za merenje proteina i vlage za celo zrno i brasno stoénog
graSka. Dobijeni spektri obradeni su kombinovanjem matematickih modela (PLSR,
MSC, prvog i drugog izvoda) i racunate kalibracione greSke. Greske pri merenju vlage
celog zrna su u granicama (od -0,8 do 0,8) i brasna (od -0,7 do 0,8); pri merenju
proteina celog zrna greske su (od -1,6 do 1,8) i brasna (od -2 do 2). Ovim ispitivanjem
se dokazalo da je moguée odrediti koli¢ine proteina i vlage pomocu NIRS metode a
dobijene greske se toleriSu i kalibracioni model je primenjiv u praksi.

Kljuéne redi: kalibracija, NIRS, protein, sto¢ni grasak
Uvod

Bliska infracrvena spektroskopija (NIRS) poznata je kao sredstvo za analizu
hemijskih i fizickih svojstava bez prethodne pripreme uzorka, i primenjuje se za analizu
sastava hrane i poljoprivrednih proizvoda. Veliki broj analitickih metodologija
zasnovanih na bliskoj infracrvenoj spektroskopiji su se ve¢ pokazali kao tehnika za
bezbedno i brzo reSavanje razli¢itih problema pri odredivanju sadrzaja proteina,
vlaznosti, sadrzaja ugljenih hidrata i masti u razli¢itim vrstama hrane (Williams &
Norris, 2001). Sustina NIRS analize je u izlaganju materijala bliskom infracrvenom
zracenju, prilikom cega dolazi do refleksije i apsorpcije zraka od strane razliitih
organskih sastojaka. NIR spektar se graficki prikazuje kao zavisnost logaritma
reciproéne vrednosti refleksije elektromagnetnog zracenja od talasne duZine, a izgleda
kao talasasta linija koja se sastoji od vise preklopljenih spektara (Slika 1). Za analizu
krive spektara i kalibraciju rezultata skeniranja za odredenu organsku materiju, koriste
se slozene matematicke metode koje povezuju poznate referentne vrednosti sa
spektralnim karakteristikama uzorka.

'Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Maksima Gorkog 30, 21000 Novi Sad, Srbija
(ana.uhlarik@nsseme)
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Slika 1: Neobradeni spektar: a) celog zrna graska i b) graskovog brasna
Picture 1: Raw spectrum of: a) whole pea seed; b) pea flour

Stoéni grasak (Pisum sativum L.) je jednogodi$nja biljna vrsta iz familije Fabaceae,
veoma zastupljena u proizvodnji sto¢ne hrane zbog visokog sadrzaja proteina u semenu.
Koli¢ina i sastav proteina u semenu varira i zavisi, kako od genotipa, tako i od godine
proizvodnje, lokaliteta i uticaja bioti¢kog i abioti¢kog stresa. Razlike u koli€ini proteina
krecu se i do 10%.

Udeo vlage u suvom semenu graska je komponenta koja najviSe varira i zavisi od
nacina i duzine skladiStenja. Suvo seme je podlozno upijanju vlage iz okolnog vazduha,
Sto dalje utice na sam kvalitet semena i njegovu dalju upotrebu.

Za procenu koli¢ine proteina u stocnom grasku generalno se koriste metode kao §to
su Kjeldalova metoda ili metoda spaljivanja uzorka. Uzorak semena koji se koristi za
analizu mora biti prethodno pripremljen. Ovaj metod analize, iako standardizovan i
prihvaéen, oduzima dosta vremena i finansijskih sredstava, pa ne deluje prakti¢no kada
je neophodno analizirati veliku koli¢inu uzoraka. Metodi zasnovani na bliskoj
infracrvenoj spektroskopiji znacajno smanjuju troSkove ispitivanja, ne zahtevaju
upotrebu hemikalija, ni pripremu uzoraka za ispitivanje, a pri tom znacajno skracuju
vreme. Takode, uzorci nakon analize ovom metodom ostaju netaknuti i ¢uvaju se za
dalju upotrebu, Sto je znaCajno kada ima malo oplemenjivackog materijala, tako da je
razumljiva pojava da NIRS u sve ve¢oj meri zamenjuje tradicionalne hemijske
analiticke metode kako u industrijskoj, tako i u laboratorijskoj praksi. Preduslov
primene NIRS metoda je postojanje odgovarajuceg kalibracionog modela na osnovu
kojeg se spektralne karakteristike ispitivanog uzorka dovode u vezu sa sadrzajem
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sastojaka od interesa. Za razvijanje kalibracionog modela neophodno je da su poznate
referentne vrednosti sastojaka koji se ispituju i odgovarajuci softver za razvijanje
kalibracione krive.

Cilj ovog rada je da se dobije $to precizniji kalibracioni model kako bi se olaksalo i
ubrzalo odredivanje vlage i proteina u semenu stocnog graska.

Materijal i metode rada

Za razvijanje kalibracionog modela za analizu komponenti stocnog graska
koris¢eno je 196 uzoraka graska razlicitih genotipova, stvorenih u Institutu za ratarstvo i
povrtarstvo u Novom Sadu. Radi dobijanja Sto preciznijih rezultata, kalibracija je
uradena posebno sa celim zrnom graska a posebno sa brasnom. Za uzorke sa celim
zrnom kori$¢eno je 150 g suvog doradenog semena graska bez primesa, a uzorci sa
brasnom, od 20 g, su prethodno fino samleveni u laboratorijskom mlinu, sipani u
providne kesice i tako skenirani. Kao referentne vrednosti vlage i proteina, kori§¢eni su
rezultati laboratorijskih analiza sprovedenih u Laboratoriji za zemljiste i agroekologiju u
Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Analiza vlage uradena je
gravimetrijskim metodom, a sadrZaj proteina odreden je CNS elementarnom analizom
potpunog spaljivanja uzorka. Prema laboratorijskim rezultatima, od 196 uzoraka
sto¢nog graska, 13 uzoraka je imalo manje od 20% proteina, 15 uzoraka je imalo preko
25% proteina, dok su ostali uzorci imali izmedu 20% i 25% proteina. Procenat vlage
iznosio je od 7% do 9% za vecinu uzoraka, izuzev za 30, koji su imali preko 10% vlage.
Za skeniranje uzoraka koris¢en je NIRS spektrometar sa Furijevom transformacijom
(FT-NIRS) tipa Antaris IT Thermo Scientific, a obrada podataka i kalibracija uradena je
pomoéu OMNIC™ softvera.

Sustina razvijanja kalibracionog modela je u uklanjanju gresaka koje nastaju
prilikom skeniranja uzorka a koje se povecavaju $to je uzorak heterogeniji. Odredivanje
koli¢ine materije u skeniranom uzorku se =zasniva na merenju energije
odbijenog/propustenog zracenja ispitivanog materijala. Za matematicku obradu NIR
spektara kori¢en je OMNIC™ softver i pomoéu njega su uklonjene sve smetnje
(Sumovi) prilikom skeniranja i svi uzorci koji iz nekog razloga odstupaju (outlieri).
Matematicki modeli koji su kori§¢eni za svaku kalibraciju su zasnovani na ra¢unanju
regresije parcijalnih najmanjih kvadrata (PLSR), multiplikativnoj korekciji rasipanja
(MSC) 1 algoritmima za glacanje spektra, koji pojacavaju vidljivost relativnih Sirina i
duzina spektralnih linija. Najpoznatiji algoritam za glacanje spektara je algoritam
Savitsky-Golay (Savitsky, 1964). Drugi algoritam koris§¢en u OMNIC softveru je
algoritam po Norisu (Norris, 1994). Glacanje spektara se radi na principu zamene
vrednosti spektra oSteCenog smetnjama (Sumovima) koje nastaju tokom skeniranja,
vredno$¢u lokalnog proseka okolnih tacaka podataka. Zamenjene vrednosti su u
odredenim granicama zadatim u datom algoritmu. Takode, koris¢en je i metod
derivatizacije. Metod derivatizacije spektara se koristi u NIR spektroskopiji kao metod
prethodne obrade spektara u cilju reSavanja preklapanja pikova odnosno povecanja
rezolucije, kao i u cilju eliminisanja apsorpcije matriksa ispitivanog materijala (Zeaiter i
sar., 2005; Workman, 2008). Zbog toga se NIR spektar poljoprivrednih proizvoda cesto
prikazuje u svom izvedenom (derivacionom) obliku (Hruschka, 1987; Shenk i sar.,
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2008). Na osnovu izgleda modela prilikom kalibracije i u zavisnosti od kori§¢enih
navedenih proracuna, kori$éen je prvi ili drugi izvod. Sustina kalibracije je u pravljenju
modela sa §to manjom greSkom kalibracije. Kalibraciona greska je ocenjivana pomocu
standardne greske kalibracije (RMSEC) a racunata po formuli:
_ I"i:iyre,r‘—y:v.r:ﬁs:
RMSEC=  ————
- n
gde je: yref merenje referentnog laboratorijskog metoda za i-ti uzorak, yNIRS NIRS
merenje za i-ti uzorak a n broj uzoraka.

Rezultati istraZivanja i diskusija

NIRS uredaj je skenirao svaki uzorak u tri rezolucije (8, 16 i 32 cm™) za svaku od
pracenih komponenti. Nakon kalibracije u sve tri rezolucije i analiziranja dobijenih
rezultata, prihvacena je rezolucija od 32 cm™, koja je nakon toga ubagena u kona&ni
kalibracioni model.

Spektri sto¢nog graska snimani su u regionu od 3999 do 9999 nm i kalibracija je
pravljena na osnovu celog spektra. Napravljene su kalibracione krive za vlagu i za
protein, posebno za celo zrno i za brasno. Zbog heterogenosti uzorka nemoguce je
dobiti vrednosti identi¢ne laboratorijskim. Za sve navedene kalibracije koriS¢eni su
regresija parcijalnih najmanjih kvadrata (PLSR) i multiplikativna korekcija rasipanja
(MSC) a u zavisnosti od izgleda spektra, koriS¢en je prvi ili drugi izvod.

Za kalibracionu krivu vlage celog zrna sto¢nog graska koriS¢en je drugi izvod
spektra i algoritam za glacanje po Norisu (granice 7 i 5), a dobijena odstupanja od
laboratorijskih rezultata su u granicama od (-0,8 do 0,8).

Za kalibracionu krivu vlage brasna koris¢en je takode drugi izvod spektara i
algoritam za glacanje po Norisu (granice 5 i 5), a dobijena odstupanja od laboratorijskih
rezultata su u granicama od (-0,7 do 0,8).

Za kalibracionu krivu proteina celog zrna kori$éen je drugi izvod spektara i
algoritam za glacanje po Savytskom i Golayu (granice 7 i 3), a dobijena odstupanja od
laboratorijskih rezultata su u granicama od (-1,6 do 1,8).

Za kalibracionu krivu proteina brasna korisc¢en je prvi izvod spektara i algoritam za
glacanje po Norisu (granice 5 i 5), a dobijena odstupanja od laboratorijskih rezultata su
u granicama od (-2 do 2).

Razlika izmedu dobro i loSe napravljene kalibracione krive (Slika 2) je u tome §to
su manja odstupanja i kalibraciona greska (RMSEC), a $to zavisi od koris¢enih izvoda i
logaritama za glacanje spektara.
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Slika 2: Kalibraciona kriva za protein: a) dobra i b) loSa
Picture 2: Calibration curve for protein: a) good and b) bad

Prose¢ne vrednosti rezultata kalibracije stocnog graska za celo zrno, brasno kao i
laboratorijske vrednosti date su u Tabeli 1. Rezultati laboratorijskih analiza graska
pokazuju da vrednosti vlage i proteina variraju. Dobijena koli¢ina proteina kod
niskoproteinskog graska iznosi 18,33% dok kod visokoproteinskog graska koli¢ina
proteina iznosi 28,53%, $to dovodi do velikog intervala variranja (10,2%). Sto se tice
procenta vlage, ona nema toliko izraZen interval variranja kao protein (6,12%). Ono $to
otezava razvijanje kalibracionog modela je mali broj uzoraka sli¢nih po vrednostima,
Sto je ovde slucaj, pa su vrednosti uzoraka sa izuzetno niskim i izuzetno visokim
sadrzajem proteina dobijeni u granicama kalibracionih greSaka (od -1,6 do 1,8 i od -2 do
2). U tom slucaju, dobijene vrednosti za najnize koli€ine proteina iznosile su 21,83% za
celo zrno i 21,52% za brasno, a najviSe vrednosti iznosile su 29,63% za celo zrno i
30,35% za brasno. Kod rezultata analize vlage, razlike su manje izrazene zbog manjih
variranja u pocetnim rezultatima.

Vrednosti kalibracionih greSaka i odstupanja od laboratorijskih rezultata za celo
zrno i za brasno stocnog graSka, za protein i vlagu date su u Tabeli 2. RMSEC za
protein u celom zrnu graska iznosila je 0,55 dok je u brasnu iznosila 0,57. RMSEC
vrednost za vlagu u celom zrnu iznosila je 0,26 a u brasnu 0,25. S obzirom na manja
variranja u vrednostima vlage, moguce je bilo napraviti kalibracioni model sa manjom
kalibracionom greskom u odnosu na model za protein. Prema rezultatima Flinn i sar.
(1998), kalibracioni rezultati za brasno su generalno bolji ako se koriste za odredivanje
hemijskog sastava uzorka, $to za odredivanje ukupne koli¢ine proteina nije neophodno.
Sveukupni dobijeni rezultati i vrednosti kalibracionih greSaka su priblizni i za brasno i
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za celo zrno pa se oba kalibraciona modela mogu prihvatiti. Uporedujuc¢i dobijene
rezultate kalibracije za protein sa Velasco i sar. (2001) ¢ija se kalibraciona greska krece
od (0,81 do 0,86), dobijeni rezultati kalibracione greske od 0,55 za celo zrno, odn. 0,57
za bras$no se mogu koristiti u praksi.

Tabela 1: Rezultati laboratorijskih analiza i kalibracije za celo zrno i brasno
stocnog graska
Table 1: Results of laboratory analysis and calibration of forage pea seed and pea

Sflour
Koef.

Komponenta Rezultat Min | Srednje | Maks Cs‘rizgl((ia S];egild. Varijacije II/E;IZ‘;;?OE
Component Result Min Mean Max St Error | StDev C;l)frﬁ Interval
Laboratorija 6.98 8,64 | 13,10 | 0,09 1,29 14,91 6,12

Laboratory

Vlaga Celo zrno
Moisture Whole seed 6,85 8,69 | 13,83 | 0,10 1,43 16,5 6,98
Brasno 719 | 857 | 1241 | 0,07 1,03 12,00 5,22

Flour
Laboratorija 1833 | 23,19 | 28,53 0,14 1,95 8,39 10,2

Laboratory

Proteini Celo zrno
Proteins Whole seed 21,83 | 25,12 | 29,63 | 0,09 1,33 5,28 7,80
Brasno 21,52 | 2547 | 3035 | 0,12 1,66 6,51 8,34

Flour

Tabela 2: Kalibracione greske i odstupanja od laboratorijskih vrednosti
Table 2: Calibration errors and deviations from laboratory results

RMSEC
Kalibracija | Vlaga celog Vlaga brasna Protein celog zrna Protein brasna
Calibration zrna graska graska graska graska
Moisture in Moisture in pea Protein in whole pea Protein in pea
whole pea Sflour seed Sflour
seed
Dobra
Good 0,26 0,25 0,55 0,57
Losa
Bad 0,33 0,41 0,88 1,08
Odstupanje
Deviation
Dobra
Good ('0’8) - (0:8) ('0a7) - (038) ('1’6) - (1:8) (_2) - (2)
LoSa
P (D-09 | (09-(09) (22)-) (-2.6)-(2,7)
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Zakljucak

Ovim ispitivanjem se dokazalo da je moguce odrediti koli¢ine proteina i vlage u
semenu sto¢nog graska pomocu NIRS metode. S obzirom na veliko variranje koliCine
proteina u sto¢nom grasku, dobijene kalibracione greske se tolerisu i NIRS kalibracioni
model je primenjiv u praksi. PoSto se kalibracioni model razvio sa ciljem da se olaksa
analiziranje proteina i sacuvaju uzorci, a na osnovu dobijenih sli¢nosti u rezultatima
izmedu celog zrna i brasna, moze se prihvatiti i koristiti kalibracioni model za celo zrno.
Koris¢enjem dobijenog kalibracionog modela za celo zrno graska, omogudice se
jednostavnije i brze izvodenje merenja, bez prethodne pripreme uzorka semena.
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CALIBRATION MODEL FOR NEAR INFRARED SPECTROSCOPY
(NIRS) FOR ASSESSMENT OF FORAGE PEA (PISUM SATIVUM L.)
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Abstract

Near infrared spectroscopy (NIRS) is used to analyze the chemical properties of
agricultural products with no sample prepation. In this paper, a calibration model was
developed to measure protein and moisture of forage pea in the whole seed and flour.
The obtained spectra were processed by combining mathematical models (PLSR, MSC,
first and second derivative) and calculating calibration errors. Measuring errors of the
whole seed moisture are from (-0.8 to 0.8) and flour from (-0.7 to 0.8); measuring errors
of the whole seed protein are from (-1.6 to 1.8) and flour from (-2 to 2). This test proves
the possibility to determine protein and moisture via NIRS, errors are tolerated and the
calibration model is applicable.

Key words: calibration, forage pea, NIRS, protein
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