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Izvod: Primarna karakteristika difuzne refleksne spektroskopije je brzo i nedestruktivno odredivanje
sadrzaja stvarnih konstituenata u proizvodima. Cilj je da se ta¢no zabeleZi priroda apsorpcije (koja je za-
visna od talasne duzine) u odnosu na stabilni standard. NIR spektroskopija je tehnologija koja je uglav-
nom zasnovana na stvarnom broju molekula svakog pojedina¢nog konstituenta i teoretski predstavlja
visoko-primenljivu analiticku metodu. Nakon konstrukcije nove kalibracione krive, prilikom transfera
kalibracije sa jednog na drugi NIR instrument, potrebno je proveriti nagib i pomeranje kalibracione kri-
ve. Dobijeni rezultati viSegodisnjih ispitivanja pokazuju pomeranje kalibracione krive, dok je nagib krive
ostao nepromenjen, §to znaci da je navedeno pomeranje translatorne prirode.

Kljucne redi: kalibracija, NIR spektroskopija, sadrzaj proteina, sadrzaj ulja, soja

Uvod

Teorija infracrvene spektroskopije je pozna-
ta viSe od 160 godina, ali prvi instrument se
pojavio u industrijskim laboratorijama 1930.
godine. Od 1940. prvi komercijalni infracrveni
spektroskop je postao dostupan, a infracrvena
spektroskopija je pocela znacajno da napreduje.
Danas se NIR (bliska infracrvena) spektrosko-
pija svrstava medu najvaznije analiticke metode.
Njene prednosti su joj omogudile da postane
jedna od znacajnih alatki za resavanje razli¢itih
vrsta analitickih problema u razlic¢itim oblasti-
ma, ukljucujuéi poljoprivredu, prehrambenu,
hemijsku, farmaceutsku, tekstilnu, kozmeticku
industriju, kao i industriju lekova (Batten 1998,
Reeves & McCarty 2001, McClure 2003, Reich
2005). Brojni istrazivaci su koristili ovu metodu
za brzo utvrdivanje bioloske aktivnosti poljopri-
vrednog zemljista, kao i za rutinsko ispitivanje
teksture i sadrzaja makro i mikro elemenata u
zemljistu (Reeves et al. 2000, Confalonieri et al.
2001, Moron & Cozzolino 2003).

Proteini, ugljeni hidrati, ulja (ili masti) pred-
stavljaju sloZene molekule koji su sastavljeni
od prostih hemijskih komponenata, kao $to su
amino kiseline, monosaharidi, disaharidi, masne
kiseline i glicerol. Molekuli osciliraju na frekven-
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cijama koje odgovaraju talasnim duzinama u in-
fracrvenom regionu elektromagnetnog spektra.
NIR spektroskopska analiza je metod za saku-
pljanje i prevodenje tih oscilacija u uzorke, veo-
ma brzom analitickom procedurom bezbednom
za okolinu.

Mnogi istrazivaci su zakljucili da je NIR meto-
da ckonomicna, jednostavna, brza i jedna je od
najboljih metoda za analize velikih populacija u
ranim generacijama u oplemenjivackim progra-
mima (Panford 1987, Robbelen 1990, Tajuddin
et al. 2002). Moguénost brzog i nedestruktivhog
odredivanja kvaliteta zrna soje predstavlja jedan
od glavnih faktora pri uspesnom oplemenjivanju
soje na poboljsan hemijski sastav zrna.

Prilikom kalibracije i validacije, odredeni broj
uzoraka (kalibracioni set) mora biti analiziran
koris¢enjem i referentnog i NIR metoda, $to
znaci da se prakticno primenom ove dve proce-
dure analiziraju razliciti poduzorci svakog uzorka
(Hruschka 1987).

Nakon konstrukcije nove kalibracione krive,
potrebno je proveriti nagib i pomeranje kalibra-
cione krive. Uzroci koji dovode do pomeranja
kalibracione krive i promene nagiba su razliciti i
zavise od same konstrukcije instrumenta, uslova
sredine u kojima se instrument nalazi, kvaliteta
izvora svetlosti, kao i samih uzoraka koji se is-
pituju (Osborn & Stivenson 1987, Hong et al.
1994). U poljoprivredi su moguce razlike u nagi-
bu i pomeranju kalibracione krive u zavisnosti od
vegetacione sezone (Golic & Walsh 2006). Nave-
deni faktori, pojedinacno ili zdruZzeno, uticu na
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preciznost merenja, te je neophodno sprovoditi
stalnu kontrolu pomeranja i nagiba kalibracione
krive kako bi merenja NIR spektroskopijom bila
§to pouzdanija.

Materijal i metode

Kalibraciona kriva za odredivanje sadZaja ulja
i proteina u semenu soje konstruisana je po me-
todologiji Balesevi¢-Tubi¢ i sar. (2007). Parame-
tri stabilnosti kalibracionih kriva ra¢unati su na
osnovu validacionog, nezavisnog seta uzoraka.
Raspon vrednosti za sadrzaj proteina u validaci-
nom setu kretao se od 36% do 46%, dok je ras-
pon sadrzaja ulja bio od 15% do 23%. Sadrzaj
proteina u uzorcima odreden je standardnom
Kjeldahl metodom JUS/ISO 1871 (1992), dok
je sadrzaj ulja izrazen preko udela heksanskog
ekstrakta metodom JUS/ISO 695 (1991). Stan-
dardne hemijske analize sadrzaja ulja i proteina
u semenu soje uradene su u duplikatu i valida-
cionom setu prikljuceni su samo oni uzorci ¢ija
je standarna laboratorijska greska bila manja
od 0,5%. Za sva izracunavanja, laboratorijska
vrednost sadrzaja proteina i ulja u semenu soje
iskazana je kao prosecna vrednost merenja stan-
dardnim tehnikama.

Parametri stabilnosti kalibracionih kriva izracu-
nati su na osnovu linearne regresije laboratorij-
skih 1 NIR merenja. Pomeraj kalibracione krive
izrazen je kao razlika izmedu aritmetic¢kih sredi-
na laboratorijskih i NIR merenja. Nagib linearne
regresije i pomeraj kalibracione krive testirani su
t-testom.

Rezultati i diskusija

NIR instrument odreduje sadrzaj proteina
i drugih komponenti merenjem logaritamskih
vrednosti koje bi morale biti povezane sa ko-
licinom komponenti ¢iji je sadrzaj odreden ne-
kim drugim metodom, referentni ili standardni
metod. Referentne vrednosti se stavljaju u re-
gresioni odnos sa vrednostima dobijenim NIR
metodom da bi se dobile kalibracione konstan-
te. Povecanje tacnosti kalibracionih podataka
predstavlja rezultanta granicnih poboljsanja
stvarne tacnosti, ukoliko je standardna greska
referentnih podataka na pocetku bila manja od
dobijene stvarne ta¢nosti odgovarajuc¢e NIR ka-
libracije.

Utvrdena je bliska veza izmedu laboratorijskih
i NIR vrednosti za ispitivanje sadrzaja proteina i
ulja u semenu soje. Opseg kalibracije pokriva $i-
rok dijapazon ocekivanih vrednosti merenja. U
svetskoj kolekciji germplazme soje, sadrzaj pro-
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Grafikon 1. Kalibraciona kriva za odredivanje sadrzaja
proteina u uzorcima semena soje

Graph 1. Calibration curve for protein content
determination in soybean seed samples
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Grafikon 2. Kalibraciona kriva za odredivanje sadrzaja
ulja u uzorcima semena soje

Graph 2. Calibration curve for oil contentdetermination
in soybean seed samples

teina u zrnu kreée se od 30% do 53%, dok je sa-
drzaj ulja izmedu 10% i 25% (Dong et al. 2004).
S obzirom da su uzorci sa ekstremno niskim,
odnosno ekstremno visokim sadrzajem protei-
na i ulja veoma retki, kalibraciona kriva pokri-
va veliku veéinu ocekivanih vrednosti merenja
(Graf. 11 2). Najpreciznija ocena tacnosti NIR
spektroskopije utvrdena je kada su standardna
greska kalibracije i standardna greska predvida-
nja bile korigovane za nepreciznost referentnih
podataka (Sorensen 2002). Visoke vrednosti
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Grafikon 3. Promena t-vrednosti za pomeraj krive:
oscilacije
Graph 3. Changes in bias t-values: oscillations
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Grafikon 4. Promena t-vrednosti za pomeraj krive:
skokovite promene
Graph 4. Changes in bias t-values: jump changes

koeficijenta determinacije, za ispitivane konsti-
tuente u semenu soje, kao i niske vrednosti stan-
dardne greske kalibracije, pokazuju da postoji
visoka meduzavisnost merenja laboratorijskim
tehnikama i NIR tehnikom (Balesevi¢-Tubi¢ i
sar. 2007).

Na osnovu viSegodisnjeg pracenja parame-
tara stabilnosti i preciznosti kalibracione krive
za sadrzaj proteina i ulja u zrnu soje, moguce
je uociti tri tipa pomeranja kalibracione krive:
lagano pomeranje, skokovito i slabe oscilacije
oko odredene vrednosti (Graf. 3-5). Skokovito
pomeranje kalibracione krive je najlakse uoci-
ti i to bez svakodnevnih merenja referentnih
uzoraka. Medutim, lagano pomeranje i slabe
oscilacije kalibracione krive veoma je tesko
detektovati bez svakodnevnih merenja referen-
tnih uzoraka. Pojava da uzorci iz razli¢itih go-
dina mogu uticati na pomeranje krive dobro je
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Grafikon 5. Promena t-vrednosti za pomeraj krive:
lagano pomeranje
Graph 5. Changes in bias t-values: slow changes

poznata u NIR spektroskopiji (Golic & Walsh
2006, Dordevic i sar. 2008).

Kada kalibraciona kriva osciluje oko grani¢ne
vrednosti, neophodno je svakodnevno pracenje,
kao i pravovremena i precizna korekcija pome-
ranja krive, ¢ime se eliminise greska pri merenju
nepoznatih uzoraka.

Za sadrzaj proteina i ulja u semenu soje
pracen je i testiran nagib kalibracione krive
(Graf. 6). Vrednost za nagib kalibracione krive
bila je bliska vrednosti jedan i nije zabelezeno
statisticki znacajno odstupanje. Ovakav nagib
kalibracione krive pokazuje da su navedeni
tipovi pomeranja kalibracione krive transla-
torni. Standardna greska predvidanja imala je
vrednosti kao i prilikom razvijanja kalibracije,
ukrs$tene provere i eksterne validacije kalibra-
cije (Graf. 7).
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Grafikon 6. Promene nagiba kalibracione krive za
sadrzaj ulja i proteina

Graph 6. Calibration slope changes of oil and protein
content

Grafikon 7. Promene standardne greske predvidanja
kalibracionih kriva za sadrzaj ulja i proteina

Graph 7. Calibration standard error of predicting
changes of oil and protein content

Zakljuéak

Promene kalibracione krive za sadrzaj pro-
teina i ulja u semenu soje ukazuju da je jedino
svakodnevnim pracenjem kalibracione krive
moguce pravovremeno uociti translatorno po-
meranje krive i obaviti korekciju koja razlike u
NIR i standardnim merenjima svodi na slu¢ajno
variranje.

Svakodnevno merenje referentnih uzoraka
i izra¢unavanje parametara kalibracione krive
oduzimaju malo vremena, a veoma efikasno
obezbeduju tacnost merenja nepoznatih uzo-
raka. Drugi nacin koji bi mogao da resi ovaj
problem je konstrukcija kalibracione krive na
osnovu vise hiljada divergentnih uzoraka i upo-
treba sloZenijih statistickih metoda (Wesley et al.
1999). Ovakvo resavanje problema pomeranja
kalibracione krive je svakako trajnije, medutim,
daleko je skuplje i prevazilazi potrebe kalibracije
jednog NIR instrumenta za analizu hemijskog
sastava semena soje.
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Reliability of NIR Method in Protein and Oil Content
Determination in Soybean

Svetlana Bale§evi¢-Tubi¢ - Vuk DPordevic¢ * Vojin Dukic¢ -
Jegor Miladinovi¢ - Mladen Tati¢

Institute of Field and Vegetable Crops, Maksima Gorkog 30, 21000 Novi Sad, Serbia

Summary: A primary characteristic of diffuse reflectance spectroscopy is fast and non-destructive determination
of constituent concentration in products. The main goal is to find the nature of absorption (depending of wave
length) and compare it with stable standard. NIR spectroscopy is a technology based on real number of molecules
of each constituent and represents highly applicable analytical method. After calibration development or calibration
transfer from one to another NIR instrument, it is necessary to verify the slope and bias of calibration. Results
from multi year experiments show bias changes, while slope was constant, implicating that calibration changes had

translator nature.

Key words: calibration, NIR spectroscopy, oil content, protein content, soybean
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