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Oznaczenie zawarto$ci thuszczu $rédmig-
$niowego jest jednym z podstawowych
parametrow okreslajacych migso — waznym dla
konsumentéw (Wood i in., 2008), ale rowniez
dla przemystu migsnego. Dotychczasowe meto-
dy analityczne sg czasochtonne i kosztowne, co
ogranicza liczbe analizowanych probek. Wraz
z rozwojem elektroniki i informatyki powstaty
nowe, alternatywne, szybkie i tanie metody ana-
lityczne. Idealna metoda moze by¢ spektrosko-
pia w bliskiej podczerwieni (NIRS), ktora juz od
wielu lat jest stosowana do analiz, mi¢dzy innymi
pasz i mleka. NIRS jest to metoda analityczna,
w ktorej widmo badanej probki jest porowny-
wane z bazg zlozong z setek lub nawet tysigcy
probek, dla ktérych wykonano wczesniej anali-
zy referencyjne. W ten sposob opracowana jest
kalibracja analizatora NIR, na podstawie ktorej
wykonuje si¢ predykcje wynikow dotyczacych
analizowanych parametréw. Spektroskopia w bli-
skiej podczerwieni to szybka, bezinwazyjna i nie
niszczaca probek metoda analityczna, w ktorej
nie powstajg zadne odpady (takie jak pozostato-
$ci poekstrakcyjne czy uwalnianie do atmosfery
ropopochodnych ekstrahentow przy oznaczaniu
thuszczu), co czyni ja tez metoda ekologiczna,
zaliczang do tzw. ,zielonej chemii” (EPA U.S.
Environmental Protection Agency, 2022). Od
2007 r. metoda NIRS do oznaczania zawartosci
w migsie: thuszezu, wilgotnosci oraz biatka wy-

stepuje jako procedura AOAC Official Method
2007.04. W metodzie tej stosuje si¢ spektrometr
FOSS FoodScan. Jest to urzadzenie wykorzystu-
jace technike NIR transmisyjna, w ktorej wigzka
promieniowania przechodzi przez probke i jest
nastepnie analizowana. Z kolei, analizator FOSS
InfraXact 7500, ktory jest w posiadaniu Instytutu
Zootechniki, jest urzadzeniem NIR odbiciowym,
dokonujacym analizy odbitej od probki wigzki
promieniowania elektromagnetycznego i co do
zasady przeznaczonym do analizy pasz. Wielu
badaczy podjelo zakonczone sukcesem proby
wykorzystania réznych aparatow odbiciowych
NIR do analizy mig¢sa (Prevolnik i in., 2004; Prie-
toiin., 2009; Alomar i in., 2003), w tym wieprzo-
wego (Savenije i in., 2006; Zamora-Rojas i in.,
2011; Bonin i in., 2020). Centralne Laboratorium
Instytutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Ba-
dawczego (IZ PIB) tez podjeto probe poszerzenia
mozliwosci analitycznych posiadanego aparatu
o analizy migsa. Ze wzgledu na charakterystyke
metody — brak $cistej zaleznosci miedzy bada-
nym parametrem a punktami charakterystyczny-
mi w widmach — obserwuje si¢ w widmach liczne
nadtony i ich kombinacje, zalezne od analizowa-
nego parametru i rodzaju matrycy (Burns i Ciur-
czak, 2008). Sprawia to, ze do interpretacji widm
(na podstawie bazy kalibracyjnej) konieczne jest
zastosowanie zaawansowanych matematycznych
modeli predykcyjnych opartych na chemometrii.
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Wykorzystanie NIRS w krajowej hodowli trzody chlewnej

Wykorzystanie techniki NIRS ma nieba-
gatelne znaczenie praktyczne. Opracowana przez
Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badaw-
czy kalibracja pozwala na oznaczanie tluszczu
srodmiesniowego w schabie i moze by¢ wyko-
rzystana w rutynowych badaniach na rzecz oceny
jakosci migsa w programie kontroli uzytkowosci
rzeznej trzody chlewnej. Powinna ona by¢ kali-
bracja odporna, ktéra odzwierciedla naturalng
zmienno$¢ probek pochodzacych od réznych ras
swin hodowanych w r6znych okresach roku na
przestrzeni wielu lat.

Celem pracy byto opracowanie i wdroze-
nie metody NIRS oznaczania thuszczu $rodmie-
Sniowego na potrzeby oceny jakosci migsa Swin
prowadzonej w Stacjach Kontroli Uzytkowosci
Rzeznej Trzody Chlewnej (SKURTCh).

Materialy i metody

Kalibracj¢ opracowano w Centralnym
Laboratorium Dzialu Analityki Laboratoryjnej
1Z PIB, ktore posiada wdrozony system jakosci
wedtug normy PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02
w ramach zadania 17-1.70.9 pt. ,,Analiza zawar-
tosci tlhuszczu $rédmigsniowego metoda NIRS”.
Jako referencyjng w stosunku do metody NIRS
wykorzystano akredytowang w Polskim Centrum
Akredytacji metod¢ oznaczania thuszczu w mig-
sach i produktach migsnych wedlug PN-ISO

1444:2000. W celu okreslenia podstawowych pa-
rametrow kalibracji wykonano walidacje krzyzo-
wa na zewnetrznych zbiorach probek walidacyj-
nych PN-EN ISO 12099:2017-10.

Do wykonania kalibracji na oznaczenie
zawarto$ci thuszczu $rédmigsniowego wykorzy-
stano probki migsni wieprzowych (schab) po-
zyskane w ciggu dwoch lat w Stacjach Kontroli
Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej — Zaktad
Doswiadczalny IZ PIB Pawlowice oraz Zaktad
Doswiadczalny 1Z PIB Chorzelow sp. z 0.0. Mig-
so pozyskano od §win ras: pbz (polska biata zwi-
stoucha), wbp (wielka biata polska) i putawskie;j.
Zwierzeta ubito w przedziale 100-120 kg masy
ciata. Do czasu wykonania analiz migso prze-
chowywano zamrozone w temperaturze <-20°C.
Probki homogenizowano przy uzyciu rozdrabnia-
cza Philips HR1674/90. Widma w bliskiej pod-
czerwieni (widma NIR) probek miegsa uzyska-
no przy uzyciu spektrometru odbiciowego Foss
InfraXact 7500 (fot. 1 i ryc. 1) o zakresie pracy
570-1848 nm z interwatem skanowania co 2 nm.
Analizy NIR wykonywano przy uzyciu oprogra-
mowania Foss ISIscan wer. 4.6. Kazda z probek
mig¢sa skanowano trzykrotnie w kuwetach o $red-
nicy 6,5 cm. Kalibracje opracowano za pomoca
oprogramowania Foss WinlSI wer. 4.10. Analizg
referencyjna na zawarto$¢ thuszczu wolnego wy-
konano wedtug metody PN-ISO 1444:2000.

Fot. 1. Aparat FOSS InfraXact 7500 (fot. K. Wojtycza)
Photo 1. FOSS InfraXact 7500 apparatus
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Ryc. 1. Widma NIR probek schabow
Fig. 1. NIR spectra of pork loin samples

Do wykonania kalibracji uzyto 246 pro-
bek schabu. Wyjsciowy zbior probek podzielono
pseudolosowo (generator liczb pseudolosowych
w MS Excel) na zbiory testowe (walidacyjne).
Dla kazdego zbioru walidacyjnego utworzono
po jednym zbiorze uczacym (kalibracyjnym) ta-
kim, by nie zawierat probek z danego zbioru wa-
lidacyjnego. Kazdy ze zbiorow kalibracyjnych

ustalono metodg analizy gltéwnych sktadowych
(PCA) przy ustawieniach programu WinlSI:
1.4.4.1,2.8.6.1,3.10.10.1, 4.10.10.1 oraz 3.5.5.1,
gdzie pierwsza liczba to warto$¢ pochodnej, dru-
ga to odstep, przez ktory obliczana jest pochodna
(wyrazona w punktach danych), trzecia to liczba
punktéw danych podlegajacych wygladzaniu,
a czwarta oznacza drugie wygladzanie.

Ryec. 2. Wizualizacja trojwymiarowej przestrzeni
ukazujaca globalne odlegto$ci Mahalanobisa GH
w programie WinISI (dla ustawien 4.10.10.1)
Fig. 2. Three-dimensional visualization showing
global Mahalanobis GH distances in WinlSI
(for settings 4.10.10.1)
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a) 1.4.4.1 b) 2.8.6.1
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Ryc. 3 Zalezno$ci miedzy warto$ciami przewidywanymi przez NIRS a warto§ciami LAB zmierzonymi
referencyjna metoda analizy thuszczu $rédmigsniowego dla wszystkich zestawow walidacyjnych w wariantach:
a) 1.4.4.1,b)2.8.6.1, ¢) 3.10.10.1, d) 4.10.10.1, ¢) 3.5.5.1
Fig. 3. Relationships between predicted NIRS values and LAB values measured with the reference method
of intramuscular fat analysis for all validation sets in variants:
a)1.4.4.1,b) 2.8.6.1, c) 3.10.10.1, d) 4.10.10.1, e) 3.5.5.1
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Wykres obrazujacy rozmieszczenie pro-
bek i1 globalne odleglosci Mahalanobisa ,,global-
-H” (GH) w przestrzeni trojwymiarowej przedsta-
wiono na ryc. 2. GH to odlegto$¢ danej probki od
centrum populacji. Odrzucono probki, dla ktorych
globalna odleglos¢ Mahalanobisa przekraczata
warto$¢ 3,5 (Saha i in., 2017). Zbiory kalibracyj-
ne, pozbawione uprzednio probek odrzuconych,
uzyto nastgpnie do utworzenia kalibracji przy
ustawieniach programu WinlSI: 1.4.4.1, 2.8.6.1,
3.10.10.1, 4.10.10.1 oraz 3.5.5.1, stosujac zmo-
dyfikowang metode czastkowych najmniejszych
kwadratéw (MPLS), a takze transformacje oparta
na normalizacji widm wraz z korektg linii bazo-
wych. Powstate kalibracje sprawdzono na przy-
pisanych 7 zbiorach walidacyjnych. W kolejnym
etapie ze zbiorow walidacyjnych odrzucono
probki, dla ktorych GH przekraczata warto$¢ 3,0,
a takze te, dla ktérych “neighborhood-H” (NH),
oznaczajaca odlegto$¢ probki do najblizszego

sasiada, przekraczala wartos¢ 0,6. W ten sposob
usunieto ze zbioréw walidacyjnych probki skraj-
nie odbiegajace od bazy kalibracyjnej (po odrzu-
ceniu pozostato 200 probek). Obliczono w posta-
ci $rednich wartosci (z 7 zbiorow walidacyjnych):
R? ($redni wspétczynnik determinacji oraz SEPc
(sredni standardowy btad przewidywania sko-
rygowany o obcigzenie (bias), gdzie SEPc to
S¢ep Wg PN-EN ISO 12099:2017-10. Wyliczono
rowniez takie parametry kalibracji (N=200), jak:
zakres oznaczanych zawartosci thuszczu (MIN,
MAX, SREDNIA) i odchylenie standardowe
(SD) z zakresu danych z analizy referencyjnej
w zbiorze kalibracyjnym, standardowy btad kali-
bracji (SEC), standardowy btad walidacji krzyzo-
wej (SECV), SEPc i SEPc % (wzgledny %) oraz
oszacowano jako$¢ kalibracji za pomocg parame-
tru SD/SEPc, ktory jest analogiczny do parametru
RPD podanego przez Rushinga i Saha (Rushing
iin., 2016; Sahaiin., 2017).

Tabela 1. Usrednione wartosci parametrow (n=7) walidacji kalibracji na podstawie probek zewnetrznych
przy réznych ustawieniach programu WinISI
Table 1. Average parameter values (n=7) of calibration validation based on external samples,
with different WinISI settings

Ustawienia WinlISI — WinlISI settings
1.4.4.1 0,849 0,134
2.8.6.1 0,865 0,134
3.10.10.1 0,844 0,143
4.10.10.1 0,873 0,134
3.5.5.1 0,830 0,157

Wyniki i ich omo6wienie

Przy wyborze kalibracji do oznaczen ruty-
nowych zawartosci thuszczu w schabie kierowano
si¢ lepiej oddajacymi rzeczywisto$¢ kryteriami do-
tyczacymi walidacji na podstawie zestawow probek
zewnetrznych, tzn. znajdujacych si¢ poza baza kali-
bracyjng. Wybrano kalibracje, dla ktérej SEPc jest
najnizsza a R? najwyzsza (tab. 1). Uzyskane kali-
bracje dla kazdego z wariantow ustawien programu
WinlISI: 1.4.4.1,2.8.6.1,3.10.10.1,4.10.10.1, 3.5.5.1

przedstawiono na wykresach: ryc. 3a, 3b, 3c, 3d, 3e,
odpowiednio.

Krzywa kalibracji charakteryzowala si¢ do-
brymi parametrami, przy jednoczes$nie duzej liczbie
probek w zbiorze kalibracyjnym (tab. 2), co czyni
opracowang kalibracje jeszcze bardziej wiarygodna.
Parametr szacujacy jakos¢ modelu kalibracyjnego
RPD, bliski warto$ci wynoszacej 3, nalezy uzna¢ za
wystarczajaco dobry. W badaniach Rushinga (Ru-
shing 1 in., 2016) warto$ci tego parametru waha-
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ly si¢ od 2,45 do 3,45. Parametry sporzadzonej
kalibracji podano w tabeli 2. Standardowy btad
przewidywania skorygowany o bias jest praktycz-
nym i mozliwie najbardziej realnym wskaznikiem
odchylen otrzymywanych wynikow od wartosci
referencyjnych uznanych jako najblizsze rzeczy-

wistym. Obejmuje on sktadowe niepewnosci zwig-
zane mi¢dzy innymi z czynnikiem odtwarzalno$ci
(probki sa analizowane w szerokim, wieloletnim
przedziale czasowym) oraz zmiennosci indywidu-
alnej oznaczanych probek (dotycza wielu probek
pochodzacych od réznych ras §win).

Tabela 2. Zestawienie parametréw kalibracji NIRS, N =200
Table 2. Summary of NIRS calibration parameters, N = 200

Zakres danych (thuszcz, g/100 g)
Data range (fat, g/100 g)
- SEC SECV | SEPc | SEPc % RPD
SREDNIA
MIN MAX MEAN SD
0,720 3,120 1,480 0,416 0,125 0,150 0,134 9,05 3,104
N — ilo$¢ probek w kalibracji
SD — odchylenie standardowe z zakresu danych z analizy referencyjnej w zbiorze kalibracyjnym
SEC — standardowy btad kalibracji
SECV  —standardowy btad walidacji krzyzowe;j
SEPc — $redni standardowy btad przewidywania skorygowany o bias
SEPc% — SEPc wyrazony jako wzgledny %
RPD — stosunek standardowego odchylenia z zakresu danych z analizy referencyjnej w zbiorze kalibracyj-
nym do SEPc
N — number of samples in calibration
SD — standard deviation of the data range from the reference analysis in the calibration set
SEC — standard error of calibration
SECV  —standard error of cross-validation
SEPc — Average standard error of prediction adjusted for bias
SEPc% — SEPc expressed as relative %
RPD — ratio of the standard deviation of the data range from the reference analysis in the calibration set to
SEPc
3,5
3
en 2,5
8
% 2
315 BLAB
g | ENIRS
1 I I
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

probki

probki — samples; thuszcz — fat

Ryc. 4. Wykres stupkowy wynikow referencyjnych (kolor czerwony) i predykcji NIRS (kolor niebieski)
Fig. 4. Bar graph of reference results (red) and NIRS predictions (blue)
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Ryec. 5. Poréwnanie wynikow referencyjnych (kolor czerwony) z wynikami NIRS (kolor niebieski),

pionowe odcinki wyznaczajg niepewnosci wynikow
Fig. 5. Comparison of the reference results (red) with NIRS results (blue);
vertical lines indicate the uncertainties of the results (red) and NIRS productions (blue)

W celu poréwnania doktadnos$ci metody
NIRS z metodg referencyjna porownano odpo-
wiadajgce sobie parametry statystyczne dotycza-
ce niepewnosci obu metod (Gasior i in., 2015).
Dla metody referencyjnej byla to wzgledna %
niepewno$¢ standardowa (Arendarski, 2003) —
u % = 7,22, adla metody NIRS jest to niepew-
no$¢ predykcji, ktora moze by¢ wyrazona jako
SECV lub SECV% (Ggsior i in., 2015), albo tak
jak w niniejszej pracy — jako wzgledny % $redni
standardowy btad przewidywania skorygowa-
ny o bias SEPc% (tab. 2). Kalibracja NIRS jest
wystarczajaco doktadna, jezeli stosunek obu nie-
pewnosci (analizy NIRS i referencyjnej: SEPc%/
u %) nie przekracza wartosci liczbowej okoto
2. Dla uzyskanej kalibracji stosunek ten wynosit
1,25 i nalezy uwaza¢ go za bardzo dobry (Gasior
iin., 2015).

Na ryc. 4 przedstawiono zestawienie
wynikow referencyjnych uzyskanych tradycyjna
metodg ekstrakcji thuszezu 1 wynikow przewidy-
wanych metoda NIRS, dotyczacych probek nie
wystepujacych w zbiorze kalibracyjnym. Na ryc.

5 poréwnano je ze sobg z uwzglednieniem u_%
i SEPc%. Zestawienie parami poszczegodlnych
wynikow z uwzglednieniem niepewnosci uzy-
skanych metoda referencyjng i predykcji NIRS
pozwala zauwazy¢, ze niepewnosci kazdej z par
nachodza na siebie. Przy przyjetych niepewno-
$ciach obu metod wyniki nalezy uzna¢ za staty-
stycznie nie rdéznigce sig.

Podsumowanie i wnioski

Opracowana metoda pozwala na wyko-
rzystanie techniki odbiciowej NIRS do oznacza-
nia zawartosci thuszczu srodmigsniowego w scha-
bie i jest oparta na doktadnej i odporne;j kalibracji,
to znaczy takiej, ktora byta sporzagdzona na pod-
stawie probek pochodzacych od rdznych ras swin
hodowanych w réznych okresach roku na prze-
strzeni wielu lat. Uzyskano zadowalajace para-
metry walidacyjne, takie jak: R?, SEPc, SECV
czy RPD. Niepewno$¢ uzyskanej metody wynosi
9,05% (wyrazona jako SEPc%) i jest nieznacz-
nie wigksza od niepewnos$ci metody odniesienia
wynoszgcej 7,22% (u %). Kalibracja moze by¢
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uzyta w dowolnym spektrometrze Foss Infra-
Xact 7500, w tym w najnowszych modelach
aparatow Foss, np. DS2500, DA1650. Opra-
cowana metoda pozwala na wykonanie duzej
liczby szybkich, tanich, nie niszczacych probek
i ekologicznych analiz (EPA U.S. Environmen-
tal Protection Agency, 2022) wykonywanych
przez Centralne Laboratorium Dziatu Analityki
Laboratoryjnej 1Z PIB. Znalazta ona zastoso-
wanie w ocenie jakos$ci migsa $win prowadzo-
nej w Polsce w Stacjach Kontroli Uzytkowosci
Rzeznej Trzody Chlewnej. Od momentu wdro-
zenia metody w bliskiej podczerwieni (od 2018
r.) w celu oznaczania thuszczu $rodmig§niowego

w schabie (Zak i in., 2018) Centralne Laborato-
rium analizuje blisko 1000 probek rocznie, stale
poszerzajac w wyniku rewalidacji baze widm,
stuzaca poprawie jakosci analiz.
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THE USE OF NIRS IN POLISH PIG BREEDING — RAPID AND NONINVASIVE ANALYSIS
OF THE INTRAMUSCULAR FAT IN PORK MEAT

Summary

Near infrared reflection spectroscopy (NIRS) was used to determine the intramuscular fat concentration
of pork chops. The NIRS is a rapid, noninvasive and nondestructive technique, it is reagent- and waste-free and
requires no additional auxiliary chemicals. The article presents the development of the calibration, its parame-
ters, selection of a mathematical model and method validation. The method is based on an accurate and robust
calibration carried out on samples from different breeds of pigs reared at various times of the year and for many
years. It has been used in the assessment of the quality of pig meat carried out in Poland at Pig Performance
Testing Stations (SKURTCh).

Key words: meat quality, intramuscular fat in pork, NIRS, robust calibration, quantitative analysis, validation
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