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Abstrakt

V ramci projektu Ministerstva Vnitra Systémy rychlého
rozhodovani pro bezpecnost potravin (VG20102015023)
byl vyvinut prototyp pfistroje pro automaticky zdznam
impedancnich a optickych spekter syrového masa a mléka.
Cilem projektu bylo vyvinout systém rychlého rozho-
dovani schopného na zakladé naméfenych spekter rozliSit
bezpecné a zavadné maso a mléko. Prototyp byl pouzit ke
sbéru spektralnich dat, ktera poslouzila ke kalibraci
predikéniho modelu. Jako referenéni data byl pouZit obsah
biogennich amini v mase paralelné stanovovan v pravidel-
nych intervalech. V mléku byly pocitany pocéty somatic-
kych bunék. Vzorek masa, na kterém probihalo méteni, byl
pro urychleni experimentu inokulovan bakteridlni smési
izolované z kazictho se masa. Robustnost predikéniho
modelu byla ovéfena 10x kiizovou validaci. R* vyslo
0,978; primeérna relativ. odchylka 5,1 %. Dale byly aspésné
vytvoreny predikéni modely k uréeni kvalitativnich znaka
masa a mléka na zakladé spektralnich dat.

Klicova slova: Bioimpedance, VIS/NIR, kazeni masa,
pocitacové uceni

Abstract

As part of the project for the Ministry of the Interior -
Rapid  Decision  Systems for Food  Safety
(VG20102015023), prototype of the machine for the auto-
mated raw meat impedance and optical spectra measuring
was developed. The goal of this project was to develop the
rapid decision system capable to distinguish safe and
spoiled meat and milk based on measured spectral data.
Prototype was used for the spectral data collecting, we used
for the prediction model calibration. We used the biogenic
amines content assayed in regular basis as reference data
for meat and number of somatic cells in milk. We accele-
rated the meat sample spoilage by its inoculating by the
bacteria mixture isolated from another spoiled meat. The
model validity was confirmed by the 10-fold cross valida-
tion with R? = 0,978 and the average relative deviation =
5,1 %. Spectral data based prediction models for quality
features of meat and milk prediction were also developed.

Keywords: Bioimpedance, VIS/NIR, meat spoilage,
machine learning

Uvod

Cilem tohoto clanku je blize predstavit projekt
Ministerstva Vnitra Systémy rychlého rozhodovani pro
bezpecnost potravin (VG20102015023). Néplni projektu
bylo na zédkladé aplikované vyzkumné cinnosti vyvinout
technologie, laboratorni analyzy a predikéni modely pro
podporu rozhodovéani krizového managementu a dalSich
subjekti umoZiujici rychlé posouzeni nezavadnosti
skladovanych potravin v pfipadé krizovych situaci.
Hlavnimi vyhodami mechanizace a automatizace je zpra-
covani velkého mnoZstvi vzorkd definovanou rychlosti pfi
eliminaci lidské chyby, zvySeni presnosti vysledkd, snadné
programovatelnosti testl, bezpecné a Cisté pracovni
prostiedi. K automatickému méteni sledovanych veli¢in ve
starnoucim mase byl vyvinut prototyp pristroje umoZznujici
automaticky sbér dat a pfislusny software. Cilem projektu
je na zékladé ziskanych dat vytvofit predikéni model
popisujici korelaci naméfena spektra - zdravotni zavadnost
masa. Jako referencni tdaje byl pouzit obsah biogennich
aminll v mase, které vznikaji ¢innosti mikroorganismi.
Dale byly v ramci projektu provedeny série méfeni impe-
dance nebo FTIR syrového nebo UHT mléka a na jejich
zéakladé byly odvozeny dalsi predikéni modely.

Material a metody

Vzorek masa

Jako vzorek masa byl pouZit platek syrového veprového
plecka (cca 200 g) zakoupeny v obchodnim fetézci.
Z platku masa byl odkrojen prvni vzorek k analyze obsahu
biogennich amint a zbytek masa byl inokulovan bakterial-
ni smési tzv. meat spoilers (viz niZe). Z inokulovaného
masa je odebran dalsi vzorek ke stanoveni obsahu biogen-
nich amind a je zahajeno vlastni sbér spektralnich dat.

Smésnd kultura meat spoilers

K wurychleni vlastniho experimentu byl izolovany bak-
terie v nejveétsi mife se podilejici na kazeni masa. Jako
zdroj bakterii bylo pouZito maso ze spotiebniho fetézce,
které bylo bez predchozi inokulace ponechano 2 dny volné
na vzduchu pfi laboratorni teploté, poté dano do mikroten-
ového sacku a bez utésnéni ponechino tyden v lednicce.
Sterilni mikrobidlni Spachtli byl setfen povrch masa
a Spachtle ponofena do kapalné pidy Tryptic Soy (TS)
a nasledné kultivovana 1 den pfi laboratorni teploté. Poté
bylo provedeno prepasdzovani do cist¢ pudy a dalsi
jednodenni kultivace. Ze smésné kultury byl odebran
vzorek k identifikaci mikrobti a zbytek byl pravidelnym
pasazovanim udrzovan ve vitalni formé pro pozdé&jsi expe-
rimenty.

Identifikace mikroorganizmii ve smésné kulture
meat spoilers

Identifikace bakterii byla provedena pomoci hmotnostni
spektrometrie. Ionizace vzorku byla provedena laserovym
zébleskem s asistenci matice (metoda MALDI). Jako ma-
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tice byla pouzita smés kyseliny skoficové a trifluoroctové
rozpusténé ve smési voda-acetonitril (1:1). Pomoci
kiizového roztéru na pevnou pudu agar-TS byly od sebe
oddéleny jednotlivé bakterie a vybrané kolonie byly ru¢né
preneseny na MALDI terc¢ik pomoci paratka a zakdpnuty
1 ul MALDI matici. Po zaschnuti matice byla méfena MS
spektra a bakterie identifikovany pomoci software Bruker
Daltonik MALDI Biotyper.

Inokulace vzorku masa

Postupnym fedénim (1:10) bylo nakultivovano 800 ml
bakteridlni suspenze meat spoilers. Protoze bakterie pro-
dukuji pfi svém rastu biogenni aminy, byly baktérie dvoj-
nasobnym odstfedénim (5000 RPM, 15 minut) pfevedeny
do PBS pufru. Poté byl cely platek masa na 10 minut
ponofen do bakteridlni suspenze za mirného michéni.
Nakonec byl platek masa osusen ubrousky.

Stanoveni obsahu biogennich amini
ve vzorcich masa

Ke stanoveni obsahu biogennich aminli byla pouZita
vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC) s kolonou
typu reverzni faze. Postup analyzy vychazel z clanku
D. Smélé (2003). 10 g rozemletého masa bylo 3x extra-
hovano 15 ml 5% Kkys. trichloroctové (TCA) pomoci
homogenizéru (Dragonlab D-160, 3. rychlostni stupen,
2 minuty, poté oddéleni extraktu centrifugaci - 3000 RPM,
10 minut). Spojené extrakty byly prefiltrovany pres
0,22 ym PTFE membranu a doplnény 5% TCA do 50 ml.
Jako vnitini standard byl pouzit 1,7-diaminoheptan, ktery
byl v mnoZzstvi 0,5 mg pfidan pfi prvnim kole extrakce.
Extrakt byl derivovan smichanim 60 ul extraktu + 985 ul
0,4M boritanového pufru pH 9,5 + 5 ul 14% NaOH + 30 ul
deriva¢niho c¢inidla (6 mg o-ftaldialdehydu + 111 pl
methanolu + 4,4 pl 2-merkathanolu + 1 ml 4M bori-
tanového pufru pH 9,5; skladovat ve tmé). Po 2 minutich je
90 ul smési injektovano na kolonu. Vlastni HPLC separace
byla provedena na sestavé HP 1050, koloné Eclipse XDS§-
C8 (5 um) a predkoloné Intersil WP300 (C18, 5 um). Jako
mobilni faze byl pouzit gradient roztoku A (60 % 0,1M
octanového pufru pH 5,8 + 40 % acetonitrilu) a B
(23 % 0,1M octanového pufru pH 5,8 + 77 % acetonitrilu):
0O min =0 % B, 10 min. = 0 % B, 15 min = 54 % B,
20 min = 68 % B, 27 min = 100 % B, 30 min = STOP). Pted
kazdym nastfikem byla kolona ekvilibrovana 100% A po
dobu 10 minut. Detekce byla provedena fluorescenénim
modulem HP 1046A pfi vilnovych délkach 330 — 440 nm.
Mnozstvi biogennich amini bylo kvantifikovano
porovnanim odezvy standardii a pfepocitany na mg na 1 kg
masa.

Meéreni spektrdlnich dat

V prubéhu kazeni masa byla méfena impedancni
a opticka spektra. Sbér spektralnich dat byl provadén auto-
maticky pomoci prototypl vyvinutych v ramci projektu.
Zakladnim kamenem méficiho systému byl tfiosy mani-
puldtor zajiStujici pohyb hlavy nesouci méfici prvky.

Meéfici systém byl schopen postupné méfit parametry vice
vzorkll ulozenych do étvercové miizky. Velikost mfizky
a tedy i pocet vzorkil bylo mozné v rozsahu pusobnosti
manipulatoru prakticky libovolné meénit podle potieby
méfeni. K polohovani byly pouZity 3 krokové motory.
K fizeni manipulatoru byla pouZita kombinace 3 drivert
krokovych motort typu MS542 (Leadshine Technology)
a USB kontrolér PERFORMAX 4CX (Arcus). Vzhledem
k proménné vysSce vzorku bylo nutné detekovat kontakt
méficich elektrod s masem. Proto byl navrzen systém
vyuzivajici kapacitni detektor zaloZeny na mikrokontrol-
erech rodiny PIC18 s periferii CHARGE TIME MEASU-
REMENT UNIT (CTMU), ktery zaznamend dotyk méfici
elektrody méfeného povrchu a tim dokaze presné a opako-
vatelné regulovat zapichnuti elektrody. Impedanéni spektra
byla méfena pomoci spektrometru vyvinutém pro potfebu
projektu. Impedan¢ni spektroskop je zaloZen na obvodé
AD5933, ktery je pfimo uréen k impedanc¢ni spektroskopii.
Obvod obsahuje nastavitelny harmonicky generator na
principu pfimé Cislicové syntézy. Vytvoreny harmonicky
signal projde méfenou impedanci a pomoci signalového
procesoru, také obsazeného v AD5933, se vypocte realna
a imagindrni slozka impedance. Vzhledem k tomu, Ze
méfeni ovliviiuji vnitini obvody a také pripojné vodice, je
nutné provézt kalibraci. Kalibrace se provadi pomoci série
znamych rezistord. Pfistroj je fizen mikrokontrolérem
PIC32MX460F512L ktery zajistuje komunikaci s PC pres
USB a také funguje jako docCasny zasobnik naméfenych
dat. Pfistroj je schopen provadét méreni impedance od 102
do 10MQ v rozsahu frekvenci 0,2 - 100 kHz. Méfeni
impedance bylo realizovdno dvojici pozlacenych vpi-
chovych elektrod s hloubkou priniku 1 cm a vzdalenosti
elektrod 0,5 cm. Ovladani spektrometru a sbér dat bylo
realizovano softwarem vlastni vyroby. Optickd data byla
méfena v modu reflektrance, tj. zména spektralniho slozZeni
svételného paprsku po odrazu od povrchu masa. Samotné
méfeni bylo realizovdano prenosnym spektrometrem
AvaSpec-ULS2048, jako svételny zdroj byl pouzit SL1
Stellar net Tungsten Halogen. Optickd draha byla reali-
zovana dvojici svazkt optickych vlaken namirenych tésné
nad povrch masa. Méfeni probihalo v rozsahu 400-1100 nm,
tj. rozsah viditelného svétla s mirnym presahem do NIR.
Jako referencni spektrum byla pouzita reflektance od
povrchu optického zrcadla. Opticky spektrometr byl
ovladan softwarem vyrobce. Ovladaci software manipuld-
toru kromé ovladani posunu méfici hlavy zastival funkci
fidici vrstvy pro ovladaci programy obou spektrometrd -
fizeni i sbér spektralnich dat. Spektralni data byla méfena
v 20ti minutovych intervalech.

Statistické vyhodnoceni dat

Data byla shromaZzdéna a predpfipravena v tabulkovém
procesoru Libre Office Calc a statistickém prostfedi R.
Predikéni model byl vytvofen a validovan pomoci rozsifu-
jiciho balicku Caret prostiedi R. Kazdé zmérené spektrum
bylo standardizovdno algoritmem NSV a vyhlazeno
pomoci Savitzky-Golay filtru. Standardizované hodnoty
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vSech spekter byly pouzity jako prediktory pro Sparse
Partial Least Squares model. Jako vyslednice pro jednotlivé
pripady byly pouzity indexy biogennich amint. Z vysled-
ného modelu byla ziskana matice udavajici dulezitost
proménnych. Z puvodni mnoziny dat byly odfiltrovany
proménné s dulezitosti mensi nez 60 %. Po odstranéni
odlehlych pripadl byla data pouZita ke kalibraci findlniho
modelu (Sparse Partial Least Squares model, kiiZzova vali-
dace).

Predikce kvalitativnich znakit hovéziho masa

U 11 vzorki hovézi panenky byly stanoveny nasledujici
parametry: obsah susiny, tuku, bilkovin, celkového dusiku,
pigmentu a popele; dile remise svétla stfiznad sila.
U kazdého vzorku byly zmérfena impedancni spektra
(1-100 kHz) a vytvoren predikéni model pro kazdou z vyse
zminénych vlastnosti masa.

Vytvoreni predikénich modelit pro kvalitu mléka

Na vzorcich syrového ¢i UHT mléka byly povedeny nize
uvedené série spektralnich a referen¢nich méfeni na jejiz
zéakladé byly sestaveny predikéni modely:

e Stanoveni prumérného FTIR spektra syrového mléka.
Z obii databaze FTIR (649-3991 cm™) spekter bylo
ur¢eno "pramérné spektrum" syrového mléka. Ma-li
mléko spektrum vyrazné odliSné, je podezfeni na
nezadouci manipulaci s mlékem (napf. fedéni).

e Predikce obsahu somatickych bunék v mléce.
U 38 vzorkti mléka s 5 riznymi koncentracemi so-
matickych bunék (zjiSténo prfimym pocitinim pod
mikroskopem) byla zméfena impedancni spektra
(1-100 kHz) a sestaven predik¢éni model.

* Predikce doby skladovani syrového nebo UHT mléka
v riznych podminkach. Byla méfena impedancni spek-
tra (1-100 kHz) v pravidelnych ¢asovych intervalech
u nasledujicich 3 vzorkti: UHT mléko pfi 5°C a v ne-
sterilni nadobé (simulace skladovani v poruseném
obalu); syrové a UHT mléko pii pokojové teploté za
sterilnich podminek.

Vysledky a diskuze

Identifikace mikroorganizmii ve smésné kulture
meat spoilers

Z povrchu zkaZeného masa byl proveden stér a bakteril-
ni vzorek byl kultivovan v TS bujénu. Poté byl proveden
kiizovy roztér na TS-agar plotnu a jednotlivé kolonie pre-
neseny na kovovou desti¢ku a zakdpnuty matici obsahujici
kyselinu skoficovou. Takto pfipraveny vzorek byl analy-
zovan pomoci MS-MALDI.

V tab. 1 jsou shrnuty kmeny identifikované MS MALDI
analyzou. Nejcastéjsi vyskyt méli bakterie Hafnia alvei,
poté Lactococcus lactis a Serratia proteamaculans.
U poslednich dvou jmenovanych neni pro nizké Z-score
jisté spravné zatrazeni do druhu. VSechny tfi uvedené bak-
teridlni druhy se béZné vyskytuji ve zkaZeném mase.
Hafnia a Serratia se navic vykytuji i v mase chranéném

Tab. 1 Bakteridlni kmeny identifikované MS MALDI analyzou

kmen n nalezii primérné Z- score
Hafnia alvei 18 2,45
Lactococcus lactis 8 2,21
Serratia proteamaculans 8 2,14
Serratia grimesii 3 2,35
Vagococcus fluvialis 2 2,33
Kluyvera intermedia 1 2,04
Pseudomonas fragi 1 1,85
Serratia liquefaciens 1 2,10

modifikovanou atmosférou nebo vakuovym balenim
(Casaburi 2015).

Obsah biogennich aminii ve vzorcich masa

Platek veprového plecka zakoupeného v béZném
obchodé byl inokulovédno vySe zminénou bakteridlni smési.
1x denné byl z masa odfiznut 15 g vzorek a metodou
RP-HPLC stanoven obsah biogennich aminil. Prvni vzorek
byl odebran bezprostfedné po inokulaci. V pribéhu expe-
rimentu bylo maso skladovano pfi laboratorni teploté
a pribézné byla skenovana impedancni a opticka spektra.
Obsah biogennich amint byl prepocitin na mg/kg masa.
Stanovené hodnoty rostly az do tretiho dne, pak se rfst
pozastavil. Worteberg et.al. (1982) navrhli pro posuzovani
kvality masa index biogennich amintd (BAI), tj. soucet
obsahu putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyraminu
(v mg/kg). Hernandez-Jover et.al. (1996) pouzili stejny
index a navrhli nasledné limity: do 5 mg/kg pro kvalitni
maso; 5-20 mg/kg pro vyhovujici maso, ale jiz vykazujici
pocatecni znaky kaZeni; 20-50mg/kg pro nekvalitni maso;
a nad 50 mg/kg pro zdravotné zavadné maso.
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Obr. 1 Vyvoj indexu biogennich amind v ¢ase

Rist indexu biogennich aminti v ¢ase je na obr. 1. Prvni
den byl riist pomaly, druhy den se razantné zvysil, dalsi den
rust zeslaboval, az posledni den se jiz index biogennich
amind neménil. 24 hodin po inokulaci nebylo maso vhod-
né ke konzumaci, dal$i den jiZ bylo zdravotné zavadné.

Spektrdlni data a jejich korelace k indexu
biogennich aminu.

V pribéhu experimentu byla kromé& obsahu biogennich
amind stanovovana impedanéni a optickd spektra.
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Namérena spektra jsou na obr. 2A a 2B. VSechny promén-
né a pripady daného vzorku byly pouzity jako prediktory
pro Sparse Partial Least Squares model. Jako vyslednice
pro jednotlivé pripady byly pouzity indexy biogennich
amind (obr. 1). Z vysledného modelu byla ziskana matice
udavajici dulezitost proménnych. Z pivodni mnoZziny dat
byly odfiltrovany proménné s dulezitosti mensi nez 60 %,

coz vyradilo priblizné polovinu proménnych. Doslo
k uplné eliminaci hodnot uhlu fazového posunu a realné
slozky impedance. Zbylé proménné byly znovu standardi-
zovany a byly odstranény odlehlé piipady. Takto upravena
mnozina dat byla pouzita ke kalibraci finalniho modelu
(Sparse Partial Least Squares model, kiiZova validace).
Vysledek validace je shrnut na obr. 3. R* vyslo 0,978,

pramérna relativ. odchylka 5,1 %.

30 - Tt . . o .
Meéfeni impedance masa je zaloZeno na déji zvaném
25 5 o o 3 . 252 O 3 o _on
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35 — T zminénymi komponentami. Zatimco intra a extracelularni
400 500 600 700 800 900 ° A oo o . z
| [m] kapaliny kladou prochdzejicimu proudu pouze ohmicky
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Obr. 2A Vyhlazené a normalizované reflektancni optické se projevuje i kapacitni efekt. Elektricki impedance je
spektrum.
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Obr. 2B Vyhlazena a normalizovana spektra. Poradi spekter je (zleva doprava): absolutni impedance, uhel fazového

posunu, redlna a imaginarni slozka impedance.
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Obr. 3 Namérené a predikované hodnoty indexu
biogennich amint kaziciho se masa.

komplexni veli¢ina, kde jeji realna Cast je tvorena Cisté
ohmickou interakci a imaginarni ¢ast kapacitnim efektem
meéfeného obvodu. Spektralni analyza bioimpedance ndm
tedy miZe poskytnout obrizek o integrit€ membrany
a stavu extra a intracelularnich kapalin (Damez 2007).
Proto redlnd slozka impedance zavisi na obsahu vody
v mase, zatimco imaginarni slozka impedance zavisi na
integrité¢ bunécnych membran a tim na kvalit¢ masa. To
vysvétluje nizkou korelaci hodnot redlné slozky impedance
s indexem biogennich amint.

NIR/VIS hyperspektralni analyza je Siroce vyuZivana
neinvazivni metoda detekce kazeni masa. Jedna se o kom-
binaci klasické spektroskopie a pocitacového vidéni.
Vysledkem analyzy je sada spekter, kterd nesou informace
o chemickych vlastnostech snimaného povrchu. PouZitim
technik extrakce rysi a pocitacového uceni je moZné
vytvorit predikéni modely schopné rozlisit Cerstvé a zavad-
né maso. Pri optimalizaci predikéniho modelu mélo 81,5 %
dat dualeZitost proménné nad 60 %. To dokazuje dobrou
korelaci optickych dat k indexu biogennich amind.

Predikce kvalitativnich znakii hovéziho masa

U 11 vzorki hovézi panenky byly stanoveny nasledujici
parametry: obsah susiny, tuku, bilkovin, celkového dusiku,
pigmentu a popele; dile remise svétla stfizna sila.
U kazdého vzorku byly zméfena impedancni spektra
(1-100 kHz) a vytvofen predikéni model pro kazdou z vyse
zminénych vlastnosti masa.

V tabulce jsou uvedeny koeficienty R* a RMSE coby
ukazatele robustnosti predikéniho modelu. Nejlepsi
korelaci mél model predikujici vaznost vody.

Vytvoreni predikcnich modelit pro kvalitu ml¢ka

Na vzorcich syrového ¢i UHT mléka byly povedeny nize
uvedené série spektralnich a referencnich méfeni na jejiz
zékladé byly sestaveny predikéni modely:

e Stanoveni praimérného FTIR spektra syrového mléka.

* Predikce obsahu somatickych bunék v mléce.

Pfi pouziti dhlu fazového posunu coby prediktoru
vychazeli hodnoty validace modelu R* = 0,893 a RMSE =
70,32.

* Predikce doby skladovani syrového nebo UHT mléka
v ruznych podminkach. Byla méfena impedancni spek-
tra (1-100 kHz) v pravidelnych casovych intervalech
u nasledujicich 3 vzorkt: UHT mléko pfi 5 °C a v ne-
sterilni nadobé (simulace skladovani v poruSeném
obalu); syrové a UHT mléko pii pokojové teploté za
sterilnich podminek. Hodnoty validaci modeld jsou
shrnuty v tabulce:

UHT nesteril. UHT 22°C

syrové 22°C

V ramci projektu bylo syrové veprové maso inokulovano
bakteridlni smési, ve které dominoval kmen Hafnia alvei
a ponechano pfi laboratorni teploté. V prabehu takto urych-
leného kazeni masa byl monitorovan obsah biogennich
amind coby referencni ukazatel (ne)Cerstvosti masa a méte-
na impedancni a optickd spektra coby snadno méfitelné
prediktory. Za pouziti statickych metod byla prokdzana
korelace spektralnich dat a obsahu biogennich amint a déle
byl vytvofen predikéni model. Robustnost predikéniho
modelu byla ovéfena 10x kiizovou validaci. R* vy§lo 0,978,
prumérna relativ. odchylka 5,1 %. Byly uspésné vytvoreny
predikéni modely k urceni kvalitativnich znakti vepfového
masa na zdékladé spektrdlnich dat. Dale byly vyvinuty
a ovéfeny predikéni modely schopné urcit ze spektralnich
dat kvalitativni znaky hovéziho masa (vaznost vody, suSina,
bilkoviny,...) a mléka (predikce doby nestandardniho

Parametr R’ RMSE skladovéni, nezadouci manipulace a obsahu somatickych
Susina 0614 1,216 bun&k). R* predikénich modeld kvality hovéziho masa
Tuk 0,653 1,182 vychazelo 0,61-0,86; u predikénich modeld mléka
Bilkoviny 0,661 0,313 vychézelo 0,87-0,97.

Cel.k. dusik 0,636 0,053 Tento projekt vznikl za podpory Ministerstva vnitra,
Pigment 0,739 0,364 Program bezpecnostniho vyzkumu Ceské republiky
Popel 0445 0,031 v letech 2010-2015 (BV 11/2-VS).

Vaznost vody 0,856 1,898

pH 0,508 0,201 T 5 . .. p
Svételnd remise 0,694 0,844 PouZitd literatura k dispozici u autorii.
Striznd sila 0,579 2,41 . .
Prijato do tisku:
Lektorovdno:
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