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Streszczenie. W pracy przedstawiono zastosowaelgrsgkopii odbiciowej do wykrywa-
nia poraenia fuzariogz w rozdrobnionym ziarnie kilku odmian pszenicy ogjmPomiary spektro-
metryczne wykonano dla prébek azngm stopniu rozdrobnienia (trzy frakcje o rozmidrazstek
<0,18 mm, >0,18 mm i <0,25 mm lub 0,355 mm, >0,25 fub 0,355 mm) w szerokim zakresie
dhugcsci fal od 200 nm do 2500 nm. Modele kalibracji wielymiarowej budowano przyzyciu
metody PLS w trzech podzakresach digjdal: UV (200-400 nm), VIS (400-800 nm) i NIR (@9
2500 nm). Otrzymane wyniki pokaauje zakres ultrafioletu pozwala w wielu wypadkachzba-
dowanie modeli kalibracyjnych jakdowo lepszych w stosunku do modeli opartych namedh
NIR, a szczegolny zysk obserwuje gia najdrobniejszej frakcji materiatu, gdzie wyda@ic modeli
jest bardzo dobra (RER>35).

Stowa kluczowe: fuzarioza, odbiciowa spektroskapyéuzyjna, kalibracja wielowymiaro-
wa, spektroskopia bliskiej podczerwieni (NIRS)

WSTEP

Spektroskopia bliskiej podczerwieni (NIRS — Near Infrared Spectrosegty
metod, analizy instrumentalnej znajdigh szerokie zastosowanie takw bada-
niu produktéw rolniczych, co wynika z faktu selektywnej absorpgjinmpeniowa-
nia elektromagnetycznego przez podstawowe ich skladnikisditlasci absorp-
cyjne substancji determinowang rzez drgania rozagjajace i zginajce wihzan
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chemicznych, gtéwnie porilzy atomami wodoru, ggla, tlenu i azotu. gd
rejestrowane widma dostarczapformacji o molekularnych pasmach gtéwnych
grup funkcyjnych, z ktérych sktadapie biatka, ttuszcze czy gglowodany (Os-
borneiin. 1993).

lloséciowe wyznaczanie zawagm okreslonej substanciji na podstawie wid-
ma optycznego probki polega na wykorzystaniu matematycznego modeiu zal
nosci pomidzy zawartéciami (stzeniami) sktadnikow w poszczegoélnych préb-
kach a wartéciami absorbancji promieniowania przyzngch dtugdciach fali.
Posté tej zalenosci wyznacza si najczsciej metodami liniowej kalibracji wie-
lowymiarowej (Nees i in. 2002, Osborne i in. 1993, Vandeginste i in. 1997). Za-
stosowanie metod optycznych do wykrywania peréa grzybami w ziarnie
zb&, w szczegoblngi pszenicy, cieszy siduzym zainteresowaniem poniewa
pomiary optyczne, w przeciwistwie do metod chemicznychy atwiejsze do
wykonania, wyniki mana otrzymé w krotszym czasie i mniejszym naktadem
kosztéw, pod warunkienie mazliwe okaze sk zbudowanie wiarygodnych mode-
li kalibracyjnych. W publikowanych pracach opisywano zastosowaretod
optycznych do wykrywania fuzariozy w zastosowaniu do ziarna nierozdranio
go (Pettersson i Aberg 2003), w tym zakdo pojedynczych ziarniakéw (Delwi-
che i Kim 2000, Dowell i in. 2006), jak i do ziarna, ktére przed pcaniaroz-
drabniano i przesiewano (Kos i in. 2003, Kos i in. 2004, Siuda i in. 200@mCel
pracy jest ocena przydatod spektroskopii odbiciowej do wykrywania fuzariozy
w prébkach ziarna o piym stopniu rozdrobnienia, otrzymanych przez zmiesza-
nie w r&nych proporcjach materiatu kontrolnego i panaego fuzarioz

MATERIAL | METODY

Prébki sporadzano dla ziarna kilku odmian pszenicy ozimej (Kris z roku
2004, Turnia — 2005 oraz Satyna, Tonacja i Trend - wszystkie z roku. 2086)
no kontrolne pochodzito z poletek, na ktérych pszenica rosta w warunkach na
ralnych, natomiast ziarno pane — z poletek, na ktérych uprawy w okresie
kwitnienia inokulowano zarodnikamiFusarium culmorum Zaréwno materiat
kontrolny jak i poraony rozdrabniano albo miynkiem ZM1 (Retsch), albo (upra-
wy z roku 2006) miynkiem ZM 200 (Retsch). Rozdrobniony materiat praed m
szaniem probek byt przesiewany za pomodpowiednio dobranych sit na wy-
trzasarce AS 200 (Retsch). Dla odmiany Kris przygotowano probki zatajaj-
szej frakcji materiatu, o rozmiarachastek <0,18 mm. W takim wypadku niepo-
zadane efekty zwizane z wielokrotnym rozproszeniem promieniowania w naj-
mniejszym stopniu zaburzajvidma. W przypadku pozostatych odmian jednym
z celow byto okrélenie wptywu granulacji zmielonego materiatu na wyniki kali-
bracji. Do analizy wybrano frakcje o rozmiarachstek <0,180 mm (drobna) —
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dla wszystkich odmian, >0,180 i <0,25 m#nednia) oraz > 0,25 mm (gruba) —
dla odmiany Turnia, >0,180 i <0,355 m#rddnia) oraz > 0,355 < 0,7 mm (gru-
ba) — dla odmian Satyna, Tonacja i Trend. Liczba prébek dla adamejany

i frakcji, zawierajcych mieszanie materiatu kontrolnego i potanego o udziale
zmieniapcym sk od 0 do 100% (wyliczanym jako stosunek masy materiatu pora-
zonego do catkowitej masy prébki), wahatasil 18 do 32.

Pomiary spektrofotometryczne wykonywano matoozpraszania dyfuzyjne-
go, rejestrujc widma odbiciowe w postaci log(1/R), gdzie R wspotczynnik odbi-
cia, w zakresie diugai fali od 200 do 2500 nm, co 2 nm, za pomspektrofo-
tometru Cary 5000 firmy Varian. Dla kdej probki rejestrowano po 5 widm
w dwoch potaeniach kuwetki réniacych sé obrotem o 98 Do analizy @ywano
widma sredniego z 10 widm zarejestrowanych dladej probki. Dla danej od-
miany i frakcji otrzymano zestaw widm, ktére po gmtym przygotowaniu
w celu zredukowania niepgdanych efektow fizycznych (np. poprzez ichzzré
niczkowanie) (Osborne i in. 1993) posgity do budowy modeli kalibracyjnych.

Wszystkie operacje numeryczne wykonangradowisku Matlab (Mathworks
Inc., Natick, MA, USA), do kalibracji wielowymiarosy uzyto jednego z pakietow
Matlaba - PLS_Toolbox3.0 (Eigenvector Research, Wenatchee, USA).

Model kalibracyjny i jego parametry jakosci

Zagadnienie kalibracji wielowymiarowej a¢ie sk z dwoma macierzami da-
nych — macierz danych (X), ktérej wiersze stanawividma (wartdci absorban-
cji w funkcji diugdci fali pochodzace od kolejnych probek) oraz macierzy da-
nych referencyjnych (Y), zawietgia w kolumnach wartai kalibrowanego pa-
rametru wyznaczonego dla tych samych prébek. W niniejszym opracowsghiu w
stepuje tylko jeden parametr (jedna kolumna w macierzy Y) -gmtmva zawar-
tos¢ materiatu porzonego w danej probce. Podstawowe réwnanie liniowej kali-
bracji wielowymiarowej ma w takim wypadku po&ta

y=Xb, @

gdzie b oznacza wektor wspotczynnikéw o liczbie wspdinych odpowiadaf
cych liczbie dtugéci fal, przy ktérych mierzono warfoi absorbancji i nazywa
si¢ modelem kalibracyjnym (Naes i in. 2002, Vandeginste i in. 199Mp@erz Y
zashpiona jest wektorem y. Zadanie kalibracji polega na wyznaczespot-
czynnikbw b na podstawie znajosed macierzy widm oraz wektora wasto
parametru kalibrowanego, co pozwala na oszacowanie svatego parametru
dla nowych probek na podstawie pomiardw ich widm.
Najpowszechniej stosowametod, kalibracji jest metoda PLS (Partial Least

Squares) (Naes i in. 2002, Vandeginste i in. 1997). Metoda tayrddetzw. me-
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tod globalnych, tzn. do kalibracjizyty zostaje caly rejestrowany zakres widma.
Mimo ze takie poddgie daje wg¢cej szukanych zmiennychznmamy réwna do
dyspozycji (liczba wspotczynnikbw b jest zwykle znaczniekaza od liczby
prébek), rozwizanie jest mgiwe poniewa opiera s¢ na wprowadzeniu uktadu
kilku nowych zmiennych nazywanych ukrytymi sktadowymi (Latentisales —
LV). W celu zbudowania modelu kalibracyjnego jak najlepszejsgeilsiosuje i
podziat danych na zbiory: kalibracyjny — do budowy modelu, walidacyjny — do
testowania modelu, testowy — do sprawdzania sgikanodelu dla prébek nie
uzywanych na etapach kalibraciji i walidacji. W przypadku mato licargiorow
prébek nie wydziela sizbioru testowego a stosuje $kw. walidacg krzyzowa,
polegajica na tym,ze zbiér kalibracyjny jest wykorzystywany takw walidaciji.
Popularma metod, walidacji krzyzowej jest metoda ,leave-one-out”, poleqs
na wydzielaniu po kolei jednego widma z zestawu i budowaniu modelu pa poz
statych (Vandeginste i in. 1997).

Dopasowanie modelu do danych oragdigt(niedoktadnéci) tego dopasowa-
nia opisywanesgprzez parametry statystyczne, takie jak:
— wsp6tczynnik determinacji,R

Z _
RP=1-41 (1)
2

gdzie y,— wartg¢ referencyjna,y, — wartdé¢ wyliczona na podstawie modelu,
Yy — wartc¢ srednia wartéci referencyjnych, m — liczba prébek;

—$redni bhd kwadratowy kalibracji, RMSEC (Root Mean Square Error di-Ca
bration)

18 N
RMSEC= \/EZ(M - yi)2 , (2)

— sredni bhd kwadratowy walidacji krzsowej RMSECV (Root Mean Square
Error of Cross-Validation), liczony analogicznie jak RMSECZ zamiast danych
ze zbioru kalibracyjnego stosuje sie dane ze zbioru walidacyjnego;

— blad zakresu, RER (Range to Error Ratio), zdefiniowany jako:

RER= max(y) — min(y)
RMSEC\

: ®3)
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gdzie max(y) i min(y) oznaczgjodpowiednio wart& maksymala i minimalm
wartasci referencyjnych.

Wszystkie te parametry statystyczne wylicza dlia danej liczby ukrytych
skltadowych. Wybo6r odpowiedniej liczby ukrytych sktadowych jestspriiu-
czowa. Wyznaczenie tej liczby przebiega zwykle w ten sposgélgla kilkunastu
skladowych (zwykle 10-20) wyliczaesblad RMSECV, i t liczbe sktadowych
przy ktérej warté¢ RMSECV osiga minimum lub pierwsze minimum lokalne
wybiera s¢ do kalibracji. Model jest tym lepszy im mniejswartgi¢ osagaja
btedy RMSEC i RMSECV, wart@& RER jest jak najwiksza, a liczba ukrytych
sktadowych jak najmniejsza. Gdy waitoRER przekracza 20 model uznaje si
za dobrej jakéci (Roberts i in. 2004), modele z waitea RER pontej 10 mana
stosowa jedynie w celach przesiewowych.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zestaw widm odbiciowych odmiany Turnia dla trzeetk€ji materiatu (f — drobna,
m —s$rednia, ¢ — gruba) przedstawia rysunek 1. Jak wynika z rysunkutym ca
mierzonym zakresie diugoi fal wartg¢ absorbancji, log (1/R), éaie wraz ze
wzrostem rozmiaru gatek materiatu. Poza tym widma prébek najdrobniejszej
frakcji (<0,18 mm) wykazuj najwicksz jednorodné¢, natomiast prébki frakciji
grubej (>0,25 mm)gnajbardziej zronicowane. Jak wiadomo z literatury, w za-
kresie bliskiej podczerwieni (od okoto 1100 nm) wéttabsorbancji probek pro-
duktéw rolniczych wykazuje sitnzaleznosé od dtugdci fali, stad wyzsze warto-
sci absorbancji dla ditszych fal, a efekt jest tym wyiaiejszy im wikszy roz-
miar czstek. Ze wzrostem rozmiaru astek r@gnie udziat efektéw zwazanych
z wielokrotnym rozpraszaniem promieniowania ddstmniejsza wart@& wspot-
czynnika odbicia.

Zréznicowanie widm w ramach frakcji dobrze obrazuje wariancjicagna
dla poszczego6lnych diuga fal. Z rysunku 2, ktéry ilustruje zmienftow wid-
mach dwéch wybranych odmian Turnia i Trend wynika,im grubsza frakcja
tym wariancja wgksza. Mana zauway¢, ze na wart®¢ wariancji zawartej w da-
nym zespole widm wptywa nie tylko zndicowanie rozmiaréw estek frakcji ale
i inne efekty. Ponadto w zakresie bliskiej podczerwieni éaricowanie ma cha-
rakter nie tylko addytywny (przeswgie widm w poszczegoélnych frakcjach o sta-
ta wartai¢ absorbancji w stosunku do ich widsradniego), ale i multiplikatywny
tzn. proporcjonalny do wartoi log(1/R). Dua wariancja w zakresie ultrafioletu
moze wskazywa na przydatn& tego zakresu w dalszej analizie. Dla pozostatych
odmian zestawy widm wykazupodobne wiéciwosci.
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Rys. 1. Widma odbiciowe odmiany Turnia dla trzech frakajzmiarow czstek: f — drobna,
m —érednia, c — gruba

Fig. 1. Reflectance spectra of Turnia variety for thregipe size fractions: f — fine, m — medium,
C — coarse
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Rys. 2. Zaleznos¢ wariancji zawartej w zespotach mierzonych widm didgdici fali. Zestawy
widm rejestrowano dla 3 frakcji rozdrobnionego marf — drobna, m $rednia, ¢ — gruba, odmia-
ny Turnia (pogrubione krzywe) oraz Trend

Fig. 2. Dependence of variance within the recorded setspettra vs. spectral wavelength. The
sets of spectra were recorded for three fractidrggaund grain: f — fine, m — medium, ¢ — coarse,
of Turnia (bold line) and Trend varieties
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Istniep metody obrébki numerycznej widm reduleg niepaadane skutki efek-
téw fizycznych zwazanych z wielokrotnym odbiciem promieniowania nastizach
o zr&nicowanych rozmiarach. W przypadku widm NIR powbrée stosowaneas
metody takie jak SNV (Signal Normal Variate), MS@u{tiplicative Scatter Correc-
tion) oraz jej rozszerzona wersja EMSC (Extendeltiplicative Scatter Correction)
(Dhanoa i in. 1994, Nees i in. 2002, Martens i S18%1). Dobre efekty nina réw-
niez uzyska& stosujc r&zniczkowanie widm, jednokrotne lub wielokrotne (Negs
2002). Wczéniejsze wyniki otrzymane przez autoréw pracy dé&rma pszenicy od-
miany Kris wskazuj na szczegélnprzydatné¢ rdzniczkowania widm (Siuda i in.
2006). W zwizku z tym wszystkie widma poddano jednokrotnemiminzkowaniu
z wyciem 11-punktowego filtru Savitzkiego-Golaya (Saky i Golay 1964).

W celu okrélenia jak zalea modele kalibracyjne od zakresu, w ktorym reje-
strowano widma, z widm wybrano trzy podzakresy: UV (200 nm do 400 nm),
VIS (400 nm-800 nm) i NIR (800 nm-2500 nm). Tabele 1-3 przedstawap-
metry jakaéci modeli kalibracyjnych otrzymanych zzyciem metody PLS dla
poszczegoélnych odmian i frakcji. Tabele nie zawigvegpodiczynnika determina-
cji ze wzgkdu na jego wysakwartas¢ (>0,9).

Z tabeli 1 wynikaze w przypadku frakcji drobnej parametry statystgcziszyst-
kich modeli z zakresu UV wskaaupa ich bardzo dohrjakas¢ (RER >27). Zakres
widzialny dziata nieco gorzej, ale modele nadatisbrej jakéci. Z wyjatkiem od-
miany Tonacja (RER ok. 16) parametr RERy@isit wartos¢ powyzej 20. W przy-
padku zakresu NIR obserwuje; sidecydowane pogorszenie jégiomodeli, RER
przyjmuje wartéci od ok. 12 do ok. 15. W przypadku frakajedniej (tab. 2) w ob-
szarze UV tylko dla odmiany Turnia waitdRER przekracza 20, natomiast dla po-
zostatych odmian agja warté¢ od ok. 12 do 16. W dwoch przypadkach (Satyna
i Trend) modele z zakresu widzialnego (RER odpomidk. 18 i 16) okazaty si
lepsze w poréwnaniu do zakresu UV. Zdecydowanieadiewalajce modele uzy-
skano dla odmiany Tonacja w zakresach VIS i NIR, kdbrych RER spadt pordj
10. Jak wynika z tabeli 3, dla frakcji grubej tyloprzypadku odmiany Turnia uzy-
skano model dobrej jaka (RER >30) stosag obszar NIR.

W celu dokonania ogélnej oceny jakouzyskanych modeli wyniki parame-
trow dla danej frakcji i zakresu spektralnegoedliniono dla wszystkich odmian.
Wartai¢ sredna RER przedstawia rysunek 3. W przypadku frakedniej i gru-
bej ze wzgtdu na toze probki odmiany Turnia miaty inne rozmiaryastek ni
pozostate trzy odmiany, przedstawiono dla poréwnania wyniki z @dzgniem
i bez uwzgtdnienia tej odmiany. Jak wynika z rysunku i tabeli 3 gtéwadiee
frakcji grubej w zakresie NIR modele dla odmiany Turniznig sie istotnie od
pozostatych, ale nie wptywa to na ogdlne sformutowanie wnioskdow.

Bardzo dobre modele mioa otrzyma dla najbardziej rozdrobnionego mate-
rialu na podstawie widm z zakresu UV i VIS. Im grubsza fiakgm bardziej
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jakos¢ modeli z zakresu UV i VIS sipogarsza. W przypadku zakresu NIR j&ko
modeli wydaje si by¢ niezalena od frakcji materiatu.

Przeprowadzona gdzie indziej (Siuda i in. 2006, Siuda i in.) arsthaktury
widm odbiciowych w zakresie UV sugerowata znacpreydatnéé¢ tego zakresu
w omawianych zastosowaniach dla odmiany Kris, Turnia i Tonpcignajmniej
w przypadku frakcji drobnej. Pourgze wyniki uzupetnione o dwie kolejne od-
miany (Satyna, Trend) oraz dwie dodatkowe frakcje materialvig@atzap tam-
ten wynik (Siuda i in.)

Tabela 1. Parametry jakii modeli kalibracyjnych w trzech podzakresach widla frakcji drob-
nej. Czcionlk wytluszczom oznaczono modele najlepsze w ramach odmiany

Table 1. Performance parameters of calibration models ieettspectral subranges of fine fraction.
Bold figures distinguish the best models within dagiety

Parametry jakéci modelu

Odmiana Zakres Performance parameters
Variety Range RMSEC (%) RMSECV (%) RER LV
uv 0,62 1,62 51,8 6
Kris VIS 0,73 2,21 38,0 6
NIR 2,21 5,70 14,7 5
uv 1,77 2,52 39,7 4
Turnia VIS 3,86 4,30 23,3 2
NIR 4,95 8,10 12,3 5
UV 1,92 3,62 27,6 6
Satyna VIS 3,04 3,98 25,1 3
NIR 3,25 7,38 13,6 5
UV 1,75 223 448 4
Tonacja VIS 5,32 6,09 16,4 2
NIR 3,47 8,29 121 5
uv 1,72 311 32,2 7
Trend VIS 2,00 3,93 25,5 7

NIR 2,64 8,63 11,6 6
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Tabela 2. Jak w Tabeli 1, ale dla frakgjiedniej
Table 2. As in Table 1 but for the medium fraction

Odmiana Zakres Parametry jakéci modelu — Performance parameters
Variety Range RMSEC (%) RMSECV (%) RER LV
uv 2,63 4,34 23,1 5
Turnia VIS 4,37 7,98 12,5
NIR 5,45 7,44 13,4
uv 4,61 6,31 15,9
Satyna VIS 4,52 5,48 18,2 3
NIR 3,26 7,55 13,2 5
uv 4,98 6,11 16,4 3
Tonacja VIS 5,88 10,60 9,4
NIR 5,82 10,76 9,3
uv 6,30 8,42 11,9
Trend VIS 3,28 6,42 15,6 8
NIR 3,20 8,15 12,3 6

Tabela 3. Jak w Tabeli 1, ale dla frakcji grubej
Table 3. As in Table 1 but for the coarse fraction

Odmiana Zakres Parametry jakéi modelu — Performance parameters
Variety Range  RMSEC (%) RMSECV (%) RER LV
uv 3,12 6,42 15,6
Turnia VIS 3,77 8,70 11,5 6
NIR 1,09 3,10 323 6
uv 8,18 11,27 8,9 4
Satyna VIS 5,02 6,41 15,6 4
NIR 4,43 13,41 7,5 5
uv 6,65 8,94 11,2 4
Tonacja VIS 6,84 10,44 9,6
NIR 5,78 16,17 6,2
uv 5,24 8,26 12,1 6
Trend VIS 5,91 10,60 9,4
NIR 5,42 12,60 7,9
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Rys. 3. Usredniona wart& RER w zalénosci od frakcji rozdrobnionego materiatu w trzech
analizowanych zakresach spektralnych: UV, VIS i N#R dla wszystkich analizowanych od-
mian, b) dla odmian: Turnia, Satyna, Tonacja, Trendak w b) lecz bez odmiany Turnia

Fig. 3. Mean RER values in dependence on fraction of gitgrain within the recorded spectral
ranges: UV, VIS and NIR a) for all analysed vasstib) for varieties Turnia, Satyna, Tonacja,
Trend, c) the same as in b) but without the Tuvaidgety

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionych wynikéw ima sformutowé nastpujace
wnioski:

1. Im drobniejsza frakcja materiatu probek tym lepsze modele kalibmcyjn

2. Zakres UV daje lepsze wyniki kalibracji w stosunku do zskr¥/IS,
szczegolny zysk jest widoczny w stosunku do obszaru NIR.

3. Kalibracja w zakresie UV i dla drobnej frakcji pozwala ztaudowanie
modeli bardzo dobrej jakoi (RER>35).
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MODELLING OF CONTENT OF FUSARIUM INFESTED MATERIAL
IN GROUND WHEAT BASED ON OPTICAL SPECTRA RECORDED
IN DIFFERENT WAVELENGTH RANGES
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Abstract. The paper presents application of diffiteflectance spectroscopy for detection of
fusariosis in ground grain of several winter whealtivars. Spectral measurements were made for
series of samples of different particle sizes @hfractions: particle size <0.18 mm, >0.18 mm and
<0.25 mm or 0.355 mm, >0.25 mm or 0.355 mm) in devépectral range from 200 nm to 2500 nm.
Calibration models were built using the PLS metfardthree sub-ranges: UV (200-400 nm), VIS
(400-800nm) and NIR (800-2500 nm). The study dermates that ultra-violet reflectance spectros-
copy in several cases has greater potential fatigtien of infested material content than the most
common NIRS. A special gain is observed for thedirfraction, where the efficiency of the models
is very good (RER>35).

Keywords: fusariosis (FHB — Fusarium head bligtifuse reflectance spectroscopy, multi-
variate calibration, Near Infrared SpectroscopyRSI)



