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[. Cil metodiky

Vypracovanid metodika, zatienda na aplikaci blizké inféarvené spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FT-NIR) pro hodnoceriemicko-technologickych znék
pSenéného zrna, by a uzivatetm piinést nejen zakladni informace o principech a
moznostech NIR spektroskopie, ale i detgfih pohled na moznosti stasné FT-NIR
spektroskopie v predikci jakosti pS&ného zrna.

Pracovnikm v zengdélské praxi by naSe metodika mohla napomoci ke sra@Entaci v
moznostech vyuZiti NIR spektroskopie i piipadném vybru vhodného typu istroje.
Budoucim i stavajicim uZivateINIR spektrometru poskytneékteré praktické rady ip
obsluze pistroje, sestavovani kaliliraich soubak i vyvinu samotnych kalibkaich modei.

Objektivni zhodnoceni 21 kalibmaich FT-NIR modal, vyuZivajicich parametry 14
referegnich metod, zagtenych na kvalitu pSetmého zrna, nabizi cenné informadénm
vyuzitelné ve Slechtitelskych programech, v Zdéské i mlynsko-pekarenské praxi, v oblasti
statni kontroly i ve vyzkumnych organizacich a naverzitach.



[I. Vlastni popis metodiky

O blizké infr&gervené spektroskopii (Near Infrared SpectroscopMRS) bylo napsano
v pribéhu vice jakétyricetileté historie komeni aplikace stovky &deckych resp. odbornych
publikaci a manuél Této problematice jeémovan i samostatnyedeckyc¢asopis ,Journal of
Near Infrared Spectroscopy”. V ramci z&iélské problematiky lze z vyznamnych kniznich
publikaci jmenovat nap prace Williams a Norris (2001 Roberts, Workman a Reeves
(2004) nebo Burns a Ciurczak (2007). Naproti toncelenych publikaci ¢eském jazyce
pojedndavajicich o vyuziti NIR spektroskopie pro moceni zerédélskych komodit je velmi
malo. Vyjimkou jsou nap vydané metodiky pro praxi Mika (1997) a autddika a kol.
(2008), které popisuji uzivateh zakladni fyzikalni principy NIR spektroskopie,likgacni
postupy pro kvantitativni i kvalitativni analyzucetré konkrétnich pikladia predikce
parametit ve vybranych zeguélskych komoditach.

1. Zakladni principy, pojmy a vyznamné milniky NIR spektroskopie

Vzhledem k velmi detailnimu popisu teoretickych |zélk této problematiky ve vySe
uvedenych publikacich, jsou v této kapitoligppmenuty jen ty nejzakladj$i skuté&nosti,
které by n&l znat kazdy uZzivatel.

Spektrometrie v blizké inft@rvené oblasti (Near infrared spectroscopy, NIR&§i p
obect mezi metody molekulové spektroskopie. Metoda NIR®IZivA oblast blizkého
infraterveného z&ni a jejim principem je absorpéasti infra&erveného zéni jednotlivymi
molekulami analyzovaného vzorku. Infemvené z#eni je¢asti elektromagnetického spektra
v rozsahu vinovych délek 780 - 10060.

V pripact NIRS je vyuzivano z&ni s vinovou délkou 800 — 2500 nm. V analytickych
postupech je pro popis spektralniho rozsahu kraimove délkycasto pouzivan i tzv. virket,
vyjadieny v jednotkach reciprokych centimefcm].

Vzajemny gepaset mezi vinovou délkon. a vinatem v pak ukazuje nasledujici vztah,
ktery konkrét@ pro NIR koresponduje s rozsahy 12500 - 4000 cm

Schopnost absorpce molekuly pohlcovat specifickiasbbelektromagnetického (niap
NIR) za&eni souvisi s jeji schopnostiént stav elektronového obalu vikkr@mi pohyby
atomi a svoji rotaci jako celku. Energie fotom NIR z&eni tak vyvolava zgny vibratniho
stavy coz si Ize si pedstavit jako z#tSeni amplitudy vibrace molekulyj rotacniho stavu
molekuly (zrychleni rotace). Pohyb molekuly tedgle& emisi nebo absorpciteai. Vibrace
polyatomové molekuly si pak lzergustavit jako soubor vibradiady oscilatal, jejichz
pohyby jsou na sebe vazany a vzajérs@ ovliviiuji.

Analytickym vystupemdchto vlastnosti je spektrum absémfch pas v NIR oblasti, jez
se vytvdi, jestlize vibruje na téZze specifické frekvendiganolekularni vazba ve vzorku. Ve
skute&nosti vS8ak molekuly interaguji seigai nejen v oblasti své zakladni frekvence, ale i n
frekvencich s nasobnym vigiem a rozknych kombinanich frekvencich.



NIR oblast nizeme rozdlit na regiony, kde dominuji pasy kombimach gechod: (cca
4000 — 5300 cfM), prvni overtony (cca 4600 — 7300 &mdruhé overtony (cca 6000 — 10000
cm™) a teti overtony (cca 8800 — 14500 ¢hviz obr. 1

Obr. 1: Tabulka NIR absotpich pas
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(pfevzato z oficidlnich stranek spoit®sti Thermo Scientific)

Vlastni technika r¥eni NIR spektrometrem je pak zaloZzena na sledoxanislosti
transmitance (T), reflektance (R) nebo absorbamkp Wzorku na dané vinové délce
dopadajiciho z&ni. Transmitance (propustnost) je definovana jako pé&mintenzity zdeni,
které proSlo vzorkem (1), k intengitz&eni vychazejiciho ze zdroje (loReflektance je
pongr odrazeného zéni (Ir) k z&eni ze zdroje (lo). Absorbance se nastedalvozuje
z transmitance nebo reflektance jako dekadickyribgas 1/T nebo 1/R (viz obr. 2).

Obr. 2: Riklad FT-NIR spektra intaktniho pSéneho zrna rreného difusni reflektanci
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Metody reflektance (@srgji difusni reflektance) jsouipdnost® vyuzivany pro réreni
suchych vzorik (jemre zrnité az praskovité struktury). Transmitah metody jsou
preferovany fi méieni kapalnych a kaSovitych vzaérkNavzdory tomuto obeénplatnému
tvrzeni jsou v sotasné zerdelské praxi velmi rozgené NIR ndtici systémy (Infratec — f.
FOSS a Inframatic od f. PERTEN) s transmitadm reZimem a gfeny parametry jakosti na
celém obilném zrnu.

Soutasné, bBzné vyuzivani NIR spektroskopie v bezpooboi lidské ¢innosti ma i své
zakladni historické milniky.ilestoZe objev IR spektra jéipisovan Williamu F. Herschelovi,
ktery jiz v r. 1800 publikoval svou slavnou pra&xperiments on the Refrangibility of the
Invisible Rays of the Sun" (tedy w¥gkladu ,Experimenty s lomem neviditelnych sltnieh
paprski“), trvalo celych 130 let, nez byl vyvinut prvniasidardni IR (infréerveny)
spektrometr. IR technologie pak byla vyznampodporovana a rozvijena wvipehu 2.
swtove valky a prvni koméné prodavané fistroje byly na trhu dostupné jiz v roce 1940.
DalSich 10 let se ovSem klasi odbornici v IR spektroskopii vyhybali oblasti Rlla
nepovazovali ji za uzitemou vzhledem k velkymipkryvim NIR pas a tedy obtizi s jejich
interpretaci. Za 8Fejni publikace znamenajici gpom ve vyuzZivani NIR spektra Ize
povazovat az studie Wheelera (1960) a Goddu a Belk&960). FedevsSim nacéthto
zékladech mohl Karl Heinz Norris v roce 1968 nawatinvyuZziti NIR spektrometru pro
stanoveni obsahu bilkovin v mase, vody v zrnu eiloresp. obsahu bilkovin, oleje a vody v
sojovych bobech (Mika a kol. 2008). Pretfik Usgch €chto zd&izeni spolén¢ s rychlym
nastupem vyp&etni techniky, umoznil prudky rozvoj NIR spektropka Zvysila se fesnost
a citlivost zdizeni, &etre rychlejSi a pesrgjSi interpretace dat. To umoznilo dalsi aptikia
rozSieni NIR neficich systémi predevSim do oblasti potraviského, chemickéhai
farmaceutického @myslu.

2. Typy méricich zaizeni pro NIR spektroskopii

V prabéhu rekolika desetileti vyvoje ifstroji pro spektroskopii bylo vyrobenaskolik
typt NIR spektromett. Vychazelo se ze znalosti a vyrobnich moznostiéddaby i
z pozadavi na charakter vzotka podminek jejich gteni.

Obecrt je NIR spektrometr slozen ze zdrojgerd, monochromatoru, mista praimeni
vzorku a detektoru. Schématické znazainzakladnich tyfp NIR spektrometr a princip
jejich mgteni je na obrazkd. 3.

Zdrojem z&eni je nejasgji halogenova Zarovka, poipad LED diody.
Monochromatorem je filtr nebo difréki miizka, ktera separuje z polychromatického zdroje
swtla jen ugitou vinovou délku. Vyhodou #vek je témt linearni disperze
polychromatického sila, zavisla pouze na konstrukckittky. Naopak nevyhodou difraki
miizky je interference rozloZzenéhotehi do jednotlivychiddi spektra, ktera zeslabuje
intenzitu spektra vadu pouzitém pro #teni. Vhodnou konstrukci #izky Ize tuto nevyhodu
minimalizovat. Ristroje s Fourierovou transformaci (FT-NIR) &teré nedisperzni &ici
systémy monochrométor nemaji. V NIR spektroskopiiAivame gkolik typu detektod.

Casto uzivanymi detektory jsou ty na bazi ,PbS*, insige pomalejsi odezvu, ale jsou
velmi citlivé pro oblast vinovych délek 1100 — 25@®. V sodasnosti jsou ugdnosiiovany
detektory na bazi ,InGaAs* sébnou citlivosti v rozsahu 800 — 1700 niada fistroja
vyuzivad i malé kemikové detektory umagjici zaznamenavat vinové délky viditelného
spektra s witym presahem do NIR oblasti (400 -1100 nm).



Obr. 3: Schématicky popis skladby zakladnichitfdR spektrometr
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(prevzato z Blanco a Villarroya 2002)

Velmi zjednoduSehlze sodasné komeinich NIR spektrometry r@kenit do 4 zakladnich
skupin podle jejich principu separace vinovych HGMR spektra z primarniho &telného
zdroje.

2.1. NIR pristroje s filtry

Jednd se cenovo nejlevigjsi, rozneérové mensi, kompaktni ifstroje, kde nastrojem
selekce danych vinovych délek je sadaffilpropou&tjicich jen utené vinové délky NIR
spektra. Klasickym jikladem takového Z&eni jsou nap spektrometryiady Zeltex
vybavené LED diodami, filtry pro rozsahyéreni ve 14 vinovych délkach admikovymi
detektory (viz schéma na obr. 4).

Obr. 4: Schéma optického systému NIR spektrometatky Zeltex
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pievzato z http://lwww.zeltex.com/)
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Pres pongrné maly spektralni rozsah jsou filtrové&igtroje dosud komeéné nabizeny.
V zemedélské praxi nachazeji uplatni jak v rostlinné vyro# pri hodnoceni kvality zrnin
(predikce obsahu bilkovin, vihkosti nebo olejek wZivaciSné vyrolg, pii hodnoceni kvality
masa (obsah proteinu, tuku, vody apod.).

2.2. Disperzni NIR gFistroje

Jedna se o ifstroje s nizkovym monochromatorem. Jak jiz byleceno, funkci
monochromatoru je rozklad neboli disperze NIRen& na difrakni miiZzce. Ta tvéi spolu se
vstupni a vystupni &binou a kolim&nimi zrcadly vlastni monochromator. ©¢him
difrakéni mrizky se na vzorek a poté na detektor postypivadi z&eni vybraného vingu ¢i
frekvence (obr. 5). Limitnim faktorenddhto gistroji je pomaly sken vzorku a nizsi stuipe
piesnosti ifeni v jednotlivych vinovych délkach.résto jsou tyto typy NIR spektrométr
napiklad spektrometryiady Infratec (f. FOSSXi Inframatic (f. PERTEN). Bkazem
skute&nosti, Ze tento princip jeSheni zcela fekonany je nap spektrometr NIRS DS 2500 (f.
FOSS) s vylepSenym monochrométorem, ktery BlyvySe uvedené nevyhody eliminovat.

Obr. 5: Schéma disperznickigiroja
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(prevzato z http://www.ga-online.org/kiel2003/ WS_ Rqoif)

DalSim konstru&nim principem v ramci této kategorie je vyuziti reani detekni optiky
tzv. diodovych poli. Jedna se o d&sti s velkym mnozstvim detekto(fotodiod). Mefici
systém si pak vystad jen se stacionarnim iftkovym monochromatorem pro separaci
vinovych délek. Diodové pole je umdsb tak, Ze na kazdou fotodiodu dopadétyr velmi
Uzky rozsah vinovych délek a&lhdat tak probiha na vSech vinovych délkachiaet.

Prikladem tohoto systému je riéidad NIR spektrometr DA 7200 (f. Perten, obr. ) s
spektralnim rozsahem 950 — 1650 nm. Hlavni vyhottmhto gistroja je negitomnost
pohyblivych ¢asti, umo#ujici vyznam® rychlejSi skenovani vzoika tim i homogen$)si
skér spekter z jednotky plochy vzorku. Naopakitou nevyhodou takovych to #épohi
meieni, mize byt uzsi spektralni rozsah v NIR oblasti, doQL@oh.



Obr. 6: Schéma NIR spektrometru s diodovym polem
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2.3. NIR pristroje na principu AOTF

Jedna se o velmi perspektivnfigiroje vybavené akusticko-optickymi filtry (Acoost
Optical Tunable Filters AOTF). Principenichto filtrd je zména indexu lomu specifického
krystalu (TeQ) pomoci ultrazvukovych vin. Tyto ziny pak umo#uji rozlozit dopadajici
polychromatické zi#@ni na jednotlivé vinové délky s vysokou hladinazliSeni. Jednou z
vyznamnych konstrulnich vyhod &chto g@istroja je negiitomnost pohyblivyclgasti, vedouci
k vysoké spolehlivosti a fpsnosti emitovanych vinovych délek. Vlastngremi probih&
v Sirokém rozsahu NIR spektra, s rychlosti skedu3@ za minutu), ktery je limitovan pouze
¢asovou odezvou detektoru. Tento tyfispoji nachazi klasické uplaini ve vyrobnich
linkach s kontinualnim provozem, kde sleduji parmynpohybujiciho se materialu (niagpfi
michani¢i pohybu na dopravniku). Americka firma ,Brimroseororation” uvadi jejich
vyuziti ke kontrole vlhkosti f» suSenicaje, bylin nebo ke kontrole kvality pometawé
sravy. DalSi uplaténi nachazeji tyto systémy i ve Slechtitelskych paogech se séjou a
arasidy.

2.4. NIR pristroje s Fourierovou transformaci (FT-NIR)

V téchto neficich systémech je vzorek dmasan polychromatickym zanim specificky
frekvertné posunutym pomoci interferometru. Ka$eji pouzivany interferometr pracuje na
principu Michelsonova interferometru, jehoz hlamn sowastmi jsou d&ic¢ paprsk a dale
pohyblivé a pevné zrcadlo (viz schéma na obr. 7).

Zéreni ze zdroje dopada pod uhlem 45° na popmimy @li¢ paprski, kterym s 50%
propustnosti projde paprsek na pohyblivé zrcadlyl&c¢ast vstupniho zéni je odrazena
smérem k pevnému zrcadlu. Paprsky se od obou rovinnjgdjemrt kolmych zrcadel zingé
odrézeji a nadici paprski se podle aktuélni polohy pohyblivého zrcadla kardtvné Ci
destruktivié rekombinuji, tj. dochazi k interferenci. Rekomhiaay paprsek je pak odrazen
do vzorkového prostoru a poté dopada na detekignabna detektoru je sniman v zavislosti
na pohybu zrcadla v interferometru od @o -5. ProtoZe na z@tku n®feni vstupuje do
systému polychromatické i, je signal opoudfci interferometr a dopadajici na vzorek
resp. poté na detektor swem vSech konstruktivnich a destruktivnich intesfei @i vSech
moznych frekvencich.



Z jednoho pohybu zrcadla je ziskan jeden interfenog Kazdé zmiené spektrum
(interferogram) obsahuje vesSkeré spektralni infagnaRevod interferogramu do tvaru
béZného absokmiho spektra probihd matematickou operaci, Fowderdransformaci (FT).
Tato operace ievadi informaci Zasoveé Skaly do frekvéni nebo vinétove, na spektrum
odpovidajici jednomu skenu. Vyhodou FT-NIRfistroji ve srovnani fedevsim
s disperznimy typy je vySSi rychlost skenu, citiiva gesnost mireni. Nevyhodou mohou byt
celkow vyssSi pdizovaci i provozni naklady, které jsou ale kompesdary efektivijSim
meieni. Na trhu je v saasnosti cel&ada firem, nabizejicich FT-NIR spektrometry (hap
BRUKER, BUCHI, LUMEX, NICOLET aj.), které se upfatji i v zendglské praxi.

Obr. 7: Schéma NIRifstroje s Fourierovou transformaci (FT-NIR)
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3. Chemometrické postupy a vyznamneé kalibréni parametry

Analyticka informace kazdého zieného vzorku je zakédovana do Sirokého NIR spektra
stfadou pekryvajicich a interagujicich zén. Je protoipbhé mit vhodné chemometrické
(statistické) nastroje pro jejich rozébivani. V praxi se NIR spektrometrie uplajge
v kvantitativnich, ale i kvalitativnich analyzachZzemgdélska praxe ufednostiuje
kvantitativni postupy, kterymi se budeme v naSi adiee dale podrol#i vénovat.
Potravindska, farmaceuticka a obectechnologicka praxe vyuziva v hojnéimipostupy
kvalitativni.

Pouzivané chemometrické postupy vychazi z klaskcKyzikalné-chemickych zakoin
Tim zakladnim je Lambert-Bé&v zakon, ktery zjednoduseénika, ze absorbancéipibovolné
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vinové délce je urrna molarni koncentraci sledované latky. Takto popszavislost vSak
plati pouze pro opticky transparentni kapalingfené v kyvet s definovanou tlou%ou, gi
které je draha jichodu paprsku konstantni.

Ve tSirg pripadi, kdy byla pro mifeni vzorki pouzita NIR spektrometrie vSak toto
pravidlo dodrZzeno neni a konstantni drahu paprgkiledem k#iznym specifickym odram
a interferencim kontrolovat neérbeme. Proto je pro odhad sledovanych parametr
(analytickych  velkiin) nutné vyvijet Kkalibreni modely s vyuzZitim pokkdlych
chemometrickych algoritin Tyto specifické statistické postupy obvykle vydpdozsahlou
sadu kalibranich standani (béZn¢ uvadtnou v literatile 30 a vice). Vyr standard by proto
mél byt uvazeny a rl by respektovat jista specifika. Soubor kalirizh vzorki musi byt
dostatén¢ reprezentativni, # by pokryvat celou &kavanou variabilitu sledovanych
charakteristik, které pak budou kvantitathamalyzovany a & by zohlednit i dalSi fyzikalni
¢i chemickou promanlivost u néfenych vzork.

V minulosti byl zdkladnim postupem pro tvorbu keditmiho modelu vyuZiti vicenasobna
linearni regrese (MLR — ,multiple linear regressjonDnes se diky rychlému rozvoji
chemometrického softwaru nejvice uplgt dvé regresni metody, regresni analyza hlavnich
komponent (PCR - ,principal component regression“)regresni metod&ast&nych
nejmensiclitverai (PLS — ,partial least squares”).

Pouzitim &chto regresnich metod seéi pvorbé kalibrainiho modelu vyuZzivaji nikoli
hodnoty absorbance v maximech vybranychipdke vyhodnocuji se SirSi spektralni tseky
dokonce celd NIR spektra. Cilersclito postup je nalézt vztah mezi vicedimenzionalni
spektralni informaci (reprezentovanou matici hodrdsorbanci ve vybranych spektralnich
Usecich pro sadu kalilafiaich vzorki) a sloZzenim vzork (reprezentovanym matici hodnot
koncentraci skupiny sledovanych analytsaa kalibratnich vzorki). V nékterych gipadech,
kdy jsou absorni pasy velmi Siroké, se NIR spektra pro kalimiamodely pedem upravuji
(nap. vypaitem 1. a 2. derivaceupodniho spektra). Podminky &teni vSech spekter,
zpasoby jejich Uprav a zpracovani musi byt totozné kabbratni, valida&ni i neznamée,
zkoumané vzorky.

VétSina modernich softwarumi statisticky posoudit (vyget nap. Mahalanobisovi
vzdalenosti) a vylotit odlehla spektra (,outliers”) pomoci Dixono¥a Chauvenetova testu
signifikantni odliSnosti. Software patbe také uzivateli vybrat nejvho&di rozsah
spektralnich dat pro tvorbu kalikr@ho modelu na zaklad individualnich korelaci
jednotlivych vinovych délek a kalibrovaného znaku.

Vyvoj Sirokych kalibr&nich model a jejich péliva validace jsou ktiovymi kroky pro
spolehlivou kvantitativni analyzu pomoci NIR spektetrie. Je ieba pd@itat s nutnosti
vybéru rozsahlych soubdr kalibratnich vzorki, testovani dznych postup zpracovani
spektralnich dat, hledani vhodné regresni metogyi @ptimalizace. Stejnou samemosti
je i promySlena volba validaich standaritl Vyznamnou podporou tétotsi ¢innosti jsou
dnesSni moderni vyhodnocovaci a kalidmia programy, distribuované jednotlivymi
spol&nostmi prodavajici NIR spektrometry. Po zaSkoleniskani jisté miry praxe jestdina
uzivateli schopna samostatnvytvaret kalibr&ni modely. Zakladni kritéria kvality
vytvoieného kalibréniho modelu, které uzivatel wipluSném programu ziska, jsou shrnuta v
tabulce 1.



Tab. 1: Parametry kvality kalib¥aiho modelu

Parametr ozn&eni

Korelaini koeficient kalibrace R
Standartni chyba kalibrace SEC
Korelaini koeficient kizové validace R
Standardni chybafiZové validace SECV
Standardni chyba predikce SEP
Index determinace kalibrace ‘R

V pripact kalibrainich model vytvorenych pomoci metod PCRi PLS je dilezité
sledovat i poet faktof vyswtlujicich prongnlivosti kalibranich dat. Peet faktohi by nengl
piekratovat hodnotu 10 - 15. Kalibéai modely s vysSim gbem faktofi nazn&uji, Ze je jimi
vyswtlovana zbyvajicicast specifické variability spektralni informace rfg&wa spektra),
kterd nesouvisi s kalibrovanym znakem.

Korelaéni koeficient kalibrace (R) charakterizuje miru zavislosti mezi spektrometyick
predikovanou vetinou, ziskanou fisluSnou matematickou operaci a konkrétni labaonator
hodnotou pislusného standardniho vzorku.

Index determinace(R?) byva rekdy chybré zangiovan za korekni koeficient, udavajici
kolik procent rozptylu zavislé pramné je vys¥tleno modelem a kolik jim tstalo
nevysw¥tleno. Posouzeni kvality predikino modelu pro jeho praktické vyuZziti jétSinou
provadno pra¢ podle tohoto parametru, viz. tabulka 2.

Tab. 2: Kategorizace ziskanych kaliméch modei podle Indexu determinace

Kategorie pouzitelnosti modelu Rozsah indexu determinacé R
excelentni > 0,90
pouZitelny pro BZnou zemidélskou praxi 0,82 -0,90
pouze orienténi odhad sledovaného znaku <0,82

DalSimi steji dulezitymi kritérii pro posouzeni kvality ziskanéhalibratniho modelu
jsou zjis€né chyby modeluJEC aSECV) a nezavisla chyba predik&EP.

Zatimco SEC uvadi celkovou chybu kalibraéniho modelu na z&klad porovnani
dosazenych predikci s refetaimi hodnotamiSECV se pokousi odhadnoahybu predikce
pro potenciélni nezavislé vzorky Vypocet chyby je zaloZzen na opakované segmentaci
kalibratnich standantl do 2 skupin. Jedna skupina se ponechava pro ealidhyla pro
kalibraci. Tento postup se opakuje tak dlouho, dokiechny standardy nebudou pro validaci
pouzity alespt jednou. Velikost skupiny si uZivatel voli sdm nelbguzije dopordeni
softwaru. Z ditich regresi a validaich chyb je pak nasledivypaitena celkova hodnof,

a SECV. SEP vyjadiuje realnou predikéni chybu pripraveného modelu, vygtenou na
podklad zaazenych nezavislych vzark Zakladni snahou kalibrace libovolného znaku je
docilit vytvorenym modelem co nejvySSich hodnot kotelah koeficieni a minimalni
kalibratni resp. predigni chybu, pi sowasré nizkém pdétu vyswtlujicich faktoh. Fri
splreni vSech &chto podminek je docela di@mozné, Ze jsme ziskali spolekliftungujici
kalibracni model.
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Ve wdeckych publikacich je mozZzné se setkatéestialSim relativizujicim parametrem
popisujicim kvalitu kalibréniho modelu, tzv. parameRPD (ratio of predictive deviation) -
podil predikéni odchylky. Tento ukazatel se vypibd jako podil smrodatné odchylky
referegnich (nezavislych) vzotka dosazené prediki chyby:

RPD = SDe. / SEP

Hodnoceni kvality kalibrénich model praw podle tohoto parametru nam nabizi tabulka 3.

Tab. 3: Kategorizace ziskanych kaliméch model podle podilu predidni chyby

Kategorie kvality modelu Rozsah podilu predéki chyby RPD

prijatelna kvantifikace znaku 3,1-4,9
dobra kvantifikace znaku >5,0
velmi dobra kvantifikace znaku 6,5-8,0
excelentni kvantifikace znaku >8,0

.....

potencialu vytvéenych modeil Ize v ramci této kapitoly dopotit fadu odbornych publikaci
(nap. Mika a kol. 2008; Williams a Norris 2001 aj.jiremnich manudi resp. pisluSnych
uzivatelskych softwdrdodavanych ke konkrétnim NIR spektronietr

4. Praktické rady a typy pro uzivatele

V této kapitole bychom se radi dotklgkierych zasadnich pdsti a praktickych rad
zahrnujici poizeni NIR spektrometru, jeho optimélniho provozdvanviastni tvorby
kalibratnich modai.

4.1. P&izeni pristroje a jeho provoz v zenidélskeé praxi

Rozhodnuti o ndkupu NIR spektrometru zahrnuje np@souzeni &elnosti jeho vyuziti
pro zamyslenou aplikaci, zohletii ekonomické efektivity, ale i posouzeni vyhodizky
které istroj nabizi.

Vyhodou je rychlost a jednoduchost vlastnih&reni, souvisejici s minimalniripravou
vzorku. Cegny jsou také nizké provozni naklady na analyzuesgdktivni zfisob ngieni
(pouzitelnost vzorku k dalSim analyzdm), Setrno®ti wbsluze pistroje (minimalizovana
moznost kontaktu obsluhy s toxickymi a zdravi Skaahhi latkami), Wetné navaznych
nakladi na potencialni ekologickou likvidaci nebezpého odpadu. Diky vyuziti fugkich
kalibratnich modael pii méreni rozsahlych soubbwzorki, je mozné vyznamnym agpobem
usetit financni prostedky acas nutny ke klasickym chemickym analyzam.

Nevyhodou NIR spektroskopie jsou vysokéripovaci naklady a nutnost vyvijéadu
specifickych kalibraci danych gebami provozu a charakterem pozadovaného analiiocké
stanoveni. Vzhledem k n#mému zfisobu hodnoceni sledovanych zagkZ zmirgnymi
chemometrickymi metodami, ie NIR spektrometrie stale vzbuzovatitou nedivéru a to
piedevsim v fipadech detekce odchylenych vyslédid standant, které gipadny uZivatel
nea:ekaval.
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Nakup vhodného typuifstroje souvisi s konkrétnimi poZadavky pracavisd esnost a
rychlost ngfeni. V Uvahu f rozhodovani je nutné vzit: charaktegimneho vzorku (celé
zrno, Srot, mouka, pasta, roztok¥igadré i moznost penositelnosti kalibraci mezi
jednotlivymi gistroji. U kéznych chemicko-technologickych paranietrna (vihkost, obsah
bilkovin, tuku) Ize dosahnout srovnatelnou Uiov@redikce i na jednodusSich filtrovych
pristrojich. Filtrové pistroje jsou proti disperznimiigtrojam ¢i systéntt s FT limitovany
uzkym rozsahem #iienych vinovych délek a nizsi flexibilitou &feni vzhledem k danym
pozadavkm na charakter vzorku. Pro predikctkierych chemicko-fyzikalnich paramétr
pSenéného zrna (nap Zeleny sedimentace, tvrdosti zrna, vaznosti mapgd.) Uzky rozsah
metitelného NIR spektra nesiia

FT-NIR spektrometry se vyztaji rychlym skenem, vy3Si stabilitou a citlivostgimni.
Jejich dalSi vyhodou je téhnaprosta shoda ziskanych zazaama tiznych gistrojich i
méieného identického vzorku, coz unioje snadné zedvani jednotlivych fstroji. U
tohoto typu spektrometrjsou uvadny vyssi provozni naklady,rgdevSim s deklarovanou
Zivotnosti laseru (5 — 8 let).

Je reélnou skuteosti, Ze mnohem vice kondaich kalibraci zagtenych na hodnoceni
zemedélskych komodit je k dispozici pro disperzniigiroje. Navic disperzni spektrometry s
diodovym polem mohou FT-NIR spektrometr konkurovat i v rychlosti gfeni.

V ramci rozhodovaciho procesitep nakupem NIR spektrometru Ize dopirunavazat
piimy kontakt s skterym z uzZivatel pristroje v dané oblasti a seznamit se sjejich
provoznimi zkusenostmi. Velmi vhodnym a pré&spym krokem je i kratkodobého Zggeni
piistroje pro pimou konfrontaci deteki schopnosti NIR spektrometru na vlastnich vzdrcic
coztada firem umotiuije.

Béhem rozhodovani o nakupurigtroje je dobré uvazit jeho umief. S vyjimkou
specialnich kontinualnich linek, kde je uniigtpevré dané v rdmci procesu vyrobyjuie byt
umistréni NIR spektrometru v laborafocelkem variabilni. Resto je dobré pamatovat i na
urcité logistické kroky. Spektralni analyzy byvaji ygdz prvnich analytickych krdak po
prijeti vzorki do laboratée, gripadré po jeho semleti. &Sina spektralnichifstroja je citliva
na vlhkost, prasnost aresy. Vyplati se {b instalaci spektrometru gdat i s kolisanim nagi
a vypadky el. energie. Je vhodnéppijit ptistroj do elektrické sdtpres vhodnou fepetovou
ochranu pipadre i na zalozni UPC zdroj.

Kazdého uzivatele, pokud NIR spektrometr neni karétire v provozu cely rok, 24 hodin
denrg, napadne otazka, jak je to s vypinanifistpoje, co to uéla s zZivotnosti sstelného
zdroje. Obecd lze fici, Ze castym zapinanim resp. vypinanim se Zivotnost lasyige
zkracuje. Sotasré tato ¢astd zmina stavu negatiwnovliviiuje vnittni temperaci fistroje,
muze dochazet k vritim kondenzacim a nasledike zhorSeni spektralniho pozadi p
meéteni. Proto nema& smysl vypinatigiroj na dobu kratSi nez jeden tyden. Vhodnym
kompromisem je v tomtoifpact vyuziti moznosti nabizené wkterych tym NIR pristrojia
tzv. ,reZzim stand-by" (vypnuti pouze lampy). Praokghlivé, ogtovné ngtreni je doporeno
nechat pistroj nékolik hodin vytemperovat, nez &ame s rérenim.

Vyznamny dopad naipsnost mireni ma i pravidelna interni validace, jez byvacssti
kazdého softwarového vybaveniigiroje. Neni-li systém validace nastaven autorkgtife
nutné interni kontrolu provéd vzdy, po optovném spusghi pristroje (lampy) a vipack
trvalého zapnutiistroje alespd 1x tydre. Navzdory internim validanim standardim, které
byvaji sodastirady modernich spektrométse nam,  meieni v rezimu difusni reflektance,
oswdcilo pouziti externiho, validaiho vzorku, na ktery je trvale navdzana kaflibhia
rovnice.
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V zemedélské praxi niize byt takovym standardem vzorek obilného zrna n&tmd.
Nevyhodou biologickych externich standarge jejich vysSi heterogenita a postupna
degradaci vzorku i sledovanych paramdimag. snizovani obsahu dusikatych latekase).
VhodrgjSimi externimi standardy jsou tak stalé anorgamiokaterialy (nafp polystyrenové
desttky, kulicky). V nasi laborati® pouzivame 2 externi standardy, polystyren a \waraa
pSenice. Polystyrenova spektra vyhodnocujeme ladibpro stanoveni NL v zrnu pSenice.
Vlastni ¢iselnd hodnota je sice nesmysina, ale mnohélezikjSi je jeji kolisani ase.

Z prikladu pilro¢niho srovnani pouzivani externich standajel zejmé, Ze polystyrenovy
standard ma 3x vysSi stabilitu n&enych hodnot nez stejrdlouho pouzivany biologicky
standard pSenice (tabulka 4). Zjis¢ &tSi diference u externiho standardu polystyrena (cc
nad 1 - 2 rel. % od prvniho &feni) pak mohou nazdaevat nap. zneisteni standardu,
poSkozeni vzorkoveé oblasti, Zmy teplotnich resp. vihkostnich podminek v labdtispod.

Tab. 4: Srovnani stability prediki hodnoty u dvou referénich vzorki béhem 6 ngsiai

Standard — rok /gsic 2013/3 2013/4 2013/5 2013/6 2013/7 2013/8 Vi (%)

Polystyren (NL %) 183,48 183,32| 182,57| 183,78| 182,89 183,2 0,214

PSentné zrno (NL %) 13,60 13,49| 13,64 13,45 13,50 13,69 0,642
NL — obsah dusikatych latek, \ ¥ variani koeficient

4.2 Detekni hranice a moznosti predikce NIR spektroskopie

Velmi castou otazkou uzivateNIR spektrometr je ukeni detekni hranice a zni
vyplyvajici kalibra&ni moZznosti pistroje. Bohuzel, na tuto otazku nelze odjuév zcela
jednoznéné. DuleZitou roli zde sehrdva povaha a struktura vzodastoupeni analyzované
slozky, jeji chemicka struktura a vzajemné vztalkhalSimi obsahovymi latkami vzorku, které
mohou vyznamnym Zsobem ovlivnit moznostti nemoznost vytvieni funkniho a
spolehlivého kalibréniho modelu.

Predikce obsahu latky s dobrou odezvou v NIR spektnzptylenou v roztocicki
homogengjSich vzorcich, sjagn definovanym spektrem dalSich slozek (hape
farmaceutickém gimyslu), mohou mit detekci velmi nizkdado\ i desetinyci setiny %. U
biologickych material byva detekni hranice sledované slozky vySSi, s minimalni
koncentraci (zastoupenimygs 1%. Na konkrétnimiikladu, dolbe stanovitelného obsahu
muzeme velmi zjednoduSemletekni limit odhadnout. Ze zji8hé pfiimérné absolutni chyby
predikce SECV = 0,5% a rozsahu tohoto parametralidazniho souboru (8 - 20 %) se
detekéni limit pohyboval v rozmezi 2,5 — 6 rel %.

U zna&n¢ heterogennich intaktnich vzdrlobilného (pSerkného) zrna tak nelzetekavat
vytvoreni robustnich kalibraci spolehdivpredikujicich miligramov&ti dokonce stopova
mnozstvi sledovanych slozek. Problém spolehlivéligoe modelu, vSak fize nastat i u
slozek svyznanth vySSim podilem v pSemém zrnu, jakymi jsou nap zékladni
komponenty Skrobu (amylosa a amylopektinpbsah lepku. V fipact sloZzek Skrobu pouhy
strukturalni rozdil ve &veni glukosovych jednotek obou slozek (linearniyiasa,
rozwtveny amylopektin), na pozadi dalSich komponent zpisobi, Ze jsou &né velké
obsahové zimy obou sloZzek (+ 10 %) spektréljen velmi obtiza zachytitelné.
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U lepku, tv@deného zasobnimi bilkovinami pSenice (tzv. gliadingluteniny), naopak
muzeme narazet na jeho specifické laboratorni starioe®. vypirani z mouky. ii° tomto
stanoveni se do kvantifikace lepku promitaji i j@mkalni vlastnosti. Obeenje velmi dolie
znama vysoka pozitivni korelace mezi obsahem zasbhsilkovin zrna pSenice a obsahem
lepku. Resto se stava, Ze pékhy velmi slabé mouky (lepek nelze laboratostianovit,
rozplavuji se) jsou i predikci na NIR spektrometru nadhodnoceny. Podaolmzpaita je
predikce i dalSich paramétpekdské jakosti pSenice, napZeleny sedimentaiho indexu.
Presto, Ze je tento parametr gasti fady kometnich kalibraci, vysledky dgkterych
védeckych praci (ndpJirsa a kol. 2008)¢etré nasich zji&ni, potvrzuji spiSe nizsi prediki
urovei s hodnotami koretmiho koeficientu (R) v rozmezi 0,6 - 0,8 (viz kapitola I11/1.3).

Obecr negativni zkuSenosti ggsnosti kalibrénich model predevSim pro odhad
reologickych paramaeir zrna brzdi vyznamijSi rozsteni €chto metod do pekarenského
pramyslu.

4.3 Specifické vlastnosti obilnin ovliviujici vyvoj a kvalitu predik énich modeli

Jak jsme jizekli, kvalita prediknich modek a minimalni peéty vhodnych kalibranich
vzorka zavisi na povaze (homogsf)ithodnoceného materialu, variakilifeho celkového
sloZeni a narocich na kalilsrd rozsah hodnoceného znaku.

Je dobré si wdomit, Ze proces kalibrovani, tedy vyteai a o¥fovani novych
predilkcnich modei je také vyznamnym ekonomickym parametrem. N&fpa sice zvySi
kapacitni (mzdove) naklady pracovisvyclenénim pracovnika na kalib&ai ¢innost a zvysi
provozni naklady na ifpravu a zhodnoceni kalikmiho souboru vzork referegnimi
metodami. Ale vyplati se, pokud chceme ziskat fjicga nakonec i ekonomicky efektivni
pracovni nastroj.

Je nutné si wdomit, Ze obechuvadné nizkeé péty kalibratnich vzorki (cca 30), nejsou
dostaténé pro spolehlivé kalibeai modely heterogennich zeédglskych vzorki (zrno, Srot,
rozemleté vegetai ¢asti aj.). Nejen naSe dlouholeté zkuSenosti v tosntiyu naznauiji, Ze i
parametry s dobrou prediki schopnosti v obilninach (naplhkost, obsah dusikatych latek),
potrebuji v kalibrgnich modelech min. 100 standardivodem vysSiho pitu standard je
potreba zohlednit &i sledovaného parametru, ale také vysokou vstugtarbgenitu obilného
zrna (genetické a externimi faktory).

Pri vyvinu kalibrace u obilnin musime pitat p‘redevsim s potencialnimi genetickymi
rozdily jednotlivych odid, reprezentovanymi n&priaznou velikosti, tvarem nebo i barvou
zrna (viz obrazek 8). Velmi vyznamnym prethk problém mohou bytizné napaden&i
mechanicky poskozena zrna jakaskbdek externich vliv (nag. nevhodnou agrotechnikou,
rajonizaci, Spatnym pbéhem ra@&niku). Vizualni kontrola zrna by takda vzdy gedchazet
vlastnimu spektrometrickémugtieni a naslednémuizeeni do kalibréniho souboru.

DalSim vyznamnym faktorem, oviivjici hodnoceni obilnin, je ¢asto rozdilna vstupni
vihkost vzorku zrna ip méieni, ktera by @la byt v kalibr&nim modelu také zohledna.
vzorka v laboratornich podminkach, kdyinmzenym zgisobem dojde k vzajemnému srovnani
vihkosti vzorki. To sice obech zpomaluje proces hodnoceni zrna obilnin, ale olevyk
zpiesiuje vyslednou predikci hodnocenych zhak

Navzdory snaze mit pro obilniny robustni, Sirokéltacni modely, nize rekdy zjiS€na
hodnota neznadmého vzorkidepahovat kalibkai rozsah pro sledovany parametr.&ehto
piipadech je vzdy dopo&ano nezavislé zétieni vzorku referemi metodou. Pouze u velmi
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robustnich kalibraci, pokud se vizu&ln spektralgd vzorek neodliSuje, lze tolerovat
piekrateni rozsahu kalibrace max. o + 5 rel. %.

Obr. 8: Mozné odrdoveé diference pSeafriého zrna

Odifida Bona Dea

Odida Citrus Odtida Skorpion

4.4 Vliv zpracovani zrna pSenice na predigni schopnosti kalibrace

Vy8Si homogenita vzorku obetprispiva k vySSimu predénimu potencialu ziskanych
kalibractnich model. Postup homogenizace u obilnych vZorke provadt Srotovanim
(celozrnny Srot) nebo vymilanim zrna na mouku. Moigk velmi homogenni material, ale
predstavuje jen witou c¢ast zrna (cca 60 - 70% hm. podil) tepou pevazre Skrobovym
endospermem.

Prikladem pinosu homogenizace vzorku ke zvySeni kvality preglitolie dokladaji nase
vysledky testovani kalibtaich model pro stanoveni tvrdosti zrna (tzv. PSI — partidlee s
index - AACC 55-30). Vzorky celého zrna byly nigye naskenovany, poté byl Zchto
identickych vzork pripraven Srot a ten nasletinaskenovan. $b NIR spekter probihal na
pristroji Nicolet Antaris Il s Fourierovou transforaia

Z porovnani dosazenych vyslédkegresniho koeficientuiiZové validace R i chyby
kiizové validace SECV jefgimé, Ze signifikanthlepSi parametry byly dosazeny u modelu
vytvoieného z naskenovanych vzorkrotu (obr. 9 a 10). Snizenitupnérné chyby kizové
validace (SECV) o 0,6% se sice nezda byt tak vyziéamale je dobré porovnat i dosazené
diléi maximalni odchylky od referénich hodnot a frekvenci, s jakourgrauji nag.
hodnotu odchylky 2%.

Obr. 9:PLS model kizové validace Obr. 10:PLS model kizové validace
predikce tvrdosti zrn PSI (celé zrno) predikcévrdosti zrn PSI (Srot)
1: ‘RCV=0.791Z SECV=177% ‘ o = 1? ‘Rcv:O-917; SECV=1.14% ‘ o ©

PSI (%) predikce
PSI (%) predikce
N
=)

;
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 3
PSI (% ) reference

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

0,
"0 95%hladina spolehlivost PSI (%) reference “0__95% hladina spolehiivosti
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Zatimco u modelu na celych zrnech (obr. 9) bylgtgjié maximalni odchylky v intervalu
od -5,6 do 4 % a odchylkargkraujici 2% byla zji&na v 33 pipadech, u modelu
vytvoreného ze spekter Srotu (obr. 10) byl interval maknich odchylek v rozsahu od -2,9
do 3,8 a odchylka ipkratujici 2 % byla zji&na pouze v 10ifpadech.

Konkrétni doporteni, zda pracovat se spektry celych zrn nebo sé&trgpezorka
homogenizovanych Srotovanim (mletim) dat t2zeme. VZdy bude zaviset na dané situaci a
na konkrétnim hodnoceném znaku. Jen na vas udsfatelide rozhodnuti, jestli je pro vas v
bude stait jen hrubSi odhad #ieného parametru ovSem se zachovanim celého,
Zivotaschopného zrna.
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lll. P ¥iklady aplikaci FT-NIR spektroskopie u pSenice seté

V roce 2007 byl na odteni Genové banky ve VURV, v.v.i. Prahaifzen FT-NIR
spektroskop Nicolet Antaris Il (Thermo Electron @awration, Madison, USA), viz. obrazek
11. V pibéhu Sestiletého obdobi byly s jeho pomoci vitny desitky kalibrénich modei
hodnotici vybrané chemicko-technologické parametiterych zakladnich obilnin (pSenice,
je¢men, tritikéle) i minoritnich druh(pohanka, proso, amarantus).

Obr. 11: Antaris Il

Nasledujici piklady kalibr&nich model a jejich popis dokumentuji vybrané modely pro
hodnoceni pSenice seté na naSem pracovigtktekt z nich jsou vyuZzivany rutidnpro
mapovani kolekci genetickych zdiqGZ) pSenice setéripadre i zakdzkovolwtinnost (nap.
modely pro vihkost vzorku, obsah hrubych bilkowabsahu Skrobu, tvrdosti zrna). Jiné slouzi
pouze jako hrubSi seléki néstroj k vybru vhodnych materiél pro tvorbu tzv. ,core”
kolekci (paténich kolekci) GZ pSenice nebo vhodnych kandigéb @isluSnou problematiku
feSeného vyzkumného projektu.

Ve vSech uvedenychiiladech probihalo #feni vzorki zrna ¢i mouky (cca 25 Q)
v systému difusni reflektance na integrasfée vrozsahu vindu 4000 — 10000 cths
rozliSenim 2 cit. Vzorky byly skenovany v kyvéto piméru 5 cm. Rotani drzék kyvety
(sample cup spinner) umitddval automatické provedeni 32 subskgoro kazdy vzorek.
Rizeni skru a uchovavani dat i vytveni pimérného spektra z diich subsked pro kazdy
jednotlivy vzorek bylo provedeno pomoci programur@ny.3. Vyvoj kalibrénich model a
jejich zhodnoceni bylo u vSech prezentovanych mogedvedeno vicerozémnou statistikou
— metodou PLS (Partial Least Squeres) peastictvim programu TQ analyst a statistické
hodnoceni bylo provedeno programem Statistica Z0 C

Zakladnimi kritérii pro hodnoceni ukazkovych kadibr byly hodnoty koretmiho
koeficientu kalibrace (R) a standardni kalibtai chyby (SEC) dale korelai koeficient
kiizové validace (R), chyba kiZové validace (SECV) a u nahadwybranych vzork
v ramci celého rozsahu kalildrdho modelu i chyba predikce (SEP).
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1. Predikce vybranych zakladnich paramet pSenéného zrna

Predkladame {Pklady kalibr&nich model pro hodnoceni vybranych zékladnich
vykupnich parameilrpSenéného zrna a jejich sténé vyhodnoceni.

1.1. Predikce obsahu vody

Refererni metodaCSN 56 0512 — 7

Charakteristika kalibkaiho souboruFT-NIR spektra celych pSeamych zrn z SirSi stové
kolekce ozimych odid pSenice seté zahrnujigtiii skliziové ra@&niky o celkovem petu 258
vzorki.

Zhodnoceni _modelu:vyzna&uje se pordrné vysokou robustnosti, charakterizovanou
prijatelnym kalibr&nim rozsahem, dobrou Urovni obou kotelah koeficient (R), obecs
nizkou a vzajemhvyrovnanou chybouikzové validace (SECV) i chybou predikce (SEP) s
vysokymi hodnotami obou korelaich koeficiend. (obr. 12, tab. 5). Model je mozné pouZivat
pro rutinni hodnoceni vzoilk

Podrobgjsi informace na Obrazku 12 a v tabulce 5.

Obr. 12: PLS modelikzové validace Tab. 5: Parametry kalib¥aiho modelu
predikce obsahu vody
Z [Rev =0.952, SECV =0.592 % | 03 i’ Predll?(;:)rozsah 6,76 - 15,71
" Poset vzorki 258

Spektralni rozsal
(cm™)
R 0,958
SEC (%) 0,559
Rev 0,952
SECV (%) 0,592
Patet faktofi 8

8649,02 - 4691,02

1

10

Obsah vody (%) predikce

o ~ © ©

6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17

Obsah vody (%) reference [0 5% hiadina spolefivosti] SEP (%) 0,585
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1.2. Predikce obsahu hrubych bilkovin

Refereni metodaCSN EN ISO 5983 — 1

Charakteristika kalibniho souboru:FT-NIR spektra celych pSemych zrn ziskanych
v ramci hodnocenych SirSich kolekci GZ pSenice segtre vybranych registrovanych
odrnid, zectyr skliziiovych ra@niki, o celkovém pétu 199 vzork.

Zhodnoceni modelukalibratni model vykazuje Siroky rozsah znaku, vysokou @étiogbou
korelainich koeficient (R), chyba kalibrace (SEC) i chyba predikce (SEBY srovnatelné s
deklarovanou chybou referémi metody (0,3 %). Chybariové validace (SECV) dosahla
dvojnasobku deklarované chyby refeheh metody. Vysutlujeme si to tim, ze kalibtai
soubor neni v celém rozsahu znaku optithdlyvazeny a to navySuje Ekterych oblastech
kalibragniho rozsahu moznou predik nejistotu.

Model je rutink pouzivan a kazdym rokem ddéplan o standardy prévz tchto
problematickych oblasti rozsahu znakui Rkychkoli pochybnostech jsou predikované
hodnoty kontrols stanoveny referémi metodou.

PodrobwjSi informace na Obrazku 13 a v tabulce 6.

Obr. 13: PLS modelikZové validace Tab. 6: Parametry kalibtaiho modelu
predikce obsahu hrubych bilkovin

Predikéni rozsah

Rcy = 0,990; SECV =0,499 % | i g (%)

Poiet vzorka 199

Spektralr_11| A28 8341,62 - 5180,45
(cm™)

R 0,997

SEC (%) 0,286
Rey 0,990
SECV (%) 0,499
Paset faktoi 13

T T M e SEP (%) 0,234

22

7,77 - 20,82

NL (%) predikce
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1.3. Predikce sedimenténiho indexu — Zelenyho test

Refererni metodaCSN ISO 5529

Charakteristika kalibkaniho souboruFT-NIR spektra mouk ifpravenych na laboratornim
mlynku Brabender Sedimat, s prosevefaspkruhové sito s velikosti ok 150 um. Kaliia

soubor zahrnoval vzorky fevdzre standardnich registrovanych adr sklizenych ve 2

skliznovych ra@nicich a na 3 lokalitach (Kro#iz, Humpolec, Praha-Ruzgn Celkem bylo

pro vytvaeni kalibrace pouzito 185 standérd

Zhodnoceni modelukalibra&&ni model vykazuje &nou S&fi znaku, dostatmy paet
standard, ale vlastni kalibrovatelnost znaku je vtomto mlodnizkad. Tuto skutmost
doklada rozdil mezi koretaimi koeficienty kalibrace (R) aiiZové validace (R/). Totéz
samozejm¢ popisuje i diference mezi standardni chybou katibr(SEC) a chybourizove
validace (SECV). Akoliv chyba predikce (SEP) lezi mezirtito hodnotami, je pro nas jako
uzivatele varujici vySe chybyiiZové validaca (SECV), ktera 4xqvysuje chybu referéni
metody. RoviiZz dopordeny paet vyswtlujicich faktofi doséhl celkem vysSi hodnotu 13,
C0Z nazné&uje mnozstvi ,Sumoveé” informace v kalikrdm modelu.

Model jako takovy neni pouzitelny praidmé stanoveni, mira predik nejistoty je pilis
vysoka. Vysledky predikce jsou jen silmrient&ni a mohou vzorky pouze ,raidit* do
skupin s potenciatnvysokou, stedni a nizkou hodnotou Zelenyho sedimentace.

Podrobgjsi informace na Obrazku 14 a v tabulce 7.

Obr. 14: PLS modelikzové validace Tab. 7: Parametry kalib¥aiho modelu
predikce hodnoty Zeleny sedimentace
® Ry = 0,765; SECV =7,97 ml] o -7 PUEELn] TEzeel 13-65
cv - - (ml)
Patet vzorka 185
. SRR 551000 - 5617,00
2 (cm™)
= R 0,978
%i SEC (ml) 2,62
Rev 0,765
el oo o SECV (ml) 7,97
jad Bl Paoset fakton 13

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Zeleny (ml) reference m SEP (ml) 4124
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1.4. Predikcecdisla poklesu podle Perten-Hagberga

Refereni metodaCSN EN ISO 3093

Charakteristika kalibkmiho souboru:FT-NIR spektra celych zrn modernich i krajovych
odrid pSenice seté (jarni i ozima formagsmvané ve 2 sklimvych ranicich na lokalit
Praha — Ruzyh Pcaetnost kalibraniho souboru je velkd (478 ks), rozsah kalibrovanéh
znaku také (62 — 528 s).

Zhodnoceni_modeluHlavnim nedostatkem tohoto modelu je nevyvazermastoupeni
kalibratnich standantl v rozsahu 250 — 300 s (viz. Obr. 15).iép tento nedostatek dosahly
oba korel&ni koeficienty (R) dobré urown Standardni chyba kalibrace (SEC), chyliddvé
validace (SECV) i chyba predikce (SEP) dosahly vgemych, ale vysokych hodnot. d&b
vyswétlujicich faktoi je priméreny.

Kalibraéni model je v této pod@bpro EZznéd néreni nevhodny. Pokud se ndm piid#oplnit
mére poietnd zastoupené oblasti rozsahu znaku, mohl by fungtd@a. V tuto chvili je
pouzitelny jen pro orientai odhad porostlych vzoik(¢islo poklesu, FN < 150 s).

PodrobwjSi informace na Obrazku 15 a v tabulce 8.

Obr. 15: PLS modelikZové validace Tab. 8: Parametry kalibtaiho modelu
predikceéisla poklesu (FN)
N Predikeni rozsah 62 - 528
550 (S)
Poset vzorki 478

SURNEUIEEE 8897 04 - 4008,46
(cm”)

= 0,941
SEC (s) 50,7 s
R, 0,926
SECV (s) 56,8
Poset faktof 10

L T i o SEP (s) 55,5

FN (s) predikce
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1.5. Predikce objemové hmotnosti zrna

Refereni metodaC SN ISO 7971-2

Charakteristika kalibimiho souboruFT-NIR spektra celych zrn z petre Gzkeho souboru
registrovanych odid pSenice (72 ks), ziskanych z tzv. ORO pdKuKZUZ Brno. Jde pouze
0 ukazku kalibraniho modelu pro tento vykupni znak.

Zhodnoceni modeluizky kalibr&ni soubor a nizsi kalibrovatelnost znaku, dokumeana

dosazenymi koretmimi koeficienty (R) uz nazwiaji miru funknosti tohoto modelu.
Standardni chyby kalibrace (SEC}idové validace (SECV) i predikce (SEP) jsou vyrawvia
ale vysoké. Resto nizky poet vyswétlujicich faktofi naznauje, Zze pokud bychom model

7 v 7

doplnili o dalsi kalibrani standardy v celéirozsahu znaku, mohl by model fungovat Iépe.

V tuto chvili je to pouze ,studijni* model, vyuZitey pouze pro rychlou separaci kontrastnich
vzorka pSenice.

PodrobwjSi informace na Obrazku 16 a v tabulce 9.

Obr. 16: PLS modelik?ové validace Tab. 9: Parametry kalib¥aiho modelu
predikce objemové hmotnosti zrna

— Predllén_llrozsah 754 - 841
(@)
Patet vzorki 2

Spektralr_11| rozsal 9964,77 - 4452,32
(™)

R 0,85
SEC (g. 9,24

Rev 0,747
SECV (g.M 11,8
e e 7o w0 mo an oo oo s a0 @ Pctet faktofi 5

OH (g.I"") reference [°5_95% hiadina spolehivost] SEP ( 911) 1018

\ Re, = 0,747; SECV =11,8 g.I'l‘ -

OH (g.I‘l) predikce
~
8

o
8

3
o

=
8
o

o
g
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1.6. Predikce obsahu celkového Skrobu

Refereni metodaCSN EN I1SO 10520

Charakteristika kalibimiho souborufT-NIR spektra celého zrna Sirokého souboru wzork
pSenic (637ks), §stovanych ve 3 kmicich a 6 lokalitach, v ramci tzv. ORO pokusKzUZ
Brno.

Zhodnoceni_modelukalibratni model byl vytvéen z velmi poéetného souboru standérd
Oba korelani koeficienty (R) dosahly sdni hodnoty, p&et vyswtlujicich faktof je vyssi.
Chyba kalibrace (SEC), chybatikové validace (SECV) i chyba predikce (SEP) jsou
srovnatelné s opakovatelnosti refém@nmetody (x 1% relat.). Népsnost modelu je do
zna&né miry z@isobena i pouZzitou referémi metodou.

Model na zaklagltéchto parametr miZzeme oznét za vyhovujici.
Tento model je vyuZivan pro rutinni hodnoceni olbissitrobu v pSetiném zrnu.

Podrobgjsi informace na Obrazku 17 a v tabulce 10.

Obr. 17: PLS model ikZové validace Tab. 10: Parametry kalibfaiho modelu
predikce obsahu celkového Skrobu

70

Predikni rozsah 59 - 69,1

[Rey = 0,848, SECV =0,842 % | o (%)
Paiet vzorks 637

Spektralr_lll S 8765,00 - 5630,00
(cm™)

R 0,918
SEC (%) 0,629
Rey 0,848
SECV (%) 0,842
Pacet faktofi 12

R T R SEP (%) 0,829

69

67

Skrob (%) predikce
]

2 Predikce perspektivnich parametia pSeniéného zrna

Laboratd kvality rostlinné produkce na odéni Genové banky se dlouhodobnaZzi
zavadt a optimalizovatiadu dalSich laboratornich screeningovych metod pmexdikci
technologické kvality pSeémého zrna, vyuZzitelnou pro mapovani naSich koleRpbl&nym
jmenovatelemdchto perspektivnich metod je&téinou nizka pdeba testovaného materialu,
prikaznd vazba sledovaného znaku ke genotypudgda signifikantni vztah sledovanych
ukazatel k finalni technologické jakosti zrna (rfapakosti pekéske, ptimyslové i krmné).
Vyuziti NIR spektrometrie pro predikci technologyck ukazatél miZze potenciél &hto
metod jest umoagiovat.
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2.1. Predikce reterni kapacity mouky (SRC test)

Refererni metoda a jeji princilSRC test - AACC 56-11.

Metoda je zaloZzena na hodnoceni vaznosti moukytyi@ch fiznych roztocich (voda, 5%
uhlicitan sodny, 50% sacharosa a 5% kyselina¢nd§ ziskané po centrifugaci. Ze zisé
vaznosti v ramcidchto ¢ty roztoki je mozné odvodit, nejen celkovou ,reologickou” nagt
mouky, ale neffmo posoudit i technologické vlastnosti jednotliiysloZek zrna (bilkoviny,
Skrob, pentosany). Obsatthto sloZzek a jejichz sloZzeni se do urdwyhodnocené vaznosti
promitaji.

Charakteristika kalibkaiho souborufT-NIR spektra vzork mouky gipravené na mlynku
Brabender Junior se sitem o velikosti ok 240 pmlibkani soubor byl tvéen Sirokym
spektrem registrovanych adf, Slechtitelskych polotovay ale i starych krajovych odid.

Vzorky o celkovém pé&tu 229 ks pochazely ze 2 skizvych ranika.

Zhodnoceni modél Na ukazku byly vybrany dva kalibfiai modely, pro predikci reténi
kapacity mouky ve vatla v roztoku 5% kyseliny mé@é.

PLS model pro retenci vody (Obr. 18, tab. 11) bytveren ze Sirokého souboru, ktery ale
rovnomegrné nepokryva cely rozsah znaku. Korglém koeficientem kalibrace (R), doséahl
vysSi urove nez korelani koeficient Kizové validace (R,). Podobnéa diference je i mezi
standardnimi chybami (SEC a SECV), chyba predil&eP) lezi meziémito hodnotami.
Patet vyswtlujicich faktof je priméreny. Kalibr&ni model je dostatey pro orientani
hodnoceni neznamych vzark

Obr. 18: PLS model ikzové validace pro Tab. 11: Parametry kalibtaiho modelu
predikci SRC mouky ve vad
& - Predilkéni rozsah 40,8 -804

78 {[Rcv = 0,885, SECV = 2,87 % | A
7 (%)

Paiet vzorka 229

Sl pNerarzly  8805,68 - 5617,09
(cm™) 5008,17 - 4243,92

: R 0,942
SEC (%) 2,07

Ry 0,885

/ SECV (%) 2,87

» Poset faktok 10
EODEEE0EB0CEDIBANDTEE SEP (%) 2,44

SRCw (%) predikce

58
56

SRCw (%) reference 5 "g5y hadina spolehivosti]

PLS model pro retenci kyseliny ngl& (Obr. 19, tab. 12) uz na diferenci mezi kafeiani
koeficienty (R a R) nazn&uje problém. Diference mezi standardnimi chybamng¢olik
velka, Ze o problémové kalibrovatelnosti tohotokznaeniize byt pochyb. Nasi doninku
potvrdi i p&et vys\wtlujicich faktofi, ktery je filiS vysoky. Tento kalibréni model tak neni
doposud vhodny ani pro orietd vyhledavani kontrastnich matedial

24



Obr. 19: PLS modelikzové validace
predikce SRC v 5% kys. @iié

Tab. 12: Parametry kalibfiaiho modelu

ZZ e O T Predllft(‘,(;ol)rozsah 83.6 - 175.9

150 O@o o ot /;%éégg‘ Pacet vzorki 228
i 10 o 080%99 ;ﬁ;’@/%/ 8,0 Spektrélr_11|’ (or4ll  8610,96 - 5617,09
§m ;1 !&% ?%,«%oogg (cm”) 5008,17 - 4243,92
zw o Sag St = 0,990
g S o SEC (%) 2,71
N Rev 0,743

o s SECV (%) 12,8

] Pacet faktoh 15

SRChys_ml (%) reference [ge hiadina spokhivost] SEP (%) 12,0

Kalibracni modely vytvéené pro zbyvajici dva roztoky (5% ufilanu sodném a 50%
sacharosy) vykazovaly podobné schopnosti jako Pb8efrpro retenci vody.

2.2. Predikce vybranych reologickych ukazatal mouky (Mixolab)

Refererni metoda a jeji princidCC ¢. 173

Jedna se o reologické hodnoceni mouky fiatneji Mixolab (Chopin, Tripette et Renaud,
Paris, Francie). Stanoveni odpogsta probih& pod vlivem kontrolovaného aéni hrétace

z 30°C na 90°C a néasledného ochlazeni na 50°Gih¢lpn 45 minut. Z&zeni tak umoiuje
uréitou simulaci procesu rané faze¢pai s moznosti sledovani vlastnosti lepkovéhoalsi
amylazoveho komplexu. Vedle reologické vaznosti kyoa doby reologické stabilityesta
Ize na Kivce interpretovat dalSich 5 paranie(C1 —cas vyvinu &sta, C2 — drove min.
zmeknuti proteinu, C3 — Urowemax. viskozity Skrobového gelu, C4 — Udravstability
Skrobového gelu, C5 — Uravedporu &sta v zavislosti na retrogradaci Skrobu.

Charakteristika kalibgaiho souboru: FT-NIR spektra mouk ffpravenych na mlynku
Brabender Junior se sitem s velikosti ok 240 unlibka&ni soubor zahrnuje staré krajové
odrady i moderni registrované aity sklizené ve dvou vegetasich ra@nicich. Cely soubor
ma 171 standatd

Zhodnoceni_modél pro ukazku zde bylo vybranoétpkalibratnich model predikujici
reologické znaky spojené s vlastnostmi bilkovinmp&eho zrna (lepku), které ve srovnani
s vlastnostmi Skrobové slozky zrna (C3 — C5) vykiazySSi vazbu na genotyp.

PLS model pro reologickou vaznost mouky (obr. 20, t13) potvrzoval vysoké kalilinai i
predikini parametry s moznosti rutinniho vyuziti modelu.

Naopak modely predikujiciasové parametry C1 resp. stabilitsta (danowasem poklesu
odporu hgtace o 11 % od bodu C1) jsou velmi slabé a i pro sutng®vé hodnoceni
nevyhovujici (obr. 21 — 22, tab. 14 - 15)elrapiv velmi robustni modely byly ziskany pro
parametry C2 aifpdevSim C3, jez jsou zcela srovnatelné s ptadikKirovni modelu pro
predikci Skrobu (obr. 23 — 24, tab. 16 - 17).
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Obr. 20: PLS modeliikzové validace

predikce reologické vaznosti mouky

66

R, = 0,919; SECV = 1,52 %
64

62

60

58

56

0 ANO® 0 0°

Vaznost mouky (%) predikce
A\
@O DQYOO O

46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68

OF\| ref
VRIS sy (20 TETETENCCa_gs0phladina spolehlivost

Obr. 21: PLS modeliiZové validace
predikce parametru C1

[Rev = 0,647; SECV = 1,58 min| o -
S

C1 (min) predikce

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

C1 (min) reference “0_95% hladina spolehiivosti

Obr. 22: PLS modelikZové validace
predikce stabilitgsta

i
1)

[Rev = 0,459; SECV = 2,32 min]

PR
kR

=
15}

stabilita mouky (min) predikce

P N W A O O N ® ©

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

Stabilita tésta (min) reference ~0_95% hiadina spolehiivosti
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Tab. 13: Parametry kalibfaiho modelu

Predikni rozsah
(%) 48,0 — 66,0
Patet vzorki 171
Solsldie i Nerassl 5342,80 - 4162,88
(cm?) 8832,96 - 5515,60
R 0,966
SEC (%) 0,999
Rev 0,919
SECV (%) 1,52
Paset faktofi 10
SEP (%) 1,77

Tab. 14: Parametry kalibfaiho modelu

Predllén_l rozsah 0,68 —9.58
(min)
Patet vzorki 168
SToEldE N eraszl 5302,79 - 4077,8(
(cm™) 7596,09 - 5490,23
Real 0,718
SEC (min) 1,43
Rev 0,647
SECV (min) 1,58
Patet faktofi 7
SEP (min) 1,58

Tab. 15: Parametry kalibfiaiho modelu

Predikéni rozsah

(min) 2,27 -12,55
Patet vzorki 170
STolsldie R erastel 5312,36 - 4191,6%
(cm®) 7514,60 - 5522,22
Real 0,579
SEC (min) 2,11
Rev 0,459
SECV (min) 2,32
Pccet fakton 7
SEP (min) 2,65




Obr.

23: PLS modelikové validace
predikce parametru C2

0.65

e [Re, = 0,866; SECV = 0,054 Nm| (Nm) 0,13 -0,65

:z Paset vzorki 167
et s RN
% 0.40 9964,77 - 7449,88
<> Rea 0,933
oo SEC (Nm) 0,039

Reyv 0,866

ol SECV (Nm) 0,054

o Paset faktofi 10

e — SEP (Nm) 0,049

Obr.

24: PLS modelikZové validace
predikce parametru C3

Tab. 16: Parametry kalibfiaiho modelu

Predikeni rozsah

Tab. 17: Parametry kalibfaiho modelu

Predikéni rozsah

iy [Rev = 0,900; SECV = 0,177 Nm| . i 0,93 - 2.65
Paiet vzorki 165
¢ Spektralni rozsa| 9908,29 - 7439,79
3 T 7141,04 - 5587,99
s 5208,55 - 4202,60
% Rcal 0,947
) SEC (Nm) 0.131
Rev 0,900
SECV (Nm) 0.177
DS 9 92 14 5 4@ B9 23 206 @m0 o Patet faktoi 10
C3 (Nm) reference N B SEP (Nm) 0’212

2.3.Predikce obsahu albumino-globulinové frakce

Referekni metoda a jeji principMetoda je zaloZzena na odliSné rozpustnosti jedryatt
bilkovinnych slozek pSe&mého zrna, albuminy a globuliny v 0,5M roztoku Na@liadiny

v 70% roztoku etanolu, pSénié gluteniny ve slabych zasadaghkyselinach. Vysoky podil
albumin a globulimi v pSentném zrnu zvySuje jeho nuwirii parametry a to fpdevSim v
obsahu esencialni aminokyseliny lyzinu, jejiz &gl podil z celkového obsahu v zrnu je
soutasti této frakce.

Charakteristika kalibimiho souboru:FT-NIR spektra celého zrna na souboru vi#ork
registrovanych odid pSenic, pstovanych ve 4 arovnich hnojeni, na 2 lokalitachala —
Ruzyre a Humpolec) a ve 3 skiibvych r@nicich.
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Zhodnoceni modeluNa ukazku byl vybran PLS model pro predikci allmwaglobulinové
frakce. Soubor je dostat® pocetny (190 ks), ale #da sledovanych znaku je uzka (2,98 —
4,32 %) a zejména ve vySSich obsazich albuminodfjludvé frakce mé#h pocetns
zastoupena. Tato skdtest vyraznym zjisobem ovliviuje kalibrovatelnost obsahu
albumino-globulinové frakce v tomto souboru pSedi.dobré zminit Uzky geneticky zéaklad
test&niho souboru a pra¥dodobré z ngj plynouci podobna vazba albumino-globulinove
frakce vSech odid k celkovému obsahu hrubych bilkovin. DosaZzen@mpatry kalibréniho
modelu tak budou pra¥godobré ve srovnani s parametry modelytvorenymi na
zakladt geneticky variabilgSiho souboru nadhodnocené. kfgact Slechtitelskych aplikaci
s jasr definovanym pozadim rogbvskych komponent by vSak takto cievyvinuty model
mohl naopak dosahovat jeSimnohem lepSich paramétrumoziujici rychlou selekci
vhodnych genotyfpv naslednych generacich.

Dosazené parametry kalidrdho modelu pehledrg shrnuje obr. 25 a tab. 18.

Obr. 25: PLS modelikzové validace Tab. 18: Parametry kalibfaiho modelu
predikce albumino-globulinové frakce

»
i

B3 Predikini rozsah
(%)
Potet vzorka 190

Spektralr_11| S5 760872 - 4493,79
(cm™)

R 0,881
SEC (%) 0,117

Rey 0,772
SECV (%) 0,158
] Paet faktoi 9
I Aib_GIo(%) reference [ 55% Hiadina spaehis]| SEP (%) 0,169

[Rev = 0.772; SECV = 0,158 %] o o

2,98 — 4,32

»
=)

w
©

w
©

w
~

w
o

(%) predikce
w
v

1N
IS

Alb_Glo

2

2.4.Predikce obsahu deoxynivalenolu (DON)

Referekni metoda a jeji principStanoveni mykotoxinu deoxynivalenolu (DON) jako
toxického sekundarniho metabolitu hub roBusarium probkihlo na zéklad screningové
metody ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay). Jedna s&wolb imunochemickou
analyzu zaloZenou na vazhntigenu s fisluSnou protilatkou s vyuzitim diagnostického kitu
R5901 RIDASCREEN®FAST DON.

Charakteristika kalibkmiho souboruFT-NIR spektra celého zrna pSenice. Soubor byiletvo
registrovanymi odrdami pSenic, ¢stovanych v podminkdch wihé infekce vyvolané
naatkovanim gisluSnym patogennim izolatem houlfpsarium culmorum ve ctyiletém
cyklu. Jak poetnost souboru (377 ks) tak rozsah sledovanéhauzijmkysoky.

Zhodnoceni modél V dusledku velmi Sirokého koncentir@iho rozgti mykotoxinu DON i
umelé infekci (1 — 90 ppm) a velmitigného hygienického limitu jeho maximalniho obsahu
pro zrna obilovin (1,25 ppm) bylyfipraveny dva PLS kalibtami modely. Prvni z nich
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predikuje maximalni koncen#ai rozsah 1 — 90 ppm (obr. 26, tab. 19), druhy,yiRkS
model (1 — 3 ppm) hodnotEbny, pirozeny vyskyt DONu v obilninach (obr. 27, tab. 20)

Siroky kalibrasni model pro predikci vyskytu DONu v pS&ném zrnu vykazoval velmi
vysoké korelani koeficienty (R i R)). Kalibratni chyby (SEC, SECV) i chyba predikce
nezavislych vzork (SEP) vSak byly &olikanasobt vysSi, nez je urove hygienického
limitu pro obsah DONu. Rozsahem uzsi kalimianodel sice vykazoval nizké hodnoty chyby
(SEC, SECV i SEP) ovSem o problematické spolehfivasdelu vypovidaji nizké korelai
hodnoty R a R. Je tak #ejmé, Ze vyuZiti obdobnych modepro pisnou selekci zrn
piekraiujici hygienickou normu nebude mozny. Zcela jintaaie ovSem fze byt v oblasti
Slechtitelskych aplikaci pro selekci genatyp riznou Urovni odolnosti k napadeRusarii

s vyuzitim unglé infekce. Pod tlakem u¥é infekce jsou koncenttai rozdily DON mezi
odolngjSimi resp. nachylnymi genotypy i ¥kolika v desitkach ppm. Zde takige FT-NIR
spektrometrie sehrat vyznamnou roli primarniho estirgu pro vybBr perspektivnich,
odolrgjSich genotyp.

Obr. 26: PLS modelikZové validace Tab. 19: Parametry kalibfaiho modelu
predikce koncentrace DONu

100 (R —oser se0v=Totpm] Predikéni rozsah 0,01 — 91,79
- s (ppm)
® . Poset vzorki 377
g S i oras:|| 5623,69 - 7177,97
3 (cm™) 5295,57 - 4829,46
g R 0,955
g SEC (ppm) 4,95
20 RCV 0,901
’ SECV (ppm) 7,04
Patet faktof 11
DON (ppm) reference “5_95% hiadina spolehiivosti SEP (ppm) 6’93
Obr. 27: PLS modelik?ové validace Tab. 20: Parametry kalibfaiho modelu
predikce koncentrace DONu
24{[R_, = 0,68; SECV = 0547 ppm| 5 Predilkeni rozsah 001 —3.00
(Jela)) ’ ’
. Poset vzorki 244
g 16 Sjelcldi el gIRferaEll 5623,69 - 7004,83
3 (cm?) 5880,43 - 4829,46
§ ulf . R 0,749
g o ot . SEC (ppm) 0,486
0.4 55;% & OO o RCV 0,668
00 o@o oo B SECV (ppm) 0,547
e Poset fakto 7
- bON (p;;m) rlEferénCé | ;\95‘;/0 hla;ina s;.JdehIi;/osti SEP (ppm) 0’520
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3. Moznosti predikce komplexni finalni jakosti pSenice

Schopnost komplexXnodhadnout finalni jakost pSé€ného zrna je pro aplikace v FT-NIR
velkou vyzvou a v fipact spolehlivé predikce by tento systéringsl uzivateim vysokou
efektivitu prace a zr@mé finargni uspory. Pro FT-NIR systém tak zde uvaditieitklady
odhadu finalni jakosti pSenice na podKiakenovani vychoziho pSéneho zrna zahrnujici
predikci vygznosti bioetanolu, objemu gga (RMT — Rapid Mix Test) a predikci krmné
jakosti pSenice.

3.1. Predikce vy&znosti bioetanolu
Refereni metoda Laboratorni kvasna zkouska je zaloZer@aprincipu prokvaseni zapary

s modifikovanou nefimou detekci etanolu na zakéazinény hustoty filtratu zaparyipd a po
prokvaseni.

Charakteristika kalibkmiho souborufT-NIR spektra celého zrna pSenice (531 ks). Soubo
byl tvoren WtSim pdtem registrovanych pSemych odfid ziskanych z UKZUZ Brno,
péstovanych na 6 lokalitach, ve 2 systémech intenaistovani a v pibéhu 4 skliziovych
ro¢nika.

Zhodnoceni modeluDosazené vysoké hodnoty koraléech koeficient (R a Ry) a pongrné
velmi nizk& kalibrani chyba (SEC, SECV) i prediki chyba (SEP) modelu nazgi velmi
dobrou funknost PLS kalibréniho modelu. Z tohoto pohledu jéepmy vysoky aplikani

potencial FT-NIR spektroskopie pro hodnoceniézgbsti etanolu § nakupu suroviny
pro lihovarsky pitmysl (obr. 28, tab. 21).

Obr. 28: PLS modelikzové validace Tab. 21: Parametry kalibiaiho modelu
predikce v§Enosti bioetanolu

Predikeni rozsah

R., = 0,931; SECV = 0,243 .100kg* -
| 2] (1.100kg" zrn) 415-452
o e Paset vzorki 531
3 SRR EWREEE o365 59 - 5385,25
% 4.0 (Cm )
5 s R 0,982
g . SEC (1.100kd zrn) 0,124
g Rey 0,931
SECV (1.100kg" 0.243
420 Zrn)
41-310 415 42.0 42,5 43.0 435 44.0 4.5 45.0 455 Pa‘set faktOﬁ 15
etanol (1.100kg ™ 2rna) reference ~gs: agna spaefivest SEP (|100ké Zrn) 0,277

Tato predikni spolehlivost modelu velmi pragodobré souvisi s mnohokrat potvrzenou
tésnou chemickou vazbou mezi obsahem celkového Skrkobunu a finélni vyiZnosti
etanolu.
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3.2. Predikce objemu péiva (RMT - test)

Refereni metoda piimy standardizovany peksky pokus tzv. RMT — rapid mix test
zaloZzeny na vyhodnoceni objemupa (snernice ECC 2062/81).

Charakteristika kalibkmiho souborufFT-NIR spektra celého zrna. Jedna se o maly (34 ks
modelovy soubor vybrany z tzv. ORO pokudKZUZ Brno na registrovanych oittach
pSenice, pstovanych narech lokalitach Bhem jednoho vegetaiho ra@niku.

Zhodnoceni modelwytvoreny PLS model ma vyragmizké korelani koeficienty kalibrace
(R i Rey), relativre vyssi, ale vyrovnanou Urorechyb (SEC, SECV i SEP) a nizky qed
vyswtlujicich faktofi. Ale pii praktickém pouziti modelu je chyba predikce ohjep&iva
¢asto i trojnasobhiprekratena (odchylky i 200 ml).

Model neni pilis pocetny, ale zatim dosazené parametry zkuSebniho Pba&elm a
zkuSenost s jeho futkosti nenazriaji budouci mozné vyuziti FT-NIR spektroskopie pro
tento rychly odhad finalni pekské jakosti pSetiného zrna.

Podrobgjsi informace na obrazku 29 a v tabulce 22.

Obr. 29: PLS modeli&ové validace
predikce objemu fea

Tab. 22: Parametry kalibfiaiho modelu

ZZ [Rey = 0,499; SECV = 46,3 | - Predikeni rozsah 402 - 607
550 % . (ml)
w %80 ey ° Patet vzorki 34
o o _— 7 s
g Tt SIENEWRREE! 5564 97 - 5242,1
%510 //////// - (Cm-) ’ '
S 500 ST o/// g 7
g I = ;0 o e . o Rcal 0’774
z @ pEgte SEC (ml) 32,6
470 o o 7
400 /O/ e o o Rev 0,499
450 o © &
wof> " 2L SECV (ml) 46,3
430 o
0 Pacet faktoh 5
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
RMT (ml) reference [5559% Hadiva spoehivest] SEP (ml) 39,9

3.3. Predikce krmné jakosti pSenice vzhledem k araw prirastka kurecich brojleria

Refereni _metoda Primy poloprovozni krmny test s kecimi brojlery trvajici 35 dni s

vyhodnocenim celkového {mnérného pirastku 200 kiat (masny hybrid ROSS 308)
piipadajici na jeden testovany p3amni genotyp. Kiéata byla krmenaffpravenou krmnou

smeési BR1 resp. BR2 adlibith Testované pSetné linie vnasely do pokusnych krmnych
smesi vzdy shodé 35 % proteinu, coZz odpovida jejich 60 - 70% hmetnimu podilu ve

smesi, v zavislosti na jejich aktualnim obsahu hrubdkovin.

Charakteristika kalibfmiho souboruTestovany pSetny soubor byl tvéen 20 kontrastnimi
liniemi s- resp. beziftomnosti zitné translokace 1B/1R. \téd@tém cyklu byly tyto linie
v poloprovoznich podminkadch namnozZeny a na jejatlazt byly pfipraveny vySe uvedené
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krmné smdsi. Skenovano bylo celé zrno (FT-NIR spektruriislpSné pSetné linie (celkem
60 vzork) jeSe pred jeho zapracovanim do krmnéésim

Zhodnoceni modellPLS model dosahl vysokého koralgho koeficientu kalibrace (R), ale
naopak velmi nizkého koeficientu prdizovou validaci (Rcv). Standardni chyb&Ziové
validace (SECV) jectyrikrat a chyba predikce (SEP) dokoncetkpat vyssSi nez chyba
kalibrace. @vodem niiZe byt také vysoka variabilitafipistku u jednotlivych kiat v rdmci
200 clenného souboru, jez vykazovala standardnéredatnou odchylku od celkového
praméru v rozsazich 130 - 170 g. Tento pokusny PLS modehd v této poda@bambice
spolehliv predikovat pirastky kurecich brojledi. Kalibratni parametry modelu by ale mohly
nazngovat ugity prislib pro hrubSi prvotni odhad tohoto znaku mapamci Slechtitelskych
aplikaci zanstenych na krmnou jakost.

PodrobgjSi informace o modelu jsou v obr. 30 a v tab. 23.

Obr. 30: PLS modelikzové validace Tab. 23: Parametry kalibfaiho modelu
predikcetfrastku kuecich brojlet

1700 1 1

e oeTr StV =Ty ] Predikéni rozsah 1365 - 1713

1660 ° o o e (g)

- : I Paset vzorki 60

Db R E o e Spektralni rozsal
o 1600 o p -
$ e P ) 5350,03 - 9765,21
S L (cm )
2 1560 i c/,/’/o
R e = 0,983
$ 1520 0000///"/////
R e TS RCIE A SEC (g) 16,2
O gt -7 BESME o
5 - o °

iﬁg //// 8 Rev 0,677

wol©T 0 SECV () 65,7

1400

138?360 1400 1440 1480 1520 1560 1600 1640 1680 1720 Pcnvet faktOﬁ 9

1380 1420 1460 1500 1540 1580 1620 1660 1700
Priristek (g) reference "C_95% hiadina spolehivosti SEP (g) 83,9

4. Celkové zhodnoceni FT-NIR spektroskopie pro predikickvality pSenice

Uvedené fiklady 21 FT-NIR kalibranich model pokryvajici parametry u 14
referetnich metod posuzujicich kvalitu ps&mého zrna naziaji viad pripadi vysoky
potencial i univerzalnost FT-NIR spektroskopie. Wegotvrzeni spolehlivych predikich
schopnosti FT-NIR spektroskopie u tkadch znak a vlastnosti pSetného zrna (obsah
vody, dusikatych latek, Skrokii PSI) zde byly prezentovany kalikird modely pro odhad
fady dalSich kritérii a to siznou arovni predini jistoty. Obecs v systému FT-NIR plati
snizovani kvality predikce u parametmpopisujici chemicko-fyzikalni (n@p Zelenyho
sedimentace, reologie) nebste fyzikalni zavislosti (PSI, OH). V této kategoria@ametd
Ize presto ziskat i perspektivni kalilird modely nap pro vaznost mouky (SRC test nebo
reologicka vaznost)ifpadré i pro rekteré dalSi reologické ukazatele hodnocené iigtrpji
Mixolab (parametry C2 a C3). | kdyz byl @kterych modal (nag. pro predikce obsahu
albumino-globulinové frakceii mykotoxinu DON)dosaZzen pouzeisdre vysoky koreléni
koeficient (R, = 0,7 - 0,8) a vysSSi prediki chyba, Ize stmito modely za definovanych
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podminek poéitat nap. vrac Slechtitelskych aplikaci, kde je smyslem v pos@aem znaku
nedestruktiva odliSit kontrastni genotypy

Vyzvou do budoucnaistava odhad finalni jakosti pSéného zrna zahrnujiciredevsim
celkovou pekeskouci krmnou jakost. Tyto vlastnosti jsou slaZavliviiovany nejen zakladni
chemickou skladbou a jejich vzajemnou interakag, take jsou dale modifikovany mnoha
zpracovatelskymi faktory, které Ize doposud jerio®ity ziskaném NIR spektru postihnout.
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IV. Ekonomické zhodnoceni vyuziti FT-NIR spektrosk@ie

Z ekonomického pohledu je wipad FT-NIR spektroskopie vzdy nejisi polozkou
vstupni cena istroje (cca 1,5 mil K) a sni spojené davé odpisovani. Vyznamnou
nékladovou polozku mohou tiib i ndklady na tvorbwi ziskani prediknich kalibr&nich
modetfi. Naopak pimé provozni naklady, pracovni nen&rost na obsluhu, jednoduchost a
rychlost znéteni vzorku ¥etné moznosti ziskavat z jednoho skenovacih&femi sodasre i
nékolik parametit, by meély vstupni naklady kompenzovatidel vlastnim nakupem FT-NIR
spektrometru tak musi byt uZivateliegmé, vedle aplikenich moZnosti novéhorigtroje, i
jeho sodasné&i planované néklady vifpact vyuziti primych laboratornich analyz.

V tabulce 24 je uvederyiflad provoznich nakladna vyhodnoceni jednoho vzorku zrna
nebo $rotu kalkulovanych v ramci podminek VURV,.v.de zde #jmé, Ze vyse mzdovych i
rezijnich naklad bude pro jednotlivé podniky specificka, ale vziged k vyzkumnému
zamgieni VURV, v.v.i., budou prawghodobré uvedené naklady oéno vy3si nez vdzném
privatnim subjektu.

Tab. 24: Provozni naklady FT-NIR spektroskopu naiemi jednoho vzorku

Celé zrno Srot (mouka) ¥etns mleti

Doba gipravy a vyhodnoceni
1 vzorku (min)

Naklady na obsluhu
pri sazlg 170,-K / h (KE)

Naklady (K&)
na chemikalie a spkgtbni material

Rezijni naklady pracovi&t (K¢)

Néklady opravu a tudrzbu** (§

Celkové provozni naklady &

*V piipack VURV, v.v.i. fixné kalkulovano 27% z celkovych uznanych naklad
**\/ piipack VURV, v.v.i. fixné kalkulovano 6% z celkovych uznanych nakiad

Do polozky udrzby a opravy je pak petba promitnout naklady na v¢mu lampy (cca
18 tis. Kg), jejiz Zivotnost je cca 2 rokyipteémei negetrzitém provozu a dale laseru (cca 60 —
80 tis. K&), jehoz Zivotnost je uv&da v rozsahu 5 - 8 let. V ramci této polozky je m&w
nutné zahrnout dité néklady na vlastni kontrolu a aktualizace kalihich rovnic nap
Gcasti v kruhovych testeclti nakupem aktualizovanych verzi kalibrdich model a
pravidelny servis fistroje. V souvislosti s nutnosti vyvajenakupu pislusného kalibraniho
modelu je nutné do ceny analyzyigmcitat i tento prvotni vstupni naklad. Vyse jeho
promitnuti do provoznich naklade relativni, v zavislosti na vstupni éeparizeni modelu i

mnozstvi vzorl, které jsou timto modelem hodnoceny.

Pro konkrétgjSi predstavu celkovych naklacha vyhodnoceni jednoho vzorku Ize uvést
jako piklad nas sotasny cenik poskytovanych sluzeb zahrnujici i aplikBT-NIR
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spektroskopie (tab. 25). Nt €chto cen oproti prvotnim provoznim nakiad, samorejmeé
souvisi nejen s promitnutim odpisovych naklad naklad na vyvoj kalibrace, ale i
s vypracovanim airpdanim protokolu, usklagnim vzorki a dosazeniipmérené ziskovosti
zakazky.

Tab. 25: Cenik vybranych paramestanovenych na FT-NIR platny pro rok 2013

: Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i.
; WMMWWWEMMamMmmWM}

Pignice, jetman, tritikate: chsah vody, M - latek, celoviho Bkrobu

Q.-
HNIR spekiromelris - predikes ma cobém zrmu ' - fh¥ il pareTeT + 30% koand|
Amaranl. pohanka: cbaah N - [atek

NIR spakirometrie - predikea na Sroty | mouce Pienice: obssh N - #ek, turdost (P51}, centrfugatni vEznost mouky ALEF) S TR+ 0% K GR0R ]

Cony za Jsdnotivé analjay zahmuii nesbyinou pFiprave vaork, jsou uvidiny v K& a ji se zapodtenjm DPH, .
o mmm%«mmmnﬂwmum

(viz http://www.vurv.cz)

Z vySe uvedeného jerfgimé, Ze navratnost vstupni investice do FT-NIRkspskopu
bude souviset s vyznamnou Usporou naklad analyzu vzorku ve srovnani se standardni
laboratorni metodou. V ramci klasickych analytickyoetod v oblasti analyzy obilného zrna
jsou ndklady fi vyuZiti FT-NIR spektroskopu pmérné pétkrat nizSi. B moznosti ziskavani
vice zhodnocenych znakz jednoho skenu hodnoceného vzorku se pak terzdil rgest
prohlubuje. Dobrym fikladem ekonomického ifmosu nize byt vyisleni souboru 500
vzorki pSenice hodnocené na obsah dusikatych latek2@ab.

Tab. 26: Porovnani cenov&asové narénosti FT-NIR metody a laboratorni analyzy

Typ analyzy Cena za provedenych 500 vzdrk casova narénost
FT-NIR spektroskopie 25,- tis.Kcasova narénost: 3 - 4 dny
Kjeldahlova metoda (laboratorni 126- K¢ ¢asova narénost: 27 di
zisk 100,- tis. K a zisk 23 — 24 pracovnichin

Vyuzitim FT-NIR spektroskopu a nahrazenim jednéndaadni laboratorni analyzy se
uSetilo 100 tis K&, bez povSimnuti by netta zistat anicasova Uspora a jeji mozny dalSi
ekonomicky pinos pro pracovist a pispivek k navratnosti investice doriptroje. Tato
skute&nost mize podnikm poskytovattadu konkureénich vyhod, jak fi obchodnim styku
se zakazniky, tak kizeni vlastniho provozu.
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V. Srovnani novosti postup

PredloZzend metodika navazuje na dosud jedinou vy&etifikovanou metodiku
zaneienou na praktické aplikace NIR spektroskopie v&iiské praxi od autdrMika a kol.
(2008). Ve srovnani s touto publikaci je naSe préitere zantfena na aplikace FT-NIR
spektroskopie v oblasti predikce jakosti pSenice ssehou objektivniho vyhodnoceni
potencialu této metody. Pro zéddlskou praxi lze za zcela nové povazovat soudirnn
zpracované vysledky predikce specifickych parafngakosti pSeriného zrna u nav
zavaanych perspektivnich laboratornich metod, kam |z@adia predikci obsahu albumino-
globulinové frakce, hodnoty reologickych paramenr piistroje Mixolab, odhad reteéni
kapacity mouky i fipadré predikci obsahu mykotoxinu DON.

Za unikatni l1ze povaZzovat komplétapracované vysledky FT-NIR kalikif@ich modei
pro vybrané ukazatele finalni technologické jak@sgnice zahrnujici 3izné technologické
smery. Doposud, i v kontextu s mezinarodnim srovnamehyly odborné uejnosti takto
ucelert prezentovany.

VI. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Prezentovanid metodika vyznatnrmozSiuje aplikace FT-NIR spektroskopie v oblasti
predikce technologické jakosti pSenice. Poskytujguani poznatky nejen v predikci
tradicnich jakostnich paramétpSenéného zrna, ale nabizi uzivatei i zcela nové informace
0 moznosti odhadu perspektivnich zakvlastnosti u navzavaénych laboratornich metod.
Budouci uZivatelé metodiky jsou univerzity, vyzkudna Slechtitelska pracowStktera ji
mohou uplatnit ve Slechtitelskych programech Ipodnoceni Slechtitelskych matefiah
k urychleni selesniho procesu tvorby novych agdt. Metodika najde row uplaténi pri
charakterizaci genovych zdfopa pracovistich zabyvajicich se genofondy pSetieedené
postupy FT-NIR spektroskopie Ize éSpe aplikovat i v mlynsko-pekarenskémupmyslu pro
predikci vaznosti a vybranych reologickych viasthapracované mouky. Jako velmielné
se jevi roz§ovani této techniky i u zetdélskych podnik a vykupen pSenice pro moznost
rychlého o¥ieni technologické jakosti zrna pSenice.
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