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Efektivní využití blízké infra červené spektroskopie s Fourierovou transformací pro hodnocení 
technologických vlastností pšenice 
 

Vypracovaná metodika přináší uživatelům jak základní informace o principech a možnostech NIR 
spektroskopie, tak i detailnější pohled na možnosti současné FT-NIR spektroskopie pro predikci 
jakosti pšeničného zrna. Pracovníkům v zemědělské praxi pomůže předložená metodika  při 
rozhodování o možnostech využití této metody i při výběru vhodného typu NIR spektroskopu. 
Stávajícím i budoucím uživatelů pak poskytne některé praktické rady při obsluze přístroje, sestavování 
kalibračních souborů i vývinu kalibračních modelů. Objektivní zhodnocení 21 predikčních modelů 
s využitím FT-NIR spektrometru pokrývající parametry 14 referenčních metod zaměřených na kvalitu 
pšenice dále nabízí cenné informace přímo využitelné ve šlechtitelských programech, v mlýnsko-
pekárenské i zemědělské praxi, v procesech státní kontroly i ve výzkumných organizacích a na 
univerzitách.  
 
 
The Efficient Application of Near Infrared Spectroscopy with Fourier Transformation for 
Prediction of Wheat Technological Parameters 
 
This  method  brings  to  the  users  basic  information  about  principles  and  features  of  NIR 
spectroscopy  as  well  as  more  detailed  view  of  the  state-of-the-art capabilities of  NIR  
spectroscopy  in  wheat quality prediction. The agriculture professionals will use supportive 
information about possible utilization of the method including practical tips for proper NIR 
spectrometer selection. For both, the current and prospective users,  the  method  provides  practical  
guidance to device handling, management  of  calibration  sets  and  calibration  models development. 
The objective evaluation of the 21 predictive models based on FT-NIR measurement, covering the 
results of 14 reference analytical methods aimed at wheat quality. Furthermore, it offers information 
useful directly in breeding programs, mill and bakery production and also in agriculture sector, 
government control and at universities. 
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I. Cíl metodiky  
  
Vypracovaná metodika, zaměřená na aplikaci blízké infračervené spektroskopie  

s Fourierovou transformací (FT-NIR) pro hodnocení chemicko-technologických znaků 
pšeničného zrna, by měla uživatelům přinést nejen základní informace o principech a 
možnostech NIR spektroskopie, ale i detailnější pohled na možnosti současné FT-NIR 
spektroskopie v predikci jakosti pšeničného zrna.  

Pracovníkům v zemědělské praxi by naše metodika mohla napomoci ke snazší orientaci v 
možnostech využití NIR spektroskopie i při případném výběru vhodného typu přístroje. 
Budoucím i stávajícím uživatelů NIR spektrometru poskytne některé praktické rady při 
obsluze přístroje, sestavování kalibračních souborů i vývinu samotných kalibračních modelů.  

Objektivní zhodnocení 21 kalibračních FT-NIR modelů, využívajících parametry 14 
referenčních metod, zaměřených na kvalitu pšeničného zrna, nabízí cenné informace přímo 
využitelné ve šlechtitelských programech, v zemědělské i mlýnsko-pekárenské praxi, v oblasti 
státní kontroly i ve výzkumných organizacích a na univerzitách.  
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II. Vlastní popis metodiky 
 
O blízké infračervené spektroskopii (Near Infrared Spectroscopy – NIRS) bylo napsáno 

v průběhu více jak čtyřicetileté historie komerční aplikace stovky  vědeckých resp. odborných 
publikací a manuálů. Této problematice je věnován i samostatný vědecký časopis „Journal of 
Near Infrared Spectroscopy“. V rámci zemědělské problematiky lze z významných knižních 
publikací jmenovat např. práce Williams a Norris (2001) či Roberts, Workman a Reeves 
(2004) nebo Burns a Ciurczak (2007). Naproti tomu ucelených publikací v českém jazyce 
pojednávajících o využití NIR spektroskopie pro hodnocení zemědělských komodit je velmi 
málo. Výjimkou jsou např. vydané metodiky pro praxi Míka (1997) a autorů Míka a kol. 
(2008), které popisují uživatelům základní fyzikální principy NIR spektroskopie, kalibrační 
postupy pro kvantitativní i kvalitativní analýzu včetně konkrétních příkladů predikce 
parametrů ve vybraných zemědělských komoditách.    

 
1. Základní principy, pojmy a významné milníky NIR spektroskopie 

 
Vzhledem k velmi detailnímu popisu teoretických základů této problematiky ve výše 

uvedených publikacích, jsou v této kapitole připomenuty jen ty nejzákladnější skutečnosti, 
které by měl znát každý uživatel.  

 
Spektrometrie v blízké infračervené oblasti (Near infrared spectroscopy, NIRS) patří 

obecně mezi metody molekulové spektroskopie. Metoda NIRS využívá oblast blízkého 
infračerveného záření a jejím principem je absorpce části infračerveného záření jednotlivými 
molekulami analyzovaného vzorku. Infračervené záření je částí elektromagnetického spektra 
v rozsahu vlnových délek 780 - 1000 µm.  

V případě NIRS je využíváno záření s vlnovou délkou 800 – 2500 nm. V analytických 
postupech je pro popis spektrálního rozsahu kromě vlnové délky často používán i tzv. vlnočet, 
vyjádřený v jednotkách reciprokých centimetrů [cm-1].   
 
Vzájemný přepočet mezi vlnovou délkou λ a vlnočtem υ~   pak ukazuje následující vztah, 
který konkrétně pro NIR koresponduje s rozsahy 12500 - 4000 cm-1     

 

[ ] [ ]1

7
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Schopnost absorpce molekuly pohlcovat specifické oblasti elektromagnetického (např. 
NIR) záření souvisí s její schopností měnit stav elektronového obalu vibračními pohyby 
atomů a svojí rotací jako celku.  Energie fotonů z NIR záření tak vyvolává změny vibračního 
stavu, což si lze si představit jako zvětšení amplitudy vibrace molekuly, či rotačního stavu 
molekuly (zrychlení rotace). Pohyb molekuly tedy vede k emisi nebo absorpci záření. Vibrace 
polyatomové molekuly si pak lze představit jako soubor vibrací řady oscilátorů, jejichž 
pohyby jsou na sebe vázány a vzájemně se ovlivňují. 

 
Analytickým výstupem těchto vlastností je spektrum absorpčních pásů v NIR oblasti, jež 

se vytváří, jestliže vibruje na téže specifické frekvenci jako molekulární vazba ve vzorku. Ve 
skutečnosti však molekuly interagují se záření nejen v oblasti své základní frekvence, ale i na 
frekvencích s násobným vlnočtem a rozličných kombinačních frekvencích.   
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NIR oblast můžeme rozdělit na regiony, kde dominují pásy kombinačních přechodů (cca 
4000 – 5300 cm-1), první overtony (cca 4600 – 7300 cm-1), druhé overtony (cca 6000 – 10000 
cm-1) a třetí overtony (cca 8800 – 14500 cm-1) viz obr. 1 
 
 
 Obr. 1: Tabulka NIR absorpčních pásů  
 

 
(převzato z oficiálních stránek společnosti Thermo Scientific) 

 
 
Vlastní technika měření NIR spektrometrem je pak založená na sledování závislosti 

transmitance (T), reflektance (R) nebo absorbance (A) vzorku na dané vlnové délce 
dopadajícího záření. Transmitance (propustnost) je definována jako poměr intenzity záření, 
které prošlo vzorkem (I), k intenzitě záření vycházejícího ze zdroje (Io). Reflektance je 
poměr odraženého záření (Ir) k záření ze zdroje (Io). Absorbance se následně odvozuje 
z transmitance nebo reflektance jako dekadický logaritmus 1/T nebo 1/R (viz obr. 2).  
 
 
Obr. 2: Příklad FT-NIR spektra intaktního pšeničného zrna měřeného difusní reflektancí 
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Metody reflektance (přesněji difusní reflektance) jsou přednostně využívány pro měření 
suchých vzorků (jemně zrnité až práškovité struktury). Transmitanční metody jsou 
preferovány při měření kapalných a kašovitých vzorků. Navzdory tomuto obecně platnému 
tvrzení jsou v současné zemědělské praxi velmi rozšířené NIR měřící systémy (Infratec – f. 
FOSS a Inframatic od f. PERTEN) s transmitančním režimem a měřeny parametry jakosti na 
celém obilném zrnu.    

 
Současné, běžné využívání NIR spektroskopie v bezpočtu oborů lidské činnosti má i své 

základní historické milníky. Přestože objev IR spektra je připisován Williamu F. Herschelovi, 
který již v r. 1800 publikoval svou slavnou práci "Experiments on the Refrangibility of the 
Invisible Rays of the Sun" (tedy v překladu „Experimenty s lomem neviditelných slunečních 
paprsků“), trvalo celých 130 let, než byl vyvinut první standardní IR (infračervený) 
spektrometr. IR technologie pak byla významně podporována a rozvíjena v průběhu 2. 
světové války a první komerčně prodávané přístroje byly na trhu dostupné již v roce 1940.  
Dalších 10 let se ovšem klasičtí odborníci v IR spektroskopii vyhýbali oblasti NIR a 
nepovažovali ji za užitečnou vzhledem k velkým překryvům NIR pásů a tedy obtíží s jejich 
interpretací. Za stěžejní publikace znamenající průlom ve využívání NIR spektra lze 
považovat až studie Wheelera (1960) a Goddu a Delkera (1960). Především na těchto 
základech mohl Karl Heinz Norris v roce 1968 navrhnout využití NIR spektrometru pro 
stanovení obsahu bílkovin v mase, vody v zrnu obilovin, resp. obsahu bílkovin, oleje a vody v 
sojových bobech (Mika a kol. 2008). Predikční úspěch těchto zařízení společně s rychlým 
nástupem výpočetní techniky, umožnil prudký rozvoj NIR spektroskopie. Zvýšila se přesnost 
a citlivost zařízení, včetně rychlejší a přesnější interpretace dat. To umožnilo další aplikační 
rozšíření NIR měřících systémů především do oblastí potravinářského, chemického či 
farmaceutického průmyslu.    

 
2. Typy měřících zařízení pro NIR spektroskopii 

 
V průběhu několika desetiletí vývoje přístrojů pro spektroskopii bylo vyrobeno několik 

typů NIR spektrometrů. Vycházelo se ze znalostí a výrobních možností dané doby i  
z požadavků na charakter vzorků a podmínek jejich měření.  

Obecně je  NIR spektrometr složen ze zdroje záření, monochromátoru, místa pro měření 
vzorku a detektoru. Schématické znázornění základních typů NIR spektrometrů a principů 
jejich měření je na obrázku č. 3.   

 
Zdrojem záření je nejčastěji halogenová žárovka, popřípadě LED diody. 

Monochromátorem je filtr nebo difrakční mřížka, která separuje z polychromatického zdroje 
světla jen určitou vlnovou délku. Výhodou mřížek je téměř lineární disperze 
polychromatického světla, závislá pouze na konstrukci mřížky. Naopak nevýhodou difrakční 
mřížky je interference rozloženého záření do jednotlivých řádů spektra, která zeslabuje 
intenzitu spektra v řádu použitém pro měření. Vhodnou konstrukcí mřížky lze tuto nevýhodu 
minimalizovat. Přístroje s Fourierovou transformací (FT-NIR) a některé nedisperzní měřící 
systémy monochromátor nemají. V NIR spektroskopii využíváme několik typů detektorů.  

Často užívanými detektory jsou ty na bázi „PbS“, mají sice pomalejší odezvu, ale jsou 
velmi citlivé pro oblast vlnových délek 1100 – 2500 nm. V současnosti jsou upřednostňovány 
detektory na bázi „InGaAs“ s běžnou citlivostí v rozsahu 800 – 1700 nm. Řada přístrojů 
využívá i malé křemíkové detektory umožňující zaznamenávat vlnové délky viditelného 
spektra s určitým přesahem do NIR oblasti (400 -1100 nm).  
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Obr. 3: Schématický popis skladby základních typů NIR spektrometrů 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(převzato z Blanco a Villarroya 2002) 
 
Velmi zjednodušeně lze současné komerčních NIR spektrometry rozčlenit do 4 základních 

skupin podle jejich principu separace vlnových délek NIR spektra z primárního světelného 
zdroje.   

 
2.1. NIR přístroje s filtry 
 
Jedná se cenově o nejlevnější, rozměrově menší, kompaktní přístroje, kde nástrojem 

selekce daných vlnových délek je sada filtrů propouštějících jen určené vlnové délky NIR 
spektra. Klasickým příkladem takového zařízení jsou např. spektrometry řady Zeltex 
vybavené LED diodami, filtry pro rozsahy měření ve 14 vlnových délkách a křemíkovými 
detektory (viz schéma na obr. 4).   

 
Obr. 4: Schéma optického systému NIR spektrometru značky Zeltex  

 

 

převzato z http://www.zeltex.com/) 



 
 

6 

Přes poměrně malý spektrální rozsah jsou filtrové přístroje dosud komerčně nabízeny.  
V zemědělské praxi nacházejí uplatnění jak v rostlinné výrobě, při hodnocení kvality zrnin 
(predikce obsahu bílkovin, vlhkosti nebo oleje), tak v živočišné výrobě, při hodnocení kvality 
masa (obsah proteinu, tuku, vody apod.). 

 
2.2. Disperzní NIR přístroje  
 
Jedná se o přístroje s mřížkovým monochromátorem. Jak již bylo řečeno, funkcí  

monochromátoru je rozklad neboli disperze NIR záření na difrakční mřížce. Ta tvoří spolu se 
vstupní a výstupní štěrbinou a kolimačními zrcadly vlastní monochromátor. Otáčením 
difrakční mřížky se na vzorek a poté na detektor postupně přivádí záření vybraného vlnočtu či 
frekvence (obr. 5). Limitním faktorem těchto přístrojů je pomalý sken vzorku a nižší stupeň 
přesnosti měření v jednotlivých vlnových délkách. Přesto jsou tyto typy NIR spektrometrů 
v současné době, v naší zemědělské praxi asi nejrozšířenější. Typickými příklady jsou 
například spektrometry řady Infratec (f. FOSS) či Inframatic (f. PERTEN). Důkazem 
skutečnosti, že tento princip ještě není zcela překonaný je např. spektrometr NIRS DS 2500 (f. 
FOSS) s vylepšeným monochromátorem, který by měl výše uvedené nevýhody eliminovat.   

 
Obr. 5: Schéma disperzních přístrojů  
 

 
(převzato z http://www.ga-online.org/kiel2003/ WS_Roos.pdf) 

 
Dalším konstrukčním principem v rámci této kategorie je využití moderní detekční optiky 

tzv. diodových polí. Jedná se o destičku s velkým množstvím detektorů (fotodiod).  Měřící 
systém si pak vystačí jen se stacionárním mřížkovým monochromátorem pro separaci 
vlnových délek. Diodové pole je umístěno tak, že na každou fotodiodu dopadá určitý, velmi 
úzký rozsah vlnových délek a sběr dat tak probíhá na všech vlnových délkách současně.  

 
Příkladem tohoto systému je například NIR spektrometr DA 7200 (f. Perten, obr. 6) se 

spektrálním rozsahem 950 – 1650 nm. Hlavní výhodou těchto přístrojů je nepřítomnost 
pohyblivých částí, umožňující významně rychlejší skenování vzorků a tím i homogennější 
sběr spekter z jednotky plochy vzorku. Naopak určitou nevýhodou takových to způsobů 
měření, může být užší spektrální rozsah v NIR oblasti, do 1700 nm.   
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Obr. 6: Schéma NIR spektrometru s diodovým polem  
 

   
               (převzato z http://www.perten.com) 

 
2.3. NIR přístroje na principu AOTF  
 
Jedná se o velmi perspektivní přístroje vybavené akusticko-optickými filtry (Acousto-

Optical Tunable Filters AOTF). Principem těchto filtrů je změna indexu lomu specifického 
krystalu (TeO2) pomocí ultrazvukových vln. Tyto změny pak umožňují rozložit dopadající 
polychromatické záření na jednotlivé vlnové délky s vysokou hladinou rozlišení. Jednou z  
významných konstrukčních výhod těchto přístrojů je nepřítomnost pohyblivých částí, vedoucí 
k vysoké spolehlivosti a přesnosti emitovaných vlnových délek. Vlastní měření probíhá 
v širokém rozsahu NIR spektra, s rychlostí skenu (až 30x za minutu), který je limitován pouze 
časovou odezvou detektoru. Tento typ přístrojů nachází klasické uplatnění ve výrobních 
linkách s kontinuálním provozem, kde sledují parametry pohybujícího se materiálu (např. při 
míchání či pohybu na dopravníku). Americká firma „Brimrose Corporation“ uvádí jejich 
využití ke kontrole vlhkosti při sušení čaje, bylin nebo ke kontrole kvality pomerančové 
šťávy. Další uplatnění nacházejí tyto systémy i ve šlechtitelských programech se sójou a 
arašídy.    
 

2.4. NIR přístroje s Fourierovou transformací  (FT-NIR) 
 
V těchto měřících systémech je vzorek ozařován polychromatickým zářením specificky 

frekvenčně posunutým pomocí interferometru. Nejčastěji používaný interferometr pracuje na 
principu  Michelsonova interferometru, jehož  hlavními  součástmi  jsou  dělič paprsků a dále 
pohyblivé a pevné zrcadlo (viz schéma na obr. 7).  

Záření  ze  zdroje  dopadá  pod  úhlem  45° na polopropustný dělič paprsků, kterým s 50% 
propustností projde paprsek na pohyblivé zrcadlo. Zbylá část vstupního záření je odražena 
směrem k pevnému zrcadlu. Paprsky se od obou rovinných, vzájemně kolmých zrcadel zpětně 
odrážejí a na děliči paprsků se podle aktuální polohy pohyblivého zrcadla konstruktivně či 
destruktivně rekombinují, tj. dochází k interferenci. Rekombinovaný paprsek je pak odražen 
do vzorkového prostoru a poté dopadá na detektor. Signál na detektoru je snímán v závislosti 
na pohybu zrcadla v interferometru od +δ do −δ. Protože na začátku měření vstupuje do 
systému polychromatické záření, je signál opouštějící interferometr a dopadající na vzorek 
resp. poté na detektor součtem všech konstruktivních a destruktivních interferencí při všech 
možných frekvencích.  
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Z jednoho pohybu zrcadla je získán jeden interferogram. Každé změřené spektrum  
(interferogram) obsahuje veškeré spektrální informace. Převod interferogramu do tvaru 
běžného absorpčního spektra probíhá matematickou operací, Fourierovou transformací (FT). 
Tato operace převádí informaci z časové škály do frekvenční nebo vlnočtové, na spektrum 
odpovídající jednomu skenu. Výhodou FT-NIR přístrojů ve srovnání především 
s disperznímy typy je vyšší rychlost skenu, citlivost a přesnost měření. Nevýhodou mohou být 
celkově vyšší pořizovací i provozní náklady, které jsou ale kompenzovány efektivnějším 
měření. Na trhu je v současnosti celá řada firem, nabízejících FT-NIR spektrometry (např. 
BRUKER, BUCHI, LUMEX, NICOLET aj.), které se uplatňují i v zemědělské praxi. 

 
Obr. 7: Schéma NIR přístroje s Fourierovou transformací  (FT-NIR) 
 

 
 
 

3. Chemometrické postupy a významné kalibrační parametry  
 
 Analytická informace každého změřeného vzorku je zakódována do širokého NIR spektra 

s řadou překrývajících a interagujících zón. Je proto potřebné mít vhodné chemometrické 
(statistické) nástroje pro jejich rozklíčování. V praxi se NIR spektrometrie uplatňuje 
v kvantitativních, ale i kvalitativních analýzách. Zemědělská praxe upřednostňuje 
kvantitativní postupy, kterými se budeme v naší metodice dále podrobněji věnovat. 
Potravinářská, farmaceutická a obecně technologická praxe využívá v hojné míře postupy 
kvalitativní.  

 
Používané chemometrické postupy vychází z klasických fyzikálně-chemických zákonů. 

Tím základním je Lambert-Bérův zákon, který zjednodušeně říká, že absorbance při libovolné 
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vlnové délce je úměrná molární koncentraci sledované látky. Takto popsaná závislost však 
platí pouze pro opticky transparentní kapaliny, měřené v kyvetě s definovanou tloušťkou, při 
které je dráha průchodu paprsku konstantní.  

Ve většině případů, kdy byla pro měření vzorků použita NIR spektrometrie však toto 
pravidlo dodrženo není a konstantní dráhu paprsku vzhledem k různým specifickým odrazům 
a interferencím kontrolovat nemůžeme. Proto je pro odhad sledovaných parametrů 
(analytických veličin) nutné vyvíjet kalibrační modely s využitím pokročilých 
chemometrických algoritmů. Tyto specifické statistické postupy obvykle vyžadují rozsáhlou 
sadu kalibračních standardů (běžně uváděnou v literatuře 30 a více). Výběr standardů by proto 
měl být uvážený a měl by respektovat jistá specifika. Soubor kalibračních vzorků musí být 
dostatečně reprezentativní, měl by pokrývat celou očekávanou variabilitu sledovaných 
charakteristik, které pak budou kvantitativně analyzovány a měl by zohlednit i další  fyzikální 
či chemickou proměnlivost u měřených vzorků.  

  
V minulosti byl základním postupem pro tvorbu kalibračního modelu využití  vícenásobná  

lineární regrese (MLR – „multiple linear regression“). Dnes se díky rychlému rozvoji 
chemometrického softwaru nejvíce uplatňují dvě regresní metody, regresní analýza hlavních 
komponent (PCR – „principal component regression“) a regresní metoda částečných 
nejmenších čtverců (PLS – „partial least squares“).  

 Použitím těchto regresních metod se při tvorbě kalibračního modelu využívají nikoli 
hodnoty absorbance v maximech vybraných pásů, ale vyhodnocují se širší spektrální úseky či 
dokonce celá NIR spektra. Cílem těchto postupů je nalézt vztah mezi vícedimenzionální 
spektrální informací (reprezentovanou maticí hodnot  absorbancí ve vybraných spektrálních 
úsecích pro sadu kalibračních vzorků) a složením vzorků (reprezentovaným maticí hodnot 
koncentrací skupiny sledovaných analytů v sadě kalibračních vzorků). V některých případech, 
kdy jsou absorpční pásy velmi široké, se NIR spektra pro kalibrační modely předem upravují 
(např. výpočtem 1. a 2. derivace původního spektra). Podmínky měření všech spekter, 
způsoby jejich úprav a zpracování musí být totožné pro kalibrační, validační i neznámé, 
zkoumané vzorky.  

 
Většina moderních softwarů umí statisticky posoudit (výpočet např. Mahalanobisovi 

vzdálenosti) a vyloučit odlehlá spektra („outliers“) pomocí Dixonova či Chauvenetova testu 
signifikantní odlišnosti. Software pomůže také uživateli vybrat nejvhodnější rozsah 
spektrálních dat pro tvorbu kalibračního modelu na základě individuálních korelací 
jednotlivých vlnových délek a kalibrovaného znaku.  

 
Vývoj širokých kalibračních modelů a jejich pečlivá validace jsou klíčovými kroky pro 

spolehlivou kvantitativní analýzu pomocí NIR spektrometrie. Je třeba počítat s nutností 
výběru rozsáhlých souborů kalibračních vzorků, testování různých postupů zpracování 
spektrálních dat, hledání vhodné regresní metody a její optimalizace. Stejnou samozřejmostí 
je i promyšlená volba validačních standardů. Významnou podporou této tvůrčí činnosti jsou 
dnešní moderní vyhodnocovací a kalibrační programy, distribuované jednotlivými 
společnostmi prodávající NIR spektrometry. Po zaškolení a získání jisté míry praxe je většina 
uživatelů schopna samostatně vytvářet kalibrační modely. Základní kritéria kvality 
vytvořeného kalibračního modelu, které uživatel v příslušném programu získá, jsou shrnuta v 
tabulce 1.  
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Tab. 1: Parametry kvality kalibračního modelu 
 

Parametr  označení 
Korelační koeficient kalibrace R 
Standartní chyba kalibrace SEC 
Korelační koeficient křížové validace Rcv 
Standardní chyba křížové validace SECV 
Standardní chyba predikce SEP 
Index determinace kalibrace R2 

 
 
V případě kalibračních modelů vytvořených pomocí metod PCR či PLS je důležité 

sledovat i počet faktorů vysvětlujících proměnlivosti kalibračních dat. Počet faktorů by neměl 
překračovat hodnotu 10 - 15. Kalibrační modely s vyšším počtem faktorů naznačují, že je jimi 
vysvětlována zbývající část specifické variability spektrální informace (šumová spektra), 
která nesouvisí s kalibrovaným znakem.  

 
Korelační koeficient kalibrace (R) charakterizuje míru závislosti mezi spektrometricky 

predikovanou veličinou, získanou příslušnou matematickou operací a konkrétní laboratorní 
hodnotou příslušného standardního vzorku.  

Index determinace (R2) bývá někdy chybně zaměňován za korelační koeficient, udávající 
kolik procent rozptylu závislé proměnné je vysvětleno modelem a kolik jím zůstalo 
nevysvětleno. Posouzení kvality predikčního modelu pro jeho praktické využití je většinou 
prováděno právě podle tohoto parametru, viz. tabulka 2. 

 
 

Tab. 2: Kategorizace získaných kalibračních modelů podle Indexu determinace 
 

Kategorie použitelnosti modelu Rozsah indexu determinace R2 
excelentní                 > 0,90 
použitelný pro běžnou zemědělskou praxi 0,82 – 0,90 
pouze orientační odhad sledovaného znaku < 0,82 

 
 
Dalšími stejně důležitými kritérii pro posouzení kvality získaného kalibračního modelu 

jsou zjištěné chyby modelu (SEC a SECV) a nezávislá chyba predikce SEP.  
Zatímco SEC uvádí celkovou chybu kalibračního modelu na základě porovnání 

dosažených predikcí s referenčními hodnotami, SECV se pokouší odhadnout chybu predikce 
pro potenciální nezávislé vzorky. Výpočet chyby je založen na opakované segmentaci 
kalibračních standardů do 2 skupin. Jedna skupina se ponechává pro validaci, zbylá pro 
kalibraci. Tento postup se opakuje tak dlouho, dokud všechny standardy nebudou pro validaci 
použity alespoň jednou. Velikost skupiny si uživatel volí sám nebo využije doporučení 
softwaru. Z dílčích regresí a validačních chyb je pak následně vypočtena celková hodnota Rcv 
a SECV. SEP vyjadřuje reálnou predikční chybu připraveného modelu, vypočtenou na 
podkladě zařazených nezávislých vzorků. Základní snahou kalibrace libovolného znaku je 
docílit vytvořeným modelem co nejvyšších hodnot korelačních koeficientů a minimální 
kalibrační resp. predikční chybu, při současně nízkém počtu vysvětlujících faktorů. Při 
splnění všech těchto podmínek je docela dobře možné, že jsme získali spolehlivě fungující 
kalibrační model. 
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Ve vědeckých publikacích je možné se setkat ještě s dalším relativizujícím parametrem 
popisujícím kvalitu kalibračního modelu, tzv. parametr RPD (ratio of predictive deviation) -  
podíl predikční odchylky. Tento ukazatel se vypočítá jako podíl směrodatné odchylky 
referenčních (nezávislých) vzorků a dosažené predikční chyby:   

                                             
RPD  = SDref. / SEP 

 
Hodnocení kvality kalibračních modelů právě podle tohoto parametru nám nabízí tabulka 3. 
 
 

Tab. 3: Kategorizace získaných kalibračních modelů podle podílu predikční chyby 
 

Kategorie kvality modelu Rozsah podílu predikční chyby RPD 
přijatelná kvantifikace znaku 3,1 – 4,9 
dobrá kvantifikace znaku >5,0 
velmi dobrá kvantifikace znaku 6,5 – 8,0 
excelentní kvantifikace znaku >8,0 
 
 
Pro hlubší a teoretičtější studium jednotlivých kalibračních postupů a vyjadřování kvality či 
potenciálu vytvořených modelů lze v rámci této kapitoly doporučit řadu odborných publikací 
(např. Míka a kol. 2008;  Williams a Norris 2001 aj.) i firemních manuálů resp. příslušných 
uživatelských softwarů dodávaných ke konkrétním NIR spektrometrům.   

 
 

4. Praktické rady a typy pro uživatele 
 
V této kapitole bychom se rádi dotkli některých zásadních postřehů a praktických rad 

zahrnující pořízení NIR spektrometru, jeho optimálního provozování i vlastní tvorby 
kalibračních modelů.   

 
4.1. Pořízení přístroje a jeho provoz v zemědělské praxi 
 
Rozhodnutí o nákupu NIR spektrometru zahrnuje nejen posouzení účelnosti jeho využití 

pro zamýšlenou aplikaci, zohlednění ekonomické efektivity, ale i posouzení výhod a rizik, 
které přístroj nabízí.   

Výhodou je rychlost a jednoduchost vlastního měření, související s minimální přípravou 
vzorku. Ceněny jsou také nízké provozní náklady na analýzu, nedestruktivní způsob měření 
(použitelnost vzorku k dalším analýzám), šetrnost vůči obsluze přístroje (minimalizovaná 
možnost kontaktu obsluhy s toxickými a zdraví škodlivými látkami), včetně návazných 
nákladů na potenciální ekologickou likvidaci nebezpečného odpadu. Díky využití funkčních 
kalibračních modelů při měření rozsáhlých souborů vzorků, je možné významným způsobem 
ušetřit finanční prostředky a čas nutný ke klasickým chemickým analýzám. 

 
Nevýhodou NIR spektroskopie jsou vysoké pořizovací náklady a nutnost vyvíjet řadu 

specifických kalibrací daných potřebami provozu a charakterem požadovaného analytického 
stanovení. Vzhledem k nepřímému způsobu hodnocení sledovaných znaků již zmíněnými 
chemometrickými metodami, může NIR spektrometrie stále vzbuzovat určitou nedůvěru a to 
především v případech detekce odchýlených výsledků od standardů, které případný uživatel 
neočekával. 
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Nákup vhodného typu přístroje souvisí s konkrétními požadavky pracoviště na přesnost a 
rychlost měření. V úvahu při rozhodování je nutné vzít: charakter měřeného vzorku (celé 
zrno, šrot, mouka, pasta, roztok) případně i možnost přenositelnosti kalibrací mezi 
jednotlivými přístroji. U běžných chemicko-technologických parametrů zrna (vlhkost, obsah 
bílkovin, tuku) lze dosáhnout srovnatelnou úroveň predikce i na jednodušších filtrových 
přístrojích. Filtrové přístroje jsou proti disperzním přístrojům či systémů s FT limitovány 
úzkým rozsahem měřených vlnových délek a nižší flexibilitou měření vzhledem k daným 
požadavkům na charakter vzorku. Pro predikci některých chemicko-fyzikálních parametrů 
pšeničného zrna (např. Zeleny sedimentace, tvrdosti zrna, vaznosti mouky apod.) úzký rozsah 
měřitelného NIR spektra nestačí.  

FT-NIR spektrometry se vyznačují rychlým skenem, vyšší stabilitou a citlivostí měření. 
Jejich další výhodou je téměř naprostá shoda získaných záznamů na různých přístrojích při 
měřeného identického vzorku, což umožňuje snadné zesíťování jednotlivých přístrojů. U 
tohoto typu spektrometrů jsou uváděny vyšší provozní náklady, především s deklarovanou 
životností laseru (5 – 8 let).  

Je reálnou skutečností, že mnohem více komerčních kalibrací zaměřených na hodnocení 
zemědělských komodit je k dispozici pro disperzní přístroje. Navíc disperzní spektrometry s 
diodovým polem mohou FT-NIR spektrometrům konkurovat i v rychlosti měření. 

 
V rámci rozhodovacího procesu před nákupem NIR spektrometru lze doporučit navázat 

přímý kontakt s některým z uživatelů přístroje v dané oblasti a seznámit se s jejich 
provozními zkušenostmi. Velmi vhodným a prospěšným krokem je i krátkodobého zapůjčení 
přístroje pro přímou konfrontaci detekční schopnosti NIR spektrometru na vlastních vzorcích, 
což řada firem umožňuje. 

Během rozhodování o nákupu přístroje je dobré uvážit jeho umístění. S výjimkou 
speciálních kontinuálních linek, kde je umístění pevně dané v rámci procesu výroby, může být 
umístnění NIR spektrometru v laboratoři celkem variabilní. Přesto je dobré pamatovat i na 
určité logistické kroky. Spektrální analýzy bývají jedny z prvních analytických kroků po 
přijetí vzorků do laboratoře, případně po jeho semletí. Většina spektrálních přístrojů je citlivá 
na vlhkost, prašnost a otřesy. Vyplatí se při instalaci spektrometru počítat i s kolísáním napětí 
a výpadky el. energie. Je vhodné připojit přístroj do elektrické sítě přes vhodnou přepěťovou 
ochranu případně i na záložní UPC zdroj.    

 
Každého uživatele, pokud NIR spektrometr není kontinuálně v provozu celý rok, 24 hodin 

denně, napadne otázka, jak je to s vypínáním přístroje, co to udělá s životností světelného 
zdroje. Obecně lze říci, že častým zapínáním resp. vypínáním se životnost lampy spíše 
zkracuje. Současně tato častá změna stavu negativně ovlivňuje vnitřní temperaci přístroje, 
může docházet k vnitřním kondenzacím a následně ke zhoršení spektrálního pozadí při 
měření. Proto nemá smysl vypínat přístroj na dobu kratší než jeden týden. Vhodným 
kompromisem je v tomto případě využití možnosti nabízené u některých typů NIR přístrojů 
tzv. „režim stand-by“ (vypnutí pouze lampy). Pro spolehlivé, opětovné měření je doporučeno 
nechat přístroj několik hodin vytemperovat, než začneme s měřením.  

 
Významný dopad na přesnost měření má i pravidelná interní validace, jež bývá součástí 

každého softwarového vybavení přístroje. Není-li systém validace nastaven automaticky, je  
nutné interní kontrolu provádět vždy, po opětovném spuštění přístroje (lampy) a v případě 
trvalého zapnutí přístroje alespoň 1x týdně. Navzdory interním validačním standardům, které 
bývají součástí řady moderních spektrometrů se nám, při měření v režimu difusní reflektance, 
osvědčilo použití externího, validačního vzorku, na který je trvale navázána  kalibrační 
rovnice.  
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V zemědělské praxi může být takovým standardem vzorek obilného zrna nebo šrot.  
Nevýhodou biologických externích standardů je jejich vyšší heterogenita a postupná 
degradaci vzorku i sledovaných parametrů (např. snižování obsahu dusíkatých látek v čase). 
Vhodnějšími externími standardy jsou tak stálé anorganické materiály (např. polystyrenové 
destičky, kuličky). V naší laboratoři používáme 2 externí standardy, polystyren a vzorek zrna 
pšenice. Polystyrenová spektra vyhodnocujeme kalibrací pro stanovení NL v zrnu pšenice. 
Vlastní číselná hodnota je sice nesmyslná, ale mnohem důležitější je její kolísání v čase. 
Z příkladu půlročního srovnání používání externích standardů je zřejmé, že polystyrenový 
standard má 3x vyšší stabilitu naměřených hodnot než stejně dlouho používaný biologický 
standard pšenice (tabulka 4). Zjištěné větší diference u externího standardu polystyrenu (cca 
nad 1 - 2 rel. % od prvního měření) pak mohou naznačovat např. znečištění standardu, 
poškození vzorkové oblasti, změny teplotních resp. vlhkostních podmínek v laboratoři apod.    

 
 

Tab. 4: Srovnání stability predikční hodnoty u dvou referenčních vzorků během 6 měsíců  
 

Standard – rok /měsíc 2013/3 2013/4 2013/5 2013/6 2013/7 2013/8 Vk (%) 
Polystyren (NL %) 183,48 183,32 182,57 183,78 182,89 183,2 0,214 
Pšeničné zrno (NL %) 13,60 13,49 13,64 13,45 13,50 13,69 0,642 

NL – obsah dusíkatých látek,   Vk – variační koeficient 
 
 
4.2 Detekční hranice a možnosti predikce NIR spektroskopie  
 
Velmi častou otázkou uživatelů NIR spektrometrů je určení detekční hranice a zní 

vyplývající kalibrační možnosti přístroje. Bohužel, na tuto otázku nelze odpovědět zcela 
jednoznačně. Důležitou roli zde sehrává povaha a struktura vzorku, zastoupení analyzované 
složky, její chemická struktura a vzájemné vztahy s dalšími obsahovými látkami vzorku, které 
mohou významným způsobem ovlivnit možnost či nemožnost vytvoření funkčního a 
spolehlivého kalibračního modelu. 

 
Predikce obsahu látky s dobrou odezvou v NIR spektru, rozptýlenou v roztocích či 

homogennějších vzorcích, s jasně definovaným spektrem dalších složek (např. ve 
farmaceutickém průmyslu), mohou mít detekci velmi nízkou řádově i desetiny či setiny %. U 
biologických materiálů bývá detekční hranice sledované složky vyšší, s minimální 
koncentrací (zastoupením) přes 1%. Na konkrétním příkladu, dobře stanovitelného obsahu 
dusíkatých látek na celém zrnu pšenice pocházející z našich analýz (viz kap. III/1.2), si 
můžeme velmi zjednodušeně detekční limit odhadnout. Ze zjištěné průměrné absolutní chyby 
predikce SECV = 0,5% a rozsahu tohoto parametru u validačního souboru (8 - 20 %) se 
detekční limit pohyboval v rozmezí 2,5 – 6 rel %. 

 
U značně heterogenních intaktních vzorků obilného (pšeničného) zrna tak nelze očekávat 

vytvoření robustních kalibrací spolehlivě predikujících miligramová či dokonce stopová 
množství sledovaných složek. Problém spolehlivé predikce modelu, však může nastat i u 
složek s významně vyšším podílem v pšeničném zrnu, jakými jsou např. základní 
komponenty škrobu (amylosa a amylopektin) či obsah lepku. V případě složek škrobu pouhý 
strukturální rozdíl ve větvení glukosových jednotek obou složek (lineární amylosa, 
rozvětvený amylopektin), na pozadí dalších komponent zrna způsobí, že jsou běžné velké 
obsahové změny obou složek (± 10 %) spektrálně jen velmi obtížně zachytitelné.  
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U lepku, tvořeného zásobními bílkovinami pšenice (tzv. gliadiny a gluteniny), naopak 
můžeme narážet na jeho specifické laboratorní stanovení tzv. vypírání z mouky. Při tomto 
stanovení se do kvantifikace lepku promítají i jeho fyzikální vlastnosti. Obecně je velmi dobře 
známá vysoká pozitivní korelace mezi obsahem zásobních bílkovin zrna pšenice a obsahem 
lepku. Přesto se stává, že pekařsky velmi slabé mouky (lepek nelze laboratorně stanovit, 
rozplavují se) jsou při predikci na NIR spektrometru nadhodnoceny. Podobně rozpačitá je 
predikce i dalších parametrů pekařské jakosti pšenice, např. Zeleny sedimentačního indexu. 
Přesto, že je tento parametr součástí řady komerčních kalibrací, výsledky některých 
vědeckých prací (např. Jirsa a kol. 2008) včetně našich zjištění, potvrzují spíše nižší predikční 
úroveň s hodnotami korelačního koeficientu (Rcv) v rozmezí 0,6 - 0,8 (viz kapitola III/1.3).  

Obecně negativní zkušenosti s přesností kalibračních modelů především pro odhad 
reologických parametrů zrna brzdí významnější rozšíření těchto metod do pekárenského 
průmyslu.  
 

4.3 Specifické vlastnosti obilnin ovlivňující vývoj a kvalitu predik čních modelů  
 
Jak jsme již řekli, kvalita predikčních modelů a minimální počty vhodných kalibračních 

vzorků závisí na povaze (homogenitě) hodnoceného materiálu, variabilitě jeho celkového 
složení a nárocích na kalibrační rozsah hodnoceného znaku.  

Je dobré si uvědomit, že proces kalibrování, tedy vytváření a ověřování nových 
predikčních modelů je také významným ekonomickým parametrem. Na počátku sice zvýší  
kapacitní (mzdové) náklady pracoviště, vyčleněním pracovníka na kalibrační činnost a zvýší 
provozní náklady na přípravu a zhodnocení kalibračního souboru vzorků referenčními 
metodami. Ale vyplatí se, pokud chceme získat fungující a nakonec i ekonomicky efektivní 
pracovní nástroj.  

Je nutné si uvědomit, že obecně uváděné nízké počty kalibračních vzorků (cca 30), nejsou 
dostatečné pro spolehlivé kalibrační modely heterogenních zemědělských vzorků (zrno, šrot, 
rozemleté vegetační části aj.). Nejen naše dlouholeté zkušenosti v tomto směru naznačují, že i 
parametry s dobrou predikční schopností v obilninách (např. vlhkost, obsah dusíkatých látek), 
potřebují v kalibračních modelech min. 100 standardů. Důvodem vyššího počtu standardů je 
potřeba zohlednit šíři sledovaného parametru, ale také vysokou vstupní heterogenitu obilného 
zrna (genetické a externími faktory).  

 
Při vývinu kalibrace u obilnin musíme počítat především s potenciálními genetickými 

rozdíly jednotlivých odrůd, reprezentovanými např. různou velikostí, tvarem nebo i barvou 
zrna (viz obrázek 8). Velmi významným predikční problém mohou být různě napadená či 
mechanicky poškozená zrna jako důsledek externích vlivů (např. nevhodnou agrotechnikou, 
rajonizací, špatným průběhem ročníku). Vizuální kontrola zrna by tak měla vždy předcházet 
vlastnímu spektrometrickému měření a následnému zařazení do kalibračního souboru. 

 
Dalším významným faktorem, ovlivňující hodnocení obilnin, je i často rozdílná vstupní 

vlhkost vzorku zrna při měření, která by měla být v kalibračním modelu také zohledněna. 
Časově náročnější možností řešení je v tomto případě několikadenní temperace odebraných 
vzorků v laboratorních podmínkách, kdy přirozeným způsobem dojde k vzájemnému srovnání 
vlhkostí vzorků. To sice obecně zpomaluje proces hodnocení zrna obilnin, ale obvykle 
zpřesňuje výslednou predikci hodnocených znaků.  

Navzdory snaze mít pro obilniny robustní, široké kalibrační modely, může někdy zjištěná 
hodnota neznámého vzorku přesahovat kalibrační rozsah pro sledovaný parametr. V těchto 
případech je vždy doporučeno nezávislé změření vzorku referenční metodou. Pouze u velmi 
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robustních kalibrací, pokud se vizuálně i spektrálně vzorek neodlišuje, lze tolerovat 
překročení rozsahu kalibrace max. o ± 5 rel. %.     

 
Obr. 8:  Možné odrůdové diference pšeničného zrna  
 

          Odrůda Citrus 

 

         Odrůda Skorpion 

 

        Odrůda Bona Dea     

 
 
 

4.4 Vliv zpracování zrna pšenice na predikční schopnosti kalibrace 
 
Vyšší homogenita vzorku obecně přispívá k vyššímu predikčnímu potenciálu získaných 

kalibračních modelů. Postup homogenizace u obilných vzorků lze provádět šrotováním 
(celozrnný šrot) nebo vymíláním zrna na mouku. Mouka je velmi homogenní materiál, ale 
představuje jen určitou část zrna (cca 60 - 70% hm. podíl) tvořenou převážně škrobovým 
endospermem.  

Příkladem přínosu homogenizace vzorku ke zvýšení kvality predikce dobře dokládají naše 
výsledky testovaní kalibračních modelů pro stanovení tvrdosti zrna (tzv. PSI – particle size 
index -  AACC 55-30). Vzorky celého zrna byly nejdříve naskenovány, poté byl z těchto 
identických vzorků připraven šrot a ten následně naskenován. Sběr NIR spekter probíhal na 
přístroji Nicolet Antaris II s Fourierovou transformací.   

Z porovnání dosažených výsledků regresního koeficientu křížové validace Rcv i chyby 
křížové validace SECV je zřejmé, že signifikantně lepší parametry byly dosaženy u modelu 
vytvořeného z naskenovaných vzorků šrotu (obr. 9 a 10). Snížení průměrné chyby křížové 
validace (SECV) o 0,6% se sice nezdá být tak významné, ale je dobré porovnat i dosažené 
dílčí maximální odchylky od referenčních hodnot a frekvenci, s jakou překračují např. 
hodnotu odchylky 2%.  
 
Obr. 9: PLS model křížové validace  
            predikce tvrdosti zrn PSI (celé zrno)  

Obr. 10: PLS model křížové validace 
               predikce tvrdosti zrn PSI (šrot)  
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Zatímco u modelu na celých zrnech (obr. 9) byly zjištěné maximální odchylky v intervalu 
od -5,6 do 4 % a odchylka překračující 2% byla zjištěna v 33 případech, u modelu 
vytvořeného ze spekter šrotu (obr. 10) byl interval maximálních odchylek v rozsahu od -2,9 
do 3,8 a odchylka  překračující 2 % byla zjištěna pouze v 10 případech.   
 

Konkrétní doporučení, zda pracovat se spektry celých zrn nebo se spektry vzorků 
homogenizovaných šrotováním (mletím) dát nemůžeme. Vždy bude záviset na dané situaci a 
na konkrétním hodnoceném znaku. Jen na vás uživatelích bude rozhodnutí, jestli je pro vás v 
tu chvíli důležitější robustnější kalibrační model a přesnější výsledek hodnocení nebo vám 
bude stačit jen hrubší odhad měřeného parametru ovšem se zachováním celého, 
životaschopného zrna. 
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III. P říklady aplikací FT-NIR spektroskopie u pšenice seté 
 
V roce 2007 byl na oddělení Genové banky ve VÚRV, v.v.i. Praha pořízen FT-NIR 

spektroskop Nicolet Antaris II (Thermo Electron Corporation, Madison, USA), viz. obrázek 
11. V průběhu šestiletého období byly s jeho pomocí vytvořeny desítky kalibračních modelů 
hodnotící vybrané chemicko-technologické parametry některých základních obilnin (pšenice, 
ječmen, tritikále) i minoritních druhů (pohanka, proso, amarantus).  

 
Obr. 11: Antaris II 

 

  
 
 
Následující příklady kalibračních modelů a jejich popis dokumentují vybrané modely pro 

hodnocení pšenice seté na našem pracovišti. Některé z nich jsou využívány rutinně pro 
mapování kolekcí genetických zdrojů (GZ) pšenice seté případně i zakázkovou činnost (např. 
modely pro vlhkost vzorku, obsah hrubých bílkovin, obsahu škrobu, tvrdosti zrna). Jiné slouží 
pouze jako hrubší selekční nástroj k výběru vhodných materiálů pro tvorbu tzv. „core“ 
kolekcí (páteřních kolekcí) GZ pšenice nebo vhodných kandidátů pro příslušnou problematiku 
řešeného výzkumného projektu. 

 
Ve všech uvedených příkladech probíhalo měření vzorků zrna či mouky (cca 25 g) 

v systému difusní reflektance na integrační sféře v rozsahu vlnočtu 4000 – 10000 cm-1 s 
rozlišením 2 cm-1. Vzorky byly skenovány v kyvetě o průměru 5 cm. Rotační držák kyvety 
(sample cup spinner) umožňoval automatické provedení 32 subskenů pro každý vzorek. 
Řízení sběru a uchovávání dat i vytvoření průměrného spektra z dílčích subskenů pro každý 
jednotlivý vzorek bylo provedeno pomocí programu Omnic 7.3.  Vývoj kalibračních modelů a 
jejich zhodnocení bylo u všech prezentovaných modelů provedeno vícerozměrnou statistikou 
– metodou PLS (Partial Least Squeres) prostřednictvím programu TQ analyst a statistické 
hodnocení bylo provedeno programem Statistica 7.0 CZ.  

 
Základními kritérii pro hodnocení ukázkových kalibrací byly hodnoty korelačního 

koeficientu kalibrace (Rcal) a standardní kalibrační chyby (SEC) dále korelační koeficient 
křížové validace (Rcv), chyba křížové validace (SECV) a u náhodně vybraných vzorků 
v rámci celého rozsahu kalibračního modelu i chyba predikce (SEP).     
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1. Predikce vybraných základních parametrů pšeničného zrna  
 
Předkládáme příklady kalibračních modelů pro hodnocení vybraných základních 

výkupních parametrů pšeničného zrna a jejich stručné vyhodnocení.  
 
1.1. Predikce obsahu vody  

 
Referenční metoda: ČSN 56 0512 – 7  
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celých pšeničných zrn z širší světové 
kolekce ozimých odrůd pšenice seté zahrnující čtyři sklizňové ročníky o celkovém počtu 258 
vzorků.  
 
Zhodnocení modelu: vyznačuje se poměrně vysokou robustností, charakterizovanou 
přijatelným kalibračním rozsahem, dobrou úrovní obou korelačních koeficientů (R), obecně 
nízkou a vzájemně vyrovnanou chybou křížové validace (SECV) i chybou predikce (SEP) s 
vysokými hodnotami obou korelačních koeficientů. (obr. 12, tab. 5). Model je možné používat 
pro rutinní hodnocení vzorků.    
 
 
 Podrobnější informace na Obrázku 12 a v tabulce 5.   
 
 
Obr. 12: PLS model křížové validace         

predikce obsahu vody 
Tab. 5:  Parametry kalibračního modelu 
 

 
 
 
 

Predikční rozsah 
(%) 

6,76 - 15,71 

Počet vzorků 258 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
8649,02 - 4691,02 

R 0,958 
SEC (%) 0,559 

Rcv 0,952 
SECV (%) 0,592 

Počet faktorů 8 

SEP (%) 0,585 
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1.2. Predikce obsahu hrubých bílkovin  
 
Referenční metoda: ČSN EN ISO 5983 – 1 
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celých pšeničných zrn získaných 
v rámci hodnocených širších kolekcí GZ pšenice seté včetně vybraných  registrovaných 
odrůd, ze čtyř sklizňových ročníků, o celkovém počtu 199 vzorků. 
 
Zhodnocení modelu: kalibrační model vykazuje široký rozsah znaku, vysokou úroveň obou 
korelačních koeficientů (R), chyba kalibrace (SEC) i chyba predikce (SEP) jsou srovnatelné s 
deklarovanou chybou referenční metody (0,3 %). Chyba křížové validace (SECV) dosáhla 
dvojnásobku deklarované chyby referenční metody. Vysvětlujeme si to tím, že kalibrační 
soubor není v celém rozsahu znaku optimálně vyvážený a to navyšuje v některých oblastech 
kalibračního rozsahu možnou predikční nejistotu.  
Model je rutinně používán a každým rokem doplňován o standardy právě z těchto 
problematických oblastí rozsahu znaku. Při jakýchkoli pochybnostech jsou predikované 
hodnoty kontrolně stanoveny referenční metodou. 
 
 
Podrobnější informace na Obrázku 13 a v tabulce 6.   

 
  

Obr. 13: PLS model křížové validace     
predikce obsahu hrubých bílkovin 

Tab. 6:  Parametry kalibračního modelu 

 
 
 

Predikční rozsah 
(%) 

7,77 - 20,82 

Počet vzorků 199 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
8341,62 - 5180,45 

R 0,997 

SEC (%) 0,286 

Rcv 0,990 

SECV (%) 0,499 

Počet faktorů 13 

SEP (%) 0,234 
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Rcv = 0,990; SECV = 0,499 %   
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1.3. Predikce sedimentačního indexu – Zelenyho test 
 
Referenční metoda: ČSN ISO 5529 
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra mouk připravených na laboratorním 
mlýnku Brabender Sedimat, s prosevem přes kruhové síto s velikostí ok 150 µm. Kalibrační 
soubor zahrnoval vzorky převážně standardních registrovaných odrůd sklizených ve 2 
sklizňových ročnících a na 3 lokalitách (Kroměříž, Humpolec, Praha-Ruzyně). Celkem bylo 
pro vytvoření kalibrace použito 185 standardů. 
 
Zhodnocení modelu: kalibrační model vykazuje běžnou šíři znaku, dostatečný počet 
standardů, ale vlastní kalibrovatelnost znaku je v tomto modelu nízká. Tuto skutečnost 
dokládá rozdíl mezi korelačními koeficienty kalibrace (R) a křížové validace (RCV). Totéž 
samozřejmě popisuje i diference mezi standardní chybou kalibrace (SEC) a chybou křížové 
validace (SECV). Ačkoliv chyba predikce (SEP) leží mezi těmito hodnotami, je pro nás jako 
uživatele varujicí výše chyby křížové validaca (SECV), která 4x převyšuje chybu referenční 
metody. Rovněž doporučený počet vysvětlujících faktorů dosáhl celkem vyšší hodnotu 13, 
což naznačuje množství „šumové“ informace v kalibračním modelu. 
Model jako takový není použitelný pro běžná stanovení, míra predikční nejistoty je příliš 
vysoká. Výsledky predikce jsou jen silně orientační a mohou vzorky pouze „roztřídit“ do 
skupin s potenciálně vysokou, střední a nízkou hodnotou Zelenyho sedimentace. 
 
 
Podrobnější informace na Obrázku 14 a v tabulce 7.   
 
 
Obr. 14: PLS model křížové validace   
               predikce hodnoty Zeleny sedimentace 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 7: Parametry kalibračního modelu 
 

Predikční rozsah 
(ml) 

13 - 65 

Počet vzorků 185 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
8610,00 - 5617,00 

R 0,978 

SEC (ml) 2,62 

Rcv 0,765 

SECV (ml) 7,97  

Počet faktorů 13 

SEP (ml) 4,24 
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1.4. Predikce čísla poklesu podle Perten-Hagberga 
 
Referenční metoda: ČSN EN ISO 3093 
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celých zrn moderních i krajových 
odrůd pšenice seté (jarní i ozimá forma), pěstované ve 2 sklizňových ročnících na lokalitě 
Praha – Ruzyně. Početnost kalibračního souboru je velká (478 ks), rozsah kalibrovaného 
znaku také (62 – 528 s). 
 
Zhodnocení modelu: Hlavním nedostatkem tohoto modelu je nevyváženost zastoupení 
kalibračních standardů v rozsahu 250 – 300 s (viz. Obr. 15). I přes tento nedostatek dosáhly 
oba korelační koeficienty (R) dobré úrovně. Standardní chyba kalibrace (SEC), chyba křížové 
validace (SECV) i chyba predikce (SEP) dosáhly vyrovnaných, ale vysokých hodnot. Počet 
vysvětlujících faktorů je přiměřený. 
Kalibrační model je v této podobě pro běžná měření nevhodný. Pokud se nám podaří doplnit 
méně početně zastoupené oblasti rozsahu znaku, mohl by fungovat lépe. V tuto chvíli je 
použitelný jen pro orientační odhad porostlých vzorků (číslo poklesu, FN < 150 s). 
 
 
Podrobnější informace na Obrázku 15 a v tabulce 8.   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 15: PLS model křížové validace   
              predikce čísla poklesu (FN)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 8:  Parametry kalibračního modelu  

Predikční rozsah 
(s) 

62 - 528 

Počet vzorků 478 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
8897,04 - 4008,46 

R 0,941 

SEC (s) 50,7 s 

Rcv 0,926 

SECV (s) 56,8 

Počet faktorů 10 

SEP (s) 55,5 
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Rcv = 0,926; SECV = 56,8 s
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1.5. Predikce objemové hmotnosti zrna 
 
Referenční metoda: ČSN ISO 7971-2 
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celých zrn z početně úzkého souboru 
registrovaných odrůd pšenice (72 ks), získaných z tzv. ORO pokusů ÚKZÚZ Brno. Jde pouze 
o ukázku kalibračního modelu pro tento výkupní znak. 
 
Zhodnocení modelu: úzký kalibrační soubor a nižší kalibrovatelnost znaku, dokumentovaná 
dosaženými korelačními koeficienty (R) už naznačují míru funkčnosti tohoto modelu. 
Standardní chyby kalibrace (SEC), křížové validace (SECV) i predikce (SEP) jsou vyrovnané, 
ale vysoké. Přesto nízký počet vysvětlujících faktorů naznačuje, že pokud bychom model 
doplnili o další kalibrační standardy v celé šíři rozsahu znaku, mohl by model fungovat lépe. 
 
V tuto chvíli je to pouze „studijní“ model, využitelný pouze pro rychlou separaci kontrastních 
vzorků pšenice. 
 
 
Podrobnější informace na Obrázku 16 a v tabulce 9.   
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Obr. 16:  PLS model křížové validace   
               predikce objemové hmotnosti zrna 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 9:  Parametry kalibračního modelu 
 

 

Predikční rozsah 
(g.l-1) 

754 - 841 

Počet vzorků 72 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
9964,77 - 4452,32 

R 0,85 

SEC ( g.l-1) 9,24 

Rcv 0,747 

SECV ( g.l-1) 11,8 

Počet faktorů 5 

SEP ( g.l-1) 10,8 
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Rcv = 0,747; SECV = 11,8 g.l-1
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1.6. Predikce obsahu celkového škrobu  
 
Referenční metoda: ČSN EN ISO 10520 
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celého zrna širokého souboru vzorků 
pšenic (637ks), pěstovaných ve 3 ročnících a 6 lokalitách, v rámci tzv. ORO pokusů ÚKZÚZ 
Brno. 
 
Zhodnocení modelu: kalibrační model byl vytvořen z velmi početného souboru standardů. 
Oba korelační koeficienty (R) dosáhly střední hodnoty, počet vysvětlujících faktorů je vyšší. 
Chyba kalibrace (SEC), chyba křížové validace (SECV) i chyba predikce (SEP) jsou 
srovnatelné s opakovatelností referenční metody (± 1% relat.). Nepřesnost modelu je do 
značné míry způsobena i použitou referenční metodou. 
 
Model na základě těchto parametrů můžeme označit za vyhovující. 
Tento model je využíván pro rutinní hodnocení obsahu škrobu v pšeničném zrnu. 
 
 
Podrobnější informace na Obrázku 17 a v tabulce 10.  
  
 

 
 
 
2 Predikce perspektivních parametrů pšeničného zrna  

 
Laboratoř kvality rostlinné produkce na oddělení Genové banky se dlouhodobě snaží 

zavádět a optimalizovat řadu dalších laboratorních screeningových metod pro predikci 
technologické kvality pšeničného zrna, využitelnou pro mapování našich kolekcí. Společným 
jmenovatelem těchto perspektivních metod je většinou nízká potřeba testovaného materiálu, 
průkazná vazba sledovaného znaku ke genotypu odrůdy a signifikantní vztah sledovaných 
ukazatelů k finální technologické jakosti zrna (např. jakosti pekařské, průmyslové i krmné). 
Využití NIR spektrometrie pro predikci technologických ukazatelů může potenciál těchto 
metod ještě umocňovat.        

Obr. 17:  PLS model  křížové validace  
               predikce obsahu celkového škrobu 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 10: Parametry kalibračního modelu 
  
Predikční rozsah 

(%) 
59 - 69,1 

Počet vzorků 637 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
8765,00 - 5630,00 

R 0,918 

SEC (%) 0,629 

Rcv 0,848 

SECV (%) 0,842 

Počet faktorů 12 

SEP (%) 0,829 
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Rcv = 0,848, SECV = 0,842 %
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2.1. Predikce retenční kapacity mouky (SRC test) 
 
Referenční metoda a její princip: SRC test - AACC 56-11.  
Metoda je založena na hodnocení vaznosti mouky ve čtyřech různých roztocích (voda, 5% 
uhličitan sodný, 50% sacharosa a 5% kyselina mléčná) získané po centrifugaci. Ze zjištěné 
vaznosti v rámci těchto čtyř roztoků je možné odvodit, nejen celkovou „reologickou“ vaznost 
mouky, ale nepřímo posoudit i technologické vlastnosti jednotlivých složek zrna (bílkoviny, 
škrob, pentosany). Obsah těchto složek a jejichž složení se do úrovně vyhodnocené vaznosti 
promítají. 
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra vzorků mouky připravené na mlýnku 
Brabender Junior se sítem o velikosti ok 240 µm. Kalibrační soubor byl tvořen širokým 
spektrem registrovaných odrůd, šlechtitelských polotovarů, ale i starých krajových odrůd. 
Vzorky o celkovém počtu 229 ks pocházely ze 2 sklizňových ročníků. 

 
Zhodnocení modelů: Na ukázku byly vybrány dva kalibrační modely, pro predikci retenční 
kapacity mouky ve vodě a v roztoku 5% kyseliny mléčné.  
PLS model pro retenci vody (Obr. 18, tab. 11) byl vytvořen ze širokého souboru, který ale 
rovnoměrně nepokrývá celý rozsah znaku. Korelačním koeficientem kalibrace (R), dosáhl 
vyšší úrovně než korelační koeficient křížové validace (RCV). Podobná diference je i mezi 
standardními chybami (SEC a SECV), chyba predikce (SEP) leží mezi těmito hodnotami. 
Počet vysvětlujících faktorů je přiměřený. Kalibrační model je dostatečný pro orientační 
hodnocení neznámých vzorků. 
 

 
PLS model pro retenci kyseliny mléčné (Obr. 19, tab. 12) už na diferenci mezi korelačními 
koeficienty (R a Rcv) naznačuje problém. Diference mezi standardními chybami je natolik 
velká, že o problémové kalibrovatelnosti tohoto znaku nemůže být pochyb. Naši domněnku 
potvrdí i počet vysvětlujících faktorů, který je příliš vysoký. Tento kalibrační model tak není 
doposud vhodný ani pro orientační vyhledávání kontrastních materiálů. 
 
 

Obr. 18:  PLS model křížové validace pro 
predikci SRC mouky ve vodě 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 11: Parametry kalibračního modelu  

 Predikční rozsah 
(%) 

40,8 – 80,4 

Počet vzorků 229 

Spektrální rozsah 
(cm-1) 

8805,68 - 5617,09 
5008,17 - 4243,92 

R 0,942 
SEC (%) 2,07 

Rcv 0,885 
SECV (%) 2,87 

Počet faktorů 10 
SEP (%) 2,44 
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Kalibrační modely vytvořené pro zbývající dva roztoky (5% uhličitanu sodném a 50% 
sacharosy) vykazovaly podobné schopnosti jako PLS model pro retenci vody.  
 

2.2.  Predikce vybraných reologických ukazatelů mouky (Mixolab) 
 
Referenční metoda a její princip: ICC č. 173.  
Jedná se o reologické hodnocení mouky na přístroji Mixolab (Chopin, Tripette et Renaud, 
Paris, Francie). Stanovení odporu těsta probíhá pod vlivem kontrolovaného zahřívání hnětače 
z 30°C na 90°C a následného ochlazení na 50°C v průběhu 45 minut. Zařízení tak umožňuje 
určitou simulaci procesu rané fáze pečení s možností sledování vlastností lepkového i škrobo-
amylázového komplexu. Vedle reologické vaznosti mouky a doby reologické stability těsta 
lze na křivce interpretovat dalších 5 parametrů (C1 – čas vývinu těsta, C2 – úroveň min. 
změknutí proteinu, C3 – úroveň max. viskozity škrobového gelu, C4 – úroveň stability 
škrobového gelu, C5 – úroveň odporu těsta v závislosti na retrogradaci škrobu. 
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra mouk připravených na mlýnku 
Brabender Junior se sítem s velikostí ok 240 µm. Kalibrační soubor zahrnuje staré krajové 
odrůdy i moderní registrované odrůdy sklizené ve dvou vegetačních ročnících. Celý soubor 
má 171 standardů. 
 
Zhodnocení modelů: pro ukázku zde bylo vybráno pět kalibračních modelů predikující 
reologické znaky spojené s vlastnostmi bílkovin pšeničného zrna (lepku), které ve srovnání 
s vlastnostmi  škrobové složky zrna (C3 – C5) vykazují vyšší vazbu na genotyp.  
PLS model pro reologickou vaznost mouky (obr. 20, tab. 13) potvrzoval vysoké kalibrační i 
predikční parametry s možností rutinního využití modelu.  
Naopak modely predikující časové parametry C1 resp. stabilitu těsta (danou časem poklesu 
odporu hnětače o 11 % od bodu C1) jsou velmi slabé a i pro screeningové hodnocení 
nevyhovující (obr. 21 – 22, tab.  14 - 15).  Překvapivě velmi robustní modely byly získány pro 
parametry C2 a především C3, jež jsou zcela srovnatelné s predikční úrovní modelu pro 
predikci škrobu (obr. 23 – 24, tab. 16 - 17).  
 

Obr. 19: PLS model křížové validace 
              predikce SRC v 5% kys. mléčné 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 12:  Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(%) 

83,6 – 175,9 

Počet vzorků 228 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
8610,96 - 5617,09 
5008,17 - 4243,92 

R 0,990 

SEC (%) 2,71 
Rcv 0,743 

SECV (%) 12,8 
Počet faktorů 15 

SEP (%) 12,0 
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Obr. 20: PLS model křížové validace  
               predikce reologické vaznosti mouky 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 13: Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(%) 

48,0 – 66,0 

Počet vzorků 171 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
5342,80 - 4162,88 
8832,96 - 5515,60 

R 0,966 
SEC (%) 0,999 

Rcv 0,919 
SECV (%) 1,52 

Počet faktorů 10 
SEP (%) 1,77 

 
 

 

 

Obr. 21: PLS model křížové validace  
              predikce parametru C1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 14: Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(min) 

0,68 – 9,58 

Počet vzorků 168 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
5302,79 - 4077,80 
7596,09 - 5490,23 

Rcal 0,718 
SEC (min) 1,43 

Rcv 0,647 
SECV (min) 1,58 
Počet faktorů 7 

SEP (min) 1,58 

Obr. 22: PLS model křížové validace 
              predikce stability těsta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 15:  Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(min) 

2,27 – 12,55 

Počet vzorků 170 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
5312,36 - 4191,65 
7514,60 - 5522,22 

Rcal 0,579 

SEC (min) 2,11 

Rcv 0,459 

SECV (min) 2,32 

Počet faktorů 7 

SEP (min) 2,65 
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2.3.Predikce obsahu albumino-globulinové frakce 
 
Referenční metoda a její princip: Metoda je založena na odlišné rozpustnosti jednotlivých 
bílkovinných složek pšeničného zrna, albuminy a globuliny v 0,5M roztoku NaCl, gliadiny 
v 70% roztoku etanolu, pšeničné gluteniny ve slabých zásadách či kyselinách. Vysoký podíl 
albuminů a globulinů v pšeničném zrnu zvyšuje jeho nutriční parametry a to především v 
obsahu esenciální aminokyseliny lyzinu, jejíž největší podíl z celkového obsahu v zrnu je 
součástí této frakce.   
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celého zrna na souboru vzorků 
registrovaných odrůd pšenic, pěstovaných ve 4 úrovních hnojení, na 2 lokalitách (Praha – 
Ruzyně a Humpolec) a ve 3 sklizňových ročnících.  
 

Obr. 23:  PLS model křížové validace  
                predikce parametru C2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 16:  Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(Nm) 

0,13 – 0,65 

Počet vzorků 167 

Spektrální rozsah 
(cm-1) 

5281,64 - 4024,71 
7158,69 - 5596,81 
9964,77 - 7449,88 

Rcal 0,933 

SEC (Nm) 0,039 

Rcv 0,866 

SECV (Nm) 0,054 

Počet faktorů 10 

SEP (Nm) 0,049 

Obr. 24: PLS model křížové validace 
              predikce parametru C3 

Tab. 17:  Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(Nm) 

0,93 – 2,65 

Počet vzorků 165 

Spektrální rozsah 
(cm-1) 

9908,29 - 7439,79 
7141,04 - 5587,99 
5208,55 - 4202,60 

Rcal 0,947 
SEC (Nm) 0,131 

Rcv 0,900 
SECV (Nm) 0,177 

Počet faktorů 10 

SEP (Nm) 0,212 
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Zhodnocení modelu:  Na ukázku byl vybrán PLS model pro predikci albumino-globulinové 
frakce. Soubor je dostatečně početný (190 ks), ale šířka sledovaných znaku je úzká (2,98 – 
4,32 %) a zejména ve vyšších obsazích albumino-globulinové frakce méně početně 
zastoupená. Tato skutečnost výrazným způsobem ovlivňuje kalibrovatelnost obsahu 
albumino-globulinové frakce v tomto souboru pšenic. Je dobré zmínit úzký genetický základ 
testačního souboru a pravděpodobně z něj plynoucí podobná vazba albumino-globulinové 
frakce všech odrůd k celkovému obsahu hrubých bílkovin. Dosažené parametry kalibračního 
modelu tak budou pravděpodobně ve srovnání s parametry modelů vytvořenými na 
základě geneticky variabilnějšího souboru nadhodnocené. V případě šlechtitelských aplikací 
s jasně definovaným pozadím rodičovských komponent by však takto cíleně vyvinutý model 
mohl naopak dosahovat ještě mnohem lepších parametrů umožňující rychlou selekci 
vhodných genotypů v následných generacích.       
 
Dosažené parametry kalibračního modelu přehledně shrnuje obr. 25 a tab. 18.  
 
 
Obr. 25: PLS  model křížové validace  
              predikce albumino-globulinové frakce 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 18: Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(%) 

2,98 – 4,32 

Počet vzorků 190 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
7608,72 - 4493,79 

R 0,881 

SEC (%) 0,117 

Rcv 0,772 

SECV (%) 0,158 

Počet faktorů 9 

SEP (%) 0,169 
 
 

2.4. Predikce obsahu deoxynivalenolu (DON) 
 
Referenční metoda a její princip: Stanovení mykotoxinu deoxynivalenolu (DON) jako 
toxického sekundárního metabolitu hub rodu Fusarium proběhlo na základě screningové 
metody ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Jedná se o běžnou imunochemickou 
analýzu založenou na vazbě antigenu s příslušnou protilátkou s využitím diagnostického kitu 
R5901 RIDASCREEN®FAST DON.  
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celého zrna pšenice. Soubor byl tvořen 
registrovanými odrůdami pšenic, pěstovaných v podmínkách umělé infekce vyvolané 
naočkováním příslušným patogenním izolátem houby Fusarium culmorum ve čtyřletém 
cyklu. Jak početnost souboru (377 ks) tak rozsah sledovaného znaku  je vysoký. 
 
Zhodnocení modelů: V důsledku velmi širokého koncentračního rozpětí mykotoxinu DON při 
umělé infekci (1 – 90 ppm) a velmi přísného hygienického limitu jeho maximálního obsahu 
pro zrna obilovin (1,25 ppm) byly připraveny dva PLS kalibrační modely. První z nich 
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predikuje maximální koncentrační rozsah 1 – 90 ppm (obr. 26, tab. 19), druhý, úzký PLS 
model (1 – 3 ppm) hodnotí běžný, přirozený výskyt DONu v obilninách (obr. 27, tab. 20).  
 

Široký kalibrační model pro predikci výskytu DONu v pšeničném zrnu vykazoval velmi 
vysoké korelační koeficienty (R i Rcv). Kalibrační chyby (SEC, SECV) i chyba predikce 
nezávislých vzorků (SEP) však byly několikanásobně vyšší, než je úroveň hygienického 
limitu pro obsah DONu. Rozsahem užší kalibrační model sice vykazoval nízké hodnoty chyby 
(SEC, SECV i SEP) ovšem o problematické spolehlivosti modelu vypovídají nízké korelační 
hodnoty R a Rcv.  Je tak zřejmé, že využití obdobných modelů pro přísnou selekci zrn 
překračující hygienickou normu nebude možný. Zcela jiná situace ovšem může být v oblasti 
šlechtitelských aplikací pro selekci genotypů s různou úrovní odolnosti k napadení Fusarii 
s využitím umělé infekce. Pod tlakem umělé infekce jsou koncentrační rozdíly DON mezi 
odolnějšími resp. náchylnými genotypy i v několika v desítkách ppm. Zde tak může FT-NIR 
spektrometrie sehrát významnou roli primárního screeningu pro výběr perspektivních, 
odolnějších genotypů.    

 
Obr. 26: PLS model křížové validace  
              predikce koncentrace DONu  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 19: Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(ppm) 

0,01 – 91,79 

Počet vzorků 377 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
5623,69 - 7177,97 
5295,57 - 4829,46 

R 0,955 

SEC (ppm) 4,95 

Rcv 0,901 

SECV (ppm) 7,04 

Počet faktorů 11 

SEP (ppm) 6,93 

 
 

Obr. 27: PLS  model křížové validace  
               predikce koncentrace DONu 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 20: Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(ppm) 

0,01 – 3,00 

Počet vzorků 244 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
5623,69 - 7004,83 
5880,43 - 4829,46 

R 0,746 

SEC (ppm) 0,486 

Rcv 0,668 

SECV (ppm) 0,547 

Počet faktorů 7 

SEP (ppm) 0,520 
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3. Možnosti predikce komplexní finální jakosti pšenice  
 
Schopnost komplexně odhadnout finální jakost pšeničného zrna je pro aplikace v FT-NIR 

velkou výzvou a v případě spolehlivé predikce by tento systém přinesl uživatelům vysokou 
efektivitu práce a značné finanční úspory. Pro FT-NIR systém tak zde uvádíme tři příklady 
odhadu finální jakosti pšenice na podkladě skenování výchozího pšeničného zrna zahrnující 
predikci výtěžnosti bioetanolu, objemu pečiva (RMT – Rapid Mix Test) a predikci krmné 
jakosti pšenice. 

 
3.1. Predikce výtěžnosti bioetanolu 

 
Referenční metoda: Laboratorní kvasná zkouška je založena na principu prokvašení zápary 
s modifikovanou nepřímou detekcí etanolu na základě změny hustoty filtrátu zápary před a po 
prokvašení.  

 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celého zrna pšenice (531 ks). Soubor 
byl tvořen větším počtem registrovaných pšeničných odrůd získaných z ÚKZÚZ Brno, 
pěstovaných na 6 lokalitách, ve 2 systémech intenzity pěstování a v průběhu 4 sklizňových 
ročníků.  

 
Zhodnocení modelu: Dosažené vysoké hodnoty korelačních koeficientů (R a RCV) a poměrně 
velmi nízká kalibrační chyba (SEC, SECV) i predikční chyba (SEP) modelu naznačuji velmi 
dobrou funkčnost PLS kalibračního modelu. Z tohoto pohledu je zřejmý vysoký aplikační 
potenciál FT-NIR spektroskopie pro hodnocení výtěžnosti etanolu při nákupu suroviny 
pro lihovarský průmysl (obr. 28, tab. 21).  

 
 

Obr. 28: PLS model křížové validace  
               predikce výtěžnosti bioetanolu 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab.  21: Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(l.100kg-1 zrn) 

41,5 - 45,2 

Počet vzorků 531 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
9365,59 - 5385,25 

R 0,982 

SEC (l.100kg-1 zrn) 0,124 

Rcv 0,931 
SECV (l.100kg-1 

zrn) 
0,243 

Počet faktorů 15 

SEP (l.100kg-1 zrn) 0,277 

 
Tato predikční spolehlivost modelu velmi pravděpodobně souvisí s mnohokrát potvrzenou  
těsnou chemickou vazbou mezi obsahem celkového škrobu v zrnu a finální výtěžností 
etanolu. 
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3.2. Predikce objemu pečiva (RMT -  test) 
 
Referenční metoda: přímý standardizovaný pekařský pokus tzv. RMT – rapid mix test 
založený na vyhodnocení objemu pečiva (směrnice ECC 2062/81).  
 
Charakteristika kalibračního souboru: FT-NIR spektra celého zrna. Jedná se o malý (34 ks) 
modelový soubor vybraný z tzv. ORO pokusů ÚKZÚZ Brno na registrovaných odrůdách 
pšenice, pěstovaných na třech lokalitách během jednoho vegetačního ročníku.  
 
Zhodnocení modelu: vytvořený PLS model má výrazně nízké korelační koeficienty kalibrace 
(R i RCV), relativně vyšší, ale vyrovnanou úroveň chyb (SEC, SECV i SEP) a nízký počet 
vysvětlujících faktorů. Ale při praktickém použití modelu je chyba predikce objemu pečiva 
často i trojnásobně překročena (odchylky i 100 ml).  

Model není příliš početný, ale zatím dosažené parametry zkušebního PLS modelu a 
zkušenost s jeho funkčností nenaznačují budoucí možné využití FT-NIR spektroskopie pro 
tento rychlý odhad finální pekařské jakosti pšeničného zrna. 
 
Podrobnější informace na obrázku 29 a v tabulce 22.  
 
 
Obr. 29: PLS model křížové validace  
              predikce objemu pečiva 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 22:  Parametry kalibračního modelu 

Predikční rozsah 
(ml) 

402 - 607 

Počet vzorků 34 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
8564,97 - 5242,10 

Rcal 0,774 

SEC (ml) 32,6 

Rcv 0,499 

SECV (ml) 46,3 

Počet faktorů 5 

SEP (ml) 39,9 

 
 

3.3. Predikce krmné jakosti pšenice vzhledem k úrovni přírůstků kuřecích brojlerů  
 
Referenční metoda: Přímý poloprovozní krmný test s kuřecími brojlery trvající 35 dní s 
vyhodnocením celkového průměrného přírůstku 200 kuřat (masný hybrid ROSS 308) 
připadající na jeden testovaný pšeničný genotyp. Kuřata byla krmena připravenou krmnou 
směsí BR1 resp. BR2 adlibitně. Testované pšeničné linie vnášely do pokusných krmných 
směsí vždy shodně 35 % proteinu, což odpovídá jejich  60 - 70% hmotnostnímu podílu ve 
směsi, v závislosti na jejich aktuálním obsahu hrubých bílkovin. 
 
Charakteristika kalibračního souboru: Testovaný pšeničný soubor byl tvořen 20 kontrastními 
liniemi s- resp. bez přítomnosti žitné translokace 1B/1R. Ve tříletém cyklu byly tyto linie 
v poloprovozních podmínkách namnoženy a na jejich základě byly připraveny výše uvedené 
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krmné směsi. Skenováno bylo celé zrno (FT-NIR spektrum) příslušné pšeničné linie (celkem 
60 vzorků) ještě před jeho zapracováním do krmné směsi.   
 
Zhodnocení modelu: PLS model dosáhl vysokého korelačního koeficientu kalibrace (R), ale 
naopak velmi nízkého koeficientu pro křížovou validaci (Rcv). Standardní chyba křížové 
validace (SECV) je čtyřikrát a chyba predikce (SEP) dokonce pětkrát vyšší než chyba 
kalibrace. Důvodem může být také vysoká variabilita přírůstku u jednotlivých kuřat v rámci 
200 členného souboru, jež vykazovala standardní směrodatnou odchylku od celkového 
průměru v rozsazích 130 - 170 g. Tento pokusný PLS model nemá v této podobě ambice 
spolehlivě predikovat přírůstky kuřecích brojlerů. Kalibrační parametry modelu by ale mohly 
naznačovat určitý příslib pro hrubší prvotní odhad tohoto znaku  např. v rámci šlechtitelských 
aplikací zaměřených na krmnou jakost.    
 
Podrobnější informace o modelu jsou v obr. 30 a v tab. 23. 
 
 

Obr. 30:  PLS model křížové validace  
                predikce přírůstku kuřecích brojlerů 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 23: Parametry kalibračního modelu 
 

Predikční rozsah 
(g) 

1365 - 1713 

Počet vzorků 60 
Spektrální rozsah 

(cm-1) 
5350,03 - 9765,21 

R 0,983 

SEC (g) 16,2 

Rcv 0,677 

SECV (g) 65,7 

Počet faktorů 9 

SEP (g) 83,9 
 
 
 

4. Celkové zhodnocení FT-NIR spektroskopie pro predikci kvality pšenice 
 
Uvedené příklady 21 FT-NIR kalibračních modelů pokrývající parametry u 14 

referenčních metod posuzujících kvalitu pšeničného zrna naznačují v řadě případů vysoký 
potenciál i univerzálnost FT-NIR spektroskopie. Vedle potvrzení spolehlivých predikčních 
schopností FT-NIR spektroskopie u tradičních znaků a vlastností pšeničného zrna (obsah 
vody, dusíkatých látek, škrobu či PSI) zde byly prezentovány kalibrační modely pro odhad 
řady dalších kritérií a to s různou úrovní predikční jistoty. Obecně v systému FT-NIR platí 
snižování kvality predikce u parametrů popisující chemicko-fyzikální (např. Zelenyho 
sedimentace, reologie) nebo čistě fyzikální závislosti (PSI, OH). V této kategorii parametrů 
lze přesto získat i perspektivní kalibrační modely např. pro vaznost mouky (SRC test nebo 
reologická vaznost) případně i pro některé další reologické ukazatele hodnocené na přístroji 
Mixolab (parametry C2 a C3). I když byl u některých modelů (např. pro predikce obsahu 
albumino-globulinové frakce, či mykotoxinu DON) dosažen pouze středně vysoký korelační 
koeficient (Rcv = 0,7 - 0,8) a vyšší predikční chyba, lze s těmito modely za definovaných 
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podmínek počítat např. v řadě šlechtitelských aplikací, kde je smyslem v posuzovaném znaku 
nedestruktivně odlišit kontrastní genotypy  

 
Výzvou do budoucna zůstává odhad finální jakosti pšeničného zrna zahrnující především 

celkovou pekařskou či krmnou jakost. Tyto vlastnosti jsou složitě ovlivňovány nejen základní 
chemickou skladbou a jejich vzájemnou interakcí, ale také jsou dále modifikovány mnoha 
zpracovatelskými faktory, které lze doposud jen obtížně v získaném NIR spektru postihnout.   
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IV. Ekonomické zhodnocení využití FT-NIR spektroskopie 
 
Z ekonomického pohledu je v případě FT-NIR spektroskopie vždy největší položkou 

vstupní cena přístroje (cca 1,5 mil Kč) a s ní spojené daňové odpisování. Významnou 
nákladovou položku mohou tvořit i náklady na tvorbu či získání predikčních kalibračních 
modelů. Naopak přímé provozní náklady, pracovní nenáročnost na obsluhu, jednoduchost a 
rychlost změření vzorku včetně možnosti získávat z jednoho skenovacího měření současně i 
několik parametrů, by měly vstupní náklady kompenzovat. Před vlastním nákupem FT-NIR 
spektrometru tak musí být uživateli zřejmé, vedle aplikačních možností nového přístroje, i 
jeho současné či plánované náklady v případě využití přímých laboratorních analýz.  

 
V tabulce 24 je uveden příklad provozních nákladů na vyhodnocení jednoho vzorku zrna 

nebo šrotu kalkulovaných v rámci podmínek VÚRV, v.v.i. Je zde zřejmé, že výše mzdových i 
režijních nákladů bude pro jednotlivé podniky specifická, ale vzhledem k výzkumnému 
zaměření VÚRV, v.v.i., budou pravděpodobně uvedené náklady o něco vyšší než v běžném 
privátním subjektu.  

 
 

Tab. 24: Provozní náklady FT-NIR spektroskopu na změření jednoho vzorku  
 

Vstupní materiál Celé zrno Šrot (mouka) včetně mletí 

Doba přípravy a vyhodnocení 
1 vzorku (min) 5 20 

Náklady na obsluhu 
při sazbě 170,-Kč / h (Kč) 14,- 57,- 

Náklady (Kč) 
na chemikálie a spotřební materiál  0,- 0,- 

Režijní náklady pracoviště*  (Kč) 5,70 22,90 

Náklady opravu a údržbu** (Kč) 1,30 5,10 

Celkové provozní náklady (Kč) 21,- 85,- 

*V případě VÚRV, v.v.i. fixně kalkulováno 27% z celkových uznaných nákladů 
** V p řípadě VÚRV, v.v.i. fixně kalkulováno 6% z celkových uznaných nákladů 

 
 

Do položky údržby a opravy je pak potřeba promítnout náklady na výměnu lampy (cca 
18 tis. Kč), jejíž životnost je cca 2 roky při téměř nepřetržitém provozu a dále laseru (cca 60 – 
80 tis. Kč), jehož životnost je uváděna v rozsahu 5 - 8 let. V rámci této položky je rovněž 
nutné zahrnout určité náklady na vlastní kontrolu a aktualizace kalibračních rovnic např. 
účastí v kruhových testech či nákupem aktualizovaných verzí kalibračních modelů a 
pravidelný servis přístroje. V souvislosti s nutností vývoje či nákupu příslušného kalibračního 
modelu je nutné do ceny analýzy připočítat i tento prvotní vstupní náklad. Výše jeho 
promítnutí do provozních nákladů je relativní, v závislosti na vstupní ceně pořízení modelu i 
množství vzorků, které jsou tímto modelem hodnoceny.  

 
Pro konkrétnější představu celkových nákladů na vyhodnocení jednoho vzorku lze uvést 

jako příklad náš současný ceník poskytovaných služeb zahrnující i aplikaci FT-NIR 
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spektroskopie (tab. 25). Nárůst těchto cen oproti prvotním provozním nákladům, samozřejmě 
souvisí nejen s promítnutím odpisových nákladů a nákladů na vývoj kalibrace, ale i 
s vypracováním a předáním protokolu, uskladněním vzorků a dosažení přiměřené ziskovosti 
zakázky.  

 
 

Tab. 25: Ceník vybraných parametrů stanovených na FT-NIR platný pro rok 2013  
 

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

 
 
Z výše uvedeného je zřejmé, že návratnost vstupní investice do FT-NIR spektroskopu 

bude souviset s významnou úsporou nákladů za analýzu vzorku ve srovnání se standardní 
laboratorní metodou. V rámci klasických analytických metod v oblasti analýzy obilného zrna 
jsou náklady při využití FT-NIR spektroskopu průměrně pětkrát nižší. Při možnosti získávání 
více zhodnocených znaků z jednoho skenu hodnoceného vzorku se pak tento rozdíl ještě 
prohlubuje. Dobrým příkladem ekonomického přínosu může být vyčíslení souboru 500 
vzorků pšenice hodnocené na obsah dusíkatých látek (tab. 26). 

 
Tab. 26: Porovnání cenové a časové náročnosti FT-NIR metody a laboratorní analýzy 
 

Typ analýzy Cena za provedených 500 vzorků + časová náročnost 
FT-NIR spektroskopie 25,- tis. Kč  časová náročnost: 3 - 4 dny 
Kjeldahlova metoda (laboratorní)              125,- tis. Kč  časová náročnost: 27 dnů 

zisk              100,- tis. Kč  a zisk 23 – 24 pracovních dnů 
 

 
Využitím FT-NIR spektroskopu a nahrazením jedné standardní laboratorní analýzy se 

ušetřilo 100 tis Kč, bez povšimnutí by neměla zůstat ani časová úspora a její možný další 
ekonomický přínos pro pracoviště a příspěvek k návratnosti investice do přístroje. Tato 
skutečnost může podnikům poskytovat řadu konkurenčních výhod, jak při obchodním styku 
se zákazníky, tak v řízení vlastního provozu.   
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V. Srovnání novosti postupů 
 
Předložená metodika navazuje na dosud jedinou vyšlou certifikovanou metodiku 

zaměřenou na praktické aplikace NIR spektroskopie v zemědělské praxi od autorů Míka a kol.  
(2008). Ve srovnání s touto publikací je naše práce cíleně zaměřena na aplikace FT-NIR 
spektroskopie v oblasti predikce jakosti pšenice se snahou objektivního vyhodnocení 
potenciálu této metody. Pro zemědělskou praxi lze za zcela nové považovat souhrnně 
zpracované výsledky predikce specifických parametrů jakosti pšeničného zrna u nově 
zaváděných perspektivních laboratorních metod, kam lze zařadit predikci obsahu albumino-
globulinové frakce, hodnoty reologických parametrů z přístroje Mixolab, odhad retenční 
kapacity mouky i případně predikci obsahu mykotoxinu DON.  

Za unikátní lze považovat kompletně zpracované výsledky FT-NIR kalibračních modelů 
pro vybrané ukazatele finální technologické jakosti pšenice zahrnující 3 různé technologické 
směry. Doposud, i v kontextu s mezinárodním srovnáním, nebyly odborné veřejnosti takto 
uceleně prezentovány. 
 
 
VI. Popis uplatnění certifikované metodiky 

 
Prezentovaná metodika významně rozšiřuje aplikace FT-NIR spektroskopie v oblasti 

predikce technologické jakosti pšenice. Poskytuje aktuální poznatky nejen v predikci 
tradičních jakostních parametrů pšeničného zrna, ale nabízí uživatelům i zcela nové informace 
o možnosti odhadu perspektivních znaků a vlastností u nově zaváděných laboratorních metod. 
Budoucí uživatelé metodiky jsou univerzity, výzkumná a šlechtitelská pracoviště, která ji 
mohou uplatnit ve šlechtitelských programech při hodnocení šlechtitelských materiálů a 
k urychlení selekčního procesu tvorby nových odrůd. Metodika najde rovněž uplatnění při 
charakterizaci genových zdrojů na pracovištích zabývajících se genofondy pšenice. Uvedené 
postupy FT-NIR spektroskopie lze úspěšně aplikovat i v mlýnsko-pekárenském průmyslu pro 
predikci vaznosti a vybraných reologických vlastností zpracované mouky. Jako velmi účelné 
se jeví rozšiřování této techniky i u zemědělských podniků a výkupen pšenice pro možnost 
rychlého ověření technologické jakosti zrna pšenice. 
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