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ABSTRAKT

Cilem doktorské prace bylo ovéfit a zhodnotit moznosti vyuziti FT-NIR spektroskopie
v kontrole kvality potravinafskych vyrobki. Kalibrace hodnotici kvantitu byly tvofeny za
ucelem stanoveni chemickych parametrii ovc¢iho, koziho a kravského mléka, medu, kavy
a dalSich potravin a surovin. Zakladni chemické slozky jako suSina, tuk, bilkoviny, laktoza,
atd., byly stanoveny referen¢nimi metodami a nékteré piibuzné hodnoty napi. vlhkost, byly
vypocteny na zékladé hodnot z referencnich analyz.

Vzorky hodnocenych potravin byly méfeny na spektroskopu FT-NIR Antaris ve
spektralnim rozlisSeni 10 000 — 4 000 cm™ s moznostmi méfeni vzorkd v rezimech reflektance,
transmise ¢i interaktance. Pfi tvorb& kalibraci byl vyuzit algoritmus metody casteénych
nejmensich c¢tvercti (PLS) apro ovéfeni kvality predikce kalibraci bylo vyuzito kiizové
validace. Ve vétSin€ ptipadi byly vyvinuty velmi dobré kalibrace. Piesto, zZe nékteré kalibrace
byly méné ptesné, byly pouzitelné alesponl pro orientacni stanoveni sledovanych parametri.
Vysledky prace potvrzuji vhodnost FT-NIR spektroskopie pro vyuziti v potravinaiském
pramyslu.

Kvalitativnim hodnoceni vyrobkii pomoci diskrimina¢ni analyzy byla ovéfovana
schopnost FT-NIR spektroskopu zatadit snimana spektra do piedem definovanych tiid a tim
stanovit rozdily mezi skupinami vzorkl. U prazené kavy byly stanoveny rozdily mezi
riznymi stupni prazeni, dale byla zjistovana schopnost pristroje detekovat pridavek
kravského mléka pii vyrobé kozich syrii. Ovéteni ovlivnitelnosti pfistroje bylo realizovano na
kravském mléce, které bylo proméfovano pii ruznych teplotach. 1 v téchto piipadech bylo
potvrzeno, ze FT-NIR spektroskopie je pouzitelna pro hodnoceni kvalitativnich vlastnosti

potravin.

Kli¢ova slova: kvantitativni a kvalitativni analyza, mlécné vyrobky, med



ABSTRACT

The aim of this thesis was to verify and evaluate the possibility of using NIR
spectroscopy usage in food products quality control. The quantitative calibrations were
developed to determinate of chemical parameters of sheep, goat and cow milk, honey, coffee
and another food and raw materials. Basic components e.g. dry matter, fat, protein, lactose,
etc., were established with reference methods and some related values e.g. humidity, were
calculated based on the values of the reference analyzes.

Food samples were evaluated by the FT-NIR Antaris spectroscope in a spectral
resolution of 10000 — 4 000 cm™ with the possibilities of samples measurement
in reflectance, transmitance or interactance mode. Calibration models were created by using
a Partial Least Square algorithm (PLS) and also the cross-validation was used for the
verification of the quality prediction of calibrations. Very good calibration were developed
in most cases, and though some were less accurate calibrations are applicable to at least
approximate determination of values. The results confirm the suitability of NIR spectroscopy
for use in the food industry.

The ability of FT-NIR spectroscopy to classify sensed spectrum into predefined
classes and thereby determine the differences between groups of samples was verified with
a qualitative evaluation of products using with discriminant analysis. For roasted coffee were
determined differences between different degrees of roasting, also was determined the ability
of the device to detect the addition of cow's milk in the production of goat cheeses.
A suggestibility verification of the device was realized with cow's milk, which was measured
at various temperatures. It was confirmed that the NIR spectroscopy is also useful for the

food quality evaluation.

Keywords: guantitative and qualitative analysis, dairy products, honey, fat
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UvoD

1 UVOD

Kvalita potravin, ale i surovin a meziproduktt, se stala velmi diskutovanym tématem,
coz je nepochybn¢ dobie. Neustaly tlak na ceny a zisk nuti zpracovatelské podniky ke stale
veétsi rentabilité. Zakaznici, obchod a kontrolni organy pozaduji stale se zvySujici kvalitu,
bezpecnost a pestrou nabidku potravin, coz zakonité vede zpracovatelské podniky ke
zvySovani kvality vyrobkl a zarukdm za kvalitu. Neni ale vzdy jednoduché zajistit rychlé
a efektivni analyzy pro kontrolu pozadovanych parametrii kvality. Klasické metody jsou
presné a reprodukovatelné, ale mnohdy velmi zdlouhavé. Piesto ale tyto metody nelze
opominout. Pouzivaji se jako standardizacni metody ke kontrole spradvnosti a presnosti
vysledki ziskanych instrumentalnimi metodami nebo se s nimi dopliuji. Klasické metody se
také pouzivaji pro zpétnou verifikaci, kdy vyrobek je jiz vyroben, zabalen a Casto jiz odeslan
k prodeji. V celém sledu vyroby potravin je nutno zajistovat kontrolu surovin, vyrobnich
procesu a finalni kvality. Na tyto faktory reaguje i vyvoj v analyze potravin s cilem pomalé
metody nahrazovat, v operativni kontrole véetné finalni kontroly, rychlymi analytickymi
metodami. Proto se v posledni dobé¢ stale vice prosazuje pouziti metod, které jsou dostate¢né
vhodné pro rutinni analyzy, avSak ¢asové nenarocné, a proto je lze pouzit piimo pii vyrobé
potravin on-line v potravinaiskych provozech. Mezi tyto metody muzeme fadit
i infraervenou spektroskopii v blizké oblasti (Near Infra-Red spectroscopy — NIRS), ktera je
jednoducha a ptesna, s jejiz pomoci mizeme stanovit Siroké spektrum organickych slozek
potravin, krmiv, produkti a souvisejicich materiali. Jedna se o rychlou, nedestruktivni
metodu, kterd méfi bez pouziti nebo s pouzitim minima chemikalii a pfi jednom proméfeni
vzorku lze zjistit soucasné nékolik parametr najednou.

NIR spektroskopie ma bohaté uziti také v mediciné a v mnoha primyslovych
odvétvich, véetné farmaceutického, petrochemického, kosmetického a chemického primyslu.
Diky NIR spektroskopii je umoznéno na zakladé ziskanych rychlych a ptresnych vysledkt
rychle upravovat a fidit vyrobni procesy k dosaZeni poZadovanych hodnot a sloZeni vyrobki,
vyssi frekvenci analyz Vv prubéhu vyroby umoznuje pii nenadalych zménach slozeni rychle
upravovat vyrobu, minimalizovat ¢asové ztraty, dodate¢né pfepracovani vyrobkd, snizovat
skladovaci naklady, zvySovat produktivitu prace a ekonomiku celého podniku.

Spektroskopie v blizké infracervené oblasti je instrumentalni metoda, ktera vyuziva
vinovych délek 800 — 2 500 nm, tj. 12 500 — 4 000 cm™. Principem metody je pohlcovani

nebo odraz rtiznych vinovych délek dopadajiciho zafeni, které zavisi na chemickém sloZeni
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UvoD

analyzovaného vzorku. S pouzitim vhodného softwaru je spektrum vzorku prevedeno do
kalibraéni rovnice, ze které se statickymi postupy vyhodnoti zadané parametry. Pokud jsou
ziskané parametry kalibracniho modelu spolehlivé, lze jej pouzit k analyze nezndmych
vzorkl. Prostfednictvim vhodného softwaru poskytuje FT-NIR spektroskop velmi dobré
vysledky, jak v oblasti kvantitativnich, tak 1 kvalitativnich analyz.

Disertacni prace byla zamétena na vyuziti spektroskopie v blizké infracervené oblasti
pii hodnoceni pfedevsim mléénych vyrobkd. Hodnoceny ale byly i dalsi potraviny napf. med
a kava. Disertacni prace by méla ptispét svymi vysledky k potvrzeni predpokladu, ze NIR
spektroskopie je vhodnou analytickou technikou v analyze surovin, meziproduktt a produkti
pro stanoveni zdkladnich slozek a je ji mozno vyuzit v pfipadé rozliSovani originality

i falSovani potravin.

13
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2 CiL
Cilem diserta¢ni prace bylo rozsifit a vyhodnotit moznosti uziti FT-NIR spektroskopie
pii kontrole kvalitativnich a kvantitativnich parametra potravin a potravinatskych surovin.

Pro disertacni praci byly vyty¢eny nasledujici cile:

1) Prostudovat dostupné odborné literarni zdroje, které se zabyvaji studiem a moznostmi

aplikaci NIR spektroskopie.

2) Stanovit referenéni hodnoty analyzovanych vzorku potravin (mléka a mlécnych
vyrobkt, medu, kavy) v chemické laboratofi S co nejvyssi piesnosti a nasledné vzorky
podrobit analyze na NIR spektroskopu.

3) Otestovat ovlivnitelnost méteni na NIR spektroskopu vnéjsimi vlivy.

4) Vytvotit kalibraéni modely, popf. rozsitit a zdokonalit jiz existujici modely, na zakladé
porovnani referen¢nich hodnot a spektralnich charakteristik vzorkt a jejich spravnou
funkci overit kiizovou validaci.

5) Vysledky statisticky vyhodnotit.

6) Ovetit citlivost FT-NIR spektroskopu metodou diskriminacni analyzy pti hodnoceni
pfedem definovanych tfid méfenych vzorkd stejnych potravin a pomoci graft

vyhodnotit vytvofené kalibracni modely kvalitativni analyzy.

7) Vyhodnotit vhodnost uziti metody FT-NIR v praxi.

14
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Historie infracervené spektroskopie

Jan Marek Marci z Kronlandu (1595 — 1667) v roce 1648 popsal ve svém dile
,,Thaumantias seu liber de arcu coelestipolis “ podrobné rozklad svétla. Je tedy ziejmé, ze
priorita tohoto objevu nalezela Marcimu jiz 24 let pred Isaacem Newtonem (VALNICEK,
2006). Pied rokem 1800 nikdo netusil, ze mohou existovat neviditelné formy svétla, které
jsou za hranici viditelného spektra. Vlastni historie infracervené spektroskopie zac¢ina v Anglii
v roce 1800, pokusy astronoma Frederika Williama Herschla, zndAmého svym objevem planety
Uran (HART-DAVIS, 2011). Pravé diky jeho pokustim, kdy zkoumal ucinky sluneéniho
zateni rozlozeného pomoci hranolu na spektrum, byl podan viibec prvni dikaz 0 existenci
casti elektromagnetického spektra (Obr. 1). Za hranici viditelné oblasti, za cervenou slozkou
svétla, ve svych pokusech naméfil nejvyssi teplotu a objevil tak novou oblast, ktera byla

nazvana infracervena (PASQUINI, 2003).

Obr. 1: Rozlozeni svétla na barevné spektrum pomoci optického hranolu (Konica Minolta,
2015)

Oblast NIR (Near Infra-Red) se pro spektroskopii nepovazovala za uzite¢nou az do
zacCatku 2. svétové valky, protoze pasy v NIR oblasti se piekryvaji a bylo obtizné a slozité je

interpretovat. NIR zafeni bylo objeveno podstatné diive nez MIR (Middle Infra-Red) zafeni,

15
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navzdory tomuto faktu, druhy jmenovany spektralni region ziskal po zvefejnéni prace
Williama Webera Coblentze v roce 1900 §iroky ohlas a vyuziti. Coblentz v této praci vyvinul
prvni infraterveny spektroskop s pouzitim solného hranolu. Spektroskop se skladal z
galvanometru napojeného na termoelektricky ¢lanek ur¢eny k detekci infracerveného zateni v
libovolné vinové délce (WILLIAMS et NORRIS, 1990). Coblentz nasledné provedl mnoho
studii, jejichz vysledky vedly k piesnému méfeni infracervenych spekter pro stovky
anorganickych a organickych latek (PASQUINI, 2003).

Prvotni studie v oblasti NIR spektroskopie se rozvijely od roku 1938, kdy bylo
popsano stanoveni obsahu vody v zelatiné. Jako prvni vyuzil blizkou infracervenou
spektroskopii k hodnoceni slozeni pohonnych hmot Paul Barchewitz. Dlouhou dobu ale tato
instrumentalni metoda nebyla analytickymi vyzkumniky pouzivana (PASQUINI, 2003).

Zajem o analyzu v oblasti NIR vzrostl v 50. letech minulého stoleti po zjisténi,
ze vodikové (X—H) vibrace jsou odpovédné témét za vSechny absorpéni pasy v NIR oblasti.
Tato skute¢nost vedla v 60. letech k rozvoji metody monitorovani obsahu vody v riznych
materialech. Nejvyznamnéj$i osobou historie NIR spektroskopie je Karl Norris, ktery
zkoumal moznosti vyuziti NIR spektroskopie pfi hledani novych analytickych metod pro
stanoveni obsahu vody v zemédé€lskych produktech (PASQUINI, 2003). Vétsina
infraCervenych spektroskopti pouzivanych do roku 1970 vyuzivala jako monochromator
hranol nebo mifizku. Zasadnim prilomem v infracervené technologii bylo zavedeni
infracervenych spektroskopt s Fourierovou transformaci (FT-IR). K vyznamnym osobnostem
této doby tedy patii Jean Baptiste Joseph Fourier a nasledné i Albert Abraham Michelson,
ktery vroce 1881 zkonstruoval interferometr. Kvuli slozitosti matematické operace
Fourierovy transformace se tento postup az do roku 1949 nevyuzival. AZ roku 1952
francouzsky fyzik Peter Fellgett zkonstruoval infracerveny spektroskop s Fourierovou
transformaci, jehoZ sou&asti byl interferometr Michelsonova typu (VALNICEK, 2006). James
Cooley a John Tukey objevili v roce 1964 rychly algoritmus Fourierovy transformace,
coz umoznilo zkraceni Casu pro pocitacovy vypocet infracerveného spektra z hodiny na
nékolik sekund.

Od roku 1983 byly dodavany prvni komer¢ni filtrové ptistroje se softwarem. Pro dalsi
rozvoj NIR techniky mél velky vyznam technicky pokrok ve vyvoji pfistroji a optickych
vlaken, které umoznily delokalizaci méteni pomoci optické sondy v pevnych i kapalnych
materialech. Vyznamny vliv pro dalsi rozvoj techniky NIR mél také pokrok ve vypocetni
technice a vyvoj novych matematickych metod dovolujicich globalni zpracovani obrovskych

datovych soubort (MIKA et al., 2008).
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I ptes tento objev to byl stale dosti ¢asové naro¢ny proces. Interferogram byl
zaznamenavan na papirové pasky nebo dérované karty, které bylo nutno odnaset do
vypocetniho stiediska, kde se muselo ¢ekat na vypocet a vykresleni spektra. Roku 1969 pfisla
vyznamna zména, byl sestaven prvni komer¢ni FT-IR spektrofotometr se zabudovanym
specialnim minipoc¢itaCem. V infraervené spektroskopii bylo poprvé vidét vykreslené
spektrum kratce poté, co byl zméfen interferogram. V prabéhu 2. poloviny 19. stoleti
a v prvni poloving 20. stoleti byla infra¢ervena spektroskopie natolik propracovana, ze se stala
nepostradatelnou technikou v chemické a fyzikalni laboratofi a také v fadé technologickych
oborti (VALNICEK, 2006).

FT-IR spektroskopie se vyuziva v analyze potravin jak ke Kkvantitativnimu,
tak 1 ke kvalitativnimu hodnoceni. Spektroskopie v NIR oblasti se V potravinafistvi
a zemé&délstvi uplatiluje jiz od 60. let minulého stoleti. Dalsi uplatnéni nasla také ve farmacii,
petrochemii, medicing a pfi sledovani kvality Zivotniho prostfedi (CENTNER, 1999).

Pouziti NIR spektroskopie je také podminéno sou¢asnym rozvojem chemometrickych
metod, vykonné vypocetni techniky, kterd umoziuje statisticky vyhodnotit snimana spektra
v korelaci s analyticko-chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi méfenych vzorka (WILLIAMS
et NORRIS, 1990).

3.2 Spektroskopie v infracervené oblasti
3.2.1 Teorie a principy

Metoda molekulové spektroskopie studuje, pii jakych vinovych délkach dochazi
k pohlceni nebo vyzafeni elektromagnetického vinéni molekulami (Obr. 2). Cast energie
tohoto elektromagnetického zafeni je pohlcovana absorbéry, coz jsou dvouatomové vazby
napi. C—H, N-H, O—H, S—H, které jsou obsazeny v charakteristickych skupinach latek, jako
napt. tuky, bilkoviny, sacharidy atd. Pfi¢inou absorpce svétla je zména rotacné-vibracnich
potenciall téchto dvouatomovych vazeb (BIEN, 2006). V uspoifadani experimentu se méfi
zavislost intenzity zafeni, které proslo analyzovanou latkou na jeho vlnové délce. Vystupni

zaznam se oznacuje jako spektrum latky (KANIA, 2007).
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Obr. 2: Rozdéleni elektromagnetického spektra (KLEIN, 2014)

Tyto interakce jsou charakteristické zménami energetickych stavu latky, tj. jsou

spojeny s vyménou energie mezi latkou a zafenim. Existuji dva zakladni druhy energetické

vymény. Snizuje-li se vnitini energie latky, ktera soucasné emituje elektromagnetické zatenti,

mluvime o emisni spektroskopii. ZvySuje-li latka svoji vnitini energii a soucasné absorbuje

zafeni, jedna se o absorpéni spektroskopii NOVOTNA, 1998).

3.2.2 Infraéervené zareni

Infratervené zéfeni je elektromagnetické zafeni v rozsahu vlno&td 12 500 — 20 cm™,

coz odpovidd rozsahu vlnovych délek 800 — 0,5 nm (KANIA, 2007). Nejpouzivanéjsi

jednotkou v infracervené spektroskopii je vlnocet, ktery je dan spole¢né s vlnovou délkou

a frekvenci vztahy:

kde:
v = vinocet,

A = vlnova délka.

kde:

v = frekvence,

V=

1
2

<
I
|

¢ = rychlost svétla ve vakuu (3.10° m/s),

A = vlnova délka.
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Oblast infracerveného zafeni navazuje na jedné strané na zateni viditelné a na druhé
strané na zareni mikrovinné. Zazitou konvenci se, jak uvadi KANIA (2007), infracervena
spektroskopie d¢li z praktickych divodi podle vinovych délek zafeni na:

- vzdélenou infradervenou oblast (far infra-red, 50 — 1 000 um tj. 200 — 10 cm™)

- stfedni infradervenou oblast (middle infra-red, 2,5 — 50 pum tj. 4 000 — 200 cm™)

- blizkou infragervenou oblast (near infra-red, 0,78 — 2,5 um tj. 12 800 — 4 000 cm™)

Ruzni autofi rozdéluji infraCervenou oblast zafeni rtiznymi zpasoby. V Tab. I. je

uveden piiklad rozd¢leni infraervené oblasti dle OSBORNE et FEAMA (1986).

Tab. I: Rozd¢leni infracervené oblasti dle OSBORNE et FEAM (1986)

Vinova délka

Oblast Charakteristika VInodet (cm™)
(hm)
Blizka infracervend Overtony/kombinace 730 —-2500 14 300 — 4 000
Sti‘edni infracervend  Fundamentalni vibrace 2 500 - 5.10* 4 000 — 200
Dalekd infracervend Rotace 5.10* — 10° 200 — 10

Energie fotontli infracerveného zatfeni je dostate€na ke zméné vibracniho ¢i rotacniho
potencialu molekuly, ale nepostacuje pro excitaci elektronii v molekulovych orbitalech.
Hodnoty vibra¢nich energii jsou dany pevnosti chemickych vazeb a také molekulovou
geometrii a hmotnostmi jader (KANIA, 2007). Piikladn¢ u dvouatomové molekuly,
napi. u molekuly chlorovodiku (HCI), mohou vodikové a chlorové atomy kmitat jen podél
spojnice obou jader. Mimo tento pohyb navic je$té rotuji kolem osy prochazejici tézistém
molekuly kolmo na tuto spojnici. Pii piisobeni zafeni velmi malé energie (1 — 300 cm™)
dochazi k pohlceni zafeni, které je potiebné ke zméné rotacnich stavii molekul a ke vzniku
rotaéniho absorpéniho spektra. Pii piisobeni zafeni vétsi energie (300 — 4 000 cm™) dochézi
ke zméné jak rotacnich, tak i vibracnich potenciald molekul a ke vzniku vibracné rota¢niho

infraderveného absorpéniho spektra (KOSSLER, 1960).
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3.2.2.1 Vibrace a vznik spekter

O [imm e

R priimér

molekuly popsat modelem harmonického oscilatoru orsoooh
Q.MM

(Obr. 3).
R maximum

Stacionarni stavy harmonického oscilatoru maji i
AN
/NI

Vibracni pohyb lze v pfipadé dvouatomové

&

p——pp—
L X0 X0

s vibraénim kvantovym ¢islem n energii E(n) uré¢enou

vztahem: R minimum
Eqy=hv(n+ %) Obr. 3: Zndzornéni modelu
harmonického oscilatoru (MILDE,
2008a)
kde:

h = Planckova konstanta (6,626.10% J.s),
n (0,1,2,3...) = vibra¢ni kvantové ¢islo,

v = frekvence.

Za bézné teploty je vétSina molekul v tzv. zdkladnim stavu (n = 0). Pfi absorpci
elektromagnetického zafeni molekuly pfechdzeji do hladin s vy$§imi vibracnimi kvantovymi
Cisly. Model harmonického oscildtoru je pouze hrubym pfiblizenim pro pohyb realné
dvouatomové molekuly, kterd se ale ve skutenosti chova jako anharmonicky oscilator.

Hladiny energie anharmonického oscilatoru jsou dany vztahem:

E(W/he=[(n+%)-xe(n+%)7
kde:
Xe = konstanta anharmonicity, kdy pro jednoduché vazby lezi jeji hodnota obvykle

v intervalu 0,01 az 0,05.

Tento model vystihuje skuteénost, Ze rozdily mezi sousednimi hladinami nejsou

konstantni, ale klesaji s rostoucim kvantovym ¢islem (Obr. 4).
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WM

2

Harmonicky oscilator Anharmonicky oscilator

Obr. 4: Zndzorneni krivky pritbehu potencidlni energie harmonického a anharmonického

oscilatoru (KLOUDA, 2003)

Dilezitou podminkou, ktera je vazana k absorpci, je, ze béhem vibrace musi dojit ke
zméné dipdlového momentu. Tato zména miize vést ke zvySeni vnitini energie molekuly diky
absorpci elektromagnetického zateni. Intenzita infracervenych past je umérna velikosti
zmény dipolového momentu. Dipdlovy moment a jeho zména uzce souvisi se symetrii
molekuly, potom tedy zjiStujeme symetrii vibraci (symetrické a asymetrické vibrace).
Se zvySujicim se poctem atomu se vibrace molekuly komplikuji, nebot’ vedle valen¢ni
vibrace, kterou u dvouatomové molekuly predstavuje natahovani a smrStovani délky vazby,
muze u viceatomové molekuly dochazet k vibracim, kdy se méni i thel mezi dvéma ¢i vice
vazbami v molekule. Takové vibrace jsou oznacovany jako vibrace deformacni (Obr. 5).
Dvouatomové symetrické molekuly (napt. O3), které maji ve vSech vibra¢nich stavech nulovy

dip6lovy moment, neabsorbuji infracervené zafeni (VOLKA et al., 1997).

Rovinné vibrace:

1) Valen¢ni symetricka
2) Valenc¢ni asymetricka
3) Deformacni niizkova

4) Deformacni kolébava

Mimorovinné vibrace:

Obr. 5: Zndzorneéni druhii vibrace 5) Deformacni kyvava

skupiny -CH,- (KLOUDA, 2003) 6) Deformacni kroutiva
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3.3 Infradervené spektrum

Nejvyznamnéjsi absorpcni pasma, kterd se vyskytuji v NIR oblasti se tykaji svrchnich
tond (700 — 1 800 nm) a kombinac¢nich prechodt (1 800 — 2 700 nm) zpisobenych vibraci
vazeb molekul, které obsahuji zejména —CH, —NH, —OH a —SH funk¢ni skupiny. Spektrum je
pasové a pasy odpovidaji riznym typim vibracnich pfechodti. Rota¢ni pfechody nemaji velky
vyznam, lze je méfit v plynech. V kapalinach a tuhych latkach splyvaji v disledku interakci

molekul v kontinuum. Infracervené spektrum se déli na 2 oblasti (Obr. 6):

a) oblast skupinovych vibraci tj 4 000 — 1 000 cm™. Tato oblast je vyuzivana pro

identifikaci funkénich skupin v molekule.

b) oblast otiskii prsti tj. 1 000 — 400 cm™. Zde se nachazi deformaéni vibrace, které

jsou ovlivnéné strukturou molekuly a umoznuji identifikaci konkrétni organické latky

(MILDE, 2008b).

% Transmittance
Transmittance

I g SRy <Rl

Wavenumber (cm™") Wavenumber {cm™')

Obr. 6: Zmeny pribéhu spektra v obou oblastech p7i identifikaci skupiny —OH (KLEIN, 2014)

Jedna se tedy o molekulovy otisk materialu, z né¢hoz je vzorek slozeny, diky ¢emuz
zname jeho piesnou identifikaci a kvantifikaci. Z tohoto divodu je NIR metoda jedna z
prvnich pfi volbé analyzy vSech hlavnich parametrii potravin tj. stanoveni vlhkosti, tuku,
bilkovin, $krobu, ¢i aminokyselin (NIEMOLLER et BEHMER, 2008). Ne vzdy se podafti
ziskat spektra, kterd jsou ihned pouzitelna k tvorb¢ kalibraci. Takovéa spektra je nutno upravit
riznymi matematickymi operacemi tak, aby vytvoiena kalibrace z téchto spekter byla funk¢ni
a spolehliva. Mezi nejcastéjSi zpisoby piedupravy spekter pfed kalibraci patii derivace
spekter (MIKA et al., 2008). Derivované spektrum je vyjadienim derivovanych hodnot
d"4/d)" (n =1, 2,...), spektra A (1) jako funkce vinové délky (4). Cast&ji je ale vyuzivana
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druha derivace d°A / d 4% Po pouziti druhé derivace se pivodni pas zobrazi separovang,
zietelngji, sméfujici smérem dold. Nevyhodou derivaci byva zhorSeni signalu Sumu po

kazdém rozliSovani spektra (OZAKI et al., 2007).
3.3.1 Infracervena spektra v potravinach

Spektra potravin jsou tvoiena zejména absorpCnimi pasy skupin, které obsahuji
pfedevs§im chemické vazby, jako C-H, které jsou obsazeny V tucich, olejich ¢i sacharidech
dale vazby N-H obsazené v bilkovinach a O—H vyskytujicich se ve vodé a v alkoholech
(Obr. 7). Tyto skupiny jsou obzvlasté dulezité a uzite¢né pro kvantitativni analyzu
(BERGLES, 2008). Potravinova spektra v NIR oblasti jsou obvykle Siroké pasy, které
vznikaji piekryvem mnoha slabsich absorp¢nich past, kdy diference mezi nimi jsou nepatrné
a lidskym okem nezaznamenatelné (MANLEY et al., 2008).

V soucasné dob¢ Ize NIR vyuzivat také k méfeni dietarni vlakniny. Vyuziva se
absorp¢nich pasi celulézy 2 336 nm a 1 544 nm. Dale je mozné pomoci NIR zjistovat
organické kyseliny, etanol ve ving, pivu a to i béhem jeho vyroby (MIKA et al., 2008).

V potravinach jako je mléko, maso, brambory nebo ovoce se obsah vody pohybuje v
rozmezi 70 — 90 %. U téchto potravin se absorpéni pasy vody objevi pii vinovych délkach
mezi 1 400 — 1 410 nm, coz bylo pozorovano i u vzorku ¢isté vody. Prvni uspésna aplikace
NIR v analyze zemédélskych produktii a potravinafskych surovin se tykala pravé stanoveni
obsahu vody. Cista voda ma ve svém spektru pét absorpénich pasii (s maximy pii 1 940,
1 450, 1 190, 970 a 760 nm pii 20 °C). U vzorki obsahujicich vysoky obsah vody (> 80 %)
je ptitomen dominantni absorpéni pas vodikové vazby mezi 1 440 a 1 930 nm, nasledkem
¢ehoz jsou komplikace pfi jejich analyzach (BENITO et al., 2008).

Ostré absorpéni pasy, vzniklé z C—H skupin, lze pozorovat pii vinovych délkach
2310, 2 350 nm a pti 1 730 nm. VInova délka 1 730 nm se piekryva s absorpénim pasem
bilkovin (WEHLING, 2010).

Sacharidy jsou skupinou latek, ktera se v potravinach vyskytuje velice hojné
a v nejriznéjsich kombinacich. Protoze vSechny obsahuji C—H a O—H skupiny, jejich spektra
jsou si velice podobna. U pfirodnich ovocnych §tav se NIR spektroskopie nejcastéji vyuziva
ke stanoveni jednotlivych sacharidi. Celkovy obsah sacharidi v ovocnych $tavach muze byt
méfen zpusobem transmise pii 2 200 nm. Sachardza byla pomoci NIR techniky nékolikrat
stanovena ve vin¢, ¢okoladé, v pekaiském zbozi a laktéoza v suSeném mléce (WEHLING,
2010).
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Historicky nejvyznamnéjsi aplikaci NIR spektroskopie se stalo stanoveni bilkovin
Vv pSenici. Vzorky s vysokym obsahem bilkovin absorbuji vice zafeni v regionech typickych
pro N—H skupiny, nez vzorky s nizkym mnozstvim bilkovin. Absorp¢ni pasy typické pro N-H
skupiny v bilkovinach mohou byt pozorovany napiiklad pii  vlnovych délkach
2 060 a 2 180 nm ve spektru vajec. Je tedy ziejmé, ze riizné charakeristické skupiny se
nachazi v riznych vinoctech (Obr. 8).

Triple Double

Bonds to H Bonds Bonds Single Bonds
C=C c—C
c=C
X—H C=N C—N
|C=N
C=0 c-0
4000 2700 2300 2100 1850 1600 ‘ ‘ 400

Wavenumber (cm™1)

Obr. 7: Charakteristické absorpcni pasy a jejich vinocty (KLEIN, 2014)
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Obr. 8: Vinocty, ve kterych se nachadzi dané charakteristické vazby (KLEIN, 2014)

3.3.2 Ziskavani spekter

Dulezitymi aspekty pii ziskavani spekter je zachazeni se vzorky a postup vlastniho
meéfeni, ktery by mél byt metodicky spiSe pomalejsi, aby bylo docileno toho, Ze namétené

hodnoty nebudou vybocovat z fady. Teplota a vlhkost v laboratofi by nemély béhem méteni
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vyrazn¢ kolisat, pro vlastni métfeni je nevhodny priivan. Na konci méfeni je vhodné zopakovat
kontrolu monochromatoru, abychom se presvédcili o stabilité pfistroje. Pti prohlizeni spekter
na obrazovce je tieba kriticky posoudit kazdou abnormalitu a ziskand spektra je vhodné
zalohovat (MIKA, 1997). Priibéh spektralni kiivky je odvisly od zvolené metodiky méfeni
(Obr. 9).

A) B)

C} i |

Obr. 9: Infracervena spektra miéka ziskand na A) Reflektanci; B) Transmisi; C) Interaktanci

3.4 Pristrojové vybaveni k méreni NIR spekter

V soucasné dobé se kziskavani spekter vyuzivaji spektroskopy s Fourierovou
transformaci, které pracuji na principu interference zatfeni, kdy se ziskany signal pievede na
infraervené spektrum matematickou operaci, ktera se nazyva Fourierova transformace. Tyto
spektroskopy nahradily vyvojové nejstars$i skupinu ptistroji, coz byly filtrové pfistroje, které
pracovaly pouze surcitymi vinovymi délkami. Dale se v NIR spektroskopii pouzivaji
disperzni spektroskopy, které obvykle zaroven pokryvaji oblast viditelnou, ptipadné
i ultrafialovou, ale i tyto pfistroje jsou nahrazovany spektroskopy s Fourierovou transformaci.
FT-NIR spektroskopy jsou uzivany poslednich 20 let. Diky interakci mezi vzorkem, referenci

a optickymi komponenty (zrcadla) jsou nastaveny energetické modely, vyvolavaji
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interferogramy, které jsou pouzity k vypoctu absorbance vzorku (McCLURE et
TSUCHIKAWA, 2007).

Prvotni signdl tj. interferogram je slozitou matematickou funkci tzv. Fourierovou
transformaci pfeveden na infracervené spektrum (Obr. 10). Vyuzitim Fourierovy transformace

se vyznamné zvysuje citlivost, vinotova piesnost, rychlost a moznosti rozlieni (KLIC et al.,

2002).

T =)

Obr. 10: Prevod interferogramu na infracervené spektrum u vzorku kavy
3.4.1 Disperzni infracervené spektroskopy

Tyto piistroje jsou konstrukéné starsi a v dne$ni dobé méné vyuzivanym typem
infraéervenych spektroskopt. Jsou konstruovany jako jednopaprskové, tj. vyuzivaly pouze
jeden vlnocet (Obr. 11) nebo dvoupaprskové. Zdrojem polychromatického zafeni byva
rozzhavena tycinka a k rozkladu infraderveného zafeni dochazi na odrazovych kovovych
miizkach. V dneSnich pfistrojich se pouzivaji pyroelektrické detektory, nejznamé;si
TGS (triglycinsulfat) a DTGS (deuterovany triglycinsulfat) nebo polovodi¢ové detektory
napi. PbS a také MTC (Mercury — Cadmium — Telluride), ktery vynika vysokou citlivosti
a rychlou odezvou (NEMCOVA et al., 2004).
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K= B -
i = S 4@— 7
1. Zdroj zateni 5. Monochromator
2. Chopper (rotujici zrcadlové segmenty) 6. Detektor
3. Kyveta se vzorkem 7. Vyhodnocovaci zafizeni

4. Srovnavaci prostiedi

Obr. 11: Schéma jedno-paprskového disperzniho infracerveného spektroskopu (KLOUDA,
2003)

3.4.2 Spektroskopy s Fourierovou transformaci

Zakladem pfistroje je interferometr nejcastéji Michelsonova typu. Vysledkem méfeni
u tohoto pfistroje neni spektrum, ale tzv. interferogram, coz je zavislost odezvy detektoru na
Case. Z interferogramu ziskdme spektrum teprve provedenim tzv. Fourierovy transformace.
Z hlediska méfeni se tudiz nejedna o spektroskopii, ale o interferometrii (VOLKA et al.,
1997).

3.4.2.1 Princip méieni

Metoda infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci je zaloZena na spojeni
interferometru s citlivym detektorem a pocitatem. Michelsoniv interferometr zeslabuje, resp.
zesiluje zafeni z polychromatického zdroje. Tento interferometr se sklada ze tfi aktivnich
komponent tj. dvou na sebe kolmych zrcadel (pohyblivého a fixniho) a beamsplitteru
tj. polopropustny déli¢ svazku paprski, ktery je umistén mezi témito zrcadly na linii 45°
(HONNER, 2008). Jednim ze zakladnich soucasti v interferometrickych spektroskopech je
zdroj zafeni, coz byva keramickd tyCinka napf. z karbidu kiemiku, anebo Zarovka
s wolframovym vldknem ¢i halogenova Zarovka, které pifi zahtati emituji spojité zafeni
v infracervené oblasti (KANIA, 2007). Nejhlavngjsi soucasti spektroskopu je interferometr,
jehoz hlavnimi souc¢astmi jsou, jak je psano vySe, déli¢ paprski, pohyblivé a pevné zrcadlo

(Obr. 12).
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Obr. 12: Interferometr pristroje FT-NIR Antaris

D¢li¢ paprski, jimZz zateni prochazi, musi mit vysokou propustnost i reflexi. Tuto
funkci plni nejlépe tenké filmy materidlu s vysokym indexem lomu (napf. oxid Zelezity).
Takovy film je nanesen na vhodny nosi¢, kterym je piesné¢ vybrouSeny otvor nejcastéji
Z fluoridu vapenatého. Na velmi piesné fizeném pohybu pohyblivého zrcadla zavisi spravna
funkce interferometru a to pii rychlostech od n&kolika mm.s® do stovek mm.s™.
Pfi nepatrném vykyvu zrcadla svazky interferuji a z tohoto divodu jsou zrcadla umisténa na
vzduchovém lozi a spravna poloha pohyblivého zrcadla je fizena helium/neonovym laserem
(He-Ne laser), ten zajistuje rychlé a presné kmity. K detekci je pouzivano rtznych typu
detektorti. Z divodu neschopnosti infracerveného zafeni excitovat elektrony nejsou
fotodetektory pro piimou detekci pouzitelné. Mezi nejéastéji pouzivané detektory patii PbS,
PbSe, InSb nebo InGaAs (KLOUDA, 2003). Do interferometru vstupuje paprsek z
infraéerveného zdroje. Na polopropustném zrcadle je paprsek rozdélen na dvé slozky, z nichz
se jedna odrazi od zrcadla pohyblivého a druha od zrcadla fixniho. Geometrie interferometru
je dana tak, Ze zrcadlo pohybujici se po draze ,X* ud€luje prochéazejicimu paprsku
tzv. drahovy rozdil 0 a plati, Ze d = 2X. Uvniti interferometru oba paprsky interferuji.
Interferenci se zesiluji paprsky, které se setkaji ve fazi. Postupné¢ se méni vzdalenost
pohyblivého zrcadla, a tim i vinové délky zesileného zatreni (KLOUDA, 2003).

Je-li do drahy paprsku vloZena kyveta s absorbujicim vzorkem, dochazi k zeslabeni
zafeni charakteristickych vlnovych délek. Za komorou se vzorkem je umistén detektor
vhodny pro dany spektralni obor zareni. V detektoru je umistén fotoClanek, ktery méni

dopadajici svétlo na elektricky signal (Obr. 13).
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Fixni zrcadlo
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Detektor Poéitaé
Interferogram Spektrum

Obr. 13: Schematické zndazornéni interference dvou monochromatickych vinéeni na

Michalsonové interferometru a jeho prevedeni na spektrum (KOZELKOVA, 2012)
3.4.2.2 Fourierova transformace

Fourierova transformace je pievodem funk¢ni zavislosti intenzity signalu (snimaného
detektorem) na posunu zrcadla do funk¢ni zavislosti intenzity signalu (transmitance,

absorbance) na vinoctu dle:

(&6 = J. S(v) exp(i2mvd) d(v)

kde:
I (8) = intenzita signalu na detektoru vzhledem k optickému drahovému rozdilu §,
S (v) = intenzita zafeni v zavislosti na vino¢tu v,

i = imaginarni jednotka (i*= -1).

Vypocet spektra S (v) je fizendle vztahem:

S) = j+w1(6) exp(—i2mvd) d(6)

Zpétna Fourierova transformace vyjadiuje spektrum jako rozdil sinu a cosinu, tedy plati

kde @ nahrazuje vyraz 2mv.
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Pokud zanedbame imaginarni ¢ast i sin 88, ziskame vztah:

Slv) = f+001(6) cos(2mvd) d(5)

V praxi samoziejm¢ neni mozné zaznamenavat interferogram az do nekonec¢ného
drdhového rozdilu. Zrcadlo se pohybuje podle konstrukce spektrofotometru a urcuje drahovy
rozdil az do hodnoty dmax. RovnéZ interferogram je sniman jen z jedné strany, tedy od

optického drahového rozdilu é = 0. Pfedchozi rovnici Ize tedy upravit do tvaru:

‘Smax
Sv) = f 1(6) cos(2mvs) d(6)
0

Detektor neregistruje signal analogovym zpusobem, ale snima diskrétni soubor N
hodnot intenzit signdlu v daném Casovém intervalu. Vysledny interferogram je slozen z N

bodi a Frourierovu transformaci interferogramu lze provést podle rovnice:

Slv) = Z 1(8;)cos(2mv;6;)46;
i=1

kde:
S (vj) = intenzita zafeni na j-té potadnici vinoctu vj,

I (8i) = intenzita signalu z detektoru na i-té pofadnici drahovém rozdilu 6i.
Vypocet vlastniho spektra zahrnuje zméfeni interferogramu bez vzorku (prazdna

kyveta), ¢imz ziskame referen¢ni spektrum pozadi SB (v) které je charakterizovano

spektralnimi pasy vzdusné vlhkosti a oxidu uhli¢itého (Obr. 14).

A) H|'r B) W|T 1 g | N

Obr. 14: Referencni spektra pozadi pristroje: A) integracni sféra; B) transmisni kyveta,
C) opticka sonda
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Po t¢ je méfeno spektrum vzorku Sv (v). Vysledné spektrum latky Sgpec (V) je

definovano vztahem:

Sy (v)
Sg (v)

SspEC (v) =

Béhem Fourierovy transformace interferogramu na spektrum casto dochazi ke vzniku
fady spektralnich artefakt. Abychom obdrzeli spektrum co nejlepsi kvality, je nutné
dodrzovat presn¢ vymezend pravidla nastaveni podminek méteni a vysledné spektrum dale
upravit. Ke zhorSeni kvality spektra dochazi jednak vlivem instrumentace a jednak zvolenym
vypocetnim postupem (FERUS, 2006).

Spektroskopy s Fourierovou transformaci maji nékolik vyhod oproti klasickym
disperznim nastrojam. Jejich hlavni pfednosti je zptisob ziskavani spektra, s ¢imz je spojena
tzv. Fellgettova multiplexni vyhoda. Na detektor dopadd v kazdém okamziku simultdnné
zateni v celém spektralnim rozsahu. Uvazujeme-li vysokou rychlost zaznamu, ziskdme
informaci o Siroké Casti spektra ve velmi kratké dobé. S presnosti méfeni, kterd je zavisla
hlavné na kalibraci He-Ne laseru, je spojena tzv. Connesova vyhoda. Veskeré zaieni po
prichodu vzorkem ¢i po odrazu od povrchu vzorku je pfivedeno na detektor. Interferogram
tak obsahuje veskeré spektralni informace, avSak v této formé nejsou pfili§ srozumitelné.
Inverzni transformace provedena pocitatem poskytne z interferogramu infracervené spektrum
(NOVOTNA, 1998). Pro uréeni rozdilu optickych drah v obou ramenech slouzi laser s uzkou
spektralni Sitkou vyzafovani. Jeho paprsek téZ prochazi interferometrem a je sniman
fotodiodou. Vysoka rozlisovaci schopnost je urCena technickou dosazitelnosti velkého
drahového rozdilu. V disperznim spektroskopu dopada na detektor jen mald ¢ast zafeni.
V FT-IR pfistrojich toto omezeni odpada a optické prichodnost systému je limitovdna hlavné

velikosti zrcadel a tento stav je oznaCen jako Jacquinotova vyhoda (McCARTHY et
KEMENY, 2007).

3.5 Spektroskop FT-NIR Antaris

Tento pfistroj slouzi k pfrevodu detektorem zaznamenaného interferogramu na
infratervené spektrum. Spektroskop Antaris (Obr. 15) je FT-NIR analyzator navrzeny
specialné pro pouziti v provoznim prostiedi potravinarského, chemického a farmaceutického

primyslu. Jeho unikatni konstrukce umoZziuje jeho wuZzivani jak v provoznich,
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tak laboratornich podminkach pro kontrolu slozeni a uniformity produkti a meziproduktu,
identifikaci vstupnich surovin a verifikaci vyrobkt (NICOLET CZ, 2012).

Obr. 15: FT-NIR Antaris: A) Rezimy pristroje 1) reflektance, 2) transmise, 3) interaktance;

B) celkovy pohled na pristroj; C) prislusenstvi pristroje

Spektroskop Antaris vyuziva detektoru zhotoveného z india, gallia, arsenidu (InGaAs).
Tento typ detektoru poskytuje pouZitelnd data v rozsahu 12 000 — 3 800 cm™
(833 — 2 630 nm). Zdroj zafeni ma vybornou propustnost a trvanlivost. Emituje paprsek
bilého svétla, ktery prochézi ptistrojem a je selektivné absorbovan nebo odrazen vzorkem.
Helium/neonovy (He-Ne) laser je vybaven filtrem pro redukci sily a reflexe. Detektory
instalované v spektroskopu Antaris jsou velmi citlivé, ale snimaji-li pfili§ mnoho svétla,
mohou se nasytit nebo produkovat zkresleny signal. Zeslabovaci kolo v pfistroji slouzi jako
dva screeny pro limitovani energie vysilané na vzorek. Pocita¢ napojeny na NIR spektroskop
je vybaven softwarem zpracovavajici zmétfena spektra. Méfit na FT-NIR Antaris lze s

vyuzitim téchto méficich modultt (NICOLET CZ, 2012):

1) Rezim transmisni — méfeni s vyuzitim kyvet s riznou optickou drahou (napf.: 1 mm) v

kyvetovém prostoru spektrofotometru (Obr. 16).

B)

Obr. 16: Transmisni rezim na FT-NIR Antaris: A) transmisni komora; B) kyvetovy prostor;

C) sklenena kyveta s optickou drahou paprsku 1 mm
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2) Rezim reflektanéni — méfeni na integracni sféfe s vyuzitim transflektan¢nich kyvet

disponujicich kovovym zrcitkem (@ 1,5 cm) s rtuznou vysSkou
reflexni plochy (h = 0,2 a 0,3 mm) anebo s pouzitim tzv. Sample

Cup Spinner, coz je rotujici kompresni kyveta se sklenénym dnem

(© = 3 cm) urena pro analyzu zejména nehomogennich vzorki
(Obr. 17).

Obr. 17: Reflektancni rezim na FT-NIR Antaris: A) integracni sféra; B) integracni sféra se
spinerem; C) kompresni kyveta; D) detail kovového zrcdtka transflektancni kyvety,
E) transflektancni kyvety

3) Rezim interaktanéni — vyuziva méfeni pomoci vlaknové optiky v podobé optické sondy
(Obr. 18).

Obr. 18: Interaktancni rezim na FT-NIR Antaris: A) opticka sonda; B) transflektancni

nastavec na usti sondy
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3.6 Programové a softwarové vybaveni

3.6.1 Programové vybaveni FT-NIR spektroskopu Antaris

K vlastnimu méfeni je dulezité, aby pocita¢ napojeny na spektroskop disponoval
jistymi ovladacimi softwary (Obr. 19). Tyto softwary jsou rozdéleny podle toho, zda jsou
schopny spektra ziskat a upravovat nebo naméfend spektra vyhodnotit. Hlavnim softwarem
pti ziskavani spekter je program Omnic, ktery umoznuje nastaveni méficich parametrt
spektroskopu, dale tidi vlastni méfeni a diky nému je mozné provadét rizné operace Se
spektry (NICOLET CZ, 2013). Dalsim softwarem pouzitelnym v NIR spektroskopii je Result
Integration. Ten také slouzi knastaveni méficich parametri a vlastnimu méfeni.
Je pouzitelny 1 k zakladnimu zpracovani namétfenych spekter. UmoZiluje integrovat
kvantitativni i kvalitativni metody méteni s jednoduchymi datovymi soubory, jejich archivaci
a tvorbu uzivatelskych analytickych podprogramt bez pouziti slozitého programovani nebo
makro kodovani (NICOLET CZ, 2006a).

Software TQ Analyst je dimyslny, snadno vyuzitelny pro vyvoj kvalitativnich
i kvantitativnich metod NIR spektroskopie. Nastavené algoritmy (Obr. 20) umoznuji vypocet
koncentrace slozek nebo identifikaci neznamych komponent za pouziti souboru kalibra¢nich
standard (NICOLET CZ, 2011).

Q)

TQ Asalyst™ Professiceal Edition

TQAnabywr 720 68 RELEASE
Copyeght ® 1 9562006 Thammes Elnchon Coe Al ights meerved

Obr. 19: Softwary vyuzivané na FT-NIR Antaris: A) Omnic; B) Result; C) TQ Analyst

Pro kvantitativni analyzy jsou v TQ analyst vyuzitelné tyto techniky (NICOLET CZ, 2006b):

a) jednoduchy Beeriv zakon — metoda vyuziva K tvorbé kalibra¢niho modelu klasického
Lambert-Beer-Bougherova zakona, pro ktery plati, ze za urCitych ptfedpokladi se
absorbance u zvoleného spektralniho pasu zvySuje pfimo umérné s koncentraci
(NICOLET CZ, 2011). Tato technika vyzaduje méfeni plochy nebo vysky jediného
pasu kazdé slozky a plati, ze kazda slozka musi mit alesponi dvé koncentracni hodnoty.

Takto je pro kazdou slozku vytvarena vlastni kalibra¢ni zavislost (NICOLET CZ,
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2006b). Timto zpusobem je mozno fesit jednoduché analytické problémy, které lze

charakterizovat nasledovné (NICOLET CZ, 2011):

- pasy jednotlivych komponent se neptekryvaji,

- zakladni linie méfenti je stala,

- zavislost mezi absorbanci a koncentraci je linearni nebo témér linedrni,
- mezi komponentami neni nebo je velmi mald chemickd interakce,

- matrice vzorkl je dobfe definovana,

- k dispozici je nejméné tolik standardu, kolik je stanovenych slozek smési.

Jednoduchy kalibraéni model se nazyva kalibra¢ni kiivka. Rozsah kalibrace by mél
uréovat 1 rozsah stanoveni, to znamend, Ze koncentrace latky v nezndmém vzorku by se
neméla pohybovat ,,pod* ¢i ,,nad* hranicemi kalibra¢ni fady. Pokud je stanovena koncentrace
mimo kalibrovany rozsah, je nutno kalibraéni metodu rozsifit o standard, ktery posune

kalibra¢ni rozmezi spravnym smérem (NICOLET CZ, 2011).

VYHODY METODY:
- snadno pochopitelnd matematicka podstata,

- nevyzaduji velké mnozstvi standard.

NEVYHODY METODY:
- metoda je nepouzitelnd, pokud se pasy nebo oblasti komponent prekryvaji,

- je piesna pouze pro koncentracni rozpéti, pro které je kalibracni zavislost linearni.

b) CLS (Classical Least Squares — klasické nejmensi ¢tverce) — tento algoritmus je podobny
algoritmu pro tvorbu kalibraci podle Beerova zékona. Technika CLS vSak fesi
alternativu moznych piekryvajicich se past slozek. Model kalibrace mize byt zalozen
na plose nebo vysce pasu, mize byt také pouzit soubor mnoha bodt ve spektralnim
rozsahu, ktery je Sirsi nez konkrétni izolovany pas. Technika je schopna pracovat s
daty obsahujici ptekryvajici se pasy slozek, protoze kalibracni model vyjadiuje
posuzované kiivky jako linearni kombinaci absorbanci kazdé z pfispivajicich slozek
(NICOLET CZ, 2006b). Matematicky je CLS simultanni aplikace Lambert-Beerovy

rovnice na vybranou oblast spektra.
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Uspéch kalibrace je zavisly na splnéni téchto podminek (NICOLET CZ, 2011):

- kazda kalibrovana komponenta ma alespon jednu métenou oblast,

- kazda slozka prispivajici k absorbanci v dané oblasti je zahrnuta jako
komponenta do metody,

- pocet kalibracnich standardl je minimaln€ roven poctu komponent,

- koncentrace komponent v kalibra¢nich standardech se musi ménit nezavisle,

- neexistuji vyznamné interakce mezi latkami ve smési,

- vzorek je smési znamych latek, aby nedochazelo k prispévkiim neznamych
komponent do spektra vzorkd,

- vztah mezi koncentraci a absorbanci je linearni nebo ma k linearité blizko.

VYHODY METODY:
- moznost vyuziti pasti komponent, které se vynamn¢ piekryvaji,
- potteba mensiho mnozstvi standardl nez pii pouziti PLS nebo PCR metody,
- presnéjsi vysledky nez pii pouziti Lambert-Beerova zdkona, protoze jsou vyuzity
vSechny datové body v analytickém regionu pro vypocet a nikoliv jen napft. vysky

pasu.

NEVYHODY METODY:
- nemuze fesit vyskyt neocekavanych necistot ve vzorku ovlivitujicich matrici,

- interference pro jednu komponentu mohou ovliviiovat i ostatni komponenty.

c) SMLR (Stepwise Multiple Linear Regression — postupna vicenasobna regrese)
- Regresni metoda slouZi k modelovani zavislosti mezi kvantitativnimi znaky spojitého
typu. Nejjednodussim piipadem je linedrni zavislost jedné veliCiny, tzv. zavisle
proménné Y na jiné veli¢ing, tzv. nezadvisle proménné X. V praxi se ale Casto
setkavame se situaci, ze veli¢ina Y muize byt vysvétlena linedrni kombinaci vice
proménnych tzv. regresord Xi, X; ... Xk (kde k > 2). V takovém piipad¢ se hovofti
o mnohondsobné linedrni regresi (NICOLET CZ, 2011). Tato technika vyjadiuje
koncentraci jako funkci absorbance. Timto se tato technika lisi od CLS, ktera
postupuje opacné. Tvofeny kalibra¢ni model technikou SMLR je zalozen bud’ na
prumémné vySce pasu Vregionu, nebo na vySkach spektralnich pasi. Pro kazdou
sledovanou slozku je zvoleno vice past nebo regiont, vétSinou 3. V kazdém regionu

muze byt asociovano i vice slozek. SMLR automaticky postupné vyhledava regiony
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pro prvni slozku a pak teprve postupuje k dalsim. Editace vybranych regionti neni
mozna, je vSak mozné vymezeni oblasti vyhledavani regionti, omezeni nebo zvysSeni
jejich poCtu a uréeni minimalni S$itky a minimalni vzdalenosti mezi regiony

(NICOLET, 2006b).

VYHODY METODY:
- nevyzaduje tolik standardii jako PLS nebo PCR,
- kompenzuje interkorelaci (vztahy mezi slozkami smési),
- je piesnéjsi nez Lambert-Beeruv zakon,
- vyhodou oproti CLS je, ze kazda slozka smési je kalibrovana nezavisle,
- SMLR si umi poradit s neCekanymi zménami ve vzorcich zptisobenymi napiiklad

zménou vyroby nebo necekanymi necistotami ve vzorcich.

NEVYHODY METODY:
- nevyrovna se s intenzivné se prekryvajicimi pasy,

- slozky musi absorbovat linearn¢ s koncentraci.

d) PLS (Partial Least Squares — caste¢né nejmensi Ctverce) — technika zaloZena na
statistickém pojeti kvantitativni analyzy. Algoritmus hodnoti zadanou ¢ast nebo ¢asti
spektra komplexné. K tvorbé modelu vyuZiva oblasti, které jsou statisticky proménlivé
jako funkce koncentrace dané slozky. Pfi vyuziti spektralnich a koncentracnich
informaci v tabulce standardi je kalibracni model vyvinut v jednom kroku (NICOLET
CZ, 2006b). Uspéch pii vyvoji kalibraéniho modelu je zavisly na splnéni téchto
podminek (NICOLET CZ, 2011):

- pocet kalibracnich standardil je minimalné trojnasobkem poctu hledanych
komponent,

- vSechny standardy by mély obsahovat v§echny analyzované komponenty,

- koncentrace komponent ve standardech se musi ménit nezavisle tj. generace

kalibracnich standardi fedénim zakladniho roztoku je nevhodné.
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VYHODY METODY:
- Umoziluje kalibrace za pouziti past nebo regiont komponent, které se silné
prekryvaji,
- fesi interference neznamych komponent,
- kK vypoctim jsou pouzity vSechny datové body v analyzovaném regionu,

- uzivatel nepotiebuje specifikovat zvlastni oblast pro kazdou komponentu.

NEVYHODY METODY:
- vyzaduje velké mnozstvi standardq,

- pochopeni jejiho matematického systému je slozité.

e) PCR (Principle Component Regression — komponentni regrese) je dalsi statistickou
kvantitativni technikou, ktera, stejné jako PLS, zkouma vybranou oblast nebo oblasti
métenych spekter, ale probihd ve dvou krocich. Prvné jsou spektralni informace
vyuzity kvypoctu tzv. hlavnich komponent (PC - principal components).
V nasledujicim kroku je jiz vytvofen kalibra¢ni model jako zavislost PC na
koncentraci stanovenych komponent (NICOLET CZ, 2006b). K definici vhodného
experimentalniho postupu pfi kvalitativni klasifikaci vzorki je nutné nejprve posoudit

nasledujici faktory (NICOLET CZ, 2011):

- pocet materialli, které musi zvoleny algoritmus rozlisit,
- pocet standardd dostupnych pro definici kazdého znamého materialu,

- kvalita spektralni informace dostupna pro neznamé vzorky a standardy.

VYHODY METODY:
- umoznuje kalibrace komponent, jejichZ pasy nebo regiony se silné piekryvaji,
- mize fesit interference nezndmych komponent,

- je presnéjsi, protoZe pro vypocet jsou pouzity vSechny datové body v regionu.

NEVYHODY METODY:
- vyzaduje mnoho standardi,
- pochopeni jejiho matematického systému je obtizné,
- Jestlize regrese neni provedena po oznaceni PC, nejsou tyto brany v Givahu pii

vypoctu koncentraci.
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Pro tvorbu kvalitativnich kalibra¢nich modelt software TQ Analyst nabizi nasledujici

techniky:

a) Similarity match (test podobnosti) je klasifika¢ni technika, ktera zjist'uje, jak piesné se
nezndmy material shoduje s materidlem zndmym. Za pouziti vice standardi je
definovana jedna tfida, ale srovnadni muze probihat soucasn¢ ve vice regionech.
Vysledkem je tzv. ,,match value“ (hodnota ztotoznéni), ktera se uvadi ve formatu
0 — 100, kde 100 je perfektni shoda anebo 100 — 0, kde je perfektni shodou 0. Pro
vystup lze urcit limitni hodnoty, a tak oznacovat vzorky, které jsou pod (nebo nad)
limitni hodnotou (NICOLET CZ, 2011).

b) Distance match (test odlehlosti) definuje, jak moc se hodnoceny vzorek shoduje s jednou
ze dvou ¢i vice tfid zndmych materiali. U této metody existuje doporuceni pouziti
minimaln¢ 5 standardd pro kazdou tfidu. Spektra vSech standardii by méla byt velmi
podobna a méla by se liSit jen v intenzitdch past v nékolika klicovych oblastech
(NICOLET CZ, 2006b). Spektrum stanoveného vzorku je porovnavano s prumérnym
spektrem tfid a sleduje se, zda se neodchyluje vice nez jednotlivé standardy.
Vysledkem je opét ,,match value® v intervalu 100 — 0, kde perfektni shodou je O
(NICOLET CZz, 2011).

c) Discriminant analysis (rozliSovaci analyza) uruje nejpodobnéjsi tfidu neznamému
materialu. Kalibraéni model specifikuje vice tfid, pficemz kazda tida je tvofena
libovoln€ zvolenym poctem standardii. Pro analyzu miZe byt pouzito i n€kolik oblasti
posuzovaného spektra (NICOLET CZ, 2011). Vysledkem je nazev tfidy nebo tiid,
které¢ jsou nejpodobnéjsi posuzovanému vzorku. Soucésti vysledku muze byt

WV

tfidy, coZ je elegantni zplsob kvantifikace kvality nezndmého materialu.

d) Search standards (vyhledavani standardd v knihovné) hleda, ktery ze znamych materiala
je nejpodobnéj$i nezndmému vzorku. Pro definici znamych latek je pouzit vzdy jeden
standard. Knihovny do skupin nelze slucovat a pro vyhledavani muze byt pouzito
nékolik spektralnich regiont. Vysledkem je nazev nejpodobnéjsiho standardu a jeho
index s hodnotou je 0 — 100, pficemz 100 je perfektni shoda (NICOLET CZ, 2006b).
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e) QC compare search (srovnavani s tfidami standardll) je metoda, které vyhledava tfidu
standardii nejpodobnéjsi analyzovanému vzorku. Hlavni je definice nejméné dvou tfid,
kdy kazda mize obsahovat vice standardi. K analyze je opét mozné vyuzit i vice
vybranych spektralnich regioni (NICOLET CZ, 2011). Vysledkem je jedna nebo vice
nejpodobngjsich tiid a ,,match value“, coz je vlastné procento shody v definovaném

regionu s nejpodobnéj$im standardem ve t¥id¢€. Idealni shoda je 100 % (NICOLET CZ,

2006b).

Lambert — Beeriv
zdkon

Classical Least
Squares (CLS)

Stepwise Multiple
Linear Regression

Components
Regression

Obr. 20: Algoritmy urcené ke kvantitativni a kvalitativni analyze na FT-NIR

3.6.2 Nejcastéjsi zdroje chyb pri tvorbé kalibraci

Pti vyvoji kvantitativni metody se uzivatel, nezavisle na typu metody, mtze dopustit
nékolika zdkladnich typti pochybeni. Jestlize se vyvinutd kalibracni metoda vyznacuje

vyznamnou chybou, miize se jednat o jeden z nésledujicich problémt (NICOLET CZ, 2011):

a) Koncentrace komponent ve standardech byla stanovena nekorektné — piesnost
kalibra¢ni metody se pfimo odviji od presnosti stanoveni koncentrace jednotlivych
komponent standardi srovnavaci metodou. Je-li napt. pfesnost této metody 1 %,

stanoveni pomoci NIR, modelem, vytvofenym na zakladé¢ koncentracnich dat
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ziskanych s touto pifesnosti, pak nemlze byt piesnéjsi. Pred vyvojem kalibracni

metody je vhodné sezndmeni se s referencni metodou a jeji chybou.

b) Koncentrace komponent ve standardech byla chybné vloZena do tabulky
standardu — nejcastéjSim zdrojem tohoto problému je chybné kopirovani
kvantitativnich dat. Ochranou je zvySena pozornost pii kopirovani dat a nasledné

jejich namatkova kontrola.

c) Standardy dobfe nepopisuji funkci absorbance vs. koncentrace — pocet

potfebnych standardi je zavisly na pouzitém typu vypocetniho algoritmu.

d) Kalibracni spektra standardd jsou nekvalitni (Spatné vzorkovani, vysoky Sum,
velka absorbance atd.) — tato problematika souvisi se zplisobem meéfeni spekter
standardd. Pro jednotlivé techniky existuji rizna doporuceni a rizné zpusoby
optimalizace méfeni spekter s ohledem na jejich kvalitu.

e) Byl zvolen nevhodny typ optické vrstvy

3.6.3 Techniky méfeni NIR spekter

Podle vyuZivanych fyzikéalnich jevl Ize techniky métfeni NIR spekter rozdélit na dvé

skupiny, od kterych se dale odvijeji jesté dalsi rizné metody méteni (Obr. 23):

A) Transmise - méfi absorpci zafeni po prichodu vzorkem (Obr. 21)

\1/ A 0.5 - 30 mm
— o — 1 »
Y ) : g > vinova délka
Zdroj zafeni Monochromator Vzorek Detektor

Obr. 21: Rezim transmise (MILDE, 2008b)
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B) Reflektance - technika méfici absorpci zafeni po odrazu paprsku od povrchu vzorku

(Obr. 22).
A \ 0-45°
’ T é_/:: > thel
Zdroj zafeni Monochromator D Vzorek

Detektory
Obr. 22: Rezim reflektance (MILDE, 2008b)

T

Obr. 23: Vzajemné piisobeni blizkého infracerveného zdreni s pevaymi casticemi ve vzorku

A) spekularni reflektance, E) refrakce,

B) difuizni reflektance, F) rozptyl (GIVENS et al., 1997),

C) absorpce, G, H) transflektance (REICH, 2005),
D) transmitance, I) interaktance (WILSON, 1994).

Spekularni reflektance (A) — tato technika mtze byt pouzita k méfeni nerovnosti povrchu.
Kdyz tihel odrazu je stejny jako uhel dopadu zéfeni a povrch je ,,dokonale hladky,
pak vzorek absorbuje jen malou nebo zddnou energii. Nerovnosti povrchu zptsobuji
odklon odrazeného paprsku. Odchylku odklonu lze snadno zméfit a ziskat tak
informaci o povrchu vzorku. Protoze tedy nedochazi téméf k zadné interakci zafeni

se vzorkem, obsahuje odrazené zatfeni velmi malo informaci o sloZeni vzorku.

Diftizné reflektancni spektroskopie (B) — metoda piedpokladajici, ze méfeny vzorek je

nehomogenni, dochazi zde Krozptylu zafeni a pouze Cast odrazené energie je
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zachycena na detektorech. Cést odrazené energie, diive nez je zachycena detektorem,
projde vice nebo mén¢ vzorkem. NIR reflektanéni pfistroje vyuzivaji integracni
koule nebo vice nez jeden detektor, aby zaznamenaly co nejvétsi ¢ast odrazeného

zateni. Diftzni reflektance je nejpouzivanéjsi technikou v NIR spektroskopii.

Méfeni transmitance (D) — metoda vyuzivana pro ziskavani spekter kapalnych, ptipadné

kasovitych vzorkda.

Transflektan¢ni technika (G, H) - je urCena pro méfeni transmitance s pfistroji, které
zpracovavaji pouze reflektanéni spektra. V tomto ptipadé zareni prochéazi vzorkem
dvakrat, nez dopadne na detektor. Z tohoto diivodu neni tato metoda vhodna pro

méfeni vzorkt s vysokou optickou hustotou.

Interaktance (1) — technika piedstavujici méteni, pfi kterém je zaznamenavano pouze zafeni
prochazejici vzorkem. Ziskand spektra neobsahuji ani spekuldrni ani difuzné
odrazené zafeni. ldealni je pouziti vlaknové optiky, ktera je schopna vyzafovat
energii a zaroven ji snimat piimo z povrchu vzorku. Opticky kabel je svazkem
kifemennych svétlovodnych vlaken, z nichz néktera vedou zareni ke vzorku a jina

zpét k detektoru (CURDA et al., 2002).
3.7 Lambert-Beeriuv zakon

V klasické absorpcni spektroskopii plati pro vztah koncentrace latky v kapalném
roztoku a absorbanci tzv. Lambert-Beeriiv zikon (HORAK et PAPOUSEK, 1976, Obr. 24)
kdy plati vztah:
kde: li=1p.10*

I1 = energie prosla vzorkem latky,

1
lp = energie dopadajici na vzorek, -.‘
"

= absorp¢éni koeficient,
@ P —— I
¢ = koncentrace analytu, Iy
| = tloust’ka vrstvy vzorku. ‘T

Obr. 24: Vizualizace Lambert-Beerova zdkona
(en.wikipedia.org)
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Z rovnice je mozné odvodit vztah pro transmitanci ,,T* a absorbanci ,,A“. Klesa-li
intenzita dopadajiciho monochromatického zéteni ,,lp* po prichodu absorbujicim prostiedim

na hodnotu ,,1*, je propustnost (transmise) ,, T definovana vztahem:

T:II— T:II—.100 (%)

Hodnoty ,,T* jsou vZzdy mens$i nebo rovny 1 a vétSinou se udavaji v procentech.
Mnozstvi pohlceného zateni neboli absorpce ,,A“ se rovnéz uvadi v procentech a je dana

vztahem:

(Io _1)

A= .100 (%)

0

Mnozstvi pohlceného zafeni zavisi na tloustce vrstvy dané latky (d), popf. na

koncentraci (c) latky. Podle Lambert-Beerova zakona plati:

I
E=log X=¢ccd
g I

kde:
E = optické hustota (absorbance, extinkce),

¢ = dekadicky extink¢ni koeficient.
3.8 Priprava vzorku pro infracervenou spektroskopii

Piipravy vzorkll zahrnuji techniky fixace optickych latek do transmisnich cel, tvorbu
vrstvenych filml na okénka, KBr tablety ¢i filmy vytvofené za tlaku a tepla (BEATEN et al.,
2002). Vzorek je mozno méfit v plynném, kapalném a tuhém stavu (PRAUS et al., 2001).
Plynné vzorky nebo latky s vysokou tenzi par se méfi ve sklenénych nebo kovovych
valeccich, které maji na obou koncich transparentni okénka (NaCl, KBr), pfi bézné tloustce
vrstvy cca 10 cm. Drahu paprsku lze pomoci zrcadel a naslednym opakovanym odrazim
paprsku prodlouzit az na nékolik metréi (POSPISIL, 2004). Z technického hlediska je mé&feni
spekter plyni pomérn¢ jednoduché. Pouze méteni spekter par malo tékavych sloucenin je
ponékud slozit&jsi ulohou (HORAK et VITEK, 1980). Vlastnosti kapalin jsou variabilngjsi

nez vlastnosti plynti. Velmi jednoducha je prace s kapalinami, které jsou vazké a maji malou
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tenzi par. Pro méfeni kapalin se obvykle pouzivaji kifemenné kyvety s optickou drahou
1 — 10 cm v omezeném rozsahu do 2 800 cm™. Nerozpustné tuhé latky se mé&i ve formé
tenkych vrstev na skle nebo na hladiné rtuti po odpafeni rozpoustédla, pfipadné pfimo v
kompaktni tuhé fazi. Pevné vzorky se nejéastéji méfi technikou KBr tablet. Principem je
smiseni malého mnozstvi vzorku se 100nasobnym mnozstvim jemné rozetieného KBr
a nasledného lisovani smési pod vysokym tlakem tj. 2 GPa (POSPISIL, 2004). Jinou
technikou je ptiprava olejové suspenze ve specidlnim parafinovém oleji, zvaném nijol.
Nevyhodou této pfipravy je pritomnost C-H past nijolu. Pouzivana je i technika méfeni
odrazeného zéteni od reflexni vrstvy napft. olej, vrstva barvy apod., na kterou je nenanesen
vzorek. Zateni prochazi vrstvou vzorku, dopada na reflexni plochu, od které se tplné odrazi,
opét prochazi vzorkem a je zachyceno detektorem. Tato metoda se nazyva technika
zeslabeného uplného odrazu tj. Atennuated Total Reflexion — ATR (PRAUS et al., 2001).
Dnes se jiz bézné¢ v laboratofich pouzivaji nedisperzni pfistroje s tzv. Fourierovou

transformaci.

3.9 Vyhody a nevyhody FT-NIR spektroskopie
3.9.1 Vyhody techniky FT-NIR spektroskopie

Nespornou vyhodou infracervené spektroskopie je, ze se jedna o metodu
nedestruktivni, tj. vzorek se neni¢i, ani neni tfeba jej upravovat piidavkem chemikalie
a K analyze je vyzadovano jen malé mnozstvi vzorku. Po proméfeni ho lze bez problémi
zkonzumovat, jedna-li se o potravinu, ¢i jinak dale pouzivat. Velkou vyhodou je také rychlost,
protoze spektrum lze naméfit béhem nékolika malo minut ¢&i desetin sekund, dale
mnohonasobnd analyza s pouzitim jednoho spektra tj. Ze pfi jednom méfeni lze zjistit
soucasné nékolik parametri najednou (McCLURE et TSUCHIKAWA, 2007). Vyhodou je
1 snadnd obsluha pfistroje, neni tfeba kvalifikovanych pracovnikd. V porovnani
s infracervenou spektroskopii ve stfedni oblasti 1ze pomoci NIR méfit pfes transparentni obaly
(SIKOLA, 2002), a tudiZ je mozno tuto metodu zafadit do on-line kontroly kvality surovin,
meziproduktt i finalnich vyrobkd. Metoda se hodi k analyze vzorkl s vysokou vlhkosti,
ale také pro latky pevné a sypké. K referenénim metodam, podle kterych je NIR analyzator
kalibrovan poskytuje NIR velmi podobné vysledky, co se tyée piesnosti (MIKA et al., 2008).
Vytvorena kalibrace na jednom pfistroji mlize byt pienesena k méteni a ziskavani vysledkd na

jiném pfistroji bez tprav.
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3.9.2 Nevyhody techniky FT-NIR spektroskopie

Ptes velké mnozstvi vyhod ma ale i tato technika své nevyhody. Jako velka nevyhoda,
kterou je nutno uvést, je velmi vysoka pofizovaci cena pfistroje (CENTNER, 1999). Spektra
ziskana na NIR spektroskopu jsou obtiznéji interpretovatelna a proto je nutné tato spektra
zpracovavat pfislusnym softwarem. Technika NIR se nehodi pro stanoveni minoritnich latek
ve smé&sich. Pfesnost vytvofenych metod muze byt ovlivnéna pouzitou referencni metodou.
Pro ziskavani kalibrac¢ni zavislosti je potfeba pouzit velké mnozstvi vzorkl, s ¢imZ jsou
spojeny vyssi naklady na vytvofeni kalibraéniho modelu (BLANCO et VILLARROYA,
2002). Na druhé strané jsou vyssi naklady na kalibraci vyvazeny skute¢nosti, Ze takovy model
prindsi dostatecnou informaci pro identifikaci odlehlych vysledkli a zjisténi interferujicich

latek ve vzorcich (SIKOLA, 2002).

3.10 Moznosti aplikace NIR spektroskopie

V mnoha priimyslovych odvétvich je blizka infracervend spektroskopie jiz pouzivana.
Jedna se o odvétvi prumyslu farmaceutického, petrochemického, kosmetického a chemického.
Jediné obory, kde se NIR spektroskopie uplatiiuje jiz od 60. let jsou potravinaisky priamysl
a zemé&délstvi. Metoda ma téméf vSestranné pouziti v analyze potravin, protoze potraviny se z
vice jak 99 % skladaji z vody, bilkovin, sacharidli a tukii. Tyto obsahové slozky je NIR
spektroskopie schopna stanovit téméf ve vSech piipadech. Aplikace NIR spektroskopie je
vSak mnohem S§ir§i a mimo chemického sloZeni zahrnuje 1 stanoveni senzorickych vlastnosti
a fyzikaln&-chemickych parametrli jako napf. pH, °SH, hustota, velikost ¢astic atd.
V soucasné dob¢ se NIR spektroskopie uplatituje zejména pro hodnoceni kvality a autenticity
surovin, meziproduktd i potravin. Metoda NIR spektroskopie ov§em nemuze byt povazovana
za univerzalni metodu, protoZe neni vhodna pro stanoveni napf. minoritnich slozek (CURDA

et al., 2002).
3.10.1 Aplikace v kvantitativni analyze

Na stanoveni hlavnich slozek ve vzorku je zaméfena vétSina kvantitativnich aplikaci
NIR spektroskopie. Obecné plati detekéni limit okolo 0,1 % (m/m), pro nékteré specifické

aplikace a pfi pfiznivé matrici vzorku a analyt mohou byt dosazeny nizsi detekéni hodnoty

46



LITERARNI PREHLED

(PASQUINI, 2003). Rovnici, ktera mtze byt pouzita pro predikci mnozstvi komponenty
ptitomné v potraving, z jeho spektralnich dat popsal WEHLING (2010) nasledovné:

slozka (%) =z + a log (1/RA1) + b log (1/RA2) + c log (I/RA3) +...4
kde:
log (1/R) = data ve spektrech pfi jiné vinové délce vynasobené koeficientem, pii¢emz
kazdy koeficient a usek osy vymezeny priseCikem (z) jsou uréeny multivariacni regresni

analyzou.

Mnoho piipadli umoziuje stanovit vice slozek vedle sebe bez nutnosti délit slozité
smési, a to ptimo ve vyrobnim procesu. NIR spektroskopie se tedy fadi mezi tzv. procesni
analytické metody, kdy je kladen diraz ne na ptesnost, ale na rychlost analyzy véetné
moznosti zavedeni kontinudlni on-line analyzy ve vyrobnim procesu (MATEJKA, 2006).
Parametry, které jsou podlozeny referen¢ni hodnotou sledované komponenty (napt. obsah N
podle Kjeldahla) jsou nejlépe predikovatelné, zatimco predikce obsahu slozek na zakladé
vlastnosti v nékolika stupnich laboratorni prace (napt. vldkniny) byva méné reprodukovatelna
a pfi regresni analyze s cilem odvodit dobrou robustni kalibraci ¢ini ur€ité problémy. Obecné
se ve spektroskopii, v ramci transmisnich méfeni, vychazi z platnosti Lambert-Beerova

zakona, kdy pro kazdou jednotlivou slozku plati vztah:

Ai=&g b
kde:
A, ; = prispévek i-té slozky k celkové absorbanci pifi A, dané vinové délce A,
&, = molarni absorp¢ni koeficient i-té slozky pti dané vinové délce A,
b = opticka tloustka absorbujiciho prosttedi,

ci = koncentrace i-té slozky ve smési.

Celkova absorbance ,,A;*“ dané vlnové délce ,,A“ je souctem piispévkl od vsech ,,m*

nezévislych slozek zkoumaného systému:

Ay = Zzl Ay
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3.10.2 Aplikace v kvalitativni analyze

Kvalitativni analyza slouzi ke klasifikaci vzorkd podle jejich NIR spekter, napf.
identifikaci a kvalifikaci surovin i koneénych produktd. NIR spektroskopie je dobrym
nastrojem pii urCovani autenticity, stafi ¢i falSovani potravin, kde je cilem spiSe klasifikovat,
nez provadét kvantitativni analyzy (JIRSA et al, 2008). Falsovani potravin a nespravné
oznacovani vyrobku existuje jiz U prvniho nabizeni potravin k prodeji, ale nedavno se vsak
falSovani potravin stalo sofistikovanéjsi (KAROUI et De BAERDEMAEKER, 2007).
Potraviny nebo jejich slozky o vysoké cené, ¢i podstupujici fadu zpracovatelskych kroki,
jsou nejpravdépodobnéjsim cilem falSovani z divodu moznosti nahrady kvalitni suroviny za
levngjsi nahrazku (KAROUI et al., 2005). Hlavni myslenka aplikace NIR spektroskopie pti
odhalovani pravosti potravin tkvi v generovani spektroskopického otisku potraviny, pticemz
kazdy méteny material se od sebe lisi v zavislosti na odriidé, roénim obdobi, roku nebo misté
vyroby (MANLEY et al., 2008). DOWNEY (1996) publikoval praci, ve které shrnul moznosti
aplikace NIR spektroskopie pro testovani autenticity kavy, ovocné diené, suseného mléka,
pomerancového dzusu, tél jate¢né opravovanych prasat, ryze, masnych vyrobkl, rostlinnych
oleji, pSenice a pSeni¢né mouky. Jednou z moznosti, na které mohou byt tyto aplikace
zalozeny je napf. technika diskriminacni analyzy, kdy je problematika fesena srovnavanim
spekter testovanych vzorki se spektrem vzorku v ptislusné knihovné, kdy tato knihovna ma
obsahovat priklady spekter znamych autentickych a falSovanych vzorku. Nejjednodussi
ptipad je otazka, zda méfeny vzorek patii do nékteré ze dvou skupin tj. zda se podoba
vzorkiim v knihovné, & ne. Zakladem pro posuzovani je vypocet spektralni vzdalenosti. Cim
je tato vzdalenost blize k nule, tim vice jsou latky podobné, pokud ovsem je vzdalenost vétsi,
potom vzorky nejsou shodné. Castou nutnosti pii vlastni klasifikaci je pouziti vétsiho
mnozstvi riznych tfid, identifikovat druh falSovani, napf. ptidavek invertniho fepného cukru
do medu, anebo urcit stupen upravy vyrobku, napt. ptidavek rostlinného tuku do mlééného
vyrobku (OSBORNE, 2001). K vizualizaci dat automaticky probihajicich klasifikacnich
metod Ize pouzit napt. metodu hlavnich komponent (PCA — Principal Component Analysis) s
cilem snizit pocet proménnych a vzorky zobrazit v malorozmérovém grafu. Je to metoda,
kterd transformuje vicerozmérna data a vytvaii z nich spolecné komponenty, pficemz tato
metoda muze byt podle charakteru analyzy vyuzita pro kvalitativni i pro kvantitativni analyzy.
Klasifika¢ni metody automaticky neprobihajici jsou zaloZeny na korelacich nebo na méteni
vzdalenosti, napt. linearni diskrimina¢ni analyza (LDA — Linear Discriminant Analysis), dale

na téch, které kladou vice dirazu na podobnost vzorkll uvnitt tfidy tj. SIMCA

48



LITERARNI PREHLED

(Soft independent modelling of class analogies), diskrimina¢ni analyza caste¢nych
nejmensich C¢tverci (PLS-DA — Part Leasts Square — Discriminant Analysis) a umélych
neuronovych siti ANN — Artificial neural network (MiKA et al., 2008).

ANN je nejmoderné€j$i metoda diskriminace, pfestoze ji vyuzivané algoritmy se stale
vyvijeji. Ze vSech dostupnych predikcnich metod poskytuje nejlepsi vysledky, ale pro svou
spravnou funkci je nutné ke kalibraci zméftit alespon 500 vzorkt. VétSina prednich svétovych
vyrobct NIR analyzatorii dodava s pfistrojem téz kalibra¢ni rovnice, které jsou vypracované z
vice nez 6 000 peélivé vyselektovanych vzorki pro jeden hodnoceny znak (MIKA et al.,
2008).

Dalsi vyuzitelnou metodou je LDA, ktera je schopna charakterizovat anebo rozd¢lit
dva ¢i vice riznych druhti navzajem od sebe. Vyuzit Ize i metodu PLS, ktera vytvari zakladni
vztahy mezi dvéma maticemi (GODULA, 2010).

Blizka infracervena spektroskopie je v posledni dobé hojné vyuzivana piedevsim k
testovani kvality a autenticity nap¥. dZust, ovocnych §tav, mléka a mléénych vyrobki, na
zaklad¢é odrid se sleduje kvalita vina, ¢i falSovani olivového oleje levnéj§imi nahrazkami.
K vyuziti NIR spektroskopie v hodnoceni kvality v potravinarském i dalSich pramyslech bylo
nutné vyvinuti predikénich modeli, které jsou schopny vzorky piifazovat do riznych
kvalitativnich skupin. K takovym zptsobum predikce slouzi metoda diskriminacni analyzy
(KAROQUI et al., 2003).

Diskrimina¢ni analyza fe$i zavislost jedné kvalitativni proménné na nékolika
kvantitativné proménnych. VSechny objekty jsou charakterizovany sérii parametrli a tyto
parametry musi byt kvantitativni. Diskrimina¢ni analyza se tedy pouziva k ur€eni parametru,
které jsou diskriminujici mezi dvéma nebo vice skupinami (ANONYM, 2006).
Matematickym hlediskem je tedy nutnost vyvinout model, ktery definuje primér
a smérodatnou odchylku pro kazdy vzorek multidimenzionalniho prostoru a poté testovat, do
které skupiny naleZzi neznamy vzorek. Tento test je zaloZen na méfeni vzdalenosti
tj. tzv. Mahalanobisové vzdalenosti (OSBORNE, 2000), coz je vzdalenost daného vektoru
pozorovani od vybérového centroidu, tj. od priméru vicerozmérnych hodnot v daném vybéru
(KABA et SVATOSOVA, 1998). Aplikaci diskriminaéni analyzy je mozné rozdélit do &tyf
zakladnich krok:
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1) uréeni zakladnich objektd, na které bude diskrimina¢ni analyza aplikovana.

2) ptifazeni jednotlivych objektt k vybranym skupinam, které¢ jsou nezavisle
proménné a museji byt presné definovany pred samotnou aplikaci diskriminacni
analyzy.

3) urceni charakteristickych rysa, které jsou spole¢né pro vSechny objekty t].
nezavisle proménnych, a to tak, aby co nejlépe urcovaly objekty v dané skupiné.

4) dohledat a analyticky vyjadrit takovou funkci, ktera co nejlépe obé skupiny
oddéluje (GURNY et GURNY, 2009).

Velmi Castym cilem je diskriminace jiz znamé skupiny prvki na zakladé skupiny
kvantitativnich deskriptorti. Divodem byva piifazeni nového prvku do jedné ze skupin nebo

urceni vlastnosti zastupct jednotlivych skupin (ANONY M, 2006).

3.10.3 Aplikace ve farmaceutickém primyslu

IC spektroskopie v blizké oblasti se hojné vyuzivd v analyzich chemického
a farmaceutického pramyslu. TABASI et al. (2009) zjistovali citlivost NIR techniky pro
detekci uvoliovani theofylinu z matrix tablet pfi rozpousténi. Vysledky studie ukézaly, ze
NIR technika spolu s multivaria¢ni tvorbou modelti dokaze UspéSné rozlisit riznd mnoZstvi
latky Eudragitu NE 30D v lékové formé tablet a korelovat vliv rozpustnosti kazdé SarZe
odpovidajici slozeni tablety. DOU et al. (2005) stanovili pomoci NIR spektroskopie
a umélych neuronovych siti dvé slozky (paracetamol a amantadin hydrochlorid) v tabletach
a prasku, vnichZ se nechazely jejich kombinace. Vhodnost pouziti metod ANN
a NIR spektroskopie pfi analyze pevnych farmaceutickych vzorkli byla zavéry prace
potvrzena. Ve farmaceutickém primyslu je znacny rostouci zajem o NIR-CI spektroskopii
(Near Infra-Red Chemical Imaging). Tato technika je plné schopna poskytovat analytické
vysledky i v oblastech primyslu, kde je kladen diraz na vysokou jakost. Pfima analyza
meétenych vzorkli pomoci hyperspektralni zobrazovaci techniky poskytuje NIR spektra
v kazdém pixelu obrazu, generuje znacné mnoZzstvi informaci z jednoho vzorku. NIR-CI
spektroskopie byla pouzita pro kvantitativni analyzu ridznych komeréné vyrdbénych
acetylsalicylovych tablet v praci CRUZE et al. (2009). Nasledné vyuzili techniku NIR-CI
spektroskopie PUCHERT et al. (2010) s cilem spolehlivé identifikovat padélané tablety, které
jsou velmi podobné pravym. V minulosti publikované studie o NIR-CI vyuzivaly homogenitu
jako hlavni ukazatel pro detekci padélka a pravé s ohledem na to PUCHERT et al. (2010)
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vyvinuli novou metodu s moznosti vyuziti mnohem vice prostorovych informaci pro odhad
homogenity. Nejcastéji pouzivané latky pii nedovolené vyrobé extaze jsou laktoza a celuloza.
BAERA et al. (2007) vyuzili blizké infraervené spektroskopie pro stanoveni rtznych
chemickych forem téchto dvou latek. Identifikace pomocnych latek nebyla vzdy ziejma,
zejména byla-1i pfitomna vice nez jedna pomocna latka. Pii srovnavani se nicméné objevily

skupiny podobnych tablet.

3.10.4 Historie vyuziti NIR spektroskopie v potravinaiském priamyslu

Ackoli bylo infradervené zafeni objeveno astronomem Frederikem Williamem
Herschelem jiz v roce 1800, byla tato spektroskopie v 1. poloviné minulého stoleti
ignorovéana. Hlavnim diivodem tohoto faktu bylo pfesvédceni, Ze postrada analyticky vyznam
a kvuli nedostateénému technickému vybaveni a $patnym znalostem spektralni analyzy byla
vétSina vyzkumil zastavena anebo omezena jen na laboratorni podminky (BLANCO et
VILLARROYA, 2002). Karl Norris vyuzil NIR spektroskopii pro analyzu potravin jako prvni
v historii. V roce 1949 vyuzil UV/VIS a NIR spektroskopii na tiidéni vajec. Norris, Hart,
a Golumbic roku 1962 publikovali pouziti NIR spektroskopie ke stanoveni vlhkosti semen
pSenice. V prvnich fazich vyvoje pouziti NIR spektroskopie pro analyzy v potravinaistvi byly
tyto analyzy zaméfeny na stanoveni vlhkosti a obsahu zakladnich chemickych slozek
tj. bilkovin, tukll a sacharidli. AZ prvni pouziti difuzni reflektance dopomohlo NIR
spektroskopii k jejimu $ir§Simu vyuziti vV potravinafstvi, ale tento skok vyzadoval nutné upravy
analyzatort a rozvoj chemometrickych metod. Prvni komeréni NIR analyzator koupil roku
1973 Phil Williams a vyuzil jej pro analyzu zrn a obili. Tim, Ze nahradil Kjeldahlovu metodu
pro stanoveni bilkovin u obili NIR spektroskopii dosahl mimofadného uspéchu. Williams
a Norris chtéli spoleéné sepsat souhrnnou praci o moznostech vyuziti NIR spektroskopie pro
hodnoceni biologického materialu, ktera vznikla v roce 1990, diive ale vznikla publikace
vydand roku 1986 Osbornem a Feamem o moznostech uziti NIR spektroskopie v
potravinafském primyslu.

Velkou komoditou, pfi jejiz analyzach mohly byt vyuzity NIR analyzatory, byla
krmiva (WORKMAN, 2005). V prubéhu roku 1970 vzrostl pocet publikaci o moznostech
vyuziti blizké infracervené spektroskopie v zemédélstvi a potravinaistvi (SUN, 2008). Velka
produktivita publikaci vedla v roce 1993 k zalozeni Casopisu ,,Journal of Near Infrared
spectroscopy* (PASQUINI, 2003). O problematice aplikace NIR spektroskopie v analyze

potravin bylo sepsano nékolik vyznamnych knih, které pojedndvaji o riiznych aspektech této
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techniky. Mezi tyto knihy patii napf. ,,Near-Infrared Reflectance Analysis Food Industry
Applications”, kterou sepsali vroce 1990 WILLIAMS et STEVENSON, zéakladni soupis
pouziti NIR spektroskopie v krmivaiském primyslu sepsal HOYER v roce 1997. Dalsi
knihou, pojednavajici o vyuziti FT-NIR spektroskopie, je ,,Near-Infrared Spectroscopy in
Food Analysis,” sepsana roku 2001 Osbornem, v roce 2006 vznikla kniha ,,Near-Infrared
Spectroscopy in Food Science and Technology“, jejimz autorem je Yukihiro Ozaki, ve
stejném roce byla publikovana Reidem a spoluautory kniha “Recent Technological Advances
the Determination of Food Authenticity”, ktera obsahuje i ¢ast vénujici se moznostem vyuziti
NIR spektroskopie ke stanoveni autenticity a falSovani potravin. V roce 2008 sepsali autofi
Cen a He knihu ,,Theory and Application of Near Infrared Reflectance Spectroscopy in
Determination of Food Quality” (BENITO et al., 2008).

3.10.5 Soucasné aplikace NIR spektroskopie v potravinaiském primyslu

V soucasné dob¢ je blizka infraervena spektroskopie vyuzivana pii hodnoceni jakosti
surovin, meziproduktll a finalnich vyrobku, kde jsou dulezit¢ udaje o obsahovych latkach
(obsahu vody, bilkovin, sacharidl, tuku, ale i minoritnich latek), ale také o nékterych
funk¢nich a senzorickych vlastnostech. V potravinafstvi je technika FT-NIR hojné vyuZzivana

diky jeji schopnosti proniknout hloubé&ji do struktury vzorku (BALABIN et al., 2007).

3.10.5.1 Hodnoceni hlavnich sloZek potravin

Prvni Gspésna aplikace NIR techniky se, pii analyze zeméd¢lskych produktt
a potravinafskych surovin, tykala stanoveni obsahu vody. Tato analyza byla provedena na
matricich, jako je mléko, maso, brambory nebo ovoce, kde se obsah vody pohybuje v rozmezi
70 — 90 %. U téchto potravin se absorpcni pasy vody objevi pfi vinovych délkach mezi 1 400
— 1 410 nm, coz bylo pozorovano i1 u vzorka ¢isté vody, kterda ma ve svém spektru pét
absorpCnich past tj. s maximy pfi 1 940, 1 450, 1 190, 970 a 760 nm pii 20 °C (BENITO et
al., 2008). Ostré absorp¢ni pasy vzniklé z C—H skupin lze pozorovat pii vinovych délkach
2310, 2 350 nm a pfi 1 730 nm. VInova délka 1 730 nm se piekryvad s absorpénim pasem
bilkovin (WEHLING, 2010). V soucasné dob¢ se v praxi bézn¢ vyuziva ke stanoveni obsahu
vody v mléénych produktech, pii¢emz tuto techniku vyuzili pfi své praci napi. ADAM et al.
(2009), ktefi hodnotili obsah vody v jogurtech a syrech, obsahem vody v syrech se zabyval
také BUNING-PFAUE (2003), ktery techniku s dal§imi vyzkumniky, napi. NAGARAJAN et
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al. (2006), vyuzili i k hodnoceni suSeného mléka. Obsah vody technikou NIR pii hodnoceni
obilovin a mlynskych produktt stanovovali MANLEY et al. (2002), ARMSTRONG et al.
(2006) ¢i HELL et al. (2016). Pro hodnoceni obsahu vody v ovoci a zelenin¢ vyuzili techniku
NIR napt. CAYUELA et al. (2009) ¢i BLAKEY et van ROOYEN (2011).

Dalsi z hlavnich slozek potravin jsou sacharidy, které se v potravinach vyskytuji velice
hojné a v nejriznéjsich kombinacich. Protoze vSechny obsahuji vazby C—H a O—H skupiny,
jejich spektra jsou si velice podobna. U pfirodnich ovocnych $tav se NIR spektroskopie
nejcastéji vyuziva ke stanoveni jednotlivych sacharidii. Celkovy obsah sacharidi v ovocnych
Stavach miize byt méfen zplisobem transmitance pii 2 200 nm. Pomoci NIR techniky je
mozné sachar6zu stanovovat ve ving, ¢okoladé, v pekatrském zbozi, velmi ¢asto je analyzovan
obsah laktozy v mléce (WEHLING, 2010).

NIR technika se také b&ézné pouziva i ke stanoveni obsahu tuku, kdy mezi nejéastéji
hodnocenymi vzorky jsou maso, mléko a vyrobky znich, didle brambory a vyrobky
z brambor, o ¢emz ve svych pracich informovali SHIROMA et RODRIGUEZ-SAONA
(2009) nebo MAZUREK et al. (2016).

3.10.5.2 Hodnoceni vedlejsich sloZek potravin

Mimo zékladniho sloZeni potravin se mnoho autorii zabyvalo také méfenim jinych
slozek, které jsou v potravinach obsazeny. Po stanoveni celkového obsahu tuku se FT-NIR
spektroskopie zaCala pouZzivat také k analyze mastnych kyselin v mléce riznych druhi
(LUZOVA et al., 2014; NUNEZ-SANCHEZ et al., 2016), ale i v dalsich potravinach, napf.
v olivovém oleji (LAROUSSI-MEZGHANI et al., 2014) ¢&i krali¢im mase (ZOMENO et al.,
2015). Nekteti autofi NIR techniku pouzili k hodnoceni vedlejsich slozek v ceredliich a jejich
produktech. Témito slozkami byl napt. obsah rozpustné a nerozpustné vlakniny (OSBORNE,
1996; KAYS et BARDON, 2002), mnozstvi skrobu (ORMAN et SCHUMANN, 1991,
OSBORNE, 1996) ¢i obsah B-glukant (SCHMIDT et al. 2009). Velmi ¢astym pouzitim NIR
spektroskopie je sledovani chemického slozeni masa (MLCEK et al., 2006; MLCEK et al.,
2010; MAJA et al., 2010). COLLELL et al. (2010) se vénovali hodnoceni aktivity vody ¢i
obsahu NaCl v masnych vyrobcich.

GARDEN et al. (2002) pouzili NIR techniku k méfeni obsahu hotkych kyselin
chmele, obsahem alkoholu v pivu se zabyvali ENGELHARD et al., (2004) ¢i CASTRITIUS
(2010), obsahem etanolu v destilatech se zabyvali NORDON et al. (2005). Také pii hodnoceni

vina byla NIR technika pouzita k hodnoceni nejen obsahu alkoholu, ale také obsahu
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polyfenoltt (MARTELO-VIDAL et VAZQUEZ, 2014). Mimo zakladniho sloZeni mléka
a mlécnych vyrobkl Ize pomoci FT-NIR techniky sledovat také obsah kaseinu a jeho frakci
na ¢emz ve svych studiich pracovali LAPORTE et PAQUIN (1999) nebo SUSTOVA et al.
(2007), dale 1ze hodnatit titra¢ni kyselost, kolagenni ¢astice ¢i pH (De MARCHI et al., 2009)
a také obsah somatickych bun¢k (TSENKOVA et al., 2001). Ptesto, Ze technika neni vhodna
pro hodnoceni minoritnich latek, je pouzitelnd k sledovani obsahu nékterych minerdlnich
latek v syrech’ o ¢emz informovali LUCAS et al., (2008) ¢ GONZALEZ-MARTIN et al.,
(2011). Frekventované je také sledovani HMF v medu (COZZOLINO et CORBELLA, 2003;
RUOFF et al., 2007; PATACA et al., 2007). Mimo latky, které jsou povaZzovany jako
pozitivni, 1ze FT-NIR spektroskopii latky, které jsou hodnoceny jako nebezpecné pro lidské
zdravi. Autofi technikou NIR hodnotili v rostlinnych produktech mnozstvi napi. pesticidi
(MOROS et al., 2006; SANCHEZ et al., 2010) a také toxina (TRIPATHI et MISHRA, 2009;
GASPARDO et al., 2012). SIVAKESAVA et IRUDAYARAJ (2002) a DRACKOVA et al.,
(2009) NIR spektroskopii stanovovali obsahy antibiotik Vv zivo¢isnych produktech. Blizka
infraervena spektroskopie je také hojné vyuzivanym nastrojem pii hodnoceni obsahu
alkaloidu v ¢aji a kave, kdy mezi nejcastéji stanovované patii mimo kofeinu (HUCK et al.,
2005; PIZZARO et al., 2007; SINIJA et MISHRA, 2009; ZHANG et al., 2013) také
teobromin a theofilin (HUCK et al., 2005). V kavovych zrnech se vyskytuji latky, které jsou
termolabilni, jsou tedy pfi prazeni kavy degradovany. SHAN et al., (2014) zjistili, ze technika
FT-NIR je vhodna i pro hodnoceni chlorogenové kyseliny obsazené v kavovych zrnech, pravé
pfed jejich prazenim. Mimo zkoumdni chemického sloZeni kavy je mozné FT-NIR
spektroskopii vyuzit také ke stanoveni optimalniho stupné prazeni ¢i slozeni smési druht kav
(BERTONE et al., 2015). Autofi se u hodnoceni kavy zabyvali i mnoha dal§imi parametry,
jejichz piehled ve své praci uvadi Barbin et al. (2014).

3.10.5.3 Sledovani fal§ovani potravin

Velmi cCasto se technika FT-NIR pouzivd pii odhalovani plvodu, stafi ¢i falSovani
potravin. Autofi se zabyvali odhalovanim pivodu, at’ uz syra (PILLONEL et al., 2003;
CEVOLI et al., 2013), medu (LIANG et al., 2012; ESCUREDO et al., 2015) nebo i dalsich
potravin (LUYKX et van RUTH, 2008). U medu je také ¢asto hodnocen ptidavek cukernych
siruptt (BAZAR et al., 2016). Velmi dilezitymi moznostmi vyuziti této techniky jsou
moznosti detekce ndhrady drazsi slozky za slozku levnégjsi, coz je také jedna z Castych metod

falSovani potravin. FT-NIR technika je schopna detekovat napft. pfidavek kravského mléka do
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koziho pfti vyrobé kozich syrt, kdy bylo zjisténo, ze NIR technika je natolik citliva, ze dokaze
odhalit i pouhé 1 % ptidavku kravského mléka (DVORAK et al., 2016). Jiné studie hovoii
napt. o detekci nahrady cibulového prasku kukufiénym skrobem (LOHUMI et al., 2014),
nahrazovani mletého hovéziho masa masem krutim (ALAMPRESE et al., 2013) nebo také
nahrazeni mlé¢ného tuku (SATO et al., 1990; CARL, 1991), kdy prvni aplikace k detekci
nahrady tuky v mléce byla provedena v r. 1990 (SATO et al., 1990). NIR spektroskopie byla
pouzita také pfi kontrole falsovani syri rostlinnymi tuky (LUZOVA, 2011), kdy byly
hodnoceny tzv. analogy syra, ur¢ené k zapékani a smazeni. Vysledky studie poukazaly na
vhodnost pouziti NIR spektroskopie pro rozpoznavani syrit od jejich imitaci. Dalsi aplikaci
NIR techniky byla zkouméana moznost detekce susené syrovatky ptfidané do susené¢ho mléka
(GIANGIACOMO et al., 1991).

V posledni dobé hraji v rozhodovéani se o koupi vyrobku také aditiva pouzitd ve
vyrobé. I tyto latky je mozné pomoci FT-NIR kontrolovat (KRIVAKOVA, 2011; HUANG et
al., 2014). Diskutovanym tématem byl také piidavek melaminu do suSeného mléka
a i pridavek melaminu byl pomoci FT-NIR techniky velmi spolehlivé zachycen (LU et al.,
2009).

3.10.5.4 Sledovani mikrobiologickych procesii

Pii vyrob¢ a skladovani nékterych potravin hraje pro ziskéani idealnich vlastnosti velmi
velkou roli pfitomnost mikroorganismi, které maji podil na fermentacnich procesech.
Mikroorganismy se podili na tvorbé charakteristickych vlastnosti masnych vyrobki (MAJA et
al., 2010), je mozné sledovat zménu fyzikalnich vlastnosti jako napf. aktivitu vody ¢i pH
(PROCHAZKOVA et al., 2010). Mikroorganismy maji velky vliv na zmény probihajici také
pfi procesu zrani syrd. Pribéh zrani syri monitorovali ATANASSOVA et al. (2014) a SKEIE
et al. (2006), ktefi zjistili, ze je mozné identifikovat a selektovat volné aminokyseliny béhem
zrani. Kvasinky se podili se na spravné fermentaci piva, ¢imz ovliviiuji pH ¢i tvorbu etanolu.
Proces fermentace ve svych pracich hodnotili GRASSI et al. (2014) nebo GIOVENZANA et
al. (2014). Sledovanim tvorby etanolu a obsahu cukrii je FT-NIR spektroskopie vhodna také
pti kontrole spravné fermentace vina (Di EDIGIO et al., 2010). Mikroorganismy ovsem
nepusobi jen pro dosazeni optimalnich vlastnosti, na druhé strané ptisobi jako hlavni faktor
kazeni potravin. RUZICKOVA et al. (2006) pouzili FT-NIR techniku ke sledovani napadeni

jablek Gloeosporiovou hnilobou.
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3.10.5.5 Sledovani senzorickych parametrit

Velmi zajimavou moznosti vyuziti NIR techniky je hodnoceni senzorickych
vlastnosti potravin. Tato technika je schopna predikovat nékteré mechanické parametry jako
je v mnoha piipadech kichkost ¢i tuhost (RODBOTTEN et al., 2000; VENEL et al., 2001).
Nékteré studie se také zabyvaji stanovenim i jinych senzorickych vlastnosti jako je napf.
Stavnatost (LIU et al., 2003), zvykatelnost (RODBOTTEN et al., 2000), chut, textura
a piijatelnost (BYRNE et al., 1998) ptedevsim u hovéziho a skopového masa.

FT-NIR technika je pouzitelna také pfi hodnoceni senzorickych vlastnosti syrii, kdy
byla hodnocena konzistence a chut a mezi texturni vlastnosti byly zafazeny pruznost,
lepivost, soudrznost, m&kkost a tvrdost (SORENSEN et JEPSEN, 1998).

Jiné studie pracovaly se senzorickymi atributy jako drobivost, rozpadavost, pevnost,
gumovitost, zrnitost, vlhkost, ulpivani v ustech, mazlavost, tavitelnost ¢i formovani hmoty
(DOWNEY et al., 2005). Na zakladé senzorickych vlastnosti méfené technikou FT-NIR je
mozné fadit vzorky masa do jakostnich tfid (ANDRES et al., 2007; KAMRUZZAMAN et al.,
2013). Autoti uvadéji, Ze byli schopni rozliSovat mezi nejextrémnéj$imi vzorky, coz by mohlo

mit praktické disledky pro tfidéni masa do tfid kvality.

3.11 Chyby stanoveni referencnich a instrumentalnich analyz

Velky vyznam matematicko-statistickych metod spo¢iva v moznosti urceni skutecné
velikosti chyb vznikajicich pfi ziskavani dat. Eliminovat ¢i minimalizovat tyto chyby je ale
mozné pouze pokusnou cestou (ECKSCHLAGER, 1961). Experimentalni data, ktera jsou
ziskana analyzami, byvaji v praxi v mnoha ptipadech stanovena riznymi metodami, z ¢ehoz
plynou rozdilné nalezy analyz, které jsou provadény v kompetencich kontrolnich organt,
pracovnikll vyzkumu ¢i praxe. Analyzami zaloZenymi na stejném principu je mozné ziskat
odlisné vysledky. Duvodem muze byt skute¢nost, Ze analyti¢ti pracovnici modifikovali postup

metody popt. pouzili ¢inidla o rGznych ¢istotach.
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Definice zakladnich typi metod jsou uvedeny v Kodex Alimentarius:

1) Defini¢ni metoda — metoda, kterou je mozno stanovit uréitou hodnotu, kterou nelze
stanovit jinym zpusobem (pf. Reichert-Meisslovo ¢islo pii

stanoveni obsahu té¢kavych mastnych kyselin v mlééném tuku).

2) Referen¢ni metoda — metoda udavajici skute¢né mnozstvi analyzované komponenty. Je
doporuc¢ovana k pouziti pii feSeni sport a také pro kalibra¢ni

ucely instrumentalnich technik.

3) Alternativni metoda — metoda spliujici kritéria, ktera jsou pozadovana Kodexovym
vyborem pro metody, které je mozno uzivat pii kontrole

dodrzovéni jakostnich ptedpist norem.

4) Prozatimni metoda — metoda tradi¢né pouzivana nebo nové zavadéna. U metody vSak
nebyly vypracovany obecné Udaje, podle pozadovanych kritérii

metody.

Dle postupu, pouzitého pii kvantifikaci analyzovaného ukazatele, je mozno rozlisit nasledujici

metody:

a) Prima metoda — stanovenuje analyzovanou slozku na zakladé¢ piimého méfeni
koncentrace v definované navazce vzorku (stanoveni titracni

kyselosti mléka titraéné pomoci 0,25 M NaOH na 2% FFT).
b) Nepiima metoda — metoda, ktera je ve vétSiné pripadi zaloZena na fyzikalnim méfeni

signalu, ktery je ve vztahu ke skute¢né hodnot¢ analyzované slozky

nebo k hodnot¢ slozky kvantitativné stanovené ptimou metodou.
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Vhodnost analytické metody by méla byt hodnocena na zaklad¢ danych kritérii:

a) Celkova pFesnost — stupen spolehlivosti métené hodnoty,

b) Citlivost — nejmensi zména koncentrace latky stanovitelna danou metodou,

c) Mez stanovitelnosti — nejmensi koncentrace latky, kterou je metoda schopna stanovit s

uréitym stupném spolehlivosti,

d) Piesnost metody — tésnost shody mezi vysledky ziskanymi stejnym postupu metody pii

rozboru stejného materialu za predepsanych podminek,

e) Opakovatelnost — hodnota umoziujici o¢ekavat s urcitou pravdépodobnosti, ze bude lezet
rozdil mezi dvéma jednotlivymi vysledky, ziskanymi identickou
metodou na stejném analyzovaném vzorku za totoznych podminek,
tzn. analyza vzorku jednim pracovnikem ve stejné laboratofi
v kratkém Casovém intervalu,

f) Reprodukovatelnost — tésnost shody jednotlivych vyslednych hodnot ziskanych analyzou
stejného vzorku, ovSem za rozdilnych podminek, tzn. analyza
riznymi analytiky, v riznych laboratofich nebo v rizné dobg,

g) Sprdavnost vysledkii — shodnost mezi vysledky, které byly ziskany pti uziti metody

Vv porovnani ke skutecné hodnoté komponenty,

h) Sprdavnost — shodnost — sumarizuje chyby metody pii urcité hladiné ukazatele, které jsou
nezéavislé na ndhodné chybé, ale ovlivnénych urcitymi faktory,
které brani dosazeni skute¢né hodnoty (CERNA et CVAK,
1986).

Dal$imi ukazateli, podle nichZ je moZné hodnotit danou analytickou metodu jsou:

a) Mez postiehu — nejmensi zméfena hodnota, ktera je spolehlivé rozpoznatelna od pozadi

tzn., Ze s jistotou lze tvrdit, ze latka je pfitomna,

v

kvantitativné stanovit (KLOUDA, 2003).
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3.12 Chemometrie

Chemometrie jako takova vznikla koncem 60. a zacatkem 70. let a od té doby se stale
vyviji. Je to chemicka disciplina vyuzivajici matematické metody s cilem navrhnout optimalni
experimentalni postupy a ziskat tak maximum relevantnich informaci z pokusnych vysledki
(ECKSCHLAGER, 1991). Umoznuje uspoiadani velkého mnozstvi experimentalné ziskanych
dat pottebnych k urceni spolecnych vlastnosti a k definici funk¢nich vztahii a v nich skrytych
zakonitostech (HOLIK, 2007). Bez soudasného rozvoje chemometrickych metod by nebylo
rozsifeni NIR spektroskopie mozné. Diulezity je také vyvoj vykonné pocitacové techniky,
ktera je schopna statisticky vyhodnocovat snimana spektra v korelaci s analyticko-
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi méfenych vzorki (McCLURE, 2003).

Poprvé pouzil termin ,,chemometrie” v roce 1971 Svante Wold (HEISE et WINZEN,
2008). Chemometrie 70. let 20 stoleti je charakteristicka zaméfenim se na fyzikalné-chemické
metody, oproti tomu chemometrie 2. poloviny 80. let, diky rostouci popularité blizké
infraervené spektroskopie, vedla k velkému rozvoji vlastnich chemometrickych metod
(ECKSCHLAGER, 1991). Kombinace chemometrickych metod a dat ziskanych analyzou
vzorki na NIR zvySuje mnozstvi informaci o spektrech hodnocené latky, coz vede
napt. ke zvySeni schopnosti detekce rozdili mezi podobnymi materidly (HEISE
et WINZEN, 2008). Aplikace chemometrickych metod klade za cil tvorbu modelu kalibrace
a vznik propracovaného systému moznosti statistického zhodnoceni ziskanych dat. Proto NIR
analyza zacala vyuzivat dokonalej$i moderni vyhodnocovaci programy, jejichz principem je
vicenasobna linearni regrese tj. metoda hlavnich komponent (PCR) a metoda ¢aste¢nych

nejmensich ¢tverca (PLS).

3.12.1 Tvorba kalibraéniho modelu

U tvorby spolehlivého a funkéniho kvalitativniho, ale 1 kvantitativniho modelu
kalibrace plati zédkladni pozadavek, Ze pocet analyzovanych vzorkli musi byt dostate¢ny
tj. alespoti 30 (CIZMAR, 2010).

Kalibrace neboli tvorba kalibra¢niho modelu, vyzaduje praci s pocitacem, ktery
disponuje chemometrickym softwarem (napt. TQ Analyst). Obvykle je pocita¢ vybaven
1 programy, které jsou potfebné k ovladani pfistroje a sbéru nameétenych spekter (napf.

Omnic, Result integration). Tvorba kalibrace v NIR spektroskopii zahrnuje veskeré kroky,
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které jsou nutné pro odhad matematického vztahu mezi optickymi vlastnostmi vzorku a jeho
chemickym slozenim (HURBURGH et IGNE, 2010). Principem tvorby kalibrace je tedy zisk
zéavislosti mezi spektralnimi informacemi a chemickym slozenim. Vysledky analyz pro
kazdou analyzovanou komponentu mohou byt vyjadieny mnoha rlznymi zplsoby napi.
maximalni vyskou piku, integralem, koncentraci, absorbanci, poftem castic, jménem tfidy,
atd. (GELADI, 2003).

Hlavnim kritériem je, ze pro kazdou sledovanou komponentu musi byt NIR
spektroskop kalibrovan, coZ pfedstavuje nutnost spravného vybéru tzv. souboru kalibra¢nich
standardii o zndmém slozeni, které je urCeno nezavislou analytickou metodou, tzv. referencni
analyzou (stanoveni N dle Kjeldahla, stanoveni tuku v mléce dle Rose-Gottlieba, atd.). Tento

postup vyuzivaji pfedevsim algoritmy kvantitativni analyzy napi. PLS (Obr. 25).

=

Kalibraéni (regresni)

Spektralni data
X

e

Igorit
aigorfimus Matemeticky vztah
I:] I]{ (kalibraéni model)
[ Y=£ (%)
Koncentraéni sloZzeni _—=

Y
(ziskané referencni B\
chemickou metodou)
? J Postupna vicenasobna regrese (MLR)

Komponentni regrese (PCR)
[Metoda &asteénych nejmensich &tvercu (PLS)

Obr. 25: Kvantitativni NIR kalibrace (HURBURGH et IGNE, 2010)

Zakladem je, aby standardy charakterizovaly stejnomérné a co nejvice typické
vlastnosti analyzovanych vzorku. Interval koncentraci slozek v kalibra¢nich modelech by mél
odpovidat rozsahtim, ve kterych se pravdépodobné budou pohybovat koncentrace latek v
métenych vzorcich. Je dalezité, aby vzorky urcené ke kalibraci byly ziskavany z podobnych
soubort, které se budou méfit v budoucnosti. Je tedy nutné ziskat co nejsirsi Skalu vzorki s
riznym chemickym slozenim (MIKA et al., 2008). Existuji ptipady, kdy je, vzhledem
k tzkému koncentracnimu intervalu komponent, nutné analyzovat a zatadit do kalibracniho
modelu nové modelové vzorky. Spravna funkce kalibra¢niho modelu je zavisla na dvou
faktorech. Prvnim je citlivost odezvy spektroskopu na zménu parametru stanoveného analytu
tj. fyzikdlni podstata vzniku spekter. Druhym faktorem je pfesnost vstupnich dat ziskanych

referen¢nimi postupy. Diivodem je nemoznost dosazeni lepsi pfesnosti stanoveni v kalibraci
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infraCervenych spekter nelze, nez je presnost metody, kterou byla vstupni data ziskana

(TENKL et al., 2009). Odhad parametrit modelu metodou PLS je definovan rovnici:

p=xr X' . X¥ . ¢

(m,l) (m.n) (nm) (m,n) (n,l)

Reseni vztahu existuje pouze v piipadé, je-li mnozZstvi kalibra¢nich standardi n vétsi
nez pocet vinovych délek m spektra. V opacném piipad¢ nelze invertovat soucin XX a tim
neni mozné parametry # odhadnout. DneSni NIR analyzatory umoziiuji snimani spekter pii
stovkach vinovych délek a tento predpoklad je zdsadnim omezenim pouzitelnosti metody. Pro

pfipad, ze uvedena podminka neni splnéna, byly vytvoreny dv¢ strategie postupu:

1) vybrat z pavodniho spektra vhodnou metodou omezeny pocet vinovych délek tak,

aby podminka byla splnéna.

2) zkomprimovat puvodni spektra snimana pti stovkach vinovych délek do formy latentnich
proménnych, které ndsledné pouzit ke kalibraci namisto plvodnich absorbanci

proménnych (MELOUN et MILITKY, 2002).

V ptipad¢ kvalitativni analyzy napt. DA, jsou kalibra¢nimi standardy znamé vzorky
dobfe charakterizujici predem definované tfidy materidll. Je nutné vénovat zvySenou
pozornost vybéru standardt, protoze variabilita téchto vzorkt definuje oblast, ktera je
kalibracnim modelem pro vyhodnoceni neznamého materidlu povazovdna za vyhovujici.
Ve vlastni kalibraci se rozhoduje, zda se neznamy vzorek Vv dostate¢né mife shoduje se
standardem a je-li spravné zatazen do charakterové nejblizsi tfidy (CENTNER, 2002).

Nejcastejsi metodou, se kterou se pii tvorbé kalibrace setkavame, je vicerozmérna
inverzni kalibrace. Principem této metody je popis zavislosti mezi skupinou analyzovanych
dat, napt. spektrem X, a zvolenymi veli¢inami kalibracniho modelu, napf. koncentraci ¢ latky
ve smési. Je to aplikace umoziujici ziskani hodnot koncentraci slozek v analyzovaném vzorku
(c*) ze spektra (x*) naméteného na NIR analyzatoru. Pro analyzovany material jsou
vytvorena spektra absorbance X a je vytvofen kalibra¢ni model, ktery popisuje vztah mezi

koncentraci sledované latky ¢ a absorbanci X nasledovné:
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c=X.f06 + e

(m,d) (mm) (mi) ()

Gl | e Y| A &
Gy |Xy Xaw| |Ba| &

2 2L
C!I '\‘rlf . '\.!IHJ ﬂm en

kde:
Ci = koncentrace sledované latky v kalibraénim vzorku i,
Xij = absorbance tohoto vzorku pfi j-té vlnové délce,
B;j = regresni koeficient ¢ili molarni absorpéni koeficient pro vinovou délku j,
ei = koncentra¢ni reziduum vzorku i tj. rozdil mezi koncentraci stanoveno referen¢ni,

metodou a koncentraci vypoétenou prolozenim kalibracnich dat modelem.

3.12.2 Uprava spektralnich dat

Zakladem vzniku NIR absorpcnich past neboli spekter je vibrace NIR zafeni
o specifické frekvenci na stejné frekvenci vibrace jako molekulové vazby ve vzorku. Ziskana
spektra analyzovanych materialti obsahuji informace o charakteristickych absorpcich, které
jsou spojeny se svrchnimi tony (Av > 1) a kombina¢nimi pfechody valen¢nich a deformacnich
vibraci. Nedochézi tak k identifikaci latek na zakladé pfifazeni past jednotlivym funkénim
skupindm, ale pouzivd se tzv. celospektralnich metod (SISKANOVA, 2010). V blizké
infracervené oblasti se pii pfechodu na druhou a tfeti excitovanou hladinu projevuji absorpce
molekuly a dale v této oblasti 1ze také pozorovat tzv. kombinovanou absorpci, ktera vznika
jako vysledek interakce dvou vibraci v molekule. Sice neni mozno latky ptimo identifikovat
pfifazovanim pasi k jednotlivym funkénim skupinam, ale i pfesto NIR spektra disponuji
charakteristickymi informacemi, které jsou dany konkrétnimi funkénimi skupinami
napt. —CH, —NH nebo —OH. Tyto skupiny odpovidaji za vibra¢ni stavy molekul (ESBENSEN,
1998).

Fakt, Ze typickd NIR spektra jsou charakteristickd linedrné rostoucim trendem od
kratsich vinovych délek k delsim, coz je zplsobeno rozptylem, ktery je zavisly na velikosti
pevnych ¢astic vzorku a vlnové délce dopadajiciho zafeni, je, z hlediska kvantitativniho
hodnoceni, jeden z nejdulezitéjSich faktorti v NIR spektrech, protoze se zvétSenim velikosti
Castic dochazi i ke zvySeni hodnoty log (1/R), coz je dano prodluzujici se délkou optické

drahy. Tento efekt je multiplikativni, protoze v potravinach a zemédélskych produktech je
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reflektance paprsku nahodna. To je disledek vlivu riznych velikosti ¢astic hodnoceného
materialu (MANLEY et al., 1994).

Existuji ptipady, kdy zadna dalsi Gprava spektra neni nutna (Obr. 26), na druhou
stranu nastavaji situace, kdy ziskané spektrum neni pfimo interpretovatelné a pred kalibraci je
obvykle vhodné a nékdy i pfimo nutné jej jistymi matematickymi postupy upravit (CURDA

et al., 2002). Prilis $iroké absorpéni pasy lze vizualné€ upravit jen derivovanim.

i

Obr. 26: NIR spektrum medu bez jakychkoliv uprav

Nula prvni derivace je v mist¢ maxima signalu, coz ztézuje odecet jeho polohy.
Z tohoto dtivodu se Castéji vyuziva uprava druhou derivaci, ktera vykazuje v misté signalu
ostry zaporny pik. Tak n¢kdy Ize ve spektru odhalit pfitomnost signalt, které by jinak zanikly
pod obalovou ktivkou. Polohy signalt v NIR spektrech jsou udavany ve vinovych délkach

(nm) nebo ve vInoétech (cm™).
3.12.2.1 Prvni derivace

Metody derivace se pouzivaji za celem potlaceni signalu zptisobeného pozadim
pfistroje a ke zvySeni schopnosti rozliSeni. Spektrum derivované prvni derivaci je vyjadieno

jako d (logl/R)/di. Vysledkem této derivace je kiivka s piky korespondujicimi s body inflexe
na kazdé strané log (1/R) piku (Obr. 27). Jak Ize vidét, rostouci linearni trend byl odstranén.
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o808

Obr. 27: Prvni derivace infracerveného spektra medu
3.12.2.2 Druhd derivace

Pii Gpravé spektra je Castéjsi uziti druhé derivace, ktera zachova intenzitu a polohu
pasu a zaroven zlepsuje jejich rozliSitelnost, protoze dochazi k vytvoreni ostrého piku v misté
signalu. Je nutné sledovat intenzitu Sumu v signalu, protoze existuje moznost jeho negativniho
projevu v derivovaném spektru. Druha derivace spektra (Obr. 28) je vyjadfena rovnici d?

(logl/R)/di? (OZAKI et al., 2007)

Artirary unks
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Obr. 28: Druha derivace infracerveného spektra medu

3.12.3 Redukce na velikost ¢astic (Standard Normal Variate — SNV)

Aplikace redukce velikosti Castic je vyraznou upravou spekter pied vlastni tvorbou
kalibrace. Pouzitim této metody dochazi k uprave dat za uc¢elem docileni kompenzace rozdilt

vzniklych v optickych drahach vzorkd. Principem SNV je uprava spektra tak, aby se v
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souboru smérodatna odchylka proménnych v kazdém bodé rovnala 1 (CURDA et al, 2002).
Tento algoritmus je pouzitelny v métenich za ti¢elem kompenzace rozdili v optické tloustce,
které jsou zpusobeny rtuznym rozlozenim tuhych ¢astic ve vzorku, popf. maji-li spektra
hodnocenych vzorki lisici se charakteristiky rozptylu nez spektra latek, jez byla vyuzita k
tvorbé kalibrace. Opticka draha se tak stava pouze jednim z piispévku v konecném signalu.
Software vypocita primér a standardni odchylku regionu zakladni linie pro kazdy
analyzovany standard a nésledné tento primér odecita pro kazdy bod ve spektralnim regionu
a déli ho smérodatnou odchylkou. Takto dochazi k normalizaci vSech standardli a korekce

SNV je aplikovana i na neznamé materialy (BURNS et CIURCZAK, 2007).
3.12.4 Uprava standardii pomoci Merge like standards (MLS)

Uprava pouzivanad piedevsiim pro kalibrovani soubori s vysokym poétem vzorkd.
Principem tohoto algoritmu je zprimérovani standardd o stejnych hodnotach slozky popt.
standardil se stejnou tfidou a vytvoteni novych tzv. syntetickych standardd. Ty jsou nasledné

pouzity pro tvorbu kalibraéniho modelu.
3.12.4.1 Vicendsobnad linedrni regrese

V NIR spektroskopii je vicendsobnd linedrni regrese metodou, ktera se pouziva pro

vyjadieni vztahu mezi spektralni informaci log 1/R a koncentraci:

K
yv=k,+ ijxj +e,
j=l

kde:
y = koncentrace i-té slozky,
X; = absorbance log 1/R pii vlnové délce,
ko = tisek na ose zavisle proménné,
k; = regresni koeficient odpovidajici vinové délce,

K = pocet proménnych (zde vinovych délek) v rovnici a e je reziduum.

Principem kalibra¢niho modelu je odhad koeficientti kalibrace pomoci vhodné
kalibra¢ni metody tak, aby bylo dosazeno co nejpfesnéjSich a nejspravnéjSich hodnot
predpovézenych pomoci ziskané rovnice. Pracuje s vice proménnymi, jimiz jsou napiiklad
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hledana komponenta, ¢islo vzorku, vinocet, vinova délka, a proto jsou K feSeni vyuzivany
maticové vztahy. Kazdy kalibra¢ni koeficient je povazovan za ,nezavisly* statisticky
parametr a je mozné, Ze generovana rovnice vyhovuje kalibra¢ni sadé standardd,
ale neposkytuje dostatecné presny odhad vysledki pro neznamé vzorky, t0 znamena,
ze kalibraéni model neni dostate¢né robustni (Obr. 29). Tato skute¢nost je pravdépodobné
zpisobena velkym poctem odhadovanych ,,nezavislych® parametri s pfili§ malym poctem

kalibra¢nich standardi (ESBENSEN, 1998).

o | Com Coeff:098941 RMSEC: 0.0B1S TT Con Coeff: 003363 RMSEC: 200

Calculated
1
Calculated

1 . . . . 1 . . . . . . . '
g -0 Actual 14

a) Bilkoviny v mléce b) Fenoly v kdvé

Obr. 29: Ukazka robustnosti kalibracniho modelu: a) robustni model; b) nedostatecné

robustni model

3.13 Kvantitativni analyza

Platnost Lambert-Beerova zakona, tj. linearni zavislosti mezi absorbanci
a koncentraci méfenych komponent, je piedpokladem pro nejjednodussi spektralni
kvantitativni analyzu. Pozadavkem této analyzy je, aby se v infra¢erveném spektru vybrané
vibraéni pasy nepiekryvaly a aby nebyly ovliviiovany intermolekularnimi interakcemi. Proto
je nutny pro kvantitativni kalibraci v NIR spektroskopii vyvoj kalibra¢nich modelli s vyuzitim

pokrocilejsich, sofistikovanéjsich chemometrickych algoritmt (TENKL et al., 2009).
3.13.1 Metoda ¢asteénych nejmensich ¢tverci (Partial Least Squares — PLS)

Statistické pojeti kvantitativni analyzy je zakladnim principem, na kterém je tato
metoda zalozena. Algoritmus PLS (Obr. 30) byl vyvinut v 70. letech Hermanem Woldem
a své hlavni vyuziti mél zejména v socialnich védach. Tato metoda se ve spojitosti praveé s

infraervenou spektroskopii objevuje velmi Casto, protoze umoziuje komprimovat Casto
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velmi obsahlé matice spektralnich dat (TENKL et al., 2009). V PLS algoritmu dochazi ke
komplexnimu hodnoceni zadané Casti nebo ¢asti spekter a vyuziti oblasti, které jsou
statisticky proménlivé jako funkce koncentrace dané komponenty.

V PLS metod¢ je vyuzit komplikovany matematicky aparat faktorové analyzy.
Ptiprava kalibra¢nich vztahti zahrnuje redukci matice dat dimenze (n,N), kde n je pocet bodu
a N predstavuje pocet kalibraénich smési na matici dimenze (ns, N), kde n; znaci pocet
faktorti. Faktor pfedstavuje kombinaci spektralnich charakteristik. S touto redukci je spojena
i redukce matice koeficientli z rozméru (n, Ns) na rozmér (Ng, Ng), kde ng je pocet nezavisle
absorbujicich slozek. Vztah mezi maticemi lze zapsat jako (HAALAND et THOMAS,
1988a,b):

PRED REDUKCI: A(n, N) =k (n, ng) . ¢ (ns, N) + e (n, N)
PO REDUKCI: A(n;, N) =k (n, ng) . ¢ (ns, N) + e (ns, N)
kde:
A = matice dat (N spekter o n bodech),
k = matice koeficientd (n koeficient pro ns slozek),
¢ = matice koncentraci slozek (ns slozek v N smésich),

e = matice odchylek (pro n bodi v N spektrech).

Hlavnim cilem PLS regrese je tedy vyhledani souboru faktord upravujici soucasné
rozlozeni dat a analytické koncentrace stim ptfedpokladem, ze tyto faktory vysvétluji v
maximalni moZzné mife kovariance spektralni informace a koncentrace analyzované latky,
¢imz dojde k odstranéni problému zptisobeného vzajemnou korelaci mezi riznymi vlnovymi
délkami. V prubéhu tvorby kalibrace jsou vSechny dulezit¢ koncentra¢ni a spektralni
informace analyzovanych kalibra¢nich standardi kondenzovany do souborti novych
proménnych, tzv. hlavnich komponent. Nezavislym zdrojem proménlivosti v kalibracnich
datech reprezentuje kazda komponenta a zaroven popisuje odchylky v NIR spektrech, které
odpovidaji rozdilnostem Vv chemickém sloZeni analyzovanych vzorkl. Dochazi k setazeni
komponent podle mnozstvi reprezentované variability a jsou vyvijeny spole¢n¢ s modelem
kalibrace, ktery zajistuje nejlepsi korelaci mezi spektralnimi informacemi a informacemi

poskytnutymi koncentraci analytu (MELOUN et MILITKY, 2002).
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Vi .

..1'.2'] = E)} + b,.r,

i- {4 pozorovani hodnota v,
pii hodnote x,

Y14 -

kde. Xy Xa Xi Xa
Yi = i-ta pozorovana hodnota pfi hodnoté faktoru X;,
Ypi = i-ta predikovana hodnota, pficemz plati: ~ Vpi = by +Dyx; |
ei = i-t¢ reziduum fizen¢ vztahem: € =¥, —V,, ,
dwmi = odchylka i-té predikované hodnoty od priméru pozorovanych hodnot d; = v, -7,

dri = odchylka i-té pozorované hodnoty od préiméru pozorovanych hodnot dr =¥, —7,
Obr. 30: Grafické zndzornéni metody nejmensich ctvercii (KOZELKOVA, 2012)

Hodnota ypi = bo + bixi se nazyva predikovana hodnota a odchylka pozorované
hodnoty od predikovaného rezidua e (ANONYM, 2012). U metody PLS je vystupem linearni
regrese mezi hodnotami vypoctenymi kalibraénim modelem a vloZenymi kvantitativnimi
hodnotami. Tato regrese ma pii vhodné vypracovaném kalibraénim modelu jednotkovou
smérnici se statisticky nevyznamnym absolutnim ¢lenem (NICOLET CZ, 2007b). Diky
kvalité ziskaného kalibra¢niho modelu se PLS regresni algoritmus stal jednim z dominantnich

postupii vicerozmérné kalibrace (VENKATESAN et al., 2011).
3.14 Kvalitativni analyza

Kvalitativni vlastnosti vzorki, na rozdil od stanoveni koncentrace pii kvantitativni
analyze, jsou spojeny s jejich spektralni odliSnosti. Maji diskrétni hodnoty a nemohou tedy
byt vyjadieny jako spojité funkce. Tyto hodnoty mohou ptedstavovat napi. shodnost ¢i
totoznost vyrobku nebo reprezentovat jejich dobrou kvalitu (HEISE et WINZEN, 2008).
U takového stanoveni je vysledkem potvrzeni nebo zpochybnéni identity vzorku nebo jeho
klasifikace tj. zafazeni do rGznych tiid (MUSELIK, 2012). Ve studii WALCZAK
et MASSART (1998) jsou shrnuta rozsahla srovnani riznych moznosti klasifika¢nich metod
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kvalitativni analyzy, nebot pouzivané chemometrické metody pro tvorbu t¥id nebo pro
klasifikaci spekter ¢i latek jsou rozd€leny na zakladé pouzitého algoritmu. Kvalitativni
metody vétSinou funguji pii hodnoceni celého spektra, ale existuji pripady spoléhajici se na

vybér konkrétnich vinovych délek (HEISE et WINZEN, 2008).

3.14.1 Diskriminaéni analyza (Diskriminant analysis)

Ronald Fisher v roce 1936 poprvé popsal diskrimina¢ni analyzu. Je to spektralni
klasifika¢ni technika, ktera urcuje, zda a do které¢ z definovanych tiid zndmych standarda
v kalibra¢nim modelu neznamy analyzovany vzorek patii (Obr. 31). Nazev tfidy nebo tiid,

v

které jsou analyzovanému spektru nejpodobnéjsi je cilem této analyzy.

Spektrum neznamého Diskriminacni vzor ml> ANO

g vzorku ze skupiny Aﬂ vyrobku m A v
7

= AV
g':l Iul'"q_‘_‘\‘___ulll ! *
~ .i“ﬂr"'l . . . W

— Diskriminacni vzor NE

wavenumbers cm-1 vyrobku " g v - !

Obr. 31: Znazornéni aplikace diskriminacni analyzy (KOZELKOVA, 2012)

Diskriminaéni analyza a vlastni klasifikace pomoci ni vyzaduje tvorbu kalibra¢niho
modelu, ktery specifikuje jednotlivé tfidy, pticemz kazda tfida je definovéana libovolnym
poctem standardi. Klasifika¢ni pravidla tj. matematicky algoritmus vyuzivany K tvorbé
kalibracniho modelu interpretuje infracervené spektrum jako bod v dimensionalné

redukovaném faktorovém prostoru. Soucasti vysledku mtze byt i tzv. Mahalanobisova

3.14.1.1 Mahalanobisova vzddlenost

Jedna se o jakési obecné meéfitko vzdalenosti, které bere v uvahu korelaci mezi
jednotlivymi parametry a zaroven je nezavisla na rozsahu jejich hodnot. V systému soutadnic,

jehoz osy na sebe nemusi byt kolmé, pocita vzdalenosti mezi jednotlivymi objekty.
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Jsou-li dany dvé skupiny objektt w; a W, 0 poctu objektd Ny a N, a popsané parametry
p, pak plati vztah: . -
D; (wy.wy) =dpVd,

Kdy vektor di; vyjadiuje rozdily mezi priméry parametrd p v obou skupinach

a V vyjadfuje vazenou disperzni matici, tj. do rovnice vklada kovarianci mezi parametry,

ktera je uvnitt skupin objektli a kde S1a S2jsou disperzni matice jednotlivych skupin.

If_

,m[(nl ~1)S, +(n-2)S,]
1 27~

Pfi tvorbé modelu kalibrace jsou vSechny informace ve spektru kondenzovany do
soubort proménnych tzv. hlavnich komponent (PC). Zdroj proménlivosti v datech uréenych
ke kalibraci, ktery je nezavisly, je reprezentovan kazdym faktorem. Prvni tifi hlavni
komponenty napft. po vyneseni do 3D grafu, zobrazuji v§echna kalibra¢ni spektra jako bod v
trojrozmérném prostoru. Pouzitim vétSiho mnozstvi standarda v kalibraci, po definici tfidy,
vznika v kalibraénim modelu tzv. Klastr (shluk bodi). Spektrum hodnoceného materialu je
vloZeno do prostoru a nasledné je pfifazeno k charakterové nejpodobnéjsi definované trideé.

Kromé nazvu tidy lze ziskat i vzdalenost hodnoceného spektra od tézisté klastru (MUSELIK,
2012).

3.15 Kritéria pro posuzovani spolehlivosti kalibra¢niho modelu

Do programového vybaveni NIR spektroskopl jsou dnes kalibraéni metody bézné
zahrnuty, ale spravna volba kalibra¢ni metody, popt. vhodné oblasti vinovych délek vhodnych
pro kalibraci métfenych slozek, je ukolem analytika, ktery musi nasledné zhodnotit
spolehlivost a pouzitelnost zkonstruovaného modelu kalibrace. Pouzitelnost kalibrace je
zavisla na schopnosti spravné piedpovédi hodnoty parametrti analyzovaného vzorku
s podobnymi vlastnostmi, které vykazuje soubor kalibra¢nich vzorki. Kvalitu vytvofeného
modelu kalibrace charakterizuji tyto hlavni parametry:

a) korelac¢ni koeficient zminované linearni regrese,

b) smérodatna odchylka kalibrace (Standard Error of Calibration — SEC),

C) kiizova validace (cross — validation),

d) smérodatna odchylka predikce (Standard Error of Prediction — SEP),

e) kalibra¢ni varia¢ni koeficient (Calibration Coefficient of Variation — CCV),

f) predikéni variacni koeficient (Prediction Coefficient of Variation — PCV).
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Déle mezi parametry hodnoceni spolehlivosti kalibracniho modelu patii urceni
optimalniho poctu PLS faktort (funkce PRESS) a identifikace odlehlych standardd
zabezpecCované funkcemi:

a) spectrum Ouitlier,

b) principal component Score (PC Score),

c) leverage.

K ovéteni predikce modelu kalibrace a jeji spravnosti l1ze pouzit statistickou metodu
dvouparového T-testu na stfedni hodnotu, jejimz principem je posouzeni, zda se hodnoty,
ziskané referencni analyzou a hodnoty predikované, prikazné na hladiné vyznamnosti

o = 0,05 nelisi.
3.15.1 Korelacni koeficient (R)

Koeficient korelace je mirou linearni zavislosti mezi referenénimi hodnotami
a snimanymi spektry. Pohybuje se v intervalu hodnot od -1, tj. dokonala negativni zavislost,
do +1 tj. dokonalda pozitivni zavislost. Existuji ptipady, kdy je, namisto korela¢niho
koeficientu, uvedena jeho druha mocnina tzv. koeficient determinace (R?).
Vypocet korelacniho koeficientu je fizen vztahem:

N
ZI: [('T:' - 'Tpi'um)(-rr'..‘\-'m - -T.‘\-'.m.p:'um}]

R=—=
N

N :
' 2N , 2
\IIIZ (:‘f - J‘p:'unr) 2(1 i, NIR J .N'.Eit.pr'um)
kde: E E

ynIrR = hodnota predpovédéna z NIR spektra,

Xi = referen¢ni hodnota i-tého kalibra¢niho vzorku,
YNIR,prum = prumérna hodnota ynir,
Xprum = prumérnd hodnota X;,

N = pocet kalibracnich vzorkd.
CHRASKA (1998) uvadi, ze prakticky pouzitelna zavislost je miniméalné R = + 0,40.

V Tab. Il jsou uvedeny intervaly koeficientd korelace, které slouzi k jejich orienta¢ni

interpretaci.
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Tab. 1I: Hodnoty koeficientt korelace (r) jak uvadi CHRASKA (1998)

Koeficient korelace Interpretace
rf] = 1 naprosta zavislost (funkéni zavislost)
LOO = 1] = 090 | velmivysoka zavislost
090 = | = 0,70 | vysoka zavislost
070 = 1| = 040 | stfednizavislost
040 > 1 = 0,20 | nizka zavislost
020 > ] = 0,00 | slaba(nepouzitelna) zavislost
k]l = 0 naprosta nezavislost

3.15.2 Smérodatna odchylka kalibrace (Standard Error of Calibration — SEC)

Kvalitu zkonstruovaného modelu Ize posoudit také dle smérodatné odchylky kalibrace
SEC (Standard Error of Calibration), ktera je podle ESBENSEN (1998) definovana vztahem:

1 X 5
SEC = |—/—— Vors —X. ) .
\/N_lé(- v~ %)
kde:
Ynir = hodnota predpovédéna z NIR spektra,
Xi = referen¢ni laboratorni hodnota i-tého kalibra¢niho vzorku,

N = pocet kalibra¢nich vzorki.
3.15.3 Validace

K posouzeni spolehlivosti kalibra¢niho modelu slouzi validace. Napt. pro metodu PLS
existuje hned nékolik metod validace, pficemz tou nejjednodussi pro statistické posouzeni
odchylek vypoctenych hodnot skute¢nych koncentraci Vv kalibrac¢nich spektrech je kiizova
validace. Dalsim krokem pfi kalibraci je urCeni koncentraci slozek a vysledky jsou nasledné
porovnany s referenénimi hodnotami a statisticky vyhodnoceny. Pro diskrimina¢ni analyzu je
nejjednodussi validace provedena jiz béhem vypoctu kalibracniho modelu. Pii testovani
spolehlivosti modelu kalibrace je kvalitngj$im hodnocenim metoda wvnitini kalibrace.
Principem této metody je urceni jednoho nebo nékolika spekter jako valida¢ni. Dalsi moznosti
jak ovéfit spolehlivost kalibrace je externi validace. Zde je vyuzit soubor validac¢nich

standardd, které jsou definovany mimo kalibra¢ni model jako textovy soubor daného formatu.
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3.15.3.1 K#iZova validace (Cross—validation)

Principem postupu je vypusténi jednoho ze standardti a tvorba nového modelu ze
zbylych kalibra¢nich dat. Tento vznikly model je nasledné pouzit k vypoctu vektoru
koncentraci standardu, ktery byl vypusStén. U vypusSténého standardu jsou pak statisticky
vyhodnoceny vypocétené odchylky od deklarovaného obsahu komponent. Jde tedy
o vynechani jednoho paru proménnych a novy vypocet parametrti by a b; do kalibra¢ni rovnice

metodou PLS ze zbylych hodnot Xeyp a Yexp VZtahy:

VYeaxp — Do + bf-ﬂ'mp T & Mapoc — bo + bff'-'nﬁech

Z vynechané nezdvisle proménné Xynech @ parametri by a bi je vypocitana
pfedpokladand hodnota zavisle proménné Yyypee, kterd je pouzita spolu s vynechanou

hodnotou Yyynech Pro vypocet tzv. étverce rezidudlu (SR — Squere residual)

SR = ( Yvypoc - YVynech)z

Vynechani paru proménnych a nésledné dalsi vypocty, se opakuji pro vSechny pary
X ay. Ze vsech nové ziskanych hodnot SR je vypocitana smérodatna odchylka predikce (SEP
— Standard Error of Prediction) pro celou funkci kalibrace (HAALAND et THOMAS,
1988b). Shoduje-li se vypocitana hodnota analyzované slozky s hodnotou, ktera je piidélena
ke standardu jako referen¢ni, pak metoda funguje dobie a datové body, které jsou vyobrazené
na vygenerovaném grafu, jSou rozmistény na thlopfi¢ce zobrazujici pole. Informace ziskané

touto diagnostikou mize byt vyuzita k vyhledani odlehlych standardd (NICOLET CZ, 2007a).
3.15.4 Smérodatna odchylka predikce (Standard error of prediction — SEP)
Predikce tj. pfedpovéd’, je stanoveni koncentrace komponenty ze spektra na zakladé

vytvoiené kalibra¢ni rovnice. Vytvoreny kalibracni model je testovan nezavislym souborem

vzorkd o znamém sloZeni.
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SEP je fizena vztahem:

- .
SEP =\/m;(ym —x, —bias) ,

kde:
ynirR = hodnota predpovédéna z NIR spektra,
Xi = referen¢ni laboratorni hodnota i-tého valida¢niho vzorku,

M = pocet validacnich vzorkd.

Hodnota bias (pramérny rozdil mezi referenénimi hodnotami X; pro vzorky

valida¢niho souboru s predpovédénymi hodnotami z NIR spekter ynir) je vyjadiena vztahem:

1 M
bias :MZ(.)/NIR - X;)

i=l

Na minimalni SEP je kladen diraz. Jedna se totiZ o odchylku ofekavanou v budoucich
ptedpovédich. SEP uspésné NIR kalibrace byva, v porovnani se smérodatnou odchylkou pfi

laboratornim stanoveni, ptiblizn¢ dvojnasobna (ESBENSEN, 1998).

3.15.5 Kalibracni a predikéni variaéni koeficient (Calibration and prediction coefficient
of variation — CCV a PCV)

Vypoctem kalibraéniho variacniho koeficientu CCV a predikéniho varia¢niho
koeficientu PCV Ize spolehlivost vytvofeného kalibraéniho modelu pro rizné slozky oveéfit

také. Ziskanéd hodnota je udana v procentech a pro vypocet plati vztahy:

SEC 100, pcv =2E2 100,

=% prum <% prum

CCV =

kde:
SEC = smérodatna odchylka kalibrace,
SEP = smérodatna odchylka predikce,

Xprum = prumer laboratornich hodnot slozky.
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Nezavislost na pouzitych jednotkach je pro CCV, ve srovnani s SEC, vyhodou. Velmi
spolehliva kalibrace dosahuje hodnoty CCV pod 5 %, pii hodnoté do 10 % je model jesté
pouzitelny (MIKA et al., 2008).

3.15.6 Funkce PRESS (predicted residual sum of squares)

MATEJKA (2006) uvadi, Ze je-li kalibraéni model vyvijen regresni metodou PLS, je
dulezité vénovat pozornost diagnostickému nastroji funkce PRESS (Predicted residual sum of
squares). Tato diagnostika zobrazuje zménu hodnoty sumy ¢tverci predikované zbytkové
chyby v zavislosti na ¢isle hlavnich komponent pouzitych ke kalibraci kazdé komponenty
analyzované aktivni metodou. Vypocet funkce PRESS je dan vztahem (HAALAND
et THOMAS, 1988b):

PRESS =2 (¢, —¢;)’
i=1

kde:
m = celkovy pocet kalibrovanych vzorkd,
¢; = odhadovana hodnota koncentrace,
ci = referen¢ni hodnota koncentrace i — tého vzorku vynechaného z kalibrace pfi

kiizové validaci.

Zavislost funkce PRESS na poctu faktort, které jsou pouzité pti tvorbé kalibracniho
modelu slozek pomoci PLS metody, umoziuje odhadnout optimalni pocet faktort a je zfejmé,
ze optimalni pocet PLS faktord odpovida oblasti okolo minima na zminéné kiivce PRESS.
V ramci této oblasti je vhodné zvolit radéji niz8i pocet faktord, protoze jejich vysoky pocet
vede ke snizeni kvality predikce pro jina nez kalibra¢ni méfeni. Dochazi tim k zahrnuti stale
vétsiho podilu Sumové slozky v analyzovanych kalibra¢nich datech, tzn., ze metoda popisuje
kalibra¢ni data v€etné chyb a nahodilych jevi, které jsou v nich obsazené. Stejné tak je
nevhodny i model s malym poctem PLS faktori. Nejsou totiz dostate¢né vyuzity vSechny
relevantni informace. Mnozstvi faktori je ovlivnén i poétem méfeni v Kalibraci. Cim vice je v
kalibraci vzork a spekter, tim je mozné vyuzit vyssi pocet PLS faktort (PROCHAZKOVA et
al., 2010). PLS faktory zahrnuji spektralni a souc¢asné koncentra¢ni informaci, pficemz tyto
faktory jsou tazeny podle mnozstvi reprezentované variability. Nejvice variability standarda
pouzitych ke kalibraci popisuje prvni faktor. Kazdy nasledujici faktor reprezentuje vétsinu ze

zbyvajici variability. Prvni faktor, mimo variabilitu, obsahuje vétsinu spole¢né informace,
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ktera je obsazena Vv datech. Zbyvajici faktory obsahuji specifictéjsi informace popisujici malé
zmény v datech, které jsou Casto pro analyzu dulezité. Hodnota PRESS je indikatorem chyby

kalibrace PLS metody (THERMONICOLET, 2004).

3.16 Identifikace odlehlych standardi

Diagnostické algoritmy umoziujici hodnoceni zadavanych dat dle rtznych
statistickych  kritérii jsou v NIR spektroskopii Kk dispozici pro kazdy typ analyzy.
K identifikaci odlehlych standardii se vyuzivaji diagnostické nastroje vylucujici ze souboru

standardy na zaklad¢ spektralnich nebo koncentra¢nich odliSnosti.

a) Spectrum Outlier — diagnostika po¢itajici Mahalanobisovu vzdalenost od primérného
spektra pro kazdé spektrum kalibra¢niho standardu analyzovaného aktivni metodou,
kdy jsou vyuzivany koncentracni a spektralni data pro kazdy standard a hodnocenou
komponentu. Vyhledava nejvice odlisna spektra standardi a k posouzeni, zda jde
o signifikantni rozdil, vyuziva Dixonliv nebo Chauvenetiv test. Zdkladem diagnostiky

je spektralni informace vSech standardu.

b) Principal Component Scores (PC Scores) — graficky zobrazuje, jak jsou v metodach
PLS, PCR, DA nebo Distance Match reprezentovany jednotlivé pouzité standardy
pomoci PC, které jsou vypocitany pro metodu kalibrace. PC reprezentuje nezavisly
zdroj spektralni proménlivosti z kalibracnich dat, pficemz PC jsou fazeny na zakladé
mnozstvi reprezentované variability. Jedna se o diagnostiku uréujici, zda vypoctené
PC spektralni data kazdého standardu spravné reprezentuji. Body, které jsou izolované
od ostatnich, indikuji diferenci korespondujiciho standardu od ostatnich standarda
v metod€. Metoda musi byt pfed pouzitim diagnostiky kalibrovdana (BOYSWORTH
et BOOKSH, 2007).

c) Leverage — diagnostika informujici 0 vlivu kazdého standardu na kalibra¢ni model
a o piesném popisu kalibra¢niho modelu kazdym standardem. Po celém rozsahu

generovan¢ho grafu by datové body mély byt distribuovany soumérné. Jestlize

Vv w
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na kalibra¢ni model pro vybranou slozku vyznamny vliv. Diagnostiku je mozno pouzit

pouze pro algoritmus PLS a az po provedeni kalibrace (HEISE et WINZEN, 2008).

3.17 Testovani parametrii kalibrace

3.17.1 Parovy t-test rovnosti stifednich hodnot

Tato statisticka metoda se uziva v ptipad¢, je-li k méfeni obsahu jisté komponenty
vyuzito dvou a ruznych metod. V takovém ptipad¢ je nutné rozhodnout, zda tyto metody v
pruméru poskytuji stejné vysledky nebo zda je ve stanovenych mnozstvich komponenty
systematicky rozdil. Nejednd se o posouzeni rozptylu (piesnosti) metod, stejné tak neni
dulezity ani skute¢ny obsah komponenty. Cilem je zjistit, zda obsahy komponenty jsou stejné
podle zjisténi obou metod.

K analyzadm byva pouzito ndhodné vybranych vzorki, ve kterych dochéazi ke kolisani
obsahu komponent. Za G¢elem eliminace Vlivu tohoto kolisani na srovnavani metod dochazi k
méteni kazdého vzorku obéma metodami. Rozhodnuti o shodnosti nebo rozdilnosti vysledki
metod je zaloZzeno na jednotlivych rozdilech zméfenych obsahti komponenty v kazdém
vzorku. Na vysledky méfeni 1. a 2. metodou je mozné nahlizet jako na realizace dvou
nahodnych veli¢in X; a Xp, pfiCemz obé jsou méfené na stejnych vzorcich. Piesto,
ze jednotlivé vzorky jsou nezavislé, vysledky méfeni metodami Xi, X, nelze za nezéavislé
povazovat, tj. ¢im bude hodnota veli¢iny X; vét§i, tim bude zhruba vétsi
1 hodnota veli¢iny Xs.

Obecné jde o situaci, kdy existuje zakladni soubor s dvéma méfenymi nahodnymi
veli¢inami X3, X, s dvourozmérnym rozdélenim pravdépodobnosti s nezndmymi stfednimi
hodnotami p, p, @ rozptyly e,", 6,°. Testuji se hypotézy o vztahu mezi stiednimi hodnotami
pl, p2 veli¢in X3, X3 na zakladé dvourozmérného nahodného vybéru (Xi1, Xz1), (X12, X22), . .
.y (X1n, Xan).

Dochazi ke sparovani hodnot ndhodného vybéru. Z piedpokladu normality
dvourozmérného rozdéleni plyne, Ze rozdil veli¢in Xj, X», tj. ndhodna veli¢ina Z = X; — Xp,
ma normalni rozdé¢leni N (u, 62), kde zfejmé p = n; — po, ale zaroven o’ #6,° +6,°, z ditvodu
nezavislosti veli¢in Xj;, X,. V metodach testujicich vztah mezi p; a pp jde tedy o testy
o stfedni hodnoté pz = pi3—p, ndhodné veliCiny Z = X;—Xp, jednd se tedy o jednovybérové

testy o stfedni hodnoté aplikované na nahodnou veli¢inu Z.
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Tuto situace je mozné chépat i tak, ze se jedna o dva rizné zékladni soubory s
rozdélenimi N(puy, 621) @ N(u2, 622) a dva logicky sparované nahodné vybéry z nich, tj. Xiy, . .
oXin, Xo1, . . ,Xon. Nastava situace, pro kterou se uziva dvouvybérovy t-test. Rozdil tkvi
nezavislosti dvou nahodnych vybéra, a protoze jejich nezavislost je podstatnou podminkou
uziti dvouvybérovych t-testi, nelze nyni pouzit dvouvybérovych t-testi. Popis parového

t-testu je popsan v Tab. 11

Tab. IlI: Parovy t-test o stiednich hodnotach

HO H1 Testovaci statistika R  Kriticky obor W,
ul =p2 ul =pn2 IR|>t,(n—1)
nl<p2 ul>p2 R = Zi/ SZ\n R>t,(n—1)
pl>p2 pl <p2 R<-t)o(n—1)

kde:
Zi = Xi4i— Xoi

SZ = smérodatna odchylka veli¢iny Z = X; — X, t].

1 n 2 2N 1 n 2
Sz= \/;(zi_lzi —nZ )_\/ﬁZi—l(zi —nZ)

t, (n — 1) = kritickd hodnota Studentova t-rozdéleni.

Pii platnosti Ho: 1 = u2 ma testovaci statistika t-rozdéleni s (n — 1) stupni volnosti.
Naprostou formalni shodu parovych t-testi s jednovybérovymi testy o stfedni hodnoté

zjistime ihned jejich srovnanim (PAVLIK, 2005).
3.17.2 Dvouvybérovy parovy t-test na stiedni hodnotu

Princip dvouvybérového parového t-testu na stfedni hodnotu je zaloZen na Studentové
rozdeleni pravdépodobnosti. Test se pouzivd v pifipadé, ze se pro kazdou z n vybranych
statistickych jednotek stanovi dva statistické znaky Vv nezavislych métenich. Ovétuje se tedy
rozdil sparovanych hodnot, nikoliv jejich shoda. Toto ovéfeni probiha v souladu s volbou

hladiny pravdépodobnosti (vétsinou 0,05), jejimz dusledkem je velka pravdépodobnost pii
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potvrzeni odlisnosti (95 %). Existuji-li dva soubory hodnot (referen¢ni a predikované), které

je nutné srovnat, je nutné pouzit nasledujici predpoklady:

a) Ho: stfedni hodnoty obou vybéru se nelisi

b) H;: stfedni hodnoty obou vybéra se 1isi

Zapisem lze testované hypotézy vyjadtit ve tvaru Ho: Ed = 0 s alternativni hypotézou
Hi: Ed # 0, pticemz D = X - Y. Kriticka hodnota se vyjadfuje pro n - 1 stupnu volnosti, kde n
predstavuje pocet dvojic v souboru. Funkce je ddna matematickym zapisem:

T:D_k-xm—l

S

kde:
D = rozdil hodnot dvou soubort,

SD = vybérové variaéni rozpéti dvojic a je aritmeticky pramér rozdili.

Je-li vypocitana t krit (2) < |t stat|, pak vysledek t testu spada do oblasti kritickych
hodnot tzn. hypotézu Hy zamitdme a porovnavané hodnoty se statisticky na hladiné
vyznamnosti 0,05 prukazné 1i§i. Naproti tomu, je-li vypocitana t krit (1) a t krit (2) > |t stat|,
tak hypotézu Ho potvrzujeme (KUBANOVA et LINDA, 2007).
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4 MATERIAL A METODIKA

Tato disertatni prace je zaméfena na moznosti vyuziti blizké infraCervené
spektroskopie pii kontrole kvality potravin a potravinaiskych vyrobkl a na jejich hodnoceni
Z hlediska kvantitativnich a kvalitativnich parametrd. Byla sepsana s prispénim projektii
ziskanych od Interni grantové Agentury AF Mendelovy univerzity v Brné¢ (IGA) a Narodni
agentury pro zemédélsky vyzkum (NAZV) a jsou zde shrnuty charakteristiky zakladniho
slozeni hodnocenych vzorkl, jejich tprava pifed analyzami a piehled provedenych
referencnich analyz. V disertacni praci byly hodnoceny rizné potraviny a potravinaiské
suroviny, pficemz nejvétsi Cast prace se veénuje hodnoceni mléka a mlénych vyrobkii.
Dal§imi materialy, které byly v ramci prace hodnoceny, byl med, kava a maslo. Cast prace se
zabyva zkoumanim vlivu teploty vzorku na pfesnost méteni na FT-NIR spektroskopu popt.
porovnanim piesnosti kalibraci zkonstruovanych na zakladé vyuziti riznych referencnich

metod.

4.1 Material
4.1.1 Mléko

V ramci experimenti K této praci byly zpracovavany piredevsim bazénové vzorky
nehomogenizovaného syrového kravského, koziho a ov¢iho mléka. Vzorky kravského mléka
byly odebirany na farmach Pardubického (Vysoké Myto), Jihomoravského (Zabé&ice u Brna),
Olomouckého (Senice na Han¢), Zlinského (Valasska Bystiice) a Moravskoslezského kraje
(Kunéice pod Ondiejnikem). Jedna z farem v Kuncicich pod Ondfejnikem hospodatila
Vv ekologickém reZimu, ostatni farmy vyuZzivaji konvenéni typ hospodatfeni. Odbéry vzorkl
mlék probihaly po dobu 36 mésicti (2012 — 2015) a to b&éhem celé laktace ve zhruba
dvoumésicnich intervalech. Celkem bylo odebrano a nasledné analyzovéano 72 vzorkd.

Vzorky koziho mléka byly ziskavany na kozich farmach v Jihomoravském (Sostivka,
Racice) a Olomouckém kraji (Celechovice na Hané). Farmy v Sostivee a Celechovicich na
Hané hospodaii konven¢nim typem chovu, farma v Racicich vyuzivd ekologicky zpusob
chovu. Stejné jako u kravského mléka probihaly odbéry po dobu tii let (2012 — 2015) v
prubéhu celé laktace opét v asi dvoumeési¢nim intervalu, pfi¢emz bylo odebrano

a analyzovano 55 vzorkd mléka.
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Vzorky ov¢iho mléka byly odebirany na ov€ich farmach ve Zlinském
(Valasska Bystrice) a Olomouckém kraji (Brni¢ko u Zabtehu). Farma v Brnicku u Zabiehu
vyuziva konvencni zplsob chovu ovci, kdezto farma ve ValaSské Bystfici vyuzivala
ekologicky zptsob hospodareni. Celkem bylo odebrano 40 vzorki mléka, pficemz odbéry
probihaly opét v dvoumésic¢nich intervalech po dobu 36 mésicu (2012 — 2015) po celou dobu
laktace.

Po odbéru vzorkt byly tyto zchlazeny na teplotu 6 — 8 °C, vlozeny do chladicich box,
z divodu zachovani teplotniho fetézce, a prevezeny na Ustav technologie potravin (UTP),
Agronomické fakulty (AF) Mendelovy univerzity (MENDELU) v Brné, kde byly uloZzeny do
chladici komory S 300 SINOX (LEDO F-M s.r.o., Ceska republika) pii teploté 8 °C
a nasledujici den zpracovany. Vzorky byly dodany bez pouziti jakychkoliv konzervacnich
prostfedki a byly analyzovany pfimo v laboratofi na UTP AF MENDELU v Brné za uéelem
stanoveni obsahu (%) bilkovin, tuku, laktdézy a suSiny v ptipad¢ kravského a ovEiho mléka
a tuku, bilkovin a laktoézy Vv pfipadé koziho mléka. Totozné vzorky byly také podrobeny
analyze na spektroskopu FT-NIR Antaris a pouzity pro tvorbu novych kalibraci a rekalibraci
jiz dfive vytvorenych kalibraci JANKOVSKA, 2004; RUZICKOVA, 2007; KOZELKOVA,
kalibraci. V této praci byly pro rozsiteni kalibraci pouzity hodnoty ziskané referenénimi popf.
provoznimi metodami v souladu s Ceskymi statnimi normami (CSN). Pro tvorku
diskriminac¢nich analyz popt. rekalibraci kalibraci byly také vyuZity vzorky kravského, koziho
a ov¢iho mléka z rliznych zdrojii bez participace na konkrétnim vyzkumu tj. od chovateld,
z trzni sité popt. vzorky slouzici jako material pii zpracovavani diplomovych praci studentd
UTP AF MENDELU popt. Ustavu chovu a §lechténi zvifat (UCHHZ) AF MENDELU,
pfi¢emz i tyto vzorky byly do laboratoii na UTP AF MENDELU dodéavany a byly zpracovany

vySe popsanym zpisobem.

4.1.2 Maslo

Vzorky analyzovanych masel o hmotnosti 250 g byly zakoupeny v trzni siti
Jihomoravského a Olomouckého kraje. Masla byla po zakoupeni vloZena do chladiciho boxu,
vytemperovaného na teplotu 8 °C, a piepravena na UTP AF MENDELU. Celkem bylo
analyzovano 26 vzorku rtiznych stolnich, ¢erstvych a nesolenych masel. Jednalo se o 13 masel

vyrobenych v Ceské republice a 13 zahrani¢nich masel, ktera jsou dostupna na eském trhu.
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Analyzovana masla ze zahrani¢ni produkce pochazela z Némecka, Francie, Belgie, Polska
a Irska. Vzorky masel byly zpracovany do 12 hodin po piedani do laboratote. Ihned po
zakoupeni byly u vzorkd stanoveny procentualni obsahy vlhkosti a tuku a ¢islo kyselosti.
Po uplynuti expirace bylo u vzorkil opét zméteno Cislo kyselosti, pro porovnani, zda vzorky
masel podléhaji vyraznéjSim hydrolytickym zménam tuku béhem skladovani. Vzorky byly
zpracovany nejprve referencnimi metodami a nasledné i pomoci spektroskopu FT-NIR

Antaris.

4.1.3 Med

Pti zjiStovani jakostnich parametrii medu byly k analyzam pouzity vzorky meda, které
byly zakoupeny v trzni siti, dale vzorky pochazejici ptimo od véelait a posledni skupinou
byly vzorky medi (autentické n = 19, falsované n = 6) ze sbirky medd ulozené na Ustavu
zoologie, rybaistvi, hydrobiologie a véelaistvi (UZRHV) AF MENDELU. Vzorky byly
zastoupeny medy kvétovymi, medovicovymi a smiSenymi. Zvlastni skupinou byly medy,
které byly vyrobci oznaceny jako medy ,,pekaiské” (n = 10). Do souboru vzorkt byly také
zatazeny sirupy, které jsou uzivany K porusovani medi (n = 7). Sirupy byly taktéz poskytnuty
pracovniky UZRHV AF MENDELU. Celkem bylo analyzovano 68 vzorki medi, pfi¢emz
&ast vzorkil byla skladovana pii teploté 22 °C na UTP AF MENDELU a zbytek vzorki byl
skladovan pfi stejné teploté V prostorach vcelina, ktery se nachazi v aredlu MENDELU.

Charakteristiky jednotlivych vzorkt medua jsou uvedeny v Tab. 1V.

Tab. IV: Charakteristika medi pouzitych k analyzam

Typ medu  Oznaceni Nazev medu Zemé puvodu Hmotnost Rok
vzorku (dle etikety) , baleni (kg) obstarani
Medy ze sbirky UZRHV
Kvétovy PA/67 Bez etikety CR 1 2006
Kvétovy PA/75 Kvétovy CR 1 2006
Kvétovy PA/83  Kvétovy — letni CR 1 2006
Kvétovy PA/84 Bez etikety CR 1 2006
Kvétovy PA/89 Kvétovy — CR 0,75 2006
ovocné stromy
Kvétovy PA/90 Akatovy CR 0,75 2006
Kvétovy PA/91 Slune¢nicovy CR 0,75 2006
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Kvétovy PA/146 Akatovy CR 1 2010
Kvétovy PA/162 Krétsky med Recko 0,4 2011
Kvétovy PA/164 Bez etikety Madarsko 1 2011
Kvétovy PA/165 Bez etikety Madarsko 1 2011
Kvétovy PA/195 Bez etikety CR 1 2013
Kvétovy PA/196  Kastanovnikovy Italie 0,1 2013
Smiseny PA/63 Bez etikety CR 0,75 2005
Smiseny PA/64 Javorovy CR 0,75 2005
Smigeny PA/65 Horsky CR 0,75 2005
Smiseny PA/66 Kvétovy CR 1 2005
Smiseny PA/73 Pohankovy CR 1 2006
Smiseny PA/74 Bez etikety CR 1 2006
SmiSeny PA/86 Kvétovy — lesni CR Sp. baleni 2006
Smiseny PA/87 Javorovy CR Sp. baleni 2006
Smiseny PA/105 Bez etikety CR 1 2007
Medovicovy PA/01 Bez etikety CR Sp. baleni 2001
Medovicovy PA/71 Bez etikety Polsko 0,5 2005
Medovicovy PA/88 Lesni CR 0,75 2006
Pekatsky PA/200 Pekartsky Smés ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
Pekatsky VKL+1P Pekatsky Smés ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
Pekarsky VKL+2P Pekarsky Smés ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
Pekatsky VKL+3P Pekatsky Smés ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
Pekarsky VKL+4P Pekarsky Smés ze zemi ES 1 2013
amimo EU
Pekatsky VKL+5P Pekatsky Smés ze zemi ES 1 2013
amimo EU
Pekarsky VKL+6P Pekarsky Smés ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
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Pekatsky VKL+7P Pekatsky Smés ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
Pekaisky VKL+8P Pekarsky Sm¢és ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
Medy zakoupené u vcéelari
Kvétovy 27-M-011  Kvétovy lipovy CR 0,9 2013
Kvétovy  28-M-011 Pastovy CR 0,5 2013
Kvétovy  29-M-011 Kvétovy CR 0,5 2013
Kvétovy  30-M-011  Kvétovy lipovy CR 0,5 2013
Kvétovy  31-M-011 Kvétovy CR 0,5 2013
pastovany
Kvétovy  33-M-011 Lipovy CR 0,95 2013
Kvétovy 34-M-011 Luéni Smés ze zemi ES 0,25 2013
a mimo EU
SmiSeny 25-M-011 Véeli lesni CR 0,5 2013
Medovicovy 26-M-011  Medovicovy CR 0,5 2013
Medovicovy 32-M-011  Medovicovy CR 0,5 2013
Medy zakoupené v trzni siti
Kvétovy 1-L-001 Kvétovy Smés ze zemi ES 0,5 2013
a mimo EU
Kvétovy 2-A-002 Kvétovy lesni CR 0,65 2013
Kvétovy 3-A-003 Kvétovy CR 0,5 2013
Kvétovy 6-A-004 Kvétovy CR 0,25 2013
Kvétovy 7-A-003 Lucéni Smés ze zemi ES 0,5 2013
a mimo EU
Kvétovy 9-K-005 Z bylin Smés ze zemi ES 0,2 2013
a mimo EU
Kvétovy 10-K-005 Kvétovy Smés ze zemi ES 0,25 2013
z divokych kvéta a mimo EU
Kvétovy Sm¢és ze zemi ES 0,25 2013
Kvétovy 11-K-005 Z ovocnych amimo EU
strom
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Kvétovy 12-K-006 Kvétovy Smés ze zemi ES 0,25 2013
a mimo EU
Kvétovy 13-K-006 Kvétovy Sm¢és ze zemi ES 1 2013
a mimo EU
Kvétovy 15-K-007 Bliiten Honig, Kuba, Bulharsko,
Fiissig, BIO Italie, Rumunsko 0,45 2013
Langnese
Kvétovy 18-K-005 Sommer-bliite Smés ze zemi ES 0,125 2013
goldklar amimo EU
Kvétovy 20-T-009 Kvétovy Smés ze zemi ES 0,25 2013
a mimo EU
Kvétovy 21-T-003 Lipovy Smés ze zemi ES 0,5 2013
a mimo EU
Kvétovy  24-T-010 Kvétovy CR 0,4 2013
Smiseny 4-A-002  Kvétovy lesni CR 0,65 2013
SmiSeny 5-A-003 Lesni Smeés ze zemi ES 0,5 2013
a mimo EU
Smiseny 8-A-002 Kvétovy CR 0,65 2013
Smiseny  17-K-008  Kvétovy lesni CR 0,25 2013
SmiSeny 19-T-009 Lesni Smés ze zemi ES 0,25 2013
a mimo EU
Smiseny 22-T-009 Smiseny CR 0,4 2013
Medovicovy  14-K-007 Medovicovy Toskénsko, Italie 0,5 2013
Z Toskanska
Medovicovy  16-K-007 Egejsky Turecko 0,5 2013
Pekarsky 23-T-009 Pekaisky Smés ze zemi ES 0,9 2013
a mimo EU
4.1.4 Kava

Pro tvorbu kalibraci byla pouzita kdva Arabica Costa Rica finca San Luis. Tato kava

byla péstovana v regionu Alajuela, ve mésté San Luis de Sabanilla de Alajuela na tpati pohofi

Cordiller Central, ktera poskytuje pro péstovani kavy idedlni podminky. Finca San Luis je

soucasti panstvi Cafetalera Zamorana, zabird plochu pouhych 5 hektari. Dal§imi druhy kav

pouzitymi ke konstrukci kalibraci byly vzorky k&v El Salvador La Divina Providencia a India
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Monsooned Malaba, kterd je unikatni tim, Ze se zrna po sklizni susi a nasledné jsou po dobu
nékolika tydnd vystaveny vétrim a monzunovym destim.

K experimentu hodnoceni kvality byly vyuzity dva vzorky kavy tj. Arabica — Costa
Rica Fancy SHB Miralinda Especial a Ethiopia Yirgachffe washed Gr. 2. Kéva Costa Rica
SHB (Strictly Hard Bean) byla vypéstovana ve vysokych nadmoiskych vyskach, zrna se
vyznacuji vrasCitou texturou a maji kompaktni velikost. Kava Ethiopia byla vypéstovana
Vv oblasti Yirgachffe nachézejici se v kopcovitém terénu na jihozépadu Etiopie a byla
zpracovana mokrou metodou. Oba druhy byly prazeny na tii rizné prazici profily (Tab. V).
Tyto prazici profily byly vyuzity jen k vytvofeni diskrimina¢ni analyzy za ucelem detekce

odchylek v prazicim procesu.

Tab. V: Charakteristika profilti pouzitych pfti prazeni kav pouzitych pro diskrimina¢ni analyzy

Teplota vzduchu Teplotazrna Doba praZeni
Profil prazeni

(°O) () (min:s)
Costa Rica 235 229 8:34
Ethiopia 235 227 12:16
Filtrace 228 220 9:00

Vsechny druhy kav byly na UTP AF MENDELU dodany ve
spolupraci se zakazkovou prazirnou prémiové arabiky Gill’s Coffee
se sidlem v Brn€. Vzorky byly praZzeny na praZi¢ce kavy vyrobené
firmou Neuhaus Neotec, Némecko (Obr. 32). Po uprazeni byla kava

zabalena tfemi riznymi zpusoby, do papirovych sacku,

aluminiovych obali a do oballi potahovanych plastovou vrstvou

S jednocestnym ventilem pfi norméalni atmosfétre a pii vakuu. Kazdé

baleni bylo dodano tiikrat (vzorky pro diskrimina¢ni analyzu) resp.

dvakrat (vzorky pro kalibrace) ve dvou dobach vyroby.
Obr. 32: Prazicka kavy
(MULLEROVA, 2015)

Celkem bylo analyzovano 162 vzorka kavy pro kvalitativni analyzu a 108 vzorki pro
kvantitativni analyzu. Vzorky byly skladovany na tfech riznych mistech, aby bylo dosazeno

vétsiho projevu zmén v obsahu kofeinu a fenold. Skladovéani probihalo v chladnicce pfi
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teploté¢ 8 °C (LIEBHERR, Némecko), v idealnich podminkach (20 °C, temno) a v extrémnich

podminkdach s castymi zménami vlhkosti, teploty popf. stiidanim svétla a tmy.

4.1.5 Vliv pouzité referen¢ni metody na presnost méreni tuku v mléce

Obstarani vzorkti pro srovnani kalibraci na obsah (%) tuku ziskanych metodami dle
Gerbera a Rose-Gottlieba je popsano v kapitole 4.1.6. Pro nasledné ovéifeni piesnosti kalibraci
bylo pouzito mléko zakoupené v mlécném automatu provozovaném spolecnosti TOKO agri,
a.s., které bylo odstiedéno. Ziskana smetana byla néasledné do odstfedéného mléka zpétné
pridavana v riznych nedefinovanych mnozstvich. Vzniklé vzorky mléka byly hodnoceny na
obsah tuku acidobutyrometrickou metodou dle Gerbera, dale byly vzorky proméfeny na
spektroskopu Antaris. Spektralni informace byly v kone¢ném hodnoceni vlozeny do kalibraci
vytvofenych analyzou individualnich vzorki jak pro stanoveni tuku dle Rose-Gottlieba, tak

pro stanoveni dle Gerbera.

4.1.6 Vliv teploty vzorku na piesnost méreni

Vzorky mléka za ucelem zjisténi ovlivnitelnosti méfeni na spektroskopu teplotou
vzorku byly ziskany na farmé v Jihomoravském kraji. Jednalo se o 30 individualnich vzorku
kravského mléka, které byly ihned po odebrani zchlazeny na 6 °C a ptepraveny do laboratofe
na UTP AF MENDELU. Viechny vzorky dodané do laboratofe bez konzervaéniho ¢inidla
a v syrovém stavu byly uloZeny do chladici komory (LEDO F-M s.r.0., Ceska republika) pfi

8 °C a nasledujici den zpracovany a analyzovany.

4.1.7 Detekce falSovani syri

K vyrobé kozich syri bylo pouzZito kozi mléko zkozi biofarmy DoRa s.r.o.
v Ratiboticich a k simulaci falSovani bylo pouzito kravské mléko ziskané z mlécného
automatu provozovaného spolecnosti TOKO agri, a.s. Mléko bylo do laboratote
UTP AF MENDELU dopraveno v pfenosném chladicim boxu pfi teploté 8 °C tak, aby byl
zajistén spravny teplotni fetézec. K vyrobé syrt bylo dale pouzito tekuté chymozinové sytidlo
,.Laktochym® o garantované sile 1 : 5000 (Milcom a.s., Ceska republika) a susena smetanova

kultura s oznadenim ,XI“ pro zakysani 30-50 1 mléka (Milcom a.ss., Ceska republika)
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o nasledujicim slozeni: mléko, susené mléko, laktoza, bakterialni kmeny: Lactococcus lactis
subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar diacetilactis. Vzorky byly

po 24 hodinovém odkapani proméfeny na spektroskopu FT-NIR Antaris.
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4.2 Metodika

4.2.1 Referen¢ni analytické metody

4.2.1.1 Mléko

Na UTP AF MENDELU byly u vzorkt kravského, koziho a ov&iho mléka stanoveny
obsahy (%) tuku, bilkovin, laktozy a s vyjimkou koziho mléka i obsahy (%) susiny. Uvedené
komponenty byly stanoveny referenénimi popf. provoznimi metodami v souladu s CSN

nasledujicim zptisobem.

Tuk — obsah tuku byl stanoven provozni acidobutyrometrickou metodou dle Gerbera podle
CSN 1SO 2446, kdy objem vzorku mléka byl 11 ml.

Laktéza — obsah laktozy byl stanoven v souladu s CSN 57 0530 a to polatrimetricky (KRUSS
P 1000, KRUSS GmbH, Némecko) ve filtritu za podminek metody s vyjadienim jako

mnozstvi monohydratu laktézy v g na 100 g mléka.

Bilkoviny — obsah bilkovin byl stanoven podle Kjeldahlovy metody s piepocitavacim
faktorem 6,38. K analyze byl pouzit pristroj KjeltecTM 88100/200 (FOSS Analytical AB,
Sweden). Stanoveni bylo fizeno CSN EN ISO 8968-1.

Susina — obsah susiny byl stanoven podle CSN 1SO 6731 vazkovou metodou na vaze KERN
77 (Kern & Sohn GmbH, Némecko) pii 102 £ 2 °C svyuzitim horkovzdusné suSarny
(BINDER GmbH, Némecko), navazka vzorku byla 10 g.

Pted vlastnimi analyzami byly vzorky mléka vzdy vytemperovany na teplotu 40 °C,
promichany a nasledné zchlazeny na 20 °C. Pii chlazeni dochazelo k vyvstavani tuku na
povrch a pii analyzach bylo nutné pievést tuk zpét do kapalné formy a rovnomérné jej
rozptylit v celém objemu vzorku. Tato metodika byla zvolena na zakladé doporuc¢eni CHEN
et al. (1999).

4.2.1.2 Maslo

Vzorky masla byly po vyjmuti z chladici komory ponechény 1 hodinu pfi pokojové

teploté, aby bylo dosaZzeno m&k¢i konzistence k usnadnéni jejich analyz. U vSech vzorka byl
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v souladu s CSN EN ISO 3727-1 stanoven procentualni obsah vody, stanoveni obsahu tuku
bylo provedeno metodou dle Gerbera metodikou podle DOLEZALKA et al. (1963), ¢islo
kyselosti bylo stanoveno podle CSN EN ISO 660 a dle ZAJICE (1959). Po provedeni analyz
byly vzorky opét zabaleny do ptivodnich obalii a ulozeny do chladici komory pfi teploté 8 °C
az do uplynuti doby minimalni trvanlivosti. Po jejim uplynuti bylo opét stanoveno cislo

kyselosti. Vzorky pro analyzy byly odebirany ze stfednich c¢asti kostek masla.

4.2.1.3 Med

Vzorky medt byly zpracovany V laboratofich na UZRHV a UTP AF MENDELU.
Medy byly hodnoceny na obsah pylovych zrn mikroskopickou metodou, byl stanoven obsah
vody, elektrolyticka vodivost a také byla stanovena rotace sacharidi pied a po jejich inverzi.
Tyto analyzy mély prokazat pravdivost tdaji uvadénych vyrobci. Na zdklad¢ ziskanych
vysledkd byly medy rozdéleny do 4 skupin: autentické, nejspiSe neporusené, pravdépodobné

porusené a poruSené.

Stanoveni poctu pylovych zrn - pylova analyza byla provedena podle Harmonizovanych
melisopalynologickych metod (OHE et al. 2004) na mikroskopu Intraco Micro LM 666
PC/oo. Identifikace pylovych zrn byla realizovana podle obrazové databaze UZRHV AF
MENDELU a dle prace OHE et OHE (2007).

Obsah vody a elektrolyticka vodivost byly stanoveny podle zasad Harmonizovanych metod
Evropské komise pro med (BOGDANOV et al., 1997). Interpretace byla aplikovana podle
ptistupti dle MAURIZIO et LOUVEAUX (1965), SAWYER (1988) a RICCIARDELI
d'’ALBORE (1997).

Rotace sacharida pied a po inverzi — jedna se o metody hodnotici, nikoliv zkousejici.
Zejména rotace po inverzi (pomoci HCI na jednoduché sacharidy) je dualezita pro klasifikaci
medu. Tyto zkousky nejsou schopny rozeznat medy porusené a neporusené, ale napf. tmavy
med deklarovany jako lesni, protoze obsahuje napf. potravinaiské barvivo, nevykaze v testu
kladnou, ale zapornou polarizaci, coz je dukaz, ze se jedna o0 podvrh. Referenéni analyzy

rotace pied a po inverzi byly realizovany metodikou dle BOGDANOVA et al. (1997).
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4.2.1.4 Kava

Referencni analyzy vzorkti kavy pro tvorbu kalibraci na obsah kofeinu a fenoll

probihaly na Ustavu chemie a biochemie (UCB) AF MENDELU a UTP AF MENDELU.

Stanoveni fenoli:

Fenoly byly stanovovany pomoci UHPLC-PDA (Ultra High Performance Liquid
Chromatography — Photodiode Array) po piedchozi extrakci, na extrakénim zafizeni Behr ED
(Behr Labor-Technik, Némecko) metodou dle Randalla a nasledné extrakci na pevném
sorbentu (SPE — Solid Phase Extraction) v extrakéni kolonce Chromabond HR-X. Analyza na
UHPLC probihala v koloné¢ Kynetex C18. Mobilni faze byla tvofena smési 90 % kyseliny

octové 0 koncentraci 0,8 % a 10 % acetonitrilu.

Stanoveni kofeinu:

Pfed stanovenim kofeinu byla provedena extrakce vzorki kavy do vody o teploté
100 °C po dobu 5 minut. Analyza probihala metodou HPLC na pfistroji Agilent 1100 (Aligent
Technologies, USA) v kolon¢ WATREX Nucleosil 120-5 C18 pfi teploté¢ 35 °C v mobilni

fazi se slozenim 20 % acetonitrilu a 80 % vody.

4.2.1.5 Vliv pouZité referencni metody na piesnost méieni tuku v mléce

Laboratorni metody se fidi prostiednictvim norem pro stanoveni obsahu tuku. Za timto
ucelem jsou vyuzivany dvé metody. Metoda vazkova, jinak nazyvana metodou dle Rose-
Gottlieba je metodou referencni a metoda butyrometricka dle Gerbera, ktera je povaZzovana za
metodu provozni a je fizena CSN ISO 2446. Stanoveni tuku podle Rose-Gottlieba se fidi dle
CSN EN ISO 1211. Dodané mléko bylo pied analyzami temperovano na 40 °C a zchlazeno na
20 °C.

Metoda dle Gerbera - podstatou metody je stanoveni podilu tuku, ktery se oddéli
V butyrometru po rozpusténi fosfolipidického obalu tukovych kuli¢ek plsobenim kyseliny
sirové (dle Gerbera tj. 91% H,S04 o hustoté p = 1,817 + 0,003 g/cm® pii 20 °C ) za podminek
metody (VORLOVA et al., 2012).
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Metoda dle Rose-Gottlieba - podstatou zkousky je extrakce amoniakalniho ethanolového
roztoku zkuSebniho vzorku diethyletherem a petroletherem a nasledné odstranéni
rozpoustédla destilaci nebo odpafenim a nasledné stanoveni hmotnosti vyextrahovanych latek

v g na 100 g (VORLOVA et al., 2012).

Ve cviénych mlékatskych poloprovozech na UTP AF MENDELU bylo mléko zahiato
na 40 °C a odstfedéno na separatoru mléka SCM 80 (LKL-7, private company, Ukrajina).
Zpétnym piidavkem odstfedéné smetany do odstiedéného mléka bylo vytvofeno 30 vzorku
0 objemu 100 ml tak, aby bylo dosazeno rizné tucnosti. Pfed sméSovanim byly ob¢ slozky

zahtaty na 40 °C, aby bylo dosazeno zpétného rozptyleni tuku v mléce.

4.2.1.6 Vliv teploty vzorku na piesnost méieni

Vzorky mléka pro tento experiment byly pfed hodnocenim temperovany na teplotu
40 °C, promichany a zchlazeny na 20 °C. Nasledné byly analyzovany referen¢nimi metodami
(viz kap. 4.2.1.1) ve dvou opakovanich. K vyhodnoceni byly pouzity praimémé hodnoty
referen¢nich analyz. Pro referen¢ni stanoveni tuku metodou podle Rose-Gottlieba bylo
vyuzito sluzeb soukromé nezavislé akreditované laboratote pro vySetfovani potravin se sidlem
v Brné&. Vzorky byly pfevazeny do laboratofe v chladicim boxu pfi teploté 8 °C. Soubézné
byly vzorky analyzovany na FT-NIR Antaris. Vsechny ostatni analyzy probihaly na
UTP AF MENDELU.

4.2.1.7 Detekce falSovdani syrit

V cviénych mlékatskych poloprovozech UT AF MENDELU v Brné byly vyrobeny
Cerstvé syry jen z kravského a koziho mléka a déle kozi syry s ptidavkem 100 %, 50 %, 20 %,
10 %, 5 %, 2 %, 1 % a 0 % kravského mléka a to i pfes to, ze velmi nizky ptidavek vétSinou
nema pro piipadného falzifikdtora ekonomicky piinos. Vlastni vyrob& syrii predchazela
pasterace mléka pii 72 °C s vydrzi 15 s. Nasledné bylo mléko zchlazeno na 30 °C, byl pfidan
1% smetanovy zakys vyrobeny ze suSené smetanové kultury s oznacenim ,, X1 (MILCOM
a.s., Ceska republika). Prokysani v termostatu Friocell (BMT Medical Technology s.r.o,
Ceska republika) trvalo 40 minut pii teploté 30 °C. Dilezitym krokem pii vyrobé syri je
vypocet sily syfidla dle Soxhleta a davky syfidla. Tyto hodnoty byly vypocatany podle
nasledujicich vzorcii (SUSTOVA et SYKORA, 2013):
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Sila (5) Objem mléka (ml) * 2400
ila =—
Cas koagulace mléka (s)

Mnozstvi syfeného mléka v ml (M) 35 40

Davka (D) =
dvka (D) Syla pouzitého syridla (S) i teplota syteni (t) * doba syreni (T)

Po wuplynuti doby prokysdni bylo aplikovdno vypocitané mnozstvi tekutého
chymozinového syfidla ,,Laktochym® s garantovanou silou 1:5000 (MILCOM a.s., Ceska
republika). Syifeni probihalo v termostatu Friocell (BMT Medical Technology s.r.o, Ceské
republika) 40 minut pti 30 °C. Po vytvofeni srazeniny byla tato ve tfech tfiminutovych
intervalech pokrajena, vloZzena do forem a v péti patnactiminutovych intervalech obracena za
ucelem zvyseni synereze (vypuzovani syrovatky). Syrovatka nasledné¢ odkapavala 18 hodin
pii pokojové teploté. VSechny vzorky syri byly vyrobeny za stejnych podminek. Nasledujici

den byly vzorky méfeny na infracerveném spektroskopu FT-NIR Antaris.
4.2.2 Méfeni na NIR spektroskopu

Spektroskopické analyzy byly realizovany pomoci spektroskopu FT-NIR Antaris
(ThermoNicolet Corp., USA). Zdrojem emitujiciho zafeni spektroskopu je wolfram-
halogenova zarovka. D¢leni paprsku zéafeni je zabezpeCeno piesné zbrouSenym okénkem,
které je vyrobeno z fluoridu vapenatého (CaF;) a vysledny signal je zaznamenan na detektoru
z InGaAs. Viechny vzorky byly sniméany ve spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™. Doba
snimani spektra se pohybovala okolo 1,5 minuty. Na pfistroji je mozné nastaveni poctu scand
spekter i spektralniho rozliseni. Spektroskop dale nabizi tfi rizné rezimy k analyze vzorkl
(viz kap. 3.5).

Spravna komunikace mezi pocitacovou jednotkou a spektroskopem byla zabezpecena
softwarem Result Integration (viz kap. 3.6.1). Kalibraéni modely pro kvalitativni
a kvantitativni analyzy byly konstruovany softwarem TQ Analyst (viz kap. 3.6.1) vyuzitim
metody diskriminacni analyzy (viz kap. 3.14.1) a metodou castecnych nejmensich ctverci
PLS (viz kap. 3.13.1). Kinstrumentalné ziskanym spektrim byly pfifazovany jejich
referencné analyzované hodnoty, popif. byla eliminovana spektra, ktera byla vyuzitim
diagnostiky Spectrum OQutlier (viz kap. 3.16) vyhodnocena jako neodpovidajici

analyzovanému souboru. Spravnost vytvorenych kalibra¢nich modelti byla ovétena ktizovou
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validaci (viz kap. 3.15.3.1), scilem uréeni schopnosti kalibraéniho modelu co nejptesnéji
predpovédét obsah stanovované komponenty. V nasledujicich kapitolach jsou blize

specifikovany metodiky pouzité k analyze vzorkd.

4.2.2.1 Mléko

Pted spektroskopickou analyzou bylo mléko vytemperovano na 40 °C, promichdno
a nasledn¢ zchlazeno na 20 °C. Tento postup byl zvolen dle doporuceni, které uvadi CHEN et
al. (1999), nebot’ je nutné pievést tuk do kapalné formy a rovnomérné jej rozptylit v celém
objemu vzorku. Vzorky byly prométeny na Petriho misce (@ =5 cm) v rezimu reflektance na
integracni sféfe pristroje (Obr. 33). Odraz paprsku byl zajistén transflektan¢ni kyvetou s
kovovym zrcatkem (@ 1,5 cm) s vyskou reflexni plochy (h) 0,2 mm v piipad¢é kravského
a ov¢iho mléka a (h) 0,3 mm v piipadé koziho mléka. Pocet scanti ke snimani jednoho spektra
byl 100 s nastavenim spektralniho rozligenim 8 cm™ u kravského a ovéiho mléka a 150 scani
vrozliseni 16 cm™ u koziho mléka. Spektra mléka byla méfena ve spektralnim rozsahu
10 000 — 4 000 cm™. Kazdy vzorek mléka byl proméien 2krat a k tvorb& & naslednému
roz§ifeni kalibra¢nich modelt byla softwarem vytvofena pramérna spektra, ktera byla
nasledné v piipadé kravského a ovciho mléka zpracovavana algoritmem MLS. Kalibra¢ni
modely byly tvofeny metodou PLS a pted rekalibracemi byla nasnimana spektra upravena na
jejich 1. derivaci. K odliseni jednotlivych druhti mléka navzijem od sebe byla vyuzita
diskrimina¢ni analyza. Ke kvalitativnim analyzam byla vyuZita stejnd metodika jako pro
tvorbu rekalibraci, dale metodika s vyuzitim kompresni kyvety a nakonec metoda s vyuzitim
optické sondy. Kvalitativni analyzy byly sméfovany ke schopnosti pfistroje reagovat na
zmény podminek pfi snimani spekter, schopnosti rozliSeni jednotlivych druhii mléka a také

schopnosti pfistroje reagovat na rizné tu¢nosti mléka.

Obr. 33: Meéreni mléka na integracni sfére
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4.2.2.2 Maslo

Vzorky masel byly posuzovany pii pokojové teploté nasledujici den po zakoupeni.
Vlastnimu méteni neptedchézela zadné dalsi uprava vzorkl. Vzorky k méteni byly odebirany
odiezanim platku o tloust’ce 1 cm ze stfedu celé kostky, které spektroskop snimal v rezimu
reflektance na integra¢ni sféfe pies polyethylenové sacky pii 80 scanech s rozlisenim 4 cm™.
Mgéieni probihalo 1 minutu ve spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™. Pied zapo&etim
méfeni jsme vzorek prekryli alobalem (Obr. 34). Podobna metodika byla uzita i v praci
HRNCIROVE (2009). Nésledné byla masla zp&tné zabalena, uloZena do chladici komory pfi
teploté 8 °C a po uplynuti garantované expirace byla masla znovu métena pro zjisténi Cisla

kyselosti.

Obr. 34: Metodika méieni vzorkii mdsla
4.2.2.3 Med

Vzorky byly posuzovany pii teplot¢ 45 °C a vlastnimu méfeni ptredchazela
dekrystalizace vykrystalizovaného medu pti 50 °C ve vodni lazni (Julabo GmbH, EcoTemp
TW 20, Némecko). Vzorky medu byly odebirany piimo ze spotiebitelského baleni. Pfi méfeni
snimal spektroskop vzorky v rezimu reflektance na integracni sféfe pies kompresni kyvetu se
sklenénym dnem (@ = 3 cm) Spouzitim transflektancni kyvety skovovym zrcatkem
(@ = 1,5 cm) o optické draze (h) 0,2 mm (Obr. 35). Jako parametr méfeni byl zvolen pocet
scanu (n = 64) pfi rozliSeni 8 cm™ pti celkovém spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™. Pro
otestovani volitelnosti metody byly stejné vzorky nasledn€¢ snimany v rezimu interaktance
S pouzitim optické sondy opét pii rozliSeni 8 cm?, ale pocet scani byl zvySen na 100
(Obr. 36).
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Obr. 35: Meéreni medu na integracni sfére Obr. 36: Mereni medu pomoci optické sondy

4.2,.2.4 Kava

Vzorky kavy byly méteny, pro zjiSténi rozdild ve spektrech, nejprve ve formé zrn
a nasledné i v pomletém stavu. Zrna byla mleta na elektrickém mlynku ETA 0010 (ETA,
Ceska republika) na 2. rychlostni stupefi po dobu 15 s. Analyza probihala v 5 opakovénich,
pfi¢emZ k vyhodnoceni vysledki vyuzil software primérmné spektrum. Spektra kavy byla
snimana rezimem interaktance optickou sondou, kdy tato byla upevnéna ve stojanu a nasledné
ponoiena do sklenéné banky naplnéné vzorkem a obalené alobalovou folii. Sonda byla
ponofena kolmo do hloubky 2 cm, aby bylo zajisténo dostatecného odrazu paprsku od vzorku
(Obr. 37). Byla zvolena metodika s vyuzitim snimani spekter v po¢tu 100 scani pfi rozliSeni
8 cm™. Diskriminaéni analyzy byly pouzity k vytvofeni srovnani mezi jednotlivymi styly
prazeni, zemémi pavodu, ale i mezi méfenim vzorkd v zrnkové podobé a po pomleti.
Stanoveni obsahu kofeinu a fenolt bylo zjistovano na zékladé algoritmu PLS a jeho nésledné
ovefeni pomoci kiizové validace. Pfed tvorbou kalibraci byly vyuzity diagnostické néstroje
Spectrum Outlier, PC Scores a Leverage, pomoci nichz byla odstranéna spektra, ktera svymi

hodnotami nevyhovovala kalibraénimu setu.

Obr. 37: Méreni vzorkit kavy rezimem interaktance
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4.2.2.5 Vliv pouZité referencni metody na presnost méreni tuku v mléce

Pted vlastnimi analyzami byly vzorky zahtaty na 40 °C a zchlazeny na 20 °C. Analyza
pomoci FT-NIR probihala ve tiech opakovanich a k vyhodnoceni bylo programem pouzito
prumérné spektrum. VSechny vzorky mléka byly snimany metodikou popsanou v kap. 4.2.2.1.
s rozdilem, ze misto Petriho misky byly vzorky méfeny v kompresni kyveté se sklenénym
dnem (@ = 3 cm). K ovéfeni rozdili v hodnotach obsahu tuku v mléce méteného metodou dle
Gerbera a Rose-Gottlieba byla pouzita diskriminacni analyza. K tvorb¢ kalibraci bylo vyuzito
algoritmu PLS. Statistické rozdily mezi jednotlivymi metodami byly hodnoceny parovym

t-testem na stfedni hodnotu.

4.2.2.6 Vliv teploty vzorku na piesnost méieni

Vsechny vzorky mléka byly nejprve temperovany na teplotu 40 °C a zchlazeny na
18 °C. Po dosazeni 18 °C byly vzorky zméteny a poté byly vlozeny do vodni 1dzné (Julabo
GmbH, EcoTemp TW 20, Némecko) s udrzovanim konstantnich teplot, které se podle potieb
experimentu ménily. Ve vodni lazni byly vzorky temperované na teploty dalSich méfeni, tj.
20, 22, 24 a 40 °C. Vsechny vzorky byly méfeny ve tfech opakovanich, pfi¢emz
k vyhodnoceni hodnot analyzovanych parametrii bylo vyuzito praimérné spektrum kazdého
vzorku zvlast. Mléko bylo snimano podle metodiky, které je popsana v kap. 4.2.2.1 pro
kravské mléko. U kazdé testované teploty méfeni byly odecteny algoritmem PLS zkoumané
charakteristiky tj. obsah (%) suSiny, tuku, laktézy a bilkovin dle kalibracnich modeld pro
kravské mléko vytvofeny pro teplotu 20 °C. Charakteristiky kalibracnich modelt jsou

uvedeny v Tab. VI.
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Tab. VI: Charakteristiky kalibra¢nich modela slozek pro kravské mléko méfené pii 20 °C

Kalibraéni
n R Rv SEC (%) SEP (%) CCV(%) foLs
model
Susina 152 0,998 0,996 1,73 2,29 6,26 10
Tuk 138 0,974 0,967 0,153 0,173 2,34 10
Bilkoviny 130 0,989 0,976 0,082 0,122 3,49 15
Laktoza 130 0,975 0,898 0,039 0,079 0,78 15

n — pocet vzorku v kalibraci; Rc — korela¢ni koeficient kalibrace; Rv - korela¢ni koeficient
validace; SEC - smérodatna chyba kalibrace; SEP — smérodatna chyba predikce,
CCV (%) — kalibra¢ni varia¢ni koeficient; fp s — pocet PLS faktorti pouzitych pro kalibraci

Pro zjisténi reakce spektroskopu na zmény teplot méfenych vzorkit byla pouzita
diskriminaéni analyza. Referen¢ni hodnoty a hodnoty vysledkii méfenych teplot odectené
Vv kalibracnim modelu vytvofenym pro teplotu vzorku 20 °C byly statisticky zpracovany

s vyuzitim statistického programu Statistica verze 12.
4.2.2.7 Detekce falSovdni syrit

Hotové syry (viz kap. 4.2.1.7) byly nasledny den analyzovany na spektroskopu. Pted
analyzou na FT-NIR byly vzorky nastrouhdny na laboratornim struhadle do kompresni kyvety
se sklenénym dnem (@ = 3 cm) a méfeny v otoéném spineru v rezimu reflektance na
integraéni sféfe (MLCEK et al., 2011). Méfeni kazdého vzorku probéhlo t¥ikrat ve dvou
opakovanich. K vyhodnoceni bylo pouZito diskrimina¢ni analyzy za G¢elem zjiSténi mnoZstvi
kravského mléka, které bylo ptidano do koziho syru. Doba sniméni jednoho vzorku byla asi
1 minutu. Spektra byla snimana pii 80 scanech v rozliseni 4 cm™ ve spektralnim rozsahu
10 000 — 4 000 cm™ bez naslednych uprav spekter (LUZOVA et al., 2014).

4.2.2.8 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky analyz byly vyhodnocovéany statistickymi algoritmy, kterymi disponuje
vyhodnocovaci software TQ Analyst verze 7 spjaty s FT-NIR spektroskopem. Tento program

zajiStoval také 2D vizualizace diskriminacnich analyz. Diskriminaéni analyzy s 3D
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vizualizaci byly tvofeny v softwaru TQ Analyst verze 8. Cast statistickych analyz byla
realizovana programem Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, USA), kterym byly
u referen¢nich hodnot vypoéteny souhrnné charakteristiky, tj. primér, maximalni a minimalni
hodnota, smérodatna odchylka a linearni regresni ktivka. Microsoft Office excel 2007 byl
pouzit pii zhodnoceni rozdili mezi referen¢nimi a predikovanymi hodnotami, kdy jako
doplnkového statistického testu bylo vyuzito Studentova testu (t-test), ktery srovnava
shodnost vysledkt stfednich hodnot mezi prvnimi a druhymi prvky uspotfadanych dvojic.
KUBANOVA et LINDA (2007) uvadi, e jsou-li t; a t, > tg pro cely polet stanoveni pfi
zvolené hladin¢ pravdépodobnosti, pak je rozdil mezi namétenymi hodnotami neprikazny.
Dalsi statistické analyzy byly provadény v programu Statistica verze 12. PLS algoritmem byly
pfi konstrukci kalibraci vypocitany koeficienty korelace pro kalibrace a validace s jejich
smérodatnymi odchylkami. Tyto odchylky informuji o kvalit¢ regresni zdvislosti mezi
referenénimi hodnotami a hodnotami ziskanymi pomoci NIR spektroskopie. Korela¢ni
koeficient v intervalu 0,95 — 0,99 je povazovan za velmi silnou zavislost, interval 0,80 — 0,94
za dosti silnou zavislost a interval 0,50 — 0,79 informuje o0 stfedné silné zavislosti
(TRILCOVA et al., 2005). K hodnoceni spolehlivosti kalibra¢nich modelti ziskanych pomoci
FT-NIR analyzatoru je pouZzivan tzv. kalibra¢ni varia¢ni koeficient (CCV) a pro validaci
predikéni validaéni koeficient (PCV). MIKA et al. (2008) uvadi, ze za dobry kalibraéni
model je povazovan ten s hodnotami CCV do 10 % (PCV 15 %) a za velmi spolehlivy model
s hodnotami CCV do 5 % (PCV 10 %).
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Kravské mléko

Tato ¢ast disertaéni prace se zabyvala rozsifenim stavajicich kalibraci na zakladni
obsahové slozky kravského mléka a schopnosti NIR spektroskopu rozeznat na zakladé
rozdilného slozeni mléka riznych druhd.

Ovei mléko obsahuje ve srovnani s mlékem kravskym dvojnasobny obsah tuku,
bilkovin a pfirozené s témito hodnotami stoupd i obsah susiny (DRAGOUNOVA et al.,
2007). Kozi ma oproti mléku kravskémt odlisné slozeni kaseinovych bilkovin
(NAVRATILOVA et al., 2012) a vlivem rtizného sloZeni jednotlivych druhi mlék se lisi
i jednotliva infraervena spektra téchto mlék (Obr. 38). SloZeni jednotlivych druhd mlék je

uvedeno dle PARK et al. (2007) v Tab. VII.
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Obr. 38: Infeacervend spektra kravského, koziho a ovéiho mléka
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Tab. VII: SloZeni jednotlivych druhtt mlék dle PARK et al. (2007)

Obsahové slozky

%) Kozi mléko Ovéimléko  Kravské mléko

Voda 87,8 80,1 87,7

Susina 12,2 19,9 12,3

Tuk 3,8 7,9 3,6

Bilkoviny 3,5 6,2 3,3

Laktoza 41 49 4.6

Min. latky 0,8 0,9 0,7

V préci jsme se zabyvali stanovenim obsahu (%) hlavnich chemickych komponent
tj. susiny, tuku, bilkovin a laktézy v syrovém kravském, kozim a ov¢éim mléce. Pro velké
mnozstvi vysledkd byly analyzy jednotlivych druhi mléka rozdéleny do samostatnych
kapitol. Tato kapitola se zabyva vysledky ziskanymi analyzami kravského mléka. Vysledky
analyz koziho mléka jsou uvedeny v kap. 5.2, v kap. 5.3 jsou uvedeny vysledky analyz ov¢iho
mléka.

V ramci experimentii bylo odebrano 72 vzorkd, které byly analyzovany referen¢nimi
metodami (viz kap. 4.2.1.1) a nasledné byly pouzity pro rekalibraci jiz diive vytvotenych
kalibraci. Technika snimani spekter kravského mléka byla nastavena shodné s metodikou
RUZICKOVE (2007) (viz kap. 4.2.2.1), aby bylo mozné ziskana spektra pouzit pro dalsi
rozSifeni a upraveni jiz rekalibrovanych kalibraci.

Vysledkem prichodu infracerveného zafeni vzorkem syrového kravského mléka je
spektrum, ve kterém je moZné pozorovat vyrazné absorpcni pasy, které odpovidaji absorpci
vody (8443, 6880 a 5154 cm™) a dale také vyrazné mensi pasy odpovidajici absorpci tuku
(7444, 5803, 5602, 4324 a 4330 cm™). Absorpéni pasy vody a tuku jsou na spektru mléka
znazornény na Obr. 39. Velmi podobné se chova i absorpce vody a tuku v mléce kozim

a oveim.
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Obr. 39: NIR spektra syrového kravského miéka - pasy 8443, 6880, 5154 cm™ = absorpce
vody, pdsy 7444, 5803, 5602, 4324 a 4330 cm™ = absorpce tuku

Po vytvoteni kalibra¢nich modeli byly vyuzitim diagnostického nastroje Spectrum
Outlier (viz kap. 3.16) identifikovany standardy, které byly softwarem vyhodnoceny jako
odlehlé, tj. standardy, které na zdklad¢ spektralnich (objevila se spektralni odchylka
v méfeném spektru) nebo koncentranich (nepfesné stanoveni komponenty referen¢ni
hodnotou) odlisnosti nevyhovovaly souboru kalibracnich dat a z tohoto divodu byly
z kalibra¢niho setu odstranény.

Vzhledem k vysokému poétu vzorkd Vv kalibracich byly kalibrace tvofeny vyuzitim
algoritmu MLS (viz kap. 3.12.4). Vyhodou tohoto algoritmu je moznost vytvorit pramér
standardd se stejnymi hodnotami kalibrované slozky, ¢imz dojde k vytvoteni novych, tzv.
syntetickych standardi. Po vytvofeni rekalibraci byly tyto podrobeny diagnostickym
nastrojim kiizové validace (viz kap. 3.15.3.1) a nasledné¢ i funkci PRESS (viz kap. 3.15.6).
V Tab. VIII jsou uvedeny statistické parametry referenc¢nich hodnot slozek, které byly
pouzity ke kalibracim. Rekalibra¢ni a revalidacni vysledky pro obsahové slozky kravského
mléka a porovnani vysledkd nagich experimentd a prace RUZICKOVE (2007) uvadi
Tab. IX.
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Tab. VIII: Statistické parametry referencnich hodnot analyzovanych slozek v kravském mléce

Obsahové .
slozky (%) n Xp (%0) Sx (%) Min (%) Max (%)
Susina 178 27,63 26,46 11,79 77,64
Tuk 198 4,92 0,72 2,65 6,32
Bilkoviny 190 3,16 0,55 2,05 4,86
Laktoza 111 5,62 0,24 4,26 6,18
n — pocet vzorkl; Xp — primér naméfenych hodnot; Sy — smérodatnd odchylka;

Min — minimalni nemé&fena hodnota; Max — maximalni naméfena hodnota

Tab. IX: Srovnani rekalibrovanych charakteristik modeli pro kravské mléko

Riuzickova (2007) Vysledky analyz
Slozka SEC cCCV SEC CCV
e " e e ™ N e e ™
Sufina 118 0953 0277 206 8 178 0998 1,73 7,02 10
Tuk 138 0974 0153 348 9 198 0,986 0,096 1,95 10
Bilkoviny 130 0,989 0,082 232 15 190 0,981 0,075 237 15
Laktéza 51 0975 0039 079 11 111 0,988 0,061 1,08 15
y = a £ bx; y =a=£bx;
Suina 1,2463 + 0,9076x 1,5684 = 0,9523x
Tuk 0,2202 + 0,9499x 0,3654 + 0,9362x
Bilkoviny 0,0740 + 0,9789x 0,0934 + 0,9772x
Laktéza 0,2610 + 0,9478x 0,2850 + 0,9568x

n — pocet vzorku v Kalibraci; R — korela¢ni koeficient kalibrace; SEC — smérodatna odchylka
kalibrace; CCV — kalibra¢ni varia¢ni koeficient; fp s — PLS faktory pouzité pro kalibraci;

a = bx; — parametry regresni pfimky predikce

Péarovym t-testem na stfedni hodnotu byla otestovana nulova hypotéza HO.: ud = 0 pfi
hladiné pravdépodobnosti a = 0,05. Vypoctem z rovnice uvedené v kap. 3.17.2 byly ziskany
hodnoty, ze kterych plyne, Ze mezi hodnotami referen¢nimi a predikovanymi je statisticky

neprukazny rozdil (Tab. X).
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Tab. X: Vysledky parového t-testu na stiedni hodnotu pro rekalibrované modely hlavnich

slozek kravského mléka

Obsahové XREF XNIR
. n Lstat tirit (1) turit (2)
sloZzKky (%) (%) (%)
Susina 178 27,63 27,71 1,983 -0,529 1,655 1,976
Tuk 198 4,92 4,92 0,051 -2,36.1072 1,78 2,01
Bilkoviny 190 3,16 3,16 0,04 -1,12.1072 1,66 1,99
Laktoza 111 5,62 5,78 0,023 0,07 1,82 2,01

N — pocet vzorkl; Xgrer — pramér referen¢nich hodnot; Xy r — primér predikovanych hodnot;
SD — smérodatna odchylka diference; tsar — hodnota t-testu; tyrit (1) — tabulkova hodnota pti

hladin¢ vyznamnosti o = 0,05; tyrit (2) — tabulkova hodnota pfti hladiné vyznamnosti o = 0,01.

U vsech stanovenych komponent rekalibrovanych model bylo dosazeno koeficientl
korelace, které lze charakterizovat velmi vysokou zavislosti (1 > R > 0,90). Nejvyssi
korelacni zavislost byla dosaZena pro model obsahu suSiny (R = 0,998). Tento model byl
charakterizovan i nejvys$si smérodatnou chybou (SEC = 1,73 %). Ostatni rekalibrované
modely se vyznacovaly vyrazné niz$imi smérodatnymi odchylkami (SEC < 0,1 %). Jednim
z ukazatelli spolehlivosti kalibra¢niho modelu je hodnota CCV (%) popsana v kap. 3.15.5.
U vSech rekalibrovanych modelli se hodnota CCV (%) pohybuje pod hranici 5 %,
coZ znamena, Ze noveé vytvoiené modely lze definovat jako velmi spolehlivé. Vyjimku tvofi
model pro stanoveni obsahu suSiny, kdy hodnota CCV piekroc¢ila hranici 5 %,
ale nepiekrocila hranici 10 %, diky ¢emuz model stale 1ze povaZovat za spolehlivy.

Pro ovéfeni spolehlivosti rekalibrovanych kalibraci bylo vyuzito také diagnostiky
PRESS. Nejvyssi mnozstvi PLS faktorti bylo definovano pro model obsahu laktdzy, coz
sveéd¢i o vyssi chybé stanovitelnosti modelu pro tuto komponentu. Vyssi chyba souvisi ziejmé
také s uzkym koncentraénim rozpétim kalibra¢nich hodnot. Funkce PRESS pro stanoveni
obsahu tuku a bilkovin vykazuji lepsi trend a PRESS pro stanoveni suSiny definovala
nejprudceji  pokles chyby stanovitelnosti. Tato skuteCnost je mnaopak zplsobena

pravdépodobné velkym rozpétim koncentra¢nich hodnot v kalibra¢nim setu (Obr. 40).
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5+ Com Coeff: 0.99779 RMSEC: 1.73

Calculated

a Actual a3

Obr. 40: Rekalibrovany model pro stanoveni susiny v syrovém kravském mléce

Dilezitym aspektem je dosazeni klesajiciho charakteru kiivky PRESS, ¢ehoz bylo
dosazeno pro vSechny rekalibrované kalibrace. Obr. 41 pro nazornost uvadi diagnostickou
PRESS kiivku pro nami vytvoieny model stanoveni obsahu suSiny mléka se srovnanim

téhoz modelu vytvofenym RUZICKOVOU (2007).

A

RMSECV
RMSECV

A) IS

Factor Factor

RMSECV - Root-Mean-Square Error of Cross-Validation (Sttedni kvadraticka chyba kiizové
validace)

Obr. 41: Srovnadni krivek PRESS rekalibrovaného modelu pro stanoveni obsahu suSiny

vV syrovém kravském mléce — A) PRESS V prdaci RUZICKOVE (2007), B) PRESS

V nasi praci
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Hodnoceni majoritnich obsahovych slozek kravského mléka se zabyvalo jiz mnoho
autorti. V praci TSENKOVA et al. (1999) bylo analyzovano 258 vzorkti mléka, které bylo
ureno pro stanoveni obsahu tuku, laktozy a bilkovin. Vzorky byly analyzovany v rezimu
transmitance na piistroji NIRSystems 6500 (NIR Systems, INC.). Ke konstrukei kalibra¢nich
modeld pouzili algoritmus PLS a vytvoiené modely byly ovéieny kiizovou validaci. Nejlepsi
vysledky byly zaznamenény pti hodnoceni vzorkl v regionu spektralniho rozliseni v intervalu
1100 — 2400 nm s pouzitim kyvety o tloustce 1 mm, kdy bylo jesté nutné upravit spektra
1. derivaci. Korela¢ni koeficient kalibrace byl charakterizovan téméi absolutni zéavislosti
(R = 0,999). Smérodatné odchylky kalibrace se pohybovaly na nizkych hodnotach
tj. SEC = 0,886 % pro stanoveni obsahu bilkovin resp. SEC = 0,857 % pro stanoveni obsahu
laktozy.

Dal§im autorem zabyvajicim se moznostmi pouziti techniky FT-NIR byli
KUKACKOVA et al. (2000), kteii rovnéz vyuzivali p¥istroj NIRSystems 6500 (NIR Systems,
Inc.) a ovéfovali moznost vyuziti jeho vlaknové optiky pfi stanoveni zakladnich slozek mléka.
U kalibra¢niho modelu zkonstruovaného pro stanoveni obsahu suSiny byl dosazen korela¢ni
koeficient R = 0,975 a standardni odchylka predikce SEP = 0,160 %. Modely pro hodnoceni
obsahu tuku a bilkovin byly rovnéz charakterizovany ptiznivymi hodnotami korela¢nich
koeficientd (R = 0,967 resp. R = 0,965) a standardnich odchylek predikce (SEP = 0,179 %
resp. 0,049 %). Analyzami chemickych komponent se zabyvali také JANKOVSKA et
SUSTOVA (2003). Ve své studii analyzovali 50 vzorkii nehomogenizovaného kravského
mléka. Na piistroji FT-NIR Antaris ve spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™ metodou
reflektance na integracni sféfe hodnotili obsah suSiny, tuku, celkovych bilkovin, kaseinu,
laktézy, mocovinového dusiku a pocet somatickych bunék. Vysledky jejich prace byly
podobné zavéram, ke kterym dospéla KUKACKOVA et al. (2000). Obsah tuku, bilkovin
a laktozy v mléce hodnotili i SASIC et OZAKI (2001), kteti v kalibraénich modelech pro
zminéné komponenty dosahli uspokojivych vysledkli pro obsah tuku a bilkovin. Kalibra¢ni
model pro obsah laktozy se vyznacCoval niz$i schopnosti predikce, coz autofi odivodnili
mensim rozpétim kalibra¢nich hodnot.

Srovnani techniky NIR pfi stanoveni obsahu tuku, bilkovin, laktézy a obsah
somatickych bunék s technikou VIS spektroskopie v rezimu transmitance provedli SPITZER
et al. (2005). Kalibra¢ni modely pro obsahové slozky byly vytvofeny algoritmem PLS. Bylo
zjisténo, ze lepsi vysledky pro stanoveni obsahu tuku, laktdzy a somatickych bunék poskytuji
kalibracni modely vytvofené technikou NIR. Metoda VIS spektroskopie vykazovala lepsi

vysledky pfi stanoveni obsahu bilkovin.
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Me¢étenim chemickych komponent se ve své praci zabyvali také WOO et al. (2002).
Ti vyvinuli novou méfici techniku k hodnoceni obsahu laktozy, tuku a bilkovin v syrovém
mléce pomoci transmitancni NIR spektroskopie. Metoda je zalozena na analyze vzorki
syrového nehomogenizovaného mléka ve sklenénych 12mm zkumavkach (V = 10 ml) pfi
vlnovych délkach 700 — 1100 nm. Metodou PLS byly vytvoieny kalibra¢ni modely, u kterych
bylo dosazeno standardnich odchylek predikce SEP = 0,06 % pro stanoveni obsahu tuku resp.
0,10 % a 0,10 % pro stanoveni obsahu bilkovin a laktdzy.

Zakladnim pozadavkem pii tvorb¢ kalibraci popt. rozsifovani a upravovani kalibraci,
je zachovani stejnych podminek ziskavani dat tj. pouziti stejnych referencnich metod
a stejného nastaveni instrumentalni techniky. Zména podminek pfi analyze dat muze,
ale nemusi ovlivnit vyslednou kvalitu kalibrace. Pro ovéfeni, zda pfistroj FT-NIR Antaris
reaguje na zmény podminek pii snimani spekter, byla v praci pouzita kvalitativni analyza
metodou diskriminacni analyzy. Z kalibra¢niho setu 72 vzorkli syrového kravského mléka
bylo namatkové vybrano 30 vzorkd, jejichz spektra za ucelem ovéfeni reakce pfistroje na
zpisob meéfeni byla snimédna spektroskopem v rezimu reflektance na integracni sféfe
S pouzitim Petriho misky (@ = 5 cm) a kompresni kyvety (@ = 3 cm), u obou metod
s vyuzitim transflektancni kyvety s kovovym zrcitkem o délce drahy paprsku (h) 0,2 mm,
a vzorkli méfenych optickou sondou v rezimu interaktance. Bylo prokdzano, ze pfistroj
reaguje na zmény podminek pii méfeni. Pti analyze doSlo k presvédcive diferenciaci vzorki
métenych pomoci optické sondy od vzorkii méfenych na integraéni sféfe, zaroven ale nedoslo
k presvédcivé selekci vzorkt umisténych na Petriho misce a kompresni kyveté (Obr. 42).
Dilezitym parametrem pii snimani spekter vzorkll je teplota aktualné meétené¢ho vzorku.
Kvalitu a pfesnost kalibracnich modelti je teoreticky mozné ovlivnit také hodnotami
chemickych komponent ziskanymi rliznymi referencnimi analyzami. Vliv pouzité referencni
metody na kvalitu kalibrace je fesen v kap. 5.7, 0 vlivu teploty na pfesnost méteni piistroje je

pojednavano v kap. 5.8.
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Kompresni kyveta

Petriho miska

Opticka sonda

Obr. 42: 3D grafické zndzornéni diferenciace vzorkit mléka mérenych riiznymi metodami

Dalsi nutnou schopnosti pfistroje je rozeznani vzorki mléka na zaklad¢ jejich tu¢nosti
¢i druhu. Tucnost mléka je jednim z parametrt, ktery vypovida o technologické kvalit¢ mléka
a 0 moznostech jeho dal§iho zpracovani a je jednim z hlavnich ukazatell pii falsifikaci mléka
tzv. odsmetanénim. Kvalitativni analyza byla také vyuzita ke schopnosti diferenciace vzorki
mléka o definované tu¢nosti do 3 tfid (plnotucné, polotucné a odstfedéné). Po provedeni
diskrimina¢ni analyzy bylo zjiSténo, ze piistroj FT-NIR Antaris dokaze rozlisit vzorky na
zakladé definovanych tfid bez jakychkoliv potizi (Obr. 43).

. Odstfedéné mléko
. Polotu¢né mléko

Plnotu¢né mléko

Obr. 43: 3D grafické zndzornéni diferenciace vzorkit mléka na zdkladé jejich tucnosti

Velmi cCastym piipadem falSovani mlécnych vyrobkil je nahrazeni drazsich druht

mléka (kozi, buvoli) za mléko kravské, které je levnéj$i. Vyznamnou schopnosti pfistroje
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FT-NIR Antaris je jeho schopnost pii rozliSeni druhti mléka (Obr. 44). Ptistroj byl schopen
rozpoznat druhy mléka a zatadit je do pfedem definovanych tiid. Schopnost detekce falSovani

mlécnych vyrobkll zdménou riznych druhti mléka se v této praci zabyva kap. 5.9.

. Kozi mléko o
. Kravské mléko °

Ov¢éi mléko

Obr. 44: 3D grafické znazorneéni diferenciace vzorkit mléka Vv zavislosti na druhu mléka

5.2 Kozi mléko

Tato kapitola fes$i hodnoceni obsahti (%) hlavnich komponent v syrovém kozim mléce
a rozSifeni jiZ existujicich kalibraci.

Pro rozdilné slozeni riznych druh mléka (viz Tab. VII, kap. 5.1) je nutné vytvofeni
kalibraéniho modelu pro kazdy druh mléka. Bylo analyzovano 55 vzorkd mléka a ziskané
hodnoty byly nasledné pouzity pro druhou rekalibraci kalibra¢nich modelid pro stanoveni
obsahu tuku, bilkovin a laktézy. Pavodni kalibrace vytvofila v roce 2004 Ing. Renata
Jankovska, Ph.D. a prvni rekalibraci provedla Ing. Monika Kozelkova, Ph.D. v roce 2012.
Ptistroj FT-NIR Antaris byl kalibrovan hodnotami ziskanymi referenénimi metodami
uvedenymi pro tuk a laktozu (viz kap. 4.2.1.1). Referen¢ni metody pro obsah bilkovin se lisili
pfi konstrukci i v obou rekalibracich, kdy JANKOVSKA (2004) pouzila jako referenéni
hodnoty pro stanoveni bilkovin vysledky ziskané na pfistroji Pro-Milk (Eon Trading Inc.,
Bulharsko), KOZELKOVA (2012) pouzila k rozsifeni kalibrace vysledky ziskané na
infraderveném absorpénim analyzatoru Bentley 2000 (Bentley Instruments, Chaska, USA).
V naSich experimentech byl obsah bilkovin stanoven klasickou referenéni metodou dle
Kjeldahla (viz kap. 4.2.1.1). Rtzné uziti referen¢nich metod pfi tvorbé kalibraci mize ovlivnit

nasledné vysledky kalibraénich modeltt (DRACKOVA et al., 2008). Metoda a podminky
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méfeni (viz kap. 4.2.2.1) byly nastaveny tak, aby se shodovaly s metodikami JANKOVSKE
(2004) a KOZELKOVE (2012), ¢imz bylo dosaZeno moznosti implementace snimanych
spekter do kalibra¢nich modell za ucelem jejich rozsifeni a upraveni.

Po konstrukci kalibra¢nich modelt byly opét vyuzitim diagnostického nastroje
Spectrum Outlier (viz kap. 3.16) identifikovany a odstranény odlehlé standardy. Funkénost
nov¢ rekalibrovanych modeld byla ovéfena kiizovou validaci (viz kap. 3.15.3.1)
a diagnostickym nastrojem PRESS (viz kap. 3.15.6). Tab. XI uvadi parametry hodnot slozek
ziskanych referencnimi metodami. Ze vSech hodnot byly vypocteny zékladni statistické
charakteristiky (pramér a smérodatna odchylka). Vysledky rekalibraci pro obsahové slozky
koziho mléka a porovnani vysledk nasi prace a prace KOZELKOVE (2012) uvadi Tab. XII
a je ziejmé, Ze bylo dosazeno podobnych charakteristik. Srovnani parametrd hodnot
ptvodnich kalibraénich modelt a jejich prvnich rekalibraci uvadi ve své praci KOZELKOVA
(2012).

Tab. XI: Referencni hodnoty analyz koziho mléka

Obsahové .
slozky (%) n Xp (%0) Sx (%0) Min (%) Max (%)

Tuk 146 3,31 0,52 1,49 5,54
Bilkoviny 145 2,79 0,39 1,87 3,34
Laktoza 145 4,28 0,32 3,55 4,98

n — pocet vzorkl, X, — primér naméfenych hodnot; Sy — smérodatnd odchylka;

Min — minimalni hodnota; Max — maximalni hodnota
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Tab. XII: Srovnani rekalibrovanych charakteristik modela pro kozi mléko

Kozelkova (2007) Vysledky analyz
Slozka SEC CCV SEC CCV
@ | "R e "R e o ™
Tuk 119 0950 0,233 7,138 10 174 0978 0,93 583 10
Bilkoviny 118 0995 003 1120 14 173 0,990 0,068 244 15
Laktéza 118 0,954 0,092 2,079 15 173 0,968 0,123 2,87 15
y = a = bx; y = a = bx;

Tuk 0,3166 + 0,903x 0,3224 +0,9211x

Bilkoviny 0,0292 + 0,989x 0,0301 + 0,9801x

Laktéza 0,3981 + 0,910 0,3924 + 0,9123x

n — pocet vzorki v kalibraci; R — korelaéni koeficient kalibrace; SEC — smérodatna odchylka
kalibrace; CCV — kalibra¢ni variaéni koeficient; fp s — PLS faktory pouzité pro kalibraci;

a % bx; — parametry regresni ptimky predikce

Ziskané hodnoty po analyzéach byly podrobeny statistické analyze parovym t-testem na
stfedni hodnotu, kdy byla testovana nulova hypotéza HO: ud = 0 na hladin¢ vyznamnosti
a = 0,05. Vypoctem z rovnice uvedené v kap. 3.17.2 byly ziskany hodnoty, ze kterych plyne,
Zze mezi hodnotami referenénimi a predikovanymi neni, jako Vv piipadé kravského mléka,

statisticky pruikazny rozdil (Tab. XIII).

Tab. XI1I: Hodnoty t-testu analyz koziho mléka

Obsahové Xrer  XNIR

5 n SD tstat tkrit (1) tkl‘it (2)
slozky (%) (%) (%)

Tuk 146 3,31 3,31 0,043 -08. 10 1,695 2,040

Bilkoviny 145 279 2,75 0,032 -4,1.10° 1,669 1,998
Laktoza 145 428 432 0,027 -9,35.10" 1,697 2,042

N — pocet vzorkl; Xgrer — pramér referen¢nich hodnot; Xy r — primér predikovanych hodnot;
SD — smérodatna odchylka diference; tsa: — hodnota t-testu; tyrit (1) — tabulkova hodnota pfi

hladiné vyznamnosti o = 0,05; tyit (2) — tabulkova hodnota pfi hladin€ vyznamnosti o= 0,01.
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Rekalibrované modely pro obsah (%) tuku, bilkovin a laktézy v kozim mléce
dosahovaly koeficienti korelace udavajicich velmi vysokou zavislost (1 > R > 0,90).
Nejsilngjsi zavislost byla dosazena pro model stanoveni obsahu tuku (R = 0,978). Tento
model byl charakterizovan nejvyssi smérodatnou chybou (SEC = 0,193 %). Rekalibrované
modely pro obsahy bilkovin a laktéozy se vyznaCovaly niz§imi smérodatnymi chybami.
Spolehlivost rekalibrovanych kalibraénich modelti byla hodnocena na zékladé riznych
ukazateld, kdy jednim z nich byla i hodnota CCV (%) (viz kap. 3.15.5). Modely stanoveni
obsahu bilkovin a laktozy byly charakterizovany hodnotami CCV do 5 %. Modely tedy byly
definovany jako velmi spolehlivé. Model pro stanoveni obsahu tuku nabyl hodnoty CCV
tésn¢ za hranici 5 %, coz ale znamena, Ze model je stale spolehlivy a pouzitelny.

Dalsim faktorem ovéfeni funkénosti rekalibrovanych modelu je diagnostika PRESS.
chybé stanovitelnosti modelu pro tuto komponentu. Pro modely stanoveni obsahu bilkovin
a laktézy byl vypocten vyssi poCet PLS faktorti. VySsi chyba souvisi ziejmé S uzS$im
koncentracnim rozpétim kalibra¢nich hodnot, pfesto u vSech komponent vykazovala kiivka
PRESS klesajici charakter. Ptiklad srovnani kiivek funkce PRESS rekalibrovaného modelu
pro stanoveni obsahu tuku dle KOZELKOVE (2012) a modelu ziskaného v ramci

experimentl je znazornén na Obr. 45.

RMSECV
RMSECV

A) — B)
Factor Factor

RMSECV — Root-Mean-Square Error of Cross-Validation (Stfedni kvadraticka chyba kifizové

validace)

Obr. 45: — Srovnani krivek PRESS rekalibrovaného modelu pro stanoveni obsahu susiny
V syrovém kozim mléce — A) PRESS V prdaci KOZELKOVE (2012); B) PRESS

V analyzach
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Hodnocenim koziho mléka pomoci NIR spektroskopie se v minulosti zabyvalo mnoho
vyzkumnikt. Dilezitym vyzkumem se zabyvali ALBANELL et al. (2003), ktefi ftesili
identifikaci vinovych délek s nejvyssi absorpci zateni pii stanoveni zakladnich slozek koziho
mléka. Znalost regiont, ve kterych dochazi k piekryviim past na zaklad¢ koncentraci danych
slozek mléka, je dulezitd z divodu spravnosti vyhodnoceni spekter pii tvorbé kalibracnich
modelil bez pouziti celého rozsahu méteni vzorku, protoze k tvorbé kalibrace lze pouzit i jen
urcité cast spektra.

Stanovenim obsahu suSiny, tuku, bilkovin, laktdzy, tukuprosté suSiny a titracni
kyselosti v pasterovaném kozim mléce se zabyvali HADRA et al. (2006). K analyzam vyuzili
piistroje FT-NIR Antaris. M&feni vzorkil probihalo v regionu mé&feni 10 000 — 4 000 cm™.
Ziskana spektra komponovali do kalibracnich modela algoritmem metody nejmensich ¢tvercii
(PLS). Vytvotenim kalibra¢niho modelu bylo dosazeno pro vSechny hodnocené komponenty
vysokych koeficientt korelace (R) tj. 0,968 pro stanoveni obsahu tuku; 0,984 pro obsah
laktozy; 0,985 pro obsah bilkovin; 0,966 pro obsah susiny; 0,897 pro obsah TPS a 0,989 pro
titratni Kyselost. V experimentech bylo v kalibra¢nich modelech pro stanoveni obsahu tuku
a bilkovin dosazeno hodnot R = 0,978 resp. 0,990. HADRA et al. (2006) ziskali vyssi
korelacni koeficient pro model stanoveni obsahu laktézy. Na zavér své prace autofi uvedli,
ze metoda NIR spektroskopie je pouzitelnou technikou pro analyzu a hodnoceni koziho
mléka.

Problematikou stanoveni chemickych komponent v kozim mléce feSili také
SUSTOVA et KUCHTIK (2007). Mimo majoritnich komponent slozeni koziho mléka
analyzovali navic také pocet somatickych bunck. Z divodu dosazeni nizkych koeficientli
korelace kalibrace a vysoké chyby predikce poukazuji zavéry jejich prace na nevhodnost NIR
spektroskopie pro stanoveni tohoto parametru mléka. DalSimi autory, ktefi se ve svém
vyzkumu zabyvali aplikaci NIR spektroskopie pifi hodnoceni obsahovych sloZzek koziho
mléka byli DRACKOVA et al. (2008). Vyzkum autofi realizovali rovndz pomoci
FT-NIR Antaris pfi stejnych méficich parametrech jako tomu bylo v nasi praci a mimo
zékladniho chemického slozeni autofi hodnotili i nekteré fyzikalné-chemické parametry napft.
bod mrznuti ¢i hodnotu pH. Kalibra¢ni modely byly vytvofeny metodou PLS a pro kalibracni
model pro stanoveni laktézy bylo dosazeno lepSich vysledki, nez tomu bylo v naSich
analyzach, naopak kalibra¢ni modely pro stanoveni obsahu bilkovin a tuku vykazovaly lepsi
hodnoty v naSich experimentech. Mimo hlavni obsahové slozky nékteti autofi vyuzivali
techniku NIR spektroskopie i k dal§im vyzkumtim. Piikladem jsou NUNEZ-SANCHEZ et al.

(2015), kteti zkoumali pouzitelnost NIR spektroskopie pii hodnoceni sloZeni a obsahu
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mastnych kyselin v individualnich vzorcich koziho mléka. Autofi analyzovali rezimem
reflektance vzorky, které pred analyzou ususili a rezimem transflektance analyzovali vzorky
bez uprav tj. v tekutém stavu. Bylo zjisténo, Zze analyzy v rezimu transflektance vykazovaly
lepsi vysledky nez analyzy v rezimu reflektance. Autofi zavérem vyhodnotili NIR metodu
jako rychlou, spolehlivou a u¢innou analytickou metodu pro poskytovani nutri¢nich informaci

ve vzorcich koziho mléka.

5.3 Ovéi mléko

V této ¢asti disertacni prace se zabyva analyzou vzorkl ov¢iho mléka a hodnocenim
jejich chemického slozeni. Stejné jako u mléka kravského (viz kap. 5.1) resp. koziho (viz kap.
5.2) byly nové vzorky zabudovany do jiz existujicich kalibra¢nich setli, ¢imz bylo docileno
roz§ifeni a upraveni jiz existujicich kalibraci pro stanoveni obsahu (%) suSiny, bilkovin, tuku
a laktozy v syrovém ov¢éim mléce. Pro ovEéi mléko, stejné jako pro kravské a kozi, je nutna,
z dvodu rtzného slozeni hlavnich chemickych komponent (viz Tab. VII, kap. 5.1),
konstrukce vlastnich kalibracnich modelt. K dalsi rekalibraci kalibracnich modelti ptivodné
vytvofenych Ing. Rendtou Jankovskou, Ph.D. bylo pouZito 40 novych vzorkli syrového
ovciho mléka. Prvni rekalibraci modeli provedla v roce 2007 Ing. Jana Riazickova, Ph.D.
Referencni hodnoty pouZité pro rekalibraci byly ziskané na zaklad¢ referenc¢nich metod
popsanych v kap. 4.2.1.1. Pfistroj FT-NIR Antaris a podminky méteni ovéiho mléka
(viz kap. 4.2.2.1) byly nastavené stejné jako v metodikich JANKOVSKE (2004)
a RUZICKOVE (2007). Z dvodu vysokého poétu vzorkt byla nasnimana spektra zpracovana
nejprve algoritmem MLS. Kalibrace modelt byla realizovéana algoritmem PLS. Pred vlastnimi
rekalibracemi byly nastrojem Spectrum Outlier (viz kap. 3.16) eliminovany vzorky, které
nevyhovovaly kalibraénimu setu. K#izovou validaci (viz kap. 3.15.3.1) byla ovéfena spravna
funkce nové rekalibrovanych modelt a diagnostickym nastrojem PRESS (viz kap. 3.15.6)
byla ovéfena jejich pouzitelnost. Tab. XIV uvadi zékladni statistick¢ charakteristiky
vypoCtené pro hodnoty =ziskané referencnimi metodami. Charakteristiky rekalibraci
kalibraénich modeli slozek koziho mléka s porovnanim vysledkd s praci RUZICKOVE
(2007) uvadi Tab. XV.
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Tab. XIV: Zakladni statistické charakteristiky referen¢nich hodnot analyz ov¢iho mléka

Obsahové :
slozky (%) n Xp (%0) Sx (%) Min (%)  Max (%)
Susina 89 17,92 0,43 17,06 21,36
Tuk 145 7,21 0,77 5,36 10,07
Bilkoviny 138 5,81 0,39 4,52 6,02
Laktoza 160 4,64 0,82 4,34 7,73

n — pocet vzorkl; Xp, — prumér; Sy — smérodatnd odchylka; Min — minimélni hodnota;

Max — maximalni hodnota kampalasala

Tab. XV: Srovnani rekalibrovanych charakteristik modelii pro ov¢i mléko

Ruzickova (2007) Vysledky analyz
Slozka (%) . R SEC CCcv fois . R SEC CCV foLs
(%) (%) (%) (%)
Susina 53 0,992 0,401 2,74 10 90 0,99 0392 219 9
Tuk 108 0,953 0,573 7,50 9 145 0,967 0,528 7,32 9
Bilkoviny 101 0,993 0,117 1,86 12 138 0,995 0,092 158 14
Laktoza 123 0,949 0,106 2,21 14 160 0,958 0,143 3,08 14
y=a=bx; y =a % bx;
SuSina 0,2496 = 0,983 1x 0,2557 +£0,9765x
Tuk 0,7036 = 0,9079x 0,7056 + 0,9675x
Bilkoviny 0,0899 =+ 0,9856x 0,0920 + 0,9756x
Laktoza 0,4741 +0,9010x 0,4686 + 0,9125x

n — pocet vzorku v Kalibraci; R — korela¢ni koeficient kalibrace; SEC — smérodatna odchylka
kalibrace; CCV — kalibra¢ni variaéni koeficient; fp s — PLS faktory pouzité pro kalibraci;

a = bx; — parametry regresni pfimky predikce

Statistickym t-testem rozdilnosti referencnich a predikovanych hodnot byla testovana
nulova hypotéza HO: ud = 0 na hladiné vyznamnosti o = 0,05 a bylo potvrzeno, ze mezi
metodami stanoveni opé€t nejsou zadné statisticky prukazné rozdily. Hodnoty t-testu jsou

zapsany v Tab. XVI.
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Tab. XVI: t-test rekalibrovanych modela pro syrové ov¢i mléko

Obsahové Xrer  XNIR
slozky (%) : (%) (%)
Susina 89 17,92 17,93 0,046 -3,5.107 1,785 2,071
Tuk 145 7,21 721 0,064 462.10° 1,699 2,030
Bilkoviny 138 5,81 5,80 0,033 0,019 1,665 1,992
Laktoza 160 4,64 466 0,065 1,88.10° 1,669 2,003

stat tirit (1) tirit (2)

N — pocet vzorkl; Xgrer — pramér referen¢nich hodnot; Xy r — primér predikovanych hodnot;
SD — smérodatna odchylka diference; tsar — hodnota t-testu; tyrit (1) — tabulkova hodnota pti

hladiné vyznamnosti o = 0,05; tyrit (2) — tabulkova hodnota pfi hladiné vyznamnosti .= 0,01.

Stejné jako u mléka kravského a koziho byly vSechny rekalibrované modely popsany
korela¢nimi Kkoeficienty v intervalu popisujicim velmi silnou zavislost (1 > R > 0,90).
Rekalibrované modely pro stanoveni obsahu suSiny a bilkovin byly popsany nejvyssimi
koeficienty korelace (R = 0,995). Nejniz§im koeficientem korelace byl popsan model pro
stanoveni obsahu laktézy (R = 0,958). Model pro obsah bilkovin byl charakterizovan nejnizsi
smérodatnou chybou (SEC = 0,092 %). Nejvyssi smérodatna chyba byla dosazena
u rekalibrovaného modelu pro stanoveni obsahu tuku (SEC = 0,528 %). Na zakladé
vypoctenych kalibra¢nich variacnich koeficientd (CCV %) je mozné oznacit modely pro
stanoveni suSiny, bilkovin a laktézy za nejspolehlivéjsi. V piipadé kalibra¢niho modelu tuku
doslo k piekroceni 5% hranice u CCV, piesto je koeficient opét v limitu urcujicim
spolehlivost modelu.

Vyuzitim stejné metodiky, jaka byla pouzita v nasi praci, se zabyvali pii hodnoceni
obsahovych slozek vovéim mléce také SUSTOVA et al. (2006). Ani oni nenasli mezi
referenénimi a instrumentalnimi hodnotami pro stanoveni suSiny, tuku, bilkovin, kaseinu,
laktézy a mocoviny Zadné statisticky prikazné rozdily. VSechny jimi ziskané koeficienty
korelace se pohybovaly nad hranici R = 0,97. Autofi potvrzuji, ze vyuziti techniky FT-NIR
metodou méfeni vzorkt v Petriho misce v rezimu reflektance je pouzitelné pro hodnoceni
obsahli zminénych komponent. Jiz dfive se stanovenim zdkladnich slozek v ovéim mléce
zabyvala také JANKOVSKA (2004). ALBANELL et al. (1999) pti hodnoceni zékladniho
chemického slozeni oveiho mléka ziskali korela¢ni koeficienty (R) v intervalu 0,92 — 0,99 pro

stanoveni bilkovin, tuku a suSiny. Na zaklad€ vysledkt ostatnich autorti a vysledkii nasi prace
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Ize konstatovat, ze technika FT-NIR pro stanoveni zakladniho sloZeni ov¢iho mléka
V pouzitelna bézné provozni praxi.

Mimo hodnoceni ovéiho mléka mnozi autofi jako napiiklad SUSTOVA et al. (2006)
vyuzivali techniku FT-NIR pro hodnoceni ov¢iho mleziva. Aminokyselinovym zastoupenim
v ovéim mlezivu se ve své praci zabyvali KRACMAR et al. (2004). Mezi referenénimi
a predikovanymi hodnotami neshledali statisticky prikazné rozdily a ze ziskanych vysledkt
vyvodili zavér, ze NIR spektroskopie je také pouzitelnd a rychla metoda pro stanoveni obsahu

a zastoupeni aminokyselin v ovéim mlezivu.

5.4 Maslo

Cilem této Casti disertaéni prace bylo vytvofit kalibraéni modely pro hodnoceni
zékladniho slozeni masla a také ovéfeni schopnosti techniky FT-NIR rozlisit masla dle
hydrolytickych zmén tuku na zakladé¢ Cisla kyselosti. Vzorky méasel byly hodnoceny na obsah
(%) tuku, suSiny a cisla kyselosti referenénimi metodami (viz kap. 4.2.1.2) a instrumentalni
metodou na FT-NIR (viz kap. 4.2.2.2). Celkovy obraz o mnozstvi obsahovych slozek v celé
skupiné masel, bez ohledu na jejich zemi ptivodu a v zavislosti na typu pouzité analyzy udava
Tab. XVII.

Tab. XVII: Celkovy piehled namétenych hodnot referenéni analyzou

Parametr n Xp (%0) Sx (%) Max (%) Min (%)
Tuk (%) 26 83,06 1,66 88,88 80,63
Susina (%) 26 85,05 0,69 87,15 83,34
Cislo kyselosti 26 0,835 0,32 1,12 0,51
n — pocet vzorkl; X, — primémd hodnota referencni; Sy — smérodatnd odchylka;

Max — nejvyssi namétena hodnota; Min — nejnizsi naméfena hodnota
Mezi referen¢nimi a predikovanymi hodnotami byly shleddny velmi malé rozdily,

dokonce 1 rozdily mezi maximalnimi a minimalnimi hodnotami téchto ukazatelli nejsou nijak

vysoké, coz dokazuje, ze se jedna o pfesnou metodu.
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Pomoci programu Microsoft Office Excel 2007 byly vytvofeny kalibracni grafy, ze
kterych byly ziskany kalibracni (Tab. XVIII) a valida¢ni (Tab. XIX) hodnoty regresnich

pfimek a korela¢nich koeficientd.

Tab. XVIII: Kalibra¢ni hodnoty pro obsahové slozky masla

Parametr a tbx; SEC (%) CCV(%) R feLs
Tuk (%) 0,946x + 4,375 0,859 1,034 0,973 5
Susina (%) 0,957x + 3,569 1,34 1,576 0,978 10
Cislo kyselosti  1,001x + 0,002 0,14 16,766 0,889 5)

a * bx; — parametry regresni piimky kalibrace; R — korela¢ni koeficient kalibrace;
SEC — smérodatna odchylka kalibrace; CCV — kalibra¢ni varia¢ni koeficient; fpr s — PLS

faktory pouzité pro kalibraci

Tab. XIX: Valida¢ni vysledky pro obsahové slozky masla

Parametr a £ bx; SEP (%) PCV (%) Rv feLs
Tuk (%) 0,881x + 9,718 1,16 1,397 0,950 5
Susina (%) 0,802x + 16,54 2,08 2,446 0,953 10
Cislo kyselosti  0,475x + 0,444 0,299 35,808 0,529 5

a £ bx; — parametry regresni piimky predikce; R — korela¢ni koeficient predikce;
SEP — smérodatna odchylka predikce; PCV — predikéni variacni koeficient; fpis - PLS

faktory pouZité pro kalibraci

Kalibraéni model pro stanoveni obsahu tuku v mésle se vyznaCoval rlznymi
hodnotami korela¢nich koeficienti kalibrace a validace (R = 0,973 a 0,950), ale jeho
smérodatné odchylky (SEC a SEP) dosahovaly nizkych hodnot (0,859 % a 1,16 %). V tomto
disledku byl tento model popsdn vysokou spolehlivosti (CCV 1,034 %, PCV 1,397 %).
Korelaéni koeficienty modelu pro stanoveni suSiny dosahovaly hodnot R = 0,978 a 0,953.
Smérodatné odchylky (SEC a SEP) mély hodnoty 1,34 % a 2,08 %, coz znamena, Ze jako
u modelu pro stanoveni tuku, dosahovaly nizkych hodnot a stejn¢ tak i tento kalibra¢ni model
byl charakterizovan vysokou spolehlivosti (CCV 1,576 %, PCV 2,446 %). Nejvétsi

diferenciace v koeficientech korelaci (R) byly zaznamenany pro kalibra¢ni model stanoveni
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Cisla kyselosti (0,889 a 0,529). Na Obr. 46 — 48 je znazornéno grafické vyjadieni zavislosti

korela¢nich koeficienti kalibraci a k nim sdruzenych validaci.
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Obr. 46: Zavislost kalibracniho modelu méieni obsahu tuku v masle
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Obr. 47: Zavislost kalibracniho modelu méreni obsahu susiny masla
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Obr. 48: Zavislost kalibracniho modelu méreni cisla kyselosti masla
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| v piipadé téchto kalibraci je dtlezitym diagnostickym nastrojem zavislost PRESS
(viz kap. 3.15.6), ktera je indikatorem chyby kalibrace vytvorené PLS metodou. Optimalni
prabéh kiivky PRESS zac¢ind prudkym poklesem, ktery vypovidé o robustnosti kalibracniho
modelu, a nasledny dalsi pokles byva pozvolny. Optimalni poc¢et PLS faktorti pouzitych ke
kalibraci se pohybuje vintervalu 5 — 15, pfili§ vysoky pocet PLS faktori ale snizuje
schopnost predikce, protoze v kiivce PRESS je zahrnut i spektralni Sum (HAALAND et
THOMAS 1988b; MATEJKA, 2006). Pro tvorbu kalibraéniho modelu ke zji§téni obsahu tuku
a pro zjisténi Cisla kyselosti bylo pouzito 5 PLS faktord. Pro obsah suSiny bylo pouzito 10
PLS faktora (viz Tab. XVIII), pfi¢emzZ tento vy$s$i pocet je pravdépodobné spjat s uzsim
rozpétim koncentraci hledanych komponent a vétsi smérodatnou odchylkou hodnot. Klesajici
charakter funkce PRESS byl dosazen pii hodnoceni kalibracniho modelu pro stanoveni
obsahu (%) tuku a suSiny. Pro kalibra¢ni model stanoveni ¢isla kyselosti nedosahovala kiivka
PRESS klesajiciho charakteru, coz spolu s hodnotami CCV (16,766 %) a PCV (35,808 %)
velmi nizkou variabilitou mezi naméfenymi hodnotami, které se nasledné soustfedily do
shluku hodnot na kalibraéni ptimce, coz vedlo k vysoké chybé kalibrace. Stanovenim Ccisla
kyselosti se ve své praci zabyvala také HRNCIROVA (2009), ktera uvadi velmi podobné
zavéry, kdyz zjistila pro kalibracni model cisla kyselosti hodnotu koeficientu korelace
R = 0,961, ale hodnota SEC (0,355 %) a z ni vypocitany ukazatel CCV dosahoval hodnoty
neodpovidajici spolehlivosti funkce kalibracnimu modelu (CCV > 10 %). Prabéhy némi

dosazenych ktivek funkci PRESS jsou znazornény na Obr. 49 — 51.

RMSECV

Factor

RMSECV — Root-Mean-Square Error of Cross-Validation (Stfedni kvadraticka chyba kiizové
validace)

Obr. 49: Diagnostika funkce PRESS pro kalibracni model obsahu tuku v mdsle
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RMSECV

Factor

RMSECV - Root-Mean-Square Error of Cross-Validation (Stfedni kvadraticka chyba kiizové
validace)

Obr. 50: Diagnostika funkce PRESS pro kalibracni model obsahu susiny mdsla

0342

RMSECV

0295

Factor

RMSECV — Root-Mean-Square Error of Cross-Validation (Stfedni kvadraticka chyba kiizové
validace)

Obr. 51: Diagnostika funkce PRESS pro kalibracni model stanoveni cisla kyselosti masla

Hodnoty ziskané referencni a instrumentdlni analyzou byly podrobeny
dvouvybérovému parovému Studentovu t-testu na stfedni hodnotu pii hladiné
pravdépodobnosti o = 0,05. T-test byl proveden analyzou dat v program Microsoft Office

Excel 2007. Ziskané hodnoty t-testu jsou zapsany v Tab. XX.
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Tab. XX: Hodnoty t-testu (o = 0,05) pro kalibra¢ni modely métfeni vzorkii masla

Kalibraéni slozky n SD tstat tirit (1) tirit (2)
Tuk 26 0,728 -0,004 1,690 2,030
Susina 26 1,267 0 1,678 2,012
Kyselost 26 0,051 -0,010 1,678 2,012

n — pocet vzorki; SD - smérodatnda odchylka diference; ts — hodnota t-testu;
tkrit (1) — tabulkova hodnota pii hladiné vyznamnosti a = 0,05; tyrit (2) — tabulkova hodnota pii

hladin€ vyznamnosti o = 0,01.

Metodou dle Gerbera bylo zjisténo, Ze primérmny obsah tuku u masel vyrobenych na
tizemi CR byl 83,42 %, zatimco u masel vyrobenych v zahrani¢i se obsah tuku pohyboval na
hodnoté¢ 82,7 %. Dlvodem toho minimalniho rozdilu mize byt riznd tu¢nost mléka
zpracovan¢ho na maslo. Ve statistickém testovani se tento rozdil vyjevil jako neprikazny,
coz se nasledné¢ potvrdilo i u analyz provedenych na FT-NIR. Natizeni rady (ES),
¢. 1234/2007 ve znéni pozd&jSich ptedpist, kterym se stanovi spole¢na organizace
zemédelskych trhl a zvlastni ustanoveni pro nékteré zemédelské produkty (,,jednotné natizeni
0 spolecné organizaci trhii) udava, ze minimalni obsah tuku v masle je 80 %. Samotni
producenti na obalech deklarovali obsah tuku bud’ min. 80 % nebo interval 80 — 82 % tuku.
Farmaiské maslo, jehoz obal deklaroval minimalni obsah tuku 85 %, vyhovélo v obou
zpusobech zjistovani obsahu tuku. Ob¢ skupiny analyzovanych vzorki masla vykazovaly
obsah su$iny okolo 85 % v chemické analyze i1 pfi analyze na FT-NIR. Ani v tomto ptipadé¢
vSak neexistuji statisticky prukazné rozdily v hodnotach obsahu susiny.

Vyuzitim FT-NIR spektroskopie pfi hodnoceni masla se zabyvali také HERMIDA
et al. (2001), ktefi vyuzili NIR spektroskopii k analyze 102 vzorki masla a nasledné vytvareli
kalibra¢ni modely pro obsahy vlhkosti, tuku a tukuprosté suSiny. Ve své praci pouzili vice
vzorkili a hodnoceni kalibracniho modelu ziskali kalibraci s niz§i smérodatnou chybou
(SEC = 0,192 %) pro stanoveni obsahu susiny, pficemz jimi bylo souc¢asn¢ dosazeno nizs$iho
koeficientu korelace (R = 0,90), nez bylo dosazeno v na$i praci. Nizsi chyba kalibrace byla
v praci HERMIDA et al. (2001) ziskana i pii kalibraci urené pro stanoveni obsahu tuku
(SEC = 0,168 %), ale i v tomto pripadé¢ bylo dosazeno nizsiho koeficientu korelace
(R=0,94).

122



VYSLEDKY A DISKUSE

Infracervenou spektroskopii ve své praci vyuzivali také HEUSSEN et al. (2007).
Jejich cilem bylo vyuzit vicerozmérného modelovani infraervenych spekter za ucelem
vyvinuti metody, kterda dokaze odhalit falSovani masla z hlediska obsahu a slozeni tuku
levnéj$imi rostlinnymi tuky. V praci vyuzili velmi rozsahly kalibraéni set vzorkd, ktery se
skladal ze 152 vzork masla, 42 vzorkl olejii a 200 vzorki jejich smési. Pro vyhodnoceni
bylo vyuzito logaritmi PCA a PLS. Jako referen¢ni stanoveni tuku a kyseliny maselné (C 4:0)
bylo vyuzito metody plynové chromatografie (GC). V praci bylo zjisténo, ze FT-NIR technika
je schopna posoudit celkovou uroven maselného tuku.

Stanoveni Cisla kyselosti je dulezité z hlediska zjisténi kvality masla na zakladé

v

(KRATOCHVIL et VEDLICH, 1974). CSN 46 7092-8 definuje ¢islo kyselosti jako mnozstvi
extrahovatelnych latek kyselé povahy, pfevazné volnych karboxylovych (mastnych) kyselin,
v 1 g tuku, ziskaného pfislusSnym extrakénim ¢inidlem, popt. tuku samotného, vyjadiené v mg
hydroxidu draselného (KOH) nebo v mmol, kterych je potieba k jejich neutralizaci. Nami
hodnocend masla nepodléhala vyraznéjsi hydrolyze tuku béhem vyrobcem garantované doby
spotieby za dodrzenych standardnich skladovacich podminek, coz se ukézalo i na rozdilech
mezi stanovenim ¢isla kyselosti ihned po jejich zakoupeni a nasledné i1 po uplynuti expirace
(Tab. XXI). Pavodni pocet vzorkt v praci byl 26, pied stanovenim ¢isla kyselosti po expiraci

byly z analyz vylouceny 3 vzorky (2 zahrani¢ni a 1 tuzemsky) z divodu zplesnivéni vzorkd.

Tab. XXI: Hodnoty ¢isel kyselosti masel po jejich zakoupeni a po expiraci

Cislo
Produkce Cislo kyselosti yselost Rozdil Priamér
(po nakupu) (konec
expirace)
Ccz 0,81 0,83 +0,02
Ccz 0,63 0,65 +0,02
Cz 0,6 0,63 +0,03
Cz 0,51 0,53 +0,02
Cz 0,45 0,5 +0,05
Cz 0,54 0,59 +0,05 0,663
Cz 0,69 0,70 +0,01
Cz 0,63 0,65 +0,02
Cz 0,75 0,77 +0,02
Cz 0,63 0,64 +0,01
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Cz 0,69 0,7 +0,01
Cz 0,75 0,76 +0,01
z 0,91 0,94 +0,03
4 1,24 1,27 +0,03
4 1,27 1,32 +0,05
Z 0,54 0,55 +0,01
Z 1,18 1,2 +0,02 1,04
Z 1,12 1,14 +0,02
Z 151 1,53 +0,02
Z 0,33 0,34 +0,01
z 1,39 1,41 +0,02
Z 0,63 0,67 +0,04
Z 1,06 11 +0,04

CZ — masla vyrobend na uzemi CR, Z — masla vyrobena na izemi mimo CR

GONCALVES a BAGGIO (2012) se zabyvali ve svém vyzkumu stanovenim Ccisla
kyselosti evropskych a jihoamerickych masel, které nakupovali v brazilské trzni siti, pficemz
se jednalo o masla solena i nesolena. Jimi zjisténé hodnoty ¢isla kyselosti se pohybovaly v
rozmezi od 1,6 do 4,6 mg KOH.g™! masla. Tomuto vysledku se vice p¥iblizovali v namé&fenych
hodnotach masla zahrani¢ni (@ = 1,04 mg KOH.g'1 masla), kdezto mésla ¢eska vykazovala
niz8i hodnoty kyselosti (@ = 0,663 mg KOH.g" masla). Zvysena hodnota cisla kyselosti je
pravdépodobné u zahrani¢nich masel zpisobena rozdilnym zplsobem zpracovani mléka na
maslo v zahrani¢nich podminkach a néslednou dal$i manipulaci s nim tj. skladovani
¢i distribuci. Kvalitativni analyza byla vyuzita jednak k odliSeni masel tuzemské a zahrani¢ni
provenience (Obr. 52), ale také ke zhodnoceni masel na zakladé hodnot ¢isla kyselosti
métenych po jejich zakoupeni a po uplynuti doby expirace. K hodnoceni byla vyuZita metoda
diskrimina¢ni analyzy (viz kap. 3.14.1). Cilem analyzy byla separace vzorkd do klastrii

pfedem definovanych tfid.
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Distance to zahrani¢ni maslo
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Distance to ¢eska mésla

o - Ceska masla A - zahrani¢ni masla
Obr. 52: Vyhodnoceni skupin masel po vysetreni na FT-NIR

Grafické znazornéni diskriminacni analyzy zobrazuje spektra zjiSténi u tuzemského
masla a masla zahraniéni produkce. Je patrné, ze vzorky masla se diferencovaly podle
puvodu. Nedoslo vSak k absolutni diferenciaci, nebot' dva vzorky (znézornéni cervenym
krouzkem) svym slozenim spadaly spiSe do skupiny tuzemskych resp. zahrani¢nich masel.
Tato skuteCnost miize byt zpisobena rozdilnym zplsobem vyroby masla, stravou C¢i
chemickym zastoupenim mastnych kyselin v tuku smetany.

Metoda diskriminac¢ni analyzy byla tedy dale vyuzita také ke zjisténi zmény
V chemickém slozeni masla béhem skladovani. Diskriminacni analyza Cisla kyselosti potvrdila
vysledky ziskané kvantitativni analyzou metodou PLS pro hodnoceni ¢isla kyselosti, ktera
neprokazala statistickou zavislost v rozdilu hodnot ziskanych po nakupu a po expiraci vzorka.
Grafické znazornéni diskriminacni analyzy uvadi v 2D vizualizaci Obr. 53. Na 3D vizualizaci
(Obr. 54) jsou pohyby v hodnoté ¢isla kyselosti patrnéjsi, pfesto mezi nimi ale neni statisticky
prikazny rozdil. Kvalita a hygiena mléka na ¢eském trhu je na velmi dobré trovni, stejné tak
technologie zpracovani smetany na maslo, zcehoz plyne eliminace Skodlivych
mikroorganismt a jimi produkovanych enzymu jako hlavnich kontaminantli majicich za

nasledek hydrolyzu tuku.
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Distance to po expiraci
DDE
=3
#
a

Distance to pted expiraci

o hodnoty cisla kyselosti ziskané analyzou vzorkl po nakupu

A hodnoty cisla kyselosti ziskané analyzou vzorki po expiraci

Obr. 53: 2D grafické zndzornéni diskriminacni analyzy cisel kyselosti mdsel méreného po

zakoupeni a po expiraci

‘ Cislo kyselosti po ndkupu

‘ Cislo kyselosti po expiraci

Obr. 54: 3D grafické zndzornéni diskriminacni analyzy cisel kyselosti mdsel méreného po

zakoupeni a po expiraci

Jak vyplyva z nami zjisténych vysledkt a vysledkd vyse zminénych praci, je metoda
FT-NIR spektroskopie vhodnou technikou pro hodnoceni kvality masla z hlediska obsahu
hlavnich komponent tj. obsahu (%) tuku a suSiny. Kontrola téchto komponent je dilezita
z diivodu zapracovani pozadavki na obsahy tuku a vody v masle do legislativnich predpisti.

Vysledky této casti disertaéni prace byly publikovany v c¢asopisu Mljekarstvo
(DVORAK, L. -- LUZOVA, T. — SUSTOVA, K. Comparison of butter quality parameters
available on the Czech market with the use of FT NIR technology, Mljekarstvo, 66 (1): 73-80,
2016).
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5.5 Med

Tato Cast disertacni prace se zabyva tvorbou a hodnocenim kalibracnich modelt pro
analyzy medu a dale také schopnosti FT-NIR spektroskopu oddé€lovat jednotlivé vzorky pies
diskriminaéni analyzu na zékladé jejich chemického sloZeni.

Mnozi vyrobci se snazi ovlivnit jeho cenu na trhu mnohdy nekalymi praktikami.
NejcCastéjsi zpusob falSovani medu spociva v pfidavku cukerného sirupu vyrobeného
Z cukrové fepy, pouzivaji se ale i1 jiné druhy sirupi. Dal§im zplisobem ovliviiovani jakosti
medu je ptibarvovani nedostate¢né tmavych medi karamelem nebo potravinarskymi barvivy.
Castym zptisobem falSovani medu je také ptidavek vody nebo vydavani nahrazek medi za
medy véeli (CERNA, 2015).

Pii analyzdch na FT-NIR bylo zjisténo, ze meéfici metoda rezimem interaktance
S vyuzitim optické sondy je pro méfeni vzorki medd nevyhovujici. Ziskana spektra
vykazovala velké odchylky vrdmci méfeni jednoho vzorku (Obr. 55). Davodem je
pravdépodobné piili§ vysokd viskozita medu, na kterou nebyla opticka sonda schopna
reagovat spravnou odezvou. Méfeni v rezimu reflektance na integraéni sféfe uddvalo

piijatelné;si vysledky (Obr. 56).

Log (1/R)

Wavenumbers (cm™)

Obr. 55: Infracervena spektra medu nameérend optickou sondou
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Obr. 56: Infracervena spektra medu namerend na integracni sfére

Na zéklad¢ vysledkii ziskanych referen¢nimi analyzami byly ziskdny hodnoty, které
byly pouzity pro tvorbu kalibraci pro stanoveni obsahu vody, hodnoty rotace sacharidi pfed
a po inverzi a také pro stanoveni vodivosti ¢i hodnoceni obsahu pylovych zrn. Zékladni

statistické ukazatele jsou zapsany v Tab. XXII.

Tab. XXII: Zakladni statistické ukazatele referen¢nich analyz vzorki medu

Kalibrace n Xp Sx Min Max
Voda (%) 56 14,175 6,919 15,2 62,6
Vodivost 56 36,951 29,817 10,78 110,23
Rotace pied inverzi 68 10,260 6,760 -17,5 12,1
Rotace po inverzi 68 11,236 6,354 -19 91
Obsah pylovych zrn 31  4637,06 3172,89 149 13166

n — pocet vzorkl; Xp, — prumér; Sy — smérodatna odchylka; Min — minimalni hodnota;

Max — maximalni hodnota

Pied kalibracemi byla diagnostickymi nastroji Spectrum Outlier a Leverage
odstranéna spektra, ktera nevyhovovala kalibra¢nimu setu hodnot, a po této korekci byly
metodou PLS vytvofeny kalibra¢ni modely pro hodnoceni zminénych parametrt. Zakladni

charakteristiky kalibraci udava Tab. XXIII.
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Tab. XXIII: Data ziskana pfi tvorbé kalibraénich modelti pro hodnoceni medu

Kalibrace n R SEC (%) CCV(%) a = bx; frLs
Voda (%) 56 0,439 6,77 47,76 15,1990 + 0,1945x 10
Vodivost 56 0,950 3,26 8,822 2,9226 £0,8856x 10
Rotace pied inverzi 68 0,991 0,977 9,522 0,2871 £0,9495x 10
Rotace po inverzi 68 0,980 0,969 8,624 0,1243 +£0,9101x 10

Obsah pylovich zrn 31 0,415 0,339 x 10° 73,11 56,2684 +0,0652x 8

n — pocet vzorkl,, R — korela¢ni koeficient kalibrace, SEC — smérodatna odchylka kalibrace,
CCV - kalibraéni variaéni koeficient, fpi s — pocet PLS faktort pouzitych pii tvorbé kalibrace;

a = bx; — parametry regresni piimky predikce

Kalibra¢ni modely pro stanoveni obsahu pylovych zrn a vody mély nejnizsi hodnoty
korelacnich koeficientl. Kalibraéni variacni koeficienty téchto kalibratnich modeli
dosahovaly pfili§ vysokych hodnot, které piesahuji hranici spolehlivosti CCV = 10 %.
Modely jsou tedy pro hodnoceni danych parametrd medu nepouzitelné. Tato skutecnost je,
u modelu pro obsah vody, zptusobena jeho malou robustnosti, tj. hodnoty obsahu vody ve
vzorcich nedosahovaly potfebné variability (Obr. 57). Model pro hodnoceni obsahu pylovych
zrn je nepouzitelny pravdépodobné z ditvodu Spatného pocitani pylovych zrn ve vzorcich pfi
referencni metodé€ popt. také jeho malou robustnosti.

Modely pro vodivost a pro rotaci sacharidi pied inverzi a po inverzi vykazovaly
korela¢ni koeficienty popisujici velmi silnou zavislost (R > 0,90). VSechny modely byly
charakterizovany hodnotou CCV (%) jako spolehlivé. Spolehlivost téchto kalibra¢nich
modeltt byla potvrzena i diagnostickym nastrojem PRESS, kdy kiivka méla klesajici
charakter. Pfesto je ale nutné vSechny kalibracni modely v dalSich métenich zdokonalovat
a rekalibrovat. V ptipad¢ kalibra¢niho modelu pro stanoveni obsahu vody byla i touto
diagnostikou potvrzena nespolehlivost modelu (Obr. 58), stejné tak se zde ukazal i model pro
stanoveni poc¢tu pylovych zrn jako velmi nespolehlivy, jelikoz kiivka PRESS vykazovala

podobny charakter jako u hodnoceni obsahu vody.
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Obr. 57: Zndzornéni nedostatecné robustnosti kalibracniho modelu pro obsah vody v medu

RMSECV

RMSECV - Root-Mean-Square Error of Cross-Validation (Stredni kvadraticka chyba kiizové
validace)

Obr. 58: Krivka diagnostiky PRESS pro hodnoceni obsahu vody v medu

Hodnoceni obsahti hlavnich komponenti medu fe§ili GARCIA-ALVAREZ et al.
(2000). Pomoci NIR spektroskopie hodnotili obsahy glukdzy, fruktozy a vody v celkem 161
vzorcich medid. Metodou PLS dosahli podstatné lepSich vysledkii pro kalibracni model
stanoveni obsahu vody, nez bylo dosazeno v naSi praci. V roce 2002 se zabyvali také
hodnocenim rotace (polarizace) sacharidli pfed a po inverzi kyselinou chlorovodikovou (HCI).
Bylo analyzovdno 156 vzorki medi a metodou PLS byly vytvoieny kalibrace dosahujici
koeficientli korelace 0,997 pro rotaci pted inverzi a 0,992 pro rotaci po inverzi. Smerodatné
chyby kalibraci dosahovaly hodnot niz§ich, nez v nasi praci, a sice 0,037 % resp. 0,059 %.

Hodnocenim jakosti medi pomoci NIR spektroskopie se ve svém vyzkumu zabyvali jiz
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i ZHU et. al. (2010), ktefi zjistovali piidavek nezddoucich ptfimési, predevsim sladidel,
ve 135 vzorcich medl, znichz 68 bylo autentickych a 67 porusenych. K tvorbé kalibraci
vyuzili rizné algoritmy (WT, PCA a PLS). Metoda WT (wavelet transformation) se ukazala
jako pfesnéjsi ve srovnani s PCA, ale nejlepsi vysledky byly ziskdny metodou PLS, kdy bylo
dosazeno korelacniho koeficientu R = 0,952 pfii celkové presnosti metody 95,1 %. RUOFF
(2006) také hodnotil obsah vody a vodivost u vzorkli medi. Pomoci NIR spektroskopie
analyzoval 364 vzorki medd v rezimu transflektance pfi 64 scanech v rozligeni 8 cm™.
P#i hodnoceni vody doSel k lepsim vysledkiim, nez byly dosazeny v nasi praci, kdy hodnota
R = 0,978 a SEC = 0,3 %. Pro hodnoceni vodivosti byly dosazeny hodnoty R = 0,891
a SEC = 0,17 %. Mimo tyto parametry dale hodnotil obsahy riznych sacharida napft. glukoézy,
niger6zy ¢i melibiozy, dale obsah HMF, prolinu ¢i hodnoty pH. NIR spektroskopii vyhodnotil
jako spolehlivou a rychlou alternativni metodu pfi hodnoceni autenticity a kvality meda.
Hodnoceni parametrit medu, mj. i vodivosti fesili také LICHTENBERG-KRAAG et al.
(2002). Analyzou 1600 vzorkGi medd vytvofili metodou PLS kalibrani modely, které se
vyznacovaly hodnotami R = 0,92 — 0,99, pticemz model pro vodivost dosahoval hodnoty
R = 0,97. Standardni chyba kalibrace doséhla hodnoty SEC = 0,02 %. | v této praci autofi
povazuji NIR techniku za spolehlivou a pouzitelnou pifi hodnoceni jakostnich paramentrt
medu.

Kvalitativni diskrimina¢ni analyzou, na hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05, byly vzorky
medi hodnoceny na zdkladé€ jejich autenticity ¢i mista pofizeni. Medy byly také srovnany
s cukernymi sirupy. Diferenciace medu autentickych a porusenych do klastri definovanych

tfid demonstruje Obr. 59.
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Obr. 59: Diskriminacni kiiz medii autentickych (o) a porusenych (A)
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Diskrimina¢ni analyzou byl taktéz vytvoien diskrimina¢ni kiiz pro porovnani
cukernych sirupti s medy autentickymi (Obr. 60) i porusenymi (Obr. 61). Doslo k absolutni
diferenciaci jednotlivych tfid, coz potvrzuje piedpoklad, Ze chemické slozeni obou
testovanych slozek je rozdilné. Tuto domnénku je mozné potvrdit i na pribéhu méfenych

spekter v jejich maximech (Obr. 62).
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Obr. 60: Diskriminacni kiiz medit autentickych (o) a cukernych sirupii (A)
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Obr. 61: Diskriminacni kiiz medut porusenych (0') a cukernych sirupii (A4')
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Obr. 62: Rozdilnost spekter medii a sirupu ziskanych rezimem reflektance

Byla vytvorena i souhrnna 3D diskriminaéni analyza, ktera ukazuje postaveni skupiny medt

pekatskych viéi ostatnim definovanym ttidam (Obr. 63).

Medy autentické

Medy porusené
Medy pekarské

‘ Cukerné sirupy

[}
v

Obr. 63: 3D diskriminacni analyza postaveni skupiny medii pekarskych wici ostatnim

definovanym tridam

Posledni diskrimina¢ni analyza byla provedena na zakladé¢ mista potfizeni medu.

Definovanymi tfidami byly vzorky selektovany do klastrli v tfidach meda ziskanych ze sbirky
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na UZRHV na AF MENDELU a medii pofizenych v trzni siti (Obr. 64). Grafické znazornéni
diskrimina¢ni analyzy ukazuje na priikazny rozdil v kvalitativnim slozeni diskriminovanych
medl, coz miZze Gzce Souviset s nespravnou tvorbou kalibraci v disledku mozného odparu
vody, krystalizaci sacharidi popf. vlivem podminek skladovani na degradaci ¢i tvorbu

urcitych latek.

Medy se sirupy

Medy z trzni sité

Obr. 64: 2D diskriminacni analyza vzorkit medii ziskanych ze sbirky (0 ) a vzorki porizenych

Vv trzni siti (A)

NIR spektroskopii k diferenciaci vzorkd medt na zékladé botanického puvodu vyuzili
i CHEN et al. (2012), ktefi pomoci optické sondy analyzovali 5 ¢inskych druhtt medu a ke
kvalitativni analyze pouzili metodu MD-DA (diskrimina¢ni analyza s vypoctem
Mahalanobisovy vzdalenosti) a ANN. Spravnost metody MD-DA se pohybovala kolem 85 %,
zatim co u metody ANN byla spravnost 90%. Autofi hodnotili techniku NIR spektroskopie
jako vhodnou pro klasifikaci meda na zakladé¢ jejich botanického ptivodu. LATORRE et al.
(2013), testovali rizné méfici a chemometrické techniky k ovéfovani autenticity meda
opatfené Chranénym zemépisnym oznacenim. 30 vzorkli bylo hodnoceno na pfistroji
NIR-Systems 6500 v rezimu reflektance pii 32 scanech. Ziskana spektra byla zpracovana
chemometrickymi metodami PCA, PLS-DA, SIMCA a kNN. Nejlepsi vysledky byly ziskany
ve spolupraci technik NIR a SIMCA, kterd se vyznacovala 93,3% citlivosti a 100%
specificnosti. Dal§imi autory, kteti vyuzili kvalitativni hodnoceni spekter naméfenych na NIR
technice byli CHEN et al. (2011). Pouzitim optické sondy v kombinaci s chemometrickymi
postupy byla zkoumadana autenticita medi na zdkladé jeho porusenim vysokym obsahem

frukt6zového kukuticného sirupu. Diskriminacni tfidy byly definovany jako medy autentické
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a medy falSované. Byla dosazena spravnost diferenciace vyssi nez 90 %. Autofi tvrdi, ze NIR
spektroskopii 1ze pouzit k rychlé detekci medu falSovaného vysokym obsahem kukuti¢ného

sirupu.

5.6 Kava

Tato Cast prace byla zaméfena na tvorbu kalibracnich modelt pro hodnoceni
obsahovych slozek kavy a na hodnoceni schopnosti techniky FT-NIR rozliSovat vzorky na
zékladé rizného slozeni vzorkil, podminek jejich skladovani a zpracovani.

Dulezitymi faktory pfi hodnoceni kvality kdvy jsou piesnost a snadnost méfeni
(BOGDANESCU et al., 2005). Pii uréovani druhu kavy a stupné jejiho prazeni je, dle BICHA
et al. (2013), pouzitelnou metodou senzoricky profil. I pfes toto tvrzeni existuje snaha vyvijet
a vyuzivat rychlé a opakovatelné metody v hodnoceni kvality potravin (McCAIG, 2002).

Podle metodiky uvedené v kap. 4.2.1.4 pro referen¢ni analyzy a v kap. 4.2.2.4 pro
analyzu na FT-NIR Antaris byly vytvofeny kalibra¢ni modely pro stanoveni obsahu fenold
a kofeinu. Pied vlastni tvorbou byla spektra hodnocena nastrojem Spectrum outlier a doslo tak
ke zkonkretizovani kalibra¢niho setu. Zakladni statistické hodnoty pouzité v kalibracich uvadi

Tab. XXI1V. Charakteristické hodnoty vytvofenych kalibraci jSou zapsany v Tab. XXV.

Tab. XXIV: Zakladni statistické hodnoty pouZité pro tvorbu kalibraci na vzorky kavy

Obsahové slozky (%) n Xp (%0) Sx (%0) Min (%) Max (%)
Kofein 78 11,44 1,11 9,63 13,99
Fenoly 78 1,12 1,72 0,26 12,00

n — pocet vzorkl; Xp, — prumér; Sy — smérodatna odchylka; Min — minimalni hodnota;

Max — maximalni hodnota
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Tab. XXV: Charakteristické hodnoty vytvotenych kalibraci pro vzorky kavy

SEC ccv SEP PCV
Obsahové slozky (%) R Rv feLs
(%) (%) (%) (%)
Kofein 0,528 0,870 7,60 0,431 0,928 8,11 2
Fenoly 0,377 0,379 33,84 0,187 0,409 36,52 2
y = a= bx;
Kofein 9,1664 + 0,1907x
Fenoly 0,8902 + 0,0091x

R — koeficient korelace kalibrace; SEC standardni chyba kalibrace; CCV — kalibraéni
variaéni koeficient; Rv — koeficient korelace validace, SEP — standardni chyba predikce;
PCV — predikéni variaéni koeficient; fp s — poéet PLS faktord; a + bx; — parametry regresni

ptimky predikce

Vytvofené kalibrace se vyznacovaly nizkymi korelaénimi koeficienty. Kalibrace ke
stanoveni obsahu kofeinu dosahovala hodnot koeficientu korelace R = 0,528
a SEC = 0,870 %. Pro stanoveni fenolt bylo dosaZzeno hodnot R = 0,377 a SEC = 0,379 %.
Dle CHRASKY (2000) je prakticky pouzitelna hodnota koeficientu korelace R > 0,40.
Korela¢ni koeficient pro kalibraci obsahu kofeinu je tedy popsan stiedni zavislosti, ale pro
stanoveni fenolli byl koeficient korelace popsan nizkou zavislosti (viz Tab. 1l v kap. 3.15.1).
Z hodnot SEC byly vypocteny ukazatele spolehlivosti kalibraci. V pfipadé obsahu kofeinu
byla pfesazena hodnota spolehlivosti 5 %, zaroven ale nebyla pfesazena hodnota 10 %,
coz zkalibracniho modelu ¢ini model spolehlivy, je ale nutné jej nadale rozvijet. Oba
kalibracni modely byly popsany 2 PLS faktory, pfic¢emz nejnizsi optimum je 5 faktord, piesto
kiivka PRESS meéla klesajici charakter (Obr. 65). Model pro stanoveni obsahu fenol
ptekro€il hranici spolehlivosti 10 % (CCV = 33,84 %). Model je tedy nespolehlivy
a nepouzitelny. Tento fakt je pravdépodobné zpiisoben velmi nizkou variabilitou hodnot
obsahu fenolli ve vzorcich kavy (Obr. 66) a také skutecnosti, Ze ve skupiné fenolil je velké
mnozstvi latek (guajakol, kyselina kavova atd.), jejichZ mnoZzstvi vlivem skladovani kolisa,
pii¢emz neni v moci techniky FT-NIR reagovat na jednotlivé fenolické slozky, ani na jejich

mnozstvi.
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Obr. 65: K7ivka PRESS pro hodnoceni obsahu kofeinu v kavée

12

Cor. Coeff.: 037744 RMSEC: 0.379

Calculated
1

-0 Actual 12

Obr. 66: Kalibracni model pro stanoveni obsahu fenolit v kave

Pro hodnoceni kavy byla NIR spektroskopie pouzita ve studii HUCKA et al. (2005),
v niz bylo zjistovano mnozstvi tfi alkaloidi — kofeinu, teobrominu a teofylinu. Metodu NIR
srovnavali autofi S vysledky analyz stejnych vzorkd na kapalinové chromatografii pfipojené

na UV a hmotnostni detektor. Analyzou 83 vzorkd kéavovych extraktii autofi dosahli
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korelaénich koeficientl pro kofein a teobromin R = 0,86 a 0,85 pii hodnotach SEC = 0,34 %
a 0,4 %. Autofi vyhodnotili NIR techniku jako pouzitelnou pro hodnoceni kdvy na obsah
kofeinu a theobrominu, k hodnoceni obsahu teofylinu, vzhledem k nizké odezvé, techniku
NIR nedoporucuji. Dal$imi autory zabyvajicimi se obsahem kofeinu v kavé byli PIZZARO et
al. (2007) ¢i ZHANG et al. (2013). Jako referen¢ni metodu pro tvorbu kalibraci pouzili
techniku HPLC-UYV a kalibrace byly tvofeny algoritmem PLS. Pro hodnoceni obsahu kofeinu
bylo dosazeno hodnoty korela¢niho koeficientu R = 0,918 a SEC hodnota byla 0,037 %.
ZHANG et al. (2013) v praci oznacili metodu NIR jako spolehlivou k pfedpovédi hodnot
obsahu kofeinu u neznamych vzorku prazené kavy. Prehled studii, ve kterych se autofi
zabyvali hodnocenim ruznych obsahovych slozek ve vzorcich kavy, vytvorili BARBIN et al.
(2014).

Statistickym t-testem byla testovana nulova hypotéza opét na hranici vyznamnosti
a = 0,05, pticemz bylo zjisténo, Ze hodnoty pro stanoveni kofeinu nejsou statisticky rozdilné,

ovSem prukazny rozdil byl shledan pti hodnoceni modelu stanoveni fenolt (Tab. XXVI).

Tab. XXVI: Statistické hodnoty ziskané t-testem pii hodnoceni kalibracnich modela

vytvorenych pro vzorky kavy

Obsahové XREF XNIR

) n tstat tirit (1) tirit (2)
slozKky (%) (%) (%)

Kofein 65 11,44 11,30 0,138 0,917 1,682 2,018

Fenoly 65 1,12 0,88 0,213 2,16 1,657 2,021

N — pocet vzorkd; Xger — pramér referenc¢nich hodnot; Xyir — prumér predikovanych hodnot;
SD — smérodatna odchylka diference; tsar — hodnota t-testu; tyrit (1) — tabulkova hodnota pti

hladiné vyznamnosti o = 0,05; tkrit (2) — tabulkova hodnota pfi hladiné vyznamnosti a.= 0,01.

Kwvalitativni analyzou byly testovany vzorky kavy na zdklad¢ celistvosti zrn, tj. zda
byla zrna kavy cela ¢i pomleta. NIR metoda uspésné identifikovala vzorky mleté a nemleté
kavy, prestoze se jedna o zrna stejnych kav (Obr. 67). Tato skuteCnost mize byt zptisobena

zménami chemického slozeni a struktury kavy po mleti.
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Obr. 67: 3D diskriminace vzorkii kavy na zdklade celistvosti zrn

Ptistrojem byl signifikantné rozeznan tieti prazici profil filtrace od profilti Costa Rica
a Ethiopia, hodnocenim zakladnich profilti navzajem (Costa Rica a Ethiopia) nedoslo k tak
presvéd¢ivé diferenciaci naméfenych spekter, presto je rozdil, dle ESTEAN-DIEZ et al.
(2004), dostacujici pro naslednou kontrolu jakosti béhem vyroby (Obr. 68).
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Obr. 68: 3D diskriminacni analyza prazicich profilii kavy
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Dal§imi testy, jez byly diskrimina¢ni analyzou provedeny, byly diferenciace
naméienych spekter na zaklad¢é pouzitych oball ¢i podminek skladovani, kdy byl pfistroj ve
vSech pfipadech schopen rozlisit vzorky dle zvolenych parametrd. Jako ptiklad téchto
diferenciaci Ize uvést Obr. 69 — 71 znazoriujici grafické vyjadieni nékterych kvalitativnich

analyz.

Distance to jednocestny ventil

Obr. 69: Diskriminacni analyza vzorkii kav zabalenych v papiru (0 )a v obalu s jednocestnym

ventilem (4 )

Distance to lednice

00

Distance to idealni podminky
Obr. 70: Diskriminacni analyza vzorki kdav skladovanych v idedlnich podminkach ( o )
a Vv lednici (4)

Distance to extrémni podminky

Distance to idealni podminky
Obr. 71: Diskriminacni analyza vzorki skladovanych v idedalnich podminkdch (o )

av extrémnich podminkach ( A )
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5.7 Vliv pouzité referen¢ni metody na piresnost méreni tuku v mléce

V této Casti je feSena nutnost dodrZeni stejné referencni metody pii tvorbé
a rozsifovani kalibraéniho modelu pro hodnoceni obsahu tuku v mléce technikou FT-NIR.

Stanoveni obsahu tuku dle Rdse-Gottlieba zajistila nezavisla akreditovana laboratof
pro vysetiovani potravin se sidlem v Brné pod vedenim MVDr. Pavla Mikuldge. VORLOVA
et al. (2012) uvadi pro spolehlivost zkousky piesnost 0,03 % (pro odtu¢néné mléko 0,01 %).
Dale uvadi shodnost 0,05 % (u odtu¢neného mléka 0,015 %). Obsah tuku metodou dle
Gerbera byl zjistovan v laboratotich UTP AF MENDELU. I pro tuto metodu uvadi
VORLOVA et al. (2012) parametry spolehlivosti zkousky, a sice pro piesnost 0,05 %

a shodnost 0,01 %. Hodnoty ziskané obéma analyzami jsou zapsané v Tab. XXVII.

Tab. XXVII: Referen¢ni hodnoty stanoveni obsahu tuku v individudlnich vzorcich mlé¢ka

Obsah tuku (%)
Vzorek
Dle Gerbera Dle Rose-Gottlieba
1 1,38 1,31
2 1,24 1,60
3 2,39 233
4 2,63 2,56
5 1,73 1,69
6 1,00 0,94
/ 2,83 2,68
8 3,36 3,24
9 1,10 1,03
10 1,10 1,05
1 1,67 1,62
12 4,27 4,59
13 2,3 2,19
14 1,18 1,69
15 1,53 1,47
16 5,90 5,63
17 3,79 3,65
18 2,06 1,95
19 1,29 1,24
20 4,99 5,49
21 3,21 3,14
22 1,29 1,24
23 3,12 3,03
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24 1,58 1,44
25 1,48 1,42
26 2,38 2,12
27 2,49 2,34
28 3,11 3,00
29 4,75 4,74
30 1,87 1,80
0 + S, (%) 2,434+1,265 2,407 + 1,282
Min / Max (%) 1,00/ 4,99 0,94/5,49
abx -0,0092 £ 1,0065x 0,0487 % 1,0065x

Sx— smérodatna odchylka; Min — minimalni naméfena hodnota; Max — maximalni namétena

hodnota; a £ bx; — parametry regresni piimky predikce

Po prométeni vSech vzorkli mléka byly vytvoteny kalibrace na obsah tuku dle Rose-
Gottlieba a obsah tuku dle Gerbera. Hodnoty ukazateli spolehlivosti kalibrace jsou uvedeny
v Tab. XXVIII. Kalibrace pro obé¢ techniky stanoveni byly nasledné podrobeny takeé
diagnostice PRESS, pficemz bylo zjisténo, ze ob¢ kalibrace vykazuji klesajici charakter
ktivky (Obr. 72, Obr. 73).

Tab. XXVIII: Kalibraéni charakteristiky modelll pro obsah tuku v mléce

Parametr Gerber Rose-Gottlieb
n 30 30
SEC 0,133 0,095
R 0,993 0,996
SEP 0,232 0,148
Rv 0,980 0,992
feLs 7 7
CCV (%) 5,47 3,94
PCV (%) 9,54 6,14

n = pocat vzorki;, SEC = standardni chyba kalibrace; R = koeficient korelace kalibrace;
SEP = standardni chyba predikce; Rv = koeficient korelace validace; CCV = kalibra¢ni

variacni koeficient; PCV = predikéni variaéni koeficient
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Cor. Coef. 0.996 SEC 0.095

Calculated
RMSECV

Actual Factor-

Obr. 72: Kalibrace a funkce PRESS pro stanoveni obsahu tuku v mléce dle Rose-Gottlieba

Cor. Coef. 0.993 SEC 0.133

Calculated
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Obr. 73: Kalibrace a funkce PRESS pro stanoveni obsahu tuku v mléce dle Gerbera

Spravna funkce kalibraci byla nasledné otestovana sadou vzorki mléka
o nedefinovanych tu¢nostech a tyto vzorky byly vyhodnoceny kalibracemi vytvofenymi na
zakladé¢ obou referencnich metod (Tab. XXIX). Vysledky byly nasledné statisticky
zpracovany testovanim nulové analyzy Hp na hladiné vyznamnosti o = 0,05. Hodnoty

statistické analyzy udava Tab. XXX.
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Tab. XXIX: Hodnoty obsahu tuku v nové vytvoienych vzorcich mléka

Obsah tuku (%)

Vzorek Reference Kalibrace Reference Kalibrace
(Gerber) (Gerber) (Rose-Gottlieb) | (Rose-Gottlieb)
1 0,12 0,14 0,13 0,13
2 0,56 0,57 0,57 0,57
3 5,35 5,40 5,38 5,37
4 6,29 6,31 6,33 6,29
5 3,48 6,51 3,52 3,47
6 2,17 2,19 2,12 2,19
7 0,62 0,65 0,63 0,60
8 6,34 6,35 6,38 6,35
9 2,26 2,28 2,26 2,27
10 1,65 1,65 1,63 1,66
11 3,62 3,6 3,60 3,59
12 3,13 3,09 3,15 3,10
13 3,09 3,12 3,05 3,08
14 6,38 6,41 6,42 6,43
15 5,41 5,45 5,38 5,41
16 2,60 2,63 2,65 2,63
17 3,06 3,10 3,02 3,10
18 1,15 1,16 1,18 1,16
19 0,49 0,51 0,53 0,50
20 2,75 2,78 2,78 2,75
21 5,97 6,00 6,03 5,99
22 7,18 7,18 7,22 7,19
23 3,69 3,72 3,61 3,70
24 4,54 4,5 4,59 4,55
25 5,01 5,10 5,00 5,00
26 6,62 6,65 6,66 6,66
27 4,00 4,03 4,08 4,01
28 1,06 1,10 1,00 1,10
29 0,93 0,99 0,99 0,93
30 7,23 7,25 7,30 7,25
O + S, (%) 3,558 £2,177 3,681 + 2,240 3,580+ 2,196 3,568 + 2,181
Min/Max (%) 0,12/7,23 0,14 /7,25 0,13/7,30 0,13/7,25

Sx — smérodatna odchylka; Min — minimalni namétena hodnota; Max — maximalni namétena

hodnota
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Tab. XXX: Statisticka analyza kalibra¢nich modelli v rdmci jednotlivych metod

Xrer  XNIR

MetOda n SD tstat tkrit (1) tkrit (2)
(%) (%)

Gerber (G) 30 3,558 3,681 0,397 -1,218 1,699 2,045

Rise-Gottlieb (RG) 30 3,580 3,568 0,400 0,482 1,699 2,045

N — pocet vzorkl; Xrer — prumér referenénich hodnot; Xyjr — pramér predikovanych hodnot;
SD — smérodatna odchylka diference; tsar — hodnota T-testu; tyrit (1) — tabulkova hodnota pfi

hladiné vyznamnosti o = 0,05; tkrit (2) — tabulkova hodnota pfi hladin¢ vyznamnosti a.= 0,01.

Z tabulky je patrné, ze ob¢ kalibrace funguji velmi dobfie, kdyz hodnoty ziskané z kalibraci se
od hodnot tuc¢nosti definovanych smési 1isi v fadu setin, pficemz mezi témito hodnotami neni
statisticky pritkkazny rozdil. Tab. XXXI zobrazuje statistické hodnoceni obou metod navzajem

proti sob¢.

Tab. XXXI: Statisticka analyza kalibraci pro metody dle Rose-Gottlieba a Gerbera

XNIR@G)  XNIRRG)
Metoda n SD tsat terit(l)  twic (2)
(%) (%)

G xRG 30 3681 3581 0,398 1,118 1,699 2,045

N — pocet vzorkl; Xrer — prumér referenénich hodnot; Xyjr — pramér predikovanych hodnot;
SD — smérodatna odchylka diference; tsar — hodnota T-testu; tyrit (1) — tabulkova hodnota pti

hladin€ vyznamnosti a = 0,05; tiit (2) — tabulkova hodnota pii hlading vyznamnosti o= 0,01.

Z tabulky je patrné, Ze mezi hodnotami ziskanymi na spektroskopu dosazenim spekter
do obou kalibraci neni statisticky prikazny rozdil, coz znamena, Ze neni nutné pii rutinnim
stanoveni obsahu tuku v syrovém kravském mléce dbat na dodrzovéani referencni metody
stanoveni obsahu tuku.

Srovnani metod urcenych ke stanoveni tuku v mléce provedli také PINTO et al.
(2000). Pro testovani platnosti metody stanoveni tuku dle Gerbera ve srovnani s referencni
metodou dle Rose-Gottlieba hodnotili 100 vzorkti mléka s rozsahem tucnosti 1,80 — 5,50 %
podle oficialnich norem pro stanoveni tuku dle kazdé metody (FIL-IDF 152: 1997 a FIL-IDF
1D: 1996). Po srovnani vysledkt metod ziskali koeficient korelace R = 0,997. Zavérem jejich
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prace bylo konstatovani, ze vysledky ziskané obéma metodami se statisticky prikazné nelisi,
coz potvrzuje i nase zavery. K podobnym vysledkiim ve svém vyzkumu dosli i CROCKER et
al. (2009), ktefi hodnotili 208 vzorkti mléka o tu¢nostech v rozmezi 2,5 — 6,0 % tuku. Metoda
dle Gerbera poskytovala u mléka S vy$§im obsahem tuku (> 3,0 %) az o 0,12 % vyssi
hodnoty. Rozdilné vysledky pii hodnoceni obsahu tuku riznymi metodami zjistili DOREAU
et al. (1985). Ke zjisténi obsahu tuku v 750 vzorcich kobyliho mléka pouzivali metody dle
Gerbera, Rose-Gottlieba, turbidimetrickou metodu a metodu IC  spektroskopie.
IC spektroskopie byla nakalibrovana na obsahy tuku kravského mléka, coz mélo za nasledek
nalez prikaznych rozdil mezi metodami dle Gerbera, Rose-Gottlieba a IC spektroskopie.
Zavérem autofi logicky pfipousti, Ze je nutné pfistroj kalibrovat na tuk kobyliho mléka
a zlepsit podminky méteni.

Vysledky této ¢asti disertacni prace byly piijaty do tisku ¢asopisem Journal of AOAC

International.

5.8 Vliv teploty vzorku na presnost méreni

Tato c¢ast disertacni prace se zabyva hodnocenim schopnosti techniky FT-NIR
reagovat na zmény teploty aktualné métené¢ho vzorku a promitnutim té€chto teplotnich zmén
V kone¢ném hodnoceni obsahovych slozek kalibraénim modelem.

Obsah jednotlivych slozek mléka je sledovatelny pomoci riznych metod, pficemz
jednim z hlavnich vlivli na pfesnost stanoveni mnozstvi dané slozky miiZze mit teplota
méteného vzorku. Obecné plati, Ze pfi stanoveni sloZzek mléka je optimalni zahtati mléka na
40 °C a nasledné zchlazeni na teplotu kolem 20 °C, kdy dochazi k dosazeni nejvyssi
homogenity vzorku. Nasledujici experiment byl zaméfen na hodnoceni zavislosti piesnosti
meéfeni na teploté vzorku a na nasledné posouzeni rozdili namétenych vysledki pomoci
diskrimina¢ni analyzy. Soucasné byly hodnoty ziskané métenim na FT-NIR analyzatoru
vloZeny do kalibrace vytvotené na zaklad¢ referencnich metod provadénych pii 20 °C.
Charakteristiky kalibraci jsou uvedeny v kap. 4.2.2.6 Tab. VI.

Pro ovéteni vysledkl ziskanych pomoci diskriminaéni analyzy byly vSechny vysledky
statisticky zpracovany s vyuZitim statistického programu Statistica (version 12, StatSoft, Inc.).
Statistické rozdily byly vyhodnoceny parovym t-testem na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (*)

i = 0,01 (*¥*). Pfedpoklad homogenity rozptyli jednotlivych skupin byl ovéfen pomoci
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Leveneova testu. Normalita rozd€leni v dil¢ich skupinach byla ovéfovdna pomoci testu

Kolmogorov-Smirnova i Shapiro-Wilkovym testem.

Pii ziskdvani spekter vzorkd o ruznych teplotach bylo zjisténo, ze se spektra

neprekryvaji (Obr. 74), coz naznacuje, ze by teplota vzorku mohla ovliviiovat méteni.

Log (1/R)

20°C — 22°C | g
T | !
/l . \
) | L |
40°C | Y

Wavenumbers (cm™

Obr. 74: Infracervend spektra kravského mléka méreného pri teplotach 18, 20, 22 a 40°C

K ovéteni vlivu teplot na pfesnost métfeni byla provedena, zvlast pro vsechny teploty,

diskrimina¢ni analyza. U vSech analyz doslo, na zaklad¢ teploty méfeného vzorku, k rozdé€leni

skupin vzorki do klastri. Nejvetsi vzdalenost, v rdmei diskriminacnich kiizl byla pozorovana

pii srovnani teplot 18 a 40 °C (Obr. 75)
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a 40 °C (4)
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Nejmensi vzdalenosti byly zjistény pfi srovnani teploty 20 a 22°C (Obr. 76), piesto

ale doslo k vyraznému rozdéleni skupin vzorkd, jak je na obrazku patrné.

Distance to 22 °C

-00

Distance to 20 °C

Obr. 76: Diskriminacni analyza rozliseni kravského mléka méreného pri teplotach 20 (o)
a22°C (o)

U srovnani ostatnich teplotnich rezimi taktéz dochéazelo k separaci vzorku do

jednotlivych klastri (Obr. 77). VSechny diskrimina¢ni analyzy byly provadény na hlading
pravdépodobnosti a = 0,05.

Distance to 22 °C

Distance to 18 °C
Obr. 77: Diskriminacni analyza rozliseni kravského mléka mereného pri teplotach 18 (o)

a 22 °C (4)

U vSech vzorki byly provedeny referencni analyzy. Ziskané spektra byla zapracovéna
do kalibra¢nich rovnic vytvofenych pro 20 °C pro obsah tuku, laktozy, bilkovin a suSiny.
Vzhledem Kk tomu, zZe v praci bylo analyzovano 30 individualnich vzorkd kravského mléka,
byla konstrukce statistickych testl zaloZena na porovnavani zavislych vzorkli métenych
pomoci metody FT-NIR spektroskopie pii teplotach 18, 20, 22, 24 a 40 ° C s hodnotami
referencnich analyz provadénych pifi 20 °C. Kombinace meéfeni rlznymi metodami
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a rozdilnymi urovnémi teplot Ize povazovat za faktory, které¢ mohou ovlivnit vysledek ziskany
pro sledované parametry v ramci jednoho ptvodniho vzorku. Teoreticky by méfenim
specifického parametru mély vSechny vysledné hodnoty dosdahnout stejné hodnoty nezavisle
na arovni proménnych faktorii, protoze vSechny proménné jsou pouzity pro stejné testované
vzorky. Nicméné je mozné, Ze u techniky FT-NIR miize skute¢na teplota méfeného vzorku
ovlivnit ziskané vysledky. Cilem statistického zpracovani bylo zjistit, zda kombinace pouzité
metody a teploty ovliviiuje skute¢nou vyslednou hodnotu. Pro tento ucel byla nulova hypotéza
(Ho) definovana, jako neexistence zadného vyznamného vlivu teploty vzorku na hodnoty
obsahtl (%) suSiny, bilkovin, laktdzy a tuku téhoZ po€ate¢niho vzorku. Alternativni hypotéza
(Hy), ktera odmita nulovou hypotézu u mnoha provedenych zkousek, byla definovana, jako
existence vyraznych kontrasti mezi ziskanymi vysledky analyz obsahovych slozek
provedenych pii riiznych teplotach pro stejny testovany vzorek.

Ziskana data byla zpocatku studovéna v obecnych analyzach seskupenych do Sesti
jednotlivych hladina faktori oznac¢enych podle hodnoty teploty (napi. T(18-40)NIR ¢i T20R).
Vzorek ¢. 13 byl v prabéhu testovani vyloucen z dalSich analyz z divodu pfitomnosti
odchylek v kazdé z testovanych skupin pro vSechny sledované parametry. Vysledné
statistické analyzy tedy byly provadény na 29 zbyvajicich vzorcich. Popisné charakteristiky
statistiky pro jednotlivé sledované parametry pro kazdou skupinu podle teploty jsou uvedeny
v Tab. XXXII

Tab. XXXII: Popisné charakteristiky statistiky pro jednotlivé sledované parametry dle teploty

Priamér Primér
Faktor Sm.
Parametr konf. konf.
(Teplota n  Priamér : . Median odchylka
(%) intervalu intervalu
°C) (%)
(-95,000%) (95,000%0)
T18NIR 29 3,247 3,109 3,385 3,240 0,3635
T20R 29 3,645 3,508 3,781 3,610 0,3588
T20NIR 29 3,648 3,513 3,783 3,640 0,3558
Bilkoviny
T22NIR 29 4,001 3,865 4,137 3,980 0,3572
T24NIR 29 4,213 4,075 4,351 4,210 0,3624
T40NIR 29 4,875 4,730 5,020 4,930 0,3809
T18NIR 29 4,507 4,375 4,639 4,320 0,3475
Laktoza T20R 29 4,914 4,809 5,019 4,930 0,2769
T20NIR 29 4,923 4,819 5,028 4,930 0,2747
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T22NIR 29 5,209 5,103 5,315 5,210 0,2795

T24NIR 29 5,428 5,320 5,536 5,420 0,2834

T40NIR 29 5,857 5,759 5,955 5,890 0,2573

T18NIR 29 2,079 1,581 2,576 1,840 1,3072

T20R 29 2,415 1,910 2,919 1,950 1,3267

T20NIR 29 2,420 1,914 2,925 1,960 1,3292

Tuk T22NIR 29 2,663 2,157 3,170 2,240 1,3309
T24NIR 29 2,981 2,484 3,478 2,690 1,3064

T40NIR 29 3,597 3,075 4,120 3,150 1,3732

T18NIR 29 11,458 10,986 11,929 11,113 1,2403

T20R 29 11,935 11,453 12,417 11,544 1,2668

5 T20NIR 29 11,935 11,453 12,417 11,544 1,2668
Susina T22NIR 29 12,204 11,728 12,679 11,855 1,2497
T24NIR 29 12,441 11,962 12,920 12,100 1,2589

T4AONIR 29 13,062 12,591 13,533 12,805 1,2379

n = pocet vzorkl; T18-40NIR = predikované hodnoty métené pii dané teploté; T20R =

referencni hodnota ziskana pii 20 °C

Obr. 78 — 81 piedstavuji pramémé hodnoty a intervaly spolehlivosti (1-a = 95%)
u kazdé skupiny pro jednotlivé parametry.
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Obr. 78: Grafické zndzorneni seskupeni vysledkii pro obsah bilkovin v mléce v zavislosti na

teplote
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Obr. 81: Grafické zndazornéni seskupeni vysledkii pro obsah susiny mléka Vv zavislosti na

teplote

Jako posledni byla provedena nejjednodussi analyza srovnani pomoci parového
t-testu, kdy byly porovnavany pro kazdou obsahovou slozku hodnoty namétené pii riznych
teplotach na NIR spektroskopu s hodnotou ziskanou referencni analyzou pii 20 °C. Vysledky
analyz jsou uvedeny v Tab. XXXIII — XXXVI.

Tab. XXXIII: Parovy t-test pro stanoveni obsahu bilkovin v mléce

Parametr Faktory n  Rozdil R:rzndll t df P

odchylek
T18NIR 29 0,398 0,131 16,354 28,0 0,000 **

Bilkoviny  T20NIR 29 -0,003 0,020 -0,820 28,0 0,419
T20R T22NIR 29 -0,356 0,073 -26,297 28,0 0,000 **
T24NIR 29 -0,568 0,082 -37,337 28,0 0,000 **
T40NIR 29 -1,230 0,177 -37,342 28,0 0,000 **

n — pocet vzorku; t — vypoétena hodnota kriteria; df — pocet stupiii volnosti t-testu;
P — pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy; T20R — kalibrace obsahu bilkovin v mléce

métenych pii teploté vzorku 20 °C
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Tab. XXXIV: Parovy t-test pro stanoveni obsahu laktozy v mléce

Parametr  Faktory n  Rozdil Rozdil sm. t df P
Odchylek

T18NIR 29 0,407 0,154 14,208 28 0,000 **

Laktoza T20NIR 29 -0,009 0,012 -4,107 28 0,000 **
T20R T22NIR 29 -0,295 0,058 -27,211 28 0,000 **
T24NIR 29 -0,514 0,095 -29,242 28 0,000 **

T4A0ONIR 29 -0,943 0,166 -30,562 28 0,000 **

n — pocet vzorkl; t — vypoctena hodnota criteria; df — pocet stupiii volnosti t-testu;
P — pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy; T20R — kalibrace obsahu laktézy v mléce

meéiené pii teploté vzorku 20 °C

Tab. XXXV: Parovy t-test pro stanoveni obsahu tuku v mléce

Parametr Faktory n  Rozdil Rozdil sm. t df P
Odchylek
TI8NIR 29 0,336 0,127 14,277 28 0,000 **
Tuk T20NIR 29  -0,005 0,017 -1,565 28 0,129
T20R T22NIR 29 -0,249 0,073 -18,444 28 0,000 **

T24NIR 29  -0,566 0,243 -12,542 28 0,000 **
T4ONIR 29 -1,182 0,282 -22,574 28 0,000 **

n — pocet vzorki; t — vypoctena hodnota criteria; df — pocet stupni volnosti t-testu;
P — pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy; T20R — kalibrace obsahu tuku v mléce

méteného pii teploté vzorku 20 °C.
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Tab. XXXVI: Parovy t-test pro stanoveni obsahu susiny mléka

Parametr Faktory n Rozdil Rozdil sm. t df P
odchylek

T18NIR 29 0477 0,147 17,488 28 0,000 **

Susina T20NIR 29 0,000 0,000 0,436 28 0,667
T20R T22NIR 29 -0,269 0,070 -20,640 28 0,000 **
T24NIR 29  -0,506 0,081 -33,841 28 0,000 **
TAONIR 29 -1,127 0,186 -32,672 28 0,000 **

n — pocet vzorku; t — vypoctena hodnota criteria; df — pocet stupni volnosti t-testu;
P — pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy; T20R — kalibrace obsahu suSiny mléka

meéiené pii teploté vzorku 20 °C

Z tabulek je zifejmé, ze pro vSechny sledované parametry byly zjistény velmi
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi teplotami métenych vzorkd, jinymi nez 20 °C. Plati
tedy, Ze nulovou hypotézu lze zamitnout ve vSech sledovanych parametrech a piijmout
alternativni hypotézu. Bylo také zjisténo, Ze vysledné hodnoty obsahi bilkovin, tuku a suSiny
stanovené referenénimi metodami a NIR spektroskopem pii 20 °C nevykazovaly zadné
rozdily. Lze tedy ptfedpokladat, Ze ob& metody jsou rovnocenné, ovSem s podminkou,
ze teplota aktudlné méfeného vzorku na pfistroji FT-NIR je 20 °C nebo se ji blizi. Pfi
statistické analyze bylo pro stanoveni obsahu laktézy dosaZeno neoc¢ekavaného vysledku pfi
hledani rozdili mezi referenéni metodou a NIR analyzou pii 20 °C. Dle Obr. 79 jsou
praimérné hodnoty obsahu laktozy pro T20R a T20NIR stejné, ovsem po provedeni analyzy
parovym t-testem byl nalezen rozdil ve variabilit¢ hodnot mezi obéma metodami. Nicméné,
na zéklad¢ obecnych znalosti z testovani dal§ich parametri, je mozné ptredpokladat, Ze obé
metody ekvivalentni pro laktézu na urovni 20 °C, méfi stejné. Relativné vysoka citlivost
parového t-testu na variabilitu parovych rozdili by neméla byt v tomto piipadé
nadhodnocena.

V ramci statistického hodnoceni byly provedeny také regresni analyzy, které byly
modifikovany tak, aby bylo mozné kazdy vzorek povazovat za nezavisle proménnou. Regrese
byla provedena pro vSechny vzorky, s vyjimkou vzorku ¢. 13, ktery byl z analyz vyloucen.
Byly provedeny vSechny regresni analyzy za Gcelem ziskani trendu, tzn., Ze byly vypocteny

regresni  zavislosti, to vedlo kzisku regresniho koeficientu pro kazdou analyzu,
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coz predstavuje trend vlivu faktoru teploty na hodnoty analyzovanych parametrii. Ziskané
regresni koeficienty vyjadiuji citlivost méfeni NIR spektroskopem na teplotni odchylky, coz
vede k vystavbé kalibracnich kiivek v zavislosti na Girovni teploty. Jedna se vSak jen o tivahu
bez fadného statistického dopadu. Jde pouze o prezentaci primérnych regresnich koeficientt
a jejich variability. Vliv teploty byl statisticky vyznamny. Urovné korelagnich koeficientd se
pohybovaly u jednotlivych regresi mezi hodnotami R = 0,965 a 0,995 u jednotlivych regresi.
Primérné hodnty trenda regresnich koeficientti jsou uvedeny v Tab. XXXVII.

Tab. XXXVII: Primérné hodnoty regresnich koeficientti pro obsahové slozky

Smérodatna
Parametr Prumér
odchylka
b“
2 b“
9

Bilkoviny 0,155501  0,013517
Laktoza 0,200061  0,010174
Tuk 0,107855  0,050521
Susina  0,468597  0,047475

b — koeficient regrese

Byla tedy prokézana vysoka zavislost analyzy hodnot vSech hledanych obsahovych
slozek vzorku na aktudlni teploté analyzovaného vzorku. Tento zavér je velmi dilezity pro
praktické laboratorni analyzy kdy, a to velmi casto, je zavislost pfesnosti mefeni na teploté
vzorku vynechana a kalibrace vytvofené pro vzorky méfené pii konkrétni teploté jsou
pouzivany pro celou fadu riznych Urovni teplot. Tento fakt je zptsoben také chemickymi
zménami vzorki mléka pii jejich zahiivani. WALSTRA et al. (2006) uvadi, ze pfi zéhievu
mléka dochédzi k riznym zméndm, mezi které patii napf. ztrata ¢asti plynd, véetné COo,
denaturace bilkovin, degradace laktdzy na organické kyseliny ¢i tvorba laktulozy. Obdobny
experiment s vyuzitim jiné vyhodnocovaci techniky provedla KUKACKOVA (2001) a dosla
ke stejnym zaveérum. Ve své praci se zabyvala vlivem teploty na méfeni UHT mlék pfi
teplotich métfeni 10 — 40 °C. Pfedmétem jejiho zajmu bylo mléko oSetfené vysokymi

teplotami, pfi¢emz pii tomto zahfevu dochazi jiz k jistym zméndm ve vlastnim sloZeni mléka.
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Také SUSTOVA (2007) zjistila vliv teploty vzorku na presnost méfeni obsahovych slozek
mléka, kdyz srovnavala vysledky méfeni pro vzorky mléka o teploté 20 °C, 21 °C, 23 °C a 25
°C. V soucasné dob¢ vzrista v mlékarnach, ale i v dalSich potravinatfskych provozech trend
zavadéni FT-NIR spektroskopickych sond do potrubnich systémt za ucelem hodnoceni
chemického slozeni materialti. Vzhledem Kk vysledkim prace je vhodné méfit vzorky mléka

vzdy pfi stejnych teplotach, pfi jakych byly vyhotovovany kalibra¢ni modely.

5.9 Detekce falSovani syru

V této Casti je feSena schopnost FT-NIR spektroskopu reagovat na zmény chemického
slozeni v kozich syrech zptsobenych nahrazenim koziho mléka mlékem kravskym.

Pti falSovani kozich syri se lze nejcastéji setkat S ndhradou casti mléka koziho
mlékem kravskym. Kravské mléko je levnéjsi a dostupnéjsi. Konzumentiim, kteti trpi alergii
na mlécnou bilkovinu, miiZze zpiisobit zdravotni problémy. Je tedy nutné vyvijet nové metody
analyz, které budou rychle reagovat na skute¢nost, ze falSovatelé potravin jsou ¢im dal
vynalézavejsi (HUCK-PEZZEI et al., 2014).

Velmi castou metodou pouzivanou pii hodnoceni kvality mléka a mlécnych vyrobki
je také metoda enzymatické imunoanalyzy (ELISA), ktera je zaloZena na vysoce specifické
interakci antigenu a protilatky, pfi¢emz na jednoho z téchto partnerti je kovalentné navazan
enzym. Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na
barevné odli¢ny produkt. Stanovuje se pak spektrofotometricky nebo na zakladé¢ fluorescence
(GAN et PATEL, 2013).

Dalsimi metodami vhodnymi pro detekci kravského mléka v kozim syru jsou napf.
plynova & kapalinova chromatografie (CSERHATI et al., 2004, ENNE et al., 2005).
Pro hodnoceni autenticity kozich syrti je dale vyuzitelna elektromigra¢ni separa¢ni metoda
s vyuzitim polyakrylamidového gelu (KLOUDA, 2003; MAYER, 2005) nebo metoda PCR
(MAFRA et al., 2007; RENTSCH et al., 2012).

Cilem experimentt bylo vyrobit kozi syry, s pfidavkem ur¢itého mnozstvi kravského
mléka a ovéfit citlivost FT-NIR spektroskopu Antaris pifi detekci jeho pridavku. V prub¢hu
experimentu doslo ze strany Statniho veterinarniho ustavu (SVU) v Jihlavé k zadosti
o poskytnuti nami vyrobenych syri k analyze pomoci soupravy MILK FRAUD/ BOVINE
ELISA, ktera je urena pro testovani vzorkiti mléka, smetany a syrovatky, za ucelem zjisténi,

zda je tato souprava pouzitelna také pii testovani Cerstvych syru. Toho bylo také vyuzito pro
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porovnani této metody s metodou FT-NIR pro hodnoceni autenticity kozich syru. K tomuto

ucelu byla vyuzita metoda diskrimina¢ni analyzy a metoda PLS.

5.9.1 Analyza metodou ELISA

Analyza kozich syri metodou ELISA byla provedena pracovniky SVU v Jihlavé.
Zjisténé vysledky a informace 0 postupu testu byly poskytnuty pro potieby zpracovani
disertani prace. Testovani bylo provedeno pomoci soupravy MILK FRAUD/BOVINE
ELISA (EuroProxima, Nizozemi). Jedna se o kompetitivni enzymatickou imunoanalyzu, ktera
je urcena pro kvantitativni analyzu syrového a tepelné oSetieného kravského a buvoliho mléka
v mléce ostatnich druhd zvifat v mnozstvi vysS$im nez 0,25%. Souprava obsahuje
pét k-kaseinovych standardi k tvorbé kalibra¢ni kiivky vrozsahu 0,1 — 2,5 pg/ml,
coz odpovida pii fedéni vzorka 1:100 rozsahu 0,25 — 6,25% ptidaného kravského mléka.
Detekéni rozsah 1ze upravit nasledujicim fedénim, takze pii pouzitém celkovém fedéni 1:1000
je rozsah testu 1,7 — 42,5%. Mnozstvi navazaného konjugatu je vizualizovano piidanim
roztoku, ktery obsahuje komplex substrat/chromogen. Pomoci enzymu v konjugatu je
bezbarvy chromogen pfeménén na barevny produkt. Reakce je po urcité dobé zastavena
a intenzita zbarveni se prométuje na readru pfi 450 nm. Intenzita zbarveni je nepfimo imeérna
koncentraci bovinniho «-kaseinu ve vzorku. Oznaceni vzorkd pro analyzu ELISA je uvedeno
v Tab. XXXVIIIl. Vzorky syra byly nejprve standardnim zplsobem homogenizovany

a nasledné testovany v duplikatech.
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Tab. XXXVIII: Oznaceni vzorki pro analyzu ELISA

Mnozstvi
Oznaceni Mnozstvi koziho
kravského mléka
vzorku mléka (%)
(%)
1 100 0
2 0 100
3 1 99
4 2 98
5 5 95
6 10 90
7 20 80
8 50 50

Extrakty vzorki €. 2, 3, 4 a 5 byly fedény 1:100. Vysledky jsou shrnuty v Tab.

XXXVIX.

Tab. XXXVIX: Vysledky ziskané testem ELISA pro v§echny vzorky

% pridavku

Oznacdeni Primér Smérodatna
kravského Hodnoceni
vzorku (%) odchylka
mléka
1 100 > 6.25 0.759 >6.25 %
2 0 0.008 0.010 <0.25%
3 1 0.161 0.030 <0.25%
4 2 0.243 0.018 <0.25%
5 5 0.374 0.037 0.37 %
6 10 1.126 0.048 1.13 %
7 20 2.086 0.189 2.09 %
8 50 5.195 0.573 5.20 %
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Pti testovani prvnich Ctyt vzorkd bylo zjisténo, ze test nereaguje podle predpokladi.
Vysledné hodnoty bovinniho k-kaseinu v pg/ml, odectené z kalibra¢ni kiivky a nasledné
vypocitané hodnoty % ptidavku kravského mléka sice se zvySujicim se objemem ptidaného
kravského mléka stoupaly, ale vytéznost byla velice nizka. V podstaté 1ze, podle SVU Jihlava,
za prokazateln€ pozitivni povazovat az vzorek €. 5 s 5% ptidavkem kravského mléka. Zjisténa
hodnota v testu vSak byla pouze 0,37 %. Hodnoty pfedchoziho vzorku ¢. 4 s 2% kravského
mléka nelze hodnotit ani jako pozitivni ani jako negativni vysledek testu. Primérna hodnota
vSak neptekrocila limit stanovitelnosti. Vzorky vykazovaly vzdy pozitivni reakci,
ale vysledné hodnoty zjisténé timto testem jsou asi desetkrat niz$i nez teoreticka hodnota
v ptipravenych vzorcich.

V poslednim testu byla testovana série péti vzorka s hodnotami kravského mléka od

5 do 100 % pfi fedéni 1:1000. Vysledky tohoto testu jsou uvedeny v Tab. XL.

Tab. XL: Vysledky testu ELISA pfi fedéni vzorkt 1:1000

Oznaceni % pridavek Smérodatna
Primér v % Hodnoceni
vzorku kravského mléka odchylka
1 100 7.990 0.024 7.99 %
5 5 2.439 0.048 2.44 %
6 10 2.873 0.36 2.88 %
7 20 3.281 0.072 3.28 %
8 50 5.091 0.573 5.10 %

Vysledné hodnoty vétSinou nekorespondovaly s pifedchozimi vysledky. Pouze
u vzorku €. 8, ktery byl vyroben z 50 % z kravského mléka, byly vysledky srovnatelné.
Vytéznost byla pti fedéni 1:1000 také nizka (od cca 50 % do 10 %). V ptipadé vzorku ¢. 1,
ktery byl pfipraven pouze z kravského mléka, byla zjiSténa hodnota pouze 8 %. Zavérem lze
konstatovat, Ze tato ELISA metoda, zatim jedind svého druhu dostupna na trhu, se nehodi ke
kvantitativnimu vysetfovani syru. Existoval pfedpoklad, ze k-kasein z kravského mléka
nebude pifi vyrobé cerstvych syrti tak poSkozen, aby nemohl byt specificky vyvazéan
protilatkou. Test by byl schopen zachytit falsovani Cerstvych kozich syru jiz cca od 2 %

ptidavku kravského mléka a mohl by tak byt vyuZit pouze ke kvalitativnim analyzdm. Limit
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detekovatelnosti by v8ak bylo tieba ovéfit u riznych typa vyrobku. Jakakoliv kvantifikace se
ukazala jako zcela nedostate¢nd. Problémem by v tomto pfipadé mohl byt také zpisob
prepocitavani hodnot k-kaseinu zjisténych odectenim z kalibra¢ni kiivky. Vzorce doporucené
vyrobcem setu pro vypocty % ptidavku kravského mléka do mléka koziho ziejmé nejsou

vhodné pro takové matrice, jako jsou syry.

5.9.2 Analyza metodou FT-NIR

Vyrobené syry byly analyzovany na FT-NIR spektroskopu a ziskana spektra byla
zpracovana programem TQ Analyst s pouzitim metody PLS a diskrimina¢ni analyzy na
hladin€ pravdépodobnosti o = 0,05. Kazdy vzorek se vyznacuje svym specifickym spektrem
a nelze najit dva vzorky, které maji identicka spektra. Z vizudlniho hlediska jsou si sice
spektra danych vzorkd velice podobna, avsak i mala zména ve spektru je pro spektroskop
dostate¢na k rozliSeni jednotlivych vzorki. Diky diskrimina¢ni analyze jsou vysledky

snadnéji interpretovatelné.

5.9.2.1 Diskriminacni analyza

Ukolem prvniho vyhodnoceni bylo zjistit, zda FT-NIR spektroskop reaguje na
rozdilné sloZeni ¢istého koziho a kravského syra a na zakladé toho ovéftit pouZzitelnost metody
pro detekci falSovani kozich syri kravskym mlékem (Obr. 82).

o o
- o
o

Distance to koza

Distance to krava

Obr. 82: Diskriminacni analyza cistych kozich syrii () a kravskych syrii (1)

Na grafu je zcela viditelny diskriminacni kiiz, u vzorkl je tedy jednoznacny rozdil
mezi kvalitativnimi charakteristikami, z ¢ehoZz plyne, Ze FT-NIR spektroskopie je vhodna pro

rozliseni koziho a kravského syra. V dalsim vyhodnoceni tedy byly vici sobé srovnavany
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vzorky cCistého koziho syra a koziho syra falSovaného kravskym mlékem v pomérech 0 %,
1%, 2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 50 % a 100 %. Vzhledem Kk ptitomnosti diskrimina¢nich kiiza

u vsech koncentraci, byla pro demonstraci rozdilu mezi syry vybrana koncentrace kravského
mléka 10 % (Obr. 83).

Distance to 10 %

Distance to koza
Obr. 83: Diskriminacni analyza cistych kozich syrii (D) a syrit s piidavkem 10 % kravského
mléka (1)

Poslednim diilezitym vyhodnocenim v ramci detekce falSovani kozich syri kravskym
mlékem bylo zjistit, zda je technika FT-NIR schopna detekovat i minimalni pfidavek

kravského mléka. Pro tento ucel byl vyroben vzorek koziho syra s 1% ptidavkem kravského

mléka.

10

Distance tol %

Distance to koza
Obr. 84: Diskriminacni analyza cistych kozich syrii (D) a syru s pridavkem 1 % kravského
mléka (1)

Diskrimina¢ni graf (Obr. 84) ukazuje naprosto jednozna¢n€ rozpoznatelné vzorky.
Diskriminacni kiiz je zde zcela patrny, Vv protilehlych kvadrantech se nachazi odlisné vzorky

seskupené do klastrii. Vysledkem experimentu je, Zze analyzou na FT-NIR spektroskopu byl
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zcela pfesn€ rozpoznan vzorek falSovany 1 % kravského mléka. Celkovy pohled rozdéleni
vSech koncentracnich ptidavkll kravského mléka do koziho syra poddva 3D vizualizace
diskrimina¢ni analyzy (Obr. 85).

Fakt, Ze analyzou doslo k diferenciaci srovnavanych vzorkt do definovanych ttid, je
pravdépodobné zpusoben rozdilnou skladbou mastnych kyselin v mlééném tuku a také
riznym zastoupenim kaseinovych frakci v bilkovinach. Tuto domnénku podporuji i prace
POTOCNIKA et al. (2011), ALBENZIA et al. (2012) ¢i MYRZAKOZHY et al. (2014).

::._’L,,.ﬁ*’
@ Pridavek kravského mléka 0 % P
. Ptidavek kravského mléka 1 % . :V’#
Ptidavek kravského mléka 2 % |
@ pridavek kravského mléka 5 %
Ptidavek kravského mléka 10 %
. Ptidavek kravského mléka 20 %
. Pridavek kravského mléka 50 %

Piidavek kravského mléka 100 %

Obr. 85: Rozdeéleni klastrii jednotlivych pridavkii kravského mléka diskriminacni analyzou

s 3D vizualizaci

5.9.2.2 Kalibrace metodou PLS

I ptes nizky pocet ruznych vzorkd v experimentu (n = 8) bylo pfistoupeno k vytvoreni
kalibrace pro hodnoceni ptidavku kravského mléka do koziho syra. Algoritmem PLS byla
vytvofena kalibrace, kterd byla orientovand na procentualni ptidavek kravského mléka do
koziho syra. Spektra byla do kalibraci vkladana v celém méfeném spektralnim rozsahu tj.
10 000 — 4 000 cm™, pii¢emz spektra nebyla nijak upravovéana. Pied vlastni kalibraci bylo
pouzito diagnostického nastroje Spectrum Outlier (viz kap. 3.16), kdy byla identifikovana
spektra, ktera byla na zaklad€ spektralnich odliSnosti neodpovidajicich kalibraénimu setu,
vyfazena z kalibrace (MLCEK et al., 2013). Zakladni statistické charakteristiky referenénich
hodnot jsou uvedeny v Tab. XLI. Charakteristiky ziskaného kalibraéniho modelu jsou

zapsany v Tab. XLII, hodnoty validacni udava Tab. XLIII.
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Tab. XLI: Charakteristiky referen¢nich hodnot piidavku kravského mléka

Charakteristika n Xp (%0) Sx (%) Min (%) Max (%)

Pridavek kravského

mléka (%)

8 18,72 29,08 0 100

n — pocet vzorkl; X, — primér piidavku kravského mléka; Sy — smérodatnd odchylka,

Min — minimalni hodnota pfidavku; Max — maximalni hodnota pfidavku

Tab. XLII: Kalibra¢ni hodnoty kalibraéniho modelu

. SEC Ccv
Charakteristika R foLs a = bx;
(%) (%)

Pridavek
kravského 0,999 0,0407 0,217 10 0,9986 £+ 0,0032x

mléka (%)

n — pocet vzorkd; R — koeficient korelace kalibrace; SEC — standardni chyba kalibrace;

CCV — kalibraé¢ni varia¢ni koeficient; fp| s — pocet pouzitych PLS faktort v kalibraci

Tab. XLIII: Valida¢ni hodnoty kalibraéniho modelu

- SEP PCV
Charakteristika Rv foLs a = bx;
(%) (%)
Pridavek
kravského 0,783 2,45 13,08 10 0,9659 + 0,0344x
mléka (%)

Rv — koeficient korelace validace; SEP — standardni chyba predikce; PCV — predikéni

varia¢ni koeficient; fpi s — pocet pouzitych PLS faktort v kalibraci

Kalibracni model dosahl velmi ptiznivych vysledkli. Bylo dosazeno koeficientu
korelace, ktery je popsan téméf absolutni zavislosti (CHRASKA, 1998). Vypocet kalibraéniho
variaéniho koeficientu také poskytl ptiznivé vysledky. CURDA et al (2002) uvadi, ze dobra
kalibrace ma CCV do 5 %, do 10 % CCV je model pouzitelny. Dal§im nastrojem, ktery byl
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pouzit pro hodnoceni vytvofené kalibrace je diagnostika funkce PRESS. Dosazené kiivka
PRESS ma klesajici charakter (Obr. 86). Pies to, ze hodnoty kalibraéniho modelu jsou

uspokojivé, je nutné kalibracni model dale rozsifovat a zdokonalovat.

RMSECV

Factor
RMSECV - Root-Mean-Square Error of Cross-Validation (Stredni kvadraticka chyba kiizové

validace)
Obr. 86: K7ivka funkce PRESS pro kalibracni model hodnoceni pridavku kravského mléka
Parovym T-testem na stfedni hodnotu byla otestovana nulova hypotéza H0: ud = 0 pti
hladin€ pravdépodobnosti a = 0.05. Vypoctem byly ziskany hodnoty, ze kterych plyne,
7ze mezi hodnotami referencnimi a predikovanymi je statisticky nepriikazny rozdil

(Tab. XLIV).

Tab. XLIV: Parovy t-test na stiedni hodnotu pro vytvofeny kalibraéni model

Charakteristika Xgrer (%) Xnr (%) SD Lstat trit(1) trit(2)

Pridavek
kravského 18,72 18,68 8,767 1,511 1,943 2,450
mléka (%)

N — pocet vzorka; Xgrer — primér referencnich hodnot; Xyr — primér predikovanych hodnot;
SD — smérodatna odchylka diference; tsx — hodnota t-testu; tyrit (1) — tabulkova hodnota pti
hladiné vyznamnosti o = 0,05; tiit(2) — tabulkova hodnota pfi hladin€ vyznamnosti o. = 0,01.
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Cela tada autorti (viz kap. 3.10.5 a souvisejici podkapitoly) se shoduje, ze metoda
blizké infracervené spektroskopie je pouzitelna pro stanoveni riznych jakostnich parametrti
mléka i mléénych vyrobkd. Vyznamnou kapitolou je pak detekce falSovanych slozek v
potravinach. Problematikou falSovani mléka se zabyvalo zatim jen malo védeckych praci
napi. ZHANG et al. (2013), ktefi tvofili smé€si mléka S péti druhy pfimési v rizném mnozstvi,
a to v koncentraci 5 %, 10 %, 15 %.

Detekcei falzifikace koziho mléka resp. syri kravskym mlékem se zabyvalo mnoho
autorti (viz kap. 3.10.5 a souvisejici podkapitoly), ale ve vétsiné piipadu byly k tomuto
vyzkumu vyuzity separa¢ni, imunologické, ¢i molekularné-biologické metody. MozZnostmi
metody FT-NIR spektroskopie v této problematice se zadni autofi dosud nezabyvali. SCANO
et al. (2014) vyuzili ke zjisténi ptidavku kravského mléka do mléka koziho plynovou
chromatografii v kombinaci s hmotnostni spektroskopii (GC-MS). Tvofili smési koziho
a kravského mléka v rozmezich 0 — 100 %, pficemz ziskané vysledky vykazovaly chybu
méteni 5 %. Pro tuto metodu autofi stanovili minimalni limit detekce 5 % ptidavku kravského
mléka s odivodnénim, ze niz$i pfidavek by byl pro pfipadné falSovatele ekonomicky
nevyhodny. PESIC et al. (2011) pouzili metodu elektroforézy na polyakrylamidovém gelu
a zjistili, Ze tato technika je schopna detekovat 3% piidavek kravského mléka. Mezi autory
patfi k nejoblibenéjsim metoddm vyuzivanym k ovétfeni falSovani koziho mléka mlékem
kravskym metody imunologické. HURLEY et al. (2006) vyuzili metodu heterogenni
kompetitivni enzymovou imunoanalyzu (ELISA) a prokazali, ze tato metoda je schopna
detekovat 0,01% ptidavek kravského mléka do mekkych kozich syri. Z molekularné-
biologickych metod je, ke stanoveni pfidavku kravského mléka do mléka koziho, casto
vyuzivana metoda polymerazové fetézové reakce (PCR). RODRIGUES et al. (2012) uvedli,
ze mez detekce piidavku kravského mléka méfena touto metodou byla 0,5 %. Ke stejnému
zavéru dosli i GOLINELLI et al. (2014), ktefi jesté navic vyuzili metodu senzorické analyzy,
kdy pravidelnym konzumentiim koziho mléka byly podavany vzorky s pfidavkem kravského
mléka. Nejmensi piidavek, ktery vétsina respondenti identifikovala, byl 10 %. LOPEZ-
CALLEJA et al. (2006) ve své praci snizili limit detekce pfidavku kravského mléka do koziho
mléka metodou PCR na 0,1 %. Posledni zajimavou metodou detekce falSovani koziho mléka
a syru kravskym mlékem je vyuziti elektronického jazyka. Této metody vyuzili DIAS et al.
(2009), jez vytvoiili smési koziho a kravského mléka v koncentracich 1 — 99 %. Uspé&snost

detekce touto metodou byla 87 %.
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Vysledky této ¢asti prace byly publikovany v ¢asopisu Journal of AOAC International
(DVORAK, L. — MLCEK, J. — SUSTOVA, K. Comparison of FT-NIR and ELISA for
a detection of adulteration of goat cheeses with cow's milk. Journal of AOAC International,
99 (1): 180-181, 2016).
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6 ZAVER

V diserta¢ni praci byla na zakladé experimentii hodnocena moznost rozsifeni vyuziti
FT-NIR techniky v potravindiském primyslu pfi kontrole kvantitativnich a kvalitativnich
parametrii riiznych potravin a potravinaiskych surovin. Modelovymi komoditami bylo
kravské, kozi a ovéi mléko, med, maslo a kava. Dale byla testovana ovlivnitelnost presnosti
méfeni FT-NIR technikou zménou teploty vzorku popf. zménou referenéni metody pouzité
k nasledné tvorbé kalibraci. V praci byla hodnocena také citlivost metody pro detekci

nepovolenych surovin (kravské mléko) pii vyrob¢ kozich syrt.

Mléko

V experimentech byly roz§iteny jiz existujici kalibra¢ni modely pro hodnoceni obsahu
susiny, tuku, bilkovin a laktézy v kravském mléce. Kvalita rekalibrovanych modelt je na
vysoké trovni a modely, které byly rozsiteny o 60 vzorkl, lze definovat jako funkéni
a spolehlivé pro hodnoceni téchto obsahovych slozek. A to i pies to, ze kvalita
rekalibrovaného modelu pro hodnoceni obsahu suSiny zaznamenala zhorSeni oproti jeji
posledni rekalibraci. Ostatni kalibrace zGstaly na podobné Grovni.

Kalibra¢ni modely pro hodnoceni obsahu tuku, laktozy a bilkovin v kozim mléce byly
Vramci experimentll rozSiteny o 55 vzorki. Nové modely lze opét oznacit jako velmi
spolehlivé. Model pro hodnoceni obsahu tuku dosahl mirného zlepseni ve srovnani s jeho
posledni rekalibraci. Modely pro obsah bilkovin a laktézy nezaznamenaly vyraznou zménu.

Kalibra¢ni modely pro kvantifikaci obsahovych slozek ov¢iho mléka (obsah susiny,
tuku, bilkovin a laktdézy) byly v experimentech rozsiteny o 37 novych vzorki, pficemz
vSechny modely jsou opét definovany vysokou spolehlivosti pii stanoveni. Kvalita vSech
modeltl je s posledni rekalibraci srovnatelna.

Pii hodnoceni kvality byla FT-NIR metoda pouZita k hodnoceni vzorkdi mléka na
zaklade¢ tucnosti a druhu mléka. Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze FT-NIR spektroskopie je
vhodnd 1 ke kvalitativnimu hodnoceni mléka, jelikoZ doslo ve vSech ptipadech testovani

k rozdéleni jednotlivych zkousenych vzorkt do zvolenych klasifika¢nich tiid.
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Mislo

V experimentech byla rovnéz testovana moznost stanoveni obsahu vody, tuku a ¢isla
kyselosti ve vzorcich masla. Pro hodnoceni byla zvolena metoda rezimu reflektance pies PE
saCek a prekryti vzorku alobalem. Vysledky prokézaly, ze zvolend metoda je velmi vhodna
pro hodnoceni obsahii vody a tuku, protoze bylo dosazeno velmi spolehlivych kalibracnich
modelt. Pro hodnoceni ¢isla kyselosti piistroj nebyl z divodu malé variability hodnot
nakalibrovan. U vzorki masla bylo rovnéz hodnoceno ¢islo kyselosti jako jeho dilezity
kvalitativni parametr. Stanoveni bylo provedeno na pocatku experimentu, tj. ihned po
zakoupeni a na konci experimentu, tj. po uplynuti expira¢ni doby. Na zaklad¢ diskriminaéni
analyzy nebylo mozné od sebe odd¢lit jednotlivé tiidy masla. To je ve shod¢ s vysledky vyse
zminované kvantitativni analyzy. U vzorkli masla tedy v pribehu skladovani nedochézelo

k vyrazné hydrolyze tuku.

Med

Na zakladé experimentii byla ovéfena moznost stanoveni obsahu vody, pylovych zrn,
elektrolytické vodivosti, rotace sacharidi pied a po jejich inverzi dvéma zpiisoby méteni (ve
sklenéné kadince Vrezimu interaktance pomoci optické sondy a rezimem reflektance
v kompresni kyveté s vyuzitim transflektan¢ni kyvety s kovovym zrcatkem o h = 0,2 mm).
Bylo zjisténo, Ze metoda interaktance optickou sondou je pro hodnoceni vzorkii medu,
z divodu jeho vysoké viskozity, nepouzitelnd. Byla vypracovana metodika pro tvorbu
kalibra¢nich modelt hodnocenych parametri. Vysledky potvrzuji, ze rezim reflektance je
pouzitelny pro hodnoceni vzorkii medu a Ze je mozné vytvofit kvalitni kalibrace pro
hodnoceni jeho fyzikalnich parametr. Tyto kalibrace je ovsem vhodné jesté rozsifit o dalsi
vzorky. Kalibra¢ni modely pro hodnoceni obsahu vody a pylovych zrn se na piistroji vytvofit

nepodafilo.

Kava

V praci byla hodnocena moznost vyuziti NIR spektroskopie pifi hodnoceni obsahu
kofeinu a fenola vkavé. Dosazené vysledky naznacuji vhodnost vyuziti metody pro
hodnoceni obsahu kofeinu v zrnech kavy pfi vyuziti rezimu interaktance pomoci optické
sondy. Bylo ale zjisténo, ze technika nepouzitelna pfi hodnoceni obsahu fenold, podobné

jako pfi hodnoceni ¢isla kyselosti u masla. Z hlediska kvalitativnich analyz byla hodnocena
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schopnost NIR techniky reagovat na zptisob pfipravy vzorka pfed méfenim a také na zmény
pfi prazeni kavy. Ve vSech pfipadech byla technika schopna spravné reagovat a hodnocené

vzorky selektovat do definovanych jakostnich tiid.

Vliv referencni metody na presnost méieni

V ramci experimentet byl také hodnocen vliv vedlejsi referencni metody na kvalitu
kalibraci pro hodnoceni obsahu tuku v individualnich vzorcich kravského mléka. Jako hlavni
referen¢ni metoda byla zvolena metoda hodnoceni obsahu tuku dle Rose-Gottlieba. Vedlejsi
metodou byla ozna¢ena metoda dle Gerbera. Pro obé metody byly ziskany velmi spolehlivé
kalibracni modely a po jejich nasledném pouziti pii hodnoceni obsahu tuku v neznamych
vzorcich mléka byly ziskany vysledky, jejichz hodnoty nevykazuji Zadné statisticky prikazné
rozdily. Ziskané vysledky ukazuji na moznost vytvareni spolehlivych kalibra¢nich modela pro
stanoveni obsahu tuku v kravském mléce jak metodou dle Rose-Gottlieba tak metodou dle

Gerbera.

Vliv teploty vzorku na presnost méreni

Experimentalné byl posouzen vliv rozdilnych teplot vzorki mléka na ptesnost
a vysledy méfeni FT-NIR spektroskopii. U vzorkd kravského mléka byly referen¢nimi
metodami stanovovany obsahy suSiny, tuku, laktézy a bilkovin. Nasledné byly vzorky
temperovany na riizné teploty méteni (18, 20, 22, 24 a 40 °C) a snimany na pfistroji FT-NIR
Antaris v rezimu reflektance na integracni sféfe pomoci kompresni a transflektanéni kyvety
s kovovym zrcitkem o h = 0,2 mm. Podle dosaZenych vysledkli 1ze usuzovat, ze teplota
vzorku pii méfeni na FT-NIR spektroskopu je velmi dilezitym faktorem pro piesnost analyzy.
Pfi méfeni vzorkd na jinych urovnich teplot, neZ byl vytvofeny kalibra¢ni model, byly
prokazany vyznamné statistické rozdily u vSech hodnocenych parametrti. Z toho plyne, ze
mléko by mélo byt méteno pii takové teploté, na jakou je nakalibrovano pfistrojové vybaveni.
Nejvyssi rozdily ve vztahu k referen¢ni analyze byly ziskany pfi méteni mlék o teploté 40 °C.
Obecné je mozné fict, Ze se zvysujici se teplotou se zvySovaly predikované hodnoty vSech
stanovovanych charakteristik. V pfipadé on-line analyzy mléka ve vyrob¢ je nutné pocitat

S tim, ze rozdilné teploty mléka vyrazné ovlivni naméfené vysledky.
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Detekce falSovani syrua

Na zéklad¢ vysledkti experimentli byla ovéfena moznost vyuziti FT-NIR techniky pfi
hodnoceni falSovani kozich syra pfidavkem kravského mléka. Vyuziti techniky NIR k témto
ucelim je zcela originalni, jelikoz doposud zjistovani ptidavku kravského mléka do koziho
koziho mléka a kozich syrti bylo posuzovano riznymi metodami od metod separacnich, ptes
imunologické az po metody molekularné-biologické. Tyto techniky dokazou identifikovat
pfidavek kravského mléka od 0,01 %, ale jsou pomérné &asové i finanéné naroéné. Cast
experiment(l probihala ve spolupraci s SVU v Jihlavé, kdyZ vyrobené syry byly hodnoceny
komerénim setem metodou ELISA primarné uréenou pro hodnoceni kravského mléka
a mlécnych vyrobkd. Na zakladé vysledki bylo zjisténo, ze FT-NIR spektroskopie
v kombinaci s vyuzitim diskrimina¢ni analyzou splituje pozadovany ucel a spektroskop
dokdze rozeznat i pouhy pifidavek 1 % kravského mléka do koziho syra, zatimco zvolena
metoda ELISA reagovala pfti takto nizkém piidavku velmi Spatné. Je mozné fici, Ze metoda
ELISA uréena pro hodnoceni vyrobki z kravského mléka neni vhodna pro hodnoceni
vyrobku z jinych druht mléka. Na rozdil od toho metoda FT-NIR je vhodna k prokazani

falSovani kozich syrt ptidavkem kravského mléka mize byt s uspéchem vyuzita v praxi.

Na zakladé vysledku ziskanych v této praci lze tedy FT-NIR spektroskopii doporudit:

e k hodnoceni majoritnich slozek (tuk, laktoza, bilkoviny a su$ina) v kravském, kozim
a ovéim mléce metodou rezimu reflektance pies Petriho misku s vyuzitim
transflektancni kyvety s kovovym zrcatkem,

e ke kontrole slozeni masla v souladu s legislativnimi pozadavky,

ek hodnoceni jakostnich parametri medu dileZitych pro jeho autentizaci,

e k hodnoceni obsahu kofeinu v kave,

e Kk rychlé detekci falSovani kozich syrt kravskym mlékem.

e Nebyl prokdzéan vliv kalibra¢ni metody na stanoveni obsahu tuku v kravském mléce
(metoda dle Rose-Gottlieba a dle Gerbera).
e Byl ovéfen vliv teploty vzorku kravského mléka na presnost méfeni jeho obsahovych

slozek (susSina, tuk, bilkoviny, laktoza).
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A ZNACEK

a - hladina vyznamnosti (o = 0,05), pravdépodobnost chyby prvniho druhu, teoreticka
(ptfedpokladdand) hodnota koeficientu a

al — molarni absorpéni koeficient i-té slozky pii dané vlnové délce A

0 — deformacni vibrace, drahovy rozdil

€ — vinocet (cm™)

¢ — dekadicky extinkcni koeficient

v — vInocet

A — vlnova délka

v — frekvence

¢ — rychlost svétla ve vakuu (3.10% m/s)

A — vlnova délka (cm™)

°SH — titra¢ni kyselost ve stupnich Soxhlet-Henkela

a £ bx; — parametry regresni piimky predikce

AF — Agronomicka Fakulta

ANN — metoda umélych neuronovych siti (Artificial Neural Network)

ay — vodni aktivita

BPANN — metoda zpétného Sifeni umélé neuronové sité (Back Propagation Artificial Neural

Network)

CaF; — fluorid vapenaty

CCV - kalibraéni variaéni koeficient (Calibration Coefficient of Variation %)

CLS — klasicka metoda nejmensich ¢tverct (Classic Least Squares)

cm™ — reciproky centimetr (jednotka vinové délky)

CR — Ceska republika

CSN - Ceska Statni Norma

DA — diskriminaéni analyza (Discriminant Analysis)

df — pocet stupni volnosti t-testu

DTGS — deuterovany triglycinsulfatovy detektor

ELISA — enzymaticka imuno-analyza (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ES — Evropské spolecenstvi

EU — Evropska Unie

FFT — fenolftalein
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FIR — vzdalena infraCervena oblast (Far Infra-Red)
FT — Fourierova transformace (Fourier Transformation)
GA-ANN — metoda umélych neuronovych siti s vyuzitim genetickych algoritmt (Genetic
Algorithm-Artificial Neural Network)
GC — plynova chromatografie (Gass Chromatography)
GC-MS — plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (Gass
Chromatography-Mass Spectrometry)
GPa — GigaPascal (jednotka tlaku)
h — Planckova konstanta (6,626.10° J.s), h (0,2 a 0,3 mm) — vyska kovového zrcatka
Ho — nulové hypotéza (n = pl = p2)
H; — alternativni hypotéza (u = pl > p2)
H,SO, — kyselina syrova
HCI — kyselina chlorovodikova
HMF — hydroxymethylfurfural
HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)
IC — infradervena spektroskopie
IF — index fermentace
InGaAs — detektor Indium — Gallium — Arsenide
IR — infracervena oblast (Infra-Red)
ISO — Mezinéarodni organizace pro normalizaci (International Organization for
Standardization)
KBr — bromid draselny
kNN — algoritmus k-nejblizsich sousedt (k-Nearest Neighbors)
KOH — hydroxid draselny
LDA - linearni diskrimina¢ni analyza (Linear Discriminant Analysis)
LF-NMR — nuklearn¢ resonanéni reflaxometrie (Low Field-Nuclear Magnetic Resonance)
LWR - lokaln¢ vazena regrese (Locally Weighted Regression)
Max — maximalni namétena hodnota
MD-DA — diskriminaéni analyza s vypoctem Mahalanobisovy vzdalenosti (Mahalanobis
Distance-Discriminant Analysis)
MENDELU — MENDELova Univerzita
Min — minimalni naméfena hodnota

MIR — stfedni infradervena oblast (Middle Infra-Red)
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MLR - vicenasobna regrese (Multiple Linear Regression)
MLS — algoritmus slu¢ovani podobnych standard (Merge Like Standards)
mm — milimetr (jednotka délky)
MPLS — modifikovand metoda ¢asteénych nejmensich ¢tvercu (Modified Partial Leasts
Squares)
MTC — detektor Mercury — Cadmium — Telluride
n — vibraéni kvantové ¢islo (n = 0, I, 2,...), n — pocet vzorkl pouzitych pro kalibraci
TGS — triglycinsulfatovy detektor
NaOH — hydroxid sodny
NIR-CI — blizka infracervena spektroskopie s analyzou obrazu (Near Infra-Red Chemical
Imaging)
NIRs — blizka infraervena spektroskopie (Near-Infra Red spectroscopy)
nm — nanometr (jednotka délky)
P — pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy
PbS — sulfid olovnaty
PC — soufadnicovy systém hlavnich komponent (Principal Component)
PCA — analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis)
PCA-PLS — metoda spojujici algoritmus ¢aste¢nych nejmensich ¢tvercti s analyzou hlavnich
komponent
PCR — komponentni regrese (Principle Component Regression)
PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PCV - predikéni variaéni koeficient (Prediction Coefficient of Variation, %)
PLS — metoda ¢astecnych nejmensich ¢tverct, pocet faktort (Partial Least Squares)
PLS-DA — metoda diskriminac¢ni analyzy spojena s vyuzitim algoritmu nejmensich ¢tvercd
(Partial Least Squares Discriminant Analysis)
PLSR — regrese ¢asteénych nejmensich étverct (Partial Leasts Squares Regression)
PRESS - ptedpovézené rezidualni chyby metody PLS (Predicted REsidual Sum of Squares)
R — koeficient korelace kalibrace
Rv — Koeficient korelace validace
SD — vybérové variacni rozpéti dvojic, smérodatnd odchylka diference
SEC - smérodatna odchylka kalibrace (Standard Error of Calibration, %)
SEP — smérodatna odchylka validace (Standard Error of Prediction, %)
SIMCA — metoda nezavislého modelovani tfid analogt (Soft Independent Modelling of Class

Analogies)
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SMLR - postupna vicenasobna regrese (Stepwise Multiple Linear Regression)
SNV - redukce na velikost ¢astic (Standard Normal Variate)

SR — ¢tverce rezidualu (Squere Residual)

SSA — spektralni analyza podobnosti (Spectral Similarity Analysis)

SVM - Support Vector Machine

SVU — Statni Veterinarni Ustav

Sx — smérodatnd odchylka praiméru

tkrit(1) — tabulkova hodnota pii a = 0,05

tkrit(2) — tabulkova hodnota pii a = 0,01

tstar — Statistika t-test

UCB — Ustavu Chemie a Biochemie

UHPLC-PDA - Ultra High Performance Liquid Chromatography-Photodiode Array
UHT — zahtev mléka na teplotu 135 — 150 °C (Ultra High Temperature)
UCHHZ - Ustavu chovu a §lechténi zvifat

UTP — Ustav Technologie Potravin

UV/VIS — oblast ultrafialového zafeni (UltraViolet/VISible)

UZRHYV - Ustavu Zoologie, Rybaistvi, Hydrobiologie a Velaistvi

XniIr— prumérnd hodnota piedpovédéna z NIR spektra

Xp — prumér laboratornich hodnot slozky

Xrer — prumérna referencni hodnota
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