ABSTRAKT

Tato diplomova prace poskytuje souhrnné informace o pouziti blizké infracervené
spektroskopie pro kontrolu obsahu kyseliny olejové ve slune¢nicovém semeni. Byla
provedena kalibrace 110 vzorkli vysoko-olejové slunecnice za pouziti kalibraéniho modelu
PLS — ,,Partial least squares”. Jako referen¢ni metoda byla pouzita plynova chromatografie.
Na zaklad¢ téchto poznatki bylo na této kalibraci zméfeno a vyhodnoceno tficet vzorka
slune¢nicového semene s vysokym obsahem kyseliny olejové. Posledni ¢ast diplomové prace
je tvofena srovnanim vysledkli stanoveni kyseliny olejové pomoci blizké infracervené
spektroskopie a plynové chromatografie jako referenéni metody, a diskusi o piesnosti téchto
méfeni a vyhodnoceni vhodnosti pouziti zminénych metod.

ABSTRACT

This diploma thesis provides summary information about using of near infrared
spectroscopy for monitoring of high oleic acid content in sunflower seed. The calibration for
high oleic sunflower seed was performed by using calibration model PLS - , Partial least
squares”. Gas chromatography was used as a reference method. Based on this knowledge
thirty samples of high oleic sunflower seeds were measured and evaluated on this calibration.
The last part of diploma thesis consist of comparison of oleic acid results measured by near
infrared spectroscopy and gas chromatography used as reference method, and discussion
about the measurement accuracy and evaluation of suitability of using these methods.
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1 UVOD

Rostlinné oleje predstavuji v nasi vyzivé dilezity zdroj vice nenasycenych mastnych
kyselin a vitamint. V soucasnosti velmi rozSifenou surovinou pro vyrobu rostlinnych oleju je
napiiklad slunecnice, Helianthus annus. Slune¢nicovy olej ma charakteristické zastoupeni
mastnych kyselin, které jsou pro clovéka nepostradatelné. Typickym znakem pro
slunecnicovy olej je vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin. Velmi vyznamnou
slozkou je vitamin E, ktery je antioxidantem rozpustnym v tucich. Slune¢nicovy olej
napomaha télu pii prevenci proti kardiovaskularnim onemocnénim, zabrafiuje volnym
radikalim poskozovat cholesterol [1].

V potravinaiském priimyslu pti vyrob¢ slunecnicového oleje se zacina vice prosazovat
zpracovani vysoko-olejové sluneCnice na ukor slune¢nice klasické. Vysoko-olejova
slune¢nice mé odlisny profil mastnych kyselin, kde je nejvice zastoupena kyselina olejova.
Slunecnicovy olej s vysSim obsahem kyseliny olejové je 1épe v potravinaistvi vyuzitelny. Pro
potieby vykupu je zadouci, aby vysoko-olejova slunecnice obsahovala dle Codex
Alimentarius [2] nad 75% kyseliny olejové z celkového profilu mastnych kyselin. Nékteti
koncovi uzivatelé maji limitni hodnotu pro rozliSeni dodavky vysoko-olejové slunecnice
naptiklad 82%. Vysledek kontroly sloZeni mastnych kyselin pfijmového slune¢nicového
semene musi byt poskytnut za kratky ¢as a bez vysSich ndrokid na piipravu vzorku nebo
samotnou analyzu. Za téchto podminek se nabizi vyuziti spektroskopie v blizké infracervené
oblasti, NIR. AvSak aplikace spektroskopie v blizké infracervené oblasti pro kontrolu
slune¢nicového semene je velmi obtiznad. V transmitanci je méfeni slunenicového semene
téméf nemozné, proto je vice vyuzivana reflektance, bohuZzel i ta s sebou nese mnohé uskali.
Kontrola obsahu kyseliny olejové ve slune¢nicovém semeni pomoci metody NIR je tedy
pozadavek praxe. Je dulezité znat vlastnosti danych surovin dfive, nez jsou zpracovany.
Minimalizuje se tim riziko ohroZeni kvality finalniho produktu.

Technologii NIR lze méfit vzorky vSech tii skupenstvi, a to bud’ jednotlivé, nebo
kontinualn¢ v daném cCasovém useku. NIR je kalibrovan na zéklad¢ vysledkii referencni
metody, ke které neni mnohdy jednoduché vztahnout spektroskopicka data s danou piesnosti.
Procentualni zastoupeni kyseliny olejové ve slunecnicovém oleji poskytuje plynova
chromatografie.

Cilem této prace je oveéfeni moznosti pouziti spektroskopie v blizké infracervené
oblasti pro kontrolu slozeni mastnych kyselin ve slune¢nicovém semeni s vyuzitim plynové
chromatografie jako referen¢ni metody.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Surovina pro vyrobu slunecnicového oleje

Slunecnice je uznavanou rostlinou po celém svéte. Latinsky je pojmenovana
Helianthus annuus. Nejprve byla péstovana pro dekorativni ucely, teprve az pozdéji byly
zjiStény jeji nutricni hodnoty. Stala se tak velmi dulezitym zdrojem potravy a byla zafazena
mezi zemedélské plodiny [3]. Slunecnice byla péstovana jiz pfed mnoha tisici lety na uzemi
Spojenych stath. Z Ameriky byla tato plodina importovana do Evropy. V Anglii se tato
plodina pouzivala v kozedélném primyslu. V soucasné dobé¢ slunec¢nice zaujala ptedni pozice
vramci olejnatych plodin ve svété. V Ceské republice nepatii k plodindm s nejvy$§im
hospodaiskym vyznamem. Jako olejnina nachazi své uplatnéni piedevSim v teplejSich
oblastech, kde je péstovani fepky rizikové. V roce 2013 se slunecnice zaradila jako ctvrta
nejvyznamnéjsi olejnina s produkci 36 miliont tun semen. Ukrajina, Rusko a zemé& Evropské
unie patii mezi tf1 nejveétsi pestitele slunecnice. V Evropské Unii je nejvétSim producentem
slune¢nice Francie, Ceska republika se fadi na devaté misto. P&stovani slune¢nice v Ceské
republice zasahuje az do roku 1985, kdy vznikaly na Slovensku prvni systémy pro jeji
produkci. Historicky nejvétsi plocha, na které se slunecnice péstovala, byla na Gizemi Ceské
republiky v roce 2003, a to celkem 48 706 ha. V roce 2007 nastal propad péstovani tohoto
druhu olejniny kvuli nizkym farmaiskym ndkupnim cendm. Pro péstovani slune¢nicového
semene je vyznamnym regionem kraj Jihomoravsky, Stiedo¢esky a Ustecky. Naptiklad v roce
2012 bylo z celkové zaseté plochy 24,6 tisic ha sklizeno okolo 1,3 tisic ha odridy slune¢nice
s vysSim obsahem kyseliny olejové [3,4].

Rod slunecnice obsahuje kolem 60 ptevazné severoamerickych druhd. Slunecnice
dosahuje vysky az ¢tyfi metry, odridy péstované pro olej jsou vysoké kolem 190 cm. Kofen
slunecnice ma kulovity tvar, mize dosahovat do hloubky 2 az 3 metrii. Slunec¢nice se fadi
k mohutnym rostlindm, na bazi je zdievnatéla, zbytek rostliny je vSak bylinného charakteru.
Jeji kvétenstvi tvori zluty ubor, ktery obsahuje az 600 semen. Tato rostlina je narocna na teplo
a vodu, s vodou vSak umi velmi dobie hospodaftit diky mohutnému kofenovému systému [3].

V tabulce €. 1 je uvedeno zastoupeni hlavnich slozek v 10 g slunecnicovych semen.
Do tuka jsou spoleéné¢ zahrnuty nasycené, mononenasycené a polynenasycené mastné
kyseliny. Jejich jednotlivé zastoupeni je zminéno v tabulce €. 2 [5].

Tabulka 1: Obsah slozek v 10 g slunecnicovych semen [5]

Nazev slozKky Obsah [g]
Bilkoviny 1,90
Sacharidy 2,76
Tuky 4,50




Tabulka 2: Zastoupeni mastnych kyselin v 10 g slunecnicovych semen [5]

Nazev Obsah [g]
Nasycené mastné kyseliny 0,60

Mononenasycené mastné
kyseliny 1,10

Polynenasycené mastné
kyseliny 2,80

Sklizeit slune¢nicovych semen nastava v Ceské republice 40 — 45 dni po odkvétu
slunec¢nice. Toto obdobi je zpravidla od druhé poloviny srpna do konce zafi. Obdobi sklizné
ovliviiuje nejen pocasi v dobé vegetace, ale také druh péstované slunecnice a pldni
podminky. Semena slunec¢nice musi byt zdrava a mit typickou barvu. Nesmi obsahovat zivé
Skidce. Pokud je slunec¢nicové semeno péstovano ke zpracovani na slunecnicovy olej pro
potravinafské ucely, nesmi byt chemicky konzervovano a nazky nesmi byt plesnivé.
Olejnatost semen je ovliviiovana povétrnostnimi a padnimi podminkami, také pouzitou
technologii péstovani. Na ruznych stanovistich mohou byt rozdily v ziskané olejnatosti i vice
nez 10 %. Ve slune¢nicovém oleji pfevladaji nenasycené mastné kyseliny, zejména kyselina
linolovd a kyselina olejova. Zastoupeni téchto kyselin se vyrazné¢ meéni v zdvislosti na
podminkach prostiedi. Mezi hlavni faktory patii teplota v dob¢€ zrani semen, svétlo a srazkové
podminky. Obsah nenasycenych mastnych kyselin je také ovlivnén zemépisnou Sitkou.
Slunecnice péstovana v jizni Evropé nema tak vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin
jako slunec¢nice péstovana smérem na sever Evropy [3,4].

2.1.1 Nutri¢ni vlastnosti slune¢nicovych semen

Slunec¢nicova semena obsahuji kromé bilkovin, tukd a sacharidl, také vitaminy.
Jednim z hlavnich vitamint je vitamin E, ktery patii do skupiny tokoferolti. Vitamin E je
antioxidantem, ktery je rozpustny v tucich. Napomaha télu branit se pied zanéty, artritidou a
cukrovkou. Konzumace slune¢nicovych semen prospiva kardiovaskuldrnimu systému.
Nedochazi k poskozeni cholesterolu volnymi radikaly [6].

Slunecnicova semena jsou zdrojem mineralnich latek, jsou v nich obsaZeny stopové
prvky a dal$i u¢inné latky. Jejich zvlastnosti je, Ze obsahuji enzymovy systém a nenasycené
mastné kyseliny, které jsou velmi vyznamné pro lidskou vyzivu. Vysoka nutricni hodnota
zvysila poptavku po slune¢nicovém oleji [4].

Chemické a fytochemické rozbory slunecnicovych semen odhalily piitomnost
bilkovin, vlakniny a dalSich Zivin, jako jsou vitaminy B1, B5, B6, mangan, Zelezo a zinek.
Naptiklad vitamin B6 je uzite¢nym pro metabolické procesy snizujici riziko depresi. V bézné
lidské stravé nemusi byt obsazen v dostatecném mnozstvi. Mangan je katalyzatorem u syntézy
mastnych kyselin a cholesterolu, usnadiiuje metabolické procesy uhlovodant a bilkovin [7].
Instituci Dilipkumar Pal v Indii [8] bylo prokazéano, Ze slune¢nicovd semena maji antioxidacni
vlastnosti.



Obsah hoiciku ve slunecnicovych semenech napomahé k regulaci ¢innosti nervového
systému. Svou piitomnosti vyvazuje obsah vapniku, slouzi pro blokaci kalciovych kanalki na
bunéénych membranach. Pokud ma lidsky organismus nedostatek hotc¢iku, miize dochazet ke
svalovym kie¢im a zvySeni krevniho tlaku. Ve slunecnicovém oleji 1ze nalézt i zdroj selenu,
ktery je velmi ucinnou ochranou proti rakoviné. Selen je zahrnut v aktivnim mist¢ mnoha
latek lidského téla, ptikladem je glutathion peroxidéza. Glutathion peroxidéza je antioxidacni
enzym a je ptirozenou slozkou lidského organismu [9].

2.2 Charakteristika tuku a oleja

Jiz ve starovéku byly tuky a oleje vyuzivany ve vyzive, v kosmetice, v 1¢karstvi a také
hojné k technickym ucelim. V tomto obdobi vSak nebylo jesté znamo jejich ptesné slozeni,
teprve az vroce 1779 se podafilo izolovat glycerol, o tento pokrok se zaslouzil Scheele.
Francouzsky chemik E. Chevreul je povazovan za zakladatele chemie tukli. Izoloval
nejvyznamnéj$i mastné kyseliny a tvrdil, ze tuky a oleje jsou estery mastnych kyselin a
glycerolu. Dalsi, kdo pfispé€l k rozvoji chemie tukti, byl H. P. Kaufmann. Zaslouzil se o objev
hydrogenace tukt. NaSim vyznamnym chemikem, ktery pfispél v této oblasti, byl brnénsky
profesor V. Vesely, ktery se zabyval syntézou cCistych mastnych kyselin a analyzou tuka
[10,11].

V minulosti se lipidy délily do tii skupin na zakladé jejich konzistence. Témito
skupinami byly vosky, tuky a oleje. Dnes uz se déli oleje dle jejich chemického slozeni. Prvni
skupinou jsou mastné kyseliny a jejich mydla. Druhou skupinu nazyvame homolipidy, kde
najdeme vosky, tuky a oleje. Do tfeti skupiny fadime heterolipidy, slouCeniny obsahujici jesté
dalsi skupiny kromé mastnych kyselin a alkoholii. Posledni skupinou jsou komplexni lipidy,
naptiklad lipoproteiny [11].

Tuky a dalsi lipidy jsou pro ¢lovéka nezbytnou soucasti stravy. Jsou zdrojem energie,
zdrojem esencidlnich mastnych kyselin. Oznaceni esencialni mastna kyselina znamena, ze je
tato kyselina nezbytna pro lidsky organismus a Ze tento druh kyselin si neni schopen lidsky
organismus syntetizovat sam a musi je pfijimat v potravé. Nejdulezitéjsi pro metabolismus je
syntéza vysSich esencidlnich mastnych kyselin, jejichz prekurzory pfijimame v potravé
[11,12]. Pro lidskou vyZivu jsou esencialni kyselina linolova C18:2 s dvojnou vazbou na 9. a
12. uhliku a kyselina linolenova C18:3 s dvojnou vazbou na uhliku 9., 12. a 15. Tyto kyseliny
jsou prospésné pro organismus, jsou prevenci proti ekzémum, lupence a nervovym porucham.
Kyselina linolova je znama jako omega-6 a kyselina linolenova jako omega-3. Tyto kyseliny
jsou esencidlnimi pouze v konfiguraci cis [13].

2.2.1 Mastné kyseliny jako hlavni sloZzka tuki a oleju

Celkovy denni pfijem tukl u ¢lovéka by mél byt udrzovan okolo 30 % z celkového
ptijmu kalorii béhem dne a nemél by klesnout pod 20 % celkového energetického denniho
piijmu. Tato hodnota plati pro obsah zivociSnych a rostlinnych tukl spole¢né. Nejdilezitéjsi
slozkou u tukil jsou mastné kyseliny, které jsou pro lidsky organismus nepostradatelné. Jedna
se o uhlikaté fetézce, které jsou tvofeny Ctyimi a vice uhliky. Zakoneny jsou karboxylovou
skupinou. Mastné kyseliny jsou rozdéleny dle funk¢nich skupin na nasycené, nenasycené a
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kyslikaté. Dle charakteru fetézce je lze rozdélit na linearni, rozvétvené a cyklické.
Molekulovd hmotnost mastnych kyselin souvisi s viskozitou téchto kyselin. Viskozita
nenasycenych mastnych kyselin je podstatné mensi nez viskozita u nasycenych derivata.
S rostouci teplotou viskozita klesa dle exponencialni zavislosti [11].

Nejvice rizikovou skupinou je pfijem trans nenasycenych mastnych kyselin. Pfijem
nenasycenych mastnych kyselin v konfiguraci trans mé neptiznivy vliv na srdce a cévni
systém [14]. Mastné kyseliny v konfiguraci cis maji pozitivni vliv na lidsky organismus [15].
Na obrazku €. 1 je uvedena konfigurace cis a trans mastnych kyselin.

MASTNE KYSELINY S CIS A TRANS CONFIGURACH
H H

I
CH; ~ (CHg), = C = C ~ (CH;), - COOH
¢is configurace

H
|
CHj = (CH2).-C = C - (CH;)y, - COOH

H

trans configurace

Obrazek 1: Strukturni vzorec mastnych kyselin - konfigurace cis a trans[16]

Kazdy rostlinny olej mé charakteristicky profil mastnych kyselin. SloZeni
slunecnicového oleje je kombinaci mononenasycenych a polynenasycenych tukl s nizkym
obsahem tukli nasycenych. Pro slunec¢nicovy olej je typickym znakem vysoké zastoupeni
kyseliny linolové a kyseliny olejové. Obsah kyseliny olejové mlize byt ovlivnén genetickym
zlepSenim, tzv. specidlnim péstovanim vysoko-olejové slunecnice [9]. Codex Alimentarius [2]
uvadi pro vysoko-olejovou slunecnici hodnotu kyseliny olejové nad 75% z celkového
mnozstvi mastnych kyselin.

2.3 Kontrola jakosti vstupnich surovin

V zemédé@lstvi a potravinaiském primyslu je jakost vSech olejnin velmi dilezitym
parametrem. At uz se jedna o vlhkost nebo olejnatost dané suroviny. Pokud je dana surovina
péstovana za Ucelem ziskdni specidlni odridy, o to vic je pak jeji jakost sledovana. Pro
kontrolu garantované jakosti suroviny ve zpracovatelském provozu je nutné pouzit snadnou
analytickou metodu, ktera neni ndro¢né na provedeni a je dostupna. Vysledek kontroly musi
byt uzivateli poskytnut za kratky ¢as. V tomto ptipadé se nabizi pouziti spektroskopie v blizké
infracervené oblasti, také oznaCované jako NIR spektroskopie, Near Infrared Spectroscopy
[17].

Aby bylo mozné olejniny kontrolovat touto metodikou, je nutné analyzovany material
vhodné¢ homogenizovat. U slune¢nicového semene je nutné materidl pomlet na danou
velikost. Parametry, které je mozné sledovat metodikou NIR spektroskopie u slunecnicového
semene, jsou napiiklad vlhkost, tuk semene, dusikaté latky a obsah vldkniny. Ve
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slunecnicovych semenech lze pomoci spektroskopie v blizké infraCervené oblasti také
kontrolovat zastoupeni mastnych kyselin. Kontrola zastoupeni mastnych kyselin je u vysoko-
olejové slunecnice zajimava kvili ovéteni typu odridy a z hlediska ekonomiky, zejména kvili
cen¢ na trhu za tento produkt [3].

Cantarelli a kol. [18] navrhli metodu pro stanoveni kyseliny olejové ve slune¢nicovych
semenech. Zanalyzovali vice jak sto vzorkli slunecnicovych semen pomoci infradervené
spektroskopie v blizké oblasti, diftzni reflektanci NIRDRS. Stanoveni byla provadéna
v terénu na mobilnim typu piistroje a sluneCnicovd semena byla pfeciSténa na sitech.
Kalibrace byla vytvoiena na kalibracnim modelu PLS — , Partial least squares”, metoda
castecnych nejmenSich ctverci. Jednotlivé koncentrace kyseliny olejové byly ziskany
analyzou vzorkl slune¢nicovych semen na plynové chromatografii s plamenové ionizaénim
detektorem GC-FID. Spravnost a piesnost metody byla hodnocena pomoci plynové
chromatografie jako referen¢ni metody.

Dal$i moznou metodou pro kontrolu slunecnicovych semen s vysokym obsahem
kyseliny olejové je stanoveni indexu lomu pomoci ru¢niho refraktometru. Tato metodika je
snadnd, nendro¢nd na provoz a jeji potizovaci naklady jsou velmi nizké [19].

Plynova chromatografie je rozsifenou metodou pro kvantitativni stanoveni mastnych
kyselin. Cilem autora Honggen Zhang [20] bylo vyvinuti jednoduché derivatizaéni metody
s pouzitim plynové chromatografie. Plynova chromatografie s plamenové ionizacni detekci
GC-FID byla vyvinuta pro pifimé kvantitativni stanoveni kyseliny olejové a dalSich mastnych
kyselin. Byla pouzita 30 m kolona s 0,32 mm vnitinim primérem, celkova doba analyzy
trvala 20 minut. Tato metoda byla vyuzita pro analyzu zminénych komponent u USP-NF,
United States Pharmacopeia, National Formulary, materialu.

Dle zméfené hodnoty indexu lomu Ize klasifikovat o zatadit typ odrady
slunecnicového semene, zda se jedna o vysoko-olejovou slunecnici nebo ne. Dulezitym
poznatkem je, ze tato metoda nedokaze urcit piesné zastoupeni kyseliny olejové a pfinasi
s sebou mnoho nepiesnosti. V tabulce ¢. 3 jsou uvedeny rozmezi hodnot indexu lomu dle
Codex Alimentarius pro jednotlivé typy slune¢nicového oleje. Je ziejmé, Ze se rozsahy indexu
lomu pro jednotlivé druhy oleji ptekryvaji, proto je tato metodika pii ur€itych hodnotach
indexu lomu velmi neptesna [2,21].
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Tabulka 3: Rozmezi indexu lomu pro jednotlivé druhy slunecnicového oleje dle Codex Alimentarius[2]

Druh slune¢nicového oleje Zastoupeni kyseliny olejové | Rozmezi hodnoty indexu
z celkového slozeni lomu
mastnych kyselin [%]

Slunecnicovy olej 14-394 1,461 — 1,468 pti 40 °C
Slunecnicovy olej se stfedni 5
hodnotou kyseliny olejové 43,1 -71,8 1,461 — 1,471 pi1 25 °C

Slunecnicovy olej s vyssi '
hodnotou kyseliny olejové 75-90,7 1,467 — 1,471 pii 25 °C

2.4. Pouzité metody a experimentalni techniky

2.4.1 Plynova chromatografie

Chromatografie se v soucasnosti fadi mezi nejvyznamnéjsi analytické metody. Tato
metoda je vhodna pro stanoveni a identifikaci anorganickych i organickych latek. V roce 1903
byla chromatografie objevena ruskym botanikem M. S. Cvetem, ktery na sloupci sorbentu
separoval listova barviva. Tento typ chromatografie na sloupci dokdzal separovat i slozité
piirodni latky. Avsak byl doprovazen fadou chyb a nedostatki, kvili kterym byla sloupcova
chromatografie zapomenuta. Hodné let byla daleko za chromatografii tenkovrstvou,
papirovou nebo plynovou. Problém byl s pouzivanymi sorbenty, které mély malou tc¢innost.
Pritok kolonou byl zplisoben jen gravitac¢ni silou. Pozdéji se urychlily chromatografické
procesy, a to pouzitim mensich ¢astic v kolon¢. Laboratorni techniky az pozdéji zvysily zéjem
o sloupcovou chromatografii, kterd dnes patii také mezi vyznamné analytické techniky.
provedeni. Plynova chromatografie je omezena tékavosti a teplotni stabilitou latek. Na druhé
stran¢ vyuziva velmi citlivych detektorti, které jsou schopny analyzovat i stopova mnozstvi
latek. Obecné vSechny metody, které maji zakladem postupné a opakované d€leni latek mezi
dvé ¢i vice fazi, vychazi z riiznych fyzikalnich a chemickych vlastnosti, jsou oznaCovany jako
chromatografické metody [22,23].

Chromatograficky proces je charakterizovan distribucni konstantou. Distribucni
konstanta popisuje rovnovaznou distribuci slozek mezi dvé faze. Tyto fdze jsou oznacovany
jako faze staciondrni a faze mobilni. Mezi obéma fazemi opakované dochazi k vytvoteni
rovnovazného stavu pii separaci slozek analytu. Pfikladem je mozné uvést distribuci slozky 4
mezi dvé faze. Tento proces lze popsat distribucni konstantou Kp. [24] Distribu¢ni konstanta
popisuje pomér rovnovaznych koncentraci dané slozky 4 ve dvou vzajemné koexistujicich
fazich, fazi stacionarni a mobilni. Tento stav popisuje rovnice (1). Slozka A ve staciondrni
fazi je oznacena Agr a slozka A v mobilni fazi je v rovnici oznacena jako Ayp. Hodnota
distribu¢ni (rozd€lovaci) konstanty nabyva rtiznych hodnot. Pokud je ptfitomna latka, ktera je
ve stacionarni fazi zadrZovana po delsi Cas, retencni Cas popisujici tento stav dosahuje vyssich
hodnot a distribu¢ni (rozdélovaci) konstanta K, je tedy vétsi [25].
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K, - [4s] (1)
[4yr]
Kazda slozka, kterd je separovdna, ma svij retencni Cas tg a retencni objem Vi [24].
Jednotkou retencniho €asu je minuta a jednotkou reten¢niho objemu mililitr. Tyto dvé
veli¢iny, které popisuji separovanou slozkou, spolu souvisi a jsou vyjadieny vztahem, ktery je

uvedeny v rovnici (2):
Vi =ty F, (2)

kde F,, je objem mobilni faze vyjadieny v mililitrech, ktery za ¢as 1 sekundy protece kolonou.
Tato veli¢ina méa rozmér cm’/s. Retenéni ¢as, nékdy také oznadovan jako &as eluéni, vyjadiuje
dobu, kterd ubéhne od nastfiku analyzované latky do dosazeni maximalni hodnoty elu¢ni
kiivky. Retencni neboli elu¢ni objem vyjadiuje objem, ktery projde za tuto dobu retencniho
casu. DalSimi veli¢inami, které popisuji chromatograficky proces, je mrtvy objem a mrtvy
retencni ¢as. Mrtvy objem je objem od nastiiku, pfes kolonu az po detektor. Mrtvy objem je
zjistovan experimentalné. Mrtvy retencni Cas je doba od nasttiku dané latky, kterd neni vitbec
zadrZzovana ve stacionarni fazi. Chromatogram je zdznam, ktery ndm analyza na plynovém
chromatografu poskytuje. Sklada se ze dvou os, osy X a osy y. Na ose x je znazoriiovan c¢as a
na ose y intenzita signalu detektoru, ktera je funkci koncentrace slozky v mobilni fazi [27].

V plynové chromatografii je mobilni fazi plyn, ktery je oznacovan jako nosny.
Separované slozky jsou také v plynném stavu. Pokud jde o separaci kapalnych vzorki, je
zvolena pro nastfik vzorkd vhodna teplota, aby separovana slozka byla schopna piejit do
plynné faze. Staciondrni fazi v plynové chromatografii je tuhd latka nebo kapalina na
zakotveném nosi¢i. Pokud je stacionarni fazi tuhd latka, jde o systém GSC, Gas-Solid
Chromatography, kde je principem separace adsorpce nebo sitovy efekt. V pripad¢ kapaliny
na zakotveném nosici je slozka rozdélovana mezi kapalnou stacionarni fazi a plynnou mobilni
fazi. Separované slozky jsou undSeny nosnym plynem zkolony a jsou zaznamenavany
detektorem. Plynova chromatografie ma kvili pouziti plynu jako mobilni fize zna¢nou
vyhodu oproti jinym chromatografickym metodam. Plyn, ktery je v plynové chromatografii
oznacovan jako nosny, je viskozni a dobfte stlacitelny. Interakce molekul v plynech jsou mensi
nez v latkach kapalného skupenstvi. Mobilni fazi je tedy inertni plyn a stacionarni fazi
nejcastéji kapalina zakotvena na inertnim nosi¢i, méné ¢asto povrchové aktivni adsorbent.
V soucasnosti je plynova chromatografie velmi dulezitou analytickou metodou v oblasti
organické chemie, biochemie a chemické technologie. Své uplatnéni nasla i v potravinaiském,
chemickém a petrochemickém primyslu. Slouzi také k analyze necistot v zivotnim prostredi.
Plynovd chromatografie ma vysokou rozliSovaci schopnost, vyuziva se ji pifi kombinaci
s hmotnostni spektrometrii nebo infracervenou spektroskopii [4,24].
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Obrazek 2: Schéma plynové chromatografie [26]

Na obrazku €. 2 je zobrazeno schéma plynového chromatografu, sklada se ze zdroje
nosné¢ho plynu, davkovaciho zatizeni, chromatografické kolony v termostatovém prostoru.
Dalsi casti je detektor, zafizeni na zpracovani signalu detektoru a jeho zdznam a zafizeni na
vyhodnoceni analyzy. Nosny plyn prochazi ptes redukéni ventil. Ve ventilu se zredukuje tlak
na mén¢ nez 0,5 MPa. Dale nosny plyn prochdzi regulatorem tlaku, kde se nastavi
pozadovany tlak vhodny pro vstup na kolonu. Vzorek se davkuje do proudu nosného plynu a
je jim undSen na chromatografickou kolonu. V koloné se jednotlivé slozky zachycuji na
stacionarni fazi a jsou vymyvany nosnym plynem do detektoru. Signal detektoru je zpracovan
a pomoci vhodného softwaru preveden na graficky zaznam. Moderni plynové chromatografy
jsou vybaveny automatickym davkovacem. Z analyzy na plynovém chromatografu ziskame
informaci jak kvalitativni, tak i kvantitativni [25].

2.4.2 Infracervena spektroskopie

Pomoci infracervené spektroskopie Ize identifikovat a charakterizovat strukturu
anorganickych i organickych latek. Infracervena spektroskopie je analytickd nedestruktivni
metoda, kterd se zabyva studiem vibracnich a rotacnich pfechodti v molekulach. Pokud pfi
zméné vibracnich a rotacnich stavli dochazi i ke zméné dipolového momentu molekuly, dojde
k pohlceni infraCerveného zafeni, které¢ je charakteristické pro urcitou vazbu v molekule.
Intenzita absorpCnich past je imérna velikosti zmény dipolového momentu. Pro aktivitu
vibraci v infraCerveném spektru je nenulova zména dipolového momentu podminkou [26].
Infracervené zareni je popisovano jako elektromagnetické zaieni v rozsahu vinovych délek
0,78 — 1000 um. Tento rozsah odpovida oblasti vinoéti 12800 — 10 cm™. Nejvétsi vyznam pro
identifikaci molekul ma oblast elektromagnetického spektra v rozsahu 400 — 4000 cm™.
Oblast infracerveného spektra se d€li na blizkou, stfedni a vzdalenou. Blizkéa oblast vyuziva
vIno¢th v rozsahu 12800 — 4000 cm'l, stiedni oblast 4000 — 200 cm™ a vzdalena 200 — 10 cm’
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'. Pro kvalitativni analyzu je nevice vyuZivana stfedni infratervena oblast. Naopak pro
kvantitativni analyzu je upfednostiiovana blizk4 infracervena oblast [28].

V infraCervené spektroskopii je pouzivana transmisni a reflektancni technika. U
techniky transmise infracervené zéateni pii prichodu vzorkem zpisobi zménu rotacné-
vibrac¢nich energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménach dip6élového momentu.
Transmisi lze vidét na obrazku ¢. 3. Druhou pouzivanou technikou je reflektance. Je
rozdélena na difuzni reflektanci, oznaCovanou také jako DRIFT — Diffuse Reflectance
Infrared Fourier Transform Spectroscopy, a zeslabenou uplnou reflektanci ATR - Attenuated
Total reflectance. U difuzni reflektance je paprsek infracerveného zatreni vyzaren piimo na
povrch pragkového vzorku. Cast zafeni je absorbovana, ¢ast odrazena a &ast rozptylena.
Technika ATR je zalozena na odrazu zéafeni na fazovém rozhrani méfeného vzorku a krystalu
o vysokém indexu lomu. Techniky reflektance jsou méné Casové narocné nez techniky
transmise. Oba typy reflektance jsou uvedeny na obrazku €. 4 [28].

Transmisni méfenti DRIFT ATR

S raencertnd vina

Spekularni N\

(zrcadlova)

komponenta / \
ATR hrystat
* - —£> Paprsek g N\,
dopadajiciho
zareni 4 4\

vzor ok

vioreh

ATR krystal
1 ziteny v eterton

Obrazek 4: Princip transmise a
reflektancnich technik [28]

Infracervené spektrum je grafické zobrazeni funkéni zavislosti energie na vinoctu
dopadajiciho zafeni. Ve spektru je pak zobrazen absorp¢ni pés, ktery je definovan vinoctem
absorp¢niho maxima, Sitkou pasu a intenzitou absorpce. Energie mlize byt vyjadiena jako
absorbance nebo transmitance. Pokud se jednd o transmitanci, je absorbance popséana jako log
1/T. Transmitance je popsana jako pomér intenzity zafeni, které proslo vzorkem, k intenzité
zafeni vychazejiciho ze zdroje. Pokud je absorbance pti dané vinové délce tmérna molarni
koncentraci, plati zde Lambert-Beeriiv zdkon [29].

2.4.2.1 Rotacni stavy molekul
Pro popis rotace dvouatomové molekuly, kterd rotuje pouze kolem své osy, existuje
veli¢ina moment setrvacnosti /. Povolené pfechody jsou opét mezi sousednimi energetickymi
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hladinami. Rotaéni kvantové &islo je +1. Zadné jiné prechody nejsou povolené. U modelu
anharmonického oscilatoru se stoupajici energii rozdily mezi jednotlivymi vibracnimi
hladinami klesaly, u rota¢nich stavii stoupaji. Pro povolené piechody v infraterveném spektru
plati stejna podminka o aktivité jako pti vibracnich pifechodech. V praxi se nejvice projevuji
kombinace vibraéné rotaénich prechodi u molekul. Cist& rotaéni piechody jsou pro sledovani
ve spektru znacn€ narocné. Je nutné zajistit spektrometry s vysokym rozliSenim v mikrovinné

vvvvvvvvv

rotacnimi pasy. Rota¢ni konstanta je definovana vztahem v rovnici (3):
h
B=— 3)
8r°lc

kde s je Planckova konstanta, / je moment setrvacnosti. V infraervené spektroskopii lze

meéfit latky vSech tii skupenstvi. Latky anorganického, organického i biologického ptivodu
[30].

2.4.2.2 Vibracni stavy molekul

Pro popis vibrace dvouatomové molekuly slouzi dvé kuli¢ky a ur¢ité hmotnosti m; a
m,. Kuli¢ky jsou spojeny pruzinou, natazenim pruziny zvétSime vzdalenost mezi kulickami,
na kulicky v tomto piipadé plsobi sila F, kterd vrati kulicky do ptivodni polohy. Kulicky
ziskaji kinetickou energii, prekro¢i rovnovaznou polohu a tim dojde ke stlaceni pruziny. Tlak
pruziny bude kuli¢ky vracet opét do rovnovazné polohy. Tyto procesy se neustale opakuji a
molekula za¢ne konat vibra¢ni pohyb. Pro popis tohoto vibracniho pohybu existuje veli¢ina
frekvence, ktera zavisi na pevnosti vazby mezi vibrujicimi atomy a na jejich hmotnosti.
Frekvence je dana vztahem uvedenym v rovnici (4):

1 k
= — —_— 4
=0 4)

kde vje frekvence vibracniho pohybu, kje silova konstanta a u je redukovana hmotnosti
atomd, které vibruji. Pro vypocet redukované hmotnosti vibrujicich atomi slouzi vztah, ktery
je uveden v rovnici (5):
p= (5)
m, +m,

kde m; a m; jsou jednotlivé hmotnosti atomli. Molekula se mize nachdzet jen v urcitych
energetickych stavech, které jsou popsany vibraénim kvantovym c¢islem. Dle teorie kvantové
mechaniky plati, ze vibra¢ni ptrechody spojené s absorpci nebo emisi energie jsou mozné
pouze mezi sousednimi energetickymi hladinami. Takze zména vibracniho kvantového cisla
nabyva hodnot + 1. V redlném svété vSak teorie harmonického oscildtoru neplati. Pokud
budeme opét uvazovat dvouatomovou molekulu, ktera je spojena pruzinou, nemuizeme
vzdalenost mezi atomy zvétSovat do nekonecna. Po dosazeni tzv. disociacni energie dojde
k roztrzeni pruziny neboli vazby. Tento proces popisuje kvantové mechanicky model
anharmonického oscilatoru. Potencialova kiivka nemé symetricky tvar jako u harmonického
oscilatoru a vzdalenosti mezi jednotlivymi vibra¢nimi stavy nejsou ekvidistantni. Prechody
mezi vibracnimi hladinami nejsou striktné vézané pouze na piechody mezi sousednimi
hladinami. Jsou mozné piechody energeticky narocnéjsi. Tyto prechody jsou
charakterizovany jako pfechody vysSi harmonické frekvence. Tyto piechody jsou méné
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pravdépodobné s rostouci energii kvanta nutného k pfechodu. Ve spektru tyto ptrechody
vidime jako malo intenzivni absorpcni pasy. Fundamentdlni piechody jsou
nejpravdépodobnéjsi. Pokud vzorek napiiklad absorbuje zéafeni v NIR oblasti, dojde tim
k ptechodim mezi vibra¢nimi hladinami molekul. Tyto pfechody jsou oznacovany jako
kombinacni. Kombina¢ni ptfechody oznacuji souCasnou excitaci nékolika vibra¢nich modi.
Dalsim typem ptfechodii mezi vibra¢nimi hladinami jsou tzv. overtony. Tento piechod
odpovida excitaci dan¢ho vibratniho modu do vyss$i excitované vibra¢ni hladiny. Pro
kombinacni piechody je typické oblast 4000 — 5300 cm™ Pro prvni overtony je typicka oblast
4600 — 7300 cm’, pro druhé overtony 6000 — 10000 cm’ a tieti overtony 8800 — 14500 cm™.
Pfechody fundamentdlni jsou charakteristické spiSe pro oblast stfedni infracervenou
spektroskopii. Kombina¢ni pfechody i overtony nejsou tak cast¢ a pravdépodobné jako
pfechody fundamentalni, proto absorpce zatfeni v NIR oblasti je fddové nizsi nez v MIR, a to
pii stejné tloust'ce vzorku [31].

Polyatomova molekula se sklada z vice atomt, které jsou spojenu urcitymi vazbami.
Kazdy hmotny bod Ize v prostoru popsat pomoci os x, y a z. Kazdy hmotny bod ma tedy tii
stupné volnosti, tzv. 3N. Pohyb polyatomové molekuly si lze piedstavit jako soubor vibraci
jednotlivych oscilatorti skladajicich molekulu. Z celkového poctu 3N stupiiti volnosti na
linearni molekulu ptipadd 3N — 5, pro nelinearni molekulu 3N — 6 stupiii volnosti. Pro
viceatomové molekuly a jejich aktivitu v infradervené spektroskopii je podminkou opét
nenulovd zména dipdlového momentu. Zména dipélového momentu souvisi se symetrii
molekuly. Molekuly mohou mit tyto prvky symetrie: zrcadlovou symetrii, rovinu symetrie,
osy a centrum symetrie. Pro vibrace polyatomovych molekul rozliSujeme dva typy vibraci, a
to valenc¢ni a deformacni [31].

2.4.2.3 Spektroskopie v blizké infracervené oblasti

Spektroskopie v blizké infraervené oblasti je metodou molekulové spektroskopie,
kterd vyuziva oblast spektra blizkého infracerveného zafeni, oblast v rozsahu vinovych délek
800 — 2500 nm resp. vlnoétd 12500 — 4000 cm™. Hranice od sousednich oblasti neni dana
striktng. Oblasti se piekryvaji. V oblasti 12500 — 4000 cm™ se nachazi vétsina vibraci vazeb -
CH, -OH, -SH, -NH. Vétsina aplikaci kvantitativni analyzy provadénych v reflektanci se
nachazi v oblasti 1200 - 2500 nm. Pod 1200 nm jsou totiz absorpcni pasy slabé, proto je nelze
tak dobfe m¢éfit. Z jedné strany blizkd infraCervend oblast navazuje na viditelnou oblast,
z druhé strany pokracuje ve stfedni infracervenou oblast [23]. Na obrdzku €. 5 je uvedeno celé
elektromagnetické spektrum.
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Obrazek 5: Elektromagnetické spektrum/31]

O objev techniky NIR se zaslouzil William Herschel. Vyuziti spektroskopie v
blizké infraCervené oblasti se do zacatku druhé svétové valky nepovazovala za dulezitou, a to
kvali prekryvani NIR past a jejich tézké interpretaci. Padesata 1éta minulého stoleti byla
velmi vyznamna pro infraervenou spektroskopii v blizké oblasti kviili zjisténi, ze vodikové
vibrace ve vzorku jsou odpovédné za témét vSechny absorpéni pasy v NIR oblasti. V dalSich
letech se tedy rozmohlo monitorovani obsahu vody v pevnych materialech. V roce 1968 Karl
Heinz Norris pouzil spektrometr, ktery mél filtry pro rizné oblasti vinovych délek, a to 1680,
1940, 2100, 2180, 2230 a 2310 nm pro stanoveni obsahu bilkovin, vody a tuku v obilninach,
sojovych bobech. O par let pozdéji Norris [33] pouzil skenujici monochromator pro stanoveni
parametrt kvality v picninach, pouzili piistroj Cary 14, dnes nese ndzev Varian.

V roce 1978 Shenk a kol. [34] vyuzili NIR v terénnich podminkach na dodavkovém
automobilu. Méfeni bylo vyuzito hlavné ke kontrole sena. Dal$i vyznam mél od roku 1983
vyvoj optickych vlaken, ktery dovoluje delokalizaci méteni ve vzorcich kapalného a pevného
skupenstvi. Zateni je vedeno ze zdroje pomoci optickych vldken do vzorku a na detektor, kde
jsou sniména NIR spektra daného vzorku.

V soucasné dobé je velmi rozsifené pouzivani dvoupaprskovych spektrometrti, které
jsou schopné automaticky kompenzovat absorpci vodni pary a oxidu uhli¢itého ze vzduchu,
kompenzuje 1 absorpci rozpousStédla. Infracerveny spektrometr se sklada ze zdroje
infraterveného zareni, monochromatoru, kterym byva nejcastéji odrazova mtizka, detektoru,
ktery je schopen detekovat infracervené zafeni, poslednim prvkem je registracni zatizeni [31].

Mezi bézné detektory pro infraCervené zafeni se ftadi termoelektricky clanek a
Golayiiv pneumaticky detektor, ktery je zalozen na principu teplené roztaznosti plynt.
Fotoelektricky detektor je také vhodnym typem detektoru pro infraervené zareni [35].

Pro interpretaci NIR spekter se vyuzivd matematickych a statistickych metod. Pro
ziskani kvalitativni informace u Cistych analyzovanych latek je mozné pouzit srovnani spektra
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s knihovnami NIR spekter. Tak je mozné provadét identifikaci latek. Existuji naptiklad
knihovny spekter vyznamnych farmaceutickych latek nebo spekter polymert. NIR spektra 1ze
tedy vyuzit i pro kvantitativni stanoveni, a to v mnoha oblastech, naptiklad v oblasti
farmaceutického primyslu, petrochemie nebo potravinarstvi [36]. Je nutné vhodné vybrat
optimalni experimentalni postup a zpracovani dat chemické analyzy. Molekula je schopna
absorbovat elektromagnetické zafeni, protoze stav jejiho elektronového obalu se méni pomoci
vibrac¢nich pohybti atomi a dochazi k rotaci jako celku [30,31].

Prvni skupinou jsou NIR spektrometry s filtry. Jedna se o pfistroje, které jsou cenové
mén¢é narocné a maji mensi rozméry. Principem je selekce urcitych vinovych délek za pomoci
pritomnych filtrt. Pfikladem jsou spektrometry fady Zeltex, které jsou vybaveny filtry pro
rozsahy méfeni ve 14 vinovych délkéach [29].

Druhou skupinou jsou tzv. disperzni NIR pfistroje, které obsahuji miizkovy
monochromator. Monochromator slouzi pro rozklad nebo disperzi blizkého infracerveného
zéareni na difrak¢éni mfiZzce. Limitni faktor pro tento typ piistrojii je pomalejsi ¢as skenovani
vzorku a nizs§i presnost méfeni v jednotlivych vinovych délkach. Navzdory tomu je tento typ
v zemédélstvi a potravinafstvi nejrozsitenéjsi. Jako priklad lze uvést spektrometry od firmy
FOSS nebo PERTEN [31].

Tteti skupina spektrometrii funguje na principu akusticko-optickych filtri, zkratkou
AOTF. Pii jejich pouziti dochdzi ke zméné indexu lomu specifického krystalu pomoci
ultrazvukovych vIn. Dojde tak krozkladu dopadajiciho polychromatického zareni na
jednotlivé vinové délky s vysokou hladinou rozliSeni. Posledni skupinou jsou spektrometry,
kter¢ vyuzivaji Fourierovu transformaci, tzv. FT-NIR. Na vzorek je vyzafeno
polychromatické zareni, které je specificky frekvencné posunuto pomoci interferometru. Tzv.
interferogram, coz je zaznam ziskany timto typem pfistroje, je nutné prevést na tvar
normalniho absorp¢niho spektra. Tento pfevod je proveden na zakladé matematické operace,
tzv. Fourierovy transformace. NejCastéjSim typem interferometru je Michelsoniiv. Vyhodou
tohoto typu NIR pfistroje oproti typu disperznimu je vyss$i rychlost skenovani vzorku,
citlivost a pfesnost méieni. Nevyhodou jsou pak potizovaci nadklady. Piikladem vyrobcii
spektrometri s Fourierovou transformaci je firma Nicolet, Bruker nebo Buchi [29,31].
Spektrometr s FT-NIR je uveden na obrazku €. 6.

20



Obrazek 6: Spektrometr Antaris, firma Nicolet [37]

V praxi se pii méfeni na NIR uplatiiuje vice vlnovych délek, tudiz Lambert-Beertv
zakon neplati. Pokud svételny tok Iy dopadéd na vzorek, nékteré fotony vzorkem prochdzeji,
nebo se od vzorku odrdzeji nebo jsou absorbovany pomoci kovalentnich vazeb vzorku, které
maji funkci tzv. oscilacniho mistku, ktery piesné zachyti frekvenci NIR zafeni. Absorpce je
tedy na urcitych frekvencich selektivni a absorbované fotony vyvolaji molekuldrni vibrace, je
poskytnuta informace o molekularnich skupinach v chemické struktuie vzorku [31].

Metoda infradervené spektroskopie v blizké oblasti je mimo jiné vyuzivdna
k hodnoceni kvality rostlinnych vyrobka. Jde o metodiku Setrnou k Zivotnimu prostiedi.
Infracervend spektroskopie v blizké oblasti také slouzi k monitoringu ptidnich charakteristik,
k rozboru slozeni smésnych vzorkt, naptiklad zastoupeni komponent v krmnych smésich, ke
kontrole zeméd¢lského provozu. Své uplatnéni najde dale ve Slechténi a odridové oblasti, ve
vede a vyzkumu v zemédélstvi. Jejim dalSim piinosem je kontrola jakosti surovin a produkta
v potravinarském a krmivaiském primyslu. Tato technika ptindsi uzitecné informace fidicim
pracovnikiim ve vyrobé¢ k operativnimu rozhodovani, informace o kontrole jakosti na vSech
stupnich, kontrola vstupnich surovin v zemédé€lstvi a potravinaistvi, v oblasti obchodu
k upravé ceny ve vazbé€ na kvalitu. Pouzivanim této metody se doséhne zvyseni efektivnosti a
rychlosti provadénych rozbort. Pii téchto stanovenich je kladen diiraz na rychlost, pfesnost a
nizké jednotkové naklady. Také v Ceské republice se pouZivani spektroskopie v blizké
infracervené oblasti za poslednich par let velmi rozsitilo. Jednd se o metodu nedestruktivni,
vzorek se ani nerozkladd, ani nespotiebovavd, neni nutné vzorek ndrocné prfipravovat.
Vysledek je zndm v ¢ase pod dvé minuty a je mozné simultdnné¢ meéfit vice parametr.
Analyzovany materidl musi obsahovat C-H, N-H, S-H nebo O-H vazby a koncentrace latky
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musi byt v&tsi nez lg - kg”'. Lze méfit vzorky viech t¥ skupenstvi, a to jednotlivé nebo
kontinualn¢ ve zvoleném casovém intervalu. Pro konkrétni pozadavky na méteni je potiebné
zvolit urcité uspofddani a technické vybaveni. Infracervend spektroskopie je sekundérni
metoda, to znamena, Ze presnost se vzdy musi testovat na metodu standardni, nelze oc¢ekévat,
ze analyza na NIR je pfesnéjsi nez metoda, se kterou je srovnavana. NIR metoda se prosadila
v oblasti zemé&dé€lstvi, potravinarstvi hlavné kvili presné a rychlé analyze vzorku, ktera je
ekologicky nezavadna [17].

Gonzalez-Martin [38] pouzil infracervenou spektroskopii v blizké oblasti pro kontrolu
kvality slune¢nicového semene. Vysledky ukazuji, Ze analytickou metodu NIR je mozné
pouzit jako rychlou a nedestruktivni metodu pro stanoveni vlhkosti, tuku a obsah kyseliny
olejové ve slunecnicovych semenech. Rozsahy kalibraci pro jednotlivé hodnoty byly srovnany
s klasickymi metodami. Rozsah hodnot pro kyselinu olejovou byl 60.0 — 93,1 %. Pomoci
diskriminantu byly vybrany vlnové délky vhodné pro klasifikaci slunec¢nicovych semen,
rozdeleni dle zastoupeni kyseliny olejové. Model diskriminantu umoziuje klasifikovat
slune¢nicova semena s vysokym obsahem kyseliny olejové nebo naopak s nizkym obsahem
kyseliny olejové. Chromatografick¢ analyzy byly provedeny dle metody ISO 5590 pro
stanoveni metyl esteri mastnych kyselin. Byly sesbirany vzorky o rGzném zastoupeni
kyseliny olejové. Vzorky s procentudlnim zastoupenim vétSim jak 75 % kyseliny olejové
z celkového zastoupeni mastnych kyselin byly automaticky na NIR metodice transportovany
do skupiny vysoko-olejové slunecnice.

Pro upravu zastoupeni kyseliny olejové nebo kyseliny linolové ve slunecnicovych
semen existuji v soucasné dobé rizné Slechtitelské zplisoby. Predmétem vyzkumu byla
infraCervenda spektroskopie v blizké oblasti a urceni obsahu kyseliny olejové a linolové ve
slunecnicovych semenech. Pro kalibraci obou kyselin bylo pouzito 465 vzorki
slune¢nicovych semen. Schopnost vyuziti rychlé, nedestruktivnhi metody k vyhodnoceni
kvality semen danych odrud je nejdilezitéjsSim faktorem pii vybéru metodiky. Metyl estery
mastnych kyselin jsou analyzovany pomoci plynové chromatografie. Plynova chromatografie
je Casove naro¢na a draha. Infracervena spektroskopie v blizké oblasti, reflektance NIRS ¢i
transmitance NITS, je technika rozsahlych aplikaci pro stanoveni kvality v potravinach a
mnoha zemédélskych komoditach [39].

Sato [40] demonstroval, Ze NIR technologie mtize byt pouzita pro analyzu koncentrace
kyseliny linolové ve vzorcich odslupkovanych slune¢nicovych semen. Pérez-Vich a kol [41]
zjistili, ze lze tuto metodu aplikovat i na stanoveni koncentrace kyseliny stearové, palmitové a
olejové v slunecnicovych semenech.

Analyza diskriminantem v infra¢ervené spektroskopii NIR byla vyuzita pro analyzu
genotypi sluneCnicovych semen, konkrétnéji pro analyzu kyseliny olejové a linolové.
K diskriminaci genotypti byly vyuzity dvé strategie. Jako prvni byla vytvoiena kalibra¢ni
kiivka pro vysoko-olejovou a nizko-olejovou slunecnici, déle kiivka pro vysoko-olejovou a
stfedni zastoupeni kyseliny olejové a tfeti kalibracni kiivka byla vytvotena pro stfedni obsah
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kyseliny olejové a nizky obsah téz kyseliny. Druhd strategie obnasela vytvoreni jedné kiivky
pro vSechny tfi typy zastoupeni kyseliny olejové. Rozsah vinovych délek pro kalibraci byl
1651-1952 nm. Diskriminant analyza dokaZze zafadit slune¢nicové semeno dle zastoupeni
kyseliny olejové. Ob¢ strategie byly velmi podobné, prvni z nich dokazala lepsi stanoveni
sttedniho az nizkého obsahu kyseliny olejové pomoci diskriminantu v semenech.
Kvantifikace mastnych kyselin mlize byt provedena plynovou chromatografii, ktera se tadi
plynova chromatografie, protoZze neni tak naro¢nou metodou na piipravu vzorku pied
analyzou [42].

Monferrere [44] analyzoval 150 vzorka slunecnicového semene pomoci blizké
infracervené spektroskopie s difizni reflektanci. Vzorky pochazely z Argentiny. Pred
analyzou byly vzorky slune¢nicového semene homogenizovany. Cilem bylo rychlé stanoveni
slune¢nicového semene v potravinaiském primyslu.

2.4.2.4 Kalibrace technologie NIR

NIR spektrum ndm urcuji X-H vazby ve vzorku, souhrn NIR absorp¢nich past
funkénich skupin ur€ujicich hlavni chemické a fyzikélni vlastnosti. Kazda analyticka
informace u zméieného vzorku je v NIR spektru zakédovana a toto spektrum obsahuje fadu
piekryvajicich se past. Je proto nutné mit vhodné chemometrické nastroje pro jejich
rozkddovéani. Chemomterické metody maji zéklad v klasickych fyzikalné-chemickych
zékonech. Jako zékladni je uvadén Lambert-Beertiv zakon, ktery tikd, Ze absorbance pfii urcité
vlnové délce je umérnd molarni koncentraci analyzovaného materialu. Toto tvrzeni plati
pouze pro opticky transparentni kapaliny, které maji definovanou tloustku. Draha paprsku pii
prichodu vzorkem je tedy konstantni. Pokud byla pro meétfeni analyzovaného materialu
pouzita NIR spektroskopie, toto pravidlo neplati. Neni mozné kontrolovat délku drahy
paprskil pfi prichodu vzorkem kvili riznym odraziim a interferencim. Proto je nutné pouZit
pokrocilé chemometrické algoritmy, alesponl pro odhad téchto sledovanych parametrti [31].

Diive byla uplathovana regresni metoda MLR — ,Multiple linear regression”,
vicenasobnd linedrni regrese. Dnes jsou nejvice uplatiovany dvé jiné regresni metody. Jednou
znich je PCR - ,,Principal component regression”, regresni analyza hlavnich komponent.
Druha ztéchto dvou metod je oznacovana jako PLS - |, Partial least squares”, metoda
casteénych nejmensich Ctvercli. Téchto metod se vyuziva pii tvorbé kalibracniho modelu.
Vyhodnocuji se $irsi spektralni iseky nebo dokonce celd NIR spektra. Neni uz vyuzivana
hodnota absorbance v maximu vybraného spektralniho pasu. S vyuzitim téchto regresnich
metod lze nalézt vztah mezi vicedimenziondlni spektralni informaci a slozenim
analyzovaného materidlu. V piipadé, ze jsou spektralni pasy Siroké, vyuziva se prvni a druhé
derivace. Vytvoreni spravného kalibracniho modelu a jeho validace jsou klicové pro
spolehlivou kvantitativni analyzu pomoci NIR spektroskopie. Vytvoteni validacniho souboru
je nutné. Slouzi k prvnimu ovéfeni kalibra¢nich rovnic. Validacni soubor s danymi
referenénimi hodnotami je ulozen mimo kalibra¢ni soubor [17,31]. V tabulce ¢. 3 jsou
uvedeny parametry kalibracniho modelu.
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Tabulka 3: Parametry kvality kalibracniho modelu [31]

Parametr Oznaceni
Korela¢ni koeficient kalibrace R
Standardni chyba kalibrace SEC
Korela¢ni koeficient kiizové validace Rev
Standardni chyba kiizové validace SECV
Standardni chyba predikce SEP
Index determinace kalibrace R’

Korelacni koeficient kalibrace R popisuje vztah mezi spektrometricky predikovanou
veli¢inou, ziskanou pfislusnou matematickou operaci a standardnim vzorkem s danou
laboratorni hodnotou. Dal§im parametrem je index determinace R’ udava kolik procent
rozptylu zavislé proménné je vysvétleno modelem a kolik je nevysvétleno. V tabulce €. 4 je
uvedeno posouzeni kvality kalibraéniho modelu dle indexu determinace. Parametr SEC uvadi
celkovou chybu kalibracniho modelu na zéklad¢ srovnani dosazenych predikcei s referencnimi
hodnotami. SECV odhaduje chybu predikce pro potencidlni nezavislé vzorky. Z jednotlivych
regresi a valida¢nich chyb je pak vypoctena hodnota Rcy a SECV. SEP vyjadiuje realnou
predik¢ni hodnotu vytvoteného kalibracniho modelu. Vzorky pouzité pro NIR kalibraci musi
byt stejného nebo alespoil podobného slozeni jako vzorky, které budou v budoucnu na této
kalibraci méteny. Je nutné vlozit do kalibrace i vzorky s jinym chemickym slozenim, a to
v Sirokém rozsahu kolem zajmové oblasti. Pro vytvoteni kalibrace je nutné mit rozsahlou sadu
kalibrac¢nich standardii. Tento soubor musi byt dostatecné reprezentativni a me¢l by pokryvat
celou ocekavanou variabilitu sledovanych charakteristik [43].

Tabulka 4: Kategorizace ziskanych kalibracnich modelii podle Indexu determinace [31]

Kategorie pouZitelnosti modelu Rozsah indexu determinace R’
Excelentni > 0,90
Pouzitelny pro béznou zemédélskou praxi 0,82 - 0,90
Pouze orientacni odhad sledovaného znaku <0,82

Moznym ovéfenim piesnosti kalibrace je naptiklad pouziti kruhového testu. Presnost
kalibrace je ovlivnéna mnoha faktory. Jednim znich jsou vyhovujici referencni metody,
prostiedi laboratote, Skoleni pracovnikli a dokonalé pochopeni technologie. U NIR pfistroju je
mozné prenaset kalibrace mezi sebou. Prikladem je usporadani 79 ptistroji spolecnosti Foss-
Tecator Infratec nebo spojeni 24 piistroji Foss-Grainspec [39]. Tyto piistrojové sité vytvorili
spolupraci s IS dodavateli kukufice a s6je v USA. Jsou posuzovana jednotlivd meéfeni na
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zéklad¢ kontrolnich vzorka tydné a kruhovym testem ctvrtletné. Dalsi vzniklou pfistrojovou
siti je uspotadani piistrojit NIRSystems 6500 v ramci EU, toto uspotadani slouzi pro obchod
s fepkou. Zde ptenos kalibraci také funguje. Kalibrace se upravuji pomoci adjustace BIAS,
standardizace dle riznych vzorki. BIAS vyjadiuje rozdil mezi laboratorni hodnotou a
predikovanou hodnotou méfenou NIR technologii [38].

Pouzivané referencni metody musi byt pfesné a mit jasné¢ dané postupy, méteni by
meélo byt duplicitni a do kalibrace se vklada primér téchto dvou stanoveni. Na vytvofeni
kalibrace by se nemélo podilet mnoho osob, idedln¢ dva lidé, ktefi vytvareji kalibraci stejné
peclive. Pristroj NIR by mél byt umistén v prostoru bez priivanu, vétSiho kolisani teploty a
vlhkosti v mistnosti. Materidl by mél byt plnén do kyvet paraleln€, kazda kyveta je méfena
zvlast. Je to vhodnéjsi postup nez material naplnit do jedné kyvety a stejnou kyvetu méfit
dvakrat. Vysledna spektra by se meéla zéalohovat, v pifipadé vyskytnuti se jakékoliv
abnormality by méla byt tato odliSnost zdivodnéna. Na zacatku a na konci kazdého méfeni by
méla byt provedena kontrola monochromatoru, nastaveni vlnové délky a charakteristika
pozadi kvuli ovéfeni stability piistroje [31].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité vzorky

V této diplomové praci byly pouzity vzorky semen vysoko-olejové slunecnice, které
byly nasbirdny za obdobi od fijna 2015 do biezna 2016. Celkem bylo analyzovéno 409
vzorkli. Pro prvni kalibra¢ni model bylo pouzito 214 vzorkG. Druhy kalibracni model
obsahoval 165 vzorki. Na vyhovujici kalibraéni model bylo aplikovdno 30 vzorkl vysoko-
olejové slune¢nice. Kazdy vzorek byl odebran dle standardniho operac¢niho postupu do
plastové vzorkovnice o objemu 250 ml. Vzorky byly takto archivovany v laboratofi.

3.1.1 Priprava vzorku pro plynovou chromatografii

Vzorek slune¢nicového semene byl pomlet na mlecim zatizeni Retsch ZM 200 na
velikost ¢astic 2 mm. Takto pomlety vzorek byl v extrakéni patroné vyextrahovan pomoci
petroléteru na extrakéni jednotce Soxtherm (Gerhardt). Vyextrahovany vzorek bylo nutné 20
minut vysus$it v susarné¢ (Memmert) pii 105 °C kvuli odstranéni zbytkové vlhkosti. Z takto
piipraveného vzorku byly pfipraveny metylestery mastnych kyselin nésledujicim postupem:

e Do plastové zkumavky bylo odméteno 1,5 ml vyextrahovaného oleje

e Byl pfidan KOH v metanolu o ¢ = 2 mol.I" a heptan

e Vzorek byl ve zkumavce vytiepan

e Po deseti minutach se z vrchni vrstvy odebraly 2 ml supernatantu a ptes stiikackovy
filtr s porovitosti 0,20 um se vzorek piefiltroval do vialky, kterd byla vlozena do
autosampleru plynového chromatografu

3.1.2 Priprava vzorku pro blizkou infracervenou spektroskopii

Pted analyzou se slunecnicové semeno homogenizovalo na mlecim zatfizeni (Retsch
ZM 200) na velikost Castic 2 mm.

3.2 Plynova chromatografie

3.2.1 Chemikalie

Pro pfipravu vzorku na plynovou chromatografii byly pouzity chemikalie od
spolecnosti VWR Chemicals, Francie. Pro extrakci tuku ze slune¢nicového semene byl pouzit
petroléter 40-60 °C. Pro pfipravu metylesteri byl pouzit metanolicky roztok hydroxidu
draselného (¢ = 2 mol.I'") a heptan vhodny pro plynovou chromatografii. Standard kyseliny
olejové od spolecnosti Accu Standard.

3.2.2 Pouzité metody a pristroje

Pro separaci metylesteri mastnych kyselin byla pouzita chromatografickd kapilarni
kolona BPX70, SGE o délce 60 m a priméru 0,25 pm. V tabulce €. 5 je uveden pouzity
teplotni program metody pro stanoveni kyseliny olejové ve slunecnicovém oleji. Objem
nasttiknutého vzorku byl 0,5 ul. Celkova doba analyzy trvala 26 minut. Pro stanoveni profilu
mastnych kyselin ve slune¢nicovém oleji byl pouzit plynovy chromatograf s plamenové
ionizac¢ni detekei Clarus 680 od firmy Perkin Elmer, ktery je uveden na obrazku €. 7.
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Tabulka 5: Teplotni program plynového chromatografu

Stupné [°C]/1 minutu | Teplota programu [°C] Cas [min]
- 60 0,5
15 180 0
4 230 5

Obrazek 7: Plynovy chromatograf Clarus 680, Perkin Elmer

3.3 Blizk4 infracervena spektroskopie

3.3.1 Pouzité postupy a pristroje

Byla zmétena spektra pomletych vzorkid vysoko-olejové slunecnice. Velkd méfici
kyveta byla naplnéna pomletym vzorkem do vySe 2 cm. Byl pouzit pfistroj XDS Rapid
Analyzer Content od firmy Foss, ktery je zobrazen na obrazku ¢. 8. Tato metoda poskytuje
vysledek sledovaného parametru pod dvé minuty.
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Obrazek 8: XDS Analyzer Rapid Content od firmy Foss

3.4 Statistické zpracovani vysledku

3.4.1 Zpracovani vysledka plynové chromatografie

Pro vyhodnoceni chromatogramii analyzovanych vzorkii vysoko-olejové slune¢nice
byl pouzit software TotalChrom, ktery byl soucasti plynového chromatografu. Software
poskytla firma Perkin Elmer. Vysledna koncentrace kyseliny olejové, vyjadiena v procentech,
byla ziskéna z plochy piku standardu kyseliny olejové.

3.4.2 Zpracovani vysledku blizké infracervené spektroskopie

Pro vyhodnoceni vysledkl blizké infracervené spektroskopie byl pouzit software
ISIscan, kde byla métena spektra jednotlivych vzorkd. Pro tvorbu kalibra¢nich modeli byl
pouzit software WINISI. Oba softwary byly poskytnuty k pfistroji od firmy FOSS. Pro
vytvofeni kalibrace byl pouzit kalibracni model MPLS -, Modified Partial Least Squares”,
modifikovand metoda ¢asteCnych nejmensich ¢tvercu s kiizovou validaci.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Hlavnim cilem této prace bylo posoudit vhodnost NIR spektroskopie pro stanoveni
obsahu kyseliny olejové ve slune¢nicovych semenech.

4.1 Plynova chromatografie

V této diplomové praci byla jako referencni metoda pro stanoveni kyseliny olejové
pouzita plynova chromatografie. Plynova chromatografie je oficidlni, a zdroven v praxi
nejpouzivanéjsi, metoda pro stanoveni mastnych kyselin, uznavana spole¢nosti American Oil
Chemist’s Society. Tato metoda poskytuje informace o profilu mastnych kyselin tuki a olejt,
které jsou pfipraveny alkalickou esterifikaci. Piiprava metylester derivatii mastnych kyselin se
fadi k b&Znym postuptim analyzy plynovou chromatografii. Uprava vzorku oleje pied
analyzou je dllezitd, z mastnych kyselin je nutné ziskat nizkomolekuldrni nepolarni derivaty,
jako jsou naptiklad zminéné metylestery.

Stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii v§ak ma z hlediska praktického vyuziti
nékteré nevyhody, je to pfedevSim pomérné¢ zdlouhava ptiprava vzorku a vysoké spotieba
chemikalii; NIR spektroskopie by tak mohla byt v praxi pouzitelnd jako jeji jednoduchd a
rychld nahrada. NIR spektroskopie je metoda nedestruktivni, nevyzaduje naro¢nou piipravu
vzorku, je Setrna k Zivotnimu prosttedi, jednoducha a rychla (vysledek je znam v ¢ase pod dvé
min.).

4.1.1 Ovéreni presnosti stanoveni kyseliny olejové pomoci plynové chromatografie

Pro zjisténi retencniho cCasu kyseliny olejové byl nastiiknut jeji standard. Tento
standard je od firmy Accu Standard, koncentrace komponenty 10 mg - ml! v heptanu.
Standard kyseliny olejové byl analyzovén pfi stejnych podminkéch jako realné vzorky (viz
kapitola 3.2.2). Na obrazku ¢. 9 je zobrazen chromatogram, kde je separovan standard
kyseliny olejové v retencnim Case 16,7 minut. Na chromatogramu je pik kyseliny olejové
oznacen Srafovanim. Na obrazku ¢. 10 je zobrazen zvétSeny chromatogram s oznacenou
kyselinou olejovou. Na zdklad¢ reten¢niho Casu kyseliny olejové ve standardu byla

identifikovana tato kyselina v redlnych vzorcich.
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Obrazek 9: Chromatogram standardu kyseliny olejové

Obrazek 10: Zvetseny chromatogram standardu kyseliny olejové

Standard kyseliny olejové byl analyzovan celkem pétkrat s relativni smérodatnou odchylkou

0,2%. Jednotlivd stanoveni jsou uvedena v tabulce ¢. 6. Je jasné, Ze pomoci plynové
chromatografie Ize dosahnout vysoké piesnosti stanoveni kyseliny olejové.
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Tabulka 6: Oveéreni presnosti stanoveni kyseliny olejové plynovou chromatografii

Stanoveni Obsah kyseliny olejové ve
standardu [%]

1. 97,3

2. 97,0

3. 97,0

4. 96,7

5. 96,9

6. 97,1

Relativni smérodatna 0,2

odchylka [%]

4.2 Blizka infracervena spektroskopie

Pro rychlou kontrolu obsahu kyseliny olejové ve vysoko-olejové slunecnici byla
v ramci této prace testovadna metoda blizké infracervené spektroskopie, ktera je nenaro¢na na
piipravu vzorku pfed samotnou analyzou. Je ale nutno podotknout, Zze slunecnice je
materidlem touto technikou obtizné méfitelnym diky obsahu slupek v mletém vzorku,
pfestoZze jsou homogenizovany na velikost ¢astic 2 mm. Tyto slupky jsou témeét cerné a
absorbuji infraervené zareni a znacn¢ analyzu znesnadiiuji. Vzorky byly méfeny v rozmezi
vinovych délek 800 — 2500 nm s rozliSenim 2 nm. Tato hodnota rozliSeni byla pfednastavena
na zaklad¢ zkuSenosti vyrobce pro vyhlazeni spektra. Maximalni mozné rozliSeni vinovych
délek je 0,5 nm.

Nejprve bylo nutné pfistroj nakalibrovat pro potieby stanoveni piimo obsahu kyseliny olejové
ve vzorcich, postup kalibrace tvoii podstatnou ¢ast experimentl této prace. K tomuto tcelu
byl pouzit postup uvedeny v kapitole 2.4.2.4 a kalibracni model MPLS (viz kapitola 3.4.2)
s vyuzitim softwaru, ktery je pfimo soucasti pfistroje.

Na tomto misté€ je potfeba zminit, ze vytvafeni modelll pro NIR je zaloZeno na metod¢ pokus-
omyl, neexistuje zde zadné pravidlo. Veskeré parametry kalibracnich modela byly zvoleny na
zéklad¢ praktickych zkusenosti.

Pro usnadnéni orientace ve vysledcich a v postupu optimalizace kalibra¢nich postupt je

v tabulce ¢. 7 uveden seznam sledovanych parametrti kvality kalibra¢niho modelu, jejich
vyznam a optimalni hodnota.
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Tabulka 7: Prehled sledovanych parametrii kvality kalibracniho modelu

Parametr Popis Optimalni
hodnota
GH Stfedni vzdalenost od stiedni -
hodnoty kalibra¢niho souboru
SEC Celkova chyba kalibracniho ~0
modelu
RSQ Korelac¢ni koeficient kalibrace =
SECV Standardni chyba kiizové =
validace
SEP Standardni chyba predikce =
BIAS Rozdil mezi laboratorni =
hodnotou a predikovanou
hodnotou NIR
»slope” Sklon kalibrac¢ni (valida¢ni) ~1
ktivky

4.2.1 Prvni kalibra¢ni model

Z prvnich namétenych vzorkl (celkem 214) byl vytvoren jeden soubor. Tyto vzorky
byly vybrany pro tvorbu prvniho kalibraéniho modelu. Vysledky méfeni jednotlivych vzorkt
v prvnim kalibraénim modelu jsou uvedeny na obrazku ¢. 11. Na tomto obrazku je uveden
histogram, ktery znazoriiuje cetnost vzorki pii urcitych obsazich kyseliny olejové. Na ose x je
koncentrace kyseliny olejové uvedena v procentech, na ose y je uvedena cetnost vzorkl
pouzitych v prvnim kalibraénim modelu. Z obrazku je jasné patrné, Ze nejvice je zastoupena
oblast kolem 85% kyseliny olejové.
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Cetnost vzorki
16

74,18 75,98 85,77
Koncentrace kyseliny olejové [%]

Obrazek 11: Obsah kyseliny olejové ve vzorcich (prvni kalibracni model)

Pro vytvoteni kalibracniho modelu bylo nutné nastavit parametry matematického zpracovani,
tyto informace jsou uvedeny na obrazku ¢. 12. V kalibra¢nim modelu byl pouzit jeden
konstituent. Z modelu nebyly vymazany zadné vzorky. Bylo zvoleno 13 faktort, abychom
vidéli prub¢h statistického zpracovani. Pokud je zvolen nepfiméteny pocet faktorti, mize dojit
k tzv. overfittingu, (tzv. pfeueni modelu, tj. model je piili§ pfizpiisoben kalibratnim datlim),
coz vede k horsi presnosti pozdéji métenych dat. Pocet kiizovych validacnich skupin je
v naSem piipad€ 7. Defaultné byvaji nastaveny Ctyfi skupiny kiizové validace kviili rychlosti
procesu kalkulace. Kritickd hodnota GH je rovna 10. GH hodnota popisuje vzdalenost od
sttedni hodnoty kalibracniho souboru. Pokud je néktery vzorek nad mezi GH = 10, je
automaticky oznacen jako ,outlier”, tj. odlehly vysledek. Pouzity matematicky algoritmus
SNDV ,,Standard normal variety detrend"” byl pouzit pro vyhlazeni spektra. Tvar a rozlozeni
hodnot v kalibraci je velmi dllezitym parametrem.

33



Pause Data...

f Constituents ] 1 : s
Q@ Until user presses continue
| Selected samples to delete | 0 For a period of seconds |5
Maximum number of terms (13) 13 Mot Troahoerd 14,41
[ Cross validation ] 7
Scatter SNV and Detrend
Number of outlier elimination passes 2
Wavelengths 173
Missing data value 0
5 : [Wavelengths and Math Tteatment...]
Critical 'T' outlier value 35
Critical 'GH' outlier value 10 V| Downweight outliers
Critical X' outlier value 10 || Check for duplicate samples in scatter plot
| Enable changing number of terms before regression @ Normal cross validation display
Select outier types Full cross validation display

Obrazek 12: Matematické zpracovani prvniho kalibracniho modelu

Po zadani parametri matematického zpracovani pro kalibracni model do softwaru bylo
provedeno statistické vyhodnoceni tohoto pouzitého kalibracniho modelu. Statistické
vyhodnoceni je uvedeno na obrazku ¢. 13. Rozsah koncentraci kyseliny olejové byl 68,39 —
91,57% (viz obrazek ¢. 11). Primérnd hodnota koncentrace kyseliny olejové je 84,22%.
Hodnota SEC — standardni chyba kalibrace by méla byt co nejblize k nule. V nasem ptipad¢ je
tato hodnota rovna 0,795. Hodnota RSQ — korela¢ni koeficient kalibrace je roven 0,972.
V idedlnim piipad€ by tato hodnota méla byt rovna 1. Hodnota SECV — standardni chyba
ktizové validace je rovna 0,974. Tato hodnota by méla byt opét co nejnizsi. Na obrazku ¢. 14
je zobrazen graf regrese kalibra¢niho souboru. Regrese popisuje vztah mezi laboratornimi
hodnotami, které jsou na ose x, a predikovanymi hodnotami, které jsou na ose y. Na ose x
jsou znazornény hodnoty koncentrace kyseliny olejové namétené plynovou chromatografii a
na ose y totéz namétrené NIR spektroskopii.
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Input File HOSO_2015.cal REP File None

Validation File None Equation File hoso_2015.eqa

Math Treatment 1,4, 4,1 Number of variables 173

Scatter Corrected SNV and Detrend Downweight outliers Yes

Constituent CA Number of samples 214

Cross yaiidatiom, By groups, no pre-sort, e by cycling, ignore duplicates

Mean Range Standard deviation 4.747
S RSQ F SECV VF

1 4253 0.197 5339 4271 0.184

2 3.289 0520 143.47 3.349 0.498

3 1.911 0.838 41496 2.139 0.795

4 1.544 0.894 11259 1.625 0.882

5 1.234 0.932 119.48 1.295 0.925

6 1.145 0.942 3435 1.222 0.933

7 1.073 0.949 29.65 1.182 0.937

8 1.039 0.952 1466 1.128 0.943

9 0.921 0962 57.33 1.065 0.949

10 0.886 0965 17.22 1.059 0.950

1 0.867 0.967 9.99 1.032 0.952

12 L828 0920 20.61 998  0.955
13 €0.795.X(0.972) 18.15 .958

Obrazekl3: Vysledky statistického vyhodnoceni prvniho kalibracniho modelu

Scatter plot

94.12
Koncentrace
kyseliny olejové —NIR [%]
87.10

80.096

73,383 80,015 86.728 % 072

: VL 0.958

Koncentrace kyseliny olejové — GC [%)]

Obrazek 14: Srovnani obsahu kyseliny olejové namérené metodou GC a NIR (1. kalibracni model)

Prvni kalibra¢ni model nas svymi predikénimi vlastnostmi (vzhledem k ziskanym hodnotdm
SEC, RSQ a SECV) neuspokojil. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli pro vytvoieni nového
kalibra¢niho modelu.
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4.2.2 Druhy kalibra¢ni model

Ze vsech dosud namétenych dat byl vytvoren dal$i soubor. Pomoci H-statistiky byla
zkontrolovana spektralni konzistentnost vytvoifeného souboru, viz obrazek ¢. 15. Mez GH=3
je velmi pfisné kritérium, v naSem piipad¢ tuto mez piekracuje pouze jeden vzorek a to
minimaln¢ s hodnotou 3,45. Po spektralni strance je soubor v potradku.

Cetnost vzorki
24

1,82
hodnota GH

Obrdazek 15: Kontrola spektralni konzistentnosti druhého kalibracniho souboru pomoci H-statistiky

Nové vytvofeny soubor obsahoval celkem 165 vzorkll vysoko-olejové slunecnice v rozsahu
koncentraci 58,01 — 91,57%. Primérnd hodnota koncentrace kyseliny olejové byla 83,89%.
Rozsah koncentraci kyseliny olejové a jejich Cetnost vidime na obrazku €. 16. Nejvice byla
zastoupena oblast 83% kyseliny olejové. Na histogramu (obrazek ¢. 16) je zfetelné patrnd
malo resp. viibec pokrytd oblast obsahu 58 — 75% kyseliny olejové, coz je logické, ponévadz
poZadovana hodnota pro vysoko-olejovou slunecnici je min. 75% [2]. Vzorky pod touto
hodnotou nelze oznacit jako vysoko-olejova slunecnice, tyto vzorky byly pravdépodobné
zékaznikem Spatné¢ oznaCeny. Pro zpfesnéni vysledki by bylo vhodné zahrnout do
kalibracnich modela i1 vzorky s niz§im obsahem kyseliny olejové, tyto vzorky vSak zatim
nebyly k dispozici v dostatecném mnoZstvi.
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Cetnost vzorki
32

66,40 74,79
Koncentrace kyseliny olejové [%]

Obrazek 16: Obsah kyseliny olejové ve vzorcich (druhy kalibracni model)

Vytvofeny soubor byl setfidén vzestupné dle koncentrace kyseliny olejové. Pro ovéfeni
funkénosti druhého kalibracniho modelu byl vytvofen soubor valida¢ni. Do valida¢niho
souboru byl zafazen kazdy ctvrty vzorek. Kalibra¢ni soubor je tedy tvoten 75% z celkového
poctu vzorki a validaéni soubor 25%. Pro matematické zpracovani kalibra¢niho souboru bylo
zvoleno 16 faktord, aby byl patrny pribch statistického zpracovani. Kalibraéni soubor
obsahoval jeden konstituent. PocCet kiizovych validacnich skupin je u tohoto kalibracniho
souboru 25. Kritickd hodnota GH=10. Pouzity matematicky algoritmus je stejny jako
v prvnim piipad¢é, SNDV ,, Standard normal variety detrend".

Po nastaveni parametrii matematického zpracovani bylo provedeno statistické vyhodnoceni
celého kalibracniho modelu, které je uvedeno na obrazku €. 17. Jak jiz bylo zminéno, rozsah
koncentraci kyseliny olejové byl 58,01 — 91,57%. Pro =ziskani optimalnich hodnot
kalibra¢niho souboru byl zvolen faktor 10. Hodnota SEC=0,877. Hodnota RSQ=0,974.
Hodnota SECV=1,194.
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Input File acal.cal REP File None
Validation File  None Equation File alba.eqa
Math Treatmert  2,5,5,1 Number of variables 256
Scatter Correcied SNV and Detrend Downweight outliers  No

Consti CA ImbeTotsqmples 165
Mean Rangc Standarc deviation 5.451
S HSO F SECV  1°WH
3.060 0685 35755 3.195 0.655
1.890 0.880 265.14 2.064 (.85
1.401 0934 13401 1514 0923
1.332 0940 18.05 1454 10929
1.212 0951 3427 1.365 0.937
1.172 0954 1187 1345 0939
1.014 0965 5406 1.281 0945
0.980 0968 1225 1.263 0,946
0926 0971 1985 1220 0950
0877 0974 1854 1.194 0952
0.860 0975 7.3 1.197 0952
0801 0978 2418 1.198 0952
0.740 0982 2726 1.230 0949
0699 0984 1922 1.261 0946

0008, 28.35 0.944
@ 10.88 (340

Obrazek 17: Vysledky statistického vyhodnoceni druhého
kalibracniho modelu

DN LH WO -

- ——— -
VA WN-O

Bylo nutno provést statistické vyhodnoceni samostatné i pro kalibra¢ni soubor, 1 pro
validac¢ni. Na obrazku €. 18 je uvedeno statistické vyhodnoceni kalibra¢niho souboru s jednim
konstituentem. Hodnota SEP, ktera podava informaci o standardni chybé predikce, je rovna
0,848. Hodnota SEP popisuje redlnou predikéni hodnotu redlné¢ho kalibracniho modelu.
Primérnd koncentrace kyseliny olejové je 83,887%. V idedlnim pifipadé ma byt hodnota
»slope” rovna 1 a hodnota BIAS 0. Hodnota RSQ je rovna 0,976. Na obrazku ¢. 19 je
zobrazen graf regrese kalibracniho souboru. Na ose x jsou zobrazeny hodnoty koncentrace
kyseliny olejové méfené plynovou chromatografii, na ose y koncentrace kyseliny olejové
meéfené pomoci NIR.

ICA vs. CA LI

SEP: 0.848 Number of Samples: 165
Means: 83.887 83.887 Standard Deviations: 5.451 5.385
Bias: -0.000 Bias Limit: 0.716
SEP(C): 0.850 SEP(C] Limit: 1.552
Slope: 1.000 RSQ: 0.976

Obrazek 18: Statistické vyhodnoceni kalibracniho souboru (2. kalibracni model)
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Scatter plot
95,262

koncentrace kyseliny
olejové-NIR(%)

85,110

+

74,958 85.110

koncentrace kyseliny olejové-GC (%)

Obrazek 19: Srovnani obsahu kyseliny olejové namerené metodou GC a NIR (2. kalibracni model —
kalibracni soubor)

Stejné statistické vyhodnoceni bylo provedeno samostatné pro valida¢ni soubor, ktery je
zobrazen na obrazku ¢. 20. Hodnota SEP je rovna 0,947. Hodnota slope=0,953 a hodnota
BIAS=-0,013. Korela¢ni koeficient RSQ valida¢niho souboru je roven 0,964. Na obrazku ¢.
21 je zobrazen graf validacniho souboru. Na ose x jsou zobrazeny hodnoty koncentrace
kyseliny olejové naméfeny plynovou chromatografii, na ose y totéz pomoci NIR technologii.

© Predict Constituents Statistics

jcavs. cA ~

SEP: 0.947 Number of Samples: 55
Means: 84.141 84.154 Standard Deviations: 4.896 5.044
Bias: -0.013 Bias Limit: 0.716
SEP(C): 0.956 SEP(C] Limit: 1.552
Slope: 0.953 RSQ: 0.964

Obrazek 20: Statistické vyhodnoceni validacniho souboru — 2. kalibracni model
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koncentrace kyseliny
olejové-NIR (%)

Scatter plot
94,112 '

Slope: 1.012 RSQ: 0.964

64,955 |~ | ] |
64,955 : 79.537 86.829 94.112

koncentrace kyseliny olejové-GC(%)

Obrazek 21: Srovnani obsahu kyseliny olejové namerené metodou GC a NIR (2. kalibracni model —
validacni soubor)

Druhy kalibracni model mé rozsah koncentrace kyseliny olejové od 58,01 do 91,57%.
Vzhledem k malému zastoupeni vzorkil s obsahem do 75% kyseliny olejové byly tyto vzorky
vylouceny a kalibra¢ni model byl ptepocitan.

4.2.3 Treti kalibra¢ni model

Tteti kalibra¢ni model vytvofen piepocitanim druhého kalibra¢niho souboru po
smazani Ctyf hodnot z oblasti nizké koncentrace kyseliny olejové. Valida¢ni soubor ziistal
zachovan. Matematické zpracovani zustalo stejné. Na obrdzku €. 22 je uvedeno statistické
vyhodnoceni celého kalibra¢niho souboru po pfepocitani. Primérna hodnota koncentrace
kyseliny olejové byla 84,335%. Rozsah koncentraci kyseliny olejové byl 71,25 — 91,57%. Byl
zvolen faktor 12 pro ziskani optimalizace hodnot kalibracniho souboru. Hodnota SEC je
rovna 0,759, hodnota RSQ je rovna 0,971 a SECV je 1,017. Dle hodnot lze vidét, Zze doslo
k mirnému, vSak nevyznamnému zlepsSeni. Na obrazku ¢. 23 je zobrazen graf kalibra¢niho
souboru po piepocitani. Na ose x hodnoty koncentrace kyseliny olejové pro plynovou
chromatografii a na ose y pro NIR.
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Input File

Validation File
Math Treatment 2,5,5,1
Scatter Corrected SNV and Detrend
Constitugat

Mean

LN LWN -

2.746
1.894
1.368
1.260
1.176
1.101
1.023
0.926
0.882
0.823
0.800
0.759
0.729
0.700

sortalba.cal
None

2=

REP File

Equation File
Number of variables
Downweight outliers

! :” :amples

Range
SECV -VA
0.624 357.27 2.842 0.596
0.821 236.83 1.996 0.801
0.907 196.16 1.439 0.896
0.921 38.94 1.352 0.908
0.931 32.21 1.272 0.919
0.940 30.68 1.222 0.925
0.948 3415 1.176 0.931
0.957 46.94 1.110 0.938
0.961 22.01 1.073 0.942
0.966 31.42 1.033 0.947
0.968 12.98 1.025 0.947
0.971 23.72 1.017 0.948
0.973 17.98 1.024 0.947
0.976 18.52 1.037 0.946
668 0978 20.73 0.943

21.30

0.942

Standard deviation 4.477

Obrazek 22: Statisticke vyhodnoceni tietiho kalibracniho souboru
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Scatter plot

93,9251
koncentrace kyseliny
olejové-NIR(%)

87.701;

81476

koncentrace kyseliny olejové-GC(%)

Obrazek 23: Srovnani obsahu kyseliny olejové namerené metodou GC a NIR (3. kalibracni model —
kalibracni soubor)

Pti tvorbé vyse uvedenych tii kalibra¢nich modelli bylo nastaveno vyrobcem rozliSeni 2 nm.
Na malém souboru dat byl vyzkousen i1 model s maximalné moznym rozliSenim vinovych
deélek.

4.2.4 Kalibrac¢ni model s rozliSenim 0,5 nm

Na malém souboru dat (50 vzorkll) byl vyzkouSen 1 model, vytvoieny ze spekter,
naméfenych pifi maximalnim rozliSeni pfistroje (0.5nm). Na obrazku ¢. 24 Ize vidét graf
tohoto kalibraéniho modelu. Na ose x jsou zobrazeny hodnoty koncentrace kyseliny olejové
plynovou chromatografii, na ose y totéz pro NIR. Hodnota RSQ=0,993. SEC=0,593.
Z uvedenych hodnot je na prvni pohled patrné, ze bychom s timto rozliSenim dosahli lepSich
vysledk. Do pouzitého kalibra¢niho souboru bude nutné zahrnout vice vzorkli vysoko-
olejové slunecnice, aby mohl byt aplikovatelny v praxi. Toto bude ndplni dalSich navazujicich
experimentu.
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Scatter plot
98,761

Koncentrace kyseliny
olejové-NIR(%)

84,992}

71,609 78,301 84,992

Koncentrace kyseliny olejové-GC(%)

Obrazek 24: Graf kalibracniho souboru s rozliSenim 0,5 nm

4.3 Aplikace kalibra¢nich modeli na reilné vzorky

Modely byly aplikovany na vzorky vysoko-olejové slunecnice s predpokladanym
obsahem nad 75 % kyseliny olejové. Méfeni bylo provedeno celkem na 30 vzorcich béhem
bfezna a dubna 2016. U téchto 30 vzorkl byl souc¢asné provadén monitoring obsahu kyseliny
olejové plynovou chromatografii. Postupy NIR i GC analyzy vcetné piipravy vzorkll jsou
uvedeny v experimentalni Casti prace. VeSkera méieni vzorkii byla provedena dvakrat.

4.3.1 Pouziti prvniho kalibra¢niho modelu

Nejprve byla provedena aplikace prvniho kalibracniho modelu na 15 vzorkl vysoko-
olejové slunecnice. V tabulce €. 8 je zobrazeno srovnani zjisténého obsahu kyseliny olejové
metodou NIR a plynovou chromatografii.
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Tabulka 8: Vysledky stanoveni kyseliny olejové metodou NIR a plynovou chromatografii — 1.
kalibracni model

NIR [%] oy GC [%] . .| NIR-GC
vzorek 1 2 prumer 1 2 prumer %]
1 77,05 76,87 76,96 83,29 82,69 82,99 -6,03
2 72,16 72,67 72,415 81,36 81,29 81,33 -8,91
3 78,61 78,48 | 78,545 83,64 83,71 83,68 -5,13
4 75,8 74,85 75,325 88,19 88,25 88,22 -12,90
5 62,74 63,18 62,96 78,06 78,07 78,07| -15,11
6 65,6 65,62 65,61 74,45 74,55 74,50 -8,89
7 73,92 74,08 74 82,31 82,33 82,32 -8,32
8 75,16 7451 74,835 80,14 80,37 80,26 -5,42
9 75,42 75,32 75,37 80,33 80,35 80,34 -4,97
10 79,61 80,55 80,08 84,52 84,35 84,44 -4,36
11 70,45 71,05 70,75 85,96 86,03 86,00 -15,25
12 73,53 73,72| 73,625 84,46 84,47 84,47 -10,84
13 76,35 76,24 | 76,295 85,12 85,13 85,13 -8,83
14 72,78 72,22 72,5 86,49 86,37 86,43| -13,93
15 79,57 80,19 79,88 85,73 85,73 85,73 -5,85

Rozdil mezi stanovenim pomoci NIR a plynovou chromatografii se pohybuje v rozmezi -
15,25 az -4,36%. Z téchto vysledku je patrné, Ze mezi vysledky ziskanymi obéma metodami
je znacny rozdil, ktery se pravideln¢ neopakuje. Tato chyba mulze byt zplisobena
nedostatenym mnozstvim vzorkll v urcitych hodnotach kyseliny olejové nebo zkreslenim
vysledkl ziskanych NIR spektroskopii kviili obsahu pomletych slupek v méfeném vzorku.
Podobny zavér vyplyva i z grafu na obrazku €. 23, kde je zobrazena linearni regrese vysledka
meéfeni ziskanych obéma metodami. Z hodnoty korela¢niho koeficientu 0,3774 je jasné, Ze
nema smysl ménit v kalibracnim modelu hodnotu BIAS.
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Obrazek 25: Srovnani (korelace) obsahu kyseliny olejové namérené metodou GC a NIR — 1.
kalibracni model

4.3.2 Pouziti druhého kalibra¢niho modelu

Poté byla provedena aplikace druhého kalibracniho modelu na dal§ich 15 vzorkl
vysoko-olejové slunec¢nice. V tabulce €. 9 je zobrazeno srovnani zjisténého obsahu kyseliny
olejové metodou NIR a plynovou chromatografii.

Tabulka 9: Vysledky stanoveni kyseliny olejové metodou NIR a plynovou chromatografii — 2.
kalibracni model

NIR [%] o . GC [%] o . NIR-GC
vzorek 1 8 prumér 1 3 prumér %]

1 82,83 82,3 82,57 88,15 88,61 88,38 -5,81
2 85,2 85,84 85,52 90,69 91,05 90,87 -5,35
3 79,18 79,6 79,39 88,33 88,32 88,33 -8,94
4 82,16 82,95 82,56 88,12 88,12 88,12 -5,56
5 79,36 79,38 79,37 84,86 84,87 84,87 -5,5
6 80,01 81,2 80,61 85,8 85,81 85,81 -5,21
7 83,47 83 83,24 84,36 84,4 84,38 -1,15
8 81,46 80,68 81,07 85,16 85,36 85,26 -4,19
9 86,35 86 86,175 86,3 86,28 86,29 -0,12
10 76,17 77,2 76,69 84,29 84,2 84,25 -7,56
11 88,2 87,68 87,94 85,89 85,83 85,86 2,08
12 85,26 85,38 85,32 86,32 86,43 86,38 -1,10
13 82,59 82,55 82,57 87,37 87,31 87,34 -4,77
14 72,56 72,98 72,77 78,16 78,19 78,18 -5,41
15 79,12 79,36 79,24 81,23 81,62 81,425 -2,19
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Rozdil mezi obéma metodami se pohybuje v rozmezi -8,94 az +2,08%. Z tabulky ¢. 9 je
ziejmé, ze druhy kalibracni model je vhodnéjsi pro méfeni koncentrace kyseliny olejové
v realnych vzorcich, ale ne pln¢ vyhovujici. Na obrazku ¢. 26 je zobrazena linearni regrese
vysledki méteni ziskanych obéma metodami. Korelacni koeficient ma hodnotu 0,4395, ani
v tomto pifipadé nema smysl ménit hodnotu BIAS, stejn¢ jako u prvniho kalibra¢niho modelu.

90 -+

80 -

y = 0,8524x + 8,6064
R? =0,4395

70 -~

60 -

koncentrace kyseliny olejové - NIR (%)

50 T T T T T T T 1
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koncentrace kyseliny olejové - GC (%)

Obrazek 26: Srovnani (korelace) obsahu kyseliny olejové namerené metodou GC a NIR - 2.
kalibracni model

Na tieti kalibratni model nebyly aplikovany zadné vzorky. Hodnoty jeho statistického
vyhodnoceni byly témét shodné s druhym kalibra¢nim modelem.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo posoudit vhodnost NIR spektroskopie pro jednoduché a rychlé
orientacni stanoveni obsahu kyseliny olejové ve slunecnicovych semenech. Jako ptesna
referen¢ni metoda byla pouzita plynova chromatografie. Jako modelova matrice pro testovani
a kalibraci NIR spektroskopické metody byly pouzity vzorky semen vysoko-olejové
slunecnice.

vvvvvv

Norris se o této metodé kdysi vyjadril: ,, NIR spectroscopy is a God’s garbage bin.” Tato
technika vyzaduje pomérné vysoké vstupni investicni ndklady. Vytvofeni funkéniho
kalibra¢niho modelu vyzaduje mnoho prace a kvalifikovanou obsluhu.

Na druhé strané je NIR spektroskopie metoda nedestruktivni, nevyzaduje narocnou piipravu
vzorku, je Setrnd k zivotnimu prostiedi, jednoducha a rychla. Dosazena piesnost je mnohdy
srovnatelnd s referenénimi metodami. Je idealni metodou pro oblasti, kde je rychlost
stanoveni prioritou. Své uplatnéni tedy nachdzi zejména v potravinaiském a krmivaiském
primyslu pfi kontrole jakosti vstupnich surovin, meziproduktd a produktt.

V této diplomové praci byly prezentovany celkem tii kalibratni modely testované metody.
Ani jeden neni schopen konkurovat ptesnosti stanoveni referen¢ni metod¢. Avsak pro rychlou
kategorizaci analyzovaného materidlu pro potieby vykupu, vzhledem k vySe uvedenym
vyhodam, jsou prezentované kalibratni modely plné dostacujici. S postupem casu Ize
kalibra¢ni soubory rozsifovat a jednotlivé modely zpiesiiovat.

Navzdory zminénym nedostatkim Ize konstatovat, Ze metoda blizké infracervené
spektroskopie poskytuje rychlé a dostatecné piesné vysledky stanoveni obsahu kyseliny
olejové a muze byt v praxi pouzita pro kategorizaci slune¢nicového semene.
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7 ZKRATKY

AOTF
ATR
DRIFT
FT-NIR
GC-FID
GLC
GSC
HOSO
MLR
MPLS
NIR
NIRS
NIRDRS
NIRT
PCR
PLS
RSQ
SEC
SECV

SEP

Akustické optické filtry

Attenuation Total Reflectance

Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy
Blizka infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Plynova chromatografie s plamenov¢ ioniza¢ni detekci

Gas Liquid Chromatography

Gas Solid Chromatography

High oleic sunflower oil

Multiple linear regression

Modified Partial Least squares

Near infrared

Blizka infracervena spektroskopie

Blizka infracervena spektroskopie s difuzni reflektanci
Blizka infracervena spektroskopie s transmitanci

Principal component regression

Partial Least Squares

Korelaéni koeficient kalibracniho souboru

Standardni chyba kalibrace

Standardni chyba kiizové validace

Standardni chyba predikce
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