ABSTRAKT

Tato diplomova prace poskytuje souhrnné informace o pouziti blizké infraervené
spektroskopie pro kontrolu obsahu kyseliny olejové ve sluneCnicovém semeni. Byla
provedena kalibrace 110 vzork vysoko-olejové sluneCnice za pouziti kalibracniho 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 vzorku
slunecnicového semene s vysokym obsahem kyseliny olejové. Posledni ¢ast diplomové prace
je tvofena srovnanim vysledkd stanoveni kyseliny olejové pomoci blizké infracervené
spektroskopie a plynové chromatografie jako referencni metody, a diskusi o pfesnosti téchto
meéteni 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 dulezity zdroj vice nenasycenych mastnych
kyselin a vitamind. V soucasnosti velmi rozsifenou surovinou pro vyrobu rostlinnych oleji 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. Slunecnicovy olej
napomaha télu pii prevenci proti kardiovaskularnim onemocnénim, zabraifiuje volnym
radikalim poskozovat cholesterol [1].

V potravinaiském priamyslu pii vyrobé slune¢nicového oleje se zacina vice prosazovat
zpracovani vysoko-olejové slune¢nice na ukor slunecnice klasické. Vysoko-olejova
slunecnice ma odlisny profil mastnych kyselin, kde je nejvice zastoupena kyselina olejova.
Slunecnicovy olej s vys§im obsahem kyseliny olejové je I1épe v potravinafstvi vyuzitelny. Pro
potteby vykupu je zadouci, aby vysoko-olejova sluneCnice obsahovala dle Codex
Alimentarius [2] nad 75% kyseliny olejové z celkového profilu mastnych kyselin. Nékteri
koncovi uzivatelé maji limitni hodnotu pro rozliSeni dodavky vysoko-olejové slunecnice
napiiklad 82%. Vysledek kontroly slozeni mastnych kyselin piijmového slune¢nicového
semene musi byt poskytnut za kratky Cas a bez vysSich narokd na pfipravu vzorku nebo
samotnou analyzu. Za téchto podminek se nabizi vyuziti spektroskopie v blizké infraCervené
oblasti, NIR. AvsSak aplikace spektroskopie v blizké infraCervené oblasti pro kontrolu
slune¢nicového semene je velmi obtizna. V transmitanci je méfeni slunecnicového semene
témét nemozné, proto je vice vyuzivana reflektance, bohuzel i ta s sebou nese mnoha uskali.
Kontrola obsahu kyseliny olejové ve slune¢nicovém semeni pomoci metody NIR je tedy
pozadavek praxe. Je dulezité znat vlastnosti danych surovin diive, nez jsou zpracovany.
Minimalizuje se tim riziko ohrozeni kvality finalniho produktu.

Technologii NIR lze méfit vzorky vSech tfi skupenstvi, a to bud’ jednotlivé, nebo
kontinualné v daném casovém useku. NIR je kalibrovan na zakladeé vysledk( referencni
metody, ke které neni mnohdy jednoduché vztahnout spektroskopicka data s danou presnosti.
Procentualni zastoupeni kyseliny olejové ve slunecnicovém oleji poskytuje plynova
chromatografie.

Cilem této prace je ovéfeni moznosti pouziti spektroskopie v blizké infraervené
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 pozdé€ji byly
zjistény jeji nutricni hodnoty. Stala se tak velmi dilezitym zdrojem potravy a byla zafazena
mezi zemedélské plodiny [3]. Slunecnice byla péstovana jiz pfed mnoha tisici lety na uzemi
Spojenych statd. Z Ameriky byla tato plodina importovana do Evropy. V Anglii se tato
plodina pouzivala v kozedélném primyslu. V soucasné dob¢ slunecnice zaujala piedni pozice
vramci olejnatych plodin ve svétd. V Ceské republice nepatii k plodinam s nejvys§im
hospodarskym vyznamem. Jako olejnina nachdzi své uplatnéni piedevsSim 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 tfi nejvetsi péstitele slunecnice. V Evropské Unii je nejvétsSim producentem
slune¢nice Francie, Ceska republika se fadi na devaté misto. Péstovani sluneénice v Ceské
republice zasahuje az do roku 1985, kdy vznikaly na Slovensku prvni systémy pro jeji
produkci. Historicky nejvétsi plocha, na které se slune¢nice p&stovala, byla na uzemi Ceské
republiky v roce 2003, a to celkem 48 706 ha. V roce 2007 nastal propad péstovani tohoto
druhu olejniny kvuli nizkym farmafskym nakupnim cenam. Pro péstovani slunecnicového
semene je vyznamnym regionem kraj Jihomoravsky, Stredogesky a Ustecky. Napiiklad v roce
2012 bylo z celkové zaseté plochy 24,6 tisic ha sklizeno okolo 1,3 tisic ha odriidy slunecnice
s vy$sim obsahem kyseliny olejové [3,4].

Rod slunecnice obsahuje kolem 60 prevazné severoamerickych druhd. Slunecnice
dosahuje vysky az Ctyfi metry, odridy péstované pro olej jsou vysoké kolem 190 cm. Kofen
slunecnice ma kulovity tvar, mize dosahovat do hloubky 2 az 3 metri. SluneCnice se fadi
k mohutnym rostlinam, na bazi je zdfevnatéla, zbytek rostliny je vSak bylinného charakteru.
Jeji kvétenstvi tvoti zluty ubor, ktery obsahuje az 600 semen. Tato rostlina je narocna na teplo
a vodu, s vodou vSak umi velmi dobfe hospodafit diky mohutnému kotfenovému systému [3].

V tabulce €. 1 je uvedeno zastoupeni hlavnich slozek v 10 g slune¢nicovych semen.
Do tukii jsou spolecné 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 slozky 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

Sklizeni slunegnicovych semen nastava v Ceské republice 40 — 45 dni po odkvétu
slunecnice. Toto obdobi je zpravidla od druhé poloviny srpna do konce zari. Obdobi sklizné
ovliviluje nejen pocasi v dobé vegetace, ale také druh péstované slunecCnice a pudni
podminky. Semena slune¢nice musi byt zdrava a mit typickou barvu. Nesmi obsahovat zivé
sktdce. Pokud je sluneCnicové semeno péstovano ke zpracovani na slunecnicovy olej pro
potravinaiské ucely, nesmi byt chemicky konzervovano a nazky nesmi byt plesnivé.
Olejnatost semen je ovliviiovana povétrnostnimi a pidnimi podminkami, také pouzitou
technologii péstovani. Na raznych stanovistich mohou byt rozdily v ziskané olejnatosti i vice
nez 10 %. Ve slunecnicovém oleji prevladaji nenasycené mastné kyseliny, zejména kyselina
linolova a kyselina olejova. Zastoupeni téchto kyselin se vyrazné meéni v zavislosti na
podminkach prostfedi. Mezi hlavni faktory patii teplota v dobé zrani semen, svétlo a srazkové
podminky. Obsah nenasycenych mastnych kyselin je také ovlivnén zemépisnou S§irkou.
Slunecnice péstovana v jizni Evropé nema tak vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin
jako slunecnice péstovana smeérem na sever Evropy [3,4].

2.1.1 Nutricni vlastnosti slune¢nicovych semen

Slunecnicova semena obsahuji kromé bilkovin, tukd a sacharidd, také vitaminy.
Jednim z hlavnich vitamint je vitamin E, ktery patfi do skupiny tokoferolt. Vitamin E je
antioxidantem, ktery je rozpustny v tucich. Napomaha télu branit se pred zanéty, artritidou a
cukrovkou. Konzumace slune¢nicovych semen prospiva kardiovaskularnimu systému.
Nedochazi k poskozeni cholesterolu volnymi radikaly [6].

Slunecnicova semena jsou zdrojem mineralnich latek, jsou v nich obsazeny stopové
prvky a dalsi uc¢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 pfitomnost
bilkovin, vlakniny a dalSich zivin, jako jsou vitaminy B1, BS, 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 dostate¢ném mnozstvi. Mangan je katalyzatorem u syntézy
mastnych kyselin a cholesterolu, usnadriuje metabolické procesy uhlovodant a bilkovin [7].
Instituci Dilipkumar Pal v Indii [8] bylo prokazano, ze slunecnicova semena maji antioxidacni
vlastnosti.



Obsah hotc¢iku ve slune¢nicovych semenech napomaha k regulaci ¢innosti nervového
systému. Svou piitomnosti vyvazuje obsah vapniku, slouzi pro blokaci kalciovych kanalkt na
bunéénych membranach. Pokud ma lidsky organismus nedostatek hoi¢iku, maze dochazet ke
svalovym kfecim a zvySeni krevniho tlaku. Ve slunecnicovém oleji 1ze nalézt i zdroj selenu,
ktery je velmi uc¢innou ochranou proti rakoving. Selen je zahrnut v aktivnim misté mnoha
latek lidského téla, ptikladem je glutathion peroxidaza. Glutathion peroxidaza je antioxidacni
enzym a je piirozenou slozkou lidského organismu [9].

2.2 Charakteristika tuku a oleju

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

V minulosti se lipidy délily do tfi skupin na zaklad€ 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, sloueniny obsahujici jeste
dalsi skupiny kromé€ mastnych kyselin a alkoholt. Posledni skupinou jsou komplexni lipidy,
napfiklad lipoproteiny [11].

Tuky a dalsi lipidy jsou pro ¢lovéka nezbytnou soucasti stravy. Jsou zdrojem energie,
zdrojem esencialnich 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 potraveé. Nejdulezitéjsi pro metabolismus je
syntéza vysSich esencialnich mastnych kyselin, jejichz prekurzory pfijimame v potrave
[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 ekzémuam, lupence a nervovym porucham.
Kyselina linolova je znama jako omega-6 a kyselina linolenova jako omega-3. Tyto kyseliny
jsou esencialnimi pouze v konfiguraci cis [13].

2.2.1 Mastné kyseliny jako hlavni slozka tuku a oleju

Celkovy denni pfijem tuki u ¢lovéka by mél byt udrzovan okolo 30 % z celkového
pfijmu kalorii béhem dne a nemél by klesnout pod 20 % celkového energetického denniho
piijmu. Tato hodnota plati pro obsah Zivoc¢isnych a rostlinnych tukt spole¢né. Nejdualezite;si
slozkou u tukl jsou mastné kyseliny, které jsou pro lidsky organismus nepostradatelné. Jedna
se o uhlikaté fetézce, které jsou tvoreny ¢tyfmi a vice uhliky. Zakonceny jsou karboxylovou
skupinou. Mastné kyseliny jsou rozdéleny dle funkénich skupin na nasycené, nenasycené a
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kyslikaté. Dle charakteru fetézce je lze rozdélit na linearni, rozvétvené a cyklické.
Molekulova 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 piijem frans nenasycenych mastnych kyselin. Pfijem
nenasycenych mastnych kyselin v konfiguraci frans mé nepfiznivy 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 frans mastnych kyselin.

MASTNE KYSELINY S CIS A TRANS CONFIGURACH
H H

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

H
|
CHJ - (CH))‘ -C=C- (CH:)\ - COOH

H

trans configurace

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

Kazdy rostlinny olej ma charakteristicky profil mastnych kyselin. Slozeni
slunecnicového oleje je kombinaci mononenasycenych a polynenasycenych tuk(i s nizkym
obsahem tukli nasycenych. Pro slunecnicovy olej je typickym znakem vysoké zastoupeni
kyseliny linolové a kyseliny olejové. Obsah kyseliny olejové mize byt ovlivnén genetickym
zlepSenim, tzv. specialnim 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 pramyslu je jakost vSech olejnin velmi dulezitym
parametrem. At uz se jedna o vlhkost nebo olejnatost dané suroviny. Pokud je danéa surovina
péstovana za ucelem ziskani specialni 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 naro¢na na provedeni a je dostupna. Vysledek kontroly musi
byt uzivateli poskytnut za kratky Cas. 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 vlakniny. Ve
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slune¢nicovych semenech lze pomoci spektroskopie v blizké infracervené oblasti také
kontrolovat zastoupeni mastnych kyselin. Kontrola zastoupeni mastnych kyselin je u vysoko-
olejové slunecnice zajimava kvuli ovéreni typu odridy a z hlediska ekonomiky, zejména kvili
cené na trhu za tento produkt [3].

Cantarelli a kol. [18] navrhli metodu pro stanoveni kyseliny olejové ve slunecnicovych
semenech. Zanalyzovali vice jak sto vzorkil sluneCnicovych semen pomoci infracervené
spektroskopie v blizké oblasti, difuzni reflektanci NIRDRS. Stanoveni byla provadeéna
v terénu na mobilnim typu pfistroje a slune¢nicova semena byla precisténa na sitech.
Kalibrace byla vytvorena na kalibratnim modelu PLS — | Partial least squares”, metoda
casteCnych nejmensich ctverci. Jednotlivé koncentrace kyseliny olejové byly ziskany
analyzou vzorkt sluneCnicovych semen na plynové chromatografii s plamenové ionizacnim
detektorem GC-FID. Spravnost a presnost metody byla hodnocena pomoci plynové

chromatografie jako referen¢ni metody.

Dal§i moznou metodou pro kontrolu slune¢nicovych semen svysokym obsahem
kyseliny olejové je stanoveni indexu lomu pomoci ru¢niho refraktometru. Tato metodika je
snadnd, nenaro¢na na provoz a jeji porizovaci naklady jsou velmi nizké [19].

Plynova chromatografie je rozsifenou metodou pro kvantitativni stanoveni mastnych
kyselin. Cilem autora Honggen Zhang [20] bylo vyvinuti jednoduché derivatizacni metody
s pouzitim plynové chromatografie. Plynova chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci
GC-FID byla vyvinuta pro pfimé 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 =zafadit typ odrudy
slune¢nicového semene, zda se jedna o vysoko-olejovou slunecnici nebo ne. Dilezitym
poznatkem je, ze tato metoda nedokéaze urcit presné zastoupeni kyseliny olejové a prinasi
s sebou mnoho nepiesnosti. V tabulce €. 3 jsou uvedeny rozmezi hodnot indexu lomu dle
Codex Alimentarius pro jednotlivé typy slune¢nicového oleje. Je zfejmé, ze se rozsahy indexu
lomu pro jednotlivé druhy oleja prekryvaji, proto je tato metodika pfi urCitych 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— 39,4 1,461 — 1,468 pii 40 °C
Slunecnicovy olej se stfedni y
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 i1 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 dokéazal separovat i slozité
piirodni latky. Avsak byl doprovazen fadou chyb a nedostatkt, kvuli kterym byla sloupcova
chromatografie zapomenuta. Hodné let byla daleko za chromatografii tenkovrstvou,
papirovou nebo plynovou. Problém byl s pouzivanymi sorbenty, které mély malou ucinnost.
Pratok kolonou byl zptisoben jen gravitacni silou. Pozdéji se urychlily chromatografické
procesy, a to pouzitim mensich ¢astic v kolon€. Laboratorni techniky az pozdéji zvysily zajem
o sloupcovou chromatografii, kterd dnes patii také mezi vyznamné analytické techniky.
Oproti této metodé stoji plynova chromatografie, ktera je narocnéjsi a slozitéjsi na laboratorni
provedeni. Plynova chromatografie je omezena tékavosti a teplotni stabilitou latek. Na druhé
stran€ vyuziva velmi citlivych detektort, které jsou schopny analyzovat i stopova mnozstvi
latek. Obecné vSechny metody, které maji zakladem postupné a opakované déleni latek mezi
dvé ¢i vice fazi, vychazi z riznych fyzikalnich a chemickych vlastnosti, jsou oznacovany jako
chromatografické metody [22,23].

Chromatograficky proces je charakterizovan distribu¢ni konstantou. Distribucni
konstanta popisuje rovnovaznou distribuci slozek mezi dvé faze. Tyto faze jsou oznacovany
jako faze stacionarni a faze mobilni. Mezi obéma fazemi opakované dochéazi k vytvotreni
rovnovazného stavu pii separaci slozek analytu. Pfikladem je mozné uvést distribuci slozky 4
mezi dvé faze. Tento proces lze popsat distribu¢ni konstantou K. [24] Distribu¢ni konstanta
popisuyje pomer rovnovaznych koncentraci dané slozky 4 ve dvou vzajemné koexistujicich
fazich, fazi stacionarni a mobilni. Tento stav popisuje rovnice (1). Slozka A ve stacionarni
fazi je oznaCena Agr a slozka A v mobilni fazi je v rovnici oznacena jako Ayp Hodnota
distribucni (rozdé€lovaci) konstanty nabyva riznych hodnot. Pokud je pfitomna 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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X, = [[Af‘]] (1)

Kazda slozka, ktera je separovana, ma svij retencni Cas /; a reten¢ni objem Vi [24].

Jednotkou reten¢niho Casu je minuta a jednotkou retenéniho objemu mililitr. Tyto dvé
veliCiny, které popisuji separovanou slozkou, spolu souvisi a jsou vyjadfeny vztahem, ktery je
uvedeny v rovnici (2):

Vi =t - F, (2)
kde I, je objem mobilni faze vyjadieny v mililitrech, ktery za ¢as 1 sekundy protece kolonou.
Tato veli¢ina ma rozmér cm’/s. Retenéni &as, nékdy také oznaGovan jako &as eluéni, vyjadfuje
dobu, ktera ub&hne od nastiiku analyzované latky do dosazeni maximalni hodnoty elucni
kiivky. Reten¢ni neboli elu¢ni objem vyjadiuje objem, ktery projde za tuto dobu reten¢niho
casu. Dalsimi veli¢inami, které popisuji chromatograficky proces, je mrtvy objem a mrtvy
retenCni Cas. Mrtvy objem je objem od nastfiku, pres kolonu az po detektor. Mrtvy objem je
zjistovan experimentalné. Mrtvy retencni Cas je doba od nastiiku dané latky, ktera neni viibec
zadrzovana ve stacionarni fazi. Chromatogram je zdznam, ktery nam analyza na plynovém
chromatografu poskytuje. Sklada se ze dvou os, osy x a osy y. Na ose x je znazoriiovan ¢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 vzorkd, je
zvolena pro nastfik vzorki vhodna teplota, aby separovana slozka byla schopna piejit do
plynné faze. Stacionarni fazi v plynové chromatografii je tuha latka nebo kapalina na
zakotveném nosi¢i. Pokud je stacionarni fazi tuha latka, jde o systém GSC, Gas-Solid
Chromatography, kde je principem separace adsorpce nebo sitovy efekt. V pripadé kapaliny
na zakotveném nosici je slozka rozdélovana mezi kapalnou stacionarni fazi a plynnou mobilni
fazi. Separované slozky jsou unaSeny nosnym plynem zkolony a jsou zaznamenavany
detektorem. Plynova chromatografie ma kvili pouziti plynu jako mobilni faze znacnou
vyhodu oproti jinym chromatografickym metodam. Plyn, ktery je v plynové chromatografii
oznacovan jako nosny, je viskozni a dobre stlacitelny. Interakce molekul v plynech jsou mensi
nez v latkdch kapalného skupenstvi. Mobilni fazi je tedy inertni plyn a stacionarni fazi
nejcastéji kapalina zakotvena na inertnim nosici, méné ¢asto povrchové aktivni adsorbent.
V soucCasnosti je plynova chromatografie velmi dulezitou analytickou metodou v oblasti
organické chemie, biochemie a chemické technologie. Své uplatnéni nasla 1 v potravinarském,
chemickém a petrochemickém prumyslu. Slouzi také k analyze necistot v zivotnim prostiedi.
Plynova 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
nosného plynu, davkovaciho zafizeni, chromatografické kolony v termostatovém prostoru.
Dalsi ¢asti je detektor, zafizeni na zpracovani signalu detektoru a jeho zdznam a zafizeni na
vyhodnoceni analyzy. Nosny plyn prochazi pies redukéni ventil. Ve ventilu se zredukuje tlak
na méné nez 0,5 MPa. Déle 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 unaSen 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 1 kvantitativni [25].

2.4.2 Infracervena spektroskopie

Pomoci infracervené spektroskopie lze identifikovat a charakterizovat strukturu
anorganickych 1 organickych latek. Infracervenad spektroskopie je analytickd nedestruktivni
metoda, ktera se zabyva studiem vibra¢nich a rota¢nich prechodi v molekulach. Pokud pfi
zmeéngé vibracnich a rotacnich stavii dochazi i ke zméné dipolového momentu molekuly, dojde
k pohlceni infraderveného zareni, které je charakteristické pro uritou vazbu v molekule.
Intenzita absorpCnich past je umérna velikosti zmény dipolového momentu. Pro aktivitu
vibraci v infraderveném spektru je nenulova zména dipdlového momentu podminkou [26].
Infracervené zafeni je popisovano jako elektromagnetické zareni v rozsahu vinovych délek
0,78 — 1000 pm. Tento rozsah odpovida oblasti vino&td 12800 — 10 cm™. Nejvétsi vyznam pro
identifikaci molekul méa oblast elektromagnetického spektra v rozsahu 400 — 4000 cm™.
Oblast infracerveného spektra se déli na blizkou, stfedni a vzdalenou. Blizka oblast vyuziva
vInodtd v rozsahu 12800 — 4000 cm, stfedni oblast 4000 — 200 cm™ a vzdalena 200 — 10 cm”
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! Pro kvalitativni analyzu je nevice vyuZivana stfedni infradervena oblast. Naopak pro
kvantitativni analyzu je uptfednostiiovana blizka infracervena oblast [28].

V infraCervené spektroskopii je pouzivana transmisni a reflektancni technika. U
techniky transmise infraCervené zafeni pii pruchodu vzorkem zpisobi zménu rotacné-
vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménach dipolového 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 zafeni vyzafen pifimo na
povrch praskového vzorku. Cast zafeni je absorbovana, ¢ast odrazena a &ast rozptylena.
Technika ATR je zalozena na odrazu zafeni na fazovém rozhrani méteného 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 méreni DRIFT ATR

Craeacertn vina

Spekularni
(zrcadlova)

komponenta / \
ATH hrystal
* > — t> Paprsek b

dopadajiciho
zareni

vzorek

viorek

A hryst,
1C 2hten . ceterton

20 201040

Obrdazek 4:Princip transmise a
reflektancnich technik [28]

Infracervené spektrum je grafické zobrazeni funkcni zavislosti energie na vlnoctu
dopadajiciho zafeni. Ve spektru je pak zobrazen absorpcni pas, ktery je definovan vinoctem
absorpcniho maxima, §itkou pasu a intenzitou absorpce. Energie mize byt vyjadfena jako
absorbance nebo transmitance. Pokud se jedna o transmitanci, je absorbance popsana jako log
I/T. Transmitance je popsana jako pomér intenzity zafeni, které proslo vzorkem, k intenzité
zateni vychazejiciho ze zdroje. Pokud je absorbance pii dané vinové délce iméma molarni
koncentraci, plati zde Lambert-Beertv zakon [29].

2.4.2.1 Rotacni stavy molekul
Pro popis rotace dvouatomové molekuly, ktera rotuje pouze kolem své osy, existuje
veli¢ina moment setrvacnosti /. Povolené piechody 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 stava stoupaji. Pro povolené prechody v infracerveném spektru
plati stejna podminka o aktivité jako pfi vibracnich pfechodech. V praxi se nejvice projevuji
kombinace vibraéné rota¢nich prechoda u molekul. Cisté rotaéni prechody jsou pro sledovéani
ve spektru znaéné narocné. Je nutné zajistit spektrometry s vysokym rozli§enim v mikrovlinné

vvvvv

rotaénimi pasy. Rotacni konstanta je definovana vztahem v rovnici (3):
h

= 3
87’Ic ®)
kde 4 je Planckova konstanta, / je moment setrvacnosti. V infracervené spektroskopii lze

mefit latky vSech tfi skupenstvi. Latky anorganického, organického i biologického pavodu
[30].

2.4.2.2 Vibracni stavy molekul

Pro popis vibrace dvouatomové molekuly slouzi dvé kuli€ky a urcité hmotnosti m; a
my. Kulicky jsou spojeny pruzinou, natazenim pruziny zvétSime vzdalenost mezi kulickami,
na kulicky v tomto pfipadé pusobi sila F, ktera vrati kulicky do ptivodni polohy. Kulicky
ziskaji kinetickou energii, ptekroci 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 zacne konat vibracni pohyb. Pro popis tohoto vibra¢niho pohybu existuje veliina
frekvence, kterd zavisi na pevnosti vazby mezi vibrujicimi atomy a na jejich hmotnosti.
Frekvence je dana vztahem uvedenym v rovnici (4):

1 k
__— |k 4
"= 4)

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

kde m; a m, jsou jednotlivé hmotnosti atomt. Molekula se muize nachazet jen v urcitych
energetickych stavech, které jsou popsany vibra¢nim kvantovym c¢islem. Dle teorie kvantové
mechaniky plati, ze vibra¢ni pfechody spojené s absorpci nebo emisi energie jsou mozné
pouze mezi sousednimi energetickymi hladinami. Takze zména vibra¢niho kvantového Eisla
nabyva hodnot = 1. Vrealném svété vSak teorie harmonického oscilatoru neplati. Pokud
budeme opé€t uvazovat dvouatomovou molekulu, ktera je spojena pruzinou, nemuzeme
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 kifivka nema symetricky tvar jako u harmonického
oscilatoru a vzdalenosti mezi jednotlivymi vibra¢nimi stavy nejsou ekvidistantni. Pfechody
mezi vibracnimi hladinami nejsou striktné vazané pouze na prechody mezi sousednimi
hladinami. Jsou mozné prechody energeticky néaro¢néjsi. Tyto prechody jsou
charakterizovany jako prechody vy$si harmonické frekvence. Tyto pfechody jsou méné
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pravdépodobné s rostouci energii kvanta nutného k pfechodu. Ve spektru tyto prechody
vidime jako malo intenzivni absorpni pasy. Fundamentalni prechody jsou
nejpravdépodobnéj§i. Pokud vzorek napiiklad absorbuje zafeni v NIR oblasti, dojde tim
k prechodim mezi vibracnimi hladinami molekul. Tyto pfechody jsou oznaCovany jako
kombina¢ni. Kombinacni pfechody oznacuji soucasnou excitaci nékolika vibracnich modu.
Dalsim typem pfechodii mezi vibracnimi hladinami jsou tzv. overtony. Tento pirechod
odpovida excitaci daného vibratniho moédu do vys§i excitované vibra¢ni hladiny. Pro
kombinaéni pfechody je typicka 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™.
Prechody fundamentalni jsou charakteristické spiSe pro oblast stfedni infracervenou
spektroskopii. Kombinacni pfechody i overtony nejsou tak casté a pravdépodobné jako
prechody fundamentalni, proto absorpce zareni v NIR oblasti je fadové nizsi nez v MIR, a to
pfi stejné tloust'ce vzorku [31].

Polyatomova molekula se sklada z vice atomu, které jsou spojenu urcitymi vazbami.
Kazdy hmotny bod 1ze v prostoru popsat pomoci os X, y a z. Kazdy hmotny bod ma tedy tfi
stupné volnosti, tzv. 3N. Pohyb polyatomové molekuly si lze predstavit jako soubor vibraci
jednotlivych oscilatora skladajicich molekulu. Z celkového poctu 3N stuprii volnosti na
linearni molekulu ptipada 3N — 5, pro nelinearni molekulu 3N — 6 stupnd volnosti. Pro
viceatomové molekuly a jejich aktivitu v infraervené spektroskopii je podminkou opét
nenulova zména dipdlového momentu. Zména dipdlového 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 valencni a deformacni [31].

2.4.2.3 Spektroskopie v blizké infracervené oblasti

Spektroskopie v blizké infracervené oblasti je metodou molekulové spektroskopie,
ktera vyuziva oblast spektra blizkého infracerveného zareni, oblast v rozsahu vinovych délek
800 — 2500 nm resp. vino&td 12500 — 4000 cm™ . Hranice od sousednich oblasti neni dana
striktng. Oblasti se prekryvaji. 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 meéfit. Z jedné strany blizka infraCervena oblast navazuje na viditelnou oblast,
z druhé strany pokracuje ve stiedni infracervenou oblast [23]. Na obrazku €. 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 pasi a jejich tézké interpretaci. Padesata 1éta minulého stoleti byla
velmi vyznamna pro infracervenou spektroskopii v blizké oblasti kvuli zjisténi, ze vodikové
vibrace ve vzorku jsou odpoveédné za témér 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 riizné 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
parametra kvality v picninach, pouzili ptistroj Cary 14, dnes nese nazev Varian.

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

V soucasné dobé€ je velmi rozsifené pouzivani dvoupaprskovych spektrometrd, které
jsou schopné automaticky kompenzovat absorpci vodni pary a oxidu uhlicitého ze vzduchu,
kompenzuje 1 absorpci rozpoustédla. InfraCerveny spektrometr se sklada ze zdroje
infraCerveného zafeni, monochromatoru, kterym byva nejcastéji odrazova mfizka, detektoru,
ktery je schopen detekovat infracervené zafeni, poslednim prvkem je registracni zatizeni [31].

Mezi bézné detektory pro infraCervené zareni se fadi termoelektricky c¢lanek a
Golayuv pneumaticky detektor, ktery je zalozen na principu teplené roztaznosti plynd.
Fotoelektricky detektor je také vhodnym typem detektoru pro infracervené zateni [35].

Pro interpretaci NIR spekter se vyuziva 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 1 pro kvantitativni stanoveni, a to v mnoha oblastech, napfiklad v oblasti
farmaceutického pramyslu, petrochemie nebo potravinaistvi [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
vibra¢nich pohybt atomti a dochazi k rotaci jako celku [30,31].

Prvni skupinou jsou NIR spektrometry s filtry. Jedna se o pfistroje, které jsou cenoveé
meéné narocné a maji mensi rozméry. Principem je selekce urcitych vinovych délek za pomoci
ptitomnych filtri. Prikladem jsou spektrometry fady Zeltex, které jsou vybaveny filtry pro
rozsahy méfeni ve 14 vinovych délkach [29].

Druhou skupinou jsou tzv. disperzni NIR pfistroje, které obsahuji mfizkovy
monochromator. Monochromator slouzi pro rozklad nebo disperzi blizkého infra¢erveného
zateni na difrakéni mfizce. Limitni faktor pro tento typ pfistroji je pomalejsi Cas skenovani
vzorku a nizsi presnost métreni v jednotlivych vinovych délkach. Navzdory tomu je tento typ
v zemédelstvi a potravinafstvi nejrozsitenéjsi. Jako ptiklad lze uvést spektrometry od firmy
FOSS nebo PERTEN [31].

Treti skupina spektrometrti funguje na principu akusticko-optickych filtri, zkratkou
AOTF. Pii jejich pouziti dochazi ke zméné€ indexu lomu specifického krystalu pomoci
ultrazvukovych vin. Dojde tak krozkladu dopadajictho polychromatického zafeni na
jednotlivé vinové délky s vysokou hladinou rozliSeni. Posledni skupinou jsou spektrometry,
které vyuzivaji Fourierovu transformaci, tzv. FT-NIR. Na vzorek je vyzafeno
polychromatické zafeni, které je specificky frekvenné posunuto pomoci interferometru. Tzv.
interferogram, coz je zaznam ziskany timto typem pfistroje, je nutné prevést na tvar
normalniho absorp¢niho spektra. Tento prevod je proveden na zakladé matematické operace,
tzv. Fourierovy transformace. NejCastéjSim typem interferometru je Michelsoniv. Vyhodou
tohoto typu NIR pfistroje oproti typu disperznimu je vysSsi rychlost skenovani vzorku,
citlivost a presnost méfeni. Nevyhodou jsou pak pofizovaci naklady. Prikladem vyrobcu
spektrometri s Fourierovou transformaci je firma Nicolet, Bruker nebo Buchi [29,31].
Spektrometr s FT-NIR je uveden na obrazku €. 6.
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Obrazek 6: Spektrometr Antaris, firma Nicolet [37]

V praxi se pfi méfeni na NIR uplatiiuje vice vinovych délek, tudiz Lambert-Beertv
zakon neplati. Pokud svételny tok Iy dopadéd na vzorek, né€které fotony vzorkem prochazeji,
nebo se od vzorku odrazeji nebo jsou absorbovany pomoci kovalentnich vazeb vzorku, které
maji funkci tzv. oscilacniho mustku, ktery presné zachyti frekvenci NIR zafeni. Absorpce je
tedy na urcitych frekvencich selektivni a absorbované fotony vyvolaji molekularni vibrace, je
poskytnuta informace o molekularnich skupinach v chemické struktute vzorku [31].

Metoda infraervené spektroskopie v blizké oblasti je mimo jiné vyuzivana
k hodnoceni kvality rostlinnych vyrobk. Jde o metodiku Setrnou k Zivotnimu prostredi.
InfraCervena spektroskopie v blizké oblasti také slouzi k monitoringu padnich charakteristik,
k rozboru slozeni smésnych vzorkl, naptiklad zastoupeni komponent v krmnych smésich, ke
kontrole zemédélského provozu. Své uplatnéni najde dale ve Slechténi a odridoveé oblasti, ve
veédé a vyzkumu v zemédé€lstvi. Jejim dalSim pfinosem je kontrola jakosti surovin a produktt
v potravinaiském a krmivarském pramyslu. Tato technika pfinasi uzitecné informace fidicim
pracovnikiim ve vyrobé k operativnimu rozhodovani, informace o kontrole jakosti na vSech
stupnich, kontrola vstupnich surovin v zemédélstvi a potravinaistvi, v oblasti obchodu
k upravé ceny ve vazbé na kvalitu. Pouzivanim této metody se dosahne zvyseni efektivnosti a
rychlosti provadénych rozbort. Pfi téchto stanovenich je kladen diraz na rychlost, presnost a
nizké jednotkové naklady. Také v Ceské republice se pouZivani spektroskopie v blizké
infraCervené oblasti za poslednich par let velmi rozsifilo. Jedna se o metodu nedestruktivni,
vzorek se ani nerozkladd, ani nespotiebovava, neni nutné vzorek narocné€ piipravovat.
Vysledek je znam v Case pod dvé minuty a je mozné simultanné méfit vice parametru.
Analyzovany material musi obsahovat C-H, N-H, S-H nebo O-H vazby a koncentrace latky
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musi byt vétsi nez 1g - kg, Lze méfit vzorky viech tii skupenstvi, a to jednotlivé nebo
kontinualn€ ve zvoleném casovém intervalu. Pro konkrétni pozadavky na méfeni je potiebné
zvolit urcité usporadani a technické vybaveni. Infracervena spektroskopie je sekundarni
metoda, to znamena, Ze presnost se vzdy musi testovat na metodu standardni, nelze ocekavat,
ze analyza na NIR je pfesné€jsi nez metoda, se kterou je srovnavana. NIR metoda se prosadila
v oblasti zeméd€lstvi, potravinafstvi hlavné kvili presné a rychlé analyze vzorku, ktera je
ekologicky nezavadna [17].

Gonzalez-Martin [38] pouzil infracervenou spektroskopii v blizké oblasti pro kontrolu
kvality slunecnicového semene. Vysledky ukazuji, ze analytickou metodu NIR je mozné
pouzit jako rychlou a nedestruktivni metodu pro stanoveni vlhkosti, tuku a obsah kyseliny
olejové ve slune¢nicovych 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 vinové délky vhodné pro klasifikaci slunecnicovych 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. Chromatografické analyzy byly provedeny dle metody ISO 5590 pro
stanoveni metyl esteri mastnych kyselin. Byly sesbirany vzorky o rizném zastoupeni
kyseliny olejové. Vzorky s procentualnim 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 slunec¢nicovych
semen existuji v soucasné dobé rtzné Slechtitelské zpusoby. Piedmétem vyzkumu byla
infraCervena spektroskopie v blizké oblasti a urCeni obsahu kyseliny olejové a linolové ve
sluneCnicovych semenech. Pro kalibraci obou kyselin bylo pouzito 465 vzorku
slunecnicovych semen. Schopnost vyuziti rychlé, nedestruktivni metody k vyhodnoceni
kvality semen danych odrid je nejdulezitéjsim faktorem pii vybéru metodiky. Metyl estery
mastnych kyselin jsou analyzovany pomoci plynové chromatografie. Plynova chromatografie
je Casoveé naroCna 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 mize byt pouzita pro analyzu koncentrace
kyseliny linolové ve vzorcich odslupkovanych slunecnicovych semen. Pérez-Vich a kol [41]
zjistili, ze l1ze tuto metodu aplikovat i na stanoveni koncentrace kyseliny stearové, palmitové a
olejové v slune¢nicovych semenech.

Analyza diskriminantem v infraervené spektroskopii NIR byla vyuzita pro analyzu
genotypu slunecnicovych semen, konkrétn€ji pro analyzu kyseliny olejové a linolové.
K diskriminaci genotypt byly vyuzity dvé strategie. Jako prvni byla vytvorena kalibracni
kiivka pro vysoko-olejovou a nizko-olejovou slunecnici, dale kfivka pro vysoko-olejovou a
stfedni zastoupeni kyseliny olejové a tieti kalibracni kiivka byla vytvofena pro stfedni obsah
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kyseliny olejové a nizky obsah téz kyseliny. Druha strategie obnasela vytvoreni jedné kiivky
pro vSechny tfi typy zastoupeni kyseliny olejové. Rozsah vinovych délek pro kalibraci byl
1651-1952 nm. Diskriminant analyza dokaze zaradit slune¢nicové semeno dle zastoupeni
kyseliny olejové. Obé strategie byly velmi podobné, prvni z nich dokazala lepsi stanoveni
sttedntho az nizkého obsahu kyseliny olejové pomoci diskriminantu v semenech.
Kvantifikace mastnych kyselin mize byt provedena plynovou chromatografii, ktera se radi
k Casoveé a finan¢n€ naro¢n€jSim metodam. Na druhé strané NIR je vice preferovana nez
plynova chromatografie, protoze neni tak naro€nou metodou na pfipravu vzorku pied
analyzou [42].

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

2.4.2.4 Kalibrace technologie NIR

NIR spektrum nam urcuji X-H vazby ve vzorku, souhrn NIR absorpCnich past
funkénich skupin urcujicich hlavni chemické a fyzikalni vlastnosti. Kazda analyticka
informace u zméfeného vzorku je v NIR spektru zakddovana a toto spektrum obsahuje fadu
prekryvajicich se pasi. Je proto nutné mit vhodné chemometrické nastroje pro jejich
rozkddovéani. Chemomterické metody maji zaklad v klasickych fyzikalné-chemickych
zakonech. Jako zakladni je uvadén Lambert-Beertv zakon, ktery fika, Ze absorbance pii urcité
vlnové délce je umérna molarni koncentraci analyzovaného materidlu. Toto tvrzeni plati
pouze pro opticky transparentni kapaliny, které maji definovanou tloustku. Draha paprsku pfi
pruchodu vzorkem je tedy konstantni. Pokud byla pro méfeni analyzovaného materialu
pouzita NIR spektroskopie, toto pravidlo neplati. Neni mozné kontrolovat délku drahy
paprsku pii pruchodu vzorkem kvuli riznym odrazim a interferencim. Proto je nutné pouzit
pokrocilé chemometrické algoritmy, alespon pro odhad téchto sledovanych parametra [31].

Dtive byla uplatiovana regresni metoda MLR —  Multiple linear regression”,
vicenasobna linearni regrese. Dnes jsou nejvice uplatiiovany 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
CasteCnych nejmensich Ctvercd. Téchto metod se vyuziva pii tvorbé kalibraéniho modelu.
Vyhodnocuji se §irsi spektralni tiseky nebo dokonce cela NIR spektra. Neni uz vyuzivana
hodnota absorbance v maximu vybraného spektralniho pasu. S vyuzitim téchto regresnich
metod lze nalézt vztah mezi vicedimenzionalni spektralni informaci a slozenim
analyzovaného materialu. V pfipad¢€, ze jsou spektralni pasy §iroké, vyuziva se prvni a druhé
derivace. Vytvofeni spravného kalibracniho modelu a jeho validace jsou klicové pro
spolehlivou kvantitativni analyzu pomoci NIR spektroskopie. Vytvoreni valida¢niho souboru
je nutné. Slouzi k prvnimu ovéfeni kalibracnich rovnic. Validacni soubor s danymi
referenénimi hodnotami je uloZzen mimo kalibraéni soubor [17,31]. V tabulce ¢. 3 jsou
uvedeny parametry kalibra¢niho modelu.
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Tabulka 3: Parametry kvality kalibracniho modelu [31]

Parametr Oznaceni
Korela¢ni koeficient kalibrace R
Standardni chyba kalibrace SEC
Korelaéni koeficient kfizové validace Rev
Standardni chyba kfizové 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 promeénné je vysvétleno modelem a kolik je nevysvétleno. V tabulce €. 4 je
uvedeno posouzeni kvality kalibraéniho modelu dle indexu determinace. Parametr SEC uvadi
celkovou chybu kalibra¢niho modelu na zakladé srovnani dosazenych predikci s referencnimi
hodnotami. SECV odhaduje chybu predikce pro potencialni nezavislé vzorky. Z jednotlivych
regresi a validacnich chyb je pak vypoctena hodnota Rcy a SECV. SEP vyjadiuje realnou
predikéni hodnotu vytvoreného kalibra¢niho modelu. Vzorky pouzité pro NIR kalibraci musi
byt stejného nebo alespori podobného slozeni jako vzorky, které budou v budoucnu na této
kalibraci méfeny. Je nutné vlozit do kalibrace i vzorky sjinym chemickym slozenim, a to
v Sirokém rozsahu kolem z&jmové oblasti. Pro vytvoreni kalibrace je nutné mit rozsahlou sadu
kalibra¢nich standardi. Tento soubor musi byt dostateCné reprezentativni a mél by pokryvat
celou oCekavanou variabilitu sledovanych charakteristik [43].

Tabulka 4: Kategorizace ziskanych kalibracnich modelit 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 presnosti kalibrace je napfiklad pouziti kruhového testu. Presnost
kalibrace je ovlivnéna mnoha faktory. Jednim znich jsou vyhovujici referenéni metody,
prostiedi laboratofe, Skoleni pracovnikti a dokonalé pochopeni technologie. U NIR piistroju je
mozné prenaset kalibrace mezi sebou. Piikladem je usporadani 79 pfistroju spolecnosti Foss-
Tecator Infratec nebo spojeni 24 pristroju Foss-Grainspec [39]. Tyto pfistrojové sité vytvorili
spolupraci s IS dodavateli kukufice a soje v USA. Jsou posuzovana jednotliva méfeni na
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zakladé kontrolnich vzorka tydné a kruhovym testem Ctvrtletn€. Dalsi vzniklou pfistrojovou
siti je usporadani pristroji NIRSystems 6500 v ramci EU, toto uspotadani slouzi pro obchod
s fepkou. Zde prenos kalibraci také funguje. Kalibrace se upravuji pomoci adjustace BIAS,
standardizace dle raznych vzorka. BIAS vyjadiuje rozdil mezi laboratorni hodnotou a
predikovanou hodnotou métfenou NIR technologii [38].

Pouzivané referencni metody musi byt pfesné a mit jasné¢ dané postupy, meéfeni by
meélo byt duplicitni a do kalibrace se vklada praimér téchto dvou stanoveni. Na vytvoreni
kalibrace by se nemélo podilet mnoho osob, idealné dva lidé, ktefi vytvareji kalibraci stejné
peclive. Pristroj NIR by mél byt umistén v prostoru bez pravanu, vétsiho kolisani teploty a
vlhkosti v mistnosti. Material by mél byt plnén do kyvet paralelné, kazda kyveta je méfena
zvlast. Je to vhodnéjsi postup nez material naplnit do jedné kyvety a stejnou kyvetu méfit
dvakrat. Vysledna spektra by se méla zéalohovat, v pfipadé¢ vyskytnuti se jakékoliv
abnormality by méla byt tato odliSnost zdivodnéna. Na zacatku a na konci kazdého méfeni by
meéla byt provedena kontrola monochromatoru, nastaveni vinové délky a charakteristika
pozadi kvuli ovéfeni stability pfistroje [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 nasbirany za obdobi od fijna 2015 do biezna 2016. Celkem bylo analyzovano 409
vzorkd. Pro prvni kalibracni model bylo pouzito 214 vzorkd. Druhy kalibracni model
obsahoval 165 vzorkid. Na vyhovujici kalibracni model bylo aplikovano 30 vzorkd vysoko-
olejové slunecnice. Kazdy vzorek byl odebran dle standardniho operacniho postupu do
plastové vzorkovnice o objemu 250 ml. Vzorky byly takto archivovany v laboratofi.

3.1.1 Priprava vzorku pro plynovou chromatografii

Vzorek sluneCnicového semene byl pomlet na mlecim zafizeni Retsch ZM 200 na
velikost ¢astic 2 mm. Takto pomlety vzorek byl v extrakéni patroné vyextrahovan pomoci
petroléteru na extrak¢ni jednotce Soxtherm (Gerhardt). Vyextrahovany vzorek bylo nutné 20
minut vysus$it v su§arné (Memmert) pii 105 °C kvili odstranéni zbytkové vlhkosti. Z takto
pfipraveného vzorku byly pfipraveny metylestery mastnych kyselin nésledujicim postupem:

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

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

e Vzorek byl ve zkumavce vytfepan

e Po deseti minutach se z vrchni vrstvy odebraly 2 ml supernatantu a pres stiikackovy
filtr s porovitosti 0,20 pm se vzorek prefiltroval do vialky, ktera byla vlozena do
autosampleru plynového chromatografu

3.1.2 Priprava vzorku pro blizkou infracervenou spektroskopii

Pted analyzou se sluneCnicové semeno homogenizovalo na mlecim zafizeni (Retsch
ZM 200) na velikost ¢astic 2 mm.

3.2 Plynova chromatografie

3.2.1 Chemikalie

Pro pfipravu vzorku na plynovou chromatografii byly pouzity chemikalie od
spole¢nosti VWR Chemicals, Francie. Pro extrakci tuku ze slune¢nicového semene byl pouzit
petroléter 40-60 °C. Pro pripravu 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 metylester mastnych kyselin byla pouzita chromatograficka kapilarni
kolona BPX70, SGE o délce 60 m a praméru 0,25 um. V tabulce ¢. 5 je uveden pouzity
teplotni program metody pro stanoveni kyseliny olejové ve slunecnicovém oleji. Objem
nastfiknutého vzorku byl 0,5 ul. Celkova doba analyzy trvala 26 minut. Pro stanoveni profilu
mastnych kyselin ve slunecnicovém oleji byl pouzit plynovy chromatograf s plamenové
ionizacni detekci Clarus 680 od firmy Perkin Elmer, ktery je uveden na obrazku ¢. 7.
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Tabulka 5: Teplomi 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 Blizka infracervena spektroskopie

3.3.1 Pouzité postupy a pristroje

Byla zméfena spektra pomletych vzorkli vysoko-olejové sluneCnice. Velka meéfici
kyveta byla naplnéna pomletym vzorkem do vySe 2 cm. Byl pouzit piistroj 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 vysledku plynové chromatografie

Pro vyhodnoceni chromatogramti analyzovanych vzorkti vysoko-olejové sluneCnice
byl pouzit software TotalChrom, ktery byl soucasti plynového chromatografu. Software
poskytla firma Perkin Elmer. Vysledna koncentrace kyseliny olejové, vyjadiena v procentech,
byla ziskana z plochy piku standardu kyseliny olejové.

3.4.2 Zpracovani vysledku blizké infracervené spektroskopie

Pro vyhodnoceni vysledkad blizké infraCervené spektroskopie byl pouzit software
ISIscan, kde byla méfena spektra jednotlivych vzorka. Pro tvorbu kalibra¢nich modeld byl
pouzit software WINISI. Oba softwary byly poskytnuty k pfistroji od firmy FOSS. Pro
vytvoreni kalibrace byl pouzit kalibra¢ni model MPLS - , Modified Partial Least Squares”,
modifikovana metoda CasteCnych nejmensich ¢tverca 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 slunecnicovych semenech.

4.1 Plynova chromatografie

V této diplomové praci byla jako referencni metoda pro stanoveni kyseliny olejové
pouzita plynova chromatografie. Plynova chromatografie je oficialni, a zaroven v praxi
nejpouzivanéjsi, metoda pro stanoveni mastnych kyselin, uznavana spolecnosti American Oil
Chemist’s Society. Tato metoda poskytuje informace o profilu mastnych kyselin tuki a oleja,
které jsou pripraveny alkalickou esterifikaci. Pfiprava metylester derivatli mastnych kyselin se
fadi k b&Znym postupim analyzy plynovou chromatografii. Uprava vzorku oleje pred
analyzou je dulezita, z mastnych kyselin je nutné ziskat nizkomolekularni nepolarni derivaty,
jako jsou naptiklad zminéné metylestery.

Stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii v§ak ma z hlediska praktického vyuziti
nekteré nevyhody, je to predevSim pomérné zdlouhava priprava vzorku a vysoka spotieba
chemikalii; NIR spektroskopie by tak mohla byt v praxi pouzitelna jako jeji jednoducha a
rychla nadhrada. NIR spektroskopie je metoda nedestruktivni, nevyzaduje naro¢nou pripravu
vzorku, je Setrnd k zivotnimu prostfedi, jednoducha a rychla (vysledek je znam v Case pod dvé
min.).

4.1.1 Ovéreni presnosti stanoveni Kyseliny olejové pomoci plynové chromatografie

Pro zjisténi retencniho Casu kyseliny olejové byl nastfiknut jeji standard. Tento
standard je od firmy Accu Standard, koncentrace komponenty 10 mg - ml™” v heptanu.
Standard kyseliny olejové byl analyzovan pfi stejnych podminkach 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 zakladé retencniho casu kyseliny olejové ve standardu byla
identifikovana tato kyselina v realnych vzorcich.
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Obrazek 9: Chromatogram standardu kyseliny olejové

Obrazek 10: Zvétseny chromatogram standardu kyseliny olejové

Standard kyseliny olejové byl analyzovan celkem pétkrat s relativni smérodatnou odchylkou
0,2%. Jednotliva stanoveni jsou uvedena v tabulce ¢. 6. Je jasné, ze pomoci plynové
chromatografie Ize dosahnout vysoké presnosti stanoveni kyseliny olejové.
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Tabulka 6: Ovéreni 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 testovana metoda blizké infracervené spektroskopie, ktera je nenarocna na
pfipravu vzorku pfed samotnou analyzou. Je ale nutno podotknout, ze sluneCnice je
materialem touto technikou obtizné méfitelnym diky obsahu slupek v mletém vzorku,
prestoze jsou homogenizovany na velikost Castic 2 mm. Tyto slupky jsou témét Cerné a
absorbuji infraCervené zafeni a znacné€ analyzu znesnadiuji. Vzorky byly méfeny v rozmezi
vinovych délek 800 — 2500 nm s rozliSenim 2 nm. Tato hodnota rozliSeni byla pfednastavena
na zaklad¢é zkuSenosti vyrobce pro vyhlazeni spektra. Maximalni mozné rozliSeni vinovych
délek je 0,5 nm.

Nejprve bylo nutné pfistroj nakalibrovat pro potieby stanoveni pifimo obsahu kyseliny olejové
ve vzorcich, postup kalibrace tvoii podstatnou Cast experimentt této prace. K tomuto ucelu
byl pouzit postup uvedeny v kapitole 2.4.2.4 a kalibra¢ni model MPLS (viz kapitola 3.4.2)
s vyuzitim softwaru, ktery je pfimo soucasti pristroje.

Na tomto misté je potieba zminit, Ze vytvareni modela pro NIR je zalozeno na metodé pokus-
omyl, neexistuje zde zadné pravidlo. Veskeré parametry kalibracnich modeld byly zvoleny na
zakladé praktickych zkuSenosti.

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

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

Parametr Popis Optimalni
hodnota
GH Stiedni vzdalenost od stfedni -
hodnoty kalibracniho souboru
SEC Celkova chyba kalibracniho ~0
modelu
RSQ Korelacni koeficient kalibrace ~1
SECV Standardni chyba kiizové =
validace
SEP Standardni chyba predikce =
BIAS Rozdil mezi laboratorni =
hodnotou a predikovanou
hodnotou NIR
,,slope” Sklon kalibraéni (validacni) =1
kiivky

4.2.1 Prvni kalibra¢ni model

Z prvnich naméfenych vzorkt (celkem 214) byl vytvoren jeden soubor. Tyto vzorky
byly vybrany pro tvorbu prvniho kalibra¢niho modelu. Vysledky méfeni jednotlivych vzorku
v prvnim kalibracnim modelu jsou uvedeny na obrazku ¢. 11. Na tomto obrazku je uveden
histogram, ktery znazomuje Cetnost vzorku pii uritych obsazich kyseliny olejové. Na ose x je
koncentrace kyseliny olejové uvedena v procentech, na ose y je uvedena Cetnost vzorku
pouzitych v prvnim kalibranim modelu. Z obrazku je jasn€ 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 vytvoreni kalibracniho modelu bylo nutné nastavit parametry matematického zpracovani,
tyto informace jsou uvedeny na obrazku ¢. 12. V kalibraénim modelu byl pouzit jeden
konstituent. Z modelu nebyly vymazany zadné vzorky. Bylo zvoleno 13 faktort, abychom
videéli prubéh statistického zpracovani. Pokud je zvolen nepifiméfeny pocet faktorti, muze dojit
k tzv. overfittingu, (tzv. preuCeni modelu, tj. model je pfili§ pfizptisoben kalibraénim datim),
coz vede k horsi presnosti pozdéji méfenych dat. Pocet kiizovych validacnich skupin je
v nasem piipade 7. Defaultn€ byvaji nastaveny Ctyfi skupiny kiizové validace kvuli rychlosti
procesu kalkulace. Kriticka hodnota GH je rovna 10. GH hodnota popisuje vzdalenost od
sttedni hodnoty kalibra¢niho 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 dalezitym parametrem.
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Pause Data...

[ Constituents ] 1 . .
@ Until user presses continue
{ Selected samples to delete ] 0 For a period of seconds |5
Maximum number of terms (13) 13 Mot Tiatnars 1441
[ Cross validation ] 7
Scatter SNV and Detrend
Number of outlier elimination passes 2 Wavelengths 173
Missing data value 0
5 3 [Wavelengths and Math Treatment...

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 outlier types Full cross validation display

Obrazek 12: Matematické zpracovani prvniho kalibracniho modelu

Po zadani parametri matematického zpracovani pro kalibra¢ni 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). Priméma hodnota koncentrace kyseliny olejové je 84,22%.
Hodnota SEC — standardni chyba kalibrace by méla byt co nejblize k nule. V naSem pfipadé je
tato hodnota rovna 0,795. Hodnota RSQ — korelac¢ni koeficient kalibrace je roven 0,972.
V idealnim piipadé by tato hodnota méla byt rovna 1. Hodnota SECV — standardni chyba
kiizové validace je rovna 0,974. Tato hodnota by mela byt opét co nejnizsi. Na obrazku ¢. 14
je zobrazen graf regrese kalibratniho 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 naméfené plynovou chromatografii a
na ose y totéz naméfené 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

by cycling, ignore duplicates

Cross yaifdation, By groups, no pre-sort, form.geo
Mean \_84.220 Range {b68.39 - 91.57 Standard deviation 4.747

S RSQ F SECV

1 4253 0.197 5339 4271 0.184
2 3.289 0.520 143.47 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 0.962 57.33 1.065 0.949
10 0.886 0.965 17.22 1.059 0.950
1 0.867 0.967 9.99 1.032 0.952

12 (828 0920 20.61 0998 0.955
13 18.15 .958

Obrazekl 3: Vysledky statistického vyhodnoceni prvniho kalibracniho modelu

Scatter plot

94.12
Koncentrace
kyseliny olejové —NIR [%]
87.10

80.096

Shepe: 1.033
73,383 80,015 86,728 Secr, 0974

7 1V 0.958

Koncentrace kyseliny olejové — GC [%]

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

Prvni kalibraéni model nas svymi predikénimi vlastnostmi (vzhledem k ziskanym hodnotam
SEC, RSQ a SECV) neuspokojil. Z tohoto divodu jsme se rozhodli pro vytvoreni nového
kalibra¢niho modelu.
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4.2.2 Druhy kalibraéni model

Ze vsech dosud namétenych dat byl vytvoren dalsi soubor. Pomoci H-statistiky byla
zkontrolovéana spektralni konzistentnost vytvoreného souboru, viz obrazek ¢. 15. Mez GH=3
je velmi prisné kritérium, v naSem pfipadé tuto mez prekraCuje pouze jeden vzorek a to
minimaln€ s hodnotou 3,45. Po spektralni strance je soubor v poradku.

Cetnost vzorki
24

1.82
hodnota GH

Obrazek 15: Kontrola spektrdalni konzistentnosti druhého kalibracniho souboru pomoci H-statistiky

Nové vytvoreny soubor obsahoval celkem 165 vzorkl vysoko-olejové slunecnice v rozsahu
koncentraci 58,01 — 91,57%. Primérna 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 patrna
malo resp. vibec pokryta 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
zakaznikem Spatn€ oznaCeny. Pro zpfesnéni vysledki by bylo vhodné zahrmout do
kalibra¢nich modelti i vzorky s niz§im obsahem kyseliny olejové, tyto vzorky vSak zatim
nebyly k dispozici v dostatecném mnozstvi.

36



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 ovéteni
funk¢nosti druhého kalibra¢niho modelu byl vytvoren soubor validacni. Do valida¢niho
souboru byl zafazen kazdy Ctvrty vzorek. Kalibracni soubor je tedy tvoien 75% z celkového
poctu vzorkl a valida¢ni soubor 25%. Pro matematické zpracovani kalibracniho souboru bylo
zvoleno 16 faktort, aby byl patrny prabéh statistického zpracovani. Kalibracni soubor
obsahoval jeden konstituent. Pocet kiizovych validac¢nich skupin je u tohoto kalibracniho
souboru 25. Kriticka hodnota GH=10. Pouzity matematicky algoritmus je stejny jako
v prvnim pfipad€, SNDV ,, Standard normal variety detrend".

Po nastaveni parametrid matematického zpracovani bylo provedeno statistické vyhodnoceni
celého kalibra¢niho modelu, které je uvedeno na obrazku €. 17. Jak jiz bylo zminé€no, rozsah
koncentraci kyseliny olejové byl 58,01 — 91,57%. Pro =ziskani optimalnich hodnot
kalibracniho 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

Constit CA ImbeTOMsqmples 165
Mean Range Standarc deviation 5.451
S HSO F SECV. 1WA
3.060 0685 35755 3.195 0.655
1.850 0.880 265.14 2,064 0.856
1.401 0934 13401 1514 0923
1.332 0940 1805 1.454 0929
1.212 0951 3427 1365 0937
1172 0954 1187 1345 0939
1.014 0965 5406 1.281 0945
0.980 0968 1225 1.263 0946
0926 0971 1985 1220 0950
0877 0974 1854 1.194 0952
0.860 0975 7.31 1.197 0952
0801 0978 24.18 1.198 0952
0.740 0982 2726 1.230 0949
0699 0984 1922 1.261 0946

s 28.35 1.944
(0.623)0.987)) 10.88 (.940

Obrazek 17: Vysledky statistického vyhodnoceni druhého
kalibracniho modelu

W N L W -

P I p———
AV AEWN-D

Bylo nutno provést statistické vyhodnoceni samostatné i1 pro kalibracni soubor, i pro
validacni. Na obrazku €. 18 je uvedeno statistické vyhodnoceni kalibra¢niho souboru s jednim
konstituentem. Hodnota SEP, kterd podava informaci o standardni chybé predikce, je rovna
0,848. Hodnota SEP popisuje redlnou predikéni hodnotu realného kalibraéniho modelu.
Priméma koncentrace kyseliny olejové je 83,887%. V idealnim piipadé ma byt hodnota
,slope” rovna 1 a hodnota BIAS 0. Hodnota RSQ je rovna 0,976. Na obrazku ¢. 19 je
zobrazen graf regrese kalibra¢niho souboru. Na ose x jsou zobrazeny hodnoty koncentrace
kyseliny olejové meérené plynovou chromatografii, na ose y koncentrace kyseliny olejové
mefene pomoci NIR.

ICA vs. CA Ll

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

lope: 0.976 RSQ: 0.976

74,958 85,110

koncentrace kyseliny olejové-GC (%)

Obrazek 19: Srovnani obsahu kyseliny olejové namévené 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 valida¢niho souboru. Na ose x jsou zobrazeny hodnoty koncentrace
kyseliny olejové naméteny plynovou chromatografii, na ose y totéz pomoci NIR technologii.

© Predict Constituents Statistics

“CA vs. CA j

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 '

.

> B e e

Slope: 1.012  RASO: 0.964

64955( ~ .- | r
64.955 72.246 79.537 86.829 94.112

koncentrace kyseliny olejové-GC(%)

Obrazek 21: Srovndni obsahu kyseliny olejové naméiené 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 vzorkt s obsahem do 75% kyseliny olejové byly tyto vzorky
vylouceny a kalibra¢ni model byl prepocitan.

4.2.3 Treti kalibra¢ni model

Treti kalibratni model vytvoren pfepocitanim druhého kalibra¢niho souboru po
smazani Ctyf hodnot z oblasti nizké koncentrace kyseliny olejové. Validacni soubor zistal
zachovan. Matematické zpracovani zlstalo stejné. Na obrazku ¢. 22 je uvedeno statistické
vyhodnoceni celého kalibracniho 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, ze doslo
k mirnému, vSak nevyznamnému zlepsSeni. Na obrazku €. 23 je zobrazen graf kalibracniho
souboru po prepocitani. 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 L WN -

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

DT

REP File

Equation File
Number of variables
Downweight outliers

! :” :amples

Range
SECV -VF
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 0928 20.73 0.943

21.30

0.942

Standard deviation 4.477

Obrazek 22: Statistické vyhodnoceni tietiho kalibracniho souboru
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Scatter plot

93,925
koncentrace kyseliny
olejové-NIR (%)

87.701

81,476 87,&01

koncentrace kyseliny olejové-GC(%)

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

Pti tvorbé vyse uvedenych tii kalibraénich modela bylo nastaveno vyrobcem rozlieni 2 nm.
Na malém souboru dat byl vyzkouSen 1 model s maximélné moznym rozliSenim vinovych
délek.

4.2.4 Kalibracni model s rozliSenim 0,5 nm

Na malém souboru dat (50 vzorkll) byl vyzkouSen i model, vytvofeny ze spekter,
nameéfenych pfi maximalnim rozliSeni pfistroje (0.5nm). Na obrazku &. 24 lze 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
vysledkti. Do pouzitého kalibratniho souboru bude nutné zahrnout vice vzorkii vysoko-
olejové slunecnice, aby mohl byt aplikovatelny v praxi. Toto bude néaplni 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 rozlisSenim 0,5 nm

4.3 Aplikace kalibrac¢nich modeli na realné 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 vzorkd byl soucasné provadén monitoring obsahu kyseliny
olejové plynovou chromatografii. Postupy NIR i GC analyzy v¢etné piipravy vzorkd jsou
uvedeny v experimentalni ¢asti prace. Veskera méfeni vzorkt byla provedena dvakrat.

4.3.1 Pouziti prvniho kalibra¢niho modelu

Nejprve byla provedena aplikace prvniho kalibracniho modelu na 15 vzorkt vysoko-
olejové slunecnice. V tabulce €. 8 je zobrazeno srovnani zjis§téného 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 5 prumer 1 ) 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 74,51| 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 pravidelné¢ neopakuje. Tato chyba mize byt zpisobena
nedostateCnym mnozstvim vzork(l v urCitych hodnotach kyseliny olejové nebo zkreslenim
vysledkt ziskanych NIR spektroskopii kvali obsahu pomletych slupek v méfeném vzorku.
Podobny zavér vyplyva i z grafu na obrazku ¢. 23, kde je zobrazena linearni regrese vysledku
meéteni ziskanych obéma metodami. Z hodnoty korela¢niho koeficientu 0,3774 je jasné, ze
nema smysl ménit v kalibraénim 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 dalSich 15 vzorku
vysoko-olejové slunecnice. 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 [%] s GC [%] . . | NIR-GC
vzore 1 2 prumer 1 2 prumer [%]
1| 82,83 82,3| 8257| 8815  8361| 8838 -5,81
2 852 8584 8552| 90,69 91,05 90,87 -5,35
3| 79,18 79,6| 79,39 8833  8832| 8833 -8,94
4| 82,16 8295 8256| 88,12 88,12 8812 -5,56
5| 7936 79,38 79,37| 84,86  84,87| 84,87 5,5
6| 80,01 81,2| 80,61 858  8581| 8581 -5,21
7| 83,47 83| 8324| 84,36 84.4| 84,38 -1,15
8| 81,46 8068 81,07| 8516 8536 8526 -4,19
9| 86,35 86| 86,175 86,3 86,28 86,29 -0,12
10| 76,17 77,2| 76,69 84,29 842| 84,25 -7,56
11 88,2 87,68 8794 858 8583 8586 2,08
12| 8526  8538| 8532| 8632  8643| 86,38 -1,10
13| 8259  8255| 82,57| 87,37 8731 87,34 -4,77
14| 7256  72,98| 72,77 7816  7819| 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
zieymé, ze druhy kalibraéni model je vhodnéjsi pro méfeni koncentrace kyseliny olejové
v redlnych vzorcich, ale ne plné vyhovujici. Na obrazku €. 26 je zobrazena linearni regrese
vysledkti méfeni ziskanych obéma metodami. Korelac¢ni koeficient ma hodnotu 0,4395, ani
v tomto pfipadé nema smysl ménit hodnotu BIAS, stejné€ jako u prvniho kalibracniho modelu.

90 +

85 A

80 A

75 A

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

70 A

65 -

60 -

55 A

koncentrace kyseliny olejové - NIR (%)
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koncentrace kyseliny olejové - GC (%)

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

Na tfeti kalibracni model nebyly aplikovany zadné vzorky. Hodnoty jeho statistického
vyhodnoceni byly témét shodné s druhym kalibracnim 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 slune¢nicovych semenech. Jako presna
referen¢ni metoda byla pouzita plynova chromatografie. Jako modelova matrice pro testovani
a kalibraci NIR spektroskopické metody byly pouzity vzorky semen vysoko-olejové
slune¢nice.

Blizka infraCervena spektroskopie patii mezi slozitéjsi metody. Sam jeden ze zakladatelt Karl
Norris se o této metod€ kdysi vyjadiil: ,, NIR spectroscopy is a God's garbage bin.” Tato
technika vyzaduje pomérné vysoké vstupni investicni naklady. Vytvoreni funkéniho
kalibracniho modelu vyzaduje mnoho prace a kvalifikovanou obsluhu.

Na druhé stran¢ je NIR spektroskopie metoda nedestruktivni, nevyzaduje naroCnou piipravu
vzorku, je Setrna k zivotnimu prostredi, jednoducha a rychla. Dosazena presnost je mnohdy
srovnatelna s referenCnimi metodami. Je idedlni metodou pro oblasti, kde je rychlost
stanoveni prioritou. Své uplatnéni tedy nachazi zejména v potravinarském a krmivarském
prumyslu pfi kontrole jakosti vstupnich surovin, meziproduktt a produkta.

V této diplomové praci byly prezentovany celkem tfi kalibraéni modely testované metody.
Ani jeden neni schopen konkurovat presnosti stanoveni referencni metodé. AvSak pro rychlou
kategorizaci analyzovaného materialu pro potieby vykupu, vzhledem k vySe uvedenym
vyhodam, jsou prezentované kalibracni modely pln¢ dostacujici. S postupem cCasu lze
kalibracni soubory rozsifovat a jednotlivé modely zpresiovat.

Navzdory zminénym nedostatkim Ize konstatovat, Ze metoda blizké infraCervené
spektroskopie poskytuje rychlé a dostatecné piesné vysledky stanoveni obsahu kyseliny
olejové a mize byt v praxi pouzita pro kategorizaci slunecnicového semene.
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7 ZKRATKY

AOTF
ATR
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FT-NIR
GC-FID
GLC
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MLR
MPLS
NIR
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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 plamenové ionizacni 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

Korelacni koeficient kalibracniho souboru

Standardni chyba kalibrace

Standardni chyba kiizové validace

Standardni chyba predikce
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