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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zamérena na ziskani informaci o analyzach pomoci IR zéreni.
Také se zabyva vlivem IR zéreni na latky a principy fungovani IR spektrometrl. V rdmci
prace jsou zkoumany vzorky kavy. Zjistuje se vyuzitelnost k rozliseni mezi kofeinovou
a bezkofeinovou kavou. Dale se zkoumaji vzorky mouk. Zde se zkouma pritomnost Ci
absence lepku.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on obtaining information about analyzes by IR radiation.
It also deals with the effect of IR radiation on substances and the principles of function-
ing of IR spectrometers. There are examined coffee samples in the work. Usefulness
for discrimination caffeine and decaffeinated coffee is tested. Next, flour samples are
researched. There is examination of presence or absence of gluten.
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Uvod

V bakalarské praci se zabyvam tématem Biologickd analyza v oblasti blizké IR. Tuto
praci jsem si zvolil, jelikoz analyza potravin je v dnesni dobé dulezitou soucasti vy-
robnich procest potravin a IR spektroskopie nabizi vhodny zptisob provadéni téchto
analyz nedestruktivné. Nebo ji 1ze také pouzit k rychlé analyze nékterych alergentii
v potravinach, coz muze byt pro ¢ast populace vhodnou pomuckou do kazdodenniho
zivota a to v dnesni dobé i diky velmi malym rozméram detektor.

Uvodem bakaléiské prace je teoretické sezndmeni s problematikou elektromagne-
tického zareni a optickych laboratornich metod. Nésledné jsem se zaméril na vliv IR
zafeni na struktury latek, na jakém principu funguji spektrometry a jak zpracovat
IR spektra pomoci dnesnich technologii.

V ramci této prace byla sestavena mérici technika, kde hlavni komponentou byl
spektrometr NeoSpectra. Nasledné byl podle literatury navrhnut postup ke zpra-
covani namérenych dat a jejich vyhodnocovani, k ¢emuz bylo vyuzito hierarchické
shlukové analyzy (HCA).

Cilem bylo zjistit, jestli je pristroj NeoSpectra vhodny k rozeznavani vlastnosti
meérenych latek. Konkrétné byl pozorovan vzorek cukru s vzorkem soli. Nasledné
nekolik druhi kav kofeinovych a bezkofeinovych pripravenych riznymi metodami
odstranovani kofeinu. U kavy mélo byt zjisténo, jestli je pristroj schopny v danych
vlnovych délkach rozlisit jestli kava obsahuje kofein. Posledni skupinou zkoumanych
latek byla mouka a jeji nahrady v souvislosti s obsahem lepku. Méfeny byly jak

moukové nahrady lepkovych mouk, tak i klasické mouky zbavené lepku.
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1 ANALYTICKE OPTICKE METODY

Optické analytické metody patii do skupiny takzvanych nedestruktivnich metod.
Takto jsou nazyvany proto, ze neposkozuji, ani nijak nepreménuji zkoumany vzorek.
Tato skutecnost dava optickym metodam velkou vyhodu oproti jinym analytickym
metodam, kdy zkoumana latka miize byt nasledné podrobena jesté jinym typtm
testi. Optické metody jsou velmi Casto soucasti slozitéjsich pristroju jako analyza-
tory. [3, 26] Nejdiive se seznamime s elektromagnetickym zafenim a jeho vlastnostmi

a nasledné se zamérime na nekteré zakladni optické analytické metody.

1.1 Elektromagnetické zareni

P1i popisu elektromagnetického zareni narazime na vlnové-korpuskularni dualismus.
P1i nékterych experimentech je pro nas vyhodnéjsi a jednodussi na elektromagne-
tické zareni pohlizet jako na vInéni, v jinych ptipadech je vhodnéjsi elektromagne-
tické zafeni povazovat za proud ¢astic tzv. fotont. [3]

V prvnim pripadé pohlizime na elektromagnetické zareni jako na viny, u kterych
se méni elektrické a magnetické pole s urcitou frekvenci. Tyto zmény poli se vy-
skytuji ve tvaru postupné viny. K popisu vln pouzivame jednotku nazvanou vlnova
délka, kterou oznacujeme feckym pismenem A. V nékterych pripadech se pouziva
takzvany vlnocet, ktery nam udava pocet vin na jednotku délky. Pokud uvazujeme
vice frekvenci elektromagnetickych vin, tak ziskavame elektromagnetické spektrum.
Kazda frekvence, a tedy i ji prislusna vlnova délka, ma urcitou energii, kterou mi-

zeme zapsat pomoci Poyntingova vektoru S: 7, 3]

S= 1/ ExB (1.1)

Oproti tomu, pokud pohlizime na elektromagnetické zareni jako na c¢éstice, tak
neuvazujeme, ze by se energie napriklad pri absorpci nebo emisi predavala spojité.
V tomto pripadé uvazujeme, ze se energie predava po c¢astech diskrétné, takzvané
po kvantech. Tato kvanta jsou oznacovana jako fotony. [3] Pravé tyto fotony pou-
zivame k charakteristice zareni. Pokud ma elektromagneticka vlna frekvenci f, tak

pomoci této teorie je energie E predand jednim fotonem rovna:

E=hf (1.2)

To je energie fotonu. Zde h je Planckova konstanta a m4 hodnotu h = 6, 6310734 Js =
4,14107%eVs. 7, 3]
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1.2 Optické metody

V této kapitole se podivame na zakladni optické metody a trochu si priblizime

veli¢iny, které vyuzivaji k charakteristikam zkoumanych latek.

1.2.1 Optické spektroskopie v oblastech UV /VIS spektra

Tato metoda vyuziva specifické odezvy zkoumané latky na urcité spektralni slozeni
dopadajiciho spektra. Latky mohou zareni o urc¢itych vlnovych délkach absorbovat
nebo vyzatrovat. [15]

Pokud latky vyzafuji urcité zareni, tak se tato analyza jmenuje emisni spekt-
ralni analyza. Vzorek se necha pomoci vysoké teploty vyparit, tim se atomy uvedou
do excitovaného stavu a pri deexcitaci se stavaji zdrojem zareni, které muze byt
na vinovych délkach od NIR pres viditelnou oblast az po UV zéafeni. [3] Kazdy pr-
vek ma charakteristické emisni c¢ary, diky nimz lze stanovit, o jaky prvek se jedna
pomoci intenzity vyzareného zareni miuzeme urcit mnozstvi téchto atomu. [I5] Jejich
vyuziti je mensi oproti absorpénim spektrometram. [I4]

Zatimco pomoci absorpcéni spektralni analyzy zkoumame latku pomoci absor-
bovanych vlnovych délek, kdy ptvodni spojité spektrum bude obsahovat soustavu
barevnych a tmavych pasu, pomoci nichz budeme zjistovat slozeni zkoumané latky.
[15] Veli¢ina, kterd udava miru absorbovaného svétla se jmenuje absorbance a je

definovana vztahem:

I
A= log 70, (1.3)

kde I je intenzita propusténého zareni mérenym vzorkem a [ je intenzita zareni
vyzarend ze zarice. Ovsem proslé zareni je zavislé i na tloustce vrstvy d, ve které
muze byt zafeni absorbovano, a také na souciniteli absorbance «, ktery nezavisi

na intenzité. [I5] Poté mizeme napsat, ze:

A= ad (1.4)

Soucinitel absorbance 1ze nahradit epsilonem, coz je molarni absorpéni koeficient
a koncentraci vzorku C. Pokud tento vztah dosadime do rovnice 1.4 misto soudinitele

absorbance, tak ziskame tzv. Lambert-Beertv zakon:
A=eCd (1.5)

ten se da vyuzit k vypoctim nezndmé koncentrace roztoku. [15]
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Velmi casto se ovsem také méri takzvana propustnost zareni T neboli transmi-
tance, ktera je definovdna pomérem zareni vstupujiciho a vystupujiciho z méreného
vzorku [15]

1
T= 7% (1.6)

Pti analyze pevnych netransparentnich vzorki se ¢asto vyuziva reflektancni tech-
nika. Mezi reflektancéni techniku fadime techniku zeslabeného totalniho odrazu tzv.
ATR a diftzni reflexe. [5]

Zeslabeny totalni odraz (ATR technika) funguje na principu fazového tplného
odrazu na rozhrani ATR krystalu a méreného vzorku. ATR krystal je vyroben z ma-
teridlu o vysokém indexu lomu. [5] ATR krystaly jsou vétSinou vyrobeny napiiklad
ze ZnSe (selenid zinefnaty), z germania, kiemiku nebo KRS-5 (jednd se o smés
bromidu a jodidu thallného). [8] Totélni odraz na rozhrani opticky huststho ng
a Tidstho n; (zkoumany vzorek) je doprovizen evanescentnim polem, které pene-
truje do vzorku. Evanescentni pole penetruje do tzv. penetracni hloubky z,, ktera
se vypocita pomoci vzorce:

A
2y = 0 (1.7)

27Tn2\/sz'n2a — (ﬂQ)
n2

zde o je vlnova délka zareni ve vakuu. [26] Obvykle je penetraéni hloubka do vzorku

jen nékolik pm. [5] Spektrum zeslabeného totalniho odrazu je podobné jako spek-
trum absorpé¢ni, ovsem zde roste efektivni mérena tloustka vzorku s vinovou délkou.
[26]

evanescentni vina

vzorek \ ﬂé%%m:
g X

(N
) H

/TR krystal\

vzorek

ATR krystal

1€ zafeni detektor

ze zdroje

Obr. 1.1: Schéma principu zeslabeného totalniho odrazu (ATR technika) [§]
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Pri diftzni reflexi je vzorek smichan s KBr a je zde méfeno odrazené zareni
od kovového zrcatka. [5] Odraz od opticky nehladkého povrchu probihéd ¢éstecné
podle Snellova zakona, ¢éstecné se odrazi do vsech sméri, castecné vstupuje do
vzorku a ¢astecné je absorbovéano. [26]

Vyse zminéné vzorce lze uplatnit na spektrum zareni od IR zéareni pres viditelnou
oblast az po UV zéfeni. [15]

1.2.2 Refraktometrie a interferometrie

Pti téchto metodach se uplatnuje ldmavosti zafeni na rozhrani dvou prostredi, tyto
metody tedy vyuzivaji k analyze vzorka rozdilnych indexti lomu prostiedi a zkou-
mané latky.

Refraktometrie funguje bez zavislosti na vlnové délce svétla a vyuziva Snellova

zakona:

ny sinap = ng sinas , (1.8)

Jedna strana rovnice znazornuje, odkud paprsek vstupuje do vzorku, a druha,
jak se sifi dale ve zkoumané latce. Tato metoda se ¢asto pouziva ke stanoveni cistoty
a koncentrace latek. [3]

Zatimco interferometrie vyuziva vinové povahy zareni a jeho interakce mezi se-
bou. Pokud jsou dvé viny ve fazi, dojde ke konstruktivni interferometrii anebo
v opacné fazi, tak nastava destruktivni interferometrie, tedy dojde k zeslabeni, nebo
zesileni vin. Jelikoz se zafeni pohybuje jinou rychlosti v riiznych latkach, tak mizeme
pomoci interferometrie urcovat také cistotu a koncentrace vzorkl pomoci standardu

s vetsi presnosti nez refraktometrie. Tato metoda vyuzivé jako zdroj svétla laser. [3]

1.2.3 Turbidimetrie a nefelometrie

Tyto metody jsou zalozeny na principu Rayleighova rozptylu svétla:

7”2]%
Io

kde Iy je pivodn{ intenzita zaieni, r je vzdalenost detektoru od vzorku a I% je

Ry = = KMec, (1.9)

intenzita rozptyleného zareni pod tihlem 6. Rayleightiv pomér je pfimo tmérny kon-
centraci ¢ a hmotnosti ¢asti M. Konstanta K zahrnuje dalsi parametry jako napriklad
tithel, pod kterym bylo zareni detekovano, indexy lomu ¢i vinové délky zafeni. [3]

V pripadé turbidimetrie snima detektor zareni ve sméru zareni, tudiz zde Reylei-
huv rozptyl zptsobuje tbytek intenzity zareni oproti ptivodnimu zafeni s narustajici

koncentraci. Tato metoda je vhodné pro analyzovani vice koncentrovanych roztokii.
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Zatimco detektor pri nefelometrii je v thlu mezi 0° az 90° ke sméru zareni a po-
zorujeme zde nartst intenzity signalu po zvyseni koncentrace vzorku. Obecné je
nefelometrie citlivéjsi nez turbidimetrie a vyuziva se v imunologii jako imunonefelo-

metrie. [3]

1.2.4 IR spektroskopie

Infracervena spektroskopie se pouziva k analyze makroskopickych objektt, ale pri-
tom zde interaguji molekuly tvorici vzorek s infracervenym zarenim. Fotony IR za-
feni nemaji dostatek energie k excitaci molekul, ovSem maji energii dostacujici ke
zméné vibra¢niho ¢i rotacniho stavu molekul. Kazda vazba reaguje na IR zafeni
specifickymi vibracemi a tudiz neexistuji 2 riizné molekuly se stejnym IR spektrem.
Vice ve 3. kapitole.[3] IR spektroskopie je fyzikalni presnd a rychld nedestruktivni
technologie, ktera je vhodna pro vyuziti pti online kontrole vzorki. Jeji pouziti je Si-
roké a da se uplatnit v mnoha odvétvich. Priprava vzorkt obecné neni nutné, nebo
je velice jednoduchd a pristroje tohoto typu jsou snadné k obsluze po odborném
zkalibrovéani. [25] [16]

1.2.5 Ramanova spektroskopie

Tato metoda funguje na principu Ramonova jevu, pri némz dochéazi k neelastickému
rozptylu svétla. Pti piisobeni svétla na vzorek dochazi k prechodim molekul do vys-
sich vibracnich stavii, a tedy k nasledné ztraté energie fotonu a kvili tomu k nartastu
vlnové délky. Tedy pomoci Ramanova jevu tato spektroskopie zkouma vzorek pomoci
vibra¢nich stavit molekul. Casto je dopliiujici technikou k IR spektroskopii, jelikoz
se do analyzy pripoji vibra¢ni stavy, které IR spektroskopie nedokaze zaznamenat.
Nékdy se Ramanova spektroskopie vyuziva spole¢né s cirkularnim dichroismem, jako
takzvana Ramanova opticka aktivita, diky které mizeme pozorovat chemické vazby
a chiralitu. [3]
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2 Vliv IR zareni na struktury latek

2.1 Vlastnosti IR zareni

IR spektroskopie ziskdva pri méreni vzorku hodnoty vibrac¢nich energii. Tyto ener-
gie vznikaji pti interakci IR zareni s molekulami vzorku a nabyvaji hodnot podle
molekulové struktury a pevnosti vazeb. Diky témto vlastnostem je IR spektrome-
trie vhodna pro kvalitativni i kvantitativni analyzy vzorkt napiiklad pro zjisténi
chemickych vlastnosti molekul, mnozstvi dané latky ve studovaném vzorku, vlivu
prostiedi na molekuly a dalsi. [§]

IR zéfeni je elektromagnetické zareni v rozsahu ptiblizné od 0,4 mm do 790 nm
vlnové délky. [I5] S niz$imi vinovymi délkami navazuje na IR zareni viditelné svétlo
a s vyssimi vinovymi délkami pokracuji po IR zareni mikrovlny. IR zareni dale rozdé-
lujeme na daleké FIR zéafeni (angl. far infrared), stfedni MIR (angl. middle infrared)
a blizké NIR (angl. near infrared). IR spektroskopie v MIR je jednou z nejuniverzal-
néjsich analytickych metod, jelikoz vétsina latek se zarenim s touto vinovou délkou
ma nejvice specifickych vibra¢nich pasem a také umoznuje kvalitativni i kvantitativni
analyzu latek ve vsech skupenstvich. Zatimco IR spektroskopie v daleké infracervené

oblasti nemd velky piinos pro analyzu latek. [20]

Tab. 2.1: Rozdéleni infrac¢erveného zareni podle vinovych délek [14], 26]

Viditelné svétlo A =330 — 790nm
Blizké infracervené zafeni (NIR) | A = 790 — 2500nm
Stredni infracervené zafeni (MIR) | A =2,5 — 15um
Daleké infracervené zareni (FIR) | A = 15— 1000um
Mikrovlny A=0,1—-30cm

2.2 Typy vibraci

Molekuly, které tvori zkoumanou latku jsou tvoreny atomy a ty jsou mezi sebou
spojeny chemickymi vazbami. Kazda nelinearni molekula o N poc¢tu atomt vyka-
zuje 3N-6 vibracnich stupnt volnosti. Linearni molekula s N atomy vykazuje 3N-5
stupni volnosti. To znamend, Ze se chova jako uréity pocet (3N-6, nebo 3N-5) os-
ciloskopii. To je zptisobeno tim, ze vazby jsou schopné urcité pruznosti ¢i vibrace,
je nedostatecna k excitaci elektront z orbitali molekul, je schopna na molekuly pi-

sobit pouze zménou jejich vibra¢niho nebo rota¢niho stavu. [3, 26] V idealizované
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molekule jsou vSechny stavy popsany 3N-6 popi. 3N-5 rovnicemi. Frekvenci vibrac-
nich pohybi lze v harmonickém ptiblizeni vypocitat z kinetické (T) a potencidlni

(V) energie molekuly:

T=Y3 may (2.1)
V= ; Z fijrif(rj (22)

zde je m; hmotnost i-tého atomu a x; jeho rychlost odvozena z kartézské sou-
fadnice, r znaci soutadnici, ktera popisuje vychyleni z rovnovazné polohy v minimu
potencidlové energie, f;; tzv. silové konstanty, popisujici pruznost vazby pro i=j,
a interakéni silové konstanty pro i#j popisujici zmény pruznosti jedné vazby pii de-
formaci vazby druhé. [26]

Vsechny atomy v molekule vibruji vzdy se stejnou frekvenci. Riznit se muzou
atomy ve vychylce od rovnovazné polohy, a tim se méni i jejich potencialni energie.
Nékdy se muze vyuzit takzvanych grupovych frekvenci, kdy je potencidlni energie

pro néjakou skupinu atomt prevladajici. Tyto charakteristické frekvence jsou tabe-

lovany. [26]
v b
a) ) b) o)}
| 4 « | 3
»
valenéni valenéni deformacni
symetricka antisymetricka nuzkova
Y + .8 . -
d) - e) f)
b
deformacni deformacni deformacni
kyvadlova véjifova kroutiva

Obr. 2.1: Znézornéni nékterych vibracnich pohybt molekuly z pohledu klasické fy-
ziky [§]

Mizeme pozorovat 2 skupiny vibraci: valencéni a deformacni, pricemz deformacni

rozdélujeme jesté na rovinné a mimorovinné. Mezi valenéni vibrace patii vibrace,
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u kterych se méni délky vazeb. Zde muzeme vibrace klasifikovat jako symetrické a)
a asymetrické b).

Pokud se méni tthel mezi atomy, tak hovorime o vibracich deformacnich. Mezi
vibrace deformacni rovinné patii deformace nuzkové c) (scissoring) a kyvadlové
d) (rocking). A posledni skupina vibraci deformac¢nich mimorovinnych, kde atom
vibruje mimo rovinu ostatnich atomi, zahrnuje vibrace deformaéni véjirové e) (wag-
ging) a deformaéni kroutivé f) (twisting). [20]

Frekvence valenc¢nich vibraci jsou vzdy vyssi nez frekvence deformacni, jelikoz
k natazeni vazby je zapottebi vice energie nez k jejimu ohnuti.

Vibrace jsou ve skutec¢nosti anharmonické. Mezi energetickymi hladinami kaz-
dého oscilatorit mize dochazet k fundamentalnim, horkym, svrchnim nebo kombi-

na¢nim prechodum. [20, [§]

E,= (4+%)hv

E,
- E,= (2+%)hv
I s A il

A
\ / E,= (0+»)hv

(3+%)hv

]

- N W B
/-_‘_—-
—P
\

e T T T
1

(

Obr. 2.2: Znézornéni energickych hladin a vibrac¢nich prechodi harmonického osci-
latoru Cernd — fundamentélni pfechod, modra — horky prechod, ¢ervend — svrchni
ptrechod [26]

V je vibracni kvantové ¢islo, které mize nabyvat pouze diskrétnich hodnot 0, 1,
2... A pravé zmény vibrac¢niho ¢isla nam udavaji, o jaky prechod se jedna. Pokud
se vibracni kvantové ¢islo zméni z 0—1, tak se jedné o fundamentalni pfechod. Horky
prechod potom znamend zména vibrac¢niho ¢isla z 1—2, a pak vzdy zména vrstvy
ve vyssich energetickych vrstvach o jednu vrstvu. Svrchni ptrechod je pak zména
kvantového vibrac¢niho ¢isla o 2, 3, 4. Pti kombinac¢nich prechodech jsou aktivni
dva (bindrni), t¥i (terndrni) nebo ¢tyri prechody zdrovern. Anharmonicita vibraci

dovoluje zménu vibra¢niho kvantového c¢isla o vice nez £1. Velkou anharmonicitu
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vykazuji vazby vodiku, a proto jsou pasy vodikovych vazeb nejintenzivnéjsi.[20]

U molekul v plynném stavu dochézi soucasné k prechodiim rota¢nim, které
se projevi rotacni strukturou past. Tohle neni mozné u molekul v pevném stavu,
jelikoz se nemohou pohybovat ani rotovat. Zde stupné volnosti prechazi na pohyby
celku.[20]

2.3 Vliv podminek experimentu na tvar pasi

Pocet pést ve vibra¢nim spektru (infracervené spektrum) neni v jednoduchém vztahu
k vibrac¢nim stupniam volnosti. O aktivité vibracnich prechodi a jejich intenzité roz-
hoduje symetrie molekuly. Pti analyze vibrac¢nich spekter se vyuziva teorie bodo-
vych grup. Na zakladé této analyzy lze rozhodnout, pro které vibracni médy dojde
ke zméné dipolového momentu nebo polarizovatelnosti molekuly a tim k aktivnimu
ptrechodu, které vibra¢ni médy budou degenerované (vice médum bude odpovidat
stejnd frekvence) a které budou neaktivni. [26]

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.1, vétsina latek, které jsou zkoumany pomoci
IR spektroskopie vykazuji charakteristické absorbance v IR oblasti spektra. Tato ab-
sorbance se vypocitava napiiklad pomoci Lamber-Beerova zakona (1.5), ktery nam
riké, Ze absorbance je zavisla na koncentraci a tloustce prozarované vrstvy. Zde na-
stava problém se zkreslenim, obzvlasté peaku spektra, které nastava pii saturaci. [§]
Proto je nutné mit zkoumanou latku ve velmi tenké vrstvé, nebo pouzit rozpoustédla
¢i redidla. Volba rozpoustédla pripadné redidla je velmi dulezita. Rozpoustédlo musi
byt propustné pro zareni v urcité vinové délce idealné v co nejvétsim rozsahu, aby ne-
prekryvalo spektralni rysy zkoumané latky. Dale je dilezité, aby rozpoustédlo nebo
redidlo neovliviiovalo a neménilo vlastnosti studované latky. Vhodnym rozpouste-
dlem muze byt napriklad C'Cly (tetrachlormethan), ktery ma svij absorp¢ni pas
pouze jeden v oblasti 820 — 700cm~t. Jind rozpoustédla mohou mit i vice absorpé-
nich past. Ovsem pro ziskani celého spektra je vzdy nutné zkombinovat pri méreni
nekolik rozpoustédel. Latky, které jsou nerozpustné, lze mérit pomoci suspenze v pa-
rafinovém oleji, nebo metodou KBr tablety ¢i technikou diftzni reflexe. [§]

IR spektroskopie je fyzikalni presna a rychla nedestruktivni technologie, ktera je
vhodna pro vyuziti pti online kontrole vzorku. Priprava vzorki obecné neni nutné,
nebo je velice jednoduché a pristroje tohoto typu jsou snadné k obsluze po odborném

zkalibrovani. [25]
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3 Pristrojové vybaveni pro analyzu pomoci
infraCerveného zareni

3.1 Zakladni schéma IR spektrometru

IR spektrometry jsou ptistroje, které maji Siroké pouziti v laboratorich, ale také
se pouzivaji jako pristroje procesni. Tyto pristroje maji podobnou konstrukci, jako
pristroje pouzivané pro UV-VIS oblast. Do nejvice zjednoduseného popisu bychom
mohli zahrnout zdroj zareni, kyvetu na zkoumanou latku a detektor, ovsem kazda
z téchto ¢asti je podle zptisobu méfeni upravovana, doplnovana a specifikovana. [26]
Kazdé méreni zac¢inad promérenim pozadi, kdy se do kyvetového prostoru vlozi refe-
ren¢ni kyveta a nésledné probih& promérovani zkoumaného vzorku. Teprve az z po-
meéru ziskanych hodnot pfi méreni pozadi a méreni vzorku ziskavame tizenou hod-
notu absorbance, pfipadné transmitance. [§]

Meéfteni infracervenych spekter se provadi na tfech zédkladnich typech pristroji:

disperznich, nedisperznich a interferometrickych. [§]

3.2 Disperzni IR spektroskopie

Zdroj IR zéteni je zde keramickd tycinka, na kterou je navinut, nebo uvnitt ni je
navinut odporovy drat zhaveny na velmi vysoké teploty okolo 1000 - 1400 °C.
Tento zdroj ma byt imitaci ¢erného télesa. Nasledné je zareni smérovano na ky-
vetu, do které se umistuje vzorek. Kyvety pouzité v IR spektroskopii, by mély byt
propustné v dané spektralni oblasti. Toto pravidlo splnuji napriklad halogenidy kovt
(NaCl, KBr,Csl. . . ). Nésledné je paprsek pfiveden na monochromét, ktery se sklada
ze vstupni a vystupni stérbiny, difrakéni mrizky a kolimac¢nich zrcadel. Funkce mo-
nochromatu je rozklad IR zéareni. Pomoci otaceni difrakéni mriizky se na detek-
toru ziskdva pozadovany vinocet. [8] Posledni ¢asti spektroskopu je nutné detektor.
P1i disperzni spektrokopii se pouzivaji 2 typy detektort, a to termoelektricky nebo
pyroelektricky. U termoelektrickych vzniké elektrické napéti disledkem dopadu IR
zareni na spoj 2 kovi, které ohtiva a diky Seebecovu jevu se zde vytvari napéti. [15]
Zatimco u pyroelektrického detektoru dochézi dopadem IR zareni na dielektrikum,
které se nachazi mezi dvéma elektrodami kondenzéatoru, a tim dochazi ke zméné jeho

vlastnosti. [§]
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3.3 Nedisperzni IR spektroskopie

Nedisperzni IR spektrometry maji principalné stejnou strukturu jako disperzni spek-
trometry. AvSak zde se nevyuziva monochromatu k disperzi paprsku, ale vyuziva
se k zisku monochromatického zareni jiz pomoci zdroje. Tedy jako zdroje se zde
vyuzivaji napriklad plynové lasery, které jsou schopné dosdhnout vysoce monochro-
matického zareni. Ovsem v posledni dobé s rozvojem techniky se zac¢inaji vyuzivat
takzvané pevnolatkové lasery, ¢imz se mysli laserové diody, které produkuji zareni

na urcitych vlnovych délkdch pomoci primési na diodach. [§]

3.4 Interferometricka IR spektroskopie

V soucasné dobé vétsina pristroju pracuje predevsim s vyuzitim Michelsonova in-
terferometru, ktery nahradil disperzni mrizkové pristroje. Tuto skupinu pristroji
souhrnné nazyvame FTIR spektrometry (spektrometry s Fourierovou transformaci)
a vyrabéji se podle ucelu v riznych variantéch (rutinni, laboratorni, prenosné, stolni,
jednotcelové, modularni. .. ). P¥istroj muze byt pomoci vyuziti vice komponent po-
uzit k promérovani vétsiho rozsahu a diky pouziti vice zdroju, detektort a délict
svazku 1ze obsahnout celé IR spektrum. Pti pripojeni dalsich modulti 1ze spektrometr
upravit na Ramanuv spektrometr ¢i mikroskop. [26]

Ve vétsiné pripadu se jedné o zafizeni jednopaprskové, kdy se méreni srovnava-
ciho vzorku provede oddélené. Nasledné se provede métreni a vSechny dalsi operace
jsou provadény pouze matematicky (ode¢itani srovnavaciho méreni). Toto je mozné
diky rychlosti skenovani, kdy predpokladame, ze pozadi je v pribéhu méreni dosta-
te¢né stabilni. [26]

| |pevné zrcadlo
pohyblivé zrcadlo
1 ]
| | ||
zdroj | | | |
O > o ||
|| ||
B | |
déli¢ paprsku L) U L)
-3 +8
rekombinovany paprsek

_detektor

Obr. 3.1: Schéma Michelsonova interferometru [§]
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Na obrazku muzeme vidét, ze na déli¢i paprsku, ktery tvori polopropustné zrca-
dlo, dopada zareni pod thlem 45°. Polovina zareni projde skrz zrcadlo k pohybli-
vému zrcadlu a druha polovina se odrazi smérem k pevnému zrcadlu. Pevné zrcadlo
je kolmé k pohyblivému zrcadlu. Paprsek, ktery dopadne na obé zrcadla se odrazi
zpét k délici paprskii, kde dochazi k interferenci. Podle polohy pohyblivého zrcadla
dochazi ke konstruktivni, pokud je drahovy rozdil obou paprsku celistvym nasobkem

vinové délky, nebo destruktivni interferenci, pokud neni.[§]

drahovy rozdil = nA (3.1)

Destruktivni interference vede k snizeni intenzity zareni paprsku. Takto rekom-
binovany paprsek je odrazen smérem k detektoru skrz kyvetovy prostor. Signal je
sniman v zavislosti na poloze zrcadla. Na vstupu mame polychromatické zafend,
takze na detektor dopada zareni, které je souctem vsech interferenci. Ze ziskaného
interferogramu muzeme furierovou transformaci ziskat jiz vysledné spektrum. [§]

Zdroj zareni se voli podle oblasti, ve které chceme experiment provadét. V NIR
oblasti se tak bézné pouziva wolframova zarovka a v MIR oblasti se vyuziva zhavena
tycinka karbidi, oxidi vzacnych zemin nebo keramicka tyc¢inka. Jak jiz bylo zminéno
paprski Jednd se o reflexni vrstvu nanesenou na vhodné zvoleném nosici, i zde se
voli material podle rozsahu zkoumaného IR spektra. Vliv nosice je nutno kompenzo-
vat, a proto se k déli¢i prida jesté kompenzator vyrobeny ze stejného materialu jako
nosic. [26] Posledni ¢asti je detektor, ktery je stejné jako zdroj i déli¢ svazku zétreni
zvolen podle pouziti ptistroje a podle toho, v které oblasti chceme signal ziska-
vat. Jsou jimi napfiklad fotovodivostni detektor MCT (mercury cadmium telluride)
pro oblast 12500 — 400 em ™!, ktery obsahne témé&f celé IR spektrum, dale pak InSb
(fotovodivostni nebo fotodioda) pro 10000 — 1500 em~!. Tyto detektory maji velkou
vyhodu diky rychlé odezvé, ovsem kviili tomu musi byt chlazené napriklad kapal-
nym dusikem. V neposledni fadé se vyuzivaji také pyroelektrické detektory. Smeér,

kterym paprsek prochézi je usmérniovan pomoci zrcadel. [20]
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4 Analyza potravin IR spektroskopii

Analyza potravin je v dnesni dobé velice kyzena. To je zpusobeno vysokou kon-
stantni kvalitou potravin v obchodnich tetézcich, kdy si zdkaznik vybird mezi nej-
lepsimi produkty. Proto bylo nutné do vyroby potravin zaradit metody, které by
byly efektivnéjsi a méné pracovné narocné nez metody uzivané puvodné. Diky tech-
nickému vyvoji NIR a MIR spektroskopie je tato metoda stale velice pouzivanou
z diivodi vhodnych nedestruktivnich vlastnosti IR zareni, rychlosti odezvy systému
a relativné neptilis finanéné narocéné porizovaci cené. Diky témto vlastnostem se
stava dokonalou soucésti procest analytickych technologii (PAT). [25] Pro vyrobce
je velice dilezité sledovat slozeni potravin online pfi vyrobé, aby vyrobce mohl kon-
trolovat kvalitu jednotlivych surovin. Mimo jiné se v posledni dobé pro vyrobce
potravin stava povinnosti prokazat presné slozeni potravin a metody IR spektrosko-
pie jim mohou pomoci v dodrzovani norem a predpisi. Tedy je dulezité sledovani
procest vyroby a kvality produkti. Samoztejmé téchto metod se nevyuziva pouze

v potravinafském prumyslu, ale i v jinych odvétvich. [25]

4.1 Aplikace NIR a MIR spektroskopie pri vyrobé syru

Podle ¢lanku Woodcocka a jeho spolupracovniku [25], ktefi provedli podrobnou li-
terarni resersi v oblasti vyuziti IR spektroskopie (NIR a MIR) pfi vyrobé a kontrole
kvality syrt, jsme se mohli dozvédét, ze IR spektroskopie ma, kromé klasického ur-
¢eni slozeni a ovérovani pravosti syri, vyuziti od prvni vyrobnich postupt az po ur-
covani kvality syru.

Hned na zacatku vyrobniho procesu, kdy je z mléka pomoci koagulace potieba
vytvorit hmotu gelovitého stavu. Tu je potfeba narezat presné v okamziku, kdy gel
je jiz dostatecné tuhy k fezani. Pokud by se fezani provedlo diive, vysledny pro-
dukt by obsahoval velké mnozstvi vody. Naopak pokud by fezani bylo provedeno
pozdéji a gel by byl prilis pevny, tak by dochézelo k velkym ztratam na vysledném
produktu. Diive byl tento ¢as definovan a kontrolovan. [25] Postupné v rameci snahy
o automatizaci systému byla snaha o vyvoj senzort, které by tento cas urcily au-
tomaticky. Zprvu bylo vyuzivdano UV /VIS spektroskopie a absorbance gelu. Ackoliv
tyto metody mély dobré vysledky, tak nenasly v praxi prilisné vyuziti. To se zmé-
nilo az s vyvojem optickych vldken, kdy bylo mozné prenéset zareni pomoci téchto
vlaken a mohla byt mérena transmitance, nebo reflektance, ktera stoupa tim, jak
je gel formovan. [25] Nésledné byla provedena snaha o vyuziti NIR spektroskopie,
kterd ve vysledku ukazovala velmi presné vysledky v urceni ¢asu fezani na méné nez

100 s podle vyzkumu O’Callaghan a kol. [I8]. Ti ve svém vyzkumu porovnavali NIR
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senzory a schopnosti teplotnich (,hot wire*) a vibra¢nich senzori, kde nejlepsich
vysledku dosahovaly pravé NIR senzory. [25]

Déle se IR spektroskopie vyuziva také pri urcovani doby zrani syri. Zde se podle
¢lanku Woodcocka a jeho spolupracovniku [25] obecné vyuziva spise MIR spek-
troskopie, presnéji tedy FTIR, kdy pri zrani syru dochazi k nartistu hladiny roz-
pustného dusiku v syru a tudiz se mize detekovani této hladiny povazovat za primy

ukazatel zralosti syri. [25]

4.2 Vyuziti pri urcovani alergenii v potravinach

Firma NeoSpectra nabizi velké mnozstvi vyuziti IR spektrometrii, jako napriklad
kontroly cerstvosti potravin nebo naptiklad obsah alergenti v potravinach. Touto
oblasti se budeme dale okrajové zabyvat.

Neospectra spolecné s firmou GreenTropism vyvinuly aplikaci vhodnou k zjis-
tovani nekterych zakladnich alergentt v potravinach pomoci detektoru NeoSpectra
Micro, ktery je zabudovany ve specidlné vyrobeném obalu pro mobilni telefony. [16]
Pravé diky mobilni aplikaci a obalu NeoSpectra je mozné kdekoliv detekovat vybrané
alergeny, coz muze byt v budoucnu hojné vyuzivano mezi alergiky. V soucasné dobé
je tato aplikace stale ve vyvoji a momentalné funguje pouze pro mobilni telefony
znacky iPhone. Ovsem jiz nyni se daji pomoci této aplikace zjistit 2 latky. Aplikace
zjisti, zda kéva (mletd zrna) obsahuje kofein nebo ne. Druhou latkou, kterou umi
tato aplikace rozpoznat je lepek a to bud v mouce, nebo v uz upeceném pecivu.
Dalsi pripravovanou casti této aplikace je detekce proteinti obsazenych v ofechach.
[16]

4.3 Sledovani obsahu sacharidii v cerealiich

Dalsi aplikaci, kterou nabizi NeoSpectra, je vyuziti pri sledovani obsahu sacharidi
v cerealiich. V dnesni dobé se z ceredlii stava popularni potravina ke snidani, a to
i v mnoha dietnich jidelnic¢cich diky dobrym nutricnim hodnotam. Nicméné dle pre-
hledu na strdnce NeoSpectra [16] upozornuji v ndvaznosti na zpravy od Ventury
a kol. z roku 2011 a Walkera a kol. z roku 2014, Ze ne vzdy je ve slozeni vytiste-
ném na obalu potravin spravné uvedené mnozstvi sacharidi. Sacharidy se vyuzivaji
v cerealiich ke zlepsSeni chuti a jako potahovy material, ktery neni tak lepivy jako na-
priklad fruktézovy kukufiény sirup. Bohuzel velké mnozstvi prijimanych sacharidi
zpusobuje obezitu, ¢imz se dostavame do konfliktu s vySe zminovanymi dietnimi
jidelnicky. [16]
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K zjistovani obsahu sacharidi se da vyuzit hned nékolika metod. Naptiklad se vy-
uziva vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), enzymatickd a elektroche-
mické analyza a v neposledni fadé i spektroskopicka analyza. Vsechny tyto metody
jsou ucinné a presné, ovsem pri HPLC a enzymatické analyze se objevuje nékolik
komplikaci. Jedna z nich je vysoka cena takovéto analyzy a dalsi problém je potieba
velkého mnozstvi vzorku. Oproti tomu vyhodou NIR spektroskopie tyto nevyhody
nemé a nabizi vysledky, které jsou srovnatelné s vysledky HPLC. [16]
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5 Vlastnosti zkoumanych latek

5.1 Kava

Kéva je dulezitou soucésti zivota mnoha lidi. Mnozi lidé piji kavu, aby nabudili svij
organismus a potlacili tak pocit tinavy. Tento efekt na lidsky organismus ma kava
diky kofeinu.

Na svété existuje nékolik druhit kavovnikl, ovSem nejrozsitenéjsi jsou 2 typy.
Necastéjsi je arabica, ktera se péstuje v hornatych, chladnych oblastech. Jeji chut je
jemnéjsi a vice aromaticka oproti dalsimu velmi rozsitenému druhu robusté. Robusta
byla vypéstovana na Javé a jeji chut je vice hotkd a mnohem silnéjsi. [20]

Velky vliv na kvalitu kdvy ma jeji zpracovani a to konkrétné prazeni. Prazeni je
velmi diilezity proces pfi zpracovani kavovych zrn. Cely proces prazeni musi probihat
ur¢itou dobu. Pokud bychom kavu prazili déle nebo i kratsi dobu, chut by byla
vyrazné negativné ovlivnéna. Aby byla dodrzena co nejlépe doba prazeni, vyuziva
se také infracervené spektroskopie, kde mizeme podle spektra poznat, jak byla kava

prazena (viz. Obr. 5.1), ¢i jaké mnozstvi cizorodych latek obsahuje. [2]
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Obr. 5.1: Vliv miry prazeni a druhu kédvy na IR pektrum [2]

5.1.1 Kofein

Kofein je dilezitou latkou v kave, diky které se kava casto uziva. Jeji obsah v kave
je 0,5 — 2,5 % [20]. Chemicky se jedna o alkaloid s purinovym jadrem [10]. Kofein
mé charakteristické peaky v IR spektru na vlnoétech mezi 1600 - 1700 cm-1 (6250

- 5882 nm). Ty se nachazeji v MIR a tudiz nejsou pro tuto praci pouzitelné [22].
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Tato latka slouzi k ochrané semen proti parazitujicim organismium, kdyz se do-
stanou do pudy. Pro ¢lovéka je smrtelnd davka 150 mg kofeinu na 1 kg lidské vahy
[20].

Jeho tcinek pfi tinavé je v jeho schopnosti vazat se na receptory citlivé na ade-
nosin, ktery zpomaluje prenos nervovych vzruchi. Tim, Ze se kofein navaze na mista
pro adenosin, tak omezi jeho uc¢inek. Ptisobi také na nadledviny, které zacnou pro-
dukovat adrenalin. Ten ptisobi povzbudivé na organismus (zrychluje srde¢ni ¢innost,
zvysi se krevni tlak, prohloubi se dychani). Vyplavuje se také do krve dopamin, jenz
navozuje pocit Stésti. Kvili témto vlastnostem piisobi podobné jako nékteré drogy

a lze si na né&j vybudovat zavislost. [20]

5.1.2 Vyroba bezkofeinové kavy

Kéva bez kofeinu je ¢asto zadana u lidi s jistymi zdravotnimi problémy. OvSem ani
bezkofeinova kava neni zcela zbavena kofeinu a i tak urc¢ité male mnozstvi kavy ob-
sahuje. Pii vyrobé bezkofeinové kavy se uplatnuji predevsim 2 metody odstranovani

kofeinu a to evropsky proces a Svycarsky vodni proces. [T, O]

Evropsky proces

Jedna se o ¢astéjsi zplisob odstranovani kofeinu z neprazenych kavovych zrn. Zelena
kavova zrna jsou namdacena do vody, dokud se nerozeviou [I] a nasledné jsou pro-
myvana chemickym rozpoustédlem. Nejbéznéjsim rozpoustédlem je methylenchlorid.
Praveé dichlormethan mé své charakteristické peaky i v nami vyuzivané oblati IR.
Tyto peaky se nachazeji pri vlnovych délkach 1417 nm, 1690 nm, 1838 nm, 2068 nm,
2245 nm [13]. Rozpoustédlo do sebe absorbuje kofein z kdvovych zrn. Posledni fazi
odstranovani kofeinu je promyti zrn vodou, aby byla odstranéna veskera chemikalie
a zrna se susi. Tato metoda zachova kavé chut a aroma, pricemz pouzita chemikalie

zanech&va na chuti pouze drobnou stopu. [I}, 9]

Svycarsky vodni proces

Tato metoda oproti evropskému procesu nevyuziva zadna organicka rozpoustédla.
Prvnim krokem je zde vytvoreni zeleného kavového extraktu. Ten vznikd namocenim
zelenych kavovych zrn do horké vody. Do vody se z kavovych zrn vyloudi kofein,
aromatické oleje a dalsi latky ovlivnujici chut kavy. Takto vylouhovana zrna jsou
odstranéna a dale se jiz nepouziji. Ze vzniklého roztoku je odstranén kofein pomoci
uhlikového filtru. Diky jeho poérovitosti je odstranén pravé pouze kofein. Nasledné je
vzata nova davka zelenych kavovych zrn, kterd jsou namocena do zeleného kdvového

roztoku vyrobeného v predchozich krocich. Diky tomu, Ze tento roztok jiz obsahuje
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ze zrn rozpustné aromatické latky, ale kofeinu byl zbaven, tak diftizi do roztoku
proniké pouze kofein. Ten je nasledné z roztoku opét odstranovan uhlikovym filtrem
a zrna jsou promyvana, dokud neni odstranén témér vSechen kofein. [I]

Takto pripravena bezkofeinova kéva oproti evropskému procesu ma méné vyraz-
nou chut a aroma, ale ovSem neni zde chut poskozena chuti rozpoustédla. Tento

proces odstraniovani kofeinu neni vhodny pro odridy kévy Robusta. [9]

5.2 Lepek

Lepek (gluten) je protein obilovin. Obsah bilkovin udava takzvanou silu mouky.
Velky vliv na silu mouky mé pravé lepek. To znamend, Ze tésto vyrobené z této
mouky, je schopné vazat velké mnozstvi vody a také je schopné zadrzovat velky
objem plyni. Pecivo si tak zachovava svij objem a tvar. [11]

Pod nazev lepek mtize byt zahrnuto vice moznych variant proteinii. Dfive ozna-
¢eni lepek patrilo pouze strukture, ktera vznikla vyhnétenim pSeni¢ného tésta. Poz-

Bézny psSenicny lepek ma v NIR oblasti nékolik charakteristickych peakii a to pri
vlnovych délkdch 1190, 1488, 1735, 1974, 2054, 2162 nm [6].

1190, 1488, 1735, 1974, 2054, 2162 nm

Obr. 5.2: NIR spektrum pseni¢ného lepku a skrobu [6]
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Na obr. 5.2 mizeme pozorovat 2 spektra pseni¢ného lepku a skrobu, ktery se pri
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odstranovani lepku z mouky pouziva jako jeho nahrada, kterd zastupuje potrebné

vlastnosti lepku. [23]

5.2.1 Problémy organismu s lepkem

Zakladnimi komplikacemi lidského organismu s lepkem muzou byt alergie a nebo
celiakie. Celiakie je zavazné onemocnéni, pri kterém lidsky organismus pii kontaktu
s urcitou sekvenci aminokyselin obsazenych v lepku zpusobuje zavaznou autoimu-

nitni reakci. Oproti alergiim je zde nutné zcela omezit prijem lepku.[23]

5.2.2 Zpasoby odstranéni lepku ze stravy

Obiloviny obsahujici lepek jsou v lidské stravé nahraditelné. Mame nékolik moznosti
jak potraviny obsahujici lepek nahradit.

Jednou z moznosti je lepek z mouky vyprat. Ovsem pokud je lepek takto z mouky
odstranén, musi byt jeho vlastnosti nahrazeny jinou latkou, jako napriklad priprav-
kem ze skupiny hydrokoloidi, Skrobem a dal$imi. [23]

Mizeme pouzivat potraviny, které lepek neobsahuji. Zde musi byt pti vyrobé
téchto potravin dodrzeno, aby se do tohoto procesu nemohla dostat zadna jind po-
travina lepek obsahujici, aby nekontaminovala bezlepkovy vyrobek. To samé plati
i pro prostory, kde se takové potraviny bali a skladuji.

Existuji obiloviny lepek neobsahujici jako napriklad kukufice, ryze a dalsi. Pri-
padné lze obiloviny nahradit zcela jinymi surovinami jako jsou naptiklad brambory.

Specifickou obilovinou je oves, ktery lepek obsahuje ve velmi malém mnozstvi
oproti ostatnim lepek obsahujicim obilovindm. Proto je pro nékteré pacienty mozné

oves pouzit jako ndhradu lepkovych mouk. [23]
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6 Analytické metody vyuzivané pri analyzach
IR spekter

6.1 Kuvalitativni analyzy

Pti kvalitativnich analyzach jsou vyuzivany data banky, které obsahuji informace,
jaké vazby a na kterych vinovych délkach zareni maji nejvétsi absorbanci. Tim
padem se v absorp¢nim spektru na dané vlnové délce vyskytuje peak. Tyto tzv.
funkéni skupiny nasledné vyhledavame v celkovém spektru zkoumané latky. Existuji
nekteré softwary, které tuto analyzu provadéji. [19]

Tyto metody se nazyvaji metody pod dohledem. Oproti tomu, pokud nemame
dostatek nezavislych dat, abychom mohli provést validaci namérenych dat, pouzi-

vame metody bez dozoru, jako jsou napiiklad PCA a HCA. [4]

6.2 Analyza hlavnich komponent

Pri analyze spekter se velmi ¢asto také vyuziva analyza hlavnich komponent (PCA)
[2, [4, 19, 21], 24], 25]. PCA mé za kol provést na velkoobjemovych datech redukci
téchto dat a vytvoreni sady hlavnich komponent (PC), které charakterizuji variabi-
litu naméfenych dat. [24] Prvni komponenta vzdy zobrazuje nejvétsi rozptyl v da-
tech, druhd poté druhy nejvétsi atd. [4]. Diky PCA lze rozpoznat, jak se rtuzné
materidly od sebe odlisuji. [I9] Hlavni komponenty jsou lépe a lehceji interpretova-
telné nez puvodni data a pritom maji dostacujici vypovidajici hodnotu o mérenych

vzorcich. [24]

6.3 Hierarchicka shlukova analyza

Hierarchickd shlukova analyza (HCA) je analyza fungujici na principu vytvareni
shlukt podle vzdalenosti spekter a shluki mezi sebou. Pricemz shlukovani probiha
nejdrive mezi jednotlivymi spektry a nasledné i mezi jiz vytvorenymi shluky. Tento
proces probihd neustdle dokola, dokud se nevytvori 2 velké posledni shluky, mezi
kterymi je vypocitana vzdalenost. Ze ziskanych dat miize byt vytvoren dendrogram
podle vypoéitanych vzdalenosti. Casto se k vypocétim HCA vyuziva Wardova algo-
ritmu spole¢né s vypoctem Euklidovské vzdalenosti. [4, 2I] Wardova metoda fun-
guje na principu nalezeni a shlukovani co nejhomogennéjsich dat, pricemz dochazi
ke ztraté informace. Kritériem je soucet druhych mocnin vzdalenosti mezi objekty
[12].
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K vyhodnoceni testu je nasledné dle literatury Severcan pouzito porovnavani
senzitivity a specificity testii. Senzitivita nam udava kolik procent pozitivnich vzorkt
bylo testem oznaceno jako pozitivnich, zatimco specificita ndm dava hodnotu, kolik

procent skuteéné negativnich vzork bylo oznaceno testem jako negativni. [21]
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7 Postup meéreni

V praktické ¢asti bylo zméreno nékolik vzorkt riznych potravin. Bylo provedeno
predzpracovani a analyza jejich spekter za tcelem zjisténi vyuzitelnosti pristroje

NeoSpectra pri rozlisovani kvality potravin v NIR oblasti.

A

7.1 Komponenty méfrici techniky

7.1.1 NeoSpectra-Micro

Hlavni komponentou métici techniky je integrovany senzor NeoSpectra-Micro od firmy
Si-Ware Systems, ktery by meél nabizet pti svych malych rozmérech podobné vlast-
nosti jako laboratorni spektrometry.

Tento spektrometr je schopny pracovat v oblasti NIR mezi vlnovymi délkami
1350 — 2500 nm. Zakladnim principem fungovani spektrometru je FTIR, ktera je
bézné vyuzivana v laboratornich spektrometrech slouzicich k presnému kvantita-
tivnimu i kvalitativnimu urcovani. Spektrometr funguje na principu Michelsonova

interferometru vytvoreném na MEMS ¢ipu.

MEMS
Actuator

Beamsplitter

Fixed Mirror

Obr. 7.1: Provedeni Michelsonova spectrometru na MEMS ¢ipu

Jako zdroj zareni jsou zde umistény 3 lampy v takzvané optické hlavé pristroje.
Je zde moznost vyuziti pouze 2 lamp, pokud to vyzaduje provedeni experimentu.
Lampy jsou umistény do vrcholi trojihelniku a ve stfedu trojuhelniku je prizor,
ktery privadi odrazené zareni k detektoru. Optickd hlava ma na svém vystupu ke-
ramické okénko, které je prizptusobeno primému kontaktu se vzorkem.

Celé zatizeni je konstruovano na Raspberry Pi desce, ktera mize fungovat jako
samostatny ovlada¢ spektrometru, nebo slouzi ke komunikaci s jinym zafrizenim.
Deska Raspberry Pi zaroven disponuje ulozistém, na které lze ukladat vysledky ex-
perimentii. K ovladani zarizeni existuje software, pomoci kterého 1ze ovladat spek-

trometr a zakladné si nastavovat vzhled spektrogramu.
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Obr. 7.2: Blokové schéma pouzitého spektrometru NeoSpectra [17]

V programu NeoSpectra lze nastavit specifikace méreni. Lze mérit Vykonovou
spektralni hustotu (PSD), reflektanci a transmitanci nebo absorbanci v zavislosti
na vinové délce, nebo vinoctu. Lze zde také nastavit kontinudlni mod, kdy pristroj
proméruje vzorek v urcitych intervalech, nebo méd, kdy je vzorek proméren jednou.
Posledni moznosti, kterou lze nastavit, je doba zafeni lampami, kde lze nastavit

rozmezi nékolika sekund.

Obr. 7.3: Celkovy vzhled zarizeni NeoSpectra na Raspberry Pi [16]
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Obr. 7.4: Ukazka absorpcniho spektra ziskaného z aplikace NeoSpectra-Micro.
Modra krivka znazornuje IR spektrum sypané soli.

Cervena kiivka znazoriuje IR spektrum sypaného cukru.

7.1.2 Software SpectroMOST__Micro_1.0

K ovladani pristroje se vyuziva software SpectroMOST __Micro_ 1.0 od firmy Si-Ware
Systems. Software nabizi prehledné uzivatelské prostredi k ovladani spektrometru,
ve kterém lze jednoduse nastavovat jednotlivé parametry méreni a zobrazuje v grafu

jednotliva zmérena spektra.

Spectrum

YoReflectance o Transmittance

Q) neoseectz

Obr. 7.5: Uzivatelské prostredi softwaru SpectroMOST Micro 1.0
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Pomoci ptistroje 1ze mérit bud spektrum zvolené latky, nebo pripadné vykonovou
spektralni hustotu. Dale zde v levé ¢asti programu miizeme zvolit, jestli chceme mérit
absorbanci, ¢i reflektanci/transmitanci a to zavislou na vlnové délce, ¢i na vlnocislu.
Je mozné také nastavovat dobu osvitu vzorku. Dale jsou zde tlacitka k ovladani
pristroje jako Background, Start, Stop a tlacitka k ukladani a nahravani ziskanych
spekter. Mozné tu jsou i 2 rezimy snimani. Prvni z nich ziska spektrum, které nahraje
a vykresli na obrazovce. Piipadné jde postupné ziskat a zobrazit vice spekter do jed-
noho grafu. Druhym rezimem ziskavame spektra online, kdy spektrometr opakuje

meéreni kazdé 3 sekundy a namérena data prepisuje.

7.1.3 Stojan spektrometru a kyvety

Spektrometr NeoSpectra a kyveta byly pfi méfeni uchyceny v plastovém stojanu.
Stojan byl vyroben proto, aby pfi métenich nedochéazelo ke zménam pozic kyvety
a spektrometru vici sobé, coz by mohlo vytvorit rizné nezadouci artefakty ve spek-
trech a tim i chyby v méreni. Stojan byl navrhnut panem Ing. Vratislavem Harabi-

Sem, Ph.D. a nésledné vytisknut na 3D tiskarné Ustavu biomedicinského inZenyrstvi.

Obr. 7.6: Stojan spektrometru a kyvety

7.1.4 Kyvety

Aby experiment spravné fungoval a vysledky ziskané z néj byly validni, musime uva-
zovat i o volbé kyvet k experimentu pouzitych. Pri volbé kyvet, ve kterych se bude
promérovat, je zapottebi zjistit, jaké je jejich absorpcéni spektrum. Material, ze kte-

rého jsou vyrobeny, by nemél mit ve zkoumaném rozmezi vinovych délek vyrazné
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absorpcni peaky. Jeho spektrum by mélo byt co nejvice konstantni, aby zareni tlumil
rovnomérné pri vsech vinovych délkach stejné a signal se pouze tlumil, ale nezkres-
loval. V idedlnim pripadé by méla byt absorbance nulova, ¢ehoz v praxi nelze zcela
dosdhnout.

Nejvhodnéjsi materialy, které jsou vhodné pro pouziti pri analyze v NIR oblasti
jsou sklo, nebo kfemenné sklo. [6]

K provedeni experimentu v této bakalarské praci byla zvolena kyveta anglické
firmy Lightpath Optical. Pouzita kyveta ma obdélnikovy tvar s optickou drahou
10 mm. Jedna se o kyvetu vyrobenou z difizniho kiemenného skla. Jeji absorpéni

spektrum je mozné vidét na obrazku Obr. 7.7.
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Obr. 7.7: Zavislost absorbance diftizni IR kyvety na vinové délce

Na obrazku miizeme vidét, ze absorpcni krivka kyvety je vrozmezi priblizné 0,15
absorpce a ma tendenci vice pohlcovat IR zareni o vétsich vinovych délkach. Ovsem
tuto zménu mizeme povazovat za témér minimalni a takto maly rozdil se snazime

potlacit pri predzpracovani dat.

7.1.5 Spektralon

Aby pristroj spravné fungoval, je potreba pred zacatkem meéreni promérit pozadi,
aby pristroj mohl néasledné spravné vypocitat skutecnou absorbanci. Spektralon je
latka, kterd by méla mit co nejvétsi odrazivost pro rozsah, ktery si zvolime. Abychom
spravné vybrali vhodny spektralon, tak pri jeho vybéru sledujeme ktivku reflektance,

kterou vyrobce doklada k danému typu. PTi sestavovani naseho experimentu jsme
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zvolili spektralon od firmy Labshere, model SRS-75-020 Reflectance Standard, jehoz
reflektance pro nase zkoumané vlnové délky je znazornéna v grafu na Obr. 7.8.
Mizeme zde vidét, ze v nasem sledovaném rozsahu se reflektance pohybuje mezi 80
az 85 %.
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Obr. 7.8: Zavislost reflektance spektralonu na vlnové délce

Spektralon byl pouzit pouze pri kontrolnich méfrenich vzorkid a v nasledném
experimentu uzit nebyl, jelikoz byl vytvoren stojan spektrometru a kyvety. Sice
nebylo dosazeno tplného odrazu vsech slozek IR zareni rovnomérné, ale jako pozadi
byly zaznamenany optické vlastnosti kyvety a stojanu, které také ovliviuji vysledek
méreni. Mimo to smyslem této prace neni zjistit presna spektra zkoumanych latek,

ale jejich rozdily mezi sebou.

7.2 \Volba promérovanych latek

Vybrané latky, které byly v experimentu promeéreny, byly vybrany podle pokusi,
které demonstruji funkénost ¢ipu NeoSpectra-Micro. [16]

Prvnim experimentem bylo prométeni a porovnani 2 vizualné podobnych latek.
Témito latkami byly cukr a sil.

Hlavnimi latkami zkoumanymi pri experimentu byly kava a mouka. Konkrétné
by se mélo jednat o rozpoznavani nékolika druhti kavy, kterd obsahuje kofein a kavy,
ktera kofein neobsahuje. Dalsim experimentem by mélo byt promérovani mouky,

kterd lepek obsahuje a kterd neobsahuje.
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Vysledkem by mélo byt zjisténi zda-li je NIR spektroskopie pti pouziti zvolené

mérici techniky vhodna pro rozlisovani 2 stejnych latek s jinym obsahem sledované

slozky. To by mohlo pomoci napriklad alergikiim na lepek nebo lidem, kteri z rtiznych

divodt nemohou pit kofeinovou kavu. V pripadé kladného vysledku by se mohlo

uvazovat o zakomponovani spektrometru NeoSpectra do chytré domacnosti. [16]

7.2.1 Popis latek pouzitych v experimentu

Kava

Zrna kavy byla mleta na stejnou hrubost (pouzivand pro piipravu espressa).

Tab. 7.1: Druhy kav, jejich rozdéleni a zakladni informace

Kofeinové

Bezkofeinové

Arabica Brasil Santos (Kafe Kodé)

Arabica Brasil Santos (Kafe Kodd)

- evropsky proces

Arabica Kolumbie (LamCafé)

- Colombia Excelso Bilbao

Arabica Kolumbie (LamCafé)
- Colombia Excelso Bilbao

- Svycarsky vodni proces

Robusta (Bellarom)

Mouka

Tab. 7.2: Druhy mouk, jejich rozdéleni a zakladni informace

Lepkové

Bezlepkové

psSeni¢nd mouka polohrubé (Basic)

psSeni¢na mouka (Nomix)
- deproteinovany pseni¢ny skrob,

lupinovou, kukufi¢nou a Inénou mouku

ovesnd mouka celozrnnd (Natural Jihlava)

ovesnd mouka celozrnnd (Natural Jihlava)

smés na chléb rustikdlni (Nomix)
- deproteinovany psSeni¢ny skrob, lupinovou,

jahlovou mouku, bramborové vlocky a vldkninu

Inénd mouka (Naturfarm)

hrachova smés (Hraska)

- hrich, smés obilovin, sul
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7.3 Postup méreni a zpracovani namérenych dat

Cely experiment probihal v nékolika fazich pro kazdou mérenou latku.

7.3.1 Ptiprava pristroje a zkoumané latky

Na zacatku méreni musi byt pristroj umistén do stojanu a pripojen pomoci USB
kabelu do pocitace, ve kterém je nainstalovany software firmy Si-Ware Systems
SpectraMOST _Micro_ 1.0. Po ptipojeni pristroje do pocitace a spusténi programu
dojde k automatickému vyhledani a sparovani zarizeni se softwarem.

Software umoznuje nékteré moznosti nastaveni métreni. Pro ucely tohoto expe-
rimentu bylo nastaveno méreni absorpce v zavislosti na vinové délce, dale potom
meéreni jednotlivych spekter a doba osvitu 1 s.

Pokud probéhlo veskeré nastaveni, tak do stojanu, ve kterém jiz médme pfipra-
veny spektrometr, vlozime prazdnou kyvetu a v softwaru nechame promérit pozadi.
Lampy zarizeni NeoSpectra vyzaruji pii méreni pozadi zareni o stejné intenzité jako
pri béZném meéreni. Promérenim pozadi zjistime velikost intenzity dopadajictho NIR
zafeni na detektor, ktera bude vyuzita jako intenzita Iy k vypoctu absorbance podle
rovnice 1.3. Do této intenzity je zapocitané zareni vyzarené pristrojem a nésledné
odrazené od kyvety, plastového stojanu a déle se také pricte NIR zafeni z okoli. Toto
zafeni bude miniméalni, jelikoz vyrobeny stojan slouzi také k zamezeni ovliviiovani
meéreni okolnim elektromagnetickym zarenim tim, Ze je pro kyvetu vytvorena ne-
prusvitna komiirka. Kyveta a stojan jsou také promeéreny spoleéné s pozadim proto,
aby jejich absorbance nebyla povazovana za absorbanci zkoumané latky:.

Nésledné do kyvety nasypeme zkoumanou latku a mirné (tak aby nedoslo k po-

skozeni kyvety) udusdme, aby mezi sypkym vzorkem bylo co nejméné vzduchu.

7.3.2 Ziskani dat a jejich predzpracovani

Nyni jiz muzeme prejit k promérovani pripravenych vzorkt. Pokud jiz mame pristroj
a kyvetu vlozenou do stojanu, tak méreni spektrometrem jiz ovladame pouze pomoci
softwaru. Software automaticky vykresli ziskané spektrum dané latky. Ziskané spek-
trogramy lze ulozit jako obrézek ve formatu .png, nebo ve formatu .SPECTRUM,
kdy jeden soubor obsahuje data potiebnd k vykresleni jednoho spektra. To znamena,
ze jeden soubor obsahuje vektor vinovych délek a k nim nalezici vektor absorbance.

Soubory ve formatu .SPECTRUM byly nacteny do Matlabu ve formatu ma-
tice pomoci automaticky vytvorené funkce, ve které byly provedeny drobné tpravy
k urychleni nac¢itani. Dand matice v kazdém sloupci obsahuje data k jednomu spek-

trogramu a pozice ve sloupci udava k jaké vinové délce se danéd hodnota vztahuje.
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Vzorkovaci frekvence pristroje je pevné nastavena, tudiz bylo mozné vektor konkrét-
nich vlnovych délek ulozit pouze jednou pro veskera méreni.

Nasledovalo predzpracovani dat. Jednd se o velmi dilezitou ¢ast prace s daty
pred samotnou analyzou. Nejdtive byla zapocata vizudlni kontrolou namérenych dat.
K dalsimu postupu predzpracovani dat byla v Matlabu vytvorena funkce. Ta méla
slouzit k omezeni vlivu chyb a odstranéni vychozich odchylek, které mohly vznik-
nout napriklad pouzitymi kyvetami, ¢i néjakym posunem pristroje a tim i spekter.
Ovsem predzpracovani by mélo byt provadéno co mozna nejméné, aby nedochazelo
k zavadéni nezadoucich artefakt do dat. [4]

V ramci predzpracovani byla nejdiive veskera namétena spektra u jedné zkou-
mané latky zprumérovana, abychom ziskali co nejvérnéjsi obraz skutecného spektra
dané latky. U tohoto zprimérovaného spektrogramu byla nalezena nejnizsi mista
mezi peaky. Diky témto ziskanym pozicim minim byla provedena linearni korekce
na zakladni linii. To znamena, ze byly vzdy dva body ohranic¢ujici jeden peak vyu-
zity k ziskani linearni zavislosti mezi nimi. Diky této linearni zavislosti jsme jiz byli
schopni odecist od vsech spekter dané latky v konkrétnim bodé spravnou hodnotu
k tomu, abychom ziskali presnéjsi obraz velikosti peaku. Ten by mél byt mnohem

méné ovlivnény posunem zpusobenym nekonstantni absorpci pouzité kyvety. [4]

7.3.3 Zhodnoceni vyuzitelnosti ziskanych spekter

K vyhodnocovani ziskanych dat a jejich rozdili bylo podle literatury [21], 4] vyu-
zito hierarchické shlukové analyzy. K vypoctu vzdalenosti mezi spektry byl vyuzit
Warduv algoritmus s Euklidovskymi vzdalenostmi, ktery vytvari shluky podle nejpo-
dobnéjsich spekter a dale pak i podle shlukl. Nasledné je vytvoren dendrogram, kdy
na ose y je zobrazena Euklidovska vzdalenost mezi shluky. Vykresleni dendrogrami
bylo provedeno v Matlabu pomoci implementovanych funkci. Poté byla vypocitana
senzitivita a specificita [21], 4] daného testu, kdy jako pozitivni nalez byly povazo-
vany vzorky obsahujici inkriminovanou latku (kofein, lepek). Senzitivita je schopnost
vzorek obsahujici inkriminovanou latku zatradit spravné mezi pozitivni nalezy. Spe-
cificita udava procento spravné zarazenych vzorkl latek do negativniho nélezu. Vy-
hodnoceni, zda-li je rozdil mezi zkoumanymi latkami dostatecny, bylo ur¢eno podle
zobrazeni predzpracovanych spekter vizualné, vizualné pomoci dendrogramt a také

pomoci senzitivity, specificity a Euklidovské vzdalenosti mezi vyslednymi 2 shluky.
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Obr. 7.9: Zobrazena spektra jsou spektra bezkofeinové kavy Brasil Santos.
Vrchni spektrogram zobrazuje namérend data.
Spodni spektrogram zobrazuje data po provedeni jejich predzpracovani.
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8 Nameérena data a diskuse vysledkii

V ramci experimentu bylo navrhnuto 8 hypotéz, které mély zjistit vyuzitelnost pri-
stroje NeoSpectra pri kontrole kvality potravin. Konkrétné byla testovana rozlisovaci
schopnost pristroje v NIR.

8.1 Hypotézy a jejich diskuse

Dokazeme pomoci pristroje NeoSpecrtra od sebe odlisit cukr a sil.

Heterogenita

N
I

[ B R R B e e T T I Y [ EEEEN SRR

sal cukr

Obr. 8.1: Dendrogram cukru a soli

Pti pozorovani cukru a soli byly metodou HCA ziskany 2 shluky, jejiz Eukli-
dovskéa vzdalenost mezi nimi byla 5,396, samotna spektra nemaji zadné spolecné
rysy. Senzitivita i specificita byly 100 %. Vizualné je mezi spektry dat objeveno
velké mnozstvi spolu nesouvisejicich peakiit mezi obéma vzorky. Z tohoto divodu
a také proto, ze heterogenita byla 5,396 a zadné z jednotlivych métreni nebyla zara-
zena chybné, muzeme tvrdit, ze pomoci pristroje NeoSpectra miizeme rozeznat dvé
zrakem obtizné rozlisitelné latky jako je cukr a siil.
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Obr. 8.2: Detail dendrogramu cukru a soli
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Obr. 8.3: Predzpracovana spektra cukru a soli

(Gervené kiivky zndzornuji cukr, modré kfivky zndzornuji sil)
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Dokazeme pomoci pristroje NeoSpectra rozliSit bezkofeinovou a kofeinovou
kavu stejného druhu. Kofein byl z kavy odstranén evropskym procesem.
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Obr. 8.4: Dendrogram kavy pripravené evropskym procesem
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Obr. 8.5: Detail dendrogramu kavy pripravené evropskym procesem
Métenim se snazime zjistit, jestli ptistroj NeoSpectra zjisti pritomnost kofeinu

mezi dvémi kédvami stejného druhu. Bezkofeinova kava byla vyrobena evropskym

procesem za pouziti dichlormethanu. I presto, Ze je dichlormethan z kavy odstranén
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Obr. 8.6: Predzpracovana spektra kofeinové kavy a kavy bezkofeinové pripravené
evropskym procesem
(Gervené kiivky znazornuji kofeinovou kdvu, modré kfivky znazornuji bezkofeinovou kévu)

promyvanim po procesu, néjaké stopové mnozstvi v kavé zistane a ovlivni i jeho
chut. Diky tomu bychom mohli sledovat paeky tohoto organického rozpoustédla
ve spektru. Pozice peaku dichlormethan jsou popsany v teorii v kapitole 5.1.2.
Na vyobrazeném predzpracovaném spektru pozorujeme vétsi absorbanci u bezko-
feinové kavy priblizné na vinovych délkach okolo 1500 nm. Tento peak by mohl byt
ovlivnén absorbanci rozpoustédla na pozici 1417 nm. Rozdil vinovych délek mohl
vzniknout, pokud ptistroj nebyl dokonale kalibrovan. Pomoci HCA byly vytvoreny
dva clustery, které obsahovaly vzdy pouze méreni totozné latky. Senzitivita a speci-
ficita byly 100 %. Euklidovska vzdédlenost mezi shluky byla mensi nez pii vyhodno-
covani cukru a soli a byla 2,954. I zde ovsem byla pozorovana velka rozlisnost a tudiz
nevyvracime hypotézu, ze pristroj NeoSpectra rozlisi bezkofeinovou kavu vyrobenou

evropskym procesem a kofeinovou kavu stejného druhu.
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Dokazeme pomoci pristroje NeoSpectra rozlisit bezkofeinovou a kofeinovou
kavu stejného druhu. Kofein byl z kavy odstranén Svycarskym procesem.
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Obr. 8.7: Dendrogram kavy pfipravené Svjcarskym procesem
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Obr. 8.8: Predzpracovana spektra kofeinové kavy a kavy bezkofeinové pripravené
Svycarskym procesem
(Gervené kiivky znazornuji kofeinovou kévu, modré kfivky znazornuji bezkofeinovou kévu)

Pokud byl pristrojem NeoSpectra méren rozdil mezi kdvami stejného druhu, pri-

¢em? v jednom druhu kavy byl kofein odstranén Svycarskou vodni metodou, nebyly
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rozdily jiz tak velké. Jednotliva méreni byla pritazena spravné do 2 clusterti. Tudiz
senzitivita i specificita zde byly 100 %. OvSem rozdil mezi 2 hlavnimi clustery byl
velmi maly. Euklidovska vzdéalenost je zde pouze 0,615 a také podle spektrogramu
predzpracovanych dat obou druhtt kavy mtzeme zaznamenat, ze rozdil mezi jednot-
livymi spektry je velmi maly. Pti této metodé se vyuzivaji pouze latky ziskané z kavy
rozpusténé ve vodé, ktera je nasledné vysusena a charakteristické peaky pro odstra-
nény kofein se vyskytuji pri jinych vlnovych délkach, nez které vyuziva NeoSpectra.
Podle téchto vysledkt spektrometr neni prilis vhodny pro rozlisSovani kofeinové kavy

a bezkofeinové kavy pripravené Svycarskym vodnim procesem.
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Dokazeme pomoci pristroje NeoSpectra z nékolika vzorki kav rozlisit kavy bez-
kofeinové a kofeinové, nebereme-li ohled na druh kavy, ani na jejich zpracovani

vCetné odstranéni kofeinu a doby prazeni.
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Obr. 8.9: Dendrogram 5 druhi kav

K testu hypotézy jsme pouzili 3 druhy kofeinové kavy a 2 druhy kavy bez kofeinu,
kdy jeden vzorek byl piipraven evropskym procesem a druhy Svycarskym vodnim
procesem. Kofeinové kavy Robusta a Arabica Brasil Santos byly zarazeny do jednoho
clusteru. Do druhého clusteru byly zarazeny bezkofeinové kavy a kava kofeinova Ara-
bica Kolumbie, ktera byla prirazena do shluku k bezkofeinové kavé stejného druhu.
Senzitivita testu je zde 66,67 % a specificita 100 %. To znamen4, Ze zadnd bezkofei-
nova kava nebyla zarazena chybné jako kofein obsahujici kava, ovSem 1/3 kofeinové
kavy byla zatazena jako kava bezkofeinova. Euklidovska vzdalenost mezi clustery
kofeinové a bezkofeinové kdvy byla 3,04. Z testu této hypotézy jsme zjistili, ze pri-
stroj NeoSpectra a zvolend analyza nejsou vhodné pro rozpoznavani bezkofeinové
kévy pfipravené Svycarskou vodni metodou. Ovsem vzdélenos mezi obéma hlav-
nimi shluky byla pomérné velka 3,04. Tudiz k potvrzeni ¢i vyvraceni této hypotézy

by bylo zapottebi promérit vice vzorkt kav pripravenych riznymi metodami.
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Lze urcit, ktera z mérenych mouk obsahuje lepek, pokud méfime obycejnou
mouku a mouky, které jsou nahradami lepkovych mouk pomoci pristroje Neo-

Spectra.
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Obr. 8.10: Dendrogram pseni¢né a Inéné mouky
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Obr. 8.11: Detail dendrogramu pseni¢né a Inéné mouky
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Obr. 8.12: Predzpracovana spektra pseni¢né a Inéné mouky
(Gervené kiivky zndzornuji pSeni¢nou mouku, modré kiivky zndzortiuji Inénou mouku)

Pti porovnani spekter Inéné mouky a psSeni¢né mouky byl pozorovan rozdil uz pri
vizualizaci predzpracovanych dat. Vsechna méfeni byla urcena do spravnych clus-
teru, tudiz senzitivita i specificita byly 100 %. Euklidovské vzdalenost byla 2,633.

mouka a hrachova smes.png
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Obr. 8.13: Dendrogram pseni¢né mouky a hrachové smésy

Néasledné pri porovnani spekter totozné pseniéné mouky a Hrasky (hrachova

nédhrada mouky na zahustovani pokrmi) bylo opét dosazeno zahrnuti vSech méteni
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Obr. 8.14: Detail dendrogramu pseni¢né mouky a hrachové smeési
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Obr. 8.15: Predzpracovand spektra pseni¢né mouky a hrachové smési
(Gervené kiivky zndzornuji pSeni¢nou mouku, modré kiivky zndzornuji hrachovou smés)

do spravnych clustert. Senzitivita i specificita byly 100 %. Euklidovska vzdélenost
byla témér dvojnasobnd oproti vzdalenosti spekter mezi Inénou moukou a psSeni¢nou
moukou a jeji hodnota byla 4,668. To muze byt zptisobeno tim, ze Hraska obsahuje
vice slozek, které rozdily spekter zpusobuji. U obou experimenti bylo dosazeno
dobrého rozliseni zkoumanych latek. Spektrometr mizeme pouzit k rozlisSovani téchto
latek.
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Mizeme pomoci pristroje NeoSpectra urcit, jestli mouka obsahuje lepek, pokud

mérime béznou pSenicnou mouku a psenicnou mouku, ktera byla zbavena lepku.
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Obr. 8.16: Dendrogram lepkové a bezlepkové pseni¢né mouky
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Obr. 8.17: Detail dendrogramu lepkové a bezlepkové pSeni¢né mouky
K potvrzeni této hypotézy byla provedena meéreni pseni¢né mouky a pseniéné

mouky zbavené lepku. Opét i zde byla vsechna méteni zatazena do spravnych clus-

tert, tedy senzitivita i specificita testu byly 100 % a Euklidovska vzdalenost byla 1,69.
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Obr. 8.18: Predzpracovana spektra lepkové a bezlepkové psenicné mouky
(Gervené kiivky zndzornuji lepkovou mouku, modré kiivky zndzortiuji bezlepkovou mouku)

Na vykreslenych datech byl pozorovan drobny rozdil. Ten mohl byt zptisoben obsa-
hem latek, které v bezlepkové mouce nahrazuji lepek jako naptiklad jahlova mouka,
¢i zahustovadlo nebo skrob viz. kapitola 5.2.3. K posouzeni této hypotézy by bylo

zapotiebi promérit vice druhit pseni¢nych mouk zbavenych lepku.
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Mizeme pomoci pristroje NeoSpectra urcit, jestli mouka obsahuje lepek, pokud

mérime béZnou ovesnou mouku a ovesnou mouku, ktera byla zbavena lepku.
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Obr. 8.19: Dendrogram lepkové a bezlepkové ovesné mouky
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Obr. 8.20: Predzpracované spektra lepkové a bezlepkové ovesné mouky

(Gervené kiivky zndzornujf lepkovou mouku, modré kiivky znézornuji bezlepkovou mouku)

Pti zkoumani této hypotézy bylo opét dosazeno spravného zatazeni do 2 clusterii
a senzitivita i specificita zde byly 100 %. Ale Euklidovska vzdalenost mezi clustery
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byla velmi méla a to 0,4. Dle teorie popsané v kapitole 5.2.2 je ovesna mouka u né-
kterych leh¢ich forem lepkovych alergii snasena. Z toho divodu je mozné, ze zde

neni pozorovan tak velky rozdil mezi lepkovou a bezlepkovou ovesnou moukou.
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Lze pomoci pristroje NeoSpectra rozeznat, zda-li mouka obsahuje lepek.
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Obr. 8.21: Dendrogram 5 druhi mouk

Pri zkouméni vice druhtit mouk a jedné pSenicné bezlepkové smési na pripravu
chleba byla do jednoho clusteru zatazena vsechna data psSeni¢né mouky obsahu-
jici lepek. Zbyla méreni byla pritazena druhému clusteru véetné lepek obsahujici
ovesné mouky. Problém s urcovanim ovesné mouky byl pozorovan uz pfi experi-
mentu pouze s ovesnou moukou. Euklidovskd vzdalenost mezi dvéma vyslednymi
clustery byla 2,239. Stejné druhy mouk byly i tak zarazeny do malych shluki s vy-
jimkou bezlepkové pSeni¢né mouky a pseni¢né bezlepkové smeési na chléb. Ty byly
v ramci jednotek méteni pritazeny do mensich shlukii mezi sebou. Senzitivita testu
zde byla 50 % a specificita testu byla 100 %.

Jelikoz nebylo provedeno méteni na vice vzorcich, nemiizeme s jistotou tvrdit
spolehlivost tohoto testu. Ovsem spravné zarazeni psenicné mouky obsahujici lepek
ukazuje, ze by se timto smérem mohlo uskutecnit vice méteni, aby byla ziskana
presnéjsi data k tomu, aby se pfistroj mohl v praxi pouzivat pro urcovani obsahu

lepku v pSeni¢nych moukach.
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Zavér

V bakalarské praci bylo teoreticky zpracovano téma optickych laboratornich metod
se zamerenim na IR spektrum. V literature bylo zjisténo, jaké vlastnosti by mély mit
komponenty mérici soupravy. To bylo také z casti experimentalné provéreno a mérici
souprava byla vytvorena.

Nasledné bylo nutné zvolit promérované latky, které mély byt pristrojem roze-
znavany. Zakladni experiment probéhl na vzorcich dvou zcela odlisnych latek, které
jsou vizualné podobné a to cukru a soli, kde doslo k rozeznani latek.

Prvni vétsi skupinou zkoumanych latek byla kava u které se zkoumalo, zda-li
jednotlivé vzorky kofein obsahuji, ¢i nikoliv. Zde bylo zjisténo, ze znatelny rozdil
mezi namérenymi spektry je mezi kofeinovou kavou a bezkofeinovou kavou stejného
druhu, pokud byl kofein odstranén evropskym procesem. U vzorku, kde byl kofein
odstranén Svycarskym procesem, nebyl rozdil mezi spektry vzorki kav dostateény.

Do dalsi skupiny zkoumanych latek patfily mouky a jejich bezlepkové néhrady.
Meélo byt zjisténo, jestli je mozné rozeznat, kterd z mouk lepek obsahuje a ktera jej
neobsahuje. Byly proméreny mouky pSenicné, ovesné a dalsi alternativy bezlepko-
vych mouk. RozliSovaci schopnost u mouk, které byly zcela zbaveny lepku byla nizsi
nez u vzorku kavy bez kofeinu (evropsky proces) a klasické kavy. Ovesnd mouka
méla mensi heterogenitu nez mouka pseni¢néd. Nedoslo u ni k rozeznani mezi lepko-
vou a bezlepkovou variantou. U mouky pSenicné je zapotiebi k rozhodnuti o pou-
zitelnosti spektrometru k rozeznavani lepkovych a bezlepovych mouk provést dalsi
méreni. Dalsi nahrady lepkovych mouk, jako Inénd mouka a Hraska, byly spektro-
metrem rozeznatelné od lepkpvé pseni¢né mouky.

V této praci bylo provedeno zakladni méreni a k presnéjsim vysledkiim by bylo
zapotiebi zamérit se pouze na mensi studovanou oblast a provést testem vétsi mnoz-
stvi vzorki. V dalsi praci se spektrometrem by se tedy dala podrobnéji prostudovat
pouze jedna ze zkoumanych oblasti (naptiklad urceni obsahu kofeinu pii pouziti
Svycarské vodni metody...). P¥ipadné by bylo vhodné vytvofit dalsi testovaci po-
stup a provést testy na vétsim poctu vzorki, aby analyzy mély vétsi vypovidajici

schopnost, a novy postup a postup pouzity v této praci porovnat.
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Seznam symboli a zkratek

A
e}

ATR

FIR
FTIR

HCA
HPLC
IR

MCT
MEMS
NIR

PAT

PC

PCA

S

T

UV zareni
UV oblast
VIS

absorbance

soucinitel absorbance

technika zeslabené totalni reflektance
molarni absorpéni koeficient
vzdalené infraCervené zareni
infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci
Planckova konstanta

hierarchicka shlukova analyza
vysokotc¢inna kapalinova chromatografie
infracervené zareni

vlnova délka

fotovodivostni detektor
Mikroelektromechanické systémy
stfedni infracervené zareni

procesy analytickych technologii
sada hlavnich komponent

analyza hlavnich komponent
Poyntingtuv vektor

transmitance

ultrafialové zareni

ultrafialova oblast

viditelna oblast
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A Obsah elektronické prilohy

Prilozeny soubor obsahuje 3 soubory s daty a to namerena_ data, data_nacitani_matlab
a predzpracovana,_ data. Déle také obsahuje 3 skripty v Matlabu, které byly pouzity
pri praci s daty a soubor vlnova_ delka.mat, ktery obsahuje vektor vlnovych délek

pouzivany k nacteni do Matlabu k predzpracovani dat.

A.1 Soubory s daty

Tab. A.1: Oznaceni vzorki ve vsech prilozenych souborech

cukr vzorek cukru

sul vzorek soli

kaval | vzorek kavy Robusta

kava2 | vzorek kavy Arabica Brasil Santos

Lol vzorek kavy Arabica Brasil Santos,
ava
bezkofeinova pripravena evropskym procesem

kavad | vzorek kavy Arabica Kolumbie

vzorek kavy Arabica Kolumbie,
kavab o e . )
bezkofeinova pripravena Svycarskym vodnim procesem

moukal | vzorek pseni¢né mouky

mouka?2 | vzorek Inéné mouky, bezlepkova

moukad | vzorek hrachové smési Hraska, bezlepkova

mouka4 | vzorek ovesné mouky, bezlepkova

moukad | vzorek ovesné mouky

moukab | vzorek pseni¢né mouky, bezlepkova

mouka?7 | vzorek chlebové smeési, bezlepkova

namerena_data

Soubor obsahuje data ve formatu .SPECTRUM. Tato data byla ulozena po méteni
vzorku v softwaru SpectroMOST Micro 1.0.

data__nacitani_matlab

Soubor obsahuje namérend data, kterda byla pomoci Matlabu ve skriptu Import

upravena do maticového tvaru a jsou pripravena pro dalsi zpracovavani.
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predzpracovana_data

Do tohoto souboru byla ulozena predzpracovana data, kterd se vyuzivala k vysledné

analyze a vytvareni dendrogramii.

A.2 Matlab skripty

Import

Tento skript slouzi k prevedeni namérenych dat z formatu .SPECTRUM do matice
.mat, se kterou uz lze déale pracovat v Matlabu.

Predzpracovani

Skript Predzpracovani slouzi k predzpracovani dat, kterd lze nésledné analyzovat.
Vstupem jsou namétrend data, upravena pomoci skriptu Import.

Analyza

Tento skript slouzi k analyze dat. Jsou zde funkce k vypocitani a vykresleni dendro-

grami. Vkladame do vstupni matice veskera data, ktera chceme spolu analyzovat.
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