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Stanoveni kvality méku setého a makoviny metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti.

1 Cil metodiky

Mak sety je pro nasi republiku tradi¢ni plodinou, skliziiova plocha se pohybuje kolem
20 000 — 30 000 ha s primérnym vynosem 0,5 — 0,8 t/ha semene. Tato plodina poskytuje
olejnata semena s velmi dobrymi dietetickymi vlastnostmi a makovou slamu (makovinu) pro
vyuziti ve farmaceutickém primyslu. V¢EtSina péstovanych odrid jsou materidly
modrosemenné, zbylou Cast tvoti bélosemenné. Makové semeno se na rozdil od jinych olejnin
zpravidla dale nezpracovava pro zisk oleje, ale byva uréeno pro ptimy konzum. Semeno méku
obsahuje 46 % oleje v suSiné. Nejvétsi zastoupeni v makovém oleji ma kyselina linolova
(70 %), jde tedy o olej vysychavy, lehce degradovatelny (nachylny ke Zluknuti). Vyznamnym
ptinosem pro lidskou vyZzivu je obsah vapniku v semeni méku - ve 100 g makovych semen je
obsazeno 1400 mg vapniku, coz je 12 x vice nez v mléce. Konzumace 100 g makového semene
tedy zabezpeci 100 % doporucené denni davky tohoto prvku. Jedna se o optimalni alternativu
pro lidi salergii na kravské mléko, pro déti ve vyvinu i zeny v dobé piechodu
[1, 2].

V Ceské republice a dalich slovanskych statech se péstuje mak potravinaisky. Zatimco
Vv ostatnich statech svéta je péstovan mak technicky. Ten je vyuzivan k produkci alkaloidt pro
farmaceutické ucely, v hor§im piipadé je zneuzivan pro produkci drog (opium, heroin).
Pé&stovani pro obsah alkaloidii je diametralné rozdilné s nutnosti dopadu do pouzité odridoveé
skladby. Maky z tohoto diivodu délime do skupin potravinarskych a technickych. Zatimco
potravinaiské maky se Slechti pfedevsim na vynos semene, technické na vynos makoviny a co
nejvyssi obsah alkaloidii v ni. Semeno maku alkaloidy neobsahuje, protoZze ty se tvofi
v mléc¢nicich, které v semeni obsazeny nejsou. Pti kombajnové sklizni (a to predev§im u makt
technickych, péstovanych v zapadni Evropé pro produkci alkaloidii) se prach z makoviny
usazuje na povrchu semen a kontaminuje je nezadoucimi alkaloidy. Nejvyznamngj$im
alkaloidem je opiovy alkaloid morfin tvofeny pouze nékolika druhy rodu mak (Papaver).
Kromé makovic se spole¢n¢ s dalsimi alkaloidy (kodein, tebain, papaverin, narkotin a fady
dal$ich) naléza ve vSech ¢astech rostliny maku, kromé semen. Morfin je farmaceuticky cenénou
a zatim stdle nenahraditelnou latkou, ktera se vyuziva v lékafstvi pro tlumeni akutnich
i chronickych nesnesitelnych bolesti po turazech, operacich, srde¢nim infarktu a pfi
predoperacni priprave [1, 2, 3].

Cilem této certifikované metodiky je rozsifeni spektra vySetiovacich metod pro ucely
hodnoceni hlavnich kvalitativnich parametrd maku setého. Doposud byly tyto parametry ve

f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. sledovany pomoci piesnych laboratornich referen¢nich metod
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Stanoveni kvality méku setého a makoviny metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti.

(LRM), coz je velmi naro¢né Casoveé i finan¢né. Proto jsou klasické metody, jakymi jsou napf.
plynova chromatografie (GC), extrakce, vysokouc¢inna Kapalinova chromatografie (HPLC)
nebo  gravimetrie, Vvprovozni praxi nahrazovany = modernéjSimi,  levné&j$imi
a rychlejSimi metodami hodnoceni, predevsim v ptipad¢ nutnosti hodnoceni vétsiho mnozstvi
vzorkli v omezeném ¢ase. Typickym piikladem takové metody je spektroskopie v blizké
infraervené oblasti.

V predlozené metodice je uveden postup hodnoceni primarniho produktu maku setého -
makového semene (stanoveni olejnatosti a skladby hlavnich mastnych kyselin v oleji)
a makoviny (obsah morfinu a kodeinu) pomoci spektroskopie v blizké infracervené oblasti.
Metoda spektroskopie v blizké infradervené oblasti s Fourierovou instrumentaci (FT-NIRS) je
v soucasné dobé€, pro svoji ¢asovou nenaroc¢nost, nedestruktivnost a niz$i ndklady na analyzu,
bézné pouzivanou metodou v celé tfadé¢ vyzkumnych i kontrolnich laboratofi. Touto
jednoduchou, ale zaroven dostatecné presnou metodou je mozné stanovit Siroké spektrum
slozek potravin, krmiv, produkti a souvisejicich materiald. FT-NIRS je velmi vhodné pro
rychlou a soubéznou analyzu vétSiho rozsahu kvalitativnich znakt testovanych vzorkd.

Konkrétnim cilem vlastni certifikované metodiky je:

- vyvinuti FT-NIR kalibra¢nich modell pro stanoveni hlavnich kvalitativnich znakd,;

- optimalizace vyuziti metody FT-NIRS pro stanoveni obsahu oleje, skladby mastnych kyselin
v semeni maku setého a obsahu morfinu a kodeinu v makoving;

- popsani a vyhodnoceni kalibrace a vérohodnosti vysledkd stanoveni olejnatosti semen,
skladby mastnych kyselin v oleji a obsahu alkaloidi v makoviné (morfin, kodein).

Zavedenim hodnoceni kvalitativnich parametri maku pomoci spektroskopie v blizké
infraervené oblasti dojde k vyraznému zefektivnéni prace v téchto oblastech:

(1) zefektivnéni Slechtitelského procesu - zavedeni rychlé a levné metody stanoveni
kvalitativnich parametric. makového semene a makoviny umozni efektivnéjsi selekci
Slechtitelskych materidlti (pfi srovnatelnych nakladech bude mozno realizovat analyzu mnohem
vétsi kolekce materidlii nez s vyuzitim piesnych metod). Stejné jako u fady jinych plodin, je
také u maku setého hlavnim faktorem rozhodujicim o kvalité vysledného produktu geneticky
zéklad materialu. Slechténi, tedy tvorba novych odrid, se tak nabizi jako vhodny prostiedek
pro ovlivitovani kvalitativnich parametrii a sledovani pozadovanych uZzitkovych sméri. Napf.
na zékladé obsahu alkaloidl v makoving, pfedev§im morfinu, jsou odridy maku diferencovany
na technické (farmaceutické) a potravinarské, piipadné kombinované typy. Z hlediska
potravinaiské kvality jsou pak dilezitymi ukazateli obsah oleje v semeni a obsah mastnych

kyselin v oleji.
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(2) pfi hodnoceni genetickych zdroji v ramci Narodni program konzervace a vyuzivani
genetickych zdroji rostlin a agrobiodiverzity (NP). NP je zaméfen na shromazdovani
a uchovavani cennych genetickych zdroji hospodaisky vyznamnych zemédélskych plodin,
mezi které patii i mak sety. Nové ziskany material od darct je nejprve zafazen do kolekce
pracovni, kde jsou shromazd’ovéana jeho dostupna pasportni data. Dale je vzorek regenerovan,
aby se ziskalo dostate¢né mnozstvi osiva pro ulozeni do Genové banky a pro realizaci
maloparcelnich pokust k ziskani popisnych dat, jako jsou popsané morfologické
a fenologické znaky, vynosové parametry a kvalitativni ukazatele produkce. Mezi né€ patii jak
olejnatost semen, skladba mastnych kyselin v oleji, tak obsah hlavnich alkaloidii v makoviné

(napf. morfin, kodein).
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2 Vlastni popis metodiky

2.1 Uvodni ¢ast

Metoda FT-NIRS patii obecné mezi metody molekulové spektroskopie zalozené na
principu absorpce ¢asti infraéerveného zafeni jednotlivymi molekulami analyzovaného vzorku.
Infracervena spektra zaznamenavaji zmény ve vibracnich a rotaéné vibracnich pohybech
molekul. Infracervené zateni je Cast elektromagnetického spektra v rozsahu vinovych délek 780
nm az 1000 nm (v piepoctu na vinodet 12 821 — 10 cm™). Z praktickych diivodd se podle
vlno¢tl rozliSuje oblast vzdalena, stiedni a blizka. Blizka oblast (near infrared, NIR) je
charakteristickd rozmezim vInoétd 12 821 — 4000 cm™. P#i porovnani s b&zné pouzivanymi
postupy nabizi tato metoda mnoho vyhod: NIR spektrum muize byt zaznamenéano v nékolika
malo sekundéch, charakter analyzy je nedestruktivni, nevyzaduje obvykle Zadnou upravu
vzorku a v mnoha ptipadech ptfipousti, Ze vzorky mohou byt po métfeni znovu pouzity. Metoda
FT-NIRS je pro svou predikéni schopnost pouzivana nejen v zeméd¢€lstvi, ale hlavné v oblasti
potravinatského, chemického ¢i farmaceutického pramyslu. FT-NIRS ma také své nevyhody.

Je to metoda sekundarni a pofizovaci cena pristroje je relativné vysoka [4, 5].

2.2 Vyvoj a validace kalibra¢nich modelii

Vyvoj NIR metody pro stanoveni sledovaného parametru v poZadovanych matricich je
zalozen na vytvoreni kalibra¢ni rovnice (modelu) z dostate¢né rozsahlého souboru métenych
vzorkl, ktera kvantifikuje vztah mezi informaci NIR absorpce a hodnotu stanovenou labora-
torni referencni metodou. Kalibracni model pro urcity parametr vyjadiuje miru korelace mezi
vysledky ziskanymi NIR metodou a laboratorni referencni metodou a pro jeho spolehlivé vy-
tvofeni je potieba ziskat dostate¢n¢ obsahly soubor analyzovanych vzorkt. Pro sestaveni kalib-
racnich modell je vzdy potieba shromazdit dostateCny pocet vzorkil s pfijatelnym rozpétim
hodnot z hlediska dostate¢né robustnosti celé metody. Zaroven by méla ¢etnost hodnot jednot-
livych slozek byt rovnomérné rozloZena, coz je v ptipad€ biologického materialu, jako jsou
makova semena a makovina, zna¢né obtizné [4, 5].

Ve f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.0. byly postupné vytvoreny kalibra¢ni modely pro
stanoveni obsahu oleje, hlavnich mastnych kyselin (kyseliny palmitové, stearové, olejové, li-
nolové, linolenové a erukové) v semeni maku a morfinu a kodeinu v makoviné. K experimen-
talnim G¢eltim a pro realizaci pfesnych analyz za ucelem tvorby kalibra¢nich modelu byly po-

uzity vzorky semen a makoviny maku seté¢ho. Rostlinny material pochéazel ze Slechtitelského
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programu f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. a kolekce NP. Tyto vzorky byly béhem let 2017 —
2019 ziskéany z polnich maloparcelnich odridovych pokust v Opavé. U vsech sklizenych po-
lozek byla ziskana spektra v blizké infracervené oblasti. Po nasnimani vzorkl spektrometrem
byly nasledné vzorky analyzovany pomoci LRM. Stanoveni obsahu oleje bylo provedeno ex-
trakéni metodou podle normy CSN EN ISO 659, ktera definuje vaZzkové stanoveni obsahu oleje
po extrakci petroletherem, oddestilovani rozpoustédla a vysuSeni vyextrahovaného tuku
vzorku. Obsah susiny byl stanoven gravimetrickou metodou podle normy CSN EN ISO 665 po
4 hodinéch suseni pii 103 °C. Pro zjisténi obsahu alkaloida byla pouzita metoda HPLC/UV-
VIS. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve form& methylestert mastnych kyselin bylo
zjisténo pomoci GC/FID podle normy CSN EN ISO 12966-1, 12966-2. Vechny pouzité me-
tody jsou validované a rutinn€ na pracovisti pouzivané [6, 7, 8]. Celkovy pocet vzorkli a rozsahy

nalezenych koncentraci jednotlivych slozek jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka |

Charakteristika soubord maku setého a makoviny pro tvorbu kalibra¢nich modela

Slozka Jednotky Metoda n? Rozsah Pramér
Vihkost % Gravimetrie 78 4,56-9,44 6,81
Olej % pii 8 % vlhkosti Extrakce 123 37,28-48,18 42,68
C16:0° % GC/FID 145 7,00-10,60 8,91
C18:0¢ % GC/FID 141 1,00-2,50 1,86
c18:1¢ % GC/FID 152 9,70-24,10 18,07
C18:2¢ % GC/FID 149 63,10-78,30 70,41
Cc18:3f % GC/FID 149 0,20-1,40 0,69
Morfin % HPLC/UV-VIS 672 0,03-2,64 0,75
Kodein % HPLC/UV-VIS 633 0,01-0,67 0,10

2 Poget vzorkd, P kyselina palmitova, ¢kyselina stearova, 9 kyselina olejova, ®kyselina linolova, fkyselina linole-
nova
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Pti vyvoji jednotlivych kalibracnich modelii byly vzorky semen maku nebo pomleté ma-
koviny proméfovany v rotacnich kruhovych kyvetéach, které jsou opatieny kiemennym dnem
propustnym pro NIR zateni na spektrometru FT-NIR Antaris Il (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA) vybavenym interferometrem a integra¢ni sférou pracujici technikou difusni reflektance.
Spektra byla ziskana v rozsahu 10 000 — 4000 cm™ pii rozliseni 2 cm™, poétem scanti 128
a pomoci softwaru Omnic for Antaris. Vysledny signal zafeni byl zaznamenavan na detektoru
z InGaAs. Kazdy vzorek byl méfen dvakrat a pro vypocet bylo pouzito pramérné spektrum.
Kalibra¢ni modely pro kvantitativni analyzu pfisluSnych analytd byly vyvinuty vhodnou re-
gresni metodou S vyuzitim chemometrického programu Thermo Scientific TQ Analyst
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Na zaklad¢ ziskané zavislosti mezi spektralni informaci
a slozenim vzorku byl vytvofen pro kazdou kvantitativni analyzu zv1ast’ kalibracni model po-
moci algoritmu Partial Least Squares (PLS, metoda ¢asteénych nejmensich ¢tverci) bez deri-
vace nebo byla spektra upravena 1. derivaci a vyhlazenim za pouziti Norrisova derivaéniho
filtru (obrazek 1 ptiklad FT-NIR spekter semen maku a obrazek 2 ptiklad FT-NIR spekter ma-
koviny). K vyvoji kalibra¢nich modeld pro jednotlivé analyty byly vyuzity rozdilné spektralni
intervaly (tabulka II).

000 500
Vinocet (cm-1)

Obrazek 1 FT-NIR spektra vybranych 20 vzorkli semen méku
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Vinocet (cm-1)

Obrazek 2 FT-NIR spektra vybranych 20 vzorkti makoviny

Tabulka Il

Pouzité spektralni intervaly pro tvorbu kalibra¢nich modelti nejvyznamnéjsich slozek sledova-

nych béhem Slechténi maku setého

Slozka

Spektralni intervaly (cm™)

VIhkost (%)

Olej (% pii 8 % vlhkosti)
C16:0% (%)

C18:0° (%)

C18:1° (%)

C18:29 (%)

C18:3% (%)

Morfin (%)

Kodein (%)

8943-5949; 5620-4508

8439-8144; 5967-5508; 4954-4101

8760-7542; 6819-6083; 5368-5266; 4388-4062

8787-4395

9456-8858; 8389-8179; 7104-6810; 5935-5609; 5280-5190
9169-8747; 8126-6031; 5918-5577; 4476-4183

8434-7582

7068-5870; 5262-4861

5931-5619; 4902-4102

3 kyselina palmitov4, ®kyselina stearova, ¢ kyselina olejova, ¢ kyselina linolov4, ®kyselina linolenova



Stanoveni kvality méku setého a makoviny metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti.

Optimalni spektralni oblasti byly vybrany na zaklad¢ diagnostiky ,,Statistical Spectra®,
ktera generuje sérii syntetickych spekter, jez ilustruji variabilitu prezentovanou v kalibra¢nich
standardech. Pokud vzorky vykazovaly velkou odchylku mezi naméfenymi a predikovanymi
hodnotami, nebo objevila-li se spektralni odchylka ve zméfeném spektru, byly ze souboru vy-
lou¢eny pomoci diagnostik Spectrum Outlier, Leverage a Principal Component Scores. Byla
vyjadfena standardni chyba kalibrace (RMSEC) a korela¢ni koeficient kalibrace (R). Pro ové-
feni spolehlivosti, robustnosti a ptesnosti kalibraénich modelt byla pouzita uplna kiizova a ex-
terni validace. Ktizova validace poskytuje optimalni pocet latentnich proménnych (hlavnich
komponent). Pti kiizové validaci se vychazelo ze stejné sady vzorkl jako pfi kalibraci, byla
vyjadiena chyba kiizové validace (RMSECV) a hodnota korela¢niho koeficientu kiizové vali-
dace (Rcv). Externi validace byly provedeny softwarové, automatickym vybérem valida¢nich
standardl z kalibra¢niho souboru. Pti vypoctu chyby predikce byly valida¢ni standardy z ka-
libracniho souboru vylouceny. Jejich pocet byl vzdy roven ptiblizné 10 procentiim z celkového
poctu standardi zadanych a rovhomérné pokryvaly kalibracni intervaly. Byla vyjadiena chyba
predikce (RMSEP) a hodnota korela¢niho koeficientu predikce (Rp). Predikéni schopnosti vy-
tvofenych kalibraénich modelt byly ovéfeny porovnanim LRM a NIR metody na testovanych
vzorcich, které nebyly zahrnuty do vyvoje kalibraéniho modelu. Mezi priméry predikovanych
a referenénich hodnot nezavislého souboru vzorki nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil.

Vytvorené kalibra¢ni modely budou kontinualné dopliovany nejen o vzorky s malou cet-
nosti, ale 1 o vzorky bézné, protoze skliziiovy rok, zejména pokud se pribéh pocasi vyznamné
1181 od ro¢niki, ve kterych byly shroméazdény kalibra¢ni standardy, mize mit na spektra a tim
i na presnost analyz vliv. Modely zlistanou priitbéznou aktualizaci robustni a ¢aste¢né se elimi-
nuje vliv proménné matrice ptirodniho materialu. V tabulce 11l a na obrazku 3A — D, 4E - F
jsou uvedeny vysledky kalibrace vybranych jakostnich znaki, charakteristiky a kvalita NIR

modelt maku setého a makoviny.
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Tabulka Il

Parametry kalibracnich modeli méku setého a makoviny

Slozka  n? fglg‘;)il Derivace RMSEC® R® RMSECV! Re® RMSEPT Rl
zg/'(SkOSt 78 6 ggﬁvace 0085 0,998 0111 0997 0,134 0,995
Olej
(%pii8% 123 11 3g§ivace 0224 0993 0324 0985 0310 0,987
vihkosti)
.nh

g/gs.o 145 11 ggﬁivace 0335 085 0430 0830 0413 0827
.nch

g/ga.o 141 11 ggﬁivace 0147 0904 0177 0858 0211 0,870
i

g/if'l 152 11 3g§ivace 0499 00983 0680 00958 0,793 0,954

Cc18:2 prvni

o0 149 10 P 0448 0986 0618 0953 0890 0836
.nk

g/%f'?’ 149 11 3g§ivace 0026 0988 0098 0933 0110 0,974

Morfin 672 12 ggfivace 0119 0936 0,154 0,891 0,151 0,947

Kodein 633 13 ggﬁivace 0054 0859 0064 0756 0,087 0,768

2 Pocet vzorkd, P chyba kalibrace, ¢ korelaéni koeficient kalibrace, ¢ chyba kfizové validace, ¢ korelaéni koeficient
kiizové validace, " korelaéni koeficient predikce, 9 korelaéni koeficient predikce, "kyselina palmitova, " kyselina
stearova, | kyselina olejova, I kyselina linolova, “Kkyselina linolenova
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Obrazek 3A - D Kiizova validace modelu pro stanoveni obsahu oleje (RMSECV = 0,324, Rcv
= 0,985), kyseliny palmitové (RMSECV = 0,430, Rcv = 0,830), olejové (RMSECV = 0,680,
Rcv = 0,958) a linolové (RMSECV = 0,618, Rcv = 0,953)

07

2.7

NIR hodnoty (%)
NIR hodnoty (%6)

a7

o Referenéai hodnoty (%) = o Referentni hodnoty (%)

Obrazek 4E - F Kiizova validace modelu pro stanoveni obsahu morfinu (RMSECV = 0,154,
Rcv = 0,891) a kodeinu (RMSECV = 0,064, Rcv = 0,756)

2.3 Zhodnoceni vyvinutych Kkalibra¢nich modeli a metody spektroskopie v blizké
infracervené oblasti pro predikci kvality maku setého a makoviny
Kalibra¢ni model pro predikci obsahu oleje vykazuje Siroky rozsah znaku a vysokou
uroven korelacnich koeficientt. Standardni chyba kalibrace byla pro olej 0,224, chyba kiizové
validace 0,324 a chyba predikce 0,310. Chybami RMSEC, RMSECV a RMSEP je ovéfovana
pouzitelnost kalibra¢nich modeli. Maly rozptyl hodnot vSech tfi chyb u modeld svédci
0 jejich vhodnosti k praktickému pouziti. Hodnota chyby predikce je srovnatelna s referencni

metodou a publikovanymi hodnotami, napt. Cizmar (2014) udava RMSECV 0,38 [9].

10
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Kalibra¢ni model pro predikci obsahu vody vykazal hodnotu korela¢niho koeficientu
kalibrace 0,998, coz opét ukazuje na velmi silnou regresni zavislost. Model se vyznacuje
pomérné vysokou robustnosti, charakterizovanou ptijatelnym kalibraénim rozsahem, dobrou
urovni korela¢nich koeficienttii, obecné nizkou a vzajemné vyrovnanou chybou kfiZzové validace
i chybou predikce. Standardni chyba kalibrace pro vlhkost byla 0,085, chyba ki#izové validace
0,111 a chyba predikce 0,134. Model je mozné pouzivat pro rutinni hodnoceni vzorkd.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny palmitové vykazuje béznou §ifi znaku
a dostate¢ny pocet standardi. Hodnota korela¢niho koeficientu kalibrace byla 0,859 (stiedné
silnd zavislost). RMSEC byla 0,335, RMSECV 0,430 a RMSEP 0,413. Standardni chyby
kalibrace, kiizové validace i predikce dosahly vyrovnanych, ale vyssich hodnot.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny stearové vykazal hodnoty korela¢niho
koeficienti 0,858 - 0,904. Nizsi hodnoty korela¢nich koeficientd mohou byt zpisobeny uzsim
koncentra¢nim rozsahem této kalibrace. RMSEC byla 0,147, RMSECV 0,177 a RMSEP 0,211.
Maly rozptyl hodnot vSech tfi chyb tohoto modelu svéd¢i o vhodnosti pouziti kalibraéniho
modelu pro potieby hodnoceni testovanych vzorkd.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny olejové vykazal hodnotu korela¢niho
koeficientu kalibrace 0,983 (silna zavislost) a pro predikci obsahu kyseliny linolenové 0,986.
RMSEC byla v piipad¢ kyseliny olejové 0,499, RMSECV 0,680 a RMSEP 0,793 a v ptipadé
kyseliny linolenové 0,448, RMSECV 0,618 a RMSEP 0,890. Byl nalezen akceptovatelny
rozptyl hodnot vSech tfi chyb u obou modelii a z praktického hlediska poskytuje NIR metoda
dostatecné spolehlivé vysledky pro stanoveni obsahu téchto parametra.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny linolové vykazal hodnotu korela¢niho
koeficientu kalibrace 0,988 (velmi silna zavislost). RMSEC byla 0,026, RMSECV 0,098
a RMSEP 0,110. Vétsi rozptyl hodnot chyb je mozné vysvétlit tim, Ze kalibracni soubor neni
V celém rozsahu znaku optimadlné vyvaZzeny. Model bude postupné v problematickych
oblastech doplnovan o standardy, ¢imz bude mozné snizit miru predik¢ni nejistoty.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu morfinu v makoving vykazal hodnotu korela¢niho
koeficientu kalibrace 0,936. RMSEC byla 0,119, RMSECV 0,154 a RMSEP 0,151. Maly
rozptyl hodnot vsech tii chyb tohoto modelu svéd¢i o vhodnosti kalibra¢niho modelu pro
vyuziti pro dany cil. Nékteré publikace udavaji nizsi chybu predikce oproti vyse uvedené
hodnoté, napt. Schulz (2004) udava RMSECV 0,059 [10].

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kodeinu byl vytvotfen z velmi pocetného souboru
standardd. Korelacni koeficienty doséhly 0,768 — 0,859, pocet vysvétlujicich faktort je vyssi,

vykazal hodnotu 13. Nizsi hodnoty korelacnich koeficientt mohou byt zplsobeny uz$im
11
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koncentra¢nim rozsahem téchto kalibraci. RMSEC byla 0,054, RMSECV 0,064 a RMSEP
0,087. Byl nalezen vétsi rozptyl hodnot vSech tfi chyb, ktery mize byt zpisoben
nerovhomérnym rozloZzenim koncentracniho zastoupeni kalibrac¢nich standardii. Nékteré
publikace udavaji niz$i chybu predikce oproti vySe uvedené, napi. Schulz (2004) udava
RMSECYV 0,025 [10].

Uvedené piiklady deviti kalibraénich modela pokryvajici parametry posuzujicich kvalitu
makového semene a makoviny. Naznacuji v fadé¢ piipadi vyznamny potencial
arovné€z univerzalnost vyuziti FT-NIR spektroskopie. Na zakladé vysledku kalibrace byla ové-
fena pouzitelnost kalibra¢nich modela (vlhkost, olej, kyselina olejova a linolenova, morfin).
Ziskané vysledky ukazaly, ze FT-NIR metodu Ize vyuzivat k rutinnimu hodnoceni vzorkd. Vy-
sledky také prokazaly, ze predikce obsahu kyseliny palmitové, stearové, linolové
a kodeinu je zatizena bud’ vy$si chybou RMSEP, nebo niz§i hodnotou korela¢niho koeficientu.
Nicméné i pfesto mohou byt vSechny vyvinuté modely povazovany za vyuZitelné pro potieby
piedbézného screeningu ve Slechtitelskych programech maku setého. Vyvinuté modely je
mozné pouzit za definovanych podminek napt. v fadé Slechtitelskych aktivit, kde je smys-
lem v ramci posuzovaného znaku nedestruktivné odlisit kontrastni genotypy. Zptesnéni mo-
dell je mozné v nasledujicich letech dosahnout zatazenim méné pocetné zastoupenych znaki.
Dale priibéznou aktualizaci, ktera je nutna k zajisténi dostate¢né robustnosti modeltl pii zméné
matrice vzorkid vlivem skliziiového ro¢niku, nebot’ kazdy ro¢nik vykazuje v tomto ohledu od-
chylky od ro¢nikt jinych, coz se v disledku promit4 do drobnych posunii kvalitativnich ukaza-

teld.

2.4 Stanoveni kvality maku setého a makoviny metodou spektroskopie v blizké
infracervené oblasti
Princip
Vzorky semen maku setého a makoviny se prométuji metodou FT-NIRS v oblasti (4 000
- 10 000 cm?, resp. 1 000 — 2 500 nm) s reflektanéni detekci. Vyhodnoceni daného parametru
se provadi matematickymi statistickymi postupy z kalibraéniho modelu. Méteni probihd v pev-
ném, nepomletém vzorku semen maku. V pifipadé makoviny se vzorek pfed méfenim upravi

mletim a dikladn€ se homogenizuje.

Pristroje a pomiicky
- Homogenizator — laboratorni mlynek (napt. typ TUBE-MILL control, firma IKA).

- Sito s praimérem ok 1 mm.

12
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- FT-NIR spektrometr (napi. typ ANTARIS II, firma Thermo Scientific).
- Drobné laboratorni pomucky — 1zi¢ka, hadiik, vatové tyCinky, nalevka, Stétce, pinzeta, ka-
dinka.

- Kfemenna méfici kyveta — o vhodném praméru 10, 30 a 50 mm a vysce 12, 15 a 25 mm.

Postup analyzy
ﬁprava vzorku

Metoda FT-NIRS nevyzaduje ve vétsiné piipadu specialni ptipravu vzorkd, ale museji
byt dodrzeny ptesné postupy pro suseni, mleti a homogenizaci vzorkt. Je dilezité, aby laboratot
pripravila skute¢né reprezentativni vzorek s homogenni jakosti. K rozboru se vzdy pouzije vzo-
rek bez pfimési a necistot (zbytky slamy, ptida, kaminky, aj.). Zptisob tpravy vzorkt pied ana-

Iyzou musi byt totozny s postupy, které byly pouZity pti tvorb¢ kalibra¢nich modelt.

SuSeni vzorku
V piipadé, Ze je potieba vzorek pied analyzou susit, teplota v susarné nebo sterilizdtoru
nesmi piesahnout 50 °C. Zpusob upravy vzorkt musi byt totozny s postupy, které byly pouzity

pfi tvorbé kalibra¢nich modeld.

Mleti vzorku

V piipadé vzorkl z celych makovic je uprava nasledujici: tobolka méku se odlomi od
stonku v kolénku, dale se odiizne blizna a semeno maku se vysype. Vzorky tobolek véetné
blizen (tzv. makovina v uzsim slova smyslu) se jemné rozmacknou v ruce nebo v sacku, pome-
lou se na laboratornim mlynku po dobu 1 minuty pfi otackach 22000 rpm. Nasleduje pteseti
pomleté makoviny pfes sito s primérem ok 1 mm. Semenné vzorky maku setého nevyzaduji

pred vlastnim méfenim Upravu mletim a analyzuji se v surovém Stavu.

Homogenizace vzorku
Upravené vzorky vyzaduji pfed vlastnim métenim diikladné promichani, aby bylo dosa-
zeno maximalni homogenity vzorkl. Pokud vzorky nejsou homogenni, mize byt vyznamné

ovlivnéna piesnost a spravnost analyzy.

Méreni vzorki na FT-NIR spektrometru
Pted méfenim vzorkl se piistroj nastavi podle doporuceni vyrobce. NIR spektra uprave-

nych vzorki se snimaji v kiemennych kyvetach. Naddvkované vzorky se umisti do méfici ¢asti
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piistroje a nasnima se jeho NIR spektrum. VS8echna meéfeni se provadéji v rezimu reflektance

a kazdy vzorek se méfi paralelné.

Plnéni kyvet nemletymi vzorky

Vycistény a dokonale promichany vzorek se rovhomérné nadavkuje do méfici kyvety
Vv takovém mnozstvi, aby bylo mozné kyvetu uzavftit (v ptipadé kompresni kyvety). Jestlize se
pouzije nekompresni kyveta, vzorek se davkuje v max. mnozstvi odpovidajicimu objemu ky-
vety. Vzorek se musi nadavkovat tak, aby pokryval celou kyvetu a aby se eliminovaly vzdu-
chové mezery mezi ¢astmi vzorku, které by mohly negativné ovlivnit spravnost méteni. Po
naplnéni se dolni ¢asti nekompresni Kyvety z tohoto divodu dvakrat poklepe o m&kkou pod-

lozku.

PlInéni kyvet mletymi vzorky

Upraveny a dokonale promichany vzorek se rovnomérné nadavkuje do métici kompresni
kyvety v takovém mnozstvi, aby bylo mozné kyvetu uzaviit. PInéni makovinou: vzorek se sype
do kyvety pomoci nalevky, az se vytvoifi kopecek, kyvetou se dvakrat jemné poklepe
o podlozku, opét se pfisype makovina, aby se vytvofil kopecek, ktery se poté zarovna pomoci
stérky, resp. setie se V horizontdlnim sméru piebytecnd makovina. Kyveta se uzavie vickem

a horni ¢ast se ocCisti St€teCkem. Je vhodné otfit hadiikem 1 sklenéné dno s ohledem na moznost

ulpivani prachu z makoviny.

Vyjadreni vysledki

Vyhodnoceni vysledkli vzorki pro danou matrici a parametr se provadi softwarové s po-
uzitim matematickych a statistickych postupt aplikovanych na vytvorené piislusné kalibra¢ni
modely. K vyhodnoceni ziskanych spektralnich dat se pouziva vhodny vyhodnocovaci software
(napt. Omnic for Antaris). Naméfena NIR spektra jsou vtomto programu uloZena
a nasledné je mozné k jednotlivym vzorkam pfiradit laboratorni referencni hodnoty. Vysledky
analyz vzorkut se uvadgji jako praimér ze dvou paralelnich stanoveni. Uvadi se v % a jsou vy-

jédreny na dvé desetinnd mista.

3 Novost postupii

Navrzeny postup analyzy umoznuje sledovat kvantitativni a kvalitativni parametry Semen

maku setého a makoviny béhem procesu §lechténi a vybirat potencionalné vhodné materidly
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z hlediska kvality. Neperspektivni materialy s nevyhovujici kvalitou tak mohou byt ze
Slechtitelského procesu vytazeny diive, coz povede kjeho znacnému odlehéeni
a zefektivnéni. Vytvorené kalibra¢ni modely budou mit vyuziti nejen ve Slechténi maku setého,
ale také pti standardnim hodnoceni genovych zdroji kolekce maku Narodniho programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdrojua rostlin a agrobiodiverzity. Zavadénim metodiky do
Slechtitelské praxe se vyznamné zefektivni vybér genotypu S pozadovanou kvalitou. Analyza
rozsahlejsi kolekce Slechtitelskych materiald umozni vybér pouze perspektivnich genotypd,
eliminuje se nutnost dal$iho péstovani neperspektivnich materialt,, coz povede Vv koneéném
dusledku k vyznamnému snizeni ¢asové naro¢nosti, ispote personalnich i materialnich nakladi

a moznosti rozsifeni Slechtitelské kolekce o nové perspektivni materialy.

4 Popis uplatnéni metodiky

Budouci uzivatelé metodiky mohou byt Slechtitelska a vyzkumna pracovisté a univerzity,
ktera ji mohou uplatnit ve svych Slechtitelskych programech pti hodnoceni rozpracovanych
materiali a k urychleni selek¢niho procesu tvorby novych odrad. Vyvinuté kalibra¢ni modely
budou ve f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. pouzity pro pfedbézné hodnoceni genotypt ve §lech-
téni maku setého a pti hodnoceni genovych zdroju kolekce olejnin.

Metoda FT-NIRS bude pro $lechtitele u¢innym nastrojem na selekci $lechtitelskych ma-
teriald méku setého z hlediska kvality. Pokud nékteré materialy vykazuji nadlimitni obsahy
nezadoucich latek (napf. morfin v pfipadé potravinaiskych odrad), jsou tyto polozky ze Slech-
titelského procesu vétSinou vyfazeny, nebo je zapotiebi S nimi déale Slechtitelsky pracovat
(zpétné kiiZzeni pro zlepseni kvality). Ukolem naslednych selekci a stabilizace genotypt je pak
cilené zlepSeni kvality za soucasné fixace pozadovanych vlastnosti. Naopak pozitivni vybér se
provadi na zakladé vyssiho obsahu oleje v semeni nebo nékterych mastnych kyselin. Za timto
ucelem je nezbytné realizovat velmi velky pocet analyz, ktery je aktualné prakticky provedi-
telny pouze za vyuziti uvedené metody FT-NIRS. Z hlediska Slechténi je velkym kladem me-
tody jeji nedestruktivnost. Vzorky makovych semen, jakozto zakladu ptisti generace, neni tieba
nijak pted analyzou upravovat, ¢imz nedochazi k jejich poskozovani a ztraté kli¢ivosti.

Uvedend metoda bude mit rovnéz prakticky vyznam pii hodnoceni GZ maku setého
v ramci feSeni NP, ktery pomaha shromazdit velké mnoZstvi dat o kvantitativnich parametrech
produkce a to ve viceletych cyklech hodnoceni. Kolekce méaku setého z NP patii v evropském
prostiedi k jedné z nejvétsSich a kazdorocné€ uspokojuje pozadavky Sirokého spektra domacich

i zahrani¢nich uzivatela [11]. Slechtitelé i ostatni uzivatelé GZ z kolekce maku v nasledujicich
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letech oceni ptistup k informacim o chemickém slozeni oleje a obsahu vyznamnych alkaloidi
v makoving. Kazdoro¢né se hodnoti pies 250 genovych zdroji a pomoci metody FT-NIRS bude
mozné hodnotit 9 kvalitativnich parametri. Diky FT-NIRS se tak podafi ziskat kolem 2250
zhodnocenych popisnych znakt za rok, charakterizujicich materialy i z pohledu zdravotniho
piinosu pro konzumenty. Tento objem by v zadném piipadé nebylo mozno realizovat béznymi
pfesnymi laboratornimi metodami a to jak z pohledu ¢asové ndroc¢nosti, tak netnosnych
finan¢nich nakladi. Ziskana data, a to z minimalné tfi let hodnoceni, budou zpracovana
a ulozena do Informacniho systému GRIN Czech, ktery je piistupny na webu vSem zajemciim

a uzivatelim (napf. z fad $lechtitelti, vyzkumniku aj.).

5 Ekonomické aspekty

Pouziti FT-NIR metody je velmi efektivni z hlediska uspory ¢asu, nedestruktivnosti,
vysokého mnozstvi stanovenych vzorkd, moZznosti ziskdni vétSitho poctu zhodnocenych
kvalitativnich znakt z jednoho méfeni, ale hlavné kvuli vyrazné niz§im nakladim na vlastni
analyzu. Z pohledu vstupnich nakladu je v piipadé pouzivani spektroskopie v blizké
infraervené oblasti vyznamnou poloZzkou pofizovaci cena pristroje (cca 1,5 mil K¢), dale je
nutné pocitat S naklady na tvorbu predikénich kalibraénich modelt. Naopak piimé provozni
néklady, pracovni a Casova naro¢nost na obsluhu jsou nizké a tak jsou vstupni naklady
v pomérn¢ kratkém casovém obdobi kompenzovany. Ptiklad konkrétniho ekonomického
piinosu pro f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. je uveden v Tabulkach IV a V, které srovnavaji
vysi pribliznych nakladi na analyzu 900 vzorkd, coz je pocet fadoveé odpovidajici ro¢ni potiebe
analyz v ramci Slechténi a NP ve vySe uvedené organizaci. Klasickymi metodami je tento pocet,
predevs§im z divodu nakladovosti, v soucasné dobé nerealizovatelny. V piipadé analyz semen
se podle uvedeného vy¢isleni uspora provoznich nakladt za vyuziti metody FT-NIRS pohybuje

okolo 1.170 tis. K¢ ro¢né&, v ptipad¢ analyz makoviny pak 1.710 tis. K¢ ro¢né.
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Tabulka IV
Priklad ekonomického piinosu metody FT-NIRS na souboru 900 analyzovanych vzorki semen
maku
Typ analyzy Cena analyzy (K<)
Mastné kyseliny (GC) - 1000 K¢/vzorek 900 000
Olej (extrakén€) - 300 K¢&/vzorek 270 000
Vlhkost (gravimetricky) - 100 K¢/vzorek 90 000
FT-NIRS - 100 K¢/vzorek 90 000
Tabulka V

Ptiklad ekonomického piinosu metody FT-NIRS na souboru 900 analyzovanych vzorkd mako-

viny
Typ analyzy Cena analyzy (K<)
Alkaloidy (HPLC/UV-VIS) - 2000 K¢&/vzorek 1 800 000
FT-NIRS - 100 K¢/vzorek 90 000

Zefektivnéni Slechtitelského procesu zavedenim metody FT-NIRS lze spatfovat
pfedev§im Vv moZnosti rozsahlejsi kvalitativni charakterizaci Sir§iho spektra Slechtitelskych
materiald a cilené selekci genotypii s pozadovanou kvalitou. Slechtitelsky proces tak nebude
zatézovan vedenim a testovanim neperspektivnich materialt. Pti predpokladu ro¢nich nakladt
na vedeni jedné linie cca 1200 K¢, bude uspora pii v€asné eliminaci cca 100 nevhodnych

materiald roéné 120 tis. K¢.
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