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1 Cil metodiky

Pod pojmem hoicice se rozumi rostliny z ¢eledi Brassicaceae (brukvovité), jejichz ¢asti
se vyznacuji ostfe pal¢ivou chuti a semena po navlh¢eni vodou uvoliuji velké mnozstvi silic
po $tépeni glukosinolatil a ¢asto slizovati [1]. Radime zde tyto druhy: Sinapis alba L.— hoigice
bila, Brassica juncea L. — hoi€ice sareptska, Brassica nigra L. — hoi€ice ¢ernd, Brassica
carinata A. Braun — hoi¢ice hnéda (habesska), Sinapis arvensis L. —hoi¢ice rolni, Eruca sativa
Lam. — roketa setd. Prvni zminky o péstovani hoi€ice pochdzeji z dob 2000 let pred Kristem a
uplatnéni této plodiny jako pochutiny, kofeni, je potvrzeno jiz pied 3000 lety [1]. Kromé
minoritniho pouziti mladych listh do salatii se pirevazné vyuzivaji semena téchto druhd pro
vyrobu riiznych stolnich hoi¢ic, jako koteni, ale také ve farmakologii. Slechténim se podafilo
vytvofit odridy se snizenym obsahem nezadouci kyseliny erukové v oleji. Opomenout nelze
ani jejich sekundarni vyuziti v zemé&délstvi, jakozto meziplodiny - nejcastéji hotcici bilou- pro
produkci pice, zelené hnojeni s antinematodnimi G¢inky proti had’atku fepnému, k zakladani
vymrzajiciho mulée pro vysev Sirokosponovych kultur [2]. Ocenovana je také jejich
odplevelovaci schopnost a ochrana piady pfed vodni a vétrnou erozi [1]. Nejvyssich osevnich
ploch v CR doséhla hoi¢ice bila v roce 2003, a to celkem 67 500 ha [3]. Nyni se péstebni
plocha pohybuje okolo 15 000 ha [4] s primérnym vynosem Semen cca 1 t/ha.

Hof¢ici sareptskou lze diky jeji suchovzdornosti uplatnit tam, kde jsou pro jiné plodiny
nepiiznivé podminky. Také tato plodina byla Slechténa na specifické vlastnosti — podafilo se
u nékterych odrid snizit obsah glukosinolati a kyseliny erukové. Olej se pak hodi pro
potravinaiské vyuziti, Sroty po extrakci jsou vhodné ke krmivéiskym ucelim. Rozkladné
produkty glukosinoldtli maji, zvlasté¢ u tohoto druhu hot¢ice, pozitivni vliv na mykorhizu,
zvySujici pfedplodinovou hodnotu. Hojné se hoicice sareptské péstuje v Rusku, Indii, Kanadé,
Australii, Argentiné a Kazachstanu [5]. V nasi republice je péstovani této komodity pouze
okrajové - na n€kolika stovkach hektarti. Vynos malokdy piesahne 1 t’/ha [3].

Hoi¢ice ¢erna nemé v Ceské republice ani okolnich statech vyrazné vyuziti, proto se, az
na par vyjimek (domaci farmaceutické ucely), nepéstuje [4]. Je zde vSak potencial vyuzivat
tuto rostlinu nejen jako meziplodinu a plodinu do biopast, ale také tam, kde by mohla byt
piinosem pro svou piirozenou suchovzdornost, jako jsou pis¢ité pudy, oblasti se srazZkovym
stinem a jiné plochy, potykajici se s problémy nedostatku piidni vlahy.

Cilem této certifikované metodiky je rozsifeni spektra vySetiovacich metod pro ucely
hodnoceni hlavnich kvalitativnich parametri Semen hoi¢ice bilé, sareptské a ¢erné. Doposud

byly tyto parametry ve f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. sledovany pomoci piesnych
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laboratornich referen¢nich metod, coz je velmi narocné Casovée i finan¢n€. Proto jsou klasické
metody, jakymi jsou napf. plynova chromatografie (GC), extrakce nebo gravimetrie, v provozni
praxi nahrazovany modernéjSimi, levnéjSimi a rychlejSimi metodami hodnoceni, pfedevsim
V ptipad¢€ nutnosti hodnoceni vét§iho mnozstvi vzorkli v omezeném Case. Typickym piikladem
takové metody je spektroskopie v blizké infracervené oblasti.

V piedlozené metodice je uveden postup hodnoceni kvality semen hoicice bilé, sareptské
a cerné¢ (stanoveni olejnatosti a skladby hlavnich mastnych kyselin v oleji)
pomoci spektroskopie v blizké infraCervené oblasti. Metoda spektroskopie Vv blizké
infracervené oblasti s Fourierovou instrumentaci (FT-NIRS) je v soucasné dob¢, pro svoji
casovou nendroc¢nost, nedestruktivnost a nizsi naklady na analyzu, bézné pouzivanou metodou
v celé fad¢ vyzkumnych i kontrolnich laboratofi. Metoda FT-NIRS je pro svou predikéni
schopnost pouzivana nejen v zeméd¢lstvi, ale hlavné v oblasti potravinarského, chemického ¢i
farmaceutického pramyslu. FT-NIRS ma také své nevyhody. Je to metoda sekundarni
a pofizovaci cena pfistroje je relativné vysoka [6, 7].

Konkrétnim cilem vlastni certifikované metodiky je:
- vyvinuti FT-NIR kalibra¢nich modell pro stanoveni hlavnich kvalitativnich znak;
- optimalizace vyuziti metody FT-NIRS pro stanoveni obsahu oleje, skladby mastnych kyselin
v semenech hoi¢ice bilé, sareptské a Cerné;
- popsani a vyhodnoceni kalibrace a vérohodnosti vysledki stanoveni olejnatosti semen,
skladby mastnych kyselin v semenech hoicice bilé, sareptské a cerné.

Zavedenim hodnoceni kvalitativnich parametri hoif¢ice 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 parametri hoicicného semene umozni efektivnéjsi selekci Slechtitelskych
materiall (pfi srovnatelnych nakladech bude mozno realizovat analyzu mnohem vétsi kolekce
materiali neZ s vyuzitim pfesnych metod). Stejné jako u fady jinych plodin, je také u danych
druhil hoi¢ic hlavnim faktorem rozhodujicim o kvalité vysledného produktu geneticky zaklad
materiald. Slechténi, tedy tvorba novych odriid, se tak nabizi jako vhodny prostfedek pro
ovliviiovani kvalitativnich parametra a sledovani pozadovanych uzitkovych smért. Sleduje se
obsah oleje, moznosti jeho vyuziti; podil mastnych kyselin — zvlasté pak nezadouci kyseliny
erukové.
(2) pti hodnoceni genetickych zdroju Vv ramci Narodni program konzervace a vyuzivani

genetickych zdrojii rostlin a agrobiodiverzity (NP). NP je zaméfen na shromazdovani
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a uchovavani cennych genetickych zdroji hospodaisky vyznamnych zemédélskych plodin,
mezi které patii i hotCice bild, hot¢ice sareptska a hot¢ice ¢erna. Noveé ziskany material od
darct je nejprve zarazen do kolekce pracovni, kde jsou shromazd’ovéana jeho dostupna pasportni
a popisna data. Dale je vzorek regenerovan, aby se ziskalo dostatené mnoZzstvi osiva pro
uloZeni do Genové banky a pro realizaci maloparcelnich pokusi k ziskani navaznych popisnych
dat, zakladni  morfologické a  fenologické  znaky, vynosové  parametry
a kvalitativni ukazatele produkce. Mezi né patii jak olejnatost semen, skladba mastnych kyselin
v oleji, tak obsah glukosinolatt (v pfipad¢ hoicice bilé). Data, hodnotici kvalitativni parametry
produkce, jsou v mnoha piipadech pro koncového uzivatele genovych zdroji jednim
Z nejvyznamnéjSich parametr, podle kterych mutze objektivné realizovat vybér polozek.
Kurator kolekce je zodpoveédny za realizaci velkého objemu analyz, v bézném roce se testuje
kolem 350 materialti a to v mnoha parametrech. V ptipadé vyuziti klasickych laboratornich
metod jde o ¢innost velmi vyrazné ¢asove i finanéné naro¢nou. S ohledem na nutnost opakovat
stanoveni ve viceletych cyklech, se jevi zavedeni a pouziti screeningovych metod, jako je napf-.

FT-NIR, jako velmi pfinosné.



Stanoveni kvality semen hof¢ice bilé, sareptské a ¢erné metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti

2 Vlastni popis metodiky

2.1 Uvodni ¢ast

Metoda FT-NIRS patii obecné mezi metody molekulové spektroskopie zalozené na
principu absorpce ¢asti infracerveného zatreni jednotlivymi molekulami analyzovaného vzorku.
Infracervena spektra zaznamenavaji zmény ve vibracnich a rotaéné vibracnich pohybech
molekul. Infracervené zareni je ¢ast elektromagnetického spektra v rozsahu vinovych délek 780
nm az 1000 nm (v piepoétu na vinocet 12 821 — 10 cm™). Z praktickych diivodt se podle
vlnoctl rozliSuje oblast vzdalend, stfedni a blizk4. Blizka oblast (near infrared, NIR) je
charakteristickd ~ rozmezim  vlnodtd 12821 — 4000 cm?.  P#  porovnani
s bézn€ pouzivanymi postupy nabizi tato metoda mnoho vyhod: NIR spektrum muize byt
zaznamenano v nékolika malo sekundach, charakter analyzy je nedestruktivni, nevyzaduje
obvykle zddnou Gpravu vzorku a v mnoha ptipadech piipousti, Ze vzorky mohou byt po méteni
znovu pouzity. FT-NIRS je velmi vhodna pro rychlou a soubéZnou analyzu vétsiho rozsahu

kvalitativnich znaku testovanych vzorku [6, 7].

2.2 Vyvoj a validace kalibra¢nich modela

Vyvoj NIR metody pro stanoveni sledovaného parametru v poZadovanych matricich je
zalozen na vytvoreni kalibra¢ni rovnice (modelu) z dostate¢né rozsédhlého souboru méfenych
vzorkd, ktera kvantifikuje vztah mezi informaci NIR absorpce a hodnotu stanovenou labora-
torni referencni metodou. Kalibra¢ni model pro urcity parametr vyjadiuje miru korelace mezi
vysledky ziskanymi NIR metodou a laboratorni referencni metodou a pro jeho spolehlivé vy-
tvofeni je potfeba ziskat dostatecné obsahly soubor analyzovanych vzorki. Pro sestaveni kalib-
ra¢nich modeld je vzdy potfeba shromazdit dostatecny pocet vzorki s piijatelnym rozpétim
hodnot z hlediska dostate¢né robustnosti celé metody. Zaroven by méla ¢etnost hodnot jednot-
livych slozek byt rovnomérné rozlozena, coz je v piipade biologického materialu zna¢né ob-
tizné [6, 7].

Ve f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.0. byly postupné vytvoreny kalibra¢ni modely pro
stanoveni obsahu oleje, hlavnich mastnych kyselin (kyseliny olejové, linolové, linolenové
a erukové) v semeni hoicice bilé, sareptské a Cerné. K experimentalnim ucelim a pro realizaci
pfesnych analyz za ucelem tvorby kalibra¢nich modeld byly pouzity vzorky semen hoicic.
Rostlinny material pochazel ze Slechtitelského programu f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.t.0.

a kolekce NP. Tyto vzorky byly béhem let 2017 — 2020 ziskany z polnich maloparcelnich
4
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odradovych pokusti v Opavé. U vSech sklizenych polozek byla ziskana spektra v blizké infra-
cervené oblasti. Po nasnimani vzorkd spektrometrem byly néasledné vzorky analyzovany po-
moci laboratornich referen¢nich metod. Stanoveni obsahu oleje bylo provedeno extrakéni me-
todou podle normy CSN EN ISO 659, ktera definuje vazkové stanoveni obsahu oleje po ex-
trakci petroletherem, oddestilovani rozpoustédla a vysuseni vyextrahovaného tuku vzorku. Ob-
sah susiny byl stanoven gravimetrickou metodou podle normy CSN EN ISO 665 po 4 hodinach
suseni pti 103 °C. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve formé methylestert mastnych
kyselin bylo zjiiténo pomoci GC/FID podle normy CSN EN ISO 12966-1, 12966-2. Viechny
pouzité metody jsou validované a rutinné na pracovisti pouzivané [8, 9, 10]. Celkovy pocet

vzorkl a rozsahy nalezenych koncentraci jednotlivych slozek jsou uvedeny v tabulce I - I11.

Tabulka |

Charakteristika soubora hotcice bilé pro tvorbu kalibracnich modeli

Slozka Jednotky Metoda n? Rozsah
Olej % pii 8 % vlhkosti Extrakce 153 19,9 -34,8
C18:1° % GC/FID 151 12,0 -50,0
C18:2° % GC/FID 155 6,4 13,3
C18:3¢ % GC/FID 155 56-133
C22:1° % GC/FID 151 12,4 -63,0

3 Pocet vzorkd, ° kyselina olejovd, Skyselina linolov4, Ykyselina linolenova, ®kyselina erukova



Stanoveni kvality semen hof¢ice bilé, sareptské a ¢erné metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti

Tabulka Il

Charakteristika soubort hoicice sareptské pro tvorbu kalibracnich modeli

DDDDD

Slozka Jednotky Metoda n? Rozsah
Olej % pii 8 % vlhkosti Extrakce 71 24,0-435
C18:1° % GC/FID 72 8,6 - 35,0
C18:2° % GC/FID 71 13,0-32,0
C18:3¢ % GC/FID 71 6,2-16,6
C22:1° % GC/FID 72 16,4 -51,1

3 Poget vzorkd, ° kyselina olejova, ¢kyselina linolova, Ykyselina linolenova, ¢kyselina erukova

Tabulka Il

Charakteristika soubora hoicice ¢erné pro tvorbu kalibra¢nich modelt

Slozka Jednotky Metoda n? Rozsah
Olej % pfti 8 % vlhkosti Extrakce 89 22,8-34,5
C18:1° % GC/FID 97 7,1-259
C18:2° % GC/FID 97 12,2-245
C18:3¢ % GC/FID 97 10,7 - 17,7
C22:1° % GC/FID 94 21,1-50,5

3 Poget vzorkd, ° kyselina olejova, ¢kyselina linolova, Y kyselina linolenova, ¢kyselina erukova

Pti vyvoji jednotlivych kalibra¢nich modelii byly vzorky semen hot¢ice proméfovany
v rotacnich kruhovych kyvetach, které jsou opatfeny kiemennym dnem propustnym pro NIR
zateni na spektrometru FT-NIR Antaris 1l (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) vybavenym
interferometrem a integracni sférou pracujici technikou difusni reflektance. Spektra byla zis-
kdna v rozsahu 10 000 — 4000 cm? pii rozlideni 2 cm™, poStem 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 primérné spektrum.

Kalibra¢ni modely pro kvantitativni analyzu pfisluSnych analyti byly vyvinuty vhodnou

6
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regresni 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 ¢tvercti) bez deri-

vace (obrazek 1 - 3 ptiklady FT-NIR spekter semen hoicice bil¢, sareptské a Cerné).

Log{1/Mm)

10000 5000 8000 7000 6000 5000
Vinocet ( cm-1)

Obrazek 1 FT-NIR spektra vybranych 20 vzorkli semen hoi¢ice bilé
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Obrazek 2 FT-NIR spektra vybranych 20 vzorkli semen hoi¢ice sareptské
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Obrazek 3 FT-NIR spektra vybranych 20 vzorkli semen hoi€ice ¢erné
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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-
louc¢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 korelacniho koeficientu kiizové vali-
dace (Rcv). Externi validace byly provedeny softwarové, automatickym vybérem valida¢nich
standardi z kalibra¢niho souboru. Byla vyjadiena chyba predikce (RMSEP) a hodnota korela¢-
niho koeficientu predikce (Rp). Predik¢ni schopnosti vytvofenych kalibra¢nich modeld byly
ovéteny porovnanim laboratornich referenc¢nich metod a NIR metody na testovanych vzorcich,
které nebyly zahrnuty do vyvoje kalibracniho modelu. Mezi priméry predikovanych a refe-
renc¢nich hodnot nezavislého souboru vzorkii nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil.

Vytvotené kalibracni modely budou kontinualné dopliiovany nejen o vzorky s malou Cet-
nosti, ale 1 o vzorky bézné, protoze skliznovy rok, zejména pokud se pribéh pocasi vyznamné
1i$1 od ro¢nikd, ve kterych byly shromazdény kalibra¢ni standardy, mize mit na spektra a tim i
na piesnost analyz vliv. Modely zlstanou pribéZnou aktualizaci robustni a ¢aste¢né se elimi-
nuje vliv proménné matrice piirodniho materialu. V tabulce IV - VI a na obrazku 4A — C, 5A -
C jsou uvedeny vysledky kalibrace vybranych jakostnich znakt, charakteristiky NIR modelt

hot¢ice bilé, sareptské a cerné.
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Tabulka IV

Parametry kalibracnich modeld hot¢ice bilé

Pocet

Sloka Lo jgnor. FPOCl pMsEca RP RMSECVE Rev® RMSEPE R
vzorkl . faktoru
vzorka

Olej

hpiig% 153 4 10 0477 0989 0560 0,934 0,634 0,978
vihk.)

C18:19

%) 151 4 11 0,832 0992 1530 0960 1,740 0,904
0

c18:2"

%) 155 0 9 0,502 0,922 0,612 0,884 0,668 0,884
0

C18:3¢h

%) 155 1 11 0458 0957 0,616 0,921 0,653 0,906
0

c22:1!

%) 151 4 15 1550 0,985 2080 0973 2,360 0,936
0

achyba kalibrace, ® korela¢ni koeficient kalibrace, ¢ chyba kifzové validace, ¢ korela¢ni koeficient kiiové validace,
¢ chyba predikce, f korelaéni koeficient predikce, 9kyselina olejova, "kyselina linolové, ° kyselina linolenova,
"kyselina erukova

Tabulka V

Parametry kalibracnich modeld hof¢ice sareptské

. Pocet P ocet Pocet a b c d e f
Slozka . ignor. ., RMSEC? R RMSECV® Rcv® RMSEP® Rp
vzorkl . faktoru
vzorkl
Olej
(% pii 8 % 71 3 9 0,500 0,993 0,610 0,990 0,537 0,998
vihk.)
C18:1¢
) 72 2 9 1,290 0,972 1,790 0,945 1,790 0,937
0
C18:2"
) 71 2 7 1,360 0,936 1,530 0,912 1,600 0,903
0
C18:3%h
) 71 4 11 0,405 0,982 0,708 0,942 0,711 0,951
0
c22:1
) 72 5 9 2,040 0,979 2,680 0,963 2,760 0,965
0

achyba kalibrace, ° korela¢ni koeficient kalibrace, ¢ chyba kiizové validace, ¢ korelaéni koeficient kiizové validace,
¢ chyba predikce, f korela¢ni koeficient predikce, 9 kyselina olejova, "kyselina linolova, ° kyselina linolenova,
"kyselina erukova
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Tabulka VI

Parametry kalibracnich modeld hoi¢ice ¢erné

Y Pocet N
Slozka % janor. POl pMSEC: Rb RMSECVE Rev® RMSEP® R
vzorkl . faktoru
orka
Olej
%piig% 89 3 7 0,340 0,990 0,417 0,985 0,457 0,990
vihk.)
C18:19
%) 97 2 13 0420 0995 1,010 0955 1,040 0,968
0
c18:2"
%) 97 3 9 0,688 0967 1,060 0,921 1,180 0,935
0
C18:3¢h
%) 97 4 12 0,264 0,988 0,445 0947 0432 0,985
0
c22:1!
%) 94 2 12 1,300 0,979 2260 0,937 2480 0,926
0

achyba kalibrace, ® korela¢ni koeficient kalibrace, ¢ chyba kifzové validace, ¢ korela¢ni koeficient kiiové validace,
¢ chyba predikce, f korelaéni koeficient predikce, 9kyselina olejova, "kyselina linolové, ° kyselina linolenova,
"kyselina erukova

NIR hodnoty ( %)
MIR hednoty ({ %)

T
Referenéni hodnoty ( %)

NIR hodnoty ( %)

Referenéni hodnoty ( %)

Obrazek 4 A - C Ktizova validace modelu pro stanoveni obsahu oleje (RMSECV = 0,560, Rcv
= 0,934 hoft¢ice bila, RMSECV = 0,610, Rcv = 0,990 hoi¢ice sareptskd, RMSECV = 0,417,
Rcv = 0,985 hoicice ¢erna)
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51

NIR hodnoty ( %)
NIR hodnoty ( %)

Referenéni hodnoty ( %) Referenéni hodnoty ( %)

NIR hodnoty ( %)

Referenéni hodnoty { %) ®

Obrazek 5 A - C Ktizova validace modelu pro stanoveni obsahu kyseliny olejové (RMSECV =
1,530, Rcv = 0,960 hoicice bila, RMSECV = 1,790, Rcv = 0,945 hoficice sareptskda, RMSECV
= 1,010, Rcv = 0,955 hoicice ¢erna)

2.3 Zhodnoceni vyvinutych kalibra¢nich modeli a metody spektroskopie v blizké

infracervené oblasti pro predikci kvality semen hor¢ice bilé, sareptské a ¢erné

Hof¢ice bila

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu oleje vykazuje Siroky rozsah znaku (19,9 — 34,8
%) a vysokou troven korela¢nich koeficient (0,934 — 0,989). Standardni chyba kalibrace byla
pro olej 0,477, chyba ktizové validace 0,560 a chyba predikce 0,634. Chybami RMSEC,
RMSECV a RMSEP je ovérovana pouzitelnost kalibra¢nich modeld. Maly rozptyl hodnot
vSech tii chyb u modelt svéd¢i o jejich vhodnosti k praktickému pouziti. Hodnota chyby
predikce je srovnatelna s laboratorni referencni metodou. Singht (2013) udava hodnotu chyby
kiizové validace 1,01 a korela¢ni koeficient kalibrace 0,907 [11].

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny olejové vykazal hodnotu korela¢niho
koeficientu kalibrace 0,992, coz opé€t ukazuje na velmi silnou regresni zéavislost. Model se
vyznacuje velkym kalibra¢nim rozsahem dané¢ho znaku (12,0 — 50,0 %) a dobrou urovni
korela¢nich koeficienti. RMSEC byla 0,832, RMSECV 1,530 a RMSEP 1,740. V¢&tsi rozptyl
hodnot chyb je mozné vysvétlit tim, ze kalibracni soubor neni v celém rozsahu znaku optimalné
vyvazeny.  Model bude  postupné¢ v problematickych  oblastech  dopliovan

o standardy, ¢imz bude mozné snizit miru predik¢ni nejistoty.
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Kalibra¢ni modely pro predikci obsahu kyseliny linolové a linolenové vykazuji béznou
§ifi znaku (6,4 — 13,3 % a 5,6 — 13,3 %) a dostateény pocet standardi (155). Hodnoty
korelac¢nich koeficienti kalibrace byly 0,922 a 0,957 (silna zavislost). RMSEC byla 0,502,
RMSECV 0,612 a RMSEP 0,668 v piipadé kyseliny linolové a RMSEC byla 0,458, RMSECV
0,616 a RMSEP 0,653 v ptipad¢ kyseliny linolenové. Standardni chyby kalibrace, kiizové
validace i predikce dosahly vyrovnanych hodnot a modely je mozné pouzivat pro rutinni
hodnoceni vzorkda.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny erukové byl vytvofen ze 151 vzorka
standardii a je charakterizovany velkym kalibra¢nim rozsahem znaku (12,4 — 63,0 %).
Korela¢ni koeficienty dosahly 0,936 — 0,985, pocet vysvétlujicich faktort byl vyssi, vykazal
hodnotu 15. RMSEC byla 1,550, RMSECV 2,080 a RMSEP 2,360. Byl nalezen vétsi rozptyl
hodnot vSech tii chyb, ktery mize byt zplisoben nerovhomérnym rozlozenim koncentra¢niho
zastoupeni kalibracnich standardii v diisledku Sirokého rozsahu znaku. Rozptyl hodnot vSech
tii chyb je akceptovatelny a z praktického hlediska poskytuje NIR metoda dostate¢né spolehlivé
vysledky pro stanoveni obsahu téchto parametri. Hodnota chyby predikce je srovnatelna
S  publikovanymi hodnotami, napt. Kumar (2010) udava RMSECV 2,70
a korela¢ni koeficient kalibrace 0,972 [12].

HofiCice sareptska

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu oleje vykazuje stejné jako model pro predikci
obsahu oleje u hoi¢ice bilé siroky rozsah znaku (24,0 — 43,5 %) a vysokou urovei korela¢nich
koeficientd (0,990 — 0,998). Standardni chyba kalibrace byla pro olej 0,500, chyba kiizové
validace 0,610 a chyba predikce 0,537. Maly rozptyl hodnot vSech tii chyb u model svédci
0 jejich vhodnosti k praktickému pouziti.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny olejové vykéazal hodnotu korela¢niho
koeficientu kalibrace 0,972 (silna zavislost) za pouziti 9 faktorti. Model se vyznacuje pomérné
vysokou robustnosti a velkym kalibra¢nim rozsahem (8,6 — 35,0 %). Standardni chyba kalibrace
pro obsah kyseliny olejové byla 1,360, chyba kiiZové validace 1,530 a chyba predikce 1,600.

Kalibra¢ni modely pro predikci obsahu kyseliny linolové a linolenové vykazuji béznou
§if1 znaku (13,0 — 32,0 % a 6,2 — 16,6 %) a pocet standardi byl 71. Hodnoty korela¢nich
koeficienti kalibrace byly 0,936 a 0,982 (silna zavislost). RMSEC byla 1,360, RMSECV 1,530
a RMSEP 1,600 v ptipad¢ kyseliny linolové a RMSEC byla 0,405, RMSECV 0,708
a RMSEP 0,711 v ptipad¢ kyseliny linolenové. Standardni chyby kalibrace, kiiZzové validace
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1 predikce doséhly vyrovnanych hodnot a modely je mozné pouzivat pro rutinni hodnoceni
vzork.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny erukové byl vytvoien ze 72 vzorkl
standardi a je charakterizovany velkym kalibra¢nim rozsahem znaku (16,4 — 51,1 %).
Korela¢ni koeficienty dosahly 0,963 — 0,979 a RMSEC byla 2,040, RMSECV 2,680
a RMSEP 2,760. Rozptyl hodnot chyb je mozné vysvétlit tim, Ze kalibra¢ni soubor neni v celém
rozsahu znaku optiméalné vyvéazeny. Model bude postupné v problematickych oblastech

doplnovan o standardy, ¢imz by bylo mozné snizit miru predik¢ni nejistoty.

Hof¢ice ¢erna

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu oleje vykazuje béznou §iii znaku (22,8 — 34,5 %)
a dostatecny pocet standardi. Hodnota korelacniho koeficientu kalibrace byla 0,990 (silna
zavislost). RMSEC byla 0,340, RMSECYV 0,417 a RMSEP 0,457. Standardni chyby kalibrace,
ktizové validace i predikce dosahly vyrovnanych hodnot modelu a svéd¢i o vhodnosti pouziti
kalibracniho modelu pro potieby hodnoceni testovanych vzorkd.

Kalibraéni model pro predikci obsahu kyseliny olejové a linolové vykazal hodnoty
korelaéniho koeficienti 0,955 - 0,995 a pro predikci obsahu kyseliny linolova 0,921 — 0,967.
RMSEC byla 0,420, RMSECV 1,010 a RMSEP 1,040 v pfipadé kyseliny olejové a RMSEC
byla 0,688, RMSECV 1,050 a RMSEP 1,180 v piipadé kyseliny linolové.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny linolenové vykézal hodnotu korela¢niho
koeficientu kalibrace 0,988 (velmi silnd zéavislost). RMSEC byla 0,264, RMSECV 0,445
a RMSEP 0,432. Byl nalezen akceptovatelny rozptyl hodnot vSech tfi chyb u obou modeli
a z praktického hlediska poskytuje NIR metoda dostatecné spolehlivé vysledky pro stanoveni
obsahu téchto parametri.

Kalibra¢ni model pro predikci obsahu kyseliny erukové ma rozptyl korelacnich
koeficientd 0,926 — 0,979, pocet vysvétlujicich faktort je vyssi, vykazal hodnotu 12. RMSEC
byla 1,300, RMSECYV 2,260 a RMSEP 2,480. Byl nalezen v¢tsi rozptyl hodnot vSech tii chyb,
ktery miize byt zplisoben nerovnomérnym rozlozenim koncentra¢niho zastoupeni kalibracnich
standardi v disledku Sirokého rozsahu znaku (21,1 — 50,5 %).

Uvedené piiklady patnécti kalibracnich modeld pokryvaji parametry posuzujici kvalitu
hot¢icového semene. Na zaklad¢ vysledkt kalibrace byla ovéfena pouzitelnost kalibra¢nich
modell (olej, kyselina olejova, linolova, linolenovd). Ziskané vysledky ukézaly, Ze FT-NIR

metodu lze vyuzivat k rutinnimu hodnoceni vzorkii v ramci $lechténi hoicic a hodnoceni
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genovych zdrojua v ramci NP. Vysledky také prokazaly, ze predikce obsahu kyseliny erukové
je zatizena vys$si chybou RMSEP. Nicméné i piesto mohou byt vSechny vyvinuté modely po-
vazovany za vyuzitelné pro poteby predbézného screeningu testovanych materialti. Vyvinuté
modely je mozné pouzit za definovanych podminek napft. pro potieby fady Slechtitelskych ak-

tivit, kde je smyslem, v rdmci posuzovaného znaku, nedestruktivné odlisit kontrastni genotypy.

2.4 Stanoveni kvality semen hoi¢ic metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti
Princip

Vzorky semen hoicice bilé, sareptské a Cerné se proméiuji metodou FT-NIRS v ob-
lasti4 000 - 10 000 cm?, resp. 1 000 — 2 500 nm s reflektanéni detekci. Vyhodnoceni daného
parametru se provadi matematickymi statistickymi postupy z kalibraéniho modelu. Méfeni pro-

biha v pevném, nepomletém vzorku semen hof¢ic.

Pristroje a pomiicky
- FT-NIR spektrometr (napt. typ ANTARIS 11, firma Thermo Scientific).
- Drobné laboratorni pomucky — 1zic¢ka, utérka, Stétce, pinzeta, kadinka.

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

Postup analyzy
I'Jprava vzorku

Metoda FT-NIRS nevyZzaduje ve vétsiné piipadd specialni ptipravu vzorkd, ale museji
byt dodrzeny piesné postupy pro suseni a homogenizaci vzorku. Je dulezité, aby laboratof pfi-
pravila skute¢né reprezentativni vzorek s homogenni jakosti. K rozboru se vzdy pouzije vzorek
bez piimé&si a necistot (zbytky slamy, piida, kaminky, aj.). Zptsob upravy vzorkl pied analyzou

musi byt totozny s postupy, které byly pouzity pfi tvorbé kalibracnich modeld.
SuSeni vzorku

V piipadé, Ze je potieba vzorek pted analyzou susit, teplota v susarné€ nebo sterilizatoru

nesmi presahnout 50 °C.
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Homogenizace vzorku
Vzorky vyzaduji pted vlastnim métenim dikladné promichani, aby bylo dosazeno maxi-
malni homogenity vzorkd. Pokud vzorky nejsou homogenni, miize 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. Nadavkované vzorky se umisti do méftici ¢asti
pfistroje a nasnima se jeho NIR spektrum. VSechna méfeni se provadéji v rezimu reflektance a

kazdy vzorek se méfi paralelné.

Plnéni kyvet vzorky

Vycistény a dokonale promichany vzorek se rovnomérné nadavkuje do méfici kyvety
v takovém mnozstvi, aby bylo mozné kyvetu uzavtit (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.

Vyjadreni vysledki

Vyhodnoceni vysledkii méfeni pro danou matrici a parametr se provadi softwarové s po-
uzitim matematickych a statistickych postupt aplikovanych na vytvotené ptislusné kalibracni
modely. K vyhodnoceni ziskanych spektralnich dat se pouziva vhodny vyhodnocovaci software
(napf. Omnic for Antaris). Naméfend NIR spektra jsou vtomto programu ulozena
a nasledné je mozné k jednotlivym vzorkiim pfiradit laboratorni referencni hodnoty. Vysledky
analyz vzorkl se uvadéji jako primér ze dvou paralelnich stanoveni. Uvadi se v % a jsou vy-

jadieny s ptesnosti na dvé desetinna mista.
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3 Srovnani novosti postupi

Navrzeny postup analyzy umozni sledovat kvantitativni a kvalitativni parametry semen
testovanych druhti, odrid a novoslechténi hoic¢ic béhem procesu Slechténi a vybirat
potencionalné vhodné materialy s ohledem na kvalitu produkce. Neperspektivni potomstvo
s nevyhovujici kvalitou tak mtize byt ze Slechtitelského procesu vyfazeno diive, coz povede
k jeho zna¢nému odlehéeni a zefektivnéni. Vytvorené kalibracni modely najdou vyuziti nejen
ve Slechténi hotcice bilé, sareptské a Cerné, ale také pii standardnim hodnoceni genovych zdroja
kolekce hotcic Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a
agrobiodiverzity.

Zavadénim metodiky do Slechtitelské praxe se vyznamné zefektivni vybér genotypu
s pozadovanou kvalitou. Analyzy rozsahlych kolekci Slechtitelskych materiald umozni vybér
pouze perspektivnich genotypt, eliminuje se nutnost dal$iho péstovani ostatnich materialt, coz
povede v kone¢ném dusledku K vyznamnému snizeni ¢asové narocnosti, tspoie personalnich i

materialnich ndkladl a moznosti rozsiteni $lechtitelské kolekce o nové perspektivni materialy.

4 Popis uplatnéni metodiky

Budouci uzivatelé metodiky mohou byt Slechtitelska a vyzkumna pracovisté a univerzity,
ktera ji mohou vyuzit ve svych Slechtitelskych programech pfi hodnoceni rozpracovanych ma-
teriali a k urychleni selekéniho procesu tvorby novych odrid. Vyvinuté kalibra¢ni modely
budou ve spole¢nostech OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.0. a OSEVA PRO s.r.0. pouzity pro pted-
beéZzné hodnoceni genotypti ve Slechténi hotcice bilé, sareptské a pti hodnoceni genovych zdroja
kolekce olejnin.

Metoda FT-NIRS bude pro Slechtitele t¢innym nastrojem K selekci Slechtitelskych mate-
riald hoic¢ic s ohledem na kvalitu produkce. Rychle a s dostate¢nou piesnosti charakterizuje
rial s odpovidajici kvalitou pro pouziti k potravinarskym ucelim. Pokud ale n¢které materialy
vykazuji vysoké obsahy nezadoucich latek (napf. celkovy obsah kyseliny erukové), je potifebné
piehodnotit tcel jejich koncového vyuziti. U materiald, vyuzivanych k potravinarskym ucelim,
je kvalita oleje a obsahy nezadoucich slozek limitujici, v pfipad€ vyuZiti hoic¢ic pro produkci
biomasy ale nehraji roli a material je hodnocen podle zcela jinych kritérii. Ukolem naslednych
selekci a stabilizaci genotypli je pak cilena fixace pozadovanych vlastnosti.

V ptipad¢ potravinarské semenné hoicice se pozitivni vybér provadi na zakladé vyssiho obsahu
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oleje v semeni nebo na zakladé specifického slozeni mastnych kyselin. Za timto ucelem je ne-
zbytné realizovat velky pocet analyz, ktery je prakticky proveditelny pouze s vyuzitim uvedené
metody FT-NIRS. Z hlediska Slechténi je velkym pfinosem metody jeji nedestruktivnost.
Vzorky semen, jakozto zaklad pfiSti generace, neni tfeba nijak pfed analyzou upravovat, ¢imz
nedochazi k jejich poskozovani a ztraté kli¢ivosti. Mohou byt pouzita k zasevu dalsi $lechtitel-
ské generace.

Uvedena metoda bude mit rovnéz znaény vyznam pii hodnoceni genetickych zdroja
hoi¢ice bilé, ¢erné a sareptské v ramci feSeni NP, ktery pomaha shromazdit velké mnozstvi dat
o kvantitativnich a kvalitativnich parametrech produkce, a to ve viceletych cyklech hodnoceni.
Kolekce hot¢ic z NP patii k jedné z nejvétsich plodinovych kolekcei olejnin (hned po brukvi
fepce olejce a maku setém) a kazdoro¢né uspokojuje pozadavky Sirokého spektra domacich i
zahrani¢nich uZivatelii. Slechtitelé i ostatni uZivatelé genetickych zdroji hot¢ic v nasledujicich
letech oceni piistup k informacim o chemickém slozeni oleje. Kazdoro¢né se hodnoti pies 350
genovych zdroji a pomoci metody FT-NIRS bude mozné soucasn¢ vyhodnotit az 6
kvalitativnich parametrii. Diky FT-NIRS se tak podaii ziskat kolem 2100 zhodnocenych
popisnych znakii za rok, charakterizujicich materialy i z pohledu zdravotniho ptinosu pro
konzumenty. Tento objem by v zadném pfipadé nebylo mozno realizovat béznymi presnymi
laboratornimi metodami, a to jak z pohledu ¢asové naro¢nosti, tak neunosnych finanénich
nakladt. Ziskana data, a to zminimaln¢ t# let hodnoceni, budou zpracovana
a ulozena do Informacniho systému GRIN Czech, ktery je pfistupny na webu vSem zdjemciim

a uzivatelum (napf. z fad $lechtitelti, vyzkumnych pracovnika aj.).

5 Ekonomické aspekty

Pouziti FT-NIR metody je velmi efektivni z hlediska uspory ¢asu, nedestruktivnosti,
vysokého mnozstvi rozborovanych vzorkl, moznosti ziskani vétsiho poctu zhodnocenych
kvalitativnich znakt z jednoho méfeni, ale hlavné kvuli vyrazné niz§im nakladim na vlastni
analyzu. Z pohledu vstupnich nakladi je v piipadé pouzivani spektroskopie v blizké
infraervené oblasti nejvyznamnéjsi polozkou potizovaci cena pristroje (cca 1,5 mil K¢), dale
je nutné pocitat s naklady na tvorbu predikénich kalibra¢nich modeld. Naopak piimé provozni
naklady, pracovni a Casova naro¢nost na obsluhu jsou nizké, a tak jsou vstupni naklady
v pomérn¢ kratkém casovém obdobi kompenzovany. Piiklad konkrétniho ekonomického
piinosu pro f. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. je uveden v Tabulce VII, ktera srovnava vysi

pribliznych ndklada na analyzu 400 vzorkl (novoslechténi, genové zdroje), coz je pocet fadove
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odpovidajici ro¢ni potiebé analyz. Klasickymi metodami je tento objem, piedevsim z divoda
nakladovosti, vV sou¢asné dob¢ nerealizovatelny. V pfipad¢ analyz semen hoic¢ic se podle
uvedeného vycisleni Gspora provoznich nakladu za vyuziti metody FT-NIRS pohybuje okolo
700 tis. K¢ ro¢né.

Tabulka VI
Priklad ekonomického ptinosu metody FT-NIRS pro soubor 400 analyzovanych vzorki hoicice
bilé

Typ analyzy Cena analyzy (K<)
Mastné kyseliny (GC) - 1200 K¢/vzorek 480 000

Olej (extrakéné) - 550 K&/vzorek 220000

Vlhkost (gravimetricky) - 110 K¢/vzorek 44 000

FT-NIRS - 110 K¢/vzorek 44 000

Zefektivnéni S$lechtitelského procesu zavedenim metody FT-NIRS lze spatfovat
predev§im v moznosti rozsahlejsi kvalitativni charakterizace §irSiho spektra Slechtitelskych
materialt a cilené selekci genotypii s pozadovanou kvalitou. Slechtitelsky proces tak nemusi
byt zatéZzovan vedenim a testovanim neperspektivnich materialti. Pii pfedpokladu rocnich
nékladl na vedeni jedné linie cca 1200 K¢, bude uspora pii v¢asné eliminaci odhadem 50

nevhodnych materiali ro¢né 60 tis. K¢.

19



Stanoveni kvality semen hoi¢ice bil¢, sareptské a cerné metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti

6 Seznam pouzité souvisejici literatury

[1] Fabry, A. a kol. (1990): Jarni olejniny. Ceské Bud&jovice: Ministerstvo zemédglstvi
a vyzivy CR. ISBN 80-7084-026-9.

[2] Zehnalek, P. (2021): Olejniny 2021: seznam doporuéenych odrud, ptehled odrid. Brno:
GILL. ISBN 978-80-7401-196-2.

[3] Baranyk, P. a kol. (2010): Olejniny. Praha: Profi Press. ISBN 978-80-86726-38-0.

[4] Miksik, V. Hof¢ice: Péstitelsky radce. Ceské Bud&jovice: Kurent, 2007. ISBN 978-80-
87111-01-7.

[5] Soupis ploch osevii. Cesky statisticky tifad [online]. Praha, 02.07.2021 [cit. 2021-11-
10]. Dostupné z: https://www.czso.cz/csu/czso/soupis-ploch-osevu-k-31-5-2021

[6] Musilek J. (2012): Aplikace blizké infradervené spektroskopie ve farmaceutické
analyze. Chemické listy ro€. 106, s. 10 —15. ISSN 0009-2770.

[7] Endlova, L., Vrbovsky, V., Navratilova, Z., Tenkl, L. (2017): Vyuziti spektroskopie
Vv blizké infracervené oblasti ve §lechténi fepky olejky. Chemické listy. ¢. 111, s. 524-
530. ISSN 1213-7103.

[8] CSN EN ISO 659 Olejnaté semena — Stanoveni obsahu oleje (Referenéni metoda).

[9] CSN EN ISO 12966-1 Zivo¢isné a rostlinné tuky a oleje - Plynovéa chromatografie me-
thylesterti mastnych kyselin - Cast 1: Smérnice pro moderni plynovou chromatografii
methylesterti mastnych kyselin.

[10] CSN EN ISO 12966-2 Zivogisné a rostlinné tuky a oleje - Plynova chromatografie
methylesterti mastnych kyselin - Cast 2: P¥iprava methylesterti mastnych kyselin.

[11] Kumar, S. a kol. (2010): Screening for erucic acid and glucosinolate content in ra-
peseed-mustard seeds using near infrared reflectance spectroscopy. J. Food Sci Technol
n. 47 (6), p. 690 — 692. ISSN 0022-1155.

[12] Singh, J. a kol. (2013): Standardization of the fourier transform near-infrared re-
flectance spectroscopy for estimation of some oil quality parameters in mustard (Bras-
sica spp.). Plant Soil Envirom n. 59, p. 478 — 483. ISSN 1214-1178.

20


https://www.czso.cz/csu/czso/soupis-ploch-osevu-k-31-5-2021

Stanoveni kvality semen hoi¢ice bil¢, sareptské a cerné metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti

7 Seznam vysledkii, které predchazely vydani metodiky

[1] Rychla, A., Plachka, E., GaliSova, V. (2021): Vhodné péstitelské technologie nosnych
odrid hoicice bilé. Farmar ¢. 1, s. 8 - 12. ISSN 1210-9789.

[2] Rychla, A., Plachka E., GaliSova V. (2021): Rozdily v meziodriidové citlivosti hoicice
bilé k napadeni semen houbovymi patogeny. Uroda ¢&. 12, ro&. LXIX, védecka piiloha.
ISSN 0139-6013.

[3] Brant, V. a kol. (2021): Biologicka variabilita brukvovitych meziplodin. Uroda &. 11,
ro¢. LXIX, s. 57 - 62. ISSN 0139-6013.

[4] Rychla, A., Plachka, E. (2020): Vliv technologie péstovani a odridy na vynos hoicice
bilé. Uroda ¢. 4, s. 60 - 64. ISSN 0139-6013.

[5] Rychl4, A. (2020): Nedocenéna exoticka kraska - hoi¢ice sareptska. Uroda ¢. 2, s. 50 -
52. ISSN 0139-6013.

21



Stanoveni kvality semen hof¢ice bilé, sareptské a ¢erné metodou spektroskopie v blizké infracervené oblasti

Tato publikace neprosla jazykovou tpravou.

Za vécnou a jazykovou spravnost odpovidaji autofi.

OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.0.
Provozovna Opava
Purkynova 10
764 01 Opava
1. vydani, 2020
Tel: +420 553 624 160

e-mail; opava@oseva.cz

WWW.0Seva-vav.Cz

22

OOOOO


mailto:opava@oseva.cz

