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Uvod

Spektrometrie v blizké infracervené oblasti (,near-infrared spectrometry” — NIR
spectrometry) je metodou molekulové spektroskopie, ktera vyuziva spektralni oblast
blizkého infracerveného zareni, tj. oblast vinovych délek 800 — 2500 nm resp. vinoctl
12500 — 4000 cm™. NIR oblast tak z jedné strany navazuje na viditelnou, z druhé pak na
stfedni infradervenou. Hranice nejsou zcela ostré a fluktuuji podle rlznych zdrojl informaci v
zavislosti na tom, zda se tyto hranice vyvozuji z moznosti spektrometrd pokryt danou oblast,
nebo z typu energetickych prechodd, které se v dané oblasti pozoruiji.

Absorpce zafeni v NIR oblasti je obvykle zplsobena energetickymi prechody mezi
vibraénimi hladinami molekul®, a to pt¥echody kombinaénimi® a svrchnimi tony (overtony)3,
nikoli pfechody fundamentalnimi, které hraji dominantni roli ve stfedni infracervené oblasti
(MIR). Kombinacni pfechody i svrchni tény jsou vyznamné méné pravdépodobné nez
prechody fundamentadlni, takZe absorpce zareni v NIR oblasti je pfi stejné tloustce vzorku
fadoveé (bézné o jeden az dva rady) slabsi nez v MIR oblasti, a proto se pouZivaji kyvety s delsi
optickou drahou (bézné radové v mm). Pfifazeni absorpcnich pasi jednotlivym kombinacnim
pfechoddm a svrchnim tonlm je pomérné obtizné, a proto se béiné neprovadi rozbor
spekter smérujici k identifikaci funkénich skupin v molekulach, jak je obvyklé pfi interpretaci
spekter v MIR oblasti. Lze vymezit oblasti, kde jsou dominantni pasy kombinacnich prechodl
(cca 4000 — 5300 cm™), prvni overtony (cca 4600 — 7300 cm™), druhé overtony
(cca 6000 — 10000 cm™) a tfeti overtony (cca 8800 — 14500 cm™). Z hlediska kvalitativni
informace je mozné srovnavat mérena spektra Cistych latek s knihovnami spekter, a tak
provadét identifikaci latek. K dispozici jsou napfiklad knihovny spekter polymerd di
farmaceuticky daleZitych chemikalii. Casto se NIR spektra tfidi a klasifikuji s vyuZitim
chemometrickych metod. Vyznamnou mérou se NIR spektra vyuzivaji pro kvantitativni
analyzu, a to i sloZitych vzork( v fadé odvétvi jako je napriklad petrochemie, farmaceuticky,
papirensky Ci potravinarsky primysl. V. mnoha pripadech je moZné stanovit vice sloZzek vedle
sebe, aniz je nutné délit slozité smési, a to pfimo ve vyrobnim procesu.

u nékterych latek ¢i materidld se v NIR oblasti uplatiuji pfechody mezi rlznymi elektronovymi stavy. Jedna se
naptiklad o nékteré koordinacni slouceniny prechodnych kovu ¢i lanthanoidl. Témito ptfipady se v této uloze nebudeme
zabyvat.

% Kombinagni prechody znamenaji souc¢asnou excitaci nékolika vibra¢nich mod( (energie prislusného prechodu pak
odpovida souctu energii fundamentalnich prechodi prislusnych vibra¢nich moda).

3 Svrchni tén (oveton) odpovida excitaci daného vibracniho modu do vyssi excitované hladiny. Prvni oveton tak zhruba
odpovidd dvojnasobku energie fundamentalniho prechodu, druhy overton trojndsobku, treti ¢tyrnasobku. Pro presnéjsi
popis je tfeba uvazovat anharmonicitu vibracnich moda.



NIR spektrometrie se proto zarfazuje mezi tzv. procesni analytické metody, kdy se klade
dliraz na rychlost samotné analyzy véetné moznosti kontinudlni on-line analyzy ve vyrobnim
procesu (na vyrobni lince) nikoli na jeji pfesnost. Takto Ize napfiklad zaroven stanovit obsah
tukl, bilkovin, laktézy a mocoviny v mléce a mlécnych vyrobcich (v rGznych stadiich jejich
zpracovani), ¢i obsah ethanolu a sacharidd v alkoholickych napojich (napfiklad béhem
probihajicich kvasnych procest). NIR spektrometrie se v posledni dobé uplatiuje i pfi
analyzach Zivotniho prostredi ¢i v medicinalni chemii. Samotné méreni je pomérné rychlé4,
Casto nedestruktivni a nevyzaduje obvykle Zadnou specidlni Upravu vzorku. Minimalizuje se
tak spotfeba chemikalii, jednordazové pouzitelnych analytickych set(i, a tim i generovani
Zivotni prostiedi zatéZujicich odpadud. Lze méfit vzorky ve sklenénych i nékterych dalSich
transparentnich obalech. Voda v nékterych ¢astech NIR oblasti vyznamné absorbuje, presto
vSak Ize analyzovat i relativné zfedéné vodné roztoky. Mnohem pracnéjsi a ¢asové vyrazné
naroCnéjsSi nez samotné meéreni spekter je ndsledné zpracovani a vyhodnocovani
namérenych dat.

Techniky méfreni NIR spekter

NIR spektra lze méfit jako zeslabeni zarivého toku po prichodu zareni vzorkem
(transmisni méreni) nebo po odrazu zareni (reflexni techniky). V ramci reflexnich technik se
nejcastéji uplatiiuje princip difdzni reflexe’, kdy se dopadajici zafeni odraZzi od povrchu
jednotlivych malych castic praskového vzorku. Tento pristup se Casto pouziva pfi analyzach
ve farmaceutickém prdmyslu ¢i pfi analyze prlimyslové vyrabénych praskovych krmiv pro
zemédélskou vyrobu.

Transmisni méreni se vyuZivd predevsim v pripadé kapalin, kasovitych vzorkd a
polymernich folii. Kapalné vzorky je mozné méfit v kyvetach ze specialniho skla (INFRASIL,
SUPRASIL), které vykazuje vysokou propustnost v celé NIR oblasti. Tloustka optické vrstvy u
téchto kyvet je obvykle od 1 mm do cca 10 mm a jejich volba se optimalizuje v zavislosti na
koncentraci analytu v roztoku a optickych vlastnostech rozpoustédla.

Vedle uvedenych postupd, kdy je vzorek umistén v drzaku pristroje, se ¢asto NIR spektra
méfi s vyuzitim vldknové optiky s rGznymi typy sond, které mohou byt umistény napfiklad
pfimo v chemickém ¢i biotechnologickém vyrobnim reaktoru.

NIR spektrometr

Pro NIR spektrometrii se pouZivaji jak disperzni spektrometry, které obvykle zaroven
pokryvaji oblasti viditelnou, pripadné i ultrafialovou, tak spektrometry s Fourierovou
transformaci (FT), které mnohdy umoznuji mérit také ve stfedni (MIR), pfipadné i vzdalené
(FIR) infracervené oblasti. Jak disperzni, tak FT spektrometry jsou dnes béziné
jednopaprskové, takie pro ziskani absorpénich charakteristik samotného vzorku je treba
ziskat referencni spektrum (spektrum pozadi — ,background”). Pro NIR spektrometrii lze
vyuZit jak zdroj zareni zarovky, dnes prevazné halogenové, které pokryvaji viditelnou oblast
stejné jako rozsahlou ¢ast infracervené oblasti. Jako opticky material Ize v NIR oblasti vyuzit
kvalitni kfemenné sklo, takze se v této oblasti hojné uplatiuje kfemenna vlaknova optika.

*K zaznamu jednoho spektra vétsSinou staci méné nez jedna minuta, nékdy i jen nékolik sekund.
® Difuzné-reflexnf princip méreni FTIR spekter je mnohdy oznacovan zkratkou DRIFT.



V laboratofi jsou instalovany dva FTIR spektrometry Nicolet NEXUS (Thermo USA), které
jsou nakonfigurovany tak, ze pokryvaji oblasti NIR a MIR. Jsou vybaveny dvéma manualné
vymeénnymi, automaticky rozeznavanymi déli¢i paprsk( (KBr — predevsim pro MIR s
pfesahem do NIR a CaF, predevsim pro NIR s pfesahem do MIR), dvéma softwarové
ménitelnymi zdroji zafeni (keramickou ty¢inkou Everglo pro MIR s prfesahem do NIR a
halogenovou zZarovkou pro NIR s pfesahem do MIR i viditelné oblasti) a dvéma softwarové
ménitelnymi detektory (DTGS pro MIR s prfesahem do NIR a InGaAs pro NIR). Kromé
manualni vymény déli¢t paprskd, kterou je tfeba provést pred spusténim Fidiciho programu
OMNIC, jsou vSechna ostatni zakladni nastaveni soucasti predpfipravenych , experiment(”, z
nichz se vhodny vychozi zvoli bezprostfedné po spusténi programu podle typu pouzivaného
nastavce v kyvetovém prostoru. Nastaveni lze pak pfizplGsobit konkrétnimu feSenému
problému v nabidce , Collect — Experiment Setup...“, kde lze pomoci diagnostickych ndstroju
zkontrolovat nastaveni a funkénost jednotlivych soucasti pristroje.

Kvantitativni analyza

Jak jiz bylo uvedeno, NIR spektrometrie se vyrazné uplatnuje v kvantitativni analyze. V
ramci transmisnich méreni se obecné ve spektroskopii vychazi z platnosti Lambertova-
Beerova zakona, kdy pro kazdou jednotlivou slozku i smésného vzorku plati nasledujici vztah:

A =€, [blg (1),

kde A,; je prispévek i-té slozky k celkové absorbanci A, pfi dané vinové délce A, &, je
molarni absorpéni koeficient i-té slozky pfi dané vinové délce A, b je optickd tloustka
absorbujiciho prostiedi, ¢; je koncentrace i-té slozky ve smési. Celkova absorbance A, pfi
dané vinové délce A je pak souctem prispévkl od vSsech m nezavislych sloZzek zkoumaného
systému:

A = Z A 2).

Vzhledem k tomu, Ze pasy v NIR oblasti jsou obvykle Siroké i pro Cisté latky, a ddle nelze
vyloucit prekryvy pdst rliznych sloZzek a vzajemné vlivy ménicich se koncentraci jednotlivych
slozek na tvar pfislusnych absorpénich pasl, neni v této metodé jednoduchy princip
Lambertova-Beerova zdkona obvykle splnén. Pro kalibraci je v NIR spektrometrii tfeba vyvijet
kalibra¢ni modely s vyuzitim pokrocilych chemometrickych algoritm(, které vsak obvykle
vyZaduji rozsahlou sadu standard( (bézné vice jak 30 kalibracnich vzorkd). Takova sada musi
dostatecné reprezentativni, musi pokryt celou ocekdvanou ¢i odhadnutelnou variabilitu
charakteristik vzorkd, které pak maji byt kvantitativné analyzovany, a to nejen z pohledu
obsahu sledovanych analytd, ale i z pohledu dalsich proménlivosti (at jiz fyzikalnich i
chemickych). Priprava takové sady kalibracnich vzork(l vyZaduje peclivé planovani
experimentu. Jako zakladni algoritmus pro tvorbu kalibracniho modelu se dfive vyuzivala
vicenasobna linearni regrese (MLR — ,multiple linear regression”), dnes se v ramci rozvoje
chemometrického softwaru nejvice uplatnuji dvé regresni metody, a to regrese hlavnich
komponent (PCR — ,principal component regression”) a metoda c¢dsteCnych nejmensich
Ctverch (PLS — ,partial least squares”). Pfi pouZiti téchto regresnich metod se v ramci
kalibracniho modelu vyuzZivaji nikoli hodnoty absorbance v maximech vybranych pasa, ale
vétsSinou se vyhodnocuiji Sirsi spektralni useky ¢i dokonce celad NIR spektra. Cilem je tak nalézt
vztah mezi vicedimenziondlni spektralni informaci (reprezentovanou matici hodnot



absorbanci ve vybranych spektrdlnich uUsecich pro sadu kalibracnich vzorkll) a sloZzenim
vzork( (reprezentovanym matici hodnot koncentraci skupiny sledovanych analytll v sadé
kalibracnich vzorku). V nékterych ptipadech, kdy jsou absorpcni pasy velmi Siroké, se pro
kalibra¢ni modely spektra pfedem upravuji, napf. vypoctem derivacnich zaznam( (predevsim
1. a 2. derivace pUvodniho spekter). Podminky méreni vSech spekter i zplsoby jejich Uprav a
zpracovani musi byt zachovany od kalibraCnich, pfes validacni az po nezndmé zkoumané
vzorky.

Vyvoj robustnich kalibra¢nich modelud a jejich fadna validace jsou klicovymi a pomérné
naro¢nymi kroky kvantitativni analyzy pomoci NIR spektrometrie. Je tfeba pocitat s nutnosti
pfipravy nejen jiz zminovanych velmi rozsahlych souborl kalibracnich vzork(, ale i sad
vhodné zvolenych validaénich vzork( (ktery je mnohdy i dodatecné dopliiovan), testovanim
rdznych postupl predbéZného zpracovani spektralnich dat, hledanim vhodné regresni
metody a optimalizaci jejich parametrli a nezbytnymi ovérovacimi kroky, kdy je tfeba
testovat i odlehlé vysledky. Pouziti valida¢nich méfeni je nutné pro vyhodnoceni
vykonnostnich charakteristik kalibra¢niho modelu. PInohodnotna validace spociva v analyze
nezavislého souboru vzorkll o znamém sloZeni s vyuZitim vyvinutého kalibra¢niho modelu. K
predbéinému ovéreni kalibracniho modelu lze vyuzit i rlznych postupll kfizové validace
(,cross-validation*) véetné uplatnéni principu postupného vylucovani jednotlivych méfeni a
jejich predikce na zakladé modelli konstruovanych pomoci ostatnich méreni (,/eave-one-
out”).

Metody PLS a PCR umozniuji popsat strukturu souboru vicerozmérnych dat transformaci
pavodni spektralni informace do novych proménnych — hlavnich komponent, které jsou
linedrnimi kombinacemi plvodnich vinoctd a jsou vzajemné nekorelované. Obé metody
pracuji s celym spektrem nebo pouze s jeho ¢astmi. Vysledkem regresnich metod jsou
linedrni regrese mezi vlozenymi daty koncentracénich a spektralnich sad), stfedni kvadraticka
chyba kalibrace (RMSEC - ,,Root Mean Square Error of Calibration”) a korelacni koeficient R
(vypovidajici o kvalité regresni zavislosti mezi koncentracnimi hodnotami a hodnotami
predikovanymi pomoci kalibracniho modelu). Obé techniky jsou podobné. Nicménég,
kalibrace metody PCR muze trvat déle, vzhledem k narocnosti celého vypoctu. Zatimco
metoda PLS vytvari novy systém latentnich proménnych pro vstupni data vsech slozek a
regresni model pro vSechny slozky, metoda PCR po vytvofeni nového systému hlavnich
komponent vytvafri vice regresnich modell pro jednotlivé slozky. Dllezitym diagnostickym
nastrojem pro vyvoj kalibraéniho modelu a urceni optimalniho poctu latentnich
promeénnych, které popisuji variabilitu zdrojové matice, je zavislost (PRESS - ,predicted
residual sum of squares”- sumy ctvercll rozdild mezi predikovanymi a redlnymi N hodnotami
analytd), na poctu hlavnich komponent pouZitych ke kalibraci. Optimalni pocet hlavnich
komponent je volen v minimu funkce PRESS.



Ukoly

1. Promérte vzorek destilované vody, zasobniho roztoku sacharosy a roztoku ethanolu
40% (V/V) v kyvetach s tloustkou 1,2 a 5 mm.

2. Urcéete v namérenych spektrech absorpéni pasy overtonl a kombinacnich prechodd.
Ackoliv NIR spketrometrie neni primarné vyuzivana k identifikaci latek, pokuste se
zamyslet nad pfifazenim absorpcnich pasu vibracnich prechod( v oblasti vyskytu
overtonl odpovidajicim funkénim skupinam latek v jednoduchych systémech voda,
voda-ethanol -kde identifikace jeSté mozna je.

3. Ovérte na spektralnim zaznamu zavislost absorbance na tloustce vrstvy absorpéniho
prostiedi a zvolte kyvetu dané tloustky, kterd bude vhodna pro proméreni kalibracni
sady roztok( a nezndmych vzorka.

4. Navrhnéte a pripravte sadu kalibracnich roztok( ze zasobniho roztoku sacharosy a
ethanolu tak, aby umoznila z kalibracniho modelu stanoveni obsahu sacharosy a
ethanolu ve vodném prostredi pfi zastoupeni jak jedné tak obou slozek zaroven.
Maximalni koncentrace sacharosy by méla byt pfiblizné 150 g/l a ethanolu 40% (V/V).

5. Promérte sadu kalibracnich roztok( ve zvolené kyveté, a to s dvakrat opakovanym
plnénim kyvety kazdym roztokem.

6. Vyvinte kalibra¢ni model pro stanoveni sacharosy a ethanolu ve vodnych roztocich a
testujte vliv vybéru spektralni oblasti, typ regresni metody a poctu faktorll u PLS
(popf. hlavnich komponent u PCR) na kvalitu kalibratniho modelu. Polovinu
namérenych spekter pouZzijte pro ucely kalibrace, druhou polovinu pro validaci.

7. Vyvinuty model vyuzZijte pro kvantitativni analyzu spekter zmérenych zadanych
neznamych vzorka.

Méreni NIR spekter

NIR spektra budete méfit v prostredi softwaru OMNIC, firmy Thermo Fisher Scientific
Inc., se kterym jste se seznamili v Uloze ,InfraCervend spektrometrie” v ramci ,Laboratofi
z analytické chemie [“. Zakladni pfipravu pfistroje a pocitace k méreni prenechate
vyucujicimu, ktery Vas sezndmi s obsluhou spektrometru a softwaru. Jedna se predevsim o
kontrolu zafazeni spravného délice paprsku v interferometru, vybér vhodnych
experimentalnich parametri méreni v nabidce ,,Experiment Setup”. FTIR spektrometr Nicolet
NEXUS je jednopaprskovy pfistroj, takze pred mérenim vzorkl je treba zaznamenat
referenc¢ni spektrum ,pozadi“ pomoci ptikazu , Collect Background” v ,Collect” menu. Po
vloZeni kyvety se vzorkem do drzaku v kyvetovém prostoru lze zaznamenat spektrum vzorku
ptikazem ,Collect Sample” (Obr. 1) ve vySe zminéném menu. Namérené spektrum je dllezité
okamzité uloZit pomoci prikazu ,Save” v menu , File”, tak aby se minimalizovalo riziko ztraty
dat. Je zadouci, aby ,Spectrum Title“, ktery vyplnite prfed zahdjenim zdznamu pfislusného
spektra, byl pouzit jako nazev souboru , Filename“. Nastaveni stejného oznaceni vzorku lze
provést pomoci tlacitka pfi ukladani ,Set Filename to Title“. Jednotlivé popisy (,Spectrum
Title”) musi umoznit jednoduse identifikovat méreny vzorek, opakovani méfeni a osobu

operatora (napf. GB_120116_eth40 _a.spa znamenajici inicidly operatora_datum



méreni_oznaceni vzorku_oznaceni opakovani.formdat souboru). Jednoznacna identifikace
spekter je klicova pfi vyvoji kalibraé¢niho modelu, pro jejich zatazeni do kalibraéni ¢i validaéni
skupiny, a pro pfifazeni znamych kvantitativnich charakteristik. VeSkera mérena data
ukladejte do jednoho vyucujicim uréeného adresare.
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Pomocné informace a tipy pro méreni:

1. Pro rychlé pfikazovani ukonl a obsluhu pfistroje je dobré uZivat klavesovych zkratek,
které jsou vypsany pfi rozbaleni jednotlivych menu v zakladnim oknu programu
OMNIC.

2. Pro ulozeni spektralnich dat pouzivejte vhodné typy formatu souboru, napf. *.spa,
*.spc, *.jdx . Pro uloZeni obrazkového souboru disponuje program OMNIC formatem
TIFF.

3. Pfi zméné méficiho roztoku vzorku v kyveté proplachujte kyvetu i Spicku pipety
roztokem, ktery budete méfit v nasledujicim kroku.

4. Odmeérné barky a dalsi laboratorni sklo pro pripravu kalibra¢ni sady roztok( by mélo
byt na pocatku ptipravy suché.

5. Pomozte si vysatim roztoku z uzkych kyvet bunicinou.
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Obr. 1: Spektrum ethanolu 40% (V/V) ve vodném prostfedi v oblasti NIR.



Vyvoj kalibracniho modelu

Jak jiz bylo popsano vyse, klicovym krokem kvantitativni analyzy pomoci NIR
spektrometrie je vyvoj a optimalizace kalibraéniho modelu. Vyvoj kalibracniho modelu
budete provadét v programu TQ Analyst, téZ firmy Thermo Fisher Scientific Inc. Neni tedy
nutna zadna formatova konverze uloZenych spektralnich dat. Obsluha programu TQ Analyst
je uZivatelsky privétiva, kromé béiné nabidky ,Help” naleznete ndpovédy v zakladni
tlacitkové listé pod tlacitkem ,Explain“, které otevira kontextové napovédy podle zvolené
zalozky, kterou pravé zpracovavate. Béhem vyvoje kalibracniho modelu jej po zpracovani
kazdé zalozky ukladejte, tak abyste neztratili jednou zaznamenané udaje. Pfi modifikaci
parametrd modelu jej ukladejte pod jinym jménem (s rostoucim poradovym cislem). V
kazdém okamziku je ze zakladni listy patrné, zda se jednd o ,nekalibrovanou metodu”
(,Uncalibrated”) ¢i o metodu, kde byl proveden kalibra¢ni vypocet (,Calibrated”). Na
zakladni obrazovce lze sledovat datum a c¢as posledniho uloZeni modelu a poradové Cislo
revize. To umoznuje |épe sledovat postupny vyvoj kalibraéniho modelu a jeho optimalizaci.

Pti spusténi TQ Analyst na vstupni obrazovce v zdloice popis (,Description”) (Obr. 2)
vyplnite nazev metody, typ regresni metody a vase jméno, poté prepnete na zalozku délka
drahy (,,Pathlength”) (Obr. 3), kde se vybere typ tloustky absorpéniho prostiedi.
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Obr. 2: Volba typu chemometrické metody v programu TQ Analyst.
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Calibrate I Quantify ‘ Explain | Close ‘ Performance Index: N/A Previous: N/A I Uncalibrat

" Description TPazhlen
Suggest... | Advanced... ‘ Edit Region... ‘
Pathlength Type
" Undecided
@ Constant
" Known
(" Predict
" Intemal reference (A=k**c)
" Peakratio or Narmalize (&/h=k*c)
(" Multiglicative signal correction (MSC)
(" Standard normal variate (SNY)

Obr. 3: Typ tloustky absorpcniho prostredi Ize zvolit v zaloZce délka drahy (,Pathlength”).

Poté prepnéte na zdlozku ,Components” (Obr. 4), kde je tfeba wvyplnit tabulku
»Components Table“, kde uvedete nazev stanovované slozky, jeji zkratku, jednotky veliCiny
pouZité pro kvantitativni analyzu, dolni a horni limit analyzy, limit akceptované nejistoty a
zpUsob prezentace vysledku vypoctu. V této tabulce je obecné treba specifikovat vsechny
stanovované analyty, protoZe zplisob vyplnéni této tabulky ovliviiuje zpUsob zobrazeni
dalSich zalozek. To znamen3, Ze v jednom Fadku budete mit uvedenou sacharosu, v druhém
ethanol.

___"__"'__TComponents TStandards TSpectra TReg\ons TCorrectmns TOther TReport _
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W' File Edit View Diagnostics Window Help
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Assess Feasibility ‘
Concentration / Error Limits
¥ Use analysis limits
[ Use acceptance limits ifor pass/fail or alams)
[ Use threshold limits (for waming alarms)
[~ Use F-ratio limits (for alarms)
Concentration Constraints
I~ Always sum to a constant
Component Interaction
(" Mone {use for measuring sample propertes)
® Some {use for measuring component concentrations)
Adaptive Target Components
[ Assign target components
Composite Components
[ Allow compasite companents
Categorize standards

I Puteach standard into a categary

Components Table

Indesx Component Ablrey. Unit Digits | Analysis Low | Analysis | Uncertainty Limit Result
3 sacharosa s afl 4 0.0000 1507420 1.0000 Cornpute and report -
2 ethanol E % (VIV) 2 0,00 40,00 1.00 Compute and report =
3 Compute and report =]
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Obr. 4: Tabulka ,,Components Table” bude obsahovat vSechny slozky, pro které budete chtit
stanovit koncentraci pomoci zvolené regresni metody.

Ddle je tfeba vyplnit udaje pod zdlozkou ,Standards” (Obr. 5). Po umisténi kurzoru do
prazdného radku tabulky lze pomoci tlacitka ,Open Standard...“ vybrat a otevfit spektra
zmérenych vzork(, kterd budete pouzivat pro kalibraci i validaci. Poté v tabulce vyplnite



zpusob poufziti pFislusného spektra a budete specifikovat Udaje o sloZeni pfislusného
kalibracniho/validacniho vzorku. Polovinu namérenych spekter pouZijte pro kalibraci,
polovinu pro validaci (nad tabulkou standard( mate udan pocet a zpUsob pouzitych spekter).
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Suggest... ‘ Evaluate... ‘ Open Standard... | View Standards ‘ Sort Standards ‘ Ignore Missing Data|
Standards
[# Show spectrum titles
[ Show spectrum file names
[ Automatically convert spectrum to Wavenumbers
r y
[ Piestrict Y-axis range in standard spectra Standards Spectra
= 5 g = » axis unit “avenumbers [om-1)
0,000 Start 1.000 End ' @i unit Absorbance
Missing Data Spectral range 3999,640-12400,041
Fo0.000 | Indi I D 38568 > Mgt Xy
risspevele o g P » | Vyberte pouziti spektra (Ize rovnéz
Standards Table: 18 Calibration, 18 Validati / H 1 H 41 X
tandards Tabler 10 Colfbeation. 18 ¥alidalien - zvolit nabidku ignorovat v pfipadé
Index Select Spectrum Title Usage glarnsa ethanal | v oev s cevi v s v
pozdéjsiho zjisténi, ze spektrum
1 S5+ ethdl_a 0.0000 40,00
: e on 4088 nevystihuje kalibraéni model).
3 G+ sach_a 1507098 [I,[IN
4 & sach_h 150,7098 0.00
5 G+ wotaa ) 0.0000 0,00 .
6 & - 0.0000 0.0 v . ¥
. — T = TR T Doplrite dané koncentrace slozek.
8 85" kall_h validation | 135,638 400
g 6d" kalz_a - 1205676 .00
10 e kal2_b Validation 1205678 8.00
1 ad" kali_a Calibration 5, 4568 1200 n , v srs
12 65 kalib Validation  w 1054368 1200 i Pomoci tlacitka bryll Ize spektra
13 G kald_a Colibration | 90,4259 16,00 | ve virv ,
14 6 |kaldb Validation | 804759 1600 oznacit kfizkem a prOhleanUt
15 og" kals_a Calibration 75,3549 20.00 , . , . “
16 G kelEb Validation | 75384 2000 pomoci stisknuti ,,View Standards”,
17 oq" kalB_a Calibration - 60,2839 24.00 . ’ v
18 gy kb VR E—| s0283 2400 nebo zobrazit vybrana spektra v okné
13 85" kel?_a Calibration  « 452129 2800 . . “ . er s
T T ~Region Selection” v nasledujicim
21 &g kal8_a Calibration j 30,1420 3z.0o0
22 &a" kali_h Validation v | 301420 32.00 krOku'
23 og" kald_a Calibration - 15,0710 36,00 »

Obr. 5: Pfi vyplnovani tabulky standardl budte obezretni pfipadnych preklept.

Dalsi zalozka ,Regions“ se tyka vybéru spektralni oblasti, ktera bude pouzita pfi vypoctu
kalibraéniho modelu. Pro prvni ,nastfel” mulzZete vyuzit pomoc pridvodce ,TQ Expert”,
kterého spustite tlacitkem ,Suggest...“. Nechte prozkoumat cely rozsah zaznamenanych NIR
spekter a po dokonceni privodce se objevi navrzend oblast (navrzené oblasti) v tabulce
,Regions Table”. Stisknutim tlacitka , Edit Regions...“ 1ze otevtit okno ,Region Selection” (Obr.
6), kde Ize interaktivné provést Upravu zvoleného rozsahu, prohlédnout spocitana statisticka
spektra a modely spekter Cistych sloZzek ,,Pure Component Spectra“(Obr. 7) (lze i z menu
,Diagnostics”). Pfipadné zmény se ukladaji tlacitkem ,Save“. Po navratu do zalozky
»Regions” si zkontrolujte tabulku ,Components in Regions Table“, zda mate kfizkem
oznaceny spravné regiony pro dané slozky, pro které bude sestaven kalibracni model.
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Obr. 6: Okno pro vybér oblasti (,,Region Selection®).
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Obr. 7: Vokné ,Pure Component Spectra“ mUzZete zobrazit jednotlivd vypoctend spektra
Cistych slozek.



Vyse uvedenym zaddnim stanovované slozky, vybérem standard( a specifikaci jejich
sloZzeni a volbou analyzované spektralni oblasti jsou shromazdéna veskera data nutna pro
provedeni kalibracniho vypoctu, ktery se spusti stisknutim tlacitka ,,Calibrate”. Po Uspésném
provedeni vypoctu se zobrazi okno ,,Calibration Results“ (Obr. 8), kde se graficky i tabulkové
zobrazi vysledky kalibrace, spocivajici v porovnani spocitanych hodnot se zadanymi pod
zalozkou ,Standards”, a to jak pro kalibraéni, tak valida¢ni spektra. Pokud se pro jednotlivé
spektrum dramaticky lisi spocteny vysledek od pivodné zadané hodnoty, je tfeba zvaZzovat
vylouceni pfislusného méreni z kalibracni sady (ignorovat). Dllezitym kritériem je dale i
hodnota vykonnostni charakteristiky ,Performance Index”, ktera mize nabyvat hodnot od
minimalnich (zdpornych) —100 (zdporna korelace ve vstupnich datech) az po maximalnich
+100 (pozitivni korelace). Cim blize je hodnota RMSE (,,Root Mean Square Error”) k nule, tim
mensi jsou rozdily mezi vypocitanymi hodnotami koncentraci a skuteénymi hodnotami.
Zmény hodnoty vykonnostniho indexu lze sledovat v zavislosti na editaci pouzité spektralni
oblasti, pfipadné zpUsobu jejiho zpracovani.

Pro vyvoj a optimalizaci kalibracniho modelu slouzi nastroje pfistupné v menu
,Diagnostics”.
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12 kalib Validation | 1054969 1031533 23435
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Obr. 8: Okno ,,Calibration Results” s vysledky kalibrace.

PFi vyvoji kalibracniho modelu pomoci regresnich metod PLS a PCR je tfeba vénovat

pozornost predevsim diagnostickému nastroji, oznaCovanému zkratkou PRESS

v.menu

,Diagnostics“. Samotna hodnota ,sumy ¢tvercl odchylek” se vynasi graficky proti hodnoté
poctu pouzitych hlavnich komponent (PC - , principal component”) v pripadé PCR, resp. proti
hodnoté poctu PLS faktor( u PLS regrese. Testovat a zoptimalizovat je tfeba pocet pouZitych



PC/faktorl. Optimalni pocet PC/faktor(i odpovida oblasti okolo minima na zminéné PRESS
krivce (Obr. 9). V ramci této oblasti je viak vhodné volit radéji nizsi pocet PC/faktord, protoze
prilis vysoky pocet pouzitych PC/faktorl sniZuje kvalitu predikce pro jind neZ kalibraéni
méreni. Kalibra¢ni model pak totiz zahrnuje stdle vétsi podil Sumové slozky analyzovanych
kalibracnich dat; popisuje tak stdle ,dokonaleji“ kalibracni data vcetné vSech chyb a
nahodilych jevd v nich obsazenych. Nevhodny je pochopitelné i model s malym poctem
PC/faktor(, kdy dostatecné nevyuzivdme veskeré relevantni informace. Pocet pouZitelnych
PC/faktor( je ovlivnén i potem kalibraénich méfeni. Cim vétsi je pocet kalibragnich vzorkd i
spekter, tim vyssi pocet PC/faktorli mGzZzeme principidlné vyuZit. V uvedené laboratorni Uloze
je tak moZnost poufZiti vétSiho poctu PC/faktor(i limitovdna pravé omezenym poctem
ptipravenych vzork(. Vedle jiz uvedenych diagnostickych ndstroji jsou k dispozici, jak v
programu TQ Analyst, tak v jinych chemometrickych softwarech dalsi procedury, umoziujici
napriklad testovat a vylucovat odlehld data (,Spectrum Outlier”) (Obr. 10), zobrazovat
spektralni prib&hy zaté7i pro jednotlivé PC apod. U&inné uplatnéni téchto ndstrojd je viak
mozné po hlubSim seznameni s multivariacnimi chemometrickymi metodami a neni tudiz
proveditelné v ramci této laboratorni ulohy.
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Obr. 9: Okno kfivky PRESS, zobrazujici hodnoty RMSECV (Root Mean Square Error of
Cross-Validation) v zavislosti na poc¢tu pouzitych faktord.

Z obrazku okna vénovaného diagnostice PRESS je mozné posoudit, zda pribéh PRESS
odpovidd teoretickym predpokladiim, jaké pocty faktorl je tfeba testovat (v pfipadé
uvedeném na obrdzku ziejmé sedm aZ deset) a jaky pocet faktorl je softwarem
doporucovan (v tomto pripadé 7). V nasem pripadé, pokud bude pouzito 9 faktorq, zlepsi se
vykonnostni index metody na 98,1.
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Obr. 10: Okno ,,Spectrum Outlier” pro testovani odlehlych dat.

Pomocné informace a tipy pro praci s TQ Analyst:

K zobrazeni spekter vrlzném méfitku vaci sobé lze wvyuZzit nékolik zplsobu
zobrazovani z menu ,View" a to ,,Full Scale”, ,Common Scale”, ,,Match Scale”, , Offset
Scale”.

V zéloice ,Other” lze pfepisovat pocet pouzitych faktord v tabulce ,Factors for last
calibration” dle minima na kfivce PRESS, popf. nechat spocist vétsi pocet faktoru.

Pfi nahravani standardl je potfeba mit kurzor vidy umistén v prazdném radku
tabulky standard(, nebo dojde k prepisu jiz nahranych dat.

S kazdou dalsi pozdéjsi upravou regionll po kalibraci je potfeba znovu zkontrolovat
pocet pouzitych faktort, odpovidajici minimu na krivce PRESS.

Pokud budete chtit umazat radek v tabulce standard(, je potfeba ho cely oznacit a
poté pouzit prikaz ,Delete Row" z menu ,Edit".

Pro vyvinuti regresni metody PCR lze vyuZit jiZz vytvofenou a uloZzenou metodu PLS
tak, Ze se pouze zméni typ metody v zalozce ,Description” a znovu se ulozZi pod
novym nazvem a popisem. Data se do dalSich zalozek uz nemusi vkladat. Staci pouze
dat nakalibrovat metodu, zkontrolovat spektralni oblasti v zaloZzce ,,Regions” a model
optimalizovat pomoci diagnostickych nastroja.




Obsahové body do protokolu:

1.
2.
3.

4.

5.

Princip: velmi stru¢né popiste metodu.

Ukoly: opiste ze zadani.

Pfistroje, pomucky, chemikdlie a pouzity software: uvedte typ méficiho pfistroje,
zdroj zareni, déli¢ paprsk(, detektor, typ kyvet,verze pouzitého softwaru, vybér
méficiho experimentu, nastaveni poctu sken( a rozliseni.

Vypracovani: bude obsahovat tabulku sloZeni kalibracnich roztokl, obrdzek a
komentar vysvétlujici vybér vhodné tloustky kyvety pro vase méreni, obrazek spekter
sacharosy a ethanolu ve vodném prostiedi a komentar vybéru spektralnich rozsaha
pro regresni chemometrickou metodu, kalibra¢ni model pro sacharosu a pro ethanol
s vykonnostnimi indexy, primérny vykonnostni index celé regresni metody,
komentar popisujici veSkeré zmeény v nastaveni regresni metody- které pomohly
k zlepseni vykonnostniho indexu, tabulku vypoctenych koncentraci sacharosy a
ethanolu v nezndmych vzorcich, typové vypocty.

Zavér: uvedte priamérnou koncentraci sacharosy a ethanolu v neznamych vzorcich a
prameérny vykonnostni index vasi regresni metody.

Kontrolni otazky

ouhkwnN

Jakymi hodnotami vinové délky resp. vinoctu je vymezena blizka infracervena (NIR)
oblast?

Jaké prechody jsou pficinou absorpce zareni latkami v NIR oblasti?

K jakému ucelu mohou slouzit knihovny NIR spekter?

V ¢em spociva hlavni analytické vyuZiti NIR spekter?

Jaké regresni metody se vyuzivaji pfi vyvoji kalibracniho modelu?

Jaky je vyznam kalibracnich a validacnich méreni?



