SPEKTROMETRIE V BLiZKE INFRACERVENE OBLASTI
Pavel Matéjka
Uvod

Spektrometrie v blizké infraCervené oblasti (,near-infrared spectrometry” — NIR
spectrometry) je metodou molekulové spektroskopie, ktera vyuziva spektralni oblast
blizkého infralerveného zareni, tj. oblast vinovych délek 800 — 2500 nm resp. vinocta
12500 — 4000 cm™. NIR oblast tak z jedné strany navazuje na viditelnou, z druhé pak
na stfedni infratervenou. Hranice nejsou zcela ostré a fluktuuji podle riznych zdroja
informaci v zavislosti na tom, zda se tyto hranice vyvozuji z moznosti spektrometra
pokryt danou oblast, nebo z typu energetickych pfechodu, které se v dané oblasti
pozoruji.

Absorpce zareni v NIR oblasti je obvykle zpusobena energetickymi pfechody
mezi vibraénimi hladinami molekul’, a to pfechody kombinagnimi? a svrchnimi tény
(overtony)3, nikoli pfechody fundamentalnimi, které hraji dominantni roli ve stfedni
infraCervené oblasti (MIR). Kombinacni pfechody i svrchni tony jsou vyznamné méné
pravdépodobné nez pfechody fundamentalni, takze absorpce zareni v NIR oblasti je
pfi stejné tloustce vzorku rfadové (bézné o jeden az dva fady) slabsi nez v MIR
oblasti, a proto se pouzivaji kyvety s del§i optickou drahou (bézné fadové v mm).
Pfifazeni absorpénich pasul jednotlivym kombina&nim pfechodim a svrchnim tonim
je pomeérné obtizné, a proto se bézné neprovadi rozbor spekter smérujici
k identifikaci funk&nich skupin v molekulach, jak je obvyklé pfi interpretaci spekter
v MIR oblasti. Lze vymezit oblasti, kde jsou dominantni pasy kombinacnich pfechodu
(cca 4000 — 5300 cm™), prvni overtony (cca 4600 — 7300 cm™), druhé overtony (cca
6000 — 10000 cm™) a treti overtony (cca 8800 — 14500 cm™). Z hlediska kvalitativni
informace je mozné srovnavat méfena spektra Cistych latek s knihovnami spekter, a
tak provadét identifikaci latek. K dispozici jsou napfiklad knihovny spekter polymeru
&i farmaceuticky dulezitych chemikalii. Casto se NIR spektra tfidi a klasifikuji
s vyuzitim chemometrickych metod. Vyznamnou mérou se NIR spektra vyuZzivaji pro
kvantitativni analyzu, a to i slozitych vzork( vfadé odvétvi jako je napfiklad
petrochemie, farmaceuticky, papirensky ¢i potravinarsky prumysl. V mnoha
pripadech je mozné stanovit vice slozek vedle sebe, aniz je nutné délit slozité smési,
a to pfimo ve vyrobnim procesu. NIR spektrometrie se proto zarfazuje mezi tzv.

' U nékterych latek & materialt se v NIR oblasti uplatiiuji pfechody mezi riiznymi elektronovymi
stavy. Jedna se napfiklad o nékteré koordina¢ni slou€eniny pfechodnych kova &i lanthanoidd. Témito
pfipady se v této uloze nebudeme zabyvat.

Kombinacni pfechody znamenaji soucasnou excitaci nékolika vibracnich modl (energie
prisluSného pfechodu pak odpovida souctu energii fundamentalnich pfechodl pfisluSnych vibra¢nich
modu).

% Svrchni ton (oveton) odpovida excitaci daného vibracniho modu do vySsi excitované hladiny.
Prvni oveton tak zhruba odpovida dvojnasobku energie fundamentalniho pfechodu, druhy overton
trojnasobku, treti ctyfnasobku. Pro presnéjsi popis je tfeba uvazovat anharmonicitu vibraénich modu.
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procesni analytické metody, kdy se klade ddraz na rychlost samotné analyzy véetné
moznosti kontinualni on-line analyzy ve vyrobnim procesu (na vyrobni lince) nikoli
na jeji presnost. Takto Ize napfiklad zaroven stanovit obsah tuku, bilkovin, laktézy a
mocoviny v mléce a mlécnych vyrobcich (v rliznych stadiich jejich zpracovani), i
obsah ethanolu a sacharidll v alkoholickych napojich (napfiklad béhem probihajicich
kvasnych procesu). NIR spektrometrie se v posledni dobé uplatiiuje i pfi analyzach
Zivotniho prostiedi ¢i v medicinalni chemii. Samotné méfeni je pomérné rychlé*,
Casto nedestruktivni a nevyZaduje obvykle Zadnou specialni uUpravu vzorku.
Minimalizuje se tak spotfeba chemikalii, jednorazové pouzitelnych analytickych setq,
a tim i generovani zivotni prostfedi zatézujicich odpadld. Lze méfit vzorky
ve sklenénych i nékterych dalSich transparentnich obalech. Voda v nékterych
Castech NIR oblasti vyznamné absorbuje, pfesto vSak Ize analyzovat i relativné

Vv,

samotné méfeni spekter je nasledné zpracovani a vyhodnocovani namérenych dat.

Techniky méreni NIR spekter

NIR spektra Ize méfit jako zeslabeni zafivého toku po priuchodu zareni vzorkem
(transmisni méfeni) nebo po odrazu zareni (reflexni techniky). V ramci reflexnich
technik se nejcast&ji uplatiiuje princip difuzni reflexe®, kdy se dopadajici zareni
odrazi od povrchu jednotlivych malych Castic praskového vzorku. Tento pfistup se
Casto pouziva pfi analyzach ve farmaceutickém pramyslu ¢&i pfi analyze pramyslové
vyrabénych praskovych krmiv pro zemédélskou vyrobu.

Transmisni méfeni se vyuziva pfedevsim v pfipadé kapalin, kaSovitych vzorku a
polymernich folii. Kapalné vzorky je mozné meéfit 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 rozpoustédia.

Vedle uvedenych postupu, kdy je vzorek umistén v drzaku pfistroje, se ¢asto NIR
spektra méfi s vyuzitim vlaknové optiky s riznymi typy sond, které mohou byt
umistény napfiklad pfimo v chemickém Ci biotechnologickém vyrobnim reaktoru.

NIR spektrometr

Pro NIR spektrometrii se pouzivaji jak disperzni spektrometry, které obvykle
zaroven pokryvaji oblasti viditelnou, pfipadné i ultrafialovou, tak spektrometry
s Fourierovou transformaci (FT), které mnohdy umoznuji méfit také ve stfedni (MIR),
pfipadné i vzdalené (FIR) infraCervené oblasti. Jak disperzni, tak FT spektrometry

* K zaznamu jednoho spektra vétsinou staci méné nez jedna minuta, nékdy i jen nékolik sekund.
® Diftizn&-reflexni princip méfeni FTIR spekter je mnohdy ozna€ovan zkratkou DRIFT.
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jsou dnes bézné jednopaprskoveé, takZe pro ziskani absorpénich charakteristik
samotného vzorku je tfeba ziskat referenéni spektrum (spektrum pozadi -
.background). Pro NIR spektrometrii |ze vyuzit jak zdroj zafeni Zarovky, dnes
pfevazné halogenové, které pokryvaji viditelnou oblast stejné jako rozsahlou c&ast
infraCervené oblasti. Jako opticky material Ize v NIR oblasti vyuZzit kvalitni kfemenné
sklo, takZe se v této oblasti hojné uplatriuje kfemenna vlaknova optika.

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 paprski (KBr —
predevSsim pro MIR s pfesahem do NIR a CaF, predevSim pro NIR s pfesahem
do MIR), dvéma softwarové ménitelnymi zdroji zafeni (keramickou tyCinkou Everglo
pro MIR s pfesahem do NIR a halogenovou zZarovkou pro NIR s pfesahem do MIR i
viditeIné oblasti) a dvéma softwarové ménitelnymi detektory (DTGS pro MIR
s pfesahem do NIR a InGaAs pro NIR). Kromé& manualni vymény délict paprskd,
kterou je tfeba provést pfed spusténim fidiciho programu OMNIC, jsou vSechna
ostatni zakladni nastaveni soucasti predpfipravenych ,experimentd®, z nichz se
vhodny vychozi zvoli bezprostfedné po spusténi programu podle typu pouzZivaného
nastavce v kyvetovém prostoru. Nastaveni Ize pak pfizplsobit konkrétnimu
feSenému problému v nabidce ,Collect — Experiment Setup...“, kde Ize pomoci
diagnostickych nastroji zkontrolovat nastaveni a funkc&nost jednotlivych soucasti
pristroje.

Kvantitativni analyza

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

Ai=¢,bgc (1),

kde A, je prispévek i-té slozky k celkové absorbanci A, pfi dané vinové délce A,
€)i je molarni absorpCni koeficient i-té slozky pfi dané vinové délce A, b je opticka
tloustka absorbujiciho prostifedi, c¢; je koncentrace i-té slozky ve smési. Celkova
absorbance A, pfi dané vinové délce A je pak souctem prispévkl od vSsech m
nezavislych slozek zkoumaného systému:

A=A, (2).
i=1



Vzhledem k tomu, Ze pasy v NIR oblasti jsou obvykle Siroké i pro Cisté latky, a
dale nelze vyloucit prekryvy pasl rlznych slozek a vzajemné vlivy meénicich se
koncentraci jednotlivych slozek na tvar pfislusnych absorp&nich pasud, neni v této
metodé jednoduchy princip Lambertova-Beerova zakona obvykle splnén. Pro
kalibraci je v NIR spektrometrii tfeba vyvijet kalibraCni modely s vyuzitim pokrocilych
chemometrickych algoritm0, které v§ak obvykle vyzaduji rozsahlou sadu standardu
(bézné vice jak 30 kalibracnich vzorkl(). Takova sada musi dostateéné
reprezentativni, musi pokryt celou ocCekavanou ¢i odhadnutelnou variabilitu
charakteristik vzorku, které pak maji byt kvantitativné analyzovany, a to nejen
z pohledu obsahu sledovanych analytu, ale i z pohledu dalSich proménlivosti (at jiz
fyzikalnich & chemickych). Priprava takové sady kalibracnich vzorkd vyzaduje
peclivé planovani experimentu. Jako zakladni algoritmus pro tvorbu kalibracniho
modelu se dfive vyuZzivala vicenasobna linearni regrese (MLR — ,multiple linear
regression®), dnes se v ramci rozvoje chemometrického softwaru nejvice uplathu;ji
dvé regresni metody, a to regrese hlavnich komponent (PCR — ,principal component
regression®) a metoda ¢aste¢nych nejmensSich ¢tvercu (PLS — ,partial least squares®).
Pfi pouziti téchto regresnich metod se v ramci kalibracniho modelu vyuZzivaji nikoli
hodnoty absorbance v maximech vybranych pasu, ale vétSinou se vyhodnocuiji SirSi
spektralni useky Ci dokonce celd NIR spektra. Cilem je tak nalézt vztah mezi
vicedimenzionalni spektralni informaci (reprezentovanou matici hodnot absorbanci
ve vybranych spektralnich Usecich pro sadu kalibraénich vzorkd) a slozenim vzorku
(reprezentovanym matici hodnot koncentraci skupiny sledovanych analytd v sadé
kalibraCnich vzork(). V nékterych pfipadech, kdy jsou absorpéni pasy velmi Siroké,
se pro kalibraCni modely spektra pfedem upravuji, napf. vypoctem derivacnich
zaznamu (pfedevSim 1. a 2. derivace puvodniho spekter). Podminky méfeni vSech
spekter i zplUsoby jejich Uprav a zpracovani musi byt zachovany od kalibraénich, pfes
valida€ni az po neznamé zkoumané vzorky.

Vyvoj robustnich kalibracnich modell a jejich fadna validace jsou kliCovymi a
pomérné narocnymi kroky kvantitativni analyzy pomoci NIR spektrometrie. Je tfeba
poCitat s nutnosti pfipravy nejen jiz zmiflovanych velmi rozsahlych souboru
kalibraénich vzorkd, ale i sad vhodné zvolenych validacnich vzorkud (ktery je mnohdy i
dodatecné doplhovan), testovanim rlznych postupu predbézného zpracovani
spektralnich dat, hledanim vhodné regresni metody a optimalizaci jejich parametr a
nezbytnymi ovérovacimi kroky, kdy je tfeba testovat i odlehlé vysledky. Pouziti
validacnich méfeni je nutné pro vyhodnoceni vykonnostnich charakteristik
kalibracniho modelu. PInohodnotna validace spociva v analyze nezavislého souboru
vzorki o znamém slozeni svyuzitim vyvinutého kalibraniho modelu.
K pfedbéznému ovéreni kalibracniho modelu Ize vyuzit i riznych postupl kfizové
validace (,cross-validation®) v€etné uplatnéni principu postupného vylu€ovani
jednotlivych méfeni a jejich predikce na zakladé modeli konstruovanych pomoci
ostatnich méfeni (,leave-one-out®).



Ukoly

1. Proméfte vzorek vody, acetonu a zasobniho vodného roztoku sachardzy
v kyvetach s tloustkou optické vrstvy 1, 2 a 5 mm. Ovéfte na vybranych
pasech zavislost absorbance na tloustce vrstvy absorbujiciho prostredi.

2. Ze zasobniho roztoku sacharézy pfipravte sadu kalibracnich roztokd,
vhodnych pro vyvoj kalibracniho modelu, umoznujiciho stanoveni obsahu
sachardzy ve vodném prostiedi.

3. Promérite sadu kalibranich roztokd ve vhodné zvolené kyveté, a to s dvakrat
opakovanym pInénim kyvety.

4. \Vyvinte kalibraéni model pro stanoveni sacharézy ve vodnych roztocich,
testujte vliv vybéru spektralni oblasti, regresni metody a poctu faktor(
(hlavnich komponent) na kvalitu kalibracniho modelu (polovinu haméfenych
spekter pouzijte pro kalibraci, polovinu pro validaci).

5. Vyvinuty model vyuzijte pro analyzu spekter zméfeného zadaného
neznamého vzorku (pfip. vice vzorku).

Méreni NIR spekter

NIR spektira budete méfit v prostifedi softwaru OMNIC, se kterym jste se
seznamili v uloze ,InfraCervena spektrometrie® vramci ,Laboratofi z analytické
chemie 1. Zakladni pfipravu pfistroje a pocitaCe k méfeni, vybér vhodného
.experimentu a dalSich parametru pfenechate vyulujicimu, ktery Vas seznami
s obsluhou spektrometru a softwaru. FTIR spektrometr Nicolet NEXUS je
jednopaprskovy pfistroj, takze pfed méfenim vzorkl je tfeba zaznamenat referenéni
jednopaprskové spektrum (,pozadi“) pomoci pfikazu ,Collect Background®.
Po vlozeni kyvety se vzorkem do drzaku v kyvetovém prostoru se pak zaznamena
spektrum vzorku pfikazem ,Collect Sample“. Namérené spektrum je tfeba okamzité
ulozit pomoci ikony ,Save®, tak aby se minimalizovalo riziko ztraty dat. Je zadouci,
aby ,Spectrum Title®, ktery vyplnite pfed zahajenim zaznamu pfislusného spektra, byl
pouzit jako nazev souboru ,file name®. Jednotlivé popisy (,Spectrum Title*) musi
umoznit jednoduSe identifikovat méfeny vzorek, opakovani méfeni a osobu
operatora. Jednoznacna identifikace spekter je kliCova pfi vyvoji kalibratniho modelu,
pro jejich zarfazeni do kalibra¢ni Ci validacni skupiny, a pro pfifazeni znamych
kvantitativnich charakteristik. Zakladni pravidla oznacovani jednotlivych méfeni Vam
budou sdélena pfi zahajeni laboratorni prace. VeSkera méfena data ukladejte
do jednoho vyucujicim urCeného adresare. Originalni data pak zachovate v tomto
adresari. Pro dalSi zpracovani a vyhodnocovani dat vytvofite duplikaty spekter
prekopirovanim do jiného (pracovniho) adresare. Z tohoto (pracovniho) adresare pak
budete data nacitat pfi tvorbé kalibracniho modelu Ci pfi dalSich pfedepsanych
Ukolech, aby se tak snizilo riziko nahodného prepisu plUvodnich dat daty
modifikovanymi.
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Zakladni okno programu OMNIC je obdobné u spektrometril NEXUS, tak jak jste
se s nim seznamili u spektrometrd Avatar v uloze ,Infralervena spektrometrie®
v ,Laboratofich z analytické chemie I“.

Vyvoj kalibraéniho modelu

Jak jiz bylo feCeno, kliCovym krokem kvantitativni analyzy pomoci NIR
spektrometrie je vyvoj a optimalizace kalibraéniho modelu. Vyvoj kalibracniho modelu
budete provadét v programu TQ Analyst, ktery Uzce spolupracuje s programem
OMNIC. Neni tak nutna zadna formatova konverze ulozenych spektralnich dat.

Obsluha programu TQ Analyst je uzivatelsky pfivétiva, kromé& bézné nabidky
,Help“ naleznete napovédy 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 uUdaje. Pfi modifikaci parametrl modelu jej
ukladejte pod jinym jménem (s rostoucim pofadovym Cislem). V kazdém okamziku je
ze zakladni listy patrné, zda se jedna o ,nekalibrovanou metodu® (,Uncalibrated®) i
o metodu, kde byl proveden kalibracni vypocet (,Calibrated®). Na zakladni obrazovce
Ize sledovat datum a c&as posledniho ulozeni modelu a pofadové Cislo revize.
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To umoznuje lépe sledovat postupny vyvoj kalibracniho modelu a jeho optimalizaci.
Cilem ulohy je zvladnout princip tvorby kalibraéniho modelu, z ¢asovych pficin je
poCet zpracovavanych vzorkl a spekter velmi omezeny, coz mulze limitovat
vykonnostni charakteristiky konstruovanych modeld.
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Revision: 0 -
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Method Title

|Stanu\rem’ sachardzy MIR - testovaci 1 |

Analysis Type
RQuantitative analysis
" Simple Beer's law
" Classical least squares [CLS)
™ Stepwise multiple linear regression [SMLR]

" Principal component regression [PCR)
" Undecided
Classification
£ Similarity match
" Distance match
" Discriminant analysis
" Search standards
" OC Compare search
Meazurement

" Measurement only

Developer's Name

Pavel Matejka

Method Description

=

Na vstupni obrazovce vyplnite nazev metody, typ regresni metody a vase jméno,
poté prepnete na zalozku ,Pathlength®, kde se vybere typ tloustky absorpéniho
prostfedi. Pro méfeni v kyveté zaskrtnéte polozku ,Constant®.

v 10 Analyst, - [New Method]
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Suggest... | Advanced... | Edit Regian... |
Pathlength Type
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Poté pfepnéte na zalozku ,Components®, kde je pfedevsim tfeba vyplinit tabulku
,Ccomponents Table“, kde uvedete nazev stanovované slozky, jeji zkratku, jednotky
veli¢iny pouzité pro kvantitativni analyzu, dolni a horni limit analyzy, limit
akceptované nejistoty a zplsob prezentace vysledku vypoctu. V této tabulce je
obecné tfeba specifikovat vSechny stanovované analyty, protoze zpusob vyplnéni
této tabulky ovliviiuje zplsob zobrazeni dalSich zalozek.

T TQ Analyst - [New Method]
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Concentration Limits

v Use analysis limitz

™ Use acceptance limits

I~ Use threshald limits
Concentration Constraints

™ Always sum to a constant
Component Interaction

" Mone [use for measuring sample properties)

% Some [use for measuring component concentrations)
Composite Components

™ Allow composite components

Components Table

Index Component Abbrey. Lnit Diigitz Analyziz Low | Analpsiz High | Uncertainty Limit Fesult
1 zachardza cukr g/ml 2 0.00 15.00 1.00 [ port .
2 C ok s

Compute only =
Compute and report az zero if negative

Compute az zero if negative

Compute and report az zero if < emror

Compute a5 zera if < emar v

Déle je tfeba vyplnit udaje pod zaloZzkou ,Standards®. Pomoci tlaCitka ,Open
Standard...”“ vyberete a oteviete spektra zméfenych vzork(, ktera budete pouzivat
pro kalibraci i validaci. Poté v tabulce vyplnite zpUsob pouziti pfisluSného spektra a
budete specifikovat udaje o slozeni pfislusného kalibracniho/validaéniho vzorku.
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4 &g’ ESubtraction Fesult 3, 75mbtetrathiona Calibration  + 7.5000 (0.0000 27500 2.7800 7.5000
5 &g’ ESubtraction FResult 3, 75mktetrathionan Validation  + 7.5000 (0.0000 27500 27800 7.5000
B &g’ BSubtraction Result Bmbdtetrathionan+E Calibration +| 10,0000 (0.0000 5.0000 5.0000 0.0000
7 Scf BSubtraction ResultSmitetrathionan+E Calibration | 10,0000 (0.0000 5.0000 5.0000 0.0000
g SCF BSubtraction ResultBmMtetrathionar+£ Validation | 10,0000 (0.0000 5.0000 5.0000 0.0000
g SCF BSubtraction ResultSmitetrathionan+E Calibration | 10,0000 (0.0000 5.0000 5.0000 0.0000
o S-Cf BSubtraction Result Smitetrathionan+1 Calibration | 10,0000 (0.0000 5.0000 0.0000  10.0000
1l S-Cf BSubtraction Result Smitetrathionan+1 Calibration | 10,0000 (0.0000 5.0000 0.0000  10.0000
12 S-Cf BSubtraction ResultSmitetrathionan+1 Validation | 10,0000 (0.0000 5.0000 0.0000 10,0000
13 6-6 BSubtraction ResultSmitetrathionan+1 Calibration | 10,0000 (0.0000 5.0000 0.0000 10,0000
14 6-6 BSubtraction Result SmMtetrathionan+1 Calibration - 0.0000 (0.0000 5.0000 5.0000  10.0000
15 6-6 BSubtraction Result Smitetrathionans+ 1 Calibration - 0.0000 (0.0000 5.0000 f.0000 10,0000
16 6-6 BSubtraction Result Smitetrathionans+1 Validation 0.0000 (0.0000 5.0000 f.0000 10,0000
17 6‘6 BSubtraction Result Smitetrathionan+1 Calibration - 0.0000 (0.0000 5.0000 f.0000 10,0000
18 6‘6 BSubtraction Result Smidtithionan+1 0 Calibrstion » | 10,0000 (0.0000 (0.0000 f.0000 10,0000
13 6‘6 BSubtraction Result Smidtithionan+1 0 Calibrstion » | 10,0000 (0.0000 (0.0000 0000 100000

Calibrate | Cluantify | Explain ‘ Close | Performance Index: 89.2 Previous: 74.9 I calibrated

s Tramtngn T comporers Townsss T rogons Joortors Tomer T
Suggest... Edit Regions... |

Regions Table :‘

Index Fegiof Offset
1 Spectrum Range

Supgest Regions

TG Analpst will analyze the companents and standards
2 data. [t will identify spectial regions which corelate to
component concentration. Suggestions for baseling
handling within each region will also be provided.

If the pathlength type iz Undecided, TQ Analyst will also
suggest a pathlength type at this time.

*r'ou must enter component concentrations and collect
spectra of each standard before continuing.

Components in Regions Table)

Indes Measurement L

1 1299.78 h‘ 10 Expert

LCancel




Dalsi zalozka ,Regions” se tyka vybéru spektralni oblasti, ktera bude
zpracovavana pfi vypoctu kalibraéniho modelu. Pro prvni ,nastfel* muzete vyuzit
pomoc pravodce ,TQ Expert®, kterého spustite tlacitkem ,Suggest...“. Nechte
prozkoumat cely rozsah zaznamenanych NIR spekter a po dokonéeni priivodce se
objevi navrzena oblast (navrzené oblasti) v tabulce ,Regions Table“. Stisknutim
tlacitka ,Edit Regions...“ Ize otevfit okno ,Region Selection®, kde Ize interaktivné
provést upravu zvoleného rozsahu, prohlédnout spocitana statisticka spektra a
modely spekter Cistych slozek ,Pure Component Spectra“. Pfipadné zmény se
ukladaji tlaCitkem ,Save®“.

VySe uvedenym zadanim stanovované slozky, vybérem standard( a specifikaci
jejich sloZzeni a volbou analyzované spektralni oblasti jsou shromazdéna veskera
data nutna pro provedeni kalibraéniho vypoctu, ktery se spusti stisknutim tlaCitka
,Calibrate®. Po uspésném provedeni vypoctu se zobrazi okno ,Calibration Results®,
kde se graficky i tabulkové zobrazi vysledky kalibrace, spocivajici v porovnani
spocitanych hodnot se zadanymi pod zaloZkou ,Standards®, a to jak pro kalibracni,
tak validaCni spektra. Pokud se pro jednotlivé spektrum dramaticky liSi spocteny
vysledek od plavodné zadané hodnoty, je tfeba zvazovat vylouceni pfislusného
meéfeni z kalibracni sady. Dulezitym kritériem je dale i hodnota vykonnostni
charakteristiky ,Performance Index“, ktera mdze nabyvat hodnot od minimalnich
(zapornych) —100 (nevykonny, velmi nevhodny model) az po maximalnich +100
(nejvykonnéjSi model). Zmény této hodnoty Ize 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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T4 TQ Analyst - [Calibration Results] E]E'

Fila Edit View Diagnostics Window Help -

Calibrate | Cluantify | Explain ‘ Close | Perormance Index: 89.2 Previous: 74.9 I C:librated

o < Com Coeff: 0.99719 RMSEC: 0514 1

i 99 g : +

¢}

1 go 9 g ? 2

b +
3 =4 § é O
3
5 51 °

| © Calibration 1

1 + Walidation |
! £ Correction m 4

-4 I Actual I I31 -4 I Actual I |31

RMSEP: 0.724 8 factors used
Calibration Results Table
Indes Spectum Title Actual Calculated Diff. » Path | [ Show difference vs. actual
BSubtraction Result:trithionan] Smbd-02- - 0,492 [ lgnore zeroes

2 BSubtraction Result: 3, 75mMtetiathional 7.5000 7.7445 02445 — — Select Component  ———

3 BSubtraction Result: 3, 75mMtetiathional 7.5000 8.0012 05012 1of5 sitan

4 ESubtraction Fesul: 3. 75mbtetrathional 78000 745323 -0.0077 <Back Mests

5 BSubtraction Result:3, 75mktetrathional 7.5000 75918 0.0318

E BSubtraction ResultGmitetrathionan+E 10.0000 93000 -0.1000 — Perfomance Index

7 ESubtraction Fesul: Smidtetrathionar+ 10.0000 97636 -0.2364 sitan

a ESubtraction Fesul: Smidtetrathionar+ 10.0000 10,2287 02287 Cuirent 908

| ESubltraction Fesul: Smidtetrathionarn+£ 10.0000 101238 01233 Previous 794

10 ESublraction Fiesul: Smitetrathionan+1 10.0000 97637 -0.2363

1 ESublraction Fiesul: Smitetrathionan+1 10.0000 97369 -0.2631

12 ESublraction Fiesul: Smitetrathionan+1 10.0000 92819 07181

13 ESublraction Fiesul: Smitetrathionan+1 10.0000 96796 -0.3204

14 BSubtraction Fesul: Smitetrathionan+1 0.0000 04643 0.4643

15 BSubtraction Fesul: Smitetrathionan+1 0.0000 01477 01477

16 BSubtraction Fesul: Smitetrathionan+1 0.0000 00802 0.0802

17 BSubtraction Fesul: Smitetrathionan+1 0.0000 03833 03833

18 BSubtraction Fesult: Smbdtithionan+10n 10.0000 10.0464 00464

Pfi vyvoji kalibratniho modelu pomoci regresnich metod PLS a PCR je tfeba
vénovat pozornost predevSim diagnostickému nastroji, oznaCovanému zkratkou
PRESS (,predicted residual sum of squares®). Samotna hodnota ,sumy &tvercu“ se
vynasi graficky proti hodnoté poctu pouzitych hlavnich komponent (PC - ,principal
component®) v pfipadé PCR, resp. proti hodnoté poctu PLS faktord u PLS regrese.
Testovat a zoptimalizovat je tfeba pocCet pouzitych PC/faktorld. Optimalni pocet
PCl/faktorli odpovida oblasti okolo minima na zminéné PRESS kfivce. V ramci této
oblasti je vSak vhodné volit radéji nizSi pocet PC/faktorli, protoze pfili§ vysoky pocet
pouzitych PC/faktord snizuje kvalitu predikce pro jina nez kalibracni méfeni.
Kalibraéni model pak totiz zahrnuje stale vétSi podil Sumové slozky analyzovanych
kalibracnich dat; popisuje tak stale ,dokonaleji“ kalibra¢ni data vC€etné vSech chyb a
nahodilych jevl v nich obsazenych. Nevhodny je pochopitelné i model s malym
poCtem PC/faktori, kdy dostateCné nevyuzivame veSkeré relevantni informace.
Pocet pouzitelnych PC/faktord je ovlivnén i poétem kalibragnich méfeni. Cim vétsi je
pocet kalibranich vzorku i spekter, tim vy$si poCet PC/faktori mizeme principialné
vyuzit. V uvedené laboratorni uloze je tak moznost pouziti vétsiho poctu PC/faktord
limitovana pravé omezenym pocCtem pfipravenych vzorkl. Vedle jiz uvedenych
diagnostickych nastroju jsou k dispozici, jak v programu TQ Analyst, tak v jinych
chemometrickych softwarech dalSi procedury, umoziujici napfiklad testovat a
vyluCovat odlehla data (,outliers®), zobrazovat spektralni pribé&hy zatézi
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pro jednotlivé PC apod. Uginné uplatnéni t&chto nastroju je vdak mozné po hlubsim
seznameni s multivariaénimi chemometrickymi metodami a neni tudiz proveditelné
v ramci této laboratorni ulohy.

v TQ Analyst - [PRESS]
"] File Edit View Diagnostics Window Help R

Calibrate | Quantify | Explain ‘ Close | Performance Index: 89.2 Previous: 74.9

B Calibrated

Select Component
1off sitah
<Back Mest:

Factar

wE -~ oo o= oo =

PRESS

709371875
2 933 50952
1BE2.52419
556, 70935
407.06378
240.51485
173242
149.27300
121.93909
119.76320
135.72578

RMSECY

704318
4. 52924
a40m
204103
1.68718)
1.29689)
1.10088)
1.02170)
0.92343
0.91515)
0.97423

RMSECY

| | »

0.3
Fals

! . " ; " ’ . . " . . . " ; ; . -
0 Factor 10

8 Suggested nurmber of factors

Mumber of factors o use

Z obrazku okna vénovaného diagnostice PRESS je mozné posoudit, zda prubéh
PRESS odpovida teoretickym pfredpokladim, jaké pocty faktorl je tfeba testovat
(v pfipadé uvedeném na obrazku ziejmé& sedm az deset) a jaky pocet faktorl je
softwarem doporu€ovan (v tomto pfipadé 8).

Kontrolni otazky

1. Jakymi hodnotami vinové délky resp. vinoCtu je vymezena blizka
infraCervena (NIR) oblast?

Jaké prechody jsou pfi¢inou 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 kalibraéniho modelu?

Jaky je vyznam kalibracnich a validaénich méfeni?

2
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