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Souhrn

Byla ovéfovana moznost vyuZiti viditelné az velmi blizké infracervené spektroskopie pro stanoveni obsahu mykotoxinu
deoxynivalenolu (DON) a vizualng podkozenych fuzariéznich zrn (VFZ) v pSenici a je€meni. Pro méfeni byly pouzity jednoodridové
soubory p&enice a jeémene i bézné vzorky od farmara z rznych oblasti CR. Z korelagni analyzy normalizovanych spekter byly
uréeny nejtésnéjsi korelace odrazivosti s DON v oblasti 500-650 nm a 900-1000 nm. Mezi jednotlivymi skupinami vzorkl vSak
byly pozorovany rozdily. Vysledky ukazuji, Ze je mozné vytvofit kalibraéni modely, které mohou byt pouzity pro orientani
stanoveni obsahu DON v p&enici a jecmeni. Statistické zpracovani metodou analyzy hlavnich komponent ukazalo, Ze hlavni
podil spektralniho rozptylu byl tvofen celkovou odrazivosti vzorku.
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Summary

A possibility of using visible to very near-infrared spectroscopy to assess mycotoxin deoxynivalenol (DON) content and visually
scabby kernels in wheat and barley was verified. One-cultivar sets as well as common samples of wheat and barley provided by
farmers from various regions of the CR were used for the measurement. The correlation analysis of normalized spectra showed the
closest correlations between reflectance and DON in the region of 500-650 nm and 900-1000 nm. However, differences were found
among individual groups of the samples. The results suggest that there is a possibility of developing calibration models that can be
employed for orientation assessment of the DON content in wheat and barley. Statistical evaluation using the analysis of main
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components demonstrated that a major proportion of spectral variability was due to total sample reflectance.

Uvod

Vyznamnym faktorem, ovliviiujicim bezpe¢nost potravinoveé-
ho Fet&zce je riziko vyskytu mykotoxinli. Mezi nejbé&znéjsi myko-
toxiny v obilovinach patfi deoxynivalenol (DON), znamy take
jako vomitoxin. DON je metabolit o nizké molekulové hmotnos-
ti ze skupiny trichothecenovych mykotoxint produkovany hou-
bami rodu Fusarium, zejména F. graminaerum. Tyto houby béz-
né napadaji listy i klasy je¢mene a pSenice, respektive palice
kukufice, kde zplsobuji onemocnéni zvané Fusarium head
blight (FHB) na pSenici a je¢meni resp. Fusarium ear rot
na kukufici. DON je znam zejména svym imunotoxickym efek-
tem na organismus lidi i zvifat, v zemédélské praxi je mu véno-
vana pozornost hlavné kvali odmitani pfijmu kontaminovaného
krmiva prasaty.

Obilna zrna, napadena patogeny Fusarium, se od zrn zdra-
vych li&i v mnoha ohledech, pfedné v jejich chemickém slozZe-
ni, které vede ke snizeni kvality zrn. Zmény v chemickém slo-
Zeni jsou doprovazeny zménami ve fyzikalnich vlastnostech
(Tkachuk et al. 1991), napt. blednuti zrn a snizeni hmotnosti.
Mezi poskozenim zrn a obsahem mykotoxint je mnoha autory
(Teich et al. 1987; Ruckenbauer et al. 2002; Polidenska a Tva-
ruzek 2007) uvadéna zavislost.

Kontaminace obilovin mykotoxiny ma celosvétové znacny
ekonomicky dopad. V Evropé jsou pro obsah DON stanoveny
maximalni limity nafizenim Evropské komise (ES/1881/2006),
co? s sebou pfinasi nutnost testovani velkého mnozstvi vzorku.
Velmi zadouci je vyvoj rychlych metod stanoveni obsahu myko-
toxin( v ceredliich pro orientacni zjistovani jejich pfitomnosti.
Pouziti téchto metod pro jednotlivé partie obili by umoznilo
vybrat pro pfesné, aviak velmi ndkladné analyzy pouze vzorky,
oznacéené na zékladé aplikace screeningové metody jako rizi-
kové.

Rychlou metodou, kterd je jiz zavedena a v praxi velmi hojné

vyuZivana pro stanoveni nékterych zakladnich kvalitativnich
parametrd, je blizka infragervena (NIR) spektroskopie. Kon-
centrace, v jakych se mykotoxiny v obilninach bézné vyskytuji,
jsou vSak obecné povaZovany jako pfili§ nizké pro pfimé sta-
noveni touto metodou. Ze je mozné se k témto limitam pfibliZit,
ukazali napf. Pettersson a Aberg (2002), ktefi ziskali v oblasti
670-1100 nm regresni model pro DON s korelaénim koeficien-
tem 0,984 a chybou predikce 381 pg/kg.

V této praci byly studovany moZnosti vyuZiti spektrofotomet-
ru Avantes S2000 pro stanoveni obsahu DON a poskozeni zrn
psenice a je€mene patogeny Fusarium spp.

Material a metody

Vyhodnoceny byly tfi odridové soubory ozimé pSenice, dva
odridové soubory jeémene a tfi soubory béznych vzorku pse-
nice ze skliziiovych let 2005, 2006 a 2007 (tab. 1). Odridové
soubory pochézely z fungicidnich pokusl s oékovanim pato-
geny Fusarium. Analyza obsahu DON byla provedena metodou
ELISA s limitem detekce 0,200 mg/kg. Zrna se symptomy
poskozeni patogeny Fusarium (VFZ = vizualné fuzariozni zrna)
byla vybrana zku$enym pracovnikem, napadena zrna psenice
byla rozdélena do tfech skupin podle stupné a typu poskozeni
(VFZ1, VFZ2, VFZ3) a jejich podil je udavan v % vztaZzenych
k celkové hmotnosti vzorku. Jako VFZ1 byla hodnocena zrna
s typicky zménénou barvou - bélava, nariZovéla, zrno stan-
dardné vyvinuté; VFZ2 - zrna scvrkla, normaini barvy a VFZ3 -
zrna scvrkla, se zménénou barvou riZovou, bélavou nebo
Sedou.

Pro méfeni spektralni reflektance byl pouZit spektrofotometr
Avantes S2000. Jedna se o spektrometricky systém s privodem
detekovaného signalu od vzorku k detektoru prostfednictvim
optického vlakna. K méfeni byla pouzita méfici komurka s umé-
lym zdrojem svétla (halogenova lampa) a méfici plochou kru-
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Tab. 1: Pfehled pouzitych vzorku

Odruda Plodina Lokalita Rok Pocet DON (mg/kg) VFZ (%)
sklizné vzorku min max min max
Clever p3enice Velk4 Bystrice 2006 23 2,09 - 65,00 1,5 - 320
Banquet pSenice Tabor 2007 20 pod LOD - 5,65 1,0 - 77
Sulamit psenice Ilvanovice 2007 12 0,35 - 3,49 10 - 54
Rudzna (monitoring)  p$enice razné lokality CR 2005 84 pod LOD - 4,44 01 - 42
Rdzna (monitoring)  pSenice razné lokality CR 2006 152 pod LOD - 5,00 00 - 50
Ruzna (monitoring)  p&enice rizné lokality CR 2007 100 pod LOD - 20,29 02 - 482
Jersey jeémen Kroméfiz 2007 12 1,56 - 14,60 5 -
Prestige je€men Kromériz 2007 12 333 - 17,52 . -
DON = deoxynivalenol, VFZ = vizudIné fuzariézni zrna (celkovy obsah), LOD = limit detekce

hového tvaru o pruméru jeden centimetr. Efektivni rozsah vino-
vych délek dany pouZitym zdrojem svétla &ini 400-1100 nm.
Kazda kfivka spektralni reflektance byla ziskana pfi integraéni
dobé 80 ms jako prumér péti scanu. Vzorky celych zrn a &rotl
byly méfeny volné sypané ve sklenéné misce ve &tyfech opa-
kovanich.

Pro statistickou analyzu byl po&et datovych bodt redukovan
(krok 10 nm) a vypoétena primérnd spektra z opakovanych
méfeni. Spektra byla dale matematicky upravena normalizaci
(podil reflektanci pfi dané a referencni vinové délce), nebo deri-
vaci. Hodnoty reflektance pfi jednotlivych vinovych délkach byly
korelovany se zndmym obsahem DON a VFZ. Normalizovana
spektra byla pouzita pro tvorbu regresnich modelld pomoci neu-
ronovych siti. Pro statistické zpracovani bylo vyuZito programu
STATISTICA (StatSoft, CR).

Vysledky a diskuze

Psenice

Nameéfené hodnoty reflektance byly normalizovany (maximal-
ni intenzita spektra = 1) a takto upravena spektra byla podro-
bena korelaéni analyze. Nejtésnéjsi korelaéni vztah (aZ 0,5) mezi
reflektanci zrn a obsahem DON byl zji$tén pro soubor vzorkd
odrady Clever v oblasti vinovych délek 480 az 650 nm (maxi-
mum 490 nm), 730 nm a 980 nm (obr. 1). Hodnoty celkového
obsahu VFZ a VFZ1 byly velmi silné korelovany s obsahem DON
(korelacni koeficient r > 0,9) a poskytly tak analogicky charak-
ter korelaci s hodnotami reflektance (obr. 2), jaky byl ziskan pro

korelaci s obsahem DON. Podil nejvice pogkozenych zrn (VFZ3)
vykazal nejvyznamnéjsi korelace k hodnotam reflektance pfi 480
a 730 nm.

Pro odrudy Banquet a Sulamit byly ziskany srovnatelné kore-
laéni zavislosti, které jsou charakterizovany extrémy v oblastech
510 a 730 nm (obr. 1). | tyto soubory byly charakterizovany sil-
nou zavislosti mezi obsahem DON a VFZ1 resp. VFZ jako cel-
ku. Tyto soubory viak neobsahovaly vzorky s vysokou Urovni
kontaminace (max. 5,65 mg/kg). Kromé& normalizovanych spek-
ter byly s témito soubory hledany také korelace pouzitim deri-
vovanych spekter. Pribéh jejich korelaéni zavislosti k obsahu
DON se vyznacuje v&tsi ¢lenitosti, pfitem# maxima dosahuiji
hodnoty aZ 0,5. Spole¢nym rysem pro oba soubory je maximum
zavislosti v oblasti 320 az 330 nm, nicméné tato oblast (300 a?
400 nm) je jiz mimo efektivni rozsah spektrometru a vykazuje
nizky pomér signalu k Sumu.

Soubory vzorkd z monitorovacich zkou$ek jsou charakteris-
tické rozmanitou odridovou skladbou. V&tsina vzorkl nedosa-
huje vy&sich hladin koncentrace DON (cca &tvrtina vzorki je pod
limitem detekce). Vy$&i koncentrace byly zji§tény v roce 2007.
Sledovany byly korelace reflektance s obsahem DON. S roéni-
ky 2005 a 2006 byly ziskany nevyznamné korelace k obsahu
DON (obr. 3). S roénikem 2007 byly ziskany statisticky vyznam-
ne zavislosti s maximy pfi 500 a 720 nm.

Pro vzorky sklizné 2007 byla analogicka méfeni jako na celém
zrnu provadeéna také na Srotech. Charakter spekter i korelaéni
zavislost mezi reflektanci a obsahem DON maiji analogicky cha-
rakter jako v pfipadé& méfeni celych zrn pro soubory vzorkd
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Obr. 1: Korelaéni zavislost obsahu DON na odrazivosti celych
zrn pro soubory odrud pSenice. - Clever, = Banquet, - Sulamit.

Obr. 2: Korelaéni zavislost obsahu VFZ na odrazivosti celych zrn
pro soubory odrudy Clever. - ¥VFZ, -VFZ1, -VFZ2, -VFZ2.
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Obr. 3: Korelaéni zavislost obsahu DON na odrazivosti celych
zrn pro soubory monitoringu p&enice. - 2005, - 2006, - 2007.

odriid Banquet a Sulamit, pfi¢emz byla dosazena vétsi mira
korelace. Pro bézné vzorky z CR byla mira korelaéni zavislosti
Srotu niZ8i nez v pfipadé celych zrn.

Jeémen

P¥i hodnoceni normalizovanych spekter zrn jeémene byly
s odrudou Jersey ziskany nejtésnéjsi korelace (az 0,74) mezi
reflektanci celych zrn a obsahem DON v oblasti vinovych
délek 500 az 670 nm (maximum 570 nm) a 730 nm (obr. 4),
analogicky jako pro psenice. S odrudou Prestige byla dosa-
#ena nejvyssi mira korelace 0,44 pii 720 nm (obr. 4), jednalo
se v8ak o jedinou vinovou délku a v dalSich oblastech jiz
nebyla pozorovéana zadna souvislost s obsahem DON.

Silné korelace (az 0,83) se projevily i s neupravenymi spekt-
ry s odrudou Jersey, naopak s odridou Prestige nebyly
vyznamné pfi zadné vinové délce. PFi pouZziti prvni derivace
spekter véak byly s obéma soubory dosazeny korelace DON
vétsi nez 0,5.

Dalsi statistické analyzy vzorku 2007

Spektra zrn vzorkl ze sklizn& 2007 byla podrobena analy-
ze hlavnich komponent (PCA), ktera vytvari nové nekorelova-
né velitiny sefazené podle klesajiciho pfispévku k vysvétleni
celkového rozptylu pGvodnich proménnych. Po vyhodnoceni
spekter bylo mozné pfifadit prvni komponentu (90,7 az 99,8 %
variability) celkové intenzité reflektance. Jednotlivé ziskané
latentni proménné (hlavni komponenty) byly podrobeny kore-
la&ni analyze k obsahu DON. Vyznamné korelace s prvni kom-
ponentou byly zjistény pro soubory odriid Jersey a Banquet,
coz znamen4, Ze obsah DON koreloval s celkovou mirou odra-
zivosti. Druha komponenta byla kromé téchto souborl
vyznamna i pro soubor vzork( odrady Sulamit. Se souborem
odrady Prestige a vzorku z monitoringu v roce 2007, které
poskytly meni uspé&snost korelaci DON s puvodnimi spekt-
ry, byly nalezeny vyznamné korelace DON s dal&imi latentni-
mi promé&nnymi.

Pro odhad obsahu DON na zakladé ziskanych hodnot odra-
zivosti byly déle vytvoreny regresni kalibraéni modely pomoci
umélych neuronovych siti (ANN), které umoznuji modelovat neli-
nearni zavislosti. PFi hledani optimalniho modelu bylo zapojeno
nékolik typli neuronovych siti i celé jejich spektrum. Béhem uce-
ni siti byly nevyznamné vinové délky eliminovany, pfispévek
uchovanych vinovych délek byl hodnocen citlivostni analyzou.

Obr. 4: Korela¢ni zavislost obsahu DON na odrazivosti celych
zrn pro soubory odrid jeémene. - Jersey, - Prestige.

Uspé&snost jednotlivych modell byla posuzovana mirou korela-
ce mezi pozorovanymi a predikovanymi hodnotami.

Se souborem odridy Jersey byly ziskany nejlepsi vysledky
s jednoduchymi linearnimi modely, které vyuzivaji pouze néko-
lik vinovych délek. Zde je zfejma souvislost s pfedchozim
pozorovanim zavislosti maximalni reflektance a obsahu DON
v tomto souboru. Nejlepsi linearni model vyuZziva &tyfi vinové
délky (700, 730, 760 a 790 nm) a dosahl velmi dobré miry
korelace 0,98 mezi pozorovanymi a predikovanymi hodnota-
mi. Se souborem odrudy Banquet byl ziskan nejlepsi model
s hodnotou korelace 0,59, ktery pracuje se 125 vinovymi dél-
kami. Pro nejvétsi hodnoceny soubor Monitoring 2007 model
zapojil celkem 120 vinovych délek a byla dosazena mira kore-
lace 0,91.

Zaveér

Piima detekce mykotoxinl vyZaduje pouZzit stfedni oblast
infraderveného zafeni (2,5-20 um) (Kos et al. 2002), kdeZto
vétsina béznych spektrometrd pracuje ve viditelné az infra-
&ervené oblasti (400-2500 nm), tj. v oblasti, kde |ze deteko-
vat zrna vykazujici vizualni symptomy napadeni patogeny
Fusarium spp. Proto davajf lep&f vysledky méfeni soubory jed-
noodradové, pé&stované v identickych klimatickych i agro-
technickych podminkach, kde je také zavislost mezi obsahem
vizualné napadenych zrn a obsahem DON nejtésnéjsi. Je
pFedpoklad, Ze tuto rychlou a levnou optickou metodu by bylo
moZno pouzit pro detekci napadenych zrn a/nebo mykotoxi-
nd alespof jako screeningovy postup. Siuda et al. (2006)
porovnavali spektralni rozsahy pro stanoveni obsahu napa-
deného materiéalu ve vzorcich mleté p&enice, pficemz nejlep-
i vysledky ziskali s rozsahem 200 az 1400 nm.

Korelace mezi obsahem VFZ a obsahem DON je znama
a byla popsana mnoha autory (Teich et al. 1987, Dexter
a Nowicki 2003, Polisenska a TvarGzek 2007), muze v8ak byt
ovlivn&na mnoha faktory a kolisat ve velkém rozsahu. P¥i
vyhodnocovani kfivek spektralni odrazivosti riznych soubo-
ri vzorkl byla pozorovana velka variabilita korelaénich zavis-
losti k obsahu DON, presto bylo mozné urgit nékteré opakujici
se rysy v hodnocenych souborech. PouZitim normalizovanych
spekter byly uréeny dvé nejvyznamnéjsi oblasti okolo
500 a 730 nm. Méfenim Srotd, u kterych Ize pfedpokladat vét-
&i homogenitu vzorkd, byly zlep&eny korelace v pfipadé jed-
noodrudovych souboru.
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Ve shodé s dostupnou literaturou ukazaly vysledky pouzi-
telnost zvolené metodiky pfi screeningu vzork( na pfitomnost
napadenych zrn, coZ by umoznilo vybrat problémové partie
pro pfesnou analyzu. Pro moznost jejino praktického vyuziti,
tj. vyvinuti spolehlivych a robustnich matematickych modelt
pro odhad intenzity napadeni/obsahu DON, bude tfeba pro-
vést zkoumani na dal8ich sériich vzorku a stanovit podminky
pouzitelnosti. Metoda méfeni optickych vlastnosti obilnich zrn
muZe najit také uplatnéni pfi tfidéni napadenych zrn na zakla-
dé vybranych vinovych délek. Delviche et al. (2005) pouzili pFi
bichromatickém optickém tfidéni jednotlivych zrn psenice
dvojici vinovych délek z viditelné (675 nm) a blizké infracer-
vene (1480 nm) oblasti. S komer&nim tfiditem dosahli odstra-
néni pfiblizné poloviny mnoZzstvi napadenych zrn a snizeni
koncentrace DON na polovinu. Vysokorychlostni bichroma-
tické komeréni tfidi¢e jsou dostupné i v CR.

Podékovani:

Publikované vysledky byly dosazeny v ramci feSeni vyzkum-
neho projektu MZe NAZV &. QG 60047. Nékteré pouzité vzor-
ky byly ziskany v ramci projektu MZe NAZV &. QG 50041.
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