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Spektrofotometrické stanoveni monensinu a salinomycinu
V premixech

Michal Dousa
Ecochem a.s., Dolejskova 30, 182 00 Praha 8; michal.dousa@ecochem.cz

Romana Hosmanova

Ustedni kontrolni a zkudebni Ustav zemedglsky, Nérodni referenéni laborator,
Regionalni odd¢leni Plzen, Slovanska algj 20, 317 60 Plzen; romana.hosmanova@ukzuz.cz

-

1. Uvad

Polyetherova antibiotika (PA) reprezentuji vyznamnou skupinu ionofornich sloucenin,
produkovanych kmeny Streptomyces. Jejich antimikrobidlni vlastnosti se vyuZivaji ve
veterinarni praxi pii 1écb¢ a prevenci kokcididzy u dribeze a také pusobi jako stimulatory
rastu u prasat a skotu. Polyetherova antibiotika se aplikuji ve vétaing pripadech jako prevence
ve form¢ krmiva (do krmnych smési jsou pridavany ve form¢ sodnych soli v obsazich
15- 100 mg/ kg). Urcitym omezenim jejich klinického pouZivani jsou jejich toxické vlastnosti
adéle vznik bakteriang rezistentnich kment, ale i environmenténi znecidténi v podobg jejich
rezidui v ZivociSnych produktech pii jejich nespravném pouzivéni. Néktera antibiotika jsou
jiz pro nékterd hospodarskd zvirata natolik toxicka (napi. pro koné v davce jiz 0,6 mg
salinomycinu na 1 kg hmotnosti zviiete) nebo negativné ovliviuji jejich rust (zefména
u dribeze), Ze z tohoto hlediska je prirozena potieba jejich identifikace a kvantitativni
stanoveni v medikovanych krmivech, ale i ve zvitecich tkanich, tekutindch, mase a ostatnich

produktech (vejce, mléko).

2. Metody stanoveni

Metody stanoveni téchto antibiotik jsou zejména mikrobiologické metody, které vsak
nejsou dogstatecné selektivni a specifické. Biologickad G¢innost antibiotika se stanovuje
porovnanim inhibice rastu citlivych mikroorganisma zpisobené zndmymi koncentracemi
testovaného antibiotika v analyzovaném vzorku. Stanoveni se maze provéadét difuzni nebo
turbidimetrickou metodou. Kline a spol. popsali metodu stanoveni monensinu v premixech a
krmnych smésich @, ale tato metoda se nejevila jako piilis vhodna pro svou nizkou
selektivitu, presto se dnes dosud pouZiva jako oficidlni metoda stanoveni @. Pri stanoveni
polyetherovych antibiotik difuzni plotnovou metodou se pouzivd kmen Bacillus subtilis a
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v tomto piipadé se G¢innost antibiotika vyhodnocuje na z&kladé praméru inhibi¢nich zén
na desticce s naockovanou Zivnou padou. Principem turbidimetrické metody je sledovani
z&alu naockované Zivné pudy po urcitém ¢ase inkubace. Pri stanoveni polyetherovych
antibiotik se pouZiva kmen Streptococcus faecalis ..

Jsou rovnéZz popsany metody tenkovrstevné chromatografie stanoveni polyetherovych
antibiotik v krmivech. Na jejich detekci se vyuziva predevSim bioautografie nebo chemicka
reakce s vanilinem, ktera poskytuje barevny derivét. TLC semikvantitativni metoda stanoveni
monensinu v krmivech ¥ byla popsana v roce 1983. Monensin je extrahovan 80 % vodnym
methanolem, extrakt je pieCistén na koloné s oxidem hlinitym a nasledné neextrahovan
do dichlormethanu a opét precidtén na koloné se Sephadexem LH-20. Takto pripraveny
extrakt je analyzovan natenkeé vrstvé silikagelu s mobilni fazi dichlormethan-methanol (9:1).
Pozdgji byla popsana simultanni detekce pritomnosti monensinu, narasinu, salinomycinu a
lasalocidu na TLC desce s oxidem hlinitym ve vzorcich krmiv a premixi ©). Bioautograficka
detekce (Bacillus subtilis) umoZnila sniZit detekeni limit a2 na hodnotu 0,5 a7 3 mg/ kg ©.
Za zminku je&té stoji metoda stanoveni TLC metoda stanoveni monensinu v krmivech pro

W

kong .

V roce 1973 Golab a spolupracovnici publikovali spektrofotometrickou metodu stanoveni
monensinu ® a tato metoda byla navrZena jako alternativa k mikrobiologickym metodam.
Autofi po extrakci monensinu methanolem vyuZivaji k jeho stanoveni barevné reakce
monensinu s 3 % vanilinem (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) v kyselém prostredi 0,5 %
kyseliny sirové za vzniku intenzivné zbarveného produktu (I max = 520 nm). Barevna reakce
vanilinu s vy&imi alkoholy je obecng zndma jako Komarowského reakce ©, jejiz reakeni

mechanismus byl popsan pozdgji @

. Spektrofotometricka metoda byla porovnavana
s turbidimetrickou metodou ® a ob& metody byly v korelaci, nebyly nalezeny 7adné
interferujici analyty a dané stanoveni neruSily amprolium, clopidol, chlortetracyklin,
furazolidon, methylbenzoché, ethopabét, nikarbazin, nitrofurazon, robenidin a zoalen.
Komarovského reakce byla vyuZita v HPLC pii postkolonové derivatizaci na normalni

i reverzni fazi.

3. Experimentalni ¢ast

Pokusili jsme se vyvinout rychlou, spolehlivou a jednoduchou analytickou metodu
stanoveni vySe uvedenych polyetherovych antibiotik v triturdech av premixech tak, aby tato



metoda byla pouzitelna pro kontrolu jakosti. Jako derivatizacni ¢inidlo jsme pouZili 3 %
roztok N,N’-p-dimethylaminobenzaldehydu v ethanolu a 5,5 % kyseliné sirové. Toto ¢inidlo
je ve srovnani s vanilinem stabilni v chladni¢ce nemén¢ 60 dni. Po extrakci PA 90 %
ethanolem a filtraci se derivatizace provadi pri teploté 75 °C pod dobu 30 minut. Vzhledem
ke slozité matrici vzorku a moznym interferencim jsme pouZzili k vyhodnoceni metodu dvou
standardnich pridavka namisto kalibracni primky. Obsah PA (cx) vyjédieny v mg/l

se vypocita podle vzorce:

N

kde b je smérnice primkové zavislosti naméienych hodnot na objemovych jednotkéch N, a je
posunuti na ose y, Vs je objem pridavku standardu, Vr je objem odmérné barky a cs je

koncentrace standardu v mg/ .

4. Diskuse

Absorbéni maximum derivatu monensinu s vanilinem je posunuto k niz&im vinovym
délkam (I nax =519 nm), absorbéni maximum derivatu monensinu s N,N-p-
dimethylaminobenzaldehydem je 583 nm (obr. ¢. 1). Obdobné i u salinomycinu je absorbéni
maximum derivétu salinomycinu a vanilinu 521 nm proti 600 nm derivatu salinomycin-N,N’-

p-dimethylaminobenzal dehyd.




Obr. ¢. 1 Absorbéni maximum derivatu monensin-vanilin (3%; 519 nm) a monensin-p-

dimethylaminobenzaldehyd (- -; 583 nm)

Kalibracni zavislost je linearni v oblasti od 4 do 40 mg/ | pro salinomycin (korelacni
koeficient r = 0,9991, a = 0,0922, b = 0,0557), monensin i narasin. Reprodukovatelnost
derivatizatni reakce byla zkouSena na derivatizaci standardu salinomycinu v 6 opakovanich
na koncentracni rovni 8 mg/ | a relativni smérodatnd odchylka byla vypoctena na 1,55 %.
Derivad je stabilni negméne¢ 100 minut, doba méieni je nejvhodnéjSi po 20 minutéch od
ukonceni derivatizacni reakce (obr. ¢.2).
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Obr. ¢. 2 Stabilitaderivatu salinomycinu s ¢asem

Na prubéh derivatizaéni reakce ma vliv teplota reakéniho média, koncentrace
derivatiza¢niho ¢inidla a koncentrace kyseliny sirové. Se stoupgjici teplotou je vytéZek reakce
vySSi. Se stoupgjici koncentraci kyseliny sirové i samotného cinidla je vySSi odezva
analytického signdlu, tyto poznatky viak jiz byly popsany ‘Y. Vysledky spektrofotometrické
metody byly porovndny s vysledky ziskané metodou HPLC “? metodou linedrnich
nejmensich ¢tverct. Pro stanoveni salinomycinu byl vypoéten koeficient b= 1,015
(R? = 0,998), pro monensin b = 1,023 (R? = 0,953).
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Obr. ¢. 3 Korelace vysledkit metody stanoveni salinomycinu

40 000

30 000

20 000 |-

Metoda SPF, mg/kg

10 000

0 10 000 20 000 30 000 40 000
Metoda HPLC, mg/kg



Obr. ¢. 4 Korelace vysledki metody stanoveni monensinu



5. Zavér

Byla vyvinuta spektrofotometrickd metoda stanoveni monensinu a salinomycinu

v triturdtech av premixech. Metoda je rychld a celkova doba analyzy je asi 90 minut. Metoda

stanoveni je vzhledem k derivatizacni reakci dostatecné selektivni a robustni. Ve srovnani

s HPLC metodou poskytuje spravné vysledky.
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Probléemy prenosu HPL C metod

Michal Dousa
Ecochem a.s., Dolejskova 3, 182 00 Praha

E-mail: michal.dousa@ecochem.cz

-

1. Uvad

P prenosu publikované HPLC metody z jednoho stroje na druhy nebo na jiné
analytickeé pracovidté, nastavaji mnohdy problémy s interpretaci separace sledovanych analyti
a nastava problém vabec reprodukovat publikovanou nebo i zcela validovanou metodu.
Typicky priklad prenosu HPLC metody je ukazén na separaci analytti obrézku ¢.1.
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Obréazek ¢. 1 Prenos HPL C metody z jedné labor atoie do druhé. A — pivodni laboratof,

B —dalsi laborator

Chromatogram A na obr. ¢.1 znazornuje pavodni separaci analyti publikované metody,
chromatogram B na obr ¢.1 je chromatogramem po prenosu metody do jiné laboratoie nebo
najiny chromatograficky systém. Je ziejmé, Ze nedochézi k separaci analytu 5,6 arozliSeni je
menSi nez vétSinou poZadujeme pii kvantitativnim stanoveni (Rs < 1,5). Existuje nekolik
pricin, pro¢ nedochézi k dokonalé separaci:
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a) cely HPLC systém neni dostatecné ekvilibrovany
b) dodo ke zméne chromatografické kolony

c) byl pouZit zcelajiny HPLC systém

d) dodo ke zméné HPLC podminek

Nedostatecnou ekvilibraci chromatografické kolony, jako zacaecnickou chybu uzZivatele

vyloucime, a déle budeme rozebirat pouze posledni téi mozné priciny.

2. Diskuse

2. 1. Zména kolony

Zmeénou kolony (jiny vyrobce, jind Sarze) zpravidla dojde ke zméné:
a) ucinnosti kolony (pocet teoretickych pater, n)
b) selektivity (retencni pomeér, r 1,2)

Proto je vhodné pti validaci metody urcit chromatografické parametry kolony, které vyhovuji
pro danou chromatografickou separaci:

a) (cinnost kolony

b) selektivitu

c) silanolovou aktivitu

Jako vyhodné se jevi testy chromatografickych charakteristik stacionéarni féze.
K testim silanolové aktivity stacionarni faze se pouZzivaji p-ethylanilin v modifikovaném
Jugheim-Engelhardtovs testu ™2, kdy se sleduje zavislost kapacitniho faktoru na koncentraci
p-ethylnanilinu za pouziti mobilni faze methanol - voda (50:50; v/ v) pii pratoku 1 ml/ min.
Vysledkem jsou konstantni hodnoty kapacitniho faktoru p-ethylanilinu. Tanaka © pouziva
k testovéni silanolové aktivity benzylamin, ale zde dostdvdme nelinedrni korelace a
interpretace dat je slozit¢jsi. Jako dalSi I&ky k testovani silanolové aktivity byly pouZzity
pyridin nebo isomery aminopyridinu ), (4-aminopyridin, 3- aminopyridin a 2-aminiopyridin
za pouziti mobilni faze methanol - 20 mM fosféatovy pufr pH 7,6; 10:90; v/ v). Pti porovnani
Engelhardtova a Tanakova testu se jako vyhodnéjSi ukazuje test Engelhardtav, protoZze
p-ethylanilin oproti benzylaminu vykazuje za pouZiti mobilni faze methanol - voda (50:50;
v/ v) linedrni adsorpéni isotermu, kapacitni faktor benzylaminu je zavisly na pH mobilni faze
a na mnozstvi davkovaného benzylaminu. K testovani chromatografickych charakteristik
stacionarni faze se v soucasné dobé nejvice vyuzivd Tanakuv test. Ten zahrnuje méteni
kapacity, hydrofobicity, stérické selektivity, silanolové aktivity, iontové-vyménné kapacity



pti pH 7,6 aiontoveé- vymeénne kapacity pri pH 2,7. K posouzeni kapacity se pouziva meéieni
kapacitniho faktoru pentylbenzenu, k posouzeni hydrofobicity (methylenove selektivity a ., )

gy, = Kpemyibezen / Koutytoanzen + K- POSOUZENT Stéricke aktivity @ = Kiitayien /Ko tertenyt + K POSOUZENT
silanolové  aktivity @, =Kyyen/Kenw @ K posouzeni  iontové-vymenné  kapacity

ayg = kbenzylamin/kfenol -

Po zvoleni vhodného testu je vhodné optimalizovat chromatografickou separaci nejen na
zvolené chromatografické kolong, ae i ur¢it vhodnou alternativni chromatografickou
variantu. PouZivi se k tomuto tzv. metoda maximani chromatografické variability, kterd

Spocivav:

a) optimalizaci chromatografickych podminek
b) predvidani variability chromatografickych kolon
c) vybéru podobnych kolon

2.1.1. Optimalizace chromatografickych podminek

Chromatografické podminky se optimalizuji tak, Ze se deduje vliv teploty a sloZeni
mobilni féze (objemové frakce organické faze nebo strmost gradientu) na Rs nebo ri, a
vicenasobnou regresi se ziskd Rs mapa akceptovatelnych rozliSeni pifi  danych
chromatografickych podminkéach. Pak pii zméné rozliSeni Rs mizeme velmi jednoduge uréit
chromatografické podminky, které budou vyhovovat poZadovanému rozliSeni. Prakticky
piiklad je patrny z obrézku ¢.2.

2.1.2. Variabilita chromatografickych kolon

Obdobn¢ jako u optimalizace chromatografickych podminek se optimalizuji
chromatografické kolony pro alternativni kolony a pak dostavdame nejen chromatografické
podminky pro pouzivanou kolonu, ale i pro aternativni chromatografickou kolonu. Uréenim
tzv. Rs map ajejich prekryvem pro dvé ruzné kolony ziskédme ihned piehled, jak bude vypadat
separace na alternativni kolong. Prakticky priklad je patrny z obrézku ¢.3.

10



1 Kolona #1 1 Kolona #2

s 48.0%B.350°C 5 48.0%B,350°C
7 7
Rg=1.9 Rg=1.1
3 | }
4 5 4 5
Ly Ly
I I
[ — IR
UL '
0 10 ) 0 10 .
tR,mln tR,mln
1 Kolona #?2
s 46.4%. 380°C
7
Rg=1.8
3 |
4 b
ﬂ B
i
|| Ll
UL
0 10 ]
tR,mln

Obréazek ¢. 2 Optimalizace chromatografickych podminek a aplikace na dvé stgné

kolony rizné Sarze
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Obrazek ¢. 3 Variabilita chromatografickych kolon a uréeni Rs map
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2. 1. 3. Vybér podobnych kolon

K celkové selektivité stacionérni faze prispivaji jednak kapacitni faktor k a dée
hydrofobicita (H), stéricka selektivita (shape selektivity; S), silanolové aktivita (non- ionized
silanol acidity nebo také silanol group capacity, A), kolonova basicita (column basicity; B) a
iontové-vymeénna kapacita (cation- exchange capacity; C). Pro logaritmus kapacitniho faktoru
pak plati:

logk =logk.s +n#l +s &+bRA+aB+k € (1)

kdek, a, b,s an jsou prispévky solutu aH, S A, B a C jsou piispévky stacionérni faze a ke
je kapacitni faktor dany distribu¢ni konstantou a fazovym pomérem. Prispévek hydrofobicity
H souvisi s nespecifickymi interakcemi solutu se stacionarni fézi (methylenova selektivita
achz), prispévky silanolove aktivity A a kolonové basicity B souvisi s moZznosti tvorby
vodikovych vazeb mezi solutem a zbytkovymi silanolovymi skupinami silikagelu. Urcenim
selektivity riznych chromatografickych kolon (Tanakovy a Engelhardtovy testy), &*° tak
muazeme ziskat prehled o podobnych kolonach, které je mozné pouzit pak jako aternativni
kolony ke kolon¢ pouzivané (validované).

2.2. Zména HPL C systému

Zmeéna HPLC systému vede ve vétSing pripadech ke zménam:

a) mrtvého objemu systému

b) mimokolonovych prispévku k rozSiteni chromatografické zony

2.2.1. Mrtvy objem systému

Zména mrtvého objemu systému (konstrukce pumpy, zmeéna vnitiniho praméru
kapilér) vede ke zméné mrtvého objemu systému, kterd maze mit vliv na strmost gradientu
(zpozdeéni gradientu, které ma vliv na separaci kritickych analyti). Na separaci ma vliv
i tvorba gradientu — zména tvorby gradientu z nizkotlakého gradientu na vysokotlaky vede
ke zpozdeéni gradientu a to mé pak vliv na separaci kritickych analyti. Na uréeni mrtvého
objemu existuje nekolik zpasobi, ale hodnovérnost ziskanych vysledkt je neustdle
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diskutabilni ©. K urgeni objemu systému se nejlépe postupuije tak, Ze se ze systému vyradi
chromatograficka kolona a nastiikne se do systému dobie detekovatelna latka (napt. aceton,
dusi¢nan sodny) pri pratoku mobilni faze (napt. acetonitrilu) 1 ml/ min. Sleduje se reten¢ni
objem nasttiknuté Iatky, ze kterého se pak uréi objem systému.

2.2.2. Mimokolonové prispévky

Mimokolonové prispévky k rozsiteni chromatografické zony maji vliv na u¢innost
systému. Zmeéna objemu nastiiku, objemu cely detektoru, vnitiniho praméru kapildr nebo
jgjich délky muze mit vliv na G¢innost kolony a to vede ke sniZeni rozliSeni kritickych
analyti. Tento prispévek je umeérny celkovému objemu téchto casti. Rozptyl v Sitce
chromatografické zony je tedy roven souétu rozptyla v koloné a ve vSech osatnich
objemovych ¢astech chromatografického systému a matematicky muiZzeme psat

2

2 2 2 2
k +S spoje +S det ektor (2)

S ckem =Sk TS jnject

Objemy v3ech ¢ésti aparatury maji byt tedy co nejmensi, aby se zamezilo
mimokolonovému rozmyvani chromatografické zony a tim sniZzeni U¢innosti kolony. Toto je
zeiména markantni u pouziti mikrokolon (krédtké a extrémné Uzké, pinéné malymi
césteckami), kdy klesa volny objem kolony jejim zkrécenim a zmenSi se i vyskovy ekvivalent
teoretického patra.

2. 3. Zména metody HPLC
Pt zméné postupu HPL C metody maze dojit:

a) kezmeng sloZeni mobilni féze (sloZeni, pH, koncentrace aditiv)

b) ke zmeéné teploty na chromatografické kolong

c) kezmeng gradientu (pouziti jiné tvorby gradientu napt. namisto nizkotlaké tvorby
gradientu se pouZije vysokotlaké tvorba gradientu)

Pri aplikaci publikované HPLC metody v jiné laboratoti dochézi at” uz k nevédomé zmengé
vV postupu publikované metody napt. pouZitim nizkotlakého gradientu namisto
vysokotlakého, zménou mrtvého objemu systému. MuZe také dochézet k zamerné zmeéné
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HPLC postupu napt. pouzitim jinych pufri mobilni faze (v ptipadé, Ze tyto nejsou dostupné)
nebo zmeéné teploty separace, neni-li dostupny termostat kolon. Proto by pii aplikaci HPLC
metody v jiné laboratoti mélo byt dodrZzeno piesné sloZzeni mobilni faze a podminky
separace. Naopak pii validaci metody by mély byt validovany parametry jako sloZeni mobilni
faze (koncentrace pufra, pH mobilni faze, koncentrace protiiontu, vliv objemové frakce
organického rozpoudtédla na retenci resp. selektivitu) avliv teploty na separaci analytu.

3. Zavér

Aplikace publikované HPLC metody v jiné laboratori piindSi s sebou mnohé problémy.
Ty nastévaji zejména v piipadé aplikace HPLC metod, které nejsou dostatecn¢é validované
a robustni. Témet vzdy se pouziva jiny chromatograficky systém, coZz maze prinést dalsi
neprijemnosti zeiménav pripadé nutnosti pouZziti gradientu mobilni faze pri separaci analytu.
V pripadé literdrnich Gdaju starSiho data pak nastdva problém s pouzitim analytické kolony,
kterd uZz nemusi byt na trhu dostupna. Mnohé problémy vSak miZzeme pricist na vrub
analytikovi, ktery metodu pretvéii k obrazu svému. PouZiti zcela jinych pufra, sloZeni
a koncentrace pufrii, zména sloZeni solventu analytu, zaména chromatografické kolony, to vie
pak vede k nepredvidatelnému nebo prekvapivému chovani chromatografického systému.
Je nutné si uvédomit, Ze i mald zména pH mobilni fdze mize vést ke zméné retence analyta
nebo dokonce ke zmené poradi jejich separace. To samé je mozné prohlasit
o chromatografické koloné. Na druhé stran¢, abychom uSettili podobnych probléma jiné
analytiky, ktefi budou aplikovat naSi publikovanou metodu, je nutné provést dukladnou
optimalizaci HPLC metody. Velky duraz je kladen na optimalizaci metody zejména pii
pouZiti gradientu mobilni féze nebo isokratické separace vice analyti. Optimalizace
koncentrace pufri a viech dalSich aditiv, pH, objemové frakce organického rozpou&eédia,
teploty separace, navrZeni alternativnich chromatografickych kolon je nezbytnosti. Publikace
vysledki vSech validovanych parametri HPLC metody, optimalizace metody do hloubky
anavrZeni alternativnich feSeni pak dava metod¢ vysSi védeckou vérohodnost.
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Ovérrovani mlynku GRINDOM I X

Pavel Sima, Jarodava Petrova

Usttedni kontrolni a zkudebni tUstav zemedglsky, Narodni referenéni laborator,
Regiondlni oddéleni Praha, Za opravnou 4, 150 06 Praha 5 — Motol;

pavel.sima@ukzuz.cz, jaroslava.petrova@ukzuz.cz

1. Uvod

Pri stanoveni dopliikovych latek v krmivech je metodikou odboru krmiv pii ovérovani
vyroben krmiv, ovérovani homogenity a kontaminace, piredepséno provadét mleti vzorku
o hmotnosti az jeden kilogram. Vzhledem k tomu, Ze laboratoie NRL jsou vybaveny mlynky
Minirasant, je splnéni tohoto poZadavku omezené splnitelné pro nadmeérné pirehtivani vzorku,
doba mleti neimérné prodiuzuje dobu analyzy a dochazi k nadmérnému opotiebovani
soucésti mlynku a problémam s nésledujici opravou (zastaraly typ).

Pro naplnéni poZadavku odboru krmiv na zpasob mleti vzora krmiv a soucasné
dovybaveni laboratofi Gstavu modernim mlynkem spliujicim poZzadavky jako rychlost,
omezeni kontaminace, omezeni prehiivani vzorku apod., byl zakoupen mlynek GRINDOMIX
GM 200 firmy Retsch. Vlastnimu mleti predchézi rozdéleni vzorku na rotacnim délici
s pomerem 1 : 8, kdy je vydélen zhruba stogramovy vzorek aten je potom pomlet mlynkem
GRINDOMIX GM 200.

Cilem préce bylo odzkouSet a ovéiit :

1.1. stanoveni optimalni doby mleti

1.2.  stanoveni optimalniho poc¢tu otatek mlynku

1.3.  vliv mleti navysledky stanoveni obsahu vidkniny

1.4.  vliv mleti navysledky stanoveni vitaminu A aE

1.5. vliv mleti navysledky stanoveni obsahu doplikovych latek — stimulétora
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1.6. zigtit homogenitu mleti vzorka krmiv — provedeni sitové zkou3ky -
a porovnani vysledka zkousek s dosud pouZivanym mlynkem Minirasant

1.7.  zjigtit vliv mleti na stanoveni obsahu suSiny, N — laek, tuku a vlakniny
metodou NIRS

2. Technické parametry mlynu?

Mlynek GRINDOMIX GM 200 je laboratorni noZzovy mlyn uré¢eny k homogenizaci
a mleti suchého vlaknitého materidlu s pripadnym vySSim obsahem tuku. SlouZi jako
l[aboratorni zatizeni pro jednu osmihodinovou pracovni sménu a pii nepietrzitém provozu

miZe pracovat do 30 % pracovni smény, tj 160 minut.

Homogenizace a mleti se provadi pomoci feznych nozu. Ostii nozZe je rovné a svird
se smérem ot&eni pravy Uhel. NoZe jsou tenké, fezna hrana je sklongna pod Ghlem 15° a
plocha noZe je zbrousena po Uhlem 30°. V tomto geometrickém usporédani je zdrojem fezné
sily rozdil v rychlosti materialu a feznych nozu.

Rychlost otateni je 2000 az 10000 ot./ min. alze ji nastavovat v krocich 500 ot./ min.
Dobu mleti 1ze nastavovat v rozmezi 3 minut. Mlynek maze byt vybaven tiremi typy mlecich
nédob — plastovou, kovovou a sklenénou. Pro vzorky krmiv a podobnych materidlu se nejlépe
osvédcila nadoba kovova

3.  Vysledky méieni a diskuse

Prace na vyvojovém Ukolu byla zahgena v RO Praha, kde byly ovéreny razné
parametry pracovniho reZzimu mlynku, nastaveni parametri mlynku za Uu¢elem optimalizace
mleti avliv mleti navysledky zkousek.

Ostatni regiond@ni oddéleni v ramci NRL byla pozadana o provedeni:
vybrat minimélné osm pavodnich vzorka krmiv, u kterych je deklarovan obsah
vlakniny a n&jakeé doplikove 1&ky - vitamin A, E, poptipadé dalsi doplikové latky
ze skupiny stimulédtora rastu ¢i antikokcidik. Pro ovéreni vlivu mleti na mlynku

GRINDOMIX na vysledky zkoueni krmiv metodou NIRS je vhodné vybrat
vzorky se zjisteénym obsahem suSiny, N- latek, tuku avlakniny

vybrané vzorky krmiv upravit mletim na mlynku GRINDOMIX za téchto
parametrii: 9000 ot&ek za minutu po dobu 20 sekund. V nekterych pripadech
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(napt. tvrdd semena) pokud bude pouhym okem patrno VétSi procentické
zastoupeni neumletych ¢éstic (velikost nad 1 mm), je nutno prodlouZit dobu mleti
na celkem 40 sekund

u takto upraveného vzorku provést sitovou analyzu (zrnitostni) sloZeni: Zjistit
procentické zastoupeni frakce nad dréténym sitem o velikosti oka 1 mm; 0,5 mm;
0,2 mm a pod sitem o velikosti oka 0,2 mm. Parametry prosévaciho ptistroje:
120 + 10 cyklt za minutu po dobu 180 sekund

dokonale promichat v3echny frakce a provést stanoveni vi&kniny, popiipadé
vitaminu A a E, gimulaora rastu ¢i antikokcidik a susiny. Vysledky dvou
paralelnich zkouSek piepoétenych na 100 % suSinu uvést do piredepsané tabulky.
Zde soucasné uvest pavodni hodnoty (také pirepocétené na 100 % susinu) zjisténé
analyzou vzorku upraveného mlynkem Minirazant

zaslat takto upraveny vzorek a soucasn¢é i puvodni vzorek upraveny mlynkem
Minirazant do RO Brno spolu spuavodnim protokolem — ovéreni vlivu mleti
na vysledky obsahu susiny, N-1&tek, tuku a vi&kniny metodou NIRS.

V tabulce¢. 1, 3, 5, 7 a9 je uvedeno porovnani vysledka stanoveni obsahu viakniny
u vzorkia krmiv pomletych mlynkem GRINDOMIX a Minirasant. K ovéfeni shodnosti
vysledkii byla pouZita statistickd metoda uvedend v EffiValidation? - , Spravnost, ktera
charakterizuje shodnost ziskanych vysledkt obsahu vidkniny u vzorka krmiv pomletych na
raznych typech mlynku.

Celkem bylo analyzovano 36 vzorki krmiv, pouze u dvou vysledek zkousky — vzorek
,CDP — 40" (H. Brod) avzorek ,Repkové expelery” (Brno) nevyhovuije hypotéze o shodnosti
obou vysledka. Vzhledem k tomu, Ze 95 % v&ech vzorka krmiv vyhovélo podminkam
statistického hodnoceni shodnosti obou vysledkd, je mozno pouzivat mlynku GRINDOMIX
k mleti vzorka uréenych k stanoveni obsahu vidkniny.

V tabulce ¢. 2, 4, 6, 8 a 10 je uvedeno porovnani vysledki stanoveni obsahu
doplikové latky — vitamin A a E a antikokcidika u vzorka krmiv pomletych mlynkem
GRINDOMIX aMinirasant.

Celkem bylo analyzovano 65 vzorka krmiv, vSechny vysledky zkouSek vyhovély
hypotéze o shodnosti obou vysledki. Vzhledem k tomu, Ze 100 % vSech vzorka krmiv
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vyhovélo podminkam statistického hodnoceni shodnosti obou vysledki, je mozno pouZivat
mlynku GRINDOMIX k mleti vzorkt ur¢enych k stanoveni obsahu dopliikovych latek.

V tabulce ¢. 11 az 15 jsou uvedeny vysledky sitové analyzy — zjisténi procentického
zastoupeni frakce nad dréténym sitem o velikosti oka 1mm; 0,5 mm; 0,2 mm a pod sitem
o velikosti oka 0,2 mm. Parametry prosévaciho pristroje: 120 + 10 cykla za minutu, doba
¢innosti prosévaciho pristroje 180 sekund. Celkem byly ovéieny podminky mleti u 33 vzorku
raznych krmiv, z toho u 32 vzorka krmiv (celkem 97 % v3ech vzorka) byl zjistén optimalni
prabeh zastoupeni frakce pod dréénym sitem o velikosti oka 1 mm, nebot” metody zkouSeni
krmiv uvedené ve vyhlasce ministerstva zemedglstvi CR® predepisuji Gpravu vzorku miletim
tak, aby prodla dréténym sitem o velikosti oka 1 mm. Pouze jeden vzorek — Kompletni krmeni
pro psy (Brno) vykazal vysSi podil frakce nad draténym sitem o velikosti oka 1 mm. Vysledky
opavské laboratore (vysoky podil frakce nad draténym sitem o velikosti oka 1 mm) byly
zpusobeny nedostatecnym ostiim pracovnich nozi — je nezbytné vénovat mimoiédnou
pozornost stavu ostii.

SitovA analyza prokézala vhodnost pouziti laboratorniho noZového mlynku
GRINDOMIX GM 200 k homogenizaci a mleti vzorka krmiv a ostatniho suchého vlaknitého
materidlu. Vzorky krmiv se upravuji mletim na mlynku GRINDOMIX za téchto podminek:
9000 oté&tek za minutu po dobu 20 sekund.

Oveteni vlivu mleti vzorka krmiv mlynkem GRINDOMIX a Minirasant na stanoveni
obsahu susiny, N — latek, tuku avl&kniny metodou NIRS je uvedeno v tabulce ¢. 16.

Celkem bylo analyzovano 17 vzorka krmiv — stanoveni obsahu N — latek, tuku a
vlakniny metodou NIRS a nebyl prokézan statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky analyzy
pti mleti vzorku krmiv na mlynku GRINDOMIX a Minirasant. Mlynku GRINDOMIX je
mozno pouZzivat pro mleti vzorka krmiv a naslednou analyzu pomletych vzorki metodou
NIRS.
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Plzen

Tabulka ¢. 1 : Stanoveni obsahu vlidkniny (100 % su&ina)

Minirazant GRINDOMIX

Oznadeni krmiva vlaknina | vidknina| rozdil | pramér |vldknina |vldknina| rozdil | pramér

(9kg) | (g/kg) | (rel.%) | (9/kg) | (9/kg) | (9/kg) | (rel.%) | (9/kg)
243 - DKS pro produkéni dojnice 47,4 45,2 4,75 46,3 43,6 42,6 2,32 43,1
264 - KKS pro vykrm prasat 39,3 37,6 4,42 38,45 37,5 41,1 9,16 39,3
297 - KKS pro vykrm prasat 38,5 34,0 12,41 36,25 32,4 30,8 5,06 31,6
317 - KKS pro vykrm kuiat 33,8 32,3 4,54 33,05 39,8 41,1 3,21 40,45
335 - Chovni krdlici 162,0 162,0 0,00 162 161,6 162,4 0,49 162
342 - DKS pro dojnice 42,3 41,0 3,12 41,65 39,5 38,2 3,35 38,85
345 - Ovesna mouka krmna * 30,3 33,2 9,13 31,75 31,4 334 6,17 32,4
370 - A2 - KKS pro vykrm prasat 41,5 39,6 4,69 40,55 40,7 39,0 4,27 39,85
Smérodatna odchylka 3,78 2,62
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Plzen

Tabulka ¢. 2 : Stanoveni obsahu dopl. latky (100 % sudina)

Minirazant GRINDOMIX

Oznaceni krmiva dopl. latka|dopl. latka| rozdil pramér |dopl. latka|dopl. latka| rozdil prameér

(rel.%) (rel.%)
317 - salinomycin mg/ kg 96,9 90,4 6,94 93,65 94,1 95,1 1,06 94,60
370 - salinomycin mg/ kg 39,4 36,9 6,55 38,15 38,9 40,8 4,77 39,85
335 - robenidin mg/ kg 62,0 62,4 0,64 62,20 60,6 61,8 1,96 61,20
243 - vitamin A m.j./ kg 51294 47 027 8,68 49160 39 851 45124 12,41 42488
243 - vitamin E m.j./ kg 80,4 77,0 4,32 78,70 70,2 70,2 0,00 70,20
264 - vitamin A m.j./ kg 60265 | 7397,6 20,43 6712 66482 | 64201 3,49 6534
264 - vitamin E m.j./ kg 28,5 29,7 4,12 29,10 26,0 26,0 0,00 26,00
297 - vitamin A m.j./ kg 14 370 18 086 22,90 16228 18 298 20 962 13,57 19630
297 - vitamin E m.j./ kg 138,8 138,8 0,00 138,80 137,0 135,9 0,81 136,45
342 - vitamin A m.j./ kg 45021 51075 12,60 48048 49 423 48471 1,95 48947
342 - vitamin E m.j./ kg 64,9 66,1 1,83 65,50 65,6 64,5 1,69 65,05
376 - vitamin A m.j./ kg 2343052 | 2281007 2,68 2312029 | 2285063 | 2 239 987 1,99 2262525
376 - vitamin E m.j./ kg 4398 4443 1,01 4420,20 4432 4 405 0,61 4418,55
Smérodatna odchylka 7,38 4,46
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Havli¢kdav Brod

Tabulka €. 3: Stanoveni obsahu vidkniny (100 % susina)

Minirazant GRINDOMIX
Oznadeni krmiva vlaknina | vldknina | rozdil pramér | vlaknina | vldknina | rozdil prameér
(9/ kg) (G kg | (rel.%) | (9/kg) (9/ kg) (G kg | (rel.%) | (9/kg)
124/ 03-DOPS2-20s 51,80 52,95 2,20 52,375 51,01 52,91 3,66 51,96
126/ 03-PCH 2—-40's 53,23 53,92 1,29 53,575 48,86 47,19 3,48 48,025
127/ 03-DOK - 20's 68,90 67,33 2,30 68,115 63,73 60,79 4,72 62,26
150/ 03-CDP-40's 34,55 34,76 0,61 34,655 29,63 30,86 4,07 30,245
152/ 03-CDP - 40 s* 42,25 42,46 0,50 42,355 36,61 37,05 1,19 36,83
155/ 03-KKS pro prasata- 40 s 38,14 38,19 0,13 38,165 38,06 35,24 7,69 36,65
157/ 03-DOSCH gr. - 20 s 50,23 50,36 0,26 50,295 51,12 48,77 4,71 49,945
181/ 03-CDP-40s 46,93 49,19 4,70 48,06 45,16 44,70 1,02 44,93
Smérodatné odchylka 1,54 2,12

* vysledek testovani neprokazal hypotézu o shodé
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Havli¢kdav Brod

Tabulka €. 4 : Stanoveni obsahu DL (100 % sudina)

Minirazant GRINDOMIX
Oznaéeni krmiva dopl. latka|dopl. latka| rozdil pramér |dopl. latka|dopl. latka| rozdil pramér
(rel.%) (9/ kg) (rel.%) (9 kg)

124/ 03-DOPS 2- vit A (m.j./ kg)| 58560 50330 15,12 54445 62300 63620 2,10 62960,00
126/ 03-PCH 2- vit A (m.j./ kg) 14170 16630 15,97 15400 12300 12530 1,85 12415,00
127/ 03-DOK- vit A (m.j./ kg) 32650 35270 7,71 33960 26670 31370 16,20 29020,00
150/ 03-CDP-vit A (m.j./ kg) 6450 6840 5,87 6645 5530 6470 15,67 6000
152/ 03-CDP-vit A (m.j./ kg) 6550 6920 5,49 6735 6640 6810 2,53 6725,00
157/ 03-DOSCH gr.- vit A

(m.j./ kg) 26880 26210 2,52 26545 22410 21360 4,80 21885
181/ 03-CDP-vit A (m.j./ kg) 4920 5880 17,78 5400 4590 4900 6,53 4745,00
124/ 03-DOPS 2- vit E (mg/ kg) 78,6 74,5 5,36 76,6 75,4 74,1 1,74 75
126/ 03-PCH 2- vit E (mg/ kg) 75,6 83,4 9,81 79,5 74,9 75,8 1,19 75,35
127/ 03-DOK- vit E (mg/ kg) 718 77,6 7,76 74,7 73,9 718 2,88 73
150/ 03-CDP- vit E (mg/ kg) 16,1 17,1 6,02 16,6 18,1 17,1 5,68 17,60
152/ 03-CDP- vit E (mg/ kg) 21,1 19,1 9,95 20,1 18,1 19,1 5,38 19
157/ 03-DOSCH gr. - vit E

(mg/ k) 75,5 73,0 3,37 743 72,1 743 3,01 73,20
181/ 03-CDP - vit E (mg/ kg) 42,2 43,2 2,34 42,7 38,7 39,7 2,55 39,20
Smérodatné odchylka 4,97 4,96

25




Praha

Tabulka ¢. 5: Stanoveni obsahu vidkniny (100 % susina)

Minirazant GRINDOMIX

Oznaceni krmiva vlaknina|vldknina| rozdil | priamér |vlaknina|vldknina| rozdil | pramér

(9 kg) | (I kg) | (rel.%) | (9 kg) | (9 kg) | (9 kg) | (rel.%) | (9/ kq)
276 BR1 KKS pro vykrm kurat brojlera 31,13 | 27,33 | 12,99 | 29,23 26,2 25,6 2,19 25,88
302 KS pro kojici prasnice 37,84 | 3330 | 12,77 | 3557 32,2 32,5 1,04 32,34
312 KS vykrm brojlerovych krélikt s antikokcidikem 213,33 | 189,65 | 11,75 | 201,49 | 187,3 | 187,2 0,06 | 187,26
500 K S selata do 8 kg Zivé hmotnosti COS 38,10 | 3341 | 13,11 | 35,75 36,1 35,4 2,13 35,75
313 Nutra Nuggetss ADULT MAINTENANCE KKSpropsy | 20,02 | 17,68 | 12,43 | 18,85 22,9 23,3 1,96 23,10
328 CDP KS vykrm prasat nad 65 kg Zivé hmotnosti 4457 | 45,60 2,28 45,09 42,0 40,6 3,30 41,32
Smérodatné odchylka 4,24 1,11
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Praha

Tabulka ¢. 6 : Stanoveni obsahu dopliikové latky (100 % susina)

Minirazant GRINDOMIX
dopl. dopl. rozdil dopl. dopl. rozdil
Oznageni krmiva ldtka ldtka (rel.%) | pramér ldtka ldtka (rel.%) | pramér
124 AMINOVIN P3 PLUS Premix pro prasata- vit A (m.j./ kg) 2090813 | 2084688 | 0,29 | 2087751 | 2016703 | 2048168 | 1,55 | 2032435
276 BR1 KKS pro vykrm kurat brgjlera- vit A (m.j./ kg) 11923 11872 0,42 11897 10189 9968 2,19 10078
302 KS pro kojici prasnice- vit A (m.j./ kg) 15457 15298 1,03 15377 15549 16150 3,79 15849
312 KS vykrm brojlerovych kralika cidikem- vit A (m.j./ kg) 10699 10421 2,63 10560 14856 14879 0,15 14867
500 K S selata do 8 kg Zivé hmotnosti COS- vit A (m.j./ kg) 22637 21927 3,19 22282 20759 24153 15,11 22455

502AMINOVITAN KZK-PLUS Premix pro kurice- vit A (m.j./ kg)| 2180088 | 2153173 1,24 2166630 | 2106311 | 2231774 5,78 2169042

313 Nutra Nuggets-Adult Maintenance KK pro psy- vit A (m.j./ kg) | 16259 15182 6,85 15720 14084 14447 2,55 14265

328 CDP KS vykrm prasat nad 65 kg Zivé hmotnosti- vit A

(m.j./ kg) 5935 6101 2,75 6018 4310 4339 0,68 4324
AMINOVITAN P3 PLUS Premix pro chov. prasata- vit E (mg/ kg) 9925 9833 0,93 9879 10751 10385 3,46 10567
BR1 KKS pro vykrm kuiat brgjlerii - vit E (mg/ kg) 37,92 36,71 3,24 37,31 48,14 47,12 2,14 47,63
KS pro kajici prasnice - vit E (mg/ kg) 86,88 90,13 3,67 88,50 94,96 96,93 2,05 95,94
K S vykrm brojlerovych krélikia skokcidikem - vit E (mg/ kg) 51,56 62,95 19,88 57,26 90,92 90,89 0,04 90,90
AMINOVITAN KZK-PLUS Premix pro kutice- vit E

(mg/ kg) 4283 4286 0,07 4285 4283,7 | 4335,8 1,21 4309
313 Nutra NuggetssADULT NCE KK pro psy- vit E (mg/ kg) 123,56 115,12 7,07 119,3 121,63 128,88 579 125,25
CDP KS vykrm prasat nad 65 kg Zivé hmotnosti- vit E

(mg/ kg) 17,02 16,59 2,52 16,81 23,61 23,72 0,48 23,67
312 KS vykrm brojlerovych krél ik - salinomycin (mg/ kg) 23,26 22,91 151 23,09 23,33 23,97 2,70 23,65

Smérodatné odchylka 4,79 3,65
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Brno

Tabulka ¢. 7 : Stanoveni obsahu vlidkniny (100 % su&ina)

Minirazant GRINDOMIX

Oznaceni krmiva vlaknina | vldknina rozdil pramér | vldknina | vlanina rozdil priameér

(9/ kg) (0kg) | (rel.%) | (g/kg) (9/ kg) (9kg) | (rel.%) | (g/kg)
Kompletni krmivo pro psy 15 14,6 2,70 14,80 19,9 18 10,03 18,95
KKS pro kuiata - 1.f&ze 442 42,1 4,87 43,15 48,1 45,7 512 46,9
KKS pro prasata - nad 35 kg 374 36,2 3,26 36,80 40,8 38,7 5,28 39,75
KKS pro kurata 30 31,3 4,24 30,65 32,6 30,6 6,33 31,6
Repkové expelery* 116,3 113,8 2,17 115,05 129,5 121,2 6,62 125,35
KKS pro krdliky 138 138,9 0,65 138,45 145,3 143,1 1,53 1442
CALMIX P
AMINOKRAFT ZM
Smérodatné odchylka 1,51 2,75

* vysledek testovani neprokézal hypotézu o shodé
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Brno

Tabulka ¢. 8 : Stanoveni obsahu DL (100 % sudina)

Minirazant GRINDOMIX
Oznaceni krmiva vitamin A |vitamin A| rozdil pramér |vitamin A |vitamin A| rozdil pramér
(mj./kg) | (mj./kg) | (re.%) | (mj./kg) | (mj./Kkg) | (mj./kg) | (rel.%) (o/ ka)
Kompletni krmivo pro psy 16304 15194 7,05 15749 13363 15150 12,53 14256
KKS pro kuiata - 1.faze 14064 15311 8,49 14688 12450 17279 32,49 14864
KKS pro prasata - nad 35 kg 9054 8559 5,62 8807 9329 8923 4,45 9126
KKS pro kutata 12926 12107 6,54 12517 13348 13544 1,46 13446
Repkové expelery
KKS pro krédliky 7859 8521 8,08 8190 7442 8103 8,50 7772
CALMIX P 520413 | 499506 4,10 509960 | 493753 | 473236 4,24 483494
AMINOKRAFT ZM 408060 | 400262 1,93 404161 | 418750 | 413401 1,29 416075
Smérodatné odchylka 2,32 10,98
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Opava

Tabulka €. 9: Stanoveni obsahu vidkniny (100 % susina)

Minirazant GRINDOMIX

Oznadeni krmiva vlaknina | vldknina | rozdil pramér | vlaknina | vldknina | rozdil priameér

(Okg) | (g/kg) | (rel.%) | (9/kg) | (9/kg) | (9/kg) | (rel.%) | (g/kg)
262 M/ 265G - dopliikova KS pro dojnice 61,15 58,84 3,85 60,00 61,48 62,64 1,87 62,06
285 M/ 266G - dopliikova KS pro dojnice 61,22 58,62 4,34 59,92 57,84 57,05 1,38 57,44
293 M/ 267G - KS pro brojlery 25,8 28,96 11,54 27,38 23,15 25,75 10,63 24,45
294 M/ 268G - KS pro telata 30,7 34,2 10,79 32,45 34,76 35,44 1,94 35,10
305 M/ 269G - KS pro kutice 39,59 35,73 10,25 37,66 36,89 37,8 2,44 37,34
310 M/ 270G - KS pro kurice 41,69 42,15 1,10 41,92 42,04 40,31 4,20 41,17
329 M/ 271G - KS pro nosnice-granule 37,02 35,11 5,30 36,07 33,98 37,09 8,75 35,53
337 M/ 272G - KS pro prasnice-granule 58,07 55,9 3,81 56,99 57,91 55,74 3,82 56,82
Smérodatné odchylka 391 3,46
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Opava

Tabulka €. 10 : Stanoveni obsahu dopliikové latky (100 % susina)

Minirazant GRINDOMIX
rozdil rozdil

Oznaéeni krmiva dopl. latka | dopl. latka| (re.%) |pramér | dopl. latka | dopl. latka| (rel.%) |pramér
262 M/ 265G - dopliikova KS pro dojnice- vit A
(m.j./ kg) 25832 28194 8,74 27013 30696 29142 5,19 29919
262 M/ 265G - doplikova KS pro dojnice- vit E
(mg/ kg) 109,42 110,2 0,71 110 116,59 115,39 1,03 115,99
285 M/ 266G - doplnkova KS pro dojnice- vit A
(m.j./ kg) 23421 21805 7,15 22613 25069 26522 5,63 25795
285 M/ 266G - dopliikova KS pro dojnice- vit E
(mg/ kg) 94,31 95,55 1,31 95 92,04 94,3 2,43 93,17
293 M/ 267G - KS pro brojlery- vit A (m.j./ kg) 15274 15256 0,12 15265 15608 15786 1,13 15697
293 M/ 267G - KS pro brojlery- vit E (mg/ kg) 58,03 56,9 1,97 57 56,92 56,47 0,79 56,70
294 M/ 268G - KS pro telata- vit A (m.j./ kg) 26761 28710 7,03 27736 28430 25202 12,04 26816
294 M/ 268G - KS pro telata- vit E (mg/ kg) 106,66 103,5 3,01 105 105,87 102,14 3,59 104,01
305 M/ 269G - KS pro kutice- vit A (m.j./ kg) 13217 11859 10,83 12538 10910 11070 1,46 10990
305 M/ 269G - KS pro kutice- vit E (mg/ kg) 35,51 35,73 0,62 36 36,32 36,32 0,00 36,32
310 M/ 270G - KS pro kutice- vit A (m.j./ kg) 11344 12652 10,90 | 11998 | 11315 10793 4,72 11054
310 M/ 270G - KS pro kutice- vit E (mg/ kg) 40,11 42,26 5,22 41 38,36 38,7 0,88 38,53
329 M/ 271G - KS pro nosnice-granule- vit A
(m.j./ kg) 7009 6784 3,26 6897 6806 6727 1,17 6766
329 M/ 271G - KS pro nosnice-granule- vit E
(mg/ kg) 32,28 32,62 1,05 32 334 33,17 0,69 33,29
337 M/ 272G - KS pro prasnice-granule- vit E
(mg/ kg) 91,15 92,97 1,98 92 92,4 92,18 0,24 92,29
Smérodatné odchylka 3,70 4,09
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Plzen

Parametry mleti : 9000 ot./min., doba mleti 20 s. Sitova zkouska byla provedena na sitech 1,0; 0,5a0,2 mm

Tabulka €. 11 : Zrnitostni dozeni

velikost ok (mm)/ frakce (%)
Oznaceni krmiva 0 0,2 0,5 1,0
243 - DKS pro produkéni dojnice 37,5 47,6 14,5 0,4
264 - KKS pro vykrm prasat 38,8 46,5 13,8 0,9
297 - KKS pro vykrm prasat 48,9 38,7 11,7 0,7
317 - KKS pro vykrm kurat 35,5 52,4 11,9 0,2
335 - Chovni krdlici 33,1 46,3 20,1 0,5
342 - DKS pro dojnice 39,8 33,3 26,1 0,8
345 - Ovesna mouka krmna * 45,2 49,2 5,2 0,4
370 - A2 - KKS pro vykrm prasat 43,8 35,2 20,5 0,5
376 - AMINOVITAN SK-C1-PLUS 62,1 35,1 2,5 0,3
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Havli¢kav Brod

Parametry mleti : 9000 ot./ min., doba mleti 20 s. Sitova zkouska byla provedena na sitech 1,0; 0,5a 0,2 mm

Tabulka €. 12 : Zrnitostni dozeni

velikost ok (mm)/ frakce (%
Oznaceni krmiva 0 0,2 0,5 1,0
124/ 03-DOPS 2- 20 s 32,47 35,69 27,91 3,34
126/ 03-PCH 2-40s 30,08 38,24 27,15 3,00
127/ 03-DOK - 20's 34,68 33,3 26,63 3,73
150/ 03-CDP-40s 37,48 33,34 26,88 1,68
152/ 03-CDP- 40 s 32,72 34,57 28,37 3,45
155/ 03-KKS pro prasata- 40 s 27,19 31,01 38,17 4,70
157/ 03-DOSCH gr. - 20 s 35,01 39,59 23,6 1,53
181/ 03-CDP- 40 s 28,28 38,55 32,22 1,06
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Praha

Tabulka €. 13: Zrnitostni dozeni

Parametry mleti : 9000 ot./ min., doba mleti 20 s. Sitova zkouska byla provedena na sitech 1,0; 0,5a 0,2 mm

velikost ok (mm)/ frakce (%)

Oznaceni krmiva 0 0,2 0,5 1,0
124 AMINOVITAN P3 PLUS Premix pro chov. prasata se zvys. 53 41 6 0
276 BR1 KKS pro vykrm kurat brojlera 2 47 46 4
302 KS pro kojici prasnice 2 28 68 2
312 KS vykrm brojlerovych krélikt s antikokcidikem 20 41 37 1

500 K S selata do 8 kg Zivé hmotnosti COS

502 AMINOVITAN KZK-PLUS Premix pro kutice nosného typu v

313 Nutra NuggetssADULT MAINTENANCE Kompl. krm. pro psy 0 24 74 2

328 CDP KS vykrm prasat nad 65 kg Zive hmotnosti 2 21 70 6




Brno

Tabulka €. 14 : Zrnitostni dozeni

Parametry mleti : 9000 ot./ min., doba mleti 20 s. Sitova zkouska byla provedena na sitech 1,0; 0,5 a 0,2mm

velikost ok (mm)/ frakce (%)
Oznaceni krmiva 0 0,2 0,5 1,0
Kompletni krmivo pro psy 0 0 21 79
KKS pro kuiata - 1.faze 25 31 31 13
KKS pro prasata- nad 35 kg 24 36 34 6
KKS pro kurata 10 26 59 5
Repkové expelery 6 31 61 2
KKS pro krdliky 27 44 28 1
CALMIX P 37 29 28 6
AMINOKRAFT ZM 47 40 12 1
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Opava

Parametry mleti : 9000 ot./ min., doba mleti 20 s. Sitova zkouska byla provedena na sitech 1,0; 0,5a 0,2mm

Tabulka €. 15: Zrnitostni dozeni

Krmivo velikost ok (mm)/ frakce (%)

0 0,2 0,5 1,0
265G - doplinkova KS pro 17,6 36,3 27 19,1
266G - doplnkova KS pro 17,5 28,9 28,6 25
267G - KS pro brojlery 15,3 31,3 35,6 17,8
268G - KS pro telata 14,6 25,8 32,7 26,9
269G - KS pro kurice 17,8 20,6 29,7 31,9
270G - KS pro kurice 9,9 30,8 31,9 27,4
271G - KS pro nosnice-granule 17,5 24.5 33,2 24.8
272G - KS pro prasnice-granule 14,4 27,9 35,5 22,2

36



Tabulka ¢. 16 : Stanoveni obsahu N- [atek, tuku a vliakniny ve vzorku krmiva upraveného mlynkem GRINDOM I X a Minirasant

N- latky (o/ kg) Tuk (d/ kg) VlIaknina (g/ k

Oznaceni Rozdil Rozdil Rozdil

krmiva |GRINDOMIX| Minirasant (rel.%) GRINDOMIX| Minirasant (rel.%) |GRINDOMIX| Minirasant (rel.%)
243 246,9 2425 1,8 40,4 43 -6,3 42 40,5 3,6
264 163 161,4 1,0 15,4 16,9 -97 35,1 34,4 2,0
267 225,5 2154 4,5 43,8 37,1 15,3 24,9 26 -4.4
7268 190,2 181,8 4.4 36,6 31,2 14,8 34,9 32,7 6,3
269 142 133,4 6,0 21,7 22,3 -28 26,5 254 4,2
271 165,3 164,9 0,2 18,8 15 20,2 31,8 26,5 16,7
276 226,5 232 -24 41,1 42,4 -32 235 24,5 -4.2
297 1123 111,5 0,7 13,6 12,8 5,9 33,2 33,7 -1,5
302 172 171,7 0,2 48,9 51,4 -51 29,1 30,4 -45
317 210,1 216,7 -31 71,8 74,5 -38 25,5 27,3 -7,0
328 139,5 140,7 -0,8 17,4 19,5 -12,1 36,1 35,5 1,7
345 188,8 184,9 2,1 234 23,3 0,4 41,9 36,7 12,4
346 146,8 147,8 -0,7 73,2 76,8 -49 36,4 43 -18,1
370 158,9 164,6 -3,6 19,8 18,9 4,5 34,9 35,2 -0,9
442 159,8 155,1 2,9 28,7 28,1 2,1 36,8 36,2 1,6
461 208,5 206,3 1,1 47 44,3 5,7 23 22,9 0,4
500 190,7 184,1 3,5 34,7 31,6 8,9 33,6 29,6 11,9
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Sitova analyza - Plzen
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Sitova analyza - Opava
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Hmotnost zkuSebniho vzorku a zrnitost materidlu jako
vyznamny zdr oj chyby analytického stanoveni

Michal Dousa
Ecochem a.s., Dolejskova 30, 182 00 Praha 8; michal.dousa@ecochem.cz

Romana Hosmanova
Usttedni kontrolni a zkudebni Ustav zemedglsky, Narodni referenéni laborator,
Regionalni oddéleni Plzen, Slovanska algj 20, 317 60 Plzen; romana.hosmanova@ukzuz.cz

Klicova slova: krmivo, ptiprava vzorku, chyba metody

1. Uvod

Vzorek, ktery odebirame pro stanoveni pramérného sloZeni urcitého materidlu, musi
byt reprezentativni Y, tj. musi mit kvalitativni a kvantitativni sloZeni odpovidajici
pramérnému sloZeni materialu, ze kterého byl odebréan.

Vzorkovani, priprava vzorku pro zkouSeni a vlastni zkouSeni vzgjemné Uzce souvisi a

mizeme pro ndhodnou chybu odbéru vzorku s s, chybu piipravy vzorku s p a chybu anayzy

S teoreticky napsat:

s £ s, £ s, (1)
Pri zavislosti dvou nebo vice proménnych X, y a z, jejichZ hodnoty jsou zatizeny nahodnymi
chybami méreni, hromadi se jejich chyby vchybé konecné veliciny, kterou ztéchto
proménnych vypocéteme. Podle z&kona hromadéni chyb pro hodnoty veli¢in x, y a z které

maji rozptyly sxz, sy2 aszz, pak pro rozptyl konecné veli¢iny z plati:

si=s2+s’+2rs,s, 2
kder je korelagni koeficient - 1 £ r £ +1. V piipadé, Ze jsou veliciny vzgemné nezavislé pak
r= 0, pror = 1jsou veliciny UpIn¢ zavislé.

Vyjéadiime-li celkovy rozptyl stanoveni s #, musime mit na zretel, Ze do rozptylu s 7 se

miZe promitnout i nereprezentativni odbér vzorku @. Pak ma vedle slozek s 2 a's 2
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na celkovy rozptyl stanoveni vliv i po¢et odebranych vzorka m a pocet paralelnich stanoveni
n, provedenych na kazdém vzorku. Rozptyl praiméru z m vzorki a n paralelnich stanoveni je

>N

Ssi3a 3)
m m

"N

sl=

=)

Celkové chyba stanoveni se tedy vice zmensi odbérem vétSiho poctu dil¢ich vzorka m nez
zvétSenim poctu paralelnich stanoveni n. Zname-li chybu zptsobenou vzorkovanim a chybu
zpusobenou analyzou, miazeme vhodnou volbou poétu odebranych dil¢ich vzorkt a poctu
paralelnich stanoveni ugettit mnoho nakladi pii poZadavku na celkovou chybu stanoveni © .
Vyjédiime-li chybu zpiisobenou odbérem vzorku (s ¢/ X)’v zavislosti na praimerné
hodnoté sledovaného znaku X, hmotnosti odebraného vzorku mg a zrnitosti materidlu m, pak

maze psat @

2 —
B0 _(I-¥ m

0-=7A 7 @)
Exg X m

Tento vztah miaZeme aplikovat i na nahodnou chybu pripravu vzorku sp v zavislosti
na hmotnosti zkuSebniho vzorku ma, zrnitosti materialu m (vliv mleti vzorku) a pramérné
hodnoté¢ dedovaného znaku x. Ze vztahu (4) je zteimé, Ze chyba pripravy vzorku klesa
s Kklesgjici zrnitosti m, zvy&ujici se hodnotou dedovaného znaku x a zvy3ujici se hmotnosti
zkuSebniho vzorku ma.
Z vy3e uvedenych faktoru plyne, Ze na celkovou chybu ur¢eni pramérné hodnoty x mavliv:

a) pocet dil¢ich vzorka odebranych ze vzorkované partie, ze kterych se tvoii konecny

vzorek

b) hmotnost odebraného vzorku

C) zrnitost materidlu

d) hmotnost zkuSebniho vzorku a velikost ¢agtic (zrnitost)

€) chybaanalytického postupu

Teoreticka zavislost ndhodné chyby na hmotnosti zkuSebniho vzorku pro konstantni

hodnotu sledovaného (x <1) znaku a konstantni zrnitost materidlu je ukézana na obrazku ¢. 1.
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— > Nahodna chyba, rel. %

P Navazka, g

Obréazek ¢. 1 Vliv hmotnosti zkusebniho vzorku na nahodnou chybu stanoveni
pro konstantni hodnotu obsahu a zrnitost materialu.

Vliv hmotnosti zkuSebniho vzorku na velikost smérodatné odchylky pro stanoveni
vitaminu A byl uZ publikovan ©. Vliv hmotnosti zkuSebniho vzorku na velikost
mezilaboratorni  smérodatné  odchylky  stanoveni  vitaminu A byl sledovan
v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach © .

2. Experimentalni ¢ast

K ovéfeni teoretickych zavéra byl ptipraven laboratorni modelovy vzorek lasalocidu
v krmné mouce o koncentracni Urovni 20 mg/ kg. Vzorek byl upraven na velikost ¢astic

mensi neZz 0,5 mm a zhomogenizovan. Na tomto vzorku byl proveden test homogenity testem
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ANOVA. Vysledky testu jsou sestaveny do tabulky ¢. 1. Dale byla pouZita krmna smés KS
BR2 aKS BV-1-SAL. Obsah lasalocidu a salinomycinu byl stanoven metodou HPLC ) .

3. Vysledky a diskuse

3.1. Vliv velikosti navazky

Vliv velikosti navazky byl studovan na modelovém vzorku lasalocidu pro velikost
navézky 5, 10, 20 a 40 g pricemz pomér navazky a objemu extrakéniho cinidla byl vzdy
zachovén v pomeru 1:5 tj. na 1 g vzorku byl pouzit objem extrak¢niho cinidla 5 ml. Pocet
opakovani pro kazdou hmotnost zkuSebniho vzorku jen = 8,

Vysledky stanoveni lasalocidu a vypoctené statistické parametry pro kazdou hmotnost
zkuebniho vzorku jsou sestaveny do tabulky ¢. 2.

Z vysledki tesu ANOVA (viz Tabulka ¢.1) vyplyva, Ze pripraveny modelovy vzorek
je homogenni. Z experimentdlné ziskanych vysledka byla potvrzena platnost rovnice (4),
se zvy3ujici se hmotnosti zkusebniho vzorku ma klesé relativni smérodatna odchylka a klesa
z 239 na 74 %. Z vysledki je dde mozné vypozorovat, Ze se zvydujici se hmotnosti
zkuebniho vzorku se pramérnd hodnota blizi k hodnoté ocekévané. Na obrézku ¢. 2 je
ukazéna grafické zavislost hmotnogti zkusebniho vzorku na relativni smérodatné odchylce. Je
ztgimé, Ze ziskané vysledky se liSi od teorie a blizi se spie k z&vislosti linearni nez
exponencidni. Toto je déno tim, Ze neni spinéna podminka nulové chyby analytické
koncovky (projevuji se dalSi nahodné chyby metody).

3.2. Vliv zrnitosti

Vliv velikosti navéZzky byl studovan na redlnych vzorcich pro homogenitu krmnych
smési - KS BR2 s lasalocidem (deklarovany obsah lasalocidu 110 mg/ kg) a KS-BV1-SAL
se salinomycinem (deklarovany obsah salinomycinu 95 mg/ kg). Vzorky byly upraveny
mletim na c¢astice 1,0 mm. Tyto vzorky byly analyzovany na obsah lasalocidu resp.
salinomycinu. Poté byly vzorky opét upraveny mletim na ¢éstice 0,5 mm a menSi a opét
analyzovény. Vysledky méfeni jsou sestaveny do tabulek ¢. 3 a ¢. 4. Byla ziskana vyborna
shoda mezi hodnotami vypoctenymi z experimentalnich dat a hodnotami plynoucimi
z teoretickych vztahi (4). V obou pripadech, pti Upravé vzorku na mensi zrnitost, klesla
hodnota smérodatné odchylky témeéi desetkrat.
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Tabulka ¢. 1 Test homogenity ANOVA modelového vzorku lasalocidu v krmné mouce

Cido vzorku X1 Xo Pramér
1 21,6 19,1 20,4
2 21 19,7 20,4
3 20,9 19,8 20,4
4 214 20,0 20,7
5 22,6 20,7 21,7
6 20,4 19,6 20,0
7 21,8 20,5 21,2
8 20,9 20,3 20,6
9 229 22,4 22,7
10 20,8 20,2 20,5
Prameér: 20,8
M ezidroviovy rozptyl: 1,30
RezidudIni rozptyl: 0,90
Fuyp: 1,393
Fta (P=0,05): 3,02

Tabulka ¢. 2 Vydedky stanoveni lasalocidu pro riznou hmotnost zkuSebniho vzorku

Hmotnost zkudebniho vzorku/ Objem ¢inidla (g/ ml)
Vzorek

5/25 10/50 20/100 40/200

1 24,6 23,1 27,5 20,0

2 22,1 24,2 19,3 214

3 17,1 20,1 22,6 211

4 30,1 21,9 19,7 20,6

5 24,2 19,7 27,2 19,7

6 16,5 20,5 20,3 16,8

7 27,1 32,9 22,6 21,6

8 15,6 24,0 25,3 20,7

Pramér 22,2 23,3 231 20,2
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SD 5,30 4,30 3,30 1,50
% RSD 239 18,5 14,3 7.4
Vysvétlivky: SD - smérodatné odchylka, % RSD - relativni smérodatné odchylka

SD, g/kg
(6}

1 L L L J
0 10 20 30 40

Navazka, g

Obréazek ¢. 2 VIiv hmotnosti zkuSebniho vzorku na nahodnou chybu stanoveni -

vysedky stanoveni lasalocidu. BIliZsi vysvétleniv textu.
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Tabulka é. 3 Vydedky stanoveni lasalocidu pro riiznou zrnitost vzorku

Vzorek Obsah lasalocidu (mg/ kg)”
1,0 mm 0,5mm
1 84,4 1115
2 101,9 111,7
3 99,6 112,5
4 118,2 1114
5 109,0 112,5
6 98,3 1115
7 102,6 112,2
8 102,6 110,0
9 103,3 109,1
10 117,3 111,2
11 1194 1116
12 118,1 109,9
13 103,4 110,5
Pramér (mg/ kg) 106,0 111,2
SD (mg/ kg) 10,1 1,0
RSD (%) 9,6 0,9

") Prameérny obsah dvou paralelnich stanoveni
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Tabulka¢. 4 Vydedky stanoveni salinomycinu pro riaznou zrnitost vzorku

Vzorek Obsah salinomycinu (mg/ kg)”
1,0 mm 0,5mm
1 109,8 100,2
2 119,7 97,0
3 77,1 94,3
4 113,3 95,3
5 125,3 93,2
6 82,6 90,9
7 55,9 89,5
Pramér (mg/ kg) 97,7 94,3
SD (mg/ kg) 25,9 3,6
RSD (%) 26,6 3,8%

") Pramérny obsah dvou paralelnich stanoveni

4. Zaveér
Z vysledka experimentt miaZzeme formulovat tfi zavéry, které jiz vSak vyplyvaji

z teoretickych zavislosti (rovnice 3, 4):
a) sezvy3dujici se hmotnosti zkusebniho vzorku klesa smérodatna odchylka stanoveni
b) se zvysujici se hmotnosti zkuSebniho vzorku se pramérnd hodnota blizi ke spréavné
hodnot¢
C) se zvydujicim se poétem paralelnich stanoveni klesd smérodatna odchylka stanoveni a
prameérna hodnota se bliZi ke spravné hodnoté
Experiment byl zjednoduSen v tom, Ze nebyl zkouman vliv koncentracni Urovné
sledovaného znaku (koncentracni Groven byla konstantni). Vy3e uvedené zavéry vSak maji
obecnou platnost.
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