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Kratak sadrzaj

Sadrzaj sirovih proteina je jedan od najvaZnijih parametara kvaliteta hrane za
Zivotinje. Za odredivanje ukupnih proteina Kjeldalova metoda je najpoznatija i
najzastupljenija. Medutim, metoda totalnog sagorevanja, poznatija kao Dumasova,
takode je priznata kao standardna metoda. U ovom radu prikazan je model validacije
Dumasove metode totalnog sagorevanja za odredivanje sadrzaja sirovih proteina na
instrumentu Elementar-Rapid N. Validacija je obuhvatala odredivanje linearnosti,
granice detekcije, ta¢nostii preciznosti, po zahtevu standarda. U procesu validacije su
kori$¢ene standardne supstance, a rezultati su obradeni odgovarajuéim statisti¢kim
metodama u programu Microsoft Excel. Ispitani parametri validacije pokazali su da
testirana metoda moze biti kori§¢ena za pouzdano odredivanje sadrZaja ukupnog
azota (proteina) u uzorcima hrane za Zivotinje.

Kljucne redi: sirovi proteini, metod totalnog sagorevanja, validacija, hrana za
Zivotinje
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VALIDATION OF TOTAL COMBUSTION
METHOD FOR CRUDE PROTEINS
' DETERMINATION IN ANIMAL FEED
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Abstract

Crude proteins content is one of the most important parameters of animal feed qual-

-ity. For total proteins determination Kjeldahl method is the most known and most
used. However, total combustion method, well-known as Dumas, is also recognized
as standard method. In this paper the model of Dumas validation for total combus-
tion method on the instrument Elementar- Rapid N is shown. The validation in-
volves determination of linearity, detection limit, accuracy and precision, as the
standard required. In validation procedure standard substances were used and the
results were processed with suitable statistics methods in Microsoft Excel. Examined
validation parameters show that the tested method can be used for accurate determi-
nation of total nitrogen (protein) determination in animal feed samples.

Key words: crude proteins, total combustion method, validation, animal

feed

UVOD

Proteini su veoma vaZni sastojci hrane za %ivotinje. Sadrzaj sirovih proteina se
izraZava kao ukupan sadrZaj azota pomnozen sa odgovarajuéim faktorom i kao takav
predstavlja vazan parametar kvaliteta hrane. Postoje razlicite metode za odredivanje
sirovih proteina, a naj¢e¢e primenjivane su: IR metode, UV-vidljiva spektroskopija i
instrumentalne tehnike bazirane na Kjeldalovoj i Dumasovoj metodi (McClements,
2003). Za koju metodu ¢e se laboratorija odluciti zavisi od vrste uzoraka, broja
uzoraka i raspoloZivih sredstava.

Za odredivanje organskog azota najéeice se koristi Kjeldalova metoda, ¢&ije su
modifikacije usvojene i kao standardne AOAC metode za razlidite vrste uzoraka
(AOAC, 1998). Jos jedna, dugo poznata metoda za odredivanje razli¢itih elemenata
(ugljenik, vodonik, azot i sumpor) u razlititim uzorcima jeste metoda totalnog
sagorevanja (Dumasova). I ova metoda je priznata kao standardna od strane nekoliko
organizacija (AOAC, 1998; ICC, 2000). Metoda se sastoji u sagorevanju uzorka u
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atmosferi bogatoj kiseonikom, pri visokoj temperaturi i analiziranju dobijenih

gasova u tri faze (ICC, 2000; Elementar, 2008):

1. sagorevanje: oksidacija pomocu kiseonika na oko 1000°C, i uz pomo¢
bakar-oksida;

2. redukcija i adsorpcija: proizvodi sagorevanja: ugljen-dioksid, voda, azot-dioksid
i azot se dovode u stanje ravnoteie. Prevodenjem preko zagrejanog bakra
redukuje se azot dioksid do azota, a adsorpcijom se uklanjaju ugljen-dioksid i
voda;

3. kvantifikacija: ukupan azot se meri pomo¢u detektora termitke provodljivosti.

U laboratoriji za ispitivanje hrane za Zivotinje odludili smo se za primenu
Dumasove metode, zbog njene brzine i jednostavnosti. U literaturi postoji nekoliko
istraZivanja — medulaboratorijskih ispitivanja koje porede Kjeldalovu i metodu
totalnog sagorevanja za odredivanje azota u uzorcima hrane za Zivotinje. Svi autori se
slau u tome da su rezultati dobijeni Dumasovom metodom nelto vii, ali da
standardna greska srednje vrednosti nije znadajno razli¢ita, odnosno da metoda
totalnog sagorevanja moZe zameniti Kjeldalovu metodu (Simonne i sar, 1997;
Etheridge i sar., 1998; Marco i sar., 2002; Sader i sar., 2004; Miller i sar., 2007; Sebecic i
Balenovic 2001; Schuster i sar., 1991).

U ovom radu su prikazani rezultati validacije metode totalnog sagorevanja za
odredivanje sirovih proteina u hrani za Zivotinje. Naime, u standardu nije dat
detaljan postupak rada, ve¢ samo moguénost upotrebe instrumenta koji radi na
principu ove metode i kojim se postizu zahtevane performance. Iz tog razloga cilj
validacije metode je dokumentovanje saglasnosti testirane metode sa standardnom
AOAC Official Method 990.03 Protein (Crude) in Animal Feed Combustion
Method, odnosno AOAC Official Method 992.23 Crude Protein in Cereal Graing and
Oilseeds Generic Combustion Method (AOAC, 1998).

MATERIJAL I METODE RADA

Validovana je metoda totalnog sagorevanja za odredivanje sirovih proteina
pomocu aparata Rapid N, Elementar, Germany (Elementar, 2008).

Postupak validacije je izveden prema Priru¢niku za kurs Validacija mernih
metoda, Saveza hemijskih inZenjera, a koji je zasnovan na zahtevima i uputstvima
internacionalnih standarda (Kosti¢ i Rakiéevi¢, 2009).

Zahtevi za izvodenje metode su prikazani u tabeli 1, a odnose se na performance
metode zadate u standardu AOAC 990.03, odnosno AOAC 992.23 (AOAC, 1998).
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Tabela 1: Zahtevi za izvodenje metode

Opseg 0,2-20%N
Lineamost | Odredena pomocu teorétskog sadrZaja N u organskoj supstandi istoce 99,9%
Taénost 0,15 ofekivane teoretske vrednosti sa standardnom devijacijom <0,15,
odredeno pomocu nikotinske kiseline, lizin hidrohlorida if triptofana
Preciznost | RSD <2,0% za 10 uzastopnih odredivanja N

Dnevna kalibracija aparata u cilju odredivanja dnevnog faktora )e izvrSena

pomocu asparaginske kiseline 99,8% (Sigma-Aldrich).

Limit detekcije je odreden merenjem 3est ponavljanja slepe probe, Sn-folije za
pakovanje uzoraka koja ne sadrzi azot (Elementar, Germany).

‘Pri postupku validacije, ¢iji je plan dat u tabeli 2, kori§éene su sertifikovane
hemikalije odgovarajuce ¢istoce. Za odredivanje linearnosti koris¢ena je standardna
kalibraciona supstanca etilendiamin tetrasiréetna kiselina (EDTA, 100,2%, Molar
Chemicals) u koli¢ini 20-300 mg. Ta¢nost je odredena odredivanjem sadrZaja azota u
standardnoj supstanci L-Triptofan 99,9% (Sigma-Aldrich).

Preciznost je odredena iz 10 uzastopnih odredivanja azota u uzorku potpune

smese za pilice.

Tabela 2: Plan rada

Dani Akcije

Dan1 Odredivanje granice detekdije
Dan2 | Odredivanje lineamosti

Dan 3 Odredivanje taénosti

Dan 4 Odredivanje preciznosti i tatnosti
Dan5 Odredivanje linearmnosti

REZULTATI RADA 1 DISKUSIJA

Prlmen)ena procedura odredivanja granice detekcue dala je rezultate prikazane u
tabeli 3. Iz dobijenih rezultata, za $est merenja i t 0,95 (6-1)=2,015, izratunata je
standardna devijacija (SD) i granica detekcije, koja iznosi 0,058% N.

82




Arhiv veterinarske medicine, vol. 2, br. 2, 79-89, 2009.
Jaksi¢, S. i dr.: Validacija metode totalnog...

Tabela 3: Rezultati odredivanja % N u slepoj probi

Br. merenja %N
1. 0,006
2, 0,036
3, 0,013
4, 0,013
5. 0,017
6. 0,002
D 0,012

Rezultati merenja sadrzaja N u EDTA dati su u tabeli 4 i na osnovu njih je graficki
prikazana linearnost odredivanja na grafikonu 1:

Tabela 4: Odredivanje sadrzaja N u EDTA

Br. odredivanja Kolitina EDTA (mg) %N /
1. 20 0.5
2. 20 0,509
3. 50 1,257
4, 50 1,224
5. 100 2,512
6. 100 2,448
7. 150 3,798
8, 150 3,86
9, 200 5,256
10. 200 5142
1. 300 7,636
12. 300 7,682
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8

procenat N

0 100 200 300 400
koli¢ina EDTA
Grafikon 1. Linearnost odredivanja N u EDTA.

Primenjena procedura odredivanja linearnosti (Kosti¢ i Rakicevié, 2009), pomoéu

programa Microsoft Excel (opcije Tools/Data Analysis/Regression) dala je rezultate
prikazane u tabeli 5:

Tabela 5. Linearnost odredivanja %N

Regression Statistics
Multiple R 0,9997
RSquare 0,9995
Adjusted R Square 0,9994
Standard Error 0,0607
Observations 12
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 70,7945 70,7945 19234,8036 9.32454E-18
Residual 10 0,0368 0,0037
Total 1 70,8313
Coefficients Standard Error tStat P-value Lower 95% Upper 95%
Intercept -0,0355 0,0308 -1,1517 0,2762 -0,1042 0,0332
X Variable 1 0,0258 0,0002 138,6896 9.32454E-18 0,0253 0,0262
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Testiranje linearnosti kalibracione krive vriili smo izra¢unavanjem testirane
vrednosti ZI, pomo¢u podataka iz tabele 5, a hipoteza «kalibraciona kriva je linearna»
se prihvata, jer je testirana vrednost Zl manja od grani¢ne vrednosti za 95% fraktile od
F, tj. 2,04,53.

U cilju utvrdivanja taénosti metode, uradeno je pet uzastopnih odredivanja
sadrzaja N u standardnoj supstanci triptofanu u dva dana (tabela 6).

Tabela 6: Odredivanje sadrZaja N u triptofanu

Br. odredivanja %N (1 dan) %N (It dan)
1. 13,644 13,720
2 13428 1361
3 13,469 13,369
4 13,488 13,452
5. 13,429 13,560

Primenjena procedura (Kosti¢ i Raki¢evié, 2009) odredivanja ta¢nosti na osnovu
podataka iz tabele 6, i nominalne vrednosti sadrZaja N u triptofanu (13,71%), dala je
sledece rezultate: maks efikasnost (Recovery) 100%, odnosno, min efikasnost 97%,
$to znadi da je tadnost odredivanja 97-100%, istinitost 99% (Xsr= 13,519%), a
odstupanje (Bias) 1%. .

Primenjena procedura (Kosti¢ i Rak1cev1c, 2009) odredivanja preciznosti na
osnovu podataka iz tabele 6 pomocu programa Microsoft Excel (opcije Tools/Data
Analysis/Anova Single Factor) dala je rezultate prikazane u tabeli 7. Na ovaj nadin
dodli smo do sledecih podataka o preciznosti metode: Standardna devijacija unutar
grupe iznosi Sw=0,087%, standardna devijacija izmedu grupa Sb=0,078, a ukupna
standardna devijacija je Stot=0,117%
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Tabela 7: Preciznost odredivanja triptofana

Anova: Single Factor
SUMMARY
Groups Count Sum Average Varlance
Row 1 2 27,364 13,682 0,002888
Row 2 2 27,059 13,5295 0,0206045
Row 3 2 26,838 13,419 0,005
Row 4 2 26,94 13,47 0,000648
Row 5 2 26,989 13,4945 0,0085805
XSt 13,519
Sx 0,09959982
e 0,00992013
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value Fait
Between Groups 0,079361 4 0,01984025 2,62986798 0,158752494 5192163144
Within Groups 0,037721 5 : 0,0075442 ‘
Total 0,117082 9

U tabeli 8 prikazani su rezultati 10 uzastopnih odredivanja sadrZaja N, odnosno
sirovih proteina u potpunoj smesi za ishranu pili¢a. Dobijena relativna standardna
devijacija (RSD) zadovoljava zahtev standarda te je preciznost odredivanja
zadovoljavajuca.
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Tabela 8: Odredivanje sadrZaja N u potpunoj smesi za ishranu pili¢a

Br. odred. %N % proteina
1. 3,916 24,478
2 3,686 23,035
3. 3,898 24,363
4, 3,829 23,929
5. 3,824 23,897
6. 3,750 23,436
A 3,705 23,158
8. 3,825 23,908
9. 3,897 24,355
10. 3,830 23,937
Xst 3,805 23,780
K 0,076 0AT5
RSD% 1999 1,999
ZAKLJUCAK

Dobijeni eksperimentalni rezultati odredivanja linearnosti, granice detekcije,
tacnosti i preciznosti ukazuju da je validovana metoda primenjiva za odredivanje
sirovih proteina u uzorcima hrane za Zivotinje. Metoda se pokazala kao jednostavna,
brza i prakti¢na, obzirom na ¢injenicu da zahteva malu koli¢inu uzorka i da analiza
jednog uzorka traje 3 minuta.

Metoda moZe biti kori§¢ena za odredivanje sadrZaja proteina u sto¢noj hrani, u
skladu sa slede¢im kartonom metode.
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NAUCN! INSTITUT ZA

IZVESTAJ O VALIDACUI METODE
VETERINARSTVO NOVI SAD Naziv metode: Odredivanje sadrZaja proteina u hrani za Zivotinje

Datum: 22.06.2009.

*NIV-NS* Odeljenje za ispitivanje hrane za fivotinje
KARTON METODE
Naziv metode: Odredivanje sadriaja proteina u hrani za fivotinje Datum izrade izvestaja:
22.06.2009.
Ispitivani parametar: Azot Izvestaj izradio:
mr Sandra Jaksi¢

Vrsta uzorka: Hrana za Zivotinje

Princip metode:

Merenje sadrfaja azota i preracunavanje na sadraj proteina u skladu sa AGAC Official Method 990.03
Protein (Crude) in Animal Feed Combustion Method, odnosno, AOAC Official Method 992.23 Crude
Protein in Cereal Grains and Oilseeds Generic Combustion Method.

Kratak opis validacije:

Metoda je validovana odredivanjem linearnosti (6 nivoa koncentracije), granice detekcije (6
odredivanja) tacnosti (standardna supstanca, odredivanje u duplikatu u 5 serija} i preciznosti {1 prirodni
uzorak, odredivanje u 10 uzastopnih merenja).

Rezultati validadije

Opseg 0,5-20%
Linearni opseg 0,5-7.5%
Granica detekcije 0,06%
Efikasnost 97-100%
Ponovljivost 0,09%
Standarmna devijacija izmedu grupa | 0,08%
Staﬁdardna devijadja 0,12%
Ispitivanje izvrSio: mr Sandra Jaksi¢

Arhiva (0znaka sobe, registratora);

Validacija metoda, soba 503

Odobrio mr Zeljko Mihaljev
Datum: 22.06.2009.
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