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Vyvoj kalibrac¢nich rovnic k predikci parametri vyzivné hodnoty konzervované
kukufFiéné silaZe pomoci techniky NIRS

Metodika stanovuje progresivni postupy hodnoceni vybranych parametrti nutricni hodnoty krmiva
(obsah susiny, N-latek, hrubé vldkniny, Skrobu, neutraln¢ detergentni vlakniny, stravitelnost organické
hmoty apod.), stanovovanych v ususenych a semletych vzorcich konzervované kukuti¢né silaze
pomoci blizké infradervené spektroskopie (NIRS). Hodnota koeficientu determinace (R?) validagniho
souboru (n=20) se pohybovala v rozmezi hodnot 0,58-0,97. Piinosem metody NIRS je podstatné
zvySeni efektivnosti a rychlosti provadénych exaktnich rozborii ve smyslu naplnéni praktickych potieb
Siroké obce uzivateld. Méfeni (stanoveni) je pracovné bezpecné a nema negativni vliv na zivotni
prostfedi. Metodika je primarné urcena uzivatelim v zemédélskych podnicich s rozvinutou zivocisnou
(zemédélské provozy), v zemédélském vyzkumu (véetne vysokych $kol) a ve statnich institucich.

Kli¢ova slova: blizka infracervena spektroskopie; vyzivna hodnota; silaz kukurice; laboratorni kontrola.

Development of calibration equations to predict parameters of nutritional value
of conservation of maize silage using NIRS

The methodology specifies the progressive approaches to evaluation of selected nutrition values of
forage (dry matter content, nitrogen substances, crude fibre, starch content, neutrally detergent fibre,
digestibility of organic matter etc.) about near infrared spectroscopy (NIRS). Values for the validation
file determination coefficients range from 0.58 to 0.97. The benefit of the methodology is a significant
increase in the rate of exact analysis for a wide range of customers. The analysis is very safe and
environmentally friendly. The methodology is primarily intended for users in agricultural enterprises
with developed livestock, agricultural research (including universities) and state institutions.

Keywords: near infrared spectroscopy; nutrition value; maize silage; laboratory control.
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1. Uvod

Zemgédelska praxe v poslednich letech klade vysoké naroky na kvalitu a jakost
zemédélskych plodin, surovin, ale i objemnych krmiv, jako napt. kukufiénych silazi.

Kukuti¢na silaz je krmivo, které vznika fermentaci fezanky kukufice za anaerobnich
podminek. Vyslednou vyzivnou hodnotu kukufi¢né silaze v prvé fadé nejvice ovlivituje stav
kukufice pted sklizni, doba sklizn¢ a technologické podminky uskladnéni sklizené fezanky.
Kukufic¢na silaz je krmivo glycidového charakteru, hlavni Zivinou je tedy energie, ktera se
vyskytuje ve tiech formach. Jedna se o glycidy ve formé cukrt, Skrobu a vlakniny. To
znamena, ze nejdulezitéjsi pti sklizni kukufice je maximdlni vynos stravitelné energie a jeji
uchovani ve form¢ kukuficné silaze. U vysokoprodukénich zvifat - dojnic velmi diilezitou roli
bude krom¢ vynosu stravitelné energie z jednotky plochy hrat velkou roli také koncentrace
energie ve vysledném krmivu, resp. kukufi¢né silazi. Kukutfi¢na silaz obsahuje 8 % N-latek,
3 % tuku, v priméru cca 30 % Skrobu (20-35 % podle podilu palic kukufice), ale obsah
vlakniny ve form¢ NDF tvoii 40—50 %. Z toho vyplyva, Ze nejvétsi podil tvoti vldknina.

Vysokoprodukéni dojnice musi mit pro vysokou produkci mléka zajisténé v krmné dévce
velké mnozstvi zivin (energie), protoze v piipad€ nutri¢niho stresu dojde k vyrazné ztraté na
produktivité a poklesu zdravi zvitat (Schwartzkopf-Genswein et al. 2004; Holtshausen et al.
2011).

Tyto narocné pozadavky na kvalitu krmiv je vSak obtizné plnit pouze prostiednictvim
klasickych analytickych (laboratornich) metod, které jsou sice piesné a dostatecné
reprodukovatelné, ale zaroven velmi casto naro€né na persondl pracujici ve
specializované laboratoti, dale na Cas (relativné dlouhd doba stanoveni vysledku), ale i na
finan¢ni prosttedky (Mudiik et al. 2013; Berzaghi, Marchesini 2014).

V soucasné dobé¢ jiz existuje fada chemickych analytickych metod, napt. spektroskopie
v blizké infradervené spektralni oblasti (NIR), které pro stanoveni zakladnich parametri
vyzivné hodnoty (napf. u fezanky kukufice v Cerstvém stavu, ale 1 fermentované kukufi¢né
silaze) uplatiiuji jejich fyzikalni a fyzikdlné chemické vlastnosti (Lovett et al. 2004; Cizmér
2007; Muselik et al. 2012; Bien, Hrbackova 2017 aj.).

2. Cil metodiky

Metodika predstavuje na zakladé vyvoje kalibranich rovnic progresivni postupy
hodnoceni vybranych parametri nutricni hodnoty krmiva (obsah suSiny, N-latek, hrubé
vlakniny, Skrobu, neutrdlné detergentni vlakniny, stravitelnost organické hmoty apod.),
stanovovanych v usuSenych a semletych vzorcich konzervované kukuti¢né silaZe pomoci
blizké infracervené spektroskopie (NIRS). Vysledky ptesnosti predikce vyzivné hodnoty
fermentované kukufi¢né sildze byly ovéfeny na nezavislém validaénim souboru, ktery
potvrdil shodnost obou souborti.

3. Soucasny stav reSené problematiky

3.1. Predikce kvality konzervovanych kukufri¢nych silazi pomoci techniky NIRS

V oblasti vyvoje kalibracnich rovnic pro predikci parametri vyzivné hodnoty
konzervované kukufi¢né sildze pomoci NIR spektroskopie je ve svétové literatuie
v poslednich 15-ti letech zaznamendno velmi omezené mnozstvi studii, které se danou
problematikou zabyvaji napt. (Lovett et al. 2004; Serensen 2004; Kanski, Kowalski 2005;
Park et al. 2005; Lomborg et al. 2009). V praci Park et al. (2016) bylo pro predikci
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chemickych parametrii (pH) a kvality nutri¢nich hodnot (NL, ADF, NDF) fermentovanych
kukuficnych silazi v letech 2014-2015 pouzito cca 407 vzorkti. Kalibra¢ni modely (rovnice)
pro parametry fermentace mély niz8i presnost predikce nez chemické slozky. Pro suSinu se
hodnoty kalibrace koeficientti determinace pohybovaly R*=0,86-0,92; dusikaté latky (NL):
R?=0,72-0,87; neutrodetergentni vlakninou (NDF): R%*=0,81-0,88 a acidodetergentni vldkninu
(ADF): R*=0,77-0,85 (viz obr. I). Prace Restaino et al. (2009) uvadi p¥iznivé hodnoty
koeficientd  determinace R*=0,75-0,81 pro parametry susSina, NL, ADF, NDF
u fermentovanych sildzi ztravnich druhit a legumindéz. Obdobné hodnoty koeficienta
determinace pro suSinu a NDF u fermentované kukufice uvadi prace (Liu et al. 2008), dale
pro parametr stravitelnost organické hmoty (OMD): R*=0,74 (Lovett et al. 2005).

Obr. 1. Tésnost vztahu mezi laboratornimi rozbory a NIRS predikcemi nutricni hodnoty kukuricnych
silazi (vihkost, NDF, ADF a NL) - Park et al. 2016.

Vysledky ptfedchozich experiment a studii potvrzuji, ze metodu NIRS Ize vyuzit
k predikci chemického slozeni a kvality fermentovanych kukufi¢nych sildzi jako rutinni
zpusob jejich analyzy a hodnoceni.

3.2. NIR spektroskopie

Blizka infracervena spektroskopie je v soucasné dobé béZné pouzivanou analytickou
metodou v celé fadé¢ vyzkumnych i kontrolnich laboratofich (Muselik et al. 2012). Jejim
principem je absorpce ¢asti infracerveného zareni jednotlivymi molekulami analyzovaného
vzorku. Spektroskopie v NIR oblasti se v potravinafstvi a zemé&d¢lstvi uplatituje jiz od 60. let
minulého stoleti /stanoveni obsahu vody, proteinli, tukl, vlakniny, popela a sacharidd/
(Marten et al. 1989; Micek et al. 2010). NIR analyza poskytuje vysledky v aktualnim case,
tzn. jesté ve vyrobni technologii, pfed zabalenim a expedici souc¢asn¢ béhem jednoho méteni,
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v ¢ase od n¢kolika sekund do jedné minuty (Bien, Hrbackova 2017).

NIR spektroskopii se v zeméde€lstvi se zabyvaji prace Williams, Norris (2001), De
Boever et al. (2002), Robert set al. (2004), Burns, Ciurczak (2007), Jacobi et al. (2009, 2011),
Decruyenaerea et al. (2015) aj. Naproti tomu ucelenych publikaci v ceském jazyce
pojednévajicich o vyuziti NIR spektroskopie pro hodnoceni zemédé€lskych komodit je velmi
malo napt. Mika (1997), Pekérkova et al. (2000), Mika et al. (2008), Dvotacek et al. (2014),
Nerusil et al. (2016).

Principy

Infracervend spektroskopie je analytickd metoda, urend zejména pro identifikaci
a strukturni charakterizaci organickych sloucenin a také jako technika vyuzitelnd pro
stanoveni anorganickych latek. Principem metody je pohlcovani nebo reflexe riznych
vlnovych délek dopadajiciho zafeni, které zavisi na chemickém slozeni analyzovaného
vzorku.

Blizka infraCervend spektroskopie (NIRS) je analytickd technika, ktera vyuZziva zdroj
emitujiciho zafeni znamé vlnové délky (obvykle 800-2500 nm, tj. 12500-4000 cm™).
Z praktickych divodi se podle vlnocti rozliSuje oblast vzdéalena (FIR, far infrared)
vymezujici vlnoget do 200 cm’, stfedni (MIR, midle infrared), které odpovidaji vlnodty
4000-200 cm™ a blizka (NIR, near infrared), které odpovida rozmezi vlnoéti 12821-4000
em™ (Muselik et al. 2012). V ni se naléza vétSina vibraci vazeb -CH, -OH, -SH a -NH.
Vsechny absorpéni pasy jsou vysledkem svrchnich ton (angl. overfones) ¢i kombinaci
prechodt do zékladnich MIR pasu (Siesler et al. 2002).

Teorii NIR se zabyvala fada odbornikii a bylo vydano mnoho pfirucek a védeckych
pojednani (Schneider, Stoka 1988; Siesler 2007; Griffiths, Dahm 2007; Vorlova et al. 2014).
Pro vétSinu aplikaci kvantitativni analyzy provadénych vrezimu reflektance je
vyuzivana oblast 1200-2500 nm z divodu obtizného méteni absorpénich pastit mimo uvedené
rozpéti.

Technika méfeni NIRS spekter vcetné ruznych druht pfistroji a zafizeni je uvedena
v metodice Nerusil et al. (2016) a schéma NIR analyzy uvadi obr. 2.

Obr. 2. Schéma NIR analyzy.



Chemometrické metody pro NIR spektroskopii

Analyticka informace kazdého zméteného vzorku je zakddovana do Sirokého NIR spektra
s fadou prekryvajicich a interagujicich zén. Je proto potiebné mit vhodné chemometrické
(statistick€¢) nastroje pro jejich rozkliCovani. V praxi se NIR spektrometrie uplatiiuje
v kvantitativnich, ale 1 kvalitativnich analyzach. Zemédé€lskd praxe upiednostiiuje
kvantitativni postupy. Potravinarska, farmaceuticka a obecné technologicka praxe vyuziva
v hojné mife postupy kvalitativni (Dvoracek et al. 2014).

Pouzivané chemometrické postupy vychazi z klasickych fyzikalné-chemickych zakoni.
Tim zakladnim je Lambert-Bértiv zakon, ktery zjednodusSené tikd, Ze absorbance pfi libovolné
vlnové délce je imérnd molarni koncentraci sledované latky. Takto popsana zavislost vSak
plati pouze pro opticky transparentni kapaliny, métené v kyveté¢ s definovanou tloustkou, pfi
které je draha prichodu paprsku konstantni.

Ve vétsing ptipadl, kdy byla pro méteni vzorkd pouzita NIR spektrometrie vSak toto

pravidlo dodrzeno neni a konstantni drahu paprsku vzhledem k riiznym specifickym odraziim
a interferencim kontrolovat nemtzeme. Proto je pro odhad sledovanych parametri
(analytickych veli¢in) nutné vyvijet kalibraéni modely s vyuzitim pokrocilych
chemometrickych algoritmt. Tyto specifické statistické postupy obvykle vyzaduji rozsédhlou
sadu kalibra¢nich standardii (bézné€ uvadénou v literatuie v poctu 30 a vice).
Vybér standardii by proto mél byt uvazeny a mél by respektovat jista specifika. Soubor
kalibracnich vzorkli musi byt dostate¢né reprezentativni, mél by pokryvat celou ocekdvanou
variabilitu sledovanych charakteristik, které pak budou kvantitativné analyzovany a mél by
zohlednit i dalsi fyzikalni ¢i chemickou proménlivost u méfenych vzork.

Referencéni metody

NIR spektrum je piesné ureno na zakladé¢ X-H vazeb ve vzorku. Je to souhrn NIR
absorp¢nich pasti funkénich skupin urcujicich hlavni chemické a fyzikélni vlastnosti pice.
Naproti tomu referen¢ni metoda, na zaklad¢ jejichz vysledkl se provadi zpracovani kalibracni
rovnice NIR, mnohdy neni dobie definovana chemicky, takze neni vzdy snadné k ni
vztahnout spektroskopicka data s nélezitou ptesnosti. Napt. obsah vody se b&zné stanovi
suSenim vzorku pii 105 °C do konstantni vahy nebo pii 135 °C po dobu dvou hodin. Ve
skutecnosti 1 po této procedufte rostlinny material obsahuje jesté zbytkovou vodu, zatimco jiné
tékavé (bezvodné) latky nekontrolované unikaji. Proto NIR meéfeni obsahu vody poskytlo
shodnéjsi vysledky s alternativni metodou podle Karl Fishera (titracn€) nez s uzancni
metodou suSenim. Pfi stanoveni dusikatych latek (NL) se podle klasického postupu vychéazi
z obsahu N vynasobeného faktorem 6,25 (s ohledem na primérny obsah N v "rostlinné"
bilkovin€). NIR je schopna méfit N-H molekularni vazby, zastoupené v molekule bilkoviny.
Neptekvapuje, ze shoda NIR méteni je lepSi s obsahem N ve vzorku nez s obsahem NL.
DalSim zdrojem disproporci se muize stat vzorkovani (odbér primérného vzorku a nasledna
homogenizace), suseni (ke kalibraci celého souboru vzorkli se doporucuje pouzivat pouze
jednu metodu suSeni), mleti (vzorek se pfi ném nesmi zahtivat), a velikost sita (mé¢la by byt
normalizovana, napt. < 1 mm), promichéni vzorku a plnéni do kyvet (Mika 1997). Dtive se
prezentace vzorku omezovala na suché semleté seno ¢i semleté zrniny. DnesSni pfistroje
a software dovoluji prezentaci pice v jejich pfirozené podobé (sena, silazi, Cerstvé pice,
napéchovanych ruéné do kyvet vétsiho objemu). Na zakladé praktickych zkuSenosti
a ovéfovani méfeni vzorka pristrojovou technikou NIR ve VURV, v.v.i., VS Jevicko, se
osveédCilo méfit referencni vzorky vicekrat a z dil¢ich vysledkd vypocitat median. Primér je
mén¢ vhodny.




Kalibrace

Pojem kalibrace je pouzivany k popsani postupu konverze informaci o NIR absorpci do
hodnot laboratorni referenéni metody. Presnost této konverze se posuzuje na zaklade
smerodatné odchylky kalibrace (SEC) a smérodatné odchylky predikce (standard error of
performance, SEP). SEP pfti GspéSné NIR kalibraci byva asi dvojnasobné velikd ve srovnani
se smerodatnou odchylkou pfi laboratornim stanoveni. Vlastni postup NIR kalibrace uvadi
napt. Mika et al. (2008) v ramcovém schématu.

Vzorky ke kalibraci by mély byt odebrany z podobnych soubort, které by se mély métit
v budoucnosti. Rovnéz i piiprava (suseni, mleti, skladovani atd.) by méla byt podobna
piipravé vzorkl, které se budou sériové mefit. Je tfeba ziskat co nejSirsi Skalu vzorka
s riznym chemickym slozenim, nejen tzkou zajmovou oblast pro momentalni méteni. Ziskani
dostatku vzorkt s Sirokym variacnim rozpétim hodnot vSak neznamena zatazeni vzorki, které
do zajmového souboru evidentné nepatii! Nase zkuSenosti ukazuji, Ze kalibrace postavena na
méné nez 100 vzorcich byva malokdy dostatecné robustni, s vyjimkou stanoveni napt. obsahu
vody nebo N (obecné vysoka korelace s laboratorni metodou) u relativné homogennich
materidli (napf. jednotlivé druhy obilovin). Referenéni hodnoty by mély vychdzet ze
zaruCenych (pfesnych) rozbort, provedenych duplicitné a zprimérovanych (pokud vyhovuji
toleranci). Pfi dodate¢né kontrole vzorkt, které¢ vybocuji z bézného okruhu méteni (outliers),
se ve 45 % ptipadi ukazuje, ze se jedna o vzorky nepiesné analyzované klasickymi postupy
"mokré chemie", a zbytek jsou vzorky spektraln€ zvlastni (Mika et al. 2008). Obecné je také
doporucovano provadét rozbory klasickymi uzan¢nimi metodami pokud mozno v jedné
laboratofi, nebot’ jakakoliv odchylka od ptfesné ur¢ené¢ho postupu vnasi do kalibra¢niho
modelu mozné zdroje chyb. Dtlezita je pecliva kontrola identifikace vzorka (dbat, aby se
nepomichalo pofadi apod.), nebot’ neuvétitelné mnoho chyb méfeni (véetné kalibrace) jde na
vrub "lidského" faktoru. Vzorky je tfeba chranit ped extrémy svétla, tepla a vlhkosti. Pokud
se v obsluze stiidaji dvé osoby, obé by mély pracovat stejné peclive. Méteni NIR spekter musi
piedchazet kazdodenni kontrola monochroméatoru (diagnostika), abychom si byli jisti, Ze
pfesnost nastaveni vlnovych délek (+ 0,3 nm), opakovatelnosti (+ 0,2 nm) a charakteristiky
pozadi (20 pOD, RSM) odpovida specifikacim od vyrobce. Laboratorni teplota a vlhkost by
béhem méteni neméla podstatné kolisat, naprosto nevhodny je priivan. Rovnéz zachazeni se
vzorky a postup vlastniho méfeni by mél byt metodicky spiSe pomalejsi, aby se tim zajistilo,
ze hodnoty nebudou kvili tomu vybocovat z fady. Duplicitni (paralelni) plnéni materidlu do
kyvet a jedno meéteni je rozhodn€ vhodnéjSi nez dvoji méfeni jedné naplnéné kyvety.
Duplicitni snimani spekter (méfeni) je sice instruktivni, ale ne striktné nezbytné. Na konci
meéfeni je vhodné zopakovat "diagnostiku", abychom se presvédcili o stabilité ptistroje. Dale
je moZno nameétend spektra zalohovat na externi 0lozisté dat z divodu neocekavané poruchy
PC. Pfi monitoringu spekter v prohlize€i je tfeba kriticky posoudit kazdou abnormitu
a pfipadné provést opakované proméfenti.

Regresni modelovani

Vlastnimu zpracovani kalibra¢ni rovnice pfedchazi né€kolik dil¢ich kroki. Nejdiive se
provede vloZeni referencnich hodnot do souboru spekter (spectra file) a vyvola se graf
korelace vinové délky oproti korelacnimu koeficientu za pouziti log 1/R (1. ¢i 2. derivace log
I/R). Jestlize je korelatni graf nevyvdzeny, se "Sumy" ¢i nestrukturovany, je malo
pravdépodobné, Ze mnohonasobné modelovani bude Uspésné. Pomoci SMLR (postupna
mnohondasobna linearni regrese) na log 1/R a jeji 1. €1 2. derivace je nejdiive nutno zjistit tzv.
"outliery" (odlehlé hodnoty). Ty mohou byt dvoji: Jednak tzv. t-outliery (zji§téné pomoci t-
statistik), u nichz jsou referencni hodnoty (z laboratofe) podezielé, a H-outliery (zjisténé
pomoci H-statistiky), u nichz se spektrum vzorku odliSuje od jinych v kalibra¢nim souboru.
V prvnim piipadé je kritickd uroven 2,5, ve druhém 3,0. Rozdéleni H-hodnot je rovnéz




dilezité pti rozhodovani o pfipadné eliminaci outlierd. Rovnéz je tfeba ovétit, zda by technika
rozkladu spekter za pouziti PCA (analyza hlavnich komponent) zlepSila pfesnost predikce.
Aplikaci PCA analyzy lze snizit chybu predikce o pétinu ve srovnani s SMLR a obecné ji
povazujeme za velice spolehlivou. Je tieba se vyhnout tzv. overfitting (ptilisSné precizovani
spektralnich dat riznymi derivacemi, az tyto ztrati vypovédni silu informaci). Dale je nutno
mit na zieteli skutecnost, ze korelace mtize vzejit z overfitting pfili§ velkého poc¢tu vinovych
délek a piili§ malého podtu vzorkii. Kritériem pro vybér kalibratni rovnice je SEC a R’
(koeficient determinace). Zadadvanim dalSich vlnovych délek se vzdycky snizuje SEC
a zvySuje R%. Vybrana kalibraéni rovnice by méla mit co nejmensi SEC pii malém po&tu
vlnovych délek, z nichz zadna by meéla mit dil¢i statistiku F < 10. Regresni koeficienty
v rovnici by nemély piesahnout 10, jestlize analytické data jsou vyjadfena v %. Vétsina druht
software obsahuje postup zvany vnitini kiizova validace (internal cross-valiation), jimz se
kalibracni soubor opakované segmentuje na skupiny. Jedna skupina se ponechdva pro
validaci, zbyla (zbylé) pro kalibraci. Tento postup se opakuje, dokud vSechny skupiny
nebudou pro validaci pouzity alespon jednou. Posouzeni vhodnosti predikéniho modelu pro
jeho praktické vyuZiti je obvykle provadéno podle koeficientu determinace R’ (tab. I).

Tab. 1: Kategorizace ziskanych kalibracnich modelit podle koeficientu determinace (Dvoracek et al.
2014).

Kategorie pouzitelnosti modelu Rozsah koeficientu determinace R”
excelentni > 0,90

pouzitelny pro béZnou zemédélskou praxi 0,82-0,90

pouze orienta¢ni odhad sledovaného znaku <0,82

Externi validace

Vybrand cast souboru vzorkli s referenénimi hodnotami, ponechand mimo kalibra¢ni
soubor, se oznacuje jako validacni soubor a slouzi k ovéfeni kalibra¢nich rovnic. "Nejlepsi"”
rovnice se vybird na zakladé¢ SEP a R?. Zatimco SEC se vzdycky snizuje (tj. zlepSuje)
s pfiddvanymi vinovymi délkami, SEP nikoli. Ve skutecnosti SEP vét§inou dosahne minima,
pak ma s pfidavanymi vlnovymi délkami tendenci se znovu zvySovat tak, jak stoupa
nebezpeli overfitting. Smérnice pfimky mezi "aktudlnimi" vs. "predikovanymi" hodnotami by
meéla byt blizka hodnoté 1,0, coz udava, Ze ptimka je postavena k osdm x, y pod thlem 45°.
Pro dosazeni takové hodnoty by mél byt primér a smérodatna odchylka valida¢niho souboru
velice podobné kalibracniho souboru. Pfi vybéru "nejlepsi" kalibracni rovnice se pouzivaji
vSechna tato kritéria, pficemz snaha je dodrzet co nejmensi pocet terms (jako vysvétlitelnych
proménnych). Jestlize ma obsluha pfistroje dostatecné zkuSenosti s chemickou interpretaci
NIR spekter, je také vhodné zjistit, které vinové délky byly vybrany pro rovnice. V okamziku,
kdy opakovana zpracovani kalibra¢nich rovnic nepfinaSeji zlepSeni statistickych ukazateld,
ma teprve smysl provést tzv. kiizovou validaci (cross-validation) souboru. Cilem je zvySeni
poctu vzorki, vylepSeni udaji pfi stejnych segmentech vinovych délek a zlepSeni dil¢ich
regresnich koeficientd (hodnoty By) v kalibraéni rovnici. Pro vylepSeni kalibracni rovnice je
k dispozici fada postupil, které¢ vSak maji jistd omezeni. Napf. postupna mnohondsobna
linearni regrese (stepwise multiple linear regression) je vystavena fad¢ neptiznivych efektt,
jako je kolinearita, Spatna podminénost a overfitting, a stava se vazné nespolehlivou, jestlize
udaje referentni metody jsou nepfesné nebo pochazeji z riznych laboratofi s riznymi

vvvvvv

(PLS). Algoritmus PLS redukuje spektralni data do n€kolika malo proménnych (Wold et al.
1983). U kalibra¢niho souboru vzorkli je mozno provést predselekci (pfedvybér) na zdkladé
samotnych NIR spekter, umoznujici analyzovat referenénimi metodami dostatecné Sirokou
kolekei vzorki, aniz by zde byly obsaZeny vzorky, které nepiindSeji dalsi informace. Vzorky
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pro testovani se mohou také vybirat cilené podle samotnych spekter, aby se definoval rozsah
anejzazSi hranice populace (napt. software ISI poskytuje nékolik nabidek pro vlastni
provedeni), Infrasoft International (2000).

4. Experimentalni ¢ast

4.1. Vybér kalibraénich vzorki a pouZité referencni metody rozboru

Podkladem pro zpracovani kalibra¢nich a validacnich rovnic ke stanoveni vyzivné
hodnoty fermentované kukufi¢né silaze byly ususené a na laboratornim mlynku standardné
pomleté (velikost ¢astic <1 mm) vzorky silaze ze skliziiovych let 2015 az 2016. Vzorky silazi
pro hodnoceni byly odebrany v fadé zemédélskych podniktit CR (jizni Morava, severni
Morava, VysocCina, apod.), charakteristickych odliSnymi agroekologickymi pé&stebnimi
podminkami. To umoznilo shromézdit obsahlou kolekci vzorkl s vysokou variabilitou hodnot
ukazatelli parametri nutri¢éni hodnoty krmiva kukufi¢né silaze. Pro zpracovani kalibracnich
rovnic bylo pouzito celkem 176 vzorki a jejich naslednou validaci dalsich 20 vzorki.

Pii odbéru vzorkli byl dodrZzen metodicky postup v souladu s nafizenim komise ES
¢. 152/2009. Odebrané vzorky kukufi¢né sildze byly usuSeny pii teploté 50 °C + 5 °C za
intenzivniho vétrani po dobu 24 hod. Takto pfipravené¢ vzorky byly pouzity k chemické
analyze, resp. paralelnimu promeéteni na pfistrojové technice NIR.

Obr. 3: Absorpcni pdsy NIR spektroskopie dle (NIR Absorption Chart, NDC, 2013) na prikladu
kukurice seté (Cerstva pice a fermentovand kukuricna silaz).

U vzorkl byla laboratorné stanovena suSina fermentované fezanky pii 105 °C (primérna
hodnota dvou paralelnich stanoveni jednoho vzorku). Chemické analyzy vzorkli v rozsahu
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stanoveni obsahu organickych zivin (dusikatych latek, vldkniny, Skrobu) byly provedeny
referen¢nimi metodami podle vyhlasky ¢. 415/2009 Sb. o stanoveni pozadavkll na odbér
vzorkll a zplisobu zvefejnéni metod laboratorniho zkouSeni produkti ke krmeni. Déle podle
Mertense (2002) a v souladu s CSN EN ISO 16472, byla stanovena NDF (NDF s amylazou).
Stravitelnost organické hmoty (SOH) byla stanovena podle Orskova, McDonalda (1979),
metodou in situ (in sacco) v saccich ponofenych 24 hodin do bachoru nelaktujicich dojnic
s bachorovou kanylou pii zachovné krmné davce.

Identické vzorky byly proméieny na disperznim spektrometru FOSS NIRSystems 6500
instrument (Company NIRSystems, Inc., Silver Spring, USA), umisténé na pracovisti VURV,
v.v.i.,, Praha, VS Jevicko. M¢feni vzorkli bylo provedeno v malych kruhovych kyvetach
(small ring cups) ve dvou paralelnich opakovanich. Skenovéani vzorku bylo nastaveno
v rezimu reflektance pro oblast 400-2500 nm, tj. ve viditelné a blizké infraCervené oblasti
spektra, krok sniméni 2 nm. Na obr. 3 jsou uvedena charakteristickd spektra fermentované
kukuficné silaze a Cerstvé celé rostliny kukufice s vyznacenim maxima absorpcnich pasi
molekularnich vazeb. Pro vyvoj kalibrac¢nich rovnic a ovéfeni validacnich rovnic vcéetné
grafickych vystupil byl vyuZzit software WinlSI II (Infrasoft International, Inc., USA), verze
1.50. Byla pouzita metoda ¢astecnych nejmensich ¢tverct PLS (angl. Partial Least Squares),
nejlepsi a nejstar$i metoda pouzivana pro spektralni kalibraci a predikci mezi vice linedrnimi
kalibracnimi algoritmy (Nasset et al. 2005, Wang et al. 2006). Dale byla pouzita
modifikovana PLS (Martens, Naes 1992; Cheng, Wu 2006; Gonzalez-Martin et al. 2015).

4.2. Predikce vyzivné hodnoty konzervované silazni kukufrice

Vyzivna hodnota pice je sice vyznamnym faktorem, urcujicim zivociSnou produkci, neni
vSak jedinym (Mika et al. 1997). Proto se u jednotlivych parametrli vyzivné hodnoty ptipojuje
privlastek "potencidlni" (stravitelnost, degradovatelnost v bachoru) a v ptipadé¢ méfeni NIR,
7ze se jednad o predikci (odhad). To nezmenSuje skute€né problémy standardizace
krmivarskych pokust u zvifat a ptinos metod in vitro k méfeni téchto dilezitych atributti. Pii
vyuziti NIR spektroskopie je obecné znamo, Ze predikce obsahu suSiny a NL je jednou
z nejlepsich aplikaci NIR u krmiv. Stanoveni obsahu vody bylo jednou z prvnich praktickych
aplikaci NIR v analyze zemédé&lskych produktli a potravinaiskych surovin. NIR absorp¢ni
spektrum ¢isté vody ma pét absorpénich past (s maximy pii 1940, 1450, 1190, 970 a 760 nm
pii teplot¢ 20 °C), €ist¢ NL maji vzhledem k absorpci amidickych skupin zfetelné dva
absorp¢ni pasy (2050 a 2180 nm), viz obr. 3.

Tab. 2: Predikce vyzivné hodnoty fermentované kukuricné silaze pomoci techniky NIRS.

Parametr Kalibrace ; Predikce ;
n Primér SEC R SEP R
NL 168 8,537 0,226 0,98 0,316 0,97
SuSina 153 36,694 1,421 0,90 2,079 0,81
NDF 140 42,576 1,663 0,76 2,194 0,68
Skrob 150 32,010 1,339 091 2,229 0,79
Vlaknina 150 19,597 1,224 0,76 1,305 0,73
Popel 161 3,638 0,304 0,89 0,334 0,87
SOH 151 69,240 2,429 0,75 3,196 0,62
ADF 175 23,609 1,817 0,63 1,930 0,58

Pozn.: n - pocet vzorkii kalibrace; Priumér - prumérna hodnota; SEC - smérodatna odchylka kalibrace; SEP -
smérodatnd odchylka predikce; R’ - koeficient determinace; NL - dusikaté litky; ADF - acidodetergentni
vidknina; NDF - neutrodetergentni vidknina; SOH - stravitelné organicke latky.

Dosazené vysledky ptesnosti predikce vyzivné hodnoty fermentované kukuficné silaze
ovéfené na nezavislém valida¢nim souboru o poctu 20 vzorkli shodného charakteru tento

piedpoklad potvrzuji (tab. 2 a 3). NejvysSich hodnot ptesnosti predikce, vyjadienych
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koeficientem determinace bylo dosazeno u obsahu NL (R’°=0,97) a susiny (R’=0,86), &im se
potvrdily dosavadni poznatky a zkuSenosti s piesnosti predikce téchto parametra
u organickych materiali podobného charakteru.

Tab. 3: Validace vyzZivné hodnoty fermentované kukuricné silaze pomoci techniky NIRS.

Parametr Validace 3
n SEP SEP (C) BIAS SLOPE R
NL 0,021 0,024 0,036 0,972 0,97
SuSina 1,896 1,944 0,081 1,232 0,86
NDF 1,262 1,149 0,583 1,174 0,83
Skrob 20 1,463 1,500 -0,038 0,881 0,73
Vlaknina 1,345 1,342 0,314 1,121 0,72
Popel 0,322 0,319 -0,084 1,224 0,62
SOH 3,452 3,538 -0,170 1,005 0,62
ADF 1,761 1,586 0,843 1,249 0,59

Pozn.: n - pocet vzorkii kalibrace; SEP - smérodatna odchylka predikce; SEP (C) - smérodatnd odchylka
predikce korigovana konstantou kalibracni krivky (BIAS), BIAS - konstanta kalibracni kiivky; SLOPE - smérnice
kalibracni krivky; R - koeficient determinace; NL - dusikaté latky;, NDF - neutrodetergentni viaknina;, SOH -
stravitelné organické latky, ADF - acidodetergentni vidknina.

Pfi stanoveni obsahu vldkniny a jeji frakci (NDF, resp. ADF) bylo u prezentované¢ho
kalibracniho modelu dosazeno vyssi shody s referencnimi hodnotami u parametru NDF a to
na trovni R’ =0,83; u obsahu vlakniny, resp. ADF pak hodnota byla nizs8i a Cinila R’ =072,
resp. R°=0,59. Maxima absorpénich past celulézy se nachazeji na vlnovych délkach 1544
vyzivné hodnoty kukuficné silaze, maximum hlavniho absorpéniho péasu se nachazi na Grovni
2100 nm, pfi¢emZ piesnost predikce &inila R°=0,73. Z celkového vyctu predikovanych
parametri byla zji§téna niz§i shoda s referenénimi hodnotami u obsahu popelovin (R°=0,62).

V soucasné dob¢é v praxi velmi poZadovanou a rozSifenou aplikaci je méfeni
stravitelnosti, kterou vyuzivaji jak tvirci krmnych davek a vyzivovi poradci, tak i pracovnici
vyzkumu v oblasti vyZzivy a krmeni hospodaiskych zvifat. Predpokladem pro vytvoteni
robustniho a spolehlivého kalibracniho modelu je dostatecné vysoky pocet kalibracnich
vzorkil (n>300) a soucasné dostatecné Siroké variacni rozpéti hodnot, spolehlivé pokryvajici
testované vzorky pfi budouci predikci. Z fady obsahlych studii vyplyva, Ze pii NIR predikci
in vitro - charakteristik (napf. stravitelnost organické hmoty) se musi brat v uvahu vice nez
jedna referencni metoda (Shenk et al. 2007), nebot’ kazd4 v sobé nese urcitou chybu. Jak je
patrno ze statistickych charakteristik regrese predikovanych stravitelnosti, hodnota
koeficientu determinace dosaZend u stravitelnosti organické hmoty &inila R’=0,62. DosaZzené
vysledky pfesnosti predikce parametru stravitelnosti NDF, jehoz model byl v ramci
experimentalnich praci rovnéz ovéfovan, byly vzhledem k nizkému poctu kalibracnich vzorkt
neuspokojivé (R’<0,50) a bude nutno dale pracovat na jeho podstatném zvy3eni.

Chyby predikce zivocisné odezvy (uzitkovosti) byvaji obecné vétSi nez chyby predikce
chemického slozeni. MlZe se na tom podilet uz samotné shromazd'ovani dat pouZitych pro
kalibraci i moznym vyskytem nékolika outlierii. Pii vyuziti NIR spektroskopie je nutno mit na
zieteli, Ze kalibrace je prosty matematicky postup, jehoz uspéSnost je zaloZzend na tésnosti
vztahu mezi NIR spektry a chemickym sloZenim. Proto nelze ocekévat, Ze NIR bude ptesné
predikovat parametry kvality pice jakéhokoliv vzorku ¢i populace vzorkl, jejichz
charakteristiky nebyly zatazeny do kalibrace. U predikovanych parametrti zpracovanych
kalibra¢nich rovnic bylo dosazeno statisticky prikazné zavislosti kalibracniho modelu na
referen¢nich hodnotach, grafické zpracovani je uvedeno na obr. 4—10.
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Obr. 4: Statisticky pritkazna zavislost kalibracniho modelu Susina ve fermentované kukuricné silazi.

Obr. 5: Statisticky pritkazna zavislost kalibracniho modelu NL (dusikaté latky) ve fermentované
kukuricné silazi.

Obr. 6: Statisticky pritkazna zavislost kalibracniho modelu Viaknina ve fermentované kukuricné sildzi.
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Obr. 7: Statisticky pritkazna zavislost kalibracniho modelu ADF ve fermentované kukuricné sildzi.

Obr. 8: Statisticky pritkazna zavislost kalibracniho modelu NDF ve fermentované kukuricné silazi.

Obr. 9: Statisticky pritkazna zavislost kalibracniho modelu Skrob ve fermentované kukuiicné sildzi.
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Obr. 10: Statisticky pritkazna zavislost kalibracniho modelu SOH ve fermentované kukuricné silazi.

4.3. Potencial NIR analyzy a vyhled

Vyuziti metody NIR pii hodnoceni kvality krmiv se bude patrné piesouvat z oblasti
suchych semletych materialti k méfeni krmiv in situ (Cerstvé pice, mokrych intaktnich silazi).
SuSenim totiz dochazi k nekontrolovatelnym ztratdm na tékavych latkach (alkoholy, estery,
kyseliny, ¢pavek aj.), pficemz na druhé stran¢ je vysuSena hmota siln¢ hygroskopicka a rychle
pfijima z prostiedi vodu (Berzaghi et al. 1997). Jako ptiklad aplikaci Ize uvést vyvoj
kalibra¢niho modelu pro podminky on-line hodnoceni Cerstvé hmoty rostlinného materialu
v zafizeni na vyrobu bioplynu (Pfitzner et al. 2010) nebo predikci vyzivné hodnoty Cerstvé
hmoty kukuti¢né silaZze pomoci piistrojové techniky AgriNIR (Loucka et al. 2014).

Pokud jde o frakce dusikatych latek, je snaha Iépe postihnout jejich pfemény v bachoru
(bachorova rozpustnost NL) a vyuziti v tenkém stievé. Rovnéz bude pravdépodobné 1épe
sledovat pomoci NIR kinetiku traveni ve vztahu ke stravitelnosti organické hmoty,
stravitelnosti vldkniny a jejich frakci ADF, resp. NDF a dobrovolnému piijmu pice zvifetem
(VD). S ohledem na casovou nérocnost a jind omezeni laboratornich metod stanoveni
stravitelnosti a dobrovolnému ptijmu pice zvitetem, se do techniky NIR vkladaji velké nadé¢je.

Piedpoklada se, Ze budou rozvijeny sité "klonovanych" pfistrojl, ptesahujici hranice stati
zemi EU, vyuZivajici spole€nych kalibraci. To otvird cestu k mezinarodni "harmonizaci"
analyz NIR. Kalibrace, které byly vzdy nejvétsi piekazkou pro NIR, zifejmé budou
nahrazovany novymi pfistupy, jako vyuzivani samotnych spekter ke klasifikaci, klastrovani
nebo diskrimina¢nimu postupu u populaci rostlinného materidlu za pouziti PCA analyzy.
Pretrvavajici nevyhodou NIR je, Ze se stdle povazuje za sekundarni metodu, poplatnou
metodam "mokré chemie". Tyto referen¢ni metody byvaji (pokud se jedna o rozbory krmiv)
mnohdy kritizovany, ale postihnout 1épe komponenty urcujici uZzitkovost zvifat, se pies
vesker¢ usili dafi jen velmi pozvolna, a budou ziejme jesté dlouho v této oblasti pouzivany.

Dalsi urcitou nevyhodu, pfedstavujici umisténi stacionarnich pfistrojli v laboratofi, se dafi
piekonavat diky mobilni technice se specidlnim snimanim, kterd umozni pfimé vpichy sondy
do materidlu bez potieby jeho plnéni do kyvet. Pokud dojde k nahrazeni monochromatoru
laserovym zdrojem svétla, je timto krokem umoznéna nejen miniaturizace piistroji, ale
soucasné se zvysi jejich mobilita (moznost analyzy vzorkll u zdkaznika) a také se podstatné
sniZi jejich cena. Praktické vyuZiti nachazi napft. pii analyze silaZi v zemédélskych podnicich,
jako prostfedek ke zptfesnéni vypoctu krmnych dévek a zlepSeni fizeni uZzitkovosti chovu
(Berzaghi 2014).
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Potencial a budoucnost techniky NIR spociva v rukéch vyrobct pftistrojii, akademické
obce vyzkumnikt, které by mély pomoci mnoha lidem, véetné zemed¢élské praxe. Prednosti
této metody vcetné Setrného vztahu k Zivotnim prostfedim (ve srovnani s chemickymi
rozbory) jeji nevyhody daleko ptrevySuji. Ackoliv vétsi praktické vyuziti spektroskopie
v blizké infraervené oblasti zacalo v zeméd¢€lskych laboratofich pred téméi padesati lety,
stale predstavuje perspektivni trend v hodnoceni zemédélskych produktii a mé vSechny
predpoklady vyznamné se déle profilovat (Nerusil et al. 2016).

5. Zavér

NIR spektrometrie se ukazuje jako vhodny néstroj pro velké série méteni, protoze se
jedna o rychlou techniku se schopnosti stanovit nejvyznamnéjsi slozky analyzovaného
materidlu z jednoho méfeni vzorku. Vhledem k tomu, Ze se jednd o sekundérni instrumentalni
metodu, je rychlost a jednoduchost vykoupena o néco nizsi presnosti ve srovnani s klasickou
referenéni analyzou. Pii dodrzeni hlavnich zéasad pii praci s NIR modely, 1ze vSak dosdhnout
velmi dobrych vysledkt, viz Kap. 4.2. Dalsi ptfednosti je, Ze pro analyzu staci pouze malé
mnozstvi vzorku, bezpecnost prace aekologickd nezdvadnost (neni spotfebovavan zadny
material a nevznikaji chemické odpady). Vyznamnou vyhodu, pokud nejsou brany v tivahu
naklady na pofizeni techniky NIR a chemometrického software, vSak piedstavuje v porovnani
s metodami ,,mokré chemie* nizké cena za provedeny rozbor. Pti hodnoceni vzorkl sildzni
kukufice (fermentované) klasickymi uzan¢nimi metodami nejsou pro koncového uzivatele
vysledky dostupné v dostatecné kratké dobé (chemickd analyza jednoho vzorku trva
v zavislosti na poctu stanovenych parametr primémé 10 dni). Naopak metoda NIR ma
vysokou prichodnost (rychlost stanoveni jednoho vzorku cca 2 minuty), poskytuje dostatecné
presné informace o vyzivné hodnot¢ a ma vysoky potencial pro fizeni kvality on-line.
Statisticky robustni kalibra¢ni modely predikce nutricni hodnoty krmiva piedstavuji do
budoucna v odvétvi zivocisné vyroby vysoky potencidl v fizeni a kontrole slozeni krmné
davky a tim 1 uzitkovosti hospodaiskych zvirat.

6. Srovnani novosti metodickych postupii a dalsi pfinosy

PiedloZena metodika navazuje na certifikované metodiky zamé&fené na praktické aplikace
NIR spektroskopie v zemedélské praxi od autort Mika et al. (2008), Dvotacek et al. (2014),
Nerusil et al. (2016) apod. Ve srovnani s uvedenymi publikacemi je tato prace orientovdna na
aplikace NIRS v oblasti hodnoceni vyzivné hodnoty fermentované silazni kukufice se snahou
objektivniho vyhodnoceni potencialu této metody.

Zemédelské praxi (prvovyrob€) jsou prostiednictvim této metodiky piedkladany
nejnovejsi poznatky, zkusenosti a perspektivy vyuziti piistrojové techniky NIRS pfi stanoveni
parametr vyzivné hodnoty objemné pice (fermentované fezanky silaZni kukufice). Jedna se
ometodu na vyrazném vzestupu, kterd ma realné ptredpoklady se prosadit v preciznim
zemédelstvi zejména s ohledem na rychlost stanoveni, pfesnost, ekologickou nezavadnost
a nizkou cenou rozboru. Chovatel si na zdkladé¢ dosazenych vysledkli rozboru kukufti¢né
silaze muze operativné (ve velmi kratkém case, resp. on-line) upravit krmnou davku pro
vyzivu skotu (dojnice, vykrm), v ndvaznosti na aktualni dojivost, denni ptirastek apod.

Pifinosem je podstatné zvySeni efektivnosti (lze stanovovat vice obsahovych latek
soucasn¢) a rychlosti (velmi rychlé stanoveni < 2 minuty) provadénych exaktnich rozborl ve
smyslu naplnéni praktickych potieb Siroké obce uZzivatelll (velice vhodné pro automatizaci -
nepretrzity provoz rozborli po dobu 24 hod denn¢). Méfeni (stanoveni) je pracovné bezpecné
(z4dné nebezpeci vaznych urazil, intoxikace apod.) a metoda je pfizniva k Zivotnimu prostiedi
(nevznikaji a nevypousteji se zadné chemické latky, apod.).
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7. EKkonomicky prinos

Z ekonomického pohledu je pfinosem NIR spektroskopie v porovnani s referen¢nimi
metodami podstatné zvySeni efektivnosti a rychlosti provadénych exaktnich rozbori
a soucasn¢ vyrazné sniZzeni ceny analyzy jednoho vzorku (neni potfeba témét Zzadného
spotfebniho materidlu, stanoveni je levné a dostatecné presné). Mira rentability metody NIRS
pokud budou méteny vétsi série vzork.

Pro porovnéani celkové ceny rozboru vzorkii fermentované silazni kukufice pomoci
referen¢nich metod v rozsahu vySe uvedenych parametrt (viz. Kap. 4.2.), byly pouzity udaje
z ceniku rozbord v laboratofich Nutriet, s.r.o. platné v roce 2018. Cena jednoho takového
stanoveni v rozsahu Sesti parametrii vyzivné hodnoty pice (obsah suSiny, NL, vlakniny,
Skrobu, popel, ADF, NDF a SOH) v¢etné ptipravy vzorku mletim ¢ini s DPH (21 %) pfiblizné
2,8-3,2 tis. K¢. Pii kalkulaci ceny stanoveni shodného poctu parametri metodou NIRS,
provedeného ve VURV, v.v.i., VS Jevicko, zahrnujici rovnéz Upravu dodaného vzorku
mletim, byla zjiSténa cena s DPH cca 0,3-0,4 tis. To v porovnani s referencni laboratorni
metodou predstavuje vyrazné snizeni nakladd na provedeni rozboru ve vysi cca 80—90 %.

8. Popis uplatnéni metodiky

v

Predlozend metodika pifinasi pro zemédélkou praxi nejnovéjsi informace o stanoveni
vyzivné hodnoty konzervované kukufi¢né silaze pomoci blizké infraervené spektroskopie.
Metodika stanovuje progresivni postupy hodnoceni vybranych parametrii nutricni hodnoty
krmiva (obsah su$iny, N-latek, hrubé vlakniny, Skrobu, neutrdln¢ detergentni vldkniny,
stravitelnost organické hmoty apod.), stanovovanych v usuSenych a semletych vzorcich
konzervované (fermentované) kukufi¢né sildze. Chovatel si na zéklad¢ rychle provedeného
rozboru kukuficné silaze mulze operativné upravit krmnou davku pro vyzivu skotu,
v navaznosti na aktudlni dojivost, denni pfirGstek apod. Metodika je primarné¢ urcena
uzivatelim v zemédé€lskych podnicich s rozvinutou zivocisSnou (zemédé€lské provozy),
v zemédélském vyzkumu (v€etné vysokych Skol) a ve statnich institucich.
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