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1 Pfedmét a vymezeni

SOP 2.3 je urcen pro stanoveni obsahu celkového dusiku kjeldahlovou metodou pomoci
blokove mineralizace, destilace vodni parou s naslednou titraci vzorku pomoci systému FOSS
Analytical AB, Hoganis, Svédsko (Digestion System + Kjeltec Analyzer Unit 2300)

2 Princip metody

Obsah celkového dusiku ve vzorku je dan mnozstvim organicky vazan¢ho dusiku
odpovidajiciho mnozstvi amoniaku uvolnéného a stanoveného za podminek metody zkouSeni.
Systém FOSS Analytical AB pouziva kjeldahlovu metodu stanoveni dusikatych latek, ktera
probihd ve tfech zdkladnich krocich: mineralizace, destilace, titrace.

Mineralizace. Vzorek se podrobi mineralizaci mokrou cestou v prostfedi koncentrované
kyseliny sirové, oxidac¢niho ¢inidla (ptevadi uhlik na oxid uhlicity) a katalyzatoru za vysoké
teploty (cca 420 °C), béhem které se organicky véazany dusik pitomny ve formé rtiznych
funk¢nich skupin pfevede na amoniak, ktery ziistane vazan ve formé siranu amonného.

bilkovina + H,SOq4 — (NH4) 2SO4

Destilace. V alkalickém prostfedi hydroxidu sodného se pomoci vodni pary ze siranu
amonné¢ho uvolni amoniak, ktery je v plynné form¢, nasledné je v chladi¢i kondenzovan a
jiman do predlohy slozené zkyseliny borité a smésného indikatoru (methylcervén -+
bromkresolova zelen).

Titrace. Amoniak jimany do piedlohy alkalizuje jeji prostiedi, dochazi ke zméné zabarveni
smésného indikatoru (zelendni) a k automatické neutralizaci prostfedi pomoci jeho titrace
slabou kyselinou chlorovodikovou, jejiz spotfeba je automaticky zaznamendvana a je ptimo
umérnd mnozstvi amoniaku najimaného do ptedlohy. Titrace je skoncena po dosazeni bodu
ekvivalence. Pretitrovani predlohy se projevi jejim riZzové-Cervenym zabarvenim.
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3 Bezpecnost prace

Kjeldahlova metoda vyzaduje provedeni mineralizace vzorku pomoci koncentrované kyseliny
sirové pii vysokych teplotach. Opatrné zachazeni s pouzivanymi roztoky je nezbytné pro
dodrzeni bezpecnosti v laboratofi. Z diivodii zvySeni bezpecnosti prace je tfeba kyselou
mineralizaci provadét v digestofi s dostatecnym odtahem vznikajicich kyselych vypara. Pii
préci je potieba pouzivat ochranny $tit a s horkymi tubami pracovat opatrné.

4 Chemikalie, sklo a dalSi laboratorni pomiicky

vSechny chemikalie musi byt Cistoty p.a.

kyselina sirova konc., H,SO4

peroxid vodiku, H,O,

methylcerven volna kyselina

bromkresolova zelen

metylalkohol, CH4O

normanal kyseliny chlorovodikové, c(HCI) = 0,1 mol/l
destilovana voda

zéasobni lahev s davkovacem o objemu 12,5 ml
baiika se Spackem o objemu 5 ml

odmérny valec 250 ml

odmérny valec na 20 ml s ¢lenénim 0,2 ml
sklenéna nadoba na 1250 ml se zabrusem, zatka
sklenéna 10 I nadoba (2x)

sklenéna ty€inka, silna, cca 60 cm dlouha (2x)
odmérnd banka se zabrusem a zatkou 100 ml (3x)
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S Priprava roztoki

5.1 Priprava roztoku pro mineralizaci.

Kyselina sirovd konc. se opatrné prelije do zasobni lahve s davkovacem, ktery umozni
nadavkovat 12,5 ml této kyseliny.

Piiprava oxidacniho ¢inidla: peroxid vodiku : 10% Kyselina fosforecna v poméru 4 : 1

10% roztok kyseliny fosforecné se ptipravi v objemu 250 ml nasledovné. Do odmérného
valce 250 ml se nalije 100 ml destilované vody, pfida se 17,2 ml kyseliny fosfore¢né a doplni
se do 250 ml destilovanou vodou (+ 132,8 ml dest. vody).

Oxidacni €inidlo se pfipravi v objemu 1 250 ml nasledovné. Do vhodné sklenéné nadoby (se
zabrusem a zatkou) se nalije 1 I peroxidu vodiku a pfida se 250 ml 10% roztoku kyseliny
fosforecné. Nadoba se uzavre a jeji obsah se obracenim nadoby n¢kolikrat promichd. Nadoba
se uchovava v chladnu.

K aplikaci oxida¢niho Cinidla se pouziva zdsobni lahev s davkovatem nebo Spackem o
objemu 5 ml.

5.2 Priprava roztoku pro destilaci

35-40% roztok hydroxidu sodného se pfipravi v objemu 10 I nasledovné. Do dostate¢né velké
nadoby se nalije 5 1 vody a za stadlého michani se ptfidava 4 700 g NaOH. Po ochlazeni se
objem roztoku doplni na 10 1. Hotovy roztok se nalije do pfislusného zasobniho kanystru
k systému Kjeltec 2300.

Upozornéni! Pii nedostatecném michéani se hydroxid usazuje v odolnych nalepech na dn¢ a
sténach nadoby. Roztok se zahfivd a béhem rozpousténi hydroxidu se uvolnuji agresivni
vypary. Pfipravu roztoku je potieba provadét v digestofi.
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1% kyselina borita se pfipravi v objemu 10 1 nasledovné. Do dostatecné velké nadoby se
nalije 5 1 vody a za stalého michani se piidava 100 g kyseliny borité a po jejim rozpusténi se
objem doplni do 10 1. Hotovy roztok se nalije do pfislusného zasobniho kanystru k systému
Kjeltec Analyser Unit 2300.

K tomuto roztoku se postupné piida:
e 100 ml roztoku bromkresolové zeleni (100 mg bromkresolové zeleni se rozpusti ve
100 ml metylalkoholu)
e 70 ml roztoku methyl¢erveni (100 mg methylCerveni se rozpusti ve 100 ml
metylalkoholu)
e a5 ml 4% roztoku NaOH (4 g NaOH se rozpusti v dest. vod¢ a doplni vodou do 100
ml po rysku v odmérné baiice).

Nakonec se obsah ptislusného zasobniho kanystru s kyselinou boritou, smésnym indikatorem
a hydroxidem sodnym dukladné promicha nékolikatindsobnym obracenim nadoby.

Provede se kontrola naplnéni ptislusSného zasobniho kanystru k systému Kjeltec Analyser
Unit 2300 destilovanou vodou, ptipadné se vodou doplni.

5.3 Priprava roztokii pro titraci

Titra¢ni ¢inidlo c(HCI) = 0,1 mol/l se pfipravi v objemu 1 I nésledovné. Do odmérné banky 1
1 se nalije 100 ml dest. vody, pfidd se normanal kyseliny chlorovodikové a objem uvnitf
banky se doplni dest. vodou po rysku. Obsah se promicha nékolikatinasobnym obracenim
baniky. Po vychladnuti roztoku se provede kontrola objemu roztoku a v piipad¢ potieby se
jesté jednou obsah banky doplni po rysku a opét promicha. Hotovy roztok se nalije do
pfislusného zasobniho kanystru k systému Kjeltec Analyser Unit 2300.



N ° QONARIA 5,
)
** * ** I_'j' :@‘ "Q(F
* x . M g 2
V * g Z g
evropsky | %, (At
socialriy - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani , O
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost RUNENSY

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

STANDARDNI OPERACNI POSTUP 2.3

Aktivita 2350/KA1-2 Stanoven’1 c1stf: hmotnosti a puvodniho podilu produktu:
zmrazené rybi filety

DIl SOP 2.3 SIANOVENi CELKOVEHO DUSIKU A OBSAHU
: BILKOVIN V PRODUKTU

Registracni ¢islo projektu | CZ.1.07/2.2.00/15.0063

Inovace vyuky veterinarnich studijnich programt v oblasti

Nazev projektu bezpecnosti potravin

Nazev prijemce podpory | Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

6 Pristroje a pomocna zarizeni

Pracovni desky, niz

Homogenizator (napt. vysokootackovy rotacni kutr)

Viéhy s ptesnosti na 0,0001 g

Bezpopelové cigaretové papirky, pomiicky pro navazovani
Mineraliza¢ni tuby o objemu 250 ml

Mineraliza¢ni pfenosna klec

Digestion system FOSS Analytical AB, Hoganis, Svédsko
Kjeltec 2300 FOSS Analytical AB, Hoganis, Svédsko

7 Pracovni postup

Originalni baleni hluboce zmrazenych filetli vyjmeme z mraznicky.
Bezprostfedné nato otevieme obal, pokud jsou hluboce zmrazené filety glazovany,

odstranime glazuru podle SOP 1 (ze dne 3. 2. 2011).
7.1 Priprava analytického vzorku — rozmrazovani

Reprezentativni vzorek filetd (min. 200 g), ze kterych byla odstranéna glazura, vlozime do
dostate¢né velké sklenéné nadoby a nechame rozmrazit pii teploté max. +21 °C. Pomoci
vpichového teploméru monitorujeme vnitini teplotu produktu. Rozmrazovéani ukon¢ime, kdyz
se teplota produktu pohybuje mezi -1 az +2 °C.

Rozmrazovani musi byt provadéno ve shod¢ s nafizenim (ES) ¢. 852/2004, Kapitola IX, tak,
aby se minimalizovalo riziko riistu patogennich mikroorganismti nebo tvorba toxint. Pii
rozmrazovani musi byt filety vystaveny takovym teplotdm, které nevedou k ohrozeni zdravi.
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7.2Homogenizace

Rozmrazeny reprezentativni vzorek fileth véetné tekutiny uvolnéné v dusledku rozmrazeni
vlozime do vhodného homogenizatoru a zhomogenizujeme. Dulezité¢ je, aby nedoslo ke
ztratdim uvolnéného tekutého podilu filetu. Zhomogenizovany vzorek se analyzuje
bezprostiedn¢ nebo se do analyzy piechovava ve vzduchotésném obalu chranicim pted
zménami jeho vlhkosti pfi teploté chladnicky. Z kazdého vzorku se provedou dvé stanoveni.

7.3 Metoda stanoveni dusikatych latek

Do dvou mineraliza¢nich tub o objemu 250 ml navazime cca 1,5 g homogenizovaného vzorku
s ptesnosti na 0,00 g. K navazovani pouzivame bezpopelovy cigaretovy papirek. Hmotnost
vzorkd zapiSeme do laboratorniho protokolu. Do kazdé tuby se vzorkem nadavkujeme 12,5
ml konc. kyseliny sirové. Tuby vlozime do mineraliza¢ni klece Digestion System.

Priprava mineralizacni jednotky (Digestion system). Zapneme odtah digestoie. Jednotku
napojime na el. zasuvku. Vlozime tuby do studené mineraliza¢ni jednotky umisténé
v digestofi. Do kazdé tuby nadavkujeme nejdiive 5 ml oxidac¢niho Cinidla a nasledovné
vhodime do kazdé tuby 1 ks katalyzatorové tablety.
Upozornéni! Bezprostiedné po aplikaci oxidac¢niho ¢inidla a katalyzatorové tablety dochazi
k uvoliiovani agresivnich par. Digestof musi mit zapnuty odtah (vzduchotechniku) a
bezpecnostni sklo musi byt stazeno tak, aby byla chranéna horni polovina téla.
Po ukonceni davkovani oxida¢niho ¢inidla a katalyzatorovych tablet nasadime na tuby
odtahovou sklenénou hlavici napojenou na vodni vyvévu. Zkontrolujeme, zda hlavice tuby
dostatecné tésni. Otevieme vodni vyvévu a zkontrolujeme intenzitu odsavani kyselych par
(zda je dostatecny podtlak). Zapneme hlavni vypina¢ mineraliza¢ni jednotky. Nastavena je
vychozi teplota mineralizace na 100 °C. Teplotu mineralizace postupné (nesmi dojit
k vypénéni hnéd¢ zabarveného obsahu tuby k jejimu okraji) zvySujeme po hodinach o dalSich
100 °C celkem 3x, posledni zvySeni teploty nastavime na 420 °C. Pfi této teploté
mineralizujeme 1 az 2 hodiny do odbarveni obsahu tuby.
Poté mineraliza¢ni jednotku vypneme ze sité, vodni vyvévu zajist'ujici odtah agresivnich par
z tub nechame zapnutou jest¢ dal$i 1 hodinu. Poté zavieme 1 vodni vyvévu. Mineralizacni
tuby vyndavame z jednotky az po jejich dostate¢ném vychlazeni.
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Priprava destilacné-titra¢ni jednotky Kjeltec Analyzer Unit 2300.

Zkontrolujeme hladinu naplnéni pfisluSnych zasobnich kanystri (pro destilovanou vodu,
hydroxid sodny, kyselinu boritou a smésny indikator). Otevieme ptivod vody ke chladici
jednotce. Systém pripojime k el. zdsuvce a zapneme hlavni vypina¢. Nechame probéhnout
autotesta¢ni cyklus analyzatoru. V runim rezimu nastavime rezim pro destilaci a titraci
slepého vzorku — blanku. Vlozime ¢istou tubu do systému a nechame né¢kolikrat za sebou
destilovat a titrovat slepy vzorek az do konstantni hodnoty spotieby titraéniho ¢inidla (pod 0,2
ml). Nastavime na displeji hodnotu slepého vzorku-blanku pro jeho automaticky odecet od
spotfeby vzorkil. Ru¢ni rezim piepneme na automaticky rezim pro destilaci a titraci vzorkl
zmineralizovanych v tubach.

Do systému vkladame postupné tuby s mineralizovanym vzorkem. Pro kazdy novy vzorek
rucné nastavujeme na displeji jeho ptivodni navazku v g.

Cyklus se zapina zatazenim bezpecnostnich dvitfek. Destilace a titrace probihd automaticky.
Obsah bilkovin v gkg" se zobrazuje na displeji analyzatoru. Hodnoty postupné zapisujeme
z displeje do pracovniho protokolu.

8 Opakovatelnost
Rozdil mezi dvéma nezavislymi jednotlivymi vysledky rozboru pfi pouziti téZze metody, na

stejném zkusSebnim materialu, v téze laboratofi, pti pouziti téhoz vybaveni nesmi byt vétsi nez
0,10 g dusiku na 100 g vzorku.
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9 Hodnoceni

Obsah bilkovin s pfesnosti na 0,0001 g na 100 g vzorku (nebo %) zjistime na displeji
analyzatoru.

Vypocet celkovych organicky vazanych dusikatych latek ve vzorku provedeme nasledovné:
Celkovy dusik = obsah bilkovin : 6,25*
*empiricky faktor: 100:16 = 6,25 (bilkoviny obsahuji v priméru 16% dusiku)

Pozn.

Obsah celkového dusiku ve vzorcich je rovnéz mozné stanovit analyticky nastavenim
pfislusného rezimu méfeni a vyhodnoceni vysledkli (% Nitrogen) v analyzatoru Kjeltec
Analyzer Unit 2300.
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