Vyuziti a prezkouSeni pristroje Kjel-Foss na stanoveni bilkovin

RNDr. KAREL KOSAR, Vyzkumny tstav pivovarsky a sladafsky, pracovisté Brno

Pro stanoveni mnoZstvi bilkovin v nadich podminkéch
je urena a celosvétové uzndvana od roku 1883 metoda
Kjeldahlova zéleZejici v mineralizaci materidlu a vytés-
néni dusiku ve formé& NH,, ktery se jimd a stanovi. Tato
metoda byla na tehdej$i dobu velmi jednoduchd a témé&f
bez jakychkoliv iprav je pouZividna dodnes. Zavadou me-
tody je délka trvani, prdce se silnymi Ziravinami a zdra-
votné zavadné prostiedi.

Nartistajici export sladu a pFedevSim poZadavek témé&f
vSech zdkaznikii na stanoveni bilkovin znamenal enormni
ndrhst stanoveni tohoto kritéria, jak ukazuje tato ta-
bulka:

rok podet stanoveni dusiku
1965 6 000
1969 8 000
1971 12 300
1973 12700
1975 16 100
1976 18 210

Ve snaze vyhovét podminkdm rychlosti stanoveni snaZi
se riizné firmy metodu nejen zrychlit, ale i automatizovat
celé provedeni. V souZasné dob& existuje Fada p¥istroji
upravenych pro stanoveni dusiku na principu metody
Kjeldahla, napf. Kjel-Foss Automatic (Dédnsko), Tecator
(Svédsko), Autoanalyser (USA). Na zdklad® zkousek a
moZnosti ndkupu zvolili jsme pfistroj Kjel-Foss, ktery
byl zakoupen v roce 1976.

Popis piistroje

Kjel-Foss Automatic byl vyvinut pro automatické rych-
lostanoveni obsahu dusikatych latek podle-Kjeldahlovy
metody. Zpisob prdce odpovidd konven&nim predpisiim
této klasické metody. PouZiti specidlni techniky k rych-
lejSimu provedeni jednotlivgch procesti zkracuje dobu
stanoveni na 15 minut. Na zafizeni mohou byt analyzo-
vany vSechny vzorky, které lze stanovit metodou Kjel-
dahlovou. PFistroj Kjel-Foss méa stejné jako Kjeldahlova
metoda tyto pracovni cykly: mineralizace, Fedé&ni, neu-
tralizace, destilace a titrace. Hlavni &dst! pfistroje je

543.865
663.3.41.543

Sest specidlnich Kjeldahlovych ban&k rozmist&ngch

-v kruhu. Cely systém se otoéi kaZdé tfi minuty o 60°

ve sméru hodinovych rucicek.

V prvni poloze jsou pfiddny do baiiky tfi tablety ka-
talyzatoru (siran draselny + Kkysliénik rtutnaty) spe-
cidlni 1Zickou. KdyZ ¢asovy spina¢ ozndmi zvukovym
signdlem konec tfiminutového intervalu, pFid4 se ddvko-
vacem Koncentrovand kyselina sirovd a peroxid vodiku.
Potom se do baiiky vloZi vzorek, ktery je navaZeny a za-
baleny do specidlnfho papiru s minimélnim obsahem du-
sikatych latek. Vitko baiiky se rudn& uzavie a od té
doby vse pokratuje automaticky. Ve druhé a tfeti poloze
probihd mineralizace vzorku. Ve tfeti poloze se dosahuje
velmi vysokych teplot (400°C), aby se zajistilo, Ze i t&3-
ce rozlozitelné latky budou mineralizovany dokonale. Do-
saZend teplota zdvisi na pomé&ru mezi siranem draselnym
a mnoZstvim kyseliny sirové, ktera se pfidava podle véhy
vzorku a obsahu tuku. Po ukonéeni mineralizace pFichézi
baiika do &tvrté polohy. Zde se ochlazuje vysokootdcko-
vym ventilatorem. Pfed otofenim do paté polohy se ote-
vie vicko a automaticky se pfidd voda. V poloze paté se
kyselina sirovd neutralizuje hydroxidem sodnym a rtutova
sloZka katalyzatoru se vaZe thiosiranem sodnym. Po skon-
teni neutralizace za&ina destilace. Pdra vyrobend parnim
generatorem vyt8siiuje €pavek, kter§ kondenzuje s vo-
dou pfi priichodu chladi€em a jima se do titra&ni bariiky,
do které je davkovan indik&tor podle Tashira, ktery
zménou barvy ur€uje konec titrace. Titruje se kyselinou
sirovou, kterd je pfiddvadna motoricky regulovanou pipe-
tou. Motor je kontrolovdn fotobuifikou umisténou pod ti-
traéni nadobkou. Hfidel motoru pipety je napojen na po-
tenciometr, jehoZ vykon je v poméru k obsahu dusiku ve
vzorku. Tato hodnota se vyé&isli a vysledek je uveden na
digitdlnim vystupu. V poloze 3esté se baiika vyprédzdni do
odpadni nddrZe. Sirnik rtutnaty je odstrafiovdn jako se-
diment. Po vyprazdn&ni se baiika op#&t oto&i do polohy
€islo jedna, kde je pfidan dalsi vzorek.

Vysledek na digitdlnim vystupu ud&vd bud procenta
dusiku, nebo procenta bilkovin podle toho, jak se nasta-
vi pfepinaZ na &elnfm panelu (obr. 1). Kalibrace se pro-



VyuZiti a prezkouSeni pristroje Kjel-Foss na stanoveni
bilkovin

170

KVASNY PRUMYSL

Obr. 1. PFistroj na stanoveni bilkovin Kjel-Foss Automatic

vadi na dvé rfizné koncentrace siranu amonného dvéma
kalibra¢nimi 3rouby, jimiZ se upravi vysledek na digital-
nim vystupu. Spravnost vysledku se kontroluje i zkous-
kou s acetanilidem.

V nadich podminkdch pracujeme s navazkou 1000 mg
rozemletého sladu nebo je¢mene, coi odpovidd tradi¢ni
Kjeldahlové metod&.

Pro stanoveni rozpustného dusiku ve sladiné se u Kjel-
dahlovy metody odebird 20 ml sladiny. PFi analyze na pfi-
stroji Kjel-Foss jsme po vyzkouSeni stanovili 10 ml sladi-
ny. V&SI mnoZstvi je nevyhovujici, protoZe prvni mine-
ralizaci provdzi p&néni a &&ste€ny tinik do bofniho ra-
ménka baiiky, které usti do centrdlni nadrZe s vodou.
Maximdlni hodinovy vykon je 20 vzorki. Pro obsluhu sta-
¢i jeden pracovnik, ale pro plynulost provozu je vhodne,
jestliZe dal3i pracovnik navaZuje vzorky a pripravuje
potfebné roztoky. Po skon&eni prédce je nutné ogistit vn&
i uvnitf vSechny baiiky, veSkeré oplechovani pfistroje a
doplnit roztoky. Firma pfedepisuje tydenni tadrzbu — vy-
meénu vody v centrdlni nadrZi, proé¢isténi v3ech filtrac-
nich vloZek apod.

Spotfeba materidlu

Technické udaje na jeden rozbor

rozméry: 1300 mm x 780 mm X

% 1115 mm H,0, 369 10ml
hmotnest: 170 kg H,80, 969 13—15ml
napéti: 220 V + 10 %, NaOH 20¢g
vykon: 300 VA primérné Na,3,0, 4g
privod vody — tlak: 0,25 MPa K,50, 15 g
spotfeba vody: 4 1/min HgO 0,75 g

piivod plynu: 2 lahve 10 kg indikaéni roztok 50 ml
deionizovana voda 110 ml
(navizka 500 mg)

(navizka 1 000 mg)

rozsah méfeni: 0,15 9%—15 9%, N
0,05 %— 7% N

Ovéfeni pristroje Kjel-Foss

Pro ovéfeni pfesnosti stanoveni na pristroji Kjel-Foss
jsme analyzovali 20 vzorkli je€mene, sladu a sladiny me-
todou Kjeldahlovou Kklasickou a na pfistroji Kjel-Foss.
Pro hodnoceni bylo pouZito t-testu pro zdvislé vybéry.
U rozpustného dusiku a slad vychézi rozdilnost od Kjel-
dahla vysoce priikazna, u jetmene prikaznd. Posunuti
Gausovy kfivky do oblasti + je celkem pochopitelné, pro-
toZe cely proces stanoveni probihd v uzavieném systému
a zirdty na obsahu dusiku oproti Kjeldahlové metod&
jsou minimélni. Matematické zhodnoceni metody pro bil-
koviny v jefmenu, sladu a sladiné jsou uvedeny v tabul-
kdch 1 a 2.
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Tabulka 1. t-test pro zdvislé vybéry
‘ x5 P I d |doy| sd I ' N
| |
rozpustny N K.+F | 71445 | 75,500 | 4,055 ‘ 5,68 | 0,755 i 5,371 | 20
‘ ! i
slad ‘ J | | 1 { |
Kjeldahl: | K+ F 11,055 11,215 | 0,160 | 145 | 0,047 | 3,411 | 20
jeémen | : ‘ |
Kjeldahl ‘ KLF |12,080 12,zusi 0,125 1,03 ‘ 0,048 | 2,606 | 20
| | |
Tabulka 2. Souhrnné charakteristiky
E 1 Variaéni koef. oo
Metoda | N | 2 95 9 | sx | sx | vk
i 99 9, |
| |
| | |
rozpustny N | Kjeldahl| 20 | 71,445 | 67.650—75,240 (8,107 |1,813 | 11,347
i 66,262—76,628
K + F | 20 |75,500 | 71,518—79,482 (8,507 [1,902 | 11,267
70,061—80,939
slady Kjeldahl| 20 |11,055 | 10,200—11,901 (1,807 (0,404 | 16,341
9,900—12,210
K+ F | 20 |11,215| 10,350—12,080 |1,849 |0,413 | 16,487
| 10,033—12,397 i
jedmeny Kjeldahl| 20 |12,080 | 11,498-12,662 |1,242 0,278 | 10,285
11,286—12,874 ‘
[
[K+F | 20 12,205] 11659—12,751 (1,167 0,260 | 9,560
| 11,096—13,308 r |
|

Pro ovéreni reprodukovatelnosti byly vybrany jeéme-
ny, slad a sladina, u kterych byly stanoveny 10krat bilko-
viny na pristroji Kjel-Foss a metodou Kjeldahlovou.
Obsah bilkovin kolisal v jeémenech v rozsahu 10 aZ 15 %,
ve sladech 9 aZ 12%, ve sladinach 63 aZ 76 mgN/100 ml.
Stanoveni reprodukovatelnosti u metody Kjel-Foss a me-
tody Kjeldahlovy:

pramérné smérodatné odchylky

Kjel-Foss Kjeldahl
je€men 0,064 0,229
slad 0,066 0,198
sladina 0,810 2,106

Vypoctené smérodatné odchylky jednotlivych stanoveni
u reprodukovatelnosti jasné ukazuji zvySenou reprodu-
kovatelnost pfi stanoveni bilkovin na pfistroji Kjel-Foss
proti metod& KjeldahlovEé. Pfesnost stanoveni je asi 3krat
vy35i a tim se chyba stanoveni podstatné& sniZuje. Sou-
hrn vysledkd déava jednoznac¢né kladny zdvér pro vyuZi-
ti metody Kjel-Foss ve sladatrskych laboratofich.

Zhodnoceni metody stanoveni bilkovin na piistroji Kjel-
-Foss

Stanoveni dusikatych latek metodou Kjeldahlovou je
zat{Zeno jistou neptfesnosti, vzniklou délenym postupem
provedeni, tj. navaZovani, spalovani, pfelévani zminerali-
zované latky do destilacni baiiky, pfesnost davkovani
H,S0, do predlohy, destilace a titrace jsou zdroje chyb,
které ovliviiuji stanoveni. PFi velkém poétu vzorkd a ka-
pacitnim pietiZeni dusikarny se stava, Ze se opakuje ko-
lem 10 % vzorki. Pfistroj Kjel-Foss témé&f zaruduje pfi
spravné navéZce, presné kalibraci pfistroje a dodrZeni
tistoty roztokl bezchybnost analyz. Pfistroj rovnéZ plng
odpovida hygienickym poZadavkam, tekutiny jsou neutra-
lizovdny a siln& Fedény vodou a lze je vypouitdt pFimo
do kanalizace. PouZiti propan-butanu umoZiiuje instalaci
v laboratofich, které nemaji moZnost pouZivat zemniho
plynu. Pro 100 stanoveni bilkovin metodou Kjeldahlovou
bylo zapotfebi tfi laborantek a jedné my¢ky skla pfi
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osmihodinové pracovni dob&. Pro 100 stanoveni bilkovin
na pfistroji Kjel-Foss je potFeba dvou laborantek.

Nevyhodou pfistroje je vysokd cena a sloZitd ddrZba.
VSechny nédhradni dily, navaZovaci papirky a katalyzdator
se musi dovéaZet z devizové oblasti. NejvEtdi nevyhodou
je zatim t&Zko dosaZitelny servis. V nafem dstavu pracu-
je pristroj od €ervna roku 1976. VSechny poruchy, které
se zatim na pFistroji objevily, byly provozniho charakte-
ru (prasklé baiiky, poruSené tésnéni, zaneSené magnetic-
ké ventily apod.). Doba potFebnd pro zji¥tdnf pFiginy za-
staveni chodu pfistroje a pro nésledujici opravu zdvisi
jen na praxi obsluhy.

Y druhém pololeti roku 1976 jsme stanovovali dusika-
té latky vyhradné na tomto pf¥istroji. Bylo provedeno pfi-
bliZn& 9000 analyz. Pfes v3echny uvedené nevyhody je
kone¢ny pfinos tohoto pFistroje pro nas tGstav nesmirné
veliky a miZeme jej doporucit viem laboratoiim, ve kte-
rych se provadi vE&tSsi mnoZstvi analyz obsahu dusikatych
latek.
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V roce 1976 né4$ ustav zakoupil pfistroj Kjel-Foss pro
stanoveni dusikatych latek. Pristroj pracuje zcela auto-
maticky prFi plném zachovéni principu Kjeldahlovy me-
tody (mineralizace, fedéni, neutralizace, destilace a tit-
race). Hlavni €asti pFistroje je Sest specidlnich Kjeldah-
lovych bané&k rozmisténych v kruhu, ktery se otoc¢i kazdé
tfi minuty ve sméru hodinovych ruéicek. Od vloZeni
vzorku po obdrZeni vysledku uplyne doba 15 minut, maxi-
malni hodinovy vykon je 20 vzorkii. Zdarukou pfesnosti
analyzy je kalibrace pFistroje na chemikélie se zndmym
obsahem dusiku. Stanoveni obsahu dusikatych latek na
pristroji Kjel-Foss je pfesngjsi neZ tradi¢ni Kjeldahlova
metoda. Nevyhodou pfistroje je vysoka cena a sloZita
adrZba, vyhodou je rychlost stanoveni, jednoducha
obsluha a sniZend spotifeba chemikalii.

Kocapx, K.: Tpu6op KBEJI-®OCC nas onpepeneHus
0eJKOBBIX BEHECTB, ero CBOWCTBa W mpenmymectea Ksac.
npymM. 23, 1977, No 8, erp. 169—171

B 1976 r. Hayuso-uccinenoBaTensCKHii HHCTHTYT TIHBO-
BaPEHHO-COJIONHIBHO{ TIPOMBILIIeHHOCTH B BpHO mproGpen
npubop KbBEJI-POCC nns ompemeneHHs a30THCTHIX Be-
mecTB. [Ipu6op paboTaer BmoJHe aBTOMAaTHUYECKH HA TNPHH-
nune mMeToas Kpeabaans ¢ Takoi-Ke nocjaef0BaTe bHOCTHIO
omepauuil (MHHepaJH3allHf, pacTBOpeHHe, HefTpaaH3alHs,
JHCTH/LIALMS, TATpaiks). [lapHas wacts npubopa COCTOHT
H3 IIeCTH crneuHaJbHbX Koab Kpeabnanas, NpHKpenJeHHBIX
K KPYLIOMY CTOJy, BpallaimolieMycsi B HanpaBJeHHH ua-
coBoii crpesnkH. Uepea kamjaele 3 MHHYTH CTOJ TIOBOpA-
yuBaercAd Ha 1/5 oGopora. AHanus szanuMaer 15 MHHYT.
3a wac MoxHO caeaats 20 anamuzos. IlpexnoceIKo#
TOYHOCTH ONpejefleHHs sABJAfeTcs KaJAHOPOBKA 10 XHMH-
KaTaM C TOYHO HW3BECTHHIM cojepmkanneMm asorta. Omnpene-

JIEHHE Aa30THCTHIX BellecTs ¢ nomoilklo npudopa KbEJI-
@®OCC naer GoJee TOUHLIC DPe3yabTaThl 4eM TpajHIHOH-
et Meron Kwveaspana, Ilypokue npuMenenue npubopa
orpaHu4nBaer BhlcOkas lena. OnpenesneHHON HeBHIrOAOH
ABJAETCH TaKike [AOBOJBHO CJOKHBIE yxox. Ha npeumy-
IIECTB CJEAYET OTMETHTb CKOPOCTb aHAJN3a, NPOCTOTY Ma-
HUNYJIALHK H CHHXKEHHE Pacxoga XMMHKATOB.

Kosaf, K.: KJEL-FGOS — an Instrument for the Determi-
nation of Proteins, Its Properties, Accuracy and Adva-
ntages. Kvas. prtim., Vol. 23, 1977, No. 8, pp. 169—171.

In 1976 Research Institute of Brewing and Malting
Industries in Brno purchased a new instrument, known
as KJEL-FOSS, for the determination of nitrogenous
substances. The instrument operates quite automati-
cally the sequence of operations being the same as
that of the Kjeldahl method [mineralization, dilution,
neutralization, distillation and titration). The principal
part of the instrument consists of six special Kjeldahi
flasks attached to a rotating table making 1/5 of revo-
luetion every 3 minutes. The results of analysis are
known in 15 minutes after putting a sample in-to the
instrument. Its maximum capacity is 20 samples per
hour. To obtain reliable data it is necessary to cali-
brate the instrument using chemicals with known con-
tent of nitrogen. Determination of the content of nitro-
genous substances by means of a KJEL-FOSS instrument
gives more accurate results than the traditional Kjel-
dahl method, but the instrument is expensive and its
maintenance is rather exacting. On the other hand one
must underline its advantages: minimum consumption
of chemicals, simple analyzing technique and saving
of time.

Kosa¥F, K.: Anwendung und Erprobung des Kjel-Foss-
-Apparates zur Eiweifibestimmung. Kvas. priim. 23, 1977,
No. 8, s. 169—171.

Seit dem Jahr 1976 steht dem Forschungsinstitut fiir
Brauerei und Milzerei, Zweigstelle Briinn, der Kjel-Foss-
-Apparat zur Bestimmung der stickstoffhaltigen Substan-
zen zur Verfiigung. Der Apparat arbeitet vollautomatisch
bei vollkommener Einhaltung des Prinzips der Kjeldahl-
-Methode (Mineralisierung, Verdiinnung, Neutralisierung,
Destillation und Titration). Den Hauptteil des Apparates
bilden sechs spezielle Kjeldahl-Kolben, in einem Kreis
geordnet, der jede 3 Minuten eine Umdrehung in der
Richtung des Uhrzeigers vollbringt. Die Analysendauer
von der Einlegung der Probe zur Erzielung des Ergeb-
nisses betrdgt 15 Minuten, die maximale Stundenleistung
des Apparates 20 Proben. Die Genauigkeit der Analyse
wird durch die Kalibrierung des Apparates auf Chemi-
kalien mit einem bekannten Stickstoffgehalt gesichert.
Die Bestimmung des Gehaltes der stickstoffhaltigen Sub-
stanzen auf dem Kjel-Foss-Apparat ist genauer als bei
der urspriinglichen Kjeldahl-Methode. Zu den Nachteilen
des Apparates gehdren der hohe Beschaffungspreis und
die komplizierte Wartung, zu den Vorteilen die schnelle
Bestimmung, die einfache Bedienung und der niedrigere
Chemikalienverbrauch.



