CH-12.14

Stanovenie obsahu hydroxiprolinu v miise a v misovych vyrobkoch.

1. Oblast’ pouzitia

Tato metdda popisuje postup pre stanovenie obsahu hydroxiprolinu v mise a v mi-
sovych vyrobkoch.

2. Pojem

Pod obsahom hydroxiprolinu vo vyrobkoch uvedenych v bode 1 sa rozumie obsah
hydroxiprolinu zisteného tu popisanym postupom. Udava sa v g/100 g vzorky.

3. Stru¢ny popis

Vzorka sa rozrusi varenim v kyseline chlorovodikovej. Po odstraneni tuku déjde ku
oxidacii hydroxiprolinu pouzitim chloraminu T. Oxidak¢ény produkt tvori s 4-di-
methylaminobenzaldehydom cerveno sfarbent zluceninu. Extinkcie meranych roz-
tokov, ktoré obsahuju tieto zluiceniny sa meraji fotometricky pri asi 558 nm. Tato
hodnota je priamo imerna obsahu hydroxiprolinu.

4. Chemikalie

Ak nie je uvedené inak, pouzivaju sa chemikélie Cistoty p.a. Voda musi byt
destilovana alebo zodpovedajucej Cistoty.

4.1 Kyselina chlorovodikova, c(HCI)= asi 6 mol/I (asi 6 N) D

4.2 Petrolbenzin, bod varu 60 az 80 °C

4.3 Pufrovaci roztok s pH asi 6,8

26,0 g monohydratu kyseliny citronovej, 14,0 g hydroxidu sodného a 78,0 g
bezvodého octanu sodného sa rozpustia asi v 500 ml vody, prida sa 100 mg sodne;j
soli 2-merkapto-(etylmerkurium)-benzénkarboxilovej (CoHoHgNaO,S) (p.a.). Roztok
sa prenesie kvatitativne do 1000 ml odmernej banky. Po pridani 250 ml 1-propanolu
sa odmerka doplni po znac¢ku vodou.

Roztok sa chrani pred svetlom, skladuje sa pri 4 °C. Je staly 2 mesiace.

4.4 Porovnavacie roztoky hydroxyprolinu
4.4.1 Zakladny roztok hydroxiprolinu, e (HP)=600 mg/1 "

120 mg hydroxiprolinu (pre biochemické tcely) sa rozpusti vo vode, roztok sa da do
200 ml odmernej banky adoplni po znacku vodou. [Pred doplnenim sa moze




zdkladny roztok konzervovat pridanim 50 mg sodnej soli 2-merkapto-
(etylmerkurium)-benzénkarboxilovej (CoHoHgNaO,S) (p.a.)].

4.4.2 Pracovny roztok hydroxiprolinu, e (HP)=6 mg/1
5 ml zékladného roztoku 4.4.1 sa napipetuje do 500 ml odmernej banky a doplni po
znacku vodou.

4.4.3 Standartny roztok hydroxiprolinu

Z pracovného roztoku hydroxiprolinu 4.4.2 sa napipetuje po 10 ml, 20 ml, 30 ml popr.
40 ml do 100 ml odmernych baniek. Po pridani asi 30 mg sodnej soli 2-merkapto-
(etylmerkurium)-benzénkarboxilovej (CoHoHgNaO,S) (p.a.) sa doplni vodou po
znacku. Koncentracia Standartného roztoku je 60, 120, 180 popr. 240 pg
hydroxiprolinu/100 ml.

Tieto $tandartné roztoky su pro izbovej teplote stale asi 1 tyzden, pri teplote 4 °C asi
2-3 mesiace.

4.5 Oxidacéné ¢inidlo
1,4 g chloraminu T (trihydrat) sa rozpusti v 100 ml pufrovacieho roztoku (4.3).
Pri ochrane pred svetlom a pri teplote 4 °C je ¢inidlo stale asi 1 tyzden.

4.6 Farebné Cinidlo

10,0 g 4-dimetylaminobenzaldehydu (p.a.) sa rozpusti v 35 ml kyseliny perchlorove;j
(w = asi 60 %) ", hustota asi 1,53 g/ml). Potom sa pomaly prid4 65 ml 2-propanolu.
Roztok sa pripravuje v deii pouZitia.

5. Pristroje a pomocny material

5.1 Hlinikova alebo umela folia

5.2 Gulaté alebo Erlenmayerove banky 100 ml, NS 29, s vzduSnym alebo vodnym
spatnym chladi¢om

5.3 elektricky zohrievac, napr. termoblok, termocapica, termoplatiia alebo pieskovy
kapel, prednostne s casovym spinac¢om

5.4 skleneny lievik, priemer asi 100 mm

5.5 skladany filter, priemer 18,5 cm

5.6 Erlenmayerove banky, 500 ml, uzke hrdla

5,7 Vodny kupel s termostatom, s moznost'ou nastavenia teploty 60 °C + 0,5 °C

5.8 Sklenené kyvety, hrubka 1 cm

5.9 spektralny fotometer alebo fotoelektricky kolorimeter s interferenénym filtrom,
ktorého absorbéné maximum je asi pri 558 nm.

') w = hmotnostny zlomok
¢ = moélova koncentracia
e = hmotnostna koncentracia



6. Odber vzoriek

Odber vzoriek nie je sucastou metody Specifikovanej v tomto metodickom pokyne.
Ak neexistuje Specifickd medzinarodna norma na odber vzoriek skasané¢ho vyrobku,
odporuca sa, aby sa zac¢astnené strany na tomto postupe dohodli.

7. Postup skusky

7.1 Priprava vzorky
Pozri STN 57 0185 SkuSanie misa, misovych vyrobkov a mésovych konzerv
a hotovych jedal v konzevach. Chemické a fyzikalne metody.

7.2 Stanovenie

7.2.1 Asi 4 g dobre zhomogenizovanej vzorky sa bezprostredne alebo pomocou
navazovacky odvazi z hlinikovej alebo umelej folie s presnostou 1 mg do 100 ml
gul'atej alebo Erlenmayerovej banky. Prida sa 30 ml kyseliny chlorovodikovej a par
sklenenych guli¢iek. Roztok sa uvedie do varu a vari pod spatnym chladi¢om 8 hodin.
7.2.2 Hydrolyzat sa kvantitativne prenesie pomocou vody do 500 ml odmernej
banky, prida sa asi 5 ml petrolbenzinu a doplni sa vodou po znacku tak, aby vrstva
petrolbenzinu s rozpustenym tukom bola nad znackou. Po dokladnom premiesani sa
odsaje vrstva petrolbenzinu s tukom a vodna faza sa cez skladany filter zfiltruje do
500 ml Erlenmayerovej banky.

Hydrolyzat sa moze pri izbovej teplote uchovat’ asi tyzdei, v chladnicke 4 tyzdne.
7.2.3 Z hydrolyzétu sa pripravi vhodné riedenie tak, aby ocakévand koncentrécia bola
v rozmedzi 0,6 — 2,4 mikrog/ml. To sa pripravi zriedenim vhodného objemu (V)
hydrolyzatu podla 7.2.2. ( spravidla 10 ml) s vodou v 250 ml odmernej banke.

7.2.4 4 ml zriedeného hydrolyzatu podla 7.2.3 sa napipetuje do banky (do
skiimavky), pridd sa 2 ml oxida¢ného Cinidla, zamieSa sa a necha stat’ pri izbove;j
teplote 20 mintl min. Potom sa pridd 2 ml farebného c¢inidla. Po dokladnom
zamie$ani sa banka (skimavka) vlozi do vodného kupel’a pri 60 °C + 0,5 °C na dobu
15 min. Potom sa banka (skiimavka) ochladi pod pradom tecticej vody na laboratérnu
teplotu a necha sa stat’ pri laboratérnej teplote pol hodiny. Extikcia roztoku sa meria
pri asi 558 nm v 1 cm sklenenych kyvetach.

7.2.5 Slepy pokus sa pripravi podla 7.2.4. AvsSak 4 ml zriedené¢ho hydrolyzatu sa
nahradia 4 ml vody. Namerand extinkcia slepého pokusu sa od¢ita od nameranych
extikcii vzoriek.

7.3 Kalibrac¢na priamka

Pre zostrojenie kalibracnej priamky sa opakuje meranie podla 7.2.4 s4 ml
Standartného roztoku hydroxiprolinu podla 4.4.3 ( zodpovedajuce 2,4; 4,8; 7,2; popt.
9,6 ug hydroxiprolinu) namiesto zriedeného hydrolyzatu.

Od nameranych extinkcii Standardov sa od¢ita podla 7.2.5 hodnota slepého pokusu.

Poznamky ku bodom 7.2.5 a 7.3:
Stanovenia slepych hodnot ako aj kalibracné hodnoty hydroxiprolinu sa vykondvaju
dvakrat.



8. Vyhodnotenie
8.1 Grafické vyhodnotenie

Extinkéné hodnoty Standartnych roztokov podla 7.3 sa nanest oproti obsahom
hydroxiprolinu v pug/ml na milimetrovy papier.

Pri zriedenych hydrolyzatoch snezndmou koncentrdciou hydroxiprolinu sa
z kalibra¢nej priamky priradi zmeranej extinkcii koncentracia x v pg/ml .
Koncentracie pod 0,6 pg/ml sa nemdézu hodnotit, lebo v tejto oblasti nie su
kalibraéné hodnoty vyjadrené¢ priamkou. V tomto pripade sa musi stanovenie
opakovat riedenim o vyssej koncentracii.

8.2 Vyhodnotenie vypoctom kalibra¢nej priamky
Vypocet kalibracnej priamky sa urobi pomocou 4 meracich parov zo Standartnych
hydroxiprolinovych roztokov (7.3).

Koncentracia
hydroxiprolinu v pg/ml Extinkcia
X1= 0,6 Y1
X2 = 1,2 Y2
X3 = 1,8 Y3
X4 = 2,4 Y4

8.2.1 Vypocet parametrov kalibracnej priamky

Vypocita sa linearna funkcia y= a + bx. Parametre a (nenulovy usek — priblizne
hodnota slepého pokusu) a b (smernica) sa vypocita podl'a metédy minimalneho suctu
Stvorcov odchylok.

asz.Zy—sz.Zy (1)
(Zx)z —n.sz

b z x.z y-= ”'Z xy. (2)
(Z x)2 - nz x°

Po dosadeni horeuvedenych koncentracii hydroxiprolinu Styroch Standartnych roztokov
za x, rovnice (1) a (2) prejdi do nasledovnych vzorcov

a=y1t0,5y,-0,5ya4 3)
b:-oas YI—0a17YZ+O,17Y3+0,5 Ya (4)



8.2.2 Kontrola kalibracnej priamky

Po vypocte parametrov a a b kalibra¢nej priamky sa po sebe zmerané extikcie y; az ys
Standartnych roztokov dosadia do jednej z nasledujucich rovnic

y=a+bx (%)

x=2t (6)

pre x sa potom musi ziskat’ najvacsie mozné priblizenie k teoretickym hodnotam 0,6;
1,2; 1,8;a2,4 ug/ml.

8.2.3 Vypocet koncentracie hydroxiprolinu v zriedenom hydrolyzate

Koncentracia hydroxiprolinu x v pg/ml v zriedenom hydrolyzate (7.2.3) sa vypocita
z nameranej extinkcie y podl'a rovnice (6).

Koncentracie pod 0,6 pg/ml a nad 2,4 pg/ml. sa nemo6zu hodnotit’ (Pozri odsek 8.1).

8.3 Vypocet

Obsah hydroxiprolinu w v g/100 g vzorky sa vypocita podl'a nasledovnej rovnice
12,5.x
W=
m.V

V je objem hydrolyzatu v ml, ktory bol pouzity pre zriedenie na 250 ml (7.2.3)

x je koncentréacia hydroxiprolinu v pg/ml stanovenej podla 8.1 alebo 8.2

m je navazka vzorky v g

Ako vysledok sa udava aritmeticky priemer z?2 stanoveni z oddelenych navazok
zaokrihleny na dve desatinné miesta, ak su splnené podmienky opakovatelnosti podl'a
8.4.

8.4 Spolahlivost’ metody

8.4.1 Opakovatel'nost’ (r)

r=0,014 g/100 g sr ==+ 0,0048 g/100 g

8.4.2 Reprodukovatel'nost’ (R)

R=0,05g/100 g sk = £0,0153 g/100 g



9. Protokol o skuske

Protokol musi najmenej obsahovat:

typ a pévod vzorky

datum odobratia vzorky

datum prijmu a skdsania vzorky

pouzitd metdda

vysledok skuSania

Protokol o skuske musi obsahovat’ vSetky informécie potrebné na Gplnt identifikaciu
vzorky.
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