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WALIDACJA METODY OZNACZANIA AZOTU W PASZACH
| MATERIALE MIESNYM*

Robert Gasior, Marta Szczyputa, Krystyna Sala

Instytut Zootechniki — Pahstwowy Instytut Badawczy, Centralne Laboratorium,
32-083 Balice k. Krakowa

Scharakteryzowano metode oznaczania azotu i biatka ogdlnego (po przeliczeniu).
Badania walidacyjne przeprowadzono na probkach 25 pasz i 30 probkach materiatow
miesnych. Stwierdzono trwalos¢ mineralizatow przez co najmniej 12 dob od czasu ich
przygotowania (wspolczynnik zmiennosci 0,69%). Powtarzalnosc i odtwarzalnos¢ metody
nie przekraczaly 2%. Niepewnos¢ metody (P<0,05) uwzgledniajaca bledy mianowania
(0,83%) oraz bledy zwigzane z przygotowaniem probki i pomiarem (2,83%) wynosita 3%.
Granica oznaczenia ilosciowego azotu wynosita 0,128% (pasze) i 0,045% (material
miesny). Podczas wykonywania rutynowych analiz powinny by¢ sprawdzane: powtarzal-
nos¢ (granica powtarzalnosci 4%) oraz zawartosc biatka ogolnego w probce kontrolnej.

Analizy oznaczania zawartoSci azotu ogblnego metoda Kjeldahla sa pod-
stawowymi metodami stosowanymi w dziedzinie analiz pasz i zywnoéci. Technike
te stosuje sie od wielu lat i jest ona stosunkowo prosta (Skulmowski, 1974; AOAC
981.10, 1990; AOAC 984.13, 1990). Brak jest jednak publikacji, ktore przed-
stawiatyby charakterystyke tej metody z uwzglednieniem takich parametrow, jak:
powtarzalnos¢, odtwarzalnoS€, granica powtarzalnosci, granica oznaczenia ilos-
ciowego, niepewnost, trwatost mineralizatow przed wykonaniem w nich oznaczeh
azotu. Parametry te, ogblnie opisane w literaturze (Arendarski, 2003; Dobecki,
1998; Ellison i in., 2000) sg elementami walidacji i maja na celu wykazanie
poprawnoéci stosowanej metody zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryj-
nej (OECD Principles of GLP) i wymaganiami normy PN-EN ISO/IEC 17025
(2005). Dodatkowym elementem walidacji jest rowniez wykonanie analiz dostep-
nych materiatow referencyjnych i porbwnanie uzyskanych wynikéw z odpowied-
nimi wartoSciami referencyjnymi. Niektore publikacje zawierajg szczegotowe opisy
charakterystyki metod analitycznych oznaczeh w paszach i zywnosci (Ake i in.,

* Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej 1Z — PIB, temat nr 2116.1.
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1998; Kramer i in., 1997; Bitikofer i in., 1991; Gehrke i in., 1985), ale nie obejmuja
one zagadnieh dotyczacych szacowania niepewnosci. Zagadnienia te sa natomiast
omawiane w pracach Gasiora i in. (2005), Gasiora i Pieszki (2006) oraz Gasiora
i Slusarczyk (2006).

Badania walidacyjne sa bardzo istotne, poniewaz pomagaja lepiej poznat
ograniczenia danej metody. Na ich podstawie mozna rowniez okreslic sposoby
kontrolowania jakoSci wynikbw podczas wykonywania rutynowych analiz.

Materiat i metody

Odczynniki i aparatura

Uzyto nastepujacych odczynnikéw: kwas solny 0,1 M (POCH, Gliwice),
L-tyrozyna (Sigma-Aldrich, USA), wodorotlenek sodu 33% (POCH, Gliwice, 1000
g NaOH cz. + 2000 ml H,O dest), siarczan amonu i zelaza (Il) cz.d.a. (6-hydrat,
POCH, Gliwice), bezwodny weglan sodu cz.d.a., 99,9% (Merck, Niemcy), metanol
cz.d.a. (POCH, Gliwice). Ponadto do oznaczeh azotu wykorzystywano tabletki
Kjeldahl 1 (POCh nr kat 826180499, 2 tabletki na probke) lub mieszanine:
7 g K,SO, cz.d.a (POCH, Gliwice) + 0,8 g CuSO, x 5H ,0 cz.d.a (POCH, Gliwice)
w przeliczeniu na jedna probke oraz wskaznik do detekcji punktu kohcowego
miareczkowania.

Odczyn roztworu wskaznika ustalano do pH = 5,3-5,4 za pomoca 33% NaOH
(okoto 2 krople). Wskaznik sporzadzano dodajac do 4 litrbw wody destylowanej
(H,O dest.): 100 g kwasu borowego cz. (POCH, Gliwice), 100 ml roztworu zieleni
bromokrezolowej (POCH, Gliwice, 100 mg w 100 ml metanolu), 70 ml roztworu
czerwieni metylowej (POCH, Gliwice, 100 mg w 100 ml metanolu); catg mieszani-
ne uzupetniano do 10 litrbw za pomocg H,O dest.

Oprocz podstawowego wyposazenia laboratoryjnego wykorzystano: miynek do
mielenia pasz (Cyclotec 1093 Tecator) i migsa (Moulinette D 56, Kenwood CH
180), wage analityczng o dokfadnosci 0,0001 g, probowki do spalah (250 ml), blok
do mineralizacji (Biichi Digest Automat K-438, Tecator Digestion System 20 1015
Digester), aparat do destylacji z parag wodng i miareczkowania wraz z biureta
automatyczng 25 ml (Buchi AutoKjeldahl-Unit K-370, Tecator Kieltec Auto
1030 — Analizer).

Przygotowanie probki badanego materiatu, probki kontrolnej i $lepej oraz
obliczanie wynikow

Swiezy materiat miesny mielono w miynku, a nastepnie zamrazano w tem-
peraturze ponizej minus 18°C. Probki przetrzymywano przez okres 1—3 miesiecy.
Po rozmrozeniu materiat mieszano w celu jego ujednorodnienia. Suche pasze
rozdrabniano (sito o oczkach 1 mm), a pasze wilgotne przed rozdrobnieniem
podsuszano i przechowywano w szczelnie zamknietych pojemnikach w kont-
rolowanych warunkach temperatury (20-30°C) i wilgotnosci (30-80%).
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Do analizy pobierano z kilku miejsc probke reprezentatywna (pasze i materiat
miesny).

Badany materiat odwazano (od 0,3 g do 1,5 g £ 0,0001) na wytarowany saczek
(materiat migsny) i umieszczano w probéwce do spalah lub bezposrednio odwazano
do prébowki do spalah (pasze). Wielkos¢ nawazki zalezy od zawartosci azotu
w badanym produkcie, jednorodnosci probki, stezenia kwasu uzywanego do
miareczkowania i pojemnosci biurety aparatu. Przy stosowaniu 0,1 M HCI do
miareczkowania, zawarto§¢ azotu w nawazce winna wynosi¢ 0,01 g. W praktyce
odpowiada to nawazce 0,3 g dla prbbek o przewidywanej zawartosci biatka
powyzej 60% do 1,5 g dla probek o przewidywanej zawartosci biatka ponizej 5%.
Do odwazonej probki dodawano 2 tabletki Kjeldahla i 20 ml stezonego kwasu
siarkowego, po czym mineralizowano przez 2,5 godziny w temperaturze od 370°C
do 385°C. Po ostygnieciu roztworu probki dodawano do niego 30 ml H,O
destylowanej, po czym mieszano, destylowano i miareczkowano. Kazda probke
analizowano dwukrotnie. Probke kontrolng (L-tyrozyna) i prbbke Slepa (bez
odwazki badanego materiatu) przygotowywano analogicznie jak probki do badan.
Jezeli okreslony na tyrozynie odzysk azotu byt mniejszy od 98%, przeprowadzano
dodatkowo bezposrednia destylacje siarczanu amonu i zelaza (Il) i sprawdzano
odzysk azotu, ktory nie powinien byt mniejszy niz 99,2%. Zbyt niski odzysk
zbadany na tyrozynie, a prawidtowy na siarczanie amonu i zelaza (I1) Swiadczyt
0 koniecznosci powtorzenia mineralizacji. Gdy okreSlone odzyski na obu substanc-
jach byty zbyt niskie, szukano przyczyn nieprawidtowosci w aparacie do destylacji
(ustalenie punktu kohcowego miareczkowania, nieszczelnos¢ aparatu). Wyniki
korygowano o wartos¢ proby Slepej wedtug wzoru:

(V-V,) x N x 14,01
W x10

Azot Kjeldahla (%) =

gdzie:

V — objetost 0,1 M solnego (ml) zuzytego na miareczkowanie probki,

V, — objetos¢ 0,1 M solnego (ml) zuzytego na miareczkowanie $lepej proby
odczynnikowej,

N — miano HCI (mol/L),

14,01 — masa atomowa azotu,

W — nawazka probki lub standardu (g),

10 — wspbdtczynnik przeliczeniowy na zawartost %.

Zawartos¢ biatka ogblnego obliczano mnozac uzyskana zawarto$¢ azotu przez
wspbtczynnik przeliczeniowy 6,25 (PN-75/A-04018, 1975; PN-EN 1SO 5983-2,
2005).

Walidacja
Pasze
Badania powtarzalnoSci przeprowadzono na 25 podwojnych probkach réznych
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pasz: siano (1), mieszanki paszowe (7), maczka rybna (2), odzywka dla niemowlat
(2), Sruty sojowe (3), kiszonki (10). Badania odtwarzalnosci przeprowadzono na
5 paszach przeanalizowanych w powtorzeniu przez dwie osoby na dwoch aparatach
(mieszanka paszowa, maczka rybna, odzywka dla niemowlat, kukurydza, Sruta
sojowa). Powtarzalnost okreslano jako nie mniejsza niz wspotczynnik zmiennosci
pojedynczych oznaczeh przeprowadzonych ta sama metoda, w badaniach identycz-
nego materiatu, w tym samym laboratorium, przez tego samego laboranta, w tym
samym czasie. Odtwarzalnos¢ okreSlano jako nie mniejsza niz wspodtczynnik
zmienno&ci pojedynczych oznaczeh przeprowadzonych ta samg metodg, w bada-
niach identycznego materiatu, w tym samym laboratorium, przez dwboch laboran-
tow na dwoch aparatach, w roznym czasie. Wspbtczynnik zmiennosci CV;, dla
k prébek analizowanych w n powtorzeniach byt liczony ze wzoru:

2CV.7
V= ——
k
gdzie:

wspbtczynnik zmiennosci (CV,,) oznaczenia probki w powtdrzeniu (n = 2)
obliczono ze wzoru:

SDn2
CV,, =100 x ——"2—
Xsr
SD,; — odchylenie standardowe z dwbéch pomiarbw danej probki,
Xsr — Srednia z dwoch pomiarbw danej probki.

Jako kryterium powtbrzenia oznaczeh (granica powtarzalnosci) przyjeto po-
dwojony wspbtczynnik zmiennosci dla powtarzalnosci.
Granice oznaczenia ilosciowego wyznaczono na podstawie pomiardw objetosci 0,1
M kwasu zuzytego do miareczkowania 21 prob Slepych, ze wzoru (Dobecki, 1998):

10 xS,
ozn — b

gdzie:

X,., — granica oznaczenia ilosciowego,

Ssp — odchylenie standardowe ilosci ml 0,1 M kwasu solnego zuzytego do
miareczkowania §lepej proby,

b — czutost okreslona jako ilos¢ ml 0,1 M kwasu solnego odpowiadajaca
zawartosci 1% azotu w probce o nawazce 1 g.
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Okreslono gtowne czynniki niepewnosci, takie jak: niepewnoSt oznaczenia
zawartosci azotu w probce i niepewnost miareczkowania, skladajgce sie na
niepewnos¢ opisanej metody. NiepewnoS¢ oznaczenia zawartosci azotu w probce
Np zdefiniowano jako podwojong wartos¢ wspodtczynnika zmiennoSci Sredniej
arytmetycznej (P<0,05) z analiz danej probki lub jako maksymalna z dwéch
wartosci (powtarzalnos¢, odtwarzalnost), pomnozong przez 1,4. Niepewnost mia-
reczkowania Nmiar (P<0,05) uwzglednia niepewnoSt ustalenia miana kwasu
uzytego do miareczkowania (N1) oraz niepewnost doktadnosci biurety (D) i jest
liczona zgodnie z zasada propagacji Gaussa [Nmian = (N12 + D?)?]. Niepewnost
metody Nc uwzglednia niepewnost oznaczenia zawartosci azotu w probce i niepew-
nos¢ miareczkowania. Niepewnos¢ metody (P<0,05) jest wyliczona zgodnie
z zasada propagacji Gaussa [Nc = (Np? + Nmiar?)¥?]. Powtarzalnos¢, odtwarzal-
nos¢, granice powtarzalnosci i niepewnost wyrazono w postaci btedu wzglednego
(%). Granice oznaczenia ilosciowego wyrazono w jednostkach zawartosci azotu
ogblnego (%).

Materiat miesny

Badania powtarzalnosci przeprowadzono na 30 podwbjnych probkach (10 pro-
bek homogenatu miesnego, 10 probek podgardla wieprzowego, 10 proébek piersi
indyka). Badania odtwarzalnosci przeprowadzono w powtorzeniu, na 20 rbznych
probkach migsa. Powtarzalnos¢, odtwarzalnoS¢, granice powtarzalnosci, granice
oznaczenia ilosciowego, niepewnosci okreSlano analogicznie jak w przypadku
badah walidacyjnych pasz. Zbadano trwatos¢ mineralizatbw w ciggu 12 dob.
W tym celu wykonano oznaczenia zawartoSci azotu w 6 miesnych mineralizatach
w 1., 7. i 12. dobie od czasu ich przygotowania.

Dodatkowym elementem walidacji bylo poréwnanie wynikdéw uzyskanych
w analizach materiatow referencyjnych, paszy dla drobiu (LGC 7173, LGC Queens
Road, Teddington, Middlesex TW11 OLY, UK, www.Igc.co.uk) i migsa homo-
genizowanego (SRM 1546, National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg MD20899, US, www.nist.gov/srm) z wartosciami referencyjnymi
przypisanymi tym materiatom (tab. 3).

Wyniki

Wyniki dotyczace zawartosci biatka ogdlnego w badanych materiatach i wspot-
czynniki zmiennosci dla warunkéw powtarzalnosci przedstawiono w tabeli 1.
Niepewnost miareczkowania i niepewnoSt oznaczenia zawartosci azotu w probce
wynosity odpowiednio 0,83% i 2,83%. Trwato§¢ mineralizatbw wyrazona wspot-
czynnikiem zmienno&ci pomiedzy wynikami analiz wykonanych w 1., 7. i 12. dniu
od przygotowania mineralizatow wynosita 0,69%. Pozostate dane dotyczace para-
metrow walidacyjnych metody zostaty zebrane w tabeli 2. Wartosci referencyjne
i wyniki oznaczeh materiatdbw referencyjnych (% biatka ogblnego = % azotu x
6,25) przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 1. Zawartosci biatka ogblnego w badanych materiatach i wspdtczynniki zmiennosci
Table 1. Crude protein content of the analysed material and coefficients of variation

Wspotczynnik
o zmiennoéci dla
. Zawartosg powtarzalnosci Liczba probek
Badany materiat Content L
Material analysed Coefﬂ_ment of Number
variation for of samples
repeatability
(%)
Pasze (% w SM): 11 25
Feeds (% in DM)
Maczka rybna 71,7 2
Fish meal
Sruta sojowa 474 1,0 3
Soybean meal
Mieszanki paszowe 145-17,9 7
Feed mixtures
Odzywka dla niemowlat 13,5 0,2 2
Baby food
Siano i kiszonki 5,3-8,2 13 11
Hay and silages
Materiat miesny (% w Swiezym produkcie) 1,9 30
Meat material (% in fresh produkt)
Homogenat migsny 15,0 10
Meat homogenate
Podgardle wieprzowe 8,7 1,9 10
Pork chap
Piersi indycze 23,3 10

Turkey breasts

Tabela 2. Parametry walidacji metody oznaczania azotu/biatka ogblnego w paszach i materiale migsnym
Table 2. Validation parameters of the nitrogen/crude protein determination method in feeds and meat

material
Powtarzalnosc . Odtwarzalnosc Granica
Granica .
oznaczona/ powtarzal- oznaczona/ oznaczenia
Badany materiat | przyjeta NOSCi przyjeta HloSciowego | ;e oewnose
Material Determined/ . Determined/ % azotu .
Limit of S Uncertainty
analysed Accepted - accepted Limit of %
. repeatability L .
repeatability %) reproducibility nitrogen
(%) (%) quantitation
Pasze 1,0/2 4 1,1/2 0,128 3
Feeds
Materiat migsny 1,9/2 4 1,9/2 0,045 3

Meat material
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Tabela 3. Wyniki oznaczeh biatka ogblnego (%) w materiale referencyjnym LGC 7173 (pasza dla drobiu)
i materiale referencyjnym SRM 1546 (migso homogenizowane)
Table 3. Results of crude protein determination (%) in LGC 7173 reference material (poultry feed)
and SRM 1546 reference material (homogenized meat)

LGC 7173 SRM 1546
Wartosci . . Wartost Wartosci Wartosct Wartost
Wartost Srednia S , . S
oznaczone Average odniesienia oznaczone Srednia odniesienia
Determined value Reference Determined Average Reference
values %) value values value value
(%) (%) (%) (%) (%)
17,03 14,81
16,78 14,92
16,84 16,97 16,94+0,44 14,95 15,01 149+1,0
16,86 14,82
16,97 15,07
17,09 15,03
17,21 15,10
15,05
15,25
15,08

Omébwienie wynikow

Bledy charakteryzujace analizy pasz i materialu migsnego na zawartost biatka
0gbdlnego sa relatywnie mate w porbwnaniu z innymi analizami, w tym z bardziej
ztozonymi technikami instrumentalnymi (Qian i Sheng, 1998; Gasior i in., 2005;
Gasior i Pieszka, 2006; Gasior i Slusarczyk, 2006).

Granice oznaczenia ilosciowego zostaty obliczone w oparciu o czutos¢t techniki
miareczkowania, z ktoérej wynika, ze 1 ml 0,1 M HCI reaguje z 1,4 mg azotu.
Zastosowanie standardowej odwazki badanego materiatu wynoszacej 1 g, z uwzgle-
dnieniem zmiennosci wyrazonej w postaci 10-krotnego odchylenia standardowego
ilosci kwasu uzytego do miareczkowania, wynoszacej 0,32 i 0,87 ml, wyznacza
wartosci granicy oznaczenia iloSciowego. Wartosci te wyliczone w oparciu o po-
wyzsze zatozenia sa wystarczajace do oznaczeh azotu w paszach, materiale
miesnym i jego produktach, bogatych w biatko zawierajace znaczne ilosci zwiaz-
kow tego pierwiastka. Nalezy jednak zwrbcic uwage na fakt, ze granice oznaczenia
ilociowego mozna jeszcze obnizyé€, stosujac wieksza odwazke badanego materia-
tu.

Na niepewnost metody (Nc) skladaja sie gtowne czynniki niepewnosci takie
jak: bledy miana kwasu uzywanego do miareczkowania i dokladnos¢ biurety
(razem stanowia one czynnik niepewnosci zwigzany z miareczkowaniem Nmiar)
oraz bledy zwiazane z przygotowaniem probki i pomiarem w niej zawartoSci azotu
(niepewnoSt oznaczenia zawartosci azotu w prbbce, Np). Bledy przygotowania
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probki i pomiaru obejmuja przede wszystkim: btad odwazania, mineralizacji (btedy
zwigzane z warunkami, w jakich mineralizacja zostata przeprowadzona), biedy
przenoszenia probki oraz bledy samego oznaczenia (destylacja, miareczkowanie).
Bledy te sa automatycznie uwzglednione w niepewnosci Np wowczas, jezeli
obliczane z dwoch powtbrzeh wyniki dotycza oznaczeh mineralizatbw pochodza-
cych z dwbch rownolegle nawazonych probek. Gdyby bowiem probka byta
nawazona bez powtorzen, a otrzymany mineralizat bytby analizowany dwukrotnie,
to wtedy niepewnos¢ oznaczenia azotu w probce obejmowataby tylko btad samego
oznaczenia aparatem. Wymienione powyzej czynniki niepewnosci sg najistotniej-
sze i wnoszg, zgodnie z zasada propagacji Gaussa (Ellison i in., 2000), najwiekszy
wkiad w wartos¢ niepewnosci metody dla analiz wykonanych w jednym laborato-
rium. Niepewnost metody, wraz z wynikiem traktowanym jako Srednia z pomia-
row, ma znaczenie praktyczne przy jego interpretacji i okreSla przedziat toleranciji,
w jakim powinna sie znalezt z prawdopodobieAstwem 95% rzeczywista wartos¢
wyniku oznaczenia. Niepewnos¢ powinna by¢ kontrolowana przy kazdej analizie
probek przez sprawdzanie powtarzalnosci i moze byt wigksza w przypadku tych
analiz, ktore mimo wykonania powtornych badah nie spetniaja kryterium po-
wtarzalnosci.

Wartost wspbtczynnika zmiennosci, charakteryzujaca trwatos¢ mineralizatow
nie przekraczata wartosci niepewnosci metody, co skiania do wniosku, ze sa one
trwate co najmniej przez okres 12 dob.

Wiarygodnos¢ opisanej metody analitycznej zostata potwierdzona analizami
dwoéch materiatow referencyjnych: LGC 7173 (pasza dla drobiu) i SRM 1546
(migso homogenizowane). WartoSci oznaczone niniejsza metodg mieszcza sie
w przedziatach ufnosci okreSlonych dla wartosci referencyjnych, a réznice procen-
towe miedzy tymi wartosciami sa niskie i nie przekraczaja 2,4.

Ustalono, ze podczas wykonywania analiz, sprawdzane beda: powtarzalnos¢
oraz zawartos¢ biatka w probce kontrolnej (np. materiat referencyjny). W tym celu
okreSlono granice powtarzalnosci (4% dla analiz obu rodzajow materiatu), ktorej
nie powinno sie przekraczat w wiecej niz 5% przypadkéw podwbjnie wykonywa-
nych analiz kazdej probki. Zwalidowana metoda cechuje sie duza dokfadnoscia
i wiarygodnoscig, co zostato potwierdzone wynikami oznaczeh materiatow referen-
cyjnych.
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Validation of a nitrogen determination method in feed and meat material
SUMMARY

This study characterizes a method for determination of nitrogen and crude protein (after
conversion). A validation study was carried out using 25 feed samples and 30 samples of meat material.
Mineralizates were stable for at least 12 days after preparation (variation coefficient of 0.69%). Method
repeatability and reproducibility did not exceed 2%. Method uncertainty (P<0.05) accounting for
titration errors (0.83%) and sample preparation and measurement errors (2.83%) was 3%. The limit of
nitrogen quantitation was 0.128% (feeds) and 0.045% (meat material). Repeatability (limit of
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repeatability of 4%) and crude protein content of the control sample should be checked during routine
analyses.

Key words: validation, nitrogen, Kjeldahl, feeds, meat





