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Opsummering

Projektet "Krav til fadevarekvalitet - kemisk og fysisk dokumentation” har bl.a. til
formal at minimere kemikalie- og/eller tidsforbrug for kemiske og fysiske analy-
ser. Malet med de beskrevne forsgg i naervaerende rapport var at sammenligne
to metoder til proteinanalyse pa ravarer med relevans for kadindustrien.

Stor tak til Norma & Frode Jacobsens Fond, der finansierede indkgbet af et "Ra-
pid Max N Exceed"” (herefter kaldet "Rapid Exceed”) maleinstrument til protein-
analyse ved Dumasmetoden.

Baggrund

Kjeldahlmetoden har laenge vaeret den mest udbredte metode til proteinana-

lyse, men nye instrumenter udvikles lgbende, og saerligt instrumenter, der un-
derstgtter brugen af Dumasmetoden, er interessante, da Dumasmetoden ikke
inkluderer brugen af kemikalier, hvilket alt andet lige er meget interessant i et

baeredygtighedsgjemed.

Denne rapport indeholder:

1. Kort beskrivelse af Kjeldahl- og Dumasmetoderne.
2. Validering af proteinanalyse ved brug af en kadstandard, hvor Dumasmeto-
den er sammenlignet med Kjeldahlmetoden.

| notatet "Maling af proteinindholdet i forskellige pravematricer pa Rapid Ex-
ceed"” er det beskrevet, hvilke ravarer/produkter der er analyseret med Rapid
Exceed inkl. mdleresultater og observationer. Notatet findes pa Teknologisk In-
stituts hjemmeside for projektet Krav til fedevarekvalitet - kemisk dokumenta-
tion.

Konklusion

Validering af proteinanalyse med Dumasmetoden pa Rapid Exceed blev foreta-
get pd udvalgt kontrolstandard, som blev analyseret i alt 106 gange over en pe-
riode pa 7 maneder. Der blev efterfglgende sammenlignet med resultater fra
46 tidligere gennemfarte analyser af samme kontrolstandard pa Kjeltec 8400
(Kjeldahlmetoden).
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e Den gennemsnitlige genfinding for Rapid Exceed blev udregnet til 101%.
Den acceptable graense for genfinding er 95%-105%.

e Analysen vurderes robust, idet der ikke blev pavist bias ved variation af pre-
vemaengde.

e Analysens usikkerhed er bestemt til:
o Dobbeltbestemmelse + 3,3% (relativt)
o Enkeltbestemmelse + 3,4% (relativt)

e Selektivitet: OBS. Dumasmetoden giver falsk positivt signal fra nitrit og ni-
trat, hvilket Kjeldahlmetoden ikke gar.

Provematerialets sammensatning skal kendes, inden der omregnes fra nitro-
genkoncentration til proteinkoncentration, isaer ved tilstedevaerelsen af uorgani-
ske nitrogenforbindelser i prgven, som vil pavirke resultatet.

Provemaengden blev varieret over forskellige dage. Der blev ikke umiddelbart
observeret bias ved variation af prevemasngde.

Baseret pa de gennemfarte analyser og opnaede resultater er valideringen af
proteinanalysen pa Rapid Exceed godkendt.

Da der ud over homogenisering ikke foretages yderligere preveforberedelse
forud for analyse pa Rapid Exceed, blev der ikke udfert analyser med tilsatte
komponenter (spiking) i forbindelse med validering af metoden.

Rapid Exceed

Der er kart 56 analyser af kontrolstandard (se afsnit om pravematrice nedenfor)
i varierende afvejninger fra 250 til 1000 mg til praecision/repeterbarhed og gen-
finding.

Til fastleeggelse af maleusikkerheden er der benyttet 25 dobbeltbestemmelser
(afvejning af ca. 0,5 g kontrolstandard) fra forskellige analysedage over en peri-
ode pa cirka 7 maneder.

Kjeldahl
Der er medtaget data fra 46 analyser af kontrolstandard.

Laboratoriets kontrolstandard er baseret pa et kogt, saltet kadprodukt pa dase
(som fx Jaka Bov, Spam, Luncheon meat). Produktet blendes til en ensartet ho-
mogen masse og udportioneres i baegre med ca. 15-20 gram materiale og ned-
fryses indtil brug. Baegrene optgs pa dagen eller i kaleskab natten over, inden
analysen foretages.

Den anvendte standard havde et proteinindhold pa 13,71%.

Til valideringsanalyserne er der altsd benyttet flere forskellige baegre med kon-
trolstandard, som kommer fra samme homogeniserede produkt.
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Metodebaggrund og analyseprincip

Dumasmetode Dumasmetoden er en metode til grundstofanalyse til kvantitativ bestemmelse
af nitrogen i kemiske stoffer baseret pd en metode, der ferst blev beskrevet af
Jean-Baptiste Dumas i 1826.

Analyseprincip Med Dumasmetoden foregar nedbrydning af preven under forbreending ved 8-
900°C i fa minutter i tilstedeveerelse af ren ilt. De dannede gasser H,0, CO; og
nitrogenoxider bliver ledt igennem forskellige filtre, hvorved H,O og CO; bliver
bundet til filtrene, mens nitrogenoxid (NOx) bliver omdannet til nitrogen N, der
sa bliver ledt til detektoren. Mangden af N, omregnes til proteinkoncentration.

Der males bade organisk og uorganisk nitrogenindhold, s har praven et vee-
sentligt indhold af fx nitrit eller nitrat, vil der, ved omregning fra nitrogenindhold
til proteinindhold, vaere en forskel i forhold til Kjeldahimetoden.

Qvrige | Rapid Exceed instrumentet bliver filtrene regenereret, sdledes at de har lang

betragtninger levetid. I instrumentet er der plads til 90 praver inklusive diverse standarder.
Analysen kan passe sig selv og kare natten over, og der kan kares op til 300
prover i dggnet.

Fordele

e Der skal ikke handteres og bortskaffes kemikalier

e Betydelig nemmere at anvende/betjene

e Der bruges mindre tid pr. analyseret prove - flere prgver pr. dag
e Rengaring efter analyse er let

Kjeldahlmetode Metoden blev udviklet i 1883 af danskeren Johan Kjeldahl. Kjeldahlmetoden er
en af de mest udbredte metoder til bestemmmelse af kvaelstof i organiske stof-
fer/prgver. Protein er den vaesentligste nitrogenholdige bestanddel i fedevarer.

Analyseprincip Forst destrueres pregven, fx et kadprodukt, ved tilseetning af koncentreret svovl-
syre med efterfalgende kogning ved 420°C i 90 minutter, hvorved nitrogen i
proteinerne omdannes til ammonium (NHa). Dette forgar i Kjeldahlkolber, og ef-
ter nedkeling overfares flaskerne til naeste trin, hvor der tilseettes natriumhydro-
xid, og NHs omdannes til NHs-gas, der absorberes i og neutraliseres af en op-
lzsning af borsyre. Den resterende mangde borsyre titreres med NaOH, hvor-
efter det kan beregnes, hvor meget borsyre der er tilovers, og hvor meget der
har reageret med NHsz som et udtryk for proteinmangden.

@vrige Metoden kreever en del plads og kan veaere hard ved installationerne pga. svovl-

betragtninger syredampe. En del farlige kemikalier skal handteres, og metoden producerer
meget kemikalieaffald. Metoden er forholdsvis arbejdskraevende, og der kan
hajst kares 32 prgver pa en arbejdsdag.
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Rapid Exceed inst?ument Kjeldahl
Overordnet metodebeskrivelse

Der afvejes ca. 0,5 g prave ngjagtigt i en digel. Prgven saettes pa instrumentet
sammen med blindprgver (tom digel) og en proteinstandard (asparaginsyre).

Instrumentet har forskellige forudindstillede programmer, der kgrer lidt forskel-
lige forbraendingsmenstre afhaengig af prevetypen. Gennem forsgg er det fun-
det, at programmet "sausage” fungerer godt til kad og kedprodukter. Instru-
mentet startes derfor pa programmet "sausage”.

Rapid Exceed-instrumentet bruger en standardkurve baseret pa asparaginsyre
og evt. urea (til hgje koncentrationer) til udregning af nitrogenkoncentrationen,
hvorefter der ganges med den sakaldte Kjeldahlfaktor (6,25) for at f& protein-
koncentrationen.

Som opstart pa dagens analyser males blindveerdien ved at analysere en tom
digel. Blindvaerdien fratraekkes resultat for hver enkelt preve og standarden.
Herefter kgres en standard af ren asparaginsyre, sa en daglig faktor kan bereg-
nes. Den daglige faktor benyttes til at justere resultaterne, sa der tages hensyn
til forhold som fx barometertrykket. Derudover fungerer den som en ekstra
kontrol for apparatets tilstand, idet den ikke skal afvige for meget fra 1,0.

OBS i forhold til instrumentets programmer: Den vaesentlige forskel mellem de
forskellige programmer leveret fra producentens side er iltforbruget - hvor
leenge der tilfgres ilt til preven og hvor stort flow (mL/min). Sa laenge der er
overskud af ilt til forbraendingen, vil der ikke vaere nogen naevneveerdig forskel
pa resultaterne, men den overskydende frie ilt reducerer levetiden kraftigt pa
forbrugskomponenterne i apparatet, sa der er en klar interesse i at tilpasse ilt-
forbrug og provemaengde til hinanden.

Kjeldahlanalysen er opdelt i tre trin: Destruktion, destillation og titrering.

Ca. 1 g prove afvejes ngjagtigt og overfores til destruktionsrar (kolber), der til-
saettes 2 Kjeltabs (en katalysator bestdende af kaliumsulfat og kobbersulfat) og
12 ml svovisyre. Raret anbringes i 420°C varm destruktionsblok og henstar i 90
minutter. Efter afkaling tages preverne over i stinkskabet, og der tilszettes 20 ml
ionbyttet vand. Det organiske nitrogen i prgven er nu omdannet til ammonium-
sulfat og klar til naeste trin.
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Destillation Destruktionsrgret szettes direkte pa apparatet. Destillationen er en kombination
af kogning og kondensation. Der tilszettes et overskud af base (natriumhydro-
xid) til indholdet for at omdanne ammoniumsulfat til ammoniakgas, som deref-
ter fgres ind i et kar med borsyre samt en indikator (der skifter farve, nar vae-
skens pH &ndres).

Titrering Vaesken titreres med saltsyre, hvor koncentrationen kendes helt preecist. Indika-
toren i vaesken skifter farve, nar titreringen er fuldendt, og man kan sa beregne
indholdet af nitrogen. | praksis udfgres beregningerne af apparatet.

Resultater
Vurdering af selekti-  Det er velkendst, at der kan forekomme (positiv) interferens fra en lang raekke ni-
vitet trogenholdige stoffer udover det protein, der er til stede i praven, og som gn-

skes kvantificeret. Dette geelder bade organiske (fx melamin, urea, frie aminosy-
rer, kreatin, kreatinin) og uorganiske stoffer (fx ammonium). Denne interferens
er dog ens for analyse pa begge instrumenter.

Dumasmetoden giver desuden falsk positivt signal fra nitrit og nitrat, hvilket
Kjeldahlmetoden ikke gar. Samlet set betyder det, at sammensaetningen af prg-
vematricen skal vurderes for interferens, hvis der skal angives en proteinkon-
centration frem for blot en nitrogenkoncentration.

Selektiviteten pavirkes derudover af Kjeldahlfaktoren (6,25), der benyttes til at
omregne fra nitrogenindhold til proteinindhold. Kjeldahlfaktoren er et gennem-
snit, der har veeret brugt bredt gennem mange ar, men kjeldahlfaktoren kan va-
riere mellem forskellige proteinkilder.

Mdleresultater Kontrolstandarden blev analyseret 56 gange pa Rapid Exceed pa 4 forskellige
dage. Pravemaengderne var forskellige og varierede fra 250 til 1000 mg. Forma-
let hermed var at undersgge, om der var en entydig bias ved forskellige afvej-
ninger (figur 1).

Side 5 TEKNOLOGISK INSTITUT



Kontrolstandard pa Rapid Exceed -
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Figur 1. Proteinindholdet i kontrolstandarden som funktion af prevemaengde (56 analy-
ser).

Umiddelbart ses der ingen bias i forhold til variation af prgvemateriale, idet det
malte indhold af totalprotein fordeler sig paent omkring gennemsnittet. Rapid
Exceed maler preecist med en standardafvigelse (Std.dev.) pa 0,14% og en varia-
tionskoefficient (CV%) pa 1% (se tabel 1).

Laboratoriet godkender generelt analyseresultater, nar de ligger indenfor + 2
standardafvigelser fra det fastlagte gennemsnit. Ved indkaring af Kjeldahlappa-
ratet (Kjeltec 8400) blev gennemsnittet fastlagt til 13,71%, og standardafvigelsen
til 0,29%. Det giver et interval for godkendelse af analyseresultatet fra 13,13% til
14,29% i proteinindhold (vores kontrolgraenser). Samtlige malinger for begge
apparater ligger inden for kontrolgreenserne (+ 2 standardafvigelser), og resul-
taterne er derfor tilfredsstillende (se figur 2).

Tabel 1. Proteinmalinger pa Rapid Exceed og Kjeldahlinstrumenter med kontrolstandard. Minimum og maksi-
mum angiver laveste og hgjeste vaerdi malt pa de 2 instrumenter. Std.dev.: Standardafvigelse. CV%: variationsko-

efficient.

Antal malinger Minimum Maksimum | Gennemsnit | Std.dev. CV%
Dumas 56 13,41% 14,13% 13,83% 0,14% 1,00%
Kjeldahl 46 13,34% 13,98% 13,71% 0,14% 1,04%

Side 6

Det bemeerkes, at de 46 prever analyseret pa Kjeldah! har lavere standardafvi-
gelse end beskrevet i ovenstadende afsnit om maleresultater, hvor den er angi-
vet til 0,29% (ved metodeindkersel). Dette er en lille forskel og kan skyldes sma
forskelle i graden af blendning af kontrolstandarden.
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Usikkerhed

Side 7

Resultaterne for proteinindhold i kontrolstandarden malt med de to metoder er
sammenlignet. Her blev det fundet, at genfindingen for malinger udfert ved Du-
mas’ metode pa Rapid Exceed ved sammenligning med maling pa Kjeldahl i
gennemsnit bliver 1019%, hvilket er tilfredsstillende.

Det betyder i praksis, at Dumasmetoden maéler lige sd preecist som Kjeldahlme-
toden; dertil er Standardafvigelse (std.dev.) og CV% ens.
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Figur 2. Indholdet af protein i kontrolstandard malt med hhv. Dumas- og Kjeldahlmeto-
derne.

Det ses af figur 2, at det gennemsnitlige proteinindhold afviger ganske lidt sva-
rende til en faktisk forskel pa 0,12% protein mellem de to metoder (13,71% pro-
tein malt med Kjeldahl og 13,83% protein malt med Dumas).

For at fastlaegge den endelige usikkerhed for Dumasmetoden pa Rapid Exceed
er analysedata for kontrolstandarden opsamlet over en periode pa cirka 7 ma-
neder. | alt 25 dobbeltbestemmelser fra forskellige dage blev anvendt til at be-
regne laboratoriets usikkerhed.

Dernzest tillzegges en biaskomponent, som er fundet, ved at laboratoriet har
deltaget i en preestationsprgvning (FAPAS), hvor mange laboratorier modtager

den samme prove til analyse.

Der kan sa beregnes en total analyseusikkerhed for bade enkelt- og dobbeltbe-
stemmelser:

Dobbeltbestemmelse + 3,3% (relativt)
Enkeltbestemmelse + 3,4% (relativt)
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Til sammenligning er analyseusikkerheden pa Kjeldahl - Kjeltec 8400 estimeret
til cirka + 4,0% (relativt).

Konklusion

Validering af proteinanalyse med Dumasmetoden pa Rapid Exceed blev foreta-
get pa udvalgt kontrolstandard, som blev analyseret i alt 106 gange over en pe-
riode pa 7 maneder. Der blev efterfglgende sammenlignet med resultater fra
46 tidligere gennemfarte analyser af samme kontrolstandard pa Kjeltec 8400
(Kjeldahlmetoden).

Baseret pa de gennemfarte analyser og opnaede resultater er valideringen af
proteinanalysen pa Rapid Exceed godkendt:

¢ Den gennemsnitlige genfinding for Rapid Exceed blev udregnet til 101%.
Den acceptable graense for genfinding er 95%-105%.

e Analysen vurderes robust, idet der ikke blev pavist bias ved variation af pre-
vemangde.

e Analysens usikkerhed er bestemt til:
o Dobbeltbestemmelse * 3,3% (relativt)
o Enkeltbestemmelse + 3,4% (relativt)

e Selektivitet: OBS. Dumasmetoden giver falsk positivt signal fra nitrit og ni-
trat, hvilket Kjeldahlmetoden ikke gor.
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