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V Praze dne 16.9.2014

STANOVENI CISTE SVALOVE BIiLKOVINY V MASE
A VYROBCICH Z MASA

1. Pfedmét metody

Tato metoda udéva stanoveni ¢isté svalové bilkoviny v mase a masnych vyrobcich. Cista svalova
bilkovina je specifikovana jako tzv. Cista bilkovina, tzn. bilkovina pochazejici z masa bez
nizkomolekularnich nebilkovinnych dusikatych latek po odecteni obsah kolagenu.

Poznamka: Ne¢které vzorky mohou obsahovat i jiné zdroje bilkovin (nez ty, které pochazeji
Z masa), napt. soju, kasein, krevni plazmu atd. Tyto nemasné bilkoviny uméle navysuji hodnotu
Cisté svalové bilkoviny. Pokud je mozné tyto zdroje bilkovin identifikovat a kvantifikovat, je
nutné Cistou svalovou bilkovinu vypoctenou podle této metodiky korigovat, tzn. mnozstvi téchto
bilkovin nepochéazejicich z masa odecist.

2. Podstata zkousky

Obsah cistych svalovych bilkovin je vypocitdn jako rozdil mezi obsahem Ccisté bilkoviny
a obsahem kolagenu.

Cista bilkovina je stanovena metodou podle Kjeldahla ve vzorku, ve kterém jsou piedem
vysrazeny bilkoviny taninem.

Kolagen je stanoven dle postupu uvedeného v této metodice, tzn. na zakladé nasledujiciho
principu: Nejprve se provede kysela hydrolyza. Uvolnény 4-hydroxyprolin v hydrolyzatu se poté
oxiduje chloraminem B. Oxidovany produkt se stanovuje spektrofotometricky pii vinové délce
558 nm po reakci s p-dimethylaminobenzaldehydem a po vynasobeni zjisténého obsahu faktorem
8 se ziska obsah kolagenu. Pro stanoveni kolagenu je mozné pouZit také alternativni postup, ktery
poskytuje srovnatelné vysledky, napt. postup dle AOAC Official Methods of Analysis 990.26.

3. Chemikalie

Pokud neni specifikovano jinak, veskeré chemikalie se pouzivaji Cistoty p.a., a pro piipravu
roztoku se pouZiva destilovana voda nebo voda srovnatelné ¢istoty.

3.1 Stanoveni Cisté bilkoviny (pfiprava vzorku srazenim taninem)
= tanin
= kyselina sirova, H2SO4

3.2_Stanoveni kolagenu

= kyselina sirova, H2SO4, 30% roztok

= hydroxid sodny, NaOH, roztok 10 mol/Il

= kyselina chlorista, HCIO4, roztok 3 mol/I

= kyselina octovd, CH3COOH

= 1-propanol (propylalkohol) CH3CH>CH>OH




= 2-propanol (isopropylalkohol) (CH3).CHOH

= kyselina citronova monohydrét, CeHgO7 . H20

= octan sodny trihydrat, C2H3zO2Na . 3H20

= 4-dimethylaminobenzaldehyd (CH3)2NCgH4CHO

= chloramin B

= chloroform nebo toluen

= citrat-acetatovy pufr: 50 g monohydratu kyseliny citronové, 12 ml koncentrované kyseliny
octové, 120 g trihydratu octanu sodného a 34 g hydroxidu sodného se smisi, rozpusti ve vodé a
doplni do objemu 1000 ml. Vysledné pH pufru je 6. Pufr je vhodné konzervovat n€kolika
kapkami toluenu ¢i chloroformu. Roztok se uchovéava v tmavé lahvi pfi 4 °C max. dva mésice.

= oxidacni ¢inidlo: 1 g chloraminu B se rozpusti ve 20 ml vody a pfidd se 50 ml citrat-
acetatového pufru a 30 ml1-propanolu. Cinidlo se musi pfipravit vzdy ¢erstvé v den analyzy.

= vybarvovaci cinidlo: 5 g 4-dimethylaminobenzaldehydu se rozpusti v 100 ml
isopropylalkoholu. Cinidlo se musi pfipravit vzdy &erstvé v den analyzy.

3.3 Referencni materidly a roztoky

= 4-hydroxyprolin (trans-4-hydroxy-L-prolin) - zakladni roztok o koncentraci 1000 mg/I
(doporucuje se ptipravit 100 ml zakladniho roztoku). Roztok se uchovava pii 4 °Ca je
pouzitelny po dobu jednoho mésice.

= Pro kalibraci se pfipravi ze zakladniho roztoku pracovni roztok 4-hydroxyprolinu o
koncentraci 50 mg/l. Napipetovanim 2, 4, 6, 10 a 20 ml pracovniho roztoku do 100 ml
odmérnych ban¢k a doplnénim destilovanou vodou po znacku se ptipravi kalibracni fada o
koncentracich 1, 2, 3,5 a 10 mg/I.

Poznamka: Pracovni roztok i kalibra¢ni fada se piipravuji vzdy Cerstvé v den pouziti!

4., Pristroje a zarizeni

Bézné laboratorni ptistroje a vybaveni piredev§im nésledujici

pH metr
spektrofotometr
vodni lazen (60 °C)

5. Pracovni postup

Vsechny ¢innosti musi byt provadény v souladu s obecné platnymi ptedpisy pro bezpecnost a
ochranu zdravi pfi préci.

5.1 Ptiprava laboratorniho vzorku

Pokud je vzorek v obalu, kvantitativné se vyjme z obalu spole¢né s tekutinou, rosolem, tukem ¢i
jakoukoli jinou slozkou, ktera se vydé¢lila ze vzorku béhem skladovani, a dokonale se
zhomogenizuje. Nebalené vzorky se dokonale zhomogenizuji.

Pokud jde o zmrazeny material, ponechd se cca 2 hodiny v chladnicce pfi teploté 4 °C. Po vyjmuti
z chladnicky se vzorek zhomogenizuje.

V ptipad¢€, ze vyrobek obsahuje povrchové dekorativni kryti (aspik a pod.), tyto casti se pred
homogenizaci odstrani; piipadn¢ se postupuje podle konkrétni specifikace vyrobku.

Skutecnost, ze nékteré ¢asti vyrobku byly pfed homogenizaci odstranény, je nutné uvést do
protokolu o zkousce.



5.2 Ptiprava vzorku pro stanoveni ¢isté bilkoviny (srazeni taninem)

Do kadinky se navazi cca 1,5 g s ptesnosti 0,001 g zhomogenizovaného vzorku a piida se 50 ml
horkého roztoku taninu (10 g taninu se rozpusti v 500 ml destilované vody, piida se 1 ml
koncentrované kyseliny sirové a doplni destilovanou vodou do 1000 ml). Kadinka se asi na 5
minut umisti do ultrazvukové 1azné a po dalSich 30 minutach stani se suspenze zfiltruje pies
Cerveny filtr ¢. 392. Ve srazeniné na filtru se stanovi bilkoviny metodou podle Kjeldahla. VZdy se
provadi slepé stanoveni.

5.3 Piiprava vzorku pro stanoveni kolagenu (hydrolyza)

Do 100ml infuzni lahve se odvazi asi 3 g zhomogenizovaného vzorku s presnosti 0,001 g. Pfida se
30 ml 30% kyseliny sirové a ptidaji se varné keramické stifepy. Lahev se uzavie zatkou a vlozi do
suSarny vyhtaté na 105 °C. Hydrolyza probih4 po dobu 14 hodin (nejlépe pies noc). Po vyjmuti ze
susarny a ochlazeni se obsah lahve pfevede do 50ml odmérné banky (Vi). Objem se po
vytemperovani doplni destilovanou vodou po znacku, promiché a zfiltruje. Alikvotni podil 5 ml
(V2) se prevede do kadinky, pfida se asi 20 ml vody a pouzitim asi 3 — 5 ml 10mol/l NaOH se
upravi pH na hodnotu 5 - 8. Takto upraveny roztok zneutralizovaného hydrolyzatu se
kvantitativné pfevede do 50ml odmérné banky (V3). Objem se doplni destilovanou vodou po
znacku. Pripraveny vzorek se pouzije pro spektrofotometrické stanoveni.

5.4 Vlastni stanoveni

5.4.1 Stanoveni bilkovin

Obsah &istych bilkovin se stanovi ve vzorku pfipraveném dle 5.2 metodou podle CSN ISO 1871
Potraviny a krmiva - Obecné pokyny pro stanoveni dusiku metodou podle Kjeldahla. Pro piepocet
obsahu dusiku na obsah bilkovin se pouZije faktor 6,25.

5.4.2 Stanoveni kolagenu

5.4.2.1 Kalibrace

Do zkumavek se odméti po 1 ml roztoku z kalibra¢ni fady a pifida se po 1 ml oxida¢niho €inidla.
Sm¢és se promiché a necha stat 20 minut pfi laboratorni teploté. Poté se piida 1 ml 3mol/l HC1O4 a
po promichani jesté¢ 1 ml vybarvovaciho ¢inidla. Smés se opét promichd a vlozi do vodni 1azné
piedem vyhtaté na 60 °C. Temperovani probihd po dobu 20 minut od dosazeni této teploty
(teplomér se vlozi do kontrolni zkumavky se stejnym objemem vody).

Slepy pokus zahrnuje stejny postup, avSak misto kalibra¢niho roztoku se pouzije destilovana voda.
Po vyjmuti z lazn¢ a rychlém ochlazeni pod tekouci vodou a nasledném vytemperovani na
laboratorni teplotu se zméfi absorbance pii vInové délce 558 nm v 1cm kyveté proti destilované
vodé. Zbarveni je stalé po dobu 60 minut.

Poznamka: Hodnoty absorbanci kalibrace jsou pouzitelné pro vypocet korigovanych absorbanci a
pro sestrojeni grafu po dobu 1 mésice. V ptipad¢ odlisné hodnoty (od bézné hodnoty) absorbance

slepého pokusu, je nutné provést novou kalibraci ihned.

5.4.2.2 Méfeni vzorku

Do zkumavky se odméfi 1 ml zneutralizovaného hydrolyzatu roztoku vzorku (V4) a ptida se 1 ml
oxida¢niho €inidla. Smés se promiché a neché stat 20 minut pfi laboratorni teplote. Poté se ptida 1
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ml 3mol/l HCIO4 a po promichani jesté¢ 1 ml vybarvovaciho ¢inidla. Smés se opét promicha a
vlozi do vodni lazné¢ predem vyhiaté na 60 °C. Temperovani probiha po dobu 20 minut od
dosazeni této teploty (teplomér se vlozi do kontrolni zkumavky se stejnym objemem vody).

Po vyjmuti z14zn¢ a rychlém ochlazeni pod tekouci vodou a nasledném vytemperovani na
laboratorni teplotu se zméfi absorbance pii vInové délce 558 nm v lcm kyveté proti destilované
vod¢. Zbarveni je stalé po dobu 60 minut. Je-li zjisténa koncentrace mimo kalibra¢ni rozmezi, je
nutné vzorek (V3) ztedit a cely postup piipravy a méfeni zopakovat.

Slepy pokus se stanovuje stejnym postupem jako vlastni vzorek. Misto 1 ml hydrolyzatu se
pouZije 1 ml destilované vody.

5.5 Vypocty

Korigované absorbance (Ak) se ziskavaji odectenim hodnoty absorbance slepého pokusu (As) od
naméfenych hodnot absorbanci jednotlivych vzorkt nebo kalibracni fady (Assg).

Ag = Agzg — Ag

5.5.1 Kalibraéni graf

Z korigovanych absorbanci kalibra¢ni fady se vypocitaji regresni koeficienty (a, b) kalibra¢ni
piimky (zavislost absorbance pii 558 nm (Ak) na koncentraci 4-hydroxyprolinu v mg/l) a
korela¢ni koeficient. Hodnota korela¢niho koeficientu musi byt > 0,99. V opacném piipadé je
nutné kalibraci opakovat.

Z korigovanych absorbanci kalibra¢ni fady se poté sestroji kalibracni graf, ktery je pouzitelny po
dobu 1 mésice.

5.5.2 Kvantitativni vyhodnoceni

a) Koncentrace 4-hydroxyprolinu (A) v mg/l ve vzorku se vyhodnoti pfimym porovnanim
korigovanych hodnot absorbance vzorku (Ak) s kalibraénim grafem
nebo se koncentrace 4-hydroxyprolinu (A) v mg/l vypocitd dosazenim zjisténé korigované
absorbance do rovnice kalibracni piimky dle vzorce
A=(Ax—b)/a
kde

A je obsah 4-hydroxyprolinu [mg/l]

Ak  je korigovana absorbance

a je parametr kalibracni pfimky - smérnice ptfimky

b je parametr kalibra¢ni ptimky - Usek na ose y

Za vysledek se povazuje primérnéd hodnota ziskand ze dvou paralelnich stanoveni.

b) Koncentrace 4-hydroxyprolinu (X) v g/100 g se vypocita s ohledem na navazky vzorku podle
Vzorce:

B AT Ty

CneV, -V, - 10000

kde
X je vysledna koncentrace 4-hydroxyprolinu [g/100 g]
A je obsah 4-hydroxyprolinu [mg/l]
n je navazka vzorku [g]



V1  je objem hydrolyzatu po doplnéni v odmérné banice [ml]

V2  je objem pipetovaného hydrolyzatu [mi]

V3  jeobjem roztoku s upravenym pH, po doplnéni v odmérné bance [ml]
Vs  je objem pipetovaného roztoku do zkumavky [ml]

10000 je ptepocet na g/100 g

Pii dodrzeni vSech uvedenych fedéni objemut a pipetovani (tj. V1=50, V2=5, V3=50 a V4=1 ml)
Ize pouZit zkraceny vzorec:

40,05
X_

T
Vysledek se zaokrouhluje na 2 desetinna mista.

c¢) Obsah kolagenu (K) v g/100 g

K je obsah kolagenu [g/100 g]
X je koncentrace 4-hydroxyprolinu [g/100 g]
8 faktor pfepoctu hydroxyprolinu na kolagen

Poznamka: Kolagenova pojivova tkan obsahuje 12,5 % hydroxyprolinu, za ptedpokladu, ze se pro
vypocet bilkovin pouzije hodnota faktoru 6,25.

Vysledek se zaokrouhluje na 2 desetinna mista.
d) Obsah ¢isté svalové bilkoviny (CSB) v g/100 g
CSBE=B-K

kde
CSB je obsah &isté svalové bilkoviny [g/100 g]
B je obsah ¢isté bilkoviny [g/100 g]
K je obsah kolagenu [g/100 g]

Vysledek se zaokrouhluje na 1 desetinné misto.



6. Parametry metody

Parametry metody byly ziskdny v mezilaboratornim testu pofadaném Statni zemédélskou a
potravinatrskou inspekci ve spolupraci se Statni veterinarni spravou v roce 2014.

Sunka maso
CSB (po CSB
srazeni (po srazeni
Laboratoi/nazev taninem) taninem)
parametru 0/100 g 0/100 g
9,60 19,8
1 9,36 20,2
10,18 20,75
2 10,13 20,95
9,74 20,60
3 9,53 20,47
10,43 20,95
4 10,32 20,83
9,47 20,25
5 9,14 20,19
9,52 19,87
6 10,17 20,74
Primeérna hodnota 9,80 20,5
Pocet laboratoti po
vylouceni odlehlych 6 6
Pocet odlehlych laboratofi 0 0
Smérodatna odchylka
opakovatelnosti 0,234 0,30
Relativni smérodatna
odchylka opakovatelnosti
(%) 2,4 15
Mez opakovatelnosti 0,65 0,83
Smérodatna odchylka
reprodukovatelnosti 0,440 0,42
Relativni smérodatna
odchylka
reprodukovatelnosti (%) 4,5 2,0
Mez reprodukovatelnosti 1,23 1,17

6.1 Nejistota stanoveni

Z validaénich dat byla stanovena hodnota rozsifené nejistoty stanoveni ve vysi 0,6 g/100 g.
Po zohlednéni predpokladané piirozené heterogenity readlnych vzorka byla tato nejistota rozsifena
na hodnotu 0,8 g/100 g.



6.1.1 Priklad pouzZiti rozSifené nejistoty v ramci ufedniho dozoru

Pozadavek vyhlasky ¢. 326/2001 Sb. ve znéni pozdéjSich predpisti pro Sunku vybérovou je
nejméné 13,0 % hmotnostnich (tj. g/100 g).

U vzorku Sunky vybérové byl zjistén obsah Cisté¢ svalové bilkoviny 12,2 g/100 g. Rozsifena
nejistota stanoveni ¢ini 0,8 g/100 g. tzn. interval, v némz by se méla s pravdépodobnosti 95%
pohybovat skute¢nd (spravna) hodnota cCisté svalové bilkoviny ve vzorku, je 12,2 + 0,8 = <11,4 —
13,0> ¢/100 g.

Vyrobek tedy v tomto piipad¢ jesté vyhovuje, byt s pfihlédnutim k rozsifené nejistoté stanoveni,
pozadavkum vyhlasky ¢. 326/2001 Sh.

Pokud by byl zjistén obsah ¢isté svalové bilkoviny 12,1 g/100 g, horni okraj intervalu vysledku by
byl i po zohlednéni nejistoty ve vysi 0,8 g/100 g pouze 12,9 g/100 g a vyrobek by tak jiz
nevyhovél pozadavku vyhlasky ¢. 326/2001 Sh. Stejné¢ tak by byly vyhodnoceny vSechny
vysledky mens$i nez 12,1 g/100 g. Naopak vSechny vysledky vétsi nez 12,2 g/100 g by byly
povazovany za vyhovujici.

MUDr. Viera Sediva, v.r.
Vrchni feditelka sekce potravinaiskych vyrob
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