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INTRODUCTION.

T h e  n e w  s y s t e m  o f  c o n t in u o u s - f l o w  a n a l y s i s  a d o p te d  by 

T e c h n i c o n  in  i t s  A u t o A n a l y z e r  I f o r  a u t o m a t i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  

n i t r o g e n  (1), c o m p r i s e s  a  m o d u le  c a l l e d  th e  " d i g e s t o r " .  T h e  l a t t e r  

i s  m a d e  o f  a  p y r e x  g l a s s  h e l i x  h e a t e d  to  3 0 0 - 4 0 0 °  C, in  w h ic h  th e  

d i g e s t i o n  o f  o r g a n i c  s u b s t a n c e s  by w e t  p r o c e s s  t a k e s  p l a c e  u n d e r  th e  

a c t i o n  o f  a  m i x t u r e  o f  c o n c e n t r a t e d  a c i d s .  A f t e r  d i g e s t i o n  th e  n i t r o g e n  

i s  d e t e r m i n e d  a s  a m m o n i a  in  a n  a u t o m a t e d  a n a l y t i c a l  s y s t e m ,  by  f o r 

m a t i o n  o f  a n  i n d o p h e n o l - b l u e  c o l o u r .  S u t to n  a n d  D u th ie  (2) m o d i f i e d  

th e  n e w  c o n c e p t  o f  c o n t in u o u s  N - d e t e r m i n a t i o n  in  o r d e r  to  i n v e s t i g a t e  

th e  n i t r o g e n  c o n t e n t s  in  f i s h  m u s c l e  e x t r a c t s .  I n t e n s i v e  u s e  o f  t h e i r  

t e c h n iq u e  h o w e v e r ,  d id n o t  l e a d  u s  to  r e c o v e r i e s  o f  100 %, r e l a t i v e  

to  m a n u a l  K je l d a h l ,  bu t  o n ly  of  90 %. T w o  r e a s o n s  c a n  be s u g g e s t e d  

fo r  t h e  lo w  r e c o v e r y  in  co d  m u s c l e  c o m p o u n d s  d u r i n g  a u t o m a t i c  d i 

g e s t i o n .  P r o b a b l y  a n  i n c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  o f  n i t r o g e n  in to  a m m o n i u m  

s u lp h a t e  t a k e s  p l a c e  o r  t h e r e  m a y  o c c u r  a l o s s  o f  N f r o m  th e  

( N H ^ ^ S O ^ -  s t a n d a r d  (3) (4).

I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  a 100 % r e c o v e r y  c a n  b e  o b ta in e d  a s  

a  r e s u l t  o f  d e c o m p o s i t i o n  o f  th e  (N H ^ j^S O ^  w i th o u t  i n c r e a s i n g  d ig e s t i o n  

e f f i c i e n c y .  T h i s  i s  n o t  a r e l i a b l e  p r o c e d u r e  to  u s e  h o w e v e r ,  s i n c e  i t  

d e p e n d s  on th e  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  r e m a i n i n g  c o n s t a n t .  A b e t t e r  m e th o d  

i s  to  u s e  s t a n d a r d s  h a v in g  v e r y  s i m i l a r  h e a t  s t a b i l i t y  c h a r a c t e r i s t i c s  to  

th e  u n k n o w n  (5) (6) (7) (8). In t h i s  p a p e r  a n  a c c o u n t  i s  g iv e n  o f  th e  

u s e  o f  f r e e z e - d r i e d  cod  m u s c l e  a s  s t a n d a r d i s i n g  m a t e r i a l  in  o r d e r  to  

o b ta in  m o r e  a c c u r a t e  t o t a l  n i t r o g e n  (T. N. ) d e t e r m i n a t i o n s  w i th  th e  

S u t to n  a n d  D u th ie  t e c h n i q u e .  A  n u m b e r  o f  co d  s a m p l e s  h a s  b e e n  

a n a l y s e d  by e a c h  o f  t h r e e  m e t h o d s  : m a n u a l  K je ld a h l ,  A u t o A n a l y z e r  

u s in g  a s  s t a n d a r d  e i t h e r  a m m o n i u m  s u lp h a t e  o r  f r e e z e - d r i e d  cod .  A 

s t a t i s t i c a l  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  th e  t h r e e  a n a l y t i c a l  s y s t e m s  h a s  b e e n  

c a r r i e d  ou t.



2.

E X P E R I M E N T A L .

A p p a r a t u s .

A n A u to A n a ly z e r  c o n s i s t i n g  o f  d i g e s t o r ,  s a m p l e r ,  p r o 

p o r t i o n i n g  p u m p s ,  h e a t i n g  b a th ,  c o l o r i m e t e r  (625 n m  f i l t e r )  a n d  r e c o r 

d e r  m o d u l e s  i s  a s s e m b l e d  a s  show n  in  f i g u r e  1. T h e  f i g u r e  a l s o  g iv e s  

d e t a i l s  o f  th e  f low  r a t e s  r e q u i r e d  in  e a c h  l in e .  F i g u r e  2 s h o w s  th e  

" c h u t e "  s y s t e m  a d o p t e d  by  S u t to n  a n d  D u th ie  (2) to  p r e v e n t  p r e c i p i t a 

t io n  o f  p r o t e i n  w h e r e  th e  s a m p l e  m e t  th e  a c i d  m i x t u r e  b e f o r e  e n t e r i n g  

th e  r e v o lv i n g  h e l ix .

R e a g e n t s  (2) (9).

d i g e s t i o n  m i x t u r e  :

s u l p h u r i c  a c id ,  c o n c e n t r a t e d  

p o t a s s i u m  s u lp h a te  

s o d iu m  s u lp h a te  

s e l e n i u m  d io x id e  

s o d iu m  h y d r o x id e  r e a g e n t  :

s o d iu m  h y d r o x id e  

E D T A  di s o d iu m  s a l t  

a l k a l i n e  s o d iu m  p h e n a t e  :

s o d iu m  h y d r o x id e  

p h e n o l

s o d iu m  h y p o c h l o r i t e  s o lu t io n  : 

s u l p h u r i c  a c id  s o lu t io n  :

S a m p le  p r e p a r a t i o n .

4 - 5  g o f  cod  m u s c l e  a r e  m a c e r a t e d  in  100 m l  o f  5 %

N a C l ,  a d j u s t e d  to  pH  7. 0, u s in g  an  U l t r a - T u r r a x  h o m o g e n i z e r .  20 g 

o f  th e  h o m o g e n a t e  a r e  a c c u r a t e l y  w e ig h e d  ou t,  10 m l  o f  c o n c e n t r a t e d

H-.SO , a d d e d ,  m ix e d ,  a n d  a f t e r  c o o l in g  i t  i s  d i l u t e d  to  100 m l  an d2 4
u s e d  f o r  th e  T . N. - d e t e r m i n a t i o n .

90 % v / v  

10 % w / v  

2. 9 % w / v  

0. 3 % w / v

35 % w / v

4 % w / v

20 % w / v  

25. 7 % w / v

5 % v / v  

20 % v / v



3.
P r e p a r a t i o n  o f  s t a n d a r d s .

F r e e z e - d r i e d  co d  i s  p u l v e r i z e d  in  a m o r t a r  a n d  s t o r e d  

in  th e  f r e e z e r  to  p r e v e n t  d e t e r i o r a t i o n .

S t a n d a r d s  a r e  now  p r e p a r e d  c o n ta in in g  a b o u t  0, 5 ; 1 ;

1, 5 ; 2 a n d  2, 5 g o f  co d  p o w d e r .  T o  th e  w e ig h e d  a m o u n t s  100 m l

n e u t r a l  5 % s o d iu m  c h l o r i d e  s o lu t io n  a r e  a d d e d  a n d  th e  m i x t u r e  i s

m a c e r a t e d  f o r  1 m in .  a t  fu ll  s p e e d  u s in g  a n  U l t r a - T u r r a x  h o m o g e n i z e r .

20 g o f  t h e  h o m o g e n a t e  a r e  a c c u r a t e l y  w e ig h e d  o u t  in to

a  K je l d a h l  f l a s k  a n d  d i g e s t e d  f o r  tw o  h r  w i th  13 m l  o f  98 % H ^SO ^

an d  3 g W i e n i n g e r - s e l e n i u m - m i x t u r e  (M e r c k ) .  T o t a l  n i t r o g e n  i s  

e s t i m a t e d  by a  m a n u a l  t e c h n i q u e  (10), u s in g  t h e  s t e a m  d i s t i l l a t i o n  

a p p a r a t u s  o f  A n to n a c o p o u lo s  (12). A n o t h e r  20 g p o r t i o n  o f  th e  h o m o 

g e n a te  i s  w e ig h e d  o u t  a n d  10 m l  o f  c o n c e n t r a t e d  H ^SO ^  a r e  a d d e d  

w h i le  m ix i n g  u s i n g  a m a g n e t i c  s t i r r e r .  A f t e r  c o o l in g  th e  m i x t u r e  i s  

w a s h e d  w i th  w a t e r  in to  a  100 m l  s t a n d a r d  f l a s k  a n d  m a d e  up  to  th e

m a r k .  T h e  s h e l f  l i f e  o f  t h i s  s t a n d a r d ,  s t o r e d  by 5 °C ,  i s  m o r e  th a n

30 d a y s .

P r o c e d u r e .

T h e  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  m a y  b e  s u m m e r i s e d  a s  fo l lo w s

(2) :

s a m p l e / a c i d  r a t i o  : l / 3 , 4 5  ( s e e  a l s o  F ig .  1)

s a m p l i n g  r a t e  : 10 s. p.  h. ( i . e . ,  a  20 s. p. h. c a m  w i th  w a t e r  b e t w e e n  

e a c h  s a m p le )  

h e l i x  s p e e d  : 4 r .  p .  m .

h e l i x  t e m p e r a t u r e  : 485* C f i r s t  b an k ,  3 1 0 - 3 3 0 °  C m id d l e  a n d  l a s t  b a n k s .

R e a g e n t s  a r e  p a s s e d  t h r o u g h  a l l  th e  l i n e s  e x c e p t  t h e  a i r  

l i n e s  to  e s t a b l i s h  th e  b a s e l i n e  an d  th e  0 % t r a n s m i s s i o n  c o n t r o l .



A f t e r  a d e l a y  p e r i o d  o f  1 h o u r  (11) th e  d ig e s t i o n  a n d  d e t e r 

m i n a t i o n  o f  T. N. c o n t e n t é  c a n  be  s t a r t e d .

S a m p l e s  an d  s t a n d a r d s  a r e  a n a l y s e d  in  d u p l i c a t e .  T h e  

m e a n  v a l u e  o f  th e  o p t i c a l  d e n s i t y  r e a d i n g s  f r o m  th e  s t a n d a r d s  a r e  u s e d  

to  p r e p a r e  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e .

R E S U L T S  AND DISCUSSION.

T . N. - d e t e r m i n a t i o n s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  in  d u p l i c a t e  fo r  

a n u m b e r  o f  co d  s a m p l e s ,  by  e a c h  o f  t h r e e  m e t h o d s  : t r a d i t i o n a l  K j e l 

d a h l ,  A u t o A n a l y z e r  u s in g  a s  s t a n d a r d  e i t h e r  a m m o n i u m  s u lp h a t e  o r  

f r e e z e - d r i e d  cod .  T h e  r e s u l t s  a r e  sh o w n  in  t a b l e  1, w h ic h  g iv e s  a l s o  

th e  a v e r a g e  r e c o v e r i e s  o f  n i t r o g e n  f r o m  th e  a u t o m a t e d  p r o c e d u r e s  r e 

l a t i v e  to  th e  m a n u a l  m e th o d .  T a b l e  2 g iv e s  v a l u e s  o f  s o m e  s t a t i s t i c a l  

p a r a m e t e r s  o f  e a c h  m e t h o d  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  r e s u l t s  o f  t a b l e  1.

T h e  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  n i t r o g e n  c o n t e n t s  o b t a in e d  by 

e a c h  m e th o d ,  w a s  m a d e  u s in g  S t u d e n t ' s  t - t e s t  an d  th e  F - t e s t  (13). T h e  

c r i t i c a l  v a l u e s  f o r  th e  tw o t e s t s  ( ta b le  3) w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  th e  

p a r a m e t e r s  o f  t a b l e  2.

T h e  r e s u l t s  in  t a b l e  3 show  t h a t  t h e r e  i s  no  s ig n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  b e tw e e n  th e  m e a n s  o f  m a n u a l  a n d  a u t o m a t i c  co d  p o w d e r  

m e t h o d  b u t  t h a t  th e  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  th e  m e a n s  o f  t h e  m a n u a l  and  

a u t o m a t i c  ( N H ^ ^ S O ^ - m e t h o d  i s  s i g n i f i c a n t .  F r o m  th e  c r i t i c a l  v a l u e s  

f o r  th e  F - d i s t r i b u t i o n  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  no  s ig n i f i c a n t  d i f 

f e r e n c e  in  th e  p r e c i s i o n  o f  th e  m e a n s  o b ta in e d  by th e  t h r e e  d i f f e r e n t  

m e t h o d s .
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T a b l e  1 - R e s u l t s  o f  T .  N. - c o n c e n t r a t i o n s  d e t e r m i n e d  in  cod  m u s c l e  
by  a  m a n u a l  K je l d a h l  t e c h n i q u e  a n d  by t h e  A u to A n a l y z e r  
u s i n g  e i t h e r  a m m o n i u m  s u lp h a t e  o r  f r e e z e - d r i e d  cod  m u s c l e  
a s  s t a n d a r d .

S a m p le M a n u a l a a - ( n h 4 )2 s o 4 a a
10°- M A A - c o d  p o w d e r

1 3. 1 1 -3 .  0 5 % N 2. 8 2 - 2 .  8 6% N 92. 2% 2. 9 6 - 3 .  08% 96. 8%

2 3. 1 4 -3 .  08 2. 8 6 - 2 .  80 92. 3 3. 0 0 - 3 .  02 96. 9

3 3. 0 8 - 3 .  06 2. 8 9 -2 .  87 93. 8 2. 9 6 - 2 .  94 96. 1

4 3. 1 2 -3 .  10 2. 8 8 -2 .  86 92. 3 3. 0 3 - 3 .  01 97. 2

5 3. 2 5 - 3 .  27 2. 9 0 - 2 .  96 90. 0 3. 1 0 -3 .  18 96. 3

6 3. 1 9 -3 .  19 2 . 9 2 - 2 . 9 4 91. 7 3. 1 3 -3 .  15 98. 5

7 3. 1 4 -3 .  18 2. 8 4 -2 .  90 90. 9 3. 0 3 - 3 .  09 96. 9

8 3. 0 5 - 3 .  11 2. 8 4 -2 .  80 9 1 . 4 3. 0 5 - 3 .  01 98. 4

9 3. 1 4 -3 .  08 2. 8 2 -2 .  88 91. 6 3. 0 2 -3 .  10 98. 4

10 3. 1 0 -3 .  12 2. 8 6 -2 .  80 91. 0 3. 0 7 -3 .  01 97. 9

11 2. 8 0 - 2 .  88 2. 5 9 -2 .  51 89. 8 2. 8 1 -2 .  71 97. 1

12 3. 0 7 - 3 .  05 2. 7 0 -2 .  90 92. 8 3. 0 1 - 3 .  13 100. 3

13 3. 1 0 -3 .  08 2. 8 2 -2 .  72 89. 6 3. 0 4 - 2 .  92 96. 4

14 2. 6 6 -2 .  62 2. 4 9 - 2 .  49 94. 3 2. 6 7 -2 .  67 101. 1

15 2. 9 4 - 2 .  92 2. 6 9 -2 .  69 9 1 . 8 2. 9 0 - 2 .  90 99. 0

16 3. 0 6 -3 .  08 2. 7 2 - 2 .  76 89. 3 2. 9 6 - 3 .  00 97. 1

17 2. 9 5 - 2 .  93 2. 71 -2 .  75 92. 9 2. 9 3 - 2 .  97 100. 3

18 3. 0 9 - 3 .  09 2. 8 0 -2 .  76 90. 0 3. 01 -2 .  97 96. 9

19 3. 3 1 - 3 .  27 2. 9 9 - 2 .  95 90. 3 3. 21 -3 .  17 97. 0

20
1

2. 3 7 - 2 .  85 2. 7 1 - 2 . 6 5 93. 7 2. 9 2 - 2 .  86 101. 0



6.

T a b l e  2 -  S t a t i s t i c a l  p a r a m e t e r s  o f  e a c h  N - d e t e r m i n i n g  m e th o d .

M e th o d A r i t h m e t i c  m e a n S ta n d a r d  d e v i a t i o n R e l a t i v e  s ta n d ,  
d e v i a t i o n

M a n u a l

AA. (NH4 )2S 0 4 

AA. cod  p o w d e r

Xj = 3. 05 %N 

x 2 = 2. 80

x 3 = 2. 99

s 1 = 0. 0272 %N 

s 2 = 0. 0427 

s 3 = 0. 0429

Vj = 0. 89 $

v 2 = 1 .5 3  

v 3 = 1. 43

T a b l e  3 - C r i t i c a l  v a l u e s  f o r  S t u d e n t ' s  t - t e s t  a n d  F - t e s t .

t - t e s t

6. 81

* 0 .0 5  = 2 - ° 3

d e g r e e s  o f  f r e e d o m  : 38

m

m

F - t e s t

1. 57

0. 05(20- 20> = 2- 12

m  = n u m b e r  o f  co d  s a m p l e s .



7.

SUM  M A R Y .

A m o d i f i c a t i o n  of  a  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  m e t h o d  f o r  q u a n t i 

t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  n i t r o g e n  in  cod  m u s c l e  e x t r a c t ,  u s in g  

th e  T e c h n ic o n  A u t o A n a l y z e r  d i g e s t o r  s y s t e m ,  i s  d e s c r i b e d .

F r e e z e - d r i e d  co d  m u s c l e ,  m a d e  u p  a s  s o lu t io n s  a n d  s t a n d a r 

d i z e d  by  m a n u a l  K je l d a h l  a n a l y s i s ,  w a s  u s e d  f o r  c a l i b r a t i o n  i n s t e a d  of  

th e  o r d i n a r y  a m m o n i u m  s u lp h a t e  l iq u i d  s t a n d a r d .  100 % r e c o v e r i e s ,  

r e l a t i v e  to  t h e  m a n u a l  m e th o d ,  w e r e  o b t a in e d  w i th  th e  f o r m e r ,  w h i le  

o n ly  90 % w i th  th e  l a t t e r .

A C K N O W L E D G M  E N T .

T h e  w o r k  d e s c r i b e d  in  t h i s  p a p e r  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  p a r t  

o f  th e  p r o g r a m m e  o f  th e  " C o m m i s s i e  v o o r  T o e g e p a s t  W e t e n s c h a p p e 

l i j k  O n d e r z o e k  in  de  Z e e v i s s e r i j " ,  B r u s s e l s  a n d  h a s  b e e n  s u p p o r t e d  
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