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STANOVENI OBSAHU DUSIKATYCH LATEK

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu dusiku podle Kjeldahlovy metody a metodu
pro vypocet obsahu hrubého proteinu (N latek) v krmivech a ve vzorcich rostlinného materialu.

Tato metoda nerozliSuje mezi bilkovinnym a nebilkovinnym dusikem.

2 Princip

Zkusebni vzorek se mineralizuje horkou kyselinou sirovou za ptitomnosti katalyzatora.
K ochlazenému mineralizatu se pfidd nadbytek hydroxidu sodného k uvolnéni amoniaku.
Uvolnény amoniak se destiluje vodni parou do prebytku roztoku kyseliny borité a poté se titruje
roztokem kyseliny sirové.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Kyselina sirova, 96 % (m/m), p(H2SO4) = 1,84 g/ml.

Tablety Kjeltabs ST (3,5 g K2SO4 + 3,5 mg Se), nebo podobné.

Tablety Kjeltabs CK (3,5 g K2SO4 + 0,4 g CuSO4.5H20), nebo podobné.
Hydroxid sodny, c(NaOH) =400 g/I1.

Ptiprava: 400 g hydroxidu sodného se za stalého chlazeni rozpusti v asi 800 ml vody (1).
Po vytemperovani na laboratorni teplotu se kvantitativné prevede do 1000ml barky
a doplni po znacku vodou (1).

6 Kyselina borita, H;BOs.

[V, B SN VS I 8]

7 Ethanol, = 96%, denaturovany.
8 Indikétor bromkresolova zelen, roztok, c = 1 g/l.

Ptiprava: 0,1 g bromkresolové zelené se rozpusti ve 100 ml ethanolu (7).
9  Indikétor methylCerven, roztok c =1 g/I.

Ptiprava: 0,1 g methylCervené se rozpusti ve 100 ml ethanolu (7).
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Kyselina boritd, c(H3BO3) =1 % (m/V), s roztokem indikatoru bromkresolové zelené
a methylcervené.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se navazi 10 g kyseliny borité (6), rozpusti se
v 600 ml horké vody (1), roztok se ochladi, ptida se 10 ml roztoku bromkresolové zelené

(8) a 7 ml roztoku methylcervené (9). Obsah banky se doplni vodou (1) po znacku a dobie
se promicha.

Hydrogenuhli¢itan draselny, KHCOs.

Indikator methyloranz, roztok, c = 1 g/l.

Ptiprava: 0,1 g methyloranze se rozpusti ve 100 ml vody (1).
Kyselina sirova, standardni odmérny roztok c(H2SO4) = 0,10 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije asi 800 ml vody (1), opatrné se ptida 5,6 ml
kyseliny sirové (2). Roztok se promichd, vytemperuje a doplni vodou (1) po znacku.

Stanoveni faktoru: Do titracni baiiky se s pfesnosti na 0,0001 g navazi ptiblizné 0,6 g
hydrogenuhli¢itanu draselného (11), pfida se asi 30 ml vody (1) a 2 kapky indikatoru
methyloranz (12) a titruje se odmérnym roztokem kyseliny sirové (13). Pii prvni zméné
zbarveni se titracni banka zakryje hodinovym sklickem a vyvafi se uvolnény oxid
uhlicity. Poté se banka rychle zchladi, hodinové sklicko se oplachne vodou (1) a roztok
v bance se dotitruje.

Faktor odmérného roztoku kyseliny sirové se vypocita podle vztahu

_ Vieoret

frys0, = v

kde Vieoret je teoreticka spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové (13) v ml,

Vv skute¢na celkova spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové (13) v ml.

Teoreticka spotfeba odmérného roztoku kyseliny sirové (13) Vieoret S€ Vypocita podle
vztahu

A
Vieoret = E

kde A  jenavazka hydrogenuhli¢itanu draselného (11) v g,

B 0,02002 g (ekvivalentni mnozstvi hydrogenuhli¢itanu draselného v g, které
odpovida 1 ml 0,1M kyseliny sirové).

Pristroje a pomiicky
Analytické vahy s presnosti nejméné 0,0001 g.

Spalovaci zatfizeni (mineraliza¢ni blok).
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3 Destila¢ni jednotka, umoznujici destilaci vodni parou, automaticka.
4 Mineraliza¢ni tuby, 250 ml.
5 Automaticka byreta.

5 Postup
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Ptiprava zkuSebniho vzorku, s ohledem na typ rostlinného materidlu, je podrobné popsana
v JPP Uprava vzorkl krmiv a rostlinného materidlu, kap. 5.

Poznamky

1 Vzorek repky se neupravuje, navazuje se celé semeno.

5.2 Mineralizace

Do spalovaci tuby se navazi 1 g zkuSebniho vzorku s pfesnosti nejméné na 0,001 g. Ptida se
jedna tableta Kjeltabs ST (3) a jedna tableta Kjeltabs CK (4). Dale se ke vzorku piida 12 ml
koncentrované kyseliny sirové (2), zamichd se a umisti do mineralizaéniho zafizeni.
Mineralizuje se dle nastavené¢ho programu, tzn. v prvni fazi probéhne ohtev na 300 °C,
s naslednou prodlevou 5 min, v druhé fazi nasleduje ohfev na 400 °C a vydrz pfi uvedené
teploté¢ po dobu 70 min. Po ukon¢eni mineralizace se tuba vyjme z mineraliza¢niho zafizeni
a ponecha se témeft zchladnout. Poté se mineralizat opatrné ziedi pfidavkem asi 50 ml vody (1),
aby se zabranilo zpétnému vykrystalizovani soli.

5.3 Destilace a titrace pomoci automatické destila¢ni jednotky

Tuba s mineralizovanym vzorkem se umisti do destilacni jednotky a dale se postupuje podle
pokyni vyrobece daného zatizeni. Do tuby se nadavkuje 50 ml roztoku hydroxidu sodného (5).
Po alkalizaci vzorku probéhne destilace vodni parou. Uvolnény amoniak se jima do roztoku
kyseliny borit¢ (10), kterd je automaticky nadavkovéna do titratni nddobky. Soucasné
s probihajici destilaci probiha titrace. Titrace se provadi standardnim odmérnym roztokem
kyseliny sirové (13).

Slepé stanoveni

Soubézné s kazdou sérii vzorkli se provadi slepé stanoveni za pouziti vSech pouzivanych
chemikalii.

Poznamky

2 U vzorkii, které maji obsah tuku vyssi nez 10 % (m/m) se pvi mineralizaci davkuje 15 ml
koncentrované kyseliny sirové (2).

3 Titraci lze provadet také standardnim odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové
o koncentraci 0,10 mol/l.

4 V pripade, Ze neni dostupnd automaticka destilacni jednotka, lze pouzit samostatné

destilacni zarizeni a titrovat pomoci automatické byrety.
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6  Vypocet a vyjadreni vysledki
6.1 Vypocet obsahu dusiku
Obsah dusiku vyjadieny v hmotnostnich procentech (%) se vypocita podle vztahu

(Vl - Vo) XcX 2,801
m

X =

kde Vije spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové pii titraci zkusebniho podilu v ml,
Vo spotieba odmérného roztoku kyseliny sirové pfi titraci slepého stanoveni v ml,
c pfesna koncentrace odmérného roztoku kyseliny sirové v mol/l,

m  hmotnost zkuSebniho podilu v g.

6.2 Vypocet obsahu hrubého proteinu

Obsah hrubého proteinu ( N latek) vyjadieny v hmotnostnich procentech se vypocita podle
vztahu.

Xp =X X fg
kde X je obsah dusiku ve vzorku v % (m/m), vypocitany podle 6.1,
fk  prepoctovy koeficient pro dusik dle Kjeldahla na protein,
fk = 6,25 (obiloviny pro krmeni, luskoviny, olejniny, krmiva),

fk = 5,7 (pSenice, zito, triticale).

6.3 Vyjadreni vysledki

Jako vysledek se uvadi aritmeticky primér ze dvou paralelnich stanoveni za predpokladu, ze je
splnén pozadavek na opakovatelnost. Pokud tomu tak neni, opakuje se stanoveni se dvéma
jinymi zkuSebnimi podily. Vysledky se uvadi v % a jsou vyjadfeny na dvé desetinna mista.
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