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Exsikdtor s tc¢innym vysousecim prostiedkem.

Analytické vahy.

Postup
Do misky (3.1), pfedem vysuSené a zvdzené, opatiené teplomérem (3.2) se navazi asi 20 g homogenizovaného

vzorku s pfesnosti na 1 mg. Zahiivd se na piskové ldzni nebo na topné desce (3.3) za stdlého promichdvani
teplomérem tak, aby teplota béhem asi 7 minut dosdhla 90 °C.

Zahiivani se sniZi a sleduje se intenzita tvorby bublinek, které stoupaji ode dna misky. Teplota nesmi pfesahnout
105 °C. V dikladném michdni ode dna misky se pokracuje, dokud se nepfestanou tvorit bubliny.

Béhem zahfivéni se vzorek nékolikrat zahfeje na 103 + 2 °C a ochladi na 93 °C, aby se zajistilo iplné odstranéni
vlhkosti. Poté se nechd vychladnout na laboratorni teplotu v exsikdtoru (3.4) a zvézi se. Tato operace se opakuje,
dokud neni dosazeno tbytku hmotnosti mezi dvéma nasledujicimi vdzenimi nizstho nez 2 mg.

Pozndmka: Zvyseni hmotnosti vzorku po opakovaném zahiivani je zptsobeno oxidaci tuku. V tomto p¥ipadé se
vysledek pocitd z vazeni provedeného bezprostiedné pred tim, nez se hmotnost zacala zvySovat.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah vlhkosti (X) jako procento vzorku se vypocte podle nésledujictho vzorce:

kde:

m = hmotnost zkouSeného vzorku v gramech

m; = hmotnost misky s obsahem pfed ohfevem v gramech

m, = hmotnost misky s obsahem po ohfevu v gramech

Vysledky nizsi nez 0,05 % musi byt uvddény jako ,niz$i nez 0,05 %"

Opakovatelnost

Rozdil ve vlhkosti mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi piekrocit
0,05 % v absolutni hodnoté.

C. STANOVEN[ OBSAHU DUSIKATYCH LATEK
Ugel a rozsah

Tato metoda umozZnuje stanoveni obsahu dusikatych latek v krmivech na zdkladé stanoveni obsahu dusiku
metodou podle Kjeldahla.

Princip

Vzorek se mineralizuje horkou kyselinou sirovou za piitomnosti katalyzdtoru. Kysely roztok se alkalizuje
roztokem hydroxidu sodného. Amoniak se vydestiluje a jimd se do odméfeného mnozstvi kyseliny sirové
a piebytek se titruje standardnim roztokem hydroxidu sodného.

Uvolnény amoniak se piipadné vydestiluje do prebytku roztoku kyseliny borité a ndsledné se titruje roztokem
kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny sirové.

Chemikalie

Siran draselny.
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Katalyzdtory: oxid médnaty (CuO) nebo siran médnaty, pentahydrat (CuSO, 5 H,0).
Granulovany zinek.

Kyselina sirovd, p20 = 1,84 g/ml.

Kyselina sirovd, standardni odmérny roztok, ¢(H,SO,4) = 0,25 mol/l.

Kyselina sirovd, standardni odmérny roztok, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Kyselina sirovd, standardni odmérny roztok, ¢(H,SO,4) = 0,05 mol/l.

Indikdtor methylcervei: 300 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml ethanolu, o = 95-96 % (v/v).
Roztok hydroxidu sodného (mtiZe byt pouzit technicky cisty), f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Hydroxid sodny, standardni odmérny roztok, ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.

Hydroxid sodny, standardni odmérny roztok, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Granulovand pemza, prand v kyseliné chlorovodikové a vysusend.

Acetanilid (bod téni = 114 °C, obsah N = 10,36 %).

Sachar6za (dusiku prostd).

Kyselina boritd (H;BOj).

Roztok methylcervené: 100 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml ethanolu nebo methanolu.

Roztok bromokresolové zelené: 100 mg bromokresolové zelené se rozpusti ve 100 ml ethanolu nebo
methanolu.

Roztok kyseliny borité (10 g/l az 40 g/l v zavislosti na pouzitém piistroji).

Pokud se pouzije kolorimetrickd detekce bodu ekvivalence, do roztokd kyseliny borité se musi pfidat
methyl¢erven a bromokresol. Pokud se pfipravuje 1 litr roztoku kyseliny borité, pfed Gpravou objemu se ptidd
7 ml roztoku methyl¢ervené (3.16) a 10 ml roztoku bromokresolové zelené (3.17).

V zévislosti na pouzité vodé se miize pH jednotlivych roztokid kyseliny borité lisit. Casto je nezbytna tGprava
pomoci malého mnozstvi zdsadité latky, aby se ziskalo vhodné pH.

Pozndmka: Pfiddni 3—4 ml NaOH (3.11) do 1 litru 10 g/l kyseliny borité obvykle predstavuje vhodnou tpravu.
Roztok se skladuje pfi laboratorni teploté a béhem skladovani musi byt chrdnén pred svétlem
a zdrojem amoniakovych vypart.

Kyselina chlorovodikovd, standardni odmérny roztok, ¢(HCl) = 0,10 mol/l.

Pozndmka: Lze pouzit i jiné koncentrace odmérnych roztoka (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 a 3.19), pokud je tato
skutecnost korigovdna ve vypoctech. koncentrace se vzdy vyjadiuji s pfesnosti na Ctyfi desetinnd
mista.

Pfistroje a pomiicky

Pristroje vhodné pro provedeni mineralizace, destilace a titrace podle Kjeldahlovy metody.

Postup
Mineralizace
Do mineraliza¢ni baniky se navdzi 1 g vzorku s pfesnosti na 0,001 g. Pfidd se 15 g siranu draselného (3.1)

a vhodné mnozstvi katalyzatoru (3.2) (0,3-0,4 g oxidu médnatého nebo 0,9-1,2 g pentahydritu siranu
médnatého, 25 ml kyseliny sirové (3.4) a nékolik granuli pemzy (3.12) a zamichd se.



26.2.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 54/17

5.2

5.2.1

5.2.2

5.3

Barika se zahfivd nejprve mirné a podle potieby se obcas zamichd, dokud nedojde ke zuhelnaténi hmoty
a neustane pénéni; potom se intenzita zahiivani zvySuje, dokud se kapalina ustdlené nevafi. Zahfivani je
odpovidajici, pokud vrouci kyselina kondenzuje na sténdch bariky. Nesmi dochdzet k prehiivani stén banky
a k ulpivani organickych ¢dstic na sténdch banky.

Jakmile se roztok stane Cirym a ziskd svétle zelené zabarveni, pokracuje se v ohfevu jesté 2 hodiny a potom se
ponechd vychladnout.

Destilace

Opatrné se piidd tolik vody, aby doslo k tplnému rozpusténi sulfitd. Nechd se vychladnout a potom se pfidd
nékolik granulf zinku (3.3), pokud je tieba. Déle se postupuje podle bodu 5.2.1 nebo 5.2.2.

Destilace do kyseliny sirové

Do piedlohy destilacniho zafizeni se odméf presné 25 ml kyseliny sirové (3.5) nebo (3.7) podle
piedpoklddaného obsahu dusiku. Pfidd se nékolik kapek methylcervené (3.8).

Mineraliza¢ni barika se pfipoji ke kondenzdtoru destilacntho piistroje a konec kondenzitoru se ponoif do
kapaliny v pfedloze do hloubky nejméné 1 cm (viz pozndmka 8.3). Do mineralizacni bariky se zvolna prilije
100 ml hydroxidu sodného (3.9) tak, aby nedoslo ke ztritim amoniaku (viz poznadmka 8.1). Batika se zahiivd,
dokud se neptedestiluje veskery amoniak.

Destilace do kyseliny borité

V piipadé manudlni titrace amoniakového obsahu destilatu se pouzije nize popsany postup. Pokud je destila¢ni
jednotka plné automatickd a zahrnuje titraci amoniakového obsahu destildtu, dodrzi se pokyny vyrobce pro
provoz destilacni jednotky.

Pfedloha s obsahem 25-30 ml roztoku kyseliny borité (3.18) se umisti pod otvor kondenzitoru tak, zZe jeho
vyvod je ponofen pod hladinu piebytku roztoku kyseliny borité. Destila¢ni jednotka se upravi na dévkovani
50 ml roztoku hydroxidu sodného (3.9). S destilacni jednotkou se pracuje podle pokynti vyrobce a oddestiluje se
amoniak uvolnény pfiddnim roztoku hydroxidu sodného. Destildt se jimd do roztoku kyseliny borité. MnoZstvi
destildtu (doba destilace parou) zdvisi na mnozstvi dusiku ve vzorku. Je tieba dodrzet pokyny vyrobce.

Pozndmka: 'V poloautomatické destila¢ni jednotce se doplnéni piebytku hydroxidu sodného a destilace pdrou
provadi automaticky.

Titrace

Postupuje se podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2.

Kyselina sirovd

Prebytek kyseliny sirové v predloze se titruje roztokem hydroxidu sodného (3.10 nebo 3.11) podle pouzité
koncentrace kyseliny sirové do dosazeni bodu ekvivalence.

Kyselina boritd

Obsah predlohy se titruje se standardnim odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové (3.19) nebo se
standardnim odmérnym roztokem kyseliny sirové (3.6) s pouzitim byrety a odelte se mnozstvi pouzitého
titra¢niho ¢inidla.

Pokud se pouzije kolorimetrickd detekce bodu ekvivalence, je bodu ekvivalence dosazeno pfi prvnim zbarveni

osvétlené magnetické michacky nebo fotometrického detektoru.

Lze provést automaticky s pouzitim parniho destilitoru s automatickou titraci.

Je tieba dodrzet pokyny vyrobce pro provoz konkrétniho destila¢niho piistroje nebo destila¢niholtitra¢niho
pfistroje.
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Pozndmka: Pfi pouziti automatického titraéniho systému zacind titrace ihned po zahdjeni destilace a pouzije se

1 % roztok kyseliny borité (3.18).

PHi pouziti plné automatické destila¢ni jednotky lze automatickou titraci amoniaku provést rovnéz
pomoci detekce bodu ekvivalence s pouzitim potenciometrického systému pH.

V tomto piipadé se pouzije automaticky titracni piistroj s pH metrem. pH metr je spravné kalibrovan
v rozsahu pH 4-7 podle béznych laboratornich postupti pro kalibraci pH.

Takto bude pH bodu ekvivalence titrace dosazeno pfi hodnoté pH 4,6, pficemz se jednd o nejstrméjsi

skok na titra¢ni kfivce (inflexni bod).

Slepd zkouska

Pro potvrzeni, Ze vSechny pouzité chemikélie jsou prosté dusiku, se provede slepd zkouska (mineralizace,

destilace a titrace) s 1 g sachardzy (3.14) misto vzorku.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Vypocet se provede podle bodu 6.1 nebo 6.2.

Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.1

Obsah dusikatych ldtek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle nésledujiciho vzorce:

(Vo-V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

kde:

Vy = spotieba NaOH (3.10 nebo 3.11) na slepou zkousku v ml
V, = spotieba NaOH (3.10 nebo 3.11) na titraci vzorku v ml
koncentrace hydroxidu sodného (3.10 nebo 3.11) v mol/l

[g]
1]

m = hmotnost vzorku v g.

Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.2

Titrace kyselinou chlorovodikovou

Obsah dusikatych ldtek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle nésledujiciho vzorce:

(Vi=Vg) xcx 1,4 %625

m
kde:

m = hmotnost zkouseného vzorku v g

¢ = koncentrace standardniho odmérného roztoku hydroxidu sodného (3.19) v mol/l

V, = spotieba kyseliny chlorovodikové na slepou zkousku v ml
V; = spotieba kyseliny chlorovodikové na zkusebni vzorek v ml.

Titrace kyselinou sirovou

Obsah dusikatych ldtek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle nésledujiciho vzorce:

(Vl _VO) X cX 28 x 6,25
m

kde:

m = hmotnost zkusebniho vzorku v g

¢ = koncentrace standardniho odmérného roztoku kyseliny sirové (3.6) v mol/l
V, = spotieba kyseliny sirové (3.6) na slepou zkousku v ml

V; = spotieba kyseliny sirové (3.6) na zkuSebni vzorek v ml.
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Verifikace metody
Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekroit:
— 0,2 % v absolutni hodnoté¢ u obsaht dusikatych latek nizsich nez 20 %,
— 1,0 % relativné vzhledem k vy3si hodnot€, u obsaht dusikatych latek od 20 % do 40 %,

— 0,4 % v absolutni hodnoté¢ u obsaht dusikatych latek vyssich nez 40 %.

Presnost

Provede se zkouska (mineralizace, destilace a titrace) s 1,5-2,0 g acetanilidu (3.13) a 1 g sachardzy (3.14);
spotieba kyseliny sirové (3.5) na 1 g acetanilidu je 14,80 ml. Vytéznost musi byt nejméné 99 %.

Pozndmky

Piistroje mohou byt manudlni, poloautomatické nebo automatické. Pokud zafizeni vyzaduje pfevod mezi
mineralizacnim a destilacnim krokem, musi byt tento krok proveden bez ztrat. Pokud k barice destila¢niho
piistroje neni pfipojena piikapavaci nédlevka, prilévd se hydroxid sodny opatrné po sténé bezprostiedné pied
pfipojenim banky ke kondenzdtoru.

Pokud mineralizdt po zchladnuti ztuhne, opakuje se stanoveni s vétsim mnoZstvim kyseliny sirové (3.4), nez je
uvedeno vyse.

U produktt s nizkym obsahem dusiku miiZe byt objem kyseliny sirové (3.7) snizen na 10 nebo 15 ml a doplni se
vodou na objem 25 ml.

Pii rutinni zkousce lze pro stanoveni dusikatych ldtek pouzit alternativni metody, ale referencéni metodou je
Kjeldahlova metoda uvedend v ¢isti C. Ekvivalence vysledkd ziskanych alternativni metodou (napf. DUMAS)
v porovndni s referencni metodou musi byt prokdzdna samostatné pro kazdou matrici. Jelikoz vysledky ziskané
alternativni metodou se mohou i v piipadé ovéfeni ekvivalence nepatrné odchylovat od vysledki ziskanych
referencni metodou, je zapotiebi uvést v protokolu o zkousce metodu laboratorniho zkouseni pouZitou pro
stanoveni dusikatych latek.

D. STANOVEN[ OBSAHU MOCOVINY
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu mocoviny v krmivech.

Princip

Vzorek s ¢eficim ¢inidlem se rozmichd ve vodé. Suspenze se piefiltruje. Obsah mocoviny ve filtrdtu se stanovi po
pfiddni 4-dimethylaminobenzaldehydu (4-DMAB) spektrofotometricky pii vinové délce 420 nm.

Chemikilie

Roztok 4-dimethylaminobenzaldehydu: 1,6 g 4-DMAB se rozpusti v 100 ml 96 % ethanolu a p#idd se 10 ml
kyseliny chlorovodikové (pyo 1,19 g/ml). Skladovatelnost tohoto roztoku je nejvyse dva tydny.

Carrezovo ¢inidlo I: 21,9 g dihydrdtu octanu zinecnatého (CH;CO,),Zn . 2H,0 se rozpusti ve vodé¢ a pridaji se
3 ml ledové kyseliny octové. Doplni se vodou na objem 100 ml.

Carrezovo ¢inidlo II: 10,6 g trihydrtu hexakyanoZeleznatanu tetradraselného [K4Fe(CN)4] . 3H,0 se rozpusti ve
vodé. Doplni se vodou na objem 100 ml.

Aktivn{ uhli, které neabsorbuje mocovinu (musi byt ovéfeno).
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