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STANOVENI OBSAHU DUSIKATYCH LATEK

1 Ucel a rozsah

Tato metoda umoziiuje stanoveni obsahu dusikatych latek v krmivech na zaklad¢ stanoveni
obsahu dusiku metodou podle Kjeldahla.

2 Princip

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

Uvolnény amoniak se piipadné vydestiluje do piebytku roztoku kyseliny borité a nasledné se
titruje roztokem kyseliny sirové.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).

2 Siran draselny, K2SOas.

3 Siran méd’naty, pentahydrat (CuSO4.5 H20).

4

Tablety katalyzatorti Kjeltabs. Napt. Kjeltabs ST (3,5 g KoSO4+ 3,5 mg Se) a Kjeltabs
CK (3,5 g KoSO4 + 0,4g CuSO4-5H20). Jednd se o komeréné¢ dodavané tablety
katalyzatort, které jsou vhodné pro automatickou mineralizaci vzorku.

5 Smésny katalyzator.

Ptiprava: Navazi se 100 g siranu médnatého (3) a 1000 g siranu draselného (2)
a dokonale se zhomogenizuje (Ize pouzit i mixér). Na stanoveni obsahu dusikatych latek
v 1 vzorku se pouzije asi 7 g katalyzatoru.

6 Zinek, Zn, granulovany.
7 Kyselina sirova, HoSO4, koncentrovana, 96%, p = 1,84 g/ml.
8 Kyselina sirova, H>SOs, standardni odmérny roztok, c(H2SO4) = 0,25 mol/l.

Ptiprava: K 800 ml vody (1) v 1000ml odmérné bance se piida 13,9 ml kyseliny sirové
(7) a po ochlazeni doplni do 1 litru.

9 Kyselina sirova, standardni odmérny roztok, c¢(H2SO4) = 0,10 mol/I.

Ptiprava: K 800 ml vody (1) v 1000ml odmérné barice se ptida 5,6 ml kyseliny sirové (7)
a po ochlazeni doplni do 1 litru.

V piipad¢ automatického destilaéniho/titracniho zatfizeni se kyselina sirovd 0,1 mol/l
piipravuje ve vétSim objemu.
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Kyselina sirova, standardni odmérny roztok, c(H2SO4) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: K 800 ml vody (1) v 1000ml odmérné baiice se ptida 2,8 ml kyseliny sirové (7)
a po ochlazeni doplni do 1 litru.

Ethanol, CoH>,OH, (95 — 96)%.

Indikator methylCerven.

Indikéator methylCerven, c = 3 g/l.

Ptiprava: 0,3 g methyl¢ervené (12) se rozpusti ve 100 ml ethanolu (11).
Indikator methylcerven, c =1 g/l.

Ptiprava: 0,1 g methylCervené (12) se rozpusti ve 100 ml ethanolu (11).
Hydroxid sodny, NaOH, min. 98 %.

Hydroxid sodny, NaOH, ¢(NaOH)~40%, roztok pro destila¢ni zatizeni.
Ptiprava: 4000 g hydroxidu sodného (15) se rozpusti v 6000 ml vody (1).
Hydroxid sodny, NaOH, c(NaOH)~30%, roztok pro automatické destilacni/titrani
zafizeni.

Ptiprava: 3000 g hydroxidu sodného (15) se rozpusti v 7000 ml vody (1).
Hydroxid sodny, NaOH, standardni odmérny roztok, c(NaOH) = 0,25 mol/I.

Ptiprava: 10,2 g hydroxidu sodného (15) se rozpusti v 300 ml vody (1) v 1000ml
odmérné bance a doplni do 1 litru.

Hydroxid sodny, ¢(NaOH) = 0,10 mol/I.

Ptiprava: 4,1 g hydroxidu sodného (15) se rozpusti v 300 ml vody (1) v 1000ml
odmérné bance a doplni do 1 litru.

Granulovana pemza, prana v kyselin¢ chlorovodikové a vysusena.

Sacharéza, dusiku prosta.

Indikétor bromkresolova zelen.

Indikéator bromkresolova zelen, ¢ = 1 g/l.

Ptiprava: 0,1 g bromkresolové zelené (22) se rozpusti ve 100 ml ethanolu (11).
Indikétor: Zuzagovo cinidlo.

Ptiprava: 0,83 g bromkresolové zelené (22) a 0,17 g methylCervené (12) se rozpusti
v asi 500 ml teplého ethanolu (11) a po vychlazeni doplni ethanolem (11) do 1 litru.

Kyselina borita, H3BOs.
Kyselina borit4, H3;BOs, ¢(H3BO3) = 10 g/l az 40 g/l v zavislosti na pouZzitém piistroji.

Ptiprava: Navazen¢ mnozstvi kyseliny borité (25) se rozpusti za tepla ve vodé (1)
a po ochlazeni doplni do 1 litru. V ptipadé automatického destilaéniho/titraéniho
zafizeni se kyselina borita pfipravuje ve vétsim objemu.
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Pokud se pouzije kolorimetricka detekce bodu ekvivalence, pfi ptipravé 1 litru roztoku
kyseliny borité (26) se pfed upravou objemu piidd 7 ml roztoku methyl¢ervené (14)
a 10 ml roztoku bromkresolové zelené (23). V zavislosti na pouzité vod¢é se mize pH
jednotlivych roztokt kyseliny borité ligit. Casto je nezbytna tprava pomoci malého
mnozstvi zasadité latky, aby se ziskalo vhodné pH.

Jako alternativa k indikatorim (12) a (22) mize byt vyuzit smésny indikator Tashiro
(28).

Indikator methylenova modf.
Smésny indikator Tashiro (0,2% methyl¢erven + 0,1% methylova modr).

Ptiprava: Do kadinky se navazi 0,2 g methyl¢ervené (12) a 0,1 g methylénové modii
(27). Za mirného zahtivani se rozpusti ve 100 ml ethanolu (11) a dikladn¢ se promicha.
Tris-hydroxy-methyl-aminomethan, C4H11NO3.

Siran amonny, (NH4)2SO4.
Odpéiovaci ¢inidlo, napt. oktanol, CsHi7OH.
Acetanilid (obsah N =10,36 %).

Poznamky

1

Priklad stanoveni faktoru odmérného roztoku H>SO4, c(H2S04) = 0,1 mol/l pri vyuziti
automatického destilacniho/titracniho zarizeni.

Do péti mineralizacnich tub se diferencné navazi (0,20 - 0,26) g siranu amonného (30).
Do tuby se nasledné automaticky davkuje 30 ml vody (1) a 50 ml NaOH (17).
Pri destilaci vodni parou se plynny amoniak jima do predlohy obsahujici 30 ml
kyseliny borité (26) s indikatory (14 a 22 nebo 28). Predloha se nasledné automaticky
titruje odmernym roztokem kyseliny sirové (9).

Vypocet faktoru H>SO4, c(H2S04) = 0,1 mol/l.

1000. n
13214.V

V. spotreba odmérného roztoku kyseliny sirové (9) v ml,

n navazka (NHy)2504(30) v g,

1 ml kyseliny sirové (c = 0,1 mol/l) je ekvivalentni 13,214 mg (NH4)2SOu.
Priklad stanoveni faktoru odmeérného roztoku H>SOy, c¢(H2804) = 0,05 mol/l.

Do tri titracnich banék o obsahu 250 ml se diferencné navazi 0,15-0,20 g tris-
hydroxy-methyl-aminomethanu (29) a rozpusti se v asi 100 ml vody (1), pridaji se 2
az 3 kapky Zuzagova cinidla (24) nebo smésného indikatoru Tashiro (28) a za
staleho michani se titruje pripravenym odmérnym roztokem kyseliny sirové (10).
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5
5.1

Titrace je ukoncena v okamziku, kdy titrovany roztok prejde jedinou kapkou z modré
do ruzove barvy.

Vypocet faktoru H>SOy4, c(H2S04) = 0,05 mol/l.

1000. n
12,114. V
V spotreba odmeérného roztoku kyseliny sirove (10) v ml,
N navazka tris-hydroxy-methyl-aminomethanu (29),

1 ml kyseliny sirové (¢ = 0,05 mol/l) je ekvivalentni 12,114 mg tris-hydroxy-methyl-
aminomethanu

Priklad stanoveni faktoru odmérného roztoku NaOH, ¢(NaOH) = 0,1 mol/l.

Do tii titracnich banék o objemu 250 ml se napipetuje 30 ml odmérného roztoku
hydroxidu sodného (19), pridaji se 1-2 kapky indikatoru Tashiro (28) a titruje se
roztokem kyseliny sirove (10). Titrace je ukoncena v okamZiku, kdy dojde jedinou
kapkou k odbarveni puvodné do ruzova zabarveného titrovaného roztoku.

Vypocet faktoru NaOH, ¢(NaOH) = 0,1 mol/l.

f V. [f(H2504)
30
V spotreba roztoku kyseliny sirové (10) v ml,

f(H280y) je faktor pouziteho odmerného roztoku kyseliny sirové (10)

Pridani 3 ml az 4 ml NaOH (19) do 1 litru kyseliny borité o koncentraci 10 g/l (26)
obvykle predstavuje vhodnou upravu. Roztok se skladuje pri laboratorni teploté
a béhem skladovani musi byt chranén pred svétlem a zdrojem amoniakovych vyparu.

Lze pouzit i jiné koncentrace odmeérnych roztokii (8), (9), (10), (18) a (19), pokud se tato
skutecnost koriguje ve vypoctech. Koncentrace se vzdy vyjadruji s presnosti na ctyri
desetinnd mista.

Pristroje a pomiicky

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

Analytické vahy s piesnosti nejméné 0,001 g.

Postup
Mineralizace

Do mineraliza¢ni banky se navazi 1 g vzorku s pifesnosti na 0,001 g. Pfida se 15 g siranu
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draselného (2) a (0,9 — 1,2) g pentahydratu siranu méd’natého (3), nebo se pfida najednou asi
7 g smésného katalyzatoru (5) a 25 ml kyseliny sirové (7) a n€kolik granuli pemzy (20)
a zamicha se.

Banka se zahfiva nejprve mirn¢ a podle potieby se obcas zamicha, dokud nedojde
ke zuhelnaténi hmoty a neustane pénéni. Potom se intenzita zahtivani zvySuje, az do dosazeni
bodu varu. Zahtivani je odpovidajici, pokud vrouci kyselina kondenzuje na sténach bariky.
Nesmi dochazet k piehiivani stén baiiky a k ulpivani organickych ¢astic na sténach banky.

Jakmile je roztok Ciry a ziskd svétle zelené zabarveni, pokracuje se v ohfevu jesté 2 h.
Po ukonceni mineralizace se ponecha vzorek témét zchladnout. Poté se mineralizat opatrné
ziedi pridavkem asi (50 — 100) ml vody (1), aby se zabranilo zpétnému vykrystalizovani soli.

Jestlize se pouZije zafizeni pro automatickou mineralizaci vzorku, lze vyuzit nasledujici
postup:

Do sklenéné mineralizacni tuby, ktera se komeréné dodava k danému typu mineraliza¢niho
zafizeni, se navazi 1 g vzorku s pfesnosti na 0,001 g. Ptid4 se bud’ jedna tableta katalyzatoru
Kjeltabs ST a jedna tableta katalyzatoru Kjeltabs CK (4), nebo 7 g smésného katalyzatoru (5),
(10 — 20) ml kyseliny sirové (7). Objem se zvoli tak, aby nedochazelo ke ztuhnuti
mineralizatu po zchladnuti a dale se pfida a n¢kolik kapek odpénovaciho ¢inidla (31).

Tuby se vlozi do studeného mineralizacniho zafizeni a vzorek se mineralizuje podle
optimalizovaného programu:

Priklad mineralizacniho programu: Pozvolny narGst teploty mineraliza¢niho zafizeni
na 100 °C, udrzeni teploty po dobu 5 min., nartst teploty na 200 °C, udrzeni teploty po dobu
5 min., nartst teploty na 300 °C, udrZeni teploty po dobu 5 min., narast teploty na 400 °C.
Pii této teploté se vzorky 70 min mineralizuji. Po ukonceni mineralizace se vzorky vyjmou
z mineraliza¢niho zafizeni a ponechaji se téméi zchladnout. Poté se mineralizat opatrné ziedi
pridavkem asi 50 ml vody (1), aby se zabranilo zpétnému vykrystalizovani soli.

Pti vyuziti automatického destilacniho/titracniho zafizeni se 30 ml vody (1) davkuje
pfistrojem pied pocatkem destilace.
Poznamky

6 Pokud mineralizat po zchladnuti ztuhne, opakuje se stanoveni s vétsim mmnoZzstvim
kyseliny sirové (7), nez je uvedeno vyse.

5.2 Destilace

Vzorek se necha vychladnout a potom, pokud je tfeba, se ptida nékolik granuli zinku (6). Déle
se postupuje podle bodu 5.2.1 nebo 5.2.2.

5.2.1 Destilace do kyseliny sirové

Do ptedlohy destila¢niho zafizeni se odméti presné 25 ml kyseliny sirové (8) nebo (10) podle
pfedpokladaného obsahu dusiku. Pfid4 se nékolik kapek methylcervené (13). Mineraliza¢ni
banka se piipoji ke kondenzatoru destilacniho pfistroje a konec kondenzéatoru se ponofi
do kapaliny v ptfedloze do hloubky nejméné¢ 1 cm. Do mineraliza¢ni baniky se zvolna pfilije
100 ml hydroxidu sodného (16) tak, aby nedoSlo ke ztratdim amoniaku. Baika se zahtiva,
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dokud se neptedestiluje veskery amoniak.

5.2.2 Destilace do kyseliny borité

V piipadé manudlni titrace amoniakového obsahu destilatu se pouzije nize popsany postup.
Ptedloha s obsahem (25 — 30) ml roztoku kyseliny borité (26) s indikatorem (12) a (22) nebo
(28) se umisti pod otvor kondenzatoru tak, Ze jeho vyvod je ponoien pod hladinu piebytku
roztoku kyseliny borité. Destilacni jednotka se upravi na davkovani 50 ml roztoku hydroxidu
sodné¢ho (16). S destilacni jednotkou se pracuje podle pokynii vyrobce a oddestiluje se
amoniak uvolnény piidanim roztoku hydroxidu sodného. Destilat se jima do roztoku kyseliny
borité. Mnozstvi destilatu (doba destilace parou) zavisi na mnozstvi dusiku ve vzorku. Je tfeba
dodrzet pokyny vyrobce.

Pti vyuziti automatického destilacniho/titracniho zafizeni se do ptedlohy automaticky
nadavkuje 30 ml kyseliny borité¢ (26) s indikatorem (12) a (22) nebo (28). Do tuby
s mineralizatem se nadavkuje 30 ml vody (1) a 50 ml hydroxidu sodného (17). S destilacni
jednotkou se pracuje podle pokynl vyrobce a oddestiluje se amoniak uvolnény piidanim
roztoku hydroxidu sodného. Destilat se jima do roztoku kyseliny borité. Mnozstvi destilatu
(doba destilace parou) zavisi na mnozstvi dusiku ve vzorku. Je tteba dodrzet pokyny vyrobce.

5.3 Titrace
Postupuje se podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2.

5.3.1 Kyselina sirova

Prebytek kyseliny sirové v predloze se titruje roztokem hydroxidu sodného (18) nebo (19)
podle pouzité koncentrace kyseliny sirové do dosazeni bodu ekvivalence.

5.3.2 Kyselina borita

Obsah predlohy se ihned po destilaci titruje standardnim odmérnym roztokem kyseliny sirové
(9) nebo (10) s pouzitim byrety a odecte se mnozstvi pouzitého titratniho ¢inidla.

Pokud se pouzije kolorimetrickd detekce bodu ekvivalence, je bodu ekvivalence dosaZeno
pii prvnim zbarveni obsahu do rGzova. Odecte se objem byretou s piesnosti na 0,05 ml.
Bod ekvivalence bude zietelnéjsi pifi pouziti osvétlené magnetické michacky nebo
fotometrického detektoru.

Pfi pouziti automatického destilaéniho/titracniho zafizeni se obsah piedlohy titruje
standardnim odmérnym roztokem kyseliny sirové (9) automaticky po dokonceni destilace
parou.

Je nezbytné dodrzet pokyny vyrobce pro provoz konkrétniho destilaéniho pfistroje nebo
destila¢niho/titracniho pfistroje.

5.4 Slepa zkouSka

Pro potvrzeni, ze vSechny pouzité¢ chemikalie jsou prosté dusiku, se provede slepa zkouska
(mineralizace, destilace a titrace) bez ptitomnosti vzorku nebo s piidavkem 1 g sachardzy (21)
misto vzorku.
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6 Vypocet a vyjadieni vysledki
6.1 Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.1

Obsah dusikatych latek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle vztahu

(Vo—-Vy) xcx 0,014 x 100 x 6,25
m

Vo  je spotieba NaOH (18 nebo 19) na slepou zkousku v ml,
Vi spotfeba NaOH (18 nebo 19) na titraci vzorku v ml,
C koncentrace NaOH (18 nebo 19) v mol/l,

m hmotnost vzorku v g.

6.2  Vypocet pro titraci podle bodu 5.3.2

Obsah dusikatych latek vyjadieny v procentech hmotnosti se vypocitd podle vztahu

(Vi =Vp) xcx 2,8 x 6,25

m

kde

m je hmotnost zkusebniho vzorku v g,

C koncentrace standardniho odmérného roztoku H>2SO4 (9 nebo 10) v mol/l,

Vo spotfeba H2SO4 (9 nebo 10) na slepou zkousku v ml,
Vi spotteba H2SO4 (9 nebo 10) na zkusebni vzorek v ml.

Poznamky

7 Pristroje mohou byt manudalni, poloautomatické nebo automatické. Pokud zarizeni
vyzaduje prevod mezi mineralizacnim a destilacnim krokem, musi byt tento krok
proveden bez ztrat. Pokud k barnce destilacniho pristroje neni pripojena prikapavaci
nalevka, priléva se hydroxid sodny opatrne po sténé bezprostredné pred pripojenim
banky ke kondenzatoru.

8 Pri vyuziti automatického destilacniho/titracniho zarizeni se postup nastaveni
a ovladani zpracuje podle doporuceni vyrobce daného pristroje.

9 U produkti s nizkym obsahem dusiku se miize objem kyseliny sirove (10) sniZit
na 10 nebo 15 ml a dopini se vodou na objem 25 ml.
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Pri rutinni zkousce lze pro stanoveni dusikatych latek pouzit alternativni metody, ale
referencni metodou je Kjeldahlova metoda uvedena v casti C. Ekvivalence vysledku
ziskanych alternativni metodou (napr. DUMAS) v porovnani s referencni metodou
musi byt prokazana samostatné pro kazdou matrici. Jelikoz vysledky ziskané
alternativni metodou se mohou i v pripadé overeni ekvivalence nepatrné odchylovat
od vysledkii ziskanych referencni metodou, je zapotiebi uvést v protokolu o zkousce
metodu laboratorniho zkouseni pouzitou pro stanoveni dusikatych latek.

Ovéreni zarizeni.

Provede se zkouska (mineralizace, destilace a titrace) pomoci acetanilidu (32).
Navazka acetanilidu (32) se voli v mnozZstvi odpovidajicim koncentraci pouzitého
roztoku k titraci.

Priklad: pri pouZiti kyseliny sirové (10) se navazi asi 0,3 g acetanilidu (32), prida se
0,7 g sacharozy (21) a pouzije se stejny postup zkousky jako u stanoveni vzorku.
Vytéznost ma byt minimalne 99 %.

Vypocet vytéznosti:
1,4007 X V X c
NL % =
n
V spotreba odmeérného roztoku kyseliny sirove (10) v ml,
c koncentrace odmerného roztoku kyseliny sirové (10),
n navazka acetanilidu (32) v g.
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