5. STANOVENI DUSIKU KJELDAHLOVOU METODOU

5.1. KIELDAHLOVA METODA

Kjeldahlova metoda stanoveni dusiku (tzv. kjeldahlizace) je analyticka metoda pro
stanoveni obsahu dusiku v organickych latkach. K rozkladu organické dusikaté latky se pouziva
mineralizace na mokré cesté, ktera je zalozena na rozkladu latky ve vrouci koncentrované kyseliné
sirové s pridavkem katalyzatoru, dale dochazi k neutralizaci a alkalizaci smési ziskané po rozkladu,
destilaci a stanoveni amoniaku v destilatu (tj. stanoveni celkové bilkoviny pies bilkovinny dusik).
Tento postup stanoveni dusiku je vhodny pro odhad obsahu dusiku v potravinach, hnojivech a jinych
latkach organické povahy. Metoda je znadma jiz od roku 1883, kdy ji vynalezl dansky chemik Johan
Gustav Christoffer Kjeldahl.

Nékteré latky se mineralizuji velmi obtizné (napft. nékteré aminokyseliny) a k jejich
uplnému rozkladu je nutné ptidavat oxidovadlo (napt. HO,, KMnOs, HCIO4). Také pro dusik ve
vazbach N-O, N-N a casto i pro dusik vazany cyklicky dostavame Kjeldahlovou metodou piili§ nizké
vysledky. Pokud vsak nitro-, nitroso-, ozimino-, azo-, azoxy- a hydrazoslouc¢eniny piedem
zredukujeme na aminy (pomoci Zn, Fe, Cr**, Ti*"), ziskame i zde Kjeldahlovou metodou spravné
vysledky.

Tato metoda je zalozena na mineralizaci vzorku kyselinou sirovou a peroxidem vodiku spolu
s katalyzatorem. Dusik obsazeny v nékterych typech organickych latek prechazi pfi jejich oxidacni
mineralizaci varem s nadbytkem kyseliny sirové kvantitativné v siran amonny. K rychlejsimu a
dokonalejsimu prubehu mineralizace se k reakéni smési pridavaji rizné katalyzatory (slouceniny médi,
rtuti, selenu) a také latky zvySujici bod varu kyseliny sirové (K2SOa, Na;SOy).

Nejcastéji pouzivanym katalyzatorem je smés siranu méd’natého a siranu draselného 1:1,
které urychluji mineralizaci a zvySuji bod varu kyseliny sirové. Vzorek se zahtiva na teplotu okolo
400 °C cca 4 hodiny. Timto se dusik vazany v aminovych a dal$ich funkénich skupinach pfevede na
amoniak, ktery nasledné reaguje s kyselinou sirovou za vzniku netékavého siranu amonného.

2 NH, + H,S0, — (NH,),S0,

Roztok mineralizovaného vzorku se kvantitativné pievede do destila¢ni aparatury. Vzorek se
poté destiluje s pridavkem hydroxidu sodného, ktery uvolni amoniak a destilat se jima do kyseliny
borité se smésnym indikatorem Tashiro (smes 400 ml 0,03% roztok methyl¢ervené v ethanolu a 60 ml
0,4% rotoku methylenové modti). Amoniak se stanovi piimou titraci siln€jsi kyselinou, nez je kyselina
borita (H2SOs4, HCI). Jako indikator se pouzije smésny indikator Tashiro.

(NH,),SO, + 2 NaOH 2 NH,+ Na,SO, +2 H,0

Kjeldahlovou metodou lze tedy urcit celkovy dusik (suma bilkovinného a nebilkovinného
dusiku) a tim pfiblizny obsah bilkovin po vynasobeni nalezené hodnoty empirickym faktorem, ktery je
odvozen z toho, Ze bilkoviny obsahuji primérné 16% dusiku. Pro piesnou analyzu je vSak potieba
odecist nebilkovinny dusik, ktery se stanovi ve filtratu po deproteinaci kyselinou trichloroctovou.
Metoda je obecné zdlouhava a vyzaduje digestof.

Hmotnost amoniaku Ize pfepoc¢itat na hmotnost bilkoviny nasobenim piepocitavacim faktorem:

m(N,,,) - 6,25 = m(bilkovin))



Empiricky faktor pro pfepocet obsahu dusiku na obsah veskerych bilkovin je nejcastéji
100/16 = 6,25 (bilkoviny obsahuji v priméru 16% dusiku); v literatute Ize nalézt i jiné hodnoty
prepocitavaciho faktoru, obsah dusiku v jednotlivych bilkovinach se lisi.

Existuje n€kolik riiznych modifikaci Kjeldahlovy metody. Postup podle Henryho a kol.
poskytuje také spolehlivé vysledky. V tomto piipade¢ se smisi 0,2 ml vzorku se 2 ml destilované vody
a 2 ml H,SOy, piida se 1 g mineralizacniho katalyzatoru (smés CuSO4 a K»SO4). Amoniak se
stanovuje pfimou acidimetrickou titraci na methylovou cerven. VSechny metody stanoveni bilkovin
pres dusik pfedpokladaji konstantni obsah dusiku v bilkovinach a jeho kvantitativni stanoveni.
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Obr. 5.1: Schéma starsiho typu Kjeldahlovy mikroaparatury

5.2. PRIPRAVNE PRACE

CHEMIKALIE:

Mineraliza¢ni katalyzator CuSOs: K2SOs4 1:1, koncentrovana H,SOs, 30% H20,, 35% NaOH, 2,5%
roztok kyseliny borité, smésny indikator Tashiro (0,03% methylcerven sodna siil v ethanolu s vodnym
roztokem methylenové modti 0,1% v poméru 6,66 : 1), 0,1M H2SO4

PRIPRAVA VZORKU:

Jako vzorek pouZijeme mlada zviteci kost. V mladych kostech je 4 — 5% dusiku (vétSina ve forme
bilkovinného kolagenu — kolagen se rozklada na aminokyseliny, které se nasledné vylucuji z kosti).
Nejvice dusiku je v dlouhych kostech, jako je stehenni, a rychle se ztraci z mensich poréznich kosti.
Zviteci kost je pfedem rozemleta v kulovém mlynu.

5.3. STANDARDIZACE ODMERNYCH ROZTOKU
5.3.1. STANDARDIZACE 0,1M NAOH

Odmeérny roztok NaOH o pfesné koncentraci nelze ptipravit navaZzenim pevného NaOH p.a.
Cast navazky predstavuje vzdusnou vlhkost nebo Na,COj; (vzniké ptisobenim CO; ze vzduchu).
Ptesnou koncentraci NaOH neboli titr odmérného roztoku stanovime titraci na tzv. primarni standard.
Titr ¢(NaOH) ziskame pfimou titraci slabé dvojsytné kyseliny §tavelové H,C>04-2H>O do druhého
stupné na indikator fenolftalein (pH ~ 9).

Stechiometricky pribeh reakce NaOH s kyselinou $tavelovou, ktera je slabsi dvojsytnou

kyselinou (pK; = 1,25; pK» = 4,28), je ovlivnén obsahem uhli¢itant v roztoku hydroxidu, které
zpusobuji fadu problémi pii vyhodnocovani vysledka titrace. Pokud titrace konci v alkalické oblasti



(indikace ekvivalen¢niho bodu fenolftaleinem pii pH = 9), tak se na CO», ktery se uvolni v prub&hu
titrace a rozpusti, spotfebuje navic dal§i NaOH za vzniku NaHCOs (stabilni forma systému CO; <>
NaHCOs <> Na,COs pti pH =9), coz se v kone¢né fazi projevi, jakoby odmérny roztok NaOH mél
nizs§i koncentraci.

Na analytickych vahach odvazime s pfesnosti na mg takové mnozstvi dihydratu kyseliny
Stavelové, aby po prevedeni navazky do odmérné baiiky na 100 ml, doplnéni banky po rysku
destilovanou vodou a odpipetovanim 10 ml tohoto roztoku kyseliny Stavelové do titra¢ni batiky byla
spoteba odmérného roztoku 0,1M NaOH asi 10 ml.

Navazku dihydratu kyseliny $tavelové nejprve rozpustime v cca 50 ml destilované vody
v kédince, kvantitativné prevedeme do odmérné baniky na 100 ml a doplnime destilovanou vodou. 10
ml tohoto roztoku kyseliny $tavelové odpipetujeme do titra¢ni baiiky na 250 ml, doplnime do 150 ml
destilovanou vodou a ptidame nékolik kapek indikatoru Tashiro, roztok se zbarvi fialove. Titrujeme
odmérnym roztokem 0,1M NaOH z fialového zbarveni do Sedého zékalu, poté ptidame 10 ml
20% CaCl; a dotitrujeme do zeleného zbarveni, spotfebovany objem NaOH odecitame na setinu ml.
Titraci provedeme tiikrat a poté vypocitame primérnou hodnotu V.

5.3.2. STANDARDIZACE 0,1M H:SO4

Standardizaci 0,1 M H»SOs; provedeme pomoci piedem standardizovaného 0,1M roztoku
NaOH. Do titra¢ni banky napipetujeme 10 ml 0,1M H,SOs, pfidame nékolik kapek indikatoru Tashiro
a titrujeme pfedem standardizovanym 0,1M roztokem NaOH z ¢ervenofialového do modrozeleného
zbarveni. Vysledny objem spotfebovaného 0,1M NaOH odecitame na setinu ml. Titraci provedeme
tiikrat a poté vypocitame primérnou hodnotu V.

5.4. STANOVENI DUSIKU KJELDAHLOVOU METODOU
5.4.1. MINERALIZACE ORGANICKE LATKY

Podstatou mineralizace organické latky pro stanoveni dusiku podle Kjeldahla je vysraZeni
bilkovin méd’natou soli postupem podle Barnsteina. Vzorek organické povahy zmineralizujeme varem
v koncentrované kyselin€ sirové v pfitomnosti mineraliza¢niho katalyzatoru. Béhem reakce se
dusikaté latky pfevedou na siran amonny, z néhoz se v alkalickém prostfedi uvolni amoniak, ktery pak
predestilujeme do predlohy se standardizovanou 0,1M H>SOs. Jeji pfebytek stanovime alkalimetricky.
Zmineralizujeme 3x vzorek organické latky (napf. kosti, mléko) o neznamém obsahu dusiku a 1x
srovnavaci vzorek — latku, kterd obsahuje znamé dusik (napf. pevna kyselina sulfanilova, pevny siran
amonny).

Navazime 0 g (slepy pokus), 0,10 g, 0,20 g a 0,30 g vzorku do Erlenmeyerovych ban¢k.
V digestori do kazdé¢ ze 4 banék ptidame 1zicku katalyzatoru a 10 ml koncentrované H>SO4. Nasledné
vzorek vycetime n€kolika malymi pfidavky H,O», dokud veskery vzorek neni rozpustén. Pozor,
probihad prudka exotermicka reakce! Po vyCeteni se batiky poloZzi na rozehiatou plotynku vatice
(teplotni stupent 5), po 3 —4 hodinach se vafi¢ vypne a vzorky se nechaji upln¢€ vychladnout. Po
vychladnuti se kvantitativné pfevedou do destilaéniho tubusu a doplni se destilovanou vodou do 50
ml.

5.4.2. DESTILACE ORGANICKE LATKY

K destilaci pouZzijeme parni destilacni zafizeni Pro-Nitro M urcené pro stanoveni proteinti
Kjeldahlovou metodou.

Je nutno zkontrolovat hladinu destilované vody v nadrzce na boku destila¢niho pfistroje Pro-
Nitro M a ptipadné ji doplnit otvorem umisténym na vrchu pifistroje. Vodivost vody zlep$ime, pokud
do nadrzky priddme 250 ml vody z vodovodniho fadu. Objem nadrzky je 6 litrii, coz vystaci na



analyzovani 20 vzorkl. Zkontroluje se také dostatecny objem 35% hydroxidu sodného a ptipadné ho
doplnime. Objem nadrzky na NaOH je 1 litr.

Pro ziskani co nejlepsich vysledkt je potieba zatizeni predehtat. Ptistroj se zapne, do tubusu
se naleje 50 ml destilované vody a pod vystup chladi¢e se vlozi prazdna kadinka. Spusti se program
,,Steam ** pro rozehtati ptistroje — ptistroj bude destilovat 8 minut, pak se automaticky vypne. Toto se
opakuje 2x. Nahtati provadime, i pokud zafizeni stalo 2 az 3 hodiny.

Po rozehtati vlozime do pfistroje tubus se slepym pokusem a pod chladi¢ umistime titra¢ni
baiikku s 50 ml kyseliny borité a sindikatorem Tashiro. Podrzime tlacitko oznacené NaOH pro
pridavek hydroxidu. Ptidavek byl dostate¢ny, pokud je barva vzorku tmavé modra. Poté spustime
program ,,steam “, ktery je mozno zastavit po Sesti minutach. Vlivem amoniaku dojde ke zmén¢ barvy
roztoku H3BO; z fialové na zelenou.

POZOR, destilace je automaticky ukoncena po 8 minutach. Neponechavejte zarizeni bez dozoru, cas
destilace miize byt v pripadé nutnosti zkracen z 8 na 6 minut stisknutim tlacitka ,,STEAM * po dobu 5
sekund.

POZOR, CISTENI DESTILACNIHO OKRUHU - Po kazdé analyze provedte destilaci 50 ml vody po
dobu 5 minut. Dojte tim k odstranéni zbytkiit NaOH ze systému.
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Oteviena dvirka
Prehrati pfistroje
Napajeni

Program ,,steam‘
Pridavek NaOH

ARG N

Obr. 5.3: Prace s destilacni aparaturou Pro-Nitro M



Po skonceni destilace se roztok v titraéni bance titruje 0,1M H.SO4 zpét do fialového
zbarveni. Spotieba se zaznamena. Postup je stejny u dalSich vzorkli. Pro srovnani ztitrujeme vzorek
standardu (NH4)>SOs.

Tabulka 5.1. Zaznamenané hodnoty

Vzorek ¢islo Navazka Koncentrace Slepy pokus Spotieba Obsah dusiku
vzorku (mg) H,>SO4 (mol/1) (ml) H>SO4 (ml) (%)

5.4.3. STANOVENI DUSIKU VE VZORKU

Vypocet obsahu dusiku ve vzorku:

V -V ‘C “Mry -2
N% _ ( H,S50, slep) H;50, N 100
Myz

5.4. UKONCENI A VYHODNOCENI ANALYZY

Po ukonceni destilace je tfeba vycistit pfistroj. Do tubusu se naleje valcem 25 ml HCl a 25 ml
destilované vody a spusti se program ,steam*. Na zavér opét spustit program ,steam* pouze
s destilovanou vodou. Piistroj se vypne a zpracuje protokol.

Vypocitame obsah dusiku v jednotlivych vzorcich (vysledky statisticky vyhodnotime).



