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' Rychly postup mineralizacie pri stanoveni celkového dusika
Kjeldahlovou metdédou

TEREZIA VACOVA — ALEXANDER PRIBELA

" _S%ivea: Casovo limitujiicou fazou pri stanoveni celkového dusika Kjeldahlovou metédou je mineraliza-
" cia vzoriek. Vychadzajic z optimilnych podmienok mineralizicie navrhol sa modifikovany postup
mineralizicie v mikroprevedeni, ktory vyuziva koncentrovani kyselinu sirovi vopred predvareni so
selénovym katalyzatorom. Mineralizaéné ¢inidlo mozno skladovat dihsi ¢as. Vyhodou navrhovaného
postupu je skrdtenie Casu mineralizdcie jednej vzorky priblizne na 30 min. Reprodukovatelnost
stanovenia modifikovanym postupom je £ 1—= 7 %, chyba metddy je + 0,6—* 1,0 %. Postup znamena
aj usporu chemikalii a energie.

Najrozsirenejsia metdda stanovenia bielkovin je Kjeldahlova metéda vychadzaji-
ca z predpokladu, Ze dusik vo vacSine organickych materialov pochadza z bielkovin.
Je to absoliitna metdda, ktord nevyzaduje nijaka kalibraciu, a sicasne jedina
oficidlna metdda, ktord sa dd univerzalne pouZif pre rozlicné druhy vzoriek.
Kjeldahlov postup mineralizicie nemozZno pouzif na také formy dusika, ktoré pri
mineraliz4cii neposkytuji aménnu sof. Patria sem napr. diazozliceniny, dusitany -
a dusiCnany, ktoré treba vopred redukovaf na aminozli¢eniny a aZz potom na
amoniak, pripadne ich moZno priamo redukovat na amoniak zahrievanim v pride
vodika [1, 2].

Od publikovania pévodného Kjeldahlovho postupu roku 1883 bolo opisanych
vela jeho modifikdcii, ktoré smeruji k skriteniu Casu dvoch hlavnych fiz —
mineralizicie a vlastného stanovenia amoniaku. Kjeldahlova metéda je vSak i dnes
¢asovo narofna a pomerne neprijemnad, ¢o spdsobuje najma pouZivanie koncentro-
vanej kyseliny sirovej a jej vypary. Katalyzatory obsahujice ortut znecistuji Zivotné
prostredie. Napriek vyznamu sledovania obsahu bielkovin v potravinarskych surovi-
nach a pri riadeni kvality potravindrskej vyroby sa toto stanovenie Casto obchadza
z uvedenych dévodov. Napokon pri¢inou si i rozpaky nad nespolahlivymi vysledka-
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mi niektorych analyz, kedZe sa Casto mylne predpoklad4, Ze dlhé trvanie mineraliza-
cie zarui dobry vysledok [3].

Prieskum, ktory urobila roku 1980 Subkomisia pre analytiku bielkovin pri CSAZ,
poukdzal na rozli¢ni droven analynky dusika v naSich potravinarskych a polnohos-
podarskych laboratériach. Spdsob vykonavania analyz zavisi najma od dostupnosti
devizovych prostriedkov na nakup spalovacich blokov, ktoré urychluji mineraliza-
ciu vzoriek. Viac ako polovica pracovisk v rezorte MPVZ v CSSR spaluje vzorky
v Kjeldahlovych bankdch nad priamym plamefiom [4].

Casovo limitujiicou fazou Kjeldahlovho postupu je mineralizacia vzoriek, ktora
trva 2 az 4 hodiny, niekedy i dihiie. Platné CSN uvadzaji ¢as potrebny na stanovenie
bielkovin v misovych vyrobkoch 4 a 6 h a na stanovenie bielkovin v suSenych
a zahustenych mlieénych vyrobkoch dokonca 8 h [5, 6].

Spalfovanie moZno urychlif optimaliziciou podmienok :

a) Teplota mineralizicie sa dd regulovat pridavkom soli. NaJpouzwane]sm ie
siran draselny, prifom optimalnu rychlost spafovania mozno dosiahnut pri pomere
H,S04: K804 =1:1. Za optiméalnu teplotu spalovania sa poklada rozmedzie 360 az
420 °C, pretoZe zaruCuje i premenu fazko mineralizovateInych latok, napr. cyklic-
kych zlicenin (kyselina nikotinov4, tryptofan) na amoniak.

PredlZovanie varu pri niZSej teplote ako 360 °C zvySuje koncentraciu soli vplyvom
znacnej straty kyseliny sirovej. Ubytok kyseliny sti¢asne-spdsobuje stratu dusika,
pretoZe sa amoniak vplyvom vznikajiceho oxidu sirového a kyslika oxiduje na
plynny dusik.

b) Obsah kyseliny sirovej treba prisposobif charakteru vzorky. Na ucinnd
mineraliziciu 1 g sacharidov treba 7,3 g koncentrovanej H.SOs, 1 g bielkovin 8,1 g
H,804, 1 g lipidov 17,8 g H,SO,.

c) Pritomnost katalyzatorov urychiuje konverzin dusika na amoniak. BeZne sa
pouzivaji med, selén, ortuf, zriedka titdn a zirkén. Za najvhodnejsi katalyzétor sa
poklada ortut, ktora sa pouZiva vo forme oxidu ortufnatého.

d) K mineralizovanej zmesi treba pridat oxida¢né ¢inidlo, kedZe koncentrovand
kyselina sirové je pomerne slabé oxidatné Cinidlo. Vhodny je peroxid vodika, ktory
sa ma pridat k spalovacej zmesi pri teplote niZiej ako 160 °C, pretoZe sa pri tejto
teplote rozklads [4, 7-—9].

V zahrani¢i sa vyrabaji pristroje na stanovenie celkového dusika v organickych
materidloch na principe Kjeldahlovej metody. Tieto sa vyznacuji vysokou analytic-
kou kapacitou a dobrou spolzhlivostou vysledkov, priCom sa v porovnani s kiasicky-
mi manudinymi postupmi Setria ndklady na chemikalie, energin, pracovny priestor
a Cas a zlepSuji sa podmienky prace v laboratéridch [7]. Dosiahnuté vyhody sa viak
viaiu na zvySené investitné ndroky, ktoré si opodstatnené iba tam, kde je
zabezpetena ich vyuZiteInost.

V nadviznosti na sti¢asny stav v analytike dusika u nds a na obmedzené moZnosti
nakupu zahraniénych pristrojev sme vypracovali modifikaciu Kjeldahlovej metody
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v mikrovyhotoveni. Vyhodou navrhovaného postupu je znacné urychlenie Casu
analyz oproti doteraz pouzZivanym postupom, znizenie spotreby chemikalif a znize-
nie energetickej ndronosti v prepocCie na jednu vzorku. Mineralizacia trva priblizne
30 min, nasledujica destilacia 5 min. Pri sG¢asnom spalovani 6 vzoriek v jednom
digestériu to znamend moznost analyzy priblizne 6 vzoriek za hodinu. Postup je
aplikovatelny na roziicné druhy vzoriek, pri¢om tieto musia byt dobre zhomogenizo-
vané, kedZe sa navazuji velmi malé mnozstva.

V porovnani s uvedenymi poznatkami sme v postupe nepouzili pridavok soli
z tychto dovodov: v pritomnosti soli je staZzend manipuldcia so vzorkou pri jej
odstraneni z mineralizacnej banky. Okrem toho nemozno uskladitovat predpripra-
vent kyselinu sirovi s pridavkom solf a navaZovanie tohto pridavku do kazdej banky
zvlast predlzuje pracovny postup. DalSie skratenie Casu mineralizicie nie je pri
tomto postupe zretelné.

Modifikovany postup:

0,05 az 0,1 g jemne zhomogenizovanej vzorky sa da do 50 m! Kjeldahlovej banky
a zaleje sa 2 mi koncentrovanej H,SO, vopred pripravenej s katalyzdtorom.
(Vzorku mozno splachnut do banky velmi malym mnozstvom destilovanej vody.)
Do banky sa prida sklena gulicka a obsah banky sa opatine kruzivym pohybom
premieSa. Banka sa zakryje malym lievikom alebo sklenou hrustiCkou. Spociatkusa
spaluje opatrie, aby sa zamedzilo peneniu a vykypeniu vzorky. Po stekuteni vzorky
sa zvysi teplota chrevu na maximalne moZnd mieru. Po 15 min spalovania sa ohrev
odstavi, roztok sa necha 15 min vychladnit. Do vychladnutého roztoku sa opatrne
po kvapkach pridd 1 ml 30% H:0,. Ak je roztok Ciry, bezfarebny, vzorka je
zmineralizovana. V niektorych pripadoch treba vzorku spalovat eSte asi 2 az 5 min.
Roztok po mineralizdcii nesmie mat Zltkasty nadych, musi byt bezfarebny, pripadne
so svetlozelenym nadychom (od selénu).

Priprava H,SO4 na mineralizaciu vzoriek: 0,5 g selénu sa zaleje 100 m! koncen-
trovanej H;SOs, opatme sa v digestdriu pri stalom premieSavani zahreje do varu
a kratko povari, kym roztok nezmeni farbu z tmavohnedej cez zelend na Zitd
(priblizne 10 min varu). Roztok sa zakryje hodinovym sklickom a necha sa
vychiadnit. Z vychladnutej kyseliny sa naberd mnoZstvo potrebné na mineralizaciu.
Kyselina sirova predvarend so selénom znacne urychlfuje mineralizaciu vzoriek
a mozZno ju pripravit do zasoby a dlhsi as skladovat.

Vzorku z mineralizacnej banky mozno:

a) zriedif malym mnozZstvom destilovanej vody a kvantitativne preniest do
odmernej banky. Banku po starostlivom premiesani roztoku a vytemperovani na
laboratdrnu teplotu doplnit po znacku a na destildciu pipetovat alikvotny podiel
vzorky;

b) zriedit malym mnozstvom destilovanej vody a kvantitativne preniest priamo do
destilacného pristroja.

Amoniak zo vzorky sa vydestiluje s vodnou parou v alkalickom prostredi
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v destilatnej aparatire podla Parnasa a Wagnera, zvycajnym postupom. Cas
destilacie s koncom chladica ponorenvm v predlohe je 4 min, s odstavenym koncom
chladi¢a eSte 1 min. Ako predlohu moZno pouzit 2% roztok kyseliny boritej
s Tashiro indikdtorom, pricom sa po destilacii priamo stitruje absorbovany amoniak
s 0,01 N HzSO4, ktora musi byt Standardizovana.

Reprodukovatelnost metédy overena na vzorkdch s rozliénym obsahom bielkovin
je v tabulke 1. Pre spravnu interpretaciu vysledkov treba stanovit reprodukovatel-
nost pre kazdy typ analyzovaného materialu osobitne.

Pri zachovani uvedeného postupu je limitujicim faktorom analytickej kapacity
pocet spalovacich miest v digestoriu, avsak i pri ich menSom pocte je produktivita
prace ovela vysSia ako pri doteraz pouzivanych manudlnych postupoch. Rychlost
analyz mozno porovnat s deklarovanou rychlostou zahrani¢nych pristrojov pracuji-
cich na principe Kjeldahlovej metédy. Modifikovana metdda sa preto da vyhodne
pouzit najma tam, kde sa vyZadujui rutinné analyzy.

Tabufka 1. Reprodukovateinost stanoveni celkového dusika modifikovanym postupom pre vzorky
s rozli¢nym obsahom bielkovin, pri 95 % pravdepodobnosti

Table 1. Reproducibilitg of total nitrogen determinations by means of the modified process for sampies
t

with different content of proteins, with a probability of 95 %
. Chyba metody
Priemerny Miera vyjadrena
Vzorka obsah bielkovin reprodukovatelnosti | absolitnym mnoZstvom
%[%] M [%] bielkovin
%]

Susené repné rezky 8,1 +7 = 0,6
Susené mlieko 35,1 +3 +=1,0
Kazein 76,0 +1 +0,8
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BeicTpsif nHpomece MAREPATA3aNMA HPH onpefeieHny o0mero a30ta
' o Merony Ksenpgans

Pesiome

JInmaTHpYyrome# no BpeMeHH (a3o¥ npy onpeaenerns 06mero a3oTa no Metony Keenbais snseTcs
MUHEpaIn3auus opraHmdeckux o6pasno. Mcxons w3 onTHManbHBIX YCIOBHM MHHEpanM3aiwy, Obul
TPEANOXKEH MOJH(DHITMPOBAHHBIA POLECC MHHEPATH3AIMH B MUKPOUCTIOJHEHWH, KOTOPBIA HCIONIB3YeT
KOHIUEHTPHPOBAHHYIO CEPHYIO KHCIOTY, NPEJBAPUTENBHO G1aHIIMPOBAHHYIO C CEICHOBBIM KaTaJIW3aTo-
poM. MuHepanu3anMOHHEN! PEaKTHB MOXKHO XPaHMTh [UIMTeNbHOE BpeMs. [IpeMMyinecTBOM MeTofa
ABNAETCS COKPALCHHUE BPEMEHM MHHEpaNy3aimy oxHoro obpasua o 30 musyT. BocnpousBogumocTs
onpefieieHHss N0 MORH(PUUMPOBaHHOMY Merony cocraBnsier *1—*7%, omubka MeTOIMKH
— +0,6— +1,0%. ITpoyecc 03HavaeT ¥ 3KOHOMKIO XMMHKATOB ¥ HEPIHH.

. Quick process of mineralization in determining total nitrogen
by the Kjeldah!l method

Summary

The mineralization of organic samples in determining total nitrogen by the Kjeldahl method is a time
limiting phase. On the basis of optimal mineralization conditions, a modified mineralization process in
a microversion has been projected, which utilizes the concentrated sulphuric acid preboiled in advance
with selenic catalyst. Mineralization agent can be stored for a longer time. The advantage of process
projected is a time shortening of one sample mineralization to 30 min approximately. The determination
reproducibility by modified process is 1 to 7 % ; method error is £0,6 to +1,0%. This process does
also contribute to economization with chemicals and power.
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