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, Rfchly postup mineraliz6cie pri stanovenf celkov6ho dusika
; Kieldahlovou met6dou
t-

TEREZIA VACOVA- ALEXANDER PRIBELA

i -mm Casovo limitujricou fi{zou pri stanovcni celkov6ho dusika Kjeldahlovou met6dou je mineralizi-
- cia r"zoriek. Vychddzajfc z optim6lnych podmienok mineraliziicie nawhol sa modifikovany postup
'' mineraliz6cie v mikroprevedeni, ktonf vyuiiva koncentrovanri kyselinu sirovf vopred predvarenf so

sel6novfm katalyzitorom. Mneralizadn€ iinidlo moino skladovat dlhii das. Vfhodou nawhovan6ho
postupu je skri4tenie Easu mineralizricie jednej vzorky pribliine na 30 min. Reprodukovatelnost
stanovenia modifikovanlim postupom je t l--r 7 o/o, chyba met6dy je + 0,6- t 1,0 7". Postup mamen6

aj fsporu chemikdlii a energie. 
.

Najroziirene;Si" -"tOJ rtanovenia bielkovin je Kjeldahlova met6da vych 6dzaji-
ca z predpokladu, ie dusik vo vdd5ine organickfch materi6lov pochddza zbielkovin.
Je to absolftna met6da, ktor6 nevpaduje nijahi kalibr6ciu, a sfidasne jedind
ofici6lna met6da, ktord sa d6 univerzrllne pouZit pre rozlidn6 druhy vzoriek.
Kjeldahlov postup mineralizicie nemoino pouZif na tak€ formy dusika, ktor€ pri
mineraliz6cii neposkytujti am6nnu so[. Patria sem napr. diazozhideniny, dusitany
a dusidnany, ktor6 treba vopred redukovaf na aminodfdeniny a ai potom na

amoniak, pripadne ich moino priamo redukovat' na amoniak zahrievanim v prride
vodika [1, 2"1.

Od publikovania p6vodn6ho Kjeldahlovho postupu roku 1883 bolo opisanfch
vela jeho modifik6cii, ktor6 srnerujf k skr6teniu dasu dvoch hlavnfch f.6z -
mineraliz6cie a vlastn6ho stanovenia amoniaku. Kjeldahlova met6da je vlak i dnes

dasovo ndrodn6 a pomerne neprijemn6, tIo spdsobuje najmii pouZivanie koncentro-
vanej kyseliny sirovej a jej vfpary. Katalyzdtory obsahujrice ortuf medist'ujri Zivotn6
prosnedie. Napriek vyznamu sledovania obsahu bielkovin v potraviniirskych surovi-
n6ch a pri riadeni kvality potravin6rskej vfroby sa toto stanovenie dasto obchddza
z uvedenfch d6vodov. Napokon pridinou sf i rozpaky nad nespolahlivfmi vfsledka-
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mi niektorycir ana"i5z. k-erJie sa iasto myine predpokladd, Ie dlhd trvanie mineraliz6-
cie zar:uii dgbr.f rS,sledok [3j.

Frieskum, ktory ruohila roku 1980 Subkomisiapre analytikubielkovinpriCSAZ,
poukdzal na rozlidnri riroveii anall'tiky dusika v na5ich potravin6rskych a polnohos-
poddrskych labarat6ririch. Sp6sob vykon6vania analyzzrivisi najmd od dostupnosti
deliznvych prcstriedkov na niikup spalovacich blokov, ktord urj'chfujri mineralizd-
ciu vzonek. Viac ako polr:viea pracovisk v rezorte MPVZ v CSSR spaluje vzorky
v Fijeldahiovfch bankdch nad prianryrn plameflom [4].

d}r.scvo limitr:ji'icou fai.zou Kjel.dahlovho postupu je rnineraliz6cia vzoriek, ktorS
$v62 ai4 bodiny, niekecly i dihSie" Platn6 fSN uvridzajri ias potrebny na stanovenie
bielkr,,r'irr v miirrvfr:L' v"irrobkoch 4 a 6h a na stanovenie bielkovfn v suienfeh
a zahu.sten{eh mliedrryeh vyrahkoeh dokoriea 8 h [5. 6].

Spaiovarie m.oZno uryclilit optimiriizdciou podmienok :

a) T'eplota mineraliz;icie sa d.{ regulovat pridavkom soli. NajpouZivanejlim je
siran draselnf. pridr:m optimrilnu rychkrsf spafovania moino dosiahnut pri pomere
TIzSOq : K.zSOa = I:'l .7-,a oprtinl6lnr.r teplotu rpafovania sa pokladii roznedzie 360 aZ

4'20 "C, pretoie zanri:ujc i prelnenu t'aiko rnineralizovatefn'ich kitok, napr. cyklic:
k('..'i1 rhiieq in (k yse| ir z, niki-rtinr,rv4., tryptof dn) na amoniak.

I'retllicvanie varu pri nriSej teplote ako 360 'Czvy5uje koncentrdciu soli vplyvom
znainej straty kyseiiny sirovej. Lrbytok kyseliny sridasne spdsobuje stratu drisika,
pretnie sa arnonirik vplyvorn vznikajricehr: oxidu sirr:v6ho a kyslika oxiduje na
plynnf dusik.

tr) Otrriah lry.-seiiny sirr:vej treba prisp6sobif charakteru vzorky. Na rirlinnri
mineraliziciu 1 g sacharirJov treba 7,3 g koncentrovanej H:SOI, 1 g bielkovin 8,1 g
.EIzSO+, 1 g liprdov 1 7,8 g I{zS{-}q"

c) Fritorruteisd katallzritr:rov uiychluje konverziu dusika na a.moniak. Belne sa

pouif vajri rned, sel6n, ortut', zrir:dk a tittn a zirk6n. Za najvhodnej5i katalyzdtor sa
pokladd ortiid, ktor6 sa pouiivo. vo fornre oxidu ortut'nat6ho.

d) K rni-"reralixrva.nei zntesi tretra pridat oxidadnd dinidlo, kedZe krtncelfrr-ivan6
kyseiirra si{ov5. j.: Dcrner.rre slat-.6 oxidadn6 diniCll. Vhodnf je peroxid vodrka. ktorlf
sa rrri p:rirlaf k spalovace.i zme-si pri te1)|,)trr niiie-i ako 160'C, pretoie sa pii tejto
teplote razkla46 [4, 7 9]

r/ zahraniii sa vyrdl,;rjri prist*rfe rr,.r ,itlrlrrvenie celkov6ho dusika v organicklfeh

'naf "rijl,rch na 1l:inr:ipe I'ij..:il2!1i1;.i,qj tlr:tcirly.'l"ieto savyznaduj'ivysokou analytic-
kou kapa'-itou a dr:itr.t,rt s'try:i.r.l-rlivr^stou vlisledkov, pridom sa vporovnani s klasiekf-
mi manu5lnlnni trir-rstriprrri Setda nSklady na chemikflie, energiu, pracovnli priestor
a das a zlepiujri sa po.Jmie.'rky prdee v laborat6riiicir [7]" Dosiahnut6 vfhocly sa viak
viai.tl na zvri!s*5 irrvesti*nd n6roky. ktard sfr opodstatnend iba tarn, kde je
zatreztroetYr:nzi- ieh vyr.iii tef nosf

V nar.lvaz:trrsti na s(ia.sni; stav v analytike du-qika u nds a na obrnedzen6 moinosti
r{kupr,r zahraniirrfcti pristrnicrl sr"fi.e vypraeovali modifikdau Kjeldahlot'ej rrret6dy
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v mikrovyhotoveni. Vyhodou navrhovarr6ho postuiJu jc z"adnd uryt,hlente iasrr

analyz oproti doteraz pouZivanym postupom, zwilenie spotreby chenrik6lii azntte-
nie errergetickej ndrodnosti v prepodte ira jednu vzorku. Mineralizdsia trv6 pri{:liirle
30 rnin, nasledujrica destildcia 5 min. Pri sdda.snom snalrvani 6 vzoriek v icil.trlrn
digest6riu to znamen6 mohrost' anal'fzy pribliine 6 vzoriek za hodinu. Fostup je
aplikovatefny na rozlidnd druhy vzoriek, pridorn tieto inusia by{ dobre zhoitogenizo.
van6, kedie sa navaiujf velmi male mnoistvd.

V pororrnani s uvedenlimi poznatkarni sme v postupe nepouiili ilrir.lavox suli
z tichto dfivodov: v pritomnosti sLlli je st'aierrii maidpiii6cia sc vzorkou pri jej
odstr6rieni z mineralizainej banky. Ol<resr toho nernoino uskiaeii.:vad pred;rripra-
venri kyselinu sirovri s pridavkom soli a navalovanie tohto pi'idavkrr do haioel lraiiikv
zvli5t' predliuje pracovnif postup. DalSie skriltelrie dasu rnineraitzacie nic je pri
trilntc postupe n'eteln6.

fr4orlifikovany postup :

0,1)S ai (),1 g jemrre zh,lntogenizovattej t/rL!)iky sa dii d. Jilr riri KJslda):l;ve3 banky
a zaleje sa 2 rnl koncentrnvanej F{2S(}" vopri:d pricriri'rrrr:,j s katalyzdtorom"
(Vzorku moino spldchnut' dr; banky velrrri mal1,m rnntiistvurrn rlestiluvanel v,lrly.)
I)o banky sa pr-idd skleni4 guliika a obsah banky sa opatiile krtiZilvrn gioi';.,born

prenrie5a. Banka sa zakryje mal;im iievikom aiebo sklenorr hruitiekrr-tr S'1;<iciatku sa

spaluje opatme, aby sa zamedzilo peneniu a vykypeniu vzorky. Po stekufeni vzorky
sa zv,-iSi teplota ohrevu na maximdlne moinf mieru. Po 15 miir spalovaida sa ohrev
odstavi, roztok sa nech6 15 min vychladntit'. Do lychladnut6ho roztok-u sa opatrne
po kvapkdch pridri lml 30"/" HzOz. Ak je roztok diry, bezfarebtr!, vzorka 1e

zmineralizovan6. V niektorfch pripadoch treba vzorku spalovat e5te asi 2 aZ 5 rnin.
Rr:ztok po rnineraliz6cii nesmie rnaf Zltkast'.i nildych, musi byf bezfarebnli, pripadne
so svetlozelenlim nridychom (od sel6nu).

Priprava HzSO+ na mineraliz6ciu vzoriek: 0,5 g sel6nu sa zaleje i00 ml koncen-
trovanej F{zSO+, opatme sa v digest6riu pri st6lom premieiavani zatrreje do varu
a kriitko povari, h-im roztok nemteni farbu z tmavohnedej cez zelenri na iltri
(priblii.ne L0 min varu). Roztok sa zakryje hodinornim sklidkoni a nech6 sa

vychiadntif. Z vychladnutej kyseliny sa naber6 rnnoistvo potrebn6 na inineraliziiciir.
Kyselina sirova predvaren6 so sel6nom znaine urfchluje mineralizriciu vzoriek
a moino ju pripravif do z6soby a dlhSi ias sklatlovat'.

Vzorku z mineralizadnej banky moino:
a) zriedit malfm mnoistvom destilovanej vody a kvantitativne oreniesf do

odmernej banky. Banku po starostlivom premieiani rcrztoku a vytemperovani na
laborat6rnu teplotu doplnif po znaiku a na destiliciu pipetovat' alikvotnli podiel
vzorky;

b) zriedit malfm mnoZstvom destilovanej vody a kvantitativne preniest' priarno dn
destiladndho pristroja.

Amoniak zo vzorky sa vydestiluje s vodnou parou v alkalickorn prostredi
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v destiladnej aparature podfa Parnasa a Wagnera, nrytajnim postupom" Cas

destikicie s koncom chladiia ponorenrim v predlohe je 4 min, s odstavenlfm koncom
chladida elte i min. Ako predlohu rnc,ino pouZit' 2"/o roztok kyseliny boritej
s Tashiro indik6torom, pridom sa po destil6cii priamo stitruje absorbr:r,any amoniak
s 0,01 N HzSOs, ktorii musi byf Standardizovan6.

Reprodukova{efnost' met5dy overend na vzork6ch s rozliinfrn obsahom bielkovin
je v tabulke 1 . Prc spriivnu interpretriciu vysledkov treba stanovit' reprodukovatef-
nost' pre kaidi typ analyzovan6ho materiiilu osobitne.

Fri zachovani uvedendho postupu je limitujricim faktoroni analytickej kapacity
podet spafovacich rniest 'i digest6riu. av5ak i pri ich men5,cm podte je produktivita
prdi:e ovefa vyiiia ako pri doteraz pouZivanlch manu6lnych postupoch. tr{fchlost'

zn';iiyzrr,lino porovnat s deklarovanou r- chlostou zahranidnvch pristrojov pracuj6-
cicit ,,,,, f'r1r:rcipe Kjeldahlovej metoov. lvlodifikolani met6da sa preto dd vl'hodne
pouiii rl'rjr;:a tam, kde sa vyzadujri rutinnd anali'21'.

l'airr,ika l. Reprodukovatelnosf stanoveni celkov6ho dusika modifikovanym postupom pre vzorky
s rozlidnlim obsahom bielkovin, pri 95o/o pravdepodobnosti

Trhle L Reproducibilityof total nitrogendeterminationsbymeansof themodifiedprocess{orsampies' wit6 different conlent of proteins, with a probability of 95 %
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Vzorka
Priemern,i

obsah bielkovin
*l%l

Miera
reprodukovatelnosti

M [%l

Chyba met6dy
ryjadrend

absohitnym mnoistvom
bielkovin

t%l

Suien6 repn6 rezky
SuSend mlieko
Kazein

8,1

35,1

7 6,0

+7
+3
+1

t 0,6
+ 1,0
+ 0,8



Errcrprd trpoqecc Mf,trepa;Itr3aqxn rlpn otrpeAeneanx o6qero arora
no MeroAy Krelrgarr

Pegroue

Jlrunnrpyorqeri no npeuerur Qasofi npx onpegeremm o6rqero a3ora no MeroAy Krelrgarr ennrercr
Mr{Hepanu3a${r oprau[qecKlx o6parqos. Ltcxonr u3 onrr{MaJlr,Hbrx yclornri uunepalutarpru, 6rrn
rrpegJroxeH MoArrQt,rrn{poBaxHlni npoqecc Mi{Hepanrlrar[m B MuKporcnonnenrul, xoroprri rclonb3yer
Koxrlenrp[poBa]rxyro cepuyro Kncno?y, npeAeapr.rrenbHo 6raxrunponaHHy]o c ceneHoBLrM Kara:rH3aro-
pou. Mnuepa,'rnrarryroxurrft pearrrxB MoxHo xpaHr{TB AnrmeJr},Hoe npevn. flpenuyilIecrBoM Meroga
flBJrsercr coKparqeune BpeMeHr{ MnHepanr{3arsfr oguoro o6parqa uo 30 ulnryr. Bocnpon3BoAnMocrb

onpeAeneHur ncr MoAnQruprpoBaHHoMy MeroAy cocraBlter +l-+7o/o, orut6xa MeroAilKrr

- +0,6- !1,0o/'. flpoqecc o3uaqaer H 3KoHoMI{m xuMflKaroB r{ 3Heprlil.

- Quick process of mineralization in determining total nitrogen
by the Kieldahl method

Sum rn ar y

The mineraliz"ation 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 10,6 to + 1,0 %. This process does

also contribute to economization with chemicals and power.
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