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1

STANOVENI OBSAHU BILKOVIN

Ucdel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni bilkovin v krmivech. Metoda je pouzitelna
pro vSechna krmiva organického ptivodu.

Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné jako na pouzitém pfistroji.

2

Princip

Bilkoviny se postupem podle Barnsteina vysrazeji méd’natou soli a ve srazenin€ se stanovi
dusikaté latky metodou podle Kjeldahla.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1
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Siran médnaty, CuSOs, roztok 60 g/1.

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se pfidad 60 g siranu médnatého (1) a po rozpusténi
se doplni vodou do 1 litru.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok 12 g/1.

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se ptidd 12 g hydroxudu sodného (2) a po rozpusténi
a ochlazeni se doplni vodou do 1 litru.

Chlorid barnaty, BaCly, roztok 10 g/l.

Piiprava: K asi 700 ml vody (5) se ptida 10 g chloridu barnatého (3) a po rozpusténi
se doplni vodou do 1 litru.

HexakyanoZeleznatan tetradraselny [K4Fe(CN)g], roztok 1%.

Ptiprava: Navazi se 10 g hexakyanoZeleznatanu tetradraselného, rozpusti se asi v 500 ml
vody (5) a doplni do 1 litru.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand).

Kyselina sirova, H2SO4, koncentrovana, 96%, p(H2SO4) = 1,84 g/ml.

Siran draselny, K2SOs.

Katalyzatory: Oxid m&d’naty CuO nebo siran méd’naty, pentahydrat CuSO4 . 5 H20.
Granulovany zinek.

Ethanol, denaturovany.
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Kyselina sirova, standardni odmérny roztok, c(H2SO4) = 0,25 mol/l.

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se ptida 13,9 ml 96% H2SO4 (6) a po ochlazeni se doplni
vodou do 1 litru.

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

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se ptida 5,6 ml 96% H2SO4(6) a po ochlazeni se doplni
vodou do 1 litru.

Kyselina sirova, standardni odmérny roztok, c(H2SO4) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se ptida 2,8 ml 96% H>SO4(6) a po ochlazeni se doplni
vodou do 1 litru.

Indikétor methylcerven L.
Ptiprava: 300 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml ethanolu (10).
Hydroxid sodny NaOH, mize byt pouZit technicky ¢isty, roztok 40%.

Ptiprava: K asi 500 ml vody (5) se po castech ptidd 400 g NaOH a po rozpusténi
a ochlazeni se doplni vodou do 1 litru.

Hydroxid sodny, NaOH, standardni odmérny roztok, c(NaOH) = 0,25 mol/I.

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se ptida 9,999 g NaOH a po rozpusténi a ochlazeni
se doplni vodou do 1 litru.

Hydroxid sodny, NaOH, standardni odmérny roztok, c(NaOH) = 0,10 mol/L.

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se ptida 3,999 g NaOH a po rozpusténi a ochlazeni
se doplni vodou do 1 litru.

Granulovana pemza, prana v kyselin¢ chlorovodikové a vysuSena.

Acetanilid, bod tani = 114 °C, obsah N = 10,36 %.

Sacharo6za, dusiku prosta.

Kyselina borita, H3BOs.

Indikator methylcerven I1.

Piiprava: 100 mg methylcervené se rozpusti ve 100 ml ethanolu (10).
Indikator bromkresolova zelen.

Ptiprava: 100 mg bromokresolové zelené se rozpusti ve 100 ml ethanolu (10).
Roztok kyseliny borité, 10 g/l az 40 g/l v zavislosti na pouzitém pfistroji.

Ptiprava: K asi 700 ml vody (5) se pfida 10 g az 40 g kyseliny borité (21) a po rozpusténi
se doplni vodou do 1 litru.

Smésny indikator Tashiro (0,2% methylCerven + 0,1% methylova modr).
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Ptiprava: Do kadinky se navazi 0,2 g methylcervené (14) a 0,1 g methylénové modfi
(26). Za mirného zahtivani se rozpusti ve 100 ml ethanolu (10) a diikladné se promicha.

26 Indikator methylenova modf.
Poznamky
1 Pokud se pouzije kolorimetricka detekce bodu ekvivalence, do roztokii kyseliny borité

se musi pridat roztok methylcervene Il (22) a bromokresolové zelene (23). Pokud
se pripravuje 1 litr roztoku kyseliny borité, pred upravou objemu se prida 7 ml roztoku
methylcervené Il (22) a 10 ml roztoku bromokresolove zelene (23).

2 V zavislosti na pouzité vodé se miize pH jednotlivych roztokii kyseliny borité lisit. Casto
Jje nezbytnd uprava pomoci malého mnozstvi zdsadité latky, aby se ziskalo vhodné pH.
Pridani 3 — 4 ml NaOH (17) do 1 litru 10 g/l kyseliny borité obvykle predstavuje
vhodnou upravu. Roztok se skladuje pri laboratorni teploté a béhem skladovani musi
byt chranén pred svetlem a zdrojem amoniakovych vyparii.

3 Vsechny pouzité chemikalie museji byt prosté dusiku.

4 Pristroje a pomiicky

1 Analytické véahy s pfesnosti 0,001 g.

2 Laboratorni odstedivka vhodné konstrukce.

3 Lazeni vodni s termostatem.

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

5 Postup

5.1 Uprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku
a JPP 60010.1 Postupy uprav zkusebnich vzorki jednotlivych druhd krmiv.

5.2 Izolace bilkovin

Asi 1 g az 2 g zkuSebniho vzorku se odvaZzi s piesnosti nejméné na 0,001 g do 400ml kadinky,
ptida se 100 ml horké vody (5) a zahteje k varu. Potom se pfidd 25 ml roztoku siranu médnatého
(1), ptikryje hodinovym sklickem a vati po dobu 2 min. Po skon¢eni varu se za stdlého michani
piidava po ¢astech 25 ml roztoku hydroxidu sodného (2), obsah kadinky se zfedi 100 ml horké
vody (5), promiché a po usazeni sraZeniny se filtruje pfes stiedné husty filtr, prosty dusiku.
Promyva se opét horkou vodou (5) 1 po ptevedeni sraZeniny na filtr, aZ jiz dalsi podil filtratu
nedava reakci na méd’ (hexakyanoZeleznatan tetradraselny (4)), resp. na sirany (chlorid barnaty
(3)). Filtrat se dale nepouzije.
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Poznamky
4 U skrobnatych krmiv a krmiv, kde filtrace probihad velmi obtizné, se pevny podil oddéluje

odstredenim a promyva opét horkou vodou (5) do negativni reakce promyvaci kapaliny
na méd (hexakyanozeleznatan tetradraselny (4)) resp. sirany (chlorid barnaty (3)).
Jinym zpiisobem usnadneénti filtrace je 30min zahrivani vyluhu na vodni lazni pri teplote
60 °C, namisto vareni po dobu 2 min.

5 Krmiva, ktera obsahuji slizovité latky, napr. len, se 2 min vari a bilkoviny se vysrazeji
100 ml ethanolu (10). Dale se postupuje, jak je uvedeno drive.

Filtr se srazeninou se pfevede do mineraliza¢ni batiky, resp. srazenina se pievede pomoci davky
koncentrované kyseliny sirové (6) z centrifugacni kyvety do mineralizacni batiky pfi opatrném
ziedéni vodou (5).

5.3 Stanoveni dusiku
5.3.1 Mineralizace

Do mineralizac¢ni baiiky se navazi 1 g vzorku s pfesnosti na 0,001 g. Ptida se 15 g siranu
draselného (7), vhodné mnozstvi katalyzatoru (8), tj. 0,3 g az 0,4 g oxidu méd’natého nebo 0,9 g
az 1,2 g pentahydratu siranu méd’natého, dale 25 ml kyseliny sirové (10) a nékolik granuli
pemzy (18) a zamicha se.

Banka se zahfivd nejprve mirmné a podle potfeby se obcas zamichd, dokud nedojde
ke zuhelnaténi hmoty a neustane pénéni; potom se intenzita zahifivani zvySuje, dokud
se kapalina ustilen¢ nevafi. Zahtivani je odpovidajici, pokud vrouci kyselina kondenzuje
na sténach bailky. Nesmi dochdzet k prehfivani stén banky a k ulpivani organickych ¢astic
na sténéch banky.

Jakmile se roztok stane ¢irym a ziské svétle zelené zabarveni, pokracuje se v ohfivani jesté 2 h
a potom se ponecha vychladnout.

5.3.2 Destilace

Opatrné se pfida tolik vody, aby doslo k uplnému rozpusténi sulfati. Nechéd se vychladnout
a potom se prida nekolik granuli zinku (9), pokud je tfeba. Dale se postupuje jako u destilace
do kyseliny sirové nebo u destilace do kyseliny borité (viz. nize).

Destilace do kyseliny sirové

Do predlohy destilaéniho zatizeni se odméii piesné 25 ml kyseliny sirové (11) nebo (13) podle
piedpokladaného obsahu dusiku. Pfida se nékolik kapek methylcervené (14).

Mineraliza¢ni batika se piipoji ke kondensatoru destila¢niho pfistroje a konec kondensatoru
se ponoti do kapaliny v ptedloze do hloubky nejméné 1 cm. Do mineraliza¢ni baiiky se zvolna
prilije 100 ml hydroxidu sodného (15) tak, aby nedoslo ke ztratdm amoniaku. Batika se zahiiva,
dokud se neptedestiluje veskery amoniak.
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Poznamky
6 Pristroje na destilaci mohou byt manualni, 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 opatrné po sténé bezprostiedné pred pripojenim
barnky ke kondensatoru.

7 U produktit s nizkym obsahem dusiku muze byt objem kyseliny sirové (13) sniZen
na 10 ml nebo 15 ml a doplni se vodou na objem 25 ml.

Destilace do kyseliny borité

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

Ptedloha s obsahem 25 ml az 30 ml roztoku kyseliny borité (24) se umisti pod otvor
kondensatoru tak, ze jeho vyvod je ponofen pod hladinu piebytku roztoku kyseliny borité.
Destila¢ni jednotka se upravi na davkovani 50 ml roztoku hydroxidu sodného (15). S destila¢ni
jednotkou se pracuje podle pokyni vyrobce a oddestiluje se amoniak uvolnény ptridanim
roztoku hydroxidu sodného. Destilat se jimad do roztoku kyseliny borité. Mnozstvi destilatu
(doba destilace parou) zavisi na mnozstvi dusiku ve vzorku. Je tfeba dodrzovat pokyny vyrobce.

Poznamky

8 V' poloautomatické destilacni jednotce se doplnéni prebytku hydroxidu sodného
a destilace parou provadi automaticky.

5.3.3 Titrace
Pouzije se jeden z uvedenych postupi.

Titrace pro destilaci do kyseliny sirové

Prebytek kyseliny sirové v predloze se titruje roztokem hydroxidu sodného (16 nebo 17) podle
pouzité koncentrace kyseliny sirové do dosazeni bodu ekvivalence. Jako indikator se pouzije
methylcerven II (22).

Titrace pro destilaci do kyseliny borité

Obsah ptedlohy se titruje se standardnim odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové (25)
nebo se standardnim odmérnym roztokem kyseliny sirové (12) s pouzitim byrety a odecte se
objem pouzitého titra¢niho ¢inidla. Jako indikator se pouZzije) methyl¢erven (14) nebo Tashiro
(25).
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Poznamky

9

10

11

12

Pokud se pouzije kolorimetricka detekce bodu ekvivalence, je bodu ekvivalence
dosazeno pri prvnim zbarveni obsahu do rizova. Objem spotiebovaného cinidla
se odecte s presnosti na 0,05 ml. Bod ekvivalence bude zietelnéjsi pri pouziti osvétlené
magnetické michacky nebo fotometrického detektoru.

Titrovat Ize automaticky za pouziti parniho destilatoru s automatickou titraci. Je treba
dodrzet pokyny vyrobce pro provoz konkrétniho destilacniho pristroje nebo
destilacniho/titracniho pristroje.

Pri pouziti automatického titracniho systému zacina titrace ihned po zahdjeni destilace
a pouzije sel% roztok kyseliny borité (24).

Pri pouziti plné automatické destilacni jednotky lze automatickou titraci amoniaku
provést rovnez pomoci detekce bodu ekvivalence s pouzitim potenciometrického systému
pH. V tomto pripadé se pouZije automaticky titracni pristroj s pH metrem. pH metr je
spravné kalibrovan v rozsahu pH (4 — 7) podle béznych laboratornich postupii pro
kalibraci pH.

Takto bude pH bodu ekvivalence titrace dosazeno pri hodnoté pH 4,6, pricemz se jednad
o nejstrméjsi skok na titracni krivce (inflexni bod).

5.3.4 Slepa zkouska

Pro potvrzeni, ze vSechny pouzité chemikalie jsou prosté dusiku, se provede slepa zkouska
(mineralizace, destilace a titrace) s 1 g sachar6zy (20) misto vzorku.

6

Vypocet a vyjadieni vysledki

Postupuje se podle bodu 6.1 nebo 6.2.

6.1 Vypocet pro titraci do kyseliny sirové

Obsah bilkovin vyjadifeny v procentech (X) se vypocita podle vztahu

g 625X LA (Vo —Vy) x C
m

je spotteba NaOH (16 nebo 17) na slepou zkousku v ml,
spotfeba NaOH (16 nebo 17) na titraci vzorku v ml,
koncentrace hydroxidu sodného (16 nebo 17) v mol/l,

hmotnost vzorku v g.
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6.2  Vypocet pro titraci do kyseliny borité
Obsah bilkovin vyjadfeny v procentech (X) se vypocita podle vztahu
X_6,25><2,8><(V0—V1)><C
B m
kde
Vo je spotteba kyseliny sirové (12) na slepou zkousku v ml,
Vi spotieba kyseliny sirové (12) na zkusebni vzorek v ml,
m hmotnost zkusebniho vzorku v g,
C koncentrace standardniho odmérného roztoku kyseliny sirové (12) v mol/l.

6.3 Presnost

Provede se zkouSka (mineralizace, destilace a titrace) s 1,5 g az 2,0 g acetanilidu (19) a1l g
sachar6zy (20); spotieba kyseliny sirové (11) na 1 g acetanilidu je 14,80 ml. Vytéznost musi

byt nejméné 99 %.

7 Literatura

1 CSN 46 7092-35 Metody zkouseni krmiv, Cast 27: Stanoveni obsahu bilkovin
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