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Mit der Kjeldahl-Methode wird der Stickstoffgehalt in organischen und anorganischen Proben bestimmt.

Seit mehr als 100 Jahren wird die Kjeldahl-Methode zur Stickstoffbestimmung in einer Vielzahl von Proben
angewendet. Die Kjeldahlsche Stickstoffbestimmung erfolgt in Lebensmitteln und Getranken, Fleisch,
Getreide und Futtermitteln zur Berechnung des Proteingehalts. Die Kjeldahl-Methode wird auch zur
Stickstoffbestimmung in Abwassern, Boden und anderen Proben eingesetzt.

Es ist ein offizielles Verfahren und wird in verschiedenen Normen wie AOAC, USEPA, I1SO, DIN,
Pharmakopoen und verschiedenen europaischen Richtlinien beschrieben.*

Die Kjeldahlsche Stickstoffbestimmung umfasst drei Hauptschritte:

Wasser- o ..
Aufschluss dampfdestillation Titration
\Y \ \Y
\Y \Y \Y
: Qrganischer Stickstoff ;NHg wird desti'l'liert undin einem§ Stickstoff wird bestimmt
: wird in NH,-umgewandelt : : Auffanggefal gesammelt : :

Was sind die Grenzen der Kjeldahl-Methode? Mit dieser Methode wird nur der an organische Komponenten
(Proteine, Aminosauren, Nukleinsduren) gebundene Stickstoff und Ammonium in der Probe gemessen.
Diese Methode ist nicht geeignet fiir Verbindungen, die Stickstoff in Azo- und Nitrogruppen oder in Ringen
enthalten (Chinolin, Pyridin, Nitrat, Nitrit usw.).

1. Aufschluss

Das Ziel des Aufschlussverfahrens ist es, alle Stickstoffbindungen in der Probe aufzubrechen und den
gesamten organisch gebundenen Stickstoff in Ammoniumionen (NH,*) umzuwandeln.

Organischer Kohlenstoff und Wasserstoff werden als Kohlendioxid und Wasser freigesetzt. In diesem
Prozess verkohlt das organische Material der Probe durch die Schwefelsédure unter Bildung eines schwarzen
Schaumes. Die Zersetzung der Probe ist komplett, wenn das schwarze Medium klar und farblos geworden ist.
Zu diesem Zweck wird die Probe bei Temperaturen zwischen 350 und 380 °C mit Schwefelsaure vermischt.
Je hoher die verwendete Temperatur, desto schneller kann der Aufschluss erfolgen. Die Geschwindigkeit des
Aufschlusses kann durch die Zugabe von Sulfatsalz und Katalysatoren stark verbessert werden. Kaliumsulfat
wird zugegeben, um den Siedepunkt der Schwefelsaure zu erhdhen und Katalysatoren werden zugegeben,
um die Geschwindigkeit und Effizienz des Aufschlussverfahrens zu erhohen.

Oxidationsmittel konnen hinzugefligt werden, um die Geschwindigkeit weiter zu verbessern.

Katalysator

CHNO  +H,80, ——— (NH,),S0, + CO, + H,0
Organische Stickstoff-Verbindung

(Protein, Aminosaure, Peptid, Amin, Amid, usw.)

Nach Beendigung des Aufschlusses wird die Probe auf Raumtemperatur heruntergekihlt, dann mit Wasser
verdinnt und in die Destillationseinheit Gberfihrt.

* Einige Beispiele fiir diese amtlichen Verfahren sind:

- Analyse von Milch: Bestimmung des Stickstoffgehalts: EN ISO 8968, AOAC 991.20, Total Nitrogen in Milk; AOAC 991.22 und 991.23, Protein Nitrogen
Content of Milk; European Commission Regulation (EC) No 273/2008, Methods for the analysis and quality evaluation of milk and milk products.

- Analyse von Wasser: USEPA-Methode 351.2, Bestimmung von Gesamt-Kjeldahl-Stickstoff in Wasser.

- Analyse von Futtermitteln: Verordnung (EG) Nr. 152/2009 der Européischen Kommission, Probenahme- und Analysemethoden fiir die amtliche Kontrolle
von Futtermitteln - Bestimmung des Gehalts an Rohprotein.

- Analyse von pharmazeutischen Produkten: Européisches Arzneibuch (Ph. Eur.), Methode 2.5.9, Pharmakopde der Vereinigten Staaten (USP), Methode
<4617>. Stickstoff-Bestimmung.
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Die Katalysatoren bestehen zu mehr als 97% aus einem Salz, das die Siedetemperatur der Schwefelsaure
erhoht sowie aus 1 bis 3% eines Katalysatortyps oder einer Mischung von Katalysatoren, um die
Geschwindigkeit und Effizienz des Aufschlussverfahrens zu erhdhen. Typische Katalysatoren sind Selen oder

Metallsalze von Kupfer oder Titan.

Die Auswahl eines bestimmten Katalysators hangt von 6kologischen und toxischen Aspekten oder
praktischen Griinden wie der Reaktionszeit oder dem Schaumen und Sputtern ab. So reagiert ein selenhaltiger
Katalysator am schnellsten, ist jedoch toxisch. Ein kupferhaltiger Katalysator ist sowohl fiir Menschen als
auch fiir die Umwelt viel sicherer, hat aber einen langsameren Aufschlusssprozess zur Folge. Ein idealer
Kompromiss ist der Mischkatalysator aus Kupfer und Titansulfat.

Produkt-
nummer

Produktname

i Peso

Packungs-

Zusammensetzung

§ Empfehlung

‘tabletten:  groBe

K:SOs CuSOs5H.0 Se

TiO,

CuS045H,0)

3,5kg/ Missouri Katalysator.
173350.0413 | Katalysator Kjeldahl 359 4000 tabletten 34899 00109 Umweltvertraglichkeit
(Cu) (0,3% CuS04-5H-0) aufgrund des geringen
tabletten 5kg/ Kupfergehalts, aber der
173350.0414 °9 £ 1000 tabletten : 49859 00159 Aufschluss dauert lénger.
. 10009/
1744281211 : Katalysator Kjeldahl 19 1000 tabletten : :0938g: 00625¢
(Cu) (6,25% CuS04-5H-0) .
4
174428.0446 : tabletten 49 1000 - 3759 025g
Universal-Tablette.
Katalysator Kjeldahl 5kg/ iﬁ;vheﬂr!lggngg? a@;den ca
175639.0414 gctljl) g?% CuS045H:0) 59 {1000 tabletten 40y twag 1,5 g Tabletten empfohlen.
abletten Gute Leistung und geringe
Umweltbelastung.
Katalysator Kjeldahl 4Kq/
177040.0446  (Cu) (10,26% CuSOs5H0) - 49 1445 ta%letten 3589g: 04109
tabletten
10009/
1729261211 149 1000 tabletten 0,965¢ 0,015¢g 0,02g
Katalysator Kjeldahl 35kq/
172926.0413 i (Cu-Se) (1,5% CuSO4-5H.0 : 359 1000'tab%etten 3377¢g 0,052 g 0079 Wieninger Katalysator
+ 2% Se) tabletten
5kg/
172926.0414 59 1000 tabletten 48259 0075g 019
Katalysator Kjeldahl Al
175570.0446 : (Cu-Se) (9% CuS04-5H.0 49 1000 tabletten 3,60 g 0,36 g 0,036 g
+0,9% Se) tabletten
371kg/ Perfektes Gleich ich
173349.0496 . 371g 1000 tabletten 1,759 1,759 0,104 4 0,104 g ; Perfektes Gleichgewic t
Katalysator Kjeldahl zwischen schneller
(Cu-TiOo) tabletten 5kg/ Verdauung und
173349.0414 59 {1000 tabletten | 23589 i 23589 014159 014159 : Umweltvertraglichkeit.
173348.0413 359 100%? li[,g| /tt 3499 s e Schneller Aufschluss
Katalysator Kjeldahl Blolisutan e gl e
(Se) tabletten 5kg/ ?Ureéiglar:]\?vztlltma
173348.0414 59 £1000 tabletten : 4999 st .
. Schneller Aufschluss
Katalysator Kjeldahl 5kg/ B '
177768.0414 5¢g 495¢g 0,059 aber nicht optimal
(Se) tabletten 1000 tabletten fir die Umwelt.
Katalysator Kjeldahl .
o 3kg/ Umweltfreundlicher
177010.0431 | tabletten (Cu) (0,3% 69 500 tabletten 69 00259 Katalysator

itwreagents.com 3



——

Kjeldahlsche I O —
) , ppliChem
Stickstoffbestimmung LT e

Saure und Oxidationsmittel fur den Aufschluss
In Analysen von Nahrungs- und Futtermitteln wird 98%ige Schwefelsaure fiir den Aufschluss verwendet.

Oxidationsmittel konnen hinzugefigt werden, um die Geschwindigkeit weiter zu verbessern
Wasserstoffperoxid hat die breiteste Verwendung, da es die Zersetzung von organischem Material
beschleunigt und eine schaumverhindernde Wirkung wahrend des Aufschlusses hat. Jedoch ist es auerst
reaktiv und das Risiko von Stickstoffverlusten ist hoch. Wenn das Schaumen das einzige Problem ist, ist es
besser, 1 bis 3 Tropfen einer eigenen Antischaumemulsion zu verwenden.

Nach dem Aufschluss und vor der Neutralisation der Schwefelsaure durch Zugabe von konzentrierter
Natriumhydroxid-L6sung wird die Probe auf Raumtemperatur heruntergekihlt und mit destilliertem Wasser
verdinnt. Dies wird durchgefiihrt, um ein Spritzen des Aufschlusses durch die exotherme Reaktion beim
Mischen von konzentrierter Saure und Base zu verhindern. Wenn die Proben unmittelbar nach dem Abkuhlen
mit 10 bis 20 mL Wasser verdunnt werden, kann eine Kristallisation vermieden werden.

Produktnummer Produktname © CAS-Nummer i PackungsgroBe
173163.1611 L
: Schwefelsdure 98% fiir die ey :
173163.1612 . Stickstoffbestimmung e 25L
173163.0716 25L
Wasserstoffperoxid 33% (w/v)(110 7799-84-1
131077.1211 : vol.) (Reag. USP) zur Analyse, ACS, 1L
{ ISO*
i Silicon-Entschaumer, fliissig (ORG) £ 17316316
211628.1210 " technisch £500 mL - § i
1310741211 1L
1310741212 i25L
1310741214 : Wasser zur Analyse, ACS £7732-18-5 5L
1310741315 : : foL
131074.0716 251L

*Die Wasserstoffperoxidkonzentration, ausgedriickt in Volumina, ist das Volumen des Sauerstoffgases, das bei der
Zersetzung eines Volumens Wasserstoffperoxid freigesetzt wird (1 mL einer 100-volumigen Lsung erzeugt bei
vollstandiger Zersetzung 100 mL Sauerstoffgas).

2. Wasserdampfdestillation

Wahrend der Destillation werden die Ammoniumionen (NH,") durch Zugabe einer starken Base (NaOH)
in Ammoniak (NHs) umgewandelt. Der Ammoniak (NH3) wird mittels Wasserdampfdestillation in das
Auffanggefall Uberflhrt.

Das Auffanggefal flir das Destillat wird mit einer Absorptionslosung gefllt, um das geléste Ammoniakgas
einzufangen. Ubliche absorbierende Losungen umfassen wassrige Borséure [B(OH)s] mit einer Konzentration
von 2 bis 4%. Der Ammoniak wird quantitativ durch die Borsaureldsung aufgefangen, die solvatisierte
Ammoniumionen bildet.
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Basen zur Neutralisation und Freisetzung von Ammoniak

Produktnummer Produktname AS-Nummer Packungsgrofe

131687.1210 | 500g
1316871211 '

. Natriumhydroxid - Platzchen 1310-73-2 —
131687.1214 H =
131687.0416 25kg
1415711214 : Natronlauge 50% (w/v) reinst : 1310-73-2 i 5L

= 131687.1211
1712201214 5L B sosumsoncepeiers =
———— & O chmwom =
171220.1315 : Natronlauge 40% fiir die 1310732 0L - £ :
171220.0715 : Stickstoffbestimmung : 10L .?}% 4
171220.0716 25L Z‘; E
122666.1211 Natronlauge 32% (w/v) fiir die 1310-732 1L
122666.1214 Stickstoffbestimmung 5L
1766821214 5L
Natronlauge 32 % (w/w) fiir die ey \

176682.0715 Stickstoffbestimmung 1310-73-2 10"%_///
176682.0716 25L

Losungen zum Auffangen des Ammoniaks

Produktnummer Produktname . CAS-Nummer Packungsgrofe

Ammoniak 1% - Fixierlosung A
283334.1214 (Borsaure 1%%) | 10043353 5L
287096.1214 5L
Borsaure - Losung 2% ¢ 10043-35-3
287096.0716 : 25 L
F 282222.1211 1L
Borsdure - Losung 4% ¢ 10043-35-3
282222.1214 : 5L
181023.1211 : 1L
181023.1212 25L
£ 2822221214 NN )
i : 181023.1214 Salzsiure 0,1 mol/L 7647-01-0 5L
55% : 181023.0715 0L
e 181023.1315 § 0L
g 181022.1211 : 1L
= 53
£ 181022.1214 Salzséaure 0,5 mol/L 7647-01-0 5L
181022.1315 : 10L
181061.1211 : 1L
181061.1315 Schwefelsaure 0,05 mol/L (0,1N) @ 7664-93-9 0L
181061.0716 25 L
182011.1211 Schwefelsiure 0,1 mol/L (0,2N) 7664-93-9 1L
181060.1315 Schwefelsiure 0,25 mol/L (0,5N) i 7664-93-9 10L
181059.1211 : 1L
Schwefelsaure 0,5 mol/L (1N) i 7664-93-9
181059.1315 ; 10L

* Enthélt 0,00075% Methylrot und 0,001% Bromkresolgrin als Indikatoren. Fiir die automatische Analyse.
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3. Titration

Die Konzentration der aufgefangenen Ammoniumionen kann durch zwei Arten von Titrationen bestimmt
werden:

- Wenn Borsaurelosung als Absorptionslosung verwendet wird, wird eine Saure-Base-Titration unter
Verwendung von Schwefelsdure- oder Salzsaure-MaRlosung und Indikatormischung durchgeftihrt.
Abhangig von der Menge der vorhandenen Ammoniumionen werden Mal3ldsungen mit Konzentrationen
im Bereich von 0,01 N bis 0,5 N verwendet. Alternativ kann der Endpunkt mit einer pH-Elektrode
potentiometrisch bestimmt werden. Diese Titration wird als direkte Titration bezeichnet.

B(OH),; + HX ———— X +B(OH)3+ H,0
HX = starke Saure (X = Cl, etc.)

» Bei Verwendung von Schwefelsaure-Malllosung als Absorptionslésung wird die Restschwefelsaure (der
Uberschuss, der nicht mit NHz reagiert hat) mit Natriumhydroxid-MaRI8sung titriert und tber die Differenz
die Menge an Ammoniak berechnet. Diese Titration wird als Riicktitration bezeichnet.

Produktnummer Produktname Konzentration

Direkte Titration -
181023.1211 1L

1810231212 25L

181023.1214 Salzsiure o mei 5L

181023.0715 ; 0L

1810231315 0L

181061.1211 mw (- "/
181061.1315 . Schwefelsiure 0,05 mol/L 0L | “
181061.0716 — : % 251 " f/////
oo | Maedlads My Bronerogte) | g LA
0 B e v ol 250

Riicktitration

181693.1211 1L

181693.1214 : Natronlauge 0,7 mol/L g 5L .
1816931315 0L —
N oo =

Sie finden eine Vielzahl an Malll6sungen auf unserer Website www.itwreagents.com
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Als Beispiel zeigen wir in den folgenden Abbildungen den Ablauf des Aufschlusses, der Destillation und der
Titration einer Milchprobe.

AUFSCHLUSS

48920

Waage

+ Wiegen Sie ca.
5 g der homogenen

Legen Sie die Probe in ein
Aufschlussflaschchen.
Fligen Sie zwei 5 g-Kjeldahl-

Tabletten des Missouri-Katalysators

il

m
350°C, 180 min I

Heizblock

Gaswascher

Stellen Sie das Aufschlussschrohr/
Aufschlussflaschchen und die Mischung
in die Aufschlusseinheit und in einen
Heizblock.

Die Wasser- und Schwefelsauredémpfe
werden durch eine Natriumhydroxidldsung
(Gaswascher) geleitet, um sie zu neutralisieren.
Der Aufschluss ist beendet, wenn die Probe
vollsténdig transparent ist und aufgrund des
Cu aus dem Katalysator eine leicht blaue Farbe
aufweist.

Lassen Sie die Probe auf Raumtemperatur
abkihlen. Geben Sie vorsichtig ca. 7100 mL
Wasser hinzu.

Dann wird der Inhalt des Glasrohrs in die
Destillationseinheit tberfiihrt.

Probe ab. hinzu, geben Sie 20 mL 98%ige Erhitzen Sie die Mischung (350 - 380 °C),
Schwefels&ure zugeben hinzu und bis weille Démpfe zu sehen sind. Heizen
vorsichtig homogenisieren. Sie fir weitere 180 Minuten.
2. 50 mL einer 50%igen
DESTILLATION Natriumhydroxidldsung werden zu der Probe TITRATION

3. Ein Wasserdampfstrom
wird in die Probe
eingeblasen, um das
gebildete NHs mitzureifien.

1. Die Probe ist
bereits mit 98%iger
Schwefelsdure

gegeben, um den pH-Wert zu neutralisieren
und NH4* in NHsumzuwandeln.

4. NHs wird kondensiert.

5. NHa wird in50 mL Bors&ure aufgefangen
L&sung 4% mit Tashiro-Indikator
aufgefangen. Die Losung farbt sich von
rotviolett nach griin (pH 4,4-5,8).

Etwa 150 mL Kondensat werden
aufgefangen. Destillationseinheit in der

+  Titrieren Sie mit HCI 0,25 mol/L,

bis die L&sung eine leicht violette
Farbe hat.

Mit dem verbrauchten Volumen
und der Konzentration der
verwendeten HCl kann die Molzahl
an Stickstoffatomen in der Probe
und daraus der Prozentsatz Protein
in der Milchprobe berechnet

.o p ~Prrrrrrr

aufgeschlossen. werden.

Destillationseinheit Borsaurelosung.

Berechnungen

Die Berechnungen fiir % Stickstoff oder % Protein miissen berticksichtigen, welche Art von Auffanglosung und
welche Verdiinnungsfaktoren wahrend des Destillationsprozesses verwendet wurden. In den folgenden Gleichungen
steht ,N" fir Normalitat. ,mL Blindwert" bezieht sich auf die Milliliter der Base, die bendtigt werden, um einen
Reagenzienbindwert zurlickzutitrieren, wenn Standardsaure die Auffanglésung ist oder auf die Milliliter der
Standardsaure, die bendtigt werden, um einen Reagenzienbindwert zu titrieren, wenn Borsaure die Auffanglosung ist.

- Wenn Borsaure als Auffanglosung verwendet wird, lautet die Gleichung:

(mL Standardséure - mL Blindwert) x N Saure x 1,4007
Gewicht der Probe (g)

% Stickstoff =

[(mL Standardséaure x N Saure) - (mL Blindwert x N Base)] - (mL Standardbase x N Base) x 1,4007
Gewicht der Probe (g)

% Stickstoff =

Soll anstelle des Stickstoffs der Eiweillanteil bestimmt werden, so wird der berechnete N-Anteil mit einem
Faktor multipliziert, der von der Art des in der Probe enthaltenen Eiweilles abhangt, z. B. bei Eiern oder Fleisch
mit dem Faktor 6,25, bei Milchprodukten mit dem Faktor 6,38, bei Weizen mit dem Faktor 5,70, bei Sojabohnen
und Derivaten mit dem Faktor 5,71 usw.
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