KJELDAHL-STICKSTOFFBESTIMMUNG
Oipl.-Ing. Lebensmitteltechnologin, Dipl.-ing. Biotechnologin, Anna Politis

Seit mehr als 120 Jahren ist die Stickstoffbestimmung nach Kjeldzhl ein international ak-
zeptierter Standard. 1883 entwickelte der Chemiker Johan Kjeldahl diese Methode zur
guantitativen Bestimmung des Stickstoffgehaltes. In der Milchindustrie dient die Stick-
stoffbestimmung nach Kjeldahl der Bestimmung des Proteingehalts. Anwendung findet
das Verfahren nach IS0, DIN 8948-2/8948-3. Um den Eiweiligehalt zu erhalten, wird der er-
mittelte Stickstoffwert mit dem produktspezifischen Faktor fir Milch und Milchprodukten
6,38 multipliziert. Heutzutage ldsst sich die gesamte Bestimmung, auch mit mehreren Pro-
ben gleichzeitig, automatisieren.

STICKSTOFFBESTIMMUNG NACH KJELDAHL

1. Prinzip
Die Probe wird mit konzentrierter Schwefelsdure und Kaliumsulfat in Gegenwart des Kata-
lysaters Kupfersulfat aufgeschlossen. Dabei wird der in den organischen Verbindungen ge-
bundene Stickstoff in die anorganische Verbindung Ammoniumsulfat dbertiihrt. Durch Ko-
chen mit Natrenlauge wird aus dem Ammoniumsulfat Ammoniak freigesetzt. Dieses wird
rusammen mit Wasserdampf durch eine Destillationsvorrichtung gefiihrt. Es entsteht aine
Ammaoniak-Wasser-Lisung, welche in eine genaw definierte Menge Borsdurelisung einge-
leitet wird. Anschliefiend wird mittels acidimetrische Titration die Menge der gebundenen
Borsdure und letztendlich der Stickstotfgehalt bestimmt. Unter Bericksichtigung des pro-
teinspezifischen Umrechnungsfaktors lasst sich der Proteingehalt der Probe berechnen.

2. Benitigte Chemikalien

21 HKaliumsulfat K50, mit niedrigem Stickstofigehalt

2.2 HKupfersulfatlésunglCus0,.5H.0]: 5,0 g Kupfersulfat-Pentahydrat werden in
100 ml Waszer gelast und durchmischt.

2.3 Schwefelsaure: mit einem Massenanteil von 98 %, stickstofffrei, p::lHESEIﬁM Bé gfml

2.4 Matronlauge: mit niedrigem Sticksteffgehalt und einem Massenanteil von
30 g Matriumhydroxid je 100 g.

2.5 Indikaterlgsung: 0,1 g Methylrot wird in $5%igem Ethanol [Velumenanteil) geldst
und mit Ethanol auf 50 ml verdinnt. 0,5 g Bromecresolgriin werden in #5%igem
EthanollVelumenanteil] geldst und mit Ethanael auf 250 mil verdinnt. Ein Teil Methyl-
rotlésung werden mit funf Teilen Bromeresolgrunldsung gemischi.

2.6  Borsdureldsungl HEEIDJ]: 40,0 g Borsdure werden in einem Liter heillern Wasser ge-
last. Die Losung wird abkihlt und das Volumen wird erneut auf ein Liter eingestellt.
Es werden 3 ml Indikatorldsung [2.5] zugegeben, die Lésung wird durchmischt
und in einer Flasche aus Borosilicalglas aufbewahrl. [ Die Losung ist hell-orange
gefarbt], Die Lésung muss wihrend der Lagerung vor Licht und Ammoniakdampfen
geschitzt sein.

2.7 Salzsdure: die Konzentration muss 0,1£0,0005 maolfl betragen.

2.8 Ammaoniumsulfat [ [MH,] 50,11, Vor Gebrauch wird das Ammoniumsulfat fiir die
Dauer von mindestens 2 b bei 102 £2°C getrocknet und in einem Exsikkator auf
Raumtemperatur abgekihlt . Die Reinheit der Trockensubstanz muss 99,9 %
betragen.

2,9 Wasser: destilliertes oder vollentsalztes Wasser oder Wasser von gleichwertiger
Reinheit.

210 Saccharose: Mit einem Stickstoffgehalt der weniger als 0,002 % ist.
211 Tryptophan oder Lysinhydrochlorid mit einer Reinheit von mindestens 99 %
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3. Gerate und Hilfsmittel
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Analysewaage: geeignet zum Wagen auf 0,1 mag.

Aufschlussgerdt [Art.-Mr. 4200] bestehend aus einen Metallblock, ausgestattet mit Heizung und Temperaturregler

Absaugeinrichtung mit Saugpumpe [Behrosog 3. Art.-Nr. 4203]: Dieses dient zur Meutralisation der gefdhrlichen Dimpfe

3.2 Siedesteinchen: Korngrafie 10; |Siedesteinchen nicht wiederverwenden)

3.1 Wasserbad, einstellbar auf [38+11°C fir die geeigneten Temperierung der Milch oder Milchprodukiprobe
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und einen Abgaskollzktor (Mersorgungsspannung: 230 ¥, Temperaturbersich bis 460°C]
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3.4 Destillationsapparatur gesignet zur Ankopplung der 250 em? Aufschlusskolben [ Art.Mr: £210)

3.7 Titrator: ein autematischer Titrator oder eine Birette mit 50 ml Nennvelumen und Skalenteilungswert
von mindestens 0.1 ml geman den Anforderungen von 150 385, Klasse A [Art.-Nr 4220 )

38 Autschlusskolben mit 250 cm® Nennvolumen

3.9 Pipette: geeignet fir die Abgabe von 1 ml Kupfersulfatlisung [2.2).

310 Erlenenmeyerkaolben, 500 ml Mennvolumen

4. Vorbereitung

Die Milchprabe wird in ein Wasserbad auf 3821°C erwarmt, leicht durchmischt, auf Raumtemperatur wieder abgekiihlt
und [5% 0,1] g werden in den Aufschlusskolben auf genau 0,1 mg eingewogen.

5. Durchfihrung

Aufschluss

Gesamtaufschliefzeit: 1,75-2,5 S5td. Achtung: Nur unter Abzug durchfiihren

Proteine + H,50, + K50, + Cus0, — [NH 1,50,

In den Aufschlusskolben werden 12 g Kaliumsulfat,
1 ml Kupfersulfatlésung (2.2] etwa (52 0,1 gl von der
erwirmten und gemischten Milchprobe und 20 ml
Schwefelsdure gegeben.[Die gemaue Menge Milch
muss auf £ 0,1 mg bestimmt und netiert werden weil
spater sie als Grundlage fir die Stickstoffberechnung
dient, Siehe _Berechrung ). Der Aufschlusskolben
wird vorsichiig gemischt.

Bei der Aufschlussapparatur wird ein geeignetes
Temperaturprogramm  gewahlt uwnd anschliefiend
der Aufschlusskolben auf dem Heizblock gesetzt, Aut
jeden Aufschlusskolben wird ein Abgaskollektor aus
Glas vorsichtig fixiert, Die ganze Apparatur ist durch
ein Schlauch mit giner zweiten Apparatur [Behrosog 3,
Art.-Nr. 4203) verbunden, die gefahrliche Dampfe
neutralisieren kann. Empfehlenswert ist folgendes
Temperaturprogramm auszuwahlen:

11 10 min bei 200°C den Heizblock vorheizen

2] aprox.30 min die Probe auf 200°C fir erwdrmen.

3} aprox. 90 min bei 420°C fiir den Aufschluss
fortsetzen [Bei einer Leistung van 10°C/min).

Die Aufschlusszeit ist so anzupassen, dass madx. Stick-
stoffgehalte erhalten werden. Zu kurze als auch zu lange
Aufschlusszeiten kidnnen zu Minderbefunden flihren.

Mach dem Aufschluss werden die Proben vom Heiz-
block entfernt und fir 25 min in Raumtemperatur ge-
kidhlt. Anschliefend werden sie in die Destillationsap-
paratur gebracht,

B Die Kaliumsuifatzugate dient zur Erhohung der Siedetemperatur von der
Schwefelsidure und die Kupfersulfatzugabe als Owidationskalalysator.
Erhéltlich sind sie auch als Kjeldahl Tabs [Art-Nr dZ304237]. Wenn der
Vorgang miut Tabs durchgefuhrt wird, dann werden 5+ 0.7 g der Milch mit
20 mi Schwefelssure und 2 Kjeldahl-Tabs gemischt und 5§ min stehen
gelassen. Danach kann das Temperaturprogramm durchgeflifrt werden,

B Die Schwefelsdure wird so zugegeben, dass eventuell am Kolbenhals
haftende Kupfersulfatiosung, Kaliumsulfat oder Milch heruntergespiit
werden. Ist der Kolben dicht werschiossen, kann er guch zu einen
spdteren Aufechiuss aufbewatrt werden,

B Wihrend des Aufheizens der Probe bildel sich Schaum, der nicht hoher
als 4-5 crm unterhalh der Kolhendffnung aufsteigen darl.

B Um die spezifische Aufschlusszent zu bestimmen, (st es ratsam Vorver-
suche mit hochproteinhaltigen und fettreichen Proben durchzufiifren

B Eine umfangreiche Kristallisation ist ein Zeichen filr 2u wenig Menge an
Schwefelsaure und kann zu miedrigeren Prateinwerten fihren. Deshalb
ist &5 ratsam, den Verlust an Schwefelsdure zu reduzieren indem man
die Absaugmenge verringert,

B Bevor dis heiffen Aufschlusskolben aus dem Aulfsehlusshlock genamemen
werden, muss gesichert sein, dass keine Kondensfllssigheit in der
Absaugeinrichiung enfstanden Jsi st das der Fall muss vor dem
Abmontieren der Kolben die Absauglerstung vergrdfert werden und die
Kondensflissigheit beseitigh werden.

B Der wrverddnnte Aulschluss darf auf kemen Fall in den Kolben dber
lange Zeat [lber Nachll aufbewshr! werden. Es besteh! eine Erstarrungs-
Gelahr der Probe und es ist schwierig sie wieder in Ldsung 2u bringen.
Wenn iz Probe nach der Abkihlung mal 70 mi Wasser verddnnt wird, ist
&5 kein Problem sie eine Zeil lang aulzubewsahren.



STICKSTOFFEESTIMMUNG NACH KJELDAHL

Destillation
Gesamtdestillationszeit: 5-7min

Ammomiakfreisetzung
Auffangen von Ammaoniak

INH,1.50, + 2Ma0H — Na,50, + 2 NH,0H
NH,OH + H,BO, = H0+ NH H,BO,

In der Destillationsapparatur ist die Wasser- und Laugenmenge, die Reak-
tionszeit, die Destillationszeit, die Heizleistung des Dampfgenerators und
die Absaugzeit fir den ausdestillierten Probenrest programmierbar. Durch
DOrehen eines Knopfes wird das gewinschte Mend gefunden und durch
Dricken wird es ausgewahll. Mochmaliges Drehen dndert den Wert und das
anschlieflende Drucken speichert ihn.

Die Destillationsapparatur muss, wenn sie lange nicht benutzt wurde
oder zum ersten Mal in Betrieb ist, entliftet werden. Daflr wahlt man das
Hauptmend Optionen und dann Direkteingabe. Zundchst muss man H.0
in Probe” auswihlen und solange den Knopf gedriickt halten bis Wasser in
das Aufschlussgerdt lduft. Dann wihlt man als nichstes \MaDH"™ aus und
driickt so lange, bis Matronlauge in das Aufschlussgefal lauft. Zuletzt wird
durch .weiter” das Menl .AbsaugenPro” ausgewihlt und der Bediener-
knopf so lange gedriickt bis die Chemikalien aus dem Aufschlussgefan
abgesaugt sind, Damit wird der Entliftungsvorgang beendet,

Taglich vor Beginn der Destillation muss auch ein Testlauf chne Probe
durchgefihrt werden, Dafiir fihrt man den Einleitungsschlauch in ein lze-
res Aufschlussgefai ein, wihlt das Hauptmenu .Optionen” aus und dann
.Direkteingabe”, Zunéchst muss man .Dampf” auswéhlen. Durch erneutes
kurzes Dricken des Bedienknopts wird die Dampieinleitung gestartet, Er-
neutes Driicken des Knopfes beendet den Yorgang, Man sollte den Vorgang
erst beenden wenn sich 1 cm Destillat im Erlenmeyerkolben befindet. Zu-
letzt wird _AbsaugenPro” ausgewshlt und der Bedienerknopf so lange ge-
drickt bis das Wasser aus dem Aufschlussgefall abgesaugt ist.

Mach der Entluftung und derm Testlauf wird die Destillation der Probe
durchgefiibrt. Unter dem Ablaufrobr der Destillationsapparatur wird ein
500 ml Erlenmeyerkolben angebracht fiir die Borsaureldsung. Mit derm
Menlpunkt Start” wird das Destillationsprogramm gestartet. Empfeh-
lenswert ist folgendes Destillationsprogramm durchzufihren:

Bidest Wasser: 70 ml [5 sec|

MalH: 70 ml einer 30 % Lisung [7 sec|
Destillationszeit: 5 min
Darmpfleistung: F0 %
Probenabsaugung: 30 sec.
Borsdurezugabe: 50 mil [4 sec)

Die Wasserdampfdestillation wird begonnen und der durch Zugabe von
Matronlauge freigesetzte Ammoniak wird mit Dampf dberdestilliert.
Das Destillat wird in der Borsdureldsung [26] aufgefangen, Mach Ablauf
des Destillationsprogramms  wird das Aufschlussgefii entnommen,
der Destillatauslaufschlauch mit destilliertern Wasser gespilt und der
Erlenmeyerkolben mit der Probe von der Apparatur entnommen.

Beriihren Sie wahrend einer Destillation
sowie einige Zeit nach der Destillation
keine Teile der Destillationapparatur.

Die Teile kénnen heil sein.

Der Wasserdeshilierer muss auf einen
statlen Labortisch mit ebener, waage-
rechler Auflage geslelll werden, der sich
in unrmiltelbarer Nahe eines Haltwasser-
anschlusses und eines Abflusses befindsl.
Der Wasserdruck muss mindestens 0,5 bar
betragen.

Vor der lnbaetrishnabme miissen samiliche
Schlduche angeschlossen werden und das
Kiihlwasser angestelit werden. e Vor-
ratsbehalter miissen richtig positioniert
sein und der Fillstand geteslel sein. Der
Wasserdampl-Einfeitungsschlauch muss
in den Aufschlusskalben eingelfihe! wer-
den. Der Wasserdestillierer sl mil einer
Schutztir ausgerdstel.

ey der ersten Desfillation trifft der heilie
Wasserdampf noch aufkalte Ledtungen und
Glastere. Dadurch kommt es zu vermehr-
ter Kondensattldunyg, de zu dbeririebe-
ner Probenverdinnung und dbermaigem
Flissigheitsvolumen im Aufschlussgelad
fithren kann, Ein Testlaul 150 deswegen
notwendig. Die Einleifung von Wasser-
darnpl mil einer Temperatur von ca. 10a°C
varursacht mehr oder weniger laute Ge
rausche. iese Gerdusche sind kein Grund
Zur Beunrufigung.

Die Destiflation wird solange durchgefihre
bis ein Destillatvelumen von 150 mi er-
reich! sl

Etwa 2 Minuten var Ende der Destillation
wird der Erfenmeyperkolben so abgesenkt,
1355 d3s Ende des Ablaufrobrs micht mebr
in die S3urelisung emntaucht. Das Rokr
wird mit etwas Wasser gespilt und das
Spiifwasser in derm Erlenmeyerfkolben auf-
gefangen
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H Titration 1 min

NH_H,BO, + HCL—+NH,CL + H,BO,

Die Borsdure-Absorptionslésunglbeinhaltet den Indikator]
wird mit 0.1 M Standard-5alzsdure titriert. Die Salzsiure
wird solange zugegeben bis die erste Spur von rosa Fir-
bung auftritt. Das Volumen der verbrauchten Salzsaure
wird an der Blrette auf 0,05 ml abgelesen. Eine beleuch-
tete Platte kann als neutraler Hintergrund dienen wnd
erlaubt dem Anwender, den Farbumschlag am Ende der
Titration genau festzustellen,

Blindversuch

W Als Indikator dient das Gemisch aus Methyirot wnd
Bromcresolgrin (siehe 245, Z4] Der Indikatar ist flir den
Farbumschiag zustindig und signalisiert die Beendigung
der Nitration

B Der neutraler Hintergrund verbessert die Genauighert und
die Reproduzierbarkeit der Ergebrisse. Somit warden die
Titrationen immer unter maglichst gleichen aplischen
Bedingungen durchgefGhrt.

Der Blindversuch wird mit dem gleichen Yorgang
wie aben beschrieben, durchgefuhrt. Die Probe
wird durch 5 ml Wasser und 0,83 g Saccharose
ersetzt. Motiert wird das werbrauchte Volumen der
Salzsaure bei der Titration

Berechnung und Auswertung

Der Stickstofigehalt , angegeben in g Stickstoff je 100 g
des Produkts, wird nach felgender Zahlenwertgleichung
berechnet:

1,4007 [V-Val Cz
Wre —————
Wit

Wn:der Stickstoffgehalt der Probe

¥: das Volumen der verbrauchten Salzsdurelésung bei
der Titration der Probe

Yo: das Volumen der verbrauchten alzsdureldsung bei
der Titration der Blindprobe[siehe Blindversuch]

Cs: die genaue Molarital der Salzsaure, angegeben auf
wier Dezimalstellen

Wt: die Masse der Untersuchungsprobe in Gramm bis auf
0.1mag genau angegeben.

Urm den Proteingehalt der Probe 2u berechnen muss der
W Wert mit dem Faktor 6,38 multipliziert werden

Beispielrechnung

Hat die Kjeldahlbestimmung einen Stickstoffgehalt von
55 % ergeben, so ergibt sich ein Proteingehalt von 3,5 %:
(0,55 x &,38]

B Der Blindversuch ist flir die Berechnung des
Stickstoffgehalts der Frobe wichiig.

W Der Aufschluss nach Kjeldahi ist nicht spezifisch fir Ami-
nasduren und Proteine und erfasst den ganzen organisch
gebundenen Shickstoff. Es werden auch andere Nicktpro-
teinvertindungen aufgeschiaossen und miterfasst (NPN:
Michtproteinstickstaff | Deren Anteil in Milch und Milchpra-
dukten st aber gering und wird in dieser Kalkulaltion ver-
nachldssigt,

W Soll der nichtproteinhaltiger Stickstoff (INPN] auch er
mittelt werden, dann muss gemal® DIN EN 150 8948-4 die
Methode durchgefihrt werden. Wenn nur der Profeinstick-
staff bestimmid werden soll, dann missen oie Milchpro-
teine zuerst abgetrennt werden. 30,1 mI Milch verddnmt
it 820,71 mi Wasser werden gemalT DIN EN 150 B%48-5
mit insgesamt &0 mi einer 15 % fwhl Trichioressigsiure
stufenweise gewaschen, die Proteine werden ausgefallt
und anschitelfend werden sie uber einen harten Papier-
flter abfiltriert, Oas Filtrat enthalt die Bestandtede des
Nichtpratenstickstoffs und der abliltrierte Niederschiag
enthilt den Protewnstickstelf. Der Filter mit dem Nie-
derschlag wird in das Aufschlussgefal gegeben und die
Stickstoffbestimmung wird wie ohen heschreben nach
Kieldahl Verfahren durchgefiihrt. Der Proteingehalt word
durch die Multiplikation mit dem Faktor 4,38 berechnet,

W Der Wert 6,38 ist spezifisch fir Milch undg Milchprodukte
und wurde 5o festgelegt weil die Milchproteine einen Gehalt
von 15,45 % an Stickstoff haben [100: 15,65 = 6,38



STICKSTOFFBESTIMMUNG NACH KJELDAHL

Alternative, Schnellmethode

Es gibt eine schneller ausflhrbare Durchfihrung bei der
Kjeldahlbestimmung als das Standardverfahran. Gemal (50 8948~
3 werden geringere Mengen der Milchprobe (2 g auf 1 mg genaw
gewogen| verwendel. In einen 250 ml Aufschlusskolben werden die
2 g Probe, eine Katalysatortablette (besteht aus 5 g K,50,.0,105g
Cu50,5H,0 und 0,105 g Ti0,) 10 ml einer ¥8 % Schwefelsaure,
einige Tropfen Antischaummittel [30 % Silikonpraparat) gegeben.
Es wird vorsichtig gemischt, 5 min gewartet und dann lisst man
sehr vorsichtig 5 ml 30 %iges Wasserstoffperoxid langsam an
der Wand entlang zulaufen. Vor dem Aufschluss wird die Probe
10-15 min stehengelassen. Der Heizblock wird 10 min bei 400°C
vorgeheizt und die Probe fiir 60 min bei 400°C erhitzt, Anschliefend
wird die Probe auf Raumtemperatur gekihlt und mit 50 ml Wasser
verdiinnt, Bei der Destillation werden 55 ml einer 30 %iger MaDH
und 60 ml einer 4 % Borsiure zum Auffangen des Destillats
benutzt. Titriert wird mit HCL 0,05 M. Als Indikator dient 0,2 ml
einer Mischung von 0,03 % Methylrot und 0,17 % Bromcresolgrin
in 95 % Ethanol.

Uberwachung des Verfahrens

Die Richtigkeit des Verfahrens sollte regelmalig Uberprift wer-
den. Er soll getestet werden ob ein Stickstoffverlust auftrifit. Als
Probe dienen hierfiir 0,12 g Ammaoniumsulfat [ [NH],50,1] zu-
sammen mit 0,85 g Saccharose, Die Kjeldahlbestimmung wird
unter den gleichen Bedingungen durchgefihrt wie bei normalan
Proben wnd der prozentualer Stickstoffgenalt muss zwischen
99.0 und 100 % Legen. Die Bestimmung mit Ammonriumsulfat ist
von Mutzen um Stickstoffverluste wihrend des Aufschlusses oder
der Destillation und Konzentrationsunterschiede des Titrations-
mittels zu entdecken.

Bestimmung des Stickstoffgehaltes von Milchprodukten

B Vorsicht, die Wasserstaffoperoxd Jugabe

verursacht eine heftige Reakton

Der Blindwerlversuch ward mil 2 mi Wasser
und 0.25 g Saccharose durchgelitel.

e Aufsehlusseffektinaral wird mat 0,08 g
Tryptophan oder 0,04 g Lysinhydrochilond
untersuchf.

Lim den Wirkungsgrad oes Aufschlusses zu kon
troflieren wird als Probe 0,78 g Tryptaphan oder
018 g Lysinhydrochlorid und 047 g Saccharose
benutzt, 78 % des Stickstaffs mdssen wiederge-
funden werden. st das nicht der Fall, ist die Auf-
schiusstemperatur oder Zedt unzureichend cder
die Probe ist verkahlt.

Das Referenz-Standardverfabiren kann auch fir andere Milchprodukte adaptiert werden.
Die Methode &ndert sich nur in der Probenmenge, Die Probe muss eine Proteinmenge van 0,15-0,30 g ausweisen,

Deshalb ist empfehlenswert folgende Mengen an Probe zu benutzen.

Kondensmilch: dg
Magermilchpulver:  14g
Molke: 10g
Frischkdse: Jg

Die Methode wird wie im Standardverfahren durchgefiihrt.



