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STANOVENI OBSAHU BIURETU V MOCOVINE
SPEKTROFOTOMETRICKY

Rozsah a ucel

Postup je urcen pro stanoveni obsahu biuretu v extraktech vzorkli mo€oviny a hnojiv, jejichz
zakladem je mocovina.

2

Princip

Biuret tvofi v alkalickém prostiedi za pfitomnosti vinanu draselno sodného s dvojmocnou médi

3

vvvvv

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Hydroxid sodny, NaOH.

Vinan draselno-sodny, tetrahydrat, NaKC4H406.4H>O.

Vinan draselno-sodny, tetrahydrat, alkalicky roztok, c(NaKCsH406.4H20) = 50 g/1.

Ptiprava: V 800ml kadince se rozpusti 40 g hydroxidu sodného (2) v 500 ml vody (1) a
nechd se zchladnout. Pfidd se 50 g vinanu sodno-draselného (3), pievede
se kvantitativné vodou (1) do 1000ml odmérné baniky a doplni se vodou (1) po znacku.
Roztok se pted pouzitim necha 24 h stat. Roztok je staly.

Siran méd’naty pentahydrat, CuSO4.5 H>O.
Siran méd’naty pentahydrat, roztok, ¢(CuSO4.5 H2O ) =15 g/I.

Ptiprava: V 1000ml kadince se rozpusti 15 g siranu méd’natého (5) v 500 ml vody (1).
Roztok se doplni vodou (1) na objem 1000 ml a promicha se. Roztok je staly.

Biuret, NH(CONH>)>, M = 103,08 g/mol.
Biuret, zdkladni standardni roztok, c(biuret) = 1 g/I.

Ptiprava: Do 100ml kadinky se navazi (0,25 + 0,001) g biuretu (7), pfedem vysuseného
1 h pfi 105°C a rozpusti se za tepla ve vodé (1). Po vytemperovani se kvantitativné
pievede do 250ml odmérné banky, doplni se vodou (1) po znacku a promicha.
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Indikéator methyl€erveil (volna kyselina), roztok, ¢ = 0,1 % (m/V).

Ptiprava: Ve 100ml odmérné baiice se rozpusti 0,1 g methylcervené asi v 50 ml ethanolu
(p =95 %), doplni ethanolem po znacku a promicha.

Hydroxid sodny, roztok, c(NaOH) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: Do 250ml kadinky se navazi 4 g hydroxidu sodného (2), rozpusti se ve 150 ml
vody (1) a po vytemperovani se kvantitativné pfevede do 1000ml odmérné banky,
doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Kyselina sirova, H>SO4, 96%, koncentrovana, p = 1,84 g/ml.
Kyselina sirova, H2SOs, roztok, c¢(H2SO4) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky s asi 500 ml vody (1) se pridaji 3 ml kyseliny
sirové (11). Po vytemperovani se banika doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, p = 1,19 g/ml.
Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCI) = 1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky, ve které je asi 500 ml vody (1), se postupné piida
100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (13). Obsah banky se vytemperuje na
laboratorni teplotu, doplni vodou (1) po znacku a promicha.

Pristroje a pomiicky

Analytické vahy s ptresnosti 0,001 g.

Spektrofotometr se sklenénou kyvetou 10 mm.

Vodni lazen s regulaci teploty.

Filtr stfedni nebo vysoké hustoty.

Sklenény filtra¢ni kelimek, frita S3, porozita (5 — 20) pm.

Sklenéna kolona pro iontoméni¢, vyska 200 mm, primér 25 mm, na spodnim konci
opatfena nylonovou gazou se Sitkou ok 0,1 mm azakonfena uzkou vypusti
s kohoutkem.

Ptiprava: Kolona se naplni iontoménicem (silny katex napt. Duolite C20) do vysky asi
120 mm. Pted pouzitim kolony se musi pryskyftice nejprve regenerovat 100 ml kyseliny
chlorovodikové (pfiblizn¢ 4 mol/l) a nasledné promyt vodou, dokud neni eluent prosty
kyseliny. Po kazdém stanoveni se musi pryskyfice regenerovat. Vyuzitelna kapacita
pryskyfice musi byt dostatecné velka k zachyceni vesSkerého amoniaku. Celkovy objem
pryskyfice je pfiblizn€ 60 ml; vyuZitelna kapacita je pfiblizné 60 miliekvivalenta.
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5 Postup

5.1 Kalibraéni kfivka

Do 100ml odmérnych ban¢k se pipetuje odpovidajici mnozstvi zakladniho standardniho
roztoku (8) podle tabulky 1, doplni vodou (1) pfiblizn€ na objem 50 ml, pfida se jedna kapka
indikatoru (9) a je-li to nutné, neutralizuje se kyselinou sirovou (12). Za michani se ptida 20 ml
alkalického roztoku vinanu sodno-draselného (4) a poté se piida 20 ml roztoku siranu
médnatého (6). Baniky se doplni vodou (1) po znacku, promichaji a nechaji stdt 15 min
pii (30 + 2) °C.

Tabulka 1. Priprava kalibra¢nich roztoki do 100ml odmérnych banék.

Kalibra¢ni bod Objem zakladniho c(biuret)
standardniho roztoku (8) (mg/l)
(ml)
0 0 0
1 2 20
2 5 50
3 10 100
4 20 200
5 30 300

5.2  Ptiprava vyluhu vzorku

Do 250ml odmérné baiiky se navazi pfiblizn¢ 10 g vzorku s ptesnosti 0,001 g, ptida se piiblizné
200 ml vody (1) a dikladné se protiepe. Potom se obsah baniky doplni vodou (1) po znacku a
op¢t dikladné protiepe. Roztok se filtruje pies filtr sttedni hustoty do suché nadoby. Prvni podil
asi 50 ml filtratu se nepouzije. Ciry a bezbarvy filtrat se pouzije k dal§imu stanoveni.
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Poznamky

1 Je-li ve vzorku pritomen siran amonny, postupuje se takto:

Navazi se priblizne 25 g vzorku s presnosti 0,001 g, rozpusti se ve 250ml kadince
ve 100 ml vody (1) o teploté priblizné 70 °C. Roztok se prefiltruje pres sklenény filtracni
kelimek (fritu) a filtr se promyje priblizné 50 ml vody (1). Filtrat se kvantitativné prenese
do 250ml odmeérné banky. Dale se postupuje dle bodu 5.3.

Teplota se upravi na 20 °C, doplni se vodou (1) po znacku a promicha se. Odpipetuje se
100 ml roztoku a necha se projit pres katex pri rychlosti asi 150 ml/h. Eluat se zachyti do
250ml odmeérné banky. Katex se promyvda vodou (1), dokud se neziskda celkovy objem
priblizne 220 ml. Potom se odmérna banka doplni vodou (1) po znacku a promicha se.
Tento roztok se pouzije k dalsimu stanoveni.

Je-li pritomna jakakoli koloidni latka, mohou nastat potize pri filtraci. V tom pripade
se k vode (1) pri extrakci vzorku pridaji 2 ml kyseliny chlorovodikové (14) a prefiltruje se
pres 2 velmi jemné filtry do 250ml odmeérné banky. Filtry se promyji vodou a filtrat
v barice se doplni vodou (1) po znacku. Dadle se postupuje dle bodu 5.3.

Zaroven s extraktem vzorku se podle potteby ptipravi i slepy pokus stejnym postupem, ale bez
navazky vzorku.

5.3 Priprava vzorku k méieni

Do 100ml odmérné baiiky se dle predpokladaného obsahu pipetuje 25 ml nebo 50 ml extraktu
vzorku. Je-li to nutné, neutralizuje se podle potieby roztokem kyseliny sirové (12) nebo
roztokem hydroxidu sodného (10) s vyuzitim methylenové cervené (9) jako indikatoru. Ptida
se 20 ml alkalického roztoku vinanu draselno-sodného (4), poté se ptida 20 ml roztoku siranu
médnatého (6), doplni se vodou (1) po znacku a promichd. Odmérné baiiky se nechaji stat
15 min pfi (30 £ 2) °C.

5.4 Méreni obsahu biuretu

Spektrofotometr se nastavi podle doporuceni vyrobce. Absorbance kalibracnich roztoki,
slepych pokusi i1 vzorkli se méfi v kyveté¢ o optické délce 10 mm, pii vlnové délce
prochdzejiciho svétla A = 546 nm. Vysledky se vyhodnocuji metodou kalibraéni kiivky.

V kazdé sérii vzork se provede i stanoveni vhodného IRM, popiipadé slepého pokusu.
Poznamky
3 Lze pouzit priutokovou kyvetu.

4 Obsahy biuretu ve slepych vzorcich jsou zpravidla zanedbatelné. Slepy pokus je vhodné
zarazovat k overeni vnéjsich viivii (nové baleni chemikalii, vymena laboratorniho nadobi,
stabilita pristroje apod.).
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Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsahu biuretu v mocoving vyjadieny jako NH(CONH>), hmotnostnim zlomkem v procentech
Waiurer S€ VypocCte podle vztahu

(¢, —c,)xV'x100 (c,—c,)xV

mx ax1000 mxax10

WBiuret

cv  mnozstvi biuretu ve vzorku, odectené z kalibra¢ni kiivky v mg,

cs  mnozstvi biuretu ve slepém pokusu, odectené z kalibracni kiivky v mg,

V  objem odmérné banky s vyluhem vzorku v ml,

a objem alikvotniho podilu vyluhu pouzity k spektrofotometrickému stanoveni v ml,

m  hmotnost navazky vzorku v g.

Poznamky

5 Pokud koncentrace biuretu v roztoku slepého pokusu nepresahne mez stanovitelnosti, lze
hodnotu cs ve vypoctu zanedbat.

7  Literatura

1 Nafizeni (ES) €. 2003/2003, ptiloha IV, postup 2.5.

2 CSN EN 15479: Hnojiva — Stanoveni biuretu v mo¢oviné spektrofotometricky.
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