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STANOVENÍ BÍLKOVIN 

Obr. 1a: Parnas-Wagnerův destilační přístroj (http://en.witeg.de)
Obr. 1b:Titrační aparatura (http://slideplayer.cz/slide/11372725)

NEPŘÍMÉ METODY (s mineralizací)

1) KJELDAHLOVA METODA (rozhodčí metoda)
• mineralizace

rozklad organických látek varem s kyselinou sírovou v
přítomnosti katalyzátoru za vzniku síranu amonného

• destilace
alkalizace reakčního produktu silným roztokem NaOH,
dochází k převodu NH4

+ na NH3, který se destiluje s vodní
parou do předlohy (H2SO4 nebo H3BO3)

• titrace
stanovení obsahu dusíku titrací nadbytku kyseliny a
přepočet pomocí faktoru podle Kjeldahla na hrubou
bílkovinu (např. pro maso 6,25 a mléko 6,38)

o alkalimetrická titrace
 předloha H2SO4, indikátor methylčerveň nebo Tashirův

o acidimetrická titrace (Winklerova metoda)
předloha H3BO3, indikátor methylčerveň

Obr. 3:Conwayova nádoba 
(Hálková a kol., 2001)
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3) HANUŠOVA METODA
• po mineralizaci dle Kjeldahla dochází k reakci amonných

iontů s přebytkem formaldehydu za vzniku vodíkových
iontů, které se následně titrují odměrným roztokem NaOH
na indikátor fenolftalein

4) NESSLEROVA METODA
• dusík vázaný v bílkovinách se mineralizací s kyselinou

sírovou (katalyzátor H2O2) převede na amonnou sůl, která
se po reakci s Nesslerovým činidlem v alkalickém
prostředí stanoví spektrofotometricky (450 nm). Obsah
dusíku se odečte z kalibrační přímky a po vynásobení
faktorem 6,25 se získá obsah hrubých bílkovin

a) b)

Obr. 2: Přístroj Kjeltec (https://moskva.all.biz/en/distillation-
kjeltec-8100-8200-8400-blocks-g3216093#.WgDWH9KWzIU)

PŘÍMÉ METODY (bez mineralizace)

1) DUMASOVA METODA (rozhodčí metoda)
• principem je pyrolýza (1000 °C, katalyzátor CuO) v prostředí

s vysokým obsahem kyslíku O2 s následnou redukcí oxidů
dusíku na N2, který je stanoven po selektivní absorpci
ostatních produktů pyrolýz tepelně vodivostním detektorem.

2) UV SPEKTROFOTOMETRIE
• využití absorpce některých aminokyselin vázaných

v molekule bílkovin (Try, Tyr, Phe) v ultrafialovém světle
• absorpční maximum:

o 180 – 220 nm (peptidové vazby)
o 280 nm (aromatické a heterocyklické aminokyseliny)

3) INFRAČERVENÁ SPEKTROMETRIE
• principem metody je absorpce infračerveného záření

molekulami látek.
• využívá se blízké (NIR) a střední (MIR) infračervené záření.
• metoda je rychlá, nedestruktivní, bez nutnosti činidel.
• nevýhodou je vysoká cena stroje a náročná kalibrace

4) STEINEGGEROVA METODA (formolová titrace)
• po neutralizaci vzorku odměrným roztokem NaOH na

fenolftalein se přídavkem formaldehydu blokuje působnost
volných skupin –NH2. Po promíchání se provede titrace
odměrným roztokem NaOH (např. stanovení bílkovin v mléce)

5) BIURETOVÁ REAKCE
• vznik modře zbarvených komplexních sloučenin mědi v

alkalickém prostředí. Intenzita barev je přímo úměrná
koncentraci bílkovin

• měření se provádí při vlnové délce 540 – 560 nm

6) LOWRYHO METODA
• Folin-Ciocalteuovo činidlo (směs fosfomolybdenové a

fosfowolframové kyseliny) dává s bílkovinami v alkalickém
prostředí modré zabavení, které je úměrné obsahu tyrosinu a
tryptofanu v bílkovině. Absorpční maximum při 745 - 750 nm

7) REAKCE S ORGANICKÝMI BARVIVY
• princip metody je založen na sledování poklesu absorbance

roztoku barviva (amidočerň 10 B, oranž G) po precipitaci jeho
komplexu s bílkovinami

• metoda je vhodná pro rychlé stanovení bílkovin v některých
rostlinných materiálech (obiloviny, luštěniny, olejniny, mouka),
z živočišných materiálů nalezla uplatnění pro stanovení
bílkovin v mléce.

2) METODA DLE CONWAYE
• mineralizace vzorku dle Kjeldahla s

následným vytěsněním amoniaku, pomocí
nasyceného roztoku uhličitanu draselného,
který absorbuje v roztoku kyseliny borité
umístěné ve vnitřním prostoru nádobky.
Stanoví se titračně kyselinou
chlorovodíkovou nebo sírovou

STANOVENÍ SACHARIDŮ

FYZIKÁLNÍ METODY

1. DENZITOMETRIE
• principem je měření hustoty roztoků sacharidů
• s rostoucí koncentrací sacharidů roste hustota roztoků
• odečet ovlivňuje teplota a povrchové napětí
• pro stanovení se používají pyknometry a hustoměry

2. REFRAKTOMETRIE (optická metoda)

• principem je měření indexu lomu
• metoda je založena na stanovení mezního úhlu lomu
• měření ovlivňuje teplota
• pro měření slouží refraktometry

3. POLARIMETRIE (optická metoda)

• principem je měření úhlu stočené roviny polarizovaného
světla.

• velikost úhlu závisí na koncentraci stanovované látky, měrné
otáčivosti a délce kyvety

• přístroje se nazývají polarimetry

4. INFRAČERVENÁ SPEKTROMETRIE (optická metoda)

• principem metody je absorpce infračerveného záření
molekulami látek

• pro stanovení sacharidů se využívá blízká (780-2500 nm)
• a střední (2500-50000 nm) infračervená spektrometrie

5. CHROMATOGRAFIE
• jedná se o separaci složek obsažených ve vzorku, který se

vnáší mezi dvě nemísitelné fáze
• nejčastěji se využívá tenkovrstvá (TLC), plynová (GC) a

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)

CHEMICKÉ METODY

1. ZALOŽENÉ NA REDUKČNÍCH VLASTNOSTECH 
SACHARIDŮ

A. METODY ZALOŽENÉ NA NESTECHIOMETRICKÝCH REAKCÍCH

• založeno na reakcích solí kovů v alkalickém prostředí

a) STANOVENÍ OXIDU MĚĎNÉHO
 vážková metoda
 titrační metoda

Offnerova (jodometrie)
Bertrandova (manganometrie)
Potterat- Eschmannova (komplexometrie)

b) STANOVENÍ PŘEBYTKU MĚĎNATÝCH IONTŮ
 jodometrie (dle Luffa-Schoorla) - cukry redukují za varu

v alkalickém prostředí měďnatou sůl z Luffova roztoku na oxid
měďný

 komplexometrie – přebytek Cu2+ po reakci s cukrem se
stanoví titrací kompexonem III (chelatonem III)

c) ÚPLNÁ SPOTŘEBA MĚĎNATÉHO ČINIDLA
 titrace roztoku měďnaté soli cukerným roztokem do odbarvení

(Soxhlet) nebo vymizení modrého zbarvení (Lane-Eynon)

B. METODY ZALOŽENÉ NA STECHIOMETRICKÝCH REAKCÍCH

• založeno na oxidaci aldos

o jodometrické stanovení

o stanovení oxidací hexakyanoželezitanem draselným

s následným jodometrickým a bichromatometrickým

stanovením

C. SPEKTROFOTOMETRICKÉ REAKCE

• oxidace aldos (hexakyanoželezitanem, tetrazoliovými solemi,
3,5-dinitrosalicylovou kyselinou) za vzniku barevných sloučenin

2. ZALOŽENÉ NA BAREVNÝCH KONDEZAČNÍCH 
REAKCÍCH JEJICH ŠTĚPNÝCH PRODUKTŮ

• spektrofotometrické stanovení
• reakce v kyselém prostředí
• tvorba chromogenů s různými činidly

ENZYMOVÉ METODY
 oxidačně-redukční reakce
 enzymová katalyzace
 přeměna kofaktoru nebo kosubstrátu jejichž úbytek je sledován

spektrofotometricky při 340 nm
 nejčastěji se jedná o dehydrogenace esterů cukrů pyridinovými

dehydrogenasami za současné konverze NAD+ (nebo NADP+) na
NADH + H+ (nebo NADPH + H+)

 např. stanovení glykogenu, glukosy, laktosy, sacharosy atd.

Obr. 3: Schéma polarimetru (Vorlová a kol., 2014)

Obr. 1: Odraz a lom paprsku světla (Vorlová a kol., 2014, upraveno) Obr. 2: Abbehho refraktometr (www.kruess.com)

Obr. 4: Polarimetr (www.kruess.com)

..
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STANOVENÍ TUKU

EXTRAKČNÍ METODY

 U extrakčních metod dochází k izolaci nepolárních netěkavých 
látek extrahovaných ze vzorku.

 Při izolaci se používají nepolární rozpouštědla.
 Nejdříve musí dojít k  hydrolýze, následně extrakci tuku, 

odpaření použitého rozpouštědla a nakonec zvážení odparku.

1. SOXHLETOVA METODA
• využití např. u olejnin, masa a výrobků
• rozpouštědla: chloroform, petrolether, diethylether, pentan, 

hexan

2.  METODA DLE GROSSFELDA
• využití u potravin bohatých na sacharidy (např. pečivo)
• Soxhletův extraktor
• rozpouštědla: diethylether

3.  METODA DLE FOLCHE
• využití u potravin s vyšším obsahem vody, polárních lipidů, 

bílkovin (např. maso, masné výrobky)
• extraktor - uzavřená nádoba s přebytkem rozpouštědla
• rozpouštědla: chloroform, methanol (2:1)

4.  METODA DLE RÖSSE-GOTTLIEBA
• využití u výrobků s vysokým obsahem vody, lipoproteinů, 

sacharidů a bílkovin (např. mléko a některé výrobky)
• extraktor dle Rösse- Gottlieba
• rozpouštědla: ethanol, petrolether,

diethylether

5. METODA SCHMIDOVA-BONDZYNSKIHO-
RATZLAFFOVA
• využití jako u metody dle Rösse- Gottlieba
• přístroj dle Rösse- Gottlieba
• rozpouštědla: petrolether, diethylether, ethanol

6.   WEIBULLOVA METODA
• využití u sušených, zahuštěných, mražených, mléčných 

výrobků s obsahem stabilizátorů
• Soxhletův extraktor
• rozpouštědla: petrolether, n-hexan

FYZIKÁLNÍ METODY

1. ACIDOBUTYROMETRICKÁ METODA
• využití u mléčných výrobků a mléka
• nejdříve dochází k hydrolýze pomocí 

kyseliny sírové, poté přidání amylalkoholu,
odstředění a odečetu výsledků ze stupnice

2. DENZITOMETRICKÁ METODA
• využití u semen olejnin
• metoda založena na extrakci, filtraci,

stanovení hustoty a závěrečném odečtu 
z empirické kalibrační křivky

3. NUKLEÁRNÍ MAGNETICKÁ REZONANCE
• využití u olejnin, margarínů
• principem je měření signálu protonů kapalné fáze
• koncentrace tuku se odečte z kalibrační křivky

4. BLÍZKÁ INFRAČERVENÁ SPEKTROMETRIE
• většinu potravin (obsah tuku nad 0,2 %)
• časově náročné kalibrace
• nutná kalibrace pro každý typ potraviny
• měření log(1/R) při 800 – 2500 nm

STANOVENÍ MASTNÝCH KYSELIN

 chromatografie (GC, HPLC): základní složení
 UV spektrofotometrie: obsah konjugovaných dienů a trienů
 MIR spektrometrie: obsah trans – nenasycených MK
 enzymové: stanovení esenciálních MK

Stanovení methylesterů mastných kyselin metodou GC

Principem metody je:
 izolace tukové složky:

• dvojí centrifugací (např. mléko)
• Soxhletovou nebo PSE metodou (např. maso, máslo, sýr)

 zmýdelnění triacylglycerolů
 reesterifikace methanolem na methylestery.
 stanovení pomocí plynové chromatografie s plamenově ionizační 

detekcí (FID)Obr. 2: Přístroj dle Röse-Gottlieba (Hálková a kol., 2001)
A – zátka
B – tělo přístroje
C – boční rameno s kohoutem 
D – vhodná výška hladiny
E – stojánek

Obr. 3: Butyrometr (Janštová a kol., 2009)

Obr. 6: Schéma plynového chromatografu 
(Klouda, 2003)

Obr. 1: Soxhletův a Twisselmannův přístroj
(Hálková a kol., 2000)

1 - destilační baňka, 2 – extraktor, 3 - zpětný chladič

Obr. 2: Soxtec (www.geminibv.nl)
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Obr. 4: FT-NIR spektrometr (foto autor)

Obr. 5: Plynový chromatograf
(https://scientificservices.eu

STANOVENÍ VODY resp. SUŠINY

METODY - DĚLENÍ

1. ROZHODČÍ, PŘESNÉ METODY
• navážka vzorku se vysouší ve vysoušečce s mořským

pískem nebo bez písku při konstantní teplotě v sušárně za
přesně definovaných podmínek (teplota, čas) do konstantní
hmotnosti

• úbytek hmotnosti se zjišťuje gravimetricky (vážením)
• obsah sušiny se vypočítá z rozdílu váhy před sušením a po

sušení
o obsah vody (w) se vypočte:

o sušina se stanoví výpočtem:

2. TECHNICKÉ, PROVOZNÍ METODY
• vzorek se vysouší za vyšších teplot, popř. i jiných zdrojů 

tepla (kahan, vařič, lampy s infračerveným zářením)
• úbytek hmotnosti se určí gravimetricky

3. VÝPOČTOVÉ METODY
• z jiných fyzikálně-chemických hodnot (vlastností)
• např. v mléce z hustoty (laktodenzimetricky) a obsahu tuku 

(acidobutyrometricky)

4. DALŠÍ METODY
• přehled metod stanovení obsahu vody (Park a Bell, 2004)

METODY STANOVENÍ

1. SUŠENÍ
• probíhá v sušárnách, vakuově, mrazem, chemicky,

termogravimetricky.
• metoda sušení v sušárnách je rozhodčí metodou

o gravimetrické stanovení

m1 hmotnost misky s pískem a tyčinkou před sušením (g)
m2 hmotnost misky se vzorkem, pískem a tyčinkou před sušením (g)
m3 hmotnost misky se vzorkem, pískem a tyčinkou po sušení (g)

Autoři: Kristýna Ondrová, MVDr. Michaela Králová, Ph.D.
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Obr. 1  Vysoušečka
s mořským pískem

Obr. 2: Vysoušečky
v exsikátoru
(foto autor)

Obr. 3 Umístění vysoušeček v sušárně
(foto autor)

Obr. 4 
Halogenový 
analyzátor 
vlhkosti
(foto autor)

Přímé metody jsou označeny hvězdičkou.

2. DESTILAČNÍ
• přímé – používá se minerální olej, který je

nemísitelný s vodou a má vysoký bod varu.
Voda z potraviny se destiluje přímo z roztoku,
po kondenzaci se sbírá v trubici s kalibrovanou
stupnicí

• s refluxem – po přidání organického
rozpouštědla nemísitelného s vodou s bodem
varu nad 100 °C (xylen, toluen) se provede
destilace ve speciální aparatuře. Destilát se
jímá do kalibrované trubice, kde se přímo
odečítá obsah vody v %.

Obr. 5  Destilace s 
refluxem

3. CHEMICKÉ (Karl-Fisherova titrace)
• principem metody je vytvořit methanolický extrakt vzorku,

následně ho titrovat pomocí Fisherova činidla.
• složky činidla reagují za účasti vody, probíhá oxidačně-

redukční reakce
• metoda je vhodná pro analýzu vzorků s nízkým obsahem

vody (sušená zelenina, kakao, olej)

4.  REFRAKTOMETRIE
• jedná se o optickou metodu, která se

zakládá na měření indexu lomu světla
• použití pro stanovení sušiny cukerných

roztoků, medu, výrobků z ovoce a
zeleniny (protlaky, kečupy…)

5.  INFRAČERVENÁ SPEKTROMETRIE
• spočívá v měření:

o absorpce energie v blízké IR oblasti
spektra

o signálů odraženého záření

Obr. 6: Snellův zákon 
(Vorlová a kol., 2014)

Obr. 9: Schéma NIR reflaktanční
spektrometrie (Nollet et al., 2004)

Obr. 7: Schéma refraktometrického 
stanovení vody (Nollet et al., 2004)

Obr. 8: Index lomu 
(https://cs.w ikipedia.org/w iki/Snell%C5%A Fv_z%C3%A1kon)

6. ELEKTROMETRICKÉ METODY
• nedestruktivní, jednoduché
• využití často jako terénní metody

o měření elektrické vodivosti (konduktivity)
o měření permitivity (kapacitance)


