ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ 3

Тема. Визначення вмісту Нітрогену, білка і клейковини в рослинному матеріалі.

Мета. Оволодіти агрохімічними методами і визначити вміст Нітрогену, білка і клейковини в рослинному матеріалі.

ТЕОРЕТИЧНА ЧАСТИНА
Рослини і суха рослинна маса значно відрізняються за вмістом хімічних елементів: Карбон – 45%, Оксиген – 42%, Гідроген – 6,5%, Нітроген – 1,5%. Решта хімічних елементів входять до складу рослин у значно менших кількостях. Названі хімічні елементи називають органогенними.

Хімічні елементи, які необхідні для росту і формування врожаю, називають біогенними. Нині встановлено, що 20 елементів належать до необхідних (O, C, H, N, P, K, Ca, Mg, Na, S, Fe, Cl, Mn, B, Zn, Cu, Mo, Co, V, I). Ще 12 елементів вважають умовно необхідними (Si, Li, Sr, Cd, Se, Ag, Pb, F, Cr, Ni, Al, Ti).

Основними елементами живлення рослин є N, P, K. Визначення вмісту цих елементів у цілій рослині або в листках є основою рослинної діагностики, яка дозволяє визначити забезпеченість рослин елементами мінерального живлення в конкретну фазу розвитку.

Найчастіше рослинну діагностику проводять за Нітрогеном. При цьому слід враховувати, що вміст Нітрогену у вегетативній масі зернових культур змінюється по фазам розвитку, зокрема озима пшениця у фазі кущіння містить 5-5,4%, у фазі трубкування – 3-4,5%, у фазі колосіння – 2,1-2,5% і у фазі цвітіння –2,0-2,4% на повітряно-суху речовину.
Більше Нітрогену міститься в репродуктивних органах. При цьому відслідковується чітка залежність між вмістом Нітрогену і вмістом білка в насінні сільськогосподарських культур, наприклад соя містить 29% білку та 5,8% Нітрогену, а рис – 7% і 1,2% відповідно.

На основі цієї залежності виведені коефіцієнти для перерахунку вмісту Нітрогену на вміст білка в насінні різних культур (табл.3.1).

Таблиця 3.1- Коефіцієнти для перерахунку вмісту азоту на вміст білка
	Культура
	Коефіцієнт для перерахунку вмісту Нітрогену на вміст білка

	Гречка, кукурудза, квасоля
	6,00

	Боби, горох, овес, ячмінь, пшениця, жито
	5,70

	Соняшник, рицина, люпин, земляний горіх, льон, коноплі
	5,50

	Інші культури
	6,25


Білки зерна пшениці, гліадини і глютеліни складають основну масу (82-88%) сухих речовин клейковини. Сира клейковина містить 75% води і 25% сухих речовин. Масова частка сирої клейковини, вміст білка є основними показниками якості товарного зерна пшениці, які входять до ДСТУ 3768:2009 
Запитання до обговорення:
1. Назвіть групи хімічних елементів, які входять до складу рослин.
2. Який оптимальний вміст Нітрогену, Фосфору та Калію в рослинах озимої пшениці у фазу кущіння?

3. Поясніть як змінюється вміст Нітрогену у вегетативній масі озимої пшениці по фазам розвитку?
4. Обґрунтуйте доцільність застосування коефіцієнтів для перерахунку вмісту Нітрогену на вміст білка в рослинній сировині.
5. Які зовнішні ознаки рослин, що характеризують їх надлишкове / недостатнє азотне живлення?

6. Що таке клейковина? Який вміст клейковини в зерні пшениці?

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
Матеріали та обладнання: зразки рослинного матеріалу (листки, стебла пшениці, зерно); конц. H2SO4 (густина 1,84г/см3); 30%-ий розчин Гідроген пероксиду, селен, титровані розчини 0,01М і 0,1М H2SO4 та NaOH, 30-40%-ий NaOH; фенолфталеїн; метилоранж, тальк, цинк, розчин BaCl2, терези аналітичні, мірні колби на 50 мл, колби на 300 і 600 мл, мірні циліндри 10, 25 і 100 мл, бюретки, апарат К’єльдаля , лійки, беззольні фільтри, стакани, прилад для відмивання клейковини, лабораторний млин, сито.

Дослід 1. Визначення вмісту Нітрогену в рослинному матеріалі титрометричним методом.

Принцип методу базується на здатності органічних сполук Нітрогену при нагріванні з H2SO4 мінералізуватися з утворенням (NH4)2SO4, який в апараті К’єльдаля, при взаємодії з лугом, виділяє амоніак, що в подальшому нейтралізується титрованим розчином H2SO4. Вміст Нітрогену обчислюється за кількістю кислоти, що пішла на зв’язування амоніаку.

Хід роботи

1. Відважити на аналітичних терезах 0,2 г повітряно-сухого рослинного матеріалу з точністю до четвертого знака після коми, перенести в колбу К’єльдаля і долити 5 мл концентрованої Н2SO4. Вміст колби обережно перемішати та вставити в апарат для нагрівання в витяжній шафі і поступово нагрівати.
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Рис. 3.1. Апарат К’єльдаля
2. Після припинення виділення червоно-бурої пари і зменшення об’єму до 3 мл колбу охолодити, додати 1 мл Гідроген пероксиду і кілька крупинок подрібненого селену та продовжити нагрівання, підтримуючи слабке кипіння розчину в колбі. Колір рідини при цьому змінюється від бурого до зовсім світлого.

3. Через годину нагрівання припинити і після охолодження долити по стінці колби 1-2 краплі Гідроген пероксиду. Потім знову до закінчення озолення продовжувати нагрівання, охолодження і доливання Гідроген пероксиду. Тривалість озолення 2,5-5 годин.

4. Озолення вважається закінченим, коли вміст колби став зовсім прозорим, а над киплячим розчином з’являється пара Сульфур(IV) оксиду і на дні залишається осад сполук Силіцію та Кальцію. При появі білої пари - ознаки повного розкладу Гідроген пероксиду - озолення закінчити.

5. Після закінчення озолення і охолодження долити в колбу 5 мл дистильованої води (вміст колби при цьому сильно розігрівається). Колбу охолодити та її вміст кількісно перенести в мірну колбу на 50 мл, довести дистильованою водою до мітки і ретельно перемішати.

6. Відібрати 20-30 мл рідини із вихідного розчину після озолення рослинного матеріалу і перенести в дистиляційну колбу, додати 2-3 краплі фенолфталеїну і грудочку парафіну, або тальку, долити дистильованою водою, щоб загальний об’єм перевищував 200 мл.

7. Підготувати колбу-приймач. Для цього з бюретки налити в неї 40-60 мл 0,01М Н2SO4 та 3-4 краплі метилоранжу і занурити кінець трубки холодильника в розчин кислоти.

8. Відміряти циліндром 60 мл 30-40%-го розчину NaОН, влити по стінці в дистиляційну колбу і відразу з’єднати з холодильником. Включити електроплиту або запалити газовий пальник.

9. Провести відгонку аміаку протягом 45-60 хв. після початку кипіння. Кінець відгонки перевірити реакцією на іони Амонію з реактивом Неслера.

10. Ополоснути кінець трубки холодильника дистильованою водою і відтитрувати залишок кислоти в приймальній колбі 0,01М розчином NaОН.

11. Обчислити вміст Нітрогену в рослинному матеріалі за формулою:
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де N – вміст Нітрогену в рослинному матеріалі, %;

а – кількість 0,01М розчину Н2SO4, влитого в колбу-приймач, мл;

Т1 – поправка до титру кислоти;

b – кількість 0,01М розчину NaОН, витраченого на нейтралізацію надлишку кислоти в колбі-приймачі, мл;

T – поправка до титру лугу;

0,00014 – кількість грамів Нітрогену, що зв’язується 1 мл 0,01 М розчину Н2SO4;

100 – коефіцієнт для вираження результатів у відсотках;

m – наважка повітряно-сухого рослинного матеріалу, взятого для озолення, г;

V – об’єм одержаного розчину золи після озолення, мл;

V1 – об’єм розчину золи, взятий для перегонки амоніаку, мл.

Приклад розрахунків. Для мокрого озолення взято наважку рослинного матеріалу 0,2 г, об'єм розчину після озолення (V) доведено до 50 мл, для перегонки взято об'єм V1 = 20мл, на титрування залишку 0,01М Н2SO4 пішло 
40 мл 0,01М розчину лугу; поправка до титру кислоти – 0,984, лугу – 1,013, звідси
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Дослід 2. Визначення вмісту білкового Нітрогену і білка в рослинному матеріалі.

Принцип методу базується на осадженні білкових сполук в рослинному матеріалі основним Купрум сульфатом CuSО4•Cu(OH)2 з наступним відмиванням білків від небілкових речовин і розчинних сполук Нітрогену та наступним озоленням в концентрованій H2SО4. Після мокрого озолення вміст білкового Нітрогену визначається за методом К’єльдаля і за його кількістю обчислюють вміст білка в рослинному матеріалі, користуючись коефіцієнтами перерахунку вмісту Нітрогену на вміст білка (табл. 3.1).

Хід роботи
1. Відважити 1-2 г тонко розмеленого повітряно-сухого рослинного матеріалу, перенести в хімічний стакан на 150-200 мл, прилити 50 мл дистильованої води, нагріти до кипіння. Якщо рослинний матеріал містить багато крохмалю, його нагрівають не більше 10 хвилин на водяній бані при температурі 60°С, помішуючи скляною паличкою.

2. Провести осадження білків. Для цього в стакан долити 25 мл 6%-го розчину CuSО4 перемішати і додати 1,25% розчину NaOH для утворення основної солі Купрум сульфату – CuSО4•Cu(OH)2, яка осаджує білки. При цьому випадає комплексний осад молекул білка і міді.

3. Дати можливість відстоятися осаду 30-40 хв. і потім профільтрувати через беззольний фільтр (пронумерований простим олівцем). Для цього розчин обережно злити по паличці на фільтр, а осад відмивати шляхом декантації гарячою дистильованою водою, поки промивні води перестануть утворювати з розчином ВаСl2, осад, що засвідчує відсутність SО42-.

4. Висушити відмитий осад із фільтром при температурі 50-60°С, перенести в колбу К’єльдаля, долити 20 мл концентрованої H2SО4 (густина 1,84 г/см3) та додати 0,5 г мідного купоросу (як каталізатора) і грудочку парафіну для зменшення піноутворення у відгінній колбі.

5. Спалити фільтр з осадом в H2SО4 до повного знебарвлення вмісту колби К’єльдаля.

6. Підготувати колбу-приймач. Для цього відміряти 40-60 мл 0,1М розчину H2SО4, додати 3-4 краплі метилоранжу і кінець трубки холодильника занурити в кислоту колби-приймача.

7. Озолений осад кількісно перенести в дистиляційну колбу, додати 2 г цинку, 1-2 краплі фенолфталеїну та обережно по стінці прилити 70-80мл 30-40%-го лугу і швидко сполучити з холодильником.

8. Провести відгонку амоніаку. Дистиляцію закінчити при відсутності реакції на іони NН4+, пробуючи реактивом Неслера.

9. Відтитрувати лишок 0,1М розчину H2SО4 0,1М розчином NaOH.

10. Обчислити вміст білкового Нітрогену за формулою:
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де N – вміст білкового азоту в рослинному матеріалі, %;

а – кількість 0,1М розчину H2SО4, влитого в колбу приймач, мл;
Т1 – поправка до титру кислоти;

b – кількість 0,1М розчину NaOH, витраченого на титрування лишку кислоти, мл;
T – поправка до титру лугу;

0,0014 - кількість грамів Нітрогену, що зв’язується 1 мл 0,01М розчину Н2SO4;

100 – коефіцієнт для вираження результатів у відсотках;

m – наважка повітряно-сухого рослинного матеріалу, взятого для озолення, г;

Обчислення результатів. Для визначення вмісту білка в зерні гороху наважка тонко розмеленого повітряно-сухого борошна становила 1,5 г. Після її обробки, спалювання і відгонки амоніаку в колбу-приймач взято 60 мл 0,1М розчину Н2SO4, на титрування лишку якої витрачено 16 мл 0,1М NaOH. Поправки до титру кислоти 0,96, лугу — 1,02. Тоді вміст білкового Нітрогену: 
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Обчисливши вміст білкового Нітрогену в рослинному матеріалі, досить легко можна визначити вміст білка, користуючись коефіцієнтами. Так, при аналізі зерна гороху вміст білкового Нітрогену склав 3,85%, помноживши його на коефіцієнт 5,7 знаходимо, що вміст білка в зерні становить 3,85×5,7 = 21,9%.

Дослід 3. Визначення вмісту клейковини в зерні пшениці.

Принцип методу кількісного визначення клейковини в зерні базується на властивостях ряду його білків (гліадинів і глютелінів) утворювати з водою в’язку масу, яку в процесі промивання водою відмивають від крохмалю та інших розчинних сполук, потім віджимають і зважують з точністю до ± 0,1г, обчислюють її вміст у відсотках.

Хід роботи

1. Відібрати із середнього зразка наважку зерна 30-50 г, очистити від домішок і пошкоджених зерен. Підсушити при температурі не вище 50°С з тим, щоб його вологість не перевищувала 18%.

2. Розмолоти зерно на лабораторному млинку, просіяти через сито з отворами 0,25 мм. Щоб сито під час просіювання не забивалось на нього слід покласти 4-5 гумових кружечків діаметром 1 см і товщиною 0,3 см. Залишок на ситі не повинен перевищувати 2% маси, взятої для просіювання.

3. Відібрати з просіяного через сито в 0,25 мм наважку борошна 25-40 г, яку помістити у фарфорову чашку і додати води з температурою 18 ± 2°С в такій кількості: до наважки 25 г – 14 мл, до 30 г – 17 мл, до 35 г — 20 мл, до 
40 г – 22 мл. Наважку необхідно брати з таким розрахунком, щоб після відмивання залишилося не менше 4 г клейковини.
4. Замісити тісто шпателем до однорідної маси, добре перемішати пальцями і виготовити з нього кульку, яку потім помістити у фарфорову чашку, або чашку Петрі, накрити кришкою і залишити у воді на 20 хвилин при температурі 18 ± 2°С.
5. Помістити тісто в попередньо змочену камеру приладу для відмивання клейковини в центральну частину окружності нижньої деки, закривають камеру. Обертанням ручки регулятора «ВОДА» вправо подають в камеру воду і установлюють необхідну для 1 етапу витрату промивної води по відповідній позначці на ситі. Включають прилад. Через відрізок часу, вказаний на таймері, спрацьовує звуковий сигнал, який сповіщає про закінчення етапу. По закінченню кожного етапу роблять відповідні переключання для роботи приладу на наступних етапах відповідно до інструкції приладу. При цьому після установки всіх параметрів обов’язково нажимають і відпускають кнопку «ЗВУК». По закінченню останнього етапу відмивання прилад зупиняють натискуванням кнопки «СТОП». Відкривають затискачі камери і вилучають отриману клейковину.

6. З відмитої клейковини вилучити залишки води, віджимаючи її кілька разів між долонями та витираючи руки рушником. Віджимання клейковини вважається закінченим, коли вона злегка прилипає до рук.

7. Зважити віджату клейковину з точністю до ±0,1г, та після цього продовжити віджимання води і зважування доки різниця між повторними зважуваннями не перевищуватиме 0,1 г.

Ознайомитесь з порядком виконання досліду можна за посиланням: https://www.youtube.com/watch?v=EFoIo3K3WD8 
Обчислення результатів. Вміст клейковини в зерні визначають за формулою:
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де К – вміст сирої клейковини в зерні, %;

а – маса сирої клейковини, г;

т – наважка повітряно-сухого борошна, взятого для відмивання клейковини, г;

100 – коефіцієнт для перерахунку у відсотки.

Для відмивання клейковини було взято 30 г борошна із зерна озимої пшениці, після відмивання маса якого зменшилася до 9,0 г, тоді:
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У випадку коли вміст клейковини потрібно визначати у відсотках на суху клейковину, хід роботи продовжувати в такому порядку:

- помістити сиру клейковину в зважений бюкс і висушити в сушильній шафі протягом 20 годин при температурі 100-105°С;

- охолодити в ексикаторі та зважити до постійної маси;

- обчислити вміст сухої клейковини у відсотках.
Наприклад: маса пустого бюкса – 18,2 г, маса сирої клейковини – 9,6 г, маса бюкса з клейковиною після 24 годин висушування – 22,4 г, тоді маса сухої клейковини а = 22,4 - 18,2 = 4,2 г, а вміст сухої клейковини у відсотках:
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Відсотковий вміст сухої клейковини дає уявлення про вміст білка в зерні. Як правило, білка в зерні приблизно у два рази менше ніж сирої клейковини.

ПРАКТИЧНА ЧАСТИНА

Розв’яжіть задачі.

Задача 1. Урожай пшениці з поля становить 4000 кг/га. Відомо, що у сухій речовині пшениці міститься 2% Нітрогену. Визначте, скільки кілограмів Нітрогену міститься у всьому врожаї на 10 гектарах.

Задача 2. Урожай картоплі з поля становить 25000 кг/га. У сухій масі картоплі міститься 0,5% фосфору (P2O5). Визначте, скільки кілограмів фосфору виноситься з поля з урожаєм на 5 гектарах.

Задача 3. Урожай кукурудзи з 1 гектара поля склав 12 тонн. Вміст фосфору (P₂O₅) в кукурудзі дорівнює 0.3%. Скільки кілограмів фосфору було виведено з ґрунту разом із врожаєм?
Задача 4. Урожай цукрових буряків з поля складає 50000 кг/га. У сухій речовині буряків міститься 1,2% калію (K2O). Визначте кількість калію, що виноситься з поля з урожаєм на 1 гектарі.

Задача 5. Урожай кукурудзи на зерно з поля становить 10000 кг/га. У сухій речовині кукурудзи міститься 1,8% азоту (N), 0,3% фосфору (P2O5) і 1% калію (K2O). Визначте кількість N, P, К, що виносяться з поля з урожаєм на 1 га.
