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STANOVENI OBSAHU DUSIKATYCH LATEK
ROZPUSTNYCH PUSOBENIM PEPSINU

1 Ugel a rozsah

Tento postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu dusikatych latek rozpustnych
pusobenim roztoku pepsinu v kyselin¢ chlorovodikové v krmivech.

Postup stanoveni je pouzitelny pro vSechny obsahy a vSechny druhy krmiv, obsahujici tuto
slozku s vyjimkou krmiv s aditivnim obsahem mocoviny a krmiv mineralnich. Metoda
nerozliSuje formy proteinového a neproteinového dusiku a ma-li byt neproteinovy dusik
vyloucen z vysledku stanoveni, musi byt jeho obsah stanoven ptisluSnou metodou samostatné
a od stanoveni rozpustného dusiku odecten.

I kdyz vysledek tohoto stanoveni do jist¢ miry vyjadfuje miru stravitelnosti krmiva, nema
zadnou pfimou spojitost se stravitelnosti dusikatych latek "in vivo".

2 Princip

Dusikaté latky rozpustné pisobenim pepsinu v kyseliné chlorovodikové se stanovi titracné
po inkubaci vzorku s pepsinem pii 40 °C po dobu 48 h, nasledné separaci od nerozpustné ¢asti
a urcenim obsahu dusikatych latek v rozpustné ¢asti metodou podle Kjeldahla.

3 Chemikalie
PouZzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok c(HCIl) = 7 mol/l.
Ptiprava: 620 ml 35% HCI se rozmicha ve vodé (16) a doplni se do 1000 ml.

2 Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok c(HC1 ) = 0,075 mol/l.
Ptiprava: 6,7 ml 35 % HCI se rozmicha ve vodé (16) a doplni se do 1000 ml.

3 Pepsin s ovéfenou aktivitou 100 j./g. Je mozné pouzit pepsin s komeréné ovérenou
aktivitou.
4 Pepsin, inkubaéni roztok.

Ptiprava: 2,00 g pepsinu se rozpusti v 1000 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (2)
pfedem zahtaté na teplotu 40 °C a roztok se promichd. Roztok se pfipravuje vzdy
cerstvy.

Inkubacni roztok pepsinu se nesmi zahtivat piimo, aby nedoslo k jeho inaktivaci.

5 Diethylether nebo petrolether (frakce 40 az 60 °C).
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Katalyzatory.

Oxid médnaty CuO nebo siran médnaty, pentahydrat CuSO4.5 H O nebo smésny
katalyzator (CuSOs .5 H2O + K2SOy4).

Ptiprava smésného katalyzatoru: Ptipravi se dokonalym rozetfenim a smichanim obou
chemikalii v hmotnostnim poméru 1 : 10.

Je mozné pouzivat i tablety Cu (0,4g CuSO4.5 H20 + 3,5 g KoSOy) a tablety Se (3,5mg
Se +3,5 g KoSOy).

Indikatory.

Smésny indikator.
Ptiprava: 0,2 g methylové Cerveni a 0,1 g methylenové modii se rozpusti ve 100 ml
ethanolu (17) a promicha.

Methylova cerven.
Ptiprava: 0,30 g methylové Cerveni se rozpusti ve 100 ml ethanolu (17) a promicha.

Zuzagovo Cinidlo.
Ptiprava: 0,83 g bromkresolové zelené a 0,17 g methylCervené se rozpusti v 1000 ml
teplého etanolu (17), promiché a po vychladnuti doplni po znacku.

Kyselina sirova, H,SO,, koncentrovana, p(H,SO,) = 1,84 g/ml.

Kyselina sirova, H,SO,, roztoky ¢(H,SO,) = 0,1 mol/l a 0,05 mol/I.

Ptiprava c(H2SO4) = 0,1 mol/l: 10,2 g 96% H>SO4 se rozmichd ve vodé (16)
a po vychladnuti se doplni do 1000 ml.

Ptiprava c(H2SO4) = 0,05 mol/l: 5,1 g 96% H>SO4 se rozmichd ve vodé (16)
a po vychladnuti se doplni do 1000 ml.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok 400 g/I.
Ptiprava: 400 g NaOH se rozmicha ve vodé (16) a po vychladnuti se doplni do 1000 ml.

Hydroxid sodny, NaOH, roztoky c(NaOH) = 0,2 mol/l a 0,1 mol/I.

Ptiprava ¢(NaOH) = 0,2 mol/l: 8 g NaOH se rozmichd ve vodé (16) a po vychladnuti se
doplni do 1 litru.

Ptiprava ¢(NaOH) = 0,1 mol/l: 4 g NaOH se rozmiché ve vod¢ (16) a po vychladnuti se
doplni do 1 litru.

Kyselina boritd, H3BO3, roztok 4%.
Ptiprava: 40 g H3BOs3 a 960 ml vody (16) se rozpusti za tepla.

Siran draselny, K2SO4, pevny.

Sacharosa.

Odpénovaci prostiedek (napt. parafin, octanol nebo silikonovy olej).
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand).

Ethanol 96%.
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Poznamky
1 Diethylether a petrolether jsou nebezpecnymi horlavinami 1. tridy, proto pri jakékoli
manipulaci s nimi je nezbytné dodrzovat bezpecnostni pravidla.
2 Pouzité chemikalie ani zkusebni pomuicky nesmeji obsahovat Zadny dusik.

Faktor kyseliny sirové: ¢(H,SO,) = 0,05 mol/I.

Priprava: Do ti titracnich banék o obsahu 250 ml se diferencné odvazi 0,15 g az 0,20 g
tris-hydroxymethyl-aminomethanu (molekulova hmotnost TRIS C/H;1NOs3 = 121,14),
rozpusti se v asi 100 ml vody (16), pridaji se 2 az 3 kapky indikatoru (napv. Zuzagova
cinidla (7) a za stalého michani se titruje pripravenym odmérnym roztokem kyseliny
sirové az do barevné zmeény (modra — Spinavé cervena). Titrace je ukoncena, kdyz
titrovany roztok prejde jedinou kapkou na spinavé cervenou barvu.

1000 x n

faktor =
12,114 xV

kde
V- spotieba odmeérného roztoku kyseliny sirové (ml),

n navazka standardu TRIS (g).

4 K ovéreni vytéznosti se pouzivda acetanilid s obsahem dusiku 10,36 %, tj. 64,75 %
dusikatych latek nebo tryptofan s obsahem 13,72 % dusiku, tj. 85,75 % dusikatych latek.

4 Pristroje a pomucky

1 Termostat s automaticky regulovatelnou teplotou 40 °C nebo vodni lazen stejnych
parametra.

2 Laboratorni odstfedivka s odstfedivym zrychlenim do 5000 G, vybavend kyvetami
na 250 ml, nejlépe plastovymi.

3 Odmérna baiika na 500 ml se Sirokym hrdlem (podle Stohlmanna) a zatkou, odmérna
banka 250 ml, titra¢ni banka 250 ml.

4 Mineraliza¢ni zafizeni vhodné konstrukce.

5 Destila¢ni zatizeni vhodné konstrukce.

6 Mineraliza¢ni bainiky nebo tuby vhodné velikosti (doporucuji se banky podle Kjeldahla
500 ml az 750 ml, tuby 250ml).
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5 Postup
5.1  Uprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro p¥ipravu vzorku
a JPP 60010.1 Postupy tprav zkuSebnich vzork jednotlivych druhii krmiv.

5.2 Krmiva s obsahem tuku do 10 %

Odvazi se asi 2 g upraveného zkusebniho vzorku s ptesnosti 0,001 g do 500ml odmérné banky
a prida se 450 ml inkubaéniho roztoku pepsinu (4) piedem zahtatého na teplotu 40 °C.
Inkubacni roztok pepsinu (4) se pfidava po Castech za pribézného promichavani a pied
pfidanim posledniho piidavku se opét dikladné promichd, aby se rozrusila aglomerace
zkouSeného vzorku. Poslednim ptidavkem tohoto roztoku se oplachnou stény baiiky, pak se
zkontroluje hodnota pH, kterda ma byt nejvyse 1,7. V piipad¢ potieby se pH upravi roztokem
kyseliny chlorovodikové (1), coz ptichazi v tivahu zejména u siln¢ alkalickych krmiv.

Baiika se uzavie zatkou, vlozi do termostatu nebo do vodni 1azn¢ (1) vyhtaté na 40 °C a pii této
teploté¢ se nechd inkubovat po dobu 48 h, pficemz se piiblizn¢ vzdy po 6 h, 24 h a32h
promicha. Béhem inkubace musi veskera hmota zistat ve styku s roztokem.

Po 48h inkubaci se baiika z termostatu nebo vodni 14zn€ vyjme, pfida se 15 ml kyseliny
chlorovodikové (1), obsah se promicha, vytemperuje na laboratorni teplotu (omezeni ptisobeni
pepsinu), doplni vodou (16) po znacku a promicha. Potom se filtruje pies suchy stfedné husty
filtr do suché kadinky, pticemz prvni podil filtratu se nezachycuje. U krmiv, kde by filtrace
probihala pravdépodobné obtizné¢ nebo kde by nebylo mozno ziskat zcela ciry roztok
(nerozpustné Castice prochazejici filtrem, napt. n¢které druhy kvasnic), se oddé€li nerozpustny
podil postupnym odstfedénim suspense pomoci laboratorni odstfedivky (2). Pro stanoveni
dusikatych latek se pouZije supernatant.

V casti filtratu se mineralizaci a naslednou destilaci stanovi dusikaté latky.

5.2.1 Mineralizace vzorku

Manudlni metoda

Odpipetuje se 100 ml filtratu do Kjeldahlovy barky (6), pfida se opatrné 30 ml kyseliny sirové
(8) a 14 g smésného katalyzatoru (6), v piipadé potieby 1 odpénovaci prostredek (15). Po
promichani obsahu se banka vlozi do mineralizacniho zatizeni (4). Bailka se mirné zahtiva tak,
aby se zabranilo vzlinani pény do hrdla baiky a pfipadnému tniku vzorku z baiky V mirném
zahfivani s obCasnym promichavanim se pokracuje do ustaleni varu kapaliny, potom se
intenzita zahtivani zvys$i. Jakmile se kapalina stane zcela Cirou (mize byt zbarvena barvou
katalyzatoru), pokracuje se v ohfevu od tohoto okamziku jest€¢ 1 hodinu. Potom se kapalina
ponechd téméf zchladnout a opatrné se ziedi asi 75 ml az 100 ml vody (16). V ptipadé, ze po
zchladnuti roztok ztuhne, pfidd se opatrné vétsi mnozstvi vody (16), Casteéné se zahieje a
promichava do rozpusténi tuhého zbytku. Pokud se mineralizat nerozpusti, je nutno stanoveni
pakovat. Obsah Kjeldahlovy banky pfevede do odmérné banky (3) a doplni vodou (16) na
presné definovany objem. Stejnym zpisobem se zpracovava slepy vzorek.
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Instrumentdlni metoda

Do mineralizacni tuby (6) se odpipetuje 50 ml filtratu, pfidd se 1 tableta Cu katalyzatoru
a 1 tableta Se katalyzatoru (6), 12 ml kyseliny sirové (8) a nékolik kapek odpénovaciho Cinidla
(15). Mineraliza¢ni tuba se umisti do studeného mineralizacniho bloku (4), ktery se zahtiva na
300 °C, prodleva 5 min, ohtev na 400 °C, prodleva 70 min. Po ukonceni mineralizace se tuby
vyjmou z bloku (4), nechaji se ¢astecn¢ zchladnout a opatrné se ptida 75 — 100 ml vody (16).
Doporucuje se fedit ¢astecné zchladly mineralizat, aby se zabranilo zpétnému vykrystalizovani
soli, které se hiife rozpoustéji. Obsah tuby se prevede do odmérné baiiky (3) a doplni vodou
(16) na ptesn¢ definovany objem. Stejnym postupem se zpracovava slepy vzorek.

5.2.2 Destilace vzorku

Z odmérné banky se odpipetuje alikvotni podil (50 ml) do destila¢ni tuby, kterd se umisti
do destilacniho zatizeni. K ptestupniku destilacniho zatfizeni se umisti ptedloha tak, aby konec
prestupniku zasahoval asi 10 mm pod hladinu roztoku v ptedloze. Jako predloha se pouzije
titracni baiikka vhodného objemu, do které se ptidd 25 ml odmérného roztoku kyseliny sirové
(9) nebo roztoku kyseliny borité (12) a nékolik kapek indikétoru (7), neni-li v navodu pouzitého
destilacniho zatizeni uvedeno jinak. Z ddvkovaciho zatfizeni se do destilacni tuby opatrné ptida
vytésiiovaci roztok NaOH (10) a jeji obsah se zacne zahtivat ptivadénou vodni parou. Destiluje
se asi 5 min az objem v pfedloze dosdhne asi 150 ml, neni-li navodem pouzitého destilacniho
zatizeni uvedeno jinak. Obsah titracni baiiky se titruje ihned po skonceni destilace. Pokud to
dovoluji podminky instrumentace, doporucuje se titrovat jiz béhem destilace odmérnym
roztokem hydroxidu sodného (11) nebo odmérnym roztokem kyseliny sirové (9) do prave
vzniklé zmény zabarveni roztoku. Pfi pouZiti kolorimetrické detekce bodu ekvivalence je bodu
ekvivalence dosaZeno pii prvnim zbarveni obsahu do rGzova. Koncentrace kyseliny sirové
pouzité k titraci se voli podle oekavaného obsahu dusikatych latek ve zkouSeném vzorku
a podle objemu mineralizatu pouZzitého k destilaci.

Destilovat lze 1 automaticky s pouzitim parniho destilatoru s automatickou titraci, pii niZ je
tteba dodrzovat pokyny vyrobce pro provoz pristroje.

Jimani destilatu do kyseliny borité je mozné jen v pifipadé, Ze teplota kondenzatu nepfesahne
25 °C (chlazeni). Pti obsahu dusikatych latek vysSim nez 40 % se voli polovi¢ni navazka
vzorku.

Soubé&zné se provede slepa zkouska za pouZiti stejného postupu s vyjimkou pridani zkouSeného
vzorku.

5.3 Krmiva s obsahem tuku nad 10 %

Upraveny zkuSebni vzorek s vy$§im obsahem tuku musi byt pied inkubaci alesponl ¢aste¢né
odtu¢nén.

Odtuénéni se provede trojndsobnou dekantaci vzorku diethyletherem nebo petroletherem (5) po
davkach 10 ml az 15 ml, pficemz je nutno dbat, aby nedoslo ke ztratam vzorku. Po poslednim
odliti rozpoustédla (5) se rozpoustédlo necha ze vzorku volné odpafit.
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Jiny zplisob odtu¢néni lze provést tak, ze zkouSeny vzorek se odvazi na stiedné husty filtr
a promyva rozpoustédlem (5) po davkéch, jak vyse uvedeno a po odpateni rozpoustédla z filtru
se vzorek prevede kvantitativné do odmérné baiiky.

Dale se postupuje podle 5.2.

6 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah dusikatych latek rozpustnych plisobenim pepsinu v % (X) se vypocita podle vztahu

1. pfijimani destilatu do kyseliny sirové

6,25 x 2,801 x ¢ x £ x (Vo — V1)

X:
m

2. pfijimani destilatu do kyseliny borité

6,25 x 2,801 xcx fx (V3 —Vz)

X:
m

kde
c koncentrace odmérného roztoku v mol/l,
f faktor odmérného roztoku,
V. spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného na slepou zkousku v ml,
A\ spotfeba odmérného roztoku hydroxidu sodného na zkouseny vzorek v ml,
vV, spotfeba odmérného roztoku kyseliny sirové na slepou zkouSku v ml,
v, spotfeba odmérného roztoku kyseliny sirové na zkouSeny vzorek v ml,
m hmotnost alikvotniho podilu navazky vzorku v g,
6,25 koeficient pfepoctu obsahu N na dusikaté latky,
1 ml pfesn¢ 0,1 mol kyseliny sirové odpovida 2,801 mg dusiku.
7 Literatura

CSN 46 7092-35 Metody zkouseni krmiv, Cést 5: Stanoveni dusikatych latek
rozpustnych plisobenim roztoku pepsinu v kyseliné chlorovodikové
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