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Pivovacstvi a sladazstoi

Metodika stanoveni bilkovin v je¢menu

Dr. ALICE DOLEZALOVA - PhMr. HANA VRTELOVA, VUPS pracovisté Brno

II. EXPERIMENTALNI CAST

Metodika stanoveni bilkovin je velmi rozli¢nd a po-
stupy stanoveni lze sefadit od néroénych po jednodu-
ché. Podobné& lze pouZivanou pfistrojovou techniku roz-
delit na cenové Gnosnou a piistroje vhodné pro special-
ni astavy, protoZe jejich finan&ni naklady jsou vysokeé.
Spojeni Ctyf zékladnich poZadavki, tj. pFesnosti, rych-
losti, jednoduchosti @ nizk§ch finan&nich naklada je
prakticky nemoZné. Vzhledem k tomu, Ze metodika musi
slouzit pro prijem jemene ve sladovnédch, popf. vyku-
pech a Ze stanovend hodnota mé& byt ukazatelem ceny
a predevSim ukazatelem kvality, zamé&fili jsme se na
pfesnost. Nasim poZadavkem byla chyba + 0,3 % bilko-
vin. Od tohoto poZadavku nebylo moZno ustoupit vzhle-
dem k tomu, Ze 0,5 % bilkovin jiZ zna¢n#& ovlivni kva-
litu jeCmene. Ddle to byla otazka ceny pfistroje nebo
zatizeni. Pfesto, Ze jsme zkouSeli i zahraniéni aparaty,
vychazeli jsme z poZadavku tuzemské vyroby. Pfistroje
z dovozu predpokladaji vysoké ndklady na vybaveni
vSech laboratofi. Rychlost a jednoduchost jsme byli nu-
ceni prizplsobit jmenovanym poZadavk{im.

Na zakladé reSerSe jsme vybrali ty metody, které od-
povidaly témto poZadavkim:

a — presnost + 0,3 %,

b — cena asi 10 000 K¢&s,

¢ — doba stanoveni asi 1 hodina,

d — obsluha pristroje v&etn& pripravy roztokii — la-
borantka.

Metody jsme rozdélili takto:

1. metody vychazejici z mineralizace,

2. metoda Kunitake-Kobayshi,

3. kolorimetrické stanoveni bilkovin.

Pro vSechny zkoudky jsme otestovali 12 vzorkii jedme-
ni, u kterych jsme stanovili bilkoviny Kjeldahlovou me-
todou a ty jsme potom pouZivali, kroms& jingch vzorki,
jako standard.

1. Metody vychazejici z mineralizacs

Jde prakticky o mineralizaci, vyt&snéni amoniaku a
jeho titraci. Vzhledem k tomu, Ze tato metodika je stéle
nejpouZzivanéjsi a je metodou zédkladni, zakotvenou
v analytickgch norméch pro stanoveni dusiku, vraci se
k ni stale novi pracovnici a upravuji pFfedeviim rych-
lost stanoveni. Za nejdlleZitéjsi pokladaji rychlost spa-
lovani, ktera €asové podstatn& ovliviiuje celkovou dobu
stanoveni. Vyzkou3eli jsme tyto pfistroje:

a — Tecator — Svédsko,

b — prototyp ZNZP-Lovosice.

a) Tecator AB

Abychom mohli porovnat presnost nového pristroje
navrhovaného ZNZP-Lovosice, provedli jsme orisnta&nf
meéfeni na pristroji Tecator AB $védské vyroby, ktery je

= bilkoviny [%]

zaloZen na témZ principu a b&¥n& pouZivan v krmivaf-
skych laboratofich.

Spalovalo se ve spalovacim bloku ve specidlnich skle-
nénych patronach pFi teploté 380°C. Doba spalovani
v predem vyhratém bloku trvala 20 minut. Vynfivani lze
nastavit automatem na uréitou dobu, takZe pred nastu-
pem smény je piistroj vyhtaty. Po &asteéném ochlazeni
(15 az 20 min) se roztok preplachne do destilaéniho
pristroje typu Parnas-Wagner. Destilace trvd 5 min a
amoniak se stanovi titratn&. Spalovaci blok potfebuje
digestof nebo odtah pro unikajici spaliny. Doba stano-
veni asi 1 hodina. Vysledky mé&fFeni jsou uvedeny
v grafu 1.

e ¥ 3

’

14 | standard_ j
| ——=Tecator Svedsko 7
13+ ——- prototyp Lovosice o s

LS TS TR N vier BT e
= vZorek

Obr. 1. Porovndni TECATORU a prototypu LOVOSICE

Vghody: dobréd shoda s Kjeldahlovou metodou,
rychlé spalovéani,
nepatrnd rozbitnost spalovacich patron,
rychld a presna destilace.

Nevyghody: dovoz Svédsko,
vysoka cena,
nutnost digestore,
nutnost pfeplachovani — zvySuje chybu sta-
noveni.

b) Prototyp ZNZP-Lovosice

Na témZ principu sestavili pracovnici ZNZP Lovosice
Vdavra a Reme$ pfistroj na stanoveni bilkovin. Spalovaci
blok pro mineralizaci md 12 mist. Vyhtivani zajisfuje
elektricky vafi¢, ktery miZe byt pfi poruse snadno vy-
ménén. Teplcta se reguluje Zepafotem — Nov4 Paka.

Na uvedeném pfFistroji jsme stanovili bilkoviny v 10
vzorcich. Doba spalovani 20 a% 25 min, doba destilace
5 min, celkova doba stanoveni asi 1 hodina. Vysledky
a rozdily od bilkoviny stanovené Kjeldahlem jsou v gra-
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fu 1. Mineralizace probihd velmi dobfe a oba pfFistroje
jsou co do pracovni kvality shodné.

Vghody: velmi dobrd shoda s Kjeldahlem,
rychlé spalovéni,
rychla a presné destilace,
vyroba CSSR,
cena — 1 spalovaci blok, 1 destila¢ni pfFistroj
asi 8000 Kts.

Nevghody: nutnost digestofe nebo jiného odtahu,
nutnost pireplachovéni,
neni dosud v prodeji.

2. Metoda Kunitake-Kobayshi

Metoda byla upravena ve Vyzkumném dstavu pivovar-
ském v Tokiu na zéklad& poZadavkl pivovarskych pra-
covnikd, ktefi Zadali rychlou a pfesnou metodu. Metodu
publikovanou v roce 1952 Woitkowiakem upravili jmeno-
vani autofi specidlné pro je¢men. Uprava zahrnuje vybér
silngch kyselin a zédsad, dobu destilace, dpravu prestup-
niku a normalitu H,SO, tak, aby spotfeba odpovidala
pfimo procentu bilkovin.

privod louhu

privod pary

prestupnik

Obr. 2. Destilaéni aparatura pro metodu Kunitake - Ko-
bayshi

Pracovni postup: 2 g (£ 5 mg) pomletého jeCmene se
da do 300 ml Kjeldahlovy baiiky. Do baiiky se pfida 40 g
(* 1 g) pevného louhu. Kjeldahlova baiika se zapoji do
destilagniho aparatu (obr. 2). Do baiiky se prida 30 ml
35% NaOH a po promichéni se zapoji pfivod péary @2
unikajicich NH; se jima do 20 ml 2% kyseliny borité, kte-
ra je v baiice obsahu 300 ml. Rychlost destilace se kon-
troluje a za 25 min ma byt vydestilovdno 130 aZ 160
ml destilatu. Roztok se potom titruje pfesnym roztokem
N/17,5 H,S0,. SpotFeba pfimo odpovidd mnoZstvi bilko-
vin v pivodnim materidlu. Jako indikator se pouZiva
Tashiro. Po kaZdé destilaci se musi pfistroj profouknout
parou.

Pro destilaci je nutno pouZit novy typ pfFestupniku
(obr: 2). DileZitd je destilace, jeji doba a vydo2stilovany
objemn. Je tFeba dodrZet vdechny podminky, aby byly
ziskdny pPFesné a reprodukovatelné vysledky. Vysledky
méfeni jsou uvedeny v obr. 3.
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Vghody: rychlda metoda vhodnd pro jednotlivd sta-
noveni,

nizkd chyba stanoveni,

naklady asi 1000 K¢&s,

doba trvani asi 30 min.

Nevyhody: nevhodné pro sériova stanoveni.
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Obr. 3. Porovndni s Kunitake - Kobayshi

3. Kolorimetrické stanoveni hilkovin

Jednou z pouZivanych metod pro stanoveni dusikatych
latek v rostlinném materidlu je metoda s oranii- G.
Tato metoda byla propracovana mnoha pracovniky. Je
zaloZena na principu absorpce barviva oranZe - G, kdy
disociované sulfonové skupiny tohoto barviva reaguji pri
nizkém pH se zadsaditymi skupinami bilkovin za vzniku
nerczpustnych sloufenin. Nerozpustné komplexy se od-
strani filtraci a ze zmény extinkce, zplisobené tbytkem
barviva se potom usuzuje na mnoZstvi pfitomnych
bilkovin.

Vyzkouseli jsme:

a) metodu s oranZi-G upravenou Kastnerem,

b) stanoveni Pro-metrem.

a) Metoda s oranii - G — Kastner

Autor odzkouSel tuto metodu a uvefejnil navod pro
hromadnd a jednotlivd stanoveni. Podle tohoto néavodu
jsme postupovali. Provedli jsme né&kolik sérii meéfeni,
predeviim s postupem pro jednotlivd stanoveni. PouZi-
vali jsme stejného roztoku oranZe - G pro v3echna sta-
noveni a vyhodnocovalo se vizudlné v komparatoru,
Langeho fotokolorimetru, Spekolu a Spzktrofotometru
pFi 470 nm. Byly méreny série vzorkd s bilkovinou 9 aZ
15 %.

Chyba stanoveni byla velmi rozdilnd, nékdy i veétsi neZ
1 %. Chybu ovliviiovala ptedeviim jemnost mleti, ktera
byla zavisla na trvani mleti a typu kavomlynku. Pro
jcdnotlivd stanoveni se chyba zvySovala mixaci.

Metodu stanoveni bilkovin pomoci oranZe -G lze po-
vaZovat pro hodnoceni obsahu bilkovin za informativni.
Presné&j8i je m2toda pro hromadné stanoveni, to zna-
mend s pripravou vyluhu tFepanim (2 hodiny]. Touto
formou nastane ziejm# vzhledem k délce vyluhovani
17p3i vytFepani neZ v mixéru a odpada chyba z rozdil-
né rychlosti ota¢ek jednotlivgch mixérd. V tomto bodé
se nade vysledky rozchézeji s vysledky autora. Podle
konzultaci a také zkuSenosti Slechtiteld u nds i v NDR
Ize tuto metodu hodnotit jako vyhovujici k orientatnimu
urdovéni obsahu bilkovin pro sériovd stanoveni v obilo-
vindch za prednokladu, Ze se dodrZuje stale stejny pie-
depsany postup a kaZda série je dopln&na kontrolnimi
standardnimi vzorky. Pro jednotlivd stanoveni v labo-
ratofi, kde neni moZna stala kontrola, je pravdépodob-
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nost chyby daleko vétsi. Vysiedky na3ich méfeni jsou
uvedeny na obr. 4. Domnivdme s2, Ze pro podminky vy-
kupu je tato metoda zatiZena prili§ mnoha faktory, které
je nutno dodrZet, a proto ji pro tyto G&ely nepovaZuje-
me za vyhovujici. RovnéZ po strance finanéni (mlynek,
mixér, fotokolorimetr) by vybaveni lahoratofe nebylo
pravé nejlevnéjsi a vyZaduje odbornou pracovnici.

N .

14
£ i
§ |
3 |
I standard ‘
| ——— Spekol I |
s Snokol T :
—-—- Spekol Il i

-----=- Spektrofotometr |
T g e _L,#J

0. -8 O S A s
— yZOorek

Obr. 4. Porovndni s G - oranzi

b) Stanoveni Pro-metrem

Pro-metry vyrdb&né danskou firmou Foss-Elektric jsou
u nas v provozu v nékterych sladaiskych a jetmenéaf-
skych laboratoFich. Provedli jsme proto porovnéavaci
zkousky na nékolika pristrojich. V posledni dob& byl
dodan nové upraveny pfistroj s tfepackou na 60 vzor-
ki, &imZ byla odstranéna nevhodnost pFistroje pro sé-
riové analyzy. Jsou tedy ddny dvé moZnosti:

— 1 g vzorku reaguje se 40 ml oran?e -G 6 min v re-
aktoru — Doppel Reaktor,

— 0,5 g vzorku reaguje se 20 ml oranZe - G 60 min b&-
hem tfepani — Multi-Reaktor.

Pri préci s Doppel-Reaktorem provede 1 pracovni sila
5 az 6 analyz za hodinu.

Negativni strdnkou tohoto pfistroje je otdzka roztoku.
Doba trvanlivosti je 6 mésicil, takZe nelze objednat v&tsi
mnoZzstvi. RovnéZ standardnost roztoku nebyla zajiiténa;
bylo nutno testovat kaZdy roztok. Podle poslednich in-
formaci firma nahradila roztoky krystalickou formou

chemikalii. %

s ——e————
.’,r‘" p

14L ’ o i A

~

el 54

&ep

Fe

L ITE T T Y e

standard
—=—— laborator I Multi

f =
4 —-—~ laborator I Doppel
[k e e T i loborator I
¥ ~~e [aborator 1T
| [ O O e W T Y, kit - Y L S RO RS i ol
Gl Vs e I R T R R T ey | e g
= yZorek

Obr. 5. Porovndni s Pro-metrem

Pro na3e zkousky jsme vybrali t¥i laboratore, kde se
Pro-metr béZné pouZiva.
Laboratof 1 — pracovala se starym i novym typem Pro-
-metru, a to systému Multi i Dopp=2l,
Laboratof II — pracovala se starym typem,

Laboratof III — pracovala se starym typem.

Visechny laboratofe pracovaly s roztokem oranZe -G
dodanym dénskou firmou, ale jeho zé&ru¢ni lhiita byla
pro3dld. K novému pristroji byl rovnéZ dodan roztok
s proslou lhiitou.

Na obr. 5 jsou zcela jasné vykyvy nejen od metody
Kjeldahlovy, ale predevSim vykyvy ve stanoveni na stej-
ném pristroji mezi riznymi laboratofemi. 1 kdyZ roztoky
byly proslé, ptresto rozdil mezi laboratofemi v hodnoté&
1 % je znacné vysoky. Za velky pfinos pokladdame sy-
stém Multi, ktery sice poskytuje ponékud nizké hodno-
ty, avsak v relaci s Kjeldahlovou metodou. Je docela
moZné, Ze prodlouZena doba tfepani by chybu sniZila.
Je treba podotknout, Ze novy pfistroj je tu kratkou dobu
a po prezkouSeni miZe byt chyba upravena.

Vghody: rychlé stanoveni Doppel 10 aZ 15 min,
snadné obsluha,
dobréd shoda vysledkd Multi.
Nevghody: Doppel — zna&nd odchylka,
Multi — délka stanoveni,
dovoz a cena 17 000 K danskych,
zajisténi roztok.

Zaveér

Obsah bilkovin v jeémenu je pro sladafe dilleZity ne-
jen z hlediska kvalitativniho, ale i ekonomického. Vy33i
obsah bilkovin zvy3uje ndklady na v§robu bez kvalita-
tivniho efektu. Sladaf tedy vyrabi s vy3%i pracnosti zbo-
Zi hors$i kvality.

Na zdkladé reSerSe, v niZ byla sledovdna u jednotli-
vych metod doba stanoveni, dostupnost pfistroje, cena
piistroje a presnost metody, vybrali jsme metody, které
vyhovovaly alespoii nékterym z uvedenych poZadavki.
Ze v3ech naSich zkou3ek vyplyva, %e pro dfely okamZité
kontroly jetmeni vyhovuji dvé metody, a to

1. metoda Kunitake - Kobayshi,
2. pristroj ZNZP - Lovosice.

Metoda Kunitake - Kobayshi je jednoduchd, pfesna a
nenarofnd na cenu aparatury i obsluhy. Po dohod8 s ja-
koukoliv sklafskou dilnou by bylo moZno zajistit dosta-
tetné mnoZstvi aparatur pro vybaveni provoznich labo-
ratofi. Bilkoviny jsou stanoveny za 30 minut. Odchylky
od Kjeldahlovy metody jsou nepatrné a metodu lze oka-
mzZité realizovat pro stanoveni bilkovin ve vykupovanych
jeCmenech. Metoda byla pokusn# zavedena bshem letos-
niho vykupu v nékolika provozech. Ziskané vysledky
budou uvefejnény pozdéji.

Pristroj ZNZP - Lovosice je zaloZen ma zrychleni kla-
sické Kjeldahlovy metody, kde chyby stanoveni jsou ne-
patrné. Nedostatkem je, Ze pFistroje nejsou dosud ve v§-
rob& a vyZadovaly by jeité EasteCnou tpravu, specidlné
u odtahu spalin. Jsou dobré i pro sériovd stanoveni a
pokladdme za velmi vhodné vybavit jimi laboratofe.

Zavedeni stanoveni bilkovin v je€menu ve v3ech labo-
ratofich usnadni sladafskym pracovnikiim ndkup jeéme-
ne, takZe jiz pfedem budou v&dét, s jakou surovinou bu-
dou pracovat. Kontrola obsahu bilkovin v nakupovaném
zboZi by méla pFinutit péstitele, aby se vice v&novali
agrotechnice a zaroveili se zabrédnilo zvy3ovani obsahu
bilkovin ve sladovnickém jeCmenu.
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Dclezalova, A. - Vrtélova, H.: Metodika stanoveni bilko-
vin v jeémenu. Kvas. prim. 21, 1975, €. 2, s. 31—34.

Vzhledem k tomu, Ze zvy3ujici se obsah bilkovin ve
sladovnickém jeCmenu je celosvétovy problém, objevuje
se snaha zaradit toto kritérium do normy. Zakotveni bil-
koviny do CSN je podmin&no vypracovanim metody do-
stateCné rychlé a presné. Na zédklad® reSer3e byly roz-
déleny metody stanoveni dusiku na &tyfi skupiny: mi-
neralizace materidlu, barevné reakce jetného vyluhu,
stanoveni elementarniho dusiku volumometricky a ostat-
ni analytické metody. Ve v3ech skupindch byly sledova-
ny postupy ke zrychleni spolu s pouZitim novych mo-
dernich pfistroji.

Hoaexanosa, A. — Bpreaosa, I'.: Meroauka onpeneienus
Geakos B sumene. Kpac. npym. 21, 1975, Ne 2, ctp. 31—34.

Beuay toro, u4to nocteneHHoe NOBbIIEHHe COAEPKAHHA
Ge/IKOB B NMHBOBAPEHHOM AuUMeHe HMeeT OOIEMHPOBON Xa-
paKTep, Ha0.101aeTcs CTPEMJeHHE BK.JIIOYHTh COOTBETCTBY-
IOUWIHI KPHTEepPHil B CTaHAapTH, NpPHMEHseMble [ OLEHKH
KayecTBa suMmeHs. [lpeanocsiikoil BKJWOYEHHS Takoro no-
Ka3aTeJsi B YeXOCJOBAalKHH rocy/1apcTBeHHBIH cTaHaapT
ABJAsieTcA pa3paboTKa 0CTaTOMHO TOYHOro H TpeGyiollero
Mano BpeMeHH MeTojaa onpejeienns Geakos. Cyuiecty-
IOLHE METObl Oflpe/eeHHs a30Ta NOAPA31e/sioTCs Ha ve-
TeIp€ TPYNMNB: B NEPBYI0 BXOAAT MeTOAb paspaGoTaHHble
Ha NpHHIHOE MHHEpPAJH3alHH MaTepHa.na, BO BTOPYIO Me-
TOJbl, NPHMEHAIOULHE B KayecTBe KPHTEPHA Bbi3biBaeMblii
PEAKUHAMH UBET 3KCTPAKTa SHYMEHA, B TPeTbi0 BO.IOME-
TPHYECKHE METO/Ibl OMNpeae/eHHA 37eMEeHTapHOro asora, a
B UYETBEPTYI0 BCE OCTaJbHble aHaauTHYeckHe Metoibl. Ilo
Ka3aHa BO3MOKHOCTh YCKODEHHS dHAJH33a NOCpPeiCTBOM
NPHMEHEHHA COBPeMeHHBIX npHGOopoB.

Dolezalova, A. - Vrtélova, H.: Die Methodik der Bestim-
mung der EiweiBistoffe in der Gerste. Kvas. prim. 21,
1975, No. 2, S. 31—34.

Aufgrund der Tatsache, dass der sich erhdhende
EiweiBgehalt in der Braugerste im Weltausmass zu
einem bedeutenden Problem geworden ist, werden Vor-
schldge gedussert, dieses Kriterinm in den Standard
einzugliedern. Die Festsetzung des Eiweifigehaltes in
dem CSSR-Standard fiir Braugerste ist durch die Aus-
arbeitung einer geniigend schnellen und genauen ana-
lytischen Methode bedingt. Aufgrund einer Recherche
wurden die Methoden der Stickstoffbestimmung in vier
Gruppen eingeteiit: Mineralisierung des Materials, Farb-
reaktionen des Gerstenauszugs, volumometrische Be-
stimmung des elementaren Stickstoffs und die iibrigen
analytischen Methoden. In allen Gruppen wurden die
Méglichkeiten d2r Schnellverfahren und der Anwendung
neuer moderner Apparate verfolgt.

Dolezalova, A. - Vrtélova, H.: Methods Used for the
Determination of Proteins in Barley. Kvas. prim. 21,
1975, No. 2, pp. 31—34.

Practically in all countries growing barley the per-
centage of proteins present in malting barley is steadily
rising and there is consequently a general tendency to
include the protein content into criteria specified in
binding standards applied to evaluate the quality of
barley. Prior to incorporating the protein content cri-
terion into an appropriate Czechoslovak National stan-
dard it is necsssary to dzvelop a reliable and time
saving determination method. Methods used at present
can be divided into 4 groups. In the first group are
methods based on the mineralization of samples, in the
second are methods relying on color reactions of barley
extract, to the third group belong methods based on
volumetric determination of elementary nitrogen and in
the fourth group are all other analytic methods. The
authors suggest a numbear of improvements which should
be introduced into the existing technique, especially by
using modern instruments.
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