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PFispévek k rychlému stanoveni bilkovin v jeCmenu

Ing. JIRI SROGL - Ing. VERA KLASOVA, Zapadofeské pivovary, n. p., Plzei

V nékolika poslednich letech se naSe zemédelstvi po-
zoruhodné rozviji. Tyka se to jak Zivocidné, tak i rostlin-
né vyroby a tedy i péstovani sladovnického jeCmene.
Vysokych hektarovych vynosii se dosahuje jednak odri-
dovou skladbou, ale téZ silnym hnojenim jeEmend dusi-
katymi hncjivy. Tento jev je z pivovarského hlediska
nesporn® nepfiznivf a méd za nasledek sniZeni kvality
sladil, vyrab&nych z n&kterych partii je€mend [1, 2].

Stanoveni dusikatych latek v jeCmenu nepatfi vetsi-
nou v nasich pivovarskych laboratofich k b&Znym analy-
zam. Je to zplisobeno tim, Ze laboratofe nebgvaji vyba-
veny dostaten& dimenzovanym zafizenim na stanoveni
dusiku a té% persondlni obsazeni neumoZiiuje pravidel-
nou kontrolu obsahu dusiku v surovindch. Pfitom ma
toto stanoveni pro pivovarskou technologii zdkladni vy-
znam.

ZvySovani néarokit na kontrolu vyroby je v posledni
dobd vieobecnym jevem. Je proto pFirozené, Ze to ma
odraz ve vyvoji analytickgch metod na stanoveni dusiku
a s tim souvisejicich zafizeni. Zajimavy prehled podava
v tomto sméru DoleZalovd a Vrtélovd [3].

Ve své praci jsme se snaZili vybrat takovou metodu
stanoveni bilkovin, kterd by dévala vysledky slouZic
alespoil k orientadnim posouzenim partii je€mene. Pi1
tom jsme vychédzeli z pfedpokladu, Ze metoda musi byt
jednoduchd a fasové nendrofna. Témto pozadavkiim vy-
hovuje kolorimetrickd extrakfni metoda na stanoveni
bilkovin, kterou na zékladé biuretové reakce vyvinuli
Johnson a Craney [4].

Popis piivodni metody

1. odebrat primérny vzorek asi 50 g a rozemlit,

2.1 % 0,01 g primé&rného vzorku navéZit do 250 Erlen-
mayerovy bariky,

3. pfidat 2 ml izopropylalkoholu do bafiky a uzavfit,

4. ptidat 1,0 + 0,1 g praskového CuCOj;,

5. napipetovat 50 ml alkalického izopropylalkoholu do
baiiky a uzavrit,

6. intenzivng& tfepat na tfepacce 15 minut,

7. nechat stat 15 minut (vznikne zbarveni biuretové
reakce),

8. pripravit filtratni zafizeni,

9. reak&ni smés protfepat rukou a filtrovat €iry filtrat
s pouZitim vakua [neni-li filtrat &iry, filtruje se dva-
krat), je zapotFebi 20 ml filtrdtu (vakuum zrudit co nej-
difve, aby se barevny roztok nekoncentroval odpafové-
nim),

10. absorbanci filtrdtu mé&Fit pFi 550 nm a srovnat s ka-
libraéni kfivkou.

PFi nadi praci bylo nutno metodu pon&kud modifiko-
vat. Misto doporudovaného CuCO,; jsme pouZili zdsadité-
ho uhligitanu m&dnatého CuCO; . Cu(OH), v ekvivalent-
nim mnoZstvi. Reak&ni smés jsme filtrovali pres skle-
nény filtraéni kelimek G4 s pfidavkem kiemeliny.

Pro mleti vzorku jeémene jsme nejprve pouZili b&Zny
kdavomlynek. Vysledek nebyl uspokojivy, rozptyl ziska-
nych hodnot byl velmi znaény, takZe nebylo moZno zis-
kanymi body proloZit kalibra&ni k¥ivku (graf 1).

Pro dalsi sérii pokusii jsme vzorky mleli na laborator-
nim mlynku KM4A, jehoZ efekt mleti je podstatn& lepsi
a sloZeni Srotu reprodukovateln&jsi neZz u kdvomlynku.
Vysledky byly o n&co piiznivéjsi, jak je patrno z grafu 2,
stdle v8ak ne zcela uspokojivé.
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Zdrojem chyb metody je mj. téz pouZiti vakuové

filtrace. Nestejnym odparem rozpoustédla se koncentruje
barevny roztok a tim se zkresluji vysledky. K odstrané-
ni uvedeného nedostatku jsme filtrovali reakcni smés
tlakem CO, nebo N, pies nitrocelul6zovy membranovy
filtr SYNPOK 6.

Abychom vylouéili chyby, které mohou vzniknout sub-
jektivnimi faktory pFi stanoveni dusiku Kjeldahlovou
metodou, opatfili jsme vzorky je€mend s obsahem dusi-
ku ovéFenym na ndkolika pracoviStich (dodalo nam pra-
covi§té v Brné). Téchto vzorkii jsme pouZili k sestrojeni
kalibraCni kiivky.
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Pritom jsme pouzili pracovni postup, ktery se nam
osveédéil nejlépe.

Pristroje
1. mlynek,
2. analytické vahy,
3. tfepacka,
4. kolorimetr,
5. Erlenmayerova baiika 250 ml se zabrusovou zédtkou,
6. pipeta 50 ml,

7. tlakové zafizeni na membranovou filtraci (provizor-
né lze pouZit i upraveného zatrizeni pro vakuovou
membréanovou filtraci).

Navrhovany pracovni postup

1. odebrat primérny vzorek a rozemlit,

2. ususit vzorek uzancénim zphsobem,

3. navazit 1 * 0,1 g susiny do 250 ml Erlenmayerovy
bariky,

4. pridat 2 ml izopropylalkoholu do baiiky,

5. pfidat 0,9 + 0,1 g praskového zasaditého uhliitanu
meédnatého,

6. napipetovat 50 ml alkalického izopropylalkoholu do
baiiky a uzaviit,

7. intenzivné tfepat na tfepafce 15 minut,

8. nechat stat 15 minut,

9. piipravit filtraéni zafizenti,

10. reakéni smeés protiepat a filtrovat tlakem CO, do
zkumavky (je zapotiebi 10 ml filtrdtu),

11. absorbanci filtratu méFit pfi 550 nm a srovnévat
s kalibra¢ni kfivkou.

— %, biiiovin v sufiné

Obr. 3

Vysledky jsou uvedeny v grafu 3.

Diskuse vysledkii

Uvedend metoda je v navrhovaném provedeni velmi
jednoduchd a maélo pracna. Jeji pFesnost nedosahuje
podle naSich zkuSenosti presnosti Kjeldahlovy metody,
miZe v3ak slouZit pro orientatni stanoveni bilkovin
v jeCmenu. Vysledek je moZno ziskat pfibliZn& za 60
minut. Pfesnost zdvisi silné na standardnosti a jemnosti
mleti vzorku. NaSe vysledky se nelisily od vysledkii
Kjeldahlovy metody vice neZ 0,5 %. Pfi obsahu bilkovin
v zrnu nad 13 % je metoda mén& presna.

Pri nasi praci jsme neméli k dispozici mlynek, ktery
by mlel jetmen idedln& pro extrakci, tj. na prasek.
Podobné mlynky jsou v8ak na trhu dosti béZné a dodé-
vaji je napf. firmy Tecator (jako pfislugenstvi pristroje
na stanoveni dusiku], Retsch aj. Vzorek jefmene se na
téchto mlyncich rozemele velmi dokonale. Je nepochyb-
né, Ze pii pouZiti takového mlynku by byla extrakce
bilkovin dokonalejsi a vysledky pFesné&jsi.

Navrhovany zplisob pouZivame v laboratofi naseho na-
rodniho podniku k b&Zné kontrole. V kampani 1974 jsme
jim zkontrolovali cca 150 partii jeémene. PFi tom jsme
nékolikrat kontrolovali tuto metodu klasickou Kjeldahlo-
vou metodou a zjistili jsme pomérn& dobrou shodu, vy-
sledky se nikdy neligily vice neZ o 0,5 %. Uvedeny roz-
dil byl zjistén pouze jednou, jinak byla shoda s Kjel-
dahlovou metodou vZdy piiznivéjsi.

Autof¥i dékuji Dr. Pilatovi ze Slechtitelské stanice
v Hrubgicich na Hané za spolupréaci, kterd jim velmi po-
mohla zvla§té pFi vybéru vhodné metody
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Srogl, ]. - Klasovd, V.: PFispévek k rychlému stanoveni
bilkovin v jefmenu. Kvas. prim. 21, 1975, &. 6, s. 124 aZ
126.

Pro rychlé orientagni stanoveni obsahu bilkovin je¢me-
nu se osveédcila extrakéni kolorimetrickd metoda na z&-
kladé biuretové reakce. Presnost metody zévisi na stan-
dardnosti a jemnosti mleti vzorku.

Pivodni metoda podle Johnsona a Craneye se prizpii-
sobila nasim podminkdm. Jako extrakéni d&inidlo se
osved¢il izopropylalkohol, misto uhli¢itanu médnatého
se pouzila zésadita sil. Vakuové filtrace byla nahrazena
tlakovou membranovou filtraci. Metoda se osv&d&ila pii

provoznim orientaénfm stanoveni obsahu bilkovin
v jeémenu.

Wpora, K0. — Kaacosa, B.: CkopocTHsiii Meton onpepe-
JdeHus Oeakos B sumene. Ksac. npym. 21, 1975 Ne 6,
cTp. 124—126.

Jlasi CKOPOCTHOrO, OpPHEHTHPOBOYHOIO ONPEENEHHS CO-
JlepKanns  OeJKOB B SYMEHE MOXKHO BOCNOJb30BATBHCA
SKCTPAKUHOHHBIM KOJIODHMETPHYECKHM METO/10M, OCHOBaH-
HBIM Ha OHypeToBoii peakunn. TouHoCT pe3y.abTaToB 3a-
BHCHT OF CTAHAAPTHOCTH 006paslia M TOHKOCTH pa3MoJla.
Meron [Ixoncona u Kpsuu noasepres monugpukaumuu, uto-
Obl Jiyuuie oTBeyan ycaoBusiM B Yexocaosakun. B kauecTse
SKCTPArHpyolLero BelllecTBa onpasaan ceGs H30NPOMHIN-
BLIH CNHPT, OCHOBHAas COJb 3aMEHHJIA YIVICKHCAYIO Mejlb,
a BMeCTO BakKyyMHOH (HJbTpaUHH npHMeHseTcs (HAbTpaE-
uus 4epes memOGpany noa aasaendeM. Ilpu opHeHTHpOBOY-
HOM omnpeje/eHHH 6eJKOB B siUMEHe METO] JAder A0CTa-
TOYHO JIOCTOBEPHBIE Pe3Y.JbTATHI.

Srogl, . - Klasov4, V.: Quick Determination of Protein in
Barley. Kvas. priim. 21, 1975, No. 6, pp. 124—126.
Extraction colorimetric method based on the biuret
reaction can be used to advantage for rough determin-
ation of protein content in barley, since its gives re-
asonably reliable results. Its accuracy depends on the
standardization of samples and fineness of grinding. The
original method developed by Johnson and Craney has
been adapted to meet concrete, specific conditions. Iso-
propyl aicchol is now used as an extracting agsnt, basic
salt is used instead of cupric carbonate, and vacuum
filtration has been replaced with forced pressure
membrane filtration. The method is suitable for routine
analyses carried out to determine protein in barley.

Srogl, ]. - Klasovd, V.: Beitrag zur Schnellbestimmung
der Eiweifistoffe in der Gerste. Kvas. prim. 21, 1975,
No. 6, S. 124—126.

Fiir die schnelle Orientationsbestimmung des EiweiR-
gehaltes in der Gerste bewdhrte sich die kolorimetrische
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Extraktionsmethode auf der Basis der Biuretreaktion.

Die Genauigkeit der Method? hidngt von der Standardi-
sierung und Feinvermahlung der Probe ab. Die urspriing-
liche Methode nach Johnson und Craney wurde den
hiesigen Bedingungen angepasst. Als Extraktionsmittel

bewiihrte sich Isopropylalkohol, Kupferkarbonat wurde
durch basisches Salz ersetzt. Anstatt dar Vakuumfiltra-
tion wurde Mambranfiltration untepDruck appliziert. Die
Methode bewdhrte sich bei der Betriebs- Orientations-
bestimmung des Eiweifigehaltes in der Gerste.




