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Tendence zvy3ovéani bilkovin v z&kladni suroving —
jetmenu vede k vyrobnim problémim spojenym s kva-
litou sladu. Je tfeba vénovat zvySenou pozornost nejen
piejimce jefmene, ale také vyrobnimu procesu. K tomu
maji slouZit jednoduché a rychlé metody, které mohou
byt pouZity provoznimi laboratofemi. Nasi snahou je
piedat takové metody praxi a umoZnit tak kontrolu ne-
jen hotového sladu, ale priibéZn& i technologického
procesu.

Praxi byla jiZ pfedana metoda na stanoveni bilkovin
v je¢meni metodikou Kunitake - Kobayshiho (dale K+K).
Tato jednoduchd a presnd metoda miZe byt pouZita
v kaZdé laboratofi s minimdlnim finanénim ndkladem.
Samotnd metoda je vypracovdna japonskymi autory vy-
hradné& pro jefmen. Jednoduchost a vhodnost metody
nas vedla k tomu, Ze jsme se snaZili vyuZit principu
i pro jiné stanoveni dusikatych latek, konkrétn& ve
sladu a sladiné.

Metoda nepracuje na piesnych analytickych zdkla-
dech, pfedpoklada jen vytdsnsni 1/3 dusikatych latek,
které lze uvolnit silnymi alkéliemi. Proteolyticky enzy-
movy proces méni strukturu bilkovin bghem sladovani,
a protoZe neni elementdrn® stanoveno, které moldrni
vazby dusikatych latek jsou vyté&siiovany, mé&ni se i po-
mér uvolnéného dusiku sladu oproti je€menu. ZkouSeli
jsme metodu na rizné rozlusSténych sladech s rozdil-
nou hladinou bilkovin. Stanoveni jsme vyzkouSeli i ve
slading, kde problematika 3t8peni bilkovin je obdobnai.

Stanoveni bilkovin ve sladu

Pro stanoveni bilkovin ve sladu jsme vyzkou3Seli déav-
kovdni louhu, délku destilace a rozluSténi sladu od
extrémnd nizkych hodnot (KC 31,8) aZ po slady pre-
ludténé (KC 50,2). Zadnd ze sledovanych wveli¢in ne-
ovlivnila vysledky stanoveni.

NavédZka 2 g, pouZivana pro stanoveni bilkovin
v jefmenu, didvala trvale niZ$i hodnoty. Byla postupné
vyzkouSena celd 3kéla navaZek od 2,0 do 2,5 g sladu.
Nejlépe vyhovovala navaZka 2,2 g sladu, kde rozdily
kolisaly mezi plus a minus hodnotami. Nejprve byia
metoda porovndna s klasickou metodou Kjeldahlovou.
Rozdily byly minimélni a pohybovaly se vé&tSinou v me-
zich chyby metody Kjeldahlovy. Pro kone&né hodnoceni
metody bylo vybrdno 40 sladi z provozu s rozmezim
cbsahu bilkovin 9,9 a%Z 11,1%. V dobg&, kdy byly vzorky
analyzovany, byl jiZ v provozu pfistroj na stanoveni
bilkovin Kjel-Foss a protoZe chyba stanoveni u tohoto
pristroje je miniméalni, byly srovnavaci vzorky analyzo-
vany na uvedeném pristroji. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce 1. Tato tabulka byla pouZita k matematické-
mu hodnoceni. Pro hodnoceni rozdilu bylo uZito t-tesiu
pro zavislé vyb&ry. Na zdkladé t-testu bylo zjist&€no, Ze
metoda neni zatiZena chybou nédhodnou, ale systema-
tickou. Tu lze odstranit dpravou metody, tj. v naSem pfi-
padé dpravou navazky.

ProtoZe v3ak metoda mé slouZit vyhradné& praxi, volili
jsme takovou navdzku, kterd nevyZaduje vysokou pfes-
nost vaZeni, to znamend na setiny nebo tisiciny gramu.
Timto smérem by musela byt upravena metoda pro zvy-
Zen! pfesnosti. Zstdvadme tedy pf¥i navéZce 2,2 g. Chyba,
kterou je metoda zatiZena, je pro provozni stancveni mi-
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Tabulka 1. Stanoveni bilkovin ve sladu metodou K+K
v porovndni s metodou Kjeldahlovou provd-
dénou na pristroji Kjel-Foss

Vzorek Bilkoviny (%) Vzorek Bilkoviny (%)
Glo |\TKIF | K+K | rosdn | K+F | K4+K | rozdil
1 10,1 9,9 —0.2 21 10,8 11,0 +0,2
2 10,2 9.9 —03 22 10,9 10.6 —0,3
3 10,3 10,2 —0,1 23 10,3 10,3 0
4 10,5 10,3 —02 24 10,2 10,0 —0,2
5 10,0 9,8 —02 25 10,5 10,4 —0,1
6 10,6 10.6 0 26 10,7 10,5 —0,2
7 10,9 10,9 0 27 10,4 10,5 +0,1
8 11,1 10,6 —0.5 28 10,5 10,5 0
9 11,1 11,1 0 29 10,4 10,5 +0,1
10 11,0 11,0 0 30 10,3 10,2 —0,1
11 10,9 10,4 —0,5 31 10,0 9.9 —0,1
12 10,7 10,5 —0,2 32 10,9 11,0 +0,1
13 10,0 10,2 +0,2 33 10,8 10,7 —0,1
14 10,3 10,3 0 34 10,6 10,7 +0,1
15 10,4 10,4 0 35 11,3 11,0 —0,3
16 10,2 10,2 0 36 10,8 10,8 0
17 10,1 10,1 0 37 10,8 11,1 +0,3
18 10,5 10,4 —0,1 38 10,8 10,4 —04
19 9.9 9,7 —0,2 39 10,8 10,4 —04
20 10,9 10,6 —0,3 40 10,9 11,0 +0,1
nimélni, protoZe neovliviiuje podstatné& koneény vy-
sledek.

Pro stanoveni reprodukovatelnosti byl zvolen dobfe
rozludtény slad s Kolbachovym &islem 38,2. Stanoveni
bylo provedeno 10krdt. Hodnota bilkovin se pohybovala
od 10,4 do 10,7 % — prim&rnd hodnota byla 10,61 %.
Smeérodatnd odchylka 0,105 ukazuje, Ze metoda pracuje
s presnosti, ktera se vyrovna metodé& Kjeldahlové.

Pracovni postup

2,2 g sladové moutky se vnese do suché Kjeldahlovy
baiiky obsahu cca 300 ml. Do baiiky se p¥idd 40 g pevné-
ho louhu sodného, obsah bafiky se protiepe a t&sné& pfed
zapojenim do systému pfistroje K+K se pfidd odmér-
nym véaletkem 30 ml 35 % NaOH. Zapoji se pIivod pary
a unikajici NH; se jimd do pfedlohy s 2 % kyselinou
boritou. Rychlost destilace musi byt upravena tak, aby
za 20 minut se vydestilovalo 100 aZ 150 ml destilatu.
Ten se titruje pfesnym roztokem N/17,5 H,;S04 na Tashi-
riiv indik4dtor. Tato pfesnd kyselina se da koupit jako
normandél. Spotfeba v ml odpovidd pfimo procentu bil-
kovin v plvodnim sladu.

Tabulka 2.
Vzorek Zivod K+K E+K E+F

fo ool

éislo Ziv VUPS Brao
1 Podnikové 10,9 11,2 11,2 9 bilkovin
2 laboratofe 12,1 12,1 12,3
3 Prostéjov 12,0 12,5 12,2
4 12,1 12,4 12,4
5 10,9 10,9 11,0
1 Pivovar Jihlava 14,3 14,2 14,1
2 11,3 11,4 11,5
3 13,0 127 12,8
4 12,2 11,7 11,7
5 11,6 11,9 11,8
1 Pivovar Jarofov 12,0 11,9 11,7
2 12,2 11,9 11,8
3 11,8 11,4 11,5
4 12,0 11,4 11,4
5 12,2 12,0 12,0
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Pro porovnani metody v praxi poZadali jsme nékolik
provoznich laboratofi o spoluprédci. V tabulce 2 jsou uve-
deny vysledky.

Jak vysledky ukdzaly, metodu lze plnd uplatnit v pra-
Xi a shoda mezi dvéma laboratofemi je stejna jako
u metody Kjeldahlovy.

Stanoveni rozpustného dusiku ve slading

Pfi tomto stanoveni musela byt nejdfive vyfesena
otazka kombinace: pevny NaOH + roztok NaOH + roz-
tok sladiny. VyzkouSeli jsme riizné davkovdni NaOH a
na zakladé vysledkii jsme pouZili pro stanoveni jen pev-
ného NaOH. VyzkouZeli jsme rovnd? rizné davkovani
sladiny od 40 do 60 ml, nejlépe vyhovoval objem 55 ml,
Pro matematické zpracovani jsme stanovili rozpustny
dusik ve 40 rizn& rozlu¥ténych sladech v rozmezi roz-
pustného dusiku 60 aZ 84 mg ve 100 ml sladiny.

Tabulka 3. Stanoveni rozpustného dusiku metodou K +K
v porovndni s metodou Kjeldahlovou provd-
dénou na pfistroji Kjel-Foss (K+F)

Rozpustny dusik l Rozpustny dusik
Vzorek | Vzorek
X (mg/100 ml b (mg/100 ml
Cislo i 5Iadiuy] rozddl | éislo slmii.uy) rozdil
| K+F| K+K ’ K+F | K+K

1 w | 2 ‘ +2 21 ‘ 82 80 l —2
2 72 8 | 46 22 66 66 0
3 70 73 | 43 23 67 71 +4
4 72 4| +2 24 84 87 | +3
5 64 66 | +2 25 ™ | 78 -1
6 66 68 2 26 67 65 -2
7 74 74 0 27 8 | 79 +1
8 70 74 +4 28 63 63 0
9 68 68 0 29 68 66 —2
10 66 65 1 30 66 69 | +3
11 71 % | 45 31 75 ol 8
12 69 68 | 32 62 66 +4
13 72 76 +4 33 72 76 +4
14 66 65 —1 34 74 75 9y
15 66 64 —2 35 68 68 0
16 72 72 0 36 69 69 0
17 72 69 —3 37 62 | 62 0
18 70 69 —1 38 63 64 +1
19 71 73 42 39 | 6 | 1 +2
20 60 63 43 40 69 70 +1

Tabulka 3 zahrnuje vysledky v porovndni s metodou
Kjel-Foss (K+F). PouZiti ¢-testu pro zavislé vybéry
rovnéZ ukazuje priikaznou systematickou chybu. Stejné
tak jako u sladu jsme u sladin nepokracovali v dalsim
déleném pipetovani, které by bylo niZsi neZ 5 ml. Né-
kolikerym pipetovdnim by zdroje chyb nariistaly a pfes-
nost stanoveni by byla daleko vice ovlivnéna.

Reprodukovatelnost byla stanovena 10krat z jedné sla-
diny dobfe rozluiténého sladu a obsah rozpustného du-
siku se pohyboval od 68 do 70 mg/100 ml. Smé&rodatnd
odchylka 0,660 ukazuje, %e reprodukovatelnost je pfes-
néjsi neZ u klasické metody Kjeldahlovy a asi tak pies-
né jako u pfistroje Kjel-Foss.

Pracovni postup

55 ml Cerstvé sladiny se odpipetuje do Kjeldahlovy
bariky obsahu asi 300 ml, ve které je navaZeno 40 g pev-
ného NaOH. Baiika se rychle zapoji do systému K+K
@ zapojl se pfivod péry. Destilace probihd stejné jako
u stanoveni ve sladu. Pfedestilovany roztok se titruje
N/17,5 H,S0, na Tashiriv indikator. Spotfeba v ml vy-
nasobend 10 odpovidd mg dusiku ve 100 ml sladiny.

Je nutno upozornit, ¥e sladina musi byt ;praoovéna
do 5 hodin po sermutovani, del3im stdnim se m&ni slo-
Zeni dusikatych latek a stanovi se niZsi hodnoty roz-
pustného dusiku zhruba o 4 aZ 5 mg rozp. dusiku na
100 ml.

Metoda je pfesnd, rychld a reprodukovatelnd a lze ji
pouZit v kterékoliv provozni laboratofi.

Zaver

Metoda Kunitake-Kobayshiho pro stanoveni bilkovin
ve sladu a rozpustného dusiku ve slading vyhovuje v3em
poZadavkiim na provozni metody. Pracuje s presnosti
stejnou jako metoda Kjeldahlova. Rozdily proti uzané&ni
metod& maji sice charakter systematické chyby, ale pro
jednoduchost stanoveni bylo od dalsich dprav upust&na.
Odchylky od Kjeldahlovy metody jsou v rozmezi analy-
tické chyby nebo ji jen mirné prekracuji. Ziskané vy-
sledky jsou dostate®n& pfesné pro hodnoceni vyrobe-
nych sladi na zdklad& proteolytického roz3tépeni.

Pfesunuti kontroly zdvaznych kritérii jakosti pfimo na
zivodni laboratofe méd nejen vyznam v tom, Ze sladaf
si miZe ne-li denns, pak alespoii v dileZitém obdobi
(zmé&na pocasi, zména suroviny apod.) kontrolovat zvo-
leny technologicky postup, ale miiZe i kontrolovat ulo-
Zeny slad v silech, popfipad& ukladat slad podle jakosti
a vzorkovat ty partie, které chce uloZit pro néaro&né
odbg&ratele. Stanoveni 1&chto kritérii podnikovou labo-
ratofi nebo vyzkumnym dstavem je jiz jen dokladem
0 expedovaném.sladu.

Je samozfejmé, Ze predloZena metodika neodpovida
klasické metods, ale jeji reprodukovatelnost a vztah
k metod& uzan®ni je v ramci povolené chyby. Pfedpo-
kladdme, Ze metody svou jednoduchosti maji pfedeviim
slouZit zdvodnim laboratofim pro informaci o jakosti vy-
robeného sladu. Jejich pouZivinim se vylou¢i pfipady
expedice zboZi s jakosti nevyhovujici nejen poZadavkam
zdkaznika, nybrZ mnohdy i b&%nému standardu.

DoleZalové, A. - Neniwichova, M.: Stanoveni bilkovin ve
sladu a slading metodon Kunitake-Kobayshiho. Kvas.
pram. 23, 1977, &. 7, s. 150—152.

V nédvaznosti na dfivéjsi préace tykajici se stanoveni
bilkovin v je€menu, byla vyzkousena metodika Kunitake-
-Kobayshiho také na vzorcich sladu a sladiny. Byly pro-
vedeny fipravy navdZky vzorku (2,2 g sladu) a mnoZstvi
pipetované sladiny (55 ml), jinak byl princip metody
zachovdn. Chyby stanoveni se pohybuji v mezich analy-
tickych chyb Kjeldahlovy metody, reprodukovatelnost se
vyrovna témér stanoveni na p¥istroji Kjel-Foss. Metodj-
ka Kunitake-Kobayshiho na stanoveni bilkovin ve sladu
a rozpustného dusiku sladiny je rychl4, jednoducha,
piesna a dobfe reprodukovatelni a lze ji pouZit ve v3ech
provoznich laboratofich sladoven i pivovari.

Honexanosa, A. — Henrsuxosa, M.: TMpumenenne metopa
Kyuutake-KoGaiiwm nns onpemenenus Genkoe B coaopne
n cycqe Keac. mpym. 23, 1977, Ne 7, crp. 150—152.

B cBonx npemHux HCCIe10BATENBLCKHX paboTtax, pesyJib-
Tarsl KOTOPHIX ObiIH B XypHaze K. m. yxe oTmeuaTamml,
4BTOpLI 3aHMMAHCh NPOGJIEMOil OnpeneneHHs COMepIKAHMHA
GeaxoB B sumeHe. B Hacrosiieii cTaTee paccMaTpHBasTCs
BOSMOX(HOCTb npHMeHeHus: metona Kyuurtake-KoGahimu m1s
ClpelieieHns Co/lepanns Genkos B cojome M cycae. Be-
JIHUHHA TNPOG 6bLIA HECKOAbKO H3MEHeHa, T. e. npoba co-
aopa secuaa 2, 2 r, a gasg aHaamsa cycsaa oT6HpaJdH mH-
NeTKoi 55 MJI, HO OCHOBHO# NPHHIHN MeToxa cTporo co6-
mojaics. Ilorpewnoctn e BEIXOAAT 32 npeaenbl OGBYHBIC
NpH npuMeHeHn Meroja Keennaas, a BocnpoH3BomsMOCTb
PaBHsAETCS BOCHPOH3BOAHMOCTH 0OecneunBaeMoi npuGopa-
M Kpea--foces. Meron Kyunrake-KoGafimn Moo pe-
KOMEH0BaTh BCeM [ab0pAaTOPHAM HA NHBOBADEHHHIX 3a-
BOLAX H COJIONOBHAX, TaK KaK OH JldeT BO3MOMXKHOCTDL
TOYHOro  OnpenefeHHs COIepPMaHHA OeJKOB B  COJ07e
H PacTBOPEHHOr0 a30Ta B CYC/e C MHHHMAJBHOM 3aTparToit
BpeMend. Hecmortps na csow NPOCTOTY MeTON ofecrneun-
BaeT HaLMeXallyld BOCIMPOH3BOIAHMOCTD.

DoleZalova, A. - Nentwichovd, M.: Application of ihe
Kunitake-Kobayshi Method for the Determination of
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Proteins in Malt and Wort. Kvas. pram. 23, 1977, No. 7,
150—152.

The authoresses have alreaddy published in Kvasny§
primysl the results of their research works into the
determination of proteins in barley. The present article
deals with the application of the Kunitake-Kobayshi
method for the determination of proteins also in malt
and wort. The principle of the method was strictly
adhered to, though the size of samples was adjuste
(2,2 g of malt, 55m] of wort taken with a pipette).
Errors in the obtained data do not exceed those typical
for the Kjeldahl method and the reproducibility is
practically the same as with the Kjel-Fosse instruments.
The Kunitake-Kobayshi method can be used to advan-
tage for the determination of proteins in malt aod of
dissolved nitrogen in wort, since it is simple, saves
much time, gives accurate results and is reproducible.
It can be therefore recommended to all laboratories in
brewing and malting industries.

DoleZalovd, A. - Nentwichova, M.: Bestimmung der
Eiweifistoffe in Malz und SiiBwiirze miitels der Methode
Kunitake - Kobayshi. Kvas. prim. 23, 1977, No. 7, S.
150—152.

Ankniipfend an frithere Arbeiten, die sich mit der
Bestimmung der Eiweifstoffe in der Gerste befaBten,
wurde die Methode Kunitake-Kobayshi auch auf Malz-
und SiBwiirzeproben appliziert. Es wurde die Einwaage
der Probe (2,2g Malz) und die Menge der pipettierten
Wiirze (55 ml) modifiziert, im tibrigen wurde das Prinzip
der Methode eingehalten. Die Fehler der Bestimmung
bewegen sich innerhalb der Grenzen der analytischen
Fehler der Kjeldahl-Methode, in der Reproduzierbarkeit
ndhert sich die gepriifte Methode der Bestimmung auf
dem Kjel-Fosse-Apparat. Die Methodik nach Kunitake-
-Kobayshi zur Bestimmung der EiweiBstoffe in Malz und
des ldslichen Stickstoffs in ungehopfter Wiirze ist
schnell, einfach, genau und gut reproduzierbar und kann
in allen Betriebslaboratorien der Milzereien und Braue-
reien angewandt werden.




