
::---

:leHlitr I{BcTa
rarr.laproB,

r r HprlTepl4r.r
!i(J. iltuecTBo

ireHIIu l{Bera.
T rr rioppeJJtr-

Fotometrick6 stanovenie bielkovin v pekrf,rskych vyrobkoch
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Jednou z najdastejBis vykond,vanych analj'z v potravindch a krmovinri,ch je
stanovenie bielkovin. Mnoho vedeck;ich dld,nkov, ako aj novjch pristrojov na
odbornom trhu sveddi o tom, Ze napriek tomu, Ze Kjeldahlova met6da oski,vila
ned6,vno storodnicu svojho za,vedenia, zri,ujem o nov6 met6dy na, stanovenie
bielkovin neustS,va.

Pridiny tohto javu sir viacer'6. Klasickri met6da podla Kjeldahla stanovuje
dusik preveditelnlii za podmienok reakcie r1a amonia,k. MnoZstvo bielkovin,
ktor6 sa potom zo stanovenia vypodita nd,sobenim Specifickym faktorom,
pohybtrjircim sa v medziach 5,S-6,4 pre jednotliv6 druhy analyzovanych
vzoriek, sa, preto zvydajne nazyva hruby protein. n[et6da, hoci viackrS,t modi-
fikovand, a dnes uZ automaLizovan{", md, viacero nevyhod. Predov5etk;im
je to nevyhnutnost pracovat s koncentrovanou kyselinou sirovou (vznik
neprijemnych plynov kyslidnika siri6it6ho a sirov6ho), d'alej zdlhavost stano-
venia ar in6.

Pozornost analytickych chemikov sa preto zarneraltr, na in6, rychlejiie
met6dy, l<to16 sir zd,roveri aj SpecifickejSie. Prehlad o t1;?chto met6dach prind5a
z dasu na i,as odbolnd, tlad. V ostatnorn da,sc je to u nd,s napr. Pribelova anali'za
priroclnj'ch Litok [I] alebo DavidkovS, ruhoviit [2].

Jednym z novych smerov pri st'anoveni bielhovin je pouZitie fotometriclii-ch
met6d. Boli to napr. IJdy [3] a Scliober a Hetzel [.{]. ktori pouZili farbir-6 oran-
Zovir G a il,midor.ir diernu 10B na stanovenie proteinov v polimtindclr. resp.
v krvnej pltr,zme. Hurrell a Carpenter' [5] preskriSali tl zhodnotili tri firllrivd,
oranZovir 12, krezolovrl dervenf a rernazolovir nodrir nn sttrnoveni-- r-vilil
tepeln6ho poihodenia potravind,rskych bielkovin. Iiasprori'icz a Cimsziirr [tr]
vyskfrBali arnidovri. diernu l0B a azokarmin B na, sta,novenie bielkorin r- potlir-
vind,ch a pohlohospodri,rskych surovind,ch s dobri-rn vi-sleclliom.

My sme sa r. rd,mci rie5enia Std,tnej irlolil, \rr.llo\-irli plc'sliir.itrniu :r zlr-eclertiu
fotornetricl<ej rnetddv na st:r,novenic biell<oviri r- pel;6r'sktcii r-irobkoch. Ako
farbivo sme zvolili li.r-,qlir olanlovir G.trl,'lro rrho sir clnes lreZne vlitertrtirre ozna-
duje, oranZor.ir 12. Dostupnost firrlrir-ir. - 

jt'clnocluchi sr-nteztr. ziskanie po
lirdtkom predisteni r- clefino-,-trnolil sta,\'('. irlio aj zrntorti\-o osr ojenic si techniky
podas krr{tkej zahrar..iincj stdZe. r'oz}roclli o jeho volbe.
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met6dy aj v laborat6rid,ch. ktor6 nevlastnia potrebn6 zahranidn6 pristroje,
prepracovali sme metodiku bez pouZitia tychto pristrojov.

Metodickd, dast

Prf,stroje q, ponx6ckA. tr'otometer (napr. Spekol), homogenizd,tor (mix6r,
mlvndek na k6vu, prip porcelinovd, trecia miska), stolov6, centrifriga.

Reagenc'ie. l._ Roztok farbiva: NrivaZok 3,9 mmolu oranZovej-12 (f,Bg)
sa rozpusti v I litri fosfritov6ho tlmiv6ho roztoku. Nri,vaZok sa najprv rozpusti
za tepla v 100 ml tlmivdho roztoku. po ochladeni sa doplni do litra.

2. Fosfri,tov;i tlmiv;r, roztok: Pripravi sa rozpustenim 3,4 g fosforednanu
dihydrog6ndraseln6ho (KH,PO4), 1,7 ml 85 o/o kyseliny fosforednej (alebo
alikvotn6 mnoZstr-o inej koncentr6cie), 60 ml ladovej kyseliny octovei (98-
I0O o/), I ml kyselinv propi6novej a I g hvselin5' Stavelovej. Najprv sa odde-
lene rozpustia v malom mnoZstve vodv fosforednan dihlrdrog6ndraseln.i'
a hyselina 5t'avelovri,, vlejir sa do 800 ml vody, do ktorej sa postultne pridajii
ostatn6 chemikri,lie. Po vytemperovani sa banka dophii 1to zuadku. Roztok
sa pouZije na pripravu roztoku farbiva.
, Pracoun! postup. Nri,vaZok vzorky volime taky, aby obsahoval okolo 15 mg
dusika. V pripade pekrirskvch vfrobkov a mirky je to okolo 0,8 g. Pekrirske
r'lrrobky pred nav6Zenim opatme vvsuiime pri max. 60'C (333 K), osejeme
napr. sitom (odko 0.63 mm, dr6t 0,4 mm). Ak pouZijeme sp6sob v trecej miske
na reakciu farbiva so vzorkou, nemusi byt natolko jemno preosiata. K vzorke
pridime 40,0 ml roztoku farbiva a mieiame, najlepBie elektromagnetickou
mie5adkou 3 minrity. Po skondeni vzorku centrifugujeme alebo presajeme cez
fritu G-4. Z dfueho filtrritu pipetujeme 1,00 ml do I00 ml odmernej banky
a doplnime po znadklr. Takisto zriedime aj zrikladny roztok farbiva. Absorban-
ciu vzoriek, ako aj zrieden6ho farbiva meriame pri 480 nm. Absorbancia, zrie-
den6ho zri,kladn6ho roztoku farbiva mri bvt blizka 0,0, absorbancia, vzorky
blizka 0,3.

Filtrovat pracovn6 roztoliy farbiva pred meranim cez filtradny papier sa
neodporfda, pretoZe absorbuje premenliv6 mnoZstvS, farbiva a skresluje tak
y;isledok.

Vljpotet.IJdy na vlipodet bielko'i'in uvd,dza yzorec

P- VC' - (V -t u)C

kn

kde P je o/o bielkovin vo vzorke, 7 - mI pridan6ho farbiva (40 ml), C' -koncentricia farbiva v zd,kladnom roztoku (1,3 g v I litri), tr - objem vzorky,
zvydajne zanedbatelne maly, C - koncentrd,cia farbiva v rovnoviZnom stave,
fu 

- 
Specificky faktor pre jednotliv6 druhy vzoriek (sri to vlastne dcg farbiva

viazan6 I g proteinu vzorky), ?L 
- tTa.vailok vzorky v g.

V naBom laborat6riu sme upravili vzorec takto
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losti, ktorri pre mlieko a s6ju prebieha zadiatkom sristavnej osi - za predpokla-
du rovnak6ho ndvaZku. L6,tky obsahujrice vtidiie percento Bkrobu viaZu urdit6
mnoZstvo farbiva na Skrob, takZe priamka pretina os 3r (os absorbaneie) v urdi-
tej qiBke. Zri,visloslB je v5ak aj tu priamkovr{,. Vhodnou met6dou na zistenie
hodnoty fu je rybraf reprezentativny sribor vzoriek skriman6ho tovaru. kde
sri.dasne stanovime percentu6,lny obsah proteinov niektorou klasickou met6dou
a spektrofotometricky pomocou farbiva. ? grafu, pripadne vypodtom (priklady
pozri v tab. t-3) stanovime hodnotu lt, ktorrt. potom pouZijeme pri d'al5ich
a,rylyzq,ch neznd,mych vzoriek tohto druhu. V tabulkr{,ch pouZivame symbol
DBC, ktory sa pouZiva na, stanovenie bielkovin v anglosaskej liteiature
(dye binding capacity - kapacita na viazanie farbiva).

Tabulka 3. Stanovenie bielkovin v tmavom ehlebe

Vzorka 11

0,8036
8004
8000
8002
8007
8007
8023
8003
8022
8023
8001
8007
8003
8003

P

I 0,83
r 0,83
10,83
r0,83
I1,40
r 1,40
10,83
10,83
10,83
r0,83
10,83
10,83
r0,83
1 0,83

k DBc 
I

Relativna ch1'ba
o/
/o

+ 2,7t
+ r,5r_ t,67

- 0,73

- 0,55

- r,16

- 1,95_ 2,35
+ 0,64

- 0,34
+ 3,16
-1, 3,08

- o,74

- 1,70

I
2

4
o
6
7
8
I

l0
ll
t2
l3
t4

0,280
285
255
too
275
277
295
297
287
290
280
280
252
255

0,0368
363
352
355
356
354
351
349
360
357
369
369
355
352

l l,l2
10,99
10,65
10,75
t 1,34
tt,27
10,62
r0,58
r0,90
10,79
11,17
tl,t6
10,75
r0,65

fr : 0,0358
sr-r:6,86.10-a

S:-2,r9

Vysvetlivky ako pocl tab. l.

Diskusia

Ako porovnanie qisledkov ziskan}ich pomocou fotometrickej met6clr- a kla-
sickou Kjeldahlovou met6dou na &utomatickom pristroji ukaznje. je t6to
met6da stanovenia bielkovin je dostatodne presnd,. Relativne chl-b1- sa pohv-
bujri v rozmedzi + 3 o/o, iba jeden pripad sa vyskvtol. kde dosialila relativna
chyba 5 o/o. Priemernri relativna chyba pri stanoveni bielkovirr r- pedir.e bola
l,l5 + 0,93%, v bielom chlebe 2,16 +1,49o/o, v diernom chlebe 1.59 + 0,96
o/o. Pritom mri pred Kjeldahlovou met6dou niekolko vfhod. Predor.SethSim
je rfchlej$ia, v priemere moZno ziskat v;isledok za 5 minirt. kliim aj a,utomatic-
kou Kjeldahlovou met6dou to t'rv6 l5 minrit. Nedd,vno uverejnil Sepp [7]
obsiahle porovnanie met6d na stanovenie bielkor-in. Vo svojom porovnani
uvaZoval s pristrojom Udytec, ktory sme nemali k dispozicii, ale ani naia
modifikd,cia met6dy, ako sme v naBich pokusoch dok6,zali, netrvd, ovela dlh5ie,
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