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STANOVENI OBSAHU ZLUTEHO PIGMENTU V MOUCE
A SEMOLINE PSENICE TVRDE

1 Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu zlutého pigmentu v mouce a semoliné
pSenice tvrdé.

Obsah zlutého pigmentu je dilezitym faktorem pro posouzeni kvality surovin urcenych
pro vyrobu téstovin. Je definovan jako obsah extrahovatelnych karotenoidii endospermu zrna
a vyjadiuje se jako mg B-karotenu ve 100 g suSiny vzorku.

2 Princip

Karotenoidy se ze vzorku extrahuji vodou nasycenym n-butanolem a ndsledné se stanovi
spektrofotometricky pii vinové délce 440 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se pouze chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Destilovana nebo deionizovana voda.

2 n-Butanol.

3 n-Butanol, nasyceny vodou.

Ptiprava: n-Butanol (2) a destilovana voda (1) se smichaji v poméru 6:2 (V/V). Vznikla
smés se intenzivné protiepe. Pro extrakci zlutého pigmentu se pouzije horni ¢ird vrstva
ziskand po oddéleni fazi.

4 Diethylether.
Standard B-karotenu, ¢istota > 97,6 %.
6 B-karoten, standardni roztok, c(B-karoten) =5 pg/ml.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi 0,025 g standardu B-karotenu (5)
s presnosti 0,1 mg. Rozpusti se v diethyletheru (4), poté se doplni diethyletherem
po znacku a promichd. 20 ml tohoto roztoku se napipetuje do 250ml odmérné barky,
doplni se po znacku vodou nasycenym n-butanolem (3) a promicha se. Z tohoto roztoku
se odpipetuje 25 ml do 100ml odmérné banky, doplni se opét po znacku vodou
nasycenym roztokem n-butanolu (3). 1 ml vysledného roztoku obsahuje 5 pg B-karotenu.
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Poznamky

1 Koncentrace a Ccistota standardu p-karotenu se urci promérenim jeho absorpcniho
spektra.

2 Standardni roztok p-karotenu Ize skladovat v lednici po dobu maximalné jednoho tydne.
Roztok se chrani pred svetlem.

4  Pristroje a pomiicky

1 Analytické vahy s presnosti nejméné 0,1 mg.

2 Spektrofotometr.

3 Erlenmayerova bartika se zdbrusem, hnéda, 200 ml.
4 Erlenmayerova barika se zabrusem, 100 ml.

5 Odmérna barika se zabrusem a izkym hrdlem, 10 ml.
6 Odmérna banka se zabrusem, 100 ml a 250 ml.

7 Sklenéné pipety, 20 ml a 25 ml.

8  Hodinové sklicko nebo Petriho miska.

9 Filtra¢ni papir.

10 Nalevka.

5 Postup

5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Mouka nebo semolina s velikosti ¢astic mensi nez 0,5 mm muze byt pouzita jako analyticky
vzorek bez dalSich prav. Semolina s velikosti Castic vétsi nez 0,5 mm se upravi podle postupu
popsaného v JPP Uprava vzorkli krmiv a rostlinného materialu, kap. 5.5, postup 60110.1
Uprava vzorki obilovin.

5.2 Extakce

Do 200ml tmavé Erlenmayerovy banky se navazi 10 g vzorku s ptesnosti 1 mg. Ptida se 50 ml
vodou nasyceného n-butanolu (3), barka se uzavie zatkou a obsah v baiice se zamicha tak, aby
se ziskala homogenni suspenze. Béhem prvni hodiny se obsah banky nékolikrat jemné protiepe
a poté se necha stat pres noc (16 — 18) h pii laboratorni teplot¢.

Poznamky

3 Extrakt se chrani pred primym slunecnim svétlem a UV zarenim. V pripadeé, Ze neni
dostupna hnéda odmeérna barka, je nutné banku obalit napr. alobalem, aby se zabranilo
pristupu svétla.
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Dalsi den rano se obsah barky op¢t promicha a suspenze se nasledné kvantitativné filtruje pres
skladany filtracni papir do 100ml Erlenmayerovy banky. Aby se zabranilo ubytku rozpoustédla
odpafenim, zakryje se ndlevka hodinovym sklickem nebo Petriho miskou.

5.3 Priprava kalibra¢nich roztoki

Kalibrac¢ni standardni roztoky se ptipravi tak, ze do sady 10ml odmérnych banék se pipetuje (0;
0,5;1,0; 1,5;2,0; 2,5; 3,0) ml standardniho roztoku -karotenu (6) a doplni se vodou nasycenym
n-butanolem (3) po znacku. Ziskaji se tak kalibra¢ni roztoky o koncentraci (0; 0,25; 0,5; 0,75;
1,0; 1,25; 1,5) pg/ml.

5.4 Spektrofotometrické stanoveni:

Spektrofotometrické méteni probihd pii vinové délce 440 nm. Absorban¢ni nula pfistroje
se nastavi na vodou nasyceny n-butanol (3). Pied vlastnim stanovenim se vzdy proméfti sada
kalibra¢nich roztokl B-karotenu a vytvofii se kalibra¢ni zavislost absorbance na koncentraci 3-
karotenu.

vvvvv

kalibra¢ni kfivky.

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii
Obsah zlutého pigmentu ve vzorku, vyjadieny jako mg B-karotenu ve 100 g suSiny, se vypocita
podle vztahu:

50Xa
100—H

kde a je obsah B-karotenu odpovidajici 1 ml extraktu, vyjadieny v mg,

H  obsah vlhkosti vzorku vyjadieny jako hmotnostni procenta.

Poznamky

4 Vzhledem k tomu, Ze p-karoten, ackoliv se pouziva pro kalibraci, neni v pigmentu
endospermu zrna pritomen nebo pouze v mensinovem zastoupeni, vysledné hodnoty
se mohou odchylovat az o 5 % od skutecné hodnoty.

7 Literatura

1 EN ISO 11052 Durum wheat flour and semolina — Determination of yellow pigment
content.
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