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WSTEP

Analiza laboratoryjna jest ostatnim, lecz nie mniej waznym etapem
doswiadczenia. Wraz ze wzrostem mechanizacji w polu wzrasta ilos¢ pro-
wadzonych doswiadczen, powinna réwniez wzrosng¢ poréwnywalnosc
wynikéw miedzy powtdérzeniami.

Hodowla ro$lin prowadzona w kierunku poprawy jakosci produktu
wymaga przesuniecia analiz w procesie tworzenia odmiany. Zamiast ana-
lizowa¢ rody prawie gotowe do przekazania praktyce, nalezy wykonywac
tysigce analiz na wczesnych etapach procesu hodowlanego jak np. Fg
krzyzowki. Tylko w ten bowiem spos6b mozna wykry¢ interesujgce segre-
ganty, formy o zmienionym biatku, np. kukurydza z genem opaque 2. Ba-
dania nalezy przeprowadza¢ wiec na bardzo matym materiale — /10 plonu
pojedynczej rosliny.

Zarowno doswiadczenia nawozeniowe, jak i prace hodowlane, stawiajg
przed pracowniami fitochemicznymi nowe trudne zadanie. Aby temu po-
dolaé proces analizy musi by¢é w miare zmechanizowany, jak réwniez musi
da¢ wyniki dobrze charakteryzujace dany material roslinny.

I. KRYTYCZNA OCENA DOTYCHCZASOWYCH METOD

Powszechnie dotychczas stosowana w rolnictwie metoda oznaczania
bialka wg Kjeldahla liczy juz ok. 100 lat. Metoda ta oparta na analizie
amoniaku, powstatego w wyniku mokrego spalania organicznych polaczen
azotowych, nie daje nam rzeczywistego wyniku, lecz dane, ktére tylko
w okre§lonych warunkach odpowiadaja mniej wigcej zawartosci bialka
w badanym materiale (rys. 1).

Jezeli przeglada sie literature przedmiotu za okres do 1950 r. to wy-
niki sg w miare poréwnywalne, po tym terminie dane sg coraz wyzsze.
Gléwnym czynnikiem, ktoéry sie zmienil, to poziom nawozenia azotowego.
Wyniki dla roslin znanych z niskiej zawartosci biatka w suchej masie za-
czely gwaltownie rosnaé, i tak $rednio dla kupkowki wahaty sie ok. 7,5%,
zycicy 8, innych traw podobnie przecietnie ponizej 10%. Po 1950 r. anali-
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zy tychze samych odmian i gatunkéw zaczely wykazywac¢ 10 do 15%o bial-
ka, a w skrajnych wypadkach do 30% (tab. 1).

Dodatkowym czynnikiem wprowadzajgcym zamieszanie bylo nie
uwzglednianie przez hodowcéw wilasnie nawozenia azotowego, co prowa-
dzilo do olbrzymiej zmiennosci wynikéw (rys. 2).
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Rys. 1. Zmiany frakcji azoto-
wych ,surowego bialka pod wply-
wem nawozZenia azotowego: 1 —

- l | | | . biatko, 2 — amoniak, 3 — wolne
N/ha wkg :
Tabela 1

Rozbieznosci w oznaczeniu biatka metoda Kjeldahla w %

Laboratorium I Laboratorium II

Gatunki i odmiany

(pokos 1) (pokos I)
Inkarnatka 16,0 15,0
Koniczyna czerwona 20,1 21,6
Koniczyna szwedzka 15,9 16,9
Wyczyniec lgkowy ~ 16,7 22,5
Stoklosa bezostna 7,4 12,4
Owsik wyniosly 6,6 16,9
Tymotka — Brudzynska 4,7 10,2
Kupkéwka — Grebalowska 7,4 19,2
Kostrzewa lgkowa 7,1 17,9
Zycica wloska 7,4 12,1
Rzepak 9,3 27,1

Oczywiste bylo, ze bialko tak nie moze sie zmienia¢, zmianie moze
ulega¢ zawarto$¢ wolnych aminokwaséw, wsrod ktorych ok. 90% to sub-
stancje bez istotnego znaczenia w zywieniu, jak np. betaalanina, kwas
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Rys. 2. Zmiany zawarto$ci bialka w kup- .
kéwce w ciggu trzech lat wegetacji, wg 8 /4 S I S - I I N I
(w do$wiadczeniu nie uwzgledniono nawo- 1 2 3|t 2 3 |I 2 38

zenia azotowego) 196/ 1962 1963
: Pokos

y-aminomaslowy, asparagina i kilkadziesigt innych wolnych aminokwasow
niebiatkowych. Niektore z nich sg w dodatku antymetabolitami, czesto
silnie toksycznymi dla zwierzat [3, 4, 5].

Dalszymi zwigzkami azotowymi, wystepujacymi w roslinie to alkaloi-
dy, zwigzki cyjanogenne, a wreszcie jony amonowe. Oczywiste jest, ze
wliczanie tych wszystkich substancji do biatka jest niczym nie usprawie-
dliwione. , ‘

Celem zorientowania sie w przyczynach duzej rozbieznosci wynikéow
miedzy réznymi laboratoriami, wystano do szeSciu pracowni probki nie
zawierajace ani $ladu bialka, lecz wylgcznie nieprzyswajalne dla zwierzat
substancje: kwas hippurowy, kwas moczowy, rozcienczong skrobie. Pieé
pracowni przystalo wyniki oznaczen metodg Kjeldahla i przeliczone na
biatko (tab. 2). Rezultaty wskazuja, ze analizy byly wykonane poprawnie
i otrzymany wynik dla ,bialka” jest prawdziwy mimo, ze bialka w pro-

Tabela 2

Wynik analiz na zawarto$é azotu w prébkach mieszaniny kwasu moczowego, skrobi i kwasu
hipurowego rozestanych do 6 laboratoriéw

Nr préby
Laborato- 1 II 11X v v VI
rium 2%) ©0,1%) (10%) (10%) 2%) ©0,1%)
) 1 2,10 0,12 10,30 10,40 2,08 0,08
11 2,01 0,10 10,10 10,08 2,01 0,09
111 2,05 0,11 10,02 10,08 2,03 0,11
v 1,98 0,09 9,85 9,98 1,95 0,10

A% 1,98 0,10 10,01 9,97 2,01 0,09
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bowce nie bylo, gdyz metoda Kjeldahla jest metodg oznaczania azotu, a nie
biatka i jakikolwiek przyjelibySmy wspétczynnik przeliczeniowy, wynik
zawsze bedzie najwyzej przyblizony. Przy zmieniajgcym sie poziomie
nawozenia przyjecie stalego wspolczynnika jest zupelnie nie usprawiedli-
wione.

Proby rozwigzania tego problemu byly réznorodne. Jedng z nich mialo
by¢ oznaczanie zawartosci egzogennych aminokwaséow. Jak wykazaly ba-
dania Duckwortha, rozbieznos¢ w analizach dochodzi do 200% (tab. 3).

Tabela 3
Roéznice w oznaczaniu zawartosci aminokwaséw w prdobkach bialek rozestanych do analizy
w roznych laboratoriach (mg aminokwasu/100 mg N)*

Liczba Maka 2 orzeszkow Gluten pszenny
. laboratoriéw Zismnyeh, -
Aminelvasy wykonujacych wynik wynik wynik wynik
oznaczenia najnizszy najwyzszy najnizszy najwyzszy
Cystyna 5 5,2 20,6 10,5 16,6
Metionina 12 2,6 6,6 8,3 12,5
Lizyna 10 15,4 30,6 9,2 21,1
Arginina 10 53,2 83,1 19,3 25,3
Kwas aspargainowy 3 70,4 89,1 21,2 24,3
Histydyna 10 12,2 17,3 . 10,5 14,0
Izoleucyna 10 21,3 31,2 24,1 37,0
Leucyna 10 35,0 43,1 34,0 47,2
Fenyloalanina 11 21,8 34,2 28,7 35,7
Treonina 10 14,6 18,7 15,8 19,4
Tryptofan 11 3,8 9,2 2,3 8,2
Tyrozyna , 5 14,1 25,8 11,1 20,4
Walina 10 22,8 30,2 22,2 29,1

* Wg J. Duckworth — Methods of Determining the Nutritive Value of Protéins.

Aby wyrobi¢ sobie pewne pojecie o wartosci biatka w danej paszy,
nalezaloby zanalizowa¢ przynajmniej 10 aminokwaséw. Przy bardzo du-
zej pracochionnos$ci tego typu analiz i olbrzymiej zmiennosci wynikéw
rozwigzanie to nie moze wchodzi¢ w rachube (rys. 3).

Opierajac sie na znanym fakcie, ze bialka cze$ci wegetatywnych wszy-
stkich ro$lin majg zblizony sktad aminokwasowy, opracowano adaptacje
metod umozliwiajacych analize wlasciwego biatka, wolng od btedéw cha-
rakteryzujgcych metode Kjeldahla. Sg to w kolejnosci: kolometryczna
metoda oznaczania biatka og6lnego wg Lowry’ego oraz immunokoloryme-
tryczna metoda oznaczania okreslonego bialka nawet w obecnosci inrmych
biatek. Poniewaz jednak oznaczenie biatka jest niewystarczajgcym kry-
terium jakoS$ci, opracowano mikrobiologiczng metode oceny wartosci bio-

logicznej. Zestaw tych metod pozwala w spos6b niezawodny oceni¢ war-
tos¢ paszy.
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% melioniny w bialky

Rys. 3. Zmiany zawarto$ci egzogen-
nego aminokwasu metioniny w trzy-
letnim do§wiadczeniu, wg 8 (duze roz-
nice spowodowane sg prawdopodobnie
btedem laboratoryjnym) 196/ 1962 1963

Pokos

Dla biatek nasion opracowano metode frakcjonowanej analizy, otrzy-
mujac w kolejnych ekstraktach: albuminy, globuliny, gliadyny i pozostate.
Dla bialek tych przyjeto $rednie wspoiczynniki wartosci zywieniowe]
i w ten spos6b na podstawie czterech prostych analiz mozna wyrobi¢ so-
bie pewne pojecie o jakosci biatka w badanym materiale (rys. 4).

Rys. 4. Typowy sklad aminokwasowy bialek cze$ci wegetatywnych: 1 — arginina,

2 — histydyna, 3 — lizyna, 4 — tyrozyna, 5 — tryptofan, 6 — feonina, 7 — cystyna,

8 — metionina, 9 — seryna, 10 — treonina, 11 — leucyna, 12 — izoleucyna, 13 — wa-
lina, 14 — glutamina, 15 — asparagina, 16 — glicyna, 17 — alanina, 18 — prolina
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II. METODY

ZASTOSOWANIE METODY LOWRY'EGO DO OZNACZANIA ZAWARTOSCI BIALKA
W POSZCZEGOLNYCH FRAKCJACH

Metoda polega na oznaczaniu zawartosci biatka w poszczegélnych frak-
cjach ekstrakeyjnych, odpowiadajgcych z grubsza glownym typom biatek
wystepujgcych w ziarnie zb6z. 1 tak ekstrakt wodny zawiera albuminy,
solny (NaCl) globuliny oraz zasadowo-alkoholowe — gliadyny i gluteniny.

Wyniki oznaczanego biatka w powyzszych frakcjach odniesiono do
ogoblnej zawartosci azotu oznaczanego metodg Kjeldahla dla danej proébki,
dajg pewien obraz jakosci biatka w badanym materiale.

Metoda_

Nawazke 200 mg drobno zmielonej sruty rozciera sie z piaskiem kwar-
cowym w mozdzierzu, po czym przenosi iloSciowo do probéwek wiréwko-
wych na 25 ml. Nawazke zalewa sie 10 ml acetonu, wytrzgsa przez 2 go-
dziny, nastepnie wiruje przez 10—15 minut przy 2500—3000 obr./min.
Po odwirowaniu zlewa sie supernatant i odrzuca. Z frakcjg acetonowg
eliminuje sie barwniki, tluszcze, wolne aminokwasy itp. Osad w probow-
kach zalewa sie z kolei 10 ml wodg destylowang, powtarzajgc powyzszg
procedure z tym, ze supernatant zlewa sie do probéwek i analizuje meto-
dg Lowry’ego na zawarto§¢ biatka. Wymik z tej frakcji reprezentuje zawar-
to$¢ albumin. Nastepnie zalewa sie osad 2% roztworem NaCl, wytrzgsa,
wiruje — frakcja globulinowa.
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Rys. 5. Zawarto§é poszczegbdlnych frakeji biatko-
wych w bialtku czterech odmian pszenicy jarej:
N — Nagradowicka, OST — Ostka Popularna, G —
Gorzowska Sztywna, OP — Opolska; I — albumi-
| ny (ekstrakt wodny), II — globuliny (ekstrakt sol-
%;. dollie % ny), III — gliadyny (ekstrakt alkoholowo-zasado-
W ’II Ill It wy), IVa — gluteliny (ekstrakt zasadowy), IV i IVb
I m“l l”“” m” — reszta poekstrakcyjna (w wypadku N, OST i G
N OS] G W w sklad reszty poekstrakcyjnej wchodzg gluteliny,
w Opolskiej wyodrebniono frakcje glutelinowa)

1 %[ % N
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Ostatnig frakcje otrzymuje sie, ekstrahujgc mieszaning 0,3/ NaOH
i 66%0 metanolu w stosunku 1:2 — gliadyny i gluten. Pozostalos¢ anali-
zuje sie metodg Kjeldahla na zawartos¢ azotu.

Interpretacja wynikéw

Ilo$¢ biatka zawartg w poszczegdlnych frakcjach oblicza sie na podsta-
wie ekstynkcji na kolorymetrze odniesionych do krzywych wzorcowych.
Krzywe wzorcowe sporzgdza sie dla roéznych biatek, zaleznie od badanej
frakeji i tak, zawartos¢ biatka we frakcji wodnej (albuminy) oblicza si¢ na
podstawie krzywej, wykreslonej dla albuminy bydlecej, we frakceji solnej
na podstawie krzywej dla kazeiny oraz dla frakcji zasadowo-alkoholowej
na podstawie krzywej dla zelatyny.

Na podstawie obliczonych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze albumina
bydleca i kazeina sg trafnie dobranymi standardami dla odpowiednich
frakcji, natomiast wyniki otrzymane na podstawie krzywej dla zelatyny
sg zawyzone, co wskazuje na wyzszg zawarto$¢ aromatycznych aminokwa-
sé6w w zasadowo-alkoholowej frakcji bialek zbdéz niz w zelatynie.

Poréwnujgc zawartos¢ azotu w probach przed ekstrakcjg i po jej za-
konczeniu okazuje sie, ze wydajno$¢ tej ekstrakcji waha sie¢ w granicach
70—809%.

METODA IMMUNOPRECYPITACYJNA OZNACZANIA BIALKA
WEASCIWEGO W EKSTRAKTACH Z MACZKI NASION LUB PROSZKOW ACETONOWYCH

Metoda opiera sie na zasadzie wigzania specyficznych przeciwciat
z antygenem in vitro w punkcie ekwiwalentu. Reakcja precypitacyjna za-
chodzi w dwdch etapach, z ktérych pierwszy polega na swoistym wigzaniu
antygenu i przeciwciata i przebiega bez wyraznie widocznych zmian. Sity
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Rys. 6. Zawarto§é bialka w procentach nawazki w ekstrakcie solankowym (0,9%0

NaCl) mieszaniny $ruty zytniej i proszku acetonowego zielonki rzodkwi oznaczana

metoda Lowry’ego (L) oraz metodg precypitacji serologicznej z surowicg anty-zyto

(S) (zawarto§é Sruty zytniej w mieszaninie wzrasta od 0 (A) do 3 g (F), zawartosé
proszku acetonowego rzodkwi stala — 1 g) ’
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Tabela 4
Sklad aminokwasowy bialek jeczmienia
g aminokwaséw w 100 g bialka
Biatko
Aminokwas
Albumina Globulina Gliadyna Gluteina Leaf protein Indeks FAO

Lizyna . 7,9 6,3 0,7 4,8 6,5 4,2
Metionina 1,4 0,9 0,9 1,1 1,3 2,2
Cysteina 1,5 2,6 1,7 0,9 0,9 2,0
Suma siar-

kowych 2,9 3,5 2,6 2,0 2,2 4,2
Fenyloalanina 3,0 2,1 3,1 2,7 3,2 2,8
Tyrozyna 2,5 1,4 1,4 1,9 2,2 2,8
Tryptofan 1,3 0,6 0,5 1,1 1,8 1,9
Suma aro-

matyczn. 6,8 41 5,0 5,7 7,2 7,5
Walina 5,8 41 1,8 4,9 5,0 4,2
Leucyna 5,7 4,5 4,6 5,8 5,8 4,8
Izoleucyna 4.1 2,2 3,6 3,5 4,7 4,2
Treonina 3,4 2,4 1,4 31 4,0 2,8
Amidy 5,9 5,1 25,4 10,3 4,8
Aminokwas
limitujacy Metionina Metionina  Lizyna Siatkowe Siarkowe

649, 419, 16,7% 47,6%, 459,

\

tu dzialajgce sq prawdopodobnie zlozone i wchodzg tutaj w rachube sity
van der Waalsa, elektrostatyczne przycigganie sie czagsteczek, wigzania
wodorowe oraz czynniki zwigzane z ksztaltem i wymiarem drobin.

Etap drugi jest zjawiskiem fizykochemicznym i polega na lgczeniu sie
komplekséw powstatych w pierwszym etapie w agregaty, w wyniku czego
nastepuje wypadanie agregatéw z roztworu. Poniewaz zjawiskiem tym
rzadzg prawa iloSciowe, mozna ilo$¢ precypitatu powstatego w nastepstwie
specyficznej reakcji immunologicznej odnie$¢ do zmian ilosciowych i ja-
kosciowych we frakcjach bialkowych materialu roslinnego (rys. 6).

Metoda

Do probéwek wiréwkowych o pojemnosci 10 ml dajemy po 0,1—0,3 ml
roztworu antygenu o wyréwnanym stezeniu bialka i odpowiednig ilo$é
surowicy odporno$ciowej, a takze po 1 ml 0,9/ roztworu NaCl. Miesza-
nine pozostawiamy w temperaturze pokojowej przez 2 godziny po czym
przenosimy ja do lodéwki o temperaturze ok. 4°C i pozostawiamy przez
kilkana$cie godzin (przez noc). Uzyskany osad wirujemy na wiréwce la-
boratoryjnej przy 2500—4000 obr./min. w ciggu 5 minut. Supernatant
ostroznie odlewamy, a osad przeplukujemy dwukrotnie 0,9/ roztworem
NaCl, za kazdym razem precypitat osadzajgc jak wyzej. Po ostatnim plu-
kaniu precypitat analizujemy na zawarto$¢ biatka metodg Lowry’ego.
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Interpretacja wynikéw

Jak powiedziano powyzej, reakcja immunoprecypitacji jest reakcja
specyficzng, tak wiec w serii analiz reakcja ekstraktu z materiatu, na kt6-
ry uzyskana byla surowica, winna by¢ brana jako wzorzec. Wszelkie od-
chylenia ilo$ci bialka otrzymanego w wyniku pomiaru metodg Lowry’ego
moga by¢ interpretowane dwojako. Wyniki wyzsze od wzorcowych swiad-
cza o zmianie ilo$ciowej (wyzsza zawartos¢ biatka wlasciwego) dane nizsze
o zmianie ilo$ciowej lub jako$ciowej, wzglednie obu jednocze$nie. Zmiany
te traktowaé mozna w sposdéb podany powyzej tylko przy zalozeniu, ze
stezenie antygenu w kazdym przypadku jest réwne.

PRYMITYWNA METODA OZNACZANIA WARTOSCI BIOLOGICZNEJ PASZY

Analiza wloknika i bialka surowego nie daje stanu faktycznego war-
tosci paszy. Warto$¢é paszy dla zwierzat przezuwajacych najlepiej ozna-
cza¢ metoda biologiczng in vitro. Poniewaz jednak do tego potrzebna jest
dos¢ skomplikowana aparatura oraz specjalnie zoperowane zwierzeta, za-
stosowanie tej metody w chwili obecnej w szerokiej praktyce jest niemo-
zliwe. W celu otrzymania orientacyjnych danych opracowano prosta,
biologiczng metode wyceny jakosci.

Metoda

Warto$¢ paszy oznacza sie na podstawie przyrostu suchej masy grzybni
Aspergillus niger szczep P 68, rozwijajacego sie na hydrolizie z nawazki
paszy. Wynik analizy poréwnujemy z wynikiem analizy kontrolnej o zna-
nej wartosci odzywczej.

Kontrola

Kontrole 700 mg cukru + 10 ml roztworu hydrolizatu kazeiny uzupet-
niamy do 90 ml wodg, dodajemy mieszaniny uzupeiniajacej* i dzielimy
na 3 czesci. Dalsze postepowanie, tak jak z doswiadczalnymi prébkami
(rys. 1, 2, 3).

Wykonanie

1 g nawazke zadaje sie 50 ml 1,25% roztworu kwasu siarkowego w wo-
dzie i umieszcza pod chlodnicg zwrotng, gotujac 6 godz. Po 6 godzinach
dodajemy weglanu wapnia CaCOgs (stracony) ok. 3,5 g, nastepnie przesg-
czamy pod pompg prézniows, poptukujgc malymi ilosciami wody, po
doprowadzeniu do 90 ml objetosci, dodajemy 1 ml pozywki uzupelniajg-

* Poniewaz weglan wapnia usuwa z hydrolizatu oprécz HSOy4 réwniez jony
kwasu fosforowego, wobec tego pozywke nalezy wzbogacié przez dodatek fosfora-
néw. Na 90 ml hydrolizatu, wzglednie pozywki kontrolnej dodajemy 1 ml roztworu
pozywki uzupelniajgcej w skladzie: 3,5 g MgSOy - THo0O; 10 g KHpPOy4; 1 g NaCl;
5 ml mikro P; rozpu$ci¢ w 100 ml HpO dest,, daé po 1 ml na do$wiadczenie przed
rozdzieleniem na 3 kolbki.
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cej, nastepnie rozdzielamy na 3 erlenmayerki 100 ml i po wyjalowieniu
szczepimy 1 ml zawiesiny zarodnikéw Aspergillus niger. Po 10 dniach
odsgczamy grzybnie, suszymy i wazymy (rys. 7, 8, 9).
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Rys. 7. Rozwo6j mikroorganizmu testowego na poiywce zawierajgcej rézne stezenie
cukru
|
1
200}~ l‘ 1
\\ )
g \
* \\
§ \
S, 100 \\
S
15y \
3 \
) Sy -
UJ ] l ] | | 1 ] | ] 1
0 20 J0 40 7 60 70 80 90 10
% bialka wpozywce

Rys. 8. Rozwdj mikroorganizmu testowego: 1 — na pozywce zawierajgcej ré6zny pro-
cent bialka, 2 — na pozywce, w ktérej wraz ze wzrostem iloSci biatka wzrasta za-
warto$¢ zwigzku toksycznego
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SYSTEM ANALIZ MASOWYCH

Aby dobrze oceni¢ wartos¢ wyprodukowanego materialu roslinnego
nalezy przeprowadzi¢ serie analiz, oddajagcych najwainiejsze' parametry
wartoéci. Poniewaz probki szczegélnie z materiatéw hodowlanych sg bar-
dzo mate, lecz jest ich duzo, konieczne sg metody testowe, czy tez screenin-
gowe.

Metody testowe po‘zwalajq odréznié rosline wykazujaca jaka$ ceche
biochemiczng od osobnika bez tej cechy. Zastosowanie tych metod ogra-
nicza sie do przypadkéw, w ktérych analizujemy alternatywng sytuacje.
Przyklady: gorzki i niskoalkaloidowy tubin [6] kumarynowy i niskoku-
. marynowy nostrzyk, ro$lina zawirusowana i zdrowa. Przy metodach
testowych, zaleznie od organizacji pracy i uproszczeniu toku analizy, wy-
dajnos¢ moze dochodzi¢ do 1000 analiz na roboczo-godzine.

Bardziej zlozone sg metody screeningowe. Wydajnos¢ analiz przy
niskiej mechanizacji moze wynosi¢ najwyzej kilkanascie do kilkudziesie-
ciu na godzine. Otrzymywany wynik pozwala nam na podzielenie mate-
riatu na kilka klas, réznigcych sie zawartoscig analizowane] substanciji.

W metodach screeningowych istniejg duze mozliwosci automatyzacji.
Niestety brak u nas odpowiedniej aparatury do tych celéw. Pewne urzg-
dzenia mozna jednak zaadaptowaé z’'techniki badan laboratoryjnych, sto-
sowanych w medycynie [1]. Aby analizowa¢ probki w automatach sto-
sowanych do analiz medycznych, probki muszg by¢ poprzednio jednak tak
przetworzone, aby mogty byé analizowane w tych urzadzeniach. Analizy
roslinne z koniecznoéci wiec muszg by¢ przeprowadzone metodami nie-
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automatycznymi, zabiera to nawet przy dobrej organizacji toku analizy
dos¢ duzo czasu.

Do wiekszosci metod screeningowych koniecznym sprzetem jest kolo-
rymetr. Sposrdéd dostepnych w kraju, najuniwersalniejszy jest Zeiss
Specol. Dobre ustugi oddaje réwniez prosty w obstudze kolorymetr chin-
ski K 531.

Metody screeningowe pozwalajg nam przeprowadzi¢ selekcje materia-
lu, pozostawiajgc do analiz dokladnych tylko materialy wybitnie réznigce
sie od przecietnych. Metody te sg bardzo istotne w pierwszych fazach
hodowli roslin, pozwalajg bowiem zaré6wno na usuniecie z populacji segre-
gantow zdecydowanie negatywnych, jak réwniez wyizolowanie fenotypow
o pozytywnych cechach. Np. aby zanalizowa¢ zawarto$¢ wybranego ami-
nokwasu egzogennego potrzeba zazwyczaj 10 g nawazki, analiza trwa kil-
kanascie godzin, wynik jest obarczony duzym bledem. Analiza frakcji
bialek umozliwia znalezienie osobnika o innym stosunku wartosciowych
biologicznie albumin do nisko wartosciowych bialek zapasowych, przy
zuzyciu tylko ok. 200 mg materiatu, $redni czas trwania analizy wynosi
kilkanascie minut. Wstepna analiza zaweza nam badany material z kilku-
set do kilku prob. Te wysegregowane osobniki mogg juz dalej by¢ anali-
zowane metodami dokladnymi.

W przypadku materialu z do$wiadczen nawozowych, gdzie wielkos¢
préby nie jest rzecza istotng, wyniki analiz winny by¢ poparte doswiad-
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czeniem biologicznym, gdyz jest to istotniejsze od najdokladniejszej na-
wet analizy chemicznej.

Analiza chemiczna umozliwia nam zbadanie zawarto$ci tylko tych
substancji, ktére analizujemy, a wiec analizujgc zawarto$é np. egzogenne-
go aminokwasu lizyny, przy okazji nie otrzymamy zadnych danych o oktec-
nosci szkodliwego zwigzku — jakiego$ np. inhibitora wzrostu (rys. 10).
Doswiadczenie biologiczne daje nam odpowiedZ moze mniej pelng jezeli
chodzi o skiad chemiczny, lecz istotniejszg, gdy nas interesuje biologiczna
wartos¢ otrzymanego produktu roslinnego.

Tok analiz materialu hodowlanego na przykladzie tubinu
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Przyktad analiz w doswiadczeniu nawozowym

ABCDEFGH odmiany lub gatunki
123456738 poziomy nawozenia
I ITIITIVYV powtdrzenia

< Analiza screeningowa
Polgczenie powtérzen jezeli brak rozbieznosci

Analiza chemiczna, biologiczna (mikrobiolog.)

v

Wybér kombinacji do do$wiadczenia Zywieniowego
odmiany 4 C G
poziom nawozenia 1, 3, 5, 8

v

Wybér odmian 4 C G

Wybér pozioméw nawozenia 1, 3, 5, 8

\

Wynik do$wiadczenia zywieniowego

Decydujac sie na wybor analiz musimy sobie réwniez u$wiadomi¢, dla
jakich zwierzat dana pasza bedzie przeznaczona, gdyz wymagania zywie-
niowe przezuwaczy i nieprzezuwaczy sa bardzo roézne. Generalnie biorgc,
pasza przeznaczona dla przezuwaczy powinna charakteryzowa¢ si¢ wyso-
ka wartoscig biologiczna testem aspergilusowym, pozostate parametry nie
sg zbyt istotne. Pasza dla nieprzezuwaczy powinna zawiera¢ wartosciowe

biatko, a wiec wysoki stosunek albumin do pozostatych frakcji biatko-
wych (rys. 11, 12).
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Hodowla ro$lin prowadzona w Kkierunku poprawy jakosci produktu
wymaga przeprowadzenia tysiecy analiz na wczesnych etapach procesu
hodowlanego. Aby temu podotaé¢ proces analizy musi by¢ w miare zme-
chanizowany. Przeprowadzona krytyczna ocena dotychczasowych metod
prowadzi do wniosku, moéwigcego ze przeliczanie zawartosci biatka na
podstawie oznaczenia azotu jest obecnie niewystarczajgce. Przy zmienia-
jacym sie poziomie nawozenia przyjecie stalego wspoiczynnika jest obec-
nie nie usprawiedliwione.

Dla oznaczania zawartosci bialka w nasionach opracowano metode
frakcjonowania analizy, przy ktorej otrzymuje sie w kolejnych ekstrak-
tach: albuminy, globuliny, gliadyny i pozostate. Dla bialek tych przyjeto
srednie wspolczynniki warto$ci zywieniowej i w ten spos6éb na podstawie
czterech prostych analiz mozna wyrobi¢ sobie pewne pojecie o jakosci
biatka w badanym materiale.

Omoéwiono szczegdlowo metode Lowry’ego oznaczania zawartosci biatka
w poszczegblnych frakcjach, metode immunoprecypitacyjng oznaczania
biatka wlasciwego w ekstraktach z magczki nasion lub proszkéw acetono-
wych oraz prymitywng metode oznaczania wartosci biologicznej paszy.

Na tym tle wykazano zalety systemu analiz masowych i konkretne
sposoby wykorzystania ich w hodowli roSlin.
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METOIbI OIIPEOEJIEHUS IIOMJIMHHBIX ITPOTEMHOB B PACTUTEJIBHOM
» MATEPHAIJIE

Pesmome

CeJleksi PacTeHMiI HAIIPAaBJICHHAS Ha YJIYYINIEHME KauecTBa MPOAYKTOB TpeOyeT mpoBefe-
HHUS MacChl aHAJIM30B B PaHHMX CTaAUsX CEJIEKLIMOHHOI'O Npolecca. B cBsA3M ¢ 3TUM BO3HHKAET
HeOOXOQUMOCTh MeXaHM3alluK M0 Mepe BO3MOXKHOCTH ITPOIECCa aHATIM3OB. IIpoBeneHHasA KpUTH-
yecKasl OLICHKAa IPHUMEHsEMBIX [0 CHX IIOp METOXOB IPUBOJUT K BBIBOAY, YTO HCUMCIICHHE CO-
Jep)KaHUsl MPOTEMHAa Ha OCHOBAHMM OIPENCJICHMs a30Ta B HACTOsIIliEE BpeMs HEJOCTAaTOUHO.
IIpn u3aMeHUYHUBOM YPOBHE YAOOpEHMsI NPUHATHE IIOCTOSHHOrO KoaddunuenTa Tenepp HeOOOCHO-
BaHo. LA omnpendesieHUsi COACPYKAHMA IIPOTEMHA B CCMCHAX paspaGoraH mMeTOX (PpaKLHOHU-
POBAHHOTO aHAJIN3a, IPH KOTOPOM MOJIYYAIOTCA B OUEPEMHBIX IKCTPAKTAX: anpOyMUH, TIOOYIINH,
IJMagdH M OCTaJbHblE MpOTeHMHBbI. JIJIA 3THX NPOTEHMHOB IIPHHSATBI CPENHME K03 PHIIMEHTHI
[UTATEJIPHOM IEHHOCTH M TAKMM o0pasoM Ha OCHOBAHMM YETHIPEX INPOCTHIX AHANIM30B MOXKHO
[IOJIVYMTh M3BECTHOE IIOHSTHE O KaueCTBE NPOTEMHA B HCCIIENYEMOM MATEpHAIIC.

IMonpoGHo paccmarpusaercsi meTof JIoypy ONpeNesIeHHs COACPXKaHUA MpOTenHa B OTHEIb-
HbIX (pPaKUUAX HMMYHONPELMITUTALIMOHHBIM CIIOCOOOM ONpeneNeHusi IOAJIMHHOrO IPOTCHHA
B 3KCTPaKTaX U3 CEMEHHON MYKM MJIM al[CTOHHBIX IIOPOLIKOB, a TAKXKE l'IpIrIMHTHBHbIM.CIIOCOGOM
onpejesieHNsT OGHOJIOTMUECKON IEHHOCTH KOpMa. '

Ha 3TOM OCHOBAaHHMH NOKa3aHBLI MPEHMYLIECTBA CHCTEMbI MaCCOBBIX aHAN30B H KOHKDPETHDLIC
CIT0COBBI MX KCIIOJNB3OBAHUS B CEJIEKLMH PACTEHHM.
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Edmund Nowacki, Andrzej Aniot, Wiestaw Prus-Glowacki

METHODEN ZUR BESTIMMUNG SPEZIFISCHEN EIWEISSES
IM PFLANZENMATERIAL

Zusammenfassung

Die Pflanzenziichtung, die auf eine qualitative Verbesserung ihres Produktes
abzielt, erfordert in den ersten Etappen des Ziichtungsprozesses der Durchfiihrung
Tausender Analysen. Um diese Arbeiten zu bewiltigen, muss der analytische Pro-
zess massgeblich mechanisiert werden. Eine kritische Beurteilung der bisherigen
Methoden fiihrt zu der Erkenntnis, dass eine Umrechnung des Eiweissgehalls auf
Grund der Stickstoffbestimmung gegenwirrig nicht geniigt. Bei einer variablen
Dungungshohe ist die Annahme eines stindigen Koeffizienten gegenwirtig unge-
rechtfertigt. Zur Bestimmung des Eiweissgehalts in Samen wurde die Methode einer
fraktionierten Analyse ausgearbeitet, bei deren Anwendung man in den sukzessiven
Extrakten: Albumine, Globuline, Gliadine und andere Stoffe erhilt. Fiir diese
Eiweisse nahm man mittlere Koeffizienten des Niahrwerts an, so dass man auf diese
. Weise auf Grund von vier einfachen Analysen einen gewissen Begrlff von der
Eiweissqualitdt im untersuchten Material bekommdt.

Es wurde die Lowresche Methode zur Bestimmung des Eiweissgehalts in einzel-
nen Fraktionen durch die Immunoprizipitationsmethode zur Bestimmung spezifi-
schen Eiweisses in Extrakten aus Samenmehl oder Azetonpulvern, ferner eine pri-
mitive Methode fiir die Bestimmung des biologischen Futterwerts besprochen.

Auf diesem Hintergrund wurden die Vorziige des Systems der Massenanalysen
und ihre konkreten Nutzungsweisen in der Pflanzenziichtung nachgewiesen.



