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VYSKYT TOXINOGENNYCH DRUHOV RODU PENI/CILLIUMN PSENICI
SLOVENSKEHO POVODU Z URODY 2008 A ICH MOZNY VPLYV NA ZDRAVIE
KONZUMENTA

INCIDENCE OF TOXIGENIC PENICILLIUM IN WHEAT GRAINS OF SLOVAK
ORIGIN AND THEIR POTENTIAL IMPACT ON CONSUMER HEALTH

Zuzana Barbordkova, Sona FelSociovda, Dana Tancinova, Maria Dovic¢i¢ova, Zuzana Maskovad,
Roman Labuda

ABSTRACT

The aim of this study was to monitor potentially toxigenic Penicillium species in wheat grains (T7iticum aestivum L.) of
Slovak origin harvested in the year 2008, and also to test the recovered strains by thin layer chromatography (TLC) for their
ability to produce selected mycotoxins in vitro — citrinin, griseofulvin, cyclopiazonic acid, ochratoxin A, penitrem A,
patulin and roquefortin C. A total of 21 samples representing the west, east and central regions of Slovakia were analysed.
The Penicilia were present in 20 samples (95.2 %). A total of 323 isolates of Penicillium genus were recovered. Selected
isolates (97) of potentially toxigenic Penicillium species were tested for production of mycotoxins in vitro. Out of all the
strains tested, production ability of at least a single mycotoxin was noted in 53 (54.6 %) strains. Ten representatives of
Penicillium (97 isolates) were tested for their ability to produce selected mycotoxins: P. coprophilum, P. griseofulvum, P.
chrysogenum, P. roqueforti, P. carneum, P. crustosum, P. oxalicum, P. hordei, P. verrucosum and P. citrinum. They were
found to produce roquefortin C (48.3 %), griseofulvin (63.6 %), patulin (77.8 %), citrinin (60 %), cyclopiazonic acid (71.4

%) and penitrem A (75 %). None of the tested isolates produced ochratoxin A.

Keywords: wheat, mycotoxin, Penicillium, toxigenic strain, thin layer chromatography

UvVoD

Psenica je celosvetovo jedna znajddlezitejSich obilnin
a ma nezastupite'né miesto vo vyzive ¢loveka. Obilné zrna
modzZu byt uz pocas rastu kontaminované Sirokym spektrom
vlaknitych mikroskopickych hib (Scudamore, 2005).
Rovnako neadekvatne skladovanie a manipuldcia moze
sposobit’ stratu ich kvality, ktora sa prejavuje zvySenou
mykotickou kontaminaciou a pritomnostou hmyzu,
znizenou Kkli¢ivostou zin, viditelnou hnilobou, stratou
farby, neziaducim zapachom, zvySenou teplotou,
chemickymi i nutricnymi zmenami (Lacey et al., 1991).
Zatial' ¢o druhy rodu Fusarium, patria medzi patogénov
rastlin a produkuji mykotoxiny predovsetkym pred alebo
bezprostredne po zatve, druhy rodov Aspergillus
a Penicillium kontaminuji komodity najmé pocas suSenia
a skladovania (Pitt et al., 2000).

Problematike  mykotickej kontaminacie obilnin a
produkcie mykotoxinov sa celosvetovo venuje velka
pozornost (Pitt a Hocking, 1997). Mikromycéty
produkuji mykotoxiny, ktoré st ich sekundarnymi
metabolitmi a m6zu byt pricinou vzniku akutnych alebo
chronickych  ochoreni wuludi, ak si prijimané
kontaminovanymi potravinami (Maribeth et al., 2005).
Medzi najvyznamnejSie mykotoxiny produkované rodom
Penicillium patria: citrinin, patulin, ochratoxin A, penitrém

A, kyselina penicilova, kyselina cyklopiazonova,
roquefortin C a grizeofulvin.
MATERIAL A METODIKA

V rokoch 2008/09 bolo celkovo vySetrenych 21 vzoriek
pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.), ktoré

pochadzali zurody zroku 2008 aboli odobraté po ich
naskladneni z velkokapacitnych sil.
Stanovenie  povrchovej  kontamindcie
mykocenozy

Na stanovenie povrchovej kontamindcie sa pouzila
platiova zriedovacia metéda. Ako zivné média boli
pouzit¢ DRBC (agar s dichloranom, bengélskou ¢ervenou
a chloramfenikolom; Merck, Nemecko) a MEA (agar so
sladinovym  extraktom; Samson et al. 2002).
Na o¢kovanie médii sa pouzili riedenia 10" a2 107 v troch
opakovaniach. Endogénna mykocendza bola zistena
priamou kultivaciou 100 kusov povrchovo
vysterilizovanych zfn (0,4 % roztok chloraminu, 2 min.;
Samson et al., 2002) na DRBC aDYSG (agar
s dichloranom, chloramfenikolom, kvasni¢énym extraktom,
sacharézou a glycerolom; Lund et Frisvad, 2003)
agaroch. Kultivacia prebiehala 7 dni pri teplote 25 = 1 °C
v tme.

Identifikacia izoldatov

Vyizolované penicilia boli preockované na MEA, CYA
(Czapkov agar s kvasniénym extraktom; Samson et al.,
2002), YES (agar s kvasni¢nym extraktom a sachar6zou;
Samson et al., 2002) aCREA (agar s kreatinom
a sachar6zou; Samson et al., 2002). Kultivacia prebiehala
7 - 14 dni pri teplote 25 + 1 °C (u niektorych druhov aj pri
teplote 37 = 1 °C), vtme. Druhova identifikacia bola
vykonana na zéklade kultiva¢nych a mikromorfologickych
znakov podla klicov: Samson et Frisvad, 2004; Pitt,
1979; Raper et Thom, 1949.

Stanovenie toxinogenity

Reprezentativne izoldty boli testované in vitro na
produkciu hlavnych mykotoxinov metédou TLC podla
Samson et al. (2002), modifikovanou Labudom et

a endogénnej
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Tandinovou (2006). Kultivacia pre skrining kyseliny
cyklopiazonovej, penitrému A a roquefortinu C prebiehala
na CYA,pre skrining citrininu, ochratoxinu A,
grizeofulvinu a patulinu na YES 14 dni v tme pri teplote
25 £ 1 °C. Zkolonii boli vyrezané spolu s kultivacnym
médiom 3 vyseky, kazdy s plochou priblizne 5 x 5 mm.
Vyseky boli extrahované 5 min v 500 pl roztoku
chloroform:metanol (2:1) vo Vortexe. Tekuté fazy
metabolickych extraktov jednotlivych izolatov a Standardy
skrinovanych mykotoxinov boli nanesené¢ v mnozstvach 5
pl na chromatografickii platihu anasledne vyvijané
v chromatografickej sustave TEF (toluén, etylacetat,
kyselina mravcia 5:4:1).

Vizualizacia ochratoxinu A (modrozelena $kvrna),
grizeofulvinu (modra Skvrna) a citrininu (zltozelena $kvrna
s chvostom) prebiehala priamo pod UV svetlom (365 nm),
vizualizacia kyseliny cyklopiazonovej pod dennym
rozptylenym svetlom po naneseni Ehrlichovho Ccinidla
(fialova Skvrna s chvostom). Patulin bol viditelny na
dennom svetle po postriekani platne 0,5 % roztokom
MBTH (3-metyl-2benzotiazolionhydrazén hydrochlorid)
v metanole a naslednom zahriati na 130 °C na 8 min ako
zltooranzova Skvrna. Penitrém A bol viditel'ny po naneseni
20 % AICl; v60 % etanole a zahriati na 130 °C na 8
minut ako tmavozelend az Cierna Skvrna a roquefortin C po
naneseni Cu(SQO,),.4H,0 ako oranzova $kvrna.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V rokoch 2008/09 bolo celkovo mykologicky vysetrenych
21 wvzoriek psSenice letnej formy ozimnej (Triticum
aestivum L.). Zastupcovia rodu Penicillium sa vyskytovali
v 20 vzorkach, v jednej vzorke (Trenciansky kraj, Belusa)
sa vyskyt rodu nezaznamenal. Celkom bolo vyizolovanych
323  izolatov  penicilii zendogénnej i povrchovej
kontaminacie. Z uvedeného poctu bolo vybranych 97
izolatov potencidlne toxinogénnych druhov, ktoré boli

nasledne otestované TLC metédou na produkciu
mykotoxinov: citrinin, grizeofulvin, kyselina
cyklopiazonova, ochratoxin A, penitrém A,

patulin a roquefortin C. Pocas tejto Studie sa zistilo, ze 53
izolatov (t.j. 54,6 %) produkovalo v podmienkach in vitro
minimalne jeden mykotoxin. Prehl'ad o testovanych
izolatoch uvadzame v tabulke 1.

Na produkciu citrininu sa testovalo 6 izolatov, pri¢om 3
z nich (50 %) boli produkéné. Citrinin produkoval 1 izolat
P. verrucosum a2 izolaty P. citrinum. Citrinin je
nefrotoxicky, embryotoxicky, teratogénny a genotoxicky
mykotoxin (Scott, 2004). Casto sa spaja s ochorenim,
ktoré vznikd nadmernou konzumaciou tzv. “Zltej ryze” v
Japonsku (Saito et al., 1971).

Samson et Frisvad (2004) uvadzaju, ze hlavnym
producentom grizeofulvinu je P. griseofulvum, €o sa
zhoduje s naSim zistenim. Grizeofulvin produkovalo
vSetkych 7 testovanych izolatov P. griseofulvum a ani
jeden testovany izolat P. coprophilum. Grizeofulvin sa
bezne povazuje za antibiotikum. Ma velky vyznam pri
kutannych infekciach zvierat a c¢loveka zapriinenych
dermatofytickymi hubami. Pdsobi ako mitoticky inhibitor
deliacich sa buniek, napr. v kostnej dreni, ¢revnom epiteli
a tumoroch (Pitt et Leistner, 1991).

P. griseofulvum je tiez potencidlnym producentom
kyseliny cyklopiazonovej. V naSej Sstadii  kyselinu

cyklopiazonovi produkovalo 5 izolatov zo 7 testovanych
(71,4 %). Vsetky izolaty patrili do druhu P. griseofulvum.
Kyselina cyklopiazonova je silny mykotoxin, ktory
vo vysokych koncentraciach sposobuje ohniskové nekrozy
vnutornych organov stavovcov (Jand et al., 2005). Moze

spdsobovat’ patologické zmeny v peceni, slezine,
oblickach, v myokarde a na pankrease (Votava
et al., 2003).

Tabul’ka 1: Prehl'ad testovanych a pozitivnych izolatov
enicilii

Izolat [Testovany Podet Podet
mykotoxin | testovanych |pozitivnhych
izolatov izolatov
P. coprophilum 4 3
P. griseofulvum 7 3
P. chrysogenum 36 15
P. roqueforti RC 2 2
P. carneum 1 1
P. crustosum 3 3
P. oxalicum 1 1
P. hordei 4 0
P. griseofulvum G 7 7
P. coprophilum 4 0
P. coprophilum 1 1
P. griseofulvum P 7 6
P. carneum 1 0
P. verrucosum C 2 1
P. citrinum 4 2
P. verrucosum OTA 2 0
P. griseofulvum CPA 7 5
P. crustosum PA 3 3
P. carneum 1 0

Pouzité skratky:

RC — roquefortin C, G — grizeofulvin, P — patulin, C —
citrinin, OTA — ochratoxin A, CPA — kyselina
cyklopiazonova, PA — penitrém A

Hlavnym producentom ochratoxinu A je na obili
v podmienkach mierneho  klimatického pasma P.
verrucosum (Pitt, 1987). Tento mykotoxin neprodukoval
ziaden z naSich dvoch testovanych izolatov. Ochratoxin
A je evidovany ako pravdepodobny ludsky karcinogén
zaradeny do triedy 2B (JECFA, 2001) vyznacujlci sa
nefrotoxickym tucinkom.

Penitrém A produkovali 3 testované izolaty P. crustosum,
izoldt P. carneum tento mykotoxin neprodukoval.
Penitrém A predstavuje silny neurotoxin a je to
pravdepodobne najtoxickejsSia latka, ktora je produkovana
peniciliami z podrodu Penicillium (Pitt, 1979; Frisvad et
Filtenborg, 1989).

Na produkciu patulinu bolo testovanych 9 izolatov, z toho
7 bolo produkénych (77,8 %). Uvedeny mykotoxin
produkovalo 6 izolatov P. griseofulvum al izolat P.
coprophilum. Hlavny efekt patulinu je antibakterialny, do
istej miery tiez antimykoticky, vyznamna je ale ijeho
cytotoxicita, karcinogenita a antimitoticky ucinok voci
bunkam cicavcov (Votava et al., 2003).

Z 58 izolatov testovanych na produkciu roquefortinu C
produkovalo tento mykotoxin 28 (48,3 %): P. coprophilum
3), P. griseofulvum (3), P. chrysogenum (15), P.
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roqueforti (2), P. carneum (1), P. crustosum (3), P.
oxalicum (1). Akutna toxicita rogefortinu C nie je velmi
vysoka, ale je povazovany za neurotoxin (Dijksterhuis et
Samson, 2007).

ZAVER

V rokoch 2008/09 bolo celkovo mykologicky vysetrenych
21 vzoriek psenice z urody roku 2008 pochadzajucich zo
vSetkych krajov zépadného, stredného a vychodného
Slovenska. V 20 vzorkach (95,2 %) bol zaznamenany
vyskyt penicilii. Celkovo bolo vyizolovanych 323 izolatov
tohto rodu. Vybrané izolaty potencidlne toxinogénnych
druhov vpocte 97 boli otestované na produkciu
mykotoxinov metodou TLC v podmienkach in vitro.
Z celkového poctu otestovanych izolatov az 53, t.j. 54,6 %
produkovalo minimalne jeden mykotoxin. Na schopnost’
produkovat’” vybrané mykotoxiny bolo testovanych 10
druhov penicilii: P. coprophilum, P. griseofulvum, P.
chrysogenum, P. roqueforti, P. carneum, P. crustosum, P.
oxalicum, P. hordei, P. verrucosum a P. citrinum. Zistili
sme producentov roquefortinu C (48,3 %), grizeofulvinu
(63,6 %), patulinu (77,8 %), citrininu (60 %), kyseliny
cyklopiazonovej (71,4 %) a penitrému A (75 %). Ziaden
z testovanych izolatov neprodukoval ochratoxin A.
NajcastejSie testovanym druhom bolo P. chrysogenum,
potencialny producent roquefortinu C. Z 36 testovanych
izolatov P. chrysogenum produkovalo tento mykotoxin
15 izolatov. Tato $tadia priniesla nové poznatky o vyskyte
potencialne toxinogénnych druhov penicilii v zrndch
pSenice letnej formy ozimnej (7riticum aestivum L.).
Cielom stidie bolo poukazat’ na nebezpecenstvo vyskytu
toxinogénnych druhov penicilii v pSenici slovenského
pévodu.
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PROFIL AMINOKYSELIN V ORECHOVINACH AKO POTENCIALNYCH
KOMPONENTOV PEKARENSKYCH ZMESI|

AMINO ACIDS PROFILE IN SOME NUTS AS POTENTIAL INGREDIENTS OF
BAKERY MIXTURES

Alena Bednarikova, Jana Sadeckad

ABSTRACT

Edible nuts are globally popular and are valued for their sensory, nutritional and health attributes. Nuts need to be kept dry
and well store particularly after shelling due to the high unsaturated fat content of the oil. The current study was designed to
analyze and compare amino acid profile in walnuts and hazelnuts after irradiation treatment for reduction/elimination of
undesirable micro-flora. A simple, reliable and rapid LC-MS method was used for determination of 20 free amino acids. It
was found that there were insignificant differences in amino acid profile after irradiation treatment at dose of 5 kGy when
the nuts had been packed in paper cover although the selected dose of irradiation (5 kGy) caused dramatic increase of “off-

flavour” compound amounts.

Keywords: amino acid, HPLC, nut
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Orechy patria k najstar§Sim potravinam a s dolezitym
zdrojom zivin nielen pre cloveka ale aj pre zvierata.
Skladaju sa z pozivateIného jadra obklopeného pevnou
Skrupinou. Vyznacuji sa vysokym obsahom tukov, hlavne
nenasytenych mastnych kyselin, zdroven obsahuju Siroku
Skalu stopovych prvkov a vitaminov a ich konzumacia
moéze  poOsobit ako  prevencia  proti  rizikdm
kardiovaskularnych chorob. K hlavnym zlozkdm orechov
patria aj proteiny, volné aminokyseliny, bielkoviny a
sacharidy (Maga, 1991). Aminokyseliny, ktoré si nevie
Pudské telo samé syntetizovat’, sa oznacuju ako esencialne
aorechy st pre nas ich vhodnym zdrojom, preto su
konzumované v surovom stave, prazené alebo ako sucast’
tepelne upravenych potravin.

Skladuji sa bud susené v povodnom obale (Skrupine)
alebo vylupané, pricom v priebehu skladovania dochadza
k vzajomnym reakcidm medzi jednotlivymi zlozkami,
ktoré st ovplyviiované roznymi fyzikalnymi faktormi
(teplo, mechanickd sila, ziarenie) (VeliSek, 2002).
Osetrenie radiaénym ziarenim sa skusa ako Setrny spdsob
redukcie neziadicej mikroflory (Sadecka, zaslané na
publikovanie). Potravinarsky vyznamna, avsak
v negativnom zmysle slova, by mohla byt oxidacia
aminokyselin organickymi zlu¢eninami, ktoré v molekule
obsahuju elektronegativne funkéné skupiny (napr.
hydroperoxidy mastnych kyselin, vznikajice nielen
pésobenim zvySenej teploty na vzorku, t.j. nevhodnym
skladovanim, ale aj pdsobenim radia¢ného Zziarenia).

V modernych metodach separacie a kvantifikacie vol'nych
aminokyselin dominovala donedavna vysokoucinna
kvapalinova chromatogratia (HPLC) s predkolénovou
alebo pokolénovou derivatizaciou sledovanych analytov
detegovanych spektrofotometricky alebo fluorescencne
(Alegria, 1999). Aminokyseliny obsahuji vo svojich
molekulach kyslu (karboxylovil) skupinu aaj bazicka

aminoskupinu a sucasne neobsahuji ziaden chromofor
(vynimajuc aromatické aminokyseliny), ¢o spdsobovalo
problémy pri ich priamom stanoveni (Petritis, 2002).
Rozvoj spojenia HPLC s hmotnostnou spektrometriou
ponika moznost jednoduchej, rychlej a spolahlivej
metody ich stanovenia vredlnych potravinovych
matriciach (Chaimbault, 1999; Petritis, 2002; Ozcan,
2000).

V predlozenej praci sa porovnava profil volnych
aminokyselin v orechoch bezne produkovanych na
Slovensku (tj. vlasské orechy, lieskové orechy)
neosetrenych a osetrenych radia¢nym ziarenim.

MATERIAL A POUZITE METODY

Chemikalie

L-amino acids kit (obsahujuci p.a. Standardy (98%)
kyseliny asparagovej (Asp), asparaginu (Asn), kyseliny
glutamovej (Glu), glutaminu (Gln), alaninu (Ala), arginin
monohydro-chloridu (Arg), glycinu (Gly), monohydrat
histidin monohydrochloridu (His), trans-4-hydroxyprolinu
(Hyp), isoleucinu  (Ile), leucinu (Leu), lysin
monohydrochloridu (Lys), methioninu (Met),
phenylalaninu (Phe), prolinu (Pro), serinu (Ser), treoninu
(Thr), tryptofanu (Trp), tyrosinu (Tyr), valinu (Val)) boli
vyrobené firmou Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) a
Standard o-tyrosinu (o-Tyr) (96,0 %) bol vyrobeny firmou
Fluka (Steinheim, Germany). Standard kyseliny d3-
glutamovej (d3-Glu) (97 %) bol vyrobeny firmou
Cambridge Isotope Laboratories (Andover, USA). Cadova
kyselina octova (Cistota pre HPLC reagent grade) bola
vyrobena firmou Fisher Scientific (Loughborough, UK).
Kyselina perfluorooktanova (PFOA) (96 %), acetonitril
(HPLC gradient grade) a n-hexan (pre HPLC) boli
vyrobené firmou Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
Deionizovana voda bola pripravena syst¢émom PURITE
Select (Oxon, UK) apouzitd na pripravu roztokov
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aminokyselin a ion-parového Cinidla (sucast mobilnej
fazy). Mobilna faza bola po priprave odplynena.

Pristroje

LC/ESI-MS-MS analyzy kvantitativneho stanovenia
volnych aminokyselin sa vykonali na HPLC systéme
Agilent 1200 (Waldbronn, Germany) pozostavajuceho z
binarnej pumpy, autosamplera a termostatu kolon,
spojeného s Agilent 6410 Triple Quad detektorom a ESI
interfacom. Analytické separacia sa uskutoc¢nila na kolone
Purospher™ STAR RP-8ec (150 mm x 4.6 mm, 3 pum) a pri
izokratickej elucii. Ako mobilna faza sa pouzila zmes 100
ml acetonitrilu a 500 ml vodného roztoku PFOA (0.05
mmol/l) pri prietoku 0,5 mlmin”. apri teplote 25°C.
Nastavené parametre pre ESI-MS-MS systém v tzv.
MRM-méde (MRM= multiple reaction monitoring)
umoznovali meranie  tzv.“in-source generation*
protonizovanych  molekulovych iénov  sledovanych
analytov aj pouzittho vnitorného Standardu (d3-Glu),
atiez umoznovali produkciu kolizne indukovanych
fragmentovych ionov sledovanych analytov (Tab. 1). Pre
stanovenie aminokyselin boli nastavené nasledujice
parametre idonového zdroja: prietok suSiaceho plynu (N,) 8
1/min., teplota susSiaceho plynu 320°C, tlak v nebulizéri 50
psi, napétie v kapilare 3 kV, fragmentor 50, dwell 50.

Tabulka 1: MRM prechody a pouzity vnitorny $tandard
pre stanovenie vol'nych aminokyselin

Amino- | Kolizna | Prekur- | Produkto- Vnu-

kyselina | energia ZOTovy vy i6n torny
i6n quantifier | Standard

[M+H]" | (qualifier)
Asn 12 133 74 (87) d3-Glu
Asp 12 134 74 (88) d3-Glu
Ala 6 90 44 (90) d3-Glu
Arg 10 175 116 (158) | d3-Glu
Cys 12 122 76 (122, d3-Glu
105)
Gln 12 147 84 (130) d3-Glu
Glu 12 148 84 (102) d3-Glu
d3-Glu 12 151 87 (103)

Gly 6 76 30 (76) d3-Glu
His 12 156 110 (83) d3-Glu
Hyp 12 132 86 (68) d3-Glu
Ile 8 132 86 (69) d3-Glu
Leu 8 132 86 (69) d3-Glu
Lys 12 147 84 (130) d3-Glu
Met 8 150 104 (133) | d3-Glu
Phe 10 166 120 (103) | d3-Glu
Pro 6 116 70 (116) d3-Glu
Ser 12 106 60 (106) d3-Glu
Thr 8 120 74 (102) d3-Glu
Trp 10 205 146 (188) | d3-Glu
o-Tyr 8 182 136 (119) | d3-Glu
p-Tyr 8 182 165 (123) | d3-Glu
Val 6 118 72 (118) d3-Glu

Priprava vzorky

Zasobné roztoky aminokyselin 1000 pg.ml’ boli
pripravené rozpustenim 25 mg kazdej aminokyseliny v 25
ml deionizovanej vody. Pracovné Standardy boli
pripravené zriedenim zasobnych roztokov aminokyselin

tak, aby vznikli roztoky s koncentraciou 0,02 — 4,00 pg.ml
!, Kazdy roztok pracovného standardu obsahoval 0.5
pg/ml vnutorného Standardu (d3-Glu). Obsah jednotlivych
aminokyselin vo vzorke bol uréeny z linearnej kalibra¢nej
zavislosti pre prisluinG aminokyselinu (* > 0,99)
a vztiahnuty na navazok vzorky.

Jemne pomleta alebo zhomogenizovana vzorka (2 g) bola
navazena do 30 ml centrifugacnej skimavky. Ku vzorke sa
pridalo 20 ml z roztoku kyseliny octovej (c= 0,2 mmol/l) a
100 pl vnatorného Standardu zriedeného 1:10. Zmes sa 2
min. mieSala na Vortexe apotom sa centrifugovala pri
8720 g a 0°C po dobu 10 min. 8 ml z ¢ireho supernatantu
sa prenieslo do deliaceho lievika a extrahovalo 3-krat 4 ml
n-hexanu (hexanové vrstvy boli odstranené). Vodna vrstva
bola pred LC/MS analyzou filtrovana cez 0,45 um
nylonovy striekackovy filter. (opakovatelnost’ pripravy
vzorky vyjadrena ako RSD < 10 %).

Zo ziskanych udajov sa vypocitali zakladné Statistické
parametre (priemer a smerodajna odchylka) a na urcenie
Statistickej vyznamnosti rozdielov dvoch priemerov sa
pouzil Lordov test. Kritickd hodnota u, pre 3 merania a
hladinu vyznamnosti a = 0,05 je 0,636.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vramci tejto Studie sa pre vzajomné porovnanie
analyzovali 2 vzorky vlasskych orechov (liSiacich sa
stanovi§tom aj rokom zberu) al vzorka lieskovych
orechov (2 typy obalovych materidlov). Od producentov
orechov sa zistilo, ze vzorka vlasskych orechov bola zmes
odréd Apollo a Jupiter v nedefinovanom pomere, zatial’ co
u lieskovcov sa nepodarilo zistit’ odrodu.

Na  vytvorenie  profilu  volnych  aminokyselin
v sledovanych orechoch sa vyuZzila metdda kvapalinovej
chromatografie v spojeni s hmotnostnou  detekciou
(Ozcan, 2006), ktora je rychla aumoZiuje simultinne
stanovenie 22 volnych aminokyselin bez derivatizacie.
Esencialne aminokyseliny (histidin, lyzin, fenylalanin,
metionin, leucin, izoleucin, valin athreonin) maja
nenahraditelné miesto v ludskej vyzive a niektoré
vykazuju aj organoleptické vlastnosti.

Pre radiacne neoSetrené vzorky vlasskych a lieskovych
orechov sa zistili porovnatelné hodnoty obsahu volnych
aminokyselin (tab. 2a, b) s 10dajmi publikovanymi
Ozcanom (2006), s vynimkou obsahu argininu a histidinu,
ktoré sa  zaraduju medzi hydrofilné  bazické
aminokyseliny. V nasich vzorkach sa stanovil priblizne 10-
nasobok obsahu argininu a histidinu v porovnani
s vysledkami publikovanymi Ozcanom (2006). Malé
rozdiely medzi vzorkami vlasskych orechov mozu byt
sposobené  odrodovym  zlozenim, poveternostnymi
vplyvmi, stanovistom, atd’.

Osetrenim orechov radianym ziarenim sa sledovala
redukcia neziadicej mikroflory, ale zéaroveii mohlo

dochadzat kneziadicim reakciam medzi volnymi
aminokyselinami ~ a oxidovanymi  lipidmi,  pri¢om
k oxylabilnym  zlGfenindm  patria  hlavne  sirne

aminokyseliny (cystein, metionin) (VeliSek, 2002). Z
vysledkov senzorického hodnotenia je zrejmé, Ze pre 50 %
posudzovatel'ov z 10-¢lenného hodnotitel'ského panela je
pouzitie uz 5 kGy davky ziarenia pre oSetrenie vlasskych
orechov na hrane konzumentskej prijatelnosti v dosledku
pritomnosti potuchnutej, zoxidovanej, nahorklej chuti a
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negativnej vone. So zvySujiicou sa davkou Zziarenia tieto
negativa narastaju. (Sadecka, zaslané na publikovanie).

Po oziareni sa vprofile volnych aminokyselin vo
vlasskych a lieskovych orechoch (v papierovom obale)
nepozorovali signifikantné zmeny (hodnota Lordovho
kritéria u bola menSia ako kriticka hodnota u,) Vv
obsahu jednotlivych aminokyselin v porovnani
s kontrolnymi vzorkami, ¢o dokumentuje aj fakt, Ze suma

sledovanych volnych kyselin zostala takmer nezmenena.
Porovnanim radiane oSetrenych lieskovych orechov
vdvoch réznych obaloch (papier, HDPE), mozno
konstatovat, Ze v plastovom obale vzrastla suma volnych
aminokyselin z (163 + 10) mg.100 g’ na (210 + 12)
mg. 100 g, priom najviac sa zmenil obsah bazickych
aminokyselin (argininu, lyzinu a histidinu).

Tab. 2a: Vysledky stanovenia vol'nych aminokyselin vo vlasskych orechoch (priemer + SD (z troch merani)) neosetrenych
aj oSetrenych radia¢nym ziarenim z dvoch réznych stanovist

Literatura 1.stanoviste 2.stanoviste
[Ozcan] 0 kGy 5 kGy (papier) 0 kGy 5 kGy (papier)

(mg . 100 g") (mg. 100 g™") (mg . 100 g) (mg. 100 g™") (mg. 100 g™")

Ala 6,56 10,98 + 1,22 10,78 £ 0,61 11,64 + 0,42 9,57+0,11
Asn 0,71 2,88 + 0,10 3,23+0,18 1,92 + 0,09 2,10+0,17
Asp 7,42 9,10 + 0,60 10,59 + 0,39 12,90 £+ 0,35 11,17 +£0,48
Gln 3,55 4,67 + 0,48 4,96 + 0,27 5,92 + 0,34 5,29 +0,26
Glu 46,8 56,44 + 2,34 53,14+3,72 54,42 +2,15 55,65+1,73
Gly 1,72 3,87 0,42 3,65+0,24 3,30 £ 0,22 3,06+ 0,23
Hyp 0,74 1,25+ 0,12 1,92 £0,10 1,59 £ 0,02 1,41 £ 0,08
Pro 55 4,47+ 0,27 5,01 £0,35 5,32 +0,12 4,77+0,18
Ser 1,44 2,40 +0,18 4,04 £ 0,66 2,24 +0,11 2,02 + 0,09
Thr 1,12 3,01 +0,19 3,48 +£0,08 1,97 £ 0,15 1,70 + 0,09
Ile 5,23 +1,18 6,00 = 0,56 3,67 £ 0,38 3,36 £ 0,21
Leu 1,81 2,84 £ 0,26 3,03+£0,19 2,05 + 0,08 1,94 £ 0,06
Met 0,52 0,95 + 0,27 1,08 £ 0,09 0,75 + 0,03 0,55+ 0,08
o-Tyr 0,04 + 0,01 0,04 +0,01 0,03 + 0,01 0,03 +0,01
Phe 1,09 5,27 £ 0,75 6,00 + 0,57 3,87 +£0,15 3,36 + 0,14
p-Tyr 1,71 2,62+0,18 2,82 +0,13 2,21+0,18 1,99 + 0,04
Val 3,01 4,57 £ 0,45 5,30+ 0,45 3,47 £0,35 3,51 £0,09
Arg 2,71 36,46 + 4,03 45,95 + 3,53 30,95 + 0,74 22,58 + 0,35
His 0,38 7,25 + 1,64 4,32 +£0,20 2,50 + 0,10 1,43 + 0,04
Lys 1,64 3,01 +0,14 326+0,15 2,57+0,12 2,29+ 0,03
Trp 1,75 6,25 + 0,28 5,17+0,37 6,89 + 0,41 6,11+0,13

Suma vol'nych aminokyselin 174 + 14 184 + 14 161+ 14 144 + 14
Suma esencialnych aminokyselin 31+4 33+4 25+4 23+4

Tab. 2b: Vysledky stanovenia vol'nych aminokyselin (priemer £+ SD (z troch merani)) v lieskovych orechoch neosetrenych

aj oSetrenych radia¢nym ziarenim v dvoch réznych obaloch.

Literatura [Ozcan] 0 kGy 5 kGy (papier) 5 kGy (HDPE)
(mg. 100 g") (mg. 100 g (mg. 100 g") (mg. 100 g")
Ala 12,98 14,51 + 1,08 15,49 + 0,45 17,66 + 1,05
Asn 2,21 6,38 = 0,19 457+0,19 6,07 + 0,26
Asp 13,05 14,10 + 0,38 10,62 + 0,27 1433 + 1,18
Gln 0,51 4,56 = 0,11 2,08 = 0,20 6,91+ 0,62
Glu 21,01 40,21 + 1,42 39,06 £ 0,25 36,99 £ 2,24
Gly 2,57 4,30 = 0,10 3,56+ 0,17 4,04 + 031
Hyp <LOD <LOQ <LOQ <LOQ
Pro 5,38 5,60 = 0,14 4,03+0,15 6,47 + 0,35
Ser 3,84 5,81 £0,10 3,58+0,16 5,68 £0,58
Thr 2,38 7,67 0,07 4,48 +0,12 5,77+0,31
Ile 7,12 +0,17 7,98 + 0,84 11,05+ 1,00
Leu 3,24 5,27+ 0,03 4,65+ 0,38 5,93 + 0,47
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Tab. 2b: pokracovanie.

Literatura [Ozcan] 0 kGy 5 kGy (papier) 5 kGy (HDPE)
(mg . 100 g (mg . 100 g) (mg . 100 g (mg . 100 g
Met <LOD 1,64 + 0,05 1,22+0,14 1,98 +0,21
o-Tyr <LOQ <LOQ <LOQ
Phe 2,41 7,19 + 0,14 8,99 + 0,90 11,40 +£0,73
p-Tyr 3,69 542 + 0,03 538+ 0,47 6,64+ 0,54
Val 4,08 8,07 +£0,10 6,42 £0,51 8,22 + 0,65
Arg 1,28 17,12 £ 0,92 31,49+ 1,22 4327 £0,55
His <LOD 2,31+0,10 1,87 0,05 3,55+0,16
Lys 2,06 3,15+ 0,11 231+0,11 8,01 = 0,40
Trp 2,16 4,69 + 0,22 451+0,15 581+0,13
Suma vol'nych aminokyselin 165+ 10 163 £10 210+ 12
Suma esencialnych aminokyselin 45+5 415 58+6

ZAVER

Prinosom danej prace je fakt, Ze svojimi vysledkami
prehibila vedecki poznatkovii bazu v oblasti $tidia
chemicko-fyzikalnych a organoleptickych zmien
orechovin oSetrenych ionizujiicim ziarenim a vyhodnotila
vplyv metddy ,studenej sterilizicie® na zastipenie
vol'nych aminokyselin ako signifikantnej zlozky orechov.
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MOZNOSTI VYUZITIA POHANKY PRI VYROBE CHLEBA A VYHODY JEHO

KONZUMACIE

POSSIBILITY OF EXPLOITATION OF BUCKWHEAT IN BREAD-MAKING AND
ADVANTAGES OF ENRICHED BREAD CONSUMPTION

Tatiana Bojianska, Helena Francdakova, Peter Chlebo, Radovan GaZar

ABSTRACT

The study aims at the evaluation of enriched bread prepared with the addition of buckwheat as a source of biologically
active components in nutrition. From the overall acceptability rating, it was concluded that bread with the addition of 30 %
of buckwheat could be baked with satisfactory results. A clinical study based on consumption of enriched bread was
conducted on A group of volunteered experimental persons (n = 33) for a period of four weeks. The loaves with an addition
of buckwheat of 30 % contained 4.2 g rutin in 200 g of bread in the consumable form; this equals to the daily dosage of
rutin in the clinical study provided that the experimental subjects consume the complete dosage. The results have confirmed
the increase of the total antioxidant status thanks to the buckwheat enriched bread consumption from the value of 1.14
mmol.dm™ at the beginning of the study to 1.46 mmol.dm™ at the end of the study, i.e. the difference was statistically
significant. The daily consumption of buckwheat enriched bread caused a significant decreased of the triglyceride content,
too (from the value of 2.15 mmol.dm™ at the beginning of the study to 1.78 mmol.dm™ at the end of the study), the total

cholesterol was found to decrease, but insignificantly.

Keywords: buckwheat, baking, rutin, clinical study, blood parameter

UvVoD

Pri vyvoji l'udskej spolo¢nosti ma potrava vyznamnu tlohu
a v kone¢nom doésledku ovplyviiuje zdravotny stav celej
ludskej populacie. NaSu sucasni stravu je mozné
v porovnani s predchadzajiicimi mnohorocnymi (pripadne
az mnohotisicroénymi) potravinovymi zvykmi
charakterizovat ako afluentnt, prinasajucu nadbytok
kuchynskej soli, jednoduchych rafinovanych cukrov a
nasytenych mastnych tukov zivocisneho povodu (a
v dosledku toho prili§ energeticky bohatu), a nedostatocnu
¢o sa tyka komplexnych sacharidov, vldkniny,
esencialnych mikroelementov, antioxidantov, vitaminov
a bioflavonoidov,  ktorych  hlavaym  zdrojom je
predovSetkym rastlinnda zlozka potravy. Vysledky
dlhodobych epidemiologickych pozorovani a klinickych
a intervenénych §tadii jednoznaéne dokézali, Ze stcasny
sposob stravovania je v priamom pozitivnom vztahu
k frekventnému  vyskytu  civilizaénych  ochoreni.
Kardiovaskularne choroby st vo vyspelych krajinach na
prvych miestach celkovej umrtnosti ich obyvatel'stva.
Hlavnou pri¢inou je ateroskleréza, sktorou suvisia
rizikové faktory ako hypercholesterolémia, vysoky krvny
tlak, faj¢enie, cukrovka a obezita. Nepriaznivo vysokou
hladinou krvnych tukov, aj ¢o sa tyka ich kvalitativneho
profilu, trpia takmer dve tretiny obyvatel'stva Slovenska
(Hrabak 1996).

Vyznamnou a aktudlnou problematikou potravového
retazca st aj volné kyslikové radikaly, ktoré sa
povazované za iniciatori vzniku a progresie ateroskler6zy,
je im pripisovany kauzalny G¢inok na vznik cukrovky
a katarakty, v priamej asociacii uc¢inkov volnych radikalov
na geneticky material bunky je aj vznik a progresia
zhubnych novotvarov aproces starnutia vplyvom na
apoptézu (programovanu smrt’) bunky. (Hrabak 1996).
LCudsky organizmus sa s nadbytkom volnych kyslikovych
radikalov vyrovnéava vlastnymi obrannymi enzymatickymi

systtmami, ktoré pomocou sekvenénych reakcii
zneskodnuju volné radikaly, a ktorych priebeh je ucinne
podporovany podavanim latok s antioxidacnou aktivitou
(vychytavace/lapace/zhasace vol'nych radikalov).
Vyznamnou skupinou latok s potencialnym antioxidaénym
vyuzitim st flavonoidy, ktorych bolo doteraz
identifikovanych okolo 4 000 aich antioxida¢ny ucinok
zéavisi od chemickej Struktary — ¢im je viac fenolovych
skupin, tym je vyraznej$i antioxidaény uc¢inok. Medzi
najvyznamnejSie flavonoidy patria kamferol, kvarcetin,
hesperidin, rutin, antokyanidiny, katechin,
fenylpropanoidy atd’. (Morand et al. 1998, Zachar 2004),
v pohanke boli identifikované rutin, orientin, vitexin,
quercetin, izovitexina a izoorientin (Dietrich-Szostak a
Oleszek 1999).

Snaha o zlepSenie zdravotného stavu vedie jednotlivcov,
ale aj Statne organizacie, k hl'adaniu moznosti ako zvratit
realnu situdciu, ktora nie je dobra, a za jednu z tychto ciest
je mozné povazovat' aj obohacovanie beznych potravin
kazdodennej spotreby o prirodné zdroje biologicky
ucinnych latok. Vel'mi dobrym zdrojom je pohanka, ktoru
je mozné vyuzit okrem iného aj na vyrobu chleba
v zmesiach so pSeni¢nou mukou.

Pohanka (Fagopyrum  esculentum Moench.) bola
v minulosti vyznamnou surovinou pouZzivanou na vyrobu
potravin, vel'mi obl'ibenou este v 16. storoci, potom zacalo
jej pestovanie ustupovat’ intenzivnejSim plodinam.
V ostatnych rokoch ziskava opédt vacsiu popularitu,
predovSetkym v stvislosti so zaujimavym nutricnym
zlozenim, priaznivou skladbou bielkovin, mineralnych
latok, vysokym obsahom vlakniny a vyznamnym obsahom
flavonoidov, predovsetkym rutinu (Francisci et al. 1994,
Steadman et al. 2001, Stibilj et al. 2004, Christa
a Soral-Smietana 2008). V Eurdpe sa v stiasnosti pestuje
predovsetkym v Rusku, na Ukrajine, Pol'sku, Bielorusku,
vo Franctzsku, Rakusku a Slovinsku. Okrajovo je
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pestovana aj v Mad’arsku, Cesku, Luxembursku, severnom
Taliansku ana Slovensku — unés sa pestuje na vymere
priblizne 250 ha a povolené st dve odrody: “Pyra” a
“Spacinska 1.

V ramci prezentovanej vyskumnej prace boli skimané
moznosti vyuzitia pohanky pri vyrobe chleba s dobrymi
technologickymi a senzorickymi vlastnostami a vplyv
konzumécie takéhoto chleba na zdravotny stav
konzumentov zistovany analyzou krvnych vzoriek
(celkovy antioxidacny stav organizmu, obsah cholesterolu,
triglyceridov a d’al$ich parametrov).

MATERIAL A METODIKA

Na vyrobu chleba, ktory bol nasledne konzumovany
probandmi v ramci klinickej $tadie, bola pouzitd pSeni¢na
muka T 650 a termicky lipané krapy pohanky upravené
(homogenizované) na jemny Srot v mnozstve 30 %, ¢o bol
pridavok odporuceny na zaklade predchadzajucich
vyskumov. Pokusny chlieb bol pripravovany zo zmesi,
pridavku vody podla védznosti muky, soli, sachardzy
a drozdia. Cesto kyslo v kysiarni v stanovenych teplotnych
podmienkach 45 mintt a nasledne boli pokusné bochniky
upecené pri teplote 220 — 230 °C. Pekarsky pokus bol
vykonany bez pouzitia pekarskych zlepSovacich ¢inidiel
alebo enzymovo aktivnych pripravkov. Chlieb bol
vyhodnoteny objektivnymi aj subjektivhymi metodami.
Bol stanoveny objem vyrobku (cm’), klenutie (pomer
medzi vyskou a Sirkou bochnika), merny objem vyrobku
(ecm’.100g™), objemova vydatnost (cm’.100g” muky),
vytaznost’ peciva (%), straty pecenim (%), porovitost
striedky (%) Standardnymi postupmi  a vypoctami
pouzivanymi na rieSitel'skom pracovisku (Muchova et al.
2008), kyslost striedky (mmolkg™") titratne, obsah
hrubého proteinu (N.5,7, %) Kjeldahlovou metédou, obsah
mineralnych latok (%) spalovanim v muflovej peci (t =
900°C + 50°C ) a obsah rutinu (mg.kg") chromatograficky
(koléna Lichrospher 100RP- 18). Posudzované boli
aj senzorické ukazovatele upecenych bochnikov: farba
korky, farba striedky, pruznost’ striedky (0 — 5 bodov,
intenzitnd stupnica), vzhlad povrchu bochnika, vzhlad
striedky, vona, chut’ a celkova prijatel'nost’ (0 - 9 bodov,
hedonické stupnica).

Klinicka §tidia bola zalozend na konzumécii chleba
s pridavkom pohanky 30 % v mmnozstve 200 g denne
skupinou pokusnych o0sob (probandov, n = 33) pocas
Styroch tyzdiov. U pokusnych os6b boli zrealizované tri
vendzne odbery krvi: pred zacatim klinickej Stadie, hned’
po ukonceni klinickej stadie (po 4 tyzdioch konzumacie
chleba) a nasledne po d’alsich 4 tyzdiioch (od ukoncenia
konzumacie chleba). Krvné parametre (celkovy
antioxidacny stav organizmu, cholesterol, triglyceridy, ale
aj Ca, Mg, Fe, kreatinin, urea, chlorid a dalSie) boli
stanovované na analyzatore LISA 200 (Biocode-Hycel).
Udaje boli spracované §tatisticky (ANOVA, Studentov
test, Shapiro-Wilkov test, Kruskal-Wallisov test).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Chlieb pripraveny s pridavkom pohanky 30 % svojimi
technologickymi aj senzorickymi vlastnostami spiial
poziadavky na kvalitny chlieb. Vysledky technologickych
ukazovatel'ov pekarskeho pokusu pre kontrolny chlieb a
chlieb s pridavkom pohanky 30 % st uvedené v tabulke 1

a vysledky chemickych, resp. nutriénych ukazovatel'ov pre
kontrolny chlieb a chlieb s pridavkom pohanky 30 % su
uvedené v tabulke 2.

Hodnoty objemu, merného objemu, a objemovej
vydatnosti chleba s pridavkom pohanky boli sice priblizne
045 % nizsie ako pri kontrolnom chlebe zo pSenicnej
muky bez pridavku pohanky, ale tieto nedostatky boli plne
kompenzované zvysSenou nutricnou hodnotou pokusného
chleba a jeho pozitivnym vplyvom na organizmus.

TabulPka 1: Vysledky technologickych ukazovatel'ov
pokusného pecenia

Viéznost  Objem Merny  Objemova
muky,  vyrobku, objem, vydatnost,
% cm’ em’.100  ¢m’.100 g°
g! ! muky
vyrobku
Kontrolny 70 970 223 323
chlieb
Chlieb 70 530 121 177
s pohankou
30 %

Dalsie parametre, napr. viznost vody a vytaznost pediva,
sa pridavanim pohanky nezmenili, straty pecenim boli
dokonca nizSie. V porovnani s kontrolnym chlebom sa
zvysil podiel hrubého proteinu, ato dost vyrazne, az
o viac ako 16 %, obsah mineralnych latok o viac ako 11 %
a kyslost’ striedky chleba s pohankou vzrastla az o 43,7 %.

Tabulka 2: Vysledky chemickych
ukazovatel'ov pokusného pecenia

(nutri¢nych)

Kyslost ~ Hruby Popol, Rutin,
striedky,  protein, % mg kg
mm?I.kg' % v suSine
Kontrolny 48 11,36 1,26 5,2
chlieb
Chlieb 69 13,21 1,40 39,9
s pohankou 30
%

Pridavok pohéanky zvysil nutriéna hodnotu chleba vd’aka
svojmu vynimocnému zloZeniu. Pre pohanku je Specificky
vysoky obsah vitaminov, predovSetkym skupiny B
(Fabjan et al. 2003), pohanka je doblezitym zdrojom
mikroelementov (Zn, Cu, Mn, Se) a makroelementov (K,
Na, Ca, Mg) (Bonafacia a Fabjan 2003, Stibilj et al.
2004) a jej bielkoviny maju vysokd nutriént kvalitu (Kreft
et al. 1996, Watanabe 1998, Guo a Yao 2006, Christa a
Soral-Smietana  2008) charakterizovani  vysokym
obsahom argininu a lyzinu. Bielkoviny pohénky na rozdiel
od bielkovin psenice, jaCmena araze maju velmi nizky
podiel prolaminov, a tym st vhodné na konzumaciu aj pre
pacientov trpiacich celiakiou. Zaujimavy je aj obsah
vlédkniny a retrogradovaného Skrobu (Skrabanja a Kreft
1998), ktor¢ maju velky protektivny vyznam pred
viacerymi civilizaénymi ochoreniami.

Nutri¢ne bol v chleboch vyznamny aj obsah rutinu a s tym
stivisela antioxidacna aktivita tejto potraviny, ktora bola
niz8ia ako v pohanke, surovine pouzitej pri vyrobe chleba,
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ale vyznamne vysSia ako v Cistom pSenicnom chlebe
(Bojianska et al. 2008, Bojiianska a Fikselova 2009).

V chlebe konzumovanom probandmi bol obsah rutinu
stanoveny na Grovni 39,9 + 0,6 mg.kg™ v susine, o je po
prepoéte na konzumna formu hodnota 21,01 mgkg” a
kedZze denna davka bola 200 g chleba, pokusné osoby
skonzumovali v pohankovom chlebe 4,2 mg rutinu denne.
Rutin je vzhladom na svoje ucinky stcastou viacerych
liekov, napr. ascorutin obsahuje v jednej tabletke 20 mg
rutosidu a kyselinu askorbovtl (100 mg), ktord podporuje
ucinok rutinu. Liek sa pouziva na liecbu zvySenej
lamavosti a priepustnosti krvnych vlasocnic. Z uvedeného
je zrejmé, Zze obsah rutinu v pohanke zo zdravotného
hladiska nie je zanedbatelny. Konzumacia vyrobkov
s obsahom rutinu sa moze uplatiiovat’ pri znizovani LDL
cholesterolu v krvi, ako prevencia aterosklerdzy, na
zvySovanie pevnosti cievnych stien, ako prevencia
krvacania pri diabetickej retinopatii, prevencia srdcovo —
cievnych ochoreni apod. (Dietrych-Szostak a Oleszek
1999, Santos et al. 1999).

Aj po senzorickej stranke bol chlieb s pridavkom pohéanky
30 % povazovany za dobry. Farba korky bola gaStanova,
s primeranou intenzitou, striedka bola tmava a v porovnani
s kontrolou menej pruzna, vona, chut a celkova
prijatelnost’ bola ohodnotena ako primerana. Pri
posudzovani boli zrejmé zaujimavé chutové profily, ktoré
robili vyrobok inym, odliSnym od kontrolného bochnika.
ZvySena kyslost' striedky sa prejavila intenzivnejSou
chutou ajemne kyslou dochutou, ktorda konzumentom
neprekazala. Na zaklade vyhodnotenia dotaznikov, ktoré
probandi na zaver klinickej Stidie spracovali je mozné
skonstatovat, Ze pohankovy chlieb plne nahradil
konzumaciu bezného chleba v dennej diéte pocas celého
Stvortyzdiového obdobia.

Utastnici klinickej $tadie konzumovali denne chlieb
obohateny pohankou, stravovali sa zvy€ajnym sposobom a
nemali S$pecidlne upraveny jedalny listok. Pred prvym
diiom konzumacie im bola odobratd 1. vzorka vendznej
krvi a tato bola pouzita na porovnanie zmien hodnotenych
ukazovatel'ov sposobenych konzumaciou pohanky po dobu
4 tyzdiiov a po dalSich 4 tyzdinoch od ukoncenia
konzumacie.

Z mnohych realizovanych krvnych analyz sme na
prezentaciu v tomto prispevku vybrali parametre, ktoré
kauzalne najvyznamnejsie mali ovplyviovat
kardiovaskularne  ochorenia,  konkrétne = mnozstvo
cholesterolu a triglyceridov v krvi a celkovy antioxidacny
stav organizmu.

Najvyznamnejsie bol dennou konzuméaciou pohankového
chleba ovplyvneny antioxidaény stav organizmu (d’alej
TAS) tak, ako to dokumentuje obrazok 1. Medzi prvym
a druhym odberom krvi, teda po 4 tyzdnoch konzuméacie
pohankového chleba, sa priemerna hodnota TAS zvysila
z 1,14 mmol.dm™ na 1,24 mmol.dm™, o je zvysenie

o takmer 9 %. Zaujimavé vSak bolo vyhodnotenie tretieho
odberu, tj. odberu po 4 tyzdnoch od ukoncenia konzumacie
pohankového chleba, ktoré potvrdilo d’al§ie zvySovanie
TAS ateda vlastnost’ organizmu reagovat’ s oneskorenim.
Na zaklade zisteného predpokladame, Ze nie je mozné
ocakavat’ zmenou stravy okamzité zlepsenie pozadovanych
parametrov charakterizujlicich zdravotny stav organizmu,
na to je treba dlhsi cas, a aj naopak, po ukonceni urcitého
rezimu stravovania jeho pozitivne vplyvy pretrvavaja
dlh$iu dobu. Celkovd zmena hodnét TAS po Osmych
tyzdioch od zaciatku klinickej $tudie bola vel'mi pozitivna,
doslo kzvyseniu TAS zpriemernej hodnoty 1,14
mmol.dm?>, &o je hodnota nizSia ako referencna,
pozadovana pre optimalny stav organizmu (1,3 — 1,77
mmol.dm™), na priemernti hodnotu 1,46 mmol.dm™.
Vel'mi zaujimavé bolo hodnotenie jednotlivych probandov,
resp. skupin probandov. U niektorych bol vzostup TAS
velmi vyznamny, az o 50 %, uniektorych pozvolny
audvoch nebol vzostup zaznamenany vobec, dokonca
sme zistili mierny pokles ich TAS. Probandov sme
rozdelili do skupin podla zvolenych kritérii (veku,
vstupnej hodnoty TAS arezimu konzumécie chleba)
a zistili sme, Ze najvyznamnejsi vzostup TAS po 6smych
tyzdiioch od zaciatku klinickej $tudie bol vo vekovej
skupine od 18 do 34 rokov (takmer o 30 %). Na zaklade
Kruskal-Wallisovho  testu  vysledného  (posledného)
merania na hladine vyznamnosti alfa = 0,1 je mozné tvrdit,
ze vek konzumentov bol faktor, ktory Statisticky vyznamne
ovplyviioval zaverecné hodnoty TAS.

Na konzumaciu pohankového chleba najlepsie reagovala
skupina probandov s nizkou pociatocnou hodnotou TAS, v
ktorej bol zisteny narast priemerne 040 %, co je
v porovnani so skupinou s vysokou pociato¢nou hodnotou
TAS vyrazne viac (u skupiny s vysokou pociatocnou
hodnotou TAS sme zistili narast o 6 %).

Ti probandi, ktori priznali nedodrzanie predpisaného
rezimu  konzumacie chleba (iSlo  predovsetkym
o nedodrzanie mnozstva skonzumovaného pohankového
chleba) mali niz§iu koneéni hodnotu TAS ako ti, ktori
konzumovali celé mnozstvo pohankového chleba
pravidelne (zvysenie o 27 %, resp. 45 %).

Na zéklade vyhodnotenia vysledkov je mozné konstatovat,
ze konzumécia chleba s pridavkom pohdnky vo
vSeobecnosti zvySovala TAS organizmu, pri¢inou ¢oho bol
v najvicsej miere obsah flavonoidov v semendch pohanky.
Podl'a Holasovej et al. (2002) sG vztahy medzi
antioxidacnou aktivitou a obsahom celkovych polyfenolov,
rutinu a tokoferolov v pohanke Statisticky preukazné, sa
vSak aj autori (Oomah a Mazza 1996), ktori zistili len
miernu  zavislost medzi  obsahom  flavonoidov
a antioxidacnou aktivitou v pohanke. Na zaklade naSich
vysledkov mézeme podporit’ nazor o preukaznej zavislosti
konzumacie pohéanky a celkového antioxidacného stavu
organizmu.
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1.2a organizmu, vsetci
probandi (n =33),
priemerné hodnoty

v mmol.dm™

ro¢nik 4

10 1/2010



Potravinarstvo

Pri ostatnych hodnotenych ukazovatel'och sme oc¢akavali v
dosledku pravidelnej konzumacie pohankového chleba
znizenie ich hodndt. Za velmi pozitivne je mozné
povazovat’ znizenie mnozstva triglyceridov v krvi, ¢o je
ziaduce predovsetkym v suvislosti s vyznamom vplyvu
vysokej hladiny triglyceridov na rozvoj
kardiovaskuldrnych ochoreni (Patrick 2007). Statisticky
preukazné bolo toto zniZenie medzi 1. odberom (vstupnym
odberom) a 3. odberom, ktory bol realizovany po 6smych
tyzdnoch od zaciatku konzumécie pohénkového chleba,
resp. Styri tyzdne po jej ukonéeni. Priemerny obsah
triglyceridov na zaciatku Kklinickej S$tadie bol 2.15
mmol.dm® a na jej konci bol 1.78 mmol.dm™, ¢o je
znizenie 0 17 % (zo zdravotného hl'adiska by nemala byt
prekrogena hodnota 2,2 mmol.dm™). Opit’ sa potvrdilo to,
¢o aj vpripade TAS, asice, ze znizovanie mnozstva
triglyceridov  vkrvi pokracovalo aj po ukonceni
konzumacie pohankového chleba a maximalne znizenie
bolo zistené az pri tretom odbere, teda 4 tyzdne po
ukonceni konzumacie. Hodnoty tohto ukazovatela boli pri
jednotlivych probandoch znacne odlisné a pohybovali sa
vrozpiti od 1,21 mmol.dm™® do 6,13 mmol.dm®. Pri
prvom odbere bolo ujedenastich probandov zistené
prekro&enie odporacaného limitu 2,2 mmol.dm™, v jednom
pripade az 2,8 nasobné (priemerna hodnota triglyceridov
uprobandov s nadlimitnymi hodnotami bola 3,04
mmol.dm™). Pri poslednom odbere mali stéle eite siedmi
probandi hodnotu triglyceridov nad 2,2 mmol.dm™
(priemerne 2,79 mmol.dm™), aj unich visak doglo
k znizeniu, aj ked ho eSte nemozno povazovat za
dostato¢né. V dvoch pripadoch bola hodnota triglyceridov
pri tretom odbere vyssia ako pri druhom, nevystipila v§ak
az na uroven vstupnej hodnoty.

Cholesterol je pre na§ organizmus nevyhnutnou zlozkou,
ktoru si telo produkuje samo alebo ho prijima potravou. Pri
jeho nadbytku v krvnom rie€isti dochadza k jeho
prenikaniu do cievnych stien a k vzniku platov, ktoré cievy
postupne  zuzuju  (ateroskler6za).  Cholesterol je
v organizme transportovany vo forme lipoproteinov, a sice
LDL (low density lipoprotein) a HDL (high density
lipoprotein). LDL castice transportuju cholesterol do
tkaniv, kde plni svoju funkciu, ale pokial’ je ich mnozstvo
vkrvi nadmerné, spdsobuji ukladanie cholesterolu
v cievnych stenach (,zly”“ cholesterol). HDL castice
transportuju nadbyto¢ny cholesterol z tkaniv do pecene,
kde sa spracuva na ZI¢ové kyseliny (,,dobry* cholesterol)
(Wats 1990).

Na zéaklade vysledkov krvnych analyz po Stvortyzdiovej
konzumaécie chleba s pohankou nie je mozné urobit’ zaver,
ze mnozstvo celkového cholesterolu u probandov bolo
preukazne nizSie ako pred konzumaciou. K urcitému
znizeniu sice prislo, ale bolo nevyznamné. Z 33 probandov
malo na zaciatku klinickej S$tidie hladinu celkového
cholesterolu vyssiu ako 5,2 mmol.dm™ 24 (takmer 73 %),
¢o povazujeme za velmi nepriaznivy az alarmujici
vysledok. Po  S§tvortyzdiovej konzumdcii  chleba
s pohankou bol pocet ucastnikov klinickej Stadie
s mnozstvom celkového cholesterolu nad 5,2 mmol.dm™
stale velmi vysoky, (21) a o dalsie Styri tyZzdne sa tento
pocet este mierne zvysil (22). Napriek v literatire vel'mi
Casto uvadzanej informacii, Ze konzumdacia pohanky
priaznivo vplyva na zniZovanie cholesterolu v krvi, my

s uvedenym tvrdenim nemézeme sthlasit’, pretoze u nasich
probandov napriek pravidelnej konzumacii pohanky
k ziaducemu efektu nedoSlo. Rovnaké wvysledky, teda
nepreukazné zmeny, sme zistili aj pri hodnotaich LDL
a HDL (tabul’ka 3).

Tabulka 3
Ukazovatel’, 1. odber II. odber III. odber
mmol.dm” (priemer) (priemer) (priemer)
Celkovy 5,96 5,87 5,78
cholesterol
HDL 1,27 1,18 1,17
LDL 3,47 3,43 3,36

Opédt’ sme pouzili aj kritéria veku probandov a rezimu
konzumacie chleba, ale ani pri tychto vysledkoch neboli
hodnoty  preukazné. Najvacsi pokles celkového
cholesterolu bol zisteny v skupine najmladsich probandov
(18 - 34 rokov), kedy klesla hodnota z priemerne 5,46
mmol.dm™ na 5,20 mmol.dm™ , ale o dalsie 4 tyzdne uz
opit’ stupla na 5,37 mmol.dm™ . U probandov vo vekovej
kategorii od 35 do 54 rokov dokonca doslo po 4 tyzdnoch
k miernemu narastu celkového cholesterolu, ale o d’alSie 4
tyzdne sa hodnota vratil na uroven vstupnej. U najstarSich
probandov (55 — 75 rokov) mnozstvo celkového
cholesterolu klesalo s kazdym dalsim odberom (6,9
mmol.dm™ - 6,87 mmol.dm™ — 6,64 mmol.dm?), ale
hodnoty boli stale vysoko nad limit.

Ti, ktori skonzumovali denne stanovenych 200 g chleba
mali vyraznejsi pokles celkového cholesterolu ako ti, ktori
davkovanie presne nedodrzali, ale ani v jednej skupine
neboli vysledky uspokojivé.

ZAVER

Na zéklade vysledkov zistenych v ramci klinickej Stadie
zalozenej na dennej konzumacii 200 g chleba s pridavkom
pohdnky 30 %, c¢o je mnozstvo akceptovatelné
z technologického aj senzorického hladiska, je mozné
takyto chlieb povazovat za potravinu kazdodennej
spotreby s pozitivnymi u¢inkami na zdravie a jednoznacne
ho odporucit. NajvyznamnejSie sa jeho konzumacia
prejavila na zvySeni celkového antioxidacného stavu
organizmu ucastnikov klinickej Stddie, ktoré bolo
Statisticky preukazné. Vyznamné bolo aj zniZenie obsahu
triglyceridov v krvi, na znizenie obsahu celkového
cholesterolu aLDL cholesterolu Stvortyzdiova
konzumacia chleba s pridavkom pohanky 30 % vsak
nebola dostatocna a ocakévané preukazné znizenie hladiny
cholesterolu v krvi nebolo zistené.
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ZHODNOTENIE VYBRANYCH BIOCHEMICKYCH UKAZOVATELOV MLIEKA

DOJNIC A ICH KORELACIE

EVALUATION OF SELECTED BIOCHEMICAL MILK PARAMETERS OF DAIRY

COWS AND THEIR CORRELATIONS

Terézia Filipejova, Jaroslay Kovacik, Marcela Capcarova, Adriana Kolesarova, Katarina

Kirchnerova, Viadimir Foltys

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate selected biochemical parameters in milk and their correlations. Ten dairy cows from
chosen agricultural farms were divided into two groups. 1. group: 3-4 weeks after calving (the beginning of lactation), II.
group: 3-4 months after calving (the middle of lactation). Concentrations of some biochemical parameters: fats, proteins,
lactose, solids, Somatic Cell Count, urea, freezing point of milk and rennetability in milk were analyzed. In this study, high
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positive significant correlation has been detected between fats-solids (r = 0.96), fats-SCC (r = 0.88), proteins-solids (r =
0.67), solids-SCC (r = 0.82), REN-urea (r = 0.76), high negative correlation between solids-urea (r = -0.75), SCC-urea (r = -
0.77) at the beginning of lactation. Moreover, high positive significant correlations has been found between fats-solids (r =
0.99), fats-urea (r = 0.96), fats-REN (r = 0.82), proteins-SCC (r = 0.99), solids-urea (r = 0.92), solids—REN (r = 0.75), urea-
REN (r = 0.95), and high negative correlation between proteins-lactose (r = -0.87) and SCC-lactose (r = -0.84) in the middle
lactation. In conclusion, we found some positive and negative high and middle significant correlations between parameters
of milk at the beginning of lactation and in the middle of lactation.

Keywords: biochemical parameter; metabolic disorder; milk quality; correlation

INTRODUCTION

Quality of cow milk and its composition is influenced by
several factors. One of the important exogenous factors is
nutrition of dairy cows. According to many authors (Kirst
and Jakobi, 2002; Kirchnerova, 2002; Kolosta, 2001;
Kovacik, 1999), exactly nutrition can influence the
production and quality of milk. It is known that qualitative
nutrition is necessary for maintenance of adequate
performance in high-yielding dairy cows rearing. As it was
published, some deficiencies in nutrition and inadequate
technological facilities may lead to depression in milk
production (Kirchnerova, 2002; Hanu$§ et al., 2002;
Kovacik, 1999). Deficiencies in dairy cows nutrition have
effect on many biochemical and physiological processes.
Disturbed relationship between metabolic capacity of
animals dedicated to production and metabolic disorders
can appear as a consequence of nutrition insufficiency
(Kovacik, 1999). However, from the economic point of
view the most serious disorder of high — yielding dairy
cows presents acid-base unbalance related to energy
metabolism (Kirst and Jakobi, 2002).

The objective of this study was to evaluate selected
biochemical parameters, their correlations and to examine
the influence of metabolic disorders of dairy cows on
composition and quality of milk.

MATERIAL AND METHODS

Ten dairy cows from selected agricultural farm — Ostrov
near Piestany were divided into three groups: group I: 3-4
weeks after calving (the beginning of lactation), group II:
3-4 months after calving (the middle of lactation). Samples
of milk were cooled down until 6 °C was reached. Milk
samples were collected by hand milking in early. Samples
were kept at the same temperature during the
determination of milk quality parameters: Determination
of milk fat, proteins and lactose conten (ISO 9622:1999,
infrared analyzer Milkoscan FT 120 fi FOSS Electric )
Somatic Cell Counts (Fossomatic device), urea
(photocolorimetric device with Ehrlich's reagent, 530 nm
wavelength), rennetability (time the precipitation of milk
at 35 © C after the addition of rennet Fromase220 TL fi
GIST - BROCADES), freezing point (cryoskopic
thermistor device Cryostar fi. Funke Gerber, ISO
5764:2002 Milk — Determination of freezing point).
Significant differences between groups of dairy cows were
evaluated by t — test with using programme SAS.
Differences between the groups at p<0.01 were considered
as significant. In this study correlation of milk biochemical
parameters in cows using correlation analyses were
analysed.

RESULTS AND DISCUSSION

The milk yields of cows occur as the result of combined
effects of genotype and environmental condition. Milk
yield is generally standardized as milk produced in a 305
day, mature age and milking frequency (Cilek and Tekin,
2006). Milk yield is increased until first 55 days during
lactation, gets to peak and mount of milk produced daily
decreases until the end of lactation (Cilek and Kaygisiz,
2008). This general trend of the curve formed by amount
of test day milk yield during the lactation is also called
lactation curve. Cows that are fat or over conditioned at
calving may be at risk for lower yield and increased
reproductive and health problems (Gearhart et al., 1990).

Correlations between the concentrations of biochemical
parameters in milk in dairy cows at the beginning of
lactation, in the middle of lactation are recorded in Tables
1-2. Studies on influences of the milk yield increase on
cow’s health status and milk quality becoming more and
more important (Sawa and Piwczynski, 2002; Ayadi et
al., 2003; Remond et al., 2004; Junqueir, et al., 2005).
Dairy cattle, like most lactating mammals, are usually in
negative energy balance in the first few weeks of lactation
(Nielsen, 1999). High yielding dairy cows express more
severe prolonged negative energy balance, which results in
greater biological stress (Berry et al., 2002). This stress
may impact upon the reproduction and immune systems
leading to fertility and health problems during and beyond
the negative energy balance period. However, it is possible
only for a limited number of milk indicators, such as the
milk yield, fat, protein, lactose and urea contents and
somatic cell counts. The milk yield is an important
economic and health factor closely connected with the
health status of dairy cows, their reproduction
performance, longevity and milk composition and
properties (Jani et al., 2007). As it is shown in Table 1,
correlation analysis detected some positive high
correlation between fats-solids (r = 0.96), fats-SCC (r =
0.88), proteins-solids (r = 0.67), solids-SCC (r = 0.82),
REN-urea (r = 0.76), and middle positive correlation has
been found between fats-proteins (r = 0.47) and FP-
proteins (r = 0.62). According to Pavic, et al. (2002)
significant correlations were established between total
solids and fat content (r = 0.96), protein (r = 0.70), lactose
(r =-0.31) and the freezing point of milk (r = 0.31). It is
also known, that the high yielding dairy cow requires a
great amount of glucose mainly to synthesize lactose, and
for the synthesis of milk fat and to maintain the nervous
system as well (Téth and Schmidt, 2004). Negative high
correlation has been detected between solids-urea (r = -
0.75) and SCC-urea (r = -0.77). Negative middle
significant correlation has been found between fats-urea (r
=-0.64), fats-REN (r = -0.48), proteins-lactose (r = -0.66),
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proteins-urea (r = -0.41), solids-REN (r = -0.55), SCC-
REN (r =-0.44), FP-urea (r = -0.38).

Positive high correlations (Table 2) has been found
between fats-solids (r = 0.99), fats-urea (r = 0.96), fats-
REN (r = 0.82), proteins-SCC (r = 0.99) (p <0.01), solids-
urea (r = 0.92), solids—REN (r = 0.75), urea-REN (r =
0.95). Phenotypic correlations among all constituents (fat,
protein, lactose, ash, total solids solids-not-fat and casein
percentages) were positive, ranging from 0.28 to 0.97
(Rosami; et al., 2002). Middle correlation has been
detected between fats-SCC (r = 0.36), fats-FP (r = 0.64),
proteins-solids (r = 0.37), proteins-urea (r = 0.43),
proteins-REN (r = 0.52), solids-SCC (r = 0.41), solids-FP
(r =0.61), SCC-urea (r = 0.45), SCC-REN (r = 0.53). A
microbial infection of the mammary gland causes a rapid
increase in the somatic cell count (SCC) in milk, and
therefore SCC has been used as an indirect measure of
udder health. (Koivulas et al., 2004).

Negative high correlation has been detected between
proteins-lactose (r = -0.87) and SCC-lactose (r = -0.84).
Strong correlations between lactose yield and protein yield
and milk volume (r = 0.92 and r = 0.98 respectively) have
been reported in cattle (Miglior et al., €2007). Negative
middle correlation has been found only between lactose-
REN (r = -0.53). Lactose, the major carbohydrate of milk,
controls milk volume by maintaining its osmolarity.
Therefore, the rate of lactose synthesis in the epithelial
cells of the mammary gland serves as a major factor
influencing milk volume (Cant et al., 2002; Zhao and
Keating, 2007). The higher lactose production is
accompanied by higher milk volume production, higher
protein and other solids (except fat) secretion into the milk
to leave protein and total solid content and milk
concentration almost unchanged. Therefore, although milk

yield is increased, concentration of its constituents is
decreased (Shahbazkia, 2009).

CONCLUSION

In conclusion, we found some positive and negative high
and middle correlations between some parameters of milk
at the beginning of lactation and in the middle of lactation.
In this study, positive high correlation between fats-solids
(r = 0.96), fats-SCC (r = 0.88), proteins-solids (r = 0.67),
solids-SCC (r = 0.82), REN-urea (r = 0.76), but also
middle correlation between fats-proteins (r = 0.47) and FP-
proteins (r = 0.62) has been found at the beginning of
lactation. Negative high correlation has been detected
between solids-urea (r = -0.75) and SCC-urea (r = -0.77).
Negative middle correlation has been found between fats-
urea (r = -0.64), fats-REN (r = -0.48), proteins-lactose (r =
-0.66), proteins-urea (r = -0.41), solids-REN (r = -0.55),
SCC-REN (r =0.44), FP-urea (r = -0.38). Moreover, in the
middle of lactation, positive significant proteins-SCC (r =
0.99) (p <0.01) were found, but also high correlations
between fats-solids(r = 0.99), fats-urea (r = 0.96), fats-
REN (r = 0.82), solids-urea (r = 0.92), solids—REN (r =
0.75), urea-REN (r = 0.95) were detected. Middle
correlation has been detected between fats-SCC (r = 0.36),
fats-FP (r = 0.64), proteins-solids (r = 0.37), proteins-urea
(r = 0.43), proteins-REN (r = 0.52), solids-SCC (r = 0.41),
solids-FP (r = 0.61), SCC-urea (r = 0.45), SCC-REN (r =
0.53). On the other hand, negative high correlation has
been detected between proteins-lactose (r = -0.87) and
SCC-lactose (r = -0.84). Negative middle correlation has
been found only between lactose-REN (r = -0.53).
Obtained results could serve to better understanding of
biochemical processes in dairy cows for estimating their
physiological status.

Table 1: Correlations between the concentrations of milk biochemical parameters in dairy cows at the beginning of

lactation

FATS PROTEINS LACTOSE SOLIDS SSC UREA FP REN
FATS 1 0.47 -0.23 0.96 0.88 -0.64 -0.16 -0.48
PROTEINS 1 -0.66 0.67 0.17 -0.41 0.62 -0.29
LACTOSE 1 -0.27 0.25 -0.31 -0.02 -0.1
SOLIDS 1 0.82 -0.75 0.12 -0.55
SSC 1 -0.77 -0.12 -0.44
UREA 1 -0.38 0.76
FP 1 -0.08
REN 1

SCC - Somatic Cell counts, FP — freezing point, REN — rennetability

Table 2: Correlations between the concentrations of milk biochemical parameters in dairy cows in the middle of lactation

FATS PROTEINS LACTOSE SOLIDS SSC UREA FP REN
FATS 1 0.32 -0.07 0.99 0.36 0.96 0.64 0.82
PROTEINS 1 -0.87 0.37 0.99** 0.43 0.33 0.52
LACTOSE 1 -0.06 -0.84 -0.3 -0.27 -0.53
SOLIDS 1 0.41 0.92 0.61 0.75
SSC 1 0.45 0.25 0.53
UREA 1 0.74 0.95
FP 1 0.7
REN 1

SCC - Somatic Cell counts, FP — freezing point, REN — rennetability, **p <0.01
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PEKARSKA KVALITA A REOLOGICKE VLASTNOSTI JACMENNO-

PSENICNYCH MUK

BREADMAKING QUALITY AND RHEOLOGICAL PROPERTIES OF BARLEY-

WHEAT FLOURS

Soria Gavurnikovd, Cubomir Mendel, Michaela Havrlentova, Katarina Zirkelbachova, Magdaléna

Bielikova, Katarina Bojrianska

ABSTRACT

The aim of this work was to study the effect of barley flour addition at 5, 10, 15, 20, 25 and 30 % levels to wheat flour on
breadmaking quality and also to determine the optimal portion of barley flour for consumer acceptability. The study
involves determination of protein content, starch content and total dietary fibre content in wheat flour and one barley

genotype (KM 2283, Hordeum distichon subsp. nudum). Effect of barley flour on the flour properties,

rheological

properties of dough by farinograph, the quality of final products and their sensory evaluation was determined. Barley has
higher nutritional value especially in total dietary fibre content compared to wheat. Addition of up to 20 % barley flour to
wheat flour is acceptable for technological quality, rheological properties of dough and final products in overall flavour and
appearance and texture for consumers. Bread and flour with addition of barley flour at 5 % level was comparable to wheat

flour and wheat bread for all determined quality parameters.

Keywords: barley, wheat, breadmaking quality, rheology of dough, dietary fibre

UVOoD

V poslednych rokoch su skimané obilniny vzhl'adom na
ich potencionalne pouzitie vo vyvoji funkénych potravin.
Obilniny su pestované na viac ako 73 % celkovej svetovej
pestovatel'skej plochy. Mozné aplikacie obilnin alebo ich

zloziek do funkénych potravin predstavuju
fermentovatelné substraty pre rast probiotickych
organizmov,  zvlast  laktobacilly  a bifidobaktérie;

potravinova vlakninu propagujicu niekolko priaznivych
fyziologickych tucinkov; prebiotika, nakolko obsahuju
$pecifické nestravitelné uhl'ohydraty; uzatvorené materialy
pre probiotikd, ktoré st ur€ené na zlepSenie ich stability
(Charalampopoulos et al., 2002).

Ja¢men (Hordeum vulgare vulgare L1.) ja dolezitou
obilninou a radi sa podla mnozstva produkcie na desiate
miesto vo svete medzi vSetkymi pestovanymi plodinami za
plodiny ako st napr. kukurica, pSenica, ryza, sdja,
zemiaky, cukrova repa (FAO, 2007). V sucasnosti okolo
dvoch tretin urody ja¢émena sa vyuziva na kfmenie, jedna
tretina v sladovnictve aokolo 2 % v potravinarstve
(Newman, Newman, 2006). V potravinarstve sa
zjaCmennych produktov najviac konzumuji jacmenné
krupy, ale vyuziva sa aj jamennd milka, ktord méoze byt
zapracovana do pSeni¢nych produktov vratane chleba,
kolaCov, susienok, rezancov aextrudovanych snack
vyrobkov (Newman, Newman, 1991). Zvysujuca
konzumécia  produktov  obsahujucich jacmen je
zaznamenana hlavne kvoli obsahu zdraviu prospesnych
bioaktivnych zloziek. Jatmen je najviac znamy pre jeho
vysoké mnozstvo potravinovej vlakniny  (zvlast
betaglukanu) a fenolytickych zloziek, ¢asto uvadzanych
ako antioxidanty (Manach et al., 2004, Holtekjolen et al.,
2008).

Trendy SirSieho vyuzivania obilnin v l'udskej vyZive
stvisia predovsetkym so snahou zvysit’ spotrebu vlakniny,
atym podporit’ jeden z faktorov zohravajucich doélezita

ulohu v boji proti niektorym, tzv. civilizaénym chorobam
(Prugar, Hraska, 1989).

Podrla udajov o spotrebe potravin je konzumacia vlakniny
vo vyspelych krajinach sveta nizka a pohybuje sa pod
dolnou hranicou odporucenej davky. Podla Chudikovej
(TASR, 2006) zUradu verejného zdravotnictva
Slovenskej Republiky jej Slovaci na deil prijmu iba 10-12
g, ¢o je len 47 % odporucanej davky. Svetova
zdravotnicka organizacia (WHO) odporica denny prijem
celkovej potravinovej vlakniny 27-40 g (Guillon et al.,
2000). Za zdravotne unosné maximum sa povazuje 50-60
g potravinovej vlakniny denne (Kovacikova et al. 2003).
Potravinova vlaknina ma aspofi jednu z nasledujicich
vlastnosti: podporuje tvorbu stolice, stimuluje fermentaciu
v hrubom creve, znizuje hladinu cholesterolu v sére,
znizuje hladinu glukozy a inzulinu v sére (Miko et al.,
1996).

Okrem priaznivého preventivneho vplyvu na vznik a
priebeh chorob traviaceho traktu, akymi st rakovina
hrubého ¢reva a konecnika, chronicky zépal hrubého
¢reva, prip. ochorenia zI¢nika, ma vlaknina vel'ky vyznam
v prevencii a terapii diabetes mellitus 2. typu, obezity,
srdcovo-cievnych chorob a podobne (Champ et al., 2003).
Zvysenie prijmu vlakniny je velkd anarocna vyzva do
budicnosti. Potravinovy priemysel by mal produkovat
vysoko-vlakninové  vyrobky s vysoko-vlakninovymi
prisadami, ktoré by sa vyznacovali lepSou chutou
a lakavejsim vzhl'adom (Tungland, Meyer, 2002).
Pridavok vlakniny do vyrobkov je dolezity a dnes ma dve
priciny, a to: zvysit’ prijem vldkniny do organizmu a znizit
kalorické zatazenie pekarenskych produktov (Stauffer,
2001, Gomez, 1997).

Chlieb je hlavnou potravinou, apreto v principe je
idedlnym vyrobkom, aby sa viniom zvySil obsah
potravinovej vlakniny (Trough, 2005).

Cielom naSej prace bolo zistit' vplyv jaémena nahého na
pekarsku kvalitu pSeni¢nej muky v réznom percentualnom
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zastpeni a stanovit’ optimalny hmotnostny pomer muk pri
zachovani vyhovujicej pekarskej kvality a senzorickych
vlastnosti pekarskych vyrobkov.

MATERIAL A METODY

Na analyzy bola pouzitd hladkd muka Special zo pSenice
letnej (Triticum aestivum L.) zabezpecCena z trnavského
mlyna firmy PENAM as. azrno ja¢mena nahého
(Hordeum distichon subsp. Nudum L. ) genotyp KM 2283.
Priprava vzorky

Ja¢men nahy bol zoSrotovany na laboratérnom Srotovniku
Laboratory Mill 3100 (Perten Instruments, Svédsko) na
celozrnni muku.

V pseni¢nej muke a v pSeni¢no-jaémennych mukach boli
vykonané a stanovované:

Chemicke analyzy
Na analyzatore (CNS 2000, LECO Corp., USA) bol
stanoveny  obsah  dusika Dumasovou  metédou

a prepocitany bol faktorom 5,7 pre pSenicu a 6,25 pre
zmesi muk, &m sme dostali obsah bielkovin. Skrob bol
stanoveny polarimetricky metédou podl'a Ewersa STN 46
1011-37 (polarimeter T 3001 RS, Griss). Celkova
potravinova vldknina bola stanovend enzymaticky
a pouzitim kitu ,, Total dietary fibre assay kit (Megazyme
International Ireland).

Viastnosti muky

Obsah popola bol stanoveny podl'a STN ISO 2171 (2006).
Mokry lepok a napuciavanie lepku boli stanovované podl'a
STN ISO 5531 (1994) na Sestmiestnom vypieraci lepku,
sedimentacny index, Zelenyho test podl'a STN ISO 5529
(2000), cislo poklesu bolo stanovované podla STN ISO
3093 (20006).

Viastnosti cesta

Utinky vlakniny na reoldgiu cesta po¢as miesenia boli
stanovované pomocou farinografu (Brabender, Duisburg,
Nemecko), podl'a metdody ICC Standard No. 115/1 (1992).
Hodnotili sme véaznost' vody, ¢o je potrebné mnozstvo
vody, ktoré je treba pridat, aby sme dosiahli hodnotu
konzistencie 500 Brabenderovych jednotiek (BJ), vyvin
cesta, stabilitu cesta, miknutie cesta (ICC), farinografické
¢islo kvality.

Pekarensky test

Pekarensky test pozostaval zo zékladnej receptury: 500 g
pSeni¢nej muky, 25 g kvasnic, 5 g cukru, 7,5 g soli, 5 g
bravCovej masti a mnozstva vody zistenej na farinografe.
Psenicna muika bola nahradend jaémennou mukou
v podiele 5, 10, 15, 20, 25 alebo 30 %. Ako kontrola bola
pouzita vzorka bez pridania ja¢mennej muky.

Hodnotenie kvality chleba

Kvalitativne parametre chleba zahfnali: hmotnost
bochnikov po upeceni a Specificky objem bochnika na 100
g vyrobku. Senzorické hodnotenie bochnikov bolo
vykonané 4 hodiny a 24 hodin po upeceni. V hedonickom
5 bodovom systéme bol sedemclennou komisiou
zhodnoteny objem bochnika, tvar bochnika, korka (farba,
hrubka, tvrdost), striedka (farba, tvrdost, velkost a
pravidelnost’ pérov, lepivost’), vona a chut’ bochnikov.
Statistické zhodnotenie

Vysledky boli statisticky vyhodnotené jednofaktorovou
analyzou rozptylu mnohonasobné porovnanie skupin bolo
hodnotené Tukeyovym testom (SPSS 13.0).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pred vykonanymi pekarskymi testami bol analyzovany
vychodiskovy rastlinny material na obsah nutriénych
zloziek (tabulka 1). Muka z ja¢mena nahého vykazovala
vys$$iu nutriéni hodnotu v porovnani so pSeni¢énou mukou
ato vo vSetkych nami sledovanych parametroch. Vyrazne
vykazovala vyssie hodnoty v obsahu celkovej potravinovej
vldkniny. Oproti pSeni¢nej muike, ktora mala obsah
celkovej potravinovej vlakniny 3,8 %, jacmennd muka
obsahovala az takmer 15 % celkovej potravinovej
vlakniny.

Tabulka 1: Priemerné zastlipenie obsahovych latok
v pouZitych rastlinnych materialoch

Rastlinny Bielkoviny | Skrob Celkova

material [%] [%] potravinova
vléknina [%]

Zékladna 13,8 58,2 3.8

pSeni¢na

muka
Jaémen nahy 14,3 65,4 14,96
KM 2283

Vplyv miky z jacmena na viastnosti pSenic¢nej muiky
Tabulka 2 sumarizuje vplyv muky z ja¢mena nahého
v roznom percentudlnom zastipeni (5, 10, 15, 20, 25, 30)
na kvalitativne parametre pSeninej muky. Ziskané
vysledky nam ukazuju, ze vo vzorkach vo vSetkych
pripadoch sa zvysil obsah popola oproti kontrolnej vzorke.
Zastupenie 5 % jaémennej muky nemalo Statisticky
vyznamny vplyv na obsah popola. Obsah mokrého lepku
sa po pridani jacmennej muky znizoval a takisto aj
napucavost’ lepku Statisticky vyznamne klesala, ale az po
pridani 15 % jacmennej muky. Vo vzorke s pridavkom 5
% jaémennej muky bola naptcavost’ vyssia (20 cm’) a pri
zastipeni jaémennej muky 10 % bola totozna s kontrolnou
vzorkou. Hodnoty sedimentatného indexu sa so
zvySujucim  podielom ja¢mennej muky Statisticky
vyznamne znizovali, iba v podiele 5 % ja¢mennej muky sa
taito  hodnota nemenila. Velmi nizke hodnoty
sedimentacného indexu boli zaznamenané pri 25 a 30 %
podiele jaémennej muiky, kedy tieto muiky nedosiahli
minimalnu pozadovani hodnotu 22 c¢m’, & je hodnota
dana STN pre potravinarsku psenicu. Cislo poklesu, ktoré
je ukazovatelom enzymatickej aktivity, sa pohybovalo v
rozmedzi 227 s az 262 s. Kontrolna vzorka mala hodnotu
236 s. Hodnoty cisla poklesu sa pri pridani jacmennej
muky mierne znizovali, ale iba pri pridavkoch do 15 %.
Statisticky vyznamne rozdiely boli zaznamenané aZ po
pridani 20 % jacmennej muky, kedy sa so zvySujicim
podielom jaémennej muky hodnoty cisla poklesu
zvySovali.

Vplyv muky z jacmena na reologické vlastnosti pSenicného
cesta

Farinografické vlastnosti pSeni¢nej muky su silne
ovplyvilované obsahom bielkovin a ich kvalitou (Khatkar
et al., 1996, Skendi et al., 2009). Nameran¢ farinografické
ukazovatele zobrazuje tabulka 3. Hodnoty véznosti vody
sa oproti kontrolnej vzorke (56,2 %) zvySovali s
narastajucim podielom jaémennej miky a ich hodnoty sa
pohybovali od 58,6 do 62,1 %. Izydorczynk et al. (2005)
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vo svojej praci uvadzaju, ze po pridani na vlédkninu
bohatych frakcii ziskanych z nahého jaémena do rezancov,
sa zvySila vdznost’ vody atmava farba cesta. Pridavky

odzrkadlilo na farinografickom ¢isle kvality, vyrazne sa
zvysilo oproti kontrole pri 10, 15, 20, 25 a 30 % podiele
jaémennej muky. Zastupenie 5 % ja¢mennej miky vel'mi

jacmennej muky od 10 % vo vyraznej miere zvySovali priebeh farinografickej krivky neovplyvnilo.
stabilitu cesta, hodnoty méknutia cesta sa znizovali, ¢o sa
Tabulka 2: Kvalitativne parametre pSenicnej muky s pridavkom jaémennej muky
Popol Mokry lepok Napucavost’ Sedimentacny Cislo poklesu
[%] [%] lepku index [s]
[em’] [cm’]
Kontrola (zédkladna muika) 0,52 a 31,2a 15a 29 a 236 ab
5% KM 2283 0,54 a 30,7b 20b 29 a 227 a
10 % KM 2283 0,64 b 29,5¢ 16 a 26 b 231b
15% KM 2283 0,69 ¢ 28,5d 13¢ 24 ¢ 246 b
20 % KM 2283 0,79d 28,7d 12,5¢d 22d 252 cd
25 % KM 2283 0,85¢ 26,3 e 11,5d 20,5eb 251 cd
30 % KM 2283 093 f 24,5 f 10e 18 f 262d

Hodnoty s rozdielnymi pismenami st Statisticky vyznamné (P[10,05) vyhodnotené Tukeyovym testom (priemerné hodnoty

dvoch meranf)

Tabul’ka 3: Reologické vlastnosti pSeni¢no-ja¢menného cesta merané farinografom

Viznost Vyvin cesta Stabilita cesta Maiknutie cesta Farinografické
vody [%] [min] [min] podla ICC [BJ] Cislo kvality
Kontrola (zéakladna muka) 56,2 1,7 2.7 82 34
5% KM 2283 58,6 1,7 3,2 73 45
10 % KM 2283 59,2 2,2 8,3 57 103
15% KM 2283 60,1 1,5 7,7 63 93
20 % KM 2283 60,9 1,7 8,0 60 99
25% KM 2283 61,9 1,9 8,4 57 105
30% KM 2283 62,1 2,7 8.3 53 112

Vplyv miky z jacmena na hodnotenie kvality chleba
Jaémennou mukou obohatené chleby vykazovali vysSiu
hmotnost’” oproti pSenicnému chlebu (tabulka 4).
Statisticky vyznamny rozdiel sa prejavil pri podiele 15-30
% jaémennej miky. Specificky objem bochnika bol
naopak niz§i oproti pSenicnému chlebu, so zvySujicim
podielom jac¢mennej muky sa objem bochnika znizoval,
avsak Statisticky vyznamné rozdiely sme zaznamenali az
pri podiele 20-30 % ja¢mennej muky (tabul’ka 4).

Pri nahradeni zakladnej pSenicnej muky 40 % muky
z nahého ja¢mena sa znizil objem takéhoto chleba na 68 %
objemu chleba vyrobené¢ho zo psSeni¢nej muky (Trogh,
2004). Chlieb pripraveny zo zmesi zakladnej pSeni¢nej
muky s pridavkom ja¢mennej muky sa vyznacuje dobrymi
senzorickymi  vlastnostami, predovsetkym  chutou,

chrumkavou korkou, a vSak suchSou, drobivou striedkou,
pri vy$Som pridavku vytvara tvrdSiu hutnejsiu nedotatocne
porovitu striedku. V naSej praci s narastom pridavkov
muky zjaémena sme nezaznamenali efekt tmavnutia
korky a striedky, na druhej strane vSak autori Dhingra
a Jood, (2004), Swanson a Penfield, (1988), Baik
a Ullrich, (2008) vo svojich pracach uvadzaju, ze pSeni¢ny
chlieb s pridanou ja¢mennou mukou v podiele 15-20 % bol
akceptovatelny v chuti avoni, vzhlade a textare, ale
zvySujici pomer jaémennej muky zapriCinil znizenie
objemu bochnika, matni hneddi farbu atvrdd textaru
striedky. Ereifej et al. (2006) vyhlasuje, ze pSeniny
chlieb Balady s obsahom 15-30 % ja¢mennej muky bol
akceptovatelny, ale sa stal tvrd$im, tmavSim a mal
nerovnomerny tvar.

Tabul’ka 4: Parametre upecenych pSeni¢no-ja¢émennych bochnikov

Hmotnost’ bochnikov po upeceni Specificky objem bochnika
[2] [cm’/100g]
Kontrola (zédkladna muika) 180,2 a 319a
5% KM 2283 180,9 a 302 ab
10 % KM 2283 181,2a 304 ab
15% KM 2283 184,0b 291 ab
20 % KM 2283 184,6 b 271 be
25 % KM 2283 187,5¢ 240 cd
30 % KM 2283 188,9d 224d

Hodnoty s rozdielnymi pismenami st Statisticky vyznamné (P[10,05) vyhodnotené Tukeyovym testom (priemerné hodnoty

dvoch meranti).
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ZAVER

Jatmen nahy sa vyznacuje priaznivym nutriénym
zlozenim, v porovnani so pSenicou letnou ma vysSiu
nutricnt hodnotu hlavne v obsahu celkovej potravinovej
vlakniny. Na zadklade nami ziskanych vysledkov
nepriamych a priamych ukazovatel'ov pekarskej kvality -
kvalitativnych parametrov muiky, reologickych vlastnosti
cesta  afyzikdlnych  parametrov  chleba  mozno
z technologického hl'adiska za najprijatel'nejSie povazovat
zmesi do 20 % pridavku muky z jacmena nahého. Chleby
s5 % zastGpenim jacmennej muky sa vo vsSetkych
sledovanych kvalitativnych parametroch vyznacovali
rovnakymi vlastnostami ako chleby z pSeni¢nej muky.
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NUTRICNA A TECHNOLOGICKA KVALITA FAREBNYCH GENOTYPOV
PSENICE LETNEJ FORMY OZIMNEJ (TRIT/ICUM AESTIVUML.)

NUTRITIVE AND TECHNOLOGICAL QUALITY OF COLURED BREAD WHEAT
GENOTYPES (TRITICUM AESTIVUM L.)

Milan Chiiapek, Zdenka Galova, Marian Tomka, Lubomir Riickschloss

ABSTRACT

Bread wheat is one of the most important cereals for human nutrition. Genotypes of bread wheat with unusual colour of
grain is characterized by presence of phenolic compounds that have antioxidative properties. The main goal of this work
was to compare the technological and nutritive quality of coloured bread wheat genotypes with traditional cultivars.
Obtained results show that coloured bread wheat genotypes are similar with common bread wheat cultivars so far as the
contents of total protein (11.82%), cytoplasmatic protein (25.41%) and coefficient of nutritive quality (76.15%) are
concerned. Analysis of high molecular weight glutenin subunits (HMW-GS) by SDS-PAGE and Glu-score calculation
showed the high technological quality of 9 out of 14 lines of coloured bread wheat. HMW-GS were also determined for the
Slovak wheat cultivars (20, 7, 14+15). Coloured bread wheat genotypes can be used as the donors for higher technological

quality as well as the source of bioactive components in breeding programmes.

Keywords: coloured bread wheat, technological quality, SDS-PAGE

UVOD

Poziadavky na diverzifikaciu vyZivy populacie sa
premietaji aj do inovacii v potravinarskom priemysle
avedid krozvoju najroznejSich druhov technologii
auplatneni novych surovin. Nedavne vyskumy
zaoberajice sa sledovanim zloZenia zrna netradine
sfarbenych  genotypov  pSenice potvrdili  zvySenu
pritomnost’ biologicky aktivnych latok patriacich do
skupiny fenolickych zlicenin (Collins 1989; Heim et al.,
2002; Martinek et al., 2006; Pennington et al. 2002).
Vyskum, ktory viedli Dykes a Rooney (2007) potvrdil, Zze
konzumacia celého zrma pomaha znizovat riziko
kardiovaskularnych chordb, ischemické poruchy, diabetes
II typu, poruchy metabolizmu a rakovinu hrubého creva,
nakol'ko okrem vlakniny obsahuje aj vitaminy, mineralne
latky a fenolické zlozky ako st fenolové kyseliny,
kondenzované taniny, kumariny a flavonoidy, ku ktorym
sa zarad’uju aj antokyany.

Bolo dokazané, ze fenolické latky obsiahnuté v rastline
ovplyvituju jej vzhlad, chut, vonu,vyznacuju sa
antioxidacnymi vlastnostami a sltizia ako prevencia voci
civilizaénym ochoreniam (Rhodes et al., 1997; Harborne
et al., 2000; Naczk et al., 2004)).

Antokyany su zlozky flavonoidov rozpustné vo vode, ktoré
davaji  zrnu charakteristické modré, cervené alebo
purpurové zafarbenie. Lokalizované st hlavne v perikarpe
(Cervené a purpurové genotypy), alebo v aleuronovej
vrstve (modré genotypy) zrna. Obsah antokyanov v modro

sfarbenych genotypoch kolise v rozsahu 106-153 pg.g™,
kym v cCervenych a purpurovych genotypoch od 13 do
139 ng.g”’ (Abdel-Aal et al., 2003 a 2006; Escribano-
Bailon et al. 2004; Hu et al., 2007).

V nadviznosti na uvedené sa v praci hodnotila nutri¢na a
technologicka kvalita farebnych genotypov pSenice letnej
formy ozimnej (7riticum aestivum L.) na zaklade
niektorych biochemickych a molekularnych markerov
(Liang et al., 2009; Tosi et al., 2005).

MATERIAL A METODIKA

V praci bolo analyzovanych 12 farebnych genotypov a 4
konvenéné odrody psenice letnej formy ozimnej (7riticum
aestivum L.), ktoré boli ziskané z Génovej banky
semennych druhov SR CVRV VURV v Pieitanoch
(Tabulka 1).

Vypocéet obsahu bielkovin a koeficienta nutri¢nej kvality.
Percentudlne  zastipenie  hrubych bielkovin  bolo
vypocitané prepoctom z obsahu dusika stanovené¢ho podl'a
Kjeldahla (Michalik et al., 2006), ktory bol vynasobeny
prepocitacim koeficientom (%N x 5,7). Koeficient
nutrinej  kvality bol vypolitany zo zastipenia
bielkovinovych frakcii: (Albuminy + Globuliny +
Zvysok/gliadiny)x100

Metoda diskontinudlnej frakciondcie bielkovinového
komplexu zrna podl’a Osborna
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Bielkovinové frakcie (albuminy, globuliny, gliadiny,
gluteniny) boli determinované extrakciou v prislusnych

rozpustadlach podla unifikovanej Golenkovej metddy -
ICC metoda podl'a Michalika (2002).

Tabulka 1: Analyzované genotypy psenice letnej (Triticum aestivum L.)

Nazov Krajina pévodu Farba zrna
Konvencné genotypy pSenice letnej
Samanta SVK zIta
Livia SVK zIta
Astela SVK zIta
Torysa SVK zIta
Farebné genotypy pSenice letnej

Modré zrno CR modra
Koniny - cervena CR cervena
UC 66094 USA modra
Tr. Etiopicum Araratica - ¢ervena Etiopia purpurova
Tr. Etiopicum Jakubz Etiopia purpurova
Mnohokvietkova Cina Cervena
Trojzrnka CR Cervend
Barevna 25 - modra CR modra
UC 66049 - modré TC USA modra
Purple feed-Cervena iné gény Australia purpurova
F2 52/09 - Akteur x Cervena USA cervena
Barevna 9 CR modra

Elektroforeticka frakciondcia zdasobnych bielkovin (SDS
PAGE)

Elektroforeticka separacia gluténovych bielkovin bola
uskutocnena v systéme diskontinualnej SDS-PAGE podl'a
Standardnej metodiky ISTA (Wrigley, 1992).

Vizualizacia elektroforeogramov bola realizovna v roztoku
pripravenom zmieSanim kyseliny trichloroctovej a
Comassie Brilliant Blue R250. Elektorforetické profily sa
nacitali pomocou ¢ierno-bielej CCD kamery UVP s filtrom
a SoSovkami H6x8-1I 8-48 mm. Vyhodnocovaci systém

dalej  pozostava z  UV/VIS  tmave]  komory,
transiluminatora a termocitlivej tlaciarne. Nacitané
bielkovinové  gély boli  vyhodnotené  pomocou

dokumentaéného a vyhodnocovacieho systému Grab-It a
GelWorks 1D pre Windows. Ako Standardy boli pouzité
odrody psenice letnej (Triticum aestivum L.) Chinese
Spring a Marquis. Geneticku interpretaciu alelickej
zostavy v lokusoch Glu — 1A, Glu — 1B a Glu — 1D a
nasledny vypocet Glu — hodnotenia sa realizoval podla
katalogu alel (Payne et. al. (1987).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nutricnd a technologickd kvalita pSenice letnej je
komplexnou veli¢inou stvisiacou s chemickym zlozenim
zrma  apredovSetkym s percentudlnym  zastipenim
jednotlivych frakcii bielkovin, od ktorého zavisi smer
vyuzitia zrna (pSenica na mlynsko — pekarske spracovanie,
pSenica kfmna, pSenica na Specidlne potravinarske
vyuzitie). Zlozenie zasobnych bielkovin endospermu zrna,

ktoré tvoria komplex nazyvany lepok vyznacujlci sa
viskoelastickymi vlastnostami,  je genotypovou
zalezitostou a determinuje spracovanie a vyuzitie miky
(Novotny a Jurecek, 2000).

Obsah bielkovin v zrne pSenice je dolezity kvalitativny
ukazovatel'. Z naSich vysledkov vyplyva (Tabulka 2), Ze
priemerny obsah bielkovin v konvenénych odrodach bol
11,11%, pricom najvys§i obsah dosiahla odroda Torysa
(13,75%) anajniz§i Samanta (7,99%). Pri hodnoteni
farebnych genotypov psenice letnej, mozno konstatovat,
ze priemerny obsah bielkovin bol 11,88%, pricom pri
jednotlivych kultivaroch variroval v rozsahu od 10,80% do
13,04%.

Uvedené vysledky potvrdzuji zavery viacerych autorov
(Shewry et al., 2002; Skylas et al., 2005; Michalik et al.,
2006; Sramkova et al, 2009), ktori v sledovanych
kolekciach pSenice letnej stanovili obsah celkovych
bielkovin  vrozsahu 10-18%. Uvedené vysledky
potvrdzuju z&very viacerych autorov (Shewry et al., 2002;
Skylas et al., 2005; Michalik et al., 2006; Sramkovi et
al., 2009), ktori v sledovanych kolekciach pSenice letnej
stanovili obsah celkovych bielkovin v rozsahu 10-18%.
Nutri¢na kvalita zrna pSenice je ovplyvnena okrem iného
aj zastipenim albuminov a globulinov, ktoré sa vyznacuju
najvhodnejsim aminokyselinovym zloZenim, nakolko sa
vnich nachadza najviac esencidlnych aminokyselin
(Michalik et al., 2006). Z nasich vysledkov v tabulke 2
vyplyva, Ze najvyssie zastipenie albuminov a globulinov
v konvencnych odrodach vykazala odroda Samanta
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(29,1%), najnizsie Livia (22,24%), s priemerom ostatnych
odrdd 25,20%, z coho vyplyva, ze z hl'adiska nutricného je

v priemere 25,41%, snajvyS$§im zastipenim v genotype
Koniny (25,75 %), ¢o je 017,47% viac v porovnani

najlepsia odroda Samanta. Obsah nutri¢ne najniz§im  obsahom v genotype = Mnohokvietkova
najvyznamnejsich bielkovin vo farebnych pSeniciach bol (21,25%).
Tabulka 2: Obsah a frakéna skladba bielkovin v pSenici letnej (%).
Nézov vzorky bi(Zlbl::\flin Alb+Glob Gliadiny Gluteniny Zvysok
Konvencné genotypy pSenice letnej
Samanta 7,99 29,01 33,00 28,01 8,98
Livia 11,35 22,24 43,67 27,16 6,42
Astela 11,35 25,10 36,67 31,34 6,80
Torysa 13,75 24,45 39,93 29,93 5,69
Priemer 11,11 25,20 38,32 29,11 6,97
Farebné genotypy pSenice letnej
Modré zrno 11,19 25,41 43,13 21,74 8,55
Koniny - ¢ervena 12,80 25,75 43,74 22,49 7,26
UC 66094 11,83 25,67 42,97 22,30 8,38
Tr. Etiopicum Araratica- Cervena 11,04 25,21 42,77 22,47 8,99
Tr. Etiopicum Jakubz 10,80 23,71 39,12 29,20 7,39
Mnohokvietkova 12,80 21,25 42,14 29,49 6,99
Trojzrnka 13,04 22,08 41,71 29,43 6,65
Barevna 25 - modra 11,04 23,19 39,15 30,01 7,54
Barevna 9 11,99 24,00 41,35 25,33 8,27
Priemer 11,88 2541 43,13 21,74 8,55
Vysvetlivky: Alb+Glob — albuminy a globuliny
Technologicka kvalita pSenice sa posudzuje predovsetkym pestovania, genetickych zvlastnosti atiez v procese
z obsahu lepkovych bielkovin, ktoré su tvorené frakciami dozrievania zrna.
gliadinov a gluteninov a st vyznamné spolu so Skrobom Zakladni  charakteristiku  analyzovanych  genotypov

pri spracovani pSenice pre pekarenské vyuzitie, sa
v konven¢nych odrodéach pohyboval od 61.01% (Samanta)
- 70.83% (Livia), ¢o potvrdzuje predchadzajice
konstatovanie, Zze technologicky najvhodnejSou sa ukazala
odroda Livia. Vo farebnych pseniciach zastupenia
lepkovych bielkovin varirovalo od 64,87% do 71,63%
s priemerom 67,54%, ¢o je porovnatelné s konvenénymi
pSenicami.

Zo zastipenia jednotlivych bielkovinovych frakeii je
mozné vypocitat’ koeficient nutri¢nej kvality zrna (KNK),
ktory je dolezitym znakom pre postudenie vyzivnej kvality
zrna. Hodnota KNK sa vkonvenénych vzorkach
pohybovala v rozpéti od 65,63 — 115,12% s priemerom
85,81%, kym vo farebnych pSeniciach od 67,01% do
79,96%, s priemernou hodnotou 76,15%, z ¢oho vyplyva,
ze z hl'adiska hodnoty koeficienta nutri¢nej kvality sa ako
lepsie ukazali konvenéné psenice.

Dosiahnuté vysledky potvrdzuji prace viacerych autorov
(Bojnanska, 1995; Galova et al., 2003; Michalik et al.,
2006), ktori uvadzaju, ze pomer jednotlivych zloziek
bielkovinového komplexu zrna aich mnozstvo je velmi
variabilné, meni sa v znacnych rozmeroch so zmenou
obsahu celkovych bielkovin, v zavislosti od podmienok

pSenice letnej je mozné dokreslit’ elektroforetickymi
analyzami na PAGE v pritomnosti SDS, pomocou ktorych
sa gluténové bielkoviny rozdelia na monomérne gliadiny
(alfa-, beta-, gama- aomega-gliadiny) a agregované
gluteniny tvorené vysokomolekularnymi (HMW-GS)
a nizkomolekularnymi  gluteninovymi  podjednotkami
(LMW-GS). HMW-GS vystupuji ako molekularne
markery, ktoré¢ predikuju technologicku kvalitu pSenice.
Poznanie genetického pozadia jednotlivych genotypov
pomaha slachtitefom v procese krizenia ziskavat
potomstva s pozadovanymi akostnymi  parametrami
(Bushuk a Bekes, 2002). V nadvdznosti na uvedené sa
realizovala detekcia individualnych vysokomolekularnych
gluteninovych podjednotick (HMW-GS), pricom sa
sledovala variabilita elektroforetického spektra HMW-GS
vo vztahu k technologickej kvalite zrna v analyzovanych
konvenénych a farebnych genotypoch pSenice.
Z dosiahnutych vysledkov vyplyva (Tabulka 3), Ze
konvenéné odrody sa vyznaCuji rozdielnym zastipenim
individualnych HMW-GS, ¢o sa odzrkadlilo aj na hodnote
Glu-skore, z ktoré¢ho vyplyva, Ze najvyssiu technologicka
kvalitu vykazala odroda Astela, potom Samanta, Livia
iZ8i Torysa, v ktorej bola
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detegovana podjednotka 2+12, ktora vystupuje ako marker
nevhodnej technologickej kvality zrna pSenice.

Z elektroforeogramov farebnych genotypov psenice letnej
formy ozimnej vyplyva, ze 10 analyzovanych kultivarov
bolo homogénnych jednoliniovych, pricom bolo zistenych
celkovo 11  elektroforetickych  profilov. 'V dvoch

kultivaroch Koniny a Barevnd 9 bola detegovana
dvojliniovost, pricom v odrode Koniny boli stanovené
technologicky velmi rozdielne podjednotky s Glu-
hodnotenim 8 resp. 4, Co signalizuje nevyhovujicu
technologicku kvalitu. Odroda Barevna 9 vykazala Glu-
skore 7 a 9, ¢o predikuje dobru pekarsku kvalitu.

Tabulka 3: Zastlipenie gluteninovych podjednotiek a Glu-skore v pSenici letne;j.

HMW-GS
Nazov Glu-skére
Glu-Al Glu-B1 Glu-D1
Konvenéné genotypy pSenice letnej
Samanta 0 7+8 5+10 8
Livia 0 7+9 5+10 7
Astela 2% 7+9 5+10 9
Torysa 0 7+8 2+12 6
Farebné genotypy pSenice letnej

Modré zrno 1 20 5+10 8
Koniny - ¢ervena c 7 >0

0 7 2+12 4
UC 66094 1 7+8 5+10 10
Tr. Etiopicum araratica - cervena 0 7+8 5+10 8
Tr. Etiopicum Jakubz 0 7+8 5+10 8
Mnohokvietkova 0 7+8 5+10 8
Trojzrnka 0 7+8 2+12 6
Barevna 25 - modra 0 20 5+10 6
UC 66049 - modré TC 1 7+8 5+10 10
Purple feed-Cervena iné gény 1 7+8 2+12 8
F2 52/09 - Akteur x Cervena 2% 14+15 2+12 6

1 7+9 5+10 9
Barevna 9

1 7+9 2+12 7

Majoritny  podiel (17%) =z analyzovanej kolekcie
predstavovali genotypy s komponentnou skladbou HMW-
GS 0, 7+8, 5+10 a genotypy s komponentnou skladbou
HMW-GS 1, 7+9, 5+10 (11%). Uvedené je v sulade s
vysledkami zistenymi inymi autormi, ktori analyzovali
domaci sortiment pSenic ako Gregova et al. (1995), Kraic
et al. (1999), Galova et al. (2002, 2003) a d’al$imi, ktori
svojimi analyzami potvrdili jednoliniovost’ pSenice letnej
formy ozimnej a teda aj vhodnost’ gluteninovych bielkovin
pri  identifikacii,  charakteristike @ a  diferenciacii
jednotlivych  genotypov. Elektroforeticky ~ profil
individualnych genotypov psenice letnej formy ozimnej
mozeme povazovat za tzv. , fingerprinting®.

Z vysledkov dalej vyplyva (Tabulka 3), ze z génov
kédovanych lokusom Glu-Al sa najcastejSie vyskytovala
nulova alela (47% genotypov), potom bola identifikovana
podjednotka 1 v 9 kultivaroch a podjednotka 2* v dvoch
liniach.

Lokus Glu-Bl bol najcastejSie reprezentovany HMW -
gluténovymi subjednotkami 7+8 (38% genotypov), pri
Siestich kultivaroch boli detegované podjednotky 7+9.

Podjednotky 17+18, 20 a 7 boli detegované zhodne vzdy v
2 genotypoch a genotyp F2 52/09 obsahoval dvojicu
podjednotiek 14+15.

Najvyssi vplyv na technologicki kvalitu muky zrna
pSenice maju alely lokalizované na lokuse Glu-DI, ktoré sa
vSak pozitivne prejavia len v  kombinacii s
vysokokvalitnymi HMW-GS kédovanymi lokusmi Glu-Al
a Glu-Bl (Kolster 1992). Z dosiahnutych vysledkov
vyplyva, ze na pekarsku kvalitu maky kladne vplyvajtica
dvojica podjednotick 5+10 bola identifikovana v 11
genotypoch (52%), kym v 8 genotypoch (38%) bola
stanovena dvojica subjednotiek 2+12, resp. v dvoch
genotypoch podjednotky 3+12 (10%), ktoré negativne
ovplyvituje technologicku kvalitu zrna pSenice.

V porovnani s konven¢nymi pSenicami mozno
konstatovat, ze vo farebnych pSeniciach  boli
identifikované podjednotky, ktoré sa bezne nevyskytuju
v sortimente slovenskych pSenic ako su podjednotky 20, 7,
14+15, ktoré moézu slazit' ako donory pri Slachteni na
vy$siu technologicku kvalitu.
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Uvedené vysledky su vsulade s inymi autormi, ktori
variabilitu HMW-GS kédovanych jednotlivymi lokusmi
pripisujii  predovsetkym agroklimatickym podmienkam
pestovania v danom geografickom izemi (Branlard et al.,
2003, Demir et al., 2004, Sun et al., 2006).

Zo zastupenia jednotlivych HMW  gluteninovych
podjednotick mozno predigovat technologicki kvalitu
zrna pSenice vypocitanim Glu-hodnotenia (Payne et al.
1987), ktorého najvyssia hodnota méze byt 10. V tomto
smere najvysSie bodové Glu-hodnotenie (10) dosiahli
genotypy UC 66049 a UC 66094, kym najniz§iu hodnotu
(4) dosiahla jedna z linii genotypu Koniny (Tabulka 3).
Uvedené je v zhode s rozsiahlymi pracami venovanymi
vplyvu bielkovin na technologickii kvalitu realizované
Veraverbekom et al. (2002) a Laszititym (2003) a
dal§imi.

ZAVER

Zlozenie HMW-GS a na ich zéklade vypocitané Glu-skore
je rychlym a presnym nastrojom vhodnym na predikciu
technologickej kvality pSenice v procese S$lachtenia
anadkupu osiva. Na zaklade naSich vysledkov mozme
skonstatovat, ze vyuzitie farebnych genotypov pSenice
letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.) je aj napriek
nizSiemu obsahu hrubych bielkovin vel'mi perspektivne
v procese krizenia. Technologickd kvalita hodnotenych
genotypov pSenice letnej na zaklade elektroforetickych
analyz HMW-GS a Glu-skore vykéazala dobra az vel'mi
dobru kvalitu, pricom boli detegované HMW-GS, ktoré sa
bezne nevyskytuju v sortimente slovenskych psenic (20, 7,
14+15), a ktoré mdzu sluzit’ ako donory pri sl'achteni na
vyssiu technologicku kvalitu zrna.

Farebné pSenice letnej st vyznamné aj =z hladiska
zvySeného obsahu fenolickych latok, hlavne antokyénov,
ktoré vystupuju ako bioaktivne latky majuce pozitivny
vplyv pri prevencii kardiovaskularnych a karcinogénnych
ochoreni.
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KVALITA MASA A MLIEKA TRANSGENNYCH KRALIKOV
TRANSGENIC RABBIT MILK AND MEAT QUALITY

Peter Chrenek, Alexander Makarevich, Jozef Bulla

ABSTRACT

This review summarizes our recent data based on the analyses of rabbit milk and meat from four generations of transgenic
animals. Rabbit transgenic founders were generated by the microinjection of foreign DNA (mammary gland specific
transgenic over-expression of hFVIII) into the egg and several generations of transgenic rabbits were obtained after mating
of transgenic founders with non-transgenic rabbits. Our results from several reports showed that milk and meat performance
of transgenic rabbit over several generations did not differ significantly from those of non-transgenic animals.

Keywords: rabbit, transgenic, milk and meat yield, mWAP-hFVIII gene

INTRODUCTION

Despite more than 50 reports on transgenic rabbit
generations, there are a few data on the quality of obtained
recombinant proteins and on possible effects of
transgenesis on meat and milk performance of genetically
modified animals.

The need of systematic study of biological properties in
transgenic animals is a consequence of their spread and
commercial utilization in various spheres of human
activity. Possible interactions of integrated genes of
transgenic organisms with the existed genotype are one of
the intensive by discussed problems. Emigration of

integrated foreign gene from the experimental population
into production herds can markedly affect performance
with possible consequences in food chain. Therefore better
knowledge of relations between performance indexes and
expression of integrated gene gives precondition for
objective evaluation of application benefits from
transgenesis.

MILK QUALITY FROM TRANSGENIC
RABBITS

The wuse of transgenic animals as bioreactors
(“pharmaceutical farming”) is cost-effective and variability
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in post-translational modification is an alternative to cell
culture methods (Bosze 2003, Chrenek and Makarevich,
2008).

Animals automatically supplement their body fluids with
fresh nutrients, remove waste products, reliably regulate
their internal temperature and pH and resist pathogens. By
targetting the expression of the transgene product, so that
the secretory cells of lactating mammary gland produce it,
“farmers” may collect and process body fluids with
minimal effort. The mammary gland probably is the most
promising target tissue because it produces large amounts
of protein in a temperature-regulated fluid, that may be
collected daily in a non-invasive fashion. Transgenic
animals are not only cost-effective bioreactors, but with
the complex secretory cell types and organs of the
mammalian organism, can perform much more
complicated protein modifications than simply cultured
cells. Recombinant proteins can be produced in
prokaryotic or eukaryotic systems, so they are derived
from bacterial cells, yeast cells, transformed plant and
animal cells, and even from live bioreactors (transgenic
animals). Difficulty in obtaining transgenic individuals
producing high levels of recombinant, biologically active
proteins in required form, with subsequent washing and
clinical testing are the largest disadvantages of using farm
animals for such purposes (Chrenek and Makarevich,
2008).

The use of transgenic animals allows the production of
valuable human proteins, enzymes, hormones and growth
factors in the milk. By targeting the expression of the
transgene product to the secretory cells of animals we may
collect and process body fluids with minimal effort.
Transgenic rabbit system is a lower cost alternative
primarily because rabbits are smaller and thus less
expensive to maintain but also because the rabbit
reproductive cycle is much shorter than that of the large
domesticated animals (Bozse et al., 2003).

Production of recombinant proteins in the mammary gland
of transgenic animals is dependent on gene promoters used
in transgene constructs. Most of the studies have been
carried out with the ovine B-lactoglobulin, bovine a-
lactalbumin, caprine B-casein or mouse whey acidic
protein (WAP) promoter (Pollock et al., 1999). The mouse
WAP promoter has been used in basic biological studies,
as well as for the synthesis of pharmacologically active
human proteins, to direct the expression of heterologous
genes to alveolar epithelial cells (Van Cott et al., 2001,
Palmer et al., 2003, Chrenek et al., 2002, 2005, 2007a,).
The lactation specificity of the regulatory regions used for
control of mammary gene expression in transgenic animals
is very important in case of expression of foreign
biologically active proteins, because these proteins may
exhibit their biological functions in the animal if secreted
prior to the tight junction formation in the mammary
epithelial cells (Chen et al., 2002). The effects of
expressing growth factors, hormones, oncogenes, ECM
components and receptors on mammary gland
development and differentiation have been well
documented (Jhappan et al., 1993). These effects range in
phenotype from impaired lubulo-alveolar development, to
decreased milk protein synthesis during lactation, without

effects on glandular epithelium in activated Ha-ras mice,
constitutive milk protein gene transcription in c-myc mice,
reduction in milk protein synthesis and lactation deficiency
in transgenic mice (Nemir et al., 2000), to premature
dedifferentiation of secretory epithelial cells and a
decrease in milk protein mRNA levels in betal-integrin
mice, to hyperplasia and delayed involution in human
FGF4 transgenic mice (Morini et al., 2000).

Transgenic animals, used as bioreactors to produce human
proteins, represent new horizont in animal husbandry often
followed by low viability of newborn animals.
Repercussion of that can be also irregular secretion and
alteration of milk composition. Milk is usually the sole
source of nourishment of young mammals, therefore
offspring growth and development depends on milk.
Rabbit milk yield may be affected by breed of doe
(Lukafahr et al., 1983), nutrition (Fraga et al., 1989;
Chrastinova et al., 1997), number of kids suckling and
their age of weaning (Lukafahr et al., 1983; Taranto et
al.,, 2003) and pregnancy during lactation (Lukafahr et
al.,, 1983). Intensive recombinant human protein
production by mammary gland of transgenic rabbit
necessitates the knowledge of the lactation curve and
quality (composition) of milk, as a possible effect of
transgenesis on milk yield (Chrenek et al., 2007b).

Stable transgene integration in transgenic rabbits using
different gene constructs (hPC, hFVIII) in different
generations was proved in our laboratory (Chrenek et al.,
2002, 2005). Zinovieva et al. (1998) obtained six
generations of transgenic rabbits with stable integration
and production of biologically active IGF-1 without any
negative effect on their physiological or reproductive
performance. Phenotypic and genotypic stability of hPC
and hFVIII gene expression has been reported in several
multiple lines of transgenic animals including mouse and
pigs (Chen et al., 2002, Chrenek et al., 2007b).

Milk production of transgenic rabbit females (mWAP-
hFVIII) was comparable with those of non-transgenic does
(Chrenek et al., 2007b). Schranner (1993) reported
similar results and this observation is in agreement with
previously published reports by other authors
(Chrastinova et al., 1997, Dragin et al., 2004, 2006,
Chrenek et al., 2006). Generally, rabbit milk yield shows
gradual increase until 20" day of lactation, afterwards it
decreases by next 10 days (Lukafahr et al., 1983,
Chrastinova et al., 1997). This observation is in
agreement with our recent data on transgenic and non-
transgenic rabbit milk yield in both of the investigated
lactations (Chrenek et al., 2007b).

Rabbit milk composition varies depending on various
factors, such as breed, nutrition, lactation stage or number
of pups (Chrastinova et al., 1997). Analysis of transgenic
rabbit milk samples have showed that all the transgenic
females tested in this work produced lower or higher
concentration of rthFVIII depending on transgenic females
with confirmed biological activity and no significant
differences were found in the content of milk fat, protein
and lactose (Chrenek et al. 2007b). This concentration
was lower compared to our previous results (Chrenek et
al., 2005, 2007a). The higher variability and lower rhFVIII
concentration in the F4 generation may be explained by
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different copies of integrated gene, the site of transgene
insertion or its genomic environment, which could
influence its expression (Salvo-Garrido et al., 2004).
Meat quality from transgenic rabbits

In practice specialized rabbit lines are used for the meat
production that maximize heterosis and complementary
effects in the generation of commercial hybrids within
hybridisation schemes. Lines are created on the basis of
multi-breed crossing and various types of selection.
Results of such processes are populations of animals with
fixed genes for the complex of maternal properties
(maternal lines) and population bred for intensive growth
and fattening capacity (paternal lines) (Mach et al., 2004).
Harmonized criteria that enable comparison of parameters
among various groups of animals are used to evaluate the
level of performance (Rafay et al., 2008).

Usage of the gene construct (WAP-hFVIII) should provide
expression of recombinant protein into the mammary
gland only. Since transgenic rabbits should have integrated
gene in each cell with nucleus, the objective of this work
was to evaluate the possible effect of the gene integration
on 1) complex of growth and carcass traits, 2) qualitative
meat parameters and 3) concentrations of selected
constituents in rabbit meat.

Values of studied characteristics of growth, carcass
characteristics and meat quality mentioned in our reported
papers are comparable with values in zootechnical
literature (Ludewig ef al., 2003). In most cases the
presence of WAP-hFVIII gene in genotype of rabbits
generally did not influence milk and meat performance.
More important differences were noticed in meat quality
characteristics only.

In previous article (Rafay et al., 1996) we found content
of water in rabbit meat (m. long. dorsii) in value
corresponding with data obtained from muscle of leg in
both groups in this study. Similarly Szendro et al., (1996)
assessed water content in samples of muscle from hind
legs of rabbits weighing 2.500 — 2.590 kg. Statistically
significant difference in water content in muscles of legs
between transgenic and non-transgenic animals found in
our work represents 0.81 %, and it can be taken for artefact
connected with manipulation of samples before analysis
and low degree of statistical group variability. Muscular
fat consists of phospholipides of muscular contractile
fibres, fibroblasts and membranes of adipocytes,
glycerides located on adipocytes around fibres and free
fatty acids. It stimulates nutritive value and organoleptic
properties in meat.

According to Lambertini ez al., (1996) and Hernandez et
al., (1998), differences in meat quality parameters among
genotypes of rabbits are constant. Content of fat improves
at the expense of water content (Battaglini ez al., 1994). It
was found in some cases that in older rabbit glycolytical
metabolism is increased, concentration of myoglobin and
pH value decreases (Hulot and Ouhayoun, 1999).
Changes observed in content of water, fat, energy and
water holding capacity are connected with the change of
histological structure and level of metabolic processes. It is
possible that these changes are caused by pleiotropic effect
of the integrated gene.

CONCLUSION

In conclusion, present review documents that recombinant
hFVIII can be steadily secreted over multiple generations
without any interference on milk and meat production and
quality. Our results from several reports showed that milk
and meat performance of transgenic rabbit over several
generations did not differ significantly from those of non-
transgenic animals.
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VPLYV TEPLOTY NA FAREBNU A OXIDACNU STABILITU OLEJOV
BOHATYCH NA OBSAH POLYNENASYTENYCH MASTNYCH KYSELIN

THE EFFECT OF TEMPERATURE ON COLOUR OF OILS RICH IN
POLYUNSATURATED FATTY ACIDS

Kita Agnieszka, Pluciennik Ewa

ABSTRACT

The aim of this work was to study the influence of heating temperature and time on physico-chemical properties of cold-
pressed oils rich in polyunsaturated fatty acids. The materials used for investigation were: two flaxseed oils (high linolenic
and low linolenic — Linola) and walnut oil. All oils were heated at three temperatures: 80, 140 and 180 °C for maximum120
minutes. In fresh oils, as well as after heating for 15, 30, 60 and 120 min, colour (L,a,b) and oxidative changes (PV, AnV,
oxidative stability — Rancimat test) were analysed. It has been stated that heating affected colour of all examined oils. The
changes, observed as colour darkening, increased with heating time and temperature. During heating of oils L and b values
were decreased and a value was increased. The biggest colour changes were observed for walnut oil, while the most stable
colour was observed in low-linolenic flaxseed oil. Under the same conditions (180°C/120min) AE value of walnut oil was 3
times higher than that of Linola oil. The colour changes were correlated with oxidative degradation of heated oils. Oxidative
stability decreased with increasing of heating temperature and the time. At highest heating temperature the oxidative
stability of high-linolenic flaxseed and walnut oils decreased by 75% and 60%, while low-linolenic flaxseed oil by 30%.
The best properties, independent of heating temperature and time, were exhibited by low-linolenic flaxseed oil (Linola).

Keywords: flaxseed oils, walnut oil, temperature, colour, oxidative stability

INTRODUCTION

Flaxseed and walnut oils are recognized and accepted as a
healthful, edible oils with an outstanding content of o-
linolenic acid (ALA). This fatty acid, belonging to a type
of n-3 fatty acid, as well as its metabolites (EPA and
DHA) may protect against heat disease and their illnesses.
Oils high in n-3 fatty acid should be processed at the lower
temperatures possible to maintain high quality and storage
life. Consequently such oils are screw-pressed with little or
no pre-treatment and little or no external heating to press.
Furthermore, the oil undergoes no refining beyond
sedimentation or filtration. Fresh, unrefined flaxseed and
walnut oils from good seed or nut have an attractive
golden colour, a pleasant, nut-like flavour and mild odour
(Hossenian at al. 2004, Oomah 2009; Sabudak at al.
2007; Tzang at al. 2009; Wiesenborn, 2005).

Preparation of different food products — also containing
polyunsaturated fatty acids, often involves heating or
frying. When foods are heated or fried in oil occur many
complex chemical reactions resulting in the production of
degradation products. These new products influence
functional, sensory and nutritional quality of the oil. One
of the easy to observe changes in heated oil is colour
darkening (Maskan 2003). The changes in colour of
heated oils are the signs of oil deterioration. The colour
may darken as heating proceeds. This is mainly the result
of oxidative reactions. Therefore, colour has been widely
used as an index of oil quality and it can be monitored
using single or multiple wavelengths with a
spectrophotometer, using colour standards, Hunter L,a,b
values or using a Lovibond Tintometer (red, yellow and
blue) (Maskan 2003).

The increasing popularity of cold-pressed oils (especially
flaxseed oils) cause that they are used also in thermal short
processes however there is a luck of information about
their stability during heating (Wroniak at al. 2006).
Because of that the aim of this work was to study the
influence of heating temperature and time on physico-
chemical properties of cold-pressed oils rich in
polyunsaturated fatty acids.

MATERIAL AND METHODS

Material

The material used for investigation were three kind of
cold-pressed oils: flaxseed oil, linola oil (low-linolenic
flaxseed oil) and walnut oil. All oils were obtained from
producing plant in Lower Silesia (Poland) as fresh oils
(after pressing and purification by filtration).
Characteristics of used oils is presented in Table 1.

Thermal processing procedures

Household fryers were used for controlled heating of oils
under laboratory conditions. The heating was
simultaneously conducted in three fryers to check the
repeatability of the results. 1000 cm® of oils were heated
at three temperatures: 80°C, 140°C and 180°C for
maximum 120 minutes. Samples of oils were taken after
15, 30, 60 and 120 minutes of heating at each
temperature. The experiment was carried out in three
replications. The data are the mean results obtained in the
3 replications.
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Colour measurements

Colour measurements were carried out using a Minolta
CR-200 colorimeter. The instrument was standarized each
time with a black and white (L=93,01, a=-1,11, b=1,3) tile.
The colour values were expressed as L (indicating
lightness), a (indicating hue on the green (-) to red (+)
axis) and b (indicating hue on the blue (-) to yellow (+)
axis). Next, colour difference (AE) was calculated as AE=
[(Lo-L)* + (ag-a)* + (be-b)*]"% where Ly, ap and by are the
colour parameters of the fresh (no heated) oil samples.

Oxidative stability

The oxidative stabilities of oil samples were determined by
the Rancimat 679 (Metrohm, Herisau, Switzerland). In
brief, 2,5g of oil were heated into reaction vessel in
triplicate and heated to 110°C with an air flow of 20L/h.
Volatile products released during the oxidation process
were collected in a flask containing distilled water due to
formation of volatile compounds. The oxidative stability
(OSI) is defined as the point of rapid change in the rate of
oxidation, and the results are expressed in hours (h) .

Statistical analysis

The data were analysed statistically using Statistica ver. 6
programme (2001). For comparison, the results obtained
were subjected to one-way analysis of variance with the
application of Duncan’s test (p<0.05).

Results of work

Characteristics of oils used in experiment

All used in experiment cold-pressed oils exhibited typical
fatty acids content and physico-chemical properties (Table
1). The predominant in oils were polyunsaturated fatty
acids: linoleic acid (from 12,9% in flaxseed oil to 69,02%
in linola oil) and a-linolenic acid (from 2,59% in linola oil
to 65,77% in flaxseed oil). Other chemical parameters
showed good quality of oils.

Effect of heating parameters on colour of oil

Table 2 shows the change in Hunter parameters L, a, b
values of used oils before and after heating. The fresh oils
differed significantly in lightness. The most light colour
exhibited low-linolenic flaxseed oil (Linola) (L=43,18),
while the darkest - walnut oil (L=37,37). Heating
decreased lightness of all analysed oils. Significant
changes in lightness of flaxseed and walnut oils were
observed at 140°C, while in linola oil at 180°C. The time
of heating influenced lightness only in the case of walnut
oil. According with increasing heating time oil became
darker.

The a (redness and greenness) value for fresh oils
amounted from -0,67 (flaxseed oil) to 2,71 (walnut oil).
The heating parameters influenced a value of flaxseed and
walnut oils only. The a value increased with increasing
heating temperature and time. The b (yellowness) value of
examined oils before heating amounted from 21,76
(walnut oil) to 33,05 (linola oil). The heating temperature
significantly influenced on b value of all oils. Together
with increasing heating temperature b value decreased,

while heating time only in few case decreased yellowness
of analysed oils. At 180°C the biggest decrease of b value
was observed for walnut oil (about 59%), while for
flaxseed oil 27% and linola oil 13%.

The AE values for heated oils were shown on Figure 1.
The AE values for oils heated at lowest temperature (80°C)
were very low (below 2) and similar for all oils. At higher
temperatures the biggest changes of AE values were
observed for walnut oil (especially at 180°C when AE
increased to 15,9), while the most stable colour exhibited
linola oil (AE=4,5).

Effect of heating parameters on oxidative stability of oils
The highest oxidative stability exhibited linola oil (1,67h)
while the lowest flaxseed oil (1,13h) (Figure 2). Heating
decreased this quality parameter of all analysed oils.
Heating of linola oil at 80°C decreased its oxidative
stability by 6%, but for flaxseed oil the decrease was on a
level of 60%. The biggest changes were observed at
highest heating temperature (180°C), when oxidative
stability of linola oil decreased by 33%, walnut oil by 60
% and flaxseed oil by 75 %.

DISCUSSION

Effect of heating parameters on colour of oils

The colour of oils has been widely used as a subjective or
objective index to determine the quality of used oil. When
oils are heated, they rapidly change from a light yellow to
an orange brown colour. This is the combined result of
oxidation, polymerisation and other chemical changes. In
described experiment heating of oils influenced their
colour by darkening. The decrease of L and b values of
analysed oils were in agreement with the observations of
Choo at al. (2007) and Maskan (2003). The darkening
may be due to reduction of natural pigments (mostly
carotenoids) present in the oil resulting in oxidation or
decomposition during heating. Walnut oil exhibited the
lowest L value (as fresh oil) in comparison with two
flaxseed oils. The bigger amount of pigments as well as
different composition made it more sensitive for colour
changes. It could be also associated with decomposition of
fatty acids — especially polyunsaturated fatty acids. As was
observed oils with higher level of a-linolenic acid (ALA)
were more sensitive on colour changes than linola oil (with
reduced ALA content below 3%). The better stability of
flaxseed oil than walnut oil could be also explained by
presence of natural antioxidant present in this oil (as
lignans) (Abuzaytoun at al., 2006; Bozan at al. 2008).
However the temperature was the main factor influencing
colour changes of analysed oils, also the time was
significant parameter. Longer time prolonged bigger
colour changes. The influence of time on colour of cold-
pressed oils could be observed also at room temperatures.
Sikorska et al. (2007) stored extra-virgin olive oil during
12 months and observed that if oil was stored in the light
the AE values increased to 16 (while in the darkness were
below 2).
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Table 1. Characteristics of fresh cold-pressed oils.

Kind of oil

flaxseed walnut linola
FFA (%) 0,85 0,70 0,93
PV (meq O,.kg™) 0,66 1,18 0,22
AnV 0,52 4,07 0,48
Oxidative stability (h) 1,1 1,27 1,67
(110°C)
Major fatty acids content (%)
C 16:0 4,87 6,16 7,08
C18:0 2,27 2,45 3,15
C18:1 12,75 17,64 16,41
C18:2 12,90 57,95 69,02
C18:3 65,77 14,37 2,59

Table 2. Evolution of the colour parameters of oils rich in polyunsaturated fatty acids during heating.

Kind Time of heating L
of oil (rnln.) 80°C 140°C 180°C
Flaxseed 0 40,59i0,34 D
15 40,11+0,28 Db 38,07+0,21 Ca 36,82+0,13 Ca
30 39,91+0,31 Db 38,57+0,18 Ca 36,37+0,19 Ca
60 39,39+0,25 Db 39,16+0,26 Db 36,76+0,12 Ca
120 39,4040,19 Db 38,07+0,28 Ca 36,49+0,21 Ca
Walnut 0 37,37+0,22 C
15 37,51+£0,26 Cb 36,37+£0,26 Cb 33,22+0,22 Ba
30 37,85+0,15 Cb 36,32+0,28 Cb 32,19+0,14 Aa
60 37,93+0,13 Cb 35,76+0,17 Bb 29,71+0,21 Aa
120 37,30+0,15 Cb 34,79+0,16 Bb 29,08+0,22 Aa
Linola 0 43, 1 8i0,3 1E
15 43,36+0,26 Ea 43,224+0,24 Ea 42,36+0,21 Ea
30 43,58+0,28 Ea 43,14+0,19 Ea 41,96+0,28 Da
60 43,57+0,30 Ea 42,50+0,26 Ea 41,93+0,23 Da
120 43,89+0,25 Ea 42,64+0,22Ea 42,45+0,25 Ea
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Table 2. (continue)

Kind Time of heating a
Of 011 (mll’l.) SOOC 1400C 1 800C
Flaxseed 0 -0,67+0,11A
15 -0,70+0,09 Aa 0,15+0,10 Ba 0,36+0,10 Ba
30 -0,83+0,10 Aa -0,52+0,08 Aa 1,03+0,10 Ba
60 -0,63+0,12 Aa -0,30+0,09 Aa 1,00+0,11 Ba
120 -0,85+0,08 Aa 0,25+0,09 Ba 1,54+0,13 Bb
Walnut 0 2,71i0,13 C
15 2,47+0,10 Ca 2,2240,12 Ba 5,06+0,12 Db
30 2,31+0,11 Ca 2,36+0,11 Ba 5,62+0,10 Db
60 2,45+0,09 Ca 3,55+0,12 Ca 6,73+0,10 Db
120 1,65+0,11 Ba 3,78+0,15 Cb 7,30+0,09 Dc
Linola 0 -0,99£0,09A
15 -0,99+0,08 Aa -1,60+0,12 Aa -1,84+0,10 Aa
30 -1,10+0,09 Aa -1,70+0,11 Aa -1,67+0,09 Aa
60 -1,15+0,09 Aa -1,34+0,09 Aa -1,84+0,11 Aa
120 -1,224+0,11 Aa -1,86+0,10 Aa -2,35+0,13 Aa
Table 2. (continue)
Kind Time of heating b
of 011 (mln.) 80°C 140°C 180°C
Flaxseed 0 28,12+0,26 D
15 27,35+0,25 Dc 24,14+0,15 Cb 21,84+0,19 Ca
30 27,37+0,28 D¢ 24,87+0,21 Cb 20,76+0,24 Ca
60 26,24+0,23 Db 25,89+0,23 Db 21,29+0,22 Ca
120 26,21+0,19 Dc 23,66+0,20 Cb 20,50+0,19 Ca
Walnut 0 21,76£0,21 C
15 21,27+0,22 Cc 18,80+0,26 Bb 15,16+0,16 Ba
30 20,95+0,17 Cc 18,70+0,21 Bb 13,93+0,13 Aa
60 20,19+0,21 Cbe 18,63+0,22 Bb 12,080,15 Aa
120 19,44+0,20 Bbc 17,79+0,22 Bb 9,01+0,14 Aa
Linola 0 33,05i0,29 E
15 33,30+0,28 Eb 32,87+0,30 Eb 30,97+0,24 Ea
30 33,80+0,30 Eb 32,81+0,31 Eb 30,15+0,26 Ea
60 33,65+0,23 Ec 31,53+0,24 Eb 29,75+0,21 Eab
120 33,96+0,24 Ec 31,61+0,29 Eb 28,77+0,27 Da

a,b,c — significant differences within columns (for each oil), 0<0.05
A,B,C — significant differences in columns, a<0.05
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Figure 1. Colour changes (AE) of oils rich in polyunsaturated fatty acids during heating at different temperatures.
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Figure 2. Oxidative stability of oils rich in polyunsaturated fatty acids after heating for 120 minutes at different
temperatures.
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Effect of heating parameters on oxidative stability of oils
Oxidative stability is an important parameter in evaluating
the quality of oils and fats and is greatly affected by their
fatty acid composition and minor components such as
tocopherol and tocotrienols. Induction period (IP, h) for
fresh as well as heated oils was in order: flaxseed oil <
walnut oil< linola oil. It is correlated with polyunsaturated
fatty acids content (especially with linolenic acid). The large
degree of linolenic acid in flaxseed oil reduced its stability.
Obtained results are with agreement with other authors, who
compared oxidative stability of different cold-pressed oils.
Bozan at al. (2008) stated that flaxseed oil exhibited the
lower oxidative stability in comparison with safflower and
poppy oils. Savage at al (1999) showed that walnut oils
were more unstable in the Rancimat test when compared to
hazelnut oil and that their oxidative stability depended
significantly on walnut variety. Such results suggest that
minor components play very important role and their natural
composition could significantly influence this quality
parameter. Because of that its quite popular to stabilize oils
with addition of natural or synthetic antioxidants (Rudnik at
al. 2001; Tabee at al. 2008).

Thermal degradation of fatty acids as well as other
compounds significantly decrease oxidative stability of oils
— especially rich in polyunsaturated fatty acids. This
changes could be correlated with colour changes, but it
should be followed by additional tests.

CONCLUSION

It has been stated that heating effected colour of all
examined oils. The changes, observed as colour darkening,
increased with heating time and temperature. During heating
of oils decreased L and b values and increased a value. The
biggest colour changes were observed for walnut oil while
the most stable colour had low-linolenic flaxseed oil. At the
same conditions (180°C/120min) AE of walnut oil was 3
times higher than of linola oil.

Oxidative stability of oils decreased with increasing heating
temperature and time. At highest heating temperature the
oxidative stability of high-linolenic flaxseed and walnut oils
decreased 2 times faster than low-linolenic flaxseed oil. The
best properties, regardless of heating temperature and time,
exhibited low-linolenic flaxseed oil (linola).
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TESTOVANIE UCINNOSTI SANITACNYCH PROSTRIEDKOV NA

ENTEROKOKY

TESTING OF SANITARY DETERGENTS EFFECTIVENESS TO ENTEROCOCCI

Anna Krebs-Artimovd, Miroslav Krocko, Viera Duckovd, Margita Canigovd

ABSTRACT

The aim of this work was to determine influence of sanitary detergents on enterococci surviving in different model
conditions. Enterococci were isolated from rinse water after milking machine sanitation. It was found that alkaline sanitary
detergent on chlorine base applied as 0.75 % solution was sufficiently effective on enterococci damage, also at conditions
with reduced temperature (40°C), in presence of organic matters (0.1 % of milk) and also with water hardness 45°. Acid
sanitary detergent on base of phosphoric acid applied as 0.75 % solution in combination with 40 °C temperature had 100 %
effectiveness on enterococci damage only in the environment without organic matters regardless of water hardness.
Presence of 0.1 % of milk enabled surviving of tested enterococci strains. Enterococci surviving in the presence of organic
matters in acid detergent solution was influenced also with water hardness.

Keywords: alkaline and acid sanitary solution, enterococci, surviving

UvVoD
Mlieko je vzhladom na svoje zloZenie a vlastnosti
idedlnym substratom pre Siroké spektrum

mikroorganizmov. To kladie vysoké naroky na proces
sanitacie technologickych zariadeni ako v prvovyrobe, tak
aj pri jeho mliekarenskom oSetreni a spracovani.
Sanitaény program je preto neoddelitelnou sucastou
spravnej vyrobnej praxe. Sucast'ou sanitacnych opatreni je
Cistenie a dezinfekcia, dva samostatné, ale od seba
neoddelitelné procesy. Cistiace a dezinfekéné prostriedky
pouzivané v potravinarstve by sa mali vyznaCovat
vysokou schopnostou devitalizacie mikroorganizmov uz
vo vel'mi nizkych koncentraciach, nemali by zanechavat
rezidua, poskodzovat sanitované zariadenia a zat'azovat’
zivotné prostredie.
V potravinarskom priemysle su najcastejSie pouzivané
dezinfekéné prostriedky na baze chloru, kyselin
a alkoholov (Aarestrup, Hasman, 2004). Dezinfekéné
prostriedky v zavislosti na selektivnej toxicite mdzu na
niektoré mikroorganizmy pdsobit’ toxicky, na iné inertne,
pripadne i stimula¢ne. Mechanizmus posobenia zavisi na
chemickom zlozeni dezinfekéného prostriedku a sposobe
jeho pouzitia (Novak et al, 2002). Testovanie
dezinfekénych  prostriedkov v laboratérnych, ale
iprevadzkovych  podmienkach ma preto  svoje
opodstatnenie. Sanitany prostriedok urceny pre povrchy
prichadzajuce do kontaktu s potravinami musi podla
Eurdpskej Standardnej metody EN 1276 preukazat
znizenie poctu vybranych kmenov mikroorganizmov
099,999 % (redukcia 10°) pri 20 °C, dobe pdsobenia 5
min, odporucanej koncentracii a pri simulovanych ¢istych
(0,3 g.I'' bovinny albumin) a ne&istych podmienkach (3 g.I
bovinny albumin). Medzi testované kmene patri
i Enterococcus  hirae (ATCC 10541, CIP 5855)
(http://www.wipo.int/).
Enterokoky nachadzajice sa v potravinach boli dlho
povazované za indikator fekalnej kontaminacie a indikator
nedostatocnej Urovne hygieny a sanitdcie. Pri nizkych
poctoch st dnes povazované za  normalnu sucast’

mikroflory potravin (Franz et al., 1999; Greifova et al.,
2003). Vyznamnou  vlastnostou tejto  skupiny
mikroorganizmov je ich odolnost ku chemickému
a fyzikdlnemu  stresu. Obavy  spOsobuji  najmé
vankomycin-rezistentné enterokoky, ktoré boli izolované
uz aj z potravin zivocisneho povodu (Kiihn et al., 2000).
U klinickych kmenov enterokokov sa zistila rozna

tolerancia na testované dezinfekéné  prostriedky
(obsahujuce chlor, alkohol, glutaraldehyd, kvartérne
amoniové zluCeniny, jod) (Bradley, Fraise, 1996;

Anderson et al, 1997). Rovnako iv podmienkach
ziskavania a spracovania mlieka sa vyskytli pripady, kedy
boli po ukonceni procesu sanitacie izolované z dojacicho
zariadenia achladiacej nadrze kmene enterokokov
(Gelsomino et al., 2002; Teixeira et al., 2005).

Cielom prace bolo v modelovych pokusoch otestovat
vplyv sanitaénych prostriedkov bezne pouzivanych
v prvovyrobe mlieka na preZivanie enterokokov, ktoré sa
povodne izolovali zoplachovych v6d po sanitacii
dojacieho zariadenia na vybranom pol'nohospodarskom
druzstve. Pri pouziti Standardnych podmienok aplikacie
sanitacnych roztokov ako koncentracia roztoku, jeho
teplota a doba posobenia sa sledoval aj vplyv tvrdosti
vody, pouzitej k priprave roztoku aochranny vplyv
znecistenia vo forme mlieka na prezivanie enterokokov.

MATERIAL A METODIKA

Priprava bakteridlnej suspenzie

Pre modelové pokusy sa pouzilo 8 kmenov enterokokov.
Tieto sa nahodne izolovali z oplachovych vod po sanitacii
dojacieho zariadenia na vybranom pol'nohospodarskom
podniku v roku 2008 anasledne identifikovali pomocou
komeréného EN-COCCUS testu (Lachema, Ceska
republika). Identifikované bakterialne kultiry sa rozotreli
na platnicky GTKA (HiMedia, India) a kultivovali sa 24
hod pri 37 + 1 °C. Po inkubacii sa sterilnym ockom
preniesla Cast’ vyrastenych kolonii do skumavky
s fyziologickym roztokom a pripravila sa suspenzia

ro¢nik 4

35 1/2010



Potravinarstvo

zodpovedajuca 0,5° McFarlandovej zakalovej stupnici.
Intenzita zakalu sa hodnotila pristrojom Densi-la-meter.
Mikrobialna suspenzia sa nasledne 10-nasobne zriedila
v sterilnom fyziologickom roztoku, ¢im sa ziskala
pracovnd suspenzia baktérii obsahujoca radovo 10°
KTJ.ml", ktora sa pouzila pre modelové pokusy. Presny
pocet enterokokov sa stanovil zriedovacou kultivacnou
metodou na  zl¢-eskulin-azidovom agare (Biokar
Diagnostic, Francuzsko) kultivaciou pri 37 + 1 °C po 24
hodinach.

Priprava sanitacnych roztokov

Hodnotil sa ucinok alkalického a kyslého sanitaéného
prostriedku, bezne pouzivanych v praxi na sanitaciu
dojacieho =zariadenia a chladiacich nadrzi. Alkalicky
sanitacny prostriedok obsahoval hydroxid sodny, hydroxid
draselny a chlornan sodny. Kysly sanitacny prostriedok
obsahoval kyselinu fosfore¢nu a Specialne aditiva.
Sanita¢né roztoky sa pripravili rozpustenim prostriedku
s destilovanou vodou (tvrdost vody 0°) as destilovanou
vodou, do ktorej sa pridalo 45 mg CaCO; na 100 ml vody
(tvrdost vody sa upravila na 45°) tak, aby sa ziskali
roztoky s koncentraciou 0,75 %.

Pracovny postup testovania ucinku sanitacnych roztokov
na enterokoky

V prvej sérii pokusov sa k9 ml dezinfekéného roztoku
(koncentracia 0,75 %, teplota 40 °C) napipetoval 1 ml
bakteridlnej suspenzie enterokokov. Po premieSani sa
nechali skimavky vo vodnom kupeli pri teplote 40 °C po
dobu 15 minit. Pocet enterokokov prezivajucich
posobenie sanitacného roztoku sa stanovil kultivaciou na
zl¢-eskulin-azidovom  agare  (Biokar  Diagnostic,
Franctzsko) pri 37 + 1 °C po dobu 24 hodin.

V druhej sérii pokusov sa k 8,9 ml dezinfekéného roztoku
(koncentracia 0,75 %, teplota 40 °C) napipetovalo — 0,1 ml
obnoveného polotuéného suSeného mlicka al ml
bakteridlnej suspenzie. Daldi postup bol totozny
s postupom v prvej sérii pokusov.

Pokusy s kazdym izolatom enterokokov v oboch sériach
sa zopakovali trikrat.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Chemické dezinfekcia je zlozity proces, ktorého uc¢innost
zavisi od viacerych faktorov, napr. od odolnosti
mikroorganizmov, uc¢innosti samotného dezinfekéného
prostriedku (jeho koncentracie, mnozstva roztoku na
dezinfikovani plochu, poctu aplikacii, doby posobenia,
teploty roztoku), ale iod vlastnosti dezinfikovaného
prostredia (konzistencie, pritomnosti organickych latok,
reakcie a teploty prostredia) (Lakticova et al., 2006).

V prvej sérii modelovych pokusov sa overovalo prezivanie
enterokokov  po  aplikacii  kyslého  a alkalického
sanitacného roztoku s koncentraciou 0,75 %, co je
koncentracia vramci rozsahu odporucani vyrobcu
sanitacnych prostriedkov (0,5-1 %). V snahe priblizit' sa
realnym podmienkam praxe sa zvolila teplota sanitacnych
roztokov 40 °C. Teplota sanita¢nych roztokov sa totiz
v prvovyrobe Casto nedodrziava, ¢o potvrdzuji aj zistenia
Foltysa (1999). Z vysledkov Feldmanna et al. (2006)
v tejto suvislosti vyplyva, ze pokles teploty oplachovej

vody pod 42 °C vedie k zvysenej kontaminacii dojacieho
zariadenia koliformnymi baktériami a Pseudomonas spp.
Okrem teploty sa v modelovych pokusoch hodnotil vplyv
tvrdosti vody (0 a45°), ked’ze v ramci SR sa vyskytuje
voda roznej kvality a v pripade tvrdej vody nie vzdy je
v praxi zabezpecené jej zméikCovanie. Doba pdsobenia
sanitacného roztoku bola vzhode s odporacaniami
vyrobcu (15 mintt).

Z vysledkov prvej série pokusov vyplynulo, Ze kysly aj
alkalicky  sanitacny roztok boli pri uvedenych
podmienkach 100 % ucinné a devitalizovali vsetky
testované kmene enterokokov.

. faecalis A E. faecalis B E. mundtii  E. faecit

m log pociatocnych pottov Okysly prostriedok m alkalicky prostriedok|

Obriazok 1: Prezivanie enterokokov po aplikacii kyslého
a alkalického sanitaéného roztoku (koncentracia 0,75 %,
teplota 40 °C, doba pdsobenia 15 minut, tvrdost’ vody 0°,
organicka zataz — 0,1 % mlieka)

V ramci druhej série pokusov sa koncentracia (0,75 %),
teplota dezinfekénych roztokov (40 °C) adoba ich
aplikacie (15 min0t) nemenili. Opét sa hodnotil vplyv
tvrdosti vody — voda midkka (tvrdost’ 0°) a voda extrémne
tvrda (tvrdost’ 45°). Ako d’alsi hodnoteny faktor sa zaradila
pritomnost’ organickych latok, v pripade naSich pokusov
i§lo 0 0,1 % pridavok obnoveného suseného polotu¢ného
mliecka. Pritomnost’ rezidui mlieka na sanitovanom
zariadeni moze viest’ k zhorSeniu ucinnosti dezinfekéného
roztoku a to v zmysle fyzikalnej bariéry alebo deaktivaciou
dezinfekéného prostriedku priamou chemickou interakciou
(http://www.wipo.int/). V stvislosti s tvrdostou vody -
okrem tvorby vodného kamena je zname, ze vapenaté
ahoreCnaté soli vytvaraju skazeinom nerozpustné
komplexy, ktoré tvoria vel'mi tazko odstranitelné povlaky
na Cistenom povrchu. Vzniknuté biofilmy su
potencionalnym zdrojom kontaminacie, pretoze ako uz
bolo naznaCené, sanitatné latky aktivne voc¢i volnym
mikroorganizmom  moézu  stratit  GCinnost  voci
mikroorganizmom uzavretym v biofilme (Lakticova et al.,
2006).

Vysledky ucinnosti sanitacnych roztokov na prezivanie
enterokokov za podmienok druhej série pokusov pre vodu
s tvrdostou 0° st znazornené na obrazkoch 1 a2 apre
vodu s tvrdost'ou 45° na obrazkoch 3 a 4.
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. faecium B E. faecalis C E. faecalis D  E. faeca

m log pociatocnych poctov O kysly prostriedok m alkalicky prostriedok

Obrazok 2: Prezivanie enterokokov po aplikécii kyslého
a alkalického sanita¢ného roztoku (koncentracia 0,75 %,
teplota 40 °C, doba pdsobenia 15 minut, tvrdost’ vody
0°, organicka zataz — 0,1 % mlieka)

LLLL

E. faecalis A E. faecalis B
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Obrazok 3: Prezivanie enterokokov po aplikacii kyslého
a alkalického sanitaéného roztoku (koncentracia 0,75 %,
teplota 40 °C, doba pdsobenia 15 minut, tvrdost’ vody
45°, organicka zataz — 0,1 % mlicka)

Ako vidiet’ z obrazkov, alkalicky sanitacny roztok na baze
chléoru bol voci testovanym kmenom enterokokov
dostatocne GCinny aj v pritomnosti organickej zataze a bez
ohl'adu na tvrdost’ pouzitej vody. Kysly sanitacny roztok
na baze kyseliny fosfore¢nej pri pouziti vody s tvrdost'ou
0° avpritomnosti organickej zataze mal znizeny
devitalizaény 0c¢inok na testované kmene enterokokov
s vynimkou dvoch kmenov E. faecalis D a E, na ktoré bol
za tychto podmienok 100 % ucinny. Ostatné testované
kmene enterokokov redukoval o 1,19 az o 4,54 log radov.
Este vyraznejSie sa pokles ucinnosti kyslého sanitaéného
roztoku prejavil pri pouziti vody s tvrdostou 45° a v
pritomnosti organickej zataze. V tomto pripade sa uplna
redukcia pociatocnych poctov enterokokov nezaznamenala
ani u jedného z testovanych kmenov. Najvyssia tolerancia
ku kyslému sanitatnému roztoku sa za spominanych
podmienok zistila u kmena E. faecium B, u ktorého nastala
redukcia pociatoéného poctu len 00,17 log radov.
Najucinnejsi bol kysly sanitaény roztok na kmen F.
faecalis B, ktorého pocty sa redukovali o 3,58 log radov.

[}

(9]
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Obrazok 4: Prezivanie enterokokov po aplikacii kyslého
a alkalického sanitaéného roztoku (koncentracia 0,75 %,
teplota 40 °C, doba pdsobenia 15 minut, tvrdost’ vody
45°, organicka  zataz — 0,1 % mlicka)

V laboratornych podmienkach hodnotili ucinnost’ 6
dezinfekénych prostriedkov na rézne mikroorganizmy
Wirtanen et al. (1997). V pritomnosti 1 % odstreden¢ho
mlieka, vody s tvrdost'ou 30° a pri najnizSej odporti¢anej
koncentracii dezinfekénych prostriedkov sa dosiahla
redukcia kmena E. faecium u 5 testovanych dezinfekénych
prostriedkov > log 5 a v pripade prostriedku P-3 OXONIA
AKTIV to bola redukcia o 3,6 log radov. Testovany kmen
E. faecium bol najcitlivejsi z testovanych kmenov. Narast
koncentracie odstredeného mlieka na 10 % redukoval
ucinok  vacSiny  dezinfekénych  prostriedkov, ale
v rozdielnom stupni. Redukcia enterokokov bola o 0,5 log
radov pre P-3 TOPAX 99 az o > 5 log radov pre
HYPOKLORAN SP, VIRKON § a IPA 300.

Relativne nizky vplyv organického materidlu na aktivitu
UMONIUM™® na testované baktérie, medzi ktorymi bol
i kmen Enterococcus hirae uvadza Raffo et al. (2007).
Uginnost’ sanitacie sa okrem laboratérnych
podmienok hodnoti aj priamo v podmienkach praxe.
Z vysledkov Kostolnikovej et al. (2007), ktori hodnotili
ucinnost’ dezinfekcie v ovCiarskych prevadzkach vyplyva,
Ze po beznej sanitacii (detergent a dezinfekény prostriedok
s obsahom NaClO) nastala na nerezovych povrchoch
redukcia enterokokov max. o 1,5 log radov a na plastovych
povrchoch 0 0,5 — 1 log rad.

ZAVER

Na zaklade uvedenych vysledkov mozno konStatovat, ze
jednotlivé kmene enterokokov prejavili réznu toleranciu
k dezinfekénym  prostriedkom, pricom nedodrzanie
niektorych z faktorov sanitacie podporuje ich prezivanie.
K tymto faktorom mozno zaradit' pritomnost’ organickej
zétaze, ale itvrdost pouzivanej vody. Zistila sa nizsia
ucinnost’ kyslého sanitaéného prostriedku na baze kyseliny
fosforenej voci enterokokom v porovnani s alkalickym
sanitacnym prostriedkom na baze chloru, ktory bol 100 %
ucinny pri vSetkych testovanych podmienkach.
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KVANTITATIVNA ANALYZA RASTU CANDIDA MALTOSA A GEOTRICHUM
CANDIDUM : VPLYV TEPLOTY A PRITOMNOSTI LACTOBACILLUS

RHAMNOSUS GG

QUANTITATIVE ANALYSIS OF THE GROWTH OF CANDI/DA MALTOSA AND
GEOTRICHUM CANDIDUM : THE EFFECT OF TEMPERATURE AND

LACTOBACILLUS RHAMNOSUS GG

Denisa Liptakova, Anna Hudecovad, Lubomir Valik, AlZbeta Medved’ova

ABSTRACT

Geotrichum candidum is associated with the microflora of soft and semi-hard cheeses, but in fresh cheeses, the presence of
G. candidum may lead to the product spoilage. The oxidative yeast Candida maltosa firstly isolated from the spoiled fruit
yoghurts surface in Slovakia belongs to the yeast contaminants of fermented dairy products.

The inhibitory relation between G. candidum growth rate and incubation temperature was modelled by Ratkowsky square
root model according to following equations for pure and mixed culture, respectively: VGrg. = 0.0117 + 0.081 (R’ =
0.928), \/GchiLGG = 0.012T7 + 0.005 (R2: 0.823). The effect of different Lb. rhamnosus GG addition and the incubation
temperature on the C. maltosa growth dynamics was described by using following equations: In Greyy = -5.3674 + 0.2341T
+0.2599N, — 0.0032T* — 0.0492N* — 0.0068T*N, and In Grey, = -9.5457 - 0.249T + 2.3823N, + 0.0099T> — 0.2324N,” +

0.0098T*Nj.

It is supposed that relationship between Lb. rhamnosus GG and both yeast strains, G. candidum and C. maltosa, is
determined by the production of lactic acid, phenyllactic or pyroglutamic acid, but also by mutual competition for nutrients
or oxygen. Similar results of inhibitory activity were obtained during the co-culture of C. maltosa with Lb. rhamnosus VT1.

Keywords: spoilage yeast, predictive microbiology, lactic acid bacteria

UvVoD

Kvasinky a vlaknité huby si bezné kontaminanty mlieka
amliecnych  vyrobkov  spOsobujuce ich kazenie
(Jakobsen, Narvhus, 1996; Vasdinyei, Deak, 2003). Na
druhej strane, Specifické kmene tychto eukaryotickych
mikroorganizmov, su esencidlne pre tvorbu typickych
vlastnosti  istych  vyrobkov, akymi su napriklad
fermentované mlieka (kefir, kumys, villi atd.) asyry
(Camembert a Brie). Kvoli ich tolerancii vo¢i nizkemu pH
(3,0 az 4,0), nizkej aktivite vody, vysokym koncentraciam
soli a chladiarenskym teplotdm, mézu fungélne druhy
dobre rast’ pocas vyroby azrenia mliecnych vyrobkov.
Mnohé dokazu utilizovat’ kyselinu mlie¢nu sposobujic tak
zvySenie pH, ¢o stimuluje rast sekundarnej pH-senzitivnej
mikroflory. Napriklad  oxidativne kvasinky z rodov
Candida spp., Debaryomyces spp., Metschnikowia spp.,
Pichia spp., Torulaspora spp. a Yarrowia spp.,
zOcastiujuce sa na kazeni jogurtov, dokdzu rast na
rozhrani jogurtu a vzduchu azvyCajne sa prejavuji
pritomnostou hladkych kolonii alebo ich povlakom na
povrchu jogurtu. Biochemicky sa tieto kvasinky vyznacuju
oxidativnym odburanim kyseliny mliecnej za vzniku oxidu
uhlicittho a vody (Varnan, Sutherland, 1994;
Roostita, Fleet, 1996; Lopandic et al., 2006; Alvarez-
Martin et al.,, 2007). Okrem technologicky neziaducich
vlastnosti vykazuji niektoré druhy vlaknitych hub
schopnost  produkovat za  urcitych  podmienok
mykotoxiny, a tym predstavuju aj zdravotné riziko pre Pudi
(Valik, Pieckova, 2001).

Znacné mnozstvo publikovanych §tadii (Gadaga et al.,
2001; Abdelgadir et al., 2001; Corbo et al., 2001) spaja
zvySeny obsah kvasiniek a mikromycét A

fermentovanych mlienych  vyrobkoch s nedostatocnou

hygienou a sanitaciou technologickych zariadeni
v prevadzke, kontaminaciou z ovzduSia, nedodrZzanim
podmienok pasterizacie ako aj s nedostato¢nou

mikrobiologickou kvalitou pouzitych prisad. Preto tieto
mikroorganizmy spliitaju indikatorové funkcie a vyuzivaja
sa pri posudzovani hygienickych podmienok vyroby
kyslomlie¢nych produktov ako aj analyzy kritickych
kontrolnych bodov v procese vyroby (Gorner et al., 1972;
Addis et al., 2001; Lopandic et al., 2006).

Jednym zo spdsobov ako zabranit’, alebo spomalit’ rozvoj
neziaducej fungalnej mikroflory, je aplikacia tzv.
ochrannych kultir. Druh, o ktory existuje v tomto smere
zaujem, je aj Lactobacillus rhamnosus, predovsetkym jeho
probioticky kmen L. rhamnosus GG, ktory zlepSuje aj
lieCebno-dietetické vlastnosti mlie¢nych vyrobkov. Servin
(2004) vo svojej studii zistil, Ze Lactobacillus lactis, Lb.
casei Shirota a Lb. rhamnosus GG dokazali potlacat’ rast
Salmonella  typhimurium a  enterohaemoragickej
Escherichia coli O157:H7. Viaceri autori popisali vo
svojich pracach antifungalnu aktivitu viacerych druhov
Lactobacillus spp. (Plockova et al., 2001; Magnusson et
al.,, 2003; Lavermicocca et al.,, 2003; Valerio et al.,
2004).

CIEL: PRACE

Matematicky popisat’ vplyv probiotického kmena Lb.
rhamnosus GG na rast nami izolovanej oxidativnej
kvasinky  Candida  maltosa  akvasinkovej  huby
Geotrichum candidum v UHT mlieku pri réznych
teplotach inkubécie s vyuzitim principov prediktivnej
mikrobiologie.
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MATERIAL A METODY

Mikroorganizmy

Kmen Candida maltosa bol izolovany z povrchu
znehodnotené¢ho ovocného jogurtového krému (Laukova
et al.,, 2003). Jeho identifikaciu potvrdilo pracovisko
Zbierky kvasinkovych kultir Chemického tstavu SAV
v Bratislave (Ing. E. Slavikova).

Izolat  Geotrichum  candidum  pochadza  z ovcieho
hrudkového syra vyrobeného zo surového mlieka. Rodovu
identifikadciu sme uskutocnili na zéklade morfologie a
biochemickych testov. Identifikacia druhu G. candidum
bola potvrdena Ing. E. Pieckovou, PhD., MPH. (SZU,
Bratislava).

Kmen Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) pochadza od
finskych mikrobiolégov Ouwehanda a Salminena a pre
ucely prace nam ho poskytla Dr. A. Laukova z
Veterinarneho tstavu v Kosiciach.

Izolaty G. candidum a C. maltosa boli uchovavané na
agare s odstredenym suSenym mliekom (Merck,
Darmstadt, Nemecko) pri teplote 5 £ 1 °C akmen Lb.
rhamnosus GG bol udrziavany v MRS bujone (Merck,
Darmstadt, Nemecko) pri tej istej teplote.

Priprava suspenzie a inokuldcia

Na pripravu suspenzie vegetativnych buniek C. maltosa
a G. candidum sa pouzil sterilny fyziologicky roztok
s hodnotou pH upravenou na 6,8 az 7,0. Suspenzie
vySetrovanych  fungalnych druhov  pouZzivané pre
inokulaciu UHT mliek sa pripravili vytrepanim 48 h
kultiry vyrastenej na definovanom povrchu agaru do 5 ml
sterilného fyziologického roztoku. Takto pripravené
suspenzie sa v jednotlivych pokusoch pouzili na ockovanie
UHT mliek s obsahom tuku 15g.1". Poéiatotna denzita
buniek fungalnych mikroorganizmov v mliekach bola <
10° KTl.ml" aobsah Lb. rhamnosus GG 10° KTIml".
Zamerne inokulované vzorky mliek suspenziami buniek C.
maltosa resp. G. candidum a Lb. rhamnosus GG boli
inkubované v termostate pri teplotach od 10 °C do 25 £0,5
°C.

Stanovenie celkového poctu C. maltosa, G. candidum a Lb.
rhamnosus GG

Celkové pocty G. candidum a C. maltosa sme vo vzorkach
mlieka stanovovali zriedovacou kultivatnou metddou
podl'a normy STN ISO 7954 ako vlaknité huby. Obsah Lb.
rhamnosus GG sme stanovovali na MRS agare (Merck,
Darmstadt, Nemecko) v stilade s normou STN ISO 15214.
Matematickeé hodnotenie dynamiky rastu mikroorganizmov
Zo zistenych zmien poctov C. maltosa, G. candidum a Lb.
rhamnosus v UHT mlieku v zavislosti od ¢asu inkubécie
sme vypocitali pomocou D-modelu (Baranyi et al., 1993)
rastové rychlosti, ktoré boli podrobené analyze
v sekundarne;j faze  matematického = modelovania
mikrobialneho rastu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rast kvasinky C. maltosa sme sledovali v UHT mlieku
zamerne inokulovanom kvasinkovym mikroorganizmom
a s roznou pociatocnou koncentraciou Lb. rhamnosus GG

(10% 10*, 10° KTI.mlI™") pri teplotach 10, 15, 18, 21 a 25 +
0,5 °C.

Vysledky parametrov rastu C. maltosa poukéazali na
skutoénost’, Ze rastova rychlost’ sa so zvySovanim teploty
inkubacie vzoriek zvySovala a adekvatne dochadzalo ku
skracovaniu ¢asu zdvojenia a skrateniu lag-fazy. V pripade
spoloénej kultivacie C. maltosa s Lb. rhamnosus GG
(LGG) sa inhibi¢ny u¢inok kultiry menil v zavislosti od
pociatocnej koncentracie laktobacila, priCom sme pri
koncentracii Lb. rhamnosus GG 10* a10° KTJ.ml"
(LGG04 a LGGO6) pri vsetkych testovanych teplotach
pozorovali tzv. dvoj-fazové rastové Ciary, vyznacujuce sa
dvoma fazami prispésobovania (lag-fazami)
s nasledujicimi  exponencidlnymi  fazami (tab. 1).
Napriklad pri teplote 10 °C akoncentracii laktobacila
LGG02 (10° KTIml") rastol izolat C. maltosa
s rychlostou 0,03 log KTI.ml".h", ¢omu zodpovedal &as
zdvojenia 10 h. AvSak zvySenim koncentracie na 4 a 6 log
poriadkov, sa po ukonceni prvej exponencialnej fazy rast
C. maltosa vyrazne spomalil abol -charakterizovany
druhou lag-fazou trvajucou 55 a 105 hodin (LGGO04
a LGGO6, v poradi) a znizenim rastovej rychlosti o 67 a 59
% v porovnani s prvou rastovou rychlostou pri 10 °C
(obr.1). Porovnanim hodnét rastovych rychlosti ziskanych
z mono-kultivacie C. maltosa v mlieku so spolo¢nou
kultivaciou kvasinky s laktobacilom vyplynulo, Ze
dynamika rastu C. maltosa bola 0 60 az 86 % niz§ia pri
jednotlivych testovanych teplotach. Do druhej fazy rastu
vstupovala kvasinka potom, ako kultdra Lb. rhamnosus
GG dosiahla v mlieku svoje maximalne koncentracie 10°
az 10° KTI.ml" anésledne doslo k poklesu aktivnej
kyslosti mlieka (obsah kyseliny mlie¢nej sa zvysil
z pociatocnej koncentracie 0,16 % na 0,27 %).

Inhibiény efekt baktérii mlie¢neho kysnutia je ovplyvneny
nielen druhom testovaného technologicky neziaduceho
resp. patogénneho mikroorganizmu, ale aj samotnou
kyslomlie¢nou  kultirou ajej metabolizmom. Na
porovnanie mozno uviest’ vysledky zo spoloénej kultivacie
C. maltosa s Lb. rhamnosus kmen VTI1, priCom samotna
dynamika rastu kvasinky vykazovala sigmoidalny
charakter (Liptakova et al., 2007). Inhibi¢ny ucinok
kultiry VTl sa na rozdiel od kultiry GG prejavil
predovsetkym predizenim lag-fazy C. maltosa, ¢o bolo
pravdepodobne vysledkom naprodukovanej kyseliny
mliecnej. Jej obsah uz na zaciatku experimentu dosahoval
priemerné hodnoty 0,32 %, kym v sub-kultivacii s kultirou
LGG to bolo len 0,16 %. K parcialnej inhibicii rastu
oxidativnej kvasinky C. maltosa kultrami Lb.
rhamnosus (LGG a VT1) okrem kyseliny mlie¢nej prispeli
aj kyselina pyroglutaimova (PCA) a fenylmliecna (FLA),
ktoré boli produkované oboma testovanymi laktobacilmi
v koncentraciach 294 mg/l a 603 mg/l pre PCA a 284 mg/1
pre FLA, (Liptakova et al., 2007, 2009). Lavermicocca
et al., (2003) a Valerio et al., (2004) potvrdili vo svojich
pracach produkciu kyseliny fenylmlie¢nej a 4-hydroxy-
fenylmliecnej druhmi Lactobacillus rhamnosus, Lb.
plantarum, Lb. sanfranciscentis, Lb. brevis a Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides ajej antifungalny
ucinok voéi Penicillium spp., Aspergillus spp. a Fusarium
spp..
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Okrem uvedenych metabolitov mozu laktobacily parcialne
inhibovat' rast kvasiniek a vlaknitych hab aj inymi
sekundarnymi metabolitmi. Je zname, Ze za aerobnych
podmienok méze dojst’ pocas kyslomlienej fermentacii aj
k oxidacnej disimilacii za vzniku CO, a kyseliny octove;j.
Pritom sa ako medziprodukt tvori mikrobicidny peroxid
vodika. Podobne modze zkyseliny hipurovej vzniknut

kyselina ~ benzoova, znama  konzervacna  latka
(Gorner, Valik, 2004).
V pripade, ze st bunky kvasiniek akvasinkovych

organizmov vystavené posobeniu slabych organickych
kyselin, snazia sa oudrzanie intracelularnecho pH
v neutralnej oblasti tym, Ze sa zniZi permeabilita
plazmatickej membrany voci kyselinam, zvysi sa aktivne
vytesnenie kyseliny do prostredia. Rozhodujicu ulohu
vtomto procese zohrdva aktivita enzymu H'-ATPAiza,
ktory je lokalizovany na membrane a slizi ako protonova
pumpa. Okrem aktivacie plazmatickej H'-ATPazy
dochadza v bunkach kvasiniek dlhodobo vystavenych
posobeniu slabej organickej kyseliny aj k syntéze PDR12
proteinu, ktory slizi ako pumpa na transport aniénov
uvolnenych  znedisociovanych  molekal  slabych
organickych kyselin v intracelularnom prostredi buniek do
ich extracelularneho priestoru. Tieto procesy st vSak
energeticky narocné, atak odburanim ATP sa spomaluje
resp. zastavuje rast buniek (Piper et al., 1998; Holyolak
et al., 1999; Henriques et al., 1997; Brul et al., 2002).

Vplyv kultiry Lb. rhamnosus GG v koncentracii 10°
KTJ.ml" (LGGO6) na dynamiku rastu G. candidum sme
sledovali pri ich subeznej kultivacii v mlieku pri tych
istych teplotach ako v pripade spolo¢nych kultivacii s C.
maltosa. Sucasny pridavok Cistej kultary Lb. rhamnosus
GG ku kultare G. candidum sposobil spomalenie rastu
arozmnozovania sledovaného fungalneho druhu. Rast
samotného G. candidum v mlieku bol charakterizovany
kardinalnymi teplotami: optimalna teplota pre rast 27,9 °C,
s minimalnou teplotou 3,0 °C a maximalnou teplotou, pri
ktorej bolo mozné este pozorovat’ rast huby, 38 °C. Tieto
vysledky st v sulade s vysledkami Boutroua a Guéguena
(2005). Podobne ako v pripade spoloc¢nej kultivacie C.
maltosa aLGG aj pri kultivacii laktobacilov s G.
candidum sme pozorovali dvojfazovu rastovu Ciaru, avsak
len pri teplote 10 °C (obr. 2). Porovnanim vplyvu
probiotického kmenia Lb. rhamnosus GG na oba sledované
fungalne druhy sme zistili intenzivnej$i inhibi¢ny ucinok
kmena LGG vo¢i C. maltosa. Napriklad pri teplote 10 °C,
ked sa oba sledované kontaminanty prisposobovali
nevhodnym podmienkam v prostredi dvojfazovymi
rastovymi Ciarami, bola prva rastova rychlost’ C. maltosa
0 70,5 % nizsia ako v pripade G. candidum a druha rastova
rychlost’ klesla 0 31 %, pricom druha lag-faza bola takmer
dvojnasobne dlhSia v porovnani s G. candidum. Kym
vpripade C. maltosa sa parcidlna inhibicia rastu
arozmnozovania v spolo¢nej kultivacii s Lb. rhamnosus
prejavila dvojfazovym rastom kvasinky aj pri dalSich
sledovanych teplotach, vpripade G. candidum sme
pozorovali typické rastové krivky so sigmoidalnym
priecbehom. Tento fakt bol pravdepodobne spdsobeny
odlisnou  morfolégiou azlozenim bunkovej steny
sledovanych  mikroorganizmov, atym aj odliSnou
citlivost'ou voéi metabolitom Lb. rhamnosus, nakol’ko C.

maltosa patri k jednobunkovym kvasinkovym
mikroorganizmom a G. candidum na zéklade morfologie
zarad'ujeme k vlaknitym hubam tvoriacim substratové
mycélium.

Pri teplote 25 °C, ktora je blizka optimalnej teplote rastu
G. candidum, bola namerana rastovd rychlost o 79 %
vyssia ako pri 15 °C adizka lag-fizy sa skratila takmer
o 11 hodin. Porovnanim dynamiky rastu G. candidum
v mono-kultire bol rast huby o 63 % (15 °C), 60 % (20
°C) a2l % (25 °C) rychlejsi nez v subeznej kultivacii s Lb.
rhamnosus GG pri tych istych teplotach.

Sekunddarne modelovanie rastu

Hodnoty rastovej rychlosti (Gr) oboch sledovanych
fungalnych druhov v spolo¢nej kultivacii s Lb. rhamnosus
GG boli vdruhej faze matematického hodnotenia
analyzované vo vztahu k teplote inkubacie, ktora bola
hlavnym faktorom urcujucim dynamiku rastu a nasledne aj
vo¢i rbéznej pociatocnej koncentracii laktobacila. Pre
analyzu zavislosti rastovej rychlosti G. candidum od
teploty inkubdcie pri samotnej i spolo¢nej inkubacii s LGG
sa vyuzil osvedCeny Ratkowského model (obr. 3), ktory
linearizuje zavislost' rastovej rychlosti od teploty aje
aplikovatelny v SirSom rozmedzi teplot: VGrg. = 00117 +
0,081 (R = 0,928), VGra. Lac = 0,012T + 0,005 (R*=
0,823).  Naslednou internou validaciou Ratkowského
modelu podla Baranyiho et al., (1999) sme zistili
nezhody medzi pozorovanymi rastovymi rychlostami G.
candidum avypoCitanymi  z prislusného  modelu
pocas samotnej i spolo¢nej kultivacie v mlieku 13,6 % a
39 %, pricom tieto vysledky st v stlade s inymi autormi
(Samapundo et al., 2005; Mellefont et al., 2003; Baranyi
et al, 1999), podla ktorych sa diskrepancie medzi
hodnotami rastovych rychlosti najcastejSie pohybuju v
intervale od 10 do 30 %, v niektorych pripadoch aj 46 az
52 %.

Pre zhodnotenie kombinovaného vplyvu laktobacila a
kultivacnej teploty na prvi a druhti rastova rychlost’ C.
maltosa sme pouzili nasledovné dvojparametrové rovnice:
In Greyy = -5,3674 + 02341T + 0,2599N, — 0,0032T> —
0,0492N,° — 0,0068T*N; a In Grey, = -9,5457 — 0,249T +
2,3823N, + 0,0099T* — 0,2324N,” + 0,0098 T*N,, Internou
validaciou bolo zistené, Ze rozdiely medzi pozorovanymi
a predpovedanymi rastovymi rychlostami nadobudaju
hodnoty od 37,8 do 52,9 % a faktory spolahlivosti hodnoty
od 0,963 do 1,13, ¢o je v sulade s pracami Neumeyer et
al. (1997) a Mellefont et al. (2003), podl'a ktorych mozno
obe rovnice povazovat za akceptovatelné (By = 1,13) az
dobré (B = 0,963) na predpovedanie rastovych rychlosti
C. maltosa v pritomnosti baktérii mlie¢neho kysnutia.

ZAVER

V préci sa matematicky analyzovala dynamika rastu dvoch
fungalnych druhov, C. maltosa a G. candidum, v mlieku
v zavislosti od  teploty  kultivacie a pritomnosti
probiotického kmena Lb. rhamnosus GG. Kmen Lb.
rhamnosus GG parcidlne potlacal rast a rozmnozovanie
oboch sledovanych mikroorganizmov, ktoré sa vo
fermentovanych mliecnych produktoch, s vynimkou syrov,
v ktorych zohrava G. candidum ulohu pri tvorbe aromy
achuti, vyskytuju predovSetkym ako kontaminanty.
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Nakolko sa oba izolaty, C. maltosa a G. candidum,
vyznacuju psychrotrofnymi vlastnostami, nevyhnutnym
predpokladom pri vyrobe hygienicky bezchybnych
produktov, je uchovavanie hotovych vyrobkov pri nizkych
chladiarenskych teplotach, ale aj prisne dodrziavanie
hygieny asanitacie v prevadzke. Vysledky ziskané
v prezentovanej $tudii su prikladom vyuzitia principov

prediktivnej mykologie v mliekarskej praxi, s cielom
upozornit na dynamiku rozmnoZovania sa kvasiniek
avlaknitych hab v kyslomliecnych  produktoch v
pritomnosti baktérii mliecneho kysnutia a probiotickych
baktérii.

Tab. 1: Rastové parametre C. maltosa stanovené v mlienom substrate v zavislosti od réznej pociatocnej koncentracie
kmena Lb. rhamnosus GG (LGGO az LGGO06) a teploty uchovavania.

T LGG Gr, GT, Gr, GT,
[°C] [log KTJ] [log KTJ.mI".h"] [h] [log KTJ.mI".h"] [h]
10 0 0,044 6.8 - -
10 02 0,030 10,0 - -
10 04 0,036 8.4 0,012 25,1
10 06 0,013 23,2 0,0053 56,8
15 0 0.072 42 - -
15 02 0,059 5.1 - -
15 04 0,060 5,0 0,014 21,5
15 06 0,029 10.4 0,013 232
e 0 0,095 3.2 - -
18 02 0,132 23 - -
18 04 0,164 1.8 0,021 143
18 06 0,021 14,3 0,0194 15,5
21 0 0,164 1.8 - -
21 02 0,117 2,6 - -
21 04 0,082 3,7 0,022 13,7
21 06 0,034 8.9 0,020 15,1
25 0 0.230 13 - -
25 02 0,166 1.8 - -
25 04 0183 1,6 0,125 2.4
25 06 0,032 9.4 0,071 42
8
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Obr. 1: Vplyv roznych pociatoénych koncentracii ¢istej kultiry Lactobacillus rhamnosus GG (LGG 0, 02, 04, 06) na

dynamiku rastu Candida maltosa pri teplote 10 °C.
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Obr. 2: Vplyv kultary Lactobacillus rhamnosus GG na rast Geotrichum candidum v spolo¢nej kultivacii pri 10 °C.
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Obr. 3: Zavislost rastovej rychlosti G. candidum od teploty (Ratkowského model) v mono- a spolo¢nej kultare s Lb.

rhamnosus GG.
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VPLYV DORMANCIE NA FORMOVANIE TECHNOLOGICKYCH PARAMETROV
SLADU

EFFECT OF DORMACY ON FORMATION OF TECHNOLOGICAL PARAMETERS
OF MALT

Miriam Liskova, Helena Francakova, Jan Marecek

ABSTRACT

The aim of this work was to find out the effect of dormancy on formation of technological parameters of malt, which are
monitored according to indicators of malting quality (USK). Selected technological parameters of malt considered in this
experiment were: extract, relative extract at 45°C, Kolbach index and, apparent final attenuation in relation to physiological
parameters of barley grain which were: germination capacity, germination energy, speed of germination and germination
index. We tried to find out whether it would be possible to predict malt technological quality according to physiological
parameters of barley grains. The results revealed that dormancy markedly influenced formation of technological parameters
of malt such as relative extract at 45°C and Kolbach index. Some varieties did not finish their dormancy even six weeks
after harvest. After half a year varieties were prepared for malt processing, however, according to their physiological
parameters (germination capacity, germination energy, germination speed and germination index) the varieties were already
post-harvest ripe after six weeks of harvesting. Germination index and germination speed were the most suitable
physiological parameters observed and according to those the correlations between malt technological parameters such as
extract and relative extract at 45°C may be considered. Germination index and germination speed could be used in malting

industry to predict malting quality.

Keywords: barley, dormancy, germination index, malt, technological parameters

UvVoD

V sucasnosti medzi najddlezitejSie kvalitativne poziadavky
sladu patria vysoky extrakt, vysoka enzymaticka aktivita a
dobra modifikacia. Pre dosiahnutie uvedenych poziadaviek
musi jaémen preukazat’ dostatocntl kli¢ivost’ a minimalnu
pozberovi dormanciu (Briggs et al, 1994). Podla
Romagosu et al. (2001), Zimolku et al. (2006) je
dormancia definovana ako neschopnost’ Zivych semien
kli¢it 1 za podmienok, ktoré su pre klicenie vhodné.
Franéakova (2003) uvadza, ze obdobie od zberu jaCmena
do okamihu kedy hodnoty kli¢ivosti a kli¢ivej energie su
zhodné, nazyvame obdobim pozberového dozrievania.
Hibka dormancie zavisi od odrody, od poveternostnych
podmienok a od skladovacich podmienok (Lewis, Young,
2002), (Reuss et al., 2006). U sladovnickych jacmenov je
dizka pozberového dozrievania zvlast dolezita, pretoze
jaémene s dlhou dobou pozberového dozrievania maji
vacSinou nizky obsah enzymov, davaji menej kvalitny
slad a kvoli nizkej energii klicenia sa nemé6zu dlhé obdobie
po zbere sladovat (Li et al.,, 2003). Vseobecne je
dormancia riadena tak, aby doslo ku jej zaniku v priebehu
skladovania. Dormancia je kvantitativne dedena avo
vel'kej miere ovplyvnend prostredim (Prada et al., 2004,
Zheng et al., 2005, Gubler et al., 2008). Podl'a Kosai‘a et
al. (2000), v pozberovom obdobi st jednotnost
(homogenita) a rychlost’ kli¢enia negativne ovplyvnené. Su
zavislé na stupni zrelosti jednotlivych obiliek, ktora je po
zbere znaCne nevyrovnana. Pomalé a nejednotné klicenie
obiliek v pozberovom obdobi nasvedéuje tomu, ze v danej
vzorke obiliek existuje rada ,intenzit“ dormancie. Pocas
sladovnickeho spracovania by zrno malo mat’ uz ukoncené
obdobie pozberového dozrievania, aby sa dosiahlo

maximalnej rychlosti klicenia a vysokej energie klicenia,
¢o je predpoklad dobrého rozlustenia sladu (Psota, 1998).

MATERIAL A METODIKA

Vpraci sa hodnotili tri genotypy jacmena jarné¢ho
sladovnickcho a to kontrolnd odroda  Nitran
a novoSlachtenia SK 5734 a SK 5976, ktoré boli zaradené
v odrodovych skuSkach na sktSobnych staniciach
Sladkovi¢ovo, Vel'ké Ripnany a Jakubovany. Vzorky boli
analyzované od prvého tyzdna po zbere az po dvadsiaty
piaty tyzden po zbere.

V metodike boli pouzité uznané metddy stanoveni v ramci
EBC, ktoré uvadza Basafova (1992). Z fyziologickych
parametrov zrna sa sledovala: kliivost (KL), energia
kli¢enia (EK), rychlost kli¢enia (RK) aindex kli¢enia
(IK).

Stanovenie kli¢ivosti: podla STN 46 1011-13

Pod pojmom kli¢ivost’ jacmena sa rozumie percentualny
podiel vSetkych zivych zfn schopnych kli¢it' (optimalna
hranica 98 %).

Stanovenie energie klicenia: podl'a STN 46 1011-14
Energia klicenia je percento vyklicenych zfn v danom
Case. Kli¢iva energia sa stanovi obvykle po troch diioch. Je
to hodnota, ktora udava zdravotny stav jaémenia a rovnako
jeho vhodnost’ pre okamzité spracovanie.

Vypocet rychlosti klicenia (z udajov energie klicenia):
podla STN 46 1011-14

ro¢nik 4

1/2010



Potravinarstvo

(5a+3b+c)
5

RK =

Kde:

RK - rychlost kli¢enia (%)

a - priemerny pocet zin vykli¢enych po 24 hodinach od
zahdjenia skusky

b - priemerny pocet zin vykli¢enych od 24 do 48 hodin
trvania skusky

¢ - priemerny pocet zin vyklicenych od 48 do 72 hodin
trvania skusky.

Vypocet indexu klicenia: podla STN 46 1011-14
10.X
IK=

N24+nas.2+nmn.3

Kde:

IK - index kli¢enia (bezrozmerné ¢islo)

X - energia klicenia

Ny Nys Nz - pocet obiliek vyklienych a odstranenych po
24, 48 a 72 hodinach.

Z technologickych parametrov sladu sa stanovili: extrakt
(E), relativny extrakt pri 45 °C (RE 45), Kolbachovo ¢islo
(KC) a dosiahnutelny stupen prekvasenia (DSP). Vzorky
jac¢mena boli sladované v mikrosladovni na Sl'achtitel'skej
stanici Hordeum Sladkovic¢ovo.

Stanovenie extraktu sladu

Pridavkom sladového vyluhu, so znamym obsahom
extraktu, do vystierky sladového Srotu sa rozStiepia
vysokomolekularne  komplexy ausladiny ziskanej
rmutovanim  sa  stanovi relativna  hustota. Z
analytickych tabulieck sa vyhladd prislusnd hodnota
extraktu vg .100 g' sladiny avypotita sa percento
extraktu sladu.

Stanovenie relativneho extraktu pri 45 °C

Jemne rozomlety slad (90 % mucky) sa rmutuje pri teplote
45 °C. Vsladine sa stanovi extrakt avyjadri sa
v percentach extraktu, stanoveného u skuSaného sladu
kongresnou metodou, t. j. ako relativny extrakt.

Stanovenie Kolbachovho ¢isla v slade
Kolbachovo ¢islo vyjadruje pomer rozpustnych dusikatych
latok k celkovému obsahu dusikatych latok v slade.

Stanovenie dosiahnutel'ného stupiia prekvasenia

Sladina sa zakvasi pivovarskymi kvasinkami a necha sa
prekvasit’ sposobom pre danu metddu. V percentach sa
vyjadri rozdiel medzi extraktom povodnej sladiny
a extraktom po prekvaseni.

Ziskané vysledky sa Statisticky vyhodnotili matematicko-
Statistickou metodou s pouZzitim programu SAS (Statistical
Analysis System, SAS Institute, Cary, NC 1985).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Vysledky ukazali, Ze pozberové dozrievanie (dormancia)
vyrazne ovplyvnilo formovanie vybranych

technologickych parametrov sladu. Niektoré genotypy ani
do Siestich tyzdnov po zbere neukoncili dormanciu. Az po
pol roku (25. tyzdeit) po =zbere boli jacmene po
technologickej stranke pripravené pre sladovnicke
spracovanie, aj ked’ podl'a fyziologickych parametrov ako
su kli¢ivost’, energia kli¢enia, rychlost’ kli¢enia a index
klicenia (graf 1, 2, 3) boli genotypy pozberovo zrelé uz
Siesty tyzden po zbere (kliCili rychlo arovnomerne).
Z fyziologickych parametrov graficky uvadzame index
kli¢enia (IK) (graf 1, 2, 3). Woonton et al. (2005) uvadza,
7e index klienia sa povazuje za najlepsi prediktor hibky
dormancie, sladovnickej kvality, enzymatickej aktivity
a zachytava rozdiely medzi odrodami pocas poslednych
tyzdiov vystupu zrna zdormancie. Vysoké hodnoty
indexu klicenia poukazujiT na vysokt kvalitu
a homogénnost’ sladu.

Index klicenia

O -2 NWhHOoNO®O®OO

1. tyzdefs 2. tyzde

4. tyzde 6. tyzdef 25. tyzde

—&— Nitran

—#—SK 5976 —&—SK 5734

Graf 1: Index kli¢enia pri genotypoch zo stanice Sladkovicovo
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Graf 2: Index klicenia pri genotypoch zo stanice Velké Ripnany
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Graf 3: Index klicenia pri genotypoch zo stanice Jakubovany

Zistili sme, Ze jaémene ukoncovali vystup z dormancie
v dvadsiatom piatom tyzdni po zbere, ¢o sa prejavilo
zvySenim hodnot vsetkych vybranych technologickych
parametrov sladu ako su: extrakt, relativny extrakt pri 45 °C
a Kolbachovo C¢islo. Dormancia vyrazne neovplyvnila
hodnoty extraktu a dosiahnutelného stupfia prekvasenia
(tabul’ka 1, 2) ale vyraznejSie ovplyvnila hodnoty
relativneho extraktu pri 45 °C a Kolbachovho ¢isla (tabulka
1, 2). Dvadsiaty piaty tyzden po zbere v porovnani so
Siestym tyzdiiom sa hodnoty relativneho extraktu pri 45 °C
s dobou skladovania zvysili (vystup jacmenov z dormancie).
Z pohladu lokality sa hodnota relativneho extraktu pri 45 °C
najvyraznejSia  zvySila  pri genotypoch  zo  stanice

Sladkovicovo (38,1 %) a zpohladu odrody, najvyssi
relativny extrakt pri 45 °C preukazala odroda Nitran (38,3
%) (tabul’ka 1, 2). Pozberové dozrievanie sa d’alej prejavilo
zvySenim hodndt Kolbachovho ¢isla v dvadsiatom piatom
tyzdni po zbere. Z pohl'adu lokality sa Kolbachovo ¢islo
vyrazne zvysilo pri genotypoch zo stanice Sladkovicovo, aj
ked’ hodnoty Kolbachovho ¢isla v porovnani s ja¢menmi
z ostatnych stanic boli na stanici Sladkovicovo preukazne
najnizsie (39,1 %) (tabulka 1). Z pohladu odrody, najvyssie
hodnoty Kolbachovho ¢&isla preukazali odroda Nitran
a genotyp SK 5734 (40,3 %) (tabul’ka 2).

Tabul’ka 1: Vybrané technologické parametre sladu jednotlivych genotypov z pohl'adu lokality v Siestom a v dvadsiatom

iatom tyzdni po zbere

RE 45 (%) KC (%) DSP (%) E (%)
Znak|
[Lokalita 6. tyZden | 25. tyzden | 6. tyzden | 25.tyzdeir | 6.tyZden | 25.tyZden | 6.tyZden | 25. tyZden
Sladkovicovo 36,7 38,1 37,7 39,1 80,9 81,2 81,6 81,5
V. Ripiiany 35,9 36,8 40,1 40,5 80,3 80,4 81,7 81,4
Jakubovany 37,5 37,5 39,6 40,5 80,4 80,9 81,6 82

Legenda: RE 45 — relativny extrakt pri 45 °C, KC — Kolbachovo cislo, DSP — dosiahnutelny stupeii prekvasenia, E — extrakt
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Tabulka 2: Vybrané technologické parametre sladu jednotlivych genotypov z pohl'adu odrody v Siestom a v dvadsiatom
piatom tyzdni po zbere

Znak[RE 45 (%) KC (%) DSP (%) E (%)
Genotyp 6. tyzdeni  [25.tyzdeii  |6. tyzden |25.tyZzden  |6.tyzden  |25.tyZzden |6.tyzden  [25. tyzdeh
Nitran 37,1 38,3 39,3 40,3 80,7 81 81,8 82,1
SK 5976 36,6 37,4 38,7 39,6 80,8 80,9 81,5 81,7
SK 5734 36,3 36,8 39 40,3 80,1 80,5 81,6 81,1

Legenda: RE 45 — relativny extrakt pri 45 °C, KC — Kolbachovo cislo, DSP — dosiahnutelny stupeii prekvasenia, E — extrakt

Dalej sme skamali zavislost vybranych technologickych
parametrov sladu od fyziologickych parametrov zrna na
zéklade korelacnych vztahov. Vysledky ukéazali, ze
z pohladu fyziologickych parametrov ako st kliivost’ a
energia klienia sa nezistila ziadna preukazna zavislost’. Pri
pouziti Pearsonovho korelacného koeficienta z pohladu
rychlosti a indexu kli¢enia sme zistili preukazne pozitivnu
korelaciu medzi indexom kli¢enia (IK) arelativnym
extraktom pri 45 °C (RE 45) s korelaénym koeficientom (r =
0,77) (tabul’ka 3) a d’alej medzi rychlostou klicenia (RK) a
relativnym extraktom pri 45 °C (r = 0,75) (tabulka 3).
Znamena to, Ze so zvySujucou sa rychlostou a indexom
klicenia stiipaji hodnoty relativneho extraktu pri 45 °C.
Preukazne pozitivna zavislost’ sa d’alej potvrdila aj medzi
indexom klicenia aextraktom (E) s korelacnym
koeficientom (r = 0,57) (tabulka 3) amedzi rychlostou
klicenia a extraktom (r = 0,57) (tabulka 3). Reuss et al.
(2006) vo svojich pokusoch zistil, ze sladovanie
dormantnych jaémenov spdsobilo zmeny v sladovnickych
ukazovateloch: Kolbachovo ¢islo, obsah B-glukanov

v sladine, diastatickd mohutnost’ a dosiahnutelny stupen
prekvasenia. K podobnym zaverom dospeli Sychra,
Maredek (2000). Stadie s nedormantnymi eurdpskymi
ja¢menmi potvrdili, Ze skladovanie pocas jedného roka
napomohlo k zvysSeniu sladovnickej kvality v jednotlivych
ukazovatel'och ako st relativny extrakt a Kolbachovo ¢islo.
ZvySenie sladovnickej kvality vplyvom skladovania sa
potvrdilo aj pri Stidiach s Novozélandskymi ja¢menmi
(Coles et al., 1996). Pri pokusoch s Australskymi jacmenmi
sa zistilo, ze kvalita sladu a kli¢ivost’ sa pocas jedného roku
skladovania vyrazne nezlepsili, uvadza (Samuro et al.,
1980).

Podra nasich vysledkov sa index a rychlost kli¢enia prejavili
ako najvhodnejSie fyziologické parametre zrna pre
posudenie  korelatnych  vztahov s technologickymi
parametrami sladu ako st extrakt a relativny extrakt pri 45
°C. Index kli¢enia a rychlost’ klicenia by mohli byt’ v oblasti
sladovnictva vyuzivané na predikciu sladovnickej kvality.
Tejto problematike je potrebné vo vyskume venovat
zvySenl pozornost’.

Tabul’ka 3: Statisticka zavislost' fyziologickych a technologickych parametrov jaémefa a sladu hodnotena Pearsonovym

koeficientom korelacie

RE E KC DSP EK IK RK KL Legenda:
RE — relativny extrakt pri
RE | r [ 1.00000 [ 034595 || 0.20918 | 036868 [ 032645 || 0.77494 || 0.75250 | 026717 | 45 oC
02469 || 0.4928 0.2151 0.2763 0.0019 | 0.0030 || 0.3775 ’
E — extrakt,
E | r [ 034505 | 1.00000 [ 029033 | 041156 || 023833 | 0.57405 || 057684 | -0.13381 | KE - Kolbachovo cislo,
0.2469 03359 || 0.1623 [ 04330 | 0.0402 [ 00390 || 0.6630 | DSP—dosiahnutelny
stupen prekvasenia, EK -
KC || r || 020918 || 029033 [ 1.00000 [ -0.12316 | -0.20485 || 0.05028 | -0.00101 || -0.60992 | energia klicenia,
0.4928 0.3359 0.6885 0.5020 0.8704 || 0.9974 0.0269 IK - index klicenia, RK -
rychlost klicenia,
DSP | r || 0.36868 || 0.41156 || -0.12316 | 1.00000 || -0.24902 || 0.26487 || 0.20838 | 032038 | KL - klicivost,
02151 || 0.1623 0.6885 04120 || 03818 | 0.4945 0.2859 » - korelacny koeficient,
p - p hodnota
EK || r || 032645 || 023833 || -0.20485 [ -0.24902 || 1.00000 | 0.58406 || 0.69253 | 0.25466
02763 | 04330 | 05020 || 0.4120 0.0361 | 0.0087 0.4011
IK || r |l 077494 || 0.57405 || 0.05028 | 0.26487 | 0.58406 || 1.00000 || 0.98543 || 0.26883
00019 | 0.0402 || 0.8704 | 03818 | 0.0361 <.0001 0.3745
RK || r [| 0.75250 || 0.57684 || -0.00101 || 0.20838 || 0.69253 | 0.98543 || 1.00000 [ 0.27390
00030 [ 0.0390 | 09974 || 0.4945 0.0087 | <.0001 0.3652
KL || r || 026717 || -0.13381 || -0.60992 || 0.32038 || 0.25466 | 0.26883 || 0.27390 | 1.00000
03775 | 0.6630 || 0.0269 | 0.2859 | 0.4011 03745 | 03652
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ZAVER

Pozberové dozrievanie (dormancia) vyrazne ovplyviuje
formovanie technologickych parametrov sladu ako su
relativny extrakt pri 45 °C a Kolbachovo ¢islo a v mensej
miere hodnoty extraktu a dosiahnutelného stupia
prekvasenia. Ukazalo sa, ze na zéklade fyziologickych
parametrov zrna, ako su index kli¢enia a rychlost’ klicenia,
by bolo mozné dopredu predpokladat’ technologicku kvalitu
sladu, k ¢omu je vSak nutné overit’ tieto zistenia v d’alSich
klimaticky rozdielnych ro¢nikoch a na rdéznych genotypoch.
Tym by sa v sladovnickom priemysle ulahcilo a skratilo
pouzivanie ¢asovo naro¢nych metdd zameranych na zistenie
kvality ja¢mena a sladu.
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VYHODNOCOVANIE ENERGETICKEJ HODNOTY MENU PRE DETI

V POLSKYCH MATERSKYCH SKOLACH

EVALUATION OF ENERGY VALUE FROM KINDERGARTEN MENU OF POLISH

CHILDREN

Maria Dymkowska-Malesa, Weronika WoZniak, Janusz Zakrzewski, Krystyna A. Skibniewska

ABSTRACT

Abstract: A proper diet has a huge impact both on human growth and maintaining a good physical and psychological well-
being. The paper presents assessment of correctness and quality of menu in a kindergarten in Koszalin, Poland. Contents of
protein, energy, fat and carbohydrate were calculated in 30 daily food rations. Their quality was also assessed. Very high
irregularities were noted in relation to standards, the consumption of energy, protein and carbohydrates, which may lead to
irregular food/eating habits in the adulthood. The results indicate the need for nutrition education among workers of

kindergartens.

Keywords: nutrients, kindergarten, food rations, nutritive value

INTRODUCTION

It is a life's necessity, as it satisfies the basic needs of the
organism, eliminates the feeling of hunger and thirst,
positively affects well-being, ability of learning and
efficiency of work (Niclas et al., 2001; Jackiewicz, 2007).
The nutrition of children is undeniable linked with the
condition of their organisms in adulthood. Proper nutrition
from an early age gives the chance to reach the opportunity
of genetically-based physical and intellectual development
(Hamulka et al., 2003). In addition, well-balanced diet
can prevent certain civilization diseases or cause their
milder course. In Poland there are 40% of children who
attend kindergarten, where they spend from six to eight
hours a day. Meals, which are given to preschoolers are a
base of their daily dining, therefore it is extremely
important for children to be given meals which are
wholesome, well balanced, providing energy and
nutritients in appropriate proportions (Leszczynska et al.,
2007, Koziol-Kozakowska, Schlegel-Zawadzka, 2007).
The aim of this work was to assess the energy value and
nutritional quality of food received by children, based on
the method of calculation, and determination of the
reasonableness tested meals given in kindergarten based
on the point of qualitative analysis methods.

MATERIAL AND METHODS

Material for the work was food rations for consumption by
preschool children (4-6 years) who attend to the
kindergarten in Koszalin. Rations analyzed included four
meals: I breakfast, II, breakfast, lunch and afternoon tea,
meals consumed at home were not being evaluated. The
ration were collected in a decade system in spring (March,
April and May 2009). In total, 30 reasons were analyzed.
The energy value, protein content, fat and carbohydrates
were calculated on data collected using the "Dietetyk" and
"Jadtospis w przedszkolu" (Polish software for
dietetycians). The results of calculations of the nutritional
value of food, as recommended by the National Institute of

Food & Nutrition, were reduced: 10% of the energy value
and contents of fat,carbohydrate and protein were reduced.
In addition, food rations have been studied in qualitative
terms, using the method of Starzynska [Gawecki,
Hryniewiecki 1998]. The collected data were compared
with the nutrition standards for children aged 4-6 years.

RESULTS AND DISCUSSION

The results of the energy value and nutrient content and
the percentage of protein, fat and carbohydrates in the total
amount of energy meals are presented in Table 1, and the
average percentage coverage of pre-board standards for
energy and nutrients in Table 2.

It is considered that pre-school food should cover 70% of
the daily amount of energy and nutrients recommended for
children ages 4-6 years. Energy value and content of
nutrients in the tested rations was in a wide range, as
shown in Table 1. The recommended energy needs of the
tested population in Poland is 1500-1900 kcal, average of
which is 1700 kcal and the meals served in the
kindergarten should provide 1190 kcal (70%). The energy
value of the surveyed meals was 1358.65 (Table 1) which
represents 114.17% of the recommended standards (Table
2), so the average dietary ration supplied 14% energy more
than the recommended norm.

Similar observations have been made by other authors.
Klos and Bertrand [1999] studied the nutritional value of
food and energy spent in military pre-schools in Warsaw.
The meals contained an average of 1541 kcal, which
represents 129% of the recommended standards. Grajeta
et al. [2003] examined the energy value of kindergarten
meals in Wroclaw, they showed that the figure was an
average of 1367 kcal and covered in 115% of the
recommended standard. Czech and Keska [2007]
examined the content of nutrients in the kindergarten
rations in Lublin and have shown that meals contained
average 1346 calories which is 113% of the recommended
standards.
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Table 1: The summary of energy value and energy contribution of the main nutrients in tested food rations

energy ener energy
menu energy from from gé" t from protein fat carbohydrate
[kcal] protein o carbohydrate [g] [g] [g]
0, /0 o,
%o %o
mean 1358,65 12,46 26,53 61 42,17 39,69 202,48
SD 214,22 1,30 3,51 3,90 6,49 5,59 49,20
V% 15,77 10,46 13,22 6,39 15,39 14,10 24,30
Min. 1101,40 10,69 22,16 55,86 31,88 30,50 157,07
Max. 1798,08 14,70 31,16 65,77 50,65 47,16 304,17
Mediana 1281,78 12,06 25,90 60,77 4435 40,39 184,20

Daily amount of carbohydrates recommended for the
researched population is 234 g, and kindergarten meals
should provide it in an amount of 164 g. Total
carbohydrate content in the tested meals was 202.48 g
(table 1) which represents 123.44% of the recommended
standards (Table 2) what was an evidence of too high
carbohydrate intake.

Also Gronowska-Seneger et al. (1998) found similar
phenomenon. Analysis of the diets of children in pre-
school and school age, based on literature from the years
1980-1995 in Poland, showed that the average dose of
nutrition contained excessive amount of carbohydrate in
the form of sweets and sugar. Klos and Bertrand (1999)

calculated the average content of carbohydrates in food
rations as 230.9 g which represented 124% of standard for
children aged 4-6 years. Grajeta et al (2003) noted similar
results: the average amount of carbohydrate was 199.6 g
which represented 122% of the recommended standards.
Also, the results of Czech and Keski (2007) showed an
excessive amount of carbohydrates in the tested food
rations. Moreover, Baginski and Stokowska (2006)
showed that an oversupply of sugar in the examined
population may be the cause of dental caries in this age,
and thereafter contributes to obesity (Mc Conahy et al.,
2004; Young, Nestle, 2002).

Table 2: The comparison of the obtained results to the standards recommended for children aged 4 -6 years

% of RDI realization

Energy and nutrient

70% daily norms

Food rations

energy [kcal] 1190 1358,65 114,17
protein [g] 38,50 42,17 109,50

fat [g] 60,00 39,69 66,15
carbohydrates [g] 164,00 202,48 123,44

Children aged 4-6 years are recommended to consume
proteins in the amount of 55 g of which meals in the
kindergarten should provide 38.5 g of this nutrient,
therefore, the amount of protein in the tested rations was
too high. The average content of total protein in the tested
food rations was 42.17 g (Table 1) which covered the
recommended amount of this component of 109.53% of
the recommended dose.

Klos and Bertrand (1999) found that the supply of
protein in the meals in nurseries was 51.5 g, i.e. 137% of
the recommended standards. Protein content in the study
conducted by Grajeta et al (1998) was 46.2 g which
represented 120% of the recommended standards (Table
2). Czech and Keska (2007) noted an average protein
content which was 112% of the recommended standards.
Similar results were obtained by Szponar et al (1996),
who found an excessive intake of protein by making 24-
hour dietary interviews conducted with more than 150

children aged 1-6 years. Stochacka-Tartar at al (2008)
studied nutrition of preschool children, noted a similar
dependence and concluded that even in the long period of
intensive growth, an oversupply of protein may contribute
to metabolic disorders.

The average content of fat in meals was 39.69 g (Table 1)
and covered the standard in average of 66 % (Table 2).
Children aged 4-6 years are recommended to consume fat
in the amount of 53-68 g a day, to facilitate interpretation
of the results the average value was 60 g, while the
kindergarten meals should provide an average of 42 g of
this component. The analyzed food was consistent with the
recommended standards for fat.

Similar results were obtained by Szponar and
Kierzkowska (1985), and Klos and Bertrand and Czech
and Keska (2007) in their studies showed minor
deviations from the total fat content of recommended
standards. Different results were obtained by Gronowska-
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Seneger et al (1998) whose research showed the excessive
intake of fat in the food rations given to pre-school
children. Also Grajeta et al (2003) note the excessive
supply of fat in food rations amounting 117% of the
recommended standards.

The assessment of decade menus was made by using the
point method by Starzynska (Gawecki, Hryniewiecki,
1998) based on a specially prepared table distinguishing ie:
the number of meals during the day, the amount of animal

protein supply, the incident of milk, cheese, vegetables and
fruits in raw form, the incidence of wholemeal bread, meal
and legume seeds (Table 3). This method enables to check
whether the menu has been correctly composed.
Evaluation is based on the scoring of individual menu
items using a scale of 5 to 0. Total number of points
obtained after the test is compared with a standard grading
scale.

Table 3: The assessment of the menu according to Starzynska (Gawecki, Hryniewiecki, 1998)

Points

Examined category
Amount meals in everyday menu)
4-5 5
3 2
less 0
Amount of meals containing animal proteins):
* in every meals 5
« in 75% meals

. 2
« in smaller number of meals 0
Frequency of milk and cheese consumption: 5
* every day in 2 meals 5
* every day in at least one meal and in 50% of days in two meals
« rarely 0
Frequency of cooked fruit and vegetables consumption: 5
« every day in at least 3 meals 2
« every day in at least 2 meals 0
* rarely.
Frequency of fresh fruit and vegetables consumption:
* every day 5
*in 75% of days 2
« rarely. 0
Frequency of wholemeal bread, crops and cereals consumption: 5
« every day at least one of mentioned products
* in 75% of days one of mentioned products 5
« rarely. 0
Razem 24

The lowest score was obtained in terms of frequency of
consumption of milk and cheese (2 of 5 points), as well as
providing animal protein products (2 of 5 points). For the
other elements, the menus have been rated with the highest
scores (5 of 5 points).The result indicates that dietary
mistakes can easily be eliminated. Due to the amount of
dietary mistakes, test menus have been evaluated to
satisfactory (3).

Koziol-Kozakowska and Schlegel-Zawadzka (2007)
have made a qualitative assessment of menus in 7
kindergartens of the Cracow, region Poland. The authors
found serious nutrition mistakes, and the average results of
the assessment tested by Starzynska was only 14.53
points. Analyzed menus showed a small proportion of dark
bread, grits, and legume seeds and a very small share of
fruits and vegetables. In the years 1987-1989 Nowacka et
al (1991) was investigating the nutrition of children from
rural areas of the Lodz region, Poland and also concluded
that the food rations were created incorrectly. Studies have

shown too little amount of milk and its products, and fruits
and vegetables. Too high amount of meat, sugar and
sweets was also detected.

CONCLUSION

selection of products and the total value of daily food
ration in the Koszalin, Poland kindergarten aroused
objects.

abnormalities of the too high consumption of the energy,
proteins and carbohydrates were found; it can lead to
irregular eating habits and obesity in adulthood.
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STABILITA FARBY EXTRAKTOV MIKROBIALNEHO FARBIVA CERVENA

FERMENTOVANA RYZA

COLOR STABILITY OF EXTRACTS FROM MICROBIAL COLORANT RED

FERMENTED RICE

Dana Marcincdakovd, Pavel Mal’a, Maria Baranova, Slavomir Marcincak

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the colour stability of extracts from Red fermented rice in different pH values (2.5,
7.2, and 11.0) within storage on the light and dark places at 22 °C and under chilling conditions (4 °C). Influence of pH
values in relation to thermal treatment (90 °C, 70 °C, 40 °C) on colour stability of extracts from fermented rice was also
observed. Extracts of Red fermented rice and carmine stored in the fridge, on the dark place at 4 °C showed the highest
stability of colour. Extracts stored under abovementioned conditions in neutral and alkaline environment (pH 7.2 and 11.0)
was 100 % within whole period of storage. The most stable were extracts of fermented rice in neutral environment (pH 7.2),
less stable were extracts in alkaline environment (pH 11.0) at all temperatures used for thermal treatment. Expressive loss of
colour stability at all groups of samples was recorded in case of processing at 90 °C within 30 minutes of treatment. Marked
loss of colour stability was also recorded when extracts of Red yeast rice in acidic and alkaline environment was processed
at 70 °C during 30 minutes and within 60 minutes thermal treatment of extracts in neutral environment.

Keywords: red fermented rice, colour stability, food
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UVOD

Farbiva st dolezitou stéastou vyrobného procesu
v potravinarskom priemysle. Farbenie potravin zlepSuje
ich prezentaciu a atraktivnost’. Potravinarske farbiva mozu
byt prirodné alebo syntetické, ¢asto bez nutricnej hodnoty.
Vacsinu prirodnych farbiv tvoria produkty rastlin, ich
extrakty, alebo st produkované mikroorganizmami. Zatial
¢o pocet povolenych syntetickych farbiv sa znizuje kvoli
ich neziaducemu toxickému G¢inku, ktory zahfiia
mutagenitu a potencialnu karcinogenitu, zvySuje sa zaujem
o potravinarske pigmenty z prirodnych zdrojov (Sabater-
Vilar et al., 1999).

V sGi¢asnosti st vyhladavané prirodné potravinarske
farbiva, bez Skodlivych ucinkov na zdravie Ccloveka,
schopné udrzat svoju farbu pri réznych podmienkach
a ktoré nemaju nepriaznivy vplyv na chut potraviny.
Cervena fermentovana ryza, produkt huby rodu Monascus
purpureus fermentovanej na ryzovom substrate, je znama
ako pridavna latka do potravin a ako produkt pouzivana
v ludovej medicine v Cine aJaponsku uz po starodia
(Marcinéakova et al.,, 2004). S vyuzivanim cervenej
fermentovanej ryze stvisi nielen zvySenie farebnej
atraktivnosti potravin a ich organoleptickych vlastnosti, ale
nepriamo svojimi  hypocholesterolemickymi u¢inkami
prispieva aj k ochrane zdravia konzumentov (Baranova et
al, 2008; Cicero et al., 2005). Pouziva sa nielen ako
potravinarske farbivo pri vyrobe mésovych, rybacich,
sojovych vyrobkov, ale rozsiahle vyuzitie ma aj pri vyrobe
napojov a v kozmetickom priemysle. Vyrobky maji
stabilni  Cervend  farbu  porovnatelnu s beznymi
vyrobkami, pri vyrobe ktorych boli pouzité iné prirodné, ¢i
syntetické farbiva (Chairote et al., 2007; Baranova et al.,
2001; Fink — Gremmels et al., 1991).

Ciel'om nasej prace bolo sledovat’ stabilitu farby extraktov
z Cervenej fermentovanej ryze v zavislosti od pH a
rozlicnych podmienok skladovania.

MATERIAL A METODIKA

Na sledovanie stability extraktov fermentovanej ryze sme
pouzili komeréné pripravok: Fermenta (Pékny Unimex,
Ceska republika). Ako kontrola boli pouzité extrakt
prirodného farbiva kosenila (E 120, Potravinovy kédex
SR, 2008). Pripravu extraktov sme vykonali podl'a Kima
et al. (2008) s urcitymi Gpravami. Do banky sme navazili
10 g farbiva, pridali sme 100 ml metanolu a za staleho
mieSania nechali extrahovat’ 24 hod. Nasledne sme extrakt
prefiltrovali (filtracny papier Whatman 4) a doplnili do
100 ml odmernej banky metanolom. Pripraveny zasobny
roztok sme riedili vodou (1:25) azmerali jeho
absorbanciu. Pre stanovenie stability farbiv, ziskanych
z fermentovanej ryze, v zavislosti od pH prostredia sme
pripravili extrakty farbiv v kyslom prostredi (pH 2,5; 2 %
TCA), v zasaditom prostredi (pH 11; 0,1 mol.I"" KOH)
a extrakty farbiva v neutralnom prostredi (pH 7,2). Vzorky
boli napipetované do skumaviek srovnakym priemerom
a hribkou skla. Mnozstvo napipetovaného extraktu na
jednu vzorku bolo 15 ml. Na sledovanie stability farby
v zéavislosti od podmienok skladovania boli vzorky
rozdelené do troch skupin a skladované:

prva cast’ vzoriek zkazdej skupiny (pH 2,5; 11 a7,2)
skladovana pri intenzivnom svetle a izbovej teplote 22 °C

druha Cast’ vzoriek zkazdej skupiny (pH 2,5; 11 a7,2)
skladovana v tme a pri izbovej teplote 22 °C

tretia Cast’ vzoriek zkazdej skupiny (pH 2,5; 11 a7,2)
skladovana v tme pri 4 °C (chladni¢ka)

Vzorky boli skladované 6 dni a stabilita farby bola merana
po 24, 48, 72 a 144 hodinach skladovania.

Na sledovanie stability farbiv ziskanych z fermentovane;
ryze v zavislosti od intenzity tepelného opracovania bola
Cast vzoriek zkazdej skupiny (pH 2,5; 11 a7.22)
vystavend posobeniu teploty 40, 70 a 90 °C po dobu 3
hodin vo vodnom kupeli.

Meranie stability farby

Pre presné uréenie vinovej dizky, pri ktorej vykazuji
jednotlivé extrakty (fermentovand ryza a koSenila)
maximalnu absorbanciu sme extrakty skenovali vinovymi
dizkami v rozpiti od 450 — 550 nm. Po zisteni vInovej
dizky boli jednotlivé extrakty merané na UV
spektrofotometri (Hekios 7y v 4.6, Thermospectronic,
Velka Britania). Stabilita farby, resp. pokles farby, bola
vypocitand podl'a rovnice:

Stabilita farby (%) = (A1/ Ag) x 100

kde: A, — absorbancia farby pred
/opracovanim,

A — absorbancia farby po skladovani/opracovani.
Statistické ~ spracovanie  vysledkov bolo  vykonané
Statistickym programom Graph Pad Prism 3.0 (1999).
Vysledky st vyjadrené ako aritmeticky priemer (x)
a Standardnd odchylka (sd). Stabilita farby pocas
skladovania v jednotlivych skupinach a medzi skupinami
bola porovnavana jednocestnym ANOVA testom. Pre
porovnanie Statistickych rozdielov medzi hodnotami bol
pouzity Tukeyov porovnavaci test a P < 0,05 bolo
povazované za Statisticky vyznamny rozdiel.

skladovanim

VYSLEDKY

Nariedenim zasobnych roztokov 1:25 destilovanou vodou
sme ziskali pracovné roztoky, u ktorych sme skenovanim
zistovali vinova dizku, pri ktorej extrakty fermentovanej
ryze akoSenily dosahuju maximalnu absorbanciu.
Meranim sme zistili, zZe extrakty fermentovanej ryze
dosahovali maximalnu absorbanciu pri vinovej dizke 506
nm akoSenily pri vinovej dizke 517 nm. Vietky dalsie
merania vykonané na extraktoch boli merané pri tychto
vinovych dizkach.

Pri sledovani vplyvu pH apodmienok skladovania sme
zistili, Ze najvy$siu stabilitu farby vykazovali extrakty
fermentovanej] ryze ako aj koSenily skladované
v chladnic¢ke (v tme a pri 4 °C). Pri tychto podmienkach
skladovania bola 100 % stabilita farby extraktov
fermentovanej ryze ako aj koSenily v neutrdlnom a
zésaditom prostredi (pH 7,2 a11,0) pocas celej doby
skladovania. U vzoriek extraktov fermentovanej ryze s pH
2,5 sme na 6. deil skladovania zaznamenali uréity mierny
pokles stability farby (97,5; 97,3 %). Extrakty koSenily
v kyslom prostredi boli po cely ¢as skladovania vyzrazané
a nemeratelné.

Velmi dobra stabilita extraktov fermentovanej ryze bola
zaznamenana aj pocas skladovania vzoriek na svetle
a v tme pri 22 °C (Tab. 1 a 2). U vzoriek skladovanych pri
22 °C av tme bola stabilita farby vyssSia ako u vzoriek
skladovanych na svetle (P > 0,05). Vplyv rozdielneho
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pH vzoriek bol tiez zaznamenany. Najvyssia stabilita bola
u vzoriek s pH 7,2. Pri vzorkach skladovanych v kyslom
prostredi (pH 2,5) bola stabilita najnizsia (P < 0,05).
Sledovanie vplyvu teploty opracovania a pH prostredia na
stabilitu farby sme sledovali skladovanim vzoriek
extraktov Cervenej fermentvanej ryze akoSenily vo
vodnych kupel'och (40, 70 a 90 °C) po dobu troch hodin.
Vysledky stability farby v zavislosti od pH prostredia (2,5;
7,2 a11,0) ateploty opracovania st uvedené v tabulkach
3,4 a 5. Zvysledkov vyplyva, ze teplota opracovania ma
vyrazny vplyv na stabilitu farby extraktov cervenej
fermentovanej ryze pocas tepelného opracovania. Na
stabilitu farby malo vplyv aj pH extraktov. Najstabilnejsie
boli extrakty fermentovanej ryze v neutrdlnom prostredi
(pH 7,2), najmenej stabilné boli extrakty v zasaditom
prostredi (pH 11,0) pri vSetkych troch teplotach
opracovania.

S vyskou teploty klesala aj stabilita farby extraktov
fermentovanej ryze po troch hodinach tepelného

opracovania (Fermenta N: 40 °C — 99,1 %; 70 °C — 86,0
%; 90 °C — 76,0 %). S vyskou teploty sa zvySoval aj
vplyv dizky tepelného opracovania na stabilitu farby
extraktov. Pri 90 °C bol uz po 30 minuatach tepelného
opracovania zaznamenany vyrazny pokles stability farby
u vsetkych troch skupin vzoriek (P < 0,05). Pri 70 °C bol
vyraznej$i pokles stability farby zaznamenany po 30
minutach pre extrakty fermentovanej ryze v kyslom
a zasaditom prostredi a po 60 minatach tepelného
opracovania pre extrakty v neutralnom prostredi. Pri 40 °C
to bolo az po 3 hodinach tepelného opracovania u vzoriek
v kyslom a zasaditom prostredi.

Stabilita farby extraktov koSenily bola teplotou
opracovania ovplyvnena vyrazne menej ako extrakty
fermentovanej ryze. Avsak extrakty koSenily s pH 2,5 boli
hned” vyzrazané anemeratelné pri 90 a70 °C.
Najstabilnejsie boli pri vSetkych teplotach extrakty s pH
7,2. K ur¢itému miernemu poklesu stability farby doslo len
pri tepelnom opracovani vzoriek pri teplote 90 °C.

Tab. 1: Stabilita farby extraktov (%) skladovanych na svetle pri 22 °C, &as a pH prostredia’

Vzorka 1. den 2. den 3. den 6. den
Fermenta N* 99,2+ 0,1 98,2 +0,2% 92,6 + 0,8 93,1+ 0,4
Fermenta Z* 99,3 +0,1" 96,5 + 0,2 95,2+ 0,2 91,4 +0,4°"
Fermenta K* 100,0 *! 96,6 + 0,4 93,6 +0,6" 87,6 + 0,57

Kogenila N 97,1 +0,2% 95,1 +0,3% 91,8 + 0,4 91,5+ 0,1
Kogenila Z 97,5 +0,3% 96,5 + 0,5% 89,9 + 0,4 88,8 £ 0,6
Kosenila K = - - -

*N —pH 7,2; Z —pH 11,0; K — pH 2,5; ” - vysledky neboli merané pre vyzraZanie extraktov koSenily v kyslom prostredi

ab,c

1,234

— vysledky s rozdielnym oznacenim v riadku su $tatisticky rozdielne (P < 0,05)
— vysledky s rozdielnym oznacenim v stlpci su $tatisticky rozdielne (P < 0,05)

4_ absorbancia farby merané pred skladovanim bola pri vietkych pH povazovana za 100%

Tab. 2: Stabilita farby extraktov (%) skladovanych v tme pri 22 °C, &as a pH prostredia®

Vzorka 1. den 2. dent 3. den 6. den
Fermenta N* 100,0* 99,0 + 0,8%! 97,8 +0,3% 942 +0,2"
Fermenta Z* 99,7 +0,3* 97,9 +0,2% 96,0 + 0,3 93,2+ 0,3
Fermenta K* 97,7 +0,2% 97,6 + 0,3 95,1 +£0,2% 89,7 + 0,6

Kosenila N 98,0 + 0,2 97,2 +0,3% 95,4 + 0,4 93,0+ 0,3"
Kosenila Z 97,5+ 0,2 95,5+ 0,3 89,0 +0,8% 85,0 + 0,8"
Kosenila K 2 - - R
- poznamKky - vid’ tabul’ka 1
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Tab. 3: Stabilita farby (%) extraktov tepelne opracovanych pri 90 °C, ¢as a pH prostredia*

Vzorka 30 min. 60 min. 120 min. 180 min.
Fermenta N* 92,0 + 0,4 89,3 +0,3% 79,0 + 0,8% 76,0 + 1,0%
Fermenta Z* 79,6 + 0,8 73,7 +0,9% 63,7 + 0,7 61,0 + 0,9
Fermenta K* 83,6 + 0,5% 76,4 + 1,4 59,0 + 1,4 57,5 +1,4%

Kogenila N 98,0 + 0,6°! 97,3 + 1,0 97,0 + 0,8°! 96,0 + 1,2
Kogenila Z 94,0 + 0,3 95,3 + 0,9°! 94,0 + 0,7°! 94,0 + 1,6

Kosenila K

o

*N —pH 7,2; Z —pH 11,0; K — pH 2,5; " - vysledky neboli merané pre vyzraZanie extraktov koSenily v kyslom prostredi
— vysledky s rozdielnym oznacenim v riadku st Statisticky rozdielne (P < 0,05)
— vysledky s rozdielnym oznacenim v stlpci su Statisticky rozdielne (P < 0,05)

ab,c

1,234

9_ absorbancia farby merané pred skladovanim bola pri vietkych pH povazovana za 100%

Tab. 4: Stabilita farby (%) extraktov tepelne opracovanych pri 70 °C, ¢as a pH prostredia*

Vzorka 30 min. 60 min. 120 min. 180 min.
Fermenta N* 97,5 + 0,4°! 94,2 + 1,6 90,1 + 0,8 86,0 + 1,7%
Fermenta Z* 87,2 + 0,6 79,0 = 1,2% 73,3 + 1,4 67,0 + 0,8
Fermenta K* 93,5 + (,8" 88,0 + 1,6” 79,9 + 0,9 72,2 +0,8%

Kogenila N 99,0 +0,3°! 98,6 + 0,3 97,6 + 0,4°! 98,0 + 0,2°!
Kogenila Z 94,4 + 0,52 94,0 + 0,4 91,2 + 0,3 92,0 + 0,8%
Kosenila K A - - _

* poznamKky - vid’ tabul’ka 3

Tab. 5: Stabilita farby (%) extraktov tepelne opracovanych pri 40 °C, ¢as a pH prostredia®

Vzorka 30 min. 60 min. 120 min. 180 min.
Fermenta N* 99,5 + 0,4°! 99,5 + 0,2 99,4 + 0,2 99,1 + 0,2
Fermenta Z* 97,6 + 0,4 96,0 + 0,5 94,2 +0,5% 91,6 + 0,6%
Fermenta K* 98,3 + 0,5°! 97,7 +0,3% 97,1+ 0,5 96,5 + 0,5

Kosenila N 99,5 + 0,2°! 98,8 + 0,1 99,2 + 0,3 98,8 + 0,3°!
KoSenila Z 99,5 +0,2°! 99,2 + 0,3 98,0 + 0,2°! 98,0 + 0,3
Kogenila K 92,8 + 0,33 90,6 + 0,5 87.8 + 0,8% -

*N —pH 7,2; Z —pH 11,0; K — pH 2,5; ” - vysledky neboli merané pre vyzraZanie extraktov koSenily v kyslom prostredi
— vysledky s rozdielnym oznacenim v riadku st Statisticky rozdielne (P < 0,05)
— vysledky s rozdielnym oznacenim v stlpci su Statisticky rozdielne (P < 0,05)

ab,c

1,234

4_ absorbancia farby merané pred skladovanim bola pri vietkych pH povazovana za 100%
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DISKUSIA

Testovanie vplyvu tepla apH ukazali, ze pigmenty
fermentovanej ryZe st nestabilné pri nizkom pH a vysokej
teplote, ale m6zu byt Gispesne pouZzivané v prostredi okolo
neutrdlneho pH avo vyrobkoch, ktoré nie su tepelne
opracované¢ (Carvalho et al., 2003, BakoSova et al.,
2001).

Carvalho et al. (2005) testovali stabilitu farby cervenej
fermentovanej ryze podobnym spdsobom. Vodné
a akoholové extrakty boli wuzavret¢ v sklenenych
skimavkach s rovnakym objemom a absorbancia extraktov
bola stanovena meranim na spektrofotometri. Extrakty boli
vystavené pdsobeniu roznych teplot niekolko hodin.
Intenzita farby bola merana pri absorbancii 500 nm priamo
v kazdej skimavke. Vsetky vodné extrakty pigmentov
z fermentovanej ryze vykazovali s postupom casu nizsiu
absorbanciu pri vSetkych sledovanych podmienkach.
Autori tiez konStatuju, ze pri vzorkdch s odliSnou
hodnotou pH (od 4 do 8), inkubovanych pri rovnakej
teplote bola zmena farby vyraznejSia pri nizSej hodnote
pH. Podla ich zaverov tento uCinok modze spoOsobit’
problém pri aplikacii fermentovanej ryze do kyslych
potravin, napr. do kyslomlie¢nych produktov (Carvalho et
al., 2003). Nase vysledky potvrdzuju zistenia
predchadzajtcich autorov. Avsak vplyv kyslého prostredia
pri nizsich teplotach nebol az taky vyrazny. Prave naopak
pri niz§ich teplotach opracovania (40 a70 °C)
avzasaditom prostredi (pH 11,0) boli extrakty
fermentovanej ryze menej stabilné ako v kyslom prostredi.
Pri teplote opracovania 90 °C naSe vysledky stability farby
koresponduju s vysledkami Carvalha et al. (2005) a Lee
et al. (2008). Ou et al. (2009) konstatuju, ze
najvyraznejSie straty monakolinu K su pri 85 °C po dobu
30, 60 a 90 minat pri pH extraktov 9.

Pri sledovani stability farby extraktov fermentovanej ryze
pri réznom pH asposoboch skladovania mozeme
konstatovat’, Ze najvyraznejsi vplyv na stabilitu farby malo
skladovanie vzoriek pri 22 °C astadlom svetle. Na Siesty
den skladovania v tychto podmienkach doslo u vSetkych
extraktov k poklesu farby (pH 7,2 — 93,1 %; pH 11,0 —
91,4%; pH 2,5 — 87,3%). K podobnému vyznamnému
poklesu farby za tychto podmienok skladovania doslo aj
u vzoriek kosenily (pH 7,2 — 91,5 %, pH 11,0 — 88,1 %).
V kyslom prostredi boli vzorky koSenily nemeratelné
z dovodu vyzrazania a sedimentacii farbiva. Podl'a Fabre
et al. (1993), klobasy ofarbené Cervenou fermentovanou
ryzou vykazuju stabilnt farbu na 92 — 98 % aj po troch
mesiacoch pri 4 °C, s dobrymi senzorickymi vlastnost'ami.
Avsak konStatuju, ze tieto pigmenty su nestabilné na svetle
(iba 20 % zvysnej farby po 50 ditoch skladovania) a pri
posobeni tepla (iba 45 % zvysnej farby po 2 hodinach
posobenia 100 °C). Tieto pigmenty su stabilnejSie pri
neutralnom pH (Fabre et al., 1993, Kim et al. 2008).

ZAVER

Z vysledkov vyplyva, ze Cervena fermentovana ryza je
stabilné farbivo vhodné na pouzivanie v potravinarstve.
Vzhl'adom na dobru stabilitu farby pri teplote opracovania
70 °C po dobu 30 minit je mozné ho vyuzit' aj pri vyrobe
tepelne opracovanych vyrobkov, kde teplota opracovania

70 °C neprekroc¢i ¢as 30 mintt a vyrobky by tak mali byt
stabilné.

Kontaktna adresa: MVDr. Dana Marcin¢akova, Katedra
farmacie,  farmakologie  a toxikologie,  Univerzita
veterinarskeho lekarstva, Komenského 73, 041 81 Kosice,
email: marcincakova@uvm.sk
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VPLYV GENOTYPOV B-LAKTOGLOBULINU NA ZLOZENIE
BIELKOVINOVEHO KOMPLEXU A TECHNOLOGICKE VLASTNOSTI MLIEKA
OVIEC ZOSLACHTENA VALASKA

INFLUENCE OF B-LACTOGLOBULIN GENOTYPES ON THE NITROGEN
DISTRIBUTION IN THE TOTAL PROTEIN AND TECHNOLOGICAL
PROPERTIES OF MILK FROM THE IMPROVED VALACHIAN SHEEP

Anna Michalcova, Zuzana Krupova

ABSTRACT

The aim of the work was to search genetic polymorphism of B-Lg and its effect on the total milk protein, nitrogen
distribution in the total protein and technological properties of milk collected from Slovak Improved Valachian breed sheep.
Totally, 166 milk samples were analyzed for whole milk protein, nitrogen distribution in milk, technological properties of
milk (pH, calcium content, rennetability, heat stability). The genotypic frequencies at the B-Lg locus, estimated by RLFP-
PCR, detected for the Improved Valachian sheep were 0.29 (AA); 0.45 (AB); 0.26 (BB). No statistically significant effect
of the genetic variant of B-Lg for the nitrogen distribution in the proteins was found. However, statistically significant
differences in the average calcium content (P<0.05) between the genotypes AB and BB and in rennetability (P<0.05)
between the genotypes AA and BB were found. Using a two-way ANOVA analysis, we have determined the effect of the
lactation period on the crude protein nitrogen, true protein nitrogen, casein and casein number (P<0.01) and on the heat

stability and rennetability (P<0.05).

Keywords: ovine milk, B-lactoglobulin, nitrogen distribution in milk, technological properties of milk

INTRODUCTION

According to Bencini (2001), the most of the sheep milk
produced all over the world is transformed into cheeses.
For this reason he relates the quality of sheep milk to its
capability to be transformed into high quality dairy
products and to produce high yields of these products from
each liter of milk. Any factor that influence milk
composition at the same time affect the yield and quality
of final dairy products obtained from ewe’s milk, their
chemical composition, texture and flavour.

The chemical composition of the milk is a quality factor of
relevance for both the consumer and the dairy industry.
Although the knowledge of genetic polymorphism of
proteins in milk is increasing, there is insufficient
knowledge about the effect of genetic variants of milk
proteins on the properties of the milk and dairy products
and the further research is necessary. Various genetic
variants of milk proteins influence the quality of the milk
when used, for instance, in cheese making (Abrahamsen
et al., 2007).

The degree of polymorphism of milk proteins is closely
conjoined with the quantitative and qualitative parameters
of milk (Czernekova et al.,, 2004), it means with
production yield and composition.

In the recent years there was observed a growing interest
for the characterization of whey protein polymorphism,
especially B-Lg, because of the obtained further important
information about their processing properties as well as
their future innovation and utilization in the food industry
(Pintado et Malcata, 1999).

Although the B-lactoglobulin polymorphism and its effect
on milk production and cheese characteristics have been
extensively studied, the results are often contradictory
indicating the predominance of the B-Lg genotype or the
absence of any effect (Amigo et al., 2000).

Dario et al. (2005) indicates no significant differences in
the composition of milk Italian Altamurana sheep breed by
an impact of individual genetic variants B-lactoglobulin.
However, they found, proved loci affect BB genotype for
protein content. Martinez- Hense et al. (1993) show the
differences between the values of total protein and casein
content in milk with different variants of B-Lg. They
found that the homozygous BB is associated with lower
levels of protein and casein.

Some research studies reported an important effect of the
several B-Lg genotypes on cheese production. Garzon and
Martinez (1992) analyzed ewe milk of Italian Manchega
breed and determined better technological and
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cheesemaking properties of milk for A B-Lg. Several
reserchers found B-Lg AA genotype to be more suitable
for cheese production from the point of better renetability,
clotting capability and cheese yield. Milk with B-Lg
A allele showed a positive effect on curd formation and
curd firming. Curd from milk of B-Lg BB genotype was
evaluated as significantly softer (Rampilli et al., 1997).
While B-Lg BB genotype is associated with higher milk
yield, B-Lg AA and AB genotypes produce milk
with higher protein and casein content as well as cheese
yield (Garzon a Martinez, 1992).

On contrary, Pilla et al. (1995) indicate a positive effect
on the B variant B-Lg of clotting time. The highest yield
of curd saw Anton et al. (2005) with BB genotype in
sheep breeds Awassi and Lacaune. Korman et al.
(2002) argue that the productions of whey cheeses were
obtained better results with the AB genotypes than in milk
from sheep with homozygous genotypes.

The goal of the work was study the quality of sheep milk
as raw material for the dairy industry, characterize the
genetic polymorphism of milk proteins Slovak domestic
Improved Valachian sheep breed and to determine an
effect of B-lactoglobulin genetic variants on the total
milk protein, nitrogen distribution in the total protein
and technological properties of milk.

MATERIAL AND METHODS

Individual milk and blood samples were collected from
Improved Valachian sheep (75). The sampling was
performed once a month during pasture milking season
from May to September. Finally, the effects of lactation
stage were evaluated.

Individual milk samples were collected at the morning
milking and were divided into two parts. The first one
(30ml), used for the study of milk composition performed
by Milko Scan apparatus was collected into tubes
containing preservative agents Acidiol and the second one
was only cooled and held at a maximum temperature
of 10°C during the transport and was analyzed
immediately after arrival to the laboratory with the
aim to determine physico-chemical and technological
properties of milk.

The protein content was stated by infrared technique
using a Milko Scan FT 120 (FOSS Electric, Milcom
servis, Czech Republic) according to the Slovak
technical norm STN 57 05 36 ,Determination of milk
composition by infrared absorbance analyzator*.

True protein nitrogen (TPN) and whey protein
nitrogen (WPN) were determined by the method of
Cvak et al. (1992). For determination of TPN, 10
grams of whole milk were precipitated with 18%
NaCl and 20-25% Almen’s Solution (4g of tannin
solubilised in 190 ml of 50% ethanol et 8 ml of 25%
acetic acid) and filtered through a nitrogen free KAS
filter (Reachem, Bratislava); three times washed with
distilled water and the precipitate retained on the
filter was dried at room temperature. The dried
precipitate retained on the filter was used for the
mineralization stage of the Kjeldal method. For
determination of WPN, 20 grams of whole milk were

diluted with distilled water (40 °C) in the proportion
of 1:3.3 (v:v), and precipitated with 10% acetic acid
and sodium acetate. A precipitant consisting of the
whey proteins passed through a filtrate paper. About
50 ml of the filtrate containing whey proteins was
evaporated using a mineralization digestion unit
Bloc-Digest 12 (J.P. Selecta, Spain) to obtain a final
volume of 15 ml used for nitrogen analyses. The
nitrogen content was measured using the Kjeldal
method following the EN ISO 8968-1:2001 (2002).
The casein content [g.100g'] was calculated as
follows: Casein (CN) = true proteins (TP) [g.100g'] —
whey proteins (WP) [g.100g']. The casein number (CNu)
was stated according to the following equation: Casein
number (CNu) [%] = CN [g.100g™"]/ TP [g.100g™'] x 100.
The non-protein nitrogen (NPN) [g.100g"'] was expressed
as the difference between crude protein nitrogen (CPN)
and true protein nitrogen (TPN).

Total calcium was stated by the complexometric method of
Cvak et al. (1992). One ml of milk was diluted in the
distilled water in the proportion of 1:70; 5 ml of 5 M KOH
was added in the presence of the fluorexon indicator. The
titration was made with 0.01 M Normanal Chelaton III
(Reachem, Bratislava). The total calcium content was
calculated by the equation present in the method.

The pH of milk samples was checked at 20 °C with the pH
meter MS 22 (Laboratory equipments, Praha).

Heat stability (alcohol number) was determined by the
titration with 96% ethanol according to Gajdisek (1998).
Alcohol number expresses an ethanol consumption of
given concentration for fixed bulk of milk (2 cm?) till
protein coagulation under the terms of the method.
Rennetability was determined by the method of Kazimir
a Gemeri (1993). 20 cm® of sample was equilibrated at 35
°C when 1 ml of rennet (power of 1:400) (Chr. Hansen’s
hannilase powder, MG 2080, Denmark) was added. The
milk was stirred. The time till the creation of first curd
flakes was measured in seconds.

Genotyping of [-lactoglobulin by Restriction
Fragment Length Polymorphism- Polymerase Chain
Reaction (RFLP-PCR)

Genetic polymorphism of B-lactoglobulin gene
(alleles A and B) was analyzed by the RLFP-PCR
method by Anton et al. (1999) in the laboratory of
Department of Botany and Genetics, Constantine the
Philosopher University in Nitra.

The following primers were wused for the
amplification of DNA:

LGBI forward primer: (5'- CTTCCCACCCCCAGAG
TGCAAC-3")

LGB2 reverse primer: (5'- TGGGGAGTGGGGGTTC
CATGTT-3").

PCR reaction was performed in a 20-pl reaction
mixture containing 1x PCR reaction buffer, 2 mM
MgCl,, 0.2 mM dNTP mix, 0.5 uM primers, 0.5 U
Taq DNA polymerase (Invitrogen) and 1 pl of DNA
sample (£ 100 ng) in thermocycler Primus. The PCR
conditions were applied as follows: 94°C 4 min., 31x
(94°C 30 s, 65°C 30 s, 72°C 30 s) and 72°C 10 min. The
length of the PCR product was verified on the 1% agarose
gel. Finally, a 217 bp DNA fragment was amplified.
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The PCR products were digested with restriction
endonuclease Rsa I (Segenetic) in the total volume of 20
pl at 37 °C overnight according to the manufacturer’s
instructions. The products of restriction analysis were
separated electrophoretically on 4 % agarose gel
(Merck) and were documented by DigiDoc System
(BioRad).

In the case of presence of allele A, we have made a
detection of allele C as a subtype of allele A. There
was used the method of RFLP-PCR with the same
composition of reaction mixture as in the case of
detection of alleles A and B, with primers
exchange(figure 1). The primers used for detection of
allele C were:

forward primer: (5'- TCAGGACCCCGGAGGTGGAC
AAC-3"

reverse primer: ( 5'- CCTCCAGCTGGGTCGGGTTG
AAG-3")

The temperature profile of the PCR analysis was
stated the same, besides the temperature of annealing
that was maintained at 63 °C. PCR fragments were
digested by restriction endonuclease Msp I in the
total volume of 20 pl at 37 °C overnight according to
the manufacturer’s instructions and separated in 4 %
agarose gel.

From the obtained results, the frequencies of the
genotype and allelic presence were calculated.
Frequency homogeneity in the individually examined
populations was evaluated with y* test according to
Falconer et Mackay (1996).

Statistical analysis were carried out in program
STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc. PL, 2001) wused
algorithms, which are available on request. The data on
milk protein composition were analysed statistically with
the least squares method GLM (General Linear Model),

taking into account the effects of genotypes of B-LG and
sampling. The differences were tested by using Scheffe
multiple range test, LSD test and Student test for all traits
studied.

M — 25 bp marker, 1 — AA genotype, 2 — AB genotype, 3
— BB genotype, 4 — PCR product.

Figure 1: The representative results of the RFLP-PCR
analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

We estimated the distribution of B-Lg genotypes in the
population of the Slovak sheep breed Improved Valachian.
The alleles A and B were present in examined breed, on
the contrary, allele C was not found. The allelic and
genotypic frequencies in the exon 2 of B-Lg gene are
shown in table 1.

Table 1: Distribution of B-Lg genotypes and gene frequencies in Improved Valachian, Czigaia and East-Friesian sheep

breeds.
Allele
Genotypic frequencies frequency
breed n AA AB BB %2 test A B
obs. 22 34 19
Improved Valachian sheep| 75 exp. 20.28 | 37.44 17.28 0.633 0.52 0.48

n=number of samples, y2 test=chi-squared value, obs.=observed frequencies, exp.=expected frequencies calculated on the

basis of Hardy-Weinberg law

The genotypic frequencies at the f-Lg locus estimated by
RFLP-PCR, detected for the Improved Valachian sheep
were 0.29 (AA); 0.45 (AB); 0.26 (BB). In our study, the
variant A of B-Lg was more frequent in the examined
population of sheep breed than variant B. It corresponded
with the findings of several authors testing the different
ovine breeds as Altamurana (Dario et al., 2005), Massese
(Rampolli et al.,1997), Lithuanian Native Coarsewooled
and Lithuanian Blackface sheep (Kucinskiene et al.,
2005), Hungarian merino et British milk sheep (Anton et
al.,, 1997), Manchega breed (Lopez-Galvez et al., 1994)
and the majority of studied ovine breeds.

In the tested breed, there was found out the insignificant
difference in y* test calculated between expected and
observed genotype frequencies. According to an ideal
distribution of the genotypes in the population, we can
confirm that the population was in Hardy-Weinberg
equilibrium.

The Improved Valachian sheep showed no statistically
significant effect of the genetic variant for the nitrogen
distribution in the proteins (table 2). We have found the
only statistical difference (P<0.05) in the value of the
casein number between the AA and AB genotypes (74.68
vs 75.84, respectively). Searching for the dependency
using two-factorial ANOVA analysis we have observed
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the effect of the lactation period on the crude protein
nitrogen, true protein nitrogen, casein and casein number
(figure2) (P<0.01). Martinez-Hens et al. (1993) observed
differences between the values of total protein and casein

content in milks with a different B-Lg genetic variant.
They found that the BB homozygous form presented the
lowest casein content values.

Table 2: Nitrogen distribution in milk depending on B-Lg genotype in Improved Valachian sheep.

B-Lg genetic variant
parameter AA (47) AB (88) BB (33) F value
(n=168) mean | sd | mean | sd | mean | sd | GV LP |GV-LP
crude protein nitrogen
(2.100g") 6,60 |0,16| 6,44 |0,09( 6,50 |0,14 030 10,194+ | 1,02
true protein nitrogen (g.100g)| 5,77 [0,14| 5,74 0,08 | 5,90 [0,12]0,67| 14,04++| 0,31
non-protein nitrogen (g.100g") [ 0,83 /0,09 0,70 |0,04| 0,60 |0,07]1,32 1,00 2,18
casein (g.100g") 432 10,12 4,36 [0,06| 4,42 [0,09|0,38|18,86++| 0,17
casein number (%) 74,68+ 10,46 | 75,84+ (0,32] 74,93 | 0,74(0,19| 7,81++ | 0,26
whey p(rg"ff)‘o‘;_‘l‘)'tmge“ 1,45 10,04| 1,38 |0,02| 1,48 |0,06[1,05] 0,93++ | 0,63

sd=standard deviation, GV=genetic variant, LP=lactation period, + = statistically significant difference (P<0.05), ++ =

statistically highly significant difference (P<0.01)

The highest average true protein as well as casein and
whey protein contents were stated in the BB genotype of
B-Lg. The casein number reached the highest values in the
heterozygous AB genotype. Also Rampilli et al. (1997)
noted that BB B-Lg variant in Massese sheep may be
associated with higher milk output, lower casein

percentage and higher percentage of whey proteins.
Grosclaude (1995) summarized that in cattle, the
polymorphism of B-Lg has a major effect on the B-Lg
content (B-Lg A > B) and an opposite effect on casein
number.
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Figure 2: The average values of casein number of Improved Valachian sheep depending on genotype and lactation period

Taking into an account the technological properties of milks of different genotypes for Improved Valachian sheep, several
difference were determined. The genotype AA differed significantly from genotype AB in heat stability and pH (P<0.05)
and a high statistical difference was ascertained in the calcium content (P<0.01) (table 3). The statistical differences were
found also in average calcium content (P<0.05) between the genotypes AB and BB (215.17 mg.100g™" vs 224.44 mg.100g"
" and rennetability (P<0.05) between the genotypes AA and BB (83.63s vs 126.96s, respectively).

The two-factorial ANOVA analysis demonstrated the effect of the lactation period on the heat stability (figure 3) and
rennetability (P<0.05). Using one-factorial analysis we have determined a statistically highly significant effect (P<0.01) of

the genetic variant on the calcium content in milk.
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Table 3: Technological properties of Improved Valachian sheep milk depending on B-Lg genotype.

B-Lg genetic variant
parameter AA (47) AB (88) BB (33) F value
(n=168) mean sd mean sd mean sd GV LP |GV-LP
rennetability (sec) 83,63+ | 8,17 | 102,77 | 10,06 | 126,95+ |20,61 0,71 |3,34+| 1,13
calcium (mg.100g™") | 229,15++ | 3,78 | 215,17++ | 1,96 | 224,44++ | 3,39 | 2,62++ | 1,13 1,96
heat stability (ml) 0,58+ 10,03 0,73+ 0,05 0,62 0,05 1,42 | 337+ | 0,28
pH 6,52 0,02 6,58 0,02 6,57 0,02 0,05 1,04 0,41

sd=standard deviation, GV=genetic variant, LP=lactation period, + = statistically significant difference (P<0.05), ++ =

statistically highly significant difference (P<0.01)

Our results correspond with the results of Pellegrini et al.
(1997), who found no significant effect of -Lg genotype
for the most physico-chemical characteristics and rennet
coagulation properties. They noted only a small difference

in the diffusible Ca content between the AA and BB
genotypes that we have observed in the Improved
Valachian sheep, and in the diffusible P content between
AB and the other variants.
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Figure 3: The average values of heat stability of Improved Valachian sheep depending on genotype and lactation period

Our findings agree with several studies in which the
influence of the f-Lg genotype on coagulation
characteristics was confirmed, mainly on renneting time.
Milks with allele A clotted significantly faster than milks
containing allele B (Rampilli et al., 1997). Amigo et al.
(2000) explained that the positive effect of allele A on
rennetability of milk could be due to a greater casein
content and specifically to higher relative amounts of -
and B-CN for phenotype B-Lg AA.

Paying an attention to the effect of the genotypes at B-Lg
locus on the rennetability, a better technological suitability
of milk for rennet cheesemaking was shown from sheep
with the AA and BB B-Lg than AB genotypes. For the
production of whey cheeses, better results were obtained
when processing milk from sheep with AB genotypes than
from sheep with homozygous genotypes (Korman et al.,
2002). On the contrary to these results are the data of

Dario et al. (2005) who observed a significant effect of
BB genotype at B-Lg locus on whey protein content.
Regarding this dependence, pH is one of the main factors
affecting the renneting properties of ovine milk. Searching
for the relationship between pH and protein
polymorphism, no statistical differences were found in pH
values with the B-Lg genotypes in the Improved Valachian
sheep (table 3) as it was similarly determined by Recio et
al. (1997). Pellegrini et al. (1997) observed a high
dependence of rennet clotting time and gel firming rate on
milk pH in the milk of Lacaune breed. Nevertheless, gel
firmness was not affected by this parameter. According to
these results, Recio et al. (1997) maintained the
importance of further research and discussion for the
probable dependence of the renneting properties of milk on
the concomitant changes in milk composition and pH.
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CONCLUSION

We have confirmed the insignificant effect of the B-Lg
genetic variant on the nitrogen distribution in the milk
protein and processing properties of milk. It must be also
noted that the pleiotropic effect of the milk protein
encoding genes on milk composition is probably relatively
small and in many cases, due to fairly large genetic
variation, it is difficult to prove. This is because milk traits
are quantitative traits and in addition to genetic factors
they are also affected by many environmental factors,
which are often more responsible for variation than genetic
makeup. By Mroczkowski et al. (2004) wide differences
in the studies on the relationship between milk protein
polymorphism and milk performance of sheep result from
many factors, such aslack of genetic homogeneity of
sheep representing different breeds, the related unequal
frequency of genes that condition milk production,
differences in the size of the analysed population, and
different methods of milk yield determination.
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STANOVENI STRAVITELNOSTI PRODUKTU ZE SLADKOVODNICH A
MORSKYCH RAS

EVALUATION OF THE DIGESTIBILITY OF PRODUCTS FROM FRESHWATER
ALGAE AND SEAWEEDS

Ladislava Misurcova, Stanislav Kracmar

ABSTRACT

This article deals with the study of digestibility of the products from freshwater algae and seaweed which are available in
market of the Czech Republic. Seaweed and freshwater algae are known for their content of nutritional and biological active
substances as amino acids, proteins, vitamins, minerals, fatty acids, enzymes, pigments and dietary fibre. The value of
digestibility determines the utilization of nutrients in humans. To obtain new data and extend knowledge digestibility in
vitro was the main topics.

Digestibility was examined by gravimetric method using enzymes pepsin and pancreatin. The new procedure of this method
was suggested, using Daisy incubator. The lowest values of DMD and OMD were determined while using pepsin; values
ranged from 51.9 to 89.6% and 66.8 to 92.3%, respectively. The highest content of DMD and OMD was determined with
pancreatin; values ranged from 57.1 to 97.5% and 79.0 to 98.1%, respectively. All values of digestibility were related to

100% digestibility of casein.

Keywords: freshwater algae, seaweed, digestibility in vitro

UvVoD

Pod pojem fasy (Algae) je zahrnovano vice nez 30 tisic
riznych druhii od mikroskopickych az po velké morské i
sladkovodni organizmy, které maji fadu podobnych
vlastnosti jako bioticka skupina, ackoliv jsou v soucasné
2005). Obecné jsou rozdéleny do tii skupin, které jsou
charakterizovany zejména jejich barvou na zelené
(Chlorophyta), hnédé¢ (Fucophyceae, Phaeophyceae) a
cervené (Rhodophyta). Pod pojem fasy byva zarazovana i
Spirulina  (Cyanobacteria) jako modrozelend fasa
(Cyanophyceae).

V zemich Dalného vychodu — v Japonsku, Ciné a Koreji —
saha tradice vyuziti fas pro pfimou spotiebu do ¢Etvrtého
az Sestého stoleti. Jedlé motské isladkovodni fasy jsou
konzumovany jako Cerstva nebo susena zelenina, piipadné
se znich vyrabi kofeni. V evropskych piimoiskych
statech, jako je Francie, Severni Irsko, Norsko, Spanélsko
a Portugalsko, fasy slouzily pfedev§im jako krmivo pro
zvitata. V soucasné dob¢ jsou moiské fasy vyuzivany i na
vyrobu koteni, delikatesnich pokrmi; sladkovodni fasy
jsou konzumovany pievazné ve formé doplnkd stravy.
Zajem o fasy doklada i stoupajici trend jejich spotieby. Jeji
objem vysoce prevySuje zasoby dostupné z piirodnich
zdroji. Proto sevsoucasné dobé vice nez 90 %

pozadovaného mnozstvi ziskdva primyslovou kultivaci.
Podle statistiky FAO (2008) se jejich produkce zvysila
z ptivodnich 2,8 mil. tun vroce 1980 na 15,1 mil. tun
mokré hmoty vroce 2006. Z Dalného vychodu se
kultivace fas rozsifila i do zdpadnich zemi a v soucasné
dobé se Uspésné péstuji asi v 35 zemich. VétSina této
produkce vSak pochédzi z Asie, pouze mald Cast ze
zemi jinych kontinentd — Afriky, Ameriky, Evropy a
Oceénie.

Dtlvodem pro velky zijem o vyuziti moiskych a
sladkovodnich fas je jejich chemické slozeni. Je vSak
variabilni a méni se v zavislosti na jejich druhu, dob¢
sbéru, geografické lokalité a vnéjSich podminkach jako je
teplota vody, intenzita svétla a v neposledni fadé i na
koncentraci zivin (Marsham et al., 2007).

Vysoka nutri¢ni hodnota motskych a sladkovodnich fas je
dana vyznamnym obsahem dusikatych latek, zejména
proteinit  a aminokyselin. Obsahuji imalé mnozstvi
neproteinového dusiku, jehoz zdrojem jsou volné
aminokyseliny, chlorofyl, dusi¢nanovy a dusitanovy dusik,
amonné ionty anukleové kyseliny (Lourenqo et al.,
2002). Vysoky obsah proteint, ktery tvoii az 70 % susiny,
maji  sladkovodni mikrotfasy Chlorella a Spirulina
(Campanella et al., 1999). Obsah proteinti v hnédych
fasach je vétsinou maly, primérné je udavana hodnota 5 -
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15 % suSiny (Dawczynski et al., 2007), ale pomérné
vysoky obsah je v cervenych a zelenych fasach, kde
prumeérné dosahuje 10 - 30 % susiny (Rameos ef al., 2000).
V nékterych Cervenych ftasach, jako naptf. Palmaria
palmata a Porphyra tenera, které jsou znamy pod
komer¢nimi nazvy Dulse a Nori, tvofi proteiny 35 - 47 %
coz jsou hodnoty srovnatelné se sojou (Burtin, 2003;
Galland-Irmouli et al., 1999). Rasové proteiny obsahuji
vSechny esencialni aminokyseliny, nékteré z nich se vSak
ve srovnani se standardnim proteinem vyskytuji
v limitujicim mnozstvi, vétSinou se jedna o tryptofan,
metionin a lyzin.

Mineralni prvky jsou v fasach zastoupeny makro-, oligo- i
mikrobiogennimi prvky a jejich obsahy jsou v nékterych
druzich fas velmi dobie zdokumentovany (Rupérez,
2002). Obecné plati, ze makrobiogenni prvky jsou ve
srovnani s jinymi zdroji potravin v malé koncentraci, ale
hodnoty oligobiogennich prvkil, zejména Zeleza a zinku
jsou v nekterych druzich fas velmi vysoké. V produktu
Nori vlocky z Cervené tasy Porphyra tenera byl zjistén
obsah Zeleza 1833 mgkg' suSiny (MiSurcova et al.,
2009). Toto mnozstvi by stacilo pokryt doporuceny denni
ptijem zeleza 10 — 15 mg pro dospé€lého Cloveka pii davee
5 g fasy na den. Hnédé fasy jsou vyznamné svym obsahem
jodu, zejména druh L. japonica, zndmy jako Kombu,
u néhoz byla zjisténa koncentrace jodu 734 mg kg™ Gerstvé
fasy (Hou et al., 1997).

Rasy maji vysokou kapacitu vazat toxické kovy olovo,
kadmium, rtut’ aarzén. Tato schopnost je vazana na
slozeni jejich bunéfnych stén, které jsou bohaté na
sulfatované polysacharidy, jejichz hydroxylové, siranové
a karboxylové skupiny jsou dtlezitymi vazebnymi misty
pro kovové kationty (Vasconcelos ef al., 2001). Podle
nékterych autorll jsou za vazbu tézkych kovu u hnédych
fas  zodpovédné karboxylové  skupiny celuldzy,
u Cervenych fas je to karagenan. Pro schopnost
akumulovat téZké kovy jsou fasy vyuzivany jako
bioindikatory zneciSténi nebo k odstranovani toxickych
prvki z prostiedi (Aderhold et al., 1996; Hu et al., 1996;
Suzuki et al., 2005; Tsui et al., 2006; Ghimire et al.,
2007). Biosorpce tézkych kovi mtize byt ovlivnéna jednak
druhem fas, ale také nékterymi pfirodnimi faktory jako je
geograficka poloha a ro¢ni obdobi (Villares et al., 2002).
Rasy rostouci ve studenych vodach jsou obvykle velmi
citlivé na sezoénni zmény, zatimco cervené a hnédé fasy,
obyvajici tropické a subtropické oblasti, jsou vhodnymi
bioindikatory znecisténi. Sezénni vlivy se projevuji
zejména u kadmia, zatimco u olova nejsou tak prikazné
(Hashim et al., 2004).

Moiské isladkovodni fasy obsahuji velké mnozZstvi
polysacharidli, jejichz typy amnozstvi se mezi
jednotlivymi druhy fas velmi li$i. Hlavnim zasobnim
polysacharidem zelenych fas, stejné jako vyssich rostlin, je
Skrob. Hnédé tasy Skrob nikdy netvofi, jejich zdsobnim
polysacharidem je laminaran (B-1,3-glukan) a manitol.
Zasobnim polysacharidem cervenych fas je florideovy
skrob (o-1,4-glukan), ktery se od Skrobu zelenych fas
arostlin li§i absenci amylozy. V nékterych studiich vsak
bylo potvrzeno, ze polyglukany nékterych druht
Cervenych fas obsahuji i jednotky amylozy (Shimonaga et
al., 2007). Dalsi odliSnosti je neobvyklé ulozeni zrn

florideového $krobu v cytoplazmé, které je podobné spise
zpusobu ulozeni glykogenu v bakteriich a v zivocisnych
bunkach (Viola et al., 2001). Soucasti bunécnych stén
moiskych fas jsou strukturni polysacharidy, které maji
funkci vlakniny potravy a jsou zdrojem hydrokoloidd.
Z dalsich polysacharidii, pfitomnych v bunécénych sténach,
avSak v men$im mnozstvi, jsou fukoidany hnédych fas,
xylany cervenych anékterych zelenych fas aulvany
zelenych fas. Vétsin€ z téchto polysacharidi (agary,
karagenany, ulvany a fukoidany) je pfisuzovana funkce
vlakniny potravy, protoze je lidské stievni bakterie
nedokazi stravit a mnohé z nich jsou zkoumany pro jejich
dalsi biologické funkce, mezi néz patfi zejména
antioxidacni aktivita a protirakovinné ucinky (Ye et al.,
2008). Chlorella, jako zastupce sladkovodnich zelenych
fas, obsahuje skrob, hemicelulézy a celulozu, pficemz
zastoupeni i mnozstvi jednotlivych polysacharidii se mezi
jednotlivymi druhy tohoto rodu velmi li§i (Rezanka and
Sigler, 2007). Pfitomnost celulézy v bunééné sténé
zelenych sladkovodnich fas zajiStuje bunkam ochranu, ale
na druhé strané¢ zplisobuje malou vyuzitelnost nutri¢né
vyznamnych slozek. Pro jejich vyuziti je nutna
dezintegrace pevnych bunéénych stén. Vyznamnym
zdrojem vlakniny jsou hnédé motiské fasy — Arame, Hiziki,
Wakame a Kombu — u nichz byly enzymatickou metodou
zjiStény hodnoty v rozmezi 39 — 60 % (MiSurcova, 2008).
Lipidy jsou pfitomny v fasach v malém mnozstvi, které
vétSinou nepievysuje 5 % susiny, ale pfevaznou cast tvoii
polynenasycené ®-3 a -6 mastné kyseliny, které maji
preventivni ucinek na  kardiovaskularni  choroby,
osteoporézu a diabetes. V zelené tase Chlorella je
vyznamny obsah o-linolenové kyseliny (-3, C 18:3).
Spirulina ma vysoky obsah y-linolenové kyseliny (GLA,
-6, C 18:3), jejiz podil ¢ini 20 — 25 % z celkového
mnozstvi lipidi (Tokusoglu et al., 2003). V Cervenych
a hnédych fasach se vyskytuji pfevazné mastné kyseliny
s dvaceti uhlikovymi atomy — eikosapentaenova (EPA, o-
3, C 20:5) a arachidonova (AA, ®-6, C 20:4) (Dawczynski
et al., 2007). Esencialni mastné kyseliny (EFA) jsou
prekurzory prostaglandini, hormond, které kontroluji
mnoho metabolickych funkci. Lipidové extrakty nékterych
jedlych fas vykazuji antioxidaéni aktivitu a synergicky
ucinek s tokoferoly (Burtin, 2003).

Vsoucasné dobé je veénovana velkd pozornost
antioxidantim pfijimanym potravou. Také moiské a
sladkovodni fasy obsahuji vedle vitamint C, E
a karotenoidi velké mnozstvi pfirodnich latek, zejména
polyfenolickych sloucenin, které vykazuji znacnou
antioxidacni aktivitu. Antioxidacni vlastnosti vykazuji také
fykobiliproteiny; Cerveny fykoerytrin se vyskytuje
v Cervenych motskych fasach amodry fykokyanin
obsahuje Spirulina. Bylo zjisténo, Ze fykobiliproteiny by
se svym pfiznivym ucinkem mohly podilet na prevenci
aléCeni neuro-degenerativnich chorob, zplsobenych
oxidac¢nim stresem, jako je Alzheimerova a Parkinsonova
choroba, ale také ZaludeCnich viedl arakoviny (Burtin,
2003).

Pro stanoveni nutricni hodnoty kazdé potraviny je nutné
kromé jednotlivych nutri¢nich faktordi zjistit také jejich
vyuzitelnost lidskym organizmem neboli stravitelnost.
Stravitelnost je dana mnozstvim ziviny, které bylo
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absorbovano zazivacim ustrojim. Vzhledem k $iroké skale
nutriéné vyznamnych latek neni jednoduché stanovit
jednotnou metodu pro zjistovani stravitelnosti. U metod in
vivo probiha inkubace vzorkli pifimo v pokusnych
objektech s vyuzitim jejich enzymového vybaveni. Na
pokusnych  objektech  je stanoveno  mnozstvi
spotfebovaného  dusiku  ve  vztahu  k pfijatému
a vylou¢enému dusiku organizmem (Komprda ez al.,
1990).

Pro potraviny jsou vyuzivany metody in vitro, pti nichz
dochazi k simulovani podminek in vivo v laboratornich
podminkach. Stravitelnost pak mize byt stanovena ze
zmény obsahu dusikatych latek pfed apo pisobeni
proteolytickych enzyml (Fleurence, 1999; Wong and
Cheung, 2001). Zalezi vSak na pouzitém enzymu, dobé
inkubace a druhu biologického materialu. V posledni dobé
se pro stanoveni stravitelnosti, zejména krmiv, vyuziva
inkubatoru Daisy, pomoci n¢hoz je stravitelnost susiny a
organické hmoty stanovena gravimetricky z ubytkt
hmotnosti vzorku po enzymové inkubaci anésledném
vysuSeni a spaleni (Forejtova et al., 2005), proto pfi
pouziti této metody je nutné vzit vuvahu charakter
biologického materialu pro zvoleni vhodnych podminek
pfi simulovani traveni v lidském travicim uGstroji
(MiSurcova, 2008). Stravitelnost fas zavisi na jejich
sloZeni, ale také na typu pouzitého enzymu $tépici rizné
slozky,  které  zlstavaji po  vyprani artuzném
technologickém zpracovani fas. Tato problematika vsak
dosud neni dobfe zdokumentovéana. V literatuie jsou

Tab. 1: VySetfované produkty ze sladkovodnich a moftskych fas

popsany metody, které stanovuji stravitelnost proteinti fas
po jejich predchozi extrakci elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu a nasledném stanoveni ubytku
dusiku po pusobeni smési enzymi pepsinu a pankreatinu
(Marion et al., 2003).

Cilem prace bylo stanovit stravitelnost vybranych
produkti ze sladkovodnich a moftskych fas pomoci
inkubatoru Daisy po hydrolyze enzymy pepsinem a
pankreatinem.

MATERIAL A METODIKA

Pro studii byly vybrany produkty ze sladkovodnich
amoiskych fas, které jsou bézné dostupné v Ceské
republice. Vybér vzorki byl volen tak, aby byly
zastoupeny vSechny fasové skupiny: sladkovodni zelené
fasy — Chlorophyta (Chlorella pyrenoidosa) a modrozelené
fasy z oddéleni Cyanobacteria (S. pacifica, S. platensis);
moiské Cervené — Rhodophyta (P. palmata, P. tenera)
a mofské hnédé fasy — Fucophyceae, syn. Phaeophyceae
(E. bicyclis, H. fusiformis, L. japonica, U. pinnatifida).
Jejich charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 1. Byly
zakoupeny v prodejné se zdravou vyzivou jako potravni
dopliikky v podobé tablet, pfipadné suSené fasy v rizné
upravé ve formé vlocek, platd anudlicek. Vzorky byly
pted vlastni analyzou zhomogenizovany mixérem
(Vorwerk Thermomix TM 31, Némecko) na velikost ¢astic
do 1 mm.

Produkt Oznaceni Vyrobce Puvod Rasa
vzorku suroviny
Chlorella Tabs C Chlorella centrum, CR Taiwan Chlorella pyrenoidosa
Spirulina Pacifica S Nutrex, Inc. USA Hawai Spirulina pacifica
Spirulina Bio SB Health Link, CR Indie Spirulina platensis
Dulse vlocky BIO D Lifefood, CR USA Palmaria palmata
Nori vlocky NV Sunfood, CR Japonsko Porphyra tenera
Arame A Country life, CR Japonsko Eisenia bicyclis
Hijiky Country life, CR Japonsko Hizikia fusiformis
Kombu KB Country life, CR Japonsko Laminaria japonica
Wakame w Country life, CR Japonsko Undaria pinnatifida
Wakame-instant WI Country life, CR Japonsko Undaria pinnatifida

stanoveni stravitelnosti

byla pouzita metodika

pepsinu (z vepiové zaludecni sliznice, 0,7 FIP-U/g, Merck

»Stanoveni stravitelnosti susiny a organické hmoty pepsin—
celulazovou metodou uzitim Daisy inkubatoru® (ANKOM
Technology, New York) podle Forejtova et al, 2005.
Tato in vitro metoda, ktera je urena pro stanoveni
stravitelnosti krmiv, byla modifikovana (MiSurcova,
2008). Pro stanoveni stravitelnosti produktd z moiskych
a sladkovodnich fas bylo vyuzZito pisobeni dvou enzymi —

KGaA, Neémecko) a pankreatinu (z vepfové slinivky,
protedazova aktivita 350 FIP-U/g, lipazova aktivita 6000
FIP-U/g, amylazova aktivita 7500 FIP-U/g Merck KGaA,
Némecko). Stravitelnost susiny a organické hmoty byla
stanovena pusobenim jednotlivych enzymii na vzorky.
Dale byla provedena kombinovana hydrolyza, nejdiive
pepsinem a poté pankreatinem. Pro vSechny typy hydrolyz
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bylo do filtra¢nich sacka (F 57, velikost pord 50 pm,
ANKOM Technology, New York) navazeno 0,25 g
zhomogenizovaného vzorku s piesnosti na 0,0001 g. Sacky
se vzorky byly zataveny a spolu s prazdnym zatavenym
sackem, ktery slouzil pro vypocet korekce, byly umistény
do inkubacnich lahvi v mnoZzstvi maximaln€¢ 25 kust. Do
kazdé inkubacni lahve bylo aplikovano 0,6 g enzymu na
1g vzorku pro vSechny typy hydrolyz.

Smés enzymdi, kterd je produkovéana buitkkami slinivky
bfisni, je oznaCovana terminem pankreatin. Je tvofena
tfemi enzymy — proteazou, lipazou (triglycerolhydroldza)
aamylazou (o—glykozidaza). Pankreatin je aktivni
v Sirokém rozmezi pH 2 — 11. Vzhledem ktomu, ze
nejvyssi aktivita je vdzana na hodnoty pH v intervalu od 7
do 8, byl jako inkubacni roztok pouzit fosfatovy pufr
o hodnot¢ pH 7,45. Byl piipraven smichanim KH,PO,
(9,078 g.I'"y a Na,HPO,.12 H,0 (23,889 g.I"") v poméru 2 :
8. Do kazdé inkubaéni lahve, ktera obsahovala sacky se
vzorky, bylo pfidano 1700 ml inkubacéniho roztoku, ktery
byl pfipraven rozpusténim adekvatniho mnozstvi
pankreatinu ve fosfatovém pufru o hodnoté pH 7,45, ktery
byl pfedem vytemperovan na teplotu 40 °C.

Kombinovand
(P+PK)
Stravitelnost byla stanovena také po kombinované
hydrolyze pisobenim dvou enzymii pepsinu a pankreatinu.
Po 24 hodinové inkubaci pepsinem, byly vzorky
s minimalnim  mechanickym zasahem proplachnuty
destilovanou vodou apodrobeny dalsi 24 hodinové
inkubaci pankreatinem podle vySe uvedenych postupi.
Nasledujici postup byl stejny pro vSechny typy hydrolyz:
Po 24 hodinové inkubaci byly sacky promyty destilovanou
vodou, piebytecna voda byla odstranéna filtracnim
papirem. Sacky byly vysuSeny v laboratorni susarné pti
103 °C po dobu 24 hodin, umistény do exikatoru
azvazeny. Poté byly sacky zmineralizovany v muflové
peci pii 550 °C po dobu 5 hodin apo zchladnuti
v exikatoru zvazeny. U vSech vzorkli byla stanovena
susina a popel. Hodnoty stravitelnosti jsou vyjadreny jako
stravitelnost suSiny — DMD (Dry matter digestibility)
a stravitelnost organické hmoty — OMD (Organic matter
digestibility). VSechny vysledky byly vztazeny ke kaseinu,
jehoz stravitelnost je povazovédna za 100 %-ni. VSechny
naméfené hodnoty byly vyhodnoceny analyzou rozptylu
ANOVA (Snedecor and Cochran, 1967) za pouziti

hydrolyza pepsinem a pankreatinem

statistického  baliku  Unistat, v. 5.1. a Office
Excel®Microsoft.
VYSLEDKY A DISKUZE

Metody pro uréeni stravitelnosti biologickych materiala
zahrnuji nékolik zpusobu stanoveni. Jejich vystupy jsou
proto velmi tézko srovnatelné. V odborné literatufe jsou
k dispozici pouze obecné udaje o stravitelnosti fas bez
uvedeni konkrétnich hodnot ametody, kterymi byla
stanovena (Prugar et al., 2008).

Hydrolyza pepsinem (P)

Do kazdé inkubac¢ni ldhve bylo ksackim se vzorky
pfidano 1700 ml roztoku HCI (0,1 mol.lI") predem
vytemperovaného na 40 °C, ve kterém bylo rozpusténo
adekvatni mnozstvi pepsinu. Lahve byly umistény do
inkubatoru Daisy a inkubovany po dobu 24 hodin.

Hydrolyza pankreatinem (PK)

Zjisténé hodnoty stravitelnosti vybranych produkti ze
sladkovodnich a mofskych fas jsou uvedeny v Tabulce 2.
Vsechny hodnoty DMD i OMD vykazovaly zna¢né rozdily
mezi vzorky z riznych fasovych skupin, ale i mezi vzorky
vyrobenymi z jednoho druhu fas.

Pfi pouziti pepsinu vykazovaly nejvyssi hodnoty DMD
i OMD vzorky Spirulina Bio z modrozelené ,fasy” S.
platensis — 89,6 a 91,3 % a Dulse z cervené moftské fasy P.
palmata — 87,3 a 92,3 %. Nejnizsi stravitelnost DMD
vykazovaly vzorky Hijiki — 51,9 % a Wakame instant —
52,8 % zhnédych moiskych tas H. fusiformis a U.
pinnatifida. Nejnizsi hodnoty OMD byly zjiStény opét
v produktu Hijiki — 66,8 % ataké v Arame — 67,8 %
zhnédé moiské tasy E. bicyclis. Velké rozdily DMD
aOMD vykazovaly vzorky Spirulina Bio a Spirulina
Pacifica z modrozelenych fas S. platensis a S. pacifica, ale
také vzorky Wakame a Wakame instant z hnédé moiské
tasy U. pinnatifida. Stravitelnost DMD 1 OMD produktu
Chlorella Tabs ze sladkovodni zelené tasy Chlorella
pyrenoidosa dosahovala nizkych hodnot DMD — 60,9 % a
OMD - 69,5 %.

Po enzymové hydrolyze pankreatinem vykazoval nejvyssi
hodnoty DMD — 97,5 % i OMD — 98,1 % vzorek Spirulina
Bio zmodrozelené¢ tasy S. platensis. Vysoké hodnoty
DMD - 87,4 a 84,9 % i OMD - 93,9 a 89,5 % vykazovaly
i produkty Wakame z hnédé moiské tasy U. pinnatifida
a Dulse zcCervené moiské tasy P. palmata vuvedeném
pofadi. Nejniz§i hodnoty stravitelnosti byly zjistény
v produktech z hnédych motskych fas: DMD — 57,1 %
v produktu Wakame instant (U. pinnatifida) a OMD — 79,0
% v produktu Hijiki (H. fusiformis).

Pii kombinované hydrolyze pepsinem a pankreatinem
vykazovaly produkty ze sladkovodnich a motskych
cervenych fas vys$§i hodnoty DMD nez produkty
z hnédych moiskych fas. Nejvyssi hodnoty DMD — 94,3 a
87,3 % byly zistény v produktech Spirulina Bio
z modrozelené fasy S. platensis a Dulse z Cervené moiské
fasy P. palmata v uvedeném potadi. Hodnoty stravitelnosti
organické hmoty OMD byly vys$i nez hodnoty
stravitelnosti suSiny DMD a vykazovaly rozdily jak mezi
jednotlivymi tfasovymi skupinami, tak ivramci jedné
skupiny. Nejvyssi hodnoty OMD — 95,4; 91,6 a 88,5 %
byly zjistény opét v produktech Spirulina Bio, Dulse
a Spirulina Pacifica. Produkty Kombu a Wakame
z hnédych motskych tas L. japonica a U. pinnatifida
vykazovaly také pomérné vysokou stravitelnost organické
hmoty OMD — 82,9 a 82,4 % v uvedeném poradi.
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Tab. 2: Hodnoty stravitelnosti (%) DMA a OMD pfi pouziti rizné hydrolyzy produktt ze sladkovodnich a motskych fas

Pepsin Pankreatin Pepsin + Pankreatin
DMD OMD DMD OMD DMD OMD
X S.D. X S.D. X S.D. X S.D. X S.D. X S.D.
C 609 + 3,23 69,5 £ 2732 79,1 £ 0,99 83,8 £+ 0,60 753 £ 1,13 80,6 + 0,79
S 74,1 + 6,86 78,6 £ 5,57 829 + 1,53 873 £ 0,95 85,6 + 1,49 88,5 + 1,19
SB 89.6 + 6,06 913 + 5,16 97,5 + 0,88 98,1 + 0,87 943 + 829 954 + 6,99
D 874 £ 0,73 923 £ 0,68 849 + 0,34 89,5 £ 0,09 873 + 0,16 91,6 £ 0,15
NV 732 + 3,84 842 + 243 659 £ 0,31 81,6 £+ 0,24 70,2 £ 0,38 81,4 + 043
57,6 £ 139 678 + 1,07 732 + 137 81,7 + 0,68 57,1 + 1,00 67,0 = 0,73
51,9 £ 0,83 66,8 + 0,68 658 + 231 79,0 £ 1,13 51,8 + 0,84 66,0 = 0,68
K 70,2 £ 393 82,6 * 2,56 76,1 £ 1,16 89,5 £ 0,36 72,1 £ 0,75 829 + 0,36
w 69,1 + 042 838 + 0,20 87,5 + 2,02 939 + 0,52 68,6 £ 042 82,4 + 0,20
WI 528 £ 0,62 71,8 £ 0,47 57,1 £ 1,40 799 £ 0,75 52,7 £ 0,63 70,8 + 047

Pro vSechny typy hydrolyz byly vypocteny hodnoty
opakovatelnosti stanoveni, které jsou uvedeny v Tabulce 3
a urcuji rozdil v % mezi dvémi paralelnimi stanovenimi
DMD a OMD provadénymi na stejném vzorku.

Hodnoty opakovatelnosti se pohybovaly v rozmezi 0,2 az
8,5 %. Nejlepsi opakovatelnost u vSech typt hydrolyz byla
zjisténa u hodnot stravitelnosti v produktu Dulse a kaseinu,
kde neptesahla 1 %. Naopak nejhorsi opakovatelnost,
presahujici 8 % byla uhodnot stravitelnosti produkti
Spirulina  Pacifica aSpirulina Bio. Pfi vypoctu

opakovatelnosti stanoveni stravitelnosti na pfistroji Daisy
s pouzitim tff moznosti hydrolyzy nebyla zjisténa zavislost
opakovatelnosti stanoveni na hodnoté stravitelnosti.
Nejlépe reprodukovatelné hodnoty byly u produktu Dulse
avproduktech zhnédych motskych fas. VA
primérné hodnoty opakovatelnosti pro DMD i OMD byly
ziskany pfi pouziti kombinované hydrolyzy 2,0 a 1,4 %,
pro pankreatin Cinila opakovatelnost pro DMD 2,2 %
a OMD 3,0 %.

Tab. 3: Opakovatelnost stanoveni DMD a OMD (%) v produktech ze sladkovodnich a mofskych fas pii rizném zpisobu

hydrolyzy
DMD OMD
P PK P+PK P PK. P+PK

C 5,0 1,1 2,1 32 32 1,6
S 8,5 2,3 2,6 6,7 6,7 1,3
SB 5,9 1,5 7,6 8,5 8,5 6,4
D 0,9 0,4 0,2 0,7 0,7 0,2
NV 8,5 0,7 0,8 4,8 4,8 0,5
A 35 2.3 2.1 2.5 2,5 1,6
H 2,7 53 2,8 1,7 1,7 1,8
K 5,9 2,3 0,9 3,2 3,2 0,4
w 1,0 3,7 1,0 0,2 0,2 0,3
WI 1,9 4,1 1,9 1,0 1,0 1,0
Kasein 0,8 0,6 0,3 0,7 0,7 0,3

P (Pepsin), PK (Pankreatin), P+PK (Pepsin + Pankreatin)

ZAVER
Pro posouzeni kvality hodnocenych potravin je nutné znat
i miru jejich vyuzitelnosti. Ve védeckych publikacich jsou

dostupné informace o slozeni motskych i sladkovodnich
fas. Doposud velmi malo je feSena otazka jejich
stravitelnosti. Stanoveni stravitelnosti potravin metodami
in vivo je velmi tézko proveditelné. Lze je nahradit
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metodami in vitro, kdy je mozné simulovanim podminek
lidského traveni stanovit jejich stravitelnost. Modifikace
metody stanoveni stravitelnosti krmiv s pouzitim
inkubatoru Daisy pro stanoveni stravitelnosti rostlinnych
surovin ur¢enych pro lidskou vyzivu se jevi jako vhodna
metoda pro urCeni vyuzitelnosti fasovych produktl
lidskym organizmem.

Stanovenim DMD a OMD v produktech ze sladkovodnich
amoiskych fas pfi rdznych zplsobech hydrolyzy
s pouzitim enzymu pepsinu, pankreatinu a kombinované
hydrolyzy dvou enzyml pepsinu a pankreatinu  byly
zjistény nejnizsi hodnoty DMD i OMD pfi pouZiti pepsinu.
Nejvyssi hodnoty DMD i OMD byly u vétSiny vzorkd
zjistény  pifi  pouziti pankreatinu. Kombinovanou
hydrolyzou pepsinem a pankreatinem doSlo ke zvySeni
stravitelnosti pouze u produktti Spirulina pacifica a Dulse;
v produktu Nori vlocky pii tomto zptisobu hydrolyzy doslo
ke zvySeni pouze stravitelnosti susiny DMD. Nejvyssi
stravitelnost vykazovaly vzorky Spirulina Bio a Dulse, oba
predevsim z divodu absence celuldzy. Spirulina obsahuje
ve své bunécné sténé rozpustné mukopolysacharidy
acervené moiské fasy castecné rozpustné sulfatované
galaktany agary a karagenany. Chlorella a hnédé moiské
fasy obsahuji celulozu, ktera jejich stravitelnost snizuje.
Pro zvyseni stravitelnosti se v komer¢nich produktech z
fasy Chlorella provadi dezintegrace jeji bunééné stény,
coz zarucuje vyrobce produktu Chlorella Tabs, piesto byla
jeji stravitelnost v nékterych pripadech nizs$i nez v hnédych
moiskych fasach. Produkt Wakame vykazoval vysokou
stravitelnost pfi vSech zplsobech stanoveni. Nejméné
stravitelné pii vSech zptisobech stanoveni byly produkty
Arame, Hijiki a Wakame instant z hnédych motskych fas.

LITERATURA

ADERHOLD, D., WILLIAMS, C. J., EDYVEAN, R. G. J.
1996. The removal of heavy-metal ions by seaweeds and their
derivates. Bioresource Technol., 58, 1996, p. 1-6.

BURTIN, P. 2003. Nutritional value of seaweeds.
EJEAFChe., 2, 2003, p. 498-503.

CAMPANELLA, L., CRESCENTINI, G., AVINO, P. 1999.
Chemical composition and nutritional evaluation of some
natural and commercial food products based on Spirulina.
Analusis. 27, 1999, p. 533-540.

DAWCZYNSKI, CH., SCHUBERT, R., JAHREIS, G.
2007. Amino acids, fatty acids, and dietary fibre in edible
seaweed products. Food Chem., 103, 2007, p. 891-899.

FAO Fisheries and Aquaculture Circular 2008. Rome, 2008,
No. 1034, ISBN 978-92-5-106106-0.

FLEURENCE, J. 1999. Seaweed proteins: Biochemical,
nutritional aspects and potential uses. Trends in Food Science
&Technology. 10, 1999, p. 25-28.

FOREJTOVA, J., LAD, F., TRINACTY, J., RICHTER, M.,
GRUBER, L., DOLEZAL, P., HOMOLKA, P., PAVELEK,
L. 2005. Comparison of organic matter digestibility
determined by in vivo and in vitro methods. Czech J. Anim.
Sci., 50, 2005, 47-53.

GALLAND-IRMOULI, A.V,, FLEURENCE, ],
LAMGHARI, R., LUCON, C. R., BARBAROUX, O.,
BRONOWICKI, J. P., VILLAUME, CH., GUEANT, J. L.
1999. Nutritional value of proteins from edible seaweed
Palmaria palmata (Dulse). J. Nutr. Biochem., 10, 1999, p.
353-3509.

GHIMIRE, K.N., INOUE, K., OHTO, K., HAYASHIDA,
T. 2007. Adsorption study of metal ions onto crosslinked
seaweed Laminaria japonica. Biores. Technol. 2007, In press.

HASHIM, M. A., CHU, K. H. 2004. Biosorption of
cadmium by brown, green, and red seaweeds. Chem. Eng. J.,
97,2004, p. 249-255.

HOU, X., CHAI CH., QIAN, Q., YAN, X., FAN, X. 1997.
Determination of chemical species of iodine in some seaweed
(D). Sci. Total Environ., 204, 1997, p. 215-221.

HU, S., TANG, CH.H., WU, M. 1996. Cadmium
accumulation by several seaweeds. Sci. Total Environ., 187,
1996, p. 65-71.

KALINA,V., VANA, J. 2005. Sinice, fasy, houby,
mechorosty a podobné organismy v soucasné biologii. UK
Praha, 2005, 606 s., ISBN 80-246-1036-1.

KOMPRDA, T., KRACMAR, S., NEDBALKOVA B.
1990. Standardizace predikce stravitelnosti picnin metodou in
situ. Zivocisna vyroba. 1990, s. 385-396.

LOURENQO, S. O., BARBARINO, E., DE-PAULA, J. C.,
OTAVIO da PEREIRA, L. S., MARQUEZ, U. M. L. 2002.
Amino acid composition, protein content and calculation of
nitrogen-to-protein conversion factors for 19 tropical
seaweeds. Phycol. Res., 50,2002, p. 233-241.

MABEAU, S., FLEURENCE, J. 1993. Seaweed in food
products: biochemical and nutritional aspects. Trends in Food
Science & Technology, 4, 1993, p. 103—107.

MARRION, O., SCHWERTZ, A., FLEURENCE, J.,
GUEANT, J. L., VILLAUME, CH. 2003. Improvement of the
digestibility of the proteins of the red alga Palmaria palmata
by physical processes and fermentation. Nahrung/Food., 47,
2003, p. 339-344.

MISURCOVA, L. 2008. Nové nutri¢ni aspekty a vyuziti
moiskych a sladkovodnich tas ve vyzivé cloveka. Dizertacni
prace. UTB Zlin, 2008, 120 s.

MISURCOVA, L., STRATILOVA, 1., KRACMAR, S.,
Obsah  mineralnich latek ve vybranych produktech
z motskych a sladkovodnich tas. Chemické listy, 103, 2009,
p. 1027-1033.

PRUGAR, J. a kolektiv 2008. Kvalita rostlinnych produktii
na prahu 3. tisicileti. VUPS, a.s. Praha, 2008, 327 s., ISBN
978-80-86576-28-2.

RAMOS, M. V., MONTEIRO, A. C. O., MOREIRA, R. A.,
CARVALHO, A. F. F. U. 2000. Amino acid composition of
some brazilian seaweed species. J. Food Biochem., 24, 2000,
p- 33-39.

RUPEREZ, P. 2002. Mineral content of edible marine
seweeds. Food Chem., 79, 2002, p. 23-26.

REZANKA, T., SIGLER, K. 2007. Structural Analysis of
a Polyssaccharide from Chlorella kessleri by Means of Gas
Chromatography-Mass  Spectrometry of Its Sacharide
Alditols. Folia Microbiol., 52,2007, p. 246-252.

SHIMONAGA, T., FUJIWARA, S., KANEKO, M,
IZUMO, A., NIHEI, S., FRANCISCO, P. B.,, SATOH, A.,
FUIJITA, N., NAKAMURA, Y. 2007. Variation in Storage a-
Polyglucans of Red Algae: Amylose and Semi-Amylopectin
Types in Porphyridium and Glycogen Type in Cyanidium.
Mar. Biotech,. 9,2007, p. 192-202.

SNEDECOR, G. W., COCHRAN, W.G. 1967. Statistical
Methods. lowa: 6th ed. lowa State University Press, 1967, p.
534.

SUZUKI, Y., KAMETANI, T., MARUYAMA, T. 2005.
Removal of heavy metals from aqueous solution by nonliving
Ulva seaweed as biosorbent. Wat. Res., 39, 2005, p. 1803—
1808.

ro¢nik 4

69 1/2010



Potravinarstvo

TOKUSOGLU, O., UNAL, M. K. 2003. Biomass Nutrient
Profiles of Three Microalgae: Spirulina platensis, Chlorella
vulgaris and Isochrisis galbana. J. Food Sci., 68, 2003, p.
1144-1148.

TSUIL, M. T. K., CHEUNG, K. C., TAM, N. F. Y., WONG,
M. H. 2006. A comparative study on metal sorption by brown
seaweed. Chemosphere, 65, 2006, p. 51-56.

VASCONCELOS, M. T. S. D, LEAL, M. F. C. 2001.
Seasonal variability in the kinetics of Cu, Pb, Cd and Hg
accumulation by macroalgae. Mar. Chem., 74, 2001, p. 65—
85.

VILLARES, R., PUENTE, X., CARBALLEIRA, A. 2002.
Seasonal variation and background levels of heavy metals in
two green seaweeds. Environ. Pollut., 119, 2002, p. 79-90.

VIOLA, R., NYVALL, P., PEDERSEN, M. 2001. The
unique features of starch metabolism in red algae. Proc. R.
Soc. Lond. B, 268, 2001, p. 1417-1422.

WONG, K. H., CHEUNG, P. C. K. 2001. Nutritional
evaluation of some subtropical red and green seaweeds. Part
II. In vitro protein digestibility and amino acid profiles of
protein concentrates. Food Chem., 72,2001, p. 11-17.

YE, H., WANG, K., ZHOU, CH., LIU, J., ZENG, X. 2008.
Purification, antitumor and antioxidant activities in vitro of
polysaccharides from the brown seaweed 4. Food Chemistry.
111, 2008, p. 428-432.

Podékovani:

Price vznikla za podpory projektu MSMT: MSM
7088352101

Kontaktni adresa:

Ing. Ladislava Misurcova, Ph.D., Ustav technologie
a mikrobiologie potravin, Fakulta technologickd, Univerzita
Tomase Bati ve Zling, namésti T. G. Masaryka 275, 762 72
Zlin, Tel: 00420 576 031201, email: misurcova@ft.utb.cz

VYUZITI BLIZKE INFRACERVENE SPEKTROSKOPIE PRO STANOVENI
ZAKLADNICH FYZIKALNE-CHEMICKYCH PARAMETRU OVCIiHO MLEKA

APPLICATION OF NEAR INFRARED SPECTROSCOPY TO DETERMINE THE
BASIC CHEMICAL AND PHYSICAL PARAMETERS OF SHEEP MILK

Zuzana Prochazkova, Michaela Drackova, Alena Remesova, Bohumira JanStova,

Hana Pridalovd, Lenka Vorlova

ABSTRACT

Proteins, lactose, total solids, solids-non-fat and titratable acidity were analyzed from sheep milk without any previous
sample treatment. The spectra were measured in the transflectance mode (0.1 mm path-length) in near infrared region
10 000 — 4 000 cm™, with an average of 100 scans. A set of 33 samples was used to calibrate the instrument by partial least
squares regression method (PLS) and checked later with cross validation on the same set of samples. The following
statistical results were obtained: correlation coefficient (R) of 0.966 and standard error of calibration (SEC) 0.328 for
proteins, R = 0.999 and SEC = 0.027 for lactose, R = 0.968 and SEC = 0.684 for total solids, R = 0.951 and SEC = 0.237
for solids-non-fat, R = 0.949 and 0.312 for titratable acidity, respectively. All the parameters of calibration set as obtained
by FT-NIR spectroscopy were compared with those obtained by the reference methods, linear regression and paired t-test
and no significant results were obtained at statistical level P<0.05. The results of the study showed that FT-NIR
spectroscopy is a suitable method for analysis of basic chemical and physical parameters of sheep milk.

Keywords: FT-NIR, spectroscopy, sheep milk, chemical parameters, physical parameters

UVOD

Blizka infracervena spektrometrie (NIR) vyuziva cast
elektromagnetického spektra mezi viditelnym zafenim a
infraCervenym spektrem (800-2500 nm). Umoznuje ziskat
informace o relativnim obsahu a poméru C-H, O-H a N-H
vazeb, které tvoii organickou matrix vSech potravin. NIR
spektrometric je Uspé$né vyuzivana v pramyslu pro
chemickou analyzu diky mnozstvi vyhod jako rychla a
pfesna  metoda.  V mlékafstvi se  spektrometrie
v infracervené oblasti pouziva pro stanoveni laktozy,
proteind, obsahu tuku v mléce a dalSich parametri mléka
(Diaz-Carrillo et al., 1993; Albanell et al, 1999; Laporte
a Paquin, 1999; Curda et al, 2002; Jankovska a
Sustova, 2003;), syri (Rodriquez-Otero et al., 1995;
Sorensen a Jepsen, 1998a, b; Wittrup a Norgaard,
1998) a ostanich mléénych vyrobkt (Rodriquez-Otero a

Hermida, 1996; Rodriquez-Otero et al., 1997; Laporte
a Paquin, 1998). Vuziti NIR spektrometrie pro hodnoceni
ovc¢iho mléka bylo zpracovano pouze v nékolika
védeckych publikacich (Albanell et al., 1999; Jankovska
et al., 2004).

Cilem nas$i prace bylo vyvinout kalibra¢ni modely pro
zakladni fyzikalné-chemické parametry ov¢iho mléka a
porovnat dosazené vysledky s dostupnymi publikacemi.

MATERIAL A METODIKA

V této studii bylo provedeno vysetieni 33 vzorkt ovc¢iho
mléka pochazejictho zov¢éi farmy naseverni Morave.
Ve vzorcich byly stanoveny tyto parametry: obsah
bilkovin, obsah laktozy, celkovy obsah suSiny, obsah
tukuprosté susiny, titraéni kyselost. VSechny uvedené
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parametry byly stanoveny jednak metodami standardnimi a
jednak pomoci FT-NIR spektrometrie.

Bilkoviny, tuk a laktéza byly stanoveny infracervenym
absorpénim spektrofotometrem na pfistroji Bentley 2500
(Bentley Instruments, Minnesota, USA) (CSN 57 0536:
1999). Tukuprostd suSina byla stanovena vypoctem
z obsahu celkové susiny a z obsahu tuku. Titracni kyselost
byla stanovena metodou dle Soxhlet Henkela (CSN 57
0530: 2006).

Pred odbérem vzorku bylo kazdé mléko zahtato na 40 °C a
nasledné¢ zchlazeno na 20°C, aby bylo zajisténo
rovnomérné rozptyleni tukovych kulicek. Pfed samotnym
meéfenim byl kazdy vzorek dikladné homogenizovan
promichanim. Mé¢feni bylo provadéno pii teploté 20 °C.
Vzorky byly proméfeny na spektrometru NIR Nicolet
Antaris (Thermo Electron Corporation, Madison, USA) ve
spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™ se 100 scany. Cas
snimani jednoho spektra se pohyboval okolo 1,5 min.
Spektra byla meéfena na integracni sféfe v rezimu
transflektance s pouzitim transflektan¢ni kyvety o tloust’ce
vrstvy 0,1 mm. Ptiklad spekter ovc¢iho mléka ukazuje
Obrazek 1.

Naméfena data byla zpracovana pomoci programu TQ
Analyst verze 6.2.1.509 metodou nejmensich Cctverct
(PLS) a ovéfena pomoci kiizové validace s pouzitim stejné
sady vzorkt jako pfi kalibraci. Pti tomto postupu byl vzdy
vypustén jeden ze standardl a ze zbylych kalibra¢nich dat
byl vytvofen novy model, ktery byl pouzit pro vypocet

vektoru koncentraci vypusténého standardu. Vypoétené
odchylky od deklarovaného obsahu slozek vypusténého
standardu byly statisticky vyhodnoceny (Mlcek et al.,
2006). Pro identifikaci odlehlych spekter a standardt byly
pouzity diagnostiky Spectrum Outlier a Levarage.

Daéle byl zvolen optimalni pocet PLS faktort pro kalibraci
(PRESS). Diagnostika PRESS (Predicted Residual Error
Sum of Squares) zobrazuje, jak se hodnota sumy ctverc
predikované zbytkové chyby méni s Ccislem faktord
pouzitych ke kalibraci kazdé slozky stanovované aktivni
metodou.

Pomoci programu Microsoft Excel 2003 byly u vsech
referenCnich ukazatell vypoéteny zakladni statistické
charakteristiky (primér, smérodatna odchylka, minimum,
maximum). Ke statistickému vyhodnoceni dat byl pouzit
statisticky a graficky software STAT Plus (MatouSkova et
al., 1992). Pro porovnani hodnot namérenych pomoci FT-
NIR s hodnotami zjisténymi referenénimi metodami byl
pouzit parovy T-test. Pomoci parového T testu nebyly
nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami
ziskanymi referenénimi metodami a hodnotami
vypocitanymi pomoci FT-NIR.

VYSLEDKY A DISKUZE

Rozpéti referenc¢nich hodnot pro vSechny parametry byla
vyjadiena pomoci smérodatnych odchylek priméru
(Tabulka 1).

Tabulka 1: Hodnoty individudlnich parametrd ziskané referen¢nimi metodami

Parametry Minimum Maximum Primér SD
Bilkoviny (g/100g) 5,20 10,13 6,87 1,35
Laktéza (g/100g) 2,97 5,34 4,47 0,63
Susina (g/100g) 17,40 28,86 20,75 2,82
Tps (g/100g) 11,15 13,88 12,10 0,80
SH (° SH) 8,50 37,20 12,22 6,45
SD — smérodatna odchylka
Tabulka 2: Kalibra¢ni a valida¢ni vysledky individualnich parametrt stanovené pomoci
FT-NIR spektrometrie
Parametry Kalibrace Validace
R SEC CCV (%) R SECV PCV (%)
Bilkoviny 0,966 0,328 4,72 0,932 0,460 6,62
Laktoza 0,999 0,027 0,61 0,998 0,047 1,06
Susina 0,968 0,684 3,28 0,928 1,040 4,99
Tps 0,951 0,237 1,94 0,927 0,288 2,36
SH 0,949 0,312 3,07 0,824 0,615 6,04

R — korela¢ni koeficient, SEC — standardni chyba kalibrace, CCV — kalibra¢ni varia¢ni koeficient, SECV — standardni

chyba cross validace, PCV — predikéni variacni koeficient

Pomoci diagnostickych nastrojii  Spectrum Outlier a
Levarage byly odstranény odlehlé standardy, u kterych
byly nepfesné stanoveny referenni hodnoty nebo se
objevila spektralni odchylka. Kalibra¢ni model pro titracni
kyselost byl upraven prvni derivaci, kalibra¢ni model pro
obsah tukuprosté suSiny byl upraven druhou derivaci.
Ostatni modely byly vytvoteny bez pouziti derivace.

Kalibracni modely pro vSechny sledované parametry byly
vytvofeny pomoci PLS algoritmu. PLS vyuzivd u
vySetfenych vzorkli spektralni a soucasné¢ koncentraéni
informaci ke stanoveni latentnich proménlivych PLS
faktori v souboru dat (Serensen a Jepsen, 1998b).
Nejvyssi pocet faktori byl zaznamenan pro parametr
obsah laktézy (10 faktorti), nejmensi pocet faktort byl
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pouzit u parametri obsah bilkovin a obsah tukuprosté
susiny (3 faktory). Pro obsah celkové suSiny a titracni
kyselost bylo pouzito 6 PLS faktord. Spolehlivost
kalibra¢niho modelu byla ovéfena kiiZzovou validaci. Pro
vytvofeni validacnich modeli byla pouzita stejna sada
vzorkd jako pfi kalibraci. Kiizova validace predstavuje
pevnou zavislost mezi hodnotami referencnimi a
hodnotami  pfedikovanymi. Pfesnost validace byla
posouzena na zakladé korelacnich koeficientii validace (R)
a standardnich chyb validace (SECV) (Serensen a Jepsen,
1998b) (Tabulka 2).

Na Obrazku 2 muzeme posoudit kalibra¢ni a validaéni
vysledky pro stanoveni laktdzy. Jelikoz se regresni piimky
plné prekryvaji, jedna se o pevnou zavislost.

Jankovska et al. (2004) ve své praci tykajici se ov¢iho
mléka ziskali tyto hodnoty: R =0,983 a SEC=0,18 pro
susinu, R = 0,997 a SEC = 0,06 pro bilkoviny, R = 0,980 a
SEC = 1,49 pro laktéozu. Nami dosazené vysledky pro
laktozu vykazovaly vyssi kalibracni koeficient a zaroven i
niz8i standardni chybu kalibrace (R = 0,999 a SEC =
0,027). Laktdéza byla v nasi praci parametrem s nejlepSimi
dosazenymi vysledky. Albanell et al. (1999) pro
hodnoceni spolehlivosti kalibrace pouzivaji R* a obsahem
jejich prace bylo stanoveni tif zékladnich chemickych
parametri ov¢iho mléka (bilkovin, tuku a celkové susiny)
s pouzitim riznych materiali méficich kyvet. Pro
porovnani s vysledky jejich prace byly naSe korela¢ni
koeficienty upraveny: R* = 0,932 a SEC = 0,328 pro
bilkoviny, R?=0,937 a SEC = 0,684 pro celkovou susinu.
V zavislosti na typu pouzité kyvety dosahovali Albanell et
al. (1999) téchto vysledku: R?=0,91-0,92 a SEC = 0,190-
0,216 pro bilkoviny, R? = 0,94-0,98 a SEC = 0,274-0,506
pro obsah celkové suSiny. Na zakladé porovnani naSich
vysledki s vysledky dostupnych studii 1ze konstatovat, ze
jsme dosli k obdobnym vysledkim.

Soucasti prace bylo také vytvoreni kalibraénich modeld
pro obsah tuku v ovéim mléce, ale z divodu pfili§ velkého
rozpéti hodnot a nerovnomérného zastoupeni hodnot
ziskanych referencnimi metodami nebylo mozné
kalibracni modely vytvofit. Po doplnéni souboru dat budou
vysledky soucasti dalsich praci.

Spolehlivost kalibrace NIR pfistroje pro rizné slozky byla
posouzena na zakladé vypoctu kalibra¢niho varia¢niho
koeficientu (CCV) a predikéniho varia¢niho koeficientu
(PCV). Zhodnocenim CCV a PCV, kdy CCV u zadného ze
sledovanych parametri nepfesahl hodnotu 5 % a PCV
hodnotu 10 % muzeme kalibraci i validaci posoudit jako
vysoce spolehlivé, pokud jeden znich piesahuje danou
hodnotu, jednd se o spolehlivy model a pokud oba
koeficienty pfesahuji dané hodnoty, jednd se o
nespolehlivy model (Albanell et al., 1999; Esbensen,
2003) (Tabulka 2).

Z vysledku statistického hodnoceni lze konstatovat, ze
mezi referenénimi hodnotami a vypoc¢itanymi hodnotami
pomoci FT-NIR nebyly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily (p < 0,05).
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Obrazek 2 Kalibracni a valida¢ni model pro obsah laktozy

ZAVER

Zhodnoceni vysledkl bylo provedeno na zéklad¢ korelace
mezi referenénimi hodnotami a hodnotami vypoctenymi
pomoci FT-NIR spektrometrie. Korela¢ni koeficienty (R)
se priblizuji hodnoté 1, coz je pro pouzitelnost modelu
nejvhodnéjsi. Spolehlivost celého kalibraéniho modelu
byla posouzena na zakladé korelacnich variacnich
koeficientdt (CCV) a predikénich variaénich koeficientl
(PCV). Pro vsechny nami sledované parametry byly
ziskany velmi spolehlivé kalibra¢ni modely. Z této prace
vyplyva, ze metoda FT-NIR spektrometrie je vysoce
spolehlivou a vhodnou metodou pro stanoveni zakladnich
parametrti ov¢iho mléka, coz potvrzuji i prace ostatnich
autoru.
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»STUDENA STERILIZACIA“ ORECHOVIN AKO POTENCIALNYCH
KOMPONENETOV PEKARENSKYCH PRODUKTOV

»COLD STERILISATION“ OF WALNUTS AS POTENTIAL COMPONENT OF

BAKERY PRODUCTS

Jana Sadecka, Emil Kolek, Janka Koreiiova, Janka LopaSovska

ABSTRACT

Microbiological quality, sensory and chemical changes in volatile and lipid fractions of y-irradiated walnuts (Juglans
regia L.) were evaluated using gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS), gas chromatography with flame-ionising
detector (GC/FID) and sensory evaluation. Doses of y-radiation were with in the range 0.5 - 5 kGy, where 10 kGy
represented the highest permitted dose for food applications. Microbiological analysis showed that y-irradiation was an
effective sterilisation tool which eliminated prevalent microorganisms including coliform bacteria from initial count of 6.0 x
10> CFU/g with 1.5 kGy dose. The dose of only 0.5 kGy was found to be sufficiently effective for killing prevalent moulds.
Quoted levels of ionising radiation were adequate for elimination of microbiological load for minimum storage duration of
2 kGy dose. Higher irradiation levels negatively affected organoleptic properties of studied walnuts. Significant changes in
relative contents of certain fatty acids, mainly linoleic and linolenic acid, and closely related changes in relative contents of
certain volatiles were observed due to the influence of ionising radiation. Unsaturated hydrocarbons as determined by
GC/MS method are believed to be suitable markers of y-irradiation of walnuts even at 0.5 kGy dose of application.

Keywords: y- irradiation, walnut, microbiological analysis, GC/MS, sensory analysis
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UVoD

Produkcia kvalitnych a bezpe¢nych potravin nezat’azenych
pritomnostou  mikrobidlnej kontaminacie sa  javi
v suCasnosti ako jeden z globalnych problémov. V roku
1984 Komisia pre Codex Alimentarius vypracovala
medzindrodnl normu pre radiacné oSetrenie potravin a z
legislativneho hladiska poskytla zasady spravneho
radia¢ného osetrenia potravin do vysky priemernej davky
10 kGy. Od pociatku 80. rokov rad predovsetkym
rozvinutych krajin zaviedol legislativne predpisy pre
radiatné oSetrenic potravin odpovedajice zasadam
kédexovej normy, a tak v 37 Statoch bolo povolenych
okolo 40 druhov radiaéne oSetrenych potravin
(Loaharanu, 1994). Rozdiely medzi narodnymi zakonmi,
tykajucimi sa oSetrenia potravin ionizujicim ziarenim a
podmienkami jeho aplikdcie obmedzuju volny pohyb
potravin, mozu vytvoritt nerovnaké konkurencné
podmienky a tym priamo ovplyviiovat fungovanie
vnitorného trhu v Eurdpskom spoloéenstve. Vzhl'adom na
uvedené skuto¢nosti Eurépsky parlament a Rada EU prijali
ramcovu smernicu 1999/2/ES:

-0 aproximacii zakonov clenskych Statov tykajucich sa
potravin a potravinovych prisad oSetrenych ionizujicim
ziarenim,

-0 ustanoveni zasad spravneho radia¢ného oSetrenia
potravin do vysky priemernej davky ziarenia 10 kGy,

- 0 zasadach kontroly ozarovacieho procesu,

-0 prijati zoznamu potravin vramci Eurdpskeho
spolocenstva, ktoré mozno oSetrit’ ionizujicim Ziarenim, a
tak zabezpecCit’ vol'ny pohyb tovaru na spolo¢nom trhu,

- vykonavacou  smernicou  1999/3/EC  Eurodpskeho
parlamentu a Rady EU bol ustanoveny po¢iatoény zoznam
radiacne oSetrenych potravin a potravinovych prisad
(Community positive list of foodstuffs autorised for
irradiation), zahfiiajuici susené aromatické byliny, koreniny
a rastlinné prisady oZiarené najvys$ou priemernou davkou
ziarenia 10 kGy za ucelom dezinsekcie a znizenia, resp.
eliminacie patogénnych mikroorganizmov. Tento zoznam
je priebezne dopliany o dalsie potraviny navrhované
¢lenskymi $tatmi EU. Od roku 2000 v ¢&lenskych $tatoch
EU je povolené radiaéné oSetrovanie suSenych
aromatickych bylin, korenin a rastlinnych prisad, ako i
odbyt a obchodovanie s nimi na spolo¢nom trhu. Pri
radiatnom oSetreni korenin vSak moéze dochadzat k
zmenam Vv  chemickom zloZeni ich silicovych
komponentov v zavislosti od pouzitej davky Zziarenia. To
sa mdze neziadliico prejavit na organoleptickej kvalite
oSetreného produktu, pripadne i tvorbe zdraviu Skodlivych
latok. V neposlednom rade je nevyhnutnd objektivna
kontrola tejto technologickej operacie s cielom objektivnej
informovanosti spotrebitel'a. Vyskum chemickych zmien a
detekénych metdod na oziarené potraviny je vysoko
aktuadlny a venuju sa mu vyskumné timy jednotlivych
krajin (Stevenson, 1994; Antonelli et al., 1998; Variyar
et al., 1997; Onyenekwe et al., 1997; Farag, Abo-Zoid,
1997; Bendini et al., 1998; Polovka et. al., 2007, 2008;
Raffi et al., 2000; Ukai, Shimoyama, 2003; Smith,
Pillai, 2004; Yordanov, Aleksieva, 2004; Suhaj et al.,
2006; Sadecka, 2007). Naviac Rada a Komisia EU a tiez
Clenské Staty dali vyhlasenie v smernici 1999/2/ES o
podporovani d’alSicho rozvoja normalizovanych, alebo uz
schvalenych analytickych metdd, zameranych na
overovanie a dokaz radiacne oSetrenych potravin.

Identifikacii markerov radiacného oZiarenia r6znych
korenin (aniz, bazalka, Skorica, oregano, chilli, Cierne
korenie, paprika, rozmarin, Salvia) y-ziarenim davkami 5 a
10 kGy bola venovana praca autorov Bendini et al.
(1998). Zistilo sa, ze y-ziarenie indukuje v koreninach
tvorbu nenasytenych uhl'ovodikov, a to alkénov Cys., Cie.1,
Ci72, Cy71, ktorych mnozstvo rastlo s davkou ziarenia.
Najmaé alkén C,7.,; sa ukazal ako dobry indikator aplikécie
y-Ziarenia, pretoze jeho obsah v silici korenin sa menil
linearne s davkou oziarenia od 5 do 10 kGy. Tvorba
nenasytenych uhlovodikov ako potencialnych markerov
osetrenia ionizujlicou energiou sa ukazuje byt zvlast
zaujimava aj v suvislosti so $tadiom takto oSetrenych
orechovin, obsahujucich vyznamny podiel lipidickej
frakcie, o to viac, Ze tieto potravinarske komodity moézu
byt aktudlne pre oSetrenie ionizujucim Ziarenim hlavne
v dosledku pritomnosti mykotoxinov. Prave zastupenie
mastnych kyselin v lipidickej frakcii orechovin ako
prekurzorov alkénov indikuje ich moznu pritomnost’ po
expozicii matrice ionizujucou energiou (Sanchez-Bel et
al., 2005; Crews et al., 2005; Crews et al., 2005).

V suvislosti s momentalnym trendom pripravy
pekarenskych vyrobkov v domacich pekarnickach - ato
tak unas, ako i vramci Eurdpy - javi sa perspektivne
priprava kompletnych mucnych zmesi urCenych pre
maloobchod, vhodnych na domacu vyrobu chleba
a jemného petiva, ktoré by splnali atributy potravinovej
bezpecnosti a organoleptickej kvality. Okrem receptur
reflektujucich stravovacie navyky slovenskych
konzumentov, je snaha rozsirit' sortiment kompletnych
mucnych zmesi aj o kategoriu napr. Specialnych druhov
chlebovych zmesi s pridavkom vlasskych orechov,
slnecnicovych jadier, sezamovych semienok.

Vzhladom k uvedenym skutocnostiam cielom tejto prace
bolo stidium fyzikalno-chemickych zmien v lipidickej
zlozke anasledne prchavej frakcii vlasskych orechov
oziarenych y- Ziarenim so zamerom charakterizovat’ tieto
zmeny sposobujuce pripadny pokles ich organoleptickej
kvality; urcit optimalnu davku ziarenia jednak pre
eliminaciu pritomnej mikroflory, ale stGcasne so
zachovanim organoleptickej kvality orechov. Napokon
snahou bolo aj pokusit’ sa o identifikdciu markerov
oziarenia v predmetnej potravinarskej komodite.

MATERIAL A METODIKA

Experimentalny material: Vlasské orechy (Juglans
regia L.), odroda: Jupiter/Apollo, lapané, z urody r. 2007,
15 kg. Obsah susiny: 96,2% (pri 105 °C, pocas 5 hod. do
konstantnej hmotnosti, z troch paraleliek). Dodavatel’
sukromny producent (Chorvatsky Grob).

Balenie experiment. vzoriek: orechové jadra boli navazené
do polyetylénovych vrecieck so suchym zipsom,
v ochrannej atmosfére N,. Hmotnost jednotlivej
experiment. vzorky bola 50 g. Po ozarovani boli balicky
experiment. vzoriek obalené aluminiovou fo6liou na
eliminovanie priepustnosti O, a vzdusnej vlhkosti. Tento
sposob balenia ma sucasne simulovat’ jednu z moZznosti
pouzivanych obalovych materidlov orechovin
v maloobchodne;j sieti. Skladovanie experiment. vzoriek: v
mraznicke pri -18 °C.

Ozarovanie v komerénych podmienkach
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Zdroj Ziarenia: y-ziarenie z Co®, ozarovanie: ARTIM,
s.r.o. Praha, CZ, hladiny y-zZiarenia: 0 kGy, 0,25 kGy, 0,5
kGy, 1 kGy, 1,5 kGy, 2 kGy, 3 kGy, 4 kGy, 5 kGy pri
davkovej rychlosti 2 kGy/h.

Mikrobiologicka analyza

V intenciach poziadaviek Potravinového kodexu sa pre
neosetrent1 (kontrolnt) vzorku vlasskych orechov stanovil
pocet koliformnych baktérii, kvasiniek a plesni i celkovy
pocet mikroorganizmov (CPM) podla platnych noriem:
STN EN ISO 4833, STN ISO 4832, STN ISO 7954.
Vsetky analyzy sa zrealizovali zriedovacou kultiva¢nou
metddou podla STN EN ISO 6887-1. Stcasne sa sledoval
vyvoj mikrobiologickej situacie pocas doby skladovania (3
mesiace, 6 mesiacov) ako kontrolnej, tak i oziarenych
vzoriek.

Senzoricka analyza

Hodnotitel'sky panel tvorilo 7 posudzovatelov (4 Zeny, 3
muzi, priemerny vek 40 rokov). Hodnotilo sa v 8
kvalitativnych parametroch (deskriptoroch): chut’- sladka,
horkastd orechova, typickd orechova, typicka tukova,
tukova zoxidovana (rybacia), celkova chutnost’, vona,
doznievanie arémy v 6-bodovej kvantitativnej $kale (0-
5). Pre vyhodnotenie senzorickej analyzy sa vyuzilo
Statistické  spracovanie dat metddou  kanonickej
diskriminacnej analyzy programom Unistat ® (Unistat
Ltd., 4 Shirland Mews, London W9 3DY, England).
Izolacia lipidickej frakcie vlasskych orechov, GC
analyzy profilu mastnych kyselin

Izolacia lipidickej frakcie vlasskych orechov podla
Soxhleta

Metdda je kombinaciou bazicky a kyslo katalyzovanej
esterifikacie. Vzniknuté metylestery mastnych kyselin sa
analyzovali pomocou plynovej chromatografie s vyuzitim
plamenovo-ioniza¢ného detektora (GC/FID). Z kazdej
vzorky (0 kGy, 0,25 kGy, 1 kGy, 1,5 kGy, 2 kGy, 3 kGy, 4
kGy, 5 kGy) sa realizovali 2 paralelené izolacie lipidickej
frakcie, ktoré sa % d’alSom esterifikovali
a chromatograficky separovali a analyzovali.

GC/FID analyzy profilu mastnych kyselin

Predmetné stanovenia boli realizované ako akreditované
analyzy podla standardného pracovného postupu SPP
ORG.M.047 GC s medzilaboratérnym porovnanim.
Identifikacia markerov indukovanych oZiarenim
v tukovej frakeii vlasskych orechov

Postupovalo sa vintenciach normy STN EN 1784:
DETEKCIA OZIARENYCH POTRAVIN
OBSAHUJUCICH TUK. Metéda je zalozena na GC
detekcii oziarenim vytvorenych uhl'ovodikov.

Izolacia tukovej frakcie zvlaSskych orechov (podla
predmetnej normy, bod 7.3. Extrakcia tuku zo vzoriek syra
a ovocia). Z kazdej davky oziarenych orechov sa urobili 2
paralelné izolacie tuku.

Precistenie tuku na kolone s Florisilom

Priprava Florisilu: podla uvedenej normy. Pridavok
Standardného roztoku Cs. po extrakcii sa zmiesal vzdy 1 g
ziskaného tuku s 1 ml roztoku n-eikozanu v hexane (c=3

pg/ml).

Kolénova chromatografia s Florisilom: frakcia
uhlovodikov ~ sa  ziskala  adsorpénou  koldénovou
chromatografiou na Florisile. Uhlovodiky sa izolovali
pouzitim cca 20 g deaktivovaného Florisilu pre kazdd
vzorku. Po naplneni Florisilom sa koléna zmacala cca 50
ml n-hexanu. 1 g vyextrahovaného tuku sa kvantitativne
prenieslo do chromatografickej kolony, pridalo sa 3 ml
vnutorného Standardu C, a uhl'ovodiky sa vymyvali 60 ml
eluentu s prietokom asi 3 ml/min. Ziskany eluat sa
zakoncentroval na 1 ml odfukanim dusikom a pouzil sa na
analyzu plynovou chromatografiou.

Separacia a detekcia uhlovodikov pomocou GC/MS
Koloéna: DB-XLB (30 m x 0.25 mm x 0.5 pm), nosny plyn
hélium, ioniza¢na energia 70 eV

Sposob davkovania: Splitless, 1 pl

Teplotny program: 60 °C (1 min), 10 °C/min, 245 °C, 70
°C/min, 320 °C (4.0 min)

Rezim MSD: SIM mod

Z kazdej frakcie uhlovodikov sa realizovali 2 GC/MS
analyzy, t.j. 4 analyzy z prislusnej davky (0 kGy, 0,5 kGy,
1 kGy, 3 kGy, 5 kGy) oziarenych orechov

Standardné roztoky uhlovodikov (pre vypodet obsahu
uhl'ovodikovych markerov oziarenia)

8-heptadecén 8-17:1

6,9-heptadekadién 6,9-17:2

Z kazdého Standardu uhlovodika bolo pripravenych 5
koncentra¢nych urovni: 1 pg/ml Cq, 2 pg/ml Cg, 3 pg/ml
Cs, 4 pg/ml Cq, 5 pg/ml Cq, z kazdej koncentracnej urovne
sa urobili 3 GC analyzy. Vypocet obsahu uhl'ovodikov ako
markerov radiatného oSetrenia sa vykonal metddou
kalibracnej krivky.

Izolacia prchavych frakeii referenénych a radiacne
oSetrenych vzoriek vlasskych orechov: SPME (Solid
Phase Microextraction Extract) v spojeni s GC/MS
SPME vlakna: DVB/Carboxen/PDMS 2 c¢m, ,,For Odour
Compounds®, Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA
Hrabka filmu stacionarnej fazy SPME vlakna: 50/30 um
Navazok vzorky: 1 g zomletych zhomogenizovanych
vlasskych orechov

Teplota termobloku: 50 °C, inkubacny ¢as 30 min,
extrakény ¢as 15 min

GC podmienky

GC: HP 58901, Hewlett-Packard, MS: HP 5971A,
Hewlett-Packard

GC/MS v rezime electron impact, ionizacna energia 70 eV
GC kolona: ULTRA 1 (50 m x 0.20 mm x 0.33 pm),
davkovacia technika Splitless

Teplota injektora: 250 °C, teplota detektora: 240 °C
Teplotny program: 35 °C (3 min), 1.7 °C/min, 250 °C

Stidium chemického zloZenia prchavého podielu
kontroly a radia¢ne oSetrenych vlasskych orechov

Vysledky profilu individualnych zltcenin prchavej frakcie
orechov pri vyuziti metody SPME - GC/MS boli
spracované metédou vnutornej normalizacie ako relativne
% jednotlivych  komponentov  komplexnej  zmesi
v zavislosti na aplikovanej hladine ziarenia. Z kazdej
vzorky oziarenej danou hladinou ionizujuceho Ziarenia sa
realizovali.3 paralelné izolacie prchavej frakcie, pricom
vysledky relativneho zastipenia jednotlivych
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komponentov  frakcie su  priemernymi  hodnotami
z paralelnych GC analyz. Identifikdcia zlucenin bola
uskutociovana porovnavanim ich nameranych

hmotnostnych spektier s kniznicami spektier Standardnych
zliCenin. Vyuzili sa dostupné databazy MS spektier:
Willey 275, NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library,
INRAMASS. MS identifikacia bola doplnena o d’alSiu
nezavisli identifikaCni metédu - vypocet linearnych
retennych indexov predmetnych zlucenin s porovnanim
tychto Udajov stdajmi nameranymi na referencnych
materialoch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Stidium vplyvu davky ionizujiceho Ziarenia na
mikrobiologicku kvalitu vlasskych orechov

Vysledky mikrobiologickej analyzy (tab.1) poukazuji na

fakt, Zze experimentalna vzorka neoSetrenych vlasskych
orechov  bola  mikrobiologicky = pomerne  malo
kontaminovana - celkovy pocet mikroorganizmov (CPM)
bol 6,0.10* KTJ.g". V désledku toho, davka 1,5 kGy az 2
kGy ionizujuceho ziarenia bola postacujica na
eliminovanie pritomne;j bakterialnej mikroflory
v predmetnej vzorke orechov (tab.1). Co sa tyka
pritomnosti kvasiniek a plesni, na ich zlikvidovanie bola
ucinna hladina 0,5 kGy ionizujuceho ziarenia. Ukézalo sa,
ze uvedené hladiny ziarenia st ucinné pre elimindciu
pritomnej mikrobiologickej zataze minimalne pocas 6
mesacénej doby skladovania predmetnej vzorky vlasskych
orechov.

Tab. 1: Mikrobiologick4 analyza radiacne oSetrenych vlasskych orechov okamzite po oziareni

Vlassky orech davka CPM Koliformné baktérie Kvasinky a plesne

oziarenia (KTJ.gh (KTJl.gh

0 kGy 6,0.10 <10 pozit.

0,25 kGy <10 <10 pozit.

0,5 kGy <10 <10 negat.

1 kGy 1,5.10' <10 negat.

1,5 kGy 1,0.10' <10 negat.

2 kGy <10 <10 negat.

3 kGy <10 <10 negat.

4 kGy <10 <10 negat.

5 kGy <10 <10 negat.

(Pozn.: KTJ — koldéniotvorna jednotka)

Senzoricka analyza vo vzt’ahu k oZarovaniu

Vysledky senzorickej analyzy realizovanej panelom
hodnotitelov ~ su vizualizované v hviezdicovych
diagramoch (obr.1 a2). Najmé obr. 2 jasne demonstruje
vplyv ionizujuceho Ziarenia na pokles pozitivnych
kvalitativnych senzorickych deskriptorov (sladka, celkova
chutnost’, vona, typicka orechova, typicka tukova) s
narastom hladiny oziarenia. Naopak, davka ziarenia
vyrazne zhorSuje deskriptory typu: tukova zoxidovana
(rybacia), horkasta orechova, ktoré st dosledkom oxidéacie
tukovej frakcie orechov vplyvom ionizujuceho ziarenia.
Na zaklade parametrov kanonickej diskrimina¢nej analyzy
vyplyva, ze na diskrimindciu najvyznamnejsie prispievaji
prvé tri diskrimina¢né funkcie (DF), ktoré sa kumulativne
podielaju 96% na  celkovej  variabilite  dat.
Najvyznamnejsia je prva DF so 77%, druhd s 12% a tretia
so 7%. Stcéasne, hodnoty vlastného ¢&isla (eigenvalue) su
pre tieto DF vyznamné asu vécsie ako 1 a hodnoty
Wilksovej lambdy pre vSetky DF st blizke hodnote O.
Podla hodndt standardizovanych koeficientov na
diskriminaciu v 1. DF najviac prispievaji nasledovné
senzorické deskriptory: zoxidovana chut’, celkova chutnost’
avona, v 2. DF zoxidovana chut’, vona a tukova aroma a

v 3. DF horkasta chut’, tukova aréma a doznievanie arémy.
Podl'a matice Struktur s DF najlepSie koreluju deskriptory
charakterizujuce  zoxidovanii chut, tukovii arému
a horkastt chut’. Klasifika¢nou procedtrou pri kanonicke;j
diskriminacnej analyze sa dosiahla uspesnost’ 76,2%
zatried’ovania vzoriek podl'a jednotlivych davok oziarenia
(0, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4 a5 kGy). Krokova
diskrimina¢na analyza selektovala deskriptory
senzorického hodnotenia podla vyznamnosti vplyvu na
diferenciaciu v nasledovnom  klesajicom  poradi:
zoxidovana chut’, celkova chutnost’, vona a horkasta chut'.
Pri senzorickom hodnoteni extrahovanych dédvok oziarenia
0, 1,2, 3, 4 a5 kGy sa dosiahla vel'mi vysoka uspesnost’
95,2% klasifikacie.  Ziskané  vysledky v sucinnosti
s multivarianym Statistickym spracovanim dat
demonstruji vysokt citlivost’ senzorického hodnotenia
oziarenych vlasskych orechov pri predmetnych Setrnych a
stucasne vel'mi blizkych hladinach radiaéného oSetrenia na
zéklade dobre zostavené¢ho panelu hodnotitelov (pocet
hodnotitel'ov, pohlavie, vek), ako aj vhodne vybranych
deskriptorov, Co sa tyka kvalitativnych i kvantitativnych
ukazovatelov.
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- 4.0 \ horkasta orechova

celkova chutnost typicka orechova

doznievanie aromy typicka tukova

tukova zoxidovana
——O0kGy —0,25 kGy 0,5 kGy 1,0kGy ——1,5kGy
——2kGy ——3kGy ——4 kGy 5 kGy

Obr. 1: Hviezdicovy diagram senzorického hodnotenia vlasskych orechov pred a po oziareni ionizujicim Ziarenim
davkami od 0,25 kGy do 5 kGy

horkasta orechova

celkova chutnost typicka orechova

\\»

doznievanie aromy typicka tukova

tukova zoxidovana
(rybacia)

—=—0kGy —=—1,0kGy —=—5 kGy

Obr. 2: Hviezdicovy diagram senzorického hodnotenia oziarenych vlasskych orechov vybranymi davkami ionizujiceho
ziarenia (0 kGy, 1 kGy a 5 kGy)
nesaturovanych MK mézu mat jednak dopad na

Izolacia lipidickej frakcie vlasskych orechov, GC analyzy trvanlivost, resp. dobu skladovania vlasskych orechov
profilu mastnych kyselin v porovnani k inym druhom orechovin, ako aj vyznamny
Sumarizacia vysledkov je uvedend vtab.2. Relativne prispevok k charakteristickej ardbme vlasskych orechov. Co
zastipenie lipidickej frakcie v pripade analyzovaného sa tyka Stadia vplyvu davky vy-Ziarenia na obsahy
kultivaru vlasskych orechov dosahuje hodnoty v intervale ~ jednotlivych MK, vysledky v tab.2 poukazuji na fakt, Ze
62,7 — 65,7% v zavislosti na pouzitej davke Ziarenia. ~ hodnoty relativneho zastipenia nasytenych MK (kyselina
Z tab.2 je zrejmé, Ze lipidicka frakcia vlasskych orechov je ~ Palmitova, kyselina stearova) oscilujii okolo hodndt
tvorend dominantne tromi nenasytenymi mastnymi nameranych v neoZiarenej vzorke orechov, ateda
kyselinami (MK), s najvy$§im zastpenim kyseliny s rastucou hladinou Ziarenia nie je pozorovany zrejmy
linolovej (58%), nasledne kyseliny olejovej (19,5%) trend v naraste ¢i poklese. To poukazuje na relativnu

akyseliny linolénovej (13,2%). Tieto vysoké hladiny stabilitu saturovanych MK.
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Tab. 2: GC/FID analyzy profilu mastnych kyselin vlagskych orechov

Relativne zastiipenie (%)

Mastna kyselina 0 0,25 0,5 kGy 1 1,5 kGy 2 3 4 5

kGy kGy kGy kGy kGy kGy kGy
K. a-linolénova 18:3 13,2 13,0 12,0 12,2 11,9 12,1 12,1 11,9 11,8
K. linolové 18:2 58,0 57.8 57,0 56,3 571 56,1 572 56,7 56,2
K. olejova 18:1 19,5 20,1 222 222 21,2 22,6 21,4 21,9 21,7
K. palmitova 16:0 6.8 6,7 6,5 6,6 6.8 6.8 6.8 7,0 6.8
K. stearova 18:0 2,5 2.4 2.4 2,6 2.4 2,5 2,5 2,5 2,5
Tuk | 646 | 631 | 657 | 648 | 627 | 650 | 634 | 654 | 650

Co sa tyka relativneho zastiipenia nenasytenej MK
s jednou dvojitou vdzbou (kyselina olejova), s aplikovanou
davkou ziarenia narasta jej relativny obsah réznou mierou,
nie propor¢ne. Naopak, sozvySujucou sa hladinou
oziarenia je jasny pokles obsahu kyseliny linolovej
a kyseliny linolénovej, ktoré su charakteristické vysokou
mierou nenasytenosti (pritomnost dvoch, resp. troch
dvojitych vézieb). Zostaveniu profilu mastnych kyselin je
dolezité, okrem iného, aj ako zaklad pre nasledné $tudium
prchavej frakcie orechov.

Identifikacia markerov indukovanych oZiarenim
v tukovej frakcii vla§skych orechov
Vysledky identifikacie a kvantifikacia nenasytenych

uhl'ovodikov ako markerov radia¢ného oSetrenia vlasskych
orechov, ziskané z GC/MS analyz realizovanych 2 mesiace
po oziareni, s uvedené v tab.3.

Tab. 3: Kvantifikacia markerov radiaéného oSetrenia
vlasskych orechov (vysledky st uvedené v pg/g tuku)

Davka Ziarenia
Marker 0,5 1 3 5
oZiarenia kGy | kGy | kGy | kGy
6,9- 0,22 | 0,90 | 3,64 | 7,03
heptadekadién
trans-8- 1,50 | 1,18 | 1,93 | 3,91
heptadecén
cis-8-heptadecén | 0,30 | 0,22 | 0,21 | 0,26

Detekcia oziarenych vlasskych orechov sa overovala pre
davky 0,5 kGy avyssie, ¢im sa pokryvaju komercné
aplikacie pre tito komoditu. Z vysledkov je zrejmé, ze
kvantita 6,9-heptadekadiénu s narastajicou hladinou
ionizujiceho Ziarenia sa evidentne zvysuje. Co sa tyka
predmetnych polohovych izomérov 8-heptadecénu, tento
trend sa nepozoroval. Vyznamné vSak je, ze uz hladina
0,5kGy je zhladiska detekcie radiaéného oSetrenia
pomocou tejto metddy preukazatelna.

Stidium chemického zloZenia prchavého podielu
radia¢ne neoSetrenych a radiacne oSetrenych vlasskych
orechov

Sumarizacia ziskanych vysledkov je uvedend v tab. 4.
ZlG¢eniny su identifikované na zaklade MS spektier,
linearnych  retenénych indexov, resp. porovnanim
s literaturou (Elmore et al., 2005) najmi pri zlaceninach,
ktorych identita nemohla byt overend prostrednictvom

Standardnych referencnych latok. Z vysledkov uvedenych
v tab. 4 je zrejmé, ze prchava frakcia vlaSskych orechov je
tvorend komplexnou zmesou zlicenin réznej chemickej
podstaty. Dominantnou zlozkou prchavej frakcie tohto
kultivaru orechov je hexanal (cca 50 rel. %. Spolu s
pentanalom, 1-pentanolom a 1-hexanolom tvori vyznamnua
skupinu lipido-derivovanych “volatiles”, generovanych
rozkladom kyseliny linolovej. Dalsie oxida¢né produkty
kyseliny linolovej, ako napr. 1-oktén-3-ol, trans-2-heptenal
signifikantne zvysili vplyvom davky Ziarenia svoje
zastipenie. Zluceniny ako 1-—pentén-3-ol, trans,trans-2,4-
heptadienal zasa vznikaji dekompoziciou kyseliny
linolénovej aopédt shladinou oziarenia ich obsah
vyznamne rastie. Tieto predpoklady su v dobrej zhode so
zmenou zastipenia (poklesom) predmetnych nenasytenych
mastnych kyselin vplyvom pouzitej davky ziarenia (tab.
3). V tab. 4 je preukazny subor latok, ktoré boli vyznamne
iniciované oziarenim 5 kGy (pri 0 kGy boli pritomné len
v stopovych mnozstvach, resp. nedetegované). Su to
zluceniny: €. 5, 8, 13, 15, 16, 17, 18, 32, 36, 38, 43, 49, 51,
53, 59, 61, 63, 66, 68, 70, 71, 74, 75, 78, 79, 80, 81, 82.
Ide o028 latok, ktoré sumarne predstavuju narast o0 9,5%
v celkovom relativnom zastpeni prchavych zlacenin
oziarenej vzorky vlasskych orechov, ¢im dochadza
knovému prerozdeleniu jednotlivych komponentov
komplexnej zmesi prchavej frakcie. Zaujimavym
vysledkom je tiez skutocnost’, Zze vplyvom 5 kGy hladiny
v-Ziarenia dochadza ku generovaniu pravdepodobne: 3-
cykloheptenonu, 1-etyl-4-metylbenzénu, 1,3,5-
trimetylbenzénu, cyklododekanu, 1,3-bis(1,1-
dimetyletyl)benzénu, ktoré by mohli vznikat ako
dosledok  intramolekularnej dimerizacie  lipidov,
sposobenej vys§imi davkami ziarenia, ¢o by bolo v dobrej
zhode s niektorymi literarnymi odkazmi (VeliSek, 2002).
Zaujimava je situdcia vzmene relativneho zastipenia
Streckerovych aldehydov vo ,,volatiles* vlasskych orechov
po aplikovani oziarenia. Vo vSeobecnosti Streckerove
aldehydy, resp. im pribuzné metylalkoholy, odvodené
zreakcii medzi aminokyselinami a sacharidmi, su
povazované za vyznamnych prispievatelov k arémam.
V nasej $tadii sme pozorovali, ze z troch identifikovanych
zluCenin predmetnej skupiny, sa kazdy sprava po
expozicii pozitych davok ziarenia rézne. Obsah 3-metyl-
2-butenalu narasta zo stopového mnozstva v neoziarenej
vzorke na 0,51% vo vzorke oziarenej 5 kGy. OZiarenim
predmetnou hladinou mierne narasta relativne zastupenie

2-metyl-2-butenalu a 3-metyl-2-hexanolu a mierne klesa

obsah 2-metyl-1-butanolu a 2-metyl-2-pentenalu. V tejto
suvislosti je dobré pripomenut’, Ze uvedena davka ziarenia
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predstavuje len velmi miernu hladinu ionizujuceho
ziarenia, ¢o by sa nemalo markantne prejavit’ na zmene
obsahov jednotlivych komponentov. Na druhej strane,
niektoré pritomné aromatické latky (prevazne produkty
autooxidacie tukov) uz stopovou koncentraciou (podla
jednotlivého prahu vnemu tej-ktorej zliceniny) mozu
signifikantne ~ ovplyvilovat’  -spravidla  negativne-
senzorické vlastnosti (vonu a chut’) orechov.

Zhrntic vysledky diskutovanych analyz prchavej frakcie
vlasskych orechov a porovnanim s publikovanymi udajmi
mozno skonstatovat’, ze skupina karbonylovych zli¢enin je
dolezita pre aromu vlasskych orechov alatky typu
hexanal, 2,3-pentadion, pentanal, 2-metyl-2-pentenal ju
budu najviac ovplyvinovat (Maarse, 1991).

Tab. 4: Profil prchavych aromatickych latok vlaSskych orechov radia¢ne neoSetrenych a oziarenych 5 kGy (SPME
v spojeni s GC/MS, RIV'=linearne retenéné indexy namerané na koléne Ultra 1)

Plocha (rel,%)
¢. RIV! ZlGéenina 0 kGy 5 kGy
1 660,7 1-pentén-3-ol 0,18 1,03
2 667,9 2,3-pentandion + pentanal 4,78 4,25
3 684,1 1-heptén + cis-3-heptenol 0,50 4,05
4 700 heptan 0,11 1,01
5 704 1-heptyn nedeteg. 0,61
6 715,5 2-metyl-2-butenal 0,91 1,2
7 720,2 | 2-metyl-1-butanol 0,50 0,25
8 722,6 | 3-metyl -2-butenal alebo trans-2-pentenal stopy 0,51
9 746,9 1-pentanol 9,01 7,72
10 760 3-metyl-2-hexanol 0,35 0,48
11 722,4 | hexanal 50,74 43,58
12 800 oktan 0,67 1,59
13 2-oktén (neznamy izomér) nedeteg. 0,34
14 818 2-metyl-2-pentenal 1,05 0,78
15 2-oktén (neznamy izomér) nedeteg. 0,98
16 cis-cis-3,5-oktadién nedeteg. 0,17
17 3-cykloheptenén alebo 1,3-oktadién nedeteg. 0,55
18 822,8 |trans-2-hexenal stopy 0,01
19 842,3 etylbenzén 0,07 0,05
20 850,8 | 1-hexanol 10,69 8,86
21 860,5 | 2-metylbutylacetat 0,16 0,13
22 865,6 | 2-heptandn 0,56 0,63
23 styrén 0,43 0,24
24 873,4 |o-xylén 0,34 0,21
25 876,1 heptanal 1,35 1,61
26 neznama 0,10 stopy
27 1-nonén 0,19 0,45
28 metoxy-fenyl-oxime® 1,38 0,29
29 900 nonan 0,15 0,47
30 907,1 metyl hexanoat 0,28 0,59
31 3-etylcyklopentanon 0,07 0,05
32 923,9 | benzaldehyd stopy 0,08
33 926,6 | alfa-pinén 0,77 0,24
34 927,3 trans-2-heptenal 0,67 2,29
35 1-etyl-3(alebo 2)-metylbenzén 0,08 0,06
36 1-etyl-4-metylbenzén nedeteg. 0,04
37 3,5 alebo 4,5-dimetyldihydro-2(3H)-furanén 0,16 stopy
38 1,3,5-trimetylbenzén nedeteg. 0,08
39 953,3 | 1-heptanol 0,36 0,35
40 neznama 0,91 0,5
41 960,7 | 2,3-oktandion 0,29 0,17
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Plocha (rel,%)

¢. RIV! ZlGéenina 0 kGy 5 kGy
42 962,9 1-oktén-3-ol+beta-pinén 0,94 2,71
43 trans, trans-2,4-heptadienal® nedeteg. 0,1
44 967,2 | kyselina hexanova 0,15 0,12
45 967,8 | 2-oktanon 0,29 0,02
46 1,2,3- alebo 1,3,5-trimetylbenzén 0,54 0,14
47 977,5 2-pentylfuran 1,12 0,67
48 979,1 oktanal 1,79 1,18
49 1,4-oktadién nedeteg. 1,22
50 kyselina heptanova® 1,64 stopy
51 1-decén nedeteg. 0,76
52 995,7 | hexyl acetét 0,05 stopy
53 1000 dekan stopy 0,28
54 1001,3 | 3-karén 0,82 0,57
55 1018,1 | 2-metyl-2-heptenal + D-limonén 0,19 0,12
56 vinyl hexanoat 0,29 0,22
57 1030 trans-2-oktenal 0,99 0,99
58 3,5-oktadién-2-6n (neznamy izomér) 0,07 0,12
59 2-oktenol (neznamy izomér) nedeteg. 0,09
60 1054,3 | 1-oktanol 0,22 0,21
61 2,3,5,6-tetrametyl pyrazin® nedeteg. 0,02
62 (2cis)-3-metyl-2-pentenol + p-etylstyrén® 1,15 0,77
63 m-etylstyrén stopy 0,11
64 neznama 0,17 0,17
65 1081,4 | nonanal 0,66 0,74
66 1-undecén nedeteg. 0,1
67 1100 undekan 0,04 0,26
68 cis,cis-2,4-undekadién nedeteg. 0,07
69 neznama 0,23 0,06
70 cis-3-undecén nedeteg. 0,04
71 1132,7 | trans-2-nonenal stopy 0,06
72 1157,4 | kyselina oktanova 0,04 stopy
73 1183,4 | dekanal 0,12 0,11
74 cyklododekan nedeteg. 0,08
75 cis-2-dodecén nedeteg, 0,06
76 1200 dodekan 0,08 0,22
77 neznama 0,06 0,05
78 1,3-bis(1,1-dimetyletyl)benzén nedeteg. 0,05
79 neznama stopy 0,08
80 neznama stopy 0,05
81 neznama nedeteg. 0,07
82 trans-3-tridecén stopy 0,06
83 5-pentyl-2(5H)-furanén® 0,09 0,06
84 1300 tridekan 0,08 0,23

* -predbezna identifikacia

ZAVER

V intenciach metodiky bol Studovany vplyv roznych metdd plynovej chromatografie (GC/FID, GC/MS).

hladin ionizujiceho Ziarenia v intervale 0 kGy — 5 kGy
jednak na redukciu, resp. elimindciu pritomnej
mikrobidlnej mikroflory, ako i na =zlozky lipidickej
a prchavej frakcie lupanych vlasskych orechov s vyuzitim

Z mikrobiologickych analyz vyplynulo, ze davka 1,5 kGy
az 2 kGy ionizujuceho ziarenia je postacujica na
eliminovanie pritomnej bakteridlnej mikroflory (CPM =
6,0.10> KTJ.g") v predmetnej vzorke orechov. Co sa tyka
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pritomnosti kvasiniek a plesni, na ich zlikvidovanie bola
uc¢innd  hladina 0,5 kGy ionizujuceho Ziarenia.
S aplikovanou davkou ziarenia boli pozorované vyznamné
zmeny v relativnom zastipeni niektorych mastnych
kyselin, najmé kyseliny linolovej a kyseliny linolénovej
avnadvédznosti na to aj niektoré signifikantné zmeny
v zastipeni urcCitych prchavych aromatickych zloziek

prchavej frakcie (predovSetkym hexanal, hexanol, 1-
pentén-3-0l, 1-pentanol, 2-metyl-1-butanol, trans-2-
heptenal, 1-oktén-3-ol). Pozornost sa venovala aj

identifikacii markerov radiaéného oSetrenia vlasskych
orechov (Specifické nenasytené uhlovodiky) pomocou
metod GC. Ukazalo sa, ze uz hladina 0,5 kGy ionizujuceho
ziarenia je zhladiska detekcie radiacného oSetrenia
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PRIPRAVA A ANALYZA OXIDOVANYCH METABOLITOV KYSELINY

ARACHIDONOVEJ

OXIDISED METABOLITES OF ARACHIDONIC ACID: PREPARATION AND

ANALYSIS

Jin Sajbidor

ABSTRACT

Oxidised derivatives of arachidonic acid were prepared and analysed by GC/MS technique. Arachidonic acid was

transformed by soya homogenate to trihydroxyeicosatrienoic structures:

11,14,15-trihydroxy-5,8,12-eicosatrienoic;

11,12,15-trihydroxy-5,8,13-eicosatrienoic and 13,14,15-trihydroxy-5,8,11-eicosatrienoic acids as products of enzyme
conversion. All these structural derivatives are usable in pharmacy and medicine.

Keywords: arachidonic acid, eicosanoids, prostaglandins, soya

UVOoD

Polyénové kyseliny st mastné kyseliny s dvoma a
viacerymi dvojitymi vézbami v retazci. Su zlozkami
velkej skupiny lipidov, ktoru ako zakladnt stavebnu a
energeticku Struktiru mézeme n4jst’ prakticky vo vSetkych
zivych organizmoch. Sucastou biochemickych premien
polyénovych kyselin je ich oxidécia, pri ktorej vznikaja
biologicky aktivne latky, ktoré sa mozu d’alej cyklizovat’,
alebo Stiepit na nenasytené aldehydy a alkoholy.
NajvyznamnejSou skupinou polyénov su eikozanoidy.
Eikozanoidy su odvodené od kyseliny arachidonovej (AA,
20:4, ©-6), alebo pribuznych polynenasytenych mastnych
kyselin. Patria medzi ne aj produkty cyklooxygenazovej,
lipoxygenazovej a cytochrom P-450 monooxygenazovej
metabolickej ~ drdhy,  ktoré  zaradujeme  medzi
prostaglandiny, tromboxany, leukotriény, lipoxiny a rdézne
hydroxy-, hydroperoxy- a epoxy- mastné kyseliny (Bustos
aet al, 1997). Je to velmi réznoroda skupina latok, z
ktorych vicsina vznikd z AA. Ich vyskyt sa spaja s so

zapalovymi procesmi, horiickou, trombozou, alergickou a
imunitnou odpovedou (Schera a Pillingera, 2005).
Povodne sa predpokladalo, ze prostaglandiny a im
podobné zluceniny sa vyskytuju iba u vyssich zivocichov.
Prvou pricou popisujucou transforméciu polyénov na
prostaglandinom podobné latky enzymami nezivocéisneho
povodu bol patent Beala et al., (1966). V r.2002
Schneider aet al., zistili pritomnost acetylovaného
derivatu PGE2 v korale Plexaura homomalla. Bild et al.,
(1978) uvadzaju ze sojova lipoxygenaza transformuje AA,
pri¢om sa vytvara prostaglandin PGF2a. PGE boli najdené
v cibuli (Claeys a et al., 1986), zname su tzv. ,,PG like
compounds® hmyzu (Blomquist et al., 1991), morskych
organizmov (Miyaoka et al.,, 2005) i mikroorganizmov
(Lamacka a Sajbidor 1998). Vyskytu prostaglandinov v
niz§ich organizmoch sa venuje review (Lamacka a
Sajbidor, 1995).

Tab. 1: Metody analyzy oxidovanych eikozanoidov rézneho povodu

Organizmus Oxidovany eikozanoid

Metédy analyzy Literatiira

Riasy rodu Gracilaria a

Hyphea prostaglandiny

chromatografia ICHIRO et al., (1991, 1992)

etylestery kyselin: 13-HETE a
13-HEPE, 8-hydroxy-13-oxo-
5,9-11,14-ceikozatetraénovej

Lithothamnion corallioides
Lithothamnion calcareum

NMR GUERRIERO et al., (1990)

12-HETE, 12-HEPE, 6E-
LTB4, hepoxilin B3, 12R
13S-DiHETE a iné

Rhodophyta

HPLC, MS, NMR GERWICK (1993)
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Tab. 1: (pokra¢ovanie)

Organizmus Oxidovany eikozanoid Metody analyzy Literatira
Acanthamoeba castellanii prostaglandiny chromatografia HADAS (1988)
Tetrahymena species PGB, E, F RIA CSABA a NAGY (1987)
Aloe vera PGE,, TXB,, iné prostanoidy | radiometricka analyza AFZAL etal., (1991)

. 15S-HPETE, PGF,, pri $pec.
Soja podmienkach - LX RIA, GC-MS GARDNER (1991)
Hmyz hlavne PGE,, PGF,, hlavne GC-MS BLOMQUIST et al., (1991)
Tethys fimbria gz}%G'l’ls'laktony PGEsa | yprc, NMR DIMARZO et al., (1991)
2
I\/.Ii)vr.ske zivocichy a iné vysSiea | PG merané ako PGE, alebo bioanalyza (svalstvo zaludka GERWICK (1993)
nizsie stavovce PGE; a iné potkana)

MATERIAL A METODY

10 g s6jovych bdbov sme nechali cez noc namocenych vo
vode (90 ml) pri laboratérnej teplote. Napucanu séju sme
oddelili dekantaciou a zhomogenizovali v 80 ml 0,05M
fosfatového timivého roztoku (KH,PO, 6,80 g/l, NaOH 1,7
g/l, pH=7,7, teplota 5-10°C) 3 min v mixéri. Homogenat
sme kvantitativne preniesli do odmerného valca a timivym
roztokom, doplnili na objem 100 ml. Do troch 250 ml
kultivacnych baniek sme odpipetovali po 1ml zriedeného
homogenatu, pridali 49 ml timivého roztoku a pH upravili
na 7,4. pomocou 1M NaOH. V slepom pokuse sme
homogenat v banke povarili 2 min. Po ochladeni na 0-5°C
sme pridali 90 pl etanolu a 3 ul AA. Pri transformacnom
experimente sme k homogenatu v banke, ktory bol
ochladeny na 0-5°C pridali 90 pl etanolu a 3 ul AA.
Vsetky banky sme potom umiestnili na 3 h na zavesnu
rotacni trepatku (3 Hz) a inkubovali pri 28°C. Po
skonceni transformacie sme obsah baniek okyslili SM HCI
na pH = 3 a extrahovali dichlérmetanom (2 x 50 ml). Po
prefiltrovani extraktu cez bezvody siran sodny sme
rozpustadlo odparili za vakua a odparok rozpustili v 1 ml
chloroformu. 500 pl tohto roztoku sme delili na tenkej
vrstve (Silufol, 20 x 20 cm) v ststave n-heptan : dietyléter
: kyselina octova = 70:30:1 (v/v). Latky, ktoré ostali na
Starte boli zo silikagélu extrahované zmesou metanol :
chloroform = 2:1 (v/v), (3 x 6 ml) a rozpustadlo sme
odfikali v prade dusika. Ziskané metabolity sme po
derivatizacii analyzovali systtmom GC/MS. Eikozanoidy
boli analyzované po prevedeni hydroxy-, keto- a
karboxylovych skupin na trimetylsilyléterové, O-
metyloximové a metylesterové derivaty.  Derivatizaciu
sme uskutociiovali nasledovnym postupom (PACE-
ASCIAK, 1989):

Metylestery: Ku vzorke zbavenej rozpustadiel sme pridali
0.5 ml roztoku diazometanu (pripraveného z N-metyl-N-
nitrézo-p-toluénsulfonamidu v zmesi éter : metanol (9:1,
v/v). Obsah sme dokladne premieSali a nechali reagovat

COOCH; Suméarny vzorec: Cy7Hz,0 4Siy

Mh = 496

30 min pri laboratornej teplote. Po skonceni reakcie boli
rozpust'adla odfikané dusikom do sucha.

O-metyloximy: K suchej vzorke sme pridali 50 pl roztoku
metoxyaminhydrochloridu v pyridine (20 mg/ml) a
inkubovali 1h pri 60°C (pripadne nechali reagovat’ cez noc
pri laboratornej teplote). Po skonceni reakcie sme
rozpustadlo odftikali dusikom, pridali 20 pl vody a
metylestery-metyloximy sme extrahovali 2 x 50 ul
etylacetatu. Rozpustadlo sme opit odfukali v prade
dusika.

Trimetylsilylétery: K suchej vzorke sme pridali 100 pl bis-
(trimetylsilyl)-trifluoroacetamidu (BSTFA) a inkubovali
15 min pri 60°C (alebo nechali reagovat’ cez noc pri
laboratornej teplote). Po skonceni reakcie sme BSTFA
odfukali prddom dusika. Derivatizovanu vzorku sme
rozpustili v heptane a analyzovali metddou GC/MS za
tychto podmienok:

Pristroj: GC/MS 25RFA (Kratos Analytical, Manchester)
Koléna: CP Sil 8CB (Supelco, USA), dizka - 25 m,
vnutorny priemer - 0.32 mm,
hrubka fazy — 0,12 pm

Prietok He: 1 ml/min

Nastrek: 1 pl heptanového roztoku, splitless (30 s)

Teplota injektora: 250°C

Teplotny program: 80°C (1 min), 10°C/min - 250°C
Sposob ionizacie: elektronovym narazom (EI), energia
elektrénov: 70 eV

Teplota idbnového zdroja: 240°C

Rychlost scanu (rozvoja spektra): 0,6s/dekada

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kedze sojovy homogenat intenzivne transformoval
exogénnu AA na polarne, PG-podobné latky (po 1 h
biotransformacie bol stupent premeny AA asi 21%,)
pokusili sme sa identifikovat’ jednotlivé soéjové AA
metabolity. Interpreticia zaznamu GC/MS vyhovuje
fragmentaénym schémam uvedeny nizSie.

Obr. 1: Fragmentacna schéma pre MeTMS derivat 14,15-
dihydroxy-5,8,11-eikozatriénovej kyseliny. Majoritné iény
su podciarknuté.
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Obr. 2: Struktara a fragmenticia MeTMS derivatov
kyselin 11,14,15-trihydroxy-5,8,12-eikozatriénovej (A);
11,12,15-trihydroxy-5,8,13-eikozatriénovej (B) a
13,14,15-trihydroxy-5,8,11-eikozatriénovej (C). Zakladné
iony st podc¢iarknuté.

Pomocou GC/MS analyzy sme zistili syntézu oxidovanych
foriem AA. Ako hlavné produkty transformacie sme
identifikovali  dihydroxy- a trihydroxyeikozatriénové
kyseliny.  Spomedzi  dihydroxy  derivatov  sme
identifikovali diastereoizoméry kyseliny 14,15-dihydroxy-
5,8,11-eikozatriénovej (14,15-DiHETTE). Predpokladame,
ze biosyntéza tejto latky prebieha cez 14,15-epoxyderivat,
ktorého hydrolyzou (posobenim hydrolaz alebo v procese
izolacie) vznika dihydroxykyselina.

Obr. 3: Predpokladany metabolizmus  kyseliny
arachidonovej s6jovym homogenatom. Zluceniny uvedené
v hranatych zatvorkach neboli identifikované.

Predpoklada sa, Ze tento eikozanoid ovplyviiuje adhéziu
buniek a okrem toho sa u EpETrEs zistil cely rad inych
biologickych u¢inkov. Vhodnym vedenim procesu
biotransformacie AA so6jou je mozné reakciu zastavit na
14,15-EpETrE a vytvorit' tak alternativny postup na
pripravu tejto farmakologicky zaujimavej kyseliny.
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CHEMICKA A BIOCHEMICKA ANALYZA KVASINIEK SACCHAROMYCES
CEREVISIAE KMEN KOLIN, 612 A GOYNG

CHEMICAL AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF YEAST SACCHAROMYCES
CEREVISIAE STRAIN KOLN, 612 AND GOYNG

Silvia Sillerovd, Anetka Poldkovd, Dana Urminskd, Eva Szabovd

ABSTRACT

In this study three strains of Saccharomyces cerevisiae Koln, 612 and Gyong were analysed. The experiment focused on
chemical and biochemical analysis of yeasts. The strain Koln contained the highest amount of proteins (49 %) and lipids
(5.88 %). It was found that the strain Gydng contains up to 1.5 % saccharides. Vitamin B, is the most widely occurring
vitamin in these strains with the highest content noted in strain Kéln (0.02 %). Analysis also showed that microelements
such as Zn, Fe, Cu and Mn are the most prevalent in the strain Kéln, too. As a result, it may be stated that composition of
yeasts may be a reason for their use in feed and food industries.

Keywords: Chemical composition, yeast, Saccharomyces cerevisiae, biomass, analysis

UvVoD kvasiniek je do znaCnej miery ovplyvilované zmenami
Kvasinky s celosvetovo najpouZivanejsie priemyselné v zloZeni kultivaéného média a podmienkami kultivacie.
mikroorganizmy, ktoré maju §iroké uplatnenie v PodTla viacerych autorov (Swanson, Fahey, 2004; Mili¢ et
potravinarskych  technolégiach avo farmaceutickom al, 2007) st vSak zéakladné charakteristiky suSiny

priemysle. Mnohé st vyuzivané ako biologické modelové
systémy pre $tidium metabolizmu eukaryotickych buniek.
St l'ahko manipulovatel'né na molekulovej trovni, a preto
sa vyuzivaju aj pre produkciu rekombinantnych proteinov
(Wang, Chen, 2006).

Vyuzitie kvasiniek je zaujimavé znutricného hladiska,
kvoli zloZeniu ich bunkovej hmoty. Chemické zlozenie

kvasiniek rovnaké vo vysokom obsahu bielkovin,
sacharidov  avitaminov, kym koncentracia tukov
a mineralnych latok je relativne nizka.

Podiel bielkovin a sacharidov sa da ovplyvnit'" obsahom
dusikatych zivin v Zivnom médiu. Albers et al., (2007)
pozorovali pri nedostatku dusika, ale v pritomnosti
glukoézy v zivnom médiu, akumulaciu sacharidov a tukov,
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znizenie obsahu volnych aminokyselin v bunkéach,
podstatnu redukciu obsahu RNA atiez znizenie obsahu
bielkovin biomasy. V lipidovom zlozeni doSlo pri
nedostatku  dusika k zvySeniu podielu nenasytenych
mastnych kyselin.

V popolovinach kvasiniek je v najvdcSom mnoZstve
zastipeny oxid fosforecny, menej draslik, horcik, vapnik a
sodik, ostatné prvky sa vyskytuju v zlomkoch percenta
(Silhankova, 2009). Bunky kvasiniek obsahuju rdzne
hydrofilné vitaminy vratane tiaminu, riboflavinu, kyseliny
nikotinovej, kyseliny folovej a pyridoxinu. Vitaminy plnia
funkciu koenzymov kl'icovych enzymov (Abramov et al.,
2003). Specidlne kmene Saccharomyces cerevisiae sa
pouzivaji na pripravu provitaminu D. Ergosterol je
pritomny vo vSetkych bunkovych membranach kvasiniek,
je nevyhnutny pre spravnu fluiditu a funkciu bunkovych
membran

(Endo et al., 2009; Silhankova, 2009).

Chemickou analyzou troch kmenov Saccharomyces
cerevisiae sme sa snazili poukazat’ na moznosti vyuzivania
kvasiniek ako suplementov humannej vyzivy z hladiska
biochemicky vyznamnych latok pritomnych v tychto
mikroorganizmoch.

MATERIAL A METODIKA

Biologicky material

V spolupraci so Slovenskymi lichovarmi a likérkami, a.s.,

Leopoldov, boli do vyskumu zaradené mikroorganizmy

Saccharomyces cerevisiae, konkrétne kmene Kolin, Gyong

a6l2.

Podmienky kultivacie mikroorganizmov

Podla viacerych autorov (Jones, Kompala, 1999;

Kompala, 1999; Stanbury et al, 2000) je vhodnym

kultivabnym  postupom pre kvasinky submerzna

kultivacia. Vsadzkova kultra je uzatvoreny systém

kultary, ktory obsahuje zaciatocné, limitujuce mnozstvo

zivin. Zlozenie kultivaéného média sa priamo odrdza vo

fyziologickom fenotype a charakteristikach pestovanej

kultury, ktoré nasledne vplyvaju na vysledky analyz

azaroven na priemyselné vyuzitie mikroorganizmov

(Hahn-Higerdal et al.,, 2005). Pre zakladnu kultivaciu

kvasiniek bolo pouzit¢ YPD (Yeast Peptone Dextrose)

médium s nasledovnym zlozenim:

e 10 g.dm” kvasni¢ného autolyzatu (ImunnaPharm),

e 20 g.dm” peptonu pre bakteriologiu (ImunnaPharm),

e 20 gdm” glukézy (ImunnaPharm) (Jinping et al.,
2008).

Optimalizacia zloZenia kultivaéného média sa realizovala

pridavanim glukézy v koncentraciach 20 g.dm™ az 45

g.dm™. Cielom optimalizacie zdroja uhlika v kultivaénom

médiu bolo ziskanie ¢o najvacsicho vytazku kvasinkovej

biomasy. Kultivacia prebiehala za aerobnych podmienok

pri teplote 30 °C na rotacnej zavesnej trepacke (280

ot.min™") pocas 48, 72 a 96 hodin.

Pouzité metody

Zékladnou separa¢nou metddou bolo odstred’ovanie,
ktorym sa v podobe sedimentu oddelili od zivného média
mikrobidlne bunky. Pre ziskanie Ccistej biomasy bolo
potrebné  opakované premyvanie zivného média
destilovanou vodou anasledné odstred’ovanie. Sediment

buniek bol stabilizovany lyofilizaciou. Podstatou je
sublimacia  rozpuStadla zo  zmrazenej  vzorky,
ku ktorej dochddza vo vakuu. Ziskané preparaty si
zachovavaju svoje biologické vlastnosti a moéZu sa
skladovat’ bez straty biologickej aktivity (Kas et al.,
2006). Ziskana suSina kvasinkovej biomasy bola
analyzovana v akreditovanom laboratériu EL spol. sr.o.
v SpiSskej Novej Vsi, za Ucelom ziskania podrobnych
udajov o chemickom zlozeni kvasiniek, s cielom ich
dalsieho vyuzitia pre pripravu aditiv obohatenych
o esencialne mineralne prvky, najmé Se a Zn. Pre analyzu
bielkovin  bola  pouzita  Kjeldahlova  metdda,
gravimetrickou analyzou bol vyhodnoteny obsah tukov,
spektrofotometriou UV/VIS boli analyzované
monosacharidy a B-karotén, obsah vitaminov skupiny B
bol urceny vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou
s diodovym polom (HPLC/DAD), atdbmovou absorpcnou
spektrofotometriou s vyuzitim hydridového generatora
(HG-AAS) bol analyzovany selén, apre ostatné
mikroelementy  bola  pouzita  atdmova  emisna
spektrofotometria s indukéne viazanou plazmou (AES-
ICP).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae kmen Kolin, Gyong a
612 boli kultivované v aerébnych podmienkach v Zivnom
médiu  YPD, vktorom bola pouzita pociato¢na
koncentracia glukoézy v médiu 2 %, na zaklade informacii
z viacerych literarnych zdrojov (Kuranda, Robbins,
1991; Zyracka et al., 2005; Jinping et al., 2008).
S cielom optimalizovat’ zlozenie zivného média a dobu
kultivacie, sme kvasinky kultivovali 48, 72 a 96 hodin
v prostredi

so zvySujucou sa koncentraciou glukozy do 4,5 %.
Najvyssia produkcia biomasy sa dosiahla kultivaciou
kmena Kolin po 48 hodinach v médiu s 3 % koncentraciou
glukézy (Tab. 1). Predizenim kultivaénej doby mnozstvo
biomasy klesalo. NajvyraznejSie sa to prejavilo prave pri 3
% glukdze, kde pocas 96 hodin bol zaznamenany pokles az
039 %. Najvyssie mnozstvo biomasy kvasiniek kmena
612 sa ziskalo kultivaciou vmédiu so 4 % a4,5 %
glukézou a kultivaciou kmena Gyong v médiu so 4,5 %
glukézou po 72 hodinéch kultivacie. Tieto mnozstva vsak
predstavovali priemerne iba 73 % z vytazku kmena Kolin.

Z pohl'adu  ekonomiky procesu je kmenn Kolin
najvhodnej§im  pre  produkciu kvasinkovej hmoty.
Zastipenie  zékladnych  zivin v ziskanej  biomase

jednotlivych kmenov kvasiniek je prezentované na Obr. 1.
Kultivované kvasinky obsahuju priemerne 45,7 %
bielkovin, ¢o umoziiuje ich vyuzitie prisuplementacii
bielkovin. Kvasinky obsahuju patkrat viac bielkovin ako
obilniny, pricom biologicka hodnota tychto bielkovin je
vysoka vd’aka pritomnosti aminokyselin s obsahom siry
(Urgeova, Marecova, 2003). Podla gilhz’mkovej (2009)
obsah vody v bunkovej hmote kvasiniek je 65 % az 83 % a
hlavny podiel suSiny kvasiniek tvoria bielkoviny, okolo
50 %. Lipidy tvoria asi 5,6 % analyzovanej kvasinkove;
biomasy, ¢o je vsulade so zisteniami Bombu et al.,
(2000), ktori uvadzaju, ze obsah tuku v kvasinkach kolise
od 0,5 % do 9 %. Najvaésim mnozstvom bielkovin (49 %)
a lipidov (5,88 %) v bunkovej hmote sa vyznacoval kmen
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Kolin a naopak najnizsie hodnoty bielkovin a lipidov boli
stanovené v kmeni Gyong. V uvedenych podmienkach
kultivacie sledovanych kvasinieck bol po analyze,

v porovnani k ostatnym zivindm zaznamenany nizky obsah
jednoduchych cukrov — glukézy, max. 1,551 % v
kmeni Gyong a fruktézy, max. 0,017 % v kmeni 612.

Tabulka 1: Produkcia biomasy Saccharomyces cerevisiae kmen Kolin, 612 a Gydng

koncentracia Kolin 612 Gyong
glukozy, doba kultivacie, hod. hmotnost’ biomasy, hmotnost’ biomasy, hmotnost’ biomasy,

% 2.100 cm™ média 2.100 cm™ média 2.100 cm™ média

2,0 48 1,20 1,27 1,31

2,0 72 1,15 1,22 1,24

2,0 96 1,14 1,23 1,23

2,5 48 1,40 1,49 1,45

2,5 72 1,10 1,41 1,37

2,5 96 1,30 1,39 1,43

3,0 48 2,47 1,59 1,46

3,0 72 2,00 1,53 1,56

3,0 96 1,50 1,49 1,48

3,5 48 2,37 1,58 1,50

3,5 72 2,08 1,61 1,68

3,5 96 1,60 1,60 1,64

4,0 48 1,50 1,65 1,55

4,0 72 1,57 1,78 1,70

4,0 96 1,69 1,67 1,68

4,5 48 1,43 1,63 1,55

4,5 72 1,54 1,78 1,83

4,5 96 1,72 1,64 1,73
Mikroelementy maji  dolezitt Glohu v bunkovom Kolin (16,6 mgkg'), kym ostatné testované kmene
metabolizme, primarne su pozadované obsahuji iba
ako kofaktory enzymov, su vyznamné pre vSetky zivé 3,7 mg Cukg' biomasy, ¢o predstavuje oproti kmetiu
organizmy, pretoze idnové transportéry maju rozhodujucu Kolin pokles o 78 %.

ulohu vudrziavani ich homeostdzy. Akumulacia
mikroelementov v biomase kvasiniek je rozdielna, zavisi
od pritomnosti mnohych $pecifickych faktorov, ktoré

su schopné transportovat dané mikroelementy cez
cytoplazmaticki membranu. Zinok, ktory je sucastou
aktivneho centra alkoholdehydrogenazy, sa po prenose cez
plazmaticki membranu ukladd v cytoplazme, odkial je

Cerpany do roznych organel (mitochondria,
endoplazmatické retikulum) alebo vyuzivany na syntézu
metaloproteinov

v cytoplazme. Prebytocné mnozstvo Zn je skladované vo
vakuolach kvasiniek (Colin et al.,, 2000). Z analyzy
zastupenia mikroelementov v biomase kvasiniek vyplyva,
7e obsah zinku sa pohyboval v intervale od 180,5 mg. kg™
do 304,8 mg.kg"' biomasy (Obr. 2), pri¢om mnoZstvo bolo
vjednotlivych kmenioch velmi rozdielne. Vyrazne
najvyssia koncentracia Zn bola zaznamenana v kmeni
Kolin (304,8 mgkg' biomasy), ¢o predstavuje
v porovnani

s kmefiom Gy6ng (180,5 mg.kg™") narast o takmer 69 %.
Minimalne tri kI'ai€ové enzymy Saccharomyces cerevisiae
vyZzaduji pritomnost’ i6nov medi. Je to
cytochromoxidazovy komplex, ktorého kofaktorom su
Cu”" i6ny, nevyhnutny v bunkéch kvasiniek kultivovanych
v médiach s neskvasitelnymi uhlikovymi zdrojmi a
metaloenzymy superoxiddismutdza, chréniaca kvasinky
pred ucinkom superoxidovych anionov
a ferrooxidaza, rozhodujiica pre prijem Fe** (Gross a kol,
2000). Najvyssie zastupenie medi bolo stanovené v kmeni

Selén sa v stiCasnosti povazuje za vyznamny antioxidant,
ktory je integralnou sucastou detoxikacného enzymu
glutationperoxidazy. Predpokladd sa, ze v [ludskom
organizme moze mat ochranné ucinky proti reaktivnym
formdm kyslika, detoxikuje tazké kovy, prispieva
k spravnej funkcii srdca, poméha predchadzat vzniku
novotvarov a pravdepodobne posobi proti
neurodegenerativnym zmenam, napr. pri Parkinsonovej
chorobe  (Chen, Berry, 2003). Z analyzovanych
mikroelementov bol selén najmenej zastupeny (Obr. 2).
Jeho najvyssi obsah 0,46 mg.kg™ kvasinkovej biomasy bol
stanoveny v kmeni 612.

Pre kvasinky je v stopovych mnoZzstvach nevyhnutny
mangan, ktory je castou niektorych enzymov, napr.
pyruvatkarboxyldzy (Stehlik-Tomas et al., 2004).

Fe je vkvasinkach skladované vo vakuolach, ale aj
v drobnych extravakuolarnych Struktirach. Rovnovahu
zeleza v tychto mikroorganizmoch ovplyviiuje aktivita
superoxiddismutdzy (Roudeau, 2004).

Priemerny obsah Fe v kvasinkach bol 48,1 mgkg'
biomasy, najvyssi v kmeni Kolin
(52,5 mgkg") a priemerny obsah Mn bol 6,43 mg.kg"
bunkovej hmoty aopdt najvys§i v kmeni Kolin (7,3
mgkg™).

Kvasinky st vo vSeobecnosti zname ako zdroj vitaminov
skupiny B, ktoré maji  znutricného  hladiska
nezastupitelny vyznam. Najvy$sie mnozstvo vo vSetkych
troch kmenoch predstavoval vitamin B, (Obr. 3), a to
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vkmeni Kolin az 20,6 mgkg' kvasinkovej biomasy
a v kmenoch 612 a Gydng to bolo v priemere iba 5,35
mg.kg' bunkovej hmoty, ¢o predstavuje pokles o takmer
75 %. V kmeni Kolin bolo stanovené mnozstvo tiaminu
1,8 mg.kg' biomasy, kym v ostatnych analyzovanych
kvasinkach je obsah vitaminu B, vel'mi nizky. Obsah (-
karoténu a pyridoxinu bol v analyzovaych kmenoch

obsah Zivin, g.kg'1

Kolin "612"

350

w
o
o

obsah mikroelementov, mg.kg '

Kolin "612"

w
o

N
)]

20

obsah vitaminov, mg.kg™'

Kolin "612"

stanoveny podobne, menej ako 1 mg kg™ bunkovej hmoty.
Urgeova a Marecova (2003) uvadzaju,
ze obsah riboflavinu v  kvasinkdch sa pohybuje
v rozmedzi 40 — 80 mg.kg". Analyza potvrdila zastupenie
hydrofilnych vitaminov skupiny B v kvasinkach, c¢o
predurcuje vyuzivat’ tieto mikroorganizmy vo vyzive l'udi.

Obrazok 1: Porovnanie
obsahu bielkovin,
lipidov a sacharidov
v kmenoch Kolin, 612
a Gyong

Gyong

Obrazok 2: Porovnanie
obsahu mikroelementov
v kmenoch Kolin, 612 a
Gyodng

Gyodng

Obrazok 3:
Porovnanie obsahu
vybranych vitaminov
v kmenoch Kolin, 612
a Gyong

Gyodng
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ZAVER

Analyza ziskanej biomasy kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae, kmene Kolin, 612 a Gyong, ukazala priblizne
vyrovnany avysoky obsah bielkovin vo vsetkych
testovanych kmenoch (45,7 %), vysoky obsah zinku, kmen
Kolin obsahuje tento stopovy prvok v mnozstve
304,8 mgkg' biomasy, a tiez nezanedbatelny podiel
d’alsich mikroelementov, najma Fe
(52,5 mg.kg™). Okrem toho su skiimané kvasinky zdrojom
hydrofilnych vitaminov skupiny B, najmi riboflavinu,
ktorého najvys§i obsah (20 mg.kg™) bol stanoveny v kmeni
Kolin. Z hladiska zastipenia mikroelementov sa ako
najlepsi potencidlny zdroj Zn, Fe, Cu a Mn javi kmen
Kolin, ktory ma zo vSetkych analyzovanych kmenov
zaroven najvyssi obsah vitaminov B, a B,.

Zistené vysledky analyz troch vybranych kmenov
kvasiniek S. cerevisiae poukazuju
na vhodnost’ ich vyuzitia pri ziskavani aditiv bohatych na
bielkoviny, mikroelementy, najmi zinok, a tiez vitaminy
B; a B,;. Ako najlepsi potencidlny zdroj bielkovin
a esencialnych mineralnych latok a vitaminov, bol
vyhodnoteny kmen Kolin.
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STANOVENIE VYBRANYCH B-AGONISTOV V MLIEKU METODOU LC/MS/MS
DETERMINATION SELECTED B-AGONISTS IN MILK BY LC/MS/MS METHOD

Bronislava Skarbovd, Jozef Golian

ABSTRAKT

Introduced LC/MS/MS method has replaced not enough sensitive confirmation GC/MS methods for monitoring of
residues of clenbuterol and salbutamol by markedly more sensitive technique in compliance with EU requirements, as well
as it has extended spectrum of confirmation methods for determination of -agonists by another analyts of above mentioned
group, as well as by another matrix — milk and has enabled screening and confirmation of problem [-agonists, such as
ractopamin, zilpaterol, terbutalin, cimaterol and salbutamol. Complete validation of developed method is at level of
European Community standards and in compliance with Commision Decision 2002/657/EC. Accreditation of laboratory
according to ISO/IEC 17025:2005, as well as careful performance of elaborated system of quality, ensures accuracy and
trueness of laboratory results what is extremely important from the view of laboratory diagnostics and by that also from the

point of view food safety.

Keywords: B-agonist, LC/MS/MS, clenbuterol, ractopamine, zilpaterol, milk

UVOD A PREHI’AD LITERATURY

V sGi¢asnosti sa veterinarne lieéiva pouzivaji v chove
hospodarskych zvierat v Sirokom rozsahu a podavaju sa
zvieratdm pridavkom do napéjacej vody alebo formou
aditiv v krmive. Vzhl'adom na vysoku ucinnost’ lieCiv sa
davky podavané zvieratdm pohybuju v koncentraciach
vrozsahu pgkg™’, dosledkom &oho je obsah ich rezidui
v zivoc¢isnych tkanivich na  extrémne  nizkych
koncentraénych turovniach. Aj napriek skutocnosti, ze
v oblasti detekcie rezidui uréitych kontaminantov a
veterinarnych lie¢iv nastal v poslednych rokoch obrovsky
progres, stale sa objavuji neobvyklé alebo doteraz
nezname latky, metabolity a zmesi, ktoré si vyzvou na
vyvoj novych technik na zabezpeCenie bezpeénosti
potravin. Popri vysoko efektivnych, spolahlivych a cenovo
pristupnejsich ~ skriningovych metéodach je zaroven
potrebné vyuzivat chemické inStrumentadlne metédy ako
z dovodu konfirmacie pozitivnych vysledkov
skriningovych testov, tak aj z dovodu sledovania latok,
ktoré¢ sa dostupnymi skriningovymi metddami stanovit
nedaju, alebo su ich detek¢éné limity na neakceptovatelne
vysokych hodnotach. Tento aspekt je najzavaznejsi pri
kontrole ilegalneho pouzitia veterinarnych lieCiv, ktoré su
v ramei $tatov EU zakézané. Medzi latky, ktoré sa nesmii
podavat’ zvieratam ur¢enym na produkciu potravin, patria
aj P-agonistické lieciva. Rychle zmeny vo vyvoji novych
B-agonistov vyvijaju tlak na dostupnost’ analytickych
metod, ¢i uz skriningovych alebo konfirmacnych, ktoré by
zachytili celu skalu uvedenej skupiny latok. Niektoré
zname [-agonistické latky aich syntetické analdgy
vykazujui len malé rozdiely v chemickej Strukture a pocet
dalsich moznych zastupcov tejto skupiny lieciv je vel'mi
rozsiahly.

B-agonisti su  fenyletanolaminy s B-hydroxylamino-
skupinou na bocnom ret'azci. Jednotlivé latky tejto skupiny
lieciv sa odliSuji podl'a substituentov na aromatickom
kruhu a na terminalnej amino skupine .

A

OH

Aromaticky kruh moze byt substituovany s hydroxylovou
-OH skupinou, halogénmi -Cl, -Br, -F, aminmi -NH,,
hydroxymetyl skupinou -CH,OH, kyano skupinou -CN,
alebo ich réznymi kombindciami (Baker and Kiernan,
1983; Kriiger et al., 1984; Anderson et al., 1987).
B-agonistické latky sa stali popularnymi v 60. rokoch
minulého storocia, kedy sa ich pouzivanim vyrazne
zlepsila G¢innost’ lieCby astmatickych pacientov. Zaroven
sa mozu aplikovat’ zvieratam ako rastové promotory za
ucelom prirastku svalovej hmoty as tym spojenou
vysokou efektivnost'ou zivocisnej produkcie (Baker and
Kiernan, 1983; Anderson et al, 1987; Dalidowitz et al.,
1992).

V Eurépskej unii plati striktny zakaz podavania f-
agonistickych lie¢iv hospodarskym zvieratdm, uréenym na

ro¢nik 4

90 1/2010



Potravinarstvo

produkciu potravin zivo¢iSneho pdvodu. Zakaz pouzivania
rastovych promotorov (hormoénov a B-agonistov) je
ustanoveny v smernici Rady 96/22/EC o zékaze
pouzivania uréitych latok s hormonalnym alebo
tyreostatickym G¢inkom a beta-agonistov pri chove
dobytka. Smernica bola doplnena a pozmenena smernicou
Eurépskeho parlamentu aRady ¢. 2003/74/ES z22.
septembra 2003. Smernica Eurépskeho parlamentu a Rady
2008/97/ES meni a doplia uvedenti smernicu obmedzenim
jej pOsobnosti iba na zvieratd urené na vyrobu potravin,
zruSenim zékazu vo vztahu k spoloenskym zvieratam
a upravenim vymedzenia pojmu terapeutické oSetrenie.
Smernicou Rady 96/23/EC je uvedeny navod na kontroly
rezidui veterinarnych lieCiv u zvierat a v ich produktoch
s detailne rozpracovanym postupom pre jednotlivé ¢lenské
Staty pri tvorbe Narodnych planov kontroly.
V analyze rezidui veterinarnych lie¢iv je mozné pozorovat’
dva zékladné trendy. Prvym je vyber vhodnej matrice na
zistenie ilegalneho podéavania liediva, druhym je vyber
spol'ahlivych a dostatocne citlivych analytickych metod.
V minulosti sa na detekciu ilegalneho pouzitia f—agonistov
v chovoch hospodarskych zvierat sa pouzivali hlavne
konvenéné matrice — mo¢, pecen a krvné plazma (Boyd et
al., 1996; Benjamin et al., 1997), neskor boli publikované
prace s detekciou P—agonistov v srsti a v retine (Popot et
al., 2001; Stachel et al., 2003). Po poslednych skandaloch
spojenych s mdsom a miasovymi produktmi sa do popredia
dostava konzumaécia alternativnych potravin (vajcia, ryby,
mlieko, med), ¢o zvySuje naroky na kontrolu rezidui aj
v tychto komoditach. Publikacie venované stanoveniu -
agonistov v mlieku su pomerne zriedkavé (Jones et al.,
1999) a uvadzané detekéné limity pre jednotlivé analyty su
vysoko nad stanovenymi hodnotami MRPL.
V ramci EU nie je povinné pouzivat' na kontrolu rezidui u
zvierat  produkujicich  potraviny, v potravinovych
produktoch zivocisneho povodu a v krmivach
Standardizované analytické metody a na ich vyber sa
uplatiuje pomerne vysoky stupenn flexibility. Na vyber
rezidudlnych metdod st vSak technické kritéria a
poziadavky na ich pracovné charakteristiky ako uroven
detekcie, selektivita, Specificita, ako aj kritéria pre
konfirma¢né metddy su striktne ustanovené v Rozhodnuti
Komisie 2002/657/EC (Stolker et al., 2007).
Kontrola latok skupiny A, do ktorej patria aj B-agonisti, je
najviac kritickd, nakolko ide o zakdzané latky atym
vzrasta potreba uplatnenia najcitlivejSich a zaroven
dostatoc¢ne spolahlivych metdd za Gcelom dosiahnutia ¢o
1781 limitov. Pozitivne vysledky
dosiahnuté skriningovymi metédami musia byt potvrdené
vhodnymi konfirma¢nymi metodami.
Niektoré analyty nie je mozné stanovit dostupnymi
skriningovymi testami (ELISA, RIA, biosenzory) bud'to
vobec alebo su ich detek¢né limity na neakceptovatelne
vysokych koncentra¢nych tirovniach. V tychto pripadoch
je potrebné pouzit vhodné inStrumentdlne analytické
techniky ako GC/MS/MS alebo LC/MS/MS ako na
konfirmacné, tak aj na skriningové Gcely (Van Hoof et al.,
2005, Stachel et al., 2003).
V stcasnosti je v oblasti kontroly rezidui veterinarnych
lieciv trend vyvoja skriningovych a konfirmacnych metod
na principe LC/MS/MS (Stolker and Brinkman, 2005;

De Brabander et al., 2007) Jednostupiiové LC/MS
analyzy sa pouZzivaju na skriningové ucely, kym QqQ-MS
techniky (techniky na principe trojitého kvadrupdlu) st
mimoriadne vhodné na konfirmaciu latok hlavne
v komplexnych matriciach.

LC/MS/MS metédy vyuzivajuce ionizacné techniky ako
elektrospray (Debrauwer et al., 1992; Polettini et al.,
1995; Stachel et al., 2003, Thevis et al., 2005) alebo
chemickt ionizaciu za atmosferického tlaku (Doerge et
al., 1993; Doerge et al., 1995; Doerge et al., 1996; Van
Hoof et al., 2005;) boli mnohymi autormi publikované
a pouzivaji sa v systéme kontroly rezidui veterinarnych
lieciv v Sirokom meradle.

Nakolko analytické techniky LC/MS/MS st finanéne
velmi  naro¢né, vyraznym trendom je  vyvoj
multirezidualnych metdd (Churchwell et al., 2005; Nielen
et al., 2008). Pri vysokom pocte analytov aidnovych
prechodov je potrebné rozdelit monitoring Specifickych
prechodov do niekolkych S$pecifickych okien, danych
retenénym Casom. V kazdom okne su monitorované
Specifické prechody a ich celkovy pocet v danom okne nie
je vacsi ako 10. Tymto spdsobom je mozna selektivna a
citliva analyza velkého poctu latok (100-120) jednou
multirezidualnou LC/QqQ-MS metddou.

V ramci Struktury Smernice Rady 96/23/EC, Rozhodnutia
Komisie 2002/657/EC a ISO/IEC 17025:2005 je dané, Ze
v uradnej kontrole rezidui v potravinidch a krmivach sa
mdzu pouzivat’ vyluéne validované metddy. Validaciou
analytickych metod sa ma dokazat’, ze pouzité analytické
postupy su v zhode s kritériami prislusnych pracovnych
charakteristik.

Podla Prilohy ¢. 8 Nariadenia vlady SR ¢. 320/2003 Z. z.
z 9. jula 2003 o monitorovani urcitych latok a ich rezidui v
zivych zvieratach a v produktoch zivocéisneho pdvodu su
na ucely vyberu avalidacie analytickych metdéd na
kontrolu rezidui definované pojmy a limity pracovnych
charakteristik:

Podla Rozhodnutia Komisie 2002/657/EC sa na
konfirmaciu latok pouziva systém identifikaénych bodov.
Na konfirmaciu jednotlivych sledovanych analytov je
potrebny Specificky pocet identifika¢nych bodov (IPs). Pri
konfirmacii nepovolenych, ilegalnych alebo zakéazanych
latok (latky skupiny A) je pozadovany pocet minimalne
IPs, ¢o pre hmotnostné spektrometrické detekcie znamena
stanovenie jedného prekurzorového iénu (1 IP) a dvoch
dcérskych ionov (2x1,5 IP). Ako dopliujuce kritérium sa
pri konfirmacnych analyzach vyuZziva pomer ploch dvoch
dcérskych i6nov (primarneho a sekundarneho). Tento
pomer musi byt vrozpiati + 20 % v porovnani
s priemernou hodnotou pomerov vypocitanych
z matricovej kalibracie.

Ako pomocné kritérium sa vyuZziva relativny retencny cas,
pomer reten¢ného casu sledovaného analytu a retenéného
Casu prislusného vnutorného Standardu. Rozdiel medzi
relativnym retenénym c¢asom analytu vo fortifikovanej
matrici a v analyzovanej vzorke moze kolisat’ do = 2,5 %.

METODIKA PRACE

LC/MS/MS metédu sme vyuzili v tradnej kontrole
pritomnosti rezidui 10 f-agonistov (cimaterol, cimbuterol,
zilpaterol, terbutalin, salbutamol, ractopamin, clenbuterol,
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brombuterol, mabuterol a mapenterol) vo vzorkach
surového kravského mlieka v ramci systému NPKR.
Vzorky boli odoberané veterindrnymi inSpektormi bez
predchadzajuceho oznamenia kontrolovanému
subjektu, prepravované a skladované podla predpisaného
postupu. V sulade s metodickym pokynom k NPKR sme
vzorky analyzovali do 10 pracovnych dni od datumu ich
dorucenia do laboratoria.

Vzorky sme spracovavali a analyzovali podl'a zavedenej
interne validovanej LC/MS/MS metody. Metdda je
kompletne validovana v stlade s Rozhodnutim Komisie
2002/657/EC a dosiahnuté validaéné parametre vyhovuju
stanovenym poziadavkam.

Po extrakcii sme vzorky surového kravského mlieka
precistovali na SPE kolonkach a po zakoncentrovani sme
ich analyzovali technikou LC/MS/MS. Na stanovenie -
agonistov sme vyuzili MS detektor na principe trojitého
kvadrupolu Quattro Premier XE firmy Micromass
Technologies, Manchester, UK. Na ionizaciu sme zvolili
API — ioniziciu pri atmosferickom tlaku v mode ESI' |
ktora je vSeobecne vhodnd na analyzu lieciv, ich
metabolitov a konjugatov. Na kvantifikaciu jednotlivych
analytov sme pouzili 6 bodovi matricova kalibraciu

s metodou vnutorného Standardu. Konfirmaciu
sledovanych  latok sme  zabezpecili  stanovenim
prekurzorového i6nu aminimalne 2  parentalnych

fragmentov pre kazdy analyt. Pri kazdom testovani vzoriek
sme robili analyzu blanku a piatich internych referencnych

Tab. 1: Suspektné vzorky SKM — stanovena koncentracia

matricovych materidlov o danych koncentraciach za
ucelom zostrojenia matricovej kalibracnej krivky a analyzu

kontrolného interného referen¢ného materialu
o koncentracii najnizSicho bodu kalibra¢nej krivky.
Namerané koncentracie kontrolného interného

referenéného materialu sme zapisovali do regulacnych
diagramov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vroku 2008 sme analyzovali 45 uradnych vzoriek
surového kravského mlieka (SKM) z jednotlivych okresov
Slovenska.

Z uvedeného poctu analyzovanych vzoriek sme v troch
pripadoch pri vyhodnocovani vysledkov aplikovali
dopliujuce konfirmaéné kritérium na potvrdenie identity
cimaterolu, ractopaminu a terbutalinu, nakolko
v prislusnych reten¢nych casoch sme zretene detegovali
latky s pritomnym parentadlnym iénom a dvomi dcérskymi
ionmi (tabulka 1). V tychto vzorkdch sme porovnali
¢iselné hodnoty pomerov primarnych a sekundarnych
i6nov (Pi/Si) detegovanych latok vo vzorkach (tabulka 3)
s priemernymi hodnotami Pi/Si pre cimaterol, ractopamin
a terbutalin, zistenymi z 5 merani interného matricového
referenéného materidlu, pricom sme pri posudzovani
zohladnili interval tolerancie = 20 % okolo priemerne;j
hodnoty (0,8*Pi/Si - 1,2 *Pi/Si), ako je uvedené v tabulke
2.

Detegovany analyt (ug.kg™)
Suspektna vzorka &. cimaterol ractopamin terbutalin
1 0,0907 0,0318 -
2 - - 0,0631
3 0,0348 - -
Tab. 2: Pomery primarnych a sekundarnych iénov — interny matricovy referenény material
Analyt 0,8*Pi/Si Pi/Si 1,2 *Pi/Si
cimaterol 0,858 1,072 1,286
terbutalin 4,098 5,123 6,148
ractopamin 1,213 1,516 1,819
Tab. 3: Pomery primarnych a sekundéarnych iénov - suspektné vzorky SKM
Pi/Si
Suspektna vzorka &. cimaterol ractopamin terbutalin
1 2,308 0,392 -
2 - - 0,787
3 0,423 - -
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Vypocitané hodnoty iénovych pomerov stanovenych latok
vo vzorkach SKM neboli vrozsahu akceptovaného
intervalu (0,8*Pi/Si - 1,2 *Pi/Si) pre ionové pomery
cimaterolu, ractopaminu a terbutalinu a preto sme vylucili
moznost' identity stanovenych latok suvedenymi f-
agonistami. Nakol’ko uz tymto dopliiujiicim konfirmacnym
kritériom sa nam podarilo vylu¢it’ pozitivitu testovanych
vzorick na pritomnost rezidui [-agonistov, nebolo
potrebné pouzit pomocné konfirmacné  kritérium
porovnania hodnét relativnych retencnych ¢asov s ohl'adon
s ohl'adom na interval tolerancie + 2,5 % okolo priemerne;j
hodnoty, ako je uvedené v tabul’ke 4

Tab. 4: Relativne retencné Casy — interny matricovy
referenény material

1,025 *
Analyt 0,975* rR; rR; rR;
Cimaterol 0,9927 1,0182 1,0437
Terbutalin 1,0025 1,0282 1,0539
Ractopamin 0,9757 1,0007 1,0257

Na zaklade uvedenych vysledkov mozeme skonstatovat,
ze vroku 2008 neboli v SR vo vzorkach surového
kravského mlieka zistené rezidua B-agonistov - cimaterolu,

cimbuterolu, zilpaterolu, terbutalinu, salbutamolu,
ractopaminu, clenbuterolu, brombuterolu, mabuterolu
a mapenterolu.

ZAVER

LC/MS/MS metody su z pohl'adu laboratdrnej diagnostiky
velmi perspektivnymi, nakol’ko umoziuju stcasné
stanovenie velkého poctu analytov v komplexnych

matriciach s vynikajicim rozliSenim aj pri koeltcii
niekol’kych latok. Minimalizaciou moznych interferencii
spravnou selekciou detekénych iénov sa da dosiahnut’
vysoka citlivost’ stanovenia a spolahlivost’ identifikacie
sledovanych rezidui.

Pri analyzach vzoriek surového kravského mlieka v ramci
Nérodného programu kontroly rezidui vr. 2008
validovanou LC/MS/MS metddou boli ziskané 3 faloSne
pozitivne vysledky z dovodu pritomnosti diagnostickych
ionov, ktoré nepochadzali zterovych analytov ale
z interferencii pritomnych vo vzorke v pomerne vysokej

detegovatelnej koncentracii. Falo$na pozitivita bola
dokazana  aplikaciou  doplnkovych  apomocnych
konfirmacnych kritérii podla Rozhodnutia Komisie
2002/657/ES.
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NIGROSPORA - NOVY ENDOFYT NA PSENICI (TRITICUM AESTIVUMVL.)

SLOVENSKEHO POVODU

NIGROSPORA - NEW ENDOPHYTE FROM WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)

OF SLOVAK ORIGIN

Dana Tancinova, Zuzana Maskova, Soiia FelSociova, Mdaria Dovi¢icova, Zuzana Barbordkovad,

Roman Labuda

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate endogenous contamination of wheat (7riticum aestivum L.) grains with focus on
new endophytic filamentous fungi — Nigrospora. A total of 52 wheat samples were analyzed. They were harvested from
different regions of Slovakia in seasons 2006 (21 samples), 2007 (30 samples) and 2008 (21 samples). The endogenous
contamination was detected by direct plating method on Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar (DRBC) after
superficial sterilization of grains. Total endogenous contamination by micromycetes was ranging from 26 to 100 %. This
study discovered only 1 species - Nigrospora oryzae, which was detected in 47.62 % (season 2006), 60.00 % (season 2007)
and 28.57 % (season 2008) of wheat samples. This species was presented at 1.54 % (season 2006), 4.97 % (season 2007)

and 0.86 % (season 2008) of analyzed wheat grains.

Keywords: wheat, endogenous contamination, Nigrospora
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UVOD

Rod Nigrospora Zimmerm. podla Ellisa (1971) zahina 4
druhy. Hlavnym identifikatnym znakom je velkost
konidii. Rod Nigrospora sa velmi casto vyskytuje
v tropickych krajinach azriedkavo byva zaznamenany
zkrajin s miernejSou  teplotou. Vyskytuje sa na
rozmanitych druhoch rastlin, obzvlast’ na ryzi, vo vzduchu
a pode (Ellis, 1971; Pitt, Hocking, 1999). Infikované zrna
ryze su niekedy Cierno sfarbené, biela farba je sposobena
narastenou masou mycélia. Kontaminicia sa moze
vyskytovat’ pred zberom, pocas zberu i pocas spracovania
ryze (Sempere, Santamarina, 2008). Najviac informacii
je ovplyve N. oryzae na rastliny ryze. Semepere
a Santamarina (2006) uvadzaji, ze hoci pritomnost’ N.
oryzae nemusi vyvolavat’ zavazné ochorenia rastlin, moze
ovplyvnit’ kvalitu osiva, kli¢ivost,, rast korefiov a odolnost’
rastlin. Na Slovensku bol druh Nigrospora oryzae
identifikovany prvy krat zo vzoriek pSenice ztrody
zberanej v roku 2003 (1 izolat), nasledne z urody 2004 (2
izolaty) (Tandinova, Labuda, 2006; Tancinova et al.
2008). Frankova et al. (2002) izolovali zastupcu rodu
Nigrospora — Nigrospora sphaerica (Sacc.) z vodarenskej
nadrze Nova Bystrica a z drevenej plastiky pochadzajuce;j
z Afriky.

Cielom prace bolo sledovanie endogénnej kontaminacie
pSeni¢nych zin so zameranim na druhy rodu Nigrospora,
ktory je pre Slovensko novy.

MATERIAL A METODY

Vzorky pSenice - dvadsatjeden vzoriek pSenice letnej
formy ozimnej (7riticum aestivum L.) - pochadzalo
z Grody roku 2006, tridsat’ z urody 2007 a dvadsatjeden
vzoriek zurody 2008. Psenica bola dopestovana vo
viacerych lokalitach Slovenska a odobrana pre
mykologické analyzy pocas skladovania. Hmotnost jednej

vzorky bola cca 5 kg. Analyzované vzorky nejavili znaky
kontaminacie mikroskopickymi hubami. Endogénna
kontaminacia bola zistovana po priamej kultivacii
povrchovo sterilizovanych pSeni¢nych zin na DRBC (agar
s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou;
Merck, Nemecko; 100 zin; 7 az 8 zfn na jednu petriho
misku). Povrchova sterilizdcia bola wurobenda podla
Samson et al. (2002), posobenim 0,4 % roztoku
chloraminu po dobu dvoch minut. Nasledne boli zrna tri
krat preplachnuté sterilnou destilovanou vodou. Kultivacia
prebichala 5-7 dni vtme pri teplote 25 £+ 1 °C. Po
kultivacii sme spocitali zrna pozitivne na pritomnost’
endogénne vyskytujucich sa hub. Vsetky kolonie boli
makroskopicky ~ a mikroskopicky = analyzované na
pritomnost’ rodu Nigrospora. Na druhovu identifikaciu
zastupcov rodu Nigrospora sme pouzili MEA (agar so
sladinovym extraktom, Samson et al., 2002). Identifikacia
izolatov sa robila podla Domsh et al., 1980; Ellis, 1971;
de Hoog et al., 2000; Watanabe, 2002.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ako sme uviedli v metodike analyzované vzorky nejavili
znamky mykotickej kontaminacie na zrnach. Celkovo sa
endogénna kontaminacia pohybovala v Grode zberanej v
roku 2006 od 53 do 100 % (priemer 72 %) (graf 1), v roku
2007 od 26 do 100 % (priemer 89 %) (graf 2) a v urode
zberanej v roku 2008 od 75 do 100 % (priemer 96 %) (graf
3). Vsetky rozdielne izolaty rodov boli preockované podla
rodovej prislusnosti na identifikacné média. V tejto Studii
sme sa zamerali na vyskyt pre pSenicu nového endofyta —
rod Nigrospora. Percento pozitivnych zifn a zaroven
porovnanie s celkovou endogénnou kontaminaciou
uvadzame v grafoch 1,2 a 3.

Graf 1: Endogénne kontaminacia povrchovo sterilizovanych zin pSenice dopestovanej na Slovensku v roku 2006 na

DRBC*
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Graf 2: Endogénne kontaminacia povrchovo sterilizovanych zin pSenice dopestovanej na Slovensku v roku 2007 na

DRBC*
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Graf 3: Endogénne kontaminacia povrchovo sterilizovanych zin pSenice dopestovanej na Slovensku v roku 2008 na
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Rod Nigrospora Zimmerm. podla Ellisa (1971) zahina 4
druhy. Hlavnym identifikaénym znakom je velkost
konidii. Dizka spor nami meranych izolatov bola od 12,75
pum do 14,88 um (@ 13,5 pum), ¢o zodpovedd druhu
Nigrospora oryzae. 1zolaty boli na zaklade identifikacnych
znakov zaradené do druhu Nigrospora oryzae (Berk. &
Broome) Petch (teleomorfa: Khushia oryzae Huds.).

Kolénie na MEA (obrazok 1) st spoéiatku biele vatovité
pocas sporuldcie tmavnu do hneda az  sivolierna
apodobaji sa na kolonie rodu Mucor. Konidiogénna
bunka je zdurena, hyalinna, ampuliformna a tvori jednu
globéznu az subglobéznu Ciernu spoéru (obrazok 2
a obrazok 3).
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Obrazok 2: Nigrospora oryzae 1000x
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v.

Obriazok 3: Nigrospora oryzae 400x

Tabulka 1: Vyskyt Nigrospora oryzae venodogénnej mykocendze v povrchovo sterilizovanych zrnduch pSenice

dopestovanej na Slovensku na DRBC*

Uroda rok | Pocet analyzovanych vzoriek % pozitivnych vzoriek Pocet % zfn kontaminovanych
Nigrospora oryzae analyzovanych Nigrospora oryzae
zin
2006 21 47,62 2085 1,58
2007 30 60,00 3000 4,97
2008 21 28,57 2098 0,86

*agar s dichléranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou

Vysledky vyskytu Nigrospora oryzae v endogénnej
mykocendze vzoriek pSenice uvadzame v tabulke 1.
Ztrody vroku 2006 sa druh Nigrospora oryzae
vyskytoval v 47,62 % vzoriek av 1,58 % analyzovanych
zin pSenice. Vo vzorkiach pozitivnych na vyskyt
Nigrospora oryzae sa tento druh vyskytoval od 1 do 8 %
ztn. Zurody vroku 2007 sme druh Nigrospora oryzae
detegovali az v 60,00 % vzoriek a v 4,97 % analyzovanych
zin. Vo vzorkach pozitivnych na vyskyt Nigrospora
oryzae sa tento druh vyskytoval od 1 do 27 % zin.
Zurody vroku 2008 sme druh Nigrospora oryzae
detegovali v 28,87 % vzoriek av 0,86 % analyzovanych
zin. Vo vzorkach pozitivnych na vyskyt Nigrospora
oryzae sa tento druh vyskytoval od 1 do 9 % zfn.
Clear, Patrick (1993) wuvadzaju, ze rod Nigrospora
kontaminuje kazdoro¢ne viac ako 1 percento zfn pSenice
v Ontariu. Ako bolo uvedené vyssie Nigrospora oryzae sa
vyskytuje predovSetkym v oblastiach s vys$§imi teplotami,
Fakhrunnisa et al. (2006) uvadzaju Nigrospora oryzae
ako druh izolovany s vysokou frekveciou zo zfn obilnin
(pSenica, jatmen, cirok) v Pakistane. Larran et al. (2007
uvadzaju frekvenciu vyskytu Nigrospora sp. (bez druhovej
Specifikacie) 0,04 % ato zrdéznych Casti rastlin pSenice
ako zlozku endogénnej mykocendzy zoblasti Buenos
Aires v Argentine. Pitt et al. (1993) uvadzaju frekvenciu
vyskytu v povrchovo sterilizovanych zrnach kukurice

v okoli Bankoku 42 % (podla lokality od 10 do 47 %).
Santamarina et al. (2002) uvadzaji vysoku frekvenciu
Nigrospora oryzae v ryzi pestovanej v oblasti Valencia
(Spanielsko).

ZAVER

Celkovo bolo analyzovanych 52 vzoriek pSenice zberanej
v rokoch 2006 (21 vzoriek), 2007 (30 vzoriek) a 2008 (21
vzoriek). Endogénna kontaminacia bola detegovana po

povrchovej sterilizacii zfn na agare s dichloranom
bengalskou cCervenou a chloramfenikolom (DRBC).
Celkova endogénna kontaminacia mikroskopickymi

hubami sa pohybovala od 26 do 100 %. V studii sme zistili
vyskyt len jeden druh rodu Nigrospora — Nigrospora
oryzae. Tento druh sme detegovali v 47,62 % vzoriek
z trody 2006, 60,00 % (uroda z 2007) a 28,57 % vzoriek
z trody 2008. Nigrospora oryzae bol vyizolovany z 1,54
% analyzovanych zin z trody 2006, z 4,97 % ztrody
2007 az 0,86 % zin z Girody 2008. Tento druh sa v naSich
podmienkach v starS§ich pracach zaoberajucich sa
mykocenozou pSeniénych zin neuvadza. I ked v nami
analyzovanych vzorkach neboli detegované zmeny na
povrchu zin v pripade masivnejSej kontaminacie, resp. za
vhodnych podmienok sa moéze vyraznejSie prejavit a
negativne ovplyvnit kvalitu zfn.
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ZMENY REOLOGICKYCH VLASTNOSTI PSENICNEHO CESTA VPLYVOM

MIESENIA

CHANGES IN RHEOLOGICAL PROPERTIES OF WHEAT DOUGH CAUSED BY

MIXING PROCESS

Boris Zitny, Ladislav Haris, Zdenka Muchovi

ABSTRACT

The importance of dough mixing, knowledge of the requirements of individual type of flour on the mixing and achieving
the proper quality with respect to final dough properties still remain actual problems. This study describes the changes in
consistency, extensographic energy and temperature progress in connection to mechanical energy flow into the dough
during the mixing on Diosna SP12 kneader. The results of mixing tests on the first gear indicate that different energy inputs
caused different changes in consistency, development time and temperature increase of mixed dough. By the alteration of
mixing energy it is probably possible to utilize this energy in the form of emerging dough with better quality, despite the
fact that this was not shown statistically. However, it was observed that energy consumption is more effective for the
experimental regimes in comparison to standard regime. Experimental regimes required less energy input, while achieved
consistency level was similar and durability in positive consistency changes were higher. Temperature increase was

significantly higher when standard regime was used.

Keywords: dough rheology, dough mixing, wheat dough

UvVoD

Individualne poziadavky jednotlivych mik na optimalny
vyvin cesta s pozadovanymi technologickymi
parametrami, nalezity  vstup energie  a moznosti
modifikacie vlastnosti cesta zmenou opera¢nych
podmienok miesenia, su témy s velkym aplikacnym
vyznamom. Pocas miesenia su voda, muka a sol’ (pripadne
d’alSie receptirne suroviny) vstupujucou, prevazne
mechanickou energiou, zmieSavané pri ¢om vzniké cesto.
Jeho vlastnosti st zavislé okrem kvalitativnych parametrov
surovin aj na sposobe, akym je cesto miesené (Zheng et
al., 2000; Gras et al., 2000; Wilson et al., 2001). Pre
dosiahnutie riadneho vyvinu cesta po¢as miesenia, musia
byt splnené dve zakladné podmienky a to, dodané energia
(praca) pocas miesenia musi presiahnut’ minimalny
kriticky energeticky limit, ktory je potrebny na
sformovanie gluténu a intenzita (rychlost’) miesenia musi
byt wvysSia ako uroven, pri ktorej je mozné cesto
vypracovat (Kilborn a Tipples, 1972). Urove tychto
poziadaviek je rdzna v zavislosti od typu miesica
a parametrov muky (Frazier et al., 1975; Oliver a Allen,
1992). Vyvin cesta pocas miesenia je dynamicky proces
pocas ktorého  sa  viskoelastické  vlastnosti  cesta
kontinudlne menia. S rychlostou miesenia sa zvysuje
maximalna konzistencia cesta a skracuje sa ¢as vyvinu
cesta na laboratérnych miesi¢och. S narastajiicou
intenzitou miesenia sa zniZzuje stabilita cesta. Takéto
vysledky st referované vo viacerych pracach (Zounis a
Quail, 1997). Priebeh jednotlivych zmien v ceste pocas
miesenia je zavisly od pdsobiacich sil v priestore miesica
pri ¢om kazdy typ miesic¢a (Spiralové, dvojsSpirdlové, Z -
lopatky, zavitnica a iné) pdsobi na cesto inou vyslednicou
sil ¢im vyrazne ovplyviiuje findlne vlastnosti
a konzistencny priebeh cesta pocas miesenia (Hwang a

Gunasekaran, 2001; Haraszi et al., 2008). Ak uvazujeme
omoznosti kombindcie réznych rychlosti miesenia
apripustime fakt, ze kazda miOka ma Specificka
komponentni skladbu atym Specifické poziadavky na
vstup energie vkazdej etape procesu, problém
optimalizacie miesenia moze mat’ viac ako jedno rieSenie
aje mutné definovat  spoloénych  menovatelov
s majoritnym vplyvom na spravanie sa ciest pocas ich
miesenia s ohladom na dosiahnutelné a Zelané
technologické zmeny. Parametre miesenia tak mozu byt
ako externy faktor nastavené s ohladom na poziadavky
vychadzajuce z vnutornej skladby muk, subStruktar ich
komponentov, hlavne so zameranim na proteinovu skladbu
(Weegels et al., 1996; Aussenac et al., 2001; Tronsmo et
al., 2002; Don et al, 2005). Problémom ostava
definovanie vplyvu geometric miesia na prenos energie
miesenia z hybnych cCasti miesiaceho aparatu do
mieseného materialu, pretoze pri pohybe miesidiel
(lopatky, $pirala) v miesiacom priestore dochadza k vzniku
roznych, fyzikalne tazko definovatelnych deformacnych
sil (tah, tlak, strih, Smyk ainé) sréznou intenzitou
atrvanim. Ich vplyv na formovanie trojrozmernej
makromolekularnej proteinovej Struktiry atym na
vlastnosti pripraveného cesta, je rozny. Preto, aj pri dodani
rovnakého mnozstva energie do rovnakej vzorky miky
prostrednictvom miesi¢ov s roznym miesiacim aparatom
nedosiahneme vyrobu cesta s rovnakymi viskoelastickymi
parametrami (Mani et al., 1992; Haraszi et. al., 2008).
Tiez prenos vysledkov reologickych merani na
laboratérnych pristrojoch, napr. farinografe, mixografe (s
odlisnym fyzikalnym principom) na miesi¢e vyuZivané
v priemysle je problematicky. Napriklad Wilson et al.,
(1997) wuvadzaju, ze stabilita cesta definovana
farinograficky dobre koreluje s poziadavkami na tato
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vlastnost pri priemyselne vyrobenom ceste, pricom
Zounis a Quail (1997) zdoraziuji ina pozitivnu korelaciu
- dobu vyvinu cesta (ale stanovenii mixografom).

Pri  aplikacii laboratérnych vysledkov pre potreby
priemyselného miesenia je nutné zohladnit’ aj fakt, Ze na
proces miesenia vplyva aj mnozstvo mieseného materialu
a rozmery miesiaceho priestoru (Hwang a Gunasekaran,
2001). Rozsah zmien v proteinovej Struktire ciest pocas
miesenia, skimané na molekularnej Grovni, potvrdil, Ze
spdsob akym je cesto miesené ma signifikantny vplyv na

skladbu  gluténovych  makromolektl,  ktoré  sa
pravdepodobne formuju pocas miesenia
z vysokomolekularnych subjednotiek gluteninov

s prispevkom gliadinov (Aussenac et al., 2001; Kuktaite
et al.,, 2004). Frakcia proteinov oznaCovana ako UPP
(neextrahovateI'né polymérne proteiny) sa v praci
Harasziho et al., (2008) ukazala ako dobre korelujiica
s reologickym spravanim ciest miesenych na mixografe
aj experimentdlnom miesi¢i so Z — lopatkami.
Koncentracia UPP vzrastala od zaCiatku miesenia az po
dosiahnutie maximalnej konzistencie cesta a potom
klesala. Koncentracia UPP pozitivne koreluje aj s odporom
cesta voCi deformacii, kym obsah extrahovatelnych
polymérnych proteinov s frakciou omega-gliadinov viac
korelovali s taznostou ciest (Weegels et al., 1996; Skerrit
et al., 1999 a,b).

Vyjadrenie prenosu energie miesenia na mieseny material
modze byt vyhodnotené aj prostrednictvom otacok
miesidla, pripadne miesiaceho aparatu (Anderssen et al.,
1998; Haraszi et al., 2008; Wilson et al., 2000). Autori sa
zhodli v nazore, ze zavislost’ poctu otacok k dosiahnutiu
maxima konzistencie cesta na rychlosti miesenia je
funkciou jednak typu miesi¢a ako aj kvality pouzitej
muky, pri ¢om v istych intervaloch rychlosti miesenia,
ktoré su pre kazdy z miesicov Specifické, je pocet otacok
miesidla pre dosiahnutie bodu maximalnej konzistencie
rychlostne nezavisly (napr. takyto interval je pre MDD 125
miesi¢ pre slabé muky nad 150 rpm (rpm = otacky za
minutu), silné nad 200 rpm).

Vzhl'adom na skutoc¢nost, Ze z pohladu priemyselného
spracovania mdézu byt poziadavky na miesenie ciest
definované aj ako nakladovo najefektivnejsia cesta k ich
kvalitnej vyrobe, sme v naSej praci skumali zmeny
vlastnosti ciest pripravenych pocas rdznych rychlosti
miesenia na prototype pristroja Diosna SP 12
v modifikovanej verzii (Diosna Dierks and Sdohne,
Osnabriick, Germany), zktorého je mozné ziskané
vysledky priamo korelovat s priemyslenymi miesi¢mi
tohto vyrobcu. Reologické charakteristiky vzoriek boli
ziskané  meraniami na  reologickych  pristrojoch
Amylograph-E,  Farinograph-E a  Extensograph-E
(Brabender OHG., Duisburg, Germany).

MATERIAL A METODIKA

V praci bola pouzita mika T512 (MPC Cessi a.s., SpiSska
Nova Ves, SR) s definovanymi vlastnost’ami.

Obsah mineralnych latok (popola) bol stanoveny podla
ICC standard 104/1, 1990, obsah dusikatych latok v
zmysle STN ISO 1871, 1997, obsah vlhkosti (ICC
Standard 110/1, 1976) obsah mokrého lepku v susine (ICC
Standard No. 106/2, 1984), obsah Skrobu (STN EN ISO

10520, 2002),) stanovenie Zelenyho indexu (ICC standard
115/1, 1994). Cislo poklesu bolo stanovené na pristroji
Falling number 1500 Perten (ICC $tandard 107/1, 1995).
Reologické hodnotenie muky a cesta bolo robené
nasledovnymi metodami:

Farinograph-E (Brabender OhG, Duisburg, Germany)
podla ICC Standard 115/1, 1997, Extensograph-E
(Brabender OhG) - ICC standard 114/1, 1992,
Amylograph-E (Brabender OhG) - ICC standard 126/1,
1992.

Na pripravu cesta sme pouzili destilovani vodu
v mnozstve ktoré zodpovedalo farinografickej védznosti
vzorky mulky s NaCl tak, aby vysledna koncentracia bola
2,2325 % NaCl na suSinu muky. Vstupné suroviny sme
vymiesili na cesto podla jednotlivych rezimov miesenia na
laboratornom miesi¢i Diosna SP12. Po vymieseni cesta
bola zaznamenana teplota, pocet otaCok miesiacej Spiraly
a spotrebovana energia vo W. h na vymiesenie cesta.
Nasledne bola odobrata vzorka cesta, ktora sme reologicky

hodnotili  (Farinograph-E, = Extenzograph-E)  podla
modifikovanych metodik.
Laboratorny miesi¢ Diosna SP12 — modifikovana

verzia

Pristroj bol modifikovany za Gcelom rozsirenia moznosti
pouzitia rdéznych rezimov pripravy cesta aplikovatelnych
aj na ostatné miesiace zariadenia Diosna vyrabané pre
priemysel. Modifikacia sa tykala samostatného pohonu
dieze amiesiacej Spirdly s individudlnym meranim
a ovladanim. Miesi¢ priamo meria spotrebu energie vo [W
.h], ktora je spotrebovana pri mieseni cesta, finalnu teplotu
cesta prostrednictvom teplotného ¢idla Pt 100
umiestneného v priestore vertikdlnej osi miesiacej nadoby
a pocet ota¢ok miesiacej Spiraly, ktoré sa vykonaji pocas
miesenia.

Modifikacie reologickych merani

Modifikacia klasickej metodiky pre farinografické
stanovenie spocivala v pouziti farinografu na reologicka
charakterizaciu cesta pripraveného na Diosne SP12.
Vypocitané mnozstvo cesta sme 5 min. po jeho vymieseni
vlozili do pristroja a z farinogramu merali jeho reologické
parametre, po 4 min. a 6 min.

Modifikacia extenzografickej metody spocivala v zmene
¢asov (doby v min.) v ktorych sme merali vlastnosti cesta
a v priprave cesta na meranie. Cesto bolo pripravené na
Diosne SP12 amerané ihned a po 30 minutach po
vymieseni. Po 30 minatovom odpolinku sme merali
subezne aj druhtt vzorku cesta, ktora bola oddelena
zrovnako vymieseného cesta abola merana bez
predchadzajuceho namahania. Modifikované metodiky
dosahovali opakovatel'né vysledky s odchylkou do 4 %
medzi hodnotami opakovanych merani.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyhodnotenie kvalitativnych parametrov muky a znej
vyrobeného cesta je uvedené v suhrnnej tabulke 1. Na
zaklade stanovenych parametrov mozeme zhodnotit
kvalitu vzorky ako stredne silni pekarsku muku, vhodnu
pre vyrobu kysnutych ciest pozadovanej vytaznosti.
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Tabul’ka 1: Vyhodnotenie zakladnych parametrov muky (& 3 opakovani) a reologické hodnotenie z nej vyrobeného cesta

Popis znaku vyhodnotenie
Obsah vlhkosti [%] 12.8
Obsah suSiny [%] 87.2
Obsah popola v suSine [%] 0.55
Obsah mokrého lepku v susine [%] 24
Taznost’ lepku [cm] 12
Cislo poklesu [s] 261
N x 5.7 [%] 11.9
Obsah skrobu v susine [%] 71.5
Zelenyho index [cm’] 35
Maximalna konzistencia cesta [FU] 504
Farinograficka vdznost muky 500 FU [%] 54.8
Cas vyvinu cesta [min] 1.7
Stabilita cesta [min] 9.4
Stupeni zméknutia cesta (po 5 min) [FU] 32
Stupen zméknutia (po 12 min) [FU] 59
Farinograph quality number FQN [s] 97
Zadiatok Zelatinacie Skrobu [°C] 62.6
Konzistencia v maxime [AU] 465
Teplota zelatincie v max. [°C] 82

Zmeny v Konzistencii ciest na prvej rychlosti miesenia
Podl'a aktualnych poznatkov o procesoch a vyvine ciest
pofas miesenia, vyznamné zmeny Vv Strukture ciest
prebiehajii v prvych fazach miesenia az po dosiahnutie
maximalnej konzistencie (Walker, 1996; Graybosch,
1999). Tieto procesy su zavislé od pouzitej muky, typu
miesica a rychlosti miesenia. Pri zmene intenzity miesenia
na naSom type miesica na prvej rychlosti sme tiez dosiahli
zmeny Vv konzistencii ciest vstlade s vysledkami
citovanych autorov. Vzhladom na skutoCnost, ze tito
autori nepouzili Diosna SP12 miesi¢, neporovnavali sme
velkost dosiahnutych zmien. Dolezitejsie je, ze
konzistencia cesta po 30 minatovom odleZani v porovnani
s konzistenciou tychto ciest ihned po vymieseni na
miesiCi, preukazne klesla (obrazok 1 A,B, tabulka 2).
V pripadoch, v ktorych nebol pokles konzistencie po
relaxdcii Statisticky signifikantne preukazany, bola zistena
tendencia k poklesu konzistencie.

Podobné vysledky st uvadzané aj v pracach inych autorov.
Pokles konzistencie po relaxacii cesta je pripisovany
vnutornej  kompenzacii napdtia medzi retazcami
polymérov v ceste na molekuldrnej trovni, ktoré je
vyvolané miesenim. Po ukonceni podsobenia sil na
vnutorné usporiadanie systému sa ustali rovnovazny stav,
¢o je sprevadzané uvolnenim cesta (Singh a MacRitchie,
2001). Najvyssi pokles konzistencie cesta bol
zaznamenany pri najvyssej intenzite miesenia (85 Hz), pri
¢om maximum konzistencie bolo pri tejto intenzite
miesenia dosiahnuté najskor, ¢o je porovnatelny vysledok
s pracami na inych typoch miesi¢ov (Frazier et al., 1975;
Zheng et al., 2000). Ukazuje sa tak, Ze zavislost’ ¢asu
vyvinu cesta od intenzity miesenia je zrejme principialne
rovnaka pre vSetky typy miesiov. Samozrejme,
dosiahnuté ¢asy vyvinu ciest st na jednotlivych miesic¢och
rozne. Narast teploty pri prvej rychlosti miesenia na
Diosne SP12 nebol linearny (obrazok 2, tabul’ka 3).

Tabul’ka 2: Popis a vyjadrenie Statistickej vyznamnosti (p-value) pre pokles konzistencie pred a po relaxacii cesta

vymieseného na Diosne SP12.

PCT 25hz180s 25hz240s 25hz300s - -
delta.C 25¢0 25¢cl 25¢c2 - -
p-value 0.0266 0.0154 0.3899 - -

PCT 55hz90s 55hz120s 55hz150s 55hz180s
delta.C 55¢0 55c¢l 55¢2 55¢3 -
p-value 0.0025 0.0258 0.0433 0.0156 -

PCT 65hz90s 65hz120s 65hz180s 65hz240s -
delta.C 65¢c0 65cl 65¢c2 65¢c3 -
p-value 0.0165 0.0322 0.1188 0.0495 -

PCT 75hz90s 75hz120s 75hz150s 75hz180s 75hz240s
delta.C 75¢c0 75¢c1 75¢c2 75¢3 75¢c4
p-value 0.0797 0.1088 0.3063 0.1255 0.1334

PCT 85hz90s 85hz120s 85hz150s 85hz180s -
delta.C 85¢0 85cl 85¢c2 85¢3 -
p-value 0.0076 0.2725 0.0129 0.0183 -

(PCT — rychlost’ miesenia/Cas miesenia v ktorom bolo porovnanie konzistencii uskuto¢nené, delta.C — oznacenie daného bodu
merania na obrazku 1).
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Tabul’ka 3a: Narast teploty v jednotlivych fazach miesenia pri prvej rychlosti na Diosne SP12 v rozsahu rychlosti od 25

Hz do 85 Hz.
Cas miesenia 90 s 120 s 150 s | 180 s 240 s 300 s

Rychlost’ miesenia delta.T [K]
85 Hz 0 1.0 1.3 1.2 - -
75 Hz 0 1.3 0.1 0.8 2.1 -
65 Hz 0 0.7 0.3 2.4 - -
55 Hz 0 0.8 0.1 1.1 - -
25 Hz 0 0 0 0 0.5 1.0

Tabul’ka 3b: popis k obrazku 3 (delta.T — narast teploty od jedného meraného seku k druhému meranému useku

vyjadrené v [K] ).

Cas miesenia 90 s | 1205 150s | 180 240 s 300 s
Rychlost’ miesenia delta.T [K]
85 Hz 0 85d1 85d2 85d3 - -
75 Hz 0 75d1 75d2 75d3 75d4 -
65 Hz 0 65d1 65d2 65d3 - -
55 Hz 0 55d1 5542 55d3 - -
25 Hz 0 0 0 0 25d1 25d2

Od zaciatku miesenia sa teplota postupne zvySovala, pri
¢om voblasti pred dosiahnutim bodu maximalnej
konzistencie sa teplotny narast spomalil. Po dosiahnuti
bodu maxima konzistencie sa teplotny narast zvySoval.
V oblasti pred dosiahnutim maxima konzistencie sa
pravdepodobne dodand energia vyuzivala skor na
formovanie vnutornych Struktur a vdzieb makromolekul
cesta ako na disipaciu vo forme tepla. Tento predpoklad
vychadza okrem iného aj z pozorovani viacerych autorov,

ktori sa zamerali na sledovanie distriblcie proteinov
v ceste v jednotlivych etapach miesenia na zaklade ich
molekulovej hmotnosti (Skerrit et al, 1999 ab ;
Aussenac et al., 2001; Kuktaite et al., 2004), pri ¢om
v oblasti pred avokoli bodu maximalnej konzistencie
zistili najvyssi obsah makropolymérov, ktorych vznik
azénik pocCas miesenia pozitivne koreloval s odporom
a stabilitou cesta.
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Obrazok 2: Narast teploty pocas miesenia na prvej rychlosti vo vybranych usekoch miesenia (vyhodnotené s pouzitim
Kruskal-Wallisovej jednoparametrickej analyzy dat). Popis obrazku je uvedeny v tabulke 3b.

Vnutorné trenie v ceste bude pravdepodobne predstavovat
signifikantny faktor zapricifiujiici zahrievanie cesta, €o

uzko suvisi aj s konstrukciou miesica. Wilson et al.,
(2000) uvadzaju, ze rychlost’ miesenia, mnozstvo dodanej
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prace atyp muky su faktory ktoré vyrazne ovplyviiuji
teplotné pomery ciest po¢as miesenia. Nase vysledky nie
st v rozpore s tymto tvrdenim, skor ho podporuju.

Vysledky zmien v parametroch ciest miesenych ucelenym
reZimom miesenia

Pri priemyselnom spracovani muky na cesto sa pouZzivaju
rézne rezimy miesenia, ktoré zvacsa pozostavaju z dvoch
Tabulka 4: Nastavenie ucelenych rezimov miesenia.

po sebe kontinualne nasledujucich rychlosti, aplikovanych
za dany Casovy usek. Pre experimentalnu ¢ast’ sme zvolili
Standardny  rezim  miesenia  podla  nastavenia
priemyselnych zariadeni Diosna. Na zaklade poznatkov
a predoslych skusenosti sme zostavili experimentalne
rezimy miesenia, ktorych dopad na parametre cesta sme
porovnavali so Standardnym rezimom. Nastavenia
jednotlivych rezimov miesenia s uvedené v tabulke 4.

R . . prva rychlost Cas rrllie’senia "3 druha rychlost Cas miesenia na
Uceleny rezim miesenia skratka miesenia [Hz] prvej ?Sf]chlostl miesenia [Hz] druhej rchlosti [s]
Standardny rezim str 25 120 50 300
Experimentalny rezim 1 scrl 70 120 25 300
Experimentalny rezim 2 scr2 60 120 25 300
Experimentalny reZim 3 scr3 50 120 25 300
Experimentalny rezim 4 scrd 40 120 25 300
Experimentalny rezim 5 scr5 30 120 25 300
Z nameranych vysledkov vyplyva, ze pri podla  experimentalnych  rezimov  bol  vyrazne
experimentalnych rezimoch miesenia je mnozstvo energie signifikantny rozdiel medzi zahriatim cesta medzi

dodané do systému ako aj pocet otacok Spiraly miesica
v porovnani so Standardnym rezimom menSie pri
dosiahnuti priblizne rovnakej konzistencie vysledného
cesta. Namerané rozdiely energie a otacok boli Statisticky
preukazné pri com rozdiel v konzistencii ciest preukazny
nebol. Pri porovnani zahrievania cesta pocas miesenia

jednotlivymi experimentalnymi rezimami ako aj pri ich
celkovom porovnani so Standardnym rezimom (obrazok
3), ¢o pravdepodobne suvisi z efektivnej$Sim vyuzitim
vynaloZene;j energie miesenia v prospech
experimentalnych rezimov.

delta T [K]

R

—

JE

scrl scr2

scr3 scr4 scrb str

Self-Contained Mixing Regime

Obrazok 3: Porovnanie narastu teplot medzi jednotlivymi ucelenymi rezimami miesenia (detaT — rozdiel medzi

pociato¢nou a kone¢nou teplotou miesenia)

Zmena  konzistencie  ciest  pripravenych  podla
experimentalnych rezimov bola po 30 minutovej relaxacii
Statisticky nepreukazna, avSak pokles konzistencie ciest

miesenych Standardnym rezimom bol signifikantny. Na
zaklade vysledkov zmeny konzistencie a zahriati cesta
mozno predpokladat, Ze energia dodavand pri
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Standardnom rezime miesenia do cesta nebola primerana
k poziadavkam cesta na optimalne vymiesenie a jej
nadbytok spdsobil nadmerné zahrievanie ako aj ruptiru
Struktir cesta. Dodanim védcsieho podielu energie pred
dosiahnutim  piku maximalnej konzistencie cesta
s naslednym miernym miesenim prispelo k udrzaniu
konzistencie cesta aj pocas jeho relaxacie. Tento vysledok
podporuju aj tvrdenia mnohych autorov, ktori sledovali
vyvin proteinovych makromolekularnych Struktir pocas
miesenia na roznych miesicoch a zhodne potvrdzuju, Ze na
vyvin cesta a makropolymérov ma spdsob a rychlost
miesenia signifikantny vplyv ato hlavne vo faze vyvinu
priestorovej nadmolekularnej Struktary (Skerritt et al.,
1999a, Weegels et al.,1996; Kuktaite et al., 2004;
Larsson et al., 2005; Haraszi et al., 2008). Toto zistenie
by mohlo mat po overeni v priemyselnom meradle
vyznamny dopad na efektivnost procesu miesenia.
Prezentované vysledky su striktne viazané na kvalitativne
a kvantitativne parametre pouzitej suroviny a bude nutné
overit’ ich na vacSom subore muk s rozdielnou kvalitou.
Vo viacerych predoslych pracach boli namerané hodnoty
pocas miesenia silne zavislé na kvalite pouzitych muk, pri
¢om vysledky medzi vzorkami navzijom boli Ccasto
rozporuplné.

Extenzografické hodnotenie ciest miesenych podla
experimentalnych a podl'a standardného rezimu, podporilo
pozitivny vplyv experimentalnych rezimov miesenia na
technologicki  akost  takto  vyrobenych  ciest.
Extenzograficka energia bola v pripade rezimu scr 2 a scr
3 signifikantne vacSia v porovnani so Standardnym
rezimom. Ostatné experimentalne rezimy dosahovali
rovnako vys$Sie hodnoty extenzografickej energie, ktoré
vSak boli na hranici Statistickej preukaznosti.
Extenzograficka energia je pri tom jeden z ukazovatelov,
ktory vel'mi vyznamne koreluje s retencnou kapacitou ciest
a objemom vyrobkov v praxi.

ZAVER

Vplyvom zvySenej intenzity miesenia na prvej rychlosti
bez prechodu na druht rychlost miesenia sa zvySila
konzistencia miesené¢ho cesta a naopak, pri ¢om miera
tejto zmeny musi byt hodnotend v zavislosti od typu
pouzitého miesiaceho zariadenia a kvality pouzitej muky.
Zmeny v konzistencii boli merané sekundarne na pristroji
Farinograf-E aneboli v désledku zna¢ného rozptylu
hodnot Statisticky preukazné (p > 0,05), avSak tendencia
uvedené¢ho javu bola jasne viditelna. So zvySenou
intenzitou miesenia sa urychlil aj vyvin cesta, avSak jeho
stabilita naopak so zvySenim intenzity klesala. V pripade
miesenia cesta z nami pouzitej miaky na Diosne SP12 bola
energia miesenia s ohladom na dosiahnuté technologické
zmeny vyuzitd ovela efektivnejSie pri mieseni podla
experimentalnych rezimov. Rovnako merania néarastu
teploty preukazali nizSie zahriatie ciest miesenych
experimentalne v porovnani so Standardnym miesenim.
Porovnanim extenzografickej energie bol v pripade rezimu
scr 2 a3 preukazne zisteny narast hodnoty tohto
parametra. Celkovo namerané hodnoty pre experimentalne
rezimy boli tendencne technologicky lepSie v porovnani
s cestami pripravenymi $tandardnym rezimom, i ked’ boli

na hranici Statistickej preukaznosti. Konzistencia cesta
mieseného  experimentadlne nebola v porovnani so
Standardnym miesenim signifikantne rozdielna. Vsetky
vysledky s striktne viazané na pouzity material
a metodiku.
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