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doi:10.5219/122
PROCESS OF OBTAINING OF SUGAR FROM SUGAR BEET AND INFLUENCE

ON ITS QUALITY
Tatiana Bojnanskda, Marek Benndr, Helena Francdakova, Marian Tokar

ABSTRACT

Cooking of massecuites has been study in the connection with different particle size distribution of white sugar. During the
crystallization is possible to operate with parameters which have influence on particle size of white sugar. Dry matter of juice
in crystallizer, volume of the standard syrup in crystallizer and heating curve of crystallization process are constant
parameters in this process. Quantity of slurry (seed magma crystallizate) and volume of slurry massecuite are parameters
which can be changed for control the particle size distribution of white sugar. Five variants of viable parameters have been
trying for obtain ideal particle size distribution of white sugar. As a best has been evaluated variant with 1100 cm?® of slurry
and 20 % of volume of slurry massecuite in crystallizer. This variant has had the crystals proportions captured by the sieves
between 1.00 and 0.40 mm with minimal differences in weight. More results have been related to reduction of losses of sugar
in molasses with the right setting for the line of cooling crystallization process. The looses of sugar can be reduced by adding
two coolers in the end of cooling crystalization process what will decrease a temperature to 40°C. This temperature will lead

to more efficient crystallization in the cooling crystallization process.

Keywords: crystallization process, crystal size, slurry, slurry massecuite, cooling temperature.

UVOoD

V sucasnej dobe sa vnasSich podmienkach pestuje
cukrovd repa len za tuCelom =ziskavania sacharozy,
priCom jej pestovanie prispieva vedlajsimi produktmi
vznikajucimi pri jej spracovani (skrojky, vysladené
rezky, melasa) aj kur¢itym uhradam v krmivarskych
bilanciach.

Na Slovensku su v sacasnosti v prevadzke dva
cukrovary, a to v Trenlianskej Teplej a v Seredi.
Cukrovarnictvo patri medzi problémové odbory, pretoze
s vynimkou rokov 1995 a 1996 bolo stratové (Janicek,
2010). Aj ked sa v cukrovarnictve postupne profiluja
silné podniky s predpokladmi prosperity, vécSina
ekonomickych a finanénych ukazovatelov zaznamenala
priemerné negativne tendencie. Problémy su spdsobené
vysokou cenou suroviny a nizkou moznostou odbytu
cukru. V suéasnosti je vo vdésine subjektov rozhodujtci
podiel zahrani¢ného kapitalu (Suhr, Schulze, 2003).
Prinos technologii umoziuje pracovat’ ekonomickejsie,
¢im sa v kombinacii s cenovymi vyhodami potencialne
zvySuji konkurenéné vyhody (Wunsch, 2005).

V podmienkach strednej Eurdpy je cukrova repa
jedinou plodinou, ktora je spracovavana za ucelom
ziskavania sachardzy. Bola vyslachtend tak, aby pri
pomerne dlhej vegetatnej dobe a v podmienkach
urodnych pdd mierneho zemepisného pasma poskytovala
maximalne vynosy cukru (Ticha, 1990; Ober et al.,
2005).

Ziskavanie cukru je nepretrzity proces, cielom ktoré¢ho
je zvySovat kvocient Cistoty cukrovarnickych S$tiav
a medziproduktov. Principom je extrakcia sachardzy
zrepnych  rezkov ajej naslednd  kryStalizacia
z presytenych roztokov. Pre cukorné roztoky je typické,
7e tvoria presytené roztoky a takéto roztoky obsahuju
viac rozpusteného cukru ako zodpovedd nasytenému
roztoku. Tento prebytocny cukor vykrystalizuje bud’
spontanne, ak je presytenie v labilnej oblasti, alebo po
zaoCkovani, ak je presytenie v metastabilnej oblasti.
Hranice  metastabilnej  oblasti si  ovplyvnené
predovsetkym teplotou, Cistotou a pritomnostou tuhej

fazy. Spodnd hranica zodpovedd nasytenému roztoku
(Gebler, Bubnik, 1993; Poel et al., 1998).

Pri krystalizacii v cukrovaroch sa pracuje s presytenymi
roztokmi, ktoré sa ziskavaju odparovanim vody v zrnéi
alebo ochladzovanim cukrovin v krystalizatore (Hartel,
2001).

Podl'a Rohani et al. (1999a) je krystalizaény proces
zlozeny z dvoch faz. Prvou je nukledcia (vznik zarodkov),
na ktoru nadvézuje druhd faza, Cize vlastny rast krystalov.
Pri teoretickom vysvetlovani kryStalizaéného procesu
dochadza postupne k transportu molekul sacharbzy
zroztoku Kk diftznej vrstve vokoli krystalov, k difazii
molekul sacharozy difiznou vrstvou, k povrchovej difuzii
molekul na povrchu kry$talov a k zaradeniu do krystalovej
mriezky (Rohani et al., 1999b).

Z hladiska kvality finalneho produktu, ¢ize rafinovaného
cukru, je etapa krystalizacie jedna z najdodlezitejsich, pretoze
riadenie  krystalizacie spolu s dozrievanim  zadinovej
cukroviny ovplyviiuje hmotnostny podiel pozadovanych
velkostnych frakcii cukru (Velazquez-Camilo et al., 2009).
Cielom prace prezentovanej v prispevku bolo analyzovanie
a vyhodnotenie viacerych spésobov krystalizacie so snahou
odporucat’ optimalny postup ockovania a natahu ockovacej
cukroviny a optimalne mnozstvo vody a melasy pridavanych
do zadinovej cukroviny pre ¢o najlepSie vycukrenie melasy
pocas ich dozrievania.

MATERIAL A METODIKA

Pri stanovovani rozdelenia velkosti ¢astic bieleho cukru
osevom boli analyzované vzorky bieleho cukru, ktory bol
odoberany z dopravnikového pasu vzdy po ususeni po
kazdom vare A produktu (biely cukor).

Krystalizacia vo varostroji bola realizovana s dvoma
urovilami pridaného mikroocka a Styrmi variantmi natahu
ockovacej cukroviny (tabulka 1). Spracované boli vysledky
z desiatich varov pri kazdom variante a vo vysledkoch st
uvedené priemerné hodnoty tychto merani.

Pre stanovenia rozdelenia velkosti Castic bieleho cukru
osevom bola pouzitd metéda GS2/9-37 (ICUMSA Method,
2007) zalozend na rozdeleni Castic pomocou sustavy
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vhodnych sit (spolu 7, s velkostami 6k 2,00 mm; 1,00
mm; 0,80 mm; 0,63 mm; 0,40 mm; 0,32 mm). Pouzity
bol granulometer typu AS 200, Retsch, ktory pracuje
s amplitadou 1,5 mm.g™ pocas 10 minit.

Tabul’ka 1 Varianty mikroodka a natahu ockovacej
cukroviny

Varia Varia Varia Varia Varia
nt A nt B ntC nt D ntE
mnozstv
0 100 100 110 110 110
mikroocka, 0 0 0 0 0
cm?®
natah
otkovacej 15 19 19 20 22
cukroviny,
%

Zadinova cukrovina bola odoberana z varostrojov na
varni kazdych 8 az 12 hodin a vzorky boli priradené ku
konkrétnemu variantu, ktory bol aplikovany pri
dozrievani zadinovej cukroviny. Osem réznych variantov
zahffialo pridavok melasy v mnoZstve 500 dm®. h™,

1000 dm® h* alebo 1500 dm’. h* do refrizerantu
1 alebo refrizerantov 1, 3, 5, resp. davkovanie vody
v mnozstve 500 dm®. h? alebo 1000 dm®. h* do
refrizerantov 1, 3, 5. Na vsetkych variantoch boli
sledované hodnoty teploty, sacharizacie, polarizacie
a kvocientu Cistoty.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Problematika varenia cukrovin bola rieSena v stvislosti
s podielom krystalov rdznej velkosti vznikajticich
v priebehu krystalizacie. Proces varenia cukrovin je
mozné ovplyvnit’ viacerymi sposobmi, avSak medzi stale
veli¢iny, ktorych hodnoty sa v priebehu varenia nemenia,
patri: suSina $tavy, pri ktorej sa mikroocko pridava do
ockovacieho varostroja a A varostroja, hladina §tavy vo
varostroji pri zdkladnom nat'ahu, a varna krivka. Medzi
veli¢iny, ktoré je mozné v priebehu varenia menit, a tym
vplyvat’ na rozdelenie velkosti Castic produktu, patri
mnozstvo mikroo¢ka a mnozstvo ockovacej cukroviny
pridavanej do A varostrojov (Velazquez-Camilo et al.,
2010).

V ramci prezentovaného vyskumu bolo realizovanych
pat variantov odliSujicich sa mnozstvom mikroocka
a natahu ockovacej cukroviny (tabulka 1) a vysledky, tj.
percentualne podiely zachytené na sitach s otvormi
s predpisanymi otvormi st graficky spracované na
obrazku 1.

Z hladiska granulometrickej analyzy bol najmenej
vyrovnany variant A, na ktorom bol extrémne vysoky
podiel velkych kryStdlov sacharézy, ktoré zostali
zachytené na site s velkostou otvorov 1,00 mm
natah ocCkovacej cukroviny, ¢o v kone¢nom dosledku
sposobilo nizky pocet jedincov (krystalov), ktoré
v priebehu varenia narastali do pomerne velkych
rozmerov. Drobnejsie krystaly zachytené na sitach 0,63
mm a 0,40 mm boli zastGpené hmotnostne menej
vyznamne.

Variant A Variant B Variant C Variant D Variant E

‘ 82,00 |1,00 00,80 00,63 |0,40 00,32 |0,16 DOZachytnd miska

Obriazok 1 Podiely zachytené na sitach s r6znymi
otvormi, %

Na wvariantoch B, C aE bolo granulometrické
vyhodnotenie podobné ako na variante A, len podiel
najvicsich krystalov bol o nieCo mensi (pod 35 %).

Ziskané hodnoty boli Statisticky vyhodnotené pri hladine
vyznamnosti a = 0,95 a za podmienky, ze P — hodnota je
mensSia ako 0,05 (tabul'ka 2).

Bolo potvrdené, Ze na variante A bol preukazne najvyssi
podiel vel’kych krystalov sacharézy (s rozmermi 1,00 —

1,99 mm) apreukazne najniz§i podiel krystalov
s velkostou 0,63 — 0,79 mm, 0,40 — 0,62 mm, 0,32 — 0,39
mma 0,16 — 0,31 mm.

Tabulka 2 Statistické vyhodnotenie rozdelenia velkosti
castic bieleho cukru

Vel’kost’ 0k na sitich (mm)

Varia

zachy
2, 1 0, 0, 0, 0, 0, N
nty 00 00 80 63 40 32 16 tna
miska
A _ B * * * * * * *
A — C * * * * * *
A — D * * * * * * *
A—E * * * * *
B-C
B — D * * * * * *
B-E
C — D * * * * * *
C-E *
D-E * * * * * *
P' 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 00381
Val ue 000 000 014 000 000 001 000 '

* potvrdzuje Statisticky rozdiel medzi variantmi a podielmi
na jednotlivych sitach

Najvyrovnanejsie boli velkostné podiely krystalov na
variante D. Krystaly s velkostou zachytenou na sitach
s velkostou otvorov 1,00 mm, 0,80 mm, 0,63 mm a
0,40 mm, Cize krystaly vécsie ako 0,40 mm, tvorili podiel
89,83 % z celkového mnozstva krystalov. Navyse, podiely
jednotlivych frakcii sa pohybovali od 21,3 + 1,2 % do 23,4 +
1,9 %, cize touto vyrovnanostou bola potvrdend rovnomerna
praca varne. Granulometrické zloZenie bieleho cukru
ziskaného na variante D bolo optimalne. Pri natahu
ockovacej cukroviny vo vyske 20 % a pridavku mikroocka
vo vyike 1 100 cm® nedochadza k vysokému energetickému
zatazeniu cukrovaru a z hl'adiska hodnotenia krystalov su
krystaly  pri  takejto = kombinacii  najkvalitnejSie
a najrovnomernejsie (Poel et al., 1998). Cim je vi¢si natah
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ockovacej cukroviny do varostroja, tym vacsie mnozstvo
krystalov vznikne pri vareni. AvSak vySka natahu
ockovacej cukroviny je limitovana, pretoze pri prili§
vysokom natahu by sa vytvorilo velké mnozstvo
krystalov, ktoré by do konca varu nemohli narast’ na
pozadovanu velkost (Christofides et al., 2006).
Parametre zvolené na variante D st najvhodnejsie aj pre
idedlny chod odstrediviek pri odstredovani cukru od
materského sirupu.

Velkost' krystalov je voliteI'ny parameter, ktory stvisi
sdalsou manipulaciou s cukrom asekonomickou
naro¢nost'ou jeho vyroby. V minulosti boli spotrebitelia
zvyknuti na cukor s vacSimi krystalmi, ktory je
stabilnej$i (napr. pri dlhej preprave) a menej
hygroskopicky. Ekonomicky vyhodnejsie je vSak
vyrabat’ drobnoznny krystal.

Z hladiska poziadaviek na kvalitu cukru je oCakavany
podiel krystalov s vel'kostou viac ako 0,40 mm nad

70 %. Tento kvalitativny parameter bol vyhovujuci na
vSetkych variantoch, ¢ize vsetky findlne produkty je
mozné povazovat z hladiska tohto ukazovatela za
kvalitné (Sutradhar, 2004).

Z hl'adiska riadenia narastu krystalov na pozadovany
rozmer ma velky vyznam dozrievanie zadinovej
cukroviny. Cukrovina vypustend zo zrniCov je
v krystalizatoroch homogenizovana s mieSacim sirupom
a za staleho miesania d’alej krystalizuje pri postupnom
ochladzovani. Doba osetrenia cukroviny
v krystalizatoroch zavisi od Cistoty a trva 2 az 70 hodin.
Krystalizacia zadinovych cukrovin prebieha najpomalsie
(24 — 70 hodin) v doésledku vysokej koncentracie
necukrov a je realizovana v kontinualnych vyzrievacich
linkdch  skladajucich sa  zkaskddy chladenych
horizontalnych  alebo  vertikdlnych  krystalizatorov
(Vaccari et al., 2002, Vaccari et al., 2005).

Varenie zadinovej cukroviny sa uskuto¢iovalo v dvoch
varostrojoch, z ktorych sa cukrovina sptstala do dvoch
refrizerantov (teplota od 80°C do 85°C). Znich sa
preCerpavala do prvého refrizerantu dozrievacej linky.
Postupnym dozrievanim sa zadinova cukrovina schladila
z85°C na 50°C v poslednom (6smom) refrizerante
a pocas tohto procesu bola do nej pridavana melasa a
voda. Zposledného refrizerantu bola cukrovina
vypustena do mieSadla pred odstredivkami, v ktorych
doslo k oddeleniu cukru od melasy. Nebol potvrdeny
vyznamny vplyv rezimu priddvania melasy alebo vody
k dozrievacej zadinovej cukrovine na vysledok, pretoze
na vSetkych  variantoch  dochadzalo  k poklesu
sacharizacie, polarizacie a kvocientu Cistoty. Melasa
ziskana na vsetkych pouzitych variantoch mala hodnoty
kvocientu cistoty v rozpiti od 64,73 % do 68,52 %, ¢o
hovori o jej nedostatoénom vycukreni (Kadlec, Bubnik,
1997; Kadlec, 2008).

Na zaklade tychto vysledkov je zrejmé, zZe straty cukru
Vmelase je mozné znizit spravnym nastavenim
dozrievacej linky pre zadinovy cukor. Pouzité zadrzanie
zadinového cukru v dizke trvania 42 — 48 hodin nie je
dostatocné na to, aby doslo k dokladnému vycukreniu
melasy na pozadovany kvocient Cistoty 60 — 64 %
(Kadlec, 2008). Pokial by bola zadinova cukrovina
zadrzana v dozrievacej linke dlhsie, doslo by k poklesu
jej teploty az na 40°C, ¢im by doslo k jej efektivnejSiemu

vycukreniu. Tento stav je mozné dosiahnut pridanim
daldich dvoch refrizerantov do dozrievacej linky. Dal$im
moznym opatrenim na zniZenie produkcie melasy by bolo jej
opitovné pouzitie pre varenie zadinovej cukroviny, ¢ize ku
koncu varu by bola namiesto zeleného sirupu natiahnuta
melasa a tym by bolo mozné opétovne ziskat' cukor, inak
neziskatel'ny.

ZAVER
Produkcia bieleho cukru ako finalneho produktu
spracovania cukrovej repy je ovplyvnena mnohymi

technologickymi faktormi. Vyskumnou pracou realizovanou
v spracovatel'skom  podniku,  vysledky  ktorej  su
prezentované v prispevku, boli zistené dolezité skuto¢nosti
tykajiice sa procesu krystalizacie a dozrievania cukroviny
aboli vypracované odporacania nasledne aplikovatel'né
Vv spracovatel'skej technologii. Pri hodnoteni krystalizacie
bol ako najlepsi vyhodnoteny variant s pridavkom 1 100 cm?
a natahom ockovacej cukroviny v mnozstve 20 %. Na tomto
variante boli najvyrovnanejsie velkostné podiely kryStalov
vSetkych frakcii stanovené granulometricky. Najmenej
vyhovujucim bol variant s mnoZstvom mikroocka 1 000 cm?
a natahom ockovacej cukroviny 15 %, na ktorom boli
najvysSie odchylky od pozadovanych hodnét, z ¢oho
jednoznaéne  vyplyva jeho nevhodnost  z hl'adiska
rovnomernosti na d’alSie pouzivanie pocas kampane. Maly
objem natahu ockovacej cukroviny bol pri¢inou mensieho
po¢tu materskych kryStdlov, ¢o sa prejavilo vysokym
podielom velkych krystalov s velkost'ou nad 1,0 mm. Straty
cukru pocas krystalizacie spdsobené nevycukrenim
v dosledku nedostatocne dlhého casu zadrzania cukroviny
v refrizerantoch je mozné znizit pridanim dal§ich
refrizerantov, v ktorych by doslo k znizeniu teploty na 40°C
aVvdosledku toho kdokladnému vycukreniu melasy na
pozadovany kvocient Cistoty.
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ANALYSE OF TRAITS OF MILK PRODUCTION IN DAIRY COWS

Jozef Bujko, Roman Kocman, Jitlius Zitny, Anna Trakovickd, Cyril Hrnédr

ABSTRACT

When evaluating milk performance indicators, we mainly focused on dairy cows of the Holstein breed and its cross-breeds.
Within the Holstein breed and its cross-breeds we evaluated 68 dairy cows, which produced on average 6447.63 kg of milk,
272.42 kg of fat, 210.73 kg of proteins and 307.79 kg of lactose. By means of a device LACTOSCAN 90 we defined basic
milk components in our samples in laboratory conditions on the basis of set working procedures. Average fat content in our
samples stood at 3.87 g/100 g. Average proteins content in our samples stood at 3.36 g/100 g. Average lactose content stood
at 4.96 g/100 g. When assessing milk technological qualities we determined the average milk acidity value in our samples,
which was 5.85 oSH. The average thermostability value of the tested samples was 2.75. In the milk cheeseability test the
shortest time needed for sample precipitation was detected in samples No. 4 (42's.), No. 13 (185s.) and No.11 (190 s.).

Keywords: Holstein breed, dairy cows, traits of milk production, qualitative and technological traits, correlation

UVOD

Vyznam chovu hovidzieho dobytka spoliva vo
vyuzivani jeho uzZitkovych vlastnosti pre vyrobu
zakladnych potravin ludi - mlieka amésa. Svojim
biochemickym a fyziologickym mechanizmom je
schopny v procese latkovej premeny uchovavat
a pretvarat’ ziviny z hrubych objemovych krmiv na tieto
dve biologicky a energeticky koncentrované
plnohodnotné bielkoviny.

Na mnozstvo, zloZenie a vlastnosti mlieka vplyva
mnoho ¢initel'ov, ako su napriklad plemenna prislusnost,
lakta¢né §tadium, vek, zdravie, individualita, vyziva atd’.
Vyziva vyznamne ovplyviiuje kvalitu mlicka (SIMKO
et al., 2010).

Z pohladu biologickej hodnoty s najcennejSou
zlozkou mlieka bielkoviny. Najvacsiu Cast’ az 82 %
bielkovin tvori kazein, ktory je zaroven aj vyhradnou
bielkovinou mlieka, sktorou sa inde vV prirode
nestretivame. Kazein obsahuje vSetky nepostradatelné
aminokyseliny a v mlieku sa vyskytuje ako komplexna
zlozka obsahujuca vapnik, fosfor a malé mnoZstvo
hor¢ika (MICHALCOVA, KRUPOVA, 2007). Ma
vysokt vyzivni hodnotu a vo viacerych vyskumoch sa
pouziva ako referenéna bielkovina. Zvys$ni Cast
bielkovin tvoria srvatkové bielkoviny.
S technologickymi vlastnostami mlieka s najviac
spojené vapnik, bielkoviny, pH a laktoza (SEMJAN,

1990).
Cielom  prace bola  analyza  kvalitativnych
ukazovatelov, technologickych vlastnosti

mlieka, kvantitativnych ukazovatelov a stanovenie
podielu jednotlivych vplyvov pdsobiacich na ukazovatele
mliekovej uzitkovosti v hodnotenom subore krav
holstajnského plemena a ich krizeniek.

MATERIAL A METODY

Podkladové materidly mliekovej uzitkovosti sme
ziskali z plemenarskej evidencie (celozivotna uzitkovost
kravy, karty plemennic) az materidlov na farme
Nemcinany.

Z hodnotenych plemennic vybrali dojnice s dedi¢nym
podielom holstajnského plemena (n=68). Zo zékladnych
ukazovatelov mliekovej uzitkovosti sme sledovali
produkciu mlieka v kg, tuku v kg, bielkovin v kg, % tuku
a % bielkovin. Nasledne sme vypocitali korelacné

zavislosti medzi ukazovatelmi mlickovej uZitkovosti
navzajom. Na vypocet sme pouzili Statisticky program SAS
9.3.1.

Nasledne sme na farme 11. februara 2010 odobrali 13
vzoriek mlieka od dojnic na zaklade plemennej prislusnosti
k holstajnskému plemenu a jeho krizeniek (RED Holstajn)
apri zachovani spravneho postupu odoberania vzoriek
mlieka podla kritérii Plemenarskych sluzieb SR, §.p. a STN
57 0529 . Zoznam vybranych dojnic je uvedeny v tabulke 1.
Stubezne sme odobrali dve bazénové vzorky pre ucely
kontroly a zhodnotenia kvality mlieka v subore celého stada.
Vzorky sme odobrali do 10 ml sklenenych skimaviek,
ponechali sme ich do nasledujuceho rana v chlade pri
teplote max. 8 °C, nasledne prevezené v prenosnej
chladnicke do laboratdria a analyzované.

Analyzy boli vykonavané na Katedre hodnotenia
a spracovania zivo¢isnych produktov SPU v Nitre. Sledovali
sme zakladné ukazovatele kvality mlieka: tuk v %,
bielkoviny v %, obsah laktézy v %, mnozstvo BTS v %,
minerdlne latky v %  prostrednictvom  pristroja
LACTOSCAN. Zo S$pecialnych resp. technologickych
ukazovatelov sme sledovali kyslost mlieka titracnou
metddou, termostabilitu mlieka titracne, syritelnost’ mlieka
aobsah Ca®* komplexometrickou titraciou. Rozbory
aanalyzy sme vykonavali podla stanovenych pravidiel
a kritérii s ¢o najvacSou presnostou za pouzitia potrebnych
pristrojov, materiadlov a metdd pouzivanych v laboratérnych
priestoroch KHaSZP a STN 57 0529.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri hodnoteni ukazovatel'ov mliekovej uzitkovosti sme sa
hlavne zamerali na dojnice plemena holstajnské a jeho
krizenky. Hodnoty ukazovatelov mliekovej uzitkovosti
podla hodnoteného plemena uvadzame V nasledujicej
tabulke 2.

V ramci holStajnského plemena ajeho krizeniek sme
hodnotili 68 dojnic, ktoré vyprodukovali v priemere 6
447,63 kg mlieka pri variabilite 1768 kg az 9234 kg
mlieka, pri 272,42 + 74,6 kg tuku a 210,73 + 544 kg
bielkovin. Pri porovnani s vysledkami Vramci kontroly
mliekovej zitkovosti RYBA, DIANOVA (2009) uvadzaju
priemernd uZitkovost krav holsteinského plemena v KU
2009 nasledovne: 7546 kg mlieka, 4,08 % tuku
(308,0 kg) a 3,22 % bielkovin (243,0 kg). V nami
sledovanom stade bola priemerna produkcia mlieka o 1099
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kg niz8ia. Rovnako nizsia bola aj produkcia tuku o 36 kg
a produkcia bielkovin o 33 kg.

Na zéklade toho mozeme konstatovat’, ze v priemere
sledované ukazovatele boli porovnatelné s chovnym
ciefom daného plemena. MOTYCKA, VONDRASEK
(2005) uvadzaji, Ze k parametrom chovného ciela
holstajnského plemena patri dojnost’ u prvéstok 7 500 kg
az 7 800 kg mlieka za laktaciu a u dospelych krav 8 500
kg az 8 700 kg mlieka za laktaciu. Z hladiska priemernej
produkcie v nami sledovanom chove tato hranica
prekrocena nebola, ale z hl'adiska maximalnej laktacie
bola prekroéena o 534 kg mlieka.

Priemerna produkcia mlieka v kg na

1. laktaciach (n=32) bola 5 941,63 + 1 687,81 kg mlieka
ana 2. a dalsich laktaciach (n= 36) 6 897,42 kg mlieka
pri variabilite v=21,83 %. Podobna tendencia bola aj pri
priemernej produkcii tuku a bielkovin vkg c¢o
dokumentuje vysoka kladna korelacnad zavislost medzi
kg mlieka a kg tuku (r= 0,92173), medzi kg mlieka a kg
bielkovin (r=0,97321) ako je uvedené v tabul'ke 4. Nizke
kladné korelaéné zavislosti st medzi kg mlieka a % tuku
(r=0,11129), medzi kg mlieka a% bielkovin
(r=0,01984) ako je uvedené v tabulke 2. K podobnym
zaverom dospeli aj FREEMAN (2003), BUJKO (2009).

Pri odhade vplyvu pevnych efektov na celkové
hodnotenie boli zohl'adnené nasledujuce pevné efekty
rok otelenia, mesiac otelenia, poradie laktacie, vplyv
otca, plemenny typ.

Vplyv hodnotenych pevnych efektov na priemernu
produkciu mlieka v kg v linearnom modely predstavoval
premenlivost R* = 74,03 %, kde priemerna produkcia
predstavovala 6447,63 kg mlieka. Vplyv na produkciu
tuku v linearnom modely predstavoval premenlivost R? =

75,93 %, kde priemerna produkcia tuku predstavovala
272,42 kg. Vplyv na produkciu bielkovin predstavoval
premenlivost’

R?= 75,76 %, pri priemernej produkcii bielkovin 210,73 kg
(tabulka 4).

Ako uvadzaju PSENICA (1991), KADLECIK et al.,
(1992), UHLAR et al., (1995), KADLECIK et al., (2000),
PEREZ et al, (2007) wvplyv roéznych faktorov
chovatel'ského prostredia (stddo, rok, obdobie) a vyzivy vo
vztahu k uzitkovosti zvierat otelenych v roznych mesiacoch
sa lisi.

Pri analyze jednotlivych efektov bol najvyssi vplyv efektu
rok otelenia, ktory pre produkciu mlieka v linearnom
modely predstavoval premenlivost R? = 54,72, pre
produkciu tuku R? = 58,81 % apre produkciu bielkovin
tento vplyv predstavoval premenlivost R? = 59,33 %. Druhy
najvyssi vplyv efektu bol mesiac otelenia ktory vplyval na
priemerni produkciu mlieka a jeho premenlivost bola
R? = 28,80 %, pre produkciu tuku s premenlivostou
R? = 24,73 % a linearny model premenlivosti posobiaci na
produkciu bielkovin R? = 31,03 % (tabul’ka 5). BUJKO,
RYBANSKA (2004), BUJKO (2009) uvadzaju, ze pri
hodnoteni produkénych ukazovatelov v populacii krav
slovenského strakatého plemena ma vyznamny vplyv stado,
otec, rok a mesiac otelenia, ¢o potvrdzuje podobnii
tendenciu aj v naSom hodnotenom stade.

Z uvedenych vysledkov (tabulka 5) vyplyva, Ze Statisticky
preukazny vplyv  na mliekovi uZzitkovost mal mesiac
otelenia (P<0,05). Ostatné faktory mali Statisticky
nepreukazny vplyv u vsetkych sledovanych ukazovatelov
mliekovej uzitkovosti (P>0,05).

Tabul’ka 2 Hodnotenie ukazovatel’ov mliekovej tizitkovosti hol§tajnsko - frizskeho plemena.

Ukazovatele n X S v min. max.
mlieko v kg 6 447,63 1 653,53 25,64 1768 9234
tuk v kg 272,42 74,60 27,38 67,98 414,61
tuk v % 68 4,20 0,47 11,24 3,00 5,10
bielkoviny v kg 210,73 54,40 25,81 55,05 298,74
bielkoviny v % 3,26 0,18 5,53 2,80 3,70

Tabul’ka 3 Korelicie medzi ukazovatePmi mliekovej uZitkovosti.

ukazovatele mlieko tuk bielkoviny bielkoviny
v kg v % v kg v %
mlieko v kg 1,00000
tuk v kg 0921731 100000
tuk v % 0,11_129 0,47485 1,00000
bielkoviny v kg 097321 | 094516 | 0.22487 1 4 50000
bielkoviny v % 0,01984 0,22146 0,3(4)3_81 0,2:1_159 1,00000
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Tabul’ka 4 Vplyvy sledovanych faktorov na hodnotené ukazovatele mliekovej uZitkovosti.

Ukazovatele R? variaény koeficient stredna chyba X
Mlieko v kg 0,740329 18,34 1182,82 6 447,63
Tuk v kg 0,759380 18,85 51,37 272,42
Bielkoviny v kg 0,757619 17,84 37,59 210,73

Tabul’ka 5 Analyza vplyvu jednotlivych zdrojov premenlivosti na produkéné ukazovatele.

_ - . Priemer R? = koef. determinacie
Zdroje premenlivosti n Stvorcoy F- hodnota| Pr>F T R bielkoviny
(kg) (kg) (kg)
Rok otelenia 7 955355 0,68 0,6855 54,72 58,81 59,33
Mesiac otelenia 11 4797580 2,06 0,0391 28,80 24,73 31,03
Vplyv otca 13 3156005 1,20 0,3056 22,39 21,86 22,42
Poradie laktacie 3482255 1,30 0,2746 9,50 7,92 8,84
Plemenny typ 3485961 1,30 0,2740 9,51 10,61 7,30
Tabul’ka 6 Stanovenie ziakladnych zloZiek mliecka - LACTOSCAN 90.

Cislo tuk bielkovin . BTS mineralne
vzor 9/100g g/100g ¢ lakt6za g/100g g/100g latky v %
2. 4,70 3,76 5,25 9,69 0,81
3. 3,63 3,54 4,92 9,08 0,76
4, 4,96 3,61 5,02 9,28 0,78
5. 3,29 3,57 4,96 9,17 0,77
8. 3,43 3,66 5,10 9,42 0,79
9. 4,84 3,39 4,69 8,68 0,73
10. 5,04 3,55 4,98 9,13 0,78
11. 2,92 3,52 4,89 9,04 0,76
12. 4,03 3,59 5,00 9,24 0,78
13. 5,30 3,73 5,21 9,62 0,81
14, 1,86 3,66 5,10 9,42 0,70
15. 4,22 3,43 4,75 8,79 0,74
16. 3,63 3,77 5,27 9,72 0,81
Bl 3,59 3,56 4,95 9,15 0,77
B2 3,55 3,56 4,95 9,14 0,77

Prostrednictvom pristroja LACTOSCAN 90 sme
Vv laboratérnych podmienkach  na zaklade stanovenych
pracovnych postupov stanovili zakladné zlozky mlieka.

Ako ztabulky 6 vyplyva najvy$si obsah tuku sme
zaznamenali pri vzorke ¢. 10, 5,30 g/100 g.
1,86 g/100 g. Pri skiske bazénovych vzoriek (vzorky B1
a B2) bola priemerna hodnota mnozstva tuku v mlieku
na urovni 3,57 g/100 g.

Priemerny obsah bielkovin v naSich vzorkach
predstavoval 3,36 g/100 g. Priemerny obsah bielkovin
V bazénovych vzorkach bol 3,56 g/100 g. Najvyssi obsah
bielkovin sme zaznamenali pri vzorke €. 13, 3,77 g/100
g. Najniz§i obsah bielkovin bol zisteny pri vzorke
¢. 6, 3,39 g/100 g. Obsah laktozy v nasich vzorkach sa
pohyboval od 4,69 g/100 g do 5,27 g/100 g. Priemerny
obsah laktozy predstavoval 4,96 g/100 g. Priemerny

obsah BTS vsledovanych vzorkach bol 9,16 g/100 g.
Priemerny obsah minerdlnych latok v naSich vzorkach
predstavoval 0,76 %. Najvyssi obsah mineralnych latok mali
vzorky €. 1, €. 10 a &. 13, s hodnotou 0,81 %.

Z hladiska poziadaviek STN 57 0529 pre surové kravské
mlieko bola priemerna hodnota obsahu tuku v naSich
vzorkach vyhovujuca, nakolko v spominanej STN sa
uvadza, Ze surové kravské mlieko by malo obsahovat
minimalne 3,3 g/100 g tuku. Priemerny obsah bielkovin
v nasich vzorkach predstavoval 3,36 g/100 g, co v porovnani
s poziadavkami STN 57 0529 vyhovuje, nakolko norma
uvadza ze mnozstvo bielkovin v surovom kravskom mlieku
minimalne 2,8 g/100g.

Obsah laktéozy v naSich vzorkach sa pohyboval od 4,69
g/100 g do 5,27 g/100 g, pricom priemerny obsah laktozy
predstavoval 4,96 g/100 g. STN 57 0529 nedefinuje
poziadavku na obsah laktozy. Obsah BTS (beztukova
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susina) v sledovanych vzorkach neklesol pod uroven
8,50 g/100 g (STN 57 0529) a priemerny obsah BTS vo
vsetkych vzorkach bol 9,16 g/100 g. Priemerny obsah
BTS V bazénovych vzorkach predstavoval
9,145 g/100 g.

V tabulke 7 uvadzame kyslost mlieka stanovenu
metddou Soxhlet-Henkela. Priemernd hodnota v naSich
mlieka bola zaznamenana u vzoriek ¢.6
(5,36°SH). Priemerna kyslost bazénovych vzoriek sa
pohybovala v rozmedzi 6,60-6,64°SH. Najvyssiu kyslost
sme zaznamenali uvzorky ¢&. 3. shodnotou 7,96°SH,
nizku hodnotu kyslosti sme zaznamenali aj pri vzorkach
¢. 9 a 12. Pri porovnani nasich hodnét s STN 57 0529
ktora uvadza, ze surové kravské mlieko by malo mat
kyslost’ stanovent metédou Soxhlet-Henkela od 6,2 do
7,8°SH mozeme konstatovat', ze priemerna hodnota spiia
normu.

Ako vyplyva z danej tabulky,

najnizs§iu  hodnotu

mali vzorka ¢ 10 (1,80). Najvyssiu hodnotu
termostability mala vzorka ¢. 6 (3,20), ¢o znamena ze
taito vzorka bola termostabilnejSia na rozdiel od
ostatnych skuSanych vzoriek. Priemerna hodnota
termostability skuSanych vzoriek bola 2,72. STN 57
0529 neuvadza hodnotu termostability pre surové
kravské mlieko. Plati zasada, ze ¢im je vzorka skasaného
mlieka termostabilnejsia, tym mlieko menej podlicha
neziaducim zmenam pri tepelnom oSetreni a spracovani
mlieka.
Priemerny obsah Ca®*

Vv naSich vzorkach bol

vzorky ¢. 7 a 9, 126,25 mg/100 g. NajvysSie mnozstvo
Ca®* mala vzorka ¢. 8 s hodnotou 158,31 mg/100 g. STN

Tabul’ka 7 Kyslost’ mlieka ski$aného mlieka, termostabil
syritel’'nost’ skiiSaného mlieka.

57 0529 nedefinuje poziadavku na presny obsah Ca?*
v surovom kravskom mlieku, priCom priemerna hodnota
obsahu Ca®* vsurovom kravskom mlieku sa pohybuje
v rozmedzi 120-140 mg/100 g.

Skusku syritelnosti mlieka vyuzivaji najmid vyrobcovia
syrov, jednd sa Ojednu zo =zakladnych a doélezitych
technologickych vlastnosti mlieka. Syritelnost mlieka
modzeme hodnotit’ ako dobru, kedy je doba zrazania 110 -
140 sekund, ako menej dobru, kedy je doba zrazania 140 -
200 sektnd a ako nevhodnu, kedy je doba zrazania viac ako
200 sektnd. Najkrat$i Cas zrazania vzorky mlieka sme
zaznamenali pri vzorkach ¢. 3 (42 s.), ¢. 10 (185 s.) a
¢. 8 s ¢asom 190 s.

Hodnotili sme kvalitu mlieka v stibore prostrednictvom
bazénovych vzoriek (oznaCenie B1 a B2). Pri hodnoteni
bazénovych vzoriek sme stanovili priemerny obsah tuku na
3,57 g/100g, priemerny obsah bielkovin 3,56 g/100g,
priemerny obsah laktozy 4,95 g/100g, priemerny obsah BTS
9,14 ¢/100 g a priemerny obsah min. latok na 0,77 %.
Z hladiska technologickych vlastnosti sme hodnotili
termostabilitu bazénovych vzoriek, kde nam vysla priemerna
hodnota spotreby 96 % alkoholu 2,80 ml. V porovnani
S ostatnymi individualnymi vzorkami sa jednalo o strednu
hodnotu. Priemerna kyslost bazénovych vzoriek bola
stanovena na 6,62 °SH. Priemerny obsah Ca?* bazénovych
vzoriek sme stanovili na 131,16 mg/100 g. Pri hodnoteni
syritel'nosti bola doba zrazania mlieka z bazénovych vzoriek
stanovend na 240 s.

ZAVER

Zaverom moézeme konstatovat, ze priemerna produkcia

mlieka ajeho zloziek mala stipajicu tendenciu, co
dokumentuju  kladné  korelaéné koeficienty = medzi
ukazovatelmi produkcie mlieka vkg. Na mliekova

ita skiSaného mlieka, obsah Ca®" v skasanom mlieku,

spotreba - . .

Cislo spotll’eba 0,25 kyslost alkoholu sEoltrepa mnozst+vo Eas pot’rvebrgy

vzorky mol NaOH °5H (96%) pri Chelatonu Ca? vyzrazaniu

/ml T 11/ mi mg/100g vzorky / sek.

titracii
2. 1,64 6,56 2,00 3,60 144,28 232
3. 1,60 6,40 2,89 3,50 140,28 210
4, 1,99 7,96 2,20 3,24 129,85 42
5. 1,56 6,24 3,00 3,55 142,28 398
8. 1,41 5,64 2,80 3,32 133,06 308
9. 1,34 5,36 3,20 3,20 128,25 270
10. 1,51 6,04 2,90 3,15 126,25 264
11. 1,67 6,68 3,00 3,95 158,31 190
12. 1,40 5,60 3,10 3,15 126,25 252
13. 1,56 6,24 1,80 3,80 152,30 185
14. 1,64 6,56 3,10 3,65 146,29 224
15. 1,38 5,52 2,70 3,45 138,27 330
16. 1,51 6,04 2,70 3,41 136,67 280
B1 1,65 6,60 2,80 3,18 127,45 240
B2 1,66 6,64 2,80 3,20 128,25 240
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uzitkovost’ mal z vybranych faktorov najvyznamne;jsi
vplyv mesiac otelenia. Z hl'adiska kvalitativnych
a technologickych vlastnosti v hodnotenych vzorkach
mlicka bolo zistené, Ze ich priemerné hodnoty
zodpovedaju norme STN 57 5029.
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CHANGES IN MILK COMPOSITION AS A RESULT OF METABOLIC

DISORDERS OF DAIRY COWS.

Terézia Filipejova, Jaroslav Kovacik, Katarina Kirchnerova, Viadimir Foltys

ABSTRACT

The aim of our study was the determination of blood parameters and changes in milk composition of dairy cows in relation
to metabolic disorders and their evaluation. Thirty dairy cows from selected agricultural farm were divided into three
groups as follow: group BL: 3-4 weeks after calving (the beginning of lactation), group ML: 3-4 months after calving (the
middle of lactation), group DP: 2-3 weeks before calving (the dry period). Concentrations of selected parameters of energy
profile (glucose, cholesterol, triglycerides); nitrogenous profile (urea, total proteins); hepatic profile (aspartate
aminotransferase, bilirubin) in blood serum were measured. Content of fat, proteins and lactose, Non Fat Solids, urea,
freezing point, Somatic Cell Count, Fat/Protein ratio in milk were evaluated. Cholesterol concentration was significantly
higher in ML (5.33+1.17 mmol.I"; p<0.001) in comparison to BL (3.46+0.92 mmol.I"; p<0.001) and DP
(2.70+0.71 mmol.I"; p<0.001). Concentration of triglycerides was significantly lower in ML (0.03+0.01mmol.I"*; p<0.001)
in comparison to BL (0.070.02 mmol.I"*; p<0.001) and DP (0.09+0.04 mmol.I™; p<0.001). Albumin concentration in DP
(36.90+2.99 g.I'"; p<0.05) was significantly higher in comparison to BL (32.80+4.07 g.I™; p<0.05). AST concentration was
significantly higher in ML (1.61+0.47umol.I'"; p<0.001) in comparison with DP (1.01+0.18umol.1"; p<0.001) and BL
(1.39+0.25umol.I'" p<0.05). Acquired results of milk composition were without significant confirmation (p>0.05).
Fat/Protein ratio was lower than 1.1, in BL and ML, which cause rumen acidosis. The present observation confirmed that

specific changes of milk composition lead to metabolic disorders.

Keywords: milk composition, metabolic disorder, fat/protein ratio, biochemical parameter

INTRODUCTION

Production cattle diseasesarea set of metabolic
disorders and organ diseases, which are closely related
with high production of animals. Metabolic disorders are
caused by the action of negative environmental factors
and mainly due to an imbalance between intake and
expense of nutrients and metabolites required for the
optimal production and reproduction. They are
characterized by a disruption in homeostasis of the
organism, reduced production, poorer quality of products
— milk, meat, fertility disorders and premature
decommissioning of farming. Incidence of production
diseases is in individual breeding varied and depending
on the genetic affiliation, production level, level of
nutrition, housing technology, the level of veterinary
treatment and prevention. The critical period is dry
period, calving and beginning of lactation. Only healthy
dairy cows are able to achieve maximum conversation of
nutrient from diet, high production and good fertility
(llek, 2006).

Milk production, reproduction, and health are the
principal factors affecting the profitability of
a dairy herd. In recent years, the dairy industry agenda in
many countries has been dominated by health-related
problems. One prerequisite for effective health
management is the accurate knowledge of factors that
affect the health status of a cow, such as parity, season or
health history, and of the relationship between health
problems and other economically important traits, such
as milk production, reproduction, and length of
productive life (Emanuelson and Oltenacu, 1998).

The milk quality is influenced by many factors acting
together and influences each other. The basic
requirement for quality of milk is that milk as a raw
material meets the basic hygiene and health levels, poses
any risk to the consumer, fulfil nourishment parameters

and has unaltered technological property which allow its
processing as high quality finish products (Vasil’, 2006).

A variety of milk components can be used as indicators of
metabolic status of cow. The most relevant milk variables
describe the supply of energy, protein, mineral and acid base
balance, their normal concentration and their trend to change
in relation to different types of metabolic disorders.
Combined results of variation in milk composition may be
useful for early identification of health problems. The earlier
these health problems can be identified, the higher the
chance for successful health management. In addition,
aspects of practicability and economics are considered as
well as such of the influence of the level of milk sampling
(Hamann and Kromker, 1997).

The aim of our study was to focus on the determination of
blood parameters and changes in milk composition of dairy
cows in relation to metabolic disorders and their evaluation.

MATERIAL AND METHODOLOGY
Animal Management

Dairy cows were free housing and drinking through
drinkers ad libidum. Dairy cows were feeding two times per
a day, particularly, total mixed ration (TMR).

TMR consisted of:

BL: silage 20 kg. d *, Lucerne hay 11.5 kg. d !, Meadow
hay 2 kg. d %, DOVP 7.2 kg. d **, brewer’s grain 5 kg. d ™.

ML: corn silage 20 kg. d ™, Lucerne hay 11.5 kg. d ™,
Meadow hay 2 kg. d ™, DOVP 9.7 kg. d ™, brewer’s grain
5kg.d™.

DP: corn silage 12 kg. d ™, hay 6 kg. d ™, barley straw
3 kg. d !, Meadow hay 3 kg. d *, G3B 0.15 kg. d .

Biological material

Thirty dairy cows of Holstein breed from selected
agricultural farm from western part of Slovakia in winter
were examined. Dairy cows were divided into three
examined groups: BL (the beginning of lactation) 3-4 weeks
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after calving, ML (the middle of lactation) 3-4 months
after calving and DP (the dry period) 2-3 weeks before
calving. Blood samples for biochemical analysis were
taken from vena jugularis by vacutainer tubes
(8 ml) 2 hours after morning feeding and conserved
cooled in ice box during transportation to the laboratory.
The blood serum was separated from whole blood by the
centrifugation at 3000 rpm for 30 minutes and samples
were stored at — 18 °C until further analysis.

Biochemistry assay

In this experiment, energy profile: glucose (GLU),
cholesterol (CHOL) and TG (triglycerides); nitrogenous
profile: urea, total proteins (TP); hepatic profile:
aspartate aminotransferase (AST) and bilirubin (BIL)
were analysed in blood serum, using semi-automated
clinical chemistry analyzer Microlab 300 (Vilat
Scientific, Dieren, The Netherlands) by commercial Kits
DiaSys (Filipejova and Kovacik, 2009a).

Milk assay

Milk samples were taken individually. Samples of milk
were cooled down until 6 °C was reached. Samples were
kept at the same temperature during the determination of
milk quality parameters: fat content, proteins and lactose
(by infrared analyzer MilkoScan FT 120; 1SO 9622:1999
Whole milk — Determination of milk fat, protein and
lactose content), Non-Fat-Solids (by the MilkoScan
apparatus; STN EN ISO 13366-1:2008), urea
(photocolorimetric device with Ehrlich's reagent, 530 nm
wavelength), freezing point (ISO 5764:2002 Milk —
Determination of freezing point), Somatic Cell Count (by
Somatocount 150 fi Bentely Instuments on principle of
flow cytometry STN EN [ISO 13366 1:2008).
Consequently Fat/Protein ratio was evaluated. Samples
were analysed in the Institute of Nutrition in the Animal
Production Research Centre in Luzianky near Nitra.

Statistical analysis

Significant differences among groups of dairy cows
were evaluated by Sigma Plot 11.0 (Jandel, Corte
Madera, USA) statistical programme. Statistical analysis
was done using one-way analysis of variance (ANOVA)
by Holm- Sidak method. Differences among the groups
at p<0.05 and p<0.001 were considered as significant.

RESULTS AND DISCUSION

Investigation into nutritional problems in herd of dairy
cows requires consideration of several aspects;
particularly feeding, breeding and rearing management
and production level. These examinations should be
supported by laboratory examinations like metabolic
profile tests. As with order examinations, time of
observation and discussion play adominant role in
making diagnosis. Another advantage of blood sampling
is that this procedure is giving an opportunity to visit the
farm and to discuss feeding of animal thoroughly
(Kova¢ a Mudroii, 2002). Lactation has a great impact
on the intensity of metabolism and on metabolic
parameters in the blood (Milinkovié-Tur et al., 2005).

Energy profile

Energy metabolism of dairy cows is characterized by
carbohydrate and lipid metabolism. Among the most
important indicators of energy metabolism of cattle
belong glucose and cholesterol and triglycerides (Pechova
and Pavlata, 2005).

In order to evaluate the energy metabolism, we detected
the concentration of glucose, cholesterol and triglycerides.
Changes of glucose concentrations (Table 1) reflect the load
energy metabolism in the early phase of lactation. This
relates to the disproportion between nutrient intake,
particularly energy and an increasing need for nutrients for
milk production (Reist, 2002). Average blood glucose
concentrations did not drop below the physiological values
(3.0-3.9 mmol.I'Y) noticed by VrzuPa et al. (1990).
The results indicated no significant (p>0.05) differences
among the groups.

Consequently, significant differences of cholesterol
concentration was significantly higher in ML (5.33+£1.17
mmol.I'*; p<0.001) in comparison to BL (3.46+0.92
mmol.I"; p<0.001) and DP (2.70£0.712 mmol.I'*; p<0.001)
(Table 1). Similar results were obtained in our previous
study (Filipejova and Kovacik, 2009b).

Concentration of cholesterol showed slightly increased
activity above physiological value of 5.2 mmol.I* only in
ML (Vrzgula et al., 1990; Pechova et al., 2003; Kovac
etal., 2001).

Table 1 Energy profile of dairy cows

BL ML DP
(n=10) (n=10) (n=10)

Glucose (mmol.I™)
X 3.58 3.83 3.85
minimum 2.87 3.60 3.43
maximum 4.32 4.12 4.47
S.D. 0.45 0.21 0.37
CV (%) 0.46 0.21 0.38
Cholesterol (mmol.I™)
X 3.46" 5.33° 2.70¢
minimum 1.30 3.50 1.60
maximum 4.60 7.00 3.90
S.D. 0.92 1.17 0.71
CV (%) 0.94 1.21 0.73
Triglycerides (mmol.I™")
X 0.07% 0.03% 0.09¢
minimum 0.03 0.01 0.02
maximum 0.11 0.05 0.19
S.D. 0.02 0.01 0.04
CV (%) 0.02 0.01 0.04

BL-beginning of lactation, ML-middle of lactation, DP-dry period,
x-mean, S.D.-standard deviation, CV-coefficient of variation, AB,C
different letters within the row mean significant differences among the
groups at level p<0.001.

Triglycerides as a main component of lipoproteins play
an important role in metabolism of dairy cows as a source of
dietary energy and fat transporter. They get into the blood by
absorption from the gut and mainly synthesized in the liver.
Triglycerides determine the degree of hyperlipoproteinemia
(Balabanova et al. 2009). Concentration of triglycerides
was significantly lower in ML (0.03+0.01mmol.I"*; p<0.001)
in comparison to BL (0.07+£0.02 mmol.I™*; p<0.001) and DP
(0.09+0.04 mmol.I"; p<0.001) (Table 1). Obtained results of
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triglycerides are lower than those presented by Slanina
et al. (1992) and used reference range (0.17- 0.51
mmol.I). Low blood levels of lipoproteins indicate
impaired lipomobilisation, fat production and release of
lipoproteins as transport forms of fat in the liver. This
situation occurs when liver function is impaired or
during steatosis as well as prolonged lack of energy
ration in feed (Balabanova et al. 2009).

Nitrogenous profile

Nitrogenous metabolism is affected in severe liver
disease, where more than one third of parenchyma is
dysfunctional. Reduced metabolic liver function was
reflected in reduced synthesis of proteins, mainly
albumins and further reduced urea synthesis, is
accompanied by increased of concentration of ammonia
(Pechova et al., 2003).

Concerning the nitrogenous profile, average total
proteins concentration (Table 2) are similar to changes of
total proteins concentrations noticed by Doornenbal
et al. (1988) and Slosarkova et al. (2010). However,
albumin concentration (Table 2) in DP (36.90+2.99 g.I™";
p<0.05) was significantly higher in comparison to BL
(32.80+4.07 g.I""; p<0.05) and ML (36.30+3.62 g.I"") was
without significant difference (p>0.05), in spite of that,
in reference range (30-42 g.I") reported by Pechova
et al. (2003).

Table 2 Nitrogenous profile of dairy cows

BL ML DP
(n=10) (n=10) (n=10)

Total proteins (9.1

X 78.90 81.20 77.10
minimum 70.00 73.00 56.00
maximum 88.00 90.00 85.00
S.D. 5.86 6.61 9.11
CV (%) 6.02 6.79 9.36
Albumins (9.1

X 32.80° 36.30 36.90°
minimum 25.00 28.00 33.00
maximum 38.00 41.00 42.00
S.D. 4.07 3.62 2.99
CV(%) 4.19 3.72 3.08
Urea (mmol.I'")

X 3.91 4.97 4.08
minimum 2.18 2.87 1.92
maximum 6.31 5.77 5.18
S.D. 1.21 0.94 1.12
CV(%) 1.24 0.97 1.15

BL-beginning of lactation, ML-middle of lactation, DP-dry period,
x-mean, S.D.-standard deviation, CV-coefficient of variation, different
letters within the row mean significant differences among the groups
at level (p<0.05) (a,b).

Urea as a final product of degradation of the protein
that is synthesized in the urea cycle in the liver is income
indicators in nitrogen metabolism and also is an indicator
of liver and renal function (Balabanova et al., 2009).
Likewise, average urea concentrations of our study were
correspondent with results reported by VrzguPla et al.
(1990) and Slanina et al. (1992). The results indicated
no significant (p>0.05) differences among the groups.

Hepatic profile

Enzymatic diagnosis is used in the diagnosis of liver
disease. The principle is based on the determination of
enzyme activity in the blood plasma or tissues. The most
common analyse enzymes activity in the blood plasma or
serum. Diagnostic values of determination of enzymes are
limited specificity of enzymes and their half-life (Pechova
and Pavlata, 2005). The total bilirubin value is a sensitive
indicator of liver damage (Lubojacka et al., 2005). Activity
of AST enzyme and bilirubin is shown in Table 3.

Table 3 Hepatic profile

BL ML DP
(n=10) (n=10) (n=10)
AST (pkat.I™)
X 1.39° 1.61% 1.01*8
minimum 1.04 1.04 0.77
maximum 1.90 2.57 1.30
S.D. 0.25 0.47 0.18
CV (%) 0.26 0.48 0.18
Bilirubin (umol.I'™)
X 4.88 458 2.19
minimum 2.10 2.50 0.70
maximum 13.30 13.60 5.30
S.D. 4.43 4.33 1.75
CV (%) 4.55 3.21 1.80

BL-beginning of lactation, ML-middle of lactation, DP-dry period,
AST-aspartate  aminotransferase, x-mean, S.D.-standard deviation,
CV-coefficient of variation, different letters within the row mean significant
differences among the groups at level p<0.05 (a,b); and level p<0.001
(A, B).

AST is an ubiquitous enzyme found in liver, heart, skeletal
muscle and intestinal mucosa. It is a cellular enzyme present
in mitochondria (Pechova and Pavlata, 2005). Increased
AST activity in the serum is a sensitive marker of liver
damage (Meyer and Harvey 1998). There are two main
isoenzymes: mitochondrial and cytosolic, which prevails in
the total concentration in the blood plasma because it has a
longer half-life (Kramer and Hoffman, 1997).

In our observation we detected significant differences in
AST concentration was significantly higher in ML
(1.61£0.47umol.I"  p<0.001) in comparison with DP
(1.0140.18pmol.I"; p<0.001) and BL (1.39+0.25 pmol.I'™
p<0.05). AST activity in blood serum in BL and ML was not
in accordance with reference range (0.22-0.50 pmol.IY)
reported by Slanina et al. (1992) and Vrzgula et al. (1990).
According to Pechova et al. (2003) reference range of AST
is 0.72-1.41 pkat.1™*. AST activity increased in blood plasma
with fatty liver (Pechova et al.,, 2003). Increased AST
activity in the serum is a sensitive marker of liver damage,
even if the damage is of a subclinical nature (Meyer and
Harvey, 1998).

Bilirubin is a bile pigment that has an important role as an
antioxidant. Bilirubin as low molecular antioxidant
examined Capcarova and Kolesarova (2010). Furthermore,
concentration of bilirubin in blood is an indicator of hepatic
metabolism. A slight increase occurs in the liver dystrophy,
characterized by significant increase in liver failure and
multiple is usually detected significantly increase in
haemolytic jaundice (Pechova and Pavlata, 2005).

Consequently, without significant differences among the
groups the content of bilirubin ranged (0.17-5.13
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pmol.I™). Decreased bilirubin after calving indicates load
and possibly damage of liver tissue, however increased
in starvation, it means in negative energy balance
(Kraft and Diirr, 2001).

Milk components as indicator of the health status of
dairy cows

At the beginning, dairy cows have to cope with the
energy and protein demands for milk synthesis at the
time when nutrient intake is low. Mobilising energy and
protein from body tissue stores and reparation of
nutrients away from extra mammary tissues are the
primary alternatives to supply sufficient nutrients for
milk production during the first weeks of lactation.
Excessive body reserves, especially fat, can cause a
series of metabolic disorders and consequent production
losses (Fourichon, et al., 1999).

Changes in some milk variables are specifically related
to the metabolic status of cow, some others are
associated with udder health status and some milk
variables indicate both the systemic and mammary gland
condition. Factors predisposing to general or mammary
gland diseases should be evaluated in combination with
the major milk components (fat and protein) by
measuring urea in milk as indicators of a balanced diet
(Haman and Kromker, 1997).

The effect of production diseases on milk composition
confirmed that there is a close relationship between
blood values and milk constituents, reduction in milk
proteins during metabolic alkalosis (lllek et al. 1994),
reduction in milk fat during rumen acidosis and
reduction in lactose in all metabolic disorders
(Bergamini 1987).

In this study some parameters of milk composition
were analysed. Results of milk composition are
presented in Table 4 and Table 5.

Milk fat content is one of the most variable
components, which can be influenced by feeding. Milk
fat composition can be modified readily by changing the
feeding regimen. The most significant changes in milk
fat quality relate to rheological properties, which are
influenced by numerous aspects of character and quality
of manufactured dairy products (Palmquist and
Beaulieu, 1993). As it shown in the Table 4, milk fat
content was without significant (p>0.05) confirmation.
According to STN (570529) fat concentration should be
minimum 3.3 g.100g™ which implies, that milk fat
content was decreased in both analyzed groups as
necessary to monetize that the wvalue indicate
3.6 9.100 g-*. Lower milk fat content is frequently used
in farms as a indicator of sub-acute ruminal acidosis and
to predict the effectiveness of diet structure for chewing
(Merterns, 1997; De Brabander and De Boever,
1998). Low milk fat content is caused by a lack of major
precursor-acetic acid in rumen that is produced in
insufficient quantity (lllek, 2008). The protein content in
milk is genetically determined and significantly affected
by the level of nutrition and rumen fermentation. Apart
from, fat content is easy influenced by nutrition, but in
case the protein content of milk is more complex and the
range of change is smaller (lllek, 2003).

Results of milk proteins (Table 4) content showed no
significant differences (p>0.05).

Table 4 Milk composition

BL ML
(n=10) (n=10)

Fats (9.100g™)
X 2.98 2.72
minimum 0.57 0.66
maximum 7.20 6.17
S.D. 2.33 1.72
CV (%) 2.39 1.76
Proteins (9.100g™)
X 3.15 3.21
minimum 2.80 2.43
maximum 3.58 3.95
S.D. 0.24 0.53
CV (%) 0.24 0.55
Lactose (9.100g™)
X 4,74 4.35
minimum 3.48 1.65
maximum 5.10 499
S.D. 0.47 1.00
CV (%) 0.47 1.03
Non Fat Solids (9.100g™)
X 8.56 8.29
minimum 7.67 4.83
maximum 9.17 9.16
S.D. 0.44 1.27
CV (%) 0.45 1.31
Urea (mmol.I'")
X 5.59 5.83
minimum 3.14 3.35
maximum 8.17 8.36
S.D. 1.65 1.70
CV (%) 1.69 1.75
Freezing Point (-m.°cC)
X 523 520
minimum 511 482
maximum 537 532
S.D. 7.10 14.65
CV (%) 7.30 15.05
Somatic Cell Count (10°.ml™)
X 217.00 410.10
minimum 4.00 13.00
maximum  1250.00 1364.00
S.D. 414.40 393.20
CVv 425.30 552.40

BL-beginning of lactation, ML-middle of lactation, x-mean,
S.D.-standard deviation, CV- coefficient of variation

According to STN (570529) milk protein content should
be minimum 2.80 g.100g™, but basic protein content of milk
is to monetize 3.2 g.100g™* (Foltys and Kirchnerova, 2009).
Generally, if milk protein content increased and milk fat
content decreased it leads to sub-clinical acidosis. On the
other hand, if milk protein decreased and milk fat content
increased it leads to another metabolic disorder-ketosis most
often in the beginning of lactation (Pavlata et al., 2008).

Lactose content in milk is closely dependent on the health
status of each cow and decreases with increasing lactation
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period. Composition of feeding ration and nutrition has
less influence on the lactose content (Damodaran et al.,
2007).

Concerning the lactose content (Table 4), differences
were not significant (p>0.05). According to STN
(570529) lactose content should be 4.60 g.100g™.
Decrease lactose content, which is accompanied by
increased with content of somatic cell count (Kovac et
al., 2001) and what was confirmed in our study, is
associated mainly with the inflammatory processes of the
mammary gland or unsatisfactory long-term nutrition of
dairy cows due to disruption of metabolism (Gajdisek,
1993). Lactose content considerably increased in
metabolic disorder-ketosis (Pavlata et al., 2008).

Moreover, changes that occur in Non Fat Solids are
primarily due to changes in the protein and occasionally
the lactose content of milk. Good quality hay tends to
increase Non Fat Solids, but poor quality hay may reduce
both intake and Non Fat Solids. A decline in Non Fat
Solids, protein, and lactose content is associated with
sub-clinical and clinical mastitis (Harris and Bachman,
2003). Regarding to Non Fat Solids, results of presented
study showed no significant differences (p>0.05).

Monitoring of urea in milk (Table 4) is an indicator of
metabolic nitrogen balance of cows (Jilek et al., 2006),
which characterise their health, reproductive ability and
longevity (Hanu$ et al., 2000; Hanus$ et al., 2008).
The main factors influencing the level of urea in the
organism and subsequently in milk are intake of energy
and crude protein in feed, while a higher protein
concentration the urea level increases and higher energy
intake of urea concentration in milk decreases (Hering
et al., 2008). If the ration is well balanced, the urea level
in milk is in the normal range (2.5-5.00 mmol.I*%)
(Eicher, 2004). Increased urea concentration in milk can
indicate worse milk quality (Hanus et al., 1993a; Hanus
et al. 1993b), accompanied by rumen alkalosis,
indigestion, lack of production volatile fatty acids and
bacterial protein (Frank and Swenson, 2002). In our
experiment, urea content was increased in both groups.
Acquired results of milk urea were without significant
confirmation (p>0.05) can leads mentioned problems.

Freezing point (Table 4) is not only an indicator of
possible adding water to milk, but also an indicator of
technological relevance, (if no adding water to milk)
unsatisfactory results of freezing point of the milk are
caused by unbalanced ration in protein and energy,
respectively deficiencies in mineral nutrition of dairy
cows (Kadlec, 1999). Regarding to freezing point
results, no significant differences (p>0.05) were found.

Milk Somatic Cell Count (SCC) is a key measure of
milk quality, reflecting the health status of the mammary
gland and the risk of non-physiological changes to milk
composition. It is also the key component of national and
international regulation for milk quality, udder health
and the prevalence of clinical and sub-clinical mastitis in
dairy herds (Van Schaik et al. 2002). In case of, milk
Somatic Cell Count (Table 4) no significant difference
(p>0.05) was detected. Obtained results increase risk of
incidence of mastitis, mainly in ML.

Significant correlations among milk parameters were
mentioned in a previous study (Filipejova et al. 2010).

Table 5 Fat/Protein ratio

Stagf_e of Fat Proteins F/.P
lactation ratio
BL 2.98 3.15 0.95
ML 2.72 3.21 0.85

Metabolic disorders can reflect chemical-technological
characteristics of milk and thus we focused on the changes
of milk fat and protein content in individual milk samples of
Holstein cows during lactation. Milk fat can be increased or
decreased depending on ration composition. It is not
uncommon for two metabolic disorders and/or nutritional
problems to act in opposition to one another within the same
group of cows. For example early lactation cows have a
tendency to mobilize body reserves while ingesting rations
are low in effective fibre. Mobilization of body fat tends to
increase whereas lack of effective fibre will tend to decrease
milk fat levels (Eicher, 2004). In order to evaluate nutrition,
conversion of nutrients and metabolism is important to
analyse milk fat to milk protein ratio. Richardt (2004)
considers the F/P ratio to be a very important indicator of
animal health. The optimum Fat/Protein ratio is 1.2 — 1.4
(Haas and Hofirek, 2004). Richardt (2004) confirmed that
the F/P ratio higher than 1.5 can indicate sub-clinical ketosis
whereas the F/P ratio lower than 1.1 can mean suspected
rumen acidosis. In our experiment, the both groups had F/P
ratio lower than 1.1, which implies rumen acidosis.

CONCLUSION

Deficiency in dairy cow’s nutrition may influence many
biochemical and physiological processes. In this study,
blood metabolites and milk composition of Holstein dairy
cows were analysed. We detected some significant
differences in cholesterol (p<0.001) and triglycerides
concentration (p<0.001). There were significant differences
in albumin (p<0.05) and AST concentration (p<0.001), as
well. Based on our results, we can conclude, that decreased

triglycerides concentration (p<0.001) and increased AST
concentration (p<0.001), may indicate inflammation of liver.
Furthermore, in dairy cows could occur lack of energy in
feeding ration, what suggest increased urea concentration in
milk, while concentration of proteins in milk was increased.

However, decreased content of milk fat and increased
proteins content of milk, can lead to metabolic disorder —
acidosis, what was confirmed Fat/Protein ratio was lower
than 1.1, which implies rumen acidosis in both groups. No
significant differences (p>0.05) were detected among
parameters of milk composition.
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SURFACE GROWTH OF GEOTRICHUM CANDIDUM: EFFECT OF THE
ENVIRONMENTAL FACTORS ON ITS DYNAMICS

Anna Hudecova, Lubomir Valik, Denisa Liptakova

ABSTRACT

The growth dynamics of Geotrichum candidum was studied on the surface of the skim milk agar with respect to the
temperature, pH and water activity/NaCl content. At pH ranging from 5.0 to 7.0, the fungus growth rates were similar,
whereas the temperature and water activity represented by salt addition in concentration of 3 % influenced the growth
significantly. The effect of incubation temperature on the surface growth rate was modelled with G-T,, model. Designed
model proved to be good predictor of fungus growth at used environmental conditions. As the filamentous fungus under
study is commonly present on the surface of various cheeses, the quantitative data found in this work can provide useful
information closely related to real fungus growth, e.g. calculation of time required for G. candidum to reach visible 3 mm
colony. The predictions showed that, for example at 0 % NaCl content, such colonies were grown for 52.2, 30.7, 18.4, 14.4,
13.9 h at temperatures of 10, 14, 19, 23, 27 °C, respectively.

Keywords: Geotrichum candidum, temperature, pH, water activity, G-model

UVOD

Geotrichum candidum je vlaknitd huba v prostredi
roz§irend ubikvitne. Izolovat ju mozno z rdéznych
habitatov ako st voda, poda, vzduch, rastliny, ovocie,
¢lovek a iné cicavee. Casto sa vyskytuje v mlieku a jeho
vyrobkoch, zvlast Cerstvych, na zaklade ¢oho sa povazuje
za typicka mlieénu hubu (Goérner, Valik, 2004; Wouters
et al., 2002). Jej vyznam v mlieénom prostredi vSak
mozno hodnotit’ ako negativny aj ako pozitivny. Na jedne;j
strane je vlaknitd huba beznym kontaminantom syrov

(Ledenbach, Marshall, 2009). Znehodnocuje
fermentované mlieka, maslo a smotanu
(Varnam, Sutherland, 1994). Na druhej strane sa

kultirne kmene G. candidum vyuZivaju zamerne pri zreni
Specifickych druhov syrov (Pottier et al., 2008).

Schopnost” G. candidum rast v mlie¢énom prostredi je
ovplyvnena spdsobom jej rozmnozovania a adaptaciou na
niektoré jeho podmienky. Rozmnozuje sa vegetativne
produkciou artrokonidii (Kockova-Kratochvilova, 1990)
a je pomerne odolnd voc¢i niektorym nepriaznivym
podmienkam, ako st napriklad nizka teplota, pH a nizky
obsah kyslika. Nevyznacuje sa zvySenou toleranciou ku
znizenym hodnotam a,. G. candidum je schopna rast’ pri
mikroaerofilnych podmienkach. Aj ked je interiér syra
V podstate anaerobny systém, G. candidum je schopna rast
nielen na jeho povrchu, ale i vo vnutri v stonasobne nizsej
koncentracii (Boutrou, Guéguen, 2005;
Haasum, Nielsen, 1998).

Vlaknita huba je beznou sucastou mikroflory syrov
vyrabanych zo surového mlieka. Napriek tomu
kvantitativne udaje o jej raste Vtejto oblasti su
nedostatocné. DoleZzitym faktorom vtomto smere je
rychlost’, akou sa dokdze pomnozit’ na povrchu syra, kde
po urcitom Case vytvara biely povlak. Jej premnozenim
nedochadza iba kzmene vzhladu, ale svojim
metabolizmom  rozkladd mliecny tuk a proteiny
(Marcellino et. al., 2001). V mliekarenskej praxi je
dolezité udrzat’ rast G. candidum na Zelanej Girovni a tym
dosiahnut  kontrolou nad priebehom prislusnych
organoleptickych zmien.

Cielom predlozenej prace bolo sledovat’ dynamiku
povrchového rastu vlaknitej huby pri meniacich sa
podmienkach prostredia ako st teplota, pH a aktivita vody.

Nésledne popisat’ vplyv sledovanych faktorov prostredia
na rastova rychlost’ $tudovanej vlaknitej huby pomocou
sekundarneho matematického vyhodnotenia.

MATERIAL A METODIKA
Mikroorganizmus

Vlaknitd hubu G. candidum sme izolovali z ov¢ieho
hrudkového syra vyrobeného zo surového mlieka. Jeho
identifikaciu na druhovej Grovni ndm potvrdila Ing. E.
Pieckova, PhD., MPH. (Slovenska zdravotnicka univerzita,
Bratislava, Slovenska republika). 1zolat sme uchovavali na
Sikmom agare s obsahom odstredeného susené¢ho mlieka
(SMA, Merck, Darmstadt, Nemecko) pri 5+1 °C.

Média a zostavenie experimentov

Dynamiku rastu G. candidum sme vySetrovali na
povrchu SMA agaru. Na dosiahnutie roéznej aktivity vody
sme do zivného média pridavali chlorid sodny
v koncentraciach 0, 1, 3 a5 % (w/v). Aktudlna hodnota
aktivity vody sa merala pomocou pristroja a, sprint TH
500 (Nowasina, Lachen, Svajéiarsko). Hodnotu pH agaru
sme upravovali roztokom kyseliny mlieénej. Po
sterilizacii, rozliati na Petriho misky S vmitornym
priemerom 11 cm a po stuhnuti sa povrch agaru inokuloval
bunkami G. candidum. Na inokulaciu sme pouzili 48 az 72
h kultGru vyrastenti na definovanom povrchu SMA agaru
v skimavkach. Bunky sme naniesli do stredu kazdej
Petriho misky pomocou mikrobiologického o¢ka. Priemer
kolénii sme merali vo vhodne stanovenych cCasovych
intervaloch pomocou posuvného meradla (150x0,02 mm,
Jiangsu S. Ltd) vdvoch na seba kolmych smeroch.
Vysledny priemer kolonie G. candidum sme vypogitali ako
aritmeticky priemer. Jednotlivé série experimentov sme
uskutocnili v troch paralelnych pokusoch pri teplotach
pohybujucich sa v intervale od 8 do 37 °C. Pri 0 %
pridavku soli ateplotach od 12 do 25 °C sa pH agaru
pohybovalo v rozpéti hodnét od 5,0 do 7,0 s krokom 0,5.
Pri ostatnych experimentoch bolo pH média vzdy
upravené na hodnoty 5,5 a 7,0.
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Matematicka analyza

Priemer kolonii rastucich na povrchu agaru sme
v zavislosti od ¢asu vyhodnotili pomocou primarneho
modelu tak, ako to navrhli vo svojej praci Baranyi et al.
(1993). Rastovu rychlost’ kolonie G. candidum vypoéitant
z rastovych Ciar a vyjadrent ako narast kolonie za Casova
jednotku (g) sme podrobili sekundarnemu modelovaniu
v zévislosti od inkubacnej teploty. Na tento ucel nam
poslazil G-model (Gibson et al. 1994), pricom aktivitu
vody sme nahradili transforméciou teploty podla
Medved’ovej et al. (2009):

Ty = W Tpae =T 1)
kde Tnax je maximalna teplota pre rast, T je konkrétna
teplota a T, je transformacia teploty. Pre popis
experimentalnych udajov sa potom pouzila kvadraticka
funkcia:

Ing = Co+ C, T, + €T 2

kde g je rastova rychlost’ kolonie (mm.h™) a Cy az C, st
koeficienty rovnice. Optiméalna teplota T, pri ktorej
rastova rychlost dosiahne maximalnu hodnotu sa
vypocitala podl'a vzorca:

Cy
205

Ty(opt) = — (3)

Validacia modelu

Sekundarny model (rov. 2) sme podrobili validacii podl'a
Baranyiho et al. (1999). Faktor presnosti, faktor
spolahlivosti a percento diskrepancie sme vypocitali
pouzitim nasledovnych rovnic:

[Tr_ (In flg®)-In gk}
b= o ([EulefBoRT)
oy (ln f{g%)-Ing")
By = exp (T2l ) (5)
D; = (4; — 1).100% (6)

kde g je rastova rychlost’ ziskana z primarneho modelu,
f () = rastova rychlost’ vypo&itand z modelu f , ktory
opisuje experimentalne hodnoty, N = pocet merani, As
faktor presnosti, Bf = faktor spolahlivosti a Dy
diskrepancia v percentach.

Smerodajni odchylku (angl. mean square error — MSE)
sme vypocitali nasledovne:

ASS Erﬂ!xp!rimnntﬂn: _Q'.':.'pn!it:ni.r

M5E = —=
1

U]

|

kde n je pocet tdajovych bodov a RSS (angl. residual sum
of squares) je suma Stvorcov odchylok.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rast G. candidum sme sledovali pri viacerych teplotach
v rozpiti od 8 do 37 °C. Tento interval bol zvoleny na
zaklade uz zistenych poznatkov z literatury tak, aby nam
v sekundarnej faze modelovania pokryl oblast rastu
vlaknitej huby. Pri kazdej kultivaénej teplote sa vykonali
dve sady merani pri dvoch hodnotach pH agaru a to 5,5
a7,0. Nakoniec sa pri konkrétnej hodnote pH sledoval rast
vlaknitej huby bez alebo s pridavkom = soli
v koncentraciach 1, 3 a5 % (w/v), ktory zniZzoval vodnu
aktivitu média. Ziskané rastové Ciary vlaknitej huby mali
typicky sigmoidalny tvar s lag-fazou, naslednou fazou
exponencialneho rastu, po ktorej nasledovala féaza
stacionarna. V mnohych experimentoch vsak lag-faza
chybala. Tento jav mohla vyvolat’ inokulacia velkého
mnozstva buniek a fagmentov mycélia na povrch zivného
média identického zloZzenia. G. candidum bola schopna
rast za vSetkych zvolenych podmienok prostredia, ale
réznou rychlostou.

Vplyv obsahu vyuzitelnej vody v prostredi na rast
vlaknitej huby je nazorne uvedeny na obr. 1. Pri
konstantnom pH (5,5) a teplote vyznamne ovplyvnil
rychlost’ rastu G. candidum az pridavok soli v koncentracii
3 %. Napriklad pri teplote 12 °C rastla vlaknita huba
Vv prostredi bez pridavku soli (a, = 0,993) rychlostou
0,089 mm.h™. 1%-tny pridavok soli (a, = 0,985) vyznamne
neovplyvnil dynamiku jej rastu (g = 0,091 mm.h™). T4
sa Vv porovnani s 0 % obsahom soli zvysila len o nepatrné 2
%. Ina situacia nastala pri 3 % (a, = 0,975). Vlaknita huba
po 93 h lag-faze zagala rast’ rychlostou 0,052 mm.h™, &o
Vv prepoéte predstavuje 42 % zniZzenie v porovnani s 0 %
soli. ZvySenie koncentracie soli na 5 % (a, = 0,964)
spomalilo rastovl rychlost G. candidum az na hodnotu
0,018 mm.h. Vldknit4 huba rastla a7 5 ndsobne niZSou
rychlostou nez pri 0 % obsahu soli a takmer trojnasobne
pomalsie ako v pripade 3 %. NavySenie soli na 5 % sa
odrazilo nielen v spomaleni rastovej rychlosti G.
candidum, ale sposobilo aj zmenu morfologie kolonie
(obr.2). Ta nevytvarala suvisle zaobleny okraj, ale jej rast
bol nepravidelny s vybezkami mycélia do okolitého agaru.
Kone¢ny priemer kolonie bol iba 31 mm a stacionarna faza
nastala aZ po 2 mesiacoch a 23 dioch kultivacie.
V pripade 1 % pridavku soli exponencialny rast trval jeden
mesiac a kolonia dosiahla priemer takmer 60 mm.

Zvysenim teploty na 25 °C sa rast vlaknitej huby
vyznamne urychlil, av§ak vzhladom na obsah soli si
zachoval rovnaky trend. Rychlost’ rastu vldknitej huby pri
1 % koncentracii soli v prostredi dosiahla hodnotu
0,251 mm.h™. T4 bola o 16 % vyssia v porovnani s rastom
bez soli (goy = 0,210 mm.h™) ale az 2 nasobne vyisia ako
pri 3% (a, = 0,973; gay = 0,122 mm.h™%). 5 % soli (a, =
0,960) znizilo rychlost’ rastu az 4 nasobne (g, = 0,064
mm.h™) v porovnani s 1 %. Kolénia G. candidum pri 1 %
soli narastla na 72 mm za necelé¢ 2 tyzdne. Pri 5 %
dosiahla maximdlny priemer 39 mm priblizne za jeden
mesiac. Dynamiku rastu vlaknitej huby izolovanej
z rozkladajtceho sa citrusového ovocia sledovali aj Plaza
et al. (2004). Pri 25 °C dosiahla rychlost’ rastu tohto
izolatu hodnotu 0,167 mm.h™ (a, = 0,995). Pri zniZeni
aktivity vody na 0,950 rastla vlaknitd huba rychlostou
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niz$ou ako 0,042 mm.h™. V prostredi s vodnou aktivitou
upravenou na hodnotu 0,90 sa jej rast nezaznamenal.

Sekundirna matematicka analyza

Pri sekundarnom modelovani vysledkov sme vplyv
teploty na rastovu rychlost’ kolonie G. candidum vyjadrili
pomocou

80 - GC_pH5,5_12°C
70 1 0o 0%  oGe 1% g
*Gc_5% '

60 E - AGC 3%

50 -

40 7

d (mm)

30

20

10 7

0_"' L L R |

576 768 960
t(h)

0 192 384

80 1 GC_pH5,5_25°C

N

0Ge 0% ©Go 1%

187 AGC 3% *Go 5%

oY

0 96 192 288 384 480 576 672
t(h)

Obrazok 1: Dynamika rastu G. candidum pri pH
5,5 a teplotach 12 °C (hore) a 25 °C (dole) pocas jej
kultivicie na povrchu agaru s odstredenym
suSenym mliekom a s pridavkom soli 0, 1,3 a 5 %

G-modelu s transformaciou podla teploty (G-T, model,
Medved’ova et al., 2009). Meniaca sa hodnota pH agaru
(5,5 a7,0) neovplyvnila vyznamne dynamiku rastu
vlaknitej huby. Nevyznamny vplyv pH (od 5,0 do 7,0
s krokom 0,5) na rastovu rychlost’ kolonie G. candidum
sme zaznamenali uz v predoslej praci (Hudecova et al.,
2008). G. candidum dokaze rast’ v Sirokom intervale pH
hodnét (od 3 do 11). Optimalnym pre jej rast sa uvadza
rozpitie od 5,5 do 6,0 ale aj od 6,0 do 7,0. Vzhl'adom na
uvedené skutocnosti bolo mozné v sulade s Boutrouovou
a Guéguenovou (2005) ako aj  Tempelovou
a Nielsenovou (2000) predpokladat, Ze pH hodnota
Vv intervale od 4,4 do 6,7, ktord sa uplatfiuje pri vyrobe

syrov, nema vyrazny vplyv na rast kmeniov G. candidum
izolovanych z tohto druhu potraviny.

Na zéklade uvedenych skutocnosti sme pre ucely
sekundarneho modelovania pouzili vSetky namerané
rastové rychlosti bez ohladu na hodnotu pH. Podla
experimentalnych udajov sme ako maximalnu pre rast
vySetrovaného izolatu vlaknitej huby urcili teplotu 38 °C,

Obrazok 2: Makroskopicky vzhPad kolénie G.
candidum na agare S odstredenym suSenym mliekom
pri pH 5,5, teplote 12 °C a pri Koncentracii soli 1 %
(hore) a 5 % (dole)

ktor sme pouzili vo vztahu (1). Sekundarny model sa
pouzil na vyjadrenie zavislosti rastovej rychlosti kolonie
G. candidum od teploty pre koncentracie soli 0, 1,3 a5 %
(tab. 1) a jeho grafické prevedenie pri tychto podmienkach
je zobrazené na obr. 3. Jednou z vyhod modelu je moznost’
vypoctu optimalnej teploty a optimalnej rychlosti rastu
modelovaného mikroorganizmu. Porovnanim optimalnych
teplot pri r6znom obsahu soli v médiu sme zistili, ze so
stipajucou koncentraciou soli sa optimalna teplota pre rast
G. candidum zvySovala, ¢o prirodzene stviselo s vySSou
potrebou energie mikroorganizmu pri osmoregulacnych
procesoch reagujucich na zhorSenie podmienok jedného
z faktorov prostredia, vtomto pripade zniZenia aktivity
vody (Marechal et al. 1999). Optimalna teplota pre rast
vlaknitej huby sa pohybovala v rozpiti od 25 do 30 °C,
teda vintervale uvedenom napriklad aj Frohlich-
Wyderovou (2003).

Rychlost’ rastu vlaknitej huby bola vyznamne ovplyvnena
pridavkom soli do zivného média hlavne v oblasti teplot
od 8 do 30 °C. Pri 1 % soli sa dynamika rastu G. candidum
V porovnani s rastom bez soli nepatrne zvysila. Tento
narast bol v priemere 12 %. NavySenie koncentracie soli
na 3 % uz pozorovatelne spomalilo rastovu rychlost
sledovanej huby. T4 rastla pomal$ie v porovnani s 1 % soli
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Tabulka 1: Koeficienty G — T,, modelu, vypo¢itana optimalna teplota a rastova
rychlost’ G. candidum pri jednotlivych koncentraciiach soli v prostredi

G. candidum G-T,, model
% Koeficienty Topt 1
NaCl & S C, c, (g Sm(mm)
0% 0.993+0.003 -6,9142 3,0561 -0,4326 25,5 0,219
1% 0.986+0.003 -5,814 2,5805 -0,3762 26,2 0,249
3% 0.975+0.003 -4,6231 1,8373 -0,3016 28,7 0,161
5% 0.963+0.002 -5,5468 2,0601 -0,3424 28,9 0,086
0.3 |
©Be 0 % MNadl
0,25 1. aGe1 % MNacl A 4
| OGc3 % NaCl 4 /s &
| eGc5 % Nac 8.
0,2 4 A
4 s Al
/ﬁi E\
= ’ ‘
= 0,15 7
£ ! &/, \
é a g \
=]
005 - g/ o\%
0 - : .

Obrazok 3: Grafické znazornenie rychlosti rastu kolénie G. candidum od

T (°C)
teploty a obsahu soli v agare

s odstredenym susenym mliekom. Symboly predstavuju rastové rychlosti ziskané z rastovych kriviek a funkcia
g = exp (Co+Ci Ty +C,T,?) je reprezentovana kontinualnymi ¢iarami.

arozdiel v rychlostiach sa pohyboval od 48 do 27 %.
Znizenie rastovej rychlosti vlaknitej huby pri najvyssej
koncentracii soli v prostredi bolo uz vyrazné. V porovnani
s 3 % sa rychlost’ znizila v priemere o polovicu a oproti 1
% rast poklesol 079 az 61%. V oblasti za teplotnym
optimom vlaknitd huba rastla podobne ¢i uz bol obsah soli
0, 1 alebo 3 %. AZ pri 5 % nastalo vyraznej$ie znizenie
rychlosti rastu. V oblasti za teplotnym optimom pri
koncentracii soli 5 % (a, 0,963+0,002), boli zistené
kumulativne nepriaznivé

uéinky znizenej aktivity vody a vysokej teploty. G.
candidum je na obsah soli v prostredi citliva, ale tato
vlastnost’ bola kmenovo zavisla. Rastova odozva kmenov
na sol sa liSila hlavne v intervale koncentracii od 1 do 2,5
%. V syre jej rast bol limitovany pri koncentraciach nad 1
%. Nakolko sa povrch syra pred zretim soli vécSina
kmenov tolerovala len 1 az 2 % soli (Boutrou, Guéguen,
2005; Lecocq, Gueguen, 1994). Podl'a uvedenych autorov
bola tolerancia kmeiiov ~ G. candidum na sol’ do urcitej
miery ovplyvnend aj druhom syra. Napriklad vSetky
kmene G. candidum izolované zo S$panielskeho syra
Armada rastli dobre aj pri 5 % soli v prostredi. Tieto
kmene vykazovali vynimoc¢né spravanie, lebo bezne byva
rast vlaknitej huby pri 5 az 6 % soli uplne inhibovany

(Tornadijo et al. 1998). Naproti tomu kmene zo syra
s modrou plesiiou vo vnutri neboli schopné rast’ uz pri 4 %
soli, a, = 0,970 (Tempel, Nielsen, 2000).

Cas potrebny pre vytvorenie viditeI'nej kolénie

Z praktického hl'adiska bolo délezité z nasich vysledkov
uréit, napriklad, ¢as potrebny pre vytvorenie viditeInej
kolonie. Za takito sa povaZuje kolonia s priemerom 3 mm
(Valik, Pieckova, 2001). Prislusné vysledky su uvedené v
tab. 2. Ak by sme naSe predpovede aplikovali na zretie
ovc¢ieho hrudkového syra, ktoré prebieha pri teplotach 14
az 16 °C (STN 571138, 1995), tak pri teplote 15 °C
vytvori G. candidum viditelna koloniu po 1 dni. Ak by
povrch hrudového syra nebol oSetrovany, utierany slanym
roztokom mohol by sa jeho rast vymknut’ spod kontroly
a sposobit’ neziaduce organoleptické zmeny nielen v syre,
ale aj v bryndzi, pre ktoru je surovinou.
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Tabulka 2: Cas (h) potrebny na dosiahnutie 3 mm
kolénie G. candidum v zavislosti od teploty
a koncentracie soli vypoditany pomocou G-T,, modelu.

% Teplota (°C)

NaCl 10 14 19 23 27 31
0 52,2 30,7 184 144 139 1972
1 44,3 27,1 166 130 12,1 152
3 85,2 524 31,3 229 190 195
5 2068 1180 648 448 358 36,3

Validicia sekundarneho modelu

Schopnost’ sekundarneho modelu predpovedat’ rast
vlaknitej huby za pouzitych podmienok sme vyhodnotili
pomocou vypoctu faktorov validacie (tab. 3) tak, ako to
navrhli vo svojej praci Baranyi et al. (1999). Diskrepancie
medzi predikovanymi a experimentalnymi rastovymi
rychlost’ami dosiahli hodnoty od 12 % do 25 %. Tieto
vysledky su porovnatel'né s inymi pracami zaoberajicimi
sa sekundarnym modelovanim povrchového rastu
vlaknitych ~ hub.  Napriklad  pocas  modelovania
kombinovaného vplyvu teploty a aktivity vody na rast
Fusarium verticilliodes a Fusarium proliferatum boli
priemerné nezhody pre dva pouzit¢é modely 11 a 25,4 %
(Samapundo et al., 2005). Pri studiu vplyvu teploty na
rast 5 kmeriov Penicillium expansum sa vypodcitané
hodnoty Bs pohybovali od 0,91 do 1,10 a A; od 1,05 do
1,19 (Baert et al., 2007).

Tabul’ka 3: Faktory validacie G-Ty,
jednotlivych koncentraciach soli v prostredi
Parametre validacie

modelu  pri

G. candidum

% NaCl A B (gof) R MSE
0% 1,125 0999 12 0,943 0,014
1% 1,248 1,001 25 0,902 0,049
3% 1,163 1,001 16 0,911 0,023
5% 1,148 1,000 15 0,958 0,019
ZAVER
Predlozena $tadia poskytla kvantitativne 1daje 0

povrchovom raste vlaknitej huby G. candidum a o jeho
ovplyvneni faktormi prostredia, ako st teplota, pH a vodna
aktivita. Izolat z ov¢ieho hrudkového syra nereagoval na
zmenu hodnoty pH v rozpiti od 5,0 do 7,0, ale jeho rast
bol vyznamne ovplyvneny zmenou teploty a zniZzenim
vodnej aktivity pridavkami soli vy$$imi ako 3 %.
Vysledky prace poukazali na opodstatnenost’ utierania
povrchu hrudkovych syrov utierkou prepieranou v sol’'nom
roztoku, ¢im sa dosiahne kontrola nad intenzivnym rastom
vléknitej huby na povrchu syra pocas jeho zretia.
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EFFECT OF NICKEL AND ZINC PERORAL ADMINISTRATION ON MEAT

QUALITY OF RABBITS

Anna Kalafova, Jaroslav Kovacik, Peter Massdnyi, Norbert Lukdac, Rastislav Jurcik,
Monika Schneidgenova

ABSTRACT

The aim of our study was to determine the effect of single nickel administration as well as co—administration with zinc on
meat quality parameters. In the experiment 45 [25 female (5 per group) and 20 male (4 per group)] rabbits of broiler line
Californian were involved. Animals were divided to five groups: K (n=9) — control; P1 (n=9) — received 17.5 g
NiCl,.100 kg™ feeding dose (FD); P2 (n=9) — received 35 g NiCl,.100 kg™ FD; P3 (n = 9) — received 17.5 g NiCl,.100 kg™
FD and 30 g ZnCl,.100 kg™ FD and finally groups P4 (n = 9) — received 35 g NiCl,.100 kg™ FD and 30 g ZnCl,.100 kg™
FD. Animals were fed ad libitum using KKV1 feeding mixture with or without nickel and zinc addition for 90 days. Meat
quality was analyzed from a sample of musculus biceps femoris for the content of water in muscle, content of proteins, fat,
energy, electric conductivity, pH, colour and content of bounded water. The value of pH was detected by injection analysis.
The content of water, proteins and fat was analyzed using Infratech 1265 Meat Analyzer. Meat colour was detected by
spectrophotometer (Specol 11) and the meat ability to bind water by pressure method. In meat quality any significant
differences were found among all groups.

Keywords: nickel, zinc, rabbit, meat

Centra vyskumu zivoc€iSnej vyroby v LuZiankach. Pokusné
zvieratd boli po odstave, pohlavne dospelé a Kklinicky
zdravé.
V pokuse sme pouzili 45 zvierat, samice v pocte 25 kusov
a samce Vv pocte 20 kusov.
Zvierata boli rozdelené do 5 skupin:
- pokusna skupina P1 17,5 g NiCl,.100 kg kfmnej zmesi
(K2)

UVOD

Spotreba krali¢ieho mésa, ako aj akékol'vek iného
mésa je ovplyvnena historickym, ekonomickym a tieZ
socialnym vyvojom. Krali¢ie méso je vysoko cenené pre
svoju vysoku nutri¢ntt hodnotu a dietetické vlastnosti: je
chudé obsahuje nenasytené mastné kyseliny (kyselina
olejova a linolova; 60 % z celkového mnozstva mastnych

kyselin, je bohaté na proteiny (20-21 %) a aminokyseliny
s vysokou biologickou hodnotou, ma nizke koncentracie
cholesterolu a sodika je bohaté na draslik, fosfor a
hor¢ik (Parigi Bini et al., 1992a; Bielanski et al., 2000;
Dalle Zotte, 2002; Hermida et al., 2006). Krali¢ie méso
je lepsie stravitelné v porovnani s inymi druhmi maésa
(hovddzie,  jahnacie  alebo  bravéové  miso;
Enser et al., 1996) a je odporicané na konzumaciu pre
osoby s kardiovaskularnymi ochoreniami (Hu and
Willett, 2002). Zhladiska kontaminacie potravin
a krmiv je potrebné venovat’ zvysSenu pozornost’ obsahu
rizikovych chemickych prvkov, ktoré su vyznamnymi
enviromentalnymi kontaminantami potravového retazca.
Vyznamnymi anorganickymi latkami vstupujucimi do
potravinového retazca si kadmium, ortut’, olovo, chroém
anikel. V poslednych rokoch sa poznatky o toxicite a
karcinogenite niklu vyrazne zvysili. Je to prvok, ktory
mdéze akumulovat v pdde na toxicki uroven
antropogénnymi aktivitami (Llamas and Sanz, 2008).
Zinok, stopovy prvok s antioxidaénymi u¢inkami, je
sticast'ou enzymu superoxiddismutazy, ktora sa podiel’a

na  zaisteni antioxidacnej  ochrany  organizmu
(Shils et al., 1999; Zadak, 2002).
Cielom  experimentu  bolo  zistenie  u¢inku

experimentalne podavaného samotného niklu a niklu
Vv kombinacii so zinkom na vybrané kvalitativne
parametre misa kralikov.

MATERIAL A METODY

V experimente  boli pouzit¢ Kraliky doméace
brojlerovej linie Kalifornsky, o hmotnosti 3,5 — 4,0 kg,
vo veku 4 mesiace, ktoré boli umiestnené v priestoroch

- pokusné skupina P2 35 g NiCl,.100 kg™ KZ

pokusné skupina P3 17,5 g NiCl, + 30g ZnCl,.100 kg™
Kz

pokusna skupina P4 35 g NiCl, + 30g ZnCl,.100 kg™ KZ
kontrolna skupina K

Nikel (NiCl,, Reachem, praskova forma) a zinok (ZnCl,,

Reachem, praskova forma) boli zapracované do kimnej

zmesi a podavané vo forme granul nasledovne:

Tabul’ka 1 Schéma pokusu

Skupiny
K P1 P2 P3 P4
n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
KKV1 | 17,5¢ 35¢ 175¢9 35¢
(K2) NiCl, NiCl, NiCl,+ | NiCl,+
100 kg™ | 100 kg™ 30g 30¢g
(K2) (K2) ZnCl, ZnCl,
100 kg™ | 100 kg™
(KZ) (KZ)

Krmivo bolo podavané pocas 90 dni pokusu. Zvierata boli
ustajnené v klimatizovanych halach, v jednopodlaznych
individualnych kovovych klietkach typizovanych rozmerov.
z automatickych napéjaciek a
zvierata boli kfmené kompletnou kimnou zmesou KK V1

Voda bola k dispozicii

ad libitum.

Kvalita kralicieho mésa sa analyzovala zo vzorky
dvojhlavého stehnového svalu m. biceps femoris (obsah
vody vo svalovine, obsah bielkovin, obsah tuku, energia,

elektricka

vodivost’,

pH, farba,

obsah

viazanej

vody). Vzorka bola odobrana 1 hodinu po porazke, zabalena
do aluminiovej folie a uskladnena pri teplote 4°C pocas
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24 hodin. Po tejto dobe bola zmerana pH hodnota mésa
vpichovou elektrodou (Radelkis OP-109, Radelkis,
Hungary). Obsah vody, bielkovin a intramuskularneho
tuku bol stanoveny pristrojom Infratec 1265 (Meat
analyzer, USA Northcentral, Lab- Equipment) 48 hodin
post mortem. Farba mésa bola analyzovana na pristroji
Spekol 11 (Medson, Pol'sko) ako podiel remisie pri
vinovej dizke 540 pm. Schopnost’ misa viazat' vodu bola
zistend tlakovou metéodou podla Grav—Hamma na
pristroji modifikovanom Hasekom a Palanskou (1976).
Ziskané udaje sme vyhodnotili varia¢no - Statistickymi
metddami programom Office Excel 2003 a SAS.
Vypocitali sme zakladné hodnoty (priemer, smerodajna
odchylka, varia¢ny koeficient, minimum a maximum)
a analyzovali sme rozptyl (ANOVA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Expozicia zvierat xenobiotikami spdsobila zmeny
Vv zootechnickych parametroch (Arpasova et al., 2007;
Kalafova et al., 2009a) ako aj zmeny V homeostaze

organizmu (Capcarova et al., 2008; Capcarova et al.,
2009; Capcarova et al., 2010; Kalafova et al., 2009;
Kolesarova et al., 2008; Kolesarova et al., 2009;
Kolesarova et al.,, 2010a; Kolesarova et al., 2010b;
Kolesarova et al., 2011 Korénekova et al., 2009;
Martiniakova et al.,, 2009; Skalicka et al.,, 2009;
Medved’ova et al, 2010; Medved’ova et al., 2011).
V experimente sme zistovali vplyv réznych koncentracii
niklu (NiCly) aniklu v kombinacii so zinkom (ZnCl,) na
vybrané ukazovatele kvality mésa kralikov. Kvalitu
krali¢iecho mésa sme analyzovali zo vzorky stehna (m. biceps
femoris ). Na zaklade predchadzajacich $tadii sme zistili, Ze
pridavok niklu a zinku do kfmnej zmesi u samic kralikov
signifikante zvysil (P<0,05) obsah vapnika v krvnom sére
u sledovanych zvierat v pokusnej skupine P4 , zaznamenali
sme Statisticky preukazné rozdiely (P<0,05) v hladinach
hepatalnych enzymov (AST a ALT) medzi jednotlivymi
odbermi (Kalafova et al., 2007; Kalafova et al., 2008;
Kalafova 2009b).

V tabul’ke 2 st uvedené hodnoty vybranych kvalitativnych
ukazovatel'ov misa kralikov.

Tabul’ka 2 Zakladné $tatistické ukazovatele parametrov mésa kralikov

K P1 P2 P3 P4
Obsah X 72,05 72,71 73,89 73,38 73,64
celkovej SD 431 2,56 1,18 0,67 0,82
vody cV 5,98 3,52 1,59 0,91 111
-1
9.100g min 61,80 66,40 72,20 72,60 72,70
max 74,80 75,00 75,60 74,20 75,10
Celkoveé X 22,48 22,83 22,60 22.82 22,63
bielkoviny SD 0,75 0,96 0,87 0,55 0,53
g.100g™ cv 334 420 385 241 234
min 21,50 21,70 21,70 22.10 22.00
max 23,50 24,20 24,00 23.50 23.60
Ce]kovy tuk X 4,49 3,42 2,48 2,78 2,69
g.100g-1 SD 4,12 2,03 0,87 0.87 0.54
cV 91,75 59,36 35,08 31,29 20,07
min 1,80 1,80 1,60 1,90 1,90
max 14,00 8,40 4,40 4,00 3,50
Energeticka X 544,13 511,72 471,81 487,06 480,43
hodnota SD 155,84 84,32 34,01 27,90 23,37
KJ. 100g™ oV 28,64 16,48 721 5,73 4,86
min 443,02 44344 42753 455,17 440,09
max 909,84 721,86 539,32 520.90 508,76
pH 48 X 588 588 6,00 5,98 571
SD 0,20 0,31 0,25 0,35 0,20
cV 3,40 527 417 5,85 3,50
min 5,61 543 575 555 551
max 6,28 6,34 6,58 6,54 6,10
Elektricka X 3,40 2,30 3,00 2,75 3,98
vodivost’ uS SD 1,23 0,79 0,96 1,18 1,36
cV 36,18 34,35 32,00 42,91 3417
min 1,50 1,20 1,70 1,40 1,30
max 4,70 3,90 4,60 4,40 5,50
Farba L X 43,97 42,99 42,25 41,20 43,90
SD 585 3,30 5,98 4,92 575
cV 13,30 7,68 14,15 11,04 13,10
min 32,80 35,89 34,63 31,763 33,04
max 50,48 48,39 49,60 44,97 52,19
Volne X 32,71 31,36 32,84 30,57 31,52
viazana voda SD 2,25 247 3,87 2,98 3,78
g.100g™* cV 6,88 7,88 11,78 9,75 11,99
min 29,95 27,23 23,54 27,98 24,76
max 36,57 34,72 35,42 34,78 36,53

X — priemerna hodnota, SD — §tandardna odchylka, CV — varia¢ny koeficient
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Priemerné hodnoty obsahu celkovej vody a celkovych
bielkovin boli v pokusnych skupinach vyssie v porovnani
s kontrolnou  skupinou. 'V kontrolnej  skupine pri
celkovom tuku sme namerali najvys$Siu priemerna
hodnotu 4,49 + 4,12 g.100g™. V pokusnych skupinach sa
priemerné hodnoty pohybovali od 2,48+0,87 do
3,42+2,039.100g". Energetickd hodnota bola najvyssia
v kontrolnej  skupine  544,13+15584  KJ.100g™.
Priemernd hodnota pH 48 bola vyssia v skupine
s dvojnasobnou davkou NiCl, - 6,0 = 0,25. V ostatnych
skupinach boli hodnoty vyrovnané. Namerand hodnota
0,79 uS anajvyssia v skupine P4 3,98+1,36 uS, medzi
tymito pokusnymi skupinami nebol zisteny Statisticky
preukazny rozdiel (P>0,05). Priemerna hodnota farby
bola najnizsia v skupine P3 41,20 + 4,92 v ostatnych
skupinach boli hodnoty pomerne vyrovnané. Obsah
volne viazanej vody bol vo vSetkych skupinach
vyrovnany. Pri vzostupe volnej vody klesa pH vo svale
a stiipa farba misa. Z hodnét vyplyva, ze po 90. diloch
pokusu nebol zisteny Statisticky preukazny rozdiel
(P>0,05) v sledovanych ukazovatel'och.

Pri analyze kvality misa nebol zaznamenany
Statisticky  preukazny rozdiel (P>0,05) vplyvom
podavania niklu azinku. Variabilita moze byt

zapri¢inena roznymi vplyvmi (plemeno, uzitkovy typ,
kategoria, pohlavie, vek, vyziva). Hodnoty sledovanych
ukazovatel'ov kvality mésa mozno porovnat’ aj s udajmi
v zootechnickej literatire (Skfivan et al., 2000;
Skiivanova et al.,, 2001; Ludewig et al., 2003). Vo
vSeobecnosti sa kvalitativne parametre mésa zlepSuju
S rastovou intenzitou. Obsah tuku sa zvySuje na ukor
obsahu vody (Pargini — Bini et al., 1992b; Bernardini
Battaglini et al.,, 1994). Zmeny pozorované  pri
jednotlivych  ukazovateloch  kvality mésa st
pravdepodobne spojené so zmenou histologickej
Struktary a hladiny metabolickych procesov.

ZAVER

Pritomnost’ tazkych kovov je nutna pre priebeh
réznych biochemickych procesov v zivej prirode. Ak sa
vSak ich koncentracia zvySuje v porovnani s prirodzenym
vyskytom, dochadza k ich toxickému téinku. V priebehu
pokusu sme sledovali vplyv samotného niklu a niklu
v kombinacii so zinkom na vybrané ukazovatele kvality
mésa kralikov. Pri hodnoteni jednotlivych vybranych
ukazovatel'ov sme nezistili medzi skupinami Statisticky
preukazné rozdiely. Dosiahnuté vysledky ukazali, ze
uvedené koncentracie niklu a niklu so zinkom nemali
negativny vplyv na vybrané ukazovatele chemickej
skladby maisa.
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MICROBIAL QUALITY OF HONEY MIXTURE WITH POLLEN

Viadimira Knazovicka, Miroslava Kacaniova, Maria Dovicicova, Martin Melich, Zuzana

Barbordkova, Miriam Kaddasi-Hordakova, Jan Marecek

ABSTRACT

The aim of this study was evaluation of microbial quality in raw materials (honey, pollen) and evaluation of microbial
quality in honey mixture with pollen (2.91 % and 3.85 %) and also dynamics of microbial groups in honey mixtures with
pollen after 14 days storage at the room temperature (approximately 25 °C) and in cold store (8 °C). We used dilution
plating method for testing of samples. Detections of total plate microbial count (aerobic and anaerobic microorganisms),
sporulating bacteria, coliform bacteria, Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp. and microscopic fungi were performed. In
general, counts of microorganisms decreased in honey mixture with pollen compared to raw pollen and these counts
increased compared to natural honey. Total plate count was 5.37 log KTJ.g™* in pollen; 1.36 log KTJ.g™ in honey; 2.97 log
KTJ.g™ in honey mixture with 2.91 % pollen and 2.04 log KTJ.g™* in honey mixture with 3.85 % pollen. Coliform bacteria
were detected in pollen (1.77 log KTJ.g™). Then, we found coliform bacteria in one sample of honey mixtures with pollen
(2.91 %) — 1.00 log KTJ.g™". Bifidobacterium species were detected only in raw pollen. We did not find Lactobacillus sp.
in any of the samples. Microscopic fungi were detected on two cultivating media. Yeasts were present in pollen sample
(average 5.39 log KTJ.g™), honey mixture with 2.91 % pollen (average 2.51 log KTJ.g™*) and honey mixture with 3.85 %
pollen (average 1.58 log KTJ.g™%). Filamentous microscopic fungi were detectable in pollen (average 3.38 log KTJ.g™), in
honey (only on one medium: 1.00 log KTJ.g™), in honey mixture with 2.91 % pollen (average 1.15 log KTJ.g™") and in
honey mixture with 3.85 % pollen (1.71 %). Raw pollen contained microscopic fungi as Absidia sp., Mucor sp., Alternaria
sp. and Emericella nidulans. Honey mixture with 2.91 % pollen after storage (14 days) contained lower microbial counts
when compared with the sample analyzed at the beginning, beside sporulating bacteria and filamentous microscopic fungi
in sample stored at 8 °C. We recorded growth of anaerobic microorganisms in honey mixture with 3.85 % pollen after

storage (8 °C, 25 °C/ 14 days).

Keywords: bee product, filamentous microscopic fungi, bacteria

UVOD

Pel’ je potravinovy doplnok zatial’ znamy najmé medzi
véelarmi anadSencami vcelich produktov. Vdely
potrebuji kvalitnu vyZivu najmid v obdobi skorej jari.
Vyuzivaju pelové zasoby. S pre ne nevyhnutné ako
zdroj bielkovin — pel vyuzivaju na pripravu kifmnej
kasicky pre plod amatku; na regeneraciu tkaniv
a opotrebovanych buniek vSetkych vciel vo vcelstve
(Demeter a Has¢ik, 2008). Kazdé pelové zrno si v sebe
nesie geneticki vybavu a zasobu vSetkych potrebnych
energetickych a vyzivaych latok (Titéra, 2006).
UZivanie pelu sa odportca aj u l'udi. Podl'a Bogdanova
(2004), pel’ ma rézne zdraviu prospe$né Ucinky a je tiez
vyuZivany v apiterapii.

Pel’ je tvoreny sacharidmi (najmé polysacharidmi), st
hlavnou zlozkou pel'u, vratane $krobu, fruktozy, glukozy
a sacharozy; tiez obsahuje bielkoviny (najmi enzymy)
a aminokyseliny; tukova zlozka v peli pozostava z
roznych  lipidov, mastnych kyselin  a sterolov
(Bogdanov, 2004). V bielkovinach pelu sa nachadzaju
vsetky esencialne aminokyseliny pre vcely i ¢loveka a
tiez vitaminy (najmid A, B;, B, Bj, Bs, Bg, B, Bg;
Vv stopovych mnozstvach B, C, D, E, K) a mineralne
latky, konkrétne draslik, fosfor, sira, hor¢ik, med’, sodik,
vapnik, zinok, Zelezo aV stopovych mnozstvach jod
(Titéra, 2006).

Veely lietavky zbieraju pel’ na kvetoch, spracuju ho
pomocou sekrétu Celustnych Zliaz a ukladaju do tzv.
pelovych kosickov. Tieto pelové obndzky nosia do ula,
kde ich v€ely mladuSky navlhéia nektdrom, ulozia do
buniek plastov, wutladia hlavou azaleja medom.
V ulozenom peli prebieha mliecne kvasenie, vznika

kyselina mlie¢na, ktora pel’ konzervuje (Demeter a Has¢ik,
2008).

Podla sposobu ziskavania rozoznavame obnozkovy a
plastovy pel’; podl'a spésobu spracovania mrazeny, suseny,
lyofilizovany a fermentovany pel. Jednym zo spdsobov
spracovania cerstvého obndzkového pelu je jeho pridanie
priamo do medu.

Typickymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami medu st
vysoky obsah sacharidov (nasledkom je vysoky osmoticky
tlak), obsah kyselin a nasledne kyslost prostredia (nizke
pH), nizky obsah vody, nizka vodna aktivita a obsah
roznych komponentov, povodom z rastlin a v¢iel (Cooper,
2005). Kombinacia tychto parametrov je vyznamnym
aspektom, dosledkom ¢oho si med vo vSeobecnosti udrzuje
vybornt mikrobiologicku kvalitu. Prostredie je bariérou pre
mikroorganizmy. AvSak odchylka od pripustnej hodnoty
jedného alebo viacerych fyzikalno-chemickych vlastnosti sa
moéze negativne prejavit v mikrobiologickej kvalite
produktu. Aj ztohto dovodu, je dodlezité opatrne
zaobchadzat' s medom. Pri vmie$ani pel’u je nutné zhodnotit’
¢istotu a mnozstvo pel'u, ktory pridavame.

Vsetky mikroorganizmy potrebuji k svojmu zivotu zdroje
uhlika, dusika, minerdlnych latok avodu, pricom
obmedzenie zdroja nevyhnutnej ziviny vedie k zmene
mikrobidlneho metabolizmu (Cooper, 2005). Ztoho
vyplyva, ze v mede sa nachddzajii mikroorganizmy, ktorym
med poskytuje dostatok zivin k prezitiu, resp. tie, ktoré svoj
metabolizmus dokazu prispdsobit’ danym podmienkam. Pre
med je charakteristicky nizky pocet a limitovana
roznorodost’ mikroorganizmov (lurlina a Fritz, 2005).
Podl'a Snowdon a Cliver (1996) ¢astou stc¢astou medu st
spory Bacillus sp., Clostridium sp. a mikroskopické huby
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(kvasinky a vlaknité mikroskopické huby), pri ktorych
bol  zisteny rast vmede; rast baktérii je
nepravdepodobny.

V sucasnosti, zvySeny doraz je kladeny na stanovenie
mikroskopickych hub, pretoze niektoré st potencialnymi
producentmi mykotoxinov, ktoré moézu kontaminovat
potraviny a poskodit’ zdravie konzumenta (Ka¢aniova et
al., 2009). Mykologicky rozbor pel'u je pravdepodobne
potrebny este vo vaésej miere ako v pripade medu. V peli
sa nesmu nachadzat’ ziadne cudzorodé Castice, nesmie
byt zlepeny a napadnuty vlaknitymi mikroskopickymi
hubami, kvoli riziku pritomnosti aflatoxinov (Titéra,
2006), ¢o sa da potvrdit’ alebo vyvratit' mykologickym
rozborom, resp. detekciou produkovanych metabolitov.
Podl'a Bogdanova (2004) destrukcia mikroorganizmov
pelu  Zziarenim, ozénovym  spracovanim alebo
chemickymi prostriedkami (fumigéaciou) nie je potrebna
a vedie k hromadeniu toxickych rezidui.

Ciel'om prace bolo hodnotenie mikrobiologickej kvality
zékladnych surovin uréenych na zmieSanie (medu, pelu),
hodnotenie mikrobiologickej kvality vzoriek medu
s pridavkom pel'u v dvoch koncentraciach a hodnotenie
dynamiky mikrobialnych spolocenstiev po 14-diiovom
skladovani pri izbovej a chladnickovej teplote.

MATERIAL A METODY
Pre tcely tejto prace sme analyzovali:
- zakladné suroviny pre zmes:
pel (Cerstvy),
med (repkovy, pastovany);
- med s pridavkom pel'u — v dvoch koncentraciach:
1,5 kg pel'u na 50 kg medu, teda 2,91 %,
2 kg pel'u na 50 kg medu, teda 3,85 %;
-med s pridavkom pelu po 14 dioch skladovania pri
izbovej teplote (cca 25 °C) a v chladnicke (cca 8 °C).

Tabul’ka 1 Charakteristiky metédy pouZitej na
stanovenie uvedenych mikrobialnych skupin

Skupina Podmienky o¢kovania Podmienky kultivicie
mikroorganizmov riedenia platiia | spdsob O, teplota &as
CcP
mikroorganizmov GTK zaliatie | aerdbne 30°C 48-72 h
CP anaerébnych MPA/
mikroorganizmov w zaliatie | anaerébne 25°C 48-72 h
CP sporulujiicich
baktérii AnA zaliatie | aerébne 37°C 48-72h

10" - 10*
Koliformné na
baktérie VCZL | povrch | aerébne 37°C 24h
Bifidobacterium mod
sp. W+SP zaliatie | anaerobne 37°C 48-72 h
Lactobacillus sp. Rog zaliatie | aerdbne 37°C 48-72 h
Mikroskopické €D | saliatie | aerbne | 25°C | 57 dni
huby SA

CP — celkovy pocet;

GTK — Agar s glukozou, tryptonom a kvasnicnym extraktom, VCZL — Agar s violetou
krystalovou, dervefiou neutralnou, ZI¢ovymi solami a laktozou (IMUNA, Sarisské Michal’any);
MPA — Nutrient agar no. 2 (miso-peptonobvy agar), W — Wilkins Chalgren anaerobic agar,
mod W+SP — Wilkins Chalgren anaerobic agar so sdjovym peptonom modifikovany podla
Rada a kol. (1999), AnA — Anaerobic agar, Rog — Rogosa SL agar, CD — Czapek Dox agar
modified, SA — Malt agar (Sladinovy agar) (Biomark laboratories, Pune)

Vsetky analyzované vzorky pochadzaju z vcelej farmy
na zapadnom Slovensku, z roku 2010. Analyza kazdej
vzorky  pozostavala zuréenia celkového poctu
mikroorganizmov ~ (aerdbnych  aj  anaerdbnych),
celkového poctu sporulujucich baktérii, koliformnych
baktérii, baktérii rodov Bifidobacterium a Lactobacillus
a mikroskopickych hub. Postupovali sme podl'a platnych

Slovenskych technickych noriem (STN): STN EN 1SO 4833
(1997) — celkovy pocet mikroorganizmov; STN 1SO 4832
(1997) — koliformné baktérie; STN I1SO 7954 (1997) —
mikroskopické huby.

Na mikrobiologicku analyzu vzoriek sme pouzili platiova
zriedovaciu metodu. Zakladné riedenie (10™) sme ziskali
30-minitovou homegenizaciou 5 g vzorky a45 ml
fyziologického roztoku (0,85 % NaCl). Dalsie riedenia sme
pripravili podla zasad desiatkového systému riedenia.
Ockovali sme riedenia 10™ az 10™ pre vietky analyzované
mikrobialne skupiny, vzdy 1 ml, v dvojnadsobnom
opakovani. Potom sme mikroorganizmy kultivovali za
presne stanovenych podmienok. Charakteristika
jednotlivych Casti metody je uvedena v tabulke 1.

Pred analyzou na pocet sporulujicich baktérii sme med
podrobili teplotnému Soku pri teplote 80 °C pocas 10 min.
Anaerobne  prostredie  sme  vytvorili  kultivaciou
v anaerokultoch (Merck, Darmstadt).

Po kultivacii sme spocitali kolonie na platniach. Pre vypocet
KTJ.g™" sme pouzili vzorec (pre poéty na miskach z dvoch za
sebou iducich riedeni):

N=>C/[(n; +0,1ny) . d], kde:

> C — sucet charakteristickych kolénii na platniach

Ny — pocet misiek z prvého riedenia pouzitého na vypocet

n, — pocet misiek z druhého riedenia pouzitého na vypocet

d — riediaci faktor zhodny s prvym pouzitym riedenim

Ak boli koldonie pritomné len na miskach prvého pouzitého
riedenia (10™), hodnotu KTJ.g™" sme uréili podielom stiétu
kolonii apoctu misieck (na ktorych boli kultivované)
a naslednym vynasobenim prevratenou hodnotou zriedenia
(teda 10). Vsetky hodnoty sme zlogaritmovali a vysledky
uviedli v log KTJ.g™.

Na zachytenie $irSieho spektra mikroskopickych hub sme
pouzili 2 zivné média — Czapek Dox agar a Sladinovy agar.
Poéty sme vyjadrili osobitne pre kvasinky a 0sobitne pre
vlaknité mikroskopické huby, ktoré sme zatriedili do rodov,
resp. druhov podl'a De Hoog et al. (2000). Ako doplnkovy
test pri vzorke pelu sme pouzili kultivaciu na AFPA
[selektivne médium pre Aspergillus flavus/A. parasiticus;
STN 56 0087 1SO 7954 (2010)], na ktorom aspergily,
schopné produkovat’ aflatoxin, maju spodinu kolonie
sfarbenti do oranzova.

Detekény limit uvedenej metédy je 10 KTJ.g™, teda 1,00
log KTJ.g™

VYSLEDKY A DISKUSIA

@pel
Smed
macp 1
Barp2
100

Obrazok 1 Mikrobiologicka kvalita medu, pel'u aich

zmesi

m+p 1 —med s pridavkom pel'u (2,91 %), m+p 2 — med s pridavkom pel'u (3,85 %);

CPM - celkovy pocget mikroorganizmov, CPAnM — celkovy pocet anaerébnych mikroorganizmov,
SB — sporulujuce baktérie, KB — koliformné baktérie, Bifi — Bifidobacterium sp. a pribuzné baktérie;
KTJ - koloniu tvoriaca jednotka;
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Na obrazku 1 s graficky zndzornené hodnoty
celkového poctu mikroorganizmov (CPM), celkového
poctu anaerébnych mikroorganizmov (CPAnM), poctu
sporulyjucich baktérii, koliformnych baktérii,
bifidobaktérii  (Bifidobacterium sp.)  a pribuznych
organizmov vo vzorke pel'u medu aich zmesi v dvoch
koncentraciach. V nasledovnom texte st uvedené
hodnoty vlog KTJ.g" vzorky. Prepodty rozdielov
Vv pocte mikroorganizmov pdvodnych surovin a ich zmesi
st uvedené aj pre KTJ.g™.

Vo vzorke medu s pridavkom 2,91 % pel'u (v porovnani
s pel'om ako surovinou) sa pocet mikroorganizmov znizil
priblizne 221 krat, ¢o sa potvrdilo poklesom o 2,40 log
KTJ.g™ (t. j. 251 krat) pri CPM a poklesom 0 2,28 log
KTJ.g™ (191 x) pri CPANM. Z toho vyplyva, Ze pridanim
pelu do medu doslo k precisteniu pel'n z hladiska
vyskytu mikroorganizmov. Pocet mikroorganizmov
medu sa Vporovnani spdvodnym stavom zvysil
priblizne 34 krat — CPM sa zvysil 01,61 log KTJ.g™"
(41 x) aCPAnM sa zvysil o0 1,43 log KTJ.g" (27 x).
Pocet sporulujucich baktérii v zmesi klesol o 1,78 log
KTJ.g"! (60 x) v porovnani s povodnou vzorkou pelu,
pricom nedoSlo kzvySeniu sporulujucich baktérii
vmede. Vpeli sa nachadzali koliformné baktérie,
ktorych pocet sa pridanim do medu znizil o 1,78 log
KTJ.g" (60 x). V povodnej vzorke medu sme nezistili
pritomnost’ koliformnych baktérii. Po pridani pel'u boli
zistitelné  pouzitou  metddou.  Baktérie  rodu
Bifidobacterium  apribuzné organizmy sa v peli
nachadzali, ale prenos do medu ich znicil. Pritomnost’
baktérii rodu Lactobacillus sme nezaznamenali v Ziadnej
zo sledovanych vzoriek. Podla Olofsson a Vasquez
(2008) Bifididobacterium sp. a Lactobacillus sp.,
baktérie produkujuce kyselinu mlie¢nu, zistené
v niekol’kych vzorkach cerstvo vytoceného medu,
pochadzaju z medového vacku veely medonosnej a nie
z rastlin, ako sa predpokladalo.

Vo vzorke medu s pridavkom 3,85 % pelu sme
zistili pokles CPM 03,33 log KTJg' (2137 x)
Vv porovnani so vzorkou pelu, priCom Vv porovnani
s povodnou vzorkou medu sa CPM zvysil o 0,68 log
KTJ.g? (5 x). Podet sporulujucich baktérii klesol o 1,78
log KTJ.g™* (60 x) v porovnani s pdvodnou vzorkou pel'u,
pricom nedoSlo kzvySeniu sporulujucich baktérii
v mede, rovnako ako Vv predchadzajucom pripade.
CPAnM, pocet koliformnych baktérii a bifidobaktérii bol
vo vzorke pod zistiteI'ny limit.

Kacdaniova et al. (2008) analyzovali 20 vzoriek pel'u
priamo od v&elarov. Zistili priemerne 2,40 log KTJ.g™
mezofilnych aerébnych sporulujucich mikroorganizmov;
1,70 log KTJg' mezofilnych  anaerdbnych
mikroorganizmov; 1,60 log KTJ.g" koliformnych
baktérii a 2,40 log KTJ.g™ mikroskopickych hub. Medzi
najviac zastupené vlaknité mikroskopické huby patrili
Alternaria  alternata (34,6 %), Cladosporium
cladosporioides (25 %) a Penicillium sp. (6,4 %). Menej
frekventovanymi boli Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Mucor racemosus, Mycelia sterilia, Rhizopus stolonifer
a Trichoderma sp.. Zistili sme podobné hodnoty poétu
mikroorganizmov Vv peli, okrem poétu anaerdbnych
mikroorganizmov, ktorého hodnota bola vyrazne vyssia.

Obrazok 2 predstavuje grafické znazornenie kvantitativneho
hodnotenia mikroskopickych hub vsetkych styroch vzoriek,
na dvoch zivnych médiach (Czapek Dox agar a Sladinovy
agar), pouzitych na zachytenie rozsiahlejSicho spektra
mikroskopickych hub. Ked’ze podobnost’ hodnot pri oboch
médiach je zretelna, v d’alSom texte uvadzame priemerné
hodnoty. V peli sa nachadzalo priblizne 5,39 log KTJ.g*
kvasiniek, v mede sme ich pritomnost’ nezistili. Vo vzorke
medu s 2,91 % pel'u nastal pokles po¢tu kvasiniek o 2,88 log
KTJ.g! (759 x), vo vzorke medu $3,85 % pelu bol
zaznamenany dokonca pokles o 3,81 log KTJ.g? (6457 x).
Vlaknité mikroskopické huby boli stiCastou pel'u v poéte
3,38 log KTJ.g", vmede sa potvrdili len na jednom
z pouzitych médii v poéte 1,00 log KTJ.g™.

Bpel
Smed
Bmipl
Bp2

Obrazok 2 Kvantitativne zastipenie mikroskopickych

hub v mede, peli a ich zmesiach

m+p 1 — med s pridavkom pelu (2,91 %), m+p 2 — med s pridavkom pel'u (3,85 %);
CD - Czapek Dox agar, SA — Sladinovy agar, VMH — vlaknité mikroskopické huby;
KTJ - koloniu tvoriaca jednotka;

Martins et al. (2003) sledovali 80 vzoriek portugalského
kvetového medu. Pritomnost mikroskopickych hub
zaznamenali v 88,8 % vzoriek (71 z 80), priCom 25 z tychto
vzoriek obsahovalo len kvasinky a 46 obsahovalo kvasinky
aj vlaknit¢é mikroskopické huby, konkrétne Aspergillus
candidus, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, Mucor sp.
aPenicillium sp. Uroven kontaminacie vlaknitymi
mikroskopickymi hubami bola 10* az 10* KTJ.g™ . Uroven
kontaminacie kvasinkami (Candida humicola
a Saccharomyces sp.) bola vyssia — 10* az 10° KTJ.g™.

Podra Finola et al. (2007) mikroskopické huby mézu
sposobit’ kvasenie medu, ked” je v iom vysoky obsah vody
(nad 21 %) aexistuje priama Umernost poctu
mikroskopickych htb v mede ahodnoty vodnej aktivity.
Kvasenie je nezvratny jav, ktory mdze v mede prebichat
najma pocas skladovania a sposobuje vyznamné ekonomické
straty (Carvalho et al., 2005).

Spektrum vlaknitych mikroskopickych huab, ktoré boli
sucastou pel'u bolo relativne Siroké, ich prehl’ad je uvedeny
v tabulke 2. V mede (bez pridaného pelu) sa nachadzali
Penicillium sp. a Aspergillus fumigatus.

Gonzalez et al. (2005) sledovali mikroskopické huby,
prirodzene sa vyskytujuce v peli — 87 vzoriek pochadzalo zo
Spanielska a3 vzorky z Argentiny. Zamerali sa na
potencidlnych ~ producentov  mykotoxinov.  Kvasinky
a Penicillium sp. boli dominantnymi hubami.
Z mikroskopickych hub potencidlne schopnych produkcie
mykotoxinov objavili Penicillium verrucosum, Aspergillus
niger komplex, Aspergillus carbonarius, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
a Alternaria sp. (vel'mi ¢asto izolované).
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Tabul’ka 2 VIaknité mikroskopické huby pritomné vo
vzorke pel’u

Vlaknité mikroskopické huby v peli

Absidia sp.
Alternaria sp.
Arthrinium sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sekcia Circumdati
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Emericella sp.
Emericella nidulans
Eurotium sp.
Eurotium amstelodami
Mucor sp.
Penicillium sp.

Doplnkovym testom vzorky pel'u na AFPA (Aspergillus
flavus parasiticus selektivnom médiu) sme zistili
absenciu  Aspergillus  sp., schopnych produkovat
mykotoxiny - aflatoxiny. Avsak zistené izolaty zo sekcie
Circumdati moézu byt potencidlnymi producentmi
mykotoxinu ochratoxinu A (Frisvad et al., 2004),
izolaty A. flavus slovenského povodu maja cCasto
potenciu produkovat’ mykotoxin kyselinu
cyklopiazonovi (Tancdinova et al., 2007, Labuda
a Tan¢inova, 2006), druh A. fumigatus produkuje
tremorgénne mykotoxiny (Samson et al, 2007)
a Emericella nidulans je kon$tantnym producentom
mykotoxinu sterigmatocystinu (Frisvad et al., 2006).
Posledné tri uvedené druhy st tiez potencidlnymi
patogénmi ¢loveka v skupine BSL-2 (De Hoog et al.,
2000).

Podla Bogdanova (2004) je z hygienického hl'adiska
mikrobiologicka bezpecnost’ hlavnym kritériom kvality a
je dolezité kontrolovat mikrobiologicki kvalitu pelu,
obzvlast absenciu patogénnych baktérii
a mikroskopickych hub. Niektoré mikroorganizmy moézu
produkovat’ enzymy, antibiotika, mykotoxiny a rastové
latky (vitaminy, aminokyseliny), mézu sa ziCastiiovat’ na
metabolickych  premenach a potlaéat  konkurujuce
mikroorganizmy (Goerzen, 1991).

Vo vzorke medu $2,91 % pelu sa znizil pocet
vlaknitych mikroskopickych hiib o 2,23 log KTJ.g™ (170
X) a vo vzorke medu s 3,85 % pel'u bol pokles o 1,67 log
KTJ.g™ (47 X) v porovnani s pévodnou vzorkou pel'u.

Vo vsetkych sledovanych mikrobialnych parametroch
zmesi pel'u v mede sme zistili pokles poctov v porovnani
s povodnou vzorkou pelu. Vyraznejsi pokles CPM,
CPAnM, sporulujucich baktérii, koliformnych baktérii,
bifidobaktérii a kvasiniek sa prejavil vo vzorke medu
spridavkom 3,85 9% pelu. Pokles vlaknitych
mikroskopickych hub bol vyss§i vo vzorke medu
s pridavkom 2,91 % pel’u.

Povodnou vzorkou na obrazku 3A je med s pridavkom
291 % pelu. Analyzou sme zistili absenciu
koliformnych  baktérii, tak ako  bifidobaktérii
a pribuznych baktérii (avSak tie neprezili ani prenos

z pel'u do medu) po 14 dnoch skladovania oboma spdsobmi.
V znizeni poctov ostatnych mikrobidlnych skupin boli
rozdiely.

Skladovanim pri izbovej teplote sa znizili pocty vSetkych
sledovanych mikrobialnych skupin porovnanim s pévodnou
vzorkou. Zaznamenali sme vy$s§i pokles CPM (o 0,87 log
KTJ.g", teda 7 x), po&tu kvasiniek (o 1,12 log KTJ.g™, teda
13 x) a poc¢tu vlaknitych mikroskopickych hub (o 0,08 log
KTJ.g% teda 1 x). CPAnM sa znizil po 14 dnoch o 0,71 log
KTJ.g", 5 x. Poget sporulujiicich baktérii zostal na rovnakej
arovni.

Skladovanie v chladnicke viedlo k poklesu poétu
mikroorganizmov, okrem vlaknitych mikroskopickych hub
(zachytenych na jednom z dvoch pouzitych zivnych médii)
a sporulujucich baktérii. Pocet vlaknitych mikroskopickych
hub sa zvysil 00,25 log KTJ.g - 2-nisobne a podet
sporulujucich baktérii 00,48 log KTJ.g' - 3-nisobne
V porovnani s povodnou vzorkou. V porovnani so vzorkou
skladovanou pri izbovej teplote sme zaznamenali vyssi
pokles CPANM - 0 1,34 log KTJ.g™, teda 22-nasobne oproti
povodnej vzorke. CPM sa znizil po 14 dnoch o0 0,81 log
KTJ.g" (6x) apoet kvasiniek sa znizil 0 1,03 log KTJ.g*
(11x).

Sthrnne, vysSie poklesy poctu mikroorganizmov boli
zaznamenané v mede s pridavkom pelu (2,91 %) po 14
diioch skladovania pri izbovej teplote. Skladovanie
v chladnicke  viedlo kmalému narastu  vlaknitych

mikroskopickych hub a sporulujucich  baktérii a tiez
k vyraznému poklesu CPAnM.

A

B

min
< @25°C/ 14 dni
S8°C/ 14 dai

log KTJg "

k@H VMHED)  ynn @Ay

Obriazok 3 Dynamika mikrobiidlnych spoloc¢enstiev vo
vzorkich medu s pridavkom pelu po 14 diioch
skladovania pri izbovej teplote a v chladnic¢ke

A — med s pridavkom pel’u 1,5 kg / 50 kg — 2,91 %

B — med s pridavkom pel’u 2 kg / 50 kg — 3,85 %

m+p 1 —med s pridavkom pel'u (2,91 %), m+p 2 — med s pridavkom pel'u (3,85 %);

CPM - celkovy pocet mikroorganizmov, CPANM — celkovy pocet anaerobnych mikroorganizmov,
SB — sporulujuce baktérie, KB — koliformné baktérie, kv (CD) — kvasinky, kultivované na Czapek
Dox agare, kv (SA) — kvasinky, kultivované na Sladinovom agare, VMH (CD) - vlaknité
mikroskopické huby, kultivované na Czapek Dox agare, VMH (SA) — vlaknité mikroskopické huby,
kultivované na Sladinovom agare;

KTJ - koloniu tvoriaca jednotka;
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Povodnou vzorkou na obrazku 3B je med s pridavkom
3,85 % pelu. Koliformné baktérie; bifidobaktérie
apribuzné baktérie sa nenachadzali vo vzorkach
Vv zistitelnom mnozstve v uvedenej zmesi ani na zaciatku
ani po 14 dnoch. Pocet sporulujucich baktérii sa udrzal
pri oboch spdsoboch skladovania rovnaky ako na
zatiatku (1,00 log KTJ.g"). Poget vléknitych
mikroskopickych hub sa zniZil pri oboch spdsoboch
skladovania 2-nasobne. Skladovanim pri izbovej teplote
klesol pocet 0 0,23 log KTJ.g™%, pricom sme ich zachytili
len na jednom z pouzitych zivnych médii a skladovanim
Vv chladni¢ke  klesol ich pocet priemerne o 0,25 log
KTJ.g'. CPANM v povodnej vzorke bol pod detekénym
limitom metddy. Analyzou po 14 dioch skladovania
oboma  sposobmi sme zistili, Ze  anaerdbne
mikroorganizmy sa nachadzali vo vzorkach, bol
zaznamenany narast na hodnotu 1,13 log KTJ.g'1 VO
vzorke skladovanej pri izbovej teplote, ¢o predstavuje
minimalne  zdvojnasobeny  narast. Vo  vzorke,
skladovanej v chladnicke, bol CPAnM 1,74 log KTJ.g™,
¢o predstavuje minimalne 6-nasobny narast. CPM, tak
ako aj pocet kvasiniek klesli po skladovani pri izbovej
teplote 0 0,43 log KTJ.g™, teda 3-nasobne. Po skladovani
Vv chladni¢ke klesli tieto pocty 2-nasobne, CPM Klesol
00,18 log KTJ.g™" a kvasinky 0 0,34 log KTJ.g™.

Suhrnne, rozdiely mikrobialnych ukazovatel'ov vzorky
medu s pridavkom 3,85 % pel'u po 14 diioch skladovania
boli vel'mi malé. Vyssi pokles CPM a kvasiniek a nizsi
narast CPAnM sme zaznamenali vo vzorke skladovanej
pri izbovej teplote.

ZAVER

Biodiverzitu, ako aj kvantitu mikroorganizmov v mede
povazujeme za premenlivé tdaje, ktoré su Specifické pre
konkrétny analyzovany med. Boli formované celym
radom faktorov pocas produkcie a spracovania medu.
Pokial’ med nebol vystaveny extrémnym podmienkam,
dochadza vnom kroznym fyzikalno-chemickym
procesom a prirodzene sa v nom nachadzaju niektoré
mikroorganizmy.

Vopeli sa vo vSeobecnosti, nachadza viac
mikroorganizmov V porovnani s medom. Z vysledkov
analyz v nasich experimentoch vyplyva, ze je ich asi
1000-nasobne viac v peli ako v mede. Mikroorganizmy
nachadzajice sa vpeli si velmi roznorodé. Je to
dosledok variability zdrojov, z ktorych pochadzaju.
Taktiez ich fyzikalno-chemické charakteristiky s iné
ako pri mede a prichadzaju do styku s viacerymi zdrojmi
kontaminacie — poddou, kvetmi, povrchom organizmu
vciel, prachom a ul'ovym prostredim.

Pel je velmi cennym vyzivovym doplnkom
a prirodzeny sposob ako ho uchovat’ v stave prijatelnom
a stravitelnom pre Cloveka je pridat’ ho do medu. Ked
pel  priddme do medu, zvySime aj pocet
mikroorganizmov v zmesi medu s pelom v porovnani
s pévodnym medom atito jedineCnd zmes potrebuje
urcity Cas, aby sa snimi vysporiadala. Cielom nie je
zni¢it  vSetky  mikroorganizmy, ale dosiahnut’
rovnovazny stav, ktory zabezpe¢i uchovanie produktu
z hl'adiska zdravotnej bezpecnosti a zdroven vyzivovej
hodnoty. Vysledky analyz poukazuji na vhodne zvolené
koncentracie pelu v mede — 2,91 % (1,5 kg / 50 kg)

a3,85 % (2 kg / 50 kg). Po primiesani pel'u do medu klesli
pocty mikroorganizmov v porovnani s pelom a mierne stupli
vV porovnani s medom. Pricom vo vzorke s koncentraciou
pel'u 3,85 % bol pokles mikroorganizmov zretel'nejsi, okrem
vlaknitych mikroskopickych hub, ktorych pocet viac klesol
vo vzorke s 2,91 % pelu.

Uz po l4-diovom skladovani sme zaznamenali poklesy
po¢tu mikroorganizmov v porovnani s vysledkami na
zadiatku pokusu. Je zaujimavé, Zze vyraznejsie poklesy boli
vo vzorke s koncentraciou pel'u 2,91 %. Preto je mozné, Ze
existuji mechanizmy, ktoré po urCitom case skladovania
vyrovnaji pocty mikroorganizmov, nakol’ko v sledovanych
koncentraciach pel'u v mede je rozdiel 0,94 %.

Z hladiska spdsobu skladovania, vyraznejsi pokles pocétu
mikroorganizmov po 14 dioch bol vo vzorkach,
skladovanych pri izbovej teplote. V niektorych vzorkach
skladovanych v chladnicke sa mierne zvysil pocet
anaerdbnych mikroorganizmov, vlaknitych mikroskopickych
hub a sporulujucich baktérii po 14 diioch.

Uvedené vysledky su ciastkové, v analyzach vzoriek

skladovanych  pri  izbovej  teplote  a Vv chladnicke
pokracujeme.
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PERCEPTION OF BIO-FOOD LABELING BY CONSUMERS IN SLOVAKIA

Dagmar Kozelova, Peter Zajac, Eva Matejkovad, Lucia Zeleriakova, Lubomir LopaSovsky,

Ladislav Mura, Jozef Capla, Viadimir Vietoris
ABSTRACT

The paper presents an overview of the present perception of bio-food labeling by consumers in Slovakia. Analyses were
realized by the questionnaire survey organized in the period December 2009 to January 2010. In the survey,
388 respondents were interviewed. From the methodological aspect, basic approaches of descriptive statistics have been
used, as well as methods of association measurement. The test of robustness tested Chi-Square statistic. The robustness
have been judged based on the p-values. Correlations have been tested through the Contingency coefficient and Cramer’s V
coefficient. The survey showed that dependency knowledge of logos was confirmed in terms of knowledge of bio-food,
education, type of employment, study at FBP faculty and in terms of choice of organic foods by manufacturers. Students of
FBP knows more bio-food logos than other respondents. The second highest dependency was confirmed within selection of

bio-food produced individual manufacturers.

Keywords: bio-food, labeling, consumer, Chi-Square test of Independence, Contingency coefficient and Cramer’'s V

coefficient

UVoD

Biopotraviny su potraviny vyrobené len zo surovin
pochadzajucich z ekologickej pol'nohospodarskej vyroby,
ktorou sa rozumie takd vyroba rastlin, v ktorej sa
pouzivaji osobitné osevné postupy, zelené hnojenie,
hnojenie organickymi hnojivami, mechanické a biologické
metddy na ochranu rastlin, ako aj chov zvierat, pre ktoré sa
pouzivaji vyluéne krmiva pochadzajice z ekologickej
rastlinnej vyroby a ktorym sa sucasne venuje osobitna
veterinarna starostlivost’.

Pre zvySenie konzuméacie biopotravin musia byt
splnené tri podmienky. Prvou podmienkou je vysoka
uroven povedomia spotrebitelov o Zivotnom prostredi a
benefite konzumacie biopotravin, pricom spotrebitel’
musi mat tieto informacie eSte pred tym, nez
biopotraviny zacne kupovat. Druhou podmienkou je
ochota zaplatit' za preddvané biopotraviny vyssiu cenu,
nez je cena beznych potravin. Tretou podmienkou je, Ze
spotrebitel musi mat dostatoéné a doveryhodné
informacie o tom, ze konzumuje biopotraviny (Carter,
2007; Jordan et al., 2004; Gertz, 2005). Jasné
oznacenie biopotravin Specifickym logom predstavuje
ucinny sposob  poskytovania lahko dostupnych
informacii spotrebitelom o konzumacii Specifickych
potravin (Lohr, 1998). Takéto oznacenie poskytne
spotrebitelovi  informacie otom, Zze konzumuje
potraviny Setrné k Zivotnému prostrediu, slizi na
odlisenie biopotravin od ostatnych potravin a zabezpeci
spotrebitelom, Ze vyrobok je vyrobeny v sulade
S legislativou a predpismi. Oznacovaniu biopotravin sa
venuju mnohé $tadie (Nilsson et al 2004; Bostrom,
2006; Bostrom a Klintman, 2008). Pomerne mala
pozornost sa vSak venuje problematike poznania
oznacovania biopotravin spotrebitel'mi, preto z hl'adiska
zvysenia ich informovanosti je potrebné zapojit’ viaceré
zainteresované organizacie. Stat moze vtomto smere
zohrat' vyznamnt Glohu (Bostrom a Klintman, 2006).
Uloha mimovladnych  organizacii  a sukromnych
organizacii je tiez velmi dolezita. V s§tudiach
publikovanych autormi Gertz (2005) a Ward et al.
(2004) boli spotrebitelia poziadani o zodpovedanie
viacerych otazok, priGom ich hlavnym cielom bolo
zistit,, ¢i by certifikaciu a oznacovanie biopotravin mala

vykonavat' §tatna alebo stkromna organizacia. Z tychto
stadii  vyplynulo, Ze spotrebitelia davaji prednost’
environmentalnym alebo mimovladnym organizaciam pred
Statnymi. Podla Jordana et al. (2005) a Bostroma a
Klintmana (2008) je potrebné pre zvySenie dovery
spotrebitel’a zabezpecit' certifikdciu biopotravin nezavislou
trefou stranou, ktord by mala vykonavat aj audity, ¢i
vyrobcovia vyrabaji tieto potraviny v sulade s predpismi a
legislativou.

Tato tretia strana moéze byt Statna alebo sukromna
organizacia. V mnohych pripadoch S§tat autorizuje Statnu
organizaciu, ktora sama zabezpeCuje vykon -certifikacie
vyrobkov a vyrobcov, vykon auditov a pridel'ovania znaciek.
V niektorych pripadoch Stitom autorizovanad organizécia
vyberda a schvaluje sukromné subjekty, ktoré za tu
vykondvaju tieto cinnosti, priCom sama dohliada nad
dodrziavanim legislativnych a normativnych poziadaviek
(Hysing, 2009).

Podla Ibaneza a Grolleaua (2008) jediny sposob ako
informovat  spotrebitelov o environmentalnej  kvalite
vyrobku je oznalit’ vyrobky environmentalnou znackou.

Uplatiovanim tzv. ,.eko-oznaCovania®“ v potravinarskej
praxi a skamanim jeho vplyvu na spotrebitel'ov sa zaoberal
aj Mason (2010).

Logo platné od 1. jula
2010

Logo platné do 1. jila
2010

Obriazok 1 Loga EU pre oznaéenie biopotravin

* Europska Komisia pripravila nové nariadenie,
ktorym sa ku ditu 30. jina 2010 zrusi v sucasnosti platné
logo EU pre ekologickii polnohospodarsku vyrobu.

+ Od 1. jola 2010 sa produkty z ekologickej
pol'mohospodérskej vyroby (nazyvané aj bioprodukty,
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medzi ktoré patria aj biopotraviny) budi oznacovat’
po novom.

* Naérodné a stkromné loga sa mézu pouzivat’ pri
oznaCovani, prezentacii a reklame produktov, ktoré
spifiaju  poziadavky stanovené v nariadeni ES
834/2007.

Slovenské logo Logo SK certifikacného

organu

NILZN

NATURALIS SK
SK-02-BIO

Obrazok 2 Slovenské logo pre produkty ekologického
polnohospodarstva alogo certifikacného orgianu
certifikujiceho produkty ekologického pol'noho-
spodarstva

Kazdy prevadzkovatel, ktory vyraba, pripravuje,
uskladiiuje alebo dovaza ztretej krajiny bioprodukty
scielom ich dal$icho predaja, alebo prevadzkovatel,
ktory obchoduje s takymito vyrobkami, musi byt
zaregistrovany na Ustrednom kontrolnom a skiiobnom
Gistave polnohospodarskom (UKSUP) amusi svoje
podnikanie  podrobovat systému kontroly, ktort
vykonéava in§pekéna organizacia schvalenda UKSUP-om.

Cielom prace bolo zistit vnimanie oznacovania
biopotravin spotrebitel'mi na Slovensku.

MATERIAL A METODY

V zmysle stanoveného ciela sme sa zamerali na
analyzu poznania biopotravin spotrebitelmi vo vztahu
k logam pouzivanych pri ich oznacovani.

Podkladom k jednotlivym analyzam prispevku bol
anonymny dotaznikovy prieskum uskuto¢neny v obdobi
mesiacov december 2009 az januar 2010, v ramci
ktorého sme oslovili 388 respondentov (74 % zien

a26% muzov). Bezprostredne pred vyplhanim
dotaznika boli respondenti kratkou inStruktazou
oboznameni scielom  prieskamu  a s postupom

vyplfiania. V dotazniku sa respondenti vyjadrili K
12 otazkam tykajucich sa nazorov spotrebitelov na
biopotraviny aks kvalifika¢nym otazkam
(charakteristika siboru respondentov). Navratnost’
dotaznikov bola 100 %.

Z metodologického hl'adiska sme v ramci Statistického
hodnotenia dosiahnutych vysledkov pouzili okrem
zékladnych metdd deskriptivnej Statistiky aj metodu
merania asociacii. Existencia Statisticky vyznamnych
vztahov  bola overovana Xz testu  Stvorcovej
kontingencie. Statisticki preukaznost vztahov sme
posudzovali na zaklade vyznamnosti testovacej
charakteristiky (p-hodnoty). Tesnost’ zavislosti bola
overovana  pomocou koeficientu kontingencie
a Cramerovho koeficientu. Vypocty sme realizovali
v Statistickom softvéri Statgraphics.

0 oznaGovani biopotravin logami. Po subore 12 otdzok
zameranych na zistovanie nazorov spotrebitelov na
biopotraviny nasledovali otazky tykajuce sa zakladnych
udajov o respondentoch. Odpovede na vlastné otazky
dotaznika sme hodnotili z hladiska veku, vzdelania,
ekonomickej aktivity respondentov, ako aj z inych hradisk.
Z hladiska vekovej Struktary respondentov bola najviac
zastipena vekova kategoria mladych I'udi do 25 rokov (50 %
z celkového poétu respondentov). Druhti najpocetnejsiu
skupinu (28 %) predstavovala vekova kategoria od 26 do 35
rokov, za nimi nasledovala kategoéria l'udi vo veku od 36 do
45 rokov (17 %). Spotrebitelia vo veku od 46 do 55 rokov
tvorili 5 % vyberového suboru a starsi I'udia (nad 56 rokov)
boli v zastipeni 0,5 %. Predpokladali sme, Ze na nazory
respondentov moze vplyvat aj ich vzdelanie. Zakladné
vzdelanie bolo zastiipené 0,26 % opytanych, stredoskolské
vzdelanie 56,19 % a vysokoskolské vzdelanie 43,56 %.
Vramci kvalifikaénych otazok sme tiez zistovali
ekonomickia aktivitu respondentov. V dotaznikovom
prieskume bola najviac zastipend skupina zamestnanych
respondentov (48 %), za nimi nasledovali $tudenti (30 %) a
tretiu poziciu tvorila skupina podnikatelov (18 %). Na
predposlednom mieste sa nachadzali nezamestnani (4 %)
a najmene;j boli zastipeni dochodcovia (1 %).

Zaujimal nas aj prijem respondentov, ktory sme zistovali
nepriamo cez otazku ,Druh zarobkovej cCinnosti‘.
V prieskume tvorili najvics$iu skupinu osoby, ktoré boli
zamestnancami (53 %), za nimi nasledovali samostatne
zarobkovo ¢inné osoby (21 %) a na tretej pozicii boli
majitelia firiem (2 %). Svoju zarobkovu ¢innost’ neuviedlo
24 % respondentov, medzi ktorymi boli Studenti
a nezamestnani. Treba podotknit, ze prieskumu sa
zucastnili aj respondenti (34 %), ktori boli pocas realizacie

prieskumu Studentmi Fakulty biotechnoldgie
a potravinarstva SPU v Nitre. U tychto Studentov sme
predpokladali  erudovanejSie  znalosti zo  skumanej

problematiky.

V ramci hodnotenia vlastnych otdzok dotaznika sme sa
respondentov pytali, ¢i poznaju pojem biopotraviny (otizka
1). Tento pojem je znamy 97 % respondentov. Len 3 % (13)
respondentov sa s tymto pojmom este nestretlo.

(E) (F)
Obrazok 3 Sledované loga

Zisteniu ako spotrebitelia poznaju ozna¢ovanie biopotravin
logami bola venovana otazka 2. Vyhodnotenim odpovedi
sme zistili, ze 57 % respondentov niektoré z uvadzanych 16g
pozna a zvySnych 43 % respondentov tieto loga vobec
nepozna. V povedomi spotrebitel'ov je najmé logo A — logo
organizacie zdruzujucej ekologick}'/ch pol'nohospodarov,

VYSLEDKY vyrobcov,  predajcov v Ceskej republike (18 %

V zmysle stanoveného ciela sme sa zamerali na respondentov), za ’m'm nasleduje logo F — logo ekologickej
hodnotenie  urovne  informovanosti  spotrebitelov polnohospodarskej vyroby (EPV) na Slovensku (15 %
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respondentov), tretie vporadi jelogo B - logo
ekologickej produkcie v Raktasku (11 % respondentov)
a dalej nasleduji loga logo C - logo EPV v CR (7 %
respondentov), logo E — logo EPV spoloéenstva (3 %
respondentov), logo G — logo organizicie zdruZujucej
ekologickych pol'nohospoddrov a priatelov EPV na
Slovensku (2 % respondentov) alogo D — logo EPV
v Rakusku (1 % respondentov).

43%

2%

15%

Bano-A Dano-B Oano-C DOano-D
@ano-E ®Wano-F B@ano-G Hnie

Obrazok 4 Odpovede na otazku: ,,Poznate niektoré
z vyssie uvedenych 16g“? (Vysvetlivky: obrazok 3)

Porovnanie poznania 16g biopotravin podla pohlavia
ukazalo, ze 72 % zien pozna minimalne jedno z tychto
l6g. Vich povedomi si najviac zastlpené loga
oznacujuce produkty ekologickej pol'nohospodarske;j
vyroby v Ceskej republike, na Slovensku a v Rakasku.
Iba 28 % Zien sa s tymito logami eSte nestretlo. Loga
biopotravin nepoznd 54 % muzov a u tych, ktori ich
poznaju, prevlada poznanie 16g rovnakych ako u Zien.

Zena

0% 20% 40% 60% 80%

Bano-A Bano-B O&ano-C Oano-D
Oano-E Bano-F @ano-G Gnie

Obrazok 5 Poznanie 16g vo vztahu k pohlaviu
(Vysvetlivky: obrazok 3)

Skiimanim poznania 16g biopotravin podla veku sme
zistili, Ze asponl jedno z uvedenych 16g pozna 75 %
respondentov vo veku od 36 do 45 rokov, 65 %
respondentov vo veku od 26 do 35 rokov a zhodne 50 %
respondentov v dvoch vekovych kategoriach od 46 do 55
rokov a vo veku do 25 rokov (obrazok 6).

Z vysledkov nasho dotaznikového prieskumu vyplyva,
ze 58 % respondentov stredoSkolského vzdelania a 57 %
respondentov vysokoskolského vzdelania jedno a viac z
uvadzanych 16g biopotravin pozné (obrdzok 7).

56 a viac

46 - 55

36 - 45

26 - 35

7

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

do 25 rokov

Mano-A Bano-B Oano-CO&ano-D
Oano-E Bano-F Bano -G Onie

Obrazok 6 Poznanie 16g vo vztahu kveku
(Vysvetlivky: obrazok 3)

| 77
7

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

vysoko$kolské

stredoSkolské

zakladné

Bano-A Bano-B Oano-C Oano-D
Oano-E Bano-F Bano-G @nie

Obrazok 7 Poznanie 1log vo vztahu ku vzdelaniu
(Vysvetlivky: obrazok 3)

Analyzovali sme poznanie sledovanych 16g aj vo vztahu
k ekonomickej aktivite respondentov, pri¢om sme zistili, Ze
aspoii jedno z tychto 160g poznd 66 % zamestnanych
respondentov, 53 % Studentov a 39 % podnikatelov. Az 71
% nezamestnanych, ktori su v podiele 3,6 % z celkového
suboru respondentov, tieto loga pozna. Malopocetna skupina
oslovenych dochodcov uvadzané loga nepozna (obrazok 8).

dbéchodca
podnikatel
Student
nezamestnany
F
zamestnany ///A

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Bano-ABano-BOano-C0Oano-D
Oano-E Bano-F @ano - GAnie

Obrazok 8 Poznanie 16g vo vzt’ahu k ekonomickej
aktivite (Vysvetlivky: obrazok 3)

Z analyzy poznania 16g biopotravin vo  vztahu
k zarobkovej ¢innosti vyplyva, Ze jedno a viac sledovanych
10g pozna 64 % respondentov z kategorie zamestnanec, 43
% samostatne zarobkovo cinnych osob, 44 % majitelov
firiem a 57 % respondentov, ktori pocas priebehu
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dotaznikového prieskumu nevyvijali ziadnu zarobkovu
¢innost’ (obrazok 9).

Ziadna

maijitel firmy

samostatne zarobkovo
¢inna osoba

%

0% 10% 20% 30%

zamestnanec

40%

50% 60%

Bano-A @Bano-B Oano-C O4no-D
Oano-E Bano-F @ano-G Qnie

Obrazok 9 Poznanie 16g vo vztahu k zarobkovej
¢innosti (Vysvetlivky: obrazok 3)

Predpokladali sme, Ze respondenti, ktori $tuduji na
Fakulte biotechnologie a potravinarstva (FBP) SPU
v Nitre, budi mat" lepSie poznatky o oznacovani
biopotravin a budu sa lepSie v tychto logach orientovat’.
Obrazok 10 dokumentuje, Ze tento nas predpoklad bol
spravny a potvrdil sa, nakolko 79 % respondentov
Studujucich na FBP minimalne jedno z uvadzanych 1og
pozna. V skupine respondentov ostatnych, ktora
predstavuje 65 % z celkového suboru, 46 %
respondentov niektoré z tychto 16g biopotravin pozna

ik

0% 20% 40% 60%

FBP

80%

Bano-A Bano-B Oano-C Oano-D
Oéano-E BMano-F Bano-G PAnie

Obrazok 10 Poznanie 16g vo vzt’ahu k fakulte FBP
(Vysvetlivky: obrazok 3)

Z celého nami sledovaného suboru respondentov
biopotraviny urcitej znacky alebo od konkrétneho
vyrobcu pri ndkupe vyhladava 5 % respondentov,
v logach biopotravin sa prevazne orientujii, pricom
zanedbatel'ny menej ako 0,3 % -ny podiel predstavuju
respondenti, ktori uvadzané logd nepoznaju. Zo
zvysnych 95 % respondentov, ktori pri nakupe potravin
nevyhladavaji konkrétneho vyrobcu biopotravin, 58 % z
nich niektoré z tychto 16g biopotravin poznd (obrazok
11).

ano

0% 20% 40% 60% 80%  100%

Bano-A Bano-B Oano-C Oano-D
Dano-E Mano-F Bano-G @nie

Obrazok 11 Poznanie 16g vo vzt'ahu k vyhPadavaniu
biopotravin respondentmi (Vysvetlivky: obrazok 3)

Zaujimalo nas, ¢i respondenti poznaju loga biopotravin vo
vzt'ahu k poznaniu pojmu biopotravina. Pojem biopotraviny
pozna 97 % respondentov, prevlada poznanie 16g A, F a B,
pricom 39 % respondentov ziadne z uvedenych 16g nepozna.
Pojem biopotraviny nepoznaju 3 % respondentov a tiez
nepoznaju ani jednotlivé loga (obrazok 12).

nie

ano

60%

0% 20%  40% 80% 100% 120%

Bano-A Bano-B Oano-C O&ano-D
Oano-E BMano-F Bano-G Bnie

Obrazok 12 Poznanie 16g vo vztahu k poznaniu
pojmu biopotravina (Vysvetlivky: obrazok 3)

Pomocou x° testu bola testovana existencia zavislosti
medzi vybranymi otazkami. Pri overovani sme vychadzali
z nasledovnych hypotéz:

1. Spotrebitelia, ktori poznajii pojem biopotraviny, budu

poznat’ aj niektoré z uvazovanych oznaceni.

2. Zeny poznaju skor loga biopotravin ako muzi.

3. Mladi l'udia poznaju skor loga biopotravin.

4. Spotrebitelia s vy$§im vzdelanim poznaju skor loga

biopotravin.

5. Ekonomicky aktivni spotrebitelia (zamestnanci,

podnikatelia) poznajt skor loga biopotravin.

6. Spotrebitelia, u ktorych predpokladame vyss§i prijem,

poznaju skor loga biopotravin.

7. Studenti $tudujuci na FBP fakulte poznaju skor loga

biopotravin.

8. Spotrebitelia, ktori vyhladavaji bioprodukty podla

vyrobcov, poznaju skor loga biopotravin.
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Tabul’ka 1 Vysledky testovania existencie zavislosti odpovedi na otazku 2 a klasifika¢nych otazok

el o %2 i Zaver testu: Koeficient | Cramerov
Klasifikatnd otdzka charakteristika | P hodnota Existuje zavislost’? | kontingencie | koeficient
Poznanie pojmu 18,179 0,0112 Ano 0,2116 0,2165
biopotravina
Pohlavie 11,694 0,1111 Nie 0,1710 0,1736
Vek 40,319 0,0619 Nie 0,2068 0,1612
Vzdelanie 26,389 0,0231 Ano 0,2524 0,1844
Ekon. aktivita 40,149 0,0641 Nie 0,2062 0,1608
Druh zar. ¢innosti 42,375 0,0038 Ano 0,3138 0,1908
FBP fakulta 58,716 0,0000 Ano 0,3625 0,3890
Vyhladavanie 24,078 0,0011 Ano 0,2417 0,2491
biopotravin

Ako vyplyva zo stanovenych hypotéz, testovali sme LITERATURA

otazku vo vztfahu predovSetkym ku klasifikacnym
otazkam. Asociacie boli overované pomocou y° testu
Stvorcovej kontingencie. Za Statisticky vyznamnu
zavislost’ povazujeme vzt'ah, pri ktorom je p-hodnota
men$ia ako hladina vyznamnosti a=0,05. Vysledky
testovania sa nachadzaji v tab.1.

Zavislost poznania uvedenych 16g bola potvrdena
z hl'adiska poznania biopotravin (hypotéza 1), vzdelania
(hypotéza 4), druhu zarobkovej Cinnosti (hypotéza 6),
stadia na FBP fakulte (hypotéza 7) azhladiska
vyhl'adévania biopotravin podl'a vyrobcov (hypotéza 8).
Vychadzajac z koeficienta kontingencie a Cramerovho
koeficientu mézeme hovorit’ o stredne silnej zavislosti,
pricom najvacsi vplyv bol potvrdeny z hl'adiska $tudia na
FBP fakulte, t.j. Studenti, ktori v case realizacie
dotaznikového prieskumu Studovali na FBP fakulte,
poznaju skor loga biopotravin, ked’ze dana problematika
patri do naplne ich §tidia. Druha najvyssia zavislost’ bola
potvrdena V pripade vyberu biopotravin podla vyrobcov.
Potvrdila sa skutocnost, ze spotrebitelia, ktori si
vyberaju bioprodukty podl'a vyrobcu, poznaju aj ich loga
pod ktorymi tieto produkty predavaju.

ZAVER

Z vysledkov nasho dotaznikového prieskumu vyplyva,
7e pozhanie oznaCovania biopotravin logami U
spotrebitel’ov je potrebné zvysit, najviac su v povedomi
respondentov  loga ekologickej pol'nohospodarskej
vyroby v Ceskej republike, na Slovensku a v Rakusku.
V zaujme lepSej ochrany a informovanosti spotrebitel'ov
0 tychto bezpecnych pol'nohospodarskych produktoch a
potravinarskych vyrobkoch a v stvislosti s narastom
falSovania  potravin  problematiku  oznaCovania
biopotravin aich certifikdciu povazujeme za vysoko
aktualnu. ,,Eko-oznacovanie* produkcie nielen
Vv pol'nohospodarsko-potravinarskom komplexe, ale aj
v ostatnych odvetviach priemyselnej vyroby mdze
predstavovat do istej miery environmentdlne a
ekonomicky efektivnu politiku Setrntt  k zivotnému
prostrediu.
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EFFECT OF MILLING SOFTNESS ON BASIC TECHNOLOGICAL PARAMETERS

OF WORT

Helena Francakova, Miriam Liskova, Tatiana Bojnianska, Jan Marecek

ABSTRACT

Crushing the malted grain in the process of milling enables extractive substances of malt to become available for water
which accelerates dissolving and other chemical and physical processes during the time of mashing.

The aim of this work was at the basis of performed analyses to evaluate to what extent the grist composition with regard to
different proportion of meal fraction affects the amount of extract and other technological parameters of malt. Analyzed
malt was made from four varieties of malting barley as are Nitran, Ebson, Malz and Xanadu coming from the harvest year
2009. Composition of malt grist in great extent influenced the entire process of mashing, lautering and the amount of
extract. The highest values of extract were measured by all varieties at the variant 111. with the highest content (50%) of the
softest fraction meal + powder meal. The difference between variant I. with 10% content of the softest fraction and variant
I11. with 50% content, was already 3%. The most significant increase of this parameter was found out by varieties Ebson
and Malz. Mashing and lautering parameters have not been significantly influenced by the milling variants. More
significant differences were found out with regard to wort turbidity. Only variety Malz showed out the turbidity up to 4
EBC units, measured by turbidity meter under the angle 90°. The highest turbidity was measured by variant I. with the

lowest proportion of the fraction meal + powder meal.

Keywords: variety, malt, milling, extract, turbidity

UVOoD

Slad ako zakladna surovina na vyrobu piva a sladovych
vytazkov ma velky vplyv na kvalitu piva. Kvalita sladu
je vpodstate urCujiicim faktorom kvality piva. Aby
mohli sladové enzymy dokonale Stiepit nerozpustny
skrob a bielkoviny obsiahnuté v slade, musi sa sladové
zrno zoSrotovat. ZloZenie Srotu zdsadnym sposobom
ovplyviiuje proces rmutovania, sciedzania a varny
vytazok. Jemné rozomletie endospermu je predpokladom
pre pozadovany priebeh rmutovania a vysoky varny
vytazok (KosaF a Prochadzka, 2000; Warpala
a Pandiella, 2000). Pri kliceni postupuje rozlastenie
posobenim enzymov od zarodku smerom ku $picke zrna
a taktiez i miera rozlustenia sa meni pozdiz prediZene;
osi zrna. Najmenej rozlastena Spicka zrna tvori pri
Srotovani hlavny podiel hrubej krupice, a naopak dobre
rozlGstené spodné partie endospermu zrna sa pri
prechode valcami l'ahko rozdrvia na jemna krupicu
amuku. Hruba krupica sa tazko rozpusta a pomaly
zcukruje. U dobre rozlustenych sladov je vyssi podiel
muky a jemnej krupice, ktoré si bohaté na enzymy a pri
rmutovani l'ahko prejda do roztoku. Zle rozlastené slady
sa mell horsie, ¢o sa prejavuje vacsim podielom hrube;j
krupice. Pri zle rozlustenych sladoch s vy$§im podielom
hrubej krupice sa musi pocitat’ s horSim vytazkom
extraktu (Dendy a Dobraszczyk, 2001; Prugar, 2008).
Na sposob Srotovania ma klucovy vplyv sposob
scedzovania. Srot pre sciedzaciu kadu méi teda mat
pokial mozno najviac vymleté, minimalne poskodené
plevy, nizky podiel hrubej krupice a vysoky podiel
jemnej krupice. Srot pre sladinovy filter ma mat’ naopak
dobre rozomleté plevy (Franéidkova a Toth, 2005).
Okrem Standardnych parametrov sladu venuju niektoré
vedecké prace pozornost’ skumaniu zakalu sladiny
(Proke§ a Hartmann, 2001; Siebert a Lynn, 2003;
Douglas et al., 2006; Psota et al., 2009). Podla
Wackerbauera et al. (1992) vyznamny vplyv na zakal
sladiny ma samotné mletie. Autori experimentalne zistili,

ze pouzitim trojdennych sladov, za pouzitia jemného mletia
a mletia na kladivkovom mlynéeku, bola namerana hodnota
zakalu sladiny 8 az 9 j. EBC. Sladiny z hrubého mletia
dosiahli hodnotu zakalu nad 14 j. EBC. Pri hodnoteni
pitdennych sladov za pouzitia mletia na kladivkovom
mlynéeku sa hodnoty zakalu zniZzovali na 2 j. EBC
a sedemdenné slady dosiahli hodnoty zakalu len 1,8 j. EBC.
Podla Prokesa (2008) sa za prijatelné povazuji hodnoty
zakalu do 4 j. EBC, kedy je sladina i vizualne hodnotena ako
¢ira. Hodnoty zakalu nad 8 j. EBC uz maju sladiny
opalizujiice. Rozdiel extraktov mucka - Srot umoziuje
posudit’ stupen cytolytického rozlastenia a vhodnost’ sladu
pre spracovanie vo varni. Urcuje sa rozdiel extraktov medzi
jemnym (90 % mutcka) a hrubym (25 % mucka) mletim
sladu. V hrubom §rote zostava pred enzymatickym Stiepenim
tym viac latok tvoriacich extrakt, ¢im dokonalejsie je slad
rozlasteny (Drdak, 1996; Lu et al., 2000; Ogusi et al.,
2002). Formovanie technologickych parametrov sladu ako
su relativny extrakt pri 45 °C, Kolbachovo cislo a v mense;j

miere  hodnoty  extraktu a dosiahnutelného  stupna
prekvasenia modze vyrazne ovplyvnit aj pozberové
dozrievanie zrna ja¢metia (Woonton et al., 2005;

Franc¢akova a LiSkova, 2009; Liskova et al., 2010).

Cielom prace bolo na zaklade uskuto¢nenych analyz
zhodnotit’ vplyv zlozenia $rotu sladu z pohl'adu zastipenia
frakcie miky a miucky na zakladné technologické parametre
svetlého sladu.

MATERIAL A METODIKA

Hodnotenie technologickych parametrov svetlého sladu
(extrakt, scukrenie, stekanie, zakal) sa sledovalo u Styroch
odréd  (Ebson, Nitran, Xanadu a Malz) ja¢mena
sladovnickeho. Tieto odrody patria medzi vyberové
sladovnicke odrody. Analyzoval sa slad vyrobeny z urody
jacmena sladovnickeho r. 2009. V metodike boli pouzité
uznané metddy stanoveni vramci EBC, ktoré uvadza
Basaiova (1992).

ro¢nik 5

39 1/2011



potravinarstvo

Priprava variantov Srotovania

V praci boli pouzité tri varianty zloZenia $rotu. Slad sa
zosrotoval na mlynceku Miag. Jednotlivé podiely frakcii
sa ziskali preosievanim na Pfungstadtskom preosievadle.
Na pripravu sladiny bola pouzita navazka 50 g s réznym
zastipenim frakcie.
Zastupenie jednotlivych frakeii:
Variant I.: 10 % muka + mucka
Variant I1.: 25 % muka + mucka
Variant I1L.: 50 % muka + mucka

Priprava kongresnej sladiny a stanovenie extraktu
svetlého sladu

50 g rozomletej vzorky sladu sa navazilo do rmutovacej
nadoby. Za staleho mieSania sa ku vzorke prilialo 150 ml
destilovanej vody 15 °C teplej. Rmutovacia nadoba sa
vlozila do rmutovacieho kupel'a pri teplote 45 °C pocas
30 min. Teplota sa zvySovala na 70 °C po dobu 1 hodiny.
Nasledne sa pridalo 100 ml destilovanej vody 70 °C
teplej aza 10 minut sa odobrala vzorka na sktsku
scukrenia. Rmut sa ochladil na teplotu 20 °C.
Rmutovacia nadoba sa dovazila destilovanou vodou na
450 g. Po premiesani sa rmut filtroval. Filtracia sa
ukoncila ked’ obsah filtra popraskal. Filtrat sa premiesal
a ihned’ sa stanovila relativna hustota pyknometricky.

Stanovenie scukrenia sladiny

V priebehu pripravy kongresnej sladiny sa odobrala
sklenou ty¢inkou 10 minut po dosiahnuti teploty rmutu
70 °C, kvapka vzorky a kvapla sa na sadrovu dosticku,
alebo kriedu. Pridala sa kvapka jodového roztoku. Ak
bolo zafarbenie modré alebo hnedé, scukrenie
neprebehlo dokonale a nova skuska sa urobila po piatich
minutach ato v intervaloch tak dlho, az pokym nebola
rekcia vzorky s jodovym roztokom ZIta.

Postdenie doby stekania sladiny

Doba stekania sladiny sa posudila pocas filtracie.
Normalne stekanie u kongresnych sladin je do 1 hodiny,
pomalé do 2 hod., zIé nad 2 hod. Dobre rozlustené slady
stekajil normalne.

Meranie zakalu
Na pristroji zakalomer typu MZN-2002 pod uhlom 90°.

VYSLEDKY A DISKUSIA

K najdoélezitejsim kvalitativnym parametrom sladu patri
vyska extraktu (KosaF a Prochadzka, 2000). Vyska
extraktu na variante 1. s mnozstvom 10 % najjemnejSicho
podielu sa pohybovala od 77,8 % u odrody Malz az po
82,4 % u odrody Xanadu (tabulka 3, 4). Poziadavkam
STN na I. triedu kvality sladu z hl'adiska vysky extraktu
vyhovovali len odrody Ebson (80,6 %) a Xanadu
(82,4 %) (tabulka 1, 3). Extraktivnost’ svetlych sladov sa
obvykle pohybuje vrozsahu 76 az 82 % v suSine,
vynimo¢ne v niektorych ro¢nikoch dosahuje az
84 %. Scukrenie na variante I. prebehlo u vsetkych odrdéd
do 10 minuat, ¢o vyhovuje poziadavkdm STN. Stekanie
sledované pocas filtracie bolo skoncené do 30 minut
u vSetkych odrdd variantu I. Rychle stekanie je znakom
dobrého rozlustenia a dokonalého scukrenia sladiny

(Swanston a Taylor, 1990; Warpala a Pandiella, 2000),
¢o sa potvrdilo aj z nasich vysledkov. Sladiny pocas filtracie
vykazovali mierny opal, ¢o sa prejavilo na hodnotach
zakalu. Zakal v jednotkach EBC sa pri odrodach Ebson,
Nitran a Xanadu pohyboval nad 4 j. EBC (tabul’ka 5). Len
odroda Malz mala sladinu pocas filtracie ¢iru s hodnotou
zakalu 2,24 j. EBC (tabulka 4) ¢o vyhovuje poziadavkam
STN pre svetlé slady. Extraktivnost’ sladu zahffia suhrn
vsetkych extraktivnych latok sladu, ktoré prejdii do roztoku
za podmienok kongresnej metody, vyjadrené v %.
Extraktivnost” svetlych sladov na variante 1l., v ktorom bol
podiel najjemnejsej frakcie 25 %, bola u odrdéd Ebson,
Xanadu a Malz nad 81 % (tabul’ka 1, 3, 4). Tieto hodnoty
spifiaji poziadavky na 1. triedu kvality. Odroda Nitran
dosiahla hodnotu tohto vyznamného ekonomického
parametra len 78 % (tabulka 2). Podla hodnot extraktu
mozno usudit, Ze mnozstvo Skrobovej zlozky pri odrode
Nitran bolo nizsie. Skrobova zlozka je nositefom
extraktivnosti sladu a ak je nedostatok skrobu v ja¢meni, nie
je mozné Ziadnou technoldégiou percento extraktu v slade
zvysit (Prokes, 2008). Doba scukrenia vyjadruje mieru
aktivity o-amylazy (Mousia et al., 2004). Scukrenie
u vSetkych odrdd prebehlo do 10 mintit (tabul’ka 5). Slad bol
bohaty na amylolytické enzymy, ked’ze scukrenie prebehlo
velmi rychlo. ZloZenie Srotu ani odroda tento parameter
neovplyvnili. Stekanie, ktoré patri k tradicnému hodnoteniu
kvality sladu prebehlo do jednej hodiny u vSetkych odrod
(tabulka 5). Rychle stekanie je podla Basafovej (1992)
znakom dobrého rozlustenia a dokonalého scukrenia sladiny,
¢o sa potvrdilo aj znaSich vysledkov. Hodnoty zakalu
namerané na II. variante boli v porovnani so zdkalmi
nameranymi na variante 1. niz§ie. Odroda Ebson mala zakal
sladiny vo vyske 4,96 j. EBC (tabul'ka 1), u odrody Xanadu
bol zékal 4,85 j. EBC (tabulka 3). U tychto dvoch odrdd
hodnoty tohto parametra nespliiajii poZiadavky ani na II.
triedu kvality. Ak slady dosahuji zakal najviac 4,4 j. EBC
hodnotia sa ako slady Il. triedy kvality. Odrodu Nitran so
zakalom 3,40 j. EBC a odrodu Malz s hodnotou 2,06 j. EBC
(tabul’ka 2, 4) hodnotime ako bez zakalu a vyhovuju
poziadavkam STN na I. triedu kvality svetlych sladov.
Optimalne hodnoty zakalu sladiny by sa mali pohybovat’
pod 2,5 j. EBC aj napriek tomu, ze takmer 40 % sladov ma
tuto hodnotu vyssiu. To sa potvrdilo aj z nasich vysledkov.
Na variante Ill. snajvy$§im zastpenim frakcie muka
+ mucka (50 %) u vSetkych Styroch hodnotenych odrdd boli
dosiahnuté najvysSie hodnoty extraktu. To znamena, Ze so
zvySujucim sa podielom muka + mucka prijednotlivych
variantoch sa zvySovala aj hodnota extraktu v sladine.
Odroda Ebson mala extrakt vo vyske 84,1 %, Nitran 81,7 %,
Xanadu 82,7 %, Malz 84,2 % (tabulka 1, 2, 3, 4). Ako
vyplyva z tychto hodn6t, najvyssi extrakt v % sme namerali
Uodrody Malz (tabul’ka 4). Doba scukrenia, ktora je
dolezitym ukazovatel'om ucinnosti amylolytickych enzymov
bola 10 minat u vSetkych odrdd (tabulka 5). Slady sa
povazuji za normalne rozlustené, pretoze doba scukrenia
nebola dlhsia ako 10 - 15 minat. Stekanie sladiny
posudzované pri filtracii laboratérneho rmutu bolo skoncené
do 30 minut u odréd Ebson, Nitran a Xanadu (tabulka 1, 2,
3). Len u odrody Malz stekanie trvalo 35 minut (tabul’ka 4).
Podl'a Kunzeho (1999), ked’ je filtracia skonCena do jednej
hodiny, slady stekaju normalne. Na zéklade nameranych
hodnét je mozné stekanie hodnotit’ ako normalne. Medzi
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dobami stekania pri vSetkych troch pouzitych variantoch
neboli vyznamné rozdiely. Zlozenie Srotu ani odroda
tento parameter neovplyvnili. Zakal sladiny, na ktory ma
vyznamny vplyv mletie (Koliatsou a Palmer, 2004) sa
uodrod Ebson a Xanadu pohyboval nad 5 j. EBC
(tabul’ka 1, 3). Tieto slady nevyhovuju poziadavkam
STN pre svetlé slady. Odroda Nitran dosiahla hodnotu
zékalu 3,58 j. EBC (tabul’ka 2) a odroda Malz 4,0 j. EBC
(tabulka 4). Tieto hodnoty sa povazuju za prijatelné.
Sladina bola vizudlne hodnotena ako cira. Tieto slady
podla poziadavick STN spliiaju  z pohladu tohto
parametra kritéria pre I. triedu kvality. Podla ProkeSa
(2008) hodnoty zakalu nad 8 j. EBC uz maju sladiny
opalizujuce. Takato hodnota nebola zistena ani pri jednej
odrode ani variante. Najvyssi zakal z pohl'adu odrod bol
namerany na [. variante snajniz§im zastapenim
najjemnejsej frakcie (muka + mucka), (tabul’ka 6).

Tabul’ka 1 Technologické parametre sladu (odroda

Tabul’ka 4 Technologické parametre sladu (odroda

Malz)
Parametre Variant I. Variant Il.  Variant I11.
Extrakt v
susine (%) 77,8 83,7 84,2
Scuk_renle 10 10 10
(min.)
Stekanie 19 33 35
(min.)
Zakal
(.EBC) 2,24 2,06 4,0

Tabul’ka 5 Technologické parametre sladu z pohladu
odrod

Ebson)
Parametre Variant I. Variant Il.  Variant I11.
Extrakt v
susine (%) 80,6 81,7 84,1
Scuk_renle 10 10 10
(min.)
Stekanie 30 36 30
(min.)
Zakal
(.EBC) 6,16 4,96 571

Parametre Ebson Nitran Xanadu Malz
Extrakt v
susine (%) 82,1 79,6 82,3 81,9
Scuk_reme 10 10 10 10
(min.)
Stekanie 32 25 21 29
(min.)
Zakal
(.EBC) 5,61 4,65 5,33 2,76

Tabulka 6 Technologické parametre sladu z pohPadu
variantov Srotovania

TabulPka 2 Technologické parametre sladu (odroda

Nitran)
Parametre Variant I. Variant Il. ~ Variant 1.
Extrakt v
susine (%) 79,0 78,0 81,7
Scuk.renle 10 10 10
(min.)
Stekanie 21 27 26
(min.)
Zakal
(.EBC) 6,96 3,40 3,58

Tabul’ka 3 Technologické parametre sladu (odroda

Xanadu)
Parametre Variant I. Variant Il.  Variant I11.
Extrakt v
susine (%) 82,4 81,9 82,7
Scuk_renle 10 10 10
(min.)
Stekanie 24 20 20
(min.)
Zakal
(.EBC) 5,84 4,85 5,31

Parametre Variant I. Variant Il.  Variant II.
Extrakt v
susine (%) 80,0 81,3 83,2
Scukrenie
(min) 10 10 10
Stekanie 24 29 28
(min.)
Zakal
(.EBC) 5,30 3,82 4,65
ZAVER

Skimané odrody, z ktorych boli slady vyrobené, patria
medzi vyberové sladovnicke odrody. Na zéklade porovnania
vSetkych  sledovanych  technologickych  parametrov
u jednotlivych sladov mozno konStatovat, ze najlepSie
vysledky boli dosiahnuté pri odrode Malz. Iba pri tejto
odrode boli hodnoty zakalu na vSetkych variantoch do
4 j. EBC. Najvyrovnanejsie hodnoty extraktu sa namerali pri
odrode Xanadu, ked” ani na jednom variante neklesla
hodnota pod 81 %. NajnizSie hodnoty extraktu pod 80 %
preukézala odroda Nitran. Takéto hodnoty su z pohladu
spracovatela vel'mi nizke. Z pohl'adu variantov bol najvyssi
extrakt namerany na variante III. s najvyS§im zastupenim
frakcie (muka+mucka).
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FREQUENTED SPECIES OF FIELD FUNGI ON WHEAT AND THEIR
POTENTIAL PRODUCTION OF TOXIC METABOLITES

Zuzana MaSkova, Dana Tancinova, Zuzana Barborakova, Michal Mokry

ABSTRACT

The aim of this study was to monitor isolates of Alternaria and Fusarium species, isolated from Slovak wheat grains in
2006 — 2008, for ability to produce mycotoxins and to estimate a potential contamination risk of wheat grains by
mycotoxins. Toxinogenity of isolates was analyzed by means of thin layer chromatography (TLC) and liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). A total of 302 Alternaria species (A. alternata,
A. arborescens, A. infectoria, A. tenuissima) were tested by TLC method and a total of 238 Fusarium species
(F. acuminatum, F. avenaceum, F. crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F. langsethiae, F. oxysporum,
F. poae, F. proliferatum, F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides, F. subglutinans, F. tricinctum, F. verticillioides)
were analyzed by TLC as well as LC/MS/MS method. All Alternaria sp. strains, excepting A. infectoria strains, showed
high potention to produce altenuen, alternariol and alternariol monomethylether. None of A. infectoria species strains
produced any mycotoxins analyzed in this study. Fusarium sp. strains demonstrated, according to toxicology specificity,
ability to produce trichothecenes (deoxynivalenol, diacetoxyscirpenol, fusarenone X, HT-2 toxin, monoacetoxyscirpenol,
neosolaniol, nivalenol, T-2 toxin), fumonisins, zearalenones, moniliformine and rarely mentioned toxins as aurofusarine,
beauvericine, enniatins, equisetin and chlamydosporol. High potential production of mycotoxins and wide spectrum of toxic

metabolites represent high risk of toxins production in real field conditions.

Keywords: Alternaria, Fusarium, mycotoxin, wheat

UVOD

Mikrobiologickd kvalita pSenice ma priamy vplyv na
kone¢nu kvalitu mlynskych produktov. Muky s va¢sim
mikrobidlnym zastipenim pochadzaju prednostne zo
pSenice nizSej mikrobiologickej kvality (Berghofer et
al., 2002). Kolonizacia obilnin mikroorganizmami za¢ina
uz pri  klieni. Baktérie si obyCajne prvymi
kolonizatormi, ale vel'mi skoro ich nasledujt kvasinky a
vlaknité mikroskopické huby. Mikromycéty pokracuji
vo vyvoji pocCas rastu rastliny, zvlast pri dozrievani
semien. Nasledne Zatva vyrazne nariia ekosystém zrna.
Zrno sa dostava z premenlivého prostredia klasu do

relativne staleho prostredia skladu. Tento proces
sprevadza znatna zmena Vv zlozeni mikrocendzy
(Lacey, 1989). Suvedenym stuvisia dve tradi¢ne
rozoznavané ekologické skupiny vlaknitych

mikroskopickych hib, ktoré osidl'uju obilné zrna — pol'né
a skladové huby (Pitt et Hocking, 1999; Jesenska,
1987). Polné huby si pre svoj rast vyZzaduji lahko
pristupnt vodu a naopak skladové huby su schopné rast’
v podmienkach s nizkou aktivitou vody (Magan et
Lacey, 1988). Medzi polné huby =zarad’ujeme
Acremonium sp., Alternaria sp., Cladosporium sp.,
Cephalosporium sp., Epicoccum sp., Fusarium sp.,
Helminthosporium sp., Nigrospora sp., Phoma sp.
a d’alsie. Ak sa zrno po zatve vysusi ¢o najrychlejSie, nie
si tieto polné huby schopné dalej rast. Len niektoré
z nich prezivaji v dormantnom $tadiu a znovu vyklicia
po zasiati zrna do pody (Jesenska, 1987). Ich neziaduce
produkty - mykotoxiny v8ak zostavaji v zrnach. Navyse
niektoré z nich su vysoko stabilné a ich koncentrécie sa
nemenia ani po technologickom spracovani pSeni¢nych
zin (Weidenbérner, 2001). Obilniny a olejnaté semena
vo vSeobecnosti patria medzi najvhodnejsie substraty pre
tvorbu mykotoxinov (Weidenbérner, 2001). Sposobujt
redukciu ich kvality, znizuju kli¢ivost' i nutricné

vlastnosti (Medina et al., 2006; Ramos et al., 1998;
Samson et al., 2002a).

Stadia tykajuca sa sledovania mikrocendzy psenice
slovenského poévodu ukazala pomerne vysoké zastipenie
izolatov pol'nych mikromycét rodov Alternaria a Fusarium,
ato v povrchovej iendogénnej mykocendéze pSenice
(Maskova, 2010). Ich vysoké pocty sposobuju znepokojenie
predovsetkym kvoli ich potencidlnym toxinogénnym
vlastnostiam. Je znamych vySe 70 alternariovych
metabolitov roznej Struktury a biologickej aktivity. Ich
toxicita doteraz nebola prestudovana do takej miery ako
u inych rodov, ako st napriklad Fusarium alebo Aspergillus
(Chielkowski et Visconti, 1992). Jednotlivé Stidie vSak
odhaduji, ze okolo 68 % alternariovych kmenov je
toxickych. Vysledky toxikologického hodnotenia
jednotlivych alternariovych mykotoxinov st zamerané
hlavne na akatnu toxicitu, mutagenitu a karcinogenitu. Ich
mykotoxiny vSak nie si vyznamne akutne toxické, a preto
im je venovana niz$ia pozornost’ (Schrader et al., 2001).
Najdolezitejsie toxiny produkované rodom Alternaria
kontaminujiice potraviny st alternarioly, altenuény,
altertoxiny a kyselina tenuazénova, ktorych produkcia je
privilegovana vysokou vlhkostou a dazdivym pocasim pred
zberom ato  vrelativne  vysokych  mnozstvach
(Weidenborner, 2001). Izolaty rodu Fusarium su bohatym
zdrojom  Sirokej palety Dbioaktivnych sekundarnych
metabolitov, trichotecénov, zearalenonov a fumonizinov
a Vv poslednych rokoch vstupili do pozornosti i mnohé d’alSie
dolezit¢é mykotoxiny, ako su moniliformin, enniatiny,
beauvericin a fuzaproliferin (Sorensen, 2009). Diaz (2005)
uvadza, ze v globdlnom meradle su prave fuzariové
mykotoxiny ekonomicky najvyznamnejSie mykotoxiny
V potravinach a krmivach.

Autori Andersen et Thrane (2006) pokladajua vyskyt
$pecifickych alternariovych a fuzariovych metabolitov a ich
potencidlnu toxicitu za vazny problém a do buducnosti ho
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povazuju za hlavni vyzvu pre mykolégov. Z toho
dévodu bolo cielom predkladanej Studie sledovat
schopnost’ izolatov rodov Alternaria a Fusarium
produkovat’ sekundarne toxické metabolity a tak
odhadniit’ potencidlne riziko kontaminacie pSeni¢nych
zin mykotoxinmi. Stidia by mala zaroveti poskytnit
prehl’ad o potencii izolatov z naSich komodit produkovat’
uréité mykotoxiny a nasmerovat’ ich sledovanic aj
v podmienkach in vivo.

MATERIAL A METODIKA

Izolaty pol'nych mikroskopickych hiib rodov Alternaria
a Fusarium (Tabul'ka 1), testované v predkladanej $tadii
na potencidlnu schopnost produkcie vybranych
mykotoxinov, boli izolované z endogénnej a exogénnej
mykobioty pSenice (Triticum aestivum L.) slovenského
povodu vrokoch 2006 az 2008, podla metodiky
Maskova (2010). Vzorky pSenice pochadzali zo
vsetkych krajov Slovenska (s vynimkou Kosického
kraja) a izolaty boli ziskané vyluéne z asymptomatickych
zin.

Vybrané izolaty uvedenych rodov boli naockované na
platne s YES agarom (kvasni¢ny agar so sachardzou)
(Samson et al., 2002a) a kultivované v tme pri teplote
25 £ 1 °C po dobu 7 dni. V pripade nejasného, alebo

negativneho vysledku bola kultivacia predizena na 14 dni.
Vyrastené kolonie boli pouzité na analyzu toxinogenity, t. j.
schopnost’ produkovat’ vybrané mykotoxiny kvalitativnou

metoédou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) aich
kvantitativne stanovenie pomocou kvapalinovej
chromatografie  spojenej s tandemovou hmotnostnou

spektrometriou (LC/MS/MS).

Kvalitativne stanovenie mykotoxinov TLC metédou
Kvalitativne analyzy toxinogenity vybranych izolatov TLC
metodou boli prevedené podla metodiky Samson et al.
(2002b) s modifikaciou podla Labuda et Tancinova
(2006). Z narastenych kolonii boli aj so zivnou pddou
vykrojené Stvorce o pribliznej velkosti 2 cm x 2 cm
a v malych kaskoch vlozené do Eppendorfovej skimavky
spolu s 0,5 ml extrakéného ¢inidla. Obsah skiimaviek bol po
dobu 5 minat mieSany rychlostou ¢islo 7 pomocou pristroja
Vortex Genie® 2 (MO BIO Laboratories, Inc. — Carlsbad,
CA). Ziskané extrakty boli nanesené na chromatograficka
platiiu so silikagélom (Alugram“SIL G, Macherey — Nagel,
Nemecko) anasledne ponorené do vyvijacej shstavy.
Identita stanovenych mykotoxinov bola potvrdena
porovnanim so S$tandardmi mykotoxinov. Analyzované
mykotoxiny a pouzité metodiky st uvedené v Tabulke 2.

TabuPka 1 Kmene rodov Alternaria a Fusarium, testované metédami tenkovrstvovej chromatografie (TLC) a
kvapalinovej chromatografie spojenej standemovou hmotnostnou spektrometriou (LC/MS/MS) na produkciu

vybranych mykotoxinov (v zatvorkach st uvedené poéty testovanych kmeiiov)
Metoda Testované kmene
Alternaria alternata (9), A. arborescens (21), A. infectoria (136), A. tenuissima (133), Alternaria
TLC alternata / arborescens (1), Alternaria sp. (2), Fusarium acuminatum (2), F. avenaceum (28),
(446) F. crookwellense (1), F. culmorum (8), F. equiseti (1), F. graminearum (48), F. langsethiae (1),
F. poae (33), F. semitectum (1), F. sporotrichioides (17), F. tricinctum (4)
Fusarium acuminatum (2), F. avenaceum (2), F. crookwellense (1), F. culmorum (6), F. equiseti
LC/MS/MS (1), F.graminearum (2), F. langsethiae (1), F. oxysporum (1), F. poae (57), F. proliferatum (10),
(94) F. semitectum (1), F. solani (1), F. sporotrichioides (2), F. subglutinans (2), F. tricinctum (4),
F. verticillioides (1)

Tabul’ka 2 Extrakéné ¢inidla, vyvijacie ststavy a sposoby vizualizacie pouZité pri analyze vybranych
myKkotoxinov metédou tenkovrstvovej chromatografie

Mykotoxin E)i?rz.tkcne Vy,VlJ acta Sposob vizualizacie
Cinidlo sustava
altenuén ch:m TEF UV svetlo s vin. dizkou 254 a 366 nm
alternariol _ UV svetlo s vin. dizkou 254 a 366 nm
. ch:m TEF

monometyléter
alternariol ch:m TEF UV svetlo s vin. dizkou 254 a 366 nm
deoxynivalenol ch:m TAM 20 % AICI; v 60 % etanole, zahriatie

. . ) ) 20 % AICI; v 60 % etanole, zahriatie,
diacetoxyscirpenol ch:m/aw TAM 20 % H,S0, vo vode, zahriatie
HT-2 toxin aw TAM 20 % H,SO, vo vode, zahriatie
moniliformin aw BAW MBTH v 1 % metanole, zahriatie
T-2 toxin aw TAM 20 % H,SO, vo vode, zahriatie

. . 20 % AICI; v 60 % etanole, zahriatie,

zearalenon ch:m/aw TAM 20 % H,SO, vo vode, zahriatie

ch:m — chloroform :

metanol (2:1) (Samson et al.,, 2002a); a:w — acetonitril

: voda (50:50)

(Mubatanhema et al., 1999); TEF — toluén : etylacetat : kyselina mravéia (5:4:1) (Samson et al., 2002a);

TAM — toluén : aceton :

metanol (5:3:2) (Thrane, 1986); BAW — butanol : kyselina octova :

H,0

(20:10:7) (Mubatanhema et al., 1999); MBTH — 0,5 % metylbenzotiazolon-hydrochlorid vo vode

(Samson et al., 2002a)
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Kvantitativne  stanovenie = mykotoxinov

LC/MS/MS  (kvapalinova chromatografia
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou)

Kvantitativne stanovenie bolo zamerané na mykotoxiny
aurofuzarin (AUR), beauvericin (BEA), deoxynivalenol
(DON), diacetoxyscirpenol (DAS), equisetin (EQU),
fumoniziny B,, B,, B3 (FUM B3, B,, Bj), fuzarenon-X
(FX), HT-2 toxin (HT-2), moniliformin (MON),
monoacetoxyscirpenol  (MAS), neosolaniol (NEO),
nivalenol (NIV), T-2 toxin (T-2) a zearalenon (ZEA).
Extrakcia mykotoxinov (ako pri TLC metode) bola
vykonana pomocou 0,5 ml roztoku chloroform : metanol
(2:1), vydatnym mieSanim ststavy po dobu 5 min na
vortexe (V1 plus, Boeco, Nemecko), pricom surové
extrakty boli nasledne prefiltrované a koncentrované
vysuSenim pri teplote cca 60 °C. Pred samotnou
detekciou bola vzorka (extrakt) zmieSanda s 1000 pl
roztoku acetonitril voda (1:1; v/v) anasledne
premieSand na pristroji IKA MS1 Minishaker (IKA
Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko). Filtracia
zriedeného extraktu do HPLC vialiek bola vykonana
pomocou filtrovacej  strickacky  (Minisart SRP
4 Satorius, Nemecko) o priemere 4 mm, s vel'kost’ porov
0,45 pm. Toxiny boli detegované a kvantifikované podla
metodiky Sulyok et al. (2006) na zariadeni QTrap 4000
LC/MS/MS vybavenom TurbolonSpray ESI zdrojom a
1100 Series HPLC systémom. Chromatograficka
separacia bola vykonana pri teplote 25 + 1 °C na
zariadeni Gemini 5 p Cgg, 150 mm x 4,6 mm
(Phenomenex, USA).

pomocou
spojend

VYSLEDKY A DISKUSIA
Toxinogenita izoldtov zistend pomocou tenkovrstvovej
chromatografie (TLC)

Celkom 302 kmenov rodu Alternaria bolo pomocou
tenkovrstvovej chromatografie (TLC) testovanych na
produkciu altenuénu (ALT), alternariolu monometyléteru
(AME) a alternariolu (AOH) (Tabul’ka 3). Najvacsi pocet
testovanych kmefiov pochadzal zo skupin A. infectoria
a A. tenuissima, ato z dévodu ich vysokej frekvencie
vyskytu arelativnej denzity na pSenici slovenského
povodu, zistenej v predchadzajucej $tadii (Maskova et
Tancinova, 2009). Z celkového poctu 136 testovanych
izolatov skupiny A. infectoria sa ani v jednom pripade
nepotvrdila produkcia mykotoxinov ALT, AME a AOH.
| podl'a inych autorov sa tato skupina vyrazne odlisuje od
ostatnych izolovanych skupin v produkcii sekundarnych
metabolitov, pretoze dodnes nimi nebola preukazana
produkcia nijakych znamych mykotoxinov (Andersen et
al. 2002; Andersen et Thrane, 1996; Labuda et al,
2008; Piovarciova et al., 2007; Pitt et Hocking, 1997).
Pravdou vsak je, ze donedavna bolo metabolitom rodu
Alternaria, a Specialne skupiny A. infectoria, venované
len malo pozornosti. Az v poslednej dobe sa objavili
publikacie o moznych toxickych uéinkoch niektorych jej
menej znamych metabolitov, ktoré uvadzaji Larsen et
al. (2003) a Christensen et al. (2005). Podl'a nich sa
jedna omozné fytotoxiny a potencialne mykotoxiny.
Ivanova et al. (2010) d’alej odhalili spojitost’ niektorych
produktov izolatov skupiny A. infectoria (kyselina
linolova, kyselina a-linolénova, pyréon) s cytotoxicitou.
Testované izolaty skupiny A. tenuissima sa ukazali ako

vysoko toxinogénne a z poctu 133 izolatov len
1 neprodukoval ziadny z testovanych mykotoxinov. Vsetky
ostatné kmene produkovali minimalne 1 mykotoxin.
U niektorych kmenov sa prejavila pomalSia produkcia ALT
a na 7. dei nebola na TLC platniach zistend jeho
pritomnost’. V takych pripadoch bola kultivacia predizena
a analyza toxinogenity zopakovana. Naopak produkcia AOH
a AME bola obycajne vidite'na uz na 7. dei. Izolaty skupin
A. alternata a A. arborescens taktiez preukazali vysoku
schopnost’ produkcie sledovanych toxickych metabolitov.
Z celkového poétu 9 izolatov skupiny A. alternata len
1 kmen neprejavil schopnost produkovat ziadny zo
sledovanych mykotoxinov a 1 kmen neprodukoval AOH, ale
tvoril ostatné toxiny. Bottalico et Logrieco (1992)
uvadzaju, Zze podla ich vyskumov je A. alternata schopna
produkovat’ velké mnozstvd toxinov auvadzaju, ze jej
prirodzeny vyskyt v obilnindch predstavuje skutoéné riziko.
Co sa tyka skupiny A. arborescens, z poétu 21 izolatov sa
vsetky kmene prejavili ako toxinogénne. Len jediny izolat
neprodukoval ALT, no tvoril AME a AOH.

Rozsireny vyskyt alternarii na psenici aich schopnost
produkovat’ mykotoxiny poukazuje zarovei na moznu
pritomnost’ toxinov v pSenici, prirodzene infikovanej touto
hubou. Udajov o pritomnosti tychto toxickych latok na
pSenici je vSak velmi malo. Na jednej strane autori
Chielkowski et Visconti (1992) a Medina et al. (2006)
uvadzaju, ze alternarioly a ostatné alternariové toxiny boli
na zrnach detegované len zriedkavo, na druhej strane Ostry
et al. (2005) vo svojej §tadii zistili pritomnost ALT vo
vetkych testovanych vzorkach psenice a AOH v 28,6 %
vzoriek. Znacny vyskyt tychto toxinov na obilninach,
vratane pSenice, uvadzaju aj Scott (2001) a Webley et al.
(1997).

Tabulka 3 Produkcia vybranych mykotoxinov
testovanymi kmefimi rodu Alternaria, izolovanymi zo
pSenice slovenského pévodu na kvasni¢nom agare so
sacharézou (YES), zistena metodou tenkovrstvovej
chromatografie (v zatvorkich si wuvedené pocty
testovanych kmeiiov)

; % pozitivnych testov
Skupina ALT' | AME? | AOH®
A. alternata (9) 88,9 88,9 77,8
A. arborescens (21) 95,2 | 100,0 | 100,0
A. infectoria (136) 0,0 0,0 0,0
A. tenuissima (133) 91,0 97,7 97,7
A. alternata / arborescens (1) | 100,0 | 100,0 | 100,0
Alternaria sp. (2) 50,0 50,0 50,0

1 r 2 L. . F3u)
altenuén, “alternariol monometyléter, “alternariol

Medzi dal$ich potencidlnych producentov mykotoxinov
zradov polnych mikroskopickych hub patria zastupcovia
rodu Fusarium. Spolu 144 kmeiov, testovanych na
pritomnost’ diacetoxyscirpenolu (DAS), deoxynivalenolu
(DON), HT-2 toxinu (HT-2), moniliforminu (MON), T-2
toxinu (T-2) azearalenonu (ZEA), preukazalo pomerne
vysoku schopnost’ ich produkcie (Tabulka 4).
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Tabul’ka 4 Produkcia vybranych mykotoxinov testovanymi kmefimi rodu
Fusarium, izolovanymi zo pSenice slovenského povodu na kvasniénom agare so
sacharézou (YES) vrokoch 2006 az 2008, zistena metédou tenkovrstvovej

chromatografie

ykotoxin Pocet testovanych kmenov / % pozitivnych testov
Druhy DAS! DON? | HT-2° | MON* T-2° ZEA®
F. acuminatum - - -| 2/500 - -
F. avenaceum - - -128/821 - -
F. crookwellense - - - - -11/100,0
F. culmorum - - - 8/0,0 -| 8/500
F. equiseti 1/100,0 -11/100,0 -1 1/100,0 -
F. graminearum -110/0,0 - - -1 48/729
F. langsethiae 1/100,0 -11/100,0 -11/100,0 -
F. poae 33/100,0 -1 23/47,8 -| 23/45 -
F. semitectum - - - 1/0,0 - 1/0,0
F. sporotrichioides | 17/47,1 -|11/100,0 | 16/62,5| 17/88,2 -
F. tricinctum - - - | 4/100,0 - 1/0,0
Idiacetoxyscirpenol, “deoxynivalenol, *HT-2 toxin, “moniliformin, >T-2 toxin, °zearalenon

Kvalitativne testy poukazujice na schopnost’ vybranych
kmetiov rodu Fusarium produkovat’ r6zne mykotoxiny
boli doplnené o kvantitativne analyzy metédou
LC/MS/MS. Najvdcsia pozornost bola venovana
kmeniom druhov F. poae, F. graminearum a
F. avenaceum, ktoré boli v predchadzajucej Stadii
(Maskova, 2010) vo vzorkach psenice diagnostikované
s najvyssou frekvenciou a zaroven s vysokou relativnou
denzitou v ramci tohto rodu. Celkom 57 kmetiov F. poae
bolo analyzovanych na produkciu trichotecénov skupiny
AaB, zearalenonu (ZEA), beauvericinu (BEA),
fumonizinov (FUM) a aurofuzarinu (AUR), ktoré patria
medzi ich najdéleZitejSie metabolity (Moss et Thrane,
2004; Thrane et al., 2004; Desjardins, 2006). Prave
produkciou B - trichotecénov sa F. poae chemicky
odlisuje od blizkych pribuznych v sekcii Sporotrichiella,
ato od druhov F. sporotrichioides aF. langsethiae
(Torp et Nirenberg, 2004; Thrane et al., 2004). Ako
vyplyva z Tabulky 5, je zrejmé, ze F. poae
nepredstavuje vyrazné riziko, pokial’ ide o produkciu A —
trichotecénov T-2 a HT-2 toxinov, avsak situacia je ina
v pripade A — trichotecénov diacetoxyscirpenolu (DAS),
monoacetoxyscirpenolu (MAS) a neosolaniolu (NEO),
ktoré boli detegované v pomerne vysokych kvantitach.

Porovnate'né vysledky uvadzaju aj Thrane et al.
(2004), ktori zaznamenali produkciu T-2 a HT-2 toxinov
len u malého percenta testovanych kmetiov z roéznych

oblasti Eurdpy, pricom DAS a MAS produkovalo 46, resp.
45 70 49 testovanych kmenov. Z B — trichotecénov, izolaty
F. poae testované v Studii autorov produkovali najcastejsie
fuzarenon X (FX) (88 % kmetiov), zatial’ ¢o nivalenol (NIV)
bol produkovany len 12 % kmenov. V naSej studii sice FX
produkovalo porovnatelne 88,7 % izolatov, no zaroven i
pocet producentov NIV bol pomerne vysoky (80 %). Vsetky
testované kmene boli zaroven schopné syntetizovat
aurofuzarin (AUR) abeauvericin (BEA), ¢o uvadzaju
i Logrieco et al. (2002) a Thrane (2001).

Izolaty druhu F. graminearum boli analyzované na
schopnost’ produkovat mykotoxiny uvedené v Tabulke 6.
V ramci Stadie boli testované 2 kmene na produkciu DON,
no ich priemerné mnozstvo 37,1 pg.1™ bolo pomerne nizke.
Navyse 10 kmeniov sa metédou TLC prejavilo negativne. Je
potrebné vsak brat’ na vedomie, ze produkcia mykotoxinov
je determinovana nielen genetickymi faktormi, ale
aj podmienkami prostredia (Sudakin, 2003), ktoré su tazko
ovplyvnitelné. Dalim &astym produktom tohto druhu je
zearalenon (ZEA) (Bottalico et Perrone, 2002). Metédou
TLC sa ukazala jeho pomerne ¢asta produkcia testovanymi
izolatmi. Zo 48 kmetiov celkom 72,9 % syntetizovalo tento
metabolit. Metdédou LC/MS/MS boli sledované 2 kmene
a1 z nich sa ukazal ako vysoko produkény (3 900,0 pg.I™).
Okrem ZEA a DON Desjardins (2006) tiez uvadza ako
mozné produkty aurofuzarin (AUR) a chlamydosporol
(CHS), no nestretol sa s produkciou beauvericinu (BEA)

TabuPka 5 Produkcia vybranych mykotoxinov kmefimi Fusarium poae, izolovanymi zo slovenskej pSenice
na kvasni¢nom agare so sacharézou (YES) v sezénach 2006 az 2008, zistena metédou kvapalinovej
chromatografie spojenej s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC/MS/MS)

Pocet % MnoZstvo vyprodukovaného mykotoxinu (ug.1™")
Mykotoxin testovanych pozitivnych . _— .
Kmefiov testov priemer minimum maximum
aurofuzarin 9 100,0 12139 8,3 5050,0
beauvericin 57 100,0 537,9 3,6 1910,0
diacetoxyscirpenol 57 100,0 31539 2,7 15800,0
fuzarenon X 53 88,7 271,6 0,0 3690,0
monoacetoxyscirpenol 53 96,2 683,3 0,0 5540,0
neosolaniol 50 98,0 220,0 0,0 1460,0
nivalenol 5 80,0 375,7 0,0 1860,0
T-2 toxin 24 29,0 4,2 0,0 36,0
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Tabul’ka 6 Produkcia vybranych mykotoxinov kmefimi druhu Fusarium graminearum, izolovanymi zo
pSenice slovenského povodu na kvasni¢nom agare so sacharézou (YES) v sezénach 2006 az 2008,
zistena metodou kvapalinovej chromatografie spojenej standemovou hmotnostnou spektrometriou

(LC/IMS/MS)
Pocet % MnoZstvo vyprodukovaného mykotoxinu (pg.1™”)
Mykotoxin testovanych pozitivnych . . .
Kkmeiiov testov priemer minimum maximum

aurofuzarin 2 100,0 798,5 71,9 15251
diacetoxyscirpenol 2 100,0 37,1 22,4 51,7
equisetin 2 50,0 26450,0 0,0 52900,0
zearalenon 2 50,0 1950,0 0,0 3900,0

Tabul’ka 7 Produkcia vybranych mykotoxinov k

mefimi druhu Fusarium avenaceum, izolovanymi zo

pSenice slovenského pévodu na kvasnicnom agare so sacharézou (YES) v sezonach 2006 az 2008,
zistena metédou kvapalinovej chromatografie spojenej standemovou hmotnostnou spektrometriou

(LC/MS/MS)
Pocet % MnoZstvo vyprodukovaného mykotoxinu (pg.1™)
Mykotoxin testovanych pozitivnych . _— .
KmeRov testov priemer minimum maximum
aurofuzarin 2 100,0 177911,0 80595,0 275227,0
enniatin A 2 100,0 1170,0 9,9 2330,0
enniatin A; 2 100,0 3986,8 173,5 7800,0
enniatin B 2 100,0 1182,5 770,0 1595,0
enniatin B, 2 100,0 5035,0 1120,0 8950,0
enniatin B, 2 100,0 3267,5 235,0 6300,0
enniatin B3 2 100,0 80,0 2,5 157,5
chlamydosporol 2 100,0 19950,0 18050,0 21850,0
moniliformin 2 50,0 996,5 0,0 1993,0
amoniliforminu  (MON). To sthlasi s naSimi langsethiae, F. oxysporum, F. proliferatum, F. sambucinum,
vysledkami, s vynimkou CHS, ktory metédou F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides, F.

LC/MS/MS u 2 testovanych kmetiov nebol detegovany.
Zaujimava bola tvorba equisetinu (EQU), s ktorym sme
sa stretli ul z 2 testovanych kmetov, ato vo vysokom
mnoZstve (52 900,0 pg.l™). So syntézou EQU izolatmi
F. graminearum sme sa V literatire doteraz nestretli, no
mohlo sa jednat’ aj o neziaducu kontaminaciu.

Tretim najfrekventovanejSim druhom vo vzorkéach
pSenice bolo F. avenaceum, ktoré je zname
predovsetkym syntézou moniliforminu (MON). Jeho
produkcia izolatmi F. avenaceum bola za poslednych
vySe 20 rokov potvrdend v Eurdpe, Severnej Amerike
a Juznej Afrike (Abramson et al., 2001; Morrison et
al., 2002; Rabie et al., 1982). Z celkového poctu 28
izolatov testovanych TLC metédou sa na pritomnost
MON prejavilo pozitivne 82,1 %. LC/MS/MS metddou
boli sledované len 2 kmene a MON tvoril iba jeden
znich (1993,0 pgl?). Podla Bottalico et Perrone
(2002) z vyskumov vyplyva, ze obsah MON v zrnach
pSenice koreluje s vyskytom izolatov tohto druhu.
Dal§imi zndmymi metabolitmi F. avenaceum st AUR,
BEA, CHS a enniatiny (ENS) (Thrane, 2001). Uvedené
latky, svynimkou BEA, syntetizovali vSetky nami
testované kmene, a to vV pomerne vysokych mnozstvach
(Tabulka 7). Preto inapriek tomu, ze F. avenaceum
neprodukuje trichotecény, zearalenony, alebo
fumoniziny, mala by mu byt venovand zvySena
pozornost.

ZriedkavejSie alebo obycajne len ojedinele vyskytujuce
sa druhy fuzarii, ako sa F. acuminatum,

F. crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F.

subglutinans, F. tricinctum a F. verticillioides (Maskova,
2010), samostatne sice nemusia vzbudzovat’ podozrenie na
vysoku kontaminaciu zfn toxickymi metabolitmi, no spolu
Sostatnymi izolatmi inych druhov moézu prispievat’
k znizovaniu ich kvality a toxikologickej bezpe¢nosti.
Andersen et Thrane (2006) uvadzaju, ze viaceré druhy hub
toho istého rodu, ziskané zjedného substraitu, mozu
produkovat’ tie ist¢ mykotoxiny (napr. trichotecény,
produkované viacerymi druhmi rodu Fusarium na
obilninach). V Tabulke 8 uvadzame metabolity, ktorych
produkcia bola zaznamenand pomocou LC/MS/MS. Tieto
latky moézeme povazovat za potencidlne kontaminanty
pSenice. Rozdielny mykotoxikologicky potencial
jednotlivych druhov, moze mat preto za nasledok
pritomnost’ Sirokého spektra mykotoxinov na obilninéach.
Vzhladom na to, ze pri metdde LC/MS/MS neboli pouzité
presné mnozstva substratu, uvedené vysledky nam
nepodavaju definitivny daj o potencii, ale slazia skor ako
skrining. Tato metdda taktiez nezaruCuje  Uplné
vyextrahovanie pozadovanych mykotoxinov v ur¢itom case,
pretoze mozu byt rézne Specificky viazané, a preto mézeme
predpokladat’ aj vyssie vyprodukované hladiny sledovanych
mykotoxinov. Okrem toho podla Andersen et Thrane
(2006) je dolezit¢é si uvedomovat, Ze mykotoxiny
nakumulované v polnych podmienkach alebo v skorych
obdobiach skladovania st odolné voc¢i skladovacim
podmienkam i technologickému spracovaniu zfn pocas
vyroby potravin, ¢i krmiv.
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TabuPlka 8 Druhy rodu Fusarium aich toxické
metabolity, ktorych produkcia bola zistena pomocou
LC/MS/MS, pri in vitro analyzach izolatov ziskanych
Zo pSenice

Potencialny toxicky

LU metabolit
F. acuminatum AUR!
F. crookwellense AUR!, ZEAP
F. culmorum AUR' DON® ZEA”
F. equiseti BEA?
. AUR! DAS® ENS’, CHSY
F. langsethiae ’ ] ’ '

MAS® MON™

AUR!, BEA’, DAS*, DON?
HT-2°, NEO®, T-2%

BEA?, DAS®, EQU®, FUM' B,,
FUM’ B, FUM’ B, FX
MAS® MON, NEO®

BEA?, DAS®, HT-2°, CHS™,

F. oxysporum

F. proliferatum

F. semitectum MASlz, NEOlS, T_214

F. solani AUR!, DON?, ZEAP

F. sporotrichioides | AUR', BEA?, CHS™

F. subglutinans AUR' BEA? DON°®, ZEA®”

F. tricinctum AUR' ENS®, CHS™ MON™

F. verticillioides MON™

aurofuzarin, beauvericin, 3deoxyn ivalenol,

*diacetoxyscirpenol, ®enniatiny equisetin, 'fumonizin,
Suzarenon-X,  °HT-2  toxin,  *°chlamydosporol,
“moniliformin, *?monoacetoxyscirpenol, **neosolaniol,
1472 toxin, *zearalenon

ZAVER

Vysledky S$tadie poukazuju na to, ze zastupcovia
polnych mikromycét rodov Alternaria a Fusarium na
zrnadch pSenice predstavuju redlne riziko pritomnosti
mykotoxinov. Obilniny sa samozrejme len zriedkakedy
vyuzivaji na konzum v ich prirodzenom stave. R6znymi
sposobmi sa spracovavaji a kazdy krok pri uprave pred
spracovanim a mletim redukuje populécie
mikroorganizmov. AvsSak 1inapriek tomu je mozZny
znacny prenos mykotoxinov, pretoze sl rezistentné na
Cistenie zfn, mletie, varenie, pecenie a iné technologické
operacie.

Nami testované izolaty sa preukazali ako potencialni
producenti viacerych toxickych metabolitov a vzhl'adom
na ich frekventovany vyskyt predstavuji vazne riziko
kontaminacie pSeni¢nych zin nebezpecnymi
mykotoxinmi.  VSetky izolaty rodu  Alternaria
analyzované v tejto Studii (s vynimkou izolatov skupiny
A. infectoria) sa preukazali ako vysoko toxinogénne, t.j.
produkujuce  mykotoxiny  alternariol,  alternariol
monometyléter a altenuén. Mykotoxiny rodu Fusarium
st uz tradi¢ne spajané s obilninami mierneho pasma, ¢o
sa potvrdilo i v nasej $tadii. Najcastejsie sa vyskytujuce
druhy na obilninach slovenského povodu (F. avenaceum,
F. graminearum a F. poae) preukazali v podmienkach in

vitro  produkény potencial tvorit trichotecény,
zearalenony, fumoniziny a moniliformin. Okrem
»tradi¢nych* mykotoxinov bolo mnozstvo

analyzovanych kmenov schopnych produkovat' aj iné
sekunddrne toxické metabolity, ktoré vstipili do
povedomia az v poslednych rokoch. Bola zaznamenana
produkcia aurofuzarinu, beauvericinu, enniatinov,

equisetinu, ¢i chlamydosporolu. Az doposial’ je o tychto
metabolitoch aich produkcii k dispozicii len obmedzené
mnozstvo informadcii, ¢o je spdsobené az ich neskorSim
zaradenim medzi mykotoxiny.

Prevedené analyzy toxinogenity extraktov z Cistych kultar
mikromycét ndm indikuju ich vysoky produkény potencial a
poskytujii nam prehlad o Sirokom spektre produkovanych
metabolitov. V zaujme dosiahnutia bezpecnosti potravin na
baze obilnin, je nevyhnutné venovat velkl pozornost
mykotoxinom, detegovanym v predloZenej praci
v podmienkach in vitro.
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APPLICATION OF WESTERN BLOT ANALYSIS FOR DETECTION OF
PROLAMIN PROTEINS IN CEREAL GRAINS AND BREAD.

Peter Socha, Barbara Mickowska, Elzbieta Mazur, Dana Urminskd, Ewa Cieslik

ABSTRACT

Celiac disease is an inflammatory condition of the small intestine in genetically susceptible individuals caused by ingestion
of wheat gluten and corresponding proteins from barley and rye. Cereal storage proteins (prolamins) are responsible for
immunological response of patients with celiac disease. Prolamins are alcohol soluble fractions, namely gliadins (wheat),
hordeins (barley) and secalins (rye). The main triggering factor is wheat fraction with low molecular weight (20-30 kDa)
called a-gliadins. Immunochemical detection of celiac active proteins is based on reactivity of gluten-detecting antibodies
with prolamins extracted from cereals. In our study, we used Western blot analysis for detection of prolamin complex
in cereal grains and processed foods (breads). Western blot was carried out by polyclonal antibody raised against wheat
gluten. Reaction was positive for all kind of cereal grains. The samples of wheat and spelt wheat show much more positive
affinity to antibody than rye and oat. As well as for cereal grains, all samples of bread showed positive immunological
reaction with used antibody. Western blot analysis with gluten polyclonal antibody is suitable method for qualitative
detection of prolamin complex in cereal grains and processed foods.

Keywords: Western blot, prolamins, cereal, celiac disease

UVOoD

Obilniny tvoria najvyznamnejs$iu skupinu plodin
rastlinnej vyroby na celom svete, pretoze si hlavaym
zdrojom energie a bielkovin a tiez poskytuji mnoho
dalsich nutri¢ne vyznamnych latok. Bielkoviny obilnin
st obycajne klasifikované na zéklade ich rozpustnosti
na: albuminy rozpustné vo vode, globuliny rozpustné
v roztokoch soli, prolaminy rozpustné v alkohole
a gluteliny rozpustné v zriedenych roztokoch kyselin
a zasad (Ciccocioppo et al, 2005; Yalgin, 2010).
Prolaminy su zasobné bielkoviny endospermu zrna
cerealii (hlavne pSenice, raze a jaCmena), pricom tvoria
az 30-50 % z celkového obsahu bielkovin (Yalgin,
2010). V psenici sa prolaminy nazyvaju gliadiny,
VvV jaémeni hordeiny, v razi sekaliny a v ovse aveniny.
Gluteliny sa v pSenici nazyvaji gluteniny. Hlavny
rozdiel medzi gliadinmi a gluteninmi pSenice je
v analyze ich funkénosti. Gliadiny si monomérne
polypeptidové retazce s molekulovou hmotnostou 30-

80 kDa a gluteniny s viacretazcové Struktary
polypeptidov  navzajom pospajané  disulfidickymi

vizbami s molekulovou hmotnostou 15-150 kDa
(Weber et al., 2009; van Eckert et al., 2010). Vaccino
et al. (2009) rozélefiuju prolaminy do troch skupin:
prolaminy chudobné na siru, prolaminy bohaté na siru
a vysokomolekularne (HMW) prolaminy. Prolaminy
chudobné na siru st tvorené prevazne ®-gliadinmi,
priCom obsahujil malé mnoZzstvo alebo Ziadne cysteinové
zvySky. Prolaminy bohaté na siru su tvorené prevazne
o/f- a ry-gliadinmi. HMW prolaminy pozostavaju
z HMW gluteninovych podjednotiek. Je vSeobecne
zname, Ze prolaminy st hlavnym spustajicim faktorom
celiakalneho ochorenia (Hill, McMillan, 2006).
Celiakalne ochorenie je jednou z najCastejSie sa
vyskytujicich  vaznych potravinovych intolerancii
v ekonomicky vyspelych krajinach a wvznika ako
dosledok prijmu pSeni¢nych, raznych, ja¢mennych
a moznych ovsenych produktov v spojeni s genetickou

predispoziciou udeti adospelych (Ciacci et al., 2002;
Wieser, Koehler, 2008). Celiakia sa moze vyskytnut
v akomkol'vek veku, pricom klinicky prejav je rozny,
od subklinickych az po tazké symptomy. Hoci ochorenie
primarne poskodzuje tenké cCrevo, vyskytovat sa mozu
rozli¢né gastrointestinalne a extraintestindlne manifestacie
(Hill, McMillan, 2006). Jedinou efektivnou lieCbou
celiakdlneho ochorenia je celozivotna bezlepkova diéta.
Pacienti musia z potravy vylucit’ vietky vyrobky z cerealii,
ktoré obsahuju muku z pSenice (vratane pSenice kamut,
tvrdej a $paldovej), raze, jamena, triticale a ovsa (Pruska-
Kedzior et al., 2008). Podla Codex Alimentarius
Commission, ktory bol v roku 2008 zrevidovany, su
bezlepkové potraviny (tzv. ,.gluten-free) definované ako
potraviny obsahujuce menej nez 20 ppm (mg.kg™) bielkovin
z pSenice, jaCmena, raze a/alebo akychkol'vek ich
hybridnych druhov (Weber et al., 2009). Naopak, vhodnymi
pre potreby bezlepkovej diéty su niektoré dalSie plodiny,
pricom najéastejSie vyuZivanymi st kukurica, ryza a séja.
V stcasnej dobe sa pre potreby bezlepkovej diéty stale
véaésia pozornost’ venuje vyuzivaniu tzv. pseudocerealii, a to
pre ich nizky obsah prolaminovej frakcie a naopak vysoky
obsah plnohodnotnych bielkovin, tukov, mineralnych
a balastnych latok a obsahu Skrobu. Mozu sa vyuzivat' aj ako
CiastoCna nahrada chlebového obilia (Zingone et al., 2010).

Prolaminové bielkoviny sa vyznacuju niekol’kymi
unikatnymi  vlastnostami, ktoré prispievaji  k ich
imunogenicite. St bohat¢ na aminokyseliny prolin
a glutamin. Vd’aka vysokému obsahu prolinu s prolaminy
relativne rezistentné voci proteolyze v gastrointestindlnom
trakte z dovodu nedostatocnej post-prolinovej Stiepiacej
aktivity. NavySe, vysoky obsah glutaminu ¢ini z prolaminov
dobry substrat pre enzym tkanivovu transglutaminazu (tTG).
Prolaminové bielkoviny st zname aj tym, Ze kdéduju mnoho
peptidov, ktoré si schopné stimulovat’ T-bunky a vrodenu
imunitna reakciu. Najzname;jsi je 33-mérny
imunodominantny gliadinovy peptid pozostavajuci z 33
zvyskov aminokyselin (56-88), ktory je po deamindcii
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enzymom tTG vyznamnym stimulatorom T-buniek
(Arendt, Dal Bello, 2008).

PSeni¢né gliadiny a gluteniny plnia vyznamnu ulohu aj
z hladiska reologickych vlastnosti cesta, priCcom ich
funkcia je odliSna. Hydratované gliadiny su viac
elastickejSie a menej kohézne ako gluteniny a maju
predovsetkym vplyv na viskozitu (rozt'aznost’) cesta.
Hydratované gluteniny st kohézne, aj elastické a su
zodpovedné za pevnost’ a elasticitu cesta (Starovicova et
al., 2003; Wieser, 2007). Takto hydratované gliadiny
a gluteniny maju schopnost’ vytvarat' suvisli lepiva
mriezkovita $truktiru, oznacovani ako lepok (glutén).
Tento jav je dolezity z hl'adiska pripravy kysnutého cesta
a pe¢enych produktov (Petr et al., 2003).

PSenicnd muka, ktord sa ziskava z prevaznej casti
endospermu zrna psenice, sluzi k vyrobe roéznych
produktov, napr. chleba, cestovin a pod. Obsahuje okolo
80 % celkovych bielkovin zrna, z ktorych vécSinu
predstavuji lepkové bielkoviny, gliadiny a gluteniny
(Shewry, Halford, 2002). Kvalitu pSeni¢nej muky,
rovnako ako aj visko-elastické a tazné vlastnosti
pSeni¢ného cesta determinuje prave komplex gluteninov
a gliadinov (Xie et al., 2010). Za technologické

vlastnosti pecenych produktov, najmi chleba, st
zodpovedné opdt spominané lepkové bielkoviny
(Sciarini et al., 2010).

Délezitym  kritériom pre stanovenie pritomnosti

a obsahu prolaminov v zrne ceredlii je vyber vhodnej
analytickej metody (Ebo, Stevens, 2001). Zakladnymi
metdédami pre stanovenie pritomnosti prolaminov st
frakciondcia cerealnych bielkovin na zadklade ich
rozdielnej rozpustnosti v rdéznych rozpustadlach
a elektroforeticka separacia bielkovin
v polyakrylamidovych géloch, SDS-PAGE a A-PAGE
(Urminska et al, 2009). Tieto metédy si vSak
nepostacujuce na dokladni analyzu prolaminového
komplexu zrna cerealii a preto sa v sti€asnosti ¢oraz viac
do popredia dostavaji imunochemické metody, ako je
napr. ELISA (enzymova imunoadsorbentna analyza)
a imunobloting po SDS-PAGE (Battais et al., 2003).
Tieto metédy poskytuju dolezité informacie, ako
pre medicinsky vyskum, tak aj pre oblast’ ceredlnej
chémie. Poukazuju na imunoafinitu prolaminovych
bielkovin k sérovym protilatkam a na vztahy medzi
Strukturalnymi vlastnostami bielkovin a ich alergenicitou
(Waga, Zientarski, 2007).

Ciel'om prace bolo stanovit’ vhodnost’ pouzitia metody
Western blotu s vyuzitim polyklonalnej anti-gluténove;j
protilatky na kvalitativnu detekciu prolaminovej frakcie
bielkovin zrna ceredlii a na identifikdciu prolaminov
v hotovom vyrobku, konkrétne v chlebe.

MATERIAL A METODIKA
Biologicky material bol =ziskany =z Katedry
sacharidovych technologii, Fakulty potravinovych
technologii, Pol'mohospodarskej univerzity v Krakowe
(Pol’sko).
Na analyzy boli pouzité:
1.zrma ceredlii: pSenica letna (Triticum aestivum L.) —
odroda Sakwa, pSenica $paldova (Triticum spelta L.) —
odroda Schwabenkorn, odroda Jary B10 a obchodna
bez $pecifikacie odrody, raz siata (Secale cereale L.) —

odroda Amilo, ovos siaty (Avena sativa L.) — odroda
Polar;
2.chleby z pSenice letnej (Triticum aestivum L.) a pSenice
Spaldovej (Triticum spelta L.): zmes pSeni¢nej miesanky
BIO I. a BIO II. dostupna v obchodnej sieti, $paldovy
chlieb z odrody Oberkulmer Rothkorn, $paldovy chlieb z
odrody Frankienkorn a dva S$paldové chleby z muky
dostupnej v obchodnej sieti.
Vzorky zin ceredlii a chlebov boli zomleté na celozrnny
$rot na laboratornom mlyne.

Extrakcia bielkovin zo zrna ceredlii achlebov bola
realizovana pomocou magnetického miesadielka s 15 ml
rozpustadla na 1g vzorky po dobu 1 hod. pri laboratornej
teplote. Albuminy a globuliny boli extrahované 0,5 mol.dm™
NaCl (dvakrat po sebe), zvySky NaCl boli premyté
destilovanou vodou a prolaminy boli extrahované 70 %
etanolom. Supernatant bol zakazdym centrifugovany
a prolaminy lyofilizované.

SDS-PAGE prolaminov bola vykonana podla metodiky
Schidgger a von Jagov (Schigger, von Jagov, 1987).
Elektrotransfer ~ bielkovin na  PVDF  membranu
ImmobilonP*? prebiehal 1,5 hod. pri 170 mA s pouzitim
tlmivého roztoku CAPS podla postupu vyrobcu (Millipore,
USA). Bielkoviny na membrane boli vizualizované
pomocou reverzibilnej farby Ponceau S.

Western blot bol realizovany nasledovne:

1. blokovanie membrany 1 hod. (1% hoviddzi sérovy

albumin v TBS; pH 7,6)

2. premytie membrany pomocou TBS 4-krat po dobu 15
min.

3. inkubacia s primarnou protilditkou 1,5 hod. (riedenie
1:1000)

4. premytie membrany pomocou TBS 5-krat po dobu 15
min.

5. inkubacia so sekundarnou protilatkou 1 hod. (riedenie
1:2000)

6. premytie membrany pomocou TBS 6-krat po dobu 15
min.

7. detekcia bielkovin na membrane pomocou 3,3’-
diaminobenzidinu podl'a odporticania vyrobcu (Sigma,
USA)

Primarna anti-gluténova polyklonalna protilatka proti
pSeniénému gluténu bola od firmy USBiological (USA)
a sekundarna HRP protilatka, pripravena imunizaciou
kralikov, pochadzala od firmy BD Pharmigen (USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V préci boli analyzované prolaminové frakcie bielkovin,
extrahované zo zrna vybranych cereélii a chlebov, a to
pomocou imunologickej metddy Western blotting. Izolované
prolaminy boli separované na polyakrylamidovom géli
prostrednictvom SDS-PAGE a vizualizované pomocou
Coomasie Brilliant Blue. Po elektrotransfere prolaminov
z gélu na PVDF membranu boli farbené reverzibilnou farbou
Ponceau S. Membrana s naviazanymi prolaminmi bola
najprv inkubovana s primarnou anti-gluténovou protilatkou
anasledne so sekundarnou protilatkou znacenou enzymom
chrenovou peroxiddazou. Po imunoblottingu boli prolaminy
vizualizované pomocou 3,3’-diaminobenzidinu. Fragmenty
bielkovin na membrane sa porovndvali s detekovanymi
bielkovinymi na polyakrylamidovom géli.
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Analyzou vzoriek pSenic Triticum aestivum a Triticum
spelta sa zistilo, Zze separované prolaminy sa svojou
molekulovou hmotnostou vyrazne od seba neodliSuju
(obrazok 1la). V pSenici Spaldovej su fragmenty
vyraznejSie ako v pSenici letnej. Na zaklade pouzitého
markera pre SDS-PAGE je mozné stanovit’ molekulové
hmotnosti jednotlivych prolaminovych frakcii. Van
Eckert et al. (2010) udavaju, ze molekulové hmotnosti
gliadinov su nasledovné: 32 kDa pre a-gliadiny, 38-
42 kDa pre y-gliadiny, 55-79 kDa pre w-gliadiny.
Bielkoviny s molekulovou hmotnostou vyssou ako
90 kDa st HMW gluteninové podjednotky. V tejto
gliadinovej frakcii st pritomné celiakdlne aktivne
epitopy a vo vztahu k celiakii je najviac rizikova frakcia
s molekulovou hmotnost'ou okolo 20-30 kDa, nazyvana
a-gliadiny (Petr et al., 2003; Urminska et al., 2009).
Prave tieto a-gliadiny st vo velkom mnozstve zastipené
ako v pSenici letnej, tak aj v troch analyzovanych
vzorkach psenice Spaldovej. Pri posudzovani reakcie
blotovanych bielkovin s polyklonalnou protilatkou je
mozné konstatovat, Ze vsSetky prolaminové frakcie
pSenic s molekulovou hmotnostou vyssou ako = 20 kDa
vysoko pozitivne reagovali a boli vizualizované
na membrane. Imunologicka reakcia nebola pozorovana
pri frakciach s nizSou molekulovou hmotnostou (< 20
kDa), ktoré nereagovali s protilatkou (obrazok 1Db).
Na zéklade ziskanych vysledkov sa potvrdilo, Ze pSenica
(vratane  pSenice  Spaldovej)  obsahuje  vysoké
koncentracie celiakalne aktivnych bielkovin.

Prolaminy raZe (Secale cereale L.) sa skladaju z dvoch
hlavnych fragmentov velkych priblizne 35 kDa a
66 kDa, ¢o poukazuje na pritomnost’ bielkovin typu
a-gliadinov (35 kDa) a tiez w-gliadinov (66 kDa), ktoré
su v pSenici menej vyrazné (obrazok la). Prolaminové
frakcie raze vykazali slabSiu afinitu k pouZitej
polyklonalnej protilatke, ako tomu bolo v pripade
pSeni¢nych  bielkovin. Naprieck tomu, Zze bola
imunologicka reakcia slabsia, protilatka detegovala
pritomnost’ celiakalne aktivnych bielkovin aj v razi
(obrazok 1b).

Ovos siaty (Avena sativa L.) ako jedind analyzovana
cerealia obsahoval prolaminové frakcie s molekulovou
hmotnost'ou nizSou ako 35 kDa (obrazok la). Reakciou
s polyklonalnou protilatkou boli aj v ovse detegované
alergénne peptidy (obrazok 1b), napriek tomu, Ze viaceri
autori (Stersrud et al., 2003; Arentz-Hansen et al.,,
2004) tvrdia, ze bielkoviny ovsa nemaji epitopy, ktoré
vyvolavaju celiakiu. Napriklad monoklonalna protilatka
RS pouzivana pri sendvicovej ELISA analyze reaguje iba
s prolaminmi pSenice, jaCmena a raze a nevykazuje
ziadnu krizova reakciu s bielkovinami ovsa a tiez
kukurice, ryze, prosa, pohanky, quinoi a laskavca (Petr
et al., 2003). Polyklonalne protilatky maju vacsi pocet
vézobnych miest pre rozpoznavanie epitopov bielkovin,
Cize existuje pri nich vécSia pravdepodobnost’ vzniku
krizovych reakcii. Podla niektorych autorov je
konzumacia cistych ovsenych produktov bezpecna
pre pacientov s celiakiou, kym nazory d’al$ich autorov su
rozdielne a vyrobky z ovsa vylucuja z bezlepkove;j diéty.
Silano et al. (2007) vo svojej praci uviedli, Ze ovos je
bezpe¢ny pre celiatikov améze byt zahrnuty do
bezlepkovej diéty. Podobne, Janatuinen et al. (1995
a 2002) vo svojej studii uviedli, ze ovos bol vel'mi dobre

tolerovany celiatikmi, nebol pri¢inou histologickych zmien
a neindukoval imunitnt reakciu. Petr et al. (2003) uvadza,
ze ovos mdze byt =zaradeny do vyzivy celiatikov
pre priaznivé zloZenie bielkovinovych frakeii
a plnohodnotnejSie aminokyselinové zlozenie ako maji
bielkoviny pSenice, raze a jaémena. Naproti tomu, Lundin
et al. (2003) pozorovali u niektorych pacientov s celiakiou
konzumujucich ovos ¢iasto¢nu atrofiu klkov a pritomnost
T-bunicek reaktivnych voéi aveninom ovsa.

— 35,0 kDa

25,0 kDa
—18,4 kDa
—14,4 kDa

Obrazok 1 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Western
blot prolaminov ovsa siateho (Avena sativa L.), raZe siatej
(Secale cereale L.), pSenice letnej (Triticum aestivum L.)
a pSenice $paldovej (Triticum spelta L.): 1. ovos Polar, 2.
pSenica letna Sakwa, 3. raz Amilo, 4. pSenica Spaldova
Jary B10, 5. pSenica Spaldova — obchodna, 6. pSenica
$paldova Schwabenkorn.

Pomocou metody Western blot boli analyzované aj
prolaminové frakcie bielkovin v chlebe, a to v chlebe
pripravenom zo zmesi muk pSenice letnej a pSenice
Spaldovej a chleby pripravené iba zo S$paldovej muky.
Elektroforetickou analyzou sa zistilo, Ze prolaminové
fragmenty na polyakrylamidovom géli boli menej
vyraznejSie, a v menSom mnozstve, Vv porovnani
s prolaminmi izolovanymi zo zrna cerealii (obrazok 2a).
Pravdepodobnou pri¢inou je enzymaticka hydrolyza
a tepelné spracovanie pocas peCenia, a tiez mozna
nekompletna extrakcia prolaminovych bielkovin z tepelne
spracovanych potravin. V chleboch z muky psenice letnej je
mozné pozorovat malé mnozstvo slabSie viditelnych
fragmentov s molekulovou hmotnost'ou vaésou ako 30 kDa.
V chleboch z muky pSenice Spaldovej su tieto fragmenty
viditelnejsie, vyrazné su predovSetkym peptidy s
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molekulovou hmotnostou 35-45 kDa. Reakciou s
polyklonalnou protildtkou bola detekovand pritomnost’
vSetkych  prolaminovych frakcii s  molekulovou
hmotnostou viacSou ako 30 kDa, a to vo vSetkych
vzorkach pSeni¢nych chlebov (obrazok 2b). Silna
pozitivna imunologickd reakcia bola pozorovana aj pri
frakciach prolaminov, ktoré boli slabSie separované
elektroforetickym delenim. Analyzy potvrdili pritomnost’
celiakalne aktivnych frakcii bielkovin aj v hotovych
pekarenskych vyrobkoch, teda aj po tepelnej uprave
rastlinnej suroviny.

a)

sl 38 34 251 6
g —116 kDa

| --ﬁﬁﬁ”hﬂ —66.2kDa
o - 450KDa
UI

—35,0 kDa

—25,0kDa
—18,4kDa

—14,4KkDa

Obrazok 2 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Western
blot prolaminov extrahovanych z chlebov z pSenice
letnej (Triticum aestivum L.) apSenice Spaldovej
(Triticum spelta L.): 1. zmes pSeni¢nej miesanky BIO I.,
2. zmes pSeni¢nej mieSanky BIO II., 3. §paldovy chlieb
z odrody Oberkulmer Rothkorn, 4. $paldovy chlieb z
miky dostupnej v obchodnej sieti, 5. Spaldovy chlieb
zodrody Frankienkorn, 6. $paldovy chlieb z miky
dostupnej v obchodnej sieti.

Polyklondlne a  monoklonalne  anti-gliadinové
protilatky rozpoznavaju epitopy v pSenicnom lepku a tiez
prolaminy v jacmeni a razi. Monoklonalne protilatky st
ovel'a viac citlivejsie a Specifickejsie a su navrhnuté proti
konkrétnym sekvenciam aminokyselin v polypeptidovom
retazci, ¢o predstavuje ich obrovskl vyhodu. Napriklad
monoklonalna protilatka R5 pouzivana pri sendvicovej
ELISA analyze reaguje s epitopmi aminokyselinovych
sekvencii QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP. Dalsia
monoklonalna protilatka PN3 bola navrhnutd proti
syntetickému peptidu pozostavajucemu z19
aminokyselin, ktory v nativnom stave tvori Cast' a-

gliadinu (Ellis et al., 1998). Polyklonalne protilatky
rozpoznavaju vicsie mnozstvo epitopov prolaminovych
bielkovin, cize je tu vySSia pravdepodobnost’ vzniku
krizovych reakcii. Okrem definovania imunologickych
vlastnosti prolaminov, poskytuje Western blot aj informéacie
o ich fyzikdlno-chemickych vlastnostiach, ktoré sa ziskavaju
z elektroforetickych profilov (Waga, Wegrzyn, 2000).
V porovnani s ELISA analyzou je to vyhoda, pretoze ta
poskytuje informacie iba o kvantite prolaminov.

ZAVER

V praci bola pouzitd metéda Western blot s vyuzitim
polyklonalnej protildtky na analyzu prolaminového
komplexu vybranych druhov ceredlii a hotovych vyrobkov,
chlebov. V analyzovanych vzorkdch zrna obilnin bola
pozitivne potvrdena reakcia s pouzitou polyklonalnou
protilatkou vo vsetkych druhoch cereélii. Najviac reaktivne
boli vzorky pSenice letnej a pSenice S$paldovej, kde sa
potvrdila pritomnost’ celiakalne aktivanych bielkovin.
Pozitivna reakcia s protilatkou sa potvrdila aj v zrnach raze
a ovsa. Prolaminy extrahované z chlebov sa po elektroforéze
separovali na mensie fragmenty v menSom mnoZstve, ale
S pouzitou protilaitkou vykazali rovnaka afinitu ako
prolaminy extrahované zo zfn obilnin. Na zaklade ziskanych
vysledkov detekcie prolaminovych frakcii bielkovin
v analyzovanom biologickom materidly, je mozné
konstatovat, Ze pouzitd metéda Western blot je vhodna
na stanovenie pritomnosti prolaminov v obilninach a tiez
v tepelne spracovanych produktoch z obilnin.
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MINERALS, TRACE ELEMENTS AND FLAVONOIDS CONTENT IN WHITE AND
COLOURED KIDNEY BEAN

Maria Timoracka, Alena Vollmannovd, Dalaram S. Ismael

ABSTRACT

The aim of the study was to determine the contents of mineral elements (Ca, K, Mg, N, P), trace elements (Cu, Fe, Mn, Cd,
Pb, Ni, Co, Cr, and Zn), and certain phenolic compounds (flavonoids, isoflavones) in the fourteen varieties of cultivated raw
kidney beans (Phaseolus vulgaris L.). Heavy metals and mineral elements were analyzed by AAS methods, phenolics were
detected by HPLC. Compared with vegetables, legumes proved to be a good source of many minerals and elements, e.g.,
the contents of K, Mg, P, Fe, and Zn varied in the ranges 13.02 - 23.08 g.kg™, 1.41 - 2.52 g.kg™, 3.81 - 5.26 g.kg™, 0.064 -
0.121 g.kg?, and 0.026 - 0.037 g.kg™ dw, respectively. Kidney beans, both species, contained no or few amounts of
phenolics (only four cultivars) and the levels of kaempferol and apigenin were comparable to isoflavone genistein and quite

higher than isoflavon daidzein content.

Keywords: kidney bean, AAS, HPLC

INTRODUCTION

The kidney bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the
most important food legumes, consumed worldwide as
pods of green beans or culinary processed seeds of dry
beans. Nowadays, common kidney beans are regarded
as functional foods that contribute health benefits and
have therapeutic properties. The bean consumption is
associated with a reduction risk of cardiovascular
disease, diabetes mellitus, obesity, and diseases of
digestive tract. =~ The common bean is rich and
inexpensive source of proteins, carbohydrates, dietary
fibers to millions of peoples. In additon to being an
important source of protein, legumes are also reported to
be a good source of minerals (K, P, Ca, Mg) and trace
elements. Metals, such as iron, zinc and manganese are
essential metals, since they play an important role in
biological systems. Cu and Zn are essential
micronutients, they can be toxic when taken in excess.
Lead and cadmium are non essential metals as they are
toxic, even in trace (Gengcelep et al., 2009).

The potential health benefits of bean have also been
attributed to presence of secondary metabolites such as
phenolic compounds that possess antioxidant properties
(Luthria,  Pastor-Corrales, 2006).  Nowadays,
polyphenolics are being studied for their potential role in
the prevention and treatment of a number of chronic
diseases including certain forms of cancer, osteoporosis,
and heart disease, and also for their ability to relieve
menopausal symptoms. Phenolics are known as natural
antioxidants and due to qualitative diversity, they are
divided to some groups: phenolic acids, flavonoids,
isoflavons, tannins etc. The most important of these
phenolic compounds in beans are flavonols quercetin and
kaempferol, flavon apigenin and some phenolic acids
(e.g. p-coumaric acid or ferulic acid). Composition and
content of phenolic acids in beans published several
authors (Troszynska et al.,, 2006; Amarowicz, Pegg,
2008; Kalogeropoulos et al., 2010), but there are few
reports about flavonoids content of kidney bean. The
individual flavonoid content of green and yellow bean
was reported Hempel, Bohm (1996) and Price et al.
(1998), but this report did not include flavonoid
composition of dry been seeds. Our attention was also

focused on isoflavons, which are typical for phenolic
composition of soyabean, and their presence in foods and
their consumption is associated with estrogenic and
potencial anticancerogenic properties.

In this study, the levels of minerals, essential micronutrients
and non-essential heavy metals in kidney been samples were
determined by AAS. Chosen isoflavons - daidzein,
genistein, and flavonoids - kaempferol, apigenin — were
determined by HPLC:

MATERIAL AND METHODS
Materials

Eleven varieties of white bean and three coloured cultivars
(Ultima, Viola, Kreola) were purchased from fy Legusem
Horna Streda (Slovak Republic).

Methods

Minerals, trace elements. Major mineral elements (K, Ca,
Mg) and trace elements (Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Ni, Cr, Pb, Cd)
were determined using a Varian AA240FS  atomic
absorption spectrometer equipped with a D2 lamp
background correction system, using an air—acetylene flame.
Between 0.9 and 1.1 g of dried sample was weighed into
digestion tubes and HNO; were added. The samples were
incinerated in a Nabertherm muffle furnace. Ashes were
dissolved in nitric acid and passed through an ash-free,
acidwashed filter paper and diluted to a certain volume with
water. Determinations were carried out in duplicate.
Minerals concentrations were determined on a dry weight
basis as g.kg™, microelements values as mg.kg™.

Phosphorus. Phosphorus was measured using tartare
antimonylo—potassium and molybdate ammmonium reagent
on the UV-1800 UV-VIS spectrophotometer (Shimadzu). In
short, 1 mL of the concentrated acid solution obtained for
the determination of minerals was transferred into
volumetric flask, and 8 mL of tartate—molybdate reagent was
added. The volume was adjusted to 50 mL by adding of
distilled water. The absorbance at 666 nm was measured
after 60 min.
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Nitrogen. Nitrogen was determined by the Kjeldahl
method. The method consisted of mineralizing the
sample with concentrated sulphuric acid and alkalizing
with sodium hydroxide solution. The ammonium
liberated was collected by distillation and recovered in
boric acid solution. Subsequent titration  with
hydrochloric acid made it possible to calculate the initial
amount of ammonium present in sample.

Flavonoids. The flavonoids — genistein, daizein,
kaempferol and apigenin — were determined as aglycons
according to Wang, Murphy (1990) with some
modifications. Acid hydrolysis was chosen to convert the
selected flavonoids conjugates into their aglycons. Ten
grams of dried, milled sample was placed in a stoppered
Erlenmayer flask containing 1M HCI. After 2 hours
hydrolysis at 100 °C methanol was added. The sample
was filtered under vacuum, the eluate was evaporated to
dryness, redissolved in the mobile phase and determined by
HPLC (L 6200 A, Merck-Hitachi) using the RP C18
column (LiChroCART 125-4 Purospher RP18e, 5 um,
Merck) with methanol : 1mM acetate ammonium (6:4),
as a mobile phase. Identification of flavonoids was based
on retention time UV spectra by comparision with
commercial standards.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, the existence of five minerals was
determined in two species of bean, K was predominant,
followed by P, Mg, Ca (Tables 1, 2). The values in
kidney bean seeds show imbalance between the
potassium content and other minerals. Mineral
supplementation can be used as an alternative approach
to correct this imbalance (Ttima et al., 2004). On the
other hand, high potassium content in the diet contributes
to regulation of water and salt balance in organism. The
mean Ca:P ratio in beans, being = 0.2, reveals a high
concentration of phosphorus compared to calcium. This
ratio should not be less than 1.0 (Igbal et al., 2006).
Calcium values are lower than those in the literature
(Augustin et al., 1981; Campos-Vega et al., 2010). The
Mg, K, P levels are adequate. The very high values of
nitrogen are associated with bacteria Rhizobium activity
and nitrogen fixation in roots. Kjeldahl-N was
determined and crude protein content in seeds was
calculated by the factor 6,25. On the basis results, protein
content in bean seeds is between 18,2 - 24,9 % which
corresponds with a data Vojtassakova et al. (1999).

The determination of macro- and trace elements in
foodstuffs is an important part of nutritional and
toxicological analyses. Cadmium and lead are best
known for their toxicological properties. Pb and Cd can
be accumulated in biological systems becoming potential
contaminants along the alimentary chain. Copper,
chromium, iron, and zinc in adequate amounts are
essential micronutrients for human health. These
elements play an important role in human metabolism,
and interest in these elements is increasing together with
reports of relationships between trace element status and
oxidative diseases. On the other hand, e.g. Cu and Zn are
essential micronutrients, they can be risk elements when
taken in excess.

Table 1 Minerals content (g.kg™) in white and coloured beans

Cultivar Type Ca Mg K
Lucka w 124 2.03 18.12
Sara w 0.33 2.04 23.08
Sina w 0.86 231 14.76
Diana w 0.91 1.84 13.02
Petra w 0.82 1.80 14.76
Anka w 1.76 2.12 15.25
Gesta w 0.90 2.52 15.70
Salva w 0.78 2.08 14.89
Gama Z w 0.86 2.21 15.88
Masai w 0.99 2.21 20.63
Luna w 0.67 1.69 15.34
mean+SD w 0.92+0.37 2.07+0.24 16.49+2.96
minimum w 0.33 1.69 13.02
maximum w 1.76 2.52 23.08
Ultima c 0.91 141 13.92
Kreola c 0.44 1.62 14.86
Viola c 0.59 1.54 15.1
mean+SD c 0.65+0.23 1.52+0.11 14.63+0.62
minimum c 0.466 1.409 13.92
maximum c 0.906 1.619 15.1
w-white, c-coloured, SD-standard deviation, minimum and

maximum content

Table 2 Minerals content (g.kg™) and dry mater (DM) in %
in white and coloured beans

Cultivar Type P N DM
Lucka w 4.20 34.69 92.80
Sara w 3.81 30.71 92.30
Sina w 4.42 29.13 91.30
Diana w 3.85 39.9 92.10
Petra w 4.86 28.5 92.10
Anka w 4.03 32.9 92.55
Gesta w 4.52 35.63 91.35
Salva w 4.13 38.82 91.95

Gama Z w 4.32 36.76 93.30
Masai w 4.95 33.75 92.30
Luna w 5.26 38.78 92.95

mean+SD w 4.39+0.46 34.51+3.93 92.20£0.70

minimum w 381 28.5 91.30

maximum w 5.26 39.9 93.30

Ultima c 4.33 35.89 91.65
Kreola c 4.71 30.85 90.75
Viola c 4.94 36.36 92.40

mean+SD c 4.66+0.30 34.37+3.05 91.20+0.64

minimum c 4.33 30.85 90.75

maximum [ 4.94 36.36 92.4
w-white, c-coloured, SD-standard deviation, minimum and

maximum content

ro¢nik 5

57

1/2011




potravinarstvo

Table 3 Trace elements content (mg.kg™) in white and coloured bean

Cultivar Fe Mn Zn Cu Co Ni Cr Pb Cd Na
Lucka 121.17 20.74 31.95 8.41 0.75 3.12 0.32 0.7 0.14 51.45
Sara 76.7 16.03 36.83 9.75 0.38 1.78 0.38 0.76 0.15 33.53
Sina 107.66 16.32 36.09 7.72 0.44 6.68 0.49 0.93 0.13 37.34
Diana 64.87 14.44 31.48 7.76 0.49 4.34 0.16 0.87 0.08 40.12
Petra 110.96 14.82 26.65 8.14 0.49 2.01 0.16 0.81 0.12 36.8
Anka 114.58 19.71 28.2 8.21 0.54 2.64 0.32 0.92 0.14 36.52
Gesta 106.51 15.65 33.01 11.38 0.55 6.56 0.22 0.76 0.11 56.75
Salva 85.37 15.6 37.35 8.21 0.38 413 0.11 0.76 0.13 44.15
Gama 108.73 15.81 32.74 8.89 0.69 2.89 0.32 0.85 0.16 52.3
Masai 103.14 16.52 28.43 8.5 0.76 4.55 0.32 0.7 0.17 58.28
Luna 110.7 17.64 29.26 8.6 0.81 3.17 0.27 0.86 0.13 25.28
mean+SD (100.94+17.50 |16.66+1.96 | 31.99+3.65 | 8.41+1.05 | 0.57+0.15 | 3.80+1.64 | 0.28%0.11 | 0.81+0.08 | 0.13+0.02 |42.96%+10.52
minimum 64.87 14.44 26.65 7.72 0.38 1.78 0.11 0.70 0.08 25.28
maximum 121.17 20.74 37.35 11.38 0.81 6.68 0.49 0.93 0.17 58.28
Ultima 91.27 13.2 28.42 8.18 0.55 3.49 0.22 0.71 0.12 53.68
Kreola 96.47 13.66 29.75 8.1 0.33 4.02 0.16 0.66 0.12 52.26
Viola 77.11 11.9 32.41 8.71 0.38 1.35 0.38 0.65 0.12 41.77
mean+SD 88.28+ 12.92+0.91 | 30.19+2.03 | 8.3320.33 | 0.42+0.11 | 2.95%1.41 0.25+0.11 | 0.67+0.03 | 0.12+0.00 | 42.96+6.51
minimum 77.11 11.90 28.42 8.1 0.33 1.35 0.16 0.65 0.12 41.77
maximum 96.47 13.66 32.41 8.71 0.55 4.02 0.38 0.71 0.12 53.68

The Codex Alimentarius has set a limit for the maximum levels of chosen risk elements in legumes; for cadmium, lead, chromium,

cuprum and nickel are maximum values 0.1; 1.0; 4.0; 15.0; 6.0 mg.kg, respectively.
Limits for contaminants in the slovak food commaodities are harmonized with EU limits (Cimbolakova, Novakova, 2009).

The concentration levels of the elements (Fe, Mn, Zn,
Cu, Co, Ni, Pb, Cr, Cd, Na) measured in our two beans
species are given in Table 3. The order of the levels of
the elements in the samples was determined to be:
Fe>Na>2Zn>Mn>Cu>Ni>Pb>Co> Cr> Cd.
The levels of essential elements in tested beans were
higher than those of toxic elements. With respect to Fe,
the concentrations obtained by us were similar to the
concentration published by some researches (Augustin
et al., 1981; Campos-Vega et al., 2010).

The iron values of the samples varied from 64.87 to
121.17 mg.kg™ — higher values than data found in the
literature, because the composition of legume depends,
not only on the species or varieties, but also on the
growing conditions, such as soil and other conditions.
Higher average values of iron were found in white
species of bean. Sodium was found in relatively higher
amounts. Nevertheless, Na : K ratios were significantly
below 1.5 in all the samples studied (mean 0.0026 and
0.0033 in white and coloured beans, respectively), which
is very interesting and recommended from the point of
view of nutrition, since the intake of sodium chloride and
diets with a high Na : K ratio have been related to the
incidence of hypertension (Rupérez, 2002). Kalafova et
al. (2009) examined effect of zinc and nickel
supplementation on mineral blood parameters in animal
organism. Authors found the insignificant highest
concentrations of potassium and slightly lower value of
sodium in blood of tested animal after supplementation
Ni?* + Zn*" in comparison with groups without zinc
application.

Legumes are known as zinc accumulators
(Gengcelep et al.,, 2009) and average zinc
concentrations of our tested beans ranged from 26.65
to 37.35 mg.kg’. The maximum and minimum zinc
levels were found in white beans. Zinc has been
recognized e.g. as a co-factor of the superoxide
dismutase enzyme, which is involved in protection
against  oxidative processes too. The copper
concentration (7.72-11.38 mg.kg’) was under the

maximum levels of chosen risk elements in Codex
Alimentarius valid in Slovak Republic. Copper can be found
in many enzymes, some of which are essential for Fe
metabolism and there are probably direct correlation
between the dietary Zn and Cu ratio and the incidence of
cardiovascular disease (Campos-Vega et al., 2010). The
manganese contents of samples were between 11.90 and
20.74 mgkg®. The lowest and highest manganese
concentrations were found in cv. Viola (coloured) and cv.
Lucka (white), respectively. Chromium content ranged from
0.11 mg.kg™ to 0.49 mg.kg™. Manganese and chromium are
recognised as essentials trace elements for humans and their
metabolic roles are studied (e.g. Mn-containing enzym
system, Cr in relationship to insulin function and
carbohydrate metabolism). The nickel and cobalt levels in
bean samples were found to be in the range of 1.35-6.68
mg.kg™ and 0.33-0.81 mg.kg™, respectively. Nickel is an
essential mineral element that may accumulate to toxic
levels in soils due to anthropogenic activities. The toxic risk
elements contents were between 0.65-0.93 mg.kg™ (Pb) and
0.08-0.17 mg.kg™ (Cd). Most of the trace elements present
in bean, their content is generally below the limit values or
few higher (Cd) as the maximum level allowed in Codex
Alimentarius valid in Slovak Republic.

Tables 4 and 5 show the amount of isoflavons and
flavonoids in the hydrolysed samples of bean seeds. The
results show that in 10 cultivars from a total of 14 values
were not measured at detectable levels of flavonoids.
Comparing data in Tables 4, 5 suggest that the beans have
not large differences in content of phenolic substances,
regardless of the type variety. Isoflavones genistein and
daidzein are largely undetectable.The presence of
isoflavones in raw bean seeds was not confirmed by Diaz-
Batala et al. (2006). Espinosa-Alonso et al. (2006) were
found isoflavones in only low levels. The major flavonoids
in tested beans are kaempferol and apigenin. These
flavonoids were determined in 4 genotypes and their content
ranged from 7.657 to 16.556 mg. kg* DW (kaempferol),
7.529 to 13.710 mg. kg™ DW (apigenin). The most favorable
results have been found in cultivars Lucka and Sara, which
have all identified observed flavonoids. Sara bean cultivar
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contains higher levels of flavonoids than the cultivar
Lucka and the differences are statistically significant.
The content of the flavonoids of both varieties in order of
decreasing apigenin > kaempferol> genistein > daidzein.
In view of the content of macro-and microcomponents
for the consumer, white cultivars Lucka and Sara seems
to be the best among the bean cultivars.

Table 4 Isoflavons content (mg.kg™) in white and
coloured beans
Cultivar Type Daidzein Genistein
Lucka w 3.190+£0.01 a 10.090 +0.42 a
Sara w 3.860+0.08 b 12.120+0.40b
Sina w nd nd.
Petra w nd nd.
Diana w nd nd.
Anka w nd nd.
Gesta w nd nd.
Salva w nd nd.
Gama Z w nd nd.
Masai w nd nd.
Luna w nd nd.
Ultima c nd 9.985+0.36 ¢
Viola c nd nd.
Kreola c nd nd.

w-white, c-coloured, nd.-under detection

Values in the same column with different letters present
significant differences at p < 0.05 using t-test for independent
samples. Each column contains mean of four replication +
standard deviation.

Table 5 Flavonoids content (mg.kg™) in white and
coloured beans

Cultivar Type | Kaempferol Apigenin

Lucka w 11,050+ 0,33 a 12,630 £0,22 a
Sara w 13,320+ 0,30 b 13,710 £0,20 b
Sina w 16,556 + 0,35 ¢ 8,268 + 0,18 ¢
Petra w nd. nd.
Diana w nd. nd.

Anka w nd. nd.

Gesta w nd. nd.

Salva w nd. nd.
Gama Z w nd. nd.
Masai w nd. nd.

Luna w nd. nd.
Ultima c 7,657 +0,15d 7,529 +0,10d
Viola 311 c nd. nd.
Kreola c nd. nd.

w-white, c-coloured, nd.-under detection

Values in the same column with different letters present
significant differences at p <0.05 using t-test for independent
samples. Each column contains mean of four replication +
standard deviation.

CONCLUSION

Beans, as one of the most frequent consumed crops for
us, are long appreciated for its composition and nutrient
content, but generally its nutritional properties are little

discussed and presented. As a conclusion of this study, it can
be said that legume are avaluable agricultural product,
based on their rich and beneficial composition. These results
may be useful for the evaluation of dietary information and
concluded that legumes are the good source of minerals.

Our results also show that although cultivated kidney bean is
not good source of flavonoids, but probably contain another
types of phenolics (phenolic acids, anthocyans in coloured
bean). For this reason is a need to identify and quantify these
important antioxidant compounds in beans for use in
breeding programs focused on nutrition and health.

Dry bean is an integral part of diets in a significant portion
of the world population, but the potential benefits of
consuming beans from a nutraceutical standpoint have
largely been overlooked. Since dry beans contain
compounds that may have significant antioxidant potential,
it will be useful to investigate their identification, potential
and maximizing their use in food industry.
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THE INFLUENCE OF FIRST WORT PART AND AFTERWORTS ON
SACCHARIFICATION OF WORT

Zigmund Toth, S’tefan Drab, Helena Francakova, Miriam Liskova, Jana Navojska

ABSTRACT
Wort is a basic product of mashing, which forms the first intermediate in beer production and constitute the base of its final

value. For qualitative value wort has the greatest impact grist per brew, which is a description of materials, they bring to
brew extract and determine its the volume and concentration. The main component grist per brew for light and dark beers is
stored pale malt and possibly a smaller proportion of adjuncts.

The aim of our work was to assess the qualitative parameters of malt in terms of content extract and its impact on the
amount of produced the first wort part and afterwort and their qualitative values expressed in % saccharification and
volumes. We measured 3 types of malts with the content of the extract 75.2%, 76.1%, 77.2% in the original sample, which
determined mainly reached saccharification of first part wort and other afterwort parts one and two. In terms attained of
saccharification it was necessary to use on sparge of spent grains at afterwort number two only the amount of water, which

would be not affect the total saccharification of wort and its qualitative parameters.

Keywords: malt, wort, first wort, afterwort, saccharification, volume

UvoD

Sladina je prvym medziproduktom pri produkcii piva,
pricom jej vyroba pozostava z procesu vystierania
zosrotovaného sladu a procesu rmutovania. Na konci
rmutovania je sladina obsahujica extrakt oddelend od
nerozpustnych latok — mlata. Takato sladina ma vysoku
merni  hmotnost’ a oznacuje sa ako predok. Urcité
mnozstvo extraktu zostava v mlate, a je ho mozné ziskat’
vysladzovanim - premyvanim mlata horicou varnou
vodou, ¢im mozno vytvorit' sladinu s nizSou hustotou
oznacovanu ako vystrelok (Briggs et al., 2004).
Prvym a zakladnym predpokladom kvalitnej sladiny je
proces Srotovania sladu. Srotovanie zvySuje reakéné
plochy sladu pre posobenie enzymov, ¢im su zlozky
sladu TahSie rozpustné. Plevy by mali byt v dostatocne;j
miere zachované, pretoze sluzia ako filtracnd vrstva
poCas sciedzania. V niektorych pivovaroch sa ako
alternativa sciedzacich nadob pouziva sladinovy filter,
pri ktorom plevy, pripadne hrubsie Castice sladu nie st
potrebné (Narziss, 1992; Kunze, 1999; Briggs et al.,
2004). Medzi procesom Srotovania sladu a hydrolyzou
Skrobu v sladine je vyznamny vztah. Déleziti tlohu
zohrava typ pouzitého Srotovania. Kladivkové Srotovanie
modze byt lepSie ako valcové, no valcové Srotovanie
vyrazne ovplyviuju faktory, ako mlecia medzera,
rychlost’ valcov a rozdielna rychlost’ otacania valcov
(Mousia et al., 2003). Vicsie poskodenie pliev znizuje
porozitu mlata a negativne ovplyviluje chut’ piva. Pleva
obsahuje okrem nerozpustnej celulézy polyfenoly,
pentozany, horké a farebné latky, ktorych vyluhovanie
vzrastd s casom kontaktu a posSkodenim plevy. Jemné
rozomletie endospermu je naopak predpokladom pre
pozadovany priebeh rmutovania a vysoky varny
vytazok. Hlavny podiel hrubej krupice pri Srotovani tvori
najmenej rozlistena Spicka zrna, na jemnu krupicu sa
lahko rozdrvia dobre rozluStené spodné partie
endospermu zrna. Hruba krupica sa tazko rozpusta
a pomaly scukruje. Pokial jej je viac narastd obsah
nescukreného extraktu v mlate, preto je potrebné v tomto
pripade aj dlhSie intenzivnejSie rmutovanie. Preto pre

sciedzanie v sciedzacej nadobe volime najlepSie vymleté,
minimalne poskodené plevy, nizky podiel hrubej krupice
avysoky podiel jemnej krupice. Obsah mucky -
najjemnejSicho Srotu musime prispdsobit’ podmienkam pri
sciedzani najmid zatazeniu sciedzacieho dna a sciedzacej
rychlosti (Lejsek, Topka, 1991). Podiel miucky by nemal
prekro€it’ hodnotu 12% v podiele Srotu. Poc¢as rmutovania
menSia Cast’ extraktu 15 az 17% je priamo rozpustna a prejde
pri rmutovani do roztoku jednoduchym mieSanim a
posobenim teploty. Vacsiu Cast’ vSak dostaneme do roztoku
az po ich rozstiepeni sladovymi enzymami. Zakladnou
poziadavkou rmutovacich procesov je dostat’ do roztoku
vSetok Skrob ivhodny podiel bielkovin (Chladek, 2007).
Skrob sa skladd z amylézy a amylopektiu. Ich rozklad
prebieha v troch krokoch: mazovatenie, stekutenie,
scukrenie. Skrobové molekuly absorbujii vodu pocas
mazovatenia najskor napuciavaju a potom praskaji. Sladovy
Skrob s pritomnostou amyldz mazovatie pri 60°C.
Zmazovteny Skrob je vacSinou Stiepeny amylazamy v
priebehu stekucovania (Wunderlich a Back, 2009).Ked’ je
slad extrahovany s vodou, ktorej teplota sa zvySuje riadenym
spdsobom, priemyselny proces sa nazyva rmutovanie
avysledny produkt je oznaCovany ako sladina. Proces
rmutovania sa méze menit v zavislosti od pozadovanych
hodnét finalnej sladiny a piva (Jones, 2005).

V priebehu rmutovania prebiehaju tri hlavné enzymatické
reakcie, ato hydrolyza zmazovateného Skrobu na
skvasitelné cukry (glukoza, fruktbza, sachardza, maltoza
a maltotriézu), hydrolyza proteinov na voI'né aminokyseliny
a degradacia B-glukanovych retazcov. Tieto procesy

prebiehaju  Cinnostou amyldz, proteaz a B-glukandz
(Brandam et al., 2003). Najdélezitejsia rekacia V ramci
procesu  rmutovania  je  enzymaticka  hydrolyza
zmazovateného Skrobu, pretoze ta urCuje mnozstvo

vytvorenych skvasiteInych cukrov a tym aj obsah alkoholu
vo findlnom produkte. Z toho ddévodu je prirodzenym
cielom rmutovania maximalizovat produkciu takychto
skvasitelnych latok (Durand et al., 2009). Pre svetlé piva
beznych typov by mal extrakt sladiny obsahovat’ priblizne
10% monosacharidov, 50% disacharidov a20% vyssich
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dextrinov. Priebeh Stiepenia Skrobu pri rmutovani
ovplyviiuje cely rad faktorov ato najmé kvalita sladu
z hl'adiska extraktivnosti, zlozenie sypania pokial sa
pouziju sladové nahradky, jemnost’ $rotu v zavislosti od
sposobu a kvality S$rotovania a podmienky rmutovania
ako su najmé teplota, pH a hustota vystierky, Casovy
priebeh tepldt, pocet rmutov a sposob ich spracovania
pokial’ sa jedna o dekokény spdsob rmutovania. Podla
sposobu zvySovania teploty pri rmutovani rozliSujeme
infzny a dekokény sposob rmutovania (Topka, Topka
ml, 2000). Pri infiznom postupe je cely objem rmutu
vyhrievany (s prisluSnymi fazami odpocinku) az po
finalnu teplotu scukrenia. Tato metdda zacina s teplotou
45°C (proteolyza) a nasledne sa teplota zvySuje na
62-65°C (¢innost B-amylazy). Dalsia fiza rmutovania
prebieha pri teplote 70 — 75°C az po kompletné scukrenie
rmutu (Cinnost a-amylazy) a cely proces konci pri
teplote 78°C (O’Rourke, 1996). Pri dekokénom procese
sa teplota zvySuje presivanim ¢asti rmutu z vystieracej
nadoby do rmutovacieho kotla, kde je vareny. Jeho
preCerpanim do zvy$ku rmutu ktory je vo vystieracej
nadobe je teplota celého rmutu zvySena na pozadovani
hodnotu. V zavislosti na pocte varenych rmutov mézu
byt dekokéné metddy klasifikované ako jedno-, dvoj- a
trojrmutové. V stcasnosti st pouZivané iba jedno- alebo
dvojrmutové procesy. Trojrmutovy proceS spotrebuje
vel'ké mnoZstvo energie a je pouzivany len pre vyrobu
ur¢itych $pecialnych piv (Willaert, 2007). Jednotlivé
spOsoby rmutovania mozno kombinovat. Podla
Montanariho et al. (2004) je jednormutova metoda
dekokcie spojena s infiznym rmutovanim vyhodnejSou
metddou ako dvojité dekokéné rmutovanie. Dosahuju sa
nou vysSie objemové vytazky piva aje energeticky
uspornejSia az o0 20 %. Pre zaistenie vysokého varného
vytazku je potrebné spracovavat’ dokonale rozlusteny
slad svysokou enzymatickou aktivitou. Kontakt
enzymov a substratu je potrebné podporit’ trvalym
miesanim i pri teplotnych odpo&inkoch. (Topka, Topka
ml, 2000).

Cielom prace bolo na zaklade uskuto¢nenych varok
zhodnotit’ vplyv mnozstva vystieracej vody a sladu na
sacharizdciu a mnozstvo predku, ana sacharizaciu
a mnozstvo 1. 1 2. vystrelku.

MATERIAL A METODIKA

Hodnotenie mnozstva a sacharizacie predku, 1. a 2.
vystrelku sme sledovali v ramci sladiny pripravenej z 3
druhov sladov, u ktorych sme najskor stanovili hodnotu
obsahu extraktu. Pouzili sa 2 ro6zne mnozstva sypania
svetlého plzenského sladu a pomer nalevu sme upravili
pridavkom vystieracej a zaparovacej vody Vv troch
réznych mnozstvach.

Stanovenie extraktu v slade

Do rmutovacej nadobky sme odvazili 50 g sladového
Srotu s obsahom micky 90 % apridali 100 cm?
destilovanej vody s teplotou 45 °C. Obsah nadobky sme
premiesali s d’al§imi 100 cm® vody tej istej teploty,
pricom sme dokladne oplachli steny nadobky i ty¢inku.
Nadobka s vystierkou bola vlozena do rmutovacieho
kapela vyhriateho na teplotu 45 °C. Pri tejto teplote
rmutovanie prebichalo 30 minit. Potom bola teplota

kupela zvySovana v priebehu 25 minit na 70°C (1°C za 1
minatu). Nasledne sme do vzorky pridali 100 cm® vody
s teplotou 70°C, pricom rmutovanie pokracovalo pri
uvedenej teplote 1 hodinu. Scukrenie sladiny bolo skuSané
jodovou sktskou 10 minut po dosiahnuti 70 °C. Rmut bol
v priebehu 20 minit ochladeny na  teplotu
20°C a dovéazeny na hmotnost’ 450 g pomocou destilovanej
vody vytemperovanej na 20°C. Obsah rmutovacej nadobky
sme potom dokladne premiesali sklenenou ty¢inkou a naraz
vyliali na suchy skladany filter s priemerom 32 cm. Prvych
100 cm?® filtratu sme vratili spat’ na filter. Po ukon&eni
filtracie sme filtrat premiesali a jeho relativna hustotu bola
stanovena pyknometricky.

Relativna hustota vzorky sladiny bola stanovena
V pyknometri (podla Reischauera), pri ktorom bol presne
stanoveny objem na destilovani vodu (vodna hodnota). Za
predpisanych podmienok bol k zistenej relativnej hustote
sladiny uréeny hmotnostny zlomok extraktu sladiny v %
a nasledne vypocitany obsah extraktu v pdvodnom slade.

Priprava sladiny v minipivovare

Zosrotovany slad bol vystierany do presne stanoveného
mnozstva vody s teplotou 50°C, pricom uvedena teplota
vystierky bola udrziavana 20 minat. Potom bol substrat
postupne vyhrievany ha 65°C a pri tejto teplote sa nechal
prebehnut’ proces rmutovania 30 minut. Nasledne bolo dielo
zahriate na teplotu 76°C, priCom tato faza procesu
rmutovania trvala 30 minit. V ramci tohto kroku bolo
kontrolované scukrenie sladiny joédovou skuaskou. Pri
uvedenej teplote nastal proces odrmutovania — deaktivacie
pritomnych enzymov. Pocas vsetkych tychto procesov bolo
mieSadlo rmutovo-vystieracej nadoby neustale v ¢innosti. Po
ukonceni procesu odrmutovania bolo mie$adlo vypnuté, aby
sa vytvorila filtrana vrstva mlata, ktorej kvalita urcuje
priebeh sciedzacieho — filtraéného procesu. V prvej faze
sciedzania bol oddeleny hlavny podiel sladiny tzv. predku
avdruhej fiaze bolo mlato premyvané horticou vodou
s teplotou 78 °C. Pomocou takéhoto procesu vysladzovania
bola ziskana zriedena sladina nazyvana vystrelky. Na
dosiahnutie pozadovaného objemu sladiny bolo zvolené
dvojnasobné vysladzovanie.

Urcenie sacharizacie
sacharometrom

Do odmerného valca sme naliali prvy podiel rmutu-
predok, alebo 1. a 2. vystrelok. Nasledne bol cely odmerny
valec ponoreny do vodného kuapela, v ktorom bol
vytemperovany na 20°C. Potom sme sacharometer postupne
ponarali do vzorky. Vzorka sa vylievala cez okraje valca
a spolu s fiou vytekala aj pena, ktord by mohla znemoziiovat’
meranie. Po vytemperovani vzorky bolo priamo na stupnici
sacharometru od¢itané percento sacharizacie. V pripade
nedodrzania predpisanej teploty bola vykonana korekcia
podla navodu uvedeného na stupnici sacharometru.

predku a vystrelkov

Urcenie objemu predku a vystrelkov pomocou meracej
tyce

Objem podielu predku ako i podielov 1. a 2. vystrelku bol
merany pomocou meracej nerezovej tyce, ktord mala po
obvode vyznatené hodnoty v dm®. Objemy boli merané
vzdy po odCerpani sladiny do mladiného kotla pred
procesom chmelovaru.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

K najdolezitejsSim parametrom kvality sladu patri
obsah extraktu v pdvodnej vzorke, ktora by mala
dosahovat’” minimalnu hodnotu 75 %. Tato hodnota sa
povazuje za tzv. Standardnt hodnotu. V nasSich pripadoch
vSetky tri vzorky plzenského sladu tieto parametre
dosahovali. V prvom pripade to bolo 75,2 %, v druhom
76,1 % a v tretom 77,2 % extraktu v pdvodnej vzorke.

Podla teoretickych predpokladov ul0 % al2 %
svetlej] sladiny sa koncentracia predku pohybuje
V rozmedzi 16-18 %, u tmavych sladin 18-20 %. Pomer
nalevu k sypaniu je u svetlych piv 3,5 - 4 hl, u tmavych
sladin 3 — 3,5 hl na 100 kg sladu (KosaF, Prochazka,
2000). V nasom pripade sme zvolili 2 rézne varianty
mnozstva sypania (12 a 13 kg) plzenského sladu a3
rozne objemy vystieracej a zaparovacej vody (od 35 dm?
po 37 dm®, ato najmizddévodu zabezpelenia
predpisanych teoretickych hodnot sacharizacie predku.
Vysledky, ktor¢é sme dosiahli su prezentované
v tabul’kach.

Tabul’ka 1 Sypanie 12 kg — extrakt 75,2% v povodnej
vzorke

Tabulka 5 Sypanie 13 kg — extrakt 76,1% v povodnej
vzorke

Objem Sladina
vody spolu
dm® [ % [dm®] % |dm®| % [dm®]| % | dm®

Predok L.vystrelok | 2.vystrelok

35 162 25 | 97 | 26 | 33 | 19 |10,28| 70

36 161 | 25 | 100 | 25 | 34 | 20 |10,29| 70

37 159 25 | 99 | 26 | 35 | 20 |10,21| 71

Tabul’ka 6 Sypanie 13 kg — extrakt 77,2% v pévodnej
vzorke

Objem Sladina
vody spolu
dm® [ % [dm®] % |dm®| % [dm® ]| % | dm®

Predok L.vystrelok | 2.vystrelok

35 172 25 | 97 | 25 | 34 | 23 |10,29| 73

36 169 26 |101| 25 | 33 | 22 (10,61 73

37 168 | 25 | 100 | 24 | 33 | 21 |10,42| 70

Objem Predok L.vystrelok | 2.vystrelok Sladllna
vody spolu

dm® [ % [dm®| % |dm®| % | dm®| % |dm?

35 141 26 | 78 | 25 | 32| 20 [ 88 | 71

36 14 | 26 | 79 | 24 | 31| 20 |879| 70

37 139 25 | 7,7 | 25 | 32| 19 (871 | 69

Tabul’ka 2 Sypanie 12 kg — extrakt 76,1% v povodnej
vzorke

Objem Predok L.vystrelok | 2.vystrelok Sladina

vody spolu
dm® [ % | dm® | % [dm®| % [ dm® ]| % | dm®

35 152 25 | 97 | 26 | 33 | 19 | 99 | 70

36 15 | 25 | 10 | 25 | 34 | 20 | 99 | 70

37 147 25 | 99| 26 | 35| 20 |979| 71

TabuPka 3 Sypanie 12 kg — extrakt 77,2% v pévodnej
vzorke

Objem |  predok | I.vystrelok | 2.vystrelok Ss'ad'lna
vody potu

dm® | % | dm®| % [dm®*| % |dm®| % [ dm?

35 16 | 24 | 92 | 24 | 32 | 22 |965| 70

36 159 25 | 98 | 25 | 33 | 22 |993| 72

37 156 | 24 | 96 | 26 | 3,2 | 23 | 956 | 73

Tabul’ka 4 Sypanie 13 kg — extrakt 75,2% v povodnej
vzorke

Objem Predok L.vystrelok | 2.vystrelok Slad:na
vody spolu

dm® [ % | dm®| % [dm®| % | dm®| % | dm?

35 152 | 25 | 83 | 26 | 34 | 21 |927| 72

36 151 25 | 83 | 25 | 34 | 19 [941| 69

37 149 26 | 82 | 25 | 34 | 19 |939| 70

V podstatnej miere su hodnoty ovplyvnené obsahom
extraktu sladu, ktory sme pouZili na varenie sladiny. Cim
viac sypania bolo pouzitého na varenie sladiny, tym sa
zvySovala 1ihodnota sacharizacie predku. ZvySenim
mnozstva vystieracej a zaparovacej vody sa zvySoval aj
pomer nalevu k sypaniu, a to od 2,92 po 3,1 hl na 100 kg
sladu, ¢o malo vplyv na pokles sacharizacie predku.

Pri pouziti sypania 12 kg plzenského sladu sa obsah
sacharizacie predku pohyboval od 14,1% po 16% (tabulka
1,2,3), samozrejme vV zavislosti od obsahu extraktu
vV pévodnom slade. Ako mozno vidiet, tieto hodnoty boli
dosiahnuté pri pouziti najmenSicho mnoZstva vystieracej
a zaparovacej vody 35 dm® anajvyssie boli pri obsahu
extraktu sladu 77,2 %. ZvySovanie pomeru nalevu k sypaniu
znizilo hodnoty sacharizacie predku. Najviac sa to prejavilo
pri slade sextraktom 76,1 % a77,2 % ato poklesom
v hodnotach 0,4 % az 0,5 % (tabul’ka 2,3).

V druhej variante varenia sladiny sme pouzili vysSie
mnozstvo sypania plzenského sladu a to 13 kg, ¢im sa nam
znizil pomer nalevu ku sypaniu na hodnoty 2,69 az 2,85 hl
na 100 kg sladu. Tieto hodnoty prezentuju vystierku
podstatne hustejSiu ako je to v odbornej literatire (Kosaf,
Prochazka, 2000). K tomuto kroku sme prikro€ili
z dovodov predchadzajiacich pokusov, nakolko hodnoty
predku pri pouziti vd¢sieho mnozstva nalevu ku sypaniu,
boli velmi nizke aztoho vyplyvala inizka hodnota
stupnovitosti vyrobeného piva. V pripade pouzitia hustejSich
vystierok sa parametre dosiahnutych hodnét predku
pohybovali od 15,2% az po 17,2% (tabulka 4,5,6), o je
porovnatelné s hodnotami prezentovanymi v odbornej
literature. Musime vSak konStatovat, ze pouzitim nizsieho
pomeru nalevu ku sypaniu klesd varny vytazok a efektivita
varného procesu sa znizuje. Hodnoty objemov prvého
podielu podas varenia sa pohybovali v rozmedzi od 24 dm®
az po 26 dm® (tabul’ka 1,2,3,4,5,6). 1 ked z teoretického
hladiska mnozstvo predku malo byt vysSie pri pouziti
vy§Siecho mnoZstva zaparovacej a Vvystieracej vody tieto
vysledky boli vyrovnané a rozdiely minimalne.

Dalsou problematikou, ktorou sme sa zaoberali boli
hodnoty sacharizacie a objemov 1. a2. vystrelku. Ako sa
uvadza v odbornej literatire (Kosaf, Prochazka, 2000),
proces vysladzovania - premyvania filtraéného kolaca, ktory
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je tvoreny mlatom by mal prebiehat’ az dovtedy, kym sa
V poslednom vystrelku nedosiahne sacharizacia 1,3 %.
Prezentacia naSich vysledkov hovori o hodnotach od
3,1% po 3,6% (tabulka 1,2,3,4,5,6). MnozZstvo
vystrelkov vyjadrené objemom sa pohybovalo od 24 po
26 dm® pri 1. vystrelku a od 19 dm® po 23 dm® pri 2.
Vystrelku, pricom bolo v podstatnej miere ovplyvnené
mnoZstvom vody o teplote 76-78 °C, ktora bola pouzita
na proces vysladzovania. Mnozstvo vystrelkov pri 2.
vystrelku sme volili na ziklade celkového mnozstva
uvarenej sladiny, nakol’ko kapacita mladinového kotla by
v mnohych pripadoch nestacila uvarit’ va¢sie mnozstvo
mladiny. Hodnoty uvarenej sladiny sa pohybovali
vrozmedzi od 8,71 az 10,61% (tabulka 1,2,3,4,5,6),
avSak tieto namerané udaje nevyjadruji koneénu
stupiiovitost’ piva, nakolko pocas dalSich procesov
dochadza ku zvySovaniu tejto hodnoty odparom pocas
varenia sladiny s chmel'om.

ZAVER

V prezentovanej praci bol uplatneny infuzny sposob
rmutovania. Na dosiahnuté vysledky mal velky vplyv
obsah extraktu pouzivaného sladu, ktory v najvicsej
miere charakterizoval dosiahnuti sacharizaciu prvého
podielu - predku idalsich podielov - 1. vystrelku
a 2. vystrelku. Dalsi faktor, ktory ovplyvnil sacharizaciu
uvarenej sladiny ajej jednotlivych podielov bolo
zlozenie sladového Srotu. Objemy jednotlivych podielov
boli ovplyvnené najmid pri vysladzovani mlata, ato
jednak mnoZzstvom pouzitej vysladzovacej vody, ale
najmd jej teplotou, ktori sme udrziavali na t{rovni
76-78 °C. Z hladiska efektivneho vyuzitia varnych
nadob vsak musime hovorit' 0 nizSej efektivite nakol’ko
2. vystrelok bol vo vsetkych pripadoch pomerne vysoky
— nad 3% sacharizacie, takze velké mnozstvo
cukornatych latok zostavalo v mlate. Z hladiska
dosiahnutej sacharizacie vSak bolo nutné pouzit na
vysladzovanie mlata pri 2. vystrelku len také mnoZstvo
vysladzovacej vody, ktord neovplyvnila sacharizaciu
celkového mnozstva uvarenej sladiny a neovplyvnila ani
jej kvalitativne parametre.
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RELATIONSHIPS AMONG PROCESSING AND RHEOLOGIC PARAMETERS

DURING WHEAT DOUGH MIXING AND THEIR ASSETS FOR THE INDUSTRIAL
PROCESSING

Boris Zitny, Ladislav Haris, Zdenka Muchovd, Miriam Liskovd

ABSTRACT

The wheat dough mixing process today, is not perceived only as the blending process of the input materials. During the
wheat dough mixing there are many factors which affect the final quality and processiblity of wheat doughs. This study
describe the rheologic behaviour of doughs mixed on the Diosna SP12 kneader in particular stages of their development in
dependecy from the mixing settings. The processing parameters as mixing energy, temperature increase and spiral rotation
was monitored with the causal relationships to the evolving rheologic parameters of processed dough. The basic
presumptions about interrealtions among rheologic and processing parameters during dough development for used flours and
mixer were adumbrated. The relations among rheological and processing properties towards to product quality were

determined by baking tests.

Keywords: rheology, wheat dough, mixing

INTRODUCTION

Wheat flour today, is the basic material for the
production of modern bakery products in the world. The
dough production is elemental condition for production
in bakeries. From the sixties of last century, the wheat
dough and the process of its creation and development
were subjected to wide scientific research. Kilborn and
Tipples (1972) formulated, that there are two basic
conditions, which must be satisfied for the proper dough
creation. The imparted mixing energy must be higher as
the critical minimum for the dough and gluten
development and the mixing intensity must be above the
border for the dough creation. In the same work, they
find out, that the amount of rotations of mixing element
is different if the angular velocity of the element is
different (if the amount of mixer work is constant).
These results were confirmed by Frazier et.al. (1975)
and proven by later authors. It is well known that dough
properties can be affected by many features with
different significance, therefore the dough development
and processing optimization towards best quality bakery
products is quite difficult problem. The quality and
quantity of gluten macropolymers is the main factor,
which determine the dough rheologic parameters, and
therefore the products properties as well (Gras et.al.
2000, Don et.al. 2005, Wang et.al. 2007). However, the
starch influence on the dough rheology is not
insignificant (Hoseney et.al. 1995). The way, by which
the proteins are formed during dough mixing are not
random, what is supported by depolymerisation process
during mixing (Aussenac et. al. 2001, Skerritt et.al.
1999). By depolymerisation, the content of GMP
decrease from the start to the end of mixing, however the
extent of depolymerisation is dissimilar for each
particular quality of flour (Lefebvre et.al. 2003,
Kuktaite et. al. 2004). The amount of GMP is well
corelated with extensographic parameters, relaxation
properties and loaf volume, but poor correlations are for
dough consistency during dough development (Gras et.
al. 2000, Weegels et. al. 1997). Belton (2005)
sceptically thinking about the interrelations between
proteins extracted from the doughs and their importance

as descriptors of the mixing process and argue, that these
extracted proteins are only part from whole macromolecule,
and furthermore it is chemically treated. Therefore their
inner composition and properties are changed. Due to this,
the extracted part is not same as the part of macromolecules
which have major influence on the dough properties. The
differences in quality of proteins extracts obtained from
same flour sample is emphasized in work of Kuktaite et.al.
(2004). Don et. al. (2003b) presented, that the specific
voluminosity of proteins might play key role in relation to
changes in dough consistency during mixing. With the
increase of GMP voluminosity, the amount of physically
bonded watter in GMP gel increase. This is possible only if
molecular weight of GMP and inner GMP bonds increase as
well. These results are in concordance with the observations
of Alava et.al. (2001) and Wesley et.al. (1998), where the
water mobility measured by NIR and NMR during dough
development, were minimal. Presumably, it is consequence
of maximal aggregation of proteins at these stages of
mixing. From this point, the proteins and other flour
constituents react on the mechanical treatment during
mixing and by evaluation of their reactions on these process
is porbably possible to determine that ones, which have
major influence on the mixing process. Mixing process can
be affected by the parameters of mixer as mixer geometry
and speed of mixing (Haraszy et.al. 2008, Gras et.al.
2000), which play akey role during creation of dough
matrix and final quality of bakery products (Aamodt et. al.
2003, Basaran a Gocmen 2003). By increasing of mixer
speed (Farinograph), the dough consistency increasing too,
while the stability decrease (Olivier and Allen 1992). The
mixer geometry play significant role during dough
formation, what is highlited in the paper of Mani et.al.
(2002), where the comparable consistency of dough were
achieved on three mixers independently with the same flour
sample (Farinograph, Mixograph and Hobart mixer), but the
time of mixing were different for each mixer. The wet gluten
was washed from dough in different stages of mixing in
work of Abang Zaidel et.al. (2008), the results conform that
the elasticity of gluten were higher in point of maximal
development with higher values for stronger flours. The
elasticity of gluten altered in dependency from the mixing
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stage (from which the gluten was washed). The elasticity
of dough was higher as elasticity of gluten, what is
contrary with findings of Kuktaite et.al. (2005), which
determine oposite trend in strong flours. For the
determination of optimal consistency, the energy
consumption profile of mixer could be utilizable. This
aproach were applied by Hwang and Gunasekaran
(2001), where the maximum of work input were
evaluated as optimal consistency. The optimum was
differ for strong and weak flours. Furthermore, the
amount of energy per kg of dough was dependent from
amount of mixed dough. The main problem in wheat
dough mixing optimization is, that there are poor
corelations between dough parameters evaluated from
laboratory mixers in comparison to parameters of doughs
prepared in industrial mixers (Haraszi et. al. 2008, Don
et al., 2005, Zounis a Qualil 1997). The consequences
of mixer geometry lie in the complexity of mixing forces
which are applied during mixing inside active mixing
space. The different force vectors cause different
changes and reactions in dough molecular structures
(Dobrasczyk and Morgenstern 2003). Weegels et.al.
(1996) in their effort eliminated the differences in mixer
geometries define the point of mixing action equality as
the point in which the content of GMP is same for the
same sample. The same content of GMP was determined
for Mixigraph (3.5 min.), Farinograph 10 (7.0 min) and
Farinograph 50 (12.0 min.).

Due to the complexity of the creation of dough during
dough development and numerous factors which play
role in these processes, it is needed to provide
measurable relations for industrial usage, which must be
derived from the industrial mixer. For this purpose, all
measurement of mixing energy, templerature and
rotation were evaluated with using of the model of
industrial kneader - Diosna SP12, which possess same
mixer geometry as industrial devices. The resulting
rheologic parameters and bakery test were evaluated in
relation to mixing parameters.

MATERIAL AND METHODOLOGY

For the determination of changes during mixing, the
two samples of flour type T512 (Vitaflora Kolarovo,
Slovakia) with defined properties were used. The
samples of the flours were evaluated according to the
described methods. The content of the ash (ICC standard
104/1, 1990), content of the nitrogenous components
(STN ISO 1871, 1997), moisture content (ICC standard
110/1, 1976) content of the wet gluten (ICC standard No.
106/2, 1984), content of starch (STN EN I1SO 10520,
2002), falling number (ICC standard 107/1, 1995),
extensibility of the gluten (STN 46 101-9, 1997) and
Zeleny index (ICC standard 115/1, 1994) have been
determined. The characterization of the rheological
properties was performed by the Farinograph-E
(Brabender OhG, Duisburg, Germany) (ICC standard
115/1, 1997), Extensograph-E (Brabender OhG) (ICC
standard 114/1, 1992), Amylograph-E (Brabender OhG)
(ICC standard 126/1, 1992). Falling number
characterization was determined by Falling number 1500
Perten (ICC standard 107/1, 1995).

The dough was prepared with addition of 2.23% NaCl (db),
saccharose 1.0% (wb), yeast (4% whb) and with distilled
water (Farinograph waterabsorption to 500 FU adjusted
without yeast). Each flour sample were mixed according to
the various regimes of mixing by Diosna SP12, where the
following parameters were evaluated: temperature increase
(with use of electronic thermal test probe Pt 100), the
number of revolutions of mixing spiral, the mixing speed as
revolution frequency per second at the constant rounds of
the mixing bowl and energy consumption on the rotor
(energy requirement). Finished dough was subsequently
evaluated by the Farinograph and Extensograph modified
methodologies according to Zitny et. al. (2010). During
baking test, the formed dough loaf were placed to the baking
form and rise in the rise chamber (30°C/30 min.). The
baking tests were performed in the MIWE condo oven,
during 35 min., temperature/time of first baking step =
220°C/20 min, and for second step = 240°C/15 min. Doughs
were mixed by DIOSNA SP12 with all recipe components at
once. The penetration tests were performed on
Extensograph-E, by using of penetration solid sphere made
from lead (Pb) with diameter 7.0 mm, which was connected
with the moving hook of Extensograph device by fibre
(length 0.3 m / material - nylon). The volume of loafs were
measured after 4 hour cooling (lab. Temperature 25°C) and
measured by using of seeds. Setting of the Diosna SP 12
mixer during tests is shown in Table 1.

Table 1 Settings of the Diosha SP12 mixer

o [Hz] /R [U]/ op [HZ] o [Hz] /R [U]/ op [HZ]
30 Hz/ 450 U /50 Hz 70 Hz/ 550U /50 Hz
30 Hz/ 750 U /50 Hz 70 Hz/ 1000U /50 Hz
50 Hz/ 500U /50 Hz 70 Hz/ 520U /30 Hz
50 Hz/ 880U /50 Hz 70 Hz/ 940U /30 Hz
50 Hz/ 1000U /50 Hz 70 Hz/ 1000U /30 Hz
60 Hz/ 580U /50 Hz 80 Hz/ 580U /50 Hz
60 Hz/ 880U /50 Hz 80 Hz/ 880U /50 Hz
60 Hz/ 1000U /50 Hz 80 Hz/ 1000U /50 Hz

o [Hz] — speed of spiral, R [U] — number of revolutions of mixer
spiral, op [Hz] — speed of mixing bowl.

Table 2 The parameters evaluated for individual tests

viscoelastic index after 5 cm (resistance after 5 cm/

G5 | extensibility)

viscoelastic index in maximum of extensographic

Gmax curve (resistance in max / extensibility)

Fp | penetration force

EXE | extensographic energy

Vm | loaf density (volume per gram of crust)

dE/dU | the changes of mixinf energy over rotation of spiral

4T/dU the changes of temperature progress during mixing

over number of spiral rotation

RESULTS AND DISCUSION

The used flour samples are evaluated in Table 3. Both
samples are suitable for bakery production and accomplish
requests for bakery flours.
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Table 3 Flour sample characteristics.

Flour properties Sample A Sample B
Ash [%] 0.55+0.02 | 0.54 £0.02
Falling number [s] 261+9 298 + 14
N x 5.25 [hm.%] 11.9+0.2 | 122+0.1
Starch content [%)] 71.5+04 | 72.1£0.3
Zeleny test [cm3] 35+1 39+1
Max. Consistency [FU] 504+ 8 500+ 5
Waterabsorption 500 FU [%] 54.8+0.1 | 58.8+0.1
Waterabsorption (14 %) [%] 542 +0.1 | 58.7+0.1
Development time [min] 1.7+£01 | 25+0.1
Stability [min] 94+0.1 |113+0.1
Degree of softening [FU] 32+6 20+ 5
Degree of softening ICC [FU] 59+5 33+£5
Farinograph quality number (FQN) 97 +18 131+9
Begin of gelatinization [°C] 62.6+0.1 | 59.3+0.2
Gelatinization maximum [AU] 465+ 12 | 798 £35
Temperature in maximum [°C] 82.0+0.0 | 86.1 £0.2

During dough development, the energy requirements
for spiral motion and temperature increase of dough
wary in awide range (Fig.1 and Fig.2). With the
increasing of mixing speed, the energy demands for one
spiral revolution is higher with some stages, which could
be described as peaks of kneaders work input. These
peaks are not in same interval of number of revolutions,
and depends from angular velocity of mixing spiral.
These claims are fundamentally consistent with results of
Zounies and Qualil (1997) or other authors (Haraszi
et.al. 2008, Olievier and Allen 1992). Zheng et.al.
(2000) determine the exact amount of mixing energy for
strong and weak flour samples (as [Wh.kg™], strong flour
18 and weak flour 9.7) for double blade mixer. These
results are inconsistent with our measurement, probably
due to the different mixer geometry and dissimilar
speeds of mixing elements. This have significant
influence for dough development (Mani et.al. 2002,
Hwang a Gunasekaran, 2001) and gluten structure
(Weegels et.al 1996).

The temperature progress during mixing is strictly
connected to the processes which are play role during
particular stages of mixing, from flour hydration through
dough development to dough overmixing. The
temperature flow on figure 2 are represented by
temperature change in the same measuring intervals as
the measuring intervals for energy consumption on figure
1. It is visible that initial hydration in interval around
200U caused dissipation of energy in form of heat, in
interval from 300U to 400U, the temperature increase
was low, probably due to the dough structure formation,
during which the energy is used more for creation of
inner bounds than for dissipation in form of heat. Further
course of changes in temperature could be described in
details only within limited accuracy. By comparison of
fig.1 and fig.2 for each one mixing speed, there are some
perceptible connections. The energy consumption during
processing of dough with lower spiral speed at 30 Hz, is
similar in peaks localisation. For 50 Hz and 60 Hz, the

progress of curves for energy requirements and temperature
flow show some rough tendentions. When the work input
increase (behind of 400U) the temperature decrease or is
almost constant and vice versa. When the work input is
almost constant, the temperature start to rise. Over the
border of 800U, the changes of temperature growth and
work input have similar course (the ending of the curves is
excluded due to the ending of process — turn off the mixer).
There is only rough approximation, which could play role in
mixing process optimization. The detailed study of these
thermal processes is needed and it is theme for further work.

Differences in energy requirements in dependency from speed of spiral (DIOSNA SP12)
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Fig.1 Energy consumption profiles of Diosna SP12 mixer
during dough mixinig under differend speeds of spiral (the
lines represent the moving average of measured work inputs)

Differences in the temperature progres in dependency from speed of spiral (DIOSNA SP12)
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Fig.2 Temperature progress during mixing proces on Diosna
SP12 mixer under differend speeds of spiral (the lines
represent the moving average of points)

The maximal consistency of dough could be probably
connected with maximal work input, but this is not

ro¢nik 5

67 1/2011



potravinarstvo

necessary, if is taken to account, that the applied forces
and therefore energy requirements in active mixing space
can be affected not only by dough elasticity, but with
forces arised from sticky dough behaviour after protein
matrix degradation, as well. The extensographic
evaluation (Ex. energy Fig. 3, and indexes of
viscoelasticity G.5, Gmax - Fig. 4) shown, that
extensographic energy increased with the speed of
mixing, but only the maximal peak of extensographic
energy (Ex.E) for each one speed regime is considered.
The elasticity in these maximal peaks of Ex.E, is higher
in comparison to other values, measured under same
mixing conditions. Important is, that extensograph
energy can rise up with increasing of both, elasticity and
plasticity. Substantial is, if the ratio between elastic and
plastic response of dough is in equilibrium or not. This is
presumably the reason, why EX.E can rise up even if
elasticity (Gmax, G.5) falling down at the end of the
mixing spectra (Fig. 3 and 4). This is probably
implication of depolymerisation effect, when the proteins
molecular weight inside dough matrix decreased as
consequence of imparted mixing energy behind the point
of maximal consistency (Don et.al. 2003 a,b,c, Gras et.
al. 2000, Lefebvre et. al. 2003). This is rheologically
accompanied with decreasing of consistency and
elasticity of doughs. At the end of the mixing spectra
(around 1000 U), the elasticity of all dough decreased,
while Ex.E decreased slightly, but only for speeds over
70 Hz. During relaxation phase (Fig. 3 and Fig. 4) the
doughs tested after 30 min. with previous extension
showed higher elasticity (G.5.15+ and Gmax.15+)
opposite to elasticity of doughs only rested 30 min
(G5.30 and Gmax.30). Furthermore, their elasticity was
higher in comparison to doughs tested after 15 min. of
resting. This observation is valid for all mixing speeds,
and probably relate with claims about reagregation of
GMP during resting, where the partially rested doughs
are more mobile inside dough matrix, therefore are able
to create new crosslinks and entanglements among
protein chains, which finally lead to the increasing of
dough resistance and hence elasticity (Li et al. 2003,
Rao et.al. 2000). The trend of Ex.E values and values of
loaf volume are very similar for mixing speeds up to 50
Hz, over this border, the course of loaf volume values are
more close to Gmax values. With the increasing of
volume per gram of loaf crust (Fig. 5), the penetration
force (Fig. 6) decrease. According to Don et. al. (2005)
and many other authors (Haraszi et. al. 2008, Kuktaite
et. al. 2005, Weegels et. al. 1996) the volume of wheat
loafs is well correlated to omount of GMP, and GMP are
well correlated with results of extension test
(extensibility, resistance to uniaxial extension). The
optimally mixed dough must lead to bigger loaf volumes
with elastic crumb. Crumb elasticity depend from cell
wall elasticity, and is well known, that i tis function of
cell gas volume (with the increasing of gas volume, the
sell wall is more thinner and loss the elasticity). So, the
consequence of this claim is, that the objective
coparision of crumb elasticity (performed by penetration
test) could be performed only on the loafs with same
volume (under same processing conditions). Anyway,
the course of changes in penetration force is

fundamentally comparable with viscoelastic moduli G.5 and
Gmax from extensographic tests. The loaf density trends is
contrary well comparable with course of changes of Ex.E.
Only the results from speed 60 Hz and 580U is out of this
connection. For the further work, the mathematical
reciprocal correlations for all properties and features will
provide.

Influence of mixing speed on extensographic energy in particular stages of mixing
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CONCLUSION

This paper described the changes in energy
requirements during dough development and mixing.
With increasing of spiral speed, the work input for spiral
rotation increase too. The progress of energy
requirements among the particular speeds of mixer in
different, furthermore, the the increase of work input is
caused by different physical forces at the start and at the
end of mixing. During first stage the dough is more
elastic, while at the end of mixing period became more
plastic, what contrary cause the increase of work input.
The plastic and elastic response of dough had influence
on the way of temperature progress behaviour. However
these observations are only rough, there are fundamental
perception about interrelations, which could be possible
applied for optimization of mixing process. The
penetration tests reveals its close relation to
viscoelasticity of dough, while density of baked loafs are
connected to extensographic energy. The crumb
elasticity and density of crumb are inversely correlated.
All results were connected only to used flour samples
and laboratory equipment, therefore usability and
versatility of results are limited.
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Kvalitu a servis berieme vazne. V labo-
ratoriach vieme vyriesit odolnost takmer
voCi vSetkym pouzivanym chemikaliam,
ktoré su casto velmi limitujice. Veda
a technika napreduji milovymi krokmi
a vdaka tomu, to ¢o bolo pred niekolkymi
rokmi nemyslitelné je dnes celkom bez-
né a mozno o tom ani neviete. Staci sa
nas opytat...
Splnit vysoké naroky pri laboratornom
nabytku je mozné iba vdaka pouzitiu Spic-
kovych certifikovanych vstupnych materi-
alov. Kvalitnt chemicky odolnd keramiku,

rezistentné dosky, ventily a batérie i po-
lypropylén dovazame zo zahranicia. Na-
bytok a digestory su vlastnej vyroby a ne-
ustale hladame moznosti, ako sa posunut
smerom k absolUtne idealnej funkénosti
a tiez variabilite v ramci prisne obmedze-
nych moznosti.

V obchode s laboratérnymi pristrojmi sa
orientujeme na vybavenie laboratérii, le-

karni a priemyslu, vdhami, destilacnymi
pristrojmi, mikroskopmi, sterilizatormi,
laboratornym sklom a podobne.

Na Slovensku sme vyhradnym predaj-
com a servisom pre analytické, pres-
né a priemyselné vahy japonskej znacky
A&D. Predavame a zabezpecujeme ser-
vis aj teplotnej technike nemeckej znacky
GFL, teda destilacnym pristrojom, hlbo-
ko mraziacim boxom, trepackam a mie-
Sackam. Paletu predavaného sortimentu
sme rozsirili o ventilatory s prislusen-
stvom franclzskej znacky SEAT, ktoré su
urcené do najnarocnejsich chemickych
a fyzikalnych podmienok laboratorii.
Simulatory, anatomické modely a lekar-

ske trenazéry Adam Rouilly su na Sloven-

sku zatial tiez iba vdaka firme TRILAB.

Sme radi, ze prispievame aj ku skvalitne-

niu Skolského procesu a podielame sa na

obnove mnohych skolskych laboratérii
vratane komplexnych stavebnych uprav,

Uprav elektro rozvodov, rozvodov plynu

a vody vratane revizii.

Odbornici, ktori v spoloc¢nosti TRILAB s. . 0.
pracujd maju na staros-
ti poradenstvo, zaruc-
ny a pozarucny servis.
Sme schopni velmi
pruzne reagovat na po-
treby zakaznikov v kaz-
dom regidne.

Moznost vikendovych montazi robi nase

dodavky maximalne flexibilné a montaz-

na Cata prirodzene zanechava Cistl pra-
cu. To vSetko z nas robi hraca s ktorym
treba pocitat a v blizkej budtcnosti vam
radi pomo6zeme pri realizacii vasich snov

o funkénom, peknom a bezpecnom labo-

ratoriu. Odborne poradime a pomézeme

najst optimalne rieSenia. Pekné a funkc-
né veci nemusia byt nedostupné...
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