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VPLYV PRIDAVKU OVSA A SOSOVICE NA OBSAH VYBRANYCH PRVKOV
V CHLEBE

INFLUENCE OF ADDITION OF OAT AND LENTIL ON THE CONTENT OF THE
DETECTED COMPONENTS IN BREAD

Tatiana Bojiianskad, Alena Vollmannova, Helena Francakova

ABSTRACT

In this paper, the results obtained by bread products analysis made with the addition of oats and lentils, which increased
its nutrition value are presented. Breads were prepared with addition of 10 %, 20 %, 30 %, 40 % and 50 % of oat and lentil
which were analyzed for Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Ni, Cr, Pb and Cd content. Prepared products were evaluated also from
viewpoint of their technological and nutritional value. Use of oat in bread increased with the addition of a quantity of 50 %
content of nutritionally significant elements such as Fe (3.2 times), Mn (3.13 times), Zn (2.23 times), Cu (2.01 times) and
Cr (1.2 times). The addition of lentils increased particularly Cu content (3.55 times), Zn (2.96 times) and Mn (1.29 times).
None of the samples showed exceeded maximum limit (1.0 mg.kg-1) for lead. Based on the analysis results it was
confirmed, that the most problematic element in our soils and subsequently in the foodstuffs is cadmium. Exceeded values
(< 0.1 mg.kg-1) were detected in 8 samples from 11, in finished products the values were within the limits ranging from

0.090 mg.kg-1 Cd to 0.180 mg.kg-1 Cd.

Keywords: bread product, addition, mineral component, heavy metal

UVOD

Jednym z najddlezitejSich zdrojov vyzivy su rastlinné
suroviny vratane cerealii, pseudocerealii a strukovin.
Funkcia potravin v naSich podmienkach nespociva len
v utiSeni hladu a zachovani Zivota, potraviny by mali
zaroven podporovat’ zdravie a V ziadnom pripade nesmu
ohrozovat’ zdravotny stav konzumentov. Medzi zakladné
vyrobky z obilnin patri chlieb a pecivo, ich priemerna
spotreba na Slovensku sa spolu Vv ostatnych rokoch
pohybuje na trovni okolo 70 kg na osobu a rok, ¢im tvoria
velmi vyznamnu skupinu potravin v spotrebnom kosi
avznatnej miere ovplyviiyju  zdravotny  stav
konzumentov.

V dosledku dlhodobej environmentalnej zataze si na
Slovensku oblasti so zvySenym podnym obsahom
rizikovych tazkych kovov, resp. s podami
kontaminovanymi tazkymi kovmi, ¢&o v suvislosti
S vyuzivanim takychto pdd na pestovanie surovin na
vyrobu zakladnych potravin vnasa urcité rizika tykajice sa
hygienickej kvality potravin (Lahucky et al., 2001,
Vollmannova et al., 2003). Kontrolu cudzorodych latok
V potravinovom retazci na Slovensku realizuje rezort
podohospodarstva od roku 1986, kvoli zabezpecCeniu
objektivnych informacii bol od roku 1991 zavedeny
monitoring cudzorodych latok. Od roku 1991 bolo celkovo
odobranych 34 454 vzoriek, z ktorych 7,1 % nevyhovelo
stanovenym limitnym hodnotdm. Na tomto pocte sa
najvyznamnejSie  podielali kadmium, ortut, olovo,
dusic¢nany, nikel a arzén. Najviac nevyhovujicich vzoriek
bolo  zaznamenanych  vnapdjacej vode,  pode
a Vvsurovinach rastlinného  podvodu, zregiondlneho
hladiska sa nadlimitné analyzy vyskytovali hlavne
v okresoch Gelnica, Spisska Nova Ves, Prievidza, Zilina
a Levice (Dostupné na internete: <www.land.gov.sk/index.
php?naviD-94&id=531>).

Cielom prace bolo pripravit bochniky chleba s
pridavkom SoSovice a ovsa a zistit, v akych hodnotach sa
Vnich pohybuje obsah vybranych mineralnych prvkov
dolezitych z nutricného a hygienického hladiska.

MATERIAL A METODIKA

V reologickom  a pekarskom  laboratoriu  Katedry
skladovania a spracovania rastlinnych produktov FBP SPU
v Nitre bol vzmysle S§tandardnych metodik pripraveny
chlieb, ktory bol analyzovany na mnozstvo Fe, Mn, Zn,
Cu, Co, Ni, Cr, Pb a Cd metodou AAS (AAS Varian AA
Spectr Duo 240FS/240Z/UltrAA). Analyzované boli aj
vstupné suroviny, tj. pSenicnd muka hladka T 512
a homogenizovany 0V0S a SoSovica pouzité v pekarskych
pokusoch. Pripravené vyrobky boli hodnotené z hl'adiska
ich technologickej a nutri¢nej kvality.

Pokusné bochniky boli pripravené ako kontrolné (podiel
pSeni¢nej muky T 512 100 %) a vyrobené s pridavkom
ovsa a SoSovice V mnozstve 10 %, 20 %, 30 %, 40 % a 50
%, ¢im bola zvySena ich nutricnd hodnota (mnoZzstvo
a zloZzenie bielkovin a mineralnych latok, obohatenie
vlakninou a pod.).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zakladnym predpokladom optimalnej vyzivy su
potraviny,  ktoré prispievaji  k zdraviu  cloveka.
Problematike zabezpeCenia bezpecnosti potravin je na
celom svete venovana velkda pozornost, aaj ked je
v Eurdpe bezpecnost’ potravin na vysokej Grovni, kontrolu
zameranu predovSetkym na rizikové komodity, lokality
a parametre, vratane doSetrenia pri¢in kontaminacie, nie je
mozné zanedbat.

V stvislosti so  sufasnym  stavom  industridlnej
spolo¢nosti je neoddiskutovatelny fakt, ze ¢lovek musi
koexistovat’ s chemickymi latkami od embryonalneho
Stadia vyvoja az po smrt. Velmi zdvaznym problémom je
kontaminacia potravového retazca tazkymi kovmi,
ktorych Specifikom je to, Ze nepodliehaju procesom
prirodzenej degradacie astavaji sa stidlou zlozkou
vyzivového retazca.

Chlieb je zadkladnou potravinou, ktord sa konzumuje
denne, a preto je jeho pripadnd kontaminacia vel'mi
rizikova. Okrem hygienickej kvality musi spinat’ aj d’alsie
atribty — technologicki a senzorickt kvalitu. Nami
pripravené bochniky s pridavkom ovsa a $oSovice boli z
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technologického  hladiska hodnotené ako horsie
V porovnani s Cisto pSeni¢nymi, pridavok sa negativne
prejavil predovSetkym znizovanim objemu, merného
objemu a objemovej vydatnosti pekarskeho vyrobku.
Z nutri¢ného hladiska boli vSetky vyrobky hodnotené ako
cennejSie, s pozitivnym vplyvom na zdravotny stav
konzumenta. V chlebe stipal obsah dusikatych latok s
priaznivou biologickou hodnotou, obsah vitaminov,
mineralnych latok, rezistentného Skrobu a zvySovala sa ich
antioxidacna aktivita (Bojnanska a Fikselova, 20009,
Bojianska et al., 2009).

Z prvkov, ktoré boli Vramci vyskumu kvantitativne
stanovované su Zelezo, zinok, med a chréom uvedené
v tabul’kach odportcanych vyzivovych davok (Vestnik
MZ SR 1997). Pri Zeleze, ktoré je pre 'udsky organizmus
nenahraditelnym prvkom, je odporuc¢ané denné mnozstvo
od 8 do 28 mg v zavislosti od veku, pohlavia a naro¢nosti
vykonavanej prace. Obilniny vo vSeobecnosti nemaju
vysoky obsah Zeleza, ale ovos a SoSovicu moéZeme na
zéklade naSich vysledkov povazovat za vyborné zdroje
nehémového zeleza. Aby mohla v organizme prebiehat’ pre
resorbciu potrebna redukcia Zelezitych ionov Fe®* na
seleznaté iony Fe®* musia byt pritomné aj iony Cu?
(Melicher¢ik  a Melicher¢ikova, 1997).  V chlebe
S pridavkom ovsa 50 % sa zvysil obsah Zeleza az na 320 %
Vv porovnani s kontrolou, pri SoSovici boli vysledky
obdobné. Denna konzumacia 250 g takéhoto Cerstvého
chleba by pokryla dennu potrebu zeleza pre muza
vykonavajuceho stredne namahava pracu na takmer 50 %,
¢o je mozné uz povazovat' za vyznamny prinos.

Vyznamnym biogénnym prvkom je zinok, ktory je
sicastou mnohych enzymov, ma dolezitd funkciu pri
syntéze bielkovin, ovplyviiuje metabolizmus sacharidov,
lipidov, podporuje imunitny systém (Melichercik
a Melicher¢ikova, 1997). Odporacané mnozstvo zinku sa

pohybuje od 5 do 16 mg denne, pre muza vykonavajuceho
stredne namahavi pracu je denna potreba 12 mg, ¢o
takmer na 30 % pokryje konzumacia chleba s pridavkom
50 % SoSovice v mnozstve 250 g denne.

Medzi biogénne prvky patri aj med’, ktorej denna potreba
ma byt od 0,5 do 2,5 mg, ¢o je rovnako mozné zabezpecit
cerealnou stravou, predovSetkym chlebom obohatenym
SoSovicou, ktora je vyznamnym zdrojom medi.
Odporucané denné mnozstvo chleba a peciva (215 g
denne), pokial by bol tento pripraveny zo zmesi so
SoSovicou v mnozstve 50 %, by zabezpecil denny prijem
na urovni priblizne 0,65 mg Cu. Nedostatok medi
V organizme sposobuje patologické zmeny, jeho nadbytok
V organizme je vSak toxicky, blokuje membranovy prenos
(Melicher¢ik a Melicherc¢ikova, 1997). Desiata hlava
druhej casti Potravinového kédexu SR uvadza najvyssie
pripustné mnoZzstva kontaminantov v potravinach platné
v Slovenskej republike (Vynos Ministerstva
podohospodarstva SR a Ministerstva zdravotnictva SR ¢.
608/3/2004 — 100), kde vramci chemickych prvkov
figuruje aj med’, ktorej najvyssie pripustné mnozstvo pre
vyrobky zobilia je 10 mg.kg™. Tento limit nebol
prekroceny v ziadnom z hodnotenych vyrobkov.

Dalsim, z fyziologického hladiska esencialnym, ale pri
vysSom mnozstve toxickym prvkom je chrom.
V organizme pomaha vytvarat glukozovy tolerancny
faktor vplyvajici s inzulinom na koncentraciu cukru v Krvi
(Melicher¢ik a Melichercikova, 1997). Zasahuje aj do
latkovej vymeny tukov a znizuje hladinu cholesterolu
vkrvi. VzZiadnej zhodnotenych potravin  nebolo
prekrocené najvysSie povolené mnozstvo tohto prvku
(4 mg.kg™ platné pre ,,0statné potraviny*).

Sucasnad legislativa SR uvadza najvysSie pripustné
mnozstva pre nasledovné chemické prvky: Cd, Pb, Hg, As,
Sn, Al, Cr, Cu a Ni (Vynos Ministerstva pddohospodarstva

Tabulka 1: Obsah olova a kadmia v surovinach pouZitych na vyrobu chleba a v pokusnych bochnikoch

Pb, mg.kg™ Cd, mg.kg™
100 % susina | konzumna max, mg.kg™ 100 % sugina | konzumné max, mg.kg™*

forma forma
PSenic¢na mika 0,130 0,234
Ovos 0,500 0,264
Sosovica 0,370 0,107
Chlieb (pSeni¢na mika 0,560 0,308 1,0 0,260 0,143 0,1
100 %)
Chlieb (10 % ovos) 0,400 0,220 1,0 0,174 0,096 0,1
Chlieb (20 % ovos) 0,680 0,374 1,0 0,284 0,156 0,1
Chlieb (30 % ovos) 0,660 0,363 1,0 0,328 0,180 0,1
Chlieb (40 % ovos) 0,720 0,396 1,0 0,252 0,139 0,1
Chlieb (50 % ovos) 0,820 0,451 1,0 0,242 0,133 0,1
Chlieb s ovsom, priemer 0,656 0,361 0,256 0,141
Chlieb (10 % SoSovica) 0,370 0,204 1,0 0,237 0,130 0,1
Chlieb (20 % SoSovica) 0,300 0,165 1,0 0,163 0,090 0,1
Chlieb (30 % SoSovica) 0,330 0,182 1,0 0,253 0,139 0,1
Chlieb (40 % $oSovica) 0,370 0,204 1,0 0,227 0,125 0,1
Chlieb (50 % $osovica) 0,430 0,237 1,0 0,223 0,123 0,1
Chlieb so SoSovicou, 0,360 0,198 0,221 0,121
priemer

rocnik 4 2 2/2010



potravinarstvo

SR a Ministerstva zdravotnictva SR ¢. 608/3/2004 — 100).
Z tychto v nami vyrobenych cerealnych potravinach boli
hodnotené¢ Cd, Pb, Ni, Cu a Cr. Najvyssie pripustné
mnozstvo tazkych kovov v potravinach predstavuje ich
tolerovatelni horn hranicu vyskytu v potravinach v
Ciselnom vyjadreni, ¢im zabezpeCuje minimalizaciu
odhadovaného zdravotného rizika pre I'udi, za predpokladu
dodrziavania  primeranych  stravovacich  zvyklosti.
Vzhladom na to, ze Cu a Cr st aj prvkami uvadzanymi
V odporucanych vyzivovych tabulkach, ich vyskyt v hami
hodnotenych ~ surovinach  a potravinach uz  bol
vyhodnoteny.

Co sa tyka niklu, jeho esencialnost’ je nepopieratelnd, aj
ked’ v pripade vysokého prijmu moze dojst k akitnym
alebo chronickym otravam, resp. pri kontakte s Ni
zluCeninami su pozorované neziaduce kozné prejavy. Na
zéklade naSich vysledkov bolo potvrdené, Ze jeho
prirodzenymi zdrojmi si predovSetkym rastliny, najma
zrna ovsa, v ktorych bol obsah Ni tesne pod limitom
najvyssicho pripustného mnozstva pre vyrobky z obilnin.

Pri  olove, ktoré je vysoko rizikovym prvkom
s vyznamnou schopnost'ou kumulacie, nebol v ziadnej zo
vzoriek prekroteny maximalny limit (1,0 mg.kg™?).
Akumulacii olova v tele zabranuju primerané davky Ca
avitamin A, ktory aktivuje enzymy braniace jeho
vstrebavaniu (Bencko et al., 1998).

Viaceri autori, ktori mapuju situdciu ohladom kadmia
v pddach na Slovensku (Lahu¢ky et al. 2001, Takac et
al., 2008, Tomas 2002, Vollmannova et al., 2003,
Vollmannova et al.,, 2007, Margitanova et al.,, 2009)
uvadzaju, a na zaklade vysledkov naSich analyz bolo
potvrdené, ze najproblematickejSim prvkom v nasich
pddach anasledne aj potravinach je kadmium. Vo
vSetkych nami hodnotenych vzorkach, tzn. ako vo
vstupnych surovinach (muka, SoSovica aovos), tak aj
V hotovych vyrobkoch vo vyjadreni na suSinu 100 % boli
namerané vysoké hodnoty kadmia, ktoré sa pohybovali
v rozpiti od 0,107 mg.kg™ Cd (303ovica) do 0,328 mg.kg™
Cd (chlieb s pridavkom ovsa 30 %). Aj pri monitoringu
realizovanom kontrolnymi organmi SR v rokoch 1991 az
2006 bol najvyssi podiel nadlimitnych vzoriek v stvislosti
s kadmiom, pri¢om i$lo predovietkym o podu a obilniny.
Zékladnym zdrojom vstupu kadmia do potravinového
retazca je aplikacia fosfore¢nych hnojiv, produkcia zeleza,
ocele a spalovanie uhlia (Egyudova a Sturdik 2004,
Lahudky et al., 2001). Cudia st vystaveni prijmu kadmia
cez potravinovy retazec, fajéenim, pddou, dychanim a
pithou vodou (Smolders, 2004). Hlavnym zdrojom
privodu kadmia v strave su obilniny, zelena listova
zelenina a zemiaky (Cosano et al., 2003). Vysoké
koncentracie kadmia moézu obsahovat rastliny rastuce
blizko zdrojov kontaminacie z priemyslu (Klein
a Snodgrass, 2003), v ostatnom ¢ase sa do popredia
dostava aj pojem ,dialkovy transport” kadmia, Cize ani
oblasti bez priemyselnych zén nemusia byt automaticky
Cisté.

Priemerny obsah Cd v kontrolnom chlebe v konzumnej
forme bol 0,143 mg.kg™ Cd a obsah kadmia v chleboch
s pridavkami ovsa a SoSovice bol nizs§i. Najnizsia hodnota
bola zistena v chleboch s pridavkom SoSovice, Cize
zdrojmi kadmia v tychto potravinach boli pouzité zakladné
suroviny, predovsetkym pSeni¢nd muka. Obdobne vysoké
hodnoty v pozivatinich (0,5 — 1,0 mg.kg™) zistili aj

Janusova et al. (2004), pricom v celodennej strave
testovanych konzumentov bolo mnozstvo prijatého kadmia
priemerne 0,024 mg.kg™ (v rozpiti od 0,0-0,053 mg.kg ™).
Konzumacia nami vyrobeného a analyzovaného chleba
v mnozstve 215 g (v konzumnom stave) by do organizmu
priniesla priemerne 0,0284 mg kadmia za den. Pri
posudzovani najvyssieho pripustného mnozstva sa limitné
hodnoty vztahuji na konzumni formu potravin, to
znamena pri chlebe jeho Cerstvy stav s obsahom suSiny
priblizne 55 %. Hodnoty mnozstva Pb a Cd uvedené
v tabulke 1 st uvedené v prepocte na 100 % susinu a na
konzumnu formu.

V zmysle uvedeného boli nadlimitné hodnoty
(>0.1mgkg" pre ,ostatné potraviny“) namerané
v 6smych z jedenastich bochnikov upecenych s pridavkom
ovsa a SoSovice. Nadlimitné obsahy kadmia a olova
v zelenine zistila aj Szabova et al. (1998), ale ich pokusy
boli zalozené na podach s aplikaciou Cistiarenskych kalov,
na rozdiel od naSich, vramci ktorych boli suroviny na
vyrobu chleba a peciva kupované v obchodnej sieti.

Najvyssie pripustné mnozstvo kadmia pre potraviny je
legislativou dané az na uroven 0,8 mgkg’ resp.
1,0 mg.kg™?, ale tieto hodnoty platia pre mak, resp. huby,
¢aj a Zelatinu. Ukladaniu kadmia v organizme zabranuje
kyselina askorbova (Melicher¢ik a Melicher¢ikova,
1997), vyznamnym antagonistom kadmia je zinok, ktory
okrem protektivneho ucinku voci nepriaznivym vplyvom
kadmia zohrava vyznamn(i ulohu v podpore imunity,
plodnosti, proteinovej syntéze atd. Jeho toxicita je
pomerne mald apreto by bolo mozné odporucit
suplementaciu zinku do potravin, najmid do tych
S potencialne vy$$im obsahom kadmia.

ZAVER

Na zaklade technologického, nutri¢ného a hygienického
hodnotenia chleba pripraveného s pridavkom ovsa
a SoSovice v mnozstve do 50 % je mozné skonstatovat’, ze
technologickd  kvalita  chleba s pridavkami bola
vV porovnani s kontrolnym chlebom vyrobenym len zo
pSeni¢nej muky horsia, ¢o sa prejavilo predovsetkym
niz§im objemom vyrobkov. Na druhej strane, v takychto
vyrobkoch bola vyrazne vys$ia nutricna kvalita, tykajica
sa okrem Dbielkovin, vlakniny a d’alSich nutricne
vyznamnych  zloziek, aj  minerdlnych  prvkov
s esencialnymi funkciami v organizme cEloveka. Pouzitie
ovsa zvysilo v chlebe s jeho pridavkom v mnozstve 50 %
obsah nutri¢ne vyznamnych prvkov ako Fe (3,2 nasobne),
Mn (3,13 nasobne), Zn (2,23 nasobne), Cu (2,01 nasobne)
aCr (1,2 nésobne). Pridavok SoSovice zvysil
predovsetkym obsah Cu (3,55 nasobne), Zn (2,96 nasobne)
a Mn (1,29 nasobne).

Obsah olova v ziadnej zo surovin a vyrobenych potravin
neprekrocCil legislativne dany limit. Pri kadmiu bola
situacia hor$ia, z 11 pripravenych druhov chleba malo
nadlimitny obsah kadmia 8, ¢o je 72,7 % a zistené hodnoty
sa pohybovali v rozpiti od 0,090 — 0,180 mg.kg™.
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VLIV AEROBNIHO/ANAEROBNIHO PROSTREDIi NA DEKARBOXYLAZOVOU
AKTIVITU VYBRANYCH BAKTERIi MLECNEHO KVASENI

EFFECT OF AERO-/ANAEROBIOSIS ON DECARBOXYLASE ACTIVITY OF
SELECTED LACTIC ACID BACTERIA

Leona Burikova, Frantisek Burika, Eva Pollakova, Tereza Podesvova, Viadimir Drab, Stanislay
Kraémar

ABSTRACT

Biogenic amines are undesirable compounds produced in foods mainly through bacterial decarboxylase activity. The aim of
this study was to investigate some environmental conditions (particularly aero/anaerobiosis, sodium chloride concentration
(0-2% wi/w), and amount of lactose (0-1% w/w)) on the activity of tyrosine decarboxylase enzymes of selected six
technological important Lactococcus lactis strains. The levels of parameters tested were chosen according to real situation
in fermented dairy products technology (especially cheese-making). Tyramine was determined by the ion-exchange
chromatography with post-column ninhydrine derivatization and spectrophotometric detection. Tyrosine decarboxylation
occurred during the active growth phase. Under the model conditions used, oxygen availability had influence on tyramine
production, anaerobiosis seemed to favour the enzyme activity because all L. lactis strains produced higher tyramine

amount.

Keywords: Lactococcus, tyramine, ion-exchange chromatography, aero/anaerobiosis.

UvoD

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni alifatické,
aromatické nebo heterocyklické bazické slouceniny
odvozené od  aminokyselin. Jsou  vyznamnymi

slouCeninami, které se vyskytuji v zivych organizmech
jako metabolické meziprodukty a produkty, které vykazuji
biologickou aktivitu. Zakladni podminkou vzniku
biogennich amind je pfitomnost aminokyselin v daném
substratu, ptitomnost mikroorganizmi s dekarboxylazovou
aktivitou a vhodné podminky pro rast a mnoZeni
mikroorganizmt. (Fernandez et al., 2007; Landete et al.,
2007; Bover-Cid et al., 2008).

Tvorba biogennich amind bakteriemi mize byt ovlivnéna
mnohymi vné&j§imi faktory, které mohou ovliviiovat
zejména kinetiku dekarboxyldzovych reakci. Mezi vnéjsi
faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich amini u
bakterii, patii teplota a pH prostfedi,aero-/anaerobidza,
dostupnost zdroji uhliku (napt. glukézy), pritomnost
rustovych faktorl, ristova faze bunék, koncentrace NaCl
(vodni aktivita) aj. (Greif et al., 1997, 1998, 2006;
Gardini et al., 2001, 2005; Santos et al., 2003;
Fernandez et al., 2007; Bover-Cid et al., 2008; Emborg
and Dalgaard, 2008a, b). Kromé vySe zminénych faktort
mohou produkci biogennich amini ovliviiovat dalsi
chemické latky, napt. etanol, n¢které sacharidy, fenolické
slou¢eniny nebo oxid sifi¢ity (Gardini et al., 2005;
Alberto et al., 2007; Mazzoli et al., 2009).

Biogenni aminy mohou byt produkovany i kmeny BMK,
které se bézné vyuzivaji pro technologické tcely jako
starterové kultury (Buiikova et al., 2009), a proto je
vhodné tyto kmeny pied pouzitim v mlékarenstvi otestovat
na dekarboxyldzovou aktivitu. Stejné¢ tak by pro
technologické tucely bylo vhodné znat kinetiku tvorby
biogennich amint za podobnych podminek prostiedi, které
mohou nastat béhem technologického procesu vyroby
fermentovanych mléénych vyrobkil. Tyto informace se
vsak v soudobé odborné¢ literature vyskytuji jen ziidka.

Cilem této studie tedy bylo sledovat vliv aerobniho a
anaerobniho prostfedi na produkci tyraminu u 6 kment
bakterii rodu Lactococcus (Buiikova et al., 2009). Tyto
bakterie se v prub&hu biotechnologického procesu vyroby
mlécnych vyrobkl vyuzivaji jako starterové kultury.

MATERIAL A METODIKA

Vliv aerobniho a anaerobniho prostfedi na produkci
tyraminu byl testovan u 3 kment Lactococcus lactis subsp.
lactis (CCDM 48, CCDM 53 a CCDM 141) a 3 kment
Lactococcus lactis subsp. cremoris (CCDM 824, CCDM
946 a CCDM 1004). Vsechny kmeny byly ziskany ze
Sbirky kultur mlékarskych mikroorganizmii Laktoflora®™
(CCDM).

Kultivace vySe zminénych kment, pozitivnich na
produkci tyraminu, probihala v bujonu M17 s pridavkem
0,2 % (w/v) tyrozinu pii 10 = 1 °C v rozmezi 1 az 15 dni.
Pfislusné kultivaéni médium o objemu 5 ml bylo
zaockovano vzdy 25 pl suspenze bakterii narostenych pres
noc v M17 bujénu s ptidavkem 0,2 % tyrozinu. Kultiva¢ni
médium bylo obohaceno o laktozu v koncentraci 0,5 %
(w/v) a NaCl (0; 1 a 2 % wiv).

Vliv aerobniho/anaearobniho prostiedi na produkci
biogennich amint byl sledovan tak, Zze polovina zkumavek
byla kultivovana aerobné a druhd anaerobné. Anaerobniho
prostiedi bylo dosazeno zakapnutim kultiva¢niho média
sterilnim parafinovym olejem (1 ml). Odbér vzorkd pro
analyzy probihal 0., 1., 5., 10. a 15. den kultivace a to tak,
ze vzdy byly nahodné odebrany od kazdého kmene a
kazdé trovné faktoru 2 zkumavky. Cely experiment byl
opakovan tiikrat.

Po inkubaci bakterii byly buiky odstranény centrifugaci
(10000 x g, 5 min) a supernatant byl filtrovan pies 0,45
pm filtr. Produkce tyraminu byla zjistovana pomoci
iontové-vyménné chromatografie (IEC; Automaticky
analyzator aminokyselin AAA400, Ingos Praha, CR)
v médiu po odstranéni bunék a po filtraci podle Buiikova
et al. (2009). Kazdy izolat byl analyzovan alespon tiikrat.
Standard tyraminu byl ziskan ze Sigma-Aldrich. Vysledky
IEC byly statisticky vyhodnoceny pomoci Kruskall-
Wallisova testu a Wilcoxonova testu.

VYSLEDKY A DISKUZE

V ptedchazejici studii (Buiikova et al., 2009) byla u 6
kmentt L. lactis zjisténa produkce biogenniho aminu
tyraminu. Tyto kmeny byly nyni vyuzity pro testovani
vlivu aerobniho a anaerobniho prostfedi na produkci

ro¢nik 4

2/2010



potravinarstvo

tyraminu. Teplota kultivace byla volena tak, aby se
priblizila podminkam technologického procesu vyroby
pfirodnich syrti a aby tato studie napomohla piedvidat
pribéh tvorby biogennich aminii ve fermentovanych
mlécnych vyrobcich (zejména pfirodnich syrech), které
prochazi zracim procesem. Testované kmeny laktokokt
byly proto kultivovany pfi teploté 10 = 1 °C, ktera se
vyuziva béhem technologického procesu zrani ptirodnich
syrt.. U v8ech testovanych kmenii se maximalni produkce
tyraminu po 10. dnu kultivace jiz neménila.

Z testovanych kment L. lactis subsp. lactis (CCDM 48,
CCDM 53 a CCDM 141) byl jako nejproduktivnéjsi
oznacen kmen L. lactis subsp. lactis CCDM 141, u n¢hoz
byla zjisténa maximalni produkce tyraminu az 790 mg/l
kultiva¢niho média. U testovanych kmenu L. lactis subsp.
lactis byla pozorovana nejvyssi produkce tyraminu v
médiu obohaceném 0 2 % NaCl po kultivaci v anaerobnim
prostfedi (Obrazek 1A). Knejvyssi produkci tyraminu
doslo pti kultivaci bez ptitomnosti kysliku. K produkci
tyraminu u kmene L. lactis subsp. lactis CCDM 48 doslo
pouze tehdy, pokud byly tyto bakterie kultivovany
Vv pritomnosti nejvyssi aplikované koncentrace soli (2 %
NaCl). V ostatnich pfipadech (bez NaCl a 1 % NaCl)

tyraminu byla pozorovana pii kultivaci v prostiedi se 2 %
NaCl bez piistupu kysliku. Tato zjisténa produkce
tyraminu se statisticky vyznamné¢ odlisovala (P < 0,05) od
produkce zjisténé pii kultivaci za ostatnich testovanych
podminek (Obrazek 1B). Testovany kmen L. lactis subsp.
cremoris CCDM 1004 se do jist¢ miry choval podobné
jako kmen L. lactis CCDM 48. Dekarboxylazova aktivita
byla u kmene CCDM 1004 pomérné slaba a tyramin byl
detekovan pouze béhem kultivace v prostiedi se 2 % NaCl.
Mnoho studii se vénuje vlivu nejriznéjSich faktor
vnéj§iho prostiedi (napf. teploty, pH, pfitomnosti
sacharidli, NaCl a jinych chemickych latek) na produkci
biogennich amind u bakterii Celedi Enterobacteriaceae
(Greif et al., 1997, 1998, 2006; Emborg and Dalgaard,
2008a, b) nebo u mléénych bakterii rodu Lactobacillus
(Alberto et al., 2007; Arena et al., 2008; Bover-Cid et
al. 2008; Mazzoli et al., 2009), Enterococcus (Gardini et
al., 2001; Fernandez et al., 2007) a Oenococcus (Gardini
et al., 2005). Avsak studii, vénujicich se faktorim, které
ovliviiuji produkci biogennich amint u bakterii rodu
Lactococcus, neni ptili§ mnoho. Z divodu absence studii
vlivu podminek prostfedi na produkci biogennich aminu u
laktokokti a také proto, ze se jedna o technologicky
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Obrazek 1: Produkce tyraminu po 15 dnech kultivace pti 10 £ 1 °C u testovanych kment L. lactis subsp. lactis (A) a L.
lactis subsp. cremoris (B) v M17 bujonu s 0,5 % laktozy a 0, 1 nebo 2 % NaCl v aerobnim (AE) a anaerobnim (AN)

prostiedi.

nebyla u tohoto kmene ptitomnost tyraminu detekovana.

U testovanych bakterii L. lactis subsp. cremoris byla
zaznamenana nejveétsi produkce tyraminu u kmene CCDM
946 (az 1400 mg.I™" kultivaéniho média), nejnizsi pak u
CCDM 1004. U vsech testovanych kmenu L. lactis subsp.

cremoris lze pozorovat trend, Zze maximalni produkce

vyznamné bakterie hojné vyuzivané v mlékéarenstvi, jsme
sledovali vliv aerobniho a anaerobniho prostiedi na
dekarboxylazovou aktivitu tyramin pozitivnich bakterii
rodu Lactococcus.

Vysledky nasi studie ukazuji, ze 4 z 6 testovanych kmeni
laktokokd (L. lactis subsp. lactis CCDM 53, CCDM 141 a
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L. lactis subsp. cremoris CCDM 824 a CCDM 946)
produkovaly tyramin za kazdych podminek, které byly
testovany. Zbyvajici 2 kmeny (L. lactis subsp. lactis
CCDM 48 a L. lactis subsp. cremoris CCDM 1004)
vykazovaly produkci tyraminu pouze =za urcitych
podminek (kultivace v prostfedi se 2 % NaCl). Tyto
vysledky prokazuji, ze schopnost produkce biogennich
aminli bakteriemi zavisi na kultiva¢nich podminkach a
zéroven, ze tato vlastnost je charakteristikou daného
kmene (Arena and Manca de Nadra, 2001; Bover-Cid
et al., 2001) Jestlize srovname rust testovanych laktokokt
a kiivku produkce biogennich amint, zjistime, ze
produkce biogennich amind zapocala béhem logaritmické
faze jejich rustu. Podobny trend zaznamenali u
Lb. curvatus také Bover-Cid et al. (2008).

U vsech testovanych technologicky vyznamnych kment
L. lactis byla za danych podminek zjisténa vyssi produkce
tyraminu za anaerobnich podminek. Bover-Cid et al.
(2008) nezjistili vyraznéjsi vliv v dostupnosti kysliku na
produkci biogennich amindt  u Lactobacillus curvatus, a
zaroven vsak poukazuji na to, Ze anaerobni prostredi
pravdépodobné napomaha dekarboxylazové aktivité
enzymu.

ZAVER

U vSech testovanych kment L. lactis, pozitivnich na
produkci tyraminu, byla zjisténa vyssi produkce tohoto
biogenniho aminu po kultivaci bez piistupu kysliku.
Zaroven bylo detekovano nejvy$§i mnozstvi tyraminu
v kultiva¢nim médiu s pridavkem 2 % NaCl.
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STRUKTURALNE ZMENY SEMENNIKOV PO INTRAPERITONEALNEJ
APLIKACII DIAZINONU A SELENU

STRUCTURAL CHANGES IN THE TESTIS CAUSED BY DIAZINON AND
SELENIUM

Michal Cabaj, Robert Toman, Maria Adamkovicova, Peter Massanyi, Branislay Siska, Norbert
Lukaé, Jozef Golian

ABSTRACT

The aim of this study was to find the structural changes in the rat testis after a diazinon, selenium and their combined
administration. The testis structural changes after the diazinon intraperitoneal administration of 20 mg.kg™ b.w., selenium
2 mg.kg'b.w. and both diazinon 20 mg.kg™ b.w. and selenium 2 mg.kg" b.w. were evaluated by histological and
morphometric methods in light microscopy. 36 hours after the diazion i.p. administration, the vacuolization of the
seminiferous epithelium, evacuation of germ cells into the tubule lumen, epithelium necrosis and disintegration, interstitium
extension and fibrotization were observed. The germ cells released from the basal lamina and subsequently they were
visible in the tubule lumen. Blood vessels were damaged and morphometric analysis have shown their significant dilatation
(P<0.05). Diazinon causes the damage of the germinal epithelium in the testes leading to the spermatogenesis failure. The
infertility can then appear. In selenium treated group disintegration of cellular associations in the seminiferous epithelium,
damaged and separating spermatids lines, reduced spermatogenesis and significant vacuolization of seminiferous epithelium
(P<0.0001) were observed. Similar changes as in selenium threated group occured, significant vacuolization of seminiferous
epithelium (P<0.05) was seen. In combined diazinon and selenium treated group protective effects of selenium in
seminiferous epithelium and interstitium were noticed. Further investigation of diazinon and selenium is needed to practical

use this results.

Keywords: diazinon, selenium, testis, histology, morphometry, rat

UVOD

Diazinon je organofosforecny pesticid, uréeny na nicenie
rozneho Skodlivého hmyzu. Patri sem podny hmyz,
Skodcovia na ovoci, zelenine, krmive, kultirnych
plodinach  arozmanity hmyz viiom zamorenych
oblastiach, domacnostiach. Pouziva sa tiez na regulaciu
koznych parazitov zvierat. Ma dlht perzistenciu a relativne
nizku toxicitu pre cicavce (EPA, 2006; Melendres et al.,
1993). Toxicita diazinonu je zapriinend inhibiciou

enzymatického - cholinesterazového  odburavania
cholinergnych mediatorov nervového vzruchu
(acetylcholinu) na takto inervovanych  miestach

organizmu. Pdsobenie sa prejavuje navonok priznakmi
otravy, ako su bolesti hlavy, uzkost, slabost’, strach,
roz8irené zrenice, rozmazané videnie, nevolnost,
zvracanie, kf¢e brucha, hnacka, stazené dychanie, koma az
smrt’ (ATSDR, 2008). Diazinon vykazuje silny Gi¢inok na
pohlavny systém samcov. Organofosforecné pesticidy
v8eobecne spdsobujil zniZenie poctu spermii (Recio-Vega
et al., 2008). Na molekularnej urovni diazinon sposobuje
oxidativny stres a tym zvySenu peroxidaciu lipidov, ¢o sa
prejavuje na bunkovych organelach, bunkich a nimi
tvorenych Strukturach — tkanivach, organoch (Okamura et
al., 2009; Harris et al., 2009; Oostingh et al., 2009;
Salazar-Arredondo et al., 2008; Sarabia et al., 2009).
Zaznamenané boli genotoxické ucinky diazinonu na DNA
spermii potkanov a mysi (Sarabia et al., 2009a; Salazar-
Arredondo et al., 2008). Diazinon sposobuje
histopatologické zmeny a zvySenie lokalnej apoptézy v
semenikoch mysi (Sarabia et al., 2009b). Toxické ucinky
diazinonu sa teda prejavuji komplexne na fyziologickych,
biochemickych a histopatologickych zmenach
zasiahnutého organizmu (Yehia et al., 2007). Niektori
autori navrhujii vyuzivat ucinky silnych antioxidantov

(melatoninu) na zniZenie negativnych ucinkov diazinonu
(Sarabia et al., 2009b

Selén je esencialny mikroelement s rozmanitymi
funkciami v Zivom organizme. Pri vysokych davkach
posobi toxicky. Ako kofaktor sa zucasthuje dejodacie
tyreoidealnych horménov (ATSDR, 2003). Je sudastou
antioxidacnych  enzymov  ako  seléndependentnej
glutationperoxidazy a d’alich antioxida¢ne posobiacich
latok ochrafiujucich membrany bunick a DNA pred
poskodenim volnymi radikdlmi. Selén teda zohrava
vyznamni ulohu pri vzniku nadorovych,
kardiovaskularnych, ale aj inych ochoreni, funkciach
imunitného systému, starnuti organizmu a pri pdsobeni
toxickych latok (Wojtczak, 2003; Sun, Mu a Ma et al.,
2005; ATSDR, 2003). Pésobi ochranne pred toxickymi
u¢inkami niektorych tazkych kovov — kadmia, ortuti,
hlinnika (Xu et al., 2003; Mozofarian, 2009; El-
Demerash, 2004; Abubakar et al., 2003). Vyrazné je
poOsobenie na pohlavny systém Samcov. Pri prekroceni
optimalnych davok posobi toxicky na §truktiry semennika
(Kaur a Kaur, 2000; Parshad a Sud, 1989; Chowdhury
a Venkatakrishna-Bhat, 1983; Nebbia et al., 1987).
Selén vo forme selénoproteinu P a seléndependentne;j
fosfolipidovej hydroxiperoxidovej glutation peroxidazy
(PHGPX) je u cicavcov nevyhnutny pre normalny priebeh
spermatogenézy (Boitani a Puglishi, 2008). Zistené boli
pozitivne Géinky selénu na Leydigove bunky a sekréciu
testosteronu u muzov (Akinloye et al., 2005). Zname
st ucinky selénu v prevencii rakoviny prostaty (Clark et
al., 1998). Selén podporuje plodnost samcov a muzov
zvySenou produkciou a zlepSenim pohyblivosti spermii
(Keskes-Ammar et al.,, 2003). Mnohi autori navrhuj
vyuzivat’ roézne formy selénu ako indikator parametrov
kvality ejakulatu uzvierat (Stradioli et al, 2009;
Kaoruko, 1999) a l'udi (Shinohara et al., 2005; Foresta,
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Flohé a Garolla, 2002). Selén samostatne alebo
Vv kombindcii s vitaminom E alebo N-acetylcysteinom sa
odporaca vyuzivat na liecbu niektorych foriem
neplodnosti muzov (Keskes-Ammar et al, 2003;
Safarinejad a Safarinejad, 2009).

Takmer nezname su uc€inky kombindcie a interakcii
diazinonu aselénu. Kashanian et al. (2008) uvadzaju
ochranné posobenie selénu pred Skodlivymi Ucinkami
diazinonu na DNA tymusu teliat. Autori inej S$tudie
zaznamenali  oproti ucinku  samotného diazinonu
vyraznej$i, ale Statisticky nepreukazny pokles aktivity
cholinesterazy Vkrvnej plazme potkanov po podani
kombinacie selénu a diazinonu, ¢o zna¢i mozZné
znasobenie u¢inku na pokles aktivity cholinesterazy (SiSka
et al., 2008) s naslednym ucinkom na tkaniva.

Cielom experimentu bolo popisat a vyhodnotit
Strukturalne zmeny semennika potkana po
intraperitonealnom podani selénu, diazinonu aich
kombinacie.

MATERIAL A METODIKA

40 samcov potkanov linie Wistar vo veku 3 mesiace bolo
nahodne rozdelenych do Styroch skupin po 10 nasledovne
— kontrolna skupina (K), skupina s podanim selénu (Se),
diazinonu (DZN) akombinacie diazinonu a selénu
(DZN+Se). Zvierata boli umiestnené individualne
Vv plastovych nadobach na podstiel’ke z drevenych hoblin.
V priestoroch pokusného zariadenia sa dodrziavali
zakladné naroky na Zzivotné podmienky (teplota 20 —
22 °C, vlhkost’ 55 £ 10 %, 12 hodinovy svetelny rezim)
a neobmedzeny pristup k vode a krmivu. Samcom skupiny
Se bol podany jednorazovo intraperitonealne selén
(Reachem, Bratislava) vo forme seleni¢itanu sodného
vdavke 2 mgkg™. Samcom skupiny DZN sa aplikoval
jednorazovo intraperitonealne diazinon (Sigma-Aldrich,
USA) vdavke 20 mgkg® Tretej skupine samcov
(DZN+Se) bol podany diazinon v davke 20 mg.kg™ a selén
2 mg.kg™ v samostatnej aplikacii v rovnakom ase. Po 36

hodinach boli vSetci samci usmrteni humannym spésobom,
vykonala sa anatomicka pitva aodobrali sa vzorky
semennikov, ktoré sa fixovali v modifikovanom
Davidsonovom roztoku (Latendresse et al., 2002).
Vzorky sa ofarbili hematoxilin-eozinom a skumali sa
v svetelnom mikroskope Nikon Eclipse E600. Hodnotenie
mikrofotografii bolo uskutoénené komputerizovanym
systémom vyhodnocovania pomocou PC morfometrického
softwaru M.1.S. Quick Photo a mikroskopom Olympus AX
70. V semenniku sa vyjadrilo percentudlne zastupenie
semenotvorného epitelu semennika, prazdnych miest
Vv semenotvornom  epiteli, limenu semenotvornych
kanalikov, intersticia, krvnych ciev v intersticiu. Rozdiely
medzi jednotlivymi skupinami boli vyjadrené ako rozdiely
variability rozptylu priemerov jednotlivych vzoriek medzi
skupinami, ¢o bolo Statisticky zhodnotené jednocestnou
analyzou rozptylu (ANOVA) v software Minitab v.
15.1.30.0 na hladine preukaznosti a=0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na mikroskopickych preparatoch kontrolnej skupiny bola
pozorovana normalna Struktiira semenotvornych kanalikov
a intersticialneho tkaniva. Semenotvorné kanaliky mali
kruhovity az vyrazne elipsovity tvar. Boli zretelne
ohrani¢ené neporuSenou bazdlnou membranou S
prebiehajucou spermatogenézou. Na bazalnu membranu
nasadali ~ Sertoliho,  spermatogonie,  spermatocyty,
spermatidy az po spermie uvolfiujuce sa do lumenu
semenotvorného kanalika. Priestor medzi jednotlivymi
kanalikmi  vypifialo tzke intersticidlne  tkanivo
s viditelnymi krvnymi cievami a Leydigovymi bunkami
(Obrazok 1). Relativne zastapenie hodnotenych Struktar
medzi skupinami udava graf 1 a tabul’ka 1.

Po intraperitonedlnom podani 20 mgkg™ diazinonu sme
pozorovali vyrazné poskodenia semenotvorného epitelu a
roz$irenie intersticialneho tkaniva. Na mnohych miestach
sa od epitelu oddelovala bazdlna membrana. Porusenim
Struktary az rozpadom semenotvorného epitelu vznikli v

Graf 1. Porovnanie relativneho zastipenia $truktir semennika medzi skupinami
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Tabul’ka 1 Porovnanie relativneho zastipenia Struktiur semennika medzi skupinami (%)

aich  morfologickych
abnormalitach. Tiez El-

Prazdne miesta v
epiteli

Semenotvorny
epitel

Intersticium

Aziz et al. (1994)
pozorovali pri oralnom

Lumen

Cievy kanalika

Skupina
X+SD

podavani diazinonu
potkanom v davke 1,5

Kontrola 64,82+7,24 0,38+1,02

10,93+4,31

alebo 3 mg.kg® pocas
65 dni zvySené percento

0,29+0,53 '
odumretych alebo

23,5848,91

Se 55,74+9,11 2,07+2,28***

16,10+6,73

morfologicky
abnormalnych spermii
aich zniZenu

0,76+3,01 25,33+9,48

DZN+Se 50,18+7,63 2,56+2,10*

26,89+9,60

oplodniovaciu
oproti

0,84+1,66 19,53+9,61

schopnost’

DZN 55,16+9,90 6,90+5,55

29,87+9,45

kontrole. Earl et al.

0,94+1,45 (1971) pozoroval

7,1448,29

X-priemer, SD-§tadndardna odchylka; * P<0,05; *** P<0,0001

epiteli prazdne miesta. Vyrazna bola deluminizacia
kanalikov spdsobené tymto rozpadom a uvolnenim sa
zarodo¢nych buniek zo semenotvorného epitelu do lamenu
kanalika. V TahSich pripadoch boli v limene kanalika
pozorované masy poskodenych alebo odumretych spermii,
v najt'azsich pripadoch bolo pozorované plné zastavenie
spermatogenézy  po  rozpade a dezintegracii
nekrotizovaného epitelu. Podobné poskodenia
semenotvorného epitelu vo forme poskodenia spermatid a
v zmenach ich velkosti pozorovali Dutta a Meijer (2003)
pri sledovani u¢inku diazinonu na semenniky ryb. Takisto
Pifia-Guzman et al. (2005) pozorovali poSkodenia
spermatid po intraperitonealnom podani diazinonu mySiam
(8,12 mg.kg™ po dobu 8 a 15 dni). Zmeny v naruseni
spermatogenézy pozorovali aj EI-Hoda a Zidan (2009) pri
oralnom podavani 50 mgkg” diazinonu pocas 65 dni
potkanom. Zistili zmeny v poéte, pohyblivosti spermii

u biglov po podavani
kapsal ~ obsahujticich
diazinon v kukuritnom oleji (20 mgkg® polas 8
mesiacov) rovnako, ako v nafom experimente zastavenie
spermatogenézy. Pozorované bolo aj vyrazné rozsirenie
intersticia so zmnozenim kolagénovych vlaken
fibrotizacia tkaniva a nekrotizacia Leydigovych buniek.
Tieto zmeny by potencionalne mohli suvisiet aj
snaslednou produkciou testosteronu. Rozlicné zmeny
v koncentraciach testosteronu po aplikacii diazinonu
zaznamenali viaceri autori. EI-Aziz et al. (1994) zistil po
oralnom podavani diazinonu potkanom v davke 1,5 alebo
3 mg.kg" pocas 65 dni pokles hladiny plazmatického
testosteronu a znizent oplodnovaciu schopnost’ oproti
kontrolnej skupine. Podobné vysledky v poklese hladiny
testosteronu zaznamenal po oralnom podavani 50 mg.kg™
zivej hmotnosti diazinonu po dobu 65 dni El-Hoda
a Zidan (2009) u potkanov. Naproti tomu, Alahyary et al.

1-semenotvorny epitel, 2-lamen kanalika so spermiami, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva.
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Obrazok 2a. Semennik potkana po i.p. podani diazinonu (200x, HE).
1-dezintegrovany nekrotizovany epitel, 2-laimen vyplneny bunkami epitelu, 3-rozsirené intersticium
s nekrotizovanymi Leydigovymi bunkami, 4-dilatovana poskodena cieva, Sipka-odlupovanie epitelu od bazalnej

membrany.

Obrazok 2b: Semennik potkana po i.p. podani diazinonu (200x, HE).
1-nekrotizovany epitel, 2-odumreté bunky epitelu v lamene kanalika, 3-lamen kanalika s dezintegrovanym epitelom

a rozpadavajicimi sa spermiami, 4-roz§irené intersticium, $ipka-odlupovanie epitelu od bazalnej membrany.
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Obrazok 3a: Semennik potkana po i.p. podani selénu (200x, HE).
1-semenotvorny epitel, 2-intersticialne tkanivo, 3-lumen kanalika so spermiami .

Obrazok 3b: Semennik potkana po i.p. podani selénu (200x, HE).
1-semenotvorny epitel, 2-limen s odlupnutymi bunkami epitelu, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva.
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Obrazok 4a: Semennik potkana p i.p. podani diazinonu a selénu (200x, HE).
1-semenotvorny epitel, 2-limen so spermiami, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva, Sipka-prazdne miesta
v epiteli.

Obrazok 4b: Semennik potkana po i.p. podani (200
1-semenotvorny epitel, 2-lumen s odlipnutymi bunkami epitelu, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva, Sipka-
prazdne miesta v epiteli.
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(2008) =zaznamenal po ordlnom podavani diazinonu
potkanom V subakutnom teste pocas 28 dni zvySenie
plazmatickej hladiny testosteronu. El-Hoda a Zidan
(2009) pozorovali u potkanov zniZzenu sekréciu
folikulostimulacného hormoénu a luteinizaéného hormoénu
pri podavani 50 mgkg™ diazinonu oralne polas 65 dni,
ako horménov hypofyzy zabezpecujucich sekréciu
testosteronu a normalny priebeh spermatogenézy
v semennikoch. V naSom experimente boli cievy oproti
kontrolnej skupine poskodené, zmnozené a dilatované, ¢o
Statisticky potvrdilo aj morfometrické hodnotenie
zvySenim  relativneho  zastipenia ciev  (P<0,05).
NajcastejSie pozorované zmeny st vyznacené na obrazku
3.

V skupine s podanim 2 mgkg' selénu sa prejavili
degenerativne histopatologické zmeny v spojeni buniek
semenotvorného epitelu. To spdsobovalo v niektorych
kanalikoch uvolfiovanie buniek epitelu, deluminizaciu
kanalikov a Statisticky vysokopreukazny vznik prazdnych
miest v epiteli (P<0,0001). Doslo tiez k znizeniu vysky
epitelu. Uvadzané zmeny st viditelné na obrazku 2.
Podobné zmeny v zniZeni vysky epitelu a poctu
spermatogénnych buniek, poskodeni bunkovych spojeni
boli pozorované po peroralnom podavani 6 a 8 ppm selénu
potkanom po dobu 6, resp. 9 tyzdiov (Kaur a Kaur,
2000). Dalsi autori uvadzaji podobné vysledky po
skrmovani na selén bohatej pSenice potkanmi.
Zaznamenali poSkodenie semenotvorného epitelu —
poskodenie spermatogénnych buniek, tvorenie zhlukov
spermatid a uvolnovanie spermatogénnych buniek do
priestorov lamenu kanalikov. Tieto zmeny boli zavislé od
davky a dizky &asu podavania selénu (Parshad a Sud,
1989). Nebbia et al. (1987) zaznamenali u potkanov po
podavani 16 ppm selénu potkanom v pitnej vode
degenerované spermatidy, oligospermiu a intertubularny
edém. Udavaju od davky zavislé zmeny v poskodeni
Struktar semennika. Chowdhury a Venkatakrishna-Bhat
(1983) zaznamenali po oralnom podavani 6 a 10 ug Se
pocas 90 dni vyznamné poskodenia spermatogénnych
buniek a celkovii degeneraciu semennika, ¢o viedlo
k atrofii semennikov.

Histopatologické zmeny po podani kombinacie diazinonu
20 mg.kg™ aselénu 2 mg.kg™ (obrazok 4) boli podobné
ako v skupine s podanim selénu, no zaroveri boli omnoho
menej vyrazné ako v skupine spodanim diazinonu.
Poskodené boli spojenia buniek semenotvorného epitelu,
&o sposobovalo ich uvolfiovanie do limenu a Statisticky
vyznamny ndarast prazdnych miest (P<0,05), ktory bol vSak
niz§i ako v skupine so samostatnym podanim selénu
(P<0,0001). Vyrazné bolo poskodenie spermatid az ich
uplné odlupovanie a strata ich vrstiev do limenu, ¢im sa
znizovala vyska epitelu a nastal pokles spermatogenézy.
Kombinacia diazinonu a selénu znizovala vzajomné
samostatné toxické ucinky doteraz neznamou interakciou.
To je dolezité zistenie pre moznost zniZenia toxicity
organofosforeénych pesticidov. Podobne Kashanian et al.

(2008) uvadzaji ochranné pdsobenie selénu pred
Skodlivymi G¢inkami diazinonu na DNA tymusu teliat. Su
potrebné dalSie vyskumy na objasnenie  danej
problematiky.

ZAVER

Vysledky intraperitonealneho podania diazinonu ukazali,
ze sposobuje vyrazné poskodenia semenotvorného epitelu
a intersticialneho tkaniva. Nartsa strukturu az dezintegruje
nekrotizovany semenotvorny epitel, utlmuje az zastavuje
spermatogenézu, roz$iruje intersticialne tkanivo,
poskodzuje arozSiruje cievy. Takéto poskodenie
funkénych tkaniv semennika moze spOsobit naruSenie
plodnosti az neplodnost’ pri akutnych otravach. Selén po
i.p. podani spésobuje degenerativne zmeny v spojeni
bunick semenotvorného epitelu, narGisa jeho celistvost
a Struktiru najmé oddel'ovanim spermatid z epitelu, ¢im sa
priamo narusa spermatogenéza, co moze viest' k znizeniu
plodnosti po akuthom predavkovani selénom, alebo
otravach. =~ Kombindcia intraperitonedlne = podaného
diazinonu a selénu vykazuje ochranny vplyv selénu voéi
ucinkom diazinonu. Poskodenia po interakcii diazinonu
aselénu vorganizme sa podobné u¢inkom samostatne
podaného selénu — zmeny celistvosti a $truktiry epitelu,
poskodenie spermatid,
spermatogenézy. Ochranné posobenie je potrebné dalej
skumat, st potrebné d’alsie, najmi biochemické vyskumy
na objasnenie U¢inkov a nasledné vyuzivanie selénu proti
skodlivym t¢inkom diazinonu a potencionalne aj d’al$ich
organofosforeénych pesticidov v praxi.

a uvol’nenie narusenie
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VYSKYT ENTEROKOKOV V KRAVSKOM MLIEKU A ICH REZISTENCIA NA
ANTIBIOTIKA

PRESENCE OF ENTEROCOCCI IN COW MILK AND THEIR ANTIBIOTIC
RESISTANCE

Jana Fabianova, Viera Duckova, Margita Canigova, Miroslav Krocko

ABSTRACT

Enterococci represent an important part of contaminate microflora in raw milk and dairy products. They constitute
significant part of nosocomial pathogens with a remarkable capacity of expressing resistance to several antimicrobial
agents. We aimed to assess occurrence and antibiotic resistance of enterococci in the raw milk samples and pasteurized milk
samples. In this study total bacterial count, psychrotrophic count and count of enterococci were determine in raw milk
cistern samples, storage tank milk samples and milk samples after pasteurization. A collection of 46 enterococcal isolates
were identified and screened for their antibiotic resistance. Isolates of E. faecalis were dominant in raw milk samples (56.5
%). Sensitive to teicoplanine (30 mcg/disk) were 97.9 % of enterococcal isolates and 15.2 % isolates were resistant to

vankomycin (30 mcg/disk).

Keywords: enterococci, raw milk, antibiotic resistance

UvOoD

Enterokoky patria medzi ubiquitné mikroorganizmy. Za
ich prirodzené miesto vyskytu sa najcastejSie oznacuje
traviaci trakt cicavcov (Franz et al., 1999; Ortigosa et al.,
2008). Pritomnost’ enterokokov v mlieku a mlie¢nych
vyrobkov sa spdja predovSetkym s nedodrzanim
hygienickych a sanitaénych zasad pri
ziskavani, manipulacii s mliekom apri jeho spracovani
(Cogan et al., 2001). Do surového mlieka sa mézu dostat’
z viacerych  zdrojov  primarnej alebo sekundarnej
kontaminacie. Zdrojom kontaminacie mlicka enterokokmi
moze byt povrch vemena, krmivo, vykaly, voda, prach ale
aj ruky aodev doji¢ov. Dal§i zdroj predstavuju plochy
zariadeni a nastrojov pouzivanych v prvovyrobe mlieka
alebo v spracovatel'skom zavode. Greifova et al. (2003)
uvadzaju, ze enterokoky sa pravidelne nachadzaja
V dojacich strojoch alebo na inom naradi a zariadeni.
Priemerné zastpenie enterokokov v surovom mlieku je
v rozpdti 0-50 % z celkovej mikrofléry mlieka, pricom
medzi prevladajucimi druhmi enterokokov v kravskych
vykaloch avsurovom kravskom mlieku nie je ziadna
spojitost’ (Gorner a Valik, 2004). Tiez vysledky inych
autorov (Gelsomino et al., 2002; Kagkli et al., 2007)
potvrdzuju, Ze ich pritomnost’ sa nie vzdy spaja s fekalnou
kontaminaciou. Vdaka ich psychrotrofnému charakteru,
termorezistencii  a schopnosti  prezivatt v réznych
substratoch a podmienkach, sa méze pocet enterokokov
v mlieku pocas jeho chladenia, skladovania a prepravy
zvysit' a taktiez mozu prezit' pasterizacnu teplotu. Prave
preto sa enterokoky stavaju sucastou mikroflory nielen
surového ale aj pasterizovaného mlicka (Giraffa, 2003).
Pocty enterokokov, tak ako ajinych mikroorganizmov
v surovom mlieku, koli$u aj v zavislosti od teploty a doby
skladovania mlieka (Panfili et al., 2008). Na zaklade
dosiahnutych vysledkov Riboldi et al. (2009) konstatovali,
ze enterokoky moézu prezivat teploty pasterizacie. Ako
najviac zastipenym druhom v pasterizovanom mlieku
zistili E. faecium (26 %). Termorezistenciu niektorych
druhov enterokokov dokazuju aj vysledky autorov Batish
et al. (2006), ktori zistili, ze zcelkovo 224 izolatov
deoxyribonukledza pozitivnych enterokokov 21,9 %
prezilo teplotu pasterizacie. Takéto enterokoky (n=37) sa

izolovali z odtu¢neného suSeného mlieka, dojéenskych
mliecnych vyrobkov azo sladeného kondenzovaného
mlieka. Ako dominantné termorezistentné druhy
identifikovali E. faecalis, E. faecium aE. faecalis var.
zymogenes. Z doposial’ publikovanych vysledkov vyplyva,
ze pre mliekarensky priemysel tvoria druhy E. faecalis a
E. faecium najvyznamnejSie druhy enterokokov (Zago et
al., 2009).

Nebezpeéenstvo enterokokov spociva v ich patogenite,
ktora je dana rezistenciou k Sirokému spektru antibiotik a
dals§imi faktormi virulencie, a zaroveit schopnostou
prezivat nepriaznivé podmienky prostredia (Foulquie
Moreno et al., 2006). Okrem prirodzenej rezistencie na
niekol’ko antibiotik je pre enterokoky charakteristicka aj
ich jedine¢na schopnost’ vymeny genetického materialu,
¢im si dokazu ziskat rezistenciu vo¢i viacerym
antibiotikdm ako si aminoglykozidy (gentamicin,
streptomycin), glykopeptidy (vankomycin a teikoplanin),
tetracykliny  (tetracyklin), makrolidy (erytromycin),
chloramfenikol (Huys et al., 2004). Zastupcovia rodu
Enterococcus sa z pohladu antimikrobidlnej rezistencie
stali vyznamnou skupinou mikroorganizmov
predovSetkym preto, ze sa stali ubiqitdrne rozsirenymi
baktériami v okolitom prostredi (Fracalanzza et al.,
2007). Zaujem sa zvysil predovsetkym o vankomycin
rezistentné enterokoky spdsobujuce zavazné zdravotné
problémy nielen v USA, ale taktiez v Eurdpe a prvé kmene
sa dokazali uz aj na Slovensku (Jaréuska et al., 2006).

Zdrojom enterokokov rezistentnych na antibiotika moze
byt aj surové mlicko. Sustatkova et al. (2003) zistili
uizolatov druhu E. faecalis pochadzajucich z mlieka
prevladajucu rezistenciu na tetracyklin, streptomycin
a chloramfenikol, zatial’ ¢o izolaty druhu E. faecium mali
rezistenciu na erytromycin. Rezistenciu na vankomycin na
intermedialnej Grovni (MIC=8 pgml™) zistili iba
U jedného izolatu E. faecalis a jedného izolatu E. faecium.
Gomes et al. (2008) najéastejsie z mlieka izolovali druh
E. faecalis. V porovnani sizolatmi druhu E. faecium
uizolatov druhu E. faecalis zistili castejSie vyskyt
rezistencie na tetracyklin, erytromycin a gentamicin.
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efektivnej stratégie kontroly na zniZenie kontaminacie
tymito mikroorganizmami v potravinach zivociSneho
povodu, ktoré moézu predstavovat ich potencialny
rezervoal a byt tak pri¢inou zdravotnych problémov
(Fracalanzza et al., 2007).

Ciel'om prace bolo kvantifikovat’ enterokoky pritomné v
kravskom  mlieku, identifikovat ich  pomocou
biochemickych a molekularnych metdd, sledovat ich
termorezistenciu a stanovit’ rezistenciu vo¢i vybranym
druhom antibiotik pouzivanych v liecbe l'udi.

MATERIAL A METODIKA
Vzorky surového mlieka sa odoberali z cisterien zvoznych
vozidiel (n=18) a zo zasobnych tankov (n =18). Vzorky

al. (2000). Elektroforeticka separacia DNA fragmentov sa
uskuto¢nila v 2 % agardzovom géli pri 200 V, 180 mA, 15
min.

Identifikované kmene rodu Enterococcus sp. sa podrobili
hodnoteniu rezistencie na antibiotika diskovou difiznou
metodou na Mueller Hinton agare (HiMedia Laboratories,
India) s pouzitim nasledovnych antibiotickych diskov
a koncentraciou: Ampicilin 10 mcg/disk, Erytromycin 15
mcg/disk, Tetracyklin 30 mcg/disk, Teikoplanin 30
mcg/disk, Gentamicin 10 mcg/disk a Vankomycin 30
mcg/disk (HiMedia Laboratories, India). Zaradenie
jednotlivych kmenov medzi rezistentné, stredne rezistentné
a citlivé sa uskuto¢nilo podl'a kritérii CLSI (2006).
VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabul’ka 1: Priemerné poéty sledovanych skupin mikroorganizmov (CFU.ml™) v surovom a pasterizovanom mlieku

, Priemerné poéty sledovanych mikroorganizmov v CFU.ml*
Slf(dm_fana Cisternové vzorky Vzorky zo Vzorky pasterizovaného
Skupina (4-6 °C) zasobného tanku (6-10 °C) mlieka
CPM 1,87. 10° 2,47. 10° 7,40.10"
CPP 1,51. 10° 1,97. 10° 1,60.10"
CPE 8,30. 10° 9,70. 10° <1.10"

mliecka sa odobrali taktieZ po pasterizacii mlieka (n=18).
Odobraté vzorky sa nasledne vySetrili $tandardnou
kultivatnou metédou. Celkovy pocet mezofilnych
mikroorganizmov (CPM) sa stanovil pri teplote 30 + 1°C
po 72 + 2 hodinach kultivacie na GTK agare (HiMedia
Laboratories, India). Pocet psychrotrofnych
mikroorganizmov (CPP) sa stanovil po 10 diovej
kultivacii pri teplote 6,5 + 1°C na GTK agare (HiMedia
Laboratories, India) s pridavkom suseného odstredené¢ho
mlieka. Pocet enterokokov (CPE) sa zistil na selektivnom
diagnostickom médiu Slanetz-Bartley (Biokar Diagnostic,
Francuizsko) kultivaciou pri teplote 37 + 1°C po 48 £ 2
hodinach kultivacie. Pocty jednotlivych sledovanych
skupin mikroorganizmov sa vyjadrili ako geometricky
priemer.

Suspektné kolonie enterokokov vyrastenych na Slanetz —
Bartley agare sa podrobili rodovému potvrdeniu rastom na
selektivnom zl¢-eskulin-azidovom médiu (Biokar
Diagnostic, Francuzsko) po 24 hodinach kultivacie pri
teplote 37 = 1°C, negativnym kataldzovym a pozitivhym
PYRA — testom (Lachema, Ceska republika). Uskuto¢nilo
sa potvrdenie prislusnosti ku G* baktériam. Potvrdené
kmene sa druhovo identifikovali pomocou komeréného
EN-COCCUS testu (Lachema, Ceska republika). Izolaty
enterokokov identifikované pomocou EN-COCCUS testu
(Lachema, CR) ako druh E. faecalis sa podrobili
potvrdeniu pomocou PCR metddy s pozitim nasledovnej
sekvencie primerov — For: ATC AAG TAC AGT TAG
TCT, Rev: ACG ATT GAA AGC TAA CTG (941bp).
Z cistej 24 hodinovej kultiry sa pomocou komeréného kitu
InstaGene matrixu (BioRad, USA) pripravil lyzat z ktorého
sa 5ul pridalo do 20ul mixu pripraveného z: 2,5ul 10 X
PCR buffer (Fermentas, Germany), 0,5u1 10mM dNTP set
(Fermentas, Germany), 2,5ul MgCl, (Fermentas,
Germany), 0,2ul Taq polymerazy (Fermentas, Germany)
a0,5ul  zkazdého 10pmol/ul primeru (Fermentas,
Germany). Teplotny profil sa nastavil podl'a Kariyama et

Priemerné pocty sledovanych skupin mikroorganizmov
V surovom a pasterizovanom mlieku st uvedené v tabulke
1. Pocet enterokokov stanoveny v cisternovych vzorkach
mlieka sa pohyboval vrozmedzi od 1,3.10° do 2,9.10*
KTJmlI* avo vzorkich zo zasobného tanku v
rozmedzi od 2,1.10° do 3,2.10* KTJ.mI™.

Pocty sledovanych skupin  mikroorganizmov sa
v surovom mlieku pocas skladovania zvySovali.

Gorner a Valik (2004) zistili v surovom kravskom
mlieku poéty enterokokov v rozmedzi 1,0.10* — 5,0.10°
KTJ.ml™. Panfili et al. (2008) sledovali poéty enterokokov
pri skladovani mlieka pri teplote 4 °C anasledne pri
teplote 22°C. Zich vysledkov vyplyva pomerne
konstantny pocet enterokokov pri nizsej teplote, kym pri
teplote 22 °C sa ich pocty zvySovali. Na porovnanie, pocet
enterokokov v sledovanych  vzorkich  mlieka
pochadzajucich zo zasobného tanku sa zvysil uz pri teplote
skladovania od 6°C do 10°C. Viaceri autory (Sorqvist,
2003; Gorner a Valik, 2004; Fracalanzza et al., 2007;
Riboldi et al, 2009) uvadzaji tiez pritomnost
enterokokov v pasterizovanom mlieku. V nami odobratych
vzorkach pasterizovaného mlieka (Setrnd pasterizacia) sa
pritomnost’ enterokokov nepotvrdila.

Kuéerova et al. (2009) sledovali pritomnost’ a vlastnosti
enterokokov v mlicku a mlie¢nych vyrobkoch. Zistili
nasledovné pocty enterokokov: v surovom mlieku (n=6)
10° - 10° KTJ.ml™, v &erstvych syroch (n=5) 10° - 10°
KTJ.gt a v polotuénych syroch (n=5) 10°-10° KTJ.g™
Z tychto izolovanych enterokokov identifikovali druhy
E. faecalis a E. faecium. Z dostupnych publikovanych
vysledkov vyplyva, ze Vv mlie¢nych vyrobkoch sa
najéastejie vyskytuj druhy E. faecalis a E. faecium
(Zago et al., 2009). V nasich vzorkach mlieka odobratych
z cisterny a zasobného tanku sa identifikovali druhy
E. faecalis, E. faecium, Enterococcus group Ill., E.
mundtii a E. casseliflavus. Identifikacia izolatov druhu E.
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Obrazok 1: Potvrdenie druhu E. faecalis u 7 izolatov enterokokov pomocou PCR metédy 100bp DNA marker
(Fermentas, Germany), E. faecalis CCM 4224, amplifikované produkty DNA izolatov E. faecalis (941bp).
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Obrazok 2: Prehl’ad izolovanych druhov rodu Enterococcus (n=46) zo surového mlieka.

faecalis pomocou PCR metody je znazornena na obrazku
1.

Druhové zastpenie izolovanych kmefov enterokokov
(n=46) zo surového kravského mlicka je znazornené na
obrazku 2. Izolaty druhu E. faecalis tvorili dominantn
Cast vo vySetrovanych vzorkdch surového mlieka
z cisterny ako aj zo zasobného tanku. Tento druh podl'a
viacerych autorov (Teixeira et al., 2005; Gomes et al.,
2008) sa najcastejsie izoluje z mliekarenskych zariadeni a
mlieka.

Citak et al. (2005) izolovali zo surového mlieka celkovo
177 izolatov, ktoré nasledne identifikovali pomocou API
20 Strep systému a biochemickych testov. Podla nich sa
v mlieku najcastejSie vyskytovali druhy E. faecalis aE.
faecium. Priamo zo surového mlieka alebo mlie¢nych

vyrobkov izolovali aj druhy E. durans, E. italicus a
E. malodoratus (Fortina et al., 2004). Na porovnanie
Franz et al. (1999) z mlie¢nych vyrobkov izolovali najma
druhy E. faecalis a E. casseliflavus. Citak et al. (2006)
uvadzaju ako najviac zastipeny druh v kravskom mlieku
E. faecalis (54,2 %), nasledovany druhom
E. faecium (29 %), E. durans (6,2 %), E. hirae (5 %) a
E. gallinarum (3 %).

Identifikované enterokoky, ktoré sa izolovali zo surového
mlieka sa nasledne vysetrili na rezistenciu voci
antibiotikdAm:  erytromycin, vankomycin, ampicilin,
tetracyklin, teikoplanin a gentamicin. Testované kmene
enterokokov preukazali najvysSiu citlivost’ na teikoplanin
(97,9 %). Izolaty testovanych kmenov enterokokov
preukazali najvys$Siu rezistenciu na tetracyklin. Tieto
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izolaty (n=7) sa pomocou biochemickych testov a PCR

Tabul’ka 2: Citlivost’ zastupcov rodu Enterococcus (n=46) izolovanych zo surového mlieka

tanku) na vybrané antibiotika (vyjadrend v % izolatov)

s druhom E. faecium. Nedokazala sa rezistencia izolatov

(z cisterien a zasobného

- STREDNE -
DRUH ANTIBIOTIKA CITLIVE REZISTENTNE REZISTENTNE
Vankomycin 30 [mcg/disk] 95,5 - 4,5
Tetracyklin 30 [mcg/disk] 54,4 30,4 15,2
Teikoplanin 30 [mcg/disk] 97,9 2,1 0
Erytromycin 15 [mcg/disk] 87 6,5 6,5
Gentamicin 10 [mcg/disk] 60,9 30,4 8,7
Ampicilin 10 [mcg/disk] 6,5 89,1 4,4

analyzou identifikovali ako druh E. faecalis. Izolaty druhu
E. faecalis mali taktiez rezistenciu aj na ostatné druhy
antibiotik. Jeden izolat druhu E. faecium, preukazal
antibioticku rezistenciu len na ampicilin.

Citak et al. (2006) vo vzorkach surového mlieka zistili
vysoku rezistenciu u enterokokov na erytromycin (95 %)
a streptomycin (97 %). Valenzuela et al. (2008) taktiez
zistili ako najCastej$i druh rezistentny na antibiotika
izolovany z mlieka asyrov E. faecalis. Rezistenciu
potvrdili  predovSetkym na rifampicin  (8/9), na
ciprofloxacin  (6/9), levofloxacin (6/9), quinupristin
/dalfopristin  (6/9) a erytromycin (5/9). Nasledovala
rezistencia na tetracyklin (4/9), nitrofurantoin (2/9),
vankomycin (1/9) a streptomycin (2/9). Zistili vysoky
pocet izolatov E. faecium rezistentnych na nitrofurantoin
(12/16), ciprofloxacin (12/16), rifampicin (11/16) a
levofloxacin ~ (8/16).  Nasledovala rezistencia na
erytromycin (4/16), vankomycin (2/16), teikoplanin (2/16),
quinupristin/dalfopristin  (2/16), tetracyklin (1/16) a
streptomycin (2/16). Medzi izolatmi oboch druhov nezistili
rezistenciu na ampicilin, penicilin, chloramfenikol a
gentamicin. Gomes et al. (2008) pri hodnoteni brazilskych
syrov zistili va¢Siu rezistenciu na antibiotika u izolatov
druhu E. faecalis v porovnani s E. faecium. U izolatov
druhu E. faecalis zistili 31 % rezistentnych na tetracyklin,
10 % na erythromycin a 22,5 % na gentamicin. Ako multi-
rezistentné (gentamicin, erytromycin a tetracyklin)
stanovili 3 izolaty E. faecalis. Taktiez zistili 3 vankomycin
rezistentné izolaty, ale zarovei citlivé na ostatné testované
antibiotikd. Rezistenciu druhu E. faecium zistili na
antibiotika tetracyklin (6,5 % izolatov) a na erytromycin
(9 %). Vysledky Valenzuela et al. (2009) dokazali
vysoky pocet kmenov enterokokov rezistentnych na
rifampicin, ciprofloxacin, levofloxacin, tetracyklin a
erytromycin. Uvadzaja, Ze niekol’ko izolatov E. faecalis a
E. faecium prejavilo rezistenciu na vsetky testované
antibiotikd  okrem vankomycinu. Citak et al. (2004)
sledovali rezistenciu enterokokov vo¢i 13 rdznym
antibiotikam, pricom u vac¢siny izolovanych enterokokov
zistili rezistenciu na streptomycin, erytromycin, oxacillin
a vankomycin. Na vankomycin zistili 96,8 % rezistentnych
izolatov E. faecalis a7 % rezistentnych izolatov
E. faecium.

Nase vysledky potvrdili, ze rezistencia na antibiotika
ampicilin, tetracyklin, erytromycin, gentamicin sa CastejSie
vyskytovala uizolatov druhu E. faecalis v porovnani

druhu E. faecalis na teikoplanin. VysSia variabilita
antibiotickej rezistencie u E. faecalis méze byt spdsobena
lepSou schopnostou vymeny genetického materialu druhu
E. faecalis vporovnani sinymi druhmi enterokokov
(Gomes et al., 2008).

ZAVER

Vysledky prace potvrdili, Ze enterokoky patria k beznym
kontaminantom surového mlieka, pricom ich virulencia
a antibioticka rezistencia predstavuje negativny aspekt ich
vyskytu v mlieku. Na zéklade uvedenych vysledkov
mozno tiez konstatovat’, ze jednotlivé kmene enterokokov
prejavili roznu antibiotickii rezistenciu k sledovanym
antibiotikAm.  Pritommost’  enterokokov s klinicky
vyznamnou rezistenciou na antibiotikd preto indikuje
potrebu efektivnej stratégie kontroly na zniZenie
kontaminacie tymito mikroorganizmami v potravinach
zivo¢isneho podvodu, ktoré mozu predstavovat ich
potencialny rezervoar a byt tak pric¢inou zdravotnych
problémov. Vzhl'adom k zndmej schopnosti enterokokov
odolavat’ pésobeniu nepriaznivych vonkajsich podmienok
je potrebné nepodceniovat’ a dodrziavat vsetky zasady
hygieny a sanitacie pri ziskavani a spracovani mlieka a tak
obmedzit’ Sirenie enterokokov do potravového retazca aj
vzhladom Vv poslednom obdobi c¢asto dokazovanej
rezistencii na antibiotika.
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PHYSICOCHEMICAL QUALITY OF SELECTED STRAWBERRY JAMS WITH

FRUCTOSE

Dorota Gatkowska, Teresa Fortuna, Weronika Prochwicz-Zagorska

ABSTRACT

Four different commercially available strawberry jams with fructose were characterized in relation to acidity and reducing
sugar, ash, micro- and macroelement contents. The results showed that the jams differed in active and total acidity, ash, as
well as reducing sugar content. Differences between the jams were more pronounced for microelements than for

macroelements.

Keywords: strawberry jam, fructose, chemical composition

INTRODUCTION

Strawberry fruits are very popular among berries and are
widely consumed fresh or as derived products such as
jams, puree, juices, nectar or ice cream. In the Polish
market the most common strawberry products consumed
are the jams, especially because of their low cost, all year
availability and organoleptic properties (Anonim, 2002).
Jam is one of the most popular shelf-stable products made
from fruits, both at the household and commercial levels.
To manufacture fruit jams, fruits and sugar are combined
in similar ratios, and cooked to produce a tasty product of
sufficiently high sugar content with satisfactory storage
qualities. Nowadays, consumers are increasingly better
informed about diet and health, and as a result, desire more
foods which offer, in addition to convenience, high
quality, safety, optimum nutrient balance, less fat and
sugar and fewer calories. At the same time foods must
remain tasty and at an economical price (Abdullah and
Cheng Cheng, 2001). Jams sweetened with fructose are an
example of food for diabetics. Fructose is natural and
healthy sweetener that balances the sugar level in blood
and reduces appetite. Fructose seems to have a beneficial
effect on the heart muscle and reduces the decay risk.
Fructose is low-calorie sweetener, and consumed in
appropriate amounts prevents both obesity and obesity
related ailments like: diabetes, high blood pressure, and
arteriosclerosis (White J.S., 2008).

MATERIAL AND METHODS

Four different brands of strawberry jams with fructose
were obtained from local market (Krakow, Poland),
indicated as A, B, C, D: (A) Melangerie Diét Diabetic
Strawberry Extra Jam, LIDL Stiftung & Co. KG,
Neckarsulm, Germany, (B) Strawberry jam with fructose,
Radix-Bis, Rotmanka, Poland, (C) Dietetic strawberry Jam
with Fructose, Stovit Group Sp. z 0.0., Bygdoszcz, Poland,
(D) Dietetic strawberry Jam with Fructose, BioFan,
Piekary Slaskie, Poland.

Jam samples were thoroughly homogenized and undergo
the following physicochemical analyses: moisture content
[PN-90/A-75101/03], active acidity (PN-A-75101-
06:1990), titratable acidity (PN-A-75101-04:1990),
reducing sugar content by the Fehling method (PN-A-
75101-07:1990) and total ash content (PN-A-75101-
08:1990). The content of mineral elements (Na, K, Mg,
Ca, Fe, Mn, Zn, Cu) was also evaluated by Atomic
Absorption Spectrometry method in Avanta Sigma GBC
(Australia) spectrometer with an air-acetylene flame
atomization. The gel samples were dry mineralized

according to PN-A-75101-08:1990, and then the resulted
ash was solubilized in 0,1M nitric acid.

RESULTS AND DISCUSSIONS

The results of the physicochemical analysis of strawberry

jams are presented in Tables 1-4.
Water content of the strawberry jams varied from 57.1-
71.1% (Table 1). The strawberry jams had a pH of 4.66 —
4.89 £0.01 with no significant differences within C and D
jams (Table 1). These values were higher than these
reported in literature (Rada-Mendoza et al., 2002,
Suutarinen et al., 2000).The differences may result from
the concentration of added citric acid during jam
production. The titratable acidity was estimated by the
sample titration using standard 0.1 mol-L™ solution of
NaOH and the results were expressed as citric acid content
in jam. The titratable acidity of all the samples showed to
be statistically different from each other (o =0.05)
(Table 1). The values of this parameter meet the Polish
Standard’s requirements (PN-A-75100:1994) and are also
similar to those found in literature (Kallio et al., 2000). It
is worth to notice that the increase in pH values of the jams
was not accompanied with the decrease in the titratable
acidity values. The highest titratable acidity was stated in
the A jam, whereas the lowest one in the D jam. All the
analysed jams differed statistically in the concentration of
ash (Table 1). The content of ash in the strawberry jams
was estimated to be from 0.737+0.018 to 1.096+0.036 g
per 100 g of dry mass of jam. These values are in
accordance with the available literature data (Castro et al.,
2002; Kunachowicz et al., 2005).

The results of sugar content determination are presented
in Table 2. The mean values for reducing sugar
components varied in the ranges 28.31-41.50 g per 100 g
of jam. These values are typical for low-sweetened jams
and are comparable with data presented in the literature
(Jarczyk and Berdowski, 1999; Kunachowicz et al.,
2005; PN-A-75100:1994). The A jam contained higher
amounts of sugars compared to the other jams. The
differences in sugar contents between the analysed jams
can mainly result from different amounts of fructose used
to production of jams, as well as from possible differences
in sugar content of the strawberries.
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Table 1 Physicochemical properties of jams (mean values and standard deviations)

Titratable acidity Ash content

Kind of jam Dry massin% pH expressed as citric . 1
acid, ing.100g* " 9-100g™ dw.

A 42.940.3 4.66+0.01 0.96+0.001 0.737+0.018

B 28.910.5a 4.89+0.01 0.71+0.006 1.096+0.036

C 29.5+0.4 ab 4.84+0.01 a 0.64+0.003 0.746+0.038

D 30.2+0.3 b 4.83+0.01 a 0.56+0.001 0.779+0.018

Means with the same letters in the columns do not differ significantly at o = 0,05.

Table 2 Reducing sugar content in jams (mean values and standard deviations)

Kind of jam Reducing sugar content, in g/100 g

A 41.50+0.48
B 28.31+0.20 a
C 28.74+0.16 a
D 29.82+0.14

Means with the same letters in the columns do not differ significantly at o = 0,05.

The mineral content of jams is shown in Tables 3 and 4.
As for macroelements, all considered samples contained a
high amounts of potassium and sodium and relative low
amounts of calcium and magnesium (Table 3). Analysis of
variance showed that the differences in potassium content
in jams between B, C and D samples were not statistically
significant for o = 0.05.

The amount of mineral elements in jam depends mainly
on the concentrations of the elements in the processed
fruits. The chemical composition of strawberries is
influenced by cultivar and also by other factors such as
production area, soil and climate, agricultural practices,
quality of the irrigation water and eventually the storage
and commercialization conditions. Mineral element
composition could be influenced by heating of fruits
during the production of jam, as well as by dilution with
sugar (Castro, 2002; Plessi et al., 2007). In our study the
sodium concentrations in all the jams were higher than
those found in the literature (Kunachowicz et al., 2005;

of the Ca and K determined in the strawberry jams were
some lower than these reported by Kunachowicz et al.
(2005). Among the determined macroelements of the
strawberry jams magnesium occurred in relatively small
amount, however this phenomenon is common for fruit
jams (Plessi et al., 2007).

The concentrations of zinc and copper in the analyzed
jams were in accordance with Polish Standard’s
requirements (PN-A-75100:1994). As it can be seen in
Table 4, iron was the most abundant metal in the jams with
an average content of 2034 ng.g100™ dried weight. The B
and D jams did not differed significantly in zinc,
manganese and iron contents. Moreover, the amounts of
zinc, copper and manganese determined in the above jams
were higher than the respective values determined in A and
C jams (Table 4). All the results presented in Table 4 are
in sufficient accord with the data published in the literature
(Kunachowicz et al., 2005).

Table 3 Macroelements contents in jams expressed as mg.100™ g dried weight (mean values)

Kind of jam Mg Ca Na K

A 16.46 a 29.62 ab 33.36 140.72
B 22.62 55.44 91.81a 187.62 a
C 18.48 b 34.05a 86.59 a 191.05a
D 17.27 ab 27.26 b 85.52 198.86 a

Means with the same letters in the columns do not differ significantly at o = 0,05.

Plessi et al., (2007). On the other hand, the mean contents.
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Table 4 Microelements contents in jams expressed as 11g.100 g™ dried weight (mean values)

Kind of jam Zn Cu Mn Fe
A 221.77 62.6 a 498.2 9745a
B 428.90 a 131.4 653.7 a 2092.7 be
C 306.01 88.6 a 420.5 3061.2 ¢
D 396.06 a 215.4 704.3 a 2009.1 ab

Means with the same letters in the columns do not differ significantly at o = 0,05.

CONCLUSIONS

Physicochemical quality parameters of strawberry jams
with fructose are influenced by the raw material and
processing conditions. The jam A, that was produced in
Germany, was characterized by higher dry mass, total
acidity and reducing sugar contents as compared to the
Polish jams. The amounts of ash and micro- and
macroelements determined in B, C, D jams were greater
than these stated for the A jam. All the physicochemical
parameters of Polish strawberry diabetic jams (B, C, D)
did not exceed allowable levels indicated in Polish
Standard’s quality requirements.
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PREVALENCE OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN FISH PROCESSING

FACTORY

Karine Grigoryan, Grigor Badalyan, Djulietta Andriasyan

ABSTRACT

The aim of the presented work was the risk assessment of distribution and prevalence of Staphylococcus aureus during
processing of cold-smoked fish. There were totally analyzed 80 samples of fish and 50 swab samples at all stages of the
processing. Staphylococcus aureus was detected in 74% of analyzed samples. Brining stage was the important critical

control point in cold-smoked fish proceesing.

Keywords: Staphylococcus aureus, cold -smoked fish, brine

INTRODUCTION

Safety of fish products and their quality assurance is one
of the main problems of food industry today. The presence
or absence of foodborn pathogens in a fish product is a
function of the harvest environment, sanitary conditions,
and practices associated with equipment and personnel in
the processing environment (FDA, 2001; Huss, 2003).
The handling of fish products during the manufacturing
process involves a risk of contamination by
Staphylococcus aureus, a Gram-positive microorganism
causing foodborne human intoxication (Ash, 1997; Shena
et al., 2007). These bacteria are salt-tolerant and therefore
can contaminate all cured preparations such as cold
smoked fish, caviar and fish-based preserves (Hayes,
1995). Fish contains large amount of proteins and their
breakdown into amino acids support the growth of Staph.
aureus. Staphylococcus spp. may be isolated from newly
caught fish, especially in warm waters (Gram and Huss,
2000). Staphylococcus is not found in the normal
microflora of fish. This microorganism could be associated
with salt (Hansen et al., 1995) or the raw fish (Ferreira et
al, 2007) used in the processing. Contamination of fish
products through contaminated surfaces has also been
observed in many cases (Reij et al., 2003). According to
Basti et al., (2003) some kinds of salt smoked fish may be
considered as risk of L. monocytogenes and Staph. aureus
infection and intoxication for Iranian consumers
respectively. An  assessment on the potential
microbiological hazard associated with smoked fish fillets
under refrigerated storage was made. Staph. aureus
survived better at both storage temperatures (T= -10°C -
5°C) (Mariappan et al., 2004). According to Enclund
(2004) contamination of fish by pathogens particularly
such as Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli 0157:H7, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica, and Listeria monocytogenes, may
occur prior to harvest, during capture, processing,
distribution and/or storage. Himelbloom’s studies have
shown, that strips handled without gloves contained 10°
Staphylococcus aureus/g. Sanitary handling and air quality
control will enhance seafood safety while maintaining
product quality attributes. (Himelbloom et al., 1998).

In smoked and dried king salmon processed by Alaska
Natives, coagulase-negative Staphylococcus —species
comprised 75% of the staphylococci isolates (Himelbloom
et al., 1998). Most of the species of staphylococci, that
have been isolated from fish are coagulase negative,
namely, Staphylococcus epidermidis, S. xylosus, S. lentus,
S. capitis, S. lugdunensis, S. hominis, S. warneri, S. cohnii,

S. chromogenes. High Staph. aureus counts (10*-10°.g™)
occurred and reached 5% of total staphylococci counts. Up
to 10* Staph. aureus cells.g™ can be tolerated in ready-to-
eat seafoods (FDA, 2004). Enterotoxin production is
typically associated with coagulase-positive Staph. aureus
when cell populations are 10°.g™ (Jablonski and Bohach,
1997).

The aim of the study was the assessment of prevalence of
Staph. aureus during manufacturing of cold smoked trout.

MATERIAL AND METHODS
Sampling

There were totally analyzed 80 samples of fish and 50
swab samples.

Fish samples were taken from every step of processing:
receiving raw materials, cleaning, separation of fillets,
brining, cold smoking, packaging, storing. All samples of
fish were collected and placed in sterile polyethylene
bags, transported to laboratory and analyzed immediately
upon arrival (ISO, 6887-3:2003). Swab samples were
taken from all surfaces and tools by Transport swabs (MS
651, Hi Media) (APHA,1992).

Detection of Staph. aureus.

For determination of species of Staph. aureus, 10g of
each samples of fish fillets were removed aseptically using
a scalpel and forceps, and then transferred to sterile tubes
with 90ml Baird Staphylococcus Enrichment Broth Salt
(M-1091, Hi media) (ISO, 68881-1999). Tubes were
incubated for 24 hours at 370C. Then samples from every
tube were taken with microbiological loop and spread on
the surface of solid media Baird-Parker agar (M-043, Hi
Media) and Mannitol salt agar (MM-118, Hi Media).
All plates were examined visually for typical colony types
and morphological characteristics. For confirmation of
S. aureus strains Hicrom Aureus agar (M1468, Hi Media)
was used and following biochemical tests were provided.
Those results were confirmed by HiStaph TM-
identification kit (Hi Media). For confirmation of DNAase
reaction of Staphylococcus aureus, 3M Petrifilm Rapid
Staphylococcus aureus Count plate (3MPetriFilmTM) was
used.

Physical-chemical analysis

Moisture was determined by drying oven with the plates
being weight until constant weight was reached AOAC
950.46B ; Novoa et al., 1994). Definition of pH was spent
with pH-meter (OAKTON, USA). Determination of aw of
samples was spent with Aqualab (Decagon Devices,
Pullman,WA,USA). Concentration of sodium chloride was
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measured by titrimetry methods accordance with the

product was decreased to 6 x 10% cfu.g™. High level of
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Fig. 1 Prevalence of Staphylococcus aureus at every technological step of manufacturing of cold smoked trout.
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Fig. 2 Distribution of Staphylococcus aureus on skin, in gills, nasal and mouth cavities of live fish.

AOAC 937.09.

RESULTS AND DISCUSSION

Contamination level of raw fish by Staphylococcus
aureus was low (10 cfu.g™). In samples of frozen fish there
was no prevalence of Staph aureus. At the beginning of
brining stage, contamination level of fish by Staph. aureus
was 100 cfu.g™. On third day of brining the contamination
level increased up to 3 x 107 cfu.g™. In the samples of
brining solution quantity of Staphylococcus aureus
reached 5x10° cfu.g™®. At the smoking stage the further
increase up to 10° cfu.g™ was observed. After packaging
and during storage, contamination level of the ready

contamination of ready product by Staph. aureus was
observed in 74% of the analysed samples.

There was studied the distribution and prevalence of
Staphylococcus aureus on skin, in gills, nasal and mouth
cavities of live fish by swabbing method. Results have
shown the presence of only coagulase — negative
Staphylococci, particularly Staphylococcus epidermidis.

Swab samples were taken from all processing surfaces and
tools (included hooks and racks).
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Fig. 3 Recovery count number of Staphylococcus aureus from contact surfaces.

High contamination level of hooks and surfaces of tables
was observed. Contamination level of hooks and surfaces
of tables was 28 cfu50cm® and 18 cfu.50cm™
respectively.

Table 1: Physical-chemical parameters of fish samples

during processing

Samples pH aw NaCl %
raw material 6.9 0.986 -
cleaned fish 6.75 0.975 -

salting 5.60 0.941 5.54
after salting 5.43 0.929 6.1
smoked fish 5.39 0.927 5.2
packaged fish 5.36 0.925 4.3
storage 5.27 0.926 4.2

In all stages the physicochemical parameters were exact
and at the same favorable for prevalence of
Staphylococcus spp. In accordance with Varnam and
Evans (1991), the mentioned parameters have a following
ratio — pH = 4; NaCl (%) = 10-15; aw = 0.83.

Increase in contamination level was observed at the
beginning of brining process. During this stage the
microorganisms which are not able to grow at high
concentration of salt in comparison with Staph. aureus are
destroyed. One of the primary sources of contamination of
fish by Staphylococcus aureus was the multiple use of the
same brine solution. Our experiments have shown, that
using of the dry — salting technology together with
preservatives contributes to considerable decrease in the
level of contamination of product after salting process.

CONCLUSION

The primary factors affecting on prevalence of
Staphylococcus aureus and contamination level of ready
to eat fish were identified in this study.

Results of our studies have shown that the brining stage
is the important critical control point, during processing of
cold smoked fish. Our experiments have shown, that using
the dry — salting technology together with preservatives
contributes to considerable decrease in the level of
contamination of product after salting process. When
using liquid brine solution the contamination level of fish
is 4x10° cfu/g, using the dry - salt mixture decreases in the
contamination level to 10 cfu/g is occured. Observance of
hygienic requirements while preparing liquid brine
solution, and also frequencies of its use accordance with
(Storey et al., 1882; CAC/RCP 25-1979) are the
important ~ conditions  promoting  prevention  of
development and prevalence of Staphylococcus aureus.
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VPLYV APLIKACIE PROPOLISU NA MASOVU UZITKOVOST KURCIAT ROSS
308

THE INFLUENCE OF PROPOLIS APPLICATION TO MEAT UTILITY ON ROSS
308 BROILER CHICKENS

Peter Ha$cik, Martin Melich, Miroslava Kacaniova, Gabriel Pdl, Michal Mihok, Juraj Cuboii,
Martin Mellen, Klara Vavrisinova

ABSTRACT

The aim of the experiment was to monitor the impact of propolis extract (experimental group) for meat utility of the Ross
308 chicken. The dosage of propolis was 0.2 g.kg KKZ-1 throught the fattening (40 days). Application of propolis increased
(P<0.01) slaughter weight (+76.80 g) and carcass weight (+67.90 g) in hens compared to the control group (1790.60 g, resp.
1266.54 g). In group with roosters slaughter weight (+70.80 g) and carcass weight (+56.00 g) were also increased (P>0.05)
in the experimental group compared to control (2086.20 g, resp. 1475.20 g). Offal weight in both sexes was lower (P>0.05)
in the experimental group (135.55 g - @, 158.21 g - &) compared to control (140.75 g - @, 168.55 g - &). Carcass yield was
higher in hens (P>0.05) in the experimental group (78.71 %) versus control (78.60 %).The evaluation of meat utility Ross
308 chickens without distinction of sex did not show significant differences (P>0.05), but a slight increase in slaughter
weight and in the carcass weight in group with application of propolis extract in their fattening. Contrary slightly lower
offal weight (-7.77 g) and carcass yield (-0.21 %) were found in the experimental group of chickens without distinction of
sex (P>0.05) compared to control group (weight of offal - 154.65 g, carcass yield - 78.69 %). We recommend the
application of propolis as a possible supplement in the fattening of chickens, as it increases the performance parameters of
meat and may also positively affect the economy of production.

Keywords: propolis, meat utility, chicken, Ross 308

UVOD

Propolis je zivicovy materidl, ktory ma dlha historiu,
nakol’ko je pouzivany v 'udovom liecitel'stve minimalne
300 rokov pred Kristom (Ghisalberti, 1979). Je to produkt
S charakteristickou  vonou, vybornymi lepivymi
a dezinfekénymi ucinkami zozbierany véelami z pukov
kvetov, Casti stromov a vyluckov rastlin a nasledne
spracovany pomocou vcelich enzymov a zmieSany
s voskom (Valle, 2000). Jeho farba sa meni od zelenej,
Cervenej az na tmavo hnedd. VsSeobecne je propolis
zlozeny z 30 % vosku, 50 % zivice, 10 % zakladnych
a aromatickych olejov, 5 % pelu adalSich latok
(Burdock, 1998). ZloZenie propolisu sa casto 1isi v
zavislosti od druhu rastliny, ktor mozno najst v urditej
oblasti (Ghisalberti, 1979; Markham et al.,, 1996).
Ghisalberti (1979), resp. Cheng a Wong (1996) zaroven
dodavaju, ze zlozky propolisu sa znacne lisia aj v dosledku
klimy, miesta, roéného obdobia a preto jeho chemicky
vzorec nie je stabilny.

RoOzni autori potvrdzuju, ze propolis ma  GCinky
antikarcinogénne (Burdock, 1998), antioxida¢né (Sun et
al., 2000; Isla et al., 2001), protizapalové (Miyataka et
al., 1997), antibakterialne (Pepeljnjak et al., 1985;
Velikova et al., 2000), antifungicidne (Ota et al., 2001),
antihepatotoxické (Banskota et al., 2001)
a v neposlednom rade ho je mozné vyuzit' tak v humannej
ako aj veterinarnej medicine.

V priebehu poslednych desatroc¢i sa sledovali rézne
nahrady, resp. doplnky do kfmnych zmesi hydiny ako
nahrada za Casto cenovo narocné komponenty, resp. ako
doplnky ovplyviiujuce kvalitu médsa a vajec (Koéi, 1983;
Jones a Wiseman, 1985; Has¢ik et al. 1994;
Angelovicova, 1999; Polak, 2003; Pokorna, 2003,
ArpaSova et al, 2009 ab ai.). Dolezitym zasahom
v hydinarskej velkovyrobe misa a vajec V Slovenskej
republike bol jej vstup do Eurdpskej tnie, kedy zacala

nova éra za podmienok anariadeni Eurdpskeho
spolocenstva (ES). Jednym zo zakladnych opatreni ES
bolo  vyradenie Zivo¢isSnych  muacok  a rastovych
stimulatorov, resp. antibiotik z kimnych zmesi pre hydinu
a preto nastala opdt doba aplikacie a overovania novych
moznych doplnkov vo vyzive hydiny s kladnym dopadom
na mikrofléru gastrointestinalneho traktu (Corrier et al,
1995; Kacaniova et al., 2005, 2006ab, 2007; Novakova
et al., 2008), jatoéného produktu, resp. vajec (Carazzoni
et al.,, 1998; Demeterova, 2004; Marcin et al., 2004;
Angelovicova et al., 2005, 2006; Mudronova et al.,
2005; Hascik et al., 2005b, 2007, 2008, 2009; Opletal,
2006; Tuberoso et al., 2005; Basile et al., 2006; Bozin et
al., 2006; Singh et al. 2006; Trevisan et al., 2006;
Liptaiova et al., 2009 ai.).

Ako doplnky sa vyuzivaji v poslednej dobe mnohé
probiotické,  prebiotické,  enzymatické,  mineralne,
vitaminové, resp. rastlinné preparaty, ale aj napriklad
véelie produkty (pel, propolis), ktoré v konecnom
dosledku maju mat’ pozitivny vplyv na zdravotny stav,
hospodarske vyuzitie krmiva, kvalitu produktu ako aj
ekonomiku vyroby hydinarskeho priemyslu (Has$¢ik et al.,
2005ab, 2007; Angelovicova et al.,, 2006, 2008,
Angelovi¢ova a Angelovi¢, 2009; Shalmany a Shivazad,
2006; Sevenetal., 2008 a i).

V nadvéznosti na uvedené literarne zdroje bolo cielom
nasho experimentu preverit vplyv aplikdcie extraktu
propolisu v kfmnych zmesiach vykrmovych kurciat
hybridnej kombinacie Ross 308 na ich zékladné parametre
masovej uzitkovosti.

MATERIAL A METODY

Experiment sme realizovali v testovacej stanici hydiny
Katedry hydinarstva a malych hospodarskych zvierat, pri
FAPZ SPU v Nitre na vykrmovych kurcatach hybridnej
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kombinacie Ross 308. Do pokusu bolo zaradenych 180 ks
jednodnovych kuréiat anasledne boli vytvorené
2 skupiny zvierat: kontrolna (K) a pokusna (P) po 90 ks

spatnym chladicom po dobu 1 hodiny. Zmes sme po
extrakcii a ochladeni centrifugovali. Ziskany supernatant
sme odparili na rota¢nej vakuovej odparke pri teplote

Tabul’ka 1: Misova uzitkovost’ sliepociek kuréiat Ross 308

Sledovany Skupina X S min. max. v % t-test
ukazovatel
Porazkova Kontrolna 1790,60 30,37 1753,00 1830,00 1,69 K:P ++
hmotnost’ Pokusna 1867,40 25,79 1835,00 1897,00 1,38
(@)
Hmotnost’ JOT Kontrolna 1266,54 24,64 1242,00 1305,70 1,95 K:P ++
(@) Pokusna 1334,40 36,89 1302,20 1377,00 2,76
Hmotnost’ Kontrolna 140,75 11,69 127,29 157,72 8,31 K:P -
drobov Pokusna 135,55 5,09 130,08 142,19 3,75
(@)
Jatodna Kontrolna 78,60 1,01 77,034 79,662 1,28 K:P -
vytaznost Pokusna 78,71 1,07 77,27 80,14 1,35
(%)

Pozn.: P>0,05 - ; P<0,05 +; P<0,01 ++, K — kontrolna skupina, P — pokusna skupina

kurciat. Vlastny vykrm trval 40 dni. Kurcata boli kfmené
systémom ad libidum rovnakou Startérovou KKZ HYD-01
(sypka forma) do 21. dia veku a od 22. dna do 40. dna
vykrmu  KKZ HYD-02 (sypkd forma) v oboch
sledovanych skupinach. Skrmované¢ KKZ HYD-01
a HYD-02 boli vyrobené bez antibiotickych preparatov
a kokcidiostatik. Priemerna vyzivna hodnota podavanych
kifmnych zmesi po€as experimentu bola rovnaka v oboch
skupinach, ale pokusnej skupine bol navyse do kfmnych
zmesi HYD-01 a HYD-02 pridavany extrakt propolisu vo
vyske 0,2 g.kg KKZ-1. Propolisovy extrakt sme pripravili

kapel'a 40-50 °C anasledne zvazili. Odparok v mnozstve
45 g sme rozpustili v 1000 cm3 etanolu o koncentracii
96 %.

Na konci vykrmu (40. den) bolo zkazdej skupiny
experimentu vybratych po 60 ks kurciat na jato¢ny rozbor
(30 ks sliepociek a 30 ks kohutikov), ktory sa uskutocnil
na Katedre hodnotenia a spracovania Zivo¢i$nych
produktov pri FBP SPU Nitra, spolu s naslednym
sledovanim zakladnych hodnét ich misovej uzitkovosti
(porazkova hmotnost’, hmotnost’ jatocne opracovaného
tela, hmotnost drobov, jato¢na vytaznost). Vysledky

z rozomletého propolisu. Navazka propolisu bola 150 g misovej uzitkovosti  boli  spracované Statistickym
amnozstvo pouzitého 80 %-tného etanolu 500 cm®. programom Statgraphics, kde boli vypocitané zakladné
Extrakcia prebiehala vo vodnom kupeli pri 80° C pod Statistické charakteristiky ~ (aritmeticky  priemer,
Tabulka 2: Misova uzitkovost kohtitov kurciat Ross 308
Sledovany Skupina X S min. max. vV % t-test
ukazovatel
Porazkova Kontrolna 2086,20 102,48 1971,00 2214,00 491 K:P -
hmotnost’ Pokusna 2157,00 65,16 2078,00 2244,00 3,02
©)
Hmotnost’ JOT Kontrolna 1475,20 82,45 1379,00 1575,00 5,59 K:P -
()] Pokusna 1531,20 77,95 1430,00 1645,00 5,09
Hmotnost’ Kontrolna 168,55 16,98 146,71 187,71 10,07 K:P -
drobov Pokusna 158,21 11,07 140,31 170,16 6,99
)
Jatoéna Kontrolna 78,78 0,65 78,31 79,89 0,83 K:P -
vytaznost’ Pokusna 78,26 1,44 76,67 80,33 1,85
(%)
Pozn.: P>0,05 -, K—kontrolna skupina, P — pokusna skupina
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smerodajnd odchylka, minimum, maximum, koeficient
variability) ana urCenie preukaznosti rozdielov medzi
sledovanymi skupinami bol pouzity F-test s naslednym
t- testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zakladné ukazovatele mésovej uzitkovosti kuréiat
hybridnej kombinacie Ross 308 bez (kontrolna skupina) a
S pouzitim extraktu propolisu do kimnych zmesi (pokusna
skupina) st znazornené a vyhodnotené v tabulke 1 az 3.

Priemernd porazkova hmotnost kurciat hybridnej
kombinacie Ross 308 bez ohladu na pohlavie bola
v kontrolnej skupine 1938,40 g, tj. 073,80 g niZ$ia
(P>0,05) ako vpokusnej skupine (2012,20 g).
Vyhodnotenim porazkovej hmotnosti podl'a pohlavia bola
tato vysSia u kohutikov aj sliepociek v pokusnej skupine
(8- 2157,00 g; @ - 1867,40 g) oproti kontrolnej skupine
(8 - 2086,00 g, ¢ - 1790,60 g ; P - 1867,40 g), ale
vyznamné rozdiely medzi skupinami sa potvrdili len pri
porazkovej hmotnosti u sliepociek (P<0,01).

Porazkova hmotnost kurciat Ross 308 v naSom
experimente dosiahla priblizne rovnaké hodnoty ako zistili
urovnakého hybrida Has¢ik et al. (2007) s urovilou
2014,25 g pri aplikéacii probiotik cez vodny zdroj.
Podobne Shalmany et al. (2006), resp. Seven et al.
(2008) 7zistili pozitivny vplyv propolisu v kimnych
zmesiach kur€iat rdoznych hybridnych kombinacii na
hospodarske vyuzitie krmiva, resp. na ich zvySenie
uzitkovosti na konci vykrmu. Vyssie hodnoty porazkovej
hmotnosti U hybridnej kombinacie Ross 308 uvadza
Rychla a Rezni¢ek (2000), Benkova (2001), resp.
Strakova et al. (2002), ktori zistili porazkova hmotnost
po 42. diioch vykrmu v priemere 2240,0 g az 2700 g.
Délezitym zistenim nasho experimentu je, Ze podobne ako
uvadzaju Kumprechtova et al. (1999), Hascik et al
(2005a, 2009), Angelovicova et al. (2005), Shalmany et
al. (2006), resp. Seven et al. (2008) bol aj v nasom
experimente zaznamenany pozitivny trend zvySenej
porazkovej hmotnosti kur¢iat na konci vykrmu  pri

Tabulka 3: Misova uzitkovost’ kurciat Ross 308 bez ohl'adu na pohlavie

zapracovani extraktu propolisu vich vyzive, resp. pri
aplikacii probiotik a inych doplnkov vo vyzive kurciat ako
zistili vysSie citovani autori.

Vyhodnotenim hmotnosti JOT bez rozdielu pohlavia sa
zachovala podobnd tendencia ako pri porazkovej
hmotnosti, kde nizsia hmotnost' JOT (P>005) o 61,96 g
bola v kontrolnej skupine (1370,84 g) ako v pokusnej
skupine (1432,80 g). Podl'a pohlavia bola hmotnost’ JOT
v pokusnej skupine u kohutikov (1531,20 g) ako aj
u sliepociek (1334,40 g) vyssia ako v kontrolnej skupine
(8- 147520; Q2 - 1266,54 g), ale vyssie hodnoty
v hmotnosti JOT sa Vv pokusnej skupine Statisticky
preukazne (P<0,01) zistili len u sliepocCiek oproti kontrole.
Dosiahnuté hodnoty hmotnosti JOT kurciat Ross 308
oboch pohlavi v kontrolnej skupine st nizSie ako vo
svojich pracach zistili ukurciat réznych hybridnych
kombinacii Simeonovova a Ingr (2000), Benkova et al.
(2002), Strakova et al. (2002), Has¢ik et al. (2005a),
Angelovicova et al. (2005) a ini. Porovnanim hmotnosti
JOT kuréiat Ross 308 v pokusnej skupine sme dosiahli
podobné vysledky ako Simeonovova a Ingr (2000),
Arpasova et al. (2002) a Hasc¢ik et al. (2005a). Seven et
al. (2008) zistili podobne ako v nagom experimente taktieZ
zvySeni hodnotu hmotnosti JOT (1376 g) bez rozdielu
pohlavia pri aplikacii propolisu vo vyzive kurciat Ross
308.

Jatotna vytaznost' kurciat Ross 308 bez rozdielu
pohlavia bola v kontrolnej skupine mierne vysSia
(78,69 %) oproti pokusnej skupine (78,48 %) ale bez
vyznamnych rozdielov (P>0,05). Podla pohlavia bola
u kohutikov (P>0,05) mierne vy$Sia jatocna vytaznost
v kontrolnej skupine (78,78 %) oproti pokusnej skupine
(78,26 %). Pri sliepockach sme zistili opaénu tendenciu,
kde Statisticky nepreukazne ( P>0,05) bola vyssia jatocna
vytaznost’ u sliepogiek v pokusnej skupine (78,71 %)
oproti kontrolnej (78,60 %). Hodnoty jato¢nej vytaznosti u
hybridnej kombinacie Ross 308 v sledovanych skupinach
experimentu pri vykrme do 40. diia ich veku si pomerne
vysoké, nakolko prekracuju v priemere  uroven
normovanej vytaznosti az o 6,48, resp. 6,69 %. Tendenciu

Sledovany Skupina X S min. max. vV % t-test
ukazovatel
Porazkova Kontrolna 1938,40 171,32 1753,00 2214,00 8,84 K:P -
hmotnost’ Pokusna 2012,20 159,62 1835,00 2244,00 7,93
(@)
Hmotnost’ JOT Kontrolna 1370,84 124,04 1242,00 1575,00 9,05 K:P -
()] Pokusna 1432,80 | 118,58 1302,00 1645,00 8,28
Hmotnost’ Kontrolna 154,65 20,09 127,29 187,71 12,99 K:P -
drobov Pokusna 146,88 14,44 130,08 170,16 9,83
)
Jatoéna Kontrolna 78,69 0,81 77,03 79,89 1,02 K:P -
vytaznost Pokusna 78,483 1,22 76,67 80,33 1,56
(%)

Pozn.: P>0,05 -, K—kontrolna skupina, P — pokusna skupina
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zvysenia jatocnej vytaznosti rdznych hybridnych
kombinacii  kuréiat oproti normovanej vytaznosti
potvrdzuju aj vysledky Uhrina et al. (1993), Kralika et
al. (1999), Strakovej et al. (2002) ako aj Hasc¢ika et al.
(2004, 20053, 2009). Zaroven aj Shalmany et al. (2006) a
Seven et al. (2008) pri aplikacii propolisu u kuréiat Ross
308 zistili podobne ako vnaSom experimente jeho
pozitivny vplyv na jato¢nu vytaznost’, kde hodnoty boli od
76 do 77 %, t.j. zvySenie v priemere 0 1 az 2 %.

ZAVER

Zvysledkov  experimentu  vyplyva, Ze propolis
aplikovany cez kimne zmesi kuréatdm Ross 308 pocas
celej doby vykrmu (40 dni) svojim uéinkom zvysil
porazkovi hmotnost’ u sliepok na konci vykrmu (P<0,01),
hmotnost JOT (P<0,01), ale mierne znizil (P>0,05)
hmotnost' drobov a jatoéni vytaznost. U kohutov sa
dosiahla podobna tendencia ako u sliepok, kde vyssie
hodnoty (P>0,05) porazkovej hmotnosti a hmotnosti JOT
boli v skupine kimenou s doplnkom extraktu propolisu
a mierne nizsie hodnoty (P>0,05) boli v hmotnosti drobov
a v jatoénej vytaznosti.

Aplikacia propolisu na zaklade vysledkov experimentu a
vysledkov aj inych autorov potvrdzuje jeho vhodnost
zapracovania do kimnych zmesi pre kurcata, nakol’ko jeho
posobenim sa zvySujii parametre misovej uzitkovosti
kur¢iat a pozitivne moéze byt ovplyvnend aj celkova
ekonomika vyroby hydinového misa, ktorého prevaznu
Cast’ tvoria vykrmové kurcatd a zaroven jeho aplikacia
nenartsa vlastni pohodu zvierat.
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MIGRACE FTALATU Z PLASTOVE NADZE DO ROSTLINNYCH OLEJU JAKO
SOUCASTIi KRMNYCH SMESi POUZiVANYCH K VYKRMU KURECICH
BROJLERU

MIGRATION OF PHTHALATES FROM PLASTIC TANK TO VEGETABLE OIL AS
A PART OF FEEDING MIXTURES USED FOR CHICKEN BROILERS
FATTENING

AlZbeta JaroSova, Vlasta Stancova, Jiii Harazim, Pavel Suchy

ABSTRACT

The concentrations of phthalic acid esters (PAES) as di-n-butyl phthalate (DBP) and di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) were
measured in samples of rapeseed oil, which was used as a feed. First samples were collected during the production process
and second after the storage in plastic tank (21 days). The results of measurements are that there is 2.93-10.10 mg
PAEs.kg™ in the oil before storage and 22.73-61.55 mg PAEs.kg ™ after storage.

For the monitoring of distribution and accumulation of PAEs in animal tissues and organs (muscles, adipose tissue, skin and
liver) broiler chicks ROSS 308 were used. The chicks were divided into 4 groups (50 chicks each). All the chicks were fed
by commercial diets (complete feed, KKS) for broiler chicks (starter — BR1; grower — BR2 and finisher — BR3). The
experimental diets were supplemented with vegetable oil (RO) with low (group N) or high (group V) phthalate content, or
animal fat with high phthalate content (group Z). Neither the control diets (K) nor the grower (BR1) diets contained
vegetable oil or animal fat. DBP and DEHP were found in all tissues of all chicks. The highest concentration of DBP of

1.28 % 1.00 mg.kg™ of fresh sample (an average value from 8 chicks) was determined in the adipose tissue of V chicks. The
highest concentration of DEHP of 3.27 £ 2.87 mg.kg™ of fresh sample (average of 8 chicks) was also determined in the

V group.

Keywords: DBP, DEHP, analysis, monitoring, contamination, feed material, plastic

UVOD

Estery kyseliny ftalové (PAE) pfedstavuji pocetnou
skupinu pramyslovych chemikalii se $irokym vyuZitim asi
od 30. let 20. stoleti. Mezi nejcastéji se vyskytujici ftalaty
patiéi di-(2-ethylhexyl) ftalat (DEHP) a di-n-butyl ftalat
(DBP). Ftalaty se staly ubiquitarnimi kontaminanty
zivotniho prostiedi, nachdzime je v pudé, vodé, ovzdusi,
téle zvitat i lidi (Schettler, 2006). V dnes$ni dobé¢ jsou lidé
pusobeni ftalati vystaveni béhem celého Zivota, dokonce i
béhem  prenatdlniho  vyvoje.  Pritomnost  téchto
kontaminantii byla zji§téna i v matefském mléce (Zhu et
al., 2006). Za nejrizikovéj$i skupinu populace jsou
povazovany déti. Expozice ftalati u déti je vzhledem
k jejich télesné hmotnosti dvakrat tak vysoka neZ u
dospélych (Koch et al., 2006). Dalsi ohroZenou skupinou
jsou i pacienti 1éCeni hemodialyzou, ktefi jsou puisobeni
ftalath ze zdravotnickych materialt (dialyzacni, infuzni
sety) vystaveni dlouhodobé (Tickner et al., 2001). Akutni
toxicita ftalatd je velice nizkd, z pohledu chronické
toxicity byly prokazany jejich negativni ucinky. DEHP
vykazuje vyvojovou (Hogberg et al., 2008) a reprodukéni
toxicitu (Martino-Andrade a Chahoud, 2010) u zviiat a
u lidi narusuje endokrinni systém (Koch et al., 2006).

PAE se pouzivaji jako plastifikatory, které umoznuji
pruznost PVC materialu. Plastifikitory nejsou v matrici
plastu pevné vazany, proto se uvoliiuji do prostiedi a latek,
se kterymi prichazeji do kontaktu. Nejcastéji pouzivanym
plastifikdtorem je DEHP. VétSina potravin, ktera pfisla
do kontaktu s plastovymi obaly, obsahovala DEHP a DBP
(Wormuth et al., 2006). Jejich ptitomnost byla zjisténa i
v kompletnich krmnych smésich (KKS), (Raszyk et al.,
1998) a krmnych slozkdch pro hospodafska zvifata
(JaroSova et al., 2009a). Ke kontaminaci KKS dochazi i
zrizikovych komponent, vyluhovanim =z plastd, oball
(Harazim et al., 2008).

Cilem prace bylo prokazat, ze zvySujici se hladiny PAE
vV krmivu pusobi zvySovani obsahu PAE ve tkanich a
organech kurat.

MATERIAL
Repkovy olej

Vzorky fepkového oleje byly odebirany u vyrobce krmné
suroviny, ktery je registrovan podle Natizeni ¢. 183/2005 0
hygiené krmiv, v prubéhu technologického procesu vyroby
ptimo za olejovymi lisy. Lisovani probihalo po dobu péti
dnl a v pribéhu lisovani bylo v pravidelnych intervalech
odebrano 8 vzorkd (n=8, Al az AS8). Bezprostfedné po
vylisovani byl olej preCerpavan do plastové nadrze
(2x3x2m), kde byl skladovan po dobu 21 dnt. Po ukonceni
doby skladovani byl fepkovy olej piecerpavan z plastové
nadrze do cisterny nakladniho auta. V  pribéhu
preCerpavani bylo v pravidelnych intervalech odebrano
8 vzorku (n=38, C1 az C8).

Byla analyzovana i plastova nadrz, v které byl olej
skladovan.

Kufteci brojleti

Do pokusu bylo zatazeno 200 kusi jednodennich kutat
ROSS 308. Kurata byla rozdélena do 4 skupin (v kazdé
skupiné 50 kuiat) — Tab 1.

Vykrm probihal do 42. dne. Brojlerova kufata byla
krmena komeréné vyrobenymi kompletnimi krmnymi
smeésmi (KKS) pro brojlerova kurata (BR1; BR2 a BR3),
podle stati kurat. Do KKS byl pfidavan rostlinny olej (RO)
snizkym (skupina kufat ,,N“), nebo vysokym obsahem
ftalatd (skupina kufat V%), nebo Zivo&isny tuk (ZT)
s vysokym obsahem ftalatd (skupina kufat ,,Z*). P¥iddvané
rostlinné oleje a tuk byly odebrany od registrovanych
vyrobcl krmnych surovin. Rostlinny fepkovy olej, ktery
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byl urcen jak pro humanni vyzivu, tak pro vyzivu zvifat,
byl ihned po vylisovani pfecerpavan a skladovan ve dvou
nadrzich, z nichz jedna byla ocelova (nizky obsah ftalati),
jedna plastova (vysoky obsah ftalattl). Rostlinné oleje byly
odebrany z nadrzi po 21 dnech skladovani.

Obsahy DBP a DEHP (mg.kg™) v krmivech, ktera byla
podéavana kutattim kontrolni skupiny (K), kutrattim skupiny
S nizkym obsahem ftalatt (N), kuratim skupiny s vysokym
obsahem ftalatd (V) a kufatim skupiny s pfidavkem
zivogisného tuku (Z) jsou uvedeny v Tab 2.

Kurata hybrida ROSS 308 byla chovéana v akreditované
experimentalni staji Veterinarni a farmaceutické univerzity
v Brné (VFU Brno), (Jarosova et al., 2009b).

Pro chemickou analyzu bylo ndhodnym vybérem z kazdé
skupiny vybrano 8 kurat (4 slepicky a 4 kohoutci).
Primérné hmotnosti (kg) (primér+SD.) kontrolnich (K) a
pokusnych kufat (N, V, Z) pred pordzkou byly: K —
2,42+0,33; N — 2,39+0,30; V — 2,3040,43; 2,50+0,35 a
pohybovaly se od 1,56 do 3,14 kg. Kufata po omraceni
byla pafena horkou vodou a oskubana tak, aby nedoslo
k poskozeni kuze. Jateéna téla kufat byla zpracovana a

METODY

Vzorky oleji byly odebirany do sklenénych lahvi a
skladovany pii chladirenskych teplotach do 5 °C.

Vzorky krmiv pozité k vykrmu kufat byly odebirany do

mikroténovych sacku a do doby analyzy zamraZeny a
bezprostiedné pred analyzou lyofilizovany.
Vzorky tkani byly odebrany ihned po poraZeni zvitat,
homogenizovany, navazeny do aluminiovych misek
(50-300g) a zamrazeny. Postupné byly zmrazené vzorky
lyofilizovany.

Rezidua PAE byla extrahovana n-hexanem. Od
koextrakti byly PAE separovany gelovou permeacni
chromatografii na gelu Bio beads S-X3. Pro docisténi
eluatd bylo pouzito Cistictho postupu s koncentrovanou
kyselinou sirovou. Stanoveni PAE bylo provedeno vysoko
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), kapalinovy
chromatograf Agilent Technologies LC/MSD VL, na
kolong Cogent e-Colum C 18, zrnéni 5 pm, délka 150 mm,
Super Link s UV a MS detekci, mobilni faze acetonitril:
voda (99:1). Vyhodnoceni bylo provedeno programem
Agilent chemstation.

Pro stanoveni PAE byly pouzity zavedené metody pro

Tab 1: Skupiny kufat a kompletni krmné smési (KKS) BR1, BR2, BR3 bez ptidavku tuku (skupina kutat K), s pfidavkem rostlinného
oleje (RO) s nizkym obsahem ftalatd (skupina kufat N), rostlinného oleje s vysokym obsahem ftalati (skupina kufat V) a KKS
s ptidavkem zivocisného tuku (ZT) s vysokym obsahem ftalath (skupina kutat Z) pouzivanych v pribéhu vykrmu kufat od 1. do 42.

(1-21, 22-35, 36-42) dne

Krmivo pouzité v pribéhu vykrmu
1-21 22-35 | 36-42
Skupiny [den]
kurat
K KKS BR1 (netukovana) KKS BR2 (netukovana) KKS BR3 (netukovana)
N KKS BRI (netukovana) KKS BR2 s pridavkem 5 % RO KKS BR3 s pridavkem 3 % RO s nizkym
S nizkym obsahem ftalati obsahem ftalati
\% KKS BR1 KKS BR2 s pridavkem 5 % RO KKS BR3 s pridavkem 3 % RO s vysokym
(netukovana) S vysokym obsahem ftalati obsahem ftalati
V4 KKS BR1 KKS BR2 s ptidavkem 5 % ZT KKS BR3 s pridavkem 3 % ZT s vysokym
(netukovana) S vysokym obsahem ftalati obsahem ftalati

chemicka analyza provedena na Ustavu technologie
potravin Mendelovy univerzity v Brné. Na obsah DEHP a
DBP byla analyzovana svalovina (smésny vzorek prsni a
stehenni svaloviny levé pilky), kiize a mezenterialni tuk.
Jatra byla pro malou hmotnost analyzovana jako smésny
vzorek (homogenat 8 jater z kazdé skupiny).

U kontrolnich i pokusnych kufat bylo stanoveni DEHP a
DBP provedeno individualn€ u kazdého kufete.

stanoveni ftalatl v potravinach (Jaro$ova et al., 1998 a
1999). Soubézné u kazdého vzorku byla stanovena susina
a obsah tuku soxhletem.

Vsechny vzorky byly analyzovany v duplikatech.
Koncentrace DEHP a DBP jsou vztazeny na puvodni
vzorek.

Tab 2: Koncentrace DBP a DEHP (mg.kg™) v pouZitych tucich a kompletnich krmnych smésich, ktera prijimala kufata skupin K, N,
VaZ od1.do42. dne

Krmivo DBP | DEHP | Y DBP+DEHP
] [mg. kg ']
KKSBR1-K,N,V,Z 0,96 0,48 1,14
KKS BR2 - K 1,37 0,52 1,89
KKS BR3 - K 1,02 0,76 1.78
rostlinny olej s nizkym obsahem ftalatu — N 15,56 2,25 17.81
rostlinny olej s vysokym obsahem ftalatu — V 51,35 7,0 58,35
zivo€i$ny tuk s vysokym obsahem ftalatu — 7z 43,28 2,10 45,38
KKS BR2 - N 2,15 0,63 2,78
KKS BR3 - N 1,49 0,83 2,32
KKS BR2 -V 3,94 0,87 4,81
KKS BR3 -V 2,56 0,97 3,53
KKS BR2-Z 3,53 0,63 4,16
KKS BR3-Z 2,32 0,82 3,14
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Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci
programu Unistat 5.1. Pro zpracovani dat byla pouzita
ANOVA a nasledn¢ mnohonasobné srovnani pomoci
Tukey-HSD testu k nalezeni dvojic skupin se statisticky
vyznamnymi rozdily (Zar, 1999).

DBP se nejvice kumuloval vtuku kufat. Primérné
koncentrace DBP vtuku jednotlivych skupin kufat se
pohybovaly vrozmezi 0,55 az 1,28 mgkg™. Nejvyssi
koncentrace DBP v tuku byla zji§téna u skupiny kutat ,,V*
a to 1,28+1,00 mg.kg™. V kizi kufat byla zjidténa druha

Tab. 3: Primé&rné hodnoty DBP a DEHP (x + S.D) v mg.kg™ ptivodniho vzorku ve svaloving, tuku, kiizi a jatrech kufat kontrolni
skupiny (K), skupiny kufat krmenych krmivem s nizkym obsahem ftalati (N), skupiny kufat krmenych krmivem s vysokym obsahem
ftalath (V), skupiny kufat krmenych krmivem s piidavkem zivocisného tuku (Z), (n =8)

K N \ Y4
Vzorky kontrolni skupina kurata krmena kutata krmena krmivem kurata krmena
kurat krmivem s nizkym S vysokym obsahem ptidavkem zivoc¢isSného
obsahem ftalatl ftalat tuku do krmiva
mg.kg™
Svalovina
DBP 0,22+0,10 0,08+0,04 0,15+0,07 0,22+0,19
(0,10-0,36) (0,03-0,15) (0,07-0,33) (0,07-0,55)
a,b
DEHP 0,35+0,08 0,08+0,04 0,32+0,18 0,39+0,30
(0,20-0,45) (0,03-0,14) (0,09-0,62) (0,19-1,15)
Tuk
DBP 0,55+0,36 0,59+0,46 1,28+1,00 0,89+0,74
0,24-1,45 <0,20-1,70 0,28-2,56 0,34-2,54
DEHP 1,38+0,91 1,92+1,35 327+2.87 1,85+1,27
0,31-3,08 0,67—4,96 0,71-9,85 0,25-3,84
Kuze
DBP 0,39+0,23 0,51£0,39 0,57+0,37 0,44+0,17
<0,20-0,78 0,20-1,49 0,23-1,14 0,21-0,73
DEHP 1,18+1,36 1,10+0,55 1,38+1,07 1,60+ ,01
0,31-4,68 0,58-1,95 0,33-3,61 <,20-3,02
Jatra*
DBP 0,05 0,03 0,11 0,13
DEHP 0,16 0,16 0,24 0,23

*analyzovana jako smésny vzorek

Mez stanovitelnosti DBP a DEHP v tukovych matricich — 0,2 mg.kg™ Mez stanovitelnosti DBP a DEHP pro Zivocisny a rostl.
materia] s nizkym obsahem tuku — 0,03 mg.kg™ ,a — viigi K statisticky vyznamné (P < 0,05), b — viii Z statisticky vyznamné (P <

0,05)

VYSLEDKY A DISKUSE

Analyzou plastové nadrze byl zjistén obsah PAE (suma
DBP a DEHP) 33552 mgkg’ pivodniho vzorku.
Koncentrace sumy PAE u lisovaného oleje pred
skladovanim se pohybovala od 2,93 do 10,10 mgkg™.
Po 21 dnech skladovani fepkového oleje v plastové nadrzi
dosahla koncentrace PAE hodnot od 22,73 do 61,55
mg.kg . Byl zjistén vysoce prikazny rozdil obsahti DBP,
DEHP a sumy DBP a DEHP mezi olejem vzorkovanym
bezprosttedné po vylisovani a olejem vzorkovanym po
21 dnech skladovani (P < 0,01), (Harazim et al., 2008).

Vysledky naseho experimentu jsou v souladu se zjisténim
Imhof et al. (1994), ktery uvadi, Ze estery kyseliny ftalové
jsou rovnéz v mléénych produktech, a Ze moznymi zdroji
jsou vzduch, voda, krmiva a migrace z obalovych
materiald. Rovnéz Latini (2005) uvadi, ze DEHP je
nejrozsifenéji uzivanym zmékcéovadlem v PVC
materidlech. Experimentem zjisténa skutecnost, zZe doslo k
pruniku esterd kyseliny ftalové ze skladovaci plastové
nadrze do fepkového oleje nas primélo k provedeni pokusu
S kufecimi brojlery, u kterych se sledoval vliv obsahu
ftalatd v krmivu na jejich distribuci a kumulaci ve tkdnich
a orgéanech.

Koncentrace DBP a DEHP ve svaloving, v tuku, kiizi a
jatrech kufat kontrolni skupiny (K), kufat skupiny
krmenych krmivem s nizkym obsahem ftalatt (N), kufat
skupiny krmenych krmivem s vysokym obsahem ftalat
(V) a kufat skupiny krmenych krmivem s piidavkem
zivoéisného tuku (Z) jsou uvedeny v Tab. 3.

nejvyssi koncentrace DBP. Prumérné koncentrace DBP
v kdzi kutat jednotlivg'/ch skupin kolisaly v uzkém rozsahu
0,39 az 0,57 mg.kg". Nejvyssi koncentrace DBP v kiazi
byla rovnéz zjisténa u skupiny kurat L,V a to
0,57+0,37 mgkg™. Primémé koncentrace DBP ve
svaloving¢ kufat jednotlivych skupin se pohybovaly
v rozsahu 0,08 az 0,22 mg.kg ™. Nejnizsi koncentrace DBP
byly zjistény v jatrech kutat. Primémé koncentrace DBP
Vv jatrech jednotlivych skupin se pohybovaly v rozsahu
0,03 az 0,13 mg.kg .

DEHP se podobné jako DBP nejvice kumuloval v tuku
kufat. Primérné koncentrace DEHP v tuku u jednotlivych
skupin kutfat se pohybovaly vrozmezi 1,38 az 3,27
mg.kg . Nejvyssi koncentrace DEHP v tuku byla zjisténa
u skupiny kufat ,,V< a to 3,27+2,87 mg.kg % V kizi kufat
byla zjisténa druha nejvyssi koncentrace DEHP. Primérné
koncentrace DEHP vkuzi kufat jednotliV}'/Ch skupin
kolisaly vrozsahu 1,10 az 1,60 mgkg . Nejvyssi
koncentrace DEHP v ktizi byla zjisténa u skupiny kufat
JZ¢ato 1,60+£1,01 mg.kg_l.

Primérmé koncentrace DEHP ve svaloviné kurat
jednotlivych skupin se pohybovaly vrozsahu 0,08 az
0,39 mg.kg™. Nejvyssi koncentrace DEHP ve svaloving
byla zjisténa u skupiny kutat ,,Z a to 0,39+0,30 mg.kg .
Nejnizsi koncentrace DEHP byly zjistény v jatrech kufat.
Primérné koncentrace DEHP v jatrech jednotlivych skupin
kufat se pohybovaly v rozsahu 0,16 az 0,24 mg.kg ™.

Ve svaloving, tuku, ktzi i jatrech byl obsah DEHP vzdy
vyssi, nez obsah DBP. Ve svaloviné 1,0 az 2,1 krat, v tuku
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2,1 az 3,2 krat, vkazi 2,2 az 3,6 krat a jatrech 1,8 az
5,3 krat.

Z hlediska kumulace byly v tuku a kizi u vSech skupin
kufat zjistény nejvyssi hodnoty ftalati (sumy DBP a
DEHP). Kurata, ktera pfijimala krmivo s vysokym
obsahem ftalatd (V), stejné jako kurata, ktera piijimala
krmivo s piidavkem zivo¢isného tuku (Z) méla vyrazné
vy$$i obsahy ftalatd v tuku, kiizi a jatrech, nez kurata
kontrolni skupiny (K) a skupiny s nizkym obsahem ftalata
v krmivu (N).

Zjisténé rozdily v koncentracich DBP a DEHP nebyly
statisticky vyznamné. Vyjimkou byla koncentrace DEHP
ve vzorcich svaloviny skupiny N, ktera byla testovana jako
statisticky vyznamné niz$i oproti skupinam Ka Z,
koncentrace DBP a DEHP ve svaloviné se vsak
pohybovaly v blizkosti meze stanovitelnosti.

V na§i predeSlé praci (JaroSova et al, 1999) byla
modelovymi pokusy sledovana distribuce a kumulace
DEHP a DBP v télesnych tkanich prasat a brojlerd po
peroralnim podavani ftalatii. U brojlerti byly zjistény tyto
primérné hodnoty: obsah DBP v kuzi 0,9; ve svaloviné
0,19; v mezenterialnim tuku 3,13 a v jatrech 0,27 mg.kg™*
puvodniho vzorku; obsah DEHP v ktizi 8,28; ve svaloving
1,93; v mezenterialnim tuku 18,20 a v jatrech 0,32 mg kg™*
pivodniho vzorku. V piedkladané praci byly zjistény
hodnoty ftalati ponékud niz$i, hlavné v obsahu DEHP a
DBP v kizi a tuku, coz souviselo s obsahem PAE v krmné
davce.

ZAVER

Hlavnim zdrojem kontaminace rostlinného oleje byla
plastova nadrz, ve které byl olej pted expedici skladovan.
Mesicni skladovani rostlinného oleje v plastové nadrzi
vyrazné zvySuje obsah ftalatti v rostlinném oleji.

Zjisténé vysledky dokumentuji, ze komercni krmné smési
pro kurata (KKS BR1, KKS BR2, KKS BR3) pouzivané
k vykrmu kufat obsahuji hladiny ftalatt (suma DBP a
DEHP), maji za nasledek zvySovani obsahu ftalatd
v organech a tkanich kufat. K nejvyssi kumulaci ftalatd
dochazi v tuku kutat. Tuk predstavuje vhodny indikator
kontaminace kurat flalaty. Byl prokazan prinik ftalati
z plastové skladovaci nadrze do rostlinného oleje, coz
mize mit za nasledek ohrozeni potravniho Tfetézce.
Kompetentni organy by mély legislativné stanovit
maximalni povolené koncentrace V potravinich a
krmivech.
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SLACHTENIE JACMENA JARNEHO NA SLADOVNICKU KVALITU

SPRING BARLEY BREEDING FOR MALTING QUALITY
Kldra Krifanovd, Vratislav Psota, Ludovit S\eziak, Altbeta Zofajovd, Jozef Gubis

ABSTRACT

The aim of this contribution is to illustrate the results of spring barley breeding for malting quality and point out an
important position of variety in production of qualitative raw material for malting and beer industry as well as the system
of evaluation the qualitative parameters of breeding materials and adaptation of barley breeding programms to the new
requirements of malting and beer industry. As an example of the results obtained most recently description is made of the
Ezer, Levan, Donaris, Sladar spring barley varieties with very good malting quality and effective resistance to powdery
mildew. Cultivation of these varieties and malting barley production with reduced use of pesticidies is environmentally

friedly alternative.

Keywords: spring barley, variety, plant breeding, malting quality, malting quality parameter

UVOD

Jaémen je druha najrozsirenejSia obilnina v Slovenskej
republike a to nie len z hladiska pestovatel'skych ploch,
ale aj ako tradi¢na plodina na vyrobu sladu a piva. Na
Slovensku, ktoré ma idealne podmienky na dopestovanie
kvalitnej suroviny pre spracovatel'sky priemysel sa
jacmen pestuje v dvoch formach - jarnej a ozimnej. Podl'a
udajov zatevného dispecingu Slovenskej
polnohospodarskej a potravinarskej komory bola v roku
2009 pestovatel'ska plocha jacmena v Slovenskej republike
196 823 ha, z toho ja¢mena jarného 178 756 ha a jaCmena
ozimného 18 068 ha. Produkcia na urovni 644 000 t
predstavuje priblizne 28 %-ny pokles oproti roku 2008. Na
zaklade dosiahnutych vysledkov je zrejmé, Ze tohtorocna
uroda, pri ustalenej domaécej spotrebe na tirovni 600 000
ton, pokryje potreby Slovenska (Adam, 2009). Na
Slovensku sa ro¢ne vyrobi asi 260 000 t sladu, z toho sa 20
% pouzije na domacu vyrobu a 80 % ide na vyvoz. Zo
svetového pohladu patri Slovensko medzi 10 najvacsich
vyvozcov sladu.

Z celkove] produkcie jaémena sa na vyrobu sladu
spotrebuje asi 385 000 az 395 000 t jamena, prevazne
jarnej formy. Klesajuca tendencia pestovatel'skych ploch
ja¢mena jarného na Slovensku kladie narastajuce
poziadavky na zvySovanie efektivnosti pestovania jacmena
a na splnenie potrieb sladovnickeho priemyslu. Hlavnou
poziadavkou je dopestovat’ ja¢men s takymi znakmi
sladovnickej kvality, ktoré zodpovedaju
sladovnickeho, resp. pivovarnickemu priemyslu. KI'a¢ové
postavenie Vv systéme pivovarnicky priemysel -
sladovnicky priemysel — pestovatel — ma odroda so
svojimi biologickymi, hospodarskymi, agronomickymi a
predovsetkym  technologickymi znakmi sladovnicke;j
kvality, ktoré su rozhodujice pre jej uspeSnost a
uplatnenie na trhu.

V procese systematického Slachtenia jacmenia jarného je
zvySovanie urovne technologickych znakov sladovnickej
kvality najdolezitejSou a najviac preferovanou oblastou v
§lachteni na kvalitu. Kwvalita zrna je sthrnom viacerych
znakov a vlastnosti do velkej miery ovplyvnenych
podmienkami prostredia, odrodou a variabilitou. Zakladné

zamerom

principy Slachtenia na sladovnicku kvalitu
v predchadzajacich rokoch vychadzali ztzv. ideotypu
jaémena a zaroven aj z definovania uZzitkovych smerov.
Vychéadzali zpoznatkov o vzajomnych vztahoch a
viazbach medzi jednotlivymi znakmi, z komplexného
postdenia fyziologickych a biochemickych procesov
v zrne (Prugar, Hraska 1989). Obsah dusikatych latok je
zakladnym kvalitativnym znakom sladovnickej kvality.
Prokes§ (2000) uvadza, ze obsah bielkovin v zrne ja¢mena
jarného moze kolisat’ od 8 do 12 %, ale aj do 16 %.
Optimalne hranice st v rozpéti 10,2-11,0 % (Psota, Kosar
2002). Znak bielkoviny v zrne ma najniz$iu vahu (0,01), z
dovodu vplyvu roénika, predplodiny a oSetrovania pocas
vegetacie na obsah bielkovin v zrne. Statisticky preukazny
vplyv tychto faktorov uvadza Hruby et al. (2009).
Vyznamny  $lachtitel'sky tGspech sa  dosiahol v
technologicky najviac hodnotenom znaku (vdha znaku
0,30) s vyznamnym ekonomickym dopadom, t.j. v obsahu
extraktu sladu. Jeho nérast predstavuje viac ako 1 %
(Spunarova, Psota, Spunar 2002).

Sladovnicka kvalita musi zodpovedat poziadavkdm
spracovatel'ského priemyslu. Poziadavky na troven
technologickych znakov sladovnickeho ja¢mena sa menili
v zavislosti od turovne poznatkov o biochemickych a
fyziologickych procesoch, technickych moznosti, podla
narokov a poziadaviek spracovatelov a zvySenim narokov
na ekonomickt efektivnost vyroby sladu a piva. Tieto
znaky museli byt postupne prehodnocované a priebezne

zapracované do genotypu novych Slachtitel'skych
materialov.
MATERIAL A METODIKA

Kvalitu odrod vyjadruje tzv. ukazovatel' sladovnickej
kvality prijaty v roku 1995 (Psota a et al., 1995),
aktualizovany v roku 2002 (Psota, Kosaf 2002). Hodnoti
sa osem technologickych znakov a to obsah bielkovin
v zrme (NLb), extrakt sladu (E), relativny extrakt pri 45°C
(RE 45), Kolbachovo ¢islo (K), diastatickd mohutnost’
(DM), konecny stupen prekvasenia (KSP), friabilita (F),
obsah betaglukanov (BGw) v sladine. K jednotlivym
technologickym znakom boli na zéklade ich vyznamu pre

ro¢nik 4

2/2010



potravinarstvo

spracovatel'sky priemysel uréené vahy a medzné hodnoty,
zodpovedajiice bodovému hodnoteniu ,9“ najlepsi
(optimalny) a ,,1“ najhorsi (neprijatelny).

Vysledok hodnotenia sa vyjadruje v ramci devatbodovej
stupnice, odrody sa podla dosiahnutého poctu bodov
zarad'uji do skupin. Odrody, ktoré dosiahnu v ramci
ukazovatel’a sladovnickej kvality hodnoty 4,00 bodov a
menej su oznaCené ako odrody nesladovnicke. Za

umozinuje vyjadrenie hodnoty jednotlivych
technologickych znakov sladovnickej kvality v bodovej
stupnici, poskytuje Slachtitelom, pestovatelom a
spracovatelom zakladné informacie o vysledkoch
mikrosladovacich skuasok, resp. zakladné informacie o
kvalite analyzovanej odrody jacmena.

V Listine registrovanych odrod pre rok 2009 je zapisanych
49 odrod ja¢mena jarného. 18 odrdd pochadza zo
slovenskych S$lachtitel'skych pracovisk, z toho 1 odroda

Tabul’ka 1: Limitné hodnoty a vahy kvalitativnych znakov (Psota, Kosart 2002).

Znaky/Jednotky Neprijatel'na hranica Optimalna hranica Vaha znaku
1 9

Bielkoviny v zrne ( %) 9,5 10,2 0,01

11,7 11,0

Extrakt (%) 81,5 83,0 0,30

Relativny extrakt 35 40 0,20

pri 45°C (%) 53 48

Kolbachovo ¢islo (%) 40 42 0,10
53 48

Diastatickd mohutnost’ 220 300 0,10

(WK)

Konecny stupen 79 82 0,10

prekvasenia (%)

Friabilita (%) 79 86 0,10

Obsah betaglukanov 250 100 0,10

v sladine (mg.I™)

nesladovnicku odrodu je povazovana aj odroda, ktora
v niektorom z technologickych znakov dosiahne len 1 bod,
aj ked’ ukazovatel' sladovnickej kvality bude vyssi ako
4,00 bodov. Za odrody $tandardné st povazované odrody,
ktoré dosiahnu bodové ohodnotenie v rozpiti 4,00-5,99
bodov. Odrody, ktoré dosiahnu po trojrocnom skusani
minimalne 6,00 bodov su povazované za odrody vyberové
s vynikajticou technologickou kvalitou.

Okrem horeuvedenych 8 znakov sa v poslednych rokoch
venuje pozornost’ aj niektorym $pecifickym vlastnostiam,
napr. optickym vlastnostiam sladiny, sleduje sa zakal a
Cirost’ sladiny , sleduje sa enzym lypoxigenaza , ktorého
aktivita ovplyviiuje senzorické vlastnosti.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V Slovenskej republike je do S$tatnych odrodovych
skusok kazdoroc¢ne prihlasenych niekol’ko desiatok odrod a
novos§lachtencov ja¢mena jarného. Pocas trojrocného
obdobia sa v roznych agroekologickych podmienkach
okrem inych uZitkovych vlastnosti na zaklade Ziadosti
prihlasovatel'a sleduje aj sladovnicka kvalita. Slovenska
republika, rovnako ako aj Ceska republika, ma
prepracovanejs$i systém hodnotenia genotypov jaCmena
Vvramei Statnych odrodovych skusok ako vécSina Statov
EU. Na rovnakej resp. lepsej urovni je systém v Nemecku,
Francizsku avo Velkej Britanii. Systém hodnotenia

(Argument) z ISTROPOL Solary a 17 odréd zo
Srachtitel'skej stanice HORDEUM s.r.o. Sladkovicovo
(Cyril, Donaris, Expres, Ezer, Garant, Jubilant, Kompakt,
Levan, Ludan, Nadir, Nitran, Pax, Poprad, Pribina,
Progres, Sladar, Slaven). Odrody Donaris, Expres, Ezer,
Jubilant, Kompakt, Levan, Ludan, Nadir, Nitran, Sladar
patria medzi sladovnicke odrody jaémena jarného. Odrody
Expres (1999), Jubilant (1991), Kompakt (1995), Nitran
(2003) patria k odrodam, ktoré pestovatel’'ovi pri dodrzani
technoldgie pestovania sladovnickeho ja¢mena priniesli
vzdy isty zisk vo forme dopestovania kvalitnej suroviny
pre sladovnicky priemysel.

Odroda Kompakt patrila medzi najviac preferované
odrody nielen v Slovenskej republike, ale aj v Ceskej
republike a po 12 rokoch od jej registracie bola zapisana aj
do Listiny registrovanych odréd v Chorvatsku (v roku
2007). Odroda Kompakt je vzorovym prikladom vyvoja
znakov sladovnickej kvality v 90-tych rokoch, ked’ sa
program sl'achtenia na sladovnicku kvalitu rozsiril o d’alSie
dva ukazovatele a to friabilitu a obsah betaglukanov v
sladine. Friabilita a obsah betaglukanov v sladine neboli
hodnotené do roku 1990. Obidva ukazovatele
charakterizujii degradaciu bunkovych stien, vysoky obsah
betaglukanov v sladine sposobuje problémy pri filtracii
piva (Spunarovi, Psota, Spunar 2002). Odroda Kompakt
sa vyznaCovala optimdlnymi a stabilnymi hodnotami

ro¢nik 4

2/2010



potravinarstvo

znakov sladovnickej kvality v zavislosti od ro¢nika a
podnoklimatickych podmienok. Obsah betaglukanov v
sladine v porovnani s ostatnymi odrodami bol vel'mi nizky.
Pocas skuSania v SOS v Ceskej republike v rokoch
1992-1994 bol priemerny obsah betaglukanov v sladine
69 mg.I", v porovnani s kontrolnymi odrodami Rubin
(159), Akcent (157). V Slovenskej republike pocas
sktsania v SOS v rokoch 1992-1994 dosiahol priemernti
hodnotu 89 mg.I", v porovnani s kontrolnymi odrodami
Rubin (218), Akcent (205). Neprijatelna hranica
betaglukanov v sladine vo vtedy platnom systéme
hodnotenia bola 150 mg.l" sladiny a bola limitujiicim
faktorom registracie odrod s inak velmi dobrymi
biologickymi a kvalitativnymi vlastnostami, az na obsah
betaglukanov v sladine. Akceptovatelna hranica sa
upravila v roku 2002 do 250 mg.I™ (Psota, Kosa¥ 2002).
Odroda Kompakt na zdklade maximalneho akceptovania
poziadaviek sladovnickeho priemyslu a pivovarnickeho
priemyslu  patrila medzi odrody s najvacSimi
pestovatel'skymi plochami v obidvoch republikach.

Tabul’ka 2: Aktivita enzymu lipoxygenaza v u.mg™.

Odroda Stat Lokalita Lokalita
Viglas | Velké Ripnany
Nadir SK 101 78
Timori NL 7 5

V roku 2003 na zadklade poziadavky sladovnickeho a
pivovarnickeho priemyslu sa zacala venovat pozornost

¢irosti sladiny s nasledovnou stupnicou hodnotenia: 1 —
¢ira, 2 — slaby opal, 3 — opal. Pricinou zakalu je
pravdepodobne labilny stav bielkovin v koloidnom roztoku
sladiny. Pre slachtitel'ov pribudol d’alsi selekény znak a s
nim suvisiace analyzy sl'achtitel'ského materialu. Odroda
Nitran bola registrovana v Slovenskej republike v roku
2003, v Ceskej republike a v Madarsku v roku 2004.
Nitran ma vysoku extraktivnost’ a vysoku aktivitu vSetkych
sledovanych enzymatickych skupin. Viskozita sladiny ma
optimalnu troven, friabilita je vysoka a obsah
betaglukanov v sladine nizky. Odroda Nitran spiia
poziadavku sladovnickeho priemyslu na cirost' sladiny.
Sladinu ma ¢iru s farbou 3,3 j.EBC. Patri medzi odrody
jaémena jarného s vyberovou sladovnickou kvalitou v
Ceskej republike s bodovym ohodnotenim 8 (Psota,
Jurecka 2004) a v Slovenskej republike s bodovym
ohodnotenim 9 (Psota, Svorad 2003), na zaklade
mikrosladovacich analyz. Vyberova sladovnicka kvalita a
stabilita technologickych znakov v zavislosti od
ro¢nikového vplyvu predurcila zaradenie odrody Nitran
ako Standardnti odrodu na sladovnicku kvalitu v Statnych
odrodovych skuskach a ako narodnt Standardnu odrodu v
pokusoch EBC v Slovenskej republike.

Holandska odroda ja¢mena jarného Timori sa vyznacuje
mimoriadne nizkou aktivitou lipoxygenazy (LOX). LOX
je enzym, ktorého aktivita je spojend s negativnymi
senzorickymi zmenami, ku ktorym dochadza pri starnuti
piva. V tabulke 2 uvadzame aktivitu LOX p.mg™ v slade
pri odrode Timori a pri odrode Nadir registrovanej v

Tabul’ka 3: Agronomické a hospodarske vlastnosti odrdd Sladar, Donaris, Levan, Ezer.

Odroda Sladar Donaris Levan Ezer
Dizka vegetatnej 107 107 107 113
doby (dni)
Vyska (cm) 70 69 68 72
Odolnost’ proti 8 8 9 8
poliehaniu
Odolnost’ proti :
mucnatke travovej 9 9 9 9
hnedej $kvrnitosti 6 6 6 7
rhynchospdriove;j 8 8 8 8
Skvrnitosti
hrdzi jaémenne;j 8 8 8 8
HTS () 46 43 42 47
Podiel zrna nad sitom 99 98 92-96 94-96
2,5 mm (%)
Uroda zrna v % na
priemer kontrol:
Slovenska republika 106 102 106 98
Kukuriéna oblast’ 106 101 106 106
Repna oblast’ 109 105 111 112
Zemiakova a horska 104 99 103 106
oblast’

Bodové hodnotenie:

9 = odolna proti poliehaniu a chorobam,

1 =nachylné na poliehanie a ku chorobam
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Slovenskej republike v roku 2006 (Psota, Svorad 2006),
(Spunar et al. 2005).

Predpokladom uspesnosti odrody jaémena jarného na
tthu je jeho akceptacia sladovnickym priemyslom a
nasledne pestovatelom, ktory svoj sortiment odrod
prispdsobuje poziadavkam spracovatela. V stcasnosti, v
prostredi vysokej konkurencie odrod, mézu mat’ odrody so
Specifickymi vlastnostami, ktoré zvySujii senzoricku
stabilitu a kvalitu piva vacsie predpoklady na uplatnenie na
trhu. Pre §lachtitel'a to znamena napr. selekciu genotypov
s nizkou alebo nulovou aktivitou lipoxygenazy.

Medzi najnovSie sladovnicke odrody jaémena jarného,

odroda Levan registrovana v roku 2008 a odroda Ezer
registrovana v Slovenskej republike a v Mad’arsku v roku
2004. Odroda Sladar pod oznaéenim SK 6226 ukoncila v
roku 2009 registratné skisky v Ceskej republike a o jej
registracii  rozhodne UKZUZ  Ceskej  republiky.
Vyznamné agronomické a hospodarske vlastnosti tychto
odrod pocas skusania v Statnych odrodovych skuskach
v Slovenskej republike st uvedené v tab. 3.

Na zaklade mikrosladovacich sktSok a nasledného
analytického rozboru, slad odrody Sladar poskytoval
nadpriemerné hodnoty extraktu (83,4%), kone¢ny stupen
prekvasenia dosahoval v priemere 82,7 %, friabilita 86 %,

Tabulka 4: Vysledky mikrosladovacich analyz odrod Sladar, Donaris (Psota et al. 2009).

Znak Bielkoviny | Extraktv | Relativny | Kolbachov | Diastaticka | Kone¢ny | Friabilita |Obsah beta-

Vv zrne suSine extrakt pri o Cislo mohutnost’ stupen glukéanov

sladu 45°C prekvasenia v sladine

Odroda % % % % j- WK % % mg.I"
Nitran 10,9 82,8 44,0 46,6 401 83,2 89 151
Xanadu 11,2 83,1 45,7 46,4 395 80,8 83 97
Sladar 10,8 83,4 43,5 46,6 328 82,7 86 249
Donaris 11,0 82,7 40,8 44,8 353 82,8 85 199

Tabulka 5: Vysledky mikrosladovacich analyz odrody Levan v kukuriénej vyrobnej oblasti (Psota 2006, 2007, 2008).

Znak Bielkoviny | Extraktv | Relativny | Kolbachov | Diastaticka | Kone¢ny | Friabilita |Obsah beta-
Vv zrne susine extrakt pri ocislo | mohutnost’ | stupefi glukanov
sladu 45°C prekvasenia v sladine
Odroda % % % % j WK % % mg.I*
Xanadu 11,5 82,2 43,4 43,7 412 78,9 87,0 91,7
Nitran 11,3 81,4 40,1 43,5 413 82,8 87,0 163,0
Levan 11,2 83,1 40,4 459 267 81,1 86,0 112,0

Tabulka 6: Vysledky mikrosladovacich analyz odrody Levan v repnej vyrobnej oblasti (Psota 2006, 2007, 2008).

Znak Bielkoviny | Extraktv | Relativny | Kolbachov | Diastaticka | Koneény | Friabilita | Obsah beta-
Vv zrne susine extrakt pri o¢islo | mohutnost’ stupeni glukanov
sladu 45°C prekvasenia v sladine
Odroda % % % % j WK % % mg.1I*
Xanadu 11,5 83,0 44,1 46,0 409 80,4 87,0 121,0
Nitran 11,3 82,1 44,5 47,1 435 83,4 87,0 124,0
Levan 11,2 83,3 42,7 46,2 264 81,6 86,0 159,0
Tabulka 7: Technologické hodnoty sladovnickej kvality odrody Ezer (Psota, Svorad 2004).
Znak Bielkoviny | Extraktv | Relativny | Kolbachov | Diastaticka | Kone¢ny | Friabilita | Obsah beta-

Vv zrne susine extrakt pri ocislo | mohutnost’ | stupefi glukanov

sladu 45°C prekvasenia v sladine

Odroda % % % % j- WK % % mg.I*
Ezer 10,2 82,0 40,5 44,6 320 83,7 89,0 156

ktoré boli vyslachtené na pracovisku HORDEUM s.r.o.
patria odrody Donaris a Sladar, registrované v roku 2009,

zlozenie sladiny je priaznivé. VUPS a.s. , Sladatsky ustav
v Brne zarad’uje odrodu Sladar vzhladom k dosiahnutym
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hodnotam technologickych znakov k odrodam s vyberovou
sladovnickou kvalitou (Psota et al. 2009). Huby z rodu
Fusarium mozu spdsobovat vazne straty na kvalite a
hygienickej bezpecnosti hlavne v pripade spracovania
jaémena jarného na slad. Proces sladovania moéze
vyznamne ovplyvnit mnozstvo mykotoxinov. Na jednej
strane mdze dojst’ ku zniZeniu v dosledku jeho vyplavenia,
na druhej strane ku zvySeniu v dosledku vyssej relativnej
vlhkosti a teplote v podmienkach sladovni (Zimolka et al.
2006). Rezistentna odroda zatial neexistuje, preto aj
odrody s vyssou toleranciou su vyznamnym prinosom pri
rieSeni tejto problematiky. Pocas registratnych skusok v
Ceskej republike v rokoch 2007-2009 bola hodnotena
odolnost’ odrody Sladar (SK 6226) proti infekcii hub rodu
Fusarium bodovym hodnotenim 7,1. Odroda je zaradena
do dalsich fytopatologickych testov na overenie jej
tolerantnosti k infekcii hubami rodu Fusarium.

Slad odrody Donaris poskytoval v priemere hodnoty
extraktu (82,7 %), koneény stupen prekvasenia bol na
optimalnej trovni 82,8 %, friabilita 85 %, obsah
betaglukanov v sladine dosahoval 199 mg.I*. VUPS a.s.,
Sladafsky ustav v Brne =zaraduje odrodu Donaris
vzhladom k dosiahnutym hodnotdm technologickych
znakov k odrodam s vyberovou sladovnickou kvalitou
(Psota et al. 2009). Vysledky mikrosladovacich analyz
odrod Sladar, Donaris akontrolnych odrdéd Nitran
a Xanadu uvadzame v tabul’ke 4.

VUPS, a.s. Sladai'sky tistav v Brne zaradil odrodu Levan
k odrodam s vyberovou sladovnickou kvalitou (Psota,
Svorad 2008). Vysledky mikrosladovacich analyz
ukazovatelov sladovnickej kvality odrody Levan z
kukuri¢nej a repnej vyrobnej oblasti uvadzame v tab.
5 a 6 (Psota 2006, 2007, 2008):

Odroda Levan mala v roku 2009 v Slovenskej republike
71,5 ha mnozitel'skych ploch v jednotlivych generaciach
mnozenia. Na zaklade prvych vysledkov analyz
sladovnickej  kvality v  spolo¢nosti HEINEKEN
SLOVAKIA a.s je predpoklad rozsirenia pestovatel'skych
ploch na makrosladovacie pokusy v roku 2010 v rozsahu
150 az 200 ha. Levan pre overovacie makrosladovacie
pokusy v roku 2009 pestovali PD Kalna nad Hronom a
POD Abraham. Odroda na vymere 100 ha dosiahla
priemernti trodu 4,8 tha® . Priemernd uroda ja¢meiia
jarného na Slovensku bola 3,23 tha™ a v uvedenych
regionoch (Levice a Galanta) na urovni 3,9 tha™.
Ak zoberieme do Gvahy narast urody o 0,9 tha™ a cenu
ja¢mena jarného na urovni 85 € za tonu, tak celkovy
ekonomicky prinos z pestovatel'skej plochy 100 ha bol pri
tejto odrode 7 650 €. Samozrejme, Ze sa jedna o prvy rok
hodnotenia ekonomickej efektivnosti pestovania tejto
odrody. V rokoch 2010, 2011 a 2012 budeme nadalej
sledovat’ ukazovatele technologickej kvality, trodnost’
odrody a jej uplatnenie v prvovyrobe.

Ezer je stredne skora sladovnicka odroda ja¢mena
jarného stredne vysokého typu , s dobrou odolnostou
proti polichaniu a dobrou odnozovacou schopnostou,

priemerny podet produktivnych klasov je 900.m™
Sladovnicka kvalita a hospodarske vlastnosti odrody Ezer
boli testované aj v  skuskach Eurdpskej pivovarnickej
konvencie v roku 2007. Na zédklade mikrosladovacich
skusok a nasledného analytického rozboru slad odrody
Ezer poskytoval priemerny obsah extraktu 82 9%,
proteolytické a  amylolytické  rozlistenie  bolo
nadpriemerné. Optimalne zloZenie sladiny sa prejavilo na
vysokej hodnote koneného stupiia prekvasenia. VUPS,
a.s. Sladaisky ustav v Brne zaradil odrodu Ezer k
odrodam so sladovnickou kvalitou (Psota, Svorad 2004).
Technologické hodnoty sladovnickej kvality uvadzame v
tab.7.

V roku 2009 bolo do uznavacicho pokraovania v
jednotlivych generaciach mnozenia celkove prihlasenych
299,8 ha odrody sladovnickeho jaémenia Ezer. Odroda je v
stucasnosti v makrosladovacich pokusoch  spolo¢nosti
HEINEKEN SLOVENSKO a.s. a jej dalSie rozsirenie
bude zavisiet' od dosiahnutych vysledkov technologickej
kvality.

ZAVER

Srachtitel'sky proces je dlhodoby, rozdeleny do
niekol’kych etap, z ktorych kazda etapa ma podstatny
vyznam pre dosiahnutie registracie odrody a jej rozsirenie
v pestovatel'skej praxi a v spracovateskom priemysle.
Nova odroda ma poskytovat’ vysoku, stabilni a kvalitnt
urodu pri meniacich sa podmienkach prostredia. Odrody
Ezer, Sladar, Donaris a Levan maju efektivnu odolnost
proti mucnatke travovej, ktora je hospodarsky
najvyznamnejSou chorobou jaémena v  Slovenskej
republike. Pestovanie odrod s efektivnou odolnost'ou proti
mucnatke travovej predstavuje vyznamny intenzifikacny
faktor v oblasti ochrany Zivotného prostredia a
dopestovania kvalitnej suroviny pre spracovatel'sky
priemysel. Pestovanie tychto sladovnickych odréd ma
vyznam nielen z hladiska ekologického, ale aj
ekonomického, pretoze pestovatelovi nevzniknti naklady
na pouzitie fungicidov. Odrody Levan, Ezer, Donaris a
Sladar su vhodné aj pre ekologické pestovatel'ské systémy.
Uvedenie tychto odréd jacmena jarného s vyberovou
sladovnickou kvalitou a zaroven G¢innou odolnost'ou proti
mucnatke travovej do pestovatel'skej praxe zvysi podiel
domacich  odrod,  ktoré rovnakych
agroekologickych podmienkach v akych sa budu pestovat’.
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POUZITIE SKORICOVEJ SILICE PER OS NA OBSAH TUKU V KURACOM
MASE

THE EFFECT OF CINNAMOMI AETHEROLEUM USED PER OS ON FAT
CONTENT IN BROILERS MEAT

Daniela Liptaiovd, Mdria Angelovi¢ovd, Kamil Mocdr, David Stofan

ABSTRACT

The aim of the topic was to verify the effect of feed mixtures enriched with 0.1, 0.05 and 0.025% proportion of cinnamomi
aetheroleum to the fat content in chicken meat with skin. The type of broilers Ross 308 was used within experiment.
Cinnamomi aetheroleum was mixed with the corn flour and homogenized with other stuff of feed mixtures. Broilers were
fed ad libitum. The content of fat was analyzed by chemical analyze of meat with skin which took place in the end of the
experiment. The results of experiment show, that decreasing of cinnamomi aetheroleum proportion in feed mixture
increased body weight and the weight of broilers carcass, whereby differences were statistically significant between broilers
groups, which were fed with feed mixtures with 0.1% and 0.025% proportion of cinnamomi aetheroleum and with 0.05%
and 0.025% proportion of cinnamomi aetheroleum. Lowest content of fat 9.5 g.100 g™ in broilers meat with skin was in
meat of broilers which were fed with feed mixtures with 0.05% proportion of cinnamomi aetheroleum. At 0.01%
cinnamomi aetheroleum proportion in feed mixture 9.9 g.100 g™ of fat content was noticed and the content of fat in broilers
meat with skin increased to 10.45 g.100 g™ at 0.025% proportion of cinnamomi aetheroleum. Differences in fat content

between groups were not statistically significant.

Keywords: meat, broiler, carcass, fat, feed mixture, cinammomi aetheroleum

UVOD

Rastiici dopyt spotrebitelov na zdravé, vyzivné
a plnohodnotné potraviny zvysuje tlak na producentov, aby
inovovali a rozvijali vyuzivané techniky a technologie
spracovavania  potravin, ¢o  vedie  k produkcii
bezpecénejSich potravin s vysokou vyzivnou a senzorickou
kvalitou.

Z vyzivného hladiska je hydinové miso vyhodné
vzhladom na vysoky obsah bielkovin, esencialnych
nenasytenych mastnych kyselin, mineralnych latok, nizky
obsah tukov a cholesterolu. V priemere méso brojlerovych
kuréiat obsahuje od 3,5 az 5,0 g.100 g™ tuku (Pipova et
al., 1995).

Obsah lipidov v hydinovom mise zavisi najmid od
druhovej prislusnosti, ale tiez od veku, sposobu vyZivy a
dalsich faktorov. Biologicky vyznam tukov vSak vyplyva
z ich nepostradatelnosti pre ¢loveka, nakol’ko ich prijima
najmi vo forme triglyceridov, fosfolipidov, glykolipidov,
ktoré su rezervoarom energie, nosiom vitaminov
rozpustnych v tuku a dodévatel'om esencialnych mastnych
kyselin. Tvorba tzv. funkénych potravin pre l'udsku vyzivu
je v suc¢asnom obdobi v popredi zaujmu tak humanneho,
ako aj pol'nohospodarskeho a potravinarskeho vyskumu.
Z tohto pohladu je hydinové méso velmi vhodnou
komoditou. Produkcia mladej hydiny nevyzaduje dlhé
obdobie chovu, ¢i vykrmu, teda je rychlo obratkova a
produkcia hydinového mésa, obohateného o Specifické
latky, majice priaznivy vplyv na zdravie ¢loveka nemusi
byt pri spravne zvolenej metéde aplikacie zvieratdm
finan¢ne naro¢na (Swain et al., 2000; Paton et al., 2002;
Cantor et al., 2003; Surai, 2000; Leng et al., 2003;
Mad’ari¢ a Kadrabova, 2003; Bob¢éek, 2002).

Vysoké pretuénenie brojlerovych kuréiat predstavuje
ekonomicku stratu pri vykrme na jednej strane a na druhej
strane znizuje vytaznost, zvySuje mnozstvo jatocného
odpadu a zvySuje kaloricki hodnotu svaloviny. Podiel
podkozného tuku brojlerov je 23-26 % deponovany na
prsiach, na stehnach 30 % a na chrbte 44-47 %. Hoci snaha

hydinarskych odbornikov je znizit' obsah tuku v jato¢nom
trupe hydiny, je tento nepostradatelnou zlozkou vyzivy
¢loveka. Organizmus ¢loveka prijima tuky prevazne vo
forme triglyceridov, fosfolipidov, glykolipidov, ktoré sa
zasobnou energetickou zlozkou a sGcasne nosi¢om
vitaminov, rozpustnych v tuku a dodavatelom
esencialnych mastnych kyselin (Benkova, 2009).

Pre zvieratda v Eurdpskej unii su zakdzané vSetky
antibiotika stimulujiice rast od roku 2006. V sucasnosti
existuje mnoho navrhov projektov nahrady kfmnych
antibiotik probiotikami, prebiotikami, rastlinnymi silicami
a manooligosacharidmi.

Existuju aktualne literarne poznatky z ostatnych rokov
0 metédach ziskavania rastlinnych silic, ich zloZeni
a antimikrobialnych aéinkov (Apetrei et al, 2004;
Aprotosoaie et al., 2004; Ruzickova, 2004; Slavkovska
et al., 2004).

Rastlinné kimne doplnky zo skupiny bylin sa vyznacuju
protizapalovymi a bakteriostatickymi tG¢inkami. Rovnako
efektivne posobia ako antimikrobialne latky v traviacej
ststave a upokojujiice latky. ZlepSuju chutnost’ krmiv,
stravitelnost’ zivin krmiva, zvySuju prirastky telesnej
hmotnosti, zlepSuji  konverziu krmiva a zaroven
senzorické vlastnosti mésa. Svojim obsahom alkaloidov,
glykozidov, flavonoidov, organickych kyselin a unikavych
latok stimuluji vnUtorné organy zvierat. Na zaklade
poznatkov literatary (Grabowski, 1990; Majdonski,
1991, Fritz et al., 1995) byliny pridané do kifmnych zmesi
pre vykrmové kuréata priaznivo ovplyvnili vysledky
fyziologickych a produkénych ukazovatel'ov a rovnako aj
kvalitu mésa.

Silice st zmesou zlucenin aich chemické zlozenie
a koncentracie ich zloziek st rozliéné. Skoricovy aldehyd,
zékladna zlozka Skoricovej silice, tvori priblizne podiel 60
az 75 % z G¢innych latok (Duke, 1986).

Odlisnost v zlozeni Ginnych latok  jednotlivych
rastlinnych silic zavisi od druhu silice (Schilcher, 1985;
Janssen et al., 1987; Deans a Waterman, 1993).
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Podl'a doterajsich literarnych poznatkov rastlinné silice
boli charakteristické svojimi antimikrobidlnymi uc¢inkami
(Deans a Ritchie, 1987; Paster et al., 1990; Reddy et al.,
1991; Lis-Blatchin et al., 1998; Smith-Palmer et al.,
1998; Hammer et al., 1999) a su vhodnou alternativnou
nahradou za kimne antibiotika.

Cielom prispevku bolo sledovanie a vyhodnotenie
vysledkov chemickej analyzy kur¢acieho mésa na obsah
tuku.

MATERIAL A METODY
V pokusoch bol pouzity finalny vykrmovy typ kurciat
Ross 308 akfmne zmesi Startérovi, rastova a finalnu,

Tabul’ka 1: Schéma pokusu

zéklade testov ANOVA v programovom systéme SAS,
verzia 6,4. Vysledky boli spracované¢ formou tabuliek
a grafov.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Priemerna hmotnost’ jatocne opracovaného tela kurciat
bola pri skrmovani kimnych zmesi s podielom skoricove;j
silice 0,1 % 1060,42 g pri priemernej telesnej hmotnosti
kurciat 1591,00 g, pri skemovani kimnych zmesi s 0,05 %-
nym podielom Skoricovej silice 1076,67 g s telesnou
hmotnostou 1603,00 g, pri skrmovani kifmnych zmesi
s podielom Skoricovej silice 0,025 % 1195,75 g o telesnej
hmotnosti 1698,00 g. V kontrolnej skupine, v ktorej
kurcatd skrmovali kfmne zmesi bez
Skoricovej silice kurcata  vazili

Typ Faza Skupina Pokusna udéinna latka 1651,00 g aich priemerna hmotnost’

kurdiat vykrmu v kfmnej zmesi jatoéne opracovaného tela bola

Pokus | Ross 308 | startérova, | kontrolna - 1124,17 g. Pri skrmovani kimnych
rastova, 1. pokusna | 0,1 % Skoricovej silice zmesi s rozliénym podielom

finalna 2.pokusna | 0,05 % skoricovej silice Skoricovej silice bolo  kolisanie

3. pokusna | 0,025 % Skoricovej silice hodn6t jato¢ne opracovancho tela

ktoré sme obohatili rozlicnym mnoZzstvom Skoricove;j silice
(tabul’ka 1). Pokusy sme uskutocnili v hydinarskej farme,
v hale S moznost'ou vykrmu 24 000 kur¢iat.
Pri vchodovych dverach sme vytvorili boxy. Kazdy bol
uréeny pre jednu skupinu. Boxy sme vzajomne medzi
sebou oddelili perforovanym pletivom od haly
a plastovymi ohradami medzi sebou. Velkost' plochy
v kazdom boxe umoznovala kuréatim neobmedzeny
pristup ku krmivu a vode ako aj vykonavanie prirodzenych
aktivit. Hustotu zastavu vykrmovych kuréiat sme
uskutoénili v zmysle Smernice Rady 2007/43/ES zo dna
28. jina 2007, ktorou sa stanovuju minimalne principy
ochrany kurciat chovanych na produkciu mésa. Kurcata
boli ustajnené na hlbokej podstielke. Spodnu vrstvu 8 cm
tvorili drevné piliny, na ktorych bola 5 cm vrstva
pomiaganej pSenicnej slamy.

Celkové vykrmové obdobie sme rozdelili na tri fazy:

- Startérova, uréena pre kurcata vo veku od 1. az 18. dia,
pocas ktorej kurcata prijimali Startérova kfmnu zmes,

- rastova, pre kurcatd vo veku 19 az 31 dni s rastovou
kfmnou zmesou,

- finalna, pre kurcatd vo veku 32 az 38 dni s findlnou
kifmnou zmesou.

Kurcata do veku 14 dni skrmovali krmivo z tanierovych
kimidiel a vodu z klobukovych napajadiek umiestnenych
na podlahe. Po 14 dioch veku kuréiat do konca
vykrmového obdobia sme pouzili tubusové kimidla
a vedrové napajacky. Mikroklimatické podmienky boli
regulované v sulade s odporuceniami pre dany vykrmovy
typ kurciat a vekovu kategoriu (teplota, svetelny rezim a
vymena vzduchu).

Tuky sa stanovili ako zvySok ziskany po rozpustadle a
vysuSenim extraktu vzorky vazkovo. Na jatocné
spracovanie a chemicki analyzu mésa bolo nahodne
vybratych 12 kurciat zkazdej skupiny V priblizne
vyrovnanej telesnej hmotnosti 1591,0 az 1698,0 g.

Udaje boli vyhodnotené podla zakladnej Statistickej
charakteristiky (x = aritmeticky priemer, s = smerodajna
odchylka, vi = variacny koeficient). Rozdiely hodndt
ukazovatelov medzi skupinami boli vyhodnotené na

kurciat najnizsie s podielom 0,05 %
(s = 4794 g a v = 4,45 %)
a najvyssie s podielom 0,025 % (s = 101,37 g a vk = 8,48
%). Rozdiely v hmotnosti jato¢ného tela boli Statisticky
preukazné (P<0,05) u kuréiat, ktoré skrmovali kimne
zmesi s podielom 0,05 a 0,025 % S$koricovej silice a
u kur¢iat, ktoré skrmovali kimne zmesi s podielom 0,1
a 0,025 % skoricovej silice.

Obsah tuku v mése s kozou bol pri skrmovani kimnych
zmesi s podielom $koricovej silice 0,1 % 9,9 g.100 g™,
s podielom 0,05 % 9,5 g.100 g* aspodielom 0,025 %
10,45 ¢.100 g™. V kontrolnej skupine, v ktorej kurdata
skrmovali kfmne zmesi bez Skoricovej silice bol obsah
tuku v ich mise 9,8 g.100 g”, ktory bol takmer na trovni
obsahu tuku v mise kurdiat, ktoré skrmovali kimne zmesi
s podielom 0,1 % Skoricovej silice (9,9 2100 g™).
Z vysledkov  Statistickej charakteristiky obsahu tuku
v kur¢acom mise s kozou vyplyva, Ze najnizSie kolisanie
hodn6t bolo vo vzorkach kuréiat, ktoré skrmovali kimne
zmesi s podielom $koricove;j silice 0,025 % (s = 1,52 g a v
= 14,54 %) anajvyssie pri skrmovani kimnych zmesi bez
Skoricovej silice (s = 4,31 g a vk = 43,96 %). Rozdiely
v obsahu tuku v kuréacom maése s kozou medzi skupinami
neboli $tatisticky preukazné (P>0,05).

DISKUSIA

Neustale rastie tlak spotrebitelov na bezpecné a kvalitné
potraviny, ku ktorym patri aj kur¢acie miso.

Hodnoty hmotnosti  jatone  opracované¢ho tela
brojlerovych kuréiat v pracach roznych autorov sa
odlisuju. Baghaei et al. (2009) sledovali hmotnost’ jato¢ne
opracovaného tela v Styroch skupinach u vykrmového typu
kurciat Ross 308. Kurcatd boli vykrmované 42 dni. Tito
autori na konci vykrmového obdobia zaznamenali
hmotnost’ jato¢ne opracované¢ho tela 1590,0+£78,15 g
s telesnou hmotnostou 2468,0+43,59 g, 1413,45+73,56 g
s telesnou hmotnostou 2305,55+45,11 g, 1571,75+54,56 g
s telesnou hmotnost'ou 2363,75+69,29 g
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Telesna hmotnost’ kurciat a hmotnost’ jato¢ne opracovaného tela
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Obrazok 1: Priemerna telesna hmotnost’ kurciat a jatone opracovaného tela.
Tabul’ka 2: Statisticka charakteristika hmotnosti jatocne opracovaného tela v zavislosti od skrmovania kimnych zmesi

S rozlicnym podielom Skoricovej silice.

Skupina n min max S Vi
[d] [d] [d] [%]
Kontrolna 12 1064,00 1198,00 36,95 3,29
1. pokusna 12 922.00 1148,00 58,92 5,56
2. pokusna 12 977,00 1151,00 47,94 4,45
3. pokusna 12 1040,00 1390,00 101,37 8,48

Tabulka 3: Statistickd preukaznost’ rozdielov hmotnosti jatoéne opracovaného tela v zavislosti od skrmovania kfmnych

zmesi s rozli¢nym podielom $koricove;j silice.

F-test 10,15

Scheffeho test (Pos) 1. pokusna skupina

2. pokusna skupina

3. pokusna skupina

Kontrolna skupina -

1. pokusna skupina

- +

2. pokusna skupina

+

Scheffeho test pri hladine vyznamnosti P0,05 ; -P>0,05

a 1463,25+44,19 g s telesnou hmotnostou 2290,0+22,64
g. Na rozdiel od tychto autorov Simeonovova a Ingr
(2000) zaznamenali niz8iu hmotnost” jato¢ne opracovaného
tela kurciat 1420,00 g, ktoré boli vykrmované 42 dni.
Telesna hmotnost” kurciat, ktoré boli pouzité na jatocné
opracovanie bola 1800,00 g. Rozdielna hodnota hmotnosti
jatone opracovaného tela sledovaného autormi Baghaei
et al. (2009) a Simeonovovou a Ingrom (2000) mohla
byt sposobena pouzitim rozdielneho typu brojlerovych
kur¢iat. V naSom experimente bol pouZity finalny
vykrmovy typ kurcéiat Ross 308, ktory za 38 dni vykrmu
dosiahol priemernt telesna hmotnost od 1591, 00 g az
1698,00 g, z ktorej hmotnost’ jatocne opracovaného tela
bola 1064,42 g az 1195,75 g. Rozdiely v telesnej
hmotnosti kurciat a v hmotnosti jato¢ne opracovaného tela
boli sposobené skrmovanim rozlicnym kfmnych zmesi.
Kfmne zmesi boli zostavené s podielom Skoricovej silice
0,1, 0,05 a0,025 %. Ich ucinnost’ sa porovnavala Kku
kontrolnym kifmnym zmesiam bez Skoricovej silice.
NajvysSia priemernd telesnd hmotnost'1698,00 a tym aj
priemernd hmotnost’ jato¢ne opracovancho tela 119575 g
bola u kurciat, ktoré skrmovali kimne zmesi s podielom
0,025 % Skoricovej silice. Takmer na tejto trovni boli
zaznamenané priemerné hodnoty telesnej hmotnosti
a jatocne opracovaného tela kurciat kontrolnej skupiny,

ktoré skrmovali kimne zmesi bez Skoricovej silice
(1651,00 g, 1124,17 g). Kurcata pri skrmovani kimnych
zmesi s podielom Skoricovej silice 0,05 % vazili
v priemere 1603,00 g a priemerna hmotnost’ ich jato¢ne
opracovaného tela bola 1076,67 g. Priblizne rovnaké
hodnoty priemernej hmotnosti a hmotnosti  jato¢ne
opracovaného tela boli zaznamenané u kurciat, ktoré
skrmovali kfmne zmesi s podielom 0,01 % (1591,00 g,
1060,42 g). Z vysledkov vyplyva, Ze hmotnost’ jato¢ne
opracovaného tela kuréiat zavisi od ich telesnej hmotnosti
na konci vykrmu.

Obsah tuku vmidse skozou kury a morky podla
Bodwella a Andersona (1986) je 11,07 g.100 g*. Na
zaklade naSich merani bol obsah tuku v kur€acom mése
skozou 00,62 az 1,57 2100 g* niz§i. Tieto rozdielne
udaje obsahu tuku mozu stvisiet so vzorkou mésa,
Vv ktorej bol obsah tuku ur¢ovany. My sme pouzili finalny
vykrmovy typ kuréiat Ross 308 na rozdiel od Bodwella
a Andersona (1986), ktori pouzili vzorky mésa z kury
a morky. Existuje malo literarnych zdrojov 0 obsahu tuku
V kur¢acom mise. VicSina autorov uvadza obsah tuku
zvlast voprsnej a zvlast' v stehennej svalovine. Podla
Has¢ika et al. (2009a) je obsah tuku v prsnej svalovine
1,439.100 g7,
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1,63 g.100 g* a1,809.100 g*. Tieto udaje potvrdzuju
Obsah tuku v mise
[g.100g-1]

10,6 1

10,4 A

10,2

10 A

9,8 1

9,6 1

9,4 1

9,2 -

9

skupinami kurciat, ktoré skrmovali kfmne zmesi

10,45

Kontrolna skupida pokusna skupiflapokusna skupidapokusna skupina

Obrazok 2: Priemerny obsah tuku v kuréacom maése s kozou v zavislosti od skrmovania
kifmnych zmesi s rozliénym podielom skoricove;j silice

Tabulka 4: Statisticka charakteristika obsahu tuku v kuréacom mise s kozou v zavislosti od skrmovania kfmnych

zmesi s rozlinym podielom Skoricovej silice.

Skupina n min max S Vi
[9.100 g”] [9.100 g”] [9.100 g”] [%]
Kontrolna 12 6,60 19,90 4,31 43,96
1. pokusna 12 7,30 13,80 1,95 19,68
2. pokusna 12 5,70 12,00 1,83 19,30
3. pokusna 12 9,60 13,90 1,52 14,54

Tabulka 5: Statisticka preukaznost’ rozdielov obsahu tuku v kuréacom mése v zavislosti od skrmovania kimnych zmesi

s rozlicnym podielom Skoricovej silice.

F-test 0,18

Scheffeho test (0,05) 1. pokusna skupina

2. pokusna skupina 3. pokusna skupina

Kontrolna skupina -

1. pokusna skupina

2. pokusna skupina

Scheffeho test pri hladine vyznamnosti P0,05 ; -P>0,05

vysledky obsahu tuku vprsnej svalovine iného
experimentu autorov Haséika et al. (2009b). V stehenngj
svalovine  namerali  Has$¢ik et al.  (2009a)
12,60 g.100 g,12,63 9.100 g™*a 13,00 g.100 g™.
Provnatelné hodnoty obsahu tuku v stehennej svalovine
dosiahli aj Mojto a Zaujec (2001), resp. V SirSom
rozmedzi 10,83 az 13,63 9.100 g™ Has¢ik et al. (2009b).

ZAVER

Na zéklade poznatkov literatiry doplnky na prirodnej
baze pridané do kimnych zmesi pre vykrmové kurcatd
priaznivo ovplyvituja vysledky fyziologickych
a produkénych ukazovatel'ov a rovnako aj kvalitu méisa.
V nasom experimente sme sledovali vplyv kimnych zmesi
srozliénym pridavkom Skoricovej silice na hmotnost
jatocne opracovaného tela a obsah tuku v kur€acom mése s
kozou. Na zédklade vysledkov experimentu moézeme
konstatovat, ze hmotnost’ jatocne opracovaného tela
zévisela od telesnej hmotnosti kurCiat pred zabitim.
Z tychto vysledkov vyplyva, zZe so znizovanim podielu
Skoricovej silice v kfmnej zmesi sa zvySovala telesna
hmotnost’ a hmotnost’ jatoéne opracovaného tela kurdiat,
pricom rozdiely boli Statisticky preukazné medzi

s podielom $koricovej silice 0,1 a 0,025 % a s podielom
s kozou 9,5 g.100 g bol v kuréacom mise po skrmovani
kimnej zmesi s podielom Skoricovej silice 0,05 %. Pri
podiele Skoricovej silice 0,01 % v kfmnej zmesi bol
zaznamenany obsah tuku 9,99.100g™ apri 0,025 %
podiele $koricovej silice sa obsah tuku v kuréacom mése
s kozou zvysil na 10,45 g.100 g™. Rozdiely v obsahu tuku
medzi skupinami neboli $tatisticky preukazné (P>0,05).
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DYNAMIKA RASTU BAKTERIi V OVCOM HRUDKOVOM SYRE
GROWTH DYNAMIC OF EWES’ LUMP CHEESE MICROFLORA

Medved’ova AlZbeta, Valik Cubomir, Liptakova Denisa, Hudecova Anna
ABSTRACT

The preparation of ewes’ lump cheese has been known in Slovakia for a long time. It is made from raw or pasteurized ewes’
milk, especially due to the activity of lactic acid bacteria. The encouragement of the acidification process by the starters is
profitable to use with the respect to the quality of the product. In our study we focused on the growth analysis of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli in ewes’ cheeses prepared in laboratory conditions with or without addition of
starter culture from raw or heat treated milk. According to our experimental data, the addition of the lactic acid bacteria
culture and the following pH decrease on the levels lower than 5.0 for 1 to 2 days were able to inhibit the growth of S.
aureus and E. coli on concentrations lower than 104 CFU/g required by European Union legislation. The growth data found
in this work may provide the information for food technologists and microbiologists to get the studied organisms under the
control.

Keywords: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, ewes’ lump cheese, lactic acid bacteria, predictive microbiology

UVOD

V naSich podmienkach ma vyroba ov¢ieho hrudkového
syra svoje nezastupitelné miesto. Po vyrobeni zo surového
alebo  pasterizovaného mlieka zrazanim kazeinu
syridlovymi enzymami sa konzumuje priamo alebo sa
pouziva na vyrobu bryndze. Bez pridavku zakysovych
kultar st mikroorganizmy prirodzene pritomné v mlieku,
esencialnym a najdolezitejsim komponentom finalneho
produktu (Beresford et al., 2001; Jay, 2000). Biodiverzita
pritomnych tzv. ,divych druhov”, pochadzajtacich
z vemena, pokozky zvierata alebo =ziskanych pocas
dojenia, sa spolupodiela na Specifickych vlastnostiach syra
(Senini et al., 1997). Pasterizaciou sa prirodzene pritomné
baktérie mlie¢neho kysnutia eliminuji a preto sa musia
pridavat’ vo forme zakysovych kultar, ¢o vedie k urcitej
uniformite vyrobenych syrov (Torres-Llanez et al., 2006;
Wouters et al., 2002).

Hoci si syry vSeobecne povazované za jedny
Z najbezpecnejsich potravin, v histdrii bolo
zaznamenanych niekol’ko prepuknuti infekcii v stvislosti
s konzumaciou syrov (Donnelly, 2004), pricom ich
povodcami boli okrem inych, aj Escherichia coli
a Staphylococcus aureus. Nasledné vySetrenia preukazali,
7ze zdrojom kontamindcie bolo surové, nedostatocne
pasterizované alebo postpasterizatne kontaminované
mlieko a organizmy pochadzali zo surového mlieka alebo
z prostredia vyroby (Little et al., 2008).

Staphylococcus aureus sa v dobre nadojenom ovEom
mlieku mé6ze vyskytovat’ v poctoch medzi 100 az
200 KTJ.ml™ (Valik et al., 2004). Ak sa v stade vyskytuje
mastitidne ochorenie, jeho mnozZstvo méze byt zvysené, a
jeho poéty varirujii zvycajne v poétoch okolo 10* KTJ.ml™*
(Asperger aZangerl, 2003). Podla Aspergera
a Zangerla (2003) je S. aureus pocas vyroby syrov
koncentrovany v zrazenine a jeho obsah v mladom syre je
priamo zavisly od jeho poétov v mlieku. Pri normalnych
podmienkach je schopny sa pomnozit’ poéas prvych 24 h
zrenia (pri suboptimalnej acidifikicii az o5 log
poriadkov), kym produkcia kyselin baktériami mlie¢neho
kysnutia neinhibuje jeho d’alsi rast (Delbes et al., 2006).
Dynamika mnozenia S. aureus Vsyroch je zavisla od
mnozstva, aktivity a typu pouzitého zakysu. Pri vyrobe
syrov zo surového mlieka sa preto okyslenie mlieka musi

dosiahnut’ ¢o najskor, pouzitim dostatoéného mnozstva
aktivnej zakysovej kultiry. Pri nedodrzani hygienickych
podmienok moze stafylokok kontaminovat aj tepelne
ofetrené mlieko alebo hrudku, apreto sa vyskytuje

vsyroch vyrabanych tak zo surového ako aj
Z pasterizovaného mlieka (Garcia et al., 2007; Lindqvist
et al., 2002).

Dalsim  beznym  potravinarskym  kontaminantom

znehodnocujiicim  potraviny, je Escherichia coli.
Fermentaciou zbytkovej laktozy vyvolava skoré nadiivanie
syrov s nizkodohrievanou syrovinou (pri 36 az 40 °C).
Krizovou kontaminaciou pocas vyroby alebo manipulacie
S potravinami moézu do potravinového retazca vstupovat’ aj
shiga-toxin produkujiice kmene. Niektoré toxinogénne
kmene maji schopnost prichytit sa na nerezovych
povrchoch technologickych zariadeni (Lim et al., 2007;
Rivas et al., 2007; Gorner a Valik, 2004). Pasteriza¢né
a sterilizaéné teploty E. coli devitalizuju. Naopak,
chladenie jej rast len spomal’uje a pocas technologického
spracovania mlieka (zrecie procesy) sa Ciastone znizujl
poéty E. coli. Podla Burdovej a Laukovej (2001)
znizenie aktivnej kyslosti pod hodnoty pH 5,0, obmedzuja
az zastavujl rast a rozmnozovanie E. coli.

V stvislosti s uvedenym boli v ostatnom Case definované
kritéria hygieny procesu pre po¢ty Staphylococcus aureus
pre syry vyrabané zo surového mlieka (n = 5, ¢ = 2,
m = 10* aM = 10° KTJ.g™), pre syry vyrabané z mlieka
osetren¢ho teplotou nizSou ako pasterizacna teplota
(h=5c=2 m=10° aM = 10® KTJ.g") apre syry
vyrabané z mlieka oSetreného minimalne pasteriza¢nou
teplotou (n=5,¢c=2, m=10a M = 100 KTJ.g™). Pre syry
vyrabané z tepelne oSetreného mlieka je definovany limit
aj pre pocty Escherichia coli (n =5, ¢ =2, m =100 a
M = 10° KTJ.g"; Nariadenie EU & 1441/2007). Tieto
Standardy mozu byt splnené, len ak sa na farmach
dodrziavaji pravidla spravnej vyrobnej praxe a mlieko na
vyrobu syrov sa okamzite ochladi alebo spracovava
(Asperger a Zangerl, 2003; Jay, 2000).

S. aureus rovnako aj E. coli su slabi kompetititori a ich
rast je casto obmedzeny inymi mikroorganizmami,
predovsetkym baktériami mlie¢neho kysnutia. Dovody pre
slaby rast oboch mikroorganizmov su produkcia
organickych kyselin (pokles pH), utilizdcia kyslika
kompetitivnou mikroflérou (pokles redoxného potencialu),
znizenie nutricnych faktorov a produkcia Specifickych
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antimikrobialnych faktorov (Baird-Parker, 2000; Jay,
2000).

Predmetom tejto prace bolo v suvislosti s vyrobou ov¢ich
syrov na Slovensku analyzovat’ rast S. aureus aE. coli
V laboratorne  pripravenych syroch vyrabanych zo
surového alebo tepelne oSetreného ovcicho mlieka
s pridavkom alebo bez pridavku Startovacich kulttr.

MATERIAL A METODY
Vyroba ovéich hrudkovych syrov

Na vyrobu ov¢ich hrudkovych syrov v laboratdrnych
podmienkach sme pouzili surové ov¢ie mlieko, ktoré nam
poskytol Ing. Sumka z PD Dulice. Z mlieka, ktoré bolo
pocas transportu chladené, sme ihned’ po prevoze vyrobili
v laboratériu 2 syry zo surového mlieka s pridavkom
kultary Acidko (Rajo, a.s., Bratislava) alebo bez pridavku
zakysovej kultury a dva syry z tepelne oSetreného mlieka
na 70 °C pocas 5 mintt s pridavkom kultary Fresco (Chr.
Hansen, Horshlom, Dansko) a Lactobacillus acidophilus
(Rajo, Bratislava, SR) alebo oSetreného na 65 °C pocas
30 minut s pridavkom Lactococcus lactis 1881 (CCM,
CR). Koagulacia mlieka prebichala pri 30 °C s pridavkom
potrebnej davky syridla (FROMASE 220, DSM, Heerlen,
Holandsko, 220 IMCU/ml) azadkysovej kultary.
Po 30 minttach sme syrovinu dohriali na 45 °C pre lepsie
uvolnenie srvatky. Po dosiahnuti pozadovanej pevnosti
zin, sme zrna pokréjali, preliali cez plachietku a nechali
volne odtekat 6 h pri laboratornej teplote. Nasledna
fermentacia syrov prebiehala pri teplote 18 °C.
Mikrobiologicka analyza

Vo vzorkach surového mlieka a v hotovych syroch sme
pocas celej doby ich kysnutia stanovovali nasledovné typy
mikroorganizmov: baktérie mliecneho kysnutia na M17
agare (Biomark, Pune, India) ako pocet kolonii
kultivovanych pri 30 °C podla STN I1SO 4833, baktérie
mliecneho kysnutia na MRS agare (Merck, Darmstadt,
Nemecko) podla STN 1SO 15124, pocty S. aureus na
Baird-Parkerovom agare (Imuna, Sariiské Michalany,
Slovensko) podla STN ISO 6888-1 a pocty E. coli na
Chromocult agare (Merck, Darmstadt, Nemecko) podl'a
National Standard Method F23. Zo zistenych poctov
jednotlivych  typov mikroorganizmov sme zostrojili
rastové Ciary v zavislosti od casu inkubacie podla
Baranyiho D-modelu (Baranyi et al., 1993). V rovnakych
Casovych intervaloch sme stanovovali aj hodnotu aktivnej
kyslosti syrov (WTW 720 pH meter, Inolab, Weilheim,
Nemecko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerny obsah sledovanych baktérii v mliekach
pouzitych na vyrobu syrov bol 1,5 log poriadku E. coli, 2,8
log poriadku S. aureus a koncentracia mlie¢nych baktérii
stanovenych na M17 a MRS agare sa rovnala 4,7 a 3,5 log
poriadku, v poradi. Poas vyroby ich pocty vzrastli,
v priemere 0 1 log poriadok, ¢o je podl'a Torresa-Llaneza
et al. (2006) a Zarateho et al. (1997) &iastoéne dané
fyzikilnym zachytenim mikroorganizmov v zrazenine
a Clastocne kvoli  prirodzenému rastu a mnoZeniu
mikroorganizmov  pocas pripravy hrudky a pocas
odtekania srvatky. Odtekanie srvatky v naSom pripade
prebiehalo pri laboratornej teplote 6 h a prave pocas tejto
fazy  bol rast vSetkych  sledovanych  druhov

najintenzivnejsi, o charakterizuje aj sklon rastovych ciar.
Aby sa podl'a Gornera a Valika (2002) a Heriana (2002)
zabezpeCilo spravne kysnutie, nema priemernd vnutorna
teplota hrudky klesnit’ pod 18 °C, preto boli syry po
odteceni srvatky uchovavané pri tejto teplote.

V samotnych syroch boli pocty mlieCnych baktérii
prirodzene vysSie vsyroch vyrobenych s pridavkom
zakysovej kultiry a v dosledku zlozenia kultar, bol tento
rozdiel vyraznej$i pre mlie¢ne palicky. V tomto pripade
boli ich pocty v syre s pridavkom kultary Acidko vyssie
03 log poriadky v porovnani so syrom s nativnou
mikroflérou. Pocas spracovania mlieka sa pocty mlie¢nych
palic¢iek d’alej zvySovali rastovou rychlostou Grgmkmrs =
0,472 log KTJ.g™.h™ (ts = 36 min) a Gragmkmrs = 0,047 log
KTJ.ghh™ (ty = 6,4 h) vsyre bez pridavku kultiry a
s pridavkom kultary Acidko, v poradi. V obidvoch syroch
vsak boli ich maximalne pocty v stacionarnej faze vyssie
ako 7 log poriadkov, rovnako tak aj maximalna denzita
mliecnych baktérii stanovenych na MI17 agare. Pocas
kysnutia syra pri teplote 18 °C pocet mlie¢nych kokov
narastal rastovou rychlostou 0,344 log KTIl.ghht
(ts = 54 min), pre syr spridavkom zakysovej kultary
a porovnatelnou rychlostou sa rozmnozovali aj v syre
s nativnou mikroflérou.

Rast mlieénych baktérii bol sprevadzany prirodzenou
tvorbou kyseliny mliecnej, vdaka comu uz po 12 h bola
v syre s pridavkom zakysovej kultary hodnota pH = 5,0.
Rovnako aj Charlier et al. (2008), Alomar et al. (2008)
a Delbes et al. (2006) uvadzaju, ze v procese vyroby syrov
je najkritickejSich prvych 6 h, kedy sa S. aureus moéze
mnoZit' bez ohl'adu na stupef jeho poétov v surovine. Cim
vacsi pokles hodnot aktivnej kyslosti sa pocas tejto doby
dosiahne, tym mensi bude narast populédcie kontaminanta.
Potvrdenim toho su aj nase vysledky. Koncentracia
stafylokoka v mlieku bola 10 KTJ.ml™. Z tejto sa pocas
vyroby pomnozil na koncentraciu 1,5 log poriadku
v hotovom syre vyrobenom s pridavkom Acidka. Kym
neklesla hodnota pH pod hodnotu pH = 5,0, dokazal sa aj
stafylokok mnozit, rastovou rychlostou Grsta = 0,165
log KTJ.ghh™ (t; = 1,8 h). V &ase dosiahnutia kritickej
hodnoty pH sa jeho rast zastavil, pricom jeho narast
Vv stacionarnej faze oproti pociatocnym poctom bol len
1 log poriadok. V syre vyrobenom bez pridavku
kompetitivnej mikroflory bola kritickd hodnota pH
dosiahnuta az po 36 h kysnutia, ale napriek tomu bola
inhibicia rastu patogénnych mikroorganizmov spolahlivo
zabezpelend metabolizmom nativnych baktérii mlie¢neho
kysnutia z mlieka. Narast S. aureus V stacionarnej faze
oproti pociatonym poctom bol 1 log poriadok, pri¢om
rastova rychlost v exponencidlnej faze bola oproti
predchadzajiicemu pokusu 4-nasobne nizsia.

Rovnaky negativny vplyv rychleho poklesu hodnoty pH
na prezivanie S. aureus pozorovali vo svojich pracach aj
ini autori. Olarte et al. (2000) vyrabali kozie syry bez
pridavku a s pridavkom kultury, pozostavajuce;j
z Lactococcus lactis, L. cremoris, L. diacetyllactis
a Streptococcus thermophilus. Hodnota pH po dvoch
diioch kysnutia bola v syre bez pridavku kultary 6,61, kym
v syre s kultarou 5,1. Takéto prostredie malo inhibi¢ny
vplyv aj na rast S. aureus, ktory po 5 ditoch kysnutia v syre
bez kultary prekrocil 6 log poriadkov a syre s kulturou boli
jeho pocty vyssie ako 4 log poriadky, ale s pretrvavajicim
kysnutim a zrenim klesali az na 2 log poriadky. Zarate et
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al. (1997) sledovali obsah S. aureus vsyre Tenerife
vyrobenom zo surového mlicka. Po 24 h od vyroby,
dosahovala hodnota pH 4,93, v désledku ¢oho zacal klesat’
aj obsah S. aureus z maximalnych koncentracii 3,14 log
poriadku. Ani Vv kravskych syroch zo surového mlieka
nedoslo vdaka nizkej hodnote pH = 5,09 k premnozZeniu
S. aureus a jeho pocty boli aj po 2 az 3 tyzdnoch nizsie ako
2 log poriadky (Menéndez et al., 2001).

Naopak, v mexickom ov¢om syre Fresco, vyrabanom zo
surového mlieka bez pridavku zakysovej kultiry, hodnota
aktivnej kyslosti klesla na hodnotu pH = 5,6 az po 10
dnoch skladovania syra pri teplote 4 °C. Hoci koncentracia
mliecnych baktérii stanovenych na M17 aj MRS agare
vmladom syre bola vys§ia ako 10" KTJ.g?, pocty
S. aureus boli pocas celého pokusu vysoké, na konci 10
diia skladovania blizke hodnote 10" KTJ.g' (Torres-
Llanez et al., 2006). Podobny negativny vysledok
zaznamenal aj Oner et al. (2006) po¢as mikrobiologickej
analyzy tureckého syra zo surového ovcieho a kravského
mlicka. Hodnota pH klesala velmi pozvolne, svoje
minimum pH = 5,1 dosiahla az po 15 dnioch, nasledkom
¢oho boli pocty S. aureus vyssie ako 5 log poriadkov.
Pomaly pokles aktivnej kyslosti v erstvom syre svedci o
slabej fermentacénej aktivite nezdkysovych BMK v oboch
spominanych syroch vyrabanych bez pridavku kultur.

Podobny trend sme zaznamenali aj v pripade E. coli. Jej
koncentracia v surovom mlieku bola 1,8 log poriadku,
z tychto poctov pocas spracovania dokonca jej pocty
poklesli na hodnotu 1 log poriadok v mladom syre
s pridavkom kultry. Ale pocas jeho kysnutia sa po 4 h
lag-faze zacala mnozit’ rastovou rychlostou Gregc = 0,345
log KTJ.g".h™ (ty = 54 min) aZ na maximalne hodnoty 3,2
log poriadku. Podobne ako stafylokok, aj rast E. coli sa
Vv Case dosiahnutia pH = 5,0 zastavil, a postupne zacala
odumierat’ rychlostou 0,016 log KTJ.g".h™. Rastova
rychlost E. coli vsyre snativnou mikroflérou bola
1,7-nasobne nizsia oproti predchadzajuicemu pokusu a jej
maximalne poéty boli nizie ako 10* KTJ.g™.

V stlade  spracami  viacerych  autorov = mozno
konstatovat, Ze pod inhibi¢ny vplyv mlieCnych baktérii
voéi S. aureus aE. coli sa vnajvicsej miere podpisala
produkcia kyseliny mlienej s naslednym poklesom hodnot
pH (Liptakova et al., 2008; ElKins et al., 2008; Delbes et
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al., 2006; Baker-Austin a Dopson, 2006). Okrem
acidifikacie zohrava vyznamnu ulohu aj priama kompeticia
0 ziviny, predovSetkym o nikotinamid ataké rastové
faktory ako je biotin a niacin (Charlier et al., 2008).

V dalSej cCasti prace sme sledovali vplyv tepelného
oSetrenia mlieka na rast pritomnych mikroorganizmov.
V syre z mlieka oSetreného teplotou 65 °C a s pridavkom
L. lactis 1881 a rovnako tak aj v syre vyrobeného z mlieka
ohriateho na 70 °C a s pridavkom kultary Fresco a Lb.
acidophilus boli pociatoéné koncentracie mlieénych
baktérii vyssie ako 6 log poriadkov, stanovené tak na M17
ako aj na MRS pdde.

Rastové rychlosti mlieénych baktérii v syre z mlieka
oSetreného nizSou teplotou boli porovnatelné, Gr gmk mi7 =
0,022 log KTJ.g"h™ (ts = 13,9 h) a Gr gwkmrs = 0,015
log KTJ.g"h" (ty = 19,5 h). Sich slabsimi rastovymi
schopnostami suvisel aj pomal$i pokles hodnoty pH, az po
takmer 3 d kysnutia bola dosiahnutd minimalna hodnota
pH = 5,3. Naproti tomu v syre z mlieka ohriateho na 70 °C
boli rastové rychlosti mliecnych baktérii 10-nasobne
vys§ie. Aj preto bola minimalna hodnota pH = 4,9
dosiahnuta uz po 12 h kysnutia syra.

Napriek pomalSiemu poklesu hodnoty pH v syre z mlieka
ohriateho na 65 °C, bol rast sledovanych patogénnych
mikroorganizmov u¢inne inhibovany. Rast S. aureus bol
sice potlaceny az po 72 h zrenia, ale jeho narast
Vv stacionarnej faze oproti pociatocnym poctom bol len
1,2 log poriadku s c¢asom zdvojenia 8,3 h, pri¢om
maximalna dosiahnuta koncentracia bola 2,2 log poriadku.
V syre srychlejsim poklesom hodnoty pH, sme narast
stafylokoka pozorovali len pocas prvych 12 h,
z po¢iatoénych poétov 10 KTJ.g" srastovou rychlostou
0,136 log KTJ.g".h™ (ty = 2,2 h) dosiahol v stacionarnej
faze narast len o 1 log poriadok.

V pripade E. coli boli jej priemerné pociatoéné pocty
1,2 log poriadku. Pocas kysnutia syrov jej pocty ostali bud’
konstantné alebo dokonca klesali rychlostou odumierania
0,003 log KTJ.g.h?, az jej podty na konci experimentu
boli nizgie ako 10 KTJ.g™

ZAVER
Poziadavky Eurépskej tinie definované nariadenim ¢.
1441/2007 pre pocty S. aureus V syroch vyrabanych zo
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Obr. 1a a 1b: Dynamika rastu baktérii v ovéom hrudkovom syre zo surového mlieka s pridavkom kultary Acidko (1a)

a bez pridavku zékysovej kultary (1b).
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Obr. 2a a 2b: Dynamika rastu baktérii v ovéom hrudkovom syre z tepelne oSetreného mlieka na 70 °C s pridavkom
kultary Fresco a Lactobacillus acidophilus (2a) a z tepelne oSetreného mlieka na 65 °C s pridavkom kultary Lactococcus

lactis 1881 (2b).

surového mlieka boli prekrocené v jednom zo syrov
vyrabanych s pridavkom kultiry avjednom zo syrov
vyrabanych bez kultury. V obidvoch pripadoch uz
v samotnom mlieku boli pocty stafylokoka vyssie ako
10* KTJ.g™%. V obidvoch syroch, v ktorych boli prekrocené
limity pre S. aureus, boli aj poéty E. coli vy$sie ako
10* KTJ.g%, ¢o je limitna hodnota pre poéty E. coli pre

syry vyrabané zo surového mlieka stanovena
Potravinovym kodexom SR. Toto modze suvisiet
snedodrzanim hygieny asaniticie pocas dojenia

a prvotného spracovania ov¢ieho mlieka na salasi.

Pre syry vyrdbané z tepelne ofetreného mlicka si EU
definované limity pre pocty E. coli ato, menej ako
10> KTJ.g™ Tento limit nebol v syroch vyrobenych
Z tepelne oSetreného mlicka prekro¢eny ani v jednom
pripade. Pocty S. aureus v syroch vyrobenych z mlieka
osetreného minimalne pasterizacnou teplotou by nemali
presiahnut 10 KTJ.g". Vtomto pripade sme v nami
vyrobenych syroch z tepelne osetreného mlieka stanovili
pocty stafylokoka 2 a 2,2 log poriadku v syre vyrobenom
z mlieka ohriateho na 70 °C a 65 °C, v poradi. Hoci bola
hodnota stanovena eur6épskym nariadenim prekrocena,
stanovené  koncentracie by nemali predstavovat
potencialne riziko vzniku enterotoxikozy, pretoze na jej
vyvolanie je potrebna koncentracia az 10° KTJ.g" tohto
mikroorganizmu.

Na zéklade ziskanych vysledkov je pri vyrobe syrov,
potrebné nielen dodrziavat' pravidla spravnej vyrobnej
praxe, hygienické a sanitatné zasady, ale aj pouzivat
kvalitné suroviny. NavySe vhodnou kombinaciou
a dostatoénym mnozstvom aktivnej zakysovej kultary,
inhibi¢ne pdsobiacej voli rastu takych patogénnych
a neziaducich mikroorganizmov, ako S. aureus a E. coli sa
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TEXTURAL, FLOW AND SENSORY PROPERTIES OF FIVE “FRUZELINA”
WITH SOUR CHERRIES

Paulina Pajgk, Teresa Fortuna, Irena Bojdo-Tomasiak
ABSTRACT

Gel with sour cherries called “Fruzelina” is a new product in the Polish market widely used in food industry as a decorative
element or filling for pastries, as an ingredient in fruit desserts, as an additive to ice creams, whipped cream and waffles.
The cherry gels are the product prepared using different types of chemically modified starches. Starch is an additive used to
ensure rich and short texture and high viscosity of “Fruzelina”. Food texture and viscosity may be measured by senses and
instrumentally. Because of fact that sensory analysis is time consuming and very costly, it is easier and cheaper to determine
food properties, especially their texture and flow behaviour by appropriate mechanical tests.

The aim of this work was to study the rheological behavior of five cherry gels and evaluate the correlation between
textural, flow and sensory properties of these gels measured instrumentally and by human senses.

The back extrusion test has been found to be applicable to study the textural properties of cherry gels. There was high
positive correlation between gel texture measured by senses and texture parameters measured in back extrusion test. Similar
high correlation was identified for consistency coefficient K obtained in Ostwald de Waele model and gel texture assessed
by sensory panel. It was found that values of sensory parameters such as taste and odour decreased as the rheological
parameters increased. High negative correlations were observed in these cases. Therefore, instrumental measurements can

be alternative for more expensive sensory methods.

Keywords: cherry gel, texture, flow properties, sensory analysis

INTRODUCTION

Gel with sour cherries called “Fruzelina” is a new
product in the Polish market used as a decorative element
or filling for pastries, as an ingredient in fruit desserts, as
an additive to ice creams, whipped cream and waffles.
“Fruzelina” is obtained from whole sour cherries in the
amount of no less than 60% of total product weight, and of
the starch gel containing natural fruit juice. Sucrose (20%),
citric acid and potassium sorbate are the other ingredients
in fruit gels. “Fruzelina” are preserved by pasteurization in
cans. One of the most important attributes of semisolid
food products, which is the main reason of consumer
choice, is their texture and viscosity. Good rheological
properties are achieved by addition of starch pastes.
Chemically modified starches are often used in fruit
fillings as texture improvers, thickening agents, replacers
for pectin and hydrocolloids (Saijilata & Singhal, 2005).
For many years, interest has been shown in correlations
between texture measured by the senses and texture
measured instrumentally (Hill et al., 1995). Unfortunately,
sensory analysis is time consuming and very costly,
therefore it is easier and cheaper to measure food quality,
especially its texture and flow properties, by instrumental
methods.

The aim of this work was to study the rheological
behavior of five cherry gels prepared using different types
of waxy maize and cassava modified starches (acetylated
distarch  adipates and hydroxypropylated distarch
phosphates) and correlation between textural, flow and
sensory properties of these gels measured instrumentally
and by the sensory panel.

MATERIAL AND METHODS

Five “Fruzelina” with sour cherries were
prepared according to the same recipe in
Prospona Ltd Fruit and Vegetable
Processing in Nowy Sacz, Poland. Gels *& a5
were made by using different types of ?;w
starch at the same concentration (5% d. m.) as following:

S8

2f O

PROSPONA

e product 1 (P1) contained waxy maize starch: C*Tex
06214 - acetylated distarch adipates (Cargill —
Cerestar in Bielany Wroctawskie, Poland),

e product 2 (P2) contained waxy maize starch:
Thermflo - hydroxypropylated distarch phosphate,

e product 3 (P3) contained waxy maize starch:
National 67-0021 - acetylated distarch adipates,

e product 4 (P4) contained cassava starch: National
Frigex HV - hydroxypropylated distarch phosphate,

e product 5 (P5) contained cassava starch: Thickflo -
acetylated distarch adipates.

Product P2, P3, P4 and P5 were supplied by National

Starch & Chemical in Manchester, Great Britain.

The analysis of the gels involved determination of
textural properties using back extrusion test. Textural
properties were made using texturometer EZ Test
(Schimadzu, Japan). 40 g of the gel samples (after cherry
removal) were weighed in a cylindrical container having
an inner diameter of 32 mm. The plunger consisted of a
stainless steel rod having a diameter of 30 mm and height
of 5 mm. The samples were tested at plunger speed
25 mm.min™*. The rod was immersed in the sample to
30 mm in depth. Three magnitudes were determined
during measurements: work made by rod [N-mm],
maximum force [N] and mean force [N] necessary to
squeeze gel sample through the gap between container and
rod.

The flow properties were determined with a rotational
rheometer Rheolab MC1 (Physica Meftechnic GmbH,
Germany) with a Z3 DIN concentric cylinders geometry
(external diameter — 27.12 mm, internal diameter —
25.00 mm). Measurements were made at 25°C. The
sample of gel (after cherry removal) was loaded in a gap
between two cylinders and was allowed to equilibrate for
10 min. The software US 200 Data Manager (Physica
Meftechnic GmbH, Germany) was employed to obtain the
rheological parameters. Flow curves were plotted
according to following program: increasing rate of shear
from 0 to 300 s* within 10 min. The shear stress of
analyzed gels was measured as a function of shear rate.
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Table 1.The results of back extrusion test of five cherry gels.

Maximum

. Work Mean force
Fruit gel [N-mm] faiae IN]
P1 (C*Tex 06214) 176.01° 6.53 5.87°
P2 (Thermflo) 238.54 9.17 8.08
P3 (National 67-0021) 180.86° 7.50° 6.03
P4 (National Frigex HV) 93.82° 3.78 3.12°
P5 (Thickflo) 98.58" 3.84° 3.26°

*Within columns, values followed by the same small letters do not differ significantly at p=0.05.

The Ostwald de Waele model (7 = K -7”) was tried to
determine the rheological behavior of gels, where 7 is the
shear stress (Pa), 7 is the shear rate (s?), K is the

consistency coefficient (Pa s"), n is the flow behavior
index (dimensionless) (Kemblowski, 1973; Schramm,

1998).

The sensory analysis of fruit gels were carried out by
13-person sensory panel trained according to Polish
Standard (1998a, 1998b, 1996). The five-point scale
method (1-poor quality, 5-excellent quality) was used
(Barylko-Pikielna, 1975). Appearance, colour, taste,
odour, and texture were evaluated by panelists.
Appearance, colour, and texture were determined
apparently for cherry and gel. The established coefficients
of importance (c. i.) for the above attributes were the

used starch significant affected the values of work made
by rod as well as maximum and mean forces of cherry
gels. The highest values of these magnitudes exhibited
product P2 thickened by adding waxy maize starch —
Thermflo (238.54 N-mm, 9.17 N and 8.08 N respectively).
This gel had rich, thick and short texture. Slightly less
thick texture showed gel P1 and P3. No statistically
significant differences in texture parameters were found
between Product P1 and P3 (also prepared by using waxy
maize starches — C*Tex and National 67-0021). Only
cherry gels made with using cassava starches (P4 and P5),
exhibited almost twice lower values of work, maximum
and mean forces measured instrumentally. Their texture
was of long and loose types.

Rheological parameters fitted to Ostwald de Waele
model are shown in Table 2. The type of starch used to

Table 2. Rheological parameters of Ostwald de Waele model

Ostwald de Waele model

Fruit gel
K n R?
[Pass"]
P1 (C*Tex 06214) 52.46 0.39 0.992
P2 (Thermflo) 43.19° 0.42° 0.992
P3 (National 67-0021) 43.77° 0.42° 0.995
P4 (National Frigex HV) 1.20° 0.62 0.999
P5 (Thickflo) 6.55° 0.55 0.997

*Within columns, values followed by the same small letters do not differ significantly at p=0.05

following: 0.1 (fruit appearance), 0.1 (gel appearance),
0.05 (fruit colour), 0.05 (gel colour), 0.1 (odour), 0.15
(fruit texture), 0.15 (gel texture), 0.3 (taste).

Statistical analysis was carried out using Microsoft Excel
software. The one-way analysis of variance was used at
p=0.05 (Fisher’s test) to determine significant differences
among cherry gels. At least duplicate measurements were
made for each cherry gel samples.

RESULTS AND DISCUSSION

The results of back extrusion test are presented in Table
1. Several parameters were calculated in the back extrusion
test, such as work (calculated as area under peak),
maximum and mean forces necessary to squeeze gel
through the gap between container and rod. The type of

obtain thick texture and high viscosity had significant
influence on the rheological parameters. All products were
non-Newtonian fluids and had pseudoplastic behavior,
which confirms the other observations concerning fruit
fillings (Ahmed et al., 2007; Grigelmo-Miguel &
Martin-Belloso, 2000; Maceiras, 2007; Pelegrine et al.,
2002). Consistency coefficient K (which is the measure of
apparent viscosity) was the highest for gel P1 thicken by
adding waxy corn starch C*Tex) and then for gels P2 and
P3. The smallest K values exhibited samples P4 and P5
with cassava starches (1.20 and 6.55 [Pa s"], respectively).

The n values ranged between 0.39-0.62 which indicate
shear thinning nature of the fruit gels (if n is <1, the fluid
is shear thinning) [Clark, 2006]. As the behavior indexes
indicate pseudoplasticity was larger for P1, P2 and P3
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Table 3. Results of sensory analysis of fruit gels by 5-point scale method (mean values after augmentation by

coefficients of importance and standard deviations).

Coefficient of
Quality factor importance P1 P2 P3 P4 P5
(c.i.)

gel 0.1 0.46 0.44 0.41 0.48 0.50

Appearance
cherry 0.1 0.42 0.43 0.38 0.46 0.48
gel 0.05 0.24 0.25 0.23 0.22 0.22

Colour

cherry 0.05 0.23 0.24 0.22 0.23 0.23
Odour 0,1 0.43 0.44 0.43 0.45 0.47
gel 0.15 0.70 0.72 0.68 0.57 0.58

Texture
cherry 0.15 0.60 0.59 0.59 0.65 0.65
Taste 0.3 1.25 1.06 1.04 1.32 1.36
Total score 1.0 4.33 4.16 3.98 4.37 4.48

samples which means that the samples P4 and P5 tend to
behave as a Newtonian fluid.

On the basis of the results of sensory analysis (tab. 3) it
was stated that the examined gels exhibited good quality.
The total scores for all samples were above 3.98. The

worst quality in 5-point scale of all the products was
represented by P3 gel, mainly due to the lowest notes for

its appearance and taste.

According to Hill et al. (1995) liquid and semisolid
foods, e.g. weak gels, are relatively easy to evaluate by

Texture of cherry gels
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Fig. 1. Correlation between texture measured by sensory panel and work
measured instrumentally.
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Fig. 2. Correlation between texture measured by sensory panel and work

measured instrumentally.
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fundamental rheological methods. They stated that
appropriate rheological parameters (such as steady shear
viscosity or complex viscosity measured in oscillation)
give good positive correlation with sensory thickness.
Moreover they showed that there is interaction between
other sensory parameters such as flavour (both taste and
odour) and texture measured instrumentally. Intensity of
perceived sweetness and flavour decreases as the thickness
of the product increases. As would be expected in this
paper there was a high positive correlation between texture
and rheological parameters measured instrumentally and
texture measured by sensory panel (coefficients of
correlation were very high, R>0.96). Some of the
examples are shown in fig. 1 and 2. Opposite relationship
was observed in the case of sensory parameters (taste and
odour) and consistency coefficient K of Ostwald de
Waele’s model or texture parameters from back extrusion
test With increasing values of sensory parameters decrease
in K values was observed. Correlations were negative R= -
0.72 and R= -0.85 for taste and odour respectively.
Similar behaviour was found between back extrusion test
parameters and taste assessed by senses. With increasing
values of sensory parameters, a decrease in work made by
the rod during back extrusion test (R= -0.86) was stated.

CONCLUSION

The back extrusion test has been found to be applicable
to study the textural properties of cherry gels. There was
high positive correlation between texture measured by
senses and instrumentally. The relationship between
apparent viscosity (determined as consistency coefficient
K) and texture assessed by sensory panel was similar to the
above. These results suggest that the texture of gels can be
predicted instrumentally without using expensive and time
consuming sensory analysis. It was found that values of
sensory parameters such as taste and odour decreased as
the rheological parameters increased. High negative
correlations were observed in these cases.
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THE QUALITY OF FRIED SNACKS FORTIFIED WITH FIBER

AND PROTEIN SUPPLEMENTS

Anna Peksa, Joanna Miedzianka, Agnieszka Kita, Agnieszka Tajner-Czopek, Elzbieta Rytel

ABSTRACT

There was studied the effect of fortification of extruded potato pellets, obtained with 5 and 10 % addition of wheat bran,
corn bran and corn germ, applied separately and in mixtures with 3 % addition of potato protein concentrate on fat content
and physical properties of snacks fried from them. The addition of wheat bran, regardless its dose, did positively influenced
on snacks texture. Yet it also caused the increase in fat content and density, as well as darkening of snacks color. The use of
corn bran contributed to lower values of snacks density and fat absorption, while the addition of corn germ resulted in
lighter, more desired snacks color, but at the same time it brought about increased fat content and made snacks harder.
There was not recorded any significant snacks diversity concerning expansion degree, regardless the kind of additive used,

as well as snacks moisture.

Keywords: potato snack, frying, bran, germ, protein preparation, physical property

INTRODUCTION

In most countries all over the world continuously
growing consumption of snack products has made them a
considerable component of a human diet. Therefore,
snacks nutritive and energetic value should meet strictly
determined requirements. These products are often
fortified with wholesome or functional components,
including the ones containing high content of proteins and
fiber, as well as chemical compounds featuring antioxidant
properties (Dziennik Ustaw, 2007).

One of the most popular snack products are potato chips
and snacks, both extruded (collets) and fried (Lusas and
Rooney, 2001). The quality of these products — expanded
in the conditions of high-temperature extrusion or
originating from intermediate products frying (pellets)-has
recently become the subject of numerous research
conducted in different parts of the world (Ahamed et.al.,
1997; Goel etal., 1999; Jonnalagadda et.al., 2001;
Senthil et.al., 2002). Expanded products characterize
specific rough structure, crispy texture and small size, as
well as highly diverse shape and taste, while fried products
feature markedly high fat content (20-40 %).
Manufacturing this type of food requires not only modern
technology but also precise choice of raw materials
possessing strictly defined properties. Applied snacks
enrichment with fiber and proteins can lead to worsening
of their organoleptic and physical properties, including
diminishing expansion degree, increased hardness and
density of products, as well as undesired alterations in their
color and flavor. The origin and purity degree of these
additives, the degree of proteins denaturation and the form
of preparation are of a special importance in this process
(Lusas and Rooney, 2001).

A number of authors carried out investigations on
extruded snacks supplemented with nutrients, as well as
functional components. Snacks contain products of
leguminae plants seeds processing and grains of different
cereals (Senthil et.al., 2002), protein preparations, both of
animals (Lee et.al., 2003) and plants (Peksa, 2006) origin
and also raw materials being waste products which have
not been used in food industry so far (Schieber et.al.,
2001), like so-called food-by-products e.g. brewer’s spent
grain (BSG) (Stojceska et.al., 2008). A by-product in dry
milling industry, not applied in food production until
recently, is corn-mix consisting of corn grain germ and

slight amounts of endosperm and seed coat
(www.biocorn.pl). Dry milled corn germ characterizes
excellent nutritional value and has been proposed for
human foods. Corn bran fractions are used in foods
production to increase dietary fiber content (Hallauer,
2001; Mendonga et.al., 2000). To preparations obtained
from waste products belong those which contain partly
denaturated potato protein isolated from potato juice in
laboratory conditions. According to some authors, it is
possible to use these products for consumption purposes,
including snacks both extruded and fried (Lusas and
Rooney, 2001). Potato protein, featuring high nutritional
and digestive value, can become a valuable component of
crispy snacks products, also the fried ones.

The literature is relatively poor in information about the
effect of simultaneous introduction of by-products of dry
milling industry and protein preparations to the recipe of
deep fat-fried snacks on the quality of ready products.

The aim of the experiment was to determine the effect of
fried potato snacks fortification with wheat bran, corn bran
and corn germ products used separately as additives and in
the mixtures with potato protein concentrate (PPC) on fat
content and physical properties of the products obtained.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Potato starch (18.3 % moisture content) was provided by
starch factory PPS Pepees in Lomza, Poland. The
remaining ingredients used for fried snacks preparation
were potato semolina (8.1 % moisture content) composed
of 9.38 % crude protein, 0.72 % crude fat, 1.27 % reducing
sugars, 78.8 % carbohydrates (potato factory PZP in
Lublin, Poland), corn semolina featuring 750-1250 nm,
moisture of 11.2 % and 7.20 % of crude protein, 0.83 %
crude fat, 0.71 % reducing sugars, 80.3 % carbohydrates
and corn bran (by-product of dry milling) from Bio Corn
Zigbice, Poland, characterizing 11.30 % moisture, 14.76 %
of crude protein, 8.39 % fat and 61.45 % carbohydrates.
Wheat bran of 12.59 % moisture, 15.5 % of crude protein,
4.30 % crude fat and 62.80 % carbohydrates, corn dry
germ of 5 % moisture, 14.81 % of protein, 20.16 % fat and
53.0 % carbohydrates, salt and rapeseed oil for frying were
purchased at the local market. As a protein additive there
was used potato protein concentrate (PPC), obtained in
laboratory conditions from potato juice by thermal
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coagulation in the presence of CaCl, (P¢ksa, 2006). The

Table 1 Formulations for pellets producing

extrusion parameters were kept constant: die size (0,5mm

Formulations Potato Potato Other WB/CB/CG PPC
starch semolina ingredients
(9/1009) | (9/1009g) | (9/100g) (9/100 g) (%)
1 67 26 7 0 0
(Control-0)
2 67 26 7 0 3
(Control-PPC)
3 62 26 7 5 0
4 57 26 7 10 0
5 62 26 7 5 3
6 57 26 7 10 3

composition of mentioned above PPC was as follows:
3.20 % moisture content, 72.73 % crude protein, 1.45 %
fat, 7.25 % ash and 15.37 % carbohydrates.

Preparation of samples

The formulations of pellets are shown in Table 1. Two
levels of fiber products (wheat bran-WB, corn bran-CB
and corn germ—CG) mixed with potato starch, potato
semolina and other ingredients were formed. Potato starch
was replaced, in suitable quantity, by fiber product. One
level of potato protein concentrate (PPC) was added to
mixtures on the basis of sample weight. As controls,
samples without any additives or containing only PPC as
an additive, there were used. Duplicate batches (600g
each), (fourteen samples in each) were moisten up to
40-45 %, mixed and sieved. The samples were placed in
sealed polyethylene bags at 4-5 °C for 12 hours to
equilibrate moisture.
Preparation of pellets

Material for pellets was extruded in a single-screw
extruder (Brabender DN 20, Germany). The following

x 80mm), speed of dough supplier (38 rpm), screw speed
(120 rpm), screw loading (2.8 A), barrel temperature
distribution (60 °C / 70 °C / 80 °C). Previously subjected to
extrusion, not expanded strands were cut into pellets of ca.
27 x 27 mm and dried at room temperature for 12 hours to
ca. 12-13 % of moisture content and then sealed in
polyethylene bags to equilibrate moisture until frying.

Preparation of fried snacks

Snacks were obtained from pellets after 48 hours of
storing in room temperature. Samples were fried in hot
(180 °C) rapeseed oil for 15-20 seconds (3 seconds after
expanded product appears on the oil surface). The product
to oil ratio was kept at 1:20 wiv.

Analysis

Proximate chemical analysis: Standard AOAC methods
(1975) were used for the analysis of fat, total ash and the
nitrogen content in raw material components and snacks
and the crude protein content was calculated as Nx6.25.
The moisture content of the ingredients for pellets

Table 2. Mean values of the properties of snacks fortified with different levels of fiber

Supplements.

Level of

Fiber fortificati- Moisture Fat Expans- Bulk Text- Lightness
supplem- on content content ion density ure
ent [%] [%] [%] [o/ml] [N] [L value]
0 3,22° 27,55° 2,96 0,185° 14,9°  71,84°
Wheat bran 2 3,37 32,50 2,55° 0,223 11,2 58,16
(WB) 10 2,96 36,70 2,19° 0,282° 8,3 51,81°
X (mean)  317° 32,25% 2,56" 0,230* 11,5  60,60°
0 3,22° 27,55 2,96° 0,185° 14,90 71,84°
Comnbran O 3,73 32,45 2,73 0,148 13,2* 60,51
(CB) 10 3,55° 31,90° 2,26 0,163° 14,2* 61,24
X (mean) 3,64" 30,63° 2,65" 0,165° 141" 64,53°
0 3,22° 27,55° 2,96 0,185 14,9 71,84°
5 3,47° 34,85 2,86° 0,275° 22,8°  76,48°
Corngerm 10 3,18° 37,35° 2,23 0,272 13,9 73,96
X (mean) 3,33" 33,25% 2,68" 0,244* 17,2%  74,09*

a,b,c — Means in the same column with different letters differ significantly (P< 0,05) by Duncan’s multiple

range test

A,B,C - Means in the same column with different capital letters differ significantly (P< 0,05) by Duncan’s

multiple range test
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preparation, the samples of the dough for the extrusion,
obtained pellets and snacks was determined by the reduced
weight after drying at 102 °C and until constant weight
was achieved (AACC,1962). The carbohydrates content
was calculated by difference.

Physical properties of snacks: The expansion of snack
was calculated as a quotient of snack size to pellet size.
Results are the means of 20 measurements. To calculate
bulk density (g/ml) ground snacks were poured into
weighing glass vessel with a known volume and their
weight was determined (BN, 1991). The texture of the
snacks was determined by using an Instron type 5544
texture-measuring device with Merlin software. The
minimal force (N) necessary to break up a snack was
measured using a share blade at blade displacement rate of
250 rpm. Results are the means of 20 measurements. The
colour of snacks (L value) was determined objectively by
using a Minolta CR-200 chromameter against white
reference standard, measuring values of Hunter’s scale
(Clydesdale, 1976).

Statistical analysis

The results obtained in the experiment were subjected to
statistical calculations according to the Statgraphics
programme v. 6.0. Multificator analysis of variance and
means separation according to Duncan (P<0.05) were used
for determination of significance of the influence of the
additives, and interactions between them and the level of
fortification with fibre products on moisture and fat
contents in snacks and on their physical properties.

RESULTS
The effect of fibre type and PPC addition on moisture
and fat content in snacks

Depending on the kind and amount of fibre used,
moisture content in snacks ranged from 2.96 to 3.73 %
(Table 2).

There was not observed any significant influence of the
kind or amount of fibre additive on snacks moisture. Yet
there was recorded a slight effect of simultaneous
introduction of PPC and the examined fibre products to
pellets (Fig. 1), regardless their quantity and kind, on the
increase in oil absorption when frying these products in
comparison to the samples enriched only with protein
preparation.

4 O without PPC
T A Dwith PPC
3,57 /| p=——
34
2,57
s 2
1,5+
1 @ c b | a b| b
0,57 _‘
0 T T T
control-0 control-PPC 5% 10%

Level of fortification

Fig. 1. The influence of the level of fibre fortification and PPC addition
on the moisture of snacks

Fat content in the snacks, obtained by frying examined
pellets which contained 5 and 10 % addition of fibre
products ranged from 32.45 to 37.35 % and it was higher
than that of snack samples without fibre and protein

products supplement (27.55 %) (Table 1). The increase in
wheat bran or corn germ contribution to pellets resulted in
increased fat content in snacks. However, there was not
recorded any significant effect on fortification level of
pellets due to corn bran (Table 1). Additionally, there was
noted that snacks made form half products containing
wheat bran and corn germ did not significantly differ and
contained more fat than snacks fortified with corn bran
(30.63 %).

Introduction of not high amount (3 %) of PPC into pellets
was statistically insignificant regarding its effect on fat
content in snacks, regardless the addition of fibre product
(Fig. 2). However, there was observed a tendency to
decreased absorption of fat by products fortified
exclusively with corn bran, as well as by those combining
corn bran and PPC.

‘Dwilhout PPC

377 Dwith PPC

36+
35+
34+
33+
32+
31+
30+ a
29+
28

[%]

control -0 control-PPC WB cB CG
Fibre type

Fig. 2. The influence of the type of fibre product and PPC addition on fat content
in snacks

Effect of fibre type and PPC addition on physical
properties of snacks

As it can be seen in Table 1, the degree of snacks
expansion amounted average 2.96, for snacks containing 5
% supplement of these products ranged from 2.55 to 2.86,
while for snacks fortified with 10 % addition it did not
exceed 2.26. No significant statistical differences,
regarding this property, was determined between snacks
fortified and not fortified with fibre additives. Also fibre
type did not affect on the expansion of snacks obtained.
Snacks without any additives characterized higher degree
of expansion (3.53) than the remaining products
(2.21-2.73) (Fig. 3).

iy
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Fig. 3. The influence of the level of fibre fortification and PPC addition on snacks'
expansion

Application of potato protein concentrate as the only
additive, combined with higher addition of fibre product,
caused similar diminishing of snacks expansion, while
pellets containing lower amount of fibre products
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expanded to a slightly higher degree, regardless the
addition PPC.

Fortification of fried potato snacks with the examined
fibre products, regardless the kind of additive and PPC
introduction, brought about increased density of ready
products (Fig. 4), from 0.185 g/ml (snacks not fortified),
through 0.215g/ml after application of 5 % supplement, to
average 0.239g/ml determined for the samples with 10 %
fortification. Snacks obtained with the addition of corn
bran, regardless their fortification level, featured lower
density (average 0.163g/ml) (Table 1) than other samples
of obtained products. The increase in fortification level
due to maize germs application did not cause statistically
significant differences in their density.

0,25+

0,2 |

0,154 L

[g/ml]

0,11 | | c b a

0,057

T T
0 5% 10%
Level of fortification

Fig. 4. The influence of the level of fibre fortification on bulk density
of snacks

However, the use of corn bran as an addition to fried
snacks contributed to the decrease in their density in
relation to the samples without fibre additions.

Average results of texture measurements regarding
snacks with 5 and 10 % fortification with three different
fibre products, shown in Table 1, prove that snacks
fortification level did not have any influence on the texture
of the products examined. Measurement results, expressed
by shearing force (N) were found within the range of
11,2-8,3N (snacks with wheat bran), 13.2-14.2N (with
corn bran), as well as 22.8-13.9N (with corn germ). There
was recorded statistically significant difference between
the texture of products fortified with wheat bran and corn
germ however, snacks with the addition of wheat bran
featured lower hardness than those containing corn germ.
As it can be concluded from fig. 5, ready products
obtained from pellets fortified with wheat bran, both with
PPC and those without it characterized less hard texture
then samples with the addition of the remaining fibre
products.
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Fig. 5. The influence of the level of fibre fortification and PPC addition
on the texture of snacks

The application of additives, as well as the level of
pellets fortification with fibre products did considerably
effect on lightness of fried products obtained (L values
according to Hunter scale) (Table 1). Regardless the dose,
5 or 10 %, products resulting from the addition of corn
bran did not differ in lightness (60.51 and 61.24
respectively) while when the remaining two fibre products
were used, increased level of fortification resulted in
darker color of fried ready products. The lightest proved
snacks with the addition of corn germ (average L=74.09),
and the darkest occurred snacks fortified with wheat bran
(L=60.60). The increase in the level of fortification with
fibre, regardless PPC addition, brought about darkening of
snacks (Fig. 6).

72+
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Fig. 6. The influence of the level of fibre fortification on the lightness of snacks

DISCUSSION

Fibre products applied in extruded pellets production
proved to influence on fat content and physical properties
of snacks fried from them in a diverse way. Snacks
fortification with fibre products reflected in altered mainly
such properties as: fat content, texture, density and
lightness but not their moisture content. The doses of
particular fiber supplements were of significant effect on
expansion degree featuring snacks obtained from pellets,
namely on density, lightness and fat content. Simultaneous
fortification of the examined products with potato protein
concentrate and fiber products, according to the amount of
fiber addition, resulted in diversity of such snacks
properties as expansion and moisture.

Basic properties analyzed for the assessment of fried
snack products are their moisture and fat content.
The products prepared by Senthil et.al. (2002) from starch
raw materials, did not contain more than 4 % of water,
which also meets the requirements of the Polish Standard
(PN, 1996, 1998b). Regardless additions applied, this
value was not exceeded in any snacks obtained. Ahamed
et.al. (1997) stated that regardless starch origin, the
increase in its contribution to fried snacks provides for
significant decrease in fat content in ready products.
Introduction of fiber products to pellets recipe, and,
therefore, diminishing starch content in pellets, resulted in
the increase in fat content in fried snacks. The mentioned
increase reached the highest degree, by about 33 % with
10 % content of wheat bran, as compared to samples
without fiber addition. However those quantities did not
exceeded the highest permissible quantity, like 45 % (PN,
1996, 1998b).

Expansion degree of snacks obtained in the experiment
decreased after the use of additives, both fiber products
and protein preparation, within the range of 23-37 %.
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Snacks with lower amount of fiber supplement, regardless
its kind, achieved expansion not lower than 2.55, so
slightly lower than obligatory norms (PN, 1998b), i.e. 3.
Also in the research by other authors (Hsieh et.al., 1989;
Kita et.al., 2002; Stojceska et.al., 2008;Yanniotis et.al.,
2007) introduction of fiber of different origin to expanded
snacks resulted in diminished expansion, the more
decreased the higher amount of additive was applied.
A necessary condition to achieve appropriate snacks
expansion is the presence of suitable amount (about 52-65
%) of gelatinized starch in a by-product (Case et. al.,
1992; Lee etal., 2000, Lusas & Rooney, 2001). Low
degree of starch gelatinization in pellets is connected with
their low viscoelasticity and makes it difficult to form
permanent, featuring proper roughness, structure of ready
product. Such additives like fiber and protein, which make
difficult the process of starch gelatinization, determine all
properties of snacks, to a degree depending on the amount,
origin and composition of these additives (Hsieh et.al.,
1989; Lue etal, 1991; Lusas & Rooney, 2001;
Yanniotis et.al., 2007).To these properties belong density
and texture.

Application of wheat fiber, as well as dried corn germ,
especially in higher doses, caused the increase in shacks
density in comparison to samples without fiber products
addition, while the use of corn bran in the form of corn
mix, brought about the opposite effect. The increase in
density of snacks with the addition of corn germ could
result from interaction between gelatinizing starch
(amylose fraction) and fat present in high quantity in the
preparation (Case et. al., 1992; Lee et.al., 2000; Lusas
& Rooney, 2001).

The most considerable differences in fried snacks texture
were determined between samples fortified with wheat
bran and corn germ. Products characterizing the lowest
hardness were obtained using wheat bran as an addition,
both with and without PPC. Increased dose of fiber
products under examination did not effect on snacks
texture in a strictly determined way. According to different
authors, the increase in fiber (Hsieh et.al., 1989; Kita
et.al., 2002; Peksa et.al., 2004) and protein content in
expanded products (Goel et.al.,, 1999; Lue et.al., 1991;
Peksa et.al., 2007) leads to the increase in their hardness.
In manufacturing snacks originating from extruded by-
products, i.e. pellets, an important role in texture forming
is played by treatments performed before and after thermal
processing (frying, baking, microwaves) causing snacks
expansion, which also involves drying and conditioning.
Therefore, it has not been satisfactory explained which
factor influences fried snacks texture and other physical
properties (Jonnalagadda et.al., 2001; Lusas & Rooney,
2001; Singh et.al.,1994).

The color (L value) of snacks obtained depended both on
the kind of fiber used and its dose. PPC addition was
insignificant regarding snacks lightness. Application of
wheat bran in increasing doses brought about gradual
darkening of fried products (lower L values). Snacks with
corn bran were lighter than those with wheat bran, yet
darker from the sample without fiber products added. Corn
germ, regardless the amount of additive, provided lighter
color of snacks. In examination by Senthil et al., (2002)
fried wheat snacks fortified with various quantities of soy
(from 20 to 40 %) showed slight diversity in snacks

lightness (L values from 61.75 to 62.34). The addition of
brewer’s spent grain (BSG) in the amount of 10-30 %
resulted in significant decrease in snacks lightness
(Stojceska et. al., 2008), while higher quantity of corn
bran additive, up to 50 % in the composition of extruded
snacks made of oats flour resulted in darkening of ready
products (Holguin-Acuna et.al., 2008). Apart from the
conditions of extrusion, drying and frying, the color of
snacks, originating from pellets frying, is also affected by
the kind of raw materials used. The latter ones, when
intensively stained, can lead to darker shade of ready
products (Holguin-Acuiia et.al., 2008; Senthil et.al.,
2002).

CONCLUSION

On the basis of the results it can be concluded that
introduction of wheat bran and corn germ into pellets
recipe, especially in a higher dose, provided for significant
increase in fat content, as well as snacks’ density, in
comparison to the samples without any additives or to
snacks obtained with corn bran. Snacks fortified with
wheat bran, both with PPC and without it, characterized
darker color, yet crispy and delicate texture-the most
desirable one out of the samples subjected to examination.
Corn germ applied in the production of fried potato snacks,
regardless PPC addition, resulted in light color and crispy
ready products, although they were harder than the
samples with other supplements. The use of corn bran
allowed to obtain products featuring the lowest density out
of the examined samples and lower fat content than in
snacks manufactured with the use of the remaining two
fiber products, regardless the presence of PPC. Each of
additives used in the experiment caused the decrease in
expansion degree of obtained snacks. However, there was
not recorded any significant diversity in snacks’ expansion
in relation to the amount or kind of added fiber product.
Examination results point to the fact that introduction of
by-products of milling industry, as well as PPC to the
recipe of deep fat-fried snacks did positively affect
majority of snacks properties. Making use of products so
far being only fodder additives in food production can
become an advantageous alternative for their range of
application.
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THE INFLUENCE OF STORAGE CONDITIONS OF CANDIED FRUITS
ENRICHED WITH VITAMIN C BY DIFFERENT METHODS ON ITS CONTENT

Stawomir Pietrzyk, Dorota Gatkowska, Teresa Fortuna, Irena Bojdo-Tomasiak, Agata Wypchot

ABSTRACT

The aim of this work was to study the effect of storage conditions of candied fruits enriched with vitamin C on its
concentration in that product. The materials were candied fruits (black chokeberry and black currant) enriched with vitamin
C by two methods during their production. The final products were stored within 3 months at 8 and 20°C. On the basis of
the results it was stated that enrichment method affected the concentration of the vitamin C in fruits measured during

storage period at the above conditions.

Keywords: food enrichment, vitamin C, candied fruit

INTRODUCTION

Candied fruits are produced from fresh or frozen fruits,
that are properly prepared and saturated with sucrose that
also contains potato syrup and possibly food acids. Among
different fruits, the most often candied are cherries,
currants, black chokeberries, apricots, plums, gooseberry
and orange peel. Candied fruits are used in sugar industry
where they play role as food additives for cakies or as taste
and decorative agents in the production of ice-creams,
desserts and coctails (Szczurek, 1995; Jurczyk,1999).

Food enrichment is the practice that is more and more
often used in food technology and storage in order to avoid
the excessive looses of nutritive compounds. This process
relies on addition one or more nutritive compounds to the
food products so that the final product is rich in deficitive
food compounds. Process of food enrichment is mainly
used for prevention and correction of vitamin and mineral
compound deficits. It is the cheaper and the most effective
way of improvement of a food pro-healthly quality, as well
as the way of supplementation of the deficient nutritive
compounds in a diet (Krola & Witkowska 2005;
Sikorski, 2007).

Food concerns try to enrich the food with nutritive
compounds and vitamins in order to improve its dietary
properties. The new technologies of food enrichment that
will assure that the final product will be wholesome not
only just after production but also during all the storage
period are stillbexpected.

The aim of this work was to study the effect of storage
conditions of candied fruits enriched with vitamin C by
two methods on its concentration in these fruits.

The candied fruits: black chokeberry and black currant
were produced by PROSPONA Ltd, Fruit and Vegetable
Processing in Nowy Sacz. During processing vitamin C
was added to the above fruits by two methods. The first
method involved 2-stage enrichment process of fruits with
vitamin C, while the second one 4-stage process. The total
amount of added vitamin C was the same in both methods.
The final products were stored in plastic boxes within
3 months at temperature 8 °C (+ 0.5) and 20 °C (+ 0.5).
The content of vitamin C was determined by
spectrophotometric method (according to  PN-90/A-

75101/11), both in raw materials and in final product after
1%, 2" and 3™ months.

In order to assess the significance of differences in
content of vitamin C between candied fruits enriched by
two methods the one-way analysis of variance and Tukey
test (=0.05) were used. The effect of both enrichment
method, and storage time at 8 and 20 °C temperatures on
the vitamin C concentration in fruits products were
determined using two-way analysis of variance.

RESULTS AND DISCUSSION

The table 1 presents the content of vitamin C in the
produced candied fruits. The concentration of vitamin C
in fresh black choceberry was in accordance with the data
from literature, whereas that in black currant was lower
than other data (Gawecki & Hryniewiecki, 2007;
Skupien & Oszmianski, 2007). The lower content of
vitamin C in black currant can result from the variety of
fruit, as well as losses occured during non-adequate
condition of transport of fruit to the company. The
methods | and 1l used to enrich black choceberry with
vitamin C caused the increase of the vitamin C
concentration to the same level. The opposite effect was

Table.1 Content of vitamin C in raw material and
candied products [mg/100 g of product].

Material

Kind of sample

Black chokeberry | Black currant

Raw material 75+04 81.4+04

Candied
product
enriched by
method |
Candied
product
enriched
method 11
Means followed by the same
significantly different at a = 0.05.

stated in the case of black currant, where the method II
was more effective in the enrichment process than method
I. The black currant enriched with vitamin C by method 11
contained over 10 % more vitamin C than the black currant
enriched by method |I.

78.9+4.4° 268.4+0.3

85.2+4.0° 303.1+£3.1

letters are not
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way analysis of variance showed that storage time

affected vitamin C content in fruits stored at both
temperatures (8 °C — Feqc. = 4685.60; 20 °C — Fqc.
= 7549.68; Fis 3.24). Moreover, the results of
statistic analysis showed that kind of enrichment

method affected losses of vitamin C in fruits stored
at both temperatures (8 °C — Fgy, = 347.15; 20 °C

— Fee. = 42.06; Fey 4.49). In the case of
enrichment method I, the storage losses of vitamin
C in the black currant were greater than these
stated for method Il, regardless of storage

temperature. It can be concluded that the storage
3 | stability of vitamin C added to black currants by
method | was higher than that of method II.

CONCLUSION
On the basis of the results it was stated that the

concentrations of vitamin C in black chokeberries
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enriched by two different methods were similar. In
contrast, the content of vitamin C in the candied
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ZMENY OBSAHU LIPIDOV VINNYCH KVASINIEK POCAS FERMENTACIE
IMOBILIZOVANYMI BUNKAMI

CHANGES IN LIPID CONTENT OF WINE YEASTS DURING FERMENTATION
BY IMMOBILIZED CELLS

Jan Sajbidor, Fedor Malik

ABSTRACT

Comparison of the lipid composition of immobilised and non-immobilised cells of the wine cell strain Saccharomyces
cerevisiae 6C subjected to ethanol stress indicates that the whole impact of the ethanol stress on the fatty acids composition
is less influenced with immobilised cells as with non- immobilised ones. The ethanol stress raised in immobilised and free
cells occurrence of palmitoleic acid to the detriment of palmitic acid. The character of changes in lipid composition during
immobilisation probably has an impact upon slightly increased stress resistance. The immobilised cells are as well resistive

against passive membrane fluidisation by ethanol.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, ethanol, imobilisation, lipid

UVOD

Je zname, Ze kvasinky reaguji na etanolovy stres
restrukturalizaciou intracelularnych lipidov. Kedze prvym
miestom kontaktu bunky s vonkajSim prostredim je
cytoplazmatickd membrana, registrujeme zmeny v zloZeni
sterolov (Shobayashi et al., 2005 ), fosfolipidov (Carman
a Henry, 1989) a mastnych kyselin (You et al., 2002).
Uvedené zmeny mozeme povazovat za sucast
mechanizmov prispdsobenia a charakter tychto zmien je v
stilade s tedriou homeoviskoznej adaptacie (Sajbidor,
1997). S uréitym zjednoduSenim sa da konstatovat’, Ze
dosledky adaptacie smeruju k zachovaniu podobnych
fyzikalnych podmienok v cytoplazmatickej membrane ako
boli pred stresom. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae
reaguje na pritomnost etanolu poklesom obsahu
nasytenych mastnych kyselin, najmé kyseliny palmitove;j -
16:0, oproti obsahu mononenasytenych kyselin, z ktorych
je najhojnejsie zastipena kyselina olejova - 18:1. Uvedené
zmeny Vv profile mastnych kyselin su sprevadzané
zvySenim obsahu sterolov. Intenzita a vzajomny pomer
tychto zmien, ako aj charakter alternacii mastnych kyselin,
je Specifickou vlastnost'ou kmena a zavisi okrem genotypu
najmi na intenzite stresového faktora. Vinne kvasinky su
pocas fermentacie dlhodobo vystavené etanolovému
stresu. Imobilizaciou sa dostanti do prostredia, ktorého
vplyv na niektoré fyziologické parametre kvasinkovej
populacie je predmetom diskusii (Jirku 1999).
NajpouzivanejSou imobilizacnou technikou je metdda
"entrapment", pri ktorej st bunky uzatvarané do
prirodnych, alebo syntetickych gélov. Pre potreby
imobilizacie vinnych kvasiniek sa najcastejSie pouziva
alginatovy alebo pektatovy gél. Bunky sa po imobilizacii
dostavaju do prostredia s lokalnym prehustenim biomasy
pricom na bunky fyzikalno-chemicky pdsobi aj pouzity
gél. Tieto skutocnosti maji za dosledok zmenu
fyziologickych vlastnosti imobilizovanej kultiry v
porovnani s jej vol'nou formou. Podl'a niektorych autorov
sa imobilizované bunky menia morfologicky, maji ine
rastové charakteristiky a meni sa aj aktivita enzymov
glykolyzy. Zmeny boli zaznamenané aj v zloZeni
cytoplazmatickej membrany a bunkovych stien (Rotmann
a Rehm, 1990). Z praktického hladiska je zaujimavé, Ze
zmena zlozenia vnutrobunkového lipidu vplyva na
rezistenciu kvasiniek voci etanolu. Tato technologicky

vyznamna vlastnost’ vinnych kvasiniek je v korelacii s
obsahom kyseliny olejovej v bunkovom lipide (You et al.,
2002). Vysoky obsah nenasytenym mastnych kyselin vo
fosfolipidoch a kyseliny palmitovej v esterifikovanych
steroloch su tieZ v priamej suvislosti s prezivanim
stresovanych buniek (Mishra a Prasad, 1989). Ciel'om
nasej prace bolo zistit' vplyv imobilizacie kmena vinnej
kvasinky na obsah lipidov a profil mastnych kyselin
celkového lipidu.

MATERIAL A METODY

Pracovali sme s kmeiom vinnych kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae 6C ktory bol izolovany z
dokvasajuceho vina odrody Rizling vlassky z
juhomoravskej vinohradnickej oblasti. Je to
alkoholrezistentny, hlbokoprekvasajici kmen vhodny pre
technoldgiu  vyroby sektu. Kvasniéné bunky boli
pomnozené v kvapalnom YM médiu (1% glukéza, 0,5%
pepton, 0,3% kvasnicny autolyzat, 0,3% sladovy extrakt)
na trepacke 24 hodin pri teplote 28°C. Napropagovana
biomasa bola odstredend a v casti vzorky bola
gravimetricky stanovena susina. Na imobilizaciu buniek
do 2%-ného alginatového gélu sme pouzili metodu
"entrapment". Suspenziu kvasiniek v sole alginatu sédneho
sme po kvapkach gélovali v 0,2 M roztoku chloridu
vapenatého. Tak sme pripravili preparat imobilizovanych
kvasiniek vo forme gélovych guli¢iek s priemerom cca
2mm. Imobilizované kvasinky boli prenesené do
fyziologického roztoku. Do d’alsej kadicky sme podobnym
sposobom umiestnili priblizne také ist¢ mnoZstvo
neimobilizovanych buniek a obe sme nechali adaptovat’ na
rovnaké podmienky. Po uplynuti troch hodin sme
kvasni¢né bunky resp imobilizdt oddelili od
fyziologického roztoku odstredenim resp. filtraciou.
Obidve vzorky sme rozdelili na dva rovnaké podiely a
prvy sme preniesli do rovnakého objemu 10%-ného
etanolu vo fyziologickom roztoku. Druhy podiel sme
ponechali len v ¢istom fyziologickom roztoku bez etanolu.
Za tri hodiny sme pdsobenie stresu prerusili odstredenim
resp. filtraciou a bunky ihned’ podrobili extrakcii a
naslednej purifikacii podla Folcha et al. (1954). Pre
porovnanie sme podobnym spdsobom spracovali aj vzorku
imobilizovanych kvasni¢nych buniek po trojdiiovej
fermentacii ovocného mustu. Ziskané chloroformové
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Vplyv imobilizacie a etanolového stresu na obsah lipidov, sterolov a zlozenie mastnych kyselin u
vinarskeho kmena Saccharomyces cerevisiae 6C.
mastné Kyseliny (%)

0+
oznacenie | lipidy (%) | steroly(%) 16:0 16:1 1%3?1 18:2
M 14,2 0,28 15,3 432 35,3 6,0
IE 11,5 0,67 9,2 55,3 35,4 -
IB 13,8 0,39 14,7 418 36,6 6,7
FB 13,9 0,52 16,7 497 33,6 -
FE 10,1 0,28 8,5 57,2 34,2 -

FB-neimobilizované bunky po 3h vo fyziologickom roztoku, M-imobilizovane bunky po 3 dnoch
fermentacie mustu, IE-imobilizované bunky stresované 3h 10%-tnym etanolom, IB-imobilizovane
bunky po 3h vo fyziologickom roztoku, FE-neimobilizované bunky stresované 3h 10%-nym

etanolom.

extrakty sme na rotacnej vakuovej odparke zahustili a
gravimetricky stanovili obsah lipidu. Cast’ sme pouzili na
spektrofotometrické stanovenie sterolov. Vo zvysku lipidu
sme analyzovali profil mastnych kyselin plynovou
chromatografiou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Posudit, ¢i imobilizacia posobi ako stresovy faktor nie je
jednoduché. Nase vysledky potvrdili, Ze imobilizované
bunky (IB) mali oproti vol'nym (FB) znizeny obsah 16:0 a
16:1. Na druhej strane relativne percento 18:0 + 18:1 bolo
u IB vyssie nez u FB. Dehydrogenacia kyseliny olejovej na
18:2 je viazana na oxidaciu a preto pritomnost’ viac nez
6% 18:2 v IB je prekvapenim. Zaujimavy je pokles obsahu
sterolov po imobilizacii. Je mozné predpokladat’, ze
kvasinka po imobilizacii resStrukturalizuje membranové
lipidy v relativne malom rozsahu. Pritomnost’ etanolu
znizila detegované mnozstvo celkového lipidu v preparate
imobilizovanych (IE) ale aj volnych (FE) kvasiniek.
Pokles je mozné vysvetlit' permeabilizaciou membrany a
Ciasto¢nou extrakciou lipidu do prostredia. Tato tvaha sa
v§ak nedd pouzit' pri interpretacii zmien v zastipeni
mastnych kyselin v preparatoch volnych (FE) alebo
imobilizovanych (IE) buniek vystavenych etanolovému
posobeniu. Pokles v relativnom percentualnom obsahu
16:0 v FE alebo IE a sacasnom zvyseni hladiny
nenasytenych mastnych kyselin méze byt vysledkom
aktivneho procesu aktivacie dehydrogenacie mastnych
kyselin, alebo dosledkom selektivne] etanolovej extrakcie
lipidickych $truktar obsahujicich najmi nasytené mastné
kyseliny. Druhd moznost sa zd4 menej pravdepodobna.
Zaujimavy je vyrazny rozdiel v obsahu sterolov medzi FE
a IE. Je mozné, ze gélové prostredie bunkového nosica
brani vyplavovaniu sterolov do prostredia v priebehu
etanolového stresu. Obsah lipidu, sterolov a profil
mastnych kyselin u imobilizovanych buniek po trojdnove;j
fermentacii mustu (M) sa oproti rovnakym parametrom u
imobilizovanych buniek adaptovanych po dobu troch
hodin na fyziologicky roztok (IB) zmenil vel'mi malo.
Mozeme konStatovat’, ze rastova fiza nemala na sledované
parametre imobilizovanych buniek signifikantny vplyv.

ZAVER

Porovnanie  zlozenia lipidov  imobilizovanych a
neimobilizovanych buniek  kmena vinnej kvasinky
Saccharomyces cerevisiae 6C vystavenych etanolovému
stresu nasvedcuje tomu, ze celkovy dopad etanolového

stresu na zlozenie mastnych kyselin je u imobilizovanych
buniek o nieco mensi ako u neimobilizovanych. Etanolovy
stres zvysil v imobilizovanych a volnych bunkach
zastupenie kyseliny palmitolejovej na ukor kyseliny
palmitovej. Charakter zmien zlozenia lipidov pri
imobilizacii vedie pravdepodobne k mierne zvysSenej
odolnosti na stres. Imobilizované bunky su odolnejsie aj
voci pasivnej fluidizacii membrany etanolom.
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HODNOCENI KVALITY ViN V CESKE REPUBLICE
EVALUATION OF QUALITY OF WINE IN THE CZECH REPUBLIC

Viera Sottnikovd, Olga Cwikova, Lenka Krdlova

ABSTRACT

The work is focused on a review of quality wines produced and sold in the CR in the period 2004 to 2007, from the
perspective of CAFIA inspections. A description of the quality of individual groups of wines based on the percentage of
unsatisfactory samples. Background for the development work was completed the surveillance activities diplomanty in a
position to control the State Department inspector, agricultural and food inspections and other activities CAFIA inspectors
in the CR. The inspection found that a large proportion of food enterprises still disregards the requirements laid down by
law €.321/2004 Coll. about viticulture and wine-making and EU legislation in force and its implementing regulations, as

evidenced by the number of unsatisfactory samples.

Keywords: wine quality and safety, control, wine prescription

UVOD

Vino se stava v Ceské republice stale oblibengjsim
napojem. Jeho spotieba kazdym rokem stoupa a roste i
nabidka obchodu a vinoték. V roce 2003 dosahla spotieba
vina 16,3 1 na osobu za rok a vroce 2007 byla spotfeba
vina 17,3 1 na osobu. Zatim ale nedosahuje prumérné
spotieby vina v EU, kterd je 30 az 32 litrGi na osobu. V
roce 2004 se celosvétové vypilo 30 miliard lahvi vina,
v roce 2008 je ptredpokladana spotfeba uz 31,7 miliard
lahvi vina. Spotiebitelé preferuji predevsim vina lehka se
svézimi ovocnymi tény. Ukolem této prace bylo zpracovat
a vyhodnotit vyvoj kvality jednotlivych  druht
prodavanych vin v CR vletech 2004 az 2007, uvést
nejCastéjsi nedostatky a vysledky kontrol provedenych
Statni zemédélskou a potravinarskou inspekci. Zakladnim

zdrojem informaci a dat pro zpracovani byl informacni
systém SZPI a vyro¢ni zpravy SZPI. Podle Popelku et al.
(2002) je falsovani potravin spojeno se zhorSujici se
kvalitou potravin. Cilem falSovani potravin je klamani
spotiebitele nebo stat, za Ucelem ziskani ekonomického

prospéchu, prficemz falSovani muze predstavovat
v nekterych pripadech izdvazné zdravotni nasledky

(Hamr, Cuhra, 2004). O vzrustajici kvalité vinohradnické
produkce svédéi i pocet Potvrzeni divérnika o ovéfeni
cukernatosti  hroznll.  Jedinym  poklesem v jinak
vzrustajicim poctu ovéfeni byl Spatny a desStivy rocnik
2001 (Hrabétova, 2004).

Tabulka 1: Rozdéleni a oznaCeni skupin odebranych a sledovanych vzorkt vin a burc¢aku.

oznateni jednotlivé skupiny vin
vin ! piny jednotlivé druhy vin spadajici pod tuto skupinu

PKO1 BURCAK bur¢ak
Castecné zkvaSeny hroznovy most
vina stolni sudova

PKO02 VINA STOLNI vina stolni original balend od vyrobce
zemska vina sudova
zemska vina original balena od vyrobce

PKO03 VINA JAKOSTNI vina jakostni sudova
vina jakostni original balena od vyrobce

PKO4 VINA JAKOSTNI S PRIVLASTKEM | yina s piivlastkem original balend od vyrobce

PKO5 VINA Z EU SUDOVA vina z EU finalizovana v CR sudova

PKO6 VINA Z EU BALENA V CR vina z EU finalizovana v CR original balen4 od vyrobce v
CR

PKO7 VINA Z EU BALENA V EU vina z EU original balena v EU

PKOS NA RETIC . vina ze tfetich zemi finalizovand v CR sudova

VINA ZE TRETICH ZEMI vina ze tietich zemi finalizovana v CR original balené od

vyrobce v CR
vina ze tetich zemi original balend ve tretich zemich

PKO09 VINA OSTATNI vina nezataditelna do zadné z predeslych skupin
zahuStény hroznovy most, rektifikovany
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Tabulka 2: Rozdé€leni znakl do celkovych hodnoceni.

HODNOCENI | SENZORIKA | ANALYTIKA CIZORODE LATKY
skute¢ny obsah oxid sificity celkovy
vzhled alkoholu
barva cukr kyselina sorbova
NaZT(V analyzy ving extrakt piidavek vody a izotopovy pomér (D/H)
(znaky) bezcukerny
chut kyseliny tékavé synteticka barviva(Eerveti AC, amaranth, allura azorubin,
nespecifické brilantni ¢ernt BN, brilantni modf FCF, ¢erven 2G, zZlut’ SY,
anthokyany erythrosin, chinolinova zlut,, indigotin, patentni modf V,
ponceau 4R, tartrazin,zelen S,

MATERIAL A METODIKA

Khodnoceni byla pouzita vina a buréaky odebrané
inspektory pii planovanych kontrolach SZPI u vyrobcu, ve
velkoobchodech, v prodejnich fetézcich a maloobchodech
v celé Ceské republice v ramci celoroénich, tématickych,
ustfedné fizenych a mimofadnych kontrol v letech 2004 —
2007. Jednotlivé vzorky vin byly rozdéleny do
jednotlivych skupin podle druhu vin, zemé puvodu vin a
zem¢e vyroby, popiipad¢ finalizace vin.

Vzorky vin byly hodnoceny v laboratofi SZPI v Brné,
Kvétna 15. Laboratof je od poloviny 90. let narodnim
akreditaénim organem, Ceskym institutem pro akreditaci,
o.p.s. v souladu s pozadavky evropskych norem fady
45000, akreditovana. V priabehu let 2002 az 2003 byla
laboratoi v Brng, reakreditovana z pozadavkt normy CSN
EN 45001 na pozadavky normy CSN EN ISO/IEC 17025.
Pro sledovani hodnoceni kvality vin u jednotlivych skupin
vin byly vybrany znaky (analyzy) uvedené v nasledujici
tabulce.

Senzorické hodnoceni vzorkli bylo provedeno v
mistnostech odpovidajici CSN ISO 858. K hodnoceni se
pouzivaji sklenice 1SO 3591 — 1977 z bilého a &irého skla,
Cisté, bez vini a =zapachd. Kazdy hodnotitel ma
V hodnoticim boxu pfipraveny 2 sklenice a sousto k
eliminaci chuti. Pro hodnoceni vzorkd s obsahem oxidu
uhlic¢itého (Sumivé, perlivé vino) je znak perleni hodnocen
ze suché, Cisté sklenice bez viné a zapachu. Vychozi
teplota predkladanych vzork je 10 — 12 °C u vin bilych,
14 — 16°C u vin Cervenych, 6 — 8 °C u Sumivych a
perlivych vin, 15 — 18 °C u likérovych vin a 8§ — 10 °C u
aromatizovanych ~ vin.  Vzorky jsou  khodnoceni
predkladany anonymné pod laboratornim ¢islem.
Objemova koncentrace alkoholu se vypocita z hustoty
destilatu podle konkrétni tabulky, ktera vyjadfuje vztah
mezi hustotou a slozenim roztokii vody a etanolu.
Redukujici cukry zahrnuji vSechny cukry s ketonovou
nebo aldehydickou funkéni skupinou, které redukuji
alkalicko-médnaty roztok. Vycefené vino nebo most
reaguje s urCitym mnozstvim alkalicko-méd’natého
roztoku. Prebytecné médnaté ionty se pak stanovuji
jodometricky.

Tekavé kyseliny jsou tvofeny pfitomnymi mastnymi
kyselinami, zejména kyselinou octovou volné nebo ve
formé soli.

Princip metody je zalozen na titraci tékavych kyselin
oddélenych od vina destilaci s vodni parou a titraci
destilatu roztokem hydroxidu sodného za pritomnosti
fenolftaleinu. Z vina se nejprve odstrani oxid uhli¢ity. Od

obsahu tékavych kyselin se odeéte obsah volné a vazané
kyseliny sifi¢ité destilované za téchto podminek. Rovnéz
je tfeba odecist obsah kyseliny sorbové ptipadné pridané k
vinu.

Obsah tékavych kyselin vyjadieny v miliekvivalentech
kyseliny octové na litr na jedno desetinné misto je dan
vztahem: A=5(—0,1n'— 0,05n").

Obsah tekavych kyselin v gramech kyseliny octové na litr
na dvé desetinna mista je dan vztahem: 0,300 (n — 0,/ n'—
0,05 n").

Stanoveni SO, volného a celkového ve viné
1. Referencni metoda ( pro vina a mosty) - oxid sificity je
unasen proudem vzduchu nebo dusiku. Vaze se a oxiduje
probublavanim zfedénym a neutralnim peroxidem vodiku.
Vytvorena kyselina sirova se stanovuje titraci standardnim
roztokem hydroxidu sodného.

Volny oxid sifi¢ity se z vina uvolfiuje pfi nizké teploté
(10 °C). Celkovy oxid sifi¢ity se z vina uvoliiuje pfi
vysoké teploté (asi 100 ° C).

2. Rychla metoda stanoveni (pro vina a mosty) - volny
oxid sifiCity se stanovuje pfimou jodometrickou titraci.
Vazany oxid sifiCity se nasledné stanovi jodometrickou
titraci po alkalické hydrolyze. Pfi pticteni k volnému oxidu
sifi¢itému dava celkovy oxid siticity.

Identifikace pivodu anthokyanti metodou "fingerprinting
chromatography" Metoda SZPI 4817. Tato metoda slouZi
k identifikaci pivodu anthokyani ve vinech a
nealkoholickych napojich. Anthokyany se ve vzorcich po
filtraci podrobi HPLC analyze pifi 520nm. Tento
chromatograficky zdznam (anthokyanovy otisk) se
porovnava proti knihovné€ chromatogramii anthokyant
ruzného puvodu a hledd se shoda v priubéhu kiivky.
Identifikace se provadi porovnanim retencnich Cast pikt
anthokyand  pfitomnych v chromatogramu  vzorku
Sretenénimi Casy pikd v chromatogramech Cistych
odriidovych vin, resp. ovocnych $tav. Vychazi se ptitom
ze skutecnosti, ze kazdé ovoce, které obsahuje anthokyany,
ma pro svilj botanicky druh typické slozeni jednotlivych
druhtt  anthokyant a lze tedy podle pribéhu
chromatogramu  zjistit, zda se jednd o S§tavu
z deklarovaného druhu ovoce ¢i nikoliv (VeliSek, 1999).
IDENTIFIKACE SYNTETICKYCH
POTRAVINARSKYCH BARVIV METODOU TLC -
Metoda SZP1 A/22.

Tato metoda je vhodna pro identifikaci ve vodé
rozpustnych syntetickych barviv v potravinach s nizkym
obsahem tuku. Mez vizualni detekce se pohybuje
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v rozmezi koncentrace 0,2 — 10 mg.I™ vzorku pii navazce Z vodného roztoku v kyselém prostredi
20,00g. na odtucnéné vinéné vlakno. Po promyti vlakna vodou se
Princip metody spociva v sorbci syntetického barviva desorbuji roztokem amoniaku. D€li se chromatografii na

Tabulka 4: Pocet hodnocenych vzorkd ve znaku viing.

2004 2005 2006 2007

oznaceni vin | Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem | nevyh. | %Nev.

PKO1

PK02 144 81| 56,3 142 58| 40,8 187 68| 36,4 198 87| 439

PKO03 349 104| 29,8 175 60| 343 213 54| 254 299 69 23,1

PK04 73 5 6,8 55 12| 218 52 2 3,8 226 21 9,3

PKO05 46 6| 13,0 72 10 13,9 71 18 25,4

PKO06 31 8| 258 64 24| 375 79 42 53,2

PKO7 12 0 0,0 15 41 26,7 25 11| 44,0

PKO08 110 33| 30,0 28 3| 10,7 72 8 11,1 63 5 7,9

PK09 2 0 0,0 5 2| 40,0

celkem 676 223| 33,0 489 147| 30,1 677 170| 25,1 966 255| 26,4
Tabulka 5: Pocet hodnocenych vzorkii ve znaku chut'.

2004 2005 2006 2007

oznaceni vin | Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem | nevyh. | %Nev.

PK01

PK02 144 91| 632 142 62| 437 187 70| 374 198 87| 439

PK03 349 111| 318 175 65| 371 213 56| 26,3 299 72| 241

PK04 73 7 9,6 55 14| 255 52 2 3,8 226 22 9,7

PKO05 46 6| 130 72 10| 139 71 19| 26,8

PKO06 31 9] 29,0 64 25| 391 79 42| 5372

PKO7 12 0 0,0 15 4] 26,7 25 11| 440

PKO08 110 38| 345 28 3| 10,7 72 8| 111 63 5 7,9

PK09 2 0 0,0 5 2| 40,0

celkem 676 247 36,5 489 159 325 677 175| 25,8 966 260| 26,9

PKO1 buréak, PK02 vina stolni, PK03 vina jakostni, PK04 vina s ptivlastkem, PKO5 vina z EU sudova, PK06 vina z EU balena v CR, PKO7 vina
z EU balend v EU, PKO08 vina ze tfetich zemi, PK09 vina ostatni.

Tabulka 6: Pocet hodnocenych vzorku ve znaku skute¢ny obsah alkoholu.

2004 2005 2006 2007
oznaceni
vin Celkem |nevyh. | %Nev. | Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev.

PKO1 1 0 0,0 1 0 0,0
PKO02 154 32 20,8 152 24 15,8 220 49 22,3 208 35 16,8
PKO03 362 43 11,9 185 26 14,1 244 32 13,1 304 45 14,8
PK04 84 8 9,5 57 4 7,0 58 5 8,6 223 24 10,8
PKO05 5 0 0,0 51 6 11,8 94 8 8,5 74 11 14,9
PKO06 13 0 0,0 33 2 6,1 66 4 6,1 80 5 6,3
PKO07 14 0 0,0 31 0 0,0 26 0 0,0
PKO08 155 12 7,7 45 6 13,3 91 4 4,4 64 4 6,3
PKO09 14 0 0,0 16 0 0,0 27 0 0,0

celkem 774 95 12,3 551 68 12,3 821 102 12,4 1006 124 12,3
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tenké vrstvé a identifikuji srovnanim hodnoty Rs se
standardy.

Skvrna vzorku na vysuSeném chromatogramu se
porovnava se skvrnami standarddi a tim se zjisti jaké
barvivo vzorek obsahuje. Identifikace se provede
porovnanim barevného odstinu skvrny a hodnoty Rt R¢
udava polohu skvrny na desce. Je to pomér vzdalenosti

sttedu skvrny od startu (S) ku vzdalenosti cela
rozpoustédla od startu (C).

S

Rf = ---------

C
Tabulka 3: Hodnoty Ry standardii.
Synteticka barviva Rf
E 102 Tartrazin 0,43
E 104 Chinolinova zlut’ 0,58
E 110 Zlut' SY 0.48
E 122 Azorubin 0.49
E 123 Amaranth 0.41
E 124 Ponceau 4R 0.40
E 127 Erythrosin 0.77
E 128 Cerven 2G 0.43
E 129 Allura Cerven 0.45
E 131 Patentni modf 0.34
E 132 Indigotin 0.32
E 133 Brilantni modf 0.40
E 142 Zelen S 0.35
E 151 Brilantni ¢ern 0.22

Mez detekce zavisi na mnozstvi vzorku a na typu
identifikovaného barviva. Vzhledem k tomu, Ze vytéznost
extrakce barviv z riznych pozivatin je odlisna, je mez
detekce pfi vizualnim vyhodnoceni také rozdilna. Puvod
této metody pochazi z pracovnich postupt dle Davidka et
al. (1981).

Pro statistické vyhodnoceni zjisténych tudaji a to
konkrétné vzajemné zavislosti poctu nevyhovujicich
vzorki  pii  analytickém  hodnoceni na  poctu
nevyhovujicich vzorkd zjisténych senzorickym
hodnocenim a poctu nevyhovujicich vzorki pti hodnoceni
cizorodych latek byla pouzita statisticka metoda korelace -
test dobré shody chi-kvadrat (Reiterova, 2003).

VYSLEDKY A DISKUSE

Ze senzorickych pozadavki na jednotlivé skupiny vin
byla nejcastéjsi ptic¢ina nevyhovujicich vzork ve znacich
viné a chut. Znedostatetné vyzralych hrozni nelze
vyrobit kvalitni vina, protoze zakladni slozky pro tvorbu
aromatickych latek se dosud nevytvorily, anebo jsou
v bobulich chemicky vazany (Kuttelvaser, 2003). Ve
vétsiné  pfipadi v senzorickém hodnoceni  pokud
nevyhovuje chut, nevyhovuje i viin€. To potvrzuji pocty
nevyhovujicich vzorkti uvedenych v tabulce 4 a 5. Na
nevyhovujici vzhled vina ma nejveétsi zasluhu Spatna
filtrace a tudiz Casté plovouci necistoty, poptipadé zakal a
barvu vina ovliviiuje mozna oxidace vina. Nejhtie v tomto
hodnoceni dopadla vina stolni vroce 2004 a vina ze
zemi EU finalizovana a balena v CR v roce 2007.

Pti vysSich teplotach nad 25°C navic unikaji aromatické a
buketni latky a je proto doporucovano teplotu fidit — tzv.
fizené kvaseni, okolo 18 — 21°C (Stevenson, 1999). Barva
cervenych vin je pro vino zvlast dilezita, nebot ona a
optimalni mnozstvi taninu davaji ¢ervenému vinu zadouci
charakter. Nema byt ani svétla, ale ani pfili§ tmava.
Nejlepsi je barva granatova, rubinova, stiedné intenzivni, u
mladych vin s odstinem spiSe do fialova, ktery se stafim
méni do cervenohnéda (Dohnal, Kraus, Patek, 1975).
Purpurové cCervené vino (Cervené s fialovym ténem)
ukazuje svoji barvou na své mladi a nezralost (Ambrosi,
Swoboda, 2001).

Zobrazku 1 je zifejmé, Ze pocty nevyhovujicich
jednotlivych skupin  vin jsou vkazdém roce velmi
podobné. Pouze vina stolni vroce 2004 dosahly 47,4%
analyticky nevyhovujicich vzorki, v ostatnich letech je
jejich nevyhovujici % srovnané a ¢ini prumérné 32,1%.
Ostatni skupiny vin jsou na to v jednotlivych letech velmi
podobné, akorat vina z EU sudova maji vzrustajici
tendenci v poctu nevyhovujicich vin spolu s viny s EU
balenych v CR, kde je v roce 2007 skok nahoru o 11,2%.
Pro vina z EU balena v EU se stal nejlepsim rok 2006.
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Obrazek 1. Grafické vyjadieni % podilu nevyhovujicich vzorkt
vin v senzorickém hodnoceni v jednotlivych letech u
jednotlivych skupin vin.

Nejhute dopadly rozbory na skute¢ny obsah alkoholu,
kde v priméru za 4 roky nevyhovuje kazdy rok 97 vzorka
12,3% viz tab. ¢. 6. Tak vysoké procento je dano i tim, Ze
mensi vyrobei nenechavaji pred vlastnim lahvovanim vin
provést rozbor a zjistit si skute¢ny obsah alkoholu a tento
nasledné€ uvést na etiketu. I kdyz je tolerance dosti vysoka
+ 0,5 %obj. z nafizeni ES + chyba metody + 0,2 % obj.,
nejsou vyrobci stale schopni tuto toleranci svym
oznacenim dodrzet.

Obdobny problém, ale ne vtak vysokém procentu
nevyhovujicich vin je u znaku obsah cukru, kdy rovnéz
vyrobci nespravné oznaci na etiketu skute¢ny obsah cukru
Vv tabulce €. 7.

Za zminku stoji pfehled obsahu tékavych kyselin u
cervenych vin uvedeny v tabulce 8, kdy je zaznamenan
stoprocentni nariist nevyhovujicich vzorkt v roce 2007
oproti predchozim ro¢nikiim. Toto se rovnéz odrazi na
senzorickém hodnoceni, jelikoz tékavé kyseliny jsou
senzoricky velmi zfeteln€¢ rozpoznatelné. Vino se timto
stava nepitelnym (Kraus, Kopecek, 2002).
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Tabulka 7: Poget hodnocenych vzorkd ve znaku cukr.

2004 2005 2006 2007
oznaceni
vin Celkem |nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev.
PKO1 1 0 0,0
PKO02 154 24 15,6 150 19 12,7 220 8 3,6 211 26 12,3
PKO03 359 14 39 185 6 3,2 245 3 1,2 304 4 13
PK04 82 0 0,0 57 0 0,0 58 5 8,6 223 15 6,7
PKO05 5 0 0,0 51 1 2,0 91 5 5,5 74 6 8,1
PKO06 13 0 0,0 32 1 31 66 3 4,5 78 5 6,4
PKO7 13 3 23,1 26 1 3,8 24 2 8,3
PKO08 132 4 3,0 44 2 4,5 91 2 2,2 63 1 1,6
PK09 2 0 0,0 5 0 0,0
celkem 745 42 5,6 532 32 6,0 800 27 3,4 982 59 6,0
Tabulka 8: Poget hodnocenych vzorkti ve znaku kyseliny tékavé.
2004 2005 2006 2007
oznaceni
vin Celkem | nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev. | Celkem |nevyh. | %Nev.
PKO01
PK02 154 9 5,8 152 2 1,3 220 8 3,6 211 18 8,5
PKO03 359 5 1,4 184 1 0,5 244 3 1,2 304 7 2,3
PK04 83 0 0,0 57 0 0,0 57 0 0,0 222 2 0,9
PKO05 5 0 0,0 47 0 0,0 93 2 2,2 75 1 13
PKO06 13 0 0,0 33 0 0,0 68 0 0,0 80 1 13
PKO7 14 1 7,1 31 0 0,0 26 1 3,8
PKO08 123 0 0,0 44 3 6,8 84 2 2,4 61 0 0,0
PKO09 2 0 0,0 5 0 0,0
celkem 737 14 1,9 531 7 1,3 799 15 1,9 984 30 3,0
Nulové procento nevyhovujicich vzorka v obsahu povoleno pouzivat syntetickd barviva do Cervenych vin.

nespecifickych  anthokyantt vroce 2007 dokazuje
uspésnost laboratornich kontrol obsahu nespecifickych
anthokyanti SZPI, které se zacaly provadét az v pribéhu
roku 2005. Tyto latky patii spolu s karoteny mezi
nejvyznamneéjsi rostlinné pigmenty odpoveédné za zbarveni
rostlinné tkan¢ a nasledné i potravin VeliSek (1999). Do té
doby se pfirodni barviva vibec nesledovala, takze vyrobci,
ktefi chtéli spotiebitele oklamat, zacali pouzivat ptirodni
barviva misto syntetickych.

Na obrazku 2 je velmi zfetelné vidét problém
Snejvy$§im poctem nevyhovujicich vin v roce 2007.
Vyznamné k tomu prispél nevyhovujici obsah celkového
oxidu sificitého, ktery se zvednul oproti minulym rokim o
100%. Je to podminéno i tim, ze vyrobci nesleduji jeho
vstiebatelnost do vina a sifi Castéji neZ je potieba z obav
pfipadné oxidace vina, jelikoz teplota ve sklepech, diky
mirnym zimam, nebyva optimalni. Napft. bilkovinny zakal
se muze vyskytnout u nedostatecné stabilizovanych vin,
obzvlast kdyz je vino dodavano pii teplotach, které
ptestoupily piipustnou mez (Steidl, Leidl, 2004).

Nasledné k vysledku v roce 2007 nepatrné ptispél i vstup
Bulharska do EU, kde bylo jejich narodni legislativou

Vstupem vroce 2007 se knam tato vina zacala vice
dovazet.

30,0
BPKO1
25,0 _
5 BPKO2
£ 200 OPKO3
>

£ 150 0 PKO4
£ 100 m B PKO5
& @ PK06

5,0 H
B PKO7
0.0 - OPKO8
2004 2005 2006 2007 o PK0O

ROK

Obrazek 2. Grafické vyjadieni % podilu nevyhovujicich vzorkt
obsahem cizorodych latek v jednotlivych letech u jednotlivych
skupin vin.

Dokladem vySe uvedenych skutecnosti je i pocet
spravnich fizeni SZPI za posledni 4 roky (viz tabulku
¢.10).
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Tabulka 9: Statistické hodnoceni zavislosti po¢tu nevyhovujicich vzorki.

, , 2=384 2004-
Hodnoceni A Hodnoceni B tabulkova hodnota 2004 2005 2006 2007 2007
., 12 34,7 15,0 14,7 127,6 163,9
analytické senzorické vypoctend hodnota
pfijata hypotéza Ha Ha Ha Ha Ha
L2 2377|1276 |1650 |1382 (6735
senzorické cizor. latky vypoctend hodnota
pfijata hypotéza Ha Ha Ha Ha Ha
i 1 1098 [622 |91.8 |01  |2062
analytické cizor. latky vypoctend hodnota
piijata hypotéza Ha Ha Ha Ho Ha

Z celkového hodnoceni byl nejlepsi rok 2007 a nejhorsi
rok 2005. Zde se vyznamné projevila zména vinaiské

Tabulka 10: Piehled spravnich fizeni udélenych kontrolovanym osobam pii

vyrob¢ a uvadéni vina a vinaiskych produktti do obéhu.

dodavatelti vin stolnich a jakostnich a vin dovazenych
z Evropské unie. Velkym pomocnikem SZPI je samotny
spotiebitel, ktery SZPI upozorni na
nekvalitni vyrobky dodavané na trh.

2004 2005 2006 2007 LITERATURA
- = AMBROSI H., SWOBODA. 1., 2001.
pocet SR/ 206/ 2431 199/ 193/ Jak spravné vychutnat vino: Skola
suma pokut v K& | 1388 100,- | 2 139 200,- | 2 500 000,- | 12 856 500,- degustatorského uméni. 1.vyd. Praha:
Euromedia Group-Knizni klub, 102s.

legislativy a zpozdéni vyrobel s prizplsobenim se novym
predpisim jak v oznacovani, tak i v enologickych
pozadavcich stanovenych v téchto predpisech.

Dle vysledki shrnutych vtab. 9 je ziejmé, Ze mezi
vysledky hodnoceni senzorického, analytického a
cizorodych latek neni prokazatelna statistickd zavislost.
V praxi to znamena, ze vzorek, ktery je nevyhovujici napt.
v senzorickém hodnoceni mutze byt klidné vyhovujici
V hodnoceni analytickém nebo hodnoceni cizorodych latek
(Kraus, Hubacek, 2004).

ZAVER

Na zékladé zhodnoceni veskerych vysledkl maji vina
stolni, jakostni a privlastkova v hodnoceni senzorickém,
analytickém a cizorodych latek mirné zlepSujici tendenci.
Naopak vina dovazena z Evropské unie (sudova, balena
v CR a balena v EU) se svou kvalitou vyrazné zhorsuji.
Vina dovazena ze tietich zemi jsem z hodnoceni vyloucila
vzhledem Kk velmi nizkému poétu hodnocenych vzorkd.
Pfi srovnani jednotlivych skupin vin nejéastéji nevyhovuji
stolni a jakostni vina a vina zEU balendi v CR
senzorickym pozadavkiim ve znacich viné a chut, dale
analytickym pozadavkim ve znacich skute¢ny obsah
alkoholu a obsahem cukru pozadavkim deklarace na
obalu. Odroku 2007 se vyskytuji problémy s nadlimitni
pritomnosti tékavych kyselin u ¢ervenych vin. NejCastéjsi
nevyhovujici cizorodou latkou s prekroenym limitem je
celkovy oxid sificity, zvlasté pak u stolnich a jakostnich a
vin s pfivlastkem. U skupiny burédkd je nejcastéjsSim
problémem pridavek vody. U zbylych skupin jsou pocty
nevyhovujicich vzorkli oproti po¢tim odebranych vzorki
velmi nizké. Na zakladé vysledkl této prace zvysi SZPI
Vv nasledujicich letech ¢etnost kontrol zejména u vyrobcii a
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MIKROBIOLOGICKA ZATAZENOST OVCIEHO MLIEKA OD PRVOVYROBY
PO JEHO SPRACOVANIE

THE MICROBIOLOGICAL LOAD OF SHEEP MILK FROM PRIMARY
PRODUCTION TO ITS PROCESSING

Milan Vasil’, Juraj Elecko, Zuzana FarkaSova
ABSTRACT

In the breeding with the average number of 220 sheep (zosl'achtena valaska) with traditional hand milking in the Eastern
Slovakia the microbiological load of milk during the process of primary production, transport, before and after
pasteurisation as well as during dairy processing to cheese curd was observed. The results in three seasons were compared
to those obtained at finishing of milking in the season before.

The microbiological load of milk was observed using the bacteriological methods for determination of the presence of
Staphylococcus sp. and other bacteria, and determination of the total number of staphylococci: a) in milliliter of pool milk
sample; b) the transport control — smears from transport tank and determination of the total number of staphylococci in the
tank milk sample; c) bacteriological examination of bulk tank milk in the dairy plant before and after pasteurisation,
including examination of cheese curd.

After pasteurisation no staphylococci were recorded as in milk as in cheese.

Out of 112 strains of Staphylococcus aureus only four strain produced staphylococcal enterotoxins (SE), but in another 7
strains a gene for production of SE, type C was found.

The measures introduced during the following season led to the fact that total numbers of coagulase-positive staphylococci
in milk within the process of primary production and transport did not exceed the limit permitted by legislation, and after

pasteurisation of milk and cheese curd they were not found at all.

Keywords: raw sheep milk, traditional hand milking, Staphylococcus aureus, dairy processing of milk

UVOD

Vyskyt stafylokokov ako indikatorovych
mikroorganizmov pri ovéom mlieku méze vyjadrovat
mieru rizika negativneho ovplyvilovania ukazovatel'ov
hygienickej kvality ako si pocet koagulaza-pozitivnych
stafylokokov, resp. celkovy pocet mikroorganizmov
V bazénovych vzorkach (Vasil’ et al., 2008).

Urovenn  technologickych — a hygienickych  postupov
ziskavania a spracovania ov¢ieho mlieka na Slovensku
Vv sti¢asnosti  odraza jednak tradiciu a zaroveri potrebu
realizacie progresivnych technologickych systémov chovu
a oSetrovania oviec s vy$$im Standardom. Pri ziskavani
ovc¢ieho mlieka je riziko, ze Cerstvo nadojené mlieko od
relativne zdravych oviec méze byt exponované nevhodnou
mlieko znehodnocujicou mikroflérou, zvycajne pocas
dojenia v nechranenom priestore, pri nespravnej technike
dojenia, manipulacii s nadojenym mlickom, resp. jeho
skladovani pri teplote nad 7 °C (Dudrikeva et al., 1998).
Starsie literarne zdroje uvadzaji kontaminaciu surového
ovCicho mlieka baktériami S. aureus, pricom zapaly
mlieénej zlazy — mastitidy, S vysokou prevalenciou su ich
vyznamnym (Petrik et al, 2001).
Potencidlnym zdrojom kontaminacie su zneCistené
povrchy technologie, odevy pracovnikov prvovyroby a
prevadzkova voda (Ondrasovic et al., 2001).

Zo strany chovatel'ov oviec orientujucich sa na mliekova
uzitkovost to vyzaduje v praxi zabezpecenie -celého
komplexu organizacnych hygienickych a zoohygienickych
opatreni, ktoré su sucastou plnenia kritérii legislativnych
noriem pre podmienky ziskavania mlieka tak v technologii

rezervoarom

tradicného rucného dojenia ako aj pri progresivnom
strojovom dojeni (Dudrikova, 2001).

Dodrziavanie zasad spravnej vyrobnej praxe a realizacia
vypracovanych systémov HACCP v prvovyrobe a pri
spracovani  mliecka je  nevyhnutnym  a ucinnym
prostriedkom spejicim k eliminovaniu vSetkych rizik
moznej mikrobiologickej kontaminacie arovnako aj
ostatnych rizik kontaminacie cudzorodymi latkami
(Cabadaj, 2001; Dudrikova, 2001; galgoviéové et al.,
2000)

Medzi vyznamné kritéria pri hodnoteni kvality ov¢ieho
mlieka  amliecnych  vyrobkov  patri  posudenie
kontaminacie  baktériou  Staphylococcus  aureus,
vyjadreného po¢tom kolénie tvoriacich jednotiek v jednom
mililitri, resp. grame vyrobku.

Cielom prace bolo Vnadvdznosti na paralelné
vySetrovanie individualnych vzoriek mlieka od kazdej
ovce sledovat dynamiku mikrobiologickej zatazenosti
mlieka produkovaného v chove s klasickym ruénym
dojenim oviec za obdobie Styroch sezon.

Priebeh kontaminacie mlieka baktériou S. aureus bol
zaznamenany v priebehu dojenia, resp. v intervale
docasného uskladnenia mlieka, transportu do mliekarne az
po jeho spracovanie na syr.

MATERIAL A METODIKA

V cieli stanovené sledovania boli realizované v chove
s poctom 220 oviec (plemena zoslachtena valaska) s
ruénym dojenim, chovanych v klasickych salasnickych
podmienkach vychodného Slovenska v priebehu Styroch
sezon dojenia.
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Ramcovy  postup sledovania ~ mikrobiologickej
zatazenosti v procese ziskavania  ov¢ieho mlieka,
jeho prvotného oSetrovania, transportu a mliekarenského
oSetrenia po spracovanie na syr je schematicky
znazorneny na obrazku 1.

Sekrét mlieCnej zlazy ako mozny zdroj stafylokokov
(odber individualnych  vzoriek ovc¢ieho mlieka,
mikrobiologické vysetrenie) bol postideny podla metod
IDF (IDF Bulletin, 1981, 1987). Prvé komplexné
vySetrenie stida pri ukonleni sezény v septembri sa
uvadza ako 0. sezona. Nasledne vysledky z 1., 2. a3.
sezony predstavuji sumar vysetreni stada obvykle na
zaciatku a pri jej ukoncenti.

Bakteriologické vySetrenie bolo zamerané na izolaciu
kmeniov ~ Staphylococcus sp., pricom boli pouzité
nesledujuce mikrobiologické postupy: kultivacia na
5 %-om krvnom agare, Médiu No 110, Baird Parker agare,
posudenie  rastovych vlastnosti na  Zzivnych pddach,
katalazova aktivita, koagulacia krali¢ej plazmy, tvorba
hemolyzinu, pigmentu apod. Izolované kmene boli
postupne vysetrené komerénym setom STAPHYtest 24

stafylokokov v 1 ml mlieka. Pocty koaguldza—pozitivnych
stafylokokov boli stanovené podl'a postupov STN EN ISO
6888 — 1/A1 (56 0089) na Baird-Parkerovom agarovom
médiu (BIOMARK Laboratories, Pune, India). Stery
z prostredia ru¢ného dojenia oviec sa odoberali pomocou
detoxikovaného tamponu a po kultivacii v zivnom bujone
boli vzorky vyockované na selektivne zivné pody.

Podmienky transportu mlieka boli kontrolované
bakteriologickym vySetrenim sterov z prepravnej cisterny
(pred naplnenim prepravnej cisterny z dna, Stien, otvorov a
ventilu a Z pomdcok pouzivanych na prepravu)
a stanovenim celkového poctu stafylokokov v cisternovej
vzorke mlicka odobratej pri jej vyprazdnovani.
Mikrobiologickd zatazenost mlieka v podmienkach
mlickarenského oSetrenia a spracovania bola urcena
bakteriologickym vySetrenim sterov, bazénovych vzoriek
mlieka pred a po pasterizacii mlieka, vratane vySetrenia
syra. Pocty stafylokokov boli stanovené podla STN EN
ISO 6888 — 1/A1l (56 0089), (2004). Vyhodnotenie
vysledkov bolo vykonavané v porovnani so Standardom
pre surové ovcie mlieko.

Technologia klasického ru¢ného dojenia

v
uskladnenie mlieka - 25 litrové nerezové kanvy *"

Transport mlieka — transportnd cisterna *
[

mliekarenské oSetrenie mlieka a jeho spracovanie

Mlieko pred
pasterizacia

v

pasterom

Mlieko po

pasteri

) Syrenina v
spracovanie

v

nadobach

cn

S - kontrolné stery z povrchu nadob pred naplnenim

n - stanovenie poctu stafylokokov v mililitri vzorky mlieka

Obr. 1. Schéma sledovania mikrobiologickej zataZenosti technologie ziskavania ov¢ieho mlieka

(Pliva-Lachema a.s., Brno, CR) a nasledne vyhodnotené
identifika¢nym programom TNW Pro, 6.5.

Mikrobiologicka zatazenost' mlieka v prvovyrobe bola
stanovena bakteriologickymi metdédami a to stanovenim
poctu stafylokokov v bazénovych vzorkich mlieka a
vySetrenim sterov (zo stien nerezovych dojnikov a
zbernych kanvi pred ruénym dojenim). Kontaminacia
ovéieho mlieka baktériami S. aureus v priebehu ruéného
dojenia bola sledovand metdodou bakteriologického
vySetrenia priebeznych bazénovych vzoriek odobratych po
vydojeni 80, 160, resp. celkovej bazénovej vzorky po
ukonceni dojenia, zameranej na stanovenie poctu

Produkciu stafylokokovych enterotoxinov (SE) bola
sledovana u 112 kmeiiov  Staphylococcus aureus,
vySetrenych stpravou Ridascreen® Set A,B,C,D,E (R-
Biopharm AG, Darmstadt, Nemecko). Tieto kmene boli
nasledne metédou PCR (Becker et al., 1998) analyzované
na pritomnost  génu pre produkciu enterotoxinov.
Pritomnost’ enterotoxinov bola sledovana v prepravnej
cisterne a syrenine.

Za udelom zlepSenia parametrov zaznamenanych pri
nultom vySetreni stdda boli na zaciatku 1. sezdny prijaté
preventivne protimastitidne opatrenia tykajuce sa
predovSetkym: individualneho dojenia vSetkych oviec
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S klinickymi  zmenami na mlieCnej Zzlaze, resp.
S povrchovym poranenim ceckov; o€istenia vemena pred
dojenim utierkou namocenou v dezinfekénom roztoku a po
vydojeni ponorenia ceckov do dezinfek¢éného roztoku
Agrisept thl. eff. a. u. v. (Upjohn, Belgicko);
minimalizovania expozicie mliecnej zlazy patogénnou
mikroflérou skratenim intervalu premiestiiovania koSiara
Vv dazdivom pocasi zo 4 - 5 dni na dva dni; organizacného
zabezpeCenia skupiny oviec so zvlastnou starostlivostou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Mikrobiologické zatazenie prostredia vyroby podla
pracovnej schémy (obrazok 1) zhladiska vysledkov
bakteriologického vySetrenia individualnych vzoriek
ovCicho mlieka v stade s klasickym ruénym dojenim su
tabul'ke 1 a znazorfuje ich obrazok 2.
Celkovy vyskyt stafylokokov pri vySetreni chovu na konci
sezony v septembri (0. vySetrenie) predstavoval 16,6 %
S priblizne vyrovnanym podielom koagulazo-pozitivnych
(KPS) a koagulazo-negativnych (KNS) stafylokokov.
Nasledne zmenou hygienickych zasad pri dojeni
uplatiiovanych od zaciatku 1. sezony bol dosiahnuty
pokles mikrobiologického zatazenia stafylokokmi na

14,5 %, d’alej na 16,1 % Vv druhej, resp. azna 12,6 % v 3.
sezoéne.

baktérii v individudlnych vzorkdch mlieka u oviec
sledovaného stada vyplyva, Ze opatrenia v prvej sezone
sposobili redukciu KPS na 5,9 %. V druhej sezéne boli
v nalezoch vyraznejSie redukované iné baktérie a KNS.
Efekt zniZenia vyskytu KPS na 1,7 % naopak sprevadzalo
zvySené zastupenie KNS az na 10,6 %.

Zavedené opatrenia sa priaznivo prejavili aj na pocte
KPS v priebezne odoberanych  bazénovych vzorkach
(tabul’ka 2). Pri ukonceni nultej sezony mal pocet KPS
hodnotu 0,9.10° KTJ.ml™. V nasledujiicej (1. sezone) boli
v méji, juli a v septembri hodnoty 0,8 - 0,3,resp. 0,6. 10°
KTJ.ml™. Efekt postupného znizovania poétu KPS
Vv bazénovych vzorkach pokracoval aj v priebehu 2. a 3.
sledovanej sezony na hodnoty 1,4, resp. 1,1. 102 KTJ.ml?,
ktoré su neobvyklé pre ziskavanie ovCieho mlieka
klasickou technolégiou dojenia v salasnickych
podmienkach.

Pokles poctu koagulazo—pozitivnych stafylokokov je
vyrazny aj v porovnani s vysledkami Vasila et al. (2003)
ztoho istého chovu, ked” v maji v bazénove] vzorke
napogitali az 1,8. 10 CFU na mililiter mlieka. Nizke
hodnoty to boli rovnako aj v porovnani s pracou
Dudrikova et al. (2001), ktora pri

individualnych vzoriek mlieka zistila vyssie pocty

vySetreni

Tabul’ka 1: Mikrobiologické zatazenie individudlnych vzoriek mlieka.

. . Sezona dojenia
Bakte;;cl)lc;glcky 0 1 > 3

n % n % n % n %

stafylo- KPS 19 9,0 31 59 54 8,7 8 1,7
koky KNS 16 7,6 45 8,6 46 7,4 52 10,9
Spolu 25 16,6 76 14,5 100 16,1 60 12,6

iné baktérie spolu* 18 8,5 52 10,0 30 4,8 29 29
vzorky pozitivne 53 25,1 128 24,5 130 20,9 119 18,6
vySetrené 211 100,0 523 100,0 621 100,0 477 100,0

* Iné environmentalne baktérie: Enterococcus sp.; Streptococcus faecalis, Rhodococcus sp.; Arcanobacterium
sp.; Kvasinky ; (v ramci inych baktérii boli z hrdla doji¢ov izolované viridujuce streptokoky)

KPS - koagulazo—pozitivne stafylokoky (Staphylococcus aureus subsp. aureus)

KNS - koagulazo—negativne stafylokoky S. epidermidis; S. caprae; S. simulans; S. warneri;

Zudajov na obrazku 2 znazornujicom zastipenie

S. aureus aviak v ziadnej vzorke nepresiahli 1,5. 10° .ml™.

DOnegativne @Iné baktérie OKPS BKNS

100%
74,9 75,5 79,1 81,4
50% -
8,5 10,0 4,8 6,0
i 11 e v 6
0% il 9,0‘ R 8,6‘ RRRRRR 7,4‘ 10,9

0 1

2 3

Obr. 2. Prehl'ad baktérii izolovanych z individualnych vzoriek mlieka v stade oviec s ruénym

dojenim (podl'a sezon).

ro¢nik 4

77

2/2010



potravinarstvo

Pri kontrole podmienok prvotnej manipulacie s mliekom
a jeho transporte do zdruzenej mliekarne bolo zakazdym

2. sezony az na 1,6.10° KTJ ml™. Vy3etrené vzorky syra
boli za celé sledované obdobie na vyskyt stafylokokov

Tabulka 2: Pocet koagulazo—pozitivnych stafylokokov v bazénovych vzorkach mlieka.

Priebezné vzorky odobraté v pocas Celkova
Sezona dojenia / dojenia oviec bazénova
mesiac vySetrenia (KTJ KPS. mI™) vzorka
n =80 n =160 n KTJ KPS.ml*
0./1X. 1,7.10° 2,4.10° 211 0,9.10°
1./V. 3,3.10° 4,7.10° 180 0,8.10°
1./ VII. 1,1.10° 2,7.10° 161 0,3.10°
1./1X. 2,8.10° 4,4.10° 182 0,6.10°
2./ VI. 2,3.10° 3,6.10° 208 0,7.10°
2.1 VII. 0,3.10? 2,1.10° 211 4,1.10°
2. IX. 2,2.10° 3,7.10° 202 0,6.10°
3./V. 0,4.10° 0,9.10° 240 1,4.10°
3./1X. 0,3.10? 0,5.10° 237 1,1.10°

KTJ KPS- pocet jednotiek tvoriacich kolonie koagulazo—pozitivne stafylokoky (Staphylococcus aureus ssp. aureus)

Tabulka 3: Poéty stafylokokov v steroch a mlieku v ré6znych fazach jeho spracovania.

, Nalez stafylokokov (2)
Sezéna / - -
mesiac v steroch * vo vzorkach mlieka
vySetrenia Kanv transportna zberny kanv transportnd | zberny | Syrenina
y cisterna bazén y cisterna bazén
0./1X. 0 2 0 0,6. 10° 1,1. 10° 1,4. 10° 0
1./V. 1 0 0 0,8.10° 1,2. 10° 1,5. 10° 0
1./ VI, 2 1 0 0,4.10° 0,9. 10° 1,1. 10° 0
1./ 1X. 0 0 0 0,5.10° 0,5.10° 0,8.10° 0
2./ VI 1 0 0 1,1. 10° 1,3. 10° 1,6. 10° 0
2./ V. 0 0 0 42.10° 4,3.10° 0,7.10° 0
2. lIX. 1 1 0 0,2.10° 0,3.10° 0,4.10° 0
3./V. 1 0 0 0,9. 10° 0,9. 10° 1,0. 10° 0
3./1IX 0 0 0 4,2.10° 4,3.10° 0,5.10° 0

* — pocet pozitivnych sterov s nalezom (zo stien a dna dojnikov, zbernych kanvi; ustia otvorov a ventilov cisterien,

pomdcok a pod.)

odobranych po Sest’ sterov. Pri ukonceni nultej sezony dva
zo Siestich sterov odobratych z dna a vypustacieho ventilu
transportnej cisterny boli pozitivne na pritomnost
stafylokoka (tabulka 3). V priebehu 1. sezony z kanvi
sliziacich na uskladnenie ruéne nadojeného mlieka boli
stafylokoky izolované v maji (v jednom pripade) a v juli
(dva stery). Stery z transportnej cisterny pred naplnenim
boli na pritomnost’ stafylokokov pozitivne v jednom
pripade v jali, vSetky stery zo zbernej cisterny boli
negativne. Trend minimalnej izoldcie stafylokokov zo
sterov sa udrzal aj v priebehu druhej a tretej sledovanej
sezony rucného dojenia oviec.

Pocty stafylokokov vo vzorkach mlieka odobratych pri
vyprazdiiovani zbernych  kanvi, transportnej cisterny
azbernej cisterny v mliekarni tesne pred pasterizaciou
mali na kazdom sledovanom stupni mierne stipajucu
tendenciu, pri¢om pocet stafylokokov stupol najviac v jini

negativne.

Z porovnania hodnét vyskytu stafylokokov v ovéom
mlieku vyplyva, Ze wvySetrené vzorky mlieka splnili
stanovené limity pre vyskyt Staphylococcus aureus.

Na overenie dodrziavania hygieny a odhal’ovania zdrojov
a vektorov pri ziskavani ov¢icho mlieka sa odoberali stery
z dojnikov, z povrchu mlieénej zl'azy pred dojenim, rik
ahrdla dojicov. Vyskyt vytipovanych bakteridlnych
druhov identickych s tymi, ktoré boli zaznamenané aj pri
izolacii z mlieka je uvedeny v grafe 3. Za celé sledované
obdobie boli KPS (S. aureus) izolované ¢astejsie z hrdla
artk dojicov amenej zdojnikov a povrchu mlie¢nej
zlazy. KNS boli izolované z kazdého odberného miesta,
najviac v8ak v steroch z dojnikov arik dojicov. Vyskyt
KNS vo vyteroch zhrdla dojicov bol reprezentovany
baktériou S. epidermidis. Co sa tyka vysokého podielu
inych baktérii na pozitivnych vzorkéach vyterov hrdla sa vo
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vSetkych pripadoch jednalo o viridujuce streptokoky.
Vyskyt Streptococcus uberis iba v steroch z dojnikov
apovrchu mliecnej zlazy potvrdzuje environmentalny
povod tohto druhu, nakol'ko za celé obdobie vo vzorkach
ovcieho mlieka jeho vyskyt bol minimalny. Hygienicka
urovenn pri klasickom ru¢nom dojeni byva nepriaznivo
ovplyviiovana pritomnostou E. coli. Najvyssie zastipenie
uvedenej baktérie bolo zaznamenané v steroch z dojnikov
a mliecnej zl'azy, menej z rik dojicov.

Porovnanim  mikrobiologickej zatazenosti mlieka
v sledovanom retazci (technoldgia dojenia, skladovanie,
transport, oSetrenie a Spracovanie na syreninu Vv
sledovanom chove) mozno na zaklade dynamiky poctu
stafylokokov odhalit’ riziko kontaktu mlieka s moznymi
sekundarnymi zdrojmi nékazy (ruky dojicov, odev,
pomdcky a pod.).

Z izolovanych kmenov S. aureus na zaklade vyraznej
plazmokoagulazovej aktivity, antibiogramu, rastovych
vlastnosti, vyraznej tvorby hemolyzy a pigmentu bolo za
sledované obdobie vybranych 112 kmenov, ktoré sa
testovali na tvorbu niektorého 70

Obr. 3 Porovnanie vyskytu

nalez stafylokokov v syrenine zaroven dokazuje, ze
existujicou legislativou stanovené postupy tepelného
oSetrenia mlieka pocas mliekarenského spracovania uc¢inne

eliminuju  pritomné stafylokoky a ziskand surovina
vyhovuje stanovenym poziadavkdm na zdravotnu
bezpecnost’ vyrobkov.

ZAVER

Zo sledovani chovu oviec s klasickym ruénym dojenim
vyplyva:

o celkové pocty koagulazo-pozitivnych stafylokokov
neprekroc€ili v ovéom mlieku legislativou povolené
limity v procese jeho prvovyroby a transportu

e KPS neboli izolované po pasterizacii v ov€om
mlieku ani v syre

o vysledky analyzovanych 112 kmenov
Staphylococcus aureus na schopnost  produkcie
enterotoxinov ELISA - metdédou s detekénym

limitom 0,2 — 07 ng.ml * boli pozitivne v §tyroch
pripadoch, avsak pri d’al$ich siedmich kmenoch bola
metodou PCR  preukdzand pritomnost génu
zodpovedného za produkciu  stafylokokového

Staphylococcus sp. a ostatnych baktérii environmentalneho pdévodu vo vzorkach

bakteriologicky vysetrenych sterov odobratych pri vySetreniach stada oviec za celé obdobie sledovania.
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%
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10,0

0,0
mliec. Zzlaza

dojniky

miesta odberu sterov

stafylokokovych enterotoxinov (SE), resp. na pritomnost
génu zodpovedného za ich tvorbu. Z uvedeného stboru
kmetiov vySetrenych vzoriek, iba $tyri kmene produkovali
stafylokokovy enterotoxin C (SEC), ale az pri jedenastich
kmenoch bol PCR metédou zisteny gén pre produkciu
enterotoxinov typu C.

Vo vseobecnosti, ale aj na zdklade vysledkov o pocte
stafylokokov v ov€om mlieku ziskanych priamo
v salasnickych ~ podmienkach  pred  mliekarenskym
oSetrenim mozno vyrobky z neho zaradit' medzi suroviny
a potraviny s uréitym rizikom pre konzumenta. Negativny

OKPS (koagulaza-
pozitivne
stafylokoky)

OKNS (koagulaza-
negativne
stafylokoky)

O Streptococcus uberis

DEscherichia coli

@Iné environmentalne
baktérie

ruky doji¢ov  hrdlo doji¢ov

enterotoxinu typu C

e ziskané vysledky potvrdzuji nutnost’ komplexného
zabezpecenia hygienickych poziadaviek
Vv prvovyrobe ovcieho mlieka, ale aj pri jeho
transporte a mliekarenskom spracovani, lebo iba tak
je mozné plnit limity kladené na zdravotnu
bezpecnost' ov¢iecho mlieka avyrobkov z neho
definované v nariadeniach vlady pre danu oblast’.
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Zkusenost a kvalita pro kazdou laborator

Firma O.K.SERVIS BioPro je poskytovatelem kompletniho FeSeni v oblasti laboratorniho vybaveni. Mnohaleté
zkusenosti v této oblasti, nepretrzity vyvoj, nejmodernéjsi technologie, interné vyvinuta i vyrabéna elektroni-
ka, flexibilita a hlavné spolehlivy zakaznicky servis ¢ini z nasich produkti vysoky celosvétovy standard. Mezi
nejzadanéjsi patfi pristroje pro mikrobiologickou, chemickou, senzorickou analyzu, ale také detekcni testy pro

stanoveni mykotoxint Ci rezidui antibiotik v mléce.

Pristroje pro mikrobiologickou analyzu

* Prutokové cytometry pro analyzu v redlném Case

* Mikroprocesorové fedi¢ky vzorkl a membranové pumpy

* Bioimpaktory k monitoringu €istoty vzduchu

* Automatické fluorescenéni mikroskopy

* Spiralové o¢kovance a automatické odecitacky kolonii

+ ATP analyzatory mikrobiologické kvality potravin

* Mikrobiologické homogenizatory typu ,stomacher”

+ Automatické varny médii s rozplnénim do misek, zkumavek, lahvicek B
« Autoklavy, inkubatory, horkovzdu$né sterilizatory, laminarni boxy, atd. -—
» Luminometry pro rychlou kontrolu urovné hygieny a sanitace, pasterace, provafenosti masa, atd.

* Spotfebni material pro mikrobiologickou praxi

Pristroje pro chemickou analyzu

* NIR spektroskopy k analyze obsahovych slozek v potravinach

* Analyzatory pro stanoveni obsahovych sloZek v mléce a mlé€nych smésich
* Pristroje pro referen¢ni analyzu tuku, proteind, viakniny

+ Analyzatory pro stanoveni obsahu chloridd v potravinach

* Spektrofotometry

+ Off-line i on-line refraktometry

* Laboratorni nabytek

* Dalsi pfistroje a spotfebni material pro chemické analyzy

Zarizeni pro senzorickou analyzu

« Komplexni analyza textury u potravin, ve farmacii ¢i kosmetice, v¢€. obalovych materiald
* Elektronicky nos a elektronicky jazyk

« Klimatickeé komory s volitelnym nastavenim teploty / vihkosti / osvétleni / CO, atd.

* Analyzatory pro stanoveni obsahu zbytkovych plynu pfi baleni do ochranné atmosféry

Diagnostika

+ Detekeni diagnostické testy pro stanoveni rezidui antibiotik v mléce, mase, vejcich,
medu...

* Detekeni testy ke stanoveni mykotoxinG

* Mikrobiologické média Ci ready média v lahvickach, zkumavkach ¢i na miskach

+ Diagnosticky systém pro semikvantitativni analyzu antibiotik dle skupin, aflatoxint, pesti-
cidd, alkalické fosfatazy, atd.
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