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KOMBINACE RYCHLE EXTRAKCE NA PEVNE FAZI_ A IMUNOMETODY
PRI STANOVENI VELMI NIZKYCH KONCENTRACI AFLATOXINU M,
V MLEKU

L. Fukal

FUKAL, L. (Vysoka skola chemicko-technologickd, Praha): Kombinace rychlé ex-
! trakce na pevné fdzi a imunometody pFi stanoveni velmi nizkiych koncentraci
aflatoxinu M; v mléku. Potravinarské Védy, 9, 1991, (1): 1—7.

Pro stanoveni aflatoxinu M; v mléce byla zkombinovana extrakce na reverzni
fazi (SEP-PAK Cig nebo SILICA-cart C18) s radioimunochemickou kvantifikaci.
Ve srovnédni s prfimym radioimunochemickym stanovenim bylo dosaZeno niZ$i hod-
noty detek&nfho limitu (30 ng/l1 vs. 3 ng/l1), uspokojivé navratnosti analytu (80—90
procent) a reprodukovatelnosti (primérny variaéni koeficient 6,4 % vs. 11,1 %)
za neprili§ zvySené pracnosti. Metoda umozZiuje konftrolu nezdvadnosti mléka
z hlediska obsahu aflatoxinu M; podle nejprisné&jSich zahrani¢nich hygienickych
norem.

aflatoxin M;; extrakce na reverzni fdzi; imuncchemické stanoveni; mléko

Je-li dojnicim podavédno krmivo kontaminované aflatoxinem B4, obje-
vuje se v jejich mléku v nizkych koncentracich hydroxyderivat — afla-
toxin M; (Polan et al, 1974; Applebaum et al, 1982). Vznikéa
v hepatocytech oxidativni metabolizaci enzymy mikrosomdlni frakce.
Akutni toxicita aflatoxinu M; (AFM;) je ekvivalentni toxicité aflatoxinu
B,, zatimco kancerogenni a mutagenni GCinky AFM; jsou znac¢né niZsi.
V mléku lze AFM,; prokézat asi za 12 hodin po podani kontaminovaného
Krmiva, a celkové mnoZstvi AFM,; vylouc¢eného mlékem predstavuje 0,2
aZz 3 % z prijatého mnoZstvi aflatoxinu By, v z4vislosti na fyziologickém
stavu, mnozstvi prijatého krmiva, dojivosti a dalSich faktorech (Pat-
terson et al, 1980; Price et al, 1985; Frobish et al., 1986;
Munksgaard et al, 1987).

Hygienické predpisy CSFR stanovi, Ze koncentrace AFM; v tekutém
mléku nesmi piesahovat 500 ng/l a v mlé&né kojenecké vyZivé 100 ng na
1 litr obnoveného mléka (Anonym,6 1986). V fadé evropskych statd
jsou ale tolerované hladiny AFM; v mléku jeSté nékolikandsobné niz§
(pro b&Zné tekuté mléko 100 ng/l — Belgie, 50 ng/l — Rakousko, SRN,
Svycarsko, Holandsko, Svédsko; pro mlé&nou kojeneckou vyZivu 50 ng/l
— Holandsko, 10 ng/l — Rakousko, SRN, Svycarsko (Van Egmond,
1989)). Zavedeni kontroly dodrZovani nezdvadnosti mléka z hlediska
obsahu AFM, je zAavislé na rutinnim zvladnuti dostate¢né citlivé analy-
tické metody. Klasicky postup zahrnujici extrakci mléka organickymi
rozpoustédly, CiSténi extraktu a kvantifikaci po chromatografickém roz-
déleni je pri poZadavku vysoké citlivosti velmi pracny a zdlouhavy
(Bartos, Matyas, 1978; Adensam etal, 1987; Scott, 1989).
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Vzhledem k tomu, Ze se podafilo pfipravit protildtky proti AFM;
(Harder, Chu, 1979; Dixon-Holland et al, 1988), lze pri
velkoplo$Sném monitorovéani hladiny AFM; v mléce vkladat urcité nadéje
do imunochemickych metod (Pestka et al, 1981; Hu et al., 1984;
Rauch et al., 1987). V CSFR jsou vyrab&ny analytické soupravy umoz-
Hujici pomérné jednoduSe stanovit koncentraci AFM; v mléce 50 ng/l
pomoci radioimunochemické metody (Fukal, 1988; Fukal et al.,
1990). S perspektivou, Ze i v nasi republice v budoucnu mohou byt sni-
Zovény nejvySsi tolerované hladiny AFM; v mléce, byla v predkladané
praci kombinovdna jednoduchi extrakce mléka na pevné fézi s radio-
imunochemickou kvantifikaci. Bylo tak dosaZeno vyrazné niZSiho detekc-
niho limitu analytické procedury.

MATERIAL A METODY

Standard AFM; byl izolovdn dr. Jiffm Ruprichem, CSc., z IHE Brno (Piska¢c,
Ruprich, 1983). Pro extrakci AFM; z mléka na pevné reverzni fazi byly pouZity ko-
lonky SEP-PAK Cig (Waters Assoc., Milford, USA) a kolonky SILICA-cart C18 (Tessek
Ltd., Praha). Radioimunochemicky byl AFM; stanovovdn pomoci analytickych souprav
(RIA-test-aflatoxin M;B;) z Ustavu radioekologie a vyuZiti jaderné techniky v KoSicich.

Princip radioimunochemického stanoveni (RIA) je zaloZeny na kompetitivni interakci
aflatoxinu znateného s 1 a aflatoxinu ze vzorku s omezenym pocétem vazebnych
mist na specifické protildtce. V soupravé pouZité krdli¢i antiaflatoxinové antisérum m4
nasledujici kFiZové reakce s jednotlivymi typy aflatoxinti: 76 % s AFM;, 100 % s AFB;,
29 % s AFB,, 52 % s AFGy, 7 % s AFG,, 21 % s AFM,. Vysok4 afinita antiséra k AFB;
a AFM; dovoluje pouZit derivdt AFB; znafeny pomoci '?°I jako radioindikédtor a sou-
Casné AFM; jako standard. To mé& zna¢ny ekonomicky pfinos pro vyrobce (produkce
AFM; je mnohonédsobn& draZ3i ve srovndni s AFB;) pfi zachovanych dobrych para-
metrech soupravy. Afinita antiséra k AFB; v redlné analytické praxi nezkresluje sta-
noveni AFM;. PFi pFfijmu malého mnoZstvi AFB; (do 100 ug/kg krmiva) je mlékem
vylucovdn pouze AFM;. Pokud je dojnicim poddno vé&tSI mnoZstvi AFB;, je pomér
mlékem vyludovaného AFM; a AFB; okolo 10:1 (Stublefield et al., 1983; Truck-
sess et al, 1983). To znamend, Ze neprevy3uje-li u vzorkli mléka stanovenéd koncent-
race pomoci RIA nejvy33f tolerovanou mez 500 ng/l, je pfitomen a stanovovdn pouze
AFM;. V pripadé& velmi vysokého obsahu aflatoxini v mléku by byla stanovovéna pfi-
bliZnd suma AFM; a AFBy.

Pracovni postup radioimunoanalyzy

Do polystyrenovych zkumavek bylo pipetovdno 0,1 ml standardu AFM; (nebo vzorku
mléka popf. jeho extraktu), 0,1 ml precipitatniho antikréli¢iho antiséra, 0,1 ml kréli-
¢iho anti-AFM;-antiséra, 0,1 ml radioindikdtoru (v3echny reagencie byly fed&ny 0,05 M
fosfatovym pufrem pH 7,5). Po diikladném promiché&ni byl obsah zkumavek inkubovén
pFi laboratorni teplot& 18 hod. Potom bylo do zkumavek pfidédno 0,1 ml 2% roztoku
hovézfho gama-globulinu a 1 ml 7% roztoku polyethylenglykolu 6000 vychlazeného
na 4°C. PFi néasledné inkubaci (60 min, 4 °C) vytvofeny precipitdt byl separovédn v chla-
zené odstfedivce (30 min, 2500xg). Po odsédti supernatantu byla radioaktivita precipi-
tatu méfena na gama-automatu NA 3601 (Tesla, Liberec). Kalibra¢ni kfivka byla kon-
struovdna v rozsahu 31—1000 ng/l. V pfipad# pfimého stanoveni v mléku bez extrakce
byl pro Gé&ely kalibrace standard AFM,; rozpustén v mléku, zatimco v pfipadé RIA AFM;
po extrakci mléka na pevné fazi byl standard AFM,; rozpustdn ve 20% roztoku metha-
nolu ve fosfatovém pufru s 0,5% kaseinem. Relativni hodnoty.poméru radioaktivity
konkrétntho standardu a specifické vazby systému (B/By) byly vynaSeny proti hodno-
tam logaritmu koncentrace standardu AFM;, popf. pfi poéftadovém zpracovani v trans-
formaci soufadnic logit-log (Fukal et al, 1987). Hodnoty specifické nulové vazby
(v nepfitomnosti aflatoxinu) se pohybovaly v rozmezi 30—38 %, hodnoty nespecifické
vazby (v nepfitomnosti antiséra) v rozmezi 6—8 %.
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Extrakce na kolonkdach SEP-PAK Cj;

Byly pfizplisobeny dFive popsané postupy (Winterlin et al, 1979; Carisano,
Della Torre, 1986). Pfed pouZitim kolonek byla jejich néaplii promyta 5 ml vody,
10 ml acetonitrilu a 10 ml vody za pouZiti injek&ni stfikacky (rychlost priitoku asi
10 ml za minutu). Potom se pomoci injekéni stifikatky nechal protéct kolonkou roztok
10 ml odstFfedéného mléka a 10 ml vody. Kolonka byla promyta 5 ml vody a 10 ml
10% roztoku acetonitrilu ve vodé. AFM; byl eluovdn po vysu3eni kolonky proudem
vzduchu pomoci 10 ml acetonitrilu. Eludt byl odpafen do sucha za mirného probubla-
vani dusikem pfi 40°C a ziskany odparek byl rozpustén v 0,2 ml methanolu. Pfed imu-
nochemickym stanovenim bylo k methanolovému roztoku pfiddno 0,8 ml 0,05 M fosféa-
tového pufru pH 7,0 s 0,5% kaseinem.

Extrakce na kolonkéch SILICA-cart C18 (Adensam et al, 1989)

Pred pouZitim se kolonky promyji 10 ml methanolu a 10 ml vody. Roztok 10 ml
mléka a 10 ml vody se pomoci injekéni st¥ikacky nechd protéct kolonkou. Kolonka
se promyje 5 ml vody, vysusi proudem vzduchu pomoci vodni vyvévy, a jesté promyje
10 ml n-hexanu. Z vysuSené kolonky se AFM; eluuje 6 ml smési dichlormethan:aceton
(95:5). Rozpoustédlo se odpari na rotadnim vakuovém odpafovdku, odparek se roz-
pusti v 0,2 ml methanolu a pfridd se 0,8 ml 0,05 M fosfatového pufru pH 7,0 s 0,5 %
kaseinu. V tomto roztoku se stanovuje AFM; pomoci RIA.

Recovery, kapacita a moZnost opakované pouzitelnosti kolonek pfFi stanoveni AFM;
v mléce byly testovdny se dvéma.vzorky mléka, ke kterym bylo pfiddno zndmé mnoZstvi
standard AFM; v acetonitrilu do vgsledné koncentrace 520 ng/l (A) a 20 ng/l (B).
PFipraveny vzorek byl podle vySe popsanych postupli extrahovdn na kolonce a vytok
z prvni kolonky pak je3t& extrahovdn na dalSi kolonce. Koncentrace AFM; byla stano-
vena pomoci RIA vZdy pfed nanesenim na 1. kolonku, po extrakci z ni, a po extrakci
z 2. kolonky.

VYSLEDKY A DISKUSE

Typicka kalibracni kfivka primého radioimunochemického stanoveni
AFM,; v neextrahovaném mléce je zndzornéna na obr. 1. Detekcni limit
metody je okolo 30 ng/l. PFi platnosti soucasnych ¢eskoslovenskych hy-
gienickych predpisii je tato citlivost postacujici pro tcely kontrolnich
analyz. PrestoZe citlivéjSi pfimé imunochemické stanoveni AFM; nebylo

) 100 O B = vézany radioligand
F/By 5 v pfitomnosti zndmé kon-
() \~~.\ centrace neznaceného af-
80 | o] latoxinu M; — bound tra-
3 cer in the presence of a
known concentration of
60k unlabelled aflatoxin M;y,
o] By = véazany radioligand
\ v nepfftomnosti neznade-
ného aflatoxinu — bound
40r tracer in the absence of
o\ unlabelled aflatoxin
20 ¢ \o\~
~~o__
el L 1 . L
097 0,031 025 0,5

AFM, (gt
1. Priklad standardni kifivky pro pifimé radioimunochemické stanoveni aflatoxinu M,

v mléku — An example of standard curve for direct radioimmunochemical assays of
aflatoxin M, in milk
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dosud popsdno (Pestka et al, 1981), p¥i monitorovédni niZ$ich hladin
AFM; v mléce je nezbytné vzorek extrahovat a AFM; v extraktu nakon-
centrovat. Pro tyto GCely je vhodné pouZiti komer¢nich kolonek s re-
verzni f4zi. Oba testované typy kolonek (SEP-PAK C;g zahraniéniho v§-
robce a SILICA-cart C18 od doméciho dodavatele) umoZiuji relativné
rychlou a na mnoZstvi vzorku i organickych rozpoustddel nendrocénou
extrakci. SpfaZenim této extrakce na pevné fazi s radioimunochemickou
kvantifikaci se dosdhne detekéniho limitu okolo 3 ng/l.

Z tab. I je zFejm& uspokojivd ndvratnost AFM; z obou typli kolonek
(80—90 %), extrakéni kapacita postadujici na redlné vzorky a moZnost
opakovaného pouZiti kolonek k extrakci dalsich vzorkdi mléka. Ani po
'pdté extrakci mléka na kolonce nenartistd znateln& tlak potfebny na
protedeni vzorku kolonkou. Reprodukovatelnost vysledkd je p¥i pouZiti
extrakce na kolonkéch znacné horSi neZ pfi samotné RIA (tab. II), ale
pro tcely screeningové kontroly je to naprosto postacujici. P¥i porovnanf
vysledkd stanoveni AFM,; ve vzorcich mléka pomoci tFi testovanych me-
tod nebyly zjistény z4sadni rozdily (tab. III). Vyhoda kombindvang§ch
postupli extrakce na pevné fdzi s imunostanovenim proti pfimému imu-
nostanoveni spo¢ivd v podstatné niZ8im detek&nim limitu. Ve srovnéni

1. Ovéfeni recovery, kapacity a opakované pouZitelnosti kolonek pf¥i stanoveni AFM;
v mléku — Checks of the recovery, capacity and repeated use of columns in the course
of AFM; assays in milk

Koncentrace AFM; (ng/l) stanovend pomocf RIA ve
vzorku mléka
Druh kolonky
A B

1 11 I1I I I 111
SEP-PAK Cyg
(nov4) 520° 447 <3 20 17 <3
SILICA-cart C18 |
C18 (nova) 520 428 <3 20 17 <3
SEP-PAK Cyg
(4krat pouZitd) 520 482 <3 20 16 <3
SILICA-cart C18
(4krat pouZita) 520 475 <3 20 18 <3

I = pfed nanesenim na 1. kolonku, II = po extrakci z 1. kolonky, III = po extrakci
z 2. kolonky

I = before aplication to 1st column, II = after extraction from 1st column, III = after
extraction from 2nd column

II. Reprodukovatelnost analyz pro koncentraci AFM; v mléku 125 ng/l a 10 ng/l —
Reproducibility of analyses for AFM; concentrations in milk 125 ng/l and 10 ng/l

Variaéni koeficienty p¥i
Typ analyzy intra-assay inter-assay
125 ng/1 10 ng/1 125 ng/1 10 ng/1
RIA 52 % — 7,5 % -
SEP-PAK + RIA 94 % 16,8 % 11,2 % 15,7 %
SILICA-cart + RIA 10,2 % 18,4 % 13,4 % 223 %
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111. Stanoveni aflatoxinu M; ve vybranych vzorcich mléka riiznymi metodami (primeérné
hodnoty ze ti¥l stanoveni, pouZita vZdy novd kolonka) — Aflatoxin M; detection in
some milk samples applying different methods (average values of three assays, a new
eolumn was used in each case)

Stanovené koncentrace AFM; (ng/l) metodou
Cislo vzorku
RIA SEP-PAK Cig+RIA | SILICA-cart C18+RTA
1 262 214 227
2 189 182 162
3 <30 13 15
4 <30 8 —
5 <30 11 —
6 <30 <3 <3
7 <30 13 8
8 <30 <3 <eg

Vzorky €. 7 a 8 = rekonstituované vzorky susené mlé¢né kojenecké vyZivy — Samples
nos. 7 and 8 = reconstituted samples of baby’s milk powder

s konvencéné pouZivanymi chromatografickymi postupy s fluorescenéni
detekci, které vyZaduji zdlouhavou extrakci vzorku a nédkladné ptistro-
jové vybaveni, umoZiiuji testované kombinované postupy pomé&rné rychlé
a jednoduché stanoveni AFM;. Jeden pracovnik miiZe pohodlné& analyzo-
vat 30 vzorkd b&hem 2 dnfi. O tom, Ze snahy o citlivéjsi stanoveni AFM,;
nejsou samoucelné, svéd¢i nejen nizké hodnoty nejvysSich tolerovanych
hladin tohoto mykotoxinu v mléku v Ffadé evropskych zemi, ale i potieba
kontrolovat nezdvadnost lidského matefského mléka (Lamplugh

et al.,, 1988), a poznatky o synergickych tcincich nizkych hladin toxic-
kych latek na Zivoc¢iSny organismus.
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GYKAIJL JI. (XMMHUKO-TEXHOJIOTMYECKMIT MHCTUTYT, IIpara): KomOuaanua GeICTPOro 3KcTpa-
TMPOBaHMA HA OPO4YHON (hase M MMMYHOMETOHA HPH ONpeReNeHMM O4YeHb HU3KHMX KOHI[EH-
Tpamuit adhnarokcmHEa M; B MoJioKe. Potravindi'ské Vé&dy, 9, 1991 (1): 1—7.

Ins onpenenenus acdiaTrokcmHa M; B MOJIOKE COYETANach IKCTPAKuUA HA obparHOi chase
(SEP-PAC Cj3 mmm SILICA-carp C18) ¢ pagMOMMMYHOXMMMUECKON KBaHTM®uKauein. ITo
CPaBHCHMIO C NPSAMBIM DPafMOMMMYHOXMMMYECKUM ONPEAECICHUEM NOCTUIVIM -MEHBIIErO
3HAYEHMd JETEKIMOHHOro JumuTa (30 Hr/1 B CPaBHEHMM C 3 HI/J), YAOBIETBOPHUTEIBHOI
BasppatMMoCcT aHanuta (80—90 %) u Bo3mpoussogumocTH (cpemHMi KO3 hUIMEHT
BapMaHTHOCTH 6,4 % B cpaBHeHMHM C 11,1 %) NPy HECIMIIKOM NOBBIIIEHHO! TPYAOEMKOCTH.
MeTo[ MO3BOJSET KOHTPOJIb OE3yNPEYHOCTH MOJIOKA C TOYKYM 3DEHMs COoaepkamus adia-
TOKCMHA M; IO CaMBIM CTPOrMM 3apyOE’XKHbHIM CaHMTAPHO-TMTMEHUYECKUM CTaHAapTaM.

acdbnarokcue M;; 3KCTpakKmyus Ha BO3BpaTHOM (hase; MMMYHOXMMMUECKOE ONpEJEEeHUuE;
MOJIOKO
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[FUKAL, L. (Institute of Chemical Technology, Praha): A combination of rapid solid-
-phase extraction and immunomethod used for assays of very low concentrations ojf
aflatoxin M, in milk. Potravinaiské Védy, 9, 1991 (1): 1—7.

Extraction on reverse phase (SEP-PAK Cjg or SILICA-cart C18) was combined with radio-
immunochemical quantification to detect aflatoxin M; in milk. In comparisen with
a direct radioimmunochemical assay, the value of detection limit was lower (30 ng'l
vs. 3 ng/l1), good recovery of analyte (80—90 %) and good reproducibility (average
coefficient of variation 6.4 % vs. 11.1 %), were observed, labour requirement not
increasing very much. The method makes feasible the check of milk safety as to afla-
toxin M; content in keeping with the strictest foreign hygienic standards.

aflatoxin M;; reverse-phase extraction; immunochemical assays; milk

FUKAL, L. [Chemisch-technologische Hochschule, Praha): Die Kombination rascher
Extraktion auf fester Phase und Immunomethode bei der Feststellung der sehr niedrigen
Konzentration von Aflatoxin My in der Milch. Potravinafské Védy, 9, 1991 (1): 1—7.

Zur Festlegung von Aflatoxin M; in der Milch kombinierte man eine Extraktion auf
Reversionsphase (SEP-PAK Cig oder SILICA-cart C18) mit radioimmunochemischer Quan-
tifikation. Im Vergleich mit direkter radioimmunochemischer Bestimmung erreichte
man einen niedrigeren Wert des Detektionslimits (30 ng/l vs. 3 ng/l), befriedigende
Analytriickerstattung (80—90 %]) und Reproduzierbarkeit (der durchschnittliche Varia-
tionskoeffizient 6,4 % vs. 11,1 %) bei nicht zu hohem Arbeitsaufwand. Die Methode
ermoglicht eine Konirolle der Milchanstandslosigkeit vom Gesichtspunkt des Aflatoxin
M;-Gehalts laut strengster ausldndischer hygienischer Norm.

Aflatoxin M;; Extraktion auf Reversionsphase; immunochemische Bestimmung; Milch

Adresa autora:

Ing. Ladislav Fukal, CSc.

, Vysokd Skola chemicko-technologickd, Technicka 5,
166 28 Praha 6
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Komplexni rozbory kvality a zdravotni nezdvadnosti potravin

VSechny rozbory souvisejicf s uréenim kvality a zdravotni nezévadnosti
podle CSN i podle norem jinych stdtl na zaklad& poZadavkii odb&ratelil.

ROZSAH ROZBORU A ANALYZ
— komplexni rozbor zidkladniho chemického sloZeni potravind¥skych su-
rovin, potravin a krmiv

— komplexni rozbor esencidlnich a vyZivovych faktorli (aminokyseliny,
mastné kyseliny, stopové prvky) v potravindch a krmivech

— identifikace a stanoveni latek, které se podileji na senzorickych vlast-
nostech potravin (ar6ma, chut, barva)

— stanoveni kontaminace potravinovych surovin, potravin a krmiv téZkymi
kovy, dusitnany a dusitany

— stanoveni potravinovych kontaminanti — polychlorovanych bifenylfi
(PCB), chlorovanych uhlovodikli, rezidui pesticidii a dal3ich organic-
kych slouenin

— konzultace o aspektech hygienicko-toxikologické jakosti potravin
— studium zmén cizorodych l4tek p¥i vyrob& a skladovéni potravin

— konzultace o aspektech nutri¢ni a senzorické hodnoty potravin

— hodnoceni produktii alternativnhiho zemé&délstvi a biopotravin

— stanoveni senzorické (smyslové) jakosti potravin a jeji optimalizace

K analyzam se pouZivaji nejmoderné&jS$i analytické postupy s vyuZitim
Spickové laboratorni techniky.

Objedné vky pfijimaéa: Katedra chemie a zkouSeni potravin, fakul-
ta potravinaiské a biochemické technologie, VSCHT, Technickd 5, 166 28
Praha 6

Telefon: 3117038
Telex: 1227 44 vschc
Telefax: (42) 311 47 69
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ENZYMOVA IMUNOANALYZA HISTAMINU V POZIVATINACH

P. Rauch, P. Rychetsky, I. Hochel, M. Voldfich, R. Bilek, ].-L. Guesdon

RAUCH, P. — RYCHETSKY, P. — HOCHEL, I. — VOLDRICH, M. — BILEK, R. —
GUESDON, J].-L. (Vysokd 3kola chemicko-technologickd, Praha; Vyzkumny dstav
endokrinologicky, Praha; Institut Pasteur, Paris): Enzymovd imunoanalfjza hista-
minu v poZivatindch. Potravinaiské Védy, 9, 1991 (1): 9—16.

Byla vypracovdna kompetitivni enzymova imunoanalyza (competitive enzyme im-
munoassay) ke stanoveni histaminu v poZivatindch. Byly urfeny optimédlni kon-
centrace pouZité monoklondlnf protildtky, peroxidasového konjugétu, jakoZ i 1,4-
-benzochinonu pouZivaného k derivatizaci histaminu. Vypocitané hodnoty afinitnf
konstanty podle Miillera (Ka = 8,1 X 10¢ 1/mol), jakoZ i Gibbsovy energie (/\G°=
= —3,89 x 104 J/mol) tvorby imunokomplexu umoZnily stanovit optimélni dobu
inkubace analyzovanych vzorkl s protildtkou. Stanoveni nerusdi histidin, tyramin
a tryptamin véetn& nékterych jejich derivatd. Deteké&ni limit metody je 7 ng/ml.
U kapalnych vzorkii je moZné dpravou postupu docflit hodnoty jest& o F¥ad niZsi.
Spravnost analyz histaminu v syrech, rybdch, vinu a pivu byla ovéfena metodou
standardnfho pifdavku (recovery 91—112 %) a u n&kterych vzorkd isotachofore-
ticky.

histamin; kompetitivnf enzymovd imunoanalyza [(competitive enzyme immuno-
assay); syr; ryby; vino; pivo

Histamin, podobné jako ostatni biogenni aminy, je obvykle soucésti
vétSiny poZivatin. Histamin vznikd béZnymi metabolickymi procesy, jako
napi. dekarboxylaci histidinu (histidin dekarboxylasa EC 4.1.1.2), v Zivo-
¢idnych a rostlinnych tkanich i Cinnosti kulturnich a kontaminujicich
mikroorganismii (Draughon et al.,, 1987). Malda mnoZstvi histaminu,
kterda se obvykle vyskytuji v poZivatinach, nepfedstavuji pro spotfebitele
Zadné zdravotni ohroZeni (Voldrfich et al., 1988).

V nékterych pripadech, napf. v diisledku inhibice monoaminooxidas
(aminooxidasa EC 1.4.3.6) v potravinafskych surovindch nebo piisobe-
nim mikroorganismi se zvySenou Kkatalytickou aktivitou dekarboxylas
se mohou objevit zvySené koncentrace histaminu, zptisobujici riizné zdra-
votni obtiZe (Zee et al., 1983). Zdravotni problémy mtiZe dédle zvy3o-
vat i sniZend detoxikacni schopnost trdviciho traktu piijemce, zpliso-
bend pritomnosti inhibitori monoaminooxidas, konzumaci alkoholu nebo
genetickymi poruchami (Suhren et al., 1982).

Stanoveni histaminu v urcitych druzich poZivatin miZe slouZit jako
dodatetné kritérium pro hodnoceni kvality potravinai¥skych wvyrobkii.
Z tohoto diivodu je potfebné mit k dispozici specifickou, citlivou a jed-
noduchou metodu stanoveni histaminu, umoZiiujici stanovit soucasné veétsi
mnoZstvi vzorkii.
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V poslednich letech byla vypracovana fada metod vhodnych ke sta-
noveni histaminu v poZivatinach. Jejich pfehled uvadi VoldFfich et
al. (1988). V soucasnosti se jako nejvhodnéjsi zdda HPLC s fluometrickym
detektorem stanovujici histamin po jeho kondenzaci s o-ftalaldehydem
(Gouygou et al, 1987) a ionexova chromatografie na automatickém
analyzatoru aminokyselin (Ingles et al, 1985). V této konkurenci
m4é jist& nadéji na uplatnéni i isotachoforetické stanoveni (Vold¥ich
et al., 1988).

Uvedené metody vyuZivaji drahé pristrojové vybaveni a vyZaduji na-
ro¢nou obsluhu. P¥i zpracovani vétSich séril vzorkdi témito technikami
se také zna¢né prodluZuje doba analyz. Proto jsme se pokusili vyvinout
imunochemické stanoveni histaminu, které je vhodné pro stanoveni vét-
Sich souborii vzorkd a je pfistrojové nendrocné.

MATERIAL A METODY

K pokustim byl pouZivdn histamin dihydrochlorid Fluka (SRN), Tween 20 a 1,4-ben-
zochinon Merck (SRN), histidin Reanal (Madarsko), 1-methylhistamin a spermidin
Sigma Chemicals (USA), 3-hydroxy-tyramin, tryptamin a n-butylamin Koch-Light
(Anglie), tyramin Loba Chemie Wien (Rakousko), kienovd peroxidasa RZ 3 Boehringer
(SRN). Ostatni chemikdlie dodala Lachema Brno, polystyrenové destitky KOH-I-NOOR
Daleéin.

Tlumivé roztoky: chlorid sodny (c =0,15 mol/l), obsahujici Tris-HCl (c=
= 0,01 mol/1), pH 7,4 (TBS); TBS obsahujicf 0,1% Tween 20 (TBS-Tw); TBS-Tw obsa-
hujfcf 1% hov&zi sérovy albumin (TBS-Tw-BSA).

K pokusiim byl pouZivdn konjugét histamin-benzochinon-peroxidasa a monoklon&ln{
protilatka proti konjugédtu histamin-benzochinon, které pripravili Guesdon et al
(1986).

Vzorky poZivatin byly ziskdny z maloobchodni sit&.

Oprava analyzovan§ch vzorkii poZivatin

Analyzovand poZivatina (1 g) byla homogenizovdna v 10 ml Kkyseliny chloristé (c =
= 0,4 mol/l). Vznikld sraZenina byla odstfedéna pfi 3000 g po dobu 10 minut. Ziskany
supernatant byl pouZit pro imunoanalyzu histaminu.

Kompetitivnf enzymovd imunoanalyza

Pred vlastnim stanovenim histaminu je nezbytné roztoky standardit a analyzovanych
vzorkil nechat zreagovat s 1,4-benzochinonem a vytvofit konjugédt histamin-benzochi-
non, proti kterému byla pfipravena pouZivand protildtka. Potifebny konjugéat ziskdme
‘smich4nfm 1 ml roztoku histaminu v kyselin& chloristé (¢ = 0,4 mol/l) s 0,05 ml etha-
nolu, ktery obsahuje 1,4-benzochinon (3 mg/ml). Po p&timinutové reakci pFi laboratorni
teplotd nechdme prebytek benzochinonu zreagovat s 0,1 ml glycin-triethanolaminového
roztoku (¢ = 0,7 mol/l), pH 7,4.

Do jamek polystyrenovych mikrotitraénich destitek bylo pipetovdno 0,2 ml roztoku
monoklonédlnf protildtky proti konjugdtu histamin-benzochinon rozpusténé v TBS.
Desti¢ky byly inkubovény pifes noc pfi teplot& 4 °C. Pfed daldim pouZitim byl roztok
protildtky odsédt a desticky byly t¥ikrat promyty roztokem TBS-Tw. Poté bylo do kaZdé
jamky mikrotitradni desti¢ky pipetovano 0,1 ml roztoku konjugétu histamin-benzochi-
non-peroxidasa, fedéného tlumivym roztokem TBS-Tw-BSA a 0,1 ml roztoku vzorku
nebo standardu derivatizovaného 1,4-benzochinonem. Po inkubaci pfFi laboratorni teplo-
t& byl obsah jamek odsdt a destitky byly tfikrdt promyty roztokem TBS-Tw. Aktivita
peroxidasy vdzané na povrch jamek byla stanovena difive popsanym postupem (Rauch
et al., 1990).

Termodynamickd data byla stanovena a vypoltena podle metod, které publikoval
Miiller (1980).
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VYSLEDKY A DISKUSE

Princip metody

Ke stanoveni histaminu byla pouZita kompetitivnhi enzymovd imuno-
analyza. Monoklondlni protildatka proti konjugdtu histamin-benzochi-
non se imobilizuje adsorbci na stény jamek polystyrenovych mikro-
titracnich desticek. Pri vlastnim stanoveni histaminu soutéZi o vazebna
mista protildtky konjugat histamin-benzochinon-peroxidasa s histami-
nem (z analyzovaného vzorku nebo standardu), ktery je nezbytné pred
analyzou nechat zreagovat s 1,4-benzochinonem (viz metody). Vyhod-
noceni analyzy spoc¢ivd ve zméreni katalytické aktivity peroxidasy, jejiZ
hodnota je nepfimo tmérnd koncentraci histaminu ve vzorku.

Optimalizace stanoveni

Kazdé imunochemické stanoveni je nutné nejprve optimalizovat, tj.
nalézt takové koncentrace protildtky a znaceného antigenu (konjugéat
histamin-benzochinon-peroxidasa), za kterych dosdhneme pfi fotomet-
rickém méreni aktivity peroxidasy maximélnich hodnot absorbance.
Z obr. 1 a 2 je zrejmé, Ze hledana optimdlni koncentrace urcena pro
monoklondlni protildtku i pro peroxidasovy konjugat je 5 ug/ml.

7

SR el
128 512 c(ng m("]

T
8 32

1. Zavislost prib&hu kalibraénich kfivek
imunoanalyzy histaminu na Xkoncentraci
imobilizované monoklondlnf protilatky —
Dependence of calibration curves of hista-
mine immunoassay on the concentration
of immobilized monoclonal antibody

A — absorbance pii 492 nm (absorbance
at 492 nm)

¢ [ng.ml-'] — koncentrace histaminu
(histamine concentration); koncentrace
imobilizované protilatky (concentration
of immobilized antibody): A 2,5 ug.ml—1;
O5ug.m-" @ 10 ug.ml-!

8 k) 128 512 ¢ Ing.mt’)
2. Zavislost prib&hu kalibraénich krivek
imunoanalyzy histaminu na koncentraci
peroxidasového konjugdtu — Dependence
of calibration curves of histamine immu-
noassay on the concentration of peroxi-
dase conjugate

A — absorbance pii 492 nm (absorbance
at 492 nm)
¢ [ng.ml-'] — Kkoncentrace histaminu

(histamine concentration); koncentrace
peroxidasového konjugdtu (concentration
of peroxidase conjugate): A 2,5 ug.ml—7;
O 5 ug.ml-% @ 10 wg.ml—1; A 20
ug.ml-1?
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Optimalni doba inkubace byla urcena termodynamickym vyhodnoce-
nim kalibra¢nich zdavislosti postupem, ktery uvefejnil Miiller (1988).
V tab. I jsou uvedeny vypoctené afinitni konstanty (K,) monoklondlni
protilatky proti konjugdtu histamin-benzochinon a hodnoty Gibbsovy ener-
gie (AG°) odpovidajici tvorbé imunokomplexu. Uké&zalo se, Ze pouZi-
vand monoklondlni protildtka nepfedstavuje zcela homogenni populaci
imunoglobulinti. Po ptilhodinové inkubaci imunoreagencii se uplatni
imunoglobuliny s nejvétsi afinitou k haptenu (histamin-benzochinon]),
ale neni dosaZena rovnovdha. Té se dosdhne po dvouhodinové inkubaci,
kdy je hodnota Gibbsovy energie minimélni. V tomto okamZiku se na
tvorb& imunokomplexu podili vSechny pfitomné protildtky. Po Ctyfech
hodindch se zadind jiZ projevovat nestabilita imunokomplexu, kter4d ma
za nasledek zvySeni Gibbsovy energie.

[. Vliv délky inkuba¢ni doby na hodnoty zdanlivé afinitni konstanty (K2) podle
Miillera (1980) a Gibbsovy energie (G°) — Effect of incubation period on the va-
lues of apparent affinity constant (Ka) according to M{iiller (1980) and the Gibbs
energy (G9)

Doba inkubace Ka —/A\G°
[h] [1. mol—1] [J.mol-1]
0,5 1,75 x 107 4,08 x 104
1.0 1,07 x 107 3,96 x 104
2.0 0,81 x 107 389 x 10
40 1,20 x 107 3,99 x 10¢

VyuZitim urcenych optimdlnich koncentraci a metodického postupu
enzymové analyzy (viz metody) byla uskutecnéna vSechna dale uvedenéa
stanoveni histaminu. Detek¢ni limit, stanoveny timto postupem, defino-
vany jako nejniZsi koncentrace histaminu rozliSitelna od nuly, zvétSené
0 trojndsobek smérodatné odchylky, je 7 ng/ml. Detek&ni limit 1ze u ka-
palnych vzorkii sniZit o jeden Fad. Docilime toho snadno tim, Ze ke
vzorku priddme koncentrovanou kyselinu chloristou, aby jeji vyslednéa
koncentrace byla 0,4 mol/l.

Imunoanalyzu lze dale optimalizovat zmé&nou koncentrace 1,4-benzo-
chinonu pouZivaného pro derivatizaci analyzovaného histaminu. Z obr. 3
je vidét, Ze pfi niZSich koncentracich histaminu je vyhodné&j$i pouZivat
rovnéZ nizZsi koncentrace benzochinonu.

Specifita stanoveni

Principem imunochemickych metod je interakce antigenu (stanovo-
vanéd latka) a specifického Cinidla (protildtka). Nejednad se tedy o che-
mickou reakci za vzniku kovalentnich vazeb mezi reaktanty, nybrZ o tvor-
bu komplexu, ve kterém jsou antigen s protilatkou vzdjemné poutany
nevazebnymi interakcemi (elektrostatickd, hydrofobni, van der Waal-
sovy sily, vodikové miistky). Protildtka tedy rozliSuje spiSe prostorovou
neZ chemickou strukturu antigenu. Z t&chto divodi je nutné ovéfit, zda
14tky strukturdln& podobné histaminu, které se vyskytuji v poZivatinach,
nerudi jeho stanoveni. V tvahu pfichdzeji zvlasté histidin, z néhoZ pfe-
vazZné histamin vznikd, jakoZ i dalS$i vyznamné biogenni aminy, napf.
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3. Zavislost pribghu kalibraénich kiivek
imunoanalyzy histaminu na koncentraci
1,4-benzochinonu pouZivaného pro deri-
vatizaci analyzovanych vzorkii — Depend-
ence of calibration curves of histamine
immunoassay on the concentration of
1.4-benzoquinone used for deriving the
analysed samples

A — absorbance pti 492 nm (absorbance
at 492 nm)
¢ [ng.ml-'] — Kkoncentrace histaminu

[histamine concentration); koncentrace
benzochinonu pouZitého k derivatizaci
(concentration of benzoquinone used for
deriving): O 15 ug.ml-%; @ 75 pug.ml~1;
A 150 yg.ml-!

-
w
V)

! £ H g
158 512 c[ng.ml’;

s

tyramin a tryptamin. KfiZové reakce mozZnych interferenti jsme testovali
po jejich derivatizaci 1,4-benzochinonem, tedy stejnym postupem, jako
pfi stanoveni histaminu. Smyslem t&chto pokust, shrnutych v tab. II,
bylo nalézt takovou koncentraci testované latky, ktera vytésni z vazby na
protilatku 50 % konjugatu histamin-benzochinon-peroxidasa. KiiZové re-
akce jsou pak vyjadfovdny pomérem koncentrace histaminu, kterd vyvo-
lava stejny ucinek, ku koncentraci testované latky v procentech. Jak je
z tab. II zfejmé, Z4dnd z testovanych latek vy§znamné stanoveni histami-
nu nerusi.

II. Kif%ové reakce pii imunoanalyze histaminu — Cross reaction in histamine immu-
noassay
disiiFening KifZové reakce
[%]
Histamin 100
Histidin 0,0005
1-methyl-histamin 0,005
Tryptamin 0,003
5-hydroxy-tryptamin (serotonin) 0,003
Tyramin 0,001
3-hydroxy-tyramin méné neZ 0,0005
Spermidin méné nez 0,0005
n-butylamin méné neZ 0,0005

Ovéfeni sprdvnosti metody

Spravnost vysledkii ziskanych metodou enzymové imunoanalyzy byla
dile ovéfovdna pfi stanoveni histaminu v rfiznych vzorcich poZivatin
metodou standardniho pfidavku (tab. III). Byly vybrany poZivatiny, ve
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kterych podle tdajii v literatufe (Ramantanis, 1984) pFichadzi v§-
skyt biogennich aminfi v dvahu. Zjisténé hodnoty recovery se pohybujf
v mezich od 91 do 112 %.

III. Sprdvnost imunoanal§zy histaminu ovéfend metodou standardnfho pifdavku (pii-
dédno 20 ng, n = 8) — Correctness of histamine immunoassay verified by the method
of standard addition (added 20 ng, n = 8)

Vzorek Nalezeno

ng +S. D. [%]
Sardinky v oleji 224 43,2 112
Jatrova pastika 18,9 +2,1 94,5
Cedar 21,7 +28 109
Frankovka radianskéd 20,3 +0,6 102
Nitranské bilé 19,8 40,4 99,0
Becherovka 20,8 40,8 104
Kozel 10° 18,1 0,9 91,0

Imuncanal§za vzorkii

Vyvinutou metodou bylo analyzovdno velké mnoZstvi vzorki. Vybér
analyz je shrnut v tab. IV. Pro vSechny druhy vzorki bylo ovéfovéano re-
covery (srovnej s tab. III). Obsah histaminu ve vét$iné vzorkid je za-
nedbatelny. Vysledky se shoduji s typickymi tdaji publikovanymi v od-

IV. Obsah histaminu v poZivatindch (n=8) — Histamine content in edibles (n = 8)
Histamin Histamin
Vzorek [mg.kg~1=+S. D.] Vzorek [mg.kg—1+S. D.]
Syry Vina
Cedar 1,1 40,2 bfl4:
Eidam uzeny 1,4 +0,2 Ryzlink rynsky 0,38 0,03
Primétor 2,2 +0,3 Nitranské 0,32 +0,05
Zlato méné neZ 0,01 Rulandské 0,09 4-0,01
Koliba méné neZ 0,01 cervena:
Niva 13,0 +1,4 Frankovka 09 -0,1
(12,2 4-0,2) Klastorné 1,2 +0,2
dezertni:
Ryby
Filé z makre- Kom 54 +04
1y 0,14 0,02 Becherovka méné neZ 0,01
Sardinky Piv.o
v oleji 0,94 40,11 Pito 0,38 40,01
fggr;i sledil 41 0,2 Kozel 10° 0,40 0,03
leii 12 4+0.2 Pragovar 12° 1,8 —+0,1
i) 2 £0, (16 *02)
Jatrova pastika 2,1 40,4 Tmavy méstan 1,3 40,2

Hodnoty uvedené v zavorkdch byly stanoveny izotachoforeticky (Values given in
round brackets were defined isotachophoretically)

14
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borné literatute, které shrnul v prehiedném ¢ldnku Ramantanis
(1984). Vzorky s vy$S$im obsahem histaminu byly ovéfeny metodou kapi-
larni izotachoforézy (Voldfich et al., 1988). Zjisténé hodnoty jsou
uvedeny v zavorkdch v tab. IV. Shoda vysledki zjiSténych ob&ma meto-
dami je uspokojiva.

Enzymova imunoanalyza histaminu pfedstavuje specifickou, jedno-
duchou a rychlou metodu s dostatecn& nizkym detekénim limitem, je-
jiz pfednosti je rovn&Z moZnost stanovit paralelné velké mnoZstvi vzorki
riznych poZivatin.
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PAYX, II. — PBIXETCKM, II. — TI'OXEJ, M. 3 BOJIAPXMUX, M. — BMIIEK, P. —
T'YECOOH, WM.-JI. (XMMMKO-TEXHOJIOTMYECKUIA MHCTUTYT IIpara; Hay4HO-MCClIe[0BaTENb-
CKMI MHCTUTYT SHAOKpMHOJOruM, Ilpara; MuctutyT Ilacrepa, I1apuik): depMeHTATHBHBII
MMMYHOAHA/IM3 TIMCTaMMHA B NMINENpoAyKrax. Potravindrské Védy, 9, 1991 (1): 9—16.

Pa3pa6oTany KOHKYPEHTHOCHOCOOHBII (DEpMEHTATMBHEI MMMYHOAHANM3 II0 OIpEjele-
HMIO TMCTAMMHA B IOMINENPOAYKTAX. ONpEAENnuiIy ONTUMAJIbHbIE KOHIICHTPALUM IPMMEHSI-
€MBIX MOHOKJIOHAJBHOrO AHTMBEILECTBA, INEPOKCUAA3HOr0 KOHbBIOrata M 1,4-0€H30XMHA,
UCIIOJIB3YEMOro JJIsl IEPMBATM3ANUYM TMCTAMMHA. PacumMTaHHBIE 3HAYEHUS A(ODMHUTHONM KOH-
crauTel mo Miojyuiepy (K = 8,1.10% si/mons), Kak u sHeprmu I'mG6ca (/\G° = —3,89.10%
JI>k/Monb) 06pasoBaHMsi MMMYHOKOMIUIEKCA ITO3BOJMIIM ONPEREINTh ONTUMAJIBHEIA CPOK
MHKYOaMyu aHaANM3MPOBAHHBIX 00pPa3LOB C aHTUBEL[ECTBOM. OIpejelIeHME HE paspyliaeT
FUCTUANH, THUPAMMH, TPUITAaMMH, BKJIOUMTENBHO HEKOTOPHIX MX IIPOM3BOAHBIX. JlETEK-
LIMOHHBII TIpeAen 7 Hr/mi. B ciyuyae >KuAKMX 0OpasiOB MOXKHO MoOguuKanuen xojia
onpeAeneHus AOOUMTHCS 3HAYEHMIT TOPSAKOM HMOKe. IIpaBMIBHOCTh AHANM3a TIMCTAMMHA
B ChIpax, peib¢, BuMHE M nuBe Gbula NPOBEPEHA METOAOM CTAaHAAPTHOW A0GaBKM (BHIXOX
91—112 %) M B ciydae HEKOTOPHIX 00Pa3l0B M30TaX0(hOPETUUECKH.

FMCTaMMH; KOHKYPEHTHOCIOCOOHEIT (DEpMEHTATHMBHEII MMMYHOAQHANM3; ChIP; prifa; BUHO;
OMBO
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RAUCH, P. — RYCHETSKY, P. — HOCHEL, I. — VOLDRICH, M. — BILEK, R. — GUES-
DON, J.-L. (Institute of Chemical Technology, Praha; Research Institute of Endocrino-
logy, Praha; Institut Pasteur, Paris): Enzyme immunoassay of histamine in edibles.
Potravinafské Védy, 9, 1991 (1): 9—16.

Competitive enzyme immunoassay was worked out to determine histamine in edibles.
Optimum concentration of applied monoclonal antibody, peroxidase conjugate, were
defined and so were the concentrations of 1.4-benzoquinone, used for histamine deriv-
ing. Calculated values of affinity constant according to Miiller (Ka = 8.1 x 106 1/mol)
as well as the Gibbs energy (/\G° = —3.89 X 10% J/mol) of immunocomplex formation
enabled to determine optimum period of incubation of analyzed samples with antibody.
Determination does not interfere with histidine, tyramine and tryptamine including
some of their derivatives. Detection limit of the method is 7 ng/ml. In liquid samples
it is possible to obtain values lower even by an order with the help of process modi-
fication. Correctness of histamine analyses in cheeses, fish, wines and beer was
verified by the method of standard addition (recovery 91—112 %) and in some sam-
ples isotachophoretically.

histamine; competitive enzyme immunoassay; cheese; fish; wine; beer

RAUCH, P. — RYCHETSKY, P. — HOCHEL, I. — VOLDRICH, M. — BILEK, R. — GUES-
DON, J.-L. (Hochschule fiir Chemie und Technologie, Praha; Forschungsinstitut fiir
Endokrinologie, Praha; Institut Pasteur, Paris): Enzymimmunoanalyse des Histamins
in Nahrungsmitteln. Potravinafské Védy, 9, 1991 (1): 9—16.

Es wurde eine kompetitive Enzymimmunoanalyse (competitive enzyme immunoassay)
zur Histaminsbestimmung in Nahrungsmitteln ausgearbeitet. Es wurden optimale Kon-
zentrationen des angewendeten monoklonalen Gegenmittels, des Peroxidasekonjugats,
sowie auch des 1,4- Benzochins, das zur Histaminsderivatisierung benutzt wird, be-
stimmt. Die berechneten Werte der Affinitdtskonstante nach Miiller (Ka = 8,1 x 1061/
/mol), sowie auch die Energie von Gibbs (G°= —3,89 x 104 J/mol) der Bildung des
Immunokomplexes ermdglichten, die optimale Inkubationszeit von analysierten Pro-
ben mit dem Gegenmittel zu bestimmen. Das Histidin, das Tyramin und das Tryptamin
sowie einiger ihrer Derivate stéren nicht die Bestimmung. Das Sichtbarmachungslimit
der Methode ist 7 ng/ml. Es ist mdglich bei fliissigen Proben durch Modifikation des
Prozesses die noch um eine Stufe niedrigeren Werte zu erzielen. Die Richtigkeit
der Analysen des Histamins in Késen, Fischen, Wein und Bier wurde mit Hilfe der
Methode der Standardzugabe (recovery 91—112%) und bei manchen Proben isotacho-
foretisch tiiberpriift.

Histamin; kompetitive Enzymimmunoanalyse (competitive enzyme immunoassay); Kése;
Fische; Wein; Bier
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VYUZITI REAKTIVNI EXTRAKCE PRI ZISKAVANI KYSELINY MLECNE
Z FERMENTACNIHO BUJONU

]J. Brét, E. Hauer, R. Marr, ]J. Hartl

BRAT, J. — HAUER, E. — MARR, R. — HARTL, J. (Vysoka 3kola chemicko-techno-
logickd, Praha; Institut fiir Thermische Verfahrenstechnik und Umwelttechnik,
Graz, Rakousko): VyuZiti reaktivni extrakce pri ziskdvdni kyseliny mlééné z fer-
mentaéniho bujénu. Potravinaiské Veédy, 9, 1991 (1): 17—22.

V préci byla srovndvdna kinetika a u€innost extrakce kyseliny mlé¢né z modelo-
vého roztoku a fermentaéniho bujonu. K extrakci byly pouZity rlzné extrak&ni
smé&si na bazi organickych aminli. Ukazuje se, Ze proces reaktivni extrakce lze
vyuZit i v pripadech ziskavani kyseliny mlétné z fermentacéniho bujénu. Zpilisob
vedeni procesu v3ak ve vétSf mife ovliviiuje prib&h a selektivitu extrakce.

reaktivni extrakce; kyselina mlé¢nd; organické aminy; fermentace

Kyselina mléénd je vyuZivAna v fadé primyslovych aplikaci
(Schwall, Boehringen Sohn, 1979; Vickroy, 1985]).
Vedle syntetickych vyrobnich postupti lze kyselinu mlé¢nou ziskat rov-
néZ fermentacnim procesem. Svetovd rocni produkce kyseliny mlécné
dinila v roce 1982 20—28 tisic tun, z toho 50 % bylo vyrobeno fermentact
(Vickroy, 1985). Obecnou nevyhodou fermentaci je skutecnost, Ze
se v zdvéru vyrobniho procesu produkt nachazi ve znacéné ziedénych roz-
tocich, coZ klade vy3Si naroky na zpracovadni fermentacniho bujonu.
Brat et al. (1990) se ve své praci zabyvali sledovdnim kinetiky reak-
tivni extrakce z modelového roztoku kyseliny mlé&né.

Fermenta¢ni bujéon obsahuje kromé& Z&daného produktu celou Fadu
dal$ich latek jako napf. bilkoviny, peptidy, jiné organické kyseliny apod.,
které mohou do zna¢né miry ovliviiovat proces reaktivni extrakce, zv1as-
té déje na fazovém rozhrani vodné a organické faze. V této préci jsou
srovndvany vysledky ziskané na modelovych roztocich (Brat et al.,
1990) s extrakci kyseliny mlécéné z fermentac¢niho bujonu.

MATERIAL A METODY

Fermenta&ni bujén byl pfipraven modifikovanym postupem, ktery navrhli Jgrgen-
sen a Nikolajsen (1987), s mikrobidlni kulturou Streptococcus cremoris, kdy
bylo pouZito desetindsobku glukosy ve vychozim substrdtu, za anaerobnich podminek
pod dusfkem pifi pH = 6,3 a teploté 27 °C. Obsah sloZek substrdtu v 1 dm3:2 g kvasin-
kového extraktu (Hefeextract, Merck, SRN), 2 g kaseinového peptonu (Pepton aus
Casein, Merck, SRN), 100 g glukosy, 34 mg MgSO,. H,0, 77 mg KH,P0,;.H,0, 10 mg
KCl, 148 mg NH4Cl. Fermenta&ni bujén obsahoval 0,205 mol kyseliny mlécné, déale
0,025 mol kyseliny mravené&i a 0,006 mol kyseliny octové v 1 dm3.

Obsah kyseliny mlé&né byl stanovovan v organické fazi titraci roztokem KOH (c =
=0,1 mol/l) v isopropanolu na pifstroji TitralabT-System (v§robce Radiometr Copen-
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hagen, Dansko) s automatickou indikacf bodu ekvivalence. Obsah kyseliny mlééné ve
fermentaénim bujonu byl vzhledem k obsahu né&kterych daldich organick§ch kyselin
stanovovdn pomoci HPCL za podminek: staciondrni fdze iontoméni& PRP-X300 (Hamil-
ton, Svgcarsko), mobilni faze 0,5 mM H,SO,, priitok 0,8 ml/min, detekce UV 210 nm,
_ néstiik 20 pl

Jako reakéni sloZka extrakeni smési byl pouZit tercidlnf amin Hostarex A327, ko-
meréné charakterizovany minimé&lnim obsahem tercidlniho aminu 95 %, maximé&lnim
obsahem sekunddrnfho aminu 2 % a priméarnfho 0,5 % s délkou uhlovodikového Fe-
tézce C8—C10 v pomé&ru piibliZn& 1:1 a hustotou 810 kg/m3 vyrobce Hoechst, Frank-
furt am Main, SRN, pripadn& sekunddrni amin LA-2 stfedni molekulové hmotnosti
360—380 g/mol a hustoty 830 kg/m3 vgrobce Rohm and Haas Company (USA), v kom-
binaci s isodekanolem od firmy Hoechst o hustot& 835 kg/m® a bodem varu v rozmez!
215—225°C a uhlovodikovou frakci ropy Shellsol T vyrobce Shell Chemie komer&nd
charakterizovanou bodem varu 176—210°C, hustotou 758 kg/m® a obsahem aromatic-
kych uhlovodikii pod 0,5 %. Objemové pomé&ry jednotlivych sloZek jsou uvedeny v tab. I.

Podobn& jako v predchozi prdaci (Brdadt et al, 1990) byla kinetika extrakce sledo-
véna ve stoupajicim sloupci kapek organické f&ze. Extrakce byla vzhledem k zavis-
losti na pH provddéna za konstantni hodnoty pH = 4,5.

1.: SloZeni extrak&nich sm&si [% obj.] — Composition of extraction mixtures [% vol.]

Oznaceni smési Reakéni sloZka Isodekanol Shellsol T
A (A327) 30 30 40
B (A327) 40 40 20
C (A327) 50 50 0
D (LA-2) 30 40 30
E (LA-2) 30 30 40
F (LA-2) 40 40 20

VYSLEDKY A DISKUSE

Vzhledem k tomu, Ze zdkal a hnédé zbarveni fermenta¢niho roztoku
neumoziiovaly méfeni Casové zivislosti koncentra¢nich zmén Kkyseliny
mlééné v organické f4zi, jsou vysledky kinetiky extrakce kyseliny mléc-
né 'z fermentativnhiho bujonu zndzornény ve formé histogramu s pri-
mérnym c¢asovym udajem ziskanym pro jednotlivd mista odbé&ru vzorku
pfi extrakci z modelového roztoku. Obr. 1 pfedstavuje srovnani kineti-
ky extrakce z fermentaéniho bujénu a modelového roztoku za pouZiti
tri(octyl/decyl)aminu (A327) jako reaktivni sloZky extrakéni smési,
obr. 2 porovnava priib&h extrakce se sekunddrnim aminem LA-2, jakoZto
reaktivni sloZkou.

Z obr. 1 je patrnd velmi dobrd shoda kinetiky extrakce kyseliny mléc-
né z modelového roztoku a fermentadniho bujonu pro sledovani smési
s tri(octyl/decyl)aminem. V jednotlivfch odbé&rovych mistech, a tedy
i Gasovych okamZicich od pocatku extrakce byly ziskdny srovnatelné
hodnoty koncentraci kyseliny mlétné v organické fazi. Pfi extrakci se
~sekunddrnim aminem LA-2 byly hodnoty koncentraci kyseliny mlécné
v organické fazi pfi extrakci z fermentacniho bujonu ponékud niZsi neZ
piii extrakci z modelového roztoku (obr. 2). Organickd faze byla ve
viech pifipadech transparentni, bez zjevného zhorSeni barevnych cha-
rakteristik, coZ sv&déi i o dobré selektivit® procesu ve sledovaném ca-
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1. Srovnani kinetiky extrakce kyseliny mlé&né z modelového roztoku a fermentac-
nfho bujénu za pouZitf extrak&nich sm&si s tri(octyl/decyl)aminem — Comparison

of the kinetics of lactic acid extraction out of model solution and fermentative culture
medium, using extraction mixtures with tri(octyl/decyl)amine

sovém Gseku pfi spojitém toku f4zi. Po extrakci dochdzelo rovné&Z k dob-
ré separovatelnosti organické a vodné faze.

RovndZ pfi reaktivni extrakci z fermenta¢niho bujénu byla zjiStovdna
rovnovaZnad koncentrace kyseliny mlécné v organické fazi pfi mechanic-
kém obnovovani fdzového rozhrani. Vysledky extrakce kyseliny mlé¢né
z fermentaéniho bujénu a modelového roztoku provddéné v délici na-
levce za neustdlého protfepdvdni po dobu 20 minut jsou porovnavany
na obr. 3.

Z obr. 3 je patrné, Ze mechanické michdni do zna¢né miry zvySuje
u extrakce z fermenta¢niho bujénu vytéZnost procesu. V piipadé ex-
trakénich smési s tri(octyl/decyl)aminem tém&f aZ dvojndsobné&. Na
druhé stran& vSak doslo k vyraznému ztmavnuti organické féze, coZ
svédCi o skutefnosti, Ze kromé& organickych kyselin dochdzi p¥fi michéani
ve zvySené mife i k pFechodu vé&t§iho mnoZstvi neZddoucich komponent
a zhorSuje se selektivita extrakce. RovnéZ separovatelnost obou fazi byla
podstatné horsi. Po skonceni extrakce bylo nutné ob& faze oddélit od-
stfedénim.
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2.  Srovnani kinetiky extrakce kyseliny mléZné z modelového roztoku a fermentaéniho
bujénu za pouZitf extrakénich smési se sekunddrnim aminem LA-2 — Comparison

of the kinetics of lactic acid extraction out of model solution and fermentative cul-
ture medium, using extraction mixtures with secondary amine LA-2
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3. Porovné&ni hodnot rovnovaZngch koncentraci kyseliny mlééné v organické fazi pri
extrakcich z modelového roztoku a fermenta&nfho bujonu — Comparison of the values
of equilibrated lactic acid concentrations in organic phases during extractions out
of model solution and fermentative culture medium



Zavérem lze konstatovat, Ze proces extrakce s chemickou reakci lze
aplikovat i na problematiku ziskdvadni kyseliny mlétné z fermentacniho
bujénu. Véts§i pozornost je vS8ak nutné vénovat hydrodynamice procesu,
vzhledem k poZadované selektivité extrakce a dobré separovatelnosti
obou fazi. Z tohoto aspektu se zda jako vyhodnég&jsi zafizeni se spojitym
tokem fazi, kdy ke zvySeni uc¢innosti procesu je moZné vyuZit zafazeni
vétsiho poctu extrakcénich stupiifi nebo recirkulace extrakc¢ni smési v za-
Fizeni.
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BRAT, J. — HAUER, E. — MARR, R. — HARTL, J.: (Institute of Chemical Technology,
Praha; Institut fiir Thermische Verfahrenstechnik und Umwelttechnik, Graz, Austria):
The use of reactive extraction for gaining acid out of fermentation culture medium.
Potravinairské Védy, 9, 1991 (1): 17—22.

The given work compares kinetics and effectiveness of lactic acid extraction in model
solution and fermentative culture medium. Different extraction mixtures on the basis
of organic amines were used in the extraction process. It turned out that the process
of reactive extraction could also be used in the cases of gaining lactic acid out of
fermentative culture medium. The way how the process is carried out influences to
a greater extent the course and selectivity of extraction.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Kinetik und der Nutzeffekt der MilchsHdureex-
traktion aus der Modelldsung und Fermentationsbouillon verglichen. Zur Extraktion
wurden verschiedene Extraktionsgemenge auf der Basis von organischen Aminen an-
‘gewendet. Es zeigt sich, dass man den Prozess der reaktiven Extraktion auch der
Milchsduregewinnung aus dem Fermentationsbouillon ausniitzen kann. Die Art und
Weise Prozessfiihrung beeinflusst aber in grisserem Masse den Verlauf und die Selekti-
vitdt der Extraktion.
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ENZYMOVE ELEKTRODY PRO STANOVENI L-LAKTATU

E. Vrbova, M. Marek, B. Kleidus

VRBOVA, E. — MAREK, M. — KLEIDUS, B. (Vysokd $kola chemicko-technologic-
k&, Praha; Vyzkumny Gstav v§Zivy zvifat, Pohofelice u Brna): Enzymové elek-
trody pro stanoveni L-laktdtu. Potravinarské Védy, 9, 1991, (1): 23—32.

Biosenzory pro stanoveni L-laktiatu byly pfipraveny imobilizaci laktdtmonooxi-
genasy (dekarboxylujici) nebo koimobilizaci laktatoxidasy, laktdtdehydrogenasy
a katalasy na nylonovou sitku pomoci Ugiho reakce. Enzymové konjugaty byly
fixovany na kyslikové ¢&idlo Clarkova typu. Pripravené enzymové elektrody byly
charakterizovdny z hlediska vlivu pH a teploty na velikost odezvy biosenzoru,
oblasti linedrni zévislosti odezvy na koncentraci substrdtu, zdanlivé Michaelisovy
konstanty Kwm(app.) @ stability biosenzord. Pripravené enzymové elektrody byly
pouZity pro stanoveni L-laktdtu v mlé&nych vgrobcich.

enzymova elektroda; biosenzor; L-laktdt; mlé&né vyrobky

Rychlé, presné, citlivé a dostatecné reprodukovatelné stanoveni
L-laktdtu (déle laktdtu) je velmi potFebné nejenom v oblasti Klinické
biochemie, kdy koncentrace laktatu v lidském organismu je diileZitym
ukazatelem jeho zdravotniho stavu (Soutter et al, 1978; Wal-
terov4 et al, 1983; Robinson, Sherwood, 1984), ale i v po-
travinafském priimyslu, zvlasté v mlékarenstvi a pfi kontrole Fady fer-
mentaénich procesii (Sechaud et al., 1988).

Kromé& rutinnich spektrofotometrickych metod na béazi laktdtdehydrogenasy (Ho-
horst, 1970; Noll, 1970; Hochella, 1970), flavocytochromu b, (Prats,
1977, Pompon, Lederer, 1983; Racek, 1985) a laktatoxidasy (Fujika-
wa et al, 1985; Bozimowski et al, 1985) bylo vyvinuto né&kolik metod elektro-
chemické detekce vyuZivajicich prevaZn& amperometrickych biosenzord. Enzymové
elektrody s imobilizovanou laktdtdehydrogenasou (L-LDH; Cenas et al, 1984;
Blaedel, Engstrom, 1984; Laval et al, 1984) nebo flavocytochromem b,
(Kulys, Svirmickas, 1979; Kulys, 19868) vykazovaly nizkou stabilitu pii
soutasné zdavislosti na pridavku (Durliat et al, 1979; Cemnas et al.,, 1984; Blae-
del, Engstrom, 1984; Laval et al, 1984; Vadgama et al, 1986) nebo ko-
imobilizaci akceptoru elektroni (Blaedel, Jenkins, 1976; Kulys, Mali-
nauskas, 1979; Mahenc et al, 1980; Kulys et al, 1981; Kulys, Svir-
mickas, 1981; Ikeda et al, 1988).

V piipadé enzymovych elektrod na bazi laktdtoxidasy (Karube et al., 1980;
Matsunaga et al, 1981; Mizutani et al, 1983; Clark et al., 1984; Schel-
ler et al, 1986; Bardeletti et al, 1986; Sechaud et al, 1989) nebo laktat-
monooxygenasy (LMOD; Mascini et al, 1983, 1984; Weigelt et al, 1987) byly
pfipraveny velmi citlivé biosenzory zvla$t€ po doplnénf koimobilizovanymi systémy
(Mizutani et al, 1985; Schubert et al, 1985, Scheller et al, 1985;
Wollenberger et al, 1987).
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N4&§ pifspsvek je vénovdn prfpravé enzymov§ch elektrod pro stanoveni laktdtu na
bézi dvou odlisnych enzymovych systémi s amperometrickou detekcf a jejich porov-
nanf z hlediska rychlosti odezvy, délky analyzy, stability a vhodnosti pro stanovenf
laktatu v redlnych vzorcich mlékdrenského priimyslu.

Prvni systém spo&ivd v oxidativni dekarboxylaci laktdtu za soudasné spotieby kysli-
ku katalyzované laktdtmonooxygenasou (dekarboxylujici):

o LMOD &,
CH3-(i'.H-C00 * 0 —— CH;~C00™+ H,0 * CO,

OH

V piipad& druhého systému vznikd pilisobenim laktdtoxidasy z laktatu pyruvat a Kkyslik
je redukovédn na peroxid vodiku. *

KAT

Hz°':7 A

1120, H.0,
02 LOD.

+

CH:,-(‘iH-COO' CHy (|:|_ Co0~

OH\ _/ 0

LOH

+

NAD NADH

Vzhledem k tomu, Ze vznikajici peroxid vodiku inhibuje laktatoxidasu, je pro
jeho odstratiovani z reak&ni smési vyghodné koimobilizovat katalasu (KAT), i kdyZ
tento enzym regeneruje polovinu spotiebovaného kysliku zp&t do reakce. Velikost
odezvy biosenzoru, a tim i citlivost stanoveni, se vyrazné zvySuje koimobilizaci dalsiho
enzymu — laktdtdehydrogenasy, ktera v prftomnosti NADH vznikajici pyruvat prevadi
zp&t na laktat, pricemZ rovnovdha této reakce je zcela posunuta ve sméru tvorby
laktdtu,

MATERIAL A METODY

L-Laktat-2-monooxygenasa (LMOD, E.C.1.13.12.4, z Mycobacterium smegmatis, 74,3
U/mg), laktdtoxidasa (LOD, z Pediococcus species, 30 U/mg), L-laktatdehydrogenasa
(L-LDH, E.C.1.1.1.27 z krali¢iho svalu, typ XI, 850 U/mg) a redukovand forma g-nikotin-
amidadenindinukleotidu, dvojsodnd siil, z kvasinek (NADH) byly ziskdny od fy Sigma
(USA). Katalasa (KAT, E.C.1.11.1.6, z hovézich jater, 2000 U/mg suspenze) byla zfs-
kédna od fy Reanal (Madarsko), flavinadenindinukleotid, dvojsodné siil (FAD) a cyklo-
hexylisokyanid od fy Fluka (Svycarsko) a glutaraldehyd (25% vodny roztok) od fy
Koch-Light Laboratories (Velka Britdnie). Standardni roztoky laktatu byly pripraveny
titracf 20% vodného roztoku kyseliny L-mlééné (dodané fy Koch-Light Laboratories,
V. Britdnie) na pH 6,0 pomoci hydroxidu sodného (¢ =1 mol/dm3) a dopln&nfm citra-
tovym pufrem pH 6,0 na Z4dany objem, ev. titraci kyseliny L-mlé¢né na pH 7,1 po-
moci hydroxidu draselného (¢=1 mol/dm3) a dopln&nfm draselno-fosfatovym pufrem,
pH 7,1 s chloridem draselnym (¢ = 0,1 mol/dm3), chloridem hofednatym (c = 0,01 mol/
/dm3) a FAD (c=0,01 mol/dm®) na Z4dany objem. Ostatni chemikélie analytické &is-
toty byly dodény s. p. Lachema, Brno. Pro imobilizace byla pouZita nylonovd sitka
UHELON 63 (Rempo, Praha). Kyslikové ¢&idlo Clarkova typu (SOPS 31), nanoampér-
metr se stabilizovanym zdrojem stejnosmérného polarizaéniho napéti a ¢len pro deri-
vaci signdlu byly vyrobeny s. p. Chemoprojekt, Satalice.

Imobilizace laktdtmonooxygenasy na nylonovou sitku

Nylonova sitka byla hydrolyzovédna 25% kyselinou chlorovodikovou po dobu 1 s.
Poté byla sitka diikladné promyta destilovanou vodou a voln& usuSena. Na jeji hydro-
lyzovany povrch bylo naneseno 24 ul roztoku laktdatmonooxygenasy pripraveného roz-
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pusténfm 0,8 mg enzymového prepardtu ve 200 gl citratového pufru, (¢ = 0,1 mol/dm?3),
pH 6,0, 5 ul 5% vodného roztoku glutaraldehydu a 1 gl cyklohexylisokyanidu. Po &ty-
fech dnech pri 4°C byla sftka promyta vy3e. uvedenym pufrem a v tomto pufru také
uchovavéana.

Koimobhilizace laktatoxidasy, laktitdehydrogenasy a katalasy na nylonovou sitku

Na povrch sitky, kde byla provedena parcidlni hydrolyza, bylo aplikovdno 20 ul
roztoku smési enzymi laktdtoxidasy a laktdtdehydrogenasy. Roztok byl pFipraven roz-
pusténim 3 mg laktdtoxidasy a 2 mg L-laktdtdehydrogenasy ve 100 ul draselno-fosféa-
tového pufru (e=0,1 mol/dm3®), pH 7,1, obsahujictiho 0,1 mol chloridu draselného,
0,01 mol chloridu hoFednatého a 0,01 mmol FAD v 1 dm3 K roztoku enzymil bylo
dale pipetovano 2,5 ul neredéné suspenze katalasy, 5 ul 5% vodného roztoku gluta-
raldehydu a 1 ul cyklohexylisokyanidu. Po &tyfech dnech p¥i 4°C byla sitka promyta
vySe uvedenym draselno-fosfatovym puirem.

‘PFiprava enzymovych elekirod pro stanoveni laktitu a zpfseb jejich ponZiti

Nosi¢ s imobilizovanymi enzymy byl pevné fixovdn na povrchu Clarkova kyslikového
¢idla. Enzymova elektroda byla vsunuta do temperované (30°C) michané reakéni na-
dobky (1,5 ml), do které bylo pipetovdno 1,4 ml citrdtového pufru (e = 0,1 mol/dm3),
pH 6,0 (v prfpad& imobilizované laktdtmonooxygenasy) nebo 1,3 ml draselno-fosfato-
vého pufru (¢ = 0,1 mol/dm?®), pH 7,1 (obsahujiciho 0,1 mol chloridu draselného, 0,01
mol chloridu hofetnatého a 0,01 mmol FAD v 1 dm3?) a 100 ul 0,1 mol NADH v 1 dm3
(v pfipadé& koimobilizovanych enzymi laktdtoxidasy, L-laktdtdehydrogenasy a katalasy]).
Standardni (pfi dané teplot&) obsah vzdudného Kkysliku v pufru byl zajistén intenzivnim
michédnim. Reakce byla startovdna néstfikem 100 ul vzorku laktdtu v prisludném pufru
pH 6,0, resp. 7,1. Signél enzymové elektrody byl méfen nanoampérmetrem se stabilizo-
vanym zdroiem stejnosmérného polarizatntho napéti a ¢lenem pro derivaci signédlu.
Prosty signél i jeho derivace byly registrovany pomoci zapisovace TZ 4200 (Laborator-
ni piistroje, Praha, CSFR]).

Charakterizace enzymovych elektrod

Stanoveni pH optima bylo provddéno v provzdu$iiovaném citratovém (¢ = 0,1 mol/
/dm3) (LMOD), resp. draselno-fosfdtovém (¢ = 0,1 mol/dm3) pufru (LOD, L-LDH, KAT)
cbsahujicim chlorid draselny a FAD v rozmezi 4 aZ 9 pH jednotek v nadbytku substratu
(100 ul laktatu (e = 0,1 mol/dm3)]. Vliv teploty byl testovdn v teplotnim rozmezi 22
aZ 66 °C v nadbytku substratu pfi pH 6,0 (LMOD), resp. 7,1 (LOD, L-LDH, KAT) zpiisobem
shodnym s vy3e uvedenym. Po kaZdé zmén& hodnoty pH nebo teploty byl systém usta-
lovdn 10 minut.

VYSLEDKY A DISKUSE

Laktdtmonooxygenasa byla imobilizovand kovalentni vazbou na ny-
lonovou sitku metodou jiZ diive popsanou v naS$ich pracich (Valen-
tova et al, 1983; Vrbova, Marek, 1990). Stejnym zplisobem
byly koimobilizovany i laktdtoxidasa, L-laktdtdehydrogenasa a katalasa
(za pritomnosti glutaraldehydu a cyklohexylisokyanidu). Nékolikanasob-
né zvySeni odezvy vyvolané recyklem laktdtu koimobilizaci L-LDH v p¥i-
tomnosti redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu (Mizu-
tani et al, 1985; Wollenberger et al, 1987; Scheller et al,,
1985) a ochrana enzymového systému pred pfisobenim peroxidu vodiku
véetng zabezpeceni vy$§iho obsahu kysliku (Shinbo et al, 1979;
Vrbovéa, Marek, 1990) bylo jiZ prokdzadno diive. MnoZstvi imobi-
lizovanych enzymi bylo voleno tak, aby nejpomalejsi a tedy rozhodujici
katalyzovanou reakci byla pFfeména laktdtu na pyruvat.
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Laktatové biosenzory byly charakterizovdny z hlediska vlivu pH na veli-
kost odezvy biosenzoru (obr. 1 a 2). Vzhledem k tomu, Ze aktivita LMOD je
vyrazné ovlivilovdna sloZenim reak¢ni smési (Mascini et al., 1984),
byla vSechna méfeni provadéna v citrdtovém pufru. Krfivka pH optima
tohoto enzymu vykazovala ostré maximum pfi pH 6,0, ziskand hodnota
byla ve shod& s literdrnimi tdaji pro volny i imobilizovany enzym
(Mascini et al, 1984; Weigelt et al, 1987). Optimum pH enzy-
mového konjugdtu LOD, L-LDH, KAT odpovidalo hodnotdm pH,,. volné
LOD (Mizutani et al, 1983), L-LDH (Henry et al.,, 1960; Ber g-
meyer et al,, 1983) a pH,,. laktadtového biosenzoru s LOD (Karube
et al., 1980), tj. pH 7,3 aZ 7,4, pfitemZ 90 % aktivity si tato enzymova
elektroda zachovala v rozmezi pH 6,8 az 7,7.
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1. Viiv pH na velikost odezvy biosenzoru 2. Vliv pH na velikost odezvy biosenzo-

s LMOD — The effect of pH on the level ru s LOD, L-LDH a KAT — The effect of

of response of biosensor with LMOD pH on the level of response of biosensor
with LOD, L-LDH and KAT

Vliv teploty se u LMOD-senzoru (obr. 3) zFeteln& projevil v rozmezi
od 40 do 60 °C, kdy byla odezva biosenzoru nejvys$$i. Po prekrocdeni této
teploty nastal prudky pokles aktivity enzymu zpfisobeny jeho denatu-
raci. V této oblasti pfipadlo na kaZdy °C zvySeni odezvy o 3,6 %. Pfi
30°C byl laktatovy biosenzor jesté dostateéné& aktivni, proto byla pro
vlastni stanoveni laktdtu zvolena tato hodnota, pfedeviim s ohledem
na poZadovanou stabilitu enzymové elektrody. Z prib&hu teplotni zavis-
losti odezvy LOD, L-LDH, KAT-senzoru (obr. 4), ktery je podobny tep-
lotni zévislosti LMOD-senzoru, byla zjiSténa maxim4ini odezva pfi tep-
lot& 56 °C. Velikost odezvy biosenzoru p¥i 30°C byla i v tomto pFipadé
dostacujici.

Z kalibra¢ni kfivky (obr. 5) byla urcena oblast linedrni zdvislosti ode-
zvy LMOD-biosenzoru (rychlost tbytku kysliku v reakéni smeési) na
koncentraci laktdatu v rozsahu jednoho Fadu se spodni hranici stanovitel-
nosti 1 x 1073 mol/dm?3 laktdtu v néastiiku vzorku (6,67 x 10~3 mol/dm3
v reakéni nddobce) a horni hranici 4 x 1072 mol/dm?3 laktdtu ve vzorku
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5. Kalibraénf kiivka pro stanoveni lakt4-
tu s LMOD (¢ — koncentrace laktdtu v
nést¥iku vzorku; v rychlost dbytku
kysliku v reakénf smési) — Calibration
curve for determination of lactate with
LMOD (¢ — concentration of lactate in
the feed of a sample; v rate of
decrease in oxygen in the reaction mix-
ture)

6. Kalibraénf kfivka pro stanoveni lak-
tatu s LOD, L-LDH a KAT (¢ — kon-
centrace laktdtu v néstfiku vzorku; v —
rychlost tbytku kysliku v reak&ni smési)
— Calibration curve to determine lactate
with LOD, L-LDH and KAT (¢ — lactate
concentration in the feed of a sample;
v — rate of reduction in oxygen in re-
action mixture)
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(2,67 x 1073 mol/dm3 v néddobce). Zdanlivd Michaelisova Kkonstanta
Kmapp) Dyla stanovena pomoci Gauss-Newtonovy metody nelinedrni re-
grese, Kmappy 1,32 x 1072 mol/dm3. Tato pomé&rn& vysokd hodnota odpo-
vidala ddaji Ky = 1,7 x 1072 mol/dm3 pro volnou LMOD z Mycobacterium
phlei (Barman, 1969).

Oblast linedrni zdvislosti LOD, L-LDH, KAT-senzoru (obr. 6) byla sta-
novena v rozmezi 0,4 x 10~3 mol/dm3 aZ 6,2 x 103 mol/dm?® laktdtu
ve vzorku (2,67 x 10-5 mol/dm3 aZ 4,13 x 10-4% mol/dm3 laktatu v reaké-
ni nddobce). Zjist€nd hodnota Kypp,) = 1,015 x 1073 mol/dm3 byla i v
tomto pripadé srovnatelnd s literdrnimi tdaji (Mizutani et al., 1985;
Kumappy) = 4,4 x 104 mol/dm3 laktdtu). U obou typli enzymovych elek-
trod byla doba odezvy 5—10 sekund s moZnosti opakovani analyzy do
dvou minut. U bienzymového systému LOD, LDH imobilizovaného na po-
lymerni membrédné je uvddéna doba analyzy Ctyfi minuty (Mizuta-
ni et al, 1984), resp. devét minut (Mizutani et al, 1985).

Stabilita biosenzoru s laktdtmonooxygenasou byla sledovdna po dobu
tFl mésicl, kdy bylo s jedinym enzymovym konjugatem provedeno asi 200
analyz (obr. 7). Na konci tohoto obdobi poklesla aktivita biosenzoru na
55 % své piivodni hodnoty. Tento Gdaj byl srovnatelny s laktdtovymi bio-
senzory, kde byla LMOD véazana na sitku kovalentni vazbou experimental-
né néro¢néjSim postupem pFes tvorbu azidii karboxylovych kyselin (Zi-
votnost dva mésice)] (Mascini et al, 1984) nebo byla zachycena
v matrici Zelatiny chrdnéné dialyzac¢ni membrdnou (stabilita 55 dni)
(Weigelt et al., 1987).

Zivotnost enzymové elektrody na bazi LOD, L-LDH, KAT byla sledovana
dva a ptil mésice, béhem kterych bylo provedeno cca 150 analyz (obr. 8).
Tato doba odpovidala i Zivotnosti biosenzoru. U membranového biosenzo-
ru na bazi samotné imobilizované LOD (Mizutani et al, 1983), resp.
bioenzymové LOD, KAT elektrody (Mizutani et al, 1984) je uvddéna
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7. Stabilita biosenzoru s LMOD v z&4vis- 8. Stabilita biosenzoru s LOD, L-LDH a

losti na fase (A — aktivita) — Stability KAT (A — aktivita) — Stability of bio-
of biosensor with LMOD in dependence sensor with LOD, L-LDH and KAT (A —
on time (A — activity) activity)
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stabilita mezi dvéma aZ tfemi tydny. Zivotnost LOD imobilizované na
bioafinitni polyamidové membrany cinila aZ tFi mésice (Sechaud
et al., 1989).

1. Koncentrace L-laktdtu v mléénych vyrobcich — Concentration of L-lactate in milk
products

Elektrochemické stanoveni Fotometricky set

Vzorek LMOD LOD, L-LDH, KAT fy Boehring_ear

[mmol . dm—3] [mmol . dm—3] [mmol. dm=?]
Plnotuéné mléko 2,5 i 2,25
| Malko 2,5 2,1 2,20
Jogurt bily 56,0 54,0 54,50
Jovokokteil 48,6 48,8 48,00
Biokys 62,0 61,0 62,20

Pripravené biosenzory byly vyuZity pro stanoveni obsahu laktdtu v mléc-
nych vyrobcich (tab. I). Zjisténé hodnoty byly porovnédny s koncentra-
cemi laktdtu urCenymi fotometrickym setem fy Boehringer. Elektroche-
mické stanoveni pomoci enzymovych elektrod bylo v obou pfipadech
v dobré shodé s vysledky ziskanymi fotometricky. PF¥ipadny interferujici
obsah pyruvédtu u LOD, L-LDH, KAT-biosenzoru byl u mléka a mlé&nych
vyrobkii neméfitelny, resp. zanedbateln& maly (ve shodé& s vysledky
v prdci Sechaud et al, 1989). Velikou pFfednosti pouZiti enzymovych
elektrod ke stanoveni laktdtu je jednoduchost provedeni, kdy jedinou
Upravou vzorkll pred vlastnim stanovenim je zfedéni pfisluSnym pufrem
v poméru 1:1. Mléko a kondenzované mléko pfitom neni tfeba Fedit
viibec.
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Doslo dne 26. 7. 1990

BPBOBA, ®. — MAPEK, M. — KIIAVIIYC, B. (XMMMKO-TEXHOJOTMYECKUII MHCTUTYT,
ITpara; Hay4HO-MCCIEAOBATEIBCKUIA MHCTUTYT NUTAHUA >KUBOTHHIX, ITorop’kenuue-BpHO):
depMeHTHBIE 3JIeKTPOJLI, HY)XHBEe I8 onpepenenus JI-makrara. Potravinaiské VEdy,
9, 1991 (1): 23—32.

BuoceH3ops Juia onpepeneHus JI-nakrara ObLIM IPUrOTOBJIEHB MYTEM MMMOOMIM3ALMM
JIaKTaT-MOHOOKCUTeHa3Hl (AeKapOoKcuampylomen) mwim KOMMMOOMIM3AaOuM JIAKTAaTOKCHU-
Aasbl JAKTaTAErMAPOreHassl M KaTajaskl HA HAMJIOHOBOM CETKE C IOMOIIBI0 PEaKIuM
Yru. ®EepMEHTHbIE KOHBIOTaTHl (PMKCMpPOBaHBI HAa KUCIOPOAHOM AaruMKe Tuna Kiapka.
IIpuroToBieHHbIe (DEPMEHTHEIE SNEKTPOABI OXAPAKTEPM30BAHBEI C TOUKM 3PEHUS BIUAHUS
PH u Temmeparypel Ha pasmep peakuum OmoceH3opa, o06JacTM JMHEINHON 3aBUCUMOCTH
peaKkuuu OT KOHLEHTpauuyu cybcerpara, KaXKyleincs KOHCTAHTH Ku(app.) Muxaenuca u cra-
6unsHOCTM OMOCEH30pOB. IIPUrOTOBJEHHEIE (DEPMEHTHBIE 3JEKTPOABI MOCIHYXKWIN JUIst
onpejeneaus JI-nakrara B MOJIOYHBIX IPOAYKTAX.

¢epMeHTHBIT 3MEKTPOJA; GMOocen30p; JI-NaKTaT; MOJOYHEIE IPOAYKTH
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VRBOVA, E. — MAREK, M. — KLEIDUS, B. (University of Chemical Technology, Praha;
Research Institute of Animal Nutrition, Pohofelice u Brna): Enzyme electrodes for
L-lactate determination. Potravindiské Vé&dy, 9, 1991 (1): 23—32.

Biosensors to determine L-lactate have been prepared by immobilization of lactate-
-monooxigenase (decarboxylating) or by co-immobilization of lactate-oxidase, lactate-
-dehydrogenase and catalase on the nylon net through Ugi reaction. Enzyme conju-
gates were fixed on the oxygen sensor of the Clark type. Prepared enzyme electrodes
were characterized from the viewpoint of effect of pH and temperature on the level of
response of biosensor, the area of linear dependence of response on the substrate
concentration, apparent Michaelis constant Km(app.) and the stability of biosensors.
Prepared enzyme electrodes were used to determine L-lactate in milk products.

enzyme electrode; biosensor; L-lactate; milk products

VRBOVA, M. — MAREK, M. — KLEIDUS, B. (Hochschule fiir Chemie und Technologie,
Praha; Forschungsinstitut fiir Tierern&hrung, Pohorelice u Brna): Enzymelektroden
fir die Bestimmung von L-Laktat. Potravinaiské Védy, 9, 1991 (1): 23—32.

Biosensoren fiir die Bestimmung von L-Laktat wurden durch Immobilisation der Lak-
tatmonooxigenase (dekarbolysierend) oder durch Koimmobilisation der Laktatoxidase
der Laktatdehydrogenase und der Katalase auf das Nylonnetz mit Hilfe der Ugischen
Reaktion vorbereitet. Enzymkonjugate wurden auf den Sauerstoffiihler des Clark-
schen Types fixiert. Die vorbereiteten Enzymelektroden wurden aus der Sicht des
Einflusses des pH-Wertes und der Temperatur auf die Reaktion des Biosensors, des
Gebietes der linearen Abhédngigkeit der Reaktion von der Substratkonzentration, der
scheinbaren Michaeilischen Konstante Km(spp.) und der Stabilitdt der Sensoren cha-
rakterisiert. Die vorbereiteten Enzymelekiroden wurden zur Bestimmung von L-Laktat
in Milchprodukten herangezogen.

Enzymelektrode; Biosensoren; L-Laktat; Milchprodukte
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ZMENY REOLOGICKEHO CHOVANI MASA V ZAVISLOSTI NA STUPNI
DESINTEGRACE A NA VNE]SICH PODMINKACH

P. Pipek, V. Sinevié

PIPEK, P. — SINEVIC, V. (Vysokéd $kola chemicko-technologickd, Praha): Zmény
reologického chovdni masa v zdvislosti na stupni desintegrace a na vnéjsich pod-
minkdch. Potravindrské Védy, 9, 1991 (1): 33—44.

Byl sledovdn vliv stupné desintegrace, teploty a obsahu tuku na reologické
chovdni hrubé& desintegrovaného masa a na Casové zmeény reologickych veli€in
v klidu a pri plisobeni mechanické sily. Maso pi‘ediezené na frezadce (primér
otvor desky 13 mm, neni-li uvedeno jinak) bylo homogenizovdno na péasové
michate s prfdavkem 2,5 %hm. soli a 10 %hm. vody. Reologické chovani
vzorki bylo sledovdno pomoci rotaéni reometrie. Vliv stupné desintegrace se
projevil maximem meze toku pii priméru otveri frezaci desky 6—8 mm. Od
okamZiku namichdni vzorkli dochédzelo k nérlistu meze toku, kterd doséhne
béhem 24 hodin maximdalni, konec¢né hodnoty. Plsobenim mechanické sily (mi-
chéni, Cerpani) se mez toku sniZi; je-li poté maso ponechdno v klidu, mez toku
opét roste a dosdhne prakticky plivodni hodnoty. Rostouci teplota sniZuje hod-
notu meze toku (v rozmezi 0—25°C), ma vliv i na rychlost nériistu meze toku po
namichéni. VSechny uvedené zavislosti jsou vyznamné ovlivnény obsahem tuku.
Byla potvrzena tGzka souvislost reologickych velidin a obsahu volné vody (mé-
feno kapilarnim volumetrem).

reologie; desintegrované maso; teplota; desintegrace; obsah tuku; Casové zmény;
michéni; €erpdni

Reologické chovani predsoleného predfezaného masa je moZné vy-
jadrit reologickym modelem (Pipek et al., 1989) ve tvaru

T=1,+K.D"

Hodnoty meze toku t,, koeficientu konzistence K a indexu toku n jsou
zavislé na stupni desintegrace (velikosti ¢éastic), chemickém sloZeni a
teploté, méni se i v zdvislosti na mechanickém namé&hdani (plsobeni vnéj-
Sich sil) a dobé uloZeni.

Literdrnf ddaje o tomto jejich chovédni se tykaji vét§inou jemné& mé&ln&ného masa
(homogenétl), pfipadné dila salami. S postupujici desintegraci (zmen3ujici se veli-
kosti Céstic) dila dochdzi k poklesu meze toku a viskozity. Zaroveii roste i vaznost
(T6th, Hamm, 1968). Toto zvySeni vaznosti souvisi s uvoln&nim vl4knité struk-
tury masa. Lze proto predpoklddat, Ze desintegrace svalov§ych struktur mé&lnénim vede
ke vzristu hydratace, tj. pri vyrob& mékkgch salam dochdzi k vazb& vody. Cim je
maso intenzivn&ji méln&no, tfm vétSi je vaznost. Maso meéln&né na fezatce ma tedy
mensf vaznost neZ maso kutrované. Zatimco v Fezacce jsou oddélena svalova vldkna
a rozruSeny buné&tné membrany, pFi kutrovdni jde desintegrace hloub&ji (Hamm,
1972).

Vliv mélnéni na vaznost (a tim zfejmé& i na reologické chovdni) spo¢ivd v tom, Ze
cozrudenim sarkolemmatu dojde k uvoln&ni myofibril, pfipadn& k jejich desintegraci
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na filamenta, a zvySuje se tak botnavost aktomyosinového systému. Cim je tedy
struktura svaloviny siln&ji rozrudena, tim mén& je brdn&no v piijmu vody (Hamm,
1972).

Kromé& vlastni desintegrace se podili na zmé&né& reologického chovanf i plisobeni
mechanickych sil, napf. béhem michéni & ¢erpani. P¥i homogenizaci nafezaného masa
dochézi s postupujici dobou homogenizace k botndni masa (Hamm, 1972).

Ponechaji-li se Cerstvé vyrobené svalové homogendty nebo dilo stat v klidu, zvy3ujt
se hodnoty viskozity a meze toku, prFifemZ pii op&tovném mechanickém ptisobeni na
hmotu tyto hodnoty opé&t klesaji (T6th, Hamm, 1968, 1969). Pravd&podobn& do-
chézi pri stdni jemnych homogendtd k tvorbé novych vazeb mezi C4sticemi, pFiGemZ
tyto vazby se porusujf, pokud v disledku plisobeni vné&j§ich sil dochazi k vzdjemnému
pohybu ¢&astic (Hamm, 1972). Reologické chovani masa je tedy Casové z4vislé
a rovnéZ zivislé na intenzité mechanického naméhéni, jak jiZ bylo uvedeno dfive
(Pipek et al, 1989; Rede, Hamm, 1973).

Gorbatov et al. (1967) zjistili v pfipadé dila, Ze béhem prvnich dvou hodin po
vyrob& dila nedochdzi k Zadnym zmé&ndm reologickych vlastnosti, po této dob& vZak
dojde ke spontdnnimu zpevnéni dila, pfiCemZ maxima se dosahuje po 9—10 hodinéach.
Také pfi stdnf hrub& mé&ln&ného masa (Stesli) byl pozorovdn néariist meze toku ( Pi-
pek et al, 1989). Na rozdil od ddaji Gorbatova v3ak byl pozorovdn narlist ihned
po namichadni. Tento néridst byl zpo&atku velmi prudky, postupn& se zpomaloval a bé-
hem 24 hodin bylo dosaZeno maximélni hodnoty meze toku, kterd se jiZ ddle prakticky
neménila.

Reologické chovdni masa je silné ovliviiovdno obsahem tuku. Tento vliv byl sledo-
vdn zejména u dila, kde byl napf. pozorovan riist zddnlivé viskozity s rostoucim obsa-
hem tuku, pfifemZ pFi zvySeni obsahu tuku z 11 na 18 % do3lo ke zvy3eni meze toku
7o, Nebyl v8ak ovlivnén koeficient konzistence K a index toku n (Burge, Ac-
ton, 1984). Zmény reologického chovédni souhlasi se zndmymi vztahy mezi vaznostf
a uzavienim tukovych &&stic svalovymi bilkovinami, dispergaci tuku a m&knutim tuku
pii vzestupu teploty ze 2 na 18°C (Burge, Acton, 1984).

Reologické chovdnif masa je tedy silné ovlivn&no teplotou, kterd ve zna&né mife
cvliviiuje konzistenci tuku, a tim i dila (Hamm, Rede, 1975). Se stoupajici teplo-
tou (v rozmezi 15—30°C) dochdzi k poklesu viskozity i meze toku u dfla obsahujiciho
tuk (Kiessling, Raeuber, 198la, b). Ddle je moZné zjistit, Ze s rostoucim
obsahem tuku v dile se vliv teploty na jeho reologické chovdni zvyraziiuje (Hamm,
Rede, 1975).

Vliv obsahu tuku souvisi i s obsahem vody. Se vzriistem obsahu vody v dile nejprve
botnaji svalovd vldkna, teprve po jejich nasyceni se zalne zvétSovat vrstva bilkovin-
ného roztoku mezi vldkny. Cim je dilo tuné&jsi, tim mén& svalovad vldkna nabotnajf,
protoZe tuk nevdZe vodu (Kosoj, 1979). U dila s malym obsahem vody je vrstva
bilkovinného roztoku mezi C4sticemi mald a tuk obklopujici svalovou tkail zvySuje
vazné sily mezi &4sticemi a zplsobuje zvySeni meze toku. Pfi zvySeni obsahu tuku
a vody roste mezivrstva vody mezi Casticemi, sfla spojeni mezi C&asticemi se sniZuje
a mez toku se sniZf (Kosoj, 1979).

V pfedloZené studii byl sledovén vliv uvedenych parametri na cho-
vani hrub& desintegrovaného masa. Chovani dila neni moZné mechanic-
ky pfevést na chovani vySe uvedenych systémi vzhledem k rozdilné ve-
likosti Gastic; dochazi zde k jinym jeviim zejména s ohledem na tvorbu
bilkovinného roztoku a niZ§i Groveii rozptyleni tuku.

Bylo sledovdno reologické chovani rGznych typl vyrobniho masa
(vepfového i hovéziho) s rozdilnym obsahem tuku, rozmélné&ného do
riizného stupné desintegrace a vystaveného rozdilnym reZimGm me-
chanického naméhéni.

MATERIAL A METODY

V této studii bylo sledovdno reologické chovéni riizngch typli vyrobnfho masa (vepro-
vého a hov&ziho) s rozdflnym obsahem tuku, rozmé&ln&ného do riizného stupné& desin-
tegrace a vystaveného rozdilngm reZimfim mechanického namé&hani.
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Pro pfipravu vzorkd@ bylo maso o pifslusném sloZen! nafezdno na fezadce, priemZ
primér otvorli v desce rFezatky byl vétS§inou 13 mm; pouze pii sledovani vlivu stupné
desintegrace bylo pouZito Fady desek s riiznou velikosti otvord (3, 4, 6, 8, 10, 13 a 20
milimetril). Pfediezané maso bylo homogenizovdno s p¥idavkem 10 % vody a 2,5 %
dusitanové solici smési (sm&s NaCl a 0,5—0,6 % NaNO,) v michafce s péasovymi
michadly po dobu tif minut.

Takto ptripravené smési hrub& mélnéného masa byly napln&ny do méficich védlcovych
néddobek o priméru 71 mm a vySce 117 mm. Do masa byly zasunuty méficf axidlng
ryhované vélce a povrch vzorkidl byl zatiZen zdvaiim o hmotnosti 2 kg po dobu deseti
minut, aby dos$lo k dokonalému zaplnéni drdZek vzorkem, odstranily se pripadné
vzduchové bubliny a do$lo k dokonalému ustfed&ni mérnych véalch. U vétSiny vzorkd
se pfi pripravé i vlastnfm meéreni pohybovaly teploty v rozmezf 7 4-2°C, pouze pfi
sledovdni teplotnf z4vislosti byla teplota nastavovdna v rozmezi 0 aZ 25°C.

K vlastnimu méfeni reologickych vlastnosti byl pouZit rotafni viskozimetr Rheotest
I1. Byla mérena zA4vislost teéného napéti na rychlosti smykové deformace a déle mez
toku 1o jako napé&ti, pfi némZ dojde k prvnimu pohybu méfictho védlce v materilu;
tento okamZik byl indikovdn sepnutim elektrického obvodu a rozsvicenim Zarovky.
Fodrobné&jsf popis metodiky méfeni i vyhodnocovdni veli¢in meze toku 7o, koeficientu
konzistence K a indexu toku n uvAadéji ve své prdci Pipek et al. (1989).

Paralelné byl v néktergych piipadech sledovédn i obsah volné vody, a to pomoci kapi-
larnfho volumetru podle Hofmanna (vyrobce August Gronert, SRN); vaznost byla pak
uddvdna v ul vzduchu vytésnéného kapilarné nasatou vodou z pOrdi mérné sadrové
desti¢ky. Analyza chemického sloZeni vychdzela ze stanoveni obsahu tuku na zédklads
mé&reni hustoty pomoci piistroje MH-03.

VYSLEDKY A DISKUSE

Stupeii desintegrace (d), konvencné vyjadreny jako velikost otvorii
v desce FezaCky (tomuto rozméru odpovidala i velikost Castic masa],
ovliviioval mez toku, koeficient konzistence i index toku. V zavislosti
meze toku na stupni desintegrace se vyskytovalo maximum v oblasti
velikosti ¢astic zhruba 6—8 mm (obr. 1). Poloha tohoto maxima i jeho
vySka je zdvisld na druhu masa, obsahu tuku (obr. 1) a ménila se i s ¢a-
sem ponechdni masa v klidu (obr. 2). Z pribéhu kfivek 7.(d) na obr. 1
1ze vidét shodny vliv obsahu tuku pro oba druhy nafezaného masa na
hodnoty meze toku, tj. pFi dané velikosti C4stic se s rostoucim obsahem
tuku »r zvySuji i hodnoty 7.

Pokud se porovnévaji primérné hodnoty 7, pro vepifové a hoviézi maso,
lze na zédkladé vysledkli v obr. 1 konstatovat, Ze hodnoty 7, pro vepfové
maso jsou vyznamné nizsi.

5 10 15 dmm] 5 10 s d(mml

1. Zavislost meze toku 7o na stupni desintegrace d pri riznych obsazich tuku (A —
veprové maso, B — hovézi maso) — Dependence of yield stress o on comminution
degree d at different fat contents (A — pork, B — beef)
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Stupeil desintegrace ovliviioval i hodnotu koeficientu konzistence K
a indexu toku n (obr. 3 a 4). Koeficient konzistence rostl s rostouci ve-
likosti Castic, dosdhl maxima v oblasti 8—10 mm a poté op&t klesal.
U hovéziho masa byly zjistény vyznamné vy33i hodnoty koeficientu kon-
zistence K; pfitom u obou typii masa, tj. u hovéziho a vepifového, 1ze
z pribéhu hodnot koeficientu konzistence odvodit zavér o relativng slab-
Sim vlivu obsahu tuku na hodnoty K ve srovndni s jeho vlivem na pri-
b&h meze toku 7, (obr. 1), coZ je moZné prFisoudit faktu, Ze hodnoty K
se ziskaji experimentdln& a vypocetn& sloZitdjsi cestou neZli hodnoty
To. Porovnanim hodnot K pro hovézi a vepfové maso 1ze p¥i zhruba stej-
ném obsahu tuku (29,2, resp. 28,1 %) rovn&Z ocenit vliv rozdilné struk-
tury masa (rozméry svalovych vldken, podil pojivové tkdng) i kvality tu-
kové tkang.
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2. Zavislost meze toku 7o na stupni des-
integrace d ihned po namichéni vzorku
a po 24 hodindch ponechéni v klidu (ho-
véz{ maso, 20,7 % tuku) — Dependence
of the yield stress 7o on comminution
degree d immediately after mixing the
sample and 24 hours later after having
left the meat at rest (beef, 20.7 % of
fat)

800

= et
5 10 d [mm])

3. Zéavislost koeficientu konzistence K na
stupni desintegrace d u hovézitho a ve-
pfového masa o riizném obsahu tuku —
Dependence of consistency coefficient K
on the comminution degree d in beef
and pork with different fat contents

V prib&hu hodnot indexu toku n (obr. 4) lze vidét opacnou tendenci ve
srovnéni s koeficientem K (obr. 3), tj. s rostouci velikosti ¢4stic hodnoty
n Klesaji, dosdhnou minima v oblasti 8—10 mm a poté op&t rostou.
Nejsou zde patrné jednoznac¢né vlivy druhu masa (hovézi, resp. vepio-
vé), ani obsahu tuku.

VySe uvedené zmeény reologického chovani desintegrovaného masa 1ze
vysvétlit poskozenim jednotlivych svalovych struktur. P¥i jemné&j$im
méln&ni (od velikosti &4stic zhruba 6 mm a niZe) dochézi s postupujici
desintegraci k poklesu meze toku shodné s tdaji, které uvefejnili T6th
a Hamm (1968), tykajicimi se jemné mélnéného masa. S pokracujici
desintegraci roste vaznost, tj. ubyva volné vody, sniZuje se tak vazebné
interakce mezi Céasticemi, coZ se spoletné& se sniZujicim mechanickym
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4. ZAvislost indexu toku n na stupni des-
integrace d u hovéziho a vepfového masa
0 rlizném obsahu tuku — Dependence of
the creeping index n on the comminu- -
tion degree d in beef and pork with 10 15 n
different fat contents

01

wit

cdporem proti pohybu pro zmensujici se ¢4stice projevuje ve sniZovani
hodnot meze toku.

PFi hrubS§im mélnéni, tj. pfi velikosti ¢astic zhruba od 6 mm vySe,
se se zvétSujici se velikosti Castic (tj. se sniZujicim se stupném desin-
tegrace) zhors$uji podminky pro botnani, klesd tedy vaznost, tj. zvy3uje
se obsah volné vody.

Zaroveri vSak zvétSujici se velikost ¢astic znamend, Ze C4stice si na-
vzajem vice brdni v pohybu, coZ se projevuje zvySenim meze toku, vliv
mé i vytvdfeni nebo poruSeni vazeb mezi strukturami ¢&4stic masa, ze-
jména vazby mezi bilkovinnymi strukturami.

Vznik maxima a opé&tovny pokles hodnot meze toku je pak ziejmé
vyvolan rostoucim vyznamem poklesu vaznosti a naopak méné se pro-
jevuje vzdjemné brénéni si ¢astic v pohybu. Ve stejné oblasti, kde méla
mez toku maximum, se objevily i u dal$ich sledovanych veli¢in extrémy:
u koeficientu konzistence K maximum a u indexu chovdni v toku n
minimum. Obsah tuku ovliviioval pouze absolutni hodnoty meze toku, na
pritb&h uvedenych zivislosti a polohu extrémii nemél vyrazny vliv.

O casové podminéném chovani desintegrovaného predsoleného masa
byla jiZ zminka v dFive publikované prdci (Pipek et al, 1989). Pfi
podrobnéj$im studiu zmén deformacni historie se potvrdilo, Ze mez toku
v masa, které je ponechdno po namichdni v klidu, roste od okamZiku
michéni, resp. mechanického naméhéni, nejprve velmi prudce, tento
narlist se postupné zpomaluje a béhem 24 hodin je vétSinou dosaZeno
maxim4lni hodnoty, kterd se ddle nemeéni. Uvedend skutetnost méa velky
prakticky vyznam pro pFipadnou dopravu predsoleného masa pomoci
potrubni ¢i $nekové dopravy. Znamend to, Ze je na jedné strané Zadouci
maso pfeCerpdvat pokud moZno ihned po namichéani, na druhé strané
je tfeba pocitat se zvySenim meze toku, ke kterému dojde v zdsobni-
cich. PFi vyprazdiiovdni, k némuZ dochdzi samoziejmé& po dob& delsi
neZ je 24 hodin, tzn. v dobé, kdy maso jiZ dosahlo maximdalni hodnoty
meze toku, je proto tfeba pocditat s timto zvySenim a piislusné dimen-
zovat vyprazdriiovaci otvory.

Priib&h nértistu meze toku byl ovliviiovdn obsahem tuku; p¥i vy38ich
obsazich tuku je nértst vy33i, resp. je dosaZeno vy33ich hodnot meze
toku; pfitom rozdilny néarfist nastdva jiZ v prvnich hodindch po nami-
chéni (obr. 5). Tuto skute¢nost je rovnéZ treba vzit v tvahu pfi névr-
zich zafizeni a dimenzovat je spiSe pro tu¢néjsi surovinu.
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5. Casové zmé&ny meze to-
ku 7o od okamZiku na-
michéani pfi riiznych obsa-
zich tuku xg (vepfové
maso) — Time changes
of the vyield stress 7o
from the moment of mix-
ing at different fat con-
tents xr (pork)
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PocCatecni né4rtst meze toku byl dale ovliviiovdn teplotou (obr. 6).
Je patrné, Ze pfi niZsi teploté je hodnota meze toku 7, vy$si a zmény 7,
jsou s ¢asem vyrazn&jsi. PFitom bylo ov&Feno, Ze vliv teploty je vyrazn&jsi
u masa s vyS8im obsahem tuku (obr. 7 a 8). Z toho je patrné, Ze zmeény
reologického chovani narezaného masa s teplotou probihaji zejména
v tukové f4zi. Z obr. 7 a 8 je dale patrny pokles meze toku s rostouci
teplotou a tento pokles je charakterizovdn pro rzné ,stafi“ masa zhru-
ba stejnou smérnici pro hovézi maso (obr. 7), resp. pfibliZné stejnou
konstantou v exponencidlni zavislosti poklesu hodnot 7, pro vepfové
maso (obr. 8).

Podobné jako mez toku se od okamZiku namichdni ménila i vaznost,
kterd byla sledovédna zjiStovdnim obsahu volné vody kapildrnim volu-
metrem. Jak postupné rostla mez toku, rostla i vaznost, resp. klesal ob-
sah volné vody (obr. 9). I v tomto pripadé bylo zji§téno, Ze obsah volné
vody, resp. jeho pokles po namichani je zavisly na teplot&, tzn. Ze pfi
vys8ich teplotdch byl obsah volné vody niZsi, resp. poklesl na niZ3i hod-
noty (obr. 10). Z obr. 10 lze také zjistit relativné velky odstup kFivky

T |[Pa] o——0 4-45°C
o—-——0 15:16 °C

o — - 23:24 °C

5001

2501

Vepfové: x:=45 %

6 &)
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6. Vliv teploty ¢t na &aso-
vy priibdh meze toku 7o
pifedsoleného pfedfezané-
ho vepfového masa (Xr
= 45 0p) po namichén{
— The influence of tem-
perature ¢t on time
changes of yield stress
7o of pre-salted pre-cut
pork (xr = 45 %) after
mixing
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7. Vliv teploty ¢ na mez toku 7o v riz-
nych obdobich po namichédnf u hov&ziho
masa (xr = 13,6 %) — The effect of
temperature ¢ on the vyield stress 7o
in different periods after mixing in beef
(xg = 13.6 %)

8. Vliv teploty ¢ na mez toku 7o v riz-
nych &asech po namichéni vzorkdl pfed-
soleného veprového masa (XxF = 58,6 %)
— The effect of temperature ¢ on the
yield stress 7o in different periods
after mixing the samples of pre-salted
pork (xr = 58.6 %)

pro teploty 20—23°C, ktery miiZe byt diisledkem toho, Ze tato mé&feni
jsou provedena pfi teplotdach, pfi nichZ dochazi k méknuti tukové tkané.

V souvislosti s néarfistem meze toku bylo rovnéZ sledovéno, jak se
méni mez toku v pFipadé, Ze na systém masa piisobi mechanicka sila.
Bylo zjisténo, Ze pokud se na maso, které bylo po namichdni ponechidno
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9. Casova z&vislost meze toku 7o a obsahu volné vody \\ 2
Vky u hové&ziho masa (xf = 16,3 %) — Time dependence ! S TieAR
of the yield stress 7o and free water content Vky in
beef [xfr = 16.3 %) T % 3 & §ab
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v klidu a doSlo u n&j k nérfistu meze toku, plisobi mechanickou silou,
tj. maso je napf. opétovné michdno v michacce, dojde k poklesu meze
toku pfibliZné na pfivodni hodnotu. Ponechéa-li se tento materidl poté
v klidu, dojde k opé&tovnému néristu meze toku, a to pFibliZné na stej-
nou hodnotu, jaké bylo dosaZeno pfi prvnim nériistu (obr. 11). P¥i pfe-
michdvadni dochézi k poruSeni plvodné& vytvoFenych vazeb. Lze rovnéZ
predpokladat i vytlaceni C4sti volné vody, takZe mez toku Klesa a v dal-
S$im obdobi se vazby mezi ¢asticemi i vazba vody postupn& obnovuje.
Pokusné bylo zjiSténo, Ze pro poruSeni téchto vazeb je postacujici doba
michdni tFi minuty, pficemZ jeji prodlouZeni (napf. na dev&t minut)
uZ nemd podstatny vliv na pokles meze toku (obr. 12). Rovn&Z nériist
meze toku b&hem ndésledujiciho ponechédni pfemichaného masa v klidu
nebyl vyznamné ovlivnén dobou michdani.

Pfi opakovaném premichédni materidlu doslo sice opét k poklesu meze
toku, a to pfibliZné na ptivodni hodnotu, pfi nasledujicim michédni vSak
jiZ nebylo dosaZeno maximdlni hodnoty meze toku jako p¥i prvnim mi-
chani (obr. 13). Vysvétleni zde lze hledat v poruSeni materidlu pfi opa-
kovanych mechanickych vlivech, pFi nichZ nepochybné& dochdzi k po-
trhdni svalovych struktur, podobné jako pri intenzivnéjsi desintegraci
(viz vySe), kdy s Kklesajici velikosti ¢dstic mez toku rovnéz klesa.
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12. Zmény meze toku 7o pfi ponechéni piredsoleného masa v klidu a pfi plisobeni mecha-
nickych vlivii (michdni po dobu 3 a 9 minut, vepFové maso xr = 57 %) — Yield stress
changes 7o when the pre-salted meat was left at rest and under mechanical effects
(mixing for the time of 3 and 9 minutes, pork xg=57 %)

Vedle vlivu mechanického plsobeni formou michédni byl ovéfen i vliv
priichodu predsoleného masa ledvinovym Cerpadlem, a to jednak ihned
po namichdni a dile po 40 hodindch ponechdni v klidu v zasobniku
(obr. 14). I zde se ukéazalo, Ze je-li materidl ponechan v klidu (po nami-
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13. Zmény meze toku 7o pfi opakovaném plisobeni mechanickych sil na pFedsolené
hov&zi maso — Yield stress changes 7o at repeated effects of mechanical stress on

pre-salted beef
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14. Vliv prichodu hové&ziho masa &erpadlem na zmé&ny meze toku 7o. A — maso po
namichdni; B — maso, které bylo ihned po namichdni pieferpdno; C — maso pfecer-
pané po 40 hodindch od namiché&ni (po tu dobu ponechdno v z&sobniku) — The effect
of beef passage through the pump on the yield stress ro changes A — meat after
mixing; B — the meat which was overpumped after mixing; C — the meat overpumped
40 hours later after mixing (for that time having been left in a storage reservoir)

chani ¢i po pfecerpani), dochazi k narlistu meze toku tak, jak se po-
stupné vytvareji pricné vazby. Materidl, ktery byl po namichédni ihned
precerpan, mél néarfist meze toku pomalejsi, bylo vSak dosaZeno
vy88ich koneénych hodnot. Byl-li materidl po 40 hodindch opétovng&
pfeCerpan (pri vyprazdiiovani zasobniku), doSlo k poklesu meze toku
na ptivodni hodnotu (podobné jako p¥i michédni), a po ponechdni mate-
ridlu v klidu mez toku opé&tovné vzrostla na ptvodni hodnotu.

Z vySe uvedenych skutetnosti tedy vyplyva, Ze reologické chovani
masa je moZné ovlivnit riznym stupném jeho desintegrace, ddle pak
plisobenim mechanickych sil i teplotou. Uvedené skutecnosti je tedy
tfeba vzit v tvahu pfi ndvrhu zafizeni a nastaveni jeho optimélniho
provozu.

Seznam symbolil

d stupeii desintegrace (priimér otvoru desky) [mm]
D rychlost smykové deformace [s—1]
K koeficient konzistence [Pa.s?]
n index toku [—]
t teplota °C
XF obsah tuku [%]
Vv obsah volné vody [pl.cm—2]
? cas [s(min, h)]
T tetné napé&tf [Pa]
To mez toku [Pa]
To24 hodnota 7o po 24 hodindch ponechédni materidlu v klidu [Pa]
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TIUIEK, 1. — CUMHEBMY, B. (XMMMKO-TCXHOJIOTMUYECKUIT MHCTHTYT, IIpara): Vi3ameHe-
HMEe PEeOJOTHIEeCcKOr0 NMOBEJEHMS MACAa B 3aBHCHMOCTH OT CTENEHHM JE3MHTEerpamuy u oT
BHEmMHMX ycaoBuit. Potravinaiské Védy, 9, 1991 (1): 33—44.

U3yyanoch BJIMSHUC CTEIEHU JE3MHTErPAIMM, TEMIEPATypsl M COJAEPIKAHMSA 3KUpa Ha
PEONIOTUYECKOE IOBENEHUE rpy0o NE3MHTErPMPOBAHHOrO MsicA M HA BPEMEHHBIC WU3MeE-
HEHUS PEONOTMYECKUX BEIUUYMH B IOKOE M IPHU BO3JEMCTBUM MEXAHUUECKON CHMIILI. Msco,
NPEJBAaPUTENPHO HAPE3aHHOE HA DPEXYIIEeM ammapare (IMaMeTp OTBEPCTHII AOCKM 13 MM,
€CNIM HE YKa3aHHO MHAue) TOMOTrEHM3MPOBAJIOCh HA TOJOCHOM CMecuTtene ¢ jpobaBieHuEM
2 0 (maccoseie) comu u 10 % (MaccoBrie) BOJLIL. PeosorMueckoe TMOBEAeHne o6pasios
M3y4anocs MpU MMOMOIUNM POTALMOHHOI DPEOMETPMM. BIUAHME CTEMEHM Ae3MHTEerpanmnu
TIPOSIBUIIOCE MAKCMMYMOM IIpeJieJia TEeKYYECTHM B CJIy4ae JMaAMETPOB PEXKYIIENH JIOCKMU
6—8 mM. C MOMeHTa cmelleHusa 0o0pa3IoB TONYJYalIoCh BO3PACTAHUE TIPEJleNa TeKY4YeCTH,
TPUYEM MAKCMMAJNBHOE ¥ OJHOBPCMCHHO KOHCUHOC 3HAUCHME TIPEACTa TEKY4YCCTH MONV-
YatOT B TEUEHHUC 24 uyacoB. Bo3jieiicTBMEM MEXAHMUECKON CHUIBl (3aMelIMBaHMe, KayaHue)
NMpEAEI TEKY4YeCTM NMOHU3UTCA. B ciyyae, e€ciM MsCO OCTaBJIEHO B TOKOE, TO IpEaen Te-
KYYECTM CIATH BO3PACTAET M MPAKTHUUYECKM AOCTUTAET MEPBOHAUANBHOrO 3HAUYEHUA. JTOBHI-
IA0IIascs TEMIEepaTypa MOHMXKAET 3HAUECHME mpejesia Tekyudectu (B mpexpenax 0—28°C),
OHAa BIMACT M HaA CKOPOCTh HApaCTaHUsA IIpejiesia TEKYUeCTH II0c/e 3amMelmBauus. Bce
YKa3aHHBIC 3aBUCUMOCTM HAXOMATCS TON 3HAUUTENBHBIM BIMUSHUECM COMEPIKAHUS JKUPA,
ITonTBEpAUAM Y3KYHO CBsI3b PCOJIOTMUECKUX BCIMYMH M COAEPIKAENA CBOGOJHOIM BOJLI
(M3mepseMoit KanuJUISIPHBIM BOJIOMETPOM).

PEONIOTUA; AC3UHTETPUPOBAHHOE MsICO; TEMIIEPATypa; JIE3MHTCrpanus; COJIEP’KaHME Kupa;
U3MEHCHM BPCMCHH; 3aMEIIMBAHUE; KayaHUE

PIPEK, P, — SINEVIC, V. (Institute of Chemical Technology, Praha): Changes of
rheological properties of meat in dependence on comminution degree and external
conditions. Potravindtské Védy, 9, 1991 (1): 33—44.

The effect of comminution degree, temperature and fat content on rheological pro-
perties of coarsely comminuted meat and time changes of rheological quantities were
examined both at rest and in exposure to mechanical stress. Meat, pre-cut in a cutter
(diameter of board holes — 13 mm, if not stated otherwise), was homogenized on belt-
-type mixer with addition of 2.5 % of salt weight and 10 % of water weight. Rheolo-
gical properties of samples were observed by rotation rheometry. The effect of com-
minution degree was manifested by maximum vyield stress at the hole diameter
of the cutter board of 6—~8 mm. From the moment of mixing the samples, the yield
stvess increased and reached its maximum final value in 24 hours. The action of
mechanical stress (mixing, pumping) caused reduction of the yield stress; when
the meat is then left at fest the yield stress will increase again and it will practi-
cally reach its previous value. Growing temperature decreases creeping limit value
(within 0—25°C), and also influences rate at which yield stress increases after
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mixing. All the given dependences are significantly affected by fat content. A narrow
relationship was proved between rheological values and free water content (mea-
sured by capillary volumeter).

rheology; comminuted meat; comminution; temperature; fat content; time changes;
mixing; pumping

PIPEK, P. — SINEVIC, V. (Chemisch-technologische Hochschule, Praha): Verdnderun-
gen des rheologischen Verhalten des Fleisches in Abhdngigkeit von dem Desintegrations-
grad und den Aussenbedingungen. Potravindiské Védy, 9, 1991 (1): 33—44.

Es wurde der Einfluss des Desintegrationsgrads, der Temperatur und des Fettgehaltes
auf das rheologische Verhalten des grobdesintegrierten Fleisches untersucht, sowie
die zeitbedingte Verdnderungen von rheologischen Grossen wihrend Stehenlassen und
wéhrend der Einwirkung der mechanischen Belastung. Das vorgewolfte Fleisch (Schei-
benlochdurchmesser von 13 mm falls nicht anders angegeben) wurde in einem Mischer
mit der Zugabe von 2,5 % Salz (NPS) und 10 % Wasser homogenisiert. Das Fliessver-
halten von Fleischproben wurde mit Hilfe von der Rotationsrheometrie untersucht. Der
Einfluss des Desintegrationsgrades wurde durch ein Maximum der Fliessgrenze beim
Scheibenlochdiameter von 6 bis 8 mm charakterisiert. Die Fliessgrenze nahm ab dem
Zeitpunkt des Mischens zu und erreichte wéhrend 24 Stunden einen maximalen Endwert.
Durch mechanische Belastung nimmt die Fliessgrenze ab; wéhrend anschliessendem
Stehenlassen steigt sie praktisch auf den urspriinglichen Wert. Mit steigender Tempe-
ratur (im Bereich von 0 bis 25°C) nimmt die Fliessgrenze ab, die Temperatur hat auch
einen Einfluss auf den Anstieg der Fliessgrenze nach dem Mischen. Alle obengenannten
Abhéngigkeiten werden bedeutend durch den Fettgehalt beeinflusst. Es wurde ein enger
Zusammenhang von rheologischen Grdssen und dem Gehalt an freiem Wasser (der mit
dem Kapillarvolumeter gemessen wurde) bestétigt.

Rheologie; desintegriertes Fleisch; Temperatur; Desintegration; Fettgehalt; zeitbedingte
Verdnderungen; Mischen; Pumpen

Adresa autori:

Doc. ing. Petr Pipek, CSc, ing. Vaclav Sinevié&, CSc. Vysokd Skola chemicko-
-technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6
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OPTIMALIZACE PROCESU KONTINUALNI STERILACE A PASTERACE

M. Louéka, M. Vinklarkova

LOUCKA, M. — VINKLARKOVA, M. (Vysok4 $kola chemicko-technologickd, Praha):
Optimalizace procesu kontinudlni sterilace a pasterace. Potravinaifské Viédy, 9,
1991 (1): 45—54. y

Byl odvozen a na piikladu ilustrovan algoritmus Fizeni kontinudlni sterilace,
pri¢emZ kritériem optimality je dosaZenf poZadovaného sterilaénfho uinku a
pfedepsané konecné teploty vyrobku za piedpokladu synchronizace s pracovnim
taktem predirazenych operaci. Algoritmus spo¢ivd bud ve stanoveni teploty ste-
rilaéni 14zné (dloha I), nebo ve vypocCtu rychlosti posunu pdsu aplikaci numeric-
kého reSeni nelinedrn{ rovnice (dloha II). V zdvéru jscu diskutovdny alternativy
technické realizace automatického fizeni kontinudlni sterilace s vyuZitim na-
vrZzeného algoritmu.

kontinuélni sterilace; algoritmus Ffizenf; matematicky model; teplota média;
rychlost posunu pésu

Kontinudlni pasterace a sterilace kyselych potravin v atmosférickém
uspofaddni méa rozsahlé uplatnéni v konzervdrenském primyslu. Rizeni
této technologické operace je komplexni tlohou, kterd zahrnuje sesta-
veni algoritmu fizeni, vybér akénich a méfenych veliCin, identifikaci
topné i chladici soustavy, jakoZ i projekt osazeni méficimi a regulacni-
mi prvky a provéreni jejich funkce ve zkuSebnim provozu.

NaSe prdace tesi c¢dst tohoto twkolu, spocivajici ve stanoveni veliCin,
které maji byt nastaveny jako Zaddané hodnoty na regulatorech teploty
a rychlosti posunu péasu. Zadanou hodnotou je zde vy3Ze sterilacniho
GCinku F,, jimZ je sterilacni proces zabezpecen. Tuto veli¢inu urci tech-
nolog na zdkladé mikrobiologickych a senzorickych poznatkii a Zadana
hodnota rychlosti pasu je ddna vykonem plnici linky, tak aby sterilator
byl zaplnén. Potom je F, uréeno hodnotou sterila¢ni teploty ve vané
vodniho sterildtoru. Sprchové parni nebo vodni sterildtory je oviem
moZné provozovat na zdkladé shodného algoritmu fizeni, avSak ukazuje
se (Loucka, KuSta, 1988), Ze vanové sterilatory plni svou funkci
nejlépe.

Nékdy v8ak nelze z provoznich diivodi nastavit a uregulovat stano-
venou' teplotu 14zné. Volime pak nejbliZ$i niz8i, ale redlnou teplotu a
vypocteme k ni odpovidajici rychlost pasu, kterd sice nezajisti synchro-
nizaci s pracovnim taktem linky, avSak vyhovi poZadavku dosaZeni F..
Vypocet teploty sterilace ze zadané rychlosti posunu pasu budeme ozna-
covat jako tlohu a vypocet rychlosti posunu pdsu na zdkladé pevné sta-
novené teploty jako tlohu II.
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MATERIAL A METODY
Schéma a popis kontinudlniho vanového sterildtoru

Na obr. 1 jsou zakresleny podstatné prvky konstrukce sterildtoru vyrobeného Vyvo-
jovymi dilnami Slovlik Trenéin. Lze si tak ulinit pfedstavu o strojnfm vybaveni ste-
rildtoru s UGpravami, které navrhli Louc¢ka, Ku$ta (1988). Mé&Fici, regulaéni
a ak&ni €leny jsou do schématu zakresleny pro demonstraci miniméln{ varianty ASRTP
kontinudlnf sterilace. Jde o autonomni regulaéni obvody, které udrZuji okamZité hod-
noty teplot (obvod 100, 101, 102, 103) a rychlosti posunu (obvod 001) ve stanovenych
mezich. Kromé toho jsou tyto veli¢iny indikovdny ukazovacimi pfistroji a registrovdny
zapisovadi. Ddle pak jsou mé&Feny a zapisovdny i teploty chladici vody a topné péry,
jakoZ i jeji tlak (obr. 1).

Pro dplnost uvedme, Ze teplosm&nné médium je ve sprchovych sekcich voda, vodnf
sterilaéni 1l4zeil je ohfivdana topnym parnim hadem. Obsah sterila¢nf vany je promi-
chéavén recirkulaénim &erpadlem.
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1. Schéma kontinudlnfho vanového sterildtoru s vyznafenim mé&Fenych a regulova-

nych veli¢in — Diagramme of a vat-type continuous sterilizer, the measured and
controlled characteristics are indicated
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Teoretické zdklady odvozeni algoritmu

V naSich d¥iv&jsich pracich (Loudka, Klein, 1983; Loucka
et al., 1987) jsme dokazali platnost dynamického modelu sdileni tepla
pii sterilaci. Zopakujeme né&které zdkladni vztahy, z nichZ nase odvoze-
ni vychazi.

Sterila&ni Géinek je d4n imtegrdlem

b
Tk{t}“'Tr
10—

0 Z

dt [1]

Y + ey = kax [2]
i
kde: y(t) — &asovy priib€h odezvy na signél x(t)

obecné plati pro linedrni soustavu

y(t) =0}h{t—--r} .X(z).dr [3]

kde: h{r) — charakteristika funkce plynouci z rovnice [2] (Loud&ka et al, 1987).

Tvar vstupniho signdlu miZeme poklddat za linedrni funkci casu.
Toto tvrzeni je vlastné jedinym zjednoduSujicim prFedpokladem nazna-
¢eného postupu, jestliZe je konstanta v rovnici [2] stanovena s dosta-
teCnou pfesnosti.

Konstantu « stanovime experimentdlné z priibéhu teplot v konzervé
a v jejim okoli (Loucka, Klein, 1983). Lze ji urfit i z odezvy
na definovany signdl, napf. na skokovou teplotni zménu. Podrobné se
metodami stanoveni konstant o zabyvd ve své prdci Kysela (1989).
Zde se rovnéZ dokazuje, Ze nejlepSich vysledkid lze dosdhnout méfenim
teplotnich prib&hti pFimo v provoznim zafizeni a vyhodnocenim s po-
uZitim kritéria

()
[Fexp R Fmod}

=ola) [4]

exp

Z literdrnich ddaji [ Loucka, Klein, 1983] vyplyvé4, Ze reievantni
teplotni profil v nejhiife prohfivaném mist& konzervy je moZné predpové-
dét jako dynamickou odezvu na teplotni zménu prostfedi. Tyto zmény lze
povaZovat podle toho, co je zndmo o b&Znych typech sterilatord, za lineér-
ni po vSech Gsecich (Loucka et al., 1987).

Je tedy také pripustné sklddat postupné tyto odezvy na jednotlivé
tseky linedrnich zmé&n a ziskat tak cely teplotni profil uvnitf konzervy
jako jejich sjednoceni. Tak je vytvofen tzv. teplotni polygon 14zné& (obr.
2), ktery mliZe obsahovat i izolované body nespojitosti. Formulujeme tlo-
ku o optimdalni sterilaci a dosadme do zndmé formule pro sterila¢ni Gci-
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nek vyjadfeny rovnici [1]. Ziskdme tak po trividlni Gpravé pro prvni
tisek polygonu

F =F(h,nATn,4A) [5]

kde jsou veli¢iny «; zndmy pro kazZdy tsek teplotniho polygonu. Z vlast-
nosti sterildtoru a pocddtecni teploty stanovime A; a Ty. Zde ;= Lj/w
znamend dobu zdrZeni v i-tém tdseku kontinudlniho sterildtoru, ATy =
= T — T je rozdil teplot v i-tém uzlovém bodu polygonu. Jsou-li znamy
délky tusekdl L;, lze vypodist teploty Ty; na zdkladé znalosti dynamiky
a konstantni e¢;. Mezi neznamé velifiny je tfeba zaradit rychlost posunu
pasu w a distribuci teploty Ty ve v3ech tsecich, «; nemusi byt ve vSech
asecich stejné, avSak prfedem stanovené. Pro dosaZeni potfebného ste-
rilaéniho uéinku je tfeba, aby platilo

Ay
121 F (9,0, AT01,4A1) = Fo (6]

Teplotu v oplachovaci sekci zvolime tak, aby spliiovala poZadavek
dovoleného teplotniho nérazu, chladici sekce kromé tohoto poZadavku
musi vyhovovat bilanci sméSovacti (obr. 1) a dale pak spliiovat podmin-
ku, aby konend teplota Ty; < 40°C. K tomu poskytuje uZite¢ny néstroj
rovnice [3], aplikovand na teplotni polygon chladici sekce. Rovnice
[6] umoZiiuje pfevést tento technicky problém na zndmou matematic-
kou tlohu numerického FeSeni nelinedrni rovnice

?(w,T1p) =0 (71

Nyni miZeme tlohu I formulovat tak, Ze zvolime w = wy a mime rov-
nici o jedné nezndmé

Q(ll)o,TLgl =0 [8]
Obdobné tloha II vznikne dosazenim Tip = T'1g, takZe
?(w,T1) =0 [9]
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V obou pfipadech z rovnice [3] vyplyvd (Loucka et al., 1987)

%
Tk-,——TL2=ae°"fe‘“‘.x(t}dt [10]
0

7
kde r=)# a x(t) znaCi teplotni tseky polygonu v chladici sekci,
i=3

takZe vzhledem k pi‘edpokladané nespojitosti integrandu je tfeba inte-
gral v rovnici [10] brat ve smyslu Lebesqueovy definice.
Algoritmus komplexniho FeSeni tlohy Fizeni je ilustrovdn na obr. 3.

| peenR A R
! o KONTROLA
RESENc ULOHY RESEN:,ULOHY DOCHLAZENI
START i ' rov. [10)
ZADANI DAT DOSAZENO DOSAZENO +
POLYGON, « . VYSLEDKU WS'-fDKU
Fo, SARZE 4 *
it on :,‘,’ff%?r‘,:‘&, ZMENA ZADANI ZMENA ZADANI ZMENA ZADANI:
T1-20 = T1-2 max Wo = Wmin ROZLOZENI TEPLOT
V CHLADICI SEKCI
Jitip o, |-l
]
KONTROLA DOSAZITELNOSTI
VYPOCTENYCH PARAMETRU

= JE RESENI
REALNE?

3. Struény vgvojovy diagram algoritmu off-line Fizeni kontinudlnfho sterildtoru —
Concise flow chart of the off-line control algorithm of continuous sterilizer
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DISKUSE

Priklad vypottu

Prvotni zadéni dlohy je uvedeno v tab. I, kterd obsahuje délky tseki
[L(i)] k nim pFislusné pocate¢ni (TLI) a konetné (TLO) teploty ste-
rilacniho média.

I. Zadani dat pro tGlohu I. Distribuce teplot l4zn& a poZadovand rychlost posunu pésu
— Formulation of data for problem No. I. The temperature distribution and velocity
of conveyer belt

VYFOCET OPTIMALNI TEPLOTY LAZNE

I= 6.546 TR= 385
DO= 26 TOo= 42 K= 7

I LCI) ALFACID) TLICD) TLOCD)
1 200 . 0522 83 es

2 600 . 0528 a3 a3

3 10 L0422 58 50

4 140.. . 0422 S0 50

5 100 . 0422 50 18

6 50 . 0422 13 18

7 150 . 0422 18 15
RYCHLOST= 12.51 cm/min FPOZ= 53.3
MAX.TEFLOTY SE MOHOU POHYBOVAT MEZI 22 — 39

ITERALCE TEPLOTA RYCHLOST G F

1 88. 1005 12.51 -.208981 -3.92084E-03
VYSLEDEK: TM= 338.1005 TKON= 39.4341

Rychlost posunu pédsu pro dany vyrobek (kecup) byla stanovena na
zdklad& vykonu linky 12,51 cm/min. Interval teplot ve sterilaéni vang&
volime 84—86°C a konstanty dynamiky teplosménného procesu pro
ohfev i chlazeni jsou zndmy ay = 0,0528 min~1, .= 0,422 min~'. PoZa-
dované turoveill sterilaéniho Géinku byla stanovena pro kontrolni mikro-
organismus Bysochlamys fulva a referenc¢ni teplotu 85 °C; Fy = 53,3 mi-
nut. .
Algoritmus odpovi operatorovi na toto zadani zprdavou ,NA USEKU
TM NENI KOREN®. V uvedeném teplotnim rozmezi neni tedy moZné po-
Zadovaného sterilatniho tfinku dosdhnout. Operdtor ma nyni dvoji vol-
bu — bud zménit interval teplot pfi konstantni rychlosti, nebo pfFipustit
malé disproporce v pracovnim taktu linky a stanovit pevné teplotu, na
niZ ma byt lazeil udrZovdna. V nésledujicim zad4ni jsou ob& moZnosti
zkombinovany. Teplota 1l4zné je pevné stanovena na hodnotu 88°C a
z rovnice [9] vypodteme rychlosti. Iteraéni kroky jsou uvedeny v tab. II.
Hranice intervaldi rychlosti WA a WB by mohly byt voleny samoziejmé
uzsi, avSak interval (7;15) byl pouZit pro vyrazné&j$i ilustraci rychlosti
konvergence. Algoritmus dosahl FeSenf a odpovida: VYSLEDEK: RYCH-
LOST W = 12,452 cm/min TKON = 40,29. Nepatrné sniZeni rychlosti pédsu
by operdtor snadno mohl kompenzovat, avSak konec¢nd teplota uvnitf
konzervy presahuje tdroveii 40 °C. To je nepfipustné, takZe je tfeba zmé-
nit zadani tak, Ze budou sniZeny teploty v chladici sekci. Z bilance
(kterd neni soulédsti algoritmu) sméSovacli v chladici sekci vyplyne
maximalné pfipustnd varianta sniZeni teplot podle tab. III.

50 POTRAVINARSKE VEDY — 1991



I1. Iteratn{ vypoCet Glohy II — Iteration steps for calculation of velocity of conveyer
belt. Problem No. II

VYFOCZET OFPTIMALNI RYCHLOSTI Z INTERVALL:

WA= 7 WB= 135 FPDZ= 53.3
ITERACE TEFLOTA RYCHLOST G FI

1 28 132.2205 -13.53247 -. 2933734

2 38 12.1383 -3.77888 -. 164707

3 88 12.7935 -4.94353 —-. 0927325

4 8& 12.5851 ~-2.72423 -.051112Z

3 23 12.4715 ~. 459913 -3.38143%E-03
6 338 12.452 —. 270527 -5.07555E-03
VYSLEDEK: RYCHLOST W= 12.452Zcm/min TEON= 40.23%2

III. Zmeéna zadadn{ distribuce teplot v chladici sekci sterilatoru. Vygsledek zfskén je-
dinou iteracf — The temperature distribution change in the cooling section of steri-
lizer. Results in first iteration

VYPOCET OPTIMALNI TEFLOTY LAZNE

= £,.546 TR= 25

DO= Z& TO= &2 k=7

I LCID ALLFACI) TLICID TIL2CLD
1 200 0523 t=3=] 28
4 =00 L0523 83 bt
3 10 .0422 28 42
4 140 . 0422 43 43
S 100 0422 43 20
& 50 0422 20 20
7 150 L0422 20 12

RYCHLUIZET= 1Z.51 cm/min FFOZ= S53.3

MAX. TEFLOTY SE MOHOL POHYROVAT MEZI 24 - 26
NA IISEELN TM NENI KOREN

Operator méa opét moZnost stanovit rychlost na zdkladé intervalu
teploty nebo teplotu pro danou rychlost. Rozhodovani bude jisté zaviset
od konkrétnich pomérd v provozu, avSak preferovat je nutné vZdy syn-
chronizaci prvkd vyrobni linky. Proto znovu opakujeme FeSeni tlohy I
a znalost dosavadnich vysledkii ndm dovoluje volit velmi tzky néstfe-
lovy interval (88; 89°C). V jediné iteraci ziskané pro zadani podle tab.
III a phGvodné stanovenou rychlost pdsu W = 12,51 cm/min odpovéd:
VYSLEDEK: TM = 88,1005 TKON = 39,4841, kterou povaZujeme za konec-
né feseni.

Technicka realizace ASRTP

Koncepce osazeni kontinudlniho sterildtoru méfici a regulacni tech-
nikou miiZze byt rizna. O volbé trovné regulace rozhoduji poméry eko-
nomicke, jejichZ posouzeni je mimo rdmec této prace.
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Rizeni je moZné realizovat v zdsad& t&€mito stupni Fidici techniky:

1. autonomni regul4tory,

2. hierarchickym uspofdddnim — CcCislicovy vicekandlovy regulédtor,

3. pifimé spojeni s pocitacem.

Autonomni regulédtory odpovidaji zhruba schématu na obr. 1. Potfebu-
ji v8ak zvlastni obsluhu a udrZbu, je tfeba pouZit n&kolik prvki, jejichZ
cena roste s poftem jednotek a je tFeba je podle vysledkidl vypoctl na-
stavovat.

Tak tomu neni v pfipadé ad 3. Pocital je pfimo spojen s méFicimi
a akcénimi ¢leny a kromé vypoctu rychlosti pdsu a teplot 14zné zaroveri
-tyto veli¢iny nastavuje a udrZuje na poZadované urovni. Navic mé po-
¢ita¢ moZnost prfechodu na rfizné (havarijni) reZimy a zbyvd mu kapa-
cita i pro Fizeni dalSich operaci. Jeho vypadek vS8ak znamené pro provoz
katastrofu, na rozdil od autonomniho regula¢niho systému podle obr. 1,
ktery miiZe operovat i pfi poruSe centra.

Toto dilema odstraifiuje hierarchické usporadani Cislicového systému,
v némZ vystupuje centrdlni reguldtor-poc¢ita¢ napojeny na cislicovy re-
guladtor, umoZiiujici jak autonomni, tak pocitaCi podfizeny zésah do
procesu. Takové usporfddani dovoluje i postupné budovéni plné automa-
tizované vyrobni linky.

ZAVER

Byl vypracovan raciondlni algoritmus fizeni procesu kontinu4lni ste-
rilace vyrobkl ve sklenénych nebo plechovych obalech. Program v jazy-
ce BASIC dovoluje FeSeni dvou typi dloh, které predstavuji podstatnou
¢ast rozhodovani technologa v této oblasti.

Teoreticky se vychazi z matematického modelu odvozeného a verifi-
kovaného diive (Loucka, Klein, 1983; Loucka et al, 1987).
Podstatou je FeSeni rovnice [8] a [9], které urcuji optimum provozu
zafizeni. ;

Piiklad vypocCtu ukazuje postup, jak je moZné dosdhnout reSeni, které
spliiuje veSkeré technologické pozadavky, jakoZ i energetické podmin-
ky zdvodu. Z uvedeného vyplyvaji i alternativy technické realizace Fi-
diciho algoritmu; které jsou zhodnoceny a doporucena koncepce hierar-
chického Fizeni digitdlnim regulatorem.

Seznam symbolii

A — smérnice Gseku teplotnfho polygonu [°C.min—1]
h — charakteristickd funkce v konvoluénim integrélu [—]
F — sterilaéni G¢inek [min]
v if — teplota [°C]
L — délka dseku sterildtoru [cm]
X — vstupni signél [—]
Y — vystupni signél [—]
z — smérnice letalitni Eary [°C]
w — rychlost posunu pésu [cm.min—"]
I — dynamickd konstanta konzervy [min—1]
b — cCasovy tusek teplotnfho polygonu [min]
Indexy

mod — hodnota vypoftend z matematického modelu

exp — hodnota stanovend experimentalné

L — lazen

k — konzerva
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JIOYYKA, M. — BUHKIIAPKOBA, M. (XMMMKO-TEXHOJOTMYECKMIT MHCTHTYT, IIpara):
OnTumMu3anyus npoiecca NPOTOYHOM CTepiumM3anmuM M nmacrepu3amii. Potravinarské Védy,
9, 1991 (1): 45—54.

B paGore ¢opMyIMpOBaH QiropuT™M YIPABIEHHA HEINPCPLIBHON CTEPMIM3ALMM U €ro
anmiMKanus M0Ka3aHa Ha MPaKTMYECKOM Hpumepe. KpUTepuem ONTMMAibHOCTM YIpasle-
HUs SBJISACTCA JOCTMXKEHME TpeGuemMoro crepuiansalmMoHHoro 3ddexra M npejrnucaHHon
KOHEUHOM TEMIIePaTypsl MPOAYKTA, MCXOAA M3 IMPCANOJOKEHMS CUHXPOHM3ALUMM C ApPY-
MMM anmnapatamy IPOM3BOJACTBCHHOM JIMHMM. AJITOPUTM COCTOMT MIM B OIPE/ICIEHUM
TEMIIEPATYPHl CTEPUIM3ALMOHHON cpejanl (3ajgaya 1) Miu B pacyeTy CKOPOCTY JABMIKEHMA
KOHBeMepa (3ajgaua II.) uMCXOAsS M3 YMCICHHOrO PCIUEHMSI HEJIMHEIHOrO ypaBHCHuMs. B 3a-
Kno4yeHuu paborbl pa3oOpaHbl BO3MOXKHOCTM TEXHMUECKON peanu3aunuyu aBTOMATUYECKOro
yNpaBlI€HUA HENPCPBIBHON CTEPMIM3Anyel, MO3BOJIAIOLIETO MCIOJIb30BATh IIPEI0KEHHBIN
AJNTOPUTM.

HENpEepBIBHAA CTEPWIM3AUMS; AJNrOPUTM YIPABJICHMSA; MATEMATMUECKas MOjeJlb; TeMIiepa-
TYpa CpeJa; CKOPOCTb JBMXKEHUs KOHBEiepa

LOUCKA, M. — VINKLARKOVA, M. (Institute of Chemical Technology, Praha): Opti-
mization of the processes of continuous sterilization and pasteurization. Potravinaiské
Védy, 9, 1991 (1): 45—54.

The control algorithm of continual sterilization plant has been derived. The reaching
of requested sterilization effect and regular end temperature of product is represent-
ed as criterion of optimality with respect of synchronization with other elements of
production line. The algorithm is based on either the determination of sterilization
medium temperature (problem No I) or calculation of the velocity of conveyer belt.
For this aim two different nonlinear equations are solved numerically. The possibili-
ties of technical realization of automaticaly controled continual sterilizer for applica-
tion of algorithm are presented.

continual sterilization; control algorithm; mathematical model; temperature of medium;
velocity of conveyer belt

LOUCKA, M. — VINKLARKOVA, M. (Chemisch-technologische Hochschule, Praha):
Optimierung des Prozesses der kontinuellen Sterilisation und Pasteurisation. Po-
travinarské Védy, 9, 1991 (1): 45—54.

Es wurde der Fiihrungsalgorithmus der kontinuellen Sterilisation abgeleitet und an
einem Beispiel illustriert, wobei das Optimalitdtskriterium die Erreichung der erforderli-
chen Sterilisationswirkung und vorgeschriebenen Endiemperatur der Produkts unter Vo-
raussetzung einer Synchronisierung mit dem Arbeitstakt vorhergehender Operationen
darstellt. Der Algorithmus beruht entweder auf der Temperaturfestlegung des Sterilisie-
rungshades (Aufgabe I), oder auf der Berechnung der Geschwindigkeit der Bandver-
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schiebung durch Applikation der numerischen Lésung einer unlinearen Gleichung (Auf-
gabe II). AbschlieBend werden Alternativen der technischen Realisierung der automa-
tischen Fiihrung der kontinuellen Sterilisierung mit Ausnutzung des vorgeschlagenen
Algorithmus erdrtert.

Kontinuelle Sterilisation; Fiihrungsalgorithmus; mathematisches Modell; Mediumtem-
peratur; Geschwindigkeit der Bandverschiebung

Adresa autori:

Ing. Miloslav Loucka, CSc., ing. M. Vinkldrkovd, Vysokd 3kola chemicko-
-technologickd, Technicka 5, 166 28 Praha 6

54 POTRAVINARSKE VEDY — 1991



TESTOVANI TOXINOGENITY KMENU PENICILLIUM CAMEMBERTI: STA-
NOVENI CYKLOPIAZONOVE KYSELINY

V. Ostry, ]J. Ruprich, L. Knesel, M. Polster

OSTRY, V. — RUPRICH, J. — KNESEL, L. — POLSTER, M. (Centrum hygieny po-
travinovych fetézcli, IHE Brno; KHES Brno): Testovdni toxinogenity kmeni Penicil-
lium camemberti: stanoveni cyklopiazonové kyseliny. Potravinafské Veédy, 9,
1991 (1): 55—63.

Sbirkové kmeny Penicillium camemberti ¢. 302—1049 jsme testovali na produkci
cyklopiazonové kyseliny (CPK) metodou chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
a vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC). V8ech 20 testovanych kmeni
produkovalo mykotoxin CPFK na sladinovém agaru se sOjovym peptonem (pfi
teploté 35°C, po dobu 21 dnf). Uvedend Zivna piida je tedy vhodnou screenin-
govou pldou pro testovdni toxinogenity kmena Penicillium camemberti z hle-
diska produkce CPK. Na tekuté pudé podle Dornera poskytlo za stejnych podmi-
nek pét kment (¢. 1002, 1046, 1047, 1048, 1049) negativni vysledek, av8ak né-
které kmeny mély produkci CPK dokonce vy$SSi neZ na uvedené agarové pude.

mykotoxiny; cyklopiazonova Kkyselina; kulturni mykofléra; Penicillium camem-
berti; toxinogenita; TLC; HPLC

Kmeny kulturni mykoflory maji v mlékdrenském primyslu mimofadny
vyznam predevSim z technologického hlediska. Zvlastni postaveni mezi
syrafskymi kulturami maji kmeny Penicillium camemberti a Penicillium
caseicolum, které kromé bakteridlnich kultur zajiStuji svoji lipolytickou
a proteolytickou cinnosti sprdvny prabéh zrdni syri camembertského
typu. Plisobenim produkovanych enzymi prispivaji ke vzniku poZado-
vanych chutovych a aromatickych latek, charakteristickych pro tento
druh syra.

Vedle uvedenych technologickych vlastnosti je potfebné hodnotit kme-
ny Penicillium camemberti také z hygienicko-toxikologického hlediska.

Pfi dlouhodobych krmngych pokusech s myceliem kmene Penicillium camemberti var.
candidum 111.C3 zjistil Gibel (1971) tvorbu sarkomii, adenomii a karcinomi u tes-
tovanych krys kmene Wistar. Ne&ktefi autori v3ak nezjistili podobné toxické nebo
karcinogenni vlivy po krmeni spor a mycelia (Lafont et al, 1976; Polster,
1976 — osobni sdé&leni; Frank et al, 1975, 1977; Schoch et al., 1984) nebo po
testovani extrakti z mycelia na tkanovych kulturdch a embryich (Lafont et al.,
1976; Krusch et al., 1977).

0d zacatku 70. let se u kmenl Penicillium camemberti pouZivanych pii vyrob& syri
sleduje produkce riznych mykotoxini (Kiermeier, Groll, 1970; Mintzlaff
Machnik, 1973; Engel, Milczewski, 1977, Kiermeier, 1977). V roce
1974 Orth a Frank (cit. — Reiss, 1981) testovali kmeny Penicillium camemberti
na produkci aflatoxinli, PR-toxinu, patulinu, sterigmatocystinu a cyklopiazonové kyseli-
ny (CPK). U testovanych kmeni nezjistili produkci Z?4dného z uvedenych mykotoxint.
Still et al. (1978) v3ak zjistili, Ze kmeny Penicillium camemberti cyklopiazonovou
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kyselinu produkuji. Cyklopiazonova kyselina (CPK) je tetramickd indolovd kyselina
a patff ke stfedné& toxickym mykotoxinim. Z hlediska toxicity se CPK miiZe manifesto-
vat ve vétSim mnoZstvi orgdnl a zda se podle dosavadnich toxikologickych studif, Ze CPK
plsobi jako enteronefrotoxin u dribeZe, prasat a pst a hepatotoxin u krys.

Uvedeni autori zjistili produkci CPK u vé&tSiny testovanych kment Penicillium camem-
berti s maximem 1,5 mg CPK na 20 ml plidy v Petriho misce. Le Bars (1979a, b),
Leistner, Eckard (1979) a Schoch et al. (1983, 1984) zjistili produkci CPK
dokonce u vSech kmenli pomérné pocetnych sérif (15—69), pficemZ se produkce pohy-
bovala v rozmezi 0,5—2,0 mg CPK na 1 kg Zivné pidy (Le Bars, 1979a) a 0,035 a%
4,0 mg na 500 ml Zivné piidy ( Schoch et al., 1983, 1984). Vsichni tito autofi sledo-
vali produkci CPK prFi teploté 25°C, avSak i kultivace pfi 4°C po dobu 33 dnii vedla
k produkci CPK (Le Bars, 1979b). Také c¢e3ti autofi (Siminek, Polster,
1985; Vesely et al, 1985, Lohnicky, Simdnek, 1987, Ostry, Polster,
1987, Mrva, 1988) zjistili produkci CPK u vSech testovanych kmeni Penicillium ca-
memberti véetné téch, které se pouZivaji v technologii syru Hermelin, Lajzovéa (1987)
zjistila podstatné& vy3si produkci CPK na Zemli (1,6—16 mg CPK na kg Zivné plidy) neZ
v kapalné pidé (0—15 mg). Vliv riznych pid, tj. sladinového agaru, Zemle a jednych
krup, na produkci CPK sledovala Simova (1988), ktera zjistila, 2e CPK byla produ-
kovana ve v3ech pripadech.

V zahrani€i feSi otdzku produkce CPK u kmenl Penicillium camemberti pouZivanych
v mlékédrenském priimyslu vyb&rem netoxinogennich kmeni, které CPK tdajn& neprodu-
kuji. Tyto kmeny si vSak souCasné zachovdvaji vhodné technologické vlastnosti.

Kmeny, které jsou .pouZivané k piipravé expedi€nich plisiiov§ch kultur nebo sbirko-
vych kmend, jsou origindlni francouzské kultury, kultury ze SRN a Dédnska, popf. kmeny
izolované z origindlnich francouzskych syri Camembert (Teply, 1984). Samson
et al. (1977) uvAadéji ve své préaci o taxonomii druhii rodu Penicillium pro produké&ni
kmeny pro syry typu camembert pouze jeden druh, a to Penicillium camemberti, Do
lohoto druhu jsou zahrnuty i kmeny, oznacované drive jako Penicillium caseicolum,
Penicillium album, Penicillium albidum, Penicillium rogeri, Penicillium aromaticus, Pe-
nicillium epsteinii. V katalogu sbirky &istych mlékarskych kultur (1986) je uvadén
druh Penicillium camemberti, ale nachédzi se zde i nékteré kmeny oznafené jako Pe-
nicillium camemberti var. rogeri (syn. Penicillium caseicolum). Li§i se od sebe pro-
teolytickymi a lipolytickymi vlastnostmi a makrohabitem. Syry vyrobené s pouZitim
kmenl uvad&nych jako Penicillium caseicolum maji jemné&jsi strukturu a napadné&jsf
viini neZ syry vyrobené za pouZiti Penicillium camemberti. Proto je vhodné vlastnosti
cbou vyuZivat ve smési, kterd mlZe tvoiit expediéni kulturu (Teply, 1984).

Nové poznatky (Pitt et al, 1986; Polonelli et al, 1987) ukazujf, Ze kmeny
Penicillium camemberti reprezentuji vlastn& domestikované kmeny Penicillium commu-
ne, od nichZ se mohou liSit produkci né&kterych farmakologicky a fyziologicky u&in-
nych metabolitli (regulovasin A, kyselina cyklopaldové, kyselina cyklopolova, palitan-
tin aj.), které se u startovacich kmentli Penicillium camemberti nemaji a nesmi tvofit.

Cilem préace bylo ovéfit vhodnost pouZiti sladinového agaru se sojo-
vym peptonem jako Zivné plidy k sledovéani toxinogenity kment Peni-
cillium camemberti stanovenim cyklopiazonové Kyseliny metodami TLC

a HPLC.

MATERIAL A METODY

PouZité testované kmeny

Kmeny Penicillium camembe}-ti (€.- 302—1049) byly ziskdny od dr. L. Pokorné
ze Sbirky &istych mlékaFskych kultur v Praze (byly expedovény na $ikmém sladinovém
agaru).

Pfiprava standardu cyklopiazonové kyseliny (CPK)
Cisty mykotoxin byl pfipraven postupem, ktery popsali Ostry, Polster (1989).
Spektrdalni kvalita a kvantita byla kontrolovdna UV-VIS spektrografif (Specord M-40

a Hewlet Packard HP 5988 A). Hmotové spektrum CPK stanovené v systému pfimého
vstupu (DIP) na hmotovém spektrometru HP 5988 A je zndzorn&no na obr. 1.
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Vy$etfovani kmenit Penicillium camemberti ha produkei cyklopiazonové kyseliny
(CPK)

Kultivac¢ni plidy

a) Sladinovy agar se sOjovym peptonem
(30 g sledovaného extraktu, 3 g s6jového peptonu, 15 g agaru, doplnit na 1 1 desti-
lovanou vodou), Sterilizace (120 °C, 20 minut) a rozliti (po 16 ml piidy) na sklené&né
Petriho misky (@ 9 cm).

b) Tekuta pGida podle Dornera
(10 g s6jového peptonu, 20 g kvasniénfho autolyzdtu, 40 g glukosy a 100 g sacha-
rosy, doplnit na 1 1 destilovanou vodou). Sterilizace (v Kochové& hrnci 3krat 1 hodinu)
a rozlitf (po 50 ml) do Erlemayerovych ban&k (250 ml).

Oc¢kovani

Sterilnf kli¢kou nebo prepara¢ni jehlou pfeneseme na Zivnou plidu spory a kousek
mycelia kmenl Penicillium camemberti.

Kultivace

Byla provadéna pri teploté 25°C po dobu 21 dnf.

Pifprava extraktu z kmena Penicillium camemberti kultivovanych
na sladinovém agaru se s6jovym peptonem

Petriho misky s porostem Penicillium camemberti byly zality malym mnoz-
stvim chloroformu. Obsah misky byl pak prenesen do tfeci misky a rozetfen s bezvo-
dym siranem sodnym do sypké konzistence. K vzorku bylo pfiddno 2 ml HCI (e=6
mol/l) a 100 ml chloroformu a vzorek byl extrahovdn 10 minut. Filtraci vzorku byl
ziskd&n hruby chloroformovy extrakt.

Reextraéni &istici postup:

Ziskany extrakt byl extrahovdn 150 ml NaHCO; (¢ =1 mol/l1) po dobu 10 minut. Z4sa
ditd fdaze o pH = 8—9 oddélena od chloroformové faze v délici nédlevce, okyselena
HCl (¢ = 6 mol/l) na pH = 2 a extrahovdna 100 ml chloroformu p&t minut. Chloro-
formovy extrakt byl pak odvodn&n bezvodym siranem sodnym a odpafen pfi teploté
60°C do sucha. Odparek byl rozpudtén v 500 ul chloroformu u metody TLC a v 500 ul
methanolu u metody HPLC.

Pifiprava extraktlt z kmenth Penicillium camemberti kultivovanych
na -kapalné pidé podle Dornera

K vzorku bylo pfiddno 2 ml HCl (¢ = 6 mol/l) a 100 ml chloroformu. Vzorek byl
extrahovdn 10 minut. Filtraci a délenfm v délicf ndlevce bylo oddéleno mycelium,
chloroformovany extrakt 1 a Zivna plida. Mycelium bylo po okapédni vysuseno do
konstatovdni hmotnosti a zvaZeno. Po zvlhéeni chloroformem bylo utfeno s bezvodym
sfranem sodnym do sypké konzistence. Vzorek byl po pfiddni 2 ml HCI (e = 6 mol/l)
a 100 ml chloroformu extrahovdno 10 minut. V délici nédlevce byl oddélen chlorofor-
movy extrakt 2. Oba dva chloroformové extrakty (1 a 2) byly zahustény pfi 60°C na
objem pfibliZzné 100 ml. Ziskany chloroformovy extrakt byl zpracovdn v procesu reex-
trak&nfho &istictho postupu obdobné& jako u kmenl Penicillium camemberti vyrostlych
na sladinovém agaru se s6jovym peptonem.

Stanoveni cyklopiazonové kyseliny (CPK) metodou chroma-
tografie na tenké vrstvé (TLC)

Chromatografické desky SILUFOL byly omyty v methanolu, impregnovany 8% kyse-
linou $tavelovou v methanolu a aktivovany pii teplot& 80°C po dobu 40 minut. Na
desku bylo nana$eno 10—80 ul extraktu vzorku a CPK (25—300 ng na skvrnu). Vyvi-
ject smés byla toluen:octan ethylnaty:kyselina mraven&i (5:4:1). Skvrny byly deteko-
vany postfikem 1% roztokem p-dimethylaminobenzaldehydu (ve smé&si 75 ml ethanolu
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Average of 3.426 to 3.949 min. from DATA:DIP-CPAL.D
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a 25 ml konc. HCl). Stanoveni CPK bylo semikvantitativnf, a to srovnadnim barevné
intenzity vzestupné rady koncentraci standardu CPK. Mez citlivosti byla asi 25 ng na
skvrnu. : -

Stanoveni cyklopiazonové kyseliny (CPK)] metodou vysoko-
tlaké kapalinové chromatografie (HPLC)

Ke stanoveni byl pouZit kapalinovy chromatograf Hewlet Packard HP 1090 L s in-
tegrdtorem HP 3393 A, vybaveny UV detektorem.
Kolony: HP 3 NHj, 3 um, 60x4,6 mm (Hewlet Packard)
Mobilnf faze: methanol + octan amonny (¢ = 0,2 mol/1) (1:1)
Pritok: 1,8 ml/min. Teplota: 25 °C
Linearita odezvy UV detektoru pii 280 nm: 0,1 ug—1 mg/ml
Praktickd citlivost stanoveni: 3 ug CPK/kg vzorku.

m/z abund. m/z abund. m/z abund. m/z abund.
55.00 1922 97.00 82 139.00 299 167.00 2073
57.00 488 98.00 728 140.00 1687 181.00 10839
£8.00 39 115.00 128 152.00 46 182.00 18510
67.00 50 125.00 250 153.00 167 183.00 315
69.00 4735 126.00 42 154.00 12261 195.00 584
70.00 8235 127.00 3531 155.00 8510 196.00 9561
83.00 319 128.00 230 156.00 79 197.00 1019
84.00 1614 130.00 624 166.00 2162 336.00 4666
96.00 32

1. Hmotové spektrum Kkyseliny cyklopiazonové stanovené v systému pifmého vstupu
(DIP) na hmotovém spektrometru Hewlet-Packard HP 5988 A — The mass spectrum
of cyclopiazonic acid determined in the DIP system on a Hewlet-Packard HP 5988 A
mass spectrometer
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VYSLEDKY A DISKUSE

V8ech 20 testovanych sbirkovych kment Penicillium camemberti (C.
302—1049) produkovalo na sladinovém agaru se sojovym peptonem cyk-
lopiazonovou kyselinu (CPK). Testovdny byly také kmeny 1046, 1047,
1048, 1049, které nejsou zatim zafazeny do katalogu sbirky €istych mlé-
kafskych kultur Laktoflora. Vysledky stanoveni CPK jsou uvedeny v ta-
bulce I.

Vysledky produkce CPK u kmenti Penicillium camemberti na tekuté
ptidé podle Dornera jsou uvedeny v tab. II. VétS§ina kmen@l produkuje

1. Produkce Kkyseliny cyklopiazonové kmeny Penicillium camemberti na sladinkovém
agaru se s6jovym peptonem metodocu TLC a HPLC — Production of cyclopiazonic acid
by Penicillium camemberti strains in wort agar with soybean peptone — TLC and HPLC

TLC - | HPLC TLC || .. HPLC

Kmen Kmen
[mg na kg Zivné pidy] [mg na kg Zivné pidy]

302 1 1,060 801 0,1 0,242
304 0,2 0,134 918 0,4 0,477
305 1 1,229 929 0,05 0,010
309 0,3 0,298 999 0,4 0,406
313 1,3 1,113 1000 0,05 0,004
337 1,1 1,024 1002 0,05 0,004
338 0,07 0,076 1046 0,05 0,004
730 0,05 0,051 1047 0,05 0,004
797 1,493 1048 0,05 0,016
799 0,05 0,023 1049 0,2 0,195

II. Produkce Kkyseliny cyklopiazonové kmeny Penicillium camemberti na tekuté phdé
podle Dornera — Production of cyclopiazonic acid by Penicillium camemberti strains
in a liquid medium after Dorner

TLC HPLC
Kmen | [mg na kg Zivné [mg na kg [mg na kg [mg na kg
pidy] suchého mycelia] Zivné pildy] suchého mycelia]
302 8 276 7,69 265,26
305 0,2 45 0,18 4,07
309 0,1 2,6 0,06 1,52
313 0,05 1,6 0,03 1,05
337 0,3 9,2 0,32 9,67
338 0,4 10,6 0,37 9,75
730 1 27 1,01 27,31
797 0,2 6,3 0,21 6,65
1799 0,1 2,6 0,12 2,99
801 0,2 6,8 0,14 4,78
918 0,1 2,7 0,12 3,06
929 0,4 11,8 0,40 11,83
999 0,2 9,3 0,26 11,98
1000 0,05 1,6 0,07 2,09
11002 0 0 0 0
1046 0 0 0 0
1047 0 0 0 0
1048 0 0 0 (§
1049 0 0 0 0
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CPK. Kmeny 1002, 1046, 1047, 1048, 1049 neprodukovaly CPK v takovém
mnoZzstvi, které bylo mozZné stanovit metodou HPLC a TLC. MnoZstvi CPK
bylo stanoveno na 1 kg tekuté Zivné plidy a dale na 1 kg suchého myce-
lia uvedenych kmenfi.

U CPK, extrahované z kment Penicillium camemberti, bylo stanoveno

UV spektrum v methanolu (priklad spektra u kmene ¢&. 302 — obr. 2).
Na obr. 3 je pro porovnani znazornéno UV spektrum standardu CPK
v methanolu (2 ug/ml).

210 220 230 240 2%0 260 270 280 290300 330 2, UV spektrum CPK ex-
A lmml  trahované z kmene Peni-
cillium camemberti \

methanolu — UV spec-

Kyveta 10 mm trum of CPA extracted
Teplota laboratorni from a Penicillium ca-
Absorbance Exp Y memberti strain in me-

Exp. X thanol

Srovnanim produkce CPK u kmen@ Penicillium camemberti na dvou
odlisnych kultivacnich plidédch byly zjiStény vyznamné rozdily u kment
302, 305, 313, 338, 730, 797 a 929. Interpretace téchto vysledki je vSak
sloZitd vzhledem k rozdilnosti pouzitych Zivnych puad.

Byl sledovan také vztah produkce CPK a phvodu kmenit Penicillium
camemberti. Kmeny 302 a 730 (francouzského ptivodu) kultivované na
kapalné ptidé podle Dornera produkovaly na 1 kg suchého mycelia
nejvice CPK ze vSech testovanych kmenfi.

Bylo potvrzeno zjisténi ( Mrva, 1989) o vySsi tvorbé CPK u Cs. expe-
di¢ni kultury (797, 799) proti kmenu z NDR (1047 ), ktery vSak mél podle
autora horsi technologické vlastnosti.

Sikmé sladinové agary s pridavkem 10% sterilniho mléka jsou po-
uzivany ke kultivaci matecnych kmenti Penicillium camemberti a CPK se
na nich tvofi za tfi aZ pét dni pfi teploté nad 20 °C. Expedi¢ni kultura
Penicillium camemberti je péstovdna na Zemli, kterda je dobrym substra-
tem pro produkci CPK (Lajzovéa, 1987; Simova, 1988). Pfi sle-
dovani novych moznosti kultivace expedi¢nich kultur na ovesnych vloc-
kédch, k dosaZeni lep$i manipulace s kulturami, byla zjiSt€éna pomérné
vysokd produkce CPK i na tomto substrdtu ( Ostry — nepublikovano]).
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Date i @1-11-1989
---> WAVELENGTH SCAN REPORT <--- Time : 09:10:02
Operator : Not Entered

Sample Name : CPA Function : Absorbance

Solvent Name : metanol Wavelength Range : 198 to 380 nanometers
Concentration : 2 Integration Time : 1 seconds
Units i oug.nl-1 Std Deviation : OFF
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3. UV spektrum standar-
du CPK v methanolu — X g ' ¢ ! ; :
UV spectrum of CPA { t { f { { { +0,0343

standard in methanol 190 3'80

Sladinovy agar se s6jovym peptonem se ndm zd4 byt vhodnou scree-
ningovou ptidou pro testovani CPK ve spojeni s jejim priikazem -chroma-
tografii na tenké vrstvé (TLC) a vysokotlaké kapalinové chromatografie
(HPLC). Vysledky obou metod jsou srovnatelné (tab. I).

Z hygienicko-toxikologického hlediska je Z&douci, aby kmeny, které se
pouZivaji v mlékdrenském priimyslu pfi vyrobé plistiovych syrfi, neprodu-
kovaly Zadné toxické metabolity, které by mohly ohrozit zdravi konzu-
menté. Orgdny hygienické sluZby by proto mély provadét kontrolu a tes-
tovani toxinogenity uvedenych kment Penicillium camemberti.

Literatura

ENGEL, G. — MILCZEWSKI, K. E.: Die gesundheitliche Unbedenklichkeit von Peni-
cillium caseicolum, P. camemberti und P. roqueforti. Milchwissenschaft, 32, 1977, s.
517—520.

FRANK, H. K. — ORTH, R. — REICHLE, G. — WUNDER, W.: Fiitterungsversuche an
Forellen mit Camembert- und Roquefort-Kulturen. Milchwissenschaft, 30, 1975, s. 594
aZz 597. [E
FRANK, H. K. — ORTH, R. — IVANKOVIC, S. — KUHLMANN, M. — SCHMAHL, D.:
Investigations on carcinogenic effects of Penicillium caseicolum and Penicillium roque-
forti in rats. Experientia, 33, 1977, s. 515—516.

GIBEL, W. — WEGNER, K. — WILDNER, P.: Experimentelle Untersuchungen zur Frage
einer karzinogenen Wirkung von Penicillium camemberti var. candidum. Arch. Gesch-
wulstforsch., 38, 1971, s. 1—6.

KIERMEIER, F. — GROLL, D.: Zur Aflatoxin B; — Bildung in K#sen. Z. Lebensm.-Unters
Forsch., 143, 1970, s. 81—89.

KIERMEIER, F. — WEISS, G. — BEHRINGER, G. — MILLER, M.: Uber das Vorkommen
und den Gehalt an Aflatoxin M; in Ké#sen des Handels. Z. Lebensm.-Unters. Forsch.,
163, 1977, s. 268—271.

POTRAVINARSKE VEDY — 1991 @1



KRUSCH, U. — LOMPE, A. — ENGEL, G. — MILCZEWSKI, K. W.: Die gesundheitliche
Unbedenklichkeit von Penicillium caseicolum, Penicillium camemberti und Penicillium
roqueforti. Milchwissenschaft, 32, 1977, s. 713—715.
LAFONT, P. — LAFONT, J. — PAYEN, ]J. — CHANY, E. — BERTIN, G. — FRAYSSINET,
C.: Toxin production by 50 strains of Penicillian used in the cheese industry. Food
Cosmet. Toxicol., 74, 1976, s. 131—139.
LAJZOVA, R.: Sledovani tvorby vybrangch metabolitd plfsni. [Diplomova prace.] Praha
1987 — VS3CHT, s. 44.
LE BARS, ].: Cyclopiazonic acid bioproduction by Penicillium camemberti Thom, effect
of temperature on individual strains. Ann. Rech. Vet., 10, 1979a, ¢. 4, s. 601—602.
LE BARS, ].: Cyclopiazonic acid production by Penicillium camemberti Thom and natural
occurence of this mycotoxin in cheese. Appl. Environ. Microbiol., 38, 1979b, &. 6, s. 1052
—1055.
LEISTNER, L. — ECKHARD, Ch.: Vorkommen toxigener Penicillien bei Fleischerzeugnis-
sen. Fleischwirtschaft, 59, 1979, s. 1892—1896.
LOHNISKY, ]. — SIMUNEK, ].: Produkce kyseliny cyklopiazonové Penicillium camem-
berti a jejich vyskyt v syrech Hermelin. Vet. Pée v potr. Prim., 4, 1987, s. 56—59.
MINTZLAFF, H. J. — MACHNIK, W.: Untersuchungen iiber das Toxinbildungsvermdgen
von Penicillium caseicolum und Penicillium roqueforti — Stdmmen, die fiir die Her-
stellung verschiedener Kisesorten von Bedeutung sind. Jahresber. Kulmbach, Bundes-
anstalt f. Fleischforschung, 1973, I 52/53.
MRVA, ].: Vznik a odbourdvani hofkych peptidd pii zrdni syra Hermelin. [Diplomovéa
prdce.] Praha 1989 — VSCHT, s. 46.
OSTRY, V. — POLSTER, M.: Hygienicko-toxikologickd problematika mykofléry pouZf-
vané k vgrob& syri. Vet. PéCe v potr. Prim., 4, 1987, s. 48—50.
OSTRY, V. — POLSTER, M.: Nédlezy kyseliny cyklopiazonové a jejich producenti v po-
Zivatindch. Veter. Med. (Praha), 34, 1989, €. 7, s. 421—430.
PITT, J. I. — CRUICKSHANK, R. H. — LEISTNER, L.: Penicillium commune, Penicillium
camemberti the origin of white cheese moulds and the production of cyclopiazonic
acid. Food Microbiol., 3, 1986, s. 363—371. 2
POLONELLI, L. — MORACE, G. — ROSA, R. — CASTAGNOLA, M. — FRISVAD, ]. C.:
Antigenic characterization of Penicillium camemberti and related common -cheese
contaminants. Appl. Environ. Microbiol., 53, 1987, €. 4, s. 872—878.
REISS, ].: Mykotoxine in Lebensmitteln. New York, G. Fischer Verlag 1981, s. 549.
SAMSON, R. A. — ECKHARD, Ch. — ORTH, R.: The taxonomy of Penicillium species
from fermented cheeses. Antonie von Leeuwenhoek, 43, 1977, s. 261—274.
SCHOCH, U. — LUTHY, ]. — SCHLATTER, Ch.: Mykotoxine in schimmelgereiften Késen.
Mitt. Geb. Lebensmitt. Hyg., 74, 1983, s. 50—59.
SCHOCH, U. — LUTHY, J. — SCHLATTER, Ch.: Mykotoxine von Penicillium roqueforti
und Penicillium camemberti in Kdse. Milchwissenschaft, 39, 1984, ¢. 10, s. 583—584.
STILL, P. — ECKHARD, Ch. — LEISTNER, L.: Bildung von Cyclopiazonsdure durch
Penicillium camemberti — Isolaten von Kidse. Fleischwirtschaft, 58, 1978, €. 5, s. 876—
—877.
SIMOVA, M.: Aktivita plisiiovfch kultur z hlediska dosaZeni standardnosti syru, vzniku
peptiddi hoiké chuti a tvorby mykotoxind. [Diplomovéd prace.] Praha 1988 — V3CHT,
s. 52.
SIMUNEK, ]. — POLSTER, M.: Kyselina cyklopiazonovd, mykotoxin nariistajictho vy-
znamu, producenti, vyskyt a detekce. In: Problematika mykotoxinii z hlediska potravi-
nafské praxe a veterinarni praxe. Brno, CSVTS 1885, s. 35—39.
TEPLY, M.: Cisté mlékarské kultury. Praha, SNTL 1984, s. 295.
VESELY, D. — VESELA, D. — BERANOVA, M.: Problematika mykotoxini v sg¢rech. In:
Sbor. Predn. Mikrofléra masnych a driibeZaiskych vyrobki a novinky v taxonomii.
Liblice, CSAV 1985, s. 76—77.

Doslo dne 25. 5. 1990

OCTPEI, B. — PYIIPBIX, M. — KHECEJ, JI. — ITOJICTEP, M. (LleHTp I'MrMeHs IMIie-
BBIX Ilemei, VIHCTUTYT TMrMEHBI M smujaemMuosiormy BpHO; OO6inacTHas CaHUTAPHO-3NMUAE-
MHUOJOTrMYECKass CTpaHuus, BpHO): TecTMpoBaHMEe TOKCHHOrEHETMYHOCTH mTaMMOB Pe-
nicillium camemberti: ounpeaeNeHMe IHMKJIONMA30HOBOM KMCJIOTHL. Potravinafské VEédy,
9, 1991 (1): 55—63.

KonnekumoHHble 1TamMMmsel Penicillium camemberti Ni 302—1049 TeCcTMpOBAIM HA IIPO-
AYKIOUIO LUMKIONMA30HOBOM KMCIOTEI METOAOM Xpomarorpachuy B TOHKOM CIO€ ¥ JXKUJ-
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KoctHOM xpomarorpachuy BHICOKOTO A2BJIEHUSI. Bcex 20 TECTMPOBAHHBIX IITAMMOB IIDOAY-
OMPOBAJI0 MMKOTOKCHMH IUKJIONMMA30HOBOJM KMCIOThI HA COJIOAOBOM arap-arape ¢ jgo6as-
KO coeBoro menrtoHa (mpu Temmeparype 25°C, B TedueHuMu 21 JHA). YKasaHHAs NuUTa-
TeNpHAsA CPEAa — 3TO NOAXOAAIAs OTCEBHas CpPEAa MJIsi TECTMPOBAHMS TOKCHMHOIEHETHY-
HOCTM INTAMMOB Penicillium camemberti ¢ TOYKM 3PEHUS NUKJIONUA30HOBOI KMUCIOTHI.
Ha >kujakoyi cpene mo JIOpHEpy IIpM OJMHAKOBBIX YCJIOBMAX IATh IITaMMOB (Ne 1002,
1046, 1047, 1048, 1049) NMPOSBMJIOCH C OTPMIATEJBHLIM DPE3YJBTATOM, OJHAKO HEKOTODHIE
INTAMMBI IPOAYUMPOBANM Aake GOJbIIE LMKIOMMA30HOBOM KUCIOTH, YEM IUTAMMBI, YKa-
3aHHBIE Ha arapoBOil CpEAe.

MMKOTOKCHHBI; IMKJIONMMA30HOBas KMCIOTA; KyJAbTypHas Muxkpodnopa; Penicillium ca-
memberti; TOKCMHOT€HETMYHOCTh; Xpomarorpadusi B TOHKOM CJIOE; >KMJIKOCTHAs XpOMa-
rorpachuss B TOHKOM CJIOE; JKMAKOCTHAsA XpoMartorpadus BHICOKOrO JaBJIECHUSA

OSTRY, V. — RUPRICH, ]. — KNESEL, L. — POLSTER, M. (Center of Hygiene of Food
Chains, Institute of Hygiene and Epidemiology Brno; Regional Hygienic and Epidemio-
logical Station Brno): Verification of toxinogenicity of the Penicillium camemberti
strains: determination of cyclopiazonic acid. Potravinaiské Védy, 9, 1991 (1): 55—63.

The Penicillium camemberti strains as collection items No 302—1049 were tested for
cyclopiazonic acid (CPA) production by thin-layer chromatography (TLC) and high-
-pressure liquid chromatography (HPLC). All 20 verified strains produced mytoxin
CPA in wort agar with soya peptone (at 25°C, for 21 days). The given nutrient medium
was consequently a suitable screening medium for testing toxinogenecity of the Pe-
nicillium camemberti strains as to CPA production. In the liquid medium prepared
according to Dorner, five strains (No 1002, 1046, 1047, 1048, 1049) provided in the same
conditions negative results; on the other hand, some strains proved even higher CPA
production than in the given agar medium. e
mycotoxins; cyclopiazonic acid; culture mycoflora; Penicillium camemberti; toxinoge-
nicity; TLC; HPLC

OSTRY, V. — RUPRICH, ]. — KNESEL, L. — POLSTER, M. (Zentrum fiir Hygiene von
Nahrungsmittelketten, IHE Brno; KHES Brno): Testen der Toxinogenitdt von den Stdm-
men Penicillium camemberti: die Bestimmung der Zyklopiazonsdure. Potravinafské
Védy, 9, 1991 (1): 55—63.

Die Sammlungsstimme Penicillium camemberti Nr. 302—1049 wurden auf der Produk-
tion der Cyklopiazonsdure (CPK) mit Hilfe der Methode der Chromatographie auf der
diinnen Schicht (TLC) und der Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) getestet.
Alle 20 getesteten Stdmme produzierten das Mykotoxin CPK auf dem Wiirzenagar mit
dem Sojapepton (bei Temperatur 25°C, nach 21 Tagen). Der angefiihrte N#hrboden
ist also ein geeigneter Screeningboden fiir Testung der Toxinogenitdt von den Stimmen
Penicillium camemberti vom Gesichtspunkt der Produktion von CPK. Auf dem fliissigen
Boden nach Dorner zeitigten fiinf Stdmme (Nr. 1002, 1046, 1047, 1048, 1049) unter
gleichen Bedingungen ein negatives Ergebnis, aber manche Stdmme hatten die Pro-
duktion von CPK sogar hoher als auf dem angefiihrten Agarboden.

Mykotoxine; Cyklopiazonsdure; Kulturmykoflora; Penicillium camemberti; Toxinogeni-
tidt; TLC; HPLC
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BIOTECHNOLOGICKA SPOLECNOST

V dubnu 1990 byla zaloZena samostatnd Biotechnologicka spole&nost,
kterda bude sdruZovat vSechny zdjemce o biotechnologie s cilem co nej-
v&t3l vzajemné informovanosti.

Spolenost je Fadn& zaregistrovdna (ICO 00570397), mé& své stanovy,
své hospodafeni a stala se ¢lenem Svazu védeckotechnickych spolecnosti.

Biotechnologickd spoletnost bude vydéavat vlastni informadni Casopis
BIOPROSPECT, jehoZ nulté €islo vySlo v prosinci 1990.

Biotechnologickd spolefnost poclitd s c¢innosti regiondlnich pobocek,
které budou ustanoveny na zdklad& prani &leni. Spoletnost chce podporo-
vat co nej3ir$i Gcast naSich biotechnologii v nejriiznéjSich mezindrodnich
organizacich, redak&nich raddch zahrani¢nich Casopisi apod. a informovat
¢leny spole¢nosti o ¢innosti téchto organizaci. Na strdnkdch svého casopi-
su chce poskytovat co nejobsédhlejsi informace odborné (prehledné ¢lanky),
informace o mezindrodnich i domécich konferencich a sympoziich, uvé-
dét charakteristiky domdécich i zahrani¢nich vyrobct a vyzkumnych in-
stituci, informovat o novych knihdch a ¢asopisech, uvddé&t inzerci vZeho
druhu a podavat zpravy o &innosti vysokych 3kol a pracovist CSAV.

Prihlasku do Biotechnologické spole¢nosti miiZete ziskat na adrese:
Ing. Jana Schovéankov4, VSCHT, Technicka 3, 166 28 Praha 6. Clensky
prispévek ¢&ini 40 K¢s.
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PREHLEDY

ZNACENE SLOUCENINY PRI SLEDOVANI SLOZEK POZIVATIN

Znatené sloudeniny (ZS) se jiZ vice neZ pillstoleti pouZivaji k FeSeni. problematiky
disciplin chemicko-biologického v&dniho zdkladu. V této oblasti predstavuji v§znamny
védecky pfistup a vydobyly si zde své nezastupitelné misto.

Moderni v&da o potravindch hleda stdle nové a nové metody studia chemickych
a biochemickych pochodli probihajicich v potravind¥skych surovindch, polotovarech
a vyrobeich. Vzhledem ke zvySujici se intenzifikaci vyroby zemédé&lsko-potravinafského
komplexu jsou souasn® potfebné nové piistupy ke zjiStovani pritomnosti cizorod§ch
latek v potravinéach.

K tfeZeni uvedenych tdkoli mé souCasnd potravindiskd v&da Fadu metodickych pii-
stupli. Své misto mezi nimi maji i postupy vyuZivajici ZS, které jsou uZiteénym pomoc-
nikem nejen pri osv&tlovdni né&kterych otdzek chemie potravin, ale zvlast& se uplatni
pii tzv. dynamické analgyze (Janicek et al, 1962). ZS umoZiiuji potravina¥sky vy-
znamné slouceniny nejen stanovit, ale i ozFejmit jejich Glohu vzhledem k trvanlivosti
a jakosti potravin, jakoZ i jejich uplatn&ni ve vyZivé (Janicek, Haladka, 1985).

Vyznam ZS pri feSeni problémi potravindifského vyzkumu i praxe vzriistd teprve
v poslednim desetiletf (obr. 1). Jednd se v3ak vétSinou o prédce zahranitnich autori.
V na3i republice se pouZivaji ZS v potravindfském vyzkumu dosud jen ojedinéle.

Pod pojmem ZS rozumime nizko- i vysokomolekuldrni latky, na které je kovalent-
né vézdna vhodnd znatka (Stenesh, 1975). Jako znatky se pouZivaji zvlast& ra-
dioaktivni i stabilni nuklidy, enzymy, fluorofory, ale i jiné vhodné detekovatelné
markery (K&S8, Rauch, 1983).

90

60

30
1. Celkovy podet prac! vyuZivajicich zna-
tenych sloudenin v jednotlivgch letech

(podle FSTA)

[J v analyze poZivatin; M pri stopovénf
1977 1982 1987 slozek pozivatin

Zavedeni znaCky do nizko- nebo vysokomolekuldrni sloudeniny umoZni sledovat
(stopovat) tuto slouceninu i v nejsloZitéjSich systémech, dovolf ji rozlidit od stejné, ale
neznafené slouCeniny a detekovat ji i ve velmi nizkych koncentracich ¥Fddu pmol
a amol. Je samoziejmym piredpokladem, Ze ZS se nesmi ve svém chemickém chovani
ani biologické aktivit® 1i3it od neznalené. Pravé okolnost, e v chemii pracujeme
v experimentu vZdy s rlznymi slouc¢eninami, mii%e ndhrada libovolné z nich uginit
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tento metodicky postup zcela univerzalni. MiiZeme stopovat, ve které cdsti pokusného
systétmu se ZS hromadi, jak se v tomto systému transportuje, se kterymi sloZkami
systému integruje, do které reakce nebo sledu reakci vstupuje, do jaké miry je z po-
travy vyuZitelna, resp. jaky je jeji osud v organismu. O praktickém vyuZiti ZS rozhoduji
prednosti tohoto pristupu pfed jinymi metodami.

Sledovani distribuce a transportu

ZS jsou zvlasté vhodné ke studiu distribuce a transportu pfrirozenych sloZek potra-
vin i cizorodych latek v potravinovém Fet&zci. UmoZiuji urcit nejen distribuci, ale i po-
hyb sledované slouCeniny v pokusném objektu, pri¢emz dynamické hledisko je pro
poznéni pochodii probihajicich v potravinéfskych surovinach, polotovarech a vyrobcich
nepochybné& mnohem cennéjsi. Znalost distribuce testovanych sloucenin nam umoZiuje
1épe pochopit nékteré jejich interakce se slozkami potravin, reakce, kterych se zacast-
ni, véetn& sloZitych pochodii, probihajicich pFi vyrob& a skladovani potravin.

Pro ilustraci je uvedeno nékolik prikladii moZnych aplikaci ZS pfi FfeSeni problémil
potravinaiského vyzkumu i praxe. Jako znacek bylo v téchto postupech vyuZito vétsinou
radionuklidi.

V oblasti technologie mléka a mléénych vyrobkil je moZné sledovat distribuci fosféa-
tovych emulgacCnich soli, védpniku, Zeleza a jinych biogennich prvkil, jakoZ i syridlo-
vych enzymii v syrovadtce a zrnu, lipoproteinové lipasy a né&kterych vitamini mezi
kasein, syrovatku a lipidovou frakci (Sundheim, Beggtsson-Olivecrona,
1986). Obdobné& cenné poznatky pro cerealni chemii a technologii predstavuje znalost
distribuce biogennich prvki a lipidd v zévislosti na riznych podminkdch zpracovéani
t&chto surovin (Garcia et al, 1977). Distribuci, ale i v priibhu difdze sodikovych
ionti a vody u uzenarskych vyrobkii lze méfit pomoci radionuklidd 3H a %’Na.

V poslednich letech je nejvice praci zaméreno na sledovani distribuce a transportu
rezidui cizorodych latek, zvlasté pesticidii do potravinaiskych surovin rostlinného a
Zivo¢isného pivodu. ZS se uplatni zvladté pri modelovych pokusech, ve kterych je
cilem zjistit distribuci cizorodych l4atek a dobu setrvani rezidui v suroving, pripadné
pritbéh jejich odbouradvani. ObtiZe jinych metod souvisi zvlasté se zjidtovanim tzv.
neextrahovatelného nebo vdzaného podilu rezidui v potravinafskych surovinéach
(Stratton Wheeler, 1986). PouZivand extrakce, enzymovd hydrolyza, vletn&
technik vyuzZivajicich destilace za vy33ich teplot, nejsou kvantitativni, nehledé na
pracnost a zdlouhavost takovych postupii. Vyhodou pouZiti znacenych cizorodych latek
v téchto pokusech je zjednodu$eni postupu a nizké detekéni limity rezidui. Uprava
vzorkil spocivd obvykle pouze v jejich mineralizaci na mokré ¢i suché cesté. Tuto
operaci vykona automatické zafizeni. Mnohdy je v3ak moZn4 detekce sledovanych
sloudenin bez tpravy vzorkl. Prikladem tu miiZe byt sledovéani transportu nonyalko-
holu, jako inhibitoru kli¢eni, do bramborové hlizy (Drauschke et al, 1981).
Zachyceni inhibitoru slupkou prokéazali autoFi autoradiografii. RovnéZ znacené izo-
thiokyanaty byly vyuZity pfi transportnich studiich (Augustin et al, 1986; Rauch,
Bohac¢enko, 1981).

Charakterizace rezidul védzanych na surovinu zavisi na biologickém materidlu, che-
mickém sloZeni pouZitého preparatu cizorodych latek, které rozhodujicim zpGsobem
ovliviiuji podstatu vazby rezidui na surovinu.

Série praci sympozia vé&novaného distribuci rezidui ve skladovanych bramboréch
a ceredliich (Hadjidemetriou, 1986) prinesla Fadu poznatkii o jejich priniku
do suroviny, o jejich lokalizaci v ni, vCetné& sledovéni poklesu koncentrace rezidui
béhem skladovani, jakoZ i jejich degradace b&hem technologického zpracovani su-
rovin.

Nemén& zdvaZné jsou studie sledujici distribuci cizorodych latek v surovinach Zivo-
gi¥ného piivodu. Hlavni zFetel v této problematice je vé&novan transportu cizorodych
latek, zvlasts pesticidi do mléka (Lynch et al, 1987). Zatimco pouZivadni pesticid-
nich pripravki je v zemé&dé&lstvi sou¢asné epochy nezbytnosti, pfedstavuje aplikace ana-
bolick§ch hormoni v Zivo¢isné vyrob& nékterych statii velké zdravotni nebezpeci pro
konzumenty. Jsou proto nezbytné metody pro sledovéni téchto mnohdy kancerogen-
nich latek v potravinovém Fet8zci. ZS se pro tato sledovdni velmi dobfe hodi. Uplatni
se v3ak i pFi sledovdni mykotoxini (Goto, Hsieh, 1985; Prelusky et al,
1987), riznych toxickych organickych sloucenin (Kinzell et al, 1985), jakoZ i pFi
studiu migraci komponent obalov§ch materidli do potravin (Figge, 1983; Mirchi
et al., 1989). ¢
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Sledovéni interakei sloZek potravin

Pom&rn& mélo praci se zabyva studiem interakci v potravindch pomoci ZS. Neodpo-
vidé to vyznamu, které interakce potravindisky vyznamnych sloucenin maji. Zna&enych
bilkovin bylo napf¥. vyuZito pfi studiu rovnovéahy bilkovin v kaseinovych miceldch a p¥i
sledovéani interakci mezi bilkovinami a lipidy pfi vyrob& instantni d&tské mlécné vy-
?ivy (Rowley, Richardson, 1985). Detailnf rozbor interakeci bilkovin s tanniny
podal Asquith (1985). ZS umoZiiuji studovat rovn&Z interakce nizkomolekuldrnich
latek s makromolekulami. Sem patfi sledovani interakci dietni vldkniny s vitaminy
{Omaye etal, 1983) i cizorodymi latkami (Sjoedin et al., 1985).

Sledovédni osudu sloZek potravin

ZS jsou S$iroce pouZivané pii zjistovani vyuZitelnosti (bioavailability) rznych vy-
znamnych sloZek potravin z nutriénfho hlediska a pii sledovdni osudu cizorodych
latek v potravindch i v organismu. Jak se ukazuje v poslednich letech, objevuje se
stdle vice praci, které se zab§vaji vyuZitelnosti sloZek potravin po riznych fyzikalnich
nebo chemickych zdkrocich na potraviny (Johnson et al, 1985). RovnéZ je sledo-
véna vyuZitelnost riiznych aditiv, v§znamnych z nutri¢niho ¢i technologického hledis-
ka, kterymi jsou potraviny obohacovdny (Cohen, 1980). Problematika sledovani
metabolického osudu  sloucenin vyznamnych z potravindfského hlediska se v posled-
nich letech stdle Cast&ji objevuje na strankdch potravind¥skych ¢&asopisii. Hlavnim
diivodem je tu zfejm& ta okolnost, Ze mnohé problémy souvisi vice se zmé&nami po-
travindfsk§ch technologii, které bezprostfedné maji i nutri¢ni disledky. ZS ndm dovoll
lépe poznat nejen vyuZiti sledovanych sloZek potravin, ale i jejich dal3i pfemé&ény v or-
ganismu (Johnson, Weaver, 1986; Khan et al, 1987). Paleta slouenin, je-
jichZ vyuZitelnost byla sledovdna pomoci ZS, je rovn&% pestrd. Uvedme alespoii sledo-
véni vyuZitelnosti aminokyselin, zvlasté lysinu (Cecchi, Resmini, 1977), bil-
kovin, lipidi (Borchardt et al, 1982), ale i miner4lif, zejména Zeleza (Rauch
et al.,, 1990). V poslednich letech je aktudlnf studium vlivu vldkniny na vyuZitelnost
riznych sloZek potravy (Sjoedin et al, 1985). Pozornost byla v&novédna v3ak i nu-
tri¢nfm G&inkim emulgdtorht (Rauch, Kas§, 1984), jako jsou napf. lecitiny, estery
organickych kyselin s glycerolem, estery sacharosy apod.

Sledovéni reakef potravindisky vyznamnych sloutenin

.Pomoci ZS miiZeme sledovat i jejich G€ast v reakcich, které probihaji v potraviné¥-
skych surovindch i b&hem jejich technologického zpracovdni a pii skladovédni finé&l-
nich produkti. Prfkladem tu miZe byt sledovéni postupnych pfemén lysinu pfi studiu
Maillardovy reakce (Saito et al, 1980), sledovani tvorby &ervenych a hn&dych kon-
denza¢nich produktli pFi stdrnuti cerveného vina pomoci znacdenych anthokyanii
(Bourzeix et al, 1985) nebo sledovédni reakci sloufenin zpilsobujicich zdkaly p¥i
skladovéni piva (McGuinness et al, 1975). V potravindch probfhaji také reakce
katalyzované enzymy, které 1ze rovn&z sledovat pomoci ZS (Oldam, 1977; Rauch
et al., 1981).

Pritkaz pravosti a st&¥i poZivatin

K urdeni pravosti a staFi n&ktergych poZivatin lze vyuZit pfirozen& se vyskytujici
nuklidy, nejéastéji “C. MéFenim radioaktivity octa lze rozpoznat synteticky a p¥irodnf
pivod octa, vina, brandy a také oxidu uhli¢itého a ethanolu v Zumivych vinech
{Krueger, Krueger, 1985; Martin et al, 1985a). Stejnym zplsobem je mo%-
né ovétit pfirodni plivod skofice, vanilinu (Hoffman, Salb, 1980) a n#&kterych
komponent aromatu (Drevon et al, 1980). Je dokonce mo%né dokdzat pouZitl cereéa-
1if p¥i vyrob& piva. P¥i rozliSovani plivodu poZivatin je nezbytné brat ohled na jede-
néctilety cyklus kolisdni obsahu radioaktivniho oxidu uhliditého v ekosféfe. Nejenom
tato okolnost zt&Xuje zjiSt&ni pravosti potravin. Vyskytly se i pfipady, kdy fal¥ovatelé
pFiddvali “C,HsOH do destilati, aby vzbudili dojem pravosti a st4Ff ndpoje. Proto bylo
potfebné vypracovat sloZit&jsi kritéria hodnoceni, kterd by nebylo moZné obchézet. To
se skutetn& podafilo zavedenim dopliikovych mé&¥Feni i n&kterych stabilnich, pFirozens
se vyskytujicich nuklidd hmotovou spektrometrii. Mé&feni pfirozené radioaktivity 3H, %C
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a obsahu 2H, BC, B0 ve vzorcich a né&slednym vypoStem pomé&rd 2H/'H, ¥BC/12C
a 80/%0 znemoznilo fallovat pravost poZivatin (Schmid et al., 1981). Tato metoda
Gsp&3n& rozliSuje pravost octa, ovocnych sirupli, cukru, medu, alkoholickych népoji,
tukd, masa, vajec, mléénych vyrobkil, ryb, potravinovych aditiv a aromatu. Uvedeny
metodicky pl‘Istup umozni rozpoznat, zda pf¥i kandovani ovoce byl pou%it med nebo
cukr (Doner et al, 1979) a rozlisit pifirodni 3tdvy od roztokii cukru (Parker,
1982).

Méfeni obsahu deuteria umoZni piesné identifikovat druh evropského piva nebo
prokézat ¥edé&ni dZusi, nebot smérem k rovniku obsah deuteria ve vod# vzriistd (Mar -
tin et al, 1985b). Neddvno bylo zjist&no, Ze rok sklizné&, napf. aje, 1ze stanovit zm&-
fenim 2%Ra a 28Th (Kobashi, Tominaga, 1985).

V tomto literdrnfm pi¥ehledu neuvddim méfFeni kontaminace poZivatin radionuklidy,
které se dostaly do potravinového retézce v diisledku c¢innosti &lov&ka. Jednd se
totiZ o problém, ktery pfi vyrob& potravin nemfiZe ovlivnit, p¥estoZe je z hygienického
hlediska kontaminace radionuklidy neZ&douci. Pfesnd mé&feni v3ak dokéazala, Ze 80 a%
90 % radioaktivity, kterou pfijimdme potravou, pochézi z pfirozen# se vyskytujtclho
radionuklidu 40K.

Technické aplikace

ZS poméhaji i pfi FeSeni né&kterych technickych problémé. UmoZiiuji testovat funkci
cukrovarnickych krystalizatordi i jinych cukrovarnickych (Hirschmiiller, 1972)
a pekédrenskych (Dolinin, Sakharov, 1976) zafizeni. V oblasti masného prii-
myslu se uplatnily pFi vyvoji technologie spafovani na poréZkové lince i p¥i nepfimém
stanoveni hmotnosti, obsahu tuku a bilkovin jate¢nych zvifat méfenim pfirozené ra-
dioaktivity 3H nebo 4K celotZlovym radiometrem (Jones et al, 1984). Pomoci ZS
1ze rovnéZ sledovat proces myti 1dhvi a sanitace v potravindfskych zdvodech, kontrolu
dokonalého promichédni potravinadrskych aditiv a krmnych smési, jakoZ i testovdni po-
travindfskych strojii a zjisfovani indexu zamofeni zrni pfi skladovédni rlznymi Skiidci
(Wiggin, Gladstone, 1956). UmoZiuji to radionuklidy s velmi krdtkym po-
lo¢asem rozpadu.

Zavér

Literdrni pilehled ukazuje jednu oblast, a to sledovdni (stopovdni) pomoci ZS.
Druhou velkou oblast pFfedstavuje vyuZiti ZS v analyze poZivatin, kterému bude vé&no-
védno zvlastni sd&leni (Rauch et al, 1991). N&které poznatky lze ziskat pouze po-
moc{ ZS, jiné snadné&ji neZ jinymi metodami. Proto je potFebné se vé&novat rozvoji
téchto metod pro potieby zemé&dé&lsko-potravindiské sféry.

Tento prehled shrnuje pouze nejvyznamné&j3i priklady vyuZiti ZS. Upln& re3er3e,
zahrnujici vice neZ dvé stovky praci, pfesahuje publikaéni moZnosti Casopisu a je
k dispozici u autora.

Na zédkladé analogii s ostatnimi chemicko-biologickymi v&dnimi disciplinami a podle
vyvojového trendu poslednich let (obr. 1) lze predpoklddat dalsi zvySeni podilu ZS
na ¥eSeni problémii potravindfského vyzkumu i praxe.
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2 VEDECKEHO ZIVOTA

XXI. SYMPOZIUM 0 NOVYCH SMERECH VYROBY A HODNOCENI POTRAVIN

Ve dnech 28.—30. 5. 1990 se v Podoldnkédch konalo XXI. Sympozium o novych smé-
rech vyroby a hodnoceni potravin, které tradin& organizuje Odborné skupina pro po-
travinarskou a agrikulturni chemii Cs. spoletnosti chemické pfi CSAV spolu s dalsimi
organizacemi.

Program sympozia byl zaméfen na problematiku jak hlavnicn sloZek potravin, tak
i minoritnich latek véetn& aditiv a kontaminanti. Pfednesené referdty a postery se
zabgvaly novymi analytickymi metodami a jejich .aplikacemi, ale i zm#&nami, které na-
stdvaji v priibéhu zpracovdni a skladovani potravin. Celkem bylo pfedneseno 30 dst-
nich sdéleni a prezentovano 24 posterli. Sympozia se zGcastnilo 108 odbornikdi z ob-
lasti potravinarské a zemédé&lské védy, vyroby i zdravotnictvi.

JiZ tradi¢né byla soucasti odborného programu diskuse o senzorickém hodnoceni
potravin v&etn& praktického hodnoceni dvou druhi@i nov& vyvijenych mléénych dresin-
gl, déle dvou druhli salami a c¢tyf rznych vzorkid jadrovin. Vysledky senzorického
hodnoceni je3té b&hem sympozia zpracovali a zhodnotili Barvif a Rusz.

Skupina sedmi referatli prvniho dne sympozia se tykala problematiky lipidii. Metoda
vysokolcinné kapalinové chromatografie HPLC mé kromé jinych oblasti své uplatn&ni
i v analytice lipidi. Pdnek, Pokorny a Davidek ji uZli k separaci triacyl-
glycerolit a jejich degrada¢nich produktii pro uréeni typu oleje a stanoveni stupné&
Zluklosti. Stanovenim ’transizomerli mastnych kyselin ve ztuZenych olejich metodou
HPLC se zabyval referat autori Filip, Bechyliovd a Beitlerova. Rovn&Z
nutri¢n& vyznamné lipofilni faktory — vitamin A, karoteny a tokoferoly lze touto me-
todou spolehlivé stanovit. Jeji aplikaci uvedli ve své prdci K¥istan, Holasova,
Pafizkova a Blattnda. Zmeény slozeni rybiho tuku b&hem zpracovéani ryb byly
pfedmé&tem sdé&leni autori Voldfich a Kalac¢. Zatimco celkovy obsah tukll se
bshem uzeni a sterilace nemeénil, ¢inily ztrdty nenasycenych mastnych kyselin 20
az 50 % pavodniho obsahu. Referat kolektivu Mashehdani, Pokorny, P4-
nek a Davidek pojedndval o kvalité makovych semen v priibdhu skladovani.
P¥i kombajnové sklizni dochéazi k po3kozeni semen, uvolnéni pfitomné lipoxygenasy,
ktera se pak vyrazné podili na katalyze oxidace mastnych kyselin. Stabilita oleje vii¢i
oxidaci je kromeé jiného téZ ovlivnéna pfitomnosti chlorofylovych pigment{i. Jednodu-
chou spektrofotometrickou metodu pro stanoveni t&chto latek v rostlinngch olejich
vypracovali Holasovéa, PaFizkova, Pokorny a Blattna. PFi stanoveni
jodového ¢&isla tuki a olejli se pouZiva toxicky tetrachlormethan. P¥i mezindrodnich
mezilaboratornich zkou3kéach zjistili Kadfiova, Pokorny a Davidek, Ze je
moZnéd ndhrada cyklohexanem, aniZ by doslo k ovlivn&ni vysledkil.

Studiu stability syntetického sladidla Acesulfamu K se vénovali Suhaj a Kovacd.
Sledovali vliv teploty, koncentrace, iontové sily, pH a vybranych sloZek potravin. PFi
aplikaci sladidla v nealkoholickych nédpojich a pfi peCeni do 200°C byly ztraty za-
nedbatelné. O senzorickém hodnoceni smé&snych nédhradnich sladidel referovali Sy -
rovy a Davidkova. Ve smésich s aspartamem pozorovali zvy3eni intenzity
sladké chuti. Steviosid a jeho smé&si se z hlediska senzorickych vlastnosti zdaji ne-
vhodné. Senzorickym hodnocenim chuti umami (chut glutamédtu hydrogensodného), pro
kterou v Evrop& neméame zvlastni oznaceni, se zabyval referdt Pilkové a Pokor-
ného.

1zolace askorbétoxidasy — enzymu uZivaného ke stanoveni vitaminu C — z Kultur
rostlinnych explantdti byla pfedmétem sdéleni kolektivu Krdlov4d, Macek, Mol-
ndrovéd, Vanék a Demnerovaé. Dobré vytéZky byly nalezeny nap¥. u tabdku,
routy, melounu, ostropestifece a dalSich. Problematikou védzanych forem riboflavinu a
moznosti jejich 3t&peni pomoci mocoviny se zabg§val referat Skédcelové a Pic-
kové. Latkdm's vitaminovou aktivitou — foldtim — byl té% v&novan referat autoril
Cernéa, PFistoupilovd a Kodidek. Autofi zjistili Ze 3Setrnou dehydratact
vodnych roztokli mélo stabilnfch folatli nebo jejich soli vznikaji za vhodnych podmi-
nek stabilni komplexy s plivodni vitaminovou aktivitou.
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Pfi sledovadni reakci neenzymového hnédnuti byly v modelovych systémech identi-
fikovany 1,3-disubstituované imidazoly, patficf mezi hlavni reakéni produkty. O vy-
sledcich préce referovali Davidek T, VeliSek a Davidek J.

Do oblasti analytiky biogennich amin byly smé&Fovdny referdty dvou autorskych
kolektivii. Spinar, Kellner, Culik a Frantik vypracovali metodu HPLC
s fluorimetrickou detekci, Miiukova prezentovala metodu s uZitim automatického
analyzatoru aminokyselin.

Na vyznam znalosti svétové platnych norem pro potravindrské vyrobky pro vyrobce
a distributory potravin poukézal referdt Parfizkové a Blattné.

V bloku pfednések vénovanych problematice masa a masnych vyrobkd se Pipek,
Foft a Smid zabyvali GdrZnosti parkov§ch konzerv z hlediska pFitomnosti kysli-
ku, sterilaéniho reZimu a kontaktu masného vyrobku s ldkem. Hodnotili G&inek
aerobnich sporulanti. Tomancovda, Steinhauer, Matya$ a Sixl sledo-
vali pfeZivani patogenni mikrofléry v tepeln& neopracovanych masnych vyrobcich v z4-
vislosti na technologickém zplisobu jejich opracovani. Porovnavali klasicky vyrdbé&né
uzeniny (poli¢an, lovecky saldm) s vyrobky, u nichZ byly aplikovdny startovaci kultury
(Herkules). Mikrobidlni riist korelovali s mérenfm fyzikdlné&-chemickych vlastnosti vy-
robkilt v priib&hu jednotlivgch technologickych operaci.

Rauch, Rychetsky, Hochel a VoldFich se zabyvali hodnocenim kvality
masnych vyrobkid. Vypracovali imunochemicky postup pro stanoveni histaminu, jehoZ
hladiny jsou v korelaci s kvalitou potraviny. Analyza je vysoce citlivd a specifické,
je také jednoduchéa a byla aplikovdna pri hodnoceni 30 druhii masnych vyrobki, ryb,
syra, vina a piva. Reologické chovani masa popsali Pipek a Sinevid&, kte¥l hod-
notili vliv nékterych ukazatelli (teplota, obsah tuku, piridavek soli, vody, doba naso-
lenf) na reologické chovéani hrub& desintegrovaného masa a zjistili zdsadni vyznam
volné vody na sledované ukazatele. Budig popsal nékteré operace, které se osvéd-
Cily pfi zpracovadni masa v tropickych podminkéch. Jednd se o sudeni v predsoleném
nebo predvarfeném stavu a o uzeni. Autor zdiraznil nékteré vyhody téchto technolo-
gicky nenédroénych operaci. Praktické vyuZiti nékterych druhotnych surovin driibeZar-
ského primyslu popisuji Uherovd, Buchtova a Michalek, kteFi stanovili
hladiny v§znamnych nutriénich faktord (vitamin A, thiamin, riboflavin, esencidlnf a ne-
esenciialni mastné kyseliny] ve vajednych skordpkdch, kufecich b&héacich a kufeci
slezing. Navrhuji nékterd nova vyuZiti téchto surovin u nds. Duda, Velidek
a Davidek analyzovali kolagenni stfeva ziskand od zahranic¢nich firem z hlediska
charakteru obsaZzeného zmék&ovadla. Zjistili pFevaZny podil glycerinu a malé mnoZ-
stvi diethylenglykolu. V saldamu baleném ve stievu obsahujicim diethylenglykol byla
sledovédna migrace této latky do vyrobku.

Lipidy z pohledu veterindrniho -hygienika hodnotili Hejlovd a Vé&vrova,
které se zabyvaly zménami lipidii v produktech zemé&d&lské velkovyroby a doporuduji,
aby byla v budoucnu analyza pomoci chemickych a fyzikdln&-chemickych ukazatelil
nahrazena nebo doplné&na stanovenim hygienické a v optimdlnim pFipadé& i biologické
jakosti,. Dudé4d3ovéd, Chorvadthovd a Granc¢iova upozornily na p¥imy
vztah mezi hladinou cholesterolu v plazmé a aterosklerosou. Doporucuji konzumaci
s6jovych bilkovin. Na zéklad& pokusii s dietami obsahujicimi s6jové bilkoviny a kasein
prokazaly hypocholesterolemicky ucinek odtu¢néné s6jové mouky u zviFat.

Vyznam vyskytu stopovych prvkii v potravindch byl hodnocen v Fadé& referatd,
v kterych se autori zabgyvali hlavné negativhim dopadem t&chto prvkdi na kvalitu
a hygienickou jakost potravinafskych vgyrobkli a dédle na metody analyzy hladin
stopovych prvkii v potravindch. Sebesta, Pavelka, Ndpravnik a Dré4-
pal popisuji vysledky 3etfeni, pfi némZ ve velkém souboru okolo 3000 vzorkii hod-
notili hladiny kadmia, olova, médi a zinku ve vzorcich masa, driibeZe, lovné zvéfe,
syra apod. UvAdéji procento nadlimitnich hladin uvedenych prvki, které dosahujf
2,8; 8; 4,8 a 13,6 % pro olovo, kadmium, mé&d a zinek.

Jedlidka a Pta¢ek na zdkladé analyz krmiv i masa skotu v oblasti zasaZené
exhalacemi (Most, Teplice) ukazuji na kontaminaci rtutf, kadmiem, mé&df{ a zinkem;
nenalezli v3ak, s jedinou vyjimkou, vyrazn& zvy3ené hladiny t&chto prvkli v mase.
O vyznamu chrému ve vyZivé referoval Rut, ktery porovnal tdaje o negativnim
a pozitivnim vlivu tohoto kovu uvddé&né v literatufe. Zdliraznil v§znam jeho vyskytu
v biologicky ufinné formé&, kdy miiZe plisobit pfiznivé na regulaci koncentrace krev-
niho cukru. Koplik a Némcova popisuji analyzu Zeleza, mé&di a zinku v s6-
jovgch bobech a jejich distribuci v bilkovinnych frakcich a lipidovém podilu. Tichéa
a K¥etkova porovndvaly hladiny olova, kadmia, m&di a zinku v cukru z riznych
zédvodit v CSFR produkovanych v roce 1978 a 1989. V roce 1989 byly nalezeny niZ3i
koncentrace olova a mé&di a prakticky stejnd koncentrace zinku. Byly ziskdny ftidaje
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o -distribuci t&Zkych kovii v cukrovce b&hem jeji vegetace a sklizn. Mirchi popsal
stanoveni olova v dZusech metodou AAS, pfi niZ pouZil pfipravu vzorku kyselym roz-
kladem a na suché cesté a na3el dobrou shodu obou operaci. Vyrobu hygienicky ne-
zdvadné a nutriénd plnohodnotné zeleniny popisuje Heyduk, ktery zdlraznil, Ze
neni nutné jednostranné odmitat minerdlni hnojeni a chemickou ochranu rostlin,
%e je v3ak nesmirn& diileZité jejich 3etrné uZivani. Pfedpoklddd to peclivé monitoro-
vani vstupu cizorodych latek do prostfedi a vyuZiti vSech vé&deckych poznatkli o pfFi-
pustnych hladindch vedoucich k migraci je3t& pfistupnych mnoZstvi do plodin. Opa-
tovd, Curda a Dobid$ se zabyvali technologii konzervace ovocnych polotovaril
a sledovali hladiny kyseliny mravenc¢i v zelenin& za pouZiti kapilarni isotachoforézy.
Krausovéd a PrazZzék popisuji stanoveni SO, metodou FIA s malachitovou ze-
lenf v kombinaci s destilatni jednotkou Kjeltec 1002. St&pédnkovéd se zabyvala
sortimentem kofeni a kofFenicich prFipravkii, které jsou k dispozici pro priimyslovou
vyrobu kofeni a jejich analytickym hodnocenim. Popsala kvalitativni hlediska aplikace
jednotlivgch typl piipravkd (prirodni kofenf, emulze vytaZkli kofeni, vytaZky kofeni
na sypkgch nosi¢ich).

Hostin, Palo a Bare3ové& popisuji charakter a skladbu enzymového pfi-
pravku, ktery izolovali z povrchového mazu syra Niva. Ziskany pripravek urychloval
zrani syra az o 31 %.

Bartko informoval o principech funkce a prikladech pouZiti analyzitoru Infratec
1225 a 1255, pracujicim v blizké infracervené oblasti v rozsahu 800—1100 nm, pfi
analyze potravin zahrnujici stanoveni vlhkosti, bilkovin, tuku, vldkniny, Skrobu, sacha-
ridli, n&kterych vitamini a Fady dalSich latek v nejrzné&jSich potravinéaiskych vy-
robcich, krmivech a zemé&délskych produktech. O metod® umoZiiujici uréit sloZeni
smési bilkovin na zédkladé analyz aminokyselin, dale uréit neclistoty a aditiva v bilko-
vinnych vzorcich referoval Knessel. Metoda je zaloZena na pFedpokladu, Ze bil-
koviny jsou charakterizovdny aminokyselinovym sloZenim a je proto velmi citlivd na
presnost stanoveni aminokyselin. Aplikaci metody linedrniho programovéni prezento-
vali KopFfiva a Kondelik. V zdvod& na vyrobu tekutych detergentd vyuZili
simplexové metody linedrniho programovéni k nalezeni optimdlni skladby vyroby pii
dodrZenf mez{ danych poZadavky trhu tak, aby poskytnuté devizové prostfedky pro
ndkup surovin byly pouZity k dosaZeni maximélnfho maloobchodniho obratu.

Dalsi préce byly prevazZné z oblasti aditivnich latek a kontaminantd. Ondrou-
ek, Kult, Spacdek a Rihova se zabyvali ve svém sd&leni stanovenim adi-
tivnich latek v konzervarenskych vyrobcich pomoci HPLC. Sledovali &tyFi latky, a to
kyselinu benzoovou, kyselinu sorbovou, kyselinu mravenéf a Diaspon (sacharin). O vy§-
znamu net&kavych nitrosaminl v soucasném pivovarnictvi v souvislostech s dusi¢nany
a o postupu pfi jejich stanoveni referovali Kellner, Culik, Spinar a Fran-
tik. Ledahudcovéa, VeliSek a Davidek seznamili pFitomné s reakcemi
chlorhydrinii glycerolu v hydrolyzdtech bilkovin a se stanovenim reak&nich produkti.
V préci byly studovdny reakce 3-chlor-1,2-propandiolu s amoniakem. Bylo zjist&no, Ze
pFi reakci vznikd 3-amino-1,2-propandiol. Byla vypracovdna metoda pro stanoveni této
latky v hydrolyzatech bilkovin. Na problematiku analyzy rezidui selektivnich herbici-
dii na bazi fenoxyalkanovych kyselin MCPA, 2,4-D, mecoprop a daldf, pouZivanych
proti dvoudéloZnym pleveliim, upozornili HajSlovad, Kocourek a Tahtah.
V préci se zabyvali moZnostmi izolace a stanoveni jak volnych, tak i vdzanych forem
rezidui t&chto herbicidii. Pentachlor patfi mezi zdvaZné kontaminanty Zivotniho pro-
stfedi, ktery s ohledem na svoji biologickou aktivitu miiZe negativn& ovliviiovat i né-
které fermentacni procesy. Proto se studiem metabolickych procesii vybranych kvasi-
nek v pritomnosti pentachlorfenolu PCP zabyvali Tahtah, Haj$lovd, Dem-
nerovad a Kosinkova. Prokazali, Ze dochézi k vyrazné kumulaci PCP a jeho
reziduf v kvasnitnych buiikdch a Ze pritomnost PCP se dédle projevuje sniZenim pro-
dukce biomasy, ale i zménami v zastoupeni nékterych sloZek. Studiu rezidui herbi-
cidi pouZivanych pf¥i péstovani lé¢ivych rostlin se vEnovali Schultzovéd, Kova-
tidovd, Tekel a Kucerova. Za pouZitych experimentdlnich podminek pro-
kézali, e hladiny reziduf v ¢ase sb&ru byly zna¢né& ovlivnény lokalitou, terminem
oSetfeni, klimatickymi podminkami pfi o3etfeni a po n&m a velikosti davky pFi-
pravkii. O riistovém reguldtoru ze skupiny triazolovych sloucenin — paclobutrazolu
a o moZnostech jeho stanoveni informovala Schultzova. S vlastnostmi perspek-
tivnich insekticidii na bézi benzylmodoviny, moZnostmi jejich stanoveni a stanoveni
jejich degradac¢nich produktli sezndmili pfitomné Tom$ej, Haj¥lovd a Pudil.
Vadvrovad a Pavlidéek sledovali rezidua PCB ve vodnich nadrZich CR a v rybdch
v nich chovanych. Na zdkladé jimi zjisténého pomé&ru mezi obsahem rezidui PCB ve
vodach a v rybéch 1ze z vy3e hladiny rezidui ve vodé& urcit pravdé&podobnou koncentra-
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¢i PCB v rybach. Holadovd, Kocoiurek a Mi§kov4 studovali rezidua dami-
nozidu (N,N-dimethylhydrazid kyseliny jantarové) v jablkdach. Pfi skladovédni & zpra-
védni kontaminovaného ovoce se miiZe diaminozid rozklddat na karcinogennf N,N-di-
methylhydrazin. Proto je reziduim daminozidu vé&novédna zvySend pozornost. Autofi
v praci studovali vyuZiti plynové chromatografie pro stanoveni daminozidu a kinetiku
vzniku N,N-dimethylhydrazinu v modelovych systémech. Na vyuZiti jednoduché rychlé
metody — deriva&ni spektrofotometrie v analytice n&kterych sloZek potravin, zejména
aditivnich latek jako je sladidlo Acesulfam K, konzervacni latka kyselina sorbovi,
pfirodni latky kofein, thein a kyselina askorbova, upozornil Suhaj. Hodnotil uvede-
nou metodu jako perspektivni pfi kvantifikaci potravindfskych komponent. Aditivnim
latkdm vénovala pozornost také Hambur g, ktera podala prFehled pFirodnich barviv
pouZivanych v Estonsku.

Ing. Eva Davidkovd, CSc. ing. Marie Holasovd, ing. Helena Pa-
Fizkovd
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RECENZE

SEAFOO0D: RESOURCE, NUTRITIONAL COMPOSITION, AND PRESERVATION
POTRAVINY MORSKEHO POVODU: ZDROJE, SLOZENI ZIVIN A KONZERVACE
Z. E. Sikorski (Ed.)

Boca Raton, CRC Press 1990, s. VII + 248.

Potraviny zfskdvané z mofe se stdvaji stdle vice pfedmétem zdjmu potravinai¥skych
odbornik{, protoZe vyznamné& dopliiuji zdroje potravin pro rychle rostouci obyvatelstvo
rasf planety. Navic predstavuji obohaceni jidelni¢ku a pat¥i k potravinovym materia-
1im s vyhodnym sloZenim Zivin a s piiznivym G€inkem na inhibici chorob cévniho
obghu. Do této skupiny potravindiskych surovin pat¥f nejen ryby, ale i paryby, moisti
savci, m&kky3i a korysi; potraviny rostlinného plivodu nejsou do knihy zahrnuty. Uré¢i-
tym problémem moiskych Zivo&ichl je jejich specificka chut a Spatnd skladovatelnost.

Technologie t8chto produktli je sloZitd, protoZe je souborem aplikacf biochemickych,
mikrobiologickych, biologickych, chemickych a inZenyrskych poznatkd smérujicich
k vysoké kvalité a G&inné konzervaci. Kvalita zdvisf oviem také na surovin& a zplisobu
lovu.

Nedostatek zdroji mofskych organismi@t si vynutil velké zmé&ny v jejich lovu, zpra-
covanf a vyuZitf a dokonce byl zaveden i chov moiskych ryb a mékkysti — tzv. akva-
kultura. V posledni dob& bylo zvefejn&no mnoho novych poznatk, a proto je jejich
souborné zpracovanf velmi diileZité. Této prdce se ujal piednf sv&tovy odbornik v che-
mii a technologii rybného primyslu — prof. Sikorski 2z Vysoké 3koly technické
v Gdaiisku, s Fadou spolupracovnikii z Polska a daldich pé&ti stdtli. Pfednosti knihy je,
Ze zdlraziiuje pravé modernf pojeti rybného primyslu.

Ovod pochéz{ od zndmého potravind¥ského védce prof. D. J. Tilgnera. Kniha
sestdvd z 13 kratkych kapitol. V prvnf kapitole je podédn piehled problematiky a velmi
struéné i hlavnf metody lovu. V dalsf kapitole jsou popsény zdroje moiskych Zivo-
¢ichlt a jejich dostupnost; zhodnocena je jejich vyuZitelnost v potravinafstvi a vyznam
ve vyZivé. Ve tFetf kapitole se pojedndvd o sloZenf a v§Zivové hodnot& hlavnich sku-
pin mofskych organismili pouZivangch v potravindiském primyslu a tato ¢4st je zvlasts
kvalitn& sestavena. DiileZity je popis biochemickych a mikrobidlnich zmé&n ulovengch
Zivodichl (4. kap.), kde se klade hlavni diraz na zmény zplsobené &innost! vlastnich
i mikrobidlnfch enzymid. Vzorn& zpracovand je patd kapitola o pifpravé tdlovku pro
konzum nebo pro daldf zpracovéanf; jde hlavné& o riizné mechanické dpravy.

V daldich kapitoldch, predstavujicich zhruba polovinu rozsahu knihy, jsou popsény
jednotlivé technologické procesy:

a) chlazenf (ledem i studenou vodou) a skladovédni chlazenych vyrobki;

b) zmrazovéan{ a zmény mrazirensky skladovanych vyrobki;

c) sudenf s dirazem na kvalitu sufengch vyrobkil a jeji zmé&ny b&hem skladovéni;

d) solenf a nakldd4ni (v€etn& vyroby marinad);

e) uzen!, zahrnujfci i vyrobu koufe a udicich p¥ipravki;

f) konzervace teplem, kde jsou podény i teoretické zdklady tepelné sterilace a dobie
jsou popsany zmény kvality zplsobené zéhievem;

g) technologie mletych rybich vyrobki, kam patif i rizné tradiéni vyrobky, nap¥. ja-
ponské surimi.

Knihu uzavird kapitola o sanitadnich postupech v rybafském priimyslu, a to jak na
lodich, tak i v zdvodech na pevning.

Kniha je prehledn& Clen&na, védecky, ale pFitom velmi jasn& a srozumiteln& pséna,
takZe je piistupnd i Cten&rlim, kteff se dosud touto problematikou nezabgvali. I pies
velkou struénost textu nejsou Z4dné vyznamné poznatky opomenuty. Zpracované Gdaije
jsou opieny o zkuSenosti autord i o obsdhlé literdrni citace a 545 uvedenych odkazii
pfedstavuje dileZity zdroj informaci pro daldf studium. Kvalitn& zpracovany v&cny rej-
stifk usnadiiuje orientaci v knize.
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NaSe zemé& sice nesoused! s mofem, ale pFesto spotfeba mofskych Zivo&ichll roste
a dal3f riist je Zddouci. K tomu pfispéje i recenzovand publikace, kterd bude uZitednou
pifru¢kou pro potravinadiské chemiky, technology, rozvojové a vyzkumné pracovniky,
zaméstnance obchodu a kontroly i pro studenty. )
Prof. Jan Pokorny, DrSc.

QUALITY ASSURANCE IN FOOD AND RELATED CONSUMER GOODS INDUSTRY

P. Molnér (Ed.)

ZABEZPECOVANI KVALITY POTRAVIN A PRIBUZNYCH SPOTREBITELSKYCH VYROBKU
Budapest, EOQ Food Section. 1990. 238 str.

Kniha je sbornfkem referdtli ze 4. seminéfe potravinafské sekce Evropské organizace
pro kvalitu (European Organization for Quality), ktery se konal v Berlin& ve dnech
24.—27. 10. 1990. Seminéie se zG¢astnilo vice neZ 100 odbornikdl ze 16 st4tli (i mimo-
evropskych) a bylo na ném piedneseno celkem 27 referdatii (z toho 24 je ve sborniku
uvedeno v plném znéni).

Znatnou ¢&&st publikace tvorf obecné referdty o zjistovdni a zabezpedovani kvality
potravindfskych vyrobkd. Nejefektivné&jsi metodou k dosaZeni dobré kvality je G&inna
prevence, kterd se neobejde bez rychlych a spolehlivfch metod kontroly a statisticky
vyhovujictho systému vzorkovéani, které byva vétSinou v&tSim zdrojem chyb neZ vlastni
analyza. Neuspokojivé porozuménf statistickym metoddm je €astou pfFi¢inou chybngch
z4vérl (Barcos). Pro tsp&$ny marketing jsou dilileZitym faktorem stdle rostouct
néroky na jakost, které se projevuji chovanim spotfebiteld pfi ndkupu. ProtoZe se spo-
tiebitel setkdva aZ s hotovym vyrobkem, jevi se diileZité formulovat ndroky na zemé-
délské suroviny se zietelem na jakost vyrobku (Strecker ). Zdravotn{ nezdvad-
nost a v§Zivova hodnota se zjiStuji pfi expedici v§robku, ale je potfebi sledovat jejich
zmény aZ po prodej a konzum vyrobku (Sturman ). Pfi srovndni vyrobkd konvent-
niho a alternativniho zemé&délstvi je dlileZité cenové srovnéni, které se uskute¢iiuje u vy-
brangych potravin, ale celkové nédklady se hodnoti srovndnim potravinovych kos@; pii
tomto srovnéni vychazejl ceny u alternativnich vyrobkdt o 55 % vy38f (SRN) a pfi
zahrnut{ odli¥nych konzumnich zvyklostf o 45 % vy3%f (Karg a Steinel).

Celkova kvalita vyrobku se vypocte jako funkce jednotlivgch jakostnich ukazatell
s pouZitim pifslusngch koeficientli zdvaZnosti (Geidel). Podle postupu nadace Wa-
rentest zahrnuje z celkového posudku 20 % dosaZeni legislativnich poZadavkd, 15 %
nezdvadnost z hlediska chemické a 15 9% z hlediska mikrobidlnf kontaminace, 20 %
technologickd jakost (chovani pFi kone&né Gpravé ke konzumu) a 30 % senzorickd
jakost (Rehlenderovéd).

Kvalita potravin a 1é&iv zaleZi na jejich biologické hodnot& a jeji hodnoceni- mé& mno-
hé spole¢né rysy, a to i z hlediska legislativniho, ale u 1éCiv jsou pifisn&j3i poZadavky
na pfesné dodrzeni vyrobniho postupu a vyZaduje se soubor pFfsnéjSich toxikologickych
zkoudek (Veress a Biacs ). Suroviny pro potravinaisky primysl jsou pifrodnfho
plivodu s veskerymi vyhodami a nevyhodami; vyznamné je hledisko surovinové Eistoty
a pilivodnosti a stupeii kontaminace. Rozpor mezi variabilitou jakosti surovin a spotie-
bitelskym poZadavkem na konstantni jakost vyrobku se musi Fe3it soustavnou kontrolou
a ptizplisobenim technologickych podminek a receptury v zdvislosti na v¢sledcich kon-
troly (Mick).

Obaly pro potravinarské vyrobky se museji feSit z hlediska ochrany prfed prQnikem
plynili, par a svétla, ddle z hlediska hygienické ochrany pfi transportu a skladovanf
(Varséanyi).

Moderni technologie umoZiiuje dosaZeni vy33i jakosti integracf{ systémili zabezpe&eni
jakosti s vyrobnim procesem s pouZitim vypoletni techniky (Kochanovéd); vyZa-
duje to oviem automatizovanou kontrolu jakosti a vypracovani objektivniho a racio-
ndlnfho ¥izenf vyroby z hlediska optimalizace jakosti.

Nékolik referatldl se tykalo nutnosti prizplisobit ndrodni hlediska na jakost potravin
poZadavkiim spoleéného evropského trhu.
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K nejvyznamnéj$im strdnkdm jakosti patif senzorickd jakost, pro jejiZ hodnoceni
je vgznamny pokrok v mezindrodni standardizaci metod hodnoceni, $kolen! hodnotiteld,
odbgru vzorkll i v pouZivdnf jednotné terminologie (Neumann ). Pro hodnocenf
charakteru aré6matu a chuté jsou dileZité popisné metody, u nichZ se pro sériovou ana-
lyzu zvlastd osvédcila metoda zkrdcenych senzorickych profili (Pokorny).

Znatny podil piisp&vkil je vénovan vlivim chemického sloZeni a mikrofléry na jakost
riznych druhii potravin, nap¥. ovocnych $tdv a jinych v§robkll z ovoce a zeleniny, ko-
Fenf, suSeného mléka, t&stovin a rady jinych vyrobkd.

PFi nyn&jsim prFechodu na3f potravindi¥ské vyroby do podminek trZnfho hospodéaistvi
bude vyznam jakosti rychle stoupat a k jejimu dosaZeni miZe byt uvedeny sbornik jist&
nasim potravindfskym odbornfkiim G&innou pomoci.

Prof. Jan Pokorny, DrSc.
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OBHAJENE KANDIDATSKE DISERTACE

MELZOCH KAREL: VyuZiti imobilizovangch biologickgjch systémii v lihovarstvi, [Kan-
didatska disertace.] Praha 1989 — VSCHT, katedra kvasné chemie
a bioinZengrstvi. (Obhajoba 21. 6. 1989.)

Kandidatskd disertani prdce navazuje na vysledky obsdhlého vgzkumu rdzngch
pracovidt zabyvajicich se intenzifikaci lihového kvaSeni pomoci imobilizace kvasinko-
vych bunék. Kandid4at se zaméfil na dvé riizné techniky: na metodu ,entrapment“ do
gelu algindtu vdpenatého nebo carrageenanu a na zondlni imobilizaci v bioreaktoru
s externim membranovym modulem. Ob& metody se vyzna&uji vfhodou dosaZeni vysoké
koncentrace kvasinkovych bun&k, coZ se pri zachovani jejich aktivity projevi vysokou
produktivitou tvorby ethanolu.

Cilem préce bylo rozsifit stdvajici znalosti o chovdni imobilizovan§ch systémi na
oblast aplikace v lihovarském primyslu.

VSechny experimenty byly provddény v laboratornfm m&Fitku. Jsou charakterizo-
vdny zékladnimi bioinZenyrskymi parametry. Buiiky kvasinek Saccharomyces cerevisiae
imobilizované metodou ,entrapment® v gelové pelet& algindtu vapenatého, pifp. carra-
geenanu se ve staciondrnich podminkdch kontinudlni kultivace vyzna&uji stabilnim cho-
vanim i po 400 hodindch fermentace. Jejich aktivita po skladovéni pfi teplot& 4°C
ve vodé se prili¥ nemé&ni ani po jednom roce. Je-li pouZito melasové médium, je nutné
provddét jeho pFeddpravu, nap¥. ¢ifenfm. Pritom 1ze dlouhodob& dosahovat vysoké
produktivity tvorby ethanolu (10 aZ 30 g/h na 1 litr objemu fermentoru). Metodou
rastrovaci elekironové mikroskopie byly sledovdny povrchové a lomové struktury
pelet a morfologie bung&k.

Druhd metoda spoé&ivala na vyuZitf membrédnového bioreaktoru sklddajictho se z kon-
tinudlnfho reaktoru spojeného s tubuldarnim mikrofiltraénim modulem, ktery pracoval
s Gplnym recyklem buné&k. Koncentrace biomasy ve fermentoru dosahovala hodnoty
cd 10 do 60 g/1 v zdvislosti na fermentafnich podminkdch. Byly stanoveny optimé&lnf
parametry pro provoz reaktoru. Teoretické studium bylo zaméfeno na oblast vlivu
koncentrace biomasy na ,maintenance“ poZadavky bundk. I pifes to, Ze pro buiiky
je systém uzavieny, dochédzi ke staciondrnimu stavu populace.

Oba pouZité systémy jsou v zdvéru porovndny a jsou diskutovany jejich klady a z&-
pory se zamé&fenim na aplikaci ve vétSim méritku.

’

VANCURA ALES: Biogeneze a studium faktori produkce biologicky aktivnich ldtek.
[Kandiddtskd disertace.] Praha 1989. — VSCHT, katedra kvasné
chemie a bioinZenyrstvi. {Obhajoba 22. 6. 1989.)

Regulace syntézy primdrnfho metabolitu, jako prekurzoru sekundarniho metabolis-
mu miZe velmi efektivhim zpilsobem ovlivnit nadprodukci sekunddrniho metabolismu.
Disertaéni prdce se zabyvd vztahem mezi primdrnim a sekundarnfm metabolismem
u Streptomyces fradiae, producenta makrolidového antibiotika tylosinu. Stavebnf pod-
jednotky tylosinu vznikajiciho v drahdch primé&rnfho metabolismu jsou odvozeny z mo-
lekul acetatu, propiondtu a butyrdtu. Cilem disertaénf préce bylo studium regulace
syntézy a problematika dosaZeni nadprodukce tylosinu. Vzhledem k vyzna&né regulag-
ni roli valindehydrogenasy, jeZ byla u Streptomyces fradiae detekovéna, byla &é&st
préace vénovdna rovnéZ purifikaci a podrobné charakterizaci tohoto enzymu a dalsich
dvou NAD(P)+-dependentnich dehydrogenas L-aminokyselin. Inhibice syntézy ty-
losinu a vétvenych mastnych kyselin amonnymi ionty byla studovdna v souvislosti
s mechanismem jejich utilizace, tj. regulaci exprese glutaminsyntetasy, glutaméatsynta-
sy, alanindehydrogenasy, glutaméitdehydrogenasy a valindehydrogenasy. U 16 kmend
S. fradiae produkujicich tylosin byla zjisténa vyznamn& souvislost mezi intraceluldr-
ni hladinou valindehydrogenasy a produkci tylosinu. Byla vypracovédna purifikaénf
metoda pro valin-, alanin- a glutamatdehydrogenasu. Syntéza tylosinu a vétvenych
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mastnfch kyselin je u Streptomyces fradiae reprimovédna zvySenou koncentraci amon-
nych iontl v médiu.

Za prioritnf lze oznatit vysledky popisujici regulaci valin-isoleucinové biosyntetické
drdhy u vysokoprodukénich mutantl Streptomyces fradiae. Syntéza valinu a isoleucinu
ie u t&chto kmenl Fizena na drovni syntézy threonindehydratasy a syntasy acetohydro-
xykyselin, coZ nebylo doposud u jiného mikroorganismu popséano.

Prdce dokumentuje Gzky vztah mezi primdrnim metabolismem a produkci tylosinu
a ukazuje, Ze cilenymi zdsahy do priméarniho metabolismu lze ziskat kmeny vghod-
né&jsl pro primyslovou vyrobu sekundéarnich metaboliti. ‘

DOBRANSKY TOMAS: Produkce peroxidasy kulturami rostlinngch bunék. [Kandidatska
disertace.] Praha 1989. — VSCHT, FPBT. (Obhajoba 16. 1. 1990.)

Cilem kandiddtské disertaéni prace bylo vypracovat postup izolace a purifikace
peroxidasy jak z nativni kfenové kultury, tak i z explantdtdi; ur€it spektrum isoenzymi
v obou purifikovangych prepardtech a jejich podil na celkové peroxidasové aktivits;
provéfit moZnosti produkce a podminky kultivace u dalSich expantdtovych kultur.

Izola¥ni postup kienové peroxidasy (z nativni i explantdtové kultury) se skladal
z péti krokd (dialyzy, autofokusace, refokusace, gelové chromatografie a izoelektrické
fokusace). Timto zplisobem byl enzym z explantdtové kultury piecist&n 15krat a ziska-
ny purifikovany preparat vykazoval celkovou a specifickou aktivitu 167,6 ukat, resp.
11,2 ykat na mg bilkovin s vyt&¥nosti 80 %. Elektroforeticky bylo identifikovdno pé&t
izoenzymili a izoelektrickou fokusaci byly urfeny jejich izoelektrické body a procen-
tudlni zastoupeni v hodnot& celkové aktivity. Optimé&lnf pH smé&si vSech izoenzymii/
bylo 6,2 a optimélni teplota 22 °C.

Z nativnf kultury kifene byl ziskdn 14krat piredistény enzymovy prepardt s celko-
vou a specifickou aktivitou 796 ukat, resp. 7,3 pkat na mg bilkovin. ‘Elektroforeticky
bylo identifikovdno izoelektrickou fokusaci sedm izoenzymid. U v3ech ziskanych izo-
enzymil byl uren jejich izoelektricky bod a procentuédlni zastoupeni v hodnot& celkové
aktivity. Optimé&lnf pH smé&si bylo 5,8 a optimélni teplota 28 °C.

DosaZené vysledky ukazuji na moZnost vyuZiti peroxidasy z explantdtovych kultur
misto z nativniho kfenu, s vyhodou moZnosti kontinudlni piffpravy. PFi kultivaci kfe-
nového explantdtu na tuhém a tekutém médiu stejného sloZenf byly vytéZky enzymu
téméf identické. Produkce peroxidasy byla krom& kienu testovdna jeSt& na Zesti dal-
Sich rostlinnych explantétech.
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Ustav védeckotechnickfch informaci pro zemé#&d#lstvi
Slezska 7, 120 56 Praha 6

Vypotetni st¥edisko UVTIZ, které je vybaveno poé&itatem 3,5 generace,
operaénim systémem VM, OS databdzovymi systémy DIALOG-2 (STAIRS),
SUBDON (ADABAS) a komunika¢nim softwarem, nabizi tyto sluZby:

PRISTUP DO DOKUMENTOGRAFICKYCH BAZI DAT

— AGRIS — mezindrodni informac¢ni systém pro zemé&d&lskou vé&du a tech-
niku (angli¢tina, retrospektiva od roku 1984)

— AGROINDEX — nérodni informaéni zem&d&lsky systém (Ce3tina, retro-
spektiva 10 let)

Ob& baze dat jsou vystavovdny v dialogovém reZimu jak z lokalnich, tak

i vzdalenych termindld kompatibilnich s fadami IBM mikropoéita&i a osob-

nich poditadit fady IBM XT/AT.

PRONAJEM STROJOVEHO CASU POCITACE S VYUZITIM HARDWAROVYCH
1 SOFTWARQVYCH PROSTREDKU VYPOCETNIHO STREDISKA

TVORBA A VYSTAVOVANI DATOVYCH BAZI S LIBOVOLNYM ZAMERENIM
PODLE ZADANI ;

TISK CESKYCH TEXTU NA RYCHLOTISKARNE BASF

BliZ81 informace na tel. 25 2108
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