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KOMBINACE RYCHLÉ EXTRAKCE NA PEVNÉ FÁZI A IMUNOMETODY 
PRI STANOVENI VELMI NÍZKÝCH KONCENTRACÍ AFLATOXINU Mt 
V MLÉKU

L. Fukal

FUKAL, L. (Vysoká škola chemicko-technologická, Praha): Kombinace rychlé ex­
I trakce na pevné fázi a imunometody při stanoveni velmi nízkých koncentrací 

aflatoxinu M1 v mléku. Potravinářské Vědy, 9, 1991, (1): 1—7.

Pro stanovení aflatoxinu M, v mléce byla zkombinována extrakce na reverzní 
fázi (SEP-PAK Cis nebo SlLICA-cart Cla] s radioimunochemickou kvantifikací. 
Ve srovnání s přímým radioimunochemickým stanovením bylo dosaženo nižší hod­
noty detekčního limitu (30 ng/1 vs. 3 ng/1), uspokojivé návratnosti analytu (80—90 
procent) a reprodukovatelnosti (průměrný variační koeficient 6,4 % vs. 11,1 %) 
za nepříliš zvýšené pracnosti. Metoda umožňuje kontrolu nezávadnosti mléka 
z hlediska obsahu aflatoxinu M, podle nejpřísnějších zahraničních hygienických 
norem.
aflatoxin M^ extrakce na reverzní fázi; imunochemické stanovení; mléko

Je-li dojnicím podáváno krmivo kontaminované aflatoxinem Bi, obje­
vuje se v jejich mléku v nízkých koncentracích hydroxyderivát — afla­
toxin M-i (Polán et al., 1974; Applebaum et ah, 1982]. Vzniká 
v hepatocytech oxidativní metabolizací enzymy mikrosomální frakce. 
Akutní toxicita aflatoxinu Mi [AFMi] je ekvivalentní toxicitě aflatoxinu 
Bi, zatímco kancerogenní a mutagenní účinky AFMi jsou značně nižší. 
V mléku lze AFMi prokázat asi za 12 hodin po podání kontaminovaného 
krmivá, a celkové množství AFMí vyloučeného mlékem představuje 0,2 
až 3 % z přijatého množství aflatoxinu Bb v závislosti na fyziologickém 
stavu, množství přijatého krmivá, dojivosti a dalších faktorech (Pat­
terson et al., 1980; Price et al., 1985; Frobish et al., 1986; 
Munksgaard et al., 1987].

Hygienické předpisy ČSFR stanoví, že koncentrace AFM-i v tekutém 
mléku nesmí přesahovat 500 ng/1 a v mléčné kojenecké výživě 100 ng na 
1 litr obnoveného mléka ( Anonym, 1986). V řadě evropských států 
jsou ale tolerované hladiny AFMi v mléku ještě několikanásobně nižš/ 
(pro běžné tekuté mléko 100 ng/1 — Belgie, 50 ng/1 — Rakousko, SRN, 
Švýcarsko, Holandsko, Švédsko; pro mléčnou kojeneckou výživu 50 ng/1 
— Holandsko, 10 ng/1 — Rakousko, SRN, Švýcarsko (Van E g m o n d , 
1989]). Zavedení kontroly dodržování nezávadnosti mléka z hlediska 
obsahu AFM-! je závislé na rutinním zvládnutí dostatečně citlivé analy­
tické metody. Klasický postup zahrnující extrakci mléka organickými 
rozpouštědly, čištění extraktu a kvantifikaci po chromatografickém roz­
dělení je při požadavku vysoké citlivosti velmi pracný a zdlouhavý 
(Bartoš, Matyáš, 1978; A d e n s a m et al., 1987; Scott, 1989).
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Vzhledem к tomu, že se podařilo připravit protilátky proti AFMí 
(Harder, Chu, 1979; Dixon-Holland et al., 1988), lze při 
velkoplošném monitorování hladiny AFM-| v mléce vkládat určité naděje 
do imunochemických metod ( P e s t к a et al., 1981; H u et al., 1984; 
Rauch et al., 1987). V ČSFR jsou vyráběny analytické soupravy umož­
ňující poměrně jednoduše stanovit koncentraci AFMi v mléce 50 ng/1 
pomocí radioimunochemické metody ( F u к a 1, 1988; F u к a 1 et al., 
1990). S perspektivou, že i v naší republice v budoucnu mohou být sni­
žovány nejvyšší tolerované hladiny AFMí v mléce, byla v předkládané 
práci kombinována jednoduchá extrakce mléka na pevné fázi s radio- 
imunochemickou kvantifikací. Bylo tak dosaženo výrazně nižšího detekč­
ního limitu analytické procedury.

MATERIAL a metody

Standard AFM, byl izolován dr. Jiřím Ruprichem, CSc., z IHE Brno [ P i s к a č, 
R u přích, 1983). Pro extrakci AFM, z mléka na pevné reverzní fázi byly použity ko­
lonky SEP-PAK Cjb (Waters Assoc., Milford, USA) a kolonky SILICA-cart C18 (Tessek 
Ltd., Praha). Radioimunochemicky byl AFM, stanovován pomocí analytických souprav 
(RIA-test-aflatoxin M,B,) z Ústavu radioekologie a využití jaderné techniky v Košicích.

Princip radioimunochemického stanovení (RIA) je založený na kompetitivní interakci 
aflatoxinu značeného s 125I a aflatoxinu ze vzorku s omezeným počtem vazebných 
míst na specifické protilátce. V soupravě použité králičí antiaflatoxinové antisérum má 
následující křížové reakce s jednotlivými typy aflatoxinu: 76 % s AFM,, 100 % s AFB,, 
29 % s AFB2, 52 % s AFG,, 7 % s AFG2, 21 % s AFM2. Vysoká afinita antiséra к AFB, 
a AFM, dovoluje použít derivát AFB, značený pomocí 125I jako radiolndikátor a sou­
časně AFM, jako standard. To má značný ekonomický přínos pro výrobce (produkce 
AFM, je mnohonásobně dražší ve srovnání s AFB,) při zachovaných dobrých para­
metrech soupravy. Afinita antiséra к AFB, v reálné analytické praxi nezkresluje sta­
novení AFM,. Při příjmu malého množství AFB, (do 100 ug/kg krmivá) je mlékem 
vylučován pouze AFM,. Pokud je dojnicím podáno větší množství AFB,, je poměr 
mlékem vylučovaného AFM, a AFB, okolo 10:1 (Stublefleld et al., 1983; Truck­
sess et al., 1983). To znamená, že nepřevyšuje-li u vzorků mléka stanovená koncent­
race pomocí RIA nejvyšší tolerovanou mez 500 ng/1, je přítomen a stanovován pouze 
AFM,. V případě velmi vysokého obsahu aflatoxinů v mléku by byla stanovována při­
bližná suma AFM, a AFB,.

Pracovní postup radioimunoanalýzy

Do polystyrénových zkumavek bylo pipetováno 0,1 ml standardu AFM, (nebo vzorku 
mléka popř. jeho extraktu), 0,1 ml preclpitačního antlkráličího antiséra, 0,1 ml králi­
čího anti-AFM,-antiséra, 0,1 ml radioindikátoru (všechny reagencle byly ředěny 0,05 M 
fosfátovým pufrem pH 7,5). Po důkladném promíchání byl obsah zkumavek inkubován 
při laboratorní teplotě 18 hod. Potom bylo do zkumavek přidáno 0,1 ml 2% roztoku 
hovězího gama-globulinu a 1 ml 7% roztoku polyethylenglykolu 6000 vychlazeného 
na 4 °C. Při následné inkubaci (60 min, 4 °C) vytvořený precipitát byl separován v chla­
zené odstředivce (30 min, 2500xg). Po odsátí supernatantu byla radioaktivita precipi- 
tátu měřena na gama-automatu NA 3601 (Tesla, Liberec). Kalibrační křivka byla kon­
struována v rozsahu 31—1000 ng/1. V případě přímého stanovení v mléku bez extrakce 
byl pro účely kalibrace standard AFM, rozpuštěn v mléku, zatímco v případě RIA AFM, 
po extrakci mléka na pevné fázi byl standard AFM, rozpuštěn ve 20% roztoku metha- 
nolu ve fosfátovém pufru s 0,5% kaseinem. Relativní hodnoty poměru radioaktivity 
konkrétního standardu a specifické vazby systému (B/Bo) byly vynášeny proti hodno­
tám logaritmu koncentrace standardu AFM,, popř. při počítačovém zpracování v trans­
formaci souřadnic logit-log (Fukal et al., 1987). Hodnoty specifické nulové vazby 
(v nepřítomnosti aflatoxinu) se pohybovaly v rozmezí 30—38 %, hodnoty nespecifické 
vazby (v nepřítomnosti antiséra) v rozmezí 6—8 %.
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Extrakce na kolonkách SEP-PAK C,g

Byly přizpůsobeny dříve popsané postupy ( W i n t e r 1 i n et al., 1979; Carisano, 
Della Torre, 1986). Před použitím kolonek byla jejich náplň promyta 5 ml vody, 
10 ml acetonitrilu a 10 ml vody za použití injekční stříkačky (rychlost průtoku asi 
10 ml za minutu). Potom se pomocí injekční stříkačky nechal protéct kolonkou roztok 
10 ml odstředěného mléka a 10 ml vody. Kolonka byla promyta 5 ml vody a 10 ml 
10% roztoku acetonitrilu ve vodě. AFM] byl eluován po vysušení kolonky proudem 
vzduchu pomocí 10 ml acetonitrilu. Eluát byl odpařen do sucha za mírného probuhlá- 
vání dusíkem při 40 °C a získaný odparek byl rozpuštěn v 0,2 ml methanolu. Před imu- 
nochemickým stanovením bylo к methanolovému roztoku přidáno 0,8 ml 0,05 M fosfá­
tového pufru pH 7,0 s 0,5% kaseinem.

Extrakce na kolonkách SILICA-cart 018 ( A d e n s a m et al., 1989)

Před použitím se kolonky promyjí 10 ml methanolu a 10 ml vody. Roztok 10 ml 
mléka a 10 ml vody se pomocí injekční stříkačky nechá protéct kolonkou. Kolonka 
se promyje 5 ml vody, vysuší proudem vzduchu pomocí vodní vývěvy, a ještě promyje 
10 ml n-hexanu. Z vysušené kolonky se AFM] eluuje 6 ml směsi dichlormethan:aceton 
(95:5). Rozpouštědlo se odpaří na rotačním vakuovém odpařováku, odparek se roz­
pustí v 0,2 ml methanolu a přidá se 0,8 ml 0,05 M fosfátového pufru pH 7,0 s 0,5 % 
kaseinu. V tomto roztoku se stanovuje AFM1 pomocí RIA.

Recovery, kapacita a možnost opakované použitelnosti kolonek při stanovení AFM] 
v mléce byly testovány se dvěma, vzorky mléka, ke kterým bylo přidáno známé množství 
standard AFM, v acetonitrilu do výsledné koncentrace 520 ng/1 (A) a 20 ng/1 (B). 
Připravený vzorek byl podle výše popsaných postupů extrahován na kolonce a výtok 
z první kolonky pak ještě extrahován na další kolonce. Koncentrace AFM, byla stano­
vena pomocí RIA vždy před nanesením na 1. kolonku, po extrakci z ní, a po extrakci 
z 2. kolonky.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Typická kalibrační křivka přímého radioimunochemického stanovení 
AFM] v neextrahovaném mléce je znázorněna na obr. 1. Detekční limit 
metody je okolo 30 ng/1. Při platnosti současných československých hy­
gienických předpisů je tato citlivost postačující pro účely kontrolních 
analýz. Přestože citlivější přímé imunochemické stanovení AFM] nebylo

o ——*— 0'' 0,031 0,125 ' ~ 05 "

AFM1 Cpg/l)

В = vázaný radioligand 
v přítomnosti známé kon­
centrace neznačeného af- 
latoxinu Mí — bound tra­
cer in the presence of a 
known concentration of 
unlabelled aflatoxin M], 
Bo = vázaný radioligand 
v nepřítomnosti neznače­
ného aflatoxinu — bound 
tracer in the absence of 
unlabelled aflatoxin

1. Příklad standardní křivky pro přímé radioimunochemické stanovení aflatoxinu M, 
v mléku — An example of standard curve for direct radioimmunochemical assays of 
aflatoxin M] in milk
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dosud popsáno ( P e s t к á et al., 1981), při monitorování nižších hladin 
AFMí v mléce je nezbytné vzorek extrahovat a AFMí v extraktu nakon- 
centrovat. Pro tyto účely je vhodné použití komerčních kolonek s re­
verzní fází. Oba testované typy kolonek (SEP-PAK C18 zahraničního vý­
robce a SILICA-cart C18 od domácího dodavatele) umožňují relativně 
rychlou a na množství vzorku i organických rozpouštědel nenáročnou 
extrakci. Spřažením této extrakce na pevné fázi s radioimunochemickou 
kvantifikací se dosáhne detekčního limitu okolo 3 ng/1.

Z tab. I je zřejmá uspokojivá návratnost AFM] z obou typů kolonek 
(80—90 %), extrakční kapacita postačující na reálné vzorky a možnost 
opakovaného použití kolonek к extrakci dalších vzorků mléka. Ani po 
■páté extrakci mléka na kolonce nenarůstá znatelně tlak potřebný na 
protečení vzorku kolonkou. Reprodukovatelnost výsledků je při použití 
extrakce na kolonkách značně horší než při samotné RIA (tab. II), ale 
pro účely screeningové kontroly je to naprosto postačující. Při porovnání 
výsledků stanovení AFMi ve vzorcích mléka pomocí tří testovaných me­
tod nebyly zjištěny zásadní rozdíly (tab. III). Výhoda kombinovaných 
postupů extrakce na pevné fázi s imunostanovením proti přímému imu- 
nostanovení spočívá v podstatně nižším detekčním limitu. Ve srovnání

I. Ověření recovery, kapacity a opakované použitelnosti kolonek při stanovení AFM, 
v mléku — Checks of the recovery, capacity and repeated use of columns in the course 
of AFMj assays in milk

Druh kolonky

Koncentrace AFM, (ng/1) stanovená pomocí RIA ve 
vzorku mléka

I
A 

II III I
В

II III

SEP-PAK C18 
(nová] 520 447 <3 20 17 <3
SILICA-cart C18 1
C18 (nová) 520 426 <3 20 17 <3
SEP-PAK C18 
(4krát použitá) 520 482 <3 20 16 <3
SILICA-cart C18 
(4krát použitá) 520 475 <3 20 18 <3

I = před nanesením 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 analýz pro koncentraci AFM, v mléku 125 ng/1 a 10 ng/1 — 
Reproducibility of analyses for AFM, concentrations in milk 125 ng/1 and 10 ng/1

Typ analýzy

Variační koeficienty při

intra-assay inter-assay
125 ng/1 10 ng/1 125 ng/1 10 ng/1

RIA 5,2 % — 7,5 % —
SEP-PAK + RIA 9,4 % 16,8 % 11,2 % 15,7 %

SILICA-cart + RIA 10,2 % 18,4 % 13,4 % 22,3 %
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III. Stanovení aflatoxinů Mi ve vybraných vzorcích mléka různými metodami (průměrné 
hodnoty ze tří stanovení, použita vždy nová kolonka) — Aflatoxin M, detection in 
some milk samples applying different methods (average values of three assays, a new 
column was used in each case)

Číslo vzorku
Stanovené koncentrace AFM, (ng/1) metodou

RIA SEP-PAK C18+RIA SILICA-cart C184-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 <3

Vzorky č. 7 a 8 = rekonstituované vzorky sušené mléčné kojenecké výživy — Samples 
nos. 7 and 8 = reconstituted samples of baby’s milk powder

s konvenčně používanými chromatografickými postupy s fluorescenční 
detekcí, které vyžadují zdlouhavou extrakci vzorku a nákladné přístro­
jové vybavení, umožňují testované kombinované postupy poměrně rychlé 
a jednoduché stanovení AFM-|. Jeden pracovník může pohodlně analyzo­
vat 30 vzorků během 2 dnů. O tom, že snahy o citlivější stanovení AFM, 
nejsou samoúčelné, svědčí nejen nízké hodnoty nejvyšších tolerovaných 
hladin tohoto mykotoxinu v mléku v řadě evropských zemí, ale i potřeba 
kontrolovat nezávadnost lidského mateřského mléka ( L a m p 1 u g h 
et al., 1988), a poznatky o synergických účincích nízkých hladin toxic­
kých látek na živočišný organismus.
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ФУКАЛ, Л. (Химико-технологический институт, Прага): Комбинация быстрого экстра­
гирования на прочной фазе и иммунометода при определении очень низких концен­
траций афлатоксина М, в молоке. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 1—7.

Для определения афлатоксина М, в молоке сочеталась экстракция на обратной фазе 
(SEP-PAC Cis или SILICA-carp C18] с радиоиммунохимической квантиФикацей. По 
сравнению с прямым радиоиммунохимическим определением достигли меньшего 
значения детекционного лимита (30 нг/л в сравнении с 3 нг/л), удовлетворительной 
вазвратимости аналита (80—90 %) и возпроизводимости (средний коэффициент 
вариантности 6,4 % в сравнении с 11,1 %) при неслишком повышенной трудоемкости. 
Метод позволяет контроль безупречности молока с точки зрения содержания афла­
токсина Mi по самым строгим зарубежным санитарно-гигиеническим стандартам.

афлатоксин Ми экстракция на возвратной фазе; иммунохимическое определение; 
молоко
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FUKAL, L. (Institute of Chemical Technology, Praha): A combination oj rapid solid­
-phase extraction and immunomethod used jor assays oj very low concentrations oj 
aflatoxin Mt in milk. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 1—7.

Extraction on reverse phase [SEP-PAK Ci8 or SILICA-cart CIS) was combined with radio­
immunochemical quantification to detect aflatoxin Mi in milk. In comparison with 
a direct radioimmunochemical assay, the value of detection limit was lower [30 ng/1 
vs. 3 ng/1), 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 Mi content in keeping with the strictest foreign hygienic standards.

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

FUKAL, L. (Chemisch-technologische Hochschule, Praha): Die Kombination rascher 
Extraktion auf jester Phase und Immunomethode bet der Feststellung der sehr niedrigen 
Konzentration von Ajlatoxin MA in der Milch. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 1—7.

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

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

Adresa autora:
Ing. Ladislav F u к a 1, CSc., Vysoká škola chemicko-technologická, Technická 5, 
16628 Praha 6
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Komplexní rozbory kvality a zdravotní nezávadnosti potravin

Všechny rozbory související s určením kvality a zdravotní nezávadnosti 
podle CSN 1 podle norem jiných států na základě požadavků odběratelů.

ROZSAH ROZBORŮ A ANALÝZ
— komplexní rozbor základního chemického složení potravinářských su­

rovin, potravin a krmiv
— komplexní rozbor esenciálních a výživových faktorů [aminokyseliny, 

mastné kyseliny, stopové prvky) v potravinách a krmlvech
— identifikace a stanovení látek, které se podílejí na senzorických vlast­

nostech potravin (aróma, chuť, barva)
— stanovení kontaminace potravinových surovin, potravin a krmiv těžkými 

kovy, dusičnany a dusitany
— stanovení potravinových kontaminantů — polychlorovaných bifenylů 

(PCB), chlorovaných uhlovodíků, reziduí pesticidů a dalších organic­
kých sloučenin

— konzultace o aspektech hygienlcko-toxikologlcké jakosti potravin
— studium změn cizorodých látek při výrobě a skladování potravin
— konzultace o aspektech nutriční a senzorické hodnoty potravin
— hodnocení produktů alternativního zemědělství a biopotravin
— stanovení senzorické (smyslové) jakosti potravin a její optimalizace

К analýzám se používají nejmodernější analytické postupy s využitím 
špičkové laboratorní techniky.

Objednávky přijímá: Katedra chemie a zkoušení potravin, fakul­
ta potravinářské a biochemické technologie, VSCHT, Technická 5, 166 28 
Praha 6

Telefon: 3117 03 8
Telex: 12 27 44 vsch c
Telefax: (42) 311 47 69
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ENZYMOVÁ IMUNOANALÝZA HISTAMINU V POŽIVATINÁCH

P. Rauch, P. Rychetský, I. Hochei, M. Voldřich, R. Bílek, J.-L. Guesdon

RAUCH, P. — RYCHETSKÝ, P. — HOCHEL, I. — VOLDŘICH, M. — BÍLEK, R. — 
GUESDON, J.-L. (Vysoká škola chemicko-technologická, Praha; Výzkumný ústav 
endokrinologický, Praha; Institut Pasteur, Paris): Enzymová, imunoanalýza hista- 
minu v poživatinách. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 9—16.

Byla vypracována kompetitivní enzymová imunoanalýza (competitive enzyme Im­
munoassay) ke stanovení histaminu v poživatinách. Byly určeny optimální kon­
centrace použ:té monoklonální protilátky, peroxidasového konjugátu, jakož I 1,4- 
-benzochinonu používaného к derivatizacl histaminu. Vypočítané hodnoty afinitní 
konstanty podle Mtillera (Ka = 8,1 X 106 1/mol), jakož i Glbbsovy energie (ДС° = 
= —3,89 x 10* J/mol) tvorby imunokomplexu umožnily stanovit optimální dobu 
Inkubace analyzovaných vzorků s protilátkou. Stanovení neruší histidin, tyramin 
a tryptamin včetně některých jejich derivátů. Detekční limit metody je 7 ng/ml. 
U kapalných vzorků je možné úpravou postupu docílit hodnoty ještě o řád nižší. 
Správnost analýz histaminu v sýrech, rybách, vínu a pivu byla ověřena metodou 
standardního přídavku (recovery 91—112 %) a u některých vzorků isotachofore- 
ticky.

histamin; kompetitivní enzymová imunoanalýza (competitive enzyme immuno­
assay); sýr; ryby; víno; pivo

Histamin, podobně jako ostatní biogenní aminy, je obvykle součástí 
většiny poživatin. Histamin vzniká běžnými metabolickými procesy, jako 
např. dekarboxylací histidinu (histidin dekarboxylasa EC 4.1.1.2), v živo­
čišných a rostlinných tkáních i činností kulturních a kontaminujících 
mikroorganismů (Draughon et aL, 1987]. Malá množství histaminu, 
která se obvykle vyskytují v poživatinách, nepředstavují pro spotřebitele 
žádné zdravotní ohrožení (Voldřich et al., 1988].

V některých případech, např. v důsledku inhibice monoaminooxidas 
(aminooxidasa ЕС 1.4.3.6] v potravinářských surovinách nebo působe­
ním mikroorganismů se zvýšenou katalytickou aktivitou dekarboxylas 
se mohou objevit zvýšené koncentrace histaminu, způsobující různé zdra­
votní obtíže (Zee et al., 1983). Zdravotní problémy může dále zvyšo­
vat i snížená detoxikační schopnost trávicího traktu příjemce, způso­
bená přítomností inhibitorů monoaminooxidas, konzumací alkoholu nebo 
genetickými poruchami (Suhren et al., 1982).

Stanovení histaminu v určitých druzích poživatin může sloužit jako 
dodatečné kritérium pro hodnocení kvality potravinářských výrobků. 
Z tohoto důvodu je potřebné mít к dispozici specifickou, citlivou a jed­
noduchou metodu stanovení histaminu, umožňující stanovit současně větší 
množství vzorků.
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V posledních letech byla vypracována řada metod vhodných ke sta­
novení histaminu v poživatinách. Jejich přehled uvádí V o 1 d ř i c h et 
al. [1988]. V současnosti se jako nejvhodnější zdá HPLC s fluometrickým 
detektorem stanovující histamin po jeho kondenzaci s o-ftalaldehydem 
( Gouygou et al., 1987) a ionexová Chromatografie na automatickém 
analyzátoru aminokyselin [Ingles et al., 1985). V této konkurenci 
má jistě naději na uplatnění i isotachoforetické stanovení [ V o 1 d ř i c h 
et al., 1988).

Uvedené metody využívají drahé přístrojové vybavení a vyžadují ná­
ročnou obsluhu. Při zpracování větších sérií vzorků těmito technikami 
se také značně prodlužuje doba analýz. Proto jsme se pokusili vyvinout 
imunochemické stanovení histaminu, které je vhodné pro stanovení vět­
ších souborů vzorků a je přístrojově nenáročné.

MATERIAL a metody

К pokusům byl používán histamin dihydrochlorid Fluka (SRN), Tween 20 a 1,4-ben- 
zochinon Merck (SRN), histidin Reanal (Maďarsko), 1-methylhistamin a spermidin 
Sigma Chemicals (USA), 3-hydroxy-tyramin, tryptamin a n-butylamin Koch-Light 
(Anglie), tyramin Loba Chemie Wien (Rakousko), křenová peroxidasa RZ 3 Boehringer 
(SRN). Ostatní chemikálie dodala Lachema Brno, polystyrénové destičky KOH-I-NOOR 
Dalečín.

Tlumivé roztoky: chlorid sodný (c = 0,15 mol/1), obsahující Tris-HCl (c = 
= 0,01 mol/1), pH 7,4 (TBS); TBS obsahující 0,1% Tween 20 (TBS-Tw); TBS-Tw obsa­
hující 1% hovězí sérový albumin (TBS-Tw-BSA).

К pokusům byl používán konjugát histamin-benzochinon-peroxidasa a monoklonální 
protilátka proti konjugátu histamin-benzochinon, které připravili G u e s d o n et al. 
(1986). '

Vzorky poživatin byly získány z maloobchodní sítě.

Oprava analyzovaných vzorků poživatin

Analyzovaná poživatina (1 g) byla homogenizována v 10 ml kyseliny chloristé (c = 
= 0,4 mol/1). Vzniklá sraženina byla odstředěna při 3000 g po dobu 10 minut. Získaný 
supernatant byl použit pro imunoanalýzu histaminu.

Kompetitivní enzymová imunoanalýza

Před vlastním stanovením histaminu je nezbytné roztoky standardů a analyzovaných 
vzorků nechat zreagovat s 1,4-benzochinonem a vytvořit konjugát histamin-benzochi­
non, proti kterému byla připravena používaná protilátka. Potřebný konjugát získáme 
smícháním 1 ml roztoku histaminu v kyselině chloristé (c = 0,4 mol/1) s 0,05 ml etha- 
nolu, který obsahuje 1,4-benzochinon (3 mg/ml). Po pětiminutové reakci při laboratorní 
teplotě necháme přebytek benzochinonu zreagovat s 0,1 ml glycin-triethanolaminového 
roztoku (c = 0,7 mol/1), pH 7,4.

Do jamek polystyrénových mikrotitračních destiček bylo pipetováno 0,2 ml roztoku 
monoklonální protilátky proti konjugátu histamin-benzochinon rozpuštěné v TBS. 
Destičky byly inkubovány přes noc při teplotě 4 °C. Před dalším použitím byl roztok 
protilátky odsát a destičky byly třikrát promyty roztokem TBS-Tw. Poté bylo do každé 
jamky mikrotitrační destičky pipetováno 0,1 ml roztoku konjugátu histamin-benzochi- 
non-peroxidasa, ředěného tlumivým roztokem TBS-Tw-BSA a 0,1 ml roztoku vzorku 
nebo standardu derivatizovaného 1,4-benzochinonem. Po inkubaci při laboratorní teplo­
tě byl obsah jamek odsát a destičky byly třikrát promyty roztokem TBS-Tw. Aktivita 
peroxidasy vázaná na povrch jamek byla stanovena dříve popsaným postupem ( Rauch 
et al., 1990).

Termodynamická data byla stanovena a vypočtena podle metod, které publikoval 
Müller (1980).
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VÝSLEDKY A DISKUSE

Princip metody

Ke stanovení histaminu byla použita kompetitivní enzymová imuno- 
analýza. Monoklonální protilátka proti konjugátu histamin-benzochi- 
non se imobilizuje adsorbcí na stěny jamek polystyrénových mikro- 
titračních destiček. Při vlastním stanovení histaminu soutěží o vazebná 
místa protilátky konjugát histamin-benzochinon-peroxidasa s histami­
nem (z analyzovaného vzorku nebo standardu), který je nezbytné před 
analýzou nechat zreagovat s 1,4-benzochinonem (viz metody). Vyhod­
nocení analýzy spočívá ve změření katalytické aktivity peroxidasy, jejíž 
hodnota je nepřímo úměrná koncentraci histaminu ve vzorku.

Optimalizace stanovení

Každé imunochemické stanovení je nutné nejprve optimalizovat, tj. 
nalézt takové koncentrace protilátky a značeného antigenu (konjugát 
histamin-benzochinon-peroxidasa), za kterých dosáhneme při fotomet- 
rickém měření aktivity peroxidasy maximálních hodnot absorbance. 
Z obr. 1 a 2 je zřejmé, že hledaná optimální koncentrace určená pro 
monoklonální protilátku i pro peroxidasový konjugát je 5 ^g/ml.

2. Závislost průběhu kalibračních křivek 
imunoanalýzy histaminu na koncentraci 
peroxidasového konjugátu — Dependence 
of calibration curves of histamine immu­
noassay on the concentration of peroxi­
dase conjugate
A — absorbance při 492 nm (absorbance 
at 492 nm)
c [ng. ml-1] — koncentrace histaminu 
[histamine concentration); koncentrace 
peroxidasového konjugátu (concentration 
of peroxidase conjugate): A 2,5 ^g.ml-1; 
О 5 ,^g.ml-1; ф 10 ^g.ml-1; A 20 
ug. ml-1

1. Závislost průběhu kalibračních křivek 
imunoanalýzy histaminu na koncentraci 
imobilizované monoklonální protilátky — 
Dependence of calibration curves of hista­
mine immunoassay on the concentration 
of immobilized monoclonal antibody 
A — absorbance při 492 nm (absorbance 
at 492 nm)
c [ng. ml-1] — koncentrace histaminu 
(histamine concentration); koncentrace 
imobilizované protilátky (concentration 
of immobilized antibody): A 2,5 ^g.ml-1; 
О 5 ^g . ml - ’; ф 10 ^g . ml-1
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Optimální doba inkubace byla určena termodynamickým vyhodnoce­
ním kalibračních závislostí postupem, který uveřejnil Müller (1988). 
V tab. I jsou uvedeny vypočtené afinitní konstanty (Ka) monoklonální 
protilátky proti konjugátu histamin-benzochinon a hodnoty Gibbsovy ener­
gie (AG°) odpovídající tvorbě imunokomplexu. Ukázalo se, že použí­
vaná monoklonální protilátka nepředstavuje zcela homogenní populaci 
imunoglobulinů. Po půlhodinové inkubaci imunoreagencií se uplatní 
imunoglobuliny s největší afinitou к haptenu (histamin-benzochinon), 
ale není dosažena rovnováha. Té se dosáhne po dvouhodinové inkubaci, 
kdy je hodnota Gibbsovy energie minimální. V tomto okamžiku se na 
tvorbě imunokomplexu podílí všechny přítomné protilátky. Po čtyřech 
hodinách se začíná již projevovat nestabilita imunokomplexu, která má 
za následek zvýšení Gibbsovy energie.

I. Vliv délky inkubační doby na hodnoty zdánlivé afinitní konstanty [Ka] podle 
Müller a (1980] a Gibbsovy energie [G°] — Effect of incubation period on the va­
lues of apparent affinity constant (Ka) according to Müller (1980) and the Gibbs 
energy (G°)

Doba inkubace 
[h]

Ka 
[1. mol-1]

-AG° 
(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 3,89 x 104
4,0 1,20 x 107 3,99 x 104

Využitím určených optimálních koncentrací a metodického postupu 
enzymové analýzy (viz metody) byla uskutečněna všechna dále uvedená 
stanovení histaminu. Detekční limit, stanovený tímto postupem, defino­
vaný jako nejnižší koncentrace histaminu rozlišitelná od nuly, zvětšené 
o trojnásobek směrodatné odchylky, je 7 ng/ml. Detekční limit lze u ka­
palných vzorků snížit o jeden řád. Docílíme toho snadno tím, že ,ke 
vzorku přidáme koncentrovanou kyselinu chloristou, aby její výsledná 
koncentrace byla 0,4 mol/1.

Imunoanalýzu lze dále optimalizovat změnou koncentrace 1,4-benzo- 
chinonu používaného pro derivatizaci analyzovaného histaminu. Z obr. 3 
je vidět, že při nižších koncentracích histaminu je výhodnější používat 
rovněž nižší koncentrace benzochinonu.

Specifita stanovení

Principem imunochemických metod je interakce antigenu (stanovo­
vaná látka) a specifického činidla (protilátka). Nejedná se tedy o che­
mickou reakci za vzniku kovalentních vazeb mezi reaktanty, nýbrž o tvor­
bu komplexu, ve kterém jsou antigen s protilátkou vzájemně poutány 
nevazebnými interakcemi (elektrostatická, hydrofobní, van der Waal- 
sovy síly, vodíkové můstky). Protilátka tedy rozlišuje spíše prostorovou 
než chemickou strukturu antigenu. Z těchto důvodů je nutné ověřit, zda 
látky strukturálně podobné histaminu, které se vyskytují v poživatinách, 
neruší jeho stanovení. V úvahu přicházejí zvláště histidin, z něhož pře­
vážně histamin vzniká, jakož i další významné biogenní aminy, např.
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3. Závislost průběhu kalibračních křivek 
imunoanalýzy histaminu na koncentraci 
1,4-benzochinonu používaného pro deri- 
vatizaci analyzovaných vzorků — Depend­
ence of calibration curves of histamine 
immunoassay on the concentration of 
1.4-benzoquinone used for deriving the 
analysed samples
A — absorbance při 492 nm [absorbance 
at 492 nm)
c [ng. ml-1] — koncentrace histaminu 
(histamine concentration); koncentrace 
benzochinonu použitého к derlvatizaci 
(concentration of benzoquinone used for 
deriving): О 15 pg. ml-1; ® 75 pg. ml-1; 
Д 150 pg .ml-1

tyramin a tryptamin. Křížové reakce možných interferentů jsme testovali 
po jejich derivatizaci 1,4-benzochinonem, tedy stejným postupem, jako 
při stanovení histaminu. Smyslem těchto pokusů, shrnutých v tab. II, 
bylo nalézt takovou koncentraci testované látky, která vytěsní z vazby na 
protilátku 50 % konjugátu histamin-benzochinon-peroxidasa. Křížové re­
akce jsou pak vyjadřovány poměrem koncentrace histaminu, která vyvo­
lává stejný účinek, ku koncentraci testované látky v procentech. Jak je 
z tab. II zřejmé, žádná z testovaných látek významně stanovení histami­
nu neruší.

II. Křížové reakce při imunoanalýze histaminu — Cross reaction in histamine immu­
noassay

Sloučenina Křížová reakce 
[%]

Histamin
Histidin
1-methyl-histamin
Tryptamin
5-hydroxy-tryptamin (serotonin)
Tyramin
3-hydroxy-tyramin
Spermidin 
n-butylamin

100 
0,0005 
0,005 
0,003 
0,003 
0,001 

méně než 0,0005 
méně než 0,0005 
méně než 0,0005

Ověření správnosti metody

Správnost výsledků získaných metodou enzymové imunoanalýzy byla 
dále ověřována při stanovení histaminu v různých vzorcích poživatin 
metodou standardního přídavku (tab. III). Byly vybrány poživatiny, ve
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kterých podle údajů v literatuře ( Ramantanis, 1984) přichází vý­
skyt biogenních aminů v úvahu. Zjištěné hodnoty recovery se pohybují 
v mezích od 91 do 112 %.

III. Správnost imunoanalýzy histaminu ověřená metodou standardního přídavku (při­
dáno 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 
Játrová paštika 
Cedar
Frankovka račianská
Nitranské bílé
Becherovka
Kozel 10°

22,4 ±3,2
18,9 +2,1
21,7 ±2,8
20,3 +0,6
19,8 + 0,4
20,8 ±0,8
18,1 ±0,9

112
94,5 

109 
102
99,0 

104
91,0

Imunoanalýza vzorků

Vyvinutou metodou bylo analyzováno velké množství vzorků. Výběr 
analýz je shrnut v tab. IV. Pro všechny druhy vzorků bylo ověřováno re­
covery (srovnej s tab. III). Obsah histaminu ve většině vzorků je za­
nedbatelný. Výsledky se shodují s typickými údaji publikovanými v od­

iv. Obsah histaminu v poživatinách (n = 8) — Histamine content in edibles (n = 8)

Vzorek Histamin 
[mg. kg-1 ±S. D.) Vzorek Histamin 

[mg . kg-1 ±S. D.J

Sýry 
Cedar 
Eidam uzený 
Primátor 
Zlato 
Koliba 
Niva

Ryby
Filé z makre­
ly
Sardinky 
v oleji 
Řezy ze sledů 
Makrela 
v oleji

Játrová paštika

1Д ±0,2
1,4 ±0,2
2,2 ±0,3

méně než 0,01
méně než 0,01 

13,0 ±1,4 
(12,2 ±0,2)

0,14 ±0,02

0,94 ±0,11
4,1 ±0,2

1,2 + 0,2
2,1 ±0,4

Vína 
bílá:

Ryzlink rýnský
Nitranské
Rulandské 

červená:
Frankovka
Kláštorné 

dezertní:
Kom
Becherovka

Pivo
Pito
Kozel 10°
Pragovar 12°

Tmavý měšťan

0,38 ±0,03 
0,32 +0,05 
0,09 ±0,01

0,9 ±0,1
1,2 ±0,2

5,4 ±0,4
méně než 0,01

0,38 ±0,01
0,40 ±0,03
1,8 ±0,1

(1,6 ±0,2)
1,3 ±0,2

Hodnoty uvedené v závorkách byly stanoveny izotachoforeticky (Values given in 
round brackets were defined isotachophoretically)
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borné literature, které shrnul v přehledném článku Ramantanis 
(1984). Vzorky s vyšším obsahem histaminu byly ověřeny metodou kapi­
lární izotachoforézy (V Oldřich et al., 1988). Zjištěné hodnoty jsou 
uvedeny v závorkách v tab. IV. Shoda výsledků zjištěných oběma meto­
dami je uspokojivá.

Enzymová imunoanalýza histaminu představuje specifickou, jedno­
duchou a rychlou metodu s dostatečně nízkým detekčním limitem, je­
jíž předností je rovněž možnost stanovit paralelně velké množství vzorků 
různých poživatin.
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РАУХ, П. — РЫХЕТСКИ, П. — ГОХЕЛ, И. 3 ВОЛДРЖИХ, М. — БИЛЕК, Р. — 
ГУЕСДОН, Й.-Л. (Химико-технологический институт Прага; Научно-исследователь­
ский институт эндокринологии, Прага; Институт Пастера, Париж): Ферментативный 
иммуноанализ гистамина в пищепродуктах. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 9—16.

Разработали конкурентноспособный ферментативный иммуноанализ по определе­
нию гистамина в пищепродуктах. Определили оптимальные концентрации применя­
емых моноклонального антивещества, пероксидазного конъюгата и 1,4-бензохина, 
используемого для дериватизации гистамина. Расчитанные значения афинитной кон­
станты по Мюллеру (К = 8,1.106 л/моль), как и энергии Гиббса (ДС° = —3,89.104 
Дж/моль) образования иммунокомплекса позволили определить оптимальный срок 
инкубации анализированных образцов с антивеществом. Определение не разрушает 
гистидин, тирамин, триптамин, включительно некоторых их производных. Детек- 
ционный предел 7 нг/мл. В случае жидких образцов можно модификацией хода 
определения добиться значений порядком ниже. Правильность анализа гистамина 
в сырах, рыбе, вине и пиве была проверена методом стандартной добавки (выход 
91—112 %) и в случае некоторых образцов изотахофоретически.

гистамин; конкурентноспособный ферментативный иммуноанализ; сыр; рыба; вино; 
пиво
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RAUCH, P. — RYCHETSKÝ, P. — HOCHEL, I. — VOLDRlCH, M. — BÍLEK, R. — GUES- 
DON, J.-L. (Institute of Chemical Technology, Praha; Research Institute of Endocrino­
logy, Praha; Institut Pasteur, Paris): Enzyme immunoassay oj histamine in edibles. 
Potravinářské Vědy, 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 Müller (Ka = 8.1xl06 1/mol) 
as well as the Gibbs energy (ДС° = —3.89 X Ю4 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. — RYCHETSKÝ, P. — HOCHEL, I. — VOLDRlCH, M. — BÍLEK, R. — GUES- 
DON, J.-L. (Hochschule für Chemie und Technologie, Praha; Forschungsinstitut für 
Endokrinologie, Praha; Institut Pasteur, Paris): Enzymimmunoanalyse des Histamins 
in Nahrungsmitteln. Potravinářské Vědy, 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 Affinitätskonstante nach Müller (Ka = 8,1 x 1061/ 
/mol), sowie auch die Energie von Gibbs (G° = —3,89 x 104 J/mol) der Bildung des 
Immunokomplexes ermöglichten, die optimale Inkubationszeit von analysierten Pro­
ben mit dem Gegenmittel zu bestimmen. Das Histidin, das Tyramin und das Tryptamin 
sowie einiger ihrer Derivate stören nicht die Bestimmung. Das Sichtbarmachungslimit 
der Methode ist 7 ng/ml. Es ist möglich bei flüssigen Proben durch Modifikation des 
Prozesses die noch um eine Stufe niedrigeren Werte zu erzielen. Die Richtigkeit 
der Analysen des Histamins in Käsen, Fischen, Wein und Bier wurde mit Hilfe der 
Methode der Standardzugabe (recovery 91—112%) und bei manchen Proben isotacho- 
foretisch überprüft.

Histamin; kompetitive Enzymimmunoanalyse (competitive enzyme immunoassay); Käse; 
Fische; Wein; Bier

Adresy autorů:
Doc. ing. Pavel Rauch, DrSc., ing. Pavel Rychetský, ing. Igor Hoch el, 
ing. Michal Voldřich, CSc., Vysoká škola chemicko-technologická, Technická 5, 
16628 Praha 6
Ing. Radek Bílek, CSc., Výzkumný ústav endokrinologický, Národní 8, 110 00 Praha 1
Dr. Jean-Luc Guesdon, Institut Pasteur, Paris

16 POTRAVINÁŘSKÉ VÉDY — 1991



VYUŽITÍ REAKTIVNÍ EXTRAKCE PŘI ZÍSKÁVÁNÍ KYSELINY MLÉČNÉ
Z FERMENTAČNÍHO BUJÓNU

J. Brát, E. Hauer, R. Marr, J. Hartl

BRÄT, J. — HAUER, E. — MARR, R. — HARTL, J. (Vysoká škola chemicko-techno- 
logícká, Praha; Institut für Thermische Verfahrenstechnik und Umwelttechnik, 
Graz, Rakousko): Využití reaktivní extrakce při získávání kyseliny mléčné z fer­
mentačního bujónu. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 17—22.

V práci byla srovnávána kinetika a účinnost extrakce kyseliny mléčné z modelo­
vého roztoku a fermentačního bujónu. К extrakci byly použity různé extrakční 
směsi na bázi organických aminů. Ukazuje se, že proces reaktivní extrakce lze 
využít i v případech získávání kyseliny mléčné z fermentačního bujónu. Způsob 
vedení procesu však ve větší míře ovlivňuje průběh a selektivitu extrakce.

reaktivní extrakce; kyselina mléčná; organické aminy; fermentace

Kyselina mléčná je využívána v řadě průmyslových aplikací 
(Schwall, Boehringen Sohn, 1979; Vickroy, 1985). 
Vedle syntetických výrobních postupů lze kyselinu mléčnou získat rov­
něž fermentačním procesem. Světová roční produkce kyseliny mléčné 
činila v roce 1982 20—28 tisíc tun, z toho 50 % bylo vyrobeno fermentací 
(Vickroy, 1985). Obecnou nevýhodou fermentací je skutečnost, že 
se v závěru výrobního procesu produkt nachází ve značně zředěných roz­
tocích, což klade vyšší nároky na zpracování fermentačního bujónu. 
Brát et al. (1990) se ve své práci zabývali sledováním kinetiky reak­
tivní extrakce z modelového roztoku kyseliny mléčné.

Fermentační bujón obsahuje kromě žádaného produktu celou řadu 
dalších látek jako např. bílkoviny, peptidy, jiné organické kyseliny apod., 
které mohou do značné míry ovlivňovat proces reaktivní extrakce, zvláš­
tě děje na fázovém rozhraní vodné a organické fáze. V této práci jsou 
srovnávány výsledky získané na modelových roztocích (Brát et al., 
1990) s extrakcí kyseliny mléčné z fermentačního bujónu.

MATERIAL a metody

Fermentační bujón byl připraven modifikovaným postupem, který navrhli J0rgen- 
sen a Nikolaj sen (1987), s mikrobiální kulturou Streptococcus cremoris, kdy 
bylo použito desetinásobku glukosy ve výchozím substrátu, za anaerobních podmínek 
pod dusíkem při pH = 6,3 a teplotě 27 °C. Obsah složek substrátu 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 MgSO4. H2O, 77 mg KH2PO4. H2O, 10 mg 
KC1, 148 mg NH4C1. Fermentační bujón obsahoval 0,205 mol kyseliny mléčné, dále 
0,025 mol kyseliny mravenčí a 0,006 mol kyseliny octové v 1 dm3.

Obsah kyseliny mléčné byl stanovován v organické fázi titrací roztokem KOH (c = 
= 0,1 mol/1) v isopropanolu na přístroji Titralab™-System (výrobce Radiometr Copen-
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hagen, Dánsko) s automatickou indikací bodu ekvivalence. Obsah kyseliny mléčné ve 
fermentačním bujónu byl vzhledem к obsahu některých dalších organických kyselin 
stanovován pomocí HPCL za podmínek: stacionární fáze iontoměnič PRP-X30O (Hamil­
ton, Švýcarsko), mobilní fáze 0,5 mM H2SO4, průtok 0,8 ml/min, detekce UV 210 nm 
nástřik 20 ц1.

Jako reakční složka extrakční směsi byl použit terciální amin Hostarex A327, ko­
merčně charakterizovaný minimálním obsahem terciálního aminu 95 %, maximálním 
obsahem sekundárního aminu 2 % a primárního 0,5 % s délkou uhlovodíkového ře­
tězce C8—CIO v poměru přibližně 1:1 a hustotou 810 kg/m3, výrobce Hoechst, Frank­
furt am Main, SRN, případně sekundární amin LA-2 střední molekulové hmotnosti 
360—380 g/mol a hustoty 830 kg/m3, výrobce Rohm and Haas Company (USA), v kom­
binaci s isodekanolem od firmy Hoechst o hustotě 835 kg/m3 a bodem varu v rozmezí 
215—225 °C a uhlovodíkovou frakcí ropy Shellsol T výrobce Shell Chemie komerčně 
charakterizovanou bodem varu 176—210 °C, hustotou 758 kg/m3 a obsahem aromatic­
kých uhlovodíků pod 0,5 %. Objemové poměry jednotlivých složek jsou uvedeny v tab. I.

Podobně jako v předchozí práci (Brát et al., 1990) byla kinetika extrakce sledo­
vána ve stoupajícím sloupci kapek organické fáze. Extrakce byla vzhledem к závis­
losti na pH prováděna za konstantní hodnoty pH = 4,5.

I. Složení extrakčních směsí [% obj.) — Composition of extraction mixtures [% vol.)

Označení směsi Reakční složka Isodekanol Shellsol T

A (A327) 30 30 40
В (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

VÝSLEDKY A DISKUSE

Vzhledem к tomu, že zákal a hnědé zbarvení fermentačního roztoku 
neumožňovaly měření časové závislosti koncentračních změn kyseliny 
mléčné v organické fázi, jsou výsledky kinetiky extrakce kyseliny mléč­
né z fermentativního bujónu znázorněny ve formě histogramu s prů­
měrným časovým údajem získaným pro jednotlivá místa odběru vzorku 
při extrakci z modelového roztoku. Obr. 1 představuje srovnání kineti­
ky extrakce z fermentačního bujónu a modelového roztoku za použití 
tri (octyl/decyl) aminu (A327) jako reaktivní složky extrakční směsi, 
obr. 2 porovnává průběh extrakce se sekundárním aminem LA-2, jakožto 
reaktivní složkou.

Z obr. 1 je patrná velmi dobrá shoda kinetiky extrakce kyseliny mléč­
né z modelového roztoku a fermentačního bujónu pro sledování směsi 
s tri(octyl/decyl)aminem. V jednotlivých odběrových místech, a tedy 
i časových okamžicích od počátku extrakce byly získány srovnatelné 
hodnoty koncentrací kyseliny mléčné v organické fázi. Při extrakci se 
sekundárním aminem LA-2 byly hodnoty koncentrací kyseliny mléčné 
v organické fázi při extrakci z fermentačního bujónu poněkud nižší než 
pil extrakci z modelového roztoku (obr. 2). Organická fáze byla ve 
všech případech transparentní, bez zjevného zhoršení barevných cha­
rakteristik, což svědčí i o dobré selektivitě procesu ve sledovaném ča-
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t[s]
1. Srovnání klnetiky extrakce kyseliny mléčné z modelového roztoku a fermentač­
ního bujónu za použití extrakčních směsí 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 úseku při spojitém toku fází. Po extrakci docházelo rovněž к dob­
ré separovatelnosti organické a vodné fáze.

Rovněž při reaktivní extrakci z fermentačního bujónu byla zjišťována 
rovnovážná koncentrace kyseliny mléčné v organické fázi při mechanic­
kém obnovování fázového rozhraní. Výsledky extrakce kyseliny mléčné 
z fermentačního bujónu a modelového roztoku prováděné v dělicí ná­
levce za neustálého protřepávání po dobu 20 minut jsou porovnávány 
na obr. 3.

Z obr. 3 je patrné, že mechanické míchání do značné míry zvyšuje 
u extrakce z fermentačního bujónu výtěžnost procesu. V případě ex­
trakčních směsí s tri (octyl/decyl) aminem téměř až dvojnásobně. Na 
druhé straně však došlo к výraznému ztmavnutí organické fáze, což 
svědčí o skutečnosti, že kromě organických kyselin dochází při míchání 
ve zvýšené míře i к přechodu většího množství nežádoucích komponent 
a zhoršuje se selektivita extrakce. Rovněž separovatelnost obou fází byla 
podstatně horší. Po skončení extrakce bylo nutné obě fáze oddělit od­
středěním.
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Závěrem lze konstatovat, že proces extrakce s chemickou reakcí lze 
aplikovat i na problematiku získávání kyseliny mléčné z fermentačního 
bujónu. Větší pozornost je však nutné věnovat hydrodynamice procesu, 
vzhledem к požadované selektivitě extrakce a dobré separovatelnosti 
obou fází. Z tohoto aspektu se zdá jako výhodnější zařízení se spojitým 
tokem fází, kdy ke zvýšení účinnosti procesu je možné využít zařazení 
většího počtu extrakčních stupňů nebo recirkulace extrakční směsi v za­
řízení.
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БРАТ, Й. — ГАУЕР, Э. — МАРР, Р. — ГАРТЛ, Й. (Химико-технологический институт, 
Прага; Институт эксплуатационной термотехники и окружающей среды, Гращ 
Австрия): Использование реактивной экстракции при получении молочной кислоты 
из ферментативного бульона. Potravinářské Vědy, 9, 1991 [1): 17—22.

В работе сравнивалась кинетика и эффективность экстракции молочной кислоты из 
модельного раствора и ферментативного бульона. Для экстрагирования использо­
вались разные экстракционные смеси на базе органических аминов. Оказывается, 
что процесс реактивной экстракции можно использовать и в случаях получения 
молочной кислоты из ферментативного бульона. Однако способ ведения процесса 
в большей мере влияет на ход и избирательность экстракции.

I 
реактивная экстракция; молочная кислота; органические амины; ферментация

BRÄT, J. — HAUER, Е. — MARR, R. — HARTL, J.: [Institute of Chemical Technology, 
Praha; Institut für Thermische Verfahrenstechnik und Umwelttechnik, Graz, Austria): 
The use of reactive extraction for gaining acid out of fermentation culture medium. 
Potravinářské Vědy, 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.

reactive extraction; lactic acid; organic amines; fermentation
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Kinetik und der Nutzeffekt der Milchsäureex­
traktion aus der Modellösung 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 
Milchsäuregewinnung aus dem Fermentationsbouillon ausnützen kann. Die Art und 
Weise Prozessführung beeinflusst aber in grösserem Masse den Verlauf und die Selekti­
vität der Extraktion.
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ENZYMOVÉ ELEKTRODY PRO STANOVENÍ L-LAKTÄTU

E. Vrbová, M. Marek, B. Kleidus

VRBOVÁ, E. — MAREK, M. — KLEIDUS, B. [Vysoká škola chemicko-technologic- 
ká, Praha; Výzkumný ústav výživy zvířat, Pohořelice u Brna): Enzymové elek­
trody pro stanovení L-laktátu. Potravinářské Vědy, 9, 1991, (1): 23—32.

Biosenzory pro stanovení L-laktátu byly připraveny imobilizací laktátmonooxi- 
genasy (dekarboxylující) nebo koimobilizací laktátoxidasy, laktátdehydrogenasy 
a katalasy na nylonovou síťku pomocí Ugiho reakce. Enzymové konjugáty byly 
fixovány na kyslíkové čidlo Clarkova typu. Připravené enzymové elektrody byly 
charakterizovány z hlediska vlivu pH a teploty na velikost odezvy biosenzoru, 
oblasti lineární závislosti odezvy na koncentraci substrátu, zdánlivé Michaelisovy 
konstanty Км(арр.) a stability biosenzorů. Připravené enzymové elektrody byly 
použity pro stanovení L-laktátu v mléčných výrobcích.

enzymová elektroda; biosenzor; L-laktát; mléčné výrobky

Rychlé, přesné, citlivé a dostatečně reprodukovatelné stanovení 
L-laktátu (dále laktátu) je velmi potřebné nejenom v oblasti klinické 
biochemie, kdy koncentrace laktátu v lidském organismu je důležitým 
ukazatelem jeho zdravotního stavu ( S o u 11 e г et al., 1978; W a 1 - 
terová et al., 1983; Robinson, Sherwood, 1984), ale i v po­
travinářském průmyslu, zvláště v mlékárenství a při kontrole řady fer- 
mentačních procesů ( S e c h a u d et al., 1988).

Kromě rutinních spektrofotometrických metod na bázi laktátdehydrogenasy ( H o - 
horst, 1970; Noll, 1970; Ho ehe Ila, 1970), flavocytochromu Ьг (Prats, 
1977; Pompon, Lederer, 1983; Racek, 1985) a laktátoxidasy (Fujika­
wa et al., 1985; Bozimowski et al., 1985) bylo vyvinuto několik metod elektro­
chemické detekce využívajících převážně amperometrických biosenzorů. Enzymové 
elektrody s imobilizovanou laktátdehydrogenasou (L-LDH; Cenas et al., 1984; 
Blaedel, Engstrom, 1984; Laval et al., 1984) nebo flavocytochromem Ьг 
(Kulys, Svirmickas, 1979; Kulys, 1986) vykazovaly nízkou stabilitu při 
současné závislosti na přídavku ( D u r 1 i a t et al., 1979; Cenas et al., 1984; В 1 a e - 
del, Engstrom, 1984; Laval et al., 1984; Vadgama et al., 1986) nebo ko- 
imobilizacl akceptoru elektronů ( В 1 a e d e 1, Jenkins, 1976; Kulys, Mali­
nauskas, 1979; Mahenc et al., 1980; Kulys et al., 1981; Kulys, Svir­
mickas, 1981; Ikeda et al., 1988).

V případě enzymových elektrod na bázi laktátoxidasy (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 laktát- 
monooxygenasy (LMOD; Mas činí et al., 1983, 1984; Weigelt et al., 1987) byly 
připraveny velmi citlivé biosenzory zvláště po doplnění koimobilizovanými systémy 
(Mizutani et al., 1985; Schubert et al., 1985; Scheller et al., 1985; 
Wollenberger et al., 1987).
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Náš příspěvek je věnován přípravě enzymových elektrod pro stanovení iaktátu na 
bází dvou odlišných enzymových systémů s amperometrickou detekcí a jejich porov­
nání z hlediska rychlosti odezvy, délky analýzy, stability a vhodnosti pro stanovení 
Iaktátu v reálných vzorcích mlékárenského průmyslu.

První systém spočívá v oxidativní dekarboxylaci Iaktátu za současné spotřeby kyslí­
ku katalyzované laktátmonooxygenasou (dekarboxylující):

LMOD
CH3-CH-COO + 02 ------------► CH3-COO'+ H20 + C02

OH

V případě druhého systému vzniká působením laktátoxidasy z Iaktátu pyruvát a kyslík 
je redukován na peroxid vodíku.

Vzhledem к tomu, že vznikající peroxid vodíku inhibuje laktátoxidasu, je pro 
jeho odstraňování z reakční směsi výhodné koimobilizovat katalasu (KAT), i když 
tento enzym regeneruje polovinu spotřebovaného kyslíku zpět do reakce. Velikost 
odezvy biosenzoru, a tím i citlivost stanovení, se výrazně zvyšuje koimobilizací dalšího 
enzymu —■ laktátdehydrogenasy, která v přítomnosti NADH vznikající pyruvát převádí 
zpět na laktát, přičemž rovnováha této reakce je zcela posunuta ve směru tvorby 
Iaktátu.

MATERIAL a metody

L-Laktát-2-monooxygenasa (LMOD, E.C.1.13.12.4, z Mycobacterium smegmatts, 74,3 
U/mg), laktátoxidasa (LOD, z Pediococcus species, 30 U/mg), L-laktátdehydrogenasa 
(L-LDH, E.C.1.1.1.27 z králičího svalu, typ XI, 850 U/mg) a redukovaná forma jS-nikotin- 
amidadenindinukleotidu, dvojsodná sůl, z kvasinek (NADH) byly získány od fy Sigma 
(USA). Katalasá (KAT, E.C.1.11.1.6, z hovězích jater, 2000 U/mg suspenze) byla zís­
kána od fy Reanal (Madarsko), flavinadenindinukleotid, dvojsodná sůl (FAD) a cyklo- 
hexylisokyanid od fy Fluka (Švýcarsko) a glutaraldehyd (25% vodný roztok) od fy 
Koch-Light Laboratories (Velká Británie). Standardní roztoky Iaktátu byly připraveny 
titrací 20% vodného roztoku kyseliny L-mléčné (dodané fy Koch-Light Laboratories, 
V. Británie) na pH 6,0 pomocí hydroxidu sodného (c = l mol/dm3) a doplněním citrá- 
tovým pufrem pH 6,0 na žádaný objem, ev. titrací kyseliny L-mléčné na pH 7,1 po­
mocí hydroxidu draselného (c = l mol/dm3) a doplněním draselno-fosfátovým pufrem, 
pH 7,1 s chloridem draselným (c = 0,l mol/dm3), chloridem hořečnatým (c = 0,01 mol/ 
/dm3) a FAD (c = 0,01 mol/dm3) na žádaný objem. Ostatní chemikálie analytické čis­
toty byly dodány s. p. Lachema, Brno. Pro imobilizace byla použita nylonová síťka 
UHELON 63 (Rempo, Praha). Kyslíkové čidlo Clarkova typu (SOPS 31), nanoampér- 
metr se stabilizovaným zdrojem stejnosměrného polarizačního napětí a člen pro deri­
vaci signálu byly vyrobeny s. p. Chemoprojekt, Satalice.

Imobilizace laktátmonooxygenasy na nylonovou síťku

Nylonová síťka byla hydrolyzována 25% kyselinou chlorovodíkovou po dobu 1 s. 
Poté byla síťka důkladně promyta destilovanou vodou a volně usušena. Na její hydro- 
lyzovaný povrch bylo naneseno 24 pl roztoku laktátmonooxygenasy připraveného roz-
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puštěním 0,8 mg enzymového preparátu ve 200 ul citrátového pufru, (c = 0,l mol/dm3), 
pH 6,0, 5 ^1 5% vodného roztoku glutaraldehydu a 1 ^1 cyklohexylisokyanidu. Po čty­
řech dnech při 4 °C byla síťka promyta výše uvedeným pufrem a v tomto pufru také 
uchovávána.

Koimobilizace laktátoxidasy, laktátdehydrogenasy a katalasy na nylonovou síťku

Na povrch síťky, kde byla provedena parciální hydrolýza, bylo aplikováno 20 ^1 
roztoku směsi enzymů laktátoxidasy a laktátdehydrogenasy. Roztok byl připraven roz­
puštěním 3 mg laktátoxidasy a 2 mg L-laktátdehydrogenasy ve 100 ^i draselno-fosfá- 
tového pufru (c = 0,l mol/dm3), pH 7,1, obsahujícího 0,1 mol chloridu draselného, 
0,01 mol chloridu hořečnatého a 0,01 mmol FAD v 1 dm3. К roztoku enzymů bylo 
dále pipetováno 2,5 ul neředěné suspenze katalasy, 5 ц! 5% vodného roztoku gluta­
raldehydu a 1 jul cyklohexylisokyanidu. Po čtyřech dnech při 4 °C byla síťka promyta 
výše uvedeným draselno-fosfátovým pufrem.

'Příprava enzymových elektrod pro stanovení laktátu a způsob jejich použití

Nosič s imobilizovanými enzymy byl pevně fixován na povrchu Clarkova kyslíkového 
čidla. Enzymová elektroda byla vsunuta do temperované (30°C) míchané reakční ná­
dobky (1,5 ml), do které bylo pipetováno 1,4 ml citrátového pufru (c = 0,1 mol/dm3), 
pH 6,0 (v případě imobilizované laktátmonooxygenasy) nebo 1,3 ml draselno-fosfáto- 
vého pufru (c = 0,1 mol/dm3), pH 7,1 (obsahujícího 0,1 mol chloridu draselného, 0,01 
mol chloridu hořečnatého a 0,01 mmol FAD v 1 dm3) a 100 ,ul 0,1 mol NADH v 1 dm3 
(v případě kolmobilizovaných enzymů laktátoxidasy, L-laktátdehydrogenasy a katalasy). 
Standardní (při dané teplotě) obsah vzdušného kyslíku v pufru byl zajištěn intenzívním 
mícháním. Reakce byla startována nástřikem 100 ^1 vzorku laktátu v příslušném pufru 
pH 6,0, resp. 7,1. Signál enzymové elektrody byl měřen nanoampérmetrem se stabilizo­
vaným zdrojem stejnosměrného polarizačního napětí a členem pro derivaci signálu. 
Prostý signál 1 jeho derivace byly registrovány pomocí zapisovače TZ 4200 (Laborator­
ní přístroje, Praha, ČSFR).

Charakterizace enzymových elektrod

Stanovení pH optima bylo prováděno v provzdušňovaném citrátovém (c = 0,1 mol/ 
/dm3) (LMOD), resp. draselno-fosfátovém (c = 0,1 mol/dm3) pufru (LOD, L-LDH, KAT) 
obsahujícím chlorid draselný a FAD v rozmezí 4 až 9 pH jednotek v nadbytku substrátu 
(100 ul laktátu (c = 0,1 mol/dm3)]. Vliv teploty byl testován v teplotním rozmezí 22 
až 6б'°С v nadbytku substrátu při pH 6,0 (LMOD), resp. 7,1 (LOD, L-LDH, KAT) způsobem 
shodným s výše uvedeným. Po každé změně hodnoty pH nebo teploty byl systém usta- 
lován 10 minut.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Laktátmonooxygenasa byla imobilizovaná kovalentní vazbou na ny­
lonovou síťku metodou již dříve popsanou v našich pracích (Valen­
tová et al., 1983; Vrbová, Marek, 1990). Stejným způsobem 
byly koimobilizovány i laktátoxidasa, L-laktátdehydrogenasa a katalasa 
(za přítomnosti glutaraldehydu a cyklohexylisokyanidu). Několikanásob­
né zvýšení odezvy vyvolané recyklem laktátu koimobilizací L-LDH v pří­
tomnosti redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu ( Mizu­
tani et al., 1985; Wollenberger et al., 1987; Scheller et al., 
1985) a ochrana enzymového systému před působením peroxidu vodíku 
včetně zabezpečení vyššího obsahu kyslíku ( S h i n b o et al., 1979; 
Vrbová, Marek, 1990) bylo již prokázáno dříve. Množství imobi- 
lizovaných enzymů bylo voleno tak, aby nejpomalejší a tedy rozhodující 
katalyzovanou reakcí byla přeměna laktátu na pyruvát.
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Laktátové biosenzory byly charakterizovány z hlediska vlivu pH na veli­
kost odezvy biosenzoru (obr. 1 a 2). Vzhledem к tomu, že aktivita LMOD je 
výrazně ovlivňována složením reakční směsi ( Mase i ni et al., 1984], 
byla všechna měření prováděna v citrátovém pufru. Křivka pH optima 
tohoto enzymu vykazovala ostré maximum při pH 6,0, získaná hodnota 
byla ve shodě s literárními údaji pro volný i imobilizovaný enzym 
(Mascini et al., 1984; Weigelt et al., 1987). Optimum pH enzy­
mového konjugátu LOD, L-LDH, KAT odpovídalo hodnotám pHopt. volné 
LOD (Mizutani et al., 1983), L-LDH (Henry et al., 1960; Berg- 
m e у er et al., 1983) a pHopt. laktátového biosenzoru s LOD ( Karube 
et al., 1980), tj. pH 7,3 až 7,4, přičemž 90 % aktivity si tato enzymová 
elektroda zachovala v rozmezí pH 6,8 až 7,7.

1. Vliv pH na velikost odezvy biosenzoru 
s LMOD — The effect of pH on the level 
of response of biosensor with LMOD

2. Vliv pH na velikost odezvy biosenzo­
ru s LOD, L-LDH a KAT — The effect of 
pH on the level of response of biosensor 
with LOD, L-LDH and KAT

Vliv teploty se u LMOD-senzoru (obr. 3) zřetelně projevil v rozmezí 
od 40 do 60 °C, kdy byla odezva biosenzoru nejvyšší. Po překročení této 
teploty nastal prudký pokles aktivity enzymu způsobený jeho denatu- 
rací. V této oblasti připadlo na každý °C zvýšení odezvy o 3,6 %. Při 
30 °C byl laktátový biosenzor ještě dostatečně aktivní, proto byla pro 
vlastní stanovení laktátu zvolena tato hodnota, především s ohledem 
na požadovanou stabilitu enzymové elektrody. Z průběhu teplotní závis­
losti odezvy LOD, L-LDH, КАТ-senzoru (obr. 4), který je podobný tep­
lotní závislosti LMOD-senzoru, byla zjištěna maximální odezva při tep­
lotě 56 °C. Velikost odezvy biosenzoru při 30 °C byla i v tomto případě 
dostačující.

Z kalibrační křivky (obr. 5) byla určena oblast lineární závislosti ode­
zvy LMOD-biosenzoru (rychlost úbytku kyslíku v reakční směsi) na 
koncentraci laktátu v rozsahu jednoho řádu se spodní hranicí stanovitel- 
nosti 1 x 10-3 mol/dm3 laktátu v nástřiku vzorku (6,67 x 10~5 mol/dm3 
v reakční nádobce) a horní hranici 4 x 10~2 mol/dm3 laktátu ve vzorku
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3. Vliv teploty na velikost odezvy bio- 
senzoru s LMOD — The effect of tempe­
rature on the level of response of the 
biosensor with LMOD

4. Vliv teploty na velikost odezvy bio- 
senzoru s LOD, L-LDH a KAT — The 
effect of temperature on the level of 
response of the biosensor with LOD, 
L-LDH and KAT

5. Kalibrační křivka pro stanovení laktá- 
tu s LMOD [c — koncentrace laktátu v 
nástřiku vzorku; v — rychlost úbytku 
kyslíku v reakční směsi) — Calibration 
curve for determination of lactate with 
LMOD [c — concentration of lactate in 
the feed of a sample; и — rate of 
decrease in oxygen in the reaction mix­
ture)

6. Kalibrační křivka pro stanovení lak­
tátu s LOD, L-LDH a KAT (c — kon­
centrace laktátu v nástřiku vzorku; у —- 
rychlost úbytku kyslíku v reakční směsi) 
— Calibration curve to determine lactate 
with LOD, L-LDH and KAT (c — 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 IO-3 mol/dm3 v nádobce). Zdánlivá Michaelisova konstanta 
KM(app.) byla stanovena pomocí Gauss-Newtonovy metody nelineární re­
grese, Km(app.) 1,32 x 10-2 mol/dm3. Tato poměrně vysoká hodnota odpo­
vídala údaji kM = 1,7 x 10-2 mol/dm3 pro volnou LMOD z Mycobacterium 
phlei (Barman, 1969).

Oblast lineární závislosti LOD, L-LDH, КАТ-senzoru (obr. 6) byla sta- 
notvena v rozmezí 0,4 x 10-3 mol/dm3 až 6,2 x 10-3 mol/dm3 laktátu 
ve vzorku (2,67 x 10-5 mol/dm3 až 4,13 x 10“4 mol/dm3 laktátu v reakč- 
ní nádobce). Zjištěná hodnota KM(app.) = 1,015 x 10-3 mol/dm3 byla i v 
tomto případě srovnatelná s literárními údaji (Mizutani et al., 1985; 
^м(арр.) = 4,4 х 10-4 mol/dm3 laktátu). U obou typů enzymových elek­
trod byla doba odezvy 5—10 sekund s možností opakování analýzy do 
dvou minut. U bienzymového systému LOD, LDH imobilizovaného na po- 
lymerní membráně je uváděna doba analýzy čtyři minuty ( Mizuta­
ni et al., 1984), resp. devět minut (Mizutani et al., 1985).

Stabilita biosenzoru s laktátmonooxygenasou byla sledována po dobu 
tří měsíců, kdy bylo s jediným enzymovým konjugátem provedeno asi 200 
analýz (obr. 7). Na konci tohoto období poklesla aktivita biosenzoru na 
55 % své původní hodnoty. Tento údaj byl srovnatelný s laktátovými bio- 
senzory, kde byla LMOD vázána na síťku kovalentní vazbou experimentál­
ně náročnějším postupem přes tvorbu azidů karboxylových kyselin (ži­
votnost dva měsíce) (Mas činí et al., 1984) nebo byla zachycena 
v matrici želatiny chráněné dialyzační membránou (stabilita 55 dní) 
(Weigelt et al., 1987).

Životnost enzymové elektrody na bázi LOD, L-LDH, KAT byla sledována 
dva a půl měsíce, během kterých bylo provedeno cca 150 analýz (obr. 8). 
Tato doba odpovídala i životnosti biosenzoru. U membránového biosenzo­
ru na bázi samotné imobilizované LOD (Mizutani et al., 1983), resp. 
bioenzymové LOD, KAT elektrody (Mizutani et al., 1984) je uváděna

7. Stabilita biosenzoru s LMOD v závis- 8. Stabilita biosenzoru s LOD, L-LDH a 
lost! na čase (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 dvěma až třemi týdny. Životnost LOD imobilizované na 
bioafinitní polyamidové membrány činila až tři měsíce ( S e c h a u d
et al„ 1989).

1. Koncentrace L-laktátu v mléčných výrobcích — Concentration of L-lactate in milk 
products

Vzorek

Elektrochemické stanovení Fotometrický set 
fy Boehringer 
[mmol. dm-3]

LMOD 
[mmol. dm-3]

LOD, L-LDH, KAT 
[mmol. dm-3]

Plnotučné mléko 2,5 2,0 2,25
Maiko 2,5 2,1 2,20
Jogurt bílý 56,0 54,0 54,50
Jovokokteil 48,6 48,6 48,00
Biokys 62,0 61,0 62,20

Připravené biosenzory byly využity pro stanovení obsahu laktátu v mléč­
ných výrobcích (tab. I). Zjištěné hodnoty byly porovnány s koncentra­
cemi laktátu určenými fotometrickým setem fy Boehringer. Elektroche­
mické stanovení pomocí enzymových elektrod bylo v obou případech 
v dobré shodě s výsledky získanými fotometricky. Případný interferující 
obsah pyruvátu u LOD, L-LDH, KAT-biosenzoru byl u mléka a mléčných 
výrobků neměřitelný, resp. zanedbatelně malý (ve shodě s výsledky 
v práci S echaud et al., 1989). Velikou předností použití enzymových 
elektrod ke stanovení laktátu je jednoduchost provedení, kdy jedinou 
úpravou vzorků před vlastním stanovením je zředění příslušným pufrem 
v poměru 1:1. Mléko a kondenzované mléko přitom není třeba ředit 
vůbec.
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ВРБОВА, Э. — МАРЕК, М. — КЛАЙДУС, Б. (Химико-технологический институт, 
Прага; Научно-исследовательский институт питания животных, Погоржелице-Брно): 
Ферментные электроды, нужные для определения Л-лактата. Potravinářské Vědy, 
9, 1991 (1): 23—32.

Биосензоры для определения Л-лактата были приготовлены путем иммобилизации 
лактат-монооксигеназы (декарбоксилирующей) или коиммобилизации лактатокси- 
дазы лактатдегидрогеназы и каталазы на найлоновой сетке с помощью реакции 
Уги. Ферментные конъюгаты фиксированы на кислородном датчике типа Кларка. 
Приготовленные ферментные электроды охарактеризованы с точки зрения влияния 
pH и температуры на размер реакции биосензора, области линейной зависимости 
реакции от концентрации субстрата, кажущейся константы Км(арр.) Михаелиса и ста­
бильности биосензоров. Приготовленные ферментные электроды послужили для 
определения Л-лактата в молочных продуктах.

ферментный электрод; биосензор; Л-лактат; молочные продукты
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VRBOVÁ, E. — MAREK, M. — KLEIDUS, B. (University of Chemical Technology, Praha; 
Research Institute of Animal Nutrition, Pohořelice u Brna): Enzyme electrodes for 
L-lactate determination. Potravinářské Vědy, 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 Км(арр.) and the stability of biosensors. 
Prepared enzyme electrodes were used to determine L-lactate in milk products.

enzyme electrode; biosensor; L-lactate; milk products

VRBOVÁ, M. — MAREK, M. — KLEIDUS, B. (Hochschule für Chemie und Technologie, 
Praha; Forschungsinstitut für Tierernährung, Pohořelice u Brna): Enzymelektroden 
für die Bestimmung oon L-Laktat. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 23—32.

Biosensoren für 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 Sauerstoffühler 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 Abhängigkeit der Reaktion von der Substratkonzentration, der 
scheinbaren Michaeilischen Konstante Км($рр.) und der Stabilität der Sensoren cha­
rakterisiert. Die vorbereiteten Enzymelektroden wurden zur Bestimmung von L-Laktat 
in Milchprodukten herangezogen.

Enzymelektrode; Biosensoren; L-Laktat; Milchprodukte
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ZMĚNY REOLOGICKÉHO CHOVÁNÍ MASA V ZÁVISLOSTI NA STUPNI 
DESINTEGRACE A NA VNĚJŠÍCH PODMÍNKÁCH

P. Pipek, V. Sinevič

PIPEK, P. — SINEVIČ, V. (Vysoká škola chemicko-technologická, Praha]: Změny 
Teologického chování masa v závislosti na stupni desintegrace a na vnějších pod­
mínkách. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 33—44.

Byl sledován vliv stupně desintegrace, teploty a obsahu tuku na Teologické 
chování hrubě desintegrovaného masa a na časové změny Teologických veličin 
v klidu a při působení mechanické síly. Maso předřezené na řezačce (průměr 
otvorů desky 13 mm, není-li uvedeno jinak) bylo homogenizováno na pásové 
míchače s přídavkem 2,5 %hm. soli a 10 %hm. vody. Reologické chování 
vzorků bylo sledováno pomocí rotační reometrie. Vliv stupně desintegrace se 
projevil maximem meze toku při průměru otvorů řezací desky 6—8 mm. Od 
okamžiku namíchání vzorků docházelo к nárůstu meze toku, která dosáhne 
během 24 hodin maximální, konečné hodnoty. Působením mechanické síly (mí­
chání, čerpání) se mez toku sníží; je-li poté maso ponecháno v klidu, mez toku 
opět roste a dosáhne prakticky původní hodnoty. Rostoucí teplota snižuje hod­
notu meze toku (v rozmezí 0—25°C), má vliv I na rychlost nárůstu meze toku po 
namíchání. Všechny uvedené závislosti jsou významně ovlivněny obsahem tuku. 
Byla potvrzena úzká souvislost Teologických veličin a obsahu volné vody (mě­
řeno kapilárním volumetrem).

reologie; desintegrované maso; teplota; desintegrace; obsah tuku; časové změny; 
míchání; čerpání

Reologické chování predsoleného předřezaného masa je možné vy­
jádřit Teologickým modelem [Pipek et al., 1989] ve tvaru

г = to + К . Dn

Hodnoty meze toku to, koeficientu konzistence К a indexu toku n jsou 
závislé na stupni desintegrace (velikosti částic), chemickém složení a 
teplotě, mění se i v závislosti na mechanickém namáhání (působení vněj­
ších sil) a době uložení.

Literární údaje o tomto jejich chování se týkají většinou jemně mělněného masa 
(homogenátů), případně díla salámů. S postupující desintegrací (zmenšující se veli­
kostí částic) díla dochází к poklesu meze toku a viskozity. Zároveň roste i vaznost 
(Tóth, Hamm, 1968). Toto zvýšení vaznosti souvisí s uvolněním vláknité struk­
tury masa. Lze proto předpokládat, že desintegrace svalových struktur mělněním vede 
ke vzrůstu hydratace, tj. při výrobě měkkých salámů dochází к vazbě vody. Čím je 
maso intenzivněji mělněno, tím větší je vaznost. Maso mělněné na řezačce má tedy 
menší vaznost než maso kutrované. Zatímco v řezačce jsou oddělena svalová vlákna 
a rozrušeny buněčné membrány, při kutrování jde desintegrace hlouběji (Hamm 
1972).

Vliv mělnění na vaznost (a tím zřejmě i na reologické chování) spočívá v tom, že 
rozrušením sarkolemmatu dojde к uvolnění myofibril, případně к jejich desintegrací
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na filamentá, a zvyšuje se tak botnavost aktomyosinového systému. Čím je tedy 
struktura svaloviny silněji rozrušena, tím méně je bráněno v příjmu vody ( H a m m, 
1972).

Kromě vlastní desintegrace se podílí na změně Teologického chování i působení 
mechanických sil, např. během míchání či čerpání. Při homogenizaci nařezaného masa 
dochází s postupující dobou homogenizace к botnání masa (Hamm, 1972).

Ponechají-li se čerstvě vyrobené svalové homogenáty nebo dílo stát v klidu, zvyšují 
se hodnoty viskozity a meze toku, přičemž při opětovném mechanickém působení na 
hmotu tyto hodnoty opět klesají (Tóth, Hamm, 1968, 1969). Pravděpodobně do­
chází při stání jemných homogenátů к tvorbě nových vazeb mezi částicemi, přičemž 
tyto vazby se porušují, pokud v důsledku působení vnějších sil dochází к vzájemnému 
pohybu částic (Hamm, 1972). Reologické chování masa je tedy časově závislé 
a rovněž závislé na intenzitě mechanického namáhání, jak již bylo uvedeno dříve 
(Pipe к et al., 1989; Rede, Hamm, 1973).

Gorbatov et al. (1967) zjistili v případě díla, že během prvních dvou hodin po 
výrobě díla nedochází к žádným změnám Teologických vlastností, po této době však 
dojde ke spontánnímu zpevnění díla, přičemž maxima se dosahuje po 9—10 hodinách. 
Také při stání hrubě mělněného masa (štesů) byl pozorován nárůst meze toku ( Pl- 
pek et al., 1989). Na rozdíl od údajů Gorbatova však byl pozorován nárůst ihned 
po namíchání. Tento nárůst byl zpočátku velmi prudký, postupně se zpomaloval a bě­
hem 24 hodin bylo dosaženo maximální hodnoty meze toku, která se již dále prakticky 
neměnila.

Reologické chování masa je silně ovlivňováno obsahem tuku. Tento vliv byl sledo­
ván zejména u díla, kde byl např. pozorován růst zdánlivé viskozity s rostoucím obsa­
hem tuku, přičemž při zvýšení obsahu tuku z 11 na 18 % došlo ke zvýšení meze toku 
то, nebyl však ovlivněn koeficient konzistence К a index toku n (Burge, Ac­
ton, 1984). Změny Teologického chování souhlasí se známými vztahy mezi vazností 
a uzavřením tukových částic svalovými bílkovinami, dispergací tuku a měknutím tuku 
při vzestupu teploty ze 2 na 18 °C (Burge, Acton, 1984).

Reologické chování masa je tedy silně ovlivněno teplotou, která ve značné míře 
ovlivňuje konzistenci tuku, a tím i díla (Hamm, Rede, 1975). Se stoupající teplo­
tou (v rozmezí 15—30°C) dochází к poklesu viskozity 1 meze toku u díla obsahujícího 
tuk (Kiessling, Raeuber, 1981a, b). Dále je možné zjistit, že s rostoucím 
obsahem tuku v díle se vliv teploty na jeho reologické chování zvýrazňuje ( Hamm, 
Rede, 1975).

Vliv obsahu tuku souvisí i s obsahem vody. Se vzrůstem obsahu vody v díle nejprve 
botnají svalová vlákna, teprve po jejich nasycení se začne zvětšovat vrstva bílkovin­
ného roztoku mezi vlákny. Čím je dílo tučnější, tím méně svalová vlákna nabotnají, 
protože tuk neváže vodu (Kosoj, 1979). U díla s malým obsahem vody je vrstva 
bílkovinného roztoku mezi částicemi malá a tuk obklopující svalovou tkáň zvyšuje 
vazné síly mezi částicemi a způsobuje zvýšení meze toku. Při zvýšení obsahu tuku 
a vody roste mezivrstva vody mezi částicemi, síla spojení mezi částicemi se snižuje 
a mez toku se sníží ( Kosoj, 1979).

V předložené studii byl sledován vliv uvedených parametrů na cho­
vání hrubě desintegrovaného masa. Chování díla není možné mechanic­
ky převést na chování výše uvedených systémů vzhledem к rozdílné ve­
likosti částic; dochází zde к jiným jevům zejména s ohledem na tvorbu 
bílkovinného roztoku a nižší úroveň rozptýlení tuku.

Bylo sledováno reologické chování různých typů výrobního masa 
(vepřového i hovězího) s rozdílným obsahem tuku, rozmělněného do 
různého stupně desintegrace a vystaveného rozdílným režimům me­
chanického namáhání.

MATERIAL a metody

V této studii bylo sledováno reologické chování různých typů výrobního masa (vepřo­
vého a hovězího) s rozdílným obsahem tuku, rozmělněného do různého stupně desin­
tegrace a vystaveného rozdílným režimům mechanického namáhání.
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Pro přípravu vzorků bylo maso o příslušném složení nařezáno na řezačce, přičemž 
průměr otvorů v desce řezačky byl většinou 13 mm; pouze při sledování vlivu stupně 
desintegrace bylo použito řady desek s různou velikostí otvorů (3, 4, 6, 8, 10, 13 a 20 
milimetrů). Předřezané maso bylo homogenizováno s přídavkem 10 % vody a 2,5 % 
dusitanové solící směsi (směs NaCl a 0,5—0,6 % NaNO^) v míchačce s pásovými 
míchadly po dobu tří minut.

Takto připravené směsi hrubě mělněného masa byly naplněny do měřicích válcových 
nádobek o průměru 71 mm a výšce 117 mm. Do masa byly zasunuty měřicí axiálně 
rýhované válce a povrch vzorků byl zatížen závažím o hmotnosti 2 kg po dobu deseti 
minut, aby došlo к dokonalému zaplnění drážek vzorkem, odstranily se případné 
vzduchové bubliny a došlo к dokonalému ustředění měrných válců. U většiny vzorků 
se při přípravě i vlastním měření pohybovaly teploty v rozmezí 7 i2 °C, pouze při 
sledování teplotní závislosti byla teplota nastavována v rozmezí 0 až 25 °C.

К vlastnímu měření Teologických vlastností byl použit rotační viskozimetr Rheotest 
II. Byla měřena závislost tečného napětí na rychlosti smykové deformace a dále mez 
toku T0 jako napětí, při němž dojde к prvnímu pohybu měřicího válce v materiálu; 
tento okamžik byl indikován sepnutím elektrického obvodu a rozsvícením žárovky. 
Podrobnější popis metodiky měření i vyhodnocování veličin meze toku to, koeficientu 
konzistence К a indexu toku n uvádějí ve své práci Pipek et al. (1989).

Paralelně byl v některých případech sledován i obsah volné vody, a to pomocí kapi­
lárního volumetru podle Hofmanna (výrobce August Gronert, SRN); vaznost byla pak 
udávána v ^1 vzduchu vytěsněného kapilárně nasátou vodou z pórů měrné sádrové 
destičky. Analýza chemického složení vycházela ze stanovení obsahu tuku na základě 
měření hustoty pomocí přístroje MH-03.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Stupeň desintegrace (d), konvenčně vyjádřený jako velikost otvorů 
v desce řezačky (tomuto rozměru odpovídala i velikost částic masa], 
ovlivňoval mez toku, koeficient konzistence i index toku. V závislosti 
meze toku na stupni desintegrace se vyskytovalo maximum v oblasti 
velikosti částic zhruba 6—8 mm (obr. 1]. Poloha tohoto maxima i jeho 
výška je závislá na druhu masa, obsahu tuku (obr. 1) a měnila se i s ča­
sem ponechání masa v klidu (obr. 2]. Z průběhu křivek Tc(d] na obr. 1 
lze vidět shodný vliv obsahu tuku pro oba druhy nařezaného masa na 
hodnoty meze toku, tj. při dané velikosti částic se s rostoucím obsahem 
tuku xF zvyšují i hodnoty t0.

Pokud se porovnávají průměrné hodnoty to pro vepřové a hovězí maso, 
lze na základě výsledků v obr. 1 konstatovat, že hodnoty t0 pro vepřové 
maso jsou významně nižší.

15 d (mm]

1. Závislost meze toku t0 na stupni desintegrace d při různých obsazích tuku (A — 
vepřové maso, В — hovězí maso) — Dependence of yield stress т0 on comminution 
degree d at different fat contents (A — pork, В — beef)
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Stupeň desintegrace ovlivňoval i hodnotu koeficientu konzistence К 
a indexu toku n (obr. 3 a 4). Koeficient konzistence rostl s rostoucí ve­
likostí částic, dosáhl maxima v oblasti 8—10 mm a poté opět klesal. 
U hovězího masa byly zjištěny významně vyšší hodnoty koeficientu kon­
zistence K; přitom u obou typů masa, tj. u hovězího a vepřového, lze 
z průběhu hodnot koeficientu konzistence odvodit závěr o relativně slab­
ším vlivu obsahu tuku na hodnoty К ve srovnání s jeho vlivem na prů­
běh meze toku t0 (obr. 1), což je možné přisoudit faktu, že hodnoty К 
se získají experimentálně a výpočetně složitější cestou nežli hodnoty 
ro. Porovnáním hodnot К pro hovězí a vepřové maso lze při zhruba stej­
ném obsahu tuku (29,2, resp. 28,1 %) rovněž ocenit vliv rozdílné struk­
tury masa (rozměry svalových vláken, podíl pojivové tkáně) i kvality tu­
kové tkáně.

3. Závislost koeficientu konzistence К na 
stupni desintegrace d u hovězího a ve­
přového masa o různém obsahu tuku — 
Dependence of consistency coefficient К 
on the comminution degree d in beef 
and pork with different fat contents

vězí maso, 20,7 % tuku) — Dependence 
of the yield stress t0 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)

V průběhu hodnot indexu toku n (obr. 4) lze vidět opačnou tendenci ve 
srovnání s koeficientem К (obr. 3), tj. s rostoucí velikostí částic hodnoty 
n klesají, dosáhnou minima v oblasti 8—10 mm a poté opět rostou. 
Nejsou zde patrné jednoznačné vlivy druhu masa (hovězí, resp. vepřo­
vé), ani obsahu tuku.

Výše uvedené změny Teologického chování desintegrovaného masa lze 
vysvětlit poškozením jednotlivých svalových struktur. Při jemnějším 
mělnění (od velikosti částic zhruba 6 mm a níže) dochází s postupující 
desintegrací к poklesu meze toku shodně s údaji, které uveřejnili Tóth 
a Hamm (1968), týkajícími se jemně mělněného masa. S pokračující 
desintegrací roste vaznost, tj. ubývá volné vody, snižuje se tak vazebná 
interakce mezi částicemi, což se společně se snižujícím mechanickým
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4. Závislost indexu toku n na stupni des- 
integrace d u hovězího a vepřového masa 
o různém obsahu tuku — Dependence of 
the creeping index n on the comminu­
tion degree d in beef and pork with 
different fat contents

odporem proti pohybu pro zmenšující se částice projevuje ve snižování 
hodnot meze toku.

Při hrubším mělnění, tj. při velikosti částic zhruba od 6 mm výše, 
se se zvětšující se velikostí částic (tj. se snižujícím se stupněm desin- 
tegrace) zhoršují podmínky pro botnání, klesá tedy vaznost, tj. zvyšuje 
se obsah volné vody.

Zároveň však zvětšující se velikost částic znamená, že částice si na­
vzájem více brání v pohybu, což se projevuje zvýšením meze toku, vliv 
má i vytváření nebo porušení vazeb mezi strukturami částic masa, ze­
jména vazby mezi bílkovinnými strukturami.

Vznik maxima a opětovný pokles hodnot meze toku je pak zřejmě 
vyvolán rostoucím významem poklesu vaznosti a naopak méně se pro­
jevuje vzájemné bránění si částic v pohybu. Ve stejné oblasti, kde měla 
mez toku maximum, se objevily i u dalších sledovaných veličin extrémy: 
u koeficientu konzistence К maximum a u indexu chování v toku n 
minimum. Obsah tuku ovlivňoval pouze absolutní hodnoty meze toku, na 
průběh uvedených závislostí a polohu extrémů neměl výrazný vliv.

O časově podmíněném chování desintegrovaného předsoleného masa 
byla již zmínka v dříve publikované práci ( Pipe к et al., 1989). Při 
podrobnějším studiu změn deformační historie se potvrdilo, že mez toku 
u masa, které je ponecháno po namíchání v klidu, roste od okamžiku 
míchání, resp. mechanického namáhání, nejprve velmi prudce, tento 
nárůst se postupně zpomaluje a během 24 hodin je většinou dosaženo 
maximální hodnoty, která se dále nemění. Uvedená skutečnost má velký 
praktický význam pro případnou dopravu předsoleného masa pomocí 
potrubní či šnekové dopravy. Znamená to, že je na jedné straně žádoucí 
maso přečerpávat pokud možno ihned po namíchání, na druhé straně 
je třeba počítat se zvýšením meze toku, ke kterému dojde v zásobní­
cích. Při vyprazdňování, к němuž dochází samozřejmě po době delší 
než je 24 hodin, tzn. v době, kdy maso již dosáhlo maximální hodnoty 
meze toku, je proto třeba počítat s tímto zvýšením a příslušně dimen­
zovat vyprazdňovací otvory.

Průběh nárůstu meze toku byl ovlivňován obsahem tuku; při vyšších 
obsazích tuku je nárůst vyšší, resp. je dosaženo vyšších hodnot meze 
toku; přitom rozdílný nárůst nastává již v prvních hodinách po namí­
chání (obr. 5). Tuto skutečnost je rovněž třeba vzít v úvahu při návr­
zích zařízení a dimenzovat je spíše pro tučnější surovinu.
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5. Časové změny meze to­
ku то od okamžiku na­
míchání při různých obsa­
zích tuku xf (vepřové 
maso) — Time changes 
of the yield stress т0 
from the moment of mix­
ing at different fat con­
tents xf (pork)

Počáteční nárůst meze toku byl dále ovlivňován teplotou (obr. 6). 
Je patrné, že při nižší teplotě je hodnota meze toku to vyšší a změny t0 
jsou s časem výraznější. Přitom bylo ověřeno, že vliv teploty je výraznější 
u masa s vyšším obsahem tuku (obr. 7 a 8). Z toho je patrné, že změny 
Teologického chování nařezaného masa s teplotou probíhají zejména 
v tukové fázi. Z obr. 7 a 8 je dále patrný pokles meze toku s rostoucí 
teplotou a tento pokles je charakterizován pro různé „stáří“ masa zhru­
ba stejnou směrnicí pro hovězí maso (obr. 7), resp. přibližně stejnou 
konstantou v exponenciální závislosti poklesu hodnot t0 pro vepřové 
maso (obr. 8).

Podobně jako mez toku se od okamžiku namíchání měnila i vaznost, 
která byla sledována zjišťováním obsahu volné vody kapilárním volu- 
metrem. Jak postupně rostla mez toku, rostla i vaznost, resp. klesal ob­
sah volné vody (obr. 9). I v tomto případě bylo zjištěno, že obsah volné 
vody, resp. jeho pokles po namíchání je závislý na teplotě, tzn. že při 
vyšších teplotách byl obsah volné vody nižší, resp. poklesl na nižší hod­
noty (obr. 10). Z obr. 10 lze také zjistit relativně velký odstup křivky

6. Vliv teploty t na časo­
vý průběh meze toku t0 
předsoleného předřezané- 
ho vepřového masa (Xf 
= 45 %) po namíchání 
— The influence of tem­
perature t on time 
changes of yield stress 
to of pre-salted pre-cut 
pork (xf = 45 %) after 
mixing
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7. Vliv teploty ř na mez toku to v růz­
ných obdobích po namíchání u hovězího 
masa (xf = 13,6 %) — The effect of 
temperature t on the yield stress to 
in different periods after mixing in beef 
(xf = 13.6 %)

8. Vliv teploty t na mez toku r0 v růz­
ných časech po namíchání vzorků před- 
soleného vepřového masa (xf = 58,6 %) 
— The effect of temperature t on the 
yield stress t0 in different periods 
after mixing the samples of pre-salted 
pork (xf = 58.6 %)

pro teploty 20—23 °C, který může být důsledkem toho, že tato měření 
jsou provedena při teplotách, při nichž dochází к měknutí tukové tkáně.

V souvislosti s nárůstem meze toku bylo rovněž sledováno, jak se 
mění mez toku v případě, že na systém masa působí mechanická síla. 
Bylo zjištěno, že pokud se na maso, které bylo po namíchání ponecháno

9. Časová závislost meze toku т0 a obsahu volné vody 
Vkv u hovězího masa (xf = 16,3 %) — Time dependence 
of the yield stress т0 and free water content Vkv in 
beef [xf = 16.3 %)
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1Ó. Vliv teploty t na po­
kles obsahu volné vody 
Vkv po nasolení vepřo­
vého masa při různých 
teplotách (xf = 57 %) 
— The effect of tempe­
rature t on the reduc­
tion of free water con­
tent Vkv after salting 
the pork at different tem­
peratures [X = 57 %)

v klidu a došlo u něj к nárůstu meze toku, působí mechanickou silou, 
tj. maso je např. opětovně mícháno v míchačce, dojde к poklesu meze 
toku přibližně na původní hodnotu. Ponechá-li se tento materiál poté 
v klidu, dojde к opětovnému nárůstu meze toku, a to přibližně na stej­
nou hodnotu, jaké bylo dosaženo při prvním nárůstu (obr. 11). Při pře- 
míchávání dochází к porušení původně vytvořených vazeb. Lze rovněž 
předpokládat i vytlačení části volné vody, takže mez toku klesá a v dal­
ším období se vazby mezi částicemi i vazba vody postupně obnovuje. 
Pokusně bylo zjištěno, že pro porušení těchto vazeb je postačující doba 
míchání tři minuty, přičemž její prodloužení (např. na devět minut) 
už nemá podstatný vliv na pokles meze toku (obr. 12). Rovněž nárůst 
meze toku během následujícího ponechání přemíchaného masa v klidu 
nebyl významně ovlivněn dobou míchání.

Při opakovaném přemíchání materiálu došlo sice opět к poklesu meze 
toku, a to přibližně na původní hodnotu, při následujícím míchání však 
již nebylo dosaženo maximální hodnoty meze toku jako při prvním mí­
chání (obr. 13). Vysvětlení zde lze hledat v porušení materiálu při opa­
kovaných mechanických vlivech, při nichž nepochybně dochází к po­
trhání svalových struktur, podobně jako při intenzivnější desintegraci 
(viz výše), kdy s klesající velikostí částic mez toku rovněž klesá.

11. Změny meze toku při pone­
chání předsoleného masa v 
klidu a při působení mechanic­
kých vlivů [míchání po dobu 
3 minut; vepřové maso xf = 
= 26,6 %) — Yield stress 
changes when the pre-salted 
meat was left at rest and un­
der mechanical effects (mix­
ing for the time of 3 minut­
es; pork xf = 26.6 %)
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12. Změny meze toku r0 při ponechání předsoleného masa v klidu a při působení mecha­
nických vlivů [míchání po dobu 3 a 9 minut, vepřové maso xf = 57 %] — Yield stress 
changes то when the pre-salted meat was left at rest and under mechanical effects 
(mixing for the time of 3 and 9 minutes, pork xf = 57 %)

Vedle vlivu mechanického působení formou míchání byl ověřen i vliv 
průchodu předsoleného masa ledvinovým čerpadlem, a to jednak ihned 
po namíchání a dále po 40 hodinách ponechání v klidu v zásobníku 
[obr. 14). I zde se ukázalo, že je-li materiál ponechán v klidu (po namí-

13. Změny meze toku r0 při opakovaném působení mechanických sil na předsolené 
hovězí maso — Yield stress changes т0 at repeated effects of mechanical stress on 
pre-salted beef

POTRAVINÁŘSKÉ VÉDY — 1991 41



14. Vliv průchodu hovězího masa čerpadlem na změny meze toku т0. A — maso po 
namíchání; В — maso, které bylo ihned po namíchání přečerpáno; C — maso přečer­
pané po 40 hodinách od namíchání (po tu dobu ponecháno v zásobníku) — The effect 
of beef passage through the pump on the yield stress r0 changes A — meat after 
mixing; В — 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)

cháni či po přečerpání), dochází к nárůstu meze toku tak, jak se po­
stupně vytvářejí příčné vazby. Materiál, který byl po namíchání ihned 
přečerpán, měl nárůst meze toku pomalejší, bylo však dosaženo 
vyšších konečných hodnot. Byl-li materiál po 40 hodinách opětovně 
přečerpán (při vyprazdňování zásobníku), došlo к poklesu meze toku 
na původní hodnotu (podobně jako při míchání), a po ponechání mate­
riálu v klidu mez toku opětovně vzrostla na původní hodnotu.

Z výše uvedených skutečností tedy vyplývá, že reologické chování 
masa je možné ovlivnit různým stupněm jeho desintegrace, dále pak 
působením mechanických sil i teplotou. Uvedené skutečnosti je tedy 
třeba vzít v úvahu při návrhu zařízení a nastavení jeho optimálního 
provozu.

Seznam symbolů

d stupeň desintegrace (průměr otvoru desky) [mm]
D rychlost smykové deformace [s-1]
К koeficient konzistence [Pa. sn]
n index toku [ — 1
t teplota [°C]
XF obsah tuku [%]
Vkv obsah volné vody [/Л. cm-2]
9 čas [s(mln, h) j
T tečné napětí [Pa]
To mez toku [Pa]
TO24 hodnota то po 24 hodinách ponechání materiálu v klidu [Pa]
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Došlo dne 2. 7. 1990

ПИПЕК, П. — СИНЕВИЧ, В. (Химико-технологический институт, Прага): Измене­
ние реологического поведения мяса в зависимости от степени дезинтеграции и от 
внешних условий. Potravinářské Vědy, 9, 1991 (1): 33—44.

Изучалось влияние степени дезинтеграции, температуры и содержания жира на 
реологическое поведение грубо дезинтегрированного мяса и на временные изме­
нения реологических величин в покое и при воздействии механической силы. Мясо, 
предварительно нарезанное на режущем аппарате (диаметр отверстий доски 13 мм, 
если не указанно иначе) гомогенизировалось на полосном смесителе с добавлением 
2 % (массовые) соли и 10 % (массовые) воды. Реологическое поведение образцов 
изучалось при помощи ротационной реометрии. Влияние степени дезинтеграции 
проявилось максимумом предела текучести в случае диаметров режущей доски 
6—8 мм. С момента смешения образцов получалось возрастание предела текучести, 
причем максимальное и одновременно конечное значение предела текучести полу­
чают в течение 24 часов. Воздействием механической силы (замешивание, качание) 
предел текучести понизится. В случае, если мясо оставлено в покое, то предел те­
кучести спять возрастает и практически достигает первоначального значения. Повы­
шающаяся температура понижает значение предела текучести (в пределах О—28 °C), 
она влияет и на скорость нарастания предела текучести после замешивания. Все 
указанные зависимости находятся под значительным влиянием содержания жира. 
Подтвердили узкую связь реологических величин и содержания свободной воды 
(измеряемой капиллярным волюметром).

реология; дезинтегрированное мясо; температура; дезинтеграция; содержание жира: 
изменения времени; замешивание; качание

PIFEK, Р. — SINEVIÖ, V. (Institute of Chemical Technology, Praha): Changes of 
rheological, properties of meat in dependence on comminution degree and external 
conditions. Potravinářské Vědy, 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 yield stress at the hole diameter 
of the cutter board of 6—8 mm. From the moment of mixing the samples, the yield 
stcess 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

FIPEK, P. — SINEVIC, V. (Chemisch-technologische Hochschule, Praha): Veränderun­
gen des Theologischen Verhalten des Fleisches in Abhängigkeit von dem Desintegrations­
grad und den Aussenbedingungen. Potravinářské Vědy, 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 Veränderungen von rheologischen Grössen während Stehenlassen und 
während 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 
Scheibenlochdlameter von 6 bis 8 mm charakterisiert. Die Fliessgrenze nahm ab dem 
Zeitpunkt des Mischens zu und erreichte während 24 Stunden einen maximalen Endwert. 
Durch mechanische Belastung nimmt die Fliessgrenze ab; während anschliessendem 
Stehenlassen steigt sie praktisch auf den ursprünglichen 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 
Abhängigkeiten werden bedeutend durch den Fettgehalt beeinflusst. Es wurde ein enger 
Zusammenhang von rheologischen Grössen und dem Gehalt an freiem Wasser (der mit 
dem Kapillarvolumeter gemessen wurde) bestätigt.

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

Adresa autorů:
Doc. ing. Petr P i p e к , CSc., ing. Václav S i n e v 1 č, CSc., Vysoká škola chemicko- 
-technologická, Technická 5, 166 28 Praha 6
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OPTIMALIZACE PROCESU KONTINUÁLNÍ STERILACE A PASTERACE

M. Loučka, M. Vinklárková

LOUČKA, M. — VINKLÄRKOVÄ, M. [Vysoká škola chemicko-technologická, Praha): 
Optimalizace procesu kontinuální sterilace a pasterace. Potravinářské Vědy, 9, 
1991 (1): 45—54.

I 
Byl odvozen a na příkladu ilustrován algoritmus řízení kontinuální sterilace, 
přičemž kritériem optimality je dosažení požadovaného sterilačního účinku a 
předepsané konečné teploty výrobku za předpokladu synchronizace s pracovním 
taktem předřazených operací. Algoritmus spočívá bud ve stanovení teploty ste- 
rilační lázně (úloha I), nebo ve výpočtu rychlosti posunu pásu aplikací numeric­
kého řešení nelineární rovnice [úloha II). V závěru jsou diskutovány alternativy 
technické realizace automatického řízení kontinuální sterilace s využitím na­
vrženého algoritmu.

kontinuální sterilace; algoritmus řízení; matematický model; teplota média; 
rychlost posunu pásu

Kontinuální pastorace a sterilace kyselých potravin v atmosférickém 
uspořádání má rozsáhlé uplatnění v konzervárenském průmyslu. Řízení 
této technologické operace je komplexní úlohou, která zahrnuje sesta­
vení algoritmu řízení, výběr akčních a měřených veličin, identifikaci 
topné i chladicí soustavy, jakož i projekt osazení měřicími a regulační­
mi prvky a prověření jejich funkce ve zkušebním provozu.

Naše práce řeší část tohoto úkolu, spočívající ve stanovení veličin, 
které mají být nastaveny jako žádané hodnoty na regulátorech teploty 
a rychlosti posunu pásu. Žádanou hodnotou je zde výše sterilačního 
účinku Fs, jimž je sterilační proces zabezpečen. Tuto veličinu určí tech­
nolog na základě mikrobiologických a senzorických poznatků a žádaná 
hodnota rychlosti pásu je dána výkonem plnicí linky, tak aby sterilátor 
hyl zaplněn. Potom je Fs určeno hodnotou sterilační teploty ve vaně 
vodního sterilátoru. Sprchové parní nebo vodní sterilátory je ovšem 
možné provozovat na základě shodného algoritmu řízení, avšak ukazuje 
se (Loučka, К u š t a , 1988], že vanové sterilátory plní svou funkci 
nejlépe.

Někdy však nelze z provozních důvodů nastavit a uregulovat stano­
venou teplotu lázně. Volíme pak nejbližší nižší, ale reálnou teplotu a 
vypočteme к ní odpovídající rychlost pásu, která sice nezajistí synchro­
nizaci s pracovním taktem linky, avšak vyhoví požadavku dosažení Fs. 
Výpočet teploty sterilace ze zadané rychlosti posunu pásu budeme ozna­
čovat jako úlohu a výpočet rychlosti posunu pásu na základě pevně sta­
novené teploty jako úlohu II.
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MATERIAL a metody

Schéma a popis kontinuálního vanového sterilátoru

Na obr. 1 jsou zakresleny podstatné prvky konstrukce sterilátoru vyrobeného Vývo­
jovými dílnami Slovlik Trenčín. Lze si tak učinit představu o strojním vybavení ste­
rilátoru s úpravami, které navrhli Loučka, Kuš ta (1988). Měřicí, regulační 
a akční členy jsou do schématu zakresleny pro demonstraci minimální varianty ASRTP 
kontinuální sterilace. Jde o autonomní regulační obvody, které udržují okamžité hod­
noty teplot (obvod 100, 101, 102, 103] a rychlosti posunu (obvod 001) ve stanovených 
mezích. Kromě toho jsou tyto veličiny indikovány ukazovacími přístroji a registrovány 
zapisovači. Dále pak jsou měřeny a zapisovány i teploty chladicí vody a topné páry, 
jakož i její tlak (obr. 1).

Pro úplnost uveďme, že teplosměnné médium je ve sprchových sekcích voda, vodní 
sterilační lázeň je ohřívána topným parním hadem. Obsah sterilační vany je promí­
cháván recirkulačním čerpadlem.

1. Schéma kontinuálního vanového sterilátoru s vyznačením měřených a regulova­
ných veličin — Diagramme of a vat-type continuous sterilizer, the measured and 
controlled characteristics are indicated
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Teoretické základy odvození algoritmu

V našich dřívějších pracích (Loučka, Klein, 1983; Loučka 
et al., 1987) jsme dokázali platnost dynamického modelu sdílení tepla 
při sterilaci. Zopakujeme některé základní vztahy, z nichž naše odvoze­
ní vychází.
Sterilační účinek je dán ixtegrálem

f Tk(t) - Tr
J 10-------------dt

o z

y’ + ay = kax
kde: y(t) — časový průběh odezvy na signál x(t)

obecně platí pro lineární soustavu

y(t) = № - t; . x(t) . dT 
o

[1]

[2]

[3]

kde: к(т) — charakteristika funkce plynoucí z rovnice [2] [Loučka et al., 1987).
Tvar vstupního signálu můžeme pokládat za lineární funkcí času. 

Toto tvrzení je vlastně jediným zjednodušujícím předpokladem nazna­
čeného postupu, jestliže je konstanta v rovnici [2] stanovena s dosta­
tečnou přesností.

Konstantu a stanovíme experimentálně z průběhu teplot v konzervě 
a v jejím okolí (Loučka, Klein, 1983). Lze ji určit i z odezvy 
na definovaný signál, např. na skokovou teplotní změnu. Podrobně se 
metodami stanovení konstant a zabývá ve své práci Kysela (1989). 
Zde se rovněž dokazuje, že nejlepších výsledků lze dosáhnout měřením 
teplotních průběhů přímo v provozním zařízení a vyhodnocením s po­
užitím kritéria

(Pexp Fmod)

Fexp
= ф(а) [4]

Z literárních údajů [Loučka, Klein, 1983] vyplývá, že relevantní 
teplotní profil v nejhůře prohřívaném místě konzervy je možné předpově­
dět jako dynamickou odezvu na teplotní změnu prostředí. Tyto změny lze 
považovat podle toho, co je známo o běžných typech sterilátorů, za lineár­
ní po všech úsecích (Loučka et al., 1987).

Je tedy také přípustné skládat postupně tyto odezvy na jednotlivé 
úseky lineárních změn a získat tak celý teplotní profil uvnitř konzervy 
jako jejich sjednocení. Tak je vytvořen tzv. teplotní polygon lázně (obr. 
2), který může obsahovat i izolované body nespojitosti. Formulujeme úlo­
hu o optimální sterilaci a dosaďme do známé formule pro sterilační úči-
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2. Teplotní polygon sterilač- 
ního média v kontinuálním 
sterilátoru — A temperature 
polygon of sterilization me­
dium in a continuous steri­
lizer

nek vyjádřený rovnicí [1]. Získáme tak po triviální úpravě pro první 
úsek polygonu

F = F(»1,a1ATOi,A1) [5]

kde jsou veličiny a, známy pro každý úsek teplotního polygonu. Z vlast­
ností sterilátoru a počáteční teploty stanovíme Д а Г01. Zde 5; = L-Jw 
znamená dobu zdržení v ž-tém úseku kontinuálního sterilátoru, ATOi = 
= TLi — Tkl je rozdíl teplot v ž-tém uzlovém bodu polygonu. Jsou-li známy 
délky úseků Lb lze vypočíst teploty rki na základě znalosti dynamiky 
a konstantní ab Mezi neznámé veličiny je třeba zařadit rychlost posunu 
pásu id a distribuci teploty Гы ve všech úsecích, «i nemusí být ve všech 
úsecích stejné, avšak předem stanovené. Pro dosažení potřebného ste- 
rilačního účinku je třeba, aby platilo

^(^АГойЛУ =F0 [6]
i-1

Teplotu v oplachovací sekci zvolíme tak, aby splňovala požadavek 
dovoleného teplotního nárazu, chladící sekce kromě tohoto požadavku 
musí vyhovovat bilanci směšovačů (obr. 1) a dále pak splňovat podmín­
ku, aby konečná teplota Tk7 < 40 °C. К tomu poskytuje užitečný nástroj 
rovnice [3], aplikovaná na teplotní polygon chladicí sekce. Rovnice 
[6] umožňuje převést tento technický problém na známou matematic­
kou úlohu numerického řešení nelineární rovnice

Ф^,Ть2; = 0 [7]

Nyní můžeme úlohu I formulovat tak, že zvolíme w = wQ a máme rov­
nici o jedné neznámé

Ф(^оАг)=О [8]

Obdobně úloha II vznikne dosazením T*L2 = TL2o, takže

Ф(1у;Л2о)=О [9]
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V obou případech z rovnice [3] vyplývá (Loučka et aL, 1987)

rk7 — rL2 = ae“TJe'at - x(t)dt o
[10]

7
kde т = £9; a x(t) značí teplotní úseky polygonu v chladicí sekci, 

i-3

takže vzhledem к předpokládané nespojitosti integrandu je třeba inte­
grál v rovnici [10] brát ve smyslu Lebesqueovy definice.

Algoritmus komplexního řešení úlohy řízení je ilustrován na obr. 3.

3. Stručný vývojový diagram algoritmu off-line řízení kontinuálního sterilátoru — 
Concise flow chart of the off-line control algorithm of continuous sterilizer
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DISKUSE

Příklad výpočtu

Prvotní zadání úlohy je uvedeno v tab. I, která obsahuje délky úseků 
VL(iß к nim příslušné počáteční (TLI) a konečné (TLO) teploty ste- 
rilačního média.

posunu pásu 
and velocity

I Zadání dat pro úlohu I. Distribuce teplot lázně a požadovaná rychlost 
— Formulation of data for problem No. I. The temperature distribution 
of conveyer belt

VYPOČET OPTIMÁLNÍ TEPLOTY LAZNE
Z= 6.546
DO= 26 
I

TR= 85
TO” 62

LCD
K= 7

ALFA(I) TLI(I) TLO(I)
1 200 . 0528 88 88
2 600 . 0528 88 88
3 10 . 0422 88 50
4 140. . 0422 50 50
5 100 . 0422 50 18
6 50 . 0422 18 18
7 150 .0422 18 15

RYCHLOST” 12.51 cm/min • FPOZ= 53.3
MAX.TEPLOTY SE MOHOU POHYBOVAT MEZI 88 - 89
ITERACE TEPLOTA RYCHLOST G F

1 88.1005 12.51 -.208981 -3.92084E-03
VÝSLEDEK: TM= 88.1005 TK0N= 39.48:41

Rychlost posunu pásu pro daný výrobek (kečup) byla stanovena na
základě výkonu linky 12,51 cm/min. Interval teplot ve sterilační vaně 
volíme 84—86 °C a konstanty dynamiky teplosměnného procesu pro 
ohřev i chlazení jsou známy aH = 0,0528 min-1, ac = 0,422 min-1. Poža­
dovaná úroveň sterilačního účinku byla stanovena pro kontrolní mikro­
organismus Bysoclílamys julva a referenční teplotu 85 °C; Fo = 53,3 mi­
nut. ■

Algoritmus odpoví operátorovi na toto zadání zprávou „NA USEKU 
TM NENÍ KOREN“. V uvedeném teplotním rozmezí není tedy možné po­
žadovaného sterilačního účinku dosáhnout. Operátor má nyní dvojí vol­
bu — buď změnit interval teplot při konstantní rychlosti, nebo připustit 
malé disproporce v pracovním taktu linky a stanovit pevně teplotu, na 
níž má být lázeň udržována. V následujícím zadání jsou obě možnosti 
zkombinovány. Teplota lázně je pevně stanovena na hodnotu 88 °C a 
z rovnice [9] vypočteme rychlosti. Iterační kroky jsou uvedeny v tab. II. 
Hranice intervalů rychlostí WA a WB by mohly být voleny samozřejmě 
užší, avšak interval (7;15) byl použit pro výraznější ilustraci rychlosti 
konvergence. Algoritmus dosáhl řešení a odpovídá: VÝSLEDEK: RYCH­
LOST W = 12,452 cm/min TKON = 40,29. Nepatrné snížení rychlosti pásu 
by operátor snadno mohl kompenzovat, avšak konečná teplota uvnitř 
konzervy přesahuje úroveň 40 °C. To je nepřípustné, takže je třeba změ­
nit zadání tak, že budou sníženy teploty v chladicí sekci. Z bilance 
(která není součástí algoritmu] směšovačů v chladicí sekci vyplyne 
maximálně přípustná varianta snížení teplot podle tab. III.
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II. Iterační výpočet úlohy II — Iteration steps for calculation of velocity of conveyer 
belt. Problem No. II

VYPOČET OPTIMÁLNÍ RYCHLOSTI Z INTERVALU:
WA= 7 WB= 15 FPOZ= 53.3

ITERACE TEPLOTA RYCHLOST
1 88 13.8205
2 88 13.183
3 88 12.7955
4 88 12.5851
5 88 12.4715
6 88 12.452

VÝSLEDEK: RYCHLOST W- 12.452cm/min

G
-13.5347
-8.77888
-4.9453
-2.72428
-.469913
-.270527

TK0N= 40

FI
-.253934
-.164707
-.0927825
-.0511122
-8.81639E-03
-5.07555E-03

2892

III. Změna zadání distribuce teplot v chladicí sekci sterilátoru. Výsledek získán je­
dinou iterací — The temperature distribution change in the cooling section of steri­
lizer. Results In first iteration

VYPOČET OPTIMÁLNÍ TEPLOTY LAZNE 
Z = 6.546 TR= 85
DO= 26 T0= 62 K= 7
I L С I ) ALFA(I) TLI(I) TLO

1 200 . 0528 88 8
2 600 . 0528 88 88
3 10 . 0422 88 48
4 140 . 0422 48 43
5 100 . 0422 48 20
6 50 . 0422 20 20
7 150 . 0422 20 18

RYCHL0ST= 12.51 cm/min FPOZ = 53.3
MAX.TEPLOTY SE MOHOU POHYBOVAT MEZI 84 - 86
NA USEKU TM NENÍ KOREN

Operátor má opět možnost stanovit rychlost na základě intervalu 
teploty nebo teplotu pro danou rychlost. Rozhodování bude jistě záviset 
od konkrétních poměrů v provozu, avšak preferovat je nutné vždy syn­
chronizaci prvků výrobní linky. Proto znovu opakujeme řešení úlohy I 
a znalost dosavadních výsledků nám dovoluje volit velmi úzký nástře- 
lový interval (88; 89 °C). V jediné iteraci získané pro zadání podle tab. 
Ill a původně stanovenou rychlost pásu W = 12,51 cm/min odpověď: 
VÝSLEDEK: TM = 88,1005 TKON = 39,4841, kterou považujeme za koneč­
né řešení.

Technická realizace ASŘTP

Koncepce osazení kontinuálního sterilátoru měřicí a regulační tech­
nikou může být různá. O volbě úrovně regulace rozhodují poměry eko­
nomické, jejichž posouzení je mimo rámec této práce.
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Řízení je možné realizovat v zásadě těmito stupni řídicí techniky:
1. autonomní regulátory,
2. hierarchickým uspořádáním — číslicový vícekanálový regulátor,
3. přímé spojení s počítačem.
Autonomní regulátory odpovídají zhruba schématu na obr. 1. Potřebu­

jí však zvláštní obsluhu a údržbu, je třeba použít několik prvků, jejichž 
cena roste s počtem jednotek a je třeba je podle výsledků výpočtů na­
stavovat.

Tak tomu není v případě ad 3. Počítač je přímo spojen s měřicími 
a akčními členy a kromě výpočtu rychlosti pásu a teplot lázně zároveň 
tyto veličiny nastavuje a udržuje na požadované úrovni. Navíc má po­
čítač možnost přechodu na různé (havarijní) režimy a zbývá mu kapa­
cita i pro řízení dalších operací. Jeho výpadek však znamená pro provoz 
katastrofu, na rozdíl od autonomního regulačního systému podle obr. 1, 
který může operovat i při poruše centra.

Toto dilema odstraňuje hierarchické uspořádání číslicového systému, 
v němž vystupuje centrální regulátor-počítač napojený na číslicový re­
gulátor, umožňující jak autonomní, tak počítači podřízený zásah do 
procesu. Takové uspořádání dovoluje i postupné budování plně automa­
tizované výrobní linky.

ZÁVĚR

Byl vypracován racionální algoritmus řízení procesu kontinuální ste­
rilace výrobků ve skleněných nebo plechových obalech. Program v jazy­
ce BASIC dovoluje řešení dvou typů úloh, které představují podstatnou 
část rozhodování technologa v této oblasti.

Teoreticky se vychází z matematického modelu odvozeného a verifi­
kovaného dříve (Loučka, Klein, 1983; Loučka et al., 1987). 
Po.dstatou je řešení rovnice [8] a [9], které určují optimum provozu 
zařízení.

Příklad výpočtu ukazuje postup, jak je možné dosáhnout řešení, které 
splňuje veškeré technologické požadavky, jakož i energetické podmín­
ky závodu. Z uvedeného vyplývají i alternativy technické realizace ří­
dicího algoritmu^ které jsou zhodnoceny a doporučena koncepce hierar­
chického řízení digitálním regulátorem.

Seznam symbolů
A — směrnice úseku teplotního polygonu [°C. min-1]
Ti — charakteristická funkce v konvolučním integrálu [-]
F — sterilační účinek [min]
T — teplota [°C]
L — délka úseku sterilátoru [cm]
X — vstupní signál [-I
У — výstupní signál [ — i
z — směrnice letalitní čáry [°C]
w — rychlost posunu pásu [cm . min-1]
a — dynamická konstanta konzervy [min-1]
9 — časový úsek teplotního polygonu [min]

Indexy:
mod — hodnota vypočtená z matematického modelu
exp — hodnota stanovená experimentálně
L — lázeňк — konzerva
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ЛОУЧКА, M. — ВИНКЛАРКОВА, M. (Химико-технологический институт, Прага): 
Оптимизация процесса проточной стерилизации и пастеризации. Potravinářské Vědy, 
9, 1991 (1): 45—54.

В работе формулирован алгоритм управления непрерывной стерилизации и его 
аппликация показана на практическом примере. Критерием оптимальности управле­
ния является достижение требчемого стерилизационного эффекта и предписанной 
конечной температуры продукта, исходя из предположения синхронизации с дру­
гими аппаратами производственной линии. Алгоритм состоит или в определении 
температуры стерилизационной среды (задача I.) или в расчету скорости движения 
конвейера (задача II.) исходя из численного решения нелинейного уравнения. В за­
ключении работы разобраны возможности технической реализации автоматического 
управления непрерывной стерилизацией, позволяющего использовать предложенный 
алгоритм.

непрерывная стерилизация; алгоритм управления; математическая модель; темпера­
тура среда; скорость движения конвейера

LOUČKA, М. — VINKLÄRKOVÄ, М. (Institute of Chemical Technology, Praha): Opti­
mization oj the processes oj continuous sterilization and pasteurization. Potravinářské 
Vědy, 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

LOUČKA, M. — VINKLÄRKOVÄ, M. (Chemisch-technologische Hochschule, Praha): 
Optimierung des Prozesses der kontinuellen Sterilisation und Pasteurisation. Po­

travinářské Vědy, 9, 1991 (1): 45—54.

Es wurde der Führungsalgorithmus der kontinuellen Sterilisation abgeleitet und an 
einem Beispiel illustriert, wobei das Optimalitätskriterium die Erreichung der erforderli­
chen Sterilisationswirkung und vorgeschriebenen Endtemperatur der Produkts unter Vo­
raussetzung einer Synchronisierung mit dem Arbeitstakt vorhergehender Operationen 
darstellt. Der Algorithmus beruht entweder auf der Temperaturfestlegung des Sterilisie­
rungsbades (Aufgabe I), oder auf der Berechnung der Geschwindigkeit der Bandver-
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Schiebung durch Applikation der numerischen Lösung einer unlinearen Gleichung (Auf­
gabe II). Abschließend werden Alternativen der technischen Realisierung der automa­
tischen Führung der kontinuellen Sterilisierung mit Ausnutzung des vorgeschlagenen 
Algorithmus erörtert.

Kontinuelle Sterilisation; Führungsalgorithmus; mathematisches Modell; Mediumtem­
peratur; Geschwindigkeit der Bandverschiebung
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TESTOVÁNÍ TOXINOGENITY KMENÜ PENICILLIUM CAMEMBERTI: STA­
NOVENÍ CYKLOPIAZONOVÉ KYSELINY

V. Ostrý, J. Ruprich, L. Knesel, M. Polster

OSTRÝ, V. — RUPRICH, J. — KNESEL, L. — POLSTER, M. [Centrum hygieny po­
travinových řetězců, IHE Brno; KHES Brno): Testování toxinogenity kmenů Penicil­
lium camemberti: stanovení cyklopiazonové kyseliny. Potravinářské Vědy, 9, 
1991 (1): 55—63.

Sbírkové kmeny Penicillium camemberti č. 302—1049 jsme testovali na produkci 
cyklopiazonové kyseliny (CPK) metodou Chromatografie na tenké vrstvě (TLC) 
a vysokotlaké kapalinové Chromatografie (HPLC). Všech 20 testovaných kmenů 
produkovalo mykotoxin CPK na sladinovém agaru se sójovým peptonem (při 
teplotě á5 °C, po dobu 21 dní). Uvedená živná půda je tedy vhodnou screenin- 
govou půdou pro testování toxinogenity kmenů Penicillium camemberti z hle­
diska produkce CPK. Na tekuté půdě podle Dornera poskytlo za stejných podmí­
nek pět kmenů (č. 1002, 1046, 1047, 1048, 1049) negativní výsledek, avšak ně­
které kmeny měly produkci CPK dokonce vyšší než na uvedené agarové půdě, 

mykotoxiny; cyklopiazonová kyselina; kulturní mykoflóra; Penicillium camem­
berti; toxinogenita; TLC; HPLC

Kmeny kulturní mykoflóry mají v mlékárenském průmyslu mimořádný 
význam především z technologického hlediska. Zvláštní postavení mezí 
sýrařskými kulturami mají kmeny Penicillium camemberti a Penicillium 
caseicolum, které kromě bakteriálních kultur zajišťují svoji lipolytickou 
a proteolytickou činností správný průběh zrání sýrů camembertského 
typu. Působením produkovaných enzymů přispívají ke vzniku požado­
vaných chuťových a aromatických látek, charakteristických pro tento 
druh sýra.

Vedle uvedených technologických vlastností je potřebné hodnotit kme­
ny Penicillium camemberti také z hygienicko-toxikologického hlediska.

Při dlouhodobých krmných pokusech s myceliem kmene Penicillium camemberti var. 
candidum III.C3 zjistil Gibel (1971) tvorbu sarkomů, adenomů a karcinomů u tes­
tovaných krys kmene Wistar. Někteří autoři však nezjistili podobné toxické nebo 
karcinogenní vlivy po krmení spor a mycelia (Lafont et al., 1976; Polster, 
1976 — osobní sdělení; Frank et al., 1975, 1977; Schoch et al., 1984) nebo po 
testování extraktů z mycelia na tkáňových kulturách a embryích (Lafont et al., 
1976; Krusch et al., 1977).

Od začátku 70. let se u kmenů Penicillium camemberti používaných při výrobě sýrů 
sleduje produkce různých mykotoxinů (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 aflatoxinů, PR-toxinu, patulinu, sterigmatocystinu a cyklopiazonové kyseli­
ny (CPK). U testovaných kmenů nezjistili produkci žádného z uvedených mykotoxinů. 
Still et al. (1978) však zjistili, že kmeny Penicillium camemberti cyklopiazonovou
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kyselinu produkují. Cyklopiazonová kyselina (CPK) je tetramická indolová kyselina 
a patří ke středně toxickým mykotoxinům. Z hlediska toxicity se CPK může manifesto­
vat ve větším množství orgánů a zdá se podle dosavadních toxikologických studií, že CPK 
působí jako enteronefrotoxin u drůbeže, prasat a psů a hepatotoxin u krys.

Uvedení autoři zjistili produkci CPK u většiny testovaných kmenů Penicillium camem­
berti s maximem 1,5 mg CPK na 20 ml půdy v Petriho misce. Le Bars (1979a, b), 
Leistner, Eckard (1979] a Schoch et al. (1983, 1984) zjistili produkci CPK 
dokonce u všech kmenů poměrně početných sérií (15—69), přičemž se produkce pohy­
bovala v rozmezí 0,5—2,0 mg CPK na 1 kg živné půdy ( Le Bars, 1979a) a 0,035 až 
4,0 mg na 500 ml živné půdy (Schoch et al., 1983, 1984). Všichni tito autoři sledo­
vali produkci CPK při teplotě 25 °C, avšak i kultivace při 4 °C po dobu 33 dnů vedla 
к produkci CPK (Le Bars, 1979b). Také čeští autoři (Šimůnek, Polster, 
1985; Veselý et al., 1985; Lohnický, Šimůnek, 1987, Ostrý, Polster, 
1987; Mrva, 1989) zjistili produkci CPK u všech testovaných kmenů Penicillium ca- 
memberti včetně těch, které se používají v technologii sýru Hermelin. Lajzová (1987) 
zjistila podstatně vyšší produkci CPK na žemli (1,6—16 mg CPK na kg živné půdy) než 
v kapalné půdě (0—15 mg). Vliv různých půd, tj. sladinového agaru, žemle a ječných 
krup, na produkci CPK sledovala Šímová (1988), která zjistila, že CPK byla produ­
kována ve všech případech.

V zahraničí řeší otázku produkce CPK u kmenů Penicillium camemberti používaných 
v mlékárenském průmyslu výběrem netoxinogenních kmenů, které CPK údajně neprodu­
kují. Tyto kmeny si však současně zachovávají vhodné technologické vlastnosti.

Kmeny, které jsou používané к přípravě expedičních plísňových kultur nebo sbírko­
vých kmenů, jsou originální francouzské kultury, kultury ze SRN a Dánska, popř. kmeny 
izolované z originálních francouzských sýrů Camembert (Teplý, 1984). Samson 
et al. (1977) uvádějí ve své práci o taxonomii druhů rodu Penicillium pro produkční 
kmeny pro sýry typu camembert pouze jeden druh, a to Penicillium camemberti, Do 
tohoto druhu jsou zahrnuty i kmeny, označované dříve jako Penicillium caselcolum, 
Penicillium album, Penicillium albidum, Penicillium rogeri, Penicillium aromaticus, Pe­
nicillium epsteinii. V katalogu sbírky čistých mlékařských kultur (1986) je uváděn 
druh Penicillium camemberti, ale nachází se zde i některé kmeny označené jako Pe­
nicillium camemberti var. rogeri (syn. Penicillium caselcolumY Liší se od sebe pro- 
teolytickými a lipolytickými vlastnostmi a makrohabitem. Sýry vyrobené s použitím 
kmenů uváděných jako Penicillium caselcolum mají jemnější strukturu a nápadnější 
vůni než sýry vyrobené za použití Penicillium camemberti. Proto je vhodné vlastnosti 
cbou využívat ve směsi, která může tvořit expediční kulturu ( Teplý, 1984).

Nové poznatky (Pitt et al., 1986; Polonelli et al., 1987) ukazují, že kmeny 
Penicillium camemberti reprezentují vlastně domestikované kmeny Penicillium commu­
ne, od nichž se mohou lišit produkcí některých farmakologicky a fyziologicky účin­
ných metabolitů (regulovasin A, kyselina cyklopaldová, kyselina cyklopolová, palitan- 
tin aj.), které se u startovacích kmenů Penicillium camemberti nemají a nesmí tvořit.

Cílem práce bylo ověřit vhodnost použití sladinového agaru se sójo­
vým peptónem jako živné půdy к sledování toxinogenity kmenů Peni- 
cillium camemberti stanovením cyklopiazonová kyseliny metodami TLC 
a HPLC.

MATERIAL a metody

Použité testované kmeny

Kmeny Penicillium camemberti (č. 302—1049) byly získány od dr. L. Pokorné 
ze Sbírky čistých mlékařských kultur v Praze (byly expedovány na šikmém sladinovém 
agaru).

Příprava standardu cyklopiazonová kyseliny (CPK)

Čistý mykotoxln byl připraven postupem, který popsali Ostrý, Polster (1989). 
Spektrální kvalita a kvantita byla kontrolována UV-VIS spektrografií (Specord M-40 
a Hewlet Packard HP 5988 A). Hmotové spektrum CPK stanovené v systému přímého 
vstupu (DIP) na hmotovém spektrometru HP 5988 A Je znázorněno na obr. 1.
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Vyšetřování kmenů PenicilUum camemberti na produkci cyklopiazonové kyseliny 
(CPK)

Kultivační půdy

a] Sladinový agar se sójovým peptonem
(30 g sledovaného extraktu, 3 g sójového peptonu, 15 g agaru, doplnit na 1 1 desti­
lovanou vodou), Sterilizace (120°C, 20 minut) a rozlití (po 16 ml půdy) na skleněné 
Petriho misky (0 9 cm).

b) Tekutá půda podle Dornera
(10 g sójového peptonu, 20 g kvasničního autolyzátu, 40 g glukosy a 100 g sacha- 
rosy, doplnit na 1 1 destilovanou vodou). Sterilizace (v Kochově hrnci 3krát 1 hodinu) 
a rozlití (po 50 ml) do Erlemayerových baněk (250 ml).

Očkování

Sterilní kličkou nebo preparační jehlou přeneseme na živnou půdu spory a kousek 
mycelia kmenů PenicilUum camemberti.

Kultivace

Byla prováděna při teplotě 25 °C po dobu 21 dní.

Příprava extraktu z kmenů PenicilUum camemberti kultivovaných 
na sladinovém agaru se sójovým peptonem

Petriho misky s porostem PenicilUum camemberti byly zality malým množ­
stvím chloroformu. Obsah misky byl pak přenesen do třecí misky a rozetřen s bezvo- 
dým síranem sodným do sypké konzistence. К vzorku bylo přidáno 2 ml HC1 (c = 6 
mol/1) a 100 ml chloroformu a vzorek byl extrahován 10 minut. Filtrací vzorku byl 
získán hrubý chloroformový extrakt.
Reextrační čisticí postup:

Získaný extrakt byl extrahován 150 ml NaHCO3 (c = l mol/1) po dobu 10 minut. Zása 
ditá fáze o pH = 8—9 oddělena od chloroformové fáze v dělicí nálevce, okyselena 
HC1 (c = 6 mol/1) na pH = 2 a extrahována 100 ml chloroformu pět minut. Chloro­
formový extrakt byl pak odvodněn bezvodým síranem sodným a odpařen při teplotě 
60 °C do sucha. Odparek byl rozpuštěn v 500 ^1 chloroformu u metody TLC a v 500 pí 
methanolu u metody HPLC.

Příprava extraktů z kmenů PenicilUum camemberti kultivovaných 
na kapalné půdě podle Dornera

К vzorku bylo přidáno 2 ml HC1 (c = 6 mol/1) a 100 ml chloroformu. Vzorek byl 
extrahován 10 minut. Filtrací a dělením v dělicí nálevce bylo odděleno mycelium, 
chloroformovaný extrakt 1 a živná půda. Mycelium bylo po okapání vysušeno do 
konstatování hmotnosti a zváženo. Po zvlhčení chloroformem bylo utřeno s bezvodým 
síranem sodným do sypké konzistence. Vzorek byl po přidání 2 ml HC1 (c = 6 mol/1) 
a 100 ml chloroformu extrahováno 10 minut. V dělicí nálevce byl oddělen chlorofor­
mový extrakt 2. Oba dva chloroformové extrakty (1 a 2) byly zahuštěny při 60 °C na 
objem přibližně 100 ml. Získaný chloroformový extrakt byl zpracován v procesu reex- 
trakčního čisticího postupu obdobně jako u kmenů PenicilUum camemberti vyrostlých 
na sladinovém agaru se sójovým peptonem.

Stanovení cyklopiazonové kyseliny (CPK) metodou Chroma­
tografie na tenké vrstvě (TLC)

Chromatografické desky SILUFOL byly omyty v methanolu, impregnovány 8% kyse- 
lintou šťavelovou v methanolu a aktivovány při teplotě 80 °C po dobu 40 minut. Na 
desku bylo nanášeno 10—80 /d extraktu vzorku a CPK (25—300 ng na skvrnu). Vyví- 
jecí směs byla toluen:octan ethylnatý:kyselina mravenčí (5:4:1). Skvrny byly deteko­
vány postřikem 1% roztokem p-dimethylaminobenzaldehydu (ve směsi 75 ml ethanolu
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a 25 ml konc. HC1). Stanovení CPK bylo semikvantitativní, a to srovnáním barevné 
intenzity vzestupné řady koncentrací standardu CPK. Mez citlivosti byla asi 25 ng na 
skvrnu.

Stanovení cyklopiazonové kyseliny (CPK) metodou vysoko­
tlaké kapalinové Chromatografie (HPLC)

Ke stanovení byl použit kapalinový Chromatograf Hewlet Packard HP 1090 L s in­
tegrátorem HP 3393 A, vybavený UV detektorem.
Kolony: HP 3 NH2, 3 um, 60x4,6 mm (Hewlet Packard)
Mobilní fáze: methanol + octan amonný (c = 0,2 mol/1) (1:1)
Průtok: 1,8 ml/min. Teplota: 25 °C
Linearita odezvy UV detektoru při 280 nm: 0,1 ^g—1 mg/ml
Praktická citlivost stanovení: 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
58.00 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 kyseliny cyklopiazonové stanovené v systému přímého 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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VÝSLEDKY A DISKUSE

Všech 20 testovaných sbírkových kmenů Penicillium camemberti (č. 
302—1049) produkovalo na sladinovém agaru se sójovým peptonem cyk- 
lopiazonovou kyselinu (CPK). Testovány byly také kmeny 1046, 1047, 
1048, 1049, které nejsou zatím zařazeny do katalogu sbírky čistých mlé- 
kařských kultur Laktoflora. Výsledky stanovení CPK jsou uvedeny v ta­
bulce I.

Výsledky produkce CPK u kmenů Penicillium camemberti na tekuté 
půdě podle Dornera jsou uvedeny v tab. II. Většina kmenů produkuje

I. Produkce kyseliny cyklopiazonové kmeny Penicillium camemberti na sladinkovém 
agaru se sójovým peptonem metodou TLC a HPLC — Production of cyclopiazonic acid 
by Penicillium camemberti strains in wort agar with soybean peptone — TLC and HPLC

Kmen
TLC HPLC

Kmen
TLC HPLC

[mg na kg živné půdy] [mg na kg živné půdy]

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 i0,05 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 1,493 1048 0,05 0,016
799 0,05 0,023 1049 0,2 0,195

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

Kmen
TLC HPLC

[mg na kg živné 
půdy]

[mg na kg 
suchého mycelia]

[mg na kg 
živné půdy]

[mg na kg 
suchého mycelia]

302 8 276 7,69 265,26
305 0,2 4,5 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
|799 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
1002 0 0 0 0
1046 0 0 0 0
1047 0 0 0 0
1048 0 0 0 0
1049 0 0 0 0
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CPK. Kmeny 1002, 1046, 1047, 1048, 1049 neprodukovaly CPK v takovém 
množství, které bylo možné stanovit metodou HPLC a TLC. Množství CPK 
bylo stanoveno na 1 kg tekuté živné půdy a dále na 1 kg suchého myce- 
lia uvedených kmenů.

U CPK, extrahované z kmenů Penicillium camemberti, bylo stanoveno 
UV spektrum v methanolu (příklad spektra u kmene č. 302 — obr. 2). 
Na obr. 3 je pro porovnání znázorněno UV spektrum standardu CPK 
v methanolu (2 ^g/ml).

Srovnáním produkce CPK u kmenů Penicillium camemberti na dvou 
odlišných kultivačních půdách byly zjištěny významné rozdíly u kmenů 
302,_ 305, 313, 338, 730, 797 a 929. Interpretace těchto výsledků je však 
složitá vzhledem k rozdílnosti použitých živných půd.

Byl sledován také vztah produkce CPK a původu kmenů Penicillium 
camemberti. Kmeny 302 a 730 (francouzského původu) kultivované na 
kapalné půdě podle Dornera produkovaly na 1 kg suchého mycelia 
nejvíce CPK ze všech testovaných kmenů.

Bylo potvrzeno zjištění ( Mrva, 1989) o vyšší tvorbě CPK u čs. expe­
diční kultury (797, 799) proti kmenu z NDR (1047), který však měl podle 
autora horší technologické vlastnosti.

Šikmé sladinové agary s přídavkem 10% sterilního mléka jsou po­
užívány ke kultivaci matečných kmenů Penicillium camemberti a CPK se 
na nich tvoří za tři až pět dní při teplotě nad 20 °C. Expediční kultura 
Penicillium camemberti je pěstována na žemli, která je dobrým substrá­
tem pro produkci CPK ( L a j z o v á , 1987; Šímová, 1988). Při sle­
dování nových možností kultivace expedičních kultur na ovesných vloč­
kách, k dosažení lepší manipulace s kulturami, byla zjištěna poměrně 
vysoká produkce CPK i na tomto substrátu (Ostrý — nepublikováno).
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Date : 01-11-1989 
— > WAVELENGTH SCAN REPORT <— Tine : 09:10:02

Operator : Not Entered

3. UV spektrum standar­
du CPK v methanolu — 
UV spectrum of CPA 
standard in methanol

Sample Name : CPA Function : Absorbance
Solvent Nano : metanol Wavelength Range : 190 to 380 nanometers
Concentration : 2 Integration Time : 1 seconds
Units : ug.ml-l Std Deviation : OFF

Sladinový agar se sójovým peptonem se nám zdá být vhodnou scree- 
ningovou půdou pro testování CPK ve spojení s jejím průkazem Chroma­
tograf ií na tenké vrstvě (TLC) a vysokotlaké kapalinové Chromatografie 
(HPLC). Výsledky obou metod jsou srovnatelné (tab. I).

Z hygienicko-toxikologického hlediska je žádoucí, aby kmeny, které se 
používají v mlékárenském průmyslu při výrobě plísňových sýrů, neprodu­
kovaly žádné toxické metabolity, které by mohly ohrozit zdraví konzu­
mentů. Orgány hygienické služby by proto měly provádět kontrolu a tes­
tování toxinogenity uvedených kmenů Penicillium camemberti.
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Došlo dne 25. 5. 1990

ОСТРЫ, В. — РУПРЫХ, Й. — КНЕСЕЛ, Л. — ПОЛСТЕР, М. (Центр гигиены пище­
вых цепей. Институт гигиены и эпидемиологии Брно; Областная санитарно-эпиде­
миологическая странция, Брно): Тестирование токсиногенетичности штаммов Pe­
nicillium camemberti: определение циклопиазоновой кислоты. Potravinářské Vědy, 
9, 1991 (1): 55—63.

Коллекционные штаммы Penicillium camemberti № 302—1049 тестировали на про­
дукцию циклопиазоновой кислоты методом хроматографии в тонком слое и жид-
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костной хроматографии высокого давления. Всех 20 тестированных штаммов проду­
цировало микотоксин циклопиазоновой кислоты на солодовом агар-агаре с добав­
кой соевого пептона (при температуре 25 °C, в течении 21 дня). Указанная пита­
тельная среда — это подходящая отсевная среда для тестирования токсиногенетич- 
ности штаммов PenicilUum camemberti с точки зрения циклопиазоновой кислоты. 
На жидкой среде по Дорнеру при одинаковых условиях пять штаммов (№ 1002, 
1046, 1047, 1048, 1049) проявилось с отрицательным результатом, однако некоторые 
штаммы продуцировали даже больше циклопиазоновой кислоты, чем штаммы, ука­
занные на агаровой среде.

микотоксины; циклопиазоновая кислота; культурная микрофлора; PenicilUum ca­
memberti; токсиногенетичность; хроматография в тонком слое; жидкостная хрома­
тография в тонком слое; жидкостная хроматография высокого давления

OSTRÝ, V. — RUPRICH, J. — KNESEL, L. — POLSTER, М. (Center of Hygiene of Food 
Chains, Institute of Hygiene and Epidemiology Brno; Regional Hygienic and Epidemio­
logical Station Brno): Verification of toxinogenicity of the PenicilUum camemberti 
strains: determination of cyclopiazonic acid. Potravinářské Védy, 9, 1991 (1): 55—63.

The PenicilUum 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.

■ tq 
mycotoxins; cyclopiazonic acid; culture mycoflora; PenicilUum camemberti; toxinoge­
nicity; TLC; HPLC

OSTRÝ, V. — RUPRICH, ]. — KNESEL, L. — POLSTER, M. (Zentrum für Hygiene von 
Nahrungsmittelketten, IHE Brno; KHES Brno): Testen der Toxinogenität von den Stäm­
men PenicilUum camemberti: die Bestimmung der Zyklopiazonsäure. Potravinářské 
Vědy, 9, 1991 (1): 55—63.

Die Sammlungsstämme PenicilUum camemberti Nr. 302—1049 wurden auf der Produk­
tion der Cyklopiazonsäure (CPK) mit Hilfe der Methode der Chromatographie auf der 
dünnen Schicht (TLC) und der Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) getestet. 
Alle 20 getesteten Stämme produzierten das Mykotoxin CPK auf dem Würzenagar mit 
dem Sojapepton (bei Temperatur 25 °C, nach 21 Tagen). Der angeführte Nährboden 
ist also ein geeigneter Screeningboden für Testung der Toxinogenität von den Stämmen 
PenicilUum camemberti vom Gesichtspunkt der Produktion von CPK. Auf dem flüssigen 
Boden nach Dorner zeitigten fünf Stämme (Nr. 1002, 1046, 1047, 1048, 1049) unter 
gleichen Bedingungen ein negatives Ergebnis, aber manche Stämme hatten die Pro­
duktion von CPK sogar höher als auf dem angeführten Agarboden.

Mykotoxine; Cyklopiazonsäure; Kulturmykoflora; PenicilUum camemberti; Toxinogeni­
tät; TLC; HPLC
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BIOTECHNOLOGICKÁ společnost

V dubnu 1990 byla založena samostatná Biotechnologická společnost, 
která bude sdružovat všechny zájemce o biotechnologie s cílem co nej­
větší vzájemné informovanosti.

Společnost je řádně zaregistrována (ICO 00570397), má své stanovy, 
své hospodaření a stala se členem Svazu vědeckotechnických společností.

Biotechnologická společnost bude vydávat vlastní informační časopis 
BIOPROSPECT, jehož nulté číslo vyšlo v prosinci 1990.

Biotechnologická společnost počítá s činností regionálních poboček, 
které budou ustanoveny na základě přání členů. Společnost chce podporo­
vat co nejširší účast našich biotechnologů v nejrůznějších mezinárodních 
organizacích, redakčních radách zahraničních časopisů apod, a informovat 
členy společnosti o činnosti těchto organizací. Na stránkách svého časopi­
su chce poskytovat co nejobsáhlejší informace odborné (přehledné články), 
Informace o mezinárodních i domácích konferencích a sympoziích, uvá­
dět charakteristiky domácích i zahraničních výrobců a výzkumných in­
stitucí, informovat o nových knihách a časopisech, uvádět inzerci všelio 
druhu a podávat zprávy o činnosti vysokých škol a pracovišť ČSAV.

Přihlášku do Biotechnologické společnosti můžete získat na adrese: 
Ing. Jana Schovánková, VŠCHT, Technická 3, 166 28 Praha 6. Členský 
příspěvek činí 40 Kčs.
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PŘEHLEDY

ZNAČENÉ SLOUČENINY PŘI SLEDOVANÍ SLOŽEK POŽIVATIN

Značené sloučeniny (ZS) se již více než půlstoletí používají к řešení problematiky 
disciplín chemlcko-biologického vědního základu. V této oblasti představují významný 
vědecký přístup a vydobyly si zde své nezastupitelné místo.

Moderní věda o potravinách hledá stále nové a nové metody studia chemických 
a biochemických pochodů probíhajících v potravinářských surovinách, polotovarech 
a výrobcích. Vzhledem ke zvyšující se intenzifikaci výroby zemědělsko-potravinářského 
komplexu jsou současně potřebné nové přístupy ke zjišťování přítomnosti cizorodých 
látek v potravinách.

К řešení uvedených úkolů má současná potravinářská věda řadu metodických pří­
stupů. Své místo mezi nimi mají 1 postupy využívající ZS, které jsou užitečným pomoc­
níkem nejen při osvětlování některých otázek chemie potravin, ale zvláště se uplatní 
při tzv. dynamické analýze (Janíček et al., 1962). ZS umožňují potravinářsky vý­
znamné sloučeniny nejen stanovit, ale 1 ozřejmit jejich úlohu vzhledem к trvanlivosti 
a jakosti potravin, jakož i jejich uplatnění ve výživě (Janíček, H a 1 a č к a, 1985).

Význam ZS při řešení problémů potravinářského výzkumu 1 praxe vzrůstá teprve 
v posledním desetiletí (obr. 1). Jedná se však většinou o práce zahraničních autorů. 
V naší republice se používají ZS v potravinářském výzkumu dosud jen ojediněle.

Pod pojmem ZS rozumíme nízko- i vysokomolekulární látky, na které je kovalent- 
ně vázána vhodná značka (Stenesh, 1975). Jako značky se používají zvláště ra­
dioaktivní 1 stabilní nuklidy, enzymy, fluorofory, ale 1 jiné vhodné detekovatelné 
markéry (Káš, Rauch, 1983).
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j*M
1977 1982 1987

1. Celkový počet prací využívajících zna­
čených sloučenin v jednotlivých letech 
(podle FSTA)
□ v analýze poživatin; ■ při stopování 
složek poživatin

Zavedení značky do nízko- nebo vysokomolekulární sloučeniny umožní sledovat 
(stopovat) tuto sloučeninu 1 v nejsložitějších systémech, dovolí ji rozlišit od stejné, ale 
neznačené sloučeniny a detekovat ji 1 ve velmi nízkých koncentracích řádu pmol 
a amol. Je samozřejmým předpokladem, že ZS se nesmí ve svém chemickém chování 
ani biologické aktivitě lišit od neznačené. Právě okolnost, že v chemii pracujeme 
v experimentu vždy s různými sloučeninami, může náhrada libovolné z nich učinit
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tento metodický postup zcela univerzální. Můžeme stopovat, ve které části pokusného 
systému se ZS hromadí, jak se v tomto systému transportuje, se kterými složkami 
systému integruje, do které reakce nebo sledu reakcí vstupuje, do jaké míry je z po­
travy využitelná, resp. jaký je její osud v organismu. O praktickém využití ZS rozhodují 
přednosti tohoto přístupu před jinými metodami.

Sledování distribuce a transportu

ZS jsou zvláště vhodné ke studiu distribuce a transportu přirozených složek potra­
vin i cizorodých látek v potravinovém řetězci. Umožňují určit nejen distribuci, ale i po­
hyb sledované sloučeniny v pokusném objektu, přičemž dynamické hledisko je pro 
poznání pochodů probíhajících v potravinářských surovinách, polotovarech a výrobcích 
nepochybně mnohem cennější. Znalost distribuce testovaných sloučenin nám umožňuje 
lépe pochopit některé jejich interakce se složkami potravin, reakce, kterých se zúčast­
ní, včetně složitých pochodů, probíhajících při výrobě a skladování potravin.

Pro ilustraci je uvedeno několik příkladů možných aplikací ZS při řešení problémů 
potravinářského výzkumu i praxe. Jako značek bylo v těchto postupech využito většinou 
radionuklidů.

V oblasti technologie mléka a mléčných výrobků je možné sledovat distribuci fosfá­
tových emulgačních solí, vápníku, železa a jiných biogenních prvků, jakož i syřidlo- 
vých enzymů v syrovátce a zrnu, lipoproteinové lipasy a některých vitamínů mezi 
kaseln, syrovátku a lipidovou frakci ( S und he 1 m , Beggtsson-Olivecrona, 
1986). Obdobně cenné poznatky pro cereální chemii a technologii představuje znalost 
distribuce biogenních prvků a lipidů v závislosti na různých podmínkách zpracováni 
těchto surovin (Garcia et al., 1977). Distribuci, ale i v průběhu difúze sodíkových 
iontů a vody u uzenářských výrobků lze měřit pomocí radionuklidů Зн a 22Na.

V posledních letech je nejvíce prací zaměřeno na sledování distribuce a transportu 
reziduí cizorodých látek, zvláště pesticidů do potravinářských surovin rostlinného a 
živočišného původu. ZS se uplatní zvláště při modelových pokusech, ve kterých je 
cílem zjistit distribuci cizorodých látek a dobu setrvání reziduí v surovině, případně 
průběh jejich odbourávání. Obtíže jiných metod souvisí zvláště se zjišťováním tzv. 
neextrahovatelného nebo vázaného podílu reziduí v potravinářských surovinách 
(Stratton Wheeler, 1986). Používaná extrakce, enzymová hydrolýza, včetně 
technik využívajících destilace za vyšších teplot, nejsou kvantitativní, nehledě na 
pracnost a zdlouhavost takových postupů. Výhodou použití značených cizorodých látek 
v těchto pokusech je zjednodušení postupu a nízké detekční limity reziduí. Oprava 
vzorků spočívá obvykle pouze v jejich mineralizaci na mokré či suché cestě. Tuto 
operaci vykoná automatické zařízení. Mnohdy je však možná detekce sledovaných 
sloučenin bez úpravy vzorků. Příkladem tu může být sledování transportu nonyalko- 
holu, jako inhibitoru klíčení, do bramborové hlízy (Drauschke et al., 1981). 
Zachycení inhibitoru slupkou prokázali autoři autoradiografií. Rovněž značené izo- 
thiokyanáty byly využity při transportních studiích (Augustin et al., 1986; Rauch, 
Bohačenko, 1981).

Charakterizace reziduí vázaných na surovinu závisí na biologickém materiálu, che­
mickém složení použitého preparátu cizorodých látek, které rozhodujícím způsobem 
ovlivňují podstatu vazby reziduí na surovinu.

Série prací sympozia věnovaného distribuci reziduí ve skladovaných bramborách 
a cereállích (Hadjidemetrlou, 1986) přinesla řadu poznatků o jejich průniku 
do suroviny, o jejich lokalizaci v ní, včetně sledování poklesu koncentrace reziduí 
během skladování, jakož i jejich degradace během technologického zpracování su­
rovin.

Neméně závažné jsou studie sledující distribuci cizorodých látek v surovinách živo­
čišného původu. Hlavní zřetel v této problematice je věnován transportu cizorodých 
látek, zvláště pesticidů do mléka (Lynch et al., 1987). Zatímco používání pesticid­
ních přípravků je v zemědělství současné epochy nezbytností, představuje aplikace ana- 
bollckých hormonů v živočišné výrobě některých států velké zdravotní nebezpečí pro 
konzumenty. Jsou proto nezbytné metody pro sledování těchto mnohdy kancerogen- 
ních látek v potravinovém řetězci. ZS se pro tato sledování velmi dobře hodí. Uplatní 
se však i při sledování mykotoxinů (Goto, Hsieh, 1985; Pre lusk у et al., 
1987), různých toxických organických sloučenin ( К Inzell et al., 1985), jakož 1 při 
studiu migrací komponent obalových materiálů do potravin ( F 1 g g e , 1983; M 1 г c h 1 
et al., 1989].

66 POTRAVINÁŘSKÉ VÉDY — 1991



Sledování interakcí složek potravin

Poměrně málo prací se zabývá studiem interakcí v potravinách pomocí ZS. Neodpo­
vídá to významu, které interakce potravinářsky významných sloučenin mají. Značených 
bílkovin bylo např. využito při studiu rovnováhy bílkovin v kaseinových micelách a při 
sledování interakcí mezi bílkovinami a lipidy při výrobě instantní dětské mléčné vý­
živy (Rowley, Richardson, 1985). Detailní rozbor interakcí bílkovin s tanniny 
podal Asquith (1985). ZS umožňují studovat rovněž interakce nízkomolekulárních 
látek s makromolekulami. Sem patří sledování interakcí dietní vlákniny s vitaminy 
( Omaye et al., 1983) i cizorodými látkami ( S joedin et al., 1985).

Sledování osudu složek potravin

ZS jsou široce používané při zjišťování využitelnosti (bioavailabillty) různých vý­
znamných složek potravin z nutričního hlediska a při sledování osudu cizorodých 
látek v potravinách 1 v organismu. Jak se ukazuje v posledních letech, objevuje se 
stále více prací, které se zabývají využitelností složek potravin po různých fyzikálních 
nebo chemických zákrocích na potraviny (Johnson et al., 1985). Rovněž je sledo­
vána využitelnost různých aditiv, významných z nutričního či technologického hledis­
ka, kterými jsou potraviny obohacovány (Cohen, 1980). Problematika sledování 
metabollckého osudu sloučenin významných z potravinářského hlediska se v posled­
ních letech stále častěji objevuje na stránkách potravinářských časopisů. Hlavním 
důvodem je tu zřejmě ta okolnost, že mnohé problémy souvisí více se změnami po­
travinářských technologií, které bezprostředně mají 1 nutriční důsledky. ZS nám dovolí 
lépe poznat nejen využití sledovaných složek potravin, ale 1 jejich další přeměny v or­
ganismu (Johnson, Weaver, 1986; Khan et al., 1987). Paleta sloučenin, je­
jichž využitelnost byla sledována pomocí ZS, je rovněž pestrá. Uveďme alespoň sledo­
vání využitelnosti aminokyselin, zvláště lysinu (Cecchl, Resmini, 1977), bíl­
kovin, lipidů (Borchardt et al., 1982), ale 1 minerálií, zejména železa (Rauch 
et al., 1990). V posledních letech je aktuální studium vlivu vlákniny na využitelnost 
různých složek potravy (S joedin et al., 1985). Pozornost byla věnována však 1 nu­
tričním účinkům emulgátorů (Rauch, Káš, 1984), jako jsou např. lecitiny, estery 
organických kyselin s glycerolem, estery sacharosy apod.

Sledování reakcí potravinářsky významných sloučenin

Pomocí ZS můžeme sledovat 1 jejich účast v reakcích, které probíhají v potravinář­
ských surovinách 1 během jejich technologického zpracování a při skladování finál­
ních produktů. Příkladem tu může být sledování postupných přeměn lysinu při studiu 
Maillardovy reakce (Saito et al., 1980), sledování tvorby červených a hnědých kon­
denzačních produktů při stárnutí červeného vína pomocí značených anthokyanů 
(Bourzeix et al., 1985) nebo sledování reakcí sloučenin způsobujících zákaly při 
skladování piva (McGuinness et al., 1975). V potravinách probíhají také reakce 
katalyzované enzymy, které lze rovněž sledovat pomocí ZS ( O 1 d a m , 1977; Rauch 
et al., 1981).

Průkaz pravosti a stáří poživatin

К určení pravosti a stáří některých poživatin lze využít přirozeně se vyskytující 
nuklidy, nejčastěji 14C. Měřením radioaktivity octa lze rozpoznat syntetický a přírodní 
původ octa, vína, brandy a také oxidu uhličitého a ethanolu v šumivých vínech 
[Krueger, Krueger, 1985; Martin et al., 1985a). Stejným způsobem je mož­
né ověřit přírodní původ skořice, vanilinu (Hoffman, Salb, 1980) a některých 
komponent aromatu ( Dre von et al., 1980). Je dokonce možné dokázat použití cereá- 
lií při výrobě piva. Při rozlišování původu poživatin je nezbytné brát ohled na jede- 
náctiletý cyklus kolísání obsahu radioaktivního oxidu uhličitého v ekosféře. Nejenom 
tato okolnost ztěžuje zjištění pravosti potravin. Vyskytly se i případy, kdy falšovatelé 
přidávali 14СгН5ОН do destilátů, aby vzbudili dojem pravosti a stáří nápoje. Proto bylo 
potřebné vypracovat složitější kritéria hodnocení, která by nebylo možné obcházet. To 
se skutečně podařilo zavedením doplňkových měření i některých stabilních, přirozeně 
se vyskytujících nuklidů hmotovou spektrometrií. Měření přirozené radioaktivity 3H, 14C
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a obsahu 2H, 13С, 18О ve vzorcích a následným výpočtem poměrů 2H/'H, 13C/12C 
a 18O/16O znemožnilo falšovat pravost poživatin (Schmid et al., 1981). Tato metoda 
úspěšně rozlišuje pravost octa, ovocných sirupů, cukru, medu, alkoholických nápojů, 
tuků, masa, vajec, mléčných výrobků, ryb, potravinových aditlv a aromatu. Uvedený 
metodický přístup umožní rozpoznat, zda při kandování ovoce byl použit med nebo 
cukr (Döner et al., 1979) a rozlišit přírodní šťávy od roztoků cukru (Parker, 
1982).

Měření obsahu deuteria umožní přesně identifikovat druh evropského piva nebo 
prokázat ředění džusů, neboť směrem к rovníku obsah deuteria ve vodě vzrůstá (Mař 
tin et al., 1985b). Nedávno bylo zjištěno, že rok sklizně, např. čaje, lze stanovit změ­
řením 228Ra a 228Th (Kobashi, Tominaga, 1985).

V tomto literárním přehledu neuvádím měření kontaminace poživatin radionuklidy, 
které se dostaly do potravinového řetězce v důsledku činnosti člověka. Jedná se 
totiž o problém, který při výrobě potravin nemůže ovlivnit, přestože je z hygienického 
hlediska kontaminace radionuklidy nežádoucí. Přesná měření však dokázala, že 80 až 
90 % radioaktivity, kterou přijímáme potravou, pochází z přirozeně se vyskytujícího 
radionuklidu 40K.

Technické aplikace

ZS pomáhají i při řešení některých technických problémů. Umožňují testovat funkci 
cukrovarnických krystalizátorů i jiných cukrovarnických (Hirschmüller, 1972) 
a pekárenských (Dolinin, Sakharov, 1976) zařízení. V oblasti masného prů­
myslu se uplatnily při vývoji technologie spařování na porážkové lince i při nepřímém 
stanovení hmotnosti, obsahu tuku a bílkovin jatečných zvířat měřením přirozené ra­
dioaktivity 3H nebo 40K celotělovým radiometrem (Jones et al., 1984). Pomocí ZS 
lze rovněž sledovat proces mytí láhví a sanitace v potravinářských závodech, kontrolu 
dokonalého promíchání potravinářských aditlv a krmných směsí, jakož i testování po­
travinářských strojů a zjišťování indexu zamoření zrní při skladování různými škůdci 
(Wiggin, Gladstone, 1956). Umožňují to radionuklidy s velmi krátkým po­
ločasem rozpadu.

Závěr

Literární přehled ukazuje jednu oblast, a to sledování (stopování) pomocí ZS. 
Druhou velkou oblast představuje využití ZS v analýze poživatin, kterému bude věno­
váno zvláštní sdělení (Rauch et al., 1991). Některé poznatky lze získat pouze po­
mocí ZS, jiné snadněji než jinými metodami. Proto je potřebné se věnovat rozvoji 
těchto metod pro potřeby zemědělsko-potravinářské sféry.

Tento přehled shrnuje pouze nejvýznamnější příklady využití ZS. Úplná rešerše, 
zahrnující více než dvě stovky prací, přesahuje publikační možnosti časopisu a je 
к dispozici u autora.

Na základě analogií s ostatními chemicko-biologickými vědními disciplínami a podle 
vývojového trendu posledních let (obr. 1) lze předpokládat další zvýšení podílu ZS 
na řešení problémů potravinářského výzkumu i praxe.
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г VĚDECKÉHO ŽIVOTA

XXI. SYMPOZIUM O NOVÝCH SMĚRECH VÝROBY A HODNOCENÍ POTRAVIN

Ve dnech 28,—30. 5. 1990 se v Podolánkách konalo XXL Sympozium o nových smě­
rech výroby a hodnocení potravin, které tradičně organizuje Odborná skupina pro po­
travinářskou a agrikulturní chemii Cs. společnosti chemické při ČSAV spolu s dalšími 
organizacemi.

Program sympozia byl zaměřen na problematiku jak hlavních složek potravin, tak 
i minoritních látek včetně adltiv a kontaminantů. Přednesené referáty a postery se 
zabývaly novými analytickými metodami a jejich aplikacemi, ale i změnami, které na­
stávají v průběhu zpracování a skladování potravin. Celkem bylo předneseno 30 úst­
ních sdělení a prezentováno 24 posterů. Sympozia se zúčastnilo 108 odborníků z ob­
lasti potravinářské a zemědělské vědy, výroby 1 zdravotnictví.

Již tradičně byla součástí odborného programu diskuse o senzorickém hodnocení 
potravin včetně praktického hodnocení dvou druhů nově vyvíjených mléčných dresin­
gů, dále dvou druhů salámů a čtyř různých vzorků jádrovin. Výsledky senzorického 
hodnocení ještě během sympozia zpracovali a zhodnotili В а г v I ř a R u s z.

Skupina sedmi referátů prvního dne sympozia se týkala problematiky lipidů. Metoda 
vysokoúčinné kapalinové Chromatografie HPLC má kromě jiných oblastí své uplatnění 
1 v analytice lipidů. Pánek, Pokorný a D a v í d e к ji užili к separaci triacyl- 
glycerolů a jejich degradačních produktů pro určení typu oleje a stanovení stupně 
žluklostl. Stanovením' transizomerů mastných kyselin ve ztužených olejích metodou 
HPLC se zabýval referát autorů Filip, Bechyňová a Beitlerová. Rovněž 
nutričně významné lipofilní faktory — vitamín A, karoteny a tokoferoly lze touto me­
todou spolehlivě stanovit. Její aplikaci uvedli ve své práci Křišťan, Holasová, 
Pařízková а В 1 a 11 n á . Změny složení rybího tuku během zpracování ryb byly 
předmětem sdělení autorů Voldřich а К a 1 a č . Zatímco celkový obsah tuků se 
během uzení a sterilace neměnil, činily ztráty nenasycených mastných kyselin 20 
až 50 % původního obsahu. Referát kolektivu Mashehdani, Pokorný, Pá­
nek a D a v í d e к pojednával o kvalitě makových semen v průběhu skladování. 
Při kombajnové sklizni dochází к poškození semen, uvolněni přítomné lipoxygenasy, 
která se pak výrazně podílí na katalýze oxidace mastných kyselin. Stabilita oleje vůči 
oxidaci je kromě jiného též ovlivněna přítomností chlorofylových pigmentů. Jednodu­
chou spektrofotometrickou metodu pro stanovení těchto látek v rostlinných olejích 
vypracovali Holasová, Pařízková, Pokorný а В 1 a 11ná . Při stanovení 
jodového čísla tuků a olejů se používá toxický tetrachlormethan. Při mezinárodních 
mezilaboratorních zkouškách zjistili К á ň o v á , Pokorný a D a v í d e к , že je 
možná náhrada cyklohexanem, aniž by došlo к ovlivnění výsledků.

Studiu stability syntetického sladidla Acesulfamu К se věnovali S u h a j a Kováč. 
Sledovali vliv teploty, koncentrace, iontové síly, pH a vybraných složek potravin. Při 
aplikaci sladidla v nealkoholických nápojích a při pečení do 200 °C byly ztráty za­
nedbatelné. O senzorickém hodnocení směsných náhradních sladidel referovali Sy­
rový a Davídková. Ve směsích s aspartamem pozorovali zvýšení intenzity 
sladké chuti. Stevlosld a jeho směsi se z hlediska senzorických vlastností zdají ne­
vhodné. Senzorickým hodnocením chuti umami (chuť glutamátu hydrogensodného), pro 
kterou v Evropě nemáme zvláštní označení, se zabýval referát Pilkové a Pokor­
ného.

Izolace askorbátoxidasy — enzymu užívaného ke stanovení vitamínu C — z kultur 
rostlinných explantátů byla předmětem sdělení kolektivu Králová, Macek, Mol- 
n á r o v á , Vaněk a Demnerová. Dobré výtěžky byly nalezeny např. u tabáku, 
routy, melounu, ostropestřece a dalších. Problematikou vázaných forem riboflavinu a 
možností jejich štěpení pomocí močoviny se zabýval referát Skácelové a P íč­
ko v é. Látkám s vitamínovou aktivitou — folátům — byl též věnován referát autorů 
Černá, Přistoupllová а К o d í č e к . Autoři zjistili, že šetrnou dehydratací 
vodných roztoků málo stabilních folátů nebo jejich solí vznikají za vhodných podmí­
nek stabilní komplexy s původní vitamínovou aktivitou.
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Při sledováni reakcí neenzymového hnědnutí byly v modelových systémech identi­
fikovány 1,3-disubstituované imidazoly, patřící mezi hlavní reakční produkty. O vý­
sledcích práce referovali D a v í d e к T., V e 1 í š e к a D a v í d e к J.

Do oblasti analytiky biogenních aminů byly směřovány referáty dvou autorských 
kolektivů. Š p i n a r , Kellner, Culík a Frantík vypracovali metodu HPLC 
s fluorimetrickou detekcí, M ň u к o v á prezentovala metodu s užitím automatického 
analyzátoru aminokyselin.

Na význam znalostí světově platných norem pro potravinářské výrobky pro výrobce 
a distributory potravin poukázal referát Pařízkové a Blattné.

V bloku přednášek věnovaných problematice masa a masných výrobků se P 1 p e к, 
Fořt a Šmíd zabývali údržností párkových konzerv z hlediska přítomnosti kyslí­
ku, sterilačního režimu a kontaktu masného výrobku s lákem. Hodnotili účinek 
aerobních sporulantů. Tomancová, Steinhauer, Matyáš a Sixl sledo­
vali přežívání patogenní mikroflóry v tepelně neopracovaných masných výrobcích v zá­
vislosti na technologickém způsobu jejich opracování. Porovnávali klasicky vyráběné 
uzeniny (poličan, lovecký salám) s výrobky, u nichž byly aplikovány startovací kultury 
(Herkules). Mikrobiální růst korelovali s měřením fyzlkálně-chemických vlastností vý­
robků v průběhu jednotlivých technologických operací.

Rauch, Rychetský, H o che 1 а V o 1 dřich se zabývali hodnocením kvality 
masných výrobků. Vypracovali imunochemický postup pro stanovení histaminu, jehož 
hladiny jsou v korelaci s kvalitou potraviny. Analýza je vysoce citlivá a specifická, 
je také jednoduchá a byla aplikována při hodnocení 30 druhů masných výrobků, ryb, 
sýra, vína a piva. Reologické chování masa popsali P 1 p e к a S 1 n e v i č , kteří hod­
notili vliv některých ukazatelů (teplota, obsah tuku, přídavek soli, vody, doba naso­
lení) na reologické chování hrubě desintegrovaného masa a zjistili zásadní význam 
volné vody na sledované ukazatele. Budig popsal některé operace, které se osvěd­
čily při zpracování masa v tropických podmínkách. Jedná se o sušení v předsoleném 
nebo předvařeném stavu a o uzení. Autor zdůraznil některé výhody těchto technolo­
gicky nenáročných operací. Praktické využití některých druhotných surovin drůbežář­
ského průmyslu popisují U h e г o v á , Buchtová a Michálek, kteří stanovili 
hladiny významných nutričních faktorů (vitamín A, thiamin, riboflavin, esenciální a ne- 
esenciální mastné kyseliny) ve vaječných skořápkách, kuřecích běhácích a kuřecí 
slezině. Navrhují některá nová využití těchto surovin u nás. Duda, V e 1 i š e к 
a D a v í d e к analyzovali kolagenní střeva získaná od zahraničních firem z hlediska 
charakteru obsaženého změkčovadla. Zjistili převážný podíl glycerinu a malé množ­
ství dlethylenglykolu. V salámu baleném ve střevu obsahujícím dlethylenglykol byla 
sledována migrace této látky do výrobku.

Lipidy z pohledu veterinárního hygienika hodnotili H e j 1 o v á a Vávrová, 
které se zabývaly změnami lipidů v produktech zemědělské velkovýroby a doporučují, 
aby byla v budoucnu analýza pomocí chemických a fyzlkálně-chemických ukazatelů 
nahrazena nebo doplněna stanovením hygienické a v optimálním případě 1 biologické 
jakosti. Dudášová, Chorváthová a Grančičová upozornily na přímý 
vztah mezi hladinou cholesterolu v plazmě a aterosklerosou. Doporučují konzumaci 
sójových bílkovin. Na základě pokusů s dietami obsahujícími sójové bílkoviny a kaseln 
prokázaly hypocholesterolemlcký účinek odtučněné sójové mouky u zvířat.

Význam výskytu stopových prvků v potravinách byl hodnocen v řadě referátů, 
v kterých se autoři zabývali hlavně negativním dopadem těchto prvků na kvalitu 
a hygienickou jakost potravinářských výrobků a dále na metody analýzy hladin 
stopových prvků v potravinách. Š e b e s t a, Pavelka, Nápravník a D r á - 
p a 1 popisují výsledky šetření, při němž ve velkém souboru okolo 3000 vzorků hod­
notili hladiny kadmia, olova, mědi a zinku ve vzorcích masa, drůbeže, lovné zvěře, 
sýra apod. Uvádějí procento nadlimitních hladin uvedených prvků, které dosahují 
2,8; 8; 4,8 a 13,6 % pro olovo, kadmium, měď a zinek.

Jedlička a Ptáček na základě analýz krmiv i masa skotu v oblasti zasažené 
exhalacemi (Most, Teplice) ukazují na kontaminaci rtutí, kadmiem, mědí a zinkem; 
nenalezli však, s jedinou výjimkou, výrazně zvýšené hladiny těchto prvků v mase. 
O významu chrómu ve výživě referoval R u t, který porovnal údaje o negativním 
a pozitivním vlivu tohoto kovu uváděné v literatuře. Zdůraznil význam jeho výskytu 
v biologicky účinné formě, kdy může působit příznivě na regulaci koncentrace krev­
ního cukru. К o p 1 í к a Němcová popisují analýzu železa, mědi a zinku v só­
jových bobech a jejich distribuci v bílkovinných frakcích a lipidovém podílu. Tichá 
a Křečková porovnávaly hladiny olova, kadmia, mědi a zinku v cukru z různých 
závodů v ČSFR produkovaných v roce 1978 a 1989. V roce 1989 byly nalezeny nižší 
koncentrace olova a mědi a prakticky stejná koncentrace zinku. Byly získány údaje
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o distribuci těžkých kovů v cukrovce během její vegetace a sklizně. M 1 r c h 1 popsal 
stanovení olova v džusech metodou AAS, při níž použil přípravu vzorku kyselým roz­
kladem a na suché cestě a našel dobrou shodu obou operací. Výrobu hygienicky ne­
závadné a nutričně plnohodnotné zeleniny popisuje H e у d u к , který zdůraznil, že 
není nutné jednostranně odmítat minerální hnojení a chemickou ochranu rostlin, 
že je však nesmírně důležité jejich šetrné užívání. Předpokládá to pečlivé monitoro­
vání vstupu cizorodých látek do prostředí a využití všech vědeckých poznatků o pří­
pustných hladinách vedoucích к migraci ještě přístupných množství do plodin. Opa­
tové, 0 u r d a a Dobiáš se zabývali technologií konzervace ovocných polotovarů 
a sledovali hladiny kyseliny mravenčí v zelenině za použití kapilární isotachoforézy. 
Krausová a Pražák popisují stanovení SO2 metodou FIA s malachitovou ze­
lení v kombinaci s destllační jednotkou Kjeltec 1002. Štěpánková se zabývala 
sortimentem koření a kořenících přípravků, které jsou к dispozici pro průmyslovou 
výrobu koření a jejich analytickým hodnocením. Popsala kvalitativní hlediska aplikace 
jednotlivých typů přípravků (přírodní koření, emulze výtažků koření, výtažky koření 
na sypkých nosičích). .

Hostin, Palo a Barešová popisují charakter a skladbu enzymového pří­
pravku, který izolovali z povrchového mazu sýra Niva. Získaný přípravek urychloval 
zrání sýra až o 31 %.

Bartko Informoval o principech funkce a příkladech použití analyzátoru Infratec 
1225 a 1255, pracujícím v blízké Infračervené oblasti v rozsahu 800—1100 nm, při 
analýze potravin zahrnující stanovení vlhkosti, bílkovin, tuku, vlákniny, škrobu, sacha­
ridů, některých vitamínů a řady dalších látek v nejrůznějších potravinářských vý­
robcích, krmlvech a zemědělských produktech. O metodě umožňující určit složení 
směsi bílkovin na základě analýz aminokyselin, dále určit nečistoty a aditiva v bílko­
vinných vzorcích referoval Knesset. Metoda je založena na předpokladu, že bíl­
koviny jsou charakterizovány aminokyselinovým složením a je proto velmi citlivá na 
přesnost stanovení aminokyselin. Aplikaci metody lineárního programování prezento­
vali Kopřiva а К o n d e 11 к . V závodě na výrobu tekutých detergentů využili 
simplexové metody lineárního programování к nalezení optimální skladby výroby při 
dodržení mezí daných požadavky trhu tak, aby poskytnuté devizové prostředky pro 
nákup surovin byly použity к dosažení maximálního maloobchodního obratu.

Další práce byly převážně z oblasti aditivních látek a kontaminantů. Ondrou­
šek, Kult, Špaček a Říhová se zabývali ve svém sdělení stanovením adi­
tivních látek v konzervárenských výrobcích pomocí HPLC. Sledovali čtyři látky, a to 
kyselinu benzoovou, kyselinu sorbovou, kyselinu mravenčí a Diaspon (sacharin). O vý­
znamu netěkavých nitrosaminů v současném pivovarnictví v souvislostech s dusičnany 
a o postupu pří jejich stanovení referovali Kellner, Culík, Špiň ar a Fran­
tík. Ledahudcová, Ve 1 íš e к a D a v í d e к seznámili přítomné s reakcemi 
chlorhydrinů glycerolu v hydrolyzátech bílkovin a se stanovením reakčních produktů. 
V práci byly studovány reakce 3-chlor-l,2-propandiolu s amoniakem. Bylo zjištěno, že 
při reakci vzniká 3-amino-l,2-propandiol. Byla vypracována metoda pro stanovení této 
látky v hydrolyzátech bílkovin. Na problematiku analýzy reziduí selektivních herbici­
dů na bázi fenoxyalkanových kyselin MCPA, 2,4-D, mecoprop a další, používaných 
proti dvouděložným plevelům, upozornili Hajšlová, Kocourek a Tah tah. 
V práci se zabývali možnostmi izolace a stanovení jak volných, tak i vázaných forem 
reziduí těchto herbicidů. Pentachlor patří mezi závažné kontaminanty životního pro­
středí, který s ohledem na svoji biologickou aktivitu může negativně ovlivňovat i ně­
které fermentační procesy. Proto se studiem metabolických procesů vybraných kvasi­
nek v přítomnosti pentachlorfenolu PCP zabývali T a h t a h , Hajšlová, D em- 
n e r o v á a Kosinková. Prokázali, že dochází к výrazné kumulaci PCP a jeho 
reziduí v kvasničných buňkách a že přítomnost PCP se dále projevuje snížením pro­
dukce biomasy, ale i změnami v zastoupení některých složek. Studiu reziduí herbi­
cidů používaných při pěstování léčivých rostlin se věnovali Schultzová, Ková­
č 1 č o v á , T e к e I a Kučerová. Za použitých experimentálních podmínek pro­
kázali, že hladiny reziduí v čase sběru byly značně ovlivněny lokalitou, termínem 
ošetření, klimatickými podmínkami při ošetření a po něm a velikostí dávky pří­
pravků. O růstovém regulátoru ze skupiny triazolových sloučenin — paclobutrazolu 
a o možnostech jeho stanovení informovala Schultzová. S vlastnostmi perspek­
tivních insekticidů na bázi benzylmočoviny, možnostmi jejich stanovení a stanovení 
jejích degradačních produktů seznámili přítomné T o m š e j, Hajšlová a Pudil. 
Vávrová a Pavlíček sledovali rezidua PCB ve vodních nádržích CR a v rybách 
v nich chovaných. Na základě jimi zjištěného poměru mezi obsahem reziduí PCB ve 
vodách a v rybách lze z výše hladiny reziduí ve vodě určit pravděpodobnou koncentra-
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Ci PCB v rybách. Ho 1 ado vá , Kocourek a M i š к o v á studovali rezidua damí- 
nozidu (N.N-dimethylhydrazid kyseliny jantarové] v jablkách. Při skladování či zpra- 
vání kontaminovaného ovoce se může diaminozid rozkládat na karcinogenní N,N-di- 
methylhydrazin. Proto je reziduím daminozidu věnována zvýšená pozornost. Autoři 
v práci studovali využití plynové Chromatografie pro stanovení daminozidu a kinetiku 
vzniku N,N-dimethylhydrazinu v modelových systémech. Na využití jednoduché rychlé 
metody — derivační Spektrofotometrie v analytice některých složek potravin, zejména 
aditivních látek jako je sladidlo Acesulfam K, konzervační látka kyselina sorbová, 
přírodní látky kofein, thein a kyselina askorbová, upozornil S u h a j. Hodnotil uvede­
nou metodu jako perspektivní při kvantifikaci potravinářských komponent. Aditivním 
látkám věnovala pozornost také Hamburg, která podala přehled přírodních barviv 
používaných v Estonsku.

Ing. Eva Davídková, CSc., ing. Marie Holasová, ing. Helena Pa - 
řízková
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RECENZE

SEAFOOD: RESOURCE, NUTRITIONAL COMPOSITION, AND PRESERVATION

POTRAVINY MOŘSKÉHO PŮVODU: ZDROJE, SLOŽENI ŽIVIN A KONZERVACE

Z. E. Sikorski (Ed.)

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

Potraviny získávané z moře se stávají stále více předmětem zájmu potravinářských 
odborníků, protože významně doplňují zdroje potravin pro rychle rostoucí obyvatelstvo 
naší planety. Navíc představují obohacení jídelníčku a patří к potravinovým materiá­
lům s výhodným složením živin a s příznivým účinkem na inhibici chorob cévního 
oběhu. Do této skupiny potravinářských surovin patří nejen ryby, ale i paryby, mořští 
savci, měkkýši a korýši; potraviny rostlinného původu nejsou do knihy zahrnuty. Urči­
tým problémem mořských živočichů je jejich specifická chuť a špatná skladovatelnost.

Technologie těchto produktů je složitá, protože je souborem aplikací biochemických, 
mikrobiologických, biologických, chemických a inženýrských poznatků směřujících 
к vysoké kvalitě a účinné konzervaci. Kvalita závisí ovšem také na surovině a způsobu 
lovu.

Nedostatek zdrojů mořských organismů si vynutil velké změny v jejich lovu, zpra­
cování a využití a dokonce byl zaveden i chov mořských ryb a měkkýšů — tzv. akva- 
kultura. V poslední době bylo zveřejněno mnoho nových poznatků, a proto je jejich 
souborné zpracování velmi důležité. Této práce se ujal přední světový odborník v che­
mii a technologii rybného průmyslu — prof. Sikorski z Vysoké školy technické 
v Gdaňsku, s řadou spolupracovníků z Polska a dalších pěti států. Předností knihy je, 
že zdůrazňuje právě moderní pojetí rybného průmyslu.

Úvod pochází od známého potravinářského vědce prof. D. J. T i 1 g n e r a . Kniha 
sestává z 13 krátkých kapitol. V první kapitole je podán přehled problematiky a velmi 
stručně i hlavní metody lovu. V další kapitole jsou popsány zdroje mořských živo­
čichů a jejich dostupnost; zhodnocena je jejich využitelnost v potravinářství a význam 
ve výživě. Ve třetí kapitole se pojednává o složení a výživové hodnotě hlavních sku­
pin mořských organismů používaných v potravinářském průmyslu a tato část je zvláště 
kvalitně sestavena. Důležitý je popis biochemických a mikrobiálních změn ulovených 
živočichů (4. kap.), kde se klade hlavní důraz na změny způsobené činností vlastních 
1 mikrobiálních enzymů. Vzorně zpracovaná je pátá kapitola o přípravě úlovku pro 
konzum nebo pro další zpracování; jde hlavně o různé mechanické úpravy.

V dalších kapitolách, představujících zhruba polovinu rozsahu knihy, jsou popsány 
jednotlivé technologické procesy:

a) chlazení (ledem i studenou vodou) a skladování chlazených výrobků;
bj zmrazování a změny mrazírensky skladovaných výrobků;
c) sušení s důrazem na kvalitu sušených výrobků a její změny během skladování;
d) solení a nakládání (včetně výroby marinád);
ej uzení, zahrnující i výrobu kouře a udicích přípravků;
f) konzervace teplem, kde jsou podány i teoretické základy tepelné sterilace a dobře 

jsou popsány změny kvality způsobené záhřevem;
g) technologie mletých rybích výrobků, kam patří i různé tradiční výrobky, např. ja­

ponské surimi.
Knihu uzavírá kapitola o sanitačních postupech v rybářském průmyslu, a to jak na 

lodích, tak i v závodech na pevnině.
Kniha je přehledně členěna, vědecky, ale přitom velmi jasně a srozumitelně psána, 

takže je přístupná i čtenářům, kteří se dosud touto problematikou nezabývali. I přes 
velkou stručnost textu nejsou žádné významné poznatky opomenuty. Zpracované údaje 
jsou opřeny o zkušenosti autorů i o obsáhlé literární citace a 545 uvedených odkazů 
představuje důležitý zdroj informací pro další studium. Kvalitně zpracovaný věcný rej­
střík usnadňuje orientaci v knize.
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Naše země sice nesousedí s mořem, ale presto spotřeba mořských živočichů roste 
a další růst je žádoucí. К tomu přispěje i recenzovaná publikace, která bude užitečnou 
příručkou pro potravinářské chemiky, technology^ rozvojové a výzkumné pracovníky, 
zaměstnance obchodu a kontroly i pro studenty.

Pro/. Jan Pokorný, DrSc.

QUALITY ASSURANCE IN FOOD AND RELATED CONSUMER GOODS INDUSTRY

P. Molnár (Ed.)

ZABEZPEČOVANÍ KVALITY POTRAVIN A PŘÍBUZNÝCH SPOTŘEBITELSKÝCH VÝROBKU

Budapest, EOQ Pood Section. 1990. 238 str.

Kniha je sborníkem referátů ze 4. semináře potravinářské sekce Evropské organizace 
pro kvalitu (European Organization for Quality), který se konal v Berlíně ve dnech 
24.-27. 10. 1990. Semináře se zúčastnilo více než 100 odborníků ze 16 států (i mimo­
evropských) a bylo na něm předneseno celkem 27 referátů (z toho 24 je ve sborníku 
uvedeno v plném znění).

Značnou část publikace tvoří obecné referáty o zjišťování a zabezpečování kvality 
potravinářských výrobků. Nejefektivnější metodou к dosažení dobré kvality je účinná 
prevence, která se neobejde bez rychlých a spolehlivých metod kontroly a statisticky 
vyhovujícího systému vzorkování, které bývá většinou větším zdrojem chyb než vlastní 
analýza. Neuspokojivé porozumění statistickým metodám je častou příčinou chybných 
závěrů ( Barcos). Pro úspěšný marketing jsou důležitým faktorem stále rostoucí 
nároky na jakost, které se projevují chováním spotřebitelů při nákupu. Protože se spo­
třebitel setkává až s hotovým výrobkem, jeví se důležité formulovat nároky na země­
dělské suroviny se zřetelem na jakost výrobku (Strecker). Zdravotní nezávad­
nost a výživová hodnota se zjišťují při expedici výrobku, ale je potřebí sledovat jejich 
změny až po prodej a konzum výrobku ( Sturma n). Při srovnání výrobků konvenč­
ního a alternativního zemědělství je důležité cenové srovnání, které se uskutečňuje u vy­
braných potravin, ale celkové náklady se hodnotí srovnáním potravinových košů; při 
tomto srovnání vycházejí ceny u alternativních výrobků o 55 % vyšší (SRN) a při 
zahrnutí odlišných konzumních zvyklostí o 45 % vyšší (Karg a Steinel).

Celková kvalita výrobku se vypočte jako funkce jednotlivých jakostních ukazatelů 
s použitím příslušných koeficientů závažnosti ( Geidel). Podle postupu nadace Wa­
rentest zahrnuje z celkového posudku 20 % dosažení legislativních požadavků, 15 % 
nezávadnost z hlediska chemické a 15 % z hlediska mikrobiální kontaminace, 20 % 
technologická jakost (chování při konečné úpravě ke konzumu) a 30 % senzorická 
jakost (Rehlenderová).

Kvalita potravin a léčiv záleží na jejich biologické hodnotě a její hodnocení má mno­
hé společné rysy, a to i z hlediska legislativního, ale u léčiv jsou přísnější požadavky 
na přesné dodržení výrobního postupu a vyžaduje se soubor přísnějších toxíkologíckých 
zkoušek (Veress a Biacs). Suroviny pro potravinářský průmysl jsou přírodního 
původu s veškerými výhodami a nevýhodami; významné je hledisko surovinové čistoty 
a původnosti a stupeň kontaminace. Rozpor mezi variabilitou jakosti surovin a spotře­
bitelským požadavkem na konstantní jakost výrobku se musí řešit soustavnou kontrolou 
a přizpůsobením technologických podmínek a receptury v závislosti na výsledcích kon­
troly ( M i с к ).

Obaly pro potravinářské výrobky se musejí řešit z hlediska ochrany před průnikem 
plynů, par a světla, dále z hlediska hygienické ochrany při transportu a skladování 
( Varsányi).

Moderní technologie umožňuje dosažení vyšší jakosti integrací systémů zabezpečení 
jakosti s výrobním procesem s použitím výpočetní techniky (Kochanové); vyža­
duje to ovšem automatizovanou kontrolu jakosti a vypracování objektivního a racio­
nálního řízení výroby z hlediska optimalizace jakosti.

Několik referátů se týkalo nutnosti přizpůsobit národní hlediska na jakost potravin 
požadavkům společného evropského trhu.
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К nejvýznamnějším stránkám jakosti patří senzorická jakost, pro jejíž hodnocení 
je významný pokrok v mezinárodní standardizaci metod hodnocení, školení hodnotitelů, 
odběru vzorků i v používání jednotné terminologie (Neumann). Pro hodnocení 
charakteru arómatu a chutě jsou důležité popisné metody, u nichž se pro sériovou ana­
lýzu zvláště osvědčila metoda zkrácených senzorických profilů (Pokorný).

Značný podíl příspěvků je věnován vlivům chemického složení a mikroflóry na jakost 
různých druhů potravin, např. ovocných šťáv a jiných výrobků z ovoce a zeleniny, ko­
ření, sušeného mléka, těstovin a řady jiných výrobků.

Při nynějším přechodu naší potravinářské výroby do podmínek tržního hospodářství 
bude význam jakosti rychle stoupat a k jejímu dosažení může být uvedený sborník jistě 
našim potravinářským odborníkům účinnou pomocí.

Pro). Jan Pokorný, DrSc.
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obhAjenékandidátské disertace

MELZOCH KAREL: Využití mobilizovaných biologických systémů, v lihovarství. [Kan­
didátská disertace.] Praha 1989 — VSCHT, katedra kvasné chemie 
a bioinženýrství. (Obhajoba 21. 6. 1989.)

Kandidátská disertační práce navazuje na výsledky obsáhlého výzkumu různých 
pracovišť zabývajících se intenzifikací lihového kvašení pomocí imobilizace kvasinko­
vých buněk. Kandidát se zaměřil na dvě různé techniky: na metodu „entrapment“ do 
gelu alginátu vápenatého nebo carrageenanu a na zonální imobilizaci v bioreaktoru 
s externím membránovým modulem. Obě metody se vyznačují výhodou dosažení vysoké 
koncentrace kvasinkových buněk, což se při zachování jejich aktivity projeví vysokou 
produktivitou tvorby ethanolu.

Cílem práce bylo rozšířit stávající znalosti o chování imobilizovaných systémů na 
oblast aplikace v lihovarském průmyslu.

Všechny experimenty byly prováděny v laboratorním měřítku. Jsou charakterizo­
vány základními bioinženýrskými parametry. Buňky kvasinek Saccharomyces cerevislae 
imobilizované metodou „entrapment" v gelové peletě alginátu vápenatého, příp. carra­
geenanu se ve stacionárních podmínkách kontinuální kultivace vyznačují stabilním cho­
váním i po 400 hodinách fermentace. Jejich aktivita po skladování při teplotě 4 °C 
ve vodě se příliš nemění ani po jednom roce. Je-li použito melasové médium, je nutné 
provádět jeho předúpravu, např. čiřením. Přitom lze dlouhodobě dosahovat vysoké 
produktivity tvorby ethanolu (10 až 30 g/h na 1 litr objemu fermentoru). Metodou 
rastrovací elektronové mikroskopie byly sledovány povrchové a lomové struktury 
pelet a morfologie buněk.

Druhá metoda spočívala na využití membránového bioreaktoru skládajícího se z kon­
tinuálního reaktoru spojeného s tubulárním mikrofiltračním modulem, který pracoval 
s úplným recyklem buněk. Koncentrace biomasy ve fermentoru dosahovala hodnoty 
cd 10 do 60 g/1 v závislosti na fermentačních podmínkách. Byly stanoveny optimální 
parametry pro provoz reaktoru. Teoretické studium bylo zaměřeno na oblast vlivu 
koncentrace biomasy na „maintenance“ požadavky buněk. I přes to, že pro buňky 
je systém uzavřený, dochází ke stacionárnímu stavu populace.

Oba použité systémy jsou v závěru porovnány a jsou diskutovány jejich klady a zá­
pory se zaměřením na aplikaci ve větším měřítku.

VANČURA ALEŠ: Biogeneze a studium faktorů produkce biologicky aktivních látek. 
[Kandidátská disertace.] Praha 1989. —• VSCHT, katedra kvasné 
chemie a bioinženýrství. (Obhajoba 22. 6. 1989.)

Regulace syntézy primárního metabolitu, jako prekurzoru sekundárního metabolis­
mu může velmi efektivním způsobem ovlivnit nadprodukci sekundárního metabolismu. 
Disertační práce se zabývá vztahem mezi primárním a sekundárním metabolismem 
u Streptomyces fradiae, producenta makrolidového antibiotika tylosinu. Stavební pod- 
jednotky tylosinu vznikajícího v drahách primárního metabolismu jsou odvozeny z mo­
lekul acetátu, propionátu a butyrátu. Cílem disertační práce bylo studium regulace 
syntézy a problematika dosažení nadprodukce tylosinu. Vzhledem к význačné regulač­
ní roli valindehydrogenasy, jež byla u Streptomyces fradiae detekována, byla část 
práce věnována rovněž purifikaci a podrobné charakterizaci tohoto enzymu a dalších 
dvou NAD(P)+-dependentních dehydrogenas L-aminokyselin. Inhibice syntézy ty­
losinu a větvených mastných kyselin amonnými ionty byla studována v souvislosti 
s mechanismem jejich utilizace, tj. regulací exprese glutaminsyntetasy, glutamátsynta- 
sy, alanindehydrogenasy, glutamátdehydrogenasy a valindehydrogenasy. U 16 kmenů 
S. fradiae produkujících tylosin byla zjištěna významná souvislost mezi intracelulár- 
ní hladinou valindehydrogenasy a produkcí tylosinu. Byla vypracována purifikační 
metoda pro valin-, alanin- a glutamátdehydrogenasu. Syntéza tylosinu a větvených
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mastných kyselin je u Streptomyces jradiae reprimována zvýšenou koncentrací amon­
ných iontů v médiu.

Za prioritní lze označit výsledky popisující regulaci valin-isoleucinové biosyntetické 
dráhy u vysokoprodukčních mutantů Streptomyces jradiae. Syntéza valinu a isoleucinu 
je u těchto kmenů řízena na úrovni syntézy threonindehydratasy a syntasy acetohydro- 
xykyselin, což nebylo doposud u jiného mikroorganismu popsáno.

Práce dokumentuje úzký vztah mezi primárním metabolismem a produkcí tyloslnu 
a ukazuje, že cílenými zásahy do primárního metabolismu lze získat kmeny výhod­
nější pro průmyslovou výrobu sekundárních metabolitů.

DOBRANSKÝ TOMÁŠ: Produkce peroxidasy kulturami rostlinných buněk. [Kandidátská 
disertace.] Praha 1989. — VŠCHT, FPBT. (Obhajoba 16. 1. 1990.)

Cílem kandidátské disertační práce bylo vypracovat postup izolace a puriflkace 
peroxidasy jak z nativní křenové kultury, tak i z explantátů; určit spektrum isoenzymů 
v obou purifikovaných preparátech a jejich podíl na celkové peroxidasové aktivitě; 
prověřit možnosti produkce a podmínky kultivace u dalších expantátových kultur.

Izolační postup křenové peroxidasy (z nativní i explantátové kultury) se skládal 
z pěti kroků (dialýzy, autofokusace, refokusace, gelové Chromatografie a izoelektrické 
fokusace). Tímto způsobem byl enzym z explantátové kultury přečištěn 15krát a získa­
ný purifikovaný preparát vykazoval celkovou a specifickou aktivitu 167,6 jukat, resp. 
11,2 pkat na mg bílkovin s výtěžností 80 %. Elektroforetícky bylo identifikováno pět 
izoenzymů a izoelektrickou fokusací byly určeny jejich izoelektrické body a procen­
tuální zastoupení v hodnotě celkové aktivity. Optimální pH směsi všech izoenzymů' 
bylo 6,2 a optimální teplota 22 °C.

Z nativní kultury křene byl získán 14krát přečištěný enzymový preparát s celko­
vou a specifickou aktivitou 796 /zkat, resp. 7,3 ^kat na mg bílkovin. Elektroforetícky 
bylo identifikováno izoelektrickou fokusací sedm izoenzymů. U všech získaných izo­
enzymů byl určen jejich izoelektrický bod a procentuální zastoupení v hodnotě celkové 
aktivity. Optimální pH směsi bylo 5,8 a optimální teplota 28 °C.

Dosažené výsledky ukazují na možnost využití peroxidasy z explantátových kultur 
místo z nativního křenu, s výhodou možnosti kontinuální přípravy. Při kultivaci kře­
nového explantátů na tuhém a tekutém médiu stejného složení byly výtěžky enzymu 
téměř identické. Produkce peroxidasy byla kromě křenu testována ještě na šesti dal­
ších rostlinných explantátech.
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Ostav vědeckotechnických informací pro zemědělství 
Slezská 7, 120 56 Praha 6

Výpočetní středisko ÜVTIZ, které je vybaveno počítačem 3,5 generace, 
operačním systémem VM, OS databázovými systémy DIALOG-2 (STAIRS), 
SUBDON (ADABAS) a komunikačním softwarem, nabízí tyto služby: 
PŘÍSTUP DO DOKUMENTOGRAFICKÝCH BÁZÍ DAT
— AGRIS — mezinárodní informační systém pro zemědělskou vědu a tech­

niku (angličtina, retrospektiva od roku 1984)
— AGROINDEX — národní informační zemědělský systém (čeština, retro­

spektiva 10 let)
Obě báze dat jsou vystavovány v dialogovém režimu jak z lokálních, tak 
i vzdálených terminálů kompatibilních s řadami IBM mikropočítačů a osob­
ních počítačů řady IBM XT/AT.

PRONÁJEM STROJOVÉHO ČASU POČÍTAČE S VYUŽITÍM HARDWAROVÝCH 
I SOFTWAROVÝCH PROSTŘEDKŮ VÝPOČETNÍHO STŘEDISKA

TVORBA A VYSTAVOVANÍ DATOVÝCH BAŽÍ S LIBOVOLNÝM ZAMĚŘENÍM 
PODLE ZADANÍ

TISK ČESKÝCH TEXTO NA RYCHLOTISKARNÉ BASF

Bližší Informace na tel. 25 21 08
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