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CHROMATOGRAPHIC ANALYSES OF THE PRODUCTS
FROM FATTY ACID DIMERIZATION

Ivo YZEMAN, Walter SCHWARZ, Jiii BRAT', Jiii ZAJIC!

SETUZA, a. s. , Zukovova 100, CS-400129 Usti nad Labem;
TInstinut of Chemical Technology, Technickd 5, CS-166 28 Praha 6, Czech Republic

Polymerization of unsaturated fatty acids is an undesirable phenomenon in
the production of edible oils, but a target process in the processing of oils
for some technical products. In the present study some chromatographic
techniques were compared, mainly HPLC and TLC-FID. By means of
HPLC, using parallel detection in the UV region of spectrum in combination
with refractometric detection, it was possible to gain more basic knowledge
of the course of the reaction and of the composition of the final product.
TLC-FID is a simpler and easier method, suitable for controlling the techni-
cal process of fatty acid polymerization.

dimerization; fatty acids; HPLC; TLC-FID; chromatography

For the analyses of reaction products from the processes of fatty acids
dimerization and for the determination of dimers or other oligomers in the final
products obtained by distillation, various separation methods were used:
fractionation by molecular distillation, separation by simple column liquid
chromatography in open systems (Frankell et al., 1961), paper
chromatography (Rost, 1962), or TLC (Sen Gupta, Scharmann,
1968). The simple GLC analysis with internal standard enabled a direct
determination of monomer and dimer components only, whereas the
temperature-programmed GLC (den O tter, 1970) was able to reach also the
elution of trimer components, however under extreme high temperatures (above
350 °C). The GPC applications (Haken, Obita, 1981; Chan g, 1968;
Inoue etal,1970; Harris etal., 1973) showed an acceptable separation of
oligomers, nevertheless the time consumption for the analysis of one sample was
too extensive unless microparticulate sorbent was used (R a o et al., 1989).

During last ycars, suitable HPLC procedures have been developed, applying
normal (adsorption) chromatography for a convenient separation of oligomers in
dimer faity acids (DFA) using different sorbents with CN-bonded or NHa-bonded
phase (Z ¢ m a i et al, 1986) or bare silica gel (Ve a z e y, 1986) and cluents
ol different composition under isocratic or gradient clution under detection in
UV, by refractometry or using FID. The introduction of the new7simj
chromatographic technique combining TLC separation on silics -g@l-},’mgpxrd

>
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Chromarods with FID detection showed further convenient possibilities in DFA
analysis (Fritz etal., 1988).

The comparison of various separation and detection techniques, classifying
advantages and drawbacks of separate methods for DFA analysis, led to the
following conclusions: in GLC separations, extreme high temperatures are
necessary and DFA samples are to be derivatized to methyl esters; nevertheless, the
instrumentation is available; in simple TLC separations, satisfying resolution and
quantitative evaluation are difficult; HPLC separation in LSCand GPC variants with
the use of different detection principles makes it possible to separate the oligomers
in DFA samples according to the number of carboxyl group in the molecule or
according to the molecular weight distribution with high efficiency under operating
the separation and detection selectivity by the choice of sorbent, mobile phase
composition and detection principle. Thus HPLC became an ideal means for
research and investigation in the DFA synthesis and technology. On the other hand,
the TLC-FID technique appeared as a reliable and powerful method suitable for the
production control of extensive series of DFA samples, keeping the possibility of
regulating the separation selectivity by means of mobile phase composition.

The differences found in the composition data by the different methods (GLC,
GPC, HPLC, TLC-FID) are either limited or can be avoided by respecting the
relative responses of the detectors used by appropriate correction factors.

Problems constitution in the analysis reaction products
of fatty acid dimerization

The complexity of products in unsaturated fatty acids dimerization is well known.
The existence of the three main components in DFA, i.e. monomers, dimers and
trimers (including traces of higher oligomers), is proved. It is common for the
catalyzed reactions of fatty compounds at high temperature, where the fatty acid
composition of original substances and the reaction conditions (catalyst,
temperature, pressure, water, etc.) are determinant for the reaction mechanism and
the composition of final products.

In the reaction mixture during the dimerization not only oligomers are formed,
but there is also a change in the composition and structure of monomer fatty acids.
The unsaturated fatty acids (C,s.1, Cjs:2, Cisg:3) are transformed to dimers by the
Diels-Alder reaction, where linear and cyclic dimer acids are formed; in the monomer
components it can be observed: double bonds shifting, conjugation and isomerization
to trans-configuration as well as cyclization (Sebedio etal., 1987)
and hydrocarbon chains branching between positions 7 and 13 (Haase,
L a a n e, 1988). Since the saturated fatty acids (Ci6.0 and C,g.o predominantly)
remain unchanged, their relative concentrations increase during the dimerization
in the monomer fractions of DFA. Taking into account a decreasing relative
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CH = CH(CH,) ,COOH
CH,(CH,) (CH,) COOH
CHy(Cll,) . (|3H(CHZ)BCOOH
CH(CH,),CH = CH - CR _(CH,) COOH CH;(CH,) |
LD:m+n=150+p=13 CDI:m+n=12;0+p=12
1. Structure of linear dimers 2. Structure of monocyclic dimers

concentration of Cig unsaturatedfatty acids, the composition of the monomer
fraction can be investigated by both GLC and HPLC or by GLC after the hydro-
genation; proving the presence of about 30 % branched Cjs isomers and 20 to 30 %
saturated acids, unreacted Cjg:1 acid and its isomers resp.

In contrast to the monomers, the structure of the main oligomer products was
determined, as indicated for linear dimers (Fig. 1), monocyclic dimers (Fig. 2),
dicyclic dimers (Fig. 3), and trimers (Fig. 4), proved by MS and NMR
(Jensen,Moller,1986;Lawrence, Charbonne au, 1988). The
presence of other structures in limited concentrations, however, cannot be
excluded. Considering the various combinations of C-positions in dimerizing Cjg
molecules, hundreds of individual isomeric components can be present in DFA. It
is evident that the determination of indi-
vidual isomers cannot be performed by
available analytical instrumentations. As
indicated above, the separation to mono-

mer, dimer and trimer fractions is however ~ CH3(Clly),, (CH,) COOH
possible when using GLC, GPC, HPLC,
and TLC-FID. (cuz)qooon
(CH)
CH,) COOH P
(Cllz)pCOOH

(C11,) CH = CH(CH_)) COOH

CHy(CH,) CH= CH
€y~ (CH)CH,

CHy(CHS), 43
CDIm+n=10;0+p=10 Tm+n=120+q+p=10;r+s+1=12
3. Structure of bicyclic dimers 4. Structure of trimers
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In the DFA production for various specific applications, the maximum concentration
of linear dimers is desirable, so that the analytical differentiation of linear dimers (LD)
and cyclic dimers (CD) was the target of out efforts. This was reached by HPLC under
parallel refractometric (RT)and UV detection, presuming clear UV response of cyclic
structures in contrast to the linear ones. For this differential detection, however, more
sophisticated separation than by normal LSC was necessary, esp. for dimer fractions.
This was achieved by the introduction of reversed-phase HPLC on the C;g-bonded
phase using the methanol mobile phase with a trace addition of water. The analogous
system with the higher addition of water can also be used for a better separation of
fatty acids in the monomer fractions. In both cases, the back-flushing technique was
applied for the displacement of trimers and higher oligomers in one peak, or for the
elution of all oligomers together in the analyses for the detailed composition analyses
of remaining monomer fatty acids.

In addition to some examples of applications of our RP-HPL.C on Cg-phase with
the combined the RI and UV detection for the dimerization process investigation
and the analysis of final fractions, some TLC-FID separations are shown, comparing
the chromatograms of final fractions isolated by the molecular distillation with the
chromatograms of some commercial products.

Operating conditions - The HPLC instrumentation was composed of the Knauer
pump 52.00, sample introduction valve Rheodyne 7120, 6-way valve Rheodyne
7010 for switching the mobile phase flow direction in the column, combined RI and
UV (258 nm) detector Knauer 61.00, and two-channel LP recorder TZ 4221 with
an alternative recording on the Shimadzu CR-3-A integrator. The HPLC column
was of 250x4.6 mm I.D. geometry packed by LiChrosorb RP-18, 10 um, under
a mobile phase flow rate of 0.8 ml/min. The composition of mobile phase
methanol/water was 90:10 (v/v) for the analyses of monomer fractions, and 99:1
(v/v), for the determination of monomer fraction (M), linear dimer (LD), cyclic
dimer (CDj, CDy;), and trimers together with higher oligomers (T). The back-flush
(BF) by switching the mobile phase direction was applied after 15 min in the detailed
analyses of monomer fractions or after 25 or 30 min in the analyses for separate
oligomer distribution and differentiation of CD and LD fractions. The samples were
5% solutions in the mobile phase, the injected volume being 20 pl. The analyses
were evaluated from the peak area of RI detection.

TLC-FID was performed on Iatroscan TH-10, Mark III with a built-in analog
integrator and a LP recorder TZ 4221. The FID scanning rate was 0.42 cm/s under
a hydrogen flow rate of 180 ml/min and an air flow rate of 2100 ml/min. All the
analyses were carried out on Chromarod S II by spotting a sample solution of 1 pl.
The mobile phase composition was n-hexane/diethylether/acetic acid 95/2.1/2.9
(v/vIV). The results were evaluated from the area integrated peaks.
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Samples - Various samples from the investigation of the reaction conditions for
the dimerization of zero-erucic rapeseed fatty acids were analyzed by HPLC for the
evaluation of reaction yields and kinetics as influenced by reaction time,
temperature, pressure, catalyst nature and amount, water content, etc. Some selected
fractions from the molecular distillation of these reaction mixtures were also
analyzed, esp. for the composition of monomers in D; fractions, and of oligomers
in D5 fractions, and in distillation residues W; and W5 . Some samples from the
comparative experiments derived from fatty acids of olive and sunflower oil were
also analyzed. Paralel analyses of these samples by TLC-FID were performed, and
in addition, analyses of some commercial products of DFA for comparison (Empol
1018 and 1022, Pripol 1022 and 1040).

RESULTS and DISCUSSION

Examples of TLC-FID analyses are presented in Fig. 5. The separation of
monomer (M), dimer (D) and trimer (T) fractions is enough sharp and can be operated

5. TLC-FID analyses of DFA fractions and some 6. HPLC separation of fatty acids from
commercial products: 1 - D, fraction, 2 - W,  rapeseed oil. Mobile phase was 90%
fraction, 3 - D, fraction, 4 - Pripol 1022, 5 - Empol methanol; UV-UV detection, RI-
1018, 6 - Pripol 1040, 7 - Empol 1022; M - mono-  refractometric detection

mers, D - dimers, T - trimers and higher oligomers
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7. HPLC analyses of two subsequent
stages of fatty acid dimerization,
where Cis:2 and Cjs:3 are not present,
oleic acid (Cis1) concentration is
progresively reduced by dime-

) uv rization, and saturated fatty acid
DfA (Ci6:0, C18:0) and branched acid (i-
“TFA Cig) relative concentrations are

increased. Dimers, trimers and other
oligomers are eluted after back-
flushing (BF) in one peak
(DFA+TFA). Mobile phase was 90%
DFA o8 methanol; UV-UV detection, RI-
T?-’A refractometric detection

)

s 0

by the changes in the mobile phasecomposition. However, analogous results can be
achieved also with the mobile phases composed of n-pentane, diethylether, and
acetic acid.Recorded chromatograms of the samples from the molecular distillation
of final products in Fig. 5 are compared with those of the four known commercial
products of different compositions. As is evident from the Figure, the separation to
M, D and T fractions is sufficient for the current analytical control in the DFA
production. No derivatization is necessary and the TLC-FID procedure is simple;
since many individual samples can be developed simultaneously even with three to
five repeating analyses of the same sample (i. e. parallel analyses on three to five
Chromarods for keeping the appropriate repeatability of results), the maximum
capability of TLC-FID is evident as an advantage compared with HPLC or GLC.
This has been found in our comparative study applying interlaboratory testing and
supported later by other authors.

Examples of the HPLC analyses are shown in Figs. 6 - 13, where chromatograms
of initial fatty acids, reaction mixtures and distillation fraction are presented. In
nearly all the reaction mixtures, an increase of the component in the M fraction with
reaction time is evident, corresponding to branches of C;gacids and simultaneously
a decrease of unsaturated fatty acids caused by the forming of oligomers and partly
by conversion to other monomer components under isomerization, conjugation or
cyclization, as it is proved by various shapes of UV records. The more unsaturated
components (C;g:2, and in particular C;g.3,acids) disappear quickly from the reaction



8. HPLC analyses of two subsequent
stages of fatty acid dimerization,
where C,g., and C,g 5 are not present,
oleic acid (Cq,) concentration is
progresively reduced by dimerization
and saturated fatty acid (Cyg.0, Cig.0)
and branched acid (i-C,q) relative
concentrations are increased. Dimers,
trimers and other oligomers are eluted
after back-flushing (BF) in one peak
(DFA+TFA). Mobile phase was 90%
methanol; UV-UV detection, RI-
refractometric detection
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mixtures showing a tendency to form cyclic monomers with extreme high uv
absorbance under a clear shortening of their retention.
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9. Distillation fraction D,
from dimerized sunflo-
wer oil fatty acid, sepa-
rated by HPLC with 99%
methanol, where the
presence of two types of
cyclic dimers (CD; and
CDyp) is proved by their
UV absorbance in con-
trast to linear dimers (LD);
M-monomers, T- trimers
after backflushing(BF)
UV-UV detection, RI-
fractometric detection



Potrav. VE&dy, 11,1993 (1) 1 1-12
\/— ‘\/_‘
uv

RI LD 04p2

T

"A‘ T 1 T l--:x.l T

&0 [min} *

3
Oo—te—

10. Reduced concentrations of cyclic dimers in distillation fraction D, from olive oil fatty acids,
separated by HPLC with 99% methanol; M-monomers, T-trimers after back-flushing (BF); UV-UV
detection, Rl-refractometric detection
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W‘ uv
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11. HPLC separation of W, fraction from dimerized rapeseed oil fatty acids, where the presence of
cyclic dimers with high absorbance is evident; M-monomers, T-trimers after back-flushing (BF);
UV-UV detection, RI-refractometric detection
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The advantage of the parallel UV and RI response recording in HPLC is evident in
the analysis of the initial mixture of fatty acids from zero erucic rapeseed oil (Fig. 6),
where the maximum UV absorbance is recorded for C,g.3, reduced for Cyg.2, and
very limited for C,g.;, while the true contents of these components recorded by the
RI detection are in the inverse ratio; the UV absorbance of saturated fatty acid
components is - as expected - at zero level. The proportions of peak areas in the RI
detection are in agreement with the current composition data for the zero erucic
rapeseed fatty acids analyzed by GLC. The retention order of common fatty acids
in the RP-HPLC analyses is indicated in various papers (e.g. Lawrence,
Charbonn e au, 1988), so that the identification is possible even without pure
standards.

More complicated is the identification of the monomer components in reaction
mixtures and in concentrated monomers from molecular distillation (D2 fraction).
The identification of saturated components (Cjs.g, Cy6:0) is easy in RI records; a quick
disappearance of C;g.3and Cyg.2at reaction initial stages is evident from UV records.
In the course of the dimerization reaction, a steady decrease of cis-Cig;; is apparent
under its peak broadening caused by double bond migration and stereoisomerization.
A typical phenomenon during the reaction is a steady increasing peak with lower
retention for Cyg.0, corresponding evidently to the set of branched C;s fatty acids
(Figs. 7 and 8). The initial parts of HPLC chromatograms, where Cy3 - C;4 fatty
acids have their retention area, shows an increased UV absorption of some samples:
this could be explained by the presence of monomer acids with cyclic structures

i) 36

12. Composition of reaction mixtures in the study of temperature influence; T-trimers. For
description see Fig.7
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13. Composition of reaction

mixtures in the presence of higher

water additions; T-trimers.
B s For description see Fig.7

Bix] 3 ; ,20 ) ‘ 1 : °

because their retention in RP-HPL.C must be evidently shorter than that of the initial
Cigstraight chain dienoic or trienoic acids.

The estimation of cyclic dimer (CD) proportions in the chromatograms of reaction
mixtures and distillation fractions was based on the presumption that linear dimers
(LD) had nearly zero UV absorbance in contrast to CD. UV detection records are
thus decisive for the differentiation of CD and LD peaks in RI detection records
where an incomplete separation of CD and LD took place. This is evident in Fig. 9,
where the analysis of distillation dimer fraction D is recorded, prepared from
sunflower oil fatty acid, rich in dienoic acid (C;s.2), where the forming of CD is
promoted: even the differentiation of CD in two fractions (CD;j and CDy;) is clear,
where CDjwith higher UV absorbance should be attributed to dimers with two-ring
structure (Fig. 3) and CDy; to monocyclic dimers (Fig. 2). The relative retention
of CDy and CDyp is also in agreement with the attributed structures. In the
corresponding distillation fraction of dimers from olive oil fatty acids, containing
monoenoic acids predominantly, LD are present as an absolute major component
(Fig. 10). The differentiation of both CDy and CDy from LD in the main enriched
fraction of dimers W) from rapeseed oil fatty acids, is also possible (Fig. 11).

On the chromatograms of various experiments for the optimization of the
dimerization reaction, the influence of the reaction temperature of C;g isomers
formed in the monomer fraction can be demonstrated (Fig. 12) in contrast to the
experiments performed under the presence of higher concentrations of water, where
the oligomer forming and branching isomerization is limited (Fig. 13). Another
interesting discovery is that in monomer distillation fractions D1, the trace dimer
content is represented by CD only: this is in correspondence with the presumed
higher relative volatility of CD compared with LD.

10
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CONCLUSION

As it is evident from the chromatographic data of the contents of separate
components, various further discoveries can be deduced, important for a better
recognition of various reactions in the unsaturated fatty acid dimerization process
and for the optimization of reaction conditions. Though HPL.Chas shown more basic
knowledge, it is for its particularity less suitable for the plant analytical control than
the simple TLC-FID procedure on the Iatroscan instrument enabling the analysis of
more samples in the same span than HPLC.
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L Zcman,* W. Schwarz, J. Bradt, J. Zajic (SETUZA, a. s., Usti nad Labem;
Vysokad Skola chemickotechnologicka, Praha)

Chromatografické analyzy produktii z polymerace mastnych kyselin °

Polymerace nenasycenych mastnych kyselin je v oblasti vyroby potravinaiskycholeji
neZddoucim jevem a naopak cilenym procesem pffi zpracovani olejii na nékteré technické
vyrobky. Proto jiZ delsi dobu vénuje fada odbornikill pozornost kromé technologickym
strankdm procesu i analytickému sledovani polymerace jak z pohledu kvalitativniho, tak
i kvantitativniho. V pfedloZené prici byly porovndviny nékteré chromatografické techni-
ky pfedevdim HPLC a TLC-FID. Zékladni parametry HPLC byly dédny kolonou
s LiChrosorb RP-18 a mobilnimi fizemi methanol/voda 90/10 (v/v) pro analyzu mono-
meri a 99/1 pro stanoveni dimerd, trimerii a oligomerd. Pfi pouZiti TLC-FID byla kolona
plnéna Chromarodem SII a mobilni fizi tvofila smés n-hexan/diethylether/kyselina
octové 95/2,1/2,9 (v/v/v). Paralelni detekce v UV oblasti spektra v kombinaci s refrakto-
metrii pfi pouZiti HPLC umoZiiuje rozlisit linedrni a cyklické dimery. Pfi polymeraci
mastnych kyselin olivového oleje s dominantni mastnou kyselinou - kyselinou olejovou
vznikaji pfedeviim linedrni dimery. Pfi polymeraci mastnych kyselin slunegnicového
a fepkového oleje se tvoif cyklické dimery s vyznacnou sloZkou dicyklické struktury
vedle monocyklickych monomerd.

Ze srovnani analytickych vysledkli obou pouZitych chromatografickych technik
vyplyvd, Ze HPLC poskytuje vice zdkladnich poznatkli o priib&hu reakce a sloZeni
vysledného produktu neZ TLC-FID. Ta je oviem jednodussi a snaZsi metodou pro
kontrolu technologického procesu polymerace mastnych kyselin.

polymerace; mastné kyseliny; HPLC; TLLC-FID; chromatografie

12
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ZAVISLOST PO(;‘TU MEZOFILNICH A PSYCHROTROFNICH
BAKTERII U VZORKU Z PRVOVYROBY MLEKA

Eva URBANOVA, Jana VYHNALKOVA, Milena MALIKOVA

Vyzkumny istav veterindrniho léka¥stvi, Hudcova 70, 621 32 Brno

Celkovy pocet mikroorganismi a po&et psychrotrofnich baktérii byl testovin
ve tfech souborech vzorki syrového kravského mléka a ve étyfech souborech
vzorki ziskanych pfi kontrole sanita&nich reZimi v prvovyrobé miéka. Bylo
prokdzéno, Ze existuje vztah mezi obéma veliinami (celkovy pocet a podet
psychrotrofnich mikroorganismil). Vzdjemny stupeii zivislosti byl u vétSiny
soubori statisticky vyznamny (P = 0,01)

psychrotrofni baktérie; mezofilni baktérie; syrové mléko; stéry dojiciho zafi-
zenf; korelacni koeficient

PfestoZe zemé&délskd prvovyroba u nés prochézi sloZitym obdobim, nezbytnym
poZadavkem kontrolnich orgéndi, ale i zpracovatelskych zdvodd a podniki musf{
byt kvalita vyprodukované suroviny. V plné $ifi to plati i o syrovém kravském
mléce, které, jak uvddi Slanec (1990), zistdva ve veterindrné hygienickém
dozoru slabym mistem a norma CSN 57 0529 nespliiuje podminky pro dalsf
zlepSeni jakosti nakupované suroviny. V souc¢asné dobé& probihd v revize
stdvajici normy v souvislosti s pfipravou koncesnich podminek pro vyrobce
mlééné suroviny. Kadlec (1990) podmifiuje revizi vazbou na poZadavky
mezinirodniho odboru a doruCuje zaméfit se v oblasti mikrobidlni kvality
mléka na hygienickou jakost z hlediska CPM, termorezistentnich a psy-
chrotrofnich baktérif a vzdjemnych vazeb mezi nimi. Havlovéd, Cvak
(1990)a Herian (1990) potvrzuji, Ze k prognéze chovéni mléka pfi techno-
logickych procesech a trvanlivosti z néj vyrobenych produktd je dileZitym ukaza-
telem poclet psychrotrofnich baktérii. Souvisi to pfedevSim se zavedenim
rozsihlého systému chladirenstvi v prvovyrobé mléka pfi jeho zpracoviéni i skla-
dovéni vyrobkd.

V dosavadni praxi poskytuje celkovou charakteristiku hygienické Grovné prvo-
vyroby mléka pifedeviim po&et mezofilnich mikroorganismli oznadovanych jako
CPM a pocet koliformnich baktérif jako indikitor tzv. fekilniho zne&iSténi.
V§znam sledovéni po¢tu koliformnich baktérif jako kritéria pro riziko pfitomnosti
enteropatogennich kmem{ je podle fady autorl (napf. Redy et al,, 1984)
miniméln{ a jak uvddéji Havlovd a Cvak (1990), ve vétSiné zemi se
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nepouZivi. Stejné€ tak hrani¢ni hodnoty baktéridlnich kontaminant pro jakostni
skupiny jsou ve viech evropskych zemich podstatné€ niZ3i neZ u nés.

Chladirensk4 technika v celém procesu ziskdvani a zpracovivani mléka zvy3ila
vyznamnost pfitomné psychrotrofni mikrofléry, nebof tato se miZe v nizk§ch
teplotich aktivné mnoZit. ProdlouZenid doba skladovini syrového mléka pied
pasterizaci vede k rozvoji po¢tu psychrotrofnich lipolytickych a proteolytickych
bakteridlnich kmend, které produkci svfch enzymid zplsobuji neodstranitelné
zmény a poSkozeni mléka, projevujici se obtiZemi v technologickém procesu
zpracovéni suroviny i v jakosti mlé&nych vy§robkd. Vzhledem k t&mto
skute¢nostem a znalostem svoznych reZimd nasich mlékéren, kdy probihéd dlou-
hodobé chlazeni jiZ na farméch, vénovali jsme psychotrofnim kontaminantim
pozornost jiZ v pfedchozich letech (M alikov4 et al., 1986, 1988; Urba -
nov i etal, 1988). Pfi zpracovini v mlékdrnich pak z technologickych i ekono-
mickych divodd je syrové mléko rovnéZ skladovdno (Gajdidsek,
Kub &n ov 4, 1987), coZ opét zvySuje technologick4 rizika.

Predklddand price je zaméfena na zhodnoceni vyznamu stanoveni psychrotrofnich
kontaminant ve vztahu k CPM.

MATERIAL a METODY

Byly hodnoceny tfi soubory (1M, 2M, 3M) stanoveni celkovych poctd
mikroorganismi (CPM) a po¢td pychrotrofnich baktérii (PP) v syrovém kravském
mléce a &tyfi soubory (1S, 2S, 3S, 4S) téchto hodnot ziskanych pfi kontrole
sanitacnich rezimd v prvovyrobé mléka. Stanoveni CPM bylo provedeno podle
CSN 57 0101. Po&et psychrotrofnich kontaminant byl stanoven na maso-
peptonovém agaru (MPA) s 1% laktosou po inkubaci pfi 7°Cpo 10dni (Ho le c,
1983). U vsech soubord byl stanoven korela¢ni koeficient (r) jako mira korelace
mezi ziskan§mi hodnotami obou testi (Matouskovéd, Cigler, 1990),
aby byla ¢i nebyla prokizina existence jejich vzdjemné zivislosti.

VYSLEDKY

V prvnim souboru (1M) bylo hodnoceno 93 vzorkd syrového miéka z ichovnych
nddrzi zemédélskych farem ziskanych pfi mapovani Grovné nasdvaci oblasti zadvo-
du KDV Zibieh na Mor. Hodnoty CPM se pohybovaly od min. 5,0.10* do max.
3,5.107, hodnoty PP od min. <10? do max. 2, 8.10%. U 32 vzorkd (34,4%) byly
hodnoty CPM a PP na stejné hladiné kontaminace, vy3§i hodnoty CPM neZ PP
byly u 48 vzorkid (51,6%) - tab. I. Korela¢ni koeficient je r = 0,096 < r, = 0,2172,
coZ naznacuje, Z2e mezi hodnotami CPM a PP v tomto souboru nebyla zjidt€na
statisticky v§znamné zivislost.

14



Potrav. Védy, 11,1993 (1) : 13-19

V druhém souboru (2M) bylo hodnoceno 41 vzorkii syrového mléka zichovnych
nédrzi zemédélskych farem nasévaci oblasti zdvodu KDV po zavedeni ndpravnych
opatieni v prvovyrob& mléka, k zv yﬁem jeho mlkroblologlcké jakosti. Hodnotz
CPM se pohybovaly od min. 3,0.10% do max. 3,7.10’ , hodnoty PP od min. 3,5.10
do 5,7.10%. U 18 vzorkd (43,9%) byly hodnoty CPM a PP na stejné hladiné konta-
minace, vy33i hodnoty CPM neZ PP byly u 23 vzorki (56,1 %). Korela¢ni koefi-
cient je r = 0,980, coZ naznacuje vysokou zivislost mezi hodnotami CPM a PP
v tomto souboru. Porovnénim s tabulkovou hodnotou rp pro hladinu v§znamnosti
P = 0,01 ziskéme r = 0,980 > r, = 0,4182. Tento v§sledek prokazuje statistickou
zavislost pfi dané hladiné v§znamnosti.

1. Porovnéni tirovné CPM a PP stanovenych ve vzorcich syrového mléka - Comparison of the
CPM and PP levels determined in fresh milk samples

Pote Shodni droveii Vyssi uroveﬁ Vyssi uroveﬁ
Gislo s CPM a PP’ CPM nez PP* PP nez CPM’
saiiboil testova:{nych poéel s ot
vzorkii?
vzorki® [%] vzorkil [%] vzorku (%]

1M 93 32 344 48 51,6 13 14,0

2M 41 18 43,9 23 56,1 0 0

3M 89 35 39,3 51 57,3 3 34
Celkem’ 223 85 38,1 122 54,7 16 72

Plati pro tab. I a II - Holds for Tables I and II:
CPM = celkovy potet mikroorganismii - total count of microorganisms
PP = potet psychrotrofnich mikroorganismi - count of psychrotrophic microorganisms

!number of set, Zcount of samples tested, equtvalent level of CPM and PP, 4h1gher level of CPM
than of PP, *higher level of PP than of CPM; °count of samples, Ttotal

Ve tietim souboru (3M) bylo hodnoceno 89 vzorkil syrového mléka z Gichovnych
nadrzi zemédélskych farem nasévaci oblasti Brna. Hodnoly CMP se pohybovaly od
min.2,0. 10*domax. 1 8. 10 , hodnoty PP od min. 1,0. 10 domax. 6,2. 10%. U 35 vzorkd
(39,3%) byly hodnoty CPM a PP na stejné hladiné kontaminace, vy3Si hodnoty CPM
byly u 51 vzorki (57,3%). Korela¢ni koeficient je r = 0,938, coZ naznaCuje vysokou
Zévislost mezi hodnotami CPM a PP v tomto souboru. Porovninim s tabulkovou
hodnotou r, pro hladinu v§znamnosti P = 0,01 ziskime r = 0,938 > r, = 0,2830.
Tento V\]sledek prokazuje statistickou zivislost pfi dané hladiné vyznamnosti.
Stejné tak byly hodnoceny ¢tyfi soubory vysledki CPM a PP ziskané
z depistaznich stérl dojiciho zafizeni (strukovy nédsadec, hadice, resp. spoj pred
pulséitorem, pfepoustéci hadice, resp. trubka, ichovna nidrz, vpust'do precerpivaci
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nddoby v dojirné, plovik v pfecerpavaci nddrZi v mléc¢nici), jimiZ byla hodnocena
uroveii kantaminace pied ¢iSténim a po Cisténi a sanitaci.

V prvnim souboru (1S) bylo hodnoceno 24 vzorki stérd pied sanitaci dojictho
zafizeni v zemé&dé€lskych farméch nasivaci oblasti KDV Zabieh na Mor. po zavedeni
népravnych opatfeni v prvovyrob& mléka. Hodnoty CPM se pohybovaly od min.
5,0.10?domax. 5,0.10% hodnoty PP od min. 0do max. 5,0.105. U deviti vzorki (37,5 %)
byly hodnoty CPM a PP na stejné hladiné kontaminace, vy3$§i hodnoty CPM byly
u 12 vzorkid (50,0 %) - tab. II. Korelaéni koeficient je r = 0,600, coZ naznacuje zavislost
mezi hodnotami CPM a PP v tomto souboru. Porovnanim s tabulkovou hodnotou r,
pro hladinu v§znamnosti P = 0,01 ziskdme r = 0,600 > r, = 0,5368. Tento vysledek
prokazuje statistickou zavislost pfi dané hladiné vyznamnosti.

V druhém souboru (2S) bylo hodnoceno 23 vzorki stérd po sanitaci dojiciho
zafizeni, které bylo testovano v pfedeslém souboru. Hodnoty CPM se pohybovaly
od min. 1,0.10'do max. 5,0.10% hodnoty PP od min. 0 do max. 5,0.10°. U 15 vzork#d
(65,2 %) byly hodnoty CPM a PP na stejné hladiné kontaminace, vy$8i hodnoty
CPM byly u Sesti vzorki (26,1 %). Korela¢ni koeficient je »=0,755, coZnaznaluje
zévislost mezi hodnotami CPM a PP v tomto souboru. Porovnéni s tabulkovou
hodnotou r, pro hladinu v§znamnosti P = 0,01 ziskdme r = 0,755 > r,= 0,5368.
Tento vysledek prokazuje statistickou zévislost pfi dané hladin€ vyznamnosti.

II. Porovndni tirovné CPM a PP stanovenych ze vzorkii stéri dojiciho zafizeni (50 cm?) -
Comparison of the levels of CPM and PP determined from samples of scrapings from milking
machine (50 square cm)

Pode Shodn4 drovei Vys3i droveii CPM | VysSi droveii PP
Cislo . CPMa PP? nez PP* nez CPM®
soihicil testoval:lﬁ)'éch oot m— e
VZOor
vzorki® (%] vzorkl (%] vzorkil (%]
1S 24 9 37,5 12 50,0 3 12,5
28 23 15 65,2 6 26,1 2 8,7
3S 19 14 73,7 5 26,3 0 0
4S 22 11 50,0 8 36,4 3 13,6
Celkem’ 88 49 55,7 31 35,2 8 9,1

Ve tietim souboru (3S) bylo hodnoceno 19 vzorki stérd pred sanitaci dojiciho
zafizeni v rybinové dojirné VKK Maletin. Hodnoty CPM se pohybovaly od min.
5,0.10? do max. 2,6.107, hodnoty PP od min. 5,0.10' do max. 5,0.10”. U 14 vzorkd
(73,7 %) byly hodnoty CPM a PP na stejné hladiné kontaminace, vyssi hodnoty
CPM byly u péti vzorki (26,3 %). Korela¢ni koeficient je r = 0,688, coZnaznacuje
zivislost mezi hodnotami CPM a PP v tomto souboru. Porovnanim s tabulkovou
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hodnotou r, pro hladinu v§znamnosti P = 0,01 ziskdme r = 0,688 > r,= 0,5751.
Tento vy§sledek prokazuje statistickou zévislost pfi dané hladiné vyznamnosti.

Ve ¢&tvrtém sobouru (4S) bylo hodnoceno 22 vzorkd stérl po sanitaci dojiciho
zafizeni VKK Maletin. Hodnoty CPM se pohybovaly od min. Omax. 1,1 .10% hodno-
ty PP od min. 0 do max. 5,0.1($ . U 11 vzorki (50,0 %) byly hodnoty CPM a PP na
stejné hladin€ kontaminace, vy338f hodnoty CPM byly u osmi vzorki (36,4 %). Kore-
la¢ni koeficient je r = 0,675, coZ naznauje zévislost mezi hodnotami CPM a PP
v tomto souboru. Porovnénim s tabulkovou hodnotou r, pro hladinu v§znamnosti
P = 0,01 ziskdme r = 0,675 > r, = 0,5368. Tento vysledek prokazuje statistickou
zévislost pfi dané hladin& v§znamnosti. '

ZAVER

Pii celkovém hodnoceni lze fici, Ze byla prokdzéna vzijemni korelace mezi
stanovenim CPM a PP, a to u vétSiny testovanych soubori statisticky vyznamna.
Souvislost mezi nilezy CPM a po&tem psychrotrofnich kontaminant v syrovém
mléce byla dokumentovéna i v literatufe (Cousin, 1982; PeSek,
Zivodsky, 1986). Malikovié et al. (1986) pozorovali zdvislost mezi
pocty CPM a psychrotrofnimi pouze u mléka s vybérovou kvalitou, tedy miéka
s nizkym zastoupenim kontaminujici mikrofléry, kdeZto u ostatnich jakostnich tiid
vysledky priikazné nebyly.

Vysledky této price naznacuji, Ze jak CPM, tak pocet psychrotrofnich konta-
minant mohou bft ekvivalentnim kritériem pro zafazeni syrového mléka do
jakostni tfidy. Vzhledem k pouZivané chladici technice pfi sbéru, svozu, skla-
dovéni a distribuci, kdy jsou pfiznivé podminky pro riist a pomnoZeni pfedeviim
psychrotrofni mikrofléry, mélo by byt prioritni kritérium jejich Grovné. Tento
pozadavek je ve shod& s dal$imi naSimi autory (Kadlec, 1990; Havlov4,
C v a k, 1990), ktefi pozaduji pti soulasné revizi CSN 57 0529 zohlednit v§znam
psychrotrofni mikrofléry pro technologickou hygienickou jakost suroviny.
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Relationship between the counts of mesophilic and psychrotrophic bacteria
in samples from the milk primary production

The article is a contribution to current process of inspection of the existing state
standard for purchase of fresh cow milk. In up-to-now practice the characteristics
of sanitary level of milk primary production is determined especially by total counts of
mesophilicaerobic and optionally anaerobic microorganisms and by a count of coliform
bacteria. However cooling technique increase in the whole process of milk obtaining
and processing the importance of present psychrotrophic microflora, because this
microflora can cause by production of its lipolytic and proteolytic enzymes changes
and damages in milk. In the article the importance of determination of psychrotrophic
contaminants count (PP) with relation to total count of microorganisms (CPM) was
evaluated. Three sets (1M, 2M and 3M) of the CPM and PP values in the fresh cow
milk and four sets (1S, 28, 3S and 4S) of these values, obtained during control of sanitation
regimes in the milk primary production, were worked out. The results obtained of total
counts of microorganisms and counts of psychrotrophic bacteria in evaluated sets of fresh
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milk samples are reciprocally compared in Table 1. The data on determined values,
obtained for sets of samples from milk primary production, are in Table II.

In the first set (1M) 93 samples of fresh milk from storage tanks of agricultural farms
were evaluated. Correlation coefficient for the results obtained is as follows: r = 0.096 <
< rp0.005 = 0.2172, which indicates, that statistically significant dependence between
the CPM and PP values in this set was not found.

In the second set (2M) 41 samples of fresh milk from the storage tanks of agricultural
farms were evaluated. Correlation coefficient obtained is as follows: r = 0.980, which
indicates high dependence between the CPM and PP values in this set. By comparison
with the r, values form the table for the level of significance P = 0.01 we obtain
following relation: r = 0.980 > r, = 0.4182. The result proves statistical dependence at
the level of significance given.

In the third set (3M) 89 samples of fresh milk from the storage tanks of agricultural
farms were evaluated. Correlation coefficient for the results of tests is as follows:
r = 0.938, which indicates high dependence between the CPM and PP values in this set.
By comparison with the r, values from the table for the level of significance P = 0.01
we obtain following relation: r = 0.938 > r, = 0.2830. The result proves statistical
dependence at the level of significance given.

In the 1S set 24 samples of scrapings before milking machine sanitary control on
the agricultural farms were evaluated. Correlation coefficient for the results obtained
is as follows: r = 0.600. By comparison with the r, value from the table for the level
of significance P = 0.01 we obtain following relation: r = 0.600 > r, = 0.5368. The
result proves statistical dependence between the CPM and PP values at the level of
significance given.

In the 28 set 23 samples of scrapings after milking machine sanitary control were
evaluated. Correlation coefficient obtained is as follows: r = 0.755, which indicates
dependence between the CPM and PP values. By comparison with the r, value from
the table for the level of significance P = 0.01 we obtain following relation: r = 0.755 >
> r, = 0.5368, which proves statistical dependence at the level of significance given.

On the 38 set 19 samples of scrapings before milking machine sanitary control in the
herring-bone milking parlour were evaluated. Correlation coefficient for the results
from tests was as follows: » = 0.688 > r, = 0.5751. The results proves statistical
dependence between the CPM and PP values at the level of significance given.

In the 4S set 22 samples of scrapings after milking machine sanitary control in the
herring-bone milking parlour were evaluated. Correlation coefficient obtained is as
follows: r = 0.675, which indicates dependence between the CPM and PP values in
this set. By comparison with the r, value from the table for the level of significance
P=0.01 we obtain following relation: r = 0.675 > r, = 0.5368, which proves statistical
dependence at the level of significance given.

psychrotrophic bacteria; mesophilic bacteria; fresh milk; milking machine scrapings;
correlation coefficient
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KONTAMINACE A KOLONIZACE MLEKARENSKYCH PROVOZU
OSMOTOLERANTNIMI MIKROORGANISMY

Jana HAVLOVA, Viadimir ERBAN, Eva JICINSKA

Vyzkumny istav mlékdrensky, JindFisskd 5, 100 00 Praha 1

V prici jsme ovéfovali zvySeni zichytu stafylokokii ve vzorcich syrového
a pasterovaného mléka, ureného pro vyrobu syrii nebo slazeného kondenzo-
vaného. mléka, selektivnim pomnoZenim ve vzorcich mléka. Selektivni
pomnoZeni zvySovalo citlivost detekce (procento pozitivnich ndlezii) 10 az
20krét ve srovnéni s procentem zichyti metodikou podie CSN. Ve stérech
z prostfedi dvou mlékirenskych zdvodii (syrdrny a vyroby slazeného
kondenzovaného mléka) po sanitaci, neselektivné i selektivné pomnoZenych,
prevlddaly osmotolerantni kmeny baktérii, kvasinek a plisni. Selektivni
pomnoZeni zvySilo ndlezy osmotolerantnich kvasinek a plisni pfibliZné
dvojndsobné. Vysledky postsanitacniho priizkumu vyskytu osmotolerantnich
organismil v obou zdvodech ukazuji na kolonizaci technologického prostiedi
zdvodu osmotolerantnimi mikroogranismy. Pfedklddd se model cirkulace
osmotolerantnich mikrobli v mlékarenskych zdvodech a diskutuje se pouZi-
véini pomnoZovacich metod k detekci zdroji osmotolerantni kontaminace
v suroviné a ve vyrobé.

osmorezistence; stafylokoky; pomnoZovani; kolonizace

Osmorezistentni mikroorganismy patfi k nejrozSifené;jSim a také nejobtiZné&j$im
kontaminantim v potravinéiskych provozech, kde se pracuje s vysokou koncentra-
ci cukril nebo soli. Z hlediska fyziologie osmorezistnich mikrobd, ale i z praktické-
ho hlediska je Gcelné rozliSovat osmofilni a osmotolerantni mikroby. Osmofilni
mikroorganismy vyZaduji k aktivhimu rozmnoZovéni prostiedi s vysokou osmo-
laritou. V pfirodé se vyskytuji jen v uritych specializovanych lokalitach, proto
jako kontaminanty potravindfskych vyrobkd prakticky nepfichizeji v Gvahu.
Osmotolerantni mikroorganismy naopak divaji pfednost prostfedi s niZ$i osmo-
laritou, aviak rychle se pfizplisobuji prostfedi s nizkou aktivitou vody; v takovém
prostifedi mohou nejen dlouhodobé pieZivat, ale obvykle se v ném i rozmnoZuji.
Mnohé z nich jsou kosmopolitni druhy, vyskytujici se v nejriizné;jSich ekosysté-
mech. Pro potraviniiskou vyrobu je zivazné je zdvazné, Ze k nim patii i nékteré
velmi rozsifené patogenni mikroorganismy, napf. stafylokoky, z plisni Cetné
druby rodu Penicillium a Aspergillus, schopné produkovat mykotoxiny.
ObtiZznost osmotolerantnich kontaminantd pro potravindiskou vyrobu spociva
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pfedevsim v tom, Ze mohou kontaminovat vyrobky ¢dste¢né konzervované vyso-
kou osmolaritou (pomoci soli nebo cukrill), nebo sniZzenim aktivity vody (dehydra-
taci), s dlouhou garan¢ni dobou; v nékterych produktech se mohou dodatené
pomnoZovat, takZe i nepatrnd pocatecni kontaminace se miZe béhem vyroby
a dal$ich manipulaci s produktem pomnoZit nad hygienicky pfipustnou mez,
pfipadné i zplsobit zdvazné defekty v jakosti vyrobku jesté b&hem garan&ni lhity.

Vedlejsi, aviak technologicky zédvazny dlisledek osmotické adaptace osmo-
tolerentnich mikrobdl, pfedev$im stafylokokdl, je soudasny vzriist jejich rezistence
k jingm stresovym faktorim, béZnym v potravinaiské vyrobé: k tepelnému Soku
(pasteraéni zahfevy), k vyschnuti (suSdrenskd vyroba), k toxick§ym chemikaliim
(dekontamina¢ni a sanitaéni prostfedky). Bylo napf. zji§téno, Ze osmotick4 adapta-
ce stafylokokll pfi soleni syrii zvySuje preZiti pfi dal$im skladovani, dokonce
i schopnost k rozmnoZovéni a produkci enterotoxind v téchto podminkach (Ibr a -
him etal,1981;Koenig, Marth, 1982). Osmotickd preadaptace prodlu-
Zovala pieZiti Staphylococcus aureus v suSeném mléce M c Divitt etal,
1964), zvySovala odolnost k zdhfevu nad 60 °C, k zmrazeni a rozténi a lyofi-
lizaci vyrobku, umoZiiovala riist a produkci enterotoxind pfi supraopti-
maélnich teplotdch a rychlou resuscitaci subletdlné poskozenych bunék
(pfehledné Halpin--Dohnalek, Marth, 1990). Dodate¢nd adaptace
osmotolerantnich mikroorganismi k riznym technologickym stresim ziejmé
souvisi s koordinovanou expresi stresovych reguloni (skupin geni a operond, které
koduji adaptivni reakce na jednotlivé stresové faktory). A¢koliv vzdjemn4 indukce
stresovych reguloni nebyla u stafylokokd dosud tak podrobné studovina, jako na
modelovych systémech Escherichia coli a Bacillus subtilis, indukce ¢tyf hlavnich
proteindi tepelného Soku mirnym zdhfevem zvysila u Staphylococcus aureus
a S. epidermidis soucasné i osmorezistenci a rezistenci k toxickym chemikaliim
(Quoronfleh etal., 1990)aklyzi B-laktamovymi antibiotiky. Také u kvasi-
nek vzriist bunééné koncentrace osmoprotektivnich 1dtek béhem osmotické adapta-
ce nebo pfi hladovéni ve staciondrni fzi ristu soucasné indukuje osmotoleranci
a dalsi stresové resistence (Wiemken, 1990; Panaretous, Piper,
1990). Ukazuje se tak, Ze ¢iste¢nd konzervace mlékdrenskych a jinych potra-
vindiskych vyrobkd sniZenou aktivitou vody, zaméfend na omezeni ristu Skodli-
vych kontaminujicich mikrobd, u osmotolerantnich organismd miiZe naopak vést
k rychlé globélni adaptaci k technologickému prostiedi; u stafylokokd dokonce
i k preferenci prostfedi s vysokou koncentraci soli (Stiles et al., 1959;
Koenig, Marth, 1982). Tim se vSak také zvySuje moZnost pomnoZeni
malych pocate¢nich kontaminaci, ¢asto prokazatelnych béZnymi kultivaénimi
postupy, bez predbéZného pomnoZeni. K priikazu této nizké osmotolerantni konta-
minace by mohlo byt G¢elné pouZivat pomnoZovaci metody, které se v potra-
vindrské mikrobiologii pouZivaji obvykle jen k priikazu nékterych patogennich
baktérii, nebo vhodné modifikace téchto metod.
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V naSem prizkumu jsme se zabyvali metodikou a zichytnosti selektivniho
pomnoZeni ve srovnini s b&Znymi kultivaénimi postupy pro detekci konta-
minujicich osmotolerantnich mikroorganismd v suroviné (mléce a pasterovaném
mléce), prostiedi zdvodu a ve findlnich v{robcich ve dvou typech mlékarenskych
zdvodd, v syrdrné a vyrobé slazeného kondenzovaného mléka.

MATERIAL a METODY

Média - Tekuté pomnoZovaci médium Giolitti-Cantomi (GCM), Baird-Parke-
riv agar (BPA), Zloutkovy slany agar (ZSA) podle CSN 56 0089; médium
s kvasménim extraktem, glukosou a antibiotiky, podle CSN 56 0087, pro stano-
veni kvasinek a plisni bylo pouZivano v tekuté a agarizované formé (KG, KGA).

Modifikovana média, sloZeni a priprava — Modifikované KG a KGA pro
pomnoZeni osmoﬁlmch a osmotoleratnich kvasinek a plisni: na 1000 cm’ sterilniho
KG nebo 1000 cm’ sterilntho rozpusténého KGA se pridévalo 100 glaktosy a 100 g
sacharosy. Po rozpusténi cukrfi, promichéni a rozplnéni se média pfesterilizovala
20 minut v proudici pafe (oznateni médii KGM, KGAM).

Slany bujén s glukosou (SG): Bujén &. 2 se pfipravil podle pokynil virobce. Na
1000 cm?® média se pfiddvalo 70 g NaCl a 50 g glukosy a sterilizace probihala
15 minut pfi 121 °C.

Agar s nystatinem: Ke 100 cm?® sterilniho rozpustténého GTK nebo BPA se
pfidavalo po 1 cm? sterilni vodné suspenze 0,1% nystatinu. Po promichéni se agary
vylévaly do Petriho misek (oznateni GTKN, BPAN). Anaerobni kultivace
v médiich GCM a SB se provadéla pfevrstvenim 10 cm? zaotkovaného média ve
zkumavce 2 cm vysokou vrstvou sterilniho vodného agaru.

Odbér vzorku z prostiedi a ovzdusi — Stéry se odebiraly ze dvou pfilehlych
mist zkoumaného povrchu (asi 5 cm?) sterilnfmi vatovymi tampény, navlh&enymi
v pfislu§ném testovacim médiu.

Zichyt kvasinek a plisni ze stérd - jeden z p4rd tampond se propldchl v 10 cm?
KG a 1 cm® smyvu se naofkoval do KGA (ockovini bez pomnoZeni). Zbylé
médium s tamponem se inkubovalo tfi dny pfi 22 aZ 24 °C (neselektivni pomno-
Zeni). Druhy z péru tampond se proplichl v KGM a médium s ponofenym
tamponem se inkubovalo tfi dny pfi 22 aZ 24 °C (selektivni pomnoZeni). Pro zdchyt
baktérii ze stérdl se vzorky odebiraly a ofkovaly stejnym zplisobem. Okovéani bez
pomnoZeni a neselektivni pomnoZeni v bujénu &. 2, selektivni pomnoZeni v SB,
dile inkubace dva dny pfi 37 °C. Z pomnoZen§ch vzorkd kvasinek a plisni se
vyo&kovivalo na KGA a KGAM, z pomnoZenych vzorkd pro zichyt baktérii na
GTK a BPA. Kultivace, odeéitdni a hodnoceni vysledki kultivace na agarovych
médiich se providélo podle shora citovanych norem.
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Zichyt z ovzdusi: Petriho misky priméru 10 cm s médiem (KGA, GTKN,
BPAN) se ponechaly na zkoumaném misté oteviené po 20 minut. Po zakryti
vitkem se misky s GTKN a BPAN inkubovaly 48 hod pfi 37 °C, misky s KGA pét
dni pfi 22 aZ 24 °C.

Chemikailie a média - Baird-Parkerdv agar (Difco); GTK (Vyroba Cistych
kultur, Tébor); Bujén &. 2 (Immuna, S. Michalany); teluri¢itan draselny (Merck,
Darmstadt); nystatin (Pharmacia).

VYSLEDKY a DISKUSE

Pozorovani zichytu stafylokokii selektivnim pomnoZenim ve vzorku s ocko-
vanim vzorku do selektivniho média podle CSN 56 0089 - Vzorky syrového
nebo pasterovaného mléka byly ihned po pfevzeti do laboratofe zpracovany dvojim

zplisobem: 1. Po 10 cm’® vzorku a pfislusnych zfedéni se ockovalo do médla GCM
pro zjisténi poctu S. gureus metodou MPN podle normy. 2. Do 200 cm® vzorku
se priddvalo po 2 cm? selektivniho inhibitoru teluri&itanu draselného (1% sterilni
vodny roztok). Vzorky 1. a 2. se inkubovaly 48 hodin pfi 37 °C. Po skonéeni
inkubace se z kultur série 1. a z pozitivnich vzorki série 2. vyotkovavalo na agary
GTK, BPA, AK a ZSA a do tekut§ch pid GCM a SB (anaerobni kultivace). Jako
»pozitivni* byly hodnoceny vzorky série 2., kde se riist baktérii projevil zeSednutim
az z¢erndnim vzorku.

Podle vysledki kultivace byly vzorky rozdéleny do &tyf kategorii: A — typické
kolonie na BPA a ZSA, dobry riist v GCM, zkvasovini glukosy za anaerobnich
podminek kultivace v SB, hemolyza na KA; mikroskopicky gram-pozitivni koky
ve shlucich a dvojicich. B - stejné jako A, aviak bez hemolyzy na KA. C - Zadny
riist na selektivnich médiich. D - slaby nebo netypicky rist na BPA, ZSA nebo
obou, slaby nebo Zidny riist v GCM, hemolyza + nebo -, fermentace v SB + nebo -.
PrepasiZovini izolitl ze skupiny D pies GTK v nékterych pfipadech vedlo k rege-
neraci kmendl s vlastnostmi typickymi pro kategorii A nebo B, u nékterych se
ukézalo, Ze jde o jiné druhy baktérii neZ stafylokoky, pfedev§im mikrokoky nebo
sporulujici bacily. Podle vysledkd téchto dalSich pasizi byly vzorky zafazeny do
skupiny A, B nebo C. Pro orientaéni screening na pfitomnost stafylokokd byly
jednotlivé kategorie hodnoceny jako: A - pozitivni na pfitomnost S. aureus,
pfipadné jiné druhy rodu Staphylococcus produkujici virulenéni faktory; B — pozi-
tivni na pifitomnost S. epidermidis, pfipadné jiné nehemolytické druhy rodu
Staphylococcus; C - negativni na pfitomnost rodu Staphylococcus (Krieg,
H o 1t, 1984; CSN 56 0089). Na obr. 1 jsou uvedena procenta vzorkd, zafazenych
jako A, B nebo C podle shora definovanych kritérii. Tyto vysledky ukazuji na
znacné vyssi zichytnost pfimého selektivniho pomnozeni.
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1 Porovnéni zichytu (v %) baktérii rodu Staphylococcus ve 140 vzorcich syrového miéka
(a) a 48 vzorcich pasterovaného miéka (b) ockovanych do selektivniho média podle MPN
a po selektivnim.pomnoZeni - Comparison of bacteria capture (in %) of the Staphylococcus
genus in 140 samples of raw milk (2) and in 48 samples of pasteurized milk (b) inoculate to
selective media according to MPN and after selective multiplication in the sample

V technice pfimé selektivnf kultuvace ve vzorku, kterou jsme zde pouzili, jsme
vychézeli z principu krevnich kultur, povZivan§ch v medicinské mikrobiologii,
kde vzorek krve, z r*jZ méd byt dany mikrob vykultivovén, ve kterém v3ak je
pfitomen v tak niza..a poltu, 2e je nelze pfimym vyockovinim prokizat, se
pouZije soucasné jako ,podezfely vzorek“ i ,kultivaini médium“, a inkubuje se
v laboratofi za voln§ch podminek, aZ se prokazovan§ mikrob ve vzorku dosta-
tené pomnoZi; teprve pak se pfistoupi k dalSimu rozboru. Stejné situace se
vyskytuje i u vzorkd mléka obsahujicich $kodlivé nebo patogenni mikroby, které
je nutné prokézat ve velmi nizk§ch poétech, a prokteré je mléko vhodnym, nutri¢né
bohatym kultiva¢nim médiem. ProtoZe vSak mléko, na rozdil od krevnich kultur,
obvykle obsahuje také jiné kontaminujici mikroorganismy, které mohou rist
prokazovaného mikroba potlacit, pokusili jsme se vytvofit ve vzorku selektivni
podminky pfidédnim selektivniho inhibitoru, pouZivaného v selektivnich médifch
pro stafylokoky. Jak ukazuji v{sledky tohoto orienta¢niho priizkumu, je tento
postup 10 aZ 20krét citlivéjsi pro detekci stafylokokd v syrovém a pasterovaném
mléce neZ béZné pouzivand metodika.

Orienta¢né byla vyzkousena i moZnost semiselektivniho pomnoZeni ve vzorcich
ze syfeniny a syra v SB; také tyto vysledky ukazuji podstatné vy3si pocet zichytd
(obr. 2).
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2. Porovnéni zdchytu (v %) baktérii rodu Staphy-
lococcus  z 20 vzorku syfeniny a syri ocko-
vanych do selektivniho média podle MPN a po

selektivnim pomnoZeni ve slaném bujénu -

Comparison of bacteria capture (in %) of the
Staphylococcus genus in 20 samples of renner

3. Porovndni zdchytu kvasinek a plisni ze
39 vzorkh stérii po pfimém naockovani
a pomnoZeni - Comparison of capture of
yeasts and moulds from 39 samples of
a smear after direct inoculation and multipli-
cation

curd and cheeses inoculated to selective media
according to MPN and after selective multipli-
cation in a salt broth

Zichyt osmotolerantnich mikroorganismii z prostredi zavodu s pouZzitim
pomnoZeni a selektivnich médii - V dalsich pokusech jsme zkouseli zv§$it zdchyt
osmotolerantnich mikrobi z prostiedi zdvodu neselektivnim a selektivnim pomno-
Zenim ze stérd, kultivovanych v médiich KG a KGM (kvasinky a plisn€), a Bujén
¢. 2 a SB (baktérie). Vysledky kultivace ze stérdl odebranych v prostfedi zdvodu
na vyrobu kondenzovaného mléka (vyrobni zafizeni, stény a podlahy, obaly)
ukazuji vys8i zdchyt osmotoleratnich mikroorganismd pomnoZovaci technikou
(obr. 3). Kvalitativnim a semikvantitativnim hodnocenim zachycené mikrofléry
bylo moZné zfetelné rozlisit dva typy vzorkd. V prvnim typu vzorkid se obvykle
vyskytoval jen jeden druh mlkroorgamsmu pfi pfimém naoékovém byly takové
vzorky ¢asto negativni nebo rostly jen ojedinénlé kolonie (10 KTJ/cm”). Druhy
typ vzorkd, kterg ozna(‘,UJeme Jako loZiska“, ddval uZ pfi pfimém naockovéani
vysoké pocty (10°az 10°KTJ/cm ) a obsahoval osmotolerantni baktérie, jeden aZ
tfi druhy kvasinek, v jednom pfipadé€ i plisné. Nasli jsme celkem ¢tyfi takova
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loziska (8 % odebranych vzorkil), vesmés na nesnadno sanitaci pfistupnych
mistech.

Pfiblizné po 40 izolatech baktérif, kvasinek a plisni z pomnoZenych i nepomno-
Zzenych vzorkl z prostfedi obou provozil bylo testovdno na osmosensitivitu,
osmotoleranci a osmofilii. Ve viech piipadech pfevlddaly osmotolerantni kmeny
(tab. I).

1. Zastoupeni [%] osmosenzitivnich, osmotolerantnich a osmofilnich kmenfi mezi izoldty ze
stérii - Representation [ %] of osmosensitive, osmotolerant and osmophilic genuses among the
isolates from the smears

Podetizol4td! | Osmosenzitivn | Osmotolerantni® Osmofilni?
Baktérie® 38 79 92,1 0
Kvasinky® 20 27,5 67,5 50
Plisn&’ 42 9,5 90,5 0

3

Lhumber of isolates; 2osmosensitive; osmotolerant; 4osmophilic; S bacteria; 6yeasts; "mould

Ackoliv se k zdchytim baktérii z ovzdusi nepouZivala osmoticky selektivni
média, byly z ovzdusi obou sledovanych zdvodid zachyceny jen osmotolerantni
baktérie; v syraré mikrokoky a stafylokoky typu A a B, ve vyrobé& kondenzo-
vaného mléka stafylokoky typu B.

Vysledky naseho postsanita¢niho prizkumu, spolu s Gdaji praci o globéalni
stresové adaptaci mikroorganismd a o nekorelovanosti vyskytu osmotolerantnich
patogeni s drovni sanitace v potraviniiskych provozech (Cotton etal., 1990)
naznaduji, Ze vyskyt osmotolerantnich mikrobdl v provozech a ve vyrobcich neni
zfejmé vétsinou vysledkem ndhodné kontaminace kombinované se $patnou sani-
taci, nybrZ Ze se jednd o kolonizaci prostfedi t€mito organismy. Na3e vysledky
vedou k nisledujici predstavé o cirkulaci osmotolerantnich mikrobd v mléka-
renskych provozech: Primdrni kontaminaci vyrobniho procesu, kterd se miize
béhem vyroby dile pomnoZit a stit se tak sama zdrojem kontaminace prostiedi, je
nedostate¢né tepelné osetfené mléko. Sekundéarni zdroj kontaminace jsou zbytky
mléka ze svozu, Gichovnych nddrzi nebo z v§roby, které byly riznym zplisobem
zavleCeny do mist méné pfistupnych pro sanitaci nebo nedekontaminovatelnych
¢asti a vybaveni vyrobnich prostor (,,loZiska*). Tam postupné vysychaji, pfi¢emz
dochézi ke zvySeni osmolarity, nisledované celkovou stresovou adaptaci,
kontaminujici mikrofléry, pfedev§im zvySenim rezistence k vyschnuti. Takto
jsou mikroby pfipraveny roz$ifovat se vzdusnymi proudy pro vyschnuti
loziska, a sedimentaci ve vzduchu vyhledédvat a kolonizovat dalsi vhodné lokality,
kde se opét pomnoZi a mohou pak zahajit dalsi cyklus.
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K podobnému nézoru dospélitaké Jun ge etal.(1989) na zdkladé vysledkd
dlouhodobého sledovini vyskytu listerii v deviti velk§ch némeckych syrarnich.
Tito autofi zdlraziiuji, Ze se zcela jednoznaéné nejednd o ndhodné kontaminace,
nybrZ o soustavnou kolonizaci provozi listeriemi, jejichZ v§skyt nenf nijak kore-
lovén s Grovnf a intenzitou hygienicko-sanitaénich opatfeni ve sledovanych zévo-
dech.

Jednd se zde tedy o technicky i mikrobiologicky komplikovany problém,
a soucasné trendy sméfuji k jeho alespoii cdstenému feSeni prevenci - k detekci
a vyfazovéanf zdvadn§ch doddvak mléka a k soustavnému monitorovéni vyskytu
patogendl ve vyrobé. Pro rutinni sériové rozbory k detekci a monitorovani konta-
minantd vyskytujicich se v nizkgch pottech bude zfejmé nutné pouZivat pro
screening ve vétsich objemech mléka metody nendro¢né na technické vybavend,
napf. piimé selektivni pomnoZeni ve vzorcich, které v kombinaci se sériovymi
identifikaénimi mikrotesty by bylo pro takové formy rozbordi vhodné.
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J. Havlovd, V. Erban, E. Ji¢inskd (Dairy Research Institute, Praha, Czech Republic)

Osmotolerant microbes: contamination and colonization of dairy plants

Osmotolerant microbes, such as staphylococci and a variety of mold and yeast
species, are distinguished by their ability to grow and multiply in osmotically
unfavorable environments, under conditions of a low water acitivity. This property
enables the osmotolerant contaminating microflora to reproduce in dairy products
which are preserved against microbial contamination by a low water content by salting,
dehydration or condensation. Moreover, these products, especially cheeses and
sweetened condensed milk, are processed, distributed and stored at ambient
temperatures, sometimes for long time periods. Under these conditions the
contaminating osmotolerant microbes, even if initially present at very low numbers may
multiply and increase to concentrations sufficient to cause spoilage or hygienic defects
within the guarantee terms.

In this study, we have investigated various enrichment procedures to enhance the
detection of osmotolerant micro-organisms present at very low numbers in milk and in
dairy production environments.

1. Enrichment in milk - Our enrichment procedure was based on the principle of
»blood cultures®, widely used in medical microbiology. This method employs a blood
sample in which a given microbe is supposed to be present, simultaneously as a sample
to be analysed and as a pre-enrichment selective medium for that organism. A compa-
rable situation exists in mild with respect to pathogens and other spoilage micro-orga-
nisms present at low numbers because milk is a good nutrient medium for many of these
species. However, in contrast to blood, milk often harbors a variety of microbial species
capable of inhibiting the growth of the organism to be detected. Hence to suppress the
interfering microtlora, a selective inhibitor must be added. In our experiments we
employed this enrichment procedure for the detection of pathogenic (group A, Fig. 1a)
and nonpathogenic (group B, Fig. 1a) staphylococci in samples of raw milk (Fig. 1a)
and pasteurized milk (Fig. 1b), using potassium tellerite as the selective inhibitor. We
compared the percentage of selective pre-enriched staphylococcus-positive samples
with controls obtained from the same milk sample, inoculated directly (without
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pre-enrichment) into the standard selective medium. The percentage of positive results
was about one order of magnitude higher for the pre-enriched samples as compared to
controls (Fig. 1a and 1b). Similar results were obtained with Cheddar cheese samples
pre-enriched in glucose broth supplemented with 7% (w/v) NaCl (Fig. 2).

2. Enrichment in samples taken from dairy production environments - Post-sani-
tation samples were taken with cotton wool swabs from the equipment and interiours
of two dairy plants (cheese-making factory and condensery). Washings from the swabs
in peptone-saline and cultures of the corresponding swabs (taken from the same surface
areas), enriched in selective and non-selective liquid media, were inoculated onto
selective agars and qualitative and quantitative analyses of the microflora were
performed. Two types of samples could be clearly distinguished: 1. samples yielding
negative results or very low counts without enrlchment (and sometimes even after
enrichment) and 2. samples giving high counts (10 to 10* fcu per ml) then inoculated
directly from peptone-saline washings (without enrichment). We hypothesize that these
samples (designated ,,micro-niches“) originate as raw milk spills, drops or small puddles
containing remnants of milk and other organic impurities in which contaminating micro-
organisms multiply and upon desiccation of the pool become osmotically adapted. An
important feature of the osmotic adaptation of the osmotolerant micro-organisms is the
concomitant increase in their resistances to other technological stresses such as heat
shock, elevated temperatures, disinfectatns, radiations (rev.in Halpin-Dohna-
lek, Marth, 1990). This phenomenon, termed ,global stress adaptations®, is
probably due to mutual cross-activations of individual stress reguators. Global adapta-
tion ensures the survival of adapted microbes under adverse environmental conditions
and it might play a key role in the dispersal and colonization of technical, man-made
environments, such as food-processing plants, by the osmotolerant microbes. Indeed,
examples of cross-adaptation to stresses were reported in staphylococci and in yeasts
(Quoronfleh et al.,, 1990; Panaretous, Piper, 1990). Osmotolerant
microorganisms prevailed in both selectively and nonselectively enriched samples
(Table I and Fig. 3).

In conclusion, our findings demostrate that specific enrichment procedures could
increase the sensitivity of detection of osmotolerant microbes in milk and dairy
production environments and that they could also be helpful in studying the survival
and colonization by these restive and troublesome contaminants in technical habitats.

osmoresistance; staphylococci; pre-enrichment; colonization
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ZMENY OBSAHU TEKAVYCH LATEK, SOLANINU A SKROBU
V DUSLEDKU INFIKACE MOKROU HNILOBOU

Dana SUBRTOVA, Alena HEJTMANKOVA, Zuzana VANKOVA,
Jaromir HUBACEK

Vysokd skola zemédélskd, 165 21 Praha 6 - Suchdol

Byly sledoviny zmény ve sloZeni komplexu t&€kavych litek, obsahu solaninu
a $krobu brambor odriidy Karin a Resa v diisledku infikace mokrou hnilobou.
K sorpci tékavych litek byl pouZit Tenax, k jejich eluci diethylether. Analyzy
tékavych litek byly provedeny na plynovém chromatografu Hewlett Packard
5890 A (kapildrni kolona s fdz{ SE-54, FID). Obsah solaninu byl stanoven
kolorimetricky. Porovndnim ,finger-print“ chromatogramil t€kavych litek
zdravych a infikovanych hliz v riiznych fézich rozvoje hniloby byly zjiStény
kvalitativni i kvantitativni rozdily. Suma t€kavych latek infikovanych
brambor vzrostla o 48 %, a to pfedeviim o nizkovrouci sloZky ar6ma (derivity
kyseliny mdselné, C, a C-karbonylové slouceniny). Kolorimetrick4 stano-
veni solaninu T poskytlo orientaéni daje o zméndch steroidnich glykoalka-
loidd: hladina solaninu v hlizdch se zvySuje aZ dvojndsobng, naopak obsah
Skrobu klesd.

Solanum tuberosum L.; mokrd hniloba; t€kavé litky; steroidni alkaloidy;
obsah $krobu; zmény v disledku infikace

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) patfici do &eledi lilkovitych, je
jednou z nejdilezitéjsich kulturnich rostlin mirného a studeného pédsu. U nés se
v soudasnosti péstuje na 4 % plochy orné pidy.

Chemické sloZenf hliz zdvisi na mnoha faktorech, jako je odriida, agrotechnika,
skladovéni, zdravotni stav aj. Nejvétsi &ast susiny hliz tvoii polysacharid $krob,
kter§ je uloZen ve formé Skrobovych zrn v parenchymatickych buiikéch.

Velmi dileZity je obsah alkaloidd v hlizich. Pro Solanum tuberosum je pfiznatné
skupina steroidnich glykoalkaloidd zvané solanin-T, kterd je tvofena smési
glykoalkaloidd a-, f-a y-solaninu a a-, B-a y-chaconinu.

V posledni dob& byla vénovina znaind pozornost obsahu t€kavych litek
v bramborich, pfedevsim tém, které se uvoliiuji pfi vafeni, peeni a smaZeni
brambor, nebot bezprostiedn& plisobi na &ichové a chufové akceptory konzumenta.
V této souvislosti by méla byt vétsi pozornost vénovéna i napadeni nékterymi
$kiidci a chorobami béhem vegetace a zvlasté pak béhem skladovéni, kdy mize
dojit ke zna¢nému ovlivnéni kvality a intenzity bramborového aréma.
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Ve své préci jsme se zabyvali zménami v sumé té€kavych latek, obsahu Skrobu
a solaninu v hlizdch brambor v disledku jejich napadeni mokrou bakterilni
hnilobou, které je zplsobena saprofytnimi baktériemi Erwinia carotovora.

Alkaloidy a té&kavé latky byly zvoleny jako vhodné obsahové ltky brambor
v souvislosti se studiem vlivu stresovych faktord na produkc1 sekundirnich meta-
bolitd rostlinou. Udaje o zm&néch v obsahu $krobu jsou pouze dopliiujici.

Aréma brambor je tvofeno sumou slou¢enin rizné chemické povahy relativné
vysoké tenzi par. Pomérné zastoupeni jednotlivych sloudenin a jejich charakter
jsou z4vislé na podminkéch a zplsobu zpracovani bramborovych hliz. Prvni préice
studujici aréma bramborovy§ch hliz se objevuje na pocitku 70. let. S rozvojem
separa¢nich a identifikaénfch metod - specidlné plynové chromatografie - roste
pocet pracf a zdroveii se rozSifuje oblast z4jmid, vedoucich ke sledovéani sloZeni
komplexu tékavych ldtek i zmén v tomto komplexu v diisiedku plisobeni
nejriizné;jsich faktord.

Testovdnim vlivu rizn§ych ddvek dusiku, drasliku, fosforu a hof¢iku na sloZeni
komplexu t€kavych litek se zabyval K h a n et al. (1977). Pro sledovéni produkce
t€kavych litek b&hem skladovéni za G&elem indikace hniti hliz vypracovali
Lukashenko etal. (1987) postup pro zkoncentrovani a naslednou desorpci
tékavych litek. Podmmky GC analyzy t€kavych latek indikujicich skvrnitou
hnilobou popsaliNemirovskaja etal (1987) v€etné headspace metody pro
odbér vzorkd skladové atmosféry. Posouzeni vhodnosti dvou rlznych forem
aktivniho uhli jako sorbentu t€kavych latek brambor béhem skladovéni provedli
Kalinkevich etal. (1988). Monitorovani t€kavych latek jako zpilisob jako
zpiisob pfi diferenciaci mezi chorobami E. carotovora a C. sepadonicum u skla-
dovanych brambor pouZili Watered a Pritchard (1984). Celkové
koncentrace t€kavych litek se zvySovala exponencidlné s rozvojem hniloby. TitiZ
autofi sledovali produkci t€kavych latek, zvlasté pak tékavych metabolitd tvoficich
se béhem poranéni a hnojeni poranénych mist, u dvou odridd brambor. 3-hydroxy-
2-butanon byl detekovdn pouze v poruSenych hlizdch (Watered,
Pritchard, 1985).

Z vybranych literdrnich pramend vyplyvé zdjem v&dcd o t&€kavé ldtky brambor
z nejriznéjsich aspektl. Pfedeviim monitorovani té€kavych litek jako moZného
indikatoru pfi v§skytu chorob v poéate¢ni fazi se jevi velmi prospé$né pro praxi.

K izolaci alkaloidd z hliz se pouZivd piedevi§im extrakce methanolem
(Kaiwara et al, 1984) a smési methanol-chloroform v riznych pomérech
(Bushway etal, 1986; Hellenaes, 1986; Carm an, 1986). Vedle
metod kolorimetrickych (Tukalo, Kulik o v, 1983), chromatografie papi-
rové a tenkovrstevné Jellema et al,, 1982) a plynové (van Gelder,
1989) se k identifikaci a separaci stdle ve véi§i mife vyuZivd chromatografie
kapalinové. K vlastnim chromatografickym anal§zidm jsou voleny kolony s reverzni
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fazi C,q, vé€tSinou se pracuje v izokratickém reZimu s mobilni f4zi acetonitril:voda
v rizném poméru (Bushway et al, 1986), popfipadé s pfidavkem etha-
nolaminu jako modifikdtoru(Hellenaes,1986;0sman,Sinden, 1989)
a detekce UV detektorem pii 208 nm. Dobfe se déle uplatiiuji Nucleosil NH, ko-
lony s eluci smé&snou mobilni fézi: tetrahydrofuran-fosfitovy pufr-acetonitril
(Kozukue, Mizuno, 1986), nebo kolona, u Bonapak NH, s vyuZitim
mobilni faze ethanol-acetonitril-fosfatovy pufr (Kobayashi et al., 1989).
Sledovéni zmén v obsahu alkaloidd b&éhem skladovéni v disledku pisobeni stresu
a studiem jejich biosyntézy, se zab§vala fada autord. Studiem toxicity jednotlivych
alkaloidd z hlediska farmakologického se zabjval Gonmori (1988). Klasi-
fikaci jednotlivych odrid pfedevsim stolnich brambor véetné zmén v disledku
expozice na slunci provedliNe gu t etal.(1986)a Nistor, Paradopol
(1986).

Zajimavy je experiment, ktery délali Zintaka a Filadelfi (1985),
kdyZ provedli organoleptické hodnoceni tfi majoritnich glykoalkaloidl a-sola-
ninu, a-chaconinu a B-chaconinu. Podafilo se jim stanovit prdh postfehu hoiké -
koffein pfipominajici - chuti. Zmény v obsahu «-solaninu béhem skladovéni
brambor sledovali A h n et al. (1983).

Rychlost a intenzitu akumulace stresovych metabolitd - seskviterpeni
a glykoalkaloiddl - ve vztahu k abscisové a arachidonové kyseliné v zdvislosti na
stafi a skladovacich podminkich brambor studovali Bostock et al. (1983).
Kalac¢ a Wittingerova (1986) studovali moZnost fotostimulace
formovéni glykoalkaloiddl ve skladovan§ch hlizdch. Distribuci a koncentraci a-
solaninu v hlizich s cilem volby optimé!nich skladovacich podminek studoval
Chen Guan (1984). Uppal (1987) porovnival sumy glykoalkaloidd v
jednotlivych odriiddch brambor. Nutri¢ni hodnotu &erstv§ch brambor v souvislosti
s celkovou sumou alkaloidd a ddle brambor po Gpravé dehydrataci za nizk§ch
teplot porovndvali Bush way et al. (1985). Studiem tvorby a akumulace alka-
loidd obsaZengch v bramboréch zbiochemického a genetického aspektu se zaby-
valiRoddick a Rijnenberg (1986). Zkoumali vliv steroidnich
alkaloid na permeabilitu liposomnich membréan. Syntetické interakce mezi
glykoalkaloidy a-solaninem a a-chaconinem a jejich vztah k destabilizaci
buné&nych membrin popsali Roddick a Rijnenberg (1988).
O Ison (1986) studoval vztah mezi genotypem a akumulaci glykoalkaloidd v
hlizichbrambor.M oris a Petermann (1985)sledovali vztah mezi odrii-
dou a obsahem glykoalkaloidd v hlizdch. Biogenezi steroidnich slou¢enin Sola-
naceae studoval He ft mann (1983). Vliv mikroelementd (Mn, B, Li) na
biosyntézu alkaloidd v bramborich zkoumal B u z u k (1986).

Thorne etal. (1985) zkoumali inhibi¢ni G¢inek steroidnich glykoalkaloidd
na infekci tkdfiov§ch kultur zplisobenou virem typu T herpes simplex.
Roddick (1989) prokizal inhibi¢ni G&¢inek a-solaninu a a-chaconinu na
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lidskou acetylcholinesterdzu v koncentraci 100 pg nezdvislych na pH.
Steroidni glykoalkaloidy obsaZené v bramboréch z hlediska jejich metabolické
regulace a akumulace v disledku plisobeni stresov{ch fakltordl (poranéni, hniloba,
infekce) studoval K u c (1984). V této své prici shrnul dosavadni poznatky o
steroidnich glykoalkaloidech v roli fytoalexind.

MATERIAL a METODY

Materiil - Odrida Resa (pochézi z Nizozemi, povolend v CSFR od roku 1972)
stolni rand, vhodn4 pro letni, pfipadné podzimni konzum. D4v4 vysoky vynos a je
hodn4 pro mechanizovanou sklizeii. Jeji odolnost proti viréram, mykoz4m, bakte-
riozdm a obecné strupovitosti je vySsi.

Odriida Karin byla vyslechténa v Slechtitelské stanici Ketkov kfiZenim odrid
Rita a Hera, povolen4 je od roku 1980. Stfedné& ran4 a ran stolni odriida. Dava
vy38i v¥nosy, Skrobnatost hliz je stfedni, stolni hodnota je velmi dobr4. Je odoln4
proti rakoviné, stfedné€ odoln4 proti virozdm, odolnost proti plisni bramborové je
stfedni aZ vyssi.

Veskeré pouZité chemikélie byly pouZity v &istoté p. a.

Pro stanoveni obsahu $krobu byl pouzit Polarimetr klinovy typ 411 (v§robce
Metra Praha), pro spektrometrické stanoveni solaninu Spekol 11 (vyrobce Carl
Zeiss Jena, NDR), pro separaci t€kavych litek byl pouZit plynovy chromatograf
Hewlett Packard 598 A, kapilarni kiemenn4 kolona 7,6 m, smocen4 fizi SE - 54,
FID.

Metody - Stanoveni skrobu bylo provedeno metodou podle Ewerse.

Stanoveni solaninu: Vzorky brambor byly dodiny katedrou rostlinné vyroby
VSZ, rozvoj nékazy byl konzultovin s odborniky katedry ochrany rostlin VSZ
Praha. Prvni odbér vzorki byl proveden po objeveni prvnich pfiznakd choroby.
Dile byly vzorky odebirdny v tydennich intervalech aZ do stadia, kdy hniloba
zasdhla vic neZ polovinu hlizy.

Pro stanoveni alkaloidi se odebiralo asi S00 g vzorku. Po homogenizaci v mixéru
byl vzorek suSen v susdrné pfi 105 °C do konstantni hmotnosti.

Pro stanoveni solaninu jsme navaZovali 20 aZ 30 g suSenych brambor, navazku
jsme pfelili desetindsobnym mnoZstvim 80% ethanolu a 30 minut vafili pod
zpétnym chladic¢em. Jesté za tepla jsme extrakt za pouZiti mirného podtlaku
zfiltrovali a zbytek na filtru extrahovali je$té dvakrit stejnym mnoZstvim
rozpoustédla (vzdy 15 minut). Spojené ethanolové filtrity jsme zahustovali pfi
50 °C ve vakuové odparce na objem asi 30 ml. Zahu$tény extrakt jsme prevedli
stejnym mnozstvim 100 kyseliny octové do 250ml délici nidlevky. Barevné
a lipoidni latky jsme z extraktu odstranili extrakci diethyletherem (po malych asi
10ml ddvkich aZ do odstranéni pigmenti). Spojené diethyletherové extrakty jsme
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pfevedli do 400ml délici nélevky a tfikrat extrahovali vZdy do 20 ml 5% kyseliny
octové. Vodné féze ziskané z t&chto extrakcf jsme spojili s vodni fizi po diethy-
letherové extrakci. Zbyly diethylether jsme odstranili mirngm odpafenim ve
vakuové rota¢ni odparce. K roztoku jsme pfidali amoniak (aZ do v§sledného pH
10). K dokonalému vysréZeni alkaloidd jsme smés po srdZeni zahfivali 30 minut
na 70 °C a skladovali pfes noc v chladni&ce. Poté jsme sraZeninu zfiltrovali
sklenénou fritou G3 s vrstvou Celitu (Hyfflo Super-Cel), pfedem promytou vodou
a tfikrat promyli 10 ml 1% amoniaku. Celkov§ objem prom§vaci kapaliny jsme
zméfili. Zbytek na celitové vrstvé jsme rozpustili, promyli a doplnili do 25ml
odmémé baiiky 5% kyselinou fosfore¢nou.

K spektrofotometrickému stanoven{ jsme pipetovali 1 ml roztoku alkaloidd v 5%
kyselin€ fosforeéné, pfidali 10 ml paraformaldehydového &inidla obsahujictho
30 mg paraformaldehydu v 85% kyseliné fosfore¢né a po 30 minutich jsme zméfili
barevnou intenzitu pfi vinové délce 600 nm proti slepému pokusu. MnoZstvi
solaninu bylo odeéteno z kalibra¢ni kfivky, pfi¢emz k této hodnoté bylo pfitteno
odpovidajicf mnoZstvi solaninu, které se ztrici pfi prom§véan{ sraZeniny solaninu
1% amoniakem (rozpustnost solaninu je 0,37 mg na 100 ml).

Plynovd chromatografie tékavych ldtek: 200 g omyt§ch bramborovych hliz (zdra-
vych a napadenych hnilobou) bylo vloZeno do sklenéné baiiky opatfené dvéma vivody,
umisténymi ve dné a zitce baiiky. Dnem byl pfivddén vzduch o konstantnim
priitoku a v zitce byla umisténa kolona délky S cm naplnénd Tenaxem. Té€kavé
sloZky, strhidvané proudem vzduchu a sorbované na Tenaxu byly po jedné hodiné
vymyty z kolony 3 x 5 ml diethyletheru p. a.

Obsah t€kavych litek a zmény v zastoupeni jednotlivch sloZek byly sledovény
od pocitku rozvoje infekce (nepatrné skvrny postfehnutelné jen na dobfe omytych
hlizdch). Typicky pach nebyl prokazatelny.

Pro néstfik na plynov{ chromatograf byl objem vzorku upraven na 1 ml a pfidéno
10 pl vnitiniho standardu dekanu v diethyletheru (1 mg/cm’).

K GCanal§ze byly nastfikoviny na kolonu 2 ul vzorku. Anal§zy byly provedeny
ve trojim opakovan{ v teplotnim reZimu piistroje -néstfik 330 °C, potétetni teplota
25 °C, prodleva 3 minuty, teplotni nérdst 25 °C za min. do 325 °C - nésledné
prodleva 4 minuty. Celkové doba anal§zy byla 20 minut.

VYSLEDKY a DISKUSE

Vysledky analyz t€kav§ch litek vyplyvaji ze srovnini chromatogramd zdrav§ch
a hnilobou napadenych hliz odridy Resa. Z chromatogrami zdrav§ch pfi vyuZiti
finger-print techniky (obr. 1) jsou patrné vyrazné rozdily jak ve sloZenf smési
t&kavych l4tek, tak i v kvantitativnich zastoupenf jednotlivych jejich komponent.
Chromatogramy jsou pofizeny za identick§ch podminek pfipravy vzorkd vietn&
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velikosti néstfiku. Pro kvantitativni porovnini byla pouZita metoda vnitiniho
standardu (dekan). V3echny anal§zy byly provedeny v trojim opakovéni. Rozdily
mezi v{sledky jednotliv§ch stanoven{ se pohybovaly v hodnot4ch ptipustng¢ch pro
GC anal§zu. Chromatogramy té€kavych litek brambor pfedstavujf zna&né kompli-
kovanou smés litek v rizném vzijemném procentuslnim zastoupeni.

U brambor zasaZen§ch mokrou hnilobou je v pfedni &4sti chromatografického
zéznamu patrné zna&né zhusténf pfkd (obr. 1), coZ odpovidé tvorbé sekundérnich
t€kavych l4tek s krat$im uhlikov§m fetézcem v disledku napadeni chorobou. Toto
zjistén{ odpovid4 senzoricky snadno zjistitelné skute¢nosti - intenzfvnimu pachu
piibuznému napiiklad butanalu, butanolu a derivitim kyseliny méselné, pfedeviim
esterim. Metodou standardniho piidavku byly ve spektru t€kavych ltek napaden§ch
hliz charakterizoviny methyl- a propylbutyrit. Z porovnin{ ploch pikd vnitiniho
standardu a jednotliv§ch sloZek smési t€kavych litek (pomér velikosti ploch pikd
pfedstavuje relativnf pomé&r koncentrac jednotlivych sloZek) vyplyvé zvysenf celkové
sumy té€kavych litek infikovan§ch brambor béhem sledovaného obdobf o 48 %.

Ghromatogram DataFile  Start Line [min] Stop Line [min] Scale Range [mV] Scale Offset [mV]

1 ANTON_11 2.00 8.00 36 -131
2 ANTON_12 2.00 8.00 57 -133

1. Vytez z finger-print chromato-
gramu t€kavych lftek brambor odridy
Resa - A section of the finger-print
chromatogram of volatile matters in
the potato variety Resa
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2. Zdvislost sumy t€kavych litek bram-
bor na rozvoji mokré hniloby proti
kontrole - Dependence of the sum of vola-
tile matters in potatoes on the deve-
lopment of wet rot, in comparison with the
control

= & » = Qv

S rozvojem choroby se znatné ménf chromatografické spektrum t€kavych ltek.
Nérist celkové sumy té€kavych litek oproti kontrole (suma tékav§ch litek produ-
kovanych zdrav§mi hlfzami) v diisledku infikace mokrou hnilobou je patrn§ z obr. 1
a 2. Ze ziskan§ch hodnot vypl§vd moZnost vyuZiti této metody k indikaci nékazy
vsamém po&itku jejtho rozvoje, kdy sensoricky ani vizuiln& nenf dostatetné priikazn4.

V¢sledky anal§zy obsahu solaninu u brambor zdrav§ch a napaden§ch mokrou
hnilobou odrid Karin a Resa vypl§vajf z obr. 3 a tab. I.

Pro obé odriidy byla provedena tfi paraleln{ stanovenf, kazdé ve dvou opako-
vénich. Uvedené v¢sledky jsou jejich aritmetick§m primérem.

1. Obsah solaninu v hlizéch odriid Karin a Resa v zdvislosti na rozvoji choroby (vmgve 100 g
sufiny) - Solanine content in tubers of the Karin and Resa varieties in dependence on discase
development (mg in 100 dry matter)

Odrida’ Odbi”
1. 2. 3. 4. 5. 6.
Karina zdravé® 138 138 139 137 | 139 | 139
napadens® 17,4 19,2 20,1 23,6 25,0 16,4
Resa zdravé 10,6 110 | 111 108 11,1 11,2
napaden 138 16,2 180 | 223 | 241 25,1
Ivariety; “sampling; *healthy; ‘infected

Doplitujfcfmi anal§zami obsahu Skrobu v hlizéch byla prezentovéina metabolické
souvislost mezi Gbytkem Skrobu v hlfzéch a rozvojem plisné (zdroj energie) popf.
nérlstem obsahu steroidnich alkaloidd. Termfny odbérd jsou shodné s terminy
odbérll vzorkd pro stanovenf alkaloidd.

Fungicidnf 6&inky steroidnich alkaloidd v Solanaceae jsou znfmy a studovéiny
od 60. let. Zvysend tvorba glykoalkaloidd v hlfzéch je iniciovéna v§skytem
rizngych patogennich i nepatogennich organismd. V pifitomnosti patogend kromé
zvyiené produkce steroidnich alkaloidd dochdzf k znatnému nérlistu obsahu

3



Potrav. Védy, 11, 1993 (1) : 31-41

30 : A = odriida Resa - Resa variety
A B =odrlida Karin - Karin variety
2 " []= zdravé - healty
20 H= ngpademi - infected
15

B
25
204

3. Obsah solaninu v zdvislosti
8 na postupujici mokré hnilob&
brambor - The content of sola-
0 1 2. 3. 2. s. 6 nine in dependence on deve-
L ; odbér loping wet rot potatoes

jednodus$ich nonseskvi- a seskviterpenoidnich sloudenin - fytoalexind jako rishi-
tinu, libiminu, phytuberinu a dalSich.

Prispévek steroidnich alkaloidd k rezistenci proti chorobém neni piesné vyme-
zen. Pfesto je prokizino, Ze se steroidni alkaloidy jako sekunddrni metabolity spolu
s terpenoidy tvoii acetitmevalonitovou cestou. NaSe vysledky, které lze pova-
Zovat za orientaéni vzhledem k pouZité metodé&, potvrzuji funkci solaninu jako
fytoalexinu.

I1, Obsah $krobu (%) v &erstvé hmoté bramborovych hliz odriid Karin a Resa - Starch content
(%) in the fresh mater of potato tubers of the Karin and Resa varieties

Odrbda! Zdravé hlizy? Napadené hlizy®
3. odbér? 6. odbér 3. odbér 6. odbér
Karin 16,8 15,9 11,2 93
Resa 12,9 12,75 8,42 71

Ivariety; healthy tubers; *infected tubers; ‘sampling

Experimentilng& byly zvlidnuty izolace (extrakéni metody) a separace (GC)
tékavych latek Cerstvych zdravych brambor a brambor infikovanych mokrou
hnilobou. Dile bylo provedeno. orientalni stanoveni solaninu (kolorimetrické
metoda) a Skrobu u zdrav{ich a napadenych bramborovych hliz.
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Byly prokaziny kvalitativni a kvantitativni zmény ve spektru t€kavych litek,
a tomu odpovidajici zmény v obsahu solaninu a $krobu u napadenych hliz brambor
ve srovnéni s hlizami zdravymi. U t&kavych litek nebyla provedena detailni
kvalitativni a kvantitativni identifikace.
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Doslo dne 1. 3. 1991

D. Subrtovd, A. Hejtmdnkovd, Z. Vaskovd, J. Hubdcek
(University of Agriculture, Praha, Czech Republic)

Changes in the contents of volatile substances solanine
and starch caused by soft rot infection

The changes in the content of volatile compounds and solanine in potato tubers
(Solanum tuberosum) infected with soft rot (Erwinia carorovora) during storage were
investigated as part of the research programme ,The influence of stress factors on the
production of secondary metabolites by a plant“. Two varieties of potatoes were tested:
1. Resa (origin: the Netherlands), 2. Karin (origin: Czechoslovakia).

The content of solanine T (mixture of a-, B- and y-solanine and -, B- and
y-chaconine) was measured by the colorimetric method after extraction of the dried
potato tubers with 80% ethanol, conversion to quarternary salts, purification with
diethylether. At the end a defined portion of paraformaldehyde was added to a constant
volume of solution (salts are washed out from Celite with diluted H,PO,) and measured
at A = 600 nm.

A short column packed with Tenax (50x8 nm) was installed in the end of the glass
tube filled up with potato tubers and stripping of volatiles was carried out with the
constant stream of air during 24 hours.

Diethylether extracts of the volatiles were collected and after concentration to 0.1 ml
analysed by gas chromatography (Helwett Packard instrument, model 589 A), using
glass capillary column coated with SE-54 stationary phase, linear temperatui:
programme 25-225 °C, 10 °C per minute, FID.

For comparing the results, ,fignerprint chromatograms are used. Significant
differences between healthy and infected potato tubers in the total content of the volatile
compounds and in the composition of chromatographic spectra were found as Erwinia
carotovora infection was developing (see Figs. 1 and 2). Methyl- and propyl butyrate
and Cg-carbonyles were characterized only of volatile compounds isolated from
infected tubers increased to 48 % in comparison to healthy tubers during tested period.
The results of solanine analyses in both healty and infected potato tubers are presented
in Table I and Fig. 3. The increase of solanine content in infected potatoes is very
important from the point of view of toxicity of steroidal glycoalkaloids. Similar results
were obtained for both varieties of potatoes.

Solanum tuberosum L.; soft rot infection; volatile substances; steroidal glycoalkaloids;
starch content; changes caused by infection
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RECENZE

BIOCHEMIA, ZYWNOSCI, CWICZENIA I METODY
BIOCHEMIE POTRAVIN, CVICENf A METODY

Jerzy Dziuba, Henryk Kostyra

Vydavatelstvi WYSAWNICTVO ART, Olsztyn, 1992

Pol3ti autofi Dziuba a Kostyra pfipravili publikaci biochemie potravin soustfedénou
na metodické otizky tohoto oboru. Kniha o celkovém rozsahu 329 stran je rozdélena
do péti zdkladnich kapitol. Néplni jsou kapitoly sestaveny tak, Ze nepfedpokladaji vétsi
pfedbéZné teoretické znalosti popisované litky.

Prvni kapitola je vénovédna pfedeviim separaénim metoddm, kromé nich jsou ve
struénosti popsdny i metody spektrdlni analyzy a automatické analytické metody
vanalyze sloZek potravin. V této kapitole jsou ve stru¢nosti charakterizovédny teoretické
zdklady separacnich metod (dialyza, gelovd chromatografie, chromatografie na ionto-
ménicich, plynové chromatografie, vysokoG&inn4 kapalinova chromatografie a elektro-
foréza na nosiCich). Ze spektrdlnich metod jsou popsdny metody z viditelné
a ultrafialové oblasti spektra, ddle pak metody infralervené spektrometrie, atomové
absorp&ni spektrometrie a hmotnosti spektrometrie. Z automatickych analytickych
metod jsou v krétkosti charakterizovdny automatické metody stanoveni dusikatych
sloudenin a automatické metody a zafizeni na stanoveni tuku, bilkovin a laktosy v mléce
a mlé&nych vyrobcich.

Druh4 kapitola je v€novéna analytickfm metoddm stanoveni sloZek biologického
materidlu. U kaZdé metody je popsén princip, pouZité roztoky a chemikilie i aparatura,
déle pfesny pracovni postup, vyhodnoceni vysledkil a nakonec jsou uvedeny i zikladni
literdrni prameny. V této kapitole jsou popsiny metody stanoveni bilkovin a amino-
kyselin, sacharidi a tukd, nukleovych kyselin a vitamind. Analytické metody stanoveni
nukleovych kyselin a vitamind jsou popsény jen na nékolika mélo pfikladech.

Treti a &tvrtd kapitola jsou vénovény problematice charakterizované nizvem knihy,
tedy biochemickym' problémiim, nebot prvni dvé kapitoly knihy by bylo vhodng&jsi
zafadit k analyze potravin. Ve tfeti kapitole jsou popisoviny nékteré postupy izolace
a charakterizace enzymovych systéml (pfedevSim stanoveni aktivit nékterych enzy-
mi). Ve &tvrté kapitole jsou uvedeny dvé ukdzky sledovéani metabolismu. Posledni pata
kapitola je vénovina vypoctim a kontrolnim otizkam.

Kniha je urena pfedevSim studentim potraviniiské chemie a technologie
a pfibuznych obord zabyvajicich se kvalitou potravin. MiiZe poslouZit i pracovniklim
majicim vztah k jakosti potravin, i kdyZ nejsou absolventy pfislu$nych studijnich obord.

Prof.ing. Jiri Davidek, DrSc.
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ZMENY V ZASTUPENI MASTNYCH KYSELIN LIPIDOV VZORIEK,
KONZERVOVANYCH KOMBINACIOU TERMOSTERILIZACIE
A IONIZUJUCEHO ZIARENIA

Mdria TAKACSOVA, Ladislav SORMAN*, Slavomira DUDASOVA,
Alica RAJINIAKOVA, Bernadette HOZOVA

Chemickotechnologickd fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava

Metédou plynovej chromatografie sme sledovali zmeny v zastipeni mastnych
kyselin lipidov modelovych vzoriek ,Bravéové miso vo vlastnej Stave*,
konzervovanych kombindciou termosterilizdcie a ionizujliceho Ziarenia
v priebehu skladovania. Pri priprave pokusu a analyze vzoriek sme vyuZili
metédu pldnovaného experimentu. Dosiahnuté vysledky sme spracovali podi-
tatom EC 10 10 programom ROUCEKOP, pri¢om sme zistili, Ze vplyvom
kombinovanych metéd konzervicie nedochddza k vyraznym zmendm
v zastipeni nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin v priebehu skla-
dovania. MnoZstvo esencidlnych mastnych kyselin sa viak zvySujicou sa
ddvkou Ziarenia, ako aj dlh§im ¢asom sterilizicie v priebehu skladovania
zniZuje. Z hladiska stability lipidov je najvhodnejSia kombindcia termoste-
rilizdcie po¢as 32 min pri teplote 121 °C a ddvok Ziarenia 5 kGy.

pldnovany experiment; bravdové miso; kombinovand metéda konzervicie,
termosterilizdcia a ionizujtice Ziarenie; mastné kyseliny

Kombinované met6dy konzervécie potravin nachddzaji ¢oraz viicSie uplatnenie,
pretoZe ich vhodnym vyberom sa mdZe uchoval v lepSej miere ich v§Zivovéa
a senzorickd hodnota, ako je to v pripade vyuZitia samostatne aplikovanych
konzervaén§ch metdd. Medzi takéto metédy konzervicie potravin patri aj kombi-
nécia termosterilizdcie s ionizujlcim Ziarenim.

Met6da konzervécie potravin ionizujicim Zarenfm mé cel§ rad v§hod, avak
i napriek tomu nenachéddza tak Siroké uplatnenie v priemyselnom meradle, ako.sa
povodne predpokladalo Pozornost vyskumnych pracovnikov sa preto zameriava
na vypracovanie programov, ktoré by spotrebitela presvedcili o vfhodéch a zdra-
votnej nezivadnosti potravin. Apllkuje sa oziarenie divkou do 10 kGy, ktoré
nevyvoldva neZiadice zmeny, ale i naprick tomu je potrebné nad'alej sledovaf
mozné zmeny jednotliv§ch zloZiek potravin (Upton,1984;Giddin gs,1983,
1984) Medzi labilné zloZky potravin patria aj lipidy, preto sa rozsahu ich zmien
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venuje zvysend pozornosf (Delincéé, 1983; Nawar, 1984; Sowden,
1981; Vajdi etal,1979;Sieghard etal., 1982).

V snahe roz3irif tieto poznatky sme sa zamerali na zmeny mastnych kyselin
lipidov vzoriek brav€ového misa, konzervovanych kombiniciou termosterilizicie
aionizujiceho Ziarenia, ktord nadvizujenaprdcu Takdcsovd et al.(1992).

MATERIAL a METODY

Na pripravu modelového v§robku ,Brav&ové miso vo vlastnej $fave* sme
pouZili bravéové stehno, ktoré sme rozdelili na orech, vrchny a spodny 34l. Po
odstrdneni $liach a tukovej vrstvy sme ho nakrijali na kocky s hranou 3 cm.
Nakréjané méso a spojivovi zloZku sme premiesali s 1,6% pridavkom soli a plnili
v rovnakom pomere do plechoviek so vsidzkovou hmotnosfou 420 g.

Uzavreté plechovky sme najprv sterilizovali v zariadeni AUT 26/11 v ¢asovom
rozsahu 15 aZ 70 mingt. Po sterilizdcii sme vzorky oZarovali na zariaden{ ¢eskoslo-
venskej vroby so zdrojom Ziarenia %Co, pritom dévky Ziarenia boli v rozsahu
0,5 az 9,5 kGy.

Zmeny mastn§ch kyselin lipidov vzoriek konzerovanych kombinéciou termoste-
rilizcie a ionizujiceho Ziarenia sme porovnali s ich zastipenim v surovine (vzorka
¢. 0) a so zmenami vzoriek, konzervovanych klasickou sterilizdciou pri teplote
121 °C v priebehu 70 min (vzorka &. 14) priamo po konzervaénom zésahu ako aj
po troj- a SesttyZdiiovom skladovani.

Dévky Ziarenia a Cas sterilizdcie boli uréené dvojfaktorovym plinom expe-
rimentu podfa ROUCEKOP (Lodes, Simek, 1978; Kafarov, 1978).
Faktormi boli &as sterilizdcie v rozsahu 15 aZ 55 minit pri leplote 121 °C a dévky
oZiarenia v rozsahu 0,5 a% 9,5 kGy.

Pri analyze mastnych kyselin sme pouZili tieto met6dy:
~ izoléciu lipidov pouZitim zmesi chloroform-metanol (2:1) (Fo I ch etal,, 1957),

~ transesterifikdciu mastnjch kyselin 0,2% KOH vmetanole(Holas o v 4 etal,1971),
- plynovii chromatografiu mastn§ch kyselin na CHROM 41. PouZili sme sklenent
népliiovi kolénu o dizke 2,5 m a priemere 0,003 m, plnenid 20 % DEGIJ na
Chromosorbe P (zmitos{ 0,251 aZ 0,195 mm). Podmienky: teplota vstrekovacieho
priestoru 230 °C, teplota termostatu 180 °C, detektor plameiiovoionizatny, tlak
nosného plynu N2 100 kPa, prietok vzduchu 0,25 I/min, prietok H2 25 ml/min,
citlivosf zosifovata 1:1000, rozsah zapisovaca 2 mV, riedenie vzorky hexanom
1:9, objem nastrekovanej vzorky 0,6 aZ 0,9 pl. Kvalitativne zastGpenie mastnych
kyslin sme zistili pomocou 3tandardov a kvantitativne vyhodnotenie chro-
matografick§ch zdznamov triangulanou metédou (g na 100 g mastn§ch kyselin).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vo vzorkéch sme identifikovali pritomnost 10 mastn§ch kyselin; $iestich nasy-
tenych (kaprinové, laurovd, myristovd, palmitovd, heptadekdnovd a stedrovd)
a Styroch nenasytenych (palmitolejov4, olejov4, linolov4 a linolénova).

Vo vSetkych analyzovanych vzorkich bolo vysSie zastipenie nenasytenych
mastnych kyselin (NeMK) ako nasytenych (NaMK). V najvy$Som zastipeni bola
kyselina olejov4 a z nasytenych mastnych kyselin kyselina palmitova.

Analyzou sledovanych vzoriek v 0. deii skladovania sme nezaznamenali rozdiel
v kvalitativnom zastipeni mastnych kyselin. Celkové mnoZstvo nenasytenych
mastnych kyselin bolo najniZSie vo vzorkich pripravenych klasickou sterilizdciou
a vo vzorke &. 3, oZiarenej didvkou 8,1 kGy v kombindcii s kritkym ¢asom
sterilizdcie - 21 mindt, av8ak rozdiely v zastipeni NeMK v jednotlivych vzorkich
nie s vyrazné.

MnozZstvo esencidlnych mastnych kyselin (EMK) je viak podmienené ddvkou
Ziarenia (y), ¢o vyplyva aj z regresnej rovnice:

- e 2
Ysemo 8,54846 + 0,14896 y - 0,02741 y

V priebehu 21-diiového skladovania dochddza k poklesu mnozstva NeMK tak-
mer vo vietk§ch vzorkich. V tejto fize skladovania je z4vislost mnoZstva EMK
ovplyvnené ddvkou Ziarenia (y) a ¢asom sterilizicie (f). VysSie zastipenie EMK
je podmienené predovietkym niZ8imi ddvkami Ziarenia. NajvysSie Gbytky EMK
nastivaji v oblasti vysokych ddvok Ziarenia - nad 8 kGy a vplyvom dlhSieho ¢asu
sterilizdcie ako 42 minit:

yEEMKu= 8,77095 - 0,05456 y + 0,00166 ¢ - 0,00170 y t

Po 42-difovom skladovaniu zivislosf mnoZstva NeMK je podmienend ¢asom
termosterilizdcie podobne ako v pociato¢nej fize skladovania vzoriek. MnoZstvo
esencidlnych mastngch kyselin je viak podmienené opif aj ddvkou Ziarenia aj ¢asom
sterilizdcie, pritom ich mnoZstvo je z4vislé predovietkym od ddvky Ziarenia:

= - 2 - 2
Yo, SOOI N WISSTGY < 0 00IAY “001ShaY

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze vplyvom kombinovanych metéd kon-
zervicie nedochddza k vfraznym zmendm v zastlpeni nasytenych a nenasytenych
mastnych kyselin v priebehu skladovania. MnoZstvo esencidlnych mastn§ch kyse-
lin v8ak zvySujicou sa divkou Ziareni a ako aj dlh$im Casom sterilizdcie sa
v priebehu skladovania zniZuje. Pokles v zastipeni EMK v lipidoch steri-
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2 L. ZastGpenie mastngch kyselin v lipidoch vzoriek v priebehu skiadovania [g na 100 g MK] -Fatty acid scores in sample lipids during
storage (g per 100 g fatty acid)

Vzorka' gok‘l; Mastné kyseliny* [ = 3)
reim® | pee” NeMK/
& [y min | dni?| 100 | 120 | 140 | 160 | 16:1 | 17:0 | 18:0 | 18:1 | 1822 | 18:3 [NaMK|NeMK| EMK | N

-] -1 o 017|014 1,41]2268] 3,59 | 057 [1206|50,70] 6,81 | 1,87 | 37,03 | 62,97 | 8,68 | 1,70
0 |[016]0,10] 1,42 |2305|340] 036 [11,87]51,72| 6,55 | 1,37 | 3696 | 6304 | 792 | 1,71
1181149) 21 | 020|014 1,53 |2349| 414 | 046 |12,16|50,13| 6,53 | 1,22 | 37,98 | 62,02 | 7,75 | 1,63
42 | 023|014 | 1,43 | 24,18]| 4,09 | 0,65 |11,27|50,35| 6,58 | 1,08 | 37,90 | 62,10 | 7,66 | 1,64
0 |[o014]012]121|2236] 4,06 | 0,52 [11,65|51,60 6,65 | 1,69 | 36,00 | 64,00]| 834 | 1,78
2119|149 21 | 023|014 | 125|2427| 380 | 0,47 [12,59|48,74| 7,01 | 1,50 | 38,95 | 61,05 | 851 | 1,57
42 | 015|014 | 1,39 [24,96| 3,99 | 0,53 |10,85|49,45| 7,01 | 1,53 | 38,02 | 61,98 | 8,54 | 1,63
0 |[016] 0,12 145 |24,81| 3,62 | 047 [11,52]49,95| 6,49 | 1,41 | 38,53 [ 61,47 | 790 | 1,60
3181121 21 | 015|012 | 1,31 |2324| 4,06 | 0,43 |11,82|50,75| 6,74 | 1,38 | 37,07 | 62,93 | 8,12 | 1,70
42 | 018|014 | 1,33 |23,36| 4,29 | 0,58 | 10,87 |51,39| 6,77 | 1,09 | 36,46 | 63,54 | 7,86 | 1,74
0 |015] 0,12 1,54 |2363| 385 050 |11,92[49,63| 6,96 | 1,70 | 37,86 | 62,14 | 8,66 | 1,64
4119|121 | 21 |024]| 0,14 | 1,30 |2420| 430 0,47 [12,27| 48,50 7,08 | 1,50 | 38,62 | 61,38 | 8,58 | 1,50
42 | 018|012 1,33 |2340| 4,13 | 0,50 [12,29|49,47| 6,70 | 1,88 | 37,82 | 62,18 | 8,58 | 1,64
0 | 013|012 143 |2447]| 335 027 |11,26|51,51| 6,03 | 1,43 | 37,68 | 62,32 | 7,46 | 1,65
5195135 21 | 022|014 1,49 |2382| 423 | 0,40 [13,17|48,90| 6,32 | 1,31 | 39,24 [ 60,76 | 7,63 | 1,55
42 | 019|014 | 135 |2432] 407 | 0,55 [12,57|49,52| 6,17 | 1,12 | 39,12 | 60,88 | 7,29 | 1,56

6v-€¥ : (T) €661 ‘IT ‘APA “Arnog
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lizovanych vzoriek v porovnani so vzorkami konzervovanymi kombinovanou
metddou nie je vyrazny.

Ziverom moZno konstatovat, Ze z hTadiska stability lipidov, ktord sme sledovali
nielen zastipenim mastnych kyselin, ale aj mnoZstvom primirnych a se-
kundirnych produktov autooxiddcie a hydrolyzy je vhodnid kombinédcia ddvok
Ziarenia 5 kGy a &asu sterilizicie 32 miniit pri teplote 121 °C.
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Doslo diia 18. 7. 199

M. Takdcsovd, L. Sorman®, S. Duddsovd, A. Rajniakovd, B. Hozovd (Faculty of
Chemical Technology of the Slovak Technical University, Bratislava, Slovak Republic)

Changes in the proportion of fatty acids of lipid samples preserved
by the combination of the sterilization and of ionizing radiation

The gas chromatography method was used to study the changes in the proportion of
fatty acids of lipids. The model product ,Pork in natural juice“, preserved by
combination of heat sterilization and ionizing radiation.
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In a preparation of the trial and sample analysis we used the method of planned
experiment. The results obtained were processed by the EC 10 10 computer on the
program ROUCEKOP. We obtained regression equations characterizing the dependence
of the proportion of fatty acids on the rate of radiation (y) and sterilization time (f).

Changes in the proportion of fatty acids of the samples were compared during 0, 21
and 42-day storing with their representation in fresh meat (sample 0) and in the samples
(sample 14) prepared by traditional sterilization method (Table I).

The presence of 10 fatty acids was identified in lipid samples, out of it 6 saturated.
Higher portion of unsaturated fatty acids (NeMK) was recorded in all samples than in
saturated ones (NaMK). Oleic acid was represented the most and palmitic acid out
saturated fatty acids. During the storage no differences in qualitative representation
were recorded.The total amount of unsaturated fatty acids was on the day 0 of storing
in the samples prepared by traditional sterilization and in the sample 3, irradiated by
the rate of 8.1 kGy in combination with short time of sterilization, though the differences
in proportion of unsaturated fatty acids were not significant.

An amount of essential fatty acids (linoleic and linolenic acids) was conditioned by
the rate od radiation on the day 0 what followed also from regression equation. During
21-day storing, their amount was influenced not only by the rate of radiation, but also
by the sterilization time. It follows from the regression equation that higher
representation of essential fatty acids (EMK) is conditioned mainly by lower rates of
radiation. After 42-day storing, the amount of essential fatty acids is again affected by
the rate of radiation and the time of sterilization as well, the effect of radiation is more
marked, however (regression equation for 42nd day of storing).

It follows from the results achived that due to combined methods of preservation, no
significant changes in the total representation of saturated and unsaturated fatty acids
appear during storage. The amount of essential fatty acids is falling with the rising
radiation rate and longer time of sterilization. This drop is not significant with the
changes of essential fatty acids of lipids of sterilized samples.

In conclusion it can be said that in the aspect of lipid stability which was studies by
representation of fatty acids and by the amount of products of autooxidation and li} id
hydrolysis (Part I), the combination of radiation rates of 5 kGy with the sterilization
time of 32 minutes at the temperature 121 °C is suitable.

planned experiment; pork; combined method of preservation; heat sterilization and
ionizing radiation; fatty acids
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RECENZE

PRESENT KNOWLEDGE IN NUTRITION

SOUCASNE POZNATKY O VYZIVE
M. L. Brown (Ed.)

International Life Sciences Institute, Nutrition Foundation Washington, D.C.,
1990 (Sesté vydani) 532 stran

Véda o vyZivé nabyvad ve vyspélych zemich, pfedeviim v USA, stile vétsiho
vyznamu, o ¢emZ svéddi i stoupajici pocet odbornych publikaci. Nadace pro vyZivu
Mezinédrodniho dstavu pro vé€du vydala v roce 1990 jiZ Sesté vydani obsdhlé monografie
»Present Knowledge in Nutrition“. Proti prvnimu vydéni v roce 1953 je kniha roz§ifena
o mnoho novych kapitol, takZe celkovy polet v Sestém vydéni dosdhl 59. Na jejich
sepsani se podilelo 74 autoril z renomovanych vyZivifskych pracovisf v USA.

Kapitoly tvoii devét tematickych celkli pokryvajicich prakticky celou problematiku
lidské vyZivy. Kazd4 z kapitol s velkym poc¢tem literdrnich citaci je v podstaté monogra-
fif, shrnujici velice prehledné soucasné poznatky o daném tématu.

Prvni tematickd skupina se tykd energetickych problémi lidského organismu -
energetickych poZadavki, sloZeni téla, hladovéni a chuti k jidlu, obezity a proteinové
a energetické malnutrice. V druhé tematické skupin€ je popisovdn souCasny stav
znalosti o zdkladnich Zivindch - sacharidech, lipidech a bilkovinéch, dile o vldkniné
avodé. Trindct kapitol je vénovéno chemii, analytice a biochemii jednotlivych vitamin®
(A, D, E, K, kyselin€ askorbové, thiaminu, riboflavinu, vitaminu By, niacinu, vitaminu
B,,, kyseliné listové, biotinu a kyselin€ pantothenové).

Dal3i tematicky celek se zabyvéd vyZivovymi aspekty minerdlnich litek (Ca, P, Mg,
Na, Cl, K) a stopovych prvki (Fe, Zn, Cu, Se, F, Mn, Cr, J a nékteré dalsi). VyZivé
v urditych obdobich Zivota - t€hotenstvi a laktaci, détském véku, dospivani a stafi je
vénovin dal3i tematicky celek. Je zde zafazena i kapitola o vyZivé a sportu.

Pozornost je dile v€novéna tGloze vyZivy pfi nékterych chronickych onemocnénich
- nemocech kardiovaskuldrnich, hypertenzi, diabetu, osteopor6ze a osteomalécii,
onemocnéni ledvin a jater a nddorovych onemocnénich. Jsou popséany i otdzky hodno-
ceni vyZivového stavu obyvatelstva, doporuenych vyZivovych divek, smérl vyZivy
a perspektivy dal3fho vyvoje védy o vyZivé.

Na zédvér knihy je pfipojeno nékolik kapitol pojedndvajicich o specidlnich problé-
mech, jako je enterdlni a parenterdlni vyZiva, interakce I€Civ s vyZivovymi sloZkami,
konzumace alkoholu, imunita a jeji vztah k vyZivé, toxické latky v potravinach a vztah
geneticky podminénych chorob k vyZivé.

Kniha, kter4 je souhrnem sou&asnych poznatki o vyZivé, je na vysoké odborné Grovni
a pfitom je psdna velice piehledné a srozumitelné. Je ji moZné doporucit nejen
vyZivaiim, ale i potravindfim a pracovnikdm dal3ich souvisejicich obord.

Ing.Jana Dostalova,CSc
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ZLOZENIE AMINOKYSELﬂy A MASTNYCH KYSELIN
CELOZRNNEJ MUKY Z CiCEROV

Ladislav DODOK, Modhir ABID ALI, Viola BUCHTOVA,Gabriela HALASOVA,
Ivan POLACEK!

Chemickotechnologickd fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava;
Tyyskumny dstav krmovindrskeho priemyslu a sluZieb, 900 28 Ivanka pri Dunaji

Sledoval sa obsah aminokyselin a mastnych kyselin v celozrnnej mike z cice-
rov, ktoré pochédzali z VURV v Piestanoch a z Iraku. Zisteny bol vysoky
obsah lyzinu (7,39 g/16 g N, ev. 7,66 g/16 g N) a taktieZ vysoké hodnoty
sumy esencidlnych aminokyselin (36,35 g /16 g N, ev. 34,54 g /16 g N).
Z mastnych kyselin vykazovala vysoké hodnoty kyselina linolovd (70,39 %,
ev. 66,00 %). Na zéklade ziskanych vysledkov moZno konstatovat, Ze analy-
zované vzorky surovin sa javia z hl'adiska obsahu bielkovin a najmé zloZenia
aminokyselin, hlavne esencidlnych, d'alej zloZenia mastnych kyselin, ako aj
niektorych déleZitych minerdlnych ldtok a vitaminov sledovanych a uvede-
nych v predchdzajicej prici, ako hodnotné pre obohatenie niektorych
ceredlnych vyrobkov.

cicer; aminokyselina; mastnd kyselina; lyzin; kyselina linolovd; celozrnnd
mika

Celozrnné miky z cicerov (D o d o k et al., 1992) podrobené d'al§im analyzam
za G¢elom zistenia podrobnejsich informécif o ich chemickom zloZenf{ a poro -

nané so zahrani¢nymi Gdajmi Jaya, Venkataraman, 1980;
Saini, Knighs,1984;Mathur etal, 1964).

MATERIAL a METODY

Aminokyseliny boli stanovené na automatickom analyzitore aminokyselin
AAA - T - 339 Mikrotechna Praha. Pri tejto metéde sa uplatiiuje rozdelovacia
chrornatografia na ionomeni¢i OSTION LG ANB, pri¢om sa vyuZiva r6zna pola-
rita delenych zloZiek na uvedenom ionomeni¢i upravenou metédou Spackmanna,
Moora a Steina. Detekcia je fotometrickd po predchddzajicej ninhydrinove;j
reakcii. Vysledok fotometrickej detekcie sa zaznamenéva zapisovatom TZ 4 100
vo forme absorbancie, ktord je Gmernd koncentricii danej aminokyseliny vo
vzorke. Udaje v &islicovej forme vyhodnocuje digitdlny integrator model 26 °C,
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a to retencny &as vrcholov jednotlivych pikov a ich plochy. Reten¢ny &as amino-
kyselin je za konstantnych elu¢nych podmienok charakteristickou veli¢inou a sliZi
na identifikdciu aminokyselinového zloZenia.

Hydrolyzit bol pripraveny pouZitim kyseliny chlorovodikovej (¢ = 6 mol /dm?)
pocas 24 h pri 105 °C. Ziskané odparky aminokyselin boli prenesené do 25 cm?
odmernych baniek s 10% kyselinou octovou.

Anal§za aminokyselinovej zmesi prebicha na koléne s ionomeni¢om v Na*
cykle. Po automatickom dévkovani vzorky sa aminokyseliny z kolény vytesiiujd
sodno-citrdtovymi tlmiv§mi roztokmi o pH 3,5; 4,25; 9,5 pri teplote t, = 50 °C
at, =60 °C.

Tryprofén bol stanoveny metédou Roth a Schuster (Pribela et al.,, 1979;
Davidek a kol, 1981). NavdZené mnoZstvo vzorky sa nitruje nitratnou
zmesou a potom sa zahrieva 1 h na vriacom vodnom kipeli. Vzorka sa ochladi,
prefiltruje a filtrt sa v 50 cm® odmernej banke doplni 70% kyselinou sfrovou.
Intenzita vzniknutého ZItého zafarbenia sa meria pri 420 nm.Analytick4 ¢iara bola
zhotoven4 na kazefn.

Mastné kyseliny boli stanovené na plynovom chromatografe CHROM 5 (Labo-
ratorni pfistroje, s .p. Praha) (Pribela etal., 1979).

Stanovenie mastnych kyselin sa uskuto¢nilo za tychto $pecifickych podmienok:
Koléna: 2 m dlhd o priemere 2 mm; néplii: GP 10 % SP - 2330 na 100/120
Chromosorb WAW; teplota termostatu: 200 °C; prietok nosného plynu N,:
20 cm?/min; detektor: FID.

VYSLEDKY a DISKUSIA

Z vysledkov analyzy aminokyselinového zloZenia (tab. I) vyplyva, Ze z esen-
cidlnych aminokyselin v oboch vzorkédch je zastipend vo vysokom mnoZstve
limitujica aminokyselina lyzin a takticZ je vysokd suma esencidlnych amino-
kyselin v porovnani s p3eni¢nou mikou (25,07 g/16 g N). Vzijomné rozdicly
medzi vzorkami cicera neboli natolko v§znamné. Boli v8ak vysSie, ako uvidzaji
niektori zahrani¢ni autori.

Zo zlozenia mastnych kyselin (tab. IT) je evidentny vysoky obsah kyseliny
linolovej. V obidvoch pripadoch je jej obsah vyssi ako u obilnin, ale aj s6jového
oleja(Davidek etal., 1983). Podstatnej$i rozdiel medzi vzorkami cicerov bol
v obsahu kyseliny olejove;j.

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze tito surovina sa javi z hladiska obsahu
bielkovin a hlavne zloZenia a obsahu aminokyselin, najmé esencidlnych, dalej
zloZenia mastnych kyselin, ako aj niektorych dolezitych minerdlnych latok a vita-
minov, ako hodnotnd pre obohatenie niektorych ceredlnych vyrobkov vritanie
tych, ktoré st uréené pre chorych na celiakiu.

52



Potrav. Vidy, 11,1993 (1) : 51-54

1. Obsah aminokyselin u celozmnej miky z cicera - Amino acids content in chickpea whole grain

flour
%]

Amisckyselies’ : AT .A16 TN i "vwh:wg"N
Lyzin? % ‘_759 16,38 7,66
Leucin® 16,73 6,67 14,49 6,74
Izoleucin® 10,20 4,06 7,14 3,32
mymynm’ 18,46 7,40 13,18 6,13
Meuonin 1,56 0,62 1,36 0,63
Treonin’ 8,39 3,35 7,72 3,60
Trypwfin 5,04 2,01 5,07 2,36
Valin® 12,18 485 8,82 4,10
SEAMK 91,08 36,35 74,26 34,54
Alanin'” 10,34 4,12 9,16 426
Arginfn" 19,13 7,63 17,96 8,35
Cystin'? + + + +
Glycin® 9,62 3,84 8,21 3,82
Histidin* 10,54 4,20 8,24 3,83
Kyselina asparigové!’ 29,86 11,91 21,19 12,93
Kyselina glutémovs!® 35,33 14,09 33,22 15,45
Prolin'’ 10,74 4,28 11,36 528
Serin!® 11,51 4,60 10,38 4,83
Tyrozin'® 8,06 3,21 6,83 3,18
SOAMK 145,13 57,88 133,15 61,93

'amino acid; zlysme‘ ’lcucmc, moleucme. phenylalamne, methlomne, threomne, atryplophan,

valine;

proline; 1 19

serine;

s 34 cystine; 2 glycine;
tyrosine; “ sample

" histidine; 13

SEAMK = suma esenciflnych aminokyselin - sum of essential amino acids
SOAMK = suma ostatnych aminokyselin - sum of the other amino acid
Vzorka A = celozmn4 mika z cicera z Pie¥{an - chickpea whole grain flour from Piesfany
Vzorka B = celozmn4 miika z cicera z Iraku - chicpean whole grain flour from Iraque

aspartic acid; 5 glutamic acid;

II. Obsah mastn§ch kyselin v celozrnnej miike z cicerov - Fatty acid contentin chickpea whole grain

Kyselina' Vzorh’A Vzorka B Kyselina Vzorka A | Vzorka B
Myristov4® 0,01 0,01 Olejova® 17,37 28,44
Palmitov4® 6,32 5,08 Linolov47 70,39 66,00
Palmitoolejovi‘ 0,01 0,002 Linolenov4® 0,64 0,3
Stearov4® 0,09 0,05 ,

Yacid; “myristic; *palmitic; *palmitooleic; *stearic; ®oleic; "linoleic; ®linolenic; *sample

Je redlna moZnostuplatnenia tejto suroviny aj v infch oblastiach potravinirskeho

priemyslu.
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Research Institute of Feed Industry and Services, Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic)

Composition of amino acids and fatty acids of the whole grain flour
from chickpeas

The contents of amino acids and fatty acids in whole grain flour from chickpeas (Cicer
arietinum) cultivated at the Research Institute of Plant Production at Pie3fany and in
Iraq were examined. From the analysis of amino acids in both samples there is a higher
amount of the limiting amino acids lysine, as well as the sum of the essential amino
acids in comparison with wheat flour (25.07 g/16 g N). A high content of lysine
(7.39 g/16 g N and 7.66 g/16 g N, respectively) was found in whole grain flour from
chickpea from Slovak and from Iraq, as well as high values of essential amino acids
(36.35 g/16 g N and 34.54 g/16 g N, respectively).

A high linoleic acid content in whole grain chickpea flour is evident. In both samples
its contents are higher than that in cereals, as well as in soybean oil. More considerable
difference between both chickpea samples was recorded in oleic acid content (17.37
and 28.44, respectively). Contents of linoleic acid in Slovak chickpea are 70.39 and in
Iraq cheickpea 66.00.

On the basis of our results we may say that the analyzed (raw) material appears to be
a valuable for the enrichment of some cereal products in view of protein content and
especially from essential amino acids and fatty acids composition.

chickpea; amino acid; fatty acid; lysine; linoleic acid; whole grain flour
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VYUZITIE SYMBI(')ZY‘PROPI(')NOVY'CH BAKTERII S KVASINKAMI
PRI FORTIFIKACII KYSLEJ KAPUSTY B VITAMINMI
Bernadetta HOZOVA, Jitka CERNAY, Lydia ZAKOVA

Chemicko-technologickd fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava;
lV_)?zkumnf ustav potravindrského primyslu, Radiovd 7, 102 31 Praha 10

Cielom préce bolo sledovanie priebehu biosyntézy folacinu kyseliny panto-
ténovej a vitaminu Bg; v modelovych vzorkdch kyslej kapusty pocas
fermantdcie (9 dnf pri 20+2 °C) a skladovania (+4 °C), inokulovanych sélovo
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii kmeii Lyon 2 a v kombi-
ndcii s kvasinkou Kluyveromyces marxianus var. marxianus (syn. Kluy-
veromyces Fragilis 269) v porovnan{ s nezaoZkovanou kontrolou v koreldcii
so zmenami pH a organoleptickych vlastnosti. Folacin sa zvySil pift aZ Sest-
ndsobne (P. shermanii + K. marxianus) po 40 h fermentdcie. V tych istych
vzorkich sa zvySila koncentricia kyseliny pantoténovej o viac ako dvojnd-
sobok, ale v porovnani s prirodzene fermentovanou vzorkou boli hodnoty
o nie€o niZiie. Vysledky vitaminu B boli kolisavé v priebehu fermentdcie
a skladovania. Vzorky inokulované P. shermani + K. marxianus (ale aj len
s P. shermanii) sa vyznatovali harmonickou chutou, vdiiou, konzistenciou
(lepSou ako kontrola) aZ do konca skladovania (38 dnf pri +4 °C).

folacin; kyselina pantoténovd; vitamin By symbiéza propiénovych baktérif
a kvasiniek; fortifikdcia potravin; kysld kapusta

Baktérie propiénového kvasenia sa vyznacuji anaerébnym katabolick§m meta-
bolizmom, ktorého hlavnym produktom je kyselina propiénové, vo zvy3enej miere
syntetizujd vitamin B,, a folacin. V symbi6ze s beZnymi mliekdrenskymi kulttra-
mi, ako je napr. smotanovi, acidofiln4 alebo jogurtovi je viak schopnost biosynté-
zy tychto vitaminov skupiny B v mlieku v§znamne potladend. Zistilo sa, Ze
pridavok kvasiniek skvasujtcich laktézu ku zmesi uvedenych kultir umoZiiuje
propiénovym baktéridm obnovif pdvodni schopnost biosyntézy vitaminu B,,
a folacinu, a naviac obohati napr. mlieko aj o niektoré d'al$ie vitaminy skupiny B
(tiamfn, riboflavin, B, kyselinu pantoténovd, niacin) (C e rn 4, 1986). Tento
poznatok sa vyuZiva v zahrani¢i na pripravu nutri¢ne hodnotnej biomasy na béze
srvétky alebo kukuriéne;j siliZe pre kfimne G&ely. U nés (regiondlne) bola na tomto
principe zavedend vyroba fermentovanych mlie¢nych népojov (ELVIT)
s niekolkon4sobne vy3Sou nutri¢nou hodnotou (Cern4, Hrabov 4, 1978).
Autorky pouZili kmeii Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii Lyon 2
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a kvasinku Kluyveromyces marxianus var. marxianus, vopred kultivované v mlie-
ku.

Cerné (1986) sa zmieiiuje aj o pozitivnych vysledkoch koncentricie vita-
minov vo vzorkich smotanového zékysu, tvarohu, suseného a kefirového mlieka.
Tak napr. smotanovy zikys obohateny kultGrou P. shermanii mal v porovnani
s neobohatenym vyrobkom zniZent koncentriciu tiaminu o 40 % a vitaminu By
0 13 %, zv§Sent koncentriciu folacinu o 73 % a vitaminu B,, 0 450 %. Ak sa
k zdkysu pridala si&asne kvasinka, zv{$ila sa koncentrécia tiaminu o 20 %, niacinu
0 200'%, vitaminu B, o 53 %, kyseliny pantoténovej o 30 % a enormne vzréstla
koncentrécia folacinu a vitamimu B,, oproti neabohatenému v§robku. Je to preto,
Ze kvasinka produkuje do prostredia rastové faktory, nutné pre rast baktérii
propiénového kvasenia, ale i pre biosyntézu vitaminu B, ,, a tym aj folacinu, kedze
ich metabolické cykly na sebe nadvizuji a vzijomne sa podmiefiuji. Analogické
zévislosti sa nasli aj vo vzorkich tvarohu, suseného a kefirového mlieka.

Na zdklade uvedenych poznatkov sme v naSich experimentoch Studovali
moznosti obohatenia zeleninov§ch virobkov, napr. fermentovanej kapusty fola-
cinom, kyselinou pantoténovou a vitamino B, pomocou umelej inokulicie
kmeiimi: 1. Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii Lyon 2 a 2.
F o freudenretchu subsp shermii Lyon 2 v symbiéze s kvasinkou Kluyveromyces
marxianus var. marxianus (syn. K. fragilis, kmeii 269), a to polas fermenticie
(9 dnf pri 2042 °C) a skladovania v chladiarensk§ch podmienkach (+4 °C).
Biosyntéza uvedenych vitaminov bola sledovand v korelicii so zmenami pH
a organoleptickych vlastnosti vzhfadom na neinokulovani prirodzene fermento-
vani kapustu (kontrola).

MATERIAL a METODY

Pouzité kultiry mikroogranizmov - 1. Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermanii, kmeni Lyon 2 a 2. Kluyveromyces marxianus var. marxianus
(syn. K. fragilis, kmeii 269). Obidva kmene boli dodané v nativnom stave zo
zbierky mikroorganizmov na VUPP Praha.

Priprava vzoriek - Biela hldvkovi kapusta (asi S kg) bola ocistend a nakrijend
na rezance, bola pridand sol (1,8 %) a malé mnoZstvo rasce. Po dokladnom
premie3ani sa mieSanka odviZila a rozdelila na tri diely po 1,5 kg.

K prvému dielu bolo pridané 10 ml 24h inokula. P. shermanii, aktivovaného
a pasdzovaného (dva raz) na pdde podla Neronovej a Jerusalimského (Nero -
nova, Jerusalimski, 1959) a 5 ml 24h inokula K. marxianus na 1 kg
kapusty - vzorka A. Druhy diel sa zmiesal s 10 m] 24h inokula P. shermanii na
1 kgkapusty (kmeii bol aktivovany pre biosyntézu vitaminov ako v prvom pripade)
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- vzorka B a treti diel bola neinokulované prirodzene fermentovani vzorka (C),
ktor4 sldZila ako kontrola.

Jednotlivé vzorky kapusty sa plnili do vopred umytych, vysterilizovanfch
a oznalenych pohdrov, kapusta sa silne stlacila a po uzavreti pohérov boli vzorky
pripravené na fermentéciu a skladovanie. Stanovenie folacinu bolo robené mikro-
biologickou metédou s Lactobacillus casei ATCC 7469 podla CSN 56 0057,
stanovenie kyseliny pantoténovej mikrobiologickou metédou so Saccharomyces
uverum 4228 (ATCC 9080) podra CSN 56 0060 a stanovenie vitaminu B¢ mikro-
biologickou metédou so S. uvarum 42 28 podla CSN 56 0065.

Stanovené susiny bolo robené metédou, ktor opisal Pribela (1985).Pre
senzorické hodnotenie bolo pouZité bodové hodnotenia a profil chutnosti
(Pribela, 1985) podra pifbodovej schémy (tri hodnotitelia). Statistické
vyhodnotenia (# = 4) sme robili metédou, ktor opisali Eckschlager et al
(1980).

VYSLEDKY a DISKUSIA

V tab. I, II a na obr. 1, 2 s uvedené vysledky zmien pH zvolenych vitaminov
skupiny B: folacinu (&iastkové), kyseliny pantoténovej a vitaminu B, v mode-
lovych vzorkich kapusty analyzovanych podas fermenticie a skladovania.
Vysledky stanoveni s vyjadrené v mg na kg jedlého podielu (tuhy podiel so
Sfavou), ako aj v mg na kg suSiny. Boli vypoéitané percent prirastku (prip. Gbytku)
jednotlivych sledovan§ch vitaminov vzhlfadom na v§chodiskovy materiél (surova
kapusta).

Folacin - Priebeh biosyntézy folacinu kmetiom P. shermaniiLyon 2 v symbi6-
ze s kvasinkou Kluyveromyces marxianus (vzorka A), P. shermanii Lyon 2
(vzorka B) v porovnani s koncentriciou folacinu v neinokulovanej (vzorka (")
a v surovej kapuste (vzorka S) sme pre objektivne pri€iny (opakované inhibicia
rastu testovacieh kmeiia) mohli vyhodnotif iba po 40 h fermenticie. Dosiahnuté
¢iastkové vysledky sumarizuje tab. I. Z nej vypl§va, Ze po 40 h od zaloZenia pokusu
bola koncentricia folacinu vo vzorkich Ca B pribliZzne rovnakéd ako v surovej
kapuste, pribl. 0,077 mg/kg j.p. (po prepocte na susinu bol pokles v§raznejsi -
0 20 %). Koncentrécia folacinu vo vzorke A po 40 h evidentne stipla, t. j. priblizne
0 500 %, po prepotte na susinu asi 0 390 %. Prudky nérast koncentricie folacinu
bol spdsobeny niekolkondsobne vysSou produkénou schopnostou P. shermanii
v symbiéze s kvasinkou, a to v priebehu 24 h (C e r n 4, 1986).

Priebeh zmien pH (tab. II) je typicky pre mlie¢ne fermentované v§robky. NiZsie
pH (okolo 4,60) mali pochopitelne vyrobky inokulované propiénovymi bakté-
riami. KedZe po prvom dni fermentdcie bol zisteny rapidny pokles pH (z 6,53
v surovej kapuste na 4,62 pri vzorke A), dd sa predpokladaf, Ze obohatenie
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inokulovanych vzoriek folacinu by bolo este vyraznejsie pri udrZani pH v rozmedz{
6,0 az 7,0, kedy prebieha v maximélnej miere biosyntéza folacinu a vitaminu B,,
(Cern 4, 1986). Ku koncu fermentécie a podas celej dizky chladiarenského
skladovania bolo pH sterilizované (3,46 aZ 3,48).

I. Koncentrécia folacinu po 40 h fermenticie modelovych vzoriek kapusty - Concentration of-
folacine after 40 hours of fermentation of the cabbage model samples

3 i Prirastok,| |Prirastok,
Vzorka! T | meke’] | onis | meke’)| oy
. P- (%] (susiny) (%)
A (P. shermanii + K. marxianus) 10,5 0,460 +497 | 4,38 +387
B (P. shermanii) 10,5 0,075 31 072 20
C (kontrolni?) 10,9 0,078 +1| 072 20
S (surovd’) 8,6 0,077 -| 090 .

lsample, 2c:omrol; 3fwsh; ‘dry matter; Sincrease and/or decrease

Aj ked sme nedocielili Gplné v¥sledky pri stanoven{ folacinu, moZno predpokla-
daf, Ze jeho hodnoty, najmi vo vzorke A, by este stipali, resp. by sa udrZali na
pociato¢nej Grovni.

II. Hodnoty pH modelovych vzoriek kapusty po&as fermentdcie a skladovania - pH values of
the cabbage model samples during fermentation and storing

Cas fermentécie a skladovania (dni)?
0 1 4 9 16 | 23 | 30 | 38
A (P. shermanii + K. marxianus) | 6,53 | 4,62 | 4,38 | 3,47 | 3,46 | 3,58 | 3,52 | 3,47
B (P. shermanii) 6,53 |1 4,60 | 4,35 | 3,53 | 3,44 | 3,71 | 3,48 | 3,48
C (kontrolni?) 6,53 | 5,05 | 4,45 | 3,51 | 3,47 | 3,61 | 3,46 | 3,48
lpl‘l of samples; Zcontrol; time of fermentation and storing (days)

pH vzoriek!

KedZe biocykly folacinu a vitaminu B,, sG navzijom prepojené, je oddvodneny
predpoklad, Ze hodnoty vitaminu B,, vo vzorke A by korelovalishodnotami fo-
lacinu a boli by niekolkonédsobne vy3Sia ako v ostatnfch modelov§ch vzorkéch.

Kyselina pantoténova - Vzorky pre stanovenie kyseliny pantoténovej sme
odoberaliv1.,4.,9.,16.,23.,30.a 38. dni od zaloZenia pokusu. Obr. 1 dokumentuje
celkovy priebeh biosyntézy kyseliny pantoténovej v modelovych vzorkich
kapusty pocas fermenticie a skladovania (mg na kg susiny). Po prvom dni
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{mg.kg'l

16. 3 30 38 fd]

E P shermanil Dm)

1. Priebeh biosyntézy kyseliny pantoténovej (v mg na kg suSiny) v modelovch vzorkach
kapusty - The course of biosynthesis of panthotenic acid (in mg per kg of dry matter) in the
cabbage model samples

fermenticie nebol zaznamenany v§znamny prirastok tohto vitaminu, resp. po
prepocte na susinu sa zistil priblizne 20% tbytok vzhladom na surovi kapustu. Po
Stvrtom dni bol pozorovany vzrast koncentracie tohto vitaminu, najviac v kontrole
a vo vzorke A. Stiipajici trend biosyntézy kyseliny pantoténovej pokracoval do
16. difa od zaloZenia pokusu (prirastok 38 a 46 %). Maximdlny vzostup tohi )
vitaminu bol dosiahnuty po 30. dni fermentécie a skladovania vo vzorke A (83 %)
a vo vzorke C (aZ 154 %), ¢o mozno vysvetlif dodatoénym uvolnenim z vézieb na
bielkoviny a polysacharidy (CSN 56 0060). Na konci experimentu koncentricie
kyseliny pantoténovej znovu poklesla, o mohlo byf zapri¢inené nizkym pH vzoriek
(3,46) a jej pravdepodobnou deStrukciou podas chladiarenského skladovania
(Cheng, Eitenmiller, 1988).

Z obr. 1 vidief, Ze aj ked’ potas fermenticie a skladovania modelov§ch vzoriek
kapusty bola koncentricia kyseliny pantoténovej vo vzorkdch A vicSia ako vo
vzorke B (asi dvojndsobne), celkove boli tieto hodnoty niZ3ie ako v kontrolnej
vzorke C. Tento jav moZno vysvetlit tym, Ze prirodzend mikrofléra vo vietkych
vzorkéch sice produkuje kyselinu pantoténovii, aviak tdto sa vo vzorkich A a B,
inokulovanych P. shermanii, odbiravi, nakol'ko je jednou z esencidlnych zlG¢enin
nevyhnutngch pre biosyntézu folacinu (C e r n 4, 1986). Bolo by preto zaujimavé
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zamerat sa v budiicnosti na korelaciu tvorby jednotlivych vitaminov skupiny B vo
fortifikovanych zeleninovych v§robkoch.

Vitamin B, - Vzorky pre mikrobiologické stanovenie vitaminu B sme odobe-
raliv 1,9, 16., 23., 30 a 38. dni od zaciatku pokusu. Obr. 2 dokumentuje celkovy
priebeh biosyntézy vitaminu B, v modelovych vzorkich kapusty po¢as fermentécie
a skladovania (mg na kg susiny).
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2. Priebeh biosyntézy vitaminu B (v mg na kg susiny) v modelovych vzorkdch kapusty - The
course of biosynthesis of vitamin B (in mg per kg of dry matter) in the cabbage model samples

Z obr. 2 vyplyva, Ze koncentricia vitaminu B, vo vzorke A inokulovane;j
P. shermanii + K. marxianus stipala do 16. diia (z 14,6 mg/kg na 41,5 mg na
kg sus., t. j. prirastok +184 %). Od 23. dia do konca skladovania hodnoty
kolisali, ako je zrejmé aj z obrazku.

Priebeh biosyntézy vitaminu B, vo vzorke inokulovanej P. shermanii poukazuje
na postupné narastanie jeho koncentricie pocas fermenticie aZ na hodnotu
37,1 mgkg, t. j. o 154 %. Pokles koncentricie vitaminu B, po 16. dni v3ak
naznacuje, Ze z dalSieho priebehu pokusov nemozno posidif objektivne zivery.
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Koncentricie vitaminu By vo vzorke C (kontrola) variovala podas pokusu
v intervale od 12,1 do 25,2 mg na kg suSiny.

Z vysledkov senzorického hodnotenia (bodové hodnotenie, profil chutnosti)
vyplynulo, Ze pocas fermenticie a skladovania sa zlep$ili postupne orga-
noleptické vlastnosti vietkych modelovych vzoriek (voiia, konzistencia, chut)
a udrZali sa tak aZ do konca experimentu (vybornd farba a vzhrlad). Po ukonéeni
fermentécie a tieZ v priebehu skladovania bola senzoricky najlepSie hodnotend
vzorka inokulovand P. shermanii + K. fragilis (typicka kysla chuf, ostrejsia
v dosledku produktov metabolizmu propiénovych baktérii a kvasiniek). Tieto
modeové vzorky si do konca experimentu zachovali vybornd, harmonicki chuf,
voOiiu a primerani konzistenciu.
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Utilization of propionic bacteria in symbiosis with yeasts
for sauerkraut fortification with B vitamins

The aim of this work was 1o study the biosynthesis of some B vitamins (folacine,
B,, pantothenic acid), changes of pll and sensory properties {appearance, colour,
flavour, consistency) during fermentation (8-9 days at 20 + 2 °C) and storage (+ 4 .
of model (dhlmg,e samples inoculated with Propionibacterium [rcuzlemel,dnr subsp.
shermanii 1yon 2 solety and in combinations with Kluyveromyces ni
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marxianus (syn. Kluyveromyces fragilis 269), and a comparison with the control
(naturally fermented cabbage).

These microorganisms were used in the experiments: Propionibacterium
freudenreichi subsp. shermanii Lyon 2, Kluyveromyces marxianus var. marxianus
(Collection of microorganisms, RJFI, Prague). Vitamins were determined by
microbiological methods using: Lactobacillus casei ATCC 7469 for folacine
(CSN 56 0057), Saccharomyces uvarum ATCC 9080 for vitamin Bs (CSN 56 0060)
and S. uvarum ATCC 9080 for pantothenic acid (CSN 56 0056). Point-scale evalution,
profiling of tastiness (Pri bel a, 1985) .

After 40 hrs of fermentation, folacine content in the combination of propionic bacteria
with yeasts increased from 0.077 mg/kg (c.p.) by more than 500 % (390 d.m.) - Table I
and was almost unchanged in the other variants of experiments.

The content of pantothenicacid increased by 83 % after 30-day storage in the samples
inoculated with P. shermanii Lyon 2 + K. marxianus in comparison with 24 times
increase in the samples inoculated with P. shermanii solety and with 154 % in control
samples (Fig. 1).

The content of vitamin Bg varied during fermentation in all samples so that no strict
conclusions can be made. Samples inoculated with P. shermanii + K. marxianus
revealed an excellent flavour, consistency and retained these properties until the end of
storage (i. e. 38 days after inoculation).

folacine; pantothenic acid; vitamin Bg; symbiosis of propionic bacteria nad yeasts; food
fortification; sauerkraut
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VPLYV KULINARNEHO SPRACOVANIA A UDRZIAVANIA
ZELENINY NA OBSAH DUSICNANOV

Agdta FARGASOVA

Chemickotechnologickd fakulta, Slovenskd technickd univerzita,
Radlinského 9, 812 37 Bratislava

V rokoch 1989 a 1990 sa sledoval obsah dusi¢nanov v surovej a kuchynsky
spracovanej zelenine. Stanovenia sa robili na zemiakoch, mrkve, zeleri, kale-
rdbe, hldvkovom 3aldte a kyslej kapuste. Dusi¢nany sa stanovovali potencio-
metrickou metédou pomocou iénovo-selektivnej dusiénanovej elektrédy
(ISE). Hygienickym kritériom bolo rozhodnutie ¢. HE-594/90-08 z 12. 3.
1990, vydané hlavnym hygienikom Slovenskej republiky, a smernica
Ministerstva zdravotnictva (MZd. ¢&. 35/1977). Z price vyplynulo, Ze
v jarnych mesiacoch st problematické predovietkym rychlené druhy zeleniny
(kalerdb, Saldt), z ktorych sa vSak varenim dobre uvoliiuji Ziviny, ¢im sa
zniZuje aj obsah dusi¢nanov. Ostatné druhy zeleniny, ktoré sa skladovali
v priebehu zimy (mrkva, zemiaky, zeler, ako aj kysld kapusta) sa nejavili
z hlladiska obsahu dusi¢nanov ako problematické.

dusi¢nany; mrkva; kalerdb; zeler; zemiaky; hldvkovy $aldt; kysld kapusta;
kuchynské spracovanie

V stitasnosti sa na celom svete venuje zo zdravotného hl'adiska velka pozorno: !
- vyskytu dusi¢nanov a dusitanov v polnohospodirskych surovinich a v potra-
vindrskych vyrobkoch. Na obsah dusitanov, ktoré vznikaji redukciou dusi¢nanov
v zelenine, mé4 vplyv ako spdsob uskladnenia(Schuphan, Schottman,
1965;Hall, Hicks,1977), tak aj spésob manipulécie pri preprave a pouZita
technolégia pri spracovani (Prugar, Prugarovi4, 1985). Sledovanim
mnozstva dusitanov pri skladovani niektorych druhov zeleniny po tepelnej Gprave
sa vo svojej préci zaoberali Hlavsova etal. (1970). Zmeny v obsahu dusi-
tanov zédviseli od obsahu dusi¢nanov v pdvodnej vzorke a od vysky teploty, pri
ktorej sa vzorka skladovala.

Obsah dusi¢nanov sa mdZe vyrazne zniZif aj potas konzervirenského spra-
covania, napr. pri umyvani a blanZirovani zeleniny. Podobne je to aj pri
kuchynskom spracovani zeleniny varenim, ked rozpustné soli vritane dusi¢nanov
prechddzaji do vyluhu. MéZe to znamenat aZ 80% zniZenie pdvodného obsahu
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dusi¢nanov (Plain, 1977; Bedé&ka et al, 1982). Velkosf Gbytku zivisi
od druhu zeleniny a spdsobu jej spracovania(Kenny, Walshe, 1975).
Pri intenzivnom pranf a najma vylihovani do v§varu alebo do blanZirovacej vody
v3ak dochéidza nielen k Gbytku neZiaddcich dusi¢nanov, ale aj mnoh§ch nutri¢ne
pozitivnych 14tok, ako s@ vitaminy a minerélne latky, niektoré sacharidy a pod.

MATERIAL a METODY

Rozdiely v obsahu dusi¢nanov sme sledovali v rokoch 1989 a 1990 nésle-
dujicich druhoch zeleniny, zakdpenych v obchodne;j sieti: korefiovéd zelenina -
mrkva, zeler; hlibové zelenina - rychleny kalerdb; listovd zelenina — rychleny
hldvkovy Salét; okopaniny — zemiaky. Mrkva bola Cistd a pomerne mékk4 s prie-
mernou dizkou koretia 120 mm a priémerom 25 aZ 30 mm. Zeler bol velky s prie-
mernou dizkou koreiia 135 mm a priemerom 110 mm, tvrdy a dobre skladovany.
Kalerdby a hlavkovy 3alat boli zakipené v mesiaci marci. Kaleraby boli pomerne
malé (priemer 45 aZ 50 mm) a Cerstvé, alit bol Gplne Eerstvy a hldvky boli tvrdé.
Zemiaky boli pomerne malé, mikké a nie v najlepSom stave. Z potravinirsky spra-
covanej zeleniny sa pouZila kysl4 kapusta, ktord bola Gplne skvasen4 a zakipena
na trhu.

Pri vietk§ch druhoch zeleniny sa stanovoval celkovy obsah dusi¢nanov v suro-
vej zelenine, vo v§vare z nakrdjanej zeleniny po vareni, v odkvapkanej zelenine
po vareni a v odkvapkanej zelenine po drubej, pripadne tretej extrakcii. Druh4
a tretia extrakcia predstavovala opidtovny analyticky postup s pouZitim extrak&né-
ho ¢inidla na uZ uvarenej a odkvapkanej zelenine pouZitej na prvi, pripadne druht
extrakciu. Zelenina sa varila v pripade mrkvy a zemiakov 20 minft, zeler, kalerib
a kysla kapusta sa varili 25 min a hldvkovy $alat 10 miniGt. Extrakéné Einidlo malo
zloZenie: 6,66 g Al,(SO,),;.18 H,0 a 2,5 g CuS0O,.5H,0 na lit6r.

Stanovenie obsahu dusi¢nanov sme robili dusi¢nanovou iénovo-selektivnou
elektrédou CRYTUR. Reprezentativne vzorky zeleniny sme pripravili zo 7 aZ
10 kusov, ktoré sa v pripade stanovenia celkového obsahu dusi¢nanov v surovej
zclenine len zhomogenizovali. Pri varenej zclenine sa odvézilo 100 g celych
segmentov, ktoré sa varili v 11 vody. Z vyvaru sme pripravili extrakéné Cinidlo
(zabrénilo sa tym dal$iemu riedeniu vzorky, do ktorej sa uZ dusi¢nany uvornili)
a v illom sme priamo stanovovali mnoZstvo dusi¢nanov uvolnenych varenim.
V odkvapkanej vzorke sme po zhomogenizovani stanovovali obsah dusi¢nanov
ako pri surovej zelenine. Extrakcie sme v zhomogenizovanej uvarenej vzorke
opakovali (druhd a tretia extrakcia) aZ kym obsah dusi¢nanov vo vylGhovadle
neklesol na stopové mnoZstvo. V3etky stanovenia sme robili v piatich paralelnych
vzorkich a v préci st uvidzané ich priemerné hodnoty.
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VYSLEDKY a DISKUSIA

Vysledky zo stanovenia obsahu dusi¢nanov v jednotliv§ch druhoch zeleniny
pred kulindrnym spracovanim a po tiom si uvedené v tab. I.

L Obsah dusi&nanov v jednotlivych druhoch &erstvej a kulindrne spracovanej zeleniny
[mg.kg? NO3 ] - Contcnt of nitrates in the individual sorts of fresh and kitchen handled
vegetables [mg kgt NO3 ]

Zemiaky! Mrkva? Zeler’ Kalerdb? Sal’ kﬁﬁi‘

A N A S | A S A S A| S| A|S

1 |130,28| 1,876 | 191,66| 3,386 | 79,1 | 3,984 [ 1624,0] 7,76 [2340,0]5,128257,6] 6,18
2 |105,80( 1,078 [ 139,68 1,183 | 50,2 | 3,068 | 1475,6| 8,876 | 1896,0(12,24|224,0| 3,06
3| 28,4 | 9,897 | 45,12 | 2,612 | 23,2 | 2,403 | 253,4 | 11,016| 473,5 | 4,182 41,1 [4,029
41966 (1,703 | 12,58 | 1,315 | - - | 39,8 | 2,748 | 20,02 |0,520( 28,5 |1,785
5120 | - [500]| - [s00| - |1500° - |[3000°| - |400%| -
6| 145 - | 365 - | 365 - |1005°| - [2190°| - | 290 ]| -
il & . . . - |1578 2612 - . - g

lpotatoes; 2carrot; 3mlery; 4kohlmbi; 5lettuce; Ssauerkraut

1 = celkovy obsah dusi¢nanov v surovej zelenine - nitrate content in raw vegetable
2 = obsah dusiénanov vo vyvare z nakrijenej zeleniny - nitrate content in decoction from cut
vegetable
3 = obsah dusi¢nanov v uvarenej odkvapkanej zelenine - nitrate content in cooked vegetable
4= obsah dusi¢nanov v uvarenej odkvapkanejzelenine po druhej extrakcii - nitrate contentin coo’:~d
vegetable after second extraction
5 = najvy3Sie pripustné mnoZstv dusi¢nanov vy{adrenycb ako NaNOj - the highest allowable
nitrates quantity expressed as NaNO; [mg.kg™]
= najvysSie pripustné mnoZstvd dusnénanov vyjadrené v NO3 - the highest allowable nitrates
quantity expressed as NO3 [mg kg’ ]
7 = obsah dusi&nanov v uvarenej odkvapkanej zelenine po tretej extrakcii - nitrate content in cooked
vegetable after third extractmn
A = obsah NO3 v mg. kg - content of NO3 in mg. kg
S = smerodajn4 odchylka - standard deviation
hodaoty s vyzna&enim nevhodnosti pre dojéati - values unsuitable for infants
*  hodnota uvidzani smernicou MZd SSR & 35/1977 - values according to the decree of the
Ministery of Health of the Slovak Republic, No. 35/1977

Z tab I. vypljva, Ze obsah dusi¢nanov v skladovanych a do obchodnej siete
distribuovanych zemiakoch spiiia hygienické kritéri4. Zemiaky sii celkovo hodno-
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tené ako mélo problematickd plodina z hladiska celkového obsahu dusi¢nanov
(Prugar, Prugarov4,1985). Znacnd ¢ast dusi¢nanov sa varenim uvornila
do vyluhu (105,8 mg NO3 na 1 kg) a v odkvapkanych varenych zemiakoch sa
stanovilo uZ len 28,4 mg NOj3 na 1 kg po prvej a 19,66 mg NOj na 1 kg po druhe;j
extrakcii. Toto zodpoved4 vysledkom, ktoré uvddzaliB e ¢ k a etal. (1982), podl'a
ktorych sa obsah dusi¢nanov vo varenych zemiakoch zniZuje na 1/4 aZ 1/5
poévodnych hodnét. V naSom pripade sa obsah dusi¢nanov znizil na 21,8 %. Proble-
matickym je v8ak potom vyuZivanie vyvarov, napr. pri priprave polievok,
v ktorych je obsiahnutd zna¢né ¢ast dusi¢nanov (78,2 %).

V porovnani s v§sledkami, ktoré uverejnili Kenny a Walshe(1975),
bol obsah dusi¢nanov v nami hodnotenej mrkve a zeleri ovela niZsi. Kym uvédzani
autori udévaji pre erstvi zeleninu priemerné hodnoty NO3 pri mrkve 771 mg/kg
a pri zeleri 2711 mg/kg, nami zistené hodnoty boli pri ¢erstvej mrkve 191 mg/kg
a pri zeleri 79,1 mg/kg (tab. I). Rovnako boli v porovnani s uvddzanymi autormi
nizke aj hodnoty v uvarenej zelenine. Na rozdiel od uddvanych priemernych
hodnét dusi¢nanov v uvarenej mrkve (465 mg/kg) a v uvarenom zeleri
(1209 mg/kg), boli nami namerané hodnoty pri mrkve len 45,12 mg/kg a pri zeleri
23,2 mg/kg. Ubytok dusi¢nanov bol pri mrkve 76,5 % a pri zeleri 70,67 %, ¢o j je
ovela vysSie percento ako uddvaji spominani autori (pri mrkve uddvaji priemerny
ubytok dusi¢nanov 40,1 % a pri zeleri 55,5 %). Nami testované a v obchodne;j sieti
zakipené vzorky mrkvy a zeleru plne vyhovovali poZiadavkdm na obsah dusi¢na-
nov v tychto zeleninovych druhoch. Na rozdiel od zemiakov a mrkvi bol v zeleri
nizky ako celkovy obsah dusi¢nanov v surovej zelenine (79,1 mg/kg), tak aj vo
vyluhu (50,2 mg/kg) a uvarene;j zelenine (23,2 mg/kg), takZe sa uZ druh4 extrakcia
nerobila.

V)’rznamnejﬁe odchylky od povolenych hodnét dusi¢nanov sme zaznamenali len
pri analyzovani vzoriek rychleného kalerébu a rychleného hlédvkového Salatu. Pri
kalerdbe a 3alite obsah dusi¢nanov nespliial hygienické poziadavky. Tieto druhy
zeleniny patrili k rychlenej zelenine, ktord bola pestované volne v diioch so slabou
intenzitou svetla, ¢o spdsobilo zvysenie obsahu dusi¢nanov. Obsah dusi¢nanov
v kalerdbe po vareni prudko klesol (aZna 15,6 %) a po druhej extrakcii na 2,45 %,
¢o dokazuje dobré uvoltiovanie dusi¢nanov z tohto zeleninového druhu. Ako sa
uvidza v literatire (V e n t e 1, 1978), obsah dusi¢nanov v kalerdbe zéivisi ako od
intenzity hnojenia, tak aj od velkosti bul'vy.

Z hlavkového $alitu sa pred pripravou vzorky odstranili starSie vonkajsie listy.
Salat sa varil len 10 minit a jeho varenie sa pouZivalo ako teoretickd Stidia
v porovnani s ostatnymi zeleninovymi druhmi. Po jeho vareni tieZ poklesol obsah
dusi¢nanov na 20,24 % a po dalSom vylihovani aZ na 0,85 %. Dusi¢nany sa teda
z neho uvolTiuji tak, ako aj pri rychlenom kalerdbe, velmi dobre. Obsah dusi¢na-
nov v hldvkovom $alite zévisi, ako uvddza Venter (1978), aj od intenzity
sIne¢ného Ziarenia. Nim zistené hodnoty pre hlavkovy $alit pestovany v polotieni
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sa pribliZuji k nameranym hodnot4m pre tento druh listovej zeleniny, &o dokazuje,
Ze v jarngch mesiacoch, kedy bol Saldt zberany, méZeme jeho vysok§ obsah
dusi¢nanov pripisat vplyvu vonkajSieho prostredia, predovietk§ym nedostatonej
intenzite svetla.

Pri kyslej kapuste zodpovedal obsah dusi¢nanov poZiadavkdm, ktoré na
konzervované zeleninové vyrobky kladie smernica MZd. & 35/1977. Varenim sa
v nej obsah dusi¢nanov zniZil aZ o 84 %, takZe je vhodn4 na pripravu hotov§ch
pokrmov, o ktorych informicie poskytli na zdklade anal§jz Achtzehn
a Hawat (1984).

Z uvidzanych vysledkov vyplyva, Ze varenim sa obsah dusi¢nanov v zelenindch
zniZuje na 1/4 aZ 1/5, ako uvidzaji aj Plainova (1977)aBecka et al.
(1982). Problematickym zostdva len v§luh, do ktorého prechddza aZ okolo 80 %
dusi¢nanov. Z toho dévodu by bolo v§hodné pri niektorfch zdravotn§ch problé-
moch v§var nepouZivat, alebo ho po uréitom &ase varenia zliaf a zeleninu dovarif
v d’alSej vode.
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A. FargaSovd (Faculty of Chemical Technology, Slovak Technical University,
Bratislava, Slovak Republic)

Influence of culinary processing and holding of vegetables on content of nitrates

In the years 1989 and 1990 the influence of the kitchen cooking on the content of
nitrates in vegetables was studied. The content of nitrates was tested in potatoes, carrots,
celery, young kohlrabi, lettuce and sauerkraut. A method with a ion-selective nitrate
electrod (ISE) was used to determine the nitrates. It followed from the work that among
spring forced vegetables kohlrabi and lettuce were problematic. The content of nitrates
in these sorts of vegetables was very high, but with cooking the nutrients were released
very well into the cooking water and the content of nitrates in the cooking vegetables
was lowered. By cooking the concentration of nitrates in kohlrabi decreased by about
84.4 % (Table I). Similar situation was for lettuce - concentration of nitrates was very
high. By cooking the concentration decreased by about 79.8 % (Table I). The forced
vegetables were bought in greengroceries in March.

The other sorts of vegetables used were stored after oollectlon. They were bought
also in greengroceries during the months of December to March. As we can see from
Table I all of these sorts are corresponding to the values permitted by the decree, number
HE-594/90-80 from March 12, 1990 published by the chief hygienist of Slovak
Republic controlling the highest allowable amounts of nitrates in vegetables and
potatoes. The concentrations of nitrates were low in these cases. By cooking the content
of nitrates decreased in carrots by about 76.5 %, in celery by about 70.67 %, and in
potatoes by about 78.2 % (Table I). The concentration of nitrates also rapidly decreased
by cooking. But there is a problem that together with nitrates also the concentration of
many positive substances of nutrition, such as vitamins, mineral salts and some
saccharide, simultaneously decreased.

The same results were obtained when sauerkraut was tested. Also in this sort of
vegetable the value of nitrates was corresponding to the standard for conversion
of vegetable products (Decree of the Ministry of Health No.35/1977). By cooking the
concentration of nitrates decreased by about 84 % (Table I) and so it was suitable for
preparing the foods.

nitrates; carrot; kohlrabi; celery; potatoes; lettuce; sauerkraut; culinary processing
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PREHLEDY

MOZNOSTI PRUNIKU POLYCHLOROVANYCH
DIBENZO-p-DIOXINU A DIBENZO- FURANU
DO POTRAVNICH RETEZCU

Pavel KALAC, Jan TRISKA!

Zemédélskd fakulta Jihoeské university a’Spoleéné laboratofe sdruzeni bilogickych
pracovist AV CR, 370 05 Ceské Budéjovice

Vyfeseni potiZi spojenych s pfitomnosti polychlorovanych bifenyld v potravnich
fetézcich se odhaduje na desitky let. S ur&itym zpoZdénim proti PCB zacaly zplisobovat
hygienikiim i ekologlim zna&né starosti piibuzné sloueniny, jest& toxi&t&jsi polychlo-
rované dibenzo-p-dioxiny (PCDD) a dibenzofurany (PCDF). To se v plné mife tyka
i Ceskoslovenskych podminek.

Souborné pohledy na tyto ltky zpracovaliundis Ko &an (1987, 1990), Ko &an
aGaraj (1987) a Buchta, DoleZal (1991). V soucasnosti dochdzi
v nejvyspélejsich zemich doslova k explozi poznatkl o PCDD/PCDF, uskuteénila se
fada specializovanych konferenci. Odtud je moZné vybrat Gdaje, které objasiiuji pohyb
t&chto kontaminantll v potravnich fetézcich.

Vlastnosti

PCDD a PCDF, trividlné souhrnné oznacované jako dioxiny, patii k nejtoxictéjSim
slouCenindm vytvifenym mimo Zivou pfirodu. Vznikaly odeddvna spalovdnim
recentnich i fosilnich paliv. Samotné se vSak nikdy nevyrdbély. Prostor pro velmi

Chemicka struktura je zfejmd z obr. 1. Toxikologicky vyznamné jsou aZ kongenery
se &yfmi a vice atomy chloru v molekule. Pfehled o poctu izomerl a kongenerd i
o pouZivanych zkratkdch je patrny z tab. I. PCDD a PCDF se téméi vidy vyskytuji
soudasné. Dioxiny jsou velmi mdlo té¢kavé, ve vodé téméf nerozpustné latky -
nejvyznamnéﬁl z nich maji rozpustnost fddové jen v sctindch a desetinich mikrogramu

: v litru. To jsou vsak z toxikolo-
gického hlediska uZ mimoiddné vy-

9 1 9 1 soké koncentrace. Pomé&mé dobie se

8 o 2 8 ‘ \_2 rozpoustgji v nepoldmich organickych
@ @ @ @ rozpoustédlech a v tucich. Podobné
4 2 0 Y $od < 0 ; 3 jako PCB jsou vysoce termostabilni -

pro tepelny rozklad se doporucuji
DD ) DF teploty alespoii 1050 °C po dobu
dvou sekund.
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intenzivni studium 3iroké 3kily hledisek poskytl rozvoj analytiky, umoZiiujici ve
specidlnich pfipadech stanovit koncentrace fddové aZ pg/kg.

1050 °C po dobu dvou sekund. Fotolyza ultrafialovym zdfenim ¢i slune¢nim svétlem
probihd pomérné rychle, musi viak byt k dispozici donor vodiku, napf. organick4
rozpoustédla & oleje. ; '

1. Pfehled PCDD/PCDF

Pt it loru Dibenzo-p-dioxiny (DD) Dibenzofurany (DF)
zkratka poletizomerl | zkratka | podet isomerd

4 tetra- TCDD 22 TCDF 38

5 penta- PeCDD 14 PeCDF 28

6 hexa- HxCDD 10 HxCDF 16

7 hepta- HpCDD 2 HpCDF

8 okta- OCDD 1 OCDF 1
Poget kongenerd (véetné
mono- a trisubstituovangich) * 135

SmiSenych kongener polychlorbromdibenzo-p-dioxind (PCBDD) a -dibenzofuranii (PCBDF) je
jiz 5020

Otrava PCDD/PCDF se projevuje komplexem symptomi: obtiZné& lé&itelnym koZnim
onemocnénim, tzv. chlorakné, zvySenou pigmentaci kiZe, hyperkeratézou, celkovou
nevolnosti a depresi, poruchami smysld, vyluSovaci soustavy, slinivky, metabolismu lipidi
a sacharidl, naruSenim imunitniho systému a krevni sréZlivosti. to uvadéné karci-
nogenni a teratogennf G&inky byly prokdzany jen u fady pokusnych zvitat, u &lovéka zatim
ne. Toxikologicky nejzdvaZn&jsi kongener 2,3,7,8-TCDD se fadi mezi potencidlni karci-
nogeny a teratogeny. Vyzkum toxicity musi brit v Gvahu velmi rozdilnou citlivost jednotli-
vjch druhil malgch laboratornich zvifat. Zivo&ichové maji vii&i PCDD/PCDF uréitou
detoxikacni kapacitu, u krys pfedevSim hydroxylaci PCDF (Kuro ki etal., 1990).

Nejnebezpeénéjsi litkou z obou skupin je 2,3,7,8-TCDD, ktery byl proto toxi-
kologicky nejpodrobnéji prozkouman. Jeho LDy, pfi ordlni aplikaci se pro fadu malych
laboratornich zviiat pohybuje od jednotek do desitek mg na kg télesné hmotnosti, aviak
napf. kifedek je podstatné méné citlivy. To jsou hodnoty o né&kolik f4dd niZSi neZ
u mnoha bé&Znych jedovatych litek. Kromé néj se za toxické povaZuje dalSich 16 konge-
nerd, které jsou substituoviny atomy chloru v polohich 2,3,7,8 a dal3ich. Pro vyjadio-
véni jejich toxicity vzniklo postupné vice neZ deset systémi pfepolti na 2,3,7,8-TCDD
pomoci tzv. faktorl ekvivalentni toxicity (TEF). Udaje o toxicité by proto mély byt
doplnény uvedenim systému, pouZitého k vypoctu. V roce 1988 byl komisi
NATO/CCMS vypracovin mezindrodni systém (I-TEF). Pfehled doporuenych
piepoctovych hodnot je uveden v tab. Il (Kutz et al., 1990). Systém je otevieny
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a bude zpfesiiovdn na zdklad€ dalfich poznatkd. Lze jej aplikovat i na smési
PCDD/PCDF, u nichZ nenf zndmo zastoupeni isomerd (B i r m i n g h a m, 1990).

V fadé& zdpadoevropskych zemf{ a v Kanadé byly doporudeny bezpedné denni ddvky
(virtually safe dose - VSD) ekvivalentd 2,3,7,8-TCDD 1 aZ 10 pg na kg t&lesné hmotnosti,
pfi¢emz jsou dioxiny chapdny jako promotory karcinogeneze. V USA, kde jsou pojimany
jako nebezpenéjsi inicidtory karcinogeneze, byly doporuteny VSD o dva aZ tfi fidy niZsi.

1. Hodnoty relativni toxicity PCDD/PCDF v systému I-TEF (K u t z et al., 1990)

CDD-isomery Hodnota toxicity CDF-izomery Hodnota toxicity
2,3,7,8-TCDD 1 2,3,7,8-TCDF 0,1
1,23.7,8-PeCDD 0.5 2,3,4,7,8-PeCDF 0,5

1,2,3,7,8-PeCDF 0,05
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDD | 1,2,3,7,89-HxCDF,,

1,2,3,6,7,8-HxCDF,,
2,3,4,6,7,8-HxCDF,,

1,2,3,6,7,8-HxCDD

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 LioAn AL Ll
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF,, |
OCDD 0,001 OCDF 0,001

Vsechny ostatni CDD a CDF se poklidaji za netoxické

Kvalitni rozsdhly souborny referét k této problematice zpracoval S a f e (1990).
\ Zdrgje |

Za nejvyznamné&jsi zdroje kontaminace prosti‘edu’ PCDD/PCDF se povaZuji:
- spalovaci pochody, zejména provoz spaloven tuhych komunélnich odpadi,
- vyroba a pouZiti chlorfenoll a herbicidl na Je_nch bézi, PCB a pi‘nbuzn)’/ch létek
- nékteré metalurgické procesy,
- chloraéni béleni bunidiny,
- provoz motorovych vozidel.

N4izory na mnoZstvi vytvéi‘cnych dioxind, a tim i na podl’l jednothVYCh zdroju se lisi
v rliznych zemich i v &ase, jak pfibyvé poznatkd.

Pfi spalovacich procesech se dostdvaji do ovzdusi jak PCDD/PCDF obsaiené jiZve
spalované hmoté, tak vznikajici z pfibuznych l4tek, ale i z chemicky dost odliSnych
materidll obsahujicich chlor - napf. z PVC. Mechanismy vzniku z chlorovanych
sloudenin uvddéji souhrnné Reeovd et al. (1988). Zajimavé jsou poznatky
o tepelnych ptemé&ndch PCB. Z téch vznikaji pfi pyrolyze a za piitomnosti donorl
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kysliku PCDF, vznik PCDD se nepfedpokldda. Optimélni je teplota kolem 550 °C. Pii
teplotdch 550 aZ 650 °C miiZe byt na PCDF pfeménéno aZ 0,2-1,6 % PCB. Obavy jsou
zejména z nekontrolovaného spalovéini néplni transformatord a kondenzétord, ale
i laki a natérd. Tyto problémy se daji oSekavat i pii spalovani dieva osetfeného pied
lety nétéry obsahujicimi pentachlorfenol - Pentalidolem, Luxolem, Drevodekorem.

Kapacitné nejvétsi riziko pfedstavuji spalovny tuhych komunélnich odpadd, v mensi
mife spalovny primyslové a nemocniéni. Souhrnny pohled publikovali
Altwicker etal. (1990), koncepéni pfistup zpracovala pracovni skupina Svétové
zdravotnické organizace (S u e s s, 1987). Zivisi pfedeviim na konstrukci a techno-
logické kézni provozu spaloven. V nejhorSich pfipadech emituji aZ tisice ng/m?. Pro
soucasné budované spalovny byl stanoven limit 0,1 ng ekvivalentd 2,3,7,8-TCDD na
1 m?, pro stars{ provozy fada zemi pfipousti aZ 2,0 ng/m®. Rozhodujici &st dioxind je
adsorbovina na ulétavém popilku. Nezachyceny popilek plosné kontaminuje prostiedi,
popilek zachyceny elektrofiltry se miZe rozniSet vétrem z nezajiSténych sloZist.
Struska je kontaminovéna podstatné méné.

V fadé vyspélych zemi se pro sniZeni hoflavosti pfiddvaji do nékterych umélych
hmot, textilii a kobercl polybromované bifenyly a difenylethery. Pfi spalovan{ téchto
materidld vznikaji smiSené chlorbromdioxiny, z jejichZ toxicity jsou vidZné obavy
(Sovocooletal., 1988).

JiZ pifed lety se posuzovaly jako zdroje PCDD/PCDF procesy spalovéni uhlf, ropnych
produktd a dfeva. Dnes se vjznam téchto zdrojii pokldd4 za omezeny. Dokl4daji to mj.
opakované nélezy velmi nizkych obsahi dioxin{ v sedimentech jezer a rybniki z doby
pfed rokem 1930, kdy zadaly tyto kontaminanty vznikat pfi chemickych vyrobéch.

Vyznamnd mnoZstvi dioxind vznikaji pfi vyrobé chlorovanych aromatickych slou-
¢enin, a to zejména pifi nedodrZeni technologickych parametrdi. Jedn4 se hlavné o vyro-
bu 2,4-dichlorfenolu, 2,4,5-trichlorfenolu a pentachlorfenolu, ale i PCB. Prvni dva
fenoly se vyrdbé&ji jako meziprodukty herbicidd 2,4-D (kyselina 2,4-dichlorfe-
noxyoctovi) a 2,4,5-T (kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova). Pentachlorfenol se pouZi-
val jako ochrana proti hnilob&é dieva. Vyroba chlorovanych fenold byla
v Ceskoslovensku ukon&ena v roce 1969, dovoz v letech 1985 a% 1986. Herbicidni
2,4,5-T se nesmi pouZivat a 2,4-D je dosud soucisti jednoho povoleného herbicidu.

V Sirokém povédomi jsou dosud diisledky kontaminace prostiedi souvisejici s témito
zdroji. Americkd armdda pouZila v obdobi 1962 aZ 1971 pro defoliaci dZungle v JiZnim
Vietnamu sérii herbicidnich prostfedkl, z nichZ nejvyznamné&jsi byl Agent Orange.
Odhaduje se, Ze pii téchto akcich bylo rozpriaseno 167 kg 2,3,7,8-TCDD(M asud a,
1988). Druhym zndmym pfipadem je havirie vyrobny 2,4,5-trichlorfenolu v italském
Sevesu v roce 1976. Doslo k silné kontaminaci pldy, musely byt utraceny desetitisice
kusii hospodiiskych zvifat. Dodnes se v krevnim séru tehdy exponovanych obyvatel
zjisluji vysoké hodnoty PCDD/PCDF.

Pfi nékterych metalurgickych pochodech, napft. pfi vyrobé médi z druhotnych suro-
vin, ale i v elektrickych obloukovych pecich, kdy je v suroving zejména PVC, mohou
vznikat mnoZstvi PCDD/PCDF srovnatelnd s méstskymi spalovnami. Udaji je viak
zatim pomérné milo.
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V poslednich letech se jako nezanedbatelny lokélni zdroj dioxind zjistily odpady
z chlora&niho bélenf buniciny. Jedn4 se pfedeviim o reakce ligninu, kontaminace z4vis{
zejména na poméru chloru k ligninu(Axegaard,Renberg, 1988). Souhmné
zhodnoceni a ndvrhy na technologicks opatienf uvdd€ji Ch u n g etal. (1990). VUSA
a v Kanad€ se zjistila velmi vysokd kontaminace ryb z tokd zne&ist&ngch odpady
z chloratniho béleni buni&iny. Z potravindfského i vieobecné hygienického hlediska
je zdvaZné zjist€ni PCDD/PCDF prakticky ve viech druzich spotfebitelského papiru pifi
citlivosti 0,1 ngkg(Wiberg etal, 1988).

Vyfukové plyny ze spalovacich motori sice neobsahuji tolik dioxind jako emise ze
starSich spaloven, 3if{ viak Skodliviny ploSné. To se tyk4 zejména olovnatého benzinu,
do néjZ se pfiddvaji organické halogenované sloudeniny jako vynaSee olova
(Ballschmiter etal, 1986, Bacher et al,, 1991). Dal§im rizikem jsou
regenerované oleje, ziskané z druhotnych surovin, do nichZ byly pfi sbéru nezodpo-
védné pfimichdny pouZité oleje z transformétori a oleje pouZité jako teplonosnd média.
Kromé PCDD/PCDF doprovézejicich PCB vznikaji dal3i mnoZstvi pfi tepelném nam4-
hénf olejli. Zajimavé by v tomto sméru byla v naSich podminkich studie tykajici se
dvoutaktnich motord.

Ovzdusi

Z predchozich Gdajl je zfejmé, Z¢ PCDD/PCDF mohou pronikat do potravnich
fetézch piedevim nepiimo, a to ovzdusim, v mensi mife vodou. Dychanim, popf.
pokoZkou, viak &lovék pfijimd podle riiznych Gdajl jen velice nizky podil z celkové
expozice. :

Informacf o koncentracich PCDD/PCDF v ovzdu3i je znaéné mnoZstvi. Hodnoty se
pohybujf od desetin do desitek, vyjime&n& a do stovek pg celkovych dioxind na 1 m>.
To se zjistilo i v sousedni SRN a Rakousku (Christman et al.,, 1988). Obecné
plati, Ze v oblastech hodnocenych jako ekologicky &isté se zjisfuji Grovné& asi pét aZ
desetkrit niZsi neZ v primyslovych regiénech. Napf. v Nizozemi se poéitd
s primémym spadem 10 ng ekviv. 2,3,7,8-TCDD na m?roé&né, aviak v bezprostiedni :
okoli spaloven jsou hodnoty nékolikandsobné vy3si (L i e m et al., 1991).

Zékladni Gdaje jsou jiZ k dispozici i z Ceskoslovenska. Jako pozadf z ekologicky
Cistého prostfedi Pelhfimovska se zjistily hodnoty niZ3{ neZ mezindrodné doporuCeny
piisny limit pro imise 0,02 pg/m® (Holoubek et al.,, 1990). Stanoven{ dioxind
v kominovych emisich 18 spaloven a kotelen v3ak potvrdilo obavy, Ze zahrani&ni limity
jsou u nds &asto piekratovdny (Ko &an et al.,, 1991). Pii spalovini odpadu obsa-
hujiciho pfevédZné polyester bylo v emisich 43 ng ekvivalentl 2,3,7,8-TCDD na 1 m?,
pii spalovéni hn&dého uhli v jedné z bytovych kotelen 36,8 ng/m>. Toto zjitén{ je
zévaZné z hlediska rozsahu spalovani hnédého uhli u nés a Casto Spatného technického
stavu kotelen.

Délkovym pfenosem aerosold se mohou PCDD/PCDF S&ifit i na vzdélenosti
v globdlnim méfitku. Svéd&i o tom relativné znacné hodnoty zjist€né v tkanich
mofskych savcid. Vyssi hodnoty v Arktidé neZ v kanadskych subarktickych oblastech
se piisuzuji evropskym a asijskym zdrojim (Norstrom etal., 1990).
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Voda a ryby

Povrchové vody jsou zne&istoviny spadem popilku, vodni erozi kontaminované plidy
a lokélné z chloragniho béleni buniiny. Podle kanadskych ddaji(Ho, Clement,
1990) nebyly v Zddné ze 37 kontrolovanych &istiren méstsk§ch odpadnich vod zjist€ny
TCDD, do kald pfechizely HpCDD a OCDD. Tento zdroj znetisténi tokd se proto
nepovaZuje za v§znamny. Vzhledem k nizké rozpustnosti ve vod€ a adsorpci na &dsti-
cich se dioxiny kumuluji v sedimentech. Toxicitu sedimentl 1ze testovat indukci
nékterych enzymil napf. kapra. Doporucuje se zejména sledovéni aktivity jaterni
monooxygenasy ethoxyresorufin-O-deethylasy (EROD) jako parametr indukce
cytochromuP 450(van der Weiden etal, 1988).

V modelovych pokusech(Friesen etal., 1990) byl prokdzén fotolyticky rozklad
dvou PCDD ve vodé slune¢nim zifenim. Konstanty pseudomonomolekuldmi reakce
¢inily 0,74 pro 1,2,3,4,7-PeCDD a 0,28 pro 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD na jeden den.

Ryby kumuluji z vody jen né&kolik kongenerdl, avSak pfedeviim 2,3,7,8-TCDD
a dalsi patfici k nejtoxi¢t&jsim. Pro¢ je tomu tak, nelze zatim vysvétlit ani pfedpovédét.
Biokoncentra¢ni faktory ryba/voda se uvidéji 2000 aZ 26 000, za redlnou se povaZuje
hodnota kolem 5000. Zavisi na druhu ryby a kongeneru. Pro obsahy 2,3,7,8-TCDD ve
sladkovodnich rybdch se uvadi Siroké rozpéti méné€ neZ jeden aZ stovky ng na kg
(Opperhuizen, Sijm,1990).

Pida, rostliny a hospodiiski zvirata

Pida miZe byt dioxiny kontaminovidna z pouZitych herbicidl, spadem ulétavého
popilku, popilkem rozvétym z nezajidténych sloZisf, hnojenim Cistirenskymi kaly, p¥ip.
i ddlkovym pfenosem aerosold. Uréitd mnoZstvi dioxinl se mohou z popilkl vymyvat
vodou(Karasek etal,1987). Vzhledem k pevné adsorpci na plidni &4stice a nizké
rozpustnosti ve vodé se za b&nych podminek nepfedpokldda prinik do vrstev hlubsich
neZ 15 cm, piip. do podzemnich vod. Jind situace viak miiZe nastat na Spatné vedenych
skladkéch.

V nékolika zdpadoevropskych zemich jsou doporudeny limity pro zemédélskou piidu
5 aZ 10 ng ekvivalenti 2,3,7,8-TCDD na 1 kg. Potvrdilo se, Ze plida v oblasti primyslo-
vych mést je podstatné vice kontaminovana neZ v prostiedi venkova (Creaser et
al., 1990). Pii vzorkoviéni je viak tfeba brit v dvahu, Ze ze svrchni vrstvy pldy se
PCDD/PCDF odpatuji a také se v ni fotolyticky rozkl4daji. Polo&as rozkladu v plidé
pro 2,3,7,8-TCDD se uvidi aZ 12 let. Ové&fuji se moZnosti fotolytické dekontaminace
pid(Dougherty etal, 1991). Zajimavou studii o posuzovini rizik kontaminace
kulturnich rostlin, hospodéiskych zvifat a spodnich vod dioxiny a fadou dal3ich orga-
nickych litek z plidy hnojené Cistirenskymi kaly zpracovali Wild a Jones
(1992) na zédkladé fyzik4dln& chemickych vlastnosti kontaminantd.

Pro picniny se v USA uddvé primérnd hodnota 76 pg 2,3,7,8-TCDD na kg, pfi¢emZ
se pocitd, Ze 26 % pochézi ze spadu, 66 % z par uvolnénych z plidy a zachycenych
rostlinou a jen 8 % je pfijato kofeny (Tra vi s etal., 1990). Zajimavé je zjiSténi, které
uveiejnili Oberg et al. (1990), Ze in vitro mohou vznikat znaénd mnoZstvi
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PCDD/PCDF piisobenim rostlinnych a Zivo&iZnych peroxidas (z kfenu a z kravského
mléka) z 2,4,5- a 2,4,6-trichlorfenoli .

U slepic se prokézal ve vejcich i ve svalovin& obsah i zastoupeni jednotllv§'ch
kongenerdl velmi dobfe odpovidajici kontaminaci piidy, na ni% se nosnice pohy-
bovaly. Doporucuje se proto pouZivat je pro biomonitorovéni. Podobné vztahy se
zjistily i v mléce v zdvislosti na kontaminaci pldy v misté pastvy dojnic
(Stephens etal, 1990).

Prinik dioxind v i‘etézcn plida - krmiva - mléko se potvrzuje Gdaji ze Svycarska
(Schmid, Schlatter, 1992) a zejména z Nizozemi (Li e m et al., 1991).
Miéko z prﬁmyslovfch a urbanizovanich oblasti obsahuje priikazné vice dioxim’l,
nejzdvaZnéjsi je situace v bezprostfednim okoli né€kterych spaloven tuhych komu-
nélnich odpadd, odkud miéko jiZ hygienicky nevyhovuje. Uréité obavy z diisledkd
poZiti kontaminované plidy hrajicimi si malymi détmi se nepotvrdily. Pfijem
v kanadskych méstech nepiesdhl 10 % z bezpe&né denni divky dioxind.

Polodasy vylucovéni u pfeZvykavci jsou asi 40 aZ 100 dni u skotu, 70 dni u koz a 50
dni u ovci. U malych laboratornich zvifat Cini jen tfi aZ &yfi tydny. Absorbce
PCDD/PCDF z tréviciho traktu dojnic a jejich uklddéni v té€lnim tuku kles4 s rostoucim
stupném chlorace. Mlékem se vylu€uje kolem 20 % pfijatych ekvivalentd 2,3,7,8-
-TCDD (McLachlan et al., 1990). Pii testovdni kinetiky osmi kongener
(Ollingem et al., 1991) se viak zjistily zdvaZnéj§i idaje. Koncentrace dioxin
v mléce dosidhla maxima jiZ druhy den po jejich podéni a podstatn& poklesla béhem
tydne. Polo&as vyluovéni 2,3,7,8-TCDD byl pouze 0,8 dne a v téle byl zadrZen jen
minimélni podil. Pokraguji viak pokusy s dioxiny vdzanymi na popilku ze spaloven,
u nichZ se piedpoklddé niZ3{ vyuZitelnost.

Zvitata mohou pfijimat kontaminanty nejen pici a plidou, ale také olizovdnim dfeva
konzervovaného pentachlorfenolem, popf. pii zkrmovén{ rybi moucky.

Potraviny a ¢lovék

Pro podminky USA byl vypo&ten primérny dennf pifjem PCDD/PCDF jednotlivce. 1
41 pg. Zdrojem aZ 99 % je potrava, zbytek je z pitné vody a ze vzduchu (Travis et
al., 1990). Pro SRN je vypoéteny denni primér 85 pg ekviv. 2,3,7,8-TCDD (Fuerst
etal., 1990). Podobné jako v dalSich zemich jsou hlavnimi zdroji sladkovodni i moiské
ryby, maso, mléko a mlé¢né vyrobky.

Ryby, jak jiZ bylo uvedeno, jsou kontaminovény velmi rizn&, od desetin do stovek
ng na kg. Podstatné mnoZstvi se uklddé ve svaloviné. Posledni Gdaje z britské obchodni
sité (Startin etal., 1990) uddvaji primér 0,74 ng ekvivalentd I-TEF na 1 kg. Podle
stejné price mléko z farem z ekologicky &istych oblasti obsahovalo v priméru 0,045
ng na kg s nevelkym kolisdnim, zatimco z oblasti zne€isténych 0,12 - 0,25 ng ekvi-
valenti I-TEF na kg. To je v-souladu s pfedeSlymi pracemi.

V Nizozemi byla pfijata nejvyssi pfipustnd koncentrace 6 ng ekviv. I-TEF na kg
mlé&ného tuku.

Z papirového obalu pi‘eﬁlo do mléka po sedmi dnech uloZeni v chladni&ce jen asi 6 %
z obsahu dioxini v obalu. Tento zdroj kontaminace se tedy neprojevil jako v§znamny
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(Startin etal,,1990). R y an etal. (1992) zjistili v zdvislosti na tuénosti mléka
a dob€ skladovéni v chladnitce pfechod 3 aZ 5 % ekvivalentd I-TEF. Rozhodujici
mnoZstvi pfejdou jiZ v prvnich dnech skladovéni, a to tim vice, &m vys3i je obsah tuku.
I tyto zdvé€ry jsou posuzovény pfiznivé, aviak vychdzej{ z velmi nizkych obsahd
dioxind v pouZitych obalech. Pfi v&tSi kontaminaci papiru a pfi baleni vyrobkd
o vy3sSim obsahu tuku miiZe byt situace jind.

. Na pfijmu PCDD/PCDF se rostlinn4 potrava podil{ jen mélo. Pro kontaminaci ovoce
a zeleniny v USA se uvidi primér 72 pg/kg, pfi¢emz asi 22 % poch4zi ze spadu, 69 %
z par uvolnénych z plidy a 9 % je pfijato kofeny (T ra vis etal., 1990). Zajimavé je
zjidténi, které uvefejnili R a p p e et al. (1990), Ze pfi chloraci pitné vody vznikaji
desitky aZ stovky pg PCDF, zejména HxCDF, na kg, tedy toxikologicky méné
vyznamnych kongenerd. Pfi kontrole voddrenskych systémi stdtu New York se viak
zjistily jen dva TCDF v koncentraci 1 pg/kg(M ey er etal., 1988).

Z pokusi na opicich (K r o w k e etal., 1990) vyplynulo, Ze pfenos dioxinl z matky
na plod pies placentu je podstatn€ méné vyznamny neZ matefskym mlékem. RovnéZ
na opicich se sledovalo rozloZeni subkutdnné podanych PCDD/PCDF. Potvrdilo se, Ze
se uklddaji pfedevsim v jitrech a v tukovych tkdnich(A bra h a m etal., 1990). Proto
se u ¢lovéka sleduje obsah v télnim tuku, matefském mléce a krevnim séru. V jaternim
tuku ve srovnini s tukem télnim se kumuluji zejména vySechlorované, tedy toxi-
kologicky méné& nebezpe&né kongenery (T ho m a et al., 1990).

Biokoncentragni faktor pro ¢lovéka, vyjadfeny jako pomér koncentrace v lidském
tuku a v pfijimané potravé, je znaény - pro 2,3,7,8-TCDD se uvéadi hodnota kolem 200.
Z ryb a z dalSich potravin se zadrZ{ témé&f 90 % dioxinl. Polo&as vyludovéni z lidského
téla je pétaZ Sestlet(Poiger, Schlatter, 1986). Nékolikrit se prokizalo, Ze
v diisledku kumulace se hladina v t&lnim tuku zvy3uje s vékem.

Pro télesny tuk a mateiské mléko se z fady vyspélych zemi udivaji hodnoty
v jednotkich ng 2,3,7,8-TCDD na 1 kg, pro jih Vietnamu aZ né€kolikrét vice. Celkovou
toxicitu viak n€kolikandsobné zvySuji dalsi kongenery. Ve &tyfech spolkovych zemich
SRN se zjistil primérny dennf pfijem PCDD/PCDF z matefského mléka kolem 90 pg
na kg t€lesné hmotnosti kojence, coZ vyrazn€ pfekratuje doporucené limity 1 aZ 10 pg
nakg (Frommber ger, 1990). Obdobn4 zjidténi jsou i z Britdnie (Startin et
al., 1988) a z Nizozemi (Ko p pe, 1989).

Analytika

Na rozdil od analyzy jinych organickych chlorovanych litek, vyskytujicich se
v Zivotnim prostfedi, vyZaduje stanoveni PCDD/PCDF zna¢né zkuSenosti a velmi
ndro¢né instrumentéini vybaveni, nehledé na prici s toxickym materidlem.

Nepatrné koncentrace dioxinii v prostfedi a v potravnich fet&zcich si vynucujf peclivé
a ndro¢né izoladni a Cistici postupy. Potieba identifikovat jednotlivé kongenery
a izomery vyZaduje vesmé&s pouZiti kapildrni plynové chromatografie s hmotnostn{
detekci, realizované spojenim plynového chromatografu s jednoduchym hmotnostnim
detektorem nebo hmotnostnim spektrometrem. V jednodusSich piipadech je rovnéZ
moZné pouZit detektoru elektronového zichytu, identifikace je pak ale omezena jen na
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srovnéni reten¢nich dat namé&fenych litek se standardy. Pro déleni kongenerl a zejména
nejzédvaznéjsiho 2,3,7,8-TCDD se pouZivd kiemennych kapilirnich kolon s kyano-
silikonovou poldrni staciondrni fdzi napf. firmy Supelco, nebo kolon s kombinovanou
staciondrni fazi, doddvanych firmou J+W.

Dioxiny se izoluji ze vzorku extrakci, které v nékterych piipadech pfedchézi sapo-
nifikace. PouZivd se bé€Znych rozpoustédel, napf. hexanu, benzenu, toluenu,
dichlormethanu, cyklohexanu aj. V tomto stupni se jiZ pfiddva zndmé mnoZstvi stan-
dardu, v&Sinou znadeného izotopem '*C, pro snadnou kvantitativni analyzu pomoci
hmotnostni spektrometrie. Dal3i postupy se v riiznych pfipadech velice lisi, ale vSechny
vyuZivaji adsorpCni kapalinové chromatografie na silikagelu bud’ samotném, nebo
preparovaném koncentrovanou H,SO,, NaOH, AgNO,, ¢i na oxidu hlinitém, a to opét
bud’ ¢istém, nebo preparovaném. DalSimi adsorbenty mohou byt Florisil, Celit 545,
aktivni uhli aj.

Pro identifikaci a pfesné stanoveni se pouZiva nizkorozliSujici nebo vysocerozlisujici
hmotnostni spektrometrie, pfi které se sleduje jedna nebo nékolik skupin iontd. Pfi
pouZiti t€chto technik se pracuje v koncentra¢nim rozmezi 0,1-1 ng/kg (ppt). V posledni
dobé se zacala pouZivat hmotnostni spektrometrie s negativni chemickou ionizaci
a sledované koncentracni rozmez{ se sniZilo o jeden aZ dva fady.

Dalsi informace o analytice uvddéji Buchta a DoleZal (1991) a jsou
i v zdsadach pfijatych britskymi pracovisti(Ambid ge etal.,1990).
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P. Kalaé, J. TFiska (Faculty of Agriculture, University of South Bohemia
and Laboratory of Analytical Chemisiry, Academy of Sciences of Czech Republic,
Ceské Budéjovice, Czech Republic)

"A review of food chains contamination
with polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans

In this review article, information on the chemical propertics, biological effects and
sources of dioxins is given. Pathways of contamination of the air, water and fish, soils,
crops and farm animals resulting in the occurrence of dioxins in foods, human body fat,
serum and milk are brictly summarized.. The analytical principles of dioxins
determination are also described.
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