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RELATIONS BETWEEN SENSORY ATTRIBUTES
OF FLAT CRISP BREAD

Frantifek STREJCEK, Jan POKORNY* , Martina VIERECKLOVA,
Daniel POKORNY, Jiii HOLAS

Institute of Chemical Technology, Technickd 5, CS-166 28 Praha 6;
Food Research Institute, Radiovd 7, CS-102 31 Praha 10;
SEDBA, a. s., Jankovcova 18, CS-170 37 Praha 7, Czech Republic

Relations between 17 sensory attributes were studied in the set of 122 samples
of crisp bread produced by extrusion cooking. Great majority of relations were
statistically significant but only in some cases correlation coefficients were
above than 0.8. Linear regressions prevailed but quadratic or cubic relations
were preferable in some cases while exponential or hyperbolic relations were
less satisfactory. Relations between textural attributes and intensities of
sounds accompanying the operations were found less significant. Relations
between different textural attributes and the overall textural quality also
possessed lower degrees of significance, however, the correlations between
the flavour or the freshness and the overall texture quality had very high
correlation coefficients. The moisture content in the samples had no
substantial influence on the character of relations. The application of
non-parametric methods of statistical analysis did not give results
substantially different from those obtained with the use of parametric
statistical methods. :

flat crisp bread; texture; sensory analysis; regression between the sensory attributes

The texture is a complex of very important food attributes which is often more
important than the flavour M ufioz, Civille, 1987), butits influence on the
overall food acceptability may depend very much on consumer habits and
traditions of particular ethnic groups. Therefore, it is not possible to use results of
other (especially foreign) laboratories without own experimental evidence. The

*  to whem the correspondence should be addressed
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texture acceptability has also a great effect on the flavour acceptability during the
degustation (Izutsu, Wani, 1985).

Contrary to taste or odour sensations the assessor does not form any complex
sensation in case of the texture but each attribute is perceived separately. For this
reason the determination of the texture profile is of particular importance. A typical
texture profile was proposed by Earle (1979) for the meat evaluation. She
recommended to assess four descriptors at the first biting, four other descriptors
during the chewing, and the least four descriptors at the end of chewing. Her work
was based on older studies Brand t etal., 1963). The principle of our texture
profile was based on their procedures. If the texture is being assessed without
respect to the procedure at the actual consumption, as it is proposed by some authors
(Drainsfield et al, 1984), the results have no such complex validity.
Contrary to texture profiles obtained with the use of instrumental methods,
sensations during the chewing are perceived at degustation (D rake, 1968)
when saliva is gradually mixed with the morsel. This effect is not simply evaluated
with the use of any apparatus. The determination of rheological properties of the
original material by an instrument does not give an accurate information on gradual
changes during the comminuting, mixing of the morsel with saliva, and slow
heating to the temperature inside the oral cavity.

Bread is one of typical food products where the texture has particularly great
importance, and therefore, the determination of the respective sensory texture
profile was developed in detail, and checked with instrumental procedures
(Stolman, Lundgren, 1987). The latter authors developed procedures
with eight or five descriptors for the separate assessment of bread crumb and bread
crust, respectively. Because of imperfect homogenity of the sample, it was
recommended to repeat the sensory assessment several times with the same sample
in order to obtain approximately average results (T s u j i, 1978).

In our earlier paper (Pok orn y etal., 1990) we discussed our method for the
assessment of sensory texture profile of crisp bread, and we have studied relations
between textural characteristics of crisp bread and its mechanical properties
(Pokorny etal, 1991). This study concerns regression between results of
individual attributes of the sensory profile.

MATERIAL and METHODS

Material — Samples of crisp flat bread were produced from a mixture of wheat
and rye flours with wheat bran with use of a double-screw extruder Continua 58
(Werner & Pfleiderer, Stuttgart, Germany). The technological procedure was
published earlier in another place (Holas, Posko¢ilovid, 1986;
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Pokorny etal, 1987). Samples slightly differred in their formulae, in details
of the technological procedure, in the storage time, and in the water content. The
effect of these factors on mechanical properties of crisp bread was discussed in our
previous paper (Pokorny etal, 1991).

Methods of the Sensory Analysis — The testing room well-corresponded to the
requirements of the international standard (I S O, 1988) for the sensory laboratory. The
testing panel was trained according to the standard procedure (I S O, 1990), and the
assessors had a six-months experience at least. The assessors were instructed, both
orally and writing, about the aim of the sensory analysis, and about the completing
the test form, and were trained in four sessions.

The sensory profile for the texture evaluation of crisp bread consisted of 17
descriptors (Pokorny etal, 1990) which were assessed by either nine-point
category ordinal scales or unstructured graphical scales (145 mm long oriented
lines) - Table 1.

I. Symbols of the respective sensory attributes

Symbol Sensory attribute Scale A

difficulty to break the slice in the hands

intensity of sounds accompanying breaking of the slice

resistance against crushing the slice between the fingers of one hand
pressure necessary to crush the slice between the fingers

intensity of sounds accompanying the crushing

difficulty of biting a morsel off from the slice

=~

intensity of sounds accompanying the biting
difficulty of chewing the morsel

force needed for the chewing

resistance against disintegration of the morsel
intensity of sounds accompanying the chewing
difficulty in absorbing the saliva during chewing
difficulty of swallowing the morsel

complex defects of flavour quality

defects in the freshness of the samples

complex evaluation of texture quality defects

nEOWZIZICrAR—=-T QMmO OwE>

00 00 00 X OX 00 02 00 X 00 X 00 00 X 00

quality defects of textural quality

The grading scale used: k = nine-point category ordinal scales, g = unstructured graphical scales
0- 145 mm long
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For each analysis, two pieces of crisp flat bread were served on a white porcelain
plate provided with a four-digit numerical code. Two to three samples served in
randomized blocks at a session.

Method of the Regression Analysis — To examine and describe all possible
relations between sensory attributes, it was necessary to calculate regression
functions for all combinations of attributes in such a way that every attribute was
used once as an independent variable and once as a dependent variable, i. e. the
total of 272 pairs of sensory attributes were generated. The following regression
functions were generated. The following regression functions were used for the
description of relationshisp:

1° linear [(10),n = 1],

2° quadratic [(1), n = 2],

3¢ cubic [(1), n = 3]

4° hyperbolic [linearized, (2)], and
5° exponential [linearized, (3)].

The linearizations were used for the purpose of calculations:

Y=ao+ZaIXi [1]
i=0

Y=ay+a,*T  (T=%) 2]

In(Y)=In(a,)+X*In(a,) [3]

The regression coefficients a; of the respective functions were calculated
(estimated) by the method of the least squares (O le hla etal., 1982).

Some other statistical tests and criteria were used to describe the quality in the
assessment of regressions calculated. The coefficient of determinance r):fx was

calculated from the polynomial:

n n =1
’%=‘Z (yv;-?)z} « [20'.-—5‘ )2] (4]
i=1 i=1
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The coefficient of determinancy multiplied by 100 indicates the degree (in p. c.)
in which the respective regression function explains the variance observed, and
vice versa, the percentage of the influence of other factors which were not included
or were neglected in the respective solution. Eventual low value of the coefficient
of determinancy does not necessarily signify a low intensity of the relation between
y and x, but it may only mean that the respective regression function is not suitable
for the description of the respective relation.

The correlation coefficient was calculated for the regressions (1, n = 2 and 3),
[2] and [3] after:

rz,=l‘/;i:I [5]

and for the linear regression (1, n = 1) after:

n n n n n n n -%
=3xS T | 5 - (Sx) ||z - (Tr)’ (6]
i=1 i=1l i=1 i=1 i=1 i=1

i=1

The applicability of respective calculated regression coefficients a; in the
regression function was examined with the use of the r-test which have the
t-distribution with (n - m) degrees of freedom. The following values were
calculated with use of the regression coefficients g; : variance of the measurement,
variances of individual regression coefficients, variation of calculated values of
the dependent variable y,, and the interval of reliability for the respective regression
coefficients a; and the respective calculated values y, .

Theabove r-test makes it possible to assess individual influences of tested variants
of the independent variable (i. e. its value directly or its second, third power,
reciprocal value or its application in an exponential relationship as an exponent)
on the dependent variable. The overall influence of all variants of the independent

variable used can be determined by the F-test. The value of the F-test is calculated
as follows:

1

Fn.lr—mj=(n_"lj)* Z(yvi_Y)z * z(yi—Y)z (7]

i-1 i-1
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This test enables to decide whether the respective independent variable
significantly influences the value of y, in all variants used. In the actual calculation
we try to find such a solution which gives statistically significant values of the
F-test and all r-tests. However, such a result can give more than one regression
function in the case of one pair x and y. To test the statistically significant
differences of different solutions obtained in this way, it is possible to compare the
variations of individual solutions with one another (using of the F-test).

If several solutions are mutually compared with, the assumption of constant
variances of random components should be fulfilled in all regression functions
compared. The congruency of the great number of variances was tested with the
use of the Bartlett’s homogeneity test (O 1e h1a et al., 1982). The test criterion
was the quantity of x*

k k k
Xg=23026-3 3 v; *log [ 3 (5] = X[v;log (s])] (8]
j=1 Jj=1 Jj=1

which was compared with the critical value of X, 2 at the number of degrees of
freedom = 1 (i. e. the number of functions compared minus one).

RESULTS

Sensory analysis — Results of the sensory analysis were obtained by using the
above procedure (profile evaluation of 17 descriptors) for the set of all 122 samples.
The complete matrix of 122 x 17 values is not given in this paper but it is available
at the first author.

Correlation and Regression Analysis — Results of the regression analysis are
summarized in Tables I to IV.

Linear, quadratic and cubic regressions described the experimental data
significantly better (forlr, | > 0.8; o.=0.05) in all cases of pairs of sensory attributes
than hyperbolic or exponential regressions.

In some cases the linear, quadratic and cubic regressions gave all statistical tests
as significant (F-test of the overall regression, and 7-tests of individual regression
coefficients) but the regressions could not be differentiated from one another with
use of the F-test for the comparison of variances. In such cases the regressions with
smaller number of coefficients (i. e. the polynoms of a lower order) were used for
further considerations.
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I1. Values of correlation coefficients for pairs of sensory attributes

A B C D E F G H J K L M N P Q R
-0.18

0.82 -0.25

060 043 0.63

-026 0.67 -0.63 0.09

082 -025 093 062 -0.51

-037 087 -046 020 081 -0.45

0.78 -0.19 090 0.63 -048 093 -042

0.58 027 0.66 084 -0.05 069 0.08 075

061 0.15 074 079 -023 078 -0.08 083 089

-038 072 -0.50 0.08 0.80 -0.51 078 -045 -0.03 -0.18

071 -025 0.84 0.50 -054 088 -047 089 061 076 -0.51

069 -037 076 039 -059 080 -054 086 055 066 -054 086

012 023 014 020 -003 023 013 035 019 039 -002 033 036

023 028 035 045 -006 041 058 -002 044 058 -002 044 043 086

028 020 039 043 -0.14 046 004 056 056 060 -0.07 050 051 089 091
048 -023 066 034 -052 072 -034 076 048 061 -042 075 077 057 062 071

v O W ZEZ ORI QTMEODO O

86-18 (7) €661 ‘IT ‘Ap3A “Aenod
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1. Relation between the difficulty
of swallowing of the morsel (N)
and the difficulty of chewing of the
morsel (H)

— quadratic function N = f{(H)
N=2.09-0,195H + 0.0854 H*

- - - linear function H = f(N)

H =-0.964 + 1.25N

O N & O ® O

In three pairs of sensory attributes, namely H—N, K—H, and F —N, for: |r,,|
2 0.8 both statistically significant quadratic and cubic correlations were found, but
the interchange of the dependent and the independent variables, and vice versa,
lead to the equally statistically significant linear regressions.

2. Relation between the difficulty
of chewing (H) and the resistance
of the morsel to disintegrate during
the chewing

——cubic function H = f(K)

H =-0.153 + 0.165K - 0.00313K*
+0.0000275K>

- - - linear function K = f(H)
K=9.19+10.7TH

0 20 40 60 80 100

In case of the quadratic relation N = f(H) (Fig. 1) and the cubic relations A = f(K)
(Fig.2) and N={(F) (Fig. 3) the regressions were statistically significantly different
(F-test, oo = 0.05) from the linear relations with interchanged variables in all the
three cases.
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3. Relation between the difficulty of
swallowing the morsel (N) and the
difficulty of biting the morsel off the
slice

— cubic function N = f(F) N
N=3.73-0.908F +0.263F*-0.00133F°

- - - linear function F = f(N)

F=-0.801 + 1.22N

o N » O ©® O

Y
A B CDETFGHJ] KLMNUPG QTR S

A 1 1 3 :
B 1 ; ‘
Clove cer on e o, 1 I st Saws Bun T ot st st
D 1 ;
E 3 1 3 3 3 :
F|. , ST B

x| G ; :
H 1 i 2 ;
(PR 1
K 2 3 3 3 3 :
L 3 .
.. 7) - S
N 11 ,
P i 1
Q. 1
R "
S ;

1 - linear regression; 2 - quadratic regression; 3 - cubic regression; X - senzory attribute as an
independent variable; Y - senzory attribute as a dependent variable
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IV. Values of regression coefficients calculated from the regression equations

Y=a,+a,* X+a,* X’+a,* X

the significance level of the regression coefficient for: a< 0.0001 - is indicated as a
a <0.0005 - is indicated as b
a < 0.001 - is indicated as ¢
a < 0.005 - is indicated as d
a £ 0.01 - is indicated as e
a <0.05 - is indicated as f

For the polynoms provided with the index (*), the value of 1 lies within the reliabitity interval for the
regression constant, and the value of O in the reliability interval for the intercepton the y axis (o=
=0.05)

For the polynoms provided with the index (+), the value of 1 lies within the reliabitity interval for the
slope constant (a = =0.05)

For the polynoms provided with the index ($), the value of O lies within the reliability interval for the
the intercept on the y axis (o = =0.05)

No. XY Tyx ap a a as
Linear regressions
18 CF 0.926 -0.0598 0.897*
2 FH 0.926 0316 0.899*
3 QR | -0.909 6.79 -0.868"
43 CH 0.896 0.122 0.834*
5 HM 0.892 0.907 0.750°
6 PR 0.886 -0.623 0.972°
1 JK 0.886 0.00708 | 0.970*
gs FM 0.882 0.993 0.711*
9 MN 0.863 1.20 0.709*
10 NH 0.860 -0.964 1.25%
117 PQ 0.859 -0.792 0.987*
128 BG 0.848 5.87 0.846"
133 cM 0.842 0.872 0.659°
143 DJ 0.841 -3.10 0.740°
15 HK 0.825 9.19 10.7°
16% AC 0.825 -0.131 1.19*
17" AF 0.815 -0.416 1.14
18* EG 0.808 17.7 1.02*
19 NF 0.805 -0.801 1.22*
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No. XY Tyx ag a; az as

Quadratic regressions
20 HN 0.914 2.90 -0.195° 0.0854*
21 CN 0.873 3.74 -0.564° 0.104*
2 KD 0.855 3.70 2.20° -0.0145°

Cubic regressions

23 KH 0.887 -0.153 0.165° -0.00313° 0.0000275%
24 KF 0.872 -0.539 0.212% -0.00453* 0.0000366"
25 FN 0.871 3.73 -0.908° 0.263¢ -0.0133f
26 KM 8.862 1.44 0.0862° | -0.00204 0.0000202°
27 EN 0.857 7.89 -0.254* 0.00426" -0.0000244°
28 KN 0.848 2.02 0.0833" -0.00238¢ 0.0000229"
29 LN 0.829 8.94 -0.333° 0.00605" -0.0000349°
30 EF 0.820 9.88 -0.400° 0.00711° -0.0000388°
31 AN 0.818 539 225t 0.566 -0.0296°
32 EH 0.813 9.40 -0316° 0.00604° -0.0000300"
33 EM 0.812 8.40 -0.265° 0.00396° -0.0000174"

In some pairs of sensory attributes we have found the linear relations where the
straight line calculated with the use of the straight line is equal to 1 (Table IV).
The particular calculated value of the reliability interval (o = 0.05) of the
coefficient a,contains the value 0, and the coefficient a, the value 1. It is the case
of the following functions: R = f(P), K = f(J), @ = f(P), and F = f(A). For the linear
function G = f(E) it is valid in the reliability interval of the slope of the straight
line lies the value 1 but not the value a, (a,= 17.7 + 7.0). On the contrary, in the
reliability interval of the coefficient a, the value O lies in the functions F = f(C),
H=f(C), G =f(B),M=1(C),J =f(D), and C = f(A) while in the reliability interval
of the slope of these straight lines, the value of 1 was not found.

DISCUSSION

The texture profile used in this study may appear too complicated at the
beginning but we have shown its usefulness in our previous paper (Pokorny
etal., 1990). Some attributes might seem redundant in our case. Indeed, statistically
significant regressions with high correlation coefficients were found between the
texture assessment by breaking or crushing the slice of crisp bread in the hands,
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and the sensations in the action of biting and at the beginning of chewing (Tables
IT to IV) which is not in disagreement with the literature (Seymour,
Hamann,1988;Vickers, Christensen,1980). Asrelating, however,
to other types of food products with low water content, e.g., linear correlation was
found between the crispness and the crunchiness, and the correlation between the
crispness and the hardness possessed high correlation coefficients as well.

Pele g (1980) compared the texture determined by assessment in the hands
and in the mouth in detail. In another paper (P e 1 e g, 1983) he observed that the
meanings of some terms (such as ,hard - solid - tough* or ,,crunchy - crispy -
brittle*) do overlap in such a degree that even this circumstance can contribute to
high values of the correlation coefficient.

In spite of the above relations we recommend the complex texture assessment
as given above, both in the hands and in the mouth. Again in agreement with the
literature, as obtained with white bread (Stcellman, Lundgren, 1987).
The reason is that the correlation coefficients were not found so high (Tables II
and IV) to justify a simple method of assessment (r,, < 0.95).

The complex texture evaluation is not possible when either the assessment at
biting the slice or at the first stage of chewing (before the morsel gets moistened
with saliva) movements are omitted or without the sensations observed during the
continued chewing when the morsel is gradually comminuted and mixed with
saliva(Earle, 1979;Brandt etal., 1963) until it is swallowed.

Relations between the first group of attributes (A, C, F, H) and the saliva
absorbing capacity of the morsel in the process of chewing were found linear
(Tables II and IV) while relations of these attributes and other attributes perceived
during the chewing (Table IV) were more complicated, and quadratic or cubic
functions were necessary to describe them.

The behaviour during the chewing depends, however, on the type of food
material in great degree (Takabashi, Nakazawa, 1987) so that other
courses of the regression lines could be obtained in case of other foods than crisp
bread. Samples with larger surface require more saliva before the morsel reaches
the consistency allowing to swallowit(Pangborn, Lundgren, 197).

Linear or almost linear functions were obtained between the ease of chewing,
the force necessary for chewing and the resistance against the disintegration during
the chewing (Table IV) which is in agreement with the results obtained with
traditional bread.

Important quality attributes of crisp food products are crunching sounds
accompanying the consumption because these are closely related to the
acceptability of bread consumption (V i c k e r s, 1988). They represent a measure
of the crispness of consumed product for the consumer as well (Vick er s, 1981).
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The same conclusions were reached (Vick ers, 1983) when the intensity of
sounds and the mechanical force were determined with the use of instrumental
methods. Therefore, it is surprising in our experiments, that no significant
correlation was found between the difficulty of breaking, crushing the slice of crisp
bread, the difficulty of biting, and the difficulty of chewing, on one hand, and the
intensity of respective crunching sounds, on the other hand (Table II).

The discrepancy can be explained in such a way that the determination of the
intensity of crunching sounds was an unusual test (even for our relatively
experienced assessors) so that the exact sound intensity was not accurately
measured. This assumption is, however, in disagreement with the existing
significant correlations (r,, > 0.8) between the four texture attributes (i. e. the
descriptors A, C. F, and H) with one another, on the one hand, and the
corresponding sound intensities (the descriptors B, E, G, L) with one another, on
the other hand.

The intensities of sounds accompanying the respective operations are thus in
similar ratios as the intensities of the respective forces (Table II). This behaviour
may be explained in two ways:

(1) these relationships exist but they are not linear, e. g. for combinations of the
attributes E - F, E- H, E- M, and E - N, cubic regressions were found as optimal
(Table IV). The linear regression (Christensen, Vickers, 1981) are
probably valid only in narrower intervals of these textural attributes.

(2) The crunchiness is in better correlation with sharpness, biting sounds than
with the intensity of sounds (V i c k e r s, 1985) which was determined in our
experiments. In the assessment of crispness by the consumer, the irregularity
and discontinuity of sounds is perceived in addition to their loudness (Vickers,
Wassermann, 1979; Vickers, 1984; et al.). Irregularities between the
crunchiness and the character of sounds are enhanced by differences in the
moisture content of the samples (Vickers, Bourne, 1976), which were
particularly great in our set of samples.

Sounds produced by continued chewing were in no significant relation to the
results of complex texture assessment which was obviously caused by the greater
emphasis on the overall sound intensity, than on the intensity of sounds in certain
frequency range (D rak e, 1970) so that the ratio of higher frequencies influences
the result in high degree (L e e et al., 1988).

The determination of relations between respective partial textural attributes and
the overall texture quality, as determined by the sensory analysis, is important for
the reason that they could replace the sensory texture profiling by a single attribute.
In the previous paper (Pokorn ¥ etal., 1991) we have shown significant relations
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existing between mechanical properties (determined by instrumental methods)
and the overall texture quality (determined by the sensory analysis).

It is, therefore, surprising that the determination of individual single sensory
characteristics was found as less suitable for this purpose (Tables II and IV).

On the contrary, close correlations were found between the flavour quality or
freshness of crisp bread and the overall texture quality, respectively, when all these
descriptors were rated with use of the graphical scale (Table II) which was
evidently influenced by the fact, that the three attributes were determined one
immediately following another. In case of the texture quality assessment based on
a category scale, no dependence was proved between different sensory textural
attributes and the overall flavour quality, respectively, and the dependence on the
freshness of bread was not substantial, too. In a previous paper (Pokorny et
al., 1987) we showed that the texture slowly changed during the storage of crisp
bread so that the consumer could attribute various texture defects (caused by higher
moisture content) to prolonged storage, and connect them with the lack of
freshness. Associations between freshness and crunchiness exist among assessors
(Szczesniak, 1988).

When the overall texture was rated with the use of the category ordinal scale,
the most pronounced effect was perceived only at the stage of advanced chewing
and during swallowing. This observation is in agreement with those on potato chips
(L e e etal., 1989), namely, that the whole course of sound changes during the
chewing is included into the complex assessment of crispness. The importance of
chewing is enhanced by the combined effect of sounds and vibrations of teeth and
other parts of the oral cavity (D rak e, 1970).

The examined set of samples comprised samples with extreme moisture contents
(from 1.57 % to 12.78 %) to allow great differences of textural attributes in very
broad interval of the scale used. In the texture assessment of cheeses, the assessors
showed higher sensitivity to differences in the moisture content than the fat content
(Marshall Kirby, 1988), and this effect may be expected as still more
pronounced in case of crisp bread.

We have calculated the family of regression curves but the application of this
-method does not give any new results which would be different from linear,
quadratic, and cubic regressions.

By using the cluster analysis (it will be discussed in more detail in our next paper) we
have found that the samples containing more than 7 % of water were distinctly
different, from the standpoint of texture evaluation, compared with the samples
with lower water contents. It was, therefore, considered as useful to examine the
correlations between combinations of textural attributes after discarding these
high-moisture samples from the complete set. The elimination resulted, however,
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only in approaching the distributions of results to the normal (Gaussian)
distribution while the character of relations, and the values of correlation
coefficients remained essentially unchanged. For this reason we do not give these
data here in order to save the space.

As shown already in the methodical part, we have used both the unstructured
graphical scale and the category of ordinal scale for the assessment of overall
texture quality. The usefulness of these both types of scales was explained in the
previous paper (Pokorny etal, 1990). We have compared the results obtained
using the above two scales, and was found a significant linear function. In the
evaluation of results in this paper we have used parametric methods of statistical
evaluation which is principally acceptable in case of graphical scales(McBrid
e, 1985) but could seem unacceptable for category ordinal scales. Therefore, we
have calculated these results by using the nonparametric Spearman’s ranking test
as well, but we have not obtained substantially different values of correlation
coefficients so we do not present the results here. The probable reason for the
agreement of results by either the nonparametric or the parametric test is probably
the relatively high number of degrees in the category scales used.

List of symbols
Symbol Definition
X sensory attribute used as an independent variable
Y sensory attribute used as a dependent variable
ri., coefficient of determination calculated for the regression Y = f(X)
Nx correlation coefficient calculated for the regression Y = f(X)
a; calculated constants of the regression polynoms [1] to [3]
¥i i-th experimantal value of the dependent variable Y
Yoi i-th calculated value of the dependent variable Y
y arithmetical mean of experimental values of ¥
o significance level of statistical tests
n number of samples of crisp bread, i.e. n = 122
m; number of regression coefficients in the j-th regression polynom
F, v Vy calculated Snedecor’s value of the F-test for v; and v, degrees of freedom
X:‘; calculated value of the %> test
Xou1? ritical value of the x2 test for the number of degrees of freedom used in regression
polynoms, i.e. | =k - 1 (I =4), on the level of statistical significance of o
vj number of degrees of freedom for the j-th regression polynom (v =n - m; )
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5

J
k number of regression polynoms tested, i.e. k=5

AtoS explained in Table I

variance of the solution for the j-th regression polynom
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F. Strejcek, J. Pokorny, M. Virecklovd, D. Pokorny, J. Holas
(Vysokd skola chemickotechnologickd, Praha)

Vztahy mezi vyledky jednotlivych ukazateli senzorického hodnoceni
kiehkého chleba

U souboru 12 vzorki kiehkého chleba vyrobeného extruzni technologii byly
zkoumdny vzdjemné vztahy mezi 17 ukazateli senzorického profilu. Velkd vétSina
vztahl byla statisticky vyznamnad, ale jen u n&kterych byly korelani koeficienty vyssi
nez 0,8. Zavislosti byly prevazné linedrni, nékdy byly lépe popsdny kvadratickymi nebo
kubickymi rovnicemi, nikdy vSak exponencidlnimi nebo hyperbolickymi. Malo diile-
Zité se projevily vztahy mezi texturou a intenzitou zvukd doprovazejici konzum
a neprili§ vyznamné byly také vztahy mezi dil¢imi ukazateli textury a celkovou
jakosti textury. Tésny byl vSak vztah mezi chutnosti a Cerstvosti vzorku a celkovou
texturou. Obsah vody ve vzorcich nemél podstatny vliv na charakter zdvislosti. PouZiti
neparametrickych metod statistického zpracovini neposkytlo vysledky podstatné
odlisné od metod parametrickych.

kiehky chléb; textura; senzoricka analyza; regresni vztahy ukazateli
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REZIDUA DAMINOZIDU V JABLECNYCH PRODUKTECH
Katefina HOLADOVA, Jana HAJSLOVA, Viadimir KOCOUREK®, Hana MISKOVA

Vysokd Skola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha;
1 Cesky ekologicky iistav, Udernickd 1931, 140 00 Praha 4

Ristovy regulétor daminozid (aktivni slozka piipravku Alar 85) je prekurzo-
rem toxického 1,1-dimethylhydrazinu a proto je nutné sledovat vyskyt jeho
rezidui v ovoci a ovocnych vyrobceich. V prici byla aplikovdna nepiima meto-
da stanoveni, pii niZ vlastnim analytem byl zmin€ny hydrazin uvoln&ny
z matei'ské latky alkalickou hydrolyzou. Po prevedeni na t€kavy derivat reakei
se salicylaldehydem byla kvantifikace rezidui provedena pomoci plynové
chromatografie. Pro hladiny daminozidu 0,05 ppm a vyssi lze pro detekei
vyuzit dusiko-fosforovy detektor, zhruba pétkrat niZii mez stanovitelnosti
umoZiiuje hmotnostni fragmentografie. VySetieni fady redlnych vzorki jablek
a jablednych koncentratd potvrdilo relativné zna¢ny rozsah kontaminace
konzervérenskych surovin a produktil rezidui daminozidu.

daminozid; 1,1-dimethylhydrazin; morforegulatory; jable¢né koncentraty

Pripravky na bazi daminozidu (2,2-dimethylhydrazid kyseliny jantarové) byly
do zemé&dé&lské praxe zavedeny na zaddtku Sedesétych let. Z hlediska G&inku na
rostliny 1ze daminozid zaradit mezi morforeguldtory. Cilem aplikaci na jablonég,
pripadné na meruriky a broskve (dosud neplodici), je predevSsim omezeni vege-
tativniho ristu, zvyseni tvorby kvétnich pupeniti a zmenseni rozsahu opadu plodi
(Anonym; Zika, 1979). Z dalSich efekti doprovizejicich nasazeni dami-
nozidu l1ze uvést zlepSeni vybarvovini Cervenych plodi a zvySeni pevnosti jejich
duZniny, coZ souvisi mimo jiné i se zlepSenim skladovatelnosti tohoto ovoce
(Dozier etal., 1985).

Daminozid je litka dobie rozpustna ve vodé (100 g/l pti 25 °C), kter4 je rychle
translokovéna do vSech ¢ésti rostlin. VéEtSina praci vénovanych dynamice rezidui
daminozidu v riznych plodindch shodné poukazuje na jeho relativné zna¢nou
perzistenci. Tak napr’ v jablkéch oSetrenych pripravkem Alar 85 v souladu s dopo-
ru¢enim vyrobce (Uniroyal Chem. Co., USA), byla ve skliziiovém obdobi (100 dni
po aplikaci) nalezena rezidua daminozidu na hladindch jednotek ppm
(Edgerton etal, 1967). Obdobné i vy$si ndlezy byly zjistoviny v oSetfenych
treSnich, pri¢emZ hladiny rezidui byly imérné koncentraci pouZitého postiiku
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(Ryugo, 1966; Allen, 1980). S ohledem na relativné nizkou hodnotu akutni
toxicity (napi. LDg, pro krysy pri ordlnim podavéni je 8400 mg na 1 kg Zivé hmoty)
byly hladiny reziduélnich limiti pro daminozid v fadé zemi desitky ppm (napr.
pivodni limit v USA byl pro jablka 30 ppm). JiZ v sedmdesitych letech viak
nekteré toxikologické studie, resp. dlouhodobé experimenty se zvitaty upozomily
na karcinogenni potenciil této litky (T o t h et al., 1977). Za vlastniho nositele
karcinogennich G¢inkd je povaZovin 1,1-dimethylhydrazin (R o e et al., 1967,
T o t h, 1973), ktery miZe vznikat rozkladem daminozidu. I kdyZ rozsah metabo-
lické konverze, zjiStény pfi ordlni aplikaci krysdm i dojnicim, nebyl vysoky (93 az
95 % mateiské litky bylo zvitaty beze zmény z organismu vylu€oviano - National
Cancer Inst., 1987), toxicita produkti vznikajicich enzymovou hydrolyzou dami-
nozidu a jejich ndslednou N-oxidaci je zna¢nd (Chevrier, Pfister, 1975;
Brown, Casid a, 1988). Také pfi zpracovani a skladovédni kontaminované-
ho ovoce a zeleniny dochdzi k ¢aste¢né hydrolyze daminozidu, resp.k tvorbé
1,1-dimethyv’hydrazinu:

HOOC-CH,-CH,-CO-NH-N(CH3); —» HOOC-CH,-CH,-COOH + H,N-N(CHs),

Napf. cxperimeintdind zjistény stupeii konverze daminozidu (v§chozi koncentra-
ce 30 ppm) na 1,1-dimethvlhydrazin po jednohodinovém varu kontaminova-
ného jableéného pyré byl zhruba 6 % (N e w s o m e, 1980). Skute¢nost, Ze tepelné
zpracovini surovin kontaminovanych daminozidem vede k tvorbé 1,1-dime-
thylhydrazinu, potvrdila i rozsdhld studie (Saxton et al, 1989) vénovani
konzervéirenskym produktim. Vedle zminénébo dimethyl derivdtu hydrazinu
miie byt daminozid prekurzorem t¢Z dalSiho karcinogenniho produktu — 1,1-di-
methyInitrosaminu, ktery miZe v Zivotnim prostiedi vznikat fotochemickou oxida-
ci materské latky singletovymkyslikem (Bro wn, Casid a, 1988).

Ze vicch vyse uvedenych skuteCnosti je ziejmé, Ze vedle fady pozitivnich
aspektd nese s sebou aplikace daminozidu i urcity stupen rizika. V roce 1985
americky ufad pro Zivotni prostiedi (Environmental Prottection Agency - EPA)
ozndmil dmysl zakdzat pouZivini morforegula¢nich piipravkd obsahujicich jako
tc¢innou sloZku daminozid. Védeckd rada si viak vyZidala dalSi toxikologicka data
a sit vybranych laboratofi byla povéfena sledovanim frekvence vyskytu dami-
nozidu a jcho degrada¢niho produktu 1,1-dimethylhydrazinu v ovoci distri-
baovaném na americkém trhu. Rozsah aplikace pifipravku Alar byl omezen
a z{rovei byly sniZeny hygienické limity pro daminozid (v jablkiach na 20 ppm,
na 55 ppm v tfesnich a na 10 ppm v hroznech). Prizkum provedeny v roce 1986
prokidzal (E P A, 1987), Ze rezidua daminozidu sice nepfekraCuji zminéné limity,
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nicméné byla detekovéna zhruba v 87 % vysetfovanych vzorkil ovoce; priméma
hladina byla 1,02 ppm. 1,1-dimethylhydrazin byl zji§tén u 71 % vzorki, v priméru
na hladiné 3 ppb. VySe uvedeny orgédn znovu navrhl zdkaz pouZivini daminozidu
s ohledem na jeho toxické vlastnosti a zdroveri upozornil na skute¢nost, Ze pravé
u nejcitlivéj$i skupiny populace, u déti, pfedstavuje ovoce vyznamnou poloZku
denni diety, kterd v poméru k télesné hmotnosti je vyss$i neZ u dospélych. Pres
nesporné zna¢ny ekonomicky efekt vyplyvajici z aplikace piipravku Alar,
predpokldda se tiplnd eliminace tohoto piipravku ze zemédé€lské praxe ve Spoje-
nych stitech, resp. neuvaZuje se o jeho dal$im pouZiti pro oSetfeni rostlin uréenych
k lidské vyZivé.

Pokud jde o metody vyuZivané pro sledovani daminozidu, vé&t§ina z nich vychazi
z nepfimého stanoveni 1,1-dimethylhydrazinu uvoln&ného z mateiského hydra-
zidu kyseliny jantarové alkalickou hydrolyzou. NejstarSi prace vyuZivaly kolo-
rimetrické koncovky, pfi¢emZ uvedenym deriviatem hydrazinu byla redukovina
fosfomolybdenovi kyselina na fosfomolybdenovou modf (Ed g ert o n, 1967).
Kolorimetricky byl téZ stanovovédn formaldehyd vznikajici oxidaci 1,1-di-
methylhydrazinu oxidem seleniCitym (L y nc h, 1969; D i c k s, 1971). Popsédna
byla téZ spektrofotometrickd metoda, kterd pro kvantifikaci uvolnéného 1,1-di-
methylhydrazinu vyuZivala barevny produkt vznikajici reakci s pentakyano-
Zeleznatanem sodnym. ProtoZe citlivost uvedenych metod nebyla dostatend
(fddové jednotky ppm), nahradily je v osmdesdtych letech metody chro-
matografické, které umoZiiovaly sledovat i niZ${ hladiny daminozidu a jeho hlavni-
ho degrada¢niho produktu. Pfi vyuZiti plynové chromatografie s detektorem
elektronového zéchytu byl volny i z rezidui daminozidu uvolnény 1,1-di-
methylhydrazin po reakci s pentafluorbenzoylchloridem stanoven v rostlinném
materidlu aZ na hladin€ 10 ppb (N e w s 0 m e, 1980). Obdobny detek&ni limit 1ze
dosédhnout i pri prfevedeni 1,1-dimethylhydrazinu na kondenzaéni produkt s 2-ni-
trobenzaldehydem (W ri g h t, 1987). V jiné praci (A 11 e n,1980), zabyvajici se
sledovanim daminozidu v tfe$nich, byl uvolnény 1,1-dimethylhydrazin po
kondenzaci se salicylaldehydem a plynové chromatografické separaci detekovin
dusiko-fosforovym detektorem. Ve formé stejného analytu, av3ak s vyuZitim
hmotnostniho detektoru, resp. hmotnostni fragmentografie, byla provedena stano-
veni rezidui ve vzorcich riznych poZivatin s vySS§im obsahem bilkovin. Autofi
(Conditt, Baumgardner, 1988) uvddéji detekéni limit pro daminozid
0,01 ppm. V literatufe (L i u et al., 1989) bylo uvedeno i stanoveni daminozidu
bez pfedchozi hydrolyzy. Sledovand rezidua byla nejprve esterifikoviana metha-
nolem a po t€ analyzovéna plynovou chromatografii s vyuZitim chemické ionizace
pro hmotnostné spektrometrickou detekci.
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Cilem predklddané price byl vybér a optimalizace vysoce citlivého a speci-
fického analytického postupu pro sledovani i velmi nizkych hladin rezidui dami-
nozidu ve vybranych konzervarenskych produktech.

MATERIAL a METODY

Materialy — Analyzoviny byly vzorky jablek a jable¢nych koncentratd -
suroviny a produkty konzervéarenského primyslu.

Chemikilie — Standard daminozidu byl ziskdn darem z UKZUZ Brno. Z n&ho
pripraveny zdsobni roztok obsahoval 1 mg na ml vody. Standard 1,1-di-
methylhydrazinu dodala firma Aldrich (Belgie), zdsobni roztok o koncentraci
Img/ml byl pripraven v 1N kyselin€ chlorovodikové.

Ostatni chemikdlie - chlorid vadpenaty, chlorid sodny, hydroxid sodny, siran
sodny, hydrazin, benzaldehyd, salicylaldehyd, 12% roztok chloridu titanitého
v kyseliné€ chlorovodikové - byly Cistoty p.a. a dodala je Lachema Brno. Organicka
rozpoustédla - dichlormethan, isooktan - byla ¢iSténa destilaci.

Pristroje — Sklenénd destilacni aparatura opatrend michadlem, plynovy chro-
matograf Hewlett-Packard 5890 vybaveny hmotnostnim detektorem HP 5970,
plynovy chromatograf Hewlett-Packard 5880 A vybaveny dusiko-fosforovym
detektorem.

Pracovni postupy — Princip metody: Rezidua daminozidu obsaZend ve
vzorcich byla hydrolyzovédna v alkalickém prostiedi na 1,1-dimethylhydrazin,
ktery byl po predestilovani s vodni parou preveden reakci se salicylaldehydem na
salicylaldehyddimethylhydrazon. Tento produkt byl po izolaci stanoven plynovou
chromatografii.

Priprava vzorku: Do tfihrdlé destilaéni bariky bylo navdZeno 50 g (s presnosti
na 0,1 g) zhomogenizovaného vzorku, 20 g chloridu viapenatého, déle bylo pridédno
160 ml 50% roztoku hydroxidu sodného a 8 ml 12% roztoku chloridu titanitého.
Obsah bariky byl 30 minut mirné zahiivan za stdlého michani a poté byla teplota
zvy$ena a bylo jiméno 20 ml destilatu do délené zkumavky obsahujici 20 pl sali-
cylaldehydu. Zkumavka byla pevné uzaviena a umisténa na 60 minut do lazné
vyhréaté na 50 °C, kde probéhla derivatizace. Po ochlazeni byl obsah zkumavky
kvantitativné preveden do 50ml délici ndlevky a po piidavku 3 g chloridu sodného
byl derivit extrahovén z vodni faze 2 x 8 ml dichlormethanu. Extrakt byl presusen
bezvodym siranem sodnym, odparen do sucha proudem dusiku a odparek
rozpu$tén v 1 ml roztoku vnitiniho standardu (benzaldehydhydrazon, koncentrace
5 pg/ml isooktanu).
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Ovéreni opakovatelnosti a vytéZnosti metody: Vzorek jablek i jableCného
koncentritu prosty rezidui daminozidu byl pred zpracovdnim kontaminovéin
vodnym roztokem daminozidu na hladinu 0,05 mg/kg (ppm) a déle zpracovén vyse
uvedenym postupem.

Priprava vnitiniho standardu: 500 pg hydrazinu bylo ve vodném prostredi deri-
vatizovidno 30 pl benzaldehydu (90 minut, 50 °C). Vznikly derivét byl extrahovén
dichlormethanem a po odpareni rozpoustédla rozpustén ve 100 ml isooktanu.

Podminky plynové chromatografického stanoveni

a) s vyuZitim dusiko-fosforového detektoru
Kolona: kfemennd kapildra HP-5 (10 m x 0,53 mm, tlou$tka filmu 2,65 pm)
Teplota injektoru: 250 °C, nastiikované mnoZstvi 1 pl (splitless perioda 1 minuta)
Teplota detektoru: 300 °C
Teplotni program: 60 °C 1 min, poté vzrist po 20 °C/min do 190 °C, déle vzrist
po 5 °C/min do 230 °C, nakonec vzriist po 20 °C/min do 250 °C
Pritok nosného plynu (dusik): 5 ml/min
Make up (dusik): 15 ml/min
Déli¢ toku: 40 ml/min

b) s vyuZitim hmotnostniho detektoru
Kolona: kfemenné kapildra HP-5 (30 m x 0,32 mm x tlou$tka filmu 0,33 pm)
Teplota injektoru: 230 °C, nastiikované mnoZstvi 1 pl (splitless perioda 1,5 min)
Teplotni program: 50 °C 2 min, poté vzrist po 35 °C/min do 190 °C, ddle vzrist
po 4 °C/min do 260 °C
Pritok nosného plynu (helium): 0,5 ml/min

V reZzimu SIM byly monitorovéany ionty (100 ms kazdy): m/z 121, 134 a 164.
Pro kvantitativni vyhodnoceni byl pouZit ion m/z 164. Vnitini standard byl
monitorovin pii m/z 208 v asovém idseku od 20 minut.

VYSLEDKY a DISKUSE

Udaje o toxicité daminozidu, resp. 1,1-dimethylhydrazinu, jeho# je prekurzo-
rem, si v fadé zemi vynutily zvySenou pozornost vénovanou kontrole rezidui
vovoci a vnékterych ovocnych vyrobeich. S touto skute€nosti souvisi i poZadavek
zahrani¢nich partneri odebirajicich od nasich konzervéarenskych podniki jable¢né
koncentrity, aby rezidua daminozidu v téchto produktech neprekracovala hladiny
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0,01 ppm. Tato hodnota je podstatné niZsi neZ maximaln{ hygienické limity platné
podle dostupnych materidli v USA (viz dvodni kapitola) a ziejmé jde o disledek
snahy postupné eliminovat aplikaci ristovych reguldtord na bazi daminozidu
v ovocndrské praxi.

V souvislosti se zna¢né ,piisnym‘ poZadavkem pokud jde o pfipustnd rezidua,
bylo nutné zavést takovy analyticky postup, jehoZ citlivost by pii dostate¢né
selektivité umoZiiovala kontrolu daminozidu na hladindch 0,01 ppm, pfip.
i nizsich.

Na zdkladé zhodnoceni parametrd, a zejména deklarovanych hodnot detekénich
limitd metod uvadénych v literatufe, byl v dvodni fazi zvolen postup spocivajici
v nepiimém stanoveni daminozidu pomoci plynové chromatografie (Conditt,
Baumgardner, 1988). Na obr. 1 je hmotnostni spektrum vlastniho analytu
— N,N-dimethylhydrazonu salicylaldehydu, vznikajiciho kondenzaci 1,1-dimethyl-
hydrazinu se salicylaldehydem. Jak je zfejmé, molekulovy ion (M*) m/z 164 je
souc¢asné nejintenzivnéj$im pikem spektra. DalSimi intenzivnimi ionty spektra jsou
nV/z 134 (14 %) a m/z 121 (24 %).

fLbundance

6000000 -
50000C0 ~
4000000 -
3000000 -

2000000 -

121

1000000 -

M/Z => S0 60 70 80 g0 100 110 120 130 140 150 160

1. Hmotnostni spektrum salicylaldehyddimethylhydrazonu — EI mass spectrum of sali-
cylaldehyde dimethylhydrazone

Pozornost byla dile zaméfena na optimalizaci procesu izolace 1,1-dimethyl-
hydrazinu a jeho ndsledné derivatizace. Proti vy3e citované préici bylo nutné pro

dosaZeni 100% vytéZnosti 1,1-dimethylhydrazinu z reakéni smési jimat dvojné-
sobny objem destildtu. ObtiZn€ dostupny a nestabilni chlorid titanity bylo moZné
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sobny objem destildtu. ObtiZné dostupny a nestabilni chlorid titanit§ bylo moZné
nahradit siranem titanitym vyrobenym redukci siranu titaniitého zinkovym
amalgdmem. Maximdlniho vytéZku derivatiza¢niho kroku bylo dosaZeno po 60
minutach (pfi 50 °C). Po 90 minutich doslo jiZ k poklesu obsahu sledovaného
produktu - zhruba o 50 %. Pozornost je tieba vénovat téZ dpravé pH reakéniho
prostiedi, které by nemélo klesnout pod 6. Pfi pH 5 je jiZ vytéZnost derivatizace
jen 90%.

2. Chromatogram jable¢ného kon-
centritu (50 mg), detekce NPD —
GLC/NPD analysis of apple juice. The
y injection represents an equivalent of
: ! 50mg sample
EL_.. ! 1 a) kontrola — blank

HLJ b) kontaminovany vzorek (1ppm) —
contaminated sample (1 ppm of dami-
nozide)

0 10 20 0 10 20 1 = analyt— analyte
[min] 2 = vnitfni standard — internal standard

Pfed zahdjenim analyz redlnych vzorkd bylo nutné téZ fesit otdzku chro-
matografické separace koextrahovanych sloZek od analytu i zhodnotit dosaZenou
citlivost jeho detekce. Jak ilustruje obr. 2, pfi pouZiti kfemenné wide-bore kapilary
HP-5 byl pik N,N-dimethylhydrazonu salicylaldehydu dobie oddélen od
koextraktl detekovanych dusiko-fosforovym (NP) detektorem. ProtoZe pfi apli-
kaci néastfikové techniky splitless nebylo dosaZeno metodou absolutni kalibrace
uspokojivych vysledki, resp. piesnosti, hledali jsme vhodny vnitini standard.
Z mnoha testovanych dusikatych latek se nejlépe osvéd¢il hydrazon benzalde-
hydu. Tato ldtka sice neni béZné k dispozici jako primdrni standard, ale lze ji
pripravit obdobné jako vlastni analyt. V roztoku isooktanu je stabilni nejméné
po dobu ¢tyi tydni. Odezva obou sledovanych hydrazonid byla linedrni v rozmezi
10 aZ 150 pg/ml. Mez stanovitelnosti za podminek popsanych v experimentdln{
Césti byla 0,05 mg/kg. Pro sledovini rezidui na niZsich hladinach bylo nutné pouZit
k detekci hmotnostni fragmentometrii. Pfi prici s danym typem hmotnostniho
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a) kontrola— blank

iAbundance nv/z 164 b) b) kontaminovany vzorek
40007 (0,05 ppm) - contaminated

3 sample (0.05 ppm of dami-
30001 nozide)

-
.

13.6 13.8 14.0 [min] 142

3. Chromatogram jablek (50 mg), detekce MS — GLS/MS determination of daminozide in
apples. The injection represents an equivalent of 50mg sample

detektoru, resp. pii pfimém zavedeni kolony do iontového zdroje by priitoky nosné-
ho plynu nemély piekrocit 1,0 ml/min. Je proto nutné pouZzivat kapilarni kolony
s malymi vnitfnimi priméry (0,2 aZ 0,32 mm), coZ se pochopitelné promita
i v delSich dobdch analyzy. Stanoveni rezidui daminozidu v jable€ném koncentrétu
na hladiné 0,05 ppm ilustruje obr. 3. Pfi hmotnostné fragmentometrické detekci
byly monitorovany ionty m/z 121, 134 a 164. Je patrné, Ze molekulovy iont je
nejselektivnéjsia jak jiZ bylo dfive diskutovéano, poskytuje nejvyssi odezvu, a proto
byl ddle pouZivan pro kvantitativni vyhodnoceni. Mez stanovitelnosti pfi vyuZiti
monitorizace vybranych iontovych druhi byla 0,01 ppm. Hodnota vytéZnosti pro
pridavek daminozidu na hladinu 0,05 ppm byla 112 % (s = 20 %).

Pri vySetfeni rozsdhlého souboru vzorkd byla vzhledem k vySSi citlivosti
i selektivité pouZita detekce hmotnostni fragmentografii. Ziskané vysledky jsou
uvedeny v tab. L.

Z osmi vzorkl analyzované suroviny - jablek - bylo Sest negativnich, jeden
obsahoval stopy a v jednom bylo nalezeno 0,9 mg/kg daminozidu.

Uvedend tabulka dokumentuje rozdily ve zhodnoceni dvou riznych soubori
vysledki z vySetfeni provddénych ve stejném obdobi (zafi aZ prosinec 1989).
V prvnim pripadé (A) se jednalo o cilend vySetreni omezend na urcitou lokalitu
(kraj) s cilem vyhledat zdroj kontaminace. Ve druhém pripadé (B) byly provedeny
ndhodné odbéry vzorki jable¢nych koncentrati z vétSiny konzervarenskych zdvo-
dd, které se v té dobé zabyvaly jeho vyrobou. Cilem bylo ziskdni prehledu
o Cetnosti vyskytu daminozidu a jeho redlnych hladinidch v ¢eskych koncentrétech.

Nalezené hodnoty lze v obou pripadech povaZovat za pomémé nizké, priemz
hladiny vyssi nez 0,1 mg/kg byly zjistény pouze pfi systematickém vySetfovan{
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I. Obsah daminozidu ve vzorcich jableénych koncentratii — Content of daminozide in apple
juice concentrate samples

T o.- Nad-
Cel- | Nega: | Sto- (%01 @1 los51| <1,0| Min. | Max. | Proms | i
kem!| tivni® | p 2 X afch®

n |>005|>001 (me. kg1] 1| 2 [nw
35 N 16

ALST |gim| 6 | 8| 4 | 2| 2 |>000| 182 [026] 01 | g0
22 3

B| 28 |qo%| 3 | 3| 0 | 0| o |>0005| ooss |o021|>0001] 70

A = cilend vySeteni ve sledované lokalité — target examinations at a given locality

B = néhodné odbiry z celé Ceské republiky — random samplings in the whole of the Czech
Republic

1 = z pozitivnich vzorkid — of positive samples; 2 = z celého souboru — of the whole set

3 4

lin total; 2negative: traces; “average; Sabove limit

indikovaného pripadu. Zivaznéjsi neZ vySe obsahu daminozidu je podle naseho
ndzoru vysokd Cetnost pozitivnich vysledki, které jednozna¢né indikuji ,.zneu-
Zivani* pfipravku Alar 85 pfi péstovani jablek (v Seznamu povolenych pfipravki
na ochranu rostlin vydaném MZe CR v roce 1990 se povoluje aplikace jen na dosud
neplodici jabloné). Vstupni kontrolu suroviny pro vyrobu koncentrit vak nelze
prakticky zajistit, nebot provedeni analyz je velmi nakladné, pomérné zdlouhavé

a zvI43t& u drobnych péstitelii organizaénd nemozné. Reseni je tedy spise v oblasti
prevence.
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Residues of daminozide in apple products

Daminozide (succinicacid 2,2-dimethylhydrazide) is an active ingredient of the widely
used plant growth regulator Alar, which has been marketed since 1963. Alar is applied
to control induction of flowering, to reduce fruit drop as well as to prevent spoilage and
watercore development. An improvement of colour, firmness of pulp and storage quality
of treated crops can often be observed. This preparation was registred for use on several
crops including apples, peaches, tomatoes, grapes, peanuts, etc.

In our study an indirect method of determination was applied for the trace analysis of
daminozide in apple and apple juice concentrate. The procedure consisted in hydrolysis
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of daminozide in strong alkali and following isolation (by distillation) of released
1,1-dimethylhydrazine (UDMH). UDMH is then derivated by salicylaldehyde and the
arising volatile product is quantified after extraction by means of GLC/NPD or GLC/MS
(SIM). The limit of MS quantification, i.e. the lowest level at which daminozide can be
measured with reasonable reliability of data, was 0.5 ng per injection, which corresponds
to 0.01 ppm. Mass chromatograms of blank and contaminated sample are shown in Fig. 3.
As can be seen (Fig. 2), GLC/NPD determination represents an acceptable analytical
alternative, but due to the lower sensitivity of detection, only samples containing
daminozide at levels higher than 0.05 ppm can be analyzed in this way.

GLC separations of samples were carried out on fused silica HP-5 columns (10 m,
0.53 mm 1.D,, film 2.65 pm) in the case of NPD and (30 m, 0.32 mm L.D., film 0.33 pm)
when MS was used. Aninternal standard method ((bis)benzaldehyde hydrazone was used
as i.s.) was applied for quantification.

Daminozide levels determinated in the course of analyses of a large set of apple juices
are summarized in Table I.

daminozide; 1,1-dimethylhydrazine; growth regulator; apple juice

109



VYHODNY LEASING

A D STROJU A ZARIZENI
NEJEN PRO ZACINAJICI
A.S.

PODNIKATELE

ADEKO a. s. Vam nabizi

O kapitdlovou Gcast v jinych podnikatelskych subjektech

O spole¢né podnikédn{

O poradenskou, konzultaéni a zprostiedkovatelskou ¢innost
v oboru ekologie

(1 investorskou a investi¢ni ¢innost

O feSeni odbytovych potiZi vyrobcim a obchodnim
organizacim formou leasingového financovéni

ADEKO a. s.
Slezska 7
120 56 Praha 2
tel.: 258 342 fax.: 207 229

4

110



Potrav. V&dy, 11,1993 (2) : 111-120

ZMENY LIPIDOV PRI KOMBINOVANE]J METODE KONZERVACIE
POTRAVIN S APLIKACIOU GLYCINU

Mdria TAKACSOVA, Slavomira DUDASOVA!, Bernadette HOZOVA,
Alica RAJINIAKOVA, Iveta MINAROVICOVA

Chemickotechnologickd fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava
Yyskumny iistav vyZivy ludu, Limbovd 14, 833 37 Bratislava

Za (celom rozSirenia poznatkov o pripadnych antioxidaénych d¢inkoch
aminokyseliny glycinu sme sa zamerali na sledovanie zmien lipidov v prie-
behu 20-tyzdiiového skladovania modelovych vzoriek Domdci hoviadzi gulas,
konzervovanych pasteriziciou pri teplote 98 °C v priecbehu 20 miniit v kombi-
nécii s pridavkom glycinu. Porovnavacie vzorky boli vzorky mrazené, balené
do PE obalov a vzorky sterilizované v plechovkich. VyuZitie metédy plano-
vaného experimentu n4m umoZnilo zniZt podet pripravenych vzoriek a analyz
&isla kyslosti, peroxidového a tiobarbiturového &isla, ktoré charakterizuji
zmeny lipidov. Faktormi boli &as skladovania 0 aZ 20 tyZdiiov a koncentricia
glycinu v rozpiti 0 aZ 3 %. Dosiahnuté vysledky sme spracovali na pofitaci
EC 10 10 programom ROUCEKOP. Zistili sme, Ze z hlfadiska stability lipidov
je najvhodnejSia konzervicia kombinaciou niZSieho tepelného zdsahu pri
teplote 98 °C pocas 20 miniit s 2,0 % aZ 2,7% pridavkom glycinu.

pldnovany experiment; hovidzie miso; kombinovand metéda konzervicie;
pasterizicia; glycin; zmeny lipidov

V poslednom obdobi sa venuje zvySend pozornost vyberu a vyskumu l4tok
s antimikrobidlnymi a antioxida¢nymi d¢inkami, ktoré si prirodzenou zloZkou
potravin. K takymto ldtkam patria aj aminokyseliny, peptidy a pribuzné zliceniny,
mastné kyseliny, estery, alkoholy a pod.

Ur¢itd pozornost sme zamerali na vyskum niektorych aminokyselin, ktoré by sa
mohli pripadne vyuZit pri konzervicii potravin. V dostupnych literdrnych prame-
noch sa uddva, Ze z 22 testovanych aminokyselin méd glycin relativne vysoki
antibakteridlnu aktivitu, preto sa viac pric zaobera Stiidiom konzerva¢ného t¢inku
tejto aminokyseliny (S hibasak i, 1982). V Japonsku sa v poslednych rokoch
pouZiva ako antimikrobidlna latka v zmesi s povolenymi konzerva¢nymi ldatkami,
pricom sa zistilo, Ze antimikrobidlny dc¢inok je podmieneny minimdlnou
koncentrédciou vrozsahuod2do5% (Koma g ata etal., 1968). Niektori autori
sa zaoberaji sledovanim mechanizmu p&sobenia glycinu na vybrané druhy
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mikroorganizmov(Hammes etal,,1973;Shibasaki,1982;Ando etal,
1975; Tsutsumi, Ohotak a, 1985).

S problematikou antioxida¢ného i¢inku aminokyselin sa stretdvame v niekto-
rych dostupnych literdrnych prametfioch (Ahmad et al., 1983; Rodri-
quez-Palacions, 1984;Shahidi etal., 1986).

Za icCelom rozsirenia poznatkov o antioxida¢nych iucinkoch aminokyselin,
zamerali sme sa na netradi¢ny spésob kombinécie pasterizicie s pridavkom amino-
kyseliny glycinu, ktord sa aplikuje do niektorych potravin v dosledku svojich
antimikrobidlnych d¢inkov.

MATERIAL a METODY

Modelové vzorky ,,Domici hovidzi gul4$“ sme pripravili podla CSN 57 6099
s vyli¢enim prisad. Po aplikdcii glycinu sme vzorky pasterizovali pri teplote 98 °C
v priebehu 20 minit v obaloch OMNIA. Zikladnou surovinou bolo hovidzie
zadné vyrobné miso s 3,5% pridavkom brav€ovej masti a s 1,2% pridavkom soli.
Miiso bolo zbavené tukového tkaniva, pokrdjané na kocky o velkostiasi 3 x 3 cm
a dokladne premieSané s potrebnym mnoZstvom pomocného materidlu. MnoZstvo
glycinu aplikované metédou plénovaného experimentu, ako aj spésob konzerva-
cie, skladovania a oznaCenie vzoriek je na obr. 1. Rozpis pldnu experimentu
v kédovanych a v redlnych siradniciach je uvedend v tab. L.

I. Rozpis pldnu experimentu podfa ROUCEKOP v kédovanych a redlnych siradniciach —
Specification of the plan of experiment according to REUCEKOP in the coded and real
coordinates

Gislo Faktory” Skladovanie (tyZdne) % Gly Analyzované
vzorky' X X Xi ¥ vzorky*

1 +1 +1 17 2,57 D

2 -1 +1 3 2,57 D

3 +1 -1 17 0,43 B

4 -1 -1 3 0.43 B

5 +1,414 0 20 1,50 C

6 -1414 0 0 1,50 C

7 0 +1,414 10 3,00 E

8 0 -1,414 10 0 A
9-13 0 0 10 1,50 C

!number of sample; factor; 3storage (weeks); 4zmalyzcd samples
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VZORKY'
A B C D E F G
GLYCIN?
0,43 % 1,50 % 2,57 % 3,00 %
Semiaseptické plnenie za hortica, uzatvorenie do obalov OMNIA? Pliienie Plnenie
' (310g) doPE | [do plecho-
obalov* vie
PASTERIZACIA® TP
o . Sterilizdcia
9820 mn 121 °C/50 min

Rychle ochladenie vo vode®

4 Y

| Mrazia- Sklad
SKLADOVANIE’ renské skla- va:ieo-
10£2 °C o +20°C

'samples: 2glycine: 3semiaseptic filling under the heat, closin; up into the Omnia packing; 4ﬁlling

into the PE packings; e filling into the tins; Spasteurization; 'sterilization; *fast cooling in water;
storage; 1ostorage in the freezing plants

1. Rozpis pripravy vzoriek, spdsob konzervicie, skladovanie a ich oznacenie — Specification of
sample preparation, the way of preservation, storage and their indication
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Zmeny lipidov vzoriek sme sledovali stanovenim &fsla kyslosti, peroxidového
a tiobarbiturového ¢&isla. Vysledky naSich analyz boli doplnené stanovenim
mnoZstva vody a tuku.

Jednotlivé analytické ukazovatele sme stanovili tymito metédami:

—mnoZstvo vody do konstantného tibytku hmotnosti a mnoZstvo tuku extrakciou
petroléterom (Pribela, 1978),

— izol4ciu lipidov pouZitim zmesi chloroform - metanol 2:1 (Folch et al,,
1957),

— Cislo kyslosti a peroxidové &islo titraénou metédou (Prib el a, 1978),

— tiobarbiturové Cislo destilatnou metédou ako absorbanciu uvolnenych
produktov s kyselinou tiobarbiturovou pri 538 nm(Davidek etal., 1977).

Experimentélne ziskané hodnoty sledovanych charakteristik zmien lipidov sme
spracovali po¢itatom EC 10 10 programom ROUCEKOP (K afaro v, 1978).
Ziskali sme vrstevnicové diagramy a regresné rovnice, vyjadrujiice zdvislost &isla
kyslosti, peroxidového a tiobarbiturového &isla od zvolenych parametrov — ¢asu
skladovania a mnoZstva pridanej aditivnej latky glycinu v tvare:

y = by + byt + byc + byt ¢ + by P + byrc?

kde: ¢t —cas skladovania
¢ - koncentricia glycinu
b, —regresné koeficienty

VYSLEDKY a DISKUSIA

MnoZstvo vody a tuku sme stanovili v 0. a v 20. t§Zdni skladovania. Priemerné
mnoZstvo vody sa vo vzorkich v priebehu skladovania pohybuje v rozpiti 70,97 aZ
78,84 % a mnoZstvo tuku v rozpidti 2,70 aZ 5,77 %. Surové miso obsahovalo
75,51 % vody a 1,58 % tuku (tab. II). Odchylky v zastipeni mnoZstva vody a tuku
st zapri¢inené anatomickou lokalizdciou a ndhodnymi chybami, ktoré ovplyviiuji
presnost a spravnost vysledkov.

Stuperi zmien lipidov sme sledovali vo vSetkych vzorkach pripravenych kombi-
néciou konzerva¢nych metéd v pocliatocnej aj v konecnej fize skladovania a na
zéklade plénovaného experimentu vo vzorkich B a D aj v 3. a 17. tyZdni skla-
dovania a vo vzorkdch A a C aj v 10. tyZdni skladovania. Kontrolné vzorky
(mrazené a sterilizované) sme analyzovali v poCiato¢nej a v konecnej faze skla-
dovania. Experimentilne ddaje tychto analyz uddvame v tab. II, do ktorej sme
zaradili aj vysledky analyz vzoriek v 0. a 20. tyZdni skladovania, pripravenych
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II. Stanovenie mnoZstva vody (g . 100 g'), tuku (g . 100 g™), &isla kyslosti - CK
(mgKOH.g -y peroxidovného &isla - (ug O,. g']) a tiobarbiturového &sla - TBC
(mg.kg ') sledovangch vzoriek v 0. a 20. tyZdni skladovania — The determination of the
amount of water (g. 100g ™), fat (g. 100 g ), number of acidity - CK (mg KOH . g '), peroxide
number - PC (ug 0,.g ™) and thiobarbiturate number - TBC (mg . kg') of the samples
observed in the 0 to the 20th week of storage

Vzorka! | Skladovanie (t§Zdne)® | Voda* Tuk® CK p¢ TBC
Surové? 0 75,51 1,58 3,20 18,08 | 0,0230
A 0 76,40 3.43 434 4852 | 01217
20 76,69 331 3,98 4529 | 0,0884

B 0 74,05 3,80 3,87 64,56 | 0,1705
20 76,03 3,12 521 50,85 0,0945

C 0 70,97 577 3,62 52,68 | 0,1859
20 72,68 3,41 2,86 4882 | 00927

D 0 74,47 2,76 3,59 4507 | 0,1076
20 74,54 4,61 2,88 4354 | 0,0906

E 0 71,88 391 3,56 3749 | 0,1186
20 75,08 4,11 547 4226 | 00579

F 0 75,48 2,70 4,20 262 | 01942
20 74,73 2,87 4,56 3293 | 00915

G 0 77,18 2,42 3,66 2504 | 00757
20 78,84 2,46 7,24 20,55 0,0237

2
lsample; “raw; 3slomge (weeks); 4water; Sfat

kombiniciou konzervaénych met6d pre moZnost porovnania rozsahu zmien lipi-
dov.

Spracovanim ziskanych vysledkov stanovenia ¢isla kyslosti, uddvajice stuperi
hydrolytickych zmien programom ROUCEKOP, sme ziskali vrstevnicovy
diagram (obr. 2) a regresni rovnicu, vyjadrujicu z4vislost &isla kyslosti od &asu
skladovania () a mnoZstva pridaného glycinu (c) v tvare:

yek =4,91984 - 0,02078 £ - 1,45640 ¢ + 0,04975 t ¢ - 0,00430 2 + 0,33988 2

Z vrstevnicového diagramu na obr. 2 vyplyva, Ze najvys§ie mnoZstvo volnych
mastnych kyselin (vrstevnica A, B) maji vzorky s pridavkom glycinu do 0,5 %
(3. kvadrant) do 10,5. tyZdiia skladovania, priom na zdklade priebehu vrstevnic
vyplyva, Ze do 5. tyZdiia skladovania sa hodnota &isla kyslosti tychto vzoriek
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CK Vrstevnica!

2,86000
3,00909
3,15818
3,30727
3,45636
3,60545
3,75455
3,90364
4,05273
420182
435091
4,50000

! contour line

> O 00O & Wil =0

2 ¢[%Gly] 3

2. Vrstevnicovy diagram hodnot Cisla kyselosti (mg KOH na g) vzoriek v zavislosti od ¢asu
skladovania (tydZne) a pridavku glycinu — Contour diagram of acidity number values (mg
KOH per g) the samples in dependence on the time of storage (weeks) and glycine addition

s ¢asom nemeni. Podobne najintenzivnejSie hydrolytické zmeny prebiehaji vo
vzorkich s pridavkom glycinu 2,75 aZ 3,00 (1. aZ 4. kvadrant) v 6. aZ 20. tyZdni
skladovania; od 11. tyZdia skladovania sa hodnota ¢isla kyslosti vzoriek s tymto
pridavkom glycinu prakticky nemeni. Vzorka A, pripravena bez pridavku glycinu,
md v pociatoCnej faze skladovania vy33i stuperi hydrolyzy ako vzorky s pridavkom
tejto aminokyseliny a kontrolné vzorky. V priebehu celého skladovania bol vo
vietkych vzorkédch pripravenych kombindciou konzerva¢nych metéd niZsi stuperi
hydrolytickych zmien ako vo vzorke sterilizovanej a skladovanej 20 tyZdiiov (tab. II).

MnoZstvo primarnych produktov autooxidicie sme stanovili peroxidovym
¢islom. Regresnd rovnica, popisujiica zmeny hodnét peroxidového cisla
v zdvislosti od ¢asu skladovania () s pridavkom glycinu (c¢), md tvar:

ype: = 78,85751 +4,78447 t - 25,40693 ¢ +0,52419 1 ¢ - 0,31668 1> +4,89121 2

Z vrstevnicového diagramu (obr. 3) vyplyva, Ze najniZSie mnoZstvo hydro-
peroxidov (vrstevnica 0) je vo vzorkdch po 18. tyZdni skladovania, ale aj vo
vzorkéch s pridavkom glycinu 1,6 aZ 3,00 % v pociato¢nej fize skladovania
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p¢ Vrstevnica
45,40000 0
50,06727 1
54,73455 2
59,40182 3
64,06909 4
68,73636 %]
73,40364 6
78,07091 7
82,73818 8
87,40545 9
92,07273 A
96,74000 B
i 2 cl%Glvl 3

3. Vrstevnicovy diagram hodn6t peroxidového &isla (g kyslika na g) vzoriek v z4vislosti od
&asu skladovania (tyZdne) a pridavku glycinu — Contour sample of peroxide number values
(ng of oxygene per gram) of the samples in dependence on the time (weeks) of storage and
glycine addition

20

/‘.:,.—-——Q TBC Vrstevnica
L 0,09300 0
0,10145 1
0,10991 2
0,11836 3
0,12682 4
0,13527 5
0,14373 6
0,15218 7
0,16064 8
0,16909 9
0,17755 A
0,18600 B

2 ¢1%Glv]

4. Vrstevnicovy diagram hodndd tiobarbiturového ¢isla (mg maléndialdehyduna kg) vzoriek
v zAvislosti od Casu skladovania (tyZzdne) a pridavku. glycinu — Contour diagram of thio-
barbiturate number values (mg of malondialdehyde per kg) of the samples in dependence on
the time of storage (weeks) and glycine addition
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(vrstevnica 1 v 4. kvadrante). NajvysSie hodnoty peroxidového ¢isla dosahuji
vzorky s pridavkom glycinu do 0,30 % v 3. aZ 12. tyZdni skladovania (vrstevnica
A,B).

V3etky vzorky pripravené kombindciou konzerva¢nych metéd mali v 20. tyZdni
skladovania vy38iu tvorbu primérnych produktov oxidicie ako vzorky mrazené
a sterilizované (tab. II).

MnoZstvo sekunddrnych produktov autooxidicie, hlavne maléndialdehyd sme
stanovili tiobarbiturovym Cislom. Regresnd rovnica, charakterizujica zmeny
hodnoty tiobarbiturového &isla v zdvislosti od Casu skladovania (f) a pridavku
glycinu (¢) md tvar:

yrpe= 0,16020 +0,00310 1 + 0,02568 ¢ + 0,00097 ¢ - 0,00045 > - 0,01043 ¢?

Tvorbu sekundidrnych produktov autooxiddcie vo vzorkdch pripravenych
kombindciou konzervaénych metéd v priebehu skladovania zobrazuje vrstevni-
covy diagram na obr. 4. Z obrizku vyplyva, Ze pridavok glycinu a &as skladovania
vzoriek ovplyviiuje tvorbu mal6ndialdehydu. NajvysSia tvorba sekunddrnych
produktov je podmienend 1,2 aZ 1,8% pridavkom glycinu v 4. aZ v 6. tyZdni
skladovania (vrstevnica B).

Z priebehu vrstevnic A a B vyplyva, Ze krat$im skladovanim (do 10. tyZdna)
je mnoZstvo maléndialdehydu vysSie, zatial ¢o dlh$im skladovanim sa jeho
mnoZzstvo zniZuje.

Z uvedeného prehladu vyplyva, Ze pri aplikdcii kombinovanej konzervacnej
metédy je z hladiska stability lipidov, vyjadrenej stanovenim peroxidového
a tiobarbiturového ¢&isla, vhodnd kombinécia niZsieho tepelného zdsahu s 2,0 aZ
2,7% pridavkom glycinu. MnoZstvo autooxidacnych produktov lipidov sa skla-
dovanim vys$im ako 10 tyZdiov zniZuje pravdepodobne v dbsledku interakcie
tychto produktov s aminozlic¢eninami, a teda aj s glycinom (JirouSko v 4,
Davidek, 1975; Lillard, 1983; Shahidi et al, 1986; Luther,
Marcus, 1985).
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M. Takdcsovd, S. DuddSovd, B. Hozovd, A. Rajniakovd, I. Minarovicovd
(Faculty of Chemical Technology of the Slovak Technical University
and Researche Institute of Human Nutrition, Bratislava, Slovak Republic)

Changes in the lipids at use of combined method of food preservation
with the glycine application

We focused on observation of lipid changes of the model samples of ,,Home-Made
Beef Goulash*, which were preserved by combination of pasteurization in the course of
20 minutes and glycine addition. Preparation of the samples with various addition of
amino acid glycine, storage time and number of particular analyses were determined by
the method of planned experiment (Fig. 1). We compared changes in the lipids contained
in these samples with the lipid changes in the samples, which were frozen and sterilized.
The samples were prepared according to the CSN 57 6099 with exclusion of the
ingredients (Table I).
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We observed the lipid changes by laying down the number of acidity, peroxide and
thiobarbiturate numbers in the course of 20 weeks storage of the samples. We completed
the results with setting the amount of water and fats.

Preparation of particular samples with glycine addition in the amount from O to 3 %
and storage time were determined by two-factor plan of experiment according to
ROUCEKOP. We obtained regression equations and contour diagrams (Fig. 2 to 4),
giving dependence of the acidity number, peroxide and thiobarbiturate numbers on the
following chosen parameters — storage time and percentage glycine addition.

It follows from the results of the lipid changes that they are conditional on the storage
time and the glycine amino acid addition.

The degree of hydrolytic changes was in all the samples, prepared by combination of
preservation methods in the course of the whole storage, lower than in the sterilized
sample, stored for 20 weeks (Table II).

The amount of hydroperoxides is the highest in the samples with glycine addition in
the amount of 0.30 % in the third to the 12th week of storage, while formation of primary
products of self-oxidation decreases with the increasing amount of glycine added (Fig. 3).

Formation of secondary products fo self-oxidation, mainly malomdialdehyd, is the
highest in the 4th and the 6th week of storage in the samples with the amount from 1.2 to
1.8 % glycine addition, with the increasing addition of glycine amino acid their number
decreases.

It follows from the results obtained that from the point of view of lipid stability,
expressed by setting the peroxide and thiobarbiturate numbers a combination of lower
heat intervention with 2.0 to 2.7 % glycine addition is suitable.

beef; combined method of preservatin; pasteurization; glycine; fatty acids
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STANOVENI 3-AMINO-1,2-PROPANDIOLU
V HYDROLYZATECH BILKOVIN

Katefina LEDAHUDCOVA, Frantisek KVASNICKA, Jan VELISEK

Vysokd $kola chemicko-technologickd, Technickd 3, 166 28 Praha

Pro stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu (produktu reakce 3-chlor-1,2-pro-
pandiolu s amoniakem) v bilkovinnych hydrolyzitech byla vypracovina
metoda plynové chromatografie a metoda kapilarni izotachoforézy. Metoda
plynové chromatografie spocivala v extrakei vzorku hydrolyzatu methanolem,
a separaci methanolového extraktu na sloupci siln€ kyselého katexu (eluce
0,2M kyselinou chlorovodikovou). 3-amino-1,2-propandiol byl poté stanoven
jako odpovidajici triacetylderivat za pouZiti kiemenné kapildrni kolony
(30 m x 0,32 mm) smocené staciondrni fazi Supelcowax 10 a plamenového
ionizaéniho detektoru. Pi stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu metodou kapi-
lami izotachoforézy byly zfedéné vzorky hydrolyzati analyzovany pfimo za
pouZiti vodivostniho detektoru na analytické kapilare (90 x 0,3 mm) s predse-
para¢ni kapildrou (90 x 0,8 mm). Vedoucim elektrolytem byl roztok 0,005M
hydroxidu draselného s 0,025M TRIS a zakondujicim elektrolytem roztok
0,01M TRIS s 0,005M kyselinou chlorovodikovou. Ob& metody byly pouZty
pro stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu ve dvaceti vzorcich tekutych, zahust&-
nych a suSenych potravinaiskych hydrolyzatd bilkovin (korela¢ni koeficient
0,472). Diskutovény jsou vyhody a nevyhody obou pouZitych metod.

hydrolyzaty bilkovin; 3-chlor-1,2-propandiol; 3-amino-1,2-propandiol

V potravinarskych bilkovinnych hydrolyzitech byla béhem minulych asi deseti
let zjist€na pritomnost nékolika, doposud v poZivatinich neprokdzanych, orga-
nickych slouCenin chloru. Z hygienicko-toxikologického hlediska bylo nejzai-
vaZznéjsi skute¢nosti prokdzéni pritomnosti tzv. chlorhydrini glycerolu, resp.
chlorovanych propanoli (Veli$ek etal., 1978, 1980, 1993). Hlavnim endo-
gennim kontaminantem hydrolyzéti bilkovin je béZné 3-chlor-1,2-propandiol, ktery
vykazuje mutagenni a karcinogenni G¢inky (Silhdnkové et al, 1982
van Duuren etal, 1974, Weisburger et al., 1981). Jeho koncentrace
v tradi¢nich bilkovinnych hydrolyzétech se zpravidla pohybuji v mezich 100 az
700 mg/kg (VeliSek etal, 1991a;van Bergen etal, 1991). V soudasné
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dobé je v mnoha zemich urfena maximdlni piipustnd koncentrace 3-chlor-1,2-pro-
pandiolu v hydrolyzitech bilkovin na 10, resp. ] mg/kg (van Bergen etal,
1991). Tohoto sniZeni obsahu 3-chlor-1,2- propandiolu lze dosdhnout mimo jiné
izménami v technologii vyroby, napf. zahfivdnim jiZ hotového hydrolyzatu v slabé
alkalickém prostiedi. Za téchto podminek, ale i béhem zrani a skladovéni{ hydro-
lyzéath vyrobenych tradi¢nim technologickym postupem reaguje 3-chlor-1,2-pro-
pandiol s nékterymi ze sloZek hydrolyzati.

Jednou z hlavnich reakci, ke které za uvedenych podminek dochdzi, je pravdé-
podobné reakce 3-chlor-1,2-propandiolu s aminoslouc¢eninami, které jsou v hydro-
lyzdtech pfitomny v relativné velkém mnoZstvi. Dusik aminokyselin napf.
pfedstavuje zhruba 50 % a amoniakovy dusik asi 10 % z celkového obsahu dusi-
ku hydrolyzatd, jehoZ mnoZstvi byvi asi 3 % hmotnosti hydrolyzétd. Jako reakéni
produkty 3-chlor-1,2-propandiolu s aminokyselinami byly v hydrolyzitech
bilkovin poprvé identifikovany tzv. glycerylaminokyseliny, tj. N-(2,3-dihydro-
xypropyl)aminokyseliny (V e 11 § e k etal., 1991b). Reakci 3-chlor-1,2-propandiolu
s amoniakem vznikd v hydrolyzitech 3-amino-1,2-propandiol a dal$i produkty
(VeliSek etal., 1991c), které se v jinych poZivatindch nevyskytuji.

Cilem této price bylo vypracovat vhodnou metodu pro stanoveni 3-amino-1,2-
-propandiolu v bilkovinnych hydrolyzitech. Vzhledem k tomu, Ze se tento amin
(aminoalkohol) v jinych poZivatinich neZ jsou potravindiské hydrolyzaty bilkovin
nevyskytuje, jsou tyto metody jedinymi dnes pouZitelnymi metodami stanoveni
3-amino-1,2-propandiolu (pfip. jeho isomeru 2-amino-1,3-propandiolu).

MATERIAL a METODY

Material a chemikalie — Bylo analyzovdno 20 vzorkid bilkovinnych hydro-
lyzatd dodanych zahrani¢nimi vyrobci a s6jovy hydrolyzit ziskany z podniku
Vitana Bysice. .

Jako ménic iontd byl pouZit katex Dowex 5S0Wx4 (H*), 0,037-0,074 mm (Fluka
AG, Buchs, Svycarsko).

3-amino- 1,2-propandiol a 2-amino- 1,3-propandiol (serinol) byly vyrobky firmy
Aldrich-Chemie (USA). Pyridin byl vyrobkem firmy Loba-Feinchemie
(Rakousko) a acetonitril firmy VEB Jenapharm (N&mecko). Ostatni chemikdlie
byly vyrobky podniku Lachema Brno, Cistoty p.a.

Pristroje — Plynovy chromatograf Hewlett-Packard 5890A (USA) vybaveny
plamenovym ioniza¢nim detektorem; hmotnostn{ spektrometr Shimadzu QP-1000
(Japonsko); izotachoforeticky analyzétor ZKI 02 (CSFR) vybaveny vodivostnim
detektorem.
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Pracovni postupy a analytické metody

Stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu metodou plynové chromatografie — Do
100ml destila¢ni bariky s kulatym dnem bylo odvdZeno 1,0 aZ 1,2 g tekutého
hydrolyzétu (v pripadé past anebo praski bylo navidZeno 0,4 aZ 0,5 g, pfiddno
0,5 ml vody a vzorek byl michdn dokud se nerozpustil) a obsah bariky byl odparen
pri teploté 40 °C za sniZeného tlaku do sucha. Odparek byl extrahovan trikrat 5 ml
methanolu, jednotlivé extrakty byly zfiltrovdny a nerozpustny podil na filtru byl
promyt 5 ml methanolu. Filtrit byl nanesen na sloupec katexu ve vodikovém cyklu
o rozmérech 10 x 50 mm. Kolona byla eluovdna 50 ml methanolu a poté 50 ml
0,2M.kyseliny chlorovodikové. Eluat kyselinou chlorovodikovou byl preveden do
100ml destila¢ni bariky obsahujici 1 ml roztoku vnitrniho standardu (2-naftylamin)
a obsah baiky byl odparen do sucha za sniZeného tlaku pri teploté 50 °C. Odparek
byl derivatizovan acetylaci. Do bariky byl priddn 1 ml smési pyridin-acetanhydrid
(3 : 2, v/v) a roztok byl zahrivan pii teploté 100 °C po dobu 20 minut. Poté byl
prebytek Cinidla odstranén jemnym proudem dusiku v ldzni o teploté 60 °C. .
Odparek byl rozpustén ve 2 ml acetonitrilu a analyzovan plynovou chromatografii.

Pro analyzu plynovou chromatografii byla pouZita kfemennd kapildrni kolona
(30 m x 0,32 mm) smocend staciondrni fazi Supelcowax 10 (tlou$tka filmu
0,25 pm). Teplota kolony byla programovina od 80 do 250 °C s naristem 5 °C/min,
teplota injektoru byla 220 °C, teplota detektoru 300 °C. Pritok nosného plynu
(dusik) byl 5 ml/min, délici pomér 1 : 5. Objem néstiiku byl 1 pl.

Vyhodnoceni bylo provedeno technikou vnitrniho standardu, metodou
kalibra¢ni krivky. Pfi jejim sestrojeni bylo postupovéno ndsledné: ze standardniho
roztoku 3-amino-1,2-propandiolu obsahujiciho 0,15 mg latky v 1 ml byly pipe-
tovény objemy 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml do sady 50ml destila¢nich ban&k a byl
priddn 1 ml roztoku vnitfniho standardu (2-naftylamin) obsahujici 0,15 mg latky.
Obsah banék byl odparen do sucha a odparek byl derivatizovan shora popsanym
zplisobem a poté analyzovin plynovou chromatografii.

Kalibra¢ni krivka byla sestrojena jako zdvislost poméru plochy piku 3-amino-
-1,2-propandiolu ku ploSe piku vnitrniho standardu na koncentraci 3-amino-1,2-
-propandiolu, tj. R = f(c), kde : R = pomér plochy piku 3-amino-1,2-propandiolu
ku ploSe piku vnitfniho standardu, ¢ = koncentrace 3-amino-1,2-propandio-
lu (mg).

K identifikaci 3-amino-1,2-propandiolu byl pouZit hmotnostni spektrometr
Shimadzu QP-1000. Hmotnostni spektrum bylo zméfeno po separaci piisluSného
acetylderivitu metodou plynové chromatografie na kremenné kapildrni koloné
(30 m x 0,32 mm) smocené staciondrni fizi Supelcowax 10 (tloustka filmu
0,25 pm). Energie ionizujicich elektronl byla 70 eV, teplota iontového zdroje
275 °C, teplota separatoru 270 °C.
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Stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu metodou kapildrni izotachoforézy — Do
100ml odmémé bariky byl odvaZen 1 g kapalného nebo 0.5 g pevného vzorku,
odviZené mnoZstvi bylo rozpusténo v malém mnoZstvi vody a poté byla barika
doplnéna po znacku vodou. Takto ziskany roztok byl prfimo analyzovén.

Izotachoforetickd analyza byla provddéna za pouZiti analytické kapildry (90 x
x 0,3 mm) spojené s predseparacni kapildrou (90 x 0,8 mm). Hnaci proud na
predseparac¢ni kapilare byl 200 pA, na analytické kapilare 40 pA, béhem detekce
snizeny na 10 pA. Jako vedouci elektrolyt byl pouZit roztok obsahujici 0,005M
hydroxid draselny a 0,025M TRIS, jako zakoncujici elektrolyt byl pouZit roztok
obsahujici 0,01M TRIS a 0,005M kyselinu chlorovodikovou. Vzorek byl divkovin
pomoci smycky o objemu 30 pl.

Vyhodnoceni bylo provedeno metodou kalibraéni kfivky, sestrojené nésle-
dujicim zplisobem: ze zdsobnich roztoki obsahujicich 1260 mg 3-amino-1,2-pro-
pandiolu v 1000 ml, resp. 1010 mg 2-amino-1,3-propandiolu v 1000 ml, byly
vhodnym redénim pripraveny roztoky o koncentraci stanovovanych latek 1 aZ
15 mg v 1000 ml. Ze ziskanych kalibra¢nich dat byla vyhodnocena zévislost délky
viny sloZky na jeji koncentraci.

VYSLEDKY a DISKUSE

Samotnému stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu metodou plynové chromato-
grafie musela predchédzet izolace slouCeniny ze vzorku hydrolyzatu. Odparek
hydrolyzétu byl extrahovdn methanolem, methanolovy extrakt byl nanesen na
kolonu silné kyselého katexu a eluovan methanolem a poté 0,2M kyselinou chlo-
rovodikovou. 3-amino-1,2-propandiol byl pritomen v eludtu kyselinou chlo-
rovodikovou. Uvedenym izolaénim postupem se ¢aste¢né odstrani chlorid sodny
(jeho obsah v hydrolyzétech bilkovin je aZ 20 % hmotnosti hydrolyzétu), amino-
kyseliny a dalSi latky ruSici stanoveni.

3-amino- 1,2-propandiol byl poté analyzovan ve formé triacylderivétu plynovou
chromatografii. Za podminek pouZivanych v této prici byl retenéni Cas
tris(acetylderivétu) 28,7 minut. Jako vnitini standard byl pouZivadn 2-naftylamin,
jehoZ reten¢ni ¢as byl 45,8 minut.

Opakovatelnost stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu metodou plynové chro-
matografie byla testovina analyzou $esti paralelnich vzorki s6jového hydrolyzéitu
(Vitana Bysice). Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tab. I. Relativné vySsi hodnota
variaéniho koeficientu (12,9 %) byla pravdépodobné zapriinéna mnoZstvim
operaci, které samotnému stanoveni predchdzeji. Navic se jednd o slouceninu
pfitomnou v malém mnoZstvi v pestré smési litek podobnych vlastnostni.
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VytéZnost metody byla testovdna na vzorku vySe uvedeného hydrolyzitu,
ktery obsahoval 66 mg 3-amino-1,2-propandiolu v 1 kg. Vysledky jsou uvedeny
v tab. II jako primémé hodnoty $esti paralelnich stanoveni. Pfi analyze vzorkd
obsahujicich v priméru 209 mg 3-amino-1,2-propandiolu v 1 kg bylo nalezeno
172 mg/kg, tj. 82,1 % pritomného mnoZstvi litky.

1. Obsah 3-amino-1,2-propandiolu v s6jovém hydrolyzatu stanoveny metodou plynové chro-
matografie — Determination of 3-amino-1,2-propanediol in soybean meal hydrolysate by
GLC method

Cislo méfeni’ Obsah 3-amino-1 ,2-propandiolu2 [me.kg™"]
1 65 '
2 57
3 81
4 56
5 67
6 73
Primér’ 66
Smérodatné odchylka* 8.6
Varia&nf koeficient® [%] 12,9

!measurement no.; “content of 3-amino-1,2-propanediol; 3mean; *standard deviation; *coefficient

of variation

Pifitomnost 3-amino-1,2-propandiolu ve vzorku séjového hydrolyzitu byla
potvrzena metodou plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Hmot-
nostni spektrum standardu (3-amino-1,2-propandiol, triacetit), totoZné se spekt-
rem analyzované litky, je uvedeno v tab. Il (Veli§ek etal., 1991c).

II. VytéZnost 3-amino-1,2-propandiolu ze séjového hydrolyzétu pfi stanoveni metodou plyno-
vé chromatografie — Recovery of 3-amino-1,2-propanediol from soybean meal hydrolysate
by GLC method

Obsah 3-amino-1,2-propandiolu’ [mg . kg * 5
VytéZnost”
Péivodni vzorek® piddno* nalezeno’®
66 143 172 82,1

Smérodatnd odchylka - standard deviation = 43,9
Variaéni koeficient - coefficient of variation = 25,5 %

. . 2 . o . .
Icontent of 3-amino-1,2-propanediol; “recovery; 3ongmal sample; *added; *determination
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III. Hmotnostni spektrum acetylovaného 3-amino-1,2-propandiolu— Mass spectrum of acety-
lated 3-amino-1,2-propanediol

Molekulova hmotnost! Hmotnostni speklrum:", m/z [%]

15 (9,8), 114 (6,6), 73 (12,6), 72 (17,5), 60 (7,8), 56 (6,9),
45 (5,1), 44 (5,0), 43 (100), 30 (65,9)

217

'molecular weight; “mass spectrum

Vypracovand metoda stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu byla ovéfena analy-
zou dvaceti vzorkl bilkovinnych hydrolyziti dodanych zahraniénimi vyrobci.
Byla provédéna vZdy dvé paralelni stanoveni kaZzdého vzorku. Vysledky stanoveni
jsou shrnuty v tab. IV, pfiklady ziskanych chromatogrami jsou uvedeny na obr. 1
a 2. Ze ziskanych vysledki je zfejmé, Ze koncentrace 3-amino- 1,2-pro-pandiolu
v analyzovanych hydrolyzéatech se v§znamné nelisi a pohybuji se v rozmeziod 11
do 35 mg/kg.

9

28 30

I3 43 [min]) 60
Holds for Figs. 1 and 2:

1 =3-amino-1,2-propandiol, 2 = 2-naftylamin (vnitfni standard — internal standard)

1. Stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu ve vzorku hydrolyzitu &. 18 metodou plynové chromatografie
— Determination of 3-amino-1,2-propanediol in sample No. 18 by GLC method
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IV. Stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu v bilkovinnych hydrolyzitech metodou plynové
chromatografie— GLC determination of 3-amino-1,2-propanediol in HVPs

w1 Obsah 3-amino-1,2-propandiolu® [mg . kg ']
Vzorek .
stanoveni® 1 stanoveni 2 primér*
1 - 18 18
2 11 13 12
3 13 13 13
4 28 30 29
5 16 20 18
6 31 30 30
7 34 36 35
8 31 33 32
9 11 10 11
10 23 "4 24
11 23 - 23
12 20 21 21
13 13 20 17
14 22 18 20
15 21 13 17
16 17 15 16
17 12 9 11
18 22 22 22
19 18 13 16
20 20 15 18
s=2,53

2 . . . .
1sample no.; “content of 3-amino-1,2-propanediol; 3determination; *mean

Paralelné s metodou plynové chromatografie byla rovnéZ studovdna moZnost
stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu jinym zplisobem. Vzhledem k fyzikalné-
chemickym vlastnostem daného analytu a k chemickému sloZeni analyzovanych
vzorki byla ddle testovdna moZnost stanoveni metodou kapilarni izotachoforézy.

Pri stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu metodou kapildrni izotachoforézy neby-
lo tfeba sledovanou litku izolovat. Vzorek hydrolyzdtu byl pouze vhodnym
zplisobem redén. Pri nizkych koncentracich 3-amino-1,2-propandiolu bylo vSak
jeho stanovni ruSeno sodnymi ionty, takZe minimdlni detegovatelné mnoZstvi
3-amino-1,2- propandiolu bylo zhruba 5 mg/kg.
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o

15 45  [minl 60
2. Stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu ve vzorku hydrolyzitu €. 9 metodou plynové chromatografie
— Determination of 3-amino-1,2-propanediol in sample No. 9 by GLC method

Pri vypracovédni metody kapildrni izotachoforézy bylo postupovdno podobné
jako pfi metodé€ plynové chromatografie. Opakovatelnost stanoveni 3-amino-1,2-
-propandiolu metodou kapilérni izotachoforézy viak v tomto pfipadé€ byla testo-
vdna analyzou péti paralelnich vzorkd zahrani¢niho hydrolyzitu Liebex 30. Ke
stanoveni nebyl pouZit s6jovy hydrolyzit (Vitana) jako v pfipade testovani metody
plynové chromatografie, nebot mnoZstvi 3-amino-1,2-propandiolu stanovené
v tomto hydrolyzdtu metodou kapildrni izotachoforézy bylo pouze 11 mg/kg.
Stanoveni tak nizkého obsahu by bylo zatiZeno zna¢nou chybou. Vysledky stano-
veni opakovatelnosti jsou uvedeny v tab. V. Hodnota varia¢niho koeficientu
(12,0 %) je srovnatelnd s hodnotou varianiho koeficientu metody plynové chro-
matografie (12,9 %, tab. I).

VytéZnost izotachoforetické metody byla testovana na vzorku vySe uvedeného
hydrolyzatu, ktery obsahoval 69 mg 3-amino-1,2-propandiolu v 1 kg. Vysledky
jsou uvedeny v tab. VI jako primémné hodnoty z péti paralelnich stanoveni. Vzorky
obsahovaly primémé 169 mg 3-amino-1,2-propandiolu v 1 kg, nalezeno bylo
147 mg/kg, tj. 87,0 % skute¢ného obsahu. Ziskané vysledky jsou srovnatelné
s vysledky ziskanymi metodou plynové chromatografie (82,1 %).
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V. Stanoveni 3-amino-1,2-propandiolu v hydrolyzatu Liebex 30 metodou kapildmni izotacho-
forézy — Determination of 3-amino-1,2- propanedxol in hydrolysate Liebex 30 by
1sotachophorenc method

Cislo mét&ni! Obsah 3-amino-1,2-propandiolu® [mg . kg ']
1 69
2 61
3 77
4. 60
5 77

!measurement no.; “content of 3-amino-1,2-propandiol

VI. V{téZnost 3-amino-1,2-propandiolu z hydrolyzitu Liebex 30 pii stanoveni metodou
kapilarni izotachoforézy — Recovery of 3-amino-1,2-propanediol from hydrolysate Liebex
30 by isotachophoretic method

Obsah 3-amino-1,2-propandiolu’ [mg . kg ™!
s [mg - kg "] Vitéznost [%]
Piivodni vzorek® pfidéno* nalezeno®
69 100 147 87,0

For 1-5 see Table II

Metoda kapildmi izotachoforézy byla rovnéZ ovéfena analyzou dvaceti vzorki
bilkovinnych hydrolyziti. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tab. VII, pro
srovndni jsou uvedeny také vysledky ziskané analyzou vzorki metodou plynové
chromatografie.

Vysledkim obou metod odpovidal korelaéni koeficient r = 0,472, tedy pouze
s pravdépodobnosti47,2 % existuje mezi metodami linedrni zavislost, jejiZ rovnice
je ITP = 0,374 GLC + 8,274, kde ITP = hodnoty ziskané metodou kapildrni
izotachoforézy, GLC = hodnoty ziskané metodou plynové chromatografie (obr. 3).
Z uvedené rovnice (uvedenych vysledki) vyplyvé, Ze shoda mezi obsahy 3-amino-
-1,2-propandiolu stanovenymi metodou plynové chromatografie a metodou kapi-
larni izotachoforézy neni piili§ dobrd, coZ je pravdépodobné zpilsobeno zcela
odliSnym principem obou metod.
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VII. Porovnéni obsahii 3-amino-1,2-propandiolu v bilkovinnych hydrolyzitech stanovenych
metodou izotachoforetické analyzy a plynové chromatografie — Comparison of 3-amino-
1,2—propanediol amounts determined by isotachophoretic and GLC method

I3 Obsah 3-amino-1,2-propandiolu® [mg . kg ']
Vzorek ¢.
ITP GLC
1 20 18
2 20 12
3 15 13
4 20 29
5 15 18
6 20 30
7 25 35
8 25 32
9 15 11
10 15 24
11 5 23
12 15 21
13 10 17
14 15 20
15 10 17
16 15 16
17 15 11
18 15 22
19 15 16
20 20 18

!measurement no.; “content of 3-amino-1 ,2-propanediol

V porovnini s metodou kapildmi izotachoforézy umozZiiuje metoda plynové
chromatografie stanovit niZ§i koncentrace 3-amino-1,2-propandiolu v bilko-
vinnych hydrolyzitech. Minimalni stanovitelné mnoZstvi 3-amino-1,2-propandio-
lu v hydrolyzitech metodou plynové chromatografie je 1 mg/kg, metodou
kapildrni izotachoforézy lze stanovit minimdlni obsah 3-amino-1,2-propandiolu
5 mg/kg. Vyhodou metody kapildrni izotachoforézy je nesrovnatelné niZsi
pracnost a ¢asovd ndronost, coZ nejlépe vyjadruje doba analyzy dvou paralelnich
vzorku (véetné pripravy vzorki). U metody kapildrni izotachoforézy je tato doba
asi 20 minut aZ jedna hodina, u metody plynové chromatografie pribliZzn€ 10 hodin.
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' ITP=0374 GLC + 8,724

3,601 r=0472

32 ITP = hodnoty ziskané meto-
25801 dou kapilarni izotachoforézy —

values obtained by ITP method

GLC = hodnoty ziskané metodou
plynové chromatografie — values
obtained by GLC method

040 080 120 160 2,00 240 280 320 D
GLC [mg-kg™)

3. Korelace mezi metodami plynové chromatografie a kapilarni izotachoforézy — Correlation
between GLC and ITP methods

Pii reakci 3-chlor-1,2-propandiolu s amoniakem vznikd jako minoritni produkt
také isomer 3-amino-1,2-propandiolu, 2-amino-1,3-propandiol. Jeho pfitomnost
v koncentracich nizSich neZ 5 mg/kg byla zjiSténa pfi analyze uvedenych
vzorkil metodou kapildmi izotachoforézy. Pfi analyze vzorki metodou plynové
chromatografie nebyl 2-amino-1,3-propandiol identifikovan, nebot jeho stanoven{
bylo ruseno jinymi litkami pfitomnymi v analyzovanych vzorcich.
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K. Ledahudcovd, F. Kvasnicka, J. Velisek (Institute of Chemical Technology, Praha,
Czech Republic)

Determination of 3-amino-1,2-propanediol in protein hydrolysates

During the last ten years many chlorine-containing organic compounds have
been identified in food protein hydrolysates that are produced by hydrochloric
acid hydrolysis. Toxic 3-chloro-1,2-propanediol having mutagenic and carcinogenic
properties has been identified as the main endogenous contaminant. Its levels in
classical protein hydrolysates currently reach several hundreds of mg/kg. The nowadays
produced hydrolysates accepted by the state supervisory bodies in many countries
contain less then 10 or 1 mg/kg of 3-chloro-1,2-propanediol. These relatively low levels of
3-chloro-1,2-propanediol can be achieved by additional chemical treatment of
hydrolysates in alkaline medium.

One of the mainreactions of 3-chloro-1,2-propanediol, taking place during the alkaline
treatment of hydrolysates, is probably its reaction with amino compounds (ammonia or
ammonium salts, amino acids, etc.). 3-Amino-1,2-propanediol and other products that
have not been found in other foods have been identified as reaction products of
3-chloro-1,2-propanediol with ammonia in protein hydrolysates.

The objective of our study was to work up a suitable method for determination of
3-amino-1,2-propanediol in liquid protein hydrolysates as well as in pastes and powders.
Due to the chemical and physical properties of the analysed compounds and the chemical
composition of protein hydrolysates two different methods were developed, i.e. gas
chromatographic method (GLC) and isotachophoretic method (ITP).
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The GLC method included the extraction of a hydrolysate sample with methanol and
separation of methanolic extract on a cation-exchanger column (elution with methanol
and 0.2M hydrochloric acid). The isolated 3-amino-1,2-propanediol was then analysed
as its corresponding trisacetyl derivative using a fused silica capillary column (30 m x
x 0.32 mm) with a Supelcowax 10 stationary phase (film thickness 0.25 pm) and
a flame-ionization detector. Repeatability of the method was tested on a sample of
soybean meal hydrolysate (Vitana BySice, CR) and the coefficient of variance of 12.9 %
was found. Recovery of the method tested on the above mentioned hydrolysate (the
content of 3-amino-1,2-propanediol being 66 mg/kg) was 82.1 %. The presence of
3-amino-1,2-propanediol in the sample was confirmed by gass chromatography/mass
spectrometry. The GLC method was verified by analysis of twenty samples of protein
hydrolysates obtained from various producers. 3-Amino-1,2-propanediol was present
at concentrations ranging from 11 mg/kg to 35 mg/kg.

Determining 3-amino-1,2-propanediol by the isotachophoretic method, the dilute
samples of hydrolysates were analysed directly using a conductivity detector and an
analytic capillary (90 x 0.3 mm) with a preseparation capillary (90 x 0.8 mm). Potassium
hydroxide (0.005M) with 0.025M TRIS was used as a leading electrolyte and 0.01M
TRIS with 0.005M hydrochloric acid was used as a terminating electrolyte. Repeatability
of the method was tested on a sample of hydrolysate Liebex 30 obtained from Liebig
Benelux SA and the coefficient of variance was 12.0 %. Recovery of the tested method
using the above mentioned hydrolysate (the aminopropanediol content of 69 mg/kg) was
87.0 %. The achieved results are comparable with those obtained by the GLC method.

The ITP method was also verified by analysis of twenty samples of protein
hydrolysates. Coefficient of correlation corresponding to the results obtained by the GLC
method and the ITP method was 0.472. This low value of correlation was probably caused
by the different character of the methods.

The minimal amount of 3-amino-1,2-propanediol detectable by the ITP method was
5 mg/kg, whereas by the GLC method it was possible to detect 1 mg/kg of
3-amino-1,2—propanediol. But the ITP method was less laborious and tedious. The time
of analysis of two parallel samples (including the preparation of samples) ranged from
20 minutes to 1 hour for the ITP method, and 10 hours for the GLC method.

protein hydrolysates; 3-chlor-1,2-propandiol; 3-amino-1,2-propandiol
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RECENZE

POISONOUS PLANT CONTAMINATION OF EDIBLE PLANTS
TOXICKE LATKY V ROSTLINNYCH POTRAVINACH A KRMIVECH

Abdel-Fattah M. Rizk (Ed.)
Boca Raton, Florida, CRC Press 1991, 183 s.

Ve vyspélych zemich se stéle astéji ozyva ndzor, Ze piirozené toxické a antinutriéni latky
potravin a krmiv jsou svymi dsledky zavaZznéjsi neZ cizorodé latky kontaminujici. Vyzkum
téchto predevsim rostlinnych slozek je velice rozsahly. Reaguje mj. na rostouci zastoupeni
rostlinné potravy, a to asto i netradi¢niho charakteru, v poCetnych skupinich populace.

Mezi souhrnné publikace, které zachycuji rychle se rozvijejici poznéni, patiii kniha, jejimZ
autorem je A.-F.M. R zk, profesor univerzity v Kataru. V sedmi kapitoldch, napsanych
deseti autory ze sedmi zemi, poskytuje piehled o chemii, biochemii, toxikologii i dalSich
vlastnostech nékterych toxickychlatek. Jak je u knih tohoto charakteru obvyklé, jsou kapitoly
¢lenény bud podle chemické podstaty latek, nebo podle jejich biologickych dcinka. Prolinaji
se lidaje o plisobeni na ¢lovéka a hospodarska zvifata.

VyZivy a ochrany zdravi lidi se tykaji Ctyfi kapitoly. Nejrozsahlejsi se zabyvd velmi
podrobné glykoalkaloidy brambor. Dostatecné jsou zpracovany pasdZe shrnujici poznatky
o néristu obsahu alkaloidi vlivem poSkozeni a osvétleni hliz a o zméndch béhem skladovani.
Diisledkiim technologickych a kuchyiiskych uprav je vénovano méné pozornosti. Dobrou
droveii ma kapitola o kyanogennich glykosidech a glukosinolatech; jsou vSak jiZ k dispozici
podrobné&jsi souborné referdty.

U nas zatim okrajovou zdleZtosti jsou pyrrolizidinové alkaloidy, které mj. naruSuji
metabolismus vitaminu A, proteosyntézu v jatrech a jsou i pfirozenymi karcinogeny. Vysky-
tuji se v nékolika rostlindch, z nichZ je nejzavaZnéjsi kostival 1ékafsky. Pfechazeji vSaki do
nékterych potravin Zivoci$ného pivodu - masa, mléka, vajec ¢i medu. Cenné ucelené
informace poskytuje kapitola o pfirozenych karcinogenech, které se vyskytuji v fadé rostlin
a jsou chemicky znaéné riiznorodé. Piedevsim z téchto dvou kapitol vyplyva varovani pied
nekontrolovanym prodejem a poZivanim ruznych &aji, pochutin, redukénich smési apod.
nejasného sloZeni, protoZe Casty piijem vétSich mnoZstvi by mohl vést k poskozeni zdravi.

Zbyvajici tfi kapitoly se tykaji ochrany zdravi zvifat. Zahrnuji toxické latky v Celedi
pry3covité a vrabecnicovité a v rodech jilek a komonice.

Kazda kapitola je ukonéena prehledem citovanych praci - napf. ¢ast o glykoalkaloidech
brambor uvadi 182 odkazi. Knihu lze doporudit jako hodnotny zdroj informaci uZivatelim
z tusekd zpracovéni a kontroly potravin, hygienické sluzby a vyzivového poradenstvi, ale
také pracovnikim ve Slechténi rostlin.

Doc. ing. Pavel Kalac, CSc.,
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HODNOCENI METOD STANOVENI POCTU :
PSYCHROTROFNICH BAKTERII V SYROVEM MLECE

EVA URBANOVA

Vyizkumny iistav veterindrniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno

Byly testovdany metodiky stanoveni po¢tu psychrotrofnich kontaminant
v syrovém mléce. Jako nejvhodnéjsi ze tii zkouSenych redicich médii byl
vybran sterilni fyziologicky roztok (pH 7,2), z Sesti pevnych kultivaénich puad
masopeptonovy agar s 1 % glukosy. Pro urychleni testace byla ovérena kulti-
vace pii pokojové teploté a doba inkubace tfi dny proti klasické kultivaci (7 °C
po 10 dni). Byly stanoveny miry korelace mezi vysledky ziskanymi na testo-
vanych médiich u obou kultivaénich reZimu, které signifikantné prokazaly
optimélnost stanoveni drovné psychrotrofnich kontaminant na maso-
peptonovém agaru s 1 % glukosy inkubovaném pii pokojové teploté tii dny.

fedici médium; pevna testaéni puda; kultivaéni reZim; mira korelace

Pro stanoveni psychrotrofni mikrofléry v mléce a mlé¢nych vyrobcich, ale
i v ostatnich potravinich jsou pouZiviny rizné metodiky. Jak uvddi Rein-
b o 1d (1983), testl k hodnoceni poétl psychrotrofnich kontaminant je hodné, ale
jejich nevyhodou je, Ze vyZaduji pomérné dlouhé kultivani doby a vétSinou jsou
specifické jen pro ur€itou surovinu ¢i potravinu. Standardni metodiku neuvadi
napf. ani R e fai(1979), ani Compendium of Analytical Methods of Foods
(1989). Podle standardnich mezindrodnich mlékarskych norem se pouZivé Plate
Count Agar (PCA) a kultivace pfi 5az7 °Cpo 7 az 10dni (Witter, 1961).
O zkriceni doby kultivace se pokusila rfada autorii. Ju f fs (1970) popsal dvé
metody, pouZivajici predinkubace vzorkid ke zkrdceni ndsledné kultivacni doby.
Oliveria Parmelle (1976) doporudili pro testaci syrového a paste-
rovaného mléka kultivaci pri teploté€ 21 °C po 25 h, obdobné jako Griffiths
etal. (1984),Phillips etal. (1984) a dalsi.

Ani v nasich norméch ¢i literature neni konkrétné vymezena metoda stanoveni
psychrotrofnich mikroorganismi v mléce a ostatnich potravinich Zivo&isného
plvodu. Prestoze CSN 57 0529 vymezuje jako jedno z kritérif pro zafazeni mléka
do vybérové jakostni tridy i pocet psychrotrofnich kontaminant, neni uvedena
metoda jejich stanoveni v CSN 57 0101. V CSN 56 0100 je uvedeno stanoveni
poctu psychrofilnich mikrobi (€. 75), provadéné jako u stanoveni mezofilnich
baktérii pouze s rozdilem v kultiva¢ni teploté (15 °C). Metodicky presné stanoveni
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psychrotrofnich mikroorganismi neuvadi ani Holec (1983). Mikalovid
(1982) studovala a ovéfovala nékolik metod pro kultivaci psychrotrofni mikrofléry
z potravin. Jako nejvhodnéjsi doporucila kultivaci pii 20 aZ 23 °C po dva aZ tfi
dny. V soucasné dobé, pokud se provédi v centrdlnich, zemé&délskych, resp. podni-
kovych mlékédrenskych laboratofich stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorga-
nismd, jsou pouZivany rozdilné metody i metodiky od riznych autord, pfipadné
oborové normy (ON) daného zdvodu. Vysledky jsou diametrdln€ odliSné a tedy
nespolehlivé.

Znacné diskrepance u uvadénych metod se vyskytuji nejen v teploté kultivace
a jeji délce, ale i v pouZitém Fedicim médiu a pevné testaéni pidé. A pravé na tyto
problémy je zaméfena tato préce.

MATERIAL a METODY

Metodika byla optimalizovana na vzorcich rekonstituovaného a syrového mléka.
Vzorky rekonstituovaného mléka byly kontaminovidny znimym mnoZstvim
sbirkovych kmenl: Pseudomonas fluorescens CCM 2115; Pseudomonas fluo-
rescens CCM 2826; Bacillus psychrophilus CCM 2117, Arthrobacter globiformis
CCM 1650. Bylo testovano syrové mléko od jednotlivych dojnic, smésné vzorky
z Gchovnych nddrZi a svozovych cisteren. Byla testovdna fedici média: sterilni
destilovana voda (pH 7,0); fyziologicky roztok (pH 7,2); Butterfieldliv roztok
(pH 7,2) a pevné kultiva¢ni pidy: masopeptonovy agar (MPA) s 1 % glukosy;
masopeptonovy agar s 1 % laktosy; King B agar (King et al., 1954); Pseu-
domonas F agar (Imuna); TSA pripraveny z Tryptone Soya Broth (OXOID) + 15,0
agaru v 1 1 destilované vody; TSA + 1 % kvasni¢ného extraktu. Kultiva¢ni
podminky: pokojovi teplota (PT) po tfi dny a 7 °C po 10 dni.

Byl stanoven korela¢ni koeficient (r) jako mira korelace mezi vysledky testo-
vanych metod.

VYSLEDKY a DISKUSE

Celkem u 16 vzorki rekonstituovaného mléka o zndmé drovni kontaminace
a Gtyr vzorkl syrového mléka byla provedena testace tif fedicich médii. Nejopti-
mélné;si vysledky byly ziskdny pfi fedéni vzorkd sterilnim fyziologickym rozto-
kem (pH 7,2). Sbirkové baktérie ve vzorcich rekonstituovaného mléka byly pri
redéni sterilni destilovanou vodou zcela nebo ¢aste¢né inhibovany, vyraznd inhi-
bice poctu kontaminant se projevila i ve vzorcich syrového miéka. Tento vysledek
bylo mozZné predpoklddat, nebot toxicky vliv destilované vody k psychrotrofnim
kontaminantim dokumentuje i Witter (1961). V novelizované CSN 56 0080,
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ani v CSN 56 0100 (€1. 75) neni fedici médium pfesn& vymezeno, coZ lze povaZovat
za zavazny nedostatek. Mirnd inhibice sbirkovych kmeni se projevila i za pouZit{
Butterfieldova média pfi redéni rekonstituovaného mléka, u syrového mléka viak
nebyla pozoroviéna.

Déle bylo testovéno $est pevnych kultivaénich piid doporucenych literaturou pro
pocitdni psychrotrofnich mikroorganismi. Bylo testovdno 16 vzorkid rekonsti-
tuovaného mléka o zndmé drovni sbirkovych kontaminant a €tyfi vzorky syrového
mléka na MPA s glukosou, King B agaru, Pseudomonas F agaru, TSA a TSA
s kvasni¢nim extraktem. Vyznamné rozdily v po¢tu psychrotrofnich kontaminant
nebyly pozorovany ani pfi testaci v pokojové teploté (PT), ani pfi 7 °C. Do dalSich
pokust byl vybréin jako kultivaéni médium MPA s glukosou. Vybér byl proveden
s ohledem na to, Ze i v zahrani&i se v mlékafskych metodikdch vyuZivé k pocitani
mikroorganismi PCA (OXOID) s 1% obsahem glukosy. Mimoto, napf. u Pseu-
domonas F agaru bylo mirné ztiZeno pocitdni kolonif jejich hlenovitym vzhledem

log PP
a0

2.0
&0
80
4.0
0
20

1.0

00 L
123 1567'910!!12l3l115“17lﬂlaﬂﬁunﬂﬂﬁﬂaamﬂnlﬂ
pocet vzorkid

Plati pro obr. 1 a 2 — Holds for Figs. 1 and 2

M MPA s glukosou - MPA with glucose; [] MPA s laktosou - MPA with lactose
PP = pocet psychrotrofnich baktérii - number of psychrotrophic bacteria;
number of samples

1. Hodnoty psychrotrofnich kontaminant na testovanych padach pfi kultivaci pfi pokojové teplotd
po tfi dny — Values of psychrotrophic contaminants on the tested soils during cultivation at the
room temperature over three days
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a C¢asteCnym splyvdnim, u King B agaru pak vadila v nékterych pfipadech vyrazna
pigmentace kolonif i pidy.

V dal3i ¢ésti préace bylo testovédno Sest vzorki rekonstituovaného mléka konta-
minovaného sbirkovymi kmeny Pseudomonas fluorescens CCM 2115 a CCM
2826 a 34 vzorki syrového mléka na MPA s glukosou pfi dvou inkubaénich
reZimech (PT/3 dny a 7 °C/10 dni). Vzhledem k tomu, Ze CSN 56 0100 a CSN
57 0101 doporucuji jako testacni pidu pro mléko a mlééné vyrobky MPA s 1 %
laktosy, bylo za stejnych podminek testovano 32 vzorki syrového mléka na tomto
médiu. Vysledky ziskané pri posouzeni vzdjemné korelace obou médii i kulti-
va¢nich podminek jsou velmi priznivé.

log PP
8.0
2.0

&0
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4.0

3.0

20

12348678 910111213141516171819202A2B8 4286827 2880ANA
poCet vzorki'

2. Hodnoty psychrotrofnich kontaminant na testovanych padach pfi kultivaci pfi 7 °C po deset
dni — Values psychrotrophic contaminants on the tested soils during cultivation at 7 °C over
ten days

P1i porovndvani vysledki stanoveni drovné psychrotrofnich kontaminant, ziska-
nych pri testaci na MPA s glukosou, a to jak pti kultivaci v PT po tfi dny, tak v 7 °C
po 10 dni, byla ziskdna vysokd mira korelace (r = 0,822). Obdobné vysokd byla
mira korelace (= 0,984) mezi témito kultivanimi reZimy, pii porovnéni vysledku
stanoveni drovné kontaminant pfi testaci na MPA s laktosou. Obé tyto zavislosti
jsou statisticky vyznamné pri P = 0,01. DosaZené vysledky této price plné
podporuji ndzory nékterych autori (M ikalovd, 1982; Byrne etal., 1989),
Ze pro stanoveni drovné psychrotrofni mikrofléry je vhodnd kultivace pri 20 aZ
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23 °C po dva aZ tfi dny, pripadné doporucuji predinkubaci vzorku a nédslednou
kultivacipfi 21 °Cpo25h(Phillips etal., 1983).

Dile byly u 32 vzorki syrového mléka porovnény vysledky stanoveni drovné
psychrotrofnich kontaminant na MPA s glukosou proti vysledkiim ziskanym na
MPA s laktosou, a to jednak pfi kultivaci v PT po tfi dny, jednak pii 7 °C po 10
dni. Vzdjemné srovnani téchto hodnot u jednotlivych vzorki je uvedeno na obr. 1
a 2. V obou piipadech byla stanovena vysokd mira korelace. U testace pfi PT
(3 dny) je korela¢ni koeficient danych testd r = 0,921, u testace pri 7 °C (10 dni)
jer=0,863. Obé& miry korelace mezi stanovenimi na rozdilnych testacnich médiich
jsou statisticky vyznamné pii P = 0,01. DosaZené vysledky prokdzaly, Ze testaCni
médium MPA s 1 % glukosy je pro kvantitativni stanoveni psychrotrofnich bakté-
rif stejné vhodnym médiem, jako normou doporuovany MPA s 1 % laktosy. Tento
vysledek je v souladu s ddaji v zahrani¢ni literature, kde v prevaZné vétSiné jsou
uddvéany testaéni média pro psychrotrofni mikrofléru s obsahem glukosy. Napr'.
komeréni PCA fy OXIOD (Witter, 1961; Wessels et al, 1989;
Cromie etal., 1989), Tryptone glucose extract agar fy Difco (Zajac etal,
1983), Tryptone dextrose yeast extract agar (Khurana et al,, 1989) a dalsi.

I. Primérné hodnoty (min. a max.) poétl psychrotrofnich baktérii stanovené odli¥nymi
kulivaénimi metodami — Average values (minimum and maximum) of the counts of
psychrotrophic bacteria determined by different cultivation methods

Hodnocené testy' X min. max. T-test”
2
MPA s G PT/3 dny 26 555 562,5 5000,0 1500000000 | 5 ;o6
7°C/10 dni 23101 906,25 5000,0 | 1300000000
)
MpAsL | PTAdny 28359 562.5 50000 | 1800000000 | o oo
7°C/10 dni 31007 375,0 5000,0 | 240000 000,0
v
PTAdny?| MPASG 26 555 5625 ] A —_—
MPAsL 28359 562,5
o 23 101 906,25
Ly | aiee ’ : : 13231
- MPAs L 31007 375,0

MPA s G = masopeptonovy agar s glukosou — meat-peptone agar with glucose
MPA s L = masopeptonovy agar s laktosou — meat-peptone agar with lactose
PT = pokojova teplota — room temperature

X = primé&rn hodnota — average value

* tabulkovd hodnota t,-testu pii Py o5 = 2,042 — table value ,-test at Py o5 = 2.042

levaluated tests; zdays
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Zivnou pidu pro stanoveni psychrotrofil, stejnou jako pro stanoveni celkového
poctu mikroorganismi doporucujei Kadlec (1991).

Pro potvrzeni uvedeného vysokého statistického vyznamu korelaénich koefi-
cientl byly rovnéZ hodnoceny primémé hodnoty vysledki (¥) testovanych metod
(tab. I). Pri hodnoceni rozdilu té€chto veli¢in nebyly zjiStény v Zidném ze sledo-

vanych testi statisticky vyznamné vyssi ¢i niZ$i hodnoty X, coZ potvrzuje vysokou
miru korelace mezi testy.

ZAVER

Byly posouzeny metodiky stanoveni psychrotrofnich kontaminant v syrovém
mléce, s ohledem na nepresnosti a nejasnosti, které v soucasné dobé jsou v nasf
legislativé. Pritomnost psychrotrofni mikrofléry ma nesporny vyznam pro techno-
logickou a hygienickou jakost syrového mléka. V nasi predchozi prici (Urb a -
novié etal, 1993) bylo dokumentovéno, Ze stanoveni téchto kontaminant je
ekvivalentnim kritériem jakosti syrového mléka. V predloZené prici bylo proka-
zéno, Ze pro stanoveni poctu psychrotrofnich kontaminant v syrovém mléce je
nejvhodnéj$im redicim médiem fyziologicky roztok (pH 7,2) a Ze pouZiti MPA
s glukosou, jako testatniho média a zkrdceni doby kultivace (pri PT za tfi dny),
bez predinkubace vzorku, naprosto koreluje s metodou kultivace pri 7 °C po 10
dni. Zkréceni doby kultivace je z hlediska praxe velmi vyznamné.
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The evaluation of the methods of determination of a number
of psychrotrophic bacteria in raw milk

The most often used and by literature recommended methods of psychrotrophic
bacteria level, discrepancy occurring in these methods in the cultivation temperature and
its length, and in the used diluting medium and in solid testing soil were evaluated.
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Total three diluting media were tested on 20 milk samples (sterile distilled water of
pH 7.0; physiological solution of pH 7.2; Butterfield solution of pH 7.2). The most
optimum results were acquired with diluting the samples with physiological solution.
There was a partly or full inhibition of psychrotrophic contaminants after application of
distilled water, a slight inhibition was manifested even after application of the Butterfield
medium.

Meat-peptone agar with glucose or lactose, respectively, was chosen for further
experiments out of six tested solid cultivation media (meat-peptone agar with 1 %
glucose; meat-peptone agar with 1 % lactose; King B agar; Pseudomonas F agar; TSA;
TSA with 1 % yeast extract). Two cultivation regimes were compared in these solid
media: 7 °C/10 days; room temperature /3 days.

When comparing the results of psychrotrophic contaminant level in 32 samples of raw
milk acquired in testing MPA with glucose, thatis both during the cultivation at the room
temperature for three days, and at 7 °C for 10 days, a high degree of correlation was
confirmed (r = 0.822). The correlation rate (r = 0.984) was high in similar way between
these cultivation regimes, in comparing with the results of contaminant level determi-
nation in tests of MPA with lactose. Both these dependencies were statistically significant
at P=0.01.

Except this, the results of psychrotrophic contaminant level for MPA with glucose
were compared in 32 raw milk samples to those obtained with MPA and lactose, either
in the cultivation at the room temperature for three days, or at 7 °C for ten days. Mutual
comparison of these values in individual samples is shown on Figs 1 and 2. A high rate
of correlation was determined in both cases. In tests at the room temperature (three days)
the correlation coefficient of the given tests is 7= 0.921 and in testing at the temperature
of 7 °C (10 days) the correlation coefficient r = 0.863. Both correlation rates between
determinations on different testing media are statistically significant at P = 0.01.

To confirm the given high statistical significance of correlation coefficients, average
values of results (x) of tested methods were evaluated (Table I). Statistically higher of
lower significant values X were not found in any of the tests under study, this confirms
a high correlation rate among tests.

diluting medium; stable testing soil; cultivation regime; correlation rate
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REOLOGICKE VLASTNOSTI CIEST Z CICERA

Modhir ABID AL, Ladislav DODOK, Gabriela HALASOVA

Chemickotechnologickd fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava

Prica sa zameriava na sledovanie reologickych vlastnosti ciest pripravenych
zo zmesi pSeni¢nej miky hladkej a celozrnnej miiky z cicera domécej odrody
a dovezeného z Iraku pri 10 a 20% ndhrade. Na ich podklade boli realizované
laboratéme pokusy mikropecenim a prevadzkovy pokus v k. p. Pedivime
v Seredi. Odporica sa nahradit p§eni¢nid miku celozmnou miikou z cicera pri
vyrobe chleba a bezného peciva v mnoZstve 10 % a pri vyrobe lisovanych
susienok do 20 %. Trvanlivé pecivo ziskalo Zlté sfarbenie vplyvom prirodze-
nej farby aditiva, takZe sa vylu€uje pouZt syntetické farbivo. Vietky orga-
noleptické vlastnosti boli priaznivé. DalSou vyhodou pouitia tejto miky je
zvySenie nutri¢nej hodnoty vyrobkov ako aj ich obohatenie o vlakninu. Této
surovina poskytuje moZnost jej vyuZitia pri vyrobe diétnych vyrobkov urle-
nych pre chorych na coeliakiu. K jej pozitivam patria aj vlastnosti plodiny
suvisiace s jej pestovanim.

cicer; pekarky a pecivarsky priemysel; lepok; farinograf; extenzograf; mikro-
pecici pokus

Po ziskani potrebnych informécii o chemickom zloZeni celozmnych miik z cice-
ra (cizrny) bolo rozhodnuté o nédslednych analyzach z aspektu dalSieho vyuZitia
tejto suroviny, a to pre pekdarsky a pecivarsky priemysel.

MATERIAL a METODY

Pri laboratérnych a prevddzkovych pokusoch sa pouZivala p3eni¢nd mika
hladk4 pecivarska slaba (ON 56 0636) a celozrnnd miika z cicerov(Dodok et
al.; 1992).

Experimentdlne sa sledoval vplyv celozrnnej miky z cicerov v zmesi so
pSeni¢nou mikou na mnoZstvo a vlastnosti mokrého lepku, pruZnosti, taZnosti,
napuciavania a mnoZstva suchého lepku (S melik a kol., 1985). Reologické
vlastnosti ciest boli skiimané farinograficky a extenzograficky (Smelik akol.,
1985). Predmetom dal$ieho vyskumu bol laboratérny pokus mikropeéenim s jeho
senzorickym vyhodnotenim (D o d o k a kol., 1989), ako aj stanovenim merného
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objemu, vlhkosti, obsahu titrovateInych kyselin (Smelik a kol.,, 1985)
a prevadzkovy pokus s vyrobou lisovanych susienok v k. p. PeCivarne v Seredi.

Vzorky pouZité v pokusu: A — celozmnd mika z cicera pochddzajiceho
z PieStan a B — celozmné miika z cicera pochddzajiiceho z Iraku.

VYSLEDKY a DISKUSE

PretoZe mika z cicera netvori konzistentny lepok, sledoval sa jej vplyv na
vlastnosti lepku, cesta, chleba a suSienok v zmesi so pSeni¢nou mikou, a to jej
nahradou v mnoZstve 10 a 20 % celozmnou miikou z cicera.

Z praktického hladiska jej vyuZitia v ceredlnej technol6gii sa venovala
pozornost v prvom rade jej vplyvu na zmeny mnoZstva a vlastnosti lepku (tab. I),
dalej reologickym vlastnostiam ciest sledovanych farinografom (tab. II), exten-
zografom (tab. III) a mikropecicim pokusom (tab. IV).

Z uvedeného prehladu (tab. I) vidiet pokles hodndt mokrého lepku spdsobeny
stipajicim mnoZstvom ndhrady pSeni¢nej miky celozrnnou mikou z cicera.
Hodnoty u sledovanych vzoriek boli viak velmi blizke. TaZnost lepku sa vyrazne
zhorsila aZ pri 20% néhrade.

I. Vyhodnotenie vlastnosti lepku pSeni¢nej miky a miky s ndhradou pSeni¢nej miky
celozrnnou miikou z cicera — Evaluation of gluten properties and replacement of wheat flour
by whole chick pea meal

Viastnosti! Pge’nié{“‘é Vzorkal® A Vzorka B
s 10% | 20% | 10% | 20%
MnoZstvo mokrého lepku (% v su§.)2 349 32,8 29,5 326 29.0
Tunos? amg' | s | i, | o [ il
Cislo taznosti’ 4 3 3 3 2
Pruznost® ;l:gx ? ;‘:;]:; pruin)’l'o ;‘:g:: pruZny
Cislo pruznosti'! 3 3 2 3 2
Napudiavanie'? (cm®) 19 18 16 18 15
Mnozstvo suchého lepku (% v su§.)“l 11,6 10,6 93 10,8 9.0

]properties: zquanlily of wet gluten (% in dry -matter); 3exten.xsibilily: 4exle%sible: Smedium

extensible; %little extensible; 7e:xlensibilily number; 8claslicity: medium elastic; '®elastic; elasti-
. 2 . 4

city number; Pswelling; l3dry gluten amount; " wheat flour; lssamplc
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Vysledky skimania reologickych vlastnosti cesta farinografom za pouZitia
celozmnej miky z cicera si uvedené v tab. II.

II. Vyhodnotenie farinogramov p$eni¢nej miiky a miky s nahradou celorznnou miikou z cice-
ra — Evaluation of farinograms of wheat flour and of flour with substitution of wheat flour
by chickpea whole grain flour

Pieni&nd Vzorka’ A Vzorka B
mika [T 0% | 10% | 20%
Viiznost! (%) 59,5 60,3 61,3 60,5 61,0
Cas v§vinu cesta® (min) 55 5,0 40 5,0 4,0
Stupeii zmiknutia® (BJ) 50 55 90 45 80
Stabilita* (min) 9,0 8.5 50 8.0 4,5
Index mechanicke;j odolnosti® (BJ) 20 30 75 40 60

labsorption; 2dough development time; 3whaakem'ng degree; “stability; Smechanical resistance
index; ®wheat flour; 7sample

Pri farinografickom merani reologickych vlastnosti so zvySovanim ndhrady
pSeni¢nej miky celozrnnou mikou z cicera viznost mik stdpala, &as vyvinu cesta
a hodnoty stability klesali, obzvl4st pri 20% ndhrade. Hodnoty zmiknutia sa zvy-
Sovali. Dochddzalo k postupnému zoslabovaniu konzistencie cesta. K vyraznej-
$fm rozdielom dochddzalo aZ pri 20% nédhrade pri obidvoch vzorkéch cicera. Aj pri
farinografickom Stidiu boli ziskané hodnoty obidvoch druhov cicera pomerne
blizke.

Z vysledkov extenzografického merania (tab. III) je evidentny pokles exten-
zografickej energie, klesajici odpor a taZnost. Aj v tomto pripade vzorka cicera
z Iraku vykazovala podobné vlastnosti ako vzorka z Piestan.

Dal$im v rade experimentov bol mikrope&iici pokus, ktorého vyhodnotenie je
uvedené v tab. IV.

ZvySovanim ndhrady pSeni¢nej miky celozrmnou mikou z cicera objem chle-
bikov klesal. Oproti porovnédvajiicej vzorke bez pouZitia cicerovej miky klesali
merné objemy z pdvodnej hodnoty 282 m®na 260 m? (priemerne o 8 %) pri 10%
ndhrade a aZ na 241 m? (o 15 %) pri 20% néhrade pri vzorke A. K podobnému
poklesu doslo u vzorky B pri 10% néhrade na hodnotu 250 cm? (0 12 %). Orga-
noleptické vlastnosti bochnikov pri 10% nédhrade neboli ovplyvnené, pri ndhrade
20 % bola zmenend chut a voiia, avak nie neprijemne, ale pripominali prichut
a voriu hrachu. Striedka mala ZItSiu farbu vplyvom prirodzenej farby celozmnych
muk. Vzorka cicera z Iraku vykazovala podobné vlastnosti ako vzorka z PieStan.
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III. Vyhodnotenie extenzogramov p$eni¢nej miky a miky s ndhradou celozrnnou mikou
z cicera — Evaluation of extensograms of wheat flour and of flour with substitution of wheat
flour by chickpea whole grain flour

P¥eni&ni Vzorka® A Vzorka B

mike® 00 T 20 | 10% | 20%
a) 84,7 72,1 55,4 73,8 56,4
b) 107,9 83,5 68,5 85,5 67,5
a) 470 370 310 380 350

b) 520 430 370 430 380

a) 120 115 107 120 116

b) 135 127 110 130 113

a) 391 3,21 2,89 3,16 3,01
b) 3,90 3,38 3,36 3,30 3,36
odleZanie cesta — after pretting dough: a) 20 min; b) 65 min

lextensographif.: energy; extensogt;aphic resistance (EU); 3extensographic extensibility;
resistance/extensibility; “wheat flour; “sample

Extenzografick4 energia'

Extenzografick§ odpor? (EJ)

Extenzograﬁckait'ainost'3 (mm)

Odpor/Taznost*

IV. Hodnotenie mikrope&iiceho pokusu — Evaluation of 5 microwawe baking experiment

Vlastnosi! };ignkjaéln; Vzorka'* A Vzorka B
10% | 20% | 10% | 20%
Tvar virobku® 4 3 3 3 3
Farba korky® 4 4 4 4 4
Hrubost, tvrdost kérky* 4 4 4 4 4
PruZnost striedky® 4 4 4 4 4
Pérovitost striedky® 4 3,6 3 3,8 3
Farba striedky’ 4 3.6 3 35 3
Voiia® 4 38 3 3,8 3
Chut’ 4 38 3 3.6 3
Odpor pri zahryznuti, nie Fuvani'® 4 4 4 4 4
Lepivost (k podnebiu)!! 4 4 4 4 4
Suma hédnot'? 40 37.8 35 37,7 35

lproperty; 2product shape; 3crust_colour; “thickness, crust hardness; “crumb elasticity; Ccrumb
porosityi crumb colour; godour; 9taste;4")1'¢:sistance at biting, not chewing; Madherence (to the
palate); Zsum of values; *wheat flour; ' sample
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V praxi odpori&ame pouZif niZ$iu nédhradu pSeni¢nej miky celozmnou mikou
z cicera, kedy nedochddza k tak vyraznym zmendm tvaru a sfarbeniu. Z tohto
hladiska sa javi optimdlna nédhrada 10 %.

Po ziskani zdkladnych poznatkov o chemickom zloZeni celozrnnej muky z cice-
rov a ich vplyvu na reologické vlastnosti ciest pripravenych v zmesi so p3eni¢nou
miikou pristdpili sme aj k laboratérnej vyrobe suSienok za tych istych podmienok
nédhrady a potom k prevddzkovému pokusu.

Bolo pozorované, Ze cesto pripravené v zmesi s celozrnnou mikou z cicera bolo
mastnejSie a taZSie sa spracovévalo. Pri pouZiti cicerovej miky je nutné akceptovat
niektoré odli$né vlastnosti tykajice sa napr. vy$sieho mnoZstva bielkovin v cice-
rovej muike, dalej cukrov, niZSieho mnoZstva Skrobu a okrem toho tieZ jeho
vlastnosti. Vzhladom k tymto skuto¢nostiam bol zniZeny pridavok tuku o 10 %.

Vyhodou tejto celozrnnej miky v tychto pripadoch je jej ZIté sfarbenie, ktoré
moZno uplatnit pri vyrobkoch, kde sa pouZivaji syntetické farbivd na ich ndhradu.

Po dspeSnych laboratérnych skidskach sa pristipilo k priprave prevddzkového
pokusu. Tento sa realizoval iba s celozrnnou cicerovou miikou z Pie$tan, a to pri
vyrobe lisovanych susienok, nakolko d'al§ia vzorka cicera z Iraku nepostacovala
svojim mnoZstvom.

Cesto sa miesilo v miesi¢i MV 14 s horizontdlnymi miesidlami pri frekvencii
otd¢ania miesidiel 18 min™. Po&as pripravy cesta a jeho spracovania sa neprejavili
Ziadne negativne javy. Cesto bolo sprdvne premastené, tak ako si to vyZaduje
technolégia, kratke drobivé, dobre tvarovateIné, nelepilo sa na valce a korpusy sa
dobre odsadzovali na dopravny pds. Receptiira (aZ na obsah tuku), ¢as miesenia,
teploty a Cas pecenia boli rovnaké ako pri vyrobe su$ienok typu Club (Do d o k,
1988).

Vplyv celozmnej miky sa neprejavil negativne v Ziadnom zo sledovanych
znakov (farba, tvar, konzistencia, voiia, chut). V porovnani s chlebikmi je pri
vyrobe susienok situdcia odliSnd. Tu aj 20% ndhrada pSeni¢nej miky celozrnnou
mikou z cicera nespdsobila zhorSenie tvaru a organoleptickych vlastnosti
vyrobku, preto je vyhodnejSia 20% nahrada vzhladom k zvy$eniu nutri¢nej hodno-
ty vyrobku a zoslabeniu lepku silnych mik. Vyrobky boli hodnotené odbornou
podnikovou komisiou, a to vel'mi priaznivo podl'a vietkych kritérii.
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L. Dodok, Wodhir Abid Ali, G. Haldsovd (Faculty of Chemical Technology,
Slovak Technical University, Bratislava, Slovak Republic)

Rheological characteristics of doughs of whole grain chickpea flour

The paper is focused on the examination of the rheological characteristics of doughs
prepared from a mixture of fine ground wheat flour and of whole grain chickpea flour.
The chickpea flour does not form consistent gluten. Therefore, attention was paid to its
effect on the amount and characteristics of gluten (Table I), then to rheological
characteristics of doughs examined farinographically (Table II), extensographically
(Table III), as well as by a microbaking experiment (Table IV).

The decrease of amount of wet gluten was caused by the replacement of wheat flour

with chickpea whole grain flour.
~ The farinographic measurement showed:

1. the increase in the binding water capacity mixed flours,
2. the decrease of dough development time and stability value,
3. the increase in softening values.

From extensographic measurements (Table III) is evident the decrease of
extensographic energy, resistance and ductility.

With the increase of replacement with chickpea whole grain flour, volume of bread
rolls decreased. Organoleptic characteristics of loaves at 10 % replacement is optimal.

Full-scale experiment was done in the Biscuit Factory at Sered. This was performed
in the production of pressed out biscuits. The biscuits gained yellow colouring as
a consequence of natural colour of chickpea flour and therefore, there is no need of any
colouring matter all organoleptic characteristics were favourable.

Advantage of using chickpea flour s in an increase of the nutrition value of the products
and their enrichment by fibrous matter. In biscuit it was recommended to replace to 20
of wheat flour by chickpea flour.

chickpea; baking and biscuit industry; extesograph; microbaking trial

148



Potrav. V&dy, 11, 1993 (2) : 149-159

PREHLEDY

PROBLEMATIKA ORGANICKYCH SLOUCENIN CHLORU
V POTRAVINARSKYCH HYDROLYZATECH BILKOVIN

Jan VELISEK, Katefina LEDAHUDCOVA

Vysokd Skola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6

Hydrolyzaty bilkovin pouZivané ve sv&t& pro potravinaiské dlely jsou repre-
zentovany piedeviim enzymovymi a chemickymi hydrolyzaty. V naSich zemich i jinde
v Evropé maji nejvétsi vyznam chemické (kyselé) hydrolyzéty bilkovin, tzv. témér
uplné potravinaiské hydrolyzaty, které predstavuji hydrolyzity ziskdvané pomoci
kyseliny chlorovodikové, zneutralizované a filtraci zbavené tzv. humini a prevdZné
¢asti malo rozpustnych aminokyselin (M ar e € e k, 1955). B&hem hydrolyzy bilko-
vinnych surovin (hlavnimi surovinami jsou olejninové Sroty, pSeni¢ny lepek aj. na
bilkoviny bohaté materidly) dochdzi nejen k hydrolyze bilkovin, ale hydrolyzuji se
i dal3i sloZky surovin jako jsou sacharidy, lipidy aj. Hydrolyzét je pak smési velkého
mnoZstvi ruznorodych slouéenin, z nichZ mnohé se podileji na jeho organoleptickych
vlastnostech, zejména na chuti a aréma. Hlavni skupiny doposud identifikovanych
chemickych sloZek hydrolyzatd zahrnuji krom& b&Znych aminokyselin také n&které
peptidy, Cetné karboxylové kyseliny, jejich estery a laktony, karbonylové slouCeniny
(aldehydy, ketony, oxokyseliny), alkoholy, fenoly, Eetné dusikaté a sirné alifatické,
aromatické a heterocyklické slouceniny (hlavng pyrroly, pyraziny a thiazoly) a kysli-
katé heterocykly (hlavné derivity 2-furankarboxaldehydu). AZ do roku 1978, kdy byla
publikovana prvni z praci zabyvajici se vyskytem a mechanismy vzniku organickych
slou¢enin chloru odvozenych od glycerolu (Veli§ek et al, 1978), nebyly Zidné
organické chlorované sloueniny v hydrolyzatech bilkovin prokdzény.

Organické slouCeniny chloru a obecné viechny halogenslou€eniny prokédzané v poZi-
vatindch se fadi mezi cizorodé litky zne€iStujici, tedy kontaminanty poZivatin (V e 11 -
§ e k, 1991). NejCastéj§im zdrojem kontaminace je chemizace zemé&dglstvi, zdrojem
organickych sloucenin chloru jsou v3ak také nékteré aditivni latky. Prekurzory orga-
nickych sloucenin chloru v hydrolyzitech bilkovin jsou kyselina chlorovodikovi,
rezidudlni lipidy a sacharidy surovin. Vzhledem k tomu, Ze kyselina chlorovodikové
se ve formé& tak koncentrovanych roztoki v jinych technologiich prakticky nepouZiva,
neprekvapuje, Ze organické slouCeniny chloru prokdzané v hydrolyzitech nebyly
v jinych poZivatinich nalezeny.
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Hlavni skupiny identifikovanych chlorovanych sloucenin

V potravinafskych hydrolyzétech bilkovin, pouZivanych jako kofenici (polévkové)
piipravky a také jako suroviny napf. pro vyrobu bujénd, hotovych polévek aj. vyrobkd,
byly do souCasné doby prokédzany 2 skupiny organickych sloucenin chloru. Prvni
skupinou jsou slouceniny odvozené od rezidudlnich lipidd surovin, druhou skupinu
reprezentuje pouze derivat 2-furankarboxaldehydu odvozeny od piitomnych sacha-
ridi.

Do prvni skupiny sloucenin, které vykazuji mutagenni a karcinogenni G€inky néleZi
estery tzv. chlorhydrind glycerolu (S§ilhdnkov 4 etal, 1982). Prokiziny byly
estery 1,3-dichlor-2-propanolu, diestery a 1-estery 3-chlor-1,2-propandiolu. Dals{
z identifikovanych sloZek hydrolyzéti této skupiny jsou chlorhydriny glycerolu,
predevsim se jednd o 1,3-dichlor-2-propanol a 3-chlor-1,2-propandiol a jejich isomery
a jim piibuzné chlorované propanoly a piisluSné chloralkany. Tyto latky vykazuji
vesmés stejné fyziologické G€inky jako piisluSné estery. Dal3i z organickych sloucenin
chloru vznikajici z lipidd, resp. z jejich doprovodnych létek, jsou chlorované analogy
steroli (3-chlor-5-cholesteny). Degradaci sacharidi vznikd S-chlormethyl-2-furan-
karboxaldehyd.

Estery chlorhydrinu glycerolu

Jako hlavni predstavitelé t&chto sloucenin v surovych hydrolyzitech bilkovin
a odpadnich huminech byly prokézédny estery odvozené od 1,3-dichlor-2-propanolu
aod 3-chlor-1,2-propandiolu (V e 1 i § e k etal., 1980), ale nepochybné jsou pfitomny
i estery pfislusnych isomert, tj. 2,3-dichlor-1-propanolu a 2-chlor-1,3-propandiolu:

A ca city

CH-0-CO-R ?H—OH (I:H-O-CO-R

|

CHz-Cl CHl-O-CO-R CH:-O-CO—R
I I m

I = estery 1,3-dichlor-2-propanolu (1,3-dideoxy-1,3-dichlormonoacylglyceroly; 2-acyl-1,3-
-dichlorpropany). Il = 1-monoestery 3-chlor-1,2-propandiolu (3-deoxy-3-chlormonoacylgly-
ceroly; 1l-acyl-2-hydroxy-3-chlorpropany); III = diestery 3-chlor-1,2-propandiolu
(3-deoxy-3-chlordiacyl-glyceroly; 1,2-diacyl-3-chlorpropany)

Mechanismus vzniku téchto slouéenin byl studovdn v modelovych systémech obsa-
hujicich triacylglyceroly, fosfolipidy i pfirozené lipidy surovin pro vyrobu hydrolyzati.
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Bylo zjiiténo, Ze tyto litky vznikaji acidolyzou kyselinou chlorovodikovou a hydro-
lyzou z pfitomnych esterl glycerolu. Kvalitativni sloZeni mastnych kyselin vidzanych
v esterech chlorhydrint glycerolu je prakticky stejné jako sloZeni mastnych kyselin
vychozich lipidd, pfitomny jsou kyseliny olejovd, linolovd, palmitovd, stearovd, lino-
lenov4 a dal3i. Kvantitativni sloZeni mastnych kyselin se v zavislosti na fadé faktord
1i8{, hlavni kyselinou je zpravidla kyselina olejova.

V surovém zneutralizovaném séjovém hydrolyzétu byly nalezeny estery 1,3-dichlor-
2-propanolu v mnoZstvi 8 mg/kg, diestery 3-chlor-1,2-propandiolu v mnoZstvi 4 mg/kg
a l-estery 3-chlor-1,2-propandiolu v mnoZstvi 35 mg/kg. V odpadnich huminech se
mnoZstvi esterd 1,3-dichlor-2-propanolu pohybovalo v mezich od 0 do 65 mg/kg,
mnoZstvi diesterd 3-chlor-1,2-propandiolu bylo 35 aZ 1890 mg/kg a mnoZstvi 1-estert
3-chlor-1,2-propandiolu 4 aZ 205 mg/kg. Jak je zfejmé, estery chlorhydrind glycerolu
se ve veétSim mnoZstvi vyskytuji pouze v surovém zneutralizovaném hydrolyzatu, po
filtraci se jejich obsah zna&né& sniZi, takZe v komer&nich vyrobcich se vyskytuji pouze
ve stopach. Bylo zji§t&no, Ze obsah esteri chlorhydrini glycerolu zavisi na podminkéch
vedeni hydrolyzy. Kupfikladu, v huminech, kde bylo pro vyrobu hydrolyzitu pouZito
1000 g séjového Srotu a 1000 g kyseliny chlorovodikové, byl celkovy obsah esterti
chlorhydrint glycerolu 242 mg/kg, v huminech, kde bylo pouZito 1000 g suroviny
a 905 g téZe kyseliny chlorovodikové a 167 g vody se sniZil obsah esterti chlorhydrind
glycerolu na 170 mg/kg. V huminech odpadajicich z vyroby hydrolyzitu, k jehoZ
vyrobé& bylo pouZzito 1000 g suroviny, 787 g kyseliny chlorovodikové a 667 g vody byl
obsah esterii chlorhydrini glycerolu 1880 mg/kg. Krom& mnoZstvi a koncentrace
pouZité kyseliny chlorovodikové zdvisi obsah téchto latek i na dalich faktorech (doba
hydrolyzy, tlak apod.). Za jinak stejnych podminek v§ak materiély s nejniZ$im obsahem
esteri chlorhydrind glycerolu obsahuji nejvé&t§i mnoZstvi chlorhydrind glycerolu
anaopak (VeliSek etal., 1991 - nepublikovéno).

Chlorhydriny glycerolu a piibuzné slouc¢eniny

Chlorhydriny glycerolu, tzn. 1,3-dichlor-2-propanol (o, y-dichlorhydrin glycerolu),
jeho isomer 2,3-dichlor-1-propanol (¢, B-dichlorhydrin glycerolu) a 3-chlor-1,2-pro-
pandiol (a-monochlorhydrin glycerolu) byly jako slozky hydrolyzatd nalezeny v roce
1978 (Velisek etal, 1978), posledni z chlorhydrint glycerolu, 2-chlor-1,3-pro-
pandiol (B-monochlorhydrin glycerolu) byl prvné prokdzan jako produkt reakce glyce-
rolu s kyselinou chlorovodikovou v modelovych pokusech, pozdé&ji také jako sloZka
hydrolyziti (Velis ek etal, 1979). Kromé& chlorhydrind glycerolu byl jako sloZka
hydrolyzatd prokdzan také 3-chlor-1-propanol (Veli§ek et al, 1978), v mode-
lovém systému glycerol-kyselina chlorovodikova (Ve l1i§ e k etal., 1979) a pozdé&ji
i v hydrolyzatech byl nalezen 1,3-dichlorpropan. Pritomny jsou dal$i isomery
3-chlor-1-propanolu, tj. 2-chlor-1-propanol a 1-chlor-2-propanol a zfejmé také 1,2-di-
chlorpropan. Posledni z piibuznych slou€enin, 1,2,3-trichlorpropan (trichlohydrin
glycerolu) je ve vodnych roztocich velmi nestaly a nelze proto ofekavat, Ze by mohl
byt v hydrolyzatech prokazan.
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Im,z.u fuzq f“z‘c' (ltl-lz-OH

CH-OH CHQ CH-OH cHal

éHz-Cl (I:HzOH : CH,-0H
v v VI v

IV =1,3-dichlor-2-propanol; V = 2,3-dichlor-1-propanol; VI =3-chlor-1,2-propandiol;
VII = 2-chlor-1,3-propandiol

V modelovych pokusech se prokézalo, Ze prekurzory chlorhydrind glycerolu
i zfejmé dalSich pfibuznych sloucenin jsou triacylglyceroly aj. estery glycerolu, resp.
pfisluiné estery chlorhydrind glycerolu. V3echny chlorhydriny glycerolu a n&které
dalsi chlorované slouceniny vznikaji v8ak také pfi reakci glycerolu s kyselinou chlo-
rovodikovou (prekurzorem nékterych latek by mohl byt 1,2,3-trichlorpropan vznikajici
jako nestaly meziprodukt).

Obsah glycerolu v riznych typech hydrolyzati se pohyboval v §irokych mezich od
170 do 3000 mg/kg. Reziduélnich lipidd byvé v surovindch pro vyrobu hydrolyzatd
zpravidlado 2 %. Z triacylglycerold a jinych estert glycerolu ve srovnéni s glycerolem
vSak vznik4 pfi reakci s kyselinou chlorovodikovou nesrovnatelng vy$§i mnoZstvi
chlorovanych produkti (substituce hydroxyskupiny chlorem v pfipadé glycerolu, inte-
resterifikace mastné kyseliny mineralni kyselinou v pfipadé triacylglyceroli aj. lipidi).

Bylo prokézéno, Ze relativni pomér chlorhydrini glycerolu v hydrolyzétech je
pribliZné& nasledujici:

2,3-dichlor-1-propanol 1
1,3-dichlor-2-propanol 10
2-chlor-1,3-propandiol 100

3-chlor-1,2-propandiol 1000

Koncentrace 1,3-dichlor-2-propanolu v hydrolyzétech se pfitom v zdvislosti na
mnoZstvi a koncentraci pouZité kyseliny a na dalSich faktorech pohybuji v mezich od
0,1 do 6 mg/kg, koncentrace 3-chlor-1,2-propandiolu pak v mezich od 100 do
800 mg/kg. U hydrolyz4ti vyrobenych ze suroviny s vysokym obsahem lipidi je 1 vy33i
obsah chlorhydrini glycerolu. Vzhledem k tomu, Ze dichlorhydriny glycerolu a zvlasté
pak monochlorhydriny glycerolu jsou poldrni, ve vodé& dobfe rozpustné slouceniny,
nelze oekdvat jejich kumulaci v odpadnich huminech jako tomu bylo v pfipadé estert
téchto latek. Ostatni chlorované alkoholy a chloralkany se vyskytuji v mnoZstvi niZz$im
neZ chlorhydriny glycerolu.
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Maximalni pfipustna koncentrace 1,3-dichlor-2-propanolu, resp. tzv. dichlorhydrini
glycerolu v hydrolyzéitech bilkovin a ve vyrobcich obsahujicich tyto hydrolyzity je
dnes v evropskych i dalSich zemich 0,05 mg/kg, tj. 50 pg.kg (ppb). Toto omezeni
souvisi s vyfeSenim jednoho ze zplisobii dekontaminace hydrolyzati ( Faesi etal.,
1987). Tato slou¢enina (bod varu 175 °C, rozpustnost ve vodé pri 20 °C je 15,2 %) tvofi
s vodou azeotropickou smés o bodu varu 99 °C, kterd obsahuje 76,8 % vody a 23,2 %
1,3-dichlor-2-propanolu. Hydrolyzat se po neutralizaci, filtraci, zrdni a dalS{ filtraci
stripuje vodni parou za sniZeného tlaku tak, aby jeho hustota zistala konstantni, pfitom
se soucasné s 1,3-dichlor-2-propanolem odstrani i jeho isomer 2,3-dichlor-1-propanol,
ktery md podobné fyzikédlné-chemické vlastnosti, odstrani se i dal$i minoritni t€kavé
chlorované sloucCeniny.

Problémy souvisejici s vyskytem 3-chlor-1,2-propandiolu se fe3{ s urfitym zpozdé-
nim. Bylo zavedeno nékolik omezenti, ktera se tykaji maximalni pfipustné koncentrace
v hydrolyzétech. Zhruba od po&atku roku 1989 byly napf. v SRN vyrdbény hydrolyzaty
s obsahem 3-chlor-1,2-propandiolu do 20 mg/kg, koncem téhoZ roku byl jiZ tento limit
10 mg/kg a od pocitku roku 1990 pfichédzeji na trh pouze vyrobky s obsahem niZ§im
neZ 1 mg/kg. Rozpustnost 3-chlor-1,2-propandiolu ve vodé& pfi 20 °C je vSak neome-
zend. Pfi tlaku 101,32 kPa je bod varu této slouceniny 213 °C, 3-chlor-1,2-propandiol
netéka s vodni pdrou a nemiZe proto byt stejnym zplisobem jako 1,3-dichlor-2-propa-
nol odstrafiovan. Snad jedinou moZnosti odstranéni této slouCeniny, resp. sniZeni jejiho
obsahu v hydrolyzitech, je chemickd metoda, to znamen4 reakce se sloZkami hydro-
lyzdtu v slab& alkalickém prostfedi. Disledkem je vSak i ur€itd zm&na orga-
noleptickych vlastnosti takto zpracovaného hydrolyzitu a vzhledem k tomu, Ze se
reakce provadi v alkalickém prostfedi s ndslednym okyselenim hydrolyzétu na pivodni
hodnotu pH, je disledkem také nériist obsahu chloridu sodného v hydrolyzétu, resp.
v odpadech z vyroby (v huminech). Disledkem je i pon&kud sniZeny obsah dusiku
v hydrolyzitech (t&kan{i amoniaku a aminl v alkalickém prostfedi), destrukce n&kte-
rych aminokyselin, jejich racemizace a zfejmé existuje i moZnost vzniku nefro-
toxického lysinoalaninu. Tato dodate¢nd technologick4 operace ma rovnéZ vliv na cenu
vyrobku (pouZiti vétSiho mnoZstvi chemikdlii, sniZend vyrobni kapacita, dodate&na
prace atd.). So€asné s 3-chlor-1,2-propandiolem a jeho isomerem lze samozfejmé sniZit
obsah na poZadovanou koncentraci také u dichlorhydrint glycerolu.

Chlorované analogy sterolt

Jako slozky nezmydelnitelného podilu lipidd hydrolyzatd i humind byly identifi-
kovény 3-chlor-5-cholesteny odvozené od cholesterolu, kampesterolu, stigmasterolu
a sitosterolu, tedy vSech hlavnich sterold, které se vyskytuji v surovinich pro vyrobu
hydrolyzati.

V mnoZstvi 28 mg/kg byl napf. v séjovém hydrolyzétu nalezen chloranalog sitosterolu.
Zna¢n& vy§si mnoZstvi chlorovanych sterolii se viak vyskytuji v odpadnich huminech, kde
byl v mnoZstvi asi 2 mg/kg pfitomen 3-chlor-5--cholesten (analog chlosterolu),
3-chlor-24-methyl-5-cholesten (analog kam-pesterolu) byl pfitomen v mnoZstvi 1 mg/kg,
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ve stejném mnoZstvi byl pfitomen 3-chlor- R
-24~ethyl-5,22-cholestadien (analog
stigmasterolu) a v mnoZstvi 2 mg/kg byl pfito-
men 3-chlor-24-ethyl-5-cholesten (chlorova-
ny analog sitosterolu) (VeliSek et al,
1986).

Prekurzory téchto latek, jak prokdzaly cf
modelové pokusy, jsou jednak volné steroly,
jednak jejich estery s mastnymi kyselinami,
pfipadné i dal$i derivaty sterold. Lze — 2 ehlar.&.
predpokladat, Ze analogické produkty budou VI = 3-chlor-3-cholesteny
vznikat i pfi reakci kyseliny chlorovodikové
s triterpenovymi alkoholy, které jsou vedle steroli dal3i v§znamnou sloZkou nezmydli-
telného podilu lipidd surovin, pouZivanych k vyrob& hydrolyzatd.

Studovéna byla intestindlni absorpce, distribuce a metabolismus 3-chlor-5-cholestenu
a 3-chlor-24-ethyl-5,22-cholestadienu (3-chlor-5-stigmastenu) u mysi po podani latek Zalu-
decni sondou. Bylo zjiiténo, Ze po dvou hodinéch se pfeviZzné mnoZstvi chloranalogl obou
steroli nachédzelo v tlustém a ve slepém stfevé, asi 0,5 % z celkového mnoZstvi 3-chlor-5-
~cholestenu bylo distribuovdno mimo trdvici trakt, zejména do jater. V malé mife byl
3-chlor-5-cholesten metabolizovan na cholesterol a 4-cholesten-3-on. Dalsi fyziologické
u¢inky chlorovanych analogi sterold studovéany nebyly (W e b e r, 1989).

5-Chlormethyl-2-karboxymethylfuraldehyd

Chlorovany analog 5-hydroxymethyl-2-furankarboxaldehydu, 5-chlormethyl-2-fu-
rankarboxaldehyd byl prokazan pouze v s6jovém a lepkovém hydrolyzatu vyrobenych
tradi¢ni technologii (1,8, resp. 1,0 mg/kg). Lze predpoklidat, Ze tato sloucenina
(vzhledem ke svym vlastnostem - nestdlost ve vodnych roztocich - hydrolyza na 5-hydro-
xymethyl-2-furankarboxaldehyd) nebude viibec pfitomna ve vyrobcich, pii jejichZ vyrobé
se soucasné v alkalickém prostiedi degraduji chlorhydriny glycerolu.

Dalsi reakce chlorovanych sloucenin

Vsechny estery chlohydrind glycerolu obsahuji v molekule reaktivni chlormethy-
lovou skupinu, 1-estery 3-chlor-1,2-propandiolu jsou sou¢asn& chlorhydriny a jako
takové mohou reagovat obdobné jako i jiné chlorhydriny s dalS$imi sloZzkami hy-
drolyzétd. V huminech byly napf. jako reak&ni produkty téchto slouCenin (1-esterd
3-chlor-1,2-propandiolu) s amoniakem pfitomnym ve formé& amonnych soli (chlorid
amonny) prokdzédny prislu$né estery 3-amino-1,2—propandiolu v mnoZstvi od 7 do
1130 mg/kg (Velis ek etal., 1991 - nepublikovéno).

Vzhledem k mechanismu této reakce se nedd predpokladat, Ze by vznikaly rovnéZ
aminoanalogy z dalSich estert chlorhydrind glycerolu, miZe v§ak dochdzet k reakcim
1-esterd 3-chlor-1,2-propandiolu s dal$imi aminosloufeninami, napf. s aminy nebo
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cHyQl . CH,CI - cHyQ
o Tl b > b
l ~H0,-Cr | /\o |
CH)-0-CO-R CH; Gty

IX = 1-estery 3-chlor-1,2-propandiolu; X = estery glycidolu (2,3-epoxy- 1-propanolu, hydro-
xymethyloxiranu); XI = estery 3-amino-1,2-propandiolu

s aminokyselinami. Tyto slouceniny viak prokazany nebyly. Ze stejnych divodi jako
iv pfipadé esterti chlorhydrini glycerolu je i v pfipadé jejich reak&nich produkti hlavni
podil téchto produkti pfitomen v huminech. V hydrolyzitech nebyly Zadné reakéni
produkty nalezeny.

Chlorhydriny glycerolu jsourelativné stabilni slou€eniny. Meziproduktem degradace
1,3-dichlor-2-propanolu i 2,3-dichlor-1-propanolu ve vodnych roztocich je 3-chlor—
1,2-propandiol, ktery dalS$im sledem reakci poskytuje jako kone¢ny produkt glycerol.

Hydrolyzou 1,3-dichlor-2-propanolu v alkalickém prostfedi, napf. pfi dekontaminaci
hydrolyzati, 1ze zjednoduSené zndzomit nésledujicim sledem reakci:

CH,-Cl - ::Hg\ o Bo Icuz-on o Icu,on 1,0 f“z-ou
(IZH-OH —_ CH~/ ——» CHOH _— CH R e (l:H-ou
- | | 3 Fou |
(|:H2 -Cl -HZO. 'CI C“z _a CH: _cl l‘120' CH{ CHZ-OH
X1 X xv XV XV1

XII = 1,3-dichlor-2-propanol; XIII = epichlorhydrin (chlormethyloxiran); XIV = 3-chlor-1,2-
-propandiol; XV = glycidol; XVI = glycerol

Epoxidy (jako epichlorhydrin a glycidol) vznikaji z chlorhydrint také v neutralnim
a slabé alkalickém prostiedi. Paraleln& se vznikem glykold a epoxidd (napf. glycerolu
a glycidolu) miZe v men$im rozsahu dochazet i ke vzdjemné reakci epoxidu s glykolem
za vzniku polyglykold. Lze proto pfi degradaci di- a monochlorhydrind glycerolu
v hydrolyzitech oCekdvat nejen jiZ diskutované produkty jako jsou epichlorhydrin,
glycidol a glycerol, ale i diglycerol, popf. i vysSi polyglyceroly.
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Vzhledem k relativn& zna¢né reaktivit& uvedenych epoxidli by mohlo dochédzet nejen
k jejich hydrolyze, ale i k reakcim s dal$imi slou¢eninami pfitomnymi v hydrolyzatech.
ProtoZe jednou z hlavnich sloZek hydrolyzatd jsou chlorid amonny a aminokyseliny,
nepfekvapuje, Ze v hydrolyzatech byly identifikovédny jako produkty reakci 3-chlor—
1,2-propandiolu 3 amino-1,2-propandiol (produkt reakce s amoniakem) a fada glyce-
rylaminokyselin (N-2,3-dihydroxypropylsubstituované aminokyseliny jako produkty
reakce s aminokyselinami) (V eli§ ek etal., 1991a, b). Lze samozfejmé pfedpokla-
dat i pfitomnost pfislu$nych derivatd odvozenych od 2-chlor-1,3-propandiolu i amino-
derivatd odvozenych od 1,3-dichlor-2-propanolu a dalSich chlorhydrini glycerolu.
Shora uvedené aminoslouceniny nepochybné reaguji dile s karbonylovymi slou-
¢eninami ve smyslu reakci Maillarda. Lze také oekdvat reakce chlorhydrinti glycerolu
s jinymi sloZkami hydrolyz4t neZ jsou aminosloueniny (fosfaty, alkoholy, karbo-
xylové kyseliny aj.).

MnoZstvi 3-amino-1,2-propandiolu, ktery vznika pfi reakci 3-chlor-1,2-propandiolu
s amoniakem se pohybuje zpravidla v mezich kolem 30 mg/kg, vy$8i mnoZstvi je
samoziejmé pfitomno ve vyrobcich s niZ$im obsahem vody jako jsou napf. pasty
(VeliSek et al, 1991a). Reakénich produkti 3-chlor-1,2-propandiolu s amino-
kyselinami (N-2,3-dihydroxypropylaminokyselin) byvé zhruba od 0,6 mg/kg (serin,
threonin) do asi 90 mg/kg (glutamovd kyselina) (VeliSek et al., 1991b). Udaje
o fyziologickych u€incich reakénich produkti chlorhydrinti glycerolu s aminoslou-
¢eninami nebyly dosud publikovéany.

Nisledné reakce chlorovanych analogi steroli ani fyziologické t¢inky pfipadnych
reakénich produkti téchto latek nebyly studovany.

Analytika chlorovanych sloucenin

Vsechny z praci tykajicich se identifikace diive zminénych chlorovanych sloucenin
v hydrolyzatech bilkovin se samoziejmé zabyvaly také jejich izolaci a identifikaci za
vyuZiti modernich instrumentélnich analytickych metod. Jako vhodné pro uvedené
ucely se ukdzaly byt predevSim chromatografické metody, zejména metoda plynové
chromatografie, pro predbéZnou separaci litek nalezly uplatnéni i metody chro-
matografie na sloupci silikagelu a v tenké vrstve silikagelu. K identifikaci jednotlivych
slou¢enin se osvéd¢ila metoda "H-NMR spektometrie a zejména metoda hmotnostni
spektrometrie.

AZ dosud byly publikovany pouze dv& metody stanoveni chlorovanych sloucenin
v hydrolyzatech. Pro stanoveni 1,3-dichlor-2-propanolu byla vypracovdna metoda
plynové chromatografie spoc¢ivajici v destilaci slou€eniny s vodni parou, extrakci desti-
latu nepolarnim rozpous$tédlem a analyze zahu$téného extraktu(van Rillaer et
al., 1989). Pro simultdnni stanoveni vSech chlorhydrini glycerolu i dalSich chlo-
rovanych slou€enin lze pouZivat metodu, kterd spo¢iva v pfedb&Zném precisténi hydro-
lyzédtu chromatografii na sloupci specidlniho sorbentu, eluci litek rozpoustédly o rizné
polarité, derivatizaci latek v zahuSténém eludtu (pfevedeni na prisluiné heptafluorbu-
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tyrylestery) a jejich analyze plynovou chromatografii (van Bergen et al,
1991). V obou piipadech, jak u vzorkd nederivatizovanych, tak i vzorkl derivatizo-
vanych, se s vyhodou pouZiva detektoru elektronového zichytu. Citlivost obou metod
je dostateCna k tomu, aby bylo moZné stanovit i koncentrace latek niZ3i neZ jsou
maximdln{ pfipustné koncentrace.
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Survey on organic chlorine-containing compounds
occurring in protein hydrolysates

Organic chlorine-containing compounds that have been identified in protein
hydrolysates arise from residual raw material lipids and hydrochloric acid. They can
be divided into three main groups. The first group represents esters of glycerol
chlorohydrins with higher fatty acids (esters of 1,3-dichloro-2-propanol, mono- and
diesters of 3-chloro-1,2-propanediol), the second group includes free glycerol
chlorohydrins (1,3-dichloro-2-propanol and 3-chloro-1,2-propanediol, their isomers
2,3-dichloro-1-propanol and 2-chloro-1,3-propanediol and analogues such as
1,3-dichloropropane etc.). The third group are chloro analogues of sterols
(3-chloro-24-ethylcholest-5-ene derived from sitosterol and 3-chlorocholest-5-ene
derived from cholesterol). The main contaminant of protein hydrolysates is
3-chloro-1,2-propanediol which occurrs at levels of several hundreds of mg per kg.

Z VEDECKEHO ZIVOTA

Pocta profesoru Vladimiru Kyzlinkovi

Vysoki skola zemédélska v Brné ocenila vynikajici védecké a pedagogické vysledky
prof. dr. ing. Vladimira Kyzlinka, DrSc., i jeho celoZivotni sepéti s VSZ v Brné
udélenim Cestného doktoratu zemédélsko-lesnickych véd. Slavnostni promoce se kona-
la 11. prosince 1992 v aule VS8Z v Brné za t&asti predstavitelt ¢s. vysokych kol a asi
150 hosta.

Profesor Kyzlinka se narodil 29. ledna 1915 v Bmé, vystudoval redlku a v roce 1933
byl piijat ke studiu na Vysoké Skole zemédé&lské v Brné. Studium dokoncil na specia-
lizaci agrikulturni-chemie v roce 1937 s vyznamenénim a jiZ v prubé&hu studia zaCal
pracovat na doktorské disertaci. Doktorat technickych véd ziskal v roce 1938 z oboru
agrochemie zamérené na potraviny. V letech 1938 a 1939 pracoval na Ustavu analy-
tické a agrikulturni chemie V8Z v Brné jako nehonorovany asistent a po uzavieni
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Zeskych vysokych $kol odeSel do zdvodli Biochema, a.s. v Modficich u Brna, kde
pusobil aZ do roku 1948 nejprve jako vyzkumny chemik, pozdé&ji jako vedouci labo-
ratofi a nakonec jako vedouci vyzkumného oddéleni.

V roce 1946 se na VSZ v Brné praci ,,Poznatky a zkuSenosti ziskané pfi studiu
podminek uréujicich jakost suSené zeleniny* habilitoval pro obor Technologie zemé-
délského primyslu a pfednésel na této Skole jako soukromy docent do roku 1948. Na
podzim 1948 byl na V8Z v Brn& jmenovan a ustanoven profesorem pro obor
Konzerva&ni technologie a plisobil na V8Z v Brn& do konce roku 1952. K 1. lednu 1953
byl spolu s prof. ProkSem, prof. Lomem a doc. Slavickem pfeveden na nové zfizenou
fakultu potravinéaiské technologie Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze, kde
byl profesorem konzervirenské technologie aZ do odchodu do diichodu v roce 1983.
Po celou dobu byl vedoucim katedry konzevérenstvi a technologie masa, v ur¢itych
obdobich zastaval funkce dékana fakulty a prorektora této vysoké Skoly

Védecké dilo prof. Kyzlinka je rozsihlé a velmi uzndvané a hodnocené u nds
i v zahrani¢i. Znamé jsou zejména jeho price o stabilit€ vitaminu C ve zpracovavané
zelening, studie k vyrobé& pektinovych preparati a k metoddm analyzy pektini a zejmé-
na propracovéni piivodniho uceleného systému metod konzervace neddrZnych potra-
vin. Vytvoril védeckou $kolu v plném smyslu tohoto pojmu, kterou traduji mnozi jeho
Zaci u nds a kterd byla akceptovina i mezindrodn&. Vyvoj a budovéni Kyzlinkovy
védecké Skoly je zcela zfejmy z postupné fady jeho kniZnich monografii, kterd zahrnuje
Sest tituld pocinaje ,, Konzervatnimi metodami” (1951) a konce celostatni vyso-
koSkolskou u&ebnici ,, Teoretické zdklady konzervace potravin" (1988). Prof. Kyzlink
dosud ddle publikoval 106 pivodnich praci, z nichz 30 cizojazy&n&, a mnoho
odbornych &ldnku.

Prof. Kyzlink se vyznamné prosadil v mezindrodnim mé&fitku, pfedeviim vyddnim
knihy ,,Principles of Food Preservation“ (Elsevier, Amsterdam-Oxford-New York
1990). Velké uznéni se mu dostalo pozvanim do autorského kolektivu britské encyklo-
pedie o potraviniach a vyZivé, pro kterou zpracovat stal o charakteristice soubort
chemicky, enzymovych a mikrobiologickych d&ji vyznamnych pro uchovavini potra-
vin. Prof. Kyzlink byl jako védec uveden v pitém vydani publikace ,,Who's Who in
the World“ vydané v roce 1980 v Chicagu.

Spolu s nespornymi v&deckymi a pedagogickymi kvalitami a vysledky prof.
Kyzlinka mélo udéleni Cestného doktoritu vyjadfit i jeho celoZivotni vyborny vztah
k Vysoké Skole zemé&délské v Brné&. Za svého plsobeni v Brné vykonal mnoho dobrého
pro jeji ispéSny rozvoj, nadéle ji ob&tave a nezistn€ pomdhal z Prahy a G¢inné ji poméha
i nyni. Ocenéni si pln€ zaslouZi a Ize mu k nému upfimné blahopfit.

Prof. ing. Ivo Ingr, DrSc.
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Ustav zemédélskych a potravinafskych informaci, Praha
nabizi

informace o novinkich a trendech ve vyrobé& potravin, inovaci potravinarskych
vyrobki, baleni potravin, hodnoceni kvality potravin apod.

z potravinaiské databaze

FSTA - FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY
ABSTRACTS

Databdze obsahuje pres
4000 tisice anotovanych zaznamu v anglickém jazyce,
které jsou shromaZdovany od roku 1969

V databdzi jsou zpracovédny tyto hlavni oblasti svétové a odborné literatury:
potravinarska véda a technologie, potravinarské inZenyrstvi, biotechnologie, hygie-
na a toxikologie potravin, baleni, potraviny rostlinného a Zivo¢isného piivodu,
kvasny a ndpojovy primysl, pfidavné latky.

Informace z databize FSTA zajiSlujeme
v riznych forméch pocitaovych vystupi:

% pribéZné reserSe (SDI) na zdkladé trvalych objedndvek z mési¢nich priristki
databdze (seznam témat SDI zasilame na vyZadani)

% retrospektivni reSerSe s tplnou retrospektivou 23 let databdze na kompaktnim
disku, pripadné s asovym vymezenimna 5 aZ 10 let na v&cnd témata (pfipadné
reSerS§e na autory, instituce, vyrobce zafizeni); reSerSe jsou doddviny bud
tiSténé, nebo na disketdch

% dopliiujici dialogové reSerSe z poslednich roénikd aZ do roku 1993 v systému
GOLEM,; databdze je dialogové zpfistupnéna za obdobi 1985 aZ 1993 s pravi-
delnou mési¢ni aktualizaci

Vase dotazy a objednavky zasilejte na adresu:

Ustav zemédélskych a potravindiskych informaci
Londynskd 55, 120 21 Praha 2
tel. 250 051-4, Fax 207 411
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