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Ethanol Fermentation of Grain Mashes with regard to Quality 
of Distiller’s Slops*

Andrea HINKOVÁ1, Pavla CHOTĚBORSKÁ, Karel MELZOCH, Mojmir RYCHTERA, Zdeněk BUBNÍK1

Institute of Chemical Technology - Department of Fermentation Chemistry and Bioengineering 
and ‘Department of Carbohydrate Chemistry and Technology, Prague, Czech Republic

Abstract

HINKOVÁ A., CHOTĚBORSKÁ R, MELZOCH K„ RYCHTERA M., BUBNÍK Z. (1998): Ethanol fermentation of grain 
mashes with regard to quality of distiller’s slops. Czech J. Food Sei., 16: 41-46.

With enlarging bioethanol production units the amount of secondary products - distiller's slops becomes a hardly solvable 
problem. In the Czech Republic the slops are not utilized economically because of liquid character, high risk of microbial 
contamination and difficult manipulation. In our work we try to find new processes leading to improving stillage quality. It is 
possible to achieve it by convenient choice of raw material, technology and following modification of stillage. First, mashes from 
rye or triticale were prepared by means of enzymatic preparations of the firm NOVO Nordisk: Termamyl 120 L, BAN 240 L, SAN 
Super 240 L and Ultraflo L. In the course of experiments the level of saccharification and yield of ethanol after fermentation by 
Saccharomyces cerevisiae were determined. The highest yield of ethanol was attained for standard triticale mashes. Comparable 
value was obtained for rye mashes treated with Ultraflo L. Preparation Ultraflo L also considerably reduced viscosity of mashes. 
In the second part of our work slops were treated with Rhodotorula glutinis yeasts. It was proved that subsequent cultivation 
reduced viscosity of stillage. Simultaneously stillage was enriched with protein and, in addition, amino acid composition was more 
suitable for feeding purposes.

cereals; bioethanol; distiller’s slops; feed; Rhodotorula glutinis

Owing to increasing energy and fossil raw material pri­
ces new trends for substitution of these materials with 
renewable natural resources appear. One of these materi­
als is bioethanol, which can be used as an energy source. 
Bioethanol is obtained from plant materials naturally re­
newable by photosyntesis process. When bioehanol is 
burning, liberating CO2 goes to atmosphere, where it came 
from. That means that balance between CO2 consumption 
and liberation is preserved and use of bioethanol as a 
power source could help to solve partially the global eco­
logical problems such as the greenhouse effect and war­
ming-up.

Molasses is a traditional material for ethanol industry in 
the Czech Republic, but today, on account of price and 
ecology, grain becomes more attractive. Rye, wheat are 
especially processed, less barley and triticale (Š i m ů n e к 
et al., 1997).

Wheat is appreciated for high content of starch and its 
grain does not have any husks. Rye has properties men­
tioned above, in addition it has own amylolytic enzymes 
helping to convert starch to a complex of sugars. Dis­

advantage is high viscosity of rye mashes. Imperfection 
of barley is kernel with husk that makes fermentation and 
distillation problems. Importance of triticale is rising. The­
re are no significant differences between cropyield of triti­
cale and cropyield of wheat. Triticale is more resistant to 
climate, with lower requirements for nutrition and it has 
own amylolytic enzymes (Š i m ů n e к et al., 1997).

The production of ethanol from grain consists of a few 
main steps (D e 11 w e g, 1983):
- treatment of feedstock to form a solution of fermentable 

carbohydrates
- fermentation
-distillation of ethanol from the fermented mash

Ethanol is distilled from the fermented mash leaving dis­
tiller’s slops (stillage).

Quantity of stillage produced equals 10-15 times the 
amount of ethanol produced, on volume basis (M a i о - 
rella etal., 1983).

Composition of slops depends on methods and proce­
dures of industrial production of alcohol from starchy raw 
materials. Besides starch, dextrines and other sugars al-

♦ This work was supported by the National Agency for Agricultural Research of the Czech Republic (Grant No. IE 096 098 - 6668).
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ready converted to ethanol, stillages contain all other non­
volatile substances of raw material used, in more or less 
converted conditions: lipids and protein degradation 
products thereof, vitamins, minerals and fibrous material 
(K r e i p e, 1981). In addition, stillages contain all yeasts 
grown during fermentations. This content of considerable 
amount of yeasts affects an increase of economic value of 
the stillages by a surplus of proteins, amino acids, vita­
mins and further growth supporting compounds. A com­
parison of the composition of dry matter of starchy raw 
materials with corresponding stillages, for example from 
wheat (Hofmann, 1982), shows clearly that stillages 
contain a threefold amount of lipids, protein and fibrous 
material (Table I).

I. Composition of wheat and wheat stillage

Wheat Wheat stillage 

[% (w/w) in dry matter]

Crude protein 13.2 33.8
Fat 2.0 6.8
Fibre 2.9 9.4
Free extractable substances 79.9 44.6
Organic substances 98.0 94.6
Ash 2.0 5.4

In the Czech Republic the slops are used without any 
other treatment as a feed or fertiliser and they are not used 
commercially on the market and have to be considered as 
problematic waste.

In the United States slops are separated into approxi­
mately equal part of distiller’s grains and distiller’s so­
lubles (thin stillage) by centrifugation or straining. The 
material is then usually dried via evaporation. Distiller’s 
dried grains, distiller’s dried solubles or a product con­
sisting of both fractions (distiller’s dried grains with so­
lubles) are produced and their cost is approximately 150 $ 
per ton in the world food trade (Technical information of 
К vaerner Hetland 1997).

There are also other methods for utilisation and dispos­
al of grain slurries:
• production of biogas from thin stillage (Misselhorn, 

1981)
• production of amylolytic enzymes from thin stillage (Of­

fer, Laue, 1982)
• production of dietetic products for humans (Thacker, 

1991)
• separation of valuable substances, for example glycerol 

and organic acids (C h e г у a n , Parekh, 1995)

MATERIAL AND METHODS

Raw Materials

Two cereals were used for trials - rye and triticale.

Analytical Methods

• Dry matter: Drying at temperature 105 °C, Starch: Ewers 
method, Reducing sugars: Schoorl method, the result 
was expressed as glucose, Crude proteins: Kjeldahl 
method (Davidek, 1981);

• Amino acids: analysed after acid hydrolysis with HC1 
(с = 6M) by ionex chromatography (AAA T 339 - Mi­
krotechna, Czech Republic) column filling: cation exchan­
ger Ostion LG ANB, eluent: citrate-natrium buffer, pH 
gradient: 3.5-9.5, detection: spectrophotometrically af­
ter reaction with ninhydrin

• Gluten: determined by weighing after washing on appa­
ratus GLUTOMATIC (Falling Number, Great Britain) in 
2% solution NaCl

• Glycerol: measured on HPLC 4001 (LP Prague, Czech 
Republic), column packing: strong acidic cation exchan­
ger Ostion LG KS 0800 in a H* cycle, detection: refracto­
meter RIDK 1101, eluent: H2SO4 (c = 0.005 mol/l)

• Viscosity: determined on rotary viscometer HAAKE VT 
500 (Germany) in a coaxial cylinder system at tempera­
ture 50 °C

• Thousand-kernel weight, Weight per hectolitre: accor­
ding to Basařová (1993)

Enzyme Preparations

All used enzyme preparations were obtained from NOVO 
Nordisk (Denmark).
1. Termamyl 120 L - endoamylase hydrolyzing a-(l ,4)- 

-glucosidic bonds of amylose and amylopectin with 
declared activity 120 KNU/g, dosing 1.31 of enzyme per 
1 ton of starch.

2. BAN 240 L - bacterial endoamylase hydrolysing amy­
lose and amylopectin to dextrins and oligosaccharides, 
with activity 240 KNU/g, dosing 0.661 per 1 ton of starch.

3. SAN Super 240 L - multi-active amyloglucosidase which 
breaks down starch and dextrins to glucose, a-amylase 
and protease are in this enzyme preparation also pre­
sent, activity is 240 AGU/ml, dosing 11 of enzyme per 
1 ton of starch.

4. Ultraflo L - ß-glucanase with celullase, xylanase and 
arabinase activities, dosing 0.21 of enzyme per 1 ton of 
starch.

Explanation of enzyme activities:
1 KNU is an amount of enzyme necessary for conver­

sion of 5.26 g starch during one hour in conditions descri­
bed by the producer. 1 AGU is an enzyme amount brea­
king down 1 mmol of maltose during one hour in conditi­
ons described by the producer.

Cereal Mashes

Totally four kinds of mashes, designated I-IV, were pre­
pared from all used cereals (Table II). Cereals were ground 
in the centrifugal mill ZN 1000 (Retsch, Germany) to fine 
grits with maximal particle size 0.75 mm. Cereal grits were 
mixed in 6 litre volume flask together with tap water at a 
ratio 1:3.
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Starch contained in this suspension was converted to 
fermentable sugars by adding of Enzyme preparations in 
amounts recommended by the producer (see the previous 
paragraph) during continuous stirring and temperature and 
pH controlled. Enzymes were dosed into all mashes in the 
following way: Termamy 1120 L was dosed at mash tempe­
rature 95 °C and pH 6.2. After 1 hour of Termamyl 120 L 
action the mash was cooled down to 65 °C, pH was adjus­
ted to 5.7 and the preparation BAN 240 L was added. The 
reaction time was also 1 hour. The last enzyme preparation 
SAN Super 240 L was added at temperature 55 °C and pH 
5.5 and acted also 1 hour.

This process of enzyme dosing was different only for 
mash Ш, where preparation Ultraflo L was dosed together 
with BAN 240 L.

The degree of starch conversion was tested with iodine 
solution. To ensure the constant conditions during medi­
um preparations and constant time of enzymatic action, 
mashes I and IV were sterilized for 20 minutes at 120 °C 
and under pressure 0.1 of MPa (Table II).

Microorganisms

Yeasts of Saccharomyces cerevisiae (03/26) and Rho- 
dotorula glutinis from the Culture Collection of Depart­
ment of Fermentation Chemistry and Bioengineering were 
maintained on malt agar slants at 4 °C. Inocula of both 
strains were grown on complete medium at 30 °C for 
24 hours in Erlenmayer flasks placed on the rotary shaker.

Fermentation

pH of mashes was adjusted in the interval of 5.2-5.4 
before fermentation. 450 ml of mash was put into the se­
ries of four 1000ml Erlenmeyer flasks and each flask was 
inoculated with 1.6-1.7 g centrifuged Saccharomyces ce­
revisiae yeast suspension (dry matter 20%). Mashes were 
let to ferment under anaerobic conditions at temperature 
30 °C for 64-72 hours.

Distillation

Ethanol was distilled off the fermented mashes on the 
vacuum rotary evaporator at temperature under 80 °C to 
restrict the singe formation.

Improving Quality of Stillages - Cultivation on Rye and 
Triticale Slops

Yeasts of Rhodotorulla glutinis were cultivated on rye 
and triticale slops and on rye slops brought from agricul­
tural distillery Termesivy. The fermentation was carried 
out in a laboratory fermentor BlOStat (B. Braun Biotech. 
Int., Germany) with control system MICRO.DCU-200 un­
der aerobic conditions at temperature 30 °C. The pH value 
was kept at 5.2 by addition of 10% (w/w) H2SO4. 1.5 1 of 
medium was supplemented with 1.5 g KH2PO4 and 3.6 g 
(NH4)2SO4 and inoculated with 0.6 g (as dry matter) yeast 
biomass. The cultivation lasted 24 hours for triticale and 
Termesivy slops and 72 hours for rye slops.

RESULTS AND DISCUSSION

The first part of the work presents the preparation of 
four grain mashes from which the distiller’s slops were 
obtained after fermentation and distillation. In the second 
part chosen stillages - which we designate as cultivated 
slops, were improved by cultivation with Rhodotorula 
glutinis.

The composition and Pretreatment of Raw Material

The main aim was to find influence of different ways of 
mash preparation on ethanol yield and quality of slops. 
Also the different pretreatments including disintegration 
of grains were tested.

Chemical composition of cereals and especially starch 
content are very important to deduce the convenience of 
grains for fermentation (Table III). From this point of view 
triticale seems to be very suitable, while rye is less ac­
ceptable due to 9% lower starch content.

This property is also confirmed by high weight per hec­
tolitre in triticale sample which shows also a high amount 
of extractable substances. To state a good extractibility in 
spite of high proteins content (over 11.5%) is possible 
from thousand-kernel weight.

Amino acid and protein compositions (Table VI) are 
coincident for both compared cereals. Triticale contained 
lower amounts of phenylalanine, arginine and tyrosine and 
more glutamic acid and serine than rye.

Evaluation of Starch Conversion during Enzyme Action 
in Cereal Mashes

Properties and behaviour of medium during conversion 
of starch to fermentable sugars is another important point 
of view for deducing the grain quality. Rye mashes I and II 
showed the high density and viscosity at the beginning 
of fermentation when the gelation started. The mixing of 
mashes was often interrupted because of big rheological 
resistance of the medium. But when long amylose chains 
were hydrolysed by Termamyl 120 L action, the medium 
turned to liquid and viscosity decreased. Triticale mash 
(mash IV) does not contain such a high quantity of hemi­
cellulose and dextrin and so there were no big problems 
during the mixing and preparation of medium.

For a good course of fermentation it is necessary to 
ensure maximal starch conversion to fermentable sugars. 
The degree of starch conversion is possible to determine 
by comparing starch values in mash and the correspond­
ing slop (Table IV). ■

More then 95% of starch was converted and utilized in 
mashes II and III. Starch content in slops I and IV is about 
40 % higher than in the other cases, which was probably 
caused by sterilization. During sterilization the enzyme 
preparations were denatured, their action was interrupted 
and that is why starch conversion did not continue. Any­
way, the nitrogenous-sugar complexes were formed at high 
temperatures and these complexes were not utilizable for
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II. Designation and preparation of cereal mashes

Mash
Raw 
material

Enzyme application Sterilization 
before 
fermentation

Time of enzyme 
treatment 
[min]

Termamyl
120 L

BAN 240 L SAN 240 L Ultraflo L

I rye yes yes yes no yes 260 .
П rye yes yes yes no no for whole process

III rye yes • yes yes yes no for whole process
IV triticale yes yes yes no yes 225

III. Chemical composition and properties of cereals

Dry matter Starch Reducing sugars Proteins Gluten Weight Thousand-kernel weight

Cereal [% (w/w)] [% (w/w) in dry matter] [kg/hl] [g]

Rye 89.2 58.3 3.1 11.9 0.0 79.5 46.2
Triticale 86.4 67.2 0.6 11.9 6.0 90.0 35.3

IV. Composition of mashes and original and cultivated slops

Dry matter Starch Reducing sugars Proteins Glycerol

[% (w/w)] [% (w/w) in dry matter]

Mash I* 23.1 42.9 29.7 11.5 - •

Mash II 22.0 50.4 18.9 12.0 -

Mash III 221 48.9 19.5 12.0 -

Mash IV* 21.2 48.9 12.5 12.5 3.9
Original slops I 13.9 45.5 14.6 14.5 -
Original slops II 9.7 0.4 1.9 23.6 -

Original slops III 10.1 2.3 2.7 24.8 -
Original slops IV 16.8 43.1 9.2 15.6 3.2
Original Termesivy slops 4.4 11.5 19.5 14.4 5.4

Cultivated slops I 14.3 34.6 2.2 18.8 0.7
Cultivated slops IV 16.1 43.9 14.5 17.3 1.1
Termesivy slops 2.9 7.5 13.6 29.8 3.7

•For these mashes all analytical data were measured after sterilization

yeasts, which is evident from the high reducing sugar 
values after fermentation in slops I and IV.

Results of Fermentation - Ethanol Yields

The way of enzyme dosing, mash treatment and used 
cereals have a great influence on ethanol yields. The 
highest yields (Table V) were in triticale mash IV and rye 
mash III with added preparation Ultraflo L. This enzyme 
preparation hydrolysed celullose, xylan and arabinan and 
so the yeasts could utilize other fermentable sugars than 
those originated from starch. Sterilized rye mash I gave 
about 20-25% lower ethanol yield per utilizable sugars in 
comparison with other mashes. It was probably caused 
by sterilization (see the previous paragraph) or by high 
demands for maintenance or other nonfermentative pro­
cesses.

V. Ethanol yields

Ethanol
(g per 100 g of)

Mash

I II III TV

Fermented mash 4.0 6.8 8.1 5.3

Entry cereal dry matter 16.6 29.7 40.3 25.6

Input sugars 39.9 58.7 65.2 64.8

Cultivation of Rhodotorula glutinis on Distiller’s Slops

Original slops I and IV were chosen for cultivation be­
cause they were prepared in the identical way from diffe­
rent kind of grains. Both cultivations on stillages I and IV 
were compared with fermentation of distiiler’s slops from 
Termesivy distillery.
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Raw material Slops I Slops IV Termesivy slops

VI. Protein and amino acid composition of mashes and slops [% (w/w) in dry matter]

Amino acids rye triticale original cultivated original cultivated original cultivated

Asparagine 0.646 0.643 0.229 0.94! 0.832 0.794 0.474 0.768
Threonine 0.360 0.362 0.216 0.582 0.596 0.600 0.496 0.743
Serine 0.398 0.439 0.219 0.577 0.702 0.579 0.396 0.571
Glutamine 2.440 3.080 1.774 2.751 3.201 3.252 2.270 3.255
Proline 0.943 1.047 1.334 1.102 1.384 1.047 1.103 1.149
Glycin 0.392 0.413 0.490 0.570 0.425 0.506 0.392 0.573
Alanine 0.368 0.366 0.384 0.539 0.389 0.430 0.312 0.514
Cysteine* 0.001 0.001 ■ 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Valine 0.449 0.457 0.501 0.577 0.529 0.485 0.410 0.536
Methionine* 0.007 0.007 0.028 0.037 0.038 0.064 0.024 0.037
Isoleucine 0.360 0.307 0.460 0.489 0.493 0.448 0.236 0.416
Leucine 0.657 0.651 0.861 0.846 0.915 0.818 0.452 0.766
Tyrosine 0.112 0.072 0.225 0.222 0.288 0.211 0.200 0.227
Phenylalanine 0.585 0.430 0.581 0.586 0.555 0.534 0.360 0.544
Histidine 0.237 0.229 0.364 0.536 0.401 0.387 0.180 0.254
Lysine 0.157 0.165 0.174 0.297 0.063 0.099 , 0.041 0.069
Arginine 0.473 0.381 0.780 0.760 0.662 0.892 0.380 0.820
Total amount 8.59 9.05 8.62 11.41 11.47 11.15 7.73 11.24
Proteins 11.9 11.9 14.5 18.8 15.6 17.3 14.4 29.8

* Amino acids were partly hydrolysed during treatment of sample for analysis

The course of cultivation was determined from changes 
of reducing sugar and starch concentrations before and 
after bioprocess (Table IV). Besides these substances the 
utilization of other organic compounds like glycerol was 
also presumed.

It is evident from the results that the biggest fall of all 
analysed compounds (i.e. the best utilization of remaining 
substances) was obtained during 72 hours cultivation of 
distiller’s slops I. This decrease is significant especially 
for reducing sugars, which were utilized by Rhodotorula 
glutinis from 90%. 24 hours cultivation was not sufficient, 
because utilizable substances as starch, glycerol and re­
ducing sugar did not degrade totally.

The aim of cultivation was above all to increase the 
nutritive values of distiller’s slops. During all cultivations 
protein amounts increased in comparison with the raw 
material and original slops (Table VI) especially for Terme­
sivy slops the increase was by 100%. However, Termesi­
vy slops are not typically grain slops, there are addition of 
starch waste. The increase was by 30% for slops I and IV.

The increase of amino acid content is considerable for 
stillages I and Termesivy, for slops IV it was lower prob­
ably because of short-term cultivation. From the feed in­
dustry point of view amino acid content namely lysine, 
arginine and histidine are important. After cultivation 
amounts of these amino acids rose except arginine con­
tent in slops I and histidine in slops IV.

Viscosity Measurement

High viscosity has negative influence on the thicke­
ning of distiller's slops in evaporators. That is why possi­
bilities of viscosity reduction, especially in rye stillages 
were tested (Table VII).

VII. Viscosity of slops and mashes

Sample Viscosity [Pa.s]

Mash I 0.0810
Original slops I 0.0801
Cultivated slops I 0.0347
Mash II 0.0755
Mash III 0.0333
Original slops III 0.0281
Original slops IV 0.0562
Cultivated slops IV 0.0374
Mash V 0.0126
Original slops V 0.0086

Generally triticale materials had lower viscosity than rye 
except the mash III viscosity which decreased from 0.07 to 
0.03 Pa.s after application of enzyme preparation Ultraflo 
L. Lower viscosity value in mash II in comparison with 
mash I shows the influence of longer enzyme action du­
ring the whole process.
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Both bioprocesses - fermentation and cultivation cau­
sed viscosity decrease. The viscosity fall after cultivation 
with Rhodotorula glutinis is higher than after fermenta­
tion with Saccharomyces cerevisiae.

Conclusion

1. Triticale cereal seems to be more convenient for bioe­
thanol production than rye with regard to chemical com­
position (about 9% higher starch content, 2.5% higher 
reducing sugar content and higher weight per hectolit­
re).

2. Adding of enzymatic preparation Ultraflo L to rye mash 
during starch conversion increases ethanol yield, de­
creases viscosity and improves other properties of dis­
tiller’s slops. Rye mashes after Ultraflo L application 
had comparable properties with triticale mashes.

3. For a sufficient starch conversion it is necessary not to 
interrupt enzyme action by sterilization. Sterilization of 
mash before fermentation also considerably lowered 
ethanol yields.

4. Cultivation of Rhodotorula glutinis on distiller’s slops 
improved their quality with regard to a considerable in­
crease of amino acid and protein content and decrease 
of glycerol amount.

5. 24 hours lasting cultivation of Rhodotorula glutinis is 
not sufficient for degradation of all utilizable substances.

Acknowledgement

We would like to thank to dr. Hana Hájková from the 
firm Ekozyme s.r.o., who afforded us enzymatic preparati­
ons of NOVO Nordisk.

References

BASAŘOVÁ G. et. al. (1993): Pivovarsko-sladařská analytika. 
Praha, Merkanta.
CHERYAN M., PAREKH S. R. (1995): Separation of glycerol 
and organic acids in model ethanol stillage by electrodialysis 
and precipitation. Process Biochem., 30: 17-23.
DAVÍDEK J. et. al. (1981): Laboratorní příručka analýzy 
potravin. Praha, SNTL/ALFA.
DELLWEG H.: In: REHM H.-J., REED G. (1983): Biotechno­
logy, Vol. 3. Weinheim.
HOFMANN P. (1982): Wirtschaftlicher Einsatz der Schlempe 
in der Fütterung. In: Handbuch für die Brennerei- und Alkohol­
wirtschaftlicher. Hagen, Dr. M. Beck.
KREIPE H. (1981): Getreide- und Kartoffelbrrennerei. Stutt­
gart, Eugen Ulmer.
MISSELHORN K. (1981): Ethanol als biotechnologische 
Energie-Quelle. Chemie - Ingenieur-Technik, 53: 47-50
MAIORELLA B. L., BLANCH H. W„ WILKE C. R. (1983): 
Distillery effluent treatment and by-product recovery. Proc. 
Biochem., 18: 5-8, 12.
OFFER G., LAUE F. (1982): Gewinnung von amylolytischen 
Enzymen aus Brennereischlempe - ein Betrag zur Senkung der 
Abwasserbelastung. Branntweinwirtschaft, 122: 18-22.
PIEPER H. J. (1990): Utilization of waste materials in alcohol 
industry. Food Biotech., 4: 203-214.
ŠIMŮNEK P„ PELIKÁN M„ STAŇKOVÁ M. (1997): 
Stanovení výtěžku alkoholu u tritikale. Kvasný průmysl, 43: 
99-101.
Technical information of Kvaerner Hetland. 1997.
THACKER, R. S. (1991): European patent WO 91/03543.

. Received December 1, 1997

Souhrn

HINKOVÁ A., CHOTĚBORSKÁ P„ MELZOCH K„ RYCHTERA M„ BUBNÍK Z.: Etanolová fermentace obilných zápar 
se zřetelem na kvalitu lihovarských výpalků. Czech J. Food. Sei., 16: 41-46.

S rostoucí výrobou bioetanolu roste i objem vedlejšího produktu - lihovarských výpalků. Vzhledem к tekutému charakteru, 
vysokému riziku mikrobiální kontaminace a špatné manipulovatelnosti se v České republice výpalky ke komerčním účelům příliš 
nevyužívají. Proto se hledají postupy zlepšující kvalitu lihovarských výpalků, což je předmětem studia této práce. Dosáhnout 
toho lze zejména výběrem vhodné suroviny, technologického postupu, popř. dalšími úpravami. V první části práce byly z žita 
a tritikale připraveny zápary pomocí enzymových preparátů firmy NOVO Nordisk: Termamyl 120 L, BAN 240 L, SAN Super 
240 L a Ultraflo L. Bylo hodnoceno zcukření zápary a po fermentaci Saccharomyces cerevisiae i výtěžky etanolu, které byly 
nejvyšší u žitných zápar s přídavkem Ultraflo L a dále u tritikalových zápar. Preparát Ultraflo L se velmi dobře osvědčil i při 
snižování viskozity zápar. V druhé části práce byl sledován vliv kultivace kmene Rhodotorula glutinis na lihovarských výpalcích 
na jejich vlastnosti. Bylo prokázáno, že následná kultivace značně sníží viskozitu výpalků. Zároveň dojde к vysokému obohacení 
výpalků o bílkovinu (téměř o 30 % u připravovaných výpalků, u výpalků dodaných z lihovaru o 100 %), jejíž aminokyselinové 
složení je pro krmné účely výhodnější.

obilniny; bioetanol; lihovarské výpalky; krmivo; Rhodotorula glutinis
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The Decrease of Energetic Value of Bakery Products using a Commercial 
Resistant Starch

Markéta ČECHOVÁ, Pavla MEDONOSOVÁ, Josef PŘÍHODA

Institute of Chemical Technology - Department of Carbohydrate Chemistry and Technology, 
Prague, Czech Republic

Abstract .

ČECHOVÁ M., MEDONOSOVÁ P., PŘÍHODA J. (1998): The decrease of energetic value of bakery products using a 

commercial resistant starch. Czech J. Food Sei., 16: 47-51.

A commercial resistant starch product Novelose™ was used replacing either part of flour or part of fat in bakery products. When 
wheat flour was replaced, a total water dose to dough had to be increased. Specific volume of standard wheat bread with the 
Novelose was slightly decreased and staling was slower (crumb consistency and mouth feeling was satisfactory after 7 days) in 
comparison to traditional product. Good quality of baked products from whipped batters was reached when 50% of fat was 
replaced by Novelose, but an emulsifier had to be added to improve whipping. When fat is replaced, the decrease of energetic value 
is more important (about 16%) than when flour is replaced.

resistant starch; bakery products; crumb staling; energetic value; dietary fiber

The aim of the work has been to study the possibilities 
of decrease of energetic value of products by replacing a 
part of ingredients in formula with resistant starch Nove­
lose™, a commercial product of National Starch and Che­
mical (1996). Total dietary fiber (TDF) content was increa­
sed by the addition of Novelose (Muir, 1993). Its effect 
on rheological properties of wheat dough was studied by 
means of rheofermentometer (Tripette-Renaud/Chopin) 
and Farinograph (Brabender). Modified formulas of yeast 
leavened wheat bread (Finney, 1984), and yellow layer 
cake were proposed when a part of flour or fat as single as 
in combination were replaced by resistant starch. Enzy­
matic-gravimetric AOAC method procedure (AOAC Me­
thod 985.29) was used for a determination of TDF.

A Decrease of Energetic Value of Food

The way to the energy decrease is either to decrease 
the content of fat and carbohydrates or increase a non- 
-digestible part of food (Roller, J о n e s, 1996). Com­
mercial resistant starch Novelose was used for this pur­
pose. Products and formulas used in this work were re­
stricted by the possibilities of our test baking laboratory 
where only small baked products can be tested. Except of 
this, a Novelose producer has recommended to use it also 
in macaroni products, extruded and fried products (Natio­
nal Starch and Chemical).

A Novelose was used to replace both, flour and fat se­
parately or together. Since Novelose has a water absorp­

tion approximately 180%, more water had to be added when 
fat was replaced. With the Novelose addition dough con­
sistency was more affected than due to the declinations in 
fat-content.

MATERIALS AND METHODS

In all cases a standard commercial wheat flour was used 
for the dough and whipped mass preparation. Flours (fine 
flour T 530 or semi-coarse flour T 400) have ash content 
approximately 0.53% and 0.4%, respectively. Wet gluten 
content is in both of flours in average 26% in d.m.

Standard commercial yeast, salt, sugar, margarine (18% 
moist), sunflower oil and vital gluten (protein content 80%) 
were used in formulas. Different formulas are not descri­
bed here to avoid the confusion when several types of 
products will be mentioned later. Exact formulas will be 
given when the results for separate products will be re­
viewed.

The Farinograph mixing bowl was used for dough 
making for wheat bread and small wheat loaves, the Kit­
chen Aid K5A mixer was used for the dough mixing of 
yellow layer cakes. For the baking the kitchen electric oven 
was used. Weight of the products was measured immedi­
ately after baking and once more next day (white bread).

Volume of the products was measured two hours after 
baking (ICC Standard 131,1980) and cooling at room tem­
perature.
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I. Farinographic characters of wheat flour and a mixture flour + Novelose

Absorption 
[%]

Dough development 
time [min]

Degree of 
softening [FU]

Stability 
[min]

Flour T 530 56.9 4 40 10

Flour T 530 + Novelose (80 : 20) 64 8 5 17

The determination of TDF was based on an enzymatic­
-gravimetric procedure (AOAC Method 985.29). Enzymes 
used for the determination of Total Dietary Fiber were 
from the kit TDF- 100A (Sigma Chemical Co.). AOAC me­
thod was used with the Fibertec E laboratory instrument 
for the enzymatic hydrolysis of starch and protein.

Energetic value was calculated on the base of the ener­
getic value of the ingredients.

Sensory analysis covered evaluation of crumb colour, 
crumb structure, aroma intensity, taste intensity, and mou­
thfeel.

The evaluation of rheological properties of flour resp. 
dough Farinograph

A standard farinographic curve was registered (ISO 5530 
Part 1) with flour and with the mixture of flour and Novelo­
se (80 : 20 weight parts). Absorption, dough development 
time, stability, and degree of softening (12 minutes after 
maximum) were determined by this way. The effect of No­
velose on the flour properties is shown in Table I (results 
are an average of two determinations).

The consequences of Novelose addition are: increase 
of water absorption due to high absorption of Novelose 
itself (180%), a prolongation of dough development and 
lower softening degree.

Rheofermentometer

Rheofermentometer is used to testify a yeast leavened 
dough ripening by means of increase of dough volume 
and CO2 volume. Formulas of different types of dough are 
given in Table II.

II. Formulas of different types of dough measured at rheo­
fermentometer as described by Eerlingen et al. (1994)

Ingredients
Type of dough

I II in IV

Flour T 530 [g]) 228 300 228 300
Wheat gluten [g] 12 - 12 -
Novelose [g] 60 - 60 -
Yeast [g] 2.28 2.28 2.28 2.28
Sugar [g] - - 18 18
NaCl [g] - 4.5 4.5
Margarine [g] - - 9 9
Water [%] 59.9 55.7 59.2 54.3

Dough was mixed in farinographic bowl at 30 °C with 
the addition of water on the consistency of 600 FU. Mixing 
time was 7 minutes. 315 g of dough was put in the bowl of 
rheofermentometer not later than 3 minutes after the end 
of mixing. The bowl has to be hermetically closed. Tempe­
rature was kept on 28.5 °C. Two diagrams have been dra­
wn during measurement. One of the diagrams shows the 
development of dough height in mixing bowl with time 
(Fig. 1). The level of dough is registered in the range from 
0 (at the beginning) to 100% (maximum height). The se­
cond diagram shows two curves (Fig. 2). First one records 
the changes of a pressure of atmosphere in bowl during 
the time of fermentation (full curve). The second one re­
cords the pressure of the same mixture of gases in bowl 
reduced by the CO2that was absorbed by KOH solution 
(dashed curve). Consequently, the two curves on this di­
agram are identical only to the moment when the protein 
structure is weakened and is not able to keep fully the 
fermentation gas inside the cells. On the base of differen­
ce between two curves, gas retention coefficient can be 
calculated as per cent of not released gas.

T - time in which maximum height was reached

1. Rheofermentometric curve recording the height of dough

T and T - special characteristic times empirically read off the 
curves

2. The example of curves recording gas release
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Rheofermentometric results with dough I and II
Dough development (height): 1 hour and 50 minutes 

reached a maximum; dough with Novelese (I) showed 
slight decrease after this maximum.

Gas release: The shape of curves for the dough I and II 
is similar but gas production in dough with Novelose was 
slightly lower, probably due to the lower content of fer­
mentable saccharides from flour. Gas retention was very 
good for both of the dough. Retention coefficient was 
93.6% for dough I and 94.1% for dough II, but absolute 
volume of gas production was small.
Dough III and IV

Dough development: the grow of height was identical 
till 2 hours and 20 minutes, then dough IV continued to 
increase volume only. Dough with Novelose kept then 
almost at the same level.

Gas release: The shape of curves did not differ signifi­
cantly but again a gas release in the dough with Novelose 
was slightly lower. The explanation is probably the same 
as for the flour I. Retention of gas was better than for 
dough I and II. Retention coefficients were 97.3% (dough 
Ш) and 98.4% (dough IV).

PROCESSING OF PRODUCTS AND RESULTS

White Wheat Bread

For the white wheat bread (approx. 1.3 kg) a formula 
proposed by Finney (F i n n e у, 11984) was used. Dough 
was mixed in the Farinograph mixing bowl to the consis-

III. Formula and results for white wheat bread

Ingredients [g]

Bread

standard with Novelose

Wheat flour T 530 1000 760
Margarine 30 30
Sugar 60 60
NaCl 15 15
Yeast 7.6 7.6
Wheat gluten - 40
Novelose - 200
Water 445 530
Properties

Weight after baking [g]
1. day 1 305 1 315
2. day 1 265 1 265

Loaf volume [cm1] 2 982 2 831
Penetration in crumb [mm] 184.5 185.3
TDF in fresh bread [% in d.m.] 10.3
TDF after 7 days
storage [% in d.m.] 11.1
Energetic value [kJ per 100 g] 1 319 1 280

tency 500 FU and left to fermentation for 105 minutes in 
proofing box at 32 °C. Dough was remixed after rest time 
25, and 50 minutes. After proofing, dough was put to the 
forms and left for final proofing for approx. 55 minutes. 
Breads were baked for 24 minutes in kitchen electric oven 
heated to 215 °C.

Despite the determination of TDF is very complicated 
and error of method is not negligible, our results confirm 
conclusions of E e r 1 i n g e n et al. (1994), that content of 
resistant starch increased during bread storage.

Small Yeast Leavened Wheat Loaves

Dough was mixed in farinographic bowl with the consi­
stency 600 FU. Proofing time was 45 minutes at 32 °C, then 
dough was remixed and divided to the pieces of 70 g 
weight. The loaves were left for 50 minutes for final proof­
ing. Baking temperature was 230 °C, baking time 15 minu­
tes for standard formula, 18 minutes for dough with Nove­
lose. In formula wheat bread improver Naturbak (based on 
whey, oxidizer and emulsifier, Comp. Lactoprot Bohemia, 
České Budějovice) was included. The formula and results 
are shown in Table IV (results are an average of two deter­
minations, consequently more detailed statistical evalua­
tion was not done).

IV. Formula of small wheat loaves

Ingredients [g]
Standard dough 

receptura
Dough with 

Novelose

Wheat flour T 530 1 000 1 000
Yeast 40 40
Margarine 40 20
NaCl 20 20 .
Naturbak 15 15
Water 531 563
Novelose - 20
Properties
Weight of loaf (g) 59 61.7
Loaf volume (cm3) 219 203
Baking time (min) 15 18
TDF (% in d.m.) 4.1 5.8

The loaves with Novelose showed greater yield but their 
crust colour was poorer. Interesting result is the increase 
of TDF (about 1.7%) when 2% of fat were replaced by 2% 
of Novelose. But producer of Novelose informs that a 
content of resistant starch in Novelose is approx. 30%. 
Consequently, the dose of resistant starch should in­
crease TDF about 6%. But again the difference can be 
connected with the error of method.

Yellow Layer Cake

Traditional process was used to whip eggs with sugar. 
Before the end of whipping all other ingredients and water
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were added. Finally flour, leavening agent, and oil were 
carefully mixed to the whipped mass. Yellow layer cake 
were baked in round form of constant diameter.

Six types of masses were whipped. For three of them 
fine flour T 530 was used, for three semi coarse flour T 400. 
Type I used the traditional standard formula, in types II, 
III, and IV 50% of fat was replaced by Novelose, in types 
V and VI all fat was replaced (Table V).

All the products were compared to the cake I, the stan­
dard formula without Novelose. The best height of cake 
was observed with cake IV with lower level of Novelose

and with leavening agent added. Almost the same height 
was observed with cakes V and VI where all fat dose was 
replaced by Novelose. But the structure of cake VI was 
too crumbly and the crumb of cake V was too sticky. The 
formula of cakes V and VI differed in the use of fine and 
semi-coarse flour only.

TDF content was considerably increased in the cake 
with Novelose (3.5%). As in the wheat bread, ±e content 
of TDF in the cake with Novelose was slightly higher than 
it would be proportional to resistant starch addition. TDF 
content yet increased after the cooling of cake.

V. Formula for yellow layer cake

Ingredients [g]

Types of mass

I II Ш rv V VI

Flour - semi coarse 1 000 1000 - - - 1 000
- fine - - 1 000 1000 1 000 -

Sunflower vegetable oil 200 100 100 100 - -
Sugar 770 770 770 770 770 770

Eggs 1 180 1 180 1 180 1 180 1 180 I 180
Leavening agent - - - 30 30 30
Novelose - 100 100 100 200 200
Water 120 300 300 300 480 480
Properties
Height of cake [cm] 2.7 2.7 1.7 3.05 2.9 3
TDF [% in d.m.] 1.9 5.4
Energetic value [kJ per 100 g of product] 1 529 1 277 1 277 1 290 1 146 1 146

Conclusions Acknowledgement

Yeast leavened wheat bread products showed a slight 
decrease of specific volume when resistant starch (Nove­
lose) was used. The decrease of volume was in accordan­
ce with the results of measurement with Rheofermentome- 
ter Chopin. Products with Novelose showed greater yield, 
higher crumb moisture and slower staling during 7 days 
storage. Total dietary fiber content was increased by No­
velose addition without any remarkable changes in taste. 
TDF content was yet increased after 7 days storage prob­
ably due to gradual transformation of starch to resistant 
starch. The taste of bread was good but not fully typical 
for bread. Crumb structure was to some part similar to fine 
sweet good as e.g. sand mass products.

When used in whipped batters (yellow cake), acceptable 
results were obtained with 50% fat replaced by Novelose. 
This way the decrease of energetic value 16.5% was rea­
ched but whippability was worse than with the traditional 
formula. However whippability can be considerably impro­
ved when whipping stabilizer is used. Crumb structure of 
yellow cake is slightly affected by addition of Novelose but 
by means of suitable combination of ingredients and whip­
ping conditions the difference can be acceptable from the 
point of view of considerable decrease in energetic value.

We appreciate the help of National Starch and Chemi­
cal, Praha and Lactoprot Bohemia, České Budějovice with 
supply some of the ingredients.
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Souhrn

ČECHOVÁ M., MEDONOSOVÁ Р., PŘÍHODA J. (1998): Snižováni energetické hodnoty pekařských výrobků rezistentním 
škrobem. Czech J. Food Sei., 16: 47-51.

Práce byla zaměřena na snižování energetické hodnoty u vybraných pekařských a cukrářských výrobků. Sníženi energetické 
hodnoty lze dosáhnout snížením obsahu tuku, cukru nebo zvyšováním obsahu nestravitelného podílu v potravině. Pro sníženi 
obsahu energie a zvýšeni obsahu vlákniny u výrobků byl vybrán výrobek firmy National Starch and Chemical - rezistentní škrob 
Novelose™, jehož vliv na reologické vlastnosti pšeničných těst byl sledován na rheofermentometru a farinografu. Rezistentním 
škrobem byl ve vybrané srovnávací receptuře (pšeničného chleba, běžného pečivá a korpusů ze šlehaných hmot) částečně nahrazen 
tuk nebo mouka, nebo část obou zmíněných surovin současně. К výpočtu energetických hodnot byly použity tabulky nutričních 
hodnot potravin po odečteni podílu vlákniny potravy. Vláknina potravy byla u senzoricky nejlepšich výrobků stanovena enzymově- 
gravimetrickou metodou AOAC. U pekařských výrobků, pšeničného chleba a běžného pečivá došlo při použiti výrobku Novelose 
к malému sníženi objemu, což koresponduje s výsledky reofermentometrických měření. Obsah vlákniny v pšeničném chlebu 
s Novelosou byl poměrně vysoký (10,3 %) a během skladováni se ještě zvýšil na 11,1 %. I přes menší objem byly výrobky 
s přídavkem rezistentního škrobu vláčnější a vláčnost si zachovávaly i v průběhu sedmidenniho skladování. U korpusů ze šlehaných 
hmot se výrobek Novelose osvědčil i v poměrně vysokých dávkách к nahrazení až 50 % recepturní dávky tuku. Snížením obsahu 
tuku se snížila energetická hodnota výrobků až o 16,5 %, ale došlo ke zhoršení šlehatelnosti hmot. Tento nedostatek se neprojeví 
v přítomnosti vhodného emulgátoru.

rezistentní škrob; pekárenské výrobky; stárnuti pečivá; energetická hodnota; vláknina potravy
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Errata
Prosíme čtenáře o opravu názvu práce autorů Kučerová R., Čepička J. uveřejněné v čísle 1/1998 na straně 15 
- The readers should kindly correct the title of the paper published in issue 1/1998 on page 15:

Malolactic Fermentation in the course of Wine Formation.
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Z VĚDECKÉHO ŽIVOTA
Mezinárodní konference o NIR spektroskopii

Ve dnech 15.-19. září 1997 se v prostorách Haus der Technik e.V, Essen (SRN) konala 8th International Conference on 
Near-Infrared Spectroscopy, tentokrát pod názvem Spectroscopy-Sensors-Chemometrics. Pořádal ji Mezinárodní vý­
bor pro spektroskopii v blízké infračervené oblasti (ICNIRS) za předsednictví F. E. Burtona II (USA), pod záštitou prof. 
Dr. H. W. Sieslera z Ústavu fyzikální chemie Univerzity v Essenu. Konference se koná každé dva roky.

Na konferenci zaznělo 43 plenárních referátů vysoké odborné úrovně (v devíti sekcích), bylo prezentováno 189 
posterů (v jedenácti sekcích) a mimo hlavni sál zástupci 14 předních firem předváděli produkty technologie NIKS. Těsně 
před zahájením konference byl pro zájemce uspořádán speciální kurs o teorii, instrumentálních otázkách a aplikacích 
NIRS a o základech chemometrie. Hlavního (pětidenního) jednáni se zúčastnilo přes 400 účastníků z Evropy i zámoří 
a asi 150 zájemců za zlevněné jednodenní vložné. Dva nejlepší postery byly odměněny zvláštní cenou. Organizace 
konference byla precizní, dávala velký prostor neformálním kontaktům mezi účastníky mimo oficiální jednání a spole­
čenská úroveň byla přiměřená.

První den byl věnován základním problémům NIR spektroskopie, druhý den aplikaci optických senzorů v chemických 
výrobách a v kontrole životního prostředí, dále aplikaci NIRS v lékařství, třetí den aplikaci NIRS ve farmaceutickém 
průmyslu, petrochemii a technologii plastů, čtvrtý den aplikaci NIRS v potravinářství a pátý den aplikaci v zemědělství. 
Jednání se aktivně zúčastnil zakladatel techniky NIRS Karl Norris (75 let) a dr. John S. Shenk, světoznámý tvůrce 
software pro NIRS techniku (oba USA).

К zajímavým referátům patřila zpráva od fy Zeiss Jena o miniaturizaci přístrojů NIRS (s využitím laserů), které budou 
přenosné a budou na trhu už v roce 1998. Zajímavý trend představuje využití optických senzorů, které umožní přímé 
vpichy sondy do měřených materiálů, aniž by materiál bylo třeba upravovat a pak plnit do měřících kyvet stabilních 
přístrojů. Lékař E. N. Lewis představil nové směry využití NIRS v kardiochirurgii. G. B. Osborne z Austrálie představil 
aplikaci NIRS při měření stupně zmazovatění škrobu při chemických úpravách potravin. Prof. Murray ze Skotska před­
nesl referát zaměřený na techniku měření autooxidace rybích tuků po ošetření antioxidanty. Dr. Batten z Austrálie 
pojednal o možnostech nasazení techniky NIRS к objektivnímu stanovení pálivosti papriky, pepře a jiného koření, ačkoli 
chemické stanovení je přinejmenším problematické. Přítomné zaujalo vystoupení Johna Shenka o tom, jak placená 
poradenská služba v USA využívá.NIRS к mapování zapojenosti a složení golfových a fotbalových trávníků, к hodno­
cení jejich výživného stavu, aktuální potřeby závlahy a ošetření po zátěži. .

V zemích EU byl proveden kruhový test a nyní se dopracovávají detaily propojení jednotlivých laboratoří NIRS ke 
stanovení vlhkosti, dusíkatých látek a oleje v řepce s využitím kalibrací v neurální síti. Další příspěvky v zemědělské 
sekci byly zaměřeny na vývoj rutinního měření kvality silážní kukuřice, měření průběhu degradace vlákniny pícnin 
v bachoru, měření orientace celulózových fibril v lignifikovaných pletivech, к měření drsnosti povrchu a barvy rostlin aj.

Z posterů byla nejpočetnější sekce „agro” (45) s tematicky různorodým zaměřením - od aplikací NIRS v cukrovamictví 
a mlynářství к identifikaci odrůd rýže, к hodnocení sladké chuti jablek (aniž by plody bylo třeba při měření poškodit), 
biologické aktivity tříslovin a polyfenolů leguminóz, neurotoxinů, kvality odrůd olejnin, luskovin, ovoce, zeleniny, 
aminokyselin v zrnech ječmene až po sestavování směsí tabáku podle senzorických vlastností. Zde byl prezentován 
poster autora zprávy Využití diskriminační analýzy pro predikci botanického složeni lučního porostu*.  Z ČR se 
konference zúčastnila Ing. G. Budínová (VŠCHT Praha) s posterem: Studium laktace za použiti spektroskopie v blízké 
infračervené oblasti a FT Romanovy spektroskopie: stanoveni bílkovin v lidském mléce (Budínová G., Čurda L., 
Volka, K.), který byl zařazen do sekce potravinářské. V této sekci bylo prezentováno celkem 31 posterů к hodnocení 
kvality oleje, vařených brambor, ovocných šťáv, surového mléka, různých druhů masa, kvantitativní analýze alkoholu 
skutečného extraktu, hustoty, obsahu dusíku a polyfenolů v pivu, dále chemického složení medu aj.

* s podporou GA ČR v rámci grantového projektu č. 503/95/1457

Pro účastníky konference byl vydán pracovní sborník referátů a abstrakta posterů. Oficiální sborník z konference 
vyjde na jaře 1998 jako zvláštní číslo časopisu Journal of NIR Spectroscopy (Chichester, U.K.) včetně CD-ROM.

Další, tj. devátá mezinárodni konference o NIR spektroskopii (NIR 99), se bude konat ve Veroně (Itálie) ve dnech 
13.-18.6.1999 pod názvem Toward the 3rd Millenium.

Konference potvrdila, že spektroskopie v blízké infračervené oblasti se v posledním desetiletí stala respektovanou 
metodou, která ve výrobě postupně nahrazuje zdlouhavé a náročné konzervativní techniky stanoveni kvality surovin, 
meziproduktů i finálních výrobků a uplatňuje se při monitoringu změn na nejrůznějších objektech (od lidského těla až po 
životní prostředí), při studiu procesů atd. V zemědělství a potravinářství má své pevné místo jako velice operativní 
(měření trvá asi 2 minuty), nedestrukční (změřené semeno lze vysít), vzorek „nekonzumující” a přitom dostatečně přesná 
a při sériovém měření levná metoda.

Václav Mika, Praha
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Tvorba kadaverínu a amoniaku činnosťou niektorých baktérií 
za modelových podmienok

Gabriel GREIF, Maria GREIFOVÁ, Jolana KAROVIČOVÁ

Slovak Technical University - Faculty of Chemical Technology, Bratislava, Slovak Republic

Abstract

GREIF G., GREIFOVÁ M., KAROVIČOVÁ J. (1998): Cadaverine and ammonia production by some bacteria under model 
conditions. Czech J. Food Sei., 16; 53-56.

Cadaverine and ammonia production was studied in meat-peptone broth at a temperature of 20 °C as resulting from the activity 
of bacterial strains from the family Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Serratia marcescens) and pseudomonads 
(Pseudomonas fluorescens). Initial densities of microorganisms were 10s KTJ.cm'3. The highest concentrations of cadaverine were 
determined in Escherichia coli in 48 h (260 pg.cm'3) and Proteus mirabilis in 72 h (ТП pg.cm'3). Ammonia concentration in 72 h 
was highest in Serratia marcescens (401 pg.cm"3) and Pseudomonas fluorescens (605 pg.cm"3). Relatively high correlations 
(0.95-0.99) were calculated for the relation of cadaverine concentration to the initial density of microorganisms (KTJ. cm"3) 
(Escherichia coli, Proteus mirabilis) and/or to biomass amount (expressed in form of turbidity).

cadaverine; ammonia; Escherichia coli; Proteus mirabilis; Serratia marcescens; Pseudomonas fluorescens

Súhrn

GREIF G., GREIFOVÁ M., KAROVIČOVÁ J. (1998): Tvorba kadaverínu a amoniaku činnosťou niektorých baktérii 
za modelových podmienok. Czech J. Food Sei., 16; 53-56.

Zamerali sme sa na produkciu kadaverínu a amoniaku kmeňmi baktérií z čelade Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Proteus 
mirabilis, Serratia marcescens) a pseudomonády (Pseudomonas fluorescens) v másopeptónovom bujóne pri teplote 20 °C. 
Vstupné denzity mikroorganizmov holi 105 KTJ.cm'3. Najvyššie koncentrácie kadaverínu boli zistené u Escherichia coli po 48 h 
(260 pg.cm 3) a Proteus mirabilis po 72 h (277 pg.cm'3). Koncentrácia amoniaku po 72 h bola najvyššia u Serratia marcescens 
(401 pg.cm 3) a Pseudomonas fluorescens (605 pg.cm 3) Pri sledovaní závislosti koncentrácie kadaverínu od vstupnej denzity 
mikroorganizmov (KTJ.cm 3) (Escherichia coli, Proteus mirabilis), resp. od množstva biomasy (vyjadrenej vo forme zákalu) boli 
zistené poměrně vysoké korelácie (0,95-0,99).

kadaverín; amoniak; Escherichia coli; Proteus mirabilis; Serratia marcescens; Pseudomonasfluorescens

Pósobenim fýzikálnych, chemických a biochemických 
faktorov počas produkcie a skladovania potravin dochá- 
dza к vzniku cudzorodých látok, ktoré sú z hl’adiska 
zdravotně bezchybnej poživatiny nespecifické, resp. ne- 
charakteristické. Do tejto skupiny látok patria vo výživě 
hygienicky významné aminy a amoniak ako dósledok bio­
chemických procesov sposobených mikroorganizmami 
(Brink ten etal., 1990;Silla Santos, 1996).Tieto 
látky (pri určitých koncentráciách) móžeme považovať za 
chemické ukazovatele mikrobiálně) kontaminácie poživa­
tin.

Produkcia amínov a amoniaku baktériami je značné 
ovplyvnená teplotou prostredia vzhl’adom na skutočnosť, 
že ovplyvňuje nielen rast mikroorganizmov, ale aj aktivitu 
dekarboxylačných enzýmov (Ratkowsky et al., 1983;

Zwieterling etal., 1991;Greif, Greifová, 1997). 
Doplňkové faktory (prítomnosť kyslíka, hodnota pH 
prostredia, obsah glukózy, redox potenciál) tiež značné 
vplývajú na rast mikroorganizmov a produkciu amínov 
a amoniaku (Halász et al., 1994).

Putrescin, kadaverín, histamín, spermín a spermidín boli 
identifikované v rozkladajůcich sa rybách. Miet z 
а К a r m a s (1978) definovali index chemickej kvality tzv. 
BAI index pre posúdenie stupňa rozkladu mäsa mořských 
rýb ako poměr obsahov (v mg.kg1) (putrescín + kadave­
rín + histamín): (1 + spermidín + spermín).

Aeróbne skladovanie čerstvého mäsa vedie к rozdiel- 
nym koncentráciám kadaverínu a putrescínu. Sumu kon- 
centráciitýchtoamínovpoužiliS1 emr a Beyerman 
(1985) na hodnotenie kvality bravčového a hovädzieho
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mäsa a na základe obsahu sledovaných diamínov rozdělili 
bravčové maso do troch skupin. Podťa ich výsledkov ska- 
zené bravčové maso obsahovalo okolo 60 mg.kg"1 prie- 
memej hodnoty sumy (kadaverín + putrescín).

Vzťah medzi zložením mikroflóry a obsahom biogénnych 
amínov bol podrobné študovaný vo fermentovaných po­
travinách, ako sú napr. syry (Joosten, N o r t h o 11, 
1987), kyslá kapusta (May er, Pause, 1972), hovádzie 
mäso (Sayem-el-Daher etal., 1984), pivo (Zee et 
al, 1981).

Ciefom práce bolo poukázať na produkciu kadaverínu 
a amoniaku baktériami z čeYaáeEnterobacteriaceae apseu- 
domonády, ako aj poukázať na koreláciu medzi koncentrá- 
ciou kadaverínu a počtom buniek, resp. množstvom 
biomasy.

MATERIÁL A METODY

Použité mikroorganizmy

Escherichia coli (izolovaná z čerstvého kravského mlie- 
ka, potvrdená biochemickými testami)

Pseudomonas fluorescens (izolovaný z čerstvej kapusto­
vé) šťávy, potvrdený biochemickými testami)

Proteus mirabilis CCM 1944
Serratia marcescens ATCC 2222

Priprava inokula

Z dvadsaťhodinovej kultury uchované) na šikmom GTK 
agare bola připravená suspenzia baktérii vyšetřovaného 
kmeňa vo íyziologickom roztoku (0,85% NaCl + 0,1% pep- 
tón) o požadované) hustotě (3 х 108 KTJ.cm*3), ktorá zod- 
povedá I. zákalovému stupňu Mc Farlandovej stupnice. 
Desiatkovým riedením bolo připravené inokulum, ktoré 
bolo aplikované (1 cm3) do 10 cm3 sterilného mäsopepto- 
nového bujónu (MPB) v skúmavkách. Stacionárna kulti- 
vácia prebiehala pri teplote 20 °C.

Stanovenie počtu mikroorganizmov
Počty mikroorganizmov (KTJ.cm"3) pre Proteus mirabi­

lis a Escherichia coli boli stanovené kultivačnou meto­
dou (rozterom 0,2 cm3 na Petriho miske) na GTK agare.

Stanovenie amoniaku

Amoniak bol stanovený mikrodifuznou metodou v Con- 
wayovej nádobke (D a v i d e к et al., 1981)

Stanovenie amínov
Aminy boli stanovené po odstředění (9 000 mm1) 

v supernatante vo forme dansylderivátov metodou HPLC 
(Greif etal., 1997)

VÝSLEDKY A DISKUSIA

Namerané výsledky (obr. 1 A) ukazujů, že námi sledova­
né kmene druhov baktérii Escherichia coli, Proteus mira­
bilis, Serratia marcescens a Pseudomonas fluorescens sú 
schopné produkovať enzým lyzíndekarboxylázu (L-lyzín 
karboxy-lyáza; EC 4.1.1.18) podiefajúci sa na tvorbě kada­
verínu v MPB. Okrem toho sú schopné produkovať aj

deaminázy (napr. L-arginín amidinohydroláza; EC 3.5.3.1), 
podiefajůce sa na deaminácii arginínu, čoho dókazom je 
prítomnosť amoniaku vo vzorkách (obr. 1B). Baktérie 
s vyššou proteolytickou aktivitou (Serratia marcescens 
a Pseudomonas fluorescens) produkujů viac amoniaku 
a menej kadaverínu, baktérie s nižšou proteolytickou 
aktivitou (Escherichia coli a Proteus mirabilis) menej 
amoniaku a viac kadaverínu (obr. 1). Ich prítomnosť a po- 
množenie sa na substrátoch s vyšším obsahom aminoky­
selin (vol’ných) a bielkovín (mäso, ryby, bielkovinové hyd- 
rolyzáty) móže spósobiť významnú produkciu kadaverínu, 
ale aj amoniaku. Z výsledkov uvedených na obr. 1 vy­
vstává otázka prečo nebol obdobné sledovaný aj putres­
cín. Tu móže byť odpoveďou poměrně nízká koncentrácia 
putrescínu po 24 hodinách kultivácie (4-16 pg.cm"3) ako 
aj skutočnosť, že putrescín je tvořený jednak priamo de- 
karboxyláciou ornitínu, ale aj nepriamo z arginínu cez ag- 
matín, resp. citrulín a ornitín.

Významnosť sledovania koncentrácii kadaverínu pro­
dukovaného kmeňmi Escherichia coli a Proteus mirabilis 
vyplývá z pomeme vysokého zastůpenia týchto mikroor­
ganizmov v surovinách rastlinného (103-108 KTJ.g"1) 
a živočišného póvodu (102-105 KTJ.g1). Pre sledovanie 
koncentrácii kadaverínu bol použitý masopeptónový 
bujón naočkovaný bakteriálnou kultúrou v denzitách 
102-106KTJ.cm"3 a kultivovaný pri teplote 20 °C. Závis- 
losť medzi vstupnou denzitou mikroorganizmov a koncen- 
tráciou kadaverínu po 24 a 48 hodinách pri teplote kultivácie 
20 °C je uvedená na obr. 2. Námi sledované kmene mikro-

čas' [h]

l. Produkcia kadaverínu (A) a amoniaku (B) vybranými kmeňmi 
mikroorganizmov v mäsopeptönovorn bujóne pri teplote 20 °C 
- Cadaverine (A) and ammonia (В) production by selected mi­
croorganism strains in meat-peptone broth at 20 °C
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Абзо

2. Korelácia medzi vstupnou koncentráciou mikroorganizmov resp. absorbanciou pri X = A6M a koncentráciou kadaverinu pře 
Escherichia coli (A, A,) a Proteus mirabilis (В, В,), kultivovaných v МРВ při teplotě 20 °C - Correlations between initial 
concentration of microorganisms and/or absorbance at X = Au0 and cadaverine concentration for Escherichia coli (A, A,) and 
Proteus mirabilis (В, B,) cultured in MPB at a temperature of 20 °C

organizmov sú schopné produkovat’ enzým lyzindekarbo- 
xylázu při teplote 20 °C. Aj napriek tomu, že optimálna 
teplota pre lyzíndekarboxylázu je 30-35 °C, dochádza 
к produkcii kadaverinu a jeho koncentrácie nie sú za- 
nedbatefné. Koncentrácia vytvořeného kadaverinu kmeň- 
mi Escherichia coli a Proteus mirabilis pri daných pod- 
mienkach kultivácie je priamo úměrná množstvu biomasy 
(vyjadrenej vo forme zákalu) po 24 а 48 hodinách, ako aj 
vstupnej koncentrácii buniek (KTJ.cm'3).

Na základe týchto skúseností, ale aj z ďalších výsled- 
kov z našich laboratórií sa domnievame, že pri posudzova- 
ní čerstvosti mäsa je účelné neorientovať sa len na limitu- 
júce koncentrácie amoniaku, ale sledovať aj přítomnost* 
amínov, predovšetkým kadaverinu, a pri mikrobiologických 
vyšetreniach vstupných surovin robiť aj analytické vyše- 
trenia na mikrobiálně produkty, aby bolo možné dať ade- 
kvátnu odpověď na kvalitu vstupnej suroviny.
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Vliv některých rostlinných olejů na vybrané mikroorganismy*
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Abstract

ERBAN V., GABROVSKÁ D., VAVREINOVÁ S. (1998): Effect of some vegetable oils on a select microorganisms. Czech J. 
Food Sei.,/6: 57-60.

The effect of evening primrose, rape and sunflower oils on the growth of Pseudomonas putida, Proteus vulgaris and Micrococcus 
luteus at 6 and 17 °C has been studied. The 4% evening primrose oils and the rape one in Nutrient broth No 2 have higher 
bacteriostatic effects than the 4% sunflower oil at 6 °C. No significant differences were detected at 17 °C for the both concentra­
tions of all the tested oils. In summary a slight bacteriostatic effect of the evening primrose oil is depending on the type 
of microorganism, cultivating temperature and oil concentration. With respect to applicability of the evening primrose oil concen­
tration (1-2%) in foods, from the sensorial acceptability (Vavreinová, 1995), the importance of the evening primrose oil as a 
bacteriostatic additive is imponderable.

evening primrose oil; vegetable oil; bacteriostatic effect

Souhrn

ERBAN V, GABROVSKÁ D., VAVREINOVÁ S. (1998): Vliv některých rostlinných olejů na vybrané mikroorganismy. 
Czech J. Food Sei., 16: 57-60.

К prokázáni bakteriostatického účinku pupalkového oleje byl sledován jeho vliv na růst mikroorganismů Pseudomonas putida, 
Proteus vulgaris a Micrococcus luteus v živném bujónu č. 2 při teplotách 6 a 17 °C a porovnán s účinky řepkového a slunečnicového 
oleje. Při teplotě 6 °C médium se 4 % pupalkového nebo řepkového oleje vykazovalo vyšší bakteriostatický efekt než stejné 
médium se 4 % slunečnicového oleje. Při teplotě 17 °C nebyly mezi jednotlivými oleji pozorovány významné rozdíly. Je možné 
konstantovat, že mírný bakteriostatický vliv pupalkového oleje je závislý na typu mikroorganismu, teplotě a koncentraci oleje. 
Vzhledem ke koncentracím (1-2%) pupalkového oleje aplikovaným z hlediska senzorické přijatelnosti (Va v r e i n o v á, 1995) do 
potravin je jeho význam jako bakteriostatického přídavku problematický.

pupalkový olej; rostlinný olej; bakteriostatický vliv

Vztahy mezi potravinářskými oleji a mikroorganismy jsou 
velmi významné. Mikroorganismy negativně ovlivňuji sta­
bilitu olejů. Látky vznikající během kažení potravinářských 
olejů jsou potenciálně zdravotně závadné (Hrubý et al., 
1994,1995). Různé typy olejů však ovlivňují růstové cha­
rakteristiky mikroorganismů (H i m e j i m a, Kubo, 1990; 
Halpin-Dohnalek,Marth, 1990;L ock,B oard, 
1996). .

Růstové charakteristiky Staphyloccocus aureus byly 
studovány v syrovátce, mléku, smetaně a másle. Některé 
kmeny produkovaly enterotoxin A ve sladké smetaně ob­
sahující 18 nebo 32 % tuků. Smetanovo-olejová emulze 
(obsahující 35 % tuku složeného z 60 % kukuřičného oleje 
a 40 % mléčného tuku) a máslo stloukané z této emulze

neumožovaly růst většiny kmenů při všech inkubačních 
teplotách (Halpin-Dohnalek, 1989; Halpin-Do­
hnalek, Marth, 1990). Také růst salmonel je inhibo- 
ván v přítomnosti olejů. Rychlost odumírání salmonel se 
liší podle typu oleje: nejrychleji odumírají v olivovém oleji 
s česnekem a bazalkou, následuje olej ze sóji, arašídů, slu­
nečnice, lískových ořechů a směsného olivového oleje 
(Lock, Board,1996).

Byl rovněž studován vliv rostlinných tuků na kažení 
masa. Z výsledků vyplývá, že celkový obsah rostlinného 
tuku významným způsobem neovlivňuje počty bakterií 
v syrovém hovězím mase doplněném hydrogenovaným 
sójovým olejem s jodovým číslem 70. Avšak s dobou skla­
dování byly významně (P < 0,001) ovlivněny jak standard-
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ní celkové počty (SPC), tak psychrotrofhí celkové počty 
(PPC). Počty bakterií se s dobou skladování zvyšovaly. Ve 
všech studovaných případech bylo PPC vyšší než SPC, 
což podle autorů naznačuje, že v syrovém hovězím mase 
převládá psychrotrofhí mikroflóra (T i b i n, Melton, 
1990). •

Rostlinné oleje mají také antimykotické a fungistatické 
účinky; například řepkový olej je obsažen v postřikových 
přípravcích BIOOL a BIOTON firmy AGRO*BIO Rokyca­
ny.

Antimikrobiální aktivita se přisuzuje fenolickým složkám 
olejů.H imej ima a Kubo (1991)izolovali lófenolic- 
kých složek z oleje vyrobeného z kešú oříšků. Většina z nich 
vykazovala potenciální antimikrobiální aktivitu proti gram- 
-pozitivním bakteriím. Streptococcus mutans, jedna z bak­
terií podílející se na kažení zubů, a Propionibacterium 
acnes způsobující akné byly к těmto látkám jedny z nejcit­
livějších.

Současný potravinářský výzkum se zajímá o pupalkový 
olej jako o dobrý zdroj značného množství přírodní kyseli­
ny y-linolenové (C ar te r, 1988; Koblicová et al., 
1990). Informace o možném inhibičním účinku na mikroor­
ganismy nebyly zatím publikovány.

Cílem naší studie bylo analyzovat možnost využití pu- 
palkového oleje také proti kažení potravin způsobenému 
saprofytickými mikroorganismy. Bylo provedeno srovná­
ní s řepkovým olejem, jehož ochranné vlastnosti byly po­
psány, a slunečnicovým olejem jako standardním kuchyň­
ským olejem. Teploty byly voleny tak, aby simulovaly 
teploty chladničky a transportní teploty.

MATERIÁL A METODY

Bakteriální kmeny

Proteus vulgaris (DAM-3107), Pseudomonas putida 
(RIFFS-B3) a Micrococcus luteus (Lactoflora 231) byly 
udržovány na šikmém agaru (Nutrient Agar No2, Oxoid) 
o pH 7 a jednou za tři měsíce byly přeočkovány.

Výchozí kultury pro inokulum byly připraveny inokula- 
cí kličky do 5 ml média Nutrient broth No2 (Himedia) o pH 
7 a inkubovány při 25 °C 16 hodin na reciproké třepačce. 
Ve všech případech bylo inokulum ředěno tak, aby vý­
chozí koncentrace bakterií byla přibližně 103 CPM/ml.

Média

Pro kultivace byla použita živná média Nutrient Agar 
No2 pH 7 (Oxoid) a Nutrient Broth No2 pH 7 (Himedia). 
Studované emulze byly získány emulzi fikací různého množ­
ství olejů ve sterilním médiu pomocí dávkovači injekční 
stříkačky (Sartorius SM 16685) a následnou pasterací 
20 min při 65 °C. Řepkový a slunečnicový olej byly stan­
dardní tržní oleje. Pupalkový olej byl získán z Výzkumné­
ho ústavu farmakologie a biochemie v Praze. Výsledné 
koncentrace všech olejů v médiu byly 2 nebo 4 %.

Skladovací pokusy

Pasterovaná emulze byla inokulována odpovídajícím 
množstvím inokula a protřepána. Vzorky byly inkubovány 
při zvolených teplotách a každý den protřepávány. Počty 
bakterií byly stanovovány výsevem na živný agar.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Z výsledků pokusů vyplývá minimální vliv olejů při da­
ných koncentracích na růstové charakteristiky sledova­
ných mikroorganismů. U Proteus vulgaris a Pseudo­
monas putida je bakteriostatický efekt olejů významnější 
při 6 °C než při 17 °C (obr. 1-4). Růst Micrococcus luteus je 
přídavkem oleje ovlivňován pouze při 6 °C.

Z použitých olejů má pupalkový olej vyšší bakteriosta­
tický efekt než řepkový při 4% koncentraci oleje při obou 
teplotách; při 17 °C je rozdíl minimální. Slunečnicový olej 
nevykazuje významný vliv na růst studovaných mikroor­
ganismů. Nižší bakteriostatický efekt slunečnicového než 
řepkového oleje je ve shodě s výsledky pro salmonely, 
které uveřejnili L о с к a Board (1996). Odchylkou je 
vliv slunečnicového oleje na Proteus vulgaris.

Vysvětlivky к obr. 1-5 - Explanation for Fig. 1-5:

E 7.00

S4%

Typ a koncentrace oleje

ft 2%

v živném agam No2 №

К = kontrola - control; P = pupalkový olej - evening 
primrose oil; S = slunečnicový olej - sunflower oil; 
Ř = řepkový olej - rape oil

'čas (dny) - time (days); 2oil type and concentration 
in nutrient broth No2;

Čas [dny]11
1. Vliv olejů na růst Pseudomonas putida
při teplotě 6 °C - The effect of oils on 
Pseudomonas putida growth at 6 °C
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5. Vliv olejů na růst Micrococcus 
luteus při teplotě 6 °C - The effect 
of oils on Micrococcus luteus 
growth at 6 °C

Při obou sledovaných teplotách se bakteriostatický úči­
nek více projevuje u Pseudomonas putida než u Proteus 
vulgaris. Micrococcus luteus je při 4% koncentraci olejů 
citlivější к bakteriostatickému účinku řepkového oleje než 
к olej i pupalkového.

Na základě studia vlivu tří olejů na tři různé mikroorga­
nismy je možné konstatovat, že bakteriostatický efekt ole­
jů se pro různé mikroorganismy liší a nelze očekávat uni­
verzální bakteriostatický efekt určitého oleje na všechny 
mikroorganismy, zejména v nízkých (1-2%) koncentracích 
a při vyšších teplotách. Vzhledem к aplikovatelným kon­
centracím pupalkového oleje (1-2 %) do potravin doporu­
čovaných z hlediska senzorické přijatelnosti (Va v r e i n o - 
v á, 1995) je význam pupalkového oleje jako bakteriosta- 
tického přídavku do potravin problematický.
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Hodnotenie INTESTU, DELVOTESTU SP A PENZYMU S 100 
v porovnaní so standardizovanou diskovou difúznou metodou 

na detekciu ß-laktämovych antibiotik v mlieku

Bernadetta HOZOVÁ, Daniela HUDECOVÁ, Marta GREJTÁKOVÁ

Slovak Technical University - Faculty of Chemical Technology, Bratislava, Slovak Republic

Abstract

HOZOVÁ B„ HUDECOVÁ D., GREJTÁKOVÁ M. (1998): Evaluation of INTEST, DELVOTEST SP and PENZYME S 100 
in comparison with a standardized disk diffusion method for detection of ß-lactam antibiotics in milk. Czech J. Food Sei., 
/6:61-64.

The objective of the paper was to check and compare the sensitivity of four detection systems used parallelly: disk diffusion 
method, INTEST, DELVOTEST SP and PENZYME S 100 with respect to detection of selected ß-lactam antibiotics in milk 
(penicillin G, amoxycillin, oxacyllin, cefotaxim, cefuroxim, cephamandol). The sensitivity of applied tests was found to be 
different. High sensitivity and satisfactory correlation of the results (PNC G, amoxycillin, oxacillin) was achieved in most cases by 
the use of three rapid methods (INTEST, DELVOTEST SP, PENZYME S 100) in comparison with a disk diffusion method of 
lower sensitivity. Experimentally determined detected limits for cephalosporin antibiotics indicate higher sensitivity of DELVOTEST 
SP and PENZYME S 100 if used as a diffusion method.

ß-lactam antibiotics; INTEST; DELVOTEST SP; PENZYME S 100; disk diffussion method

Súhrn

HOZOVÁ В., HUDECOVÁ D„ GREJTÁKOVÁ M. (1998): Hodnotenie INTESTU, DELVOTESTU SP A PENZYMU S 100 
v porovnáni so Standardizovanou diskovou difúznou metódou na detekciu ß-laktámových antibiotik v mlieku. Czech J. Food Sei., 
/6:61-64.

Ciel’om práce bolo overenie a porovnanie citlivosti štyroch detekčných systémov použitých vedla seba: diskovej difúznej 
metody, INTESTU, DELVOTESTU SP a PENZYMU S 100 na vybrané ß-laktämove antibiotika v mlieku (penicilín G, amoxycilín, 
oxacilín, cefotaxim, cefuroxim, cefamandol). Zistilo sa, že citlivosť aplikovaných testovje rozdielna. Vysoká citlivosf a vo vačšine 
pripadov aj dobrá korelácia výsledkov (PNC G, amoxycilín, oxacilín) sa dosiahla pri použití troch rýchlometód (INTEST, 
DELVOTEST SP, PENZYM S 100) oproti menej citlivej Standardizované) diskovej difúznej metóde. Experimentálně zistené 
detekčně limity pre cefalosporinové antibiotiká poukazujů tiež na vyššiu citlivosť DELVOTESTU SP a PENZYMU S 100 ako 
difúznej metódy.

ß-lactam antibiotics; INTEST; DELVOTEST SP; PENZYM S 100; disková difúzna metoda

Pri technologickom procese spracovania mlieka ohro­
žuje přítomnost’ inhibičných látok jeho základnu vlastnosť, 
a to kysaciu schopnost’. Z hl’adiska legislativy platnej 
v zahraničí (EEC, 1992) i u nás (STN 57 0529) je pritomnosť 
antibiotik, čistiacich a dezinfekčných prostriedkov a iných 
látok antimikrobiálneho charakteru nežiaduca a také mlie­
ka musia byť vyřaděné z nákupu ako neštandardné. Je 
preto dóležité pravidelné sledovať frekvenciu ich výsky­
tu a podl’a toho mlieko ďalej spracovávať. Rozhodujůcim 
kritériom tohto posudzovania sů detekčně limity testov 
(EEC, 1992; Suhreno vá, 1995).

Na stanovenie antimikrobiálnych látok v mlieku slůžia 
viaceré metódy s róznym prahom citlivosti -jednak stan­
dardizované klasické, ale aj zdokonalené na mikrodoštič- 
kách a tiež specializované metódy pre rýchlu a spoíahlivú 
diagnostiku(ELISA,RIA,EIA)(Barker, Long, 1994). 
V poslednom období sa čoraz častejšie střetáváme s apli- 
káciou racionalizovaných metod stanovenia inhibičných 
látok v mlieku.

Pre široké uplatnenie v praxi, najmä pri vel’kom počte 
spracovávaných vzoriek, sa uplatňujú praktické testy na 
losť je vyjádřená vzťahom:

61



Vol. 16, No. 2: 61-64 Czech J. Food Set.

va do rúk připravený testovací systém a analýza je tech­
nicky nenáročná. V Europe sa komerčně v róznych modifi- 
káciách vyrábajů testy, ktoré sa od seba výrazné nelíšia, 
napr. v Čechách sa vyrába INTEST (Mlékárenský prů­
mysl, Klatovy), v Nemecku BRT-test (fy Enterotox), 
v Pol’sku FDT-ABIOTEST a už tradičné je používáme 
DELVOTESTU holandskej firmy Gist Brocades, PENZYM- 
testu belgickej firmy Hersteller UCB Bio- products, atď.

V nadväznosti na našu predchádzajúcu prácu (H o z o - 
v á et al., 1995) sme sa zamerali na overenie a porovnanie 
citlivosti štyroch detekčných systémov vedFa seba (dis­
ková difuzna metoda, INTEST, DELVOTEST SP, PENZYM 
S 100) na širšom spektre P-laktámových antibiotik (penici­
lín, amoxycilín, oxacilín a cefalosporíny - cefotaxim, cefu­
roxim, cefamandol), ktorých použitie najčastejšie prichád- 
za do úvahy při liečbe mastitíd v klinickej veterinámej praxi 
(Görner, 1991;Aure 1 i etal., 1995; Saran, 1995). 
Dosiahnuté výsledky sme porovnávali navzájem, ako aj 
s metodologickými poznatkami v literatůre.

MATERIÁL A METODY

Použitý kmen

Bacillus stearothermophilus var. calidolactis C 953 (zo 
zbierky mikroorganizmov VUV v Bratislavě), před použi­
tím pomnožený na GTK agare a následovně v tekutej pode 
rovnakého zloženia (výrobea Imuna, Šarišské MichaFany, 
SR). Dvadsaťštyrihodinové inokulum obsahovalo poriad- 
kovo 108buniek/ml.

Antibiotika a použité koncentračně rozmedzia

- procain penicilín G v práškovej forme (Biotika, a.s. Slo­
venská Eupča, SR) (0,001-0,2 lU/ml);

- amoxycilín v tobolkách (Lek d.d. Ljubljana, Slovinsko) 
(0,05-0,6 ng/ml);

- oxacilín v tobolkách (Léčiva Praha, ČR) (0,05-1,0 pg/ml); 
- cefotaxim (sodná sol’) v práškovej forme (fa Roussel, 

Francúzsko) (0,1-1,0 pg/ml);
- cefuroxim (sodná sol’) v práškovej forme (fa Glaxo, Ang­

licko) (0,3-1,2 ng/ml); '
- cefamandol (naftát) v tobolkách (fa Lilly France SA, Fran­

cúzsko) (0,1-1,0 pg/ml).
Uvedené koncentrácie antibiotik boli připravené v re- 

konštituovanom sušenom mlieku (Medmilk, a.s., VeFký 
Meder, SR) riedením sterilnou destilovanou vodou (1 : 9). 
PodFa odporůčaní IDF (1991) a firmy Mlékárenský prů­
mysl, Klatovy bolo pH rekonstituovaného mlieka viac ako 
6; bola vykonaná aj tepelná inaktivácia prirodzených inhi- 
bítorov počas 5 min pri 80 °C. Ako kontrola bolo použité 
rekonstituované sušené mlieko bez antibiotik.

Použité metody

1. Difuzna disková metoda (STN 57 0531).
2. INTEST (0-96/6x16) a DELVOTEST SP

Princip stanovení bol popísaný v predchádzajúcom pří­
spěvku (H o z o v á et al., 1995).

mikrodoštičkách (ampulkách), pri ktorých uživatel’ dostá3. 
PENZYMS100 ~

Metoda je založená na reakcii DD-karboxypeptidázy, kto- 
rá reaguje s [Llaktámovými antibiotikami (dvoj kroková 
procedůra-7,5 + 15 min/47 °C). Ak sa v mlieku nena- 
chádzajů antimikrobiálne látky, enzým zostáva plné ak- 
tívny, čo saprejaví ružovou farbou. V opačnom případe 
bude enzým kompletně inaktivovaný a farebná reakcia 
nebude vyvolaná. Výsledok možno odčítať do 20 min.

4. Výpočtové metody
Regresná analýza s použitím metódy najmenšich štvor- 
cov(Eckschlager etal., 1980),kdelineárnazávis­

lý =ЛО + Л|х+Л2х2

VÝSLEDKY A DISKUSIA

V tab. I uvádzame pre porovnanie výsledkov experimen- 
tálnej práce prehl’ad autorov, použitých metod a detekčně 
limity příslušných P-laktámových antibiotik.

Tab. II zhrňuje experimentálně zistené detekčně limity 
uvedených antibiotik porovnáním štyroch stanovení ved­
Fa seba: disková difuzna metoda (DDM), INTEST, DEL­
VOTEST SP a PENZYM S 100 (výsledky sú priemerom 
najmenej troch stanovení). Příklad grafického vyjadrenia 
závislosti (DDM) pomocou regresnej analýzy (analytická 
čiaraprecefiiroxim)jenaobr. 1.

Detekčný limit pre penicilín (0,005 lU/ml) dosiahnutý 
pomocou DDM (tab. II) korešponduje s detekčnými limit- 
mizistenýmiinýmiautormi(Ryšánek, Schlegelo- 
vá, 1993) alebo deklarovanými příslušnou firemnou 
literaturou (0,004-0,005 Ш/ml) (tab. I). Taktiež zapadá do 
rozmedzia maximálnych přípustných množstiev rezidui 
inhibičných látok v mlieku (MRL) udaných IDF (1991) a EEC 
(1992),t.j.0,004pg/ml(Suhrenová etal., 1996).Námi 
dosiahnuté detekčně limity pomocou INTESTU, DELVO­
TESTU SP a PENZYMU S 100 sú dokonca omnoho nižšie 
(0,001-0,002 Ш/ml), než aké sa dosiahli pomocou DDM.

'concentration; 'zone area

1. Kalibračně čiara pře cefuroxim - Analytic curve for cefuroxim 
concentration
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I. Porovnanie citlivosti testov na niektoré antibiotiká (podl’a literámych údajov) - Comparison of test sensitivity for some 
antibiotics (on the basis of literary data)

Antibiotikum 1 Detekčně limity" Metoda3 Litera tůra4

Penicilfn G5 0,002-0,003* DDM Ryšánek, Schlegelová (1993)
0,004-0,005 DDM Ryšánek, Schlegelová (1993)
0,005 INTEST Ryšánek, Schlegelová (1993) ■
0,004 DELVOTEST firemná literatůra

Amoxycilin6 0,004-0,006 PENZYM Suhrenová etal. (1996)
0,003-0,004 PENZYMS Suhrenová etal. (1996)
0,003-0,004 DELVO-X-PRESS Keizer etal. (1995)

Oxacilin7 0,03-0,05 PENZYM Suhrenová et al. (1996)
0,02-0,03 PENZYM S Suhrenová et al. (1996)
0,02 BRT Adriany et al. (1995)

0,5-0,3 DELVOTEST SP Aerts et al. (1995)
0,3 INTEST Ryšánek, Schlegelová (1993)

Cefapirin8 0,005-0,007 PENZYM Suhrenová et al. (1996)
0,003-0,005 PENZYM S Suhrenová et al. (1996)

* vyjádřené v IU/ml, ostatné antibiotiká v pg/ml - expressed in IU/ml, other antibiotics in Pg/ml

DDM = disková difuzna metoda - disk diffusion method

'antibiotics; ’detection limits; ’method; References; ’penicillin G; 6amoxycillin; ’oxacillin; "cephapirin

Poukazuje to jednoznačné na vyššiu citlivosť aplikova­
ných rýchlometód při stanovení penicilínov.

Při vyhodnotení detekčných limitov amoxycilínu sapri 
porovnaní s DDM ukázali citlivějšími rýchlometódy (de­
tekčně limity 0,006-0,008 pg/ml), čo zapadá do rozmedzia, 
ktoré udávajúS u h r e n o v á etal.(1996)a Keizer et 
al. (1995). Nami dosiahnutý detekčný limit při použití DDM 
(0,2 pg/ml) je až 40-krát vyšší. V dostupnej literatůre sme, 
žiaT, nenašli porovnávací údaj při stanovení DDM, iba 
pomocou testov PENZYM a ELVO-X-PRESS.

Výsledky stanovenia oxacilínu v mlieku naznačujů, že 
i v tomto případe je citlivosť INTESTU, DELVOTESTU 
a PENZYMU S 100 omnoho vyššia (25 až 50-krát) ako cit­
livosť DDM. Naše výsledky detekčných limitov sa pohy- 
bujú v intervale hodnot uvádzaných v literatůre (tab. I).

V sůvislosti s hodnotením cefalosporínových antibio­
tik v dostupnej literatůre takmer absentujů údaje o dosiah- 
nutí detekčných limitov, to znamená, že naše výsledky sů 
istým doplněním mozaiky poznatkov v danej problemati- 
ke. Hodnoty detekčného limitu pre cefotaxim, ktorý bol 
z technických příčin (nedostatok mikrodoštičiek INTEST) 
stanovený len pomocou troch testov, sa při použití rých­
lometód výrazné od seba neodlišovali (0,02 a 0,07 pg/ml), 
na rozdiel od detekčného limitu dosiahnutého DDM 
(0,3 pg/ml) (tab. II).

Pri posůdení detekčných limitov cefuroximu (tab. II), 
dosiahnuté hodnoty dosť variujů. Najcitlivejší bol PEN­
ZYM S 100 (0,03 pg/ml), druhý v poradí DELVOTEST SP 
(0,1 pg/ml), ďalej DDM (0,5 pg/ml) a najmenej citlivý sa 
ukázal INTEST (až 0,7 pg/ml).

Dobrá korelácia výsledkov bola zaznamenaná pri sků- 
maní citlivosti DELVOTESTU SP a PENZYMU S 100 na 
cefamandol (0,002 a 0,004 pg/ml) (tab. II). Naše výsledky 
sů porovnatelné s ůdajmi, ktoré opublikovali S u h r e - 
nová etal.(1996).UDDMbolazistená-akoužvovač- 
šine predchádzajúcich prípadov - 50 až 100-násobne niž- 
šia citlivosť na cefamandol (detekčný limit 0,2 pg/ml).

II. Priememé hodnoty detekčných limitov vybraných antibiotik 
testovaných ráznými metodami - Average values of detection 
limits for selected antibiotics tested by different methods

Antibiotikum1

Metóda/Detekčný limit2

1 2 3 4

Penicilín G * 0,005 0,001 0,001 0,002
Amoxycilin 0,2 0,008 0,007 0,006
Oxacilin 0,5 0,02 0,01 0,01
Cefotaxim 0,3 ♦* 0,02 0,07
Cefuroxim 0,5 0,7 0,1 0,03
Cefamandol 0,2 0,004 0,002

1 = disková difuzna mctóda - disk diffusion method (n = 4)
2 = INTEST (0-96/xl6) (л = 3)
3 = DELVOTEST SP (л = 3)
4 = PENZYM S 100 (л = 3)

* vyjádřené v IU/ml, ostatně antibiotiká v pg/ml - expressed in 

IU/ml, other antibiotics in pg/ml

** z technických příčin neanalyzované (nedostatok mikrodoštičiek 
INTEST) - not analyzed for technical reasons (lack of INTEST 
microplates)

'antibiotics; 2method/detection limit
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Barva kečupů*
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Abstract

PROKŮPKOVÁ L„ NOVOTNÁ P. (1998): Ketchup colour. Czech. J. Food Sei., 16; 65-71.

Evaluation of ketchup samples by means of Hunter’s system and sensory evaluation were compared during measurements. The 
thickness of infinite optical layer of samples was determined for light sources C and D65; it is minimally 20 mm. Baby ketchup was 
found to be a product with very low intensity of red colour (parameter +a) by sensory and instrumental evaluation. Absolute 
values of parameter +a show large differences in the particular samples. A relationship of color convenience (scale 1-12) evaluated 
sensorily to the ratio +a/+b was also assessed. This evaluation set aside three samples (Baby ketchup, Curry ketchup and Ketchup 
Hamburger) with the ratio +a/+b lower than 1.8 and convenience order higher than 9. Sensory analysis was used to determine a 
sample with the best convenience (Ketchup Mexicano) that was used as a red colour standard.

color; ketchup; standard; sensory evaluation; colorimeter; colorant

Souhrn

PROKŮPKOVÁ L, NOVOTNÁ P. (1998): Barva kečupů. Czech. J. Food Sei., 16; 65-71.

Při měřeni bylo porovnáno hodnocení pomoci Hunterova systému a senzorické hodnoceni vzorků kečupů. Byla stanovena 
nekonečná optická vrstva vzorku pro zdroj C a D65, která je minimálně 20 mm. Při senzorickém i přístrojovém hodnocení se 
projevil jako výrobek s velmi nízkou intenzitou červené barvy (parametr +a) Baby kečup. Absolutní hodnoty parametru +a 
vykazují u jednotlivých vzorků značné rozdíly. Dále byla hodnocena závislost barevné přijatelnosti (stupnice 1-12) hodnocené 
senzoricky na poměru +a/+b. Zde se vydělily tři vzorky (Baby kečup, Curry ketchup a Ketchup Hamburger), které měly poměr 
*al+b menší než 1,8 a pořadí přijatelnosti vyšší než 9. Senzorickou analýzou byl stanoven barevně nejpřijatelnější vzorek 
(Ketchup Mexicano), který byl použit jako standard červené barvy.

barva; kečup; standard; senzorika; kolorimetr; barvivo

Rajčatové výrobky patří к nepočetné skupině potravi­
nářských výrobků, u nichž se systematicky sleduje barva 
jako kvalitativní parametr. Červená barva je u čerstvých 
plodů známkou zralosti a má přímý vztah к rozvoji chut­
nosti.

Barva čerstvých rajčat je dána kombinaci karotenoid- 
ních barviv (nejvíce lykopen). Dále se na výsledné barvě 
podílí (a-, ß-, у- а 8-) karoteny a xanthofyly. Zelená barva 
nezralých rajčat je dána obsahem chlorofylu, který se bě­
hem zrání odbourává za současného nárůstu koncentrace 
karotenoidních barviv. Pokud jde o různé výrobky z rajčat 
(např. šťávy, koncentráty aj.), hrají zde významnou úlohu 
podmínky zpracování (J o w i 11 et al., 1987). Barvu ovliv­
ňuje obsah sušiny, stupeň rozmělnění suroviny, působení 
kyslíku, teplota dosažená při zpracování atd. Přímý vztah 
je samozřejmě mezi obsahem chlorofylu a barvou výrob­

ku. Hodnoceni podle koncentrace chlorofylu je možné 
pouze u čerstvé suroviny, protože tepelným zpracováním 
během výroby kečupů dochází к značným ztrátám barviva 
(Narkvir oj, Rang an na, 1977).

Obecně se ukazuje, že zvýšení teploty se negativně od­
ráží na barvě, tj. klesají hodnoty jasu (Z.) a barevného para­
metru pro červenou (+a), resp. zelenou barvu (-a) a to tím 
rychleji, čím vyšší je obsah sušiny (J o w i 11 et al., 1987). 
Také účinnost rozmělnění plodů, tedy velikost dispergo­
vaných částic, má vliv na rovnoměrnost rozděleni lyko- 
penu v koncentrátu. Za přítomnosti hrubších částic ne­
jsou porušeny buněčné stěny a lykopen zůstává 
v granulích uvnitř buněk (M i к i, Akutsu, 1971).

Pro výslednou barvu je významné dlouhodobé půso­
bení kyslíku v kombinaci se zvýšenou teplotou skladová­
ní. Tento problém se může objevit v souvislosti s vlastností

"Práce byla vykonána s podporou NAZV (grant č. EP 096 0006634).
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materiálu používaného к balení výrobků. Např. při více 
než 90denním působení 1550.10s mol O2.m"2 došlo к po­
klesu parametru +a u kečupu na senzoricky nepřijatelnou 
hodnotu 15,7. Přitom je však důležité, že к uvedenému 
zhnědnutí došlo pouze v tenké vrstvě exponovaného po­
vrchu (B urges s etal., 1990).

V případě výrobků (např. kečupů, omáček apod.) jsou 
к rajčatovému koncentrátu přidávány přísady, které mo­
hou ovlivnit barvu finálního výrobku (např. sůl, ocet, 
škrob aj.). Užití tepelného zákroku vede v některých přípa­
dech (s ohledem na přijatelnost pro spotřebitele) к nut­
nosti dodatečné úpravy barvy přídavkem barviv. Nejčas­
těji samozřejmě červeného, ve zvláštních případech např. 
žlutého (Curry ketchup).

Rajčatové výrobky jsou v oboru měření barvy potravin 
často užívaným materiálem pro různá ověřovací a srovná­
vací měření. I z těchto důvodů se pro tento druh vzorků 
často využívá Hunterův systém. Z tohoto systému vy­
chází řada dalších parametrů, užívaných к samotnému hod­
nocení. Jedním z nich je speciálně pro kontrolu barvy raj­
čat používaný tzv. TC index (tomato color index), který je 
definován (J o w i 11 et al., 1987):

TC index = al L.^a2 + 62)

Nejčastěji užívanou srovnávací hodnotou je však po­
měr +a/+b. Tohoto poměru se užívá i v případě dalšího 
barevného prostoru - CIELAB. Poměr parametrů +a, +b 
(v Hunterově systému), resp. +a*,  +b*  (v systému CIE­
LAB) se často využívá při hodnocení barvy a barevných 
změn během zpracování potravin.

* Čísla jsou vzorkům přiřazena náhodně - Random assignment of numbers to samples

Na samotné měření má podstatný vliv geometrické uspo­
řádáni měřicích prvků. Při hodnocení koncentrátu s 12%

obsahem sušiny (zdroj C, 2 ° úhel pozorovatele) a 20 mm 
vysokou vrstvou koncentrátu kolísal poměr +a/+b při po­
užití dvou typů geometrie 0 °/45 0 a 45 °/0 ° v rozpětí hod­
not +a!+b = 1,7-2,4 (H i 1 s, 1987).

Obecně lze konstatovat, že na měření barvy má vliv struk­
tura povrchu vzorku a jeho konzistence. Při sledování vli­
vu vložení skleněné desky na povrch vzorku při měřeni 
bylo zjištěno, že přítomnost desky významně ovlivňuje 
měření absolutních hodnot +a, +b nebo L. Pro relativní 
vyjádření poměrem +a/+b není významný. Hloubka vrst­
vy vzorku kolem 30 mm neovlivňuje naměřené hodnoty 
(Jowitt etal., 1987).

MATERIÁL A METODY

К ověření metodiky měření barvy na nově zakoupeném 
kolorimetru Minolta CR-300, který poskytuje alternativní 
možnost měření za podmínek zdroje C nebo D65 v pěti 
barevných systémech (Yxy, L*a*b*,L*C*H°,  XYZ, Hun­
ter Lab), jsme proměřovali vzorky kečupů pocházejících 
z obchodní sítě (tab. I).

Pro zajištění standardních světelných podmínek při sen­
zorickém hodnoceni kečupů bylo použito zářivky LUMI- 
LUX COMBI-N L30/72 s teplotou chromatičnosti 6500 K, 
což odpovídá standardnímu světelnému zdroji D65.

Podmínky měření

Při stanovení barvy vzorků kečupů bylo použito světel­
ných zdrojů C a D65 (testovalo se měření na kolorimetru 
Minolta). Při porovnávání výsledků se senzorickým hod­
nocením se použily hodnoty naměřené při nastaveném 
zdroji D65 vzhledem к světelným vlastnostem zářivky po­
užité při senzorickém hodnocení.

I. Vzorky kečupů - Ketchup samples

Číslo vzorku* 1 Název výrobku2 Výrobce3 Přibarvení4

27 Kečup jemný4 HAMÉ Babice neuvedeno"

29 Baby kečup’ HAMÉ Babice neuvedeno

30 Ketchup OTMA s česnekem6 OTMA Mařatice neuvedeno

35 Ketchup MEXICANO’ KAND Dobruška přírodní barvivo12

36 Ketchup sladký8 KAND Dobruška neuvedeno

40 Ketchup OTMA Hamburger OTMA Mařatice neuvedeno

42 Delikates ostrý’ KAND Dobruška canthaxanthin

57 CURRY Ketchup HEINZ (USA) kari

58 Kečup Gurmán ostrý10 OTMA Mařatice přírodní barviva

65 Mechican Ketchup HEINZ (USA) nepřibarvováno13

66 Hot Ketchup FELIX Austria neuvedeno

67 GOURMET Ketchup hot SPAK Austria neuvedeno

'sample no.; ’product name; ’manufactured by; ’Ketchup colorants; ’Fine Ketchup; 6 Baby Ketchup; 7OTMA Ketchup with Garlic; "Sweet 
Ketchup; ‘Delikates Hot; '"Gurmán Hot Ketchup; "not indicated; "natural colorant; "no colorants added
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Charakteristiky kolorimetru Minolta CR-300: geome­
trie D/0 ° (difuzní rozptyl světla zdroj e/0 ° úhel dopadu od­
raženého světla od vzorku na měřicí čidlo), 2 ° standardní 
pozorovatel, 8 mm měřicí průměr nástavce sondy, který je 
opatřen průhledným plastovým krytem. Bílá kalibrační 
keramická deska je příslušenstvím kolorimetru.

Měření byla realizována za laboratorní teploty. К hod­
noceni bylo použito Hunterova systému, aby bylo možné 
srovnání s hodnotami uváděnými v použité literatuře 
(v USA se při měření barvy kečupů Hunterova systému 
užívá často).

VÝSLEDKY A DISKUSE

Měření barvy jednotlivých kečupů

Výška optické vrstvy, tj. vrstva vzorku, která vylučuje 
rušení měření odrazem světla od pozadí, byla stanovena 
na 15-20 mm.

Všechny vzorky kečupů (tab. I) byly měřeny za podmí­
nek obou světelných zdrojů. Z obr. 1 vyplývá, že hodnoty 
jasu (Z) se při porovnání obou zdrojů výrazně nelišily, 
pohybovaly se v rozmezí Lc= 19,3-26,9 а ЛМ5 = 20,2-25,3. 
Přitom hodnoty pro zdroj C byly ve většině případů vyšší 
(výjimkou je vzorek č. 29). Tyto naměřené odlišnosti jsou 
dané jen relativním energetickým složením spektra primár­
ního zdroje.

Také absolutní hodnoty parametru +a se při měření za 
podmínek obou zdrojů mezi sebou téměř neliší. Naproti 
tomu rozdíly mezi jednotlivými vzorky jsou dosti výrazné. 
Nejvyšších hodnot nabývá parametr +a (nejintenzivnější 
červená barva) u vzorků č. 36 a 58. Naopak nejnižší hod­
noty se projevily u kečupů č. 29, 40 a 42. Barva vzorků 
č. 29 a 40 měla spíše hnědé odstíny, což bylo zřejmě ovliv­
něno tepelným opracováním a zřejmě i (v porovnáni s ostat­
ními vzorky) odlišným složením přísad.

Poměr +a/+b (obr. 2), ve kterém byl do značné míry po­
tlačen vliv řady ovlivňujících faktorů, ukazuje vždy nižší 
hodnoty pro zdroj C, přestože rozdíly jsou malé. Naopak 
rozdíly mezi vzorky kečupů byly dosti výrazné. Nízkým 
poměrem +a/+b se projevuje přídavek žlutého barviva do 
vzorku č. 57. Zde se zvýšila hodnota parametru +b (inten­
zita žluté barvy). Na velmi nízké úrovni byly i hodnoty

poměm u vzorku č. 40. Naopak mezi nej vyššími hodnota­
mi poměru +a/+b jsou všechny vzorky s deklarovaným 
přídavkem červeného barviva.

Porovnáni našich výsledků s výsledky publikovanými 
v literatuře

Jedné ze závislostí +a/+b, a to závislosti na viskozitě 
(Porretta, 1993) resp. sušině, bylo použito i к výpočtu 
výsledné barvy (poměru +a/+6) při ředění koncentrátů. 
К tomuto výpočtu postačuje +a/+i výchozího výrobku 
a počáteční i konečný obsah sušiny (P o r e 11 a et al., 
1988). " .

Pro rajčatové koncentráty bylo stanoveno rozmezí hod­
not podílu +a/+b (Hunterův systém), popř. poměr reflek- 
tancípři670a550nm(Alcedo etal., 1973): 

 +Qi'vb ^670 ^550 

1. skupina špatné-dobré 1,82-1,92 9,0-10,0
2. skupina dobré-vynikající 2,14-2,22 12,3-13,4

Podle tohoto hodnoceni by se námi naměřené vzorky 
kečupů zařadily takto:
menší hodnoty než v 1. skupině - vzorky č. 29,40,57

1. skupina - vzorky č. 27,42,66,67
2. skupina-vzorky č. 35,58,65 

větší hodnoty než ve 2. skupině - vzorky č. 30, 36

H i 1 s (1987) uvádí ve své práci zabývající se rajčatový­
mi koncentráty (např. šťávy, omáčky...) tyto hodnoty po­
měru +a */+b * v systémech CIE, CIELAB:

1. třída >2
2. třída 1,99-1,80
3. třída 1,79-1,60

Z velkého počtu měření byla stanovena tzv. ideální bar­
va rajčatového pyré (koncentrátu) v systému CIE XYZ: 
X= 7,78; У = 5,0 a Z= 1,18 (D r d á к et al., 1989).

Barvou rajčatových výrobků se v USA podrobně zabý­
vají i normy, které jsou postupně upravovány a zlepšová­
ny. Z jejich srovnání vyplývá rozpětí hodnot jednotlivých 
barevných parametrů v Hunterově systému (Ye a t m a n , 
1976):

L a b
stupeň A >27,7 >29,9 >15,7
stupeň C <29,0 <28,6 <16,6

■ketchup samples

1. Jas L pro různé kečupy - Light L for 
various kinds of ketchups
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Podle tohoto hodnocení by se námi naměřené vzorky 
kečupů zařadily takto:

stupeň C - vzorky č. 27,30,35,36,42,58,65,66,67
stupeň A - vzorky č. 29,40,57

Porovnání instrumentálního a senzorického hodnocení

Orientačního senzorického hodnocení se zúčastnilo 
10 zkušených hodnotitelů, kteří měli za úkol určit: 
a) intenzitu červené barvy každého vzorku;
b) pořadí vzorků kečupů podle přijatelnosti, resp. obliby 

vzhledem к barvě; .
c) u každého ze vzorků, zda intenzita červené barvy je op­

timální, popř. zda by se měla zvýšit či snížit.
Samotné posuzování probíhalo za standardních světel­

ných podmínek ve světle zářivky s teplotou chromatič- 
nosti odpovídající zdroji D65. Tytéž vzorky byly paralelně 
měřeny kolorimetrem při použití téhož zdroje a při průměr­
né výšce měřené vrstvy 63,3 mm. Pro porovnávání senzo­
rického a kolorimetrického stanovení byly vypočteny prů­
měrné hodnoty obou stanoveni.

Při senzorickém hodnocení (obr. 3) se jako výrobek 
s malou intenzitou projevil vzorek č. 29, což je ve shodě 
s aparativním měřením. S přibližně stejným výsledkem pak 
byl hodnocen vzorek č. 57. Jako velmi nízká byla hodnoti­
teli označena intenzita červené barvy u vzorku č. 40. Na­
proti tomu velmi vysoké hodnoty intenzity červené barvy 
byly u vzorků č. 30,35 a 36.

Při kolorimetrickém stanovení (obr. 4) byla nejvyšší in­
tenzita červené barvy zjištěna u vzorků č. 36 a 58, přičemž 
u vzorku č. 58 byl deklarován přídavek přírodních barviv. 
Nejnižších hodnot nabýval parametr +a u vzorku č. 29 
a dále u vzorku č. 42.

V případě posouzení závislosti senzoricky hodnocené 
intenzity červené barvy a kolorimetricky stanoveného 
parametru +a pro červenou barvu (obr. 5) byl vypočten 
korelační koeficient r= 0,5696 (lineární závislost je popsá­
na vztahem у = 0,08x +12,27).

Dále byla hodnocena závislost obliby, resp. průměrné­
ho pořadí barevné přijatelnosti hodnocené senzoricky na 
poměru +a/+b, který byl stanoven z kolorimetrických hod­
not (obr. 6). Zde se odlišovaly tři vzorky (č. 29, 57 a 40), 
které měly poměr +a/+b menší než 1,8 a pořadí přijatelnosti 
vyšší než 9. Vzorky s poměrem +a/+b větším než 1,9 tvoří 
skupinu přijatelnějších, a to tím více, čím více roste hod­
nota poměru +al+b.

Intenzita červené barvy pro tento typ výrobku má vý­
znamný vliv na celkovou barevnou diferenci (A£). Při hod­
nocení závislosti (obr. 7) \E na intenzitě červené barvy 
(hodnocené senzoricky) byl zjištěn korelační koeficient 
r=0,5924 (y = 0,03x + 76,04). Stejně jako v předchozí závis­
losti jsou výrazně odlišné vzorky č. 29, 40 a 57. Pokud 
byly tyto tři vzorky vyloučeny, zvýšil se korelační koefi­
cient na r = 0,636 (y=0,02x + 76,36).
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Vzorky kečupů* various samples of ketchups

25

'red color intensity (sensory 
evaluation); 'colorimetric

0 -I------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ 1------------ ř

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Intenzita červené barvy (senzorické hodnocení)1

5. Závislost parametru +a 
na intenzitě červené barvy 
- Relation between parameter 
+a and red color intensity

Při hodnocení pořadí barevné přijatelnosti (od 1 do 12), 
tedy obliby, byl stanoven nejnižší průměr pořadí barevné 
přijatelnosti (tab. II) u vzorku č. 35 s deklarovaným pří­
davkem přírodního barviva. Tento vzorek měl průměrné 
pořadí 3,7. Další v pořadí byly vyhodnoceny vzorky č. 36 
(průměr 4,0), č. 58 (přídavek přírodního barviva, průměr 
4,1) a č. 65 (nepřibarvováno, průměr 4,4). Naopak nejhůře 
byl hodnocen vzorek č. 40 (průměr 11,6).

Na základě vyhodnocení pořadí barevné přijatelnosti 
(obliby) byl nejlépe hodnocený vzorek opakovaně promě­
řen a byly stanoveny průměrné hodnoty barevných para­
metrů tohoto vzorku (tab. III). Ty pak byly použity jako 
„standard červené barvy“ pro měření všech 11 zbývají­
cích kečupů. Odchylky„A+a“ od tohoto „standardu“ byly 
použity к dalšímu srovnání.

V poslední otázce senzorického hodnocení posuzovali 
hodnotitelé optimálnost intenzity červené barvy, popř. 
potřebu její úpravy (snížení nebo zvýšení). Optimum bylo 
interpretováno jako nulový bod, doporučené sníženi in­
tenzity červené barvy bylo považováno za přebytek in­
tenzity červené barvy (kladné hodnoty), a naopak poža­
davek na zvýšení intenzity za nedostatek intenzity (záporné 
hodnoty).

II. Průměrné pořadí barevné přijatelnosti (obliby) vzorků kečupů 
zjištěné senzorickým hodnocením - Mean order of color con­
venience (preference) in ketchup samples determined by sen­
sory evaluation

Vzorek' i Průměr pořadí přijatelnosti
(obliby)2

27 Kečup jemný3 5,6
29 Baby kečup4 11,2
30 Ketchup s česnekem5 5,0
35 Ketchup MEXICANO 3,7
36 Ketchup sladký6 4,0
40 Ketchup Hamburger 11,6
42 Delikates ostrý7 6,8
57 CURRY Ketchup 10,0
58 Kečup Gurmán ostrý" 4,1
65 Mechican Ketchup 4,4
66 Hot Ketchup 5,11
67 GOURMET Ketchup hot 6,3

'sample; 'mean order of convenience (preference); 'Fine Ketchup; 
'Baby Ketchup; 'Ketchup with Garlic; ‘Sweet Ketchup; 'Delikates 
Hot; "Gurmán Hot Ketchup
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V. Hodnoty barevných koeficientů červeného „standardu“ 
(Ketchup MEXICANO) - Values of color coefficients of the 
red “standard" (Ketchup MEXICANO)

počet měření - number of measurements n = 20 

'mean; Standard deviation

L a b

Průměr1 21,04 ’ 17,03 7,71
Minimum 20,81 16,35 7,63
Maximum 21,64 17,27 7,84
Směrodatná odchylka2 0,22 0,27 0,05

К posouzení vzájemného vztahu mezi aparativním a sen­
zorickým hodnocením bylo použito průměrné hodnoty 
odchylky (průměr bodů získaných od všech hodnotitelů) 
od optima intenzity červené barvy (max. rozsah -2 až +2) 
a rozdíl ,A+a“. I zde představují záporné hodnoty ,A+a“ 
intenzitu červené barvy menší než je intenzita „standar­
du“, a naopak kladné hodnoty vyšší intenzitu srovnáva­
ného vzorku (obr. 8).

Z 11 hodnocených vzorků mělo obě souřadnice kladné 
nebo obě záporné celkem devět vzorků. Pouze u dvou vzor­
ků kečupů nedošlo ke shodě mezi aparativním a senzoric­
kým hodnocením - č. 30 (Ketchup s česnekem) a č. 65

14 T
12 ♦

♦
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8. Závislost odchylek od „barevného 
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- Relation between deviations from 
“color standard” and recommended 
treatment
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(Mechican Ketchup). To znamená, že shoda mezi oběma 
metodami v uvedeném případě je více než 80 %.

Závěry

Na základě výsledků uvedených měření lze konstato­
vat:
1. „Nekonečná optická vrstva“, tedy nejmenší výška vhod­

ná pro kolorimetrické měření za uvedených podmínek, je 
alespoň 20 mm.

2. V případě měření absolutních hodnot barevných para­
metrů se porovnávané zdroje C a D65 pro různé vzorky 
kečupů výrazně neliší.

3. Hodnota poměru +a/+6 pro různé kečupy ve většině 
případů byla vyšší u zdroje D65 než u zdroje C.

4. Porovnáním barevné intenzity červené barvy při senzo­
rickém a kolorimetrickém měření byly zjištěny velmi níz­
ké hodnoty pro vzorek Baby kečup.

5. Ve srovnání dalších parametrů aparativního a senzo­
rického hodnocení se projevila odlišnost skupiny tři 
vzorků. Dva z nich se jevily jako hnědé (Baby kečup 
a Ketchup Hamburger), třetím byl Curry ketchup přibar­
vený žlutým barvivém. Tyto vzorky byly hodnoceny 
jako nejméně barevně přijatelné a poměr +a/+b nabýval 
hodnot < 1,8.

6. Senzorickou analýzou byl stanoven barevně nejpřija­
telnější vzorek (Ketchup Mexicano), který byl použit 
jako „standard červené barvy“;

7. Na základě kolorimetrického měření ostatních vzorků 
proti „barevnému standardu“ a doporučení hodnotite­
lů o optimalizaci intenzity červené barvy byla zjištěna 
shoda mezi oběma metodami více než 80 %.

Seznam symbolů

+a intenzita červené barvy H
-a intenzita zelené barvy [-]
+b intenzita žluté barvy и
-b intenzita modré barvy [-]
alb poměr parametrů barvy [-1
A+a diference mezi parametrem +a vzorku

a standardu [-]

A+h diference mezi parametrem +6 vzorku 
a standardu H

AE celková barevná diference H
L jas H
TC index parametr к hodnoceni barvy rajčat H
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Extrakcia čakanky

Stanislav BAXA

Food Research Institute - Biocentrum Modra, Bratislava, Slovak Republic

Abstract

BAXA S. (1998): Extraction of chicory. Czech J. Food Sei., 16: 72-76.

The chicory (.Cichorium intybus) is one of the important sources of inulin, which is a perspective food additive. The sale of chicory 
roots has increased almost 20 times in Slovakia in the last four years. We present results of measurements of basic extraction 
characteristics, including the type of solvent, ratio solid / liquid, time and temperature of extraction, where we evaluated the quality 
of obtained extracts, focused on contents of inulin, bitter compounds and colour. The measurements were performed with the goal 
to find an extraction system that enables to obtain relative pure extracts of inulin or bitter compounds from dried chicory roots

chicory; extraction; inulin; bitter compounds

Súhrn

BAXA S. (1998): Extrakcia čakanky. Czech J. Food Sei., 16:72-76.

Jedným z významných zdrojov inulínu ako perspektivného potravinářského aditíva je čakanka. Na Slovensku v posledných 
štyroch rokoch vzrástol jej predaj takmer 20násobne. V práci prezentujeme výsledky merani základných charakteristik extrakcie 
zahřňajúcich typ rozpůšťadla, poměr tuhá látka / kvapalina, dobu a teplotu extrakcie, pri ktorých bola vyhodnocovaná kvalita 
získaných extraktov zameraná na obsah inulínu, obsah horčín a farebnosť extraktu. Merania bolí vykonávané s ciel’om nájsť 
extrakčný systém umožňujúci získať zo sušeného čakankového kořena relativné čisté extrakty inulínu, resp. horkých látok.

čakanka; extrakcia; inulín; horké látky

Čakanka (Cichorium intybus, 1’udovo cigória, korenie 
sv. Petra) je mnohým známa ako vysoká drevnatá burina 
rastúca na okrajoch ciest, s výraznými modrými kvetmi. 
lni ju poznajů ako náhradu zrnkovej kávy pod názvom 
cigória, ďalší ako vynikajúcu zeleninová přílohu к jedlám 
ako čakanku štrbákovú, resp. endíviu.

História využivania čakanky siaha až do čias Rimskej 
rise, pričom čakanku ako potravinu využívali všetky sta­
rověké civilizácie v oblasti Stredozemného mora. V 18. sto- 
roči sa používanie čakanky rozšířilo do celej Európy, naj- 
má ako náhrady málo dostupné) zrnkovej kávy a suroviny 
na výrobu piva. Okrem využivania pre výživu 1’udí bola 
a je čakanka v mnohých častiach Európy, zahfňajúc Brit­
ské ostrovy, Francúzsko, Taliansko a Švajčiarsko, pěsto­
vaná ako zásobné krmivo, hlavně pre hovädzi dobytok 
(Mit ich 1, 1993).

Aktuálny stav na Slovensku

Podl’a Listiny povolených odrod (1996) je v súčasnosti 
povolené na Slovensku pěstovat’ iba dve odrody koreňo-

vej čakanky (odrody Slezská a Špičák), tri odrody čakan­
ky obyčajnej (salátové odrody Decema, Febra a Marta) 
a jednu odrodu čakanky štrbákovej (Eskariol zelený).

Podl’a tab. I, v ktoré sú zhrnuté základné údaje o pro- 
dukcii a predaji čakanky za posledně štyri roky, je možné 
zaznamenať výrazný nárast celkového množstva vypes- 
tovanej (takmer šesťnásobok v roku 1996 oproti roku 1993)

I. Základné údaje o produkcii čakanky v podmienkach Slovenskej 
republiky - Basic data chicory production in the conditions of 
Slovak Republic

’chicory - root; 2harvested area; 3crop; '’sales for the whole year;
’average price

Čakanka-kořeň1 1993 1994 1995 1996

Zberová plocha2 [ha] 161 600 964 889
Úroda3 [t] 2701 3 000 15317 16 076

Predaj za celý rok4 [t] 701 7217 8 0726 14 136
Priemerná cena5 [Sk/kg] 1,70 1,51 1,80 2,13
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i predanej (20násobok v roku 1996 oproti roku 1993) kore- 
ňo vej čakanky (Statistické správy, 1994-1997). Celá pro- 
dukcia surového čakankového koréňa na Slovensku je 
zabezpečená pěstováním iba v troch južných okresoch 
západného Slovenska, čo určité súvisí s lokalizáciou jedi­
ného spracovateFského závodu v Seredi, kde je čakanka 
spracovávaná na rožne formy kávovinových zmesí, alebo 
po usušení exportovaná ako polotovar do zahraničia.

Nárast produkcie čakanky je možné dať do súvislosti 
s celosvětovým trendem výroby progresívnych potravi­
nářských aditív z prírodných zdrojov, nakoFko čakanka je 
najvýznamnějším zdrojom inulínu ako rozpustnej nestrá- 
viteFnej vlákniny (tab. II) (G r ü h n e, 1994). Inulínový si­
rup je zaradený odjúla 1994 do režimu cukru v rámci spo- 
ločnej poFnohospodárskej politiky Európskej unie.

II. Obsah inulínu v rázných rostlinných materiáloch - Inulin 
contents in various plant materials

Potravina1 Obsah inulínu9

g/ 100 g čerstvej suroviny10 g/100 g sušiny11

Čakanka2 16 80
Čierny kořeň1 13 75
Topinambur4 15 75
Artičoky5 15 70
CibuFa6 4 40
Cesnak7 12 40
Banány8 0,5 2

'food; ’chicory; ’viper’s grass; ’Jerusalem artichoke; ’true arti­
choke; "onion; ’garlic; "bananas; ’inulin content; '"fresh mass; "dry 
matter

Významné látky obsiahnuté v čakanke

Inulin (obr. 1) ako hlavný zásobný polysacharid čakan­
ky si zasluhuje pozornost1 z viacerých hFadísk:
- nepodlieha hydrolýze v intestinálnom trakte a je fer- 

mentovateFný bifidobaktériami - dá sa využiť ako ne- 
stráviteFná vláknina s pozitívnym vplyvom na mikroflóru 
črevnéhotraktu (Coussement,l 996; Leenheer, 
1994);

- pozostáva z reťazcov D-fruktózy zakončených moleku­
lou sacharózy - po vhodnom naštiepení sa dá využiť 
ako sladidlo pre diabetikov;

- je málo rozpustný v studenej vodě, vytvára gély, má 
neutrálnu chuť a bielu farbu - je možné ho použiť ako 
náhradu tukov do nízkoenergetických výrobkov alebo 
plnidlo do pekárenských a zahusťovadlo, resp. textu­
rant do mliekárenských výrobkov.
Ďalšou využiteFnou skupinou látok nachádzajúcich sa 

v koreňoch čakanky je komplex horčín (obr. 2). V zmysle 
komplexného využitia čakanky je možné uvažovať o jeho 
izolovaní a využití ako náhrady syntetických ochucova- 
diel (například hydrochloridu chininu) vo vybraných ná-

1. Inulin (л = 2-5) - Inulin (л = 2-5)

pojoch. V tejto oblasti bolo vypracovaných niekoFko ori- 
ginálnych postupov izolácie a aplikácie prevažne českými 
autormi. Významnými charakteristikami získaného koncen­
trátu horkých látok je ich zdravotná nezávadnost', nakoFko 
pochádzajú výlučné z rastlinného materiálu používaného 
v potravinárskej a farmakologickej praxi dlhů dobu, do­
statečná chuťová stálost’, výborná rozpustnosť vo vodě, 
neprítomnosť akejkoFvek rušiacej příchutě ako aj použi- 
teFnosť pre všetky skupiny obyvateFstva, priaznivý vplyv 
na trávenie a na povzbudenie chute (АО 235448, АО 
243147). -

MATERIÁL A METODY

Pri stanovení podmienok jednotlivých pokusov sme 
vychádzali z doterazpublikovaných práč (Leenheer,

2. Charakteristické horké látky čakanky - Typical bitter sub­
stances of chicory
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1994; Bubnik et al., 1997). Nakofko tieto vychádzajú 
z použivania surověj čakanky, boll sme nůtení niektoré 
podmienky pokusov modifikovať.

Materiál

Vzorku sušenej rezanej čakanky sme získali zo spraco- 
vateťského závodu v Seredi. Extrakcie prebiehali za da­
ných teplot pri miernom miešaní; poměr tuhá látka kvapa- 
lina 1 : 10(pokial’ nie je uvedené inak).

Extrakčné médium

Ako kritérium pre výběr najvhodnejšieho extrakčného 
média sme zvolili přechod farebných látok (meraný ako 
absorbancia pri 560 nm) a přechod horkých látok (meraný 
ako absorbancia pri 258 nm). Merania prebiehali pri teplo­
tě 25 °C po 60 min a 180 min, poměr tuhá látka kvapalina 
1:10; sada rozpúšťadiel zahrnovala vodu, 40% vodný roz­
tok etanolu (UV), absolutny etanol (UV), izopropanol (p.a.), 
octan etylnatý (p.a.) a n-hexán (p.a.).

Stanovenie horčín

Horčiny sme stanovili priamo v získaných extraktoch 
metodou, ktorů opísal Doležal (1976), spočívajúcou 
v reakcii 1 ml vodného roztoku KCN (0,1M) s 2 ml vzorky 
v prostředí 10 ml metanolického roztoku NaOH (0,lM). 
Meria sa absorbancia vzniknutého žitého roztoku (po od­
filtrovaní pripadnej zrazeniny) po 18 hodinách státia v trne 
pri 390 nm oproti slepému pokusu. Pre jednoduchosť uvá- 
dzame ako mieru horkosti absorbanciu roztoku.

Stanovenie farebnosti

Ako mieru farebnosti sme zvolili absorbanciu přefiltro­
vaného extraktu pri 560 nm (F r i m 1, Tichá, 1986).

Stanovenie obsahu inulínu

Najrozširenejšia metoda stanovenia inulínu spočívá 
v meraní absorbancie roztoku v UV oblasti po enzymatic­
ké) hydrolýze (UV method ..., 1995). Pre naše účely bol 
obsah inulínu, vyjádřený ako celkový obsah hexóz, sta­
novený spektrofotometricky pri vlnovej dížke 630 nm po 
reakcii s antrónom v prostředí koncentrovanej kyseliny 
sírovej (J e r m у n, 1975).

VÝSLEDKY A DISKUSIA

Pri výbere rozpúšťadiel sme vychádzali z předpokladu, 
že niektoré z rozpúšťadiel bude selektivnejšie extrahovať 
horké látky, resp. farbivá voči inulínu, čo by v praxi umož­
nilo použiť takéto rozpůšťadlo v extrakčnom stupni před 
samotnou extrakciou inulínu vodou a následné získané 
vodné extrakty iba dočisťovať od zvyšku sprievodných 
látok.

Pokusy ukázali (tab. Ill), že žiadne z použitých rozpúš­
ťadiel nie je schopné tieto látky (horké látky, farbivá) se­
lektivně odstrániť.

Na základe uvedeného sme pre meranie charakteristik 
procesu extrakcie zvolili vodu a 40% vodný roztok etanolu. 
Namerané výsledky sů zhrnuté v grafoch (obr. 3-6).

Výběr teplot bol podmienený týmito kritériami: výťaž- 
nosť inulínu, stabilita získaného extraktu z hl’adiska pöso- 
benia mikroorganizmov a enzýmov a energetická nároč- 
nosť procesu.

Zatial’ čo sa pri teplote 25 °C extrahujú horké a farebné 
látky v oboch systémoch rovnako rýchlo, inulin sa extra­
huje do etanolu iba na úrovni cca 50% úrovně vody. Po­
dobné je to i pri teplote 50 °C s tým rozdielom, že fareb- 
nosť vodného extraktu výrazné rastie aj po době 60 min, 
zatial’ čo farebnosť etanolového extraktu vzrastá minimál­
ně. Naznačuje to priebeh reakcii, pri ktorých vznikajú fareb­
né látky. Ide pravděpodobně o enzymatické reakcie.

Je zaujímavé, že farebnosť vodného extraktu získaného 
pri teplote 80 °C je podstatné nižšia ako farebnosť vodné­
ho extraktu pri 50 °C. Jej nárast po 5 hodinách je možné 
dať do súvisu s celkovou změnou štruktúry suroviny, t.j. 
jej rozvařením.

Z porovnania priebehu extrakcie horkých a farebných 
látok do roztoku etanolu vyplývá, že pokial’ sa inulín prak­
ticky v prvých 30 minútach neextrahuje a farebné látky 
prechádzajú do roztoku iba v malej miere, extrakcia hor­
kých látok je výrazná a najmá pri 50 °C porovnatelná 
s množstvem týchto látok vyextrahovaných do vody. Po­
ukazuje to na možnosť využiť rýchlu predextrakciu suro­
viny 40% etanolom ako jednu z možnosti predčistenia inu­
línu od horkých látok, resp. získanie relativné čistých de

čas - time; voda - water; etanol - ethylalcohol

3. Extrakcia horkých látok z čakanky - Extraction of 
bitter substances from chicory

74



Czech J. Food Sei. Vol. 16, No. 2: 72-76

III. Základné extrakčné charakteristiky pre jednotlivé rozpůš- 
ťadlá - Basic extraction characteristics for the particular sol­
vents

1 riedená vzorka (1 ml + 9 ml rozpúšťadla) - diluted sample
(1 ml + 9 ml of solvent)

'solvent; ’color; 3bitter substances; Svater; 5ethylalcohol; 6isopro-
pylalcohol; ’ethylacetate; 8n-hexane

Rozpúšťadlo* Farba2 
[A560nm]

Horké látky3 
[A 258 nm]*

60 min 180 min 60 min 180 min

Voda* 1,5 2,7 1,3 1,9
40% etanol5 0,7 0,8 1,1 1,5
Etanol abs. 0,4 0,6 ’ 0,2 -

Izopropanol6 0,4 0,3 0,1 -
Octan etylnatý’ 0,4 0,3 - -
n-hexán’ 0,4 0,3 0,1 -

horkých látok, ktoré je možné po přefiltrovaní a zakon- 
centrovaní použiť ako chuťové korigens.

Při hodnotení extrakcie inulínu a množstva sprievod- 
ných látok na Ig inulínu je zřejmé, že najvýhodnejšie pod- 
mienky extrakcie nielen z hl’adiska kvantity, ale aj kvality 
extraktu je extrakcia vodou pri 80 °C, pričom sa na 1 g 
inulínu extrahuje iba cca 0,07-0,01 g sprievodných látok. 
Pre porovnáme: do vody pri teplote 50 °C prechádza 
0,2-0,07 g sprievodných látok. Etanolové extrakty obsa­
huji! pri teplote 50 °C 0,7-0,3 g sprievodných látok na 1 g 
inulínu a 0,3-0,1 g pri 25 °C po 2-6 hodinách extrakcie.

Pri hodnotení extrakcie z hl’adiska časovej náročnosti 
procesu pri 80 °C sú zaujímavé údaje získané pre dobu 
60 min, kedy je už vyextrahovaná převážná časť horkých 
látok (0,7 oproti 0,95 pre dobu 360 min), inulínu (75 mg/ml 
oproti 120mg/ml pre dobu 360 min) a farebnosť roztoku je 
relativné nízká (0,7 oproti 1,15 pre dobu 360 min). Na zákla-

čas - time; voda - water; etanol - ethylalcohol

4. Farebnosť extraktu čakanky - Chicory extract color
čas - time; voda - water; etanol - ethylalcohol

5. Extrakcia inulínu z čakanky - Inulin extraction from chicory

voda 50 °C 15
voda 80 °C 15
40% etanol 50 °C

-*— voda 25 °C
-*— voda 50 °C 13
—e—voda 80 °C 13

- voda 50 °C
-voda 80 °C
• • 40% etanol 25 °C

čas - time; voda - water; etanol - ethylalcohol

6. Reextrakcia extraktov čakanky - Chicory extrac­
tion refraction
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týchto údajov je možné pre ďalšie pokusy, zamerané na 
časovú náročnosť experimentov, odporučiť dobu jedné- 
ho stupňa extrakcie 60 min.

Závěr

Z nameraných údajov je možné dospieť к týmto uzávě­
rem:
1. Pokusy potvrdili, že použitím sledovaných rozpůšťa- 

diel (voda, 40% vodný roztok etanolu, absolútny eta- 
nol, izopropanol, octan etylnatý an-hexán) nie je možné 
sušenů čakanku selektívne predčistiť, t.j. odstrániť fa- 
rebné a horké látky.

2. Ako vhodný extrakčný systém pře ziskanie inulínu zo 
sušenej čakanky je možné na základe nameraných úda­
jov odporučiť vodu při zvýšenej teplote (80 °C) s do­
bou extrakcie 60 min v jednom stupni.

3. Z kinetiky extrakcie farebných a horkých látok vyplývá, 
že predextrakciou sušenej čakanky s 40% vodným roz- 
tokom etanolu po dobu cca 30 minůt je možné odstrániť 
prevažnú časť přítomných horkých látok a ziskať ich 
relativné čistý podiel (s minimálnym množstvom sprie- 
vodných farebných látok a inulínu). Po aplikovaní toh- 
to kroku je možné ziskať takmer čistý roztok inulínu, 
ktorý bez vyžadovania ďalších náročných purifikačných 
krokov je možné aplikovať ako aditívum do potravin, 
kde nevýrazné horká příchuť nie je na závadu.
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REVIEW

Využitie aditívneho a synergického účinku kombinácie konzervačných 
metod na predíženie trvanlivosti potravinářských produktov

Bernadetta HOZOVÁ, Maria KORBAŠOVÁ

Slovak Technical University - Faculty of Chemical Technology, Bratislava, Slovak Republic

Abstract

HOZOVÁ В., KORBAŠOVÁ M. (1998): The use of additive and synergic effects of combination preservation methods for 
the shelf-life prolongation of food products. Czech J. Food Sei., 16; 77-80.

The paper gives a literary survey of more recent knowledge from the viewpoint of theoretical and practical aspects of binary, 
ternary or multiple combinations of preservation methods (heating, cooling, irradiation, antibiotics, dehydration, chemical addi­
tives, etc. - in their mutual combinations) to prolong the shelf-life of food products. Additive and synergic effects of individual 
combinations are accented.

additive effect; synergic effect; preservation methods; binary and ternary combinations; shelf-life of food

Pozomosť výskumných pracovníkov v oblasti techno­
logie konzervárenstva sa čoraz viac zameriava na lepšie 
využitie předností ktoré umožňujů netradičné přístupy, 
napr. kombinácia dvoch a viacerých konzervačných me­
tod. Ku kombinovaniu metod viedla myšlienka, že niekto- 
ré konzervačně metody nedosahujů úplnú sterilitu při 
bežnom rozsahu ich aplikácie, ale len nutnů mieru sterility 
při súčasnom zabránění nežiaducich zmien potravin. Iné 
postupy odstraňujů sice mikrobiologicky podmienené změ­
ny, avšak neovplyvňujů, alebo len vel’mi málo ovplyvňu- 
jú súčasne prebiehajůce chemické procesy rovnako 
vedúce ku kvalitatívnym změnám, takže údržnosť konzer­
vovaného produktu je celkove neuspokojivá. Zmyslom 
kombinácie konzervačných metod je obmedziť intenzitu 
působenia nepriaznivých faktorov tej-ktorej samostatné 
aplikovanej metody a doplnit’ju působením jednej alebo 
aj viacerých ďalších konzervačných metod. Ciel’om je do- 
siahnuť synergický alebo aspoň aditívny ůčinok rozho- 
dujůcich činiteFov, ktorý zaručí mikrobiálnu bezchybnosť 
a z nej rezultujúcu skladovaciu stabilitu konzervovaných 
potravin vrátane maximálnej úchovy ich žiaducich výži­
vových a organoleptických vlastností.

Medzi kombinácie najčastejšie používané v sůčasnej 
potravinárskej praxi patria: termosterilizácia a chladenie 
(mrazenie), ožarovanie v kombinácii s inými konzervačný- 
mi metodami, antibiotiká, dehydratácia, chemické konzer­

vačně látky a iné netradičné metody vo vzájomných kom- 
bináciách, vykazujůcich synergický alebo aspoň aditívny 
ůčinok.

S ciel’om zmapovať súčasný stav podává tento príspe- 
vok stručný prehl’ad dostupných literárnych poznatkov 
z oblasti teorie a aplikácie najpoužívanejších kombinácii 
konzervačných metod v zahraničí aj u nás.

Termosterilizácia a chladenie

Jednou z konkrétných možnosti, ako získať produkt 
s dlhodobou uchovatel’nost’ou pri zachovaní nutričnej 
a senzorickej akosti, je znížiť intenzitu nepriaznivo půso- 
biacej, sólovo aplikovanej termosterilizácie a doplniť ju 
inými konzervačnými technikami (chladenie, ionizuj úce žia- 
renie, antibiotiká, konzervačně činidlá atď.). Najčastejšie 
používanou kombináciou v technologickej praxi je kombi­
nácia teplo-chlad. Aplikuje sa pri výrobě různých maso­
vých, zeleninových, hydinárskych a rybích výrobkov 
a najma pri výrobě hotových jedál vo vellcokapacitných 
systémoch. Aj keď je táto kombinácia najstaršou používa­
nou v kulinámej i v priemyselnej praxi, v dostupnej litera- 
tůre posledných rokov úplné absentujů informácie o jej 
ďalšom zdokonalovaní. Z toho důvodu aspoň stručné 
spomenieme výsledky nášho niekoFkoročného výskumu 
(publikované a navrhnuté do priemyselnej praxe) s od- 
kazom na prislušnů odborná literátům.
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Termosterilizácia s nižšou intenzitou záhrevu - 30 min/ 
/121 °C stacionárně) sterilizácie a 26 min/121 °C ro- 
tačnej sterilizácie (18 ot. min1) + chladiarenské skla­
dovanie (+5 °C)

Uvedené režimy sa ukázali ako optimálně z hl’adiska 
mikrobiologickej (aktuálna mikroflóra), nutričnej (amino­
kyseliny, vitamíny) a senzorickej akosti na predíženie tr­
vanlivosti uvedených produktov až na 42 dní (Š o r m a n 
etal, 1988). '

Pasterizácia + semiaseptické balenie + glycin (1 a 2%) 
+ chladiarenské skladovanie (+5 °C)

Touto kombináciou sa predížila skladovatelnosť výrob­
ku „Bravčový domácí guláš “, a to z hl’adiska mikrobiolo­
gických zmien, oxidácie lipidov a senzorickej prijatel’nosti 
až na 40 dní (oproti tradičným 5-7 dňom) (Rajniaková 
etal., 1991;Takácsová etal.,1993).

Znižená intenzita záhrevu (F = 2 ) + fytoncídy (čierne 
korenie a cesnak a i. v kombinácii) + chladiarenské 
skladovanie (+5 °C)

Pri jej použití sa dosiahlo predíženie skladovatel’nosti 
modelových výrobkov z bravčového mäsa až najeden rok 
pri uchovaní výživovo významných látok a stabilnej sen­
zorickej akosti (Ho z o v á etal., 1989;Hozo vá, Ta­
kács o v á, 1992).

Ožarovanie v kombinácii s inými konzervačnými 
metódami

Použitie ionizujúceho žiarenia patří medzi moderně me­
tody konzervácie potravin, redukujúce počty mikroorga- 
nizmov v potravinách. Podl’a společných záverov komisie 
FAO, IAEA a WHO (1981) ožarovanie potravin do celko- 
vej dávky lOkGy nepředstavuježiadnetoxikologické rizi­
ko a neprináša ani žiadne mikrobiologické a výživové 
problémy. Závěry boli přepracované do medzinárodnej 
normy pre Codex Alimentarius v spoločnom normali- 
začnom potravinovém programe FAO/WHO (P a i s a n 
Loaharanu, 1994).

Možnosť ako obmedziť poškodenie kvality výrobkov 
pri použití ožarovania, spočívá v tom, že sa znížia dávky 
a použijú sa doplňkové technologické postupy - zníženie 
hodnoty av, sušenie a mrazenie, antibiotiká (nizín, tylozín, 
subtilín atd’.), chemické konzervovadlá (kyselina sorbová, 
kyselina benzoová, CaCO2, SO2). Nepriaznivé účinky sa­
motného ožiarenia možno použitím týchto kombinácii zní- 
žiť a súčasne dosiahnuť nielen aditívny, ale aj synergický 
účinek. Výsledkem sú výrobky s vysokou nutričnou 
a senzorickou akosťou pri znížených nákladech počas spra- 
covania(CombinationProcesses ..., 1981). Výhodakom- 
binácie týchto technik je však obmedzená, preto je nutné 
optimalizovať podmienky, pri kterých sa realizujú. Velká 
pozornosť sa doposial’ věnovala najmä kombinovanému 
účinku teplo-ionizujúce žiarenie, pretože táto metoda je 
vhodná na konzervovanie hlavně masových výrobkov 
(šunka, údeniny), zeleniny (Rao, Vak i 1,1985), ale aj 
hotových masových a másozeleninových pokrmov (Nie­
mand etal., 1983).

Z našich experimentálnych skúseností s aplikáciou kom- 
binácie zniženej intenzity termosterilizácie (35 min/121 °C) 
a rázných dávok ionizujúceho žiarenia (0,5-9,5 kGy) v jed- 
nozložkových (hovädzie mäso vo vlastnej šťave, karfiol 
v slanom náleve) a v dvojzložkových výrobkoch typu ho­
vädzie mäso s karfiolom vyplynul závěr, že optimálnym 
bol režim 35 min/121 °C + 4-5 kGy. Takto vyrobené pro­
dukty si oproti konvenčně připraveným (60 min/121 °C) 
zachovali primeranú nutričnú a štandardnú mikrobiologickú 
a senzorická akosť, a to počas relativné dlhého skladova- 
nia (do 240 dní) (Ho z o vá, Šorman, 1991;Taká- 
eso vá etal, 1992).

V literatúre sa popisujú modelové pokusy aplikácie tep­
la a ožarovania na prežívanie spor mikromycét (Aspergil­
lus flavus Link NRRL 5960) pri róznych podmienkach (RV, 
dávka žiarenia, čas) (Odamtten et al., 1985), ale aj pó- 
sobenie X-lúčov v kombinácii s róznymi koncentráciami 
NaCl (0,3 a 6%) pri róznych teplotách na prežívanie sal­
monel (C z c z a w i n s к a et al., 1983). Výsledky ukázali, že 
sólovo aplikované ožarovanie spósobilo zníženie počtu 
živých buniek, kombináciou ožarovania s NaCl sa dosia- 
hol slabý synergický efekt. Napriek širokým možnostiam, 
ktoré poskytuje kombinácia ionizujúceho žiarenia s inými 
konzervačnými metódami, však určitá psychologická ba­
riéra a v nemalej miere aj ekonomické aspekty (finančně 
náročné priemyselné žiariče) zabraňujú jej rozsiahlejšie- 
mu uplatneniu v priemyselnej praxi.

Antibiotiká v kombinácii s inými konzervačnými 
metódami

Kombinácia termosterilizácie a antibiotik, napr. nizínu, 
je jednou z dalších možností dosiahnutia požadovaného 
sterilizačného účinku pri aplikácii zniženej intenzity zahrie- 
vacieho režimu. Podl’a Potravinářského kodexu (1996) 
o použiti cudzorodých látok v poživatinách platí, že je mož­
né použiť nížin v maximálnej koncentrácii 12,5 mg na 1 kg 
týchto potravin: pekárenské výrobky, sterilizovaná a na­
kládaná zelenina, zahuštěné mliečne výrobky, dezerty, syiy, 
hotové jedlá, polokonzervy, majonézy, majonézové výrob­
ky a omáčky, krémy a pivo. Okrem nizinu sa najlepšie 
z potravinářských antibiotik osvědčil tylozín a subtilín, 
avšak hfadajú sa aj ďalšie spósoby aplikácie antibiotik 
s kombináciou so skladováním pri nízkej teplote, s ionizu- 
júcim žiarením a róznymi chemickými preparátmi. Napr. bi- 
náma a trinárna kombinácia nizínu a tylozinu s etyl- 
a propylesterom kyseliny p-hydroxybenzoovej má syner­
gický účinok na Lactobacillus buchneri, s kyselinou sor- 
bovou a benzoovou dochádza к aditívnemu účinku. Proti 
Staphylococcus aureus pósobí kombinácia nizín-kyseli- 
na benzoová a nizín-etylester kyseliny p-hydroxyben­
zoovej adične s 1’ahkým synergizmom. Kombinácia tylozi­
nu s kyselinou benzoovou a sorbovou pri koncentrácii 
tylozinu nad 50 % pósobí synergický. Kombinácia nizínu 
s kyselinou mravčou má silný synergický účinok na Esche­
richia coli. Prídavok všetkých troch konzervačných 
látok, najmä etylesteru kyseliny p-hydroxybenzoovej, jed-
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noznačne zvyšuje účinok kombinácie nizínu a tylozinu 
(Šorman etal., 1985). Jay (1983)uvádza,žekombiná- 
cia dusitanu a nizínu móže synergicky pósobiť proti spo­
rám Clostridium botulinum. Inými často používanými anti- 
biotikami sů aureomycín, prip. terramycin na potlačenie 
rozvoja psychrotolerantných hnilobných baktérií, chlór- 
tetracyklín alebo nystatin v kombinácii s inými konzervač­
nými činidlami. V literatúre posledných 10 rokov sme 
nenašli žiadne údaje o použití antibiotik v kombinácii 
s inými metodami - či už z hl’adiska výskumu, alebo prak- 
tickej aplikácie.

Chemické konzervačně a antioxidačné látky 
v kombinácii s inými konzervačnými metódami

Z iných netradičných kombinácii konzervácie potravin 
možno spomenůť kombináciu konzervovadiel s předběž­
ným alebo sůčasným poškodením mikroorganizmov, napr. 
posobením tepla, chladu, ionizujůceho žiarenia, vylúče- 
ním kyslíka z prostredia a pod., alebo možno kombinovať 
viaceré chemické konzervačně činidlá navzájom. Ide o kom­
binovanie konzervovadiel (kyselina mravčia, benzoová, 
etyl- a propylester kyseliny p-hydróoxybenzoovej) s or­
ganickými kyselinami, anorganickými sofami, antibiotika- 
mi (tetracyklín, chlórtetracyklín, neomycin, chloramfenikol 
a i.). Pri kombinácii dvoch alebo viacerých konzervova­
diel navzájom, ktoré spolu chemicky nereagujů, móže dójsť 
ku sčítaniu ich účinkov alebo ich výsledný účinok móže 
byť nižší, než by sa očakávalo pri jednoduchom sčítaní 
ich účinnosti. Niekedy ide zasa o synergizmus spósobený 
špecifickými vplyvmi jedného činidla na druhé, čím móže 
dójsť к zosilneniu ich spoločného účinku. V literatúre sa 
popisuje použitie butylhydroxyanizolu (BHA), terciárneho 
butylhydrochinónu (TBHCH) a sorbátu draselného, jed- 
notlivo i kombinované, NaCl s dusitanmi, dusitanov so sor- 
bátom, dusitanov s EDTA, ďalej propionát sodný 
v kombinácii so záhrevom - pósobiacich ako antimikrobiál- 
ne a antioxidačné faktory (R ас c ah, 1984).

Kitagawa a Táni (1984) zaznamenali syner­
gicky zvýšený účinok pri aplikácii sorbátu draselného 
(20 000 mg/kg) v kombinácii s tiabendazolom (1000 mg/kg) 
na rast Penicillium digitatum a P. italicum. Robách 
(1980) poukázal na to, že použitie sorbátu draselného 
v kombinácii s NaCl, BHCH, BHA alebo EDTA vykazova­
lo synergický účinok proti rastu Staphylococcus aureus. 
В e a c h a t (1981) zistil synergické účinky sorbátu drasel­
ného a benzoátu sodného v kombinácii s tepelnou inakti- 
váciou kvasiniek. Tento vplyv bol markantný pri pH nižšom 
ako 5,5. Uvedenou kombináciou aditív - sorbátu drasel­
ného (100 mg/kg) a záhrevu (45-65 °C v časových interva- 
loch 80min)-sa zabezpečila totálna inhibícia kvasiniek, 
zodpovedajůca desaťnásobnému sólovo použitému tepel­
nému zásahu. Toto zistenie má vefký význam z energetic­
kého, a najma z nutričného hl’adiska. С о о к a Pierson 
(1983) zistili aditívnu inhibiciu rastu Salmonella typhimu- 
rium pri použití kombinácie kyseliny p-hydroxybenzoo- 
vej a BHA. Hexametafosfát (HP), ktorý sa využívá na

zlepšeme akosti spracovaných potravin, preukázal anti- 
mikróbny účinok proti G+, ale nie proti G" baktériám. Este­
ry p-hydroxybenzoovej kyseliny (PHBAE) sú výborné 
konzervovadlá, ale ich antimikrobiálny účinok proti G“bak- 
tériám je slabý. Prítomnosť HP a PHBAE však poskytla 
v kombinácii silný antimikrobiálny účinok proti Escheri­
chia coli JE 1011. Synergický účinok sa zosilňoval zahrie- 
vanim pri vyššej teplote, s predlžovaním alkylového 
reťazca a zvýšením hydrofóbnosti PHBAE (Tat s u g u - 
chi, Watanabe, 1983).

Lig a F un g (1984) študovali účinnost’ nájdených 
kombinácii BHT, BHA, TBHCH a sorbátu draselného 
vprevencii tvorby aflatoxínov Aspergillus parasiticus 
v médiu a v modelových vzorkách bravčového mäsa. Kon- 
zervačný systém vykazoval len aditívny antimikrobiálny 
účinok jednotlivých komponentov. Zistilo sa, že sólovo 
použitý BHA ovplyvňoval gramnegatívnu mikroflóru mäsa 
a redukoval populáciu Salmonella typhimurium. Použi­
tím kombinovaného účinku BHA a sorbátu draselného sa 
letalita patogénov zvýšila až o 4 log poriadky.

Stevenson a Shaver (1983) zistili pri kombi­
novaní účinku peroxidu vodíka (0,5-1%) a UV žiarenia 
(254 nm), že pósobia synergicky na deštrukciu bakteriál- 
nych spor Bacillus a Clostridium, najmä pri ich súčasnej 
aplikácii.

Medzi dóležité synergetiká s antioxidačným ůčinkom sa 
zaraďuje lecitin (tuky a pekárenské výrobky pri použití 
5 g/kg), ako aj kyselina citrónová ajej estery. Podstata jej 
účinku spočívá v inaktivácii stopových množstiev kovov 
tvorbou chelátov. Jej monoester účinkuje synergicky, kým 
diestery a triestery pósobia prevažne ako emulgátory. Po­
užívá sa v kombináciách od 0,2 do 1,5 g/kg potraviny. 
Okrem aplikácie v tukoch sa používá aj na iné účely 
v róznych potravinách.

Ďalšou látkou so synergickým ůčinkom je kyselina vinna 
a jej sodná sol’. Pomocou nej možno pri koncentráciách 
okolo 2 g/kg oddialiť indukčnů periodu oxidácie (N a s n e r, 
1985). ■

Z uvedeného prehl’adu vidieť, že použitie konzervač- 
ných látok spolu s inými metódami konzervácie má vellcú 
budúcnosť. Kombinovanou aplikáciou možno často do- 
sahovať aditivně, připadne až synergické účinky obme- 
dzenim přidaného množstva konzervačných činidiel, čím 
sa zníži, připadne aj vylůči zdravotně riziko.

Iné netradičné kombinácie konzervačných metod

Ďalšou možnosťou pri spracovaní potravin je použitie 
mikrovlnovej (MV) energie v kombinácii s inými druhmi 
ohřevu, napr. s horúcim vzduchom, IČ žiarenim, vařením, 
pasterizáciou, sušením pri normálnom alebo zníženom tla­
ku, pečením, pražením atď. Kombináciou MV ohřevu 
s inými konzervačnými postupmi možno dosiahnuť lepšie 
výsledky než pri použití sůborov aplikovaných zákrokov. 
Prináša totiž celý rad výhod podporujůcich jeho roz- 
šírenie v praxi, ako je: rýchlosť ohřevu, zníženie času 
spracovania, zlepšenie kvality (skrátenie času záhrevu),
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zabránenie tvorby niektorých nežiaducich látok, rýchlu 
inaktiváciu enzýmov a zlepšenie nutričných a senzoric­
kých ukazovatel’ov (Decareau, 1986).

Za účelom predíženia údržnosti spracovávaného potra­
vinového materiálu je účelné použiť kombinovanie dehyd- 
ratácie s inými doplňkovými a přídavnými konzervačnými 
metodami, napr. s teplom, ionizujúcim žiarením, chladom, 
vyléčením kyslíka, s konzervačnými činidlami.

К dehydratačným procesom patří aj expanzně a tiež azeo- 
tropické sušenie, ktoré možno použiť najma v kombinácii 
sozmrazovaním(Šorman etal., 1985).Novšieliterárně 
rešerše sa, žial’, nezmieňujů o výsledkoch experimentov 
při použití dehydratácie v kombinácii s uvedenými postup- 
mi, takže o prípadnom aditívnom alebo synergickom účin­
ku možno uvažovať len v hypotetickej rovině.

Závěr

Na základe uvedeného prehl’adu možno konštatovať, že 
doteraz nebola vypracovaná všeobecne platná teória kom- 
binácie metod konzervácie potravin, která by na vedeckom 
základe rozvíjala tento úsek vědeckého bádania i praktické) 
aplikácie v priemyselnom meradle. Přete je naliehavé, aby 
sa tejto otázke věnovala osobitná pozornosť, a to ako 
z hl’adiska štúdia teoretických základov, tak aj z hl’adiska 
štúdia praktických aspektov binárnych, trinámych alebo 
aj viacnásobných kombinácii konzervačných metod na pre- 
díženie trvanlivosti potravinářských produktov.
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vhodnou pro tisk. Fotografie i grafy jsou v textu uváděny 
jako obrázky a musí být průběžně číslovány. Každý obrá­
zek musí mít stručný a výstižný popis.

Separáty: Autor obdrží zdarma 30 separátních výtisků 
práce.
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