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Irradiation Treatment of Amaranth Grain for Shelf-life Prolongation
of Amaranth-based Biscuits

Bernadetta HOZOVA, Lubomir VALIK

Faculty of Chemical Technology of the Slovak University of Technology — Department of Milk,
Fats and Foods Hygiene, Bratislava, Slovak Republic

Abstract

HOZOVA B., VALIK L. (1998): Irradiation treatment of amaranth grain for shelf-life prolongation of amaranth-based
biscuits. Czech J. Food Sci., /6: 205-209.

The paper presents some results obtained by a microbiological control (total bacterial count, coliform bacteria, aerobic sporeforming
bacteria, yeasts and moulds) of amaranth-based biscuits produced from the amaranth grain irradiated by various ionizing radiation
doses (1.5, 3 and 5 kGy, radiation source %°Co) and stored for the period of 12 months at the laboratory temperature (20-25 °C).
As a complementary parameter was chosen the a,, value. The number of microorganisms in biscuits varied in dependence on the
level of the starting raw-material treatment (non-irradiated grain — 10° CFU/g; irradiated by 1.5 and 3 kGy — 10° CFU/g; irradiated
by 5 kGy - in the absence of the microflora). The rate of aerobic sporulants (Bacillus subtilis, B. brevis) surviving the shelf-life
process, particularly in the samples untreated by radiation and in those treated by lower ionizing radiation doses (1.5 and 3 kGy),
constituted 30 to 100% of the total count of microorganisms. The ionizing radiation dose providing the biscuits’ maximum hygienic

quality maintained up to the end of the one-year storage was 5 kGy.

irradiation; amaranth grain; amaranth biscuits; microbiological analysis; a,; storage

The traditional technology for processing of grains to
flour by grinding permits the penetration of microflora into
flour in the amount depending, among others, mainly on
the initial grain quality. In good and healthy grains the
prevailing microflora is Erwinia herbicola (30-50%), in
bad and low-quality flours and grains it does not occur
because it is expelled by the other microflora (salmonellae,
coliforms and aerobic sporulants, yeasts and moulds) (J e -
senskd, 1987).

In the recent accessible literature attention has been
paid mainly to the problem associated with the presence
of the microscopic filamentous fungi in cereals, with the
development of their toxic metabolites — mycotoxins, and
with the question of their potential prevention and de-
structionBeck etal.,1992;Cvova etal., 1993;Azi-
mathol, Tey,1992;Wolff, Richter, 1992). Besi-
des the various traditional methods of decontamination
of grain and flour involving, for example, thermal treat-
ment (pasteurization, flame heating, IR), use of preservati-
ves (potassium sorbate, polypropyleneglycol, propionic
acid, acetic acid), aeration of grains, adjustment of the a,
value, application of antioxidants (ascorbic acid), etc. the-
re exists method for the raw-material shelf-life extension
by means of ionizing radiation (Badsah et al., 1992;
O’ Neil etal., 1993).

Within the framework of co-operation with the firm Bo-
hemia Amaranth, Ltd. (Olomouc, Czech Republic), which
produces already about 40 sorts of the more and more
requested amaranth-based cereal products (snacks, crac-
kers, egg-free pastries, sandwiches, sponge-biscuits, ce-
real breakfast, etc.), we endeavoured to look for the possi-
bility of extending their hygienic quality and shelf-life (three
to four month's guarantee period valid so far). Inasmuch
as our recently publihed experimental results Hozov 4
et al., 1996, 1997) have shown that during the storage of
amaranth-based products their microbiological quality
undergoes the deterioration (survival of aerobic sporu-
lants), the amaranth grain was irradiated, in accordance
with the valid legislation (Loaharanu, 1994), by diffe-
rent ionizing radiation doses (1.5, 3 and 5 kGy) to achieve
the decontamination of microorganisms being transferred
from the raw-material into the semi-product (dough) and
consequently partially surviving in the finished product
in the form of spores.

During our investigation conducted in 1997-1998, the
microbiological quality (total count, coliform and spore-
forming bacteria, yeasts and moulds) in basic raw-material
(grain, flour) samples, semiproducts (dough) and in final mo-
del products (biscuits) was studied for 1, 6 and 12 months at
the temperature of 2025 °C. In the same conditions, the
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a, value of biscuit samples was measured as one of the
crucial factors determining the microbiological quality.

MATERIAL AND METHODS
Raw Materials

Amaranth grain — non-irradiated (control) and irradia-
ted by doses of 1.5, 3 and 5 kGy (radiation source: %°Co
gamma rays at a dose rate of 1 kGy/h; radiation equip-
ment: RCH-gamma-30) (Varga,Tolgyessy, 1982).

The preparation of irradiated samples: amaranth grain
was divided into 3 parts (m = 2.5 kg), then placed in the
dark glass bottles and prepared for irradiation by increa-
sing gamma radiation doses. After irradiation the samples
were ground in a steel mill and flour was used for dough
preparation.

Flour — wheat flour, amaranth flour from the non-irradi-
ated as well as irradiated grain.

Semi-Products

Wheat dough (100% of the wheat fine-ground flour).

Amaranth dough (80% of the wheat flour and 20 % of
the amaranth flour) from the non-irradiated as well as irra-
diated grain.

Products

Amaranth-based biscuits from the non-irradiated (con-
trol) as well as irradiated grain.

CLUB biscuits from the wheat dough (control) (baking
of all the three types of biscuits: 10 min/200 °C in laborato-
ry conditions).

The composition of amaranth-based biscuits: wheat
flour, amaranth flour (20%), sugar, fat, eggs, aromatic ad-
ditives. (The packaging material: celophane bags placed
in paper boxes).

At every time interval, two samples (10 g each) were
taken for the microbiological analysis (homogenization
was performed in the sterile mortar) proceeding in three
parallel determinations (n = 6) according to these methods:
1. Determination of aerobic mesophilic and aerobic spore-

forming bacteria by the plate count method, on the tryp-

tone glucose extract agar (Sarisské Michal'any, Slovak

Republic) (STNISO 4832).

2. Determination of coliform bacteria by the plate count
method, on the VRB agar (Sari§ské Michal'any, Slovak
Republic) (STNISO 4832).

3. Determination of yeasts and moulds by the plate count
method, on the chloramphenicol glucose extract agar
(Sari$ské Michal'any, Slovak Republic) (STN ISO 7954).

4. Measurement of the a value: apparatus Thermocon-
stanter, Defensor AG — Novasina (Switzerland) (TH 200,
1995); the principle of the measurement is based on com-
paring the electric conductivity of a balanced relative
humidity above the sample with: the sensor electric con-
ductivity at 25 °C.

5. Identification of vegetative cells and spores of the Ba-
cillus genus (macroscopically and microscopically, the
colouring of spores) (Arpai,Bartl, 1977).
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6. Mathematical and statistical calculations of results ( ¥,
s5) were accomplished using three samples (10 g each) in
two parallel determinations (n=6) (Eckschlager et
al., 1980).

RESULTS AND DISCUSSION

Table I incorporates the results of the average number
(n = 6) of the chosen microorganisms in raw-materials
(grain, flour) and in semi-products (dough) of the diffe-
rent origin and technological procedure (wheat and ama-
ranth samples irradiated or non-irradiated by various ioni-
zing radiation doses). Table I indicates also the percentage
of sporeforming bacteria from the total mesophilic microflo-
ra, notably of Bacillus subtilis and B. brevis surviving
the milling process and preparation of the semi-product
(dough).

As can be seen from the results summarized in Table I,
the respective microflora of non-irradiated amaranth raw
samples and of semi-products was evidently higher than
in the case of irradiated samples and it was proportionate-
ly decreasing with a growth of the ionizing radiation do-
ses (starting from 10° CFU/g to 10>~3 CFU/g). Particularly,
coliform bacteria, yeasts and moulds showed to be more
sensitive than other microorganisms, mainly sporulating
ones which are much more resistant (Thorne, 1991).
However, probably due to the insufficient mill hygiene, air
contamination or the variability in the sorption properties
of flour to the coliform microorganisms (10° CFU/g) ap-
peared during milling of grain to flour made from the grain
irradiated by 1.5 kGy (total count increased by 1 log cycle).
With the application of higher ionizing radiation doses
(3 and 5 kGy) coliform bacteria amounting to 10’ CFU/g
were found in the dough which was contaminated, in all
probability, by added raw-materials designed for the pro-
duction of biscuits (wheat flour, eggs, fat, sugar, aromatic
admixtures). Table II indicates that all coliform bacteria
were decontaminated in the baking process (10 min/200 °C).
Furthermore, it demonstrates the microbiological status of
amaranth-based biscuits compared to wheat biscuits and
to those which were produced and supplied by a produ-
cer, existing at the beginning of the one-year storage at
20-25°C.

In biscuits made from wheat flour (S,) the microorga-
nisms were not present either after the baking process
(10 min/200 °C), or during the time period of storage, which
indicates the sufficient effect of the baking process with
respect to the starting hygienic level of the raw material
(flour) and semi-product (10*CFU/g).

The number of microorganisms in the amaranth biscuits
ranged in dependence on the initial raw-material (Table I).
In products from the non-irradiated grain (S,) it achie-
ved 102 CFU/g after one month (Table II) and 10> CFU/g
after six months of the storage (Table III), the sporulating
bacteria (mainly Bacillus subtilis and B. brevis) represen-
ting the 30-100% proportion. Already after the applica-
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L. Microbiological status of basic material (grain, flour, dough) for preparing of biscuits

Microorganisms [CFU/g]*
% spores

Sample CFU® ASB®  from CFU coliforms yeasts moulds
Wheat flour 5.7.10°+7.2.10° 3.4.10°+43.10>2 6.0 52.10%% 1.1.10*  7.1.10% £ 2.0.10> 2.9.102 + 2.1.10%

dough 5.8.10°+1.0.10° 1.6.102+3.7.10! 03 6.3.10%+ 1.3.10° 1.1.102 £ 1.6.10' <10£0
Amaranth grain  2.9.106+33.10° 2710+ 7.1.10* 93  24.106+6.2.10° 2.7.10*+ 8.8.10> 1.8.10%% 6.9.102
non-ira-  flour  1.0.10°+ 1.4.10° 13.10°+ 1.6.10>° 13  84.10°+3.4.10* 82.10%+ 1.5.10° 4.4.10%+ 1.8.102
diated dough 2.8.10°+8.5.10* 3.6.10°+56102 13  1.810°+4.8.10° 1.8.10°+54.10> 1.4.10%% 1.3.10
Amaranth grain  4.9.103+7.9.102 1.1.10°+ 1.0.102 224 0+0 0+0 4.3.102+ 1.0.102
iradiated flour  1.3.10%+ 4.3.103% 3.2.10°+5.5.102 24.6 1.8.10% + 5.5.10% <10+0 2.0.102+ 7.8.10"
1.5 kGy dough 3.6.10%% 1.4.10* 1.8.103+6.6.102 5.0 6.5.103+ 2.1.103 7.0.102+2.4.102 4.1.102+ 1.1.102
Amaranth grain  2.5.10%+ 4.0.102 8.7.102+ 1.8.10> 34,8 0+0 0+0 <10£0
iradiated flour 6.5.103+ 1.0.10°> 1.3.102+23.10! 20 <10%0 <100 <10+0
3 kGy dough 2.1.10%+ 6.7.10° 6.3.102+2.2.102 3.0 7.6.10° £ 2.8.103 <100 1.7.10% £ 6.6.10!
Amaranth  grain 0+0 0+0 0 0+0 00 0+0
irradiated  flour 00 <100 100 00 0+0 0+0
5 kGy dough 1.4.10°£3.7.10° 24.102+2.0.10' 1.7  2.4.103+ 8.8.102 <100 <100
"average of six replicates = S.D.
btotal count of microorganisms
cacrobic sporeforming bacteria
I1. Microbiological status of biscuits at the beginning of storage at 20-25 °C

Microorganisms [CFU/g]"

Sample Mark CFU® ASB® % spores from CFU coliforms yeasts  moulds
Wheat S, 0£0 00 0 00 00 0+0
Amaranth non-irradiated S, 1510%%1.10> 4.5.10% +2.10 30 0+0 0+0 0£0
Amaranth irradiated 1.5kGy S, <10£0 <10+0 100 0+0 0+0 00
Amaranth irradiated 3 kGy S, <10x0 <10+0 100 00 00 0+0
Amaranth irradiated 5 kGy Ss 0+0 0+0 0 0+0 0+0 00

*average of six replicates + S.D.
btotal count of microorganisms
aerobic sporeforming bacteria

tion of 1.5 and 3 kGy the microorganisms were found at

contamination mostly due to the insufficient tightness of

the packaging. It is also possible that the spores present
in the raw-material (e.g. in the amaranth grain), which sur-
vived the baking and irradiation process, have prolifera-
ted. In the case of the sample S, (produced from the ama-
ranth grain irradiated by 3 kGy) the other reason for a
sudden increase in the number of bacteria after the six-
month storage might have been (besides the possible se-
condary contamination) the sample variability.

Table IV gives a survey of our results obtained from the
microbiological analysis of biscuits after the one-year sto-
rage (20-25 °C). It reveals that biscuits produced from
wheat flour (8,) maintained almost the starting hygienic
quality (aerobic mesophilic and sporeforming bacteria
occurred only sporadically — less than 10 CFU/g). In bis-
cuits produced from the non-irradiated amaranth grain
(S,) the increased level of sporulating microorganisms

the beginning of the storage of biscuits (Sa. S,) only spo-
radically (less than 10 CFU/g); after the application of 5
kGy (S;) the finding was negative in the check samples
(Sl) (produced from wheat flour). Also, the other investi-
gated groups of microorganisms (coliform bacteria, ye-
asts and moulds) were not present in any of the samples
up to the 12th month of the storage (Tables III and IV).
However, with the prolongation of the storage time (after
six months) the microorganisms and sporulants occured
in densities of 10'-10? CFU/g (50 and more per cent of
sporulants) in the samples produced from the grain trea-
ted by lower ionizinig radiation doses (1.5 and 3 kGy) (S,,
S ) (Table III). The presence of microorganisms in the sam-
ple S, (produced from the amaranth grain irradiated by
1.5 kGy) after six months and in the next months of stora-
ge could have been brought about by the secondary air
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III. Microbiological status of biscuits after the six-month storage at 20-25 °C

Microorganisms [CFU/g]*
Sample Mark CFU® ASB°® % spores from CFU coliforms yeasts  moulds
Wheat S, 00 0+0 0 00 00 00
Amaranth non-irradiated S, 9.102 £ 510"  4.7.102+£7.5.100 522 00 00 0+0
Amaranth irradiated 1.5 kGy S, 3.2.102+£25.10"  3.1.102+2.1.10 96.8 0£0 00 00
Amaranth irradiated 3 kGy S, 12102+£12.10' 6.10' = 1.10 50.0 0£0 00 00
Amaranth irradiated 5 kGy S 0£0 0+0 0 0+0 0+0 0£0
faverage of six replicates = S.D.; btotal count of microorg ¢acrobic sporcforming bacteria
IV. Microbiological status of biscuits after the one-year storage at 20-25 °C

Microorganisms [CFU/g]*
Sample Mark CFU® ASB® % spores from CFU coliforms yeasts  moulds
Wheat S, <10+0 <10+0 100 0x0 00 00
Amaranth non-irradiated S, 2510%+53.10° 23.10°+3.8.10 92 00 00 00
Amaranth irradiated 1.5kGy ~ S;  2.7.102£4.1.10"  2.5.102+4.4.10! 92.5 00 0£0 00
Amaranth irradiated 3 kGy S, <10£0 <10+0 100 0+0 00 0+0
Amaranth irradiated 5 kGy s3 0+0 00 0 0£0 00 0£0

*average of six replicates + S.D.; Ptotal count of microorganisms;

(10* CFU/g), constituting as much as 92% of the total count
of bacteria, was observed at the end of the storage. In
biscuits produced from the grain irradiated by 1.5 kGy (S,)
the microbiological status was not explicitly changed
(10*CFU/g - the total count as well as sporulating bacte-
ria in the same densities) and similarly like in the prior case
the aerobic sporeforming bacteria represented as much as
92.5 % (which is understandable from the aspect of thea |
value being decreased during the storage). In biscuits S,
and S, produced from the grain irradiated by higher ioni-
zing radiation doses (3 and 5 kGy) the number of microor-
ganisms was only scarce (less than 10 CFU/g in the first
case) or negative. In the biscuits from a producer (control)
only the insignificant quantities of microorganisms (less
than 10 CFU/g) coming probably from the external envi-
ronment were noticeable at the end of the storage. The
other investigated groups of microorganisms (coliforms,
yeasts and moulds) were not observed in any of the bis-
cuit samples until the end of the storage.

In view of the fact that the samples' storage was accom-
plished in the summer time (June—August 1997) at tempe-
ratures higher than 20 °C (up to 25 °C), which is more
convenient for a more rapid propagation of mesophilic
microorganisms, the results attained are satisfactory and,
with the exception of biscuits produced from the non-irra-
diated grain (S,), they do not exceed the limits required for
the microbiological quality (Hygiene Standards 68, 1990)
of this type of durable cereal products, i.e. the maximum
103 CFU/g of the total count of microorganisms, 2.10> CFU
per g of moulds and less than 10> CFU/g of coliform bacte-
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aerobic sporeforming bacteria

ria. Our results have confirmed that the irradiation treat-
ment is suitable for decontamination of the amaranth grain
(the optimum dose of 5 kGy) and thereby for extension of
the hygienic quality of final products (from the declared
3-4 months to 1 year); on the basis of this fact it will be
possible to optimize in the near future also the conditions
for maintaining the other sorts of amaranth commodities.

The a, values in biscuits (Table V) were moderately va-
rying: at the beginning of the storage (1 month) they were
ranging at the interval from 0.30 to 0.44, after 6 months
from 0.36 to 0.40 and at the end of the storage the lowest
values were anticipated from 0.25 to 0.32. It is to be noted
that the critical value limits necessary for the growth and
propagation of microorganisms were not achieved in any
of the indicated cases.

V. a,, value of biscuits during the one-year storage at 20-25 °C

Storage [months]

Sample Mark 1 6 12
Wheat S, 0.30 0.40 0.26
Amaranth

non-irradiated S, 0.30 0.36 032
Amaranth

irradiated 1.5 kGy S, 0.44 0.40 0.27
Amaranth

irradiated 3 kGy S, 0.41 0.39 0.25
Amaranth

irradiated 5 kGy S 0.44 0.39 0.25
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Conclusion

Based on our results it is possible to conclude that pro-
ducers of the durable cereal products could employ the
action of permitted ionizing radiation doses for the poten-
tial decontamination of the more abundantly contamina-
ted grain after considering many other aspects, especially
those which are related to the economic and operational
problems encountered in the technological process. At
the application of long-time storage of final baked produ-
cts sensory evaluation can be also recommeded.
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V préci sa uvédzaju vysledky mikrobiologickej kontroly (celkovy pocet, koliformné baktérie, aerdbne sporulujice baktérie,
kvasinky a plesne) amarantovych suienok vyrobenych zo zrna oZiareného réznymi davkami ionizujiceho Ziarenia (1,5; 3
a 5 kGy) (zdroj ziarenia °Co) a skladovanych 12 mesiacov pri laboratérnej teplote (2025 °C). Doplnkovym parametrom bola
merand hodnota a,,. Pocty mikroorganizmov v susienkach sa pohybovali v zavislosti od stupfia o3etrenia vychodiskovej suroviny
(zrmo neoziarené — 108 KTJ/g; oZiarené 1,5 a 3 kGy — 10° KTJ/g; oziarené 5 kGy — bez pritomnosti mikrofléry). Podiel aerébnych
sporulujicich mikroorganizmov (Bacillus subtilis, B. brevis) preZivajicich skladovaci proces, a to najma v radiaéne neo$etrenych
vzorkach a vo vzorkdch o3etrenych niZzsimi ddvkami ionizujiceho Ziarenia (1,5 a 3 kGy), tvoril 30 az 100 % z celkového po&tu
mikroorganizmov. Dévka ionizujliceho Ziarenia, zabezpedujiica maximélnu hygienicki akost’ susienok az do konca jednoro&ného
skladovania, bola 5 kGy.

lonizujlce Ziarenie; zrno amarantu; amarantové susienky; mikrobiologicka analyza; a,; skladovanie

Contact address:

RNDr. Bernadetta H 0 z 0 v 4, CSc., Slovenské technické univerzita, Chemickotechnologicka fakulta, Katedra mlieka, tukov
a hygieny pozivatin, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovenska republika, tel.: + 421 7 59 32 54 78, fax: + 421 7 49 31 98,
e-mail: schmidt@checdel.chft.stuba.sk
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Folacin in Infant Food

Ruzena UHEROVA, Milada HORKULICOVA, Dominik MIZNER'!, Madria MIKUSOVA

Faculty of Chemical Technology of the Slovak University of Technology — Department
of Saccharides and Food Preservation, Bratislava; 'Maternal Hospital, Malacky, Slovak Republic

Abstract

UHEROVA R., HORKULICOVA M., MIZNER D., MIKUSOVA, M. (1998): Folacin in infant food. Czech J. Food Sci., 16:
211-214.

The total and free folacin concentration of human milk and of the chosen kinds of fortified and unfortified powdered milk products
designed for the nutrition of infants was assayed. Special attention was paid to the proportional level of the free form of this
vitamin, which is important from the aspect of its utilization mainly for newborn babies and infants till four months of life. With
regard to the human milk (total folacin content equal to 1.77 + 0.20 up to 2.65 + 0.27 pug/100 ml), in which the free folacin content
represented 72.5 to 80.2%, the similar proportional level was detected in Eviko and Feminar samples. The remarkable free vitamin
proportion was found in fortified Aptamil 1 and Aptamil 2 samples where the concentration of 3.93 +0.23 and 3.65 + 0.19 pg/100 ml
constituted only 36.8 to 38% of the total form. The percentage of the recommended daily dose dependent on the quantity of
consumed milk ranged from 6.0 to 60.8. It was determined by the microbiological assay procedure using Lactobacillus rhamnosus

ATCC 7469.

infant food; human milk; total and free folacin concentration

Folacin (the older name “folic acid", B, vitamin) ranks
among the B-group vitamins due to its hydrophilic char-
acter. In nature, it occurs in the free form or it is bound to
proteins, polyglutamates or polysaccharides. In view of
human health this vitamin was not considered very impor-
tant for quite a long time because the symptoms of man’s
hypovitaminosis and avitaminosis were not very clear and
frequent. Only in recent years, the scientific investigation
has revealed a wide folacin application in biochemical pro-
cesses of the living cell. Folates play an important role as
coenzymes in the synthesis of DNA, RNA and proteins
and their increased intake is required during periods of
growth, cellular application and in the time of enhanced
metabolic activity. From this aspect, a greater stress is
nowadays laid on the folacin intake for pregnant and lacta-
ting women and on its necessity for infants up to twelve
monthsof life(Picciano etal., 1994).

Good folacin sources are obtainable in the green parts
of plants such as vegetables and, to a lesser extent, in
fruits. From among (in pg pre 100 g) the animal tissues the
richest folacin source liver (beef 290-963, pork: 36-221)
and kidneys (beef: 80-410, pork: 93). As far as the vege-
table is concerned, the highest content of folacin (in pg
per 100 g) occurs in spinach (48-193), cucumbers (6.7-207)
and Brussels sprouts (27.9-125). The valuable sources of
this vitamin are also leguminous plants, mainly green peas

(12-133 pg/100 g) and green bean (10-133 pg/100 g). The
poorer sources are rice (5.9-29 pg/100 g), wheat flour
(21-35pg/100 g) and milk (11.1 pg/100g) (Fragner, 1961;
Cern4,1980;Favier etal., 1987).

The primary folate deficiency appears mainly in the sta-
te of undernourishment. The secondary deficiency is
known in the case of chronical anaemia, malignant disea-
ses and children's defects such as a neural tube defect
(NTD) and spina bifida(Jurko, 1994;Picciano etal.,
1994; Potier de Courcy, 1994). The nourishment
tables recommend 200 pg of folic acid per day for preg-
nant women (from the second trimester) and 300 pg of
folic acid per day for fully or partially lactating women.
Children should receive 60 pg of folic acid per day up to
twelve months of life (M ik o etal., 1993). For newborn
babies and those until four months of life the free folacin
form is more significant than the bound one because the
bowels digestion, resorption and the activity of intermedi-
ate metabolism are fully developed only after four months
oflife(Horansky,1989).

1t is generally known that for children at the infant age
the main source of folacin is human milk or the specific
powdered infant formula milk product. In view of these
facts our work was directed also to the assessment of the
free form of folacin and to its proportional level complying
with the infant food requirements.
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MATERIAL AND METHODS

The free and total folacin content of human milk and of
some kinds of powdered formula products (obtainable from
our trade network) designed for the infant nutrition was
established (Table I). The vitamin concentration was de-
termined by the microbiological assay procedure using
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 [Czechoslovak Sta-
te Standard (CSN) and Slovak State Standard (STN)) 1981].
The working procedure was based upon the free folacin
elution in the medium of citrate-phosphate buffer with pH
4.6 in the presence of ascorbic acid as a stabilizer of labile
folates. To determine the total folacin content the conju-
gase from pork kidneys was used for liberation of bound
forms. The enzymatic hydrolysis proceeded for 18 to
29 hrs at 37 °C. The determination included a suitable dilu-
tion of the sample tested, distribution of pipetting into
each assay tube, inoculation, incubation (20 hrs at 37 °C)
and turbidimetric measurements (540 nm).

I. The free and total folacin content of human milk and of the
chosen kinds of powdered milk products

Sample Sample characteristics

6 days postpartum
3 to 5 weeks postpartum
adapted powdered milk designed for

infant nutrition up to 6 months, from a
trade network

powdered milk (3.5% fat) designed for
infant nutrition after 4 months, from a
trade network

powdered milk (2.5% fat) designed for
dietary infant nutrition, from a trade
network

fortified infant milk food up to 4 months
(78 pg/100 g of dry food)

fortified infant milk food after 4 months
(67 ng/100 g of dry food)

Transitional milk?
Mature milk*
Feminar®

Sunar®

Eviko®

Aptamil 1¢

Aptamil 2°

“Pospartum human milk from the Maternal Hospital, Malacky,
Slovak Republic — milk bank

bInfant foods producer: Primysl mlé&né vyZivy, Hradec Kralové
Ltd., Zabfeh na Moravé, Czech Republic

¢Infant foods producer: Milupa AG, Friedrichsdorff, Germany

RESULTS AND DISCUSSION

The results achieved by determination of the free and
total folacin concentration of human milk samples and
chosen products designed for the substitutive infant nu-
trition are summarized in Table II. They reveal that the
total folacin concentration of human milk samples ranged
between 1.77 + 0.20 and 2.65 + 0.26 pg/ml, which is in
agreement with the results of works by Ramasastri
(1965)and Adrian (1972). The authors engaged in this
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II. A general survey of the free and total folacin concentration
(ug/100 ml) in analyzed samples (n*, n®, n°)

Free/total
Sample Free folacin Total folacin [%]
Human milk®
6 days
postpartum 1.92£0.15 2.65+0.27 72.5
Mature milk® 1.42+0.21 1.77+£0.20 80.2
Feminar® 1.11 £ 0.06 1.53 +0.06 72.5
Sunar® 0.90 +0.11 1.52 +0.24 59.21
Eviko® 0.89 £ 0.07 1.06 £ 0.08 83.96
Aptamil 1¢ 3.93+0.23 10.70 % 0.53 36.8
Aptamil 2°¢ 3.65+0.19 9.60 % 0.53 38.0

For ** sec Table I
n® — number of samples = 10
n®¢ — number of samples = 5

problem indicate that there exists possibility of great vari-
ability of the results obtained by determining this vitamin
in the human milk with respect to its level in the organism
of the lactating woman, her alimentation customs, total
state of health, duration of lactation, etc. (Adrian, 1973;
Cern4, 1980; Horansky, 1989; Picciano etal,
1994).

In comparison to human milk, the total folacin concen-
tration of products designed for the substitutive unfortified
infant nutrition was somewhat lower, i.e. from 1.06 + 0.08 to
1.53 £ 0.06 ug/100 ml. As was expected, the highest level
was established in the fortified products, in which the
concentration of folic acid amounted to 11 pg/100 ml of
the ready liquid food according to a producer. Table II
indicates that the values that were assessed by us in the
range 0of 9.6 + 0.53 to 10.70 + 0.53 ug/100 ml varied.

Since it is known (Horansky, 1989) that infants up
to four months of life have the insufficiently developed
enzymatic system as well as the ability to utilize only the
free form of this vitamin, we determined its concentration
and percentual proportion from the total content. The re-
sults in Table II show that the free folacin concentration
of human milk samples varied between 1.42 + 0.21 and
1.92 +0.15 pg/100 ml, which corresponded to 72.5 to 80.2%
from the total amount. Similarly, the free folacin concen-
tration was detected in the investigated powdered formu-
la products in the range of 0.90 to 1.1 pg/100 ml, which
represented 59 to 84% from the total amount determined.
The free folacin content was remarkable in Aptamil 1 and
Aptamil 2 samples where the mean concentrations ran-
ging between 3.93 +0.23 and 3.65 + 0.19 pg/100 ml repre-
sented the 36.8 to 38% proportion of the free form of this
vitamin from the assessed total amount. This fact is sup-
posed to be associated with the technological process of
production with regard to the potential bond formation
between the amino acids of milk proteins and the folic
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acid, which is in agreement with the results obtained by
Metz etal. (1968),Ford etal. (1969), Ghitis (1967),
Markkanen etal. (1974) and Wigertz,Jdgers-
tad (1993).

The determined concentration values of the free form of
folacin were used to calculate the approximate percentage
of the recommended dose. Our calculations were based
on the data presented in works by Miko et al. (1993),
Jurko (1994) and Horansky (1989). According to
these authors, children at the age till twelve months should
receive 60 pg of folacin acid per day. As can be seen from
Table 111, the representation of this vitamin is the highest
in Aptamil 1 and Aptamil 2 milk food samples, in relation
to RDA (26.2—-65.6%), in the case of human milk and un-
fortified infant food products the consumed amount re-
presented 5 to 19%.

I1I. The proportion of free folacin of investigated samples in
the Recommended Daily Allowances

Percentage
Free folacin content® of RDA®
Sample pg/400ml pg/1000ml 60 pg/day
Transitional human milk 5,68 14.20 9.4-23.7
Human milk 2-6 days
postpartum — milk bank  7.68 19.20 12.8-32.0
Feminar 4.70 11.10 7.3-18.5
Sunar 3.60 9.00 6.0-15.2
Eviko 3.60 8.90 6.0-14.8
Aptamil | 15.72 39.30 26.2-65.6
Aptamil 2 14.40 36.50 24.0-60.8

*The concentration of free folacin after consumption of 400 ml
and 1000 ml of the above-indicated samples

5The percentual value of the Recommended Daily Allowances
(RDA) after consumption of 400 ml and 1000 ml of the analyzed
samples

However, the ascertained percentage is questionable
because there are some authors (e.g. Karlin, 1969) who
indicate a different, chemically confirmed dose, i.e. 5 to
20 pg per day. The problem of this variability is pointed
out, for example, by Picciano et al. (1994) and
Adrian (1973).

Sthrn
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Ciel'om bolo stanovit' koncentraciu celkového a vol'ného folacinu v materskom mlieku a vo vybranych druhoch fortifikovanych
1 nefortifikovanych suenych mlie¢nych vyrobkov uréenych pre dojéenski vyZivu. Zvlastnu pozornost’ sme venovali pomernému
zastapeniu volnej formy tohoto vitaminu, éo je ddleZité z hladiska vyuZitelnosti, hlavne pre novorodencov a dojéatéd do
4. mesiaca Zivota. Vzhl'adom k materskému mlieku (celkovy obsah folacinu 1,77 + 0,20 aZ 2,65 £ 0,27 pug/100 ml), kde bolo
vol'ného folacinu 72,5-80,2 %, sme stanovili vo vzorkach suSeného mlieka Eviko a Fiminar obdobné pomerné zastipenie.
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Pozoruhodny bol podiel vol'ného vitaminu vo fortifikovanych vzorkich dojéenskéhomlieka Aptamil 1 a Aptamil 2, kde koncentricia
3,93 + 0,23 a 3,65 = 1,19 pg/100 ml odpoveda len 36,8-38 %. Uhrada odporidanej dennej davky v zavislosti od mnoZstva
konzumovaného mlieka bola 6,0-60,8 %. Na stanovenie bola pouZita mikrobiologicka metdda za pouZitia Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469.

dojcéenska vyZziva; materské mlieko; koncetracia celkového a voI'ného folacinu
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e-mail: uherova@chelin.chtf.stuba.sk
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Stanoveni obsahu kyseliny fytové v potravina¥skych surovinach
rostlinného piivodu*

Alexandra PROSKOVA

Food Research Institute Prague, Prague, Czech Republic

Abstract

PROSKOVA A. (1998): Determination of phytic acid content in food raw-materials from vegetable sources. Czech J. Food
Sci., 16:215-220.

The method of phytic acid determination in cereals using ion-pair reverse phase HPLC was verified and optimised. The accepted
method is recommended not only for the determination of phytic acid itself, but for the determination of less phosphorylated
inositols as well. The content of phytic acid in cereals is proved to depend on the type of cereal in question and the way of
processing, but is independent of the variety and the place of cultivation. The content of inositol with the lower phosphate group
number is very low in native cereals. The inositol-pentaphosphate is present in detectable quantities in such cases. The extrusion
has a profound influence on the phytic acid dephosphorylation. The content of less-phosphorylated inositol increases remarkably
during extrusion. Most of the phytic acid content remains in bran after milling the cereals.

cereals; determination; HPLC; reverse phase; phytic acid; inositol phosphate

Souhrn

PROSKOVA A. (1998): Stanovenf obsahu kyseliny fytové v potravina¥skych surovinich rostlinného piivodu. Czech J.
Food Sci., 16: 215-220.

Bylo ovéfeno a optimalizovano stanoveni kyseliny fytové pfitomné v obilovindch metodou HPLC iontovych pari v reverzni fazi.
PouzZita metoda je vhodna jak pro stanoveni vlastni kyseliny fytové, tak i pro parcialni fosfore&né estery myo-inositolu. Bylo
prokédzano, Ze obsah kyseliny fytové v obilovinach je zavisly na druhu a zpiisobu zpracovani, ale neni pfili§ ovlivnén odriidou
a lokalitou péstovani. Obsah niZe fosforylovanych inositolli v neopracovanych obilovinach je nizky a vyskytuje se zde pfedeviim
inositol-pentafosfat. Extruze ma vliv na obsah kyseliny fytové a niZSich inositolfosfatii. BEhem extruze dochazi k defosforylaci

kyseliny fytové a obsah niZe fosforylovanych inositoli stoupa. Pfi mleti zistava hlavni podil kyseliny fytové v otrubach.

obiloviny; stanoveni; HPLC; reverzni faze, kyselina fytova; inositol fosfat

Kyselina fytova jako myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfos-
fat(Brearley, Hanke, 1996) predstavuje hlavni za-
sobarnu fosforu ve vétsiné rostlinnych potravinaiskych
surovin, a to pfedevsim v semenech a ceredlnich zmech
(napi.Sharma etal., 1996). Tento polyfosfat ma schop-
nost tvofit chelaty s vicemocnymi kovovymi ionty, zvIas-
té se zine¢natymi, vapenatymi, hofe¢natymi a Zelezitymi.
Vznikaji nerozpustné soli, které se Spatné absorbuji
z gastrointestinalniho traktu, coZ vede ke sniZené biolo-
gické vyuzitelnosti téchto mineralnich latek (Periago
etal., 1996). Proto je diilezité sledovat obsah kyseliny fy-
tové v potravindch, zv14§té u osob nekonzumujicich smi-
Senou stravu, tj. u riznych typl vegetariani a makrobio-
tikli, u nichZ se muiZe vyskytnout nedostateéné zsobovani

organismu predeviim zinkem (Lombardi-Boccia et
al., 1996).

Na druhé strané ma sledovana kyselina i potenciélni
kladné G¢inky (Zhou etal., 1995), napf. ochrana pfi into-
xikaci kadmiem ¢i olovem. Tato kyselina ma antioxida¢ni
vlastnosti — pusobi jako silny inhibitor pfi tvorbé hydro-
xylovych radikali (katalyzovanych Zelezem). Pfedpoklada
se také, Ze kyselina fytova ma vliv na snizovani koncent-
race sérového cholesterolu tim, Ze ovliviiuje sorpci zinku
a médi. Vysoky pomeér téchto prvku vede k hyperchole-
sterolemii, coZ je hlavni faktor zpiisobujici koronarni one-
mocnéni. Pfi epidemiologickych studiich bylo zji$téno, Ze
pii konzumaci stravy bohaté na vldkninu a kyselinu fyto-
vou se sniZuje vyskyt ledvinovych kamenu. Experimental-

*Prace byla délana za finanéni podpory Ministerstva zemédélstvi Ceské Republiky (grant & RE5517).
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né bylo prokazano, Ze myo-inositol-bisfosfat a myo-ino-si-
tol-trisfosfat zamezuji in vitro tvorbé krystall hydroxya-
patitu, které pasobi jako jadra pifi vzniku kamenu.
Kyselina fytova rovnéz pozitivné ovliviiuje prib&h nado-
rového onemocnéni tlustého stteva(Challa etal., 1996).

Na jedné strané tedy neni sporu o tom, Ze kyselina fyto-
va silné inhibuje biologickou vyuZitelnost mineréalnich 14-
tek v organismu, na druhé strané na zakladé studii in vitro
a epidemiologickych studii se usuzuje i na jeji kladné i€in-
ky. Pii feSeni této otdzky by bylo velmi pfinosné sledovat
pomoci pokust in vivo optimalni mnozstvi kyseliny fyto-
vé ve stravé pii simultdnnim sledovéni jejich kladnych
i zapornych G&ink.

Dosud publikované analytické metody stanoveni této
latky spadaji do nékolika skupin. Nejstar$i metody byly
zaloZeny na srdZeni komplexu fytat— zelezo (Oberleas,
1971). Metoda vychazi ze skuteCnosti, Ze Zelezité ionty
tvofi ve slabé kyselém prostfedi stabilni a nerozpustny
komplex s kyselinou fytovou a Zadna dalsi sraZenina
s jinymi organickymi nebo anorganickymi fosfaty se ne-
objevuje(Heubner, Stadler, 1914). U této precipi-
ta¢ni metody byly vyvinuty dvé varianty. V pfimé metodé
je u vysrazeného, oddéleného a zmineralizovaného kom-
plexu fytatu Zelezitého fosfor stanoven napf. kolorimetric-
ky(McCance, Widdowson, 1935)anazéikladé jeho
obsahu vypocten ekvivalent fytatu. U nepfimé metody je
piidéan prebytek chloridu Zelezitého a volné Zelezité radi-
kély jsou stanoveny jakoukoliv titraéni metodou pro zZe-
lezo. Tuto modifikaci pouzil jiz Youn g (1936), ktery pie-
bytek Zeleza titroval tiokyanidem a stanovil jej kolorimet-
ricky. Metoda byla pouzivana jako standardni delsi dobu
a poskytovala uspokojujici vysledky pro zrna a semena
s vy$$im obsahem fytatu. Pro produkty s niz§im obsahem
kyseliny fytové je viak méné vhodna.

Zlep$ena metoda pouZivajici separace na méni¢ich ion-
ti byla publikovana pozdé&ji (Harland,Oberleas,
1977). Zahmuje tyto kroky: kysely extrakt vzorku je apli-
kovan do malé kolony plnéné ménic¢em aniontt a kolona je
promyta roztokem pufru o nizké iontové sile. Fytét je po-
tom eluovan z kolony roztokem soli o vysoké iontové sile
a nakonec je obsah fytatu v eluatu stanoven spektrofoto-
metricky.

Zrychleni stanoveni obsahu fytatu pfedstavuji metody
vysokotlaké kapalinové chromatografie publikované v 80.
letech. Jednimi z prvnichbyli Tangendaja etal. (1980),
ktefi aplikovali pfimo na kolonu pBondapak C,, extrakt
ryzovych otrub v kyseliné trichloroctové, k detekci pouzi-
val jak index lomu, tak absorbanci v UV oblasti. Camire
a Clydesdale (1982) publikovali kvantitativni HPLC
metodu zaloZenou na precipitaci kyseliny fytové s chlori-
dem Zelezitym (po extrakci kyselinou chlorovodikovou
nebo trichloroctovou), naslednym pfevedenim na fytat
sodny a aplikaci na C,; kolonu v reverzni fézi pfi pouziti
fytatu sodného jako vnitiniho standardu. Cilliers
a Nierken (1986) vyvinuli pomé&mé jednoduchou
a rychlou metodu. Po extrakci s kyselinou trichloroctovou
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byla provedena separace na méni¢i iontii a spektrofoto-
metrické stanoveni v eluétu bylo délano podle postupu,
kteryuverejnili Latta a Eskin (1980), zalozeném na
reakci mezi Zelezitymi ionty a kyselinou sulfosalicylovou.

Z novéjsich metod byly publikovéany prace vyuZivajici
napf. nukledrni magnetické rezonance M azzola etal,
1986) nebo spektroskopie v blizké infracervené oblasti
(Parrish etal., 1990), které jsou v8ak z hlediska pfistro-
jového vybaveni nékladné. Jako perspektivn&j’i se uka-
zuje stanoveni pomoci kapilarni izotachoforézy —at’s pfed-
chozi precipitaci pomoci trojmocného Zeleza a prevodem
sraZeniny na fytitsodny (Kikunaga etal., 1985;Spa-
n o, 1992), nebo ptimo po extrakci kyselinou chlorovodi-
kovou(Blatny etal., 1995). Mezi nejmodernéjsi jednak
z hlediska béznéjsiho pfistrojového vybaveni laboratofi
a z4rovei umoZilujici zarovei stanovit kromé kyseliny fy-
tové i niZe fosforylované inositoly patfi pfedev§im meto-
dy HPLC iontovych pari v reverzni fézi, na které byla nase
préace predevsim zaméfena (Sandberg, 1986;Burba-
no etal,1994; Lehrfeld, 1989).

V této préci jsme se zabyvali stanovenim kyseliny fyto-
vé v riiznych druzich ceredlii, distribuci kyseliny fytové
v jednotlivych podilech pSenice ziskanych béhem mleti,
z4vislosti obsahu kyseliny fytové na odridé a lokalité,
v niz byla péstovana, a také vlivem extruze jako modelo-
vého zpisobu zpracovéni ceredlii na obsah vlastni kyseli-
ny fytové a niZe fosforylovanych inositold.

MATERIAL A METODY

Material

Fytat sodny (dodekasodna stl), tetrabutylammonium
hydroxid (TBNOH, 40% w/w vodny roztok) a 1-amino-2-
-naftol-4-sulfonové kyselina byly zakoupeny u firmy Sig-
ma. Kyselina fytova (40% vodny roztok) byl od firmy
Aldrich Chemical Company, Inc. Méni¢e iontli (Anex AG
1-X4, 100200 mesh a Katex AG 50W-X8, 200-400 mesh)
byly zakoupeny u firmy Bio-Rad Laboratories. Ostatni che-
mikalie (metanol, kyselina mravencia HCI) v kvalité Cisto-
ty uréené pro HPLC pochézely od riznych firem.

Mleti vzorku

V3iechny vzorky byly mlety na rychlobézném mlynku
Pulverisette 14 od firmy Fritsch.

Extrakce vzorku

Namleté vzorky v mnozstvi 0,5-2 g (podle obsahu kyse-
liny fytové) byly extrahovany s 20 ml 3,5% HCl na rota¢ni
trepacce pii pokojové teploté podobu2h(Blatny etal,
1995). Tato suspenze byla odstfedéna pii 15 000 ot./min
po dobu 15 min a supernatant byl pfefiltrovan.

Cisténi vzorku

Alikvotni dil tohoto extraktu podle pfedpokladaného
obsahu kyseliny fytové byl zfedén vodou (1-3 ml/20 ml1)
a tento vzorek byl &i§t&n na ménidi ionth AG 1-X 4 v CI”
formé. Po naneseni vzorku na kolonu byla promyta 15 ml
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1. Utinnost eluce fytatu 2M HCI — Efficiency of phytate elu-
tion with 2M HCI

demineralizované vody, déle 15 ml 0,025M HCI (k eluci
anorganickych fosfore¢nani) a nakonec byla provedena
eluce fytatu 2M HCl. MnoZstvi tohoto eluéniho ¢inidla
bylo ovéreno vazbou a naslednou eluci pouZivaného stan-
dardu (obr. 1). K eluci 95 % navazaného fytatu je tieba
28 mI2M HCl.

Analyza vzorku metodou HPLC

Eluéat byl odpafen za vakua do sucha pfi teploté maxi-
malné 40 °C. Tento odparek byl resuspendovéan v 1 ml
roztoku, ktery obsahoval demineralizovanou vodu a TBNOH
vpoméru 1 : 0,015.

Analyza byla provadéna metodou HPLC na koloné SGX
RPS o rozmérech 4 x 250 mm s velikosti ¢astic 5 pm firmy
TESSEK Ltd. Praha s refraktometrickou detekci. Mobilni f4-
ze obsahovala 56,5 % metanolu, 0,4 % TBNOH, 0,15 mol/l
kyseliny mravenci a pH bylo 5M kyselinou sirovou upra-
veno na 4,3. Tento roztok byl pfefiltrovan na filtraénim
zafizeni Supelco s membranou o velikosti port 0,45 pm
a odvzdu$nén. Chromatografie probihala pfi teploté 30 °C
aelu¢ni rychlosti 0,8 ml/min pfi néstiiku vzorku 20 pl.

Standard

Jako kalibra¢ni standard byl pouzivéan fytat sodny (do-
dekasodné stl) firmy Sigma v koncentracich 0,5-10 mg/ml
a obsahu fytatu 83,83 %. Zavislost velikosti peaku na kon-
centraci je v této oblasti linearni. Roztok kyseliny fytové
(tedy pouze hexafosfat inositolu) byl pfipraven promytim
roztoku pfes katex AG 50W-X8 v H' formé&, odpafenim
a resuspendovéanim odparku v 1 ml roztoku obsahujicim
demineralizovanou vodu a TBNOH v poméru 1 : 0,015. Ka-
libra¢ni kiivka s korela¢nim koeficientem 0,9998 je uvede-
nana obr. 2.

VYSLEDKY A DISKUSE
Obsah kyseliny fytové v riznych druzich cerealii
Bylo analyzovano sedm druht riiznych obilovin. Jed-
men byl ziskdn z Vyzkumného tstavu sladaiského v Brng,

jecné otruby loupanim na laboratorni loupa&ce na 3paldu
na pracovisti Ceské zem&d&lské univerzity Praha v Uhti-

20 000
(mVs] ?
10 000 //./
0 -/1-/ T T t
0 2 4 6 8 10

[mg/ml]

2. Kalibra¢ni kfivka stanoveni kyseliny fytové (HPLC) — Ca-
libration curve of phytic acid determination (HPLC)

névsi. Zito, ovesné vlogky, jhly, pohanka neloupana
a kukufice byly z obchodni sité (tab. I).

I. Obsah kyseliny fytové (% hm. v su$ing€) v riznych druzich
ceredlii — Phytic acid contents (% w of dry matter) in various
sorts of cereals

Vzorek' IP5 [%)] 1P6 (%]
Jeéna celozrna mouka? 0,03 (18,9) 0,76 (3,8)
Jecné otruby? 0,03 (20,1) 0,84 (3,4)
Zitna celozr4 mouka® 0,03 (19,5) 0,72 (3,7)
P3eniéna celozma mouka’ 0,06 (15,4) 1,07 (3,1)
P3enicné otruby® 0,25 (8,5) 428 (1,9)
Ovesné vlotky’ - 0,83 (3,5)
Pohanka neloupana® - 1,08 (3,0)
Jahly? - 0,28 (4,9)
Kukufice!? 0,04 (16,9) 0,65 (3,6)

v zdvorce uveden variaéni kocficient — variation coefficient in
branches

!sample; 2whole barley flour; 3barley bran; *whole rye flour; Swhole
wheat flour; Swheat bran; 7oat flakes; Sunhulled buckwheat; °mil-
let; '%orn

VétSina analyzovanych potravinaiskych surovin obsa-
huje ve své su¥in& okolo 1% kyseliny fytové, pouze pse-
ni¢né otruby ji obsahovaly pies 4 %. Relativné vysoky
obsah se objevil také u jahel (i kdyZ se jedna o loupanou
obilovinu) — 0,28 % v susiné.

Distribuce kyseliny fytové v jednotlivych podilech
p3enice ziskanych b&hem mleti

Cs. odriida psenice Alka (sklizefi 1996) byla umleta
u firmy MILLS s. 1. 0. na pneumatickém laboratornim mly-
nu Buhler, na kterém lze ziskat dva druhy otrub (Srotové
a vymilaci), tfi druhy Srotovych mouk a tfi druhy mouk
vymilacich. VSechny ziskané podily byly analyzovany
a vysledky jsou uvedeny v tab. IL.

Hlavni podil kyseliny fytové je obsaZen ve Srotovych
otrubich— 89,9 %, ve vymilacich otrubach 8,1 % a pouha
2 % piipadaji na frakce mouky.
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II. Distribuce kyseliny fytové v jednotlivych podilech pSenice
odridy Alka ziskanych béhem mleti (aritmeticky primér dvou
HPLC analyz ke kazdé ze tfi extrakci) — Phytic acid distribu-
tion in the separate fractions of Alka wheat obtained during
milling (aritmethical average of two HPLC analyze to each of
three extraction]

Hitiohiostil Kyselina fytova®
podil [mg/g celkem’

Vzorek! frakee® [g] susiny'?) [mg]
Celé zrno? 4010 12,83 (3,0) 514483
Srotové otruby? 880 51,41 (1,7) 45 240,8
Vymilaci otruby* 240 17,07 (2,8) 4 096,8
Srotova mouka’ 1 440 0,45 (16,2) 199,9
Srotova mouka 2 260 0,36 (18,6) 93,5

Srotova mouka 3 200 0,41 (16,4) 82
Vymilaci mouka® 1 460 0,40 (16,3) 185,7
Vymilaci mouka 2 1270 0,31 (18,9) 393,7
Vymilaci mouka 3 60 0,50 (17,6) 29,8
Celkem’ 3840 503222

v zavorkdch uveden variaéni koeficient — variation coefficient in
branches

!sample; 2whole grain; 3coarse bran; *fine bran; Scoarse flour; ®fine
flour, "total

Vliv lokality a odridy p3enice na obsah kyseliny fytové

Vliv lokality na obsah kyseliny fytové byl sledovan
u pSeni¢nych otrub, které byly vybrany jako model ce-
redlnich potravinafskych surovin z diivodu vysokého ob-
sahu fytatu. Byly analyzovény otruby ze ¢tyf odrid pSe-
nice (sklizefi 1996) v CR uznanych k p&stovani. Viechny
byly péstovany podle metodik pro provadéni Statnich od-
ridovych pokusti v péti riznych mistech CR. Jedna se
o tyto lokality: Domaninek u Bystfice nad Pernstejnem (Ji-
homoravsky kraj), Hradec nad Svitavou (Vychodo&esky
kraj), Lipa (Severocesky kraj), Trutnov (Vychodocesky kraj)
a Stachy (Jihocesky kraj).

Popis odrid

Hana - povolena v roce 1985, rané az polorané odriida
potravinafské ozimé pSenice s pekafskou jakosti elita (nej-
kvalitnéjsi odriida dosavadniho sortimentu), dosti odolna
k chorobdm kromé padli travniho, rajonovana do vsech
oblasti.

Samanta — odriida 0zimé p3enice povolena v roce 1993,
je to polorané kvalitni potravinaiska p3enice jakostni tFi-
dy A (dfive A7). Je velmi vynosna, dosti odolna k choro-
bam, poléhani, vydrolu i poristani, doporudené pro pés-
tovani ve vSech oblastech.

Siria — pozdni odriida ozimé pSenice s jakosti tfidy B,
chlebov4, vhodna do fepaiské a bramborafské oblasti, mé-
né odolna rzi travni, stfedné odolna ostatnim chorobam.

Trane — pozdni velmi vynosna némecka odrtida s velmi
dobrym zdravotnim stavem, nevhodna k potravinaiskym
udeliim, jakostni tfida C (dfive C1), doporuéovana ke krm-
nym Géeltim.

Vzorky byly ziskany na Katedre speciélni rostlinné pro-
dukce Ceské zem&dglské univerzity v Praze. Obsah inosi-
tol hexafosfatu se pohyboval od 37,5 do 57,3 mg a inositol
pentafosfatu od 1,0 do 3,6 mg (tab. III). Stopy inositol
tetrafosfatu se objevily u dvou odriid (Samanta a Siria)
pouze na lokalité Trutnov. Nejmensi rozdily v obsahu kyse-
liny fytové jsou také na lokalité Trutnov (48,1-52,4 mg/g).
O ZAdné z analyzovanych odrid nelze prohlasit, ze by vzdy
méla nizky nebo naopak vysoky obsah fytatu, a zarovefi
1ze konstatovat, Ze péstebni lokalita nemé podstatny vliv
na obsah kyseliny fytové.

Vliv extruze na obsah kyseliny fytové

Ke zjistovani ovlivnéni obsahu kyseliny fytové tech-
nologickymi zakroky byla vybrana extruze, jako velmi ¢as-
to pouZivany zpiisob zpracovani cerealnich surovin. Vliv
tohoto procesu byl sledovan u jednoho vzorku p3enic-
nych otrub dvakrat extrudovanych, uvedené hodnoty jsou
aritmetické praméry hodnot pfed extruzi a po ni (tab. IV).
Extruze byla provadéna na jednosnekovém laboratornim
extruderu typu Brabender 20 DN s dlouhym $nekem s té-
mito parametry: vlhkost materialu pfed extruzi 11 %, teplot-
ni rezim 150 aZ 160 °C, 250 ot./min, torzni pomér 5-15 N/m,
kompresni pomér $neku 1 : 3, primér trysky na vystupu

IIL. Vliv lokality a odriidy p3enice na obsah kyseliny fytové [mg/g susiny] — Effects of locality and wheat variety on phytic acid

content [mg per g dry matter]

Hana Samanta Siria Trane
IP5 IP6 1PS 1P6 IP5 1P6 IPS 1P6
Domaninek 1 41,2 1,7 50,9 1 44 1,8 56,7
Hradec 1,2 46,4 1,6 53,5 2,1 48,2 1,9 40,4
Lipa 1,8 43,6 0,9 43,2 1.5 55,1 1,6 56,7
Trutnov 2,1 48,1 36 50,7 2,7 52,4 neanalyzovéno'
Stachy 1,9 57,3 3 37,5 34 52,5 33 44,6

'not analyzed
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4. HPLC extraktu z pSeni¢nych otrub po
extruzi — HPLC of extract from wheat bran

IV. Vliv extruze na obsah kyseliny fytové [mg/g] — Effect of
extrusion on phytic acid content [mg/g]

Kyselina fytova
a niz3f inositolfosfaty*
P3eniéné otruby’ IP3 P4 IPS IP6
Pied extruzi? 0 0 2,5 412
Po extruzi® 33 49 8,5 19,8

Iwheat bran; 2wheat bran before extrusion; 3wheat bran after ex-
trusion, *phytic acid and lower inositol phosphates

3 mm. Chromatogramy pSeni¢nych otrub pfed extruzi a po
ni jsou uvedeny na obr. 3 a 4.

Extruzi za uvedenych podminek dochazi k odstépovani
fosfatu z kyseliny fytové, ¢imz vznikaji niZze fosforylované
inositoly. Obsah vlastni kyseliny fytové klesl na 48 % jeji-
ho plivodniho obsahu, obsah IP5 se zvysil o 14,6 % proti
pSeniénym otrubam pied extruzi. Déle vzniklo 11,9 % P4
a vice nez 8 % IP3. Pfipadnou pfitomnost nejméné fosfo-
rylovanych inositoli IP2 a IP1 nelze uvedenou metodou
Zjistit.

30 after extrusion

Uvedené vysledky byly porovnany s doporucenou
metodou AOAC (1990), ktera je zalozena na mineralizaci
eluétu z ménide iontd a nasledném kolorimetrickém stano-
veni fosforu. Tato metoda dava nepatrné vy33i vysledky
neZz pouzitd metoda HPLC (u pSeniénych otrub o 2,2 %),
patrné v disledku toho, Ze je zaloZena na celkovém stano-
veni fosforu, kdezto metoda HPLC stanovi skuteéné sa-
motny inositolhexafosfat.

Vysledky potvrdily pfedpoklad, Ze zvolena analyticka
metoda (HPLC v reverzni fazi) je vhodn4 nejen pro stano-
veni kyseliny fytové, ale také pro stanoveni produkt jeji
¢astedné defosforylace. To je vyhodné zejména k hodno-
ceni vlivu jednotlivych technologickych procesii na ob-
sah kyseliny fytové a niZe fosforylovanych inositold.
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Abstract

STROHALM J., HOUSKA M., NOVOTNA P, KYHOS K., GREE R., BRUNA D., CAPEK F. (1998): Application of high
pressure for food processing. Czech J. Food Sci., 16: 221-226.

Tasks connected with application of high pressure are solved at the Centre of Food Technology, high pressure laboratory at the
Faculty of Food and Biochemical Technology, Institute of Chemical Technology and in the Food Research Institute Prague. Two
equipment types are available. The first is a micro-press having the volume 50 ml equipped with electronic measurement system
for temperature and pressure monitoring. The second equipment has the chamber with volume 1200 ml and maximum pressure
600 MPa. The samples processed here can be subjected to the sensory evaluation and the technology research can be done for
potential users of high pressure processing in industry. This work summarises the results of preliminary experiments dealing with
the preparation of samples, packaging, the process parameters verification and resulting quality evaluation of processed samples.

preservation; fruit; vegetables; juices; sensory evaluation; high isostatic pressure; inactivation of micro-organisms; shelf-life;
micro-pressure 50 ml; pressure 1200 ml

Souhrn

STROHALM J., HOUSKA M., NOVOTNA P., KYHOS K.; GREE R., BRUNA D., CAPEK F. (1998): Aplikace vysokého
tlaku p¥i oSetfenf potravin. Czech J. Food Sci., 16: 221-226.

Prace shmuje vysledky vstupnich experimentii senzoricky hodnotitelnych vzorki po oSetfeni vysokym tlakem, tj. p¥ipravu
vzorki, druh obalu, zpiisob o3etfeni, a hodnoceni kvality oSetfenych vzorki. Po o3etfeni kusového ovoce a zeleniny vysokym
tlakem byly zjiStény zvyraznéné chut'ové vlastnosti. U rajéatové a pomeranové §tavy byl pozorovan vznik rosolovitych shlukil
s patrnym vlivem na sedimentaéni poméry. U zeleninovych §tav bylo zjiiténo, Ze uZiti vysokého tlaku nema podstatny vliv na
obsah vitaminu C a karotenoidi. Orientaéné pozorovany vliv vysokého tlaku na inaktivaci mikroorganismil ve §t'’dvach je nutné
systematicky dale studovat.

konzervace; ovoce; zelenina; $t4avy; senzorické hodnoceni; vysoky izostaticky tlak; inaktivace mikroorganismu; GdrZnost;
mikrozafizeni na 50 ml; zatizeni na 1 200 ml

Vyuziti vysokého tlaku pro konzervovani potravin je
znamé jiz vice nez sto let. V soucasnosti vzrista zijem
o tuto technologii, protoze ma proti klasickému tepelnému
zpracovani své vyhody — potraviny se senzorickymi vlast-
nostmi bliZi potravindm ¢erstvym, nebot’ v procesu nedo-
chazi zpravidla k odbourdvéni vitamini, mineral, bilko-
vin, struktury, barvyaviné (Butz, Tauscher, 1997).
V soucasné dobé je ve svété na trhu jiz asi 15 riznych
vyrobku (Japonsko, Francie, USA) - hlavné ovoce a ovoc-
né produkty (3tdvy). Nejdile ve vyvoji této technologie

je Japonsko, kde jsou jiZ na trhu ovocné $t'avy, dzemy,
jogurty a tvarohové dezerty pfipominajici svoji chuti cer-
stvé produkty.

Rozdil mezi o$etfovanim potravin teplem a tlakem spo-
¢&iva v tom, jaké chemické vazby jsou rozruSovany. Teplo
rozbiji kovalentni vazby, které drZi atomy v molekulach,
a tim se niéi pfirozena chut’ jidla. Vysoky tlak rozrusuje
piedevsim iontové vazby mezi elektricky nabitymi chemic-
kymi skupinami, které udrzuji fetézovitou strukturu mole-
kul proteint v jejich biologicky aktivni form&. Kdyz se

*Préace byla vykondna za podpory grantové agentury NAZV reg. &. EP 096 098 6259.
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tyto vazby rozrusi, pfestanou byt funkéni a organismus
ohroZujici potraviny se stdva neSkodnym. Tlak rovnéZz po-
$kozuje bunééné membrany mikroorganismi Zijicich v rost-
linach.

Pii vysokotlaké technologii se uziva izostatického tlaku
radové stovek MPa po dobu nékolika minut, bez nutnosti
potravinu zahiivat na sterilagni teplotu, nebo v kombinaci
s velmi §etrnym ohfevem. Tim se doséhne u¢inku podob-
ného sterilaci, tj. G¢inné inaktivace neZiddoucich mikroor-
ganismi, ale i dal8ich efektd, jako napf. ovlivnéni funké-
nich vlastnosti bilkovin (koagulace), inaktivace enzymd,
ovlivnéni pocatku a zplsobu krystalizace lipidi apod.
Osetfovand potravina nemtZe byt v pfimém kontaktu
s tlakovym médiem, ale musi byt hermeticky uzaviend
v obalu, ktery prenasi tlak. Obvykle je tlak pfenaSen niz-
kostladitelnou kapalinou jako je voda, olej (Kolektiv,
1997), smés vody a glycerinu, etylenglykol nebo vodny
roztok lihu (Hougka, 1996).

K odhadu uéinku vysokého tlaku slouzi Le Chatelieriv
princip. VSechny jevy (chemické reakce, fazové zmény,
zmény konformace molekul) doprovazené zmen$enim ob-
jemu jsou ti¢inkem vysokého tlaku urychlovény a reakce,
pii nichZ dochézi ke zvétSeni objemu, jsou zpomalovény.
Uplatiiuje se také zékon o ifeni tlaku v kapalinach, podle
kterého se tlak §ifi konstantn& viemi sméry v celém obje-
mu stlageného vzorku potraviny (K olek tiv, 1997).

Vysokym tlakem je mozné oSetfit napi. kusové ovoce,
zeleninu, ovocné a zeleninové $tavy, kofeni, mlécné
a masné vyrobky. Takto o3etiené potraviny se jevi mikro-
biologicky bezpe&néjsi, bez parazith a nezadoucich bio-
chemickych substanci. JelikoZ jsou bakteridlni spory mno-
hem vice rezistentni, je nutné pouzit cyklovani mezi niz§im
a vy§§im tlakem, pfipadné v kombinaci s §etrnym ohfe-
vem. OSetfeni vysokym tlakem zni¢i v mléce mnohem vice
bakterii nez nejdokonalejsi pasterizace. Piisobeni tlaku na
kufeci, hovézi a vepfové maso zabiji nebezpe&né bakterie
E. coli. Vysokotlaké oetienti je vyhodné také pro konzer-
vaci kofeni, nebot’ nedochézi k oxidaénim zménam.

Tato technologie muZe slouzit i k Setrmému mzikovému
zmrazovéni a rozmrazovani potravin, protoZe tim v potra-
vinach vznikaji jen velmi malé krystalky vody a bunééna
struktura zmrazenych potravin neni pfili§ porusena. Vhod-
nou kombinaci tlaku a teploty miZeme zvysit udrZnost
neudrznych potravin, pfi¢emz u nich nedojde ke zmrazeni
(Kolektiv,1997).

V ramci vyzkumného projektu Stavba zafizenf a vyzkum
vlivu vysokého tlaku na netepelné zpracovani potravin
vzniklo experimentélni pracovisté (Centrum potravinaf-
skych technologii a techniky — laboratof na FPBT VSCHT),
na kterém bylo umisténo mikrozafizeni o objemu 50 ml,
vybavené elektronickym méfenim teploty a tlaku, s moz-
nosti temperace tlakové komory. Toto zafizeni slouZi
k vyzkumu vlivu vysokého tlaku (HPP — high pressure
processing) na chemismus reakci v potravinach, na stu-
dium inaktivace mikroorganismu i vlivu HPP na bilkoviny
a jejich funkéni vlastnosti (Brina etal., 1997). V ramci
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téhoZ projektu bylo na pracovisti VUPP Praha postaveno
1,2litrové zafizeni, na kterém je mozné oSetfovat vzorky
pro senzorické hodnoceni a provadét technologicky vy-
zkum pro zéjemce z potravinafského primyslu. Pfed ja-
koukoliv priimyslovou aplikaci se musi optimalizovat pod-
minky procesu, které jsou potfebné pro budouciho
uZivatele zafizeni. To by mé&l byt ikol vybudovaného ex-
perimentélniho pracovisté.

Piedlozené price uvadi nékteré dosavadni vysledky
vstupnich experimentt fe$icich pfipravu, obal a zpiisob
oSetieni vzorki (Houska etal., 1997). ZkuSebni vzorky
byly po oSetfeni vysokym tlakem podrobeny hodnoceni
kvality. Soucasné bylo nutné vyfesit technologii pfipravy
vétsiho mnozZstvi vzorki pro oSetfovani vysokym tlakem,
tzn. vybrat potfebné strojni zafizeni pro vybaveni experi-
mentalniho pracovisté.

MATERIAL A METODY
Technickd za¥izenf

Vysokotlaky lis CYX 6/0103. Zatizeni je ureno pro
provadéni zkousek a pokusii v oblasti vysokotlaké tpra-
vy potravin. Vzorky v uzavienych obalech se vkladaji do
vysokotlaké komory a pomoci tlakového média — pitné
vody — se podrobuji u€inkim vysokych tlaki.

Technické parametry zafizeni — vnitini rozmér pracovni
komory: primér 70 mm, délka 320 mm, objem 1,2 1; maximal-
ni rozmér vzorku: primé&r 67 mm, délka 315 mm; rozsah
pracovnich tlaki: 50-600 MPa; celkovy piikon zafizeni:
7,5 kW.

Zarizeni pro pFipravu vzorki

Snekovy odstavovaé Champion. Zatizeni zpracovavé
ovoce a zeleninu pii vysokych otackach. Zelenina a plody
se rozemelou na jemna vlakna, takze do §t4avy se dostane
maximum latek obsaZenych v buiikédch.

Sroubovy od$favovaé a homogenizitor Green Power
(model GP-E 1503), uréeny pro zpracovani ovoce, zeleni-
ny, semen, byliny aj. Specialni konstrukce zahrnuje dvoji-
té Sroubovité ustroji, které rozemild, vymackava a lisuje
vloZené produkty, pfi¢emz oddéluje §t4vu od drté. Naroz-
dil od oby&ejnych odst'avovaci se diky 90 ot./min vytvari
minimélni teplo, a proto jsou enzymy a vitaminy zachovény.

Ruéni koSovy lis na ovoce a drtié. Lis o objemu cca
15 litrd byl dopInén drticim zafizenim umoziujicim zpraco-
véni hroznd, bobulovin a jadrovin. Toto zafizeni je nutné
proto, Ze viechny existujici oditavovace rozrusuji jadra
(pecitky), coz mé za nasledek podstatnou degradaci sen-
zorickych hodnot vyslednych produkti.

Féliovy svaFovaci pFistroj s vyvévou VacSy. Zafizeni
bylo pouZivéano pfi zhotovovani vzorkl vakuové balené-
ho kusového ovoce a zeleniny.

Priprava vzorkia

Kusové ovoce a zelenina. Surovina byla o¢isténa a tvar
upraven podle potfeb a rozmért tlakové komory. Poté bylo
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provedeno vakuové zabaleni vzorki do folie. VétSinou
byly vyrobeny parové vzorky, aby bylo mozné provadét
porovnani neoSetfeného a oSetfeného vzorku. Zhotove-
né vzorky byly uloZeny v chladniéce pfi teploté cca 5 °C.

Srdvy z ovoce a zeleniny. Surovina byla o&isténa, na-
krajena a §t'dva (pomerance) byla vylisovana bud’ ruéng,
nebo byl pouZit kuchyiisky robot se Snekovym lisem na
ovoce. Po zakoupeni od§tavovaci se §tdva ziskdvala na
téchto zafizenich. Ziskan4 §t'dva byla aste¢né zbavena
sedimentu a plnéna do PET lahvi vyplachnutych horkou
vodou. Aby nedoslo k infikaci §t'4vy pfi tlakovém o3etie-
ni, bylo hrdlo ut&snéno ptivafenim hlinikové folie a lahev
uzaviena Sroubovym uzavérem. Vzorky byly uloZeny
v chladniéce pfi teploté cca 5 °C.

Vzorky pFinesené zikaznikem. Vzorky byly opatfeny
pouze obalem vhodnym k oSeteni vysokym tlakem.

Pro porovnéni senzorickych vlastnosti $tdv byly za-
koupeny §tavy z nékterych druhii ovoce a zeleniny, které
viak byly oSetieny tepeln& a chemicky.

Metodika

Vzhledem k tomu, Ze prostudovana literatura neobsahu-
je Gplné udaje pro oetfeni jednotlivych druhi surovin
(tlak, teplota, doba oSetfeni, doba nab&hu tlaku a dekom-
prese) a pri pripravé vzorkd nebylo vétSinou poéitano
s jinym neZ s vizualnim a degustaénim posouzenim, byly
hodnoty tlaku a doby oSetfeni stanoveny jednotné pro
vétSinu ofetfovanych vzorki:

1. tlak 400 MPa, doba piisobeni 10 min,

2. tlak 400-590 MPa, doba piisobeni 10 min,

3. rizné tlaky a doba pisobeni podle pozadavki odbor-

nych posuzovatelil

Ziskané vzorky byly uloZeny podle dal$iho uréeni:

a) vzorky oSetfené tlakem i porovndvaci vzorky (uréené
pro zakazniky a propagaci) byly uchovavéany v chlad-
nicce ¢i chladicim boxu az do pfedvedeni a degustace;

b) vzorky uréené pro senzorické hodnoceni ve VUPP byly
uchovavany v chladni¢ce (porovnévaci i o$etfené vzor-
ky), n€které vzorky byly vystaveny plsobeni svétla
a tepla v laboratofi (tyto vzorky byly priibéZzné posu-
zovény vizualné a pozdgji byly po etapach informativ-
né hodnoceny a degustovény);

c) vzorky urcené pro mikrobiélni a analytické hodnoceni
byly okamzité po zhotoveni a oSetfeni predany k testiim.

Pokud to uloZeni vzorku dovolovalo, byla méfena teplo-
ta vzorku pfed oetfenim, tj. teplota prostiedi, ve kterém
byl vzorek uchovavan (temperovén) pred vloZenim do ko-
mory.

VYSLEDKY A DISKUSE

Zhotoveni, volba, obal a hodnoceni prvnich skupin vzor-
ki kusové zeleniny a ovoce véetné ovocnych §t'av bylo
podiizeno propagacni akci na Mezinarodnim strojirenském
veletrhu Bmo 1997 a Mezinarodnim potravinafském vele-
trhu Salima 1998, &imZ vét§inou doslo k pred&asnému sen-

zorickému hodnoceni vzorki v dobg, ktera byla velmi krat-
kaé proti hodnotdm drZnosti uvadénym v literatufe.

V tab. I jsou uvedeny vysledky piikladu orientaéniho
vizualniho hodnoceni stavu tlakové o$etiené pomeranéo-
vé §tavy v Easovém useku pfiblizné tfi tydnti s naslednou
degustaci. Variabilita podminek uloZeni obou vzork, kdy
ulozeni v chladnicce (CH) reprezentovalo konstantni tep-
lotni i svételné poméry a b&zné uloZeni v mistnosti (M)
naopak jejich znaénou proménlivost, dovolovala subjek-
tivni posouzeni vlivu tlakového oSetfeni. Z koneénych
vysledkl 1ze pfedbéZné usoudit, Ze rozdilna vyse tlaku
(400 a 590 MPa) nebyla pro stav vzorkii rozhodujici. Pro
stav tlakové oSetfené §t'avy existuje ziejmé prahova hod-
nota tlaki, pfi¢emz zvySeni nad tuto hranici se jiz dale
neprojevuje na materidlovém charakteru vzorku. Charak-
ter i hodnoty teplotnich pomeér ponékud ovlivnily sedi-
mentaéni poméry v objemu §t'4vy. Sediment vytvofeny ve
vzorku uloZeném v chladniéce se vyznacoval neostrym
rozhranim mezi kapalinou a pevnou fazi v prib&hu trvani
experimentu. U vzorku (M) doslo pfibliZné& po tydnu k vy-
¢efeni horni ¢asti vzorku a po 12 dnech vzniklo ostré roz-
hrani kapalné a tuhé féaze. Degustace obou vzorkt proka-
zala, Ze u z&4dného vzorku nedoslo k jeho zkvaSeni.
ky pro vzorek pomeran¢ové §tdvy uchovany po tlakovém
zpracovani (M). Tento vzorek se vyzna€oval chutovymi
vlastnostmi pfiznaénymi pro Eerstvou §t'avu. Vzorek (CH)
byl sice chut'ové piijatelny, ale vyznadoval se chuti ost-
rou az hotkou ve vztahu k vzorku (M). Tento fenomén se
v pozménéné podobé vyskytl i u nékterych tlakové oset-
fenych vzorku zeleniny.

Skladovatelnost je ovlivnéna enzymatickou degradaci,
kterou nebylo pfi o3etfeni tlakem moZné ovlivnit. Enzyma-
tickd degradace kusovych vzorki byla zplisobena i ne-
vhodnym obalovym materialem, ktery i pres vakuovani
vzorki, umoznil piistup kysliku. Toto ukazuje porovnani
vzorku hroznového vina oSetfeného ve folii a vzorku hroz-
nové §t'avy oSetfeného v PET lahvi. V uzaviené lahvi ne-
doslo k enzymatickému hnédnuti vlivem skladovani, ale
Casteéné hnédnuti se projevilo jiZ pii oSetfeni, nebot’ en-
zymatické degradace je pii o$etfeni tlakem urychlena. Vzo-
rek hroznové §tavy mél i po 77 dnech skladovani vlast-
nosti erstvé §tavy (tab. II).

Zajimavé je zvyraznéni nkterych chutovych vlastnos-
ti kusového ovoce i zeleniny (napf. palivost kedlubny,
»kompotova“ struktura u dilkii pomerance), rostouci
s dobou skladovani. Tato chut'ova zména je podobna jako
zvyraznéna chut’ pomerancové §tavy (tab. I). U §tav je
zajimavy okamzity vznik sedimenti pfi oSetfeni (mize byt
zpusoben Caste¢né i tim, Ze vzorky byly jen pfecezeny,
nebo vlivem plsobeni pektinesterasy) a vznik rosolovi-
tych shlukt projevujici se vice pfi del§im skladovani, po-
zorovany u §tdvy pomerancové a rajéatové. Lze se do-
mnivat, Ze vysoky tlak ovliviluje fyzikélni vlastnosti
ovocnych a zeleninovych §t'av souvisejicich napf. se se-
dimenta¢nimi poméry.
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I. Pomerancova $tava v PET lahvi (vizualni hodnoceni) — Orange juice in a PET bottle (visual evaluation)

Sarze — batch: II, datum o¥etfeni — date of processing: 27. 8. 1997; teplota v tlakové komote — temperature in a pressure chamber:
18,7 °C - 400 MPa, 17,7 °C - 590 MPa); doba piisobeni — time of expose: 10 min

Datum a typ hodnoceni' Vzorek? Vysledek hodnoceni®
29. 8. — vizualng? CH sediment asi 4 cm$
M sediment, beze zmén’
1. 9. —vizualné CH sediment, beze zmén
M sediment, beze zmén
3.9. —vizuilng CH sediment, beze zmén
M sediment, beze zmén
5.9. —vizudlng CH sediment, beze zmén
M sediment, vy&efend horni &4st, bez znamek kvaSeni®
8.9. — vizuélng CH sediment neohraniceny, beze zmén’®
M sediment je ohrani¢eny (vyrazny), bez znamek kvaseni!?
10. 9. — vizualné CH sediment, beze zmén
M sediment, beze zmén
12. 9. - vizualné CH sediment, beze zmén
M sediment, beze zmén
15.9. — degustace’ CH chufové pijatelna, vyrazna a% ostra, do hotka po kiife, bez zniamek kvaseni!!
M chutové hladsi, méné ostré, pfijatelna, jako Eerstva §téva, bez zndmek kvadeni'2
CH = vzorek o$etien tlakem 590 MPa, uloZen v chladniéce — ple pr d under pressure of 590 MPa, stored in a refregator
M = vzorck oSetfen tlakem 400 MPa, uloZen v mistnosti — ple pr d under pressure of 400 MPa, stored in a room

Tepdi

!date and type of evaluation; sample; result of eval 1; 4visual; degustation; ®scdi of about 4 cm; without ch
8sediment, upper portion clarified, without signs of fermentatlon, not outlmcd sediment, without changes; '%sediment is outlined
(clear-cut), without signs of fermentation; !'taste acceptable, pronounced to sharp, somewhat bitter after bark, without signs of

fermentation; '?taste more tender, less sharp, acceptable, like fresh juice, without signs of fermentation

Uvedené informativni hodnoceni je metodikou ,,sui ge-
neris* aneodpovida platnym senzorickym hodnotitelskym
postupiim. Bylo koncipovéno pro ¢asové a kvalitativni
posouzeni vysledkt ziskanych feSiteli. Tab. II uvadi vy-
sledky subjektivniho hodnoceni stavu kusového ovoce
a zeleniny po oSetfeni tlakem 400 MP po dobu 10 minut.
TotéZ hodnoceni pro vzorky §tdv je uvedeno v tab. II.
Kusové vzorky ovoce a zeleniny oSetfené vysokym tla-
kem vykazaly po 11 dnech vesmés dobrou uZivatelskou
kondici. Naproti tomu neoSetfené vinné hrozny byly po
uplynuti stejné doby zahnédlé, zkvasSené a celkové zne-
hodnocené. Porovnani zmén s &erstvym produktem (hod-
noceni provedeno za 11 dni) vyzniva jednozna&né ve pro-
sp&ch tlakové oSetfenych vzorku (tab. II). Kromé&
o3etfenych vzorkl hroznti, pomeranée a mrkve nebylo dalsi
hodnoceni mozné, protoZe vzorky byly pii hodnoceni spo-
tfebovany.

Vzorky zeleninovych §tav (Breuss, 1994) pfipravo-
vané novou technologii byly jiZz podrobovany mikrobial-
nim testiim a sougasné byl ovéfovén vliv tlaku na zacho-
vani vitaminu C a karotenoidd. Z vysledkd uvedenych
v tab. IV plyne, Ze na obsah jak vitaminu C, tak i karoteno-
id nemé vysoky tlak podstatny vliv, ale rozdilné vlast-
nosti jsou markantni v sedimenta¢nich strukturich obou
typt vzorki. Neosetfeny vzorek tvoii sediment jen mélo,
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zatimco u o3etfeného vzorku se tvofi sediment v prokaza-
teln& vétsi mife. Bylo zjisté€no, Ze $t'avy naotkované smési
plisni a kvasinek (tab. III) byly po o3etfeni tlakem bez téch-
to mikroorganismu. Vysoky tlak byl uéinny pfi likvidaci
nao&kovanych mikroorganismi, nebot’ vzorky byly po tla-
kovém o¥etfeni v podstat& sterilni. Napf. u dvou vzorki
fepné 3t'4vy naockovanych mikroorganismy Bacillus ce-
reus a Bacillus subtilisbylo po 15minutové aplikaci tlaku
600 MPa zji§téno prakticky nulové mnoZstvi nativnich mi-
kroorganismi (poget):

B. cereus B. subtilis
naockovanonaOHS 10000v1g 12000vig
po oSetfeni tlakem Oviml 2v1ml

Pouzité lahve PET s pfivafenou f6lii zaruduji bezped-
nou ochranu vzorku, neumoziiuji viak vy3etfovani malé-
ho mnoZstvi produktu. Toto spliiuje pouze svafitelna folie
(dvouvrstv4) dokonale uzaviené ve vakuu (zafizenim pro
tento zplsob baleni je vybaveno pracovi§té na FPBT
VSCHT).

PredloZené vysledky jsou pouze ivodem nové proble-
matiky aplikace vysokého tlaku na oSetfeni potravin.
V dostupné literatufe jsou pouze obecné uvedeny hlavni
podminky oetfeni potravin tlakem, které zahmujf pfede-
v3im parametry tlaku a &asové pusobeni, &i kombinace
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11. Informativni hodnoceni vzorki ovoce a zeleniny a vzorki $tiv — An informative evaluation of fruit and vegetable samples and

_of juice samples
Zmény proti Eerstvému produktu®

Ofetfeny po” NeoSetteny po®  ofetfeny vzorek neoSetfeny vzorek
Vzorek' 11 dnech® 18 dnech 46 dnech 11 dnech (po dnech/body)® (po dnech/body)’
Ovoce a zelenina (kusové)®
Hrozny® + 0 - 11/2,18/3 11/4
Jablka!? + 0 0 + 112 112
Rybiz!! + 0 0 + 112 1172
Pomeran¢!2 + + + + 11/2,18/3,46/3 113
Meruiiky!3 + 0 0 + 112 113
Zeli'* + 0 0 + 112 1173
Kedlubna'? + 0 0 + 1172 1173
Mrkev!6 + + 0 + 11/1-2, 18/1-2 11/3-4
Rajée!’ + + 0 0 0 0
Stavals
Pomerané + 11/1,18/2-3 111
Rajce #* + 11/1,18/2,92/3 111
Hrozny 0 + 0 18/2,77/12 0

+ = nedoslo k znehodnoceni vzorku — without sample degradation,
= vzorek zkvadeny — sample fermentation
0 = hod JILCN0 ~— DD! eV 1 d
Body — scores: 1 = odpovida &erstvému produktu ~ corresponds to fresh product
2 = nevyrazné zmény — small changes
3 = vyrazné zmény (neznehodnucujici) — great changes (without degradation)
4 = nepfipustné zmény (znehodnocujicf) — unacceptable changes (degradation)

Isample; 2sampl d in; ?not pi d sample in; “days; Schanges in companson with fresh product; Sprocessed sample (in days/

scores) "not processed sample (in days/scores) 8fruits and vegetables (in picces); grapes; '%apples; !!currants; 'Zorange; apricots;
!4cabbage; Skohlrabi; 'Scarrots; '7tomato; 'juice

teploty potraviny a puisobiciho tlaku. Ale vliv téchto para-
metrli a stavli na udrznost potraviny je mnohdy limitovén
jejim sloZenim, hodnotou pH a dal§imi kvalitativnimi hod-
notami a v neposledni fad€ i teplotni historii zpracovavané
suroviny. Objektivni posouzeni vlivu tlakového oSetfeni

vyzaduje i pfesnou specifikaci a vyhodnoceni mikrobiolo-
gickych a senzorickych vysetfeni. Proto je zapotfebi syste-
maticky provadét zkousky a uspofddat podminky tlakové-
ho oSetfeni potravin. Pfitom pro praktické vyuZiti je nutné
brét zfetel nejen na ekonomiku, ale i na vyzivové hledisko.

I1I. Mikrobialni hodnoceni vzorki zeleninové §tavy podle Breusse (smés plisni a kvasinek) — Microbial evaluation of samples of
vegetable juice after Breusse examined (a blend of molds and yeasts)

datum o3etfeni — date of processing: 13. 11. 1997; datum hodnoceni — date of evaluation: 14. 11. 1997
Tlak Doba Teplota Celkovy Koliformni
o¥etfeni’' piisobeni v tlakové Zplisob podet mikro- mikroorga-  Kvasinky Plisné
[MPa] tlaku?[min]  komote® [°C] odetreni* organismi/g®  nismy/g® vig’ vig?
400 15 15 naotkovano na OHS? 26 000 1600 640 40
po ofetfeni tlakem!® 0 0 0 0
600 10 17 naockovano na OHS 2400 80 42
po oSetfeni tlakem 0 0 0 0
Vzorky byly vﬂcﬁ‘ené na pracovisti OHS Praha — Evaluated in a laboratory of District Hygienic Station (DHS)
Patogenni a podminéné& patogenni mikroorganismy nebyly zjiStény — No pathogenic and conditionally pathogenic microorg:

were determined Prague

Ipressure of proccesing; 2time of pressure action; 3temperature in a pressure chamber; “kind of proccesinge; total counts of micro-or-
ganismus per g; Scoliform microorganismus per g; 7yeasts in 1 g; ®molds in 1 g; %inoculated at DHS; '®pressure processing
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IV. Analytické hodnoceni vzorki zeleninové §tavy podle Breusse (hodnoceno ve VUPP) — Analytical evaluation of samples of
vegetable juice after Breusse (evaluated in the Food Industry Research Institute)

tlak oSetfeni — pressure of proccesing: 600 Mpa; doba piisobeni tlaku — time of pressure action: 10 min; teplota v tlakové komore
- temperature in a pressure chamber: 17 °C; datum hodnoceni — date of evaluation: 18.-19. 11. 1997

Oetieni’ RS[%] pH Vitamin C? Karotenoidy>  Vizualni hodnoceni*

Neosetteny’ 13 6,3 2,8mg/100 ml; 1,93 mg/100ml  vzhled: dobry; zdkal: netvofi sediment;
po 24 h v chladirmng® chut’: dobr4, prili§ sladké; silna pachut’ po celeru’
0,6 mg/100 ml

18. 11. 1997 12,6 6,27  2,7mg/100ml; 2,05mg/100ml  vzhled: méné pfijatelny aZ nepfijatelny;
po 24 h v chladimé zakal: tvorba sedimentu; chut’: dobra, pfilis sladké;
0,7 mg/100 m] silna pachut’ po celeru®

!proccesion; 2vitamine C; 3carotenoids; “vizual evaluation; °not procesced; Safter 24 hrs in a cooler; 7appearance: good, turbidity:
without sediment formation, taste: good, too sweet, strong aftertaste of celery; Sappearance: less acceptable to unacceptable, turbidity:
sediment formation, taste: good, too sweet, strong aftertaste of celery

Zavér

V pribéhu této faze vyzkumu se podafilo ziidit nové
pracovisté ve VUPP Praha a provést propagaci zafizeni
i technologie. Soucasné s ovéfovanim zplisobi pfipravy
vzorki byl shromazdén i fond materiali a literatury, ktery
bude slouzit pro dalsi postup vyzkumu a ovéfovani. Pfi-
pravovany navrh pro vytvofeni databaze oSetfovani po-
travin vysokym tlakem pomiiZe zpfehlednit a zkonfronto-
vat neiplné idaje uvadéné v literatufe a soucasné povede
i ke koordinaci zkoudek v rdmci spolupréce s FPBT VSCHT.

Na zikladé dosavadnich méfeni lze fici, Ze u oSetfova-
nych vzorki byla ovérena platnost nékterych ramcovych
zasad potvrzujicich perspektivni smér HPP:

— tlakem se neméni senzorické vlastnosti, nebo vétsinou
jen zanedbatelng;

— tepelné oSetfeni zkoumanych potravin Ize ve vétSiné pii-
padl nahradit tlakovym o3etfenim;

— tlakem se neni¢i vitamin C ani karotenoidy;

— tlakem se urychluji nékteré enzymatické reakce, vedouci

u §t'av k sedimentaci;

— tlakem lze velmi isp&8né inaktivovat nesporulujici mik-
roorganismy.
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Extrakty z rozmaryny a Salvéje jako prirodni antioxidanty tuki a oleju*

Jan POKORNY, Zuzana REBLOVA, Witold JANITZ'
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Czech Republic; 'Agricultural Academy, Department of Food and Humal Nutrition, Poznan, Poland

Abstract

POKORNY J., REBLOVA Z., JANITZ W. (1998): Extracts from rosemary and sage as natural antioxidants for fats and

oils. Czech J. Food Chem., 16: 227-234.

Rosemary and sage may be applied either directly or after extraction for the stabilization of fats and oils and fat-containing foods
against oxidative rancidification. The active substances are carnosic acid, carnosol and related diterpenes, and flavonoids. They are

best determined by HPLC.

antioxidants; fats; foods; oils; rancidity; rosemary; sage

Jedlé tuky a oleje podobné jako potraviny obsahujici
tuk podléhaji b&hem zéhfevu nebo skladovéani nepfizni-
vym zméném senzorické jakosti, které se oznacuji jako Zluk-
nuti. Nejzédvaznéjsim procesem vyvolavajicim Zluknuti je
oxidace. Oxidaéni reakce je mozné zpomalit pfidavkem an-
tioxidantli; v Uvahu pfichazeji pfirodni i syntetické latky
(Dougherty, 1993). Ackoli pouzivané syntetické anti-
oxidanty byly na zékladé naroénych zkousek schvaleny
jako zdravi neSkodné, presto je v soucasnosti patrna ten-
dence je nahradit pfirozenymi latkami (Pokorny, 1991).
Poufziti syntetickych antioxidantl bylo kriticky zhodnoce-
no(Loliger,1991;L6liger, Wille, 1993) abyly
navrzeny vhodné metody pro stanoveni jejich G¢inosti
(Frankel, 1993). Kromé tokoferolii se dnes v praxi jako
antioxidanty nejvice pouZzivaji extrakty z listli rozmaryny
a Salvéje.

Objeveni antioxida&ni ifinnosti rozmaryny a Salvéje

Rozmaryna a $alvéj se uzivaji jako kofeni, ale ast&ji ve
Stiedomofi a v anglosaském svété neZ u nas. Proto také
v laboratofi prof. Lundberga na Hormel Institutu se v rAm-
ci zkouméni antioxidaéni aktivity riznych druht kofeni
vénovali rozmarynu a $alvéji a zjistili, Ze maji zna¢nou Géin-
nost, srovnatelnou se syntetickymi antioxidanty (Chi-
pault etal, 1952,1955, 1956).

Kromeé piimého pouziti jako kofeni se ze Salvéje a rozma-
ryny také ziskévaji éterické oleje pro pouZiti jako ochuco-
vadlo nebo v kosmetickém primyslu. Po oddestilovéani
silice zlistava zbytek, pro ktery se hledalo pouziti. Chor-
vatska odbornice dr. Biserka Ostricova (pozdé&ji provdana
MatijaSevicova) prokazala jiz pred nékolika desetiletimi-
antioxida¢ni u¢innost metanolovych, petroléterovych
a dietyléterovych extraktii a jejich vhodnost pro stabiliza-
ci vepiového sadla pred zluknutim (Rac, O§tric, 1954,
1955). V té dobé se viak vieobecné& pouzivaly syntetické
antioxidanty, a proto nebyl v primyslovych kruzich o ten-
to objev valny zajem, ackoli struktura nékterych pfitom-
nych latek byla znama.

V 70. letech Zila dr. MatijaSevicova ve Spojenych sta-
tech a pracovala pfechodné v laboratofich prof. Changa
na Rutgersové univerzité v New Brunswicku. Bylo to pré-
vé v dobg, kdy se zacalo obecné uvazovat o pfirodnich
antioxidantech jako vhodné&jsi alternativé k syntetickym
preparatim. Pracovni skupina vedend prof. Changem se
této problematiky ujala, potvrdila jeji dfivéjsi vysledky
(Chang etal., 1978) a zabyvala se izolaci u¢innych slo-
Zek ajejich identifikaci. Brzy se objevily patenty tykajici se
aplikace v primyslové vyrobé (Chang et al., 1976;
Hasegawa,1983; Nakatani etal, 1984; Reha-
cek etal.,, 1980). Rozmarynové extrakty mély komer¢ni
uspéch a jsou stale v priimyslové praxi pouzivény.

*Prace byla uskutetnéna s finanéni podporou grantu OK 195 MSMT CR a COPERNICUS CIPA-CT94/0111.
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Priprava extraktu z listd Salvéje a rozmaryny

Pfi pfipravé extrakti je nutné vénovat dostate¢nou péci
suroving, protoZe jeji slozeni zna¢né kolisd (Svoboda,
Deans, 1992). JiZ pii kultivaci rostlin je tfeba uvézit hle-
disko obsahu latek s antioxidaéni u¢innosti (Cuihua,
1992). Perspektivni moznosti je produkce vhodnych suro-
vin tk&flovymi suspenznimi kulturami (Hippolyte et
al,, 1992).

Laboratorné je k extrakci vhodnych nékolik organickych
rozpoustédel (Chen etal,1992;Korczak etal., 1997).
Z hlediska obsahu fenolickych latek s antioxidaéni uéin-
nosti byla srovnéna fada osmi extrakti ze Salvéje a 24 ex-
trakt z rozmaryny, piipravenych poloprovozni a provoz-
niextrakci(Cuvelier etal., 1996).

U firmy Nestlé byla vypracovana metoda piipravy ex-
trakt rozmarynovych listkl v rostlinném oleji (Bracco
etal, 1981; Asbach etal., 1994), coz usnadiiuje mimo
jiné také rozpousténi extrakti ve stabilizovaném substra-
tu.

V primyslovém méfitku se stile Casté&ji pouziva extrak-
ce superkritickym oxidem uhli&itym, a to jak pro ziskédvani
silice, tak také pro ziskavéni antioxidanti (Nguyen et
al., 1991). Extrakci oxidem uhli¢itym je mozné kombinovat
s extrakcei konvenénimi rozpoustédly, aby se ziskaly antio-
xida&n& G&inné extrakty bez typické viing kofeni a zelené
barvy (Miihlnickel, 1992). Naopak je moZné etanolo-
vy extrakt reextrahovat oxidem uhli¢itym (Djarmati et
al., 1991).

HC ™~ “CHy

Rosmaridifenol

Kamosova kyselina

CH,
. ey R
o 9
o]
CHy COOH N
HO HO
HyC CHy OH

Ursolova kyselina Rozmarynova kyselina

SloZeni antioxidainé ulinnych litek rozmaryny
a Jalvje

Obé uvedené rostliny obsahuji nékolik pfibuznych anti- '
oxidaéné Géinnych latek (obr. 1). V Changové laboratofi
byl rozmarymovy extrakt rozdélen na 16 frakei a jako hlavni
aktivni latka byl proké4z4n karnosol, zatimco ursolova ky-
selina se zd4la neaktivni (Wu etal., 1982). K dalsim udin-
nym latkam patii karnosové kyselina a rosmanol (Wu et
al.,, 1982;Nakatani, Inatani,1984; Djarmati et
al., 1991), rosmarichinon (Houlihan etal., 1985), ros-
maridifenol (Houlihan etal., 1984), epirosmanol a iso-
rosmanol(Nakatani, Inatani,1984;Nakatani,
1987). V posledni dobé jiz bylo identifikovéano 24 latek,
nap¥. také rosmarinové kyselina, rosmadial, kavové kyse-
lina, genkwanin a cirsimarin (Cuvelier et al., 1996),
7-methylepirosmanol (Schwarz, Ternes, 1992b)aj.

Extrakty ze $alvéje (Salvia officinalis L.) maji podobné
sloZeni jako extrakty zrozmaryny (Cuvelier etal, 1994).
Pfibuzny tanshen (téz danshen), Salvia miltiorrhiza Bun-
ge, obsahuji také jesté fadu specifickych chinon (Weng,
Gordon,1992).

Kromé uvedenych latek je v rozmaryné a Salvéji pritom-
na také skupina nékolika flavonoidi (Herrmann, 1993),
které jsou viak méné u€inné pro stabilizaci lipid.

K déleni antioxidantl se nejlépe osvédEila kapalinova
chromatografie s vysokou i¢innosti (HPLC) s ultrafialo-
vymdetektorem (Cuvelier etal., 1994, 1996), nebo vy-
hodné s elektrochemickou detekci (Schwarz, Ter-

& /cu, o /cu,
CH 0,

HyC™  “CHy

Rosmariquinon

Epirosmanol

CHs
HiCQ HO 4 ~ o
\ N 3
oc CHs
HaCH3
e’ ey HyoHy

Rosmanol-9-etyléter

Metylkarnosat

1. Chemické struktury nejdileZit&jich antioxidaénich latek rozmarynu a alvéje
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nes, 1992a), kterou vyuZivime také v nasi laboratofi

(Trojakova etal,1997). V méné polami frakci antioxi-
danti byla prokdzana mezi jinymi slozkami karnosova kyse-
lina, 12-methoxykarnosova kyselina, karnosol, mezi méné
zastoupené slozky patii 7-methoxyrosmanol, 7-methoxy-
epirosmanol, rosmanol a dalsi latky (Richheimer et
al., 1996). Podminky déleni metodou HPLC uvadf tab. I.

Mechanismus antioxida&niho piisobenf

Antioxidanty z rozmaryny a Salvéje maji pfedevsim
schopnost inaktivovat volné radikaly vznikajici autooxi-
daci nenasycenych lipidi (Aruoma etal., 1992). Nej-
vyznamnéj$imi jsou hlavni slozky — karnosol a karnosova
kyselina. Také rosmarinova kyselina vykézala vysokou
aktivitu (Cuvelier etal,, 1992). Tato latka se uziva také
ve farmaceutické vyrobé (Holzmannové, 1997). An-
tioxidacni aktivita se zv1asté projevuje v systémech obsa-
hujicich tokoferoly (Schwarz, Ternes,1992a;Kim,
Jung, 1990), a to i v pfitomnosti Zeleznatych iontl a he-
movych barviv(Fang, Wada, 1993). Je zajimavé, Ze
na rozdil od tokoferoli se neprojevila antioxidaéni G¢in-
nost u systémi obsahujicich cholesterol, ov§em v emul-
zich(Rankin, Pike, 1993), coz mlZe sniZit i¢innost
polarnéjsich rozmarynovych antioxidantii vice neZ i¢innost
nepolérnich tokoferoli. Bilkoviny, jako napf. albumin, mo-
hou chrénit nelipidové sloZky potravin ve smésich obsahu-
jicich karnosol a karnosovou kyselinu pfed plisobenim pro-
dukti interakce s volnymi radikaly (Smith etal., 1992).

Rozmarynovy extrakt ve stfedni koncentraci 0,02-0,05 %
vykazoval v s6jovém oleji pii ozafeni inhibi¢ni G€inek,
kdeZto vyssi koncentrace (0,5 %) pisobila prooxidaéné
(Hall, Cuppett, 1993). Ziejmeé rozmarynove antioxi-
danty v uréitych koncentracich maji schopnost inaktivo-
vat singletovy kyslik vznikajici pfi ozafovéni tukového ma-
terialu.

Rozmarynové antioxidanty inhibuji nejen autooxidaéni
reakce, ale také oxidaéni reakce katalyzované enzymem li-

poxygenasou (Chen etal., 1992; Piskacova etal.,
1997) a peroxidasami v rybi svalovin€ (E un etal., 1993).

Podobné jako jiné antioxidanty, vykazuji také rozmary-
nové antioxidanty, zvl4st& karnoso! (Shibuya et al,,
1994; Collins, Charles, 1987), antimikrobiélni G&in-
nost. Vyjime&na je jeho antimikrobidlni G¢innost proti zna-
mému potravinaiskému patogenu Listeria monocytoge-
nes(Pandit etal., 1994), avak u¢innost vii¢i plisnim je
maléd(Schmitz etal, 1993). Vzhledem ke schopnostem
vazat volné radikély se rozmarynové antioxidanty vyzna-
¢uji také Gginnosti proti rakoving kize (Huang et al,,
1994).

PoufZiti extraktli rozmaryny a Salvéje ke stabilizaci
tuki a olejii proti autooxidaci

Antioxidaéni aktivita zavisi do zna¢né miry na stabilizo-
vaném substritu a na pouZité metodé jejitho stanoveni.
Napf. v fepkovém oleji byl antioxida¢ni G¢inek piimo umér-
ny obsahu karnosové kyseliny, karnosolu nebo souctu
latek reagujicich s elektrochemickym detektorem (R € b -
lova etal,1997;Trojakova etal., 1997) nebo celko-
vych fenolickych diterpend (Schwarz, Ternes,
1993). V roztoku kyseliny linolové v nepoldrnim rozpous-
tédle (dodekanu) nebyl zjistén Zadny vztah mezi sloZenim
extraktu a antioxida¢ni G¢innosti (Cuvelier etal., 1996).
Existuje mnoho praci uvadéjicich mensi nebo vétsi stabili-
za&ni G&inek, ale pokud neni znadmo sloZeni extrakti (nejen
jeho G¢innych latek), jsou idaje tézko srovnatelné. V roz-
marynovych extraktech se mize obsah u€innych latek po-
hybovat v rozmezi 2,8 a7222,5% (Schwarz,Ternes,
1992a), s ¢imZ se shoduji i naSe udaje (Réblova etal.,
1997b) a analyzy komerénich pfipravki (Cuvelier etal,
1996). Nelze zanedbat ani pfitomnost méné vyznamnych
slozek, jako jsou napf. flavonoidy (Takasago, Hori-
kawa,1980; Cuvelier etal., 1996).

Nejvyznamnéji se antioxidacni G¢innost projevuje ve
vepfovémsadle (Gerhardt, Schroter, 1983), které

I. Podminky stanoveni aktivnich sloZek extrakth rozmaryny a Salvéje metodou HPLC

Stacionami faze Mobilni faze Detektor Literatura
C18 Hypersil 5 mm A: acetonitril + voda uv Cuvelier etal. (1994)
s 1 % kyseliny octové (15 : 85)
B: metanol
ODS Hypersil 10 mm  A:metanol, voda uv Schwarz, Ternes (1992a,b)
a 2mol kyselina citronova elektrochemicky
(35:65:0,5)
B: metanol, roztok
kyseliny citronové (100 : 0,5)
Hypersil ODS 5 mm acetonitril a voda, obsahujici UV diode array Richheimer etal.(1996)

0,5 % kyseliny fosfore¢né (65 : 35)

elektrochemicky

Hypersil ODS 5 mm metanol a acetatovy pufr

pH=14,5,7:3 obj.

elektrochemicky Réblova etal (1996, 1997b)

Hypersil ODS 5 mm acetonitril a § % H,PO, s NaCl

elektrochemicky Trojakova etal. (1997)
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neobsahuje Zadné tokoferoly nebo jiné pfirodni antioxi-
danty. Extrakti stadi méné (0,1 %), ale mletého kofeni se
musi pfidat pomémé velké mnoZstvi, napf. 2-5 % (Pa-
litzsch etal, 1969, 1974). Kyselina citronova nebo as-
korbylpalmitét se osvéd¢ily jakosynergisty (Banias et
al.,, 1992). Piidavek 0,1 % extraktu z rozmaryny nebo $alvé-
je byl v sadle stejné uéinny jako terc. butylhydroxyanisol
(Saito etal., 1976), podobné jako extrakty z nékterych
jinych druht kofeni. Ve srovnani s extrakty dobromyslu,
majoranky, tymidnu, maty a dal¥imi druhy kofeni byl viak
rozmarynovy extrakt neji¢innéj$i (Ekonomou etal,,
1991). Hexanové extrakty ze Salvéje druhu S. miltiorrhiza
Bunge byly v sadle G¢inné, ale méné neZ extrakty z rozma-
ryny (Gordon, Weng, 1992). Také v dribezim sadle se
extrakt z rozmaryny projevil jako u¢inny (Bracco etal.,
1981).

Rostlinné oleje se vzhledem k vy$§imu obsahu poly-
enovych mastnych kyselin hife stabilizuji proti autooxi-
daci. V s6jovém oleji byla karnosové kyselina u¢innéjsi
nez karnosol nebo 7-metylrosmanol, kdeZto 12-metoxykar-
nosova kyselina plsobila pfi stanoveni aktivity za zvy3e-
né teploty metodou Rancimat mirné& prooxidaéné. Synte-
ticky di-terc. butylhydrochinon vak byl mnohem G¢innéjsi
(Richheimer etal., 1996). Utinnost se projevila také
v oleji, znéhoz byly pfedem odstranény tokoferoly (Hall,
Cuppett,1993). Pii pfidavku rozmarynovych listi (bez
predchozi extrakce), ale v mnoZstvi 2 %, byl ve slune¢ni-
covém oleji pfi skladovaci zkou3ce i¢inek v&t¥i neZ pfi
pridavku 0,02 % syntetickych antioxidanti (DeFelice
etal., 1993). Pfi podobném pokusu, vnémz bylo vzdy 5 %
mletého kofeni pfiddno ke slune¢nicovému oleji, se pfi
skladovani za teploty 50 °C projevila vétSinaz 31 zkouma-
nych druht kofenni jako G¢inna alespon na poéatku skla-

dovéni; nejudinnéjsi byla rozmaryna, ale Salvéj byl také
dostiaktivni(Akguel, Ayar, 1993). Viepkovém oleji
byla i¢innost etanolového extraktu Salv&je vétsi nez G¢in-
nost extraktu z tymianu, jalovce a dobromyslu (Tak 4 -
csova etal, 1995). Zjistili jsme rovnéZ uspokojivou uéin-
nost hexanovych, dietyleterovych a acetonovych extrak-
th ze 3alvéje a rozmaryny v bezerukovém fepkovém
a sluneénicovémoleji(Pokorny etal., 1997a,b), ale eta-
nolové extrakty byly znatelné méné u¢inné. Mleté kofeni
v koncentracich 0,2-1,0 % stabilizovalo sardinkovy olej
pfi 40 °C lépe nez 0,03 % terc. butylhydroxytoluenu
(Pizzocaro etal., 1985). V makrelovém oleji byl dobro-
mysl pfiblizné stejné aktivni jako rozmaryna (Tsimidou
etal., 1995).

V priimyslové praxi je diileZita stabilizace oleju pouziva-
nych pro dlouhodobé smaZeni. Pfi smaZeni za pfitomnosti
polyfosfatu se jiZ rozmarynovy extrakt vyrazné neproje-
voval (Lai etal., 1991), ale v fepkovém oleji byla jeho
ucinnost mezi G¢innosti di-terc. butylhydrochinonu a ji-
nych syntetickych antioxidanti (Gordon, Kourim-
ska, 1995a) a pfiznive se projevila smés rozmarynového
extraktu s askorbylpalmititem (Gordon, Kourim-
ska, 1995b). Pii pokusech se smazenim bramborovych
hranolkl v fepkovém oleji byl prokdzan piiznivy u¢inek
rozmarynovych extrakti hlavné zpomalenim polymerag-
nichreakci(Réblova etal., 1997a).

V tukovych emulzich se G&innost latek pfitomnych
v extraktech znaéné li§i od uéinnosti v oleji, protoZe se
uplatiiuje také polarita antioxidantu (Frankel et al,,
1996). V klickovém oleji byla karnosova kyselina, rosmari-
novéa kyselina, nefrakcionovany rozmarynovy extrakt ac-to-
koferol aktivngjsi nez karnosol. V emulzi byl o-tokoferol
méné aktivni a karnosol a karnosova kyselina se staly

1I. Prehled pouziti antioxidantii rozmaryny pro stabilizaci masnych vyrobki proti oxidaci

Surovina

Druh vyrobku

Stabilizaéni pfisada

Literatura

Vepiové

mleté maso
vafené sekané

rozmaryna, $alvéj
rozmaryna

Chipault etal. (1956)
Lindberg etal. (1996)

varené sekané rozmarynové listy Huisman etal. (1994)

restrukturované rozmarynovy extrakt Liu etal. (1992)

mleté maso rozmarynovy extrakt Os3trié (1963)

slanina rozmarynovy etrakt Iriarte etal. (1992)

uzenina rozmarynovy etrakt Ho etal. (1995)
Vepiové a hovézi uzenina rozmaryna drcena Palié¢ etal. (1993)
Hoveézi restrukturované rozmarynovy extrakt Stoick etal. (1989)

mleté maso mleta rozmaryna a $alvéj Shahidi etal. (1995)

bochanky mletého masa,

syrové nebo vafené extrakt Salvéje a rozmaryny Ayed (1995)

huspenina rozmarynovy extrakt a dusitany Butler, Larick (1993)
Dritbez restrukturované romarynovy extrakt Lai etal. (1991)

slepici sadlo
kufeci maso
krati maso

romarynovy extrakt
rozmarynovy extrakt
rozmarynovy extrakt

Bracco etal. (1981)
Duxbury (1992)
Barbut etal. (1985)
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vyrazné aktivné&j$imi. Rozmarynovy extrakt pfidany do

‘smetany ped stlouk4nim masla mé&l jen maly vliv na stabi-
litu mésla proti zZluknuti, pokud koncentrace extraktu byla
0,5 nebo 1,0 %, ale na Grovni 0,1 % byla uéinnost znatelna
(Zegarski etal, 1996).

Rozmarynové extrakty byly také navrZeny a vyzkouse-
ny ke stabilizaci kosmetickych a farmaceutickych vyrob-
ki(Betes, Armengol,1995; Nguyen, Ribier,
1992).

Utinnost extraktii z rozmaryny v masnych vyrobcich

Kromé pouziti ke stabilizaci tukd byly rozmarynové ex-
trakty navrzeny ke stabilizaci uzenin, pastik, driibeZe, pe-
¢iva, kiupek, nudli, majonézy a dresinki, bramborovych
vyrobku, arasidové pomazanky, kofeni a chut'ovych pfi-
sad (Schwarz, Ternes, 1993). Nejvyznamngji je
pouziti v masném primyslu, jak ukazuji pfiklady v tab. II.
Tripolyfosfat stabilizoval vyznamné vepfovy hamburger,
ale rozmarynovy extrakt jiz nemél znatelny dalsi a€inek
(Liu etal., 1992). Rozmarynové listy byly zv1asté a¢inné
pii skladovani v kyslikové atmosféfe za sniZzeného tlaku
kysliku(Huisman etal., 1994).

Stabilizace rybich vyrobki s pouZitim p¥ipravki
Z rozmaryny

Rybi vyrobky obsahuji vysoce nenasycené lipidy, které
se velmi snadno oxiduji jiZ pfi nizkych teplotach, takze
jejich stabilizace vhodnymi inhibitory je dulezita. Roze-
mleté listy rozmaryny jiz v koncentraci 1 % (pfepoéteno na
Cerstvé listky) stabilizovaly pomletou svalovinu sardinek
a jejich ucinnost byla srovnatelna s tradi¢nimi synteticky-
mi antioxidanty (Pizzocaro etal, 1985). Smés rozmary-
nového extraktu a o-tokoferolu prodlouZila trvanlivost
zmrazeného mletého rybiho masa vice neZ oba antioxidan-
ty jednotlivé (Wada, Fang,1992). Tato smés se osvéd-
¢ila i u suSenych sardinek pfi chladirenském skladovani
(Wada, Fang,1994). Také ujinych suSenych moiskych
Zivocichli se dosahlo dobrych vysledkti (Duxbury,
1992). Pii stabilizaci mrazenych rybich vlio&ek vykazoval
rozmarynovy extrakt antioxidaéni uéinnost, ale mensi nez
smés di-terc. butylhydrochinon a kyselina askorbova
(Boyd etal., 1993).

PouZiti rozmarynovych extraktii jako antioxidanti
v jinych potravinovych vyrobcich

Aplikace rozmarynovych extrakti do rozmanitych po-
travin se vét§inou naznaduje jako moZnost(Schwarz et
al,, 1993;Duxbury, 1992), ale bez podrobnéjsich experi-
mentélnich udaji. Kromé dfive zminénych vyrobku jde
napf. o rizné druhy kiupek apod., zdkusky, téstoviny, su-
Send vejce aj. V extrudovanych vyrobcich byla u€innost
pro stabilizaci B-karotenu méné vyraznd (Berset etal,,
1989).

Stabilizace smaZenych bramborovych hranolki a lupin-
ki pred zluknutim b&hem skladovéani byva problém. Pro

tento uicel se osvédcil olejovy extrakt zrozmarymy (Bracco
etal., 1981). Kromé extraktu z rozmaryny se pro tyto vy-
robky miiZe pouZit také extrakt ze $alvéje (K orc zak , 1992).
Dal3i moZnosti jsou uvedeny v literArnim prehledu, ktery
uvefejnili Sims a Fioriti (1991).

Zavéry

Pii dnesni tendenci nahrazovat v potravinach syntetic-
ka aditiva pfirodnimi bude asi stale aktualni pouZivani pfi-
rozenych antioxidanti ke stabilizaci potravinéfskych vy-
robki proti oxidaénimu Zluknuti. Vedle tokoferoli se jevi
rozmarynové extrakty jako nejperspektivnéjsi. Do masnych
vyrobki by bylo mozné piidavat pfimo rozemleté listy roz-
maryny, jinak jsou vhodné extrakty ziskané hexanem, su-
perkritickym oxidem uhliitym nebo olejem. Také v nagem
primyslu by mohly byt rozmarynové extrakty uzivany ve
vétsi mife, hlavné do masnych a rybich vyrobku a do vy-
robki z obilovin.
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ZIVOTNi VYROCI

Prof. Ing. Alexander Pribela, DrSc., sedemdesiatrofny

V septembri t. 1. oslvil Zivotné jubileum prof. PhDr. Ing.
Alexander Pribela, DrSc., profesor Chemickotech-
nologickej fakulty Slovenskej technickej univerzity
v Bratislave. Narodil sa 13. septembra 1928 v Soporni. Vy-
sokoskolské §tudium ukonéil v roku 1956 na Chemicke;j
fakulte vtedajsej Slovenskej vysokej $koly technicke;j
v Bratislave na Katedre uhl'ohydréatov a konzervécie po-
travin. Od roku 1956 presiel na tejto katedre v3etkymi stup-
fiami pedagogického postupu, najprv ako asistent,
odborny asistent, od roku 1967 ako docent a od roku 1986
ako profesor.

Kandidatsku dizerta&nu pracu Stadium chemického zlo-
Zenia aromatickych latok ovocnych $tiav obhajil v roku
1965 a uz touto fundamentalnou pracou vlastne kladol
zéklady budiceho vedného odboru, ktory postupne roz-
vijal do hibky i do $irky az k siiéasnému stavu. V analyze
a hodnoteni potravin vytvoril vlastna vedecku $kolu a stal
sa uznavanou vedeckou osobnostou nielen doma, ale
aj v zahrani¢i. Potvrdzuje to aj téma jeho habilitaného
spisu Aplikacia chromatografickych metdd v analyze po-
travin, ktorou sa v roku 1966 habilitoval na docenta i jeho
doktorska dizertaéna praca Stidium chemickych a biolo-
gickych vlastnosti horkych l4tok, ktor obhéjil v roku 1980
na VSCHT v Prahe a sti¢ast’ou ktorej bol jeho vyznamny
podiel na objasneni chemickej §truktiry a vlastnosti §ty-
roch novych horkych latok ovocia a zeleniny.

Prof. Pribela publikoval vyse 500 vedeckych a odbor-
nych préc, z toho vySe 300 v domécich i zahraniénych
karentovanych ¢asopisoch. Je autorom 26 kniznych pub-
likécii, z toho piatich monografii, 30 vysokoskolskych
skript, ktoré dnes sliZia ako ucebnice nielen na CHTF, ale
ina inych fakultach viacerych univerzit v SR, a 10 paten-
tov. Jeho vedecké prednaddky a vystipenia na réznych
konferencidch, gestorstvo a edicie mnohych zbornikov
prednasok z vedeckych konferencii, napr. LABORALIM
a mnoh¢ iné, sa nedaju ani spocitat’.

Jeho prace v oblasti Analyza a hodnotenie potravin, kto-
ra je vlastne dominantou jeho vedeckej ¢innosti, vyvolali
velky ohlas v odbornej verejnosti nielen doma, ale aj
v zahraniéi, ¢oho d6kazom je vyse 200 citaénych ohlasov.
Vypracoval a do praxe zaviedol niekol’ko novych analytic-
kych metdd potravinarskej analytiky. Bol zodpovednym
pracovnikom 24 vyskumnych projektov na katedre, ktoré
boli orientované na analytické a vyZivarske otazky.

V pedagogickej oblasti pripravil, rozpracoval a do Zivo-
ta uviedol nové predmety: Analyza potravin, Hodnotenie

potravin a Senzorick4 analyza potravin, ktoré si dnes pev-
nou stéast'ou vyucby pre cely potravindrsky $tudijny
odbor na CHTF. Vychoval uctyhodny podet inZinierov
(142), vyskolil 24 aspirantov, resp. doktorandov, a vel'ky
podiel svojej prace odviedol v roznych funkciéch, ¢i ako
predseda Komisie pre obhajoby kandidétskych dizertag-
nych prac z oboru Chémia a technolégia poZivatin, ako
predseda Komisie pre obhajoby doktorskych dizertaénych
préce, predseda Rady vyboru PGS na CHTF a VSCHT,
¢len vedeckych rdd SHTF STU, FPBT VSCHT v Prahe,
VUP i ako dlhoroény predseda Komisie pre $titne zave-
re¢né skusky pre $tudentov i ako zastupca veduceho ka-
tedry. Na katedre zalozil a viedol nové §tudijné zameranie
Chémia a hodnotenie potravin. Vysoko ocefiujem i jeho
teraj§iu aktivitu, ktorou sa vyznamne podiel’a na formova-
ni profilu pracovnikov potravinarskeho priemyslu, a to
organiziciou odbornych kurzov Senzorické hodnotenie
potravin pre rézne odbory potravinarskeho priemyslu, kto-
rych len za posledné dva roky zorganizoval osem a ktoré
nielen organizaéne zabezpeduje, ale odovzdava frekven-
tantom svoje bohaté skisenosti i najnovsie vedecké po-
znatky zo sveta. Tieto kurzy vyvolali §iroky celostatny
ohlas.

Okrem pedagogickej a vedeckej prace na pdde Skoly
pracoval v atestadnych komisidch vyskumnych tstavov
i ako &len redakénych rad vedeckych a odbornych &aso-
pisov byvalej CSFR. V§znamna bola jeho &innost’ vo funk-
cii dlhoroéného predsedu SV SVTS potravinarskeho
priemyslu, Ustrednej rady CSVTS i élena Komisie SAV pre
otazky zdkladného vyskumu potravin.

Vyznamne sa podiel’al na priprave, naplni prace a for-
movani Ustavu normalizécie a merania SR a ako expert
a &len technického vyboru UNM SR pracuje dodnes. Bol
&lenom byvalej CAZV v ramci federécie a je riadnym ¢le-
nom Slovenskej akadémie pédohodpodérskych vied. Pri-
znaéné pre prof. Pribelu je, Ze vo v3etkych funkciéch, bez
ohl'adu na to, &i ako vedici pracovnik, alebo ¢&len, vyko-
naval tato Einnost’ vzdy vel'mi vazne a vzdy sa snazil pra-
covat’ poctivo a odvéadzat' svoj podiel s maximalnou
zodpovednostou. Takato vSestranna aktivita, ¢i uz ako
vysokoskolského ugitel'a, vyznamného vedca, alebo akti-
vita v ostatnych vedecko-spolo&enskych orgénoch, bola
ocenena poéetnymi vyznamenaniami. Za svoju pedago-
gicki, vedecki a vedecko-spologensku &innost’ mu bola
udelens Zlaté plaketa SVST, Medaila Federalneho minis-
terstva pddohospodarstva vyzivy, Medaila vtedajsej
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Ustrednej rady odborov, Medaily UR CSVTS, UR SVTS,
Zlaté plaketa CSAZV Za z4sluhy a rozvoj vedy a v§skumu
v oblasti zemé&d&lstvi a vyZivy, Zlatd medaila Vysokej $ko-
ly ekonomickej v Poznani, je nositel'om Zlatej medaily aka-
demika Muchu za hygienu a vyZivu a mnohé d’alsie.
Profesor Pribela sustredil okolo sebana CHTF STU, ale aj
v spolupraci s VVZ potravinérskeho priemyslu, schopnych
spolupracovnikov, vytvoril vedeck Skolu, pre ktort je cha-
rakteristicka vysoka metodick4 Groveii pri rie§eni problé-
mov v potravinarskej chémii a technologii. I tento vel'mi
struény prehl'ad o pedagogickom a vedeckom profile prof.
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Pribelu potvrdzuje, Ze jubilant je vedeckou osobnost'ou,
ktora vede o potravinach dala vel'mi vel'a, a to najma v oblasti
jeho celoZivotného usilia o kvalitu poZivatin.

Pri tejto prileZitosti chceme prof. Pribelovi v mene kolekti-
vu spolupracovnikov, byvalych §tudentov, diplomantov
1 doktorandov, kolegov z vedecko-spolocenskych organi-
zécii 1 v mene celej Sirokej obce potravindrov na Slovensku
za jeho doteraj$iu vyznamni pedagogicku a vedecki &in-
nost’ Gprimne pod’akovat’. Do d’alsich rokov Zeldme naSmu
jubilantovi predovSetkym vel'a zdravia, §t'astia v kruhu ro-
diny a vel'a sil a elanu v jeho vedeckej préci.

Alexander Dandar (Bratislava)
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