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VYUZITIE PCR METODY NA DOKAZ
FALSOVANIA MLIEKA A
MLIECNYCH VYROBKOV

APPLICATION OF PCR METHOD FOR
MILK ADULTERATION AND MILK
PRODUCTS IDENTIFICATION.

Alica Bobkovd, Radoslav Zidek, Erika
Flimelova, Marek Bobko, Michaela Fikova

ABSTRAKT

The aim of this work was detect addition cow milk in
sheep milks with application of PCR method. In line with
set the target are practised laboratory analysis of 8
wilfullly falsified samples milks. The samples was
prepared dilution of sheep milks with cow milks.
Detection presence cow milks was performance using of
PCR methods, which are determination detecting limit for
chosen method. Addition cow milk was detected in lowest
representation at sample number 4, where to have been
additional 0,01% cow milk.

Keywords: PCR, false food, species specification, milk

UVOoD

Pod pojmom mlieko rozumieme vo vSeobecnosti
biologicku tekutinu, ktort vylucujii mliecne zl'azy réznych
druhov cicavcov, napr. krav, oviec, kéz, byvolich krav,
tiav, 1lam, jakov ¢i sobov (Mair-Waldburg et al., 2003).
Mlieko a mlietne vyrobky su zdrojom cennych latok
nevyhnutnych pre vyzivu a vyvoj l'udského organizmu, pre
normalnu funkciu latkovej vymeny a ochranu zdravia
Cloveka (Jamrichova, 2004). Mlieko obsahuje vodu, tuk,
bielkoviny, mlie¢ny cukor — laktézu, minerdlne latky,
vitaminy, enzymy, plyny a dalSie zlG¢eniny
biochemického povodu (Kerestes, Selecky, 2005). Taktiez
obsahuje vitaminy a dalSie zlozky, priCom je velmi
dolezity pomer v akom su ziviny zastipené (Haenlein,
1995).

Podl'a Popelku et al. (2002) sa falSovanie potravin spaja so
zhorSujucou sa kvalitou potravin. Cielom falSovania
potravin je vlastne oklamat’ spotrebitel’a alebo Stat a ziskat’
ekonomicky  prospech, pricom falSovanie @ moze
predstavovat’ v niektorych pripadoch aj zdvazné zdravotné
nasledky (Hamr, Cuhra, 2004). Zelenakova, Golian (2003)
udavaju ako pricinu falSovania mlieka predovsetkym silné
sezonne poklesy v produkcii ovéieho a kozieho mlieka a
ich vysokt cenovu uroven na rozdiel od kravského mlieka.
V minulych rokoch sa stala druhova identifikacia
zivo¢isnych produktov dolezitou otazkou tykajucou sa
potravinovej autentifikacie (Sawyer et al., 2003). Pre
zaruCenie potravinovej autenticity je potrebny vyvoj
analytickych technik umoziujucich uradom
a producentom kontrolovat’, ¢i produkty su spravne
popisované a oznacené (Santos, Fernandes, Bardsley,
2003). Metddy, ktoré je mozné pouzit na autentifikaciu
mlieka rozdelili Garcia et at. (1991) na dve skupiny, a to
neimunologické metédy (plynové chromatografia, gélova
elektroforéza, izoelektricka fokusacia) a imunologické
metody (imunodifuzia na agarézovom géle, radialna
imunodifiizia, raketovd imunoelektroforéza, krizova

imunoelektroforéza, protismerna elektroforéza,
hemaglutina¢na inhibicia, imunoblotting, ELISA -
imunoenzymova analyza). Vo vel'kej miere sa na detekciu
falsovania  kravskym mliekom vyuziva technika
elektroforézy na polyakrylamidovom a $krobovom géle
(Hermanova 1993).

NaSa praca bola zamerand na moznosti vyuZitia
molekuldrnej biologickej metédy PCR na detekciu
pridavku nedeklarovaného druhu mlieka. Podl'a Maskovej
(2005) metdda PCR vyuziva mnohonasobné pomnozenie
vybraného tiseku DNA izolovaného zo vzorky. Vlastné
mnozenie je riadené naprogramovanymi cyklickymi
zmenami teploty, ktoré sa pravidelne opakuju. Cely proces
sa odohrava v pristroji zvanom termocycler. Podobne
Branciari et al. (2000) popisuju PCR ako jednoduchu
metodu na zistenie pévodu druhov mlieka pouzivaného na
produkciu syra. Viacnasobni PCR schopnt identifikovat
kravské, ovcie, kozie mlieko v mlieénych produktoch
pouzili aj Bottero et al. (2003). Specifické priméry boli
popisané na amplifikdciu fragmenov mitochondrialneho
12S al6S génu pre ribozonalnu RNA. Navrhnuta
mnohonasobna PCR reprezentuje rychlu, jednoduchu
a citlivi metédu pouzitelnu v beznej praxi. S kvalitnou
hrani¢nou citlivostou (0,5 %) umoznuje detegovat
pridavky mlieka iného druhu v rdznych mlie¢nych
vyrobkoch. Mafra et al. (2007) pouzili dvojiti PCR na
identifikacikaciu pridavku uz 0,1% kravského mlieka v
kozom syre. Rychlu, Specificki a citlivii identifikaciu
byvolieho, kravského a ovcieho mlieka pouzili Abdel-
Rahman, Ahmeda (2006) druhovo rozdielnymi metédami
PCR a PCR-RFLP. PCR technika identifikuje gén 603 bp
v byvolom a kravskom mlieku, zatial' o v ov€om mlieku
identifikuje gén 374 bp. PCR-RFLP technika bola

pouzivana na rozliSovanie fragmentov  byvolieho,
kravského aovCicho mlieka, kde sa analyzuje
mitochondrialny cytochrom b.

MATERIAL A METODIKA

Detekcia pritomnosti kravského mlieka v inom druhu
mlieka (ov€ie a kozie mlieko) bola vykonana pouzitim
metody PCR. Metoda bola pouzitd na analyzu umyselne
sfalsovanych vzoriek (tabulka 1), pripravenych mieSanim
jednotlivych druhov mlieka. Vzorka ¢. 1 bola pripravena
ako kombinacia 900ul ov¢ieho mlieka a 100pl kravského
mlieka. Vzorka bola zhomogenizovand vortexovanim.
Vzorka €. 2 bola pripravend ako kombindcia 100ul
predchéadzajucej vzorky a 900ul ovéieho mlieka. V stlade
s touto metodikou bolo pripravenych nasledujacich 6
vzoriek, pricom celkovy pocet vzoriek bol 8. Genomova
DNA bola extrahovana z kazdej vzorky pomocou
centrifugacie pri 11000 rpn pocas 6 min. Sediment bol
zmieSany s lyzacnym roztokom (lyza¢ny tlmivy roztok,
TWEEN, proteinaza K) o mnozstve 200ul. Pripravené
vzorky sa vlozili do termostatu na 80 min. pri teplote 66°C
anasledne sa upravila teplota na 96°C a vzorky sa v
termostate ponechali eSte 20 min. Potom sa scentrifugovali
pri 13000 rpn pocas 1,5 min. Vzorky s vyextrahovanou
DNA boli uskladnené v chladnicke az do spracovania.
Priméry boli navrhnuté v sulade s Ilhak a Arslan (2007).
Priméry amplifikovali 271 bp dlhy Gsek mitochondrialnej
DNA u hoviddzieho dobytka a 225 bp u oviec. Reakéna
zmes pre PCR obsahovala : DNA; 1,80 mM MgCl,; 0,25
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mM AB dNTP mix
10mM; 1,00 uM
AdulHD-F (5'-
GCCATATACTCTCC

TTGGTGACA-3");

Tabulka 1. Rriedenie ov¢ieho
mlieka kravskym mliekom na

identifikaciu detek¢ného limitu

Riedenie
PCR 1,00 uM AdulHD-R
vzorka % (5'-
GTAGGCTTGGGAA
1 10 + TAGTACGA-3); 1
2 1 T jednotku GoTaq
HotStart Polyme;
3 0.1 + doplnené destilovanou
4 0.01 n vodou do objemu 50p 1.
’ Zmes obsahovala
5 0,001 - tlmivy roztok Go Taq
green pufor 5x
6 0,0001 ) (Promega, Medison
7 0,00001 - USA) a amplifikacia
prebehla v termalnom
8 0,000001 | - cykléri (PTC-150

MiniCycler™, MJ
Research, Watertown USA).

Postup PCR reakcie bol nasledovny: preinkubacia 95°C na
4 min., 40 cyklov obsahujucich denaturaciu pri 95°C na 45
sekiind, nasadanie pri 61°C po dobu 45 sekund a
predlZzovanie pri 72°C po dobu 1,5 min. zavereény
predlzovaci krok bol pri teplote 72°C pocas 7 min.
a schladenie na teplotu 20°C na ¢as 0,01 sektnd.

Ziskané PCR fragmenty boli vizualizované na 1 %
agar6zovom géle pomocou ethidium bromidu pri 125V po
dobu 30 min.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obrazok 1. Detekény limit pridavku kravského
mlieka do ov¢icho mlieka (draha 1 — vzorka ¢. 1,
dréha 2 — vzorka €. 2, draha 3 — vzorka €. 3, drdha 4
— vzorka ¢. 4, draha 5 — vzorka ¢. 5, draha 6 —
vzorka €. 6, draha 7 — vzorka ¢. 7, draha 8 — vzorka
¢. 8)

Metéda PCR bola schopnd detegovat pritomnost
kravského mlieka vo vzorkach ov¢icho mlieka. Jednym
z cielov prace bolo stanovit citlivost’ vybranej metddy,
preto boli testované vzorky ov¢icho mliecka obsahujuce
rozne percento pridavku kravského mlieka (tabulka 1), kde
je zrejmé, ze PCR metoda bola schopna detegovat

pridavok az do 0,01% kravského mlieka t.j. po vzorku ¢.
4.

Dosiahnuté¢ vysledky (obrazok ¢&. 1) demonstruju, ze
pridavok kravského mlieka do mlieka ov¢iecho mdze byt
detegovany az do 0,01%. Vysledky v obrazku ¢. 1
poukazuju na intenzitu znizovania PCR produktu. Vzorka
¢. 4 (0,01% pridavok kravského mlieka) mala najnizsiu
intenzitu, ale stale bola detegovatel'na. Najvacsiu intenzitu
mala vzorka ¢. 1 (pridavok kravského mlieka v mnozstve
10%). Bottero et al. (2003) pouzitim podobnych primérov
stanovili detek¢ény limit nizsi ako 0,5%. Nase vysledky st
podobné s Lopez-Calleja et al. (2005) a taktiez s Mafrom
et al. (2007), ktori deklarujii detekény limit nizsi ako 0,1%
hovédzej zlozky na celkové mnozstvo.

ZAVER
Pre zaruéenie potravinovej autenticity je potrebny vyvoj
analytickych technik umoznujucich uradom

a producentom kontrolovat, ¢i produkty st spravne
popisované a oznacené. Detekcia pritomnosti kravského
mlieka v inom druhu mlieka (ov¢ie a kozie mlieko) bola
vykonana pouzitim metédy PCR. V sulade s
prezentovanymi vysledkami mézeme potvrdit’, Ze zvolena
PCR metdda je schopnd amplifikovat’ usek S$pecifickej
DNA typickej len pre hovddzi dobytok. Metdda bola
pouzita na 8 vzoriek ov¢ieho mlieka, ktoré boli tmyselne
sfalSované pridavkom kravského mlieka v réznom
percentudlnom zastipeni. Detekény limit zvolenej metody
sme uréili na hodnote 0,01% primesi hovéddzieho mlieka.
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KVANTIFIKACIA SOJE
V POTRAVINACH POUZITIM REAL-
TIME PCR

SOY QUANTIFICATION IN FOOD
PRODUCTS BY REAL-TIME
POLYMERASE CHAIN REACTION

Michal BoSiak , Radoslav Zidek , Jozef Golian
ABSTRACT

The aim of this assay was to quantify soy in soy containing
products using real-time polymerase chain reaction (real-
time PCR) as an indirect method for soy allergen presence
detection. According to the aim of this assay we have
analyzed wheat flour samples artificially contaminated by
defatted soybean powder. Results show that selected
primers based on lectin gene region are able to quantify
soy presence only in range between 12.5 % and 1,56 %.
Presence of soy contamination under 1,56 % is
undetectable because of primer set nonspecific reaction.
Keywords: food allergens, soy, quantification, real-time
PCR

UvVoD

Alergické reakcie na potraviny vyplyvaji znarastu
imunitnych odpovedi na glykoproteinové zlozky pritomné
v potravinach a predstavuji Casty zdravotny problém
(Metcalfe, 1991; Shah, Walker, 2002).
Deti a dospely, u ktorych sa prejavuju tieto reakcie trpia
tzv. potravinovou hypersenzitivitou, alebo potravinovou
alergiou. Ide o terminy definujice reakciu vystavenia
potravine vyvolavajicu objektivne reprodukovatel'né
symptomy, alebo znaky v davke tolerovanej beznymi
konzumentmi (Crespo et al., 2004).
Odhaduje sa ze priblizne 6 % deti a asi 2 % vSeobecnej
populdcie ma  potravinovi  alergiu, s prevahou
gastrointestinalnych symptomov (Sampson, 2003).
I'ked niekol’ko imunologickych mechanizmov moze
spolupdsobit’ na alergickej reakcii na potravinu, IgE-
sprostredkovana okamzitd reakcia hypersenzitivity je,
najviac potvrdenym mechanizmom (Bischoff et al., 2000).

Alergia na proteiny kravského mlieka, vajec, pSenici a soji
je beznejsia udeti (do 7 rokov) a mladistvych, zatial' ¢o
morské produkty, arasidy a orechy najCastejSie zapriCitiuji
potravinovu alergiu v dospelosti (Bischoff et al., 2000).
S6ja je uznana ako jeden zhlavnych potravinovych
alergénov, ktor¢é moézu byt pritomné v potravine
a z uvedeného dovodu musi byt jej pritomnost’ oznacena
v stlade s Eurdpskou Direktivou 2007/68/ES.

V sucasnosti jedinou G¢innou starostlivostou o pacientov
trpiacich potravinovou alergiou, alebo intoleranciou je
vyhnutie sa pricinnej potravine prostrednictvom diéty.
Bohuzial’ skryté potravinové alergény v komplexnych
potravinach su zakladnym problémom pre tychto
pacientov  kvoli neddslednému oznacovaniu, alebo
neumyselnej krizovej kontamindcii komerénych potravin
v priebehu spracovéavania (Holzhauser, Vieths 1999).
Hourihane et al., 1997, MalmhedenYman et al., 1994,
poukazuju na potrebu senzitivnych detekénych metéd
Specificky detegujucich skryté alergény za ti¢elom pomoci
pacientom trpiacim potravinovou alergiou, z doévodu
zisteni nizkych davok pri¢innych potravin schopnych
vyvolat’ alergické reakcie.

Polymerazova retazova reakcia (PCR) zaloZend na
detekcii $pecifickych DNA sekvencii bola navrhnuta ako
alternativa k imunologickym metédam na detekciu
skrytych alergénov v komplexnych potravinach (Torp et
al., 20006).

Hlavnym nevyhnutnym predpokladom pre PCR analyzu je
DNA dobrej kvality a kvantity (Gryson et al., 2008).
Stabilita DNA ju robi preferovanym analytom pre PCR
analyzu. Tato technika je tiez zahrnuta v analyze alergénov
v potravinarskych produktoch. Aj ked’ PCR nie je schopna
detegovat’ priamo alergicku zlozku v produkte, moze byt
pouzitd na detekciu druhov, zktorych alergickd zlozka
pochadza. Preto mdze byt pouzitd ako dolezity nastroj
preverovania potravinarskych produktov na pritomnost
alergénov. Okrem uvedené¢ho PCR je znama ako velmi
citlivd metoda, Specialne v porovnani so sandwich ELISA
technikou, najviac pouzivanou na detekciu alergénov
(Holst-Jensen et al., 2003; Poms et al., 2004).

Niekolko §tadii poukazalo na dobru korelaciu medzi
pritomnostou  amplifikovatelnej DNA  a proteinom
stanovenym ELISA metédou (Allmann et al., 1993;
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Dahinden et al., 2001; Holzhauser et al., 2002; Holzhauser
et al., 2000).

Mimo toho, krizové reakcie a faloSne pozitivne vysledky
mézu byt minimalizované dokladnou selekciou PCR-
primérov, ktoré sa vyznaCuju rozliSovacou schopnostou
medzi sekvenciami biologicky blizkych druhov. Kity na
soju a araSidy su zalozené na detekcii lektinového génu
(Poms et al., 2004).

MATERIAL A METODY

Detekcia pritomnosti sdje bola vykonana pouzitim real-
time PCR metddy. Zvolena metéoda bola pouzitd na
analyzu imyselne kontaminovanych vzoriek, pripravenych
riedenim ps$eni¢nou mukou. Kontaminacia pSeni¢nej miky
bola vykonana odtuénenym sdjovym ptiidrom.
Genomova DNA bola extrahovand zkazdej vzorky
pouzitim NucleoSpin® Food purification kit (Macherey-
Nagel, Suise). Vyextrahovana DNA bola kvantifikovana
NanoPhotometer' ™ (Implen GmbH, Germany) a zriedena s
primeranym objemom destilovanej vody na finalnu
koncentraciu 25 ng. pl'. Vzorky boli skladované pri
teplote -20 °C az do spracovania. Primérovy par bol
navrhnuty tak aby detegoval pritomnost’ lectinového génu
(Karudapuram, Batey, 2008). Hlavnou zlozkou v objeme
12,5 pl bol 2x SYBR® Green I Hot Start Real-Time PCR
Mix (Ecoli s.r.o), ktory bol doplneny 00.5 pmol.ul’
zkazdého priméru a2 ul templatovej DNA
s koncentraciou 50ng na reakciu. Reakény roztok bol
doplneny bidestilovanou vodou do celkového objemu 25
pl. PCR cyklus zacinal pre-denaturaciou na teplote 95 °C
pod dobu 1 mintuty. Nasledne bolo zopakovanych 40
cyklov s teplotnym profilom: 15 sek. pri 95 °C, 20 sek. pri
60 °C, 25 sek. pri 72 °C a2 sek. pri 82 °C s naslednym
meranim fluorescenie. Finalne predlzovanie fragmentov
prebiehalo pri 72 °C po dobu 5 mintt. Krivka topenia PCR
produktov bola spustena zahriatim vzorky na 95 °C
a okamzitym schladenim na 65 °C po dobu 15 sekund.
Vzorka bola nasledne zohrievana rychlostou 0,1 °C za
sekundu a pri kazdej zmene teploty o desatinu stupiia bola
odmerana fluorescencia. ~PCR reakcia prebiehala
v kapilarovom cykléri LightCycler® 1,5 (Roche) za

pomoci softvéru LightCycler software version 4.05
(Roche). Ziskané¢ data boli spracované do tabuliek
v programe EXCEL 2007.

VYSLEDKY

Pre ziskanie kalibracnej krivky boli pouzité vzorky
s rtoznym podielom sojového pudru vo vzorke. Analyza

Obrazok 2. Kalibra¢nv rozsah detekcie sdiového pudru
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narastu fluorescencie (obrazok 1) poukazuje na rovnaké
hodnoty fluorescencie pre vzorky s podielom 50 %, 25 %
al2,5 % soje. Pre spomenuté vzorky nebolo mozné
identifikovat’ rozdiely v linearnej faze narastu PCR
produktov. Vel'mi podobné vysledky boli pozorované pri
pomerne malych podieloch séje vo vzorke, ktoré

Obrazok 1. Graf narastu fluorescencie pre PCR cyklus u
vzoriek s roznym obsahom séje
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predstavovali 0,09 %, 0,0061 % a 0,00019 %. U tychto
vzoriek bola pozorovana zmena fluorescencie s naslednou
linearnou fazou avSak po analyze ziskanych PCR
produktov pomocou krivky topenia a vizualizdcie na
agarézovom géle bola potvrdend ich neSpecifickost.
Spomenuté vzorky nebolo mozné preto pouzit’ ako zéklad
pre zostrojenie  kalibracnej krivky nakolko ich
fluorescenc¢na krivka nemala preukazny vztah k zmene
podielu pridanej sdje vo vzorke. Analyzou fluorescenénej
krivky sa podarilo dokazat vztah medzi intenzitou
fluorescencie a linearnou fazou narastu PCR produktov len
u vzoriek spodielom 12,5 %, 5 % al1,56 % podiclu
sojového pudru. Ako vyplyva z obrazku 2, len v rozmedzi
koncentracie od 1,56 % do 12,5 % je mozné spol'ahlivo
kvantifikovat pritomnost’ sdje vo vzorke za pomoci
linearnej regresie. U ostatnych percentualnych podielov
nie je mozné pritomnost soje kvantifikovat' z doévodu
nelinearneho vzt'ahu medzi fluorescenciou
a koncentraciou, alebo z dovodu nespecifickosti ziskaného
PCR produktu.

ZAVER

Alergické reakcie na potraviny vyplyvaju znarastu
imunitnych odpovedi na glykoproteinové zlozky pritomné
v potravinach a predstavuju Casty zdravotny problém Séja
je uznana ako jeden z hlavnych potravinovych alergénov,
ktoré mozu byt pritomné v potravine a zuvedeného
dovodu musi byt jej pritomnost oznaCenid. Na to aby
mohla byt zlozka potravin kvantifikovana je potrebné
zostrojit’ kalibra¢nu krivku. Pre ziskanie kalibrac¢nej krivky
boli pouzité vzorky s réznym podielom sdjového pudru vo
vzorke. Mézeme konstatovat’, ze primérovy par Specificky
pre pritomnost’ sdje navrhnuty autormi Karudapuram a
Batey (2008), je schopny korektne detegovat pritomnost’
primesi soje len do koncentracie 1,56 %. Pri nizSom
zastipeni soje vo vzorke primérovy par neSpecificky
reaguje a vytvara iné ako autormi popisané produkty. Pri
vySSom zastupeni soje ako 12,5 % nebola pozorovana
zmena v naraste fluorescencie PCR produktov.
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TVORBA BIOFILMOV NA
POVRCHOCH Z NEREZOVEJ OCELI
V PROSTREDI POTRAVINARSKEHO
PRIEMYSLU

BIOFILM FORMATION ON
STAINLESS STEEL SURFACES IN
FOOD INDUSTRY ENVIRONMENT

Jozef Capla, Peter Zajdc, Jozef Golian,
Vladimir Vietoris

ABSTRACT

Both microbial adhesion and biofilms are of great
importance for the food industry and occur on a high
variety of food contact surfaces (Burnett et al., 2000).
Microbial adhesion occurs due to microorganism
deposition and attachment onto surfaces, initiating a

growth process. Cell multiplication gives rise to colonies
and biofilm is established when the cellular mass is thick
enough to aggregate nutrients, residues and other
microorganisms (Zottola et al., 1994). The aim of this
article is to investigate the cells attachment of Bacillus to
stainless steel. The objective of this study was to
investigate if biofilm formation occurs and examines the
most important aspects involved in bacterial attachment to
a surface.

Keywords:
surfaces.

UvoD

Biofilm je dynamicky komplex Zzivotného prostredia
(Zacheus et al., 2000). Vseobecne mozno povedat, ze
tvorba biofilmu zahffia prichytenie, osidlenie a rast
mikroorganizmov (Kumar et Anand, 1998). Rozne ziviny
vo vlhkom prostredi absorbované na povrchy vytvaraja
aklimatizaCny povlak s odlisnymi fyzikalno-chemickymi
vlastnostami (Wirtanen et al., 1996). Fyzikalno-chemické
vlastnosti povrchu ur¢ia ako sa baktéria pripevni (Frank,

biofilm, Bacillus subtillis, stainles steel
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2001). Biofilm moéze byt vytvoreny jednym bakteridlnym
druhom (Wang et al., 2007). V poslednych rokoch Bacillus
subtilis, sportvorna gram pozitivna baktéria sa stala
modelovym organizmom pre S$tudium tvorby biofilmu
(Branda et al., 2001). Nerezova ocel aj ked citliva
k bakteridlnemu pripevneniu je najCastejSiec pouzivany
material pre stavbu lodi, potrubi, ventilov a réznych typov
zariadeni  pouzivanych v potravinarskom priemysle.
Hygienicky stav povrchov, nastrojov a =zariadeni Vv
potravinarskom priemysle zasadne ovplyviiuje kvalitu
spracovanych produktov. Ak Cistiace a sanitaéné procesy
su nedostatocné, vysSie uvedené zdroje spdsobia
kontaminéciu a biofilm vytvoreny okolo mikroorganizmov
poskytuje ochranni  vrstvu  proti sanitaénym
a dezinfekénym prostriedkom (Hood et al., 1997).

MATERIAL A METODY

Testovany mikroorganizmus. Testovany mikroorganizmus
bol Bacillus subtilis. B. subtilis bol pestovany aerobne pri
30°C na zivnom agare 1 den.

Testovany material. Kovovy povrch pouzivany pri tychto
testov bolo z nerezovej ocele (W4301 - Cr.Ni 18,10).
Kovové platnicky (8 cm x 8 cm) boli ponorené do aceténu
po dobu 30 mintt a po tomto ponoreni do roztoku NaOH
(1%) po dobu 1 h. Kovové platnicky boli dokladne
oplachnuté destilovanou vodou a sterilizované pri 121°C
na 35 mintt.

Tento material bol pouzity pretoze ma charakteristické
vlastnosti blizke tym, ktoré sa pouzivaji v potravinarskom
priemysle bez toho, aby negativne ovplyvnil
zivotaschopnost’ buniek aumoznili mikroorganizmom
obnovenie kultivacie.

Ockovanie vzoriek atvorba biofilmu. Sterilné mlieko
s obsahom buniek Bacillus subtilis bolo pouzité pre
naockovanie vzoriek, rovnomerne prevedené na celé
platni¢ky testovacieho povrchu. Bol pouzity 1 cm’ pre
kazdd platnicku. Ockovanie bolo robené asepticky.
Platnicky nerezovej ocele boli uchovavané pri konstantne;j
teplote po dobu 3, 6, 12, 24, 48 a 120 kontaktnych hodin
pre tvorbu biofilmu.

Mikrobialne kultary. Baktérie boli zotret¢ z kazdého
testovaného povrchu (8 cm x 8 cm) s hrotom z vatového
tamponu, ktory bol preneseny do skimavky obsahujicej
50 ml sterilného fyziologického séra. Skumavky
obsahujuce tampoén boli po dobu 2 minit mieSané
k uvolneniu buniek v sére. Vzorky boli zriedené. Baktérie
boli kultivované na Agarovych platniach pocas 48-72 h
pri 30 °C.

Analyza dat. Koloénie tvoriace jednotky boli zname pre
kazdy typ vzoriek, testy boli vykonané celkom trikrat,
ziskané stredné hodnoty pre kolonie v Petriho miskach.
Bakteridlna adhézia. Sucasne boli spravené 3 samostatné
vzorky na identifikdciu bakteridlnej adhézie. Po
naockovani bakteridlnej suspenzie platnicky boli ponorené
do 10 ml média v sterilnych Petriho miskach. Vypocet
zivotaschopnosti bol vykonany pre pévodné kultury. Po
inkubacnej dobe 9 hodin a 24 h pri 30 ° C bol proces
ukonceny tym, Ze odstranil volné baktérie a nerezova ocel’
bola tri krat Cistena sterilnym fyziologickym roztokom.
Pripevnenie bolo posudzované pre kazda platnicku
poétom baktérii schopnych rastu vytlaéenych z povrchu po
15 minatovom kontakte s 5 ml sterilného fyziologického
roztoku, d’alej zotretim za 30 sekind, aby sa odstranili

prilnuté baktérie. Bol vykonany aj vypocet vitality pri
findlnej 24 h kultare.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tvorenie biofilmu moze nastat’ v naslednosti krokov ako
je: aklimatizacia, pritazlivost, pripevnenie, dozrievanie a
uvolnenie. S kazdym krokom sa stava biofilm viac a viac
pevne pripojeny s povrchmi. Ziskané udaje st uvedené v
tab. 1 a opisuju vznik biofilmu pri 20 + 1 ° C na nerezovej
oceli po 3, 6, 12, 24, 48 a 120 kontaktnych hodinach. Prvy
krok  vzniku  biofilmu  predstavuje  vytvorenie
aklimatizatnej vrstvy, zabezpetenej pridelenim 1 cm’
mlicka naockovaného s Bacillus subtilis na testovanych
povrchoch platnic¢iek. Stabilizaény krok moéze zacat v
priebehu niekolkych sekind expozicie na povrch.
Charakteristickym pre tento krok je skutoCnost, ze
baktéria vo svojej planktonovej forme sa pohybuje a narazi
na povrch, latky a dalSie organizmy. Pociato¢na adhézia
mikroorganizmu na testovanych povrchoch ako je uvedené
na obrdzku 1 je ziskana v intervale 3-6 hodin, kedy takmer
80% platniciek testovanej plochy bolo osidlené. Populacia
prilntica na povrchu nerezovej ocele ziskala maximum
v rozvoji biofilmu po 9 hodinach, po ktorom nasleduje
kratke obdobie konStantného rastu. V rozsahu 9 - 24
hodin, baktérie rastuce v biofilme zostali pevne pripojené
na povrch aksebe navzajom. To je mozné kvoli
polysacharidovému materialu, ktory zadrziava bunky.
Biofilm Zivotného prostredia je v sucasnosti bohata vrstva
zivin, ktora je schopna rychleho rastu. Biofilm sa ¢asom
stiva viac etablovany a hrubsi, schopny zablokovat
prenikajtce dezinfekéné prostriedky. Odlucené bunky bolo
vidiet' po 12 hodinach ale kratkodobo a povrch bol
kolonizovany uplne bezprostredne po tom, Ze boli
charakterizované na zaklade reverzibilného kroku. Po 24
hodinéch pocet buniek zosilnel. Vyvoj biofilmu méze byt
vysvetleny povrchovym znovu osidlenim, ¢o je nezvratny
krok pripevnenia. Biofilm sa potom stdva etablovany na
povrchu, bunky v biofilme i nad’alej rasta, produkuju
extracelularne polymérne latky arozvijaji  maticu
biofilmu. Tento pokracujuci rast vedie k hrubSiemu a viac
detekovatelnému biofilmu. V tomto bode sa usadenina
stava dost’ masivna, je dost’ viditeI'na a 'ahko zistitel'na. V
tabulke 1 je uvedend schopnost baktérie drzat’ sa
a produkovat’ biofilmy na platnicke nerezovej oceli pocas
inkubacie pri teplote 30 °C po dobu 9 hodin a 24 h.
Pociatocna troven kultiry pouzitej k vytvoreniu biofilmov
bola vyssia ako u vystavenych kultir buniek pri 9 h s

Tabul’ka 1. Prichytenie Bacillus subtilis na nerezovej
oceli v priebehu inkubacie pri teplote 30°C po dobu 9
hodin a 24 h.

OSetrovanie KTJ/cm

Vychodiskové kultary pouzivané | 5x 107 (£ 0,27)

na tvorbu biofilmu

Pripojené k nerezovej oceli 9 h | 6,7 x 10 * (= 0,45)

expozicie

Pripojené k nerezovej oceli 24 h | 4x 10° (£ 0,37)

expozicie

ucinnostou 0,3% pripevnenych buniek. Po 24 h expozicii
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buniek sa objavilo jednoduchsie drzanie na nerezovej oceli
s uc¢innost'ou 0,8% pripevnenych buniek.

ZAVER

Tieto experimenty ukazali ze Bacillus subtilis mdze
tvorit’ biofilmy na povrchoch nerezovej oceli. Ciel'om tejto
studie bolo zistit’ schopnost’ baktérie prilnat a vytvorit
biofilm a identifikovat’ kroky vyvoja biofilmu. Pochopenie
bakterialneho pripevnenia na pevnych povrchoch ako je
nerezova ocel’ moze pomoct’ v budiicom vyvoji povrchov
so znizenym alebo ziadnym prichytenim, alebo vo vyvoji
Obrazok 1. Tvorba biofilmu a rast pri teplote 20 = 1 °C na
povrchu nerezovej oceli po 3, 6, 12, 24, 48 a 120 hodinach.
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znehodnotenim alebo patogénnymi baktériami.
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MOZNOSTI DETEKCIE REZIiDUI
ROPNYCH LATOK V
SLNECNICOVOM OLEJI

POSSIBILITIES OF DETECTION
RESIDUE OF MINERAL OIL IN
SUNFLOWER OIL

Robert GermuSka, Miriam Vicakova, Silvia
Tothova

ABSTRACT

It is not first time we eat mineral oil material. Mineral oil is
the largest contamination of our body. Products of mineral
oil are everywhere around us. Food can be contaminated
during production from machine (vaseline, hydraulic oil.)
or from packing (wax paper) or during transport (motor oil,
tarmac). The analytical target is the determination of
mineral oil material in sunflower oil. Present analytical
methods only enable the detection of the paraffins
(saturated alkanes), but not of the (usually highly alkylated)
aromatics (which make up roughly 30 % of the mineral oil).
Mineral paraffins (alkanes of mineral oil origin) must be

distinguished from paraffins of plant origin. Plant paraffins
primarily consist of n-alkanes and are characterized by the
predominance of the odd-numbered species (usually C,s,
Cy, C3; and Cs;). Mineral paraffins primarily consist of
branched or cyclic species (in GC forming a hump of
unresolved material), possibly with n-alkanes on top with
even and odd numbered species being balanced. Sample
preparation included a pre-separation step whereby only
saturated hydrocarbons remain in the sample matrix to
analyse used of a silica gel column for sample clean-up.
Detection method is preferably GC-FID (flame ionisation
detector). Calibration by an alkane or paraffin oil assuming
equal response of all paraffins. Analytical results reflected
only the presence of saturated hydrocarbons in the range of
C10-C56 from external sources (the endogenous presence
of hydrocarbons has not to be reported, in the case of
sunflower oil, the alkanes C27, C29 and C31 are considered
to be of endogenous origin). Acceptable level of saturated
hydrocarbons ("mineral oil") from external sources in crude
sunflower oil is 50 ppm. Acceptable level of saturated
hydrocarbons ("mineral oil") from external sources in
refined sunflower oil is 50 ppm.

State Veterinary and Food Institute (SVFI) in Dolny Kubin
uses for determination of mineral oil in sunflower oil Kattel
method from 2008. Sample is clean up using activated
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silica gel packed in glass tube. Clean extract is injected
using on-column injection on non polar fused silica
capillary column and pollutants are detected by FID.
Quantification of mineral oil is done using of relative ratio
of peaks area of hump to internal standard C16. During year
2008 were investigated 42 official samples of sunflower
oils from market or border control. Country of origin (48%
Ukraine, 23% Hungary, 48% Slovakia, 5% Czech republic,
5% Germany). One sample has contained mineral oil in
relative high concentration (650 mg/kg) what was over of
acceptable level (50 mg/kg). Three samples contained
mineral oils close to acceptable level. All positive samples
were from Ukraine. Due to know relative high
contamination of mineral oil around us systematic random
control of food is needed.

Keywords: mineral oil; edible oil; GC/FID; HPLC-HPLC-
GC-FID

UvVoD

Nie je to prvy krat, ¢o ¢lovek skonzumoval ropné latky.
Nase telo je najviac kontaminované prave tymito latkami.
Ropné latky su vSade okolo nas. Nachadzaji sa
v exhalatoch ~ z vyfukovych  plynov  &ut, v roznych
mazadlach ataktiez v asfalte, po ktorom chodime. Je
logické, ze kazdodennej expozicii sa nevyhneme. Ropa je
komplikovana zmes najmi alkanov a aromatov. Ropné
latky su vlastne produkty frakénej destilacie ropy ako
benzin, petrolej, nafta, vykurovaci olej, vazelina, parafin,
mazut arozne druhy olejov a mazacich tukov. Jedna sa
vzdy o zmes latok anie o individudlne latky. Kazda tato
zmes latok ma iné destila¢né rozmedzie. S vys$$im poctom
uhlikov v alkanoch stipa aj teplota ich varu. Do potravin
sa mozu ropné latky dostat zpriesaku mazadiel
z potravinovych strojov, obalového materidlu alebo pri
preprave v nedokonale vyc€istenych cisternach. Uz v roku
1989 bola zistena vysokd koncentracia ropnych latok
v lieskovych orieskoch. Zdrojom kontaminacie boli jutové
vrecia. Jutové vlakna boli macané v oleji na zlepSenie ich
vlastnosti. Nasledovalo d’alSie objavenie ropnych latok aj v
inych potravinach ako cokolada, jedlé oleje alebo mlieko.
V roku 2008 bolo meraniami zistené, Ze slnecnicovy olej
dovazany do Eurdpskej Unie je znacne kontaminovany
ropnymi latkami. Urovne tejto kontaminacie sa pohybovali
az do 7000 mg/kg. Preto vyvstal problém urychlene

zaviest oficidlne kontroly slneCnicového oleja na
pritomnost’ ropnych latok. Rozhodnutie Komisie
Graf'1
Podrla krajiny pévodu
Nemecko
Ceska republika 5% Slovensko
5% 19%
Madarsko

23%

Ukrajina
48%

2008/433/ES z 10. juna 2008 zaviedlo osobitné¢ podmienky
pre dovoz slnec¢nicového oleja pochadzajuceho z Ukrajiny
v dosledku kontaminacie ropnymi latkami.

Detekcia ropnych latok v potravinach je zalozend na
simulovanej destilacii na chromatografickej kolone. Ropné
n-alkdny maji konstantnu diferenciu retencného casu
kazdého dalSicho atomu uhlika. Piky mézu byt preto
spocitavané. Vlastne je pozorovana homogénna distribicia
velkosti pikov parnych a neparnych retazcov. Na detekciu
sa pouziva najmd plamenovoioniza¢ny detektor (FID).
Tento detektor je neSpecificky a malo citlivy, ale vSetky
uhlovodiky maju takmer rovnaku odozvu. Tento fakt ndm
umoziuje  kvantifikovat aj  uhlovodiky,  ktoré
v kalibratnom  roztoku nemame. Vlastne dopredu
nepozname zdroj kontaminacie a vSetky kvantifikdcie st
zalozené iba na tomto fakte rovnakej odozvy na FID
detektore. Naopak hmotnostny detektor nema rovnaki
odozvu u uhlovodikov, ¢o vyznamne stazuje presnejsiu
kvantifikaciu. Ropné latky sa na chromatografickom
zazname daju rozpoznat tvorenim hrbu. Velkost tohoto
hrbu je tmernd koncentracii. Problém nastava so zistenim
presného druhu kontaminécie. Totiz kazdy druh ropného
produktu vytvara na chromatograme hrb iné¢ho tvaru
a v inych pozicidch. Tak napriklad vazelina ma hrb elujuci
neskoér ako napriklad lubrikacny olej. Ak je zdrojom
kontaminacie viacero ropnych derivatov, potom moéze
vzniknut' aj napriklad dvojhrb. Na odhad ropného druhu
kontaminacie treba mat velké skusenosti. Sucasné
analytické metoédy dovoluju detekovat len saturované
alkany, ale nie zvyCajne vysoko alkylované aromaty,
ktorych je az 30% vsetkych latok obsiahnutych v ropnych
produktoch. Alkany zropy musia byt rozliSené¢ od
prirodnych alkdnov zrastlin (napriklad vosky). Rastlinné
alkdny st charakterizované¢ predominanciou neparnych
retazcov (zvy€ajne C,;, Cy, C;; and Cs;3). Ropné alkany
primarne obsahuji boc¢né alebo cyklické retazce (v
plynovej chromatografii formuji hrb).

MATERIAL A METODY

Na detekciu a kvantifikdciu mnozstva ropnych latok
v slne¢nicovom oleji a potravinach sa pouzivaji rozne
metddy. Jednd sa o chromatografické metdédy stanovenia
pomocou plynovej chromatografie s plamenoionizaénym
detektorom (FID). Metoda Christoph 2001 pouziva na
precistenie vzorky oxid hlinity, eluénym cinidlom je hexan.
Pri pouziti metody Katell 2008 sa vzorka Cisti cez silikagél.

Graf 2
Podrla vysledku analyzy

hrani¢né; 3

pozitivne; 1

negativne ; 39
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Ako eluent je pouzity taktiez hexan. Tieto dve metody su
tzv. ,,manudlne”. Po precisteni vzoriek oleja a pripadnom
Ciastocnom zahusteni (nikdy nie do sucha) sa vzorky
injektuju na chromatograficku kolonu. Injektdz sa moze
vykonat’ tromi sposobmi: on-column, PTV (programmed
temperature vaporizing), splitless.

Kvantifikacia sa vykond pomocou triangulacie nameranej
plochy ,hrbu“ anaslednym prepo¢tom s pouZitim
odozvovych faktorov ziskanych z nameranych pléch hrbu
Standardu (parafin), vnatorného Standardu a vzorky. Inym
sposobom je pouzitie kalibracnej krivky. Pri tomto postupe
je potrebné zintegrovat’ vsetky piky (cez baseline), nasledne
zintegrovat piky na vrchole “hrbu“ azrozdielu ploch
vypocitat’ obsah ropnych latok vo vzorke.

Dal$ou pouzitelnou metédou je metdda on-line HPLC-
HPLC-GC-FID. Predistenie vzorky a jej analyza prebieha v
uzatvorenom HPLC systéme (dve po sebe nasledujuce
preparativne HPLC kolony) a analyza elu¢ného alkanového

Obrazok 1. Chromatogram
v negativnom slne¢nicovom oleji

100 mg/kg parafinu

[ FID1 A, Front Signal ( 2008_SYSTEM15_1W0812161%|GNO00004.0)
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0 2 4
okna zHPLC casti zariadenia priamo automatickou
injektazou do plynového chromatografu

s plamenoionizatnym detektorom (FID), ¢im je riziko
kontaminécie vzorky znizené na minimum. Vyhodnotenie
sa vykona jednym z horeuvedenych spdsobov. U vsetkym
metdd je dolezité vyhnut sa zahustovaniu vzoriek z dévodu

Obrazok 2. Kalibra¢na krivka

Kalibraéna krivka ropné latky

y = 0,2056x + 3,11

R? = 0,999
50 /
4 —+—Rad1
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diskriminacie (strat) nizsie vriacich alkanov C10 — C 18.
Pokial’ je pouzity konvenény FID detektor, tak ten nema
dostato¢nt citlivost’, aby limit detekcie (LOD) ropnych
latok lezal niekde v hladine 10 - 20 mg/kg. Preto je
potrebna injektaz vacSieho objemu precisteného extraktu,
¢o vedie kproblémom so zahltenim a kontaminaciou
chromatografickej kolony. Mala by sa pouzit’ tzv. technika

retencnej medzere alebo konkurencnej rekondenzacie
rozpustadla. VsSetky parametre tychto technik treba
optimalizovat’.

V laboratériu SVPU Dolny Kubin sa stanovuji ropné
latky metodou Katell 2008. Vzorka sa po precisteni na
silikagéli Ciastocne zahusti na TurboVape anasledne

injektuje technikou on-column na chromatograficka
kolonu. Kvantifikdcia sa vykona triangulaciou nameranej
plochy hrbu uvzorky ajej porovnanie voc¢i hrbu

vytvoreného parafinom. Ako vnutorny Standard je pouzity
hexadekan (C16) a tetrakontan (C40). Ako verifikany
Standard je pouzity alkan tetradekan (C14), ktory sa pridava
az do precisteného extraktu. Pomer ploch pikov alkanov
C40/C16 sluzi na kontrolu diskriminacie jednotlivych
alkdnov pri separacii alkdnov. Tento pomer by mal byt
okolo 1. Pomer pléch pikov alkdnov C16/C14 sluzi na
kalkulaciu strat pocas pripravy vzorky. Takto sa urcuje
vytaznost’ u kazdej meranej vzorky. Pomer ploch hrbu/C16
sluzi na kvantifikaciu aje to vlastne relativny odozvovy
faktor. Na identifikaciu jednotlivych alkanov bol pouzity
roztok n-alkdnov C12—C40. Spravnost a presnost’
analytickej metédy bola overena UcCastou na
medzinarodnom porovnavacom teste organizovanom
IRMM Geel Belgicko, kde sa stanovoval obsah ropnych
latok v Styroch vzorkach: kalibra¢ny roztok, slnecnicovy
olej s pridavkom ropnych latok, kontaminovany rafinovany
slne€nicovy olej, kontaminovany surovy slne¢nicovy ole;j.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obriazok 3. pozitivny slnecnicovy olej

T FID1 A, Front Signal (2008_SYSTEM1Z_ 102121515 GNDDODH5.D)
pa ]
2]

24

224

cia

204

c40

ci16

14 T T T T T
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V roku 2008 bolo vysetrenych 42 vzoriek slneénicového
oleja a 1 vzorka repkového oleja. Rozdelenie podl'a krajiny
povodu je v grafe 1.

Z analyzovanych vzoriek bola 1 vzorka pozitivna
(slne¢nicovy olej, krajina povodu Ukrajina) a u 3 vzoriek
boli zistené hrani¢né hodnoty okolo 50 mg/kg (graf 2).

Na obrazku 1 je zobrazeny chromatogram kalibra¢ného

Obriazok 4. Standard alkanov C12-C40 (kazdy 1mg/1)

[ FIR1 A, Front Signal ( 2008 _SvSTEMIS_1W081216M\31GN000001.0)
pA ]
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roztoku, ktory bol pripraveny pridanim parafinu do
negativneho slnec¢nicového oleja na hladine 100mg/kg.
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Pre vypocet LOD a LOQ bola zostrojena kalibracna krivka,
ktora tvorili body s koncentraciou ropnych latok (0, 100,
200 a 300) mg/kg. Jej priebeh a parametre uvadza obrazok
2.

Obrazok 3 ukazuje chromatograficky zaznam vzorky
slnecnicového oleja, v ktorom bola zistend pritomnost
vysokého obsahu ropnych latok. Z toho dévodu musela byt’
upravena navazka vzorky ataktiez objem pridaného
vnitorného Standardu (vid' vysku pikov Cl14, C16 a C40
v porovnanim s obrazkom 1). Uvedena vzorka oleja
pochadzala z Ukrajiny. Pri  analyze inych Sarzi
slne¢nicového oleja tejto znacky  nebola dokazana
pritomnost’ ropnych latok.

Pre zistenie reten¢nych ¢asov jednotlivych alkanov sa pred
kazdi sériu merani zarad’uje Standard alkdnov C12-C40
(obrazok 4).

Z vysledkom analyz vyplyva, Ze kontamindcia ropnymi
latkami je preukazatena a do buducnosti treba venovat
tymto rozborom v&csiu pozornost’. V niektorych vzorkach
slnecnicovych olejov boli zistené obsahy ropnych latok
okolo limitnych hodndt (50 mg/kg). Jedna vzorka bola
vysoko nadlimitna.
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oxide, method and results of a ring test. Mitt. Lebensm. Hyg.
ANTIMIKROBIALNA AKTIVITA UVOD
LAKTOBACILOV IZOLOVANYCH Z0 Kyslomlie¢ne baktérie (KMB) st dolezitou zlozkou

, spolocenstiev technologicky vyznamnych

SUROVEHO OVCIEHO A mikroorganizmov, ktoré sa pouzivaju ako vyrobné

KRAVSKEHO MLIEKA

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
LACTOBACILLI ISOLATED FROM
RAW EWES AND COWS MILK

Maria Greifova, Eva Krajcova, Gabriel Greif,
Jolana Karovic¢ova, Marcela Kontova, Martin
Tomaska

ABSTRACT

Ten lactobacilli strains were isolated from cow and ewe
milk to study their antimicrobial activity agains selected
bacteria and molds by diffusion method. From among
antimicrobial substances, production of lactic and
phenyllactic acids in MRS broth was monitored by HPLC
UV/RID.

Keywords: lactic acid bacteria, lactic acid, phenyllactic
acid, antimicrobial activity

O1 OO

prostriedky pri fermentacnych procesoch v technologii
kysnutych a kvasenych potravin zivo¢i§neho a rastlinného
povodu. Produkujii Siroké spektrum antimikrobidlne
posobiacich primarnych a sekundarnych latok. Specificky
antimikrobidlny =~ mechanizmus  zahriiuje  produkciu
organickych kyselin, CO,, diacetyl, etanol, H,O, .
Kyslomlie¢ne baktérie pozostavaju z bakteridlnych rodov
v ramci kmeiia Firmicutes, ktory zahina okolo 20 rodov.
Rody  Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
a Weisella st hlavnymi prisluSnikmi KMB (Axelsson,
1998).

Typické KMB si grampozitivne, nesporulujice,
katalazonegativne, bez cytochromov, anaerdbne alebo
aerobne koky alebo palicky. S acidotolerantné

a produkuji kyselinu mliecnu ako hlavny koncovy produkt
pocas fermentacie sacharidov (Reddy et al., 2008). M6zu
rast’ pri teplote od 5 do 45 °C. Prekvapivo su tolerantné ku
kyslym vonkajSim podmienkam. ViacSina rodov je
schopnych rast’ pri pH 4,4. Optimum rastu je pri pH 5,5 —

Obrazok 1. Inhibi¢né zony pri testovani laktobacﬂov ¢. 65 vocéi Cladosporium herbarum a E.coli a ¢. 85
voci Fusarium nivale a E.coli (z 'ava do prava) dvojvrstvovou metdédou

10
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6,5 aorganizmy su naro¢né na aminokyseliny, peptidy,
nukleotidové bazy, vitaminy, mineraly, mastné kyseliny
a uhlohydraty.

Hlavnym metabolitom KMB je kyselina mlie¢na, ktora je
zodpovedna za vyznamnu zmenu pH vich rastovom
prostredi, dostatocnll pre antagonizmus viacerych baktérii.
Nedisociovana forma slabych organickych kyselin
difunduje cez bunkovii membranu aje v zavislosti na
intracelularnom pH viac alebo menej disociovand vo
vnitri  bunky, uvolfiuje H' iény, ktoré okysluju
cytoplazmu. NavySe nedisociovand forma molekuly
sprostredkovava  antimikrobialny  efekt  kolapsom
elektrochemického protonového gradientu, ¢im vznika
bakteriostaticky vplyv alebo smrt’ citlivej baktérie. Efekt
je vyraznejsi pri pH hodnote pod pK, hodnotu kyseliny, t.].
ked kyselina je v nedisociovanom stave (Kazatelova,
2003).

Kyselina fenylmlie¢na je d’alsim produktom, ktory vznika
pocas fermentacie KMB. Je uznavana ako hlavny faktor
zodpovedny za antifungalnu  aktivitu a predizent
skladovatel'nost’ potravin. Jej inhibi¢né vlastnosti boli
preukdzané na niekolkych plesniach izolovanych
z pekarskych produktov, miky a obilia, vratane niektorych
toxinogénnych druhov ako Aspergillus ochraceus,
Penicillium verrucosum a Penicillium citrinum. Tiez proti
niektorym bakterialnym kontaminantom, ako Listeria spp.,
Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis. Kyselina
fenylmliecna prispieva k organoleptickym vlastnostiam,
zapaja sa do vytvarania syrovej chute. Je produkovana
KMB cez degradiciu fenylalaninu.  Laktobacily
transformuju fenylalanin na fenylpyruvat a fenyllaktat,

ktory je nasledne premeneny na karboxylovu kyselinu so
silnou arémou (Valerio et al., 2004).

CIEL PRACE

Izolacia a charakteristika izolovanych laktobacilov zo
surového kravského aovéieho mlieka, sledovanie ich
antimikrobidlneho ucinku voci vybranym baktéridam a
plesniam. Sledovanie produkcie organickych kyselin
tymito laktobacilmi v MRS bujone pri teplote 37 °C
s vyuzitim HPLC RID metody.

MATERIAL A METODY

Izolacia novych kmenov laktobacilov: Laktobacily boli
izolované zo vzoriek surového kravského a ovéicho mlicka
nahodne vybraného od sukromnych chovatel'ov z oblasti
Malej Fatry. Charakteristické kolonie laktobacilov na
MRS agare st SoSovickovité, rozmeru 1 — 3 mm podla
hustoty populacie. Takto sa vyizolovalo cca 50 kmenov
laktobacilov, u ktorych sa testovala antimikrobidlna
aktivita. Na zéklade najvysSej antimikrobidlnej aktivity sa
d’alej pracovalo s 10 kmenmi laktobacilov oznacenych
ako: 65, 81, 85, 91 (izolaty kravského mlieka) a 123, 161,
163, 173, 183, 202 (izolaty ovc¢ieho mlieka). Fenotypova
charakteristika a identifikacia laktobacilov, ktoré mali
najlep$ie antimikrobialne u¢inky sa uskutocnila na zaklade
nasledovnych testov: ((Gramovo farbenie, katalazovy test,
sledovanie rastu v MRS bujone pri roznej teplote (15 °C,
37 °C, 45 °C), pri r6znom pH (6, 9) a roznom obsahu NaCl
2 %, 4 %, 6,5%), sledovanie tvorby CO,, rozliSenie
homo-a heterofermentativnych druhov, utilizacia
sacharidov vyuzitim API 50CH testov, rezistencia
laktobacilov ~ vo¢i  vybratym  antibiotikim, PCR

Tabul’ka 1. Antibakterialny G¢inok laktobacilov izolovanych zo vzoriek surového kravského mlieka (65, 81, 85, 91) a zo
vzoriek surového ovcieho mlieka (123, 161, 163, 173, 183, 202) vyjadreny ako % inhibicie

Cisla vzorick % inhibicie voci
B. cereus B. subtilis E. coli L. mono-cytogenes Ps. aeruginosa S. aureus

65 15,2 13,0 15,2 12,3 13,4 14,3
81 18,2 18,3 11,8 20,8 15,4 13,4
85 23,1 13,9 13,9 20,2 12,6 15,7
91 15,4 16,3 11,3 24,5 13,9 12,8
123 17,4 19,9 11,9 10,4 15,5 13,4
161 17,4 3,3 4,8 10,5 2,5 8,8
163 14,9 9,9 12,9 20,5 16,3 16,4
173 16,3 16,4 13,9 16,0 18,3 14,6
183 17,9 14,8 10,1 18,7 12,3 15,4
202 22,5 23,1 10,2 9,7 20,8 21,4
Cisla vzorick % inhibicie voci

A. flavus | Cl. herbarum Fus. nivale Muc. racemusus P. funiculosum Rh. oryzae
65 9,3 23,9 21,7 2,3 6,2 12,9
81 9,6 21,8 31,9 2,3 3,1 16,5
85 6,6 13,3 43,2 5,8 6,2 12,9
91 10,1 21,3 31,4 3,5 4,1 12,9
123 9,9 25,5 30,7 6,2 4.1 12,9
161 10,5 11,8 25,8 7,3 6,2 14,5
163 11,6 22,5 33,7 6,8 4,9 17,4
173 11,3 18,2 36,9 4,1 6,4 14,5
183 9,1 12,9 35,3 3,9 6,4 18,9
202 9,3 16,3 24,3 4,1 5,8 14,5

Tabulka 2. Antifungélny ucinok laktobacilov izolovanych zo vzoriek surového kravského mlieka (65, 81, 85, 91) a zo
vzoriek surového ovéieho mlieka (123, 161, 163, 173, 183, 202) vyjadreny ako % inhibicie
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identifikacia)).

Sledovanie antimikrobidlneho ucinku laktobacilov na
vybrané indikatokové mikroorganizmy dvojvrstvovou
metddou: Pri dvojvrstvovej difiiznej metdde bol testovany
kmen laktobacilov naneseny pomocou mikrobiologického
ocka v 2,5 cm linii na tuhy MRS agar a kultivovany pri 37
°C 48 hod. Po vyrasteni laktobacilov boli Petriho misky
(PM) preliate mékkym BHI resp. Sabourodovym agarom
s vhodnou koncentraciou indikatorového kmena. Po 24 h
aerobnej kultivacii pri 37 °C resp. 25 °C bola vypocitana
plocha inhibicie (vyjasnena zéna) podla vzorca: S = m.a.b,
(plocha elipsy), kde a,b st poloosi. (Magnusson et al.,
2003).

Sledovanie tvorby kyseliny fenylmlie¢nej metodou HPLC:
Tvorba kyseliny fenylmlie¢nej bola sledovana v MRS
bujone s pridavkom 0,1 % fenylalaninu ako prekurzora po
72 h anaerdbnej kultivacii laktobacilov pri 37 °C. Vstupna
koncentrécia laktobacilov bola 10® KTJ/ml.

Predanalyticka uprava vzorky: MRS bujon s testovanymi
mikroorganizmami sa odstredil pri ota¢kach 9000 ot.min™.
Supernatant sa zmieSal v alikvotnom pomere s mobilnou
fazou, prefiltroval cez mikrofilter (0,2 wm) a nasledne
aplikoval na kolonu.

Podmienky analyzy: Vysokotlakova pumpa DeltaChrom™
SDS 030, davkova¢ Rheodyne 77251, davkovacia slucka
20 pl, koléna: Polymér IEX H' (250 x 8 mm),

Stanovenie antimikrobialnej aktivity

Zvyseny zaujem o ochranné posobenie KMB je spojeny
s tendenciou nahradzovat’® chemické konzervaéné latky
latkami prirodnej povahy. Komplexny antimikrobialny
efekt vybranych laktobacilov bol §tudovany dvojvrstvovou
difiznou metdédou voci vybranym baktériam a plesniam.
Vitab. 1 a 2 je uvedené percento inhibicie laktobacilov
vo¢i  jednotlivym  testovanym  mikroorganizmom.
V odbornej literatire sa hodnoti vyjasnena plocha do 3 %
plochy PM ako +, vyjasnena plocha od 3-9 % plochy PM
ako ++ a vyjasnena plocha nad 9 % plochy PM ako +++.
Moézme konstatovat’, ze nami vybrané laktobacily mali
velmi vysoku antimikrobidlnu aktivitu. Na obr. 1 st
uvedené niektoré priklady inhibicie.

Sledovanie  tvorby  kyseliny  mlienej, kyseliny
fenylmliecnej testovanymi laktobacilmi HPLC metddou
Tvorba kyseliny mliecnej a utilizacia glukézy sa sledovala
po 72 h stacionarnej kultivacii laktobacilov pri 37 °C
v MRS médiu. Tvorba kyseliny fenylmlie¢nej sa sledovala
po 72 h stacionarnej kultivacii v MRS bujone s pridavkom
0,1 % fenylalaninu. Obsah sledovanych kyselin je uvedeny
v tab. 3.

Pocas fermentacie sa tvori D- aL-forma kyseliny
fenylmliecnej, priCom oba stereoizoméry podsobia
porovnatelne na neziaduce mikroorganizmy. Kyselina
posobi spolu s ostatnymi fermentacnymi produktmi, ktoré

Tabulka 3. Obsah kyseliny 3-fenylmliecnej a mlie¢nej produkovany laktobacilmi pri anaerdbnej kultivacii v MRS bujone

s pridavkom 0,1% fenylalaninu (37 °C, 72 h)

k. 3-fenylmlie¢na [mM]

k. mlie¢na [M]

Mikroorganizmus n
Priemer ST Priemer ST

Lactobacillus sp. 65 2 0,3725 0,0176 0,1801 0,0027
Lactobacillus sp. 81 2 0,3752 0,0177 0,1786 0,0019
Lactobacillus sp. 85 2 0,4507 0,0177 0,1789 0,0024
Lactobacillus sp. 91 2 0,3813 0,0150 0,1791 0,0027
Lactobacillus sp. 123 2 0,4002 0,0177 0,1802 0,0017
Lactobacillus sp. 161 2 0,2446 0,0053 0,1796 0,0035
Lactobacillus sp. 168 2 0,4986 0,0171 0,1789 0,0018
Lactobacillus sp. 173 2 0,4226 0,0168 0,1817 0,0043
Lactobacillus sp. 183 2 0,4447 0,0061 0,1806 0,0021
Lactobacillus sp. 202 2 0,4136 0,0151 0,1808 0,0029
DeltaChrom™ Temperature Control Unit (50+0,1 °C), zvySuju  jej ucinnost. Podla autorov (Dieuleveux,
mobilna faza: 1 mM H,SO,, prietok mobilnej fazy: 1 Lemarinier, Guéguen 1998; Lavermicocca, Valerio,

em’.min”', detektor: UV Applied Biosystems 759A (210
nm), zbera¢ dat a vyhodnotenie v programe Apex Clarity.
Sledovanie tvorby kyseliny mlie¢nej metédou HPLC RID:
Mnozstvo vzniknutej kyseliny mliecnej bolo stanovené s
vyuzitim HPLC-RID metdédy s predanalytickou tpravou
vzorky a podmienkami analyzy ako pri stanoveni kyseliny
fenylmliecne;j.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Identifikacia laktobacilov: Pomocou softvéru na
identifikaciu jednotlivych laktobacilov vyhodnotenim
testov APl 50CH sme identifikovali vSetkych desat’
vybranych kmenov ako Lactobacillus rhamnosus, ¢o sa
nasledne potvrdilo PCR metodou.

Visconti 2003; Strom et al., 2002) je jej Ucinok na
mikrobialnu bunku je podobny ako u kyselin (mlie¢na,
octova). Zatial' nie je celkom znamy mechanizmus jej
ucinku. Strém (2005) predpoklada, Ze ciel’ jej ucinku je
enzym fenylalanindehydrogenaza. Tento enzym pritomny
v baktériach katalyzuje deaminaciu fenylalaninu, ¢im
vznika pyridin potrebny pre syntézu nukteotidov.

Vyskumy naznacuju, Ze kyselina ma potencial pre
praktické  vyuzitie ako  antimikrobidlne  cinidlo
v potravinarskom priemysle vzhl'adom na jej rozsiahlu
inhibi¢nu aktivitu vo¢i mnohym plesniam kontaminujucim
potraviny (Lavermicocca, Valerio, Visconti 2003).

Netoxickost’ kyseliny fenylmliecnej pre ludské a
zvieracie bunkové linie dovoluje jej bezpecné pouzitie
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v potravinach, aj ked’ informéacie o jej vplyve na reologiu
a chutnost’ by mali byt ziskané pre kazdy potravinovy

syst¢tm. Preto kyselina fenylmlie¢na, ako dalSia
antibakterialna substancia produkovana laktobacilmi,
predstavuje slubni prirodni mozZznost pre kontrolu

kontaminantov v potravinovom systéme. Navyse vyhodou
v porovnani s inymi zlozkami, ako napriklad kyselina
octova, je zjavny nedostatok vone roztoku Kkyseliny
fenylmliecne;j.
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MOZNOSTI VYUZITI
DIKARBOXYLOVYCH KYSELIN
JAKO NAHRADY TAVICICH SOLI
PRI VYROBE TAVENYCH SYRU

USE OF DICARBOXYLIC ACID IN
EMULSIFYING AGENTS REPLACING
DURING PROCESSED CHEESE
PRODUCTION

Kristyna Hladkad, FrantiSek Buiika, Vendula
Pachlova, Petra VojtisSkovd, Natalia Kosibova,
Stanislav Kracmar

ABSTRACT

The work deals with replacing phosphate emulsifying
agents by dicarboxylic acids and their salts. Model
processed cheese samples were assessed by sensory
analysis. Number of carbons did not have significant
influence on the fusibility. Samples with 1 and 2 % (w/w)
sodium oxalate were homogeneous. Other samples were
not homogeneous.

Keywords: processed cheese, emulsifying agent,
dicarboxylic acid.
UvoD

Tavené syry jsou vyrabény zahfivanim smési rdznych
druhti pfirodnich syri, které mohou byt v rizném stupni
prozralosti, stavicimi solemi za Ccastecného podtlaku
astalého michani, neZz je dosaZzena homogenni hmota

pozadovanych vlastnosti. Konkrétni slozeni tavici smési
pro taveny syr je zavislé na pozadovanych vlastnostech
vysledného produktu (Cari¢ & Kalab, 1997; Guinee et al.,
2004). Frakce og-, 0gp- a P kaseind maji hydrofilni i
lipofilni segmenty, coz propiijcuje frakcim emulgacni
schopnosti. Vapnikové mistky zesit'ujici matrici syra tyto
schopnosti potlacuji. Tavici soli maji schopnost odstépit
vapnik, ktery je vazan na fosfoserinové zbytky kaseinu
(Cari¢ & Kalab, 1997; Guinee, 2003). Nejcastéji jsou
pouzivany ortofosfaty, pyrofosfaty, polyfosfaty, citraty a
obvykle tvoii 2-3 % hmotnosti surovinové skladby
(Molins, 1991; Anonym, 2002). Pokud by byla tavici smés
zahfivana bez pfitomnosti tavicich soli, lze ocekavat
uvolnéni vody a doslo by k oddéleni hydrofilni a
hydrofobni faze (Guinee, 2003). Hlavni ulohou tavicich
soli je upravit prostfedi v tavené smési tak, aby pfitomné
proteiny mohly wuplatnit své pfirozené vlastnosti
emulgatort (Cari¢ & Kalab, 1997).

Idedlni pomér vapniku a fosforu se ve vyziveé udava 1:1.
Ovsem tento pomér je v tavenych syrech v nepfiznivé
oblasti pro vstiebavani vapniku, a to 1: 1,8 (Schéffer
et al.,1999, 2001). Pokud by byly tavici soli nahrazeny,
pravdépodobné by se zvysila biovyuzitelnost vapniku
z tavenych syrti. Nahradami tavicich soli se jiz nékteré
prace zabyvaly. Jako nahradu tavicich soli pouzili
Cernikova et al. (2007) nizkometylovany pektin spolu
s emulgatorem lecitinem. Schéffer et al. (1999, 2001)
aplikovali blize nespecifikovany hydrokoloid rostlinného
puvodu. Jako caste¢nou ndhradu pouzili Cari¢ & Kalab
(1997) monoacylglyceroly, kterymi nahradili az 50 %
tavicich soli. Kwak er al. (2002) dosahli uspokojivych
vysledktl pfi pouziti ¢aste¢né hydrolyzovaného kaseinu,
kterym nahradily do 50 % tavicich soli. Pluta et al. (2000)
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Tabul’ka.1 Piehled pouzitych dikarboxylovych kyselin a jejich soli v riiznych koncentracich
Vysvétleni oznaceni:* + vzorek se utavil, - vzorek se neutavil/** pramér + S.D.

o 12 proveditelnost tavby* / pH**
pridatnd litka 0,5 % (w/w) 1% (wiw) 2% (wiw) 3% (wiw)
kyselina §tavelova + 471+£0,01 | + | 4,02+0,02 + | 2,85+0,01 + 1,57+ 0,01
Stavelan sodny - - + | 6,21+0,02 + | 6,68+0,01 + | 6,65+0,01
kyselina malonova - - + | 4,54+0,01 + | 4,00+0,02 + | 3,50+0,02
malonat sodny - - - |- - |- - -
kyselina jantarova - - + | 4,70+0,02 + | 4,35+0,01 + | 4,1+£0,01
sukcinat sodny - - - |- - |- - |-
kyselina glutarova - - - - - - - -
kyselina adipova - - - |- - |- - -
kyselina pimelova - - - - + | 4,72+0,02 - -
kyselina suberova - - - - + | 4,97+0,02 - -
kyselina maleinova - - + | 4,75+0,02 + | 4,12+0,02 + | 3,52+0,02
maleinat sodny - - - |- - |- - -
kyselina fumarova - - - - + | 3,88+0,01 + | 3,5+0,01
fumarat sodny - - - |- - |- - |-

pouzili jako caste¢nou ndhradu nékteré hydrokoloidy
(napt. nizkometylovany pektin, modifikovany skrob)
Dikarboxylové kyseliny maji i v malych koncentracich
vliv na organoleptické a technologické vlastnosti vyrobku.
Urcuji hodnotu pH potraviny, ¢imz do znacné miry
ovlivituji i pribéh chemickych reakci a mikrobiologickou
stabilitu bé&hem tepelného zpracovani a skladovani
vyrobkt (Davidek et al., 1983). Karboxylova skupina je
siln¢ polarni a vytvaii jak mezi sebou, tak i mezi dal$imi
polarnimi molekulami silné vodikové vazby. V porovnani
s mineralnimi kyselinami patfi mezi slabé kyseliny.
(Svoboda et al., 2005; McMurry, 2007). Dikarboxylova
kyselina ma afinitu k vapenatym iontim (Bazin et al.,
1995; Fleming et al, 2001), je tedy schopna odstépit
vapnik z proteinu a lze ji pouzit jako moznost nahrady
tavicich soli.

Cilem prace bylo prozkoumat moznosti ndhrady tavicich
soli dikarboxylovymi kyselinami a jejich sodnymi solemi.
Vysledny produkt by mél byt v této fazi homogenni na
makroskopické urovni.

MATERIAL A METODA

K vyrobé tavenych syrti s obsahem susiny 40 % (w/w) a
50 % (w/w) tuku vsuSiné byly pouzity nésledujici
suroviny: eidamska cihla, sojovy tuk (s obsahem 70 %
mononenasycenych mastnych kyselin), pitnd voda,
pridatné latky (tavici soli nebo dikarboxylové kyseliny a
jejich sodné soli). U kazdé série byly vyrobeny tzv.
kontrolni  vzorky bez  dikarboxylovych  kyselin,
s pfidavkem 2,5 % (w/w) komer¢nich fosfatovych soli
(BK Landenburg, Germany). VSechny vyrobky byly
taveny na pfistroji Vorwerk Thermomix TM 31-1
(Vorwerk & Co. Thermomix; GmbH, Wuppertal,
Germany). Pfi taveni byla pouzita tavici teplota 90 °C po
dobu 1min. Syry byly po vyrobé nality do
polystyrénovych vanicek, zataveny, zchlazeny a poté
skladovany pfi teplot¢ 6 +2 °C. Senzorické hodnoceni
vzorkli probihalo vzdy 14 dni po vyrobé pomoci 5-ti
bodové stupnice v panelu tii posuzovateld na twrovni
expert, Skolenych dle normy ISO 8586-2. Byly hodnoceny
senzorické znaky: vzhled, konzistence ahomogennost

vyrobkil. Po 14-ti dnech bylo méfeno pH vyrobkl pfi
24+ 1 °C. Kmeéteni pH byl pouzivan piistroj pH Sper
(Eutech Instruments, Oakton, Malaysia).

Jako nahrady tavicich soli pfi vyrob¢ tavenych syrt byly
pouzity: kyselina Stavelova a Stavelan sodny, kyselina
malonova a malonat sodny, kyselina jantarova a sukcinat
sodny, kyselina glutarova, kyselina adipova, kyselina
pimelova, kyselina suberovd, kyselina maleinova a
maleinat sodny a kyselina fumarovd a fumarit sodny
(Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, USA) v koncentracich 0,5;
1; 2 a 3 % (w/w). VSechny ptidatné latky byly pouzity
v praskové formé.

VYSLEDKY A DISKUZE

Byla zhodnocena proveditelnost taveb pouZitych
dikarboxylovych kyselin a jejich soli v tabulce ¢&.1.
Kontrolni vzorky byly u vSech utavenych sérii homogenni,
lesklé a hladké.

Nize uvedené koncentrace pouzitych pridatnych latek
jsou vzdy uvadény v hmotnostnich % (w/w).

Pies 60 % variant vzorkli se nepodafilo utavit: vzorky
s pfidavkem 0,5 % S$tavelanu sodného, 0,5 % kyseliny
malonové, 0,5; 1; 2 a 3 % malonatu sodného, 0,5 %
kyseliny jantarové, 0,5; 1; 2 a 3 % sukcinatu sodného, 0,5;
1; 2 a 3 % kyseliny glutarové, 0,5; 1; 2a 3 % kyseliny
adipové, 0,5; 1a 3 % kyseliny pimelové, 0,5; 1a 3 %
kyseliny suberové, 0,5 % kyseliny maleinové, 0,5; 1;2a 3
% maleinatu sodného, 0,5 a 1 % kyseliny fumarové a 0,5;
1; 2 a 3 % fumaratu sodného.

Vzorky s pridavky 0,5; 1; 2 a 3 % kyseliny §tavelové
byly nehomogenni, fid$i konzistence, struktura byla
nespojend, kratka, trhala se, uvolilovala se voda. Vzorky
spiidavky 1 a 2 % Stavelanu sodného se jevily
makroskopicky homogenni, fidké konzistence, lesklé,
hladké. Vzorek s3 % Stavelanem sodnym byl
nehomogenni, roztékavé, blativé konzistence. Vzorky
spfidavky 1; 2 a 3 % kyseliny malonové byly
nehomogenni, blativé konzistence, uvoliiovala se voda.
U ptidavkt 2 a 3 % byly viditeln¢ oddéleny vrstvy, nahofe
tuhd a dole tekuta vrstva. Vzorky s ptidavky 1; 2 a3 %
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kyseliny jantarové byly nehomogenni, uvoliovaly vodu.
U ptidavktt 1 a2 % byly oddéleny vrstvy, horni byla
tekutd, spodni tuz$i zrnitd. Vzorky se jevily lepSi se
stoupajici koncentraci. Vzorky s pfidavkem 2 % kyselin
pimelové a suberové byly nehomogenni, tuzsi konzistence,
kratké struktury, mirné se uvolnovala voda. Vzorky
spiidavky 1; 2 a 3 % kyseliny maleinové byly
nehomogenni, tuzsi konzistence, kratké struktury, drobivé.
U pridavkt 2 a 3 % se uvoliiovala voda. Vzorky s ptidavky
2 a3 % kyseliny fumarové byly nehomogenni, tuzsi,
drobivé konzistence, uvoliovaly vodu.

U vétSiny vzorkd se hodnoty pH pohybovaly v piili§
nizké oblasti, vlivem uvolnénych vodikovych ionti.
Vzorky jejichz hodnoty pH se pohybovaly kolem
izoelektrického bodu kaseini byly tuzsi, az drobivé.
Vzorky, jejichz hodnota pH se pohybovala pod hodnotou
izoelektrického  bodu, byly mékéi  konzistence
a uvolnovaly vodu. Marchesseau et al., (1997) uvadéji, ze
optimalni hodnoty pH tavenych syrd se pohybuji
v rozmezi 5,7 az 6,0. Pokud ma taveny syr vyrazn¢ vyssi
pH, vykazoval by prili§ mékkou konzistenci. Naopak pfi
nizsich hodnotach pH, které se blizi izoelektrickému bodu
kaseinti, by byl taveny syr piiliS tuhy, az drobivy.
Kontrolni vzorky mély primérnou hodnotu pH
5,67+0,04, byly tedy voptimdlnim rozmezi a
nevykazovaly zadny z vySe uvedenych konzistencnich
extrémi. Jako nejlepsi se jevily vzorky s piidavkem 2 %
Stavelanu sodného s primérnou hodnotou pH 6,68 + 0,01,
jejichz konzistence byla mekka a fidka.

Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb., v platném znéni, povoluje
pfidavat do potravin kyseliny jantarovou, adipovou a
fumarovou. Ostatni latky vyhlaska neuvadi. V praci byly
pouzity pro uplnost i latky, které dnes nejsou povoleny pro
vyrobu potravin (byly testovany latky s riznym poctem
uhlik v molekule). Bylo zjisténo, Ze pocet uhlikii nemél
vliv na tavitelnost. Jako homogenni byl ohodnocen pouze
vyrobek s pfidavkem $tavelanu sodného. Tato latka vsak
nemize byt pouzita, jelikoz se jednd o substanci s
toxickymi ucinky. Pro jiné nez potravinarské a krmivaiské
ucely by vsak tato latka pouzita byt mohla.

ZAVER

Byly utaveny tavené vyrobky s obsahem 40 % (w/w)
susiny a 50 % (w/w) tuku v susiné. U kontrolnich vzorkt
byly pii vyrobé pouzity fosfatové tavici soli v koncentraci
2,5 % (w/w). U ostatnich vzorka byly tavici soli nahrazeny
dikarboxylovymi kyselinami a  jejich solemi
v koncentracich 0,5; 1; 2 a 3 % (w/w). Byly sledovany
senzorické znaky v porovnani s kontrolnim vzorkem.
Nejlépe se jevil vzorek s piidavkem 2 % (w/w) $tavelanu
sodného. Vzorek se zdal makroskopicky homogenni, byl
hladky a leskly.

Zamérem dalSich experimentd bude zkouSeni dalSich
pridatnych latek ¢i jejich kombinaci. Z dtvodu pfili§
nizkych hodnot pH by bylo vhodné ptidavat zasadité latky,
které by byly schopné piijmout uvolnéné vodikové ionty a
tim zvysit pH.
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VYUZITIE ENZYMOVYCH
PREPARATOV NA STANOVENIE
INULINU

USING OF ENZYMATIC
PREPARATION TO THE
DETERMINATION OF INULIN

Ivana Simonova, Jolana Karovicova, Viadimir
Mastihuba

ABSTRACT

The selection of suitable enzymatic preparation, were
carried out by high-performance liquid chromatography
with RI-detection. The amount of released fructose were
determined after enzymatic hydrolyze in the three model
solution and in the lactic acid fermented cabbage juices
with addition of inulin preparations. The best results were
obtained during enzymatic hydrolyze with preparation
FRUCTOZYME L.

Keywords: inulin, enzymatic hydrolysis, HPLC

UVoD

V krajinach EU st inulin a oligofruktéza zaradené medzi
potravinové zlozky. St funkénymi zlozkami potravin,
ktoré poskytuji kombinaciu dolezitych technologickych
vyhod avlastnosti, pozitivne ovplyviiujuce zdravie
konzumenta (Roberfroid, 2002b). M6zZu byt pouzivané bez
obmedzenia ako pridavné latky v potravinich a napojoch
(Franck, 2002). Inulin aoligofruktéza patria medzi
fruktany a vyskytuju sa v niektorych druhoch ovocia
a zeleniny. Ich najbeZnej$imi zdrojmi st cibul'a, cesnak,
por, Cakanka, topinambur, articoky (Roberfroid a Slavin,

2000).

Z chemického hladiska su fruktanové molekuly
popisované vzorcom: GF,, vktorom G=Glukodza,
F=Frukt6za. Fruktany tiez obsahuji malé¢ mnozstvo

fruktanov F,, v ktorych koncové glukdzové jednotky nie su
pritomné. Hlavné komeréne dostupné typy fruktanov st

inulin (DP -  stupen  polymerizacie  3-60)
a fruktooligosacharidy (FOS) (DP 3-10). FOS st komercne
ziskavané z inulinu enzymatickou hydrolyzou,
enzymatickou syntézou zo sachardzy a fruktozy alebo
bakterialnou enzymatickou syntézou (Andersen
a Sorensen, 1999).

Enzymova hydrolyza inulinu prirodzenymi

endoglykoziddzami rastlin, tzv. inulindzou (8 — 1,2 —
fruktan fruktonohydrolaza), poskytuje linearne polyméry
typu GF, (ak je molekula fruktanov zakoncena oo — D —
glukopyrandézou  oznacuje sa GF,, G=Glukdza,
F=Frukt6za, n=stupeil polymerizacie — pocet viazanych
molekul fruktdzy) alebo tiez polyméry typu F, (tento typ je
linearnym homopolymérom fruktozy, ktory inulin vzdy
sprevadza) (Flickinger et al., 2003).

Spravidla na dokaz arozliSenie polysacharidov sa
pouziva hydrolyza silnymi kyselinami alebo $pecifickymi
enzymami  anaslednd chromatografia ~mono- az
polysacharidov povodného polysacharidu (Corradini et al.,
1999). Inulin a oligofruktoza moézu byt kvantitativne

stanovené vo frakcii rozpustnej vlakniny potravin ziskanej
pomocou gravimetrickej AOAC metddy. Analytické
metddy stanovenia fruktanov st rozdelené do dvoch
skupin: priame metoédy stanovenia retazcov fruktanov
anepriame metody stanovenia mnozstva glukozy
a fruktézy po hydrolyze fruktanov (Andersen a Sorensen,
1999). Metody HPLC a GC mo6zu byt’ pouzité na separaciu
fruktanov s kratkym retazcom, ale tieto metody su
limitované nedostatkom komerc¢ne dostupnych
analytickych Standardov. Na stanovenie z fruktanov
uvolnenej fruktézy a glukézy je Casto vyuzivand metdda
HPAEC-PAD (High performance anion exchange
chromatography with pusled amperemetric detection)
(Garbelotti et al., 2003). Vendrell-Pascuas et al., (2000)
kvantitativne stanovili inulin v misovych vyrobkoch
(Sunka, morcacie prsia), metddou HPLC s pouzitim RI-
detektora.

Po extrakcii inulinu shoricou vodou, nasledovala
enzymatickd  hydrolyza (Fructozyme, zmes exo-
a endoinulinazy) avlastné stanovenie fruktézy. Ako
Specificki metdodu Sugita a Tomiyama (1995) opisali
enzymatické stanovenie inulinu a Inutestu (injektovana
forma inulinu) za pouzitia enzymov inulindza,
fruktokinaza, fosfoglukoizomeraza.

Cielom prace bolo zistit' optimalne podmienky pre
enzymaticki hydrolyzu inulinu pomocou preparatov
Fructozyme L a Lactozym v modifikovanych prostrediach
ako aj vrealnych vzorkach (mlieéne fermentované
kapustové stavy).

MATERIAL A METODY

Pre uréenie optimalnych podmienok enzymovej
hydrolyzy, ktora prebiehala pri laboratornej teplote 25 °C
+ 1 °C bol pouzity citratovo — fosfatovy  pufor
s hodnotami pH 4.0, 4.5, 5,0. Z inulinového preparatu
nFructafit (95 % inulinu, firma BRENNTAG Slovakia)“
bol pripraveny roztok o koncentracii pouzitej pri priprave
mlie¢ne fermentovanych S§tiav (2 %  pridavok)
v deionizovanej vode. Pripraveny inulinovy roztok bol
riedeny v pomere 1:1 scitratovo — fosfatovym puframi
s danymi pH hodnotami. Po pridani 1,5 x zriedeného
enzymu Fructozyme L (Inulinase Aspergillus niger,
BIOTECH, Trnava) do reakénej zmesi sa v nami
uréenych casovych intervaloch (0 az 90 min) odoberali
vzorky reakcénej zmesi. Hydrolyza bola zastavovana
pridavkom rovnakého objemu 0,5 M Na,PO,. Po zmieSani
a prefiltrovani bola vzorka injektovana na analyzu
metodou HPLC (Marsilio et al., 2000). Rovnaky postup
bol zvoleny aj pri pouziti enzymu ,Lactozym L“ (B-
Galactosidase Kluyveromyces lactis, BIOTECH, Trnava).
Vzorky §tiav na bédze zeleniny (biela hlavkova kapusta)
boli fortifikované D-gluk6ézou, NaCl a2 % pridavkom
prebiotického preparatu ,Fructafit “ anasledne 168 h
fermentované s Lactobacillus plantarum CCM 7039,
Lactobacillus  amylophilus CCM 7001, Lactobacillus
amylovorus CCM 4380 a Bifidobacterium longum CCM
4990.

HPLC stanovenie pouzitého prebiotického preparatu bolo
uskutocnené nepriamou metdodou, ako stanovenie obsahu

16

fruktézy ~ (Marsilio et al,, 2000). Analyza vzoriek
fermentovanych Stiav  bola vykonand pred apo
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enzymatickej hydrolyze inulinu enzymom Fructozyme L..
Podmienky stanovenia s HPLC: RI - detekcia, kolona —
polymer IEX H forma (Watrex), mobilna faza — kyselina
sirova 9mM, laboratorna teplota.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na stanovenie optimalnych podmienok (pH prostredia,
enzymovy preparat a cas potrebny na uplnu hydrolyzu
inulinu) bola pouzitd reakénad zmes s obsahom citratovo-
fosfatového pufru spH 4.0, 4,5 a5,0, 2 % pridavku
prebiotického preparatu Fructafit a enzymatické preparaty
Fructozyme L a Lactozym L.

V nami zvolenych ¢asovych intervaloch sa odoberali
vzorky reakcnej zmesi na stanovenie mnoZzstva uvolnenej
fruktozy pocas enzymatickej hydrolyzy inulinu metédou
HPLC s RI detekciou.

Na zéklade vysledkov, bolo zistené, Ze inulinovy
preparat najlepSie hydrolyzoval v prostredi s pH 4,5,
pri¢om v danom prostredi sa uvolnilo najvicsie mnozstvo
fruktozy (0,0548 mol.dm™) ato v30 min enzymatickej
reakcie (obrdzok 1). Tento c¢as, dané pH prostredie
a pouzitd koncentracia enzymu su dostato¢né na uplnu
hydrolyzu polysacharidovych preparatov inulinového typu
v koncentracii 2 %.

Zistené podmienky boli aplikované na stanovenie
inulinu vo vzorkach fermentovanych kapustovych §tiav s 2
% pridavkom prebiotického preparatu Fructafit. Metddou
HPLC bol stanoveny obsah fruktdzy pred a po enzymovej
hydrolyze ato na zaciatku (Oh)ana konci (168 h)
fermentacného procesu. Bolo zistené, Ze pocas
fermentacného procesu nedochadzalo k poklesu obsahu
inulinového preparatu.

Pri sledovani vplyvu enzymového preparatu Lactozym
bolo zistené, ze dany prepardt pocas nami stanoveného
¢asového intervalu (0 az 90 min.) avo zvolenych pH
prostrediach nie je schopny hydrolyzovat inulinovy
preparat, ¢o sa potvrdilo pri zistovani obsahu fruktdzy
metodou HPLC. Jej obsah sa v priebehu reakcie nemenil.
Z toho vyplyva, Zze dany enzym vnami sledovanych
podmienkach nie je vhodny na stanovenie inulinu.

ZAVER
Vzhladom na zlozenie inulinovych preparatov,
predovsetkym  z hladiska zastipenia oligosacharidov

Obrazok 1. Hydrolyza inulinového pripravku enzymovym
preparatom FRUCTOZYME L

0,06
0,05

0,04

-1

roznej dizky, je problematické najst univerzalnu metédu
jeho stanovenia. Preto bol inulin stanoveny nepriamo ako
mnozstvo uvolnenej fruktdozy po enzymovej hydrolyze
preparatom inulindzy Fructozyme L.. Enzym pdsobil
rovnako v roztokoch s roznym pH, ako aj vo vzorkach
fermentovanych Stiav, zcoho wvyplyva, ze HPLC
stanovenie je mozné vykonat' priamo v realnych vzorkach
pripravenych Stiav, bez predchadzajicej izolacie inulinovej
zlozky zo vzoriek.
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KYSLOMLIECNE KULTURY

S PROTEKTIVNYMI VLASTNOSTAMI
AKO PROSTRIEDOK NA ZVYSENIE
ZDRAVOTNEJ BEZPECNOSTI
SYROV

LACTIC ACID CULTURES WITH
PROTECTIVE PROPERTIES AS A
TOOL FOR HEALTH SAFETY
ENHANCE IN CHEESES

Marcela Kontova, Miroslav KoloSta, Maria
Greifova, Gabriel Greif, Martin Tomaska

ABSTRACT

V  laboratornych, poloprevadzkovych i pokusnych
prevadzkovych vyrobach sme sledovali U¢inok kultar
laktobacilov  (Lactobacillus  rhamnosus LC 705
a Lactobacillus plantarum ALCO1), ako pridavnych kultar
ku zmesi viacerych druhov laktokokovych kultir bezne
pouzivanych v praxi, na celkovy prebeh prekysavania
azrenia syrov Eidamska tehla. Zistili sme vplyv
pridavnych kultir na zlepSenie prekysavania syrov po
vyrobe, ale hlavne na priebeh proteolyzy syrov ana
celkova kvalitu syrov pocas Siestich mesiacov zrenia.
Medzi najobavanejSie vady syrov patri vada tzv.neskoré
nadivanie syrov zapriCinené vyskytom sporulujicich
anaerobov v mlieku, ktoré maji na syry nepriaznivy vplyv
na chut a vonu syrov . V praci sme sledovanim in vitro
zistili 1 priaznivy inhibi¢ny G¢inok laktobacilovych kultir

voéi vyizolovanej zmesi sporulujucich anaerébov
z nadutych syrov.
Keywords: Lactobacillus, Sy, bezpecnost’
antimikrobialny ucinok, antifungalny u¢inok
UVOD

Zistenie  apotvrdenie  tvorby  antimikrobidlnych

metabolitov produkovanych kyslomlienymi baktériami
viacerymi laboratornymi pracami (Plockova et al., 2001;
Holo et al., 2001) st dobrym predpokladom pre zaistenie
zvySenej zdravotnej bezpecnosti potravin. Pri naSich
sledovaniach (Kontova et al., 2004) sa taktiez potvrdil
antimikrobialny a antifungalny u¢inok u troch testovanych
kmenoch laktobacilov (L. plantarum ALC 01, L.
rhamnosus LC 705 a L. rhamnosus VTI) vo¢i viacerym
indikatorovym zbierkovym alebo izolovanym druhom

Navrhnut’ spésob purifikacie bezbunecného supernatantu,
ziskaného zo zivych kultar kmenov Lactobacilus
rhamnosus LC 705, Lactobacilus rhamnosus VTI
a Lactobacillus  plantarum ALCOl a sledovat jeho
inhibi¢ny Gi¢inok na zmes sporulujticich anaerdébov.

Overit kysaciu aktivitu jednotlivych ikombinovanych
druhov kultur.

Porovnat’ proteolytické zmeny pri vzajomnej kombinacii
kultur v modelovych poloprevadzkovych a prevadzkovych
podmienkach.

Sledovat’ zmeny senzorického profilu syrov vyrobenych
s doplnkovymi laktobacilovymi kultirami.

MATERIAL A METODY

Kyslomlie¢ne kultary

Startovacie druhy kultar, ktoré sa pouzivaju pri vyrobe
eidamskych druhov syrov:

LC Mix a DL Mix — vyrobca Danisco cultor, Dansko, MT
53 — dodavatel’ Skar, SR (kultira z Australie). Doplnkové
druhy kultar: L. plantarum ALC 01, L. rhamnosus LC 705

Obrazok 2. Krivky aktivnej
v kombinacii s kulturou Lc Mix

pH

kyslosti  (pH)

® |c Mix
® |cMixsLC-705
4 Lc Mix s ALC 01

W hbhooo o

0 5 10 15 20 25 (h)
— vyrobca Danisco cultor, Dansko.
Sporulujuce anaeroby a priprava ich inokula
Zmes sporulujucich anaerébov bola izolovand z
kontaminovaného syra Primator (vyrazne naduty syr) po
dvoch mesiacoch zrenia; zmes nebola identifikovana, iba
mikroskopicky sledovana po kazdom pomnozeni v agare s
glukézou za anaerdbnych podmienok. Na pripravu
suspenzie vySetrovanych sporulujucich anaerébov pre
inokuléciu s aplikaciou antimikrobialneho supernatantu sa
pouzila KTJ po 5 dnovom raste s 10 ml sterilného
fyziologického roztoku.
Priprava supenatantov z KMB
Postup pripravy supernatantu: 1 000 ml MRS bujonu na

a kmeniom mikroorganizmov ato: Listeria sp. (bolo Obrazok 3. Krivka aktivnej Kkyslosti (pH)
sledovanych 22 kmenov, ztoho 12 kmenov Listeria v kombinacii s kultropu DL Mix
monocytogenes) Bacillus cereus — vyizolovany z mlieka, pH
Pseudomonas fluorescens CCM 2826, Staphylococcus g 4 ] ® DL Mix
aureus CCM 3953, Enteroba.cter aerogenes CCM 2:531, 2 ] ® DL Mix + LC 705
Enterococcus  faecium  Milcom  106/02, kvasinka 6_8 1 A DL Mix + ALC 01
Aureobasidium pullulans-vyizolovana zo syrov. Okrem 2.8 ] IX
zistenia  antimikrobidlneho  a antifugalneho  G¢inku 54 1
laktobacilov je pre vyrobu syrov dolezité overenie ich 50 ]
technologickej vhodnosti a vplyvu na zmenu senzorickych ]
vlastnosti syrov. 4.8 ]
Ciel'om prace bolo: ﬁ 1 . . . . .

0 5 10 15 20 25(h)
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konci exponencidlnej fazy rastu pri inokulacii 2 % v/v,
ktory bol upraveny (centrifugaciou 4800 g, na pH-hodnotu
6,5, odstranenim buniek filtraciou cez membranovy filter-
0,22 pm). Z bezbunkového filtratu sa pomocou siranu
ammoénneho (40 % saturacia) vyzrazala jemna zrazenina,
ktora po odstredeni bola rozpustena vo fosfatovom
tlmivom roztoku. Aktivita  ziskaného bezbune¢ného
supernatantu bola sledovana pred apo aplikacii na
viacerych kolonach (karboxymetyl celuldza, Sephadex G-
50 a Amberlite XAD-16) z jednotlivych frakcii eluovanim
s 1 M NaCl.

Determinécia inhibi¢ného efektu

Aktivita jednotlivych frakcii supernatantu ziskaného z

difaznou metddou, naproti tomu kmene LC 705 a ALCO1
preukdzali pomerne zna¢ny inhibi¢ny efekt supernatantu
esSte pred purifikaciou na kolonach.

Stcéasne s mikrobiologickym vySetrenim rastu sa sledovala
kysacia schopnost’ jednotlivych druhov kultar. Dosiahli sa
zaujimavé rozdielne vysledky, ktoré su zndzornené na
obrazkoch 1-3.

Ako zo znazornenia vyplyva, priebeh prekysavania je
znacne odlisny pri jednotlivych kombindciach Startovacich
a doplnkovych kultar. Pri kombinécii Startovacich kultar
Lc Mix i DL Mix prekysavanie s doplnkovymi kultirami
bolo zo zacCiatku pomalSie ako pri samotnej Startovacej
kultare, po 24-hodinovej kultivacii sa zistili rozdiely; kym

Tabul’ka 1. Stanovenie kyseliny glutaminovej v syroch z pokusnych modelovych a prevadzkovych vyrob po roznej

dobe zrenia syrov

Obsah kyseliny glutaminove (KGA) v g kg
Aplikovana kultara | Modelové pokusné vyroby Prevadzkové pokusné vyroby
po 7 dioch po 14 diioch | po 21 diloch | po 7 dhioch po 1 mesiaci | po 4 mesiac.
MT 53 3,160 3,401 3,696 2,968 8,875 9,508
MT 53+LC 3,213 3,621 4,283 - - -
DL Mix 3,748 4,294 4,647 4,700 10,889 12,078
DL Mix+LC 3,773 4,761 4,911 4,037 19,204 21,046
Lc Mix 3,266 4,183 4,100 3,872 9,888 10,508
L¢ Mix+LC 3,480 4,258 4,217 3,871 10,983 22,083

kultar KMB na inhibiciu zmesi sporulujucich anaerébov
sa sledovala difiznym testom (Kontova et al., 2004).
Pocas kultivacie sa sledoval ich rast, podiel vyjasnenych
z6n a farebné zmeny.

Aplikécia kyslomlie¢nych kultar

laboratorne sledovanie potencialu rastu a aktivnej kyslosti
za optimalnych podmienok — kultivaciou v sterilnom
plnotuénom mlieku po 2, 4, 6, 10 a 24 hodinovej kultivacie
pri teplote 37°C pri samotnej Startovacej kulture bola
vstupna koncentracia 10° KTJml' apri kombinacii
Startovacej a doplnkovej kultare boli poéty 10° KTJ.ml
'a 10* KTI.ml" po druhom preokovani z lyofilizovanej
formy.

poloprevadzkové a prevadzkové pokusné vyroby —
pouzitie lyofilizovanych kultir po hodinovej rehydratacii
v doporuéenych davkach vyrobcom kultar, pricom
pri kombinécii kultar bola Startovacia kultira nahradena
1/3 doplnkovou kultarou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pozoruhodné vysledky v sledovani inhibi¢ného efektu sa
zistili u supernatantov na vyizolovani zmes sporulujucich
anaeroébov; kmenn VTl nepreukazal inhibi¢ny efekt

Obrazok 1. Krivky aktivnej kyslosti (pH)
v kombinacii s kultirou MT 53

pH

6. = MT 53

6. * MT53sLC-705
. A MT 53 s ALC 01
5.

4,

4, -

0 5 10 15 20 25(h)

konecné kyslosti v kombinacii s DL Mix sa vyrovnali,
samotna kultira Lc Mix dosiahla nizSiu kyslost. Pri
sledovani kyslosti u samotne;j Startovacej kultary MT 53 sa
dosiahli na =zaciatku hodnoty o mnieCo vysSie ako
pri kombinécii s doplnkovymi kultirami, ale po 25
hodinach sa opat’ vyrovnali.
Na zaklade tychto vysledkov mézeme predpokladat, ze
pridavok doplnkovych kultir moze byt inizsi (eidamské
typy syrov patria medzi mierne nakyslé syry); poc¢iato¢né
dobré prekysavanie v8ak moze vyrazne ovplyvnit a
usmernit’ celkovy priebeh dalSicho zrenia dobrym
Startovacim zaciatkom.
Proteolyza je jednou z majoritnych vysledkov
biochemickych reakcii, ktoré prebiehaji pocas zrenia
syrov, kedy dochéadza k Stiepeniu p-kazeinu. Produktom
proteolyzy su peptidy o roznej molekulovej dizke a tvorba
aminokyselin. Primarnou proteolyzou vznikaji dlhé vo
vode nerozpustné peptidy akratke vo vode rozpustné
peptidy. VnaSej praci sme pre porovnadvanie
proteolytickych zmien u syrov z modelovych polopre-
vadzkovych i prevadzkovych vyrob zvolili OPA-metodu;
zistené hodnoty syrov po réznej dobe zrenia v prepocte na
kyselinu glutaminova (KGA) st uvedené v tabul’ke ¢.1.
Zistenymi vysledkami sa potvrdilo, Ze proteolytické
zmeny narastaju v priebehu zrenia a to najviac v prvych
tyzdiioch. VyraznejSie hodnoty sa zistili usyrov
vyrobenych s doplnkovymi kultirami laktobacilov, c¢o
pravdepodobne modze suvisiet s vysSou tvorbou
proteolytickych enzymov laktobacilmi. Cim hodnota KGA
bola vys§ia, tym ihibka proteolyzy bola vyssia. Ako
Ginziger et al., (2000) uvadza, pri sledovani ementalskych
typov syrov, existuje vztah medzi hodnotou OPA
a trvanlivostou, pricom najviac trvanlivé syry boli tie,
u ktorych sa zistili hodnoty do 20,0 kg'KGA, pri vyssej
hodnote KGA sa u syrov prejavovali chyby v konzistencii
atvorbou trhlin. Pri naSom sledovani sme vznik trhlin
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u sledovanych do 4-och mesiacoch zrenia
nepozorovali.

Komisionalnym bodovym senzorickym hodnotenim syrov
v stanovenych charakteristikach (vona, chut’, konzistencia)
boli zistené podstatnejSie rozdiely az po dlhsej dobe
zrenia. U syrov z modelovych poloprevadzkovych vyrob
po 21 dinoch zrenia boli minimalne rozdiely v chuti
a konzistencii. O nieCo vyraznejsSie rozdiely boli
pozorované u syrov z prevadzkovych vyrob po 1 mesiaci
zrenia, ale znacna rozdielnost’ sa prejavila u syrov po 4-
och mesiacoch zrenia ato predovSetkym v konzistencii
achuti; syry vyrobené s doplnkovymi kultirami mali
méksiu a elastickejSiu konzistenciu a plnSiu syrovt chut’.
Uvedené rozdiely v organoleptickych vlastnostiach neboli
neprijatel'né, ale naopak prispeli k celkovej lepsej kvalite
eidamskych druhov syrov.

ZAVER

V praci sa overovalo pouzitie doterajSich (MT 53)
inovych mezofilnych kultir (Lc-MIX a DL-MIX)
v kombinacii s doplnkovymi kultarami (L. rhamnosus LC
705 a L. plantarum ALC 01) s protektivnymi vlastnostami
, ktoré sa zatial’ pri vyrobe syrov neaplikuju. Pri overovani
vybratych kultar sa v laboratérnych, poloprevadzkovych
i prevadzkovych vyrobach potvrdil ich priaznivy vplyv na
prekysavanie syrov, dosiahlo sa zlepSenie
organoleptickych vlastnosti syrov po ich zreni hlavne
méksia a elastickejSia konzistencia a plnsia chut' oproti
kontrolnych syrom (bez aplikacie doplnkovych kultar),

Syrov

¢im sa dosiahlo zlepSenie celkovej kvality polotvrdych
syrov eidamského typu.
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STANOVENIE ODOLNOSTI
BAKTERIALNYCH BUNIEK
VIAZANYCH V BIOFILME VOC€I
DEZINFEKTANTOM S VYUZITIM
OVERENYCH INSTRUMENTALNYCH
METOD

DETERMINATION OF
DISINFECTANT RESISTANCE OF
BIOFILM FORMED BACTERIA BY
AUTHENTIC INSTRUMENTAL
METODS

Janka Korerova
ABSTRACT

Disinfectants on the basis of chlor, quarternary
ammonium compounds, active oxygen, aldehyds were
tested against bacteria in biofilm. Crystal violet assay and
fluorescein diacetate assay were used for quantification of
biofilm. Disinfectants on the basis of quarternary
ammonium compounds, resp. active oxygen, were found
more effective against G, resp. G bacteria in biofilm.
Keywords: Dbiofilm, Staphylococcus, Pseudomonas,
disinfectant

UVOD
Malé a stredné potravinarske podniky spracovavajuce
zivocisne produkty tvoria vyznamnu cast’ hospodarstva vo

vSetkych krajinach s rozvinutou trhovou ekonomikou. Aj
preto je opodstatnena snaha sledovat’ dodrziavanie a
ucinnost’ opatreni na zabezpecenie hygienického prostredia
vyroby v tychto prevadzkach (Agel, 2007, Godi¢-Torkar,
2004).

Samotné vyrobné zariadenia su rizikové, ako potencialny
zdroj mikrobiologickej kontamindcie, najmd z hl'adiska
schopnosti niektorych baktérii tvorit biofilm na ich
povrchu. Biofilm sa formuje na tuhych povrchoch ako
komplex mikroorganizmov produkujucich exkrementy
polysacharidickej a glykoproteinovej povahy, ktoré maja

pre mikroorganizmy ochrannid aadhéznu funkciu.
Ochranna funkcia biofilmu spociva v bariére proti
dezinfektantom (Carpentier, 1993, Ammor, 2004,

Wirtanen, 2005, Bagge, 2004). V prispevku sa uvadzaja
vysledky aplikacie inStrumentalnych metéod na skasanie
ucinnosti  dezinfekénych prostriedkov voéi baktériam
v biofilme ako rychlej alternativy kultivacnych metdd.

MATERIAL A METODY

Bakterialne kmene boli vybrané zo skupin G° aG
baktérii izolovanych z vyrobnych zariadeni misiarskych
a ovéiarskych MSP, pripadne zakiipenych v Ceskej zbierke
mikroorganizmov (CCM), podla kritéria slabej a silnej
tvorby biofilmu Staphylococus aureus 4/3, Staphylococus
aureus CCM 2022, Stapylococus. saprophyticus 10/1,
Stapylococus  saprophyticus ~ 12/17,  Staphylococus
saprophyticus 17/5, Staphylococus saprophyticus 18/2,
Pseudmonas aeruginosa 2/13, Pseudomonas aeruginosa
CCM 1961.

Ako vzorky tuhého materialu boli pouzité 96-jamkové
mikrotitracné platnicky z priehl'adného polystyrénu
(Sarstedt), alebo zbieleho polystyrénu (Nunc). Po
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naneseni bakterialnej suspenzie prebiehala tvorba biofilmu
pri teplote 37 °C alebo 20 °C po dobu 18 - 24 hodin.

Vyber skusanych dezinfekénych prostriedkov (DP) bol
urobeny podla frekvencie pouzitia v dotazovanych
vyrobniach spracujicich zivo¢iSne produkty a na zaklade
odlisnosti u€innych zloziek. Boli vybrané po dva DP so
Styrmi réznymi UCinnymi zlozkami oznacené ako Chlor I,
II., kvartérna amoéniova zlucenina (KAZ) 1., II, Aktivny
kyslik L, II, Aldehyd I, 1I.

K biofilmu na tuhom nosi¢i bolo pridané 100 pl
skuSaného dezinfekéného prostriedku (DP). Ako pozitivna
kontrola boli merané jamky, na ktoré bolo aplikované
100pul sterilnej vody. Laboratorna teplota aplikacie,
zakladna doba posobenia a koncentracia pouzitych DP
bola ur¢end podla odporacani vyrobcu, resp. aplikovana
v 3-nasobku.

Pre kvantifikaciu biomasy biofilmu po aplikacii DP sa
pouzila metéda farbenia s krystalovou violetou a pre
kvantifikdciu mnozstva Zzivych buniek v biofilme po
aplikacii DP bola pouzita fluorescencna metoda.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Po tvorbe biofilmu prebiehajiicej pri 37°C boli zo
skusanych kmenov v biofilme devitalizované po 10 min.

posobenia DP KAZ 1, vSetky kmene sktsanych
stafylokokov, rovnako ich devitalizoval DP KAZ II., ale az
po 30 min. posobenia (tab. 4). Podobna u¢innost’ tychto
dvoch DP na baze KAZ na stafylokoky bola zaznamenana
aj po tvorbe biofilmu pri 20°C, ked’ pripravok KAZ II. bol
ucinny az po 3-nasobnom zvysni odportcanej koncentracie
(tab. 6). Selektivny uc¢inok KAZ pripravkov na G* kmene
baktérii je znamy, potvrdeny aj vo vedeckych pracach
(Lebert, 2007).

Pripravok Aktivny kyslik I. devitalizuje bunky G baktérii
az po 30 min podsobenia okrem jedného kmena Staph.
aureus (tab. 5).

Na G bakterialne kmene zastipené baktériami Ps.
aeruginosa, po tvorbe biofilmu pri teplote 37°C, ktora
menej podporuje tvorbu biofilmu u tychto kmenov, bol
zaznamenany devitalizacny ucinok DP. Aktivny kyslik 1.
a Aldehyd II. uz po 10 min pdsobenia a tiez priblizne 70%
redukcia zivych buniek po aplikacii DP Aktivny kyslik II.
. Tento pripravok ako jediny bol schopny odstranovat’ aj
celkova biomasu biofilmu u pseudomonad na 22 - 9%
(tabul’ka 5).

Po tvorbe biofilmu sktganych G* a G™ kmefov baktérii
pri 20°C, bola zaznamenana najlepsia devitalizacia buniek
stafylokokov po aplikacii pripravku KAZ 1., a KAZ 1II.

Tabulka 4 a 5: Ucinnost dezinfekénych prostriedkov na baze kvartérnych améniovych zla¢enin (KAZ), chloru
aktivneho kyslika a aldehydu na potravinarske G a G bakterialne kontaminanty tvoriace biofilm na polystyrénovom

nosici pocas 18 - 24 h pri teplote 37°C.

Biofilm KAZ1. 0,5% KAZ 1L 2% Chlor 1. 1% Chlor 11. 1%

10 min. 30 min. 10 min. 30 min. 10 min. 30 min. 10 min. 30 min.

CV fda CV fda [9\% fda CvV fda CV fda (9% fda CvV fda (9% fda
S.aureus 97 0 3 4 100 3 >100 | 0 >100 | 0 >100 | 13 >100 | 6 >100 | 0
4/3
S.aureus >100 14 61 16 >100 | 28 >100 | 2 >100 | 33 >100 | 3 >100 | 40 >100 | 27
2022
S.saproph. | 82 5 65 10 98 9 87 1 63 47 68 7 84 54 88 49
10/1
S.saproph. | 58 2 69 14 63 0 >100 | O >100 | O >100 | 11 >100 | 6 >100 | O
12/17
S.saproph. | - 0 - 44 100 25 >100 | 0 62 1 53 4 >100 | O 68 0
17/5
S.saproph. | 73 2 66 4 >100 | 20 >100 | 3 55 36 67 7 75 10 65 12
18/2
Ps.aerug. 75 44 40 64 80 46 >100 | 21 >100 | 32 >100 | 25 >100 | 38 >100 | >100
1961
Ps.aerug. 72 75 90 80 100 55 96 0 >100 | O 82 0 51 34 36 83
2/13
Biofilm Aktivny kyslik I. 1% Aktivny kyslik II. 1% Aldehyd L. 1% Aldehyd II. 0,5%

10 min. 30 min. 10 min. 30 min. 10 min. 30 min. 10 min. 30 min.
CvV fda CvV fda CvV fda CvV fda CvV fda CV fda CvV fda CvV fda
S.aureus >100 | 15 - 0 0 10 32 - >100 | 2 >100 | 51 >100 | 1 >100 | 0
4/3
S.aureus >100 | 47 >100 | 41 97 80 >100 | - >100 | 63 >100 | 83 >100 | 49 >100 | 48
2022
S.saproph. >100 | 22 >100 | 12 63 56 >100 | 33 >100 | 2 >100 | 11 71 25 >100 | 21
10/1
S.saproph. >100 | 5 - 0 >100 | 44 >100 | - >100 | 30 >100 | 8 >100 | 3 >100 | 0
12/17
S.saproph. >100 | 8 >100 | 0 45 31 >100 | - >100 | 9 >100 | 10 >100 | 34 89 77
17/5
S.saproph. >100 | 8 >100 | 4 44 54 >100 | >100 | >100 | 3 >100 | 9 >100 | 2 79 0
18/2
Ps.aerug. >100 | O >100 | 0 22 37 13 28 89 21 97 17 34 2 53 3
1961
Ps.aerug. 97 0 >100 | O 9 25 16 29 >100 | 100 >100 | >100 | >100 | O >100 | 0
2/13
Dezinfekéné prostriedky boli aplikované vo vyrobcom odporicanej koncentracii po¢as 10 a 30 min. pésobenia pri
laboratorne;j teplote.
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(tabul’ka 6), Aktivny kyslik 1. (tabulka 7) v oboch
skusanych koncentraciach a pripravkov Chlor I. a Aldehyd
II. po 3-nasobnom zvyseni odporacanej koncentracie (tab.
6, 7). Pripravok KAZ 1. vo zvySenej koncentracii 1,5%
odstranoval aj biomasu biofilmu stafylokokov na 48 - 20%
povodnej biomasy. (tab. 6). Kmene pseudomonad, ktoré
pri 20°C tvoria mohutnejsi biofilm, boli znova
devitalizované pripravkom Aktivny kyslik 1. v oboch
koncentraciach, avsak odstranenie biomasy biofilmu bolo
zaznamenan¢ posobenim DP Aktivny kyslik II. len na 60 -
39% (tab. 7).

Testovanie DP na odstraiiovanie biomasy biofilmov
kvantifikované metddou s krystadlovou violet'ou preukazalo
ich nedostato¢ny Gc¢inok. Dokonca hodnoty absorbancie po
farbeni s krystalovou violetou dosahovali hodnoty > 100%
oproti povodnému biofilmu, ¢o moze byt spdsobené
reakciou DP so zbytkami organickej hmoty a ich
koagulaciu, ¢o sa prejavuje ako narast organickej biomasy
(Kvasnickova, 1991).

Fluorescencna metdda nepriameho ddkazu zivych buniek
v biofilme a metéoda farbenia organickych zivych aj
nezivych Struktir biofilmu s krystdlovou violetou boli
potvrdené, ako vhodné rychle, lacné a menej pracné
alternativy kultivaénych metéd kvantifikacie biofilmu
(Korenova, 2008).

ZAVER

Baktericidny  a¢inok  skuSanych  dezinfekénych
prostriedkov sa zvySuje skor so zvySenim aplikovanej
koncentracie DP, ako s predlzovanim Casu posobenia.

Na skasané G' biofilm tvoriace kontaminanty mali najlepsi
baktericidny G¢inok DP na baze KAZ a na baze aktivneho
kyslika,
odporacanych vyrobcom. Na odstranenic biomasy
biofilmu ¢iastocne (na 48 - 20% ) ucinkuje pripravok KAZ
I. v 3-nasobne zvysenej koncentracii.

Skusané G~ biofilm tvoriace kontaminanty Pseudomonas
aeruginosa boli devitalizované pripravkom s Aktivnym
kyslikom 1. v pripade biofilmu utvoreného pri 37 °C aj 20
°C. Biomasa biofilmu tvorena pri 37 °C bola odstrafiovana
pripravkom s Aktivnym kyslikom II., avSak po tvorbe
biofilmu pri 20 °C bolo odstranovanie redukované len na
60 — 39 %.

Uvedené ucinné dezinfekéné pripravky mozno odporacat
na dezinfekciu vyrobnych zariadeni s potencidlnym
bakterialnym biofilmom.
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Tabulka 6 a 7: Ucinnost dezinfekénych prostriedkov (DP) na baze kvartérnych amoéniovych zliéenin (KAZ), chléru,
aktivneho kyslika a aldehydu na potravinarske G a G™ bakterialne kontaminanty tvoriace biofilm na polystyrénovom

nosici pocas 18 - 24 h pri teplote 20°C.

DP KAZ 1. KAZII. Chlor 1.
Koncentracia DP 0,5% 1,5% 2% 6% 1% 3%
Metoda merania CV fda CcvV fda CvV fda CV fda CV fda CcvV fda

S.aureus 79 2 20 0 98 4 >100 26 >100 0 >100 0

4/3

S.saproph. 87 8 30 0 87 9 >100 2 74 39 88 0
G* 10/1

S.saproph. 62 10 48 0 54 2 >100 0 >100 12 >100 0

12/17

S.saproph. 75 6 45 0 >100 13 >100 0 60 40 84 0

18/2

Ps.aerug. 68 54 26 41 80 42 72 43 >100 29 76 69
G 1961

Ps.aerug. 72 78 51 43 >100 48 51 41 >100 2 62 51

2/13

DP Aktivny kyslik I. Aktivny kyslik II. Aldehyd II.
Koncentracia DP 0,5% 1,5% 2% 6% 1% 3%
Metoda merania CvV fda CvV fda CvV fda CvV fda CcvV fda Ccv fda

S.aureus >100 20 - 0 2 12 - 4 >100 12 - 0

4/3

S.saproph. >100 15 >100 0 58 65 >100 37 71 20 >100 9
G* 10/1

S.saproph. >100 10 >100 0 >100 47 >100 55 >100 10 93 0

12/17

S.saproph. >100 6 91 0 56 42 72 61 >100 3 92 2

18/2

Ps.aerug. 84 12 100 3 31 80 39 61 46 60 65 59
G 1961

Ps.aerug. 83 0 78 0 60 81 57 62 100 35 72 33

2/13

Utinnost’ je vyjadrena v % zostatku povodnej biomasy biofilmu meranom ako absorbancia po farbeni s krystalovou
violet'ou (CV), resp. v % zostatku zivych buniek v biofilme meranom metdédou s fluoresceindiacetatom (fda).
Dezinfekéné prostriedky boli aplikované vo vyrobcom odporucanej koncentracii a v jej 3-nasobnom zvyseni pocas 10

min. pésobenia pri laboratérnei teolote.
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MOLD CHEESES OF ROQUEFORT
TYPE; ARE THESE DAINTIES SAFE
ENOUGH?

Roman Labuda, Michael Sulyok, Kristina
Stefanikova, Martina Spodniakova

ABSTRACT

A total of 15 fermented cheeses of Roquefort type (all
representing different cheese brands) randomly purchased
from different local markets in Slovakia in 2008 were
analyzed for presence of mycotoxins by means of liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS). This
preliminary study confirmed presence of roquefortin C
(100 % samples) and other toxic indole alkaloids, i.e.
chanoclavine (93 %) and isofumigaclavine (80 %)
produced by Penicillium roqueforti in the samples
investigated. In one case, also presence of
immunosuppressive mycophenolic acid was confirmed.
Even though the results obtained in this study
represent semi-quantitative estimations of the
toxins levels in the cheeses, it seems obvious
that the moldy cheeses of Roquefort type may
represent a potential source of toxic fungal
metabolites naturally contaminating them due to
the metabolic activity of the internal mold used
in the fermentation process, i.e. Penicillium

toxins

roqueforti.

Keywords: Penicillium roqueforti, moldy
cheeses, roquefortin C, mycotoxins
INTRODUCTION

In most cases, eradication of the fungal infection
responsible for mycotoxin production is the most
reasonable method for elimination of these
compounds from commercial foodstuff.
However, an interesting exception to this
generalization is found for example in the
roquefortine family of natural products.
Roquefortine C was isolated independently by
researchers in Japan and France from the
Penicillium roqueforti Thom strain. This finding
was significant due to the fact that this fungus is
essential for the production of Roquefort and a
number of other blue-veined cheeses containing
internal mold (Richard et al., 2004). Together
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with isofumigaclavins (another alkaloids from Penicillium
roqueforti), the neurotoxin roquefortine C has repeatedly
been reported as a frequent natural contaminant in past
(e.g. Ohmomo et al., 1977; Scott et Kennedy, 1976; Ware
et al., 1980). The interest in roquefortin C is due to its
frequent presence in all blue cheeses and the health
implications of its existence in human products in terms of
its neurotoxic properties that include paralytic symptoms
(convulsive seizures) in experimental animals (Wagener et
al., 1980) and in cows (Haggblom, 1990), or more
recently, roquefortin C was found in the stomach contents
of six dogs suffering from strychninelike poisoning
(Lowes et al., 1992). However, variability of responses to
different toxicity tests clearly indicates that the effects
exerted were not due to the presence of a single toxin but
to several substances present in variable quantities in the
extracts of different strains (Shangguan et al., 2008). A
nonalkaloid natural product also produced by Penicillium
roqueforti, PR toxin, was found to possess greater toxicity
(Richard et al., 2004). Above mentioned facts concerning a
toxinogenic potential of the essential fungus used in the

Figure 1 Chromatogram of cheese No. 6, revealing presence of four

HPLC-ESI(+)-MS/MS chromatogram of cheese Nr. 6

12.18 min

8.63 min
Roquefortine C
Isofumigaclavin
13.57 min
Mycophenolic
acid
7.70 min
Chanoclavin

2 4 6 8 10
Time, min
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production of Roquefort cheeses, and more significantly,
even reported “natural contamination” of the blue chesses,
logically give everyone rise a speculation about the overall
safety of this product.

The main goal of this study was to bring new information
about incidence of roquefortines and allied alkaloids in a
randomly selected group of blue Roquefort cheeses
produced and marketed in EU.

MATERIAL AND METHODS

Samples

A total of 15 blue vein cheese (Roquefort type) samples
were randomly purchased from several local stores in
Slovakia during a two months period, from January to
February 2008. The samples represented 15 different
cheese brands of a variety of origin within the EU
countries. At the time of purchase to the time of analysis
(extraction) they were stored at 5°C, if not processed
immediately.

Extraction A portion of ca. 0.5 g was cut off from each
cheese sample, in particular, from the zones vigorously
covered by the blue fungus (Penicillium roqueforti) and
placed into sterile plastic Petri dish lid and let dry
overnight. After drying the sample was grinded in mortar
and the resulting mass was placed into 2 ml vial and mixed
with  chloroform/methanol

Extraction was carried out by vigorous vortexing of the
samples for approximately 3 min. After the filtration
(Acrodisc® CR 4 mm Syringe Filters) the extract was
dried down freely in a vacuum hood. Before the LC-
MS/MS analysis the dried extracts were re-dissolved, each
with 500 pl of acetonitrile/water (1/1), filtered again and
transferred into HPLC vials.

LC-MS/MS analysis

Detection and quantification was performed with a QTrap
4000 LC/MS/MS system (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) equipped with a TurbolonSpray ESI
source and a 1100 Series HPLC system (Agilent,
Waldbronn, Germany). Chromatographic separation was
performed at 258C on a Geminil C18 column, 150 x
4.6mm i.d., 5 mm particle size, equipped with a C18 4 x
3mm i.d. security guard cartridge (all from Phenomenex,
Torrance, CA, USA). Mycotoxin standards were obtained
from Iris Biotech (Germany), Alexis (distributed in
Vienna, Austria), and Sigma-Aldrich (Germany).

RESULTS AND DISCUSSION

This preliminary study conducted on 15 samples revealed
that blue cheeses representing different brands and origin
within EU have been naturally contaminated by
Penicillium roqueforti secondary metabolites, and the

(2:1) extraction solvent. occurrence of the following four compounds was
Table 1 “Natural contamination” of Roquefort type cheeses marketed in Slovakia in 2008
Roquefortine C Chanoclavine Mycophenolic acid
Blue cheese samples | pg.kg” (ppb) ng.kg' (ppb) | Isofumigaclavine pg.kg™ (ppb) ng.kg! (ppb)

1 1280 0,568 5,13 nd

2 346 4,25 97,5 nd

3 293 0,405 8,28 nd

4 380 0,469 3,55 nd

5 715 0,566 3,58 nd

6 974 1,89 54,8 198

7 172 0,875 16,5 nd

8 1090 0,662 nd nd

9 307 1,73 32 nd

10 979 nd nd nd

11 594 nd nd nd

12 101 1,32 13,4 nd

13 268 3,28 90,8 nd

14 196 0,131 1,332197 nd

15 802 1,26 31,5 nd
an average 566,47 1,34 29,86 -
arange 101-1280 0,13-4,25 1,33-97,5 -
StDEV 380,02 1,21 33,9 -

nd-not detected

* these concentrations are, however, semi-quantitative estimations as extraction efficiencies and matrix effects have not

been investigated yet
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confirmed. Concentrations of the natural contaminants
found to range from ppb (chanoclavine, isofumigaclavine
and mycophenolic acid) to ppm (roquefortin C) amounts
(Table 1)*.

First report concerning the contamination of blue cheeses
by metabolites of the fermentation fungus was published
more than 30 years ago. Ohmomo et al. (1975) reported
the presence of low concentrations of roquefortine C in
roquefort-type blue cheese. However, no information was
presented concerning the exact concentrations of alkaloids
in the cheese. One year later, Scott and Kennedy (1976)
found roquefortine in all samples of blue cheese examined
in concentrations of up to 6800 pgkg” (ppb). Further
studies confirmed the presence of roquefortine in blue
cheese, and for instance Ware et al. (1980) found average
roquefortine levels of 424 pgkg” (ppb). Accordingly, an
average of the roquefortin C levels (566,5 ppb) in the
cheeses investigated in our study seems to be in
approximately the same range as those already reported
and mentioned above, providing a proof that the problem
with the application of toxinogenic strains of Penicillium
roqueforti as an internal mold for fermentation of cheeses
still remains an unsolved problem. Its presence in the food
regardless of relatively low concentrations (several mg per
kg of cheese), a total amount of consumed blue cheeses,
and the fact that there is still the lack of consistent
toxicological data there (Richard et al., 2004; Shangguan
et al., 2008), should not be neglected in any case.

In addition, according to Frisvad et Samson (2004), apart
from the roquefortines and isofumigaclavines, the fungus
Penicillium roqueforti is able to produce also PR toxin and
mycophenolic acid. Mycophenolic acid is
immunossupressive and may thus cause secondary
(indirect) mycotoxicosis and/or mycoses. In fact, in one
case (cheese sample No. 6), apart from roquefortin,
chanoclavine and isofumigaclavine, this
immunosuppressive acid was confirmed at ppb levels (see
figure 1). Another important toxin, PR toxin (not surveyed
in this study, though) is claimed to be very toxic (Chang et
al., 1991). Fortunately, it had been demonstrated by Scott
et Kanhere (1979) that PR toxin is not stable in blue
cheese.
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FULLY LABELED STABLE ISOTOPE
STANDARDS OF U-[**C,,]-
AFLATOXINS; A NEW SOLUTION
FOR MORE PRECISE LC-MS
ANALYSES

Roman Labuda, Guenther Jaunecker, Martin

Freudenschuss, Georg Hiiubl, Michael Sulyok,
Georg Mitterer,

ABSTRACT

The production and purification of fully "C isotope
labeled U—[13C17]-aﬂatoxins B;, and G, is described, and
their significance as internal standards (IS) for the accurate
determination of these carcinogenic substances in food
and/or feeds by liquid chromatography-mass spectrometry
(LC-MS/MS) is discussed here.

Keywords: aflatoxins, carcinogens, food contaminants,
LC-MS/MS, mycotoxin analyses

INTRODUCTION

The aflatoxins (produced mostly by Aspergillus flavus and
Aspergillus parasiticus) are a family of structurally related,
highly toxic, and the most potent natural carcinogens
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known (Class 1; JECFA, 1997), affecting all vertebrate
animal species, including humans (Dutton et al., 1985;
Pildain et al., 2008; Frisvad et al, 2006). Early
epidemiological studies conducted in areas with high
hepatocellular carcinoma (HCC) incidence (e.g. in
southern China and sub-Saharan Afrika), basically
investigated the possible correlation between dietary
exposure to aflatoxins and the occurrence of HCC
(Galvano et al., 2005). Four compounds are commonly
produced in foods, aflatoxins By, B,, G; and G, (Bennett et
Klich, 2003; Frisvad et al., 2006). Their small quantities
believed “not to be dangerous” are legally tolerated, and
many public authorities worldwide have fixed legal limits
for these carcinogenic mycotoxins in foods (Galvano et al.,
2005). Within the European Union, maximum tolerable
levels of aflatoxins in foodstuffs based on current valid
legislation range from 0.1 to 15.0 ppb (ug.kg™"), depending
on the type of food (Commission Regulation, 2006).

Since aflatoxins are undoubtedly the most frequently
analyzed mycotoxins worldwide (including Europe) the
importance of fast analytical methods with high accuracy
and low detection limits is growing. No other technique in
the area of chemical analysis developed so rapidly during
the past ten years as liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS/MS) (Haubl et al., 2006). However,
the accuracy of quantitative analytical methods for the
determination of mycotoxins by liquid chromatography
(LC)-mass spectrometry (MS) and LC-MS/MS is limited
by matrix effects during the ionization process in the MS
source. The differences in ionization efficiencies and
hence in signal intensities between standard substances

ILM-AFLA Monitoring #25 [modified by atgja
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A. Parasiticus labeled

This work describes in brief the production, purification
and significance of fully *C isotope labeled U-["C,;]-
aflatoxins B, and G, as internal standards (IS) for the
accurate determination of aflatoxins in food and/or feeds
by HPLC electrospray (ESI) MS/MS.

MATERIAL AND METHODS

Organism and growth conditions

The aflatoxin B, and G, - producing strain of Aspergillus
parasiticus s. str. was grown on Czapek yeast extract agar
(Frisvad et Samson, 2004) at 28°C, for 5 days, in dark. A
loopfull of the spores from the 5 days-old-colony was
transferred into 500 ml Erlenmeyer flasks containing 100
ml of a medium adopted from Adye et Mateles (1964)
supplemented with a stable isotope labeled "*C glucose (D-
[U-"C¢] Glucose, Cambridge lisotope Lab., CLM-1396).
Cultivation was carried out at 25 °C on a gyratory shaker
at 130 rpm for 6 days, in dark.

Extraction, purification and purity determination of the
labeled aflatoxins B, and G,

Merged cultures (fungal mass with medium) were
extracted with ethyl acetate, filtered through Celite® 545
(VWR, Austria) and evaporated under reduced pressure at
40 °C on a rotary evaporator (Biichi®, Switzerland) to
dryness. Resulting residues were then re-dissolved in 20
ml methanol/acetonitrile/water (57/17/26) and centrifuged
(Bachman Coulter, Allegra X-22) at 13.000 rpm for 20
min. The obtained supernatant was filtered through a
glass-filter (1.2 um size). The remaining interfering matrix
compounds (impurities) were removed by preparative
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Figure 1. HPLC-UV chromatogram of U-[13 C7]-aflatoxin B; and G,

and the substances influenced by interferences, e.g. from
the matrix, are limiting the accuracy of LC-MS methods.
Fully labeled isotope standards are best suited to correct
matrix effects and to improve both the accuracy and the
precision of analytical methods employing LC-MS and
LC-MS/MS (Héubl et al., 2007).

liquid chromatography (Agilent HP 1100 Series
Preparative Chromatography equipped with a DAD
detector (Biichi®)). All fractions containing aflatoxins
were mixed together and distillated to remove organic
solvent and lyophilized to remove water.
Determination of the isotope enrichment
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Figure 2 Comparison of the full scan spectra of the naturally occurring and fully labeled aflatoxins
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The isotope enrichment of C labeled aflatoxins was
calculated from the isotope pattern of the full scan mass
spectra according to Haubl et al. (2006). For performing a
full scan, the compound was directly injected into the
Turbo Ion spray ESI ion source of the MS and recorded at
positive polarity (QTrap 4000 LC-MS/MS system;
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

A total concentration of the aflatoxins in fermentation
broth after 6 day cultivation reached a production
maximum of the A. parasiticus strain used and was
determined by using HPLC as follows: U-["*C;]-aflatoxin
B, 5572 ug.l'l, and U—[13C17]-aﬂatoxin G, 2574 ug.l'l.
Their retention times (Ry) were 13.542 and 9.833 min,
respectively (Figure 1).

Note: In addition to aflatoxin G, (peak 2.) and aflatoxin B,
(peak 4.), the peaks (1. and 3.) also indicate presence of
the labeled aflatoxin G, and B,, respectively, yet their very
low concentrations would render their further purification
steps impossible

After extraction and purification steps (as mentioned in the
material and methods section), purity of the aflatoxins was
estimated to be higher than 98 %. The isotope enrichment
of "*C labeled aflatoxins was found to be 99.3 atom % "*C
for both U-["*C};]- aflatoxin B, (Figure 2) and U-["*C,;]-
aflatoxin G;.

Note: The chromatogram gives an evidence that 99.3 % of
carbon atoms incorporated in U-[*C;]-aflatoxin B, were
replaced by the stable carbon isotope °C.

The isotopic enrichments and isotope patterns of U-["*C,]-
aflatoxin B, and U—[13C17]-aﬂat0xin G, are given in detail
in tables 1 and 2. These calibrants were, morecover,
certified on the basis of gravimetric preparation according
to Josephs et al. (2003).

322

3301

labeled *C aflatoxin B1
[M+H]" m/z = 330 amu

Isotope enrichment: 99.3 %

324 326

mfz. amJ

The mass of the isotope labeled aflatoxins is expected to
have + 17 AMU (atom mass units) in order to provide an
isotope pattern which would not interfere with the pattern
of the naturally occurring aflatoxins, and thus, rendering
LC-MS analyses more accurate. This property makes fully
labeled aflatoxins suitable for their usage as internal
standards (IS). Consequently, the fully labeled aflatoxins
can be directly used for detection and accurate
quantification of the aflatoxin contamination in any kind of
matrix (food/feed) without time consuming procedures,
such as standard addition (spiking) and/or matrix
calibration (Haubl et al., 2006; 2007).

Table 1. Isotopic enrichment and isotope pattern of U-
[13C17]-aﬂatoxin B,

Isotope pattern *

Compound Isotopic distribution
[°Cy7]-Aflatoxin B1 88.4 %
[3Cy6]-Aflatoxin Bl 10.6 %
[°Cy5]-Aflatoxin Bl 1.0 %

Calculated isotopic enrichment level *: 99.3 atom % "C

* Approximation based on LC-MS/MS data

Table 2. Isotopic enrichment and isotope pattern of U-
[*C,;]-aflatoxin G1,

Isotope pattern *

Compound Isotopic distribution
[Cy7]-Aflatoxin G1 89.0 %
[3Cy6]-Aflatoxin G1 9.9 %
[°Cys5]-Aflatoxin G1 1.0 %

Calculated isotopic enrichment level *: 99.3 atom % "C

* Approximation based on LC-MS/MS data
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CITLIVOST YERSINIALIKE
BAKTERIi 1ZOLOVANYCH Z RYB
KU ANTIMIKROBIALNYM
SUBSTANCIAM

SENSITIVITY OF YERSINI/A-LIKE
BACTERIA ISOLATED FROM
FISHES TO ANTIMICROBIALS

Andrea Laukova, Rendata Szaboova, Viola
Strompfova, Monika Simonovd, Rudolf Zititan

ABSTRACT

To take into account population health as well as health
fish habitat, the occurrence of aeromonads, salmonellae,
listeriae, yersiniae or vibriae in the fish ecosystem are not
acceptable. Keeping these points in our mind, the aim of
our work was to select microflora from the intestinal tract
of trouts with the impact to Yersinia-like bacteria and to
test their sensitivity to antimicrobials such as antibiotics
and bacteriocins-enterocins which were studied and
characterized at our laboratory. The total counts of
Yersinia-like bacteria reached less than 10' CFU/g (resp.
log 10 <1,0 CFU/g) up to 5.47 CFU/g. Isolates 52T, 53T,
54T, 71T, 72T were resistant to all 6 enterocins tested, but
sensitive to antibiotics used. The strain 51T was sensitive
to ent 4231 (activity 400 AU/ml). Among 18 isolates, 17
were inhibited by the use of ent EK13 resp. ent A(P), ent
9296, ent 2019 and EF55 with activity 1600, 400-800,
200-800, 400 and 800 AU/ml, 14 isolates were sensitive to
ent M (100 - 800 AU/ml) and 13 isolates were sensitive to
ent 4231 (activity 100-400 AU/ml). The strain 72T was
monoresistant (amdicillin) and also resistant to tested
enterocins. The isolates 104T and 91T were resistant to

amdicillin. Fifteen isolates were biresistant, however,
sensitive to enterocins. Most of isolates were sensitive to
antibiotics as well as to enterocins, especially sensitivity to
enterocins is promising result taking into account the fact
that enterocins did not leave residues oppositely to
antibiotics.

Keywords: trouts, Yersinia-like germs, inhibition activity,
antibiotics, entrerocines

UvVoD

Z hospodarskeho hladiska si v ramci rybného
hospodarstva vyznamné najmi dve celade ryb, Lososovité
a Kaprovité. Z ¢elade Lososovité su to najmd pstruh
duhovy (Salmo gairdnerii), ktory je i naskladiiovany na
chovné ucely a v bystrinnych vodach sa vyskytujici pstruh
poto¢ny (Salmo trutta morpha fario). Mikrofléra ryb je
permanentne ovplyviiovana Sirokou paletou
mikroorganizmov, ktoré su pritomné v ich Zivotnom
prostredi. Niektori autori (Trust a Sparrow, 1974; Kamei
et al, 1985) uvadzaju, ze v ¢revnom trakte ryb je
pritomnych 10 aerobnych heterotrofnych baktérii na g
apriblizne 10>  anaerobnych baktérii.  Z hladiska
infikovania l'udskej populacie ako aj v kontexte vyskytu
ochoreni  ohrozujucich zdravie akvalitu ryb su
nepriaznivymi nalezy aeromonad, salmonell, listérii ¢i
yersinii alebo vibrii (Lipp a Rose, 1997, Zlotkin et al.,
1998, Novotny et al., 2004).

Aj ked ryby ako aj produkty znich nie st idedlnym
zdrojom pre kyselinu mlienu produkujiice baktérie
(KMPB) vzhladom na nizky obsah karbohydratov
v ekosystéme ryb, predsa len st zryb izolované a to
hlavne zastupcovia rodov Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc a Carnobacterium (Ringo
a Gatesoupe, 1998; Leroy et al., 2000) a niektor¢ KMPB
izolované zryb boli detegované aj ako producenti
antimikrobidlnych substancii bakteriociny nevynimajic
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(Campos et al., 2006). Bakteriociny predstavuju
ribozomalne syntetizované antimikrobidlne peptidy, ktoré
inhibujt rast viac ¢i menej pribuznych baktérii i patogénov
vratane niektorych Gram-negativnych baktérii
(Klaenhammer, 1993; Nes et al., 2000). Osobita skupinu
bakteriocinov tvoria enterociny produkované zvicsa
enterokokmi (Franz et al., 2007), zktorych su najviac
prestudované enterociny produkované druhom
Enterococcus faecium (Laukova et al., 1993; Cintas et al.,
1998, Marekova et al., 2007). Stadium enterocinov na
nasom pracovisku UFHZ SAV v Kosiciach bolo
priekopnickym najmé z hladiska ruminalnych izolatov E.
faecium (Laukova et al., 1993), a postupom casu bolo na
réznych pracoviskach izolovanych, charakterizovanych a
do homogenity purifikovanych viacero enterocinov (Franz
et al., 2007). Preto sme sa rozhodli v suvislosti s Gram-
negativnymi izolatmi vyuZzit' prave na nasom pracovisku
charakterizované enterociny ateda cielom nasej prace
bolo zachytit mikrofléru z ¢revného obsahu pstruhov
s dérazom na vyskyt Yersinia-like baktérii a z hl'adiska
zakladného  poznania  zistitt ich  citlivost  ku
antimikrobidlnym latkam ako su antibiotika
a bakteriociny-enterociny.

MATERIAL A METODIKA

V experimente bolo testovanych 14 vzoriek crevného
obsahu zo 14 pstruhov, ¢elad’ Lososovité - Salmonidae (3
pstruhy potocné-Salmo trutta morpha fario, 11 pstruhov
duhovych — Salmo gairdnerii) v obdobi aprila roku 2007
z lokalit Hornad-Mala Lodina a z vodnej nadrze v lokalite
Bukovec. Vzorky boli spracované Standardnou
mikrobiologickou metédou podla ISO, pricom navazeny
¢revny obsah bol zriedovany v Ringerovom roztoku

vpomere 1:9. Pre zachyt Yersinia-like izolatov sme
pouzili Yersinia selektivny CIN agar so suplementom
12311 (CIN inhibitor, Becton a Dickinson, Cockeysville,
USA), pricom pocty zachytenych kolonii sme vyjadrili
v kolénie tvornych jednotkach na g (logl0 KTJ/g). Zo 14
pstruhov bolo potom z CIN agaru odpichnutych 23
Yersinia-like kolonii, ktoré boli nasledne testované na ich
citlivost/rezistenciu ku antibiotikam a
bakteriocinom/enterocinom, ktorych producenti ako aj
samotné tzv. Ciastocne purifikované substancie (CPS) su
izolatmi naSho pracoviska, Laboratoria Zivocisnej
mikrobiologie na Ustave fyziologie hospodarskych zvierat
SAV v Kosiciach, kde aj CPS boli pripravené. Na
testovanie citlivosti ¢i rezistencie na antibiotikd bola
pouzitd Standardna diskovo-difizna metdda s pouzitim
nasledovnych antibiotickych  diskov: ampicilin,
amdinocilin, tobramycin, gentamicin (10 pg), kanamycin,
chloramfenikol, tetracyklin (30 pg), tikarcilin/kyselina
klavuléonova (85 ug), karbenicilin, piperacilin (100 pg,
Becton a Dickinson, Cockeysville, USA; Lachema sr.o0.,
Ceska republika). Inhibicia resp. citlivost na antibiotika
bola vyhodnotena podl'a inStrukcii a manualu vyrobcu.
Jednotlivé kmene, producenti enterocinov ako aj CPS
boli pripravené podla protokolov uvadzanych v naSich
predchadzajtcich pracach (Laukova et al., 1993; Marekova
et al., 2003, 2007, Marcinakova et al., 2005; Simonova a
Laukova, 2007; Strompfova a Laukova, 2007).
Koncentracia jednotlivych CPS dosahovala od 100 po 12
800 AU/ml (arbitrarnych jednotick na ml), priCom na
testovanie inhibi¢nej aktivity enterocinov bola pouzita tzv.
agarova difuzna metdda (De Vuyst et al., 1996) a aktivita
bola vyjadrend ako najvysSie riedenie enterocinu (CPS),

Tabulka 1 Yersinia-like izolaty a ich citlivost’ ku bakteriocinom-enterocinom

Kmen Enterociny

'EK13  2AL4l1 39296 2019 4231 °EF55
73T 1600 200 800 400 - 800
74T 1600 400 800 400 100 800
101T 1600 400 800 400 400 800
102T 1600 400 800 800 200 800
103T 1600 400 800 800 200 800
104T 1600 400 800 400 100 800
91T 1600 400 400 400 100 800
11T 1600 800 800 400 100 800
12T 1600 800 400 400 400 800
13T 1600 100 400 400 - 800
21T 1600 400 400 200 - 400
22T 1600 400 400 200 - 400
31T 1600 100 400 400 100 800
32T 1600 200 800 200 100 400
33T 1600 - 800 200 100 400
34T 1600 - 400 400 100 400
35T 1600 - 400 400 - 400
51T - - - - 400 -

'EK 13, enterocin A (P) produkovany kmetiom Enterococcus faecium EK13 (CCM7419), *enterocin M
produkovany kmetiom E. faecium AL41, *enterocin 9296 produkovany kmetiom E. faecium 9296,
*enterocin 2019 produkovany kmetiom E. faecium 2019 (CCM742), *enterocin 4231 produkovany
kmeflom E. faecium CCMA4231, Centerocin EF55 produkovany kmefiom E. faecium EFS55,
antimikrobialna (inhibi¢nd) aktivita enterocinov je vyjadrena v arbitrarnych jednotkach na ml (AU/ml),
- testovany kmen nebol inhibovany; Kmene 52T, 53T, 54T, 71T, 72T boli rezistentné ku testovanym

enterocinom.
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ktoré este inhibuje rast indikatorového kmena (v AU/ml).
Na kultivaciu sme pouzili Tryptikdza-sdjovy agar (1,5% aj
0,7%) ako aj Tryptikdaza- sojovy bujon  (Becton a
Dickinson).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocty izolovanych Yersinia-like baktérii dosahovali
menej ako 10" KTJ/g (resp. log 10 <1,0 KTJ/g) az 5,47
KTJ/g; pricom jednotlivé hodnoty detegované vo vzorkach
od 4 pstruhov boli 5,47; 5,07; 4,11; 3,04 KTJ/g; ostatné
hodnoty boli nizsie nez 1,0 KTJ/g alebo nad 1,0 t;j. 1, 47,
1,60; 1,1; 1,77 KTJ/g. Priemerné pocty Yersinia-like
izolatov  boli  2,0+0,41 KTJ/g. Zo 14 ryb bolo
odpichnutych 23 Yersinia-like kolonii.

Izolaty 52T, 53T, 54T, 71T, 72T boli rezistentné ku
vSetkym 6 enterocinom resp. ani jeden pouzity enterocin
neihiboval rast 5 uvadzanych izolatov Yersinia-like. Kmen
51T (Tab. 1) bol citlivy len ku enterocinu (ent) 4231
s aktivitou 400 AU/ml. Z 18 izolatov (Tab. 1), 17 bolo
inhibovanych ent EK13 resp. ent A(P), ent 9296, ent 2019
a EF55 pri aktivite 1600, 400-800, 200-800, 400 a 800
AU/ml, 14 izolatov bolo citlivych ku ent M (Tab. 1) resp.
boli inhibované ent M pri aktivite 100 az 800 AU/ml a ku
ent 4231 bolo ciltivych 13 izolatov (aktivita 100-400
AU/ml). Najaktivnejsi bol ent A (P) produkovany kmetiom
E. faecium EK13 (CCM7419), potom ent 9296 a EF55
nasledovany ent 2019, ent M aent 4231. Bakteriociny
produkované enterokokmi tvoria zvdcSa enterociny, ktoré
inhibuji  viac alebo menej pribuzné i patogénne
(neziaduce) baktérie. Za neziadice baktérie povazujeme
i Gram-negativne yersinie. Inhibiciu neziaducich i Gram-
negativnych baktérii enterocinmi sme detegovali v naSich
predchadzajucich pracach nielen za in vitro, ale i za in vivo
podmienok (Laukova a Czikkova, 1998; Laukova,
2001;Laukova et al., 2002; Laukova et al.,, 2003).
Podobnu in vitro inhibiciu, avsak s podnecujicim uc¢inkom
latok ako napr. chelaton popisal i Boziaris et al., (1998).
Pri Stadiu enterocinov (C¢i bakteriocinov vSeobecne)
produkovanych enterokokmi sa ziskavaju stile novsie
vedomosti o ich inhibi¢nom spektre, ¢o ich preduréuje na
aplika¢né protektivne vyuzitie. Oblast’ Stidia ekosystému
ryb je z tohto hladiska pomerne neprebadanym ,listom*®,
takze tieto nase vysledky su istym zakladom a odrazovym
mostikom pre detailnejSie Stadium vyuzitia enterocinov
v rybnom hospodarstve alebo st i predpokladom pre d’alsi
rozvoj $tudia novych bakteriocin-produkujucich kmenov,
izolatov z ryb. Je zaujimavé, ze Yersinia-like izolaty 51T,
52T, 53T, 54T, 71T boli rezistentné ku enterocinom
(okrem kmena 51T, ktory bol citlivy ku ent 4231), ale
citlivé ku testovanym antibiotikdm (atb). Kmen 72T bol
monorezisteny z hl'adiska antibiotik, vykazal rezistenciu
ku amdicilinu, a bol rezistentny iku enterocinom.
Rovnako aj izolaty 104T a 91T boli rezistentné ku
amdicilinu. Ostatné izolaty (15) boli birezistentné
(amdicilin a tobramycin). Avsak tieto kmene boli citlivé
ku enterocinom. Vicsina izolatov bola citliva ako ku atb,
tak 1 ku ent, ¢o je vel'mi perspektivny vysledok obzvlast
v suvislosti s ent resp. bakteriocinmi, ktoré nezanechavaja
nijaké rezidua na rozdiel od antibiotik. Ku ampicilinu bolo
citlivych vSetkych 23 kmenov, rovnako i ku karbenicilinu,
tetracyklinu, chloramfenikolu, tikarcilinu a piperacilinu.
Medzi testovanymi kmenmi sa vSak vyskytla rezistencia
ku gentamicinu, kanamycinu, uz spominanému amdicilinu

a tobramycinu. Ziskané poznatky rozSiruju doterajsie
informacie z hladiska citlivosti yersinii ku
antimikrobialnym latkam a poskytuju d’al’Sie moznosti pre
nasledné studie.
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BAKT'ERI OCIN-PRODUKUJUCI bakteriocine, inhibition activity, salami
KMEN STAPHYLOCOCCUS VoD
XYLOSUS S03/1M/1/2, Koagulaza-negativne stafylokoky (KNS) zohravaju

PERSPEKTIVNE ADITiVUM

BAKTERIOCIN-PRODUCING STRAIN
STAPHYLOCOCCUS XYLOSUsS
S03/1M/1/2, PERSPECTIVE
ADDITIVE

Andrea Laukova, Monika Simonova, Viola
Strompfova

ABSTRACT

Staphylococcus  xylosus S03/1M/1/2 is bacteriocin-
producing strain isolated and characterized at our
laboratory (Laboratory of Animal Microbiology, Institute
of Animal Physiology in Kosice, Slovakia) also possessing
probiotic properties. Nowdays, one of frequent tasks which
are discussed among scientific society are functional food.
Therefore, the aim of our study was to test antimicrobial
activity of the strain S03/1M/1/2 as well as to test its
surviving in salami Start during its technological
manufacturing and also to check water activity and pH.
Among 12 Gram-positive isolates 9 (75%) were inhibited,
Gram-negative E. coli and Pseudomonas sp. were not
inhibited.  Partially  purified substance  showed
antimicrobial acitvity, although it is not clear its direct
character. The strain SX S03/1M/1/2 colonizes salami
Start sufficiently; at week 4 of ripening reached 4.5 (log
10) CFU/g in the experimental salami from the initial
amount 6. 6 CFU/g (after batches inoculation). Comparing
the samples from first week of ripening and at the end of
ripening 1.95 log cycle increase was detected. The values
of pH and water activity were not negatively influenced;
they were in the range from 6.06-5.45 - pH and 0.94-0.91
water activity. Senzoric properties were not specifically
tested, however, the quality and taste of the final products
were not influenced negatively. Therefore, we have
continued in these studies more detaily by providing the
other experiments.

vyznamnu ulohu pri zreni saldamovych a klobasovych
fermentovanych  vyrobkov  zpohladu zabezpecCenia
dobrych senzorickych anutriénych vlastnosti produktov
a Ciastocne 1 z hl'adiska zabezpecenia ich nezavadnosti
(Luecke, 1998). Stafylokoky maju vyznam pre rozvoj
typickej aromy fermentovaného masového produktu ako aj
pre rozvoj typickej chute a farby vyrobku (Jessen, 1995).
Maju schopnost’ redukovat’ nitraty na nitrity, co vedie ku
produkcii nitrosylmyoglobinu, ktory je ddlezity prave pre
charakteristické Cervenkasté sfarbenie tychto produktov
(Skibsted, 1992). Stafylokoky produkuju lipazy, c¢o
prispieva ku rozvoju typickej chute fermentovanych
produktov (Talon a Montel, 2007). Naviac, niektoré KNS
st schopné produkovat’ antimikrobialne latky proteinového
charakteru — bakteriociny s inhibicnym uc¢inkom na
neziadice mikroorganizmy (Klaenhammer, 1993; Laukova
a Marekova, 1993). Kmen Staphylococcus xylosus S03
IM/1/2 bol izolovany ztradicnej domacej kolobasy
pripravovanej bez Startérovej kultiry (Simonova et al,
2006). AvSak niektoré kmene druhov S. xylosus ¢i S.
carnosus mozu byt obsiahnuté v komercne dostupnych
Startérovych kultirach (Jessen, 1995). Ked’ze v sti¢asnom
obdobi sa vela polemizuje o funkénych potravinach,
cielom naSej prace bolo testovat’ bakteriocinovu aktivitu
kmena SX S03/1M/1/2, ktory ma i viaceré probiotické
vlastnosti (Simonova et al., 2006) a sledovat’ jeho tc¢inky
na modelovom pokuse pri vyrobe salamy Start.

MATERIAL A METODIKA

Izolacia a identifikacia kmena Staphylococcus xylosus
S03 1M/1/2 ijeho probiotické vlastnosti boli testované
v nasSej predchadzajticej praci (Simonova et al., 2006). Na
testovanie bakteriocinovej aktivity sme pouZili tzv.
Ciastocne purifikovani substanciu (CPS), ktora sme si
pripravili precipitaciou supernatantu (pH 5,5) siranom
amoénnym pri 70% saturacii. Ako hlavny indikator teda
najcitlive$i kmen sme pouzili Enterococcus avium EAS,
izolat nasho laboratdria a metodiku podl'a De Vuysta et al.,
(1996), pricom inhibi¢na aktivia CPS bola vyjadrena ako
najvy$sie riedenie CPS, ktoré eSte inhibuje rast
indikatorovej baktérie v arbitrarnych jednotkach na ml
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(AU/ml). Indikatorové baktérie su uvedené v Tabulke 1.
Na modelovy experiment sme pouzili rifampicinom
znaceny variant kmena SX S03/1M/1/2 kvéli rozliseniu od
injch KNS. Na inokuliciu salamy Start v ramci
modelového experimentu sme pouzili 10° KTJ/ml
koncentraciu buniek kmena S03/1M/1/2 zbujonovej
kultary po centrifugécii (BHI bujon, Becton a Dickinson,
Cockeysville, USA) vo fyziologickom roztoku.

Komponenty pre pripravu salamy Start ako aj cely
technologicky postup pripravy samotnej boli zadané a
uskutoénené¢ presne podla normy, v spolupraci s
podnikom Méso Spi§, s.r.o, prevadzka KoSice. Misova
zmes bola rozdelena na pokusnu (PM) a kontrolnii masu
(KM), pricom PM bola inokulovana kmetiom SX
S03/1M/1/2. Potom nasledoval technologicky postup
spracovania, pricom finalny produkt mal dizku okolo 50
cm ahmotnost 0,5 kg na kazda salamu. Pocas
jednotlivych etap technologického spracovania boli
odobraté vzdy po dve vzorky z obidvoch mas, (PM i KM)
v Casovom rozpdti na zaciatku experimentu-v nulty resp.
prvy den, po tyzdni, po 2, 3 a4 tyzdnoch zrenia salamy.
Sledovali sme prezivanie kmena S03/1M/1/2 v salame,
vodnu aktivitu (ay) a pH. Na vysievanie sme pouzili BHI
agar s rifampicinom a pocty baktérii sme vyjadrili v log10
KTJ/g + SD. Kultivacia trvala 48 h pri 37 °C. Hodnoty pH
sme merali pomocou pH metra avodnt aktivitu sme
testovali podla STN 56 0030.

faecium. Z 12 G+ izolatov bolo inhibovanych 9 t. j. 75 %,
G- kmene neboli inhibované. CPS prejavila vyraznu
inhibi¢nu aktivitu, aj ked’ nie je zatial presne stanovené
o aky bakteriocin sa jedna. V tomto Stidiu ako aj
v testovani poctu indikatorovych baktérii pokracujeme.
Avsak, vnaSich predchadzajucich pracach (Laukova
a Marekova, 1993; Laukova et al.,2003b) sme detegovali
1 bakteriocin-like substancie s aktivitou proti G- druhom.

Pri  vyhodnocovani modelového pokusu moézeme
skonstatovat, Ze kmen SX S03/1M/1/2 dostatoéne
kolonizoval prostredie salamy Start, ked na 4. tyzdeit
zrenia dosahoval v pokusnej salame hodnoty 4,5 log 10
KTJ/g zpociatoéného mnozstva 6, 6 KTJ/g (po
inokulovani). Porovnanim vzoriek v prvy tyzden zrenia a
na konci experimentu bol zisteny narast o 1,95 log cyklu.
Hodnoty pH a vodnej aktivity neboli negativne oplyvnené;
tieto hodnoty boli v rozsahu 6,06-5,45 - pH a 0,94-0,91 a.
Doposial’ sa v mdsovom priemysle na ucel aditiv vyuzivali
hlavne laktobacily (Léroy et al.., 2006), ale v ostatnom
Case sa experimentalne aplikovali i bakteriociny
produkované enterokokmi (Laukovéa et al., 1999, 2003a;
Aymerich akol., 2008). Aj ked senzorické vlastnosti
nami testovaného produktu neboli Specificky sledované,
kvalita produktu nebola znizena. Preto v tejto Studii
pokracujeme d’al'Simi experimentami.
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Tabul’ka 1 Inhibi¢na aktivita bakteriocinu-Ciasto¢ne purifikovanej substancie
p 1)
produkovanej kmetiom Staphylococcus xylosus S03/1M/1/2

Indikatorové baktérie
'E. avium EA5

’S. aureus SA5

L. monocytogenes
CCM 4699

‘LM1

SLM3

SLM4

"LM6

SLM8

LM7

YLMI11

HLM12

121, innocua
LMG13568

BE. coli

1ps. Sp.

CPS S03/1M/1/2

100

400
100
200
6400
400
6400
6400
6400

(160)

VYSLEDKY A DISKUSIA

In vitro inhibi¢nt aktivitu CPS S03/1M/1/2 sme testovali
proti 14 indikatorovym baktériam, pricom 12 izolatov bolo
Gram-pozitivnych (G+) a2 izolaty boli Gram-negativne
Blok G+
monocytogenes,

CPS-ciastocne purifikovana substancia; -rast kmena nebol inhibovany; aktivita je vyjadrena v arbitrarnych
jednotkach na ml (AU/ml); !Enterococcus avium, izolat nasho laboratétia LZM UFHZ SAV, Kogice (z
ciciaka); “Staphylococcus aureus - LZM UFHZ SAV, Kosice (mastitidne mlieko); >Ceska zbierka
mikroorganizmov, Brno, Ceska republika; *'' Listeria monocytogenes z rdznych produktov-kuracie platky,
tla¢enka, salama cikéro pik, viedenské parky, pecené koleno, klobésa, kabanos, debrecinska peceii-Statny
veterinarny  Ustav  Olomouc, CR, Dr Sycevova; YListeria  innocua-Univerzita  Brusel,
Belgicko;”Escherz’chia coli, izolat zfermentovaného produktu (LZM UFHZ SAV, Kosice;
“Pseudomonas species, izolat z fermentovaného produktu (LZM UFHZ SAV, Kosice;
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izolatov
1 kmen L.
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VLIV PRUBEHU ZRANI NA OBSAH
VYBRANYCH SLOZEK

V PRIRODNIM SYRU EIDAMSKEHO
TYPU

THE EFFECT OF RIPENING
CONDITIONS ON THE
COMPOSITION OF DUTCH-TYPE
CHEESE

Vendula Pachlova, FrantisSek Burika, Leona
Buiikova, Eva Weiserovd, Kristyna Hladka,
Petra VojtiSkova, Stanislav Kracmar

ABSTRAKT

We investigated the effect of ripening conditions on the
composition of Dutch-type cheese depending on storage
temperature. Samples of cheese were storaged at different
temperatures. Protein profile, pH, content of dry matter,
fat, total protein, NaCl and free amino acid was observed.
The effect of storage temperature on proteolysis was
evident.

Keywords: nature cheese, SDS-PAGE, free amino acid
(FAA), proteolysis

UVOoD
Prirodni syry patii v Evropé k nejvice konzumovanym
mléénym vyrobkim. Klicovou casti produkce téchto

vyrobki je jejich zrani probihajici zpravidla v tzv. zracich
sklepich. Zrani syrd zahrnuje mikrobiologické, resp.
biochemické zmény podminujici vyvoj aroma a textury
charakteristické pro urcity typ pfirodniho syra.
Biochemické reakce probihajici béhem zrani pfirodnich
syri je mozné rozdélit na primarni a sekundarni procesy.
K primdrnim  procesim fadime pieménu laktozy,
proteolyzu a lipolyzu. Sekundarni procesy zahrnuji reakce,
pti kterych jsou zejména volné aminokyseliny a volné
mastné kyseliny pfeménovany na tékavé slozky aroma.
Jedna se napfiklad o procesy deaminace, dekarboxylace,
transaminace, eliminace, desulfurace aj. (McSweeney &
Sousa, 1998; McSweeney, 2004).

U vétsiny piirodnich syrti patfi proteolytické reakce
k nejrozsahlejsim. Cinnosti proteaz a endopeptidaz
vznikaji zejména velké polypeptidy a stfedné¢ dlouhé
peptidy, popt. také kratsi peptidy. V proteolyze ptirodnich
syri jsou dale aktivni exopeptiddzy, tripeptidazy a
dipeptidazy, jejichz hlavnim produktem jsou volné
aminokyseliny, které jsou zdrojem vyzivy bakterii
mlécného kvaseni (Fox et al. 2000). Koncentrace volnych
aminokyselin obecné s délkou zrani stoupa (McSveeney &
Sousa, 1998).

Malé peptidy a aminokyseliny piimo pfispivaji k chuti a
vini jejich pfeménou na dalsi latky jako jsou alkoholy,
aminy, karboxylové kyseliny, estery, karbonylové
slouCeniny a slouceniny obsahujici siru. Procesy pfemény
volnych aminokyselin a volnych mastnych kyselin se d&ji
prostiednictvim nékolika metabolickych drah, kde
spoluptisobi celd fada enzymatickych systémil (Broome &
Limsowtin 1998; Smit et al. 2005; McSweeney et al.,
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2006). Béhem tzv. sekundarnich procesi mohou kromé
senzoricky aktivnich latek vznikat i ,,netradicni
aminokyseliny”, které se nenachazeji v kaseinovém
komplexu, pfikladem muze byt y-aminomaselna kyselina
(Nhuch et al., 2008).

Béhem zrani piirodnich syrt se v§ak mohou vyskytnout i
senzorické vady, typickym piikladem je hotkost syri.
Jedna se zpravidla o peptidy s2 — 25 aminokyselinami
s ptevazné hydrofobnim charakterem. Tyto sekvence
existuji v kaseinovém komplexu a pfi jejich odstépeni
z piislusné kaseinové frakce se projevi jejich hotkost. Tyto
proteolytické reakce mohou byt katalyzovany zbytkovou
¢innosti syfidla nebo specifickymi enzymy starterovych,
popt. nestarterovych  mikroorganizmd. V nékterych
piipadech se pocateéni hotkost ptirodnich syra pii dal§im
zrani ,,ztrati“. Divodem je nasledna proteolyza, kdy hotké
peptidy jsou dale degradovany na mens$i peptidy, popf.
aminokyseliny, které jiz hotfkou chut nemusi vykazovat
(McSweeney & Sousa 1998; McSweeney, 2004).

Intenzita proteolytickych zmén zavisi na celé fadé
faktori, kde dilezité misto zaujima i délka zrani, kterd se u
jednotlivych pfirodnich syra lisi, naptiklad mozzarella (2-3
tydny), syry splisni vtésté (n€kolik tydnl), syry
eidamského typu (6 — 12 tydni), syry ementalského typu
(nekolik mésich), Parmigiano-Reggiano, ¢edar (az nékolik
let). Jelikoz dlouha doba zrani zvysuje naklady na vyrobu
jednotlivych ptirodnich syrt, je snahou vyrobctd tuto dobu
minimalizovat. Mize tak dojit k situaci, kdy je spotiebiteli
prodan vyrobek, ktery nedosahl optimalniho prozrani a byl
do spotfebni sit¢ dodan predc¢asné. Distribucni sit’ a
konzumenti jiz vSak zpravidla nedisponuji vhodnym
skladovacimi prostory, kde by pfislusné piirodni syry
mohly ,,dozrat®.

Cilem préce bylo porovnat vliv rozdilného prib&hu zrani
a skladovani na markery zraciho procesu pfirodniho syra
eidamského typu.

MATERIAL A METODY

Vzorky eidamské cihly (30 % w/w tuku v suSing€) byly
ziskany jako cast standardni vyroby z mlékarny Kromilk,
s.r.o. Krométiz. Eidamské cihly (1,23-1,46 kg) byly po
uzavieni do cryovacového obalu ulozeny do zraciho sklepa
s teplotou 10+2 °C. Po 23 dnech (od pocatku vyroby)
byla ¢ast cihel pfemisténa ze sklepa do lednice (4 £+ 2 °C),
kde probihalo dalsi skladovéani. Po 38 dnech zrani (od
pocatku vyroby) byla do lednice pfemisténa dalsi Cast
cihel. Posledni ¢ast cihel zlstala po celou dobu pokusu ve
zracim sklepé (celkem 98 dnti). Odbéry vzorkt ze sklepa
(a pozdéji i z lednice) byly realizovany v 1., 2., 3., 4., 7.,
10., 13., 16., 20., 23., 27., 34., 38., 43., 49., 56., 63., 70.,
84. a 98. dnu od pocatku vyroby (v den 1 byly syry
vyrobeny, vylisovany a ulozeny do solné lazné, v den 2
byly syry vyjmuty ze solné lazné, zabaleny a ulozeny do
zraciho sklepa). Z kazdé odebrané cihly (ze zraciho sklepa
i lednice) byl vykrojen stiedovy utvar vymezeny 3,5 cm od
vnéjsich okraji pficného fezu, o vysce 2 cm (stfed
podélného fezu).

Odebrané vzorky byly podrobeny analyze obsahu susiny,
tuku, hrubé bilkoviny, NaCl, pH a dale obsahu volnych
aminokyselin a proteinovému profilu. Obsah suSiny byl
uréen gravimetricky podle CSN EN ISO 5534, obsah tuku
byl stanoven acidobutyrometricky podle van Gulika, pH
bylo zjisténo pomoci pH-metru (Gryf 208 L, Havlickuv

Brod, CR) se sklenénou elektrodou (THETA 90 HC 113,
Havli¢kav Brod, CR), hrub4 bilkovina (NV x 6,38) metodou
dle Kjeldahla a obsah NaCl podle Indra, Mizera (1992).
Obsah volnych aminokyselin byl stanoven
iontovévyménnou kapalinovou chromatografii (AAA 400,
Ingos, CR) pomoci systému litnocitratovych elu¢nich
pufrd, ninhydrinové postkolonové derivatizace a
spektrofotometrické detekce. Proteinovy profil byl ziskan
pomoci denaturaéni polyakrylamidové elektroforézy
(SDS-PAGE). Vzorky byly ptipraveny podle Biitikofer et
al. (1993). Vlastni elektroforetickd separace byla
provedena pomoci polyakrylamidového gelu (15 % w/v).
Gel a systém pufrd byly pfipraveny podle metodiky
Laemmli (1970).

Vysledky byly vyhodnoceny Kruskall-Wallisovym
testem a Wilcoxonovym testem, v pfipad¢é proteinového
profilu shlukovou analyzou. K vypoétim byl vyuzit
program Unistat verze 5.5.

VYSLEDKY A DISKUZE
Béhem  zraciho, resp. skladovaciho procesu byly
sledovany jednotlivé markery zrani. Ucelem prace bylo

poukdzat na moznou odlisnost obsahovych slozek
ptirodniho syra v piipad€, ze optimalni zraci proces je
pfed¢asn¢ ukoncen a syr je dale skladovan =za
chladirenskych teplot.

Obsah susiny byl bezprostfedné¢ po vyjmuti ze solné
lazné a zabaleni 48,72 £ 0,21 % (w/w) a v pribéhu témef
100denniho sledovani se zvysil na 51,64 = 0,08 % (w/w),
pricemz rozdilny pribéh zrani a skladovani nemél na tuto
charakteristiku vyznamny vliv. Obsah NaCl v analyzované
casti eidamskych cihel v pribéhu sledovani vsSech tii
variant nardstal zptvodnich 0,11+0,01 % (w/w)
bezprostiedné po vysoleni na 1,90 + 0,02 % (w/w) po 98
dnech sledovani. ZvySovani obsahu NaCl odpovida
postupné difzi soli z okrajovych ¢asti do stiedu syra (Fox
et al., 2000). Podstatna zména byla zaznamenana v piipadé
stanoveni pH. Po vysoleni pfirodnich syrG bylo pH
5,26 + 0,03. Po pocate¢nim mirném poklesu odpovidajicim
rozkladu zbytkd laktézy na kyselinu mlécnou, byl
zaznamenan postupny narust pH (po 98 dnech se zvysilo
na 5,71+0,04), coz koresponduje s odbourdvanim
kyseliny mlécné  bakteriemi  mlééného  kvaSeni
(McSweeney, 2004). Neptimym dikazem téchto reakei je
tvorba malych pravidelnych ok zaznamenanych ve
sledovanych vzorcich eidamské cihly. Obsah tuku
(15,00+0,41 % w/w) a obsah hrubych bilkovin
29,03+ 1,15 % w/w) se vprubchu zrani prakticky
neménil.

Vyvoj celkového obsahu volnych aminokyselin ve
vzorcich eidamskych cihel v zavislosti na pribéhu zrani je
uveden na obrazku 1 (ast A). Je patrné, Ze po uloZeni syra
do chladirenskych podminek sice obsah volnych
aminokyselin dale roste avSak pomaleji ve srovnani
s vyrobky uchovavanymi ve zracim sklepé za optimalnich
podminek. Z obrazku 1 dale vyplyva, ze ¢im pozdéji je
pfirodni syr presunut do chladirenskych podminek, tim
hlubsi proteolyza probéhne. Zjisténé skutecnosti potvrzuji,
ze pro spravny prabéh proteolyzy je zapotiebi optimalnich
teplotnich podminek (Fox et al., 2000; McSweeney, 2004).
Rozdil v proteolytickych procesech u vzorkd sriznym
prabéhem zrani byl jednoznaéné detekovan i pii analyze
proteinového profilu metodou SDS-PAGE.
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Obrazek 1

Vyvoj sumarniho obsahu volnych aminokyselin (¢ast A) a obsahu leucinu (¢ast B) behem
98denniho sledovani eidamskych cihel: vzorky ulozené po celou dobu ve zracim sklepé pfi
10+ 2 °C (V), vzorky skladované od 23. dne v lednici pii 4 + 2 °C (x) a vzorky skladované od

38. dne v lednici pti 4 = 2 °C (O)

A T T T

12.0+

et
[—}
]

Obsah volnych aminokysen (g/kg)

Doba zrani (dny)

Pii porovnani vyvoje obsahu jednotlivych volnych
aminokyselin v prub¢hu zrani, jsme dospéli k zavéru, ze
k nejvice obsazenym volnym aminokyselindm patii leucin,
glutamin, asparagin a lyzin. Nardst obsahu téchto volnych
aminokyselin  korespondoval s vyvojovym trendem
celkového obsahu volnych aminokyselin. Tuto skute¢nost
je mozné vidét na obrazku 1, kde v ¢asti B je zobrazen
vyvoj obsahu volného leucinu v zavislosti na prubéhu
zrani. Leucin byl vybran jako reprezentativni
aminokyselina, nebot’ je pro popis zracich procest velmi
Casto pouzivan (Fenelon et al., 2000; Al-Otaibi, 2004).
Kromé¢ 4 vyse uvedenych aminokyselin byla vyznamnou
volnou aminokyselinou i kyselina glutamova, ktera muze
vznikat jak pfi proteolyze kaseinového komplexu, tak i
¢innosti  aminotrasferdz  (z a-ketoglutaratu)  b¢hem
metabolizmu samotnych volnych aminokyselin
(McSweeney,  2004).  Jedina  sledovana  volna
aminokyselina, kde bez ohledu na zraci podminky nebyl
zaznamenan signifikantni narGst v priabéhu celého
sledovani byl arginin. Toto zjisténi potvrzuji i nékteré dalsi
prace, napt. McSweeney & Sousa (2000). Zdivodnéni je
mozné hledat v detekovaném nardstu obsahu ornitinu a
citrulinu, pro kter¢ je arginin prekurzorem.

ZAVER

Pribéh a teplotni rezim pfi zracich procesech podstatné
ovlivni proteolytické procesy a tim i jakost finalnich
produkti. Jsou-li vyrobci z ekonomickych divodi nuceni
vyskladiiovat produkty difive nez optimalné vyzralé, pak
by tak méli ¢init nejdtive za 4 tydny.

LITERATURA

AL-OTAIBI, M. M., WILBEY, A., 2004. Effect of
temperature and salt on the maturation of white-salted
cheese. International Journal of Dairy Technology, 2004,
57, p. 57-63.

BROOME, M. C., LIMSOWTIN, G. K. Y., 1998. Starter
peptidase aktivity in matutiny cheese. Australan Journal of
Dairy Technology, 1998, 53.

BUTIKOFER, U., RUEGG, M., ARDO Y. 1993,
Determination of nitrogen fractions in cheese: evaluation
of a collaborative study. Lebensmittel Wissenschaft und
Technologie, 1993, 26, 271-275.

CSN EN ISO 5534. Syry a tavené syry — stanoveni obsahu
celkové susiny (referentni metoda). Cesky normalizaéni
institut, 2005.

FENELON, M. A., O’CONNOR, P., GUINEE, T. T,
2000. The effect of fat content on the mikrobiology and
proteolysis in cheddar cheese dutiny ripening. Journal of
Dairy Science, 2000, 83, p. 2173-2183.

FOX, P. F., GUINEE, T. P, COGAN, T. M,
McSWEENEY, P. L. H., 2000. Fundamentals of Cheese
Science. 1st. ed. Gauthersburg (Maryland, USA): Aspen
Publication, 2000, 638 p.

INDRA, Z., MIZERA, J.: Chemické kontrolni metody pro
obor zpracovani mléka. Ucebnice pro stfedni primyslové
skoly potravinarské, Vydani prvni, 1992.

LAEMMLI, U. K., 1970, Cleavage of structural proteins
during the assembly of the head of bacteriophage T4.
Nature, 1970, 227, 680—-685.

35

1/2009



Potravinarstvo

McSWEENEY, P. L. H., 2004. Biochemistry of cheese
ripening. International Journal of Dairy Technology,
2004, 57,127 - 144

McSWEENEY, P. L. H., HAYALOGLU, A. A,
O’MAHONY, J. A., BANSAL, N., 2006. Perspectives on
cheese ripening. Australan Journal of Dairy Technology,
2006, 61.

McSWEENEY, P. L. H., SOUSA, M. J, 2000,
Biochemical pathways for the production of flavour
compounds in cheese dutiny ripening: A review. Lait,
2000, 80, 293 — 324.

NHUCH, E. L., PRIETO, B., FRANCO, 1., BERNANDO,
A., CARBALLO, J., 2008, Biochemical changes dutiny
the ripening of San Simén da Costa cheese (PDO)

manufactured from pasteurised milk. The Australian
Journal of Dairy Technology, 2008, 63, p. 68-76.

SMIT, G., SMIT, A. G., ENGELS, W. J. M., 2005.
Flavour formation by lactic acid bakteria and biochemical
flavour profilig of cheese products. FEMS Mikrobiology
Reviews 29, 2005, p. 591-610.

Podékovani: Prace vznikla za podpory Ministerstva
skolstvi, mladeze a t&lovychovy Ceské republiky (MSM
7088352101).

Kontaktna adresa: Vendula Pachlova, Ing., Ustav
biochemie a analyzy potravin, Fakulta technologicka,
Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, nam. T.G.M. 275, 762
72 Zlin  tel.+00420 576 033 007, e-mail:
pachlova@ft.utb.cz

THE INFLUENCE OF OXIDATION
METHODS ON CONTENT OF
MINERAL ELEMENTS IN STARCHES

Stawomir Pietrzyk, Lestaw Juszczak, Teresa
Fortuna, Michat Druzkowski

ABSTRACT

Potato, maize and waxy maize starches were oxidised with
hydrogen peroxide under acidic or basic conditions in the
presence or without Fe(Il)and Cu(Il) ions as catalysts.
Native starch and the modified products obtained were
examined for the carboxyl groups, aldehyde groups, and
mineral elements (K, Na, Mg, Fe, Cu) contents. Oxidation
process with Fe(Il) and Cu(Il) caused increase of their
content in modified starches. Moreover oxidised potato
starch under basic conditions had much more sodium than
native potato starch. Generally the amounts of potassium
and magnesium in oxidised starches decreased.

Keywords: oxidation starch, mineral elements, catalysts

INTRODUCTION

The starches can be modified physically, chemically and
enzymatically. The oxidation process except for the
hydrolysis is one of the most frequent used chemical
method of the starch modification. This process relies on
the generation the carbonyl or/and carboxyl groups in the
starch depending on the conditions of the oxidising process
and botanical origin of the starch. The reaction of
oxidation is accompanied by the: polymerisation and
weakness the intramolecular chemical bounds [Wurzburg
1987; Zhu et al. 1998; Fortuna and Pietrzyk 2005].

For many years the oxidised starches are the main
component of the puddings, cream puddings, whipped
cream and mixtures of the dough powder. The preparates
of the oxidised starch can be successfully used in the
coating compositions. This starches are characterised by a
good adhesion of coating to the coated food products, and
crusted structure caused by roasting and/or cooling of food
products [Wurzburg 1987; Walkowski and Lewandowicz
2004].

Starches serve not only as texturizing food component, but
they can be also carriers of substances essential for life

(e.g. mineral elements). There is a possibility to increase
or decrease content of mineral elements in starch during
oxidation with catalysts.

The aim of the study was to check the influence of
catalysts and pH of reaction environment on the content of
mineral elements in starches obtained after modification
with hydrogen peroxide.

MATERIAL AND METHODS

Commercial potato starch ,,Superior”, was produced by
ZPZ Niechléw (Poland). Maize and waxy maize starches
were produced by National Starch & Chemical

Starches were oxidised in an acidic or basic environment,
with or without Fe(Il) (from FeSO, - 7H,0) and Cu(Il)
(from CuSO, - 5H,0) ions as a catalysts, as described by
Parovuori et al. [1995]. 100 g of starch were weighed and
dispersed in distilled water in the amount needed to give a
42% starch suspension. The metal salt was dissolved in
water before preparing the suspension of starch. The
concentration of the metal ions was 0.1% w/w (on dry
starch basis). After heating the reaction mixture in a 40 °C
water bath for 15 minutes while stirring it mechanically, a
30% solution of H,O, was added dropwise so as to reach
its final concentration of 2 g/100 g d.m. starch. Then, the
mixture was thermostated for 60 minutes to let the
modification take place. After that, the modified starches
were washed (0.5dm’ water), dried, pulverised and sieved.

The basic conditions of the reaction were created by
adding dropwise 2M NaOH (before using hydrogen
peroxide and during the whole oxidation process) to reach
pH = 10.

The original starch and the modified starches were
subjected to the following determinations:

Carboxyl groups content, according to ISO 11214 standard
[1996],

Aldehyde groups content, according to Potze and Hiemstra
[1963],

Mineral elements content, potassium (K), sodium (Na),
magnesium (Mg), iron (Fe) and copper (Cu) by Atomic
Absorbtion Spectrometry method in spectrometer Avanta

Sigma GBC (Australia) with air-acetylene flame
atomisation.  Starch early was mineralization 2.5 h.
(250°C) in mixture concentrated nitric acid and

concentrated sulfuric acid (Wet Digester B-440, Biichi).
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Table 1. Content of carboxyl and aldehyde groups in oxidised starches

Content of carboxyl groups in|Content of aldehyde groups in
starches [%] starches [CHOg/100g d.w.]
Oxidized with Starch Potato Maize K:;;Z Potato Maize x:izz
hydrogen peroxide 0.03 0.01 0.01 0.21 0.10 0.13
hydrogen peroxide, pH=10 0.33 0.03 0.01 0.03 0.02 0.03
hydrogen peroxide, Cu(II) 0.22 0.08 0.05 0.14 0.31 0.04
hydrogen peroxide, Fe(II) 0.59 0.32 0.41 0.87 0.76 0.75
hydrogen peroxide, Fe(II), pH=10 0.07 0.02 0.02 0.12 0.12 0.13
LSD =005 0.01 0.01

The significance of differences in the parameter values
between the samples was determined using a one-way
analysis of variance and the Tukey test (a=0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the content of hydroxyl and aldehyde
groups in the obtained modified starches. The number of
those groups determines of effectiveness of starch

Table 2. Content of mineral elements in starch before and after oxidation

oxidation under applied conditions. Oxidation of starch by
hydrogen peroxide under acidic conditions in the presence
Fe(Il) ions was the most effective (among used methods)
because it caused the highest increase in the number of
carboxyl and aldehyde groups.

Table 2 shows the content of mineral elements in native
starches and in obtained modified
starches. The results of mineral
elements in native starches was in

Starch Mineral elements[mg/100g d.w.] accordance with the results obtained
by other authors [Nowotny 1969]. All
K Na |Mg |Fe Cu applied oxidation processes caused
] decrease of the level of potassium (K)
Potato native 11.54|3.82 |6.88]0.00 0.27 and magnesium (Mg) in modified
hydrogen peroxide 3.40 |2.87 |7.05/000 |0.06 | Strches. Only the contents of
magnesium (Mg) did not change in
. hydrogen peroxide, pHZIO 3.00 [26.75]14.91]0.00 0.00 potato starch oxidised 1in acid
= . . .
Z | hydrogen peroxide, Cu(Il) 140 (322 [132]0.00 |27.50| environment without catalysts and in
- waxy maize oxidised in alkaline
Q .é’ hydrogen peroxide, Fe(II) 0.95 [4.06 [1.78(22.51 [0.27 condition with presence Fe(II) ions and
83 . _ was at the same level as in native
LB hydrogen peroxide, Fe(Il), pH=10 | 2.48 |27.90|4.43|37.52 |0.16 starches.
Maize native 3.51 [9.72 |1.85/0.00 [053 | Decrease in potasium (K) and
magnesium (Mg) in obtained oxidised
hydrogen peroxide 0.47 |2.58 |0.76/0.00 |0.53 starches was caused by their release
. _ and washout during the washing of
& hydrogen peroxide, pH=10 0.83 [4.36 [0.95]0.00 |0.35 starch after oxidation process. Content
'E | hydrogen peroxide, Cu(II) 021 |2.41 |0.63/0.00 [13.98| of sodium (Na) was reduced after
3 ) modification only in cereal starches
3 2 hydrogen peroxide, Fe(II) 0.73 [3.76 |0.40|38.69 |0.67 (maize and waxy maize). In potato
< % | hydrogen peroxide, Fe(Il), pH=10 | 1.51 |5.04 |1.48|102.59|0.59 | starches oxidised by  hydrogen
peroxide under acidic environment the
Waxy maize native 5.85 |13.05|1.43(0.00 |0.71 number of sodium (Na) was the
: identical as compared to native starch.
hydrogen perox1de 0.61 3.08 |10.95(0.00 0.58 Increase in sodium (Na) was observed
| hydrogen peroxide, pH=10 0.62 |6.07 [0.65/0.00 [0.63 | N Ppotato starches oxidised under
oS alkaline conditions. It was caused by
.g E hydrogen peroxide, Cu(II) 0.21 1.15 {0.15(0.00 14.68 the replacement of sodium 1ions
€3 hvd ide. Fe(Il 156 1283 105714344 037 (addition to mixture reactions in order
] ydrogen peroxide, Fe(ID i - - - - to keep up alkaline conditions) to
§ 'g hydrogen peroxide, Fe(Il), pH=10| 0.93 [2.71 |1.57|88.01 [0.57 orthophosphoric acid(V) present in
potato starch. Content of copper (Cu)
LSDa-o0s 0.13 |1.14 ]0.18]337 |023 in the obtained oxidised starches
37 1/2009



Potravinarstvo

without Cu(Il) ions was the same as in initial starches.
Only in waxy maize starch modified under acidic
conditions with Fe(Il) ions was observed a decrease in
content of copper (Cu) and in potato starch modified in
alkaline environment without catalyst total washing out
occured. Increase in content of copper (Cu) was found in
starches oxidised in acidic conditions with presence Cu(Il)
ions. Number of replaced copper was dependent on the
type starches. Amount of bounded copper was highest
(over 27%) in potato starch, whereas in cereal starches
(14%) comparable to the number Cu(II) ions added during
oxidation. Content of iron (Fe) in modified starches in the
presence Fe(Il) ions was about twice as high after
modification in alkaline conditions as in acidic conditions.
Number of iron (Fe) in modified starches was from over
20% (potato starch oxidised under acidic environment) to
100% (maize starch oxidised under alkaline environment)
compared to the number added during oxidation.
Substitution of starch and/or adsorbtion (on surface areas
starch granules) of metal ions which are added during
modification is in accordance with the results obtained by
the others authors [ Floor et al. 1989; Achremowicz et al.
2000; Kweon et al. 2001].

CONCLUSIONS

All applied oxidation processes caused decrease of the
level of potassium (K) and magnesium (Mg) in modified
starches. Only the contents of magnesium (Mg) did not
change in potato starch oxidised in acid environmet
without catalysts and in waxy maize oxidised in alkaline
condition with presence Fe(Il) ions and was at the same
level as in native starches.

Oxidation of cereals starches (maize, waxy maize) caused
the decrease of sodium (Na) level, whereas in potato starch
oxidation process under basic conditions caused over 7
times inrease of sodium (Na) volume.

Modified starches under basic condition with Fe(Il) had
twice more iron (Fe) than modified starches under acidic
condition with Fe(II) ions.

Amount of copper in modified starches with Cu(Il) was
on the level from 14% in waxy maize starch to 27% in

potato starch in comparision with initial value of
Cu(Il)ions added during oxidation.
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MIKROSKOPICKE METODY
V ANALYZE POTRAVIN - PREHLAD

MICROSCOPIC METHODS IN
ANALYSIS OF FOODSTUFF -
REVIEW

Matej Pospiech, Bohuslava Tremlova, Zdenka
Randulova, Zuzana Rezacova LukaSkova

ABSTRACT

Microscopic methods have a long tradition in the analysis
of foodstuffs. They are mainly used for determination of
the composite food ingredients, determination of the
quality and arrangement of the food components, detection
of foodstuffs adulteration, detection of risky food
components and in case of using histometry, stereology
and image analysis also for the quantification of food
ingredients. The aim of this work is to show opportunities
and benefits of food microscopy as an appropriate

investigative technique for supervisory authorities in the
field of food safety and provide proper alternative for
chemical, imunochemical and molecular biological
analyses that are, in some cases, more expensive.
Keywords: microscopy, foodstuff, immunohistochemistry,
adulteration

UvVoD

Historia potravinovej mikroskopie siaha uz do roku 1850,
kedy Arthur Hassall pouzil mikroskopicki metédu na
odlisenie kavy acikorky. Vtej dobe nebolo mozné
spomenuté druhy od seba odli§it Ziadnou inou
diagnostickou (chemickou) metdédou. Postupne bola
spomenutd metodika Hassalom rozpracovana a umoznila
odliSenie dalsich pridavkov do kavy (fazule, zalude,
mandle). Na zaklade svojich vysledkov napisal v roku
1857 knihu Detekcia FalSovania Potravin a Lieéiv, ¢o
predstavovalo prelomovy krok a poskytlo rézne postupy
na odhalenie falSovania potravin. V roku 1909 boli
Hassalove vysledky prehibené pracou Claytona (1909)
adoplnené prevazne o moznosti stanovenia tuku
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a proteinov. V nasledujticich rokoch boli vypracované
dalsie publikacie s touto tematikou. Medzi najznamejsSie
patria Analytickd mikroskopia od Wallisa (1923) a
Struktura a zloZenie potravin od Winton a Wintona (1939).
Obe spomenuté publikacie boli viac krat prepracované
apatria kstadle pouzivanym publikdciam v oblasti
mikroskopie potravin. V sucasnej dobe tiez existuje rada
zahrani¢nych publikacii zaoberajucich sa Strukturou
potravin - MikroStrukturdlne principy vyroby a analyzy
potravin od Aguilera (1990) alebo Potravinova
mikroskopia od Flintovej (1994). Domécich prac
zaoberajucich sa mikroskopickou detekciou falSovania
potravin nie je vela. V Ceskej republike sa tejto
problematike najviac priblizuje Mikroskopia maésa
a surovin zivoc¢isneho povodu od Bohma a Plevy (1962)
azo sucasnej doby Histologia potravin od Tremlovej
(1996). Obidve spomenuté prace pojednavaji len
o potravinach zivo¢isneho povodu, poskytuju vsak dobry
zaklad pre sledovanie zloZenia a Struktury mésovych
vyrobkov a pre odhalenie falSovania tychto komodit.

Mikroskopia potravin poskytuje v oblasti Stadia potravin
velké moznosti. V sti€asnej dobe je k dispozicii cela rada
moznosti pre spracovanie a pripravu vzoriek a taktiez
vySetrovacich metdod od klasickych az po tie, ktoré
vyuzivaji najmodernejsie technické zariadenia.
Mikroskopia (optickd, svetelna, elektronovd alebo
atomova) a dalSie zobrazovacie techniky su jedny z
najvhodnejsich technik pre hodnotenie §truktiry potravin.
St to metddy, ktoré poskytuju udaje vo forme zobrazenia,
¢o je vhodnejsie ako Ciselné udaje. AvSak zobrazenia
mozu byt d’alej prevadzané na ¢iselné data, ktoré dovoluju
Statistické vyhodnotenie. Tieto techniky st doplnenim
vizualneho hodnotenia potravin bezne pouzivaného ako
konzumentmi, tak i spracovate'mi potravin (Kalab et al.,
1995).

Na zaklade mikroskopickych zmien je totiz mozné urcit,
¢i doslo u wvyrobkov k technologickému opracovaniu,
pripadne o aké opracovanie sa jednd. Mikroskopickym
vySetrenim je tiez mozné posudit kvalitu pouzitych
surovin a suroviny pouZzit¢é vo vyrobku. Prave tato
moznost’ otvara vel'ké pole pdsobnosti vo vyskume, ale aj
v hodnoteni kvality potravin. Velkt vyhodu predstavuje aj
v oblasti problematiky bezpecnosti potravin. Tato nabera v
sucasnej dobe stile viac na dolezitosti, nakolko do
potravin su Casto pridavané suroviny, ktoré v réznej miere
mozu negativne ovplyvnit spotrebitel'a, technologické
vlastnosti vyrobku a v neposlednej rade aj jeho trvanlivost’.
V dosledku tlaku obchodnych ret'azcov na ,,nizke ceny* st
do vyrobku pridavané niektoré menej hodnotné suroviny a
dokonca v niektorych pripadoch sa vyrobca uchyl'uje aj k
falSovaniu danej potraviny a pritomnost’ tychto surovin
zamerne neuvadza alebo maskuje.

Sucasné moznosti potravinovej mikroskopie
Stanovenie kompozitnych zloziek potravin
Stanovenie kvality ausporiadania jednotlivych zloziek
potravin
Detekcia falSovania potravin a detekcia rizikovych zloziek
v potravinach
Kwvantifikacia zloziek potravin

1) Stanovenie kompozitnych zloZiek potravin
Stanovenie kompozitnych zloziek potravin mikroskopicky
je mozné réznymi zobrazovacimi technikami. Medzi
najCastejSie patri svetelna mikroskopia pre sledovanie

mikro§truktiry a transmisnd elektrénova mikroskopia
(TEM) spolu so skenovacou elektronovou mikroskopiou

(SEM) pre popis ultrastruktiry potravin. Svetelnd
mikroskopia zahfha cela radu modifikacii.
Najpouzivanejsie st samozrejme mikroskopia

s prechadzajucim slne¢nym respektive umelym svetlom
vo viditelnom a UV spektre. Tento druh vySetrenia je
mozné pouzit' napriklad v spojeni s cielenym farbenim
zelenym trichromom na mikroskopickll charakteristiku
roznych druhov strojne oddeleného médsa (Tremlova ai.,
2006) arovnako aj na stanovenie kolagénu pikro — sirius
cervenou (Flint a Pickering, 1984). Mikroskopické
techniky nachadzaju uplatnenie aj u hotovych potravin,
napriklad, ako popisuji Béhm a Pleva (1962), u mésovych
vyrobkov, kde st uspesne aplikované aj bezné prehl'adné
farbenia. Ultrastruktirou mésovych vyrobkov sa zaoberal
Katsaras (1994) a pomocou SEM a TEM podrobne popisal
vznik bielkovinovej siete, ktora je nevyhnutnd pre
sudrznost’ mdsovych vyrobkov.

Inou skupinou potravin zivocisneho pdévodu, kde
mikroskopia nasla uplatnenie, st mlie¢ne produkty. V tejto
skupine je mozné posudzovat ako tekuté, tak polotekuté
(gelovité) komodity. Pre popis ultrastruktiry malo
vyznamné uplatnenie pouzitie TEM a SEM hlavne na
objasnenie  Struktry  vytvorenia  gélovej  matrix
kaseinovych micel spojenych s tekutou zlozkou u jogurtov
(Modler and Kalab, 1983), usuSenych mliek objasnila
SEM krystalizaciu laktozy ajej vplyv na znizovanie
kvality pocas dlhodobého skladovania (Roetman, 1979)
a (Saltmarch and Labuza, 1980).

Potravinami  zZivo¢iSneho pdvodu vSak moznosti
mikroskopickej analyzy nekoncia, dobré uplatnenie
nachadzajii aj v oblasti potravin rastlinného povodu. U
pekarenskych vyrobkov sa uplatituju v popise vzajomnych
vzt'ahov medzi Skrobom, bune¢nymi stenami, proteinovou
matrix arovnako aj samotnou Strukturou zrna (Kaletunc
a Breslauer, 2003).

2) Stanovenie kvality a usporiadania jednotlivych
zloZiek potravin
Na zaklade mikroskopickych zmien je mozné urcit, ¢i
doslo u vyrobkov k technologickému opracovaniu,
pripadne o aké opracovanie sa jedna. Mikroskopickym
vySetrenim je tiez mozné posudit’ suroviny pouZité vo
vyrobku, kvalitu tychto surovin a rovnako aj usporiadanie
jednotlivych zloziek potraviny. Vzdjomné usporiadanie
zloziek potravin mad vyznamny vplyv na akost’ finalneho
vyrobku. Rézne pridavné latky sa médzu pouzit' nielen
z dovodu zlepSenia nutricného, chut'ového ¢i vzhl'adového
hl'adiska, ale rovnako za telom zlepSenia texturalnych
vlastnosti vyrobku. Na vyslednt akost’ a usporiadanie ma
tiez vplyv technoldgia spracovania potraviny. Mikroskopia
potravin v tomto smere predstavuje G¢inny a v mnohych
pripadoch nenahraditelny nastroj. Vyznamné uplatnenie
nachadza v sledovani homogenity rozptylenia jednotlivych
zloziek  potraviny, napriklad Skrobov, rastlinnych
proteinov, karagenanov, ale tiez u surovin zivocisneho
povodu. U mliecnych vyrobkov bola aplikovand SEM na
posudenie vplyvu morfologie tukovych kryStalikov
na technologické vlastnosti ako je roztieratel'nost, tvrdost
a jemnost’ margarinu a masla (Heertje and Leunis, 1997).
Svetelna mikroskopia s cielenym farbenim olejovou
Cervenou bola uspesne pouzitd pri vybere vhodnych
nahrad (hydrokoloidov) za fosfatové soli v tavenych
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syroch s ohl'adom na stabilitu tukovej fazy (Cernikova ai.,
2008; Award et al, 2002). Umisovych vyrobkov
nachadza uplatnenie napriklad v posudzovani kvality
vstupnych surovin, ale aj finalnych vyrobkov. U vstupnych
surovin nachadza uplatnenie pri sledovani zmien v strojne
oddelenom mése pomocou polarizatnej mikroskopie
(Branscheid, 2002; Branscheid et al., 2008), ale aj
v prechadzajicom svetle (Pickering, 1995).

3) Detekcia falSovania potravin a detekcia rizikovych
zlozZiek v potravinach

FalSovanie potravin ma za sebou uz dlha historiu.
V tesnom zéavese za falSovanim sa vyvijaju aj rdzne
metody na jeho odhalenie. Ci uz zdoévodu ochrany
spotrebitel’a pred rizikovymi zlozkami (antinutriéné latky,
alergény, karcinogénne latky, mikrobidlne kontaminanty)
alebo zdovodu dodrziavania akostnych a nutri¢nych
poziadaviek je nutné dozornymi organmi kontrolovat
najmid pridavanie menej kvalitnych a nutricne
nevyhovujucich latok, ktoré byvaju v niektorych pripadoch
cenovo vyhodnejsie a moézu preto lakat’ vyrobcov kich
neadekvatnemu pouzivaniu. Za falSovanie sa rovnako
moze povazovat’ deklaracia iné¢ho zloZenia nez z akého je
vyrobok skuto¢ne vyrobeny. Dost’ Casto moze dochadzat’
ku kombinéacii viacerych aspektov falSovania. Moznosti
detekcie su samozrejme rozne, ale s ohl'adom na rozsah
dostupnosti réznych pridavnych latok by najvhodnejSou
metdédou bolo vySetrenie vyrobku na vSetky mozné
varianty  falSovania, videdlnom pripade jedinym
vysetrenim. Ziadna zo si¢asnych detekénych metod
samozrejme takéto vySetrenie neumoziiuje. NajcastejSie
pouzivané metddy chemické ¢i imunochemické dokazu vo
vacsine pripadov jednym vySetrenim detegovat’ len jednu
primes ¢i sledovani vlastnost. Prave v tejto oblasti
predstavuje mikroskopia potravin vel'mi silny nastroj ktory
umoziuje jednym vySetrenim detegované rdzne primesi.
U rastlinnych surovin dochéadza k falSovaniu prevazne uz
spominanej kavy, ale rovnako Ccasté¢ je aj falSovanie
mletého korenia (ZaleSak, 1956; Komar, 2005; Archer,
1987; Curl, 1983). U misovych vyrobkov bolo
mikroskopické vySetrenie uspeSne pouzité na dokaz
rastlinnych pridavkov. Bezne pouzitelné st na dokaz
zemiakového Skrobu, vlakniny, rastlinnych proteinov
(Horn, 1987; Lukaskova, 2006; Pospiech, 2007).
Vysetrenie zivocisnych sucasti v mdsovych vyrobkoch je
rovnako mozné aide najmid o vySetrenie na strojovo
oddelené miso, ktorého pouzitie je u niektorych druhov
misovych vyrobkov zakdzané (Tremlova, 2006) alebo o
mikroskopické vySetrenie v kombinacii s imunologickymi
metdédami na detekciu pridavku nervového tkaniva, ktoré
nachadza vyznamné uplatnenie pri identifikacii bovinnej
spongiformnej encefalopatic (Wenisch, 1999; Koolmees,
2002).

4) Kvantifikacia zloZiek potravin

Stadium moznosti vyuzitia histologickych metod pre
kvantitativne stanovenie sucasti mésovych vyrobkov a
taktiez porovnavanie ich vysledkov s chemickymi
metdédami bolo zékladom mnozstva prac publikovanych v
70. a 80. rokoch. Napriklad v praci Koolmeese a Bijkera
(1985) boli diskutované vyhody a nevyhody pouzitia
histometrickych a chemickych metéd pre stanovenie
podielu kolagénneho véziva v médsovych vyrobkoch, podl'a
autorov boli obidve metédy rovnako hodnotné akazda
mala aj urcité nedostatky. Histometrické vySetrenie vSak

poskytovalo komplexnej$i obraz o zlozeni vyrobku.
Pomocou histometrie a planimetrie bol stanoveny tiez
podiel hovidzieho misa (pratu) v modelovych vzorkach
(Schingnitz and Hildebrandt, 1985). Kvantitativnu analyzu
umoznuji rovnako aj metddy zalozené na Statistickych
vypoctoch oznacované stihrnne ako stereologia, ktoré boli
uspesne aplikované napriklad na kvantifikaciu soéjového
textarované¢ho proteinu (Flint, 1987). Medzi dalSie v
odbornej literatare popisované mikroskopické
kvantitativne vySetrenia patri vyuzitie obrazovej analyzy.
Bolo pouzité pre hodnotenie midsa a midsovych vyrobkov
ako metdoda pre ziskavanie objektivnych a presnych
vysledkov, ktoré st porovnatelné s Udajmi zistenymi
chemickymi  metédami. Dochdadza unich totiz
k vynechaniu chyb vzniknutych pri individudlnych
posudzovanych rozdieloch hodnotitelov. Diskutované
aplikacie zahfhaju napriklad objektivne stanovenie
mramorovania masa (Albrecht et al., 1996) alebo meranie
mnozstva parametrov u svalovych vlakien, ktoré su
vhodné pre kontrolu kvality misa (Buche and Mauron,
1997). Pomocou obrazovej analyzy bolo uréované
mnozstvo sdjového proteinu v pecenovej pastike (Boutten
et al., 1999) a d’alej bol stanovovany obsah kolagénneho,
elastického viziva akosti v misovych vyrobkoch
(Hildebrandt and Hirst, 1985), tzn. tkaniv, ktoré
ovplyvituju kvalitu vyrobku. Moznost’ kvantitativneho
stanovenia sucasti potravin potvrdili v neddvnej dobe
znovu Tremlové a Starha (2002).
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INFLUENCE OF IRRADIATED WITH
MICROWAVES ON COLOR OF
POTATO MALTODEXTRINES WITH
DIFFERENTIAL VALUE OF
DEXTROSE EQUIVALENT (DE)

Izabela Przetaczek, Jacek Roinowski, Teresa
Fortuna

ABSTRACT

Color is a dominant feature of groceries, therefore the
objective of the study was to investigate the effect of
irradiated with microwaves on color of potato
maltodextrines. The initial material for the study were
commercial maltodextrines with differential DE. All of
maltodextrines were irradiated with microwaves (440 W or
800 W), then were investigated range of color changing.
The color of the samples was measured using a
spectrophotometer X-Rite Incorporated (USA), type X-
Rite Color i5 fitted with a 10 mm diameter and standard
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observer 10° (CIE 1964). Maltodextrines’ color was
measured in CIELAB and SPEX system using illuminant
Dgs. In general, the value of Dextrose Equivalent and
power microwaves influenced on range of color changing.
Irradiation at 800 W caused to rise of value of units a* and
b* for all of maltodextrines and reduced lightness.
Keywords: maltodextrines, colour, irraddiated with
microwaves

INTORUCTION

Among all of humane senses, an eyesight is responsibility
for making a decision about accept or not a groceries
[Abdullah & al. 2001, Roznowski 2006, Segnini & al.
1999]. Color perception belongs to a subjective
impressions which comes into existence as a consequence
influence impulses on eyesight. Color is perceived as a
result of a irritation of receptors which are in a eye by
electromagnetic radiation [Mielicki 1997]. In order to
eliminate a subjective perception, electronic instruments
are used during color analyses [Mendoza & al. 2006,
Roznowski 2006]. However, results of color analyses are
depending on optical configuration and standard observer.
The color parameters were defined by Commission
Internationale de 1'Eclairage —CIE in 1931 [PN-65-N-
01252]. In order to standardization color scale and
reduction restraints the CIE in 1976 recommended to use
CIELAB or CIELCH color spaces. The spaces are created
on opposite color theory — color can not be green and red
and can not be blue and yellow in the same time [Chen &
al. 2002, Du and Sun 2004, Russ 2005, Sangwine 2000,
Yam and Papadakis 2004].

The present study was designed to investigate the effect of
irradiated with microwaves on color of potato
maltodextrines with differential Dextrose Equivalent (DE).

MATERIALS AND METHOD

The experimental material were maltodextrines (below
called as a commercial maltodextrines) obtained from
Przedsigbiorstwo Przemystu Ziemniaczanego
NOWAMYL S.A. in Lobez and one maltodextrine which
was made in a laboratory from potato starch obtained from
Przedsigbiorstwo Przemyslu Spozywczego PEPEES S.A.
in Lomza. The commercial maltodextrines had three
different Dextrose Equivalents (DE). One of them (below
Cl- commercial maltodextrine which value of DE was the
lowest) had DE =7, another one had DE = 17,18 (below
Cm- commercial maltodextrine which value of DE was
middle) and the last one had DE =20,75 (below Ch-
commercial maltodextrine which value of DE was the
highest). The maltodextrine which was made in a
laboratory (below Lm-Laboratory maltodextrine which
value of DE was middle) were used as a comparison and
its dextrose equivalent amounted to 17,47. The laboratory
maltodextrine was a product from hydrolyses which were
researched by using BAN 480L enzyme o-Amylase (EC
3.2.1.1) 480 KNU/g (Novozymes —Denmark)

All of maltodextrines were irradiated with microwaves
(440 W or 800 W). After that a color were investigated by
using spectrophotometer X-Rite Incorporated (USA), type
X-Rite Color i5. During analyses were using illuminant
Dg¢s, geometry diffuse/8° and standard observer 10° (CIE
1964) with a 10 mm diameter. Maltodextrines’ color were
measured in SPEX system (specular excluded).

All of maltodextrines which were not been irradiated
with microwaves were model samples.
A register of abbreviations which were used in this paper:

Cl Commercial maltodextrine with the lowest value
of Dextrose Equivalent,

Cm Commercial maltodextrine with middle value of
Dextrose Equivalent,

Ch Commercial maltodextrine with the highest
value of Dextrose Equivalent,

Lm Laboratory maltodextrine with middle value of
Dextrose Equivalent,

N Native maltodextrine

440 W Maltodextrine which were irradiated with
microwaves power 440 W

800 W  Maltodextrine which were irradiated with
microwaves power 800 W

SPEX  Specular excluded

RESULTS AND DISCUSSION

CIELAB color space are described by L*, a* and b*
parameters. Value of L* shows a lightness, a*- balance
between green or red color and b* characterizes a blue or
yellow color [Chen & al. 2002, Du & Sun 2004,
Roznowski 2006, Russ 2005, Sangwine 200, Yam And
Papadakis 2004].

Table 1. shows values of L* for native maltodextrines and
maltodextrines irradiated with microwaves 440 W or
800 W. Values of parameters a* and b* were presented in
Figure 1.

Our experiments reveal that value of L* parameter of all
native maltodextrines were above 92, 86 and irradiated
maltodextrines at 440 W did not bring significantly
changing about value of this parameter. However,
irradiation maltodextrines at 800 W revealed significantly
difference (tab.1)

Table 1. Parameters of L* for native maltodextrines and

maltodextrines irradiated with microwaves 400 W or
800 W
Commercial maltodextrines Laborator.y
maltodextrine
Samples
Cl Cm Ch Lm
Native 92,97 93,16 92,36 93,11
Irradiated with 400 W[ 92,88 93,17 92,75 92,20
lrradiated with 800 W|| 88,51 89,58 85,01 85,78

The largest changing were observed for commercial
maltodextrine with the highest value of DE. The product of
starch hydrolyzes with the DE = 20,75 indicated the
highest value of parameters a* and b*. (Fig.1).

The positive value of parameter a* points out displacement
color to red spaces on color space axis. Based on obtained
value of parameters a* it was found that irradiated at
800 W made all of maltodextrines which were material for
that analyses look like more red color. The highest value
of parameter a* were characteristic for commercial
maltodextrine which DE was the highest. Among all of
maltodextrines which were irradiated with microwaves
800 W, the lowest value of parameter a* had commercial
maltodextrine with middle Dextrose Equivalent (Fig.1).
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Maltodextrines irradiated with microwaves 800 W

18 ¢Cl
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Figure. 1.

Value of parameters a* and b* for native maltodextrines and irradiated with microwaves 440 W or 800 W

On the other hand, negative value of units a* reveals
greater contribute a greenness in tint. All of maltodextrines
which were irradiated at 440 W showed slightly higher
value of parameter a* than native maltodextrines (Fig.1).
Both native maltodextrines and irradiated with microwaves
had positive value of units b*. It means that color of them
had not a blue pigment. Furthermore, irradiated
maltodextrines at 440 W did not contribute changing of
value of parameter b*. However, increasing power to
800 W brought about significant rise of amount yellow
pigment in maltodextrines which were modified with
microwaves.

CONCLUSIONS

Value of colors’ parameters were dependent on Dextrose
Equivalent. Among commercial maltodextrines, this one
with the highest DE had the highest value of units a* and
b*. Maltodextrines modified by irradiation at 440 W did
not change statistic significantly value of colors’
parameters.Irradiation with microwaves 800 W caused
value of maltodextrines a* and b* parameters to rise.
Maltodextrines treated with 800 W microwaves showed
much lower value of L* parameter than non- irradiated
maltodextrines.
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DISTRIBUCE TOXICKYCH PRVKU
V ROSTLINACH BRAMBOR

DISTRIBUTION OF TOXIC
ELEMENTS IN POTATO PLANTS

Otakar Rop, Pavel Valasek, , Daniela
Kramai‘ova, Tiinde Jurikova

ABSTRACT

The target of our experiment was to monitor the content of
arsenic, beryllium, cadmium, lead, nickel and mercury in
potato plants. Concretely, the content of toxic elements in
tops, tuber flesh and tuber peel was measured. The
indicating plants were Impala, Krystala and Koruna
variety. The highest content of toxic elements was
statistically significant in tops. Within the tuber highest
amount of toxic elements in peel was determined.
Keywords: potatoes, arsenic, beryllium, cadmium, lead,
nickel, mercury
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UVOD

Brambory patii k plodindm, které jsou vuéi zvySenému
obsahu cizorodych latek v pudé a atmosféte odolné. Pri
hodnoceni negativnich dopadii kontaminace prostiedi na
vynos je vsSak tfeba vychazet ztoho, ze vynos neni
rozhodujicim kritériem. Za daleko dulezit¢jsi ukazatel
jakosti je tfeba povazovat koncentrace cizorodych prvkt
v organech rostlin, které v ¢astech urcenych pro konzum

divodu se doporucuje pouzivani hnojiv se siranovou
formou (Richter, 1997). Na zvySovani obsahu kadmia
v hlizdch ma vliv také zvySujici se mnozstvi sodiku
v ptidé. Podobné zvySenym hnojenim dusikem (pfedevsim
amonnou formou) je stimulovan pfijem cizorodych latek
(McLaughlin et al., 1994). Vapnéni je nejefektivnéjsim
prostfedkem pro snizovani fytotoxicity a obsahu tézkych
kovli v bramborach, a to zejména na kyselych pidach

Tabulka 1. Agrochemicka charakteristika pouZzité zeminy

hodnota pH/KCl a priaimérny obsah makroelementti (mg.kg™)

pH dusik fosfor draslik vapnik hoicik
6,80 17 33 122 2411 186
primérny obsah toxickych prvki (mg.kg™)
arsen berylium  kadmium nikl olovo rtut’
1,37 0,62 0,21 13,11 19,58 0,01

Tabulka 2. Primérny obsah toxickych prvkt v jednotlivych castech
bramborové rostliny (mg.kg™” Gerstvé hmoty) u odriidy IMPALA

toxicky prvek

¢ast rostliny

arsen  berylium kadmium olovo nikl  rtut
bramborova nat’ 0,110 0,044 0,050 0,251 0,610 0,019
slupky hliz 0,009 0,004 0,020 0,060 0,030 0,008
duznina hliz 0,002 0,001 0,011 0,021 0,005 0,002

Tabulka 3. Primérny obsah toxickych prvki v jednotlivych c¢astech
bramborové rostliny (mg.kg™" &erstvé hmoty) u odridy KRYSTALA

berylium kadmium olovo nikl  rtuf

Cast rostliny toxicky prvek
arsen
bramborova nat 0,118 0,040
slupky hliz 0,008 0,004
duznina hliz 0,002 0,001

0,065 0,264 0,602 0,018
0,036 0,070 0,028 0,008
0,013 0,020 0,009 0,002

Tabulka 4. Primérny obsah toxickych prvka v jednotlivych castech
bramborové rostliny (mg.kg” Gerstvé hmoty) u odridy KORUNA

¢ast rostlin; toxicky prvek
Y arsen  berylium kadmium olovo nikl  rtut
bramborova nat’ 0,106 0,049 0,069 0,238 0,614 0,020
slupky hliz 0,010 0,004 0,037 0,064 0,027 0,010
duznina hliz 0,002 0,001 0,015 0,013 0,010 0,002
nesmg&ji prekracovat limity platnych hygienickych smérnic (Truby a Raba, 1990).
(Purves et al., 2004). ,
P¥i vysokém obsahu toxickych prvkii v prostiedi dochdazi =~ MATERIAL A METODIKA
u brambor kjejich intenzivni kumulaci v jednotlivych Cllem, metrent b}/lo StanoY“ .schopqo§t .kunvn'llacej
vybranych  toxickych prvkt jednotlivymi  ¢astmi

pletivech. PotéSitelny je fakt, Ze se tyto latky hromadi
mnohem vice v nadzemnich ¢astech rostlin. Nejméné se
potom  ukladaji v bramborovych  hlizach, tedy
v konzumnich organech (Rop, 2002).

Koncentrace toxickych prvkll v bramborovych hlizach
zavisi kromé jejich obsahu v pidé a prostfedi také na
obsahu dalsich latek. Nizsi pfijem cizorodych prvku byl
zaznamenan na pidach svysokym obsahem organické
hmoty, kde dochazi k vazbam na huminové kyseliny
(Delschen a Werner, 1989). U brambor hnojenych
chloridovymi formami draselnych hnojiv byl zjistén vyssi
pfijem zejména kadmia (Lodenius, 1989). I ztohoto

bramborové rostliny. Konkrétné byly sledovany obsahy
arsenu, berylia, kadmia, olova, niklu a rtuti.

Jako indikacni plodiny byly zvoleny 3 odridy velmi
ranych brambor, a to IMPALA, KRYSTALA a KORUNA.
Tyto odridy byly péstovany ve vegetatnich nadobach,
které byly umistény v kryté vegetatni hale. Do kazdé
nadoby bylo navazovano 10 kg stejné zeminy, jejiz
agrochemicka charakteristika je uvedena v tabulce 1.

Kazdad odruda byly péstovana ve 20 opakovanich.
Bramborova nat a hlizy byly sklizeny v 90 dnech
vegetace, kdy jsou v konzumni zralosti (Hamouz, 1994).
Hlizy byly ocistény a zvlast' byly analyzovany slupky a
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duznina. Mnozstvi toxickych prvkia bylo méfeno také
v nadzemni ¢asti. SuSina byla stanovena vysuSenim pfi
105° C + 2° C. Pro zjisténi obsahu toxickych prvki bylo
vyuzito mineralizace na suché cesté, kdy ziskany popel byl
rozpustén v 10M HNOj; (pro stanoveni arsenu v 6 M HCI).
Vlastni méfeni probéhlo na atomovém absorpcnim
spektrometru PHILIPS PU 9200X. Mnozstvi rtuti bylo
stanoveno po mineralizaci in situ a proméfeni na
atomovém absorpénim spektometru pro stanoveni rtuti
AMA-254 (Novotny, 2000). Vysledky byly vyjadieny
v Cerstvé hmoté. Vysledky chemickych analyz byly
zpracovany statisticky metodou analyzy variance
(ANOVA). Pro vyhodnoceni prikaznosti rozdild byl
pouzit Tukaylv test pii 5% hladiné vyznamnosti
(Snedecor a Cochran, 1967).

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky chemickych analyz jsou uvedeny v tabulkach 2 -
4. Pii porovnani vysledkG chemickych analyz je
nejpatrnéj$i vysokd kumulace toxickych prvkd v nati.
Pfitom nejvyssi obsahy byly zaznamenany u niklu, dale
berylia a rtuti (Tab. 2 az 4). V hlizach se kumulovalo
statisticky prukazné méné vsech sledovanych prvki. Napft.
u niklu bylo jeho mnozstvi v nati odridy KORUNA na
tirovni 0,614 mg kg™ Cerstvé hmoty, zatimco u slupek hliz
to bylo 0,027 mgkg' a v duzniné hliz dokonce 0,010
mgkg'. Pro spotiebitele je dillezita také skutecnost, ze
pravé slupky meély statisticky prikazné vyssi obsahy
toxickych prvkd ve srovndni s duzninou, kterd je
konzumni ¢asti hlizy. Nejpatrnéjsi byl tento fakt u odrady
KORUNA v piipadé olova (0,064 mgkg™' ve slupce a
0,013 mg.kg"' &erstvé hmoty v duzning).

Statisticka prukaznost v kumulaci toxickych prvkt mezi
odridami se neprokdzala, svyjimkou kadmia. Toto
potvrzuje vyzkumy napi. Bulinského (1991), ktery
poukazuje na genetickou variabilitu odrid brambor ve
vztahu k mnozstvi kadmia v jejich pletivech. Toxické
prvky jsou v duznin€ bramborové hlizy rozmistény
pomérn¢ rovnomérné, pfi¢emz zvyseny obsah se nachazi
ve slupce, a to vjeji vn&jsi Casti (Hofele er al., 1994).
Vseobecné plati, ze nejvyssi koncentrace cizorodych latek
se vyskytuji v malych hlizach. Cim je hliza vétsi, tim vice
koncentrace téchto latek klesa (Davies a Crews, 1983).

Loupénim brambor se snizuje obsah vétSiny toxickych
prvki minimalné¢ o 50 %. Podobné¢ vafenim nebo
smazenim se sniZzuje obsah toxickych latek o 30 — 40 %.
Pfirozeny obsah toxickych prvka v hlizach, jestlize jsou
tyto oloupany a kuchyiisky pfipraveny, popf. jsou
vyfazeny nejmensi hlizy, nepfedstavuje zadnou hrozbu pro
zdravi ¢lovéka (Bokyouang, 1994). To se potvrdilo i
v nasem meéfteni, kdy v zadném piipad€ nebyly prekroceny
limitni hodnoty obsahu toxickych prvkd v bramborovych
hlizach dané ¢eskou a evropskou legislativou (Anonymus,
2001; Anonymus, 2004).

Pokud jsou pudy nadmérné kontaminovany nékterym
toxickym prvkem, mize tento zpisobovat snizeny Ci
zvySeny piijem jinych zivin nebo jinych toxickych prvku.
Také muize dojit ke zménam v translokaci chemickych
slouCenin v hlizach a nadzemnich ¢astech. Velmi vyrazné
takto mohou putisobit zejména kadmium, arsen, olovo a
berylium (Rop, 2002).

I kdyz brambory patii ve vztahu k toxickym prvkim
k rostlindm odolnym, jejich péstovani na
kontaminovanych pudach s sebou ptinasi rizika zvySeného
obsahu téchto prvki v rostlinach. Stejné tak se muze ménit
chemicka struktura i u jinych obsazenych sloucenin. Proto
je tteba hledat cesty, jak tyto prvky v pidé imobilizovat
a omezit tak jejich pfijem a ukladani v hospodaisky
vyznamnych organech.
ZAVER

Brambory patii k rostlinam, které mohou ve zvySeném
mnozstvi hromadit toxické prvky. Za ucelem naseho
méfeni jsme stanovovaly jejich obsahy v nati
bramborovych rostlin a dale ve slupkach a duZniné
bramborovych hliz. Ze spotiebitelského hlediska je
potésitelné, Zze nejvyssi mnozstvi toxickych prvkd se
kumulovalo v nadzemnich ¢astech. Naopak nejméné to
bylo v duzniné hliz, a to i ve srovnani se slupkou. Loupani
bramborovych hliz je tak vyznamnym faktorem snizovani
rizikovych slozek v potravnim fetézci. U zadného vzorku
brambor nebyly v hlizach piekroceny limitni koncentrace
toxickych prvka dané ceskou a evropskou legislativou.
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DIAZINON AND SELENIUM
INTERACTION AND EFFECT ON
RAT SERUM CHOLINESTERASE
ACTIVITY AFTER AN PERORAL
ADMINISTRATION

Branislav Siska, Robert Toman, Jozef Golian,
Jana Slivkova, Stefan Kovac, Michal BoSiak,
Lubomir Belej

ABSTRACT

In this study the effect of selenium and diazinon after
single and common administration were evaluated.
Laboratory rats in the age of 6 weeks (weighting
approximately 150 g) were randomly divided into 4
groups. Each group consisted of 10 males. Animals in the
first group were administrated with diazinon (Sigma,
USA) in the amount of 40 mg/L of drinking water during
the time period of 90 days. Animals in the second group
were administrated with selenium in the form of Na,SeO;
(Sigma, USA) in the amount of 5 mg/L of drinking water
during the time period of 90 days. Animals in the third
group were given a common mixture of diazinon (Sigma,
USA) in the amount of 40 mg/L of drinking water and
selenium in the form of Na,SeO; (Sigma, USA) in the
amount of 5 mg/L of drinking water during the time period
of 90 days. The fourth group served only as a control
group and was not administrated with any experimental
substance. All of the animals had access to feed and
drinking water ad libitum. 91 days after starting of the
treatment period, all animals were sacrificed, blood
samples were taken from hearts to the sterile tubes and
then centrifuged at 3500 rpm for 20 minutes to the blood
serum. Catalytic activity of cholinesterase was determined
with the using of Bio-La-Test". Principle of this method is
based on the process in which cholinesterase splits
butyrilthiocholineiodide to butyric acid and
thiocholineiodide. Thiocholineiodide reacts with dithio-
bis-nitrobenzic acid to form a yellow coloration.

We observed statistically significant changes of
cholinesterase catalytic activity in all of the experimental
groups in comparison to control group. Catalytic activity
decreased from 3.69 pkat/L in control group to 1.18 pkat/L
in diazinon treated group. On the other hand,
cholinesterase catalytic activity increased from 3.69 pkat/L
in control group to 4.39 pkat/L in selenium treated group.
In contrast to previous experimental group, we detected
significant depression of cholinesterase catalytic activity
also in diazinon+selenium treated group. Cholinesterase
activity declined from 3.69 pkat/L in control group to 1.16
pkat/

Keywords: diazinon, selenium, cholinesterase catalytic
activity, laboratory rats

INTRODUCTION

Diazinon (O,0-diethyl O-2-isopropyl-6-methylpyrimidin-
4-yl phosphorothioate) belongs to the group of
organophosphate insecticides, used to control cockroaches,
fleas and ants. It is also used to control a wide variety of
sucking and leaf eating insects. It is used on rice, fruit
trees, sugarcane, corn, tobacco, potatoes and on
horticultural plants. Diazinon has veterinary use against
fleas and ticks.

Organophosphorus pesticides, including also diazinon
have harmful effect on nervous system through the
inhibition of acetylcholinesterase. Acetylcholinesterase is
the enzyme, which is necessary in process for controlling
of nervous signals transfer. Lack of acetylcholinesterase
causes accumulation of acetylcholine. Accumulation of
this neurotransmitter on the connections between nerves
and muscles causes uncontrolled muscular contraction and
algospasmus, between nerves and glands causes continual
secretion of these glands, while acetylcholine cumulation
between certain nerve cells in a brain causes sensory
behavior disorders. ['!

Most frequently described symptoms of acute diazinon
toxicity are headaches, nausea, vertigo, blurred vision,
feeling of pressure in chest, respiration problems, muscular
weakness or convulsions, diarrhea and vomiting. Typical
symptoms of irritated nervous system are confuse,
anguish, melancholy and insomnia. Symptoms of chronic
poisoning are always connected with depression of
cholinesterase activity. > *

Selenium is atypical biogenous element, which is
necessary for all living organisms. However, selenium
could act also as atoxic element, especially when it is
present in organism in the surplus. Due to this fact
selenium was considered to be strictly toxic and scientists
did not deal with the benefits of selenium. Selenium
essentiality was scientifically proven for the first time in
1957. 1

Selenium is widely used in various industries, mostly in
glass industry and electronic industry and it has been
frequently used also as a part of inorganic pigments. %
Elementary selenium does not have any function in living
organisms and it is not absorbed by gastrointestinal tract of
humans and animals. All of the known effects of selenium
are accomplished through the specific selenoenzymes, or
selenoproteins as are for example selenocystein,
selenomethionin, or some another selenium compounds.
Selenoenzymes protect cells against oxidative damage and
act also the important role in the metabolic processes of
the living organism through the changing of thyroid gland
hormone thyroxin to its biological active form
trilodothyronine. It has been proven that various selenium
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compounds have also protective effect against certain
kinds of a cancer. In spite of long term research, the
mechanism of selenium caused protective effect against
cancer diseases is still not cleared. ")

Humans are probably not so sensitive for effect of
increased amounts of selenium in comparison with
animals. Irritation of eyes, nose and throat, digestive
difficulties, vomiting, increased body temperature,
sleepiness, psychoneurotical symptoms, convulsion and
death as the result of interrupted respiration are typical
symptoms of acute selenium poisoning. Chronic toxicity of
selenium compounds is usually linked with airways
inflammation, pulmonary oedema, hemorrhage, dermatitis,
dedentition, arthtritis, depilation, headaches,
psychoneurotical symptoms and paralysis. %!

A lot of studies have mentioned that effects of various
toxic compounds are dependent not only on their dose but
also on mutual interactions with other compounds. >4
The aims of the present work were to determine catalytic
activity of cholinesterase in samples of blood serum after
single peroral administration of diazinon, single peroral
administration of selenium and common peroral
administration of both substances in order to finding of
some potential interaction between diazinon and selenium.

MATERIAL AND METHODS

Experiment was realized in the accredited breeding and
experimental laboratory in the Department of Veterinary
Disciplines of the Slovak Agricultural University.
Laboratory rats (Rattus norvegicus sp.) were chosen as the
experimental animal. Animals were fed with the special
feed pellets M3 (Machal — Czech Republic) for laboratory
mice and rats ad [libitum. Drinking water was also
accessible ad libitum. Rats were housed in plastic cages
and exposed to 12-h light:12-h dark cycle, at room
temperature of 18-22 °C.

Diazinon, purity 99%, was obtained from Sigma-Aldrich,
USA. Sodium Selenite, purity 98%, was purchased from
the same company.

first group were administrated with Diazinon (Sigma,
USA) in the amount of 40 mg/L of drinking water during
the time period of 90 days. Animals in the second group
were administrated with selenium in the form of Na,SeO;
(Sigma, USA) in the amount of 5 mg Se/L of drinking
water during the time period of 90 days. Animals in the
third group were given a common mixture of diazinon
(Sigma, USA) in the amount of 40 mg/L of drinking water
and selenium in the form of Na,SeOj; (Sigma, USA) in the
amount of 5 mg Se/L of drinking water during the time
period of 90 days. The fourth group served only as a
control group and was not administrated with any
experimental substance. All of the animals had access to
feed and drinking water ad libitum.

91 days after starting of the treatment period, all animals
were sacrificed, blood samples were taken from hearts to
the sterile tubes and then centrifuged at 3500 rpm for 20
minutes to the blood serum.

Catalytic activity of cholinesterase was determined using
the Bio-La-Test" (Lachema, CZ). This assay is based on
the method published by Knedel and Béttger in 1967. ')
Principle of this method is based on the process in which
cholinesterase splits butyrilthiocholineiodide to butyric
acid and thiocholineiodide. Thiocholineiodide reacts with
dithio-bis- nitrobenzoic acid to form a yellow coloration.
Reaction mixture consists of non-hemolytic blood serum
and butyrilthiocholineiodide and dithio-bis-nitrobenzoic
acid (warmed at 37 °C). The catalytic concentration of the
enzyme is determined from the increase of absorbance of
the incubation mixture between 30 and 90 seconds after
start of the reaction at wavelength 405 nm. Data of the
mean absorbance are calculated per 1 minute. Results of
cholinesterase catalytic activity are presented in pkat/L.
Basic statistical characteristics — arithmetic mean, standard
deviation and variation coefficient were calculated for
cholinesterase catalytic activities of each group. Obtained
data were then processed in order to determinate statistical
significance of the results. The F-test two sample for

Figure 1 — Cholinesterase activity of experimental and control animals (pkat/L)

Cholinesterase activity of experimental and control animals (pkat/L)

45

3,5

2,54

1,51

0,5

diazinon selenium

diazinon+selenium

control

Laboratory rats (Wistar) in the age of 6 weeks (weighting
approximately 150 g) were randomly divided into 4
groups. Each group consisted of 10 males. Animals in the

variances was used to compare the population variances.
The Student’s t-test (two sample assuming equal
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variances) was finally used for establishment of statistical
significance.

RESULTS AND DISCUSSION

No deaths were observed in any of the experimental
groups. Experimental animals from group 2 did not show
any visible change of the behaviour in comparison with
control group. On the other hand, bahaviour of
experimental animals from group 1 and group 3 was
changed. These experimental rats were much more
equanimous in comparison with control animals. This
symptom could be probably connected with the depression
of cholinesterase catalytic activity. Results of the
determination of cholinesterase catalytic activity are
presented in Table 1. Changes of cholinesterase catalytic
activity were observed in each group of experimental
animals in comparison with control animals. We observed
statistically significant decrease of cholinesterase catalytic
activity in group 1 from 3.69 pkat/L in control group to
1.18 pkat/L in group 1. In contrary, we detected significant
increase (p<0.05?) of cholinesterase catalytic activity in
selenium treated animals from 3.69 pkat/L in control group

itself but also in co-administration with selenium. This
result is important due to the fact that selenium
administration did not prevent against diazinon induced
injury.

The protective effect of selenium against lead induced
harmful impact on the activity of acetylcholinesterase had
been studied on laboratory rats. The authors of this study
observed positive influence of selenium administration on
acetylcholinesterase inhibition caused by lead. This
protective effect was not detected only during acute
studies, but also in chronical experiments. ! These
finding are at variance with the results of our experiment,
because cholinesterase catalytic activity in experimental
group, that were administrated with diazinon+selenium,
was even lower in comparison with a control group. It
means that although selenium was able to increase
catalytic activity of cholinesterase by itself, it was unable
to prevent depression of cholinesterase activity caused by
selenium.

Also another authors observed that in case of mixed
intoxication with selenium and diazinon the ultrastructural

Table 1 — Cholinesterase activity of experimental and control animals

(pkat/L)

Group of animals Cholinesterase activity Variation coefficient
X +SD (%)

group 1 — diazinon 1.18 +£(0.33 *** 28

group 2 — selenium 4.39+0.88 * 20

group 3 — diazinon+selenium 1.16 £ 0.20 *** 17

group 4 — control group 3.69+0.53 14

X — arithmetic mean, SD — standard deviation, * p-value<0.05, *** p-

value<0.001

to 4.39 pkat/L in group 2. On the other hand, experimental
animals from group 3 had significantly decreased levels of
cholinesterase catalytic activity — from 3.69 pkat/L in
control group to 1.16 pkat/L in group 3. These results are
easily observable from Figure

Organophosphorus compounds irreversibly inhibit the
enzyme acetylcholinesterase resulting in excessive
accumulation of acetylcholine, leading to the paralysis of
cholinergic transmission in the central nervous system,
autonomic ganglia, parasympatic nerve endings, some
sympathetic nerve endings and neuromuscular junction. ['"
This implication is in accordance with our observations.
Muscular weakness, confuse and lethargy were typical
symptoms that were observed on experimental animals in
our assay. Diazinon is well known to exert its toxic effects

by inhibiting cholinesterase activity in plasma,
erythrocytes and brain ', During the experiment on
laboratory  rats, diazinon significantly  reduced

pseudocholinesterase activity. !'*)

According to a large number of experiments, selenium is a
relatively protective factor or antagonistic element against
harmful impact of various toxicants. In the past years,
increasing considerations has been given to the
interactions occurring in the organism between toxic and
essential substances. 1!

In our study, there was demonstrated that diazinon
significantly reduced cholinesterase activity not only by

changes were even more intensive than those induced by
one factor only.

On the other hand, selenium administrated with mercury
and arsenic reduced or reversed the inhibition of
acetylcholinesterase activity caused by these elements.
This effect is probably mediates through the ability of
some selenium compounds such as cysteine,
selenocysteine etc. to bind heavy metals such as mercury,
gileg]el, cadmium, lead, arsenic and reduce their toxicity.
An increasing number of researchers have pointed out that
the effects of toxic substances depend not only on their
administration levels but also on the interaction with other
substances. The effect of certain substance in the mixture
with another one could not be the same, but the second
substance could reacts as the antagonist, or synergist.
Selenium will either increase or decrease toxicity of
various xenobiotics, including pesticides, depending on its
amounts introduced into an organism. '**! Also in our
opinion, this fact is strongly affected not only by the dose
of administrated selenium but also on the co-administated
substance. According to recent findings, diazinon toxicity
is particularly related not only with acetlylcholinesterase
inhibition, but also with oxidative stress. 1 Also selenium
administrated into organism in higher amounts is able to
induce oxidative stress and toxicity. *® Toxicity of
selenium occurs due to its prooxidant ability to catalyze
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the oxidation of thiols and simultaneously generates
superoxide. ™! Thus, selenium is probably able to affect the
atom of sulphur in the molecule of diazinon and
amplificates the diazinon toxicity.

CONCLUSION

Cholinesterase catalytic activity of laboratory rats that
were administrated to diazinon during 90 days
significantly decreased. Catalytic activity of those animals
that were administrated to selenium during 90 days
significantly increased and those, that were administrated
to common mixture of diazinon and selenium significantly
decreased.

According to our observations we could conclude that
selenium administration did not prevent diazinon induced
depression of cholinesterase activity. Further studies are
needed to display the exact mechanism of selenium and
diazinon interactions.
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VPLYV VONKAJSICH FAKTOROV
NA TVORBU BIOFILMU
BAKTERIALNYCH
KONTAMINANTOV

EFFECT OF EXTERNAL FACTORS
ON BIOFILM FORMED BACTERIAL
CONTAMINANTS

Katarina Urdova, Janka Koreriova

ABSTRACT

Results of effect of temperature (20°C, 37°C) and time of
incubation (1, 3, 6, 8 days) on biofilm formation by
technological bacterial contaminants on polystyrene
microtitre-plate in this study are presented.
Temperature of incubation 20°C supported of biofilm
formation by G~ bacteria. 18 - 24 hours was optimal time
of incubation bacterial suspension for obtain higest
biomass of biofilm.
Keywords: biofilm, Staphylococcus,
crystal violet

UVOD
Adhézia a nasledna kolonizacia baktérii na povrchoch vo
forme biofilmu moéze spdsobovat’ ich odolnost’ voci
sanitanym procesom a stavaju sa dolezitym zdrojom
bakterialnej kontaminacie priamo z vyrobného prostredia
(Bagge, 2004; Lindsay, 2002; Ammor 2004; Sharma,
2004).

Niektoré

Pseudomonas,

mikroorganizmy maji prirodzene vysSiu

tendenciu produkovat’ biofilm ako iné, ale zaroven nie je
vylucena schopnost’ prilnavosti na tuhy povrch kazdého
mikroorganizmu za vhodnych podmienok (Wirtanen,
2005). Vhodné podmienky predstavuje druh materialu
tuhého povrchu), teplota prostredia (4° az 37 °C), Cas
tvorby biofilmu ( 18h az niekolko dni), vplyv prisunu
Cerstvych zivin (Boruckii, 2003; Toledo-Arana, 2001;
Chavant, 2004; Ryu, 2005).

Cielom naSej prace bolo zistit vplyv teploty a doby
inkubédcie na tvorbu biofilmu bakteridlnymi izolatmi
z potravinarskych vyrobni v laboratérnych podmienkach
na priehl'adnom polystyréne..

MATERIAL A METODY

4 kmene G* baktérii Staphylococcus sp., tri G~ baktérie
celade Enterobacteriaceae a1l kmen rodu Pseudomonas
aeruginosa  boli izolované z pracovnych povrchov
ovCiarskych a misiarskych vyrobni. Po 24 hodinovej
tvorbe biofilmu pri 37°C boli kmene klasifikované ako
silne tvoriace, slabo tvoriace biofilm a netvoriace biofilm,
podl'a zodpovedajucej hodnoty absorbancie nameranej po
kvantifikacii metédou farbenia s kryStdlovou violet'ou
(Korenova, 2008), (tab. 1).

Ako vzorky tuhého materidlu boli pouzité 96-jamkové
mikrotitracné platni¢ky z priehl'adného polystyrénu. Po
naneseni §tandardnej bakterialnej suspenzie (10° b/ml)
prebiehala tvorba biofilmu pocas inkubacie 1, 3, 6 a 8 dni

pri teplote 37 °C a 20 °C.
N a kvantifikaciu biofilmu bola pouzita
spektrofotometrickd  metdoda  farbenia s krystalovou

violetou. Skusané povrchy s biofilmom sa oplachovali
tlmivym roztokom PBS na odstranenie volnych buniek.
Adherované bunky sa farbili pridavkom 1% etanolického

Tab. 1: Klasifikacia baktérii podl'a hodnoty absorbancie (A 570 nm) nameranej po kvantifikacii biofilmu metédou
farbenia s krystalovou violet'ou po 24 hodinach kultivacie pri 37°C.

Zodpovedajtice hodnotyIKmene G baktérii Kmene G~ baktérii
Tvorba biofilmu P J

A 570 nm po 24h

. . Staphylococcus saprophyticus |Escherichia coli 7/KS
ine toriace 0! 10/1; 17/5 Pseudomonas aeruginosa 2/13
Slabo tvoriace 0.04 — 0.09 Staphylococcus aureus 4/3 \Escherichia coli 5/5
Netvoriace < 0.039 Staphylococcus saprophyticus|Citobacter sp. 2/9
i 7/2

Obr.1, 2: Kvantita biomasy biofilmu vytvoreného G" baktériami, klasifikovanymi ako silne
tvoriace biofilm na priechl'adnom polystyréne pocas 8 dni pri teplote 20°C a 37°C

S. saprophyticus 101 S. saprophyticus_17/5
081
08; 1 20°C . n 20°C
0 A 37C A 3rC
061 06
E 05 £ 051
S04 5 04
=03 < 03
<< A
02 0o 4
0.1 0 y
o'c L) L) L) L) L] o'c L) L) L] L] L]
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
[deri] ¢as [defi]
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roztoku krystalovej violete. Po odstraneni voI'ného farbiva
oplachmi vodou sa naviazané farbivo rozpustilo
v etanolovo — aceténovej zmesi (80 : 20) a zmerala sa
absorbancie (A 570 nm) na spektrofotometri ELx808IU
(BioTek, Winooski, Vermont, USA) (Toledo- Arana,
2001).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obr.3, 4: Kvantita biomasy biofilmu vytvoreného G~ baktériami,

Z vysledkov sktisania vyplyva, Ze kvantita biomasy
biofilmu v zavislosti od teploty a ¢asu je individualna pre
kazdy kmefi. Vieobecne je viak mozné povedat, ze u G
kmenov stafylokokov silne tvoriacich biofilm je pri 37 °C
aj 20 °C rovnaké a so stipajiicou dizkou doby kultivacie
ma tendenciu mierne klesat’ (Obr. 1, 2). Tento jav je
potvrdeny tdajmi z literatury, so zaverom, zZe kultivacia
biofilmu stafylokokov dlhsSia ako 24 hodin moze

klasifikovanymi ako silne

tvoriace biofilm na priehl'adnom polystyréne pocas 8 dni pri teplote 20°C a 37°C.
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Obr.5 a 6: Kvantita biomasy biofilmu vytvoreného baktériami klasifikovanymi ako slabo
tvoriace biofilm na priehadnom polystyréne pocas 8 dni pri teplote 20°C a 37°C
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Obr.7 a 8: Kvantita biomasy biofilmu vytvoreného baktériami klasifikovanymi ako slabo

tvoriace biofilm na prichl'adnom polystyréne pocas 8 dni pri teplote 20°C a 37°C
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sposobovat’ nehomogenitu a neskdr odlu¢ovanie biofilmu
od povrchu, ¢o vedie k faloSne negativnym vysledkom
(Hola, 2006, Razicka 2006). Pre skusané G baktérie bola
zaznamenana vyrazne vyssia tvorba biomasy biofilmu pri
20 °C, taktiez klesajtica v ¢ase (Obr. 3, 4).

G' kmen vyhodnoteny po 24 hodinovej kultivacii ako
slabo tvoriaci biofilm so stipajiicou dizkou doby
kultivacie, ani v zavislosti od teploty podstatne nezvysSuje
kvantitu biofilmu, zatial ¢o sktSana G  baktéria slabo
tvoriaca biofilm preukazuje stupajicu kvantitu utvoreného
biofilmu v Case pri teplote 20 °C (Obr. 5, 6).

Kmene G a G~ baktérii netvoriace biofilm po 24 hodinach
kultivacie, pri oboch skusanych teplotach po 6smich diioch
kultivacie vykazuji mierne zvySenie, alebo zniZenie
adherovanej biomasy. Namerana absorbancia po farbeni
biofilmu vSak nedosahuje hodnoty, ktoré by boli
z hladiska tvorby biofilmu zaujimavé (Obr. 7, 8).

ZAVER

Kmene baktérii silne tvoriace biofilm preukazovali
rovnaky priebeh tvorby biomasy biofilmu v ¢ase 1 - 8 dni,
resp. mierny pokles tvorby biomasy. Teplota podporujuca
tvorbu biofilmu u G™ baktérii je 20 °C. Kmene baktérii
slabo tvoriace biofilm preukazovali mierny vzostup tvorby
biomasy biofilmu v ¢ase 1 - 8 dni, pre G- baktérie teplota
podporujuca tvorbu biofilmu je 20 °C. Kmene baktérii
netvoriace biofilm  preukazovali nevyznamny mierny
vzostup absorbancie za 8 dni kultivacie pre G- baktérie pri
20 °C.
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