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EFFECT OF APPLE CIDER VINEGAR ON PLASMA LIPIDS
(MODEL EXPERIMENT IN MICE)

Laszlo Bardos, Balazs Bender

ABSTRACT

Model experiment was carried out to investigate the effect of apple cider vinegar (ACV) on the blood and liver cholesterol
(Ch), triglycerides (TG) and one of a marker of antioxidant status of blood (FRAP) in laboratory mice. Animals consumed a
basal mice diet (Control) served as the control group. The same diet was supplemented either 1% cholesterol (Ch) or 1%
edible sunflower oil (SFO). All groups were duplicated and their animals were supplied drinking water containing ACV
(50 mg I"")(groups: Control+ACV, Chol+ACV, SFO+ACV).The feeding and drinking was ad libitum for 21 days. At the
end of experiment the animals were exterminated. Blood and liver samples were analyzed for total cholesterol (tCh),
triglycerides (TG) and ferric reducing antioxidant power (FRAP). The results show that the Ch supplemented group stored
higher concentration of tCh in the liver (P<0.01) than SFO treated animals. The cholesterol reserves were less in ACV
treated groups. The alterations of plasma tCh showed no significant changes by cholesterol or SFO supplementation and
drinking ACV containing water. The concentration of plasma and liver TG remained in the same range in all groups
independently by different treatments. Animals of SFO supplemented groups (SFO and SFO+ACV) got more fatten than
Control and Ch groups and their liver/body mass ratio (%) decreased (P<0.05). The ACV exerted a decreasing effect on the
level of plasma tCh and TG markedly (P<0.05) but only in that group (Control+ACV) which consumed the basal diet. This
lowering effect could be demonstrated only in the case of TG in the liver. The groups receiving ACV showed decreasing
FRAP values. This means a lower antioxidative capacity of plasma. The ACV can helps in the lowering of plasma lipids
(tCh and TG) and can depress their liver storage in the case of normal level of lipid consumption. When the lipid input was

elevated this benefit not occurred.

Keywords: apple cider vinegar, cholesterol, triglyceride, FRAP, mice

INTRODUCTION

The modern pharmaceutical industry based on synthetic
chemistry severed the historical connection between
plants, food and medicines. Nowadays food and feed
additives of natural origin, used in natural and folk
medicine with a partial predilection are coming more and
more into the front. Multicomponent botanical therapeutics
that comprise functional foods, dietary supplements and
botanical drugs hold several advantages over conventional
drugs that may earn them a more prominent place in the
medicine of the future (Raskin and Ripoll, 2004). One of
these natural substances known for hundred years and
nowadays living its renaissance is the apple cider vinegar
(ACV) which has been helping people to healthier lives.
This is claimed by advertisements in different media
(journals, TV, InterNet). They argue that ACV can help
maintain blood sugar levels in weight management, along
with a low calorie diet, by helping to lower the amount of
body fat and also helps break down the cholesterol
formations that build up on walls of blood vessel.

In the propagating literature can be found that ACV is an
essential source for several vitamins and trace elements.
It improves renal function and stops multiplication and
colonilalization of harmful bacteria (Vijayakumar and
Wolf-hall, 2002). It has a corrective effect on circulation;
it is “blood thinner”, helps healing wounds, and speeds up
metabolism.

Beneficial effects of ACV have been proved by several
practical observations, but there are only a few scientific
evidences to prove these facts right. The search for
publications in scientific data base surprisingly has only a
few scores about the biological experiments with ACV.
Practical evidences confirmed that this substance is an
outstanding fodder additive for farm animals, based on its
vitamin, free amino acid and rich mineral element content.
Apart from these and its vinegar (acetic acid) content the
substance has other acid components too, such as: citric
acid, malic acid and soluble dietary fiber: pectin
(Hellmiss, 1997) and sorbose (McComb, 1975) a non-
fermentable hexose too. Due to its pectin content ACV has
a decreasing effect on the plasma LDL cholesterol level.
Specific components in the apple juices and extracts that
contributed to antioxidant activity have found that both
fresh apple and juices inhibited copper-catalyzed LDL
oxidation (Pearson, et al., 1999).

Based on our previous experiments with Japanese quails,
which are regularly used test animals for fowls (Wilson
et al, 1961), and on turkeys getting 1:100 dilutions of the
ACYV in drinking water we could state that total cholesterol
(tCh) and triacyl-glicerols (TG) had decreased in blood
(Bardos, Kiss, 2000a, and b; Czirle and Bardos, 2000).
Since these are primary factors in applying ACV as an
additive for foodstuffs or as a medicinal substance of
natural origin. We decided to start a model experiment on
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Table 1 Experimental set-up

Groups Control Ch SFO Control+ACV Ch+ACV SFO+ACV
Feed 1 2 3 1 2 3
Drinking water Tap water Tap water containing 1% ACV

1. Basal mice feed, 2. Diet 1 containing 1% cholesterol, 3. Diet 1 containing 1% sunflower oil; ACV apple cider vinegar

mammals. This model experiment was carried out to
investigate the effect of ACV on the blood and liver
cholesterol (Ch) and triglycerides (TG) and one of a
marker of antioxidant status of blood (FRAP) in laboratory
mice.

MATERIAL AND METHODOLOGY

Animals and experimental set-up

CFLP inbreed (Charles River Ltd, Isaszeg, Hungary)
laboratory male mice were used in the experiment. Six
groups were arranged with ten-ten animal (average weight:
25 g) in each. Animals were fed ad libitum with a basic
and/or supplemented feed. Basal diet used for the mice
was laboratory mice feed. We mixed the additives with it.
After grinding this feed we mixed it with 1% cholesterol
(w/w) and with sunflower oil (v/w), respectively. From the
mixture we formed scones using cooking gelatin so we
could apply them for feeding after dehydration.
The control diet without any supplementation but it was
reformulated with gelatin too. The drinking water of ACV
treated groups was mixing with apple cider vinegar in the
ratio of 100 (water) to 1 (ACV) resulted concentration of
500 mgl'. The animals were fed for 21 days.
Table 1 contents the experimental and feeding set-up.

Feed additives

The experimental feed was supplemented with
cholesterol (Fluka, Germany), sunflower oil (purchased in
pharmacy) as additives. Commercial apple cider vinegar
containing 5% (v/v) acetic acid (Almaecet 5%, Buszesz
Ltd., Budapest, Hungary) was added to the drinking water.
The used gelatin for the making feed scones was
commercial edible grade.

Sampling

Six mice from each group were picked out and lege artis
sacrificed at the end of experiment. Blood samples were
drawn into tubes containing heparin. The body and liver
weights were measured. Blood plasma and liver samples
were refrigerated (-20 oC) until the analyzes.

Analytical methods

Total cholesterol (tCh) and triglyceride (TG)
concentrations of plasma were measured by enzymatic
(GPO-PAP) colorimetric methods with reagents Kits
(Reanal Ltd., Budapest). Removing the total lipid content
from the tissue (Floch et al.,, 1957) the Ch and TG
concentrations from the homogenized liver tissue were
measured using the same methods as above. The
antioxidant capacity of plasma was characterized by FRAP
method (ferric reducing ability of plasma) (Benzie and
Strain, 1996).

Statistic

One-way ANOVA with Dunnett’s post test was
performed using GraphPad Prism version 5.00 for
Windows, (GraphPad Software, San Diego California
USA, www.graphpad.com).

RESULTS AND DISCUSSION

Our first result is that the basal diet mixed with additives
and glued with gelatin results a solid nutrient (feed scones)
again. Gelatin is a substantially pure protein food
ingredient, obtained by the thermal denaturation of
collagen, which is most common protein in the animal
kingdom. This meet with our requirements that the
additives (cholesterol and sunflower oil) must be dissolved
uniform so they can be dosed accurately. The mice
consumed this feed readily. Gelatin is not a complete
protein source because it is deficient in tryptophan and low
in methionine content, however the digestibility is
excellent. We could not calculate with the deficiency of
these amino acids because the animals were fed for three
weeks only.

The literary facts and figures concerning animals
reflected only production effects were presented with ACV
application in the diet until now. In the present
experiments we tried to find a different approach to
evaluate the beneficial physiological effects of the ACV in
the point of view of lipid metabolism. Mice treated with
ACV (Control+ACV, Ch+ACV and SFO+AVC) and its
control groups without ACV supplementation (Control,
Ch and SFO) were compared.

The group of mice consuming the feed containing Ch
and drinking ACV containing water had a little bit smaller
bodyweight and liver weight than those of the control and
Ch groups (Table 2). During dissection we found in the
mice consuming feed enriched with cholesterol large
quantities of deposited fat under the skin and in the
abdominal cavity i.e. in the mesentery, too. This is the
explanation for the smaller weight but bigger size, since fat
is lighter weight than other tissues. This phenomenon is an
evidence for the weight-reducing effect of ACV, since the
group consuming it (Control+ACV) with normal feed had
a smaller body weight than those of the control group.
Acetic acid administration inhibited the accumulation of
body fat and hepatic lipids without changing food
consumption or skeletal muscle weight. In conclusion,
Acetic acid suppresses accumulation of body fat and liver
lipids by upregulation of genes for fatty-acid-oxidation-
related proteins by mediation in the liver (Kondo et al.
2009).

In case of the group consuming cholesterol, we found
that the mice became extensively fatty. This reflects in the
weight ratio of liver/body. Animals of SFO supplemented
groups (SFO and SFO+ACV) got more fatten than Control
and Ch groups and their liver/body mass ratio (%)
decreased compared to Control (P<0.05) (Table 2).
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Table 2 Body weight and liver weight (mean +SEM)

Groups Control Control+ACV Ch Ch+ACV SFO SFO+ACV
Body (g) 26,62+1,22 26,19£1,20 26,47£2,06 26,09£1,16 28,1242,04 26,53+1,91
Liver (g) 1,71£0,21 1,45+0,23** 1,8610,46 1,44+0,15%* 1,82+0,37 1,0840,13%**
Liver % 6,45+0,98 5,55+0,88 7,06+1,82 5,52+0,60** 6,43+1,10 4,09+0,59**

**p <0.01;**p <0.001 compared to control by Dunnett's Multiple Comparison Test
Table 3 Cholesterol trigliceride and FRAP values of plasma and liver (mean £+SEM)

Groups Control Control+ACV Ch Ch+ACV SFO SFO+ACV

FRAP (mmol/L) 0.64£0.16 0.51£0.1 0.66%0.11 0.6620.11 0.47+0.25 0.38+0.17*

Plasma tCh (mmol/L) 1.940.61 1.65+0.32 1.47+0.19 1.86+0.42 2.11+0.23 1.6240.39*
TG (mmol/L) 1.51+0.5 1.1940.16 0.69£0.12%** 0.69£0.2%** 0.74£0.1%%*  0.62+0.07***

Liver tCh (mmol/g) 6.76+2.55 6.8£1.26 25.84£5.08*** 24 4943 g4*** 8.36£3.49 6.83+4.13

TG (mmol/g) 11.8+4.26 9.02£1.57 9.3242.69 10.84+3.7 9.37+4.16 9.67£3.72

*p<0.05;**p <0.01; ***p<0.001 compared to control by Dunnett's Multiple Comparison Test

The alterations of plasma tCh showed no significant
changes by cholesterol or SFO supplementation and
drinking ACV containing water (Table 3). The plasma Ch
decreased in Control+ACV group. The results of our
experiment show that the Ch supplemented groups stored
higher concentration of Ch in the liver (P<0.01) than
Controls and SFO treated animals. The storage of Ch was
somewhat less in ACV treated groups (Table 3). These
findings can be explained by sorbose and pectin content of
ACV. One of a non-fermentable (Tamura et al., 1991)
carbohydrate constituent of ACV is the L-sorbose
(McComb, 1975). Sorbose significantly reduced plasma
cholesterol and VLDL by approximately 50%. Absolute
and relative abdominal fat weights were and fat content in
the pectoral muscle also decreased as dietary sorbose
increased (Beyers and Jensen, 1993). It was concluded
that dietary sorbose can be used as a potential regulator of
lipid deposition in broilers (Furuse et al., 1991). The TG
levels of plasma in all supplemented groups were
markedly lower (p<0.001) than in animals receiving basal
diet (Table 3). The concentration liver TG remained in the
same range in all groups independently by different
treatments (Table 3). According to Aprikian et al. (2001)
the lipoprotein profile was markedly altered in apple-fed
rats. The reduction of cholesterol in the triglyceride rich
lipoprotein fraction, together with a rise in the HDL
fraction was described. This was parallel by effects of the
apple on cholesterol absorption, which was markedly
depressed, whereas bile acid digestive balance was
unaffected. Others have demonstrated that water soluble
components of fruits have influence on lipid metabolism.
Sugar beet pulp and apple pomace dietary fibers hindered
the rise of plasma lipids in rats fed cholesterol
(Leontowicz et al., 2001). We have only information of
acidity of commercial ACV which was used in our
experiment. But there are data in the literature that among
the main organic acidic components (acetic, propionic,
malic and lactic acid) ACV contains free amino acids, non-
fermentable sugar and roughage in the forms of potash and
apple pectin (McComb, 1975; Hellmiss, 1997). One of
the water soluble dietary fibers is the pectin (Linder
1991). The supplementation of diet with apple dietary fiber
from extraction juices or alcohol-insoluble substances had

minor effects on blood serum lipids but the fecal excretion
of bile acids increased (Sembries et al., 2004). The ACV
which containing this materials exerted a decreasing effect
on the level of plasma Ch and TG

markedly (P<0.05) but only in that group (Control+ACV)
which consumed the basal diet in presented experiment.
This lowering effect could be demonstrated only in the
case of TG in the plasma. The groups receiving ACV
showed decreasing FRAP values compared with the same
supplementation without ACV (Table 3). This means a
lower antioxidative capacity of plasma because of the
direct reduction of the color-forming reagent (ferric
tripyridyltriazine), so the antioxidant capacity is
proportional to the reducing ability of plasma. These
findings are against to others’ results. According to
Aprikian et al. (2001), there was a positive effect of the
apple diet on parameters of oxidative stress prevention:
higher FRAP plasma levels than in controls, together with
a reduced MDA excretion in urine. In conclusion, their
work indicates that the supply of apples elicits interesting
effects on lipid and peroxidation parameters. Others found
that acetic acid was considered to have an impact on the
release of PUFA. For example lipid oxidation products
increased in the acid-treated oyster digestive organs.
PUFA and lipid oxidation products after treatment with the
acid were higher than that in PBS-treated ones at 37 °C
(Sajiki et al.1995). In our case presumably these effects
occurred in all ACV treated and especially in the
SFO+ACYV and cholesterol+ACV supplemented groups.

CONCLUSION

The problem of the application of dry matter additives to
laboratory mice was solved by gelatin gluing of
components. The ACV can help in the lowering of plasma
Ch and TG and can depress their liver storage of TG in the
case of normal level of lipid consumption. When the lipid
input was elevated this benefit not occurred in the blood,
but a decreasing tendency of cholesterol and triglyceride
contents were determined in the liver.

We hope that our experimental results will bring us
nearer to understand of a better and more determined
utilization of the ACV, as a natural food additive,
concerning both human and animal nutrition.
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SELECTED PROPERTIES OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM RAW
COW'S MILK

Jana Bezekova, Monika Lavovd, Miroslav Kroc¢ko, Margita C'anigovd

ABSTRACT

For the identification of lactic acid bacteria derived from raw cow's milk, 151 colonies were isolated. The grow conditions
of lactic acid bacteria were at temperature 37 °C for 3 days on MRS medium. Based on microscopical preparation, negative
catalase and Gram-positive test were 81 isolates confirmed as genus Lactobacillus. Out of these, 9 isolates were evaluated
for acidifying activity in UHT milk at 25 °C, 30 °C and 37 °C at regular intervals during 24 hours. The average count of
NSLAB lactobacilli in raw cow's milk reached the value 1.54.10* KTJ.ml™. It was found that all tested strains of lactobacilli
did not cause significant changes of titratable acidity in milk at 25 °C and 30 °C. Only one strain significantly improved the
titratable acidity of milk at 37 °C after 24 hours. The acidity reached the value from 7.5 °SH to 41.9 °SH. This strain was

confirmed by PCR method as Lactobacillus helveticus.

Keywords: lactic acid bacteria, Lactobacillus sp., PCR, acidifying activity

UVOoD

Mikrofléra syrov moze byt rozdelena do dvoch hlavnych
skupin t.j. zdkvasové baktérie mliecneho kysnutia tzv.
LAB asekundarna mikroflora, ktorej stcastou s aj
nezakvasové baktérie mliecneho kysnutia — NSLAB.
NSLAB tvoria zvlasStnu skupinu baktérii mlie¢neho
kysnutia, ktoré sa prirodzene vyskytuju v mlieku
avprostredi. Do mlicka sa dostavaji sekundarnou
kontaminaciou napr. z podlahy, z kanalizacie a z povrchov
zariadeni  pouzivanych v mliekarenskom  prostredi
(Fox et al., 2004).

NSLAB komplex zahna Styri hlavné skupiny baktérii,
pricom najvyznamnejSie zastipenie maju mezofilné
laktobacily (Smith, 2003). V dnesnej dobe sa niektoré
druhy laktobacilov pouzivaju ako probiotikd v komercne
dostupnych potravinach a su ddlezitou sucastou crevnej
mikroflory T'udi a zvierat (Baele et al., 2002). Sanchez
et al. (2006) zo 628 izolatov mliecnych baktérii zaradili do
rodu Lactobacillus 39,5 % izolatov. Bertier et al. (2001)
z celkového poctu 488 izolatov mezofilnych laktobacilov
zo vzorieck mlieka potvrdili prevladajice druhy
Lactobacillus  paracasei  a Lactobacillus  rhamnosus.
Rod Lactobacillus vyvolava v mlieku jeho prirodzené
kysnutie (Tima, Plockova, 2007). Baktérie, ktoré maju
schopnost’ produkovat’ v mlieku pri teplote 30 — 37 °C za
6 hodin tolko kyseliny mliecnej, ktora znizi kyslost
mlieka z povodného pH asi 6,8 na hodnotu pH < 5,3 sa
povazuji za zékvasové baktérie mlie¢neho kysnutia
(Gorner, Valik, 2004). NSLAB sa mézu pouzivat ako
doplnkové kultiry v syrarstve.

Obsah NSLAB v polotvrdom syre ihned’ po lisovani je
obvykle mensi ako 1 KTJ.g". Pocas zrenia polotvrdych
syrov sa populacia NSLAB zvySuje a dosahuje vysoké
pocty, zatial' o zakvasové baktérie postupne odumieraju.
Na zaliatku zrenia (po dvoch tyzdnoch) je najCastejSie
obsah NSLAB 10° — 10° KTJ.g”". Do troch mesiacov mozu

vzrast na 10°— 10" KTJ.g" (Tima, Plockova, 2007). Ich
poet mdze pocas zrenia syrov vzrast az na
10— 10°KTJ.g" (Hoorde et al., 2010). Pocty 10" — 10°
KTJ.g" zostivaju na tejto Grovni podas zrenia syrov po
dobu minimalne 5 mesiacov (Bertier et al., 2001).

V polotvrdych syroch bola dokdzana pritomnost’ druhov

Lactobacillus  paracasei, Lactobacillus  plantarum,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus  curvatus, Lactobacillus casei  subsp.

pseudoplantarum a Lactobacillus casei subsp. casei
(Wouters et al., 2002, Hoorde et al., 2008).

NSLAB maju pozitivny vplyv na senzorické vlastnosti
vyrobkov, prispievaju predovsetkym k rozvoju chuti syrov
(Thage et al.,, 2005). Pri vyrobe a zreni syrov zohrava
dolezitd ulohu proteolyza kazeinu, pocas proteolyzy
z aminokyselin vznikaju prekurzory Specifickych zloziek,
ktoré davaju syrom typickd chut’ napr. alkoholy, aldehydy,
estery, kyseliny (Kholif et al., 2011). Sledovanim
vlastnosti laktobacilov napr. proteolytickou aktivitou,
lipolytickou aktivitou, autolyzou sa zaoberali Garabal
et al., (2008), Nieto-Arribas et al. (2009). Je preto snahou
presne identifikovat" izolaty NSLAB a preskimat’ ich
vlastnosti. Problematikou identifikdcie sa zaoberali napr.
Cagno et al. (2006) a Kaleta et al. (2009) s pouzitim
metdd PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis),
PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length
polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA-analysis), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism).

Cielom prace bolo izolovat, identifikovat mlieéne
baktérie a prestudovat’ ich vybrané vlastnosti.

MATERIAL A METODY
Izolacia laktobacilov
Pritomnost NSLAB sa zistovala v cisternovych

vzorkach surového kravského mlieka avo vzorkach
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mlieka z mlieneho automatu. V odobratych vzorkach
mlieka sa stanovil pocet laktobacilov kultivaciou na MRS
agare (HiMedia Laboratories, India) pri teplote 37+ 1 °C
po dobu 72 hodin za anaerébnych podmienok.

Rodova identifikdcia laktobacilov

Baktérie rodu Lactobacillus vytvaraji na MRS médiu
charakteristické kolonie, t.j. biele, SoSovkovité az
hviezdicovité kolonie o priemere 1 az 3 mm. Pocitatelné
pocty laktobacilov sa pohybuja v rozmedzi
15— 150 KTJ.ml"' (STN ISO 15214, 2002).

Vybrané kolonie laktobacilov vyrastené na zivom médiu
MRS sa preockovali Ciarovanim na platne MRS agar.
Mikroskopicky sa pomocou nativneho preparatu zistila ich
morfologia. Laktobacily si grampozitivne palicky
samostatné  resp.  vytvarajuce  retiazky a  su
kataldzanegativne.

Druhova identifikdcia laktobaciloy

Druhové identifikacia izolatu €. 62 sa vykonala pomocou
komercnej biochemickej supravy API 50 CHL
(BioMérieux, France). K identifikacii sa  pouzila
24 hodinova kultira, zktorej sa pripravila suspenzia
s turbiditou rovnou 2. stupnu McFarlandovej zéakalovej
stupnice na pristroji Densilameter (Lachema, Ceska
republika). Inkubdcia, identifikdcia a vyjadrenie vysledkov
sa uskutoCnilo podl'a navodu testu. Tento izolat druhovo
ureny komerénym biochemickym testom sa potvrdil PCR
metddou podla Fortina et al. (2001). Z vyrastenych
kolonii mlie¢nych baktérii na MRS médiu sa vybrané
kolonie pouzili na 24 hodinova kultiru anechali sa
pomnozit’ v MRS bujoéne. Po odobrati sa bakteridlne bunky
premyli 2-krat PBS roztokom aizolaicia DNA sa
uskutoénila pristrojom QuickGene-Mini80 a komerénym
kitom podl'a pokynov vyrobcu (Fujifilm, Japan). Izolovana
DNA sa skontrolovala na 0,9 % agar6zovom géle a jej
mnozstvo a ¢istota sa zmerali na pristroji Nanophotometer
Implen (Implen, Germany). Preinkubéacia sa uskutocnila
pri teplote 95 °C pocas 2 min.

K 2ul DNA sa pridal PCR mix, ktory obsahoval 2,5 pl
10 x PCR buffru (Fermentas, Germany), 0,5 ul kazdého
10 mM deoxynukleozid trifosfatu (Fermentas), 2,0 pl 25
mM MgCl, (Fermantas), 0,25ul 5 U DreamT7aq
polymerazy (Fermentas) a 0,5 ul kazdého 10 pmol primeru
(IDT, USA). Sekvencia Specifickych primerov pre
Lactobacillus helveticus (524bp):

For CTGTTTTCAATGTTGCAAGTC, Rev
TTTGCCAGCATTAACAAGTCT.  Amplifikicia  sa
uskutocnila na pristroji Thermal cycler C1000 (Biorad,
USA).

V 35 cykloch sa opakovala denaturacia pri 94 °C
pocas 45 sekind, annealing pri 58 °C pocas 45 sekund a
elongacia pri 72 °C pocas 1 min. Zaverecny predlZovaci
krok sa uskutocnil pri teplote 72 °C pocas 7 min. Ziskané
PCR fragmenty sa farbili pomocou GelRed (Biotium,
USA) na 0,9 % agaré6zovom géle pri 120 V po dobu
15 minut a vizualizovali pod UV svetlom (Fortina et al.,
2001).

Dokaz kysacej, proteolytickej a lipolytickej aktivity

Kysacia aktivita vybranych izolatov laktobacilov sa
sledovala cez zmenu titracnej kyslosti naockovaného UHT
mlieka pocas 24 hodinovej kultivacie pri teplote 25 °C,
30 °C a37 °C vpravidelnych casovych intervaloch.
Proteolyticka aktivita sa zistila diskovou difaznou
metodou na médsopeptonovom agare s 10 % pridavkom

obnoveného sterilného odstreden¢ho mlieka. Kultivacia
prebehla pri teplote 37 + 1 °C po dobu 10 dni.
Lipolyticka aktivita sa zistila diskovou difuznou metédou
na tributyrinovom agare (HiMedia Laboratories, India)
s pridavkom 1 % tributyrinu. Platne sa vyhodnotili po
kultivacii pri 37 £ 1 °C po dobu 10 dni. K hodnoteniu
uvedenych aktivit sa pouzila 24 hodinova kultura
pomnozena v MRS bujone shustotou 0,5 stupna
McFarlandovej zakalovej stupnice.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocty laktobacilov vo vySetrovanych vzorkach mlieka
kolisali od 5,45.10*> KTJml' do 1,89.10° KTJml" s
priemerom 1,54.10* KTJml'. Kagkli et al. (2007)
uvadzaju  podobné priemerné pocty laktobacilov
v surovom kravskom mlieku — 1,99.10* KTJ.ml"'. Celkom
sa izolovalo 151 izolatov ztoho na zéklade prislusnosti
podl'a Grama a hodnotenia morfologického charakteru sa
zistilo 81 kmenov laktobacilov. U 9 nahodne vybranych
izolatov sa hodnotila kysacia, proteolyticka a lipolyticka
aktivita. V tabulke 1 su uvedené zmeny titracnej kyslosti
mlieka vyvolané réznymi kmenmi laktobacilov v zavislosti
od Casu a teploty.

Tabul’ka 1 Zmeny titraénej kyslosti mlieka sposobené
roznymi kmenmi laktobacilov v zavislosti od casu a
teploty

3 Casové intervaly v hodinach
Cislo Teplota
kmena [°C]
0 ‘ 16 ‘ 20 ‘ 24
Titracna kyslost’ [°SH]

16 25 7,15 7,55 7,55 13,10
30 7,25 7,55 9,50
37 7,70 8,70 8,70

21 25 7,65 7,65 7,65 7,65
30 7,65 7,65 7,65
37 7,65 7,85 7,85

37 25 7,55 7,55 7,60 7,90
30 7,55 7,60 8,00
37 7,55 7,75 8,05

41 25 7,00 7,50 7,90 8,15
30 7,00 8,05 11,30
37 7,75 9,45 14,15

50 25 7,50 7,50 8,35 8,40
30 8,50 8,90 11,85
37 10,85 12,65 13,05

59 25 7,50 7,50 7,50 8,00
30 7,50 7,50 7,50
37 7,50 7,80 8,50

60 25 7,50 6,90 7,50 9,25
30 7,50 8,35 9,00
37 8,50 9,30 10,20

62 25 7,50 8,50 8,70 8,70
30 9,75 9,90 10,95
37 24,25 30,35 41,90

70 25 7,50 7,50 7,70 7,90
30 8,40 8,50 8,50
37 7,50 8,50 8,80

Volume 6

No. 1/2012



potravinarstvo

45
40
35
30
25
20
15
10

[°SH]

Titra¢na kyslost’

0 16

_ =
§— s

20 24 Cas [hod]

——25°C -—30°C —e—37°C

Obrazok 1 Priebeh zmeny titra¢nej kyslosti mlieka

Obrazok 2 PCR identifikacia druhu Lactobacillus helveticus (524bp) 100bp ladder, 1-3 amplifikované fragmenty

(524bp), NC-negativna kontrola

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze vsetky sledované
izolaty laktobacilov pri teplote 25 °C a 30 °C nevykazovali
takmer ziadnu schopnost’ prekysavat’ naockovany substrat.
V jedinom pripade ukmena cislo 62 sa zaznamenal
vyrazny narast titracnej kyslosti z pociatoénych 7,5 °SH
pri teplote 37 °C po 24 hodinach kultivicie na hodnotu
41,9 °SH, ¢o zodpovedalo hodnote pH 4,53. Priebeh
zmeny titracnej kyslosti mlieka pésobenim kmena cislo 62
v zavislosti od Casu a teploty je znazorneny na obrazku 1.

Smetankova et al. (2011) zaznamenali pri sledovani
kysacej aktivity druhu Lactobacillus helveticus pokles pH
naockovaného UHT mlieka po 52 hodinach kultivacie pri
37 °C na hodnotu 3,47. Lactobacillus helveticus je
termofilna homofermentativna mlie¢na baktéria, ktora ma
schopnost’ produkovat’ vel’ké mnozstvo kyseliny mliecnej

(Borgo et al, 2007). Podla Cascio (2010) kmen
Lactobacillus helveticus by sa nemal udrziavat pri
teplotach nizsich ako 20 °C, pretoze to mdze viest k
zhorSeniu kysacich schopnosti tejto baktérie. Aj vysledky
nasho pokusu potvrdili, Ze pri nizsich teplotach tento kmen
vykazoval slabu schopnost’ fermentovat’ laktozu.

Podla Draba et al. (2008) su velké rozdiely medzi
kmenmi druhu Lactobacillus  helveticus v schopnosti

fermentacie sacharidov, tvorby kyseliny mliecnej
av stiepeni bielkovin, preto je identifikdcia druhu
Lactobacillus helveticus vramci rodu Lactobacillus

nickedy narocna vzhladom k vysokej vnutrodruhovej
variabilite charakteristickej pre tento druh. Tato
heterogenita ma za nasledok vel'mi naro¢né biochemické
odlisenie druhu Lactobacillus helveticus od fylogeneticky
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pribuznych druhov ako su Lactobacillus acidophilus
a Lactobacillus  delbrueckii. Na zaklade vysledkov
druhovej identifikdcie pomocou testu API 50 CHL sme
predpokladali, Zze sa jedna odruh Lactobacillus
acidophilus alebo Lactobacillus helveticus. PCR metédou
sa potvrdilo, ze ide o druh Lactobacillus helveticus
obrazok 2.

ZAVER

Zo ziskanych vysledkov je mozné konStatovat, Ze nie
vSetky izolované a sledované kmene laktobacilov mali
dobri kysaciu aktivitu. Vyraznd kysacia aktivita sa
prejavila len uizolatu cislo 62, kde titratnd kyslost
naockovaného UHT mlieka po 24 hodinach kultivacie pri
teplote 37 °C dosiahla hodnotu 41,90 °SH. U tohto kmena
sa nezistila proteolyticka a lipolyticka aktivita. Aj napriek
tomu tento kmen ostane predmetom nasho d’alsicho $tadia
scielom preskimat’ dal§ie jeho pozitivne vlastnosti
vyuzitel'né pri spracovani mlieka.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THYME AND ROSEMARY ESSENTIAL OIL
AGAINST ENTEROCOCCI ISOLATED FROM MEAT

Viera Duckova, Margita C'anigovd, Miroslav Krocko, Jana Bezekova

ABSTRACT

Traditionally enterococci are considered as part of the lactic acid bacteria. This group of bacteria contaminating mostly
food of animal origin and some of them can be resistant to antibiotic. The consumers prefer safe foods free of synthetic
additives and therefore interest for natural preservatives is increasing in recent years. The aim of this work was to determine
antibacterial activity of essential oil from thyme and rosemary against enterococci. Strains of enterococci were isolated from
poultry and pork. The isolates of enterococci were identified as E. faecalis and E. mundtii and their sensitivity to chosen
antibiotic (ampicillin, erythromycin, gentamicin, tetracycline and vancomycin) was determined. Enterococci were
experimentally inoculated in nutrient broth at concentration 3 - 4 log cfu.ml”. The influence of thyme and rosemary
essential oil at different concentrations and at different temperatures (6 °C and 25 °C) against enterococci was tested. As
more effective has proved thyme oil, which reliably inhibited both strains at concentration of 0.05 % at 6 and 25 °C.
Rosemary oil at the highest tested concentrations (of 1 %, respectively 1.5 %) only reduced the number of tested strains of
enterococci. The higher antibacterial activity of essential oils was determined at 25 °C.

Keywords: enterococci, thyme, rosemary, antibacterial activity

UVOD

Enterokoky sa tradi¢ne povazuju za skupinu baktérii
mliecneho kysnutia. St ubiquitné, pricom ich prirodzenym
miestom vyskytu je predovSetkym traviaci trakt ¢loveka
a viacSiny zvierat. Ztohto dovodu st preto znacéne
zastupené v surovinach a potravinach zivocisneho pévodu.
Tradi¢ne sa povazovali za indikator fekalnej kontaminacie,
avsak v poslednych rokoch sa pridavaji niektoré kmene do
potravin ako sucast’ Startovacich kultir a povazuji sa za
probiotikd (Franz et al., 1999; Ortigosa et al., 2008).
Zda sa, ze maji znacny vplyv na tvorbu a zlepSovanie
senzorickej kvality potravin. Nie vsetky enterokoky sa ale
povazuju za bezpeéné mikroorganizmy (Gelsomino et al.,
2001). Dolezitym faktorom pri posudzovani enterokokov
z hladiska ich bezpe¢nosti je rezistencia voci antibiotikam,
obzvlast glykopeptidom ako su vankomycin alebo
teikoplanin (Van de Braak et al., 1998; Klein, 2003).

Rozsirené pouzivanie antibiotik v huméannej medicine,
ale i vo veterinarnej praxi sa povazuje za jednu z moznych
pri¢in  narastu  mikroorganizmov s antibiotickou
rezistenciou. V snahe obmedzit’ Sirenie a rozvoj rezistencie
na antibiotikd sa v Eurdpskej unii zakazalo pouZzivanie
antimikrobidlnych rastovych promotérov (Ouwehand
et al., 2010).

V poslednych rokoch sa zvySuje tlak i zo strany
konzumentov, ktori kladi déraz na bezpecné potraviny,
pricom preferuju pouzitie prirodnych alternativ pred
priddvanim syntetickych aditiv do potravin. Znacny
prisflub ~ vmoznych  aplikdciach v potravinarskom
priemysle preto ponukaju extrakty z rastlin (Over et al.,
2009).

Esencialne oleje (nazyvané tiez ako prchavé alebo
éterické oleje) st aromatické olejovité kvapaliny ziskané
zroznych casti rastlin. Niektoré znich si dlho zname

svojimi antibakterialnymi vlastnostami. Okrem
antibakterialnych vlastnosti, esencidlne oleje alebo ich
Casti. moZzu mat  ajantivirdlne,  antimykotické,
antitoxinogénne, antiparazitické a insekticidne vlastnosti
(Burt, 2004).

Hodnotia sa u¢inky extraktov mnohych rastlin, priCom
z doteraz najviac preStudovanych mozno spomenit
koriander, Skoricu, oregano, rozmarin, $alviu, klinc¢eky,
tymidn a pod.

Medzi hlavné zlozky esencidlnych olejov, ktoré su
zodpovedné za Dbiologicki  aktivitu aromatickych
iliecivych rastlin, sa radia mono- a sesquiterpény
zahriujuce karbohydraty, fenoly, alkoholy, étery, aldehydy

aketony (Sokovi¢ et al, 2010). Ako ucinné
antibakterialne  latky  esencidlnych  olejov  boli
identifikované napr.  karvakrol, tymol, eugenol,

perillaldehyd, cinnamalaldehyd, kyselina skoricova, ktoré
maju MIC v rozsahu 0,05 — 5 pl.ml”" v podmienkach in
vitro. K dosiahnutiu rovnakého efektu v potravinach st
potrebné vysSie koncentracie. Experimenty s cerstvym
médsom, mdsovymi vyrobkami, rybami, mliekom,
mlie¢nymi vyrobkami, zeleninou, ovocim a varenou ryZou
dokazali, ze koncentracia k dosiahnutiu signifikantného
antibakterialneho efektu je vrozmedzi 0,5 — 20 pl.ml’
v potravinach (Burt, 2004).

Cielom prace bolo v modelovych pokusoch zhodnotit’
antibakteridlnu aktivitu tymidnového a rozmarinového
esencialneho oleja na enterokoky izolované z bravcového
resp. kuracieho misa.

MATERIAL A METODY

Ako cielové bakteridlne kmene sa testovali enterokoky
z kuracieho a bravfovho misa. Vo vzorkach mésa sa
enterokoky stanovili na selektivnom diagnostickom médiu
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Slanetz-Bartley (Biokar Diagnostic, Francuzsko) po
48 £ 2 hod aerdbnej kultivacie pri teplote 37 £ 1 °C.
Suspektné kolonie sa preockovali na krvny agar ana
selektivne médium obsahujuce zI¢, eskulin a azid (Biokar
Diagnostic, Franctizsko). Po potvrdeni izoladtov k rodu
Enterococcus na zéklade morfologickych znakov
a biochemickych skusok sa vykonala druhova identifikacia
komerénym En-coccus testom (Pliva-Lachema, Ceska
republika).

U identifikovanych kmenov sa stanovila citlivost na
antibiotika - ampicilin 10 pg, erytromycin 15 pg,
gentamicin 10 pg, tetracyklin 30 pg a vankomycin 30 ug
pouzitim diskovej difuznej metdédy (HiMedia, India) podla
odporucani CLSI (CLSI, 2005).

Nasledne sa hodnotil antibakterialny ucinok esencidlnych
olejov z tymidnu a rozmarinu na vybrané kmene. Kmene
enterokokov sa naockovali na GTK agar (HiMedia, India)
akultivovali sa 24 hod pri teplote 37+ 1°C. Pre
experiment sa pripravila Cerstva bakteridlna suspenzia
v Mueller Hinton bujoéne s pociatoénou  hustotou
bakterialnej kultary priblizne 4 az 5 log KTJ.ml™. Potrebné
mnozstvo tymianového alebo rozmarinového esencialneho
oleja (Hanus, Slovensko) a 0,5 ml bakterialnej kultury sa
pridali do uzatvaratenych skumaviek so 4,5 ml zivného
bujonu (HiMedia, India). Pozitivna kontrola sa pripravila
so zivného bujonu a bakteridlnej kultiry avSak bez
esencidlneho oleja. Negativna kontrola obsahovala zivny
bujon a esencialny olej, ale bola bez naockovanej kultary
enterokokov. Prezivanie enterokokov sa hodnotilo po
24 hod inkubacii pri teplotich 6 a25°C. Pocty
enterokokov sa stanovili na selektivnom diagnostickom
médiu Slanetz-Bartley (Biokar Diagnostic, Francizsko) pri
teplote 37 +1 °C po 48 +2 hod. Uvadzané vysledky st
vypocitané ako priemerné hodnoty z troch opakovani.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V modelovych pokusoch sa pracovalo s kmenom
Enterococcus faecalis izolovanym z hydiny a s kmefiom
Enterococcus mundtii izolovanym z bravéového mdsa.
Diskovou difiznou metédou sa ukmena Enterococcus
faecalis zistila rezistencia na erytromycin, gentamicin
a tetracyklin, stredna rezistencia na ampicilin a citlivost’ na
vankomycin. U kmena FEnterococcus mundtii sa dokéazala
pri tejto metdode rezistencia na ampicilin, stredna
rezistencia na gentamicin a tetracyklin a citlivost na
erytromycin a vankomycin.

Kmene enterokokov, izolované z kuracieho a hovidzieho
mésa, rezistentné prinajmenSom na 2 r6zne druhy
testovanych antibiotik zistili i Koluman et al. (2009),
pricom uvadzajl, ze az z 8 % vzoriek kuracieho maésa
izolovali vankomycin-rezistentné kmene enterokokov.
Alarmujuce st vysledky Jung et al. (2007), ktori zistili
vankomycin-rezistentné kmene enterokokov v 77 %
vzoriek hydinového médsa, v 38 % vzoriek hovédzieho
misa a rovnako v 38 % vzoriek brav€ového masa.

Hlavnym cielom prace bolo otestovat’ antibakterialnu
aktivitu  esencialnych  olejov  vo¢i  enterokokom.
Pre modelové pokusy sa vybrala tymianova a rozmarinova
silica. Z literatiry vyplyva, ze i€innymi latkami rozmarinu
su a - pinen (2 - 25 %), bornylacetat (0 - 17 %), gafor
(2 - 14 %), 1,8 - cineol (3 - 89 %) a v tymiane su to tymol
(10 - 64 %), karvakrol (2 - 11 %), v - terpinen (2 - 31 %)
ap- cymen (10 - 56 %) (Burt, 2004).
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Obr. 1 Antibakteridlna aktivita tymianového oleja na

Enterococcus faecalis
K- 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K - 24 - pocty enterokokov po 24 hodinach kultivacie
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Obr. 2 Antibakteridlna aktivita rozmarinového oleja na

Enterococcus faecalis
K- 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K - 24 - pocty enterokokov po 24 hodinach kultivacie
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Obr. 3 Antibakteridlna aktivita tymidnového oleja na

Enterococcus mundtii
K - 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K -24 - pocty enterokokov po 24 hodinéch kultivacie
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Obr. 4 Antibakteridlna aktivita rozmarinového oleja na

Enterococcus mundtii
K - 0 - pocty enterokokov na zaciatku pokusu
K - 24 - pocty enterokokov po 24 hodinach kultivacie
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Doteraz nie je Standardny test pre hodnotenie
antibakteridlnej aktivity latok voc¢i mikroorganizmom
izolovanym z potravin. Marques et al. (2008) konstatuj,
ze vacsina uskuto¢nenych $tidii hodnoti antimikrobidlnu
aktivitu esencidlnych olejov vin vitro podmienkach pri
teplotach okolo 30 - 37 °C, zatial' ¢o skladovanie potravin
sa realizuje bezne aj pri chladiacich teplotach. Rovnako
upozoriiuju aj na fakt, ze vo vacsine studii sa uskutocnuju
pokusy s vysokou koncentraciou Startovacieho
bakteridlneho inokula (va&§inou 6 - 10 log KTJ.ml™).
Z tychto dovodov sa nase modelové pokusy realizovali pri
teplotich 6 °C a25°C so Startovacou pociatocnou
koncentraciou enterokokov na tirovni 3 - 4 log KTJ.ml”,
v snahe o najviac sa priblizit podmienkam v potravinach.

Vysledky  antibakteridlnej  aktivity  tymidnového
a rozmarinového esencialneho oleja na testované kmene
enterokokov su znazornené na obrazkoch 1 az 4.

Ako vyplyva z vysledkov na obr. 1 az 4 esencidlny olej
z tymianu preukazal v porovnani s rozmarinom vyssiu
antibakteridlnu aktivitu vo¢i obom testovanym kmefom
enterokokov pri oboch teplotach. Tymidnovy esencialny
olej pri koncentracii 0,01 % redukoval pocty enterokokov
a pri koncentracii 0,05 % spol'ahlivo inhiboval testované
enterokoky. V pripade rozmarinového esencialneho oleja
sa tiez zaznamenala redukcia poctu enterokokov, avSak ani
1 % koncentracia aplikovana v pripade kmena E. faecalis a
1,5 % koncentracia pouzitd v pripade kmena E. mundtii
neboli dostato¢né na uplnt inaktivaciu pritomnej populacie
enterokokov. Z vysledkov na obr. 2 a4 (K - 24) zaroven
vyplyva, Ze rozvoj enterokokov zna¢ne obmedzuje aj nizka
kultivaéna teplota (6 °C). Pri tejto teplote sa zaroven zistil
niz§i antibakterialny efekt rozmarinového esencialneho
oleja v porovnani s teplotou 25°C, ¢o mohlo zrejme
suvisiet s hor§Sim uvolnovanim uéinnych latok do
prostredia.

Porovnavanie vysledkov s publikovanymi tdajmi je
komplikované, pretoze vysledky modelovych pokusov st
ovplyviitované mnozstvom roznych faktorov asu
testované rozne skupiny mikroorganizmov. Selim (2011)
hodnotil antibakterialnu aktivitu 11 esencidlnych olejov
voci 13 kmenom vankomycin-rezistentnych enterokokov.
Z vysledkov jeho studie vyplyva, Ze tymianovy olej bol
najucinnejsi a MIC 90 a MBC 90 bola 0,25 a 0,5 %. Podl'a
Jiang et al. (2011) MIC rozmarinového oleja kolise
v zévislosti od testovanych kmenov baktérii od 0,03 do 0,1
objemovych % a MBC od 0,1 do 0,5 objemovych %.
Antibakteridlnu aktivitu uvedeni autori sledovali pri
teplote 37 °C voci kmenom baktérii r. Staphylococcus,
Escherichia, Bacillus, Proteus a Pseudomonas.

Zaouali et al. (2010) porovnavali ucCinnost
rozmarinového esencialneho oleja v zavislosti od variety
rozmarinu. Zich vysledkov vyplyva, ze MIC pre
Enterococcus faecalis bola na trovni 10 pl.ml™ pre extrakt
z Rosmarinus officinalis var. typicus a5 plml" pre
Rosmarinus officinalis L. var. troglodytorum.

Bubonja-Sonje et al. (2011) sledovali antibakterialnu
aktivitu extraktov polyfenolov izolovanych z olivového
oleja, kakaa a zrozmarinu voCi Listeria monocytogenes
a Listeria innocua. NajsilnejSiu antilisteridlnu aktivitu
vramci testovanych  extraktov — preukdzal  extrakt
z rozmarinu. MIC komeréného rozmarinového extraktu
bola 0,0830 = 0,023 mg.ml" napriklad v porovnani s MIC
extraktu polyfenolov z olivového oleja 0,400+ 0,096 mg.ml™.

Okrem pokusov in vitro sa zistuju antimikrobialne
ucinky esencidlnych olejov na mikroorganizmy aj
v modelovych potravinovych systémoch. Vegera et al.
(2011) sledovali baktericidnu aktivitu hlavnych zloziek
izolovanych okrem inych aj z rozmarinu a tymianu voci
patogénnym baktéridm Escherichia coli a Staphylocooccus
aureus v mrkvovom napoji. Kyselina rozmarinova
izolovana z tymianu a zmesi tymian — Salvia — rozmarin
nebola dostatoéne G¢innd na inhibiciu oboch testovanych
kmenov pouzitych v uvadzanej praci.

Piskernik et al. (2011) testovali antimikrobialnu
ucinnost’ rozmarinového extraktu aplikovaného do stavy
uvol'nenej zrozmrazenych kurciat a do zivného bujonu
vo¢i druhu Campylobacter jejuni. Zistili, ze w¢innost
extraktu aplikovaného do §tavy je 4- krat nizSia. Zaroven
dokézali, ze prezivanie druhu  Campylobacter jejuni
podporuje aj nizSia teplota.

Ucinok prirodnych antibakterialnych latok voéi typickej
kaziacej mikroflore midsa v podmienkach in vitro ana
bravéovom vakuovo balenom mise sledovali Schirmer
a Langsrud (2010). MIC thymolu, cinnamalaldehydu,
allylisothiokyanatu, rozmarinového extraktu a extraktu
z grapefruitovych  semienok  zistovali skiskou na
mikrotitranych dostickach. Z ich experimentov vyplyva,
ze ani 10-nasobok MIC zistenej in vitro nebol efektivny na
rast mikroorganizmov vo vakuovo balenom bravéovom
mise. Na zaklade toho konstatuju, ze vysledky skusok na
mikrotitracnych dostickach nemozu byt priamo aplikované
v potravinach.

ZAVER
Na zaklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat, ze
tymidnovy esenciadlny olej preukazal lepSiu antibakteridlnu

aktivitu ~ vo¢i  testovanym  kmetiom  enterokokov
v porovnani s rozmarinovym olejom. Koncentracia
tymianového oleja 0,05 % spolahlivo inaktivovala

populéciu testovanych enterokokov.

Rozmarinovy olej aj pri koncentraciach 1 % resp. 1,5 %
iba redukoval poclty enterokokov anepdsobil na
enterokoky letalne. Z vysledkov zaroven vyplyva, ze
vySSiu antibakterialnu aktivitu mali esencialne oleje pri
teplote 25 °C nez pri teplote 6 °C. Rastlinné esencialne
oleje maju potencial, aby sa vyuzivali v potravinarstve na
inhibiciu patogénnej ikaziacej mikroflory, je vsak
potrebné, aby sa okrem modelovych pokusov in vitro
hodnotil aj ich u¢inok priamo v potravinovej matrici.
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SENSORY EVALUATION OF MEAT CHICKENS ROSS 308 AFTER
APPLICATION OF PROPOLIS IN THEIR NUTRITION

Peter Ha$cik, Jozef Garlik ml., Miroslava Kacaniova, Juraj Cuboii, Martin Mellen, Michal Mihok,
Ibrahim Omer Eliman Elimam

ABSTRACT

The objective of the experiment was to verify the effect of propolis extract in Ross 308 broiler on the sensory quality of
breast and thigh muscle modified by baking at temperature 200 °C for 60 minutes and finish baking for a period of
10-15 minutes. In the experiment were used 180 chickens divided into 2 groups (control and experimental group) with
90 chickens (45 & and 45 Q). Fattening lasted 40 days. The chickens were fed ad libitum with the same starter feed
mixtures to 21 days and from 22 days of age through 40 days of age with the grower feed mixtures in the both followed
groups. Feed mixtures were made without antibiotics and coccidiostatics. The feed mixtures used in experimental group
were enriched with the feed extract of propolis in a dose of 0.2 g.kg™. After heat treatment of breast and thigh muscle 60
pieces chickens (30 pieces @, & 30 pieces) of each group samples were sensory analyzed (smell, taste, juiciness, softness).
Statistically significant differences were found by sex (P<0.05 to 0.001) in aroma and taste of cocks in the thigh muscle
(+0.290 points, +0.300 points) and hens (P<0.01) in flavor (+0.250 points) and softness (+0.372 points) in breast muscle.
Sensory assessment of the individual characters of either gender had significant differences (P<0.05 to 0.001) in favor of the
experimental group achieved only in the evaluation of the smell in the breast (+0.207 points) as well as thigh muscle
(+0.207 points). In the final evaluation the most valuable parts of Ross 308 chickens carcass were found a positive effect of
propolis extract on their sensory properties, but significant differences (P<0.01) were observed only in chickens in the
breast muscle (+0.917 points) compared with control group. The results have confirmed that propolis extract in a dose of
0.2 gkg-1 feed mixture can be applied in the diet of chickens, as it positively affects the sensory quality of Ross 308
chickens meat, which is one of the most important parts of chicken meat for use in human food chain.

Keywords: Ross 308 chicken, propolis extract, sensory evaluation, breast and thigh muscle

UvoD

Racionalna vyziva obyvatelstva sa v sucasnosti
zameriava na vysoko stravitelné zivoéisne produkty.
Z nich je za najvyznamnejs$i zdroj povazované hydinové
méso, ktoré ma vysoku nutri¢ni a biologicki hodnotu a
jeho skladbu ovplyviluje genotyp, vyziva, vek,
chovatel'ské prostredie a rozne dalSie extravitalne a
intravitilne Cinitele (Jedlicka, 1988; Karas, 1998;
Holoubek, 2001; Has$cik et al., 2005a).

Benkova et al. (2005) oznacuji hydinové méso ako
vhodnt komoditu pre tvorbu tzv. funkénych potravin pre
ludska vyzivu, Co je v suCasnosti v centre zaujmu
humanneho, pol'nohospodarskeho ako aj potravinarskeho
vyskumu. Produkcia hydinového miésa pre ludsku
populaciu predstavuje doélezity systém dodavky vysoko
kvalitnych proteinov, ktoré st najddlezitejSou zlozkou
hydinového médsa s vysokym obsahom esencialnych
aminokyselin (Strakova et al., 2003; Gueye, 2009).
Bielkoviny kuraciecho a morcaciecho mésa maju v
porovnani s bravéovym a hovddzim méisom viac a v
priaznivejSom pomere esencialnych aminokyselin, najma
argininu, leucinu, izoleucinu, metioninu a valinu, pricom
hydinové méso je aj zdrojom lipidov, ktoré st rezervoarom
energie, vitaminov rozpustnych v tuku a dodavatelom
esencialnych mastnych kyselin (Benkova et al., 2005).

Ludskd populacia vytvara tlak na potrebu a tvorbu
vysoko kvalitnych univerzalnych potravin, ktoré su
zdrojom najmé bielkovin a preto sa v osttanom obdobi
neustale zvysuje dopyt po hydinovych vyrobkoch (FAO,
2002). Pre tvorbu vyrobkov z hydiny s najpocetnejSim
chovanym zivo¢isnym druhom na svete brojlerové kurcata
(Perry et al., 2002; Moreki et al., 2010).

Mnoho autorov okrem selekcie a tvorby novych
hybridnych kombindcii kurciat uskuto¢nilo experimenty aj
za ucelom navrhu zlozenia novych kfmnych zmesi a
vytvorili rézne modely pre dosiahnutie maximalnej
uzitkovosti kurciat (McDonald and Evans, 1977; Greig
et al,, 1977; Allison et al., 1978; Pesti et al., 1986;
Gonzalez-Alcorta et al.,, 1994). Zakladom navrhu na
tvorbu a zlozenie pouzivanych kimnych zmesi s ich
spravnym obsahom a pomerom zivin a energie je
dosiahnutie maximalnej uzitkovosti vyjadrenej prirastkom
telesnej hmotnosti pri najekonomickejSom vyuziti krmiva
a dosiahnutom c¢o najvySSom zisku, pricom subor
poziadaviek na ziviny a ich obmedzenia vytvaranych
Specialne pre jednotlivé hybridné kombinacie kurciat a
kvalita ich jatocného tela st ovplyvnené cenou surovin
tvoriacich kimnu zmes a taktiez poziadavkami na nutricné
zlozenie mésa kurciat (Donaldson et al., 1957; Combs a
Nicholson, 1964; Saleh et al., 2004; Cerrate a
Waldroup, 2009).
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Nové legislativne obmedzenia a zikazy EU pri vyuziti
zivocisSnych mucok, klasickych antibiotickych
stimulatorov rastu a antimikrobialnych latok v krmivarstve
pre vyzivu polygastrickych a monogastrickych zvierat
vedl tak vo vede ako aj praxi k alternative aplikovania
novych Dbiotechnologickych moznych doplnkov a
produktov (Has¢ik et al., 2006, 2007; Bobko et al., 2009).

Vo vyzive kuréiat sa uz bezne pouzivaji kompletné
kfmne zmesi, ktoré su Casto obohacované v ostatnom
obdobi o pridavok réznych doplnkov vratane rastlinnych
silic, probiotickych, prebiotickych a enzymatickych
prepardtov (Berri, 2000; Lee et al., 2003, 2004;
Angelovicova et al., 2006, 2008; Khojasteh a Shivazad,
2006; Hascik et al, 2006, 2007; Angelovicova a
Angelovic, 2009).

Ako alternativy sa vyuzivaju aj vcelie produkty (pel,
propolis, resp. ich extrakty), ktoré v kone¢nom désledku
mbézu mat tiez pozitivny vplyv na zdravotny stav,
hospodarske vyuzitie krmiva, nutri¢nt a senzorickt kvalitu
produktu, ako aj ekonomiku vyroby v hydinarskom
priemysle (Chrappa et al., 1991; Kova¢ et al.,, 1993;
Vymola et al., 1995; Kimoto et al.,, 1999; Mojto a
Zaujec 2001; Prytzyk et al., 2003; Has¢ik et al. 2004;
Wang et al., 2004; Hascik et al.,, 2005ab, 2007;
Shalmany a Shivazad, 2006; Seven et al., 2008; a i.).
Zlozenie vcelich produktov casto zavisi od ich Ccasu
ziskavania a rastlinného zdroja (Greenaway et al., 1991;
Markham et al., 1996).

Neoddelitel'nou sticastou hodnotenia hydinového mésa je
posudzovanie jeho senzorickej kvality, ktora patri medzi
najstar§ie, aj ked menej objektivne metody (Jedli¢ka,
1988). Naopak Guardia et al. (2010) povazuju senzorick(l
analyzu za vedecku disciplinu, ktord nam umoziiuje
stanovovat’  charakteristiky  vyrobku objektivne a
reprodukovatelne prostrednictvom zmyslov ¢loveka, ale
variabilitu medzi posudzovatelmi a rozdiely medzi
vzorkami mozu znaéne zvysit’ aspekty ako je nejednotnost’
v teplote vzoriek pocas degustacie alebo poradie pri
hodnoteni.

Jedlicka (1988), Uhrin et al. (1993) a Hasc¢ik et al.
(2004) charakterizuju zmyslové posudenie kvality
hydinového médsa ako subjektivne hodnotenie, pretoze
schopnost’ vnimania predovSetkym chute a vone u l'udi je
znaéne variabilna, ale chut a ¢uch ako najdolezitejSie
zmysly Cloveka zatial nie je mozné nahradit’ Ziadnou
aparativnou metodou. Dalsie senzorické vlastnosti misa,
ku ktorym patri aj jemnost' (textura, tuhost’, tvrdost,
mékkost’) mésa, resp. Stavnatost’ mésa, je mozné okrem
senzorického posudenia vyhodnotit’ aj napriklad za pomoci
penetrometra, konzistometra, resp. stanovenim obsahu
vody vo vzorke midsa. Senzorické hodnotenie sa
najCastejSie vykonava po tepelnej uprave, pricom pre
kazdua sledovanu vlastnost’, t.j. vonu, chut, Stavnatost’ a
jemnost’ sa pouziva 5-bodova stupnica, t.j. za komplexné
posudenie kvality mésa je maximalny pocet 20 bodov.

Sledované senzorické vlastnosti zavisia podl'a Augustina
a Fischera (1999), Brestenského (2002), Mojta a
Zaujeca (2003), Has¢ika et al. (2004) od druhu pouzitého
krmiva, intramuskularneho tuku, mnozstva extraktivnych
latok, spdsobu pripravy, vyzivy, genetiky a dalSich
intravitalnych a extravitadlnych Ccinitelov. Steinhauser
et al. (1995) zaroven konstatuju, ze senzorické postidenie
maésa patri do komplexu hodnét, ktoré spolu so zdravotnou

neSkodnostou a cenou su rozhodujucimi kritériami pre
jeho uspesnost’ na trhu.

Civille a Szczesniack (1973) ako jednu z najddlezitejSich
Casti metodického postupu senzorickej analyzy povazuju
vyber kandidatov v zavislosti od ich psychologickych
alebo fyziologickych schopnosti. Odbornik na senzoricku
analyzu musi mat  predovSetkym spravne zmyslové
schopnosti, ma urCenie zmyslovej citlivosti, vnimania a
komunikaciu (Meilgaard et al., 1987).

Na zéaklade vyssie uvedenych skutocnosti bolo cielom
nasej prace preverit vyuzitie bezne vyrabanych
komerénych kfmnych zmesi s doplnkom propolisu na
senzorické hodnotenie prsnej a stehennej casti jatocne
opracovaného tela kurciat Ross 308 po ich tepelnej uprave
pecenim.

MATERIAL A METODY

Experiment bol realizovany v testovacej stanici hydiny
Katedry hydinarstva a malych hospodarskych zvierat pri
FAPZ SPU v Nitre na vykrmovych kurCatich hybridnej
kombinacie Ross 308. Do pokusu bolo zaradenych 180 ks
jednodnovych  kurCiat, z ktorych  boli vytvorené
2 skupiny: kontrolna (K) a pokusna (P) po 90 ks kurciat
(45 & a 45 Q). Vlastny vykrm trval 40 dni. Kuréata boli
kimené systétmom ad libitum rovnakou Startérovou
kfmnou zmesou HYD-01 (sypkad Struktara) do 21. dna
veku a od 22. dna do 40. dna rastovou kimnou zmesou
HYD-02 (sypka Struktura) v oboch sledovanych
skupinach. Skrmované kimne zmesi HYD-01 a HYD-02
boli vyrobené bez antibiotickych prepardtov a
kokcidiostatik. Priemernd vyzivnd hodnota podavanych
kfmnych zmesi pocas experimentu bola rovnaka v oboch
skupinach, ale v pokusnej skupine bol navyse do kimnych
zmesi HYD-01 a HYD-02 pridavany extrakt propolisu v
davke 0,2 gkg'. Propolisovy extrakt bol pripraveny z
rozomletého propolisu. Navazka propolisu bola 150 g a
objem pouzitého 80 %-ného etanolu 500 cm’. Extrakcia
prebiehala vo vodnom kupeli pri 80 °C pod spédtnym
chladi¢com po dobu 1 hodiny. Zmes bola po extrakcii a
ochladeni centrifugovana. Ziskany supernatant bol
odpareny na rotacnej vakuovej odparke pri teplote kiipel'a
40-50 °C a nasledne odvazeny. Odparok v mnozstve 20 g
bol rozpusteny v 1000 cm’ 80 %-ného etanolu a
aplikovany do 100 kg kimnej zmesi.

Na konci experimentu (40. den vykrmu) bolo z kazdej
skupiny vybratych po 60 ks kuréiat na jato¢ny rozbor
(30 ks sliepociek a 30 ks kohutikov), ktory sa uskutocnil
na Katedre hodnotenia a spracovania zivociSnych
produktov pri FBP SPU Nitra s naslednym zhodnotenim
senzorickych (kulinarskych) vlastnosti prsnej a stehennej
Casti jato¢ného tela kurciat po tepelnej uprave pri 200 °C
pocas doby 60 minut a dopeceni v trvani 10 az 15 minut.
Senzorické posudenie anonymnych vzoriek  bolo
uskutocnené 6-Clennou komisiou, kde pre vlastné
vyhodnotenie sa pouzila metéda hodnotenia 5-bodovou
stupnicou. Z hl'adiska senzorickej analyzy sme sledovali
vonu, chut, Stavnatost’ a jemnost’ mésa.

Vysledky experimentu (aritmeticky priemer, smerodajna
odchylka, minimum, maximum, variany koeficient) sme
spracovali v Statistickom programe Statgraphics 5.0 a na
urCenie  preukaznosti rozdielovn medzi skupinami
experimentu bol pouzity F-test s naslednym t-testom.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky

zmyslového

posudenia

jednotlivych

senzorickych vlastnosti cennych casti jatocného tela

(tabul’ka 1-6), ako aj celkové senzorické hodnotenie prsnej
a stehennej svaloviny (tabul’ka 7-8) bez a po aplikacii
propolisového extraktu v kfmnych zmesiach vykrmovych

kur¢iat (prsné a stehenna svalovina) po uprave pedenim kur¢iat Ross 308 si uveden¢ v tabulke 1-8.
Tabul’ka 1 Senzorické hodnotenie stehien (sliepky)
Ukazovatel Vona Chut’ Stavnatost’ Jemnost’
kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus
n 30 30 30 30 30 30 30 30
X (body) 4,25 4,375 4,293 4,25 4,378 4,375 4,503 4,583
Sx 0,0913 0,0913 0,1463 0,1581 0,001 0,0791 0,078 0,0697
min. 4,0 4,125 4,0 3,75 4,375 4,25 4,38 4,375
max. 4,5 4,625 4,75 4,5 4,38 4,625 4,78 4,75
Vi 5,26 5,11 8,35 9,11 0,06 4,42 4,24 3,73
t-test 0,356 0,845 0,967 0,462
(P value)

Poznamka: n — poCet vzoriek, ¥ — aritmeticky priemer, s, — stredna chyba aritmetického priemeru, min. — minimum,
max. — maximum, v, — variaény koeficient, t-test = P>0,05 — Statisticky nepreukazna hodnota, P<0,05" Statisticky

preukazna hodnota, P<0,01"" Statisticky stredne preukazna hodnota, P<0,001

Tabul’ka 2 Senzorické hodnotenie stehien (kohuty)

+H

Statisticky vysoko preukazna hodnota

Ukazovatel Vona Chut’ Stavnatost Jemnost’
kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus
n 30 30 30 30 30 30 30 30
X (body) 4,002 4,292 4,17 4,417 4,377 4,208 4,5 4,542
Sx 0,0466 0,0264 0,0705 0,0527 0,078 0,0697 0,0913 0,095
min. 3,875 4,25 4,0 4,25 4,13 4,0 4,25 4,25
max. 4,13 4,375 4,38 4,5 4,5 4,375 4,75 4,75
Vi 2,85 1,50 4,14 2,92 4,36 4,06 4,97 5,12
t-test 0,0003 0,019 0,139 0,758
(P value)
Tabul’ka 3 Senzorické hodnotenie pfs (sliepky)
Ukazovatel’ Vona Chut’ Stavnatost’ Jemnost’
kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus
n 30 30 30 30 30 30 30 30
X (body) 4,167 4,417 4,167 4,25 3,792 3,958 4,045 4,417
Sx 0,0527 0,0264 0,0527 0 0,095 0,0697 0,1044 0,0264
min. 4,0 4,375 4,0 4,25 3,5 3,75 3,88 4,375
max. 4,25 4,5 4,25 4,25 4,0 4,125 4,375 4,5
Vi 3,10 1,46 3,10 0 6,14 4,31 6,32 1,46
t-test 0,002 0,999 0,188 0,006
(P value)
Tabulka 4 Senzorické hodnotenie pfs (kohuty)
Ukazovatel Vona Chut Stavnatost’ Jemnost’
kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus
n 30 30 30 30 30 30 30 30
X (body) 4,127 4,292 4,21 4,25 3,958 3,958 4,293 4,25
Sx 0,0457 0,0697 0,0253 0,0456 0,0697 0,095 0,0689 0,1208
min. 4,0 4,125 4,13 4,125 3,75 3,75 4,13 4,0
max. 4,25 4,5 4,25 4,375 4,125 4,25 4,5 4,625
Vi 2,71 3,98 1,47 2,63 4,31 5,88 3,93 6,96
t-test 0,076 0,461 1,00 0,762
(P value)
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Tabul’ka 5 Senzorické hodnotenie pfs (bez ohl'adu na pohlavie)

Ukazovatel Voia Chut Stavnatost’ Jemnost’
kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus
n 60 60 60 60 60 60 60 60
X (body) 4,147 4,354 4,188 4,25 3,875 3,958 4,169 4,333
Sy 0,0338 0,0402 0,0286 0,0218 0,0615 0,0562 0,0704 0,0641
min. 4,0 4,125 4,0 4,125 3,5 3,75 3,88 4,0
max. 4,25 4,5 4,25 4,375 4,125 4,25 4,5 4,625
2,82 3,20 2,37 1,77 5,50 4,92 5,85 5,12
t-test 0,0007 0,100 1,328 0,099
(P value)
Tabul’ka 6 Senzorické hodnotenie stehien (bez ohl'adu na pohlavie)
Ukazovatel Voéna Chut Stavnatost Jemnost
kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus kontrola pokus
n 60 60 60 60 60 60 60 60
x (body) 4,126 4,333 4,232 4,333 4,377 4,297 4,502 4,563
Sx 0,0615 0,047 0,0796 0,0833 0,0372 0,0562 0,0572 0,0565
min. 3,875 4,125 4,0 3,75 4,13 4,0 4,25 4,25
max. 4,5 4,625 4,75 4,5 4,5 4,625 4,75 4,75
Vi 5,17 3,76 6,52 6,66 2,94 4,53 4,41 4,29
t-test 0,014 0,387 0,216 0,458
(P value)
Tabul’ka 7 Celkové hodnotenie najcennejsich Casti jatocne opracovaného tela (sliepky)
Ukazovatel’ Stehna Prsia
kontrola pokus kontrola Pokus
n 30 30 30 30
X (body) 17,333 17,583 16,125 17,042
Sx 0,2157 0,3206 0,2415 0,0697
min. 16,875 16,75 15,375 16,875
max. 18,0 18,5 16,625 17,25
Vi 3,05 4,47 3,67 1,00
t-test 0,532 0,004
(P value)
Tabul’ka 8 Celkové hodnotenie najcennejsich Casti jatocne opracovaného tela (kohuty)
Ukazovatel Stehna Prsia
kontrola pokus kontrola Pokus
n 30 30 30 30
X (body) 17,0417 17,458 16,583 16,833
Sx 0,2342 0,2342 0,2058 0,2157
min. 16,5 16,75 16,0 16,375
max. 17,75 18,0 17,125 17,5
Vi 3,37 3,29 3,04 3,14
t-test 0,237 0,421
(P value)
Organoleptickym  hodnotenim  stehennej svaloviny V prsnej svalovine u sliepok boli dosiahnuté vysSie

sliepok medzi kontrolnou a pokusnou skupinou neboli
zistené Statisticky vyznamné rozdiely (P>0,05), ale u
kohatov boli vyznamné rozdiely (P<0,001; P<0,05) v
prospech pokusnej skupiny v hodnoteni voéne (+0,290
bodu) a chuti (+0,300 bodu).

hodnoty u vsetkych sledovanych zmyslovych vlastnosti v
pokusnej skupine oproti kontrole, ale vyznamné rozdiely
(P<0,01) boli zistené len v hodnoteni vone (+0,250 bodu) a
jemnosti (+0,372 bodu). Kohuty v hodnoteni prsnej
svaloviny nedosiahli medzi kontrolnou a pokusnou
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skupinou vyznamné Statistické rozdiely (P>0,05) podobne
ako sliepky pri hodnoteni stehennej svaloviny.

Hodnotenim senzorickych vlastnosti bez rozdielu
pohlavia u kurciat Ross 308 boli vyznamné rozdiely
(P<0,001) dosiahnuté v prsnej svalovine v hodnoteni vone
v pokusnej skupine (+0,207 bodu) a podobne v stehennej
svalovine (P<0,05) pri hodnoteni vone v prospech
pokusnej skupiny (+0,207 bodu) oproti kontrole.

Celkovym senzorickym zhodnotenim stehennej a prsnej
svaloviny podl'a pohlavia sme zaznamenali vysSie hodnoty
v pokusnej skupine kimenej doplnkom extraktu propolisu
oproti kontrole, ale preukazné rozdiely (P<0,01) boli
zistené len v prsnej svalovine sliepok, ktora dosiahla v
pokusnej skupine o 0,917 bodu vysSiu hodnotu ako
kontrola.

Dosiahnuté pozitivne vysledky senzorického hodnotenia
najcennejSich ¢asti JOT kurciat Ross 308 v preverovanom
experimente s aplikdciou propolisového extraktu v
kfmnych zmesiach st v sulade s hodnotami a tendenciami,
ktoré vo svojich pokusoch zistili pri aplikacii inych
kfmnych aditiv vo forme rdznych probiotickych
preparatov vo vyzive kur¢iat Mudrik et al. (1990), Has¢ik
et al. (2004, 2007) a Mihok et al. (2010). Pozitivne
ovplyvnenie senzorickych ako aj technologickych
vlastnosti mésa vplyvom probiotickych preparatov, ale aj
rastlinnych silic a inych prirodzenych aditiv vo vyZive
kurciat deklaruju aj Urminska a Michalik (1991), Broz
(1991), Hascik et al. (2004, 2007), resp. Bobko et al.
(2006, 2009).

Zlepsené organoleptické (zmyslové) vlastnosti mésa
kurciat potvrdili vo svojich $tadiach pri aplikacii tuku a
olejnatych semien aj Poltowicz (2000), Osek et al. (2001),
Barteczko et al. (2003), Marcinéak et al. (2009) a pri
aplikacii cesnaku aj Kim et al. (2009). Autori zaroven
konstatuji, Ze pozadovani a  spravnu technologick,
nutricnl a taktiez senzoricki kvalitu misa kuréiat je
mozné dosiahnut len preverenymi a otestovanymi
kfmnymi doplnkami, ¢o potvrdzuju aj vysledky Bobka
et al. (2006, 2009), ktori upozoriuju, ze nie vSetky
aditivne latky, resp. mozné doplnky a ich mnoZstvo
aplikované vo vyzive kuriat mad priaznivy vplyv na
senzorické vlastnosti mésa, pretoze zistili pri aplikacii
roznych rastlinnych silic vo vd¢Som mnozstve vo vyZive
kuréiat aj opacnu tendenciu, tj. mierne zhorSenu
senzoricku kvalitu mésa.

ZAVER

V experimente bol preverovany vplyv extraktu propolisu
aplikovaného v kifmnych zmesiach kur¢iat Ross 308 v
davke 0,2 g.kg-1 KKZ na senzorické hodnotenie prsnej a
stehennej svaloviny po tepelnej Uprave peCenim. Na
zéklade dosiahnutych vysledkov podla pohlavia boli
dosiahnuté Statisticky vyznamné rozdiely (P<0,05 az
0,001) v hodnoteni véne a chuti u kohtitov v stehennej
svalovine a u sliepok (P<0,01) vo voni a jemnosti v prsnej
svalovine. Senzorickym posudzovanim jednotlivych
znakov bez rozdielu pohlavia boli vyznamné rozdiely
(P<0,05 az 0,001) v prospech pokusnej skupiny dosiahnuté
len v hodnoteni vone tak v prsnej ako aj stehennej
svalovine. Celkovym zhodnotenim najcennejSich casti
jatocného tela kurciat Ross 308 sme zistili pozitivny vplyv
extraktu propolisu na ich senzorické vlastnosti, ale
preukazné rozdiely (P<0,01) boli zaznamenané len u

sliepok v prsnej svalovine. Vysledky experimentu
potvrdili, Ze propolisovy extrakt v davke 0,2 g.kg'1 KKZ
mozeme aplikovat’ vo vyzive bojlerovych kurciat, nakol'ko
pozitivne ovplyviiuje senzoricki kvalitu mésa kurciat,
ktora je jednym z najddlezitejSich ¢lankov pre vyuzitie
kuracieho mésa v potravinovom retazci ¢loveka.
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CHARACTERIZATION OF LACTOCOCCUS STRAINS AND THEIR USING IN
DAIRY TECHNOLOGY

Zuzana Hladikova, Jana Smetankova, Gabriel Greif, Maria Greifova

ABSTRACT

Lactococcus lactis species is one of the most important groups of lactic acid bacteria that are used in the dairy industry.
Lactococci are generally found on plants and the skins of animals. Special interest is placed on the study of Lactococcus
lactis ssp. lactis and Lactococcus lactis ssp. cremoris, as they are the strains used as starter cultures in industrial dairy
fermentation. The major functions of this species in dairy fermentation are the production of lactic acid, formation of
flavour and aroma compounds, development of ripened cheese texture and antimicrobial activity against spoilage bacteria

and moulds.

Keywords: Lactococcus lactis, starter cultures, antimicrobial activity, technological properties

UVOD
Konzumacia potravin, ktoré vznikli  Cinnostou
mikroorganizmov, sprevadza cloveka uz niekolko

tisicro¢i. Metdédou pokusu aomylu sa ludia snazili
zabranit neziaducemu kazeniu potravin zivo¢iSneho
a rastlinného povodu. Na zaklade prirodzenej selekcie bol
tak v priebehu storo¢i podporovany rozvoj pozitivne
posobiacich mikroorganizmov na tukor tych, ktoré
sposobovali kazenie.

V pripade mlieka ¢lovek neuvedomele vyuzival ucinky
mikroorganizmov, ktoré sa do neho dostali prirodzenou
cestou z prostredia, spdsobovali samovolné skysnutie
mlicka alebo smotany, pripadne d’alSie pochody ako je
rozklad bielkovin a tukov pri vyrobe syra.

Od konca 19. storoCia je problematika kyslomliecnych
baktérii rieSena intenzivne a nepretrzite v celej Sirke,
pricom zahffia izolaciu novych kmenov, poznanie ich
vlastnosti, vyber kmetov a ich vhodné kombinacie, vyrobu
roznych foriem zékysovych kultir aich aplikaciu

v klasickej mliekarenskej technologii aj konzervacii
najroznejsich potravinarskych vyrobkov.
Jednou znajdodlezitejsich  skupin  mikroorganizmov

s technologickym vyznamom st mikroorganizmy rodu
Lactococcus. Baktérie patriace do tohto rodu sa
nachadzaji v surovom kravskom mlieku, surovom ov€om
mlieku, ale aj vinych potravindrskych komoditach auz
dlho sa vyuzivaju ako Startovacie kultiry v malovyrobe
i vo velkopriemyselnom spracovani.

Konzervacény efekt rodu Lactococcus je spdsobeny
hlavne redukciou pH prostredia pomocou
vyprodukovanych kyselin ako je kyselina mliecna,
kyselina octova, kyselina jantarova, kyselina fenylmlie¢na,
kyselina propiénova ai. atiez tvorbou dalSich
antimikrobialnych latok vratane bakteriocinov
bielkovinovej povahy. Produkty ich metabolizmu maju
uplatnenie nielen v biokonzervdcii, ale prispievaju tiez
k dosiahnutiu pozadovanych organoleptickych vlastnosti
produktov tvorbou chutovych latok a enzymov.

ROD LACTOCOCCUS

Pri studiu starSej mlickarenskej literatiry nachadzame
v mlie¢ne;j skupine streptokokov ~ pomenovania:
Streptococcus  lactis,  Streptococcus  lactis  ssp.

diacetylactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis
ssp. holandicus, Streptococcus lactis var. maltigenes,
Streptococcus citrovorus, Streptococcus paracitrovorus
apod..

Dovody zhrnutia niektorych druhov mliecnej skupiny
streptokokov  (rod Lactococcus) do jedného druhu
Lactococcus lactis boli nasledovné: Lactococcus lactis ssp.
diacetylactis (ardmovy streptokok) ma vsSetky hlavné
vlastnosti totozné so species Lactococcus lactis, ale ma
navySe vyznamn vlastnost fermentovat citran na
aromotvornu latku diacetyl ana CO,. Tato vlastnost je
podl'a novsich tdajov regulovana plazmidom, preto nie je
trvald. Napriek novsej systematike sa taxon Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis pouziva nad’alej pre
jeho vynimo¢né vlastnosti v mliekarenskej mikrobiologii
(Gorner a Valik, 2004).

Najvdcsou mierou je vsurovom mlieku, syroch
ainych mlie¢nych produktoch zastiupeny Lactococcus
lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris, no
izolovany bol tiez aj Lactococcus garviae (Casalta et al.,
2008; Corroler, Desmasures a Guegen, 1999).

Lactococcus lactis ssp. lactis sa vel'mi dobre rozmnozuje
v Cerstvom, za hygienickych podmienok nadojenom
mlieku, az sposobi skysnutie. Je neodmyslitelnou sucastou
pouzivanych ,Cistych mliekarskych kultar na vyrobu
niektorych kyslych mliek, kyslych smotdn ana vyrobu
vsetkych druhov syrov ako jedind kultara alebo spolu
sinou Specifickou kultarou mikroorganizmov. Bunky
maju vajcovity tvar priemeru 0,5 az 1,0 pm, su vacSinou
v paroch alebo v kratkych retiazkach. Rastie v rozmedzi
teplot 10 az 40 °C a jeho optimalna rastova teplota je asi
pri 30 °C. Optimalna teplota pre rézne kmene Lactococcus
lactis je 27-33 °C, optimalna tvorba kyseliny mliecnej je
pri 30 °C (Gorner a Valik, 2004; Adamberg et al., 2003;
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Lee, Collins 1976). Charakteristické je, Ze nefermentuje
sacharozu alebo iba v nepatrnej miere. V mlieku tvori
0,8 az 0,9 % kyseliny mliecnej. Menej ako 10 %
metabolitov (pocitané na celkové metabolity) si prchavé
kyseliny, najméd kyselina octova. Tvorbou kyseliny
mlie¢nej pri 20 °C az 30 °C mlieko zrdaza do druhého dna.
Kyselinu citrébnova nestiepi, netvori acetoin a diacetyl ani
CO, (existyju vSak aromové biovary ako napriklad
Lactococcus lactis  ssp. lactis biovar diacetylactis).
Lactococcus lactis ssp. lactis Stiepi pepton za tvorby
amoniaku, kazein v neutrdlnom prostredi Stiepi iba
nepatrne. V médiu neznasa 6,5 % NacCl, ale pri 4 % NaCl
rastie dobre (Gorner a Valik, 2004).

Odolnost  kyslomlieénych baktérii voc¢i zvySenej
koncentracii NaCl je velmi dodlezitd z hladiska vyroby
mnohych syrov. U rozlicnych kmefiov je vSak rdzna.
Khedid et al. (2009) testovali kyslomliecne baktérie
izolované  zmlieka tavy  dvojhrbej  z Morocca.
Lactococcus lactis ssp. lactis bol najviac zastipenym
vyizolovanym kmenom. Vich $tadii sa uvadza, ze
Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis biovar
diacetylactis dobre tolerovali 4 % — 6,5 % - ny obsah
NaCl. Lactococcus lactis ssp. cremoris toleroval menej
ako 2 % - ny obsah NaClL
Lactococcus  lactis  ssp.  cremoris ma  niektoré
charakteristické vlastnosti, ktorymi sa 1isi od Lactococcus
lactis ssp. lactis: ma nizsiu optimalnu teplotu (udava sa
28 °C), tvori meratel'né mnozstvo CO,, laktozu fermentuje
pomalsie, morfologicky sa vyznacuje spravidla vacSimi
bunkami — 0,6 az 1,0 um, ktoré ostavaju pri sebe v smere
ich delenia, preto vznikaju dlhé retiazky zlozené Casto z 20
iviac buniek. Tvorba dlhych retiazok je ale
charakteristickd len pre Ccerstvé kultiry pestované
v mlieku. U starSich kultir sa retiazky rozpadavaju
na pary. Niektoré kmene tvoria sliz. V mlieku tvori asi
0,7 % kyseliny mlie¢nej. Ako homofermentativna baktéria
mlie¢neho kysnutia tvori malo vedlajSich metabolitov,
pricom tvorba CO, je premenlivd. Vytvara aj malo
acetoinu a diacetylu. Rastie eSte v médiu s obsahom 2 %
NaCl, ale nie pri 4 % NaCl. Je preto typickym
smotanovym alebo mlienym streptokokom, nie vSak
univerzalnym syrarskym mikroorganizmom (v syroch su
zvacsa vysSie koncentracie NaCl). Aj podla novsich
taxonomickych §tadii sa ukazuje, ze Lactococcus cremoris
je pribuzny druhu Lactococcus lactis, apreto sa novsie
uvadza ako Lactococcus lactis ssp. cremoris (Gorner a
Valik, 2004).

Viacero autorov skumalo vplyv teploty a pH na rast
Lactococcus lactis. Maximalna Specifickd miera rastu
Lactococcus lactis ssp. cremoris bola pozorovana pri pH
hodnote prostredia v rozmedzi od 6,3 do 6,9 (Bibal et al.,
1988).

Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp.
cremoris dosahujii vysoké hodnoty (>10° KTJ/g) tak ako
v prvy den vyroby, tak vysoky pocet KTJ sa udrziava aj
pocas zrecej periody mnohych syrov zo surového mlieka
(Corroler, Desmasures a Guegen, 1999).

Pol'ski autori Matuszewski, Pijanowski a Supieska
navrhli v roku 1936, aby kmene Streptococcus lactis, ktoré
maju schopnost fermentovat citran (za pritomnosti
fermentovatelného sacharidu) za tvorby acetoinu, CO,
a ardbmovej latky diacetylu, dostali vlastné pomenovanie.

V Bergeyovej systematike (r. 1984) bol tento navrh
akceptovany (Gorner a Valik, 2004).

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis (byvaly
Streptococcus lactis  ssp. diacetylactis) ma podobné
charakteristiky ako Lactococcus lactis ssp. lactis,
s vynimkou tvorby véc¢Sieho mmnozstva prchavych latok
regulovanej plazmidom. Od Lactococcus lactis ssp. lactis
sa liSi dvomi znakmi: za pritomnosti fruktézy vytvara
hlavne CO, a kyselinu octovi a $tiepi kyselinu citrénovu,
pricom v znacnej miere tvori acetoin. Tvorba diacetylu za
tmy neprebieha alebo iba nepatrne. V takejto kulture je
mozné preto lahko dokazovat pritomnost acetoinu.
Diacetyl sa potom z acetoinu tvori oxidaciou vzduSnym
kyslikom. Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylatis
byva v mezofilnych cistych mliekarskych kultarach,
v ktorych sa pozaduje tvorba aromy (diacetyl) a tvorba
CO;nie je chybou (Gorner a Valik, 2004).

Cachon a Diviés (1994) skumali rast Lactococcus lactis

ssp. lactis biovar diacetylactis pri rozliénych hodnotach
pH. Zistili, ze pre rast a produkciu kyseliny mliecnej
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis bola
optimalna hodnota pH 6,5 .
Lactococcus raffinolactis v mliekarskej mikrobioldgii nie
je bezny. Ma sérologickl skupinu N. Z fermenta¢ného
hl'adiska sa od Lactococcus lactis 1i§i najmi fermentaciou
sachardzy, jeho pdvodnym stanovistom su prirodzene
skysnuté mlieka (Gorner a Valik, 2004).

Status Lactococcus lactis ,,vS§eobecne povazovany za
bezpecny”“ (GRAS) ho robi atraktivnym pre produkciu
proteinov pre potravinarsky priemysel alebo terapeutické
ucely. Okrem toho kmene Lactococcus lactis produkujice
heterologne proteiny ako antigény su Studované pre
pouzitie ako zivé mukdzne vakciny (Sirén et al., 2009;
Beresford et al., 2001; Salminem et al., 1998).

LACTOCOCCUS LACTIS AKO PROBIOTICKA
KULTURA

Prinos probiotik je ocefiovany a skimany uz po celé
storo¢ia. Hoci pojem funkéné potraviny bol zavedeny
v davnej minulosti Hippokratom a jeho mottom ,,Dovolte
potravinam byt va§imi liekmi“, ale az nedavno stbor
dokazov zacal podporovat’ hypotézu, ze strava moze hrat’
vyznamnu ulohu v modulécii délezitych fyziologickych
funkcii tela (Vasiljevic, Shah, 2008).

Probiotika su definované ako zivé organizmy, ktoré ak su
konzumované v dostatocnom mnoZzstve, su prospesné pre
zdravie hostitel'a (Vouloumanou et al., 2008).

Medzi vseobecne pouzivané probiotikd patria kmene
rodov Lactobacillus a Bifidobacterium, ktoré boli pdvodne
izolované z l'udského intestindlneho traktu. Niekol'ko
studii sa zaoberalo probiotickou aktivitou laktokokov,
ktoré su bezne pouzivané ako Startovacie kultiry pocas
spracovania  fermentovanych mliecnych produktov.
Vseobecne sa predpoklada, ze laktokoky neprezivaju
prechod gastrointestinalnym (GI) traktom. Niektoré kmene
laktokokov vSak mozu prezivat v l'udskom i Zivo¢isSnom
GI trakte (Kimoto et al.,, 2003; Klijn, Weerkamp,
de Vos, 1995).

Schopnost’ tolerovat’ ZzICové prostredie je nevyhnutnou
charakteristikou probiotickej kultiry. Mnoho $tadii sa
zaoberalo prezivanim KkyslomlieCnych baktérii v ZICi
a selekciou probiotik s najlep§imi vlastnost’ami
(Garriga et al., 1998; Jin et al., 1998).
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Perrin, Gill a Schneider (2000) uviedli, Ze toxické
ucinky zl¢e moézu byt cCiastoCne zmiernené pridavkom
sacharidu, ktory moze byt metabolizovany niektorymi
kmenmi bifidobaktérii. Tolerancia niektorych kmenov
laktokokov sa odliSuje pouzitim rbéznych druhov
sacharidov v rastovom médiu (Kimoto-Nira et al., 2009).

Kimoto-Nira et al. (2010) testovali kmen Lactococcus
lactis G50 ako mozného kandidata probiotickej kultary
s imunomodula¢nou aktivitou za rozliénych podmienok.
Vysledky ich prace potvrdili, Ze kmen Lactococcus lactis
G50 toleruje a preziva v pritomnosti lyzozymu, pri nizkej
hodnote pH prostredia a zICe, ale jeho rezistencia variruje
v zé&vislosti od pouzitého zdroja uhlika. Tiez pozorovali
uprednostiiovanie  urCitych  sacharidov  rozdielnymi
kmenmi kyslomlieénych baktérii atito preferencia
zavisela od kmena a od typu gastrointestinalneho traktu.
Probiotické vlastnosti troch kmenov KMB (Lactococcus
lactis CLFP 101, Lactobacillus plantarum CLFP 238
a Lactobacillus fermentum CLFP 242) izolovanych z ryb
aschopnost’ inhibovat prilnavost 5 patogénnych
mikroorganizmov ryb (Aderomonas hydrophila, Aeromonas
salmonicida, Yersinia ruckeri aVibrio anguillarum)
host'ujucich v intestindlnej mukoéznej vrstve v in vitro
podmienkach skimali Balcazar et al. (2008). Vysledky
ukazali, ze len Lactococcus lactis CLFP 101 pdsobil
protiadhézne a antibakteridlne voc¢i vSetkym patogénnym
mikroorganizmom. Vsetky kmene kyslomlie¢nych baktérii
boli schopné prezit pri pomerne nizkych hodnotach pH
prostredia a pri vysokej koncentracii rybacej zlce.

ANTIMIKROBIALNA AKTIVITA

Kyslomlie¢ne baktérie s zodpovedné za fermentaciu

amaju biokonzervacny ucinok vyuzivany v pocetnych
potravinovych a krmovinovych procesoch. Biokonzervacia
slizi na prediZenie trvanlivosti a na zvySenie bezpeénosti
potravin pouzitim prirodzenej alebo pridanej mikroflory
aich antimikrobidlnych produktov. Antimikrobialne
zlozky produkované kyslomliecnymi baktériami zahfiaju
organické kyseliny, peroxid vodika, oxid uhli¢ity, diacetyl,
bakteriociny a nizkomolekularne antimikrobialne latky, ale
niekol’ko $tudii sa venovalo aj ich polysacharidovym
metabolitom, zvlast' exopolysacharidom (Wu et al., 2010;
Rohwer a Edwards, 2002).
Mechanizmus posobenia antimikrobidlnych latok nemoéze
byt presne definovany, pretoze ide o komplexnu interakciu
medzi viacerymi zlozkami, mozZeme hovorit
o synergickom efekte (Greifova et al., 2008).

Uz roku 1973 Haines a Harmon testovali inhibi¢né
schopnosti 8 druhov baktérii patriacich do rodov
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
a Streptococcus. ~ Dokéazali, ze  zmesné  kultury
spominanych baktérii v laboratornych podmienkach
s médiom obsahujicim Staphylococcus aureus potlacovali
jeho rast viac ako samotné kultiry (Haines a Harmon,
1973a, 1973b).

Neskor vroku 2008 Charlier et al. monitorovali 75
kmenov Lactococcus lactis a ich potencial inhibovat’ rast
Staphylococcus aureus v mlieku a dokazali, Ze inhibicné
vlastnosti tychto vybranych kmetiov boli rézne. VacSina
kmenov Lactococcus lactis (93 %) rast Staphylococcus
aureus inhibovala a niekol'ko kmenov (7 %) nemalo voci
Staphylococcus aureus Ziadny inhibi¢ny ucinok.

Bolo zistené, Zze laktokoky izolované z inych zdrojov ako
z mlie¢nych produktov, preukazovali vyssiu
antimikrobidlnu aktivitu ako kmene izolované z mlie¢nych
produktov, zahffiajic aj priemyselné¢ Startéry. Tento
fenomén mobdze byt vysvetleny tak, Zze schopnost
produkovat’ antibakteridlne latky tymito divokymi kmeiimi
je sposobenda konkurenénym bojom o prezitie sinymi
mikroorganizmami (Wouters et al., 2002).

BAKTERIOCINY

Mnoho mikrobidlnych skupin produkuje bakteriociny
patriace do heterogénnej skupiny peptidov a proteinov
s antimikrobidlnym u¢inkom (Castellano et al., 2008).
Bakteriociny niektorych baktérii inhibuju rast pribuznych
mikrobov, zatial ¢o iné inhibuju Sirokd  $kalu
mikroorganizmov, zahffiajicu prirodzenych patogénov
potravin a spérotvornych mikroorganizmov ako su Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
a Clostridium tyrobutyricum (Galvez et al., 2008).
Niekol’ko rodov alebo ich druhov ako st Lactococcus
lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,

Lactococcus lactis  ssp. diacetylactis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
curvatus su  schopné syntetizovat peptidy alebo

bakteriociny, ktorych cinnost’ je namierena len proti
taxonomicky tzko stvisiacim baktériam (Batish et al.,
1997).

Niektoré z bakteriocinov ~ produkované druhmi
Lactococcus lactis ssp. lactis sa pouzivaju od roku 1950
ako potravinarske pridavné latky. Ako priklad mézeme
uviest nizin, ktory ma antibakteridlny ucinok na
grampozitivne mikroorganizmy a je schopny inhibovat
klicenie spor rodov Clostridium a Bacillus (Gonzales et
al., 2007).

Vedecka literatiira ponuka priklady niekol’kych kmenov
kyslomlieénych  baktérii schopnych  produkovat
bakteriociny. V tomto zmysle, uréity kmen Lactococcus
lactis ssp. lactis produkuje nizin, bakteriocin, ktory puta
vo vedeckej oblasti najvacSiu pozornost. Avsak, iné
laktokoky ~ si  tiez ~ vyznamnymi  producentami
bakteriocinov. Napriklad lacticin 481 produkovany
kmeniom Lactococcus lactis ssp. lactis CNRZ 481,
lactococcin B produkovany Lactococcus lactis  ssp.
cremoris 9B4, lactococcin G produkovany Lactococcus
lactis LMG 2081 a diplococcin produkovany Lactococcus
lactis ssp. cremoris ai. (Lee et al., 1999).

BIOSURFAKTANTY

Zaujem o biosurfaktanty za posledné roky znacne
vzrastol. Su potencionalnymi kandidatmi pre mnohé
komercéné vyuzitie v ropnom, farmaceutickom,
biomedicinskom a potravinarskom priemysle (Iyer et al.,
2010).

Biosurfaktanty st mikrobialne zlG¢eniny s vyslovene
povrchovou aktivitou, ktoré maju rozmanité chemické
Struktiry ako glykolipidy, lipopeptidy, polysacharidovo-
proteinové komplexy, lipopolysacharidy, fosfolipidy,
mastné kyseliny a neutralne lipidy. S uzitocné nielen ako
antibakterialne, antifungalne a antivirotické latky, ale maju
tiez potencial pre pouzitie ako hlavné imunomodulacné
molekuly, antiadhezivne Cinitele a dokonca ako vakciny
(Rodrigues et al., 2006).
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Rodrigues et al. (2004) Studovali biosurfaktant
produkovany kmetiom Lactococcus lactis 53 s cielom
tento biosurfaktant izolovat’ a identifikovat’, zahfiiajic jeho
molekularne zloZenie. Tento biosurfactant izolovany
z Lactococcus  lactis 53  bol  fyzikdlnochemicky
a biochemicky charakterizovany ako mnohozlozkovy
biosurfaktant pozostavajuci z proteinu a polysacharidov,
ktory preukdzal antimikrobialnu aktivitu voci vybranym
baktériam a mikroskopickym vlaknitym hubam
(Rodrigues et al., 2006, 2004a, 2004b).

TECHNOLOGICKY VYZNAM

Acidifikaéné schopnosti

Kvalitna vyziva dojnic je nutnym predpokladom pre
dosahovanie pozadovaného latkového zlozenia
a technologickych vlastnosti mlicka. Odrazom
nedostatocného energetického krytia dojnic je znizena
produkcia mlieka, mlicko vykazuje niz§i obsah bielkovin
(klesa najmé kazeinova zlozka), nizke hodnoty beztukove;j
suSiny a titraénej kyslosti, dochadza k zhorSovaniu
syriteI'nosti a kysacej schopnosti mlieka (KoloSta, 1998).
Specificky typickd chut aaréma tradi¢ne vyrdbanych
druhov syra zavisi od druhu mlieka, jeho mikrobiologicke;j
kvality, stupna okyslenia zrazeného mlicka vo faze
formovania, vyrobnej technologie a podmienok zrenia
(Gonzales et al., 2010).

Lactococcus  lactis je pouzivany ako mezofilna
Startovacia kultira pre jeho schopnost’ acidifikovat
mlieko, ¢o vedie ku koagulacii a tvorbe aromovych latok
pocas zrenia. Z tohto dévodu sa kladie doraz na skimanie
parametrov, ktoré ovplyviiuji okyslovanie mliecka
pomocou Lactococcus lactis. Zatial' nie je zname, ako
redukovat’ acidifikacnl lag — fazu azvysit' Zivotnost
buniek po inokulacii (Jeanson et al., 2009).

V tradi¢nej vyrobe syrov sa len zriedka pouziva zmes

mezofilnych  atermofilnych  kultdr. AvSak  kmen
Streptococcus  thermophilus sa stale viac pouziva
s mezofilnymi Startovacimi kultirami na  regulaciu

acidifikacie pocas spracovania, formovania, lisovania
askladovania syrov. Okrem toho  Streptococcus
thermophilus mdze byt uzitoény proti bakteriofagom
(Champagne et al, 2009; Stokes et al., 2001).
Champagne et al. (2009) sa zaoberali §tidiom interakcii
medzi kultirami Lactococcus lactis a Streptococcus
thermophilus pri modelovej vyrobe syra Cheddar.
Vysledky ich prace poukazuji na ochranni funkciu
Streptococcus thermophilus voCi bakteriofagom, zvySenie
rychlosti  acidifikacie pocCas Cedarizacie, zniZenie
acidifikacie pocas lisovania a skladovania a redukciu
tvorby exopolysacharidov, zatial' ¢o kultary Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis sa vyznamne
podielaji na tvorbe chuti aaromy. Ak sa pouZije
Startovacia kultura pre tieto cedarové syry zlozena z kultur
Streptococcus thermophilus a Lactococcus lactis, dosiahne
sa optimalna chutnost, textira a post- acidifikacia.

Proteolyticka a lipoliticka aktivita

Skala a stupei volnych aminokyselin vo fermentovanom
mlieku zavisi od mnohych premenlivych faktorov ako je
druh mlieka, zlozenie Startovacej kultury, pripravnych
a skladovacich podmienok (Juillard et al., 1995).
Lactococcus lactis ako dolezity komponent Startovacich
kultar pouzivany vo vyrobe syrov vyzaduje komplex

aminokyselin a jeho optimalny rast v mlieku zavisi od jeho
velmi zlozitého proteolytického systému zahfnajuceho

bunkovll proteindzu spojeni so stenou, niekol’ko
peptidovych transportnych systémov lokalizovanych
v membrdne a mnozstvo intracelularnych  peptidaz
(Kunji et al., 1996).

Ak je v mlieku nedostatocné mnozstvo

nizkomolekulovych komponentov, rast Startovacej kultary
zavisi od jej proteolytickej schopnosti hydrolyzovat
kazeiny. Kazeiny st hlavaym zdrojom aminokyselin pre
Lactococcus lactis, zabezpeCuju 98 % rastu (Juillard
et al, 1995). Prispevok esencidlnych aminokyselin
kazeinmi zavisi od typu proteinazy (Iyer et al., 2010).

Katabolizmus aminokyselin zohrdva dolezita rolu
v poskytovani prekurzorov pre biosyntézu aminokyselin,
nukleotidov a vitaminov a v produkcii velkého mnozstva
klai€ovych arémovych komponentov (Chaves et al.,
2002). Konkrétnejsie, kazeiny st degradované na peptidy
a aminokyseliny atie st hlavnymi prekurzormi pre
prchavé aromatické komponenty (Smit, Smit a Engels,
2005).

Proteolytickou aktivitou sa zaoberali aj Picon et al.
(2010), ktori testovali 24 divokych kmenov Lactococcus
lactis izolovanych zo Spanielskeho syra vyrobeného zo
surového mlieka, uktorych bola preukdzand rozdielna
proteolyticka a peptidolyticka aktivita.

Gorner a Valik (2004) vo svojej publikacii uvadzajua, ze
baktérie mlie¢neho kysnutia nemaju vyrazné proteolytické
a lipolytické vlastnosti, ale vo svojom metabolizme predsa
len tvoria zbielkovin Stiepne produkty, peptidy
a aminokyseliny, ktoré slizia ako ziviny naroénym
baktériam mlie¢neho kysnutia ako 'ahko vyuziteI'ny zdroj
dusika.

Gonzales et al. (2010) izolovali ztradi¢ného
Spanielskeho syra ,,Genestoso cheese” 24 kmenov
kyslomlieénych baktérii. Zhodnotili ich enzymaticka
aktivitu (acidifikaciu a proteolytické schopnosti
a karboxypeptidazovli, aminopeptidazovti, kazeinolytickl
a esterazovu aktivitu) s cielom selektovat’ pévodné kmene
v zdujme spracovania syrov. Tieto kmene boli selektované
na zaklade ich antimikrobidlnej aktivity a identifikované
ako Lactococcus lactis ssp. lactis (13 kmenov),
Leuconostoc mesenteroides (2 kmene), Leuconostoc
pseudomesenteroides (1 kmen), Lactobacillus paracasei (2
kmene), Lactobacillus plantarum (1 kmen) a Enterococcus
faecalis (5 kmenov). Kmene Lactococcus sp. preukazali
najvyssi stupen acidifikacie a proteolytickej aktivity.
Bezbunkovy extrakt zkmena Lactobacillus paracasei
vykazoval najvyssi stupenn aminopeptidazovej aktivity.
Najvyssi stupen kazeinolytickej aktivity preukazal
bezbunkovy extrakt jedného kmena Lactococcus lactis.
Vysoké hodnoty boli tiez ziskané bezbunkovymi
extraktami Lactobacillus sp. a niektorymi leukonostokmi.
Karboxypeptidazova aktivita bola celkovo nizka alebo
nepostrehnutelnd u vacsiny kmeniov. NajvysSia miera
esterolytickej aktivity bola detegovana udruhov rodu
Enterococcus.

Kyslomlie¢ne baktérie su malo lipolytické v porovnani s
inymi skupinami baktérii (napr. Pseudomonas, Bacillus,

Achromobacter).  Esterolyticky  a lipolyticky  systém
baktérii mliecneho kysnutia zostava slabo
charakterizovany. Esterazy kyslomlie¢nych baktérii,
mikroskopickych  vlaknitych hub  abaktérii  rodu
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Pseudomonas maji za nasledok ovocni prichut
v potravinach.  Mikrobidlne  lipdzy aesterdzy su
neodmyslitelné v zlepSovani kvality, urychlujii zrenie
syrov, fermentovanych mésovych vyrobkov a inych
potravin (Reddy et al., 2008).

Exopolysacharidy

Exopolysacharidy (EPS) su definované ako dlhé
polysacharidy  vyluéované mikrobidlnymi  bunkami
(Laws, Gu a Marshall, 2001). Polysacharidy sa

vSeobecne nachadzaju v rastlinach, mikroorganizmoch
(huby a baktérie), riasach a zvierataich. Vdaka ich
dostupnosti a reologickym vlastnostiam, polysacharidy
reprezentuju  triedu vysoko hodnotnych polymérov
svelkym priemyselnym vyuzitim v potravinarskom,
kozmetickom, textilnom a farmaceutickom priemysle.
Vyuzivaju sa napriklad ako emulgatory, stabilizatory
azlepSovace  textury v potravinarskom  priemysle
(Krizkova et al., 2006; McCue, Shetty, 2002). Niekol'ko
pokusov bolo vykonanych na riadenie fermentaénych
podmienok kvoli vzrastu produkcie EPS (Macedo et al.,
2002; Grobben et al., 1998), no doteraz je eSte mnoho
nevyrieSenych otazok. Tiez niekol’ko §tudii sa uskutocnilo
na vyuzitie EPS produkovanych kyslomliecnymi
baktériami ako hlavnej funk¢nej zlozky predovsetkym pri
vyrobe syrov ajogurtov (Folkenberg et al., 2005;
Hassan, Frank a Elsoda, 2003; Hassan et al., 1996).

Tvorba EPS, zda sa, vzrasta so zvySujicim sa obsahom
proteinov v médiu. Ostatné zlozky média ako minerdlne
latky, Specifické aminokyseliny, karbohydraty tiez
ovplyviuji zlozenie a vytazok exopolysacharidov (De
Vuyst a Degeest, 1999; Grobben et al., 1998).

Ayala-Hernandez et al. (2009) sledovali ucinok
pridavku srvatkovych bielkovin na reologické vlastnosti
ultrafiltra¢ného permeatu fermentovaného
exopolysacharidy-produkujucim kmetlom Lactococcus
lactis ssp. cremoris JFR1. Mlie¢ne permeaty obsahujice
8% tuhych latok srozlicnymi pridavkami srvatkovych
bielkovin (0, 2, 4, 6 a 8 %) boli fermentované 12 hod pri
teplote 30 °C. Reologické vlastnosti fermentovanych
vzoriek boli zhodnotené a porovnavané s kontrolnymi
vzorkami fermentovanymi exopolysacharidy-
neprodukujicimi kmenmi. Pozorovanim elektronovym
mikroskopom bola tiez potvrdena existencia interakcii
medzi srvatkovymi proteinovymi agregatmi a EPS.
Pritomnost”  EPS znacne zvySovala  viskozitu
a viskoelastické vlastnosti média, hlavne u vzoriek
obsahujicich viac ako 2% pridavok srvatkovych
proteinov. Ziskané vysledky nazorne dokazuji vyznam
interakcie v utvarani Struktir EPS-protein a mézu pomdoct’
vysvetlit’ viskozitné mechanizmy EPS vo fermentovanych
mliecnych produktoch. Produkcia vysokoviskézneho
materialu by mohla byt potencidlne vyuzivana
v budticnosti ako novd bohatd vladknitd ingrediencia
v mliekarenskych produktoch.

Mlieko, srvatka alebo produkty znich vyrobené su
vhodnymi substrdtmi na produkciu EPS kvoli ich
vysokému obsahu laktozy (Macedo et al., 2002).

Za posledné roky sa ¢im dalej, tym viac ukazuje, ze
niektoré polysacharidy izolované z kultivovatelnych
mikroorganizmov maju antioxidacné vlastnosti a nizku
cytotoxicitu (Krizkova et al.,, 2006; McCue a Shetty,
2002). Bolo publikovanych mnoho prac prejednavajicich

o skriningu, izolécii, charakterizacii, biosyntéze
a funk¢nych vlastnostiach exopolysacharidov
produkovanych kyslomliecnymi baktériami (Pan a Mei,
2010). Je vnich vela informacii o exopolysacharidoch
produkovanych niektorymi kmenmi Lactococcus lactis
ako aj Lactococcus lactis ssp. cremoris. AvSak o kmenoch
Lactococcus lactis ssp. cremoris nie si publikované stadie
diskutujice o produkcii, purifikacii, charakterizacii
a biologickych vlastnostiach exopolysacharidov vo vztahu
kich antioxidanym vlastnostiam in vitro ain vivo
(Ayala-Hernandez et al., 2009, 2008; Ruas-Madiedo et
al., 2002).

Antioxidacny potencial exopolysacharidov ziskanych
z Lactococcus lactis ssp. lactis 12 izolovaného z Cinskej
nakladanej kapusty popisali vo svojej praci Pan a Mei.
Tieto  expolysacharidy preukazali silnd  celkova
antioxidaéni  kapacitu ako aj schopnost inhibovat
hydroxylové radikdly a superoxidovii aniénova aktivitu
(Pan, Mei, 2010).

REZISTENCIA VOCI ANTIBIOTIKAM

Klinické pouzivanie antibiotik dosiahlo vyznamné
znizenie chorob a umrtnosti spojenych s infekénymi
ochoreniami a viedlo k uspesnym chirurgickym zakrokom
a protirakovinovej liecbe. Pouzivanie antibiotik bolo
roz§irené aj vo veterinarnej medicine, kde st vyuZzivané
ako terapeutické faktory, tiez v polnohospodarstve ako
podpora rastu a prevencia ochoreni rastlin (Levy,
Marshall, 2004; Wegener, 2003).

Rezistencia na rozlicné druhy antibiotik je vyznamnou
vlastnostou kyslomliecnych baktérii aje povazovana za
jedno zkritérii pre hodnotenie bezpecnosti kmenov
pouzivanych pri vyrobe potravin aj krmovin, pretoze také
mikroorganizmy mozu teoreticky preniest’ rezistentné gény
na patogény (Ammor, Flérez a Mayo, 2007; Florez,
Delgado a Mayo, 2005).

Rezistencia kyslomlie¢nych baktérii voéi antibiotikam
moze byt spdsobena mnozstvom rdznych mechanizmov,
zahfiiajuc zniZzent absorpciu antibiotik, inaktivaciu alebo
modifikaciu miesta u¢inku antibiotika ¢i hydrolyzu alebo
modifikaciu antibiotika (Normark a Normark, 2002).

Lactococcus lactis je obycCajne citlivy na spektrum
antibiotik  (makrolidy, bacitracin, erythromycin,
lincomycin, novobiocin, teicoplanin a vancomycin),
Sirokospektralne antibiotikd (rifampicin, spectinomycin a
chloramfenikol) a beta-laktamové antibiotikd (penicilin,
ampicilin, amoxicilin, piperacilin, ticarcilin a imipenem).
Citlivost’ voc€i tetracyklinu, cefalotinu, nitrofurantoinu,
cefotetanu je variabilna. Vel'a druhov rodu Lactococcus je
rezistentnych na metronidazol, cefoxitin, trimethoprim,
kyselinu nalidixovi a polymyxin B a aminoglykozidy
gentamicin a kanamycin (Flérez, Delgado a Mayo, 2005;
Temmerman et al., 2002; Herrero et al., 1996;).

Ammor, Flérez a Mayo (2007) vo svojej praci
poukdzali na rozdielnu senzitivitu rodov KMB na
antibiotika. V ich publikacii je uvedené, ze Pediococcus
sp. je citlivy na gentamicin, netilmicin, erythromycin,
niektoré druhy rodu Lactococcus su rezistentné na
kyselinu nalidixova a citlivé na antibiotika erythromycin
avancomycin a beta-laktamové antibiotikd penicilin,
ampicilin.
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Tab 1 Mikrobiologické ,,breakpoints* pre Lactococcus lactis (EFSA Journal, 2008)

e
=
= g o = =
g o o 5 g = g
£ S, 5 5 2 2, ES £ B
o = g g z g g E % g
Antibiotikum =) 2 8 5 2 = 2 Q 5
= = = ) S <
< o] _ o
% > ) L, 2 g ~ 8 S
1
(mg.I”)
Lactococcus lactis 2 4 32 64 64 2 4 4 8

Jasne definované hodnoty, ktoré rozlisuji odolné a citlivé
kmene, st zZivotne dolezité. TieZ rozdiel medzi vnutornou
(ne$pecifickou, neprenosnou) a ziskanou rezistenciou je
tiez vel'mi dblezity. EFSA stanovila tzv. mikrobiologické
,oreakpoints® (mg/l) pre jednotlivé KMB, my uvadzame
hodnoty pre Lactococcus lactis. Kmene s minimalnou
inhibi¢énou koncentraciou vy$Sou nez je uvedeny
,oreakpoints su povazované za rezistentné (Flérez,
Delgado a Mayo, 2005).

BIOGENNE AMINY

Biogénne aminy (BA) st nizkomolekulové alifatické,
aromatické alebo heterocyklické bazické zluceniny
odvodené od aminokyselin. Patria medzi vyznamné

zliCeniny, ktoré sa nachadzaju v zivych organizmoch ako
metabolické medziprodukty a produkty, ktoré vykazuju
biologicku aktivitu (Bover-Cid et al., 2008; Fernandez et
al., 2007; Landete, Ferrer a Pardo, 2007).

Niektoré druhy baktérii (laktobacily, enterokoky a iné) si
pri adaptacii zvySuji suboptimalne pH prostredie
dekarboxylaciou aminokyselin histidinu a fenylalaninu na
histamin a tyramin.

Tvorba biogénnych aminov baktériami moéze byt
ovplyvnend mnohymi vonkaj§imi faktormi, ktoré mozu
ovplyviovat predovsetkym kinetiku dekarboxylazovych
reakcii. Medzi vonkajsie faktory, ktoré ovplyviuju tvorbu
biogénnych aminov u baktérii, patri teplota apH
prostredia, aero-/anaerobidza, dostupnost’ zdroja uhlika
(napr. glukdzy), pritomnost’ rastovych faktorov, rastova
faza buniek, koncentracia NaCl, vodna aktivita ai.
(Emborg a Dalgaard, 2008; Greif, Greifova a
Karovicova, 2006; Gardini et al., 2005; Santos et al.,
2003; Bover-Cid et al., 2001; Gardini et al., 2001; Greif,
Greifova a Karovicova, 1997).

Koncentracia BA v cerstvom mlieku je nepatrna.
V Cerstvom mlieku, mlie¢nych napojoch a vyrobkoch,
ktoré nie su fermentované, sa nachadzaji aminy
(propylamin, hexylamin, alifatické di- a polyaminy,
histamin a tyramin) v malom mnozstve (menej ako
1 mgkg') Mnozstvo tyraminu v syre mdze dosiahnut
hodnotu 500 mg/kg, ak st pritomné proteolytické enzymy
a tyramindekarboxyldza pozitivne kmene Enterococcus
Sfaecalis ssp. liquiefaciens (Greif a Greifova, 2006).

Buiikova et al. (2010, 2009) sledovali vplyv aerébneho
a anaerobneho prostredia a rozneho obsahu NaCl (2 %,
1 % a bez NaCl) v médiu na produkciu tyraminu u Siestich
kmenov bakteridlneho rodu Lactococcus, ktoré sa
pouzivaju ako Startéry vo vyrobe mlieénych produktov. Pri
testovani kmenov Lactococcus lactis ssp. lactis bola
pozorovand najvysSia produkcia tyraminu v médiu

obohatenom 02 % NaCl v anaerobnom prostredi pri
teplote 10 =1 °C (zrecia teplota prirodnych syrov).

Podmienkou vzniku toxického mnozstva aminov
v syroch je proteolyza, ktora je pri zreti syrov povazovana
za jeden znajddlezitejSich pochodov ovplyviujicich
kvalitu syra. Na proteolyze mlieénych bielkovin sa
podiel’aji nativne protedzy z mlieka, proteazy zakysovych
kultar, syridlové enzymy, proteazy kontaminujucej
mikroflory, ale hlavne baktérie Startovacich kultar
(Lactococcus  lactis, Lactobacillus  delbrueckii ~ ssp.
bulgaricus, Enterococcus faecalis a Enterococcus

faecium). Startovacie kultury pouzivané pri vyrobe syrov

na zvySenie stupiia proteolyzy tiez prispievaju k tvorbe BA
(Greif a Greifova, 2006).

Vyuzitim Startovacich kultir v syrarskej technoldgii je
mozné vyznamne znizit koncentraciu histaminu, ale aj
putrescinu a kadaverinu. Nizin produkovany Lactococcus
lactis a Enterococcin EFS 2 a Enterocin 4 produkovany
Enterococcus  faecalis vyrazne inhibuji  rast
mikroorganizmov  produkujtcich  histamin v syroch,
ktorého producentmi su predovSetkym Lactobacillus
buchneri a Lactobacillus brevis (Greif a Greifova, 2000).

ZAVER

Lactococcus lactis ma Siroké vyuzitie v mliecnej
produkcii vd’aka svojim pozitivnym vlastnostiam. Znacne
prispieva k organoleptickej kvalite a textare
fermentovanych ~ produktov ~ chutovymi  a texturu
ovplyviiyjucimi Cinitel'mi, vyprodukovanymi kyselinami
znizuje pH hodnotu prostredia, ¢im dochédza k zrazaniu
mlieka atiez k zamedzeniu rastu neziaducich baktérii.
Ulohou vyskumov je izolovat nové kmene, skiimat’ ich
pozitivne a negativne vlastnosti a po selekcii ich aplikovat
vo vyrobe mlie¢nych produktov.
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MONITORING OF A GLUTEN CONTENT IN SELECTED MEAT PRODUCTS
FROM THREE BIGGEST MEAT PRODUCERS IN SLOVAKIA

Marcel Mati, Ladislav Staruch

ABSTRACT

The work is focused on a monitoring of a gluten content in selected meat products from three biggest and most popular
meat producers in Slovakia. Gluten is a type of protein complex which is typical naturally presented component of wheat,
barley and rye. Flour from this sources with natural gluten content is also added into the some type of meat products and
other foodstuffs for a technological reasons hand in hand with economic reasons. Some of the gluten quantities could be
hazardous for sensitive people as celiatics and allergic to gluten. Within the context of this reasons there is a need to control
the amounts of this hidden type of gluten inclusive of spice mixes using in a meat production. Monitoring by itself was
realized with a use of the sandwich ELISA RIDASCREEN® Fast Gliadin test. ELISA means enzyme linked
immunosorbent assay. It is based on a specific reaction among the enzyme and antigen leading to a creation of a complex.
This test provides us exact quantitification of a gluten content in this type of food products using a colorimetric reaction of a
complex by observing of all fundamentals of this technique. There were analysed 16 meat products and 5 types of spice

mixes in total.

Keywords: gluten, ELISA test, gluten intolerance, gluten allergy

UVOD

Celiakia je permanentna potravinova intolerancia na
lepok, ktory je prirodzene pritomny v obilninach akymi st
pSenica, ja¢men araz (Petr, Michalik et al., 2003).
O bezpecnosti bielkovin z ovsa pre celiatikov sa stale veda
otvorené vedecké debaty (Black, Orfila, 2011). Celiakia je
blizSie definovana ako stav organizmu, pri ktorom je
abnormalnym spOsobom zmensena prirodzena plocha
¢revnej sliznice (sploStenim crevnych klkov), a tento stav
sa da morfologicky upravit dodrziavanim tzv.
»soezlepkovej diéty (Abdulkarim, Murray, 2003).
Prvykrat bola celiakia popisana Samuelom Gee v roku
1880 vo Velkej Britanii (Walker, Murray, 2010).
Suvislost’ medzi konzumaciou lepku a prejavmi ochorenia
bola dokazana pocas druhej svetovej vojny (Abdulkarim,
Murray, 2003). V sucasnosti je vyskyt tohto ochorenia
priblizne 1:100 (Sollid, Koshla, 2011). Klasickymi
prejavmi ochorenia st hnacka, bolesti v brusnej oblasti
a ubytok hmotnosti, ¢o dokazuju Studie na probandoch
postihnutych celiakiou (Olén, Askling et al., 2011).
Okrem klasickych prejavov ochorenia vznikaju dalSie,
ktoré su dosledkom nedostatoéného vstrebavania
dolezitych zloziek vyzivy v procese travenia. Ide
0 osteopordzu, bolesti kibov, chronickt Ginavu, poranenia
koze, anémiu a iné (Fasano, 2009). Vyrazné histologické
zmeny sa pri dodrziavani bezlepkovej diéty podla
dostupnych stadii prejavia uz za 3 mesiace a za 2 roky
diéty sa pacienti s celiakou stdvaju  prakticky
asymptomaticki (Anderson, 2008). Stadie dokazuju, Ze
celiakia sa moze vyskytnat' ujedincov prakticky
v l'ubovol'nom veku (Mukherjee, Egbuna, Brar et al.,
2010). Celiakiou byvaju postihnuté najéastejSie deti
a dospeli vo veku okolo Styridsat’ rokov (Petr, Michalik

et al., 2003). Standardom pri spol'ahlivej diagnéze celiakie
je biopsia tenkého creva, o ktorej potrebe rozhoduju
sérologické testy (Ludvigsson, Green, 2011). Pricina tejto
intolerancie je stale skimana. Vedecké zavery vsak dosial
predpokladaju najvacsi vplyv pri vzniku ochorenia
genetickym dispoziciam jedincov. Tieto zavery s
podporené vyskumami poukazujucimi na to, ze ak malo
jedno z deti- jednovajeénych dvoji¢iek celiakiu, u toho
druhého sa vyskytovala rovnako az v 75 % pripadov
(Gutierrez-Achury, Coutinho de Almeida et al., 2011).
Pseni¢ny lepok je potravinovou komoditou, ktora je znama
svojim pouzitim v pekarenskom priemysle. Vyuzivany je
vSak aj v ostatnych odvetviach potravinarskeho priemyslu,
medzi ktoré patri aj midsova vyroba. Lepok je nositelom
viskozoelastickych vlastnosti a pri vyrobe mésovych
vyrobkov sa pouziva najcastejSie vo forme muky na
zvysenie vizby vody vo vyrobku a ako plnidlo, ¢o je
pozitivne z ekonomického i technologického hladiska
(Asgar et al., 2010).

Lepok je komplexnou bielkovinou zloZenou majoritne
z nasledovnych bielkovin:

V alkohole rozpustnych gliadinov (u pSenice), sekalinov
(u raze), alebo hordeinov (u ja¢mena) (Abdulkarim,
Murray, 2003).

V alkohole nerozpustnych
Shewry, 2008).

Gliadiny (sekaliny, ¢i hordeiny) predstavuji obsahovo
priblizne 50 % bielkovin lepku. ELISA RIDASCREEN®
Fast Gliadin test je zaloZzeny prave na zaisteni kvantity
gliadinu, ktorej vyndsobenim znamym koeficientom
rovhym 2  dostaneme  vysledny obsah  lepku
v potravinarskom vyrobku. Gliadin je tiez povaZzovany za
potencialny alergén (Wang, Young, Karl, 2010). ELISA

gluteninov  (Tatham,
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testy poskytuju vo vSeobecnosti citlivi a selektivnu
metddu na detekciu velkej skupiny antigénov v rdéznych
matriciach. Existuji dva zakladné typy ELISA metod:
sendvicova ELISA metdda, ktora sme pri analyze pouzili
a kompetitivna ELISA metoda. Sendvicova analyza je
zalozend na tvorbe komplexu medzi protilatkou,
imobilizovanou na tuhej faze a antigénom z extraktu
skimanej vzorky. Naslednym pridavkom druhej protilatky
ajej naviazanim vznika komplex protilatka- antigén-
protilatka  (tzv. sendvicovy komplex). Stanovenie
mnozstva gliadinu vo vzorke je polozené na baze
kolorimetrickej reakcie s naslednym meranim absorbancie
pomocou spektrofotometra. Kompetitivna ELISA metoda
vyuziva naopak $pecificky antigén imobilizovany na tuhe;j
faze (Hnasko, Lin, McGarvey et al., 2011). VysSiu
citlivost nez ELISA testy md metéda PCR (polymerazova
retazova reakcia). Ide priblizne o 10 x lepSiu citlivost’.
Systém real time PCR ma detek¢ny limit pre stanovenie
gliadinu na urovni 0,16 ppm, Co znamena citlivejSiu
metddu najmé pre stopové mnozstva gliadinu, na ktorych
kvantifikaciu uZ ELISA nesta¢i. Nevyhodou PCR metddy
je ale nutnost’ pritomnosti pomnozitelnej
deoxyribonukleovej kyseliny vo vzorke a schopnost
detegovat’ kontamindciu vzorky nukleovymi kyselinami
prave tej obilniny, ktorej pritomnost’ bielkovin chceme
stanovit’ (Hulin et al., 2008). ELISA metdda stanovenia
lepku vo vzorkach bola z vysSie spominanych dévodov
prijatd komisiou Codex Alimetarius za metddu c¢islo 1 pri
danom type stanoveni (van Eckert, Bond et al., 2010).
Nariadenie Komisie Eurdpskeho Spolocenstva ¢. 41/ 2009
z20. januara 2009 o zlozeni a oznaCovani potravin
vhodnych pre osoby trpiace neznaSanlivostou gluténu
(lepku) na zéklade vzajomnej podobnosti celiatikov (¢o sa
tyka ich prahu citlivosti) pre ul'ahéenie ich zivota rozliSuje
a nariaduje nasledovné oznaCovanie potravinarskych
vyrobkov v Eurdpskej tnii:

Tzv. ,,bezgluténové™ vyrobky su vyrobky, ktoré¢ obsahuju
menej ako 20 mg lepku na kilogram hotového vyrobku.
Vyrobky s ,,vel'mi nizkym obsahom® lepku- su tie, ktoré
obsahuji viac ako 20 mg lepku na kilogram hotového
vyrobku, ale menej ako 100 mg lepku na kilogram
hotového vyrobku (ked’ze celiatici eSte tieto mnozstva
lepku tolerujtl) (Vyhlaska ¢. 41/2009).

MATERIAL A METODY

Na obsah lepku bolo celkovo analyzovanych 21 vzoriek.
Islo o 16 vzoriek misovych vyrobkov od troch réznych
vyrobcov (A, B, C) a5 druhov koreniacich zmesi
dodanych od dvoch vyrobcov mésovych vyrobkov (B a C),
ktoré pouzivaji vo svojich vyrobach, a ktoré pre nich
vyrabaji iné firmy. K analyze bol pouzity ELISA
RIDASCREEN® Fast Gliadin test, ktory je sedviovou
ELISA metédou, ktory vyuziva monoklonélne protilatky
R5 (Fric, Gabrovska, Nevoral, 2011). Test vyuziva
protilatky imobilizované na tuhej faze, ktorou byva
najcastejSie takzvana mikrotitracna platnicka. Pomocou

takto zakotvenych protilatok su zachytavané Specifické
(alergénne) bielkoviny z analyzovanych vzoriek. Takto
zachytené bielkoviny su detegované dal§imi protein-
Specifickymi protilatkami, ktoré st oznacené enzymom
umoziujucim  kolorimetricki  reakciu. Vysledna
koncentracia antigénu/ alergénu je priamo Umerna
intenzite zafarbenia, ktorda je namerand pomocou
spektrofotometra. Detekény limit metédy je 2 ppm
gliadinu, ¢o zodpoveda po prepocitani 4 ppm gluténu
(lepku). Dolny kvantifika¢ny limit testu je 5 ppm gliadinu,
¢o zodpoveda 10 ppm gluténu (lepku) a vrchny limit je
80 ppm gliadinu (JEMO TRADING, 2010).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky v tab. 1 dokazuju, ze analyzované vyrobky od
firmy A, ktoré si oznaované ako bezgluténové su takto
ozna¢ované pravom. V pripade vyrobku Pecefiovy syr
pastéta (vzorka ¢. 34) toto oznacenie chyba napriek tomu,
ze podla vysledkov analyz méze byt jeho nositelom, ¢o
by umoznilo eSte lepsi prehlad celiatikom v sortimente
vyrobkov firmy A. Vyrobok Pecena sekana (vzorka €. 35)
sa nezarad’uje medzi bezgluténové vyrobky. Obsah lepku
(gluténu) u analyzovanej vzorky tohto vyrobku sme
stanovili na Grovni viac ako 80 mg/ kg hotového vyrobku
(80 ppm lepku), ¢o je viac ako limit kvantifikacie
samotného testu a zaroven potvrdenie, Ze vyrobok sa
spravne nezarad’uje medzi bezgluténové vyrobky. Lepok
sa do Pecenej sckanej dostava pri vyrobe pridavkom
strahanky. Firma A neposkytla k analyze ziadny druh nimi
pouzivanych koreniacich zmesi, ktoré by mohli byt
zdrojom kontaminacie vyrobkov. U méasovych vyrobkov
§lo ozmes vyrobkov zkategérie mikkych médsovych
vyrobkov a trvanlivych tepelne neopracovanych mésovych
vyrobkov.

Vysledky uvedené vtab. 2 dokazuju, Ze analyzované
misové vyrobky od firmy B a koreniace zmesi od inych
dodavatel'ov st pravom oznacované ako ,,bezgluténové®.

Tab. 3 podava vysledky analyzy mésovych vyrobkov od
firmy C a koreniacich zmesi, pochadzajicich od inych
firiem, ktoré firma C pouziva vo vyrobe. Masové vyrobky
pochadzali z kategorie trvanlivych tepelne neopracovanych
masovych vyrobkov. U vSetkych mésovych vyrobkoch
vysledky potvrdzuji spravnost’ oznacovania vyrobkov za
bezgluténové. U koreniacej zmesi Gombaseckd bol
zachyteny obsah lepku na trovni 12,19 mg na kilogram
hotového vyrobku, ktory nepredstavuje riziko pre
celiatikov, ale vzhladom na oznacenie vyrobku za
»bezalergénny* pri vyrobe ktorého sa pouZiva je tento
vysledok mierne prekvapivy. Toto mnozstvo moze
poukazovat na krizovi kontaminaciu u vyrobcu koreniacej
zmesi. NavySe sa zmes priddva do fermentovaného
maisového vyrobku, o ktorych legislativa hovori, ze: ,,Do
trvanlivych tepelne neopracovanych misovych vyrobkov
je zakdzané pouzivat' vldkninu a nemisové bielkoviny*
(Vynos ¢. 1895/2004- 100).
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Tab. 1 Obsah gluténu vo vzorkdch mésovych vyrobkov a koreniacich zmesi od firmy A

Vzorka Cislo vzorky ppb ppb *500 ppm ppm
gliadinu gliadinu gluténu
Spisské parky 9 <10 <5000 <5 <10
classic
Rusnacka klobasa 11 <10 <5000 <5 <10
Spring narez 13 <10 <5000 <5 <10
Salama Austria 15 <10 <5000 <5 <10
Peceniovy syr 34 <10 <5000 <5 <10
pastéta
Pecena sekana 35 >80 >40000 >40 >80
Tab. 2 Obsah gluténu vo vzorkach mésovych vyrobkov a koreniacich zmesi od firmy B
Vzorka Cislo vzorky ppb ppb *500 ppm ppm
gliadinu gliadinu gluténu
Udena medova Sunka 1 <10 <5000 <5 <10
Pecena Sunka 3 <10 <5000 <5 <10
Sunka $peciél 5 <10 <5000 <5 <10
Pol'ovnicke pliecko s 6 <10 <5000 <5 <10
cesnakom
Jelenia klobasa hubert 8 <10 <5000 <5 <10
Spisské parky premium 32 <10 <5000 <5 <10
koreniaca zmes 27 <10 <5000 <5 <10
Frankfurter combi
koreniaca zmes Delikates pate mix 25 <10 <5000 <5 <10
koreniaca zmes 29 <10 <5000 <5 <10
Poltermax
Tab. 3 Obsah gluténu vo vzorkach misovych vyrobkov a koreniacich zmesi od firmy C
Vzorka Cislo vzorky ppb ppb *500 ppm ppm
gliadinu gliadinu gluténu
Lovecka salama 17 <10 <5000 <5 <10
Malokarpatska salama 18 <10 <5000 <5 <10
Nitran salama 20 <10 <5000 <5 <10
Uhor¢ik klobésa 22 <10 <5000 <5 <10
Koreniaca zmes Gombasecka 30 12,19 6095 6,095 12,19
Koreniaca zmes Ponitran 31 <10 <5000 <5 <10
ZAVER ANDERSON, R. P. 2008. Coeliac disease: current approach

Vysledky analyz mésovych vyrobkov od firmy A, B a C
(uvedené v tabulkach 1, 2 a3), ktoré sme vykonali
potvrdzuju, Ze mésové vyrobky, ktoré su oznaCované ako
,.bezgluténové“ spiiiajii limit pre zaradenie do takejto
kategorie. Koreniaca zmes Gombaseckd, ktora pouZziva
firma C pri vyrobe rovnomenného mésového vyrobku
vykazala diskutabilny obsah lepku, uvedeny v tab. 3
a diskutovany vo vysledkoch. Celkovo vSak mdzeme na
zéklade ziskanych vysledkov konstatovat’ dodrziavanie
metodiky HACCP a ISO 22000 vo vyrobach mésovych
vyrobkov.
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SENSORY EVALUATION OF FRESH CHEESE TASTE WITH THE ADDITION OF
OREGANO

Adriana Pavelkovad, Erika Flimelova, Viadimir Vietoris

ABSTRACT

The aim of the study was to assess the sensory characteristics, especially the taste of fresh cheese with the addition of
oregano. The oregano was added in the form of leachate and in the form of essences. From the methods of sensory analysis,
the Time-Intensity method was selected and used for evaluation of taste of product. The samples of produced fresh cheeses
were evaluated after 24 hours and vacuum-packed samples of cheeses were evaluated after 7 days storage under
refrigeration. From the obtained results we can state, that in the samples with the addition of oregano leachate, were
observed significant changes in taste perception of oregano after 7 days of storage compared with the results of sensory
evaluation after 24 hours. In the case of application of the addition of oregano essence, significant differences were not
perceived by assessors between samples of cheese after 24 hours and after 7 days storage. Thus, the essence seems to be the

acceptable possibility of its use in the manufacture of fresh cheeses in comparison with the addition of the leachate.

Keywords: fresh cheese, oregano, sensory analysis, Time-Intensity

UVOD

Pod pojmom mlieko rozumieme vo vSeobecnosti
biologicku tekutinu, ktort vylucuju mlie¢ne zl'azy roznych
druhov cicavcov, napr. krav, oviec, koz, byvolich krav,
tiav, lam, jakov ¢i sobov (Mair-Waldburg et al., 2003).
Mlieko a mlieCne vyrobky su zdrojom cennych latok
nevyhnutnych pre vyzivu a vyvoj l'udského organizmu, pre
normalnu funkciu latkovej vymeny a ochranu zdravia
¢loveka (Jamrichova, 2004; Bozaa Sanz Sampelayo,
1997). Mlieko obsahuje vodu, tuk, bielkoviny, mlie¢ny
cukor — laktozu, mineralne latky, vitaminy, enzymy, plyny
a d’alsie zluceniny biochemického pdvodu (Ataro et al.,
2008; KeresteS a Selecky, 2005). Taktiez obsahuje
vitaminy a d’alsie zlozky, pricom je vel'mi délezity pomer
v akom su ziviny zastipené (Haenlein, 1996). Mlie¢ne
vyrobky st odporicané ako zdroj vapnika, pre udrzanie
kostnej hmoty, takze ich konzumaciou sa da ciastocne
predchadzat’ zlomenindm a osteoporéze (Kira a Maio,
2004).

ZnizZena spotreba syrov je unas v poslednych rokoch
alarmujuca, preto je v sucasnej dobe snahou vyrobcov
produkovat’ ¢o najrozlicnejSiu Skalu syrov ochutenych
roznym spdsobom. Pri vyrobe novych typov syrov je
nevyhnutnou sucastou aj posudzovanie ich senzorickych
vlastnosti, ako je chut’, vona, textira a pod.

Jednou z moznosti zvysSenia spotreby mlieka formou
mlie¢nych vyrobkov, by mohlo byt napriklad pouzitie
korenin pri vyrobe syrov. Korenie je bohaté na fenolové
zliceniny ako su flavonoidy a fenolové kyseliny, ktoré
vykazujii Siroku Skalu biologicky ucinkov vratane
antioxida¢nych a antimikrobialnych vlastnosti (Matan et
al., 2006; Suppakul et al.,, 2003). Esencidlne oleje st
aromatické mastné tekutiny ziskané z rastlinného materidlu
extrakciou, fermentaciou, lisovanim alebo inymi

metddami, ale destilaéna metdda je najbeznejSia metdda
pre komer¢nu vyrobu esencialnych olejov (Burt, 2004).

Jednou z  najcastejSie  pouzivanych  korenin
v potravinarskom priemysle je oregano (Origanum
vulgare), ktoré sa vyznacuje velkou variabilitou vlastnosti.
Hlavnymi zlozkami oreganového esencialneho oleja st
karvakrol (stopy — 80 %), thymol (stopy — 64 %),
y-terpinen (2 — 52 %), p-cymén (stopy — 52 %) (Burt,
2004). Utinok oreganového esencialneho oleja bol
testovany v potravinach ako je miso (Tsigarida et al.,
2000), salaty (Skandamis et al, 2002), avsak st
obmedzené Studie, ktoré sleduji antimikrobidlny ucinok
oreganového oleja na Cerstvé potraviny (Gutierrez et al.,
2009).

Priame zaClenenie esencialnych olejov do potravin
mdze mat za nasledok zniZzenie mikrobiologickej
populdcie, ale moézu byt ovplyvnené aj senzorické
vlastnosti danej potraviny.

Senzorickd analyza je zalozena na skutocnosti, Ze

ludské zmysly su stimulované chemickymi alebo
fyzikalnymi podnetmi, ktoré je clovek schopny postrehnut’
svojim vnimanim (Wendin et al., 2003).
Na posudzovanie senzorickej kvality ako aj jednotlivych
vlastnosti slizi mnoZstvo metdd a testov. Jednou z nich je
aj senzorickd metdoda TI (Time-Intensity) - Metoda
meranie intenzity v Case, ktorda sa aplikuje na
monitorovanie intenzity danej vlastnosti vnimanej
spotrebitelom v cCase (Labbe et al., 2009; McGowan
et al., 2005), s moznostou sledovania intenzity napriklad
vybranej chuti v ¢ase (Meyners, 2011).

Nasa praca bola zamerana na senzorické ohodnotenie
chuti Cerstvych syrov s pridavkom oregana v roznej forme
pomocou senzorickej metdody Time-Intensity.
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MATERIAL A METODY

Cerstvé syry boli vyrobené na Katedre hodnotenia
a spracovania zivo¢isnych produktov FBP SPU Nitra. Na
vyrobu syrov sa pouzilo mlieko s 1,5 % obsahom tuku
zakupené v obchodnej sieti. Vyroba vzorieck syrov sa
uskutocnila paralelne klasickym sposobom s pouZzitim
chloridu vépenatého a syridla (Milase, CSK, Food
Enrichment, Holandsko). Vzorky Aa B boli ziskané
nasledovne:

Vzorka A - pridavok vyluhu oregana v mnozstve 0,8 %
z objemu mlieka pouzitého na vyrobu syra, pricom vyluh
oregana sa ziskal po 10 mintitovom lthovani a naslednom
prefiltrovani 5 g korenia zaliateho 150 ml 100 °C
destilovanej vody. Oregano bolo zakipené v obchodnej
sieti a pochéddzalo z jednej vyrobnej Sarze.

Vzorka B - pridavok oreganovej esencie (NATURAL
ORIGANO FLAVOUR FNB0209 SA, NACTIS Food
Flavours Ingredients &  Fragrances, Franctzsko)
v mnozstve 1 % z objemu mlieka pouzitého na vyrobu
syra. Pridavok oregana bol realizovany pred samotnym
syrenim. Po odkvapkani syrov (24 hodin) sa Cast’ vzorky
senzoricky zhodnotila a druha cast' vzorky sa vakuovo
zabalila a senzoricky ohodnotila po 7 diioch skladovania
pri chladnickovej teplote.

Na senzorické hodnotenie intenzity chuti sa pouzila
metdda merania intenzity v ¢ase TI (Time-intensity), ktora
pracuje na zaklade merania vnimania zvolen¢ho atributu
(oreganova prichut’) hodnotitel'om v stanovenom ¢asovom
intervale (15 sekind) pomocou zvolenej bodovej stupnice
(0 — 6 bodov) (Vietoris, 2010). Vzorky syrov boli
senzoricky ~ ohodnotené zamestnancami Fakulty
biotechnologie a potravinarstva SPU Nitra. Ziskané
vysledky sa Statisticky a graficky spracovali.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Metdda merania intenzity v ¢ase Tl je pouzivana pre
Siroku skalu vyrobkov, ako napriklad pivo (King a
Duineveld, 1999), vino (Ishikawa a Noble, 1995), ale gj
pre sledovanie vlastnosti textiry médsa (Duizer et al.,
1993) alebo syrov (Wendin et al., 2003).Tato metoda je
tiez uzitotna pri $tidiu novych typov syrov ako su
nizkotucné syry (Fox et al., 2004), ale méze byt vyuzita aj
pre hodnotenie syrov s novymi chutovymi vlastnostami.
Metéda TI poskytuje moznost vnimania pocitov
v priebehu casového intervalu. Ak sa sleduje viac
atribitov, chut’ alebo textlira, je mozné zobrazit’ rozdiely,
ktoré sa menia v case medzi vyrobkami a tak ziskat
komplexny profil potraviny (Lawless a Heymann, 2010).
Sledovanie doby intenzity pomocou metédy T-1 je
efektivny sposob, ako pozorovat’ zmeny intenzity zvolenej
senzorickej vlastnosti. Graficky popisuje vztah medzi
intenzitou atribatu a dizkou  jeho vnimania v &ase
(McGowan et al., 2005).

Na obr. 1 je znazornené vnimanie intenzity oreganovej
chuti realizovanej vo forme pridavku vyluhu. Z porovnania
hodnoteni uskuto¢nenych po 24 hodinach a po 7 dinoch
skladovania vyplyva, Ze nastali vyraznejSie zmeny
vnimania chuti hodnotiteI'mi, ¢o moéze byt zapri¢inené
slabSou koncentraciou esencialnych zloziek zodpovednych
za typicku oreganovu prichut vo vyluhu. V pripade
pouzitia esencie bolo vnimanie oreganovej chuti
intenzivnej$ie, Comu zodpovedd aj vysSie bodové
ohodnotenie ako je uvedené na obr. 2. Pri posudzovani

intenzity chuti po 24 hodinach a po 7 dnoch vakuového
skladovania pri chladnickovej teplote bol pozorovany
intenzivnej§i vyvoj oreganovej chuti v case, aj ked
surCitymi rozdielmi medzi jednotlivymi hodnotiacimi
obdobiami. Porovnanim jednotlivych vzoriek syrov
hodnotenych po 24 hodinach a 7 dnioch skladovania sa
najlepSou intenzitou oreganovej chuti v stanovenom Case
prejavoval syr spridavkom esencie, ato ako po
24 hodinach tak aj po 7 dioch skladovania oproti syrom
s pridavkom vyluhu (obr. 3).

Senzorické hodnotenie intenzity oreganovej
chutiv syre -vyluh

A-24 hodin

=== =A-Tdni

Intenzita (body)

Cas (s)

Obr. 1 Senzorické hodnotenie intenzity oreganoej chuti
v syre - vyluh

Senzorické hodnotenie intentity oreganovej
chutivsyre - esencia

25
=18 -24 hodin

=== =B-7dni

Intenzita (body)

o =
o o= o

Cas [s)

Obr. 2 Senzorické hodnotenie intenzity oreganoej chuti
v syre - esencia

Porovnanie vnimania oreganovej chute v syre

A - 24 hodin
e B - 24 hodin
=== =A-Tdni

Intenzita (body)
T

=== =B-7dni

123 456 7 8 9101112131415

Cas (s)

Obr. 3 Porovnanie vnimania oreganovej chute v syre
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ZAVER

Senzorické  hodnotenie  je  dolezitou  sucastou
posudzovania potravin. Jednou z metéd zmyslového
vnimania réznych vlastnosti, teda aj chuti, méze byt
pouzitie metdody merania intenzity v ¢ase. Tato metdda sa
stava Coraz rozsirenejSia pri posudzovani senzorickych
vlastnosti pri vyvoji novych vyrobkov, ktorymi by mohli
byt syry s novymi prichutami.
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EFFECT OF DIFFERENT ENVIRONMENTAL FACTORS ON THE GROWTH
DYNAMICS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN MODEL MEDIUM

Adriana Studenicova, Alzbeta Medved’ova, Lubomir Valik

ABSTRACT

As the strains of S. aureus growing during fermentation of raw milk cheeses are exposed to the competitive growth of lactic
acid bacteria and their metabolites, in this work, we characterized the growth of the strain S. aureus 2064 isolated from such
environment against of water activity values and incubation temperature. Water activity of the tested media was adjusted by
NaCl in the range from 0 % to 20.72 % and the experiments were carried out at 37 °C. It was found that the strain under
study showed growth until NaCl concentration of 19.95 % in PCA broth. The complete growth cessation of S. aureus 2064
was observed at NaCl concentration higher than 20.72 %. The effect of water activity on the S. aureus 2064 lag-phase
duration was described by the modified Davey model with discrepancy of 24.6 %. The growth rate dependence on water
activity was described more precisely and reliably by Gibson model that provided the following validation indices: bias
factor 0.999 and discrepancy factor 9.6 %. Based on the results we can conclude that secondary models used in this work
were suitable to predict growth of S. aureus 2064, originally the ewes’cheese isolate.

Keywords: Staphylococcus aureus, temperature, water activity

UVOoD

Hygienicka bezchybnost’ surovin a nasledne aj potravin
je jednym zo zakladnych ukazovatel'ov kvality potravin a
vyznamne urCuje zdravotni neSkodnost’  findlnych
potravinarskych ~ vyrobkov. Na  aktualnost’  tejto
problematiky poukazuje aj skutocnost, Zze napriek
vSeobecne klesajucej tendencii alimentarnych ochoreni,
spolocnost’ este stale zaskakujii hromadné ochorenia,
s ktorymi sa nedokaze k vlastnej spokojnosti vysporiadat’.
V ostatnom obdobi sa objavuju znaéné pocty
kampylobaktérioz isalmoneléz ako aj stafylokokovych
enterotoxikoz. Vyskyt listérioz sice nie je tak Casty, ale
toto infekéné ochorenie sa vyznaCuje vysokou
zavaznostou a imrtnostou (Normanno et al. 2005, Valik
a Prachar, 2009).

Staphylococcus — aureus, predovsetkym jeho rast
a produkcia enterotoxinov, predstavuje Vv potravinach,
vzhladom na podmienky vnitorného a vonkajSieho

prostredia, potencidlne az redlne riziko ohrozenia
verejného  zdravia, ktoré spofiva vo  vzniku
stafylokokovych  enterotoxikéz. Podla  Aspergera

a Zangerla (2003) a Kérouantona et al. (2007), je
S. aureus po rode Salmonella, druhym najcastejSim agens
potravinovych otrdv vo svete. Jeho charakteristickym
znakom, ktory ho odliSuje od ostatnych patogénnych
baktérii, je jeho vysoka tolerancia vo¢i nizkym hodnotam
aktivity vody a koncentraciam chloridu sodného az do
20 % (Sutherland et al., 1994; Jay, 2000). Z hl'adiska
produkcie termostabilnych enterotoxinov, sa poziadavky
na hodnoty aktivity vody pohybuju priblizne v tom istom
rozpati, ako hodnoty povolujuce rast ich producenta.
V potravindch so znizenou hodnotou aktivity vody a za
aerébnych podmienok, sa produkcia enterotoxinov

pozoruje  vrozsahu hodnét 0,89 az 0,86 a,
(Ewald a Notermans, 1998).

S. aureus existuje sc¢lovekom vo vztahu blizkom
komenzalnemu, napr. na kozi alebo na slizniciach
nesposobuje tazkosti priblizne u tretiny ludi. Staéi vSak
seba mensia porucha prirodzenej odolnosti a prejavi sa ako
patogén (Votava et al, 2003) spdsobujuc ochorenia
gastrointestinalneho, urogenitalneho alebo
kardiovaskularneho systému.

Cielom tejto prace bolo popisat’ dynamiku rastu
Staphylococcus  aureus 2064, izolatu  z ovc¢ieho
hrudkového syra v zavislosti od koncentracie NaCl,
vyjadrenej prostrednictvom hodnoty aktivity vody
(ay = 0,99 az 0,83) v GTK bujone pri optimalnej teplote
37 °C. Dalsim zamerom bolo aplikovat na ziskané rastové
parametre vhodné sekundarne modely a matematicko-
Statisticky ich validovat’.

MATERIAL A METODY

Mikroorganizmus. Izolat S. aureus 2064 pochadza
z ov&ieho hrudkového syra abol izolovany na Stitnom
veterindrnom a potravinovom ustave v PreSove MVDr. A.
Hanzélyovou. Jeho totoznost’ bola potvrdena pomocou
Gramovho farbenia, kataldzového testu, API systému
(BioMériux, Marcy 1Etoile, Francuzsko), fluorescenéného
farbenia  VIT-Staphylococcus (Vermicon, Mnichov,
Nemecko) a PCR analyzy v stlade s pracami Akinedena
et al. (2007), Boynukara et al. (2008) a Pereiru et al.
(2009).

Inokulacia a inkubacia. Do predtemperovaného GTK
bujénu (IMUNA, Sarisské Michalany, Slovensko)
s nastavenou hodnotou aktivity vody sme inokulovali ¢isti
18 h kultiru S. aureus 2064 vyrasteni na GTK agare
(IMUNA, Sariské Michalany, Slovensko) pri 37 °C, tak
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aby sme v kazdej paralelke dosiahli pociato¢ni denzitu
mikroorganizmu  priblizne 10° KTJml"'. Paralelne
inokulované vzorky zivnych médii boli staticky aerdbne
kultivované pri teplote 25 °C + 1 °C, za ucelom popisania
dynamiky rastu S. aureus 2064 v zéavislosti od meniacej sa
hodnoty aktivity vody. Hodnota aktivity vody bola
nastavend pridavkom NaCl (Sigma-Aldrich, Buchs,
Svajéiarsko) podla Rédela et al. (1979) a kontrolovana
pouzitim a,,-metra (Nowasina, Lachen, Svajéiarsko).

Stanovenie poctu S. aureus 2064 v GTK bujone. V
prislusne stanovenych ¢asovych intervaloch sme odoberali
prislusné mnozstva na stanovenie denzity S. aureus 2064
na GTK agare podla STN ISO 4833, priCom sme pri
kazdom vyhodnocovani sledovali charakteristické koldnie,
ktorych morfoloégia bola overena aj mikroskopicky. Zo
zistenych poctov mikroorganizmov sme zostrojili rastové
Ciary v zavislosti od cCasu ateploty inkubacie podla
Baranyiho D-modelu (Baranyi et al., 1993).

Sekundarne modelovanie. Sekundarne modely su
konstruované tak, aby popisali zavislost faktorov
a podmienok zivotného prostredia na parameter rastu.
Maximalna rastova rychlost’ a lag-faza, ktoré odhaduju
vysku krivky boli modelované ako funkcia hodnoty
aktivity vody. Na tento typ modelovania bola pouzita

uzitocnd transformdacia aktivity vody bW =l-a, |,

zavedena Gibsonovou et al. (1994), ktora predpoklada, ze
optimalna hodnota aktivity vody je menSia ako a, = 1
(Valik a Pieckova, 2001). Nasledne je prirodzeny
logaritmus S$pecifickej rastovej rychlosti modelovany
podl'a nasledovnej kvadratickej funkcie:

Inu=C,+Cpb, +C,b’ (1)

Na popisanie zavislosti lag-fazy od inkubaénej teploty
a aktivity vody bol pouzity Davey-ov model, ktory rozsiril
Arrheniov typ modelu o vplyv teploty a vodnej aktivity.
Tento model ma nasledovnt formu:

lnk:C0+%+%+C3aw+C4ai )

kde k je rastova rychlost, a, je hodnota aktivity vody, T
je teplota aC, ..C, s nezname koeficienty (Ross
a McMeekin, 1994; Daughtry et al., 1997).

Validdcia rastovych parametrov. Na validaciu
matematickych modelov popisujucich ich presnost’
a spravnost v porovnani s experimentalnymi vysledkami
boli vyuzité dva indexy ato index presnosti 4, a index
spol'ahlivosti B na zédklade ktorych méZeme jednotlivé
modely medzi sebou porovnavat’ (Baranyi et al., 1999).

Taktiez sa vyuziva index percenta diskrepancie
oznacovany ako Dy,

< 2

> [in /()= nu )

k=1
A, =exp 3)

m

Sl ()l )
- . “

B, =exp

D, =(4, -1)x100 (5)

kde x je maximalna Specifickd rychlost’ ako funkcia
faktorov prostredia, x = (x;, x5, ..., x,) je vektor faktorov
prostredia a m je poCet merani.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dynamika rastu Staphylococcus
v zavislosti od aktivity vody pri 37 °C

Staphylococcus aureus modze rast v Sirokom rozmedzi
podmienok prostredia a nasledne kontaminvat’ potraviny.
Pri priprave potravin apri manipulacii snimi moze
kontaminacia S. aureus pochadzat z roéznych surovin
(napr. mastitidne mlieko), z prostredia spracovatel’ského
zavodu alebo z l'udskej ¢innosti (Le Loir et al.,, 2003).
Vtejto stvislosti je vhodné poznat a definovat
podmienky, ktoré vedu kinhibicii S. aureus ateda aj
pripadnej produkcii  termostabilnych enterotoxinov.
Nakolko sol je pri vyrobe potravin nevyhnutna
a v nadviznosti na pracu Medved’ovej (2009), v ktorej bol
popisany vplyv teploty na sledovany izolat, sme sa v nasej
praci zamerali na sledovanie dynamiky rastu S. aureus
2064 v zavislosti od aktivity vody v modelovom prostredi
GTK bujonu pri jeho optimalnej rastovej teplote 37 °C.

Grafické zndzornenie rastovych ¢iar S. aureus 2064
v zavislosti od meniacich sa hodnot aktivity vody pri
teplote 37 °C v GTK bujéne je uvedené na obr. 1.
V médiu bez pridavku soli, tj. pri a, 0,993 sledovany
mikroorganizmus sa mnozil za danych podmienok
rychlostou 0,780 log KTJ.ml".h" s odpovedajicim ¢asom
zdvojenia 23 minut a v stacionarnej faze sa oproti
pociatoénym poctom pomnozil az o5 log poriadkov.
Sutherland et al. (1994) uvadzaja, ze S. aureus sa pri
37 °C abez NaCl rozmnoZoval s casom zdvojenia
23 mintt, ¢o je identicka hodnota, aka bola vypocitana pre
na§ kmen 2064. Tento pri teplote 35 °C v mlieku
dosahoval rastova rychlost’ 0,722 log KTI.ml™.h™, ¢o bola
porovnatel'na hodnota s rastovou rychlostou bez pridavku
soli (Medved’ova et al., 2009).

Postupnym zvySenim koncentracie NaCl na 8%
(ay, = 0,947) sme pozorovali narast poctov buniek
S. aureus 2064 v stacionarnej faze oproti pociatoénym
poctom o5 logaritmickych poriadkov, pricom rastova
rychlost  klesla  oproti  predchadzajicej  hodnote
1,6-nasobne na Ggg 0,485 log KTJml".h' (Gas
zdvojenia ty = 0,62 h). Charlier et al. (2009) uviedli, ze
S. aureus sa pri 37 °C, pH 7,5 a 8 % pridavku NaCl
v trypton-kazein-sdjovom bujone rozmmnozoval rastovou
rychlostou 0,740 log KTI.ml".h' (t; = 0,41 h). Pri tych
istych environmentalnych podmienkach, ale v trypton-
s6jovom bujone zaznamenal Sutherland et al. (1994)
rastovii rychlost’ 0,188 log KTJ.ml".h™ (t; = 1,6 h), ¢o je
porovnatelna hodnota, akou sa mnozil izolat 2064 pri
13 % pridavku NaCl do GTK bujénu (a,, = 0,913). Pri tejto
koncentracii chloridu sodného sa dany stafylokok dokazal
pomnozit uz len o 4 log poriadky a po priblizne 1,5 ditoch

aureus 2064
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Obr. 1: Dynamika rastu S. aureus 2064 v GTK bujone
pri teplote 37 °C v zavislosti od hodnoty aktivity vody

(33 h) trvajucom experimente dosiahol svoje maximalne
pocty na Grovni N, = 3,5. 10’ KTJ.ml™.

Ako vysledok postupne zhorSujucich sa kultivacnych
podmienok  sme  zaznamenavali aj  zniZovanie
maximalnych narastov  buniek S. aureus 2064
v staciondrnej faze oproti pociatoénym poctom. A tak pri
20 % pridavku NaCl, comu odpovedd a,, = 0,840, sme po
11 dnoch zaznamenali narast izolatu 2064 len o 3 log
poriadky, na kone¢né poCty Np.x = 1,1.107 KTJ.ml ™.
Prirodzene sa aj znizila rastovd rychlost’ a dosiahla
hodnotu Gga = 0,066 log KTI.ml.h" (t; = 4,6 h), ¢&im
bola 3,3-nasobne mensia ako pri predchadzajucom
pridavku soli.

Pridavok NaCl 21 % (ay 0,830) predstavoval
neprekonatel'nu bariéru pre rast S. aureus 2064 a preto sme
po 173 h (7 d) od zaciatku trvanie pokusu pozorovali
postupné odumieranie buniek Studovaného izolatu, ¢o sa
prejavilo aj na zapornych hodnotéch rastovych rychlosti.

Schopnost’ baktérii rast’ pri vysokych koncentraciach soli
suvisi sich schopnostou prispdsobit’ sa osmotickému
stresu intracelularnou akumulaciou betainu, trehaldzy,
prolinu, Kkarnitinu atd’., ktoré sa mozu vyskytovat
prostrednictvom de novo syntézy alebo prostrednictvom

transportu z rastového média (Wood et al., 2001). Tieto
zluCeniny posobia ako osmolyty, ktoré znizuji straty
intracelularnej vody osmoézou a ich koncentracia v bunke
je jednym z hlavnych faktorov urCujucich zacatie rastu
v prostredi s vysokym obsahom soli (Koutsoumanis,
2008).

Tab. 1 Rastové parametre S. aureus 2064 v GTK bujone
pri teplote 37 °C

lag-faza G,
% NaCl @y g[lj:] [log KTJ.mI".h"']

0 0,993 1,4 0,780
1,72 0,988 1,9 0,774
5,0 0,964 3,2 0,677
7,95 0,947 33 0,485
10,6 0,925 43 0,284
13,05 0913 8,0 0,221
15,25 0,894 19,0 0,185
18,17 0,869 21,0 0,097
19,95 0,840 117,5 0,066
20,72 0,830 - -0,011

Vplyv aktivity vody a inkubacnej teploty na lag-fazu
Staphylococcus aureus 2064

Vplyv vonkajsich faktorov prostredia na dizku trvania
lag-fazy bol predmetom sekundarneho modelovania.
Daughtry et al. (1997) prispdsobili Davey-ov model na
popisanie vplyvu inkubacénej teploty na trvanie lag-fazy.
V tomto modeli sme nahradili teplotu parametrom aktivita
vody a nasledne aplikovali na ziskané vysledky.

Pri pohlade na vyS$Sie popisané rastové c¢iary aich
grafické znazornenie na obr. 2 je zrejmé, ze C¢im
bola hodnota aktivity vody vyssia, tym sa dizka trvania
lag-fazy daného izolatu S. aureus 2064 v GTK bujone pri
teplote 37 °C postupne skracovala. Prirodzene najkratSia
lag-faza bola pozorovana bez pridavku soli a trvala len
1,4 h.

07

In{1fag)
L
>

0,95 1 105 11 115 1.2

1/ay

Obr. 2 Zavislost’ vplyvu aktivity vody na trvanie lag fazy
S. aureus 2064 v GTK bujoéne pri 37 °C
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Charlier et al. (2009) uvadzaji hodnotu trvania lag-fazy
pre S. aureus v trypton-kazein-séjovom bujone pri teplote
37°C a 0,5 % pridavku NaCl dizku trvania lag-fazy 1 h, &o
je porovnatel'nd hodnota. Ak sme zvysili pridavok soli na
5 %, trvanie lag-fazy sa prediZilo 2-nasobne na 3 h, pri
13 % pridavku NaCl sa lag-faza predizila na 8 h, pri 18 %
koncentracii soli dosahovala az 21 h. Prirodzene najdlhsia
lag-faza bola sledovana pri 20 % pridavku soli, kedy dany
kmen 2064 zacal rast’ po priblizne 5 diloch trvajucej lag-
faze.

Vplyv aktivity vody na trvanie lag-fazy izolatu 2064 pri
37 °C bol popisany pomocou nasledovnej kvadratickej
rovnice a mieru nepresnosti daného modelu sme vyjadrili
definovanim  prislusnych  validaénych  koeficientov
Ar = 1,246, By = 0,999, Dy = 24,6 % aaj pomocou
korelaéného koeficientu R* = 0,973.

In(1/lag)s, = 129,942 + 255,9a,, — 126,6

Vplyv aktivity vody a inkubacnej teploty na rastovu
rychlost’ S. aureus 2064

Vplyv aktivity vody na rastovi rychlost’ S. aureus pri
inkubacnej teplote 37 °C v GTK bujone bol popisany
prostrednictvom Gibsonovej transformovaného modelu
(Gibson et al., 1994), pricom jeho grafické znazornenie je
zobrazené na obr. 3. Z uvedeného obrazku vyplyva, ze so
zvySujucou sa hodnotou aktivity vody je rastova rychlost
vys$ia, priCom svoje maximum dosiahne pri nulovom
pridavku NaCl. Postupnym zvyS$ovanim pridavkov NaCl
dochadzalo k spomalovaniu rastu S. aureus 2064, teda pri
8 % pridavku soli sa rastova rychlost spomalila
1,6-nasobne, pri 13 % koncentracii 3,5-nasobne a pri 18 %
pridavku 8-nasobne oproti rastovej rychlosti v médiu bez
pridavku soli. Najpomalsi rast daného mikroorganizmu
sme pozorovali pri 20 % pridavku soli, pricom spomalenie
jeho rastu bolo az 12-nasobné.

Vplyv aktivity vody na rastovl rychlost’ S. aureus 2064
pri 37 °C bol popisany prostrednictvom nasledovnej
rovnice s pomerne vysokym korelaénym koeficientom
R* = 0,988, indexom presnosti A; = 1,096, indexom
spolahlivosti By = 0,999 a chybou stanovenia D;= 9,6 %.

In(w);, = —35,936a2 + 8,01a,, + 0,159

0,85 09 0,95 1
Ay

Obr. 3 Zavislost vplyvu aktivity vody na rastova
rychlost’ S. aureus 2064 v GTK bujone pri 37 °C

ZAVER

V praci sa potvrdila skutocnost’, ze S. aureus 2064 pri
teplote 37 °C rastol v GTK bujone v Sirokej oblasti a,.
Jeho rast sa prirodzene so zvySujucou koncentraciou NaCl
vyznamne ovplyviioval, ¢o sa prejavilo aj na predlzovani
trvania  lag-fizy  azniZovanim rastovej  rychlosti
v exponencidlnej faze. Po dosiahnuti maximalnej
koncentracie soli vrastovom médiu sme pozorovali
zastavenie rastu mikroorganizmu av dalSej faze
dochadzalo k tbytku zivotaschopnych buniek, ¢o sa
prejavilo v zapornych hodnotach rastovych rychlosti. Na
zaklade ziskanych vysledkov mozno konstatovat, Ze ku
kompletnej redukcii poctov S. aureus 2064 dochadzalo pri
teplote 37 °C v GTK bujoéne az pri 21 % koncentracii
chloridu sodného. Rastové parametre boli v poradi rastovej
rychlosti a lag-fazy popisané Gibsonovej a Davey-ovym
modelom. Za ucelom zistenia vhodnosti pouzitych
modelov na predpovedanie rastu S. aureus boli jednotlivé
zavislosti podrobené vnutornej validacii. Z uvedenych
skuto¢nosti mozno konstatovat, Ze sekundarne modely
pouzité vnasej praci si vhodné na predpovedanie
dynamiky rastu S. aureus v modelovom prostredi.
Ich pouzitim sa ziskaju presné a spolahlivé vysledky
v ramci intervalu valida¢nych koeficientov.
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MOLECULAR PROPERTIES OF SELECTED POLYSACCHARIDES
DETERMINED BY SEC CHROMATOGRAPHY AND THEIR IMPACT ON WATER
ABSORPTION OF WHEAT FLOUR

Marian Tokar, Krzysztof Buksa, Halina Gambus, Tatiana Bojiianskd, Eva IvaniSova

ABSTRACT

Chemical composition and solubility in water of selected polysaccharides as B-glucan, arabinoxylan and inulin preparation
were determined. All these preparation were of good purity, they consist of at least 71% of polysaccharide of intrest.
Solubility in water was the highest in the case of inulin and the lowest in the case of B-glucan. Molecular properties of
examined preparations were determined by SEC chromatography. P-glucan and arabinoxylan were of much higher
molecular mass than inulin. Molecular mass of examined polysacharides was corelated with increase of water absorption of

the flour caused by 2% addition of each polysaccharide.

Keywords: inulin, beta-glucan, arabinoxylan, SEC analysis

INTRODUCTION

Size exclusion chromatography (SEC) is presently the
most popular method in theanalysis and characterization of
both synthetic and biopolymers. SEC became a
conventionalmethod for determination of molecular mass
distributions of numerous polymeric materialssuch as
polysaccharides. The knowledge of molecular mass and its
distribution for polymericmaterials is necessary to estimate
their processability and basic utility properties (Trathnigg,
2000).

B-glucan, arabinoxylan and inulin are popular non starch

polysaccharides. B-glucan and arabinoxylan are the most
important fraction of dietary fiber whereas inulin is the
reserve polysaccharide of several plants.
Cereal B-glucan (BG) is a polysaccharide, which consists
of linear chains of B-D-glucopyranosyl units linked via
(1—3) and (1—4) linkages. B-glucan is acknowledged as a
functional and bioactive food ingredient (Lazaridou,
Biliaderis and Izydorczyk, 2007). Thefunctional
properties are related to its solution behavior. B-glucan has
the ability to formviscous solutions and increase water
absorption of the dough. P-glucan molecules have
theability to self-associate and form aggregates, which
may contribute to increased viscosity (Cuiand Wang,
2009; Wood, 2004).

Arabinoxylan (AX) is a major component of the cell
walls of wheat and rye, consisting of a linear backbone of
(1—4)-linked B-D-xylopyranose units. The xylose units
can be either unsubstituted or mono- or di-substituted with
L-arabinofuranose (Cleemput et al., 1993; Izydorczyk
and Biliaderis, 1995). Other substituents, including
glucuronic acids, D-galactose and/or hydroxycinnamic
acids (mainly ferulic acid) may also be present
(Izydorczyk and Biliaderis, 1995).

In general, arabinoxylans are classified as water
extractable AX (WE-AX) or water unextractable AX
(WU-AX) (Courtin & Delcour, 2002). Arabinoxylans

influence dough reology in similar way to B-glucan
increasing water absorption of the flour.

Inulin consists primarily of B (2—1) fructosyl fructose
units with commonly a reducingend formed in an
individual glucopyranose unit (Stevens, Meriggi, &
Booten, 2001). This structural singularity raises its
interesting properties like beneficial nutritional attributes,
which in turn excites the chemical modification of inulin
in recent years (Beylot, 2005).

Inulin has a significant effect on the rheological
properties of dough in depending on the added amount
(Tokar et al., 2011). From the technological point of view
addition of preparation of these polysaccharidesto the
dough may influence its properties such as water
absorption. Moreover there is relationship between
molecular properties of these polysaccharides and ability
to bind water.

The aim of this research work was to determine
molecular properties of inulin, BG and AX preparation and
their influence on water absorption of wheat flour.

MATERIAL AND METHODOLOGY

Three kinds of preparations of beta-glucan, inulin and
arabinoxylan were examined using SEC chromatography.
Innovative B-glucan preparations (BG-1 and BG-2) were
obtained from polish producer the Futurum company.
Preparation of beta glucan (BG-Ch) was also obtained
from Chinese producer. Inulin was obtained from Dera
Food Technology company. Innovative rye arabinoxylan
preparation was isolated by laboratory method (Buksa et
al., 2010).

Sugar composition of selected polysaccharides was
determined by HPLC/RI analysis. Samples were
hydrolyzed using 2M H,SO, (100°C, 2h), neutralized,
filtered through 0,45 pm filter and applied on HPLC
column system. Glucose, xylose, arabinose and fructose
solutions were used as a standard.
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Free sugars after dissolving in water for 24h at 50°C were
determined using anthronemethod (Morris, 1948).

Molecular mass distribution profiles were performed by
SEC analysis. SEC system consist of 2 columns filled with
Sephacryl gels (Pharmacia) with dimension of S-200, 37 x
1,6 cm and S-500, 46 x 1,6, peristaltic pump (Pharmacia)
and fraction collector. 0,32% Na,CO; solution was used as
eluent and flow rate was 0,429 cm’/min. Calibration curve
was measured using pullulans with known molecular mass
P-10, 50, 200, 400, 800 (Shodex Standard, Macherey-
Nagel) and glucose. Preparation were dissolved 24h in
0,32% Na,COs; at 50 °C, centrifuged 5 min at 12000 x g
and applied on column system. In collected after analysis
fractions total carbohydrate was determined by anthrone
method (Moris, 1948). Glucose was used for calibration of
polysaccharides concentration. Weight average molecular
mass M,, number average molar mass M, and
polydispersity index (PDI) were calculated from mass
distribution.

RESULTS AND DISCUSSION

Basic chemical composition of examined preparation was
presented in table 1. All preparation were of good quality.
B-glucan preparation consisted of 72 to 83% of glucose
which is component of beta glucan.

Tab. 1 Basic chemical composition of preparation

Arabinoxylan preparation was composed of arabinose and
xylose content determined as 71% and small amount of
glucose. Inulin preparation was composed of 92% of
fructose and 9,6% od glucose, which both are components
of inulin. The solubility in water (50°C) of isolated
polysacharides present in preparation was almost 100% in
the case of arabinoxylan and inulin and slightly worse in
the case of B-glucan preparation.

Water absorption of wheat flour type 650 with addition of
2% of each preparation (added before mixing, in the place
of 2% of the flour) compared to flour without any
additives showed that using of B-glucan and arabinoxylan
preparation resulted in strong increase of water absorption
determined by farinograph. Otherwise inulin addition
resulted in no change of water absorption of the flour.
Determination of molecular mass distribution profiles by
SEC analysis (fig. 1) and calculation of molecular
properties (tab. 2) of examined polysaccharides showed
that inulin was of smaler average molecular mass than
arabinoxylan and f-glucan. Extensive molecules of
B-glucan and arabinoxylan were responsible for higher
water absorption of examined flour with addition of these
compounds. Otherwise much smaller molecules of inulin
did not influenced water absorption.

(V)
Total sugar content [%] Water soluble sugar Increase of water
gl xyl ara fru content [%] absorption [%]**
BG-1 83+1,2 - - - 70,0 8,9
BG-2 72+1,7 - - - 67,2 -
BG-Ch 76+1,5 - - - 61,9 -
Arabinoxylan 3,8+0,5 53,3+0,6 38,1404 - 73 6,9
Inulin 9,6+0,3 - - 92435 100* 0

* - declared by producer

** _ estimated by farinograph on flour type 650, with 58,5% WA as the difference between water absorption of the

flour without and with 2% addition of each preparation

12345678
Ig(M) [g/mol]

C BG-1 . AX C INULIN
§ o1 § 01 § 01

] £ 5

2 0,05 £ 0,05 _/\ £ 0,05

2 2 2

£ 0 £ 0 £ O

12345678
Ig(M) [g/mol]

12345678
Ig(M) [g/mol]

Fig. 1 Molecular mass distribution profiles of B-glucan (BG-1), arabinoxylan (AX) and inulin determined by SEC

analysis

Tab. 2 Molecular properties of examined preparations

BG-1 BG-2 BG-Ch AX INULIN
M, [g/mol] 8 506 9 652 7 848 16 949 1724
M, [g/mol] 1 754 092 958 351 308 610 1208 462 85459
PDI 206 99 39 71 50
Volume 6 43 No. 1/2012
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CONCLUSION

All examined preparations were of good purity.
Innovative B-glucan preparation was better puryfied than
commercialy available preparation obtained from Chinese
producer. Solubility of examined polysaccharides
preparation in warm water were also good. Results of SEC
analysis showed that molecular mass of polysaccharides is
one of the most important factors responsible for water
binding properties of the polysaccharides. Addition of
retatively small molecules of inulin in comparison to big
molecules of B-glucan and arabinoxylan did not influenced
water absorption of the flour.
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