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R1

UPLATNENI ZEMEDELSKEHO A POTRAVINARSKEHO VYZKUMU V ZAJISTENI
KVALITNICH POTRAVIN

Vavreinova S.
Vyzkumny ustav potravinarsky Praha, v.v.i.

Kuvalita potravin je v dnesni dobé¢ Siroce diskutovanym tématem. Vyzkumna sféra by méla byt
schopna erudované se do této diskuse zapojit. Proto je kvalita potravin jednou z priorit narodnich 1
mezindrodnich vyzkumnych programi, ¢i naplni Cinnosti vyzkumnych organizaci podporovanych
institucionalnim financovanim. V posledni dob¢ tak mlizeme hovofit zejména o programech MZe
VAK a KUS a piipravovany program ZEME . Dale NPV II MSMT, program ALFA Technologické
agentury CR a 7.RP- Zemé&délstvi, potraviny a biotechnologie. O kvalitu potravin se zajimaji také
programy MV a MPO.

Termin kvalita potravin je multikriteridlni parametr, ktery pokryva hygienické, nutriéni,
technologické, senzorické a informacni aspekty. Jak mlze vyzkum pfispét k zajisténi kvalitnich
potravin ?

Kvalita hygienickd je ukazatel, ktery rozhoduje o pouzitelnosti anebo nepouZzitelnosti
potraviny: potravina , resp. surovina je bud’ zdravotné nezavadna (bezpecna) anebo neni zdravotné
nezavadna. Standardem jsou mezni hodnoty chemickych, fyzikalnich a mikrobidlnich rizik,
publikované v pfislusnych vyhlaskach. Vyzkum se vénuje vyvoji a optimalizaci metod stanoveni
kvality.

Jakost nutri¢ni je ukazatel, ktery udava, jak potravina odpovidd nutricnim pozadavkim.
Kritériem jsou vyzivova doporuceni na riznych trovnich od vyzivovych trendl, vyzivovych
doporucenych davek (VDD nebo RDA), z nich odvozenych doporucenych davek potravin anebo
konecné vyzivové pyramidy. Zemédelsky vyzkum se vénuje optimalizaci zemédélskych technologii
vedoucich k produkci suroviny se specifikovanou nutri¢ni hodnotou. Potravinaisky vyzkum se
vénuje vyvoji potravin na bazi téchto surovin a potravin ze stdvajicich surovin s optimalizovanou
nutri¢ni hodnotou, véetné funkcnich potravin.

Jakost technologickd, ktera se tykd predevSim potravinaiskych surovin je velmi dilezity
ukazatel pro vyrobce, protoze mize do znaéné miry ovlivnit zpracovatelské nédklady, tedy
nabidkovou cenu. Ma dva aspekty, a to obsah u¢inné latky a zpracovatelnost. Vyzkum se vénuje
rozvoji zemédelskych technologii pro produkci suroviny vysoké technologické kvality.

Zemédelsky a potravinafsky vyzkum také nesmi zanedbéavat senzorickou jakost, kterd je
jednim ze zakladnich kritérii pro volbu spotiebitele. Pro toho je diilezitd 1 uzitna hodnota potravin.
Vyzaduje, aby byly ve spotiebé co nejpohodIn&jsi. Zad4, aby se rychle a spolehlivé piipravily ke
konzumu, aby byly pfiméfené trvanlivé. Zde je na misté vyzkum zejména v oblasti baleni a
skladovani.



R2

BIOPROSPEKCE - UCINNY NASTROJ PRO OBJEVOVANIi NOVYCH
POTRAVINOVYCH ZDROJU

ZachariaSova M., HajSlova J., Schulzova V., Kastanek P.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha

Bioprospekce, neboli vySetfovani (novych) potravnich surovin z hlediska jejich potencialu
byt zdrojem pozitivné plisobicich biologicky aktivnich latek, je moderni védni disciplinou
rozvijejici se v nékolika poslednich letech v kontextu sudrzitelnosti Zzivotniho prostredi i
ekonomickou politikou CR a Evropy. Cilem bioprospekce je nalézt takové zdroje potravinaiskych
surovin, jejichz produkce je ekonomicky malo ndkladna a nenaro¢na na kvalitni zemédélskou ptadu
slouzici primarn¢ pro produkci beéznych zeméd¢€lsko-potravinaiskych komodit. Vhodnymi
surovinami pro bioprospekci jsou tedy hlavné rychle rostouci dfeviny a vysokoenergetické rostliny
(napf. topol, topinambur hliznaty, svétlice barvitskd, ozdobnice Cinska, plana rtze, Cerny bez,
rakytnik aj.), u kterych byly identifikovany vyuzitelné biologické Ucinky (napf. antibakteridlni,
antimykotické, antiparazitické, profylaktické, ¢i antioxidacni). Dal$i surovinou jevici extrémni
potencial z hlediska prokazanych pozitivnich biologickych aktivit, ale i konkrétniho spektra
pozitivné pusobicich latek, je biomasa mikrofas, jejichz nenarocna kultivace na nevyuzitych
vodnich plochéch zapada do zminéného schématu trvalé udrzitelnosti. Nékteré druhy fas, napf.
Chlorella sp., Spirulina sp., Ulkenia sp., Haematococcus sp., jsou dnes jiz vyuzivany jako zdroje
pro produkci nutraceutik, pfedev§im z divodu zvySeného obsahu polynenasycenych mastnych
kyselin a antioxidanti. Nicméné, vysledky dosavadniho vyzkumu realizovaného na VSCHT Praha
indikuji, Ze moznosti vyuziti mikrofas mohou byt mnohem S§ir$i; ve vefejnych i instituciondlnich
sbirkach mikroorganismt existuji desitky doposud neprozkoumanych kment s pfedpokladem
vysokého potencidlu potravinaisky vyznamnych latek (antioxidacné putisobici polysacharidy,
karotenoidy, xantofyly, derivaty vysSich polynenasycenych mastnych kyselin, fosfono-
karboxylovych kyselin, eikosanoidd, aj.), ¢i enzymovych aparatt.

Obecné schéma uspésné bioprospekce zacind ucinnou extrakci Sirokého spektra potencialné
liSicich se ve své chemické struktufe, a tim i1 v extraktabilité, byl pro tyto ucely bioprospekce
vyvinut tiistupiiovy extrakéni proces zahrnujici extrakci vodou (pokryvajici extrakci latek
s vysokou polaritou), vodnym metanolem (zajiSt'ujici extrakci fosfolipidii a stiedné polarnich latek,
napf. xantofyld), a nepolarnim rozpoustédlem na béazi hexanu (zajiStujicim extrakci nejméné
polarnich lipidd, terpenii a karotenoidil). Nepostradatelnou soucasti bioprospekce je pak vysetrovani
biologickych aktivit. K dispozici jsou série testd zalozenych na schopnosti extrakti zhaset volné
radikaly, prekurzory oxidativnich reakci, ale 1 inhibovat specifick¢ enzymové reakce (glukosidaz,
protéz, acetylcholin esterdzy, aj.). Obrovskou vypovidaci hodnotu maji i biologické testy provadéné
piimo na bunécnych liniich. DalSim krokem v ramci procesu bioprospekce je pak necilovy
screening extrak¢nich frakei vykazujicich néktery z typt biologické aktivity, ktery je realizovan
pomoci pokrocilych technik vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie. Soucasti je 1 nasledna
identifikace konkrétni latky za tuto aktivitu zodpovédné. Bioprospekce nasledované biorafinaci, tj.
pramyslové aplikovatelnou izolaci konkrétni zdjmové latky ¢i skupiny latek, tvofi novy smér
aplikovatelného vyzkumu efektivné vyuzitelny pro produkci nutriéné obohacenych (funkcnich)
potravin a nutraceutik s pfidanou vyzivovou hodnotou.



R3

ROSTLINNE EXTRAKTY V OQHRANE ROSTLIN, ANEB Ué,INNE PRiPRAVKY PRO
EKOLOGICKE ZEMEDELSTVI (POTRAVINY BEZ REZIDUI PESTICIDU)

Pavela R.
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Drnovska 507, 161 06 Praha 6

Rostliny si v pribéhu evoluce vytvoftily nékolik velmi u¢innych obrannych strategii vici
chorobam a Sktidciim. Jednou z nich je syntéza biologicky aktivnich latek obranného charakteru.
Tyto latky — sekundarni metabolity- vykazuji biocidni ¢i inhibi¢ni aktivitu proti riznym patogeniim
a Skidciim. My tyto latky pouzivame v l€kafstvi, kosmetice 1 v potravinarstvi jako latky brzdici
vyskyt pfedev§im patogennich organismi. Krom¢ toho jsou vyuzivany po staleti jako tc¢inné latky
tzv. botanickych pesticida. V piispévku bude prezentovdna historie a soucasnost pouzivani
botanickych pesticidii, jako environmentalné a zdravotné bezpecné alternativy ochrany rostlin a
zeméde€lskych produkti. Vyzkum a vyvoj botanickych pesticidi je v soucasnosti dynamicky
rozvijejici se védni odvétvi, jehoz vysledky davaji vzniknout novym piipravkim vyuzitelnych v
mnoha oborech lidské Cinnosti. Nékteré vysledky vyzkumu ziskanych v rdmci feSeni projektu
TACR (projekt &. TA01020163) budou v piispdvku prezentovany.



R4
TESTOVANI POTRAVIN S OBSAHEM PROBIOTIK A PREBIOTIK
Rada V. (1), Musilova S. (1), Killer J. (1,2), Bune$ova V. (1), Kmet. V. (3)

(1) Fakulta agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdrojt, Ceska zemé&dglska univerzita v Praze;
(2) Ustav zivocisné fyziologie a genetiky AVCR, Praha; (3) Ustav zivogisnej fyziologie, Kosice

Byly testovany bifidobakterie v mlé¢nych kysanych vyrobceich a lyofilizovanych préscich,
piicemz byl stanovovan celkovy pocet zivych bunék v pribéhu expiracni doby. Testovani probihalo
podle IDF Standardu 220 (ISO/DIS 29981). Vyrobky vesmés spliiovaly normu, nebo mnoZzstvi
deklarované na obalu. Kromé poctu zivych bunck bylo také provedena izolace Cistych kultur kultur
mikroorganisml a jejich identifikaci pomoci fenotypovych a genotypovych testli az na troven
druhu, poddruhu a piipadn€ i kmene pomoci fingerprintovych metod. Dale byly testovany takeé
poCty probiotickych kmenti laktobacili v mléénych kysanych vyrobcich, které obsahuji
Lactobacillus acidophilus, L.rhamnosus a L. casei. Zejména posledné jmenovany druh je hojné
pouzivan pro svoje imunostimulacni vlastnosti. Pocty L. casei ve vyrobcich na cCeském trhu
zpravidla splituji minimalni hranici 1 milion zivych bun¢k (6 log CFU) v 1 g vyrobkt, i kdyz
absolutni pocty mezi jednotlivymi produkty se lisi. Byly také testovany metody pro selektivni
stanoveni ostatnich probiotickych mikroorganismu jako jsou kvasinky (Saccharomyces cerevisce a
Saccharomyces boulardii), enterokoky, Escherichia coli (v CR jsou znamy preparaty Mutaflor a
Coliinfant) a dal$i mikroorganismy.
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AKTUALNI STAV METOD PRO STANOVENI CISTYCH SVALOVYCH BILKOVIN
A OBSAHU MASA V POTRAVINACH

Cuhra P. (1), Rosmus J. (2)

(1) Statni zemédélska a potravinafska inspekce, Praha,
(2) Statni veterinarni ustav, Praha

Problematika stanoveni obsahu masa a &istych svalovych bilkovin (CSB) je v
poslednich letech pfedmétem Sirokych diskusi mezi vyrobci masnych vyrobki, dozorovymi organy
a laboratofemi. Uvedend problematika zahrnuje Sirokou Skalu vyrobkl — od gulése v konzerve, pies
Spekacky nebo Sunku az po uzenou plec, zmrazené rybi filety nebo obalované rybi prsty. Jak obsah
masa tak i CSB vychézi z definic uvedenych v legislativé, aviak na jejich vlastni stanoveni existuji
rizné nazory a laboratofe pouzivaji razné alternativy metod stanoveni. Zejména odliSeni ,,Cistych
(svalovych)* bilkovin od ostatnich dusikatych latek v piipadé stanoveni CSB pomoci srazeni
taninem je v soucasné dob¢ predmétem kritiky ze strany nékterych vyrobcl. Z tohoto diavodu
pfipravila Statni zemé&délska a potravinaiska inspekce ve spolupraci se Statni veterinarni spravou a
laboratofemi Statnich veterindrnich ustavii mezilaboratorni experiment, ktery by mél vést k
vytvofeni jednotné referencni metody pro stanoveni tohoto ukazatele.
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ZMENY FUNKCNICH VLASTNOSTI BILKOVIN V DUSLEDKU MAILLARDOVY
REAKCE

Cejpek K.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha

Cilen¢ modifikace struktury nativnich bilkovin vychédzeji z vyzivovych, hygienicko-
toxikologickych a technologickych pozadavkl. Jedna se zejména o zlepSeni fyzikalné-chemickych
vlastnosti bilkovin (schopnosti tvofit gely, emulze a pény, rozpustnosti, schopnosti vazat vodu aj.),
ale také vyzivové hodnoty vyrobkl (inaktivaci antinutricnich faktori, zlepSenim vyuzitelnosti
esencidlnich aminokyselin aj.) a jejich organoleptickych vlastnosti (textury a chuti). Chemické nebo
enzymov¢é modifikace umoznuji také vyuziti netradi¢nich surovin pro potravinaiské ucely (napf.
bilkovin kvasinek).

Vlastnosti bilkovin se ovSem béhem zpracovani potravin méni také zcela spontanné, a to
casto pouhou aplikaci vyssich teplot bez ptidavku dalSich chemickych ¢inidel. Struktura bilkovin se
zde méni jak reakcemi per se (reakcemi dehydroproteinu, deaminaci, desulfuraci) a oxidaci, tak po
reakci s pfitomnymi sacharidy a jejich degradanimi produkty (tzv. Maillardova reakce nebo
glykace), pifipadné¢ s fenolovymi latkami (reakce neenzymového hnédnuti). Na glykaci aj.
modifikace bilkovin je obvykle nahlizeno kriticky, nebot’ miize vést ke snizeni vyzivové jakosti
potravin a vzniku potencidlné Skodlivych aminokyselinovych derivati. O vlivu posttranslacnich
zmén v disledku Maillardovy reakce na technologickou funk¢énost potravinaiskych bilkovin, tj.
jejich zejména zelatinizacni, pénotvorné a emulgacni vlastnosti, je zndmo dosud malo. Vyuziti
tohoto potencidlu navic nardzi na absenci vhodnych technicky proveditelnych, optimalizovanych
a reprodukovatelnych metod pfipravy konjugath. Piispévek predstavuje aktualni informaci
o pokrocich v této oblasti modifikace bilkovin, glykace a Maillardovy reakce.
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VYZNAM REGIONALNIHO VYZKUMU PRO UDRZENI A ZLEPSOVANI KVALITY
POTRAVIN

Pivonka J.
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha

Kvalita potravin je pojem casto skloniovany laickou vefejnosti, stejné¢ tak i v odbornych
kruzich. Se samotnym sdélenim, Ze potraviny nabizené spotiebitelim maji byt kvalitni, se
nepochybné ztotozni kazdy, kdo na toto téma vyjadfuje nazor. AvSak stejné jako je tomu v fadé
jinych piipadii i v této oblasti dochédzi ke sporiim az v okamziku, kdy za¢ne byt obsah pojmu
naplnovan konkrétnimi detaily. V SirSim slova smyslu zahrnuje definice kvalitni potraviny fadu
aspektl, mezi které patii napiiklad bezpecnost potravin ve vSech souvislostech jejich uvadéni do
obéhu, vyzivova hodnota, senzorické vlastnosti, piivod, obsahy klicovych slozek a fada dalSich.
Védecka prace sehrava v této oblasti nezastupitelnou roli. Vyzkumnici vytvaii na jedné strané
prostor pro definovani samotnych kvalitativnich znaki a na strané¢ druhé pro jejich naslednou
kontrolu. Nedilnou souc¢asti vyzkumnych praci je i podil na zlepSovani a inovovani potravin a
zpusobu jejich vyroby a uvadéni do ob¢hu. V neposledni fad¢ patii mezi tlohy vyzkumnika i
zpracovani podkladil pro hodnoceni a naslednou analyzu rizik véetn& jejich komunikace. Rada
z téchto uloh je plnéna na rovni mezinarodnich projektl, které vSak ptirozen€¢ nemohou postihnout
vSechna regiondlni specifika a obvykle jsou zpracovavany v odborné roving, kterd je zejména pro
mensi organizace obtizn¢ uchopitelna. Prave v této oblasti sehrava vyznamnou roli vyzkumna prace
provadéna na regionalni urovni a v tésné spolupraci s uzivateli vysledkl vyzkumu.
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POTRAVINY NA PRAN’YIV{I A VYSLEDKY SOCIOLOGICKEHO VYZKUMU
,POTRAVINY A CESKY SPOTREBITEL*

Valkova V.

Statni zeméedélska a potravinarskd inspekce, Brno

zemédelské a potravinaiské inspekce (SZPI) se spotiebiteli. SZPI pomoci webu, mobilni aplikace a
facebookového profilu ptinasi spotiebitelim informace o svoji ¢innosti - 0 nevyhovujicich Sarzich
potravin zjisténych uiedni kontrolou, vysledcich tematicky zaméfenych kontrol a zajimavosti ze
svéta potravin. Potraviny na pranyii umoziuji i zpétnou vazbu, spotiebitelé mohou zasilat své
dotazy a podnéty ke kontrole.

Sociologicky vyzkum v fijnu 2013 ukazal, ze mezi nejmén¢ informované spotiebitele patii
zejména spotiebitelé ve véku 18-25 let. Pro osloveni této skupiny spotiebiteli je vyuzivan od tunora
2014 znovuobnoveny facebookovy profil Potraviny na pranyfi. Zde jsou pro tuto vékovou skupinu
zajimavou formou prezentovany dullezit¢ informace z webu Potraviny na pranyii, piinaSeny
popularné-nau¢né informace o potravinach a zejména pak jsou zde aktivné spotiebitelé zapojeni do
diskuze o kvalité potravin.

Pii sociologickém vyzkumu bylo osloveno 1022 respondentid ve véku 18 -79 let z celé
Ceské republiky. Vyzkum, jehoZ cilovou skupinou byli spotiebitelé, byl zaméfen zejména na
nakupni chovani a zachazeni s potravinami, srozumitelnost a obsah informaci na obalech potravin,
vnimani bezpecnosti, kvality a falSovani potravin, informovanost a (sebe)ochranu spotiebitelii a
znalost instituci a organizaci pro ochranu spotiebitele.
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INFORMACNI ZDROJE MEZINARODNI SITE DATABAZI SLOZENi POTRAVIN
EUROFIR

Machackova, M.
Zemédélské poradensko-vzdélavaci centrum a Knihovna Antonina Svehly, Ustav zemédélské ekonomiky a informaci,
Manesova 1453/75, 120 56 Praha 2

EuroFIR AISBL (European Food Information Resource — www.eurofir.eu) je mezinrodni
neziskova organizace, ktera sdruzuje 28 center pro narodni databaze slozeni potravin z Evropy,
USA, Austrélie a Kanady a dalsi subjekty, které vyuzivaji data o sloZeni potravin. Clenska zékladna
zahrnuje univerzity, vyzkumné ustavy, instituce statni spravy, potravinatské podniky, vyrobce SW,
nutricni specialisty a jednotlivce.

Projekt EuroFIR vznikl v r. 2005 v ndvaznosti na piedchozi evropské projekty, které se tykaly
databazi slozeni potravin v ramci programti COST a EPIC. V poc¢atecnim obdobi byl zcela (2005-
2010) a poté castecné (2011-2013) financovan z prostiedkl 6. a 7. Ramcového programu EU.

Hlavnim cilem EuroFIR"” je mezinarodni spoluprace a kooperace pfi harmonizaci metodiky
pro zpracovani a zajiSténi kvality dat o sloZeni potravin a vybudovani jednotné platformy pro
vyménu a transfer dat mezi riznymi aplikacemi a uzivateli ). EuroFIR pusobi jako expertni a
vzdélavaci centrum pro oblast databazi sloZeni potravin.

Podpora EuroFIR méla a m4 zasadni vyznam pfi iniciaci a v dalSich fazich rozvoje projektu
Databaze slozeni potravin Ceské republiky (www.nutridatabaze.cz). Na zakladé povéfeni
Ministerstva zemédélstvi databézi spravuje a aktualizuje Ustav zem&délské ekonomiky a informaci.
Utast na mezinarodnich vzdé&lavacich kurzech, pfistup k dokumentaci EuroFIR a komunikace
s odborniky umoznila vybudovat nadrodni databazi pIné kompatibilni se systémy EuroFIR z hlediska
struktury a dokumentace dat.

Tento ptispeévek ma za cil predstavit ¢tyii hlavni informacni systémy EuroFIR.

)

EuroFIR FoodEXplorer — vlajkova lod’ EuroFIR
FoodEXplorer je jednotné vyhledavaci rozhrani pro simultanni vyhledavani dat o slozeni
potravin v 28 narodnich databazi slozeni potravin z Evropy, USA, Australie a Kanady.
FoodEXplorer navazuje na predchozi systém tohoto typu eSearch ). Databazovy soubor zahrnuje
data pro vice nez 60000 potravin. Databaze zatfazené¢ ve

==2 EuroFIR FoodExplorer jsou dokumentovany podle harmonizované
P Aboutus | Whyjon | Food informatc metodiky EuroFIR.

Vyhledéavat lze s vyuzitim nastroji pro jednoduché a
rozSitené vyhledavani.
‘kiwi Vramci jednoduchého vyhleddavani Ize vyuzit néazev
* Al words Bxactstring ¥ Engiishname | potraviny v anglictiné nebo v néarodni jazykové mutaci. Je
mozné vyhledavat také podle deskriptorti tezauru LanguaL

+ Food groups » Datasets

COUNTRIES (www.langual.org), ktery se pouziva pro popis potravin.
SECE';L;:SE'E“ o 8.8 55 U rozsifeného vyhledavani je mozné si zvolit pozadovany
= Bulgaria §#B Canads nutrient (¢i nutrienty), ur€it limity pro jeho (jejich) obsah

¢ I Czoch Republic () &#m Denmark v potravinach a individuélni charakteristiky hodnot podle typu

¢ == Finland 0 B Fance zdroje nebo zptsobu ziskani hodnot. Kombinaci deskriptort
- f;:: j'il ::lf”d tezauru Langual lze 1épe definovat pozadované vlastnosti
i Bray — i vyhled4dvanych potravin (napi. podle zdroje potraviny, zpiisobu
. Lithuania == Netherlands zpracovani, ingredienci, obalovych materiali atd.).
ol= Norway ¢ 'wam Poland Data pro vyhledané potraviny lze porovnavat, ukladat do
G Potugal =5 Serbia schranky a exportovat mimo systém.
= :'w_akia - :'?”'Z”ia K dispozici jsou dva formaty pro export dat — EXCEL a tzv.
o Sz?t:e”and T;iein balicek pro transport dat ve formatu XML (Food Data Transport

¥ EfE United Kingdom ¥ 2= UsA Package), ktery byl specidlné vyvinut EuroFIR pro transfer dat


http://www.eurofir.eu/
http://www.nutridatabaze.cz/
http://www.langual.org/
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o sloZeni potravin mezi riznymi aplikacemi a databdzovymi systémy.
Ve vystupni sestavé je uveden seznam potravin, které¢ odpovidaji zadanym parametrim.
PtisluSnost k jednotlivym narodnim databazim je oznacena vlajeckou.

Kiwi

* Al words Exact string

#| English name

0

¥| Scientific name

Advanced search

#| Original name

Select countries (5) MY CART (0) —

Page:
Compare selected 1w Records 1 to 11 of 11 Food groug - All foodgroups
Energy
- English name 4 Original name aw |[D aw valueM00g Country aw Cart
Fs
-
CAMPBELL Soup Company, V& SPLASH CAMPBELL SOURP COMPANY V8 SPLASH,DIET . = —r
Juice Drinks, Diet Strawher STRAWBERRY KIWI 603 ATk /4 keal S5 USA
CAMPBELL Soup Company, \V/§ SPLASH CAMPBELL SOUP COMPANY V8 SPLASH JUC 14618 122kl /29 m= USA —
Juice Drinks, Strawberry Ki DRINKS, STRAWBERRY KIWI kcal — ’
Kiwi fruit Kiwi fruit 14903 21BKI/51 g United - oop
kcal Kingdom
Data pro vybrané potraviny lze porovnavat.
25 0090339.United  wew 0041147- B 0031466-Czech = oo0s054.
Kingdom Poland Republic Finland
Component Ki gdom . public Kiivi kuorittu
e ruit ok Kiwi i fruit without
Kiwi fruit Kiwi fruit Kiwi fruit, raw )
alcohol Og Og Og
ash 07g 07g 0749
biotin Oug
calcium 25 mg 25 mg 32 mg 27 mg
carotenoids, total 2268 ug
beta-carotene 40 ug 43 ug 43 ug 425 ug

Zaznam jednotlivé potraviny poskytuje podrobné informace o zpusobu ziskani dat v¢. citace

zdroje dat. Je uveden seznam deskriptorti Langual, které jsou pfifazeny ke zvolené potraving.

Kiwi fruit, raw

Kiwi
Czech Food Composition database 20089, batch 1

Food ID: 0031466

Fats

Carbohydrates

Protein

% distribution of energy value FRUIT OR FRUIT PRODUCT
FOOD COMPONENTS - »
BCnEnEL TelEaim Unit  Matrix i Method [z Reference Title
name value reference
CARBOHYDRATE COMPONENTS/IGRP_CHO(11)
per 100g Summation Carbohydrate,
— best from available.
carbohydrate [CHO] —F 10.8 9 ed\t_}le estimate  constituent calculated by
portion Ny
components differance
Summation
carbohydrate, total . per 100g  wvalue from Carbohydrate.
[ 13.6 g edible  type not total, calculated by
[CHOT] - constituent -
portion  known difference
components
disaccharides, total .
[DISAC] WA
Smréinova, H., Machackova, M..
Ouhrabkova, J.: Vlaknina potravy a
. per 100g Analvtical Enzvmatic- nutriéni hodnota potravin.
fibre, total dietary [FIBT] | 4 2.8 g edible  average res&ﬁ(s} ravime%‘;ic method Report Zavéretna zprava projektu
portion 9 ukonéeného vr 2001 EP9025

FoodEXplorer je velmi uziteCny systém pro rychlé vyhledavani informaci z narodnich databazi
slozeni potravin s vyuzitim riznych vyhledavacich nastroja, které umoznuji formulovat dotaz podle
individualnich potieb Siroké skupiny uzivatelli (napt. kompilatorti narodnich databazi, specialistii na
vyzivu, védct, zastupcti autorit, vyrobcl potravin).
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EuroFIR FoodBasket — aplikace pro vypocet nutri¢ni hodnoty potravin
Aplikace FoodBasket umoziiuje vypocet nutricni hodnoty pokrml a potravin. Aplikace je
propojena se systémem FoodEXplorer. Pied vlastnim vypoctem si Ize zvolit zdrojovou tabulku dat z
jedné ¢i vice narodnich databazi.
Vystupni sestava poskytuje vysledky vyjadiené na jednu porci, 100 g nebo na 1000 kcal.
Ziskana data Ize vytisknout, zaslat mailem nebo exportovat.
Do systému lze importovat 1

FoodBasket® vlastni data pro ingredience
Q sl receptur. Vypocet je realizovan
VP | © make new recipe | | 1 .| podle jednotné metodiky

‘\‘-z e svyuZitim dat ze zvolenych
R.AT.BE,BG,CZ,DK,FI,GR,IS,IE,IT.LV,LT,GB.NL,NO,PL,PT.RS,5K,ES,SE,CH,TR,US,CA,12,5I, , ’ r 7 v I3
Engiisn | Ui MU narodnich ~ databazi  slozeni
=x | potravin. Aplikace zatim
Recipe fon: % | neumoznuje zohlediiovat zmény
hmotnosti pii zpracovani
storl potravin. Bude nutné rovnéz
herne... bramborak k
_\J implementovat tzv. faktory ztrat
Y Import recipe as ingredient | Categories . o
nutrientu.

EuroFIR eBASIS —databaze sloZeni a biologickych ucinkii latek rostlinného pivodu

V databaze eBASIS (Bioactive Substances in Food Information Systems) je zamétfena na sbér
dat o latkach rostlinného piivodu, u kterych se predpoklada p¥iznivy G&inek na zdravi .

Sbér dat pro hlavni rostlinné zdroje, které se konzumuji v Evropé, byl realizovan vyhradné
z recenzovanych zdroju.

K prohledavani jsou k dispozici ¢tyfi moduly — data o slozeni, pfiznivé ucinky na zdravi,
charakteristika jednotlivych rostlinnych zdrojii (v€. patnécti jazy¢ného slovniku nazvl rostlin) a
dopliikové informace. Strukturu vystupni sestavy si voli uzivatel systému podle vlastnich potieb.
U kazdého zaznamu jsou k dispozici citace zdroje dat.

<« C' 3 ebasis.eurofir.org/Default.asp
% apikace § 7K (o) CZFCDB (D Statistky | '] ESearch :sm FoodEXplorer (U EwroFIR Jjf Langual & UsT

" :¥.%4 I BioActive Substances in Food Information System

» Home - -

» Reports Bio Composition data

» Composition data Click the ® icon to delete a search criterion or an output field.
» Beneficial data

» Additional info [New search]

» Food plant info
New search Save search

Print thi
s s 1. Search for Bio Composition data

» My details Select 3 Search type and click a Parameter to add search criteria. Selectior
» Logout are limited by the current search criteria. Currently 29,970 data points sele
User Search type Basic @ F
AISBL IAEI B ebasis select compound class - Google Chrome
Parameter Sele
» Plant Food Supplement 1 ebasis.eurofir.org/reportClass.asp?
————— Food plant name
cod plar - Googgs Chroma . .
L » Plant part Click a compound class to select it or »
ebasis.eurofir.ong/re; » Country of origin
] » Growing condition
e ~ » Alkamides
Plant family | Not specified M L GMO.
Language | SoFEHIanacese (Saviagacese) = » Cooking method » Alkenyl benzenes
= Iypenc acese —_— 1
Iiiacass (Msgnoliaceae) » Compound class » Anthocyanins
Indaceas » Anthraguinones
Juglandaceas - -
Lamiaceae (Labiatae) » aporphinoids
Lauraceas - - -
Lecythadaceas » Biogenic amines
If you select a sci . B
translated to the pre Lihaceas (Aliaceas) » CaDSENCanldS
plant information. Linaceae &
256 names found, ¢i 1iapighiacess » Carotenoids
eIy Morimiaceae
» Afiican o paim 7 | MOrceae
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e-learningovy kurz ,,SloZeni potravin pro nechemiky*

Kurz je koncipovan jako informacni a studijni materidl o databazich slozeni potravin.
V soucasné dob¢ obsahuje pét modull — tuky, bilkoviny, sacharidy a vldknina, vitaminy a mineralni
latky. Moduly maji jednotnou strukturu — informace o dané skupiné latek (struktura, vyskyt
v potravinach, vlastnosti), metody pro jejich analyzu, zplisob prezentace v databazich slozeni
potravin, dopliikové informace a vysvétlivky. Kurz je cenén jako uziteCnd pomucka pro
samostudium studentli a vSech zajemct o problematiku databazi sloZeni potravin.

= i i : :
=28 EuroFIR Nutrient-Analysis for non-chemists Glossary
Europsan Food Information Rescurce . -

B Introduction Methods (1/5)
B Case 1- Fats & fatty acids Mow it is time to study the laboratory results on total fat analysis of the biscuits you received from your colleague. First you will figure out

. which method was used for this analysis. Below you can find information on frequently used methods. Take your time to study the
- Introduction information and answer the questions.
. | Ty T T 7T Y T T T T T T T T T T T T o [ e e
- Fats in foods W i h ) h
- Lab results: total fat " ethanol lter ! !
r—— : Mixingand+ thercumponentsl: g |:
- Me _t
) | demixing * 1 " 2 " HCI
- Data quality I CHlorof " ru@ " =
| Lok calue dh=t I N L
* Summary 1 I T"]; It
) | I p I 3
®" Lab results: fatty acids | Homogenized food sample :' = :'Extraction method preceded
B Case 2: Carbohydrates & fibres | Foloh extraction || Soxhietextraction by acid hydrolysis  'by alkaline hydrolysis
#- Case 3- Proteins & amino acids The most up-to-date and accurate method to determine triglycerides in foods is a mild extraction method followed by Gas
chromatography. However, if you are only interested in total fat other methods will do. The laboratory that provided your biscuits
- Case 4: Elements

data was not equipped with a Gas chromatograph.

Which method(s) do you think the laboratory used for total fat extraction of the biscuits?
™ Folch extraction

Pristup k informaénim zdrojim EuroFIR

Vyse popsané informacni zdroje EuroFIR jsou pfistupné pro Cleny EuroFIR po zaplaceni
¢lenského prispévku. Zdroje je mozné vyzkousSet v ramci testovaciho pfistupu, ktery si lze vyzadat
na sekretariaté¢ EuroFIR: secretariat@eurofir.org

Vice informaci o EuroFIR je k dispozici na www.eurofir.eu

Zavér

Organizace EuroFIR je v soucasné dobé vyprofilovdna jako subjekt, ktery zajistuje ptistup
k utfidénym informacim o sloZeni potravin. Technologicky zastieSuje jejich propojeni s dalSimi
uzivatelskymi aplikacemi, coZz rozSifuje moznosti pro vyzivani dat o sloZeni potravin v Sirokém
spektru oborti. EuroFIR poskytuje znalostni a expertni zdzemi pro instituce, které se zabyvaji
tvorbou a spravou databazi sloZeni potravin na narodni urovni. Sluzby a informacni zdroje jsou
zaméteny rovnéz na subjekty, které tyto databazové zdroje vyuzivaji.

Podékovani 5
Budovani Databaze slozeni potravin Ceské republiky je podporovano z prostiedkit MZe.
Nékteré aktivity byly podpoteny EuroFIR
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R11

SENZORICKY A NUTRIéNi, PROFIL TESTOVIN NA BAZI KOMPOZITNI MOUKY
PSENICE/JECMEN/KONOPI

Hruskova M., Svec 1., Heroudkova K.
Ustav chemie a technologie sacharidu, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha

Souhrn

Je¢nd mouka se lisi od pSenicné, kterd je ve forme polohrubé téstarenské mouky nebo semoliny
zakladni recepturni slozkou téstovin, chemickym sloZzenim. Krom¢ vy$siho obsahu vldkniny a (-
glukanll je znamo, Zze ma tmavsi barvu a specifickou chut’. ZlepSeni nejen chutovych vlastnosti
pSeni¢no-jeénych téstovin se ocekava piidavkem konopnych produktii. Pfi laboratorni vyrobé
téstovin s jeCmenem byly ovéfeny varianty s obsahem 30 a 50 % hladké mouky a piidavky 4
odlisnych forem konopni (celozrnné a hladké). Laboratorni téstarenska linka VSCHT Praha (lis
Korngold TR-70, ptedsuSarna Sun P+ a suSarna Sun 450/2) simuluje klasickou vyrobu susenych
téstovin a vyrobky jsou hodnoceny v syrovém, suseném a vafeném stavu podle interni metodiky
VSCHT. Téstoviny jednovajecné s piidavkem konopnych produktli v mnozstvi 5 a 10 % byly
vyrobeny standardné s teplotou lisovani do 40° C. V suSeném stavu se ptidavek 10 % vzorki
z neloupaného semene a z hladké mouky po extrakci projevily vétsi deformaci bez ohledu na obsah
jecné slozky. Vaznost a bobtnavost jecnych téstovin s konopim souvisi s recepturou a hodnoty byly
srovnatelné s jenym druhem. Barevny odstin a vini jecnych téstovin Ize hodnotit jako
spotiebitelsky pfijatelné. Chutovy vjem téstovin po uvareni byl popsan jako senzoricky standardni
(bez vyrazné jecné nebo konopné piichuti). Nutricni profil pSeni¢no-je¢no-konopnych téstovin Ize
popsat obsahem bilkovin, resistentniho Skrobu, B-glukanii a vlakniny, pficemz jejich zastoupeni
prukazné ovliviuje podil je¢né mouky v receptuie.
Klicova slova: téstoviny, jecnd mouka, konopi, nutriéni profil

Uvod

SuSené téstoviny jako zdkladni potravina jsou pii nizkém obsahu tuku zdrojem polysacharida,
bilkovin a vlakniny (Kruger et al. 1996, Pehle a Andrich 2006, Hamr 2007). Spliuji pozadavky
zdravé vyzivy - maji nizky obsah sodiku, vyvazenou skladbu sacharidii a nizky glykemicky index.
Pro inovaci sortimentu téstovin jsou pfidavany netradi¢ni suroviny s cilem zvySeni nutri¢ni hodnoty
pii zachovani ptivodniho spottebitelského charakteru. Piidavky se dosahuje zvyseni obsahu zdravi
prospésnych latek, napf. vlakniny, B-glukand aj. (Marconi 2001; Ugarci¢-Hardi etal. 2007,
Hruskova et al. 2007).

Je¢men mé ve srovnani s pSenici vysSi obsah vladkniny (cca o 40 %). B-glukany endospermu a
aleuronové vrstvy ovliviiuji metabolismus glukosy a lipida. Pozitivni vliv konzumace je¢mene na
lidské zdravi byl dokédzan pii prevenci viedovych zaludecnich chorob a pfi snizovani vyskytu
rakovinovych a kardiovaskularnich onemocnéni. Sacharidy je¢mene tvoii pfevazné skrob (cca 50-
68 %) se zastoupenim amylosy a amylopektinu 1:3 a uvedeny pomér ovliviiuje vaznost vody béhem
vafeni, tvar a celistvost téstovin. Bilkoviny se vyskytuji ve srovnéani s pSenici v niz§im mnozstvi,
obsah kolisa od 7 do 10 %. Albuminy a globuliny jsou bohaté¢ na lysin a threonin. Prolaminy, které
se v jeCmeni nazyvaji hordeiny, obsahuji vice kyseliny glutamové a prolinu (Newman a Newman
2008). Obsah lipidl v jeCmeni je cca 2-4 %, coz je srovnatelné s pSenici.

Konopi seté (Cannabis sativa) je péstované ve dvou subspeciich - ssp. culta a ssp. indica. Druhé
jmenované je zndmé jako haSiSné a je zakdzané s ohledem na obsah THC (Perlin, 2002). Pro
potravinaiské uziti lze pouZzit celd semena (20-25 % bilkovin, 25-35 % tukd a 10-15 %
polysacharidll), kterda se obvykle pied pouZzitim loupaji (Best, 2009). Semeno konopi je vhodnou
surovinou pro vyrobu oleje s obsahem cannabidiolu (CBD), ktery mé pozitivni G¢inky pfi
pohybovych obtizich. Déle obsahuje n-6 a n-3 mastné kyseliny, jejichz pomér se povazuje za
nutricné optimalni (Ohr, 2009). Slozeni konopné mouky se lis§i podle pouzité suroviny (zavisi na
odrad¢ a lokalité péstovani), zplisobu ptipravy a miry odtuénéni. Uvadi se obsah 30-33 % bilkovin,
7-13 % tuku a cca 40 % Skrobu. Bilkoviny konopné mouky tvoii cca ze dvou tretin edestin, patiici
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mezi nizkomolekularni globuliny. Konopné produkty maji i vyznamné mnozstvi B-karotenu a
vitaminl B; a E. Z mineralnich latek je pfinosem vyssi obsah zeleza a zinku. Konopnd mouka je
ptirozené¢ bezlepkova, vhodna pro nemocné celiakii.

Cilem prace bylo vyvinout a popsat nutri¢ni profil susenych téstovin na bazi psenice, je¢mene a
konopnych produkti.

Material a metody

Té&stoviny byly vyrobeny podle téstarenského pokusu VSCHT Praha za pouziti lisu TR 70
(Korngold AG, Rakousko), pfedsusarny Sun P+ a vertikilni su$arny Sun 450/2 (Mezos, CR).
Zakladni receptura a technologicky postup popisuje Hruskova (2007). V praci byly ovétfeny
receptury jednovajecnych téstovin s pridavky hladké je¢né mouky (30 a 50 %, mlyn Kiesin) a
konopnych produkti (K4-celozrnnd mouka zloupaného semene, KS-celozrnnd mouka
z neloupané¢ho semene. Ko6-hladkd mouka z extrahovaného semene z konvenéni péstovani, K7-
hladka mouka z extrahovaného semene z bio produkce) v mnoZstvi 5 a 10 % na polohrubou
téstarenskou mouku (mlyn Delta Praha). Konopné mouky celozrnné byly pfipraveny na
laboratornim §rotovniku KM 5001 (CR) ze semen vypéstovanych firmou Hemp Production
Chrastice. Hladkd mouka K6 pochézi od téze firmy (odrida Fedora 17) a bio K7 je z Rakouska
(firma Hanf Natur). Téstoviny ve tvaru kolinek byly hodnoceny pii lisovani, po ususeni a po
uvafeni podle interniho postupu VSCHT Praha. Vedle senzorického hodnoceni (model pro
ockovitost, barvu, vini a chut) byly stanoveny i objektivni charakteristiky vafenych téstovin
(vaznost, bobtnavost). Pro popis nutri¢niho profilu té€stovin s riznym recepturnim slozenim byl
stanoven obsah bilkovin dle Kjedhala (CSN 56 0512-12), vlakniny potravy (AOAC 985.29), B-
glukanti (AACC 32-23) a resistentniho skrobu (AOAC 2002.02).

Vysledky a diskuse

Hodnoceni senzorické jakosti v suSeném stavu

Pro vyrobu téstovin s pfidavkem jecné mouky a konopnych komponent nepiekrocila teplota béhem
lisovani doporucenou hodnotu 40 °C. Téstoviny obohacené celozrnnou moukou z konopi (K4, K5)
vykazovaly vyrovnany tvar bez zloml. Vzorky s hladkymi moukami K6 a K7 mély pfi piidavku 10
% vetsi pocet zloml (hodnoceni tvaru hor$i o 1 az 2 body). Vyssi pfidand mnozstvi se projevuji
vyskytem tmavsich stipd, které ovlivnily vzhled a stejnomérnost barvy susené¢ho vyrobku bez
ohledu na obsah jecné slozky. Téstoviny vSak byly pfi hedonickém popisu barvy hodnoceny jako
pfijatelné. Vzorky s celozrnnou moukou z loupaného semene maji ve vSech znacich srovnatelnou
kvalitu jako standard. Fortifikaci konopim je vice ovlivnén tvar suSenych téstovin a ptidavek bio
hladké mouky K7 mél v zvislosti na pfidaném mnozstvi spiSe negativni vliv.

Hodnoceni senzorické jakosti ve vareném stavu

Pti hodnoceni pSeni¢no-jecnych téstovin po uvateni byla primérna vaznost vzorku 116 resp. 125 %,
coz je méné nez obvykld hodnota pro pSeni¢né téstoviny (cca 145 %). Vzorky s celozrnnymi
konopnymi produkty mély tento znak srovnatelny, zatimco pro té€stoviny s hladkymi moukami byla
zjisténa vaznost vyS$i (130 a 127 %). Bobtnavost téstovin s pfidavkem konopnych celozrnnych
mouk se také nelisila od nefortifikovanych s obsahem 30 % je¢né slozky, avSak tyto té€stoviny
s hladkymi produkty po extrakci tuku vykazovaly hodnoty v rozmezi 1,25-1,61. V piipadé té€stovin
obsahujicich 50 % je¢mene byla situace opacna — celozrnné produkty bobtnavost neovlivnily, pro
hladké se zjistilo zvySeni na troven vyrobkil z pSeni¢né mouky. Schopnost vice vazat vodu souvisi
s deformaci téstovin po uvafeni, coz se varnym testem potvrdilo. Nejvyssi tvarovou stabilitu si
zachovaly téstoviny s piidavkem celozrnnych mouk z konopi bez ohledu na pfidané mnozstvi
jeCmene. Stejné jako v suSeném stavu byly varem vice deformovany téstoviny obohacené bio
hladkou moukou. Z hlediska chuti nebyl v zddném vzorku s konopim patrny nahotkly vjem typicky
pro jeCmen v souladu s praci Sinesio et al. (2008). Viné pomoci intenzitni stupnice byla v celém
soboru popsana jako typickd (po konopné suroviné) a plnd. Barva téstovin s moukou
z extrahovanych semen konopi méla vyrazné tmavsi odstin nez vzorky bez fortifikace a odstin byl
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ovlivnén pfidanym mnozstvim. Vys§i nerovnomérnost zplisobend stipy byla patrnad pro vzorky s
piidavky konopné mouky z neloupanych semen.

Nutricni profil konopnych téstovin

Ze souboru pSenicno-jecnych téstovin s konopim byly pro vybrané receptury stanoveny analytické
znaky - obsah bilkovin, vldkniny potravy, rezistentniho (RS) Skrobu a B-glukant. Zaklad pro
posouzeni nutricniho pfinosu tvoii vzorek pseni¢nych téstovin bez fortifikace. Obsah bilkovin byl
hladké jecné mouky (12,5 %). Pfidavky konopnych produkti bylo zjisténo zvySeni o 10-25 %
v zavislosti na je¢né slozce. Mnozstvi resistentniho Skrobu naopak s ptidavky konopi klesd, v
ptipadé hladkych mouk téméf na polovinu. Obsah B-glukanii v téstovinach s 30 % je€mene €inil 1,2
% a pridavky hladkych konopnych mouk se snizil o tfetinu. Témét srovnatelné mnozstvi bylo
zjisténo pro téstoviny s konopnou celozrnnou moukou z neloupaného semene (Tab. 1).

Tab. 1 Obsah resistentniho Skrobu a B-glukant

vzorek reznste?;l;l Skrob B-glukany (%)
P+30% 0,76 1,20
+10%K4 0,45 0,70
+10%K5 0,43 1,00
+10%K6 0,37 0,80
+10%K7 0,39 0,80

Obsah vldkniny potravy ve sledovanych druzich téstovin je zndzornén na Obr. 1. Téstoviny
s jeémenem obsahuji vice vSech forem vlédkniny ve srovnani s pSeni¢nymi. Vlivem fortifikace
konopnymi produkty doslo ke zvySeni obsahu celkové vldkniny (TDF), kterou tvoii ze 2/3
nerozpustny podil (IDF). Rozdily jednotlivych druhti vldkniny v té€stovinach zptisobené testovanymi
typy konopnych produktti nejsou prikazné, ale obsah jednotlivych slozek je ddn mnozstvim je¢né
mouky v recepturie.

mm SDF mm DF —— TDF
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Obr. 1 Obsah vlakniny
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V souboru sledovanych recepturnich variant té€stovin neni zahrnuta skutecnost, zZe obsah vSech latek
s nutriénim pfinosem vyrazn¢ ovliviiuje ptivodni zastoupeni v jeémeni (Knuckles et al. 1997).

Zavér

Ve vzorcich té€stovin obohacenych mlynskymi vyrobky z je¢mene byly ve vétSin€ sledovanych
znakt lépe hodnoceny druhy s pfidavky celozrnnych konopnych mouk z loupaného semene.
Ptidavek 5 % mouky K4 ma pozitivni vliv na tvar a celistvost jeCnych téstovin po uvafeni. Z
hladkych druhii konopné mouky se jako vhodnéjsi jevil pfidavek komercéniho druhu K6. Vyssi
ockovitost neni v pfipad¢ specialnich druht téstovin posuzovand negativné, ale spiSe odliSuje
jednotlivé recepturni varianty. V rdmci zdravé vyzivy jsou spotiebitelé ochotni akceptovat rozdilny
vzhled téstovin, pokud zna¢i nutriéni pifinos vyrobku, avSak za ptfedpokladu piijatelné¢ formy a
chutového vijemu po uvafeni. Pfidavky konopnych produkti byl docilen urcity stupen maskovani
typické jecné pfichuti. Nutriéni profil pSeni¢no-je¢no-konopnych téstovin 1ze popsat obsahem
bilkovin, resistentniho Skrobu, B-glukanti a vldkniny a jejich zastoupeni prikazné ovlivituje podil
jecné mouky v recepture.

Literatura

Best D. (2009): Whole Seed-better than Whole Grain? Cereal Foods World, 54 (5): 226-228.

Hamr K. (2007): Téstoviny dnes a zitra. Ro¢enka pekaie a cukraie 2007: 100-108.

Hruskova M., Vitova M., Svec L. (2007): Té&stoviny s piidavkem netradinich plodin. Mlyndiské
noviny XVIII (4): 7-11.

Hruskova M., Kallasova E., Sekerova H., Svec 1., Leitnerova D. (2011): Spotiebitelsky atraktivni
druhy téstovin. VyZiva a potraviny 1: 2-6.

Knuckles B.E., Hudson C.A., Chiu M.M., Sayre R.N. (1997): Effect of beta-glucan barley fractions
in high-fiber bread and pasta. Cereal Foods World 42(2): 94-99.

Kruger J.E., Matsuo R.B., Dick J.W. (1996): Pasta and noodle technology. AACC, Inc. St. Paul,
USA. str. 13-59.

Marconi E., Carcea M. (2001): Pasta from non-traditional raw material. Cereal Food World 46:
522-530.

Newman R.K., Newman C.W. (2008): Barley for food and health: science, technology and
products. John Wiley and Sons, Inc. Hoboken. New Jersey USA. str. 56-95.

Pehle T., Andrich B. (2006): Lexikon téstovin. Dobtejovice. Rebo Production. str. 19-66.

Perlin C. (2002): Konopi jako potravina. VyZiva a potraviny 57(4): 121-122

Ohr L. M. (2009): Matters of the Heart. Food Technology 63 (6): 123-124.

Sinesio F., Paoletti F., D"Egidio M.G., Moneta E., Nardo N., Peparaio M., Comendador F.J. (2008):
Flavor and texture as critical sensory parameters of consumer acceptance of barley pasta. Cereal
Foods World 53(4): 206-213.

Ugar¢i¢-Hardi Z., Juki¢ M., Koceva-Komlenié D., Sabo M., Hardi J. (2007): Quality parameters of

noodles made with various supplements. Czech Journal of Food Science 25(3): 151-157.

Prace byla vypracovana v ramci projektu Q1111B053.



23

R 12
REOLOGICKE CHARAKTERISTIKY KOMPOZITNI SMESI PSENICE/JECMEN/CHIA

Svec L., Hruskova M., Babiakova B.
Ustav sacharidi a cereélii, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha

Souhrn

Ve srovnani s pSeni¢nou obsahuje jecna mouka vysSi podil beta-glukanti a vldkniny. Chia
produkty se vyznacuji vysokym obsahem tuki v¢etné nenasycenych mastnych kyselin, zastoupenim
lehce stravitelnych bilkovin, rozpustné vlakniny a mineralnich latek (vapnik, zelezo, zinek, fosfor,
hoi¢ik). Vyrobky s podilem je¢né mouky maji spiSe netypickou pfichut’, zatimco chia semena jsou
chutové neutralni. Kompozitni mouky byly vytvoreny z premixu hladké mouky pSeni¢né a jecné
v poméru 70:30 a dvou vzorkl celozrnné chia mouky (CH1 z bilého, CH2 z hnédého seminka; 5 a
10 %). Charakteristiky pSeni¢né mouky, pSeni¢no-je¢ného premixu a smési s chia byly testovany na
farinografu, extenzografu a amylografu a pekafskym pokusem. Vaznost vody se mirné zvysila
pouze piidavkem jecné mouky, vliv obou chia mouk nebyl prikazny. Stupent zméknuti byl
v pfipad¢é premixu vyS$si v souvislosti s ,,nafedénim® lepkovych struktur jecnymi bilkovinami, oba
typy chia mouky soudrznost tésta dale oslabily. Extenzograficky test naznacdil zmény
viskoelastickych vlastnosti pSeni¢ného tésta — zhorSeni poméru pruznosti a taznosti je€nou a mirnou
kompenzaci chia moukou s ohledem k pfidanému mnozstvi. Viskozita suspenzi byla mezi
amylografického maxima zvysily. Obraceny trend platil pro pefivo — jeCna mouka velikost bulek
primarné snizila, jesté¢ niz§i mérné objemy meély vzorky s chia v receptufe. Klenutost pe€iva se
vSemi piidavky zhorSila, pouze 10 % chia v receptufe znamenalo zlepSeni. PSeni¢no-je¢né pecivo
mélo vlhéi stfidu a mirné cizi, jesté pfijatelnou ptichut. Mezi vyrobky s CH1 nebo CH2 nebyl
zjistén vyznamny rozdil, senzoricky profil se spiSe zlepsil proti pSenic¢no-jecné recepture peciva.

Klicova slova: pSeni¢na a je¢na mouka, chia, znaky tésta a peciva

Uvod

Inovace v cerealnim oboru pfedstavuje vyuziti netradi¢nich plodin s diirazem na nutricni
hodnotu pekaiskych vyrobkli. Mlynské produkty z je¢mene a chia mohou slouzit pro fortifikaci
psSeni¢né mouky. Obé& recepturni slozky jsou znamé svym jedineCnym chemickym slozenim. Pies
zvySeni vyzivové hodnoty peciva tyto netradi¢ni plodiny modifikuji viskoelastické chovani tésta a
ovlivituji vysledek pekatského pokusu. Jak reologické zkousky, tak pekatsky pokus maji za cil
optimalizovat recepturu tak, aby vysledny obohaceny vyrobek se svym senzorickym profilem co
nejméné odliSoval od tradi¢niho pSeni¢ného.

Je¢men (Hordeum vulgare L.), pattici do Celedi Lipnicovité, je vyuzivam jako hospodarské
krmivo a zdroj zkvasitelnych cukrti pti vyrob¢ piva a nékterych destilatii. Studie Newman R.K. a
Newman C.W. (2008) uvadi moznost regulovat hladinu krevniho cukru konzumaci celozrnnych
jeénych vyrobkul. Také je¢na vlédknina je lidskému zdravi prospésna (obsah beta-glukant), poméaha
redukovat hladinu cholesterolu v krvi a tak snizuje riziko srdecné-cévnich onemocnéni.

Chia (Salvia hispanica L.) pfedstavovala hlavni plodinu v ¢asech Aztéki a Mayd, i dnes se
pestuje predevsim v Jizni Americe. Chia semena jsou hodnotna vysokym obsahem tukl vcetné
nenasycenych mastnych kyselin, zastoupeni lehce stravitelnych bilkovin, rozpustné vlédkniny a
mineralnich latek (vépnik, zelezo, zinek, fosfor, hot¢ik) (Reyes-Caudillo et al. 2008, Luna Pizzaro
et al. 2013). Fortifikace pSenicné mouky chia v rizné formé se projevuje zménou jakostnich znakt
kompozitni mouky v zavislosti na pfidaném mnozstvi. Charakteristikami tésta s obsahem chia
produkti se zabyvaji napt. prace Ixtaina et al. 2008 nebo Iglesias-Puig a Haros (2013). Inglett et al.
(2013) popisuji chovani smési slozené z je¢né a chia mouky a uvadéji, ze 10% piidavek chia nemé
prukazny vliv na viskozitu ani elasticitu tésta. Pfidavek chia do pSeni¢né mouky zeslabuje lepkovou
kostru a zplsobuje pokles objemu peciva. Ortega-Ramirez et al. (2013) uvadi snizeni az o 25 %
proti nefortifikované recepture pii piidavku 5 a 10 % chia. Jeji pouziti v potravinafském pramyslu
bylo v ramci EU povoleno v roce 2009, soucasny limit pro pekarské vyrobky je 10%.
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Cilem prace bylo zhodnotit vliv jecné a chia celozrnné mouky na reologické vlastnosti
nefermentovaného tésta a vysledek pekatského pokusu. Prace porovnava dopad ptidavku mouky jak
z bilych, tak z hnédych chia semen.

Material a metody

V praci byly hodnoceny kompozitni smési z hladké pSeni¢né a je¢né mouky (70:30, w/w,
zkratka MJ30; mlyn Delta Praha, resp. mlyn Kiesin) a dvou botanickych variet chia (Salvéje
Spanélské) — bilé a hnédé¢ (CHI, CH2) v mnoZstvich 5 nebo 10 %. Chia celozrnné mouky byly
pfipraveny na laboratornim Srotovniku KM 5001 ze semen pochézejicich z Mexika zakoupenych ve
specializovanych obchodech. Technologickd kvalita kompozitnich vzorki je analyticky popsdna
Zelenyho sedimentacni hodnotou a cislem poklesu. Zmény vlastnosti mou¢né suspenze, resp.
nefermentovaného tésta byly sledovany pomoci farinografu, extenzografu a amylografu, (metody,
ISO 5530-1, ISO 5530-2 a ICC 126). Pecivo bylo ptipraveno a hodnoceno podle internich postupti
Cerealni laboratofe VSCHT Praha.

Vysledky a diskuse

Charakteristiky kompozitnich vzorki

Zakladni pSeni¢nd mouka M je podle obsahu bilkovin 13,8 % a hod-noty Zelenyho testu 47 ml
(kvalita bilkovin) vhodna pro fortifikaci netra-di¢nimi plodinami. Jak uvadi Tab. 1, kvalita bilkovin
se vsak z pekarského hlediska snizuje jak jecnou, tak chia moukou bez vlivu typu (22 ml pro tri-
kompozit s 10 % CHI1). Cislo poklesu jako mira poskozeni $krobu je pro M prikazné vyssi nez
empirické optimum 250 +25s; v ptipadé pSenicno-je¢né¢ smési doslo k mirnému snizeni. Pro
testované kompozitni smési byl naopak pozorovan slaby nartst.

Tab. 1. Analytické vlastnosti kompozitni smési

Kompozitni Cislo poklesu Zelenyho test

mouka (s) (ml)
M 402 47
MJ30 372 30
MJ30 + CH1-5 432 25
MJ30 + CH1-10 449 22
MJ30 + CH2-5 426 26
MJ30 + CH2-10 433 24

M — pSeni¢na mouka, MJ30 — smé&s pSenitné a jecné
mouky 70:30, CH1/CH2 — celozrnna mouka
z bilych/hnédych chia semen

Reologické chovani kompozitnich vzorku

Vysoka vaznost vody (61,6 %) se podle hodnoceni na farinografu vyznamné zvysila ptidavky obou
netradi¢nich plodin (Tab. 2). Doba vyvinu i stabilita tésta byla zkracena piidavkem je¢né mouky,
casteCna kompenzace nastala obéma podily chia ve smési. Odolnost vic¢i prehnéteni se linedrné
sniZzovala, stupeil zméknuti tri-kompozitu s 10% CHI byl proti stan-dardu dvojnasobny (vliv
nelepkovych bilkovin je¢mene a chia). Smési s CH2 se chovaly obdob-né (data neuvedena). Ex-

tenzograficky test naznacil
zmény viskoelatickych Tab. 2. Farinografické charakteristiky kompozitniho
nefermentovaného tésta

vlastnosti pSeni¢né¢ho tésta,

silngjsi vliv byl Kompozitni Vaznost Doba Stabilita Stf"fen )
Jo “ ka (%) vyvinu (min) zméknuti
stanoven v ramci krats$i doby mou (min) (FJ)
odlezeni tésta (Obr.1). Jetnd "\ 616 675 850 5
mouka zpulsobila srovnatelné \J30 655 3.50 4.00 60
zvySeni pruznosti, resp. snizeni MJ30 + CH1-5 70,6 5.00 6.50 30

taznosti tésta (cca o 40%), MJI30+ CH1-10.0 75,1 5,00 11,00 120
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¢imz se pomér téchto vlastnosti vice nez == Ext. energie 30’ === Ext. energie 60’
zdvojnasobil. Chia mouka v niz§im mnozstvi —&— Ext. pomér 30" -@- Ext. pomér 60°
pruznost tésta zeslabila, kdy extenzograficky 150 6.00

pomér byl nizs§i nez pro MJ30. Ve vysSim
zastoupeni reagovala sjecnou moukou -
bylo pozorovano zejména snizeni taznosti a
tedy zndsobeni hodnoty extenzografického
poméru nad hodnotu vypoctenou pro MJ30.
Podle extenzografické energie je patrné
snizeni pekatské kvality jiz ptfidavkem jecné
mouky, prohloubeni negativniho vlivu
pokracovalo ve sho-d¢ s vysi chia ve smési
(max. pokles na 56 % hodnoty standardu,
Obr. 1).

Viskozita suspenzi podle méfeni na
amylografu (Obr. 2) byla mezi testovanymi 0

, AR ) ‘ +J30 5.0 ‘ 10.0
vzorky malo variabilni, ale maximum
s M MJ30 + CH1

100 1[N0 - - - - ez Ny TR - 4.00

-

-r 2.00

Extenzografickéa energie {(cm?2)
{ - ) 1owod AyoleiBozualxgy

- 0.00

viskozity vlivem je¢né mouky potvrzuje Obr. 1. Viiv je¢né (J) a chia (CH) mouky na rheologické
Hofmanova (2011), a to na dvojnasobek pfi vlastnosti nefermentovaného pSeni¢ného tésta

50% podilu je¢né mouky ve smési. Podobné

jako cislo poklesu, hodnota 680 AJ odpovida

velmi mirnému stupni poskozeni Skrobu; pro pekatské uziti je optimum o cca 200 jednotek nizsi.
Z tohoto pohledu doslo vlivem fortifikace k negativni zméné€, ovSem mezi vzorkem MJ30 a jeho
kompozity s CH1 nelze v ramci chyby méfeni najit prikazny rozdil.

Pekaisky pokus s kompozitnimi moukami

M¢érny objem 1 tvar pSeni¢n¢ho peCiva z laboratorniho pokusu lze oznacit za standardni.
Ptidavkem 30 % je¢né mouky doslo ke snizeni mérného objemu o cca 40 %. Ptidavek chia také
nemél pozitivni vliv, dalsi sniZeni velikosti bulky bylo v rozsahu 21-34 % (proti pSeni¢no-jecnému
pecivu) — nelze pri-kazné odlisit vzorky
vyrobkii obsahujici chia mouku z bilych 1050
nebo hnédych semen (Tab.3). Tvar
peciva ze vSech testovanych
kompozitnich smési byl méné¢ klenuty
(v/d 0,57-0,59), pouze 10 % CHI1 i CH2
tvar zlepsilo (v/d 0,63 a 0,68). Ve shodé
s mérnym objemem se snizovala i mira
penetrace, tj. nardstala hutnost stiidy.
Vyrobky s pfidavkem chia celozrnné
mouky se vyznacovaly svétlej-§i barvou
ktrky, stfida mirn€¢ tmavla podle davky
chia. Senzorické hodnoceni pSenicno-
jecného peciva s chia komponentami lze
povazovat ve vSech pfipa-dech za
standardni, chuto-vé pfijatelnéjsi  ve
srovnani s vyrobky pouze z pSeni¢né a S0
jeéné mouky (prili§ hutné s typickym
pfipachem a pfichuti). Pfidavky celozrn-
nych chia mouk se proje-vily mirn€ horsi ~ Obr. 2. Viiv jecné (J) a chia (CH) mouky na viskozitu
zvykatel-nosti, adkoli stiida byla na dotek ~ Suspenze psenicné mouky
vlh¢i nez Cisté pseniéného peciva. Vyssi

1 T T J

550 -

Amylografické maximum [AJ]

| +J30 5.0 10.0
M MJ30 + CH1
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ptidavky chia znamenaly vétSi Tab. 3. Charakteristiky peéiva z kompozitnich mouk

podil dezintegrovanych slupek, o Mérny . .
které bylo mozno pii zvykéani Kompozitni oijt_am Tvar peciva Penetrace Senzorika
, < our . mouka peciva v/d (1) (mm) (body)
sousta diky  vétsi  tvrdosti (mI100 g)
rozpoznat (lze pfirovnat k maku). 374 0.59 133 9
MJ30 233 0.57 4.2 15
Zavér MJ30 + CH1-5 176 0.59 5.4 10
V pekarenském oboru patfi MJ30 + CH2-5 154 0.59 4.5 13
pSenicné mouky k zakladnim MJ30 + CH1-10 184 0.63 6.7 12
slozkdim a sledovani jejich MJ30 + CH2-10 169 0.68 4.3 18

reologickych vlastnosti  je
v soucasné dob¢ nedilnou soucasti deklarace jakosti. V souvislosti s pozadavky na "zdravéjsi"
pekaiské vyrobky se zvySuje uplatnéni mouky z netradi¢nich plodin a dopady na technologické
chovani se sleduji pfi navrhovani novych receptur.

Pomoci zakladnich reologickych pfistroji bylo pro kompozitni smési pSenicné a jecné mouky
s chia popsano chovani pii pfipravé tésta a jeho deformaci. Pritkazny a spiSe negativni vliv zmény
slozeni byl potvrzen pii zkouskach na farinografu a extenzografu. Pekaiskym pokusem bylo
zjisténo, Ze 1 pfes mirné niz$i mérny objem ma piidavek celozrnné mouky ze semen chia pozitivni
vliv na chut'ové vlastnosti pSenic¢no-je¢ného peciva.
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Abstrakt

Cilem této studie je vyvoj nového druhu ceredlniho vyrobku piipravené¢ho z nefermentované a
fermentované pohankové mouky s vyuzitim baktérii Lactobacillus plantarum, které zlepsuji
stravitelnost a organoleptické vlastnosti produkti. Pohanka je pseudoceredlie (Fagopyrum
esculentum) obsahujici vyznamné mnozstvi rutinu s antioxidacnimi, protizanétlivymi a
antikarcinogennimi vlastnostmi. Zaroveii byl zkoumany aspekt zdravotni bezpecnosti z hlediska
obsahu pravdépodobné karcinogenniho akrylamidu, ktery vznikd v pribéhu peceni. Vysledky
ukazali, ze muffiny s fermentovanou i nefermentovanou pohankovou moukou jsou pro spotiebitele
piijatelné jak z hlediska zdravotniho benefitu, tak i s ohledem na organoleptické vlastnosti.

Klicova slova: pohanka, fermentace, Lactobacillus, akrylamid, ceredlni produkt

Uvod

Ceredlni vyrobky patii mezi potraviny, které jsou velmi ¢asto inovovany. Vyvoj novych vyrobka
odrazi nejen pozadavky spotiebitell, ale je také snaha pfispivat k feSeni zdravotnich problému
populace (napt. vyrobky se snizenym obsahem soli ¢i energetickym obsahem, bez cholesterolu,
s prodlouzenou trvanlivosti atd.) [1]. V poslednich letech se objevuji nové potraviny s obsahem
bioaktivnich latek s antioxidacnimi vlastnostmi. V disledku toho vzrostl zajem o pohanku
(Fagopyrum esculentum), ktera obsahuje zakladni Ziviny a vlakninu v nutriéné pfiznivém poméru.
Pohanka je zdrojem fady bioaktivnich latek ptfiznivé plsobicich na kardiovaskularni soustavu a
gastrointestindlni trakt [1, 2]. Je zajimavd zejména pro vysoky obsah vitamini Bl a B2,
aminokyseliny lyzin, proteinlli s vyznamnym podilem esencidlnich aminokyselin, flavonoidd,
fytosterolti, rozpustnych sacharidi a fadu dalSich latek [3]. Pfitomny rutin ma vynikajici
antimutagenni, antikarcinogenni a protizanétlivé ucinky, zvySuje pruznost cevnich stén, reguluje
srazlivost krve a posiluje imunitni systém organismu [1, 4].

Hlavnim cilem této studie je vyvoj nového zdravi prospesného ceredlniho vyrobku piipraveného
s fermentovanou a nefermentovanou pohankovou moukou s vyuzitim baktérii Lactobacillus
plantarum. Fermentacni proces cerealni matrice vede k degradaci antinutri¢nich faktor a zaroven
zvysuje vyzivovou hodnotu potraviny a dostupnost mineralti, proteinti a sacharidii pro organizmus.
Mimo toho baktérie mlé¢ného kvaSeni produkuji mnohé aromatické latky pozitivné ovliviiujici
vysledné organoleptické vlastnosti produktu [5]. Vyrobek je také sledovéan z hlediska bezpecnosti a
obsahu potencialné¢ karcinogenniho akrylamidu, ktery vznikd v pribc¢hu Maillardovy reakce z
aminokyseliny asparagin, a také je hodnocena jeho kvalita a akceptovatelnost pro spottebitele [6].

Material a metody

Priprava fermentované pohankové mouky

Pohankova mouka byla smichana svodou a nasledné vysterilizovdna. Zasobni roztok
Lactobacillus plantarum byl pfipraven nao¢kovanim v MRS médiu, z néhoz bylo piipravovano
inokulum vlozenim zasobni kultury do MRS média a kultivovanim 24 hodin pti 37 °C staticky.
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Naésledné bylo inokulum vmichédno do sterilni suspenze mouky a kultivovdno po dobu 24 hodin pfi
25 °C staticky.

Priprava muffinii

Muffiny byly pfipravovany podle upravené zakladni receptury pro piipravu muffind pouzitim
michaciho zafizeni KitchenAid (KitchenAid Europa, Inc., Belgie). Pro pfipravu muffini bylo
kromé fermentované ¢i nefermentované pohankové mouky pouzito dalSich 6 riznych druhi mouk
(kukufi¢na, Zitna, ovesnd, pSeni¢na, pohankova a Spaldova). Muffiny byly pefeny v peci Miwe
Condo (Miwe Michael Wenz GmbH, Némecko) pfi teploté 180 °C po dobu 25 minut.

Mereni barvy a analyza texturnich vlastnosti
Barva zhomogenizovanych vzorkl byla méfena kolorimetrem Color 15D, X-Rite (Grand Rapid,
MI, USA) podle CIELab barevného prostoru. Zdrojem zateni bylo umélé denni svétlo D65/10°.
Analyza texturnich vlastnosti muffint byla provadéna 1,5 hodiny po upeceni pomoci analyzatoru
textury TA.XT plus (Stable Micro Systems, Velka Britanie). Pouzita byla kulova sonda o priméru 1
palce (P/1SP) umoziiujici stanoveni pevnosti a pruznosti muffint.

Stanoveni obsahu akrylamidu pomoci LC/ESI-MS-MS

Zhomogenizované vzorky byly extrahovany 0,1 % CH3;COOH. Jako vnitini standard byl pouzit
ds.akrylamid. LC/MS-MS analyza byla provadéna pomoci HPLC systému 1200 série (Agilent
Technologies, USA) spolu s Agilent 6410 Triple Quad detektorem vybavenym ESI iontovym
zdrojem podle metodiky publikované v ¢lanku Bednarikova et al. [11].

Senzoricke hodnoceni

Senzorické hodnoceni bylo provadéno 12 nezavislymi odbornymi hodnotiteli. Senzorické
hodnoceni bylo zaméfeno na 4 zakladni parametry (celkovy vzhled, stfidka, viin¢ a chut’), pficemz u
viné a chuti byli hodnoceny i dopliujici deskriptory, které jsou pro muffin zddouci, nebo vini ¢i
chut’ negativné ovliviuji.

Test spotiebitelskych preferenci byl proveden vramci veletrhu Danubius Gastro 2014
v Bratislavé, kdy byly muffiny ochutnany vice jak 80 spotiebiteli. Spotiebitelé kromé hodnoceni
vzhledu, chuti a viiné muffinii méli také uvést, zda je tento vyrobek pro né¢ zajimavy a zda by si jej
koupili.

Statistické zhodnocent vysledkii

Vysledky chemickych analyz jsou uvedeny jako primér a smérodatna odchylka z nezéavislych
meéfeni. Pro statistické zhodnoceni vysledkii byla pouzita jednofaktorova analyza rozptylu ANOVA.
Zhodnoceni vysledkl bylo provadéno na hladin€ vyznamnosti 0,05.

Vysledky

Celkem bylo pfipraveno 6 raznych druhtt muffing, jejichz spoleénym zékladem bylo pouziti
nefermentované ¢i fermentované pohankové mouky pomoci baktérii Lactobacillus plantarum,
piicemz se tyto muffiny liSily v pouzitém druhu druhé mouky, kterou byla mouka kukuti¢na, zitna,
ovesna, pSeni¢na, pohankova nebo Spaldova. Vzhledem k tomu, Ze béhem fermentacniho procesu
cerealni matrice dochdzi nejen k degradaci antinutri¢nich faktorti a zvySovani vyzivové hodnoty
potraviny, produkuji také bakterie mlééného kvaseni fadu latek, které mohou ovlivnit vysledné
organoleptické vlastnosti produktu [5]. V prvé tadé byl tedy proveden test spotiebitelskych
preferenci, ktery mél ukdzat, jak by spotiebitelé hodnotili tento vyrobek a nakolik by byl pro né
atraktivni. Tento test potvrdil piijatelnost vSech druhi muffini s fermentovanou nebo
nefermentovanou pohankovou moukou a i zajem spotiebitell si takovy to vyrobek v obchodni siti
koupit.

Soucasné¢ bylo provedeno i senzorické hodnoceni vyrobku 12 nezdvislymi odbornymi
hodnotiteli. Ukolem hodnotiteld bylo zjistit rozdil v jedné nebo vice organoleptickych vlastnosti
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muffini s fermentovanou nebo nefermentovanou moukou, avSak pii senzorickém hodnoceni
odbornymi hodnotiteli se neprokazali statisticky vyznamné rozdily v organoleptickych vlastnostech
(celkovy vzhled, stiidka, viin€ nebo chut’) v disledku fermentace laktobacily. Zaroven z vysledki
vyplynulo, Ze hodnotitel¢ nejkladnéji hodnotili muffin se S$paldovou moukou, ktery ziskal
v priméru 15 bodl z moznych 20 bodt. Naopak nejméné bodl (12,5 bodl) ziskal muffin s zitnou
moukou.

Béhem senzorického hodnoceni byly sledovany i dopliiujici deskriptory viiné a chuti, pfi¢emz
hodnotitelé u vSech muffini vnimali viini po pohance, ktera byla ve form¢ fermentované c¢i
nefermentované pohankové mouky pfitomna ve vSech muffinech a soucasné u kazdého muffinu
zaznamenali vini typickou pro dany muffin podle druhu pouzit¢ mouky. Kromé toho byla
hodnotiteli zaznamenana u muffind se Spaldovou moukou i ofiSkova viing, ktera byla hodnotiteli
piijiman velice kladné¢, a ktera byla zptisobena pravé pritomnou Spaldovou moukou.

Chut’ muffint hodnotitelé popsali jako pfijemné sladkou, typickou pro dany muffin podle druhu
pouzit¢ mouky a s pfichuti pohanky, kterd byla pfitomna ve vSech muffinech, pfi¢emz podle
ofekavani byla pohankovd chut i viné nejvyrazngji vniména u muffini pfipravenych Ccisté
z pohankové mouky. Zaroven hodnotitelé v chuti siln¢ vnimali vlhkost vyrobku, avSak tento dojem
byl hodnotiteli vnimén spiSe pozitivné, a u nckterych muffini dokonce vyvoléaval pocit vetsi
vla¢nosti. Vyssi vlhkost vyrobku byla pravdépodobné dana pouzitim pohankové mouky, kterd byla
pfed fermentovanim smichana s vodou a nésledné byla tato smés sterilizovana, ¢imz doslo
k vytvofeni husté kaSe. V této formé byla nasledn¢ at’ uz fermentovana ¢i nefermentovana
pohankovd mouka pfiddvana do muffini. Dusledkem toho nedochazelo béhem peceni k tak
rychlému odpafovani vody z vyrobku a muffiny mohli ptisobit po upeceni vlh¢im a tudiz vlacnéjSim
dojmem.

Tab. 2: Hodnoty pevnosti, pruznosti a barvy muffinii s fermentovanou a nefermentovanou
pohankovou moukou

Pevnost (N) Pruznost (%) Barva-L*
Muffin Neferment. Ferment. Neferment. Ferment. Neferment. Ferment.
pohan. mouka  pohan. mouka pohan. mouka pohan. mouka pohan. mouka pohan. mouka

Kukufi¢ny 1,04 £0,07 1,01 £0,18 69,8 £ 0,4 70,3+1,0 58,04 £ 0,15 57,00 £ 0,28
Ovesny 1,43 +£0,15 1,43 £0,21 68,5+0,5 67,6 0,5 56,29 £ 0,38 56,55 +0,43
Zitny 1,00+£0,13 1,09 £ 0,08 66,6 = 1,1 65,6+£0,6 56,60 + 0,35 56,90 + 0,65
PSeni¢ny 1,08 +£0,06 0,81 +£0,12 68,7+0,5 65,4+0,6 56,60 + 0,30 56,16 = 0,55
Pohankovy 2,47 £0,20 2,01 £0,14 67,2+0,6 67,0£0,5 49,91 + 0,33 50,41 +0,31
Spaldovy 2,11+£0,20 2,54+ 0,33 66,3 +£0,3 66,7+0,3 47,69 + 0,43 48,38 + 0,37

Muffiny nebyly hodnoceny pouze senzoricky, ale zmény barvy a texturnich vlastnosti byli
sledovany 1 méfenim pomoci kolorimetru Color i5D, X-Rite (Grand Rapid, MI, USA) a analyzatoru
textury TA.XT plus (Stable Micro Systems, Velka Britanie). Z texturnich vlastnosti byla sledovana
pevnost a pruznost muffint, piicemz pevnost je definovédna jako sila potiebna pro stlaceni produktu
o pfedem stanovenou vzdalenost a pruznost jako schopnost se po plisobeni sily vratit do pivodniho
stavu (¢im vice se blizi 100 %, tim vice je vyrobek pruzny). Z vysledkt textury (Tab. 2) vyplynulo,
ze pouzitim fermentované pohankové mouky nedochézi k ovlivnéni pevnosti a pruznosti muffint
v porovnani s muffiny s nefermentovanou pohankovou moukou. Stejného zavéru bylo dosazeno i
pfi porovnavani barvy muffind pfipravenych s fermentovanou nebo nefermentovanou pohankovou
moukou, kdy v Tab.2 jsou pro zkraceni vysledkli uvedeny pro bravu hodnoty L* z CIELab
barevného prostoru.

Krom¢ toho byl vyrobek sledovan i z hlediska bezpecnosti a obsahu potencialné karcinogenniho
akrylamidu, ktery vznika v prib&hu Maillardovy reakce z aminokyseliny asparagin [6]. Jak je vidét
na Obr. 1, obsah akrylamidu v jednotlivych typech muffinti neptekrocil limit kvantifikace (LOQ <
25 pg/kg). Pouze v ptipadé muffini s obsahem zitné mouky byl stanoven vyssi obsah akrylamidu, a
to v pifipadé nefermentované pohankové mouky 55+ 3 pg/kg a s fermentovanou pohankovou
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moukou 31 + 4 pg/kg, coz ukazuje, Ze pouziti fermentované mouky byl snizen obsah akrylamidu
témet o polovinu.

60 - 55
50 -
g
> 40 - 31
2
S LOQ < 25pug/kg 19
5 30 1 24" 21
£ R T 18
£ 8 i
= 20 10 11 I I 11 12
k~; 10 I
©
N L N
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8 0 B T T T T
Kukufi¢né Ovesné Zitné PSeni¢né Pohankové Spaldové
muffiny muffiny muffiny muffiny muffiny muffiny
B Nefermentovana Fermentovana
pohankovamouka pohankova mouka

Obr. 2: Obsah akrylamidu v jednotlivych druzich muffinii s fermentovanou a nefermentovanou
pohankovou moukou

Zavér

Vysledky ukazuji, ze muffiny s fermentovanou i nefermentovanou pohankovou moukou jsou
pro spotiebitele pfijatelné jak s ohledem na organoleptické vlastnosti, kdy test spotiebitelskych
preferenci potvrdil piijatelnost vSech druhti produktii s pohankovou suspenzi a senzorické
hodnoceni odbornymi hodnotiteli neprokazalo vyznamné rozdily v atributech organoleptickych
vlastnosti v disledku fermentace laktobacily. Tyto muffiny jsou pro spotiebitele také z hlediska
zdravotniho benefitu, kdy prakticky neobsahuji akrylamid, ale pifedev§im diky obsahu pohankové
mouky jsou zdrojem cennych antioxidantti. Také naptiklad muffiny se Spaldovou moukou mohou
byt zdravéjsi alternativou diky vy$Simu podilu minerdlnich latek a bilkovin nez u Slechténé pSenice.
Muffiny ¢isté z pohankové mouky nebo v kombinaci s bezlepkovou kukuficnou moukou jsou
vhodné pro lidi s celiakii.

Podékovani: Tento prispévek byl vytvoren realizaci projektu "Stratégia eliminécie akrylamidu
v technologickom procese vyroby potravin® (ITMS 26240220091) podporovaneho ERDF.
Mezinarodni spolupraci podporila APVV v ramci projektii SK-AT-0029-12 a SK-PL-0100-12. Na
praci se podilely studentky Spojené Skoly sv. Vincenta de Paul v Bratislavé Kamila Ciesarovd,
Maria Hodorovsk& a Daniela Sitarova v ramci stredoskolské odborné cinnosti.
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R 14

SLEDOVANI OBSAHU POMALU STRAVITELNEHO SKROBU V LABORATORNE
PRIPRAVENYCH EXTRUDOVANYCH VYROBCICH

Smrékova P., Sarka E., Pour V1., Chena D.
Ustav sacharidti a cereélii, VSCHT Praha

Pomalu stravitelny Skrob je v potravinidch spojovan s nizkym az stfednim glykemickym
indexem (GI). Potraviny s nizkym GI nezatézuji organismus velkymi vykyvy hladiny glukosy v krvi,
a proto jsou vhodné pro diabetiky a jsou soucésti redukcnich diet. Pro extruzi na laboratornim
extrudéru KE 19 (Brabender, Némecko) byly pfipraveny smési jemné kukuti¢né krupice s 10 az 20 %
pridavkem nativniho pSeni¢ného Skrobu, hrachové mouky nebo chemicky modifikovanych skrobta a
standardnim ptidavkem vody 5, 10 a 20 % hm. Béhem extruze byla sledovédna rychlost davkovani
smési, otacky Snekovnice, kompresni pomér, rozlozeni teplot podél extruzniho valce, pramér trysky a
tlak na vytlacné hlavé. Stanoveni pomalu stravitelného skrobu bylo provadéno podle Englysta et al.
(1996). Byl sledovan vliv vSech extruznich parametrti a chemického slozeni vstupni smési na obsah
SDS ve vzorcich extrudati. Obsah pomalu stravitelného Skrobu v extrudatech se pohyboval od 39,1
do 57,6%.

Préace byla zpracovana v ramci feSeni projektu vyzkumu a vyvoje MZe QJ1310219 ,,PSenice
se specifickym slozenim a vlastnostmi Skrobu pro potravinaiské a primyslové ucely.*
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R 15
MINERALNI LATKY V PSENICNEM ZRNU A VARIABILITA JEJICH OBSAHU

Koplik R., Revenco D., Pudil F.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha

Obiloviny a vyrobky z obilovin podstatné pfispivaji k dietarnimu piijmu minerdlnich latek a
stopovych prvki. Pro konzumenta je dilezity nejen celkovy obsah téchto mikronutrienta ve strave,
ale také piijem v biologicky vyuzitelné formé¢. Obilné zrno a celozrnné ceredlni vyrobky sice
obsahuji vice mineralnich latek nez vyrobky z bilé mouky, ale také vice vlakniny a kyseliny fytové
(myo-inositol-hexakisfosfat). Tyto slozky jsou povazovany za hlavni inhibitory vstfebavani
minerélnich latek z potravin rostlinného piivodu.' Celkové obsahy mineralnich latek v&etn& fosforu
a distribuce chemickych forem fosforu v obilném zrnu zaviseji na konkrétnim druhu a odridé
obiloviny a agrotechnickych a plidnich podminkédch péstovani a dale na lokalité a klimatickych
podminkach. Obsah esencidlnich i toxickych prvki v pSenicném zrnu byl v riznych zemich
mnohokrat zjistovan. Vztah mezi odriidou obiloviny a schopnosti kumulovat urcity prvek
v obilném zrnu je vSak stale nejasny.

Nase prace se soustfedila na zmapovani vlivu odridy pSenice na obsah mineralnich latek
a stopovych prvkl v obilném zrnu. Vzorky pochazely z Slechtitelské stanice Stupice (okres Praha —
vychod) a zahrnovaly ozimé i jarni pSenice téch odrtd, které jsou v soucasné dob¢ v zeméd¢elské
praxi vyuzivany. Pro stanoveni fosforu byly vzorky mineralizovany na mokré cesté smési kyseliny
dusicné a kyseliny sirové. Po mineralizaci byl fosfor stanoven spektrofotometrickou metodou po
pfevedeni kyseliny fosfore¢né na molybdenovou modf. Pro stanoveni ostatnich prvki byly vzorky
upraveny mikrovinnym tlakovym rozkladem kyselinou dusi¢nou. Prvky Na, K, Mg a Ca byly
stanoveny plamenovou AAS, ostatni prvky metodou ICP-MS.? Piehled vysledki analyzy vzorki ze
sklizni 2012 a 2013 shrnuje tabulka 1.

Vliv skupiny (ozima/jarni) a roku sklizn€ na obsah prvkil byl statisticky vyhodnocen. Primérny
obsah hliniku, fosforu, drasliku, chromu, kobaltu, arsenu a selenu se vroce 2013 ve srovnani
s rokem 2012 nezménil. U ostatnich prvkl byl zjistén statisticky vyznamny rozdil, nicméné stopova
mnozstvi olova jsou v obou letech prakticky zanedbatelna.

Ve srovnani s rokem 2012 byly zjistény v roce 2013 nizsi pramérné obsahy hoiciku (844 vs.
951 ng/g), zeleza (33,9 vs. 37,2 pg/g), médi (3,05 vs. 4,16 ug/g), zinku (24,4 vs. 30,5 pg/g) a
kadmia (0,029 vs. 0,040 pg/g), a vyssi prumérné obsahy vapniku (378 vs. 336 pg/g), manganu (32,6
vs. 28,9 ng/g), niklu (0,18 vs. 0,15 pg/g) a molybdenu (0,47 vs. 0,18).

U vsech vzorkil byl v roce 2013 ve srovnani s rokem 2012 zaznamendn zfetelny pokles obsahu
medi, ktery byl doprovazen zvySenim obsahu molybdenu.

Analyza rozptylu ukdzala, Ze variabilita obsahu prvku v pSeni¢ném zrnu souvisi u hoic¢iku,
chromu, manganu, zeleza a zinku pievazné s rokem sklizné€, kdezto u fosforu, kobaltu a arsenu
pfevazné s ptislusnosti do skupiny ozimych nebo jarnich pSenic. Oba faktory se vyznamné projevuji
ve variabilité obsahu vapniku, medi, molybdenu a kadmia. Naproti tomu variabilita obsahu hliniku,
drasliku a selenu nesouvisi ani s jednim faktorem.

Rozdily v obsahu prvk ve vzorcich z let 2012 a 2013 mohly byt zplisobeny odliSnym pocasim.
Pro odhad toho, zda existuje mezi jednotlivymi odriidami vétsi nebo mensi schopnost akumulovat
mineralni latky v pSeni¢ném zrnu je tfeba ziskat dalsi data.
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Tab. 1
Statistické parametry hodnot obsahu prvki ve vzorcich pSenice z let 2012 a 2013 a srovnani
s publikovanymi hodnotami, vysledky jsou vyjadieny v pg/g

Prvek Vzorky pSenice 2012 (n=30) Vzorky pSenice 2013 (n=28) Publikované hodnoty
a. prameér Smer. rozpéti a. prameér SMEr. rozpéti
median odchylka median odchylka
Mg 951 96 711-1129 844 62 732-966 700-1500 (lit.3)
939 844 700-2800, median 1400 (lit. *)
Al 1,66 0,62 1,00-3,11 1,69 0,59 1,17-3,65 2-18 (lit.%)
1,43 1,52
P 3140 234 2672- 3110 183 2775-3394 2700-3900 (lit.3)
3135 3610 3145 1400-6000, median 3400 (lit. %)
K 3684 264 3148- 3757 312 |3310-4460 3300-4800 (lit.%)
3693 4270 3735 2600-7300, median 3700 (lit. 4)
Ca 336 41 239-421 378 63 252-505 230-500 (lit.%)
339 382 180-740, median 370 (lit. %)
Cr 0,0036 0,0012 0,0016- 0,0041 0,0012 0,0030- 0,007-0,058 (lit.3)
0,0034 0,0060 0,0039 0,0085
Mn 28,9 3,5 21,8-35,6 32,6 3.3 25,4-40,6 28-50 (lit.”)
29,2 32,4 13-67, median 37 (lit. *)
Fe 37,2 42 30,6-47,4 33,9 3,8 28,3-40,8 39-66 (lit.%)
36,3 33,6 17-60, median 32 (lit. *)
Co 0,0052 0,0008 | 0,0040- 0,0055 0,0018 0,0033 0,005-0,09 (lit.%)
0,0051 0,0070 0,0052 0,0112
Ni 0,150 0,049 0,071- 0,179 0,052 |0,096-0,293 0,1-0,8 (lit.%)
0,139 0,276 0,172
Cu 4,16 0,55 3,26-5,24 3,05 0,43 2,28-4,28 3,4-6,0 (lit.3)
4,00 2,97 2,2-8,7, median 4,3 (lit. %)
zZn 30,5 3,8 24.7-37,1 244 3,0 20,3-31,3 22-49 (lit.3)
29,6 23,8 9,3-67, median 26,5 (lit. )
As 0,0070 0,0027 | 0,0016- 0,0080 0,0018 | 0,0045- <0,05-0,14 (lit.”)
0,0069 0,0170 0,0081 0,0121
Se 0,053 0,015 0,031- 0,060 0,0030 [0,034-0,156 0,003-0,025 (lit.%)
0,051 0,102 0,047 <0,01-5,3, median 0,16 (lit. %)
Mo 0,181 0,032 0,120- 0,474 0,252 0,216-1,183 0,1-0,7 (lit.%)
0,182 0,241 0,404 <0,06-1,85, median 0,38 (lit. %)
cd 0,040 0,009 0,028- 0,029 0,005 [0,020-0,041 0,017-0,085 (lit.%)
0,037 0,060 0,028 <0,002-0,21, median 0,03 (lit. 5)
Pb 0,0036 0,0008 0,0020- 0,0024 0,0005 0,0016- 0,02-0,14 (lit.l)
0,0036 0,0060 0,0023 0,0038 <0,001-0,72, median 0,017 (lit. 5)
Literatura
1. Mann J., Truswell S.: Essentials of Human Nutrition, 3. vydani Oxford University Press, 2009.
2. Koplik R., Borkova M., Bicanova B., Polak J., Mestek O., Kominkova J.: Food Chem. 99, 158-167,
2006.
3. Varo P, Nuurtamo M., Saari E., Koivistoinen P.: Acta Agric. Scand., Suppl. 22, 27-35, 1980.
4. Wolnik K. A., Fricke F. L., Capar S. G., Braude G.L., Meyer M.W., Satzger R.D., Kuennen R.W.: J.
Agric. Food Chem. 31, 1244-1249, 1983.
5. Wolnik K. A., Fricke F. L., Capar S. G., Braude G.L., Meyer M.W., Satzger R.D.,

Bonnin E.: J. Agric. Food Chem. 31, 1240-1244, 1983.




34

R 16

PESTICIDY, MYKOTOXINY A PY’RROLIZIDINOVE ALKALOIDY
V DOPLNCICH STRAVY Z CESKEHO TRHU

Dzuman Z., Zachariasova A., Slavikova P., Jirit M., Veptikova Z., ZachariaSova M., Hajslova J.
Ustav chemie a analyzy potravin, Technicka 3, 166 28, Praha-Dejvice

Uvod:

Dopliiky stravy se v poslednich letech staly vyznamnou soucasti péce o zdravi konzumenta,
jejich spotieba i Sitka sortimentu ma dlouhodobé rostouci charakter. Pozitivni vliv u¢innych latek
doplnki stravy muze byt negativné ovlivnén pfitomnosti potencionalné toxickych latek, jako napf.
sekundarnich metabolitl mikroskopickych plisni — mykotoxint, ale 1 rezidui pesticidi ¢i
pyrrolizidinovych alkaloidd, jejichZ stanoveni bylo pfedmétem této studie [1 — 3]. Pro velkou
vétSinu z téchto kontaminujicich latek pro dopliky stravy s vyjimkou rezidui pesticidii v herbalnich
cajich dosud nebyly stanoveny legislativni limity. Vzhledem k nedostatku informaci ohledné
vyskytu rezidui pesticidli, mykotoxinl a pyrrolizidinovych alkaloidi v dopliicich stravy se o tuto
problematiku zna¢né zajima Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (European Food Safety
Authority, EFSA). Tato skute¢nost podnitila zdjem o komplexni zhodnoceni kontaminace a
rizikovosti téchto preparatii. Mykotoxiny, rezidua pesticidi a dalsi kontaminujici latky jsou bézné
analyzovany separatné, coz je pro piipadné komplexni zhodnoceni kontaminace vySetfovanych
vzorkli nevyhodné. S rozvojem modernich analytickych technik je vysoce Zadouci vyvijet multi-
detek¢ni analytické metody umoziujici simultdnni stanoveni Sirokého spektra analytl. V ramci této
studie byla vyuzita nové vyvinutd metoda pro simultanni stanoveni mykotoxind, pyrrolizidinovych
alkaloidl a rezidui pesticidii vyuZzivajici extrakéni metodu QUEChERS v Sirokém spektru dopliki
stravy herbalniho ptivodu [4, 5].

Uvedena studie byla uskutecnéna za finan¢ni podpory projektu Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy Ceské republiky QI111B044.

Cil studie:

Cilem této studie je aplikace moderni multi-detekéni analytické metody pro stanoveni
Sirokého spektra kontaminanta (celkem 389 analyti) v 84 komercné dostupnych vzorcich doplikt
stravy herbélniho pivodu pro zhodnoceni jejich kontaminace s vyuZzitim ultra-G¢inné kapalinové
chromatografie s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostné-spektrometrickou detekci (U-HPLC-
HRMS/MS).

Chemikalie, materidl, instrumentace:

- methanol, HPLC gradient, Merck (Nemecko)

- acetonitril, HPLC gradient, Sigma Aldrich (CR)

- mravenéan amonny p.a., Sigma Aldrich (CR)

- octan amonny p.a., Sigma Aldrich (CR)

- kyselina mravenéi 99%, Sigma Aldrich (CR)

- siran hote¢naty p.a., Sigma Aldrich (CR)

- chlorid sodny p.a., Penta (CR)

- sorbent Bondesil C-18, Agilent (USA)

- certifikované analytické standardy pesticidii, mykotoxind a pyrrolizidinovych alkaloidd, Sigma
Aldrich (CR), Merck (CR), PhytoLab (Némecko), Dynex Technologies (CR), Chromservis (CR)

- PTFE kyvety (15 a 50 ml), Merci (CR)

- kapalinovy chromatograf UltiMate™ 3000 RSLC ve spojeni s vysokorozliSovacim tandemovym
hmotnostnim spektrometrem Q-Exactive ™, Thermo Fisher Scientific (USA)
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Vzorky:

Pro analyzu mykotoxind, pyrrolizidinovych alkaloidii a rezidui pesticidii bylo zakoupeno
celkem 84 vzorki herbalnich dopliku stravy. Analyzované vzorky byly podle své povahy rozdéleny
do tii skupin, a to na (i) herbdlni caje (23 vzorkir), (ii) kapky a sirupy s herbalnim zakladem (42
vzorkit) a co se tyCe slozeni velice variabilni skupinu (iii) ostatnich pripravkii (19 vzorkii) zahrnujici
herbalni tablety, kapsle, ad.

Priprava vzorku:

Vzorky byly pfed samotnou extrakci zhomogenizovany. Pro izolaci cilovych analytd byla
vyuzita optimalizovana extrak¢éni metoda zalozena na ptistupu QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe). 1 g vzorku bylo navdzeno do 50 ml kyvety, nésledné¢ bylo pfidano 10 ml
okyselené vody (1% kyselina mravenci) pro ditkladné smoc€eni matrice (30 min). Poté bylo ptfidano
10 ml acetonitrilu a vzorek byl extrahovan po dobu 30 min. Po extrakci vzorku byly pfidany 4 g
MgSO,4 a 1 g NaCl, vzorek byl intenzivné protiepan po dobu 1 min a odstfedén (5 min, 10,000
RPM). Po centrifugaci byly odebrany 2 ml extraktu a vytiepany s 0,3 g MgSO4 a 0,1 g sorbentu
Bondesil-C18 po dobu 2 minut, opét nasledovalo odstfedéni (2 min, 10,000 RPM) a odebrani
vzorku do vialky.

Instrumentalni analyza:

Pro analyzu Sirokého spektra kontaminantl — mykotoxintl, pyrrolizidinovych alkaloidl a
pesticida byla vyuzita instrumentace sestavajici se z ultra-i¢inného kapalinového chromatografu ve
spojeni s vysokorozliSovacim tandemovym hmotnostnim spektrometrem (U-HPLC-HRMS/MS,
ultra-high resolution liquid chromatography — high resolution tandem mass spectrometry). Celkem
bylo analyzovano 389 analytl, z toho bylo 55 mykotoxint, 11 pyrrolizidinovych alkaloidi a 323
pesticidi. Za tcelem jejich stanoveni byly optimalizovany a nésledné vyuzity chromatografické a
hmotnostné-spektrometrické podminky, jejich souhrn je uveden v Tab. | a Il.

Tab. I: Charakteristiky ultra-u¢inné kapalinové chromatografie (U-HPLC)

Kolona Accucore aQ (150 x 2.1 mm, 2.6 pm; Thermo Fisher Scientific, USA)
Teplota kolony 25°C
Pritok mobilni faze 0,4 ml/min
Objem nastriku 3ul
ESI+ A: Hzo:vMeOH (98:2); 5 mM mravenc¢an amonny; 0,1% kyselina
L mravenci
Mobilni faze ESI- C: HO:MeOH (98:2); 5 mM octan amonny
D: MeOH:H,0 (98:2); 5 mM octan amonny
Délka metody 16 min
¢as [min] A/C [%] B/D [%]
0 100 0
4 80 20
Gradient mobilni faze 5,5 60 40
10,5 0 100
12,9 0 100
13,0 100 0

Tab. II: Hmotnostné-spektrometrické podminky méteni (HRMS/MS)

lonizace ESI +/-
Nosny/pomocny plyn (N,) 32/7 arb,j.

Podminky ionizace Teplota kapilary 300°C
Vyparovaci teplota 220°C
Napéti na elektrospreji 3,3kV

Podminky akvizi¢niho médu ,,full Rozliseni 70 000 FWHM

MS* Hmotnostni rozsah m/z 80-1200

] L ] Rozliseni 17 500 FWHM

ggg;:lt;lel:]}; ?\Ak;lzpcmho médu ,,data Hmotnostni rozsah m/z 50 - m/z fragmentovaného analytu

Dynamické vyloudeni detekovaného analytu | 10 s
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Vysledky a diskuze:

Z celkového poctu 389 stanovovanych analyti jich bylo v 84 herbalnich potravinovych
doplicich z ¢eského trhu detekovano 64, tedy piiblizné 17%, pticemz z toho bylo detekovano 15
mykotoxinil (23%), 6 pyrrolizidinovych alkaloidld (55%) a 43 pesticidid (13%). Z vySetfovaného
souboru 84 vzorkli jich bylo pouze 5 prostych jakékoliv kontaminace. Detailngjsi vysledky
kontaminace jednotlivych skupin analyzovanych vzorka jsou diskutovany nize.

1) Herbalni caje

Herbalni ¢aje vykazovaly relativné vysokou kontaminaci ve srovnani s ostatnimi skupinami
analyzovanych vzorkt, pouze jeden vzorek byl prosty kontaminace. Celkem bylo detekovéno 33
analytl, a to 11 mykotoxinl (20%), 6 pyrrolidinovych alkaloidi (55%) a 16 pesticidi (5%). Mezi
analyty s nejfrekventovanéjSim vyskytem patii mykotoxiny mykofenolova kyselina a enniatiny,
z pesticidit pak piperonyl butoxide. Nameéiené vysledky proto byly srovnany s dostupnou
legislativou a bylo zjiSténo, ze kontaminace rezidui pesticidi u 7 vzorkd pfesdhla maximalni
rezidualni limit (MRL) pro dany pesticid, a to 1,3- az 58-krat. Tyto vysledky jsou spolecné
s celkovou pesticidni kontaminaci analyzovanych vzorkti uvedeny na Obr. 1. Co se tyce
akceptovatelného denniho pfijmu detekovanych pesticidit (ADI), jedinym vyraznym ndlezem je
pesticid MCPA, ktery by po konzumaci maximélniho doporu¢eného denniho piijmu
kontaminovaného €aje vycerpal povolené ADI z 62%. Tato skuteCnost je negativni predevSim
vzhledem k tomu, Ze je to latka karcinogenni a Ize predpokladat dalsi pfijem z jiného typu potravin,
protoze herbalni ¢aje tvofi zanedbatelnou ¢ast potravinového kose bézného konzumenta.
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Obr. 1: Celkova pesticidni kontaminace analyzovanych herbalnich ¢aji.

2) Herbalni sirupy a kapky

Sirupy a kapky s herbalnim zékladem patiily mezi vzorky snejméné cCastym vyskytem
mykotoxinti, pyrrolizidinovych alkaloidii a pesticidi, jejich kontaminace byla rovnéz pomérné
nizka. Co se tyce kontaminace herbalnich kapek, vétSina nalezii se pohybovala velmi blizko
kvantifikacnich limitd. Mezi analyty s nejvyssi frekvenci detekce byly mykotoxiny enniatiny a
mykofenolovd kyselina, pyrrilizidinové alkaloidy senecionine a seneciphylline a pesticidy
bendiocarb a carbendazim, v herbalnich sirupech pak jest¢ alternariové mykotoxiny alternariol a
alternariol-methylether. Na zdklad¢ vysledki kontaminace omezeného analyzovaného souboru
vzorkli herbalnich sirupi a kapek lze konstatovat, ze sirupy herbalniho ptivodu pro jejich
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konzumenta neptedstavuji riziko z pohledu kontaminace mykotoxiny, pyrrolizidinovymi alkaloidy
¢i rezidui pesticidi.

3) Ostatni analyzované vzorky

Mezi skupinu 19 nezarazenych vzorkil pattily vzorky tablet, kapsli, ad., které¢ obsahovaly
jednak napt. zakoncentrované extrakty raznych bylin i jejich smési ve formé oleje i tfeba pouze
homogenizované c¢asti bylin obsahujici potencionalné zdravi prospésné latky. Celkové bylo ve
vzorcich z této skupiny detekovano 13 mykotoxinl (22%) a 8 pesticidl (3%). Analyzované vzorky
vykazovaly velmi vysokou kontaminaci piedev§sim mykotoxiny, jejichz celkova kontaminace je
naznaCena na Obr. 2. Zdaleka nejvyssi kontaminace byla zaznamenana u vzorkl zaloZenych na
ostropestici marianském, coz je bylina obsahujici antioxida¢ni komplex silymarin a vyrobky z ni
jsou Casto pouzivané pro podporu spravné funkce ¢i 1éCbu jater, coz je Castecné kontroverzni
vzhledem k nefrotoxicit¢ neckolika detekovanych mykotoxind. Pro zadny =z detekovanych
mykotoxinti dosud neni stanoven legislativni limit pro vyskyt v tomto typu potravinovych doplnki.
Co se tyce tolerovatelného denniho piijmu (TDI) pro mykotoxiny, v ptipadé n¢kolika vzorka doslo
k vyraznému naplnéni i piekroceni téchto limiti pfedevS§im pro mykotoxiny deoxynivalenol a sumu
HT-2 a T-2 toxint. Je také nutno vzit v potaz fakt, Zze dopliiky stravy tvoii nepatrnou ¢ast dietarniho
piijmu kontaminantll a vysoka kontaminace doplilkka stravy, které jsou konzumovany za ucelem
zlepSeni zdravotniho stavu konzumenta, je nezadouci.
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Obr. 2: Celkova mykotoxinova kontaminace analyzovanych tobolek a kapsli.
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VYSKYT REZIDUI PESTICIDU A MYKOTOXINU V PRODUKTECH EKOLOGICKEHO
ZEMEDELSTVI
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uvoD

Béhem poslednich let doslo k vyraznému posunu néarokl spotiebitelti na ptivod a kvalitu
zeméde€lskych produkt. Velka pozornost je vénovana bioproduktim, které jsou péstovany v
souladu se zisadami ekologického zemédélstvi. Mezi tyto zasady patii pouzivani hnojiv a
pesticidnich piipravkl na ptirodni bazi. S tim souvisi niz§i vynosy a vétsi naro¢nost péstovani, coz
se nasledné¢ odrazi na vysSich cenach bioprodukti ve srovnani s produkty integrovaného
zemédelstvi. V souvislosti s touto skute¢nosti hrozi vyssi potencialni riziko falSovani, které muze
souviset s aplikaci 1 nepovolenych piipravkii. Rezidua nékterych pesticidi pouzivanych
v integrovaném zemédélstvi miizou piedstavovat jedno z vyznamnych zdravotnich rizik. Dal§im
vyznamnym faktorem ovliviiujicim zdravotni nezavadnost potravin je vyskyt mikroskopickych
vléknitych hub a jejich toxickych sekundarnich metabolitii — mykotoxind, jelikoZ potencidlni vyskyt
téchto pfirodnich kontaminanti v bioproduktech je vyssi, ovSem zatim tato domnénka nebyla na
zéklad¢ dostupnych publikaci potvrzena. Vzhledem k této skuteCnosti je dilezité jejich vyskyt
monitorovat.

V ramci této prace byly zakoupeny bioprodukty pievdzné ceredlniho charakteru v
maloobchodni siti ¢eského trhu. Celkem bylo na pfitomnost rezidui pesticidi a mykotoxint
vysetieno 38 vzorkd metodou ultra-u¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii.

STANDARDY A CHEMIKALIE

Standardy mykotoxint a pesticidi byly zakoupeny u rtznych firem, konkrétné: Dynex s.r.o.
(Bustehrad, Ceska republika), Sigma—Aldrich (Taufkirchen, Némecko), GeneTiCA s.r.o. (Praha,
Ceska republika), Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Némecko). Organicka rozpoustédla pouzita
pii piipravé vzorkli a separaci (acetonitril, methanol) byly dodany firmou Sigma—Aldrich
(Taufkirchen, Némecko).

VZORKY

Vzorky cerealnich vyrobkd vbio kvalité byly zakoupeny v maloobchodni siti Ceské
republiky. Celkem se jednalo o 38 vzorkl rizné povahy jako piSkoty, krekry, suSenky, lupinky,
pecivo, kava atd. Oznaceni vzorka a jejich charakteristika je uvedena v Tab. I.

PRIPRAVA VZORKU

Veskeré ceredlni vzorky byly pfed samotnou extrakci peclivé homogenizovany na
laboratornim mlynku. Pfed odebranim extrahované¢ho podilu, byl cely namlety objem dukladné
promichan. V zavislosti na povaze vzorku byla zvolena navazka 1; 2,5; 5g. Jednotlivé vzorky byly
navazeny do centrifugacni kyvety (50 ml), néasledoval ptidavek 10 ml roztoku 0,1% kyseliny
mravenci ve vod¢. Vzorek se protiepe, uzavie a necha 30 min stat z divodu nabobtnani matrice. Ke
vzorku s vodou se poté ptidalo 10 ml acetonitrilu a nasledoval krok extrakce na laboratorni tfepacce
po dobu 30 min. Do kyvety byly nasledné ptidany sole MgSOy (4 g) a NaCl (1 g) a vzorek byl opét
intenzivné tfepan v ruce po dobu 3 min (diky exotermni reakci soli s vodou se vzorek samovolné
zahtival). Takto pfipraveny vzorek byl centrifugovan po dobu 5 min pii otdckach 10.000 RPM.
Takto ptipraveny vzorek byl preveden do vialky a pfipraven k analyze. Vzorky ve vialkach byly
pted analyzou skladovany pfti -18 °C.
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Tab. I Seznam analyzovanych vzorki
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Cislo vzorku \Vzorek SloZeni
1 Bio pléatky s kukufici kukuiice
$paldova mouka, titinovy cukr, vejce, bramborova
. oy moucka,pSeni¢ny Skrob,mlécné bilkoviny, kypfici latky:
2 Bio Spaldové piskoty hydrogenuhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan amoénny, pfirodni
aroma
mouka pSeni¢na hladka, celozrnna mouka Spaldova, sezamova
aldové bio krekry se sezamem a seminka neloupand, mouka pSeni¢na celozrnna, neztuzen
3 Spaldové bio krekry inka neloupana ka pSenicna cel a zeny
sojovou omackou rostlinny tuk, sojova omacka, panensky olivovy olej, morska
nerafinovana jedla sul, kypfici latka - vinny kamen
4 Bio kukufi¢né kiupky ntural kukuiice
5 Cesnekové krekry s olivovym olejem a celozrnna pSeni¢na mouka, extra panensky olivovy olej, kypiici
majorankou prasek, suseny ¢esnek, majoranka, moiska sul
6 Kukuficné luninky bio kukufi¢na krupice, titinovy cukr, sladovy vytazek jecny, stl s
pInky jodem
pSeni¢na mouka, nehydrogenovany olej a tuk (palmovy,
usenky kokosovo-citronové bio slune¢nicovy), pSenicny sirup, kokos, pohankova mouka, jecna
7 Susenky kok itronove bi lunecnicovy), pSenicny si kok hankova ka, jecna
mouka, javorovy sirup, kypfici latka, citronovy olej, stil
celozrmna kamutova mouka, nehydrogenovany olej a tuk
8 Susenky kamutové bio (palmovy, slune¢nicovy), kamutovy sirup, zitna mouka, $kofice,
kypfici latka, stil (muze obsahovat stopy ofechu a sezamu)
- “ . . $paldova celozrnna mouka, voda, sul, palmovy tuk, drozdi,
9 Tyinky Spaldové se sezamem bio titinovy cukr, kypfici latka - uhli¢itan sodny, sezam
10 Spaldova bio zvifatka kakaové mouka Spaldova hladka, rostlinny nestuzeny tuk, ryzovy sirup,
agavovy sirup, kakao
& 1 " mouka $paldova celozrnna, tuk palmovy, cukr titinnovy surovy,
11 Spaldové bio susenky natural kyprici litka - vinny kamen
pSeni¢na mouka, sirup z pSeni¢ného sladu, neztuzeny rostlinny
12 Susenky pseni¢né tuk, sdjova mouka, kypfici prostiedek (sodium a amonnium
bikarbonat, kys. Vinna), sul, drozdi
& T $paldova mouka celozrnna, tuk palmovy, cukr titinovy surovy,
13 Spaldove bio susenky kakao kakaova prasek, kypfici latka - vinny kamen
mouka pseni¢na hladka, tuk rostlinny neztuzeny, ptirodny cukr
14 Medové bio pernicky titinovy, med, vejce, skofice, pernikové koteni, kypfici latka -
hydrogenuhli¢itan sodny
$paldova mouka, nehydrogenovany olej a tuk (palmovy,
15 Susenky Spaldové zazvorové s ofechy slunec¢nicovy), sirup z kukufi¢ného sladu, ovesné vlocky, vlasské
ofechy, korintky, zazvor v prasku, sul, kypfici latka (jedla soda)
16 Jukance s javorovym sirupem celozrnna pSenice, 100% javorovy sirup
17 Chipsy kukuri¢né natural bio kukufi¢na mouka, rostlinny olej, motska sul
voda, zitna chlebova mouka, pSeni¢na mouka, mrkev, slune¢nice,
. Inéné seminko, kornmix (pSeni¢ny, zitny a séjovy Srot, celozrnny
18 Chleb mrkvovy zitny kvas, Inéné seminko, pSeni¢né otruby, mouka, sul, koteni),
kvas, mofska sul, slunecnicovy olej, susené drozdi
pSeni¢na mouka, pSeni¢na celozrmna mouka, voda, sluneénicovy
. 1o olej, Inéné seminko, sezam, pekarensky pfipravek (pSeni¢na
19 Rohlik ceredlni (3 ks) mouka, pSeni¢na sladova mouka, titinovy cukr, kyselina
askorbova), sul, susené drozdi
brambory, slune¢nicovy olej, smés kofeni (moi'ska sul, rozmaryn,
20 Alnatura farmarské chipsy fpny cukr, bramborovy skrob, cibule, jable¢na vlaknina, pastinak,
cesnek, ¢erny pepft, chilli)
21 Crispins, bio ty¢inky zitné Zitna mouka, sul
P Y Yy
22 Crispins, bio ty¢inky amarantové kukufi¢na krupice, amarantova mouka, susena cibule, kmin, sul
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Cislo vzorku Vzorek SlozZeni

23 Bio pohankova kipka pohanka, ryze, morska sul
celoznna pSeni¢na mouka, maslo, titinovy cukr, strouhany kokos,

24 Alnatura maslové suSenky plnotuéné mléko, med, sladovy jeémen, kypfici prasek: uhli¢itan
amonny, moiska sul, mletd bourbonska vanilka

25 Alnatura kipky z prosa proso, moiska sul

e kukufice pukancova, olej slune¢nicovy, sul (muze obsahovat stopy

26 Popcorn slany bio plenice)

Maslové bio susenky s ovesnymi maslo, vlo¢ky ovesné mleté, mouka celozrnné pSeni¢na, mouka

27 vloékam}; Y hladka psSeni¢na, cukr titinovy, suSena syrovatka, vanilkové aroma,
moftska neratingovana jedla sul, kypfici latka - vinny kdmen

28 Ryzové bio piskoty vejce, mouka ryzova, mouka kukufi¢na, titinovy cukr

29 Pohankové pukance pohanka (muze obsahovat stopy sezamu)

30 Kukufiéné kfupky celozrmné kukuiice
$paldova mouka celozrnnd, pSeni¢na mouka celozrnna, mak
modry, palmovy tuk,drozdi, sul jedla s jodem, zlepSujici piipravek

& P . (pSeni¢na mouka, pSeni¢na mouka sladova, cukr, enzymy -

31 Spaldove tycinky s makem obsahuii séju, kyselina askorbova), kypfici latka - uhligitan sodny,
regulator kyselosti - hydroxid sodny (muze obsahovat stopy
sezamu)

Spaldova mouka celozrnnd, pSeni¢na mouka celozrnna, sezam,
. rostlinny tuk, drozdi, jedla sul s jodem, zlepSujici ptipravek

32 Spaldové ty¢inky se sezamem (pSeni¢na mouka, pSeni¢na mouka sladova, cukr, enzymy -
obsahuji s6ju, kyselina askorbova), kypfici latka - uhli¢itan sodny,
regulator kyselosti - hydroxid sodny

33 Kukufi¢né kfupky natural dlouhé kukuiice
$paldova mouka celozrnna, pSeni¢na mouka celozrnna, Inéné

. “ . v seminko, palmovy tuk, drozdi, jedla sul s jodem, zlepSujici
Tyc¢inky $paldové sypané Inénym o o oy . .

34 seminkem piipravek (pSeni¢na mouka, pseni¢na mouka sladova, cukr,
enzymy - obsahuji soju, kyselina askorbova), kypfici latka -
uhlicitan sodny, regulator kyselosti - hydroxid sodny
$paldova mouka celozrnna, pSeni¢na mouka celozrnna, susena

& . syrovatka, palmovy tuk, drozdi, titinovy cukr, jedla sul s jodem,

35 Spaldové suchary zlepSujici ptipravek (pSeni¢na mouka, pSenicna mouka sladova,
cukr, enzymy - obsahuji soju, kyselina askorbova)

36 Je¢na celozrnna kolinka jeéna mouka celozrnna

37 Penne hruba mouka z tvrdé pSenice, voda

38 Spaldové kafe pSenica $paldy (mize obsahovat stopy sezamu)
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IDENTIFIKACE A KVANTIFIKACE

Identifikace a kvantifikace byla provedena pomoci ultra-t¢inné kapalinové chromatografie
s vyuzitim kapalinového chromatografu Acquity U-HPLC (Waters), k detekci mykotoxini byl
pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 (Applied Biosystems) a k detekci
pesticidi tandemovy hmotnostni spektrometr XEVO TQ-S (Waters). Diky Sirokému rozmezi
fyzikalné-chemickych vlastnosti latek byly analyty rozdéleny do dvou skupin (pozitivni a negativni
ESI ionizace) na zékladé€ jejich optimalnich parametrti pro MS/MS stanoveni. Kazdy vzorek je tedy
analyzovan paraleln¢ dvakrat, jednou v ESI+ a ESI- médu s vyuzitim riznych podminek nastaveni
kapalinové chromatografie i hmotnostni detekce.'

VYSLEDKY A DISKUSE

Vzorky ceredlnich produkti byly vySetieny na ptfitomnost 325 rezidui pesticida a 57
mykotoxinii/ergotovych (ndmelovych) alkaloidi. Vysledné obsahy rezidui pesticidl jsou graficky
uvedeny na Obr. 1 a nalezy mykotoxini jsou uvedeny na Obr. 2. Co se¢ tyka problematiky
pritomnosti rezidui pesticidd, nevyhovél jeden vzorek (¢. 30) s obsahem 34 ng/kg chlorpyrifos-
methylu. Pro bioprodukci Ize tolerovat nalezy do 10 pg/kg rezidua dle navrhu metodického pokynu
pro interpretaci rezidui v biopotravinéchz. Legislativni regulaci pro vyskyt mykotoxint v ceredlnich
produktech nevyhovél z celkovych 38 vzorkl pouze jeden a to konkrétné vzorek (¢. 1) kukufi¢né
bioplatky. Tento vzorek obsahoval vyssi koncentraci mykotoxinli deoxynivalenol (807 nug/kg) a
zearalenon (107 pg/kg) nez jsou povolené maximalni hodnoty dle Natizeni komise (ES) ¢.
1126/2007 (500 pg/kg pro deoxynivalenol a 100 pg/kg pro zearalenon)’.
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Obr. 1 Rezidua pesticidu ve vzorcich cerealnich produkti
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Obr. 2 Obsahy mykotoxint ve vzorcich cerealnich produkti
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1. Uvod

Mnoho pfirodnich i ¢lovékem vyrobenych chemickych latek, které se vyskytuji v zivotnim
prostiedi, vykazuje estrogenni aktivitu diky své strukturni podobnosti s hormonem estrogen.
Ptirodni estrogeny jsou tvotfeny skupinou endogennich hormont (syntetizovéany v téle Zivocichl) a
exogennich latek (nejsou ptirozenou soucasti endokrinniho systému), které se podle ptivodu déli na
fytoestrogeny (rostlinny ptivod), mykoestrogeny (produkty nékterych plisni) a xenoestrogeny
(antropogenni zdroje), kam se mimo jiné fadi i latky pouzivané v humanni medicin¢ jako soucast
peroralni antikoncepce, hormonalni substitu¢ni terapie a k1é€bé dalSich poruch endokrinniho
systému'. Rada studii prokazala vyskyt téchto latek v kravském mléce”. Vzhledem k tomu, Ze velky
podil mléka je produkovéan biezimi kravami, fada endogennich hormonti miZze z jejiho organismu
do mléka ptechazeti. Pfenos fytoestrogentl, jejichz nejbohatsi zdrojem jsou picniny rodu Fabales™ a
mykoestrogenil (silaze napadené plisni rodu Fusarium)” z krmiva podavaného dojnicim do mléka
je také v poptedi védeckého a l1ékaiského zajmu.

2. Cil prace

Cilem prezentované studie bylo sledovat a zhodnotit vyskyt estrogennich latek ze skupiny
endogennich i legislativné regulovanych syntetickych hormont, fytoestrogeni a mykoestrogent
vmléce a mléénych vyrobeich, které jsou dostupné v obchodni siti Ceské republiky. K tomuto
ucelu byl v lonském (listopad) a letoSnim roce (duben) vySetfen stejny soubor vyrobki (celkem 53)
zahrnujici kravské i kozi mléko a z nich vyrobené bilé jogurty vcetné produktli oznacenych BIO (8
vzorkt). Podrobny popis vzorku je shrnut v Tabulce I.

Tabulka |  Prehled vysetrovanych vzorkii

Vyrobek Pocet Pocet Tuky* Sacharidy* | Bilkoviny* Susina**
(2013) | (2014) (%) (%) (%) (%)
Kravské mléko 14 9 1,5-3,5 4,7-49 32-34 10,5-12,5
Kozi mléko 2 2 3,1a3,3 45a43 3,5a3,2 89all,7
Jogurt (z kravského mléka) 10 10 0,1-10,3 2,8-5,1 34-59 11,1-19,7
Jogurt (z koziho mléka) 1 1 6 4,7 5,9 18,2
Jogurt (z ov¢iho mléka) 2 2 5,8a5,9 3,8a3,5 4,8a5,8 13,6 16,0
* hodnoty deklarované vyrobcem na obalu

o sudina stanovena dle CSN 57 0104 (pro mléko) a CSN 57 0530 (pro jogurt)
3. Sledované analyty

V ramci realizované studie bylo sledovano celkem 22 latek estrogenniho charakteru: 4
endogenni estrogeny (estriol, estron, 17a-estradiol, 17B-estradiol), 4 syntetické estrogeny (17a-
ethinylestradiol, diethylstilbestrol, dienestrol, hexestrol), 5 mykoestrogeni (zearalenon, a-
zearalanol, P-zearalanol, o-zearalenol, [B-zearalenol) a 9 fytoestrogenii (daidzein, genistein,
glycitein, biochanin A, formononetin, ekvol, kumestrol, enterolakton, enterodiol).
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4. Analytickd metoda

K simultannimu stanoveni cilovych latek byla optimalizovana a validovéana extrak¢ni metoda
s analytickou koncovkou ultra-i¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS).

Pro izolaci analytd z mléka a mléénych vyrobkd byla zvolena metoda QUEChERS (z angl.
,,-Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe*), kdy po extrakci latek acetonitrilem nasleduje
pfidavek soli NaCl a MgSO,, které indukuji piestup analytd do organického rozpoustédla.
Vzhledem k ptitomnosti lipidi v extraktu bylo nutné do metody zatadit krok precisténi. K tomuto
ucelu byla zvolena disperzni extrakce na tuhou fazi (d-SPE) se sorbentem C18 pro odstranéni
nepolarnich latek.

Pro identifikaci/kvantifikaci sledovanych sloucenin byla vyuzita technika UHPLC-MS/MS:
kapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC (Waters, USA) ve spojeni shmotnostné
spektrometrickym detektorem Waters XEVO TQ-S. Analyty byly separovany na koloné¢ Acquity
BEH C18 (100 mm X 2,1 mm x 1,7 pum), Waters. Pro dosazeni maximalni citlivosti byly ziskané
extrakty méfeny mobilni fazi (gradientova eluce) s riznym slozenim: systém I (fytoestrogeny a
mykoestrogeny): (A) voda a (B) MeOH; systém II (endogenni a syntetické estrogeny): (A) 2 mM
NH; ve vodé a (B) MeOH:MeCN (50:50, v/v).

V ramci validace vyvinuté metody byla zhodnocena jeji vytéznost (70-121%) a opakovatelnost
(RSD, < 21%) na dvou koncentracnich hladindch v 5 paralelnich stanovenich. Pro validaci byly
pouzity uméle kontaminované vzorky jogurtu a mléka, ve kterych bylo predtim vysetieno, zda
obsahuji cilové analyty. Pouze pro fytoestrogeny nebylo mozné ziskat matrici bez jejich
piirozeného obsahu. Proto musely byt vysledky korigovany odectenim matricniho blanku pro obé
fady (matricni kalibrace — pro estrogeny a mykoestrogeny; rozpoustédlova kalibrace — pro
fytoestrogeny), kdy pomér signal Sum (S/N) pro kvantifikatni MRM (z angl. ,,multiple reaction
monitoring““) pfechod byl vétsi nez 10 a pro konfirmacni vétsi nez 3.

5. Vysledky a diskuze

Mezi nejc€astéji detekované analyty patfily fytoestrogeny: enterolakton (100%), glycitein (90%)
a ekvol (75% vzorkll). Ve vyznamném mnozstvi vzorkll byly ptitomné i dalsi latky z této skupiny:
kumestrol, formononetin, biochanin A, daidzein a genistein (> 35% vzorki). Ve dvou vzorcich
jogurtu z kravského mléka a jednom vzorku koziho mléka, které byly zakoupeny v roce 2014, byl
nalezen ve stopovych mnoZzstvich také estron (= LOQ; 0,3 pg/kg suSiny).

Ze srovnani medianti koncentraci Zfytoestrogenil pro oba vysetfované soubory mléka vyplyva
(Obréazek 2), ze v roce 2013 byly hladiny téchto latek v mléce vyssi (33,8—133; median 79,8 pg/kg
susiny) nez v roce 2014 (2,7-27,1; median 12,2 pg/kg susiny). Naopak koncentrace v jogurtech se
pohybovaly ve srovnatelném rozmezi v obou obdobich (10,1-236 pg/kg susSiny). Obecné byl
v nejvyssich koncentracich kvantifikovan ekvol (<5,7-164; median 27,2 ng/kg suSiny) >
enterolakton (5,4—43,9; median 24,1 pg/kg suSiny) > glycitein (<0,6—7,5; median 2,5 pg/kg susiny).
Mediany koncentraci ostatnich detekovanych fytoestrogenti se pohybovaly vrozmezi 0,32—
1,2 pg/kg susiny.
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Obréazek 1  Prehled nalezii fytoestrogenii (ug/kg susiny) ve vysSetrovanych vzorcich z roku 2013 a
2014

(A) Porovnani medianii koncentraci Xfytoestrogenii v mléku a mlécénych vyrobcich

(B) Ndlezy jednotlivych fytoestrogenii ve vSech vzorcich

(C) Detailni koncentrace glyciteinu, kumestrolu, formononetinu, biochaninu A,
daidzeinu a genisteinu ve vSech vzorcich

Z detailniho porovnani nalezti fytoestrogenii v individudlnich vzorcich zroku 2013 a 2014
vyplyva, ze spektrum nalezenych latek ve stejnych vyrobcich je mezi roky velmi variabilni
(Obrazek 3). Tento trend je patrny naptiklad pro vzorek BIO koziho mléka (Ko Ml 1A, Ko Ml 1B),
kdy vroce 2013 byl majoritni ekvol (hlavni metabolit formononetinu a daidzeinu, ktery je
produkovan v bachoru a u¢inkem stfevnich bakterii), formononetin a daidzein, naopak v roce 2014
dominoval enterolakton, glycitein a kumestrol, avSak v koncentracich pfiblizn¢ 5x nizSich ve
srovnani s ptedchozim rokem. Tento fakt odrazi rozdilnost skladby poddvaného krmiva/spasané
picniny na pastvinach v rtiznych ro¢nich obdobich. Vyznamné rozdily v hladinédch a zastoupeni
detekovanych fytoestrogent byly dokazany také ve vzorku kravského mléka (Kr Ml A, Kr Ml B),
kdy v roce 2013 ptevladal ekvol, naopak v roce 2014 nebyl detekovan viibec. Obdobné variabilita
(Obrazek 4) mezi vzorky byla dokazana i v piipadé jogurtt (napf. Kr Jo 1A, Kr Jo 1B). Naopak
stejné spektrum analytii a jejich relativni zastoupeni bylo prokazano ve vzorcich ov¢iho (Ov Jo 2A,
Ov Jo 2B) a koziho jogurtu (Ko Jo 1A, Ko Jo 1B), jediny rozdil byl v jejich koncentracich — v roce
2014 byly nalezené hladiny 2—4x vyssi ve srovnani s rokem 2013.
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6. Zavér

V ramci realizované studie byly nové vyvinutou a validovanou metodou vySetieny dva soubory
vzorkl kravského i1 koziho mléka a mlécnych vyrobki bézné dostupnych v ceské obchodni siti. Ze
sledovaného spektra estrogennich latek byly detekovany hlavné fytoestrogeny: enterolakton
(100%), glycitein (90%) a equol (75% vzorkid). Ve vyznamném mnozstvi vzorkil byly zjistény i
dalsi latky z této skupiny: kumestrol, formononetin, biochanin A, daidzein a genistein (> 35%). Ze
skupiny endogennich estrogeni byl pfitomen pouze estron, a to jen v nékolika vzorcich ve
stopovych koncentracich (= LOQ; 0,3 pg/kg suSiny). Ostatni sledované slouceniny ze skupiny
mykoestrogentl, endogennich a syntetickych estrogent detekovany nebyly.

Z porovnani nalezli fytoestrogenti ve vysetfovanych vzorcich mezi jednotlivymi roky vyplyva,
ze v roce 2013 byly nélezy v mléce ptiblizné 4% vyssi ve srovnani s rokem 2013. Naopak v ptipadé
mlécnych jogurtli byly nalezy srovnatelné. Vyssi obsah fytoestrogenli v jogurtu v porovnani s jejich
obsahem v mléce miize byt v rozdilny v zavislosti na celkovém obsahu tuku. Analyzované vzorky
jogurtl mély obecné vyssi obsah tuku (0,1-10,3 %) nez vzorky mléka (1,5-3,5 %), coz mize byt
diivodem vyssich nalezi téchto latek v jogurtech vzhledem k jejich lipofilnimu charakteru.

7. Podékovani

Tato studie vznikla za podpory (i) "Operacniho programu Praha - Konkurenceschopnost"
(CZ.2.16/3.1.00/22197) a (ii) "Narodniho programu udrzitelnosti" (NPU I (LO) MSMT -
34870/2013).
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R 19
VYUZITI METABOLOMIKY PRO HODNOCENI KVALITY SOJI

Schulzova V., Hrbek V., Novotna H., Skopikova M., Hajslova J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28

Uvod

Séja lustinata (Glycine max (L.), luskovina z ¢eledi bobovité (Fabaceae syn. Leguminosae) v
soucasné dobé¢ predstavuje svetove nejvyznamnéjsi a nejrozsirenéjsi luskovinu. S6jové boby patii
vSak také mezi nejrozSitencjsi geneticky modifikované zemédélské plodiny. Tak zvana geneticky
modifikovana (GM) neboli transgenni sdja se podle odhada podili na svétové produkei so6ji asi 65
procenty. V EU plati povinnost oznacovat vyrobky, k jejichz vyrob¢ byla pouzita s6ja s vétSim nez
0,9% podilem GM odridy.

So6jové boby obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich latek. Jedna se predevsim o
fytoestrogeny - latky se slabymi estrogennimi U¢inky, které mohou ovliviiovat chovéani endogennich
estrogenti. Z nich je podrobnéji popsana skupina isoflavonti a kumestanii. Detailni pozornost je
vénovana fytoalexinim glyceollinlim, které vznikaji v rostliné pfi jejim napadeni mikroorganismy a
v pfitomnosti plisni béhem kliceni. Také infekce riznymi druhy had’atek vede k biosyntéze
glyceollini. Glyceolliny vykazuji mnoho pozitivnich G€inkl na lidské zdravi. K tém fadime
piedevsim schopnost inhibice riistu rakovinovych bunék, spojenou s jejich antiestrogenni aktivitou;
dale také vliv na hladinu gluko6zy v krvi a na kontrakci cév.

Klic¢ova slova: s¢ja lustinatd, metabolomika, GMO, biologicky aktivni latky, glyceolliny

Cil prace

A. Pro autentikaci GM nebo konvencni sdji bylo testovano vyuziti metabolomického ptistupu
analyzy vzorkt, kdy se k hodnoceni autenticity vyuziva charakteristického profilu (,,fingerprintu‘)
nizkomolekularnich sloZzek dané komodity. Pro tyto ucely byla pouzita technika vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrie ve spojeni s iontovym zdrojem, pracujicim za atmosférického tlaku tzv.
technika pifimé analyzy v realném case ve spojeni s hmotnostnim analyzatorem typu Orbitrap
(DART-OrbitrapMS).

B. Pozornost byla také zaméfena na vyvoj novych postupti pro vyuziti sdjovych bobi,
studovany byly postupy zpracovani vedouci ke zvySeni hladin biologicky aktivnich latek ptiznivé
pusobicich na lidské zdravi. Pozornost byla vénovana isoflavoniim, kumestrolu a fytoalexinim
glyceollinim.

A. Vyuziti metabolomického profilovani pro autenticitu geneticky modifikovaneé soji

Experimentalni ¢ast

Vzorky byly zajistény Vyzkumnym ustavem rostlinné vyroby (VURV) v Praze Ruzyni. Pro
tuto studii bylo pouzito celkem 49 vzorki s6ji, z nichZ bylo 30 vzorkl geneticky modifikované soji
a 19 vzorkl konvencni sgji. Pro analyzu byly pfipraveny extrakty vzorkil s6ji 80% methanolickym
roztokem. Pro instrumentdlni metabolomickou analyzu byl pouzit iontovy zdroj DART, model SVP
(IonSense, USA) ve spojeni s hybridnim hmotnostnim spektrometrem s analyzatorem typu orbitrap
- Exactive (Thermo Fisher Scientific, USA) a posuvnym automatickym davkovacem (IonSense,
USA). Vzorky byly vySetieny jak v pozitivnim tak i v negativnim mddu ionizace. Ke zpracovani
namétenych dat (hmotnostni spektrum, tj. charakteristicky metabolomicky fingerprint) byl pouzit
program Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, USA) a SIMCA (Umetrics, Svédsko).

Vysledky a diskuse
Ke zpracovani a interpretaci vicerozmérnych dat, ziskanych béhem metabolomickych analyz,
byly pouzity metody multivariacni statistické analyzy: analyza hlavnich komponent (PCA) a


http://cs.wikipedia.org/wiki/Geneticky_modifikovan%C3%BD_organismus
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ortogonalni diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tverci (OPLS-DA). Vysledky téchto analyz pro
jednotlivé ioniza¢ni mddy jsou uvedeny na obrazcich 1 a 2. Jak je patrné z obr. 1 a 2 prvotni PCA
analyza ukazala schopnost ziskanych dat tvofit skupiny a oddélovat je dle typu sdji (konvencni a
transgenni), pomoci OPLS-DA analyzy doslo k vyraznému oddéleni jednotlivych typt vzorkt v
obou ioniza¢nich médech.

Byly identifikovany signaly (markery) s nejvetsi vahou na oddéleni vzorkt, které charakterizuji
a odliSuji jednotlivé skupiny vzorkt (tab. I).
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Obrazek 1: Vysledky chemometrické analyzy vzorku analyzovanych DART-MS v pozitivnim
moddu, vlevo je porovnani vzorki konvenéni so6ji (Seda barva) a vzork transgenni séji (Cerna barva)
metodou PCA a vpravo metodou OPLS-DA.
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Obrazek 2: Vysledky chemometrické analyzy vzorku analyzovanych DART-MS v negativnim
modu, vlevo je porovnani vzorkti konvencni so6ji (Seda barva) a vzork transgenni s6ji (¢erna barva)
metodou PCA a vpravo metodou OPLS-DA.

Experimentalni ¢ast

Vzorky nakli¢enych s6jovych bobil byly zajistény Vyzkumnym uGstavem potravinaiskym Praha
(VUPP), zdroj suroviny firma Kalma. Testovan byl vliv délky kli¢eni (1-6 dnt, kliceni na tace,
submerzni kli¢eni, jejich kombinace) a vliv inokulace plisni Rhizopus Oligosporus. 80%
methanolické extrakty vzorka byly analyzovany technikou UHPL-OrbitrapMS (Thermo Fisher
Scientific, USA), vzorky byly vySetfeny jak v pozitivnim tak i v negativnim maddu ionizace. Pro
separaci byla pouzita kolona Kinetex (100 x 2,1 mm, 1,7 pm), jako mobilni faze 1% kyselina
octova ve vod¢ a methanol s gradientovou eluci.

Sledovany byly hladiny nasledujicich s6jovych fytoestrogenti: isoflavony (volné aglykony -
daidzein, genistein, glycitein, vazané glykosidy - dadzin, genistin, glycitin), kumestrol a
glyceolliny.
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Tabulka I: Souhrn vyznamnych markera ziskanych technikou DART-MS.

DART-MS nejvyznamnéjsi markery pro odliSeni vzorkt - positivni ionizace

(m/z) sumarni . . (m/z) sumarni . )

[M+H]"  vzorec identifikace [M+H]'  vzorec identifikace

104.0708 C4H902N 195.0863 C7H1406 methylglukosid
maltol, isomaltol, glycitein, biochanin A

127.0390 C¢HgO5 pyrogallol,. 285.0760 C;6H,0s5 5-O-methylgenistein
hydroxyquinol

163.0600 C¢H;0Os 1,6-anhydroglukosa
DART-MS nejvyznamnéjsi markery pro odliSeni vzorki - negativni ionizace

H\n/[/.zgl] \S/ir(?rizm identifikace H\n/[/.zgl] il;glraercm identifikace
105.0184 C3HgOq4 kyselina glycerova 295.2282 C;sH3;0s5  kyselina vernolova
128.0345 CsH;OsN kyselina pyroglutamova 311.2231 C;gH3,04

181.0710 C¢H 406 313.2387 C;3H3404

253.0507 C15H1()O4 daidzein 327.2181 C18H3205

269.0459 C15H1005 genistein 329.2338 C18H3405

293.2126 C;3H3003

B. MozZnosti zvySeni hladiny biologicky aktivnich latek priznivé pusobicich na lidské zdravi v
so6jovych bobech

Vysledky a diskuse

Komer¢ni standardy glyceollinii nebyly k dispozici, bylo potieba je izolovat pomoci
preparativni chromatografie (NMR ¢istota standardu 85 %). V nakli¢enych a inokulovanych
vzorcich sdjovych bobl byly nalezeny tfi izomerni formy glyceolinti — glyceollin I-11I (obr. 3; GI-
IIT). Obsah glyceollinti byl vyznamné ovlivnén pfitomnosti plisn¢ a délkou kliceni, nejvice
glyceollinii (cca 100 mg/kg) bylo nalezeno v inokulovaném vzorku - kliceném 2 dny na tacu a
nasledn¢ 5 dni submerzné (vzorek 47).
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Obsah kumestrolu v analyzovanych vzorcich zavisel pouze na dob¢ kliceni, nejvyssi hladiny byly
nalezeny op¢t ve vzorku €. 47 (obr. 4). Obsah isoflavont nebyl kli¢enim ani inokulaci vyznamné
ovlivnén.
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Obrazek 4: Vliv stresovych podminek na obsah kumestrolu

Zavér

A. Ptistup metabolomického profilovani vzorki séji ve spojeni s multivariacnimi statistickymi
metodami (PCA a OPLS-DA) umoziuje rychlé a elegantni ovéieni autenticity geneticky
modifikované (GM) a konvenéni s6ji.

B. Byla vyvinuta metoda pro sledovani hladin glyceollini, kumestrolu a isoflavonti v sdje a pro
kvantifikaci glyceollinti byl izolovan standard. Tvorba glyceollinli je vyznamné ovlivnéna délkou
kli¢eni a pfipadnou inokulaci plisni. Prokdzan byl také vliv kli¢eni na biosyntézu kumestrolu.
Obsah isoflavontl se v§ak béhem kliceni neménil.

Podékovani
Tato studie vznikla za podpory projekti MZe NAZV QI101B267 a QI111B053 a ucelové
podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢. 20/2014)
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R 20
VYUZITI NAKLICENYCH LUSTENIN PRI PRIPRAVE POKRMU

Dostalova J., Malkova H., Ondfejkova Z., Kortankova V.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT v Praze, Technicka 5,166 28 Praha 6

Uvod

niz§i nez v ostatnich Castech svéta, ptfiemz existuji velké rozdily mezi jednotlivymi evropskymi
staty — nejvyssi spotieba je v jiznich statech Evropy. V Ceské republice byla spotieba v roce 2011
2,3 kg/osobu/rok a od roku 1954, kdy byla poprvé zvetejnéna se stale pohybuje nepatrné nad 2
kg/osobu/rok. Nejvice je konzumovan hrach 0,9 kg/osobu/rok, ¢ocka a fazole se konzumuji po 0,6
kg/osobu/rok. Vyrazné¢ méné se konzumuje cizrna, vigna (fazole mungo) a nékteré dalsi lusténiny,
které lze ziskat ve specidlnich prodejnach. Soja se u nas konzumuje piedev§im ve formé rtiznych
vyrobkd.

Lusténiny jsou z pohledu vyzivového velmi kvalitni potravina. Lusténiny jsou dobrym zdrojem
bilkovin (20-25 %), arasidy az 32 % a so6ja az 40 %. Jejich vyzivova hodnota je vyssi nez u
obilovin, 1 kdyz také patfi mezi neplnohodnotné bilkoviny. Ve smési s obilovinami se vyrazné
zvySuje a mize i dosahnout kvality plnohodnotnych bilkovin. Z hlediska vyzivového jsou proto
hodnotnéjsi pokrmy, kde jsou v receptuie kombinovany luSténiny s obilovinami napf. hrach a
kroupy nebo ptiddna lusténinova, zejména sdjova mouka. Sacharidy (60 %) jsou tvoreny pievazné
Skrobem. So¢ja a araSidy maji obsah sacharidii vyrazné nizS$i a neobsahuji Skrob. Na rozdil od
obilovin obsahuji lusténiny ve vétSim mnozstvi (az 10 %) nestravitelné o-galaktosidy
(oligosacharidy), které zpusobuji flatulenci (nadymani). Caste¢nd lze o-galaktosidy odstranit
klicenim, naméa¢enim a tepelnymi postupy. Obsah tuku je, s vyjimkou s6ji (20 %) a arasidd (az 58
%), nizky (1-3 %). SloZeni mastnych kyselin je pfiznivé. Vyznamny je vysoky obsah fosfolipidi
(ptedevsSim u s0ji). Pozitivni vyznam ve vyzivé maji i1 lipidy doprovazejici rostlinné steroly.
Lusténiny jsou i dobrym zdrojem vitaminti (skupiny B, s¢ja i vitaminu E) a vlakniny. Obsah
mineralnich latek je vysoky, ale jsou vétSinou Spatné vyuzitelné¢ v disledku vazby na kyselinu
fytovou, oxalovou (§tavelovou) a jiné latky. Pozitivem je i nizky glykemicky index lusténin, ktery
je zptsoben predevSim piitomnosti vlakniny, rezistentniho Skrobu a zastoupenim frakci Skrobu.
Konzumace potravin s nizkym glykemickym indexem je doporucovéna z vice divodl, zejména
proto, ze vyznamng¢ prodluzuji pocit sytosti po konzumaci potraviny nebo pokrmu.

Spotfebu lusténin je zddouci zvysSit a doporuceni ke zvySeni spotieby luSténin je soucasti
vyzivovych doporudeni WHO i Vyzivovych doporudeni pro obyvatelstvo Ceské republiky které
vydala Spolec¢nost pro vyzivu. Hlavnimi diivody nizké spotieby lusténin jsou, pro vétSinu obyvatel,
ne prili§ lakavé senzorické vlastnosti pokrmil z lusténin, travici problémy po jejich poziti a Casove
naro¢na piiprava pokrmt. Tyto ditvody byly zjistény i1 v anketé provedené v ramci diplomové prace
na VSCHT.

Travici potize po poziti luSténin jsou zplsobeny hlavné nestravitelnymi oligosacharidy —
a-galaktosidy a dale vlakninou a resistentnim Skrobem. Obsah nestravitelnych sacharidii 1ze velmi
ucinné (na méné nez 20% puvodni hodnoty) snizit klicenim. Pfi kliceni dochéazi ke zvySeni obsahu
vitaminl (pfedevsim C a B,) a vzniku latek ochrannych. Béhem kliceni se vSak velmi zvySuje obsah
mikroorganizmi — JTK v nagich pokusech dosahly hodnot az 10°.

V literatuie je popsano mnoho onemocnéni z potravin zpusobenych konzumaci naklicenych
lusténin.

Pro prodlouZeni skladovatelnosti nakli¢enych luSténin existuje vice metod. V nasi studii jsme
zvolili metodu oSetfeni vysokym tlakem (paskalizaci). OSetfeni lusténin vysokym tlakem po dobu
10 minut pii tlaku 500 MPa proved! kolektiv VUPP pod vedenim Ing. Housky.

Metoda osetieni vysokym tlakem ma vyhodu v tom, Ze se pfi ni témét neméni senzorické vlastnosti
oSetiené potraviny a u lusténin navic dochdzi k dalSimu snizeni obsahu a-galaktosidi. Klicenim,
plsobenim vysokého tlaku a skladovanim takto oSetfenych semen doslo v naSich experimentech ke
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snizeni jejich obsahu u hrachu na 8 %, u cizrny na 5 % a u ¢ocky na 8 % plivodniho obsahu
galaktosida v suchych semenech.
Pro obohaceni naklicenymi lusténinami jsou vhodné nasledujici pokrmy:

» Salaty — vétSina zeleninovych salatt

* Polévky - zeleninové

* Piilohy — bramboracky, riizné placicky

* Hlavni pokrmy — bramborak, michana vejce

* Alternativy pokrmu z masa - karbanatky

* Pomazanky — slané i sladké

* Jemné¢ pecivo — ze Slehanych hmot, perniky

Ptiklady obohacenych zeleninovych salatt s pridavkem nakli¢ené soji oSetfené vysokym tlakem
Fazolovo-rajcatovy salat s pfidavkem naklicené soji

Nutri¢ni hodnoceni zeleninovych salatt bez ptidavku a s ptidavkem naklicené soji

Fazolovo-rajcatovy salat

EH B T S
Bez soji 138kJ |1,2g 106g [55¢g
S pridavkem séji 238k [3.8¢ 20g |59¢g
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Salat s kuskusem a houbami

EH B T S
Bez soji 276 k] [25¢g |I,1g (112¢g
S pridavkem soji 320k] [3,9g |1.8¢g |108¢g

Senzorického hodnoceni zeleninovych salati bez ptidavku a s ptidavkem nakli¢ené soji
Fazolovo-rajcatovy salat
Pfijemnost

vzhledu

. 100
Intenzita

lusténinové 50 Prijemnost Salat s pfidavkem sdji
. ) barvy
chuti
—&—Salat bez pfidavku soéji
Pfijemnost Pfijemnost
textury | viné

Pfijemnost
chuti

Salat s kuskusem a houbami

Pfijemnost

vzhledu
. 100

Intenzita | ure

vaw s . Prijemnost
lusténinoveé 50 bary

chuti y Salat s pfidavkem soji

Pfijemnost Pfijemnost ——o—Salat bez pfidavku soéji

textury viné

Pfijemnost
chuti

Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily pouze v intenzité lusténinové chuti

Dale jsme pouzili nakli¢ené lusSténiny pro pfipravu karbanatk. Na pfipravu karbanatk z
nakli¢ené cizrny byl pfijat uzitny vzor PUV 2013-28595 Karbanatek z naklicené cizrny, lic.

smlouva 131/2014. Pro ilustraci je uvedena ¢ast textu uzitného vzoru.
Podstata technického feSeni

* Uvedené nedostatky nejsou u nového vyrobku, ktery je vyroben z nakli¢enych semen cizrny

a ma disledkem nakliceni sniZzeny obsah alfa-galaktosidl az na 20 %.

» Tento vyrobek je vytvoren z nakli¢ené cizrny 50 — 80 %, loupanych slunec¢nicovych semen
25-35 %, ptiblizné 20 % pak tvoii pojici vejce s moukou a zbytek doplni ochucujici

ptidavky zeleniny a bylinek.
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* Vyslednou podobou vyrobku je opeceny karbanatek, ktery neobsahuje kromé vejce zddnou
zivoCiSnou bilkovinu, mé pfitom velmi pfijemnou masitou chut. Pachut vznikajici pii
kliceni, kterd n€kterym konzumentim vadi, je ochucenim dokonale potlacena.

Dalsi moznosti vyuziti lusténin je pouziti okary, kterd odpada pii vyrob¢ s6jovych napoju a pro
své slozeni je vhodna jako ptidavek zejména do pokrmt pro redukéni diety.
Slozeni okary z naSich experiment (sloZeni okary zavisi na podminkach ptipravy napoje)

Obsah slozky [% v suSiné]
Bilkoviny 29,1

Tuk 4,3
Sacharidy 5,0
Vlaknina 57,6

Popel 4,0

Pro ilustraci moznosti vyuziti okary uvadime ¢ast textu uzitného vzoru PUV 2013-28602
Pomazanka z okary, lic. smlouva 132/2014

Ptiklady uskute¢néni technického feseni

Ptiklad 1

Pomazénka z okary s tunidkem a cibuli

42 g okary se smisi s 28 g syra Gervais original, 21 g tundku ve vlastni §tavée, 8 g cibule, 1 g
fepkového oleje, 1 g soli a ochuti se pepfem a citronovou Stévou. VSechny komponenty
dikladné rozetfeme v tieci misce.

Priklad 2

Pomazanka s celerem a vejci

32 g okary se smisi s 25 gramy syra Luc¢ina (mékkého tvarohu), 21 g celeru, 11 g mrkve, 10 g
celého vejce, 1 g fepkového oleje, 1 g soli. VSechny komponenty diikladné rozetieme v treci
misce.

Ptiklad 3

Pomazénka se skofici a ananasem

26 g okary se smisi s25 g nizkotuéného tvarohu, 25 g tu¢ného tvarohu, 19 g na jemné
nakrajeného kompotovaného ananasu, 5 g mouckového cukru. Vysledny produkt se dle chuti
doplni skofici a ananasovym aroma.

Pomazanky z okary byly senzoricky hodnoceny velice pozitivné.

Zavér.

Zvysit spotfebu lusténin lze pridavkem lusténin k rliznym pokrmim. Tim se zmen$i travici
potize po konzumaci lusténinovych pokrmi a zaroven se pokrm obohati dilezitymi zivinami.
Obzvlasté vyhodny je pfidavek naklicenych luSténin, které maji snizeny obsah nadymavych
latek a obsahuji vice pozitivné ptsobicich Zivin. Pokrmy s ptfidavkem luSténin lze pouzit i pro
redukéni diety. Pro redukéni diety se obzvlasté hodi pridavek okary - suroviny odpadajici pii
vyrobé¢ s6jovych napoji.
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R 21

MEZ TOKU A SENZORICKE HODNOCENI SOJOVYCH JOGURTU PRIPRAVENYCH
Z KLICENE SOJI
Landfeld A., Novotna P., Strohalm J., Rysova J., HouSka M.

Vyzkumny ustav potravinarsky Praha, v.v.i.

Cilem této prace byla aplikace klicenych s6jovych bobl k piipravé séjovych jogurtl s
podstatné snizenym obsahem alfa-galaktosidd. Toto sniZzeni obsahu galaktosidii umozni, Ze tyto
vyrobky nejsou nadymajici. Aby bylo mozno cilené regulovat konzistenci a dalSi senzorické
parametry téchto jogurti, bylo nutno zkoumat vliv obsahu suSiny na tyto parametry kvality,
zejména mez toku, vzhled, viing, taste, sdjova pachut, senzoricka konzistence a celkovy dojem.
Tyto zévislosti napomohly stanovit optimalni obsah suSiny jogurtl z hlediska jejich senzorické
ptijatelnosti. Optimalni hodnota susiny je 6,5 %.
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R 22
ANALYZA TUKU JESTE NIKDY NEBYLA TAK AUTOMATICKA A EFEKTIVNI

Fleglova L.
MILCOM servis, a.s., Hostivaiska 56/538, 102 00 Praha 10

FIREMNI PREZENTACE

Zjednoduseny postup zvySuje bezpecnost prace a snizuje naklady na provoz. Sklada se z
extrakéni jednotky, z jednotky pro hydrolyzu vzorku a samostatného HydroCap filtruktery je
spoleény pro obé jednotky - Soxtec 8000 a Hydrotec 8000 . ReSeni umoziiuje provadét celkovou
analyzu tuku jednim integrovanym procesem. Unikatni, patentovany HydroCap filtr odstraiuje
pienos vzorku , takze se snizuje riziko lidské chyby. Laboratorni ndklady se tak vyrazné snizuji a
vys$si propustnost vzorku zvysuje efektivnost nakladt. Drzék HydroCap filtrii umoznuje dokonalou
sledovatelnost vzorkli od procesu vazeni, ptes hydrolyzu a suSeni, az do dokovaciho systému
extrakéni jednotky po cely proces extrakce. Cely systém je velmi kompaktni, Setfi misto, ¢as a
penize uzivatele.



59

R 23

SNIMANI "NEVIDITELNEHO™ OBRAZU - INFRACERVENE KAMERY A JEJICH
VYUZITIV PRAXI

Korbarova A., Sima J.
Elcom a.s.

FIREMNI PREZENTACE

V soucasné¢ dobé se problematika obrazové analyzy posouva mimo oblast viditelného
spektra do pasma vinovych délek 0,9-14 um (tj. infradervené pasmo - IC). Nejedna se oviem o
pouhé sledovani obrazu termokamerami, tak jak je v praxi zname, nebot’ ty jsou omezeny na
dlouhovInné zafeni (tzv. LWIR — 8-14 um). V praxi se s uspéchem vyuzivaji také dalsi ¢asti IC
spektra, ¢ast kratkovinna (SWIR — 0,9-1,74 um) a sttedni viny (MWIR — 3,6-4,9 um). Tato méfici
metoda, nazyvand hyperspektralni zobrazovani, je s uspéchem vyuzivdna pfi tfidéni ovoce a
zeleniny, odpadu, pii méteni vlhkosti, analyze tukli a v mnoha dalSich tilohdch. V nasem pftispévku
predstavime piehled komeréné dostupnych kamer, které umoziiuji ziskat obraz v IC oblasti.
Zminime jejich varianty, oblasti a zptsob jejich pouziti a moznosti zpracovani ziskanych vysledk.
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R 24

CHARAKTERISTIKA KQMERéNE DOSTUPNYCH POTRAVINOVYCH DOPLNKU
A KOSMETICKYCH PRIPRAVKU NA BAZI KOLAGENU A KERATINU

Jirdt M.!, Zachariasova M.!, Dzuman M.', Haj§lova J."

1) Ustav analyzy potravin a vyzivy, Technicka 3, 166 28, Praha-Dejvice

Uvod:

Hydrolyzovany kolagen a keratin nachazeji Siroké uplatnéni v kloubni vyzive, ale také jako
slozky potravinovych dopliikki a kosmetickych piipravki, které maji pozitivni vliv na zdravi
pokozky, nehtt a vlasii. Kolagen ptfedstavuje hlavni strukturalni protein obratlovci, je to nejhojnéjsi
protein, ktery tvoii ptiblizné 30 % z celkového obsahu télesnych bilkovin. Vyskytuje se predevsim
ve tkanich, které maji podpiirnou funkci. Mezi nejbéznéjsi zdroje kolagenu patii kize, kosti, Slachy
a chrupavky. V poslednich letech ziskaly zna¢nou pozornost také suroviny z ryb a driibeze.[1]
Keratiny jsou vlaknité nerozpustné bilkoviny vyssich obratlovcti. Nachazeji se v kiizi, vlasech, vIng,
pefi, nehtech, kopytech a v rozich, kde slouzi ptedev§im k ochrané pted vnéj$im prostfedim. Jsou
rozdéleny na tvrdé a mékké podle jejich chemickych a fyzikalnich vlastnosti, a li§i se zejména v
obsahu cystinu. Do kategorie tvrdych keratinli patfi ty, které tvofi rohovinu, nehty, vlasy, vinu a
pefi (obsahuji 10 az 14 % cystinu). Mékké keratiny, obsazené v klizi, obsahuji cystinu velmi malo
nebo zadny. Jsou ale bohaté na aminokyseliny s kratkym postrannim fetézcem, zejména glycin,
alanin a serin.[2][3]

Kosti, chrupavky a pefi, které ptredstavuji odpadni material vznikajici v ramci ZivociSné
produkce, obsahuji obrovské mnozstvi téchto potencialné¢ vyuzitelnych proteint. Presto, ze maji
odpady z zivoci$né produkce potencial pro dal$i zpracovani, jejich vyuzivani je zatim jen okrajové.
Tyto odpady naopak piedstavuji pro podnik spiSe komodity s velmi nizkou, nulovou, né¢kdy
dokonce zapornou ekonomickou hodnotou. Efektivnim zpracovanim téchto surovin, jako je
hydrolyza nebo biorafinace, je mozné ziskat vyuzitelné latky, které by mohly pomoci podnikim k
vyS$$im ziskiim, respektive ke snizeni nakladl spojenych s likvidaci odpadd.

Prokéazani ucinku komeréné dostupnych kolagenovych/keratinovych preparatti se obvykle
poji s provedenymi klinickymi studiemi, avSak podrobnéjsi informace o charakteru konkrétni formy
hydrolyzovanych polymerti (napi. molekulovd hmotnost), kterd ma na biologickou dostupnost
zésadni vliv, obvykle zcela chybi. Pfesnou charakteristiku formy kolagenu/keratinu, kterd je v
daném preparatu pfitomna, zadny z vyrobcll na obale neuvadi. Jak bylo zjisténo na zaklad¢ pifimé
komunikace s vyrobci piipravki ¢i dodavateli bioaktivnich latek, vyrobei uvadi jen kvantitu
celkového kolagenu/keratinu, nikoliv jejich konkrétni formu. AvSak pro porozuméni souvislosti
mezi danym biologickym efektem a charakterem konkrétni formy ucinné latky je tieba strukturu
kolagenu a keratinu co nejvice charakterizovat.[4][5]

Vyzkum probéhl za finanéni podpory projektu Centrum kompetence pro vyzkum biorafinaci
(TE01020080) a za uéelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT &. 20/2014)

Cil studie:

Cilem této studie bylo charakterizovat komercné dostupné doplilky stravy a kosmetické
vyrobky na bazi hydrolyzati kolagenu a keratinu z pohledu distribuce molekulovych hmotnosti
peptidi a proteinli. Za timto ucelem byla vyvinuta metoda vyuzivajici vyluCovaci kapalinové
chromatografie (,,size exclusion*) a UV detektoru. Vysledky byly srovnany s deklaraci na obalu
vyrobku. Informace ziskané z této studie budou vyznamnou podporou béziciho projektu Centra
kompetence pro vyzkum biorafinaci.

Chemikalie, material:

- dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Sigma-Aldrich (CR)
- dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, Sigma-Aldrich (CR)
- chlorid sodny p.a., Penta (CR)
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- sorbent Bondesil C-18, Agilent (USA)

- PTFE kyvety (15 ml), Merci (CR)

- PTFE mikrofiltry (0,22 um), Ciro (USA)

- MS® Nylon Membrane Filter (0,22 pm), Membrane Solutions (USA)

- analyticka kolona: Yarra 3 um SEC 2000, 300x4.6mm, Phenomenex (USA)
- kapalinovy chromatograf HP1200 ve spojeni s UV detektorem

Vzorky:

Na ¢eském trhu bylo zakoupeno 8 vzorkti dopliki stravy slouzicich ke kloubni vyzive, které
mely deklarovany obsah hydrolyzovaného kolagenu a 6 vzorkii vlasovych sér s deklarovanym
obsahem ¢aste¢né hydrolyzovaného keratinu.

Piiprava vzorkii:

Vzorky potravinovych doplitkkti byly nejprve zhomogenizovany a nasledné bylo 100 mg
vzorku rozpusténo v 10 ml fosfatového pufru (pH = 6,8). Aby doslo k uplnému rozpusténi vsech
peptidl a proteint, byly vzorky ponechény 2 hodiny na ultrazvukové lazni. Nésledovalo precisténi
pomoci 2 um mikrofiltrii. Pfi pfipravé vzorkl vlasovych sér musel byt zahrnut krok pro odstranéni
nepolarnich latek (olejtt), které se v téchto ptipravcich spolu s keratinem casto vyskytuji. 2 g vzorku
byly vytfepany s 200 mg Bondesilu C-18 po dobu 2 minut, poté¢ nasledovalo odstfedéni (2 min,
10,000 RPM) a opét ptecisténi pomoci 2 pm mikrofiltra.

Instrumentélni analyza:
Pro separaci analytli byla vyuzita vylu¢ovaci kapalinova chromatografie (,,size exclusion®)
ve spojeni s UV detekci. Souhrn vSech podminek analyzy je shrnut v Tab. I.

Tab. I: Charakteristika chromatografickych podminek

Kolona Yarra 3 pm SEC 2000, 300x4.6mm, Phenomenex (USA)
Teplota kolony 25°C

Pritok mobilni faze 0,35 ml/min

Objem nastriku 2l

Mobilni faze 50 mM fosfatovy pufr, 300 mM NaCl, pH 6,8

Eluce isokraticka

Délka metody 20 min

Detekce UV, 220 nm

Vysledky a diskuze:

Separace proteintl a peptidii probihala pomoci vylucovaci kapalinové chromatografie, kde
probiha separace analytd podle jejich molekulové hmotnosti. Na Obr. 1 je zobrazen
chromatograficky zaznam standardniho referen¢niho proteinu (BEH200 SEC Protein Standard Mix,
Waters, USA), ktery slouzil jako standardni materidl pii vyvoji metody a dale chromatograficky
zaznam vzorku hydrolyzovaného kolagenu (BioCell Collagen, USA), ktery méa deklarovany obsah
hydrolyzovaného kolagenu 65%, a podle kterého byla provedena kvantifikace kolagenu a keratinu
v analyzovanych vzorcich.
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Obr. 1: Chromatograficky zaznam A) standardniho referen¢niho proteinu, B) hydrolyzovaného
kolagenu (BioCell Collagen)

1) Dopliiky stravy na bazi kolagenu

Obsah kolagenu zjistény experimentalné¢ byl porovnén s informaci uvedenou na obale
potravinového dopliku. Deklarovany obsah hydrolyzovaného kolagenu se vyznamné lisil pouze u
vzorku ¢. 4 (Obr. 2). Vzorek ¢. 8 mél deklarovany obsah hydrolyzovaného kolagenu, ale podle
chromatografického zaznamu se jednalo o kolagen nativni. Chromatografické zaznamy nativniho
kolagenu typu II a vzorku ¢. 8 jsou na Obr. 3. Informace o tom, jestli se jedna o kolagen nativni
nebo hydrolyzovany je velice dulezita, jelikoz kolagen hydrolyzovany ma lepsi biologickou
dostupnost nez kolagen nativni.

100,0 - 92
83,0 79,3
80,0
3
£ 59,8
g 600 - 50 50,3 .
- 42,0 W stanovene
= 37,0
40,0 - 30,8 4
£ ' deklarované
X 17,6
T 200 | 7141 13,3 10,7
I I 1,7 112
0,0 - —
1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 2: Stanoveny obsah hydrolyzovaného kolagenu porovnany s informaci uvedenou na obale
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Obr. 3: Chromatografické zaznamy nativniho kolagenu typu II a vzorku ¢. 8
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2) Vlasova séra na bazi keratinu

Na Obr. 4 jsou zobrazeny vysledky analyzy vlasovych sér s obsahem hydrolyzovaného
vlasového keratinu. Pro srovnani byly zakoupeny profesionalni produkty pro kadefniky i vyrobky,
které jsou bézné¢ dostupné v drogeriich. Z vysledkl je vidét, ze pripravky pouzivané kadetniky
obsahovaly mnohem vice keratinu nez ptipravky neprofesionalni. Pro zajimavost jsou na obrazku
uvedeny 1 ceny vyrobkl, kde vzorky 15 a 16, které maji téméf stejny obsah hydrolyzovaného
kolagenu, se cenové pomérn¢ vyrazné lisi. V tomto piipadé¢ nezalezi pouze na kvantité
hydrolyzovaného keratinu, ale i na distribuci molekulovych hmot. Na Obr. 5 jsou zobrazeny
chromatografické zdznamy keratinového koncentratu (vzorek 13) a vzorku 16. Vzorek 16 ma vyssi
obsah vysokomolekularnich latek, které hiire pronikaji do vlasového vlakna.

Chemyprotein

wool keratin ) -
(kOncentrat) Pripravky pouzwa né kadefniky
16
14
1.2
1
X o8
06 Vlasovy pfipravek
vyrobeny z tohoto
04 knncenrratu Vzorky zakoupené v drogerii
l . ‘|
02 I
01
’ |

18 19

309 Ké 590 K& 169 K& 199 K¢ 120 K¢ 89 K¢

Obr. 4: Celkovy obsah hydrolyzovaného keratinu ve vzorcich vlasovych sér
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Obr. 5: Porovnani distribuce molekulovych hmotnosti mezi keratinovym koncentratem (vzorek 13)
a vzorkem 16.
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Uvod

Autenticita a pluvod potravin jsou vyznamnymi kvalitativnimi parametry, na néz je
v posledni dobé¢ kladen velky diraz. Kontrolni organy a spotiebitelé pozaduji stale vice informace o
potravinach, které jsou distribuovany na trh. Vedle odhalovani falSovani potravin podvodnymi
vyrobci za ucelem ekonomického zisku (napt. pfimési levnéjsi slozky) je u mnoha skupin potravin
nutné kontrolovat také jejich geograficky nebo druhovy ptvod, ktery ¢asto rozhoduje o kvalité
a/nebo cen¢ produktu.

Jako velmi perspektivni se v této oblasti analyzy potravin jevi aplikace metabolomického
piistupu, kdy se k hodnoceni autenticity a pivodu potravin vyuziva charakteristického profilu
(,,fingerprintu®), jehoz cilem je globalni analyza nizkomolekuldrnich slou¢enin (obvykle do 1500
Da).

V této studii byl vyuzit inovativni postup s vyuzitim iontového zdroje pro piimou analyzu
vrealném case DART (Direct Analysis in Real Time), ve spojeni s vysokorozliSovacim
hmotnostnim spektrometrem s analyzatorem typu orbitrap, pro rychlé profilovani zivo¢iSnych tuki
(mléko, maso, ryby) a hodnoceni jejich autenticity s vyuzitim metabolomickych profili a
multivariacni statistické analyzy.

Piipadova studie 1: detekce rostlinnych olejit v mléénych vyrobcich

Vzorky

Metoda je urena pro kvalitativni analyzu charakteristickych rostlinnych triacylglyceroli
s molekulovou hmotnosti od 896 do 904 Da, pochdzejicich ze slunecnicového, fepkového a
sojového oleje v mlécnych vyrobcich. Valida¢ni studie byla realizovana s pouzitim vzorkl
meékkého syra, ale metoda je pouzitelna i pro ostatni mlécné vyrobky s obsahem tuku > 10 %, jako
jsou napt. plisiiové, polotvrdé a tvrdé syry nebo maslo.

Priprava vzorku

Reprezentativni vzorek se homogenizuje s pouzitim laboratorniho homogenizatoru. Navazi
se 1,0 g homogenizovaného vzorku do 15 ml plastové kyvety a ptidad se 6,0 ml toluenu. Smés se
intenzivné tfepe po dobu 2 min. Poté je smés odstiedéna (~11000 rpm, 5 min, 20 °C) a supernatant
podroben instrumentalni analyze. Piipadné neodd€lené pevné cCastice vzorku nebo zdkal se
z extraktu odstrani filtraci ptes 0,45 pm PTFE mikrofiltr pomoci plastové strikacky.

Analyza vzorku

Extrakt vzorku je po naneseni na povrch vzorkovacich tyCinek (pomoci mikropipety)
pomoci autosampleru automaticky pienesen do ioniza¢niho prostoru mezi iontovy zdroj DART a
hmotnostni spektrometr, kde dochdzi kionizaci analytd. Pro podporu efektivity ionizace
triacylglycerold je do vzdéalenosti 5 cm od ionizaniho prostoru umisténa 2 ml vialka s roztokem
amoniaku, jehoz pary indukuji tvorbu intenzivnich [M+NH4]" iontd analyti. Podminky DART
ionizace a MS detekce jsou uvedeny v Tab I, ostatni parametry pfistroje byly automaticky
optimalizovany dle doporuceni vyrobce.



65

Tab I: Prehled nastaveni parametri DART-MS systému.

DART iontovy zdroj

Mod ionizace positivni

Ionizac¢ni plyn helium

Teplota ioniza¢niho plynu 450 °C

Priitok ioniza¢niho plynu 2,5 1/min

Napéti na jehle (needle voltage) -5000 V

Napéti na elektrodé¢ (electrode voltage) +350 V

Rychlost posunu autosampleru 0,5 mm/s

Doba desorpce vzorku 12's

Dopant vodny roztok amoniaku (20 %, w/w)
Hmotnostni spektrometr

Typ hmotnostniho analyzatoru iontova past / orbitalni iontova past
Napéti na kapilaie (capillary voltage) +50 V

Napéti iontoveé optiky (tube lens voltage) | +150 V

Sledovany rozsah m/z 50-1000

Rychlost sbéru hmotnostnich spekter 2 spektra/s

RozliSovaci schopnost 50,000 fwhm

fwhm = §irka spektralniho piku v poloviné jeho vysky (full width at half maximum).
Vysledky a diskuse

Mekky syr
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Obr.1: DART(+)-MS charakteristické fingerprinty mékkého syra a mékkého syra s piidavkem
rostlinného oleje a ve spodni ¢asti obrazku je uveden chronogram znazornujici ptidavek riznych
oleji v rizném mnoZzstvi.
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Relativni odezva

8
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Detekce pritomnosti analyti se provadi na zéklad¢ inspekce chronogramu (zaznamu v case)
vytvofené¢ho v rozmezi hodnot m/z 896 - 906. Ptitomnost analytl nad mezi detekce metody se
projevi jako zfetelny desorpcéni pik v piislusném chronogramu. Pfiklad chronogramu ziskané¢ho
analyzou vzorkii mékkého syru s ptidavkem slunecnicového, fepkového a sdjového oleje v rozmezi
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0 az 25 hm.% (g rostlinného oleje/100 g vyrobku) uvadi Obr 1. Identifikace a konfirmace analytd
se provadi porovnanim teoretické a experimentalni hodnoty m/z piislusného [M+NH,]" iontu
v hmotnostnim spektru ziskaném zprimérnénim zaznamt pies desorpéni pik. Pro konfirmaci
identity analyti nesmi byt tento rozdil vys$si nez 5 ppm (parts per million). Obr. 1 dale uvadi
ptiklad DART hmotnostnich spekter ziskanych analyzou vzorkti mekkého syra bez a s ptidavkem
fepkového oleje.

Pripadova studie 2: stanoveni profilu triacylglycerolit hovéziho a vepiového masa a rychla
screeningovd metoda pro detekci piidavku soji do masa a masnych vyrobkii
Vzorky

Metoda je urcena pro kvalitativni stanoveni relativniho zastoupeni triacylglycerold
s molekulovou hmotnosti od 820 do 978 Da, v hexanovém extraktu masa nebo masnych vyrobk.
Relativni zastoupeni triacylglycerolii v tuku masa je vedle fady jinych faktorGi ovlivnéno také
druhem masa. Proto data ziskané touto metodou mohou slouzit ke kontrole identity druhu masa na
zékladé porovnani zaznamu testovaného vzorku se zdznamem ziskanym analyzou autentického
materialu.

Metoda je dale uréena pro odhaleni piidavku s6ji do masa nebo masné¢ho vyrobku na
zéklad¢ vySetteni nepolarni frakce (triacylglycerolil) 1 polarni frakce vzorku.

Priprava vzorku

Reprezentativni vzorek se homogenizuje s pouzitim laboratorniho homogenizatoru. Vzorky
masa byly zpracovany extrakci hexanem (pro extrakci nepolarnich latek — triacylglycerolil) a
extrakci 80% methanolickym roztokem ve vod¢ (pro extrakci polarnich latek). K2 g
homogenizovaného vzorku bylo pfiddno 6 ml pfislusného rozpoustédla. Vzorek byl nasledné
extrahovan pomoci turaxu po dobu 1 min. Poté byla kyveta centrifugovana po dobu 5 minut
(11000 rpm, 20 °C). Pro DART-HRMS analyzu byl odebran cca 1 ml horni vrstvy do 2 ml tmavé
vialky se Sroubovacim uzévérem. Piipadné neodd€lené pevné castice vzorku nebo zdkal se
z extraktu odstrani filtraci pies 0,45 um PTFE mikrofiltr pomoci plastové stiikacky.

Analyza vzorku

Analyzy vzorkli probihala obdobn¢ jako v pfipadé¢ prvni studie. Byly pouzity stejné
podminky pro analyzu nepolarni frakce, jak je uvedeno v Tab I. Pro analyzu polarnich extraktt
byla zvolena teplota ionizacniho plynu 350°C a extrakt byl proméfen v pozitivnim i negativnim
modu ionizace.
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Vysledky a diskuse

DART()MS DARTIE)ZIVS
hexanovy extrakt 80% methanolicky extrakt
(triacylglyceroly) (poldrni Iatky)

"3 vepiové maso " e vepiové maso

25000

hovézi maso

z00m m/z 800-1000 zoom m/z 100-500

Obr.2: DART(+)-MS metabolomické fingerprinty vepirového a hovéziho masa — hexanové a
80%methanolické extrakty.

Obr. 2 uvadi piiklad DART hmotnostnich spekter ziskanych analyzou vzorkt vepiového a
hovéziho masa. Z porovnani zdznamu jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi druhy masa, které
mohou byt pouzity pro sledovani autenticnosti. Rozdily je mozné pozorovat jak ve vyskytu
jednotlivych ionth, tak v jejich relativnich intenzitdch. Dale uvadi ptiklad DART hmotnostnich
spekter polarnich latek métenych v 80% methanolickém roztoku v negativnim modu ionizace
analyzou vzorkd vepfového a hovéziho masa. Z porovndni zdznami jsou opét patrné rozdily mezi
jednotlivymi druhy masa, které mohou byt pouzity pro sledovani autenti¢nosti. Rozdily je mozné
znovu pozorovat jak ve vyskytu jednotlivych iontl, tak v pomérech relativnich intenzit vybranych
iontd (napt. m/z 151, 154 208, 225, 264, 271, 302 a 356).

Na Obr. 3 je uveden pfiklad DART hmotnostnich spekter polarnich latek métenych v 80%
methanolickém roztoku v negativnim modu ionizace analyzou vzorkl Cistého hovéziho masa,
hovéziho masa s ptidavkem so6ji a samotné sgji. Z porovnani zdznamu jsou patrné rozdily mezi
jednotlivymi vzorky, které mohou byt pouzity pro detekci ptidavku séji do masa. Plati stejn¢ jako
v pfedchozim piipadé, ze rozdily je mozné pozorovat jak ve vyskytu jednotlivych ionti, tak
v pomérech relativnich intenzit vybranych ionti.
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Obr. 3: DART(-)-MS metabolomické fingerprinty 80% methanolického extraktu hovéziho masa,
hovéziho masa s 10% pridavkem so6ji a samotné sdji.

Piipadova studie 3: stanoveni profilu triacylglycerolit sladkovodnich a moiskych ryb
Vzorky

Metoda je urcena pro kvalitativni stanoveni relativniho zastoupeni triacylglycerold
s molekulovou hmotnosti od 791 do 993 Da, v ethylacetaitovém extraktu rybi svaloviny. Relativni
zastoupeni triacylglycerol v tuku ryb je vedle fady jinych faktorti ovlivnéno také druhem ryby.
Proto data ziskané touto metodou mohou slouzit ke kontrole identity rybi tkdné¢ na zdklad¢
porovnani zdznamu testovaného vzorku se zdznamem ziskanym analyzou autentického materialu.

Piiprava vzorku

Reprezentativni vzorek se homogenizuje s pouzitim laboratorniho homogenizatoru. Vzorky
ryb byly zpracovany extrakci ethylacetditem. K 10 g homogenizovaného vzorku bylo pfidano 5 ml
deionizované vody a 10 ml ethylacetatu. Vzorek resp. lipidy byly nésledné extrahovany pomoci
Turraxu po dobu 1 min. Poté byla kyveta centrifugovana po dobu 5 minut (11000 rpm, 20 °C). Pro
DART-HRMS analyzu byl odebran cca 1 ml horni vrstvy do 2 ml tmavé vialky se Sroubovacim
uzaveérem. Pripadné neoddélené pevné Castice vzorku nebo zakal se z extraktu odstrani filtraci ptes
0,45 um PTFE mikrofiltr pomoci plastové stiikacky.

Analyza vzorku
Analyzy vzorkli probihala obdobn¢ jako v pfipadé¢ prvni studie. Byly pouzity stejné
podminky pro analyzu nepolarni frakce, jak je uvedeno v Tab I.
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Obr. 4: DART(+)-MS metabolomické profily triacylglycerold riznych druht ryb.

Detekce analytil se provadi na zékladé€ inspekce chronogramu (zaznamu v ¢ase) vytvotreného
vrozmezi hodnot m/z 750-1000. Identifikace a konfirmace analytd se provadi porovnanim
teoretické a experimentalni hodnoty m/z pfislusného [M+NH,]" iontu v hmotnostnim spektru
ziskaném zpriméménim zadznamu pres desorpéni pik. Pro konfirmaci identity analytd nesmi byt
tento rozdil vyssi nez 5 ppm (parts per million). Obr. 4 uvadi ptiklad DART hmotnostnich spekter
ziskanych analyzou vzorkii riznych druhit moiskych (sled, tunak, treska, losos, pangas) a
sladkovodnich ryb (pstruh). Z porovnéni zdznamu jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi druhy ryb,
které mohou byt pouzity pro sledovani autenti¢nosti. A opét plati, Ze rozdily je mozné pozorovat jak
ve vyskytu jednotlivych iontd, tak v pomérech relativnich intenzit vybranych iontt.

Zavér

Na zaklad¢ provedenych experimenti a ziskanych vysledkii byly sepsany a piedany do
praxe tfi certifikované metodiky pro kontrolu potravin Zivocisného ptivodu (mléko, maso, ryby),
pro stanoveni autenticity a detekci falSovani potravin: 1) Metoda pro detekci rostlinnych oleji
v mlé¢nych vyrobcich — metoda je urcena pro Statni zemédélské a potravinatské inspekce (SZPI),
2) Metoda pro stanoveni profilu triacylglyceroli hovéziho a vepirového masa a rychla screeningova
metoda pro detekci ptidavku s6ji do masa a masnych vyrobkli — metoda je urena pro Statniho
veterinarniho ustavu Praha (SVU), 3) Metoda pro stanoveni profilu triacylglycerolii sladkovodnich
a motskych ryb — metoda je uréena pro Statniho veterinarniho Gistavu Praha (SVU). Metody lze
genericky pozit také pro analyzu dalSich typli matric.

Tato studie vznikla za podpory projekti (i) MZe QI91B306 (ii) MSMT MSM 6046137305 a (iii)
ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢. 20/2013).
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R 26

ROZLISENI CHLAZENEHO A ZMRAZENEHO/ROZMRAZENEHO MASA POMOCI
ENZYMOVYCH METOD

Skorpilova T., Simoniova A., Pipek P.
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 3, 166 28 Praha 6

Abstrakt

Krystalky ledu, které vznikaji v pribéhu zmrazeni masa, poskozuji bunééné membrany a bunécné
organely, v dusledku ¢ehoz se uvoliiuji mitochondridlni enzymy do sarkoplasmatu. Pfitomnost
téchto enzymu v sarkoplasmatu masa tak muze indikovat pfedchazejici zmrazeni. Na zéklad¢
experimenty s vepiovym a kufecim masem, kdy byly porovnany obé doposud pouzité metody, tj.
meéfeni aktivity citratsyntazy a akonitazy, a byl sledovan rozdil aktivity enzymul v exsudatu mezi
chladirensky a mrazirensky skladovanymi vzorky. Ze ziskanych dat je patrné, ze ob&é metody
umozinuji rozliSeni cerstvého a rozmrazeného masa, detekce pomoci aktivity akonitdzy vSak
poskytuje presnéjsi vysledky.

UvoD

Zmrazovani je jednou z nejstarSich metod uchovy potravin. Slouzi k dlouhodobému uchovani
potravin a byva nutnym krokem pii ptipravé nékterych pokrma [tatarsky biftek, carpaccio atd.].
Zmrazenim dochazi ke ztraté Cerstvého vzhledu a ztraté nékterych slozek, jako je voda a v ni
rozpu$téné vitaminy a mineralni latky, jez dodavaji masu chut' a aroma. Také se zkracuje doba
udrznosti, jelikoz dochéazi k poSkozeni bunék a pifitomnd mikroflora se jednoduSeji dostane

k zivinam. Je-li tedy maso rozmrazené prodavano jako Cerstvé, jde o falSovani [Leygonie et al.,
2012].

K detekci zmrazeni je mozné pouzit fadu metod, které Ize rozdé€lit na neenzymové a enzymové.
Mezi nejbéznéjsi neenzymové metody patii mikroskopie, kdy se sleduje poSkozeni cytoplasmatické
membrany bunck, a senzorické hodnoceni, kdy panel proSkolenych hodnotitelti urcuje na zakladé
vzhledu, zda ke zmrazeni doSlo [Ballin a Lametsch, 2008]. Dal§imi metodami jsou napf.
infraCervena spektroskopie, jez vyuziva rozdilného rozptylu svétla pfi rozdilném obsahu vody
[Damez a Clejron, 2008], a dile DNA metody, kdy se zjiStuje mira poSkozeni DNA [Ballin a
Lametsch, 2008].

Enzymové metody jsou zalozeny na detekci mitochondridlnich enzymt, které mohou byt
ukazatelem zmrazeni, protoZe se uvoliluji pouze pifi poSkozeni bunééné membrany [Ballin a
Lametsch, 2008]. Mezi starSi enzymové metody patii HADH metoda, kterd detekuje enzym
S-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenazu [Fernandez et al., 1999], a API-ZYM™ testovaci souprava,
diky niz je mozné stanovit 19 enzym; jen nekteré vSak ukazuji na zmrazeni, protoze ne vsechny
jsou mitochondrialni [Ellerbroek et al., 1995]. Zkousi se stanoveni aktivity citratsyntazy a
akonitazy.

MATERIAL A METODY

K experimentiim byly pouzity vzorky vepiového [m. longissimus lumborum et thoracis] a kuteciho
masa [stehna bez kize].
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Priprava vzorki

Vepiova svalovina [m. longissimus lumborum et thoracis] byla rozd€lena na platky o hmotnosti
ptiblizné 15 g a platky byly vakuové zabaleny do PE folie. Vzorky kufecich stehen [200 — 230 g]
byly jednotlivé zabaleny do PE folie, vakuové zabaleny a umistény do lednice [+2 °C] a mrazaku
[-18 °C]. Chladirensky skladované vzorky byly sledovany po dobu 10 dni, mrazirensky skladované
vzorky po dobu 45 dni. Ke sledovani aktivity enzymi byl pouzit exsudat uvolnény ze vzorki.

Metody

Exsudat byl zfedén v poméru 1:9 vodou, prefiltrovan a pouzit pro stanoveni aktivity obou enzym?.
Aktivita citratsyntazy a akonitdzy se méfila podle postupti dodavanych ke komerénim sadam pro
dan¢ enzymy.

Citratsyntaza se detekuje pomoci 5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny [TNB], kterd vznika reakci
DTNB s CoA-SH a jeji koncentrace se méti spektrofotometricky pti 412 nm. Aktivita akonitazy se
stanovi spektrometricky pii 340 nm na zakladd koncentrace NADPH [OxisResearch™, 2014;
SIGMA-ALDRICH®, 2014].

VYSLEDKY A DISKUSE

Alizadeh et al. [2007] tikaji, Ze specifické enzymy by se mély vyskytovat pouze v exsudatu
z rozmrazen¢ho masa, avSak nékolik praci toto tvrzeni nepotvrzuje [Hamm a Gottesmann, 1984;
Guilaume et al., 2002; Simoniova et al., 2013]. Proto bylo cilem této prace odliSit maso cerstvé od
rozmrazeného pomoci zmény v hodnoté aktivity enzymt a vysledky statisticky zhodnotit.

Na zakladé¢ ziskanych dat pro kufeci maso je patrné, ze Cerstvé maso je mozné rozliSit od
rozmrazeného pomoci obou metod. AvSak pfi stanoveni aktivity akonitdzy je mozné rozlisit vzorky
na vyssi hladiné vyznamnosti [a = 0,01], nez pii stanoveni aktivity citratsyntazy. Stejné tak shoda
dvou na sob& nezavislych pokust je vyssi v pfipadé stanoveni aktivity akonitazy [r= 0,99].
Vyhodou akonitazové metody je i to, Ze v prvnich dnech chladirenského skladovani byla ve vétSiné
pfipadli naméfena témeét nulova aktivita, zatimco nékteré hodnoty aktivity citratsyntdzy byly u
chlazenych vzorkil vyss$i nez u zmrazenych.
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Obr. 1: Zavislost aktivity citratsyntazy [vlevo] a akonitazy [vpravo] na dobé a zptisobu skladovani u kufeciho
masa; modra — chlazené, ¢ervena — rozmrazené, tmava — 1. série, svétla — 2. série

Pro vepiové maso se jesté vice prohloubily rozdily v pouzitelnosti obou metod. Korelace dvou na
sob¢ nezavislych testl pfi stanoveni aktivity citratsyntazy byla pouze 20 %, pficemz u akonitazy se
korelacni koeficient pohyboval podobné jako v piipadé kufeciho masa, a to r=0,98. RozliSeni
chlazenych vzorkd vepfového masa od rozmrazenych v piipadé citratsyntazy lze uskutecnit stejné
jako v ptipad¢ kuieciho na hladin€ vyznamnosti a. = 0,05, ale chyba méfeni je zna¢né vyssi. Hladina
vyznamnosti pfi stanoveni akonitdzy se zvysila na 0,001, coz znamen4, Ze rozliSeni je mozné urcit
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s vysokou presnosti. Aktivita akonitazy chlazenych vzorkli nebyla nulové, ale po celou dobu
skladovani se drzela na velice nizké urovni. Hodnoty pro aktivitu citratsyntazy byly v piipadé
chlazenych vzorki zna¢né rozkolisané.
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Obr. 2: Zavislost aktivity citratsyntazy [nahoie] a akonitazy [dole] na dobé a zpiisobu skladovani u vepiového
masa; modra — chlazené, ¢ervena — rozmrazengé, tmava — 1. série, svétla — 2. série

ZAVER

Ze ziskanych dat je patrné, Ze pro rozliSeni chlazenych a rozmrazenych vzorkii je mozné pouzit
stanoveni aktivity akonitdzy. Opakovatelnost metody je vysokd a rozdily mezi chlazenymi a
rozmrazenymi vzorky jsou vyznamné v piipadé kufeciho masa a u vepiového dokonce vysoce

vyznamné [p=0,001]. Citratsyntdza neposkytuje jednozna¢né zavéry a mohla by poskytovat
v n¢kterych piipadech faleSné pozitivni nalezy.

Studie se uskutecnila za podpory Ministerstva zemédélstvi [NAZV] v rdmci projektu QI111B053
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R 27
HODNOCENI KVALITY STOLNICH HORCIC NA CESKEM TRHU

Prchalova J.!, Rajchl Al

b Vysoka §kola chemicko-technologické v Praze, Ustav konzervace potravin, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Uvod

MW w

charakteristické glukosinolaty.® Semena hoitice zluté (Sinapis alba) obsahujici glukosinolat
sinalbin, ktery se plusobenim enzymu myrosinazy (EC 3.2.1.147) rozkldda na 4-hydroxybenzyl
isothiokyanat poskytujici jemnou a nepfilis pal¢ivou chut. Semena hoicice ¢erné (Brassica nigra) a
sareptské (Brassica juncea L.) obsahuji sinigrin, jehoz $t€penim vznika t€kavy allylisothiokyanat,
chut’ piisluinych hoidic je palgiva a §tiplava.”

Ve svéte existuje velké mnozstvi druhti stolnich hoicic, které se mezi sebou 1isi chuti od jemné
aZ po velice ostrou, ale také konzistenci, barvou a pouZitou technologii vyroby. V Ceské republice
je nejoblibengjsi stolni hoicice plnotucna, kde vychozi surovinou jsou semena hoicice zluté. DalSim
oblibenym druhem je kremzska hoicice, ktera se vyrabi ze smési semen hoicice ¢erné a zluté. Dale
ve svete se Isyrébi nasledujici druhy stolnich hotcic: Dijonska, Bordeaux, Meaux, Némecka, Ruska
a Anglickd.™

Vzorky
Celkem bylo analyzovano 24 vzorku stolnich hoi¢ic (8 plnotucné, 8 kremzské, 8 dijonské) a 13
vzorkli semen hoft¢ice zluté. Analyzované vzorky byly zakoupeny v trzni siti.

Senzoricka analyza stolnich hof¢ic

Senzorické hodnoceni 24 vzorkd stolnich hoi¢ic probihalo na Ustavu konzervace potravin
Vysoké skoly chemicko-technologické v Praze deseti proskolenymi hodnotiteli. Pfi hédonickém
hodnoceni u vzorka plnotu¢nych, kremzskych a dijonskych hoi¢ic se hodnotily tyto parametry:
barva, chut’ a konzistence.

Byla vyuzita deseti bodova stupnice: 0 - naprosto nevyhovujici, 1 - mimotfadné nevyhovujici,

2 - velmi nevyhovujici, 3 - dosti nevyhovujici, 4 - nevyhovujici, 5 - primérny, 6 - pfijatelny, 7 -

dosti pfijatelny, 8 - velmi piijatelny, 9 - mimotadné ptijatelny, 10 - naprosto ptijatelny.

Piiprava vzorku
Piiprava vzorki stolnich hoi¢ic a semen hof¢ice Zluté - kvalitativni analyza

Bylo navazeno 5 g vzorkt stolnich hot¢ic a drcenych semen hoi¢ice zluté do 10 ml odmérné
banky a doplnéno toulenem. Takto ptipravené vzorky byly pouzity pro kvalitativni analyzu
metodou DART-MS-TOF.

Priprava vzorku semen hotcice Zluté - stanoveni sinalbinu - kvantitativni analyza

Semena hotcice zluté byla zahtivana v autoklavu po dobu 20 min pti 121 °C kvili inaktivaci
enzymu myrosinazy. Semena hoicice byla rozdrcena na hoi¢i¢ny Srot v mlynku. Do kadinek bylo
20 mM, pH = 7). Obsah v kadinkach byl zahtivan a michdn 10 min ve vrouci vodni 1azni. Obsah v
kadinkach se po vyjmuti z vodni lazn¢ ochladil a odstiedil po dobu 10 min (2000 G, 20 °C). Do
zkumavky bylo odpipetovano 5 ml supernatantu, ke kterému byla pfidana smés 0,5 ml octanu
olovnatého a octanu barnatého (1:1, 0,5 M pro kazdy). Nasledné¢ byl obsah ve zkumavkach
protfepan a odstfedén po dobu 10 min (6000 G, 20 °C). Po odstiedéni se 2 ml supernatantu 5 krat
ziedily a byly zfiltrovany pfes PTFE mikrofiltr (0,45 pum). Takto pfipravené vzorky byly pouZity
pro kvantitativni analyzu metodou DART-MS-TOF a HPLC/UV.

Cile prace
Cilem této studie bylo charakterizovat kvalitu stolnich hot¢ic a semen hoicice zluté pomoci
nové techniky DART-MS-TOF. Technika DART-MS-TOF byla pouzita pro rychly screening
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stolnich hoi¢ic a jejich charakterizaci. Technika DART-MS-TOF byla dale pouzita pro kvantitativni

stanoveni glukosinolatu sinalbinu v semenech hoicice zluté.

Vysledky a diskuze
Senzorické hodnoceni stolnich horcic

Z obrazku ¢. 1 je patrné, ze hodnotitelé¢ oznacili vzorek 1 jako nejlepsi vzorek plnotucné
hot¢ice na Ceském trhu, naproti tomu ohodnotili vzorek 8 jako nejhorsi. Nejvice typickou barvu
plnotu¢né hoicice mély vzorky 1, 4 a 5. Nejméné typické barva byla shledana u vzorku plnotu¢né
hotcice 7 a dale také u vzorku 3. Nejlépe byla hodnocena chut’ u vzorku plnotu¢né hoicice 1 a 5.
Primérnou chut’ mély vzorky 3 a 4. Nejhiie byla hodnocena chut’ u vzorku 8 a dale také u vzorku
7. U vzorku 1 byla hodnocena konzistence velmi ptiznive, oproti tomu byla nejhiife hodnocena u
vzorku 8 (konzistence fidkd, vodnatd). Ze zjisténych vysledkd vyplyva, Ze nejvice hodnotitelé

preferovali vzorek 1, coz byla paradoxné nejlevnéjsi plnotu¢né hoicice.
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Obr. ¢. 1 - Grafické znazornéni senzorické analyzy plnotu¢né hoicice, uvedena cena na 100 g

vyrobku
Analyza stolnich hoi¢ic pro metodu DART-MS-TOF

Ambientni technika DART-MS-TOF byla pouzita pro rychly screening analyzovanych stolnich
hot¢ic a byly optimalizovany podminky pro jejich analyzu, jako jsou méfici mod, optimalni

ionizac¢ni teplota a vhodné extrak¢ni ¢inidlo.
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Obr. ¢. 2 - Positivni MS spektrum stolni hoicice, toluen, 450 °C

V MS spektru stolnich hoi¢ic byly pfitomny ionty s hodnotou m/z odpovidajicim tri-/di-
acylglycerolim (viz obr. €. 2). Z triacylglycerolli (TAG) byly nejvice zasoupeny piedevsim LOO
(TAG s mastnymi kyselinami linolové - olejové - olejové) o m/z 900,73, POO (TAG s mastnymi
kyselinami palmitové - olejové - olejové) o m/z 928,76 a PPO (TAG s mastnymi kyselinami
palmitové - palmitové - olejové o m/z 958,79. Ve spektru byly pozorovany také ionty DAG
(diacylglyceroly) a to OO (DAG s mastnymi kyselinami olejové - olejové) o m/z 603,49 a PO
(DAG s mastnymi kyselinami palmitové - olejové) o m/z 577,48.

PCA analyza stolnich hof-¢ic pro metodu DART-MS-TOF

Hmotnostnich spektra stolnich hoi¢ic a semen hoicice zluté byla statisticky zpracovana
analyzou hlavnich komponent, kdy doslo k rozdéleni jednotlivych druht hoié¢ic do skupin/klastri
(viz obr. €. 3).

Z obrazku ¢. 3 je patrné, zZe
50 | Dijonska { plnotu¢nd, dijonskd a kremzska hotcice
— vytvotila v PCA samostatnou skupinu.
Coz je v souladu s tim, ze stolni hoicice
plnotu¢né a dijonské jsou si podobné
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Obr. €. 3 - Analyza hlavnich komponent vzorkti stolnich hoi¢ic a semen hoicice Zluté

Stanoveni glukosinolatu sinalbinu pro metodu DART-MS-TOF

Technika DART-MS byla pouzita pro kvantitativni stanoveni glukosinolatti sinalbinu ve
vzorcich semen hoiCice zluté. Optimalizovan byl méfici mdd, ionizacni teplota a t€Z i metoda
poskytoval spektrum obsahujici charakteristické ionty ptislusejici sinalbinu (viz obr. . 4).

Byla sledovana intenzita signalu charakteristickych iontd standardu sinalbinu v rozmezi
ionizac¢nich teplot od 300 do 500 °C (viz obr. ¢. 4). Standard sinalbinu (viz obr. 4) poskytoval tyto
charakteristické ionty s hodnotou m/z 180,09 [CsH1206+NH4-H,0]", 214,08 [CeH1205S+NH,4]",
296,20 [C4H1708+3H20+H]+.

Pro kvantitativni stanoveni sinalbinu bylo proméfeno 13 vzorki semen hoicice Zluté. Obsah
sinalbinu v semenech hoi¢ice zluté byl kvantifikovan metodou DART-MS-TOF a naméfené
hodnoty byly porovnany metodou HPLC/UV.

Obsah sinalbinu v analyzovanych vzorcich byl pfitomen v mnozstvi od 14,1 do 33,9 g/kg.
Vysledky stanoveni z DART-MS-TOF a HPLC/UV metod koreluji (R = 0,972) a odpovidaji
hodnotam, které jsou uvadéné v literatuie.® Semi-kvantitativni stanoveni technikou DART-MS-TOF
bylo zatizeno vysokou nejistotu, kterou by bylo mozZzno podstatné snizit s pouzitim izotopoveé
znaceného vnitiniho standardu.
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Obr. €. 4 - MS spektrum standardu sinalbinu o koncentraci 1 g/l, demineralizovana voda, 450 °C

Zavér

Z vysledkl vyplyva, ze technika DART-MS-TOF je u¢innym néstrojem pro charakterizaci,
hodnoceni kvality a stanoveni autenticity stolnich hot¢ice a semen hoicice zluté. Technika DART-
MS-TOF je vhodna pro semi-kvantitativni stanoveni sinalbinu v semenech hot¢ice zluté.
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R 28
AUTENTIKACE RAKYTNIKOVEHO OLEJE

Hiirkova K.', Rubert J.', Hajslova J.!
1) Ustav analyzy potravin a vyzivy, Technické 5, 160 23, Praha-Dejvice

Uvod:

V poslednich letech se stile zvySuje zajem o dopliky stravy a jiné vyrobky z rakytniku
feSetlakového (Hippophae rhamnoides). Tento ket se vyskytuje pfedevS§im ve vychodni Evropé a
Asii a jeho zluté az oranzové plody jsou bohatym zdrojem mnohych biologicky aktivnich latek,
jako jsou karotenoidy, tokoferoly, vitaminy, polyfenoly, flavonoidy, terpeny, organické kyseliny a
dalsi. Podle mnohych studii rakytnikovy olej pomaha snizovat hladinu cholesterolu v krvi, vykazuje
antioxida¢ni a imunostimula¢ni U¢inky a predevSim je vyuzivan pifi 1écbé koznich nemoci.
S ohledem na vysokou cenu a stile se zvySujici oblibu je rakytnikovy olej Casto predmétem
falSovani, a to zejména ptidavkem nebo uplnou nahradou slune¢nicovym olejem [1, 2, 3].

Rakytnikovy olej se od slunecnicového 1isi kromé piitomnosti vySe zminénych biologicky
aktivnich latek také sloZzenim mastnych kyselin. V rakytnikovém oleji prevladd palmitolejova
kyselina (C16:1), netypickd pro rostlinné oleje, které mize byt pfitomno az 43 %, zatimco
ve slunec¢nicovém oleji jsou majoritnimi mastnymi kyselinami olejova (C18:1) a palmitova (C18:2),
jejichZ podil mize dosahovat az 40 resp. 74 % [3, 4].

Hlavnim ukolem této ptipadové studie bylo identifikovat vhodné markery, podle kterych je
mozn¢é rozlisit rakytnikovy olej od oleje slune¢nicového a pomoci téchto markerti urcit druh oleje
v dopliikku  stravy. Polarni i nepoldrni extrakty oleji byly porovnavany na zaklad€ jejich
profili / fingerprintd ziskanych technikou hmotnostni spektrometrie v otevieném prostoru
s iontovym zdrojem DART (Direct Analysis in Real Time) v kombinaci s vysokorozliSovacim
hmotnostnim detektorem. Pro stanoveni karotenti v olejich byla vyuzita vysokouc¢innéd kapalinova
chromatografie ve spojeni s UV detektorem (HPLC-UV) [5].

Chemikalie:

- methanol, HPLC gradient, Sigma-Aldrich (USA)
- acetonitril, HPLC gradient, Sigma-Aldrich (USA)
- aceton, HPLC gradient, Sigma-Aldrich (USA)

- toluen, HPLC gradient, Sigma-Aldrich (USA)

- ethanol, HPLC gradient, Sigma-Aldrich (USA)

- mravencan amonny, p.a., Sigma-Aldrich (USA)

- kyselina mravenci, p.a., Sigma-Aldrich (USA)

Vzorky:

V této ptipadové studii byl analyzovan referencni rakytnikovy olej, referencni slunecnicovy
olej a vzorek jednoho dopliku stravy ve formé oranzovych tobolek, ktery byl podeziely svou
nizkou cenou.

Piiprava vzorku:
I Metabolomické profilovani

a) Polarni extrakt: 0,5 mL oleje bylo odebrano do 15 mL PTFE centrifugaéni kyvety a
titepano s 1,5 mL extrakéni smési methanol:voda (20:80, v/v) po dobu 1 minuty. Nasledné byla smés
odstfedéna pti 10 000 rpm po dobu 5 minut. Odstiedény extrakt byl analyzovan pomoci pifimé
analyzy v redlném cCase ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii
(DART-HRMS/MS).
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b) Nepolarni extrakt: 200 uL oleje bylo odebrano do 15 mL PTFE centrifugacni kyvety
a tfepano s 10 mL toluenu po dobu 1 minuty. Nasledn¢ byl takto pfipraveny extrakt analyzovan
pomoci DART-HRMS/MS.
IL. Analyza karotenil

100 mg oleje bylo extrahovano 5 mL smési aceton:ethanol (40:60, v/v) a tfepano po dobu
I minuty. Déle byla smés odstfedéna pii 10 000 rpm po dobu 5 min a pfefiltrovana. Nasledné byl
takto pripraveny extrakt analyzovan pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s UV detektorem.

Metody:
L Metabolomické profilovani

K metabolickému profilovani oleji byla vyuZzita metoda pifimé analyzy vredlném case
ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii s detektorem typu kvadrupol-
analyzator doby letu. Podminky méfeni jsou uvedeny v Tabulce I.

Tab. |I. Podminky DART-HRMS/MS

extrakt polarni | nepolarni
Ioniza¢ni mod pozitivni
hmotnostni rozsah m/z 50 - 1000
ionizacni plyn helium

doba desorpce 10s

teplota desorpce 250°C | 400°C
dopant NH;

II. Analyza karotena

Pro analyzu karotent byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s UV detektorem.
Podminky méfeni jsou uvedeny v Tabulce I1.

Tab. Il. Charakteristiky HPLC-UV

kolona Poroshell 120, 100 mm x 2,1 mm, 2,7 pum (Agilent Technologies)
teplota kolony 40°C
pratok 0,5 ml/min
objem nastiiku 2 ul
mobilni faze A:voda
B: acetonitril

Vysledky a diskuze:

L Metabolomické profilovani

a) Pfi analyze polarniho extraktu byl ve spektru rakytnikového oleje nejintenzivnéjsi iont
sm/z 317,0667 (na Obr. 1 vyznaCen oranzovym obdélnikem) identifikovan jako
isorhamnetin, charakteristicky flavonoid rakytniku. Tato litka nebyla pfitomna ani
ve sluneénicovém oleji, ani v dopliiku stravy, jak je patrné z Obrazku 1. Profil polarniho
extraktu dopliiku stravy se shodoval s profilem slunecnicového oleje, kde nejintenzivné;si
ionty patiily monoacylglycerolu palmitové a stearové kyseliny a jejich aduktim.

Analyza nepolarniho extraktu umoznila porovnani profili triacylglyceroli (TAG) jednotlivych
olejii a dopliku stravy. Z Obrazku 2 vyplyva, ze rakytnikovy olej obsahoval TAG s mastnymi

v

kyselinami s kratSimi fetézci, nez slunecnicovy olej. Nejintenzivnéjsi iont ve spektru rakytnikového



oleje odpovidal TAG s navédzanou jednou

4 .

nejen v nejintenzivn
v rakytnikovém oleji se v dopliiku stravy
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molekulou palmitové a dvéma molekulami palmitolejové
kyseliny, coz odpovidd udajim z literatury oznacujicim palmitolejovou kyselinu za majoritni
mastnou kyselinu pfitomnou v rakytnikovém oleji [3, 4]. Na druhou stranu ve slune¢nicovém oleji
byl nejintenzivnéjsi iont identifikovan jako TAG s jednou molekulou olejové a dvéma molekulami
linolové kyseliny. Spektrum doplitku stravy se shodovalo se spektrem slunec¢nicového oleje a to
¢jSim iontu, ale v celém profilu TAG, nejintenzivnéjsi ionty TAG ptitomné
nenachazely viibec. Z téchto vysledkli miizeme usuzovat,

ze olej ptitomny v dopliiku stravy nebyl rakytnikovy, ale slunecnicovy.
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Obrazek 1: Hmotnostni spektrum polarniho extraktu rakytnikového oleje, sluneénicového oleje a doplitku stravy,
priblizena oblast m/z 300-400, C x:y (x = pocet uhlikdi mastnych kyselin navazanych v TAG, y = pocet dvojnych vazeb
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Obrazek 2: Hmotnostni spektrum nepolarniho extraktu rakytnikového oleje, slune¢nicového oleje a doplitku stravy,
priblizena oblast m/z 800-950, C x:y (x = pocet uhliki mastnych kyselin navazanych v TAG, y = pocet dvojnych vazeb

v mastnych kyselinach)
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11. Analvyza karotenu

Daéle byla provedena analyza karotent, pro urceni pivodu oranzové barvy doplitku stravy a pro
porovndni profilu karoteni piitomnych v rakytnikovém oleji a v dopliku stravy. Zatimco
v rakytnikovém oleji bylo detekovano Siroké spektrum karotenti, z nichz byl identifikovan napf.
lutein, B-kryptoxantin, lykopen nebo B-karoten, v doplitku stravy se nachazel predev§im [-karoten.
Ve slune¢nicovém oleji nebyly detekovany zadné karoteny.

~ B-kryptoxantin ' ‘B -karoten

Obrazek 3: Chromatografické zaznamy analyzy karotent rakytnikového oleje, slune¢nicového oleje a doplitku stravy

Zavér:

Na zéklad¢ porovnani profilu polarnich a nepoldrnich latek rakytnikového a slunecnicového
oleje s olejem z doplitku stravy bylo zjisténo, Ze olej v doplikku stravy, deklarovany jako 100%
rakytnikovy je ve skutecnosti olej slunecnicovy a ze tudiz doslo k falSovani. Diky analyze karotent
bylo mozné urcit, ze oranzova barva doplitku je zptsobena smési ptirodnich barviv s pfevazujicim
zastoupenim [B-karotenu.
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R 29
AUTENTIFIKACE BYLIN A KORENi POMOCI HS-SPME GC (HR) TOF MS

Hradecky J., Humlova E., Pulkrabova J. a Hajslova J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, e-mail: jaromir.hradecky@vscht.cz

Uvod a cile studie

Byliny a kofeni jakozto hojn¢ vyuzivané komodity v potravinaistvi se mohou stat tercem
falSovani a to hned n&kolika zptisoby. Casté je mylné oznaeni biologického druhu, nebo nahrada za
jinou surovinu, ¢imz nedochazi jen k Sizeni zékaznika, jelikoz biologicky u¢inné latky nemusi byt
v ndhrazce zastoupeny ve stejném mnozstvi jako v deklarované suroving, ale dokonce i
k ptipadnému ohroZeni zdravi v ptipad¢ alergie na ndhrazkovou slozku. Dal§im piipadem je potom
nespravné uvedend informace o geografickém ptivodu surovin, pti kterém dochdzi k nadhradé casti
nebo celého obsahu drazsi suroviny levnéjsi surovinou jiného geografického pivodu.

Pro testovani autenticity bylin a kofeni se s vyhodou da pouzit metabolomického piistupu,
pii kterém namisto analyzy cilené na jeden nebo jen malou skupinu indikatorti kvality suroviny je
diraz kladen na analyzu Sirokého spektra malych molekul (potencidlnich markerti). Relativni
zastoupeni vybranych markertt mize poskytnout informaci o biologickém a geografickém ptivodu,
pfipadné¢ o dalsich kvalitativnich znacich suroviny, za pfedpokladu dostupnosti dobie
charakterizovanych vzorki, jako zakladu pro ptisluSnou databézi.

Cilem studie bylo ovéfit moznost vyuziti mikroextrakce na tuhou fazi ve spojeni s plynovou
chromatografii a hmotnostné¢ spektrometrickou detekci s analyzatorem doby letu a nésledného
statistického zpracovani pro autentifikaci hefmanku.

Vzorky

V ramci prezentované studie byl analyzovan soubor 40 vzork hefmanku Iékatského
(Matricaria recutita) zakoupeného ve form¢ suseného a mletého kvétu a také ve formé sacku pro
piipravu caje. Vzorky celych kvéti byly analyzovany, tak jak byly zakoupeny a také po
homogenizaci. Vedle vzorki hefmanku lékatského byly analyzovany také dva vzorky hefmanku
fimského (Anthemis nobilis).

Popis experimentu

Profil te€kavych latek byl ziskan pomoci mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) a plynové
chromatografie s hmotnostné¢ spektrometrickym detektorem (GC-MS) vybavenym A)
vysokorozliSovacim analyzatorem doby letu (HRTOF) nebo B) vysokorychlostnim TOF.

Priprava vzorku

200 mg vzorku bylo navdzeno do 10 ml vialky pro HS analyzy a tékavé latky byly po
inkubaci pfi 50 °C (10 min) extrahovany na SPME vlakno s fazi DVB/CX/PDMS po dobu 5 minut.
Desorpce sloucenin probihala po dobu 1 minuty pii 270 °C.

Systém A: HS-SPME-GC/HR-TOFMS

e Autosampler umoznujici mikroextrakci tuhou fazi Combi Pal (CTC Analytical, USA)

e Plynovy chromatograf Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA) vybaveny kfemennou
kapilarni kolonou pro plynovou chromatografii HP-Innowax: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
(Agilent Technologies, USA)

e Hmotnostné spektrometricky detektor s vysokorozliSovacim analyzatorem doby letu HR-
TOF HT (Leco Coporation, USA)

Parametry plynové chromatografie
Teplotni program: 40 °C (1 min), 8 °C/min do 270 °C
Nosny plyn: He (1 mL/min)
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Parametry hmotnostni spektrometrie

Ionizace: EI (-70eV)

Mod analyzatoru: High Resolution (25000 FWHM)
Hmotnostni rozsah: 28-500 m/z

Doba analyzy: 28,5 min

Akvizi¢ni rychlost: 4 spektra/s

Extrakéni energie: 2 kHz

Teplota iontového zdroje 250 °C

Systém B: HS-SPME- GCxGC/TOFMS
e Autosampler umoznujici mikroextrakci tuhou fazi Combi Pal (CTC Analytical, USA)
e Plynovy chromatograf Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA) vybaveny kifemennymi
kapilarnimi kolonami:
e 1D: HP-5MS: 15 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent Technologies, USA)
e 2D:BPX50:1.75mx 0.1 mm x 0.1 um (SGE, Australia)
e Hmotnostné spektrometricky detektor s rychlym sbérem dat a s analyzatorem doby letu TOF
Pegasus 4D (Leco Coporation, USA).
Parametry plynové chromatografie

Teplotni program 1D pece: 40 °C (1 min), 15 °C/min do 320 °C

Nosny plyn: He (1 mL/min)

Modula¢ni perioda: 3s

Teplotni program 2D pece: 50 °C (1 min), 15 °C/min do 320 °C
Parametry hmotnostni spektrometrie

Ionizace: EI (-70V)

Mod analyzatoru: Unit resolution

Hmotnostni rozsah: 28-500 m/z

Doba analyzy: 15 min

Akvizi¢ni rychlost: 100 spekter/s

Teplota iontového zdroje: 250 °C

Zpracovani dat

Plochy sloucenin, jejichz pomér signalu k Sumu byl vétsi nez 100, byly ze vSech vzorkt
sefazeny podle reten¢niho ¢asu a normalizovany v MS Excel. Nasledn¢ byla tato matice zpracovana
pomoci software SIMCA (Ulmetrics), kde se vyuzily zejména PCA (Principal Component
Analysis) a OPLS-DA (Orthogonal Partial Least-Squares Discriminant Analysis) modely.

Vysledky a diskuse

Zpracovanim namétfenych dat bylo zjisténo, Ze lze bezpecné oddélit vzorky hefmanku
fimského od hefmanku I€katrského. Toto rozdéleni bylo patrné jiz v PCA modelu, avSak pro lepsi
vizualizaci vlivu relativniho zastoupeni jednotlivych tékavych latek - markert, byl vytvofen OPLS-
DA model, respektive k nému piislusny tzv. S-plot (obr. 1). Nejvétsi vliv na oddéleni vzorka
hefmanku fimského od vzorkli hefmanku lékaiského mély slouceniny typické pro prvné jmenovany
rostlinny druh (2-methyl 2-butenové kyselina a butyl ester 3-methyl 2-butenové kyseliny).

Po vylouc€eni vzorkii hefméanku fimského z dat pro statistické zpracovani byla pozorovana
separace do skupin podle toho, zda se jednalo o hefmanek porcovany do nalevovych sackt,
primyslové mlety nebo mlety Cerstvé pied analyzou. Skupina vzorkl reprezentovanych celymi
kvéty zasahovala do vSech kvadrantii grafu, coz bylo zplisobeno ziejmée Spatnou opakovatelnosti




vzorkovani. Podle hmotnosti kvétd v jednotlivych vzorcich bylo totiz pro navazku 200 mg (s
piihlédnutim k nutnému prostoru pro SPME vlakno) do vialky umisténo pouze 5 az 12 suSenych
kvéti. Vzorky pfipravené v laboratofi homogenizaci celych kvéti se statistickym zpracovanim
oddélily od vzorku porcovanych hefmankovych ¢aju (jak mletych tak i celych kvétd v nalevovych
saccich) coz ukazuje obr. 2. Nejvyznamnéj$im markerem nedavné homogenizace kvéti hefmanku
byl ethyl ester 2 — methyl butanové kyseliny. Jeho relativni zastoupeni v prubéhu skladovani klesalo
a po 30 dnech od homogenizace byla zhruba na Urovni zjisténé ve vzorku celych kvéta.
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Ve skupiné¢ hefmankovych ¢aji porcovanych do ndlevovych sacka byla prostfednictvim
PCA pozorovana separace vzorki tzv. privatnich znaéek velkych obchodnich fetézca (obr. 3). Toto
shlukovani bylo zptisobeno relativnim zastoupenim menthonu, isomentohu a hexanolu. Soucasné se
ze skupiny vyd¢lil i vzorek dlouho skladovaného hefméanku — markerem této separace byl hexanal,
jehoz zvysena ptitomnost mize byt zpisobena oxidaci ptitomnych lipidd.

Markery zodpovédné za shlukovani byly identifikovany jednak na zakladé podobnosti
zméteného spektra se spektry ulozenymi v knihovné NIST 2.0 a jednak na zékladé¢ méfeni presné
hmoty, pii kterém byla pro konfirmaci vyuzita vedle samotné piesnosti hmoty informace o
isotopickém vzoru molekulového iontu.

Prezentovana védecka prace byla realizovana s podporou “Operational Program Prague —
Competitiveness* (CZ.2.16/3.1.00/22197) a “National Program of Sustainability” (NPU I (LO)
MSMT - 34870/2013)
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PROFIL TEKAVYCH LATEK JAKO NASTROJ HODNOCENI KVALITY
A AUTENTICITY MEDU

Kruzik V.', Grégrova A.', Rajchl A.", Cizkova H.!

1) Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6, Ceské republika

UvoD

Podle zaznami SZPI je med &tvrtou nejéastdji falsovanou potravinou v CR a nejbézngjsi
klamani spotfebitele v tomto piipadé spocivd v nepovoleném piidavku sladidel a ve vysokém
obsahu 5-hydroxymethylfurfuralu (5-HMF). Komplexni kontrola medu piedstavuje zhodnoceni
Sirokého spektra kvalitativnich znakti (obsah a slozeni cukri, obsah vody a 5-HMF, dale elektricka
vodivost, aktivita pfitomnych enzymii ¢i stanoveni izotopovych poméru uhliku), coz je Casove 1
finan¢né narocné.

Cilem studie bylo potvrzeni ptfedpokladu, Ze nafedéni, nadmérny zdhiev nebo piidavek
nepovolenych slozek se projevi na smyslovych vlastnostech, respektive na profilu a obsahu
tékavych latek (stanoveného metodou SPME-GC/MS). Byl prométen soubor vzorkli zahrnujici jak
vzorky medl zakoupené v Ceské trzni siti, tak ziskané pfimo od Ceskych vcelati. Vysledky byly
statisticky zpracovany a u podezielych vzorkid byly nasledné stanoveny vybrané kvalitativni
parametry, tj. obsah 5-HMF, aktivita diastasy, obsah ethanolu a triacetinu.

MATERIAL A METODY

V ramci této studie bylo celkem proméfeno 76 medu. Soubor vzorkli obsahoval komer¢ni
medy (63 vzork®l) neznamé kvality rizného pivodu (pavod z CR: 17 medi; pavod z EU a mimo
EU: 46 medi). Dalsich 13 vzorkl bylo ziskano piimo od ¢eskych vcelatti. Botanicky ptivod vzorkt
meda byl nésledujici: smiSené medy (19 vzorkl), kvétové medy (42 vzorkll) a medovicové medy
(15 vzorkt).

Pro stanoveni profilu t€kavych latek byla vyuzita metoda SPME-GC/MS. Extrakce tékavych
sloucenin byla provedena pomoci vldkna typu DVB/CAR/PDMS. Pfiprava vzorku spocivala
v navazeni 1 g medu do 10ml vialky a pfidani 1 ml roztoku NaCl (200g NaCl/100ml destilované
vody).

Vsechny vzorky byly senzoricky ohodnoceny (10 hodnotitelll) podle metodiky Piana et at.
2004. Hodnotitel¢ posuzovali intenzitu medového aroma a vini po piidavku syntetického
medového aroma. Vybrané kvalitativni parametry meda byly stanoveny pomoci nize uvedenych
metod: stanoveni 5-HMF (HPLC/UV); diastasy (Phadebas Honey Diastase Test); obsahu ethanolu a
triacetinu (SPME-GC/FID).

Profily tékavych latek vzorki medl byly zpracovany vicerozmérnymi statistickymi
metodami. Konkrétné byla vyuzita linedrni diskrimina¢ni analyza (LDA) a faktorova analyza (FA).

VYSLEDKY A DISKUSE

Ve vzorcich medi bylo identifikovano vice nez 30 dominantnich sloucenin. Zastoupeni
jednotlivych tékavych latek bylo velmi variabilni. V autentickych vzorcich se vyskytovaly ve
vysokém mnozstvi nasledujici slouceniny (Tab. I): benzaldehyd; 2-fenylethanol; (5E)-3, 7-
dimethylocta-1, 5, 7-trien-3-0l a 2-fenylacetaldehyd. Jednotlivé vzorky medi se hlavné lisily
v obsahu 2-furaldehydu; 1, 4-dimethyl-pyrazolu; benzaldehydu a 2-fenylacetaldehydu.
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Tab. | Variabilita vybranych tékavych latek autentickych medt (obsah vyjadren jako procentudlni
zastoupeni (%) z celkové plochy tékavych latek).

Sloucenina Min (%) Max (%) Median
Furan-2-karbaldehyd 0,5 5,1 0,8
Benzaldehyd 6,1 32,3 9,1
2-fenylacetaldehyd 0,7 40,3 3,0
Linalool oxid 0,8 10,6 2,2
p-cymenen(1-isopropenyl-4- 0.6 8.0 1.8
methylbenzen)

Hotrienol

((5E)-3, 7-dimethylocta-1, 5, 7-trien-3-o0l) 2,6 18,9 41
2-fenylethanol 1,6 24,8 5,2
Methyl-fenylacetat 0,2 33 0,7

Vzorky medl se znacné liSily v zavislosti na jejich druhu a geografickém ptvodu. Linearni
diskrimina¢ni analyza (LDA) byla pouzita pro ovéfeni moznosti klasifikovat vzorky medii na
zaklad¢ profilu tekavych latek. Nejprve byla vicerozmérna statistickd metoda LDA pouzita pro
zhodnoceni diskriminace vzorka do 3 zakladnich tiid podle druhu, tj. na kvétové, medovicové a
smiSené¢ medy. Na Obr. 1 je zndzornéna projekce vSech vzorkd ve dvourozmérném prostoru, ktery
je vytvofen pomoci prvnich dvou diskrimina¢nich funkci. Na tomto diagramu lze vidét tfi skupiny
vzorkil, z nichz kazd4d odpovida danému druhu medu. Pro vybér nejvyznamnéjSich proménnych
tohoto diskrimina¢niho modelu byla zvolena krokova metoda. Na zakladé¢ Wilksova kritéria a
hodnoty testacniho kritéria F bylo nalezeno 8 sloucenin, které nejvice pfispivaji k diskriminaci
vzorkt. Prispévek jednotlivych znakt k diskriminaci je nasledujici: p-cymenen < 3- methylbutanal
< D-limonen < a-terpineol < fenylethylalkohol < dekanal < acetylfuran < borneol. Borneol je
charakteristicky svym dievitym aroma (konkrétné borovice) a v literatufe (Soria et al. 2009) byl
identifikovan jako sloucenina s vysokou diskrimina¢ni silou pro medovicové medy. Naopak
acetylfuran je tékava latka s vysokou negativni korelaci pro medovicové medy, a proto slouzi
ke klasifikaci kvétovych medt (Soria et al. 2009). Dekanal je typicky pro kvétové medy (Odeh et
al. 2013) a také vyznamné pfispiva k jejich diskriminaci.

Prvni diskriminac¢ni funkce
Kanonicka diskriminaéni analyza rozd€luje predevsim tfidu smiSenych a
kvétovych meda. Druhd diskriminacni
funkce  rozliSuje @ mezi  skupinou
o 1 medovicovych medl a ostatnimi vzorky.
Spravné je klasifikovano celkové 89 %
vzork; konkrétné v jednotlivych
skupinach: kvétové medy 97 %, smiSené
medy 86 %, medovicové medy 76 %.
Uvedena statistickd metoda ptedstavuje
silny nastroj pro vysvétleni rozdili mezi
vzorky medu.

Funkce 2

@ SmiSené medy
& Kyvétové medy
Funkce 1 © Medovicové medy

Obr. 1. Klasifikace meda podle druhu na zaklad¢ 8 t€kavych sloucenin znazornéna pomoci metody
LDA.
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LDA byla také pouzita pro klasifikaci medi podle geografického ptivodu. Vzorky byly
zatazeny do tfech tid, tj. komeréni medy z CR, komeréni medy z EU a mimo EU a medy z CR
pfimo od vcelait. Diskriminace medi podle geografickych tfid je uvedena na Obr 2. Tento diagram
vyjadiuje klasifikaci vzorkli v prostoru prvni a druhé diskriminacni funkce. Na Obr. 2 je mozné
vidét tii zfeteln¢ oddélené skupiny objektt. Pomoci LDA byly nalezeny tékavé slouceniny, které
nejvice uvedenou diskriminaci umoznuji. Jednd se predevSim o latky: 2-fenylacetonitril <

ethylbenzoat < p-cymen-3-ol < lilac-

: : aldehyd D < 3- methyl-butannitril <

6 : dimethyl-disulfid < p-cymen < 3-methyl
5 ] pentanova kyselina. Jako sloucenina
s nejveétsi diskriminacéni silou byla urcena
3-methyl pentanova kyselina. Tato latka
je typickd svym ovocnym aroma a ve
skupiné meddi z CR (od véelait) se
vyskytovala ve 3-krat vyS$im mnozstvi

Kanonicka diskriminaéni analyza

Funkce 2

] neZ v ostatnich tfidach vzorki. Ve studii
- ’ (Koskoniene et al. 2010) byla 3-methyl
3 pentanova  kyselina  oznaCena  za
4 o | vyznamnou slou¢eninu kvétovych medu.

-0 2 5 4 2 0 2 4 g * EUamimo EU (komeréni)
& CR (komeréni)
Funkce 1 o CR (od vielafd)

Obr. 2. Klasifikace medi podle geografického ptivodu na zékladé 8 vybranych tékavych sloucenin
znazornéna pomoci metody LDA.

Profily té¢kavych latek vSech vzorkl byly zpracovany pomoci faktorové analyzy (FA). Prvni
faktor popisuje 68,2 % proménlivosti (rozptylu) naméfenych dat a druhy faktor 12,1 %, prvni dva
faktory tedy popisuji 80,3 % proménlivosti. Faktorova skore jednotlivych objekti v rozptylovém
diagramu po rotaci Varimax jsou uvedeny na Obr. 3.

Faktorova analyza
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Obr. 3 Variabilita medid zhodnocena pomoci faktorové analyzy srotaci Varimax. Rozptylovy
diagram faktorového skére pro 1 a 2 faktor (H — honey). Vzorky medu byly specifikovany celkem
48 t€kavymi slouceninami.
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Vyse zndzornény diagram (Obr. 3) ukazuje polohu objektti (H — honey) v prostoru faktort. Kromé
mirn¢ odlehlych objektd H61, H6, H21, H36, H63, H18, H2, H18, H70 a H71, jsou ostatni objekty
umistény v jediném shluku. Za vysloven¢ odlehlé body lze povazovat objekty oznacené H62, H19 a
H74. Med H62 vyjadieny piedevsim hodnotou prvniho faktoru je odlehly vzhledem k vysokému
obsahu ethyl-fenylacetatu (6-krat vyssi nez primérnd hodnota) a isoborneolu (5-krat vyssi nez
prumérna hodnota). Medy H61 a H6 jsou charakteristické také obsahem vySe uvedenych latek,
jejich obsah je vzhledem k primérnym hodnotadm 3-krat vyssi. Naopak velmi odlehlé vzorky H19 a
H74 jsou specifikovany nejvice hodnotou druhého faktoru. Med H19 se od ostatnich vzorka 1isi
obsahem?2-fenylacetonitrilu. Tento vzorek obsahuje 7-krat vice 2-fenylacetonitrilu nez ostatni
vzorky. Podobny trend vykazuje 1 vzorek H74. Obsah 2-fenylacetonitrilu je v tomto medu ptiblizné
5-krat vyssi nez je prumérnd hodnota. Hodnoty standardnich kvalitativnich charakteristik pro
vybrané podezielé vzorky medl jsou v Tab. II.

Tab. Il Standardni kvalitativni charakteristiky vybranych podezielych vzorkt medt

Oznadeni | Duavody pro podezieni Zemé 5-HMF Aktivita Ethanol Triacetin
vzorku z falSovani plvodu [mg-kg'] | diastasy [DN] | [mg-kg'] [mg-kg']
Med H21 | Senzorické hodnoceni; CR 19,7 10,1 53 <LOQ
statistické zpracovani

Med H7 | VYSOKY obsah S-HME: | EUamimo | 4, <09 1933 ND
senzorické hodnoceni EU

Med H31 | YYSoKY obsah 5-HMF; | EU a mimo 247,1 1,7 254 12
pritomnost triacetinu EU

Med H36 senz.or.1ckfa hodnoce’m’; EU a mimo 503 17 12,5 ND
statistické zpracovani EU

Med H39 Vysoky. 0b§ah 5-HMF’; EU a mimo 523 10,5 45 ND
senzorické hodnoceni EU

Med He2 | ZV¥Seny obsah ethanolu; CR 5,1 15,6 1364,7 1,2
statistické zpracovani

DN — diastase number; LOQ — limit of quantification; ND — not detected
ZAVER

Pomoci méteni profilu t€kavych latek byly identifikovany medy podezielé z falSovani.
Ukézalo se, ze uvedena metoda je vhodnym néstrojem pro hodnoceni kvality medu. Tato skutecnost
byla potvrzena stanovenim zakladnich kvalitativnich charakteristik medu (obsah 5-HMF, aktivita
diastasy, pfitomnost nosi¢e aromat). Profil tékavych latek byl také vyuzit pro rozliSeni medi podle
botanického ¢i geografického piivodu. Odhalit ptidavek syntetického medového aroma vSak bylo
mozné pouze v extrémnich koncentracich.

PODEKOVANI
Financovano z u&elové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT &. 20/2014): A1_FPBT 2014 006.
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MOZNOSTI ODHALENI PRIBARVOVANI VYROBKU Z CERVENEHO OVOCE
Neradova E.l, Rajchl A.l, Kvasnicka F.l, Cizkova H.!

D Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Ustav konzervace potravin, Technickd 5, 16628 Praha 6

Uvod

Problematika falSovani a autenticity potravin je stale aktualni. Mezi bézné falSované potraviny
patii i vyrobky z ¢ervené¢ho ovoce jako jsou napiiklad ovocné népoje, sirupy nebo dzemy. U téchto
vyrobkii dochazi ke sniZzeni ovocného podilu, nahrazeni drazsiho ovoce levnéjSim a piibarveni
riznymi extrakty z ovoce nebo zeleniny. Pfibarvovanim lze zamaskovat niz8i podil barevného
ovoce nebo pouzitim méné kvalitni suroviny. Mezi ovocné/zeleninové druhy vyuzivané
k ptibarvovani patii aronie, Cerny bez, Cervena fepa, ¢ernd mrkev, granatové jablko a hroznové
vino. Intenzitu a odstin Cervené barvy v ovoci a zelenin€ udavaji predevsim specifické anthokyany,
betalainy a karotenoidy, které jsou pro dany druh charakteristické. Anthokyany se fadi mezi
heteroglykosidy a skladaji se znecukerné slozky (nejCastéji delphinidin, kyanidin, malvidin,
pelargonidin, peonidin a petunidin) a cukerné slozky (nejCastéji glukosa, galaktosa, rhamnosa,
xylosa a arabinosa). Faktory ovliviujici jejich tvorbu, jsou: rostlinné druhy a odridy, slunecni
zéafeni, teplota a doba poskliziového dozravani. Velky vliv mé také technologie vyroby
a skladovani. Zahtevem dochazi ke kratkodobému vzestupu barevné intenzity pii zachovani
barevného tonu, ale i k uvolnéni barviva a postupnému poklesu. Prosttedi pH ma vyznamny vliv,
pii pH < 5 dochazi k vzestupu barevné intenzity, pfiCemz je barevny ton nezménén, pii pH > 5 je
barva fialovd az modra. Pfitomnost cizorodych latek jako naptiklad kovi, peroxidu vodiku ¢i
kysliku zpisobuje oxidaci anthokyanovych barviv na nebarevné ¢i hnédé¢ zbarvené slouceniny.
Anthokyany jsou citlivé na pritomnost viditelného, ultrafialového i ionizujiciho zafeni.' Cilem
prace bylo ovéfeni moznosti vyuziti metody HPLC-DAD pro odhaleni ptibarvovani vyrobkut
pfirodnimi barvivy (§t4vami, extrakty, koncentraty).

Vzorky

Analyzy byly provedeny na vzorcich ovoce jako zastupcti, ktefi jsou Casto falSovany: jahod,
malin, tfeSni a bortivek. Déle také na vzorcich ovoce a zeleniny jako zastupct, ktefi se pouzivaji
k ptibarvovani: aronie, granatové jablko, Cernd mrkev, Cerny bez a Cervena fepa. Byly také
analyzovany vzorky jahodovych pomazanek a détské vyzivy zobchodni sité s nésledujicim
pfidavkem jinych ovocnych/zeleninovych druhti: Vzorek 1 — jahody 100 %, koncentrat hroznové
§tavy, St'ava z Cerveného ovoce. Vzorek 2 - jahody 45 %, mrkvovy koncentrat, koncentrat z cerného
rybizu. Vzorek 3 — jahody 50 %, rostlinny koncentrat $tavy z aronie. Vzorek 4 — jahody 70 %,
koncentrat citronové a aroniové S§tavy. Vzorek 5 — jablecnd dient 76 %, jahodova dien 24 %, barvici
rostlinné extrakty, koncentrat z karotky a granatového jablka. Vzorek 6 — jablka 75 %, ¢erny rybiz
13 %, maliny 7 %, bezinky 5 %, koncentrat z ¢erné mrkve. Analyzované vzorky byly pfevazné
zakoupeny v obchodni siti, ale naptiklad vzorky aronii a erného bezu byly sbirany na tizemi Ceské
Republiky.

Piiprava vzorku

Vprvni ¢asti  experimentu byly pfipraveny roztoky standardi (kyanidin-3-glukosid,
peonidin-3-glukosid,  pelargonidin-3-glukosid, = malvidin  chlorid,  delphinidin  chlorid,
kyanidin-3,5-diglukosid) v methanolu o koncentraci 10, 1 a 0,1 mg/l. V nésledujici casti
experimentu byly testovany tii druhy piipravy vzorkd (voda, kyselina a SPE) jednotlivych
ovocnych a zeleninovych druhi.
Voda: Pfiblizné 4 g vzorku byly extrahovany s 20 ml destilované vody a vloZeny do ultrazvukové
lazn¢, aby doSlo k vyluhovéani anthokyanovych barviv. Po 30 minutich byl vzorek odstiedén
a vznikly extrakt byl precistén pies 0,45 um nylonovy mikrofiltr. Takto pfipravené vzorky byly
pouzity pro kvalitativni analyzu metodou HPLC-DAD.
Kyselina: Pfiblizn¢ 4 g vzorku byly extrahovany s 20 ml vodného roztoku kyseliny mravenci (1:9)
a vlozeny do ultrazvukové 1azné, aby doslo k vyluhovani anthokyanovych barviv. Po 30 minutach
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byl vzorek odstfedén a vznikly extrakt byl precistén pies 0,45 pm nylonovy mikrofiltr. Takto
piipravené vzorky byly pouzity pro kvalitativni analyzu metodou HPLC-DAD.

SPE: Pfiblizn¢ 4 g vzorku byly extrahovany s 20 ml vodného roztoku kyseliny mravenci (1:9)
a vlozeny do ultrazvukové 1azné, aby doslo k vyluhovani anthokyanovych barviv. Po 30 minutach
byl vzorek odstiedén. Extrakt byl piecistén pomoci SPE (0,1 - 1 ml) a vymyt pomoci 5 ml

metanolu. Pfecistény extrakt byl odpafen na vakuové odparce a rozpustén v 1 ml v 0,01% HCI.
Takto pfipravené vzorky byly pouZity pro kvalitativni analyzu metodou HPLC-DAD.

Podminky analyzy

Stanoveni anthokyand pomoci HPLC-DAD podle IFU no. 71: Pritok 1ml/min, kolona 5 um
Purospher STAR RP-18e, 4 x 250 mm, detekce UV/VIS pii 525 nm, mobilni faze A —
voda:kyselina mravenci (9:1 v/v), B — voda:kyselina mravenci:acetonitril (4:1:5 v/v/v)
Tab. 1 Popis gradientové eluce

Cas (min) Procentualni podil mobilni faze A | Procentualni podil mobilni faze B
0 88 12
1 88 12
26 70 30
35 0 100
41 88 12
50 88 12

Vysledky a diskuze

Pro odhaleni pfibarvovani byla vyuzita technika fingerprinti anthokyanii pomoci HPLC-DAD.
Hlavnim ukolem bylo navrzeni a optimalizace postupu izolace barevné slozky a zplsobu
interpretace vysledkl. SoucCasné byla ovéfena pracovni charakteristika celého postupu (mez
detekce, mez stanovitelnosti, opakovatelnost a linearita). Vzhledem knizké stabilité
pelargonidin-3-glukosidu, malvidin chloridu, delphinidin chloridu a kyanidin-3,5-diglukosidu jsou
pracovni charakteristiky uvedeny pouze pro stabilni standardy anthokyani a to:
kyanidin-3-glukosidu a peonidin-3-glukosidu viz Tab. 2. Identifikace jednotlivych anthokyani byla
provedena porovnanim charakteristického reten¢niho ¢asu, UV/VIS spektra a literatury.

Tab. 2 Pracovni charakteristiky vybranych standardii anthokyanti

Anthokyan LOD (mg/l) LOQ (mg/l) Vytéznost (%) RSD (%)
kyanidin-3-glukosid 0,32 1,07 96,6 4,84
peonidin-3-glukosid 0,33 1,09 92,9 4,70

Na nasledujicim chromatogramu Obr. 1 jsou uvedeny profily anthokyant jednotlivych druhi
ovoce (od spodu: 1. ¢erny bez, 2. aronie, 3. Cervena fepa, 4. granatové jablko, 5. ¢erna mrkev, 6.
kanadské bortivky, 7. jahody, 8. maliny a 9. tfesné). Je zde srovnani plodu cerného bezu a aronii,
které obsahuji nékolikanasobnou koncentraci anthokyanli nez v jinych bézné pouzivanych
ovocnych druzich. Majoritni anthokyany v plodech ¢erného bezu jsou pouze tfi a to 1. kyanidin-3-
sambubiosid-5-glukosid (RT 5,2), 2. kyanidin-3-sambubiosid (RT 7,9) a kyanidin-3-glukosid (RT
8,7). Majoritni anthokyany v plodech aronii jsou pouze &tyfi, a to 1. kyanidin-3-galaktosid (RT
7,5), 2. kyanidin-3-glukosid (RT 8,7), 3. kyanidin-3-xylosid (RT 10), 4. kyanidin-3-arabinosid
(14,2).> Profil kanadskych bortvek je chudsi co do poétu piku, ale ikoncentrace, ditvodem je
pfitomnost anthokyanovych barviv pouze ve slupce.
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Obr. 1 Profil anthokyant jednotlivych druhti ovoce

Na chromatogramu (Obr. 2) jsou tfi rizné piipravy vzorku ¢erného bezu 1. kyselina, 2. voda,
3. SPE. Z chromatogramu je patrné, ze extrakce kyselinou je nejucinnéjsi. Pfi extrakci ve vodé
doslo k castecné degradaci anthokyanovych barviv. Problémem pii precisténi pomoci SPE kolonek
je v dusledku velkého obsahu anthokyanti nedostatecné vymyti vzorku. Stejny vliv byl zjiStén
1 u ostatnich vzorkl ovoce a zeleniny.

Cerny bez

Obr.--2 Riizné zf)ﬁsbby extrakce vzorku éerﬁéﬁb bezu (kyéelinal, voda, SPE)

6. 10% Cernd mrkev
5. 10% Grantové jablko
B S | . . 4.10% Cervend fepa

L ’ 3. 10% Cerny bez

Jll. Ao |||l_«\___ e A 2. 10% Aronie

_ f 1. Jahody

br. 3 Porovnani vzorku jéhgd a vzorku s 10%pf1davkem Jmeho druhu ovoce

Na obrazku 3 jsou uvedeny vzorky jahod (1.) a vzorky s 10% ptidavkem jiného druhu ovoce.
Vzorek 2. s 10% ptidavkem aronie, 3. s 10% ptidavkem cerného bezu, 4. s 10% piidavkem cervené
fepy, 5. s 10% pridavkem granatového jablka, 6. s 10% piidavkem cerné mrkve. Majoritnim
anthokyanem je u jahod pelargonidin-3-glukosid (RT 11,2), dale je pfitomen kyanidin-3-glukosid
(RT 8,7), pelargonidin-3-rutinosid (RT 19,1) a pelargonidin-3-arabinosid (RT 21,9).* Je patrné, ze
1ze podle profilu anthokyani odhalit 10% piidavek ¢erného bezu, aronie, ale 1 granatového jablka.
V ptipadé Cervené fepy se profil shlukuje pouze na pocatku analyzy, a proto by bylo vhodné pro jeji
detekcei pouzit jinou metodiku. Koncentrace anthokyant v cerné mrkvi je velmi nizka, proto by bylo
vhodné pouzit jinou extrakci vzorku, popf. i jinou metodiku.
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Tab. 4 Primérné procentudlni zastoupeni jahod podle literaturu, naméfenych vzorka jahod, 10%
pridavek aronie, Cerného bezu a ¢ervené fepy

Anthokyan Literatura Pramérné Rozsah Procentualni Procentualni Procentualni Procentualni Procentualni
pramérné procentualni hodnot z zastoupeni zastoupeni zastoupeni zastoupeni zastoupeni
procentualni zastoupeni literatury 10% 10% 10% 10% 10%
zastoupeni zméfenych a méfeni aronie cerny bez Cervena fepa granatové ¢ernd mrkev
jahod jahod (n=10) jablko
Cy-3-glc 3,5 0,9 0,4-4 2,2 26,0 1,1 5,5 0,8
Pg-3-glc 90,7 93,0 90-95 39,9 28,6 89,7 80,9 92,9
Pg-3-rut 3,5 4,9 3-5,4 nd 1,9 2,9 5,1 4,9
Pg-3-ara 42 1,2 0,7-4,7 2,8 nd 1,3 1,2 1,1
g/f’l)kem 101,9+5 100 1005 449 56,5 95,0 92,7 99,7

Nameétené hodnoty primérného procentudlniho zastoupeni pro jahody odpovidaji literature.

Procentudlni zastoupeni pelargonidin-3-glukosidu, ktery je majoritnim anthokyanem jahod, se pfi
ptidavku jiného ovocného/zeleninového druhu snizi. U 10% ptidavku cerného bezu se sniZi az na
necelych 29 %. Ptidavek 10 % aronie zpisobi snizeni na necelych 40 %. Pelargonidin-3-rutinosid je
pti ptidavku 10% aronie pod mezi detekce. Naopak pelargonidin-3-arabinosid je pod mezi detekce
u 10% ptidavku ¢erného bezu.

Tab. 5 Primérné procentudlni zastoupeni vzorkl jahodovych pomazanek a détské vyzivy
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzoreké% Vzorek 5 Vzorek 6
Jahodova Jahodova Jahodova Jahodovy ST o] R ey
Anthokyan . . . . Détska vyziva Ovocna smés
pomazanka pomazanka pomazanka dzem (24 %) 0 %)
(100 %) (45 %) (50 %) (70 %) i .
Cy-3-glc 7,4 2,8 nd nd 3,5 3,1
Pg-3-glc 72,5 63,6 100 100 48,7 nd
Pg-3-rut nd nd nd nd nd nd
Pg-3-ara nd nd nd nd nd nd
Celkem (%) 79,9 66,4 100 100 52,2 3,1
Dalsi pfitomné cy-3,5-digle, cy-3-sam, dp-3-glc,
anthokyany cy-3-sam dp-3-gle ) ) cy-3,5-diglc dp-3-rut, peo-3-glc
Identifikovany 1 granatoveé cerny bez, ¢erny rybiz,
ovocny druh ) Gerny rybiz . . jablko hroznové vino

Z tabulky 5 vyplyva, Ze vzorky jahodovych pomazanek (100 %, 45 %, 50 %), jahodového
dZzemu (70 %), détské vyzivy (24 %) obsahovaly majoritni anthokyan jahod pelargonidin-3-
glukosid, dale také vzorky 1, 2 a 5 obsahovaly kyanidin-3-glukosid. Zatimco ve vzorku ovocné
smési (6) byl detekovan pouze kyanidin-3-glukosid, typicky pro jahody. Zarovenn obsahoval
charakteristické anthokyany, které jsou typické pro &erny bez, Gerny rybiz a hroznové vino.” Ve
vzorku jahodové pomazanky (1) byla zjiSténa piitomnost anthokyanu kyanidin-sambubiosidu
typického pro cerny bez. Jelikoz byla koncentrace u tohoto vzorku velmi nizka, nelze s jistotou
potvrdit dany ovocny druh. U vzorku jahodové pomazanky (2) byla potvrzena piitomnost ¢erné¢ho
rybizu.

Zavér

Vysledky ukazuji, ze stanoveni profilu anthokyant pomoci HPLC-DAD lze vyuzit jako jeden
z markert pro odhaleni nespravné znacenych nebo falSovanych vyrobkii na ¢eském trhu. Metodu by
bylo tfeba ovéfit na vétsim mnozstvi vzorkl s nizkym obsahem ovocné slozky. Déle pro porovnani
a ptipadné odhaleni pfidavku syntetickych barviv vyuzit metodu TLC.

Podékovani )
Tento projekt byl financovéan z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT
¢.20/2014): A1_FPBT 2014 006.
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R 32

NEJBEZNEJSI VADY VUNE CITRUSOVYCH NEALKOHOLICKYCH NAPOJU
A MOZNOSTI JEJICH DETEKCE

Duchova 1., Nova J., Cizkova H.
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

UvVOD

Spotieba nealkoholickych napojti v CR dosahla maxima v roce 2008, kdy bylo spotfebovano
297 litr na osobu. Od té doby spotfeba mirné klesa, ale stale s 278 litry na osobu (rok 2012) se
jedna o velké mnozstvi vypitych PET lahvi, TetraPack krabic ¢i ve skle balenych népoji. Neni divu,
ze pii takto velké spotiebé, se stale Castéji objevuji stiznosti spotiebiteld na nevyhovujici senzorické
vlastnosti zakoupeného vyrobku. Mezi nejcastéjsi senzorické defekty nealkoholickych napoju patii
nevyhovujici vzhled (napft. zékal, sediment, plovouci ¢astecky) ¢i netypicka viné a chut’.

Vétsina latek, které negativné ovliviiuji vini nealkoholickych népojl, ovliviuje také jejich
chut’, subjektivné vétsinou nelze oddélit pachovy a chutovy vjem (flavor). V ptipadé pachové vady
nealkoholického napoje je Casto problematické identifikovat konkrétni latku odpovédnou za
nezédouci vini, a tim i zjistit piivod vzniklého defektu. Vedle senzorického hodnoceni je rychlou
metodou pro detekci t€kavych latek SPME analyza spojena s GC-MS. V praxi muze nastat situace,
ze senzorickym hodnocenim se prokdze nestandardni viné daného vyrobku, ale pomoci
instrumentalni analyzy se nepodaii zjistit konkrétni latka ¢i latky zodpovédné za danou vadu.
Dtvodem je, ze prah vnimani konkrétni latky je niz$i nez mez detekce pouzité analytické metody.

Cilem prace bylo zhodnotit nejbéznéjsi vady viné nealkoholickych napoji z pohledu
spotiebitele a z pohledu analytické metody. Na zaklad¢ literarnich udajti a vlastnich zkuSenosti bylo
vybrano 9 latek (viz Tab. 1), které¢ byly identifikovany jako Castd piicina senzorického defektu
napoje. Cilem bylo stanovit prahové koncentrace vnimani danych latek spottebiteli, vliv téchto latek
na celkovou viini napoje s citronovou pfichuti anasledné ovéfit, zda jsou zjisténé prahové
koncentrace detekovatelné SPME-GC-MS analyzou.

METODY

Senzoricka analyza

Vycvik hodnotitelti pomoci potfadové a parové zkousky: vodné roztoky chemickych latek.
Stanoveni prahové koncentrace v citronové limonad¢: trojuhelnikova zkouska, hodnoceni rozdilu
od standardu. Koncentrace latek jsou uvedeny v tabulce (Tab. 2).

SPME/GC/MS analyza pro stanoveni profilu tékavych latek

Instrument: plynovy chromatograf (7890A  Agilent Technologies) s hmotnostnim detektorem
(5975C Agilent Technologies).

Izolaéni podminky: DVB/Carboxen'"/PDMS StableFlex™ vlakno 50/30 um, temperovani vzorku
I minutu pii teploté 40 °C, extrakce 10 minut pii teploté 40 °C, desorpce 4 minuty pfi teplote
240 °C.

Chromatografické podminky: kolona HP-5MS 5% Phenyl Methyl Siloxane (Agilent), 30 m x 250

um x 0,25 pm; mobilni fize: helium, konstantni priitok 1,4 ml.min™.



Tab. 1: Charakteristika vybranych latek, potencialnich zdroji vad ving citronové limonady
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a zatuchly zapach

Slozka
citrusového Sladky, citrusovy 200 pg/l 33,9 mg/l 176 — 177
aroma*
Slozka Zatuc.hly,
citrusového plesnivy, 30-350 1 910 men | 217-218
aroma* t(?rpenlcky, ng/l
drevity, kvétinovy
Slozka Zatuchly,
citrusového | \PEmEKS, 0,1 mg/l 24mgl | 176- 178
aroma* fevité tony, jako
rozpoustédlo
Slozka Terpenicky
citrusového Tpenicxy, 1,5 pg/l 8,68 mg/l 182
aroma* citrusovy
V nizkych
koncentracich
pfirozena Po Cerstvé
slozka, produkt . 30 ng/l 4,8 g/l 130 - 131
oxidace posekané travé
lipofilnich
slozek
Produkt
degradace ,
sorbanu Zag;g?el.)io 100 pg/l 690 mg/l 42
draselného p L
plisni
Metabolit Zapach po
bakterii uzenych rybach
(Alicyclobacillus 2 sgru, 3-21 gl 17¢/l 205
sp.) medicindlni
Metabolit plisni Zemglyésfl‘i‘i“;hly’ 0,03 ng/l 10 mg/1 132
Migrace z PET Stiplavy, ovocny 10 — 20 pg/l >500 g/l 21

* ve vySSich koncentracich zdrojem smyslového defektu

VYSLEDKY A DISKUSE

Kurceni prahové koncentrace sledovanych latek v limonad¢ byla pouzita trojuhelnikova
zkouska a zkouSka hodnoceni rozdilu od standardu. Pomoci trojuhelnikové zkousky byly
hodnotiteli zkoumény rozdily mezi dvéma vzorky a to mezi vzorkem samotné limonady a
limonady, které obsahovala ndmi pfidané chemické latky. Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab.
2). Na zakladé¢ téchto vysledkli byly u nékterych latek upraveny koncentrace pouzité pro zkousku

hodnoceni rozdilu od standardu.

Zkouska hodnoceni rozdilu od standardu byla vyuZzita pro potvrzeni prahové koncentrace
chemickych latek v limonad€. Ukolem hodnotitelii bylo urcit, ktery z pfedlozenych vzorkd je
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totozny se standardem (samotné limonady) a ktery je odlisny od standardu. U této zkousky byla
vypoditana hodnota % kterd byla nasledn& porovnana s tabelovanymi kritickymi hodnotami
rozd&leni y* (viz Tab. 2). Pokud byla vypoétena hodnota v&tsi nez hodnota tabelovana (x> = 3,84),
da se fici, Ze mezi vzorky byl prukazny rozdil. Rozdil mezi vzorky byl po porovnani hodnot u
acetaldehydu, hexanalu a 2,4,6-trichloroanisolu. Senzorickd analyza nebyla uspé$nd u vSech
sledovanych chemickych latek. Hodnotiteliim dé€laly potize hlavné 1,3-pentadien, D-limonen a -
terpinen.

Tab. 2: Podklady k urCeni prahové koncentrace sledovanych latek v limonadé — vyhodnoceni
trojuhelnikové zkousky a zkouSky hodnoceni rozdilu od standardu

TafiEews daia Zkouska hodnoceni rozdilu
od standardu
. Min. A ‘s
Spravné . Spravné | Vypoctené
Koncentrace . spravné | Koncentrace .
z celkového z celkového | hodnoty
(ng/l) y Kos (ng/D y 2 5
poctu (95 %) poctu X
5000 12/20 11 200 10/13 5,6
200 14 /20 11 150 12/13 10,4
5000 6/20 11 2000 6/13 0,7
1000 7/20 11 1000 5/13 0,2
1000 8/20 11 220 7/13 0,6
5000 13/20 11 3500 7/13 0,2
10000 12/26 14 10000 9/13 1,4
15 12/26 14 15 4/13 0,2
3 11/26 14 3 12/13 6,5

* Kritické hodnoty rozdéleni zkousky hodnoceni rozdilu od standardu y~ = 3,84

Pro SPME-GC-MS analyzu byly pouzity prahové koncentrace latek zjisténé pomoci senzorické
analyzy. Chemické latky pridané do limonady byly pomoci analytické metody dobfe detekovany.
U latek, které se prirozené vyskytovaly v limonadé a byly soucasné¢ zdmérné ptridany, napiiklad D-
limonen, a-terpineol, p-cymen, y-terpinen, byly zfetelné odpovidajici nartisty ploch pik.

Plynové chromatografie se vtomto ptipadé¢ ukazala jako ucinnéjs$i metoda nez senzoricka
analyza. SPME-GC-MS analyzu byly detekovany i prahové koncentrace uvadéné v literatute, které
senzorickd analyza nebyla schopna odhalit. Tabulka 3 shrnuje zjisténé meze detekce pro vybrané
chemické latky.

Na zdklad¢ namétfenych vysledkli bylo mozno rozdélit sledované latky do dvou skupin.
U acetaldehydu, p-cymenu, y-terpinenu a 2,4,6-trichloroanisolu byla mez detekce analytické
metody a prah vnimani jejich viiné v limonad¢ srovnatelné. U ostatnich latek (hexanal, D-limonen,
1,3-pentadien, guajakol, a-terpineol) byla zjisténad mez detekce plynovou chromatografii nizsi nez
posttehnutelnost lidskymi smysly.
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Tab. 3: Zjisténé meze detekce pro vybrané chemické latky

SPME/GC/MS | SPME/GC/MS | Senzorickéa analyza
ve vodé VvV limonadé Vv limonadé
(/) (ng/l) (ng/l)
200 200 200
20 75 150
200 200 >5000
100 250 >1000
2000 2200 >1000
35 1700 5000
5 10 >10
15 15 >15
3 3 3

ZAVER

Nevyhodou senzorické analyzy jako nastroje identifikace pfi¢iny defektu je to, Ze je ke
spolehlivému hodnoceni zapotiebi pomérné velké mnozstvi zaSkolenych a na konkrétni latku
citlivych hodnotitelii. Vyhodou je jednoduchost, rychlost a po vycvi¢eni hodnotiteli 1 levnost
metody.

Metoda SPME/GC/MS jednozna¢né identifikovala a kvantifikovala vSechny testované
chemické latky v danych koncentracich. Pokud se u n¢které latky vyskytl problém s detekci, byl
pouzit u metody tzv. vybér iontli, pomoci néhoz byla latka nasledn¢ dohleddna. Nevyhodou u této
metody je nutnost instrumentdlniho vybaveni, relativné velka nejistota méfeni (RSD 20 %) a
neznama citlivost na dalsi t¢kavé latky, které se mohou vyznacovat velmi nizkym prahem vnimani.

Pro odhaleni ptipachti v napojich se jevi jako vyhodné kombinace vySe uvedenych metod. Pro
rychlé odhaleni defektu pouziti senzorické analyzy a pro néaslednou identifikaci a kvantifikaci latky
zodpovédné za defekt vyuziti SPME-GC-MS.
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NOVE NAPOJE ZE SLADOVANYCH OBILOVIN FERMENTOVANE NETRADICNIMI
KULTURAMI

Mikyska A., Matoulkova D., Slaby M., Hartman 1.

Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky, a.s.

Vyuziti netradi¢nich sladovanych obilovin a pouziti nepivovarskych kultur produkcnich
mikroorganizmi pro fermentaci skytd nové moznosti vyroby piv a pivu podobnych ndpoji se
zajimavymi senzorickymi vlastnostmi a potencidlnim zdravotnim benefitem. V pilotnim pivovaru
byly pfipraveny pokusné varky ze 100 % sladované pSenice Citrus, ovsa a smési pohankového
sladu s jeCnym sladem v poméru 1:1. Sladiny byly fermentovany kmeny RIBM 2-107 a RIBM 2-
108 (Lactobacillus casei subsp. paracasei) a kmeny RIBM 163, RIBM 164 (Saccharomyces
cerevisiae) v riznych variantach. Napoje byly piipraveny v hotké a nehotké varianté. Prokvaseni
napoji bylo vyrazné nizsi nezli u piv, u pokust s pSenicnym sladem pfiblizn¢ 50%, u ovesného
sladu 45% a smési sladli z pohanky a je€mene piiblizn€ 32%. Spektrum senzoricky aktivnich latek
ve fermentovaném népoji zdviselo vétsi mérou na sladu (obilovin€) a v mensi mife na pouzitém
kmenu mikroorganismu. Napoje mély oproti pivu kyselejsi charakter. Senzoricka obliba byla
obecné nejlepsi u piv/napoji z pSenice Citrus, nejlepsi skore bylo u fermentace smésnou kulturou
RIBM 2-107+ RIBM 163 ve varianté¢ nehoi¢eno, kladn¢ akceptovatelné byly i chmelené varianty.
Perspektivni chutové vlastnosti mél nechmeleny napoj z ovesného sladu fermentovany smésnou
kulturou kmenti Lactobacillus casei subsp. paracasei. Z variant pohankovych byla nejlepsi
nehoicend varianta fermentovana kmenem RIBM 164. Z pohledu hoiceni (chmeleni) byly
preferovany nechmelené napoje.
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R 34
NOVE POSTUPY V KONTROLE KVALITY A BEZPECNOSTI LIHOVIN

Stupak M.', Kocourek V.', Hajslova J.!
1) Ustav analyzy potravin a vyzivy, Technicka 5, 160 23, Praha-Dejvice

Uvod

FalSovani lihovin je v poslednich letech velmi rozsifeny problém a kromé¢ finan¢nich (danovych)
ztrat pro statni pokladnu, Sizeni spotiebitelll i poctivych vyrobcli, mohou tyto nekalé praktiky vést
k zavaznym trvalym nasledkim na zdravi a dokonce smrti. Je velice dulezité sledovat v lihovinach
pfedevsim obsah etanolu, metanolu, alkoholl pfiboudliny a dalSich t€kavych latek a také detekovat
denaturaéni &inidla." Pro stanoveni etanolu se nejcast&ji vyuziva pyknometrické stanoveni. Ackoli
je tato metoda pouzivana po dlouha Iéta a jeji podstata je pomérné jednoducha, pyknometrické
stanoveni je Casové dost naroéné a pracné a vyzaduje zkuseného pracovnika.?

Cilem studie byl vyvoj rychlych, jednoduchych a cenové dostupnych analytickych postupti pro
hodnoceni kvality lihovin s vyuzitim plynové chromatografie (GC, gaschromatography) ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (MS, massspectrometry). Prvni ¢ast studie byla zamétena na vyvoj,
optimalizaci a validaci analytické metody pro stanoveni koncentrace etanolu v riznych typech
lihovin s rozdilnym obsahem etanolu a t¢kavych latek s vyuzitim metody isotopového zied'ovani
deuterovaného standardu etanolu. V druh¢ Casti byly lihoviny vySetfeny na obsah té¢kavych latek
(vyssi alkoholy, metanol, ethylacetat atd.) a denaturacnich ¢inidel (isopropanol a terc-butanol).
Metoda analyzy etanolu v alkoholickych napojich

Vnitini standard (IST, z angl. internal standard) etanol-2,2,2-d;byl ptipraven navazenim do 10 ml
odmérné banky, do které byla navazena deionizovana voda doplnéna do objemu 10 ml. Dale byl
pfipraven zasobni roztok navdzenim standardu etanolu do 10 ml odmérné barnky a doplnén
deionizovanou vodou, kterd byla zvazena. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny navazenim danych
objemt (100, 125, 150, 175, 200, 225 a 250 pl) vySe zminéného standardu etanolu, 100 pl IST a
roztok byl doplnén deionizovanou vodou. Vzorky pro analyzu etanolu v lihovinach byly nejprve
vytemperovany na laboratorni teplotu a poté bylo 50 ul daného vzorku navazeno do 10 ml odmérné
banky. Ke vzorku bylo navazeno 100 pul IST a byla pfidéna a zvazena deionizovana voda na
vysledny objem 10 ml. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany.

Pti ptipravé vzorku a kalibracnich roztoka byla korigovana objemova kontrakce, ktera nastava pti
smiseni etanolu a vody. Experimenty probihaly za béZné laboratorni teploty (22+1°C) a nebylo
nutno presn¢ temperovat vzorky, standardy atd.

Pro chromatografickou separaci byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 6890N s kapilarni
kolonou HP-Innowax (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
Agilent 5975 MSD. Podminky GC—MS jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I: Podminky GC-MS pro stanoveni etanolu

Nosny plyn Helium, konstantni pritok nosného plynu 1 ml/min
Objem nastiiku 0,5 pl

Nastiik Split (1:150)

Teplota nastiiku 200°C

Teplotni program pece 40°C (4,5 min), post run 180°C (2 min)

Teplota transferline 200°C

Teplota zdroje 230°C

Teplota kvadrupolu 150°C

Akvizi¢ni mod Monitoring vybranych iontd (SIM)

Monitorované m/z 46,45,49,48
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Na obr.1 je uveden chromatograficky zaznam separace nativniho etanolu a vnitfniho standardu
ve vzorku whisky. Byly vybrany kvantifika¢ni hodnoty m/z 46 pro nativni etanol a m/z 49
pro vnitini standard.

Ethanol-2,2,2-d3
12000 (IST)

m/z 49
10000

mlz 45
8000

Intenzita

6000

4000

2000

N :

e e e e B L B L L T T
3.40 3.45 3.50 3.55 3.60 3.65 3.70 375, 3.80
Cas (min)

0

Obrazek 1: separace nativniho etanolu a vnitiniho standardu ve vzorku whisky (40,18 % v/v etanolu).

Validace byla provedena na péti riznych typech lihovin s riznymi obsahy etanolu a dal§ich
tékavych latek (acetaldehyd, metanol, vyssi alkoholy, atd.). Jako zastupce lihovin s vysokym
obsahem té€kavych latek byla vybrana hruskova palenka a grappa, se sttednim obsahem tékavych
latek rum a whisky a s minimalnim obsahem tékavych latek vodka. Analyza kazdého vzorku byla
provedena v Sesti opakovani.

Vysledné koncentrace etanolu v hmotnostnim zlomku byly pfepocteny pomoci lihometrickych
tabulek na procentualni obsah ethanolu (v/v). Koncentrace etanolu (%, v/v) v testovanych vzorcich
jsou uvedeny spolecné s opakovatelnosti vyjadienou jako relativni smérodatna odchylka (RSD, %)
v tabll. Pro ové&feni metody byl usp&$né analyzovan testovaci material whisky (FAPAS®).

Tabulka I1: vysledné koncentrace etanolu v analyzovanych vzorcich a opakovatelnost metody

Vzorek Koncentrace ethanolu (%, v/iv) RSD (%)
Hruskova palenka 44,47 0,54
Grappa 40,09 0,67
Rum 37,74 0,19
Whisky 40,18 0,26
Vodka 4491 0,51

Ywr

Hodnoceni obsahu vysSich alkoholi a tékavych latek

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat obsahy etanolu ziskané pomoci nové vyvinuté metody
GC-MS a pyknometrie. Pfi pyknometrickém stanoveni se spolu s etanolem destiluji také dalsi
tékavé latky, které jsou pfitomny v lihovinach. Pfedev§im se jedna o metanol, acetaldehyd,
ethylester kyseliny mravenci, ethylacetat a o vyssi alkoholy (alkoholy pfiboudliny, mezi které patii
butan-2-ol, propan-1-ol, 2-methylpropan-1-ol, butan-1-ol, 2-methylbutan-1-ol, 3-methylbutan-1-ol a
hexan-1-ol). Tento fakt mize zpiisobit mirné nadhodnoceni vysledné koncentrace etanolu pfi
pyknometrickém méfeni druhti lihovin s vysokym obsahem téchto latek.

Ve vzorcich pouzitych v pfedchozim experimentu byly sledovany vyse uvedené tékavé latky bézné
sledované v lihovindch. Pro tento ucel byla navrZena a validovana metoda GC-MS, ktera vyuziva
isotopove znaceny metanol a pentan-1-ol jako IST a tato metoda byla rozsifena o dvé bézné se
pouzivajici denaturacni ¢inidla (isopropanol a terc-butanol)
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Do 10 ml odmérné banky bylo pfidano 100 pl Ds-metanol a 100 pl pentan-1-olu a poté byla barnka
doplnéna danym vzorkem a vzorek byl analyzovan. Podminky GC-MS jsou uvedeny v tabulce I11.
Byla pouzita stejna instrumentace GC—MS a kapilarni kolona jako pfi stanoveni etanolu. Na obr. 2
je znazornén piiklad chromatografického zaznamu z analyzy hruskové palenky, ktera obsahovala
nejvyssi koncentrace te¢kavych latek.
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Cas (min)
Obréazek 2: chromatograficky zdznam té€kavych latek v hrugkové pélence.
Tabulka I11: Podminky GC-MS pro stanoveni t€kavych latek
Nosny plyn Helium, konstantni pritok nosného plynu 1 ml/min
Objem nastiiku 0,5 pl
Nastiik Split (1:150)
Teplota nastiiku 200°C
Teplotni program pece 40°C (4 min), 20°C/min do 150°C, post run 180°C (5 min)
Teplota transferline 200°C
Teplota zdroje 230°C
Teplota kvadrupolu 150°C
Akvizi¢ni mod Monitoring vybranych iontt (SIM)
Monitorované m/z 29,43,44,31,45,43,32,33,35,59,61,103,45,45,55,56

Naméfené koncentrace metanolu, acetaldehydu, ethylesteru kyseliny mravenci, ethylacetatu a
vysSich alkoholll (suma butan-2-ol, propan-1-ol, 2-methylpropan-1-ol, butan-1-ol, 2-methylbutan-1-
ol, 3-methylbutan-1-ol a hexan-1-ol) jsou uvedeny v tab. 2. Nejvyssi koncentraci tékavych latek
obsahovala podle oc¢ekavani hruskova palenka a grappa, dale whisky a rum.Ve vodce byly vSechny
stanovované analyty pod limitem kvantifikace (LOQ, limit of quantification).

Na obr. 3 je uvedeno porovnani koncentraci etanolu ziskanych metodou GC-MS a pyknometrii.

Z obrazku je patrné, Ze pii vysokych hladinach tékavych latek (hruSkova palenka, grappa) skute¢né
dochézi k mirnému nadhodnoceni koncentraci etanolu.

Tabulka 1: koncentrace alkohol piiboudliny v analyzovanych vzorcich

Vzorek Koncentrace sumy tékavych latek (mg/l a.a.)
HruSkova palenka 16354

Grappa 14089

Whisky 2396

Rum 602

Vodka <LOQ
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Obréazek 3: porovnani obsaht etanolu (%, v/v) ve vzorcich ziskanych GC-MS a pyknometrii.

Zavér

Obé¢ nove vyvinuté a optimalizované metody byly pouzity pro analyzu komeréné dodanych lihovin
piedevsim beéhem ,,metanolové aféry* pro pottebu tzv. rodného listu. Analyzovéano bylo 220
tiznych druht lihovin a ani u jednoho vzorku nebyl pekro¢en maximalni povoleny limit pro
metanol a dal$i t¢kavé latky udavané legislativou.
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MAK JAKO ZDROJ ALKALOIDU?

Novotna H., Skopikové M., Schulzova V., Hajslova J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha

Péstovani maku setého (Papaver Somniferum L.) ma v Ceskych zemich vice neZ tisiciletou
tradici. Ceska republika je také nejvyznamngj§im producentem této komodity, a to s produkci
fadové desitek tun rocné. Makova semena se pouzivaji v pekarskych vyrobcich, jako naplné do
kolacii a riznych dezertii a také se z nich lisuji jedlé makové oleje. Potraviny obsahujici mak jsou
obliben¢ ptedevsim ve statech stiedni Evropy.

Co se ty¢e morfinovych alkaloidfi, ty makova semena sice neobsahuji, ale mohou byt jimi
kontaminovéna z jinych ¢asti makové rostliny, napiiklad pti napadeni makovic hmyzem nebo béhem
sklizn€ a vyrobniho zpracovéni. Z toho diivodu makové semena vyvolavaji fadu otdzek, tykajicich se
bezpecnosti. Konzumace méaku kontaminovaného opiovymi alkaloidy mutze vést k nepfiznivym
zdravotnim k ucinkim, a také k méfitelnym hladindm morfinu v moci a krvi, pretrvavajicim po dobu
né¢kolika dni.

Spravné sklizeny a kvalitng vy¢istény mak z odriid vypéstovanych v CR nemiize byt zdrojem
kontaminace morfinovymi alkaloidy v rozsahu, ktery by mohl mit nezddouci farmakologicky ucinek
na lidsky organismus a vytvarel zdravotni rizika pro normaélniho konzumenta potravinaiskych
vyrobkli obsahujicich tuto olejninu. Vyznamnym zdrojem alkaloidi vSak mutze byt semeno
technického (nepotravindiského) maku, primérné neurceného pro kulinarni ucely, vzniklého jako
odpad z vyrob farmaceutick¢ho prtimyslu, pro ktery jsou specializované technické odridy maku
set¢ho legdlné péstovany s cilem izolovat z makové slamy (makoviny) morfinové alkaloidy pro
vyrobu 1éCiv. Povrch makovych semen technickych odrid je kontaminovan zpravidla fadoveé vySSim
obsahem morfinu a jeho derivatl, nez je tomu u registrovanych potravinarskych odriid péstovanych v
CR. Piimichavani téchto nepotravinafskych mékd miZe tedy znamenat kromé sniZené senzorické
jakosti 1 zvySené riziko kontaminace alkaloidy. Z tohoto diivodu je potfeba mit k dispozici rychlé a
spolehlivé analytické metody pro kontrolu hladin opiovych alkaloida.
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STANOVENI ALKALOIDU V KRMIVECH METODOU UPLC-MS/MS
Bolechova M. (1, 2), Kosubova P. (1), Caslavsky J. (2)

(1) Usttedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky, Brno,
(2) Ustav Chemie a technologie ochrany zivotniho prostfedi, Fakulta chemicka, VUT v Brné

Alkaloidy jsou produkovany celou fadou rostlin, hub, bakterii a zivo¢icht. Tyto sekundarni
metabolity nejsou nezbytné pro pieziti zminénych organismil, ale zejména pro jejich ochranu. Na
zéklad¢ typickych strukturnich charakteristik se alkaloidy déli do nékolika pocetnych skupin.
Napiiklad pyrrolizidinové alkaloidy (PA) obsahuji vice nez 350 chemickych heterocyklickych
individui, a ergotové alkaloidy (EA) obsahuji vice nez 70 sloucenin. Prvni skupina alkaloidl je
produkovana rostlinami, zatimco druha skupina parazitujicimi houbami. Ob¢ skupiny jmenovanych
alkaloidii tedy mohou byt pfitomny v materialu ur€eném ke zkrmovani, nebo k vyrobé potravin.
Tyto alkaloidy pfedstavuji vazné riziko pro zdravi lidi a zvifat, a proto je nezbytné jejich vyskyt
sledovat.

Tato studie predstavuje rychlou, jednoduchou a citlivou metodu umoznujici identifikaci a
kvantifikaci PA a EA v krmivech a v surovinach pro jejich vyrobu. Vybrané PA (monokrotalin,
senkirkin, senecionin, seneciphyllin a retrorsin) spolu s vybranymi EA (ergokrystin, ergokryptin,
ergosin, ergokornin a jejich odpovidajici izomery) jsou analyzovany pomoci ultra-t¢inné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UPLC-MS/MS).
Ptiprava vzorkli pro tuto analyzu je zalozena na modifikované QuEChERS metod€. Piesnost,
spravnost, specificita, limit detekce a limit kvantifikace byly ovéfeny béhem validace.

Metoda byla pouzita pro analyzu vzorkii krmiv a surovin pro jejich vyrobu pochézejicich z
Ceské zeméedélské produkce. Na zakladé mnozstvi jednotlivych skupin alkaloiddi byly picniny a
dalSi objemna krmiva vyhodnocena jako mozné zdroje kontaminace PA, zatimco obiloviny byly
pfedevsim zdrojem EA kontaminace.
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TOXICKE SEKUNDARNI METABOLITY BRAMBOR — FAKTORY OVLIVNUJICi JEJICH
HLADINY

Krtkova V., Schulzova V., Hajslova J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Klicova slova: kalysteginy, glykoalkaloidy, brambory, U-HPLC-MS/MS

Uvod

Hlizy brambor obsahuji fadu biologicky aktivnich latek s pozitivnimi i negativnimi (toxické
sekundarni metabolity) u€inky. Mezi toxické sekundarni metabolity fadime glykoalkaloidy (GA) a
nortropanové alkaloidy kalysteginy (CAL), které rostlina produkuje jako obranu pied pisobenim
vnéjSich vlivii. Vznik téchto latek v hlizdch brambor miize byt ovlivnén mnoha faktory (stres
rostliny béhem péstovani, mechanické poranéni pii sklizni ¢i Spatné podminky pfi skladovani).
Hladiny GA a CAL v hlizach brambor mohou byt déale ovlivnény odriidou, zplisobem péstovani,
lokalitou péstovani, klimatickymi podminkami a pfipadnym oSetfenim hliz brambor proti Skiidctim.

Cil prace

Cilem dlouhodobé realizované studie (r. 2008 — 2012) bylo srovnani obsahu vyznamnych a
zdravi prospéSnych latek stejné jako slouenin predstavujici hygienicko — toxikologické riziko
v hlizach brambor. Hladiny téchto latek byly sledovany u dvou ¢eskych odriid brambor: velmi rané
odridy Finka a rané odrudy Katka. Brambory byly péstovany ve dvou lokalitdich (Praha Uhtinéves
a Leskovice). Dale byla realizovana kratkodoba studie, kdy byly sledovany zmény hladin GA (a-
chaconin a a-solanin) a CAL (A3, B2 a B4) v 21 §védskych odriadach brambor z ekologického a
konven¢niho zemédélstvi. Hlizy byly podrobeny (i) mechanickému poskliziovému poranéni, (ii)
exponovany svétlu a (iii) skladovany pfi zvySené teploté.

Analytickd metoda

K 5 g homogenizovanych hliz brambor bylo pfiddno 80 ml extrak¢éniho ¢inidla (50% metanol) a
30 min intenzivné¢ tfepano. Smeés byla poté prefiltrovana a vznikly extrakt byl extrakénim Cinidlem
doplnén na vysledny objem 100 ml. Ke stanoveni glykoalkaloidii a kalysteginii byla vyuzita
optimalizovana a validovand metoda ultra-u¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (U-HPLC - MS/MS). Pro separaci byla vyuzita analyticka
kolona Atlantis® HILIC Silica (100 x 3 mm; 3 um) a jako mobilni faze smés acetonitrilu a 20 mM
octanu amonného, gradientova eluce.
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Vysledky a diskuze

Studie I: Obsah GA (X a-solanin a a-chaconinu) a CAL (£ A3, B2 a B4) byl sledovan u 21
$védskych odrid brambor, kdy byly hlizy brambor jednotlivych odriid exponovany svétlu, teplu a
mechanicky poskozeny. Pro kazdou odridu byl testovan i kontrolni vzorek (bez poSkozeni).
Zvyseny obsah GA byl zaznamenan u hliz brambor, které byly mechanicky poranény C¢i
exponovany svétlu. Na Obrazku 1 je ukazana zména obsahu GA v zavislosti na poskozeni hliz,
vybrany dva piiklady. U odriidy Marine obsah GA piekrocil hygienicky limit 200 mg/kg ¢€.h. jiz
v kontrolnim vzorku. V druhém ptipad¢€ u odriidy Rocket byl obsah GA jak u kontroly, tak u hliz po
poskozeni ¢i exponovani svétlu a teplu pod danym hygienickym limitem. Zmény hladin CAL
v zavislosti na mechanickém poskozeni a exponovani svétlu jsou pro vybrané odridy brambor
ukazany na Obrazku 2. Vyznamné zmény v obsahu CAL byly zaznamenany pouze u kalysteginu
B4, nicméné mechanické poranéni ¢i expozice svétlu nemély na celkovy obsah CAL vyznamny
vliv.
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Obrazek 1: Obsah GA v odridach $védskych brambor v zavislosti na rizném zpisobu poskozeni
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Obrazek 2: Obsah CAL v odridach $védskych brambor v zavislosti na rizném zptsobu poskozeni
hliz.
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Studie Il: Hladiny GA a CAL byly sledovany v zavislosti na zpasobu oSetfeni hliz brambor.
Byly testovany dvé ceské odrady (Katka a Finka) ze dvou lokalit (LeSkovice a Praha Uhtinéves).
Vyssi hladiny téchto latek byly zaznamenany u odridy Katka z obou lokalit. U odridy Katka
z lokality Praha Uhfinéves byly vyssi hladiny CAL zaznamendny u hliz brambor po aplikaci
postiiku proti plisni bramborové a v kontrole k tomuto experimentu. U odridy Katka z lokality
Leskovice byly nejvyssi hladiny CAL v hlizach brambor slouzici jako kontrola k aplikaci posttiku
proti mandelince a plisni bramborové. Obecné se da konstatovat, Ze vysSi hladiny CAL byly
nalezeny v kontrolnich hlizach brambor. Ziskané primérné hodnoty GA a CAL (r. 2008 — 2012)
jsou shrnuty na Obrazku 3. Pii porovnani hladin GA a CAL v zavislosti na zpusobu péstovani
brambor nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily (t-test, a = 0,05) mezi organickym a
konven¢nim zptisobem péstovani (Obrazek 4).

(A)

ZGA BEEXCAL

Sl

KatkalFinka Katka | Finka | Katka | Finka | Katka | Finka | Katka | Finka | Katka | Finka

I

Primérné hodnoty, r. 2008- 2012

kontrola M vliv mulée kontrola PM | postiik proti | kontrola PP | postrik proti
mand elince plisni

Praha Uhiinéves

Lokalita/ Zpisob o$etieni/ Odriada

T GA EY CAL

®B)

milii;li Illl

Katkalkaa Katkalkaa Katkalkaa Katkalkaa Katka Finka Katka Finka

Priimérné hodnoty, r. 2008 -2012
(mg/kg)

kontrola M vliv mulée kontrola PM | postiik proti | kontrola PP | postrik proti
m and elince plisni

Les$kovice
Lokalita / Zpisob oSetireni/ Odrida

Obrazek 3: Porovnani pramérnych hladin GA a CAL ve dvou odridach brambor v zavislosti na
zpusobu oSetieni (A: lokalita Praha Uhtinéves, B: lokalita LeSkovice).
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Obréazek 4: Porovnani hladin GA a CAL v zavislosti na zptisobu péstovani hliz brambor.

Zavér

Studie I: Mechanické poskozeni hliz vedlo k vyznamnému nartstu hladin GA o 50 az 320 %. Po
exponovani hliz svétlem vzrostly hladiny GA az o 480 %. Skladovani hliz brambor za zvySené
teploty vedlo ke snizeni hladin GA u vétSiny odrtid. U tfech odrtid bez poskozeni (kontrola) byl
ptekrocen hygienicky limit 200 mg/kg ¢.h. Hladiny CAL u hliz po mechanickém poskozeni vzrostly

o 104 az 294 %. Exponovani hliz svétlu vedlo k naristu hladin CAL o 117 az 146 %. Ziskané
vysledky byly publikovany v kvétnu 2013 v Journal of Agricultural and Food Chemistry.

Studie 11: Za celou dobu sledovani (r. 2008 — 2012) obsahu GA byl hygienicky limit 200 mg/kg
¢.h. prekrocen pouze ve 4 ptipadech, vzdy se jednalo o odriidu Katka. Vyznamny vliv na hladiny
toxickych sekundarnich metabolith mé odriida, lokalita péstovani a projevuji se také klimatické
podminky (variabilita mezi jednotlivymi roky, teplota, srazky, UV zafeni,...). Zplsob péstovani
hraje pii ovlivitovani hladin GA a CAL méné¢ dilezitou roli.

Podékovani 5
Tato studie vznikla za podpory projekti (i) NAZV QH82149, (ii) MSMT MSM 6046137305 a
(ii1) ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢. 20/2014)
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P1l

APLIKACE HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE V OTEVRENEM PROSTORU PRO
HODNOCENI REZISTENCE CEREALII VUCI NAPADENI MIKROMYCETAMI R. FUSARIUM

Dzuman Z. Slavikova P., Jirtt M., Vepiikova Z., ZachariaSova M., Hajslova J.
Ustav chemie a analyzy potravin, Technicka 3, 166 28, Praha-Dejvice

Uvod:

Mezi vyznamné negativni vlivy v produkci obilovin patii plisobeni mikromycet rodu
Fusarium. Onemocnéni zpusobené témito mikromycetami jsou obecné nazyvany fusariozy [1].
Nejrozsitenéj$imi druhy fusarii zplsobujicich fusariézy jsou F. graminearum, F. culmorum, F.
avenaceum a F. poae [2]. Vyskyt fusarii a naslednd produkce jejich toxickych sekundérnich
metabolitli — mykotoxinli — je ovlivnéna celou fadou faktort, mezi néz patii predev§im a teplotni
podminky béhem rastu a typ predplodiny [3]. Rozvoj infekce 1ze do jisté miry ovlivnit vybérem
vhodné odriidy péstované obiloviny a pfedplodiny, aplikaci pesticidnich pfipravki a skladovacimi
podminkami [2, 4]. Metabolomické profilovani je novym piistupem, ktery lze vyuzit pro posouzeni
miry napadeni mikromycetami. Principem této techniky je cilova ¢i necilova analyza
nizkomolekularnich latek vzorku (metabolomu). Pokud pti métfeni nedochazi k identifikaci téchto
latek, jde o metabolomicky fingerprinting. Pro analyzu metabolomického profilu ¢i fingerprintu se
Casto vyuziva kombinaci chromatografickych a hmotnostné-spektrometrickych technik [5 — 7].
V této studii bylo vyuzito pfistupu metabolomického fingerprintingu pro studovani Sirokého
souboru vzorkl pfirozené kontaminované pSenice. Pro tento experiment byla vyuzita technika
pfimé analyzy v redlném case (direct analysis in real time, DART) s hmotnostné-spektrometrickou
detekci s vysokorozliSovacim analyzatorem typu orbitalni iontova past (orbitrap). Znacnou
prednosti této techniky je velmi nizky Cas analyzy umoziiujici rychlé zjisténi vysledk. Namétena
data byla zpracovana statistickou analyzou hlavnich komponent (principal component analysis,
PCA), ktera slouzi k redukei pivodniho mnozstvi dat za ucelem zjisténi jejich struktury s cilem
zachovani co nejvetsiho mnozstvi informaci a nasledné linedrni diskriminacni analyzou (linear
discriminant analysis, LDA), kterd slouzi k vytvofeni pozadovanych modelt pro klasifikaci
analyzovanych vzork.

Uvedena studie byla uskutecnéna za finan¢ni podpory projektu Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy Ceské republiky QI111B044.

Cil studie:

Cilem této studie je aplikace metabolomického fingerprintingu na soubor vzorkli pSenice
s vyuzitim techniky hmotnostni spektrometrie (MS) v otevieném prostoru s pifimou analyzou v
realném Case za ucelem vytvoreni statistickych modelt (SIMCA) pro klasifikaci vysetfovanych
vzorku dle 1) detekce pathogenu F. graminearum, ii) detekce mykotoxinu deoxynivalenolu (DON) a
ii1) poSkozeni zrn pSenice.

Vzorky:
Pro piimou analyzu DART-MS byl vyuzit Siroky soubor 60 vzorkli piirozené

kontaminované psenice pochdzejici z mnoha lokalit vrimci celé Ceské Republiky. Pied
provedenim vlastniho méfeni byly vzorky analyzovany na miru kontaminace mykotoxinem
deoxynivalenolem, dale pak miru poskozeni zrn pSenice a vyskyt mikromycet r. Fusarium.
Chemikalie, material:

- methanol, HPLC gradient, Merck (Némecko)

- technické plyny: dusik 5.0, dusik 4.0, Linde Technoplyn (CR)

- PTFE kyvety (50 ml), Merci (CR)

- PTFE mikrofiltry (0,22 um), Ciro (USA)

- kovova miizka DART s 96 jamkami, lonSense (USA)
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- instrumentace sestavajici se z iontového zdroje DART a vysokorozliSovaciho hmotnostniho
spektrometru ExactiveTM, lonSense (USA) a Thermo Fisher Scientific (USA)

Priprava vzorku a instrumentalni analyza:

Homogenizované vzorky byly zpracovany s vyuzitim optimalizované extrakce smési
methanolu s vodou (1:1, v/v) po dobu 30 minut. Vzorky byly poté odstiedény (5 min, 10,000 RPM),
supernatant (1 ml) odebran a pfefiltrovan s vyuzitim PTFE mikrofiltru (0,22 pm). Nésledovalo
odebrani do vialky, takto byl vzorek pfipraven pro instrumentélni analyzu.

Po extrakci vzorku byly 3 pl kazdého vzorku naneseny na kovovou miizku, na kterou je
mozné nanést az 96 vzorkl v ramci jednoho méfeni. Po zaschnuti vzorku byla mtizka vsunuta mezi
iontovy zdroj a vysokorozligovaci hmotnostni spektrometr Exactive ™ a vzorky zméfeny za piedem
optimalizovanych podminek shrnutych v Tab. I.

Tab. I: Podminky méifeni DART-MS

lonizace DART
Ioniza¢ni méd pozitivni
Hmotnostni rozsah m/z | 50 — 4000
RozliSeni 50,000 FWHM
Teplota desorpce 300°C
Desorpce vzorku 7s

Statisticka analyza:

Prvnim krokem zpracovani dat je vybér intenzivnich odezev z hmotnostnich spekter
analyzovanych vzorkd pro vSechny analyzované vzorky, tzv. markerd. Nasleduje zpracovani
primarnich dat pro vSechny vzorky spocivajici v normalizaci obsédhlého souboru dat a dale
metodami pokrocilé statistické analyzy s vyuzitim programu SIMCA (Unimetrics, USA). Prvni
metodou pouzitou pro zpracovani dat byla analyza hlavnich komponent (PCA) kterda slouzi
k redukci plivodniho souboru dat za soucasného zachovéni co nejvétstho mnozstvi plvodni
informace. Redukovand data jsou poté zpracovéana linedrni diskriminacni analyzou (LDA) za
ucelem vytvoreni modelii, které jsou pozdéji validovany a na zakladé kterych by bylo mozné
klasifikovat analyzované vzorky dle detekce pathogenu F. graminearum, kontaminace
deoxynivalenolem ¢i miry poSkozeni zrn pSenice.

Vysledky a diskuze:

1. Klasifikace vzorki dle detekce pathogenu F. graminearum

Jak je patrné z Obr. 1, jehoz osy tvofi tzv. hlavni komponenty (PC) nesouci informace o
mife rozdilu mezi zamySlenymi skupinami, vzorky vykazuji ¢astecny rozdil mezi témi, u kterych
byly detekovany mikromycety F. graminearum a vzorky prostymi kontaminace mikromycetami. Po
zpracovani redukovanych dat LDA (Obr. 2) a naslednou validaci vytvofeného modelu bylo
zjisténo, ze je mozné klasifikovat nezndmé vzorky psSenice s pravdépodobnosti presahujici 92%.
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Obr. 1: Graficky vystup PCA analyzy Obr. 2: Graficky vystup LDA analyzy

2. Klasifikace vzorkii dle detekce deoxynivalenolu

Po stanoveni deoxynivalenolu v analyzovanych vzorcich byly vytvoteny skupiny vzorku (i)
niz§i a (i) presahujici koncentraci 1000 pg/kg. Jak je patrné z grafického vystupu PCA
analyzy (Obr. 3) naznacujici mozné rozdéleni vzorki dle kritéria miry kontaminace
deoxynivalenolem i nasledné LDA analyzy (Obr. 4), v tomto piipadé je mozné bezpecné rozlisit
vzorky pSenice s vysokou kontaminaci od méné kontaminovanych. Pfedpoklad byl potvrzen po
validaci vytvofené¢ho modelu s pravdépodobnosti spravné klasifikace vzork 100%.
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Obr. 3: Graficky vystup PCA analyzy Obr. 4: Graficky vystup LDA analyzy

3. Klasifikace vzorki dle poskozeni zrn pSenice

Po rozdéleni vétsi casti vySetfovanych vzorkli na skupiny zahrnujici vzorky s vysokym
poskozenim zrn a na vzorky bez poSkozeni a zpracovani téchto dat PCA (Obr. 5) bylo zjisténo, Ze
s vyuzitim techniky DART-MS dle tohoto kritéria je ziejmé mozné rozlisit pfipadné neznamé
vzorky pSenice. Po zpracovani dat LDA, jehoz graficky vystup je uveden na Obr. 6 a validaci

vytvofeného modelu bylo zjisténo, ze je mozné klasifikovat vzorky dle poskozeni zrn
s pravdépodobnosti piesahujici 90%.
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Obr. 5: Graficky vystup PCA analyzy Obr. 6: Graficky vystup LDA analyzy
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P2

VYUZITI REOLOGICKEHO SYSTEMU MIXOLAB PRI DETEKCI ZMEN PEKARSKE
KVALITY OZIME PSENICE S RUZNOU INTENZITOU KONTAMINACE FUSARIUM
SPP.

Capouchova I. (1), Papouskova L. (2), Skeiikova A. (1), Konvalina P. (3), Janovska D. (2),
Véclavikova M. (4), Prokinova E. (1)

Ceska zemé&délska univerzita v Praze; (2) Vyzkumny Gstav rostlinné vyroby, v.v.i.; (3) Zemédélska fakulta JU v
Ceskych Budéjovicich; (4) Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha

Reologicky systém Mixolab (Chopin) je Spickové laboratorni zatizeni, schopné kompletné
chatakterizovat vlastnosti mouky. Cilem na$i prace bylo zhodnotit reologické vlastnosti souboru
vzorkli pSenicnych mouk s pekatskou jakosti ovlivnénou v disledku rizné intenzity kontaminace
Fusarium spp., indikované rGznou koncentraci deoxynivalenolu a zjistit korelace mezi
charakteristikami Mixolabu a dalSimi jakostnimi parametry zrna pSenice a pSeni¢nych mouk
(charakteristiky farinografu, obsah N-latek a mokrého lepku, Zeleny test, ¢islo poklesu, mérny
objem peciva). Mixolab velmi citlivé detekoval vzorky s riiznou tirovni kontaminace Fusarium spp.;
pfi zvySujici se intenzité kontaminace Fusarium spp. dochdzelo ke zhorSovani hodnot reologickych
charakteristik. Charakteristiky obou ¢asti kiivky mixolabu (protein a Skrob) vykézaly tésné korelace
s hodnotami farinografu (r = 0,64* - 0,89**) i dalSimi jakostnimi parametry zrna pSenice a
psSeni¢nych mouk, zejména se Zelenyho testem (0,80** - 0,91**), ¢islem poklesu (0,56* - 0,83**) a
mérnym objemem peciva (0,62 - 0,79**). Tésné korelace byly rovnéz zaznamendny mezi obsahem
deoxynivalenolu a charakteristikami kfivky mixolabu.
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P3
NOVE A NETRADICNI VYUZITIi JECMENE V POTRAVINARSTVI

Slukova M.!, Honcti I.', Pfihoda J.!, Smrz F.2, Horackové S.°, Krejéitova L.!
D Ustav sacharidi a cerealii, VSCHT Praha, Technické 5, 166 28 Praha 6

? Zeelandia spol. s r.0., Malsice 267, 391 75 Malsice

» Ustav mléka, tukt a kosmetiky, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

JeCmen je v soucasnosti ¢tvrtou nejpestovangjsi plodinou na svété. Na tzemi, kde se dnes
rozklada Ceska republika, se podle Gidajii z archeologickych nalezist je¢men péstuje tdajné uz 5000
let. Pfed nékolika staletimi byl jecmen na naSem Uzemi hlavni semilanou surovinou dale
pouzivanou zejména pro pekaiské ucely, 1 kdyz peCivo nemélo charakter klenutého bochniku.
Z je¢mene se v minulosti pfipravovala je¢na mouka, z mouky livance, palacinky a vdolky, dale
chléb ze smési jeCmene, zita nebo 1 pSenice a také rizné kaSe. Pozdéji jeCmen vytésnila pSenice.
Je€men zstal jen ve vyzivé chudSich vrstev a byl vyuZivan pfevazné v obdobi krize. Prazeny
jeCmen se pouzival a stale pouzivé jako nahrazka kavy nebo barvivo.

V dnesni dobé je v CR potravinaisky je¢men vyuzivan hlavné jako surovina na vyrobu sladu a
piva, v malém mnozstvi se zpracovava na kroupy ruznych velikosti (kroupy, krupky, lamanka) a
vlocky. Novinkou je ptidavek je¢né mouky do receptury susenek nebo oplatek. Je¢na mouka je také
soucasti instantnich smési na pfipravu je¢nych livanci, palacinek a kasi (ready to eat). Je¢men a
jeho produkty mohou byt tepelné nebo enzymové upraveny a pridavany do fady vicezrnnych nebo
specialnich chlebt, bézného a jemného peciva nebo do snidafiovych smési (tzv. breakfast cereals).

V porovnani s pSenicnym pecivem nebyly a nejsou je¢né vyrobky tak atraktivni a senzoricky
piijatelné. AvSak jeCmeni a jeho mlynskym produktim je potfeba vénovat pozornost zejména
z vyzivového a zdravotniho hlediska. Je¢men je vyznamnym zdrojem vlékniny potravy (az 16 %),
konkrétné ve vodé rozpustnych beta-glukant (obsah az 5 %) se smiSenymi vazbami beta-(1,3)(1.,4),
které vykazuji fadu pozitivnich zdravotnich efekti. Konzumace potravin obsahujici je¢men pilisobi
piiznivé v prevenci zavaznych civiliza¢nich onemocnéni (diabetes mellitus 2. typu, srdecné-cévni
onemocnéni) a pifi fadé zdravotnich obtizi (travici potize, nadvaha, obezita, zacpa). Pozitivni vliv
jecné vlakniny a jeénych beta-glukanii na lidské zdravi potvrdila fada klinickych studii. Na zaklad¢
ovefenych vysledkii téchto studii byla pro vldkninu a beta-glukany jecného zrna schvalena 3
zdravotni tvrzeni a podminky pro pouzivéani téchto zdravotnich tvrzeni pii oznaCovani potravin
(nafizeni EU ¢. 432/2012). V dnes$ni hektické, uspéchané dobé plné stresti a napéti je konzumace
vyrobki s je¢nou slozkou velmi zadouci pro udrZeni zdravi a pohody.

Cilem prace bylo vyvinout a zhodnotit (analyticky i senzoricky) ceredlni vyrobky s ptidavkem
jecmene. Dale byly prakticky ovéfeny moznosti Gipravy je¢mene (celé nebo obrousené zrno, mouka,
vybrané¢ mlynské frakce, tepelnd tprava jeCnych surovin nebo meziproduktd apod.) pro vyrobu
novych potravin s je¢menem.

V ramci aktivity Ceské technologické platformy pro potraviny Potravinaiské komory CR,
vyzkumnych ustavil, vysokych skol a primyslovych partnerti ,,Renesance jeCmene* se jeCmen opét
dostal do popiedi zajmu pekéarenské vyroby. Z jecné mouky, kvasu a krup (jeCné zapary) byl
vyroben pSeni¢no-je¢ny chléb Mr. Barley, ktery se se svymi nutri¢nimi vlastnostmi fadi mezi
vicezrnné chleby s vyznamnym obsahem vlékniny (11,0 %) a beta-glukanii (2,8 %). Pravidelna
konzumace 3 platkti tohoto vicezrnného chleba (100 g chleba) naplni doporucenou denni davku
beta-glukani pro prevenci vySe uvedenych zdravotnich potizi. Dalsimi experimentalné
pfipravenymi pekafskymi vyrobky s jecnymi slozkami byly bagety (obsah vldkniny 5,9 %), muffiny
(obsah vlakniny 3,5 %, senzoricky nejlépe hodnocené pekatské vyrobky), vdolky (obsah vldkniny
4,0 %), linecké suSenky (obsah vldkniny 1,2 %), sladké kolace a rohliky a dal$i. Jecmen byl pouzit
také jako surovina na vyrobu extrudovanych vyrobki (,,platkové chleby*, obsah vldkniny 17,3 %) a
rizné tvarovanych cerealnich snack vyrobki (obsah vlakniny kolem 9 %). V gastronomii byly
nékteré jecné produkty pouzity jako zahustovadla (zejména tepelné zpracované jecné mouky) nebo
jako zavarky do polévek (kroupy a krupky) apod.
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Nové netradi¢ni aplikace obrousen¢ho je¢ného zrna v mlékarenské malovyrobé spocivaly
v pfidavku rGzné ochucenych je¢nych perel, perlicek a krup do jogurti, do Cerstvych syrt a
tavenych syrt (obilno-mlééné produkty). V ramci experimentu byly senzoricky hodnoceny sladké a
slané jecné perly, perly se skofici, s rozinkami, s ofechy a medem a s borivkovym a jahodovym
gelem. Je¢né perly a kroupy obohacuji jogurty o rozpustnou (bobtnajici) vlakninu, coz je
z vyzivového hlediska velice prospésné. Navic maji perly a kroupy vliv na pfijemnou, specifickou
chut’ a konzistenci mlééného vyrobku. Drobnéjsi je¢né perlicky (slané, sladké a s riznymi druhy
kofeni a bylinek) byly také pouzity jako surovina pii vyrobé tavenych syrt. Jecné perlicky dodavaly
tavenému syru neobvyklou, avsak pfijemnou chut. Pfidané perlicky byly pfijemné na skus, byly
viditelné ve struktufe syra a zarovenn byl taveny syr snadno roztiratelny. V piipadé piipravy
cerstvych syrii byly pouzity jemné nebo hrubé je¢né perlicky v chutovych variacich: slané, sladké,
s paprikou a s provensalskym kotfenim.

DalSim inovativnim vyuzitim jeCmene v potravinafstvi bylo biotechnologické (fermentacni)
zpracovani jeCnych surovin za ucasti potravindisky vyznamnych mikroorganismii. Pomoci
biotechnologickych procest je mozné upravit mlynské obilné produkty a vytvofit tak zcela nové
produkty s fadou pifidanych funkci (Lappi et al., 2010; Katina et al., 2007; Katina et al., 2006;
Marklinder et al., 1996 a dalsi). V cerealni technologii jsou fermentacni technologie zpracovani
obilovin (zejména Zita a pSenice) na kvasy tradi¢ni zalezitosti jak v CR, tak i v zahraniéi. Zitny kvas
se pfipravuje smichdnim zitné mouky avody, a ponechanim pifi pokojové teploté dojde diky
kvasinkdm a bakteriim pfirozené pfitomnych v mouce ke spontanni fermentaci. Po urcité dob¢ se
vyzraly kvas dévkuje do chlebového tésta. Pii fermentaci dochdzi k tvorbé oxidu uhlicitého a
dalSich organickych sloucenin (aldehydy, alkoholy, organické kyseliny). Tyto slouceniny maji vliv
na bohatou chut’ a vini chleba a také na jeho delsi trvanlivost. Jak jiz bylo uvedeno, pfiprava a
vyuziti zitnych kvast (v zahrani¢i i pSeni¢nych) nejsou zaddnou novinkou. V piipadé vyuziti
jeCmene na ptipravu kvast se vSak jedna o netradi¢ni a novou technologickou tipravu. Novinkou je
tedy nejen vyuziti jené mouky, krup nebo otrub (odpad mlynské vyroby), ale také aplikace
nékterych mikroorganismt, které nejsou obvykle vyuzivany v ceredlni technologii. Jedna se
zejména o bakterie propionového kvaseni, coz jsou bakterie pouzivané v mlékarenské vyrobé pii
vyrobé syra ementalského typu zpisobujici charakteristickd ,,oka* ve struktufe syra. Smichdnim
hladké nebo celozrnné jecné mouky nebo jemné mletych je¢nych otrub s vodou a vybranymi
kvasinkami a bakteriemi mlécného a propionové kvaSeni byly pfipraveny jecné kvasy (tekuté,
pastovité 1 praSkové kvasy). Béhem fermentacniho procesu vznikly v jeCnych kvasech organické
kyseliny s kratkym fetézcem (zejména kyselina mlécnd, octovd, propionova nebo fenyloctovd) a
cyklické dipeptidy plsobici jako antimikrobidlni (konzervacni) latky (latky inhibujici rist
nezadoucich mikroorganismil v potraving€) a po piidavku takto ptipravenych kvasti do receptury
chleba prodluzily jeho trvanlivost az na 12 dni (Slukova et al., 2012).

Béhem biotechnologické upravy jecné mouky a je¢nych otrub doslo ke zvySeni obsahu beta-
glukanti (aZ na 7 % v suSin¢) a celkové vlakniny potravy, také k navySeni obsahu celkovych
bilkovin a ke zmén¢ v podilu bilkovinnych frakei ve prospéch rozpustnych bilkovin (albumint a
globulinll) ve srovnani s ptivodnimi je¢nymi surovinami. VSechny sledované fermentované je¢né
produkty vykazovaly vyborné sorp¢ni vlastnosti (vysoké hodnoty retenénich kapacit v roztocich
ruznych chemikalii, pfedpokladd se proto vysokd vaznost vodnych roztokli a tvorba stabilnich
koloidnich roztokii nebo gelll). Pfi zpracovani tésta zajistily fermentované je¢né produkty
rovnomeérnou distribuci vody a jeji pevné navazani ve struktufe tésta a tim snizily lepivost tésta.

Dalsi pracovni aktivitou bylo sledovani vlivu procesti zpracovani (prazeni a extruze) na sloZeni
jecné suroviny (mouky, Sroty a otruby). U analyzovanych surovin byly sledovany zmény v obsahu
beta-glukani a vldkniny potravy béhem uvedenych tepelnych procesti. Béhem prazeni jecnych
otrub a celého jecného zrna ve fluidnim lozZi doslo jen k nepatrnému navyseni obsahu beta-glukanta
a rozpustné vladkniny. Naopak obsah nerozpustné a celkové vlakniny se béhem prazeni vyznamné
zvysil. U prazené je¢né mouky souvisel rozsah navyseni obsahu vlakniny s ptivodem frakce (z jaké
Casti je¢ného zrna frakce pochdzela) a s velikosti (granulaci) mou¢né frakce. Pfi dvojndsobném
prazeni dochézelo k poklesu obsahu beta-glukant 1 slozek vlakniny. Vysledky zmén v obsahu
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vlakniny a beta-glukantii jsou v souladu sudaji uvedenymi v literatufe (Gajula et al., 2008;
Vasanthan et al., 2002 a dalsi). Béhem tepelnych a termomechanickych procesti dochazi ke zméné
v obsahu, slozeni a fyzikalnich vlastnosti vlakniny potravy a ke zméné jednotlivych slozek
vlédkniny. Dochazi k uvolnéni a degradaci nékterych vazanych slozek, coz miize vést ke snizeni
obsahu vlakniny (modifikace struktury molekuly, oddéleni bo¢nych fetézcii od hlavniho fetézce
apod.). Naopak u rozpustné¢ vlakniny muize dochazet k procesu transglykosidace a vytvoteni
komplexnich struktur (rezistentni Skrob, enzymové rezistentni beta-glukany apod.), coz miize vést
k navySeni obsahu danych sloZzek vlakniny (Duodu, 2014; Priickler et al., 2014, Zhang et al., 2011;
Gajula et al., 2008). Diky Maillardovym reakcim muze dochazet k navySeni obsahu slozek
odolnych vuci traveni v lidském stfevé. Nerozpustna slozka vldkniny miize byt naopak béhem
tepelné¢ho piisobeni degradovana na slozky o nizsi molekulové hmotnosti a tyto slozky mohou byt
JiZ traveny pomoci enzymt v organismu, a nemusi byt detekovany jako vlaknina.

JeCmen jako tradi¢ni obilovina ¢eského zemédélstvi si zaslouzi vEtsi pozornost. Je potieba
vyuzit jedine¢né¢ho slozeni a vlastnosti jecného =zrna pro rizné zpracovatelské vyuziti
v potravinafstvi. Z tohoto diivodu je nutné stale hledat a nalézat nové postupy zpracovani a vyuziti
jeCmene a rozsifit tak produkci potravin s vyssi kvalitou a vyssi vyzivovou hodnotou a zejména
pfijatelnou senzorickou kvalitou. VéEtsi rozsah vyuziti jeémene mohou nabizet nové, Slechténé
odrady bezpluchého (nahého) jeCmene, u kterého odpada problém s odstraiiovanim pluch, coz vede
k vyraznému snizeni vyrobnich nakladu.

Uvedena problematika vyuziti jemene byla a je feSena v rdmci projektu NAZV, QI111B053:
,INové postupy pro vyuziti zemédélskych surovin a produkci hlavnich druhli potravin zvySujici
jejich kvalitu, bezpecnost, konkurenceschopnost a vyzivovy benefit spotiebiteli®.
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P4
ZMENY OBSAHU VITAMINU E PRI SLADOVANI BEZPLUCHEHO JECMENE

Hartman, 1., BeneSova, K., Sachambula, L., Psota, V:
Vyzkumny ustav pivovarsky a sladatsky, a.s., Sladafsky ustav Brno, Mostecka7, 614 00 Brno

Uvod

Je¢men, jako tradi¢ni surovina pro vyrobu sladu, piva a krmiv pro hospodaiska zvitata, je také
plodinou s mimofddnym vyznamem pro vyzivu lidi. Diky vysokému obsahu vldkniny byl je¢men
zahrnut americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA-Food and Drug Administration) do
kvalifikovaného zdravotniho tvrzeni, tykajiciho se prevence kardiovaskularnich chorob (Newman a
Newman, 2008).

Obilka je¢mene obsahuje vitamin E, komplex vitamind skupiny B a také fadu latek
s antioxida¢nimi vlastnostmi (fenoly).

Enzym superoxiddismutdza (SOD, EC 1.15.1.1.) je fazen do skupiny oxidoreduktas. V zrnu
jeCmene, je lokalizovan piedevSim v embryu a v menSi mife je soucasti 1 aleuronové vrstvy.
Aktivita SOD v zrnu jeCmene se méni v zévislosti na odrid¢é a lokalit¢ péstovani. SOD hraje
dualezitou roli nejenom v zrnu jeCmene, ale také ve sladu, kde zabranuje zluknuti béhem skladovani
(Bamforth, 1983, Havlova 1999).

Slady a sladové mouky jsou povazovany za zdravotné vyznamné potravinové dopliky.
Bezpluché odridy jeCmene jsou pro tyto ucely vhodnéjsi, protoze jejich zrno lze zuZzitkovat bez
vétsich technologickych tprav prakticky celé (Bhatty 1996). Navic konzumace celych obilek je
vyznamna i tim, Ze se zuZzitkuje podstatné vyssi podil cennych latek, které jsou obsazeny hlavné
v povrchovych vrstvach obilky.

Material a metody

Pro sladovani byl pouzit je¢cmen bezpluchy (Hordeum wvulgare L., subsp. distichon, var.
nudum). Bylo provedeno sladovani dvou odriad bezpluchého je¢mene (AF Lucius, AF Cesar) pro
porovnani rozdilt obsahu zdravotné prospésnych latek.

Byly sladovany vzorky jecmene o hmotnosti 500 g v laboratorni mikrosladovné ve tfech
opakovanich.

Sladovani bylo provadéno v laboratorni sladovné firmy KVM. Laboratorni sladovna sestava ze
dvou samostatnych skfini. Jedna skiiii slouzi k maceni zrna, v€etné vzduSnych ptrestavek, druha
skiin umoziuje kliceni zrna a hvozdéni zeleného sladu. Sladovna je fizena vlastnim programem
s vizualizaci. Jeji kapacita je 16 kg zrna, které muize byt sladovano v nerezovych nadobach
v rozsahu 0,25 kg az 8 kg suchého vzorku. Vzorky jsou ve sladovné vzdy jedenkrat denné rucné
obraceny a promichéany.

Technologie sladovani

Délka méceni: 1. den 4 hodiny, 2. den 6 hodin. Tteti den byl obsah vody (stupent domoceni) ve
vymaceném je¢meni upraven na 45 %.

Teplota vody pii maceni a teplota jemene pii vzduSnych piestavkach a kliceni byla 14 °C.
Hvozdéni probihalo na jednoliskovém, elektricky vyhfivaném hvozdé 1 x 22 hodin, pfi teplote
predsouseni 55 °C po dobu 12 hodin a pti dotahovaci teploté 80 °C po dobu 4 hodin.

Délka sladovéani:

4D — maceni a kliceni celkem 4 dny,

5D — maceni a kliceni celkem 5 dnu,

6D — maceni a kliceni celkem 6 dnd,

7D — méceni a kliceni celkem 7 dnil.

Stanoveni aktivity vitaminu E bylo provedeno pomoci vysokouciné kapalinové chromatografie
na reverzni fazi s fluorescencni detekci (BeneSova etal 2012). Stanoveni aktivity enzymu
superoxiddismutdzy bylo provedeno pomoci soupravy Ransod. (Belcrediova et al 2007). Stanoveni
obsahu beta-glukanti ve sladu bylo provedeno metodou FIA (EBC 3.10.2).
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Vysledky a diskuse
Kvalitativni ukazatele zrna jeCmene, které bylo pouzito pro sladovéni, jsou uvedeny

vvvvvv

testovanych odrtid vyhovovala pozadavkiim na sladovnicky je¢men. Z hlediska obsahu dusikatych
latek byl jejich obsah vyrazné€ vyssi u odridy AF Cesar.

Tabulka 1: Kvalitativni ukazatele zrna jeCmene

Parametr Jednotka Je¢men bezpluchy Je¢men bezpluchy
Odrada - AF Lucius AF Cesar
Hmotnost tisice zrn g 37,5 38,2
Energie kliceni 4 ml / 72h % 94,0 95,5
Rychlost kli¢eni % 90,6 72,7
Energie kliceni 8 ml / 72h % 98.0 96,3
Kli¢ivost (H,O;) % 96,5 97,0

Obsah vody % 15,6 13,2

Obsah dusikatych latek % 11,7 16,1
Porostlost (Falling number) S 335 552

Hodnoty primérého obsahu tokoferolt, vitaminu E (mgkg"') ve sladu p¥ rizné délce
sladovani jsou uvedeny v tabulce 2. Ze zjisténych vysledkli vyplyva, ze u odriidy AF Cesar byl
obsah vétSiny sledovanych latek (s vyjimkou obsahu beta-trienolu a luteinu) vyssi nez u odrady AF
Lucius.

Tabulka 2: Praimérny obsah tokoferolt a vitaminu E pfi rizné délce sladovani

Varianta delta-T3 | gama-T3 | beta-T3 | alfa-T3 | delta-T | gama -T | beta-T | alfa-T | vit. E

Jednotka mgkg' | mgkg' | mgkg' | mgkeg' | mgkg! | mgkg' | mgkeg' | mgkg' | mgkg!
AF LUCIUS - 4D 0,65 6,28 3,09 | 16,74 | 0,27 2,34 0,57 | 7,88 | 13,59
AF LUCIUS - 5D 0,66 6,30 3,29 | 15,97 | 0,27 2,69 1,56 | 7,71 | 13,64
AF LUCIUS - 6D 0,63 6,60 3,24 | 14,15 | 0,26 2,52 0,66 | 7,21 | 12,21
AF LUCIUS - 7D 0,66 7,73 3,66 | 20,37 | 0,27 3,16 0,84 | 11,43 | 18,46
Primér AF LUCIUS | 0,65 6,85 3,32 | 16,81 | 0,27 2,68 0,91 | 8,56 | 14,47
Sx 0,07 0,79 0,36 3,26 | 0,03 0,38 0,74 | 2,05 | 2,95

AF CESAR - 3D 0,77 7,20 2,43 | 15,59 | 0,44 3,57 1,06 | 10,17 | 15,83
AF CESAR - 5D 0,77 7,50 2,73 | 13,20 | 0,45 3,88 0,96 | 8,22 | 13,17
AF CESAR - 6D 0,61 7,01 3,05 | 16,64 | 0,42 3,64 1,04 | 10,41 | 16,41
AF CESAR - 7D 0,87 7,98 3,25 | 21,27 | 0,52 4,96 1,37 | 14,90 | 22,58
Primér AF CESAR 0,76 7,42 2,86 | 16,67 | 0,46 4,01 1,11 | 10,92 | 17,00
Sx 0,13 0,70 0,34 3,95 | 0,06 0,67 0,23 | 3,08 | 4,38

Delsi Cas sladovani se pozitivné projevil na zvySeni obsahu sledovanych latek, 1 kdyz
v nékterych ptipadech dochazelo ke kolisani hodnot v priibéhu sladovani.

Bfezinova-Belcredi (2009) uvadi u souboru 20 sladovanych odrid a linii jeCmene jarniho
aktivitu vitaminu E v rozsahu 11,98 az 20,83 mg.kg’l, u alfa-T 4,83 az 8,75 mg.kg'l, u delta-T 0,23
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az 0,67 mgkg ", u alfa-T3 20,66 az 38,28 mg.kg" a u delta-T3 0,11 a7 0,74 mg.kg". Nami zjisténé
hodnoty se pohybuji v uvedenych rozmezich s vyjimkou izomeru alfa-T, kde byly ndmi namétené
hodnoty vyssi a u alfa-T3 nizsi.

Tabulka 3: Primérny obsah luteinu, beta-karotenu, SOD a beta-glukant ve sladu

Varianta Lutein Beta-karoten SOD Beta-glukany
Jednotka mg kg mg.kg’! Ug! %
AF LUCIUS -4D 2,29 0,35 105,0 2,57
AF LUCIUS - 5D 2,83 0,44 139,7 1,99
AF LUCIUS - 6D 3,21 0,52 120,7 1,39
AF LUCIUS - 7D 3,40 0,50 130,3 0,91
Pramér AF LUCIUS 2,93 0,45 123,9 1,71
Sx 0,65 0,09 14,24 0,63
AF CESAR - 3D 2,19 0,46 91,7 2,96
AF CESAR - 5D 2,41 0,52 91,7 2,65
AF CESAR - 6D 2,17 0,44 86,0 2,28
AF CESAR - 7D 2,55 0,54 145,7 1,78
Primér AF CESAR 2,33 0,49 103,7 2,42
Sx 0,22 0,05 28,11 0,46

Hodnoty primérného obsahu luteinu, B-karotenu, aktivity SOD a beta-glukanii ve sladu pfi
razné délce sladovani jsou uvedeny v tabulce 3. Aktivita enzymu SOD byla délkou sladovani
ovlivnéna pozitivng. Obsah B-glukant ve sladu s délkou sladovani klesal. Vyssi aktivitu enzymu
SOD méla odriida AF Lucius. U odriady AF Cesar byl patrny pomalejsi narast aktivity enzymu ve
ctvrtém az Sestém dni sladovani. Hodnoty aktivity SOD jsou srovnatelné s vysledky, které uvadi
Belcrediova et al (2006).

Zavér

Z provedenych experimenti a jejich zhodnoceni vyplyva, Ze pii porovnani rozdili obsahu
zdravotné€ prospésnych latek pifi sladovani dvou odrid bezpluchého je€mene, bylo zjisténo, Ze u
odridy AF Cesar byl obsah vétSiny sledovanych latek (s vyjimkou obsahu B-trienolu a luteinu)
vys$$i nez u odriidy AF Lucius. Delsi ¢as sladovani se pozitivné projevil na zvySeni obsahu téchto
latek. Aktivita enzymu SOD byla délkou sladovani ovlivnéna pozitivné. Vyssi aktivitu enzymu
SOD méla odrida AF Lucius.

Pouzit4 literatura
Bamforth C. W. (1983): Superoxid dismutase in Barley. J. Inst. Brew., 89: 420-423.

Benesova K., Pluhackova H., Bélakova S., Vaculovd K., Mikulikovd R., Ehrenberegerova J.,
Bfezinova-Belcredi N. (2012): Vyuziti moderni separacni techniky UPLC ke stanoveni vitaminu E
v zrnu je¢mene. Chem. Listy, 106: 672-676.

Belcrediova, N., Ehrenbergerova, J., Havlova, P. (2006): Enzyme superoxide dismutase in grain of
barley and malt. Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae Mendelianae Brunensis, 54 (2): 7-
13.



121

Belcrediova, N., Ehrenbergerova, J., Pryma, J., Havlova, P. (2007): Stanoveni aktivity enzymu
superoxidismutasy pomoci soupravy Ransod v rostlinném materidlu. Chem. Listy, 101: 504-508.

Bhatty, R.S. (1996): Production of Food Malt from Hull-less Barley, Cereal Chem., 73: 75-80.

Bfezinova-Belcredi, N. (2009): Variabilita vybranych antioxidanti v zrnu jeCmene jarniho.
Diserta¢ni prace. MZLU v Brné, 117 s.

Havlova P. (1999): Hydrolytické a oxidoredukéni enzymy je¢ného sladu. UZPI, Praha, 43 s.

Newman, C.W., Newman, R.K. (2008) Barley for Food and Health: Science, Technology, and
Products. 1st edition, USA: Wiley-Interscience, 245 p. ISBN 978-0-470-10249-7.

Podékovani

Vysledky byly ziskany pfi feseni projektu NAZV QI111B053 - Nové postupy pro vyuziti
zemédelskych surovin a produkci hlavnich druhti potravin zvysujici jejich kvalitu, bezpecnost,
konkurenceschopnost a vyzivovy benefit spotiebiteld.
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PIVO SE ZVYSENYM OBSAHEM XANTHOHUMOLU
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1. UVOD

Chmelové hlavky obsahuji kromé pivovarsky cennych slozek rovnéz tfadu dalSich sekundéarnich
metabolitll, z nichz se dostavaji do popredi zajmu védecké vetejnosti zejména prenylflavonoidy, a
to predevsim v souvislosti se svymi prokazanymi biologickymi ucinky [1].

Prenylflavonoidy se fadi do skupiny polyfenolli, nicméné diky své prenylované skupiné maji oproti
ostatnim polyfenolim vice nepoldrni charakter, a hromadi se spolecné s hotkymi kyselinami
v lupulinovych zldzkach chmele [1]. Xanthohumol je majoritni prenylovany chalkon chmelovych
hlavek (0,25-1,1 %hm. v susing) s prokazateln¢ pozitivnimi G€inky na lidské zdravi, které zahrnuji
antioxidac¢ni, antiinfek¢ni a antikarcinogenni vlastnosti. Xanthohumol vyznamné brani v rozvoji
nadoru v jeho pocateCnim i1 pokrocilém stadiu, pticemz pusobi predev§im na bunky lidského
karcinomu prsu, vajecniku ¢i tlustého stieva [1].

Hlavni zdroj xanthohumolu ve vyzivé je pivo, nicméné v pribéhu procesu vyroby piva dochézi
k vyznamnym ztratam této latky. Divodem je zejména jeho Spatnd rozpustnost ve vodé (1,1 mg/l
pii 8 °C) a chemicka nestabilita. Prostfednictvim isomerace, pii které dochazi k cyklizaci ptes
hydroxylovou skupinu, je xanthohumol, za podminek vysokych teplot zejména v pribc¢hu
chmelovaru, pfeménovan az z 95 % na isoxanthohumol. Mira isomeracni reakce se zvysuje se
vzrustajici teplotou a hodnotou pH. K poklesu obsahu xanthohumolu dochédzi rovnéz béhem
kvaSeni. Diivodem je zejména sorpce na povrch kvasni€nych bunék a kalovych castic, které jsou
nasledn¢ odstranény pii filtraci. Isoxanthohumol ma mensi schopnost adsorbovat se na kvasinky, a
to pfedevSim z diivodu rozdilné struktury a rozpustnosti oproti xanthohumolu. Také vyuziti
sorp¢nich stabilizacnich prostiedkt jako je polyvinylpolypyrrolidon mé za nésledek zasadni snizeni
obsahu xanthohumolu a pifibuznych latek. VSechny tyto aspekty vedou ktomu, ze vyuziti
chmelovych prenylflavonida v pivovarském priimyslu je velice nizké.

Diky pozitivnim G¢inktim prenylflavonoidl na lidské zdravi a vzhledem k velmi nizké koncentraci
prenylflavonoida v bézné komercné dostupnych pivech (pod 0,1 mg/l), byla v uplynulych deseti
letech pozornost soustiedéna na vyvoj novych postuptl, jak koncentraci xanthohumolu a ostatnich
chmelovych prenylflavonoid v pivu navysit [2-3]. Jednou z moznosti, jak zajistit zvySeny obsah
xanthohumolu v pivu, je vybér vhodné suroviny. Za timto ucelem byly v poslednich letech
vyslechtény nékteré nové odridy chmele (napi. odrida Vital), které se vyznacuji vyrazné vysSim
obsahem téchto latek (vysoky obsah zejména desmethylxanthohumolu a xanthohumolu). Vyslednou
koncentraci v kone¢ném pivu, ovSem ovliviiuje nejenom pouzita odrida chmele, ale 1 druh sladu.
Byl prokazén zvySeny obsah xanthohumolu v zavislosti na davce prazené¢ho sladu. Zodpovédné
jsou za to tzv. Maillardovy produkty (pfedevSim melanoidiny a reduktony) vznikajici za podminek
vysoké teploty béhem dotahovéni sladu. DokaZzi na sebe navazat béhem chmelovaru xanthohumol, a
chranit ho tak pfed isomeraci na isoxanthohumol. Dals§i z moznosti, jak obohatit pivo o
xanthohumol, je vyrobit extrakt bohaty na xanthohumol, a ten pak do piva piidavat [4].

Nasim cilem bylo vypracovani postupu pro piipravu extraktu s vysokym podilem xanthohumolu
(vys$sim nez 20 %hm.) a nasledné navrZeni postupu, jak tento extrakt co nejefektivnéji davkovat do
piva, s cilem dosazeni co mozna nejvyssi koncentrace xanthohumolu v kone¢ném produktu.
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xanthohumol isoxanthohumol

Obr. 1: Isomerace xanthohumolu na isoxanthohumol

2. VYSLEDKY
2.1. Priprava chmelovych extraktii s vysokym obsahem Xanthohumolu

Jako vychozi material byl vzhledem k vyhodnym vlastnostem (vysoky obsah prenylflavonoidi,
nizky obsah hotkych latek) pouzit zbytek chmelového materidlu odridy Vital po extrakcei
superkritickym oxidem uhli¢itym. Postup zahrnoval extrakci chmelového materidlu ethanolovym
roztokem, vytfepani nepolarnich latek do hexanu, sorpci xanthohumolu na PVPP, néslednou
desorpci pomoci 70% roztoku acetonu a lyofilizaci vysledného produktu. Vysledny produkt byl
zluty prasek s obsahem xanthohumolu témét 30 %hm. Tento postup je ovSem vhodny spiSe jako
laboratorni piiprava.

Pro primyslové vyuziti se da vyuzit spiSe dvojitd extrakce oxidem uhli¢itym. Metoda zahrnovala
superkritickou extrakei superkritickym oxidem uhli¢itym chmelového materidlu odrady Vital (290
bar a 50 °C) a naslednou reextrakci zbytku opét oxidem uhli¢itym, nicméné za podminek velice
vysokych teplot a tlaku (600-1000 bar a 60-90 °C). Vysledny extrakt m¢l
obsah xanthohumolu vyss$i nez 20 %hm.

2.2. Vliv nékterych technologickych parametri na obsah xanthohumolu v pivech

Byly provedeny pokusné varky s ptidavkem extraktu s vysokym obsahem xanthohumolu. Bylo
zjisténo, Ze béhem chmelovaru trvajiciho 90 minut poklesne koncentrace xanthohumolu na 30 %
puvodni hodnoty. Pti teplot¢ 80 °C poklesne jeho koncentrace za 90 minut pouze na 75 %
puvodniho mnozstvi. Zaroven bylo zjiSténo, ze pii teplotdich nizSich nez 60 °C nedochazi k
vyznamnému poklesu obsahu xanthohumolu.

2.3. Provozni zkousky zaméiené na finalni dpravy technologie vyroby piv se zvySenym
obsahem xanthohumoluv pivovaru

Extrakt s vysokym obsahem xanthohumolu byl pouzit na vyrobu piv se zvySenym obsahem
xanthohumolu. Tento extrakt byl smichan s mikronizovanou celuldzou, ktera slouzila jako pevny
inertni nosi¢ pro zvySeni aktivniho povrchu. Tento preparat obsahoval 0,8-2 %hm. xanthohumolu a
byl ptidavan do piva ve studené fazi vyroby.

Béhem varky A byl preparat xanthohumolu (72 g, 2,01 %hm. xanthohumolu) smichan s mladinou.
Vysledné koncentrace xanthohumolu v mladém pivu a v pivu jsou zndzornéné v Tab.I.

Nejlepsich vysledka (3,74 mg/l) bylo dosazeno véarkou B, kdy byl preparat xanthohumolu (72 g,
2,01 %hm. xanthohumolu) vlozen do silonové pun€ochy a se zdvazim povéSen do kvasici mladiny
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po celou dobu hlavniho kvaseni. Vyhodou prodysné textilie bylo zabranéni sorpci xanthohumolu na
kvasinky. Zadné anomalie nebyly v pribéhu kvaseni pozorovany [5].

Tab. I: Obsahy xanthohumolu a isoxanthohumolu v pokusnych pivech

Varka Prenylflavonoid Mladé pivo (mg/l) Pivo (mg/l)

A Xanthohumol 1,17 1,28
Isoxanthohumol 3,27 2,93

B Xanthohumol 1,33 1,43
Isoxanthohumol 3,84 3,74

3. ZAVER

Nase prace spocivala vnalezeni vhodnych podminek pro dosazeni zvySené koncentrace
xanthohumolu v pivu. Byl navrZzen postup obohaceni piva prepardtem s vysokym obsahem
xanthohumolu za pouziti mikronizované celuldzy jako pevného inertniho nosice, pficemz takto Ize
vyrobit pivo, které mize obsahovat az 4 mg/l xanthohumolu, coz je koncentrace n¢kolikanasobné
prevySujici hodnoty v bézn¢ dostupnych pivech.
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P6
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uvoD

Na Ceském trhu je mozné se setkat s velkym mnozstvim druhti pomerancovych $t'av rozdilné
kvality a ceny. Vzhledem k vysokému objemu produkce jsou tyto vyrobky pomérné Casto falSovany
pfedevsim sniZzenim obsahu ovocného podilu a ndslednym maskovanim natedéni vodou piidavkem
kyselin a cukra. Kvantifikace ovocného podilu je standardné zalozena na stanoveni souboru
markert, které jsou definovany kodexem Evropské asociace producentt §tav a nektari (AIJN Code
of Practice). Mezi sledované kvalitativni parametry patii refraktometricka susina, obsah volnych
aminokyselin, obsah vybranych minerdlnich latek, zastoupeni sacharidi a organickych
kyselin apod. Avsak analyzy vySe zminénych parametra jsou pracné a zdlouhavé. Cilem této studie
bylo zhodnoceni obsahu ovocného podilu 100% pomerancovych §tdv pomoci nedestruktivni a
relativné rychlé metody impedancni spektroskopie. Tato metoda mé velky potencidl v analyze
potravin a detekci falSovani.

MATERIAL A METODY

V ramci méteni bylo celkem analyzovéno 14 vzorkti pomerancovych §tav. Konkrétné se
jednalo o 6 vzorkli komeréné dostupnych 100% pomerancovych $tav z koncentratu a 8 vzorkl
laboratorné¢ ptipravenych modelovych pomerancovych stédv navrhnutych metodou Design of
Experiment (DOE).

Pro stanoveni impedan¢niho spektra byl vyuzit impedan¢ni analyzator Agilent 4294A
Precision Impedance Analyzer, ktery umoziuje métit v rozsahu frekvenci 40 Hz — 1 MHz. Tento
analyzator byl spojen s celou s planarnimi elektrodami.

U vSech analyzovanych vzorkli byly prométeny nasledujici zakladni parametry: titracni
kyselost a formolové Ccislo bylo stanoveno titratni metodou; obsah fosforu byl urcen
spektrofotometricky; obsah popela byl stanoven gravimetricky; refraktometrickd suSina byla
analyzovana pomoci digitalniho refraktometru.

Vysledky impedance a zakladnich parametrti pro modelové i redlné vzorky byly zpracovany
vicerozmérnymi statistickymi metodami.

VYSLEDKY A DISKUSE

Studie byla zapocata optimalizaci podminek méfeni na impedancnim analyzéatoru. Byl
ovérovan vliv michani, teploty a mnozstvi davkovaného vzorku. Bylo zjisténo, ze michani pomoci
sklenéného michadla negativné ovliviiuje stabilitu impedance, proto vzorek pii méfeni michan
nebyl. Stanoveni impedance musi vSak probéhnout do 10 minut po umisténi do cely, jinak naopak
dochazi ke zméndm hodnot impedance vlivem sedimentace vzorku. Vyznamny vliv méla také
teplota métfeni. Zmeéna teploty o + 5 °C vyvola zménu impedance o 10 %, proto bylo nutné udrzovat
pii méfeni konstantni teplotu 25 °C. Opakovatelnost méteni byla 1,5 % pro davkovany objem
vzorku 80 ml. Jako vyznamna (a sledovand) ¢ast impedancniho spektra byla urena linearni oblast
v rozsahu frekvenci 100 000 — 650 000 Hz.

Impedancni spektrum je ovliviiovano slozenim vzorku. V pfipadné pomerancovych §tav se
jedna o samotny typ vzorku (pfimé $tava, Stava z koncentratu), sloZeni (pfedev$im mineralizace)
vody pouzité k fedéni, obsah cukrt a kyselin. Modelové vzorky byly ptipraveny na zakladé navrhu
metody DOE, pro kterou byly zvoleny 4 faktory: typ vzorku (- 100% pomerancova §tava z CR; +
100% pomerancova Stava z Rakouska), fedéni (- zadné; + piidavek 10 % pitné vody), ptidavek
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cukri (- zadny; + 4g/100 ml vzorku — smés glukosy, fruktosy a sacharosy v poméru 1:1:1,1).
Slozeni modelovych vzorkli (M1-M8) je uvedeno v nasledujici tabulce (Tab. I).

Tab. I Slozeni modelovych vzorkt (M1-M8) pomerancovych §tav (DOE).

T « . . | PFidavek |Pridavek kyselin
vzo¥'pku Redéni c:k:if dCi‘tliéno}\,/sée '
M1 + + + +
M2 + + - -
M3 - + + -
M4 + - + -
M5 - - - -
M 6 - - + +
M7 + - - +
M8 - + - +

Vliv jednotlivych faktori na hodnotu impedance je vyjadfen pomoci Paretova grafu
(Obr. 1). Z tohoto diagramu je ziejmé, ze nejvetsi vliv na vyslednou hodnotu impedance méa obsah
cukrti a fedéni vzorku. Naopak statisticky nevyznamny vliv vykazuje ptidavek kyseliny citronové a
pouzity typ vzorku. Tato skutecnost je velmi pozitivni vzhledem k odhalovani falSovanych vyrobkd.
Impedanéni spektra jednotlivych modelovych vzorkt jsou zndzornéna na Obr. 2. Mezi modelovymi
vzorky lze pozorovat vyznamné rozdily, které koreluji s obsahem ovocného podilu.

Paretuv graf standardizovanych efektd;
Proménna: Impedance

(3)Pridavek cukra 21,24098

(2)Redéni 10,69428

(4)Pridavek kys. citrénové -257764

(1)Typ vzorku -2,12508

p=95%

Obr. 1 Vliv jednotlivych faktorti na hodnotu impedance vyjadieny pomoci Paretova grafu.

Impedancni spektra modelovych vzorki
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aM3 oMl oM4 aM6 xM8 eM2 aM5 mM7 log f (Hz)

Obr. 2 Impedan¢ni spektra modelovych vzorki pomerancovych stav (M1-MS).
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V ramci této studie byla také proméfena série redlnych vzorki 100% pomerancovych §tav
z koncentratu. Pro posouzeni jejich autenticity slouzily hodnoty zakladnich parametri. Zjisténé
hodnoty byly porovnany s definovanymi limity z AIJN Code of Practice. VSechny analyzované
vzorky spliiovaly poZzadované parametry, takZe se s velkou pravdépodobnosti jednalo o 100%
stéavy. Vysledky pro redlné vzorky jsou uvedeny v Tab. II.

Tab. Il Hodnoty zékladnich parametrt pro realné vzorky (R1-R6).

Realné | Refraktometricka Titra¢ni Formolové ¢islo Fosfor (mg/l) Popel (g/1)

vzorky susina (°Brix) kyselost (g/l) (ml 0,2 M NaOH/100ml) g

RI-R6 11,3-11,9 6,0-7,1 18-23 118-280 3,7-4,5
(AIJN min. 11,2) | (AIIN 5,8-15.4) (AIIN 15-26) (AN 115-210) | (AN 2,8-5,0)

Analyza hlavnich komponent (PCA) byla pouzita pro vyhodnoceni impedance vSech
realnych a modelovych vzorkl. Byly vybrany hodnoty pro vyznamné frekvence z linearni oblasti
impedancni kiivky (Hz: 105361; 129279; 215598; 395554; 441175; 664210), které slouzily jako
znaky pro vzorky pii analyze PCA. Na Obr. 3 je znazornén graf komponentniho skore pro 1 a 2
hlavni komponentu. Prvni komponenta vyjadiuje 96 % proménlivosti (rozptylu) piivodnich dat a
druha hlavni komponenta 3 %. Primérné vzorky nabyvaji hodnot prvni hlavni komponenty
vrozmezi od -4 do + 4. Za odlehlé objekty Ize povazovat vzorky M3, M1 a R6. Objekt R6 je

v

charakteristické nejvyssimi hodnotami impedance v souboru modelovych vzorkt.

Projekce pripad( do faktoroe roviny ([ 1% 2)
0.2 T T T T T T T T T
RE
-
R1
[ ]
. M4
HI.1 -
M3
2 1 M2
= RS
o M7
& oo ME b
= M8 Ms
o
R2
-
Bl R3
L]
R4
-
0.2
£ -4 -2 a 2 4 1
PCAT 96,55%

Obr. 3 Graf komponentniho skore pro 1 a 2 hlavni komponentu; celkem 14 vzorkd; znaky:
6 hodnot impedance v rozsahu frekvence 100 000-650 000 Hz (R-realné vzorky, M-modelové
vzorky).

Statistickd metoda PCA byla také vyuzita pro vyhodnoceni zdkladnich parametri
pomerancovych s§tav vSech modelovych a redlnych vzorkti (Obr. 4). Na tomto diagramu
komponentniho skore celkoveé popisuje prvni a druhd hlavni komponenta 90 % proménlivosti dat.
Vzorky s vy$§im obsahem markert typickych pro ovocny podil maji kladné hodnoty druhé hlavni
komponenty. V této oblasti je autenticky vzorek M5. Objekty R4, R5 a R6 jsou specifické nizSimi
hodnotami formolového ¢isla a obsahu fosforu. Z tohoto diivodu se nachazeji v oblasti zapornych
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hodnot druhé hlavni komponenty, kde vytvareji shluk. Neni v§ak mozné presné odd¢lit falSované a
autentické vzorky.

Projekce of ipad( do faktor ove roviny {1x 2)
25
- R2
20 .
i35
M5
R1 +*
1.0 +
£ e R3
Hogs *
*
& M3
& * M2
4 a0
o T M8
= R4 *
R&
- i
5 Ft5 * .
* ME
1.0 L
h1
15 *
=20
20 -15 -1 a5 0.0 05 10 15 2.0 25 3.0
FPCA1: 80 70%

Obr. 4 Graf komponentniho skore pro 1 a 2 hlavni komponentu; celkem 14 vzorkd; znaky:
refraktometricka suSina, formolové cCislo, titracni kyselost, obsah fosforu a popela (R-redlné
vzorky, M-modelové vzorky).

ZAVER

Metoda impedancni spektroskopie je vhodna pro rychly screening vzorkli pomerancovych
Stav. Analyza 10 vzorka trva pfiblizné 60 minut. Naopak stanoveni zékladnich parametrii je znacné
casoveé narocné (na analyzu 10 vzorkt je nutné 24 hodin). Na zékladé DOE bylo zjisténo, Ze nejvice
impedanc¢ni spektrum pomerancovych $tav ovliviiuje nafedéni a/nebo piidavek cukrii. Podminky
meéfeni je vzdy nutné standardizovat kviili opakovatelnosti analyz.

Impedanc¢ni spektroskopie prokazala potencial stat se vhodnou a rychlou metodou k detekci
falSovani pomerancovych §tav. Z namétenych vysledki vSak nebylo mozno navrhnout vhodny
statisticky model, na jehoz zdklad¢ by Slo snadno rozhodnout, zda byl vzorek falSovany ¢i
autenticky. Na vyslednou hodnotu impedance ma vliv velky pocet faktor. Pro zvySeni moznosti
interpretace impedancnich spekter bude nutné rozsifit soubor modelovych a redlnych vzorka.
Pfedmétem budouci prace bude sestaveni regresniho modelu pro zavislost mezi obsahem ovocného
podilu a hodnotou impedance.
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P7
STANOVENI FENOLOVYCH LATEK METODOU DART-MS-TOF
Prchalova J., Kovarik F., Neradova E., Rajchl A.

Vysoka §kola chemicko-technologické v Praze, Ustav konzervace potravin, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Uvod

Fenolové latky tvoii velmi pocetnou a rGznorodou skupinu rostlinnych sekundarnich
metabolitl. U téchto latek jsou casto diskutovany jejich positivni U€inky na lidské zdravi, jejich
ptiznivy vliv spocivé pfedevsim v antioxidacnich vlastnostech, které chrani lidsky organismus pted
chronickymi chorobami, napf. pted kardiovaskularnim onemocnénim, Alzheimerovou chorobou aj.'
Celkovy pfijem fenolovych latek potravou je tvofen ze dvou tietin flavonoidy a z jedné tietiny
fenolovymi kyselinami.?

Fenolové latky jsou charakteristické markery pro ovoce, zeleninu, obili, ale také pro luSténiny.
Vybrané fenolové latky jsou specifickymi markery identifikujicimi pfitomnost jablek v potravinach
a pouZivaji se pro sledovani nedeklarovaného pridavku jableéné suroviny v ovocnych vyrobeich.?
Mezi nejcastéji se vyskytujici fenolové slouceniny patii: kyselina ferulova, kyselina galova,
kyselina chlorogenova, kyselina kavova, floridzin, katechin, kvercetin a rutin aj.

Obsah a zastoupeni jednotlivych fenolovych latek v jablkdch se velmi li§i v zavislosti na
odradg, zpuisobu péstovani apod.

Vzorky
Analyzovany byly jablecné odriidy Gala, Golden Delicious, Jonagold, které byly zakoupeny
v obchodni siti. VSechny vzorky byly vypéstovany v Ceské republice.

Piiprava vzorku

Piiprava standardu pro metodu DART-MS-TOF

Byly pfipraveny zasobni roztoky standardii (kyseliny ferulové, kyseliny galové, kyseliny
chlorogenové, kyseliny kdvové, floridzinu, katechinu, kvercetinu a rutinu) v demineralizované vodé
o koncentraci 1 g/l. Ze zasobnich roztoku byla nasledné piipravena kalibrac¢ni fada o koncentraci
0,01;0,02; 0,1 a 1 g/l.

Piiprava vzorki jable¢nych odrid pro metodu DART-MS-TOF

Ke kvalitativni analyze byly pfipraveny vzorky jablecnych odriid (Gala, Golden Delicious,
Jonagold). Bylo navdzeno 15 g jable¢né odridy, kterd byla homogenizovana s 30 ml 80% (v/v)
roztoku etanol/voda pomoci ultra-torraxu. Vzorky byly nasledné ponechény 1 hod v ultrazvukové
lazni. Extrakty byly zfiltrovany pfes filtracni papir a nasledné¢ pies PTFE mikrofiltr (0,45 pm).
Takto ptipravené vzorky byly pouZity pro kvalitativni analyzu metodou DART-MS-TOF (pfima
analyza vredlném Case shmotnostni spektrometrii a vysokorozliSovacim pruletovym
analyzatorem).

Cile prace

Cilem préce bylo vyvinout metodiku stanoveni vybranych fenolovych latek technikou DART-
MS-TOF. V experimentalni ¢asti bylo nejprve nutné optimalizovat podminky stanoveni standard
fenolovych latek.

Dal§im cilem této prace bylo prokézat vyuzitelnost techniky DART-MS-TOF pro rychlou
screeningovou analyzu jable¢nych odrid.

Vysledky a diskuze

Analyza fenolovych latek byla provedena pomoci metody DART-MS-TOF. Standardy
fenolovych latek (kyselina ferulova, kyselina galova, kyselina chlorogenové, kyselina kavova,
floridzin, katechin, kvercetin a rutin) byly méfeny v negativnim mddu, ktery poskytoval spektrum
obsahujici charakteristické ionty piislusejicich fenolovych latek. U téchto méfenych fenolovych
latek byla sledovana intenzita signalti iontd v rozmezi ionizacnich teplot od 300 do 500 °C,
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s krokem 50 °C (viz obr. €. 1). Charakteristické ionty/fragmenty pro métené fenolové latky jsou
uvedeny v Tab. €. 1.

Tab. €. 1: Tonty fenolovych latek zjisténych metodou DART-MS-TOF

Nazev standardu \Vzorec M [g/mol] Nalezené ionty v MS
193,04 [M-H]~
Ferulova kyselina C1oH1004 194,0579 387,08 [2M-H]~

581,11 [3M-H]

273,05 [M-H-162]

Floridzin C21H24010 436,1396 435,10 [M-H]

125,10 [M-H-CO,]~
Galova kyselina C,H¢Os 170,1195 169,02 [M-H]™
339,03 [2M-H]~

179,06 [caffeic acid-H]~

Chi(orsoeglie;l;wa Ci6Hi509 354,0951 191,04 [quninic acid-H]~
’ 353,08 [M-H]~
Katechin Ci15H1406 290,0790 289,07 [M-H]

579,11 [2M-H]

135,03 [M-H-CO,]~
Kavova kyselina CoHgO4 180,0423 179,03 [M-H]|™
359,06 [2M-H]™

300,02 [M-H]™*

Kvercetin Ci5sH1007 302,0427 301,02 [M-H]
603,03 [2M-H]™
Rutin Cy7H30016 620,1663 | 301,02 [M-H-(Rha+Glu)]~
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Obr. ¢. 1 - MS spektrum standardu kyseliny ferulové o koncentraci 1 g/l, 80% (v/v) roztok
etanol/voda, 400 °C
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Na obrazku ¢. 2 je uvedena ukazka hmotnostniho spektra vzorku slupky odridy jablka Gala.
V hmotnostnim spektru byly pozorovany ionty fenolovych latek shodnotou m/z odpovidajici
kyseliné kavové (m/z 179,06), kvercetinu (m/z 301,12), floridzinu (m/z 435,35) a prokyanidinu
dimeru A2 (m/z 575,52). Dal§imi ionty pfitomné v hmotnostnim spektru jsou luteolin (m/z 133,02)
a apigenin (m/z 226,07), které patii do skupiny flavon.
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Obr. ¢. 2 - Fingerprint MS spektra slupky jablka Gala, 80% (v/v) roztok etanol/voda, 400 °C
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Obr. €. 3 - Fingerprint MS spektra duZzniny jablka Gala, 80% (v/v) roztok etanol/voda, 400 °C
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V MS spektru slupky a duzniny jablecnych odrid byly pozorovény ionty odpovidajicim
fenolovym a flavonovym latkdm. Analyzou duznin odrid Gala, Golden Delicious a Jonagold byla
zjiSténa pritomnost luteolinu, apigeninu a kyseliny kdvové. Ve spektrech duzniny Gala, Golden
Delicious a Jonagold (viz obr. €. 3) byly pozorovany tyto dominantni ionty s hodnotami m/z 133,02
luteolin, m/z 226,07 apigenin a m/z 179,06 kavova kyselina (i jeji dimer m/z 359,10). V MS
spektrech slupky odridy Gala byly navic identifikovany dal$i ionty, odpovidajici kvercetinu,
floridzinu a prokyanidinu dimeru A2. MS spektra slupek jable¢nych odrid (viz obr. €. 2) poskytla
vyznamné bohatsi spektra oproti duznindm (viz obr. €. 3), ale s vyrazné nizsi intenzitou signali
iontl pfislusnych fenolovych latek.

Ze ziskanych MS spekter je patrné, ze metoda DART-MS-TOF je potencialné vhodna pro
rozpoznavani a charakterizaci jednotlivych jable¢nych odrid.

Zavér

Z experimentalni ¢asti vyplynulo, Ze pro nalezeni typickych iontli fenolovych latek jsou
optimalni tyto podminky: negativni méfici mdd, ionizaéni teplota 400 °C a 80% (v/v) roztok
etanolu/vody jako extrakéni €inidlo.

Vysledky ukazuji, Ze technika DART-MS-TOF je vhodna pro semi-kvalitativni stanoveni
fenolovych latek a pro rychlou screeningovou analyzu téchto latek. Technikou DART-MS-TOF lze
ziskat fingerprinty vybranych jable¢nych odrad, které jsou charakteristické pro kazdou jablecnou
odridu.

Do budoucna by bylo mozné vyuzit metodu DART-MS-TOF za ucelem prikazu falSovani
jednodruhovych vyrobkt, naptiklad stav a pyré, u kterych je deklarovano pouziti jedné jablec¢né
odrudy.

Podékovani )
Tento projekt byl financovén z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT
¢.20/2014): A2 FPBT 2014 066, A1 FPBT 2014 006.
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P8
ZMENY HYDRAZINOVYCH DERIVATU V UCHACI NEUWIRTHOVU

Hauser J., Pudil F.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka, 166 28 Praha 6

Uvod

Houbateni patii v nékterych zemich k oblibenym konickiim. Mezi nejvasSnivéjsi houbaie na
svété patii Cesi. Dale je houbateni a také péstovani hub rozgifeno také v zemich Evropy leZicich
severovychodné od Ceské republiky napi.: Slovensko, Polsko, Rusko. Ve zbytku Evropy neni tato
zaliba tak rozsifend, kromé nékterych oblasti Skandindvie. Mimo Evropu je péstovani a sbér hub
jesté hodné rozsifen v jihovychodni Asii. Zndmym rizikem tohoto konicka je moznost otravy
jedovatymi houbami. Vyskyt otrav zplisobenych houbami na celém svété znacné kolisa v zavislosti
na mistni tradici, zivotnim stylu, vyzivovych faktorech, klimatu a vyskytu hub v lesich. Pouze
vyjimecné jsou toxické houby pouzity za ticelem sebevrazd nebo vrazd, ale nékteré houby jsou pro
svoje halucinogenni G&inky &ast&ji vyuzivany drogove zavislymi lidmi. "2

Jednou z méné béznych skupin toxickych hub jsou uchaci (Gyromitra). Pozornost se jim vénuje
zejména v severni Evropé (ve Skandinavii). V téchto zemich se Castéji vyskytuji i smrtelné otravy
po konzumaci uchaci. Nejcastéji jsou otravy uchacem obecnym (Gyromitra esculenta), ktery je
zaménovan za jedly uchac obrovsky (Gyromitra gigas) nebo zaménén dokonce i s jedlymi smrzi
(Morchella) viz Obr. 1. Piestoze ucha¢ obecny (Gyromitra esculenta) je v soucasnosti povazovan
§a3 jedovatou houbu, tak existuji konzumenti, ktefi tuto houbu konzumuji bez zdravotnich nasledk.

- %’me‘ el
8

b i e -
plodnice Uchace plodnice Smrze plodnice Uchace plodnice Uchace
obecného (Gyromitra obecného (Morchella Neuwirthova (Gyromitra Obrovského (Gyromitra
esculenta) esculenta) Neuwirthii) Gigas)

Obr. 1: Plodnice Uch4&t a SmrZe na pfirozeném stanovisti. > pfevzato a upraveno

Houby rodu uchadi (Gyromitra) patii do kmene Ascomycota, ktery je v Cechach hojné
zastoupen. Tento rod obsahuje asi 18 druhd, z nich nejznaméjsi jsou ucha¢ obecny (Gyromitra
esculenta) a uchag obrovsky (Gyromitra gigas). * Roste v celé severni, stfedni a vychodni Evropé.
K identifikovani jednotlivych druh@i je &asto mykology pouZivan tvar askospor. *°

Ucha¢ obecny se v minulém stoleti hojné¢ vyskytoval v trzni siti, ale diky svoji toxicité¢ byl
stazen z trhu. Nékteré¢ druhy rodu Gyromitra jsou vysoce jedovaté, za syrova tyto houby zpusobily
vazné otravy a dokonce i Gmrti u lidi. *>7

Tyto otravy jsou vSak méné Casté v zapadni Evropé€ nez ve vychodni nebo severni Evropé, kde
je tento druh vice konzumovan. > "8

Ucha¢ Neuwirthiv (Gyromitra Neuwirthii) viz. Obr. 1 byl poprvé u nas objeven prof.
FrantiSkem Neuwirthem, ktery tento druh nalezl v roce 1919 u Jindfichova Hradce. Znovu byl
objeven a identifikovan az vroce 2005 pracovniky Ceské mykologické spolecnosti a je uloZzen
v mykologickém herbaii Narodniho muzea pod eviden¢nim ¢islem PRM 902 256. Klobouk je 2 - 3
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cm Siroky, kulovité zaobleny, nepravidelné lalocnaty a povrch klobouku je ¢erné kastanovy, na
spodu &isté bily. Trett je z klobouku mélo vynikla, 4 — 8 mm 8iroka a bila. %% 1% 112

Otravu uchace zpusobuji pfedevs§im hydrazinové derivaty a to: gyromitrin (acetaldehyd-N-
methyl-N-formylhydrazon), ktery ¢ini asi 88 % z celkového poctu toxinli a osm dalSich vysSich
homologli gyromitrinu, u kterych je skupina ethyl- nahrazena vys$i alkylovou skupinou
(dohromady asi 12 %). Tyto latky v houbach jsou volné nebo vazané na bunécny material,
predevsim na glykosidech. * '% 131413

V dnesni dob¢ je gyromitrin znamou a hlavni toxickou slou¢eninou v uchaci, kterd se v zaludku
pfeménuje na vysoce toxicky methylhydrazin (MMH), ktery je povazovan za agens zpusobujici
akutni toxicitu v uchagi. '°

Metabolicka zména gyromitrinu se obvykle déli do dvou odlisnych fazi:

e Zaludeéni faze, kterda nastiva béhem pomalé hydrolyzy N-methyl-N-
formylhydrazinu (MFH) na monomethylhydrazin (MMH)
e Jaterni faze, ve které se MMH (a mozna MFH) oxiduje na toxické a pravdépodobné i
karcinogenni derivaty. ® viz schéma 1

Gyromitrin je hlavné povazovan za neurotoxickou slou€eninu, ktera mtze také vyvolat mirné
poskozeni jater a hemolyzu. ' Déle gyromitrin a MMH jsou i mutagenni a teratogenn. °

Studie potvrdily, ze MMH, MFH, gyromitrin a také i syrovy ucha¢ obecny jsou karcinogenni u
experimentalnich zvifat. Dokonce 1 malé mnozstvi mize mit karcinogenni ucinek. V roce 1983
dosla Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) k n4zoru, ze u uchace obecného nebylo
pozorovano to, ze zptsobuje rakovinu u lidi ale je zde karcinogenni riziko pro osoby, které tento
druh hub konzumuji. Doté doby nez budou provedeny experimentalni studie, kde se zjisti vztah
mezi ordlni expozici uchaem a vyskytem rakoviny u lidi, jsou hydrazinové derivaty zuchace
obecného povazovany za rizikové slouGeniny, které zptisobuji rakovinu u konzument. >°

Citlivost na otravu uchdfem je déna individualné. Tato citlivost je vysvétlena genetickou
riiznorodosti metabolismu gyromitrinu u lidi. ®

Zaludetni faze:
hydrolyza a nasledné reakce volnych hydrazint

i
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Schéma 1: Metabolismus gyromitrinu.

Gyromitrin je pomérné nestabilni sloucenina a je snadno oxidovatelna kyslikem pii vystaveni

okolnimu vzduchu 1 pii pokojové teploté za vzniku karcinogenniho methylhydrazinu (MMH) viz
schéma 1.°
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Diskuze ohledn¢ toxicity nékterych uchaci vede k zamysleni, jestli béhem kulinatskych tprav
nedochazi k detoxikaci gyromitrinu a jeho homologi. '-*

Material a metody

K analyzam byl pouzit lyofilizovany vzorek Uchace Neuwirthiiv (Gyromitra Neuwirthii) z roku
2008, ktery byl nalezen v Brdech (Brdskych lesich).

Tekavé latky ze vzorku byly izolovany pomoci metody SPME. Bylo pouzito vldkno 65 um
carbowax"“/divinylbenzen. Sorpce probihala podle typu analyzy riizn& dlouho a pii riznych
teplotach.

Analyza prob¢hla na pfistroji GC/MS s autoinjektorem a byla pouzita elektronova ionizace (EI).
Analyza probihala na kapilarni kolon& SAC™-5 (30 m x 250 um x 0,25 pm). Nosnym plynem bylo
helium a prutok plynu €inil 1 ml/min. Vzorek byl nastiikovan v splitless rezimu a teplota injektoru
byla 230 °C. Dale byla u kolony naprogramovéna teplota (50 °C), izotermicky po dobu 3 min, 5
°C/min do 230 °C a teplota 230 °C byla udrzovana po dobu 30 min. Teplota na rozhrani mezi
kolonou a detektorem byla 230 °C. Na MS bylo nastaveno plné skenovani EI hmotnostniho spektra
rozsahu 27 — 350 m/z s rychlosti 2,27 scan/s, ktera byla zaznamenana pii 70 eV.

Lyofilizovany material byl vlozen do vialek a uzavien septem a poté byl sorbovan pomoci
SPME pfi konstantni teploté. Jednotlivé vialky s uchacem byly zahifivany pomoci termostatu na
rizné teploty (50 °C, 90 °C, 130 °C a 180 °C). Vodna hydrolyza se provedla tak, ze k uchaci se
piidalo takové mnozstvi vody, aby to odpovidalo desetiné hmotnosti vzorku a pii 90 °C se vialka 1
hodinu zahftivala. Poté bylo vlakno vlozeno do vialky a pfi laboratorni teploté (22 °C) se nechalo 1
hodinu sorbovat. Sorbované tékavé latky z uchace byly analyzovany pomoci GC/MS. Obdobn¢ se
provedla také kysela hydrolyza s 5 % kyselinou chlorovodikovou.

K identifikaci tékavych latek byly pouzity knihovny hmotnostnich spekter NIST MS
Search 2.0.

Vysledky a diskuse
Tepelné degradovany lyofilizovany Ucha¢ Neuwirthiv se sorboval pomoci SPME na
carbowax“/divinylbenzen. Byly zvoleny teploty 50 °C, 90 °C, 130 °C a 180 °C. Ziskané
chromatogramy jsou vidét na Obr. 2. Tepelnou degradaci uchéace Ize rozdélit do dvou fazi:
e prvni fdze (do 100 °C) bez dramatickych zmén hydrazinovych derivatl, pomalu se
objevuji heterocyklické slouceniny.
e druha faze (nad 100 °C) vyrazny ubytek vysSich homologii gyromitrinu, velké mnoZzstvi
degradac¢nich produktii zejména ze sacharida.

Pii prib¢hu hydrolyzy varenim (viz Obr. 3) se uplné¢ nezbavime volnych ani vézanych
hydrazinovych derivatd. Na jednu stranu béhem hydrolyzy dochazi k vyznamnému poklesu
hydrazinovych derivati, ale na druhou stranu zde dochazi k pfeméné téchto hydrazinovych derivati
na methylhydrazin.

Ptestoze SPME technika neni plné vhodna pro kvantitativni analyzy, je ziejmé Ze ukazuje
vyznamné zmény ve slozeni tékavych latek reakénich smési.

Pti hydrolyze dochazi k rychlejsSimu ubytku vysSich homologh gyromitrinu a vazany
gyromitrin se uvolnuje. Déle pii vareni téchto hub se musime také vyvarovat unikajicich par,
protoze obsahuji velice t€kavy methylhydrazin, ktery vznikl pfi hydrolyze. Dale mlze zistavat ve
vodg¢, proto se nedoporucuje pouziti této vody (vyvaru) na ptipravu omacek, polévek atd..

Béhem hydrolyzy doslo u lyofilizovaného uchace k uvolnéni slozek piirozeného houbového
aroma napft.: 1-okten-3-ol, 3-oktanon.

U kyselé hydrolyzy (viz Obr. 4), dochdzi k uplné degradaci sledovanych hydrazinovych
derivatl. Objevila se zde skupina furanovych derivatl, které pravdépodobné pochdzi z degradace
polysacharidt, poptipad¢ dalSich produktli z ligninu. Mezi t€kavymi latkami nebyl detektovan ani
methylhydrazin, ktery pravdépodobné vytckal nebo zistal v roztoku jako protonizovany derivat.
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Lze tedy konstatovat, ze kdyby se tyto houby konzervovaly (nakladaly) v kyselém nalevu (kyseliny
octové) mohly by byt zdravi neSkodné.

1,2E+08
1,0E+08
8,0E+07
6,0E+07
4,0E+07
2,0E+07
0,0E+00

Intenzita

1,5E+08
1,2E+08
9,0E+07
6,0E+07
3,0E+07
0,0E+00

Intenzita

2,2E+08
1,8E+08
1,4E+08
1,0E+08
6,0E+07
2,0E+07

Intenzita

5,E+07
4.E+07
3,E+07
2,E+07
1LE+07

Intenzita

N-methyl-N-formylhydrazon

N-methyl-N- formy]hydrazon n-pentanalu

—350°C 3-methylbutanalu J
gyromltrm

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 VIS 19 21
Cas (min)

- N-methyl-N-formylhydrazon

i n-hexanalu

| ——o90°C

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Cas (min)

l 130°C

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Cas (min)

—180°C

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Cas (min)

Obr. 2: GC-MS SPME analyza t€kavych latek lyofilizovaného uchace zahtivaného pii teplotach
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MS SPME analyza tékavych latek lyofilizovaného uchace (chromatogram A) a uchace
podroben hydrolyze (chromatogram B)
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Obr. 4: GC-MS SPME analyza té¢kavych latek lyofilizovaného uchace (chromatogram A) a uchace,
ktery byl podroben kyselé hydrolyze (chromatogram B)

Zavér

Gyromitrin a jeho vys$i homology ukézaly relativné vysokou stabilitu v suchém stavu pfi
nizsich teplotach. Ale pfi vysSich teplotich zejména v pfitomnosti vlhkosti dochédzi k rychlému
rozkladu. Pfi hydrolyze se uvoliuje methylhydrazin do par, které jsou pro konzumenta toxickeé,
anebo zlstava ve vod¢, a proto se nedoporucuje pouziti této vody (vyvaru) na ptipravu omacek,
polévek atd. Vhodnou kulinarskou tpravou by byla konzervace téchto hub pomoci kyseliny octové,
ale nebylo by vhodné vyuzit tohoto ldku z konzervovanych hub pro potravinaiské ucely. Piestoze u
kyselé hydrolyzy dochazi k rychlému rozkladu hydrazinovych derivatu nemiizeme tyto uchace nebo
podobné houby, které obsahuji hydrazinové derivaty, doporucit ke konzumaci.
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P9

STANOVENI SIRNYCH LATEK V ETHANOLOVYCH EXTRAKTECH CESNEKU
METODOU GC/MS

Ilko V., Revenco D.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha

Souhrn

Cesnek je povazovén za jednu z nejstarSich kulturnich rostlin. Rod Allium zahrnuje asi 700
riznych botanickych druhti. Cesnek méa prokazatelné antibakterialni antivirové, antifungélni,
antiagregacni, antioxidacni, antihyperlipidické, antihypertenzni a antitumordzni ucinky. Proto se
v dnesni dob¢ Cesnek vyuziva ve formée Cesnekovych praski, ¢esnekové silice, olejového maceratu,
nebo ¢esnekového extraktu jako doplnék stravy. Chemické slozeni je v rostlinach rodu Allium velmi
rozmanité. Pfi zpracovani ¢esneku dochazi k Siroké Skale chemickych zmén, pficemz vznikaji rizné
typy senzoricky aktivnich latek, které maji také fyziologické t€inky.

V této praci byla vyvinuta rychla a robustni metoda na stanoveni dialk(en)ylsulfidi a
dial(en)yloligosulfidii v ethanolovych cesnekovych extraktech. Na kvantifikaci byla pouzita metoda
vnitiniho standardu. Vzorky byly analyzovadny pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekct.

Uvod

Cesnek kuchyiisky (Allium sativum) vyuZzivali jiz Babylonané pied vice nez 5000 lety, coz
potvrzuje zéapis psany klinovym pismem. Pfi stavbé Cheopsovy pyramidy d€lnici odmitali pracovat,
protoze jim byl odepien pifisun Cesneku. To bylo zaznamenano kolem roku 450 pi.n.l. feckym
historikem Herodotem. Cesnek byl vyuzivan pii ustknuti hadem, pii koznich vyrdzkach, pii
menstruacnich potizich, proti kasli, pfi odpuzovani hmyzu, proti hlistim, proti bolesti zubli, na
rany, nebo jako deuretikum, a taky ve veterindrnim Iékafstvi. Proto se v soucasnosti hledaji u¢inné
netoxické piirodni preparaty proti riiznym nemocem. Cesnek mé prokazatelné antibakterialni
antivirové, antifungalni, antiagregacni, antioxidacni, antihyperlipidické, antihypertenzni a
antitumorozni uinky. Za tyto u¢inky muze rozmanitost chemickych sloucenin, které se nachéazeji
v ¢esneku, nebo vznikaji pfi porusSeni obalovych vrstev. Pfi tom jsou sledovany rizné neobvyklé
oxido-reduk¢ni reakce, presmyky, pericyklické reakce, interakce a preskupeni funkcnich skupin.
Tyto vzniklé latky jsou Casto velmi reaktivni a nestabilni.

Experimentalni ¢ast

V této praci bylo analyzovédno 11 vzorkl ¢esnekovych ethanolovych extrakti. Do odmérné
baniky (10 ml) byl pfidan vnitini standard (1-butanol) a nasledn¢€ byla odmérnéd baiika doplnéna
vzorkem po rysku. Nasledn¢ byl vzorek prefiltrovan do vialky. Analyzy byly provadény na pftistroji
Agilent 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) s kvadrupdélovym hmotnostnim
detektorem Agilent 5973(Network Mass Selective Detector) vybaveny kapilarni kolonou HP-
Innowax (Agilent Technologies, USA) o rozmérech 30 m x 250 pm s tloustkou filmu 0,25 pm.
Nastiik byl 1ul vzorku v rezimu pulsed splitless a hmotnostni detektor byl v moédu SCAN.
Nastiikovy prostor byl vyhtat na teplotu 220 °C. Pocatecni teplota analyzy byla 40 °C a pratok
nosniho plynu byl 1ml/min. Pocatecni teplota byla drzena 3 minuty, nasledné teplota stoupala
gradientem 5 °C/min do teploty 140 °C, potom 8 °C/min do 240 °C a tato teplota byla drzena 10
minut.

Pomoci knihovny spekter NIST byly zjistény analyty, které se kvantifikovaly pomoci 1-
butanolu, jakozto vnitiniho standardu. Sledované analyty dialk(en)ylsulfidy a dial(en)yloligosulfidy
jsou uvedeny v tabulce €. 1.
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Tabulka ¢ 1: Sledované analyty v ¢esnekovych ethanolovych extraktech

Vzorec

- - S
dimethylsulfid Me-S-Me Hae” > CH,
dimethyldisulfid Me-S,-Me H3C\S /S\CH3
allylmethyldisulfid All-S,-Me ! C/S\S/\//’C*b

3
diallylsulfid All-S-All HZCMS P
diallyldisulfid All-S,-All o Sng N F O
diallyltrisulfid All-S;-All T T g N
diallyltetrasulfid All-S;-All s Ws\s,s\s A~ CH2
diallylpentasulfid All-Ss-All HeC WS\S/S\S/S\A\CHz

Vysledky a diskuze

Na obrazku €. 1 je vidét chromatogram analyzovaného vzorku, z néhoz je patrné, Ze
cesnekové tinktury jsou velice komplexni matrice, které obsahuji velké mmnozstvi rtznych
chemickych latek. Nejvétsi obsah z matrice tvofi ethanol. DalSimi vyznamnymi slozkami, které
nebyly kvantifikovany, jsou acetol, kyselina octova, glycerol a hydroxymethylfurfural.
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Obrazek €. 1: ukazka chromatogramu analyzovaného vzorku cislo 4.
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Poprvé pritomnost diallydisulfidu a diallyltrisulfidu v ¢esnekovém aroma popsal Semmler
1892. V tabulce €. 2 l1ze vidét vysledky obsahu dialk(en)ylsulfidy a dial(en)yloligosulfidy ve vSech
jedenacti vzorcich. Z vysledkii vyplyvé, Ze nejvice zastoupeny je allylmethyldisulfid, kterého
nasleduje diallyldisulfid. Nejméné byl zastoupen dimethylsulfitd, ktery byl pfitomen jen v jednom
vzorku.

Tabulka ¢ 2: Zastoupeni jednotlivych dialk(en)ylsulfidli a dial(en)yloligosulfidii v jednotlivych
vzorcich

Vzore Me-S- Me-S,-Me  All-S,-Me  All-S-All  All-S,-All  All-Sz-All - All-S;-All All-S;-

k Me [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] All
[mg/l]
n.d. n.d. 1,101 21%01 22#01 22%01 n.d n.d
n.d. n.d. 1449+74 7,7+02 340+02 129401 182+01 92 02
n.d. 25+02 643+12 93+04 235+05 8401 360, n.d
n.d. 27+01 668+03 11,1+04 244+06 90+02 37402 21+072
n.d. 1,6+01 59,6+26 71+04 213%01 7201 48%03 1601

n.d. 13 £01 439%0,3 4,7%0,1 23,0+0,2 7,701 41+01 21+01

n.d. 27+02 495+07 83+01 249+15 9003 52+0,1 3,8+0.2
“ n.d. 1,1+0,1 329+02 60+01 21,1+20 7,4+04 69+02 5801

n.d. 1,0+0,1 157,0+13 90+03 369+09 10,1+02 154+0,1 7,8+0,2
22+01 14+02 576+05 7,7+0,1 269+26 83+06 124+02 6,3+0,1

n.d. n.d. 914+14 57+04 170+05 2,7+0,3 6,2+0,1 n.d

Na obrazku €. 2 je vidét celkovy obsah dialk(en)ylsulfidl a dial(en)yloligosulfidii, z n¢hoz
jediny od zahrani¢niho vyrobce. Literatura uvadi, ze v AGE (,,Aged Garlic Exrtract = extrakt
vznikly dlouhodobym skladovanim cesneku v ethanolu) byly nalezeny velmi rizné obsahy.
Naptiklad v roce 2004 1110,0-1227,6 mg/1 oproti roku 2002, kdy byl obsah celkovych oligosulfidi
252,4 mg/l. V nékterych vzorcich se nevyskytovaly viibec. I to dokazuje slozitost analyzované
matrice.
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Obrazek €. 2: Suma dialk(en)ylsulfida a dial(en)yloligosulfidi v jednotlivych vzorcich

Zavér

Vyvinutd metoda na stanoveni sirnych latek v cesnekovych tinkturach je rychla a robustni.
Ptiprava vzorkl je jednoducha: filtrace pfes membranovy filtr, nasledné zfedéni a ptidani vnitiniho
standardu. Pomoci této metody byly analyzovany komercné dostupné cesnekové extrakty v
ethanolu, pficemz bylo zjisténo, ze nejvice dialk(en)ylsulfidi a dial(en)yloligosulfidi bylo ve
vzorcich €. 2 a 9. Ve vzorku €. 1 byl obsah sirnych sloucenin nejmensi ze vSech analyzovanych
vzorkd, pravdépodobné kvili pouziti nekvalitnich surovin nebo technologické chybé pti vyrobe.
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P 10
ROCNI SLEDOVANI KVALITY STROUHANEHO KRENU NA CESKEM TRHU

Duchova 1., Neradova E., Kruzik V., Haubeltova A., Cizkova H.,
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

UvoD

Kien obsahuje tfadu biologicky aktivnich latek, které maji pozitivni vliv na lidské zdravi,
vyznamna je jeho antioxidacni, antimutagenni, antibakteridlni a antifungalni aktivita. Kien lze
v obchodnich fetézcich koupit v mnoha riznych podobach — Cerstvy kien, predpiipraveny strouhany
kien, kien s dal$imi pfisadami, napt. jable¢ny kien, kienova pasta, pomazankovy krém s kienovou
prichuti aj.

Typické Stiplavé aroma apaliva chut kfenu selského (Armoracia rusticana, celed
Brassicaceae) vznika az béhem mechanického poruseni pletiva. Strouhanim ¢i krajenim se uvoliuje
enzym myrosinasa (EC 3.2.1.147), ktery hydrolyzuje pfitomné glukosinolaty za vzniku glukosy a
dalsich latek (Obr. 1).
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Obr. 4: Hydrolyza glukosinolatl kienu za riznych podminek (Daniela, 2006)

Z celkové sumy glukosinolatl tvoti pfiblizné 80 % sinigrin, ze kterého plisobenim myrosinasy
vzniké allylisothiokyanat (AITK), latka odpovédnd za charakteristické senzorické vlastnosti kienu
(Obr. 2).
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Obr. 5: Hydrolyza sinigrinu na allylisothiokyanat
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Jelikoz se jednd o pfirodni produkt, Ize u kotene kienu ocekavat velkou variabilitu v obsahu
a zastoupeni biologicky aktivnich slozek, v disledku rozdilnych klimatickych podminek, typu
pudy, dostupnosti zivin a dobé produkce. Variabilita ve vstupni suroviné¢ pak ma za nésledek
vykyvy v kvalité strouhaného kienu jako findlniho vyrobku uvadéného na trh.

Pro pfimé stanoveni obsahu glukosinolati a isothiokyanatii se uplatituje nejcastéji kapalinova
a plynova chromatografie, tyto metody vyzaduji specialni pfistroje, které nejsou bézné v provoznich
laboratofich vyrobnich podnikl. Déle 1ze obsah glukosinolatii stanovit nepfimo po enzymatickém
Stépeni na zéklad¢ uvolnéné glukosy spektrofotometricky ¢i titraci uvolnénych kyselin.

Cilem prace bylo zhodnotit kvalitu strouhaného kienu na Ceském trhu. Behem rocniho
sledovani bylo analyzovano ptes 100 vzork s minimalni trvanlivosti 6 mésici od data vyroby.
Vzorky byly analyzovany 3 az 10 dnii od vyroby. Jako jakostni ukazatele kvality byly vybrany
senzorické vlastnosti, obsah AITK a ostatnich isothiokyanatti (ITK), a obsahy ptidatnych latek (SO,
a oleje). Pridatné latky jako oxid sificity a fepkovy olej se pouzivaji pro zlepSeni a uchovani
senzorickych vlastnosti vyrobku. Oxid sifi¢ity konzervuje a zabranuje hnédnuti nastrouhaného
kienu, olej zlepSuje vzhled vyrobku.

Nasi snahou bylo také navrhnout rychlou a jednoduchou metodu pro stanoveni kvality vstupni
suroviny jiz pfi pfijmu suroviny do vyrobniho zavodu.

METODY

Stanoveni AITK a ostatnich isothiokyanatit pomoci SPME/GC/MS
Instrument: plynovy chromatograf (7890A  Agilent Technologies) s hmotnostnim
detektorem (5975C Agilent Technologies).
Izolaéni podminky: DVB/Carboxen™/PDMS StableFlex™ vlikno 50/30 um, temperovani
vzorku 1 minutu pii teploté 40 °C, extrakce 10 minut pii teploté 40 °C, desorpce 4 minuty
pfi teploté 280 °C.
Chromatografické podminky: kolona HP-5MS 5% Phenyl Methyl Siloxane (Agilent), 30 m
X 250 pm x 0,25 pm; mobilni faze: helium, konstantni priitok 1,4 ml.min™.
Obsah AITK a ostatnich ITK byl stanoven pomoci kalibra¢ni kiivky.

Stanoveni oxidu siFiCitého
Oxid sifiCity se z okyseleného vzorku uvolni destilaci a oxiduje se peroxidem vodiku.
Vznikla kyselina sirova se ztitruje hydroxidem.

Stanoveni celkového tuku
Extrakci petroletherem v Soxhletové extraktoru (Soxtec™ 2043, Foss).
Program: 20 min louhovéani — 35 min promyvani — 10 min regenerace rozpoustédla, vSe pfi
90 °C.

Senzoricka analyza
Test intenzity Stiplavosti — hodnoceni pomoci tfibodové stupnice.

VYSLEDKY A DISKUSE

U vSech vzorkil strouhaného kienu byla provedena senzorickd analyza, pti které se hodnotila
intenzita Stiplavosti. Vzorky byly hodnoceny tfibodovou stupnici: (1) mdly, nevyrazny; (2) poctivy,
typicky; (3) ptilis Stiplavy/palivy. 23 % vzorka bylo hodnoceno jako mdlé, nevyrazné, 45 % vzorki
odpovidalo ptedstavé hodnotiteli o typickém, poctivém kienu a 32 % vzorkl bylo hodnoceno jako
prilis Stiplavych.

Pomoci SPME/GC/MS analyzy bylo v kfenu identifikovano 9 ITK: allylisothiokyanat, butyl
isothiokyanat, isobutyl isothiokyanat, 3-butenyl isothiokyanat, cyklompentyl isothiokyanat, n-
pentyl isothiokyanat, benzyl isothiokyanat, [-penetyl isothiokyanat a 1-isothiokyanato-3-
metylbuten.

Z porovnani vysledkli senzorického hodnoceni a stanoveni obsahu AITK bylo mozné stanovit
hranici minimalné¢ 500 mg AITK na kg kienu pro hodnoceni vzorku jako typicky, odpovidajici
pfedstalvé o kvalitnim kfenu. Obsah AITK u vzorkd hodnocenych jako pftili§ Stiplavé byl nad 1100
mg.kg .
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Primérné namétené hodnoty jakostnich ukazateld kvality a rozmezi namétenych hodnot (min—
max) uvadi tabulka (Tab. 1), vysledky jednotlivych vzorki jsou na obrazku (Obr. 3). Nami zjisténé
obsahy AITK jsou srovnatelné s vysledky Kasson a kol. (2008), ktery zkoumal obsah AITK u
polského (1000-1400 mg.kg™") a mad’arského kienu (700-750 mg.kg™).

Tab. 4: Naméiené hodnoty obsahu AITK, ostatnich ITK, oxidu sifi¢itého a pfidaného tuku

ostatni
.--
mgkg' mgkg' mgkg’ %
110 253 1,9
446 70 160 1,4

64 3 6 0,1

MAX 2039 413 651 5,9

2500
(mgkg™)

2000

1500 I—'l
AL II B il

1000

= |

500

[ AITK I ostatni ITK prilis stiplavé = malo Stiplavé — 502
Obr. 6: Vysledky jednotlivych vzorkt strouhaného kienu

TESTOVANE RYCHLE METODY STANOVEN{ OBSAHU GLUKOSINOLATU
Na zakladé uvolnéné glukosy dle Smith (1987)

Glukosinolaty jsou hydrolyzovany pomoci endogenni myrosinasy, ¢imz dojde k uvolnéni
glukosy, ktera je nasledn¢ stanovena pomoci kolorimetrické metody. Pro stanoveni pfirozené
pfitomné glukosy ve vzorku (tj. blank vzorku) je myrosinasa deaktivovana okyselenym 40%
metanolem. Glukosa je stanovena pomoci kolorimetrické metody s testovacimi prouzky (Glucose
MQuant 10-500mg/1, Merck Millipore).

Obsahy glukosy ve vzorku a pfislusném blanku byly velmi podobné (viz Tab. 2). Tento vysoky
obsah volné glukosy brani ptesnéjsi kvantifikaci glukosy vzniklé z glukosinolatt. Nartst glukosy
po hydrolyze byl velmi maly a piesnost stupnice neumoziovala takovy pfirastek podstatné
rozeznat.
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s mg
Glukosinolaty <E)

B mgy M(sinigrin) Lo o
= glukosa( l ) * M (glukosa) * faktor fedéni * celkovy objem (1)
1000

i navazka (g)

Tab. 5: Stanoveni obsahu glukosinolatti dle Smith (1987)

Glukog 2 Glukosa A Glukosa | Glukosinolaty
Vzorek | -uvolnéna - blank (mel™) (me kg )=
(mg.I™)* (mg.I")* ' '
mdly, 20-25 15-20 5 1670
nepali
typicky, 25 15-20 7,5 2500
palivy

* odecteno z barevné stupnice Glucose MQuant
*#* yyjadfeno jako obsah sinigrinu (mg.kg™"), pro vypodet pouzity priméré hodnoty

Titracné dle Croft (1979)

Stanoveni je zalozené na reakci extraktu kienu s inaktivovanou myrosinasou s enzymove
aktivnim extraktem ze semen hoicice bilé, ¢imZz dojde k uvolnénim kyselin, které¢ jsou nasledné
titrovany hydroxidem sodnym na pH 6.

Strouhané kieny a kieny v celku jsou podle obsahu AITK S$patné porovnatelné. Okamzité
po nastrouhani probihaji ve vzorcich kfent rozkladné enzymové reakce, které vyznamné ovliviiuji
vysledky stanoveni.

ZAVER

Z porovnani ziskanych hodnot AITK a senzorického hodnoceni Ize konstatovat, Ze vyrobky
s obsahem AITK pod 500 mg.kg™ jsou hodnoceny jako mdlé, nevyrazné a neodpovidaji predstavée
o kvalitnim strouhaném kienu. Na druhé strang, vzorky s obsahem AITK nad 1100 mgkg' byly
hodnoceny jako pftili§ Stiplavé. Z namétenych vysledki je zfejmé, ze kvalita strouhan¢ho kienu na
trhu neni stabilni. Navrhované rychlé metody pro stanoveni kvality vstupni suroviny potiebuji dalsi
ovéfeni a optimalizaci z divodu nestabilniho poméru mezi volnou a vazanou formou glukosy,
matri¢niho efektu. Vedle koncentrace cilového analytu vysledek vyznamné ovlivituje i aktivita
endogenniho enzymu myrosinasy.

PODEKOVAN{ )
Projekt byl financovan z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT
¢.20/2014): A1_FPBT 2014 _006.
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P11
OCHRATOXIN A V KAVE

Slavikova P.l, DZuman Z.l, Zachariasova M.l, Hajslova J !
! Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 3, 166 28 Praha 6 - Dejvice

UVOD:

Jednim z nejznadméjSich a nejrozsirencjSich napoju svéta je kava, kterd zaujima na svétovém
trthu 2. misto jako nejprodavangjsi artikl hned po ropé. Nejvétsimi producenty jsou Brazilie,
Vietnam a nasledné¢ Kolumbie s Indonésii. 2. misto také tato pochutina obsadila ve spotiebnim
zebticku nealkoholickych ndpoji hned po vodé. Globalné je spotfebovéano vice jak 400 mld. $alka
ro¢né a toto &islo stale roste. V roce 2011 byla spotieba této komodity dle Mezinarodni kavové
organizace (ICO) v Ceské republice 3,26, Svédsku 7,14 a Dansku 8,21 kg/osobu/rok.2 Kromé celé
fady pozitivnich ucinkii na lidsky organismus jako tfeba prokdzané antioxidacni a proti-rakovinné
ucinky muze kava predstavovat i riziko v dusledku castého nedodrzovani podminek spravné
hospodarské praxe (skladovani atd.), tim padem mozného napadeni mikromycetami a nasledné
produkce toxickych sekundarnich metabolitii — mykotoxint.

Jednim z téchto toxint je i ochratoxin A (14-(S)-ochratoxin A; OTA), nejvyznamnéjsi zastupce
skupiny ochratoxind. Hlavnimi producenty OTA jsou Aspergillus ochraceus a Penicillium
verrucosum.” OTA je &asto se vyskytujicim ‘piirodnim’ kontaminantem obilovin, ovoce, kavy a
potazmo komodit jako pecivo a vino. Vyznamna cast piijmu OTA v lidské vyzivé pochazi
predeviim z obilovin, ale &aste¢né také pravé z kavy." Maximalni hladiny OTA jsou v EU
regulovany nafizenim Komise ¢. 1881/2006, kde je stanoveno 5 pg/kg pro prazenou kavu a 10
ug/kg pro kavu instantni. Je prokazano, ze OTA vykazuje renélni toxicitu a genotoxicitu, proto je
Mezinarodni organizaci pro vyzkum rakoviny (IARC) zatfazen do skupiny 2B, tj. potencionalni
lidsky karcinogen.’ Z t&chto divodii stanovil Evropsky tfad pro bezpetnost potravin (EFSA) pro
OTA tolerovatelny tydenni piijem (TWI) 120 ng/kg télesné hmotnosti.

Uvedena studie byla realizovana v ramci specifického vysokoskolského vyzkumu za finan¢ni
podpory projektu Ministerstva §kolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské republiky MSMT &. 21/2012.

CIL STUDIE:

Cilem této studie je v prvé fad¢ zhodnoceni urovné kontaminace souboru komercné dostupnych
vzorkll prazenych a instantnich kav z obchodnich siti Ceské Republiky, Svédska a Danska OTA,
dale posouzeni kontaminace kavy ve vztahu k vyrobni technologii a ilustrace procesu tepelné
degradace OTA s identifikaci reakénich produktti, k cemuz bylo vyuzito imunoafinitniho piecisténi
(Ochraprep®™) pro izolaci OTA, ultra-t¢inného kapalinového chromatografu ACQUITY UPLC®
System ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem QTRAP® 5500 (UPLC-MS/MS)
pro vlastni stanoveni analytu a ultra-G&¢inného kapalinového chromatografu U-HPLC ACCELA™
ve spojeni shmotnostnim spektrometrem Exactive'™ s vysokorozlifovacim analyzatorem
Orbitrap™ k identifikaci reakénich produktd tepelné degradace.

CHEMIKALIE, SPOTREBNI MATERIAL, INSTRUMENTACE:
e b&Zné laboratorni sklo a vybaveni, Simax, Labicom, Merci (CR)

mikrofiltry 0,2 um, Alltech (USA)

plastové centrifugacni zkumavky 2 ml (pro pouziti s mikrofiltry), Alltech (USA)

deionizovana voda (Milli-Q , Millipore Corp., USA)

metanol, HPLC gradient, Merck (Nemecko)

acetonitril, HPLC gradient, Sigma Aldrich (CR)

hydrogenuhli¢itan sodny, Lach-Ner (CR)

mravenéan amonny p.a., Sigma Aldrich (CR)

kyselina mravenci 99%, Sigma Aldrich (CR)

kyselina octova 99,99%, Sigma Aldrich (CR)
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o fosfatovy pufr (PBS) v tabletach, Sigma-Aldrich (CR)

e analyticky standard ochratoxinu A (99,5%), Biopure (Rakousko)

e certifikovany referenéni material OTA v mleté prazené kavé ERM® BD475 (6.0 + 0.6) pg
kg, European Reference Materials (Belgie)

¢ [AC imunoafinitni kolonky OCHRAPREP®, R-Biopharm (Némecko)

e ultra-G&inny kapalinovy chromatograf ACQUITY UPLC™ System, Waters Corp. (USA) ve
spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem QTRAP® 5500, AB Sciex (USA)

e ultra-G&inny kapalinovy chromatograf U-HPLC ACCELA™ ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Exactive'™ s vysokorozli§ovacim analyzatorem Orbitrap'", Thermo Fisher
Scientific (USA)

VZORKY:

Za celem proSetieni vyskytu OTA v kévé bylo zakoupeno na konci roku 2011 a v prib&hu
roku 2012 107 vzorki, z toho 87 mletych prazenych kav ¢eského (57 vz.), Svédského (16 vz.) a
déanského ptivodu (14 vz.) a 20 instantnich kav pouze z ¢eského trhu.

UPRAVA VZORKU:

Ze zhomogenizovanych vzorki bylo do erlenmayerovy baiky odvazeno 5 g vzorku a zalito 100
ml 1% roztoku hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho ve vodé€. Nasledovalo 60-ti minutové tfepani pii 210
otackach za minutu na horizontalni tiepacce, 10-ti minutové odstiedéni extraktu pii 10 000 otackach
za minutu a odbér alikvotniho podilu 20 ml supernatantu (odpovida 1 g matrice). Ten byl nasledné
ziedén 20-ti ml pufru PBS a nanesen na kondicionovanou imunoafinitni kolonku OCHRAPREP®
(pratok 2 ml/min.). Poté bylo nutné kolonku promyt dal$imi 20-ti ml PBS (pratok 5 ml/min.) a na
zaver pres ni propustit nékolik ml vzduchu. OTA navazany v kolonce byl eluovan 3 ml smési
metanol:kyselina octova (98:2, v/v) a 1,5 ml deionizované vody. Ziskany eluat byl odpaien do
sucha, odparek rozpustén v 1 ml smési metanol:voda (1:1, v/v), piecistén pomoci mikrofiltru (0,2
um) a analyzovan s vyuzitim LC-MS.

INSTRUMENTALNI ANALYZA:

Ke zhodnoceni urovné kontaminace kavy ochratoxinem A byla aplikovana cilova analyza OTA
s vyuzitim  ultra-G&inného  kapalinového —chromatografu ACQUITY UPLC® ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem QTRAP® 5500. Souhrn chromatografickych a
hmotnostné-spektrometrickych podminek je uveden v tabulkéch 1. a Il.

Tab. I: Podminky kapalinové chromatografie pro OTA (U-HPLC-[ESI+]-MS/MS)

KOLONA HSS T3 UPLC® {100%2.1 mm; 1,8 pm)

TEPLOTA KOLONY an°c

OBJEM NASTRIKU 5l

DELKA METODY 12 min.

SLOZENi MOBILNI FAZE A: 5mM mravenéan amonny, B: MeOH

tas [min] A[%] B [%] prutok [ml/min.]

0 30 10 0,35
1 50 50 0,35

GRADIENT MOBILNI FAZE 8 ] 100 0,7
10 0 100 0,7

10,01 30 10 0,35

12 a0 10 0,35
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Tab. I1: Hmotnostné-spektrometrické podminky méfeni (QTRAP® 5500, tandemovd MS-
kvadrupol/iontova past)

DETEKENT MGD MRM

MRM DETEKCE 60 sec
IONIZACE ESI+

NAPETI NA ELEKTROSPREN +4500V
TEPLOTA ZDROJE 600 °C

RiDICi A VYHODNOCOVACH ANALYST® Software 1.1
SOFTWARE .

VYSLEDKY A DISKUZE:

1. Zhodnoceni urovné kontaminace OTA souboru 107 vzorki praZenych a instantnich

kav a nésledné posouzeni kontaminace k&vy ve vztahu k vyrobni technologii

Z celkového poctu 87 vzorkli mletych prazenych kav byl ochratoxin A detekovan v 70
vzorcich, tzn. v 80 %, a to s koncentracemi v rozsahu od 0,1 do 3,6 pg/kg. Primérna koncentrace
v ramci pozitivnich vzorkl byla relativné nizka, a to 0,87 £ 0,01 pg/kg.

U vzorkt instantnich ké&v byla pfitomnost OTA potvrzena ve vSech 20 vzorcich, tedy ve 100 %.
Koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 0,6 do 12,8 ng/kg a primérna koncentrace byla 3,06 +
0,08 ug/kg. Vztahneme-li veskeré vysledky (viz obr. 1 a obr. 2) k legislativnim limitim 5 pg/kg
pro prazenou kavu a 10 pg/kg pro kavu instantni (nafizeni Komise ¢. 1881/2006), dojdeme
k zavéru, Ze pouze jeden vzorek instantni kévy tuto hladinu prekrocil, a to o 2,8 pg/kg.

Kromé zhodnoceni miry kontaminace OTA v jednotlivych vzorcich kav celého souboru byl
také posuzovan rozdil koncentra¢nich hladin mezi skupinami praZend versus instantni kava.
Vychozim ptfedpokladem bylo, Ze instantni kdva by méla vykazovat vyssi nalezy OTA v zavislosti
na vyrobni technologii, pii které je ptivodni kdvova matrice cca. 3x koncentrovanéjsi. Z vysledka
vyplyva, ze byl tento ptfedpoklad potvrzen.
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Obr. 1: Uroven kontaminace OTA v instantnich kavach s legislativnim limitem 10 pg/kg

5,0

Mleta prazena kava

]
©

koncentrace OTA [ug/kg]
~N w
1] °

-
o

ol ||. . "..uh" My oL 1|I| I ‘I K I|||| L) \’ |

NNR]?GN&R.RSQRHPIRFM?&RHRSqQQS.:%"E“‘BE!WRﬁlﬂﬁmmBSGWE%u&?BBﬂ!RF-'RF? RRRERBEURIDBLBARGHRAORGRASS

Gslovcorkn T T AmAaaana

Obr. 2: Uroveti kontaminace OTA v mletych prazenych kavéch s legislativnim limitem 5 pg/kg
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2. llustrace procesu tepelné degradace OTA s identifikaci reak¢énich produkti
V ramci provedenych analyz s vyuzitim tandemové hmotnostni spektrometrie byl detekovan

neznamy degradacni produkt OTA. V chromatografickém zaznamu tady vzorkd byly pfitomny
odezvy se stejnym pomérem intenzit kvantifikaéniho a konfirmaéniho iontu (viz obr. 3). Vzhledem
k principu této techniky, dodatecné analyzy s vyuzitim vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
a na zaklad¢ dostupné literatury byla potvrzena piitomnost degradacniho produktu 14-(R)-OTA
vznikajictho z OTA v disledku vysokych prazicich teplot, za kterych tato sloucenina izomeruje.
Tento produkt je podle dostupnych literarnich informaci 10x méné toxicky nez vychozi sloutenina.’

Po tomto zjisténi byla na 14-(R)-OTA zpétné zaméfena pozornost v ramci celého souboru
vysetfovanych vzorkli a prométeno jeji relativni zastoupeni pomoci porovnani ploch piki obou
isomert z divodu neexistujiciho komeréniho standardu (viz obr. 4 a obr. 5).

V 60 % vzorki praZzenych kav (52 z 87 vz.) byl kromé S-isomeru identifikovan také isomer R
s prumérnym relativnim zastoupenim 36 % vuci S form& OTA. U instantnich kav byla stejn¢ jako
v ptipad¢ S-isomeru zaznamenana 100% incidence R-isomeru a to s relativnim zastoupenim R
formy k S formé 43 %.
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Obr. 3: Chromatograﬁé-lés'/ zaznam pritomnosti degrada¢niho produktu (vlevo)

Obr. 4: Relativni zastoupeni degrada¢niho produktu 14-(R)-OTA v instantnich kavach (vpravo)
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Obr. 5: Relativni zastoupeni degrada¢niho produktu 14-(R)-OTA v mletych prazenych kavach
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P12

MOZNOSTI VYQZ|T|’ TECHNIKY DART-TOF/MS PRO RYCHLE POSOUZENI
AUTENTICITY COKOLAD

Kruzik V., Hofmanova A., Prchalova J., Rajchl A., Cizkova H.
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6, Ceské republika

uvoD

Cokolada je celosvétové velmi oblibenou potravinou. Hlavnimi surovinami pro jeji vyrobu
jsou kakaova hmota a kakaové maslo. Vzhledem k vysoké cené téchto slozek mize byt cokolada
falsovana bud’ ndhradou kakaového madsla levnéjSimi rostlinnymi tuky, nebo sniZzenim celkové
tukuprosté kakaové suSiny. Cilem této prace bylo vyuziti techniky DART-TOF/MS ke zhodnoceni
kvality a autenticity vzorkli ¢okoldd zakoupenych v Ceské trzni siti. Mezi hlavni vyhody této
techniky patii moznost proméieni vétStho mnozstvi vzorka v relativné kratkém cCase a jejich
jednoduché ptiprava. Vysledky stanovené pomoci metody analyzy v redlném case byly nasledné
korelovany s hodnotami ziskanymi prostfednictvim klasickych laboratornich metod.

Pozadavky na kvalitu ¢okolady jsou v ndrodni legislativé stanoveny Vyhlaskou 76/2003 Sb.
Jednim z nejdulezitéjSich parametri, ktery je definovany pro vSechny druhy ¢okolad (kromé bilé
cokolady) je obsah tukuprosté kakaové suSiny (TKS). V hotké ¢okoladé¢ musi byt obsah TKS
minimalné 14 % a v mlééné Cokoladé¢ minimalné 2,5 %. TKS se stanovuje na zaklad¢ obsahu
kofeinu a theobrominu. V ¢okoladé¢ a cCokoladovych vyrobcich se vySe uvedené slouceniny
vyskytuji v poméru 1:10 (kofein:theobromin).
jeho specifickym bodem tani (cca 35 °C), ktery umoziuje snadné rozpousténi cokolady v tstech.
Kakaové maslo obsahuje ptevazné nasledujici triacylglyceroly (TAG): 1,3-dipalmitoyl-2-
oleoylglycerol (POP), 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-stearoylglycerol (POS) a 1,3-distearoyl-2-
oleoylglycerol (SOS). Tyto latky se vyuzivaji jako markery Cistoty kakaového masla.

MATERIAL A METODY

V ramci této studie bylo celkem analyzovano 14 vzorki raznych Cokolad. Konkrétné se
jednalo o 7 vzorkii komeréné dostupnych mlécnych cokoldd (MCO1-MCO07) a 7 vzorkli hotkych
¢okolad (HCO1-HCO07).

Pro zhodnoceni kvality cokolady byla pouzita technika DART-TOF/MS. Vedle této
instrumentace byly pro stanoveni zakladnich parametrii cokoldd pouzity nasledujici metody:
HPLC/UV pro stanoveni obsahu kofeinu a theobrominu; GC/FID pro analyzu profilu
triacylglycerolti.

Pro zpracovani vysledkii ziskanych pomoci techniky DART-TOF/MS byly pouzity
vicerozmérné statistické metody.

VYSLEDKY A DISKUSE

Studie byla zapocata optimalizaci podminek méfeni vzorkll Cokolady pomoci DART-
TOF/MS. Optimalizace byla pfedevS§im zaméfena na vybér vhodného rozpoustédla, volbu ionizacni
teploty a méficiho modu. Pro stanoveni kofeinu a theobrominu byla jako rozpoustédlo pouzita voda,
teplota zdroje byla nastavena na 350 °C a méfici mdéd zvolen pozitivni. Kvantifikace vyse
uvedenych sloucenin byla provedena pomoci pfidavku izotopové znaceného vnitiniho standardu
theobrominu (theobromin-(dimethyl-dg)). Pro analyzu TAG byl zvolen jako vhodné rozpoustédlo
toluen, teplota zdroje byla opét 350 °C a méfici mdd pozitivni.

Vlastni optimalizace metody byla provedena na vzorku 70% hotké cokolady (Obr. 1). Na
tomto hmotnostnim spektru jsou oznaceny charakteristické ionty pro kofein a theobromin. Na
spektrech v pozitivnim médu byly pozorovany ionty [M+H]", [M+NH']" a [2M+H]". Konkrétné se
jedna o hmoty m/z: 181,1 [C;HgN4O,+H]"; 195,3 [CgH oN4Oo+H]"; 198,1 [C;HgN4O4+NH4]';
212,1 [CgHoN4O,+NH,4]"; 361,1 [2C,HgN4O,+H]" a 389,2 [2CsH oN,O»+H] .
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Obr. 1 Hmotnostni spektrum 70% hotké cokolady. Podminky méteni: 5 g/50 ml, rozpoustédlo
voda, teplota zdroje 350 °C, pozitivni madd.

Na nize uvedeném hmotnostnim spektru mlééné cokolddy (Obr. 2) jsou oznaceny
charakteristické ionty DAG a TAG. Nejvyznamnéj$i jsou hmoty m/z odpovidajici TAG: 850,8
[POP+NH,]"; 878,8 [POS+NH,4]"; 906,8 [SOS+NH,4]".
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Obr. 2 Hmotnostni spektrum mlééné cokolady. Podminky méteni: 5 g/50 ml, rozpoustédlo toluen,
teplota zdroje 350 °C, pozitivni méd.
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Stanovené obsahy kofeinu a theobrominu v mlé¢nych a hotkych cokoladéach jsou uvedeny
na Obr. 3 a 4. Pro porovnani jsou znazornény také hodnoty ziskané standardni metodou HPLC/UV.

Obsah theobrominu (DART-TOF/MS vs. HPLC/UV)
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Obr. 3 Obsah theobrominu stanoveny ve vzorcich mlécnych a hotkych cokolad. Porovnani
vysledki ziskanych metodou DART-TOF/MS a HPLC/UV.

Obsah kofeinu (DART-TOF/MS vs. HPLC/UV)
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Obr. 4 Obsah kofeinu stanoveny ve vzorcich mléénych a hotkych cokolad. Porovnani vysledki
ziskanych metodou DART-TOF/MS a HPLC/UV.

Z vyse uvedenych grafti je zifejmé, ze obsahy kofeinu a theobrominu ziskané obéma
metodami spolu pomé&rné dobie koreluji (pro kofein R* = 0,85; pro theobromin R* = 0,80).
S ohledem na evidentni vliv matrice a nizkou opakovatelnost méteni (25 %, vyjadifeno jako RSD)
se metoda DART-TOF/MS jevi vhodna jen pro ptedbézny nebo rychly screening vzorkii.

Pro celkové zhodnoceni hmotnostnich spekter byla pouzita vicerozmérna statisticka metoda
PCA (tj. analyza hlavnich komponent). Graf komponentniho skdére pro prvni dvé hlavni
komponenty je uveden na Obr. 5. Prvni hlavni komponenta vyjadiuje 45,6 % proménlivosti
(rozptylu) ptivodnich dat a druha hlavni komponenta 10,6 %. Na uvedeném diagramu Ize vidét dvé
jasn¢ oddélené skupiny prezentujici mlééné a hotké cokolady. Velmi odlehlé jsou vzorky MCO03 a
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MCO07. Mlécna cokolada MCO7 obsahovala nejnizsi obsah kofeinu a theobrominu a déale méla
nejnizsi obsah celkové mlécné susiny. Vzorek MCO3 byl charakteristicky nejvys$s§im obsahem
mlécéného tuku tj. 6 g/100g vyrobku.
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Obr. 5 Diagram komponentniho skére pro 1 a 2 hlavni komponentu. Celkem vyjadieno pro 14
vzorkt; jako znaky pouzito 977 hodnot abundanci v rozsahu 100 — 900 m/z. Podminky méfeni:
5¢/50 ml, rozpoustédlo toluen, teplota zdroje 350 °C, pozitivni méd.

ZAVER

Pomoci DART-TOF/MS byly zhodnoceny slou¢eniny dulezité pro autenticitu cokolad. Mezi
hlavni vyhody této metody patii moznost prométeni vétSiho mnozstvi vzorkl v relativné kratkém
Case (analyza 10 vzorkd, vCetné 5 opakovani, trvd cca 60 minut) a jejich jednoducha piiprava.
Ziskana data byla statisticky zpracovéana. Byla provedena analyza hlavnich komponent na zékladé
fingerprinti hmotnostnich spekter pfi které doSlo k rozdéleni mléénych a hotkych cokolad a
k identifikaci odlehlych netypickych vzorkd. Pro vysloveni piesnéjSich zavért by bylo pfinosné
proméfit vetsi soubor ¢okolad o zndmém slozeni.
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P13
FAKTORY OVLIVNUJICI KRYSTALIZACI MEDU

Grégrova A.', Kruzik V.', Vracovska E.', Rajchl A.", Cizkova H.'
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Uvob

Med je komplexni pfirodni produkt vytvareny vcelami z kvétového nektaru nebo medovice.
SloZeni a vlastnosti medu jsou zavislé jak na klimatickych podminkéch, tak na jeho botanickém
a geografickém ptivodu. V Ceské republice je med definovan vyhlaskou &. 76/2003 Sb., kterou se
stanovi pozadavky pro ptirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem,
cokoladu a cokoladové bonbony. Dle smyslovych pozadavkl na med ve vySe zminéné vyhlasce by
m¢l byt med kvétovy 1 medovicovy mirn€ az silné€ viskozni, tekuty, castecné az pln¢€ krystalicky.

Od prvniho kontaktu vcely s nektarem nebo medovici dochazi k pfeméné a reakei slozek
budouciho medu. Tyto procesy probihaji nepfetrzit¢ i po uloZzeni medu do plastvi a pokracuji také
ve spotiebitelském obalu, do které¢ho je nasledné med stocen. Jednim z téchto projevil je zjevna
zména skupenstvi medu, krystalizace. Krystalizace byva obvykle spotiebitelem hodnocena
negativné, tekuty a prihledny med je mylné povazovéan za vice kvalitni. Opak je vSak pravdou,
krystalizace je ptirozenou vlastnosti medu a v nékterych aspektech, jak bude vysvétleno déle, je
indikatorem Cerstvosti a pfirozeného sloZzeni medu.

Doba, za kterou dojde k uplné krystalizaci, je mezi jednotlivymi druhy medl znacné variabilni
a tézko predvidatelna; pohybuje se v rozsahu tydna az let od vytoceni medu. Krystalizace a velikost
vytvofenych krystalli zdvisi na mnoha faktorech, jako je napt. pomér fruktosy a glukosy, vlhkost,
aktivita vody, obsah dextrinti, staii ¢i tepelnd historie medu. Obecné rychleji krystalizuji medy
kvétové diky vétSimu obsahu glukosy a cetnym pylovym zrnim a naopak pomaleji probiha
krystalizace u medit medovicovych, které obsahuji vice fruktosy. VétSina druhit medd by méla
zhruba do jednoho roku zkrystalizovat. Pokud se tak nestane, byl pravdépodobné narusen proces
zrani medu nebo byly do medu ptidany latky zabranujici krystalizaci. Zrani medu muze byt
naruSeno vystavenim medu vysokym teplotam nebo jeho filtraci, kterd je provadéna kvili
odstranéni pylovych zrn, coz jsou, krom¢ jiného, mozna krystalizacni centra. Obecné plati, Ze ¢im
je vySsi obsah glukosy a ¢im je niz8i obsah vody, tim rychleji nastava krystalizace. Krystalizace
medu nastava rychleji, pokud je obsah glukosy vétsi nez 280-300 g/lkg medu, pomér obsahu
glukosy a vody 2,1 a vys$si a pomér obsahu fruktosy a glukosy mensi nez 1,14.

Béhem krystalizace mohou krystalickd 1 kapalnd faze po urcitou dobu koexistovat.
Avsak ve zbyvajici kapalné fazi je aktivita vody (ay) vys$i nez pred pocatkem krystalizace, cozZ je
zpusobeno poklesem koncentrace roztoku diky odvodu vody zpevné faze v dasledku tvorby
krystalii. Aktivita vody v medu se pohybuje okolo 0,6, coz je max. hodnota zabranujici riistu témet
vSech mikroorganismi, tato hodnota odpovidd ptiblizné 200 g vody/kg medu. V piipadé¢ ay se
nad 0,6 zvySuje riziko nezaddouci fermentace pusobenim osmofilnich kvasinek, pfi které je
z glukosy a fruktosy produkovan oxid uhli¢ity a ethanol, jenz miize byt v pfitomnosti kysliku
pfeménén na kyselinu octovou.

Cilem této studie bylo zhodnoceni faktorti ovliviiujicich krystalizaci medu.

MATERIAL A METODY

Byly provedeny dvé separatni studie, v rdmci nichz bylo analyzovano celkem 16 vzorkii medu
(medy kvétové a smiSené; smés medi ze zemi ES a ze zemi mimo ES i medy Cceské).
Pti¢emz v ramci studie 1 byl analyzovan soubor 10 modelovych vzorki medt v rGzném stupni
krystalizace a se znamou tepelnou historii (Obr. 1) a v rdmci studie 2 byl analyzovan soubor
6 vzorkti meda zakoupenych v ceské trzni siti rizného pivodu a s nezndmou tepelnou historii
(Obr. 2).
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Obr. 1 Analyzované vzorky — studie 1

Obr. 2 Analyzované vzorky — studie 2

Byly stanoveny nasledujici fyzikalné-chemické, kvalitativni parametry: vlhkost byla proméfena
automatickym digitalnim refraktometrem RFM 340; aktivita vody byla analyzovdna pomoci Aqua
Lab; obsah 5-hydroxymethylfurfuralu (5-HMF) byl urcen spektrofotometricky (metoda dle
Whitea); obsah cukri (glukosa, fruktosa) a furfuralu byl stanoven pomoci HPLC/RI, respektive
HPLC/UV; aktivita diastasy (DN) byla analyzovana s vyuzitim Phadebas tablet. Jednotlivé
parametry byly az na aktivitu vody (Chirife et al. 2006) stanoveny dle harmonizovanych metod
pro analyzu medu (IHC 2009).

Senzorické hodnoceni bylo provedeno 10 panelisty z Ustavu konzervace potravin (VSCHT
Praha). Pro hodnoceni krystalizace byla vyuzita deseti bodova stupnice (1 = tekuty az 10 = zcela
krystalicky). Barva a viin¢ byly hodnoceny stupnici od 1 = velmi svétly nebo minimalni viing az 5 =
velmi tmavy nebo velmi silnd ving (Piana et al. 2004).

Kvantitativni pylova analyza byla provedena mikroskopicky a vyjadifena jako pocet pylovych
zrn v 1 g medu (Ptidal 2003): 10 g medu bylo zfedéno a rozpusténo v destilované vode¢, roztok byl
v kyveté odstiedén pii 3 000 otackach/min celkem 3krdt po 5 min, nésledné¢ byl sediment
prefiltrovan na mikrobiologickém filtru, ponechén zaschnout a prosvétlen cedrovym olejem; pylova
zrna byla pocitana v 60 zornych poli (zvétseni 1 000x).

VYSLEDKY A DISKUSE

Byl proméien soubor vzorkti medt v riizném stupni krystalizace (mira krystalizace byla
stanovena senzoricky) a s odliSnou tepelnou historii (studie 1; Graf 1 a)) a také soubor vzorki
rizného plvodu a s neznamou tepelnou historii (studie 2; Graf 1 b)), unichz byly stanoveny
a posouzeny nasledujici kvalitativni parametry: obsah 5-HMF, furfuralu, glukosy a fruktosy;
aktivita diastasy, aktivita vody, vlhkost, a zhodnocen vyskyt a Cetnost krystaliza¢nich center (pocet
pylovych zrn; Obr. 3). Barva a viné vzorkll byly také posouzeny senzoricky. Obsah vlhkosti,
aktivita vody, aktivita diastasy a poméry fruktosa/glukosa (F/G) a glukosa/voda (G/V) byly
v pfipadé vzorkid se zndmou tepelnou historii velmi vyrovnané. V ptipadé nesourodého souboru
vzorkll z trzni sité€ byly jiz rozdily v hodnotach vice patrné. Vlivy jednotlivych parametr( na stupeni
krystalizace byly nasledné statisticky vyhodnoceny. Pro vyhodnoceni vztahi mezi jednotlivymi
parametry a vlastnostmi vzorkd medt byla pouzita korelacni matice (Tab. 1 a 2). Statistickym
vyhodnocenim miry krystalizace a analyzy kvalitativnich parametrii bylo zjisténo, Ze v ptipadé
vzorkli se znamou tepelnou historii (studie 1) byla prokézana korelace mezi krystalizaci s aktivitou
vody a koncentraci 5-HMF. Pokud se jednalo o soubor nesourodych vzorkil s nezndmou tepelnou
historii (studie 2), byla v souladu s odbornymi literdrnimi zdroji zjiSténa korelace mezi krystalizaci
s glukosou, pomérem glukosa/voda a poc¢tem pylovych zrn (krystaliza¢nich center).
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Graf 1 Porovnani naméfenych dat: a) studie 1; b) studie 2 (vlhkost: g/100 g; aktivita vody: a,*10; 5-HMF:
mg/kg; glukosa, fruktosa: g/100 g; furfural: mg/kg; aktivita diastasy: DN; krystalizace: stupnice 1 = tekuty
az 10 = zcela krystalicky; barva: stupnice 1 = velmi svétly az 5 = velmi tmavy; viin€: stupnice 1 = minimalni
az 5 = velmi silna; poet pylovych zm: v 1 g medu*107)

Obr. 3 Ukazky nalezenych pylovych zrn (mikroskopie)
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Tab. 1 Korela¢ni matice — studie 1

Vlhkost | ay 5-HMF | Furfural Glukosa | Fruktosa thlwta Krystal. | Barva | Viné FIG GIV Potet pyl.
iastasy zrn
VIhkost 1,00
aw -0,28 1,00
5-HMF 0,01 0,59 1,00
Furfural 0,06 -0,19 0,15 1,00
Glukosa 0,37 -0,05 0,19 0,41 1,00
Fruktosa | 0,55 -0,38 | -0,45 0,34 0,51 1,00
Aktivita
diastasy -0,66 | -0,01 -0,36 -0,39 -0,68 -0,40 1,00
Krystal. -0,24 | 0,88 0,59 -0,41 -0,08 -0,46 0,19 1,00
Barva -0,67 0,10 0,11 -0,47 -0,29 -0,80 0,52 0,30 1,00
Viiné -0,44 | 0,36 0,69 -0,02 0,00 -0,45 0,11 0,52 0,45 1,00
FIG 0,24 -0,36 | -0,65 -0,03 -0,41 0,57 0,24 -0,39 | -0,57 -0,48 1,00
GIV 0,14 0,03 0,21 0,43 0,97 0,40 -0,56 -0,02 | -0,15 0,12 -0,50 | 1,00
l;;)lceztm -0,80 | 0,17 0,02 -0,18 -0,46 -0,64 0,56 0,21 0,77 0,41 -0,24 | -0,30 1,00

Pozn.: kriticka mez pro korela¢ni koeficient r v ptipadé 10 vzorki (na hladiné pravdépodobnosti a = 90%) = 0,549.

Tab. 2 Korela¢ni matice — studie 2

Vlhkost | ay 5-HMF | Furfural Glukosa | Fruktosa thlwta Krystal. | Barva | Viné FIG GIV Potet pyl.
iastasy zrn
Vlhkost 1,00
aw 0,79 1,00
5-HMF 0,76 0,33 1,00
Furfural 0,03 -0,16 0,19 1,00
Glukosa -0,28 -0,15 -0,17 0,48 1,00
Fruktosa 0,26 0,00 0,61 0,83 0,42 1,00
Aktivita
diastasy -0,11 0,19 -0,29 -0,96 -0,22 -0,79 1,00
Krystal. -0,41 -0,21 -0,18 0,24 0,93 0,33 0,02 1,00
Barva -0,81 -0,60 -0,85 -0,14 0,43 -0,49 0,26 0,42 1,00
Viiné 0,19 0,64 0,01 -0,53 0,00 -0,20 0,65 0,22 -0,24 1,00
FIG 0,52 0,16 0,81 0,42 -0,36 0,69 -0,58 -0,38 -0,87 -0,15 1,00
G/V -0,59 -0,42 -0,38 0,40 0,94 0,28 -0,16 0,93 0,63 -0,09 -0,47 | 1,00
g;’lceztm 20,30 | 006 | -038 -0,33 0,67 0,25 0,57 079 | 054 | 052 |-075]066| 1,00

Pozn.: kriticka mez pro korela¢ni koeficient r v ptipadé 6 vzorki (na hladiné pravdépodobnosti a = 90%) = 0,729.

ZAVER

Z naméfenych vysledkl nelze vzhledem ke komplexnosti jevu krystalizace medu jednoznacné
definovat hlavni faktory, které ji ovliviuji. Je zndmo, ze krystalizace medu muze byt upravena
teplotnimi podminkami. Z dalSich faktorGi nejcastéji uvedenych v odborné literatufe (pomér
fruktosy a glukosy, pomér glukosy a vody a intenzivni zahfev) byl statisticky prokazan vztah mezi
krystalizaci s glukosou a pomérem glukosa/voda. Korelace byla déle zjiSténa mezi krystalizaci
a aktivitou vody, koncentraci 5-HMF a poctem pylovych zrn. Piedpokladany byly téz korelace
mezi aktivitou diastasy, zastoupenim fruktosy a krystalizaci. Tyto korelace vSak nebyly potvrzeny
pravdépodobné z diivodu mensiho souboru vzorkl a také vzajemného piisobeni nékolika faktort
proti sobé¢, jako je napt. pomér cukrl versus zédhfev zpomalujici krystalizaci.

PODEKOVANI )
Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢. 20/2014):
Al FPBT 2014 006.
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P14
CHARAKTERISTIKA PUVODU MEDU POMOCI PYLOVE ANALYZY

Hauser J., Pudil F.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka, 166 28 Praha 6

Uvod

Med se falSoval uz od nepaméti (od ptidavani cukru, sirupt az po Spatné oznacovani) hlavné
proto, ze se jednd o drahou a specifickou sezonni komoditu. Cilem falSovani je oSidit spotiebitelé
nebo stat (na cle) anebo ziskat ekonomicky prospéch a vyhodu oproti konkurenci. Jedna
z klasickych metod, kterou lze prokazat falSovani (autenticitu) medu je pylova analyza. Touhle
metodou lze urcit botanicky nebo geograficky ptivod.

Med je husta, sladka a lepkava kapalina, produkovana véelami (Apis mellifera L.) a jinymi
druhy spole&enského hmyzu. Vzniké zahugtovanim sladkych §tav sbiranych z rostlin. '-?

Chemické slozeni medu je specifické a zavisi nejvic na smesi kvétl, které veely opyluji, a dale
se 1isi 1 podle lokality, obdobi/sezony i jednotlivych vcelstev. Med je smési cukrii, vody, a dalSich
slozek (napf. pylova zrna, bilkoviny, kyseliny, aminokyseliny, barviva, aromatické latky,
acetylcholin, adrenalin, peroxid vodiku) viz Tabulka L.. "2

Tabulka I.: Chemické slozeni medu. ' pfevzato a upraveno

SLozkA | KVETOVY [ MEOVIGOW] jeonotia |
JEDNODUCHE CUKRY
Fruktoza 38,2 %
Glukoza 31,3 %
SLOZITE CUKRY
Sachar6za 0,7 %
Ostatni 9.5 %
MINERALNI LATKY
Draslik 205
Sodik 18
'Vapnik 49
Hoic¢ik 19
Zelezo 2,4
Mangan 0,3
Kiemik 9
Zinek 1,2
VITAMINY
B, B,, B3, Bs, Bg, C - vS§e v malém mnozstvi
OSTATNI
Voda 18 %
Antioxidanty 2 mmol/kg
Tuky 0,015 %
pH 3,4
Dalsi enzymy,'p'ryskyfice,
silice

Medy se rozd€luji na:
a) kvétovy - z nektaru (sladka tekutina vylu¢ovana nektariemi); viz. Obr. 1
b) medovicovy (lesni) - medovice je sladka tekutina, ktera je vyluCovana stejnokiidlym
hmyzem; viz. Obr. 2
- tmava barva lesniho medu je zptsobena prachem, ktery se na
medovici nachyta
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¢) smiseny - kombinace predchozich dvou 2

oin®
#

"'_:_.:—_ o P : - .
- Vcela pii sbérﬁ-\_féfd\fého medu.'  Obr. 2: V¢ela pii sbéru medovicového medu. !

Cesky med, ktery produkuji domaci véelafi, patii k nejkvalitngj§im vyrobkim, a proto byla
zavedena regionalni znacka ,,Cesky med*. * Podléha nezavazné svazové normé (CSV 1/1999) *,
ktera je piisn&ji nez evropska smérnice Rady (2001/110/ES z 20. 12. 2001) ° tak i &eské vyhlagky
MZe (Vyhl. &.76/2003 Sb.) °.

Pyl je soubor samcich pohlavnich bun¢k semennych rostlin. Jedna sam¢i bunka kvetoucich
rostlin se nazyva pylové zrno. Barva pylu byva velmi ¢asto zluta nebo nazloutld. Védni disciplina
zabyvajici se pylem je palynologie. ”*

Pylova zrna jsou rtzné velkd, od 5 um (pomnénky) po 250 um (tykve). Mivaji nejCastéji
kolovité nebo elipsovité tvary, u vodnich rostlin jsou nitkovité. Povrch pylového zrna je pro
jednotlivé druhy rostlin charakteristicky svou drsnosti, coz je ptizptisobeno jejich zptisobu prenosu.

Pro palynologii je povrch, tvar a velikost zrna dilezitym rozeznavacim znakem pfi urovani
rostlin podle pylovych zrn. "+*

Material a metody

Podle normy CSN 57 0190 Metody zkouseni v&eliho medu ? bylo zatim analyzovano 40 vzorkii
pylu z riznych druhti rostlin a 5 medi.

Vzorky pylu byli odebrani z pfedem botanicky uréenych kvéti. Pyl z prasniku se pienesl
klickou do kapky vody na podlozni sklicko a rozetfel se v ni. Sklicko se zalilo rozehtatou
glycerinovou Zelatinou a piekrylo se krycim sklickem. Zelatina se nechala zatuhnout a pfebyteéna
se odstranila. Obvod se zafixoval lakem.

Vzorek medu se nafedil vodou a nechal se rozpustit ve vodni 14zni. Po rozpusténi se vzorek
odstfedil na centrifuze. Vznikly sediment se pfenesl do kapky vody na podloznim skle a dale se
postupovalo stejné€ jako pfi tvorbé preparatu pylu.

Mikroskopovani preparatu pylt a medu se provadélo pomoci digitalniho mikroskopu Hirox KH
7700 (http://www.hirox-usa.com/index.html) pii zvétSeni (x700, x1400 a x2100).

Vysledky a diskuse

Mikroskopovana pylova zrna jednotlivych kvétin a medu jsou znazornéna na obrazcich.
U hmyzospra$nych rostlin (opyleni hlavné hmyzem) je povrch pylového zrna zvrasnény, drsny a
obsahuje ,,ostny*, viz obrazky pylt. U vétrosprasnych (vétrosnubnych) rostlin (opyleni pomoci
vétru), byva povrch hladky a nelepkavy a mnohdy jsou tato pylovd zrna opatfena ptidavnymi
vzdusnymi vaky pro snazsi pienos vzduchem. U mnoha krytosemennych rostlin dochdzi k opyleni
pomoci vody.
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Obr. 3: Whbrana pylova zrna hmyzosprasnych rostlin (u fepky, sedmikrasky a slunecnice jsou

ukazané i pyly v mensim méfitku).

Obr. 4: \Whbrana pylova zrna vétrosprasnych rostlin (u bfizy jsou ukazané i pyly v mensim méfitku).
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Obr. 5: M|kroskopck\’/ prepaét Obr. 8: Mloskopcy prearét
medu od véelafe. kvétného medu.

Obr. 6: Mikroskopicky preparat
lipového medu. lesniho medu.

Obr. 7: Mikroskopicky preparat

Zavér

Metoda je jednoduchd, ale klade velké naroky na znalosti a zkuSenosti analytika (v souvislosti

s interpretaci vysledk).

Lesni medy (medovicovy) neobsahuji pyl z jehli¢nanii. Ojedinélé miize obsahovat pylova zrna

kvétin z luk, kterd jsou pobliz lesa, a prachové Castice.

Obrazova databize pylovych zrn je vytvafena v ramci pedagogického projektu VSCHT v

r. 2014 a bude se déale dopliovat o rostliny, které teprve zacinaji kvést. Databaze bude vyuzivana
v pedagogice i v expertiznich analyzach napft. forenznich.
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P15

VYUZITI TECHNIKY METABOLOMICKEHO PROFILOVANI PRO POSOUZENI
KVALITY SIPKU

Schulzova V., Novotna H., Bhave A., Krmela A., Hajslova J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Uvod

Plody ruze sipkové (Rosa Canina, ¢eled” Rosaceae) jsou tradi¢né vyuzivany k piipravé caja,
nalevlli a marmelad a jsou bohatym zdrojem nutricné vyznamnych latek. Kromé vysokych hladin
vitaminu C obsahuji Sipky vyznamné hladiny dalSich antioxidantt, jako jsou karotenoidy (B-karoten
a lykopen), polyfenolické latky, tokoferoly (o a y tokoferol), flavonoidy (katechin, kvercetin,
eriodyctiol, taxifolin a jejich pfislusné glykosidy), triterpenové kyseliny (betulinova, oleanolova a
ursolova kyseliny), galaktolipidy a mnoho dalgich latek. Sipky jsou vzhledem k vysokému obsahu
biologicky aktivnich latek vyuzivany jako dopliiky stravy a funk¢ni potraviny. Dopliky stravy
obsahujici Sipkovy praSek podle klinickych studii vykazuji protizanétlivy ucinek, mirni projevy
osteoartrozy, a to tak Ze snizuji bolest kloubl a zvySuji jejich pohyblivost a jsou vyznamnymi
antioxidanty.

Ke studiu biologicky aktivnich latek §ipkt a sledovani zmén jejich slozeni je moZzno vyuZit tzv.
metabolomického piistupu, kdy se k hodnoceni kvality vyuziva charakteristick¢ého profilu
(,,fingerprintu) nizkomolekularnich slozek dané komodity. Pro metabolomické profilovani /
fingerprinting plodil rtize Sipkové byla vyuzita hmotnostni spektrometrie v otevieném prostoru s
unikatnim iontovym zdrojem pro pifimou analyzu v redlném case ve spojeni s vysokorozliSovacim
praletovym hmotnostnim spektrometrem (DART-HRMS, Direct Analysis in Real Time - High
Resolution Mass Spectrometry) umoznujici extrémné rychlou analyzu ionizovatelnych latek. Tato
technika umoznuje komplexni posouzeni kvality Sipkti a produktd znich vyrobenych a také
identifikaci mnoha latek vyskytujicich se v Sipcich (produkty primarniho i1 sekunddrniho
metabolismu). Metoda je vhodna také k posouzeni vlivu podminek skladovani a zpracovani
dopliiki stravy na obsah vybranych biologicky aktivnich latek a umoznuje charakterizaci
analyzovanych materialti (fingerprinty/profily) a nésledné vytvoieni databdzi metabolomickych
profild.

Klicova slova: Sipek, metabolomické profilovani, DART-MS, biologicky aktivni latky

Cil prace

Vyuziti hmotnostni spektrometrie v otevieném prostoru s unikdtnim iontovym zdrojem pro
pfimou analyzu s vysokorozliSovacim priletovym hmotnostnim spektrometrem (DART-TOFMS)
ke studiu biologicky aktivnich latek Sipkii a sledovani zmén v jejich sloZeni. Monitorovany byly
biologicky aktivni latky ve vzorcich celych §ipkd, analyzovany byly také vzorky bez seminek —
duznina a seminka Sipkli. Metoda byla vyuzita ke studiu stability biologicky aktivnich latek v
prabéhu skladovani

Experimentalni ¢ast

Vzorky Sipkli byly extrahovéany: (i) smési methanol voda pro extrakci polarnich latek, (i)
ethylcetatem pro izolaci flavonoidu a (iii) hexanem pro extrakci nepolarnich latek.

Pro instrumentalni metabolomickou analyzu byl pouzit DART-TOFMS systém sestavajici
z iontového zdroje DART (IonSense, Saugus, MA, USA) ve spojeni s vysokorozliSovacim
(rozliSovaci schopnost 6000 FWHM) hmotnostnim spektrometrem AccuTOF typu Time-of-Flight
(JEOL, SAS, Croissy sur Seine, France) a automatickym davkovacem HTCPAL (AutoDART-96
Leap Technologies, Carrboro, NC, USA). Helium o teploté 250 °C a pratoku 3,5 1/min bylo pouzito
jako ioniza¢ni plyn.
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Vsechny tfi typy extraktd byly méfeny jak v pozitivnim tak i negativnim moddu ionizace,
biologicky aktivni latky byly identifikovany v (+) a (—) DART-MS spektrech

Ke zpracovani namétenych dat (hmotnostni spektrum, tj. charakteristicky metabolomicky
fingerprint) byl pouzit program Mass Center software verze 1.3 (2006) (JEOL, Tokyo, Japan).

Vysledky a diskuse

DART(+)TOFMS spektra ethylacetatovych extrakti jsou uvedena na Obrazku 1 a
DART(+)TOFMS spektra hexanovych extrakth na Obrazku 2. Porovnavany jsou extrakty
Sipkového prasku se seminky a bez seminek, na Obr. 1 je uveden pro porovnani také
metabolomicky profil seminek Sipkt.

V ethylacetatovych extraktech byly identifikovany predevsim flavonoidy (katechin/epikatechin,
kvercetin a taxifolin) a nepolarni latky (Obr. 1). Triacylglyceroly (TAGs) (m/z 850 - 920), jejich
fragmenty (m/z 570 - 640) a mastné kyseliny (pfedevsim a-linolenové kyseliny) jsou dominantni ve
vzorcich zrnicek a Sipkového prasku se zrni¢ky, v duzning je jejich obsah minimalni. Vyznamny ion
B-sitosterolu byl také identifikovan ve vzorcich obsahujicich seminka. Ve spektrech vzorkt
obsahujicich duzninu byl pozorovan vyrazny iont trietrpenovych kyselin a flavonoidi.

V hexanovych extraktech (Obr. 2) byly ve vSech vzorcich identifikovany nasledujici nepolarni
latky: a-linolenova kyselina a B-sitosterol; iont B-karotenu / lykopenu byl vyznamny pouze ve
vzorcich bez seminek, stejné jako triterpenové kyseliny.

V extraktech smési methanol voda byly identifikovany pievazné organické kyseliny (jablecna
kyselina a citronova kyseliny), a vitamin C (askorbové a dehydroaskorbova kyselina).

Biologicky aktivni latky identifikované jak v pozitivnim, tak i negativnim moédu ionizace jsou
shrnuty v Tabulce 1.
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Obrazek 1: Necilova analyza: DART(+)TOFMS spektra ethylacetatovych extrakti
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Obrazek 2: Necilova analyza: DART(+)TOFMS spektra hexanovych extraktt

Tabulka I: Cilova analyza: identifikované biologicky aktivni latky (pozitivni i negativni moéd
ionizace)

| Sloucenina | Vzorec | (+)ionizace | m/z [(-) ionizace| m/z |
Jable¢na kys. C,H:O4 - - [M-H]- | 133,0137
Dehydroaskorbova kys. | CgzHgO4 - - [M-HJ 173,0086
Askorbova kys. CeHgO4 - - [M-H]- | 175,0243
Citronova kys. CgHgO; - - [M-H]- |191,0192
Linolenova kys. C,gH;,0, [M+H]* 279,2324 [M-H]- |277,2168
Katechin/Epikatechin | C,.H,,O4 [M+H]* 291,0869 [M-H]- |289,0712
Kvercetin C,sH,,O- [M+H]* 303,0505 [M-H]- |301,0348
Taxifolin C,sH,,0, [M+H]* 305,0661 [M-H]- |303,0505
B-sitosterol CyoHs,O | [M+H-H,O]* | 397,3834 - -
Triterpenové kys. CyHysO5 | [M+H-H,O]* | 439,3576 | [M-H]- | 455,3525
B-karoten/Lykopen CyoHzs [M+H]* 537,4460 - -
Zavér
Technika DART-TOFMS umoznuje komplexni posouzeni kvality Sipkit a produkti z nich
vyrobenych

Biologicky aktivni latky jsou soustiedény piedevSim ve slupkach, triacylglyceroly
v seminkach. Hlavni rozdily mezi testovanymi vzorky byly v obsahu triacylglyceroli a mastnych
kyselin. Vzorky obsahujici seminka meély vyrazné vysSs$i obsah triacylglyceroli v porovnani se
vzorky obsahujicimi pouze duzninu Sipki. lonty B-karotenu/lykopenu a triterpenové kyseliny byly
ve vetsi intenzité identifikovany ve vzorcich neobsahujicich seminka, to ale mize byt zplisobeno
matri¢nimi efekty a potlacenim ionizace minoritnich latek ve vzorcich s vysokym obsahem TAGs.
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Metoda je vhodna pro posouzeni vlivu podminek skladovani a zpracovani dopliikii stravy na
hladiny biologicky aktivnich latek; byl zaznamenan vyznamny pokles kyseliny askorbové,
karotenoidu, flavonoidd, tokoferold i triterpenovych kyselin po 6 mésicich skladovani v zavislosti
na teplot¢ a vlhkosti

VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie umoznuje identifikaci nutri¢éné vyznamnych latek
Sipka

Podékovani 5
Tato studie vznikla za podpory projektu MSMT COST LD14092 a ucelové podpory na
specificky vysokoskolsky vyzkum MSMT ¢. 20/2014
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P16
GALAKTOLIPIDY V PLODECH RUZE SIPKOVE A VYROBCICH Z NICH

Krmela A., Novotna H., Hrbek V., Schulzova V., Hajslova J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28, Praha 6

Uvod:

Galaktolipidy jsou skupinou biologicky aktivnich latek, Siroce zastoupenou v rostlinné fisi.
Jejich molekula se skladd z dvou nenasycenych mastnych kyselin s primérnou délkou 16 az 20
uhlikt vdzanych na prvni a druhy uhlik jedné molekuly glycerolu. V tieti pozici glycerolu je pak
vazédn monosacharid, v piipad¢ galaktolipidi galaktosa. Dle poctu vazanych jednotek galaktosy
muzeme  galaktolipidy dale d¢lit na  monogalaktosyldiacylglyceroly (MGDG) a
digalaktosyldiacylglyceroly (DGDG).

Ob¢ skupiny galaktolipidii se hojné vyskytuji v bunéénych sténach rostlin, konkrétné¢ ve
sténach thylakoidi. MGDG a DGDG mohou spoleéné tvofit az 80% celkového obsahu
membranovych lipidit zelenych ¢asti rostlin. Mezi znamé zdroje galaktolipidi patii naptiklad
lusténiny (fazole, hrasek), listova zelenina (kapusta, Spenat), stonkova zelenina (chtest, brokolice) a
plodova zelenina (sladka paprika, dyn¢).

Jednim z nejbohatsich zdroju je vSak rtze Sipkova (Rosa canina), ktera je jiz dlouho znama pro
své priznivé biologické ucinky. Nékteré studie naznacuji, ze Sipky a vyrobky z nich mohou tiSit
bolest u pacientt trpicich zdnétlivymi onemocnénimi jako je osteoartritida. Je prokazano, ze né€kolik
galaktolipidia ma in vitro a/nebo in vivo protinadorové a protizanétlivé ucinky. Nedavno bylo
zjisténo, ze prave galaktolipid 1,2-di-a-linolenoyl-3-O-B-D-galactopyranosyl-sn-glycerol (DLGG)
mize byt G¢innou latkou zodpovédnou za protizanétlivé ucinky Sipkové ruze (Rosa canina).

Za ucelem sledovani vyskytu galaktolipidii byla vyvinuta metoda ultra ucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (UPLC-MS). Metoda byla aplikovana pro
monitoring vyskytu galaktolipidi v komer¢nich vzorcich vyrobki z Sipki.

Klic¢ova slova: galaktolipidy, UPLC-MS, rtuze Sipkova

Chemikalie:

- methanol, HPLC gradient, Merck (Némecko)

- mravencan amonny, p.a., Sigma-Aldrich (USA)

- dichlormethan, extrakce, Merck (Nemecko)

- technické plyny: dusik 5.0, dusik 4.0, Linde Technoplyn (CR)

Vzorky:
Pro vyvoj a optimalizaci vhodného extrakéniho postupu byl pouzit komercni vzorek potravniho

dopliku vyrobeny z plodu $ipkové rize (Rosa canina) dodany firmou Axellus AS.

Priprava vzorku:

Pro analyzu obsahu galaktolipidi ve vzorku potravniho doplitku byl navazen obsah jedné
tobolky (pfiblizné 0,75 g). K navazce bylo pfidano 5 ml dichlormethanu, néasledovalo intenzivni
protiepani a 30 minut sonikace. Smés byla uchovana v lednici po dobu 20 hodin. Po zchlazeni byla
smés odstfedéna (5000 rpm, 3 min), piefiltrovana ptes 0,45 um mikrofilm a pievedena do vialky
pro UPLC-MS analyzu.

Identifikace a kvantifikace:
K analyze galaktolipidii byla vyuzita metoda ultraafinné kapalinové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem (UPLC-TOF-MS, Waters, USA) (Tab. I a II).
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Tab. I: Charakteristiky kapalinové chromatografie

kolona HSS T3, 100 mm x 2,1 mm, 1,8 um (Waters, USA)
teplota kolony 40°C
objem nastiiku 3ul
mobilni faze 10 mM mraven¢an amonny v methanolu
10 mM mravencan amonny ve vodé
pratok 0,3 ml/min

Tab. 11: Podminky hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni rozsah m/z 100 — 1200

Typ ionizace ESI+

Napéti na kapilate 0,8 kV

Vysledky a diskuze:

Za uCelem sledovani vyskytu galaktolipidi byl vyvinut extrakéni postup pro izolaci
galaktolipidii ze vzorkl potravin a potravnich doplik. Ziskané extrakty byly analyzovany pomoci
vyvinuté metody ultra G€inné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
Metoda byla aplikovana na komer¢ni vzorek potravniho dopliiku z Sipkti. V analyzovaném vzorku
potravniho doplnku bylo celkem detekovano 11 galaktolipidi (Obr. 1). Pro neexistenci potiebnych
standardti vSak bylo stanoveno pouze jejich relativni zastoupeni ve vzorku. Seznam detekovanych
galaktolipidli, parametry jejich detekce a relativni zastoupeni jsou uvedeny v Tab. Ill. Jedinym
kvantitativné stanovenym galaktolipidem je majoritné¢ detekovany DLGG pfitomny v koncentraci
az 101 mg/kg, znazornény na Obr. 1 fialove.

1004 DLGG
| B
| Ah A _
I:I"''I""I""I""I""I"'|''I''"I''"|"''|'"'I""I""I""I""I"II me
850 7.00 750 2.00 250 g.00 550

Obr. 1: Chromatogram galaktolipidii detekovanych ve vzorku potravniho dopliiku
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Tab. I11: Detekované galaktolipidy a jejich relativni zastoupeni
S‘l;zrgfgi MK sn-1/sn-2 N{l?ll;ligg)s:é Sle?&:%%jﬁukt Relativni zastoupeni (%)

MGDG

C43H76010 16:0/18:3 752,5438 770,5782 0,8

Ca5sH74019 18:3/18:3 774,5438 792,5626 42,0

CasH76010 18:2/18:3 776,5438 794,5782 11,5

C4sH75019 18:1/18:3 778,5595 796,5939 1,9
DGDG

Ca9HgsO15 16:0/18:3 914,5966 932,6310 3,1

C49HgsO15 16:0/18:2 916,6123 934,6467 12,3

C49HogO15 16:0/18:1 918,6279 936,6623 2,6

Cs51H54015 18:3/18:3 936,5810 954,6154 18,8

Cs1Hg6O15 18:2/18:3 938,5966 956,6310 3,5

Cs1HgsgO1s 18:1/18:3 940,6123 958,6467 1,3

Cs1Hgy015 18:0/18:2 944,6436 962,6750 2,2

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni obsahu galaktolipidu DLGG ve vzorcich potravnich
dopliikki. Vyvinutd metoda je vhodnd pro studium vlivu podminek skladovani a zpracovani
potravnich doplnkt na hladinu obsazenych galaktolipidii. Metoda bude proto testovana na dalSich
komer¢nich vzorcich potravnich dopliiki. Bude nadile zkouména moznost detekce a stanoveni
obsahu dalsich galaktolipidu.

Podékovani: §
Tato studie vznikla za podpory MSMT COST LD14092 a ucelové podpory na specificky
vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢. 20/2014).
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P17
ANTIOXIDACNI AKTIVITA POTRAVNICH DOPLNKU NA BAZI MIKRORAS

Fenclova M.!, Jird M.!, ZachariaSova M., Hajslova J !
Y Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Uvod a cile studie

Konzumace dopliki stravy vyrobenych na bazi mikrofas je v moderni spole¢nosti velmi popularni.
Mezi nejrozsitenéjsi patii doplitkky s obsahem fas Chlorella sp. a Spirulina sp. - jejich obliba je
podpofena vristajicim vyskytem civiliza¢nich onemocnéni, u nichz je uvadéna souvislost s
pusobenim volnych radikald. Biomasa mikrofas je totiz cenéna nejen pro svou nutricni a
energetickou hodnotu, ale také pro vysoky obsah fady riznych latek s antioxida¢nimi ucinky.
Hodnoceni antioxida¢ni aktivity je jednim z vyznamnych nastrojii bioprospekce mikrotas, pfi niz
jsou hledany pozitivné pusobici biologicky aktivni latky, potencidlné vyuzitelné pro aplikace
spektra potencialné zajimavych latek a nasledném testovani biologickych aktivit ziskané¢ho extraktu
(popt. extraktll). Extrakéni frakce, vykazujici nékterou z biologickych aktivit, jsou poté podrobeny
necilovému screeningu s koneCnou identifikaci konkrétnich latek, které jsou =za aktivitu
zodpovédné.

Cilem této prace bylo zhodnoceni antioxida¢ni aktivity (i) komerc¢né dostupnych doplilka stravy
vyrobenych z mikrofas Chlorela sp. a Spirulina sp. a (ii) vlastnich mikrotas z kment Chlorella sp.,
Schizotrichum sp., Scenedesmus sp., Trachydiscus sp. a Schyzochytrium sp.. Pro tyto tcely byla
vyvinuta metoda tfistupniové extrakce, pokryvajici velké mnoZzstvi potencidlnich antioxidacnich
latek, liSicich se svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, a tudiz i extraktibilitou (peptidy,
polysacharidy, vitaminy, lipidy a mastné kyseliny, barviva a dalsi). Antioxidacni aktivita
vyslednych extraktli byla testovana pomoci ¢ty raznych spektrofotometrickych metod: metodou
zhaSeni volnych radikali (DPPH), metodou zhaSeni prekurzorG oxidativnich reakci (Griessova
metoda), metodou stanoveni obsahu celkovych polyfenolii a metodou stanoveni obsahu celkovych
flavonoidi.

Dedikace: Tato studie byla realizoviana za financni podpory projektu Centrum kompetence pro
vyzkum biorafinaci (TE01020080).

Experimentalni ¢ast

Chemikalie, material

Pouzité chemikalie: fenylpikrylhydrazyl (DPPH), nitroprusid sodny, hydrogen fosforecnan sodny
dodekahydrat, dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Greissiiv reagent, chlorid hlinity, quercetin,
octan draselny, Folin-Ciocalteuovo cinidlo, floroglucinol, dimethylsulfoxid (DMSO) a metanol
byly zakoupeny od Sigma Aldrich (USA) a uhli¢itan sodny byl zakoupen u firmy lach:ner (CR).
Rozpoustédla Hexan, isopropanol a etanol byly od firmy Merck (USA). Absorbance byla méfena na
Epoch Microplate Spectrophotometer BioTek (USA).

Vzorky

Vzorky pro testovani antioxidacni aktivity zahrnovaly jednak komer¢né dostupné doplnky stravy
s obsahem mikrofas (n=7), jednak vzorky vlastni biomasy mikrofas poskytnuté v ramci projektu
Centrum kompetence pro vyzkum biorafinaci (n=9). Pichled je uveden v Tab. I.
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Tab. I: Prehled testovanych vzorkt

Vzorky dopliiki stravy

(V)]

1 Febico Organic Chlorela Febico Organic Spirulina
2 King Dharmsa Chlorela Shaanxi Spirulina

3 Neobotanics Chlorela Bio 7 Neobotanics Spirulina Bio
4 King Dharmsa Spirulina

[e)

Vzorky biomasy mikroias

8 Chlorela sp. 13 Trachydiscus minutus_B
9 Schizotrichum sp. 14 Chlorela fusca

10 Scenedesmus sp. 15 Schyzochytrium sp.

11 Chlorela sp. 16 Trachydiscus minutus_C

12 | Trachydiscus minutus A

Extrakce analytu

Optimalizace extrakce (porovnani fady rozpoustédel z pohledu extrahovatelnosti cilovych latek
z matrice) byla provedena na modelovém vzorku fasy Trachydiscus minutus. Vysledny postup
spociva ve tiistupiiové extrakei vzorku:

I.  Extrakce vodou — extrakce polarnich sloucenin, napt. organickych kyselin, monosacharidi,
polysacharidii, aminokyselin
II.  Extrakce 80 % metanolem — extrakce napt. fosfolipidii, mastnych kyselin, xantofyli
III.  Extrakce smési hexan / isopropanol (50:50, v/v) — pro extrakci napt. triacylglyceroli,
tokoferoli, karotenoidi

V prvnim kroku extrakce byla zvazovana teplota pfidané vody — pro extrakci polysacharidl je
vhodnéjsi horka voda, u nékterych z dalSich latek s antioxidacni aktivitou by ovSem za téchto
podminek mohlo dochazet k degradaci. Proto byly u vSech testovanych vzorkl paralelné¢ provedeny
dvé varianty extrakce — horkou i studenou vodou.

Podrobny postup: Do sklenéné zkumavky bylo navazeno 10 mg vzorku, 1 g balatiny a ptidano 0,5
ml vody. Vznikld suspenze byla 2 min homogenizovdna pomoci vortexu, nasledoval ptidavek 5,5
ml horké / studené vody (80 °C / 20 °C) a op€tovna homogenizace pomoci vortexu po dobu 2 min.
Sm¢és byla pievedena do PTFE centrifugacni kyvety a odtfedéna (10 000 rpm, 5 min). Vysledny
extrakt byl odebran a uchovan pro analyzu pii -20 °C (extrakt ). Zbytek vzorku byl nasledné
extrahovan 6 ml 80 % metanolu. Po homogenizaci pomoci vortexu (2 min) a odstfedéni (10 000
rpm, 5 min) byl extrakt odebran a uchovan pro analyzu pti -20 °C (extrakt 11). Ke zbytku vzorku
bylo poté piidano 6 ml smési hexan / isopropanol (50:50, v/v), opét nasledovala homogenizace
pomoci vortexu (2 min) a odttedéni (10 000 rpm, 5 min). Vysledny extrakt byl odebran, odpaten do
sucha na rotacni vakuové odparce, pieveden do alikvotniho podilu 10 % DMSO (napt. 1 ml
extraktu byl odpafen a pieveden do 1 ml 10 % DMSO) a uchovan pro analyzu pii -20 °C (extrakt
).

Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Vsechny testované metody byly pro tcely studie optimalizovany pro provedeni na mikrotitraénich
destickach, coz vyznamné snizuje spotiebu pouzitych standardi a ostatnich chemikalii.

Metoda DPPH

Je povazovéana za jednu ze zékladnich metod pro stanoveni antioxida¢ni aktivity. Jde o reakci
difenylpikrylhydrazylu — DPPH aantioxidantu, kdy dochazi kredukci radikdlu za wvzniku
DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Reakce se projevuje poklesem absorbance na 517 nm.
Antioxidacni aktivita jednotlivych extrakti byla vyjadiena jako % zhaSeci aktivity, ktera se
vypocita podle vztahu: % zhaseni = (Akontrola - (szorek - Ablank) / Akontrola) x 100

Do jamky (vzorek) bylo napipetovano 100 pl extraktu a k nému piidano 200 pl DPPH. Do
kontrolni jamky (kontrola) bylo misto extraktu napipetovano 100 pl extrakéniho rozpoustédla
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(voda, 80% metanol a 10% DMSQO) a 200 pul DPPH. Jelikoz extrakty fas absorbuji i samy o sobg,
bylo nutné od absorbance vzorku odecist blanky (100 pl extraktu + 200 pl metanolu). Inkubace
probihala ve tmé po dobu 15 minut, absorbance byla méfena pfi vlnové délce 517 nm.

Griessova metoda

Tento postup je zalozen na tom, ze nitroprusid sodny ve vodném prostiedi pii fyziologickém pH
spontann¢ generuje oxid dusnaty, ktery reaguje s kyslikem za produkce dusitanovych ionti, které
jsou pak stanoveny pomoci Griessova reagentu. Zhasece oxidu dusnatého soutézi s kyslikem a tim
snizuji produkci dusitanovych iontti. Antioxidacni aktivita byla stejné jako u ptedchozi metody
vyjadiena jako % zhaSeni. V piipad¢ extraktu II bylo pro tcely této metody nutné provést odpateni
metanolu a pfevedeni do odpovidajiciho objemu vody. Do jamky bylo nejdiive napipetovano 100 pl
extraktu a knému ptfiddno 100 pl nitroprusidu sodného (20mM roztok ve fosfatovém pufru).
Nasledovala inkubace za pokojové teploty po dobu 60 minut. Poté bylo pfiddano 100 ul Griessova
reagentu a po deseti minutach byla zméfena absorbance pii vinové délce 562 nm. Kontrolni jamky a
blanky byly pfipraveny stejnym zpiisobem jako pii pfedchozi metodg.

Stanoveni celkovych flavonoidii

Celkovy pocet polyfenoli byl stanoven pomoci kolorimetrické metody s vyuzitim chloridu
hlinitého v etanolu. Chlorid hlinity tvofi velmi stabilni kyselé¢ komplexy s C-4 keto skupinou a také
s C-3 nebo C-5 hydroxylovou skupinou flavonll a flavonoli. K 50 pl extraktu bylo pfidano 10 pl
10% chloridu hlinitého, 10 pl 1M octanu draselného a 240 pl deionizované vody. Nasledovala
inkubace za pokojové teploty po dobu 30 minut, absorbance byla méfena pfti vinové délce 240 nm.
V tomto piipadé se nemétily blanky. Pro tvorbu kalibra¢ni fady poslouzil flavonoid quercetin.

Stanoveni celkovych polyfenolii

Stanoveni celkového obsahu fenoli bylo provedeno standardni fotometrickou metodou s
Folin-Ciocalteuovym cinidlem (roztok fosfomolybdenanu amonného). Princip metody spociva v
reakci ¢inidla s redukujicimi latkami (polyfenoly) za vzniku modrého komplexu. Do jamky s 15 pl
extraktu bylo pfidano 165 ul Folin-Ciocalteuova ¢inidla nafedéného vodou (1/9, v/v). Po tfech
minutach bylo ke smési ptidano 60 ul uhli¢itanu sodného a 80 ul deionizované vody. Inkubace
probihala 60 minut za pokojové teploty, absorbance byla métena pii vinové délce 725 nm. Stejné
jako pfi stanoveni flavonoidli nebyly odecitany blanky. Pro tvorbu kalibra¢ni fady poslouzil
floroglucitol.

Vysledky a diskuze

Pro porovnani u¢innosti extrakce antioxidacnich latek horkou/studenou vodou byla v obou vodnych
extraktech stanovena antioxida¢ni aktivita metodou DPPH. Jak je patrné z Obr. 1, pro vétSinu
vzorkil byla antioxida¢ni aktivita obou extraktl srovnatelnd, ¢i vyssi v piipade pouziti horké vody.
Z tohoto diivodu bylo stanoveni antioxida¢ni aktivity dal§imi metodami provedeno pouze pro
extrakty II a III vychdzejici z extraktu I ziskané¢ho extrakci horkou vodou. Data jsou uvedena na

Obr. 2.
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Obr. 1: Antioxida¢ni aktivita ve vodnych extraktech vzorki (stanoveni metodou DPPH)
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Obr. 2: Zhodnoceni antioxidaéni aktivity v extraktech vzorka (metoda DPPH, Griessova metoda,
stanoveni celkovych flavonoidi a polyfenol)

Zavér

v

v

Byla vyvinuta metoda tfistupiiové extrakce, umoznujici ptipravit z velmi malé navazky vzorku
(100 mg) tfi extrakty o riizné polarité — pro ucely bioprospekce tak mize byt ze studovanych
mikrotas ziskano Siroké spektrum potencialné ptitomnych biologicky aktivnich latek.

U extraktl redlnych vzorkli mikrofas a doplikl stravy byla stanovena jejich antioxidacni
aktivita — nejvyssi hodnoty byly vétSinou pozorovany ve vodnych extraktech.

U dopliki stravy s obsahem tasy Spirulina sp. byla oproti ostatnim vzorkim ¢asto pozorovana
vys$i antioxidacni aktivita metanolového extraktu. Vyjimkou byl dopln€ék Neobotanics
Chlorela Bio — tento vzorek se vyrazné odliSoval vysokym obsahem flavonoidll v metanolovém
extraktu.

Riznorodost profilii antioxidacni aktivity, pozorovand u extrakti jednotlivych vzorki stejné
fasy, ukazuje na vyznamny vliv podminek ristu a zpracovani fasy na vysledny obsah
biologicky aktivnich latek.
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P18
ANALYZA VITAMINU D V KRMIVECH METODOU UPLC-MS/MS
Bolechova M. (1, 2), Kosubova P. (1), Nehybova Z. (1), Mrkvicova M. (1)

(1) Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav zemé&délsky, Brno,
(2) Ustav Chemie a technologie ochrany Zivotniho prosttedi, Fakulta chemicka, VUT v Brné

Nékteré formy vitaminu D, zejména cholekalciferol (vitamin D3), ergokalciferol (vitamin D2)
a 25-hydroxycholekalciferol, jsou zahrnuty v Registru doplitkovych latek ve SpoleCenstvi, podle
natizeni (ES) ¢. 1831/2003 a mohou byt tedy piidavany do krmiv a krmnych surovin. Zaroven jsou
legislativné nastaveny maximalni obsahy téchto latek v krmivech v zavislosti na Gcelu zkrmovani.
Obohacovani krmiv soucasné riznymi formami vitamin D je zakazéno, popiipadé striktné fizeno
piislusnou legislativou [1, 2].

Mnozstvi cholekalciferolu v kompletnich krmivech, premixech a mineralnich krmivech
kontroluje Ustfedni kontrolni a zkusebni Gstav zem&délsky v Brné. Postup pro stanoveni této latky je
zalozen na normované metodé¢ BS EN 12821:2009 [3], ktera je validovana. Vzorek se nejdiive
alkalicky hydrolyzuje a poté extrahuje (kapalina-kapalina). Analyza extraktu probiha pomoci ultra-
ucinného kapalinového chromatografu ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii s
elektronovou ionizaci a detekci kladné nabitych iontd (UPLC-MS/MS). V pfipadé analyzy
komplexnich matric, je ke vzorku navic pfidan vnitini standard.

Od roku 2012 bylo touto metodou analyzovano cca 180 vzorkil. Vzorky, nevyhovujici
deklaraci pro vitamin D, se vyskytovaly pouze ojedinéle.

Vitamin D se muze pfirozené vyskytovat i v nekterych pfirodnich slozkédch pro vyrobu
kompletnich krmiv. Tim miZe byt i ovlivnéno konecné mnozstvi této latky v kompletnim krmivu,
které je vitaminem D uméle obohaceno. Proto byla pfitomnost vitaminu D v surovinach pro vyrobu
krmiv zjiStovana a bylo posuzovano, zda by nalezené mnozstvi mohlo mit vliv na deklarovanou
hladinu, popfipad¢ na legislativni limity pro vitamin D v krmivech.

V soucasné dobé se ovéiuji moznosti rozsifeni metody o dalsi, v tuku rozpustné vitaminy a
podobné latky, jako jsou vitamin A, vitamin E, ergokalciferol, 25-hydroxycholekalciferol, 7-
dehydrocholesterol a dihydrotachysterol.
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P19

UCINNOST ANTIOXIDANTU PRI OCHRANE TOKOFEROLU BEHEM SMAZENI
POTRAVIN NA PANVI

FiSnar J., Réblova Z.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Uvod

Béhem smazeni potravin na panvi muze dochazet k vyznamnym ztratdm tokoferolu
(vitaminu E) [1-3], které v nejvetsi mife vznikaji pti predehfivani oleje na panvi (tj. jesté pred
samotnym smazenim potraviny) [4]. Tyto ztraty mohou byt snizeny dodrzovanim podminek dobré
vyrobni praxe, tj. ptedevsim regulaci teploty oleje a doby jeho ptedehtfivani [4]. Tato pravidla vSak
1ze jen obtizn¢ dodrzovat napiiklad v domécnosti, kde spotiebitel nemiize optimalizovat a ¢asto ani
zcela kontrolovat podminky ptedehfivani oleje a smazeni. Druhou moznosti sniZeni ztrat tokoferolt
proto muze byt pravdépodobné pouziti antioxidant.

V literatufe lze najit pomérné dostatek praci studujicich schopnost rtiznych antioxidanti
ochranovat tokoferoly [5-17], a to za raznych podminek, v€etné smazeni (resp. fritovani) nebo
zahiivani oleje (jeho vysS§i vrstvy) na teplotu ptiblizné¢ 180 °C [13-17]. AvSak praci studujicich
schopnost antioxidant ochranovat tokoferoly béhem smazeni potravin na panvi (¢i zahtivani oleje
na teplotu smazeni v tenké vrstve) je nedostatek [3], i kdyz (jak jiz bylo uvedeno) ztraty tokoferold
mohou byt za téchto podminek vysoké [1-4] a mohou se pravdépodobné podilet na casto
nedostate¢ném piijmu vitaminu E [18, 19].

Cilem této prace bylo proto studium ucCinnosti 7 vybranych antioxidantd pii ochrané
tokoferolli (a-tokoferolu) béhem zahtivani slune¢nicového oleje na panvi. Testovany piitom byly
slouceniny (askorbylpalmitat, gallova kyselina, kdvova kyselina, BHA, kvercetin a katechin), které
jiz dtive (za odliSnych podminek) prokazaly schopnost ochranovat tokoferoly [6, 8, 12, 16, 17] a
rosmarinova kyselina, ktera doposud nebyla pii ochrané tokoferolii testovana, avsak na zaklad¢ jeji
struktury se lze domnivat, ze tokoferoly ochranuje [20]. Cilem tak bylo pfedev§im kvantifikovat
protekéni schopnost vybranych antioxidantl za zvolenych podminek.

Experimentalni ¢ast
Ptiprava oleju a jejich zahfivani na panvi

Ke slunecnicovému oleji byl ptfidan bud’ samotny aceton (kontrolni vzorek bez antioxidantit)
nebo acetonovy roztok antioxidantu, tak aby piidavek antioxidantu do oleje ¢inil 500 mg/kg.
Po promichani byly vzorky ponechany pies noc za teploty mistnosti, aby doslo k odpafeni acetonu.
Druhy den bylo vzdy 16 g (+ 1 %) oleje navazeno na teflonovou panev o priiméru 17 cm, kterd byla
nasledn¢ zahtivana na elektrické topné desce o teploté 220 °C po dobu 8 minut, resp. teploté 280 °C
po dobu 4 minut. Teplota oleje dosahla v prvnim piipadé po 4 minutich zahtivani 180 °C a poté
kolisala v rozmezi 180 a 185 °C. Ve druhém piipadé€ rostla teplota oleje po celou dobu zahtivani a
to az na hodnotu ptiblizné 220 °C. Za vSech zvolenych podminek byly provedeny vzdy 3 pokusy.

Stanoveni tokoferoli:
Tokoferoly byly stanoveny metodou HPLC s amperometrickou detekci za nasledujicich podminek:

e mobilni faze: smés acetonitrilu (pro HPLC, J. T. Baker) a methanolu (pro HPLC,
Lach-Ner) v objemovém poméru 1:1, obohacend LiClO4 (0,02 mol/l;
p-a., Sigma Aldrich) a NaCl (0,005 mol/l; p.a., Lachema);

o pritok m. faze: 1 ml/min (cerpadlo LCP 4020.31 v nekovovém provedeni; Ecom Praha);
o nastrik: 20 ul (nésttikovy ventil Rheodyne 7725);
e kolona: 200 x 4,6 mm, plnéna sorbentem Hypersil ODS o zrnitosti 5 um (Hewlett

Packard, USA);
teplota kolony: 28 °C (termostat chromatografickych kolon LCO 101; Ecom Praha);
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o detekce: amperometricka;  detektor HP  1049A  (Hewlett  Packard)
v tiielektrodovém zapojeni, s uhlikovou mérnou a argentochloridovou
referentni elektrodou; detekéni potencidl 1,05 V; proudovy rozsah
500 pA; po kazdé analyze bylo provedeno elektrochemické c¢iSténi
povrchu pracovni elektrody, pii kterém byl na elektrody sttidavé vkladan
potencial +1,5 V (0,5 s), -0,5 V (0,5 s) a detekéni potencial (0,3 s), cely
cyklus byl opakovan 10krat;

e priprava vzorku:  2-2,5 g oleje bylo odvéazeno (s piesnosti na 0,1 mg) do odmérné banky o
objemu 25 ml, rozpusténo v acetonu a doplnéno tymz rozpoustédlem po
rysku;

e zpracovani signalu: chromatograficka datastanice Clarity (DataApex).

Vysledky a diskuze

Za zvolenych podminek byly ztraty o-tokoferolu ve slune¢nicovém oleji bez ptidavku
antioxidantll (blank) pfiblizné 80 % plvodniho obsahu (teplota oleje 180 °C, doba zahtivani
8 minut), resp. 66 % pltvodniho obsahu (maximalni teplota oleje 220 °C, doba zahiivani 4 minuty;
Graf ¢. 1 a 2). Tj. ptivodni obsah a-tokoferolu se snizil z 580 mg/kg na 116, resp. na 198 mg/kg, coz
odpovidé nasim predchozim vysledkim [4].

Vsechny testované antioxidanty byly za danych podminek schopné ochranovat a-tokoferol
(Graf €. 1 a 2) s vyjimkou BHA pfii zahtivani oleje na teplotu 220 °C, kde ochranny efekt tohoto
antioxidantu nebyl statisticky vyznamny. Nejvétsi schopnost ochraniovat a-tokoferol pak mély
askorbylpalmitat a gallova kyselina, které wvyrazné¢ ochranovaly tokoferoly i1 za dalSich
experimentalnich podminek [16, 21]. Tyto antioxidanty snizovaly ztratu a-tokoferolu vzdy o vice
nez polovinu, a to pfestoze Ucinnost antioxidantii se obecné se zvysSujici se teplotou snizuje, a Casto
i zcela mizi [22], napiiklad v disledku rozkladu téchto antioxidanti [23].

Zavér

Ptidavek vhodnych antioxidantli (zejména gallové kyseliny a askorbylpalmitatu) do smazicich
tukl a oleji je moznosti, jak snizit ztraty tokoferolit béhem pfipravy smazenych pokrmii na panvi
(a tim také zvysit Casto nedostatecny piijem vitaminu E). Tento pfistup mize byt vhodny zejména
v domdacnostech, kde bézny spotfebitel nema casto dostatek moznosti jak optimalizovat a
kontrolovat podminky smaZeni (zejména teplotu oleje a dobu jeho ptedehiivani).

Podékovani
Financovéno z ti¢elové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT &.20/2014).
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Graf ¢. 1 — Ztraty o-tokoferolu béhem zahtivani slune¢nicového oleje na panvi po dobu 8 minut pfi
teplot¢ oleje 180 °C (blank — kontrolni vzorek oleje bez antioxidantu, AP — askorbylpalmitat,
GA - gallovd kyselina, CA — kévova kyselina, Q — kvercetin, BHA — butylhydroxyanisol,
RO — rosmarinova kyselina, Ca — katechin).
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Graf ¢. 2 — Ztraty a-tokoferolu béhem zahtivani slune¢nicového oleje na panvi po dobu 4 minut na
teplotu oleje 220 °C (blank — kontrolni vzorek oleje bez antioxidantu, AP — askorbylpalmitat,
GA — gallova kyselina, CA — ké&vovéa kyselina, Q — kvercetin, BHA — butylhydroxyanisol,
RO — rosmarinova kyselina, Ca — katechin).
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P20

OXIDACNI A POLYMERACNI PRODUKTY V TEPELNE NAMAHANYCH OLEJICH
A TUCICH

Simkova S., Pohotela B., Roubi¢kova 1., Panek J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Uvod

Zahtivani olejii a tukd za vysoké teploty a pfitomnosti vzduchu vede k tvorbé oxidac¢nich a
polymera¢nich produktd, at’ tékavych ¢i netékavych. Tyto rozkladné produkty mohou mit
nepiiznivy vliv na chut’, viini, barvu, texturu, nutri¢ni hodnotu a hygienicko-toxikologickou kvalitu
potravin. Za nejrizikovéjsi jsou piitom povazovany zejména degradacni produkty se stfedni a nizsi
molekulovou hmotnosti, k nimz se fadi relativné méné toxické dimery, cyklické monomery a
karbonylové derivaty mastnych kyselin. Pro posuzovani celkového stupné degradace oleji a tuki se
pouziva parametr obsahu polymernich triacylglycerold, oxida¢nich produkti a obsahu celkovych

polarnich latek.

Material a metody

Repkovy olej, slune¢nicovy olej a veprové sadlo byly zahtivany na topné desce 15 minut az 24

hodin pfi teploté¢ 180°C. Oleje a tuky byly poté frakcionovany metodou IUPAC 2.507 na koloné
silikagelu eluénimi rozpoustédly o rostouci polarité a tim ziskdny nepolarni a polarni frakce.
V obou frakcich byly analyzovany polymerni triacylglyceroly (pTAG) a oxida¢ni produkty.
pTAG byly stanovovany vysokoucinnou vylucovaci chromatografii (HPSEC) s refraktometrickym
detektorem HP 1047 A (Hewlett Packard, USA) nastavenym na teplotu 30°C. Princip déleni sloZzek
tuku a oleje je na zéklad¢ rozdilu velikosti molekuly. Byla pouzita kolona PL-gel Mixed-E 300 mm
x 7,5 mm x 3 um (Agilent, USA). Tetrahydrofuran (HPLC, Merck, USA) byl pouzit jako mobilni
faze o pratoku 0,6 ml/min. Nasttik byl 5 pl automatickym dédvkovacem HP 1050 (Hewlett Packard,
USA). Obsah pTAG byl vyhodnocen pomoci programu CSW 1.6. (Data Apex, CR).
Oxida¢ni  produkty  byly stanovovany  vysokoulinnou kapalinovou chromatografii
s refraktometrickym detektorem HP 1047 A (Hewlett Packard, USA) nastavenym na teplotu 35°C.
D¢leni oxidovanych a neoxidovanych triacylglycerolt se déje na zdkladé jejich polarity, kterd
zahrnuje pocet uhlikli v molekule (délku jednotlivych mastnych kyselin), pocet dvojnych vazeb a
vliv pfipadného substituentu (hydroperoxid, hydroxyderivat atd.). Byla pouzita kolona Purospher
RP — 18 250 mm x 4 mm x 5 pum (Merck, USA) vyhtfivand na 40°C a mobilni faze aceton:
acetonitril: methanol v poméru 4:2:1 (v/v/v) o pritoku 1 ml/min. Nasttik byl 100 ul automatickym
davkovacem HP 1050 (Hewlett Packard, USA). Obsah oxidac¢nich produkti byl vyhodnocen
pomoci programu CSW 1.6. (Data Apex, CR).

Rozsah oxidace a naslednych reakci mastnych kyselin v fepkovém oleji byl sledovan, po
pfevedeni mastnych kyselin na methylestery dle metody IUPAC 2.301 s modifikaci pro vnitini
standard (nonadekanova kyselina), pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem.
Analyzy methylesterti mastnych kyselin byly provedeny na pfistroji Agilent 7820 A (Agilent, USA)
s hmotnostnim detektorem Agilent 5975 (Agilent, USA). Byla pouzita kolona Innowax 19091N-
133 (Agilent, USA) 30 m x 250 um x 0,25 pum a nasledujici teplotni program: 110°C, 5°C/min;
245°C (40 min). Jako hmotnostni analyzator byl pouzit jednoduchy kvadrupol. Pritok nosného
plynu, helia, byl 1 ml/min. Pro kvantifikaci mastnych kyselin byla pouZita metoda vnitiniho
standardu.

Vysledky a diskuze

Hygienicky limit pro obsah polymernich triacylglycerolti neni legislativné urcen, nicméné
uzanéné se za nejvyssi ptipustnou hodnotu povazuje 12 %. Obsah polymernich triacylglycerolii u
nefrakcionovanych vzorki postupné stoupal s dobou zahiivani. Po 24hodinovém zahtivani
slune¢nicového oleje obsah pTAG stoupl na 28 %. V nepolarni frakci byl obsah pTAG nulovy.
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Veskeré polymery byly eluovany v polarni frakci. Lze tedy ptredpokladat, ze se bude jednat o
oxidované polymery. Po 24hodinovém zahtivani vzrostl obsah pTAG v této frakci na 62 % u
sluneénicového oleje, 48 % u sadla a po 12hodinovém zahiivani u fepkového oleje na 43 %.

Obsah polymernich TAG v nefrakciovanych Obsah polymernich TAG v polarni
g vzorcich frakei
2 %5 =2 pliovy Ol2j 80
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Obr. 1 Obsah polymernich TAG v nefrakciovanych vzorcich a v polarni frakci

Obsah oxidac¢nich produktt stoupal s prodluzujici se dobou zahtivani. Obsah u fepkového oleje
a sadla nebyl nijak vysoky (0-9 %), zatimco u slune¢nicového oleje vzrostl az na 20 %. V nepolarni
frakci se obsah oxida¢nich produktii pohyboval v rozmezi 0-5 %, zatimco v polarni frakci vzrostl u
sadla na 55 % a u slune¢nicového oleje na 94 %.
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Obr. 2 Obsah oxidaénich produktt v nefrakciovanych vzorcich a v polarni frakci

Repkovy nizkoerukovy olej patii mezi vysoce nenasycené a tudiz vyrazné oxylabilni a
termolabilni rostlinné oleje. Ve srovnani se slune¢nicovym olejem ma vyrazné niZz$i obsah
oxylabilni linolové kyseliny. Na druhé strané obsahuje (podobné jako napf. sojovy olej) vyssi
mnozstvi (aZ 10 %) jeste labilnéjsi linolenové kyseliny. Pravé linolenova kyselina tento olej vyrazné
destabilizuje, takze ve vysledku je jeho termostabilita ve srovnani se slune¢nicovym olejem nizsi
nebo srovnatelnd, pfestoze celkovy obsah oxylabilnich polyenovych kyselin je v fepkovém oleji
niZsi. V pokusu byl fepkovy olej zahfivan na teplotu 180 °C, coz jsou podminky, které jsou bézné
uzivany pro hodnoceni termostability a oxidacni stability oleje a do urc¢ité miry i simuluji podminky
pii smazeni.

Z uvedenych vysledkt je vidét, ze obsah nasycenych a monoenovych mastnych kyselin zistava
po celou dobu zahiivani prakticky neménny. Béhem zahtivani dochazi k vyrazné oxidaci linolové a
zejména linolenoveé kyseliny. Jejich obsah v fepkovém oleji po 16 hodinach klesa na 77 % v piipadé
linolové kyseliny a na 47 % u linolenové kyseliny. Déle je uvedena dynamika tvorby tii typickych
oxidovanych mastnych kyseliny — 9,10-epoxystearové, 9,10-dihydroxystearové a 9-oxostearové
kyseliny. Obsah epoxystearové a dihydroxystearové kyseliny roste v pribéhu zahievu prakticky
linearn¢ a v 16. hodin¢ zahtfevu jiz je obsah téchto derivati srovnatelny s obsahem palmitové
kyseliny. Identita téchto tfi uvedenych kyselin je prokazana analyzou hmotnostniho spektra a
srovnanim s literarnimi udaji. V tabulce | nejsou uvedeny mastné kyseliny s obsahem pod 1 %
veSkerych mastnych kyselin — eikosanova (arachova), eikosadienova, heneikosanova, dokosanova
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(behenova), dokosenova (erukova), trikosanova, trikosenova, tetrakosanova a tetrakosenova. Dalsi
potencialni oxidované derivaty bud’ nebyly s dostatecnou spolehlivosti identifikovany nebo byly
pod mezi stanovitelnosti.

Tab. I Obsah mastnych kyselin v zahtivanych vzorcich (mg /kg vz.)

Kyselina 0h 30 min | 45 min l1h 2h 4h 8h 12 h 16 h
C 16:0 4508 4545 4583 4620 4665 4750 4164 4654 4812
C 18:0 6317 7144 7100 7161 7252 7150 6905 7436 7415
C18:1 217987 | 244641 | 239113 | 244563 | 248508 | 238005 | 230158 | 243915 | 247173
C18:2 64062 | 71761 70476 | 70526 | 70629 68452 58962 53925 | 49715
C 18:3 29717 32323 31966 | 31789 31403 30096 | 23468 18195 13898
C 20:1 15294 16309 16046 17236 18020 16884 17844 | 21491 20622
9,10-
epoxystearova 0 794 965 1089 1276 1546 2793 3665 5265
9,10-
dihydroxystearova 0 0 0 0 0 0 1965 3639 4563
9-oxostearova 0 0 0 0 0 0 477 729 907

Zavislost obsahu mastnych kyselin na dobé zahtivani

oleje ——C16
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Obr. 7 Zéavislost obsahu mastnych kyselin na dob¢€ zahiivani oleje
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Obr. 4 Chromatogram mastnych kyselin v fepkovém oleji po 16 hodinovém zahievu

Zavér

Nejstabilngjsi tuk z hlediska obsahu tvorby polymernich triacylglycerolt a oxidacnich produktii
se jevi sadlo, nasledované fepkovym olejem. Naopak slune¢nicovy olej je nejméné stabilni pii
podminkach, které imituji proces smazeni. Tokoferoly pfitomné v fepkovém a slunecnicovém oleji
se velmi rychle degraduji a na pribéh oxidace za této vysoké teploty prakticky nemaji vliv. Stabilita
je v tomto ptipadé ovlivnéna pouze obsahem a slozenim polyenovych kyselin. Obsah nasycenych a
monoenovych kyselin byl béhem zahiivani prakticky neménny. Oproti tomu, esencidlni mastné
kyseliny podléhaly pomérné vyraznému rozkladu. To dokazuje, Ze smazici oleje, kdy pfi smazeni

jsou podminky pro oxidaci daleko ptiznivéjsi, nemohou byt realné dobrym zdrojem esencialnich
mastnych kyselin.

Podékovani )
Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢.20/2014).

PouZita literatura

1. TUPAC b- Comission on Oils, Fats and Derivatives: Method 2.507 — Determination of polar
compounds in frying fats, In: Standard Methods for the analysis of oils, fats and derivatives. 7th
Edition, Paquot C., Hautfenne A., Eds., Blackwell Sci. Publications, Oxford, 1987.

2. IUPAC - Comission on Oils, Fats, and Derivatives: Methods 2.301 — Preparation of the Fatty
Acid Methyl Esters. Standard Methods for the Analysis of Oils, Fats and Derivatives, 7th
Edition, Paquot C., Hautfenne A., Eds., Blackwell Sci. Publications, Oxford, 1987.

3. Berdeaux O., Velasco J., Marquez-Ruiz G., Dobarganes C.: Evolution of Short-Chain Glycerol-
Bound Compounds During Thermoxidation of FAME and Monoacid TAG, J. Amer. Oil Chem.
Soc., 79, 279-285, 2002

4. Velasco J., Marmesat S., Marquez-Ruiz G., Dobarganes C.: Formation of Short-Chain
Glycerol-Bound Oxidation Products and Oxidised Monomeric Triacylglycerols During Deep-
Frying and Occurence in Used Frying Fats. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 106, 728-735, 2004



188

P21
KVALITA VYBRANYCH SMAZENYCH POTRAVIN NA CESKEM TRHU

Mekhanoshina L., Réblova Z.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

uvoD

Smazeni je jednou z nejpouzivangjSich a nejpopuldrnéjSich metod piipravy pokrmi. ZvySena
konzumace smazenych potravin vSak mize byt spojena s nékterymi riziky. Jednd se naptiklad
o zvySeny piijem tuku a soli ¢i mozny vyssi pfijem trans- a nasycenych mastnych kyselin nebo
derivati monochlorpropandiolu. Specifické riziko pak pfedstavuje mozny vyssi piijem latek
vznikajicich béhem tepelného namahani smaziciho tuku a smazenych potravin, jako jsou naptiklad
heterocyklické aminy, akrylamid a oxida¢ni produkty lipidi [1-3].

Posledné jmenovana skupina latek, tj. oxidacni produkty lipid a n¢které dalsi latky vznikajici
béhem smazeni ve smazici lazni, vykazuje jen malou akutni toxicitu. Vys§i opakovany piijem
téchto latek vSak predstavuje nezanedbatelné riziko, zejména v souvislosti se vznikem a rozvojem
kardiovaskularnich a nddorovych onemocnéni [4]. Pro zajisténi bezpecnosti smazenych potravin a
v€asnou vyménu smazici 1azn€ se odbornd doporuceni shoduji na maximalnim akceptovatelném
obsahu veskerych polarnich latek 24 %, resp. maximalnim obsahu polymernich triacylglycerolt
(pTAG) 12 % [5]. Ptitom obsah pTAG ma (zejména vzhledem k vyssi spolehlivosti analytickych
vysledkil) lepsi vypovidaci hodnotu [6]. Pfislusné limity vSak nejsou zakotveny ani v ¢eské, ani
evropské legislativé a predchozi studie realizované jak v Ceské republice [7, 8], tak v jinych zemich
[9-12] ukézaly, ze vyznamny podil vzorkl (zejména z restauraci a dalSich stravovacich sluzeb) tyto
limity pfekraCuje. Proto byla v poslednich dvou letech realizovdna pomérné rozsahlejsi studie
monitorujici aktualni stav v kvalité smazenych potravin na ¢eském trhu, a to z hlediska obsahu
polymernich triacylglyceroll v téchto potravinach.

EXPERIMENTALNI CAST
Analyzované vzorky:

Celkem bylo v bézné trzni siti, resp. riznych typech stravovacich sluzeb zakoupeno 80 vzorka
smazenych potravin, rozdélenych do 4 kategorii:

e hranolky z mezinarodnich fetézct rychlého obcerstveni (fast-foodti; 10 vzorki)

« hranolky a chipsy z trhti a bister (26 vzork)

o hranolky pfedsmazen¢ a hluboce zmrazené (10 vzorkl)

 balené vyrobky zahrnujici primyslové vyrobené chipsy a snacky (34 vzork)
Ptiprava vzork:

Rozemlety vzorek byl extrahovan petroletherem za teploty mistnosti. Poté byla smés
prefiltrovana a extrakt byl odpafen na vakuové rotacni odparce pii teploté ldzné¢ max. 40 °C.
Odparek byl rozpustén v aktualni mobilni fazi a ziskany roztok byl vysusen bezvodym siranem
sodnym.

Stanoveni polymernich triacylglyceroli:
Polymerni TAG byly stanoveny pomoci gelové vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s refraktometrickou detekci (HPLC-SEC-RID) za nasledujicich podminek:
e mobilni faze: tetrahydrofuran
e pratok m. fze: 0,6 ml/min
e nastiik: 5 pl
o piedkolona: 50 * 7,5 mm, PL-gel Mixed-E, velikost ¢astic 5 um (Hewlett Packard)
e kolona: 300 * 7,5 mm, PL-gel Mixed-E, velikost ¢astic 3 um (Agilent Technologies)
e detekce: refraktometrickd; detektor HP 1047A (Hewlett Packard); teplota detektoru 30 °C
e zpracovani signalu: chromatograficka datastanice Clarity (DataApex)
o kvantifikace: metoda vnitini normalizace, tj. vysledek byl vyjadien v % z veSkerého
ptitomného tuku
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VYSLEDKY A DISKUZE

Pfi porovnani obsahu pTAG v tuku riznych kategorii smazenych potravin (viz Tab. 1) je vidét,
ze u balenych vyrobki zahrnujicich primyslové vyrobené chipsy a snacky je obsah pTAG typicky
nejmens$i (primérné piiblizné¢ 1,6 %). To mize souviset s vysokou efektivitou vyroby téchto
potravin spojenou s pouzivanim kontinualniho smazeni, kdy je nutné do smazici lazn¢ velmi Casto
doplnovat Cerstvy olej.

Také u dalSich analyzovanych primyslové vyrabénych potravin, tj. u pfedsmazenych hluboce
zmrazenych bramborovych hranolkli, je obsah pTAG v tuku téchto vyrobkd pomérné nizky
(primérné ptiblizn¢ 4,6 %) a u zaddného z analyzovanych vzorkt nepiekrocil 12 %. Typicky vyssi
obsah polymernich TAG u pfedsmazenych hluboce zmrazenych bramborovych hranolkli (nez u
chipsii a podobnych snack vyrobkll) pak pravdépodobné souvisi s vyrazné niz§im obsahem tuku
u téchto potravin, coz snizuje nutné mnozstvi a ¢etnost dolévani cerstvého oleje do smazici lazné.

Jak je dale patrné z Tab. 1, u smazenych bramborovych hranolki z riznych provozoven
mezinarodnich fetézcli rychlého obcerstveni (fast-foodi) také zadny z analyzovanych vzorkt
nepfesahl limitni obsah polymernich triacylglycerol 12 %. Tato skutecnost pravdépodobné sveédEi
o dobfe nastavenych vnitinich systémech kontroly jakosti, i kdyz tomuto stavu vyrazné napomaha
také velky podil smazeni na pfipravé pokrmi v téchto provozech, a tedy nutnost CastéjSiho
dopliiovani smazicich lazni cerstvym olejem.

Naproti tomu u hranolkl a chipsti z vanoc¢nich a farmarskych trhi a malych lokalnich bister
témet 20 % vzorkl prekrocilo doporuceny limitni obsah polymernich triacylglyceroli 12 %
z veskerého ptitomného tuku (viz Tab. 1).

Zjistény stav u jednotlivych typli smaZzenych potravin obecné odpovida diive publikovanym
vysledkim [7-12]. Vyznamné je pfitom piedevsim srovnani se studii realizovanou v CR pied
ptiblizn¢ 15 lety (viz Tab. 2), kde Ize pozorovat jisté zlepSeni v kvalité smazenych bramborovych
hranolkl nabizenych v raznych typech stravovacich sluzeb.

ZAVER

Na zéklad¢ vysledki této studie lze konstatovat, ze dostatecné Castd vymeéna smazici 14zné neni
problémem pii primyslové vyrobé smazenych potravin. Naproti tomu pii piipravé smazenych
potravin ve stravovacich sluzbach neni kvalité¢ smazicich lazni a jejich pfiméfené v€asné vymeéné
doposud vénovéna dostateCna pozornost (s vyjimkou velkych mezinarodnich fetézcl nabizejicich
rychlé obcerstveni). Tuto situaci je nutné vyrazné zlepsit, pravdépodobné predevsim zahrnutim
dané problematiky do piislusnych legislativnich piedpisii a zavedenim souvisejici kontroly ze
strany dozorovych organti.
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Tab. 1: Obsah pTAG v tuku riznych typti smazenych potravin

o ., C e, C Pocet vzorkt
Potet Primérny Minimalni Maximalni s obsahem
Typ vyrobku . obsah pTAG | obsah pTAG | obsah pTAG .
vzorkl 0 o 0 pTAG vysSsim
() (%) (%0) nez 12 %
Balené vyrobky
zahrnujici
pramyslove 34 1,58 0,39 5,23 0
vyrobené chipsy a
snacky
Hranolky
piredsmazené a 10 4,55 0,89 11,01 0
hluboce zmrazené
Hranolky 2 fast- 10 5,90 1,74 10,86 0
foodu
Hranolky a chipsy
z vanoc¢nich a
farmatskych trhli a 26 7.9 1,10 18,10 >
bister

Tab. 2: Obsah pTAG v tuku riiznych typti smazenych potravin — vysledky studie realizované v CR
v letech 1999 az 2002 [7]

0w ST o Pocet vzork
Potet Primérny Minimalni Maximalni s obsahem
, . obsah pTAG | obsah pTAG | obsah pTAG ot
Typ vyrobku vzorkl 0 o 0 pTAG vysSim
() (%) () nez 12 %
Balené vyrobky
zahrnujici
primyslové 40 1,63 0,22 4,37 0
vyrobené chipsy a
snacky
Hranolky
predsmazené a 20 2,55 1,29 5,88 0
hluboce zmrazené
Hranolky z fast-
foodu, trhi a bister 40 2.81 L75 32,62 1
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P22
MASTNE KYSELINY V SEMENECH SLIVONI (PRUNUS DOMESTICA L.)

Sabolova M.", Sus J.2, Roubi¢kova 1.!, Papirnikova J.2, Dolezal M.", Simkové S.!, Panek J.!
! Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha *Katedra zahradnictvi, CZU Praha

Souhrn

Bylo analyzovéno sloZeni mastnych kyselin tuku semen 25 odrtd slivoni. Mastné kyseliny byly, po
pfevedeni na methylestery, stanoveny kapilarni plynovou chromatografii s plamenovym ionizacnim
detektorem. Konfirmace identity byla realizovana pomoci GC-MS. Vyrazn¢ majoritni kyselinou je
olejova kyselina — obsah se pohybuje v rozmezi 52 — 72 %, s primérnou hodnotou 65 %. Ve vétsim
mnozstvi se vyskytuje 1 linolova (18 — 35 %, primémé 24 %) a palmitova kyselina (5 — 7 %,
primérmné 6 %). Zastoupeni téchto tif majoritnich kyselin by mohlo byt urcitym charakteristickym
znakem tuku jader rodu Prunus. Ve vyznamnéjSim mnozstvi se vyskytuje jesté€ stearova (2 %),
asklepova (1 %) a palmitolejova kyselina (0,8 %). Obsah ostatnich kyselin (v¢etné linolenové
kyseliny) je pod 0,02 %. Jedna odriida polosvestek (Jubileum) se od ostatnich vyrazné odliSuje
obsahem nasycenych mastnych kyselin — obsah palmitové kyseliny je 10,3 % a obsah vSech
nasycenych kyselin 14,3 %. To ukazuje, Ze Slechténim lze 1 u pomérné stabilnich rodd a kultivart
dosahnout urcité zmény i v tvorbé primarnich metabolitt.

Klic¢ova slova: mastné kyseliny, jadra, Prunus domestica

Uvod

Slivoni (Prunus L.) je druhové rozsahly a hospodéisky vyznamny rod, patfici do celedi
Rosaceae, ktery je zastoupen vice nez 200 druhy kefd a stromil. Je Siroce rozsifen v mnohych
zemich svéta, zejména na severni polokouli (Euroasie) jako ditlezity komponent nelesnich
pfirozenych a péstovanych spolecenstev (Ozcan 2000, Bortiri et al. 2006, Murafiova a kol. 2011).
Rod Prunus zahrnuje mnoho druhti ovoce jako Svestky a ptibuzné druhy napt. meruiiky, mandlongé,
visné, tfesné, broskvoné a je dalezitym rodem z ekonomického hlediska. Hodné¢ druhti poskytuje
jedlé plody, olej, dfevo a nékteré jsou vyznamné jako okrasné rostliny (napt. Sakura ozdobnd).
Plody jsou dilezitou soucasti stravy v mnohych tropickych a subtropickych zemich, jako dobry
zdroj sacharidii, vitamint, mineralnich latek a vlakniny (Gao and Mazza 1995, Lee and Wen 2001,
Gilani et al. 2010). Zpracovatelské zdvody maji velké mnozstvi ovocnych semen jako ,,odpad®,
ktery je v soucasné dob¢ vyuzivan jenom minimalné. Z jader napt. meruné€k je pfitom mozné ziskat
vyznamné mnozstvi oleje, bilkovin a vldkniny (Femenia et al. 1995). Pro prazeni jsou vyuZzivany
zatim pouze semena mandloni a merunék (,,persico®). Olej se semen Prunus domestica je pouzivan
v kosmetickém primyslu. Literarnich udaji o sloZeni semen slivoni (Prunus domestica L.) je
pomérné malo (Zlatanov and Janakieva 1998, Gunstone 2006, Matthius and Ozcan 2009) a
charakterizaci slozeni mastnych kyselin u velké skupiny semen $vestek zadnad. Mandle a meruiiky
jsou prazeny a konzumovany jako pochutina (meruniky pod nazvem ,,persico®), a stejny potencial
by mohly mit i semena slivoni (Prunus domestica L.) na zékladé¢ slozeni mastnych kyselin,
charakteristického pro cely rod Prunus (viz tab I). Pro tohle vyuziti semen slivoni hovofti i fakt, ze
ziskavani semen slivoni je jednodussi nez semen merunék.

Tabulka | — Zakladni sloZzeni mastnych kyselin n&kterych zastupcd rodu Prunus (Zlatanov and Janakieva 1998,
Gunstone 2006, Matthius and Ozcan 2009)

Mastna kyselina Obsah MK (%)
Meruiika Mandle Slivon
Olejova 62-72 62 - 67 (77) 5774
Linolova 19 -28 17 - 25 (30) 17 -31
Palmitova 5-17 5-7 4-7
Stearova 1-2 1-2 2
Linolenova 0,1 0,1 0,1-0,2
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Experimentalni ¢ast

Slivori (Prunus domestica L.). Bylo sledovano slozeni mastnych kyselin u semen 25 odrud
slivoni z riznych pomologickych skupin (Tabulka II). Stromy byly péstovany na experimentalnim
pozemku CZU vPraze — Troji, Podhoii (20°7°22.486'N,14°23°58.181"'E, 196 m.n.m)
v pisCitohlinité dobte propustné ptidé. Osm let staré stromy byly v plné plodnosti a dobré zdravotni
kondici. Jednalo se o odridy s vySSim stupném tolerance nebo s rezistenci vici virové Sarce.
Stromy byly tésné po odkvétu oSetfeny insekticidnim piipravkem proti pilatce a pribézné byly
odstraniovany stromy napadené virovou Sarkou. Plody byly sklizeny v optimalni dob¢ (zaCatek
konzumni zralosti). SuSeni neposkozenych jader probihalo na filtraénim papiru proudem vzduchu

za bézné pokojové teploty.

Tabulka Il - Analyzované odrudy slivoni (Prunus domestica L.)

Nazev odridy Pomologicky typ slivoné Zemé puvodu
Amatka (HL703) pologvestka CR
Amers poloSvestka USA
Cacanska lepotica poloSvestka Srbsko
Haganta poloSvestka Némecko
Jojo poloSvestka Némecko
Jubileum poloSvestka Svédsko
Stana (HL619) polosvestka CR
Topfive poloSvestka Némecko
Tophit poloSvestka Némecko
Topking poloSvestka Némecko
Topstar plus poloSvestka Némecko
Valor poloSvestka Kanada
Elena Svestka Némecko
Presenta Svestka Némecko
Top 2000 Svestka Némecko
Toptaste Svestka Némecko
Althanova renkloda CR
Ontario renkloda USA
Oulinska renkloda CR
Rheingold Sliva (zlutd) Némecko
Nancyska mirabelka Francie
Dezertnaja myrobalan Rusko
Myrobalan ¢ervenopol M42 myrobalan CR
Zilienka podnozova sliva Rakousko

Extrakce tuku. Tuk z rozemletych semen (navazka priblizn¢ presné 5g) byl extrahovan pomoci

smési rozpoustédel petrolether: diethylether v poméru 90:10 (2x50 ml). Extrakce probihala
15 minut na ultrazvukové 1azni.

Stanoveni mastnych kyselin. Stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové kapilarni
chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci (GC-FID) probéhlo po transesterifikaci pfitomnych
lipidli za vzniku methylesterd mastnych kyselin. Transesterifikace byla provedena methanolickym
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roztokem hydroxidu draselného za katalyzy fluoridem boritym (IUPAC 1987, Method 2.301).
Vzniklé methylestery byly analyzovany metodou kapilarni plynové chromatografie na pfistroji
Agilent 6890 (Palo Alto, USA) s plamenov¢ ionizacnim detektorem, s kapilarni kolonou SP-2560
se zakotvenou fazi bis-cyanopropyl siloxane (100 m x 0,25 m; 0,20 um film; Supelco, Bellefonte,
USA). Teplota nastiiku a detektoru byla 220°C, teplotni program kolony byl nastaven na 175°C po
dobu 30 minut, nasledn¢ se teplota zvySovala na 210°C rychlosti 1°C/min. a pfi této teploté se
udrzovala 40 minut. Nosnym plynem byl dusik s pritokem Iml/min. Pro kvantifikaci mastnych
kyselin byla pouZita vnitini normalizace (soucet obsahu mastnych kyselin = %). Konfirmace
identity byla provedena pomoci GC-MS.

Vysledky a diskuze
Vysledky analyzy slozeni nejvice zastoupenych mastnych kyselin v semenech slivoni jsou

srovnatelné s vysledky jinych autort viz tabulka III.

Tabulka 111 Obsah nejvice zastoupenych mastnych kyselin a linolenové kyseliny v semenech slivoni

Mastna kyselina Obsah MK v jadrech slivoni (%)
Zlatanov and Janakieva Gunstone (2006) Matthaus and Ozcan
(1998) (2009)
Olejova 71 71 64 -79
Linolovéd 18 16 10 - 27
Palmitové 9 X 5-7
Stearova 4 X 1
Linolenova 0,3 X 0,1 -0,2
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Obr. 1 Obsah nasycenych mastnych kyselin (véetné medianu)

Vsech 25 analyzovanych odriid mélo velmi podobné slozeni mastnych kyselin, charakteristické
pro rod Prunus. Obsah nasycenych mastnych kyselin (SFA) se u vSech analyzovanych odrid
pohyboval kolem primérné hodnoty 8,5%. Vyjimkou je varianta Jubileum (obr. 1) s vyrazné
vysSim obsahem SFA (14 %). Obsah mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) zastoupenych
pfevazné olejovou kyselinou (obr. 2) a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA),
reprezentovanych zejména linolovou kyselinou (obr. 3) se u sledovanych odriid pohybuje kolem
pramérnych hodnot 67 % (MUFA) a 24,4 % (linolova kyselina).
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Obr. 3 Obsah linolové kyseliny (v€etné medianu)

Nejvice zastoupenou mastnou kyselinou v semenech slivoni byla olejova kyselina (52 — 72 %),
nasledovand linolovou (18 — 35 %), palmitovou (5 — 7 %) a stearovou kyselinou (kolem 2 %).
Ve vyznamnéj$Sim mnozstvi se dale vyskytovala asklepova (do 1 %) a palmitoolejova kyselina
(0,7 — 1 %). Obsah ostatnich mastnych kyselin (v¢etné arachové kyseliny) byl pod 0,2 %. Semena
obsahovala do 0,02 % linolenové kyseliny, coz je typické pro rod Prunus. Gunstone (2006) a jini
autofi uvadéji hodnoty kolem 0,1 %. Jedna se pravdépodobné o analytickou chybu, koeluci s A-9
cis- eikosenovou kyselinou. Obsah trans-nenasycenych mastnych kyselin byl pod limitem detekce.
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Zavér

Semena Svestek mély podobné slozeni mastnych kyselin, jaké mivaji semena mandloni a
merunck. Jadra analyzovanych odrid slivoni maji vhodné sloZeni mastnych kyselin pro prazeni a
pro jejich pouziti jako pochutiny (ofisky). Je to hlavné diky dostatecnému mnozstvi linolové
kyseliny (pozadavek je alesponn 15 - 20%), ktera zaru¢i vytvofeni spravného aroma. Diky
neptitomnosti linolenové kyseliny maji jadra vyssi stabilitu vi¢i nadmérné oxidaci v pribéhu jejich
prazeni a skladovani.

Podékovani )
Financovéno z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢&. 20/2014).
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STANOVENI ESTERU 3-MCPD A GLYCIDOLU PRI TRANSESTERIFIKACI TUKU
Rybinskaya A.', Tesafova M. ?, Filip V.2, Smidrkal J.?, Ilko V. ', Dolezal M. '

' — Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha

? _ Ustav mléka, tukii a kosmetiky, VSCHT Praha, Technické 5, 166 28 Praha

Uvod

3-MCPD (3-chlorpropan-1,2-diol) a glycidol (2,3-epoxypropan-1-ol) patii ke skupiné tzv.
procesnich kontaminantii, coz znamend, Ze mohou vznikat v potravinach pfi jejich technologickém
zpracovani. Tyto latky byly prokdzany jako potencidlné karcinogenni a genotoxické. Vyskytuji se
v ruznych potravinatskych komoditach, bud’ volné nebo esterové vazané [1,2]. Vysoké obsahy
esterti 3-MCPD byly zjistény v rafinovanych palmovych olejich [1], zatimco panenské oleje tyto
kontaminanty neobsahovaly. Bylo prokazano, Zze deodorace je jednim z technologickych procest,
ktery mize vést ke vzniku ester 3-MCPD a glycidolu [3,4]. Vzhledem k Sirokému pouziti
rostlinnych olejii v potravinarském primyslu piechazeji tyto latky jako soucast receptury do
potravinaiskych vyrobki.

Jednou ze zékladnich slozek pro vyrobu emulgovanych tuki (margarintl) a pokrmovych tuki je
tzv. strukturni tuk. Ten byl donedavna vyrdbén technologii parcidlni katalytické hydrogenace
zivociSnych tukli a rostlinnych oleji, ale v soucasné dobé prevazuji technologie zaloZené na
transesterifikaci triacylglycerolii. Transesterifikace je katalyzovana bud’ alkalickymi katalyzatory
neselektivné, nebo enzymaticky za pouziti imobilizovanych lipas. V piipadé preesterifikace
regiospecifickou sn-1,3-lipasou se acyly vdzané v poloze sn-2 reakce neucastni.

Cilem této prace bylo zjistit, zda pfi transesterifikaci tuki nedochdzi ke vzniku estert 3-MCPD
a glycidolu. Dosud totiz zadné studie zkoumajici vznik ester 3-MCPD a glycidolu pfi
transesterifikaci tukli nebyly publikovany.

Material a metody

Experimentalni ¢ast spocivala v analyze pfipravenych modelovych systému (viz Tabulka 1).
Oliol — slune¢nicovy olej s vysokym obsahem olejové kyseliny (Palma Group, a.s., SK), kokosovy
olej (MPD plus Rakovnik, s.r.o, CZ), methylester laurové kyseliny (Fluka Chemie GmbH, CH),
tetrabutylammonium chlorid (Aldrich, D) a molekularni sito 0.3 nm Art-No. 5704 (Merck, D) byly
zakoupeny. Lipozyme 435 - nespecificka lipasa (NL) z Candida antarctica a Lipozyme RM IM sn-
1,3 specificka lipasa (SL) z Rhizomucor miehei byly dodany firmou Novozyme A/S (DK).
Kokosovy olej byl pIné hydrogenovan na Ustavu mléka, tukd a kosmetiky na VSCHT Praha.

Tab.1. Popis modelovych smési

Cislo modelové smési SloZeni Pomér komponenti
1 slune¢nicovy olej -
2 slune¢nicovy olej + zcela ztuzeny kokosovy tuk 1:1
3 slune¢nicovy olej + methyl-laurat 1:2, 1:3

Do kazdé modelové smési byl piidan katalyzator transesterifikace, bud’ chemicky, nebo
enzymovy. Jako chemicky katalyzator byl pouzit methoxid sodny (CH3ONa), teplota reakce byla
100 °C. Enzymovym katalyzatorem byla bud’ specifickd, nebo nespecificka lipaza, pii reakcni
teploté¢ 80 °C. Béhem transesterifikace byly z kazdé modelové smési v pravidelnych intervalech
odebirany vzorky a stanovena koncentrace esteri 3-MCPD a glycidolu. V ptfipadé¢ chemické
transesterifikace byly odebiraly vzorky kazdych 10 min a celkovda doba reakce ¢inila 1,5 h.
Enzymaticky katalyzovana transesterifikace probihala 4 h, s pravidelnym odbérem vzorki kazdou
hodinu. Estery 3-MCPD a glycidolu byly stanoveny metodou GC/MS [5] za pomoci deuterovanych
vnitinich standardii sledovanych analyt: palmitoyl glycidolu-ds a 1,2-dipalmitoyl-3-MCPD. U
kazdého vzorku odebraného z modelové smési byla provedena dvé paralelni stanoveni.
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Pro stanoveni analytli byl pouZzit plynovy chromatograf Agilent 7820A (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) s kvadrupdlovym hmotnostnim detektorem Agilent 5975 a kapilarni kolonou
Equity-1 (30 m x 250 um x 1,0 pm, Supelco, USA). Nastfikovan byl 1 pl vzorku v rezimu pulsed
splitless. Pocate¢ni teplota termostatu 80 °C byla udrzovana 1 min a pak byla zvySovana rychlosti
10 °C/min na teplotu 170 °C, dale rychlosti 3 °C/min na teplotu 200 °C, potom rychlosti 15 °C/min
na konec¢nou teplotu 300 °C. Teplota injektoru byla 250 °C. Jako mobilni faze bylo pouzito helium
o pritoku 0,8 ml/min.

Hmotnostni detektor pracoval v SIM modu (single ion monitoring), kdy byly snimény ionty o
m/z: 147, 150, 196, 201, 240 a 245. Estery 3-MCPD byly stanoveny podle poméru ploch iontl 147
a 150, jejichz eluce byla potvrzena ionty 196 a 201. Estery glycidolu byly stanoveny téz podle
pomeéru ploch iont 147 a 150, ale pro konfirmaci byly pouzivany ionty 240 a 245. MnoZstvi esteri
3-MCPD a glycidolu bylo vyjadieno jako ekvivalent volného 3-MCPD a glycidolu.

Vysledky a diskuze

Byly pfipraveny tfi modelové smési liSici se svym slozenim. Transesterifikace téchto smési
byla provadéna dvéma zplsoby: 1) za pouziti chemického katalyzatoru 2) enzymaticky. Pti pouziti
methoxidu sodného jako katalyzatoru transesterifikace koncentrace esterd 3-MCPD rychle rostla
v prib¢hu prvnich 20 min a déale jen mirn¢ klesala. Prab¢h tvorby a degradace esteri 3-MCPD je
zachycen na obrazku 1 pro vSechny tfi modelové smési. Maximalni koncentrace estertt 3-MCPD se
ve vSech modelovych smésich nachazely v rozmezi 4550 az 5485 pg/kg. Koncentrace estert
glycidolu také prudce stoupala v poc¢atecni fazi transesterifikace a po dosazeni maximalni hodnoty
1500 az 1700 pg/kg mirné klesala.
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Obr. 1. Koncentrace estertt 3-MCPD v zavislosti na ¢ase v modelovych smésich €. 1 - 3 pfi pouziti
chemického katalyzatoru

Pti pouziti enzymatického katalyzatoru se estery 3-MCPD a glycidolu tvofily ve znacné
mensim mnoZstvi, nez pii pouZziti methoxidu sodného (viz obrazek 2 a 3).
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Obr.3. Porovnani maximalnich koncentraci esterti glycidolu vzniklych transesterifikaci
katalyzovanou chemicky a enzymaticky

V ptipad¢é enzymové transesterifikace byla tvorba estertt 3-MCPD a glycidolu pomalej$i nez za
pouziti chemického katalyzatoru. Pribéh tvorby a degradace estert glycidolu zachyceny na obrazku
4 pro modelovou smés €. 3 byl podobny i pro modelové smési €. 1 a 2. na Obr.4. Pro ptiklad byla
zvolena modelova smés ¢.3 obsahujici slune¢nicovy olej a methyl-laurat a tvorba esterti glycidolu.
Vsechny ostatni modelové smési jak v piipade esterii glycidolu, tak i v ptipad¢ esterd 3-MCPD

vypadaji podobné.
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Obr. 4. Porovnani koncentrace esterii glycidolu v zavislosti na Case pii alkalicky a enzymaticky
katalyzované transesterifikaci modelové smési slunecnicového oleje a methylesteru laurové
kyseliny

Zavér

Pouziti alkalického katalyzatoru vedlo ke vzniku zna¢né vétsiho mnozstvi esterit 3-MCPD neZz
pouziti lipaz v procesu transesterifikace pro vSechny modelové smési. Nejvétsi rozdil byl pozorovan
ve smési slunecnicového oleje s methylesterem kyseliny laurové (5485 pg/kg proti 340 pg/kg estert
3-MCPD). Stejné tendence je pozorovana i u estert glycidolu (1640 proti 390 ug/kg).
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P24
OBSAH a-GALAKTOSIDU V KLICENYCH LUSTENINACH

Winterova R., Novotna P., Landfeld A.
Vyzkumny ustav potravinaisky Praha, v.v.i., Radiova 7, 102 31 Praha 10 — Hostivat

Abstrakt

Kliceni je velmi t¢innym prostfedkem, jak snizit nadymavost po poziti lusténin. Pti kliceni se $tépi
tézko stravitelné a-galaktosidy (zejména stachyosa, rafinosa a verbascosa) na jednodussi formy a
luSténiny jsou lépe stravitelné. Béhem tii let feSeni grantu jsme stanovili obsah o-galaktosidi a
cukrt (fruktosa, glukosa, sacharosa) ve velkém mnozstvi (59) vzorkl lusténin (soja, hrach, cizrna,
vigna) klicenych riznymi zplsoby a suchd semena lusténin byla zvolena jako porovnavaci vzorky.
U suchych semen lusténin jsme zjistili, Ze s6ja ma z nich nejvyssi obsah sacharosy, nasleduje hrach,
cizrna a nejméné vigna. Semena suchéd i nakli¢end vSech stanovovanych lusténin obsahuji vyssi
podil stachyosy nez rafinosy. Sucha semena hrachu a vigny dva dny naklicenych semen obsahovala
rovnéz podil verbaskosy (u ostatnich vzorkli nebyla zjisténa). Pied par lety se objevila publikace o
s0ji, kterd vyzveda nami pouzitou metodu kli¢eni lusténin, jako metodu otevirajici Siroké pole
moznosti vyroby na sdji zalozenych vyrobkl nevyvolavajicich nadymani, Feng et al. (2008). V této
praci je vSak pokroceno jesté dale, nez jen aplikace kliceni k odbourani a-galaktosida. Je uplatnéna
metoda, pfi niz se na klicena pfedem mikrobidln¢ dekontaminovand semena masivné inokuluje
kulturni plisent uzivana pii ptipravé plisnového s6jového "syra" tempeh. Ta vyvolava v klicenych
semenech plisiovy stres, coz vede k tvorbé latek s antimikrobidlnimi ucinky, které¢ se souhrnné
nazyvaji fytoalexiny, Feng et al. (2007).

Byl zkouman vliv kli¢eni na odbouravéani o-galaktosidli po napadeni klicenych luSténin
kulturni plisni Rhizopus oligosporus (pouziva se pii vyrobé tempehu). Vzorky bez inokulace a s
inokulaci plisni mély statisticky nevyznamné rozdilny obsah o-galaktosidi. Byl stanoven obsah
cukrti a a-galaktosidi v jogurtech vyrobenych ze sojového napoje ptipraveného z 2 dny kli¢ené soji
v porovnani s jogurtem vyrobenym z népoje z namocené soji. Obsah sacharosy byl vyssi u jogurtli z
namocené soji. Sojové jogurty z kliCené soji obsahuji vice fruktosy a glukosy. Nejvice znatelny je
rozdil a-galaktosidi u jogurtl z kli¢ené soji oproti jogurtiim z namocené soji, hlavné u stachyosy.

Material a metody

Metodika stanoveni a-galaktosidii v sdji

Vzorek naklicenych s6jovych bobli byl homogenizovan, lyofilizovan a odtucnén na Soxhletu. Z
takto upravené¢ho vzorku byl ziskdn etanolovy extrakt varem na vodni lazni pod zpétnym
chladicem. Bilkoviny v extraktu byly srdzeny roztoky Carreze I a II. Poté byl extrakt zfiltrovan a
etanol z extraktu odpafen na vakuové odparce. Zbytek extraktu po odpateni etanolu byl doplnén na
urCity objem a zfiltrovan pies mikrofiltr.

Analyza na kapalinovém chromatografu

podminky: pouzitd kolona Lichrospher 100-NH2 (4 x 250 mm, Sum)
mobilni faze smés acetonitrilu a deionizované vody, ACN:DH20= 80:20
pratok 1,3 ml/min.

Vysledky a diskuse

doba kliceni. Byla provedena analyza rozptylu (pomoci programu QC Expert) a bylo zjiSténo, Ze je
statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem o-galaktosidii v nenaklicenych a nakli¢enych semenech
s0ji. V obr. 1 je znazornén primérny obsah a-galaktosidl v lusténinach (dodavatel Kalma k.s.) pfi
submerznim kliceni (ve vod¢ s probublavanim). V obr. 2 je vidét primérny obsah a-galaktosida
v soje klicené povrchové (na tacech).
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o~galaktosidy (g/100 s susiny)

Obr. 1 Primérny obsah a-galaktosidil v lusténinach pfi kli¢eni, kliceno
submerzné (ve vodé s probublavanim vzduchu) pf¥i teploté 25 °C,
dodavatel lusténin Kalma k.s.
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Obr. 2 Primérny obsah a-galaktosidi v soje pfi kli¢eni, kliceno povrchové
(na tacech), dodavatel s¢ji Kalma k.s..
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Foto 1 — klicena sdja
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Zavéry

So6ja a dalsi lusténiny obsahuji znacné mnozstvi nestravitelnych oligosacharidi (o- galaktosidi),
mezi néz patii zejména stachyosa a rafinosa, piipadné verbaskosa. Tyto latky nejsou Stépeny v
tenkém stfevé a jsou rozkladany az v tlustém stievé pfitomnymi mikroorganismy za vzniku plyni,
coz zpusobuje nadymani. Nadymavost Ize snizit ptidavkem kofeni a bylinek (kmin, anyz, libecek,
majoranka, saturejka, bazalka, estragon, tymian) pii piipravé pokrmu. Kliceni je dalSim, velmi
ucinnym prostiedkem, jak lze snizit nadymavé ucinky lusténin. S delSi dobou kliceni dochazi k
vétsimu poklesu obsahu a-galaktosidi. Lusténiny jsme klicili vice zplisoby — probublavanim ve
vod¢ (submerzng), povrchové (na tacech), s riznymi piidavky Persterilu (horsi kli¢ivost) a v PET
lahvich s proplachovanim nékolikrat dennég, coz se ndm nejlépe osvédcilo. Kliceni snizilo obsah a-
galaktosidl oproti neklicenym semendm o 50 — 70 %.

Podékovani

Tato prace byla podpofena projektem MZe QI111B053 ,Nové postupy pro vyuziti
zemédelskych surovin a produkci hlavnich druhli potravin zvySujici jejich kvalitu, bezpecnost,
konkurenceschopnost a vyzivovy benefit spotiebiteli.
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PREHLED VYROBKU Z KLICENYCH LUSTENIN PRIPRAVENYCH PRO APLIKACI
V PRAXI
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Kortankova V.z, Dostalova J.2
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Abstrakt

Cilem prace byla piiprava vyrobkil z nakli¢ené so6ji, hrachu, vigny a cizrmy. Ve VUPP byly
piipraveny z uvedenych nakli¢enych lusténin napoje a jogurty o riznych suSindch. Z vyrobeného
sojového jogurtu o susiné¢ 7,4 % byly pfipraveny dva slané dipy. Prvni byl ochucen kienem,
rajCatovym pyré a hoicici a druhy mél prichut’ ¢esneku a rajcat. Dle senzorického hodnoceni byla
lepsi varianta s kienem. Na dipy byl udélen uZitny vzor €. 26206 - Studend omacka ze sdjového
jogurtu. Dale byly vyrobeny sladké ochucené jogurty ve tfech variantach (varianty obsahovaly 1.
mleta skofice + vanilkovy cukr, 2. med, karamel, Caro, 3. borivkovy dZem). Nejlépe byl hodnocen
jogurt s boravkami. Byl pfipraven i tempeh z nekli¢ené i1 nakli¢ené soji. Tempeh z neklicené soji
byl prorostly bilou plisni a chutové byl pfijatelny. Z klicené s¢ji mél tempeh Stiplavou a nakyslou
prichut. Z kliené vigny jsme pfipravili pasterovany taveny syr s vignou a to variantu jen se soli
nebo se soli a cesnekem. Na tento vyrobek byl udélen uzitny vzor €. 26322 - Vyrobek z nakli¢ené
vigny a taveného syra. Z hrachu jsme pfipravili hrachovy platek, na ktery byl ud€len uzitny vzor ¢.
26207 - Vyrobek z nakliceného hrachu. Platek mél piijatelnou konzistenci podobnou jako ma
pecena sekand nebo bramborovy knedlik. Z okary byly p¥ipraveny na VSCHT pomazanky slané (s
tundkem, celerovd s vejci) a sladké (skoficovd s ananasem, ¢okoladovd s mandlemi). Na tyto
pomazanky byl udélen uzitny vzor ¢. 26323 - Pomazanka z okary. Na karbanatek z naklicené cizrny
byl udélen uzitny vzor €. 26205 - Karbanatek z nakli¢ené cizrny.

Material a metody
Vyroba sojového mléka pro p¥ipravu jogurtu a dipii

Sé6ja byla po namoceni klicena po dobu 2 dnii ulozend do PET lahvi s dérovanym dnem v
klimatizovaném boxu pfi teploté 25 °C. V prubéhu dne byla proplachovana vlaznou vodou a klic¢ila
ve vlhkém prostiedi. Namocenim a klicenim vzrostla hmotnost ze 100 % na 273 %. Chtéli jsme
vyrobit sdjové mléko o susin¢€ cca 7%, U obr. €. 1 - zavislosti poméru nakli¢ené s6ji a vody na
susin€ jsme pro piislusnou hmotnost sdji vypocitali mnozstvi piidané vody. Naklicena soja byla
rozmixovana s piidavkem vody a po davkach se vaftila po dobu 15 minut pii teploté 96,5 +0,5 °C.
Nasledovalo oddéleni mléka a okary scezenim. Celkem bylo ziskano po scezeni v pruméru 81 %
sojového mléka o refrakci 8 %, susin€ 7,2%, a 19 % okary o susin¢€ 23,7 %.

Obr. 1 Zavislost poméru nakliéené sdji a vody na suSiné

y =0,002x¢ + 0,040x
R*=0,980

Y
=
=

voda = 1/pomér * hmotnost saji

6 susina |“E| 10 12 1
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Vyroba sojoveho jogurtu

Sojové mléko bylo vytemperovano na teplotu 38,5°C a po smichdni se suSenou jogurtovou
kulturou rozlito do sklenic¢ek nasledné¢ umisténych do teplovzdusné komory a uchovanych pfi
teploté 38°C po dobu 17 hod. Hotové jogurty byly vychlazeny na 5 °C. SuSina jogurtii byla 7.4 % a
pH 4,2. Vzhledem k tomu, ze so6jové jogurty konzumuji lidé s nesnaSenlivosti laktozy, upustili jsme
od ptfidavklti z kravského mléka a pouzili jsme suSenou jogurtovou kulturu z Milcom a.s. Pro
porovnani byly pfipraveny jogurty z kli¢ené a z namocené s¢ji. U téchto jogurtli byl stanoven obsah
vitamin B1, B2, B6 a niacinu. Dale byl stanoven obsah sacharida (frukt6za, glukosa a sachardza) a
a-galaktosidll (rafinosa a stachyosa). Vzorky byly podrobeny mikrobiologickému rozboru. Obsah
vitaminll B1 a B2 je v jogurtu ze séji dva dny klicené vyssi nez v jogurtu ze s6ji pres noc namocené
ve vodé. Naopak obsah vitaminu E je vysSi u jogurtu ze soji namocené. Obsah vitamini B6 a
niacinu je op€t o trochu vyssi u jogurti z klicené sdji. Obsah sachardzy je vyssi u jogurti z
namocené s6ji. SOjové jogurty z klicené soji obsahuji vice fruktozy a glukozy. Nejvice znatelny je
pokles galaktosidi u jogurtii z klicené soji oproti jogurtim z namocené sdji, hlavné u stachyosy.
Galaktosidy predstavuji soucet obsahu rafinosy a stachyosy.

Piiprava klicené vigny a aplikace do vyrobku

Vigna byla namocena do druhého dne, pak vlozena do PET lahvi s dérovanym dnem a ty dany do
klimatizovaného boxu (teplota 25 °C). V prabéhu dne byla proplachovana vlaznou vodou, tj. vigna
klicila pouze ve vlhkém prostiedi. Nariist hmotnosti ze 100 % na 375 %. Mixovanim s pfidanou
vodou a naslednym vatfenim byla ziskdna obdoba mléka a okary, pro kterou se nenaslo vhodné
pouziti pro jeji vzhled a chut.

Pro aplikaci byla pfipravena jen jemné nasekand, oplachnutd nakli¢ena semena vigny, ktera byla
zapracovana do taveného syru v mnozstvi 20 — 23 %. Konzumace vét§iho mnozstvi naklicené vigny
neni doporucovana. Po zabaleni byl vyrobek pasterovan pii 80-90 °C po dobu 20 min. Vysledky
zkousek ukazuji, Ze v chladnicce se pasterované syry ,,zalezi* a nekazi se. Senzorické hodnoceni
prokazalo, ze stl s ¢esnekem vhodné zakryvaji chut’ nakli¢ené vigny.

Obr. 2 — Nakli¢ena semena vigny a jeji zapracovani do taveného syru

Vysledky a diskuse
Piiprava a senzorické hodnoceni ochucenych séjovych jogurtii a dipi

Z vyrobeného sojového jogurtu o susin€ 7,4 % byly vybrany pfipravené 2 slané dipy a 3 sladké
ochucené jogurty vzdy ve tfech variantdch riznych pomért surovin. Dip 1 mél ptichut’ s kienem,
rajCatovym pyré a hoicici a dip 2 mél ptichut’ se suSenym cesnekem a rajCatovym pyré. Sladké
sojové jogurty mély ptichut’ jogurt 1- mletd skofice + vanilkovy cukr, jogurt 2 — med, karamel,
Caro, jogurt 3 — bortivkovy dzem. Z vybranych senzorickych deskriptorti byly hodnoceny vzhled,
vung, chut, sojova chut, kyselost, slanost (dipy) nebo sladkost (jogurty), konzistence a celkovy
dojem. K senzorickému hodnoceni byla vybrana stupnicova metoda s grafickou stupnici - aseckou
dlouhou 100 mm s vyznacenim znaménka, jehoz poloha byla umérna vjemu sledovaného znaku
napt. vzhled 0-vynikajici, 100-odporny. Dale byly pofadovou metodou srovnany trojice vzorki
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stejné prichuti a sefazeny od nejlepsiho (1) k nejhor§imu (3). Z dipti byl senzoricky 1épe hodnocen
vzorek s pfichuti kienu. Z ochucenych jogurtli byl nejlépe hodnocen vzorek jogurtu s bortivkami.
Tabulka €. 1 ukazuje vypis ze senzorického hodnoceni — celkovy dojem u hodnocenych dipl i
ochucenych jogurtti.

Tab. 1 - Senzorické hodnoceni ptiklad - celkovy dojem

dip dip jogurt jogurt jogurt

kfen, rajCe,|Cesnek, rajce |skofice, vanilka | med, karamel, | bortivka

hoi¢ice pH4,2 pH4,1 Caro pH3,9

pH4,1 pH4,2
bod 34 44 40 40 20

19 46 10 5 16

13 56 24 8 15

4 25 7 5 5

19 56 34 21 21

41 33 44 31 30

39 69 19 28 39

22 48 27 35 35

10 39 3 6 17
prumér 223 46,2 23,1 19,9 22,0
sm.odchylka| 13,0 13,2 14,6 14,1 10,8
rozptyl 170,0 174,4 213,6 200,1 115,8
hodnota I 10,0 10,2 11,2 10,9 8,3
mez dolni [ 12,3 36,1 11,9 9,0 13,7
mez horni 32,4 56,4 34,3 30,8 30,3
Studenttv
t-test a a a a a
soucet bodi | 201 416 208 179 198

Obr. 3 - Vitézny dip a ochuceny jogurt
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Piiprava kli¢eného hrachu, hrachové hmoty a aplikace do vyrobku — hrachového platku

Hréach byl namoc¢en do druhého dne, pak kli¢en v PET lahvich s dérovanym dnem umisténych v
klimatizovaném boxu pfi teploté 25 °C. Hrach kli¢il pouze ve vlhkém prostiedi za obCasné¢ho
proplachovéani vodou. Nardst hmotnosti ze 100 % na 259 %.

Nakliceny hrach byl rozmixovan s piidavkem vody, ¢imz vznikl zédklad hrachového mléka, ktery
se vafil po dobu 15 minut pfi teploté 85 °C, byla to velmi husta kase. Uvatenim se ziskala hrachova
hmota, do které byla pfidana voda, aby se docililo vysledné susiny 20 %. Do hrachové hmoty, bylo
pridano 15 % suSeného bilku, ¢esnekovy prasek a kuchyiiska sil. Dikladné promichana smés byla
naplnéna do umélych stfev a pasterovana ve vodni lazni pti teploté 92 °C po dobu 45 minut. Po
zchlazeni byl vyrobek nakrdjen na platky, vlozen do varného sacku po 3 - 5 kusech, vakuovan a
sterilizovan pii teploté 90 - 92 °C po dobu 30 minut a poté ulozen do chladnicky.

Pti senzorickém hodnoceni bylo konstatovdno, ze platek ma ptijatelnou konzistenci podobnou
jako pecena sekana nebo bramborovy knedlik. Chut'ové byl dobry, ohfatim se trochu zmirnila chut’
Cesneku, ktery by mohl byt doplnén ¢i nahrazen dal$i kofenim, napt. majorankou nebo pepiem.
Vyrobek je mozno pouzit jako hrachovou sekanou pro vegetariany, osmazenou v trojobalu, nebo
jen jako hrachovy knedlik napt. naptiklad se Spenatem a s opecenou cibulkou.

Obr. 4 — Platek

Zavér

Optimalizace ptipravy lusténin vedouci k odbourani flatulentnich a-galaktosidii diky kliceni byla
v navrzenych recepturach dosazena. Bylo rovnéz docileno pestrosti navrzené¢ho sortimentu. Ud¢€leni
péti uzitnych vzora svéd¢i o mozném Sirokém pouziti naklicenych lusténin pro obohaceni zdravého
jidelnicku.

Podékovani

Tato prace byla podpofena projektem MZe QI111B053 ,Nové postupy pro vyuziti
zemédé€lskych surovin a produkci hlavnich druhil potravin zvysujici jejich kvalitu, bezpec¢nost,
konkurenceschopnost a vyzivovy benefit spotiebiteli‘.
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DART MASS SPECTROMETRY FOR RAPID SCREENING AND QUANTITATIVE
DETERMINATION OF CHOLESTEROL IN EGG PASTA

Al-Balaa D.!, Kruzik V.', Rajchl A.", Cizkova H.'
D Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

INTRODUCTION

Egg pasta criteria have been prescribed in legislation including the U.S. Code of Federal
Regulation, and the Italian regulations. As a result, Cholesterol determination of egg pasta has been
considered as one of the widely adopted procedures for ensuring the final pasta quality and the
conformity with such regulations. By considering that cholesterol is the main indicator for the
addition of egg yolk to these kinds of products.

Cholesterol or 3B-Hydroxy-5-cholestene is a member of polycyclic compounds named as
steroids. It occurs in the free form, esterified to long-chain fatty acids (cholesterol esters), and in
other covalent and non-covalent linkages. Cholesterol concentrations in eggs are highly variable
and fluctuate over a wide range e.g. in whole chicken egg and egg yolk from 3.7 to 6.8 mg.g”" and
from 10.7 to 17.0 mg.g”, respectively. The main reasons are due to the influences of some
biological and environmental factors the storage conditions and elevated temperatures during the
technological processes. Considering those factors, it is important to continuously monitor it levels
in both raw and processed products.

Various methods were employed for cholesterol determination in egg containing food products
including colorimetric method and enzymatic methods. Besides, instrumental methods like gas
chromatography coupled to various detectors (GC-FID or MS), and high performance liquid
chromatography (HPLC-UV, RI or MS). For most of mentioned methods, cholesterol extraction
was carried out either by direct or indirect saponification and a single or multistage solvent
extraction followed by purification, concentration and sometimes derivatization. Such extraction
steps were found to give precise and accurate results but at the same time, they were time
consuming, laborious and their application was accompanied with environmental concerns.

The aim of presented study was to develop a rapid and reliable method for cholesterol
determination in dried eggs and egg pasta using the modern atmospheric pressure DART technique,
where DART ion source was coupled to a time-of-flight mass spectrometer (TOF/MS). The
simplification of the cholesterol extraction was also considered in this study. Such simplification
included modifying the direct saponification extraction or applying a simple solvent extraction
using various solvents. Furthermore, the results of developed method were compared with the
conventional GC-FID method results.

MATERIALS AND METHODS

Samples: Samples of dried eggs (n=13) were obtained from producing companies for monitoring
purposes, in addition to a set of samples of egg pasta samples (n=13) obtained either from producers
or from the Czech markets.

Sample Preparation: 1) Direct solvent extraction method: 1 g Dried egg powder sample was
soaked in 10 mL solvent (ethanol or hexane) for 5 min in an ultrasonic bath then extracted for 3 min
using an Ultra-Turrax homogenizer (8000 rpm). The suspension was then filtered through a
filtration paper and filtrate (0.1 g mL™) was then collected. Similar steps were carried out for
extraction of egg pasta samples aside from sample weight extracted (2 g of samples were extracted
in 10 mL of solvent corresponding to 0.2 g mL™") and soaking duration (5 min). 2) The conventional
saponification extraction: samples were prepared based on saponification of sterols in sample,
followed by a multi-stage extraction in non-polar solvent then evaporation and reconstitution of
residue in ethanol. 3) The simplified saponification extraction is characterized by extraction with a
proper solvent in centrifuge tube followed by non-heated saponification for a portion of the
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supernatant. The samples were analyzed by DART-TOF MS after method optimization and by the
validated GC-FID method.

RESULTS AND DISCUSSION

The primary phase of the experiments was focused to validate a DART-TOF MS method for
cholesterol determination by studying various DART operating parameters and their effect on the
produced ions intensities. Running DART in the positive mode, usually prevails the protonation of
cholesterol and deuterated cholesterol with dehydration to produce [M + H -~ H,0]". These
characteristic ions with m/z ratios 369.36 and 375.40, respectively, were employed for quantitation
purposes. The molecular ions M™~ were observed for both analytes as a result of direct ionization,
their m/z ratios were 386.39 for cholesterol and 392.42 for deuterated cholesterol (Fig. 1).
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Figure 1: DART/TOF-MS mass spectra of standards (500 mg L-1) measured at temperature 350°C of a)
Cholesterol 2,2,3,4,4,6-d6, b) cholesterol both dissolved in ethanol

Subsequent construction of multi-point calibration curves (standard or matrix matched)
allowed accurate quantitative measurements to be achieved, whereas the linearity of the matrix
matched calibration curve in the range 5-1500 mg L™'; (n=4), was found to be (R?>= 0.9975), unlike
the external calibration curve where accurate quantification was not attainable (Fig. 2).

a) b)

TOMM00
OO

SD000 L 4

Area ratio
ichlestersl deaieraied cholestersl}

w ADO00 L
E
< 3000000 *

ZOHRRRD
&

v=003x -0 3I784
D00 g
L pe R = 09075

o# o =*

[1] 200 100 600 B00 10040 12040 1400 160 0 200 400 00 B0 10 1200 1400 1600

1
Concentration [myg L I| Concentration [mg L

Figure 2: Constructed calibration curves (n=4) obtained by DART/TOF-MS measurement of cholesterol
standards. a) external calibration b) internal calibration employing cholesterol to deuterated cholesterol peak
area ratios (R2=0.9975).

In order to obtain the appropriate intensity of target ions, a careful optimization of ionization
gas flow rate and temperature is required. The selected reaction gas flow was 3.5 L min’, as
recommended by the manufacturer. Determination of the DART optimum gas heater temperature
was completed by analysis of Cholesterol standard (500 mg L") at desorption gas temperatures at
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 and 500 °C, the temperature of 350 °C provided a
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convenient response when compared with lower temperatures which resulted in poor intensities of
target analytes, or when compared with higher temperatures where a risk of degradation could be

expected, (Fig.3).
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Figure 3: The impact of gas ionization temperatue changing on total ion currents (TICs) collected by DART-
TOF/MS measurement (n=4) of cholesterol and deuterated cholesterol standards dissolved in either a) ethanol or
b) hexane (500 mg L-1).

The simplifications of the sample extraction procedure were evaluated. The obtained
recovery and repeatability values of the tested extraction methods are shown in (Table 1).

Table 1: Comparison between the tested cholsterol extraction procedures

Conventional Simple extraction without | Simplified saponification
extraction saponification extraction

Time [min] 95 15-20 35

Recovery [%] 97-112 93-95 93-112

Repeatability [%o] 7.2 5.3-7.9 10-15

The direct solvent extraction procedure was selected because of its rapidity and the accepted
efficiency. Cholesterol was identified in sample extracts, (Fig 4), and the areas corresponding to
their relative abundances were integrated. No significant difference between solvents used (ethanol
and hexane) was observed for both the acquired spectrum and the calculated concentrations.
Furthermore, the limit of detection (LOD) was found to be 0.03 mg g" and the limit of
quantification was equal to 0.05 mg g™
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Figure 4: DART/TOF-MS mass spectra of samples extract in ethanol with addition of deuterated cholesterol (50
mg L-1). a) mass spectrum of egg pasta, b) magnified spectrum of egg pasta, c) mass spectrum of egg powder, d)
magnified spectrum of egg powder.
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The results of DART-TOF MS real samples measurement were compared to the results
obtained by GC-FID measurement. Egg pasta results showed a good correlation between the
analyses (R* =0.90, R%. =0.31, p=0.05, for given number of samples n=13), (Fig. 5). But, the
recovery of cholesterol of the DART-TOF MS method was 13 % lower in average, whereas results
were shown to be lower by 30% in some cases. In sum, cholesterol concentrations in analyzed egg
pasta were in the range of 0.14 — 0.73 mg g, corresponding to 3.58 — 18.13 and 3.20 — 21.65 as
average egg content (%), for DART-TOF MS and GC-FID measurements, respectively.
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Figure 5: Correlation between cholesterol concentrations [mg g-1] in egg pasta, determined by DART-TOF/MS
and GC-FID methods.

DART-TOF MS cholesterol concentrations of egg powder were in the range between 9.47 —
13.10 mg g, whereas for GC-FID measurement, in the range of 10.75 — 17.25 mg g”'. Correlation
between DART-TOF MS and GC-FID results (R* =0.58, R =0.31, p=0.05, for given number of
samples N=13) was weaker when compared to egg pasta results.

CONCLUSIONS

In the present work, a convenient and efficient method has been developed for rapid qualitative and
quantitative analysis of cholesterol in egg pasta. A simple extraction procedure followed by DART-
TOF/MS had been performed. The use of cholesterol 2,2,3,4,4,6-d6 as an internal improved
quantitation capability within studied concentration ranges. The optimized DART-TOF/MS method
enabled the detection of cholesterol at levels > 0.03 mg g of that matrix. The results of DART-
TOF/MS and GC-FID results showed a good agreement, so taking into consideration time reduction
of sample analysis, the developed DART-TOF/MS method represents a remarkably suitable
alternative.

DART-TOF/MS promote a simultaneous accurate mass measurement and offers structural
information for identification of several matrix components with minimal sample treatment, this
method represent a potential tool for complex characterization of the quality using a combined
markers in future studies.
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P27

HODNOCENI EXPOZICE CLOVEKA POLYCYKLICKYM AROMATICKYM
UHLOVODIKUM

Slovakova M., Stupak M., Zuzankova J., Hajslova J., Pulkrabova J.
Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou vSudypfitomné kontaminanty Zivotniho prostiedi,
u nékterych z nich byl prokdzan karcinogenni potencidl. Lidsky organismus je polycyklickym
aromatickym uhlovodikiim vystavovan riznymi cestami, hlavnim zdrojem expozice clovéka je
dietarni ptijem, v oblastech s vysokou kontaminaci ovzdusi (husta doprava, té¢zky primysl) je pak
vyznamny piijem inhalaci.

V ramci prezentované studie byly zhodnoceny zdroje expozice matek zijicich ve 2 lokalitach
CR s riiznou tirovni zneisténi ovzdusi (Karvina, Ceské Budgjovice). Po dobu jednoho tydne byla
odebirana celodenni strava matek a byla sledovana uroven kontaminace ovzdusi v dané lokalitg.
Vzorky stravy a filtry z velkoobjemovych aktivnich vzorkovaci byly analyzovany pomoci nové
optimalizovanych a validovanych analytickych postupti pro stanoveni polycyklickych aromatickych
uhlovodikit s vyuzitim plynové chromatografie v kombinaci s tandemovou hmotnostni
spektrometrii.

Tato studie byla realizovana v ramci projektu GACR & P301/13-13458S — ,,Dopady
znecisténi ovzdusi na genom novorozencti”.
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NOVY ZJEDNODUSENY POSTUP IZOLACIE BENZO[A]JPYRENU Z UDENYCH
MASOVYCH VYROBKOV

Semanova J.! , SklarSova B.! , Suranova M.! , Simko p.?
! Narodné polnohospodarske a potravinarske centrum, Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava;
? sn¢asné pracovisko: STU, Fakulta chemickej a potravinarskej technologie, Bratislava

Sahrn

Benzo[a]pyrén (BaP) patri medzi polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), ktoré tvoria
vyznamnu skupinu potravinovych kontaminantov. Vyskytuji sa prakticky vo vSetkych zlozkach
potravinového retazca a ich dolezitost je umocnena skuto¢nostou, Ze zahffia v sebe najviac
zlucenin s preukdzanym karcinogénnym ucinkom na zivy organizmus. Ciel'om prace bolo vyvinut
a verifikovat’ novy zjednoduseny postup na izoladciu BaP zudenych klobas pomocou urychlenej
extrakcie rozpustadlom (ASE). Postup vyvinuty v tejto praci spaja extrakciu a Cistenie do jediného
kroku, ¢im zabrafiuje stratdm analytu a taktieZ Setri Cas, rozpustadld a chemikalie. Oproti tradi¢nym
extrakénym technikdm ma teda ASE mnoho vyhod, ¢o mdze byt uzitocné najmi pre rutinné
analyzy BaP v udenych misovych vyrobkoch.

Uvod

Vseobecne plati, ze PAU sa tvoria pri nedokonalom spal’ovani fosilnych paliv a inych foriem
organickej hmoty. Z tohto dovodu ich mozno ndjst’ vo vSetkych castiach Zivotného prostredia cize
aj v potravinach. PAU sa taktiez tvoria pocas tepelnych procesov pri vyrobe alebo priprave potravin
ako je napriklad pecenie, grilovanie, vyprazanie alebo udenie [1].

ASE je plne automatizovana a spol’ahliva technika pripravy vzoriek, ktora kombinuje zvySenu
teplotu a tlak na dosiahnutie rychlej a ti€innej izoldcie analytov z roznych matric. Pri klasickych
postupoch extrakcie nepolarnym rozpustadlom je tuk koextrahovany spolu s BaP frakciou a ziskany
extrakt vyzaduje Casto velmi ndronu purifikdciu, najcastejSie metoédami gélovej permeacnej
chromatografie (GPC) a SPE [2, 3]. V tejto praci sme na odstranenie Cistiaceho kroku po extrakeii
priamo do extrakénej cely pouzili  aktivovany silikagél ako sorbent zabraiiujuci extrakcii
interferujuicich zluacenin do BaP frakcie [4].

Experimentalna ¢ast’

Boli otestované tri urovne obsahu BaP — 0,4; 5 a 10 pgkg ~ ' vo vzorkach so §tandardnym
pridavkom.

Izolacia BaP frakcie zudenych klobas sa uskutocnila v zariadeni Accelerated Solvent
Extraction System ASE 350 od firmy DIONEX. Na dno 33-ml extrak¢nej cely sa vlozil celulozovy
filter. Na filter sa do cely navézilo 10g aktivovaného silikagélu. 1g zhomogenizovanej vzorky
zmie$any so suSiacim ¢inidlom (poly(acrylic acid), partial sodium salt-graft-poly(ethylene oxide))
sa umiestnil do extrakénej cely na vrstvu silikagélu. Na vrch vzorky bol umiesteny d’alsi celulozovy
filter a cela sa uzavrela. Extrakcia n-hexdnom prebehla v troch samostatnych statickych cykloch,
pri¢om dizka jedného cyklu bola 10 minat. Podmienky extrakcie boli nasledovné: teplota 100 °C,
tlak 10 MPa, flush volume 60% apurge time 120 s. Po skonceni extrakcie boli extrakty
kvantitativne prenesené do odparovacej banky, odparené dosucha na rotacnej vakuovej odparke
s regulaciou tlaku a nasledne rozpustené v metanole.

HPLC podmienky

HPLC analyza sa uskuto¢nila pomocou zostavy Shimadzu (Kjoto, Japonsko) pozostavajucej z
pumpy C-20AD, autosamplera SCL-20A, degassera DGU-20AS5, termostatu kolon CTO-20A,
CBM-20A, detektora s diddovym polom PDA SPD-M20A a fluorescencného detektora RF-
10AXL. Analyticka separacia bola uskutocnena na chromatografickej kolone Zorbax Eclipse XDB-
C18 (100 mm x 4,6 mm, 1,8 um) spojenej s predkolénou Zorbax Eclipse PAH (12,5 mm x 4,6 mm
x 5 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA).
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Vysledky a diskusia

Kvantifikéacia

Na stanovenie obsahu BaP vo vzorkach bola pouzita metdda vonkajSieho Standardu. Sledovala
sa linearita metddy v rozsahu koncentracii $tandardnych roztokov o koncentraciach od 0,1 ng.ml™
po 15 ng.ml™. Na vytvorenie kalibratnej Giary bola pouZita metoda linedrnej regresie na zavislost’
plochy piku od koncentracie roztoku. HPLC chromatogramy Standardnych roztokov BaP su
zobrazené na obrazku 1. Obrazok 2. zobrazuje chromatogram udenej klobéasy so Standardnym
pridavkom BaP 5 pg-kg™.

Verifikacia

Metéda bola verifikovana podla kritérii uvedenych v Nariadeni Eurépskej Unie ¢&.
2007/333/EC [5]. V tabul’ke 1. st tieto kritéria uvedené. Na z&klade nameranych dat su parametre
vyvinute] metddy (Standardny pridavok, LOD, LOQ, presnost’ metody, vytaznost' a linearita)
vyhovujuce a uvedené v tabulke 2. Presnost” (precision) metédy bola hodnotend vypoctom
Horratovho kritéria pre 3 levely obsahu BaP 0,4; 5 a 10 pg.kg ~* za podmienok reprodukovatelnosti
(R) a opakovatelnosti (r). Vysledok opakovatelnosti sa ziskal Siestimi meraniami tej istej vzorky
v kratkom Casovom intervale pre kazdy level obsahu. Vysledky pre reprodukovatelnost’ sa ziskali
Siestimi meraniami pri zmene pracovnika, pristroja (detektora) a v iny deni analyz. LOD a LOQ boli
vypocitané pomocou softvéru QC Expert (TriloByte — Statistical Software, Pardubice, Czech
Republic).
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Obrézlok 1.: HPLC-FLD chromatogramy Standardnych roztokov BaP (ML — Max. Level = 5
Hg-kg™).
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Obrézok 2.: HPLC-FLD chromatogram tdenej klobasy so $tandardnym pridavkom BaP 5 pg-kg™

Parameter Kritérium
Pouzitel'nost’ potraviny Specifikované v nariadeni (ES) ¢. 1881/2006
“ . , bez matricovych alebo spektralnych interferencii, overenie
Specifickost o .
pozitivnej detekcie
Presnost’ HORRAT, a HORRATR menej ako 2
Vyt'aznost’ 50 —-120%
Limit detekcie (LOD) <0,30 pg-kg’
Limit stanovenia (LOQ) <0,90 pg-kg’

Tabul’ka 1.: Kritéria G¢innosti pre metddy analyzy BaP (Commission Regulation 333/2007/EC

[5D)
Tarhggted . Mean LOD | LOQ Precision
spiking introduced R2 gk | [neke Recovery
content content H % & %] & [%]
[ngke'l | [ngkg'] HORRAT, | HORRATy
0,4 0,41 0,3 0,2 103
BaP 5 4,33 0,99 0,1 0,2 0,2 0,1 87
10 9,33 0,2 0,3 93

Tabulka 2.: Validatné parametre a linearita (R*) HPLC-FLD metody pre kvantifikiciu BaP v

udenej klobase
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Zaver

Mnoho autorov Studovalo aplikdciu ASE na izolaciu PAU ztdenych mésovych vyrobkov.
Vsetky tieto ASE extrakcie boli nasledované d’alsim krokom, napriklad GPC alebo SPE, alebo boli
extrakty zmieané s kyselinou sirovou a Florisilom, ¢o prediZilo trvanie izolacie a potrebu pouzitia
vacsiecho mnozstva rozpustadla, chemikalii a sorbentu. Nas novy zjednoduSeny postup kombinuje
extrakciu a Cistenie do jedného kroku, ¢im vyrazne skracuje dobu izolacie BaP. Vysledky
validacnych experimentov taktiez preukdzali, Ze metdda je vhodnd pre stanovenie PAU v denych
masovych produktoch, ked’ze splnila vSetky poziadavky, ktoré Nariadenie Europskej Komisie (ES)
¢. 836/2011 kladie na metddy pouzivané pre tiradnti kontrolu PAU v potravinach.

Pod’akovanie:
Tato praca bola podporena Agentiurou na podporu vyskumu a vyvoja pod ¢islom APVV-0168-10.
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PRODLOUZENI UDRZNOSTI TEPELNE NEOPRACOVANYCH MASNYCH VYROBKU
POMOCI VYSOKEHO TLAKU

Simoniova A., ékorpilové T., Adamcova M., Pipek P.
Ustav konzervace potravin, VSCHT Praha, Technicka 3, 166 28 Praha 6

Abstrakt

Udrznost tepelnd neopracovanych masnych vyrobki je zaji§téna kombinaci nékolika prekazek,
zejména uchovanim pfi nizké teploté. Avsak i pfesto je udrznost téchto vyrobkll omezena. OSetieni
vysokym tlakem, které se osvéd¢ilo u tepelné opracovanych masnych vyrobki, by tak mohlo
inaktivovat ¢ast mikroorganismi a prodlouzit Udrznost téchto vyrobkil. Vzorky cajovek byly
vystaveny pusobeni dvou tlaki (400 a 500 MPa) a byl sledovan vliv na ptfitomnou mikrofloru,
oxidaci lipidl, texturu a barvu vyrobkl. Ze ziskanych dat je patrné, Ze se podafilo prodlouzit
udrznost téchto vyrobka bez vyznamného ovlivnéni senzorickych vlastnosti.

UvoD

Tepelné neopracované masné vyrobky jsou udrzné jen po omezenou dobu. Jejich udrznost je
zajiSténa nckolika faktory, mezi které patii slozky udiciho koufe, ptidavek dusitanu sodného (solici
smés), nizké pH a ay, vysoky obsah tuku, startovaci kultury a zejména uchovani pii chladirenskeé
teplote. Vysokotlaké oSetteni, které se osvédcilo u tepelné opracovanych vyrobkt, tak miize pfispét
k prodlouzeni udrznosti a zvySeni bezpecnosti vyrobku.

Vliv vysokého tlaku na patogenni mikrofloru je rizny a je zavisly na podminkéach procesu a na
vlastnostech oSetfovaného produktu. Dulezitymi faktory ovliviiujicimi ucinek vysokotlakého
oSetfeni jsou pouzity tlak, teplota, ¢as a v neposledni fad¢ sem patii i parametry vyrobku jako je pH,
aktivita vody, obsah soli a pocatecni poCty mikroorganismu. Vysoky tlak mé inhibi¢ni vliv na celou
fadu mikroorganismd, jako naptf.. Escherichia coli O157:H7, Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes ¢i Staphylococcus aureus [Rendueles et al., 2011; Hugas et al., 2002].

Aymerich et al. (2008) a Hugas et al. (2002) se shoduji, Ze mikrobidlni bunky inhibuje kombinace
vyse zminénych faktorti pisobicich pii oSetieni vysokym tlakem. Prvnim mistem tlakového
poskozeni je cytoplasmatickd membrana, jejiz permeabilita a osmotické a transportni vlastnosti jsou
pozménény. Dochazi k denaturaci bilkovin, inaktivuji se enzymy odpovédné za metabolické
pochody v buiice a v neposledni fad€¢ dochazi ke zménam pfi replikaci a transkripci.

Tlak maze ovlivnit 1 dal$i vlastnosti vyrobku jako je barva, textura a mnozstvi produkti oxidace
mastnych kyselin. Barva je vice ovlivnéna u syrového masa nez u masnych vyrobki; jeji zména
zéavisi predevS§im na obsahu vody v masném produktu. Zatimco v Sunkéach s vysokym obsahem
vody se po oSetfeni tlakem zvysila svétlost L* a klesly hodnoty soufadnic a* a b*, na Sunky
s nizkym obsahem vody mél vysoky tlak zanedbatelny vliv [Bajovic et al., 2012]. Stejn¢ jako barva,
ani textura masnych vyrobka neni diky jejich struktufe vyznamné ovlivnéna. V tuku je mnoZstvi
hydrofobnich vazeb, které jsou obzvlaste citlivé na G¢inky tlaku. Z tohoto diivodu patii lipidy mezi
nejvice zasazené slozky potravin pii vysokotlakém oSetfeni [Medina-Meza et al., 2014]. Marcos et
al. (2007) a Hugas et al. (2002) tvrdi, ze vysoky tlak nenaruSuje stabilitu vitamini a
nizkomolekuldrnich latek zodpovédnych za chut’ a vini, proto je zajimavou alternativou inaktivace
mikroorganismil napiiklad u fermentovanych masnych vyrobka.

MATERIAL A METODY

Cilem prace bylo zjistit, zda je pomoci vysokého tlaku mozné prodlouzit udrznost tepelné
neopracovanych masnych vyrobkd, jak toto oSetfeni ovlivni vlastnosti vyrobku.

Pro méteni byly pouzity vzorky tepelné neopracovanych roztiratelnych salami — ¢ajovek.

Priprava vzorki
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Vzorky Cajovek byly vakuové zabalené¢ do PEPA sacki odolnych plisobeni vysokého tlaku a
oSetieny tlakem 400 nebo 500 MPa po dobu 10 minut. Podminky pfi tlakovém oSetieni jsou
uvedeny v tab. 1. Tlakové oSetieni probéhlo ve spolupraci s VUP Praha. Po osetieni byly vzorky
uskladnény pfi teploté 2 °C spolecné s kontrolnimi vzorky.

Tab. VI: Podminky p¥i vysokotlakém oSetfeni

Teplota [°C] Tlak [MPa] Doba
Zak&atek Konec Maximalni | Minimalni “a}’eli'“ na
oSetfeni oSetreni tlak tlak tlak [s]
Prostredi 1 7,0 16,7
408.,4 407,3 39
Vzorek 1 11,1 14,6
Prostredi 2 6,1 18,1
508,5 504,1 42
Vzorek 2 9,8 14,0

Metody
* Stanoveni celkového poctu mikroorganismii (CPM)

Celkovy pocet mikroorganismil byl stanoven na zivné piidé GTK podle normy CSN EN ISO 4833,
kultivace se uskutecnila aerobné 48 hodin pii 30 °C.
* Stanoveni thiobarbiturového cCisla (TBARS)

Pii stanoveni stupné oxidace se vychazelo zpostupu popsaného Tarladgisem (1960), s tim
rozdilem, ze ke vzorku byl ptidan butylhydroxytoluen jako antioxidant.
* Hodnoceni textury

Textura ¢ajovek se hodnotila pomoci penetracni metody na pfistroji Instron. Vyska vzorku byla
25 mm, rychlost vpichovani nastavce do vzorku byla 50 mm.min™ do hloubky 50 % vzorku.
* Hodnoceni barvy

Barva byla hodnocena pomoci reflexniho spektrometru Minolta CM2600, méfenymi veliCinami
byly svétlost L* a odstin pro ¢ervenou barvu a*.

VYSLEDKY A DISKUSE

OSetfenim vysokym tlakem (400 a 500 MPa) doSlo ke snizeni celkovych poctl mikroorganismii
(obr. 1). Pii pouziti tlaku 500 MPa doslo ke snizeni pfitomné mikroflory na tfetinu pivodniho
mnozstvi; pii pouziti tlaku 400 MPa bylo snizeni pfitomné mikroflory mensi. Potvrdily se zde udaje
z literatury, kde byl vysoky tlak pouzit na jiné potraviny s obdobnymi vysledky [Garriga et al.,
2004; Bajovic et al., 2012]. Na konci experimentu byly rozdily v mnozstvi CPM vétsi nez po
tlakovém oSetteni, coz mohlo byt zptisobeno vétsi kontaminaci neoSetienych vzorkl na zacatku.
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Obr. 8: Zavislost celkového po¢tu mikroorganismi na dobé skladovani a tlaku

Osetieni vysokym tlakem zplsobilo mirné zvyseni thiobarbiturového ¢isla, charakterizujici oxidaci
mastnych kyselin (obr. 2). ZvySeni TBARS po tlakovém oSetfeni bylo pravdépodobné zplisobeno
strukturdlnimi zménami bilkovin v bunééné membrané, coz piispélo k vétsi oxidaci [Beltran et al.,
2003]. Mnozstvi oxidac¢nich produkti vSak nepiekroCilo mez vnimatelnou spotiebitelem
(0,8 mg.kg™), a to ani pfi nasledujicim skladovani, kdy naopak koncentrace TBARS klesala.
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Obr. 9: Zavislost thiobarbiturového ¢isla na pouZitém tlaku a dobé skladovani

Vlivem ptisobeni tlaku doSlo ke zpevnéni textury ¢ajovek v priméru o 15 % (tab. II). VéEtsi rozdil je
mozné pozorovat v pripadé tlaku 500 MPa; toto zpevnéni mize byt zpisobeno zménou kvartérni
struktury bilkovin [Bajovic et al., 2012]. Pevnost vyrobku se dale zvySovala i v pribéhu skladovani,
a to u vSech tii vzorkti podobné¢.

Tab. VII: Vliv oSeti‘eni vysokym tlakem na pevnost vyrobku

Doba
skladovani kontrola 400 MPa 500 MPa
[dny]
2 0,7420 0,8123 0,8356
6 0,7609 0,8508 0,8718
9 0,8516 1,0750 1,1067

Vliv vysokotlakého oSetfeni na barvu (hodnoceno na zékladé soufadnice a* a L*) nebyl vyznamny
(p=0,001).
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ZAVER

Ze ziskanych dat vyplyva, ze oSetfeni vysokym tlakem vedlo ke snizeni celkovych pocta
mikroorganisml, coz mulze pfispét k prodlouzeni Udrznosti a zvySeni bezpecnosti vyrobku.
Nepatrné zvysSeni thiobarbiturového c¢isla nepiekrocCilo senzoricky postfehnutelnou mez, barva
ovlivnéna nebyla. OSetieni vysokym tlakem vedlo ke zpevnéni struktury vyrobk.
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VLIV KLIMATICKYCH ZMEN NA ZMENY ZDRAVOTNIHO STAVU RYB
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ABSTRAKT

Ryby jsou citlivé k ptisobeni exogenniho amoniaku z vnéjSiho prostiedi 1 endogenniho amoniaku,
ktery vznika jako produkt vlastniho metabolismu proteint. Za urcitych okolnosti mize ryby ohrozit
na zivoté a ve velkochovu zplsobit velké ekonomické Skody. Tato studie je zaméfena na kapra
obecného (Cyprinus carpio L., 1758) z prostiedi velkochovu v obdobi vylovu a po pfemisténi na
sadky a dale na ryby riizné druhové skladby pfirozené se vyskytujici na lokalité severni Moravy.

Klicova slova: ryby, kapr obecny, teplota vody, amoniak exogenni a endogenni, autointoxikace
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Amoniak je pro obratlovce 1 v nizkych koncentracich vysoce toxicka latka. Zdrojem
amoniaku v téle ryb je proces deaminace aminokyselin pochazejicich z potravy, které nejsou
vyuzity pro syntézu proteinli de novo. Deaminace probihd ptredevs§im v jatrech, ledvinach, svaloving
a ve stfeveé ryb. Vodni prostfedi umoziuje rybam kontinudlné vyluCovat amoniak vznikajici jako
produkt vlastniho metabolismu pasivni diftizi prostfednictvim Zaber.
Rovnovdha mezi produkci a utilizaci volného amoniaku je rozhodujici pro udrzeni dobrého
zdravotniho stavu ryb. Pokud se ryby pohybuji v prostfedi s vysokou koncentraci amoniaku, mtize
byt exkrece endogenniho dusikatého odpadu traveni narusena nebo i zcela zastavena.
Rovnovaha mezi produkci amoniaku a jeho exkreci mlize byt naruSena i mnoha dalSimi faktory.
Ryby, které jsou vycerpany fyzicky nebo stresem nebo ryby hladovéjici zvySuji produkci amoniaku
a jsou mnohem citlivéj§i k exogennimu amoniaku v prostiedi. Za urcitych okolnosti mlize byt
organismus ryb ohrozen produkty vlastntho metabolismu. Timto zavaznym stavem je
autointoxikace amoniakem, kterd muze vést az k masivnim uthynim v chovech ryb. Vysoké
plasmatické koncentrace amoniaku za tohoto stavu zplsobuji symptomatické zmény, které jsou
obdobné jako projevy vysokych externich koncentraci amoniaku. Koncentrace amoniaku mtize byt
v krevni plasm¢ zvySena 1 vice nez 5 -10 krat. K autointoxikaci mtize dojit pfi nahlém vyrazném
poklesu teploty vody, zvlasté po nakrmenti ryb.

VyluCovani amoniaku zabrami muize byt vyrazné omezeno jejich poskozenim. Stres
naruSuje osmoregulacni funkce u ryb. Déletrvajici stres mize vést k poSkozeni zaber na bunécné
urovni a tim vyrazné pfispivd k autointoxikci. Vylov, veSkeré manipulace s rybami vcetné
transportu, nahly pokles teploty vody a zmény v obsahu rozpuSténého kysliku patfi k hlavnim
faktorim, které mohou vést u ryb ke stavu autointoxikace amoniakem.

Cilem nasi studie bylo zjiSténi objektivnich podminek kapra obecného tésné po vylovu a
posouzeni jeho adaptace na zménu prosttedi po premisténi do sadek a porovnani se stavem u ryb

ey

zijicich v pfirozenim prosttedi s pfijmem ptirozené potravy bez piikrmu.

MATERIAL A METODIKA

Pro studii byly vybrany ryby z produk¢éniho rybnika pfi vylovu a po umisténi na sadkach. Do
studie byl zafazen kapr obecny (Cyprinus carpio L.) linie Pohofelicky lysec o trzni velikosti,
pochézejici ze standardnich podminek chovu s pfirozenym zdrojem potravy a piikrmovanim. Ryby
z chovu byly trzni velikosti o vaze 2,0 + 0,3 kg. Ryby byly usmrceny po ptedchéazejicim hlubokém
omraceni a krev byla odebrana heparinizovanou jehlou. Odbéry krve byly situovany do podzimniho
obdobi, kdy nastava vzhledem ke klimatickym podminkdm k utlumu metabolismu a ryby piestavaji
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ptijimat potravu. Odbéry krve byly rozvrzeny tak, aby bylo podchyceno obdobi té€sné pied vylovem,
vylov a obdobi po vylovu v pravidelnych ¢asovych intervalech. Ryby po vylovu byly pfevezeny
standardnim zplsobem na sddky za zachovani pfepravnich podminek pro zivé ryby. Voda
v sadkach byla intenzivné provzdusinovana stalym ptitokem. Pocet ryb v kazdém odbérovém
terminu byl pfiblizné stejny, krve ryb byly vzdy odebrany od 12 az 13 kust kapra obecného.

Prvni odbér krve ryb se uskutecnil 2 tydny pred vylovem, druhy odbér byl uskute¢nén po vylovu a
transportu po jednom dni pobytu ryb na sadkach, treti a ¢tvrty odbér se uskutecnil v pravidelnych 2-
tydennich odstupech po ptfedchazejicim odbéru. VSechny ryby k odbéru krve pochéazely vzdy ze
stejné sadky a byly vybrany ndhodnym vybérem s ptihlédnutim k ptiblizné srovnatelné velikosti.
Druhd skupina ryb ve studii pochdzela zrybnika na severni Moravé. Ryby se zde vyskytuji
pfirozené¢ a zivi se pfirozenymi zdroji potravy bez piikrmovéni. V pribéhu letniho obdobi byly
odebrany vzorky krve na amoniak stejnou metodou u nahodile ulovenych ryb. Druhova skladba ryb
byla rtiznoroda a byly zastoupeny ryby druhu plotice obecna (Rutilus rutilus L., 1758), jelec tloust’
(Leuciscus cephalus L., 1758), cejnek maly (Blicca bjoerkna L., 1758), okoun fi¢ni (Perca
fluviatilis L., 1758), candat obecny (Sander lucioperca L., 1758) a kapr obecny (Cyprinus carpio
L., 1758). V zimnim obdobi byly odbéry krve provedeny u druhu plotice obecna (Rutilus rutilus L.,
1758). Plotice byly sloveny pii vylovu rybnika a byly umistény ve venkovni nadrzi s vodou o
objemu 100 1.

Pro méteni koncentraci amoniaku v krvi byl pouzit Blood Ammonia Meter, PocketChemBA
(Japan) po provedené kalibraci. Koncentrace amoniaku byla méfena v plné krvi ihned po odbéru.
Vysledky koncentrace amoniaku v krvi odecteny s pfesnosti na 1,0 pmol/l.

Pro vyhodnoceni fyzikalné-chemickych parametri vody byly zaznamenany teplotni udaje ve
°C a rozpustény kyslik v mg/l. Obsah rozpuSténého kysliku ve vodé¢ byl méfen analyzatorem
CyberScan PCD 650 (Eutech Instruments, USA), udaje ze sadek byly poskytnuty pro ucely této
studie obsluhou sadek.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky koncentrace amoniaku v krvi ryb byly pro jednotlivé odbérové intervaly
primérovany a byla vypoctena smérodatna odchylka méfeni. Pocty ryb z chovu zatfazenych do
studie a pocet analyzovanych vzorki krve jsou uvedeny v tabulce TAB 1.

TAB 1. Pocet vzorkt krve k analyze

Date Quantity of fish| Blood samples*
1. 12 11
2. 12 11
3. 13 12
4. 12 11

Pozn. * z analyzy byly vylouceny vysrazené vzorky krve

Vysledky nameéfenych pramérnych koncentraci amoniaku v krvi kapra z chovu v
jednotlivych odbérovych terminech se pohybovaly v intervalu od 98,3 + 56umol/l do 138,7 + 31
umol/l. Pfehled zmén koncentraci amoniaku v krvi ryb s pribéhem teplotnich zmén v jednotlivych
terminech odbéru je uveden v grafu 1.
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Graf 1. Priibéh teplot a koncentraci amoniaku v krvi kapra z chovu ve sledovaném obdobi

SoucCasné¢ s teplotnimi parametry byl monitorovan i obsah rozpusténého kysliku ve vodé.
Koncentrace rozpusténého kysliku byla ve vsech odbérovych terminech ve vod¢ ze sadky v rozmezi
hodnot od 5,0 mg/l do 6,6 mg/l. Voda z chovného rybnika méla obsah rozpusténé¢ho kysliku v
lovisti v dobé vylovu 3,7 mg/L. Pfehled hodnot rozpusténého kysliku ve vod¢ je uveden v tabulce
TAB 1.

TAB 1. Koncentrace rozpusSténého kysliku

Date Dissolved oxygen
(mg/L)
1. 6,0
2. 6,6
3. 5,0
4. 5,0

Dale bylo odebrano v letnim obdobi 10 vzorkl krve ryb pochdzejicich z ptirozeného prostiedi

pii rekrea¢nim rybafeni na rybnice bez produkéniho chovu. Krve byly odebrany u nahodile
ulovenych ryb rizné druhové skladby. Primérna koncentrace amoniaku v krvi ryb z ptirozené
lokality odebrané v letnim obdobi byla 93,0 + 24,5 umol/I (plotice a jelec). Teplota vody v rybniku
byla v den odbéru krve ryb 27,2°C. Druhy odbérovy termin se uskutecnil 14 dni po prvém odbéru.
Teplota vody v dob¢ odbéru klesla béhem 2 dni na 20,6 °C. Primérna koncentrace amoniaku u ryb
byla v tomto odbérovém terminu 435,0 £ 74,3 umol/l (okounek, candat, plotice a kapr). Pfi tomto
odbéru byl zaznamenan pokles teploty vody v rybniku oproti piedchozimu obdobi nahlou
klimatickou zménou teploty vody o 6,6°C.
Dalsi odbér krve na stanoveni koncentrace amoniaku u ryb z pfirozenych podminek byl proveden v
prosinci, kdy ryby druhu plotice obecna byly po pfedchozim podzimnim odlovu umistény 5 tydnt
ve venkovnim prostiedi v plastové nadrzi o objemu 100 1. Odbér se uskutecnil 1 den po néhlém
poklesu venkovnich teplot pod bod mrazu. Primérma koncentrace amoniaku v krvi ryb byla
nameéfena u plotice 885 + 177,8 umol/l. Z uvedenych vysledkl jsou patrné rozdily v koncentraci
amoniku v krvi ryb podle situace, ve které se ryby nachazeji. Ptehled vysledkti u ryb z pfirozeného
prostiedi je v grafu 2.
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Graf2 Pramérné koncentrace amoniaku v krvi pfirozené se vyskytujicich rtiznych druhii ryb

Hlavnim faktorem odpovidajicim za vysi hladiny amoniaku v krvi je vyzivovy stav. Pokud se
ryby nachdzeji v obdobi, ve kterém je pfijem potravy zpomalen nebo zcela zastaven, daji se
ocekavat nizké hladiny amoniaku v krvi. Vyznamny vliv vSak na ryby maji zmény podminek
prostiedi, jako je stres (manipulacni, teplotni, chemismus vody a jiné). Teplota vody, zvIasté jeji
prudky pokles, zna¢nou mérou zpomali metabolické pochody a piispéje zvlasté u ryb po nakrmeni
ke zvySené kumulaci amoniaku a zpomaleni detoxika¢nich pochodil. V extrémnich ptipadech, kdy
koncentrace amoniaku vystoupi nad kritickou hodnotu, ktera je u kaprovitych ryb az nad 1000
umol/l, je miZe ohrozit autointoxikaci na zivot¢.

Za zdravotni stav ryb a kvalitu rybiho masa odpovidaji do velké miry podminky, ve kterych
jsou ryby chovany a kvalita vodniho prostfedi véetné¢ manipulaci s rybami. Velky vliv mé stalost
klimatickych podminek a zvlasté teplota vody. Pti ndhlych zménach teploty souvisejicich mnohdy s
jejich premisténim do nadrzi o niz§i teploté¢ vody po vylovu mlze dojit ke zménam zdravotniho
stavu az pripadné k thyntim ryb.

V souladu s nasim piedpokladem byly i vysledky sledovani hladin amoniaku u pfirozené se
vyskytujicich ryb. Hodnoty amoniaku v krvi ryb v zimnim obdobi byly dosti vysoké. Ryby vSak ani
pfi tomto zvySeni nevykazovaly jesté¢ znamky autointoxikace, ani jiné zmény zdravotniho stavu. Pro
zlepseni podminek bylo rybam zah4jeno provzdusiovani.

ZAVER

Ryby jsou citlivé ke stresu i ke zménam vodniho prostfedi. Maji vybudovany mechanismy,
které je mohou pfed t€émito zménami a jejich nebezpecnymi tcinky do urcité miry chranit.
Nase studie neprokdzala zadné vyznamné zvySené koncentrace amoniaku u chovanych ryb
v produkénim rybniku po vylovu ani po piremisténi ryb do sadek. ZvySeni koncentrace amoniaku
v krvi uprostied sledovaného obdobi souviselo s vyraznou zménou klimatickych podminek nahlym
ochlazenim a sniZenim teploty vody v sadkach. ZvysSeni koncentrace amoniaku nebylo pro ryby
nebezpecné a neohrozilo jejich zdravotni stav. Tato studie potvrdila dobrou uroven adaptace ryb na
vylov a transport do sadek bez vyznamného zvyseni koncentraci amoniaku v krvi.

Se zdravotnim stavem ryb a manipulacemi pied vlastnim usmrcenim a technologickym
zpracovanim rybiho masa souvisi i1 vyslednd kvalita a jakost 1 udrznost rybi svaloviny. VSechny
faktory, které ovliviiuji zdravotni stav ryb tedy pfispivaji k vysledné kvalité rybiho masa.

Podékovani: Tato prace vznikla diky finan¢ni podpofe Institucionalniho vyzkumu VFU Brno a
projektu IGA VFU Brno 34/2014/FVHE. Autorky prace dékuji Rybnikaistvi Pohotelice a.s. za
vstiicny pfistup a pomoc pfi realizaci této studie.
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TEZKE KOVY V SLADKOVODNICH RYBACH Z LOKALIT OKRESU ZDAR NAD
SAZAVOU

Kleckerova A., Vicarova P., Docekalova H., Pelcova P.
Ustav chemie a biochemie, Mendelova univerzita v Brn&, Zemé&dglska 1, 613 00 Brno

uvoD

Znecisténi zivotniho prostedi t€Zkymi kovy je rostoucim problémem celého svéta [1]. Tézké
kovy se do zivotniho prostfedi dostavaji z riznych zdroji, jako jsou: pramysl, zemédélstvi,
doprava, fosilni paliva aj. [2]. Mezi nejvice toxické tézké kovy patii kadmium, olovo, rtut’ a jejich
anorganické a organické slouceniny [3]. Jednou z vyznamnych negativnich vlastnosti kadmia, olova
a rtuti, je jejich zna¢na schopnost kumulovat se ve vodnich organismech. Koneénym c¢lankem
potravniho fetézce ve vodnich tocich a nadrzich jsou ryby. Obsahy téZkych kovii v rybach tak
indikuji jednak znecisténi povrchovych vod a také urcuji hygienickou kvalitu rybiho masa [4] [5].
Koncentrace jednotlivych forem tézkych kovl jsou zavislé na mnoha faktorech, jako napi. na
biologickych procesech, redoxnim potencialu, iontové sile, pH aj. [4], [6].

MATERIAL A METODY

Kapr obecny (latinsky Cyprinus carpio) byl loven v oblasti okresu Zd’ar nad Sazavou, a to ve
dvou lokalitach: Pilskd nadrz a Domaninsky rybnik. Lov probihal v obdobi od dubna do srpna 2013.
Po usmrceni a vykuchani byl odebran vzorek ocasni svaloviny o hmotnosti 10 g a vzorek celych
jater, nasledné¢ byly tyto vzorky dany do polyethylenového sacku, popsény a ulozeny do mraziciho
boxu pii teploté -20°C. U kazdé ryby byl zaznamenan: rodovy a druhovy nazev ryby, hmotnost
i délka ryby, pohlavi a oblast odchytu. Pro celkové stanoveni rtuti ve svaloving a jatrech byl pouzit
spektrometr AMA 254, Altec a pro stanoveni celkového obsahu kadmia a olova byl pouzit
spektrometr ContrAA 700, Analytik Jena. Celému méfeni pfedchdzela lyofilizace a mineralizace.
Pro lyofilizaci analyzovanych vzorki byl pouzit lyofilizator Power Dry LL 3000, Thermo
Scientific, po dobu 7 dni. Poté byly vzorky zhomogenizovany a uchovavany v plastovych
nadobkach v mrazicim boxu pii teploté -20°C. Rozklad vzorkl byl proveden pomoci ptistroj MW
ETHOS SEL, Milestone, v prostfedi koncentrované kyseliny dusi¢né, vody a peroxidu vodiku.

VYSLEDKY A DISKUZE

Ve tficeti vzorcich tkani ryb, vylovenych na Ceskomoravské vrchoviné (v Domaninském
rybnice a Pilské nadrzi), byly stanoveny obsahy kadmia, olova a rtuti pomoci atomové absorpcni
spektrometrie. Vzorky kapra obecného byly rozdéleny dle lokality a dle druhu analyzované tkané
(svalovina ocasu a jatra). Nasledn¢ byly porovnavany obsahy jednotlivych prvkll v dané tkani.
V piipadé¢ vzorkt z Pilské nadrze bylo celkové analyzovano 12 vzorkt (6 vzorkl ocasni svaloviny,
6 vzorkd jater), z Domaninského rybnika bylo 18 vzorkt (9 vzorki svaloviny ocasu, 9 vzorkil jater).
Vyznamné vyssi obsahy kadmia byly zjiStény ve vzorcich z Domaninského rybnika v porovnani se
vzorky z Pilské nadrze (Obr. 1). Obsah kadmia v jednotlivych vzorcich je znazornén na obrazku 2.
Z obrazku 1 je patrné, ze obsah kadmia je v jatrech vyssi nez ve svaloviné. K podobnym zavérim
dosli Visnjic-Jeftic et al. [7], ktefi rovnéz nalezli u ryb vys$i obsah kadmia v jatrech nez ve
svaloving€. Vyssi obsah kadmia v jatrech je vysvétlovan tim, ze zde dochazi k jeho metabolizaci, jak
ve své publikaci uvadi Kominkova [8]. Pouze u dvou vzorka (1, 2) byl pfekrocen limit dany
Natizenim Evropské komice ES 1881/2006 s dopliujicim nafizenim ES 420/2011 [9, 10], ktery je
stanoven na 50 pg.kg ™.
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Obr. 1: Obsah kadmia ve svaloviné ocasu a v jatrech kaprit vylovenych ze dvou lokalit
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Obr. 2: Obsahy kadmia v jednotlivych vzorcich

Primérny obsah olova (Obr. 3, 4) byl vyssi ve vzorcich z Domaninského rybnika nez z Pilské
néadrze. Obsah olova v jednotlivych vzorcich je uveden na obrazku 4. V ptipadé olova neni mozno
ze ziskanych vysledkt jednozna¢né uréit, v kterém organu — jatra, ocasni svalovina — je koncentrace

olova vys§i, zalezi zde na jednotlivych vzorcich. V zadném ze vzorkd nedoslo k piekro¢eni limitt
danych Natizenim ES [9, 10].
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Obr. 3: Obsah olova ve svaloviné ocasu a v jatrech kaprii vylovenych ze dvou lokalit
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Obr. 4: Obsahy olova v jednotlivych vzorcich

Primérny obsah rtuti, jak ve svaloving, tak i v jatrech, byl vyssi ve vzorcich z Domaninského
rybnika nez z Pilské nadrze (Obr. 5, 6). Z obrazku je patrné, ze obsah rtuti byl vyssi ve svaloviné
nez v jatrech. Obdobné vysledky byly nalezeny ve studii Kubecova a Svehla [11], kdy byl také
zjiStén vyssi obsah rtuti ve svaloving€ ryb. Studie Svobodova et al. [12] uvadi, Ze vyssi obsah rtuti ve
svaloving a nizky v jatrech udava nizkou nebo Z&dnou kontaminaci lokalit. V pfipadé kontaminace

Vv

lokalit by byl vyssi obsah v jatrech nez ve svaloving.
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Obr. 5: Obsah rtuti ve svaloviné ocasu a v jatrech kaprii vylovenych ze dvou lokalit
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Obr. 6: Obsahy rtuti v jednotlivych vzorcich
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ZAVER

Byl prokédzan rozdil v obsahu kovii mezi vybranymi lokalitami (Pilskd nadrz a Domaninsky
rybnik), obsah vSech stanovovanych tézkych kovli (kadmium, olovo a rtut) byl vyssi
v Domaninském rybnice nez v Pilské nadrzi. Za pfic¢inu lze ptfepokladat nedavné odbahiiovani
rybnika Skalsky dvtir, ktery je hlavnim piitokem Domaninského rybnika a také blizkost k hlavnimu
silnicnimu tahu. Obsah kadmia byl nalezen vysSi v jatrech nez ve svaloviné. Obsah olova byl
uvzorkii zobou lokalit v obou studovanych tkénich srovnatelny, rozdily byly pouze mezi
jednotlivymi jedinci. Déle byl zji$tén rozdil mezi koncentracemi rtuti v analyzovanych tkanich, ve
svalovin¢ ocasu byl obsah vys§i nez v jatrech. Namétfena data byla ve vSech piipadech, krome
kadmia, ve shodg s limity danymi Nafizenim ES (kadmium - 50 pg.kg™”, olovo - 30 ugkg™, rtut -
500 pgkg'. Konzumace studovaného kapra obecného z hlediska obsahu rtuti a olova tedy
nepiedstavuje zadné zdravotni riziko pro konzumenta.

Pod¢kovani: Prace byla podpofena projektem CZ.1.07/2.2.00/28.0302 Inovace studijnich programt
AF a ZF MENDELU smétujici k vytvofeni mezioborové integrace.
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P32
HODNOCENI KVALITY MASA POMOCI PROFILU TEKAVYCH LATEK

Vytejckova S.l, Hradecky J .1, Hajslova J .1, Poustka J.!
1) Ustav analyzy potravin a vyzivy, Technicka 5, 160 28, Praha-Dejvice

Uvod:

Maso je celosvétové konzumovana komodita se specifickym aroma, které se méni v pritbehu
skladovani (tzv. zrani). Vyzkum byl proto zaméfen na velmi sledovanou problematiku cerstvosti
a kvality riznych druhli mas. Vzhledem k tomu, ze profil tékavych latek je do jisté miry typicky
pro jednotlivé druhy masa a dobu skladovani, lze ho vyuzit k charakterizaci vzorkl. Profily
tékavych latek ziskané v pribéhu skladovani dribeziho masa (0-168 hod) byly vyhodnoceny
metodami multivariani statistické analyzy. Na zakladé této statistické analyzy byly
identifikovany markery s cilem vytvofit metodiku vhodnou pro predikci zralosti a kvality
skladovaného masa. V nasi studii bylo pro méfeni fingerprinti tékavych latek masa vhodné
aplikovat metodu head-space mikroextrakce na tuhou fazi (HS-SPME) v kombinaci s plynovou
chromatografii a hmotnostné-spektrometrickym detektorem s analyzadtorem doby letu
(GC/TOFMS).

Tato studie byla realizovana s podporou Evropské Komise - projekt SUCCIPACK
(Development of active, intelligent and sustainable food PACKaging using
PolybutyleneSUCClnate; FP7-KBBE-2011-5-289196) a Ministerstva Skolstvi, mladeze a
t8lovychovy Ceské republiky (MSMT No. 20/2013).

Chemikalie:
e Chlorid sodny, p.a. (Lach-Ner, CR)
e Smés alkant Cg-Cy (Sigma-Aldrich, CR)

Vzorky:
Vzorky byly zakoupeny ve firmé¢ RADEV a zabaleny do bézné pouzivané¢ho obalového materialu

PA/PE. Skladovany byly ve specialné vyhrazené lednici pii 4 °C.
Analyzovany material:

e Kufeci prsa Cerstva syrova

e Kruti prsa Cerstva syrova

e Kruti prsa uzena

Piiprava vzorkii:
Vzorek byl homogenizovan (mixérem) a navdzen do 10 ml vialek pro SPME. Do vialek bylo
navazovano 2 g homogenatu, pfidino 2 ml nasycené¢ho roztoku NaCl a nasledn¢ byly vialky
uzavieny vickem se septem. Takto pfipravené vzorky byly méfeny metodou
HS-SPME/GC/MS.

Identifikace latek:

Identifikace vybranych analyti byla provedena pomoci knihovny hmotnostnich spekter a
nasledné potvrzena porovnanim retenc¢nich indexti vypoctenych a ziskanych z knihovny NIST
2008. Pro zjisténi naméfenych retencnich indexi byla zméfena smés standardnich alkanti za
stejnych podminek jako pfi stanoveni vlastnich vzorka.

Software ChromaTOF provedl automatickou dekonvoluci koeluovanych latek (ptiblizné 170
analytil), dale srovnéni intenzit jednotlivych analyti mezi vSemi vzorky (na zéklad¢ retencnich
Casl a podobnosti spekter), normalizace ploch pikl a nésledné statistické porovnani. Namérena
data byla statisticky vyhodnocena pomoci multivariani analyzy a softwaru SIMCA.




233

Nastaveni parametrii béhem méreni

SPME

Inkubaéni doba 10 min

Inkubacni teplota 60 °C

Pouzité vldkno PDMS/DVB/CX

Rychlost agitatoru 500 otacek/min

Rychlost agitatoru pfi extrakci 100 otdcek/min

Extrak¢ni doba 10 min

Desorp¢ni doba I min

GC

Kolona HP-Carbowax (30mx20 pmx*25 pum

Nosny plyn helium

Nastiik Splitless (perioda 1 min)

Pratok konstantni (1 ml/min)

Teplota nastiku 230 °C

Teplotni program 40 °C po dobu 1 min
nasledné¢ programovano 13°C/min do 260 °C s vydrzi 5 min

Celkova doba analyzy 19,923 min

TOF/MS

Rozsah m/z 30-500

Akvizi¢ni rychlost 10 spekter/s

Napéti detektoru 2600

Ionizaéni energie -0V

Teplota iontového zdroje 200 °C

Teplota transferline 230 °C

Vysledky a diskuse:

Obr. 1 ukazuje specificky profil t€kavych latek u jednotlivych druhl Cerstvého masa. Muzeme
zde pozorovat tzv. fingerprinty u hovéziho, kufeciho a kriittho masa.

3e+007 A o
Kruti maso

Kufeci maso
Hovézi maso

2564007 1

2e+007 A

1.5e+007  +

1e+007 i
A Ak \

Se+006 A
|

| l | |
Tirne (rminctes’ 1. 66667 3. 33333 E. 66667 8.33333 10 116667 133333 15

Obr. 1: PfeloZzené chromatogramy jednotlivych druhti masa
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Pomoci statistického zpracovani dat bylo pozorovano seskupovani totoznych skladovacich ¢asti u
jednotlivych matric (kufeci a krati maso). K oddéleni téchto Cast doslo predevsim kviili
relativnimu zastoupeni charakteristickych tékavych latek vzorki (Obr. 2A a 2B). Kromé
piirozené pritomnych latek byly identifikovany i1 markery prokazujici mikrobidlni aktivitu
(ethanol, acetoin) — dominantni pro 168 hod. Dale pii skladovani masa dochazi k oxidaci lipida
(pentanal, hexanal, oct-2-en-1-ol), coZ je jev dominantni pro skladovaci ¢asy 24 a 48 hod.
Zajimavé je uskupovani skladovacich casti 0 a 72 hod. Typické pro tyto skladovaci Casy jsou
analyty dimethylsulfid a sirouhlik, coz jsou latky pfirozen¢ pfitomné v mase a zaroven vznikaji
béhem skladovani mikrobialnim ptisobenim (Obr. 3).
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Obr. 2: Statistické zpraéovém’ skladovani kuieciho (A) a krGtiho masa (B) pcﬁ;dobu 168 hodin
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Obr. 3: Markery charakterizujici odlisnost v jednotlivych skladovacich ¢asech

Pfi testovani uzeného krtiho masa nebyly po dobu 168 hodin pozorovany zadné latky
charakterizujici mikrobidlni zkazu nebo oxidaci lipidi. Tato skutecnost byla predpokladana
vsouladu s konzerva¢nim uéinkem uzeni. Byly identifikovany latky pochazejici z udiciho
koute/kapaliny (2-furaldehyd, 1-hydroxypropan-2-on) a latky vznikajici pii spalovani dieva
(fenol, kresol, 2-methoxyfenol). Bylo zjisténo, Ze nékteré latky pouze ulpivaji na povrchu masa a
téz81 produkty spalovani prostupuji az do vnitini ¢asti masa. Proto byly zvlast’ skladovany vnitini
a povrchové ¢asti masa. Pro ilustraci je ptiloZzen Obr. 4 dokazujici rozdily ve vnitini a vnéjsi ¢asti
masa.
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Obr. 4: Statistické zpracovani a markery charakterizujici odliSnost vnitfni a vnéjsi ¢asti uzeného
kratiho masa
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P33
KONTAMINANTY V OBALOVYCH MATERIALECH NA BAZI PAPIRU
Vépenka L.l, Vavrous$ A.z, Votavova L.l, Dobias J.!

! Ustav konzervace potravin, Vysoka §kola chemicko-technologicka, Technické 5, Praha 166 28
? Oddéleni pro chemickou bezpe&nost vyrobki, Statni zdravotni Gstav, Srobarova 48, Praha 100 42

Uvod

Pro necileny screening vyskytu xenobiotik ve vybranych obalovych materidlech na bazi papiru
pouzivanych v CR bylo metodou plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem
analyzovano 34 vzorkl téchto obalovych material. Byla pouzita jak technika stanoveni profilu
tékavych latek po extrakci na tuhou fazi tak metoda stanoveni latek po extrakci papiru do
organickych rozpoustédel (hexan a methanol). Obéma postupy bylo identifikovano 64 rtznych
latek. Mezi nejvyznamnéjs$i z nich patii: estery kyseliny ftalové, fotoinicidtory (piedev§im u papird
s potiskem), rozpoustédla pro tiskaiské barvy, katalyzatory reakci pii vyrob¢ papiroviny a bisfenol
A. Zaroven byl zjiSt¢tn vyznamny rozdil mezi mnoZstvim téchto latek ve vzorcich
s obsahem recyklovaného papiru a bez n¢ho.

Vzorky

Stanoveni byla provedena na 34 vzorcich papirit pouzivanych pro piimy styk s potravinami.
Obsah recyklovaného papiru ve vzorcich se pohyboval od 0 do 100 %. Z toho 6 vzorkii mélo
0% obsah recyklatu papiru, 2 vzorky obsahovaly max. 20 % recyklatu a 26 vzorkl obsahovalo 100
nebo min. 90 % recyklatu. Analyzovany byly i dva vzorky s barevnym potiskem. PloSnd hmotnost
analyzovanych papirti se pohybovala od 80 do 200 g/m®.

Piiprava vzorki

Analyzy byly provedeny z 0,5 g vzorku roziezaného na ¢asti o velikosti 3 x 3 mm. V piipade
pouziti techniky extrakce na tuhou fazi SPME (solid phase microextraction) bylo 0,5 g vzorku
navazovano piimo do vialky a déle analyzovano. V pfipad¢ pouziti techniky kapalného nastiiku
bylo 0,5 g vzorku extrahovéano v ultrazvukové 1azni po dobu 30 minut do 10 ml rozpoustédla (hexan
nebo methanol). Extrakty byly extrakty slity a odpafeny do sucha na vakuové rotacni odparce pii 35
°C. Suchy odparek byl rozpustén ve 2 ml daného rozpoustédla, ptefiltrovan pies filtr do vialky a
dale analyzovan.

Analyza vzorki

Necileny screening vzorka byl proveden metodou plynové chromatografie a to jak technikou
s kapalnym néstfikem tak technikou extrakce SPME v headspace prostoru nad vzorkem umisténym
ve vialce. U obou typl instrumentace byly pouzity stejné chromatografické podminky, tak aby
mohlo dojit k vzajemnému porovnani chromatogrami ziskanych obéma technikami.

Instrumentace a podminky méfeni:
*  GC-MS s kapalnym nastiikem

* Plynovy chromatograf Agilent 6890 s hmotnostnim detektorem Agilent 5973N

* Electron impact ionization 70 eV; Teplota zdroje 230 °C; Quad 150 °C

* Kapilarni kolona DB-5 (30 m % 0.25 mm x 0.25 pm)

*  Mobilni faze: Helium; konstantni pratok 1 ml/min; linearni rychlost 36 cm/s

e Nastiik: 1 pl; Split 1:1; teplota, 250 °C

* Tepelny rezim kolony: 40 °C po 1 min; nartst na 325 °C rychlosti 10 °C/ min; 15
min pii 325 °C
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* SPME GC-MS

* Plynovy chromatograf Agilent 7890 s hmotnostnim detektorem Agilent 5975C

* Podminky SPME: teplota extrakce 40 °C; extrakcni ¢as 1800 s; desorpcni ¢as 240 s

* Kolona a dal§i podminky méfeni byly shodné s metodou GC-MS s kapalnym
nastiikem.

Vysledné chromatogramy a z nich ziskané zdznamy hmotnostnich spekter byly vyhodnocovany
pomoci programu NIST MS Search Program 2.0 pracujicim s knihovnou spekter NIST 11.

Vysledky

Pouzitymi technikami (kapalny nastiik a SPME) bylo identifikovano 64 rtznych latek
obsazenych v papiru. Nékteré z téchto latek mohou byt pfirozené ptitomné (napf.: fytosteroly —
stigmastanol, derivaty terpenoidii atd.), ale dal§i nalezené latky jsou typickymi xenobiotiky.
Nejvyznamnéj$i xenobiotika nalezénd v papiru jsou uvedena na obrazku 1, kde je uvedena i ¢etnost
vyskytu téchto latek. Na obrazku 1 je dale zndzornéna Cetnost vyskytu jednotlivych skupin latek
identifikovanych v testovanych vzorcich papiru. Z vysledkd je patrné, ze nejCastéji se v papirech
vyskytovala zmékcovadla (pfedevSim dibutylftalat, diethylenglykol dibenzoat a bis(2-
ethylhexyl)ftalat), dalSi vyznamnou skupinou jsou residua rozpoustédel tiskarskych barev,
napft. isomery diisopropylnaftalenu. Ty se vyskytovaly pouze v papirech s vyznamnym obsahem
recyklatu, jak je patrné i z porovnani chromatogramii vzorku papiru vyrobeného bez ptidavku
recyklatu a vzorku s obsahem recyklatu 100 % (obrazek 2). Diisopropylnaftaleny se do papiru
dostavaji pravé z procest recyklace. V analyzovanych papirech se velmi casto vyskytovaly i
alifatick¢ uhlovodiky (C9 az C24). Nalezy nékterych ztéchto latek v papirech, napf.
diisopropylnaftalenu, esterti kyseliny ftalové, byly jiz v literatufe popsany. [1-3]

Nizs8i uhlovodiky (C9 az C12) byly ve vzorcich nalezeny pii pouziti techniky SPME, vyssi
uhlovodiky byly nalezeny pfedev§im pii pouziti techniky a metody pro kapalny néstfik vzorku.
Problematika obsahu uhlovodika v recyklovanych papirech, ptedev§im pak tzv. MOSH (Mineral
Oil Saturated Hydrocarbons) a MOAH (Mineral Oil Aromatic Hydrocarbons) je velmi casto
popisovana v odborné literatuie a touto problematikou se intenzivné zabyva i Evropsky uiad pro
bezpecnost potravin (EFSA). [4]

Techniky kapalného nastiiku a SPME byly do urcit¢ miry komplementarni, jak je patrné
z obrazku 3, kdy vyhodou techniky SPME je moznost identifikovat ve vzorcich papiru latky
tékavejsi nez rozpoustédlo pouzité pro extrakci papiru, které pii piipravé vzorku pro kapalny nastiik
vytékaji pii odpateni rozpoustedla.
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Cetnost vyskytu Cetnost vyskytu
nalezenych xenobiotik nalezenych skupin latek
Alkylsubstit 2 b
bis(2-ethylhexyl)fealst NN 23 Visubstituované benzeny [N 12
diethylenglykol dibenzoat [ NN 24 Estery organickych kyselin [ I 27
bisfenol A [ 14
Alifatické uhlovodiky c9—c24 [ NN 22
anthrachinon ] 2
Bisfenol 14
dibutylftalat | 32  —
2,2-dimethoxy-2- | 1 Katalyzatory reakci [] 2
fenylacetofenon
-methylb f
p-methylbenzofencn Wl 2 zmékcovadia N 34
diisopropylnaftaleny | N RN 24
Fotoiniciatory ] 2
benzofenon ] 2
Rozpoustédla tiskafskych
diethylftalst [l 4 PO oy Y I 24

Obrazek 1 Grafické znazornéni Cetnosti vyskytu xenobiotik a nalezenych skupin latek pfi

necileném screeningu vzorka papiru

diisopropylnaftaleny
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Obrazek 2 Porovnani typickych chromatogrami vzorku papiru bez piidavku recyklatu (Cerna
ktivka) a vzorku s obsahem recyklatu 100 % (modra ktivka).
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Obrazek 3 Porovnani chromatogramt totozného vzorku papiru ziskaného pfi pouziti techniky
stanoveni s kapalnym nastiikem (Cerna kiivka) a metodou SPME (modra kiivka).

Zavér

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci je vhodnou instrumentalni metodou pro necileny
screening xenobiotik ve vzorcich obalovych papiru. Analyzovano bylo 34 vzorkd,
ve kterych bylo nalezeno ptes 64 rtiznych latek. Dale bylo zjisténo, Ze metoda analyzy vzorku po
extrakci do organického rozpoustédla je komplementarni s metodou analyzy vzorku pomoci SPME
v jeho headspace prostoru. Papiry s recyklatem obsahovaly mnohem vyssi zastoupeni xenobiotik
nez vzorky papiru bez recyklatu, pficemz vhodnym markerem obsahu recyklatu mohou byt isomery
diisopropylnaftalenu.

Udaje uvedené v této praci jsou prvou &asti vysledkt vyzkumného projektu zaméfeného na
systematické studium vyskytu xenobiotik v papirovych obalech potravin, jehoz vysledky by mély
byt vyuzity pro tvorbu evropské legislativy tykajici se pozadavkli pro materialy na bazi papiru
uréenych pro pfimy kontakt s potravinami. [5]

Podékovani

Tato prace byla financovana z ucelove podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT
¢.20/2014): A1 _FPBT 2014 006 a z vyzkumného projektu MZ CR (projekt ¢. NT/14375).
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P 34

HODNOCENI KVALITY NEMECKYCH MASNYCH VYROBKU V POROVNANI
S CESKYMI

Salakova, A., Kamenik, J., Pavlik, Z.
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie, Ustav hygieny a technologie masa,
Palackého ti. 1/3, 612 42 Brno

Abstrakt

Masné vyrobky jsou chutové a celkové senzoricky velice oblibené pro konzumenty a to jak v Ceské
Republice, tak i okolnich zemich. Pestrost sortimentu masnych vyrobkt je umoznéna fadou faktort:
skladbou a vlastnostmi hlavnich druhli masa, rozdilnou kvalitou druhti masa a jeho anatomickych
¢asti, stupném mélnéni masa, pouzitim mnoha vedlejSich surovin a pomocnych latek, velkého
sortimentu obalii a tvarem vyrobkl, pouzitim mnoha druhid kofeni, pouzitim rozdilnych
technologickych postupti véetné volby riiznych konzervac¢nich metod, riznymi zpiisoby piedkladani
vyrobkl ke spotiebé atd. Cilem prace bylo hodnoceni ¢ty druhit masnych vyrobkid (Junior, parky,
Spekacky, Sunkovy saldm) od Ceského vyrobce a Ctyf druhi masnych vyrobki od némeckého
vyrobce. U vyrobkll byla provedena senzorickd analyza (celkovy vzhled, konzistence, vzhled
v nakroji, vin¢ a chut’) a zadkladnich chemickych parametrti (obsah tuku, bilkovin, soli, vody).
Cilem hodnoceni bylo posoudit rozdily, standardnost a vysledky analyz zhodnotit s platnou ¢eskou
legislativou. U salamu Junior jsme zjistily nizsi podil tuku, u Spekackt a parkt vyssi podil suSiny,
u vSech vyrobkl niz8i obsah bilkovin u ¢eského vyrobce. Senzoricky na tom byly oba vyrobci
podobné, stejné tak 1 s obsahem soli ve vyrobcich.

Klicova slova: senzoricka analyza, chemické slozeni, parky, Sunkovy salam, Junior, Spekacky

Uvod

Masné vyrobky jsou chutové a celkové senzoricky velice oblibené pro konzumenty a to jak v Ceské
Republice, tak 1 okolnich zemich. Celkova kvalita potravin s ohledem na pozadavky a piani
konzument je ur€ovana senzorickymi vlastnostmi, chemickym slozenim, fyzikalnimi vlastnostmi,
dobou trvanlivosti, balenim a zna¢enim (Molnar, 1995; Costell, 2002).

Salam Junior je typickym piikladem jemné mélnéného masného vyrobku, jehoz dilo tvoii vyluéné
spojka. Pii vyrobé jemné mélnéného dila je hlavnim cilem emulgovat tuk a vdzat — imobilizovat —
ptidanou vodu aktivaci svalovych bilkovin. Vyhlaska ¢. 326/2001 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist
povoluje pro salam Junior pouziti vepiového, hovéziho nebo teleciho masa, nepfipousti se strojné
oddélené maso. Podil masa ve vyrobku je minimalné 40 %, obsah tuku max. 35 %.

Nérodni legislativa (VyhlaSka ¢.326/2001 Sb.) pfipousti pro Sunkovy saldm minimalné 55 % masa,
obsah tuku max. 20 %. Pro vyrobu Ize pouZit jen vepfové a hovézi maso, zakazuje se pridavek
strojn¢ oddéleného masa.

K vyrobé Spekackt l1ze pouzit hovézi a/nebo vepiové a/nebo teleci maso, neptipousti se pridavek
strojn€ oddéleného masa. Produkt musi obsahovat nejméné 40 % masa a maximalné 45 % tuku.
Jemné parky patii také do skupiny tepelné opracovanych masnych vyrobkd, k jejichz vyrobé lze
pouzit vepiové a/nebo hovézi maso. V receptuie se nepiipousti strojn¢ oddélené maso, vyrobek
musi obsahovat nejméné 50 % masa a maximalné 35 % tuku (Vyhlaska ¢.326/2001 Sb.).

Cilem préace bylo hodnoceni ¢ty druhlt masnych vyrobkii (salam Junior, jemné parky, Spekacky,
Sunkovy saldm) od ceského vyrobce a Ctyf druhli podobnych masnych vyrobki od némeckého
vyrobce.

Material a metodika

Od ceského vyrobce byly odebirany Ctyfi druhy masnych vyrobkl (Sunkovy saldm, Spekacky,
jemné parky a salam Junior). Dale byly odebirany vyrobky od némeckého vyrobce, pro nazornost
jsou nazvy némeckych vyrobkl v ¢eském jazyce, vyrobky byly vybirdny, tak aby byly podobné
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ceskym vyrobkiim.. Celkem bylo provedeno od kazdého vyrobce 5 odbérd, tak aby pokryvaly rizné
vyrobni Sarze. Kazdy vzorek byl podroben chemické a senzorické analyze.

Senzorického hodnoceni se ucastnili prodkoleni zaméstnanci a studenti (10) Ustavu hygieny
a technologie masa, VFU Brno. Hodnoceni probihala v senzorické laboratofi na Ustavu hygieny
a technologie masa, ktera odpovida pozadavkiim normy CSN ISO 8589. Pro hodnoceni masnych
vyrobkil byly vyuzity nestrukturované grafické stupnice o délce 100 mm se slovnim popisem na
obou koncich. Levy okraj stupnice oznacoval plné vyhovujici stav parametru (100), pravy okraj
stupnice zcela nevyhovujici stav parametru (0). Hodnocenymi parametry byly: vzhled v nékroji,
barva, vypracovani, viin¢, konzistence, textura, slanost, chut’ a celkovy dojem.

Chemické analyzy byly provedeny na Ustavu hygieny a technologie masa, vzorky byly odebrany
z kazdého kusu vyrobku (cca 150 g) a homogenizovany.

Obsah tuku byl stanoven na pftistroji SOXTEC. Jako extrakéni ¢inidlo byl pouzit diethylether. Pro
stanoveni obsahu susiny byla pouzita metoda suseni (CSN ISO 57 6021) pii teploté 103 + 2 °C po
dobu 24 hodin. Obsah kolagenu byl stanoven spektrofotometricky pii vlnové délce
550 nm na spektrofotometru GENESYS™ 6 (Thermo Electron Corporation, USA) jako mnoZstvi
4 — hydroxyprolinu. Obsah hydroxyprolinu byl ziskan z kalibracni kiivky a pfepocten na obsah
kolagenu. Obsah Ccistych svalovych bilkovin byl spocten jako rozdil v obsahu ¢istych bilkovin
a kolagenu. Cisté bilkoviny byly stanoveny po vysrazeni nebilkovinnych N-latek horkym taninem
a nasledném ptevodu organického dusiku na anorganicky dusik na pfistroji KJEHLTEC metodou
podle Kjeldahla. Pro ptepocet obsahu dusiku na obsah bilkovin byl pouzit faktor 6,25.
Pro stanoveni obsahu soli byla pouzita argentometricka titrace (¢inidlo K,CrOy a titrovano AgNOs).

Vysledky a diskuse

Vysledky senzorického hodnoceni jsou uvedeny na obrazku ¢. 1. Pro porovndni byly pouzity
prumérné hodnoty z péti hodnoceni (hodnoceno 5 Sarzi kazdého vyrobku). Vysledky senzorického
hodnoceni ukazuji, Ze pfi hodnoceni jemnych parki nebyly senzorickymi hodnotiteli zaznamenany
rozdily mezi vyrobci.

JEMNE PARKY SPEKACKY

AVIPRACOVANI VENECET VYROBCE
I BB ¥ IS e

=B—CESEY VYROBCE

i
WUNE

EKONZIZTENCE TEXTURA EKONZIZTENCE

SUNKOVY SALAM JUNIOR

— VYPRACOVANL WELECEY VYROBRCE )
] INEINEE ¥ Ind e

=-CESEY VYROECE

Aot

FONZISTENCE

TEXTURA

Obrazek €. 1: Vysledky senzorického hodnoceni masnych vyrobku
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Nejvétsi rozdily byly zjistény pii hodnoceni Spekéacku, Spekacky némeckého vyrobce byly
hodnoceny Iépe témét ve vSech parametrech. Vyjimku tvofi parametr vypracovani, u némeckého
vyrobce nebyla tukovd vlozka se zrnénim, tak jak tomu bylo u Ceského vyrobce. Popisy
jednotlivych senzorickych parametri vychazely z Vyhlasky ¢. 326/2001 Sb. ve znéni pozdéjSich

predpist. U saldmu Junior a Sunkového salamu némecky vyrobce pouzil hoi¢i¢né seminko.

V tabulce ¢.

a vysledky podobnych masnych vyrobkli od némeckého vyrobcee.

Tabulka €. 1: Vyrobky ¢eského vyrobce

1 a 2 jsou uvedeny vysledky chemickych analyz masnych vyrobki od ceského

Virobek [oaver |Sina [ Tuk NeGI |Kolagen €SB
1 39,70+ 0,02 |21,84+0,90 [2,40+0,00 2,68 +£0,01 9,05 £ 0,65
2 40,74+ 0,05 [22,01 £0,44 [2,54+0,00 2,56 £ 0,07 9,38 +£ 0,24
L 3 40,42 +0,00 [22,42+0,07 |2,28+0,01 2,48 £0,07 8,73 +£0,91
Jemné parky
4 41,20+ 0,01 ]23,69+£0,05 [2,34+0,08 2,77+0,14 7,94 + 0,29
5 40,21+0,27 |21,88+0,24 [2,52+0,00 2,81+ 0,02 8,84+ 0,36
Primér 40,45+0,52 |22,37+0,83 [2,42+0,11 2,66 +0,15 8,64 + 0,56
1 4242 +0,44 [26,71+£0,08 [2,77+0,10 1,91+ 0,01 6,58 + 0,54
2 41,69+ 0,63 [24,78+0,70 [2,69+ 0,02 2,02 + 0,02 6,77 + 0,87
Spekacky 3 44,55+£0,39 [29,32+238 |2,61+0,05 1,76 + 0,07 5,89+ 0,36
4 4549+0,58 [32,79+1,77 [2,46+0,01 2,23+ 0,04 5,39+ 1,02
5 44414028 |2745+£0,15 [2,62+0,02 1,94 + 0,01 7,10 £ 0,45
Primér 43,71 +150 [28,21+3,04 [263+0,11 1,97 +0,16 6,47 + 0,68
1 27,25+0,23 19,15+0,09 2,23 + 0,04 1,38+ 0,01 9,55+ 0,59
2 26,08+ 0,09 [7,53+0,04 2,19 £ 0,05 1,22 +0,09 8,56 + 0,63
Sunkovy 3 26,65+0,13 [8,53+0,24 2,17+0,01 1,32 +0,03 849+ 1,15
salam 4 26,75+ 0,10 |8,27+0,06 2,07 £ 0,09 1,24 £ 0,06 8,39+ 0,96
5 28,76 £0,23 19,92+ 1,33 2,21 +0,02 1,36 £ 0,04 9,49+ 0,15
Priumér 27,10+ 0,93 8,56+ 1,02 2,17 £ 007 1,30 + 0,08 8,90+ 0,51
1 3443+0,07 |12,54+0,04 [2,16+0,06 1,74 £ 0,04 927+0,41
2 3428+0,04 |11,55+0,01 [2,07+0,05 1,46 £ 0,03 9,09 £ 0,33
Junior 3 35,18+0,02 |13,25+0,89 [2,29+0,01 1,70 £ 0,01 10,20 &+ 0,64
4 34,68+0,20 |12,50+0,13 [2,15+0,04 1,72 £ 0,08 9,96 + 0,63
5 32,44+0,03 |10,26+0,01 |[2,31+0,03 1,77 £ 0,07 9,46 + 0,87
Priumér 3420+0,94 |12,02+114 [2,19+0,10 1,68 +0,13 9,60 + 0,42

CSB — obsah &istych svalovych bilkovin

Pti porovnani vyrobkii od ¢eského a némeckého vyrobce jsme zjistily vyssi podil suSiny u parkid a
Spekacki od ceského vyrobee, obsah susiny u salamil Junior je srovnatelny a u Sunkového saldmu je
obsah suSiny nizs$i u ceského vyrobce. Podil vody je podle Pavlika et al. (2013a) u Sunkového
salamu v rozmezi 63 — 77,9 %.

Obsah tuku je u Spekackt od Ceského vyrobce vyssi (absence tukové vlozky u némeckého vyrobce),
u saldmu Junior a Sunkového saldmu je obsah tuku nizsi u ¢eského vyrobce. Obsah tuku u Spekackt
Ceskych vyrobkll se podle Pavlika et al. (2013b) pohybuje v rozmezi 28,2 — 34,2 %. VSechny
vyrobky jak Ceského, tak i némeckého vyrobee spliuji pozadavky platné ceské legislativy pro obsah
tuku v masnych vyrobcich. Obsah soli je u vSech vyrobkil od némeckého vyrobce nizsi.

Pii hodnoceni obsahu &istych svalovych bilkovin (CSB) byly zjistény vyssi obsahy u vyrobki od
némeckého vyrobee. Sunkovy salam némeckého vyrobce by dokonce splitoval ¢eské legislativni
pozadavky pro Sunku vybérovou — 13 % (Vyhlaska ¢.326/2001 Sb.). Pavlik et al. (2013a) uvadi
obsah ¢istych svalovych bilkovin u Sunkovych salami od Ceskych vyrobcll v rozmezi 8,4 — 14,5 %.
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Tabulka €. 2: Vyrobky némeckého vyrobce

, . Susina Tuk NaCl Kolagen CSB
Vyrobek Odbér (%] (%] [%] (%] g (%]
1 35,76 £ 0,01 21,57 +0,03 2,13+0,08 1,47 £0,02 9,26 +0,21
,,Jemné 2 34,73+ 0,13 19,93 + 0,68 2,00 £0,03 1,49 £ 0,01 9,78 £ 0,34
parky* 3 38,66 +0,21 24,65 +0,18 2,11 +0,01 1,98 £0.09 9,22 +0,29
4 37,65+0,23 24,01 £1,75 1,62 +0,01 2,05 +£0,05 9,65+ 0,28
5 38,05 +0,28 22,61 £0,34 1,49 +£ 0,01 1,94 £ 0,22 9,61 £0,41
Pramér 36,97 + 1,48 22,55+ 1,69 1,87 £ 0,26 1,79 +0,25 9,50+ 0,27
1 33,91 +0.09 20,66 + 0,63 1,98 +£0,01 1,66 £ 0,02 9,44+ 0,12
2 36,70 £ 0,07 23,19 +0,23 2,01 +£0,01 1,52 £ 0,01 8,45+ 0,05
Spekééky“ 3 33,96 + 0,50 18,98 + 0,36 2,16 0,01 1,58 +0,11 10,52 + 0,39
” 4 36,78 + 0,34 18,98 + 0,30 2,06 0,01 1,63 £ 0,06 8,84+ 0,26
5 33,89 +£0,01 20,02 +£1,18 2,02+ 0,04 2,03 +0,08 8,85+ 0,04
Pramér 35,05+ 1,38 20,36 + 1,55 2,04 +£0,06 1,68 +0,18 9,22+0,72
1 31,62+ 0,01 11,44 + 0,03 2,02 +£0,03 1,16 £ 0,13 13,87 £0,21
2 31,80+ 0,16 11,24+ 0,17 2,08 +£0,03 0,89 £0,01 13,80+ 0,01
,,Sunkovy 3 32,21 +0,27 11,74 £ 0,19 2,12+0,02 1,19 £ 0,01 15,07 £ 0,29
salam* 4 30,40+ 0,15 10,80 + 0,63 1,96 +£ 0,01 1,07 £ 0,05 13,42 £ 0,22
5 30,78+ 0,12 10,81 £ 0,01 2,00+0,01 1,13 +£0,01 13,47+ 0,13
Pramér 34,36 + 0,67 11,20 + 0,36 2,03+0,06 1,09+0,11 13,92 + 0,60
1 34,89 +0,11 18,96 + 0,38 1,85+0,01 1,25+ 0,05 10,50 + 0,02
2 34,40 + 0,44 19,18 £ 0,13 1,89+ 0,01 1,08 £0,02 10,47 + 0,02
Junior 3 35,06 + 0,49 19,82 + 0,23 1,87 £ 0,05 1,44 £ 0,06 11,54 +£0,22
” ” 4 35,81 +0,35 18,79 £ 0,24 1,84 + 0,03 1,33 £ 0,01 10,52 + 0,66
5 35,72+ 0,10 19,75+ 0,17 1,88 +0,01 1,44 £ 0,10 10,00 + 0,09
Pramér 35,18 + 0,53 19,30+ 0,42 1,86 +0,02 1,31 £0,14 10,61 +0,50

CSB — obsah ¢istych svalovych bilkovin

Podékovani

Ptispévek byl zpracovan s podporou institucionalniho vyzkumu VFU Brno.
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P35
APLIKACNE FORMY STABILIZOVANYCH POLYFENOLOV HROZNA.

Mariassyova M., Kécerik S., Kacerik P.
GetWell, a.s., Hlavna 561, SK - 951 78 Kolinany

Uvod

Vini¢ hroznorody (Vitis vinifera L.) je jednym z prirodnych zdrojov antioxidantov. Ma vysoky
obsah flavonoidov, antokyaninov a polyfenolov (rutin, kvercetin, resveratrol, katechiny,
epikatechiny a diméry, triméry a tetraméry prokyanidinov) u ktorych boli potvrdené priaznivé
zdravotné uc€inky (Auger, C. et al. 2004, Chong et al. 2010, Leifert 2008, Spranger et al. 2008, Yi et
al. 2005). Biologicky aktivne latky hrozna pocas spracovania degraduju, preto bol vyvinuty
vyrobny postup, pri ktorom sa tieto latky ziskaju v stabilnej forme.

Ciel'om prace bolo overenie technologickych vlastnosti pripravenych koncentratov a moznosti
ich aplikacie vo vybranych potravinarskych komoditach.

Material a metody

Koncentrat stabilizovanych polyfenolov bol pripraveny z vyliskov tmavych odrod hrozna
(polyfenoly 76,1 gkg', antokyany 15,9 gkg”, pektin 28,3 gkg”, susina 90,51%), ako druhotnej
suroviny z vyroby &erveného vina. Uprava zahfiala alkalické vyluhovanie, neutralizaciu, frakéné
delenie, viacndsobné premyvanie izopropylalkoholom a rozpustenie vo vodnom roztoku amoniaku,
ktory sa odstranil pri zahustovani extraktu na koncentrat s obsahom suSiny najmenej 4 %
(Méridssyova et al. 2012). Koncentrat polyfenolov mal nasledovné zlozenie - obsah polyfenolov
6,45 g.l'l, obsah pektinu 3,82 %, pH 6,5, suSina § %.

Antioxidacnu aktivitu sme stanovovali modifikovanou metodou DPPH podl'a Brand-Williamsa
et al. (1995) a Sanchez-Moreno et al. (1998). Principom metddy je redukcia stabilného radikalu 2,2-
difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) v metanolickom roztoku v pritomnosti antioxidantov, ktord sa
prejavuje poklesom absorbancie pri 515 nm.

Antioxidacna aktivita je vyjadrend ako % inhibicie DPPH radikalu.
% inhibicie = [ (Ao - A¢) / A¢] x 100
kde A, - absorbancia kontroly v ¢ase t=0 min (roztok DPPH)

A - absorbancia v pritomnosti antioxidantu v ¢ase t min.

Obsah polyfenolov sme stanovili spektrofotometricky pri 700 nm po reakcii s Folin-Ciocalteau
&inidlom (Singleton et al. 1999). Je vyjadreny ako ekvivalent kyseliny galovej (g.I™).

Priprava praskovej formy - ako nosice boli pouzit¢ Skrob a syloid. Podmienky suSenia:
sprayova suSiarenl, vstupna teplota susenia 160°C, vystupna teplota 80°C, prietok 6 az 8 1/ h, pomer
nosic : koncentrat 1 : 5.

Testovanie antimiktobialnej konzervacie podla Slovenského liekopisu - ¢ast’ 5.1.3, Bratislava
1997) .

Tepelnd stabilita kvapalného koncentratu zataveného v 10 ml ampulkéch bola sledovand pri
teplotach 80, 100 a 120°C v glycerinovom kupeli. V jednotlivych ¢asovych intervaloch sa stanovil
obsah polyfenolov a antioxida¢na aktivita.

Vsetky merania sa uskutocnili trikrat, Statistické hodnotenie udajov sa robilo pomocou
programu StatgraphicS 5. Vysledky merani st vyjadrené ako priemer a Statistickd odchylka.

Vysledky a diskusia

Susenie na nosicoch - pripravené koncentraty polyfenolov sa susili na kavernovanom skrobe
a syloide v sprayovej susiarni. SuSina koncentratu bola 8 %.

Po suSeni mali vystupné produkty suSinu 95 — 97 %, ¢im sa priblizne 11-ndsobne zvysila
koncentracia ucinnych latok. Celkova antioxida¢na aktivita ziskanych produktov vSak nebola
umernd zvyseniu koncentracie antioxidacne posobiacich latok (Tab. 1). Vysoké teploty pri suSeni
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znizili antioxida¢nu aktivitu praskovych koncentratov suSenych na syloide o 12%, aktivita
koncentratov suSenych na Skrobe poklesla o 15%. Po 150 dioch skladovania bol pokles
antioxidacnej aktivity na oboch nosi¢och (vyjadrenej ako % inhibicie DPPH) 2% oproti aktivite
praskovych koncentratov na zaciatku skladovania. Na zaklade uvedenych vysledkov je hodnejSim
nosicom syloid, povoleny Potravinovym koédexom SR ako pridavna latka s oznacenim ES551,
z ktorého sa antioxidacne posobiace latky I'ahSie extrahovali.

Tab. 1 Charakteristika praSkovych koncentratov

nosic
syloid Skrob
polyfenoly DPPH polyfenoly DPPH
(g1 (% inhibicie) (g1 (% inhibicie)
71,33 85,24* 68,65 81,57*

*- riedenie vzorky 200- nasobné

Testovanim antimikrobidlnej konzervacie, ktoré robilo akreditované laboratérium Bell
Novamann Bratislava sa potvrdili antimikrobialne vlastnosti pripraveného koncentratu polyfenolov
(Tab. 2).

Koncentrat vyhovuje vo vykonanych skaskach poziadavkdm Ph Eur. 5.0 ¢1.5.1.3. Je vhodny na
potlacenie rastu neziaducej mikroflory najmi v cCerstvych ovocnych a zeleninovych Stavach.
Stabilizovana visiiova §tava aj po 8 ditoch skladovania spiiiala podmienku obchodne;j sterility, ktort
definuje Potravinovy kodex SR. V nestabilizovanej Stave bol uz po 3 diioch prekroceny povoleny
obsah kvasiniek 2.10' KTJI.mlI™, &o sa prejavilo aj pri senzorickom hodnoteni chuti (Mariassyova et

al. 2014). Na uvedeny postup stabilizacie bola podana patentova prihlaska.

Tab. 2 Testovanie antimikrobialnej konzervacie

0 ke 1 dent 2 den 3 dent 8 dent hodnotenie™

potizity ktien KTJ/0,1 ml | KTJ/0,1 ml | KTJ/0,1 ml | KTJ/0,1 ml | "OCHOeme
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans 600 0 0 0 vyhovuje
CCM 6053
Enterobacter aerogenes .
CCM 2531 90 14 0 0 vyhovuje
Escherichi coli .
CCM 3954 400 20 0 0 vyhovuje
Klebsiella pneumoniae
subp. Pneumoniae CCM 450 140 20 0 vyhovuje
4415
Streptococcus agalactiae .
CCM 6187 4 0 0 0 vyhovuje
Streptococcus mutans .
CCM 7547 7 0 0 0 vyhovuje

KTJ — koldniu tvoriaca jednotka
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* Vyhovuje vo vykonanych skuskach poziadavkam Ph Eur. 5.0 ¢1.5.1.3 Testovanie antimiktobidlne;j
konzervacie (Slovensky liekopis, 1997).

Vysledky testovania tepelnej stability kvapalného koncentratu si zhrnuté na Obr. 1. Maximalny
pokles obsahu polyfenolov bol 4,03+0,11 % pri teplote 120°C. Antioxida¢na aktivita merana
metddou eliminacie DPPH radikalu poklesla po 4 hodinach zahrevu pri 80°C o 7,55+0,82 %, pri
100 °C 0 8,37+0,95 % a pri 120 °C 0 9,21+1,07 %.
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Obr. 1 Termostabilita kvapalného koncentratu polyfenolov

Tieto hodnoty poukazuji na vysoku stabilitu nami pripraveného koncentratu polyfenolov
hrozna v porovnani s vysledkami inych autorov (Chamorro, S. et al., 2012, Ross et al. 2011), ktori
zistili znaény stupeil hydrolyzy jednotlivych skupin polyfenolov poésobenim teploty 100 °C (60 az
85 %).

Zaver

Nami vyrobeny koncentrat stabilizovanych polyfenolov z vyliskov modrych odréd hrozna je
vzhl'adom na uvedené technologické a antioxidacné vlastnosti vhodny na zvySenie biologicke;j
hodnoty najmd tepelne upravovanych potravin napr. kekse, suSienky, chlieb, pasterizované
a sterilizované hotové potraviny a pod. Vzhl'adom na antimikrobialne u¢inky sa moze uplatnit’ pri
vyrobe minimalne opracovanych vyrobkoch na zvysenie ich stability.

Pod’akovanie
,»lato praca bola podporovand Agentiirou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
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HOMOFERMENTATIVNiI A HETEROFERMENTATIVNI BAKTERIE MLECNEHO
KVASENI V PEKARSKYCH KVASECH VYROBENYCH NA BAZI JECMENE

Erban V., Eichlerova E., Valenta T., Gabrovska D.

Vyzkumny ustav potravinarsky Praha, v. v. i.

Abstrakt:

Kvalitu kvasu a chleba ovlivituje celkové mnozstvi bakterii mlécného kvaseni (BMK) a pomér
mezi heterofermentativnimi a homofermentativnimi BMK. Cilem prace bylo sledovat celkové
mnozstvi bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) a procenticky pomér heterofermentativnich a
homofermentativnich BMK v typech kvast vyrobenych na bazi jecmene béhem doby jejich
skladovani pfi teploté 5 °C. Vysledky ukazuji, ze se vzristajici dobou skladovani se snizuje celkovy
pocet BMK, ale zvysuje se procentické mnozstvi heterofermentativnich BMK vici
homofermentativnim BMK.

Klicova slova: kvasy na bazi jecmene, bakterie mlééného kvaseni, homofermentativni a
heterofermentativni bakterie mlééného kvaseni

Uvod

Chut’, viini a dalsi vlastnosti kvasového chleba vytvati kulturni mikrofléra pochazejici z
mouky. Jde o dvé skupiny: bakterie mlécného kvaseni a kvasinky. Kvasinky jsou nositeli hlavné
kypficiho plynu CO2. BMK vyvolavaji kvaseni homofermentativni nebo heterofermentativni.
Homofermentativni BMK vyuzivaji glykolyzu pro fermentaci hexos dle Emden-Meyerhofovy
cesty. Tato cesta je charakterizovana vznikem meziproduktu fruktosol,6-difosfatu. Vznika primarné
kyselina mlécna. Heterofermentativni BMK vyuzivaji jinou cestu pro fermentaci hexos. Za
anaerobnich podminek vznika z hexos ekvimolarni mnozstvi kyseliny mlé¢né, etanolu a Cco,."?

Cilem prace bylo sledovat celkové mnozstvi bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) a procenticky
pomér heterofermentativnich a homofermentativnich BMK v riiznych typech kvasi vyrobenych na
bazi je¢mene béhem doby jejich skladovani pti teploté 5 °C.

Material a metody

Mouky: celozrnna, pfipravena ze zrna nové bezpluché linie jecmene jarniho KM 2084 (oznac.
b) se zvySenym obsahem beta-glukant a zrna pluchaté sladovnické odridy jecmene jarniho
Annabell (oznac. a).

Pouzité typy kvasii: vlastni sbirka 1a, 8a, 11a, 1b, 8b, 11b.

Piiprava kvasu: stiidani 13,3 g pfedchoziho kvasu a 33,3 g mouky a 50 ml vody, kultivace 17
hod pti 20 °C a 13,3 g piedchoziho kvasu a 33,3 g mouky a 40 ml vody kultivace 5 hod

pii 30 °C.

Priprava drobenky: drobenka je kvas zahustény moukou urceny k uchovavani.

K posledni 8. pasazi kvasu (20 °C 17 hod) se ptfida mouka v poméru 1:1 a skladuje se do 5 °C.
V Casovych intervalech se obnovuje pasazovanim jako kvas.

Stanoveni celkového poétu BMK: dle CSN ISO 13721 - Stanoveni poétu bakterii mlé&ného
kvaseni. Vysledky jsou udavany v KTJ/g drobenky.

Stanoveni heterofermentativnich a homofermentativnich BMK: Typy drobenek 1a, 8a, 11a,
1b, 8b, 11b byly vyockovany na diferencni agarové medium pro homofermentativni a
heterofermentativni bakterie (HHD) o slozeni: fruktéza 2,5 g/1, trypton 10,0 g/1, kvasnicny extrakt
1,0 g/1, kaseinovy hydrolyzat 3,0 g/, s6jovy pepton 1,5 g/l, KH2PO4 2,5 g/I, Tween 80 1,0 g/l,
bromkrezolova zelet 20 ml/l, pH média 7,0 2,3.

Bakterie byly kultivovany v anaerobnim prosttedi pti teploté 30°C po dobu 3-5 dnii.
Homofermentativni kolonie jsou na tomto médiu zbarveny modre, heterofermentativni bakterie jsou
na tomto médiu zbarveny bile (obr. 1)*°. Pro homofermentativni bakterie byl zvolen kontrolni kmen
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CCDM 106 Enterococcus faecium (obr. 2), pro heterofermentativni bakterie kmen FloraPan L-62
Lactobacillus brevis (obr. 3). Vysledky jsou udavany v %.

Vysledky a diskuse
Stanoveni celkového poctu BMK v drobence 10, typech 1a, 8a, 11a, 1b, 8b, 11b, béhem doby

skladovani 109 dnti, prokazalo snizujici se celkovy pocet téchto mikroorganismi o cca 2 fady (viz
graf ¢. 1). Méni se i pomér mezi heterofermentativnimi a homo-fermentativnimi BMK. Ve vSech
typech drobenky 10, se vzristajici dobou skladovani, vzrasta pocet heterofermentativnich BMK
vici homofermentativnim BMK a po 109 dnech skladovéni pti 5 °C se pocet heterofermentativnich

BMK blizi 100 % (viz graf & 2).
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Obr.1 Drobenka 10-typ 1a,8a,11a,1b,8b,11b-heterofermentativni a homofermentativni BMK

Zavér

Béhem doby skladovani drobenek vyrobenych na bazi jeCmene se snizuje celkovy pocet BMK
a méni se pomér mezi homofermentativnimi BMK a heterofermentativnimi BMK ve prospéch
heterofermentativnich BMK. Tyto procesy by mély byt brany v uvahu pfi stanovovani doby
trvanlivosti komer¢nich kvast pro zajisténi kvality, zejména senzorickych vlastnosti nasledné
vyrobenych chlebti.

Dedikace
Prace byla podpotfena Narodni agenturou pro zemédélsky vyzkum MZe QJ1210257.
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