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Chemie v tom neni sama

Zari je v Ceskych zemich mésicem ndstupu studenti
do nového Skolniho roku.. Vybranou skolu navstivi pan
prezident, zviditeliiuje se ministr Skolstvi, v dennim tisku se
objevuji uvahy o poctech zdkii a kvalité vzdélavani, jeho
nedostatcich, inovacich, perspektivach atd. Proc¢ se tedy
v této dobe nezamyslet i nad perspektivami vysokoskolske-
ho vzdeélavani v chemii — jiz s ohledem na skutecnost, zZe
v minulych cislech Chemickych listii vy§ly dva tematicky
pribuzné prispévky, z nichz prvni se zabyval soucasnou
vyukou chemie na zdkladnich a stiednich skolach' a dru-
hy predstavil riizné pohledy na téma zda chemie na stred-
ni skole je ,, zpupnd a nendvidénd

Zijeme v obdobi informacni spolecnosti. Je ziejmé, Ze
informace mohou vyuzivat k optimdalnimu vedeni vyroby,
vyzkumu, vyvoje Ci Fizeni spolecenstvi pouze vzdélani lidé
a to nejen ekonomicky a pravné, ale také technicky. Vzde-
lavani v technickych disciplindch je pro nastupujici gene-
raci neatraktivni a Ceskd republika i celd Evropskd unie
se potykaji s naristajicim nedostatkem kvalitnich vysoko-
Skolsky vzdélanych odbornikii v technickych a prirodovéd-
nych oborech. Chtél bych v této souvislosti obratit pozor-
nost ctendre na zajimavé studie, které jsou soucdasti rea-
lizace projektu Podpora technickych a prirodovédnych
oborii Fizeného MSMT .

Ve studii Divody nezajmu zdkii o prirodovédné
a technické obory’, kterd byla zpracovina spolecnosti
White Wolf Consulting jako soucdst analytické faze projek-
tu, byl hlavnim vyzkumnym cilem popis faktori pusobicich
na volbu oboru studia u Zdkii poslednich rocniki ZS
a tretich rocnikii gymnazii. Na zdklade rozsahlych dotaz-
nikovych Setreni je ve zprave formulovano nékolik zajima-
vych zjisténi. Ukazuje se, Ze s pribyvajicimi roky Skolni
dochazky se akcentuje odmitavy postoj (v dotaznicich jako
., velmi nerad”) k prirodnim védam. Stredoskolsti studenti
tedy odmitaji prirodovédné predmety vice nez zaci zaklad-
nich Skol. Dale cituji:* Co se tyce hodnoceni dilcich priro-
dovédnych predmétii, nejvice odmitanou se stala fyzika,
nasledovana chemii a matematikou, tyto predmety odmita
priblizné tretina dotazanych. Opét plati, Ze tyto predméty
Jsou vice odmitany stredoskolaky, kdy nejvétsi rozdil Ize
pozorovat u chemie (na zakladni Skole je odmitana méné
nez pétinou studentii, zatimco na Skole stiedni ji odmitala
témér polovina studentii), pak u fyziky. Alarmujici je ne-
priznivy trend casu — hodnocent se pro prirodni védy vyviji
k horsimu mezi jednotlivymi sociologickymi SetFenimi
(1995-2007). Zajimavy je opacny trend u ekologie, kdy jeji
obliba vzristd s naristajici délkou Skolni dochdzky — na
zakladni Skole je jeji odmitani srovnatelné s matematikou.

Ve zpravé se dale uvadi, ze v porovndni védomosti
Ceskych zakii s mezindrodni konkurenci dosahli nasi Zaci
vynikajicich vysledkui, statisticky vyznamné lepsi byli Zdci
pouze dvou zucastnénych zemi. Naopak se svymi znalostmi
postupii a metod vyuzivanych v prirodnich védach jsou
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nasi zaci jen prumerni. Rozdil mezi prirodovédnymi védo-
mostmi Ceskych zakii a jejich znalostmi postupii a metod je
nejvetsi v zemich OECD. Ukazuje se zajimavy paradox, Ze
Cesti zaci boduji v testech prirodovédnych znalosti pomér-
né dobre, nicméné tyto predmety je nebavi, nemaji je radi.
Autori zprdvy usuzuji, Ze je mozné, Ze pravé z vysokych
narokii a znacného mnozstvi pozadovanych znalosti pra-
meni ony negativni postoje Zdkii a studenti. Ve vztahu
k prirodovednym predmetiim pak lze pozorovat jistou am-
bivalentnost pristupu studentii k nim — na jedné strané jsou
povazovany za zajimavé a pro dalsi Zivot uzitecné, na stra-
né druhé jsou tyto predméty hodnoceny jako obtizné, které
proto studenti ve srovnani s jinymi predméty nemaji prilis
radi.

Jak celit témto nepriznivym trendiim s pomoci zahra-
nicnich zkuSenosti uvadi material s nazvem Studie zahra-
nicnich zkuSenosti s podporou zdajmu o technické a priro-
dovédné obory zpracovany Akademickym centrem student-
skych aktivit, ktery lze nalézt na téze webové strance’. Jed-
nd se o velmi rozsahlou studii mapujici zkuSenosti z mnoha
zemi svéta a obsahujici velké mnoZstvi inspiraci. Nicméné
i z této studie je ziejmé (pri podrobnéjsim priizkumu webo-
vych stranek, na které se studie ve vétsiné pripadii odkazu-
Jje), Ze zainteresované statni instituce a univerzity se snazi
podchycovat zdjem déti v ¢im dal tim nizsim veku. Stdile
Casteji - jsou k tomu vyuzivany socialni sité (uspokojujici
prirozenou tendenci déti sdruzovat se do skupin se spolec-
nym zdajmem) a jsou vytvareny atraktivni portaly oteviené
hravosti deti s nendsilnymi formami sdélovani technickych
poznatkii. Tak napr. velmi pékny portal http://www.planet-
science.com, ktery prindsi radu inspiraci a zajimavosti, je
delen do sekci pro ucitele, rodice, starsi déti a obsahuje
i sekci pro deti mladsi nez 11 let. Jeden z mych kolegii se
proto domnivd, Ze se jesté dozije toho, Ze bude ziskavat
budouci  studenty chemie programem koncipovanym pro
materskou skolu. Mozna, Ze ta doba neni ani tak vzdalena
— pri letosni prazské Bambiriadé se VSCHT Praha prezen-
tovala viastnim stanem, kde mohly jednoduché experimen-
ty provadet déti viastné viech vékovych kategorii.

Nase technické a prirodovédné vysoké skolstvi ma
pred sebou nelehkou etapu. Na vysoké Skoly jako takové
nastupuje jiz vice nez 60 % populacniho rocniku a brzy Ize
ocCekavat situaci, Ze mist na vysokych Skolach bude vic nez
derstvych maturanti’. Je to mj. proto, Ze od roku 1999
v Cesku vzniklo 47 soukromych vysokych §kol a univerzit
a v poslednich dvou letech soukromych vysokych skol pri-
byva primérnym tempem jedna za kazdé ctyri mésice.
Pripocteme-li k tomu stavajicich 26 verejnych vysokych
Skol, dostaneme se k cislu 73 (pro srovnani — ve Velké
Britanii s populaci vice nez 60 milionit obyvatel bylo
v roce 2009 celkem 130 vysokych Skol a také ve srovnani
s Holandskem mdme vysokych skol na obyvatele priblizné
trikrat vice’) . V roce 1989 v Cechdch a na Moravé iispés-
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né dokoncilo vysokou Skolu 18 580 studentit, v roce 2008
to jiz bylo pres 71 tisic (cit.®). P#i tak , lukrativni nabid-
ce” poctu mist voli prevaha studentii pohodlnéjsi cestu
k vysokoskolskému diplomu — bez matematiky, fyziky
a chemie. Postupné se tak stavd vyznamnym problémem
nedostatek absolventii technickych oborii. Existuji odhady,
%e napr. v energetice bude Ceské republice v blizké bu-
doucnosti chybet 12 az 15 tisic odbornikit. V této situaci je
zirejmé, Ze technické obory budou muset bojovat o kazdého
studenta a stat by mel pro tyto obory mozna uplatiovat
Skolné se zapornym znaménkem....

Pavel Chuchvalec
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1. Uvod

Ptiléhavy pojem kokrystal byl poprvé pouzit v roce
1963 Hoogsteenem' pro ozna¢eni produktu kokrystalizace
mezi 1-methylthyminem a 9-methyladeninem. Pfi kokrys-
talizaci nekrystalizuji ze smési Cisté slozky, ale jejich spo-
jenim vznika nova kvalita — kokrystal. Jednoznacné pted-
povédétz, za jakych podminek ze smési vykrystaluji Cisté
slozky a za jakych jejich kokrystal, neni v soucasnosti
mozné, protoze neumime dokonale fidit krystaliza¢ni pro-
ces, predikovat krystalové struktury a ani nezname do
vsech detailti povahu slabych interakei.

Kokrystaly nejsou Zadnou novinkou, ale dal§im po-
jmenovanim multikomponentnich sloucenin, pro které
v literatufe jiz existuji rizné nazvy: smésné krystaly, adic-
ni slouceniny, organické molekulérni slouceniny, moleku-
larni komplexy, heteromolekularni krystaly, klathraty,
interkalaty, supramolekularni adukty atd. Kokrystaly jsou
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vsak v poslednich deseti letech intenzivné studovany pie-
dev§im pro svoje ocekavané aplikace ve farmacii, coz
vedlo k vytvofeni terminu farmaceuticky kokrystal* .
Kokrystaly vSak nalézaji uplatnéni i v jinych oborech,
napf. v nelinedrni optice aj. Lze proto konstatovat, Ze po-
jem kokrystal dnes mezi multikomponentnimi sloucenina-
mi jednozna¢né dominuje.

Farmaceuticky kokrystal je nejcastéji definovéan
podle Aakerdye a Salmona’ tak, Ze se jedna o stechiomet-
ricky multikomponentni krystal, vytvofeny ze dvou a vice
molekularnich nebo iontovych sloucenin, které jsou
v Cistém stavu a za pokojové teploty pevné. Definice ter-
minu farmaceuticky kokrystal neni jednoducha a stale je
predmétem diskuse’. To proto, Ze se jednoznaéné nedaii
kokrystaly vymezit viéi farmaceutickym solim, coZ jsou
také multikomponentni slouceniny, ale mezi farmaceutické
kokrystaly se nepocitaji.

Farmaceuticky kokrystal je sloucenina typu hostitel :
host, kde v pozici hostitele figuruje farmaceuticka aktivni
molekula, zatimco v pozici hosta kokrystalizacni partner.
Kokrystalizacni partner je zpravidla neaktivni molekula,
ovSem vyjimeéné se muze jednat i o aktivni substanci,
napf. kokrystal theofylin : nikotinamid (1:1). Stechiomet-
ricky pomér hostitel : host je vétSinou jednoduchy (1:1,
2:1,3:1, 4:1, resp. 1:2 atd.).

V obrovském mnozstvi moznych kokrystalizacnich
kombinaci musi kokrystalizacni partner ve farmaceutic-
kém kokrystalu navic spliovat kritérium FDA GRAS
(Generally Recognized as Safe)’ neboli podminku farma-
ceutické akceptovatelnosti. Tomuto americkému kritériu
vyhovuje okolo 50 kokrystalizaénich partnerd, které lze
rozdélit do tii hlavnich skupin: kyseliny (napi. adipova,
benzoova, citronova, fumarova, glutarova, jantarova, kap-
rinova, kaprylovd, maleinovd, malonova, suberova aj.),
amidy (napf. nikotinamid, sacharin, mocovina aj.) a alko-
holy (napf. manitol, sorbitol, xylitol aj.). Farmaceutické
kokrystaly jsou vétSinou bindrni slouceniny, ovSem obecné
kokrystaly mohou byt tvofeny i vice slozkami, napf. ternarni
a kvaternarni kokrystaly pfipravené syntézou cyklohexantri-
karboxylové kyseliny s riiznymi derivaty bipyridinu®.

Ackoliv na trhu zatim neexistuje 1ék formulovany
z kokrystalu, farmaceutické kokrystaly se intenzivné
zkoumaji jak na akademickych pracovistich, tak na praco-
vistich R& D farmaceutickych firem, protoze se predpo-
klad4 jejich razantni nastup ve farmaceutickych formula-
cich v blizké budoucnosti.

2. Proc jsou kokrystaly zajimavé pro farmacii ?
Pii vyzkumu a vyvoji API (Active Pharmaceutical

Ingredience = 1é¢iva latka = 1é¢ivo) postupné prichazi dvé
rozhodovaci faze. Nejdiive se hleda (v anglické terminolo-
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gii) ,.lead structure” a potom ,,drug candidate*’. P¥i vyhle-
davéni a syntéze optimalni molekuly 1é¢iva, které vychazi
z prvotni aktivni molekuly (lead structure), se nefesi pro-
blematika pevné faze (pfedevsim polymorfismus), protoze
syntetizovanych molekul je velmi mnoho a testuji se pre-
devs§im v systémech in vitro. V momenté, kdy je vybrana
nejslibnéjsi molekula (drug candidate) se vybér jeji opti-
malni pevné formy stava dalezitym ve vztahu k vyvoji
findlniho lé¢ivého pripravku.

Soucasny farmaceuticky primysl produkuje ptede-
v§im pevné 1écivé piipravky, které tvoii asi 80 % celkové-
ho portfolia. Nejvétsim problémem novée vyvinutych aktiv-
nich molekul vSak je, Ze jsou v pevném stavu Casto velmi
malo rozpustné ve vode¢ a tim i v zazivacim traktu. Vybér
optimdlni API neznamena pouze maximaln€ rozpustnou
latku. S rostouci rozpustnosti latky stoupa jeji difuzibilita
a klesa stabilita. Latka se v organismu snadno difuzné
rozptyluje a penetruje biologickymi membranami. Nasled-

Tabulka I

Referat

kem toho je méné specificka co do mista Gcinku a rychleji
se vylucuje z téla.

Pro vybér optimalné rozpustné API muze byt od jed-
né molekuly k dispozici az n€kolik desitek jejich pevnych
forem. Ptikladem je atorvastatin vapenaty (statinové hypo-
lipidemikum), pro ktery je patentovano vice nez 60 pev-
nych forem' nebo sulfathiazol (sulfonamidové bakterio-
statikum), u kterého je popsano vice nez 100 pevnych
forem''. Zahrnutim kokrystali se tento pocet jesté zvysi,
protoze kokrystalizacni potencial nékterych molekul je
vysoky, napi. u piroxikamu (oxikamové nesteroidni an-
tiflogistikum) bylo syntetizovano okolo 50 jeho farmaceu-
tickych kokrystalii'?. P¥ehled moznych chemickych a fyzi-
kalnich typa farmaceutickych pevnych forem (API) uvadi
tab. L.

Pro¢ jsou tedy pro farmacii kokrystaly zajimavé?
Volba optimélni API pro urcitou pevnou 1ékovou formu-
laci znamena optimalizaci jejich vlastnosti. Kromé opti-

Chemické a fyzikalni typy farmaceutickych pevnych forem (API)

Krystalické formy Semikrystalické formy Amorfni formy
(vSechny jsou potencialné

polymorfni)

Anhydraty Semikrystalické faze Amorfni faze

Multikomponentni faze:
Hydraty (vyjimecné ethanol solvaty)
Soli

Kokrystaly
Glykosylované derivaty

Amorfni hydraty
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Obr. 1. Sendvicova struktura kokrystalu itrakonazol : jantarova k. (2:1)
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Tabulka II

vvvvvv

Referat

Funk¢ni a technologicky parametr

Rozpustnost, rozpoustéci rychlost (disolu¢ni profil)*
Hygroskopicita (hygroskopi¢nost)
Krystalicka (tvar krystall) nebo amorfni faze

Chemicka Cistota (zahrnujici chiralni Cistotu) a fyzikalni Cistota (polymorfismus)

Chemicka a fyzikalni stabilita
Toxicita

Tekutost prasku

“Lepivost” (staticky naboj)
Porozita

Filtrovatelnost

Zpracovatelnost, homogenizovatelnost, robustnost a reprodukovatelnost vyroby

Odolnost vi¢i mechanickému stresu
Chut'ova ptijatelnost

Nesmi korodovat tabletovacku

Patentova nekoliznost (pro generické firmy)

*Rozpustnost se m&fi v nasyceném roztoku po jeho separaci, ktery se ustavi michanim nad pevnou fazi, zpravidla po 24 h.
V literatuie Casto nachazime rozptyl hodnot rozpustnosti pro jednu API z diivodu fady definic (angl. solubility, biological
solubility, native solubility, water solubility, equilibrium solubility, intrinsic solubility atd.) a nerespektovani vSech para-
metrt, které ji ovliviwji (teplota, tlak, pH, velikost Castic, rozpoustédlo atd.). Pro farmacii méa vétsi vyznam rozpousteci

rychlost (disolu¢ni profil), tj. zavislost rozpustnosti na case

malni rozpustnosti se dale jednd o optimalni rozpoustéci
rychlost (disolu¢ni profil), tzn. parametry, které uzce sou-
visi s ordlni biodostuposti 1é¢iva. Kromé toho vSak exis-
tuje cela fada dalSich vlastnosti API, které ovliviuji jeji
funk¢ni a technologické parametry a patentovou nekoliz-
nost (tab. IT). Kokrystaly nejsou farmakodynamicky lepsi
nez ostatni pevné formy aktivni molekuly, ale jejich zahr-
nutim se vyrazné zvySuje pocet pevnych forem, ze kte-
rych lze vybrat farmakokineticky a technologicky opti-
malni APL.

Nasledujici Ctyii pfipadové studie demonstruji ko-
krystaly, jejichz vlastnosti jsou bud’ lepsi nebo alternativni
k API v pouzivanych 1ékovych formulacich.

2.1. Kokrystaly itrakonazolu s 1,4-dikarboxylovymi
kyselinami

Itrakonazol, 1ékova forma Sporanox (Salutas Phar-
ma), je protiplisnové oralni 1éCivo. Vyskytuje se bud
v krystalické nebo amorfni fazi, pticemz 1ékova forma je
formulovéna z amorfni fize. To proto, Ze krystalickd faze
m4 jen nepatrnou rozpustnost (< 1 pg ml™), zatimco amorf-
ni faze je asi 20x rozpustn&jii (v 0,1 N-HCI pii 25 °C)".
Kokrystalizaci itrakonazolu s 1,4-dikarboxylovymi kyseli-
nami (L-jable¢nou, L-vinnou a jantarovou) se vytvari H-
vazby mezi dvéma molekulami itrakonazolu a jednou mo-
lekulou kyseliny a vznikaji pfislusné kokrystaly
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(itrakonazol : L-jablecna k. (2:1), itrakonazol : L-vinna k.
(2:1), itrakonazol : jantarova k. (2:1))". Tyto kokrystaly
maji rozpustnosti v intervalu mezi krystalickou a amorfni
fazi itrakonazolu a tak umoziuji modifikaci rozpustnosti
a disolu¢niho profilu pevného 1é¢iva. Na obr. 1 je pro ilu-
straci uvedena sendviova struktura kokrystalu itrakona-
zol : jantarova k. (2:1).

2.2. Kokrystal karbamazepin : sacharin (1:1)

Jednou z nejvice studovanych farmaceutickych mole-
kul je karbamazepin, prave z hlediska svého kokrystalizac-
niho potencialu. Lékova forma Tegretol (Novartis) obsa-
huje krystalickou fazi karbamazepinu a pouziva se k 16¢bé
epilepsie. Z hlediska formulace z pevné faze ma karbama-
zepin neptiznivé vlastnosti, a sice: tvoii 4 polymorfy, je
nachylny k tvorbé riznych solvati a hydratd, pricemz
vétsinou se jedna o Spatné€ rozpustné formy. Karbamazepin
neobsahuje ionizovatelné skupiny, a proto jen velmi obtiz-
né tvori soli. S riznymi kokrystalizacnimi partnery vSak
vytvaii okolo 50 farmaceutickych kokrystala®®, které jsou
daleko rozpustnéj§i nez samotny karbamazepin. Velmi
nadéjny kokrystal karbamazepin : sacharin (1:1) byl srov-
navéan s formulovanym karbamazepinem, polymorfem III.
Ukazalo se, ze zminény kokrystal (obr. 2) je fyzikalné
stabilngjsi a navic nejsou znamé zadné jeho solvaty".
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Obr. 2. Systém H-vazeb v kokrystalu karbamazepin : sacharin (1:1)

2.3. Kokrystal (S)-pregabalin : (§)-mandlova
kyselina (1:1)

Pregabalin, 1ékova forma Lyrica (Pfizer), patii jako
karbamazepin do skupiny antikonvulsantt (1écba epileptic-
kych zachvat). Molekula pregabalinu je chiralni a pro
farmaceutickou aplikaci se pouziva (S)-isomer. Ukézalo
se, ze kokrystalizaci s (S)-mandlovou kyselinou Ize
z racemické smési separovat pouze (S)-pregabalin. Na
obr. 3 je znazornén kokrystal (S)-pregabalin : (S)-
mandlova k. (1:1)'®. Tuto technologii chiralni separace
kokrystalizaci pouziva firma Pfizer.

H, OH

s

a K“X/OH““OM
L 8] ~

Obr. 3. Kokrystal (S)-pregabalin : (S)-mandlova kyselina
(1:1). H-vazby mezi obéma molekulami (a) a nekoneény fetézec,
ve kterém se stiidaji vzdy dvé molekuly pregabalinu a dvé mole-
kuly mandlové kyseliny (b)
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2.4. Kokrystaly paracetamolu

Pro formulace paracetamolu se pouziva stabilni poly-
morf I, napf. Panadol (GlaxoSmithKline) nebo Paralen
(Zentiva). Ukazalo se vSak, ze kokrystaly paracetamol :
theofylin (1:1), paracetamol : §tavelova k. (1:1) a paraceta-
mol : fenantrolin (1:2) vykazuji vesmés lepsi pevnosti
tablet'” nez samotny paracetamol (polymorf I).

3. Jak drzi kokrystaly pohromadé

Vazba v kokrystalu mezi hostitelem (aktivni moleku-
la) a hostem (kokrystalizacni partner) je nekovalentni slaba
interakce (vétSinou H-mistky) a vzniklé tvary se v krys-
talu déale spojuji pfedev§sim m-m interakcemi nebo VAW
silami. Dulezité je, ze ob&é molekuly (hostitel a host) si
v kokrystalu podrzi svoji kovalentni integritu. To ma velky
vyznam pii pruchodu zazivacim traktem, kde dochazi
k postupnému rozpusténi farmaceutického kokrystalu na
jeho slozky.

Tvorba kokrystali je aplikaci krystalového inZe-
nyrstvi na supramolekularni systémy. Pfistup zezdola na-
horu (bottom up) vyzaduje aplikaci strategie supramoleku-
larnich synthond'®. Elementarni funkéni skupiny, napf.
karboxyl, hydroxyl, N-heterocykly, amidy, ale i S=O, P=0O
a dalsi, disponuji protonovymi donory a akceptory, a proto
mezi sebou tvoii H-mustky. Pokud se H-mistek vytvori
mezi dvéma stejnymi skupinami, nazyvame tento Utvar
homosynthonem, pokud jde o dvé rizné funkéni skupiny,
hovofime o heterosynthonu. Inspekci v Cambridgeské
strukturni databazi (CSD) bylo zjisténo, ze existuje vice
nez 120 rGznych homo- a hererosynthonl. Energeticky
vyhodnéjsi jsou ziejmé heterosynthony, ale kompetici
riznych synthonii pfi tvorbé kokrystalu je obtizné piedpo-

Ptistup zezdola nahoru dobte ilustruje vliv kokrystali-
zacniho partnera (rizné derivaty melaminu) na vysledny
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Obr. 4. Nejcastéjsi supramolekularni synthony v kokrystalech.
Homosynthony (I, II) a heterosynthony (I1I, IV a V)

design kokrystalu s barbitalem. Kokrystalizaci barbitalu
s 2-amino-4,6-bis(terc-butylamino)-1,3,5-triazinem vznika
nekoneény zvinény fetézec, zatimco pii kokrystalizaci
barbitalu s N,N’-bis(4-terc-butylfenyl)melaminem je struk-
turnim motivem cyklicky trimer’. Dalsim zajimavym pi-
kladem je kokrystalizace kofeinu nebo theofylinu se St’ave-
lovou kyselinou. Zatimco kofein ma na jednom dusiku
v péticlenném cyklu navazan methyl, theofylin ma v této
pozici vodik. Methyl blokuje schopnost kofeinu vytvaret
v této pozici H-mistky. To se projevi v rozdilném designu
vyslednych kokrystalll. Strukturnim motivem kokrystalu
kofein : stavelova k. (2:1) je izolovany utvar a strukturnim
motivem kokrystalu theofylin : §tavelova k. (2:1) je neko-
necny fetdzec’.

Riizna krystalova uspofadéni se samoziejmé projevi
i riznymi vlastnostmi pevné faze a obracené, vlastnosti
pevné faze 1ze ridit volbou krystalového designu.

4. Systematika kokrystalu

Z hlediska systematiky kokrystaly netvoii jednolity
blok, ale rozeznadvame nékolik typu:

cl
/
v
- 0--- i cl
e delsf vazba

A

sal

kratsi vazba
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»prosté” kokrystaly (binarni, ternarni, kvaternarni
a ziejmé i vyss§i)®,

solvatované (hydratované) kokrystaly, napt. kokrystal
norfloxacin : isonikotinamid : chloroform (1:1:1)",
kokrystaly ionizované (kokrystaly soli), napt. kokrys-
tal fluoxetin hydrochlorid : fumarové kyselina (2:1)*,
kokrystaly soli solvatované (hydratované), napi. ko-
krystal zolpidem hydrogentartarat : zolpidem baze
bis-methanol solvat (1:1:2)*,

polymorfy vSech pfedchozich typl kokrystald, napf.
dimorfni kokrystal kofein : glutarova kyselina (1:1)*
Fundamentalni diivod, pro¢ molekuly tvofi kokrysta-
ly, sice zname (AG — min.), ale nezname detaily. Je prav-
da, ze nékteré molekuly k tomu maji velky sklon a byly
systematicky a dlouho studovany (piroxikam, karbamaze-
pin, theofylin, kofein, norfloxacin, piracetam, barbital ad.).
V literatufe se objevuji empirické studie, které tendenci
tvorit kokrystaly koreluji napf. s poctem molekul
v asymetrické Casti elementarni buiiky®. NejdtleZit&jsi
metodou stale zistava experimentalni kokrystalizacni
screening, ktery je zaloZen na rliznych metodach syntézy
kokrystald. Dale se ukazuje, Ze napt. polymorfni molekuly
vétSinou tvofi 1 polymorfni kokrystaly, hydratované mole-
kuly tvofi i hydratované kokrystaly apod.

4.1. Hranice mezi soli a kokrystalem

Diskuse tykajici se pfesné definice pojmu kokrystal
(kap. 1), se promitaji do neostré hranice mezi kokrystaly
a solemi**®. Cely problém lze demonstrovat na reakci
mezi karboxylovou kyselinou a bazickym N-heterocyklem,
napf. benzoovou Kkyselinou a 3,5-dichlorpyridinem. Je
produktem této reakce sul (3,5-dichlorpyridinium benzoat)
nebo kokrystal (3,5-dichlorpyridin : benzoova kyselina
(1:1)) ? Kli¢em k feSeni tohoto problému je experimental-
ni ureni pozice protonu mezi kyselinou a bazi, tzn. mezi
atomy — O...H...N — vytvafejicimi H-mastek (obr. 5).
Pokud proton zistane blize atomu kysliku, je produktem
reakce kokrystal, pokud se pfesune blize k dusiku, je pro-
duktem siil. Samoziejmé se nabizi otdzka, jak nazvat pro-
dukt, kdyz proton ziistane zhruba uprostied, tzn. Ze je spo-
lecné sdilen kyslikem i dusikem (vzdélenost protonu od
obou atomt je okolo 1,25 A). V tomto piipadé nelze roz-

e

Cl
| %7
L O-H == N%CI
| o~ del&{ vazba
a} T kratsivazba

kokrystal

Obr. 5. Rozdil mezi soli (3,5-dichlorpyridinium benzoat) a kokrystalem (3,5-dichlorpyridin : benzoova kyselina (1:1))
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hodnout a tento stav se oznacuje jako kontinuum sl —
kokrystal®*.

Ke stanoveni pozice protonu se nejcastéji pouziva
NMR spektroskopie v pevné fazi, neutronova difrakce
a RTG difrakce. NMR v pevné fazi a neutronova difrakce
vsak nejsou bézné laboratorni techniky. RTG difrakce je
béznéjsi, ale ta stanovi pozici protonu neptimo
z vazebnych délek a thld nevodikovych atomil. Pro sil
plati tato kritéria: C-O(delsi) — C-O(kratsi) < 0,03A ; C-O
(delsi)/C-O(kratsi) =1,027(15) ; C-N-C > 120° a pro ko-
krystal: C-O(del3i) — C-O(krat3i) > 0,08 A ; C-O(delsi)/
C-O(kratsi) =1,081(12) ; C-N-C =117,7-118,5°.

Tato kritéria nemaji ovSem charakter normy zévazné
pro farmaceutické spolecnosti, protoze jinak by se musely
nekteré farmaceutické soli prekvalifikovat na farmaceutic-
ké kokrystaly. To by se samoziejm¢ odrazilo i v paten-
tovych sporech.

Pozice protonu mezi kyselinou a bazi je ovSem velmi
citlivy parametr, ktery ovliviiuje fada faktorti. Napf. rizny
pomér mezi pyridinem a 3,5-dinitrobenzoovou kyselinou
vede v piipadé¢ stechiometrie (1:2) ke kokrystalu
a v piipads (1:1) k soli monohydratu®. Zvysena teplota
posouva proton od dusiku blize ke kysliku, jak bylo zjisté-
no strukturnim studiem kokrystalu pentachlorofenol : 4-
methylpyridin  (délka vazby O-H = 1,309 A pii
20K a 1,228 A pti 200 K; délka vazby H-N = 1,206 A pfi
20 K a 1,306 A pfi 200 K)?’. Pozici protonu ovliviiuje také
zvolené rozpoustédlo, jak bylo zjisténo ve fluoridovych
komplexech?®®.

Vznik kokrystalu nebo soli 1ze do ur€ité miry predi-
kovat na zéklad¢ diference ApKa = pKa(baze) — pKa
(kyselina) vychozich slozek™. Pro tento ucel je nejlepsi
software spole¢nosti ACD*, kterym lze poéitat hodnoty
pKa pro jednotlivé kyselé nebo zisadité skupiny
v molekule. Pokud je hodnota diference ApKa = pKa
(baze) — pKa(kyselina) > 3, pak vznika stl, pokud je ApKa

rozpoustédlo

aktivni substance
+ roztok

kokrystalizaéni partner
+ roztok

kokrystal
+ roztok

aktivni s
+ kokrystal
+ roztok

kokrystal.p.
+ kokrystal
+ roztok

aktivni kokrystalizaéni
substance partner
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= pKa(baze) — pKa(kyselina) < 0, pak vznika kokrystal.
Pti hodnotach ApKa = pKa( baze) — pKa(kyselina) = 0-3
je proton sdilen kyselinou i bdzi a hovofime o kontinuu
sul-kokrystal.

Kritérium predikce zaloZené pouze na hodnoté dife-
rence ApKa je ovSem piili§ tvrdé a ne vzdy fungujici. Je
dilezité si uvédomit, ze je aplikovatelné pouze na jednu
tfidu sloucenin, nelze napf. srovnavat kokrystaliza¢ni po-
tencial fenolu s thiofenolem. Thiofenol je kyselejsi, ale
fenol je lepsi protonovy donor™.

5. Syntéza kokrystali

Kokrystaly nevznikaji chemickymi reakcemi, pfi
nichz se tvofi nové kovalentni nebo iontové vazby (soli),
ale fyzikalnimi pochody. Syntéza kokrystalii nevyzaduje
pfitomnost ionizovatelnych skupin v molekule (ptedpoklad
vzniku soli), ale je podminéna schopnosti molekul vytvaret
s partnery slabé mezimolekularni interakce (predevsim H-
vazby).

Kokrystaly lze syntetizovat nékolika dilezitymi zput-
soby:
—  spolecna slozek

z roztoku,

—  spolecné mleti (mechanochemicka syntéza),
—  spolecna sublimace,
—  spolecné zahtivani, pfip. taveni.

Kokrystalizace z roztoku je nejpouzivanéjsi a nejstar-
$i metodou. Zakladnim predpokladem je pfiblizné stejna
rozpustnost slozek ve zvoleném rozpoustédle, tzn. symet-
ricky fazovy diagram (obr. 6a). To, ze systém da prednost
vzniku kokrystalu pfed krystalizaci jednotlivych slozek se
Casto projevi rychlou krystalizaci nebo vznikem velkych
krystala®'.

Spole¢né mleti je

krystalizace  (kokrystalizace)

procesem v pevné fazi

b
rozpoustédlo
roztok
aktivni substance kokrystal
+ roztok + roztok
kokrystalizaéni
partner
dktivni s. okrystal. p =} + rozfok
+ kokrystal + kokrystal
+ roztok + roztok
aktivni kokrystalizaéni
substance partner

Obr. 6. Fazovy diagram kokrystalizace. Aktivni substance a kokrystaliza¢ni partner jsou v daném rozpoustédle stejné rozpustné (a),
aktivni substance a kokrystalizacni partner nejsou v daném rozpoustédle stejné rozpustné (b)
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s teoretickym 100% vytézkem bez vedlejSich produkti,
pokud je pomér vychozich slozek stejny jako jejich vy-
sledna stechiometrie v kokrystalu. Nékdy se vSak muze
stat, Ze konverze na kokrystal neprobéhne uplné a produkt
je znecistén nezreagovanymi vychozimi slozkami.

Spole¢né mleti je k dispozici tehdy, pokud krystaliza-
ce z roztoku nepfipadd v tvahu pro vyrazny rozdil
v rozpustnosti slozek, tzn. nesymetricky fazovy diagram
(obr. 6b). Spole¢né mleti 1ze ovSem pouit i jako alternati-
vu ke krystalizaci z roztoku pfi symetrickém fazovém di-
gramu. Obecné¢ se vSak produkty spolecné krystalizace
a spole¢ného mleti mohou lisit.

Castymi variantami jsou kryomleti (napf. mleti
v kapalném dusiku pro potlaceni degradacnich reakci),
mleti pevné slozky v kapalné sloZce nebo mleti za pridav-
ku tzv. molekularniho maziva. Napt. pii kokrystalizaci
kofeinu s octovou kyselinou vznikne kokrystal kofein :
octova k. (1:1), zatimco pfi mleti kofeinu v octové kyseli-
né vznikne kokrystal kofein : octova k. (1 :2)*2. Molekular-
nim mazivem je minéno prikapnuti malého mnozstvi napf.
methanolu, chloroformu nebo cyklohexanu k mletym pev-
nym fazim. Uginek se projevi zrychlenim reakéni kinetiky
nebo zménou reakéniho mechanismu. Napf. pfi spolecném
mleti cyklohexantrikarboxylové kyseliny s bipyridinem
dojde za 1 h teprve k ¢astecné konverzi na kokrystal (1:1),
zatimco ptridavkem nékolika ml methanolu probéhne kom-
pletni konverze do 20 min (cit. ). Pokud je ke smési ko-
feinu a glutarové kyseliny pii spolecném mleti ptikapavan
cyklohexan, tak vznikne kokrystal kofein : glutarova k.
(1:1), polymorf I, kdyz je ptikapavan chloroform, tak
vznikne od stejného produktu polymorf 1172,

Metoda spole¢ného taveni znamena napf. rozpousténi
pevné aktivni substance v nadbytku taveniny kokrystali-
zacniho partnera. Pfi tomto postupu se ¢astokrat nedaii dodr-
zet stechiometrii vychozich slozek, takze identifikace pro-
duktu se provede IC spektroskopii, ktera indikuje pitomnost
past vibraci vazeb typu OH...N, NH...O, OH...O atd.

6. Fyzikalni vlastnosti kokrystali

Je dlouho a dobfe znamo, ze pevné latky odvozuji
svoje vlastnosti od vnitfni struktury a naopak zménou
vnitini struktury se tyto vlastnosti zméni. Kokrystalizaci se
zméni vnitini struktura pevné latky a tudiz i jeji vlastnosti
(viz tab. II).

Vlastnosti kokrystali jsou v literatufe korelovany
s fyzikalnimi parametry pevné faze a hledaji se souvislosti.
Ve studii Schultheisse a spol.** jsou korelovany body tani
farmaceutickych kokrystalli s jejich rozpustnosti, resp.
logaritmem rozpustnosti. V souboru 50 farmaceutickych
kokrystald bylo zjisténo, ze jejich b.t. lezi vétSinou mezi
b.t. ptislusné aktivni substance a b.t. kokrystaliza¢niho
partnera. Pokud se fizenou syntézou podaiti fidit i b.t. ko-
krystalu, potom muizeme alterovat i jeho disolucni profil.

Dal$im vyzkumnym smérem, jak alterovat vlastnosti
kokrystald, je jejich syntéza za vysokého tlaku. Kokrystali-
zaci paracetamolu a piperazinu z ethanolu pfi tlaku 0,57
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GPa vznikl jejich kokrystal (2:1) ethanol solvat, zatimco
kokrystalizaci pfi normalnim tlaku vznikl kokrystal stejné
stechiometrie, ale nesolvatovany. Navic se oba produkty
li8i délkou a uspofadanim H-mustkll a tudiz i svymi vlast-
nostmi®>. Vysokotlakové kokrystaly jsou oviem malo stalé
a vetsinou pfi sniZeni tlaku prechazi na nizkotlakové formy.

6.1. Fyzikalni stabilita kokrystalli — polymorfismus

Protoze zadny kokrystal nebyl dosud formulovan do
pevné lékové formy, tak nebylo nutné provadét systema-
ticky screening na polymorfismus. Publikované polymorfy
kokrystald jsou tak spise ,,vedlej§im produktem* syntézy
novych kokrystali. Kromé toho se zda, Ze kokrystalizaci
se vétSinou vysyti vSechny dobré donory a akceptory pro-
tontt v molekulach a na tvorbu moznych polymorfi jiz
nejsou k dispozici. Na druhé stran€ i pro kokrystaly plati
mnohokrat ovéfené McCroneho prohlaseni z roku 1963:
,»Kazda molekula je potencidln€ polymorfni, pocet poly-
morfi dané latky zavisi pouze na mnozstvi penéz, Casu
a energie investovanych do jejiho vyzkumu ...”

Prestizni hledani polymorfi kokrystalu karbamaze-
pin : sacharin (1:1) bylo nakonec po sérii n€kolika set
krystalizaénich pokust a spoleéném mleti za ptikapavani
desitek rozpoustédel, korunovano uspéchem. Nestabilni
polymorf II byl pfipraven krystalizaci vyvolanou hetero-
genni nukleaci polymerem® .

Dalsimi dimorfnimi kokrystaly jsou napt. kofein :
glutarova k. (1:1)*, kofein : trifluoroctova k. (1:1)*,
ethenzamid : sacharin (1:1)" ad.

7. Zavér

Farmaceutické kokrystaly jsou vyraznym rozsifenim
portfolia pevnych API od urcité aktivni molekuly. Pfedsta-
vuji novou moznost, jak optimalizovat technologické
a funk¢ni parametry pevné faze. V soucasné dobé se aktiv-
ni molekula mize teoreticky vyskytovat az v nékolika
desitkdch farmaceutickych pevnych forméch (polymorty,
hydraty, soli, glykosylované derivaty, amorfni a semikrys-
talické faze), zahrnutim kokrystalii se toto Cislo zvétsi
zhruba na dvojnasobek. Vznik kokrystalu vSak nelze pred-
poveédet pouze z vlastnosti jeho vychozich slozek.

Na trhu zatim neexistuje 1€k formulovany z farmaceu-
tického kokrystalu. Kokrystaly se ale intenzivné zkoumaji
na akademickych pracovistich a pracovistich V&V farma-
ceutickych firem a produkty jsou casto patentovany.
S kokrystalem se ovsem do 1ékové formulace vnasi farma-
kodynamicky balastni chemikélie (kokrystaliza¢ni part-
ner), ktera ov§em musi byt farmaceuticky akceptovatelna.

Nekteré registrované soli by mély byt, na zaklade
strukturnich experimentl (pozice protonu mezi kyselinou
a bazi), prekvalifikovany na kokrystaly. Volba farmaceu-
tického kokrystalu jako API muZe byt v budoucnu pro
generické firmy vyhodna i pfi patentovych sporech.
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B. Kratochvil (Department of Solid State Chemistry,
Faculty of Chemical Technology, Institute of Chemical
Technology, Prague): Cocrystals and Their Expected
Pharmaceutical Applications

Pharmaceutical cocrystals are H-bonded multicompo-
nent mixtures formed from a molecular or ionic substance
and a cocrystal former, which are solids under ambient
conditions. The cocrystals are the latest material investi-
gated to enhance drug properties such as solubility, disso-
lution rate, stability, powder flow, and hygroscopicity. Very
close to cocrystals are salts which can be distinguished by
the localization of proton between an acid and base. Crys-
tal engineering of cocrystals is based on the concept of
supramolecular synthons. The major experimental tech-
niques in cocrystal screening are cocrystallization in solu-
tion, solvent evaporation, melt crystallisation, dry cogrind-
ing, solvent-assisted grinding and cryogrinding.
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1. Ekdysteroidy — svlékaci hmyzi hormony'™

Podle vyskytu v organismech jsou ekdysteroidy roz-
délované na zooekdysteroidy a fytoekdysteroidy. Zooe-

Slouéeniny
Ekdyson
26-ekdysonova kyselina
O ekdyson-3-fosfat
ekdyson-22-fosfat

20-Hydroxyekdyson (20E)
20-hydroxy-26-ekdysonova kyselina OH
20-hydroxyekdyson-3-fosfat
20-hydroxyekdyson-22-fosfat

kdysteroidy, které funguji v organismech patiicich do cle-
novel (Arthropoda), maji ekdysonovou aktivitu. 20-
Hydroxyekdyson (20E) je pfikladem hlavniho aktivniho
ekdysteroidniho hormonu, ktery reguluje svlékaci proces
u hmyzu (Insecta nebo také Hexapoda) a korysu
(Crustaceae). 20E, nazyvany také B-ekdyson, ekdysteron,
kommisteron A, isoinokosteron, polypodin A, nebo hmyzi
svlékaci hormon (insect moulting hormone) vznika aktiva-
ci ekdysonu jako prohormonu. Mezi ekdysteroidy patii
produkty hmyzich detoxifikacnich (katabolickych) drah,
které vedou k jejich neaktivnim analoglim, vétSinou konju-
gatim. Regulace aktivnich zooekdysteroidi musi byt
z divodu fylogenetického vyvoje pro uspésné druhy hmy-
zu energeticky minimalné narocna. Pravé energetickd ne-
narocnost regulace metabolismu v zivych organismech je
jednim z vyznamnych faktor obecné zarucujici uspésnost
druhu. Proto neaktivni formy zooekdysteroidd jsou struk-
turné tak podobné aktivnim formam (obr. 1).

Ekdysteroidy jsou nejvice testovany pravé na hmyzu.
Entomologové vychazeji z biologické funkce fytoekdyste-
roidd, a proto uvadéji, ze funkce fytoekdysteroida spociva
v obrané rostliny proti herbivornimu hmyzu’. Lékafi
a farmaceuti se priklanéji k nazoru, ze biologicka funkce
fytoekdysteroidl je spojena se steroidnimi ucinky na bylo-
zravce, nebo vSezravce. Pres tyto poznatky stale neni plné
ziejma wiloha fytoekdysteroidi v rostling®”.

Cilem prace je posoudit, zda na zakladé¢ soucasnych
znalosti o detoxifikacnich mechanismech je realné uvazo-
vat 0 moznostech vyuzivani té€chto typa latek pro ochranu
rostlin v zeméd€lstvi, nebo zda je realnéjsi vyuziti struk-
turni znalosti o aktivit¢ zooekdysteroidl pro tvorbu speci-
fickych latek zasahujicich do ekdyse Skadcii. Tento vy-
zkum nabude na aktualnosti, protoze Evropsky parlament
pfipravuje smérnice k omezeni pouziti insekticidnich orga-
nofosfatl a karbamatt.

R! R? R} R*
OH H OH CH;
OH H OH COOH
H,PO, H OH CH,
OH H H,PO, CHj
OH OH OH CH;
OH OH COOH
H,PO, OH OH CHj;
OH OH OH CH,

Obr. 1. Ekdysteroidy — ekdyson a 20-hydroxyekdyson, analogy jejich kyselin a fosfati
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2. Charakteristika zooekdysteroidi'™

K zooekdysteroidiim a jejich odvozenym slouc¢eninam
fadime velkou skupinu latek, které¢ ackoliv spliuji struk-
turni kriteria®, nemusi ale vykazovat ekdysonovou aktivitu.
Zooekdysteroidy obsahuji chromofor konjugovaného keto-
nu 7-en-6-on cholestanového typu cytoskeletu — C,; a 5p-
vodik (cis A/ B-spojeni kruhl), které jsou velmi dilezité
pro aktivitu, protoze Sa-vodik (epi; trans A/ B-spojeni
kruht) tvofi neaktivni analogy, podobné jako dvojna vazba
4-en (se pak priblizuje spiSe trans A/ B-spojeni kruht).
Podminkou je i pfitomnost n€kolika hydroxylovych sku-
pin, které umoznuji lepsi rozpustnost ve vodg, resp. dobrou
rozpustnost v cytosolu hmyzu nebo v rostlinné burice.
Hydroxylové skupiny vytvari podminky pro tvorbu vodi-
kovych mistki s okolnimi slouCeninami obsazenymi
v cytosolu. To vysvétluje kvantitativni omezeni izolova-
nych fytoekdysteroidii postupné pomoci sekvencni extrak-
ce do 4 frakci rozpoustédly EtOAc, BuOH, MeOH nebo
MeOH + voda (1:1). Extrakce je diskontinuitni,
s rozlozenim obsahu fytoekdysteroidti ve frakcich®'® dle
Gausovy kiivky. Kromé toho jsou hydroxylové skupiny
také pro hmyz vychodiskem deaktivacnich procest exoe-
kdysteroidt a endoekdysteroidu.

3. Metabolismus ekdysteroidi hmyzu'™

Biosyntéza zooekdysteroidi zacina u 24-dealkylace
fytosterold ve stievech vSezravého a bylozravého hmyzu
a korysu az postupné vznikne cholesterol. Cholesterol se
zméni bud’ postupné pies 5B-ketodiol a 2-deoxyekdyson
na ekdyson'"'? v protorakalnich 7lazach, a nebo piedeviim
v hemolymf€ postupné pres 5P-diketol a 3-dehydro-
ekdyson na ekdyson'' . Ten se pak v povrchovych tka-
nich v protorakalnich Zlazadch pfeméni po hydroxylaci
katalyzovanou ekdyson-20-monooxygenasou z ekdysonu
na 20E. Systém 24-dealkylace sterolii probiha také u né¢ko-
lika dalSich kment bezobratlych, véetné prvokd, zelenych
fas, hub, hlistd, a nékterych mékkyst''. Regulace syntézy
zooekdysteroidu je slozita, protoZe je propojena s vyvojo-
vymi stadii jedince'®. Vajicka hmyzu obsahuji rizné zooe-
kdysteroidy ve volné i konjugované form&'’. Mnozstvi
zooekdysteroidii se méni béhem vyvoje embrya. Zooe-
kdysteroidy podporuji fungovani regulace embryogene-
ze'*'® a pomahaji pti kontrole reprodukce'.

U hmyzu existuje n€kolik moznosti deaktivace a deto-
xifikace ekdysteroidii. Detoxifikace probihd u vSech druht
adaptovanou stievni symbiotickou mikroflorou.
U nékterych druht hmyzu je ovlivnéna také pfitomnosti
specifickych stfevnich hmyzich enzymid. Hmyz béhem
svého zivotniho cyklu reguluje metabolismus svlékacich
hormonti, pfeménou aktivnich forem ekdysteroidii na ne-
aktivni a nebo naopak. Tento proces je pro organismy,
v nichz se tyto latky vyskytuji, energeticky méné narocny,
nez tyto latky komplexné katabolickymi procesy degrado-
vat. Detoxifikace proto nastava také po pruniku travicim
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traktem pfimo ve vlastnim organismu.

Cerstvé nakladend vajicka obsahuji matetské konju-
gované fyziologicky neaktivni fosfatové estery ekdysteroi-
da. Fosfaty zooekdysteroidii jsou umistény v Zloutkovych
zrech, kde jsou vazany na Zloutkovy protein vitellin'”. Ve
vajickach mimo diapauzu je vytvaren 20E pfeménou ma-
tefskych fosfati zooekdysteroidi. Dalsi metabolickou
cestou tvorby 20E v hmyzim organismu je biosyntéza de
novo z cholesterolu. U vajicek v diapauze se ani jeden
z t&chto metabolickych procesti nevyskytuje'”. Tvorba 20E
béhem vyvoje rané embryogeneze je regulovana spolecné
pres 2 enzymy'®: ekdyson-20-hydroxylasu a ekdysteroid-
fosfat-fosfatasu. Ekdysteroid-fosfat-fosfatasa katalyzuje
pfeménu fyziologicky neaktivnich konjugovanych fosfata
ekdysteroidii, jako napt. ekdyson-22-fosfatu a 20E-22-
fosfatu s vitellinem na volné neaktivni fosfaty ekdysteroi-
du". Fosfatové vazby komplexu vitellinu s fosfity zooe-
kdysteroidii jsou obtizn¢ hydrolyzovany ekdysteroid-
fosfat-fosfatasou, na rozdil od volnych fosfatti zooekdyste-
roidd, které mohou byt ekdysteroid-fosfat-fosfatasou kom-
pletn& hydrolyzovany'’. Ekdysteroid-fosfat-fosfatasa neby-
la objevena u vajicek v diapauze, jejichz vyvoj je chranén
v pozdnim stadiu gastruly®’. Kromé n&kolika jinych enzy-
mu byla objevena kinasa regulovana extracelularnim sig-
nalem, ktery ma kli¢ovou roli v ukonéeni diapauzy®'. De-
aktivace probiha nékolika zpisoby véetné jejich kombina-
ci:

a) Tvorba riznych konjugati, predevsim fosfati.

b) Hydroxylace na uhliku C26 a dalsi oxidace az na
pfislusnou kyselinu na uhliku C26.

¢) Tvorba 3-dehydroekdysteroidl za katalyzy ekdyson-

oxidasy. Po nasledné redukci vznika epiekdysteroid,

ktery pak tvofi rizné fosfatové konjugaty za katalyzy

fosfotransferasy*.

Biotransformace aktivnich zooekdysteroidii na neak-
tivni spociva piedevs§im v tvorbé ekdysteroidnich konjuga-
td, na uhliku C22 s mastnymi kyselinami, glukosou nebo
jiz uvedenou kyselinou fosforecnou. Deaktivace zooe-
kdysteroidl je pozorovana napt. béhem posledniho larval-
niho instaru u Lepidoptera ve sttednim stteve, kde probiha
pomoci aktivni cytosolové ekdysonoxidasy a ekdysteroid-
fosfotransferasy. Transformace vede pies 3-dehydro-
ekdysteroidy k odpovidajicimu 3-epiekdysteroidu (3 a-
hydroxy), az k fosfatové konjugaci. Pro zooekdysteroidy je
charakteristicka postupna deaktivace, ktera je vétsinou
nakonec zavrSena fosforylaci. Produkty fosforylace jsou
prevazné 2-fosfaty ekdysteroidd doprovazené malym
mnozstvim odpovidajiciho 22-fosfatu ekdysteroidt*>*.

U vSech organismil je zndm vyznam enzymu v deto-
xifikaci xenobiotik a v rezistenci hmyzu k rostlinnym 14t-
kam®. Hmyzi genom obsahuje pies 100 riznych geni
enzymu Cytochromu P450 (CyP450). Tyto geny jsou slo-
zit€ regulovany. U zivoCichl se CyP450 ucastni biotrans-
formace steroidnich hormont (testosteron, progesteron).
CyP450 je zivotné dilezity v biotransformaci endogennich
steroidnich substrati u Crustacea, protoze je spojen s akti-
vaci ekdysonu jako prohormonu na 20E (cit.***), & kon-
verzi ponasteronu A na 20E (cit.?®). Stejna biotransforma-
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ce ekdysonu na 20E za katalyzy CyP450 je znama také
u rostlin. U hmyzu je biosyntéza ekdysonu dana hydroxy-
laci na C2 a/nebo C22 (mitochondrialni CyP450) a na C25
mikrosomalni CyP450 (cit.**). Uloha CyP450 pii aktivaci
20E je znama, ale pozapomina se na jeji funkci i pfi deak-
tivaci ekdysteroidd, zvlasté¢ pak ekdysonu a 20E, ktera
vede pres jejich hydroxylaci na uhliku C26 a kon¢i oxidaci
pres aldehyd a7 u piislusné karboxylové kyseliny®*?7%.

Vzijemné regulace v celém téle nebo pouze napf.
v hemolymfé a/nebo ovariich'>'*!**"% ve vztahu k ekdysi
hmyzu je spojena s nckolika cestami deaktivace. Tyto
regulaéni mechanismy vzajemné biotransformace zooe-
kdysteroidd®' umoziiuji hmyzu uréitou miru adaptability,
pokud pres stfevni sténu do hemolymfy pronikne jak ak-
tivni, tak neaktivni forma fytoekdysteroidi. K pochopeni
regulace je nutné znat rychlost dynamické zmény (narust,
pokles) koncentrace aktivnich nebo neaktivnich analogl
zooekdysteroidu prevazné v téle hmyzu, nebo v hemolym-
f& v prib&hu vyvoje jedince®*, &i v priib&hu embryogene-
ze*®. Tyto znalosti jsou vyznamné p¥i hodnoceni toxikoki-
netickych procesti (biologickd dostupnost)’’ a nasledné
toxikodynamickych procest (interakce — tvorba specific-
kych bilkovin, inhibice ¢i aktivace specifickych enzymit)
po podani fytoekdysteroidii potravou®”*, protoze vedou
k vyvolani odpovédi, regulaci® fyziologickych procesi
béhem vyvoje jedince.

4. Injektovanim ke stanoveni kapacity

a variability detoxifika¢nich cest ekdysteroiti'™

Sledovani efektu exoekdysteroidt, 1ze obecné shrnout
do sledovani toxikokinetickych a toxikodynamickych pro-
cesl, které vyvola injektovany ekdysteroid a do jeho bio-
transformace™. Proto se objasnéni biotransformaénich
mechanismi zooekdysteroidii neobejde bez injektovani
radioisotopem znaceného ekdysteroidu do testovanych
jedinct vybraného druhu hmyzu.

Injektovani exoekdysteroidii do hmyzu musi ptedcha-
zet stanoveni akutni toxicity (ddvka ekdysonu a 20E do
10 pg) a chronické toxicity (do 100 ppm 20E)*. Exoe-
kdysteroidy stimuluji ovaria v davkach 1-5 pg 20E / sa-
micku a plodnost v davce 1 pg 20E / samicku®®. Naopak

R4
R o \*/
R2 N
N/ RS
H
o
R? R! R? R® R* RS
Fenozid - RH 5849 H H H H H
Halofenozid -RH 0345 H H Cl H H
Tebufenozid -RH 5992 H H Et Me Me
Methoxyfenozid - RH 2485 Me OMe H Me Me

Obr. 2. Diacylhydrazinovi (DAH) agonisté ekdysteroidii
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ve vysSich koncentracich 10 pg 20E / samicku je inhibo-
van vyvoj ovarii®’. Pii opakovaném injektovani davek 2 az
5 ug, a to jak ekdysonu, tak 20E / samicku, dochazi u nich
ke stimulaci produkce vajicek®'.

Injekéni aplikace ekdysonu nebo 20E znaceného iso-
topem *H ([3H]ekdysonu a [’H]20E) v poloze C23 a C24
do hemolymfy v davkach od 0,8 ng do 10 ug pies btisni
sténu larev mury blyskavky (Spodoptera littoralis)
v 6. instaru potvrdila dva hlavni (polarni a nepolarni) deto-
xifika¢ni mechanismy zooekdysteroidi. Injektovany ekdy-
son byl hydroxylovan bud’ na C26, kde je dale oxidovan
na 26-ekdysonovou kyselinu, a nebo na C20 na 20E. Ten
je také hydroxylovan na C26 s naslednou oxidaci az na 20-
hydroxy-26-ekdysonovou kyselinu. Injektovany ekdyson
byl ale transformovdn méné na 20E 22-acyl estery mast-
nych kyselin a/nebo vice na ekdyson 22-acyl estery mast-
nych kyselin, které byly napf. jako palmitdt nalezeny
v hemolymf€. Odstranovani injektovanych zooekdysteroi-
dii z hemolymfy do stfev bylo velmi rychlé. Za 30 minut
bylo 35 % injektovanych metaboliti ve stfevech, za 3 ho-
diny bylo injektovanych metaboliti v hemolymf& pouze
27 % a 20 % jiz bylo soucasné ve stfevnich vykalech. Po
24 hodinéch, podobné jako i u podavani fytoekdysteroidii
potravou, byly zaznamenany pouze stopy radioaktivity
injektovanych zooekdysteroidii**. Tyto vysledky jsou pro-
to velmi vyznamné ve vztahu k rychlosti traveni, mnoZzstvi
spotfebované potravy a rozmezi obsahu fytoekdysteroidi
v rostlinach napf. ve Spenatu setém (Spinacia oleracea)
nebo parse saflorové (Leuzea carthamoides). Tato hlavni
polarni detoxifikacni cesta byla potvrzena i po injektovani
20E do larev bource morusového (Bombyx mori) a Helio-
this virescens, kdyz dopliikovou detoxifikaci byla epimeri-
zace 20E. Detoxifikacni analogy vytvorily konjugaty.
V B. mori to byl sulfat, ktery je ojedinély oproti obvyklym
fosfatovym konjugatim nalezenym v H. virescens®. Tyto
ekdysonu™ i do dalsiho hmyziho zastupce octomilky obec-
né (Drosophila melanogaster), kde u nepolarni detoxifi-
kacni cesty byl hlavnim neaktivnim produktem konjugat
s mastnou kyselinou na C22. U polarni detoxifikacni cesty
jsou hlavnimi deaktivacnimi produkty 26-ekdysonova
kyselina a 20-hydroxy-26-ekdysonova kyselina, déale 3-
dehydroekdyson a nejméné 20E.

o
Chromafenozid ANS-118
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Béhem fylogenetického vyvoje hmyzu se biotransfor-
mace endoekdysteroidii na piisluSné kyseliny na uhliku
C26 (cit.*"*%) stala obecnou, protoZe je energeticky vy-
hodné oxidaci vytvofit hormonaln¢ neaktivni analogy.
Zagina po hydroxylaci uhliku C26. Ugastni se ji 20-
monooxygenasa, kterd je indukovana substratem ekdysonu
na produkt 20E. Finalni biotransformaci indukuji substraty
ekdysonu a 20E, které aktivuji 26-hydroxylasu, jejiz pro-
duktem je hydroxylova skupina na uhliku C26 jak u ekdy-
sonu, tak 20E. Tuto reakci také indukuje agonista RH5849
(obr. 2, 1,2-dibenzoyl-1-terc-butylhydrazin)*"**. Pokud
pronikne ekdyson do téla, hmyz mé dostatecné mecha-
nismy k jeho eliminaci na neaktivni analogy. A to 1 pfesto,
ze Cast se aktivuje na 20E, protoze i tento nasledné rychle
podléha biotransformaci. Existuji dva mechanismy deakti-
vace, metabolizace ekdysteroidi. Vedle deaktivace spous-
téné endoekdysteroidy byl potvrzen i mechanismus spous-
tény exoekdysteroidy, které vstupuji do hmyzu pres travici
soustavu potravou. Ve stfevé dochazi ke traveni potravy
vcetné zacatku deaktivace ekdysteroidii. Nesteroidni ago-
nisti odvozeni od diacylhydrazin jsou komeréné pouZiva-
né insekticidy’. Fenozid (obr. 2) indukuje deaktivatni me-
tabolickou cestu pies hydroxylaci ekdysteroidii na C26
a po nasledné oxidaci ptes jeho aldehyd vznika pfislusna
kyselina na C26 (cit.”*%).

5. Metabolismus aktivnich a neaktivnich
fytoekdysteroidii pijimanych hmyzem'™

Enzymovy systém ve stfevech larev hmyzu méa mno-
ho funkci. Z cytosolu stfedni casti stiev byly izolovany
enzymy, jako jsou ekdysonoxidasa, 3-dehydroekdyson-3a.-
reduktasa, 3-dehydroekdyson-33-reduktasa, ekdysteroid-2-
fosfotransferasa a ekdysteroid-22-fosfotransferasa, které se
podileji na detoxifikaci (deaktivaci) ekdysteroida® "
Rozsah optimalniho pH pro tyto enzymy je stanoven mezi
6,5-7,8. Metabolity detoxifikace ekdysteroidd tvori neak-
tivni analogy. Pfi deaktivaci je uplatiovana nejen polarni
cesta, ale pfednostné i nepolarni cesta. U nepolarni cesty je
nezbytna acyltransferasa, kterd je G¢inna pro oba hlavni
substraty ekdysonu a 20E. MenSi ¢ast potravou pfijatého
20E odchazi ale v nezménéné form¢ ze stfev vymeéty
(napt. u zavijete paprikového — Plodia interpunctella)’.
Z detoxifikace ekdysteroidi ale nelze vyloucit ani stfevni
symbiotické bakterie, ackoliv byly nalezeny v cytosolu
sttedniho stieva enzymy larev, které umoziuji tvorbu ne-
aktivnich ekdysteroidi.

Deaktivaci ekdysteroidd se tvoii hormonalné neaktiv-
ni méné polarni konjugaty ekdysteroidd s estery kyseliny
octové (3-acetat ekdysteroidll), nachézejici se v larvach
sarancete stéhovavého (Locusta migratoria)’™ a piedeviim
s mastnymi kyselinami na C(22)-acylestery ekdysteroidd,
které se vymeésuji ze stiev vyméty larev cernopasky bavl-
nikové (Heliothis armigera syn. Helicoverpa armigera)®,
H. virescens™>*>, cvréka dvouskvrnného (Gryllus bima-
culatus)’®, S. littoralis™, P. interpunctella®. P. interpunc-
tella odstranuje 20E z potravy také jako 3-oxo-20E a 3-
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epi-20E, které také tvori konjugaty s mastnymi kyselina-
mi’'. Oproti tomu zavije¢ kukufiény (Ostrinia nubilalis)
produkuje pouze konjugaty s mastnymi kyselinami®'. Jiz
po 15 minutich se z téla hmyzu ve vymétech
(exkrementech) nejdiive vylucuji estery ekdysteroidu.
Obecné se vyluCuje zpracovana potrava vymeéty po 2—4
hodinach. Oproti tomu napt. pro ¢ernopasku bavilnikovou
(H. armigera) je rychlost traveni v&tsi nez 12 hodin> a pro
Helicoverpa virescens je mensi nez 1 hodina™. Ekdysteroi-
dy znagené isotopem “H podané spolu s potravou se proje-
vily na nizké trovni radioaktivity v uhynulych jedincich™.
Radioaktivita ve stievech je nepfimo umérna vymétim*.

Ptes sténu stfevni do téla vice vstupuji estery 20E nez
polarngjsi 20E. V tomto piipadé je proto tvorba esterd 20E
pouze pseudodetoxifikaci. K této deaktivaci ekdysteroidi
pres jejich estery mize dojit, pokud fytofagni hmyz trvale
zije na rostlindch obsahujicich ekdysteroidy. Biotransfor-
mace ekdysteroidi z fytosterold je energeticky narocna.
Odtud se miize opét ¢ast téchto esterti ekdysteroidii vratit
zpét do stfeva pomoci molekularnich bunécnych pump
(neni zndma Z4dnd prace popisujici, zda a jak dochazi
k aktivaci), a nebo vstoupit do hemolymfy. Hlavni funkci
hemolymfy je rozndSeni vyzivnych a exkreCnich latek.
Proto deaktivované ekdysteroidy véetné esterd, jako stale
relativné polarni latky, pokud nemaji upotiebeni
v metabolismu larev, mohou byt postupné z hemolymfy
vylucovany pies malpighické Zzlazy do zadniho stfeva
(proctodaeum), kterym odchazeji zbytky potravy do ko-
necniku.

Deaktivace probiha v larvach pres 14-deoxy-
ekdysteroidy (G. bimaculatus’), oditépenim postranniho
fetézce na poststeron (B. mori®) a také pres 3-
dehydroekdysteroidy (S. littoralis™™, D. melanogaster®,
P. interpunctella®") na 3-epiekdysteroidy (b&lasek zelny —
Pieris brassicae®, Manduca sexta®®®"*, S. littoralis™".
Z téchto biotransformovanych ekdysteroidii se nasledné
mohou vytvaret predevsim fosfatové konjugaty. Deaktiva-
ci ekdysteroidii se tvoti hormonalné neaktivni polarni kon-
jugaty ekdysteroidi se sacharidy, jako je 22-glukosid
ekdysteroidii (obsazeno v medovici msic, napf. u msice
broskvoiiové — Myzus persicae®), a piedeviim s kyselinou
fosforecnou, jako je 2-fosfat ekdysteroid (L. migratoria,
cit. 8, M. sexta®, S. littoralis™>"), 3a-fosfat ekdysteroid
(P. brassicae®™), 22-fosfat ekdysteroid (M. sexta®, S. litto-
ralis™*), které se rychle vym&suji ze stiev larev. Enzyma-
tickd deaktivace cytosolu stfedniho stfeva ukazala u larev
S. littoralis v podminkach in vitro®> tvorbu ptedeviim 3-
fosfatti ekdysteroidi a méné 22-fosfatt ekdysteroidi™.
Neaktivni konjugaty ekdysteroidii s glukosou nebo galak-
tosou v poloze C22 jsou tvofeny glukosyltransferasou
v hemolymf& hmyzu infikovaného bakuloviry®*.

Diverzita detoxifikacnich metabolickych cest zooe-
kdysteroidt fytofagniho hmyzu umoziiuje larvam prekonat
negativni U¢inky v potravé pritomnych fytoekdysteroidi.
Diverzita detoxifika¢nich mechanismi mutize byt také pii-
¢inou rozdilné citlivosti jednotlivych druhii k obsahu fyto-
ekdysteroidi v potravé.



Chem. Listy 104, 831-837 (2010)

6. Reprodukovatelnost testi sledujicich
vliv fytoekdysteroidi podavanych potravou

Pfi studiu repelentni aktivity rostlinnych latek na
hmyzu jsou testy dobie reprodukovatelné®®. Metodiky
sledujici toxicitu rostlinnych latek, zvlasté pak ekdysteroi-
dii nebo s tim spojenou biologickou aktivitu na hmyzu,
vypadaji také bezchybné. Jsou ale do urcité miry specific-
ké. Za standardni lze povaZovat biotest vyuZivajici
ekdysteroid znadeny isotopem “H, ktery je aplikovan po-
travou larvam vétSinou v 6. instaru. Pro povzbuzeni spo-
treby potravy, zvyseni krmného poméru jsou larvy napf. S.
littoralis ptedem vyhladovény. Postup je standardné vyuZzi-
van v ekotoxikologickych testech. Ekdysteroidy musi byt
rovnomémeé aplikovany na povrch zkrmovanych listl
o maximalnim priméru 1,2 mm (cit.*?).

Vyhladovéni a minimalizace potravy umoziuje
dobrou organizaci pokusu, protoze jsou relativné dostatec-
né¢ oddéleny potrava a vyméty. Problém miiZze nastat
s ur¢enim hodnoty mnozstvi latky ovliviujici 1 kg testova-
ného organismu (LDsy, EDsq ¢i IDsp). To lze eliminovat
aplikaci latky (juvenilni hormon) pitnou vodou, ne potra-
vou. Podminkou je, Ze ruménice pospolna (Pyrrhocoris
apterus) v testované zivotni fazi (posledni nymfalni ekdy-
se) nezbytn¢ potiebuje k zivotu v danych podminkach
presné stanovenou denni davku vody (55 pl)*’. Uginné
koncentrace ekdysteroidi podavané potravou™ "> byly jiz
od 10 ppm (EDsy — inhibice rdstu), resp. od 50 ppm, kdy
byla pozorovana 90% mortalita. U hmyzu ale nebyly pozo-
rovany zmény v ekdysi ¢i jiné specifické fyziologické
zmény pozorované pii injektovani.

Béhem ekdyse pii zvySeném obsahu 20E roste i spe-
cificky glykoprotein (Gp 150), ktery je soucasti slizu a ma
1 imunitni funkei. Vyskytuje se v hemocytech a slinnych
zlazach. Odtud se dostava do piedniho stieva
(stomadaeum). Cast vyloucené¢ho Gp 150 zmeéni strukturu
a polapi bakterie. Proto ma hmyz béhem ekdyse a zvySené
hladiné ekdysteroidii vyssi imunitu proti patogennim bak-
teriim. Pii podavani 20E potravou v biozkouskach se zvy-
Suje obsah Gp 150 nejen v hemocytech, ale i ve slinnych
7lazach a nasledng i ve stfevech”. To zpétn& vyvolava
negativni vliv na stfevni symbiotickou mikrofléru vy-
znamnou nejen pro traveni potravy, ale i pro celkovy vy-
voj jedince. Je proto nutné obezietné postupovat pfi inter-
pretaci vysledki biozkousek ekdysteroidd aplikované po-
travou, pokud neni ziroveidl sledovdna zmeéna diverzity
stievni symbiotické mikroflory.

Velky pocet nalezenych druht hmyzu v polni kultufe
L. carthamoides, majici vysoky obsah 20E, jej musi z po-
travy eliminovat®. To dava predpoklad, Ze soudasti fenoty-
pové proménlivosti hmyzu je i adaptace stfevni symbiotic-
ké mikroflory spolupodilejici se na rezistenci hmyzu
k fytoekdysteroidim. Pti biotestech se nedocenuje fakt, ze
v tomto pfipadé¢ hmyz Zil na rostlin¢ obsahujici v listech
nékolikanasobné vEétsi mnozstvi 20E, nez je v jinych rostli-
nach napf. Spenatu, po napadeni hmyzem. ProtoZe se ob-
sah fytoekdysteroiddi v napadenych listech rostliny zvysi,
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byvaji fytoekdysteroidy fazeny k faktorim podilejicich se
na odolnosti rostlin ke sktidetim”.

Larvam ektoparazitoidu Diapetimorpha introita Ziji-
cim na umélé vyzivé a nikoliv na blyskavce kukufi¢né
(Spodoptera frugiperda), se vyznamné snizuje ve vSech
stadiich zivotaschopnost, zpomaluje se vyvoj a nastavaji
nékteré zmény, jako napf. zvétSeni oli, vyprazdnéna stie-
va. Obsah 20E byl vyssi v hemolymf¢ ektoparazita chova-
ného na pfirozené vyzivé predevsim v 6. instaru. Nedosta-
tek ekdysteroidd v hemolymf€ u chovu na umélé vyzive by
mohl byt ¢astecné pficinou relativné vysokého procenta
mortality ve 4. (maximalni) a nasledn& i u 1. a 2. instaru’*.
Hexapeptid byl izolovan” z vitellogenickych ovarii s folli-
kulostatickou aktivitou a regulujici oostaticky faktor inhi-
buje biosyntézu trypsinu ve stievech. Néasledné snizeni
koncentrace Zloutkovych polypeptidd v hemolymfé se
projevi v inhibici biosyntézy ekdysteroidii v larvalnich
7lazach™. Inhibice ekdysonu nepotlaguje aktivitu hexapep-
tidu, avSak je na ném zavisla regulace ekdysonu. Rostlinné
latky uvolnéné proto ve stfevech z potravy mohou byt
potencialné vyznamné v regulaci ekdysteroidti ptes inhibi-
ci proteolytickych enzymi nebo pfes inhibici biosyntézy
trypsinu’®.
pouzivana skupinou Rowell-Rahier’”"”’, ktera piimo neeli-
minovala vliv zmény potravy, napt. ptidavku potencialné
toxického sesquiterpenového laktonu kakalolu. Tito védci
zalozili pokusy na sledovani vlivu kakalolu na specialisto-
vi mandelince havézové (Oreina cacaliae) sebraného
z rostlin obsahujicich i neobsahujicich kakalol. Vysledky
ukazaly nejen vysokou heterogenitu srovnavanych popula-
ci, ale také nizkou heritabilitu rezistentni populace ke ka-
kalolu””"”. Fenotypovéa proménlivost rezistence sledovana
pomoci ristu a mortality neni zavisla na genotypové varia-
bilité¢ (proménlivosti) testovanych jedinct, ale na faktorech
prostiedi, tedy na negenetické variabilité. Vysvétlenim je
toxicita kakalolu na stfevni symbiotické bakterie u hmyzu,
ktery nezil na rostlinach obsahujicich kakalol. Porusenim
symbidzy bakterii s hmyzem doslo k sekundarnimu proje-
vu toxicity kakalolu.

Biotesty ekdysteroidii na hmyzu, ktery se zivi, resp.
nezivi, rostlinami obsahujicimi ekdysteroidy ve vztahu ke
sttevni symbiotické mikroflofe hmyzu nebyly provedeny.
Vliv ekdysteroidii na mikroorganismy™ neni jesté dosta-
tené popsan. Aplikaci vysokych davek ekdysteroidi muize
dojit ke sniZeni diverzity stfevnich symbiotickych bakterii,
podobné jako pii zménach potravy® ™. V testech rostlin-
nych latek aplikovanych potravou do hmyzu nebyval vy-
znam symbiosy stfevnich bakterii s hmyzim hostitelem
docenén. Proto se zacind se studiem vlivu rezistence stiev-
ni symbiotické mikroflory hmyzu k pfirodnim latkam
a insekticidim. Pfi sledovani toxického vlivu rostlinnych
latek, polutantii a pesticidii na stfevni symbiotickou mik-
rofléru hmyzu v podminkach in vitro je nutné dbat na
2 zékladni faktory: 1. Jen zlomek z téchto bakterii, podob-
né jako ptdnich bakterii*’, je mozno kultivovat in vivo. To
omezuje studium vlivu bakterii na traveni potravy hmy-
zem, ulohy bakterii pfi detoxifikaci pfirodnich latek, polu-
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tantd a pesticida®, zmén stievnich symbiotickych bakterii
zpusobenych toxickymi latkami a jejich vlivu na patogeny
v travicim traktu hmyzu. 2. U mikroorganismi, podobné
jako u pylu je nutné udavat zaroven koncentraci testova-
nych organismi a mnozstvi media, protoze v nizkych kon-
centracich dramaticky vzrista citlivost k latce®™®”. Caste¢-
né Ize k eliminaci vyuzit znamé referenéni latky®®®.

7. Vyznam stievni symbiotické mikroflory
pro vyvoj hmyzu

Vyznam zmény slozeni symbiotickych bakterii ve
stievech hostitelského hmyzu na traveni potravy, odolnost
proti patogeniim a detoxifikaci latek je nezpochybnitelny.
Studium diverzity a vlastnosti mikroorganismui zvlasté pak
sttevniho mikroekosystému hmyzu, jejich izolace a sprav-
né taxonomické identifikace Uzce souvisi s dokonalosti
pouzitych technik v mikrobialni analyze**. Pro sledovani
a taxonomické urceni nekultivovatelnych symbiotickych
mikrobii ve stievech hmyzu’'*? nebo hadatek®, véetnd
stanoveni komplexniho stfevniho spoleCenstva napf.
u Poecilus chalcides, Harpalus pensylvanicus, Anisodacty-
lus*®,  jsou vyuzivany rizné genetické analyzy
(metagenomické analyza®°®). Metoda znaceni stabilnimi
isotopy (stable isotope probing) — SIP* deteguje aktivni
organismy pii detoxifikaénim procesu a zaroven tento
proces umozni studovat.

Zménou, napt. pridavkem dalsi slozky do potravy
(proteinovy rybi hydrolyzat), je ovlivnén rlst a zvétsi se
imunita proti patogennim bakteriim (Vibrio anguillarum)
nejen u hmyzu, ale i jinych Zivogicha®. Po inokulaci stiev-
niho symbionta Enterobacteriacea do stfev octomilky
dochazi k naslednému zvyseni dlouhovéekosti u pozorova-
nych jedinct’>. Mnohé symbionty, jako napk. Enterobacte-
riacea, eliminuji v  potravé patogenni bakterie
(Pseudomonas aeruginosa) nebo potencialni patogeny
(Hafnia alvei, Serratia spp., zejména pak Serratia mar-
cescens) ve stievech vrtule velkohlavé (Ceratitis capitata),
H. pensylvanicus, Anisodactylus sanctaecrucis’™®*. S.
marcescens mize byt vyznamna v subpatogenni hladiné
pfi dynamické regulaci stfevniho bakteridlniho spolecen-
stva. Infekce entomopatogenni Photorhabdus temperata se
vyznamné projevi i ve snizeni travicich enzymi a nasledné
v mortalité motyla Diatraea saccharalis’ .

Ve stfevech hmyzu pfii traveni potravy napt. S. mar-
cescens a H. alvei produkuji specifické enzymy
(chitinasy)”™®. Bakterialni symbioticka spoleenstva se
uplatiiuji v produkci vitaminti B nebo rozkladu celulosy®.
Biotransformuji rostlinné steroly na cholesterol, ktery je
diilezitym meziproduktem biosyntézy zooekdysteroida®.

Stfevni symbiotickd mikrofléra hmyzu se vyznamné
podili na tridveni potravy, detoxifikaci a degradaci Skodli-
vych latek'*!'”". Vyznamné rozdily stfevnich symbiotic-
kych bakterii vyplyvaji z analyzy tfi hmyzich populaci
(dvou laboratornich proti insekticidim rezistentni a citlivé)
Sktidce zaprednicka polniho (Plutella xylostella) a popula-
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ci, ktera byla nasbirana z polniho ekosystému'®. O bakte-
riich (Burkholderia fungorum, H. alvei a Enterobacter)
detoxifikujici PCB, polyaromatické uhlovodiky
(fenanthren) a insekticidy (chlorpyrifos) v ptidé'®'™ vime
mnohem vice nez o bakteriich v travicim traktu hmyzu,
které degraduji ptirodni latky'®, toxiny’ a pesticidy,
zv143ts pak insekticidy®. Enterobacter, degradujici insek-
ticid chlorpyrifos, byl nalezen v pudé¢ i v travicim traktu
hmyzu®*,

8. Zavér

Pro tvorbu pesticidd 3. generace na zéklad¢ vyuziti
procest spojené s ekdysi, je vhodné jit cestou tvorby ago-
nistl, nejen jiz komer¢né pouzivanych, ale vyvojem no-
vych perspektivnich typy agonisti’, jako jsou agonisté
odvozeni od amidoketont, oxadiazolini, benzamida
a tetrahydroquinolind. Alternativou jsou pfirodni rostlinné
fenylpropanoidni analogy lignanovych agonisti nebo stil-
benovych antagonistii'®, nebo molekuly s velmi nizkou
toxicitou k mikroorganismim. Takovym modelem by
mohly byt i nékteré analogy esterovych konjugatti juvenil-
nich hormoni nebo steroidni saponiny jako napft. aginosid,
alliporin, vyskytujici se v riznych druzich rodu Allium
(¢esnek), nebo obecn& znamy digitonin'®’. Tyto saponiny
se asociuji s fytosteroly dulezitymi to prekurzory zooe-
kdysteroidl. Z toho vyplyva, Ze afinita zooekdysteroidové-
ho receptoru neni tak vysoka, jak ukazuji selektivni aktiva-
tory a inhibitory insulinové signalni kaskady, které aktivuji

nebo inhibuji biosyntézy zooekdysteroidi' ™.

Autori dékuji MSMT za financni podporu grantu
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phosphate. Transformation of active to inactive ecdyster-
oids (and vice versa) must be rapid and simple, with mini-
mum energy requirements. In addition to ecdysteroid bio-
synthesis from phytosterols via cholesterol, insect larvae
can obtain ecdysteroids from food as nonpolar and inactive
esters with fatty acids. These esters penetrate through the
midgut into the hemolymph in contrast to more polar ec-
dysteroids. The larvae excrete useless ecdysteroids during
24 hours. Wide diversity is shown of detoxified and deac-
tivated pathways of ecdysteroids in insects, determined by
bioassay. The biotests in insects mainly ecdysteroid tests
are described in detail, in relation to digestion, the influ-
ence of intestinal symbiotic microbiota, detoxification of
xenobiotics and subsequent inhibition of pathogenic mi-
croorganisms. Regulation and reduction of intestinal mi-
croorganisms are affected by an increased content of
(20E)-20-hydroxyecdysone during ecdysis. Based on the
current knowledge, the use of ecdysis by agonist formation
for plant protection in agriculture would be suitable be-
cause the specificity of ecdysteroid receptors is low and
they react as activators or inhibitors of insulin signalling
cascades.
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1. Uvod

Jednym z hlavnych problémov pivovarnickeho prie-
myslu je dosiahnutie vysokej trvanlivosti piva. Sucasny
trend smeruje k predaju piva vo flasiach a plechovkach, ¢o
je dosledok zmeny zivotného $tylu a rozrastajuceho sa
exportu. Vo vSeobecnosti sa dnes vyzaduje az rocna garan-
tovanad trvanlivost. Vysoka trvanlivost neznamena iba
zachovanie Cirosti, ktora je dnes samozrejmou poziadav-
kou, ale tieZ zachovanie aj ostatnych kvalitativnych vlast-
nosti, ako su chut’, vona, farba a penivost’, a to pocas trans-
portu i pri naslednom skladovani. Zial ani najlepsi systém
vyroby a kontroly nedokaze jednoznacne zarucit,, ze final-
ny produkt bude mat’ dobr senzoricku stabilitu'.

Referat

Aj v pivach, ktoré su biologicky a koloidne stabilné,
modze dojst’ postupom Casu k neziaducim chutovym zme-
nam. Tieto zmeny sa mdzu prejavit’ vo velmi kratkom
Case, alebo — pri dobre chutovo stabilizovanych pivach —
az po niekol’kych mesiacoch’.

Vyskumy na vzorke konzumentov piva poukazali na
to, ze chute a vone spdsobené starnutim piva su nie vzdy
povazované za senzoricky neZiaduce. Ovela dolezitejSie
bolo, aby konzumenti v konkrétnej znacke piva, ktoru
preferovali, rozpoznali jej charakteristicki chut. Kazdy
presadzoval nazor, Ze chut’ danej znacky piva by sa nema-
la menit’, avSak chut’, ktoru o¢akavali, bola chut’ ¢erstvého
piva. V priebehu starnutia piva dochadza k vyraznym
senzorickym zmendm a prave oc¢akdvana charakteristicka
chut’ sa moze stratit’. Je to jeden z hlavnych doévodov,
preco je starnutie piva povazované za neziaduce’.

Nasledujuce kapitoly sa venuji senzorickej charakte-
ristike piva, pojednavaju o chemickych zmenach nastdva-
jucich v priebehu starnutia a o obsahu polyfenolovych
latok ako u¢innych antioxidantov.

2. Starnutie piva

Vplyvom skladovania (starnutia) strica pivo svoje
charakteristické senzorické vlastnosti a ziskava skor ¢i
neskor takzvanu starti chut’. Kvalita piva méze byt posko-
dena pritomnostou menej prijemnych az vyslovene nepri-
jemnych voni a chuti, ktoré nazyvame cudzie.

Dalgliesh* detailnejiie popisal senzorické zmeny,
ktoré nastdvaji pocas starnutia piva (obr. 1). Dochadza ku
konstantnému poklesu horkosti a zaroven k postupnému

Horka chut'  Ribezlova prichut’

Sladka aroma

Intenzita

Sladka chut
a karamelova aroma

Obr. 1. Senzorické zmeny potas starnutia piva*
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zvySovaniu sa sladkej chuti. Vznik karamelovych
a pripalenych chuti a voni sa prekryva so sladkou chut'ou.
Dalej dochadza k rapidnemu narastu ribezFovej prichuti,
ktorda viak postupom Casu klesa. Podla Dalgliesha®
k rozvinutiu kartonovej prichuti dochddza az po poklese
intenzity ribezl'ovej. Kartéonova prichut’ konstantne stiipa
az kym nedosiahne maximum, nasledne tiez klesa. Pozitiv-
ne senzorické vlastnosti piva, ako su esterova, ovocna
alebo kvetové ar6ma, maju klesajucu tendenciu. Pre celko-
vy dojem je pokles senzoricky pozitivnych arom tak isto
dolezity ako rozvoj starych chuti a voni.

V stcasnosti sa vyuzivaji na ur€enie zmien senzoric-
kého profilu piva pocas starnutia aj chromatografické pri-
stroje, headspace analyza s tzv. elektronickym nosom, ¢o
vyvolava diskusie o ulohe profesionalnych degustatorov
na jednej strane a inStrumentalnych pristrojoch na strane
druhej. McKellar a spol.” pri §tadiu vplyvu starnutia piva
na profil jeho senzoricky aktivnych latok zistili, ze elektro-
nicky nos bol schopny zachytit ovela jemnejSie zmeny
ako degustatna komisia. Bamforth® prisiel k zaveru, Ze
ur¢enie senzorickych vlastnosti piva je velmi komplikova-
na zalezitost, pricom zalezi na cieli, pre ktory sa to robi.
Aj ked neexistuju chodiace chromatografy — 'udské bytos-
ti schopné urcovat’” koncentraciu urcitych latok, Skoleni
degustatori su dostatocne schopni relativne objektivne
posudit’ senzorické vlastnosti piva aj pri istych obmedze-
niach, ktoré¢ st dané psychologickymi aspektmi celého
procesu. Je dolezité si uvedomit’, ze ich vkus nemusi byt
v stilade s vkusom zékaznika’.

Na starnutie piva vplyva vela rozlicnych faktorov
a mozu byt jednoducho rozdelené na vnutorné faktory
(napr. zloZenie piva) a vonkajSie faktory (napr. podmien-
ky, ktorym je pivo vystavené pocas skladovania
a transportu). Kyslik je v dneSnej dobe jednym
z najstudovanejsich vnitornych faktorov®.

Kontakt piva s kyslikom sposobuje vel'mi rychle
zhorSenie chuti a vone a senzorickd zmena zavisi od obsa-
hu kyslika vo fl'asi. Zistilo sa v8ak, Ze starnutie prebieha aj
ked’ je koncentracia kyslika znizend na minimum, ¢o na-
znacuje, Ze starnutie piva moze byt’ ¢iastocne aj neoxidac-
ny proces.

Okrem koncentricie kyslika vyrazne ovplyviiuje star-
nutie piva teplota, pretoze je od nej zavisla rychlost’ che-
mickych reakcif. ZvySenie reakcnej rychlosti pre urcité
zvySenie teploty zavisi od aktivacnej energie danej reak-
cie. Tato aktivacnd energia je rozdielna pre rozne typy
reakcii ¢o znamenda, ze rychlost rozdielnych reakcii sa
nezvysi rovnako so zvySenim teploty. Preto v pive sklado-
vanom pri réznych teplotach nedochadza k rovnakému
nérastu senzoricky neziaducich zlicenin. Kaneda, Kobay-
ashi, Furusho, Sahara a Koshino’ to potvrdili svojimi me-
raniami a zistili, Zze v pive skladovanom pri 25 °C prevla-
dala karamelova aroma, zatial’ ¢o pri 30-37 °C bola domi-
nantn4 prichut’ po karténe.

Senzorické zmeny, ku ktorym dochadza pocas starnu-
tia, st vel'mi komplexnym problémom a zavisia hlavne od
typu piva, koncentracie kyslika a teploty skladovania.
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3. Reakény mechanizmus procesov starnutia
piva

Pocas skladovania piva mdze dochadzat k zmene

koncentracie mnohych senzoricky aktivnych latok nacha-
dzajucich sa v pive, a to k:
znizeniu koncentracie senzoricky aktivnych latok,
ktoré vedie k zhorSeniu ardbmy stratou pozadovaného
senzorického charakteru piva,
zvySeniu koncentracie senzoricky aktivnych latok,
ktoré vedie k zhorSeniu aromy zvySenim neziaduceho
senzorického charakteru piva.
Z chemického hladiska je pivo vodno-etanolovym
roztokom s pH okolo 4,2, v ktorom st rozpustené stovky
roznych molekal. Z hl'adiska senzorickej kvality piva st
dolezité karbonylové zliceniny a ich prekurzory, ktorym
sa pripisuje zasadny vplyv na senzorické vlastnosti.

Starnutie piva je zlozity komplexny proces, ktory
zahriiuje niekol’ko réznych mechanizmov. Jednotlivé me-
chanizmy sa nevylu€uji a mdzu pdsobit’ suc¢asne. Reakcie
vytvarajice latky, ktoré narusuju senzoricku stabilitu piva,
mdzeme rozdelit’ do nasledujucich skupin:
radikalové reakcie — reaktivne formy kyslika a dusika
(RONS),

Maillardove reakcie,

tvorba o-dikarbonylovych zlt¢enin,
Streckerovo odburavanie aminokyselin,
aldolové kondenzacie niz§ich karbonylov,
oxidécia nenasytenych mastnych kyselin,
oxidécia vyssich alkoholov,

oxidacna degradacia izo-horkych kyselin,
sekundarne oxidécie vyssich aldehydov,
fotooxidacné reakcie piva.

3.1. Radikalové reakcie — reaktivne formy kyslika
(ROS) a dusika (RNS)

Aj napriek snahe pivovarnickych technologov mini-
malizovat’ kontakt vSetkych surovin, medziproduktov vy-
roby a hotového piva s kyslikom, mo6Ze i z nepatrného
mnozstva tohto prvku v stabilnom stave vznikat dodanim
energie vo forme svetla alebo tepla, pripadne katalytickym
uc¢inkom kovovych idénov velké mnozstvo reaktivnych
foriem (obr. 2), ktoré sa sthrnne oznacuju skratkou ROS
(Reactive Oxygen Species)''.

Kyslik v zakladnom stave 0y je stabilny
a nevstupuje 'ahko do reakcie s organickymi molekulami.
V pritomnosti Zeleznatych i6nov (Fe**) v pive, kyslik mo-
7e prijat elektron a vznikne superoxidovy anién (O*)
a Fe''. Iony medi mézu vystupovat’ v procese oxidacie
podobne ako i6ny Zeleza a Cu' sa oxiduje na Cu®'. M4 sa
za to, 7 Cu'/Cu”" a Fe*'/Fe’" iony st sucastou oxidaténého
systému v ktorom polyfenoly, cukry, izo-a.-horké kyseliny
a alkoholy vystupuju ako donory elektronov'?. Superoxi-
dovy anion mdze prijat’ proton za vzniku perhydroxylové-
ho radikalu (OOHe), ktory je ovela reaktivnejsi. pKa tejto
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Tabulka I
Zlageniny vznikajuce pocas skladovania piva''
Skupina latok Zlucenina
Aldehydy acetaldehyd 2-metylbutanal
(E£)-non-2-enal 3-metylbutanal
(E)-okt-2-enal benzaldehyd
(E,E)-deka-2,4-dienal 2-fenylacetaldehyd
(E,E)-nona-2,6-dienal 3-(metylsulfanyl)propanal
Ketony E-B-damascendn 4-metylbutan-2-6n
biacetyl 4-metylpentan-2-6n
3-metylbutan-2-6n pentan-2,4-dion
Cyklické acetaly 2,4,5-trimetyl-1,3-dioxolan 2-izobutyl-4,5-dimetyl-1,3-dioxolan

Heterocyklické zlticeniny

Etyl estery

Laktony

Sirne zlu¢eniny

2-izopropyl-4,5-dimetyl-1,3-dioxolan

furaldehyd
5-(hydroxymetyl)furaldehyd
5-metylfuraldehyd
2-acetylfuran
2-acetyl-5-metylfuran
2-propionylfuran

furan

(2-furyl)metanol
etyl(2-furfurylmetyl)éter
5-(etoxymetyl)furaldehyd

etyl-3-metylbutanoat
etyl-2-metylbutanoat
etyl-2-metylpropanoat
etyl-nikotinat
dietyl-sukcinat

nonano-4-lakton
hexano-4-lakton

dimetyltrisulfid
3-metyl-3-sulfanylbutyl-format

2-sek-butyl-4,5-dimetyl-1,3-dioxolan

2-etoxy-2,5-dihydrofuran
maltol
5,5-dietylfuran-2(5H) -6n
5,5-dimetylfuran-2(5H)-6n
2-acetylpyrazin
2-metoxypyrazin
2,6-dimetylpyrazin
trimetylpyrazin
tetrametylpyrazin

etyl-laktat
etyl-fenylacetat
etyl-format
etyl-cinnamat

reakcie je 4,8 ¢o znamend, ze pri pH piva bude najvicsia
Cast’ superoxidu vo forme perhydroxylu. Superoxidovy
aniéon moze byt dalej redukovany iénmi Fe* a Cu" na
peroxidovy anién (0,7). V pive je tento anién Pahko pro-
tonizovany za vzniku peroxidu vodika (H,0,). Hydroxylo-

vy radikal (OHe) moéze byt nasledne vytvoreny z H,0,

. , ., 2 . . , ,
alebo zo superoxidového anionu O~ reakciami, ktoré su
katalyzované iéonmi kovov, ako st Fentonova a Haber-

Weissova reakcia:

Fentonova reakcia

Fe*" + H,0, — Fe** + «OH + OH~
Fe*" + H,0, —» Fe*' + 0> + 2 H'

2 H,0, — *OH+OH +0* +2 H'

Haber-Weissova reakcia
Fe* +0” —>Fe* +0,

Fe*" + H,0, — Fe**+ «OH + OH~
0> +H,0, — O, ++*OH + OH"
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hydroxylovy radikal
OH  <«— H,0,
peroxid vodika

2H*

-
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peroxid

0>

e

2e’, 2H* voce
d Y 2H20

superoxid Oy <«——— O,H '

Obr. 2. Premeny reaktivnych zlicenin kyslika

Hydroxylové radikaly st jedny z najreaktivnejSich
radikalov vobec, ktoré boli identifikované. Hydroxylovy
radikal vel'mi Casto neselektivne reaguje s etanolom. Eta-
nol je hned’ po vode druha najzastupenejSia zlozka piva
a je dobry vychytavac volnych radikélov. Zistenia Anderse-
na a Skibsteda" dokazujt, Ze takto vzniknuty 1-hydroxy-
etylovy radikél je jednym z najCastejSie sa vyskytujucim
radikdlom v pive. Koneénym degradacnym produktom
tejto reakcie je acetaldehyd.

Reaktivita roznych foriem kyslika vzrastd v smere
superoxidovy anion < perhydroxylovy radikal < hydroxy-
lovy radikal. MnoZzstvo volnych radikélov pocas starnutia
piva rastie s rastiicou koncentraciou idnov medi a Zeleza,
s rastiicou koncentraciou kyslika vo fl'adi a so vzrastajucou
teplotou skladovania. Reakcie vol'nych radikalov prebicha-
ju pri nizkych teplotach len vel'mi pomaly.

Podobne ako v pive vznikaju rozne reaktivne formy
kyslika, dolezitl Glohu pri procesoch starnutia piva majl aj
reaktivne formy dusika (RNS). Tieto reaktivne formy sa
Casto nazyvaju sthrnnym nazvom RONS (Reactive Oxy-
gen and Nitrogen Species). Medzi RONS patria okrem
volnych radikélov aj také zlUcCeniny, ktoré 'ahko oxiduju
iné latky alebo sa na radikaly menia. Vyznamnym dusika-
tym radikalom je oxid dusnaty *NO, ktory prednostne rea-
guje s inymi paramagnetickymi latkami. Do reakcie vstu-
puje aj s i6nmi zeleza, s molekularnym kyslikom (vznika
dusitanovy anion NO,") a inymi radikalmi ako napriklad
so superoxidovym aniénom. Pri reakcii so superoxidovym
anionom dochadza k vzniku peroxynitritu (ONOO?). Pero-
xynitrit ako aj jeho konjugovana kyselina st vel'mi silné
oxidac¢né ¢inidla, preto mozu 'ahko oxidovat’ ostatné latky
nachadzajuice sa v pive.

perhydroxyl

zakladny stav
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3.2. Maillardove reakcie

Maillardove reakcie prebiehaju vécSinou pocas pri-
pravy mladiny (rmutovania) z dévodu vyssich tepldt pou-
zivanych pri tychto procesoch, niektoré reakcie vSak pre-
bichaja aj pri ovela nizsich teplotach pocas skladovania.

Maillardove reakcie, iniciované reakciou redukujice-
ho sacharidu a animokyseliny vedu ku vzniku komplexne;j
sieti roznych reakénych mechanizmov, ktoré do dnes nie
su uplne objasnené. Neenzymatické reakcie hnednutia
prebiehaju takmer vo vSetkych spracovavanych potravinar-
skych produktoch a preto prebichaju aj pocas pripravy
mladiny a pokra¢uju pri skladovani piva'®.

Po ukonceni rmutovania obsahuje mladina 10 % glu-
kézy, 60-70 % maltdézy a 20-30 % maltotridozy. V dosled-
ku vysokej koncentracie tychto sacharidov a pritomnosti
réznych aminozlic¢enin dochadza vel'mi rychlo k Maillar-
dovym rekciam pocas chmel'ovaru. Z kvantitativneho hl'a-
diska st 5-hydroxymetylfurfural (HMF, pochadzajtci
z hex0z) a furfural (pochadzajici z pent6z) jedny z najzau-
jimavejsich Maillardovych monomérov v mladine. Vzni-
kom monomérnych zlifenin vSak Maillardove reakcie
nekonc¢ia a d’al$imi reakciami (kondenzacia, cyklizacia,
dehydratacia, izomerizacia) vznikaji vysokofarebné mela-
noidiny. Hoci bolo navrhnutych niekol’ko modelov $truk-
tary melanoidinov, vic§ina z nich zostava do dnes
neobjasnena'>™"’.

Maltéza, maltotriéza a iné malto-oligosacharidy pat-
ria podobne ako glukdza medzi redukujuce cukry a vstu-
pyji do reakcii s aminozliCeninami za vzniku o -
dikarbonylovych zli¢enin mechanizmom, ktory navrhli
Hollnagel a Kroh'®.
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3.3. Alfa-dikarbonylové zluceniny

Aj pocas skladovania piva pri izbovej teplote docha-
dza k Maillardovym reakcidm. Pocas tohto procesu bol
pozorovany vznik desiatich roéznych o-dikarbonylovych
zlugenin'*. Vznik a akumuldcia tychto zlutenin v pive
naznacuje, ze Streckerova degradacia ako aj degradacia
Amadoriho medziproduktov prebicha pocas starnutia piva
aj pri skladovani pri niZ8ich teplotach. Vzhl'adom na cen-
tralnu ulohu o-dikarbonylovych zlucenin v procese Mail-
lardovych reakcii mdze blokovanie tychto medziproduktov
zabranit’ vzniku typickych zlucenin zodpovedajucich za
star(l prichut’ piva. PouZitim tzv. “vychytdvacich” ¢inidiel,
ako napr. aminoguanidinu, dochadza k rychlej a irreverzi-
bilnej reakcii s dikarbonylovymi zl(i€eninami za vzniku 3-
aminotriazinu a tym sa zabrani vstupu dikarbonylovych
zltc¢enin do d’alSich reakcii, ktoré by viedli ku vzniku ko-
necnych produktov, napr. HMF.

3.4. Streckerovo odburavanie aminokyselin

Je nazvana podl'a Adolfa Streckera, ktory uz v roku
1862 publikoval, Ze o-alanin moZze byt alloxanom rozkla-
dany na acetaldehyd a oxid uhlicity. Tento typ reakcie je
sticast'ou Maillardovych reakcii, ktoré vedu k rozkladu o -
aminokyseliny za vzniku aldehydu, obsahujticeho o jeden
atom uhlika menej ako povodna aminokyselina. Pri reakcii
sa predpoklada pritomnost’ o -dikarbonylovych zlucenin,
ktoré predtym vznikaju oxidaciou aromatickych alebo
alifatickych zla¢enin so susednymi hydroxylovymi skupi-
nami, popripade Amadoriho preSmykom v priebehu Mail-
lardovych reakcii.

Z najbeznejsich latok, ktoré sa zicastiuji na odbirani
aminokyselin, mozno uviest’ kyselinu pyrohroznovi, dia-
cetyl a kyselinu dehydroaskorbovii'’. Napriklad z amino-
kyseliny leucin vznika 3-metylbutanal, z valinu 2-
metylpropanal, z metioninu metanal, z fenylalaninu feny-
lacetaldehyd a za pritomnosti maltézy a med’natych ionov
aj benzaldehyd”*?'.

3.5. Aldolova kondenzacia

Aldolova kondenzécia nizSich aldehydov, vzniknu-
tych najcastejSie Streckerovou degradiciou ma za nasle-
dok vznik aldehydov s dlhs§im retazcom. Kondenzaciou
acetaldehydu a n-heptanalu vznik4 napr. aj (£)-non-2-endl
dodévajuci pivu neprijemnu kartonovou arémou. Kataly-
tickl funkciu aldolovej kondenzacie plnia aminokyseliny,
tvoriace s aldehydmi iminovy medziprodukt®. Touto ces-
tou dochddza k tvorbe karbonylovych zli¢enin s niz§im
prahovym vnemom z karbonylovych zli¢enin nachadzaju-
cich sa v pive, ktoré sit menej senzoricky aktivne a ktoré
mdzu vzniknat’ inymi reakciami.

3.6. Oxidacia nenasytenych mastnych kyselin

Cesta, ktorou sa oxida¢ne degraduji nenasytené mast-
né kyseliny za vzniku réznych senzoricky vyznamnych
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karbonylovych zli¢enin mdze byt dvojaka: enzymaticka
a neenzymaticka.

Enzymaticka oxidacia kyseliny linolénovej na (E)-
non-2-enal vyvola typickl vonu piva po Kkartone,
papieri®?*. Lipoxygenazy (spolony termin pre enzymy
jacmena), ktorych koncentracia sa pri rmutovani zvysuje,
oxiduju kyselinu linolénova na hydroxykyselinu. Tato je
d’alej Stiepena na kratSie retazce aldehydov. Pri oxidacii
lipidov sa generujt aj lipidové hydroperoxidy, ktoré su bez
chuti a vone (napr. kyselina linolénova — linoleovy hydro-
peroxid). Tieto hydroperoxidy st vel'mi nestabilné
a rozpadaju sa sekundarne na reakéné produkty ako karbo-
nyly, kyseliny a estery®.

Konkrétne (E)-non-2-enal vznika z kyseliny linoléno-
vej pdsobenim lipoxygendzy 1 za vzniku 9-hydroperoxidu,
ktorého rozkladom vznika (Z)-non-3-enal a ten okamzite
izomerizuje na (£)-non-2-enal.

Neenzymaticka oxidacia vedie k vzniku podobnych
hydroperoxidov, resp. peroxyradikalov ako cesta enzyma-
ticka, pricom Kkatalyticky ucinok enzymov je nahradeny
oxidaciou prostrednictvom aktivnych foriem kyslika. Re-
akcia je autokatalyticka, oxidaéné produkty sami katalyzu-
ju a urychluju reakciu®. V reakcii vystupuje volny radikal
kyslika, prijima elektrony a stava sa z neho superoxidovy,
peroxidovy a nakoniec najtoxickej$i hydroxylovy radikal,
ktory je schopny spustit’ vel'mi nebezpeént retazovi reak-
ciu volnych radikélov, konc¢iacu az uplnou destrukciou
mastnych kyselin.

3.7. Oxidacia vyssich alkoholov

P6vod vyssich alkoholov vznikajtcich pocas kvasenia
spo¢iva v prevaznej miere v premene aminokyselin, pri-
¢om sa primarne vznikajice aldehydy redukuju na alkoho-
ly. Pri starnuti piva sa mézu alkoholy opédt” oxidovat na
aldehydy, ktoré slizia ako indikatory starnutia®.
Hashimoto®’ sa presvedgil, 7e vyssie alkoholy pritomné
v pive s oxidované melanoidinmi vo vécsej miere, ako
molekularnym kyslikom. Tak pocas skladovania vznikaji
prchavé aldehydy. Transport elektronov z vyssich alkoho-
lov prechadza na karbonylovu skupinu melanoidinov. Hoci
molekuldrny kyslik neoxiduje alkoholy priamo, jeho pri-
tomnost’ urychl'uje oxidaciu sposobenti melanoidinmi?’.

3.8. Degradacia izo-horkych kyselin

Izohumuloény, izokohumulény a izoadhumulény maja
typicku reaktivnu Struktiru, ktord mé v tautomérnej forme
tri karbonylové skupiny. Oxidaciou izohumulénov vznik-
nl odStiepenim bocného retazca karbonyly s kratkym re-
tazcom (aldehydy). Zistilo sa, Ze tejto reakcii rychlejsie
podliehaju trans-izo-o-horké kyseliny ako cis izoméry.
Meraniami to potvrdil Araki a spol.?. Sledovali pomocou
metédy HPLC zmeny obsahu horkych kyselin v pive po-
Cas skladovania a nasli podstatné rozdiely v rychlosti
a rozsahu redukcie izohumulénu. Obsah trans-izoméru
klesal, zatial' ¢o cis-izomér ostaval nezmeneny. Pomer
izomérov trans a cis koreloval s intenzitou starej chuti
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piva. Naslednou aldolovou kondenzaciou kratkych aldehy-
dov vznikaji nenasytené karbonyly s dlhym retazcom,
napr. trans-2-nonenal, izovaleral, izobutanal. Fotooxidacia
izohumulénov, katalyzovanou riboflavinom, ktory sa pri-
rodzene nachadza v pive, moze vyvolat’ vznik latok, ktoré
ovplyviujui vonu. Sulfhydrylové skupiny, ktoré vznikli po
oxidacii sirnych aminokyselin, reaguji s bo¢nymi ret'azca-
mi izo-a-horkych kyselin a H,S.

4. Antioxidanty vyznamné v pivovarnictve
a ich vlastnosti

Kazdé pivo podlieha prirodzenému procesu starnutia.
Avsak vd’aka niektorym latkam, ktoré pivo obsahuje, je
mozné tieto procesy obmedzit?’. Z biologického pohladu
vyznamny antioxidant je taka zliCenina, ktora v malej
koncentracii v reakcii s reaktivnym metabolitom
(prooxidantom) tvori relativne stabilné a netoxické pro-
dukty. Tym zabrani oxidécii cielovej molekuly. Produkt
reakcie oxidanta s antioxidantom by nemal spustat’ d’alsie
radikalové reakcie, pri ktorych by sa tvorili nové volné
radikaly alebo reaktivne metabolity kyslika a oxidované
substraty.

Podl'a Kochhara a Rossella®® moZeme antioxidanty
rozdelit’ do piatich skupin:
primarne antioxidanty (polyfenolové zluceniny, toko-
feroly, butylhydroxyanizol a i.),
zluCeniny reagujuce priamo s kyslikom (kyselina as-
korbova),
sekundarne antioxidanty, rozkladajice hydroperoxidy
na stabilné produkty,
enzymatické antioxidanty,
chelatacné a maskujice c¢inidla (kyselina citrénova,
aminokyseliny, EDTA).

.1. Polyfenolové antioxidanty

Polyfenolové zlGceniny st vyznamnymi antioxidan-
tmi v rdznych systémoch. VSeobecne 70-80 % polyfenolo-
vych latok piva pochadza zo sladu a ostatnych 20-30 %
z chmel'u. Polyfenoly mézu pdsobit’ ako antioxidanty tro-
mi réznymi spdsobmi:
ako lapace (scavengery) volnych radikalov’'*?,
st schopné inhibovat’ aktivitu lipoxygenaz™,
st schopné posobit’ ako chelataéné ¢inidla*.

Rozdiel medzi antioxidantami a lapa¢mi volnych
radikalov je ten, ze antioxidanty zabrafuju oxidacii nena-
sytenych mastnych kyselin este pred vznikom alkylovych
radikalov, a tym nedochadza k vzniku hydroperoxidov. Na
druhej strane scavengery nezabraiuju priamo vzniku alky-
lovych radikdlov, ktoré potom reaguju s kyslikom
a vznikaju tak peroxidové radikaly, ktoré velmi rychlo
reaguju s vodikovym atdbmom scavengerov za vzniku hyd-
roperoxidov, pricom vzniknuty hydroperoxid je pomerne
stabilny a zabrafiuje tak retazovej reakcii’’. Polyfenoly
reaguji s volnymi radikdlmi za vzniku fenoxy radikélov,
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Obr. 3. Stabilizacia fenoxy radikalu delokaliziciou

ktoré su relativne stabilné v dosledku delokalizécie elek-
tronu na aromatickom kruhu zltéeniny (obr. 3). Rovnakym
mechanizmom s najmé flavonoidy schopné pohlcovat’ aj
iné formy kyslika, konkrétne superoxidovy anion.

Okrem toho mozu niektoré polyfenoly vystupovat
ako inhibitory lipoxygenaz v procese enzymatickej oxida-
cie mastnych kyselin.

4.2. Melanoidiny a reduktony

Pocas hvozdenia sladu (nad 80 °C), prazenia sladu
(110-250 °C) a chmel'ovaru dochadza k tvorbe antioxidan-
tov Maillardovymi reakciami*®. Medzi tieto antioxidanty
patria reduktény a melonoidiny. Reduk¢nd kapacita reduk-
tonov je dana pritomnostou endiolovej skupiny (obr. 4).
Typickym redukténom je aj kyselina askorbové (vitamin
C), ktora nie je vSak produktom Maillardovych reakcii.
V procese vyroby piva sa vSak kyselina askorbova pouZziva
skor ako exogénny antioxidant®’.

Je viacero mechanizmov ktorymi moéZu produkty
Maillardovych reakcii pdsobit ako antioxidanty™
a existuje priama zavislost’ medzi farbou sladu (a tym aj
hotového piva) a antioxidacnou aktivitou. Antioxidacna
aktivita reduktonov priamo umerne stupa s farbou sladu.
Do druhej skupiny antioxidantov, ktoré vznikaju Maillar-
dovymi reakciami, patria antioxidanty s antiradikdlovym
ucinkom, avs$ak v tomto pripade nebola zistena zavislost
medzi intenzitou hnednutia a efektivitou vychytdvania
kyslikovych radikalov®’.

Stadie*®** zaoberajice sa antioxidaénymi vlastnost’a-
mi melanoidinov naznadili, Ze je vel'mi tazké urcit’ Struk-
turdlne znaky zodpovedné za antioxidac¢nu aktivitu. Okrem
toho, melanoidiny a ich prekurzory mézu mat’ aj prooxi-
da¢nti aktivitu®.

I I

¢=0 o  ©=0
(IZI—OH (|)=O
(|3—OH (|3=O

endiolova skupina

Obr. 4. Oxidacia reduktonu
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Mnozstvo antioxidantov vytvorenych Maillardovymi
reakciami a karamelizaciou sacharidov je nizke vo svet-
Iych sladoch, ale vyznamné v Specialnych tmavych sla-
doch. Vyssia redukénd sila mladiny a piva vyrobeného
z tmavych sladov moéze viest k lepSej senzorickej
stabilite™.

4.3. Chelata¢né ¢inidla

Okrem polyfenolov, rozne iné zluceniny v mladine
a pive, ako napr. aminokyseliny, kyselina fytova
a melanoidiny mézu sluzit' ako chelata¢né ¢inidla pre ko-
vové i6ny (najmi medi a Zeleza), ¢im zabranuju katalytic-
kej funkcii tychto i6nov pri oxidacno-redukénych preme-
nach. V mladine a pive existuje urcitd rovnovéha medzi
volnymi a chelatovanymi ionmi kovov**.

4.4. Oxid siricity

Premena siranov pomocou kvasiniek je hlavnym en-
dogénnym zdrojom oxidu siri¢itého v pive. R6zne merania
vyuzivajuce metddou ESR dokézali, ze oxid siriCity je
jednym z najefektivnejSich antioxidantov piva. Jeho pri-
tomnost’ oddialila tvorbu volnych radikalov (hlavne 1-
hydroxyetyl radikalu) meranych pomocou ESR spinového
lapaca. Jeho ucinnost’ ako antioxidanta je dana jeho dvomi
elektronmi, pricom pri reakcii s peroxidmi sa netvoria
ziadne radikaly.

5. Zaver

Skladovanim piva v spotrebitel'skych obaloch sa ne-
priaznivo menia jeho senzorické vlastnosti. Dochadza
k tzv. starnutiu piva, ktoré sa prejavuje najmé tvorbou
cudzich chuti a voni, spdsobenych prevazne vznikom kar-
bonylovych zlucenin. Preto zachovanie ¢o najvysSej sen-
zorickej stability je jednym zo zédkladnych cielov vyrob-
cov piva.

Na zhorSenie senzorickej stability maju vplyv fyzikal-
ne faktory pri jeho skladovani, t.j. vysSia teplota, pohyb
a svetlo. Doélezity vyznam maji aj chemické faktory pri
samotnej vyrobe piva, ako napr. pritomnost’ kyslika vo
varnom procese a hlavne vyssi obsah rozpusteného kyslika
pri staCani piva. Priaznivy vplyv ma naopak pritomnost
antioxidantov, medzi ktoré patria niektoré polyfenolové
latky, oxid siricity a pripadne kyselina askorbova.

Je zrejmé, ze problematika starnutia a senzorickej
stability piva je rozsiahla a vyskum v danej oblasti ani
z d’aleka nie je ukonCeny. Treba vSak poznamenat, Ze
procesu starnutia sa neda uplne zabranit'. VécSina reakcii,
ktoré st zodpovedné za senzoricku nestabilitu, sa neda
uplne eliminovat, ale ich u¢inok sa da v mnohych pripa-
doch minimalizovat.

Praca bola vypracovanda vdaka podpore Vedeckej
grantovej agentury Ministerstva Skolstva SR a Slovenskej
akadémie vied VEGA, reg. ¢. 1/0786/08.
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P. Nadasky and D. Smogrovi¢ova (Department of
Biochemical Technology, Institute of Biotechnology and
Food Science, Faculty of Chemical and Food Technology,
Slovak University of Technology, Bratislava): Sensory
Stability of Beer

This review summarises current data on chemical
origin of various aging flavours and the reaction mecha-
nisms responsible for their formation. The formation of
typical flavours during beer storage could be linked to the
Maillard reactions, formation of straight-chain aldehydes,
ester formation, ester degradation, acetal formation, etheri-
fication and degradation of hop bitter compounds. Most of
the reactions cannot be avoided, but they can be mini-
mized. In addition to the storage temperature and condi-
tions, the characteristics of aging beer are affected mainly
by its chemical composition. Polyphenols present in beer
act as antioxidants, which are involved in maintaining
physical and chemical stability of beer by elimination of
free radicals.
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1. Uvod

Sanacnich technologie pouzivané pti Cisténi odpad-
nich vod a starych ekologickych zatézi zaznamenaly rych-
1y rozvoj. Spolecnym a Casto se vyskytujicim pozadavkem
podminujicim primyslovou aplikaci je jejich schopnost
odbouravat toxické a Casto také perzistentni organické
polutanty, které vzdoruji nebo pfimo deaktivuji tradicné
pouzivany biologicky stupen, tvofici nedilnou soucast
vétsiny COV'. Souéasti novych technologii jsou obvyklé
separacni techniky® (adsorpce, stripovani, membranové
procesy aj.) a procesy, které pfimo rozkladaji organické
polutanty, vyuzivajici ptfitom obvykle chemické oxidace
a redukce. Jsou-li vyslednymi produkty chemické oxidace
organickych polutanti CO,, H,O a dalsi neskodné anorga-
nické slouceniny, hovofime o mineralizaci organické mat-
rice. Odpadni vody predupravené, nejlépe piimo
v prumyslovém komplexu, technologii zahrnujici proces
chemické oxidace, pak mohou byt do¢istény v COV béz-
nym zpusobem, aniz se likviduje aktivovany kal.
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V souvislosti s primyslovou aplikaci chemické oxida-
ce odpadnich vod se casto vyskytuji polutanty, které
jsou obvyklymi oxida¢nimi €inidly (KMnO4, K,Cr,0O;
a Na,S,0g) oxidovatelné pouze obtizné a Castecns®, Je-li
tteba snizit vodarenské ukazatele CHSK ¢i TOC nebo
dokonce je-li pozadovana mineralizace organické matrice,
jsou pak postupy zalozené na téchto oxidacnich cinidlech
prakticky bezcenné. Utinnost oxidovadla vyplyva z jeho
oxida¢niho potencialu (tab. I). Nachylnost polutantu
k oxidaci vyjadfuje pomér ukazatelt BSK, CHSKc,
a zejména TSK udavajici spotiebu O, v mg 1™ (cit.”™).

2. Procesy chemické oxidace vyuZivajici
hydroxylové radikaly

Vyvoj ucinnych oxida¢nich procesii vedl ke vzniku
samostatné skupiny oxidacnich technik oznacovanych jako
pokrocilé oxida¢ni procesy (AOP, advanced oxidation
processes)’ . Ve strugnosti je lze charakterizovat t&mito
spole¢nymi znaky:

_ bez ohledu na reakéni mechanismus jsou reakénim
¢inidlem vysoce reaktivni hydroxylové radikaly OH’",
atak OH' na organicky substrat je velice rychly, rych-
lostni konstanty reakce druhého fadu dosahuji hodnot
10°-10" I mol "' s ™",

atak OH’" se vyznacuje nizkou selektivitou, coz dava
predpoklad pro Siroké uplatnéni AOP pii predapravé
primyslovych odpadnich vod s obsahem toxické
organické matrice,

AOP probihaji za normalni teploty a tlaku, coz
s sebou piinasi energetické uspory,

moznost generovat OH’ riznymi chemickymi reakce-
mi dava procesim AOP potiebnou variabilitu pfi fese-
ni praktickych ekologickych problémi,

jelikoz ¢inidla pottebna pro tvorbu OH radikali jsou
dosud draha (O;, H,0,), je ekonomické vyuzivat pro-
cesy AOP na odpadni vody s hodnotou CHSK resp.
TSK < 5000 mg 1’1, nebo je kombinovat s aerobnim
biologickym stupném.

Je ziejmé, ze SirSimu rozsifeni procesi AOP brani
predevsim ekonomicky aspekt a je otazkou, jaké alterna-
tivni postupy lze pouzit. Pro vysoce toxické organické
polutanty a CHSK > 5000 mg 1"' pfichazi v uvahu proces
mokré oxidace’, probihajici za zvysenych teplot (125 az
300 °C) a tlakt (0,5-20 MPa). Ekonomicky vyhodny se
tento proces stdva pii CHSK cca 20 g 1, kdy lze teplo
uvoliované v pribéhu oxidace vyuzit pro ohfev reakéni
smési. Pii jesté vysSich hodnotaich CHSK zacind mokré
oxidaci konkurovat spalovani odpadnich vod, které je pti
CHSK vysgich nez 200 g 1"' ekonomicky jednoznaéné
zvyhodnéno. Vratme se ale nyni k technikam AOP a po-
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Tabulka I
Ptehled oxidaénich ¢inidel pouzivanych pro upravu vody a jejich standardnich oxida¢né-redukéni potencialdi £° pii teploté
25°C
Cinidlo Reakce E° [V]
Fluor F,+2H +2¢” = 2HF(aq) 3,03
Hydroxylové radikaly OH+H +¢ = H,0 2,80
Singletovy kyslik O'+2H"+2¢" = H,0 2,42
Ozon 0;+2H +2¢ == H,0+0, 2,07
Peroxydisiran sodny S,05+2¢” = 250, 2,01
Peroxid vodiku H,0, +2H" +2¢” = 2H,0 1,78
Hydroperoxylovy radikal 2HOO +2H +2¢” == 2H,0+ 0, 1,70
Manganistan draselny MnO,; +8H' +5¢ = Mn** +4H,0 1,68
Oxid chloriity ClOy*+ 4H + 5¢” = CI +2H,0 1,57
Dichroman draselny Cr,0.> + 14H + 6e- = 2Cr*" + TH,0 1,38
Chlor Cly+2¢” == 2CI° 1,36
Kyslik rozpustény ve vodé Ox(g) +4H" +4e” = 2H,0 1,22

Ox(g) +2H +2¢” = H,0, 0,68

piSme si nejznaméjsi reakeni systémy. Jejich prehled uvadi
tab. II.

2.1. Fentonova oxidace

Historicky nejstar§im procesem AOP je bezesporu
Fentonova reakce, pojmenovana podle svého objevitele,
britského chemického inzenyra Henryho Johna Horstmana
Fentona (1854-1929), ktery v roce 1890 objevil oxidaci
¢inidlem obsahujicim ionty Fe** a peroxid vodiku. V lite-
ratuie je reakce ¢asto zminovana v souvislosti s oxida¢nim
odbouravanim ethert, alkoholt, fenold, aldehydt, ketoni
a dale aromati vcetné polycyklickych, amind ¢i barviv,
¢ehoz se Casto vyuziva pfi odbarvovani odpadnich vod
z textilniho pramyslu'>*. Velmi vyznamnym p¥inosem
reakce pro chemickou pfedipravu odpadnich primyslo-
vych vod je Gispésna oxidace organickych halogenovanych
latek, jako jsou PCB, chlorfenoly ¢i alifatickd chlorovana
rozpou§tédla®®®. Pravé tato neselektivnost preduréuje
Fentonovu reakci k cisténi nékterych problematickych
typt pramyslovych odpadnich vod — napt. z textilni vyro-
by, ¢i z farmaceutického nebo chemického primyslu. Dal-
§i vyhodou je jeji mald naro¢nost na technologické vyba-
veni. Potfebné chemikdlie jsou relativné laciné, snadno
dostupné a z pohledu zatéZe pro Zivotni prostfedi neSkod-
né. S rostoucim poctem praci se zda, ze reakéni systém je

1

pozorovéna také redukce ionti Fe**, rovnice (1) a (2):

Fe’ + H,0, == H" +FeOOH* (1)
FeOOH*" — Fe** + HO," 2)

Za téchto podminek lze jako katalyzator reakce
v jistém smyslu povazovat i samo Zelezo. Kapacita zatize-
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ni musi vychazet z faktu, Ze nezbytna doba prodlevy
v oxidaénim reaktoru je nejmén& 2—4 h (cit.>*). Oxidaci
predchazi uprava pH, provadéna nejcastéji vapennym mlé-
kem, pfi¢emz vysrazené soli napt. CaSQy, se oddéluji sedi-
mentaci v usazovacich ¢i filtraci. Z praxe pritom vyplyva,
7e nezbytna doba pro sedimentaci je alespoi 5-8 h (cit.?).

2.2. Modifikace Fentonovy oxidace

Se vzrlstajicim vyuZzitim Fentonovy reakce se hledaji
nové moznosti aplikace a pribyva podobnych procesu, ale
které jiz nelze oznacovat jako Fentonovu reakci. Typicky-
mi ptiklady jsou procesy vyuzivajici jako katalyzator ze-
lezo v jiném oxidaénim stupni’, (Fe’, Fe'), jiné kovy
(pfechodné kovy jako Cu, Ti, Cr a Co)*'™¥, popt. jiny
zdroj radikalti (napt. HOCI) nebo rtzné foto- a elektro-
Fentonovy reakce™.

2.3. Foto-Fentonova oxidace

Je znamo, Ze Fentonova oxidace je siln¢ urychlovana
UV zatenim. To lze rozdélit podle energie resp. vlnové
délky na UV-A (3,26-3,87 eV, 320-380 nm), UV-B (do
4,41 eV, 280 nm) a UV-C (do 6,52 eV, 190 nm). Do sku-
piny AOP procest oznacovanych jako foto-Fentonova
oxidace patii systémy H,0,/Fe*"/UV, H,0,/Fe*’/UV nebo
ozafovany roztok peroxidu vodiku se soli tris(oxalato)
zelezitanu H202/[FeI”(C204)3]37/UV, jejichz reakéni me-
chanismy shrnuje tab. II. Zatimco Fentonovo c¢inidlo
H,0,/Fe** je schopno vyuzivat zafeni do cca 400 nm, sys-
tém H,0,/Fe* je schopen absorbovat zafeni do 550 nm.
Oproti fotolyze Ize tak pti Gcasti Fe*"a Fe** iontt vyuzivat
fotony s nizsi energii. Tteti z uvedenych systému zalozeny
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Tabulka II
Prehled procesti AOP a vznik hydroxylovych radikala
Proces Reakeni systém Reakce Lit.
Fentonova oxidace ~ H,0,/Fe** Fe* + H,0, — Fe’ + OH™ + OH’ 9, 15-30
Modifikovana H,0,/Fe** Fe’" + Hy0, — Fe’" + HO," + H' 28-30
Fentonova oxidace  H,O,/Fe’ Fe® + H,0, — Fe** + 20H™
Foto-Fentonova H,0,/Fe*"/UV Fe*' + H,0, — Fe** + OH™ + OH' 31-33
oxidace Fe(OH)*" + hv — Fe** + OH’
H,0,/Fe’/UV Fe’" + Hy0, — Fe*" + HO," + H' 34-40
H,0,/[Fe"(C,04);]" /UV [Fe"™(C104):] + hv — [Fe'(C,04),]* + C,04™

C,04™ + [Fe"(C,04)5] — [Fe"(C,04).]* + C,04% +2C0O, 9
C204.7 + Oz — Ozk + 2C02

Fotokatalyticka TiO,/UV/O, TiO,+ hv — ¢~ + TiO, (h")

oxidace e +0, -0, 9
20,” +2H,0 — 20H + OH + O,
TiO, (h") + OH™ — TiO, + OH’
TiO, (h") + H,O — TiO, + OH" + H'

‘ TiO,+ hv — ¢ + TiO, (b") 41-45
Ti0,/ UV/H,0; TiO, (h*) + OH™ — TiO, + OH’
H202 +e¢ — OH + OH
: - 14
‘ TiO, + hv — ¢ + TiO, (h*) 9
Ti0/UV/S;0. TiO, (h) + OH — TiO, + OH'
$,08 + ¢ — SO, + S04
Fotolyza H,0,/UV-C H,0, + hv — 20H" 9,43
2H,0, + 20H — H,0 + HO, 44
ZHOZ. — HZO + 02 46
Procesy vyuzivajici Os 0;+2H +2e¢ — 0, + H,0 9, 10,
ozon O;+H,0+2e — O,+20H
0s/UV O3 + hvp<sionm) — O2 + o('D) i 47,48

0O('D) + H,0 — 20H'

O3/H202/UV HzOz == HOZ_ + H+
HO, +0; —» HO, + 05~
HO, —» O, +H'

0, +0; > 0;7+0, 9,14
0, +H — HO;
HO3. — OH" + 02
OH- + 03 g H02‘+ 02
Mn**/(COOH),/O; 9

Mn"(CO0)* n + O; + H" — Mn"(COO)* (1, + 2CO, +
HO, + 0,

'TiO, (h") je aktivovany katalyzator obsahujici elektronové vakance, " O('D) metastabilni excitovany stav atomarniho
kysliku s energii 1,97 eV
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na komplexech Zeleza s kyselinou Stavelovou
v pfitomnosti peroxidu vodiku se rovnéz osveédcil pfi od-
bouravani organickych polutanti, jako jsou benzen, toluen
a xylen ¢i methyl(ethyl)keton. Ozafovanim komplexu /
[Fe"(C,04):]> v kyselém prostiedi tak vznika CO, a ion
Fe®*, ktery se miize dale castnit klasické Fentonovy oxi-
dace. Systém je zvlasté ucinny pii oxidaci polutantl, jez
absorbuji ve stejné oblasti spektra jako Fe** a H,0,. Oproti
predeslym systémim je spotieba energie potfebna pro
oxidaci snizena az o 80 %. To je zpsobeno jednak absorp-
ci komplexu v rozmezi 200—400 nm, umoznujici efektivni
vyuziti UV zdroju, jednak vysokym kvantovym vytézkem
systému. Ten dosahuje hodnoty 1-1,2 oproti kvantovému
vyt&zku systému H,O,/Fe* (Fe*")/UV 0,15 (313 nm) resp.
0,017 (360 nm)".

2.4. Fotokatalyticka oxidace

Z mnoha praci je patrny trend vyuZivat pro rozvijejici
se sanacni technologie néktery z fotoprocesit AOP zareni
s A > 300 nm. Ve vétsin€ piipadl vSak jde spiSe o fotokata-
Iyzu zalozenou na systému TiO»/UV/O,.

Jako katalyzator zde vystupuje oxid kovu zvySujici
oxidacni ucinek kysliku. Z mnoha testovanych katalyzato-
i se jako nejvyhodnéjsi dosud jevi TiO, anatasového ty-
pu, vyznacujici se pii nizké cené vysokou stabilitou a Gi¢in-
nosti. Ozafenim katalyzatoru vznikd -elektronovy par
a vakance — viz tab. II. Katalyzator tedy produkuje elektro-
ny, které redukuji ve vod¢ rozpusténé ionty kovi a kyslik,
jez se pfitom méni na superoxidovy radikal O,”. Povrch
katalyzatoru s aktivovanymi elektronovymi vakancemi
adsorbuje H,O nebo OH™ ionty a produkuji OH'. Kromé&
ataku OH" muze byt v nékterych ptipadech na povrchu
katalyzatoru adsorbovany organicky substrat oxidovan
pfimo aktivovanym katalyzatorem ve smyslu rovnice (3):

TiO;, (h") + RX,q — TiO, + RX™" (3)
kde TiO, (h") je aktivovany katalyzator obsahujici elektro-
nové vakance.

Vétsina praci studujici fotokatalytické procesy se
zaméfuje na vyuziti sluneni energie” . V soucasnosti
probiha i vyzkum s dopovanym TiO,, ovSem dosud nejsou
znamy piiklady aplikace pii ¢isténi primyslovych odpad-
nich vod*’.

2.5. Fotolyza H,0,/UV-C

Fotolyza za pritomnosti peroxidu vodiku predstavuje
vysoce uéinny oxidaéni proces’, jsou-li splnény tyto pied-
poklady:
organické polutanty jsou ve vod€ rozpustné,
koncentrace peroxidu vodiku ptekracuje hodnotu cca
0,1 %,
je pouzit zdroj UV zéfeni s A < 280 nm.

P1i splnéni vySe uvedenych podminek se dle uvedené-
ho mechanismu (tab. II) homolyticky $tépi peroxidové
vazby a vznikaji dva molarni ekvivalenty OH" U¢innost
Stépeni ve vode je oproti vzduchu sniZzena vlivem solvata-
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ce molekul H,O,, v disledku ¢ehoz klesa kvantovy vyté-
7ek na cca 0,5 (cit.'’). Hydroxylové radikaly zanikaji ata-
kem dals$i molekuly peroxidu za vzniku superoxidového
radikalu HO," Nevyhodou systému H,0,/UV-C je nizky
molarni absorpéni koeficient €y00 ve vod€, ktery pii
254 nm ¢&ini pouze 18,6 1 mol™' cm™'. To snizuje efektivitu
vyuziti zdroje UV-C zvlasté, kdyz organicky polutant sou-
&asné puisobi jako vnitini opticky filtr”'°.

Rychlost fotolyzy H,O, miiZe byt vyssi za pfitomnosti
OH™ iontl, které produkuji peroxidové aniony HO,", je-
jichZ enox~ ve vodé je 240 1 mol™ em™ pii 254 nm (4)
a(9):

H,0,+OH == H,0+HO,

2HO,” + hv — 20H" + O,

“
)

2.6. Procesy vyuzivajici ozon

Ozon jako prostfedek Upravy vody neni novou tech-
nologii. Po¢atky jeho vyuZiti sahaji do pfelomu 19. a 20.
stoleti. Zvlasté v poslednich 20 letech velmi pokrocily
technologie vyroby ozonu a tim i jeho efektivnéjsi vyuZiti.
Ozon je uznavan jako nejucinnéjsi prostiedek oxidace ve
vodarenstvi. V odivodnénych piipadech jej lze doplnit
davkou H,0, nebo UV zafenim za Gcelem velice rychlé
a masivni oxidace s vyrazn&jsi spoluticasti OH'. V praxi
byva tato technologie oznaCovana jako ,,peroxonova‘“ a lze
ji odstranit napf. dusitany, kyanidy, sirovodik a je-li pH >
9, pak i amoniak™*.

Nejjednodussi systémy Os/H,0, a O;/H,O,/UV potie-
buji pro dostatetnou uginnost alkalické prostiedi®™',
(tab. II). Rozklad ozonu doprovazi vznik OH’, pfiCemz
jako iniciator fetézového radikalové reakce vystupuje OH .
Reakéni mechanismus soucasn¢ napovidd, ze v kyselém
prostiedi je nezbytna pritomnost H,O,.

Pouziti systému O;/UV zahrnuje syceni odpadni vody
ozonem za soucasného ozafovani nizkotlakou rtut'ovou
vybojkou. Vyhodou je, oproti pouziti peroxidu vodiku,
vysoky absorpéni koeficient €03 = 3600 1 mol™ em™ pii
254 nm. Nezanedbatelnou vyhodou je pifi srovnavani
s HyO, 1 vétsi sitka absorpéniho pasu, coz se projevuje
vy$$i Gcinnosti pfi oxidaci aromatickych sloucenin, které
ve vodé mohou pisobit jako vnitini opticky filtr'.

Dal§im systémem vyuZivajicim ozon je Mn®"/
(COOH),/03. Jeho vyhodou je vznik OH’ pfi pH > 4. Re-
akce spociva v oxidaci kyseliny stavelové ozonem za kata-
lyzy ionty Mn*" a vzniku $tavelanu di a tri manganitého,
hydroxylového radikalu, kysliku a oxidu uhli¢itého. Tento
systém, popisovany Andreozzim>>’, prokéazal uc¢innost
ptes 98 % 1 pro vysoce rezistentni polutanty, napf. pyrazin
a pyridin.

3. Mechanismy reakce organického polutantu
s hydroxylovymi radikaly

V uvedenych procesech AOP vystupuje po fluoru
nejsilngjsi oxidovadlo — hydroxylovy radikal, (tab. I). Ac-
koliv jde o castici s kratkou dobou Zivota, jeji reaktivita je
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Tabulka IIT
Rychlostni konstanty reakci druhého fadu ozonu a hydro-
xylovych radikalti s organickymi polutanty

Polutant Rychlostni konstanta [I mol ™' s™']
kos kow.* 107

Benzen 2 7,8
Toluen 14 7,8
Chlorbenzen 0,75 4
Trichlorethen 17 4
Tetrachlorethen <0,1 1,7
Butan-1-ol 0,6 4,6
Propan-2-ol 0,2 34
2-Methylpropan-2-ol 0,03 0,4

extrémné vysoka — rychlostni konstanty pro reakce druhé-
ho ftadu s organickym substratem dosahuji hodnot
10°1 mol ™' s7", (tab. III).

Organicky polutant miiZze byt napaden tfemi zptlisoby:
atakem OH’ doprovazenym pienosem protonu,

atakem OH’ ve smyslu elektrofilni adice,

atakem OH’ za soucasné probihajiciho pienosu elek-
tronu.

Pii ataku OH’ doprovazeném prenosem protonu se
z polutantu stava organicky radikal, ktery dale reaguje s O,
za vzniku peroxyradikélu:

OH+RH — H,0 + R’ (6)

I{.*'()z—ﬁ Ri)i CO

Nasledujici fetézové reakce s radikalovym mechanis-
mem vedou ke vzniku CO,, H,O a anorganickych soli.

Obsahuje-li polutant dvojné vazby, uplatiuje se elek-

trofilni adice:
R R R\ R OH

HO. + >:< —_— /C.A<

R R R R

)

Timto mechanismem se vysvétluje napi. dechlorace
jinak obtizné odbouratelnych chlorfenolti:
HO cl

)
Cl o
() = O - O
OH OH OH

Krom¢ atomu vodiku mize hydroxylovy radikal

z polutantu odtrhnout také elektron:
OH'+ RX —» RX"+ OH" (10)
Tento mechanismus je uptednostnén, pokud molekula

polutantu nema dvojné vazby, obsahuje vazby C-X (kde X
je halogen) nebo je stericky stinéna.
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4. Perspektivy vyuZivani AOP procesi
pri ¢isténi pramyslovych odpadnich vod

Mnoho procestt AOP vyuziva UV zafeni, av§ak sama
fotooxidace UV/O; je zpravidla Gi€inna pii pouziti ionizuji-
ciho (energie > 5 eV) nebo polychromatického UV zafeni.
Organickd molekula se pfi absorpci zareni dostava do ex-
citovaného stavu C*, rovnice (/). P¥i reakei s O, probihaji
rekombinace radikal-iontl, vznikaji superoxidové radikal-
anionty, rovnice (/2) ¢i dochazi k homolyze vazeb R-X,
rovnice (/3) a reakci radikald s kyslikem, rovnice (/4):

C+hv—oC (11)
C+0,>C+0," (12)
R-X+h - R +X (13)
R.+02—>R02‘ (14)

Homolyza vazby C-X u vysoce halogenovanych alifa-
tickych sloucenin vyzaduje vysoké davky UV zafeni
o energii prevysuyjici 6,5 eV (A < 190 nm) pro vazbu C-F
a 5,5 eV (225 nm) pro vazbu C-Cl.

Nizkotlakd rtutové vybojka je zdrojem UV-C zafeni
o vlnové délce 253,7 nm, které je samo pro odstranéni
vétSiny organickych polutantli nedostate¢né G€inné. Proto
je tento zdroj v praxi kombinovan s H,O,, Oz a Casto jesté
s katalyzujicimi ionty Fe*", Fe’* Mn®" nebo TiO,. Ulohu
oxidovadla piebira radikdl OH'. Za téchto okolnosti lze
z odpadni vody odstranit halogenovanid rozpoustédla
(CCly, CCl,=CHCI], CCI;CH;3, CHF;, CHCl;, CHCIL,Br,
CHCIBr,, CHBr3), ale také aromatické slouceniny jako je
chlorbenzen, 2,5-dichlorbenzen, 1,2,4-trichlorbenzen, 2-
chlorfenol, 2,5-dichlorfenol, m-kresol, 2,5-dimethylfenol,
4-nitrofenol a mnoho dalSich. Z vyzkumu je pfitom patrné,
ze pro odstranéni halogenovanych latek jsou nejvhodné;si-
mi zdroji UV-C specidlni stiedotlaké rtutové vybojky do-
pované sodikem nebo nizkotlaké rtutové vybojky
s xenonem emitujici zafeni A =222 nm.

Energie zateni UV-A a UV-B je pro odbouravani
vétsiny organickych latek pfimou fotolyzou nedostatecna.
Presto existuje mnoho praci studujicich moznost vyuziti
solarni energie pomoci reaktorii s parabolickym kolekto-
rem slunecniho zateni (CPC, compound parabolic collec-
tors)® a nékterého z fotokatalytickych systéma, (tab. III).
Zajimava je z tohoto pohledu napf. prace popisujici vy-
sledky z pilotniho projektu vyuzivajici reaktory s CPC pro
odbouravani problematickych pesticida'2.

Mnoho praci popisuje UspéSné pouziti fotolyzy pfi
aplikaci polychromatického zéfeni, jakym je napt. dostup-
né4 stfedotlakd rtutova vybojka emitujici zafeni v oblasti
254-400 nm. Toho lze vyuzit jak pro generaci radikald
OH’, tak pro pfimou excitaci organickych molekul absor-
bujicich v této oblasti spektra, jako jsou napi. benzen, to-
luen, xylen, dinitrotoluen nebo 2-chlorfenol.

Pti studiu praci vyuzivajicich pro vytvoreni radikala
OH’ Fentonovu reakci nebo né&jakou z jejich éetnych modi-
fikaci 1ze dospét k zavéru, ze proces AOP patii v praxi
mezi nejvyuzivanéjsi. Je to dano predevSim dostupnosti
potiebnych chemikalii a nizkymi investicnimi naklady.
Vyslednd Gc¢innost zavisi na n€kolika kli¢ovych faktorech.
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Tabulka IV

Ptiklady vyuziti procesti AOP pii ¢iSténi odpadnich vod z primyslu a zemédé€lstvi

Referat

Oblast Polutant / Reakeni systém Oxidovadlo; pH  Uginnost Lit.
aplikace koncentrace [mg 1™'] katalyzator/ [o]
koncentrace [mg 1”']
2-fenyl-2-methylglycin H,0,-Fe*-UV H,0, 200-500) 6-7,5 95 56
(500) Fe*' (2-20)
Farmaceuticky a
chemicky prumysl Metronidazol H,0,-UV-C H,0, (850—3400) 4-6 5-41 59
Prokain H,0,-Fe**-UV H,0, (850) ccald 14-56 60
Penicilin G Fe** (82)
Rhodamin B H,0,-Fe*"-UV H,0, (25)
Methylenova mod H,0,-Fe**-UV Fe'" (5) 2,7-6 80-99 57
Akridinova oranz
Reactive Blue 160 (7) H,0,-UV-C H,0, (680) 92-95 43
Textilni a barvarsky Reactive Yellow 84 TiO,-UV-A H,0, (150) 3-11 80-95 43
pramysl, Reactive Yellow 138:1 TiO, (1000) 69-75
odbarvovani (15)
odpadnich vod
Reactive Blue 4 (30) HzOz-UV-C H202 (680) 3’6 30—52 45
TiO,-UV-A Fe*' (6)
H,0,-Fe’*-UV
Reactive Red 45 H,0, (350) 3-11 61 46
UV-H,0,-0;
H,0, (170-850) 4-97
Reactive Yellow 14 H,0,-Fe**-UV TiO, (4000) 91 44
TiO,-UV-A Fe*" (28) 355 3597
HzOz-Fe HzOz- 88
UvV-C
Kyselina (2,4,5-trichlorfenyl) H,0,-Fe** H,0, (500-1800) 2-4 95-99 58
octové (53-266 ppm) Fe" (28-110) 47-67
Endosulfan (10)
Thiodan (10) H,0,-Fe*"-UV Fe** (14-28) 2,8 >80 61
Formetanate (10)
Dicorzol
Pyrimethanil Scala H,0, (510) 2,7—
Acrinatrin Rufast TiO,-UV-0, TiO, (200) 3,1 >9() 41
Pesticidy Lufenuron Match
Herbicidy Abamectin Vertimec
Imidacloprid Confidor
Oxamyl Vydate H,0,-UV-C H,0, (306) 85
Propamocarb H,0,-Fe*"-UV Fe** (0,5) 87
H,0,-Fe’"-UV Fe** (0,5) 2-4 57 11
5 90
Sanace ropy Nafta H,0,-Fe*-UV H,0, (170-6800) 3 99 62
a ropnych latek Fe** (0,55-55) 30
z mofe a odpadnich Surové ropa (32 g1™") H,0,-Fe* H,0, (13-136 g 1) 63-66
vod Ropné latky Fe* (2,7-27gl"y 2-6 >97
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pH reak¢niho prostiedi

Jsou-li vSechny reaktanty ve vodé rozpustény a jako
zdroj zeleza pouzit FeSO, - 7 H,0O, FeCl; nebo ve vodé
rozpustny organicky komplex Zeleza, je proces nejuéinnéj-
§i pfi pH v rozmezi 2—4. V mén¢ kyselém prostiedi rapid-
n¢ klesa jak rychlost, tak i uc¢innost oxidace. Soucasn¢ se
v zévislosti na koncentraci Fe iontll zac¢ina pii pH 3,7-6,2
vyluc¢ovat Fe(OH); a peroxid vodiku se rozklada na vodu
a kyslik. Volba vyssiho pH 6-7 se pro oxidaci modifiko-
vanou Fentonovou reakci v literatufe objevuje méné
a souvisi s pouzitim kovového zeleza anebo Mohrovy
soli (NH4)2FC(SO4)2 -6 HZO.

Forma katalyzatoru

Pti homogennim uspofadani jsou zdrojem Zeleznatych
iontl jednoduché anorganické soli, vzacnéji zelezo vazané
v komplexech. Pti heterogennim procesu je zelezo prevazné
v pevné fazi — napf. ve form¢ oxidd nebo v imobilizované
formé na nosici ¢i ve forme hoblin, tfisek nebo prasku.

Pomér Fe/H,0,

Reakeni rychlost oxidace polutantu mé tendenci rist
se zvysujici se koncentraci peroxidu vodiku, ktery je zdro-
jem radikdlu OH'. Zelezo plni roli katalyzatoru. Z toho
vyplyva, ze oxidace nastava, je-li koncentrace zeleznatych
iontl mensi nez koncentrace peroxidu vodiku. Pokud by
koncentrace Zeleza pouzitého pro reakci presahla koncent-
raci H,0,, oxiduje se nejprve Zelezo za vzniku Fe'" a pii
vhodném pH koaguluje Fe(OH)s. lonty Fe*' nemaji vliv
jen na tvorbu hydroxylovych radikald, ale podili se také na
jejich zachytavani. Pomér Fe*'/H,0, tedy ovliviiuje jak
rychlost vzniku, tak i zachyt hydroxylovych radikali.
V praxi se tento pomér obvykle voli v rozpéti 1/5 az 1/10.

Koncentrace lapact OH’

Rychlost rozkladu polutantu Fentonovym ¢inidlem
klesa za ptitomnosti urcitych anionti, které zachycuji hyd-
roxylové radikaly, nebo tvori s Fe!" nereaktivni kom-
plexy. Za urcitych podminek tak mohou piisobit napft. ani-
onty HCO;~, CO;> & Cl™:

OH'+HCO; — H,0 + CO;™, k=3,9-10°Imol's™" (15)
OH’ +COs* — HO™ +CO;", k=8,510° Imol '™ (16)
OH +ClI" == HOCI", k =43-10°Imol's”", (17
k =6,1-10°s™"

HOCI"+H' == CQCI'+ H,O0, (18)

k=2110"1mol" s, k =13-10° 1 mol™'s™!
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5. Zavér

Pres vySe uvedené technické problémy a omezeni
procesy AOP pronikaji stale vice do sanacnich technologii.
Z tab. IV je patrné, ze se s nimi miizeme v praxi setkat pfi
odbarvovani odpadnich vod z vyroben textilnich barviv
a pigmenttl, z barviren a z provozil textilniho a koZedélné-
ho pramyslu. Dalsi mozné vyuziti predstavuje ¢isténi od-
padnich vod z chemickych a farmaceutickych provozi,
likvidace unikd ropnych latek do vodotece nebo odboura-
vani agrochemikalii, vyplavenych ze zemédélské pady.

Seznam zkratek

AOP pokrocilé oxidacni procesy (advanced oxidation
processes)

cov ¢istirna odpadnich vod

CHSK chemicka spotieba kysliku

TOC celkovy organicky uhlik (total organic carbon)

BSK biochemicka spotieba kysliku

CHSK¢, chemicka spotfeba kysliku stanovena dichro-
manem draselnym

TSK teoretickd spotieba kysliku

PCB polychlorované bifenyly

Tato prdce vznikla za podpory vyzkumného zdméru
MSMT VZ 0021627502.
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L. Dusek (Institute of Environment Protection, Fac-
ulty of Chemical Tachnology, University of Pardubice):
Purification of Wastewater Using Chemical Oxidation
Based on Hydroxyl Radicals

This paper reviews advanced oxidation processes
(AOP) such as Fenton, Fenton-like, photo-assisted Fenton
processes, photocatalysis and photolysis process. All AOP
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are characterised by exploiting the highly reactive OH’,
which are suitable for degradation of organic pollutants.
The organic radicals are generated by photolysis of the
organic matrix or by reaction with OH’. These radical in-
termediates subsequently react with dissolved molecular
oxygen to afford peroxy radicals and peroxides, which
speed up the overall degradation process, and lead to total
mineralization.
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1. Uvod

Blizk4 infracervena spektroskopie (NIRS) je analytic-
ka technika, ktera vyuziva zdroj emitujiciho zafeni znamé
vinové délky (obvykle 800-2500 nm, tj. 12500-4000 cm™")
a umoziuje ziskat kompletni obraz organického slozeni
analyzovaného materialu'. Principem metody je pohlcova-
ni, nebo reflexe riznych vinovych délek dopadajiciho za-
feni, které zavisi na chemickém slozeni analyzovaného
vzorku. Spektroskopie v NIR oblasti se v potravinaistvi
a zemedelstvi jako jedinych oborech uplatiuje jiz od
60. let minulého stoleti (stanoveni obsahu vody, proteint,
tukti a sacharidit). Dalsi uplatnéni nasla ve farmacii, petro-
chemii, mediciné a pii sledovani Zivotniho prostfedi’.
Aplikace spektroskopie NIR je vSak mnohem S$irsi a zahr-
nuje i stanoveni senzorickych a fyzikalné¢ chemickych
parametri’.

Blizka infracervena spektroskopie je velmi pouzivana
v oblasti masného primyslu, kde se aplikuje ke zjistovani
kvantitativnich znakt (obsah vody, tuku, bilkovin atd.), ale
také se spektroskopie NIR uplatituje pii posuzovani kvality
masa z hlediska technologickych a senzorickych znakd.

855

2. Stanoveni chemického slozeni masa

V mase existuji silné inverzni vzajemné vztahy mezi
tukem a obsahem vody, kde koeficient determinace (R?) =
0,99. Mensi, avSak stale signifikantni je vzajemny vztah
mezi tuky a proteiny (R* = 0,87). Suma téchto ti4 kompo-
nent je konstantni, obvykle mezi 97-99 % v mase. Proto
neni prekvapivé, Ze pravé tyto komponenty piedstavuji
velky stupen rozdili ve vlastnostech masné kvality. Tech-
nika NIR umoziuje méteni vSech téchto tii slozek najed-
nou’.

Technika NIR byla poprvé pouzita v kvantitativni
analyze masa Karlem Norrisem a jeho kolegy
v Instrumental Research Laboratory, USDA v Beltsvilllu
v roce 1968 (cit.’). Pouzivali Cary 14 spectrophotometer
(Varian, Palo Alto, CA) s monochromatickym skenova-
nim. Pro stanoveni tuku a vlhkosti v homogenizovaném
mase nasli nejvhodnéjsi oblast mezi 1500-1850 nm. Byly
méfeny rozdilné druhy masa, jak syrové, tak vafené. Ana-
lyza NIR predikovala tuky a bilkoviny se smérodatnou
chybou+21a=+14 gkg™

Ve dvou dalsich dekadach bylo publikovano mnoho
dalsich zprav o technice NIR ve stanovovani hlavnich
slozek masa. Pfehled o téchto studiich vypracoval Hildrum
a spol.®. Martens a spol’. pouzili piistroj InfraAlyzer 400,
Technicon pro analyzu syrového, homogenizovaného ho-
véziho a veprového masa a ziskali SEP (smérodatna odchyl-
ka predikce) pro tuky, proteiny a vodu 5,7-11,4 g kg™'. Lan-
za pouzival piistroj Neotec 6350, Pacific Scientific
v méfeni reflektance i transmitance pro vepfové a hovézi
maso®. Obé techniky byly vhodné pro méfeni vihkosti,
avSak pro méteni tuku a bilkovin byla vhodnéjsi technika
reflektance. Slozeni tfi typti masnych produkti (uzené
parky, masové nafezy a masové pastiky) od 24 ruznych
vyrobci bylo analyzovano v rezimu transmitance’. Pouzili
vinovou délku 850—-1050 nm a pro bilkoviny a tuky ziskali
SEP v rozsahu 3,8-8,8 g kg™'. Predikce sacharidii byla
méné uspokojiva. Isaksson a spol. porovnavali reflektanci
NIR (pfistroj InfraAlyzer 500, 1100-2500 nm)
s transmitanci (pfistroj Infratec, Foss Group, Hillerod,
Denmark, 850-1050 nm) v analyze homogenizovaného
hovéziho masa. Dospéli k nazoru, ze ob¢€ techniky jsou
vhodné pro analyzu a méfeni pfes transparentni obaly
(polyamid/polyethylen) dava nesignifikantni nartst chyby
predikce'. T dal3i autofi ziskali podobnou chybu predikce
pro syrové homogenizované veptfové a hovézi maso jako
vyse uvedeni autofi''. Cozzolino a spol. méfili neporusené
a mé&Inéné dribezi maso. Dosahli relativné vysokych kore-
lacnich koeficientdl, chyba predikce byla vsak piekvapivé
vysoka pro mleté vzorky (2-7 g kg™)'%. Mnoho dalgich
autorQl se zabyva stanovenim zékladnich slozek v riznych
druzich masa. Dnes jsou jiz vytvofeny pocetné kalibrace
pro chemické slozeni hovéziho masa'*™'’, vepiového ma-
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17,18 o1,
sa " °a dribeziho masa

¢iho masa®.

Znalost slozeni masa z pohledu mastnych kyselin je
velmi atraktivni pro vyzivafe a konzumenty, protoZe nad-
bytek nasycenych mastnych kyselin se jevi jako nezadou-
ci. Windham a Morrison pouzivali spektroskopii NIR ke
stanoveni jednotlivych a celkovych mastnych kyselin
v hovézim mase (svalu Longissimus dorsi). Skenovali vice
nez 300 vzorkil syst¢émem NIRSystem 6500 (Foss NIR-
System, Silver Spring, MD) v rozsahu vlnovych délek
400-2498 nm. Celkové mastné kyseliny byly touto meto-
dou naméfeny v rozsahu 432-620 g kg™' pro nasycené
a 383-562 g kg ™' pro nenasycené mastné kyseliny. Pouzili
metodu PLS (metoda castecnych nejmenSich Ctverct)
a ziskali tyto vysledky SEP = 11,0 gkg"' a R* = 0,77 pro
nasycené mastné kyseliny a SEP = 11,3 g kg™ a R* = 0,77
pro nenasycené mastné kyseliny. Predikce vysledkii pro
kyselinu olejovou a palmitovou byly na stejné urovni jako
vySe uvedené vysledky, zatimco jiné mastné kyseliny ve
studii byly predikovany s mensi piesnosti>*. Mezi dalsi
autory, ktefi se zabyvali stanovenim mastnych kyselin,
patii Ripoche a Guillard®, Gonzales-Martin a spol.® ve
vepfovém mase a Molette a spol.”’ v husich jatrech.

Presnost technologie NIRS pro stanoveni mastnych
kyselin v priimyslovych odvétvich a laboratofich je ve
srovnani se zakladnimi sloZzkami mensi, ale z divodu rych-
losti a niz§ich nakladii (v porovnani napt. s plynovou chro-
matografii) ji 1ze pouZit pro orienta¢ni stanoveni.

Hydroxyprolin je dulezitou strukturni slozkou protei-
nu kolagenu a Zelatiny (obsah je asi 12 %). Ve vétsing
bilkovin je jeho obsah nizky. Obsah hydroxyprolinu
v masnych vyrobcich proto koreluje s obsahem pouzitych
méné kvalitnich surovin, napf. kiize®®. Berg a Kolar stano-
vovali kolagenni proteiny v hovézim a vepfovém mase.
Jako referenc¢ni metoda byla pouzita kolorimetricka analy-
za hydroxyprolinu. Publikované vysledky pro stanoveni
obsahu kolagenu v mase metodou NIRS byly $patné, coz
mohlo byt zpisobeno slabou citlivosti techniky NIRS
k minoritnim slozkam a spolehlivosti referenéni metody'.
Isaksson a Hildrum publikovali uspokojivé vysledky pro
obsah kolagenu v mase. Nicméné predikce kolagenu
v novych, neznamych vzorcich prokazaly neuspokojivé
vysledky pro nedostatecnou robustnost kalibrace. Vysvét-
leni je pravdépodobné takové, Ze spektrum NIR kolagenu
neni rozdilné od myofibrilarnich proteint ve svalech, které
jsou pfitomny ve svalech v 10x vyssi koncentraci. Obsah
kolagenu v mase obvykle nepiekro&i 20 az 30 g kg™'. Tzn.,
ze spolehlivy interval predikéni chyby bude v podstate
kryt timto celym rozsahem’. Young a spol. se zabyvali
stanovenim kolagenu a kolagenové rozpustnosti v ovéim
mase, nedosahli viak také uspokojivych vysledka®.

Vysledky riiznych studii poukazuji na rychlé moznos-
ti orienta¢ni kontroly NIRS pro odhalovani falesnych prak-
tik v procesu vyroby masnych vyrobkl a rovnéz nizsi na-
klady (v porovnani napt. s kapalinovou chromatografii).

19-21 ST 2«
,ale 1 krali¢iho masa™ a jehné-
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3. Schopnost techniky NIR predikovat
kvalitu masa

3.1. Technologické charakteristiky

Zmény v spektrech NIR po tepelné upravé masa sou-
viseji s denaturovanymi proteiny masa a se zménami stavu
vody obklopujici proteiny. Tato skutecnost svédéi o tom,
ze spektroskopie NIR muze byt pouzita ke zjisStovani, zda
je maso vhodné tepelné oSetfeno. To mize byt pouZito
predevsim ve zkousSeni proteinove bohatych produkti, kde
muzeme ocekavat otravy z potravin. Studiem techniky
NIR pro stanoveni maximalni teploty zahfevu u hovéziho
masa se vénoval Ellekjaer a Isaksson®. Pouzili techniku
reflektance a transmitance k predikci tepelného oSetieni
s chybou méfeni 2,0 °C v intervalu teplot 50-85 °C. Po-
dobné studie byly publikovany Chenem a Marksem®'?%.
Pouziti dvoudimensiondlni UV/NIR techniky pro studii
tepelného oetieni kufeciho masa se zabyval Liu a spol.*.
Dalsi vyzkumy se zabyvaji schopnosti spektroskopie NIR
stanovovat napf. vaznost'®**% barvu®*", nebo hodnotu
pH (cit.****) masa.

Uvetejnéné vysledky poukazuji na omezené moznosti
spektroskopie NIR pro hodnoceni technologickych charak-
teristik masa v porovnani s béznymi technikami. Zlepse-
nim v8ech faktorl, které mohou ovlivnit spektralni data
a presnost referencnich metod, vSak mohou zlepsit vykon
model NIR .

3.2. Senzorické charakteristiky

V hovézim mase je kiehkost obvykle povazovana za
blém kiehkosti masa dal podnét k vyvoji novych ucinnych
metod, které by byly spolehlivé, rychlé, ale také nedestruk-
tivni. Bézné metody, senzorické stanoveni, mechanické
stanoveni Warnerovy-Bratzlerovy (WB) stfizné sily jsou
metody destruktivni, pomalé a nevedou k usnadnéni tohoto
stanoveni®. Blizka infradervena spektroskopie méa schop-
nost odhalit zmény ve stavu vody a vodikovych vazeb
vzajemné ovliviilované v potravinach. Takové zmény se
evidentné objevuji béhem zrani hovéziho masa
a spektroskopie NIR mize byt pravé ta metoda pro toto
stanoveni. Bengera a Norris™ byli prvni, ktefi vyzkouseli
moznost spektroskopie NIR predikovat kiehkost hovéziho
masa, ale neziskali dobrou kalibraci uzitim jednotlivych
vlnovych délek. Mitsumoto a spol.41 pouzili NIRSystem
6500 v rozsahu 680-2500 nm a ziskali vysoké korelacni
koeficienty (R) pro WB stfiznou silu (R = 0,8-0,83) v Sesti
ruznych svalech z jedenacti jatecné upravenych té€l.
Nicméné v této praci nebyla provedena zadna validacni
stanoveni. Hildrum a spol.*** studovali predikci stanoveni
kiehkosti hovéziho masa pouzitim InfraAlyzer 500. Bylo
pouzito 120 vzorkd ze 40 jatecné upravenych tél a byly
analyzovény jak Cerstvé vzorky, tak vzorky rozmrazené.
Referencni metodou byla metoda senzoricka a méfeni WB
stfizné sily. Korela¢ni koeficient pro senzorickou tvrdost
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a kiehkost byl 0,70-0,74. Mnoho spekter vSak muselo byt
odstranéno, coz indikovalo na rizny svételny rozptyl ve
vzorcich. Byrne a spol.* pouZivali NIRSystem 6500
s optickou sondou mezi 750-1098 nm na stanoveni dvou
skupin vzorkd masa z jalovic. Korelacni koeficient pro
senzorickou kiehkost pro prvni skupinu vzorka byl 0,82
a pro druhou skupinu vzorkd 0,73. Kdyz byly tyto skupiny
slouceny dosahlo se R = 0,61. Vysledky z techniky NIR
byly velmi podobné vysledkiim z referen¢ni analyzy, tedy
WB stiizné sily. Venel a spol.** studovali predikci senzo-
rickych vlastnosti a WB stfiZznou silu u hovéziho masa
(75 zvirat) starych 14 dni, pouzili kratké vinové délky
750-1100 nm. Celkové vysledky vSak nebyly uspokojivé.
Vysledky byly zlepSeny, kdyZ vzorky byly rozliseny podle
stafi, pohlavi zvifete, pH a dne vykosténi. Tornberg
a spol.** pouzivali NIRSystem 6500 pro stanoveni riiznych
fyzikalné chemickych parametrli, véetné WB stfizné sily.
Vysvétluji fakt, ze spektroskopie NIR ma jen malou spoji-
tost k fyzikalng chemickym parametrm. Park a spol.*
stanovovali kichkost hovéziho masa u 600 jatecné opraco-
vanych tél pouzitim NIRSystem 6500 s vlnovou délkou
1100-2498 nm a dosahli primérnych vysledkt.. Redbotten
a spol.*’ studovali podobné téma s InfraAnalyzerem 500,
ktery méfil spektra od 2 h do 14 dni starého hovéziho ma-
sa. Zjistil, ze spektralni zmény NIR béhem rigor mortis
nebyly stejné k staii ani kiehkosti. Korelacni koeficienty
mezi spektra NIR a WB stfiznou silou byly nizké (0,47 az
0,55), a to znaci, ze méfeni spekter po porazce neni vhod-
né, protoze neumoziiuje predikovat kone¢nou kiehkost.
Nekteré studie se také zabyvaji stanovenim jinych senzo-
rickych vlastnosti, jako je napf. §tavnatost'’, Zvykatel-
nost®, chut’, textura a pfijatelnost™.

Souhrnné, smyslové charakteristiky jsou komplexem
znaki ovlivnéné subjektivitou hodnotitelti, dokonce i kdyz
jsou dobfe trénovani. Proto, nizkéd predpovidatelnost tech-
niky NIR pro senzorické atributy je pravdépodobné diky
subjektivité a nepfesnostem hodnotiteld, tedy vysoce pro-
ménlivym vysledkiim.

3.3. Kategorizace do ttid kvality

Nekteré prace se také zabyvaji moznosti spektrosko-
pie NIR klasifikovat maso a masné produkty na zaklad¢
kvality, tj. rozliSenim mezi riznymi vlastnostmi.

Downey a Beauchene® studovali rozlisovaci schop-
nost spektroskopie NIR mezi Cerstvym a rozmrazenym
masem u hovéziho masa. 32 vzorkl masa bylo analyzova-
no po 7 dnech uchovani v chladu (4 °C) a po ttikrat po
sobé zmrazeném a rozmrazeném mase. Kazdy cyklus byl
Sdenni a teplota zmrazeni byla —18 °C. Spektra byla mére-
na optickou sondou v rozsahu 650-1100 nm a kalibrace
byly vytvafeny diskriminacni analyzou. Modely tedy byly
zalozeny na 4 rtiznych skupindch masa — Cerstvé, jeden-
krat, dvakrat a tfikrat zmrazené s porovnani se 2 skupina-
mi masa (Cerstvé a mrazené). Nejlepsi vysledky byly dosa-
zeny metodou mnohonasobné korekce rozptylu (MSC).
Autofi dosahli vybornych vysledki, zadné zmrazené maso
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nebylo identifikovano jako Cerstvé, pouze 3 vzorky Cers-
tvého masa byly rozpoznany jako vzorky jedenkrat zmra-
zené (tab. I).

Podobnym vyzkumem se zabyvali také Thyholt
a Isaksson®, ktefi pouzivali diskriminaéni analyzu
k rozliSeni tfi skupin vzorki: cerstvého, mrazeného a zno-
vu zmrazeného masa. Windham a spol.”® sledovali
600 vzorkd kufeciho masa zmrazenych v raznych teplo-
tach (—18, 12, -3, 0 a 4 °C) a v rlznych ¢asovych perio-
dach. Prsni filety zbavené kiize byly méfeny v reZimu re-
flektance pfi 400-2500 nm piistrojem NIRSystem 6500.
Vysledky vsak ptinesly mnoho nejasnosti mezi mrazenym
a nemrazenym masem, protoze chemometricky nastroj je
nedokazal optimalné oddélit. French a spol.”' studovali
rozdilnost masa pochazejici od skotu z pastvy a skotu kr-
meného kukufi¢nou silazi. Vzorky byly méfeny na pfistro-
ji NIRSystem 6500, celkem bylo pouZito 60 vzorkil masa.
Podobnou praci se také zabyval Cozzolino a spol.>.

Detegovat rtizné pfisady v mase mizeme vizualné,
ale pouze v piipadé celého masa nebo kouskii masa.
V piipadé¢ mélnéného masa toto nelze pouzit. Tento typ
pripravy masa je pouzivan k produkci tzv. ,,hotovych® mas
a rozpoznani je velmi obtizné a Casto vede k falSovani mas
jinymi piisadami nebo zdménou jednoho masa druhym
nebo jeho &asti. Spray a spol.* hodnotili vzorky jehn&&iho,
veprového, kufeciho a krutiho masa skenovanim v oblasti
11002500 nm pfistrojem Perstorp Analytical, Silver
Spring, MD v reflektanénim modu pred a po zahfevu.
Analyza hlavnich komponentli rozd¢lila vzorky masa, ale
kvuli nizkému poctu vzorki z kazdé skupiny (n = 3) je
metoda autori velmi limitovana. Rannou a Downey’” sta-
novovali rozdilnosti mezi homogenizovanymi kufecimi
prsy (n = 24), kritimi prsy (n = 25) a vepfovym masem.
Vzorky byly zméteny NIRSystem 6500 ve vinovych dél-
kach 400-2500 nm v polyethylenovych saccich ve sklené-
né kyveté. Nejlepsi vysledky ziskali v oblasti 400—1100
nm. VSechny vzorky byly kalibraci spravné klasifikovany
a pro validaci autofi ziskali pomér UspéSnosti 91,9 %
(34 vzorkt z 37) (obr. 1).

Podobnou praci se zabyvali autofi McElhinney
a spol.”®, ktefi diskriminaéni analyzou posuzovali 5 riz-
nych vzorkli masa — hoveézi, jehnééi, kufeci, kriti a vepro-

Tabulka I
Diskriminac¢ni analyza u vzorkl ¢erstvého a mraZzeného
masa s pouzitim MSC*

Cerstvé 1 krat 2 krat 3 krat
zmrazené zmrazené zmrazené

Cerstvé 13 3 0 0
1 krat 0 11 4 1
zmrazené
2 krat 0 3 6 7
zmrazené
3 krat 0 1 4 11
zmrazené
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Discriminant axis 2
=
-
v

Discriminant axis 1

Obr. 1. Diskrimina¢ni analyza pro homogenizovana kufeci
(C), kriiti (T) a vepfova (P) masa™

vé. Stejni autofi>® v roce 1999 stanovovali rozdily mezi
homogenizovanym hovézim, jehnécim a ptidavkem 5, 10
a 20 % jehnéciho masa do masa hovéziho. PouZzili metodu
PLS a méfeni probihalo v UV, NIR a MIR spektralni ob-
lasti. Vytvorili kalibrace pro jednotlivé druhy masa a také
jednu kalibraci pro vSechny druhy masa. Ziskali
SEP = 0,91 % (0-20 % rozsah v obsahu jehnécim) a 4,1 %
(0-100 %) rozsah v jehnécim.

Mnoho studii v posledni dekadé poukazuji na to, Ze
spektroskopie NIR je silny pracovni nastroj pro kategori-
zaci masa a masnych produktt na zakladé¢ kvality. Procen-
ta spravné zhodnocenych vzorki jsou ve vétsiné piipadi
mezi 80 a 100. Technika NIR byla schopna klasifikovat
isp&$n& hovézi a dribezi maso podle kiehkosti***”*’, vepto-
vé maso podle vaznosti**** a unku podle textury a barvy™.

4. Vyhody a nevyhody spektroskopie NIR

Tradi¢ni metody pro stanoveni kvality masa a jeho
hlavnich slozek jsou relativné pomalé a dosti drahé. Mezi
pfednosti spektroskopie NIR fadime rychlost, simultan-
nost, nedestruktivni méfeni vzorkd, velky potencial pro
on-line analyzu, snadnost obsluhy, moznost méfit pres
transparentni obaly a to vSe bez pouziti chemikalii.
V pfipadé stanovovani obsahovych slozek ve vzorcich je
vSak nutné provést presnou kalibraci spektrometru NIR
pomoci vhodného souboru kalibra¢nich standardli o zna-
mém sloZeni, pomoci vhodnych analytickych metod zna-
mych jako referencni metody. Po té je vSak jiz vlastni sta-
noveni jednoduché a navic jedno spektrum NIR vzorku lze
pouzit ke kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni fady
parametrq.

Hlavni nevyhoda metody NIR je jeji zavislost na refe-
ren¢nich metodach, vyssi pofizovaci ceny pristroji, slaba
citlivost k minoritnim slozkdm, u né&kterych typt spektro-
metrit omezeny pievod kalibraci mezi riznymi pfistroji

a slozity vyklad spektralnich dat>®.
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5. Zavér

Nedavné vyvoje piistroji NIR zvysily vhodnost spek-
troskopie NIR pro méteni kvality masa ve vyrobé. Prvni
aplikace spektroskopie NIR v primyslovych podminkach
byla provedena pro odhad tuku, vlhkosti a bilkovin v ma-
lych pomletych vzorcich hovéziho masa pouZitim difuzni-
ho spektroskopického nastroje NIR upevnéného na maso-
vy mlynek®. Potom dal3i autoti'”** piiblizili toto pojeti
k méteni chemického slozeni hovéziho a vepfového masa
v primyslu v ¢aste¢n€ zmraZzeném syrovém masu. Pozdé&ji
byla tato aplikace Siroce uzivana v primyslu. Anderson
a Walker® méfili Gsp&né obsah tuku v mletém hovézim
mase, které se pohybovalo na dopravnim pasu. Z toho
vyplynulo, Ze i pfes nerovny povrch pohybujiciho masa,
technika spektroskopie NIR mtize mé&fit obsah tuku on-line
v prumyslovych podminkach, coz je n¢kdy problém bé-
hem monitorovani mletého hovézi masa na dopravnim
pasu. Downey a Hildrum® uvadgji, Ze hlavni pii¢inou chyb
pii online méfeni NIR je skuteénost, ze zateni pronikne jen
par milimetrii do masa, a proto jen ¢ast z celého masa mu-
ze byt sledovana. Kdyz je provedeno vice méfeni, pak
predikce NIR pro celé Sarze masa je vice reprezentativni.

Nastroje NIR s diodovym pélem byly uzivany pro
online monitorovani pfiblizného slozeni hrub& mletého
hovézi masa na dopravnim pasu® a jsou schopny skenovat
vSechny vinové délky v nékolika milisekundéch, a to do-
voluje meéfeni i pfes velké plochy povrchu masa
v pramyslovych podminkach. Rada autora'®*7446566 yyyzj-
vala sondu s vldknovou optikou pro jate€n€ opracovani
téla k méfeni chemickych, technologickych a senzorickych
znaki. Navzdory k tvrdym podminkdm prostfedi na jat-
kach s ménicimi se teplotami a vlhkosti, sondy s vlakno-
vou optikou vyznamné zlepSily schopnost techniky NIR
monitorovat a kontrolovat tyto procesy. Z toho plyne, Ze
technika NIR mtize vhodn¢ predpovidat soucasné pocetné
kriteria kvality masa na lince v priamyslovych podmin-
kach.

Spektroskopie NIR ma znacny potencial predpovidat
soucasn€ né&kolik chemickych vlastnosti masa a kategori-
zovat maso do tfid dle kvality. Proto NIR je vhodna alter-
nativa k analytickému meéfeni, které mize byt casoveé na-
ro¢né, nakladné a nékdy i riskantni pro zdravi nebo zivotni
prostfedi. Na druhou stranu spektroskopie NIR mé jen
omezené moznosti pro odhad technologickych a smyslo-
vych atributi masa, hlavné kvuli heterogenit¢ masa
(zvlasté ty v nedotéené form¢€) a nizké presnosti referenc-
nich metod (napt. WB stfizné sile). Navic, smyslové atri-
buty ziskané hodnotitelskym panelem jsou ovliviiovany
subjektivitou hodnotitelt a jen extrémni vzorky
(senzorické skore odchylujici se podstatné od priméru)
mohou byt jasné rozliSeny ucastniky senzorického hodno-
ceni. Proto jsou vyZadovany stale lepsi kalibrace NIR pro
tyto technologické a smyslové charakteristicky. V soucas-
né dob¢ analytici hledaji vinové délky, ve kterych méfeni
NIR jsou tésné spojeny s charakteristikami pro kvalitu
masa. Vyhledanim téchto vlnovych délek je mozné ziskat
vice silnych kalibraci a vyvinout jednoduché a tusporné
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nastroje, které by pouzivaly jen tyto vinové délky. Mimo
to pouziti sondy s vlaknovou optikou muize zlepsit schop-

nost
zpra

metody NIR monitorovat a kontrolovat maso béhem
covani pouZzitim vzdélenych on/in line detekci.

Seznam zkratek

MIR
MSC

NIR
PLS
SEP

spektroskopie ve stfedni infracervené oblasti
metoda mnohonéasobné korekce rozptylu
spektroskopie v blizké infracervené oblasti
metoda ¢astecnych nejmensich ¢tvercl
smérodatna odchylka predikce
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Near infrared spectroscopy (NIRS) uses the near in-
frared region of electromagnetic radiation (wavelength ca.
800-2500 nm). The present review describes various ap-
plications of the NIRS technique in the meat industry for
quantitative characteristics of meat, but also in assessment
of meat quality and technological and sensory parameters.
The NIRS technique is superior to classical methods in the
speed of analyses and possibility of simultaneous non-
destructive measurements. This brings about a great poten-
tial for on-line analysis without using chemicals.
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Uvod

Cich je vyvojové nejstardi smysl, piitomny v rizné
formé u viech zivo&ignych skupin. Cichové chemorecepto-
ry rozliSuji nepatrné rozdily ve struktufe molekul vyvola-
vajicich pach. Citlivost k pachiim se individualné i mezi
pohlavimi zna¢né li&i. Pachem se podle normy CSN ISO
5492 rozumi organoleptickd vlastnost vnimana prosted-
nictvim ¢ichového organu pfi €ichani urcitych t€kavych
latek'. Termin pro pach je citové neutralni, aviak nékdy
muze byt zaménovan s terminem zapach, kterym se ozna-
¢uji neptijemné ¢ichové vjemy.

Cichové vnimani je ovlivnéno mnoha faktory: kromé
intenzity pachu ovliviiuje vnimani vek, pohlavi, prostiedi,
adaptace, koufeni, uzivani 1€k, ale i choroby cichového
ustroji ¢i duSevni choroby. Pokud je intenzita pachu pfili§
silna, jsou Cichové buiky nasyceny a tim je zabranéno
vnimat dal$i podnéty”’. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim
¢ichové vnimani je vek, s rostoucim vékem klesa citlivost
¢ichovych receptor. U osob mladsich 65 let se poruchy
¢ichu vyskytuji u 1-2 % populace, ve vékovém rozmezi
65-80 let je poskozeni u 60 % a u osob starSich 80 let je
postizeno poruchou &chu 80 % populace®. Na vnimani
pacht ma vliv také pohlavi. Zeny jsou schopny vnimat
nékteré pachy mnohem citlivéji nez muzi®. V&tsi citlivost
zen byla pozorovana u pachu jako je formylacetat, fenyle-
thylalkohol, mosus, androstenon a dalSich na bazi steroi-
di’. Dalsim z faktorti ovliviiujicim &ichové vniméni je
adaptace na cichovy podnét. Pii adaptaci postupné dochazi
ke ztrat€ schopnosti vnimat nizké koncentrace latky. Bylo
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pozorovano, ze rovnéz koufeni snizuje citlivost ¢ichovych
bunék, avsak ve srovnani s rostoucim vékem je vliv kouie-
ni zanedbatelny®. Vliv na ¢ichové vnimani maji i choroby
hornich cest dychacich, choroby zubu a dalsi. Je rovnéz
znama fada poruch ¢ichu a jeho vnimani. Pfi¢inou poruch
mohou byt rizné alergie, virové infekce i uzivani nékte-
rych 1€kt (pfevazné antibiotik). Poruchy Cichu jsou Casto
spjaté s dal§imi chorobami, napf. osoby trpici depresi mo-
hou mit snizenou schopnost ¢ichového vnimani. Trvalou ¢i
pfechodnou ztratu €ichu mohou zpisobit i nékteré pary
chemikalii (kyselina sirov4, formaldehyd)’. Choroby &i-
chového vniméani mohou byt trvalé ¢i doc¢asné nebo upl-
né ¢i specifické. Poruchy cCichu jsou klasifikovany jako
“-osmie®. Anosmie je ztrata ¢ichového vnimani. Hyperos-
mie je definovana jako zvysena citlivost na pachy, hypo-
smie je naopak snizend schopnost rozpoznat pach.
K parosmii dochazi, kdyz je vjem pachové latky vniman
jako vjem jiné pachové latky, dochazi tak ke zkresleni
¢ichového vnimani. Pokud je vniméni pacht zkreslené
a navic je pachova latka vniména nepfijemné, jednd se
o kakosmii. Cichovy vjem bez podnétu je oznadovan za
phantosmii, jedna se o Gichové halucinace®’. Udava se, Ze
vyskyt hyposmie nebo anosmie mize indikovat zacatek
Alzheimerovy nebo Parkinsonovy choroby'

Pro kazdé senzorické hodnoceni je nezbytny panel
hodnotitelll. Pro vycvik posuzovatell panelu pfi zjistovani
a rozliSovani pach se postupuje podle normy CSN ISO
5496. V norm¢ jsou uvedeny tfi mozné zpusoby pripravy
pachovych latek a to pro posuzovani pachti v nadobkach,
na Cichacich papircich a v kapslich. Pfi posuzovani pach
v nadobkach se pachova latka vybere ze seznamu pacho-
vych latek uvedenych v normé nebo se vhodné podle za-
méfeni zvoli a nanese se pfimo na vatu nebo filtra¢ni papir
v nadobce. Jako nadobku lze pouzit Sirokohrdlé ldhve se
zabrusovou zatkou o vhodném objemu a nebo kadinky,
které 1ze zakryt hodinovym sklem. Jako ¢ichaci papirek se
voli filtraéni papir o proménlivé poréznosti ohrani¢eny
znagkou na spodnim konci 5-10 cm od okraje. Cichaci
papirek se kratce namoci do roztoku dané pachové latky
po znacku a potom se na nékolik vtefin ponecha osusit,
aby doslo k odpateni rozpoustédla. Pach z ¢ichaciho papir-
ku je uvolnovan pouze omezenou dobu v zavislosti na
vybrané pachové latce. Pod terminem pachové latky
v kapslich se rozumi ptedevs§im komercné dostupné pachy
na papirovych nosi¢ich, které se uvoliuji napt. Skraba-
nim'".

Existuje cela fada komeréné dodavanych testli pro
uréovani pachti a posouzeni poruch ¢ichu. V USA je nej-
pouzivanéjsi test vyvinuty na Univerzit¢ v Pensylvanii
nazvany ,,Smell Identification Test“ (UPSIT), ktery je
neékdy oznacovan jako test ,,scratch and sniff™ (,,seskrabej
a pric¢ichni®). Obsahuje Ctyfi sady pfipominajici brozury,
v kazdé sad¢ je 10 pachi. K uvolnéni pachu, ktery je umis-
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tén na papirovém nosi¢i, dojde po seSkrabani. Vnimany
pach je vybran ze &tyi predtisténych deskriptorti. Cich
v potfadku maji ti, ktefi v UPSIT testu dosdhnou ze
40 odpovéedi 34 spravnych (jedna-li se o zeny) nebo 33
spravnych odpovédi (jedna-li se o muze). Slaba hyposmie
je povazovana pii poc¢tu 31-33 spravnych odpovédi u zen
nebo pfti poctu 30-32 odpoveédi u muzi. O mirnou hypo-
smii se jedna pti poctu 30-26 spravnych odpovédi u zen
nebo pii 2629 spravnych odpovédich u muzd. Silna hypo-
smie je pii poctu spravnych odpoveédi 19-25 u Zen nebo
19-25 odpovédi u muzii. Uplna anosmie je definovéna pii
6-18 spravnych odpovédich'>™™. Dalsim rozifenym tes-
tem je CCCRC (,,The Connecticut Chemosensory Clinical
Research Center Test™), ktery se sklada ze dvou sad: jedna
je zaméfena na urcovani pachti a druhd na stanoveni prahu
detekce pro butan-1-ol trojuhelnikovou zkouskou. Pro prah
detekce se pouziva 8 lahvicek se vzristajici koncentraci
butan-1-olu v neionizované vode¢, pach se uvolni po stlace-
ni rozpraSovace na lahvi¢ce. Nejvyssi koncentrace butan-
-1-olu je 4 % ve vodé, dalsi lahvicky jsou postupné nate-
dény v poméru 1:3. Pro urovani pachii se pouziva
8 lahvicek s riznymi pachovymi latkami a vybira se z 16
predtisténych deskriptori, které jsou spole¢né pro vSechny
pachové latky". Test roziiteny prevazné v Némecku na-
zvany ,,Sniffin” Sticks Test“ zaméfeny na rozpoznavani
pachti, uréeni prahu detekce butan-1-olu trojuhelnikovou
zkouskou a rozliSeni vini trojihelnikovou zkouskou'. Ve
Svycarsku je pouzivan test ,,Smell Diskettes Test®, ktery
se skladd z 8 desticek obsahujicich rozdilné pachy. Po
otevieni desticky dojde k uvolnéni pachu. Vnimany pach
se zaznamenava do formuléte, kde je na vybér ze tfi moz-
nosti, které jsou znazornény obrazkem. VSech 8 nebo
i 7 spravné urcenych pachli znamena, ze ¢ich je v potadku,
pii poctu 6 a méné spravnych odpovédi se usuzuje na po-
ruchu ¢ichu zvanou hyposmie, pfi poctu 3 a méné odpovédi
se usuzuje na anosmii, kterd se potvrdi tim, Ze hodnotitel
neni schopen rozpoznat prdh detekce pro vanilku o kon-
centraci 15,04 ng I"* (cit.'”) ,,Sniff Magnitude Test (SMT)
je dalsi z testi, ktery je mozno vyuzit ke klinickému testo-
vani ¢ichového smyslu ¢lov€ka. Tato metoda je zaloZena
na skutecnosti, ze Cloveék s dobrym c¢ichem stahuje nosni
dirky v pfipad€, Ze jeho ¢ichové buiiky zachyti podnét
pachové latky. KdyZ ma ¢lovék z néjakého diivodu netpl-
ny ¢ich, pak nosni dirky v pfitomnosti pachové latky ne-
stahuje. Hodnotitel mé v kazdé nosni dirce umisténou ten-
kou trubicku a pomoci specidlniho softwaru je sledovan
pohyb nosnich direk v zavislosti na tlaku vyvijeného na
trubiCku. Zmény tlaku jsou rozdilné pii ¢ichéni cistého
vzduchu od vzduchu obsahujiciho pachovou latku'®".
Jednim z jednoduchych testi je ,,Alcohol Sniff
Test* (AST) obsahujici jako pachovou latku isopropanol.
Pii tomto testu je jako vzorek pouZivan vatovy tampon
obsahujici 70% roztok isopropanolu ve vod¢. Testovana
osoba je nejdiive sezndmena s pachem isopropanolu, po-
tom zavie oci, tampon s pachovou latkou je ji pfiblizovan
ze vzdalenosti 30 cm od nosu, az do vzdalenosti, kdy uciti
pach isopropanolu. S kazdym nadechnutim je tampon pfi-
blizovan zhruba o jeden centimetr bliZ k nosu. Tento test
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sloui jako rychly test k odhaleni anosmie”. Nedavno
predstavila spolecnost Unilever sadu ,,Common Flavour
Language* (CFL), ktera obsahuje 54 fixd s pachy,
s kterymi se lze setkat v potravinarstvi. Kazdy z pachu je
dale doplnén o asociace — napt. u pachu vyvaru jsou uve-
deny asociace jako maggi a bujon v kostce. Stabilita sady
je minimalné 6 mésica®'.

Vzhledem k velkému mnozstvi komer¢né dostupnych
sad jsme vyzkouSeli sadu pro urovani pachli nazvanou
Sniffin” Sticks. Jak je patrné z nazvu, jedna se o fixy s tim
rozdilem, Ze télo fixy obsahuje tampdn s urcitou pachovou
latkou. K uvolnéni pachu dochazi po otevieni vicka fixy.
Tuto sadu jsme pouzili k otestovani studentll prvniho az
tretiho ro¢niku bakalarského studia na fakulté potravinai-
ské a biochemické technologie na VSCHT v Praze. Cilem
bylo také zjistit, zda nékdo ze sledované skupiny studentl
netrpi né€kterou z poruch ¢ichového vniméani. Vyhodou
pouziti této sady je jednoducha manipulace i skladovani
a rovnéz odpada i pfiprava vzorkl, proto by se mohla
uplatnit i pro vycvik hodnotiteld v riznych potravinai-
skych podnicich, kde se uplatituje hodnoceni pachd.

Experimentalni ¢ast
Material a metody

Sada Sniffin" Sticks, dodavand vyrobcem Burghart
Medizintechnik-Némecko, se sklada ze ti ¢asti: rozpozna-
vani pacht, urCeni prahu detekce a rozliSeni pacht pro-
stfednictvim trojihelnikové zkousky.

Prvni testovaci sada je zaméfena na rozpoznavani
pacht, sklada se z 12 fix( s rozdilnymi pachovymi latka-
mi. Formulaf dodavany vyrobcem k sadé obsahuje pro
kazdou fixu Ctyfi pfedepsané pachy, z kterych hodnotitel
nucenou volbou zvoli jeden pach. Pfed tim nez hodnotitelé
obdrzeli formulaf s predtiSténymi deskriptory, méli za ukol
vlastnimi slovy popsat vnimany pach kazdé fixy metodou
volného popisu. Spravné odpovédi pti rozpoznavani pachii
byly hodnotitelim sdéleny az pti dal$im sezeni, v kterém
rozpoznévali pachy nucenou volbou. Druh4 a tfeti testova-
ci sada je sestavena jako trojuhelnikova zkouska. Kazda
obsahuje 16 trojic fixd. Nucenou volbou je vybran vzdy
jeden fix z trojice, ktery se od zbyvajicich dvou li§i. Druha
sada zaméfena na prah detekce obsahovala fixy se stoupa-
jici koncentraci butan-1-olu, z trojice pouze jedna obsaho-
vala butan-1-ol. Hodnotitel za¢inal fixou oznacenou ¢islem
16 s nejnizsi koncentraci butan-1-olu. Pokud dvakrat po
sobé spravné ur€il v trojici butan-1-ol, test byl ukoncen.
Hodnota pro préh detekce byla spocitdna jako aritmeticky
primér hodnot dvou spravné urcenych cisel fixa. U treti
sady byly dvé pachové latky stejné a jedna rozdilna, tiko-
lem bylo vybrat z trojice pachovou latku, ktera je rozdilna.

Podminky pfi hodnoceni

Protoze byly fixy v druhé a tieti sad¢ barevné oznace-
ny podle svého obsahu, méli hodnotitelé pfi ¢ichani zakry-
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té oci. Testovanému vzdy musela asistovat jesté dalsi oso-
ba. Asistujici osoba zaznamenavala vysledky testu a dbala
na to, aby zkouska spravné probihala. Pfi ¢ichani hodnoti-
telé pridrzovali fixy ve vzdalenosti 2 cm od nosnich direk
po dobu 3—4 sekund. Fixy byly vzdy uzavieny odpovidaji-
cim vickem a hodnotitelé byli pozadani, aby se hrotil fix
nedotykali.

Mistnost, ve které bylo provadéno hodnoceni, byla
vybavena podle normy ISO 8589. Hodnoceni se zucastnilo
celkem 127 studentd (86 % Zen a 14 % muzil) prvniho az
trettho ro¢niku bakalafského studia a ctvrtého rocniku
magisterského studia z Fakulty potravinaiské a biochemic-
ké technologie na VSCHT v Praze ve véku 20-26 let.
Vsichni studenti absolvovali cviceni i pfednasky v ramci

Pocet spravnvch odpovedi, %

Laboratorni pfistroje a postupy

pfedmétu Senzoricka analyza potravin. Studenti byli vybi-
rani tak, aby se jednalo o nekufdky a zdravé jedince bez
alergii ¢i nachlazeni.

Vysledky a diskuse

Urcovani jednotlivych pachti metodou volného
popisu a nuceného vybéru
(prvni sada Sniffin” Sticks)

Na obr. 1 je znazornéno procentudlni zastoupeni
spravnych odpovédi u prvni sady pii volném popisu, tak
i pfi pouziti formulafe s pfedtiSténymi deskriptory. Ukazka
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Obr. 1. Podet spravnych odpovédi pri uréovani jednotlivych pachi; ® metodou volného popisu, ® nucenou volbou z piedtisténych

deskriptort
Tabulka I
Seznam predtisténych deskriptori pro jednotlivé fixy
Cislo fixy Pach
Fix ¢. 1 pomeran¢ ostruzina jahoda ananas
Fix¢.2 kout lepidlo kaze trava
Fix ¢. 3 med vanilka ¢okolada skofice
Fix ¢. 4 pazitka mata jedle cibule
Fix¢. 5 kokos banan vlassky ofech treSen
Fix ¢. 6 broskev jablko citron grapefruit
Fix¢. 7 lékotice treSen mata susenky
Fix ¢. 8 cigareta kéava vino kout
Fix¢. 9 hiebicek pept skofice hoicice
Fix ¢. 10 hruska Svestka broskev ananas
Fix ¢. 11 hefmanek maliny ruze treSen
Fix ¢. 12 chléb ryby syr Sunka
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formulafe s predtisténymi deskriptory je uvedena v tab. I.
Pii pouziti metody volného popisu bylo pro hodnotitele
obtizné urcit pach pomerance, kiize a ananasu. U formula-
fe s predtisténymi deskriptory se jako nejjednodussi pfi
rozpoznavani jevil pach skofice, maty, bananu, kavy, hie-
bicku a ananasu. Obtizné bylo urcit citron, ktzi a razi.

100 I 3 r I i
A TITTITE

Pocet spravnych odpovadi, %
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Urcovani prahu detekce butan-1-olu
(druh4 sada Sniffin” Sticks)

Prostfednictvim druhé sady byl ur€ovan prah detekce.
Vzhledem k tomu, Ze vyrobce neudava koncentrace butan-
-1-olu v jednotlivych fixach, zjisti se pouze Cislo, které je
primérem po sobé jdoucich dvou spravné urCenych fixa
s butan-1-olem. Toto Cislo se vypocita pro kazdého hodno-
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pobtb i ibb e il i i b R L LR L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
Cislo fixy

Obr. 2. Pocet spravnych odpovédi p¥i rozliSovani pachii trojihelnikovou zkouskou; ® spravné odpovédi, ® $patné odpovedi

Tabulka II
Popis jednotlivych pachi u tfeti sady
Cislo fixy Rozdilny pach Shodné pachy
1 2-ethylhexyl-acetat (ovocnd, po pomeranci, po jasminu) skoficovy aldehyd (kofenéna, po skoftici)
2 butan-1-ol (Zlukla, nasladla) 2-fenylethan-1-ol (slabé kvétinova viing)
3 3-methyl-1-butyl acetat (bananova) anethol (bylinna, po anyzu),
4 anethol (bylinna, po anyzu), eugenol (hfebicek)
5 geraniol (rdze) 2-ethylhexyl-acetat (ovocna, po
pomeranci, po jasminu)
6 2-fenylethan-1-ol (slabé kvétinova viing) 3-methyl-1-butyl acetat (bananova)
7 (R)-(+)-limonen (svézi, citrusova, po pomerancich) (D)-(+)-fenchon (kafr)
8 (R)-(-)-karvon (mata) (S)-(+)-karvon (kmin)
9 (S)-(-)-limonen (terpentyn) citronellal (bylinna, vyrazna citronova
ving)
10 2-fenylethan-1-ol (slabé kvétinova viing) (+)-menthol (silna, chladiva, mata)
11 (S)-(+)-karvon (kmin) geraniol (rize)
12 butan-1-ol (zlukla, nasladla) (8)-(-)-limonen (terpentyn)
13 citronellal (bylinna, vyrazna citronova vin¢) linalool (levandule)
14 pyridin (rybina) (S)-(—)-limonen (terpentyn)
15 eugenol (hfebicek) skoficovy aldehyd (kofenéna, skofice)
16 1,8-cineol (kafr) a-jonon (kvétinova, fialky)
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titele. Primérna hodnota c¢isla pro prah detekce byla 10,07
z celkového poctu 16 fixt.

RozliSovani pacht trojuhelnikovou zkousSkou
(tfeti sada Sniffin” Sticks)

U tfeti sady urCovali hodnotitelé vzdy rozdilny pach
z dané trojice. V tab. II jsou uvedeny jednotlivé pachové
latky, v zavorce je uveden slovni popis pachu odpovidajici
jednotlivym latkam.

Na obr. 2 je znidzorn€no procentudlni zastoupeni
spravnych a Spatnych odpovédi u této trojihelnikové
zkousky pfi rozliSovani pacht. Z grafického znazornéni je
patrné, ze hodnotitelé neméli problémy s urCovanim pacht
znat pach z trojice u fixy oznacené Cislem 9 obsahujici
citronellal a (S)-(—)-limonen.

Urceni ¢isla TDI a DI

Pro zjisténi poruch ¢ichu (pfevazné hyposmie a asno-
smie) je vyrobcem doporuceno vypocitat ¢isla TDI a DI.
Cislo TDI (zkratka je odvozena z po&ateénich pismen ang-
lickych slov treshold, discrimination, identification) se
vypocita tak, ze se seCtou spravné odpovédi pfi uréovani
pachii nucenou volbou s C¢islem pro prah detekce
a s poctem spravnych odpoveédi pfi rozliSovani pacht troj-
tthelnikovou zkouskou. Cislo DI (zkratka je odvozena
z pocatecnich pismen anglickych slov discrimination,
identification) se zjisti jako soucet Cisla pro prah detekce
s poctem spravnych odpovédi pfi ur€ovani pachit nucenou
volbou. Vyrobcem je dodavan manual pro interpretaci
vypoctenych cisel. Pokud je ¢islo TDI vyssi nez 30, pak
Ize tici, ze ¢ich hodnotitele je v pofadku. Je-li TDI mensi
nez 30, pak lze fici, ze hodnotitel ma poruchu ¢ichu zva-
nou hyposmie. Pokud je ¢islo DI mens$i nez 15, pak se
jedna o poruchu ¢ichu zvanou anosmie.

Pro kazdého hodnotitele byla vypoctena hodnota DI.
Z vypoctenych hodnot DI byla minimalni 22 a maximalni
28. V programu STATISTICA (verze 8) byly déle vypoci-

Tabulka III

Statistické charakteristiky ziskané u hodnot DI a TDI
Statisticka DI TDI
charakteristika
Minimum 22 27,5
Maximum 28 42,5
Spodni kvartil 24 32,5
Horni kvartil 26 37,5
Modus 24 34,5
Median 25 34,5
Primér 24,46 34,25

Smérodatna odchylka 1,52 2,84
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tany statistické charakteristiky souboru a to: spodni kvartil,
horni kvartil, modus, median, primér a smérodatna od-
chylka. Tato data jsou uvedena v tab. III. Zji§téné hodnoty
DI byly pro vSechny hodnotitele vyssi nez 15, tedy nebyla
zjiSténa u zadného ze studentii anosmie. Zda ziskany sou-
bor dat vykazuje normalni rozdéleni hodnot, bylo uvétrova-
no prostiednictvim testu Kolmogorova-Smirnova. Timto
testem nebylo potvrzeno na hladin€¢ pravdépodobnosti
90 %, Ze se jednd o normalni rozdé€leni. Déle byla vypocte-
na hodnota TDI, ktera u dvou studentek byla 27,5 a 28,5,
coz je niz8i nez limitni hodnota 30. Lze tedy fici, Ze pouze
u dvou studentek byla zjisténa porucha ¢ichu zvana hypo-
smie. U ostatnich hodnotiteli byla hodnota TDI vyssi nez
30 (maximalni hodnota byla 40,5), tedy jejich ¢ich byl
v pofadku. Ve vékovém rozmezi 20-26 let byla zjiSténa
porucha ¢ichu u 2 studentek (tedy u 1,6 % ze sledovaného
souboru), coz je v souladu s udaji uvedenymi v literature.
Statistické charakteristiky hodnot TDI jsou rovnéz uvede-
ny v tab. III. Podle testu Kolmogorova-Smirnova pro hod-
noty TDI nebylo potvrzeno na hladiné pravdépodobnosti
95 %, ze se jedna o normalni rozdéleni.

Zavér

Komercné dostupnd sada Sniffin” Sticks vedla u sle-
dovaného vzorku studentd k rychlému odhaleni poruch
¢ichu. Porucha ¢ichu ve vé€kovém rozmezi 20-26 let byla
zjisténa u 2 studentek, coz je 1,6 % z celkového poctu
hodnotitelli. Vzhledem k tomu, ze sledovany vzorek se
skladal z velkého mnozstvi zen a nizkého poctu muzd,
nebylo statisticky vyhodnocovano, zda Zeny jsou
k vnimani pachu citlivéjsi, jak uvadi autofi Hari a spol. Pro
vycvik hodnotiteld se jako nejjednodussi jevi prvni sada
Sniffin” Sticks pro ur€ovani jednotlivych pacht prostied-
nictvim nucené volby, kterd se velmi snadno a rychle vy-
hodnocuje. Vyhodou je rovnéz pripravena druha sada o
riznych koncentracich pro urceni prahu detekce, ale i riz-
norodé zastoupeni pachl v treti sadé. Nevyhodou kromé
ceny je omezend stabilita celé sady (vyrobcem je garanto-
vana stabilita pachi jeden rok).

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy za financni podporu (projekt MSM 6046137305).
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Uvod

Metoda vyuzivajici anthronového ¢inidla je zalozena
na reakci vy$Sich sacharidi a Skrobu s anthronem
v kyselém prostiedi, pii které jsou tyto makromolekularni
latky pfevedeny na Sesti-uhlikaté sacharidy. Vznika zeleny
kondenzacni produkt, ktery 1ze nasledné spektrofotomet-
ricky stanovit'.

Této skutecnosti poprvé vyuzil Dreywood ke stanove-
ni sacharidt®. Na praci Dreywooda navazala fada autort,
z nichz nejzndmgéjsi a nejvice citovani jsou asi Yemm
a Willis, ktefi se ve své praci vénovali jak dikazu, tak
stanoveni standardd sacharidd bézné€ se vyskytujicich
v rostlinném materialu'. Od té doby je anthron hojn& vyu-
zivéan jako ucinné ¢inidlo jak pro kolorimetricka stanoveni
sacharidli a skrobu v rostlinach, tak napf. pro stanoveni
sacharidd v krvi, mo¢i nebo misnim moku®*. Na zaklad&
naSich znalosti vS§ak nikdo neuvadi moZnost simultanniho
stanoveni jak sacharidd, tak i Skrobu z jednoho vzorku
rostlinného materialu.

Cilem této prace bylo: /) pouziti metodik vyuzivaji-
cich anthronového ¢inidla pro Ucel vytvofeni metodiky
simultdnniho stanoveni nestrukturnich sacharidti a Skrobu
v listech vyssich rostlin, a 2) zhodnotit vliv zvySené kon-
centrace CO, na akumulaci nestrukturnich sacharidi
a Skrobu v asimila¢nim aparatu dvou druht dfevin — smrku
ztepilého (Picea abies) a buku lesniho (Fagus sylvatica).
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Material a metody
Rostlinny materidl

Rostliny smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.)
a buku lesniho (Fagus sylvatica L.) (stafi 8 let) byly
v pribéhu vegetatni sezény 2008 aklimovany
v lamelovych kultivacnich sférach v lokalité¢ Bily Kfiz
(Moravskoslezské Beskydy; 49°30° S, 18°32” V, 908
m.n.m., Ceska republika), v atmosféfe s piirozenou kon-
centraci CO, (385 pmol(CO,) mol™) a zvySenou (dvojna-
sobnou) koncentraci CO, (700 pmol(CO,) mol™"). Podrob-
ny popis experimentu je uveden v publikaci’.

Odbér a stanoveni obsahu nestrukturnich sacharidi
a Skrobu bylo provedeno v zaii 2008 na plné vyvinutych
slunnych listech buku a jehlicich smrku (C-1, jehlice roku
2007). Vzorky listi a jehlic (cca 0,1 g) byly odebirany
b&hem polednich hodin (11:00-15:00 LEC). Po uréeni
cerstvé hmotnosti vzorkil byla stanovena i jejich projekéni
plocha®. Vzorky byly vystaveny na 10 min ozafeni
1000 pumol m™s™', zmrazeny kapalnym dusikem, vloZeny
do Dewarovy nadoby (Voyageur 12, Air Liquide, Francie)
a pti teploté blizké 77 K pfevezeny do laboratofe a ucho-
vavany az do doby vlastniho zpracovani.

Kalibra¢ni pfimka

Obsah nestrukturnich sacharidii byl stanovovan meto-
dou kalibracni pfimky sestrojené z namétenych hodnot
absorbanci roztokll smési standardi D-fruktosy (Roth,
Karlsruhe, Némecko) a D-glukosy (Penta, Chrudim, CR)
v poméru 9:1 o hmotnostnich koncentracich 0; 0,012;
0,024; 0,048; 0,075 a 0,15 mg ml™! destilované vody.
Smérnice kalibra¢ni pfimky odpovidé kalibra¢nimu fakto-
ruvml mg™ cm™ smési fruktosy a glukosy’.

Mnozstvi Skrobu bylo stanoveno pomoci kalibra¢ni
pfimky sestrojené z namétenych hodnot absorbanci rozto-
kit D-glukosy o hmotnostnich koncentracich 0; 0,012;
0,024; 0,048; 0,075 a 0,15 mg ml™! destilované vody.
Smérnice kalibra¢ni pfimky odpovidé kalibra¢nimu fakto-
ruvmlmg™ em™ glukosy.

Anthronové ¢inidlo

Anthronové ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim
0,2 g anthronu (Sigma-Aldrich, Praha, CR) v 8,3 ml 95%
ethanolu (Tamda, Olomouc, CR) a ve 20 ml destilované
vody. Poté bylo k roztoku postupné ptiddno 100 ml 96%
kyseliny sirové (Lachema, Brno, CR). Roztok je nutné
chladit ledem, jelikoZ se pfi reakci uvoliuje velké mnoz-
stvi tepla. Anthronové cinidlo se nedoporucuje pouzivat
Giplng& Eerstvé, je lepsi ho nechat 3 hodiny stat’”.

Metodika

Vzorky rostlinného materialu (cca 0,1 g, viz vyse)
byly v tfeci misce homogenizovany s malym mnozstvim
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MgCO; a 2 ml 95% ethanolu. Obsah tfeci misky byl pte-
veden do centrifugacni zkumavky, tfeci miska byla jesté
dvakrat promyta 1,5 ml 95% ethanolu a vse bylo ptevede-
no do centrifugacni zkumavky. Homogenat byl centrifugo-
van 5 min pii 3000 rpm. Takto pfipraveny supernatant 1ze
nasledné pouzit napi. pro stanoveni UV-absorbujicich
latek a fotosynteticky aktivnich pigmentu.

K sedimentu byly pfidany 2 ml destilované vody,
obsah centrifugacni zkumavky byl protfepan a znova cent-
rifugovan 5 min pfi 3000 rpm. Do odmérné zkumavky byl
odlit supernatant obsahujici nestrukturni sacharidy.
Z divodu reextrakce nestrukturnich sacharidd je treba

K sedimentu byl pfidan 1 ml 1M roztoku chloralhyd-
ratu (Mach Chemikalie, Ostrava, CR), obsah centrifugacni
zkumavky byl protfepan a pteveden do teflonovych centri-
fugacnich zkumavek o objemu 10 ml (FEP, Nalgene,
USA). Zkumavky byly umistény na 15 min do vrouci vod-
ni 14zn€, tim doSlo k rozpu$téni amyloplastli a uvolnéni
Skrobu do roztoku. Po nasledné centrifugaci (5 min,
3000 rpm) bylo pipetou odebrano 0,5 ml supernatantu
obsahujiciho skrob, ktery byl ziedén destilovanou vodou v
pomeéru 1:9.

Pti vlastni reakci bylo k 0,5 ml roztoku nestrukturnich
sacharidt (resp. kalibracniho roztoku) pfiddno 5 ml an-
thronového cinidla. Vzorky bylo nutné chladit ledem, aby
se produkt reakce nerozkladal. Poté byly vzorky zahfivany
ve vodni lazni pfesné 7,5 min pfi teploté 92 °C. Po vyjmuti
z vodni 14zné€ byly zchlazeny ledem, promichény na tie-
pacce (IKA MS3 digital, USA) a ponechany pii pokojové
teploté.

Podobné bylo postupovano pii reakci Skrobu
s athronovym c¢inidlem s tim rozdilem, ze k 1 ml roztoku
Skrobu byly ptidany 3 ml anthronového ¢inidla a vzorky
byly ponechany ve vrouci vodni 1dzni 5 min.

Jakmile vzorky dosahly pokojové teploty, byla zméfe-
na jejich absorbance pii vlnové délce 625 nm (cit.").
K méfeni absorbance byl pouzit dvoupaprskovy spektrofo-
tometr UV 550 (Unicam, Anglie) a sklenéné kyvety
(Helma, Némecko) o tloustce 10 mm. Spektralni Siika
Stérbiny Cinila 2 nm.

Z naméfenych hodnot absorbanci bylo na zékladé
kalibra¢ni krivky smési fruktosy a glukosy (9:1), resp.
kalibracni kfivky glukosy stanoveno mnoZstvi nestruktur-
nich sacharidd, resp. skrobu v pouzitém rostlinném materi-
alu. Vypoctené vysledky byly vztazeny na Cerstvou hmot-
nost a projekéni plochu vzorkd.

Vysledky a diskuse

Pro stanoveni nestrukturnich sacharida byla vytvorie-
na zavislost absorbance na koncentraci smési standardl
(obr. 1). Vypocitany koeficient determinace (R* = 0,999)
plné dovoluje uvedenou kalibra¢ni ptimku vyuZit pro ana-
lytické ucely stanoveni nestrukturnich sacharidi z listd
vy$Sich rostlin. Vzhledem k mozZnosti pouzivat jako refe-
renéni vzorek destilovanou vodu neni absolutni clen
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Obr. 1. Kalibra¢ni pfimka sestavenia z naméfenych hodnot
absorbanci (4) koncentraé¢ni Fady smési standardi D-fruktosy
a D-glukosy (v poméru 9:1) o hmotnostnich koncentracich
0,150; 0,075; 0,048; 0,024; 0,012 a 0 mg mI™". Kalibragni faktor
v ml mg1 cm™ je vyjadren smérnici linearni regresni pirimky.
Uvedeny jsou prumérné hodnoty a smérodatné odchylky (n=3),
y=5,307x + 0,062, R* = 0,999

v kalibra¢ni rovnici roven nule, ale nabyva hodnoty
+0,052. Tuto hodnotu je nutno ode€ist od stanovené absor-
bance pro neznamy vzorek. ZjiStény kalibrac¢ni faktor
(5,306 ml mg~' cm™"), resp. jeho pievracend hodnota
(0,18846 mg cm ml™") dovoluje po vynasobeni zmé&tenou
absorbanci pro nezndmy vzorek urcit mnozstvi nestruktur-
nich sacharidii v 1 ml extraktu. Po vynasobeni celkovym
objemem extraktu a podé€lenim hodnotou ¢erstvé hmotnos-
ti, resp. projekéni plochy listd ziskdme obsah nestruktur-
nich sacharidd v téchto vztaznych jednotkach mg g’l, resp.
g m2. Nami ziskana hodnota kalibragniho faktoru odpovi-
pifimka byla sestrojena i pomoci jednodussiho, jednopa-
prskového spektrofotometru Specol 220 (Carl Zeiss Jena,
Némecko) s veétsi spektralni Sifkou Stérbiny (3 nm)
s obdobnym vysledkem (data neuvedena). Pro stanoveni
nestrukturnich sacharidi je tedy mozné vyuzit i levngjsi
pfistroje. Doporucujeme vSak moznost takovéhoto pouZiti
ovétit zméfenim kalibraéni piimky tak, jak je uvedeno
vyse.

Podobné jako pro stanoveni nestrukturnich sacharida
byla i pro stanoveni $krobu vytvofena zavislost absorbance
na koncentraci standardu (obr. 2). Vypocitany koeficient
determinace (R* = 0,998), absolutni &len (+0,059) a kalib-
raéni faktor (6,213 ml mg™ cm™), resp. jeho prevracena
hodnota (0,16095 mg cm ml™"), dovoluje po vynasobeni
zméfenou absorbanci pro neznamy vzorek urcit mnozstvi
Skrobu v 1 ml extraktu a nésledné i obsah Skrobu vztazeny
na Cerstvou hmotnost, resp. projekéni plochu list. Nami
ziskana hodnota kalibra¢niho faktoru odpovida hodnotam
uvedenym v dtivéjsich pracich'.

Tento ¢lanek si neklade za cil vysvétlit pticiny vy-
sledného piisobeni zvysené koncentrace oxidu uhli¢itého
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Obr. 2. Kalibra¢ni pfimka sestavenia z naméfenych hodnot
absorbanci (4) koncentra¢ni rady standardu D-glukosy
o hmotnostnich koncentracich 0,150; 0,075; 0,048; 0,024;
0,012 a 0 mg mI™". Kalibragni faktor v ml mg ™' ecm™ je vyjadien
smérnici linearni regresni piimky. Uvedeny jsou primérné hod-
noty a smérodatné odchylky (n=4); y = 6,213x + 0,059, R*
0,998

na asimilacni aparat. Ma pouze dokumentovat pouziti na-
Seho piistupu ke stanoveni mnozstvi nestrukturnich sacha-
ridi a Skrobu v asimilaénim pletivu, jelikoz ta vyznamné
ovlivituji ~ vyslednou fyziologickou odezvu rostlin
k plsobeni zvySené koncentrace CO,. Pouziti uvedené
metodiky uvadime na nésledujicich dvou piipadech, kdy
jsme z 0,1 g navazky cCerstvé hmotnosti listd simultanné
stanovili jak obsah nestrukturnich sacharidi, tak i Skrobu,
a to pro stalezeleny smrk a buk. Stanovené a uvadéné hod-
noty koncentraci fadové odpovidaji koncentracim nestruk-
turnich sacharidii a Skrobu uvadénych v dfivéjsich pracich
pro jiné rostliny”' 2,

Jak bylo uvedeno vySe, vysledky byly vztazeny na
Cerstvou hmotnost a projekéni plochu listi. Vzhledem
k tomu, Ze trend reakce obsahu/koncentrace na zvySenou
koncentraci CO, je stejny, uvadime pouze vysledky kon-
centraci vztazené na Cerstvou hmotnost. Obsah asimilatil
byl stanovovan v zati 2008 u slunnych jehlic smrka kulti-
vovanych v pfirozené a zvySené koncentraci CO, (obr. 3).
Smrky kultivované ve zvySené koncentraci CO, vykazuji
nartst jak obsahu nestrukturnich sacharid (o 70 %), tak
i obsahu skrobu (o0 26 %). Tento vysledek je v dobré shodé

vvvvvv

koncentrace oxidu uhli¢itého na asimilatni aparat'’".

Akumulace sacharidii a Skrobu v rostlinném pletivu pak
muze byt jednou z pficin zpétnovazebné limitace rychlosti
fotosyntézy (napt. piehledny ¢lanek'?).

Ve stejném obdobi bylo provedeno stanoveni nestruk-
turnich sacharidd a Skrobu ve slunnych listech buku, ktery
byl rovnéz kultivovan v pfirozené a zvysSené koncentraci
CO; (obr. 4). I v tomto piipadé byl pozorovan nartst obsa-
hu nestrukturnich sacharidt (o 49 %) i skrobu (o 145 %).
Podobny vysledek byl ziskan pfi kultivaci dvou druht
klond topoll v pfirozené a zvysené koncentraci oxidu uhli-
gitého'?.
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Obr. 3. Obsah nestrukturnich sacharidi (1) a Skrobu (2) ve
slunnych jehlicich smrku ztepilého (Picea abies), ro¢nik 2007;
tmavé sloupce znazornuji rostliny vystavené okolni koncentraci
CO,, svétlé sloupce rostliny vystavené zvysené koncentraci CO,.
Vyska sloupct udava primérné hodnoty, tise¢kami jsou vyznace-
ny smérodatné odchylky (n=8)
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Obr. 4. Obsah nestrukturnich sacharidi (1) a Skrobu (2) ve
slunnych listech buku lesniho (Fagus sylvatica); tmavé sloupce
znazoriuji rostliny vystavené okolni koncentraci CO,, svétlé
sloupce rostliny vystavené zvysené koncentraci CO,. Vyska
sloupcti udava primérné hodnoty, Giseckami jsou vyznaceny smé-
rodatné odchylky (n=8)

Z vyse uvedeného mizeme soudit, ze nami pouZzity
ptistup, kdy jsme spojili dvé metodiky v jednu simultdnni,
je mozné vyuzit pro stanoveni jak nestrukturnich sachari-
du, tak i Skrobu, a to z minimalniho mnozstvi vzorka
(0,1 g Cerstvé hmotnosti). Uvedenou metodiku lze navic
aplikovat za pouZiti jednodussich a levnéjSich spektrofoto-
metraQ.
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Zavér

Tato prace je zaméfena na vytvofeni metodiky pro
simultdnni stanoveni obsahu nestrukturnich sacharidd
a Skrobu v rostlinném pletivu vysSich rostlin. Obé metody
jsou zalozeny na spektrofotometrické analyze zeleného
kondenzacniho produktu (s maximem absorbance pfi vino-
vé délce 625 nm), ktery vznikd zahtivanim sacharidd
s anthronem v kyselém prostfedi. Byly vytvofeny kalibrac-
ni pfimky sestrojené z prumérnych hodnot absorbanci ¢tyt
nezavislych meéfeni koncentracni fady roztoki smési D-
fruktosy a D-glukosy (v poméru 9:1) (pro stanoveni ne-
strukturnich sacharidtl) a D-glukosy (pro stanoveni skrobu)
v rozmezi hmotnostnich koncentraci 0-0,150 mg ml™".
Smérnice kalibracni pfimky odpovida kalibra¢nimu faktoru.
Hodnota kalibragniho faktoru &inila 5,306 ml mg™" cm™ (pro
stanoveni nestrukturnich sacharidii) a 6,213 ml mg™' cm™
(pro stanoveni Skrobu). Vypocitany koeficient determinace
R? = 0,999, resp. R* = 0,998, pIn& dovoluje uvedenou ka-
libra¢ni kiivku vyuzit pro analytické cely stanoveni ne-
strukturnich sacharidd, resp. Skrobu, v listech vyssich rost-
lin.

Vytvofena metodika byla aplikovana v experimentu
studujicim vliv zvySené koncentrace CO, na asimilacni
aparat buku a smrku. Mnozstvi sacharidi a Skrobu ve vzor-
cich buku a smrku bylo vypoéteno z piislusnych regresnich
rovnic. Ziskané hodnoty byly vztazeny na Cerstvou hmot-
nost vmg g, resp. projekéni plochu listi v g m™. Metodi-
ka vyuzivajici anthronového ¢inidla poskytovala vysledky
srovnatelné s literaturou a je tudiz aplikovatelna pro stano-
veni obsahu sacharidd a Skrobu v listech vy§Sich rostlin.

Tato prdce byla vypracovina v ramci projektu GA CR
¢. 522/06/0930 ,, Zmény aktivity a obsahu enzymu Rubisco
pFi piisobeni zvySené koncentrace CO,* a projektu MSMT
NPVII (,,INTERVIRON“, 2B06068).
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This review is focused on development of simultane-
ous determination of non-structural saccharides and starch
in leaves of higher plants. The method is based on spectro-
photometric analysis of the condensation product obtained
by heating saccharides or starch with anthrone in acid so-
lution. The determination was calibrated using D-fructose
and D-glucose (R* = 0.999 and 0.998). The method was
used for the determinations in leaves of European beech
and in needles of Norwegian spruce cultivated under ambi-
ent conditions at elevated CO, concentrations. The found
contents were comparable with the literature values.
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Uvod

Velka cast’ bakterialnych malatdehydrogenaz (MHD)
je Specifickd na koenzym NADH. Vynimku tvori MDH
Corynebacterium glutamicum' a niektori zastupcovia
z rodu Bacillus*. MDH zo Streptomyces aureofaciens vy-
kazuje vysokil Specifitu  pre koenzym NAD(H)
a s koenzymom NADP(H) je takmer neaktivna®. Pre lepsie
porozumenie koenzymovej Specifity v NAD-zavislej MDH
z Thermus flavus AT-62 (tMDH) bola vyrieSena jej krysta-
lova Struktira v komplexe s NADP(H) s rozliSenim
1,65 A. Tato $truktira je takmer rovnaka ako v komplexe
s NADH. NADP(H) sa viaze na tMDH v opacnej orienta-
cii, kde adenin obsadzuje poziciu vedla katalytického
miesta a nikotinamid sa viaze do adenin-viazuceho miesta
komplexu tMDH-NADH. Toto bol prvy dokaz alternativne
viazuceho nikotinamidového koenzymu s tzv. pseudo-
symetriou v jeho §truktare”,

Stadium malatdehydrogenaz z ride Archaea poukéza-
lo na variabilitu ich koenzymovej $pecifity. Specifitou
vo¢i obom koenzymom — NAD(H) aj NADP(H) sa vyzna-
¢uje MDH z hypertermofilnej metanogénnej archaebakté-
rie Methanothermus fervidus®. Vy$sia afinita ku koenzymu
NADP(H) bola preukazana tiez stanovenim aktivity MDH
pochéadzajucej z Methanococcus jannaschii. Tato prefe-
rencia je vysvetlovand pritomnostou glycinu (Gly33)
v kofaktor-viazicom mieste, kde sa vdcSinou u inych
NAD-zavislych malatdehydrogenaz nachadza konzervova-
ny aspartat alebo glutamat®.

Eukaryotick¢é malatdehydrogenazy st NAD(H)-
z4vislé s vynimkou chloroplastovej svetlom aktivovanej
NADP(H)-zévislej MDH’. Muslin a spol. zamenili dve
aminokyseliny v NAD(H)-zavislej MDH z E. coli za cys-
teiny, ¢im vytvorili redox-senzitivny enzym. Oxidaciou
cysteinov v uzamknutej doméne mutantného enzymu tak
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lahko napodobnili inaktivaciu tmou redox-senzitivnej
chloroplastovej dehydrogenazy®.

Predpokladame, ze vyrieSenie 3D krystalovej Strukti-
ry MDH zo Streptomyces coelicolor A3(2) umozni defino-
vat’ koenzymovu Specifitu tejto grampozitivnej baktérie.
Z tohto doévodu sme pristupili k priprave nadprodukéného
kmenia MDH a k stanoveniu podmienok krystalizacie tohto
proteinu.

Material a metody

Bakterialne kmene, plazmidy a kultiva¢né
podmienky

Spory kmena Streptomyces coelicolor A3 (2) sme
ziskali darom od prof. D. A. Hopwooda. Spory boli kulti-
vované podla Hopwooda a spol.” a pouzité na purifikaciu
MDH. Na klonovanie génu mdh boli pouzité bakteridlne
kmene E. coli MM294 (F', endAlJ, hsd17 (tk~, mk)
supE44, thi™'), ktoré boli kultivované podla Ausubel
a spol.'’. Na klonovanie a expresiu bol pouzity plazmid
pET-15b (Novagen, USA) s T7lac promdtorom a N-
termindlnou His.Tag sekvenciou s néslednym Stiepnym
miestom pre trombin. Pre nadexpresiu MDH bol pouzity
kmen E. coli BL21 (DE3) (F, omp T, hsdsg, (r's), gal,
dem (DE3)) (Novagen, USA). Bunky E. coli obsahujtice
plazmid pET-15b rastli na LB médiu s 100 pug ml™" ampi-
cilinom.

Amplifikacia, klonovanie a expresia

Gén mdh zo S. coelicolor bol amplifikovany reakciou
PCR pouzitim gendomovej DNA S. coelicolor A3(2) ako
templatu, izolovanej podl'a protokolu Hopwood a spol.” Na
reakciu boli navrhnuté oligonukleotidové primery 5°-
ggaattccatatgactcgcactcecgtgaa-3”° a  5'-cgcggatcctcagat-
gaggccgagaccgeg-3'. Primery boli navrhnuté tak, aby ob-
sahovali restrikéné miesta Ndel a BamHI (podc¢iarknuté)
umoziujlce priame klonovanie PCR produktu do prislus-
ného miesta nachadzajlicom sa na plazmide pET-15b
(Novagen). Rekombinantnym plazmidom pET-15b-mdh
boli transformované bunky E. coli BL21(DE3). Tento
kmen, pouzity na nadprodukciu MDH bol oznaceny E. coli
IB831. Kultira buniek narastend do ODgyy 0,5-0,7 bola
indukovana IPTG (izopropyl-B-tiogalaktozid) do vyslednej
koncentracie 1mM. Indukcia trvala 3 hodiny pri teplote
37 °C. Bunky boli usadené centrifugéciou a pelety usklad-
nené pri teplote —20 °C.

Purifik4cia rekombinantnej malatdehydrogenazy
a odstiepenie His.Tag sekvencie

Pelety buniek E. coli IB831 boli rozsuspendované
v roztoku obsahujiicom 100 mM Tris-HCI pH 8,0 a 2 mM
EDTA a sonikované pouzitim Soniprep 150 (MSE, Craw-
ley, UK). Cytoplazmatickli frakciu s nadprodukovanou
MDH sme ziskali po ultracentrifugacii pri 39 000 g pouZi-
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tim ultracentrifigy Beckman L8-50M/E (Beckman PA,
CA, USA). Supernatanty boli aplikované na Specifické
chelatacné kolony His.Bind Resin (Novagen, USA). Po
vyplaveni nespecifickych proteinov a zvySovanim koncen-
tracie imidazolu v rozmedzi od 100 do 400 mM boli po-
stupne eluované rekombinantné bielkoviny. Vsetky frakcie
boli analyzované na 12% SDS-PAGE géloch a farbené
Coomassie Brilliant Blue R-250 (cit.'") alebo striebrom'?.
His.Tag sekvencia rekombinantnej MDH bola odStiepena
biotinylovanym trombinom (Novagen) pri teplote 20 °C
(1 ml reakénej zmesi obsahoval 800 pg rekombinantného
proteinu a 1U biotinylovaného trombinu v tlmivom rozto-
ku). Biotinylovany trombin bol odstréneny streptavidin
agarézou a MDH bez His.Tag sekvencie bola izolovana
opat’ pouzitim kolony His.Bind Resin (Novagen). Takto
sme pripravili vzorku MDH s koncentraciou 8 mg ml™',
ktorti sme predialyzovali do krystalizacného roztoku zlo-
zeného z 10 mM Tris-HCl pH 7,5 a 1 mM DTT.

Purifikacia MDH z kmena S. coelicolor A3(2)

Vsetky manipulacie boli vykonavané pri teplote 4 °C.
Celkovo 70 g buniek S. coelicolor A3 (2) bolo rozsuspen-
zovanych v 100 ml tlmivého roztoku A obsahujicom:
20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 50 mM 2-
merkaptoetanol, 0,05 mM PMSF, disruptovanych pouzitim
Soniprep 150 (MSE, Crawley, UK). Zvysky buniek z ho-
mogenatu boli odstranené cetrifugaciou 10 min pri 2000 g
a supernatant bol centrifugovany 15 min pri 10 000 g.
Nukleové kyseliny boli precipitované z hrubého extraktu
pomalym priddvanim cerstvo pripravenym 20% (W/v)
streptomycin sulfatom do celkovej koncentracie 0,75 %
(w/v). Po 1 hodinovom zrazani bola zrazenina odstranena
20 min centrifugaciou pri 10 000 g. Vsetky nasledujtice
centrifugécie boli prevedené rovnako. Pevny siran aménny
bol pridany k supernatantu do 30% nasytenia. Po
30 minatovom zraZani sa zrazenina odstranila centrifuga-
ciou a d’al$i siran aménny bol pridany do 80% (w/v) nasy-
tenia. Po 30 minGtovom zraZzani boli proteiny usadené
centrifugiciou. Pellet, ktory obsahoval MDH, bol rozsus-
pendovany v tlmivom roztoku B obsahujicom: 20 mM
fosfatovy tlmivy roztok pH 7,0; 1 mM EDTA; 50 mM
2-merkaptoetanol a dialyzovany cez noc oproti 2 1 tohto
roztoku. Vzorka po dialyze bola nanesend na kolonu DE-
AE celulozy DE-52 (Whatman, 2x20 cm) ekvilibrovant
tlmivym roztokom B. Proteiny boli eluované 150 ml gra-
dientom 20-500 mM fosfatovym tlmivym roztokom B.
Aktivne frakcie boli zbierané a dialyzované cez noc oproti
1 1 tlmivého roztoku C obsahujicom 10 mM fosfatovy
tlmivy roztok pH 6,8 a 25% siran amoénny. Frakcie
s aktivitou pre MDH boli nanesené na kolonu Phenyl Sep-
harose CL 4B (Pharmacia, 0,7x17 cm) ekvilibrovanu tlmi-
vym roztokom C. Proteiny boli eluované 50 ml linearnym
gradientom s obsahom 0-50 % etylénglykolu v tlmivom
roztoku C. Aktivne frakcie boli dialyzované cez noc oproti
250 ml tlmivého roztoku D (20 mM fosfat sodny pH 7,2).
Dialyzovany extrakt bol naneseny na koléonu Matrex Red

872

Laboratorni pfistroje a postupy

A (Sigma, 0,7x15 cm) ekvilibrovanu tlmivym roztokom
D. Vsetky frakcie boli analyzované 12% SDS-PAGE elek-
troforézou a farbené Coomassie Brilliant Blue R-250
(cit.'") alebo striebrom'2. Spojené aktivne frakcie boli za-
koncentrované do krystalizacného tlmivého roztoku
(10 mM Tris-HCI pH 7,5 a 1 mM DTT) na koncentraciu
8 mg ml™".

Stanovenie aktivity malatdehydrogenazy

Jednotka aktivity malatdehydrogenazy zodpoveda
oxidacii 1 umol NAD(P)H za minatu meranim v 1ml ky-
vete obsahujucej reakéntt zmes: 100 mM Tris-HCI tlmivy
roztok pH 8,0, 765 uM kyselina oxaloctova, 230 uM
NADH alebo 200 pnM NADPH a prislusné mnoZstvo
MDH. Oxidacia NAD(P)H bola sledovana pri 30 °C na
spektrofotometri HITACHI U-2001.

Krystalizacia

Krystaly oboch malatdehydrogenaz boli ziskané krys-
talizaciou vo visiacej kvapke pri 19 °C. Na krystalizaciu
boli pouZité dva komercne dostupné skriningové sety
(Hampton Research Screen 1, Hampton Research screen 2)
a laboratorne pripravené kryStalizacné zmesy.

Vysledky a zavery

Z rekombinantného kmena E. coli IB831 bola izolo-
vana MDH S. coelicolor A3(2). 1zolovana rekombinantna
MDH so sekvenciou His.Tag bola pouzitd na predbezny
krystalizacny skrining v dvoch komer¢ne dostupnych se-
toch. Vo visiacej kvapke nenarastli Ziadne kryStaly na
rozdiel od nativneho proteinu, ¢oho pric¢inou mohla byt
His.Tag sekvencia na proteine. Preto sme sa rozhodli tto
sekvenciu z MDH odstranit’ biotinylovanym trombinom
(obr. 1) a zopakovat' krystalizaény skrining. Uginnost
purifikacie je znazornena v tab. 1.

Ihlickovité kryStaly naréstli vo visiacej kvapke bez
koenzymu v roztoku obsahujucom 0,1 M Na-citratovy
tlmivy roztok pH 5,6; 0,2 M octan aménny; 80 uM kyseli-
nu oxaloctovu a 27% (w/v) PEG 4000 (obr. 2A), Stvorcové
krystaly narastli vo visiacej kvapke v roztoku obsahuji-
com 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 5,4; 0,2 M octan
amonny, 26% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADH
(obr. 2B) a v roztoku obsahujucom 0,1 M Na-citratovy
tlmivy roztok pH 6,0; 0,2 M octan amonny, 27% (w/v)
PEG 4000 s koenzymom NADH (obr 2C). Roznorodé
krystaly vznikli v troch roztokoch: /) v 0,1 M Na-
citratovom tlmivom roztoku pH 6,0; 0,2 M octane amdn-
nom; 26% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADPH,
2) 0,1 M Na-citratovom tlmivom roztoku pH 6,0; 0,2 M
octane amonnom; 27% (w/v) PEG 4000 s koenzymom
NADH a 3) 0,1 M Na-citratovom tlmivom roztoku
pH 6,0; 0,2 M octane aménnom; 23% (w/v) PEG 4000 bez
koenzymu (obr. 2D-F).
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Tabulka I
Purifikéacia rekombinantnej MDH S.coelicolor A3(2) bez His.tag sekvencie
Frakcia Objem Proteiny Celkova Specificka Vytazok Purifikacny faktor
[ml] celkovo aktivita aktivita [%]
[mg] [U] [Umg™]
Bunkovy extrakt 11.5 27.6 4335 157 100 1
MDH bez His.Tag 14 2.5 2465 986 57 6.3
sekvencie
kDa
i 67
— . 48,5
e -_ »
——. 00
-
1 2 3

Obr. 1. Purifikdcia rekombinantnej MDH S.coelicolor A3(2)
bez His.tag sekvencie. SDS-PAGE (12 % w/v). Draha ¢. 1: re-
kombinantnd MDH po izolécii na koléne His.Bind Resin, draha
¢. 2: rekombinantna MDH po odstraneni His.Tag sekvencie, dra-
ha ¢. 3: proteinové Standardy: hovéddzi sérum albumin (M,
67 000), fumaraza (M, 48 500), anhydraza kyseliny uhlicitej (M;
29 000), B-laktoglobulin (M, 18 400)

Thlickovité krystaly starli (obr. 2A, A,), boli nestabil-
né a dochadzalo k ich rozpustaniu a postupnej degradacii
(obr. 2F,). Preto sme sa rozhodli izolovat’ a krystalizovat’
MDH z nativneho kmefa S. coelicolor A3(2). Uginnost
purifikacie je znazornena v tab. II. V porovnani s izolaciou
MDH z nadprodukénych kmenov je izolacia z povodného
kmena pouzitim streptomycinsulfatového zrazania menej
efektivna, ale ionomeni¢ova chromatografia na DEAE
celuléze DE-52 a hydrofobne interakcie na koléne Phenyl
Sephardzy CL4B zvySuju purifikacny faktor. Homogénna
MDH bola ziskana po afinitnej chromatografii na Red 120
agardze (obr. 3) a pouzitd na krystaliza¢ny skrining.

Stanovili sme optiméalne podmienky pre krystalizaciu
nativnej MDH zo S. coelicolor A3(2). Thlickovité krystaly
narastli vo visiacej kvapke obsahujucej 0,1 M Na-
citratovy tlmivy roztok pH 4.8; 0,2 M octan amoénny; 27%
(w/v) PEG 4000 a s/bez 100 uM kyseliny oxaloctovej
(obr. 4). Ako vidiet z obr. 5, zvySovanie pH tlmivého
roztoku spdsobuje zmenu tvaru kryStalov (0,1 M Na-
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Obr. 2. Krystily rekombinantnej MDH bez His.Tag sekvencie
narastené vo visiacej kvapke; A 0,1 M Na-citratovy tlmivy
roztok pH 5,6; 0,2 M octan amoénny; 80 uM kyselina oxaloctova;
27% (w/v) PEG 4000; A; dvojdiiové krystaly; A, osemdniové
krystaly; B 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 5,4; 0,2 M octan
amoénny; 26% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADH; C 0,1 M
Na-citratovy tlmivy roztok pH 6,0; 0,2 M octan aménny; 27% (w/
v) PEG 4000 s koenzymom NADH; D 0,1 M Na-citratovy tlmivy
roztok pH 6,0; 0,2 M octan aménny; 26% (w/v) PEG 4000 s
koenzymom NADPH; E 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH
5,4; 0,2 M octan amoénny; 27% (w/v) PEG 4000 s koenzymom
NADH; F 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 6,0; 0,2 M octan
amonny; 23% (w/v) PEG 4000; F, pred otvorenim kvapky; F, po
otvoreni kvapky
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Tabul’ka IT
Purifikdcia MDH z kmena S.coelicolor A3(2)
Frakcia Objem Celkové Celkovd  Specificka Vytazok Purifikacny
[ml] proteiny aktivita aktivita [%] faktor
[mg] [U] [Umg]
Homogenat 225 448 10 573 24 100 1
30-80 % (w/v) frakcionacia 39,5 222 8887,5 40 84 1,6
siranom aménnym
DEAE celuléza DE-52 63 70 4764 68 45 2.8
Phenyl Sepharéza CL 4B 25 20 4315 216 41 9
Matrex Red A 14 2,5 2529 1012 24 42
-— kDa
— A8 S
<+— MDH
- 29
134
14,2

Obr. 3. Purifikacia MDH z kmeiia S.coelicolor A3(2). SDS-
PAGE (12 % w/v). Draha ¢. 1: spojené frakcie po chromatografii
na DEAE celulézy, dréha ¢. 2: spojené frakcie po chromatografii
na Phenyl Sepharoze, draha €. 3: spojené frakcie po chromatogra-
fii na kolone Matrex Red A, draha &. 4: proteinové Standardy:
hoviddzi sérum albumin (M, 67 000), fumaraza (M, 48 500), an-
hydraza kyseliny uhli¢itej (M, 29 000), B -laktoglobulin
(M, 18 400) a a-laktalbumin (M, 14 200)

citratovy tlmivy roztok pH 5,6; 0,2 M octan amoénny; 27%
PEG 4000 s koenzymom NADH). Krystaly nativnej MDH
izolovanej z kmena S. coelicolor A3(2) boli stabilné
a nedochéadzalo k ich rozpustaniu a postupnej degradacii
v porovnani s krystalmi rekombinantnej MDH bez His.Tag
sekvencie a buda vhodnejSie pre nasledné experimenty.

Tato publikacia bola vytvorend realizdciou projektu
"BIOMAKRO!1 ITMS:26240120003", "BIOMAKRO2
ITMS:26240120027", na zdklade podpory operacného
programu Vyskum a vyvoj financovaného z Eurdpskeho
fondu regiondlneho rozvoja a grantu VEGA 1/0371/09."
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Obr. 4. Kry$taly MDH z kmeiia S.coelicolor A3(2) vo visiacej
kvapke; A, B 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 4,8, 0,2 M
octan amonny, 27% (w/v) PEG 4000; C 0,1 M Na-citratovy tlmi-
vy roztok pH 4,8, 0,2 M octan amonny, 100 pM kyselina oxa-
loctova, 27% (w/v) PEG 4000

Obr. 5. Kry$taly MDH z kmena S.coelicolor A3(2) vo visiacej
kvapke; podmienka: 0,1 M Na-citratovy tlmivy roztok pH 5,6,
0,2 M octan amoénny, 27% (w/v) PEG 4000 s koenzymom NADH
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Uvod

Vyuzitie biomasy ako paliva pre priame spalovanie je
do znacnej miery urcené jej chemickymi a fyzikdlnymi
vlastnostami. Biomasa vykazuje najmé Siroké rozpitie
obsahu vody. Vysoky obsah vody v palive pritom pri pro-
cese spalovania predstavuje vicSie naroky na spotrebu
energie, ktord je potrebnd na odparovanie vody. VysSia
vlhkost’ biopaliv nepriaznivo vplyva i na tvorbu klenby
v zasobnikoch paliva, na objem spalin a mnozstvo vodne;j
pary v spalinach, na narast teploty rosného bodu spalin
a na zvySené nebezpecenstvo vzniku korézie niektorych
Casti spalovacieho zariadenia. Toto sa prejavuje i v kon-
Strukcii spalovacich zariadeni.

Prvkové zloZenie biomasy sa prili§ neli$i. Najvacsi
podiel v susine zaujimaju uhlik, vodik a kyslik. Na rozdiel
od fosilnych paliv obsahuje biomasa priblizne dvojnasob-
né mnozstvo kyslika (O,) a menSie mnozstvo uhlika (C).
Obsah vodika (Hy) je pri fosilnych palivach a biomase
priblizne rovnaky. Okrem uvedenych chemickych prvkov
biomasa obsahuje i malé mnozstvo prvkov, ktoré pri spa-
Povani ovplyviiuju produkciu skodlivych latok. Sem patri
sira (S), chlor (C1), a dusik (N,) (cit.). Jednotlivé paliva sa
odliSuju obsahom latok s vplyvom na produkciu emisii.
Napriklad obsah dusika v suchom dreve predstavuje podiel
cca 0,1 az 0,2 %, v suchej slame je dusik obsiahnuty asi
0,5 %. Pritom dusik obsiahnuty v palive sa pri spalovani
podiela na tvorbe oxidov dusika v spalinach. V porovnani
s fosilnymi palivami vykazuje biomasa vo vSeobecnosti
vel'mi nizky obsah siry, o ma vplyv pre vznik absolutne
minimalneho mnozstva oxidu siri¢itého, ktory spdsobuje
najmé vznik kyslych dazd’ov a smogovych situacii. Chlor,
ktory sa pri spalovani podiel'a na tvorbe kyseliny chloro-
vodikovej (HCl) a dioxinov (PCDD/PCDF), sa objavuje
hlavne v slame obilnin a sene, ¢o je dané hlavne pouziva-
nim hnojiv v polnohospodarstve®. V biomase sa nacha-
dza eSte vela d’alSich, tzv. stopovych anorganickych prv-
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kov, ktoré nepriamo ovplyviuji spalovaci proces, vznik
Skodlivych latok, tvorbu nanosov a pod. Medzi ne patri
olovo (Pb), draslik (K), sodik (Na), vapnik (Ca), kremik
(Si), mangan (Mn), bor (B), med’ (Cu), zelezo (Fe), nikel
(Ni), hor¢ik (Mg), zinok (Zn) atd’.

Rovnako ako pri spalovani fosilnych paliv, i pri spa-
Povani biomasy sa do ovzdusia uvolniuju produkty horenia
— emisie. Ich mnozstvo a zlozenie zavisi najmi od vlast-
nosti paliva a podmienok spalovania. Spaliny zo spalova-
nia biomasy pozostavaji z produktov horenia, tzn. oxidu
uhli¢itého a vodnej pary, zo zloziek nespaleného vzduchu
(dusika, kyslika) a emisii. Priemerna produkcia popola pri
spalovani drevnej biomasy predstavuje cca 0,4 az 0,7 %
popola z hmotnosti spalovaného dreva a cca 1,5 az 3 %
popola z hmotnosti spalenej kory. Pri spaleni drevnej hmo-
ty o objeme 1 m® tak vznikne 3 az 5 kg popola'? . Popolo-
viny v kurenisku sa pri teplotdch pod hodnotou 1 100 °C
nespekaju a popol vo forme sypkej hmoty moze byt pouzi-
ty ako prirodné hnojivo, pretoze obsahuje oxidy véapnika,
draslika, horcika a fosforu. Bezpecné spalovanie biomasy
v teplovodnych kotloch ma velky vplyv na bezpecnost
a ochranu zdravia 0sob’.

Teplovodny kotol MA 23

Teplovodny kotol MA 23 patri medzi splynovacie
kotle na spal'ovanie suchého dreva (obr. 1). Je urceny pre-
dovsetkym pre vykurovanie rodinnych domov, chat, kan-
celarskych budov a malych objektov s poziadavkami na
maximalny tepelny vykon 23 kW.

Kotol pracuje na principe splyfiovania paliva. Teplo-
vodny kotol je vyrobeny z ocelového plechu. V spodnej
Casti spal’ovacieho priestoru je spal'ovacia komora, v ktorej
sa nachadza Ziarobetonovy deflektor. Privod spalovacieho
vzduchu je realizovany pomocou radidlneho ventilatora.
Okrem toho, ze spalovanie v teplovodnych kotloch musi

Obr. 1 Teplovodny kotol MA 23
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byt bezpecné, musi byt aj nizkoemisné, pricom minimal-
ny tepelny vykon nesmie byt vacsi ako 30 % menovitého
tepelného vykonu teplovodného kotla. Pri teplovodnych
kotloch s ruénym dodévanim paliva m6ze byt minimalna
hodnota tepelného vykonu vysSia. Vtedy musi vyrobca
v technickej dokumentacii urcit, aké mnozstvo generova-
ného tepla je potrebné rozptylit’.

Experimentalna procedira

Predmetom vykonovych, emisnych a bezpe¢nostnych
prevadzkovych skusok bol teplovodny kotol na splynova-
nie dreva MA 23 o menovitom tepelnom vykone 23 kW
(obr. 1). Kotol je vybaveny vlastnym elektronickym regu-
latorom teploty a vymedzovacom bezpecnej teploty. Stav
kotla a jeho zariadenia boli odskiSané v stlade s bezne
dodavanou technickou dokumentaciou.

Pocas sktsok sa experimentalne overoval vplyv pod-
mienok spalovania paliva na produkciu emisii, odolnost
proti tepelnému pretazeniu kotla a zariadenie pre odvod
prebytku tepla, pricom skuSobnym palivom bolo smrekové
drevo o vlhkosti 20 % a vyhrevnosti 15,266 MJ kg™'. Tep-
lota okolitého vzduchu v skasSobnej miestnosti bola medzi
15 °C a 30 °C. Odtahové hrdlo teplovodného kotla
@ 150 mm bolo pripojené na meraci usek spalin a spojené
s vonkajSim prostredim  prostrednictvom komina
@ 300 mm dizky 6 m. Pri uréeni tepelného vykonu, Géin-
nosti kotla, ¢asu horenia, zloZenia spalovacieho plynu
a teploty vystupujtcich spalin bol kotol pocas sktsky pre-
vadzkovany pri tepelnom vykone v jeho vykonovom roz-
sahu.

Vsetky skusky teplovodnych kotlov sa uskutoc¢nili na
Katedre energetickej techniky Strojnickej fakulty ZU
v Ziline, ktora disponuje zodpovedajiicou skusobnou
miestnost'ou a modernym pristrojovym vybavenim. Tepel-
na ucinnost’ skusanych teplovodnych kotlov bola vyhod-
notend na zéklade priamej metdody. Hmotnostny tok paliva
bol merany digitdlnou vahou JANIS JVT s rozsahom 0 az
500 kg a odchylkou 10 g. Prietok vykurovacej vody bol
merany ultrazvukovym prietokomerom Kamstrup DN 25
(300 impulzov na liter) s teplotnym rozsahom 0 az 130 °C
a nominalnym prietokom 5 m*h™'. Skuganie teplovodnych
kotlov pozostava zo skisky menovitého a minimalneho
tepelného vykonu a skusky bezpeénej prevadzky spalova-
cieho zariadenia, ktorou sa overuje odolnost’ kotla proti
tepelnému pretazeniu. Medzi hodnotiace skusky dalej
patria skusky ucinnosti, emisii a funkéné skuska na zaria-
denie pre odvod prebytkového tepla teplovodného kotla.
Spal'ovanie v kotloch musi byt’ nizkoemisné, pri¢om mini-
malny tepelny vykon nesmie byt vacsi ako 30 % menovi-
tého tepelného vykonu.

Skusany teplovodny kotol sa uloZi na vahu na meria
spotreby paliva. Hrdlo pre odvod spalin sa pripoji na izolo-
vany (mineralne vlakno hriibky 40 mm) meraci Gisek spalin
s odbermi pre meranie teploty spalin (kominova teplota),
prevadzkového tahu (fah komina), zlozenia spalin (oxid
uhli¢ity, kyslik, oxid uholnaty, oxid dusnaty a ostatné
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NO,, vzorka na meranie tuhych necistot. KonsStantny t'ah
komina je zabezpeCeny ventilatorom pre odvod spalin,
ktorého otacky sa regulujt frekvencnym meni¢om. Teplota
spalin sa meria snimacom teploty, ktory je umiestneny vo
vnutri sondy pre odsavanie spalin. Tato sonda musi mat’ tri
odberné otvory o priemere 2,5 + 0,5 mm, pricom jeden
otvor je umiestneny v strede dymovodu. Ostatné dva otvo-
ry sa nachadzaju v jednej Stvrtine vzdialenosti priemeru
dymovodu od bocnych stien meracieho Gseku spalin. Na
meranie statického tlaku sa pouzije rirka s vnatornym
priemerom 6 mm. ZloZenie spalin bolo merané spektral-
nym analyzatorom spalin PHOTON, ktory koncentracie
oxidu uholnatého (CO), oxidu uhli¢itého (CO,), oxidu
dusnatého (NO), oxidu siric¢itého (SO,) vyhodnocuje tech-
nologiou NDIR (nedisperzivna infracervena metéda) a na
vyhodnotenie koncentracii kyslika (O,) a oxidu dusicity
(NO,) vyuziva elektrochemicky senzor.

Namerané koncentracie boli prepocitané na normalne
stavové podmienky (tlak 1013,25 Pa, teplota 273,15 K)
a na referencny obsah kysliku (u kotlov spalujucich bio-
génne palivo je to 11 %). Strednd hodnota objemovych
Casti emisii [ppm] sa prepocitala do jednotick hmotnosti
[mg m™], pri¢om na prepoet sa pouzili nasledujuce vzt'a-
hy: Pco = 1,25 kg (n)m™>, Pno2 = 2,05 kg (n)m . Meranie
tuhych latok sa uskutocnilo pomocou aparatiry typu Isos-
tack. Isostack Basic je automaticky systém na vzorkovanie
tuhych emisii z potrubi alebo kominov. Obsah tuhych 14-
tok v spalinach bol merany a vyhodnocoval sa gravimet-
rickou metodou. Pri tejto metdde sa vychadza z rozdielu
hmotnosti zachytavacieho filtra pred a po vzorkovani.

Meranie emisii na splynovacom kotly ,,MA 23“
s ruénym dodavanim paliva sa uskuto¢nilo pri menovitom
tepelnom vykone kotla. Analyzator spalin vyhodnocoval
objemové mnozstva CO,, O,, CO, NO a NO,, pricom oxid
uhol'naty a oxidy dusika boli prepocitané na teplotu 0 °C
a tlak 1013 Pa. Gravimetrickou metddou bol uréeny obsah
tuhych cCastic v spalinach. Je potrebné uviest, Ze meranie
menovitého tepelného vykonu sa z hl'adiska vysokej pro-
dukcie oxidu uholnatého muselo opakovat. Vysoka kon-
centracia oxidu uholnatého v spalinidch bola zapri¢inena
zlym privodom spalovacieho vzduchu do trysky spalova-

Obr. 2. Povodna tvarovka trysky
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cej komory. Cez otvor pradilo do trysky nedostatocné
mnozstvo sekundarneho spalovacieho vzduchu a oxid
uhol'naty v spalovacej komore nevyhorel a unikal spoloc-
ne s d’alSimi plynmi v spalindch. Povodna tvarovka trysky
je uvedena na obr. 2.

Vysledky a diskusia

Zaznam nameranej produkcie oxidu uholnatého pri
prvom merani menovitého tepelného vykonu splynovacie-
ho kotla je na obr. 3. Na grafickom zdzname mozno vidiet’,
ze priemerna hodnota oxidu uhol'natého (CO) pocas dvoch
davok paliva bola takmer 8000 mg m™. Splyfiovaci kotol
tak musel podstupit’ Gpravu privodu spalovacieho vzduchu
(obr. 4) do sekundarnej zony spalovania. V ramci tychto
uprav bola navrhnutd aj nova tvarovka trysky (obr. 5)
s otvormi pre privod sekundarneho spalovacieho vzduchu
po dizke trysky. Tymto rieSenim tvarovky trysky sa jednak
zvysilo mnozstvo privadzaného sekundarneho spal’ovacie-
ho vzduchu a zaroven sa dosiahlo jeho rovnomerné rozde-
lenie pozdiZ celej trysky, o sa odrazilo vo vyrazne niz$ich

350 12000
” | P /& L 10000
e I 4 ' & \*\ T
9 250 8- TR - N A4 N A
P T 1l )
[ A4 o 8000 E
R LR S e
: } ; o IR LF Ly L 2
2 150 : & ﬁj L f ‘YI '?QEX i I( 1 Y, e 2
o ! X 1 X ¢ - g
g 100 - v )J : 1 a0 £
< ~'—‘Komin'nvéx te;.:lota —‘—Oxicf uhol‘n‘aty (Cq) §
% R S e + 2000
' AN S S S S N S SN S T S

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330

¢as [min]

Obr. 3. Mnozstvo oxidu uhoPnatého a kominova teplota pocas
skusky menovitého tepelného vykonu teplovodného splyiova-
cieho kotla pri nedostatoénom mnoZstve sekundarneho spal’o-
vacieho vzduchu
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Obr. 4. MnozZstvo oxidu uhol’natého a kominova teplota pocas
skuisky menovitého tepelného vykonu teplovodného splyiova-
cieho kotla
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Obr. 5. Nova tvarovka splyiiovacieho kotla

nameranych hodnotich oxidu uholnatého. Graficky za-
znam nameranych hodnét oxidu uhol'natého v spalinach je
uvedeny na obr. 4. Priemerna hodnota oxidu uhol'natého
pocas dvoch davok paliva bola 2350 mg m™.

Na obr. 6 je uvedeny graficky zdznam nameraného
obsahu oxidov dusika v spalindch. Priemerna hodnota
oxidov dusika pri skuske menovitého tepelného vykonu
splyfiovacieho kotla bola 102 mg m™. Priemerna komino-
va teplota pri menovitom tepelnom vykone bola 150 °C.
Podmienka, ze kominova teplota nesmie prekrocit’ izbova
teplotu o 160 °C, bola splnena. Z hodn6t nameranych po-
Cas celej doby skusky menovitého tepelné¢ho vykonu sply-
novacieho kotla boli vypocitané nasledné priemerné obsa-
hy: 4,22 % oxidu uhli¢itého (CO,), 16,58 % kyslika (O,),
70 mg m™ oxidu dusnatého (NO). Meranie obsahu tuhych
Castic v spalinach sa zacalo na zaciatku merania menovité-
ho tepelného vykonu splytiovacieho kotla.

Prvé vzorka bola zo spalin odobrana bezprostredne po
rozmiestneni paliva a uzatvoreni plniacich dvierok. Prie-
merny obsah tuhych Castic 141,11 mg m™ sa uréil zo §ty-
roch polhodinovych odberov, ktoré st uvedené v tab. 1.

Na teplovodnom kotle typu MA 23 boli uskuto¢nené
merania podl'a®. Poas skiisok bol merany hmotnostny tok

—o— Oxidy dusika (NOx) —— Kominova teplota
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Oxidy dusika (Nox) [mg.m™]
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Obr. 6. MnoZstvo oxidov dusika a kominova teplota pocas
skuisky menovitého tepelného vykonu teplovodného splyiova-
cieho kotla po tiprave otvorov trysky
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Tabulka I
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Tuhé Castice zo spalin pri skiiske menovitého tepelného vykonu splyniovacieho kotla

Odber Objem odobranych spalin Hmotnost’ tuhych Teplota spalin Koncentracia TZL
vzorky za 30 minut [m’] Castic [mg] na prietokomere [°C] pri 0°C, 1013 hPa [mg m™]
1 0,034 43 25,3 142,51

2 0,32 4,1 25,8 144,61

3 0,034 4,15 26,3 137,99

4 0,035 43 27,2 139,31

paliva a d’alSie parametre potrebné na vypocet vykonu a
ucinnosti. Skusky teplovodného kotla na splyfiovanie dre-
va ukdézali, Ze konStrukéné, vykonové a bezpecnostné para-
metre zodpovedaji norme STN EN 303-5. Pocas skuSob-
nych merani nedoslo k destrukcii ziadnej Casti teplovodné-
ho splynovacieho kotla. Testovany teplovodny splynovaci
kotol je vybaveny spolahlivym mikroprocesorovym regu-
latorom typu G-403-P02, ktory zabezpecuje pomerne §iro-
ky regulacny rozsah kotla v rozmedzi 40 az 100 % meno-
vitého vykonu kotla, ako aj bezpe¢nostnu regulaciu celého
kotla. Bezpec¢nostna batéria spolahlivo odviedla prebytoc-
né teplo z kotla pri odpojeni odberu tepla, pricom maxi-
malna teplota dosiahla iba na hodnotu 95,6 °C. Na zaklade
poziadaviek normy EN 303-5 na emisné limity a zo zdzna-
mu merani emisnych parametrov pri skiiske menovitého a
minimalneho tepelného vykonu teplovodného splynova-
cieho kotla je mozné konstatovat, ze spalovanie v testova-
nom teplovodnom splynovacom kotly je nizkoemisné.
Namerana tc¢innost’ teplovodného splynovacieho kotla pri
menovitom tepelnom vykone nie je pre triedu 3 niZSia ako
nam hovori norma (EN 303-5).

Zavery

Zmyslom konstrukcie splynovacich kotlov je ¢o naju-
¢innejSie a najdokonalejSie spélenie prchavej zlozky
(predovsetkym oxidu uholnatého) v sekundarnej zone
spalovania. Nedostatoéné mnozstvo spalovacieho vzdu-
chu v spalovacej tryske vedie k vysokej produkcii emisif
oxidu uhol'natého. S oxidom uholnatym z kotla odchadza
spalitel'na zlozka, ¢im sa jednak zniZuje G¢innost’ spalova-
nia a ucinnost’ kotla a taktiez sa zat'azuje ovzdusie jedova-
tou znecistujucou latkou. Emisné skusky potvrdili, ze pri
konstrukcii a ndvrhu tvarovky spal'ovacej trysky je potreb-
né brat’ do uvahy tento ddlezity faktor. Preto v prvej expe-
rimentalnej casti bol analyzovany vplyv mnoZstva spalo-
vacieho vzduchu a jeho prerozdelenie do primarnej a se-
kundérnej spalovacej zony na tepelno-technické parametre
teplovodnych kotlov, pri spalovani drevnej biomasy a na
produkciu zakladnych znecist'ujlcich latok, vznikajacich v
procese horenia. U splynovacieho teplovodného kotla MA
23 sa porovnavalo viacero konStrukcii tvarovky trysky z
hl'adiska privodu spalovacicho vzduchu hlavne do sekun-
darnej zony spalovania. Na zaklade novo vyvinutého
vlastného rieSenia tvarovky a teda aj privodu vzduchu sme
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dosiahli zniZenie emisného zatazenia a zvySenie vykonu
teplovodného kotla MA 23.
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seat in Presov, Slovak Republic, ‘Institute of Physics, Min-
ing and Geological Faculty, VSB-Technical University of
Ostrava, Czech Republic): Reducing Emissions from the
Incineration of Biomass in the Boiler

A method for reducing emission from combustion of
biomass in the boiler MA 23 is described. The emissions
are affected by the construction of the boiler. The effect is
based on the secondary air distribution by application of
special system of the secondary air supply system. The
resulting effect is based on an even distribution of the sec-
ondary air. A special construction of the secondary air
feeding is described. The improving effect results in
a decrease of the carbon monoxide emissions and the NO,
emissions.
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Vazent kolegové,

ve dnech 29.9. — 1.10. 2010 se kond pod patrondtem Ceské spolecnosti chemické a ve spoluprdci s Ustavem chemie
a technologie sacharidii z Vysoke Skoly chemicko-technologické v Praze jiz Sesta mezindrodni konference, ktera je vénova-
na polysacharidiim. Prestoze jsou dlouhé retézce polysacharidii slozeny jen z uzkého vybéru monosacharidii a na jejich
strukture se podili jen velmi malo typii vazeb, tvori pestrou skupinu vysokomolekularnich latek s celou radou Zivotné diile-
zitych funkei. Proto také konference s iiplnym ndzvem 6™ International Conference on Polysaccharides-Glycoscience zahr-
nuje radu tematickych celkit a budou na ni predneseny zajimavé prednasky a presentovany postery s Sirokym védeckym
nebo odbornym zabérem.

Konference se zucastni védci, odbornici a mladi lidé z rady zemi a vedecky i organizacni vybor véri, ze vsichni proziji
v Praze tri prijemné a zaroven podnétné dny.

Je treba také zduraznit, Ze nase konference je podporovaina radou diilezitych spolecnosti. Velky pocit uspokojeni dava
organizdtorum skutecnost, Ze konference je jednou z aktivit skupiny Euroglycoforum, jez je soucasti mezindrodni instituce
European Science Foundation ve Strasburku. Navic jsme také uzndni mezindrodni organizaci EuCheMS.

Viichni organizatori konference 6" International Conference on Polysaccharides-Glycoscience preji viem iicastnikiim
krasné podzimni dny v Praze a Fadu informaci a namétit uZitecnych v jejich prdci.

Jana Copikova a Evien Sirka
za védecky vybor konference

Organizatoti konference si dovoluji uvést na tomto ¢estném miste firmy a instituce, které pomohly
tuto akci uskutecnit.

_\-‘--‘ = q 1
e EGSF W ESF EuroGlycoSciences Forum s y 0" '
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Konference Polysaccharides-Glycoscience zafazena pod ¢islem 2609 je spolufinancovana Evropskou védeckou nadaci
(European Science Foundation), jde o aktivitu ESF ,,The Euroglycoscience Forum* — Research Network Programme.
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ISOLATION AND HIGH-THROUGHPUT
SCREENING METHODS OF LEVANSUCRASE
MUTANTS OF A PLANT PATHOGEN Pseudomonas
syringae DC3000

KARIN MARDO, TRIINU VISNAPUU, and TIINA
ALAMAE

Institute of Molecular and Cell Biology, University of
Tartu, Riia 23, 51010 Tartu, Estonia
talamae@ebc.ee

We optimized methods for mutagenesis and selection
of levansucrase mutants. The gene encoding Lsc3 protein
of Pseudomonas syringae DC3000 was randomly mutated
and clones with changed activity and polymerization prop-
erties were selected using solid media-based as well as
microplate-format approaches. Several mutations affecting
levansucrase function were detected and assigned to pro-
tein structure.

AVENUES OF THE CONTEMPORARY GLYCO-
SCIENCE: FROM GLYCOMIC TECHNOLOGIES
TO DRUGS THAT ARE SWEET INSIDE AS WELL
AS AT THE SURFACE

Invited lecture

KAREL BEZOUSKA™

“ Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University Prague, Hlavova 8, 128 40 Praha 2, Czech
Republic; * Institute of Microbiology v.v.i., Academy of
Sciences of Czech Republic, Videnska 1083, 142 20 Praha
4, Czech Republic

bezouska@biomed.cas.cz

Introduction. Changes in cell surface glycosylation
accompanies diseases such as inflammation, rheumatoid
arthritis, and malignant transformations. These changes are
supposed to be monitored by carbohydrate receptors of
lectin type on the surface of cells of the immune system.
However, the exact nature of these receptors orchestrating
such reactions remains elusive.

Methods. We used a panel of recombinant lectin-like
receptors of killer lymphocytes, bioaffinity techniques,
oligosaccharide arrays, and mass spectrometry to analyze
the complete oligosaccharide profiles responsible for sen-
sitivity of tumor cells for natural killing and apoptosis.

Results. Highly branched N-linked oligosaccharides
recognized by NKR-P1 and NKG2D receptors were linked
to sensitivity to natural killing. On the other hand, clus-
tered O-linked oligosaccharides cross-linking CD69 recep-
tors were able to cause the apoptotic death of the activated
killer lymphocytes.

Conclusions. We were able to identify classes of sur-
face oligosaccharides responsible for natural killing of
tumor cells as well as for the ability of tumors to eliminate
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the killer lymphocytes.

Supported by grants from Ministry of Education of
Czech Republic (MSM_21620808 and 1M 4635608802),
Czech Grant Agency (303/09/0477 and 305/09/H008), and
by EU Spine 2 project (contract LSHG-CT-2006-03/220).

THE STUDY OF ANTIOXIDANT PROPERTIES
OF YEAST GLYCOPROTEINS

MARTA BRLEJOVA, MILAN CERTIK, and EVA
PETRASIKOVA

Department of Biochemical Technology, Faculty of
Chemical and Food Technology, Slovak University of
Technology, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovak
Republic

marta.brlejova@gmail.com

This work was aimed at monitoring the impact of
different culture conditions (heavy metals, light/dark,
chemical growth modulators) on the production of cellular
glycoproteins biosynthesized by yeast strains Rhodotorula
glutinis CCY 20-2-26, and on change in their composition
and antioxidant properties. Generally, addition of growth
modulators (biotin, pantothenic acid, hydrogen peroxide,
ethanol) did not significantly effect on total amount and
properties of glycoproteins. From the view of tested met-
als, the best antioxidant properties were detected in glyco-
proteins isolated from cells grown in media supplemented
with copper and iron ions. It is noteworthy that cultivation
under light induced antioxidant activity of cell glycopro-
teins detected by ABTS (suitable for proton-donating
measurements) while antioxidant properties of cellular
glycoproteins analyzed by FRAP method (appropriate for
electron donating experiments) were stimulated under
multiply shifting light/dark conditions.

The work was supported by grant VEGA No.
1/0747/08 from the Grant Agency of Slovak Ministry of
Education.

THE INFLUENCE OF ENZYMATIC HYDROLYSIS
ON MOLECULAR MASS OF WATER SOLUBLE
ARABINOXYLANS

KRZYSZTOF BUKSA*, HALINA GAMBUS,
and AGATA CHOWANIEC

University of Agriculture in Krakow, Food Technology
Department, Balicka 122, 30-149 Krakéw, Poland
krzysiek_b@onet.eu

The aim of this research was to study the influence of
enzymatic hydrolysis on water soluble arabinoxylans.
Rye grain of variety Amilo was used as a material for
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arabinoxylan isolation. Isolation was performed as de-
scribed previously.

Preparation was modified by xylanase (Thermomyces
lanuginosus strain) treatment. After hydrolysis molecular
properties of both preparation unmodified and hydrolysed
were determined by means of SEC analysis and intrinsic
viscosity measurements and compared. In order to obtain
more detailed information about molecular structure of
arabinoxylan magnetic resonance 'H-NMR was used.

The studies showed that the molecular mass of arabi-
noxylan dramatically decreased during hydrolysis. More-
over arabinoxylan particles of less than 5x10* g/mol, un-
derwent the easiest hydrolysis. Obtained results showed
that after enzymatic hydrolysis of arabinoxylan its solubil-
ity in water significantly increased.

This study was supported by Ministry of Science and
Informatization grant N N312 440837.
CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF MODIFIED
WATER SOLUBLE PENTOSANS

KRZYSZTOF BUKSA*, ANNA NOWOTNA,
and MARIOLA WIERDAK

University of Agriculture in Krakow, Food Technology
Department, Balicka 122, 30-149 Krakéw, Poland
krzysiek_b@onet.eu

Rye flour contains water soluble fraction which is
composed mainly of water soluble arabinoxylans.

The aim of this study was to investigate changes in
molecular properties of arabinoxylan preparation after its
modification and to compare those properties with un-
modified arabinoxylan.

The structure of arabinoxylans was modified by enzy-
matic hydrolysis and following croslinking induced by
peroxidase — H,O, treatment.

Used modification changed molecular properties of
arabinoxylan preparation dramatically. Molecular mass
decreased signifficantly over modification process what
was confirmed by SEC analysis and intrinsic viscosity
measurements. Moreover modified preparation was better
soluble in water what is promising considering application
of this preparation in bakery.

This study was supported by Ministry of Science and
Informatization grant N N312 440837.
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THE INFLUENCE OF OXIDATION
ON MOLECULAR MASS OF WATER SOLUBLE
ARABINOXYLANS

KRZYSZTOF BUKSA*, ANNA NOWOTNA,
and KAROLINA WRONSKA

University of Agriculture in Krakow, Food Technology
Department, Balicka 122, 30-149 Krakow, Poland
krzysiek_b@onet.eu

Due to ferulic acid presence in arabinoxylans it is
possible to crosslink the molecules what leads to increase
in molecular mass and viscosity of water solution of arabi-
noxylans.

The aim of this research work was to investigate of
molecular mass changes caused by cross-linking of water
soluble arabinoxylans.

Preparation of water extractable arabinoxylans was
isolated from rye whole grain flour as described previ-
ously. Basic chemical composition of obtained preparation
was determined. Crosslinking was done using proxidase
(Horseradish) and H,0, system. Analysis of unmodified
and the modified preparation was performed and its mo-
lecular properties were compared.

It was concluded, that the isolation procedure which
has been applied, allowed to obtain a preparation contain-
ing 50,3 % of arabinoxylans. Cross-linked preparation of
water-soluble arabinoxylans was characterized by a higher
molecular mass, compared to unmodified preparation. The
increase in molecular mass of arabinoxylans caused by
cross-linking ranged from 20 % (determined by chroma-
tography) to 14 % (identified on the basis of viscosity
measurements) for not subjected to modification arabi-
noxylans.

This study was supported by Ministry of Science and
Informatization grant N N312 440837.

ANTITUSSIVE AND BRONCHODILATORY
EFFECTS OF OPILIA POLYSACCHARIDE

MARTINA SUTOVSKA?, SONA FRANOVA?,
ADRIATOU TOGOLA”, BERIT S. PAULSEN®,
and PETER CAPEK*

“ Department of Pharmacology, Jessenius Faculty of Medi-
cine, Comenius University, Sklabinska 26, 037 53, Martin,
Slovakia, bDépartment de Médicine Traditionnelle, Institut
National de Recherche en Santé Publique, BP 1746, Ba-
mako, Mali, © Section of Pharmcognosy, Department Phar-
maceutical Chemistry, University of Oslo, P.O. Box 1068,
Blindern, N-0316 Oslo, Norway,  Institute of Chemistry,
Center for Glycomics, Slovak Academy of Sciences, Dub-
ravska 9, 845 38 Bratislava, Slovakia
chemcape@savba.sk
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A pectin polysaccharide with high arabinose and
uronic acid contents has been isolated from the leaves of
Opilia celtidifolia by boiled water extraction'. Opilia poly-
saccharide showed significant antitussive and bronchodila-
tory effects on chemically induced cough reflex and reac-
tivity of airways smooth muscle in vitro and in vivo condi-
tions in guinea pigs test system. Tests confirmed the dose-
dependent cough suppressive effect of Opilia polysaccha-
ride comparable with activity of narcotic codeine.

This work was supported by the VEGA Grant Nos.
2/0155/08 and 1/0073/08, and APVV Grant No. 0030/07.

REFERENCE
1. Sutovskd M., Frafiova S., Prisenznakova L., Nosalova
G., Togola A., Diallo D., Paulsen B.S., Capek P.: Int.
J. Biol. Macromol. 44, 236 (2009).

BIODISTRIBUTION OF RADIOLABELED HIGH-
MOLECULAR-WEIGHT HYALURONAN AFTER
INTRAVENOUS AND ORAL ADMINISTRATION
TO RATS

DAGMAR COZIKOVA*®, MILAN LAZNICEK®,
ALICE LAZNICKOVA®, and VLADIMIR
VELEBNY?

“ Contipro C a.s., Dolni Dobrou¢ 401, 561 02 Dolni Do-
brouc , Czech Republic, ® Faculty of Pharmacy, Charles
University, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové,
Czech Republic

Cozikova@vcontipro.cz

The clinical use of hyaluronan (HA) in the treatment
of joint diseases has led to an increased interest in exoge-
nously administered HA. The current study was designed
to compare procedures for labeling HA with radionuclides
1251 and C, and to determine the diference in the biodis-
tribution pathways of radiolabeled HA in a rat model. The
results of animal studies have shown, that orally adminis-
tered high-molecular-weight hyaluronan is not distributed
to connective tissues.

STUDY OF RESISTANT STARCH CONTENT
IN PEAS AFTER HARVESTING TREATMENT

RADMILA DOSTALOVA®, JIRI HORACEK®,
RUDOLF TROJAN®, and IVANA HASALOVA®

“ Agritec Plant Research s.r.o., Zemédélska 16, 787 01
Sumperk, * Agritec, vyzkum, $lechténi a sluzby s.r.o., Ze-
médélska 16, 787 01 Sumperk, ° SEMO a.s., SmrZice,
Czech Republic

dostalova@, agritec.cz
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Peas, garden peas especially (with high amylose con-
tent), is very good source of resistant starch (RS). Among
selected 20 cultivars, significant differences of resistant
starch content in seeds were not found. Content of RS
varied between 7,04—7,48 % DM. Changes in resistant
starch (RS) content were monitored in different terms of
technological harvest in three productive pods. Values
after lyophilization and drying (120—-140 °C) of seeds dif-
fered statistically significantly and fluctuated in the range
from 4,39 to 4,08 % in DM.

HYBRID STRUCTURES BASED ON
MONTMORILLONITE/MODIFIED STARCH
INTERCALATE

PETR DUCHEK"* and MILENA SPIRKOVA"

¢ University of West Bohemia, Faculty of Mechanical En-
gineering, Univerziti 20, 306 14 Plzen; "Institute of Ma-
cromolecular Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6,
Czech Republic

duchekpe@kmm.zcu.cz

Intercalates based on several commercial cationized
starches with degree of substitution D = 0.04—0.17, and
sodium montmorillonite were prepared. The XRD analyses
of resulting organic/inorganic hybrides proved that modi-
fication in the starch structure leads to embedding the
polycation into montmorillonite clay gallery. Lower de-
gree of starch cationization results in a bigger enlargement
of the interlayer space in the hybrid structure.

The authors wish to thank the Ministry of Industry
and Trade of the Czech Republic (project TIP No. FR -
TI1/566 ) and the Academy of Sciences of the Czech Re-
public (project No. IAAX08240901) for financial support.

CHARACTERISATION OF WHEAT VARIETIES
FOR PURPOSES OF BREAD-MAKING
UTILISATION

LENKA DUCHONOVA, RENATA KOZAKOVA,
and ERNEST STURDIK

Faculty of Chemical and Food Technology, Slovak Uni-
versity of Technology, Radlinského 9, 812 37 Bratislava,
Slovak Republic

lenuska.duchonova@gmail.com

The work was focused to determine the content of
wheat grain components in different varietes, which are of
dominant significance as regards nutritional and techno-
logical quality. Besides proteins, as well as gluten, we
aimed to determine the content of the total starch, resistant
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starch, amylose, amylopectin, and dietary fibre, which are
the components with healthful properties. Part of work is
devoted to senzory evaluation of the organoleptic charac-
teristics of bread bake from selected species of wheat.

The obtained results suggest that the genotypes of
Hybred and Torysa are particularly suitable for the produc-
tion of bread-making product.

VARIABILITY OF NON-STARCH
POLYSACCHARIDE CONTENT IN GRAIN
OF SPRING BARLEY

EVA KLIMOVA®, PAVEL MACHAN", JAROSLAVA
EHRENBERGEROVA® SYLVIE BELAKOVA",
and KATERINA VACULOVA®

“ Mendel University in Brno, Czech Republic, ” Research
Institute of Brewing and Malting, PLC, Malting Institute
Brno, CzechRepublic, © Agricultural Research Institute,
Kromeriz, Ltd, Czech Republic

ehren@mendelu.cz

This work deals with the determination of non-starch
polysaccharides content and evaluation of the variability in
selected lines and varieties of spring barley produced in
the years 2007 and 2008 on the school farm Zabgice. The
assay set contained hulled malting varieties Amulet, Bojos,
Tolar, Sebastian, Prestige, Jersey, Malz, hull-less lines KM
2084, KM 2283, KM 1057 and non-malting hull-less vari-
ety AF Lucius (CZ) and Merlin (Canada). Grain samples
evaluation was based on the content of two major non-
starch compounds: beta-glucans and arabinoxylans. For
determination of beta-glucan content FIA (Flow Injection
Analysis) method was used, for determination of arabi-
noxylans was used method by Douglas.

Highest content of beta-glucan was determined in the
Merlin variety (6.08 %), the lowest content was deter-
mined in the Bojos variety (3.31 %), what proves this vari-
ety suitable for production of the Czech Beer, which re-
quires low amount of beta-glucan in the malt. The Merlin
variety due to its higher beta-glucan content could be rec-
ommended for production of food with higher content of
dietary fiber. The KM 1057 line contained the highest
amount of arabinoxylans (5.46 %) in the assay set, the
lowest amount was found in the AF Lucius variety (3.67
%) and in the Merlin variety (3.66 %).

Statistically significant differences in the arabinoxy-
lan and beta-glucan content were between the varieties and
lines found, therefore by choosing the right variety/line
could be achieved desired amount of certain non-starch
polysaccharides for different purposes of processing.

The study was supported by the Ministry of Educa-
tions, Youth and Sports of the Czech Republic, Project CR
No. IM0570.
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ADDITION OF DIETARY FIBRE, RESISTANT
STARCH AND -D-GLUCAN TO WHEAT FLOUR
AND THEIR EFFECT ON TECHNOLOGICAL
QUALITY, BAKING PROPERTIES OF WHEAT
DOUGHS AND BREAD QUALITY

SONA GAVURNIKOVA*, MICHAELA
HAVRLEN,TOVA, ALZBET,A ZOFAJOVA,
MAGDALENA BIELIKOVA, and JOZEF GUBIS

Plant Production Research Center PieStany, Bratislavskd
cesta 122, 921 68 Piestany, Slovak Republic
gavurnikova@vurv.sk

The aim of our experimental work was to evaluate the
effect of dietary fibre (oat — HF 401, apple — AFE 400),
resistant starch (Hi-maize™ 260, Hylon® VII) and B-D-
glucan (Barliv™ barley betafiber) addition (all at the level
5 %) on the technological quality of wheat flour, rheologi-
cal properties of wheat dough and bread quality including
the sensory evaluation. The overall acceptable were breads
with oat dietary fibre and both resistant starches addition.

The work was supported by Slovak Research and
Development Agency under the contract No. VMSP-P-
0047-09 and by the National Project of Research and De-
velopment “Biological and functional diversity of plant
genetic resources for an increase of adding value of agri-
cultural production” from Ministry of Agriculture, Slovak
Republic.

CORN STARCH AS A PORE-FORMING AGENT
AND MICROSTRUCTURAL
CHARACTERIZATION OF POROUS CERAMICS
BY IMAGE ANALYSIS

EVA GREGOROVA*, MICHAELA
CHMELICKOVA, and WILLI PABST

Institute of Chemical Technology, Prague, Department of
Glass and Ceramics, Technickad 5, 166 28 Prague 6, Czech
Republic

Eva.Gregorova@vscht.cz

Corn starch is used for producing porous oxide ce-
ramics (composite ceramics from the alumina-zirconia
system) by traditional slip casting and starch consolidation
casting. In these processes starch acts as a pore-forming
agent that burns out during firing. Image analysis is per-
formed on starch-based porous microstructures using dif-
ferent techniques, and the differences are compared with
respect to porosity, pore size and pore shape.
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EFFECT OF MINERAL NUTRITION ON
THE CONTENT OF p-pD-GLUCAN IN OAT GRAIN

ANDREA HLINKOVA™"*, MICHAELA
HAVRLENTOVA?, DANIELA DVONCOVA?,
and ALZBETA ZOFAJOVA®

“ Plant Production Research Centre Piestany, Bratislavska
cesta 122, SK-921 68 Piestany, Slovak Republic;

b University of SS. Cyril and Methodius in Trnava, Faculty
of Natural Sciences, Department of Biotechnologies,
Namestie J. Herdu 2, SK-917 01 Trnava, Slovak Republic
hlinkova@vurv.sk

We evaluated the influence of year and various nitro-
gen and nitrogen and selenium amounts, respectively on f3-
D-glucan content in oat seeding. Our results showed the
considerable influence of year on B-D-glucan content. Ni-
trogen with selenium variants increased PB-D-glucan con-
tent only in two consecutive years. We found out signifi-
cant interactions year X genotype and year X nutrition X

genotyp.

The work was supported by the National Project of
Research and Development “Biological and functional
diversity of plant genetic resources for an increase of add-
ing value of agricultural production” from Ministry of
Agriculture, Slovak Republic.

MALTING QUALITY AND GRAIN YIELD
OF SPRING BARLEY GENOTYPES

MICHAELA HAVRLENTOVA®*, KLARA
KRIZANOVAP®, ALZBETA ZOFAJOVA?, and JOZEF
GUBIS?

“ Plant Production Research CentrePiestany, Bratislavskd
cesta 122, 921 68 Piestany, Slovak Republic,
bHORDEUMLtd, Novy Dvor 1052, 925 21 Sladkovicovo,
Slovak Republic

havrlentova@vurv.sk

With the aim to evaluate grain yield and malting qual-
ity of 17 newly bred spring barley genotypes, field experi-
ments were established in 2 different localities in SR in
2009. Significant effects of genotype, locality and their
interaction were found in all traits (grain yield, protein,
extract, -D-glucan, and starch contents). The highest vari-
ability was found in B-D-glucan. The genotypes with high
grain yield and good malting quality were detected.

The work was supported by Slovak Research and
Development Agency under the contract No. VMSP-P-
0047-09.
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B-GLUCAN FILMS SUBJECTED TO LOADING/
UNLOADING TESTS IN TWO CYCLES

ANNA HEJLOVA and JIRi BLAHOVEC

Czech University of Life Sciences, 165 21 Praha 6, Czech
Republic
hejlova@tf.czu.cz

B(1-3),(1-6)-D-glucan films of microbial origin condi-
tioned at different temperature and humidity levels were
subjected to loading/unloading tensile tests. The tests were
performed on an INSTRON testing machine (R33 4464)
by constant rate 1mm/min and controlled by strain level. Me-
chanical parameters Young's modulus of elasticity, stress
level, degree of elasticity, hysteresis losses and inelastic defor-
mation obtained in two successive cycles were compared.

The paper was supported by the Grant Agency of
Czech Republic project No. 525/09/1133.

AN ACCURATE DETERMINATION
OF HYALURONAN MOLAR MASS
AND POLYDISPERSITY

MARTINA HERMANNOVA*, TEREZA EHLOVA,
VERONIKA LEIEROVA, LUCIE TROJTLEROVA,
and VLADIMIR VELEBNY

Contipro C a.s., Dolni Dobrouc 401, 561 02 Dolni
Dobrouc, Czech Republic
hermannova@contipro.cz

Physical and chemical properties of hyaluronan are
closely related to the molar mass and its distribution.
Multi-angle light scattering coupled to size-exclusion
chromatography (SEC-MALS) requires knowledge of the
specific refractive index increment (dn/dc) which has been
evaluated under the same conditions as SEC-MALS sam-
ple analysis because only in this way very low deviations
in Mw determinations are guaranteed. In addition, various
SEC column systems have been investigated for hyalu-
ronan separation to achieve an accurate determination of
the biopolymer polydispersity.

ANALYSIS AND FRACTIONATION OF WHEAT
GROATS FOR FERMENTATIVE ETHANOL
PRODUCTION

KATARiNA TQMéiKOVA, VIERA
HORVATHOVA*, VLADIMIR ONDAS, ERNEST
STURDIK

University of SS. Cyril and Methodius, Faculty of Natural
Sciences, Department of Biotechnologies, Namestie

J. Herdu 2, 917 01 Trnava, Slovak Republic
viera.horvathova@ucm.sk
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Analysis and fractionation of 5 wheat cultivars were
carried out in order to seek possibilities of making bioetha-
nol production more efficient. In all experiments was also
studied the impact of the amylose content. We found that
the lowered amylose content in tested starches leads to
their deeper hydrolysis and higher ethanol yield. The high-
est ethanol yield was obtained by the simultaneous sac-
charification and fermentation of non-fractionated wheat
groats.

We gratefully acknowledge Slovak Research and De-
velopment Agency for supporting within the Project APVV
LPP-0251-07.

FORMATION AND ISOLATION OF ACCIDENTAL
DEGRADATION PRODUCTS OF HYALURONAN
ACID HYDROLYSIS

JAROSLAV HRABICA*, PETR KUSY, DANIELA
SMEJKALOVA, and VLADIMIR VELEBNY

Contipro C, a.s.,Dolni Dobrou¢ 401, 561 02 Dolni Do-
brouc, Czech Republic
Hrabica@contipro.cz

Several degradation fragments are formed during the
acid hydrolysis of hyaluronan, which are not demanded in
applications of low molecular weight hyaluronan. The
current study was designed to compare some of the chro-
matographic techniques for the separation and isolation of
this fragments, and also to develope simple procedure for
removing of undesirable compounds from the final prod-
ucts. In addition, main four HPLC fractions were isolated
in order to achieve the cytotoxicity testing, LC-MS charac-
terization and '"H NMR study.

ISOLATION AND CHARACTERISATION OF
POLYSACCHARIDES FROM THE SPELT GRAIN

ZDENKA HROMAD,KOVA**‘, ANNA 5
EBRINGEROVA®, JAN HIRSCH, and NADEZDA
VRCHOTOVA®

“Slovak Academy of Science, Institute of Chemistry, Cen-
ter for Glycomics, Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava,
Slovakia, * Institute of Systems Biology and Ecology AS
CR, v.v.i. BraniSovska 31, 370 05 Ceské Budejovice, Czech
Republic

chemhrom@savba.sk

The scope of this work was to isolate and characterize
the non-cellulosic components of secondary plant sources
(bran, chaff) of the spelt (Triticum spelta L.) and evaluate
the sequention extractions with respect to the yield, chemi-
cal composition and antioxidant activity of the obtained
polysaccharide fractions isolated from the bran in compari-
son to those isolated from the chaff.
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This work was financially supported by the EEA grant
No. SAV-FM-EHP-2008-03-05, the Slovak Grant Agency
VEGA, grant No. 2/0062/09 and COST FP0901.

COMMERCIAL WHEAT ROLLS QUALITY
MONITORING

IVAN SVEC, MARIE HRUSKOVA,
and JANA DVORAKOVA

ICT Prague, Technicka 5, 166 28 Praha 6, Czech Republic
Ivan.Svec@vscht.cz

Quality of common wheat rolls bought in food super-
market was monitored in 3-week period. In total, five ac-
quisitions were performed for quality assessment through
one and three weeks. Specific volume was measured by
the standard rapeseed displacement method, and crumb
appearance by image analysis. Measured volumes ranged
from 215 to 270 ml/100 g, mean cell area from 1.58 to
4.02 mm? at 7-23 cells/cm’. Quality oscillation was higher
during 3 weeks as presumed.

WHEAT/RICE COMPOSITE FLOUR FOR BREAD
AND BISCUIT

MARIE HRUSKOVA, IVAN SVEC,
and IVANA JURINOVA

ICT Prague, Technickad 5, 166 28 Praha 6, Czech Republic
Marie. Hruskova@yvscht.cz

Changes of technological quality of wheat flour were
studied in relation to partial replacement by white rice
(WR) (0-30 % with step of 5 %). WR lowered water ab-
sorption up to 10 %, but multiplied dough stability in de-
pendence on the level added. Probably due to smaller
starch particles of WR in comparison to wheat one, amylo-
graph maxima increased significantly. Worsen of cakes
with WR was found commonly, but at the substitution of
5 % level specific volume increased about ca 10 %.

DEVELOPMENT OF NEW WINTER WHEAT
LINES WITH STARCH WITHOUT AMYLOSE BY
USE OF PCR-BASED MARKERS

MARTINA HUDCOVICOVA, DANIELA
MIKULIKOVA, LENKA KLCOVA, SVETLANA
SLIKOVA, VALERIA SUDYOVA*, DANIEL
MIHALIK, and JAN KRAIC

Plant Production Research Centre Piestany, Bratislavskd
122, 921 68 Piestany, Slovak Republic
sudyova@vurv.sk
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The aim of our study was to create new Slovak winter
wheat lines with high starch content without amylose us-
ing PCR-based markers (MAS) in a classic hybridization -
incorporation of null waxy alleles (loci Wx-41, Wx-B1 and
Wx-DI) from two American lines NX04Y2107 and
NX03Y2395 (comming from variety Kanto 107 and Bai-
Huo) to Slovak wheat Veldava. We obtained 10 full waxy
lines (homozygous in all 3 null alleles) from these cross-
breedings.

This reasearch was supported from Ministry of Agri-
culture of the Slovak Republic by project No. 100-004
Agrobiotechnology and molecular diagnostic of economi-
cally important crops'diseases.

EXPERIMENTS WITH GROWING Phellinus spp.
IVAN JABLONSKY

Czech University of Life Sciences, Faculty of Agrobiology,
Food and Natural Resources, 165 21 Prague 6 — Sichdol,
Czech Republic

i.jablonsky@seznam.cz

Tens species of Phellinus are reported as medicinal
mushrooms. Over thousands of years they have been util-
ized as traditional medicine in East Asia and they represent
an essential part of traditional Chinese medicines. Polysac-
charides and proteoglycans are most cited medicinal me-
tabolites from Phellinus spp. being reported to have antitu-
mor activities.

We cultivated  Phellinus igniarius, P. vaninii,
P. punctatus, P. linteus, P. alni and P. chrysoloma on
beech and spruce sawdust as well as on wheat straw pel-
lets. The substrates were filled into glass jars and lineal
growth of mycelia was recorded. Pleurotus ostreatus strain
22 was used as a control. Best mycelial growth was ob-
served both on sawdust and straw pellet substrates with
P. igniarius and P. vaninii. The growth of other Phellinus
spp. mycelia was substantially slower.

In the next experiment we followed primordia forma-
tion? and fructification of Phellinus species on different
mixtures of sterilized, wetted and supplemented sawdust
and straw pellet substrates. 2500 g blocks of the substrate
colonized with mycelia were put into conditions of opti-
mal temperature and relative humidity. However, no fruit
bodies appeared on the blocks. Only a special form of
mycelia (mycelial crust) appeared on surface of some
blocks.

To compare some kind of chemical treatment as alter-
native to heat sterilization we cultivated 8 Phellinus spe-
cies on beech logs. One part of the logs was wrapped into
plastic bags, sterilized in autoclave and aseptically inocu-
lated with mycelia. Other part of logs was dipped into 1%
borax (sodium tertraborate) solution for 24 hours and
holes were drilled into the dry logs.. Then the holes were
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filled with plug spawn. Both treatments were compared
after 11 months of wood colonization. Sterilized wood was
much better colonized than the chemically treated one.
Only of Phellinus vaninii, P. punctatus and P. linteus de-
veloped but only on sterilized wood.

This work was supported by NAZV Agency (Project
OH 82173).

RESISTANT STARCH AND ITS HEALTH
BENEFITS
Invited lecture

JAY-LIN JANE

Department of Food Science and Human Nutrition, lowa
State University, Ames, lowa 50011, USA
Jjane@iastate.edu

An overview of resistant starch (RS), including Type
5 starch-lipid complex, will be presented. Recent ad-
vances on formation, production, structures, and properties
of Types 2 and Type 5 RS will be reported, and effects of
starch structures on the enzyme hydrolysis will be dis-
cussed. Health benefits of the RS on glycemic and insulin
responses of human subjects and reduction in colon-cancer
precursor developments of animals will be reported and
discussed.

Acknowledgements: Dr. J. Hasjim, Dr. H. Jiang, Mr.
Y. Ai, Dr. S. Hendrich, Dr. S.0O. Lee, Dr. D. Birt, and Ms.
Y. Zhou. Financial supports: lowa Corn Promotion Board;
PSI, ISU; and GIVF.

CHEMOMETRIC EVALUATION OF WHEAT
QUALITY FOR BIOFUEL PRODUCTION

JANA JUROVATA®*, HANA SUKOPOVA?, FILIP
KRAIC?, and FRANTISEK GAGO*

University of Ss. Cyril and Methodius, Faculty of Natural
Sciences, Deparment of Biotechnologies, Namestie J. Her-
du 2, 917 01 Trnava, Slovakia

Jana.jurovata@gmail.com

The paper deals with examining the possibilities of
selected wheat cultivars (7riticum aestivum L.) for the
production of fuel ethanol. In the wheat samples, the con-
tent of starch, amylose, amylopectin and total protein was
determined. From the multivariate data analysis techniques
used in this thesis especially the principal component
analysis (PCA), cluster analysis (CA), correlation analysis
(CCA) were applied.

This research was supported by the Slovak research
and development agency in project APVV LPP — 025107.
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THERMAL AND RHEOLOGICAL PROPERTIES
OF STARCHES OBTAINED FROM POLISH
WHEAT VARIETIES

LESEAW JUSZCZAK®**, MARIUSZ WITCZAK?",
DOROTA GALKOWSKA?, TERESA FORTUNA?,
and GRAZYNA JAWORSKA®

“ Department of Analysis and Evaluation of Food Quality,
University of Agriculture, " Department of Engineering
and Machinery for Food Industry, © Department of Raw
Materials and Fruit and Vegetable Processing, University
of Agriculture, Balicka 122 Str. 30-149 Krakow, Poland
rrjuszcz@cyf-kr.edu.pl

The aim of the present work was to study the thermal
and rheological properties of starches obtained from Polish
wheat varieties. The DSC gelatinization temperatures (7o,
Tp, Tg) and enthalpy (AH) varied between 52.6-58.7, 61.1
—66.7, 66.9—71.3 °C and 6.81-8.58 J g, respectively. The
intrising viscosities were in the range of 163-228 cm’ g’l.
All investigated starch pastes behave as a non-Newtonian
fluid with tendency to yield stress. The starch gels were
characterized by viscoelastic properties with domination of
storage modulus (G’).

RHEOLOGICAL PROPERTIES OF HIGH-
METHOXY PECTIN GELS WITH MODIFIED
POTATO STARCH

DOROTA GALKOWSKA, LESEAW JUSZCZAK,
and MAGDA DLUGOSZ

Department of Analysis and Evaluation of Food Quality,
University of Agriculture, Balicka 122 Str. 30-149 Kra-
kow, Poland

d.galkowska@ur.krakow.pl

The rheological properties of high-methoxy pectin
gels (0.5 wt%) with sucrose (45 wt%) and modified potato
starch (acetylated distarch phosphate; 2.5, 3.5, 4.5 wt%)
were studied. The flow behaviour and viscoelastic proper-
ties of the gels were determined by steady-shear and oscil-
latory rheometry, respectively. The higher the starch con-
centration was, the more shear thinning behaviour the sys-
tem showed. The presence of starch in the system modi-
fied also viscoelastic properties of the gels.
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LEVAN PRODUCTION BY Halomonas sp.

HANDE KAZAK, OZLEM ATES*, FARUK
KUCUKASIK, KAZiM YALCIN ARGA, and EBRU
TOKSOY ONER

Department of Bioengineering, Marmara University,
Goztepe 34722, Istanbul, Turkey
handekazak@marun.edu.tr, ozlem.ates@marmara.edu.tr
kucukasi@gmail.com, kazim.arga@marmara.edu.tr
ebru.toksoy@marmara.edu.tr

As a linear B(2-6)-linked fructose polymer, levan is
a water soluble, strongly adhesive and film-forming
biopolymer with many valuable properties distinguishing
it from other polysaccharides. However due to its high
cost, levan has only been available in small quantities.
Therefore, levan producing microbial systems have great
industrial importance. Recently, Halomonas sp. has been
reported as a high level levan-producer for the first time by
our research group. Besides sucrose-based chemical
media, high production yields were achieved when various
agroindustrial wastes were used as fermentation substrate.
Ongoing studies are focused on potential applications of
levan as a bioflocculant and emulsifier agent, as an
encapsulating agent in controlled drug release and DNA
delivery systems, as a functional biofilm coating material.
Moreover, by a systems-based approach, a genome-scale
metabolic network was reconstructed and the in silico
model is currently being used to improve the biopolymer
yields and to elucidate the mechanism of levan synthesis in
Halomonas sp.

Financial support for this research is provided by
TUBITAK through project 108M193.

ISOLATION, STRUCTURE AND PROPERTIES
OF PECTIC POLYSACCHARIDES FROM THE
PUMPKIN (Cucurbita pepo L. var Styriaca)
Invited lecture

ZUZANA KOSTALOVA*, ZDENKA
HROMADKOVA, ANNA EBRINGEROVA,
GABRIELA NOSALOVA, and LUBICA
PRISENZNAKOVA

Slovak Academy of Sciences, Institute of Chemistry, Center
for glycomics, Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava, Slo-
vakia

Zuzana.Kostalova @savba.sk

A variety of extraction methods offered novel infor-
mation on the extractability and properties of the non-
cellulosic polysaccharides of the pumpkin biomass. The
fractions were rich in pectic polysaccharides including
partially esterified homogalacturonan and highly branched
rhamnogalacturonan regions. The fractions were contami-
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nated with protein and phenolic components and some of
them exhibited antitussive and antioxidant activities.

This work was financially supported by the EEA grant
No. SAV-FM-EHP-2008-03-05, the Slovak Grant Agency
VEGA, grant No. 2/0062/09 and COST FP0901.

LC-MS CHARACTERIZATION AND
IDENTIFICATION OF COMPOUNDS
ORIGINATING IN AN ACID HYALURONAN
HYDROLYSIS

PETR KUSY*, JAROSLAV HRABICA, DANIELA
SMEJKALOVA, and VLADIMIR VELEBNY

Contipro C, a.s.,Dolni Dobrou¢ 401, 561 02 Dolni Do-
brouc, Czech Republic
Kusy@contipro.cz

Tandem mass spectrometry was utilized in identifica-
tion and structural characterization of undesirable products
causing coloration of hyaluronic acid in the course of acid
degradation. Main four abundant isolated fractions with
molecular weight less than 2 kDa were closely analyzed in
order to elucidate elemental compositions. Fragmentation
spectra were acquired to design anticipated chemical struc-
tures supported by theoretical models, reaction schemes
and NMR spectra.

RESISTANT STARCH INTAKE
IN CZECH REPUBLIC

DOBROMILA LEITNEROVA*, JANA
DOSTALOVA, and ANETA SAFARIKOVA

Institute of Chemical Technology, Technicka 5, 166 28
Prague 6, Czech Republic
dobromila.leitnerova@yvscht.cz

The aim of this study was to estimate the intake of the
resistant starch (RS) in the Czech population by analysis of
RS in a range of typical foods representing the main
sources of starch intake. Food consumption data were
based on published results of the Czech Statistical Office.
From the results, the estimated average intake of RS in
Czech population was found to be 4.2 g/day. Main sources
of RS were potatoes, legumes and pasta.

This work was supported by Ministry of Education,
Youth and Sports of the Czech Republic (Project No. MSM
6046137305).
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DISCRIMINATION OF BARLEY VARIETES BY
SPECTROSCOPIC AND STATISTICAL METHODS

EVA LHOTAKOVA®, FRANTISEK KVASNICKA®,
KATERINA VACULOVAS, JANA COPIKOVA?,
ANDRIY SYNYTSYA?, and MICHAL VOLDRICH"

“ Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
® Department of Food Preservation and Meat Technology,
ICT Prague, Czech Republic, © Agricultural Research In-

stitute Kromeriz, Ltd., Czech Republic
lhotakoe@vscht.cz

The presented results confirm that barleys of different
genetic origin can be quickly and reliably distinguished by
multivariate analysis of vibration spectra of milled barley
grains. A group of samples containing small amounts of f3-
glucan and relatively high amounts of pentosans was sepa-
rated by FT-IR and FT-NIR combined with PCA and
HCA. Using PLC algorithm calibration models were pre-
pared for quantitative FT-IR and FT-NIR determination of
“HTS”, starch, N-substances, P-glucans and pentosans.
These models were confirmed by cross validation.

This study was supported by the project Nutrkval No:
QH91053 (Ministry of Agriculture).

HASE TRANSITIONS OF MAIZE STARCHES OF
DIFFERENT AMYLOSE/AMYLOPECTIN RATIOS
IN GLYCEROL-WATER SYSTEMS

PENG LIU?, FENGWEI XIE", MING LI*, LONG
YU™, and PETER J. HALLEY"

“ Centre for Polymer from Renewable Resources, College
of Light Industry and Food Sciences, South China Univer-
sity of Technology, Guangzhou 510640, China,
b Australian Institute for Bioengineering and Nanotechnol-
ogy, The University of Queensland, St Lucia, Qld 4072,
Australia, © CSIRO Materials Science and Engineering,
Melbourne, Vic 3169, Australia

fxie@uq.edu.au

The phase transitions of maize starches of different
amylose/amylopectin ratios were systematically studied by
DSC with stainless steel high-pressure pan under tempera-
ture scanning up to 200 °C. The results showed that the
distinct pattern of multiphase transitions of maize starch
was not only determined by the amylose content, but also
by glycerol-water mixture content and glycerol/water ra-
tio. High temperature and long time storage all favor the
starch-glycerol reaction.
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RELEVANCE OF POLYSACCHARIDES
IN AYURVEDIC DRUGS

RENATE LOEPPERT"*, WERNER PRAZNIK",
and MAYANK THAKUR"

“RG of Plant Carbohydrates, Department of Chemistry,
University of Natural Resources and Applied Life Sci-
ences, Vienna, Austria, b Zentralinstitut fiir Laboratori-
umsmedizin und Pathobiochemie, Charité Universitdts-
medizin Campus Benjamin Franklin, Hindenburgdamm,
Berlin, Germany

renate.loeppert@boku.ac.at

Ayurveda (“knowledge about life”) — the traditional
Indian medicine — recommends a number of plants, known
as Ayurvedic Rasayana. Most of the Ayurvedic rasayana
plants are found to be rich in specific polymer carbohy-
drates depending on their species, origin and appliance.
The different carbohydrate populations might serve the
purpose of being a medicinal agent themselves or as
a biological carrier for the active secondary plant metabo-
lites such as saponins, alkylamides etc. The lecture will
present some of these effective polymer carbohydrates and
their characterization.

EFFECT OF PALMITOYLCHITOSAN
ON CHOLESTEROL HOMEOSTASIS IN RATS

MILAN MAROUNEK, °ZDENI:ZK VOLEK, EVA
SKRIVANOVA, JAN TUMA, and ANDRIY
SYNYTSYA

Institute of Animal Science, 104 00 Praha 22, and Institute
of Chemical Technology, Department of Carbohydrate Che-
mistry and Technology, 166 28 Praha 6, Czech Republic
Marounek.Milan@vuzv.cz

Female rats (6 per group) were fed diets supple-
mented with cholesterol at 10 g/kg for 4 weeks to evaluate
the effect of chitosan and palmitoylchitosan at 20 g/kg on
cholesterol homeostasis. Palmitoylchitosan significantly
decreased concentration of cholesterol in serum and liver,
and increased faecal output of neutral sterols and (to
a lesser extent) also bile acids. Effects of chitosan were
less pronounced.
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SOIL POLYSACCHARIDES AND THEIR
RELATIONSHIP TO OTHER FORMS OF SOIL
CARBON

JANA KREJ(";OVA*“ and STEPANKA
MATEJKOVA®

“ Amagro, s.r.o. Praha, 28. pluku 27/443, Praha 10, " Crop
Research Institute, Drnovska 507, Praha 6 — Ruzyné,
Czech Republic

J-krejcova@amagro.com

This work presents a comparison of the relationship
between polysaccharide content and soil organic carbon
and the results of fractionation of soil organic matter — the
commonly used parameters for assessment of soil types. It
also made comparisons with the carbon content in the ex-
tracts with hot water and 1% potassium sulphate (in both
prevail carbohydrates).

The results of analytical determinations were proc-
essed by regression analysis.

EXTRACTION, PURIFICATION AND PHYSICO-
CHEMICAL CHARACTERIZATION OF POLYSAC-
CHARIDES OF GREEN ALGAE

(Ulva sp. AND Enteromorpha sp.)

GHAZI BENMESSAOUD, BARBARA ROGE,
and MOHAMED MATHLOUTHI*

Laboratoire de Chimie Physique Industrielle, UMR FARE
614,URCA/INRA- UFR Sciences, Bdtiment 18, Case 43,
BP 1039 F-51687 Reims Cedex
*mohamed.mathlouthi@univ-reims.fr

The excessive growth of some species of green algae
such as Ulva sp. and Enteromorpha sp. is responsible for
the formation of actual green tides and the imbalance in
the marine ecosystem.. Typically green-tides are character-
ized by choking of waterways in the immediate area of the
bloom and subsequent local wind and tide driven local
deposition on the shore, and this can be destructive to
coastal marine habitats and cause economic losses to ma-
rine industries.

The availability of this renewable biomass and its rich
composition in polysaccharides are the main arguments in
favor of its recovery. In this context, we have undertaken
an investigation aiming at extracting, purifying and char-
acterizing the major polysaccharide fractions namely ulvan
and cellulose. The percentage of ulvan is respectively
14.67 % and 11.34 % for Ulva sp. and Enteromorpha sp.
The rheological properties of ulvan hydrogels were studied
using a dynamic rheometer of ARES type. This water-
soluble fraction shows a thixotropic behavior and a high
hydrophilicity.

The surface properties of several celluloses (Avicel
pH 101, and cellulose extracted from Ulva sp and Entero-
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morpha sp) were characterized by Scanning Electron Mi-
croscopy. It was found that celluloses extracted from sea-
weeds show a porous surface. BET surface area analysis
was applied. The structure of the cellulose powders was
characterized by X-ray diffraction. Moisture uptake was
directly related to the cellulose crystallinity and pore vol-
ume. Celluloses extracted from Ulva sp. and Enteromor-
pha sp. showed an amorphous structure with crystallinity
indexes respectively of 0.28 and 0.13 and specific areas of
574m’g " and 8.34 m*g .

This work allowed characterizing of polysaccharides
extracted from a renewable biomass. The structural
rheological and hydration properties of these polysaccha-
rides were found interesting enough to envisage their ap-
plication in replacement of synthetic polymers.

CARRAGEENAN - LOCUST BEAN GUM
COMPOSITE GELS

STANISEAW MLEKO* and WALDEMAR GUSTAW

Department of Milk Technology and Hydrocolloids, Uni-
versity of Life Sciences in Lublin, Skromna 8, 20-704 Lub-
lin, Poland

dairywhey@tlen.pl

Mixtures of hydrocolloids are commonly used to im-
part novel and improved rheological characteristics to food
products. Kappa carrageenan and locust bean gum are
known for their synergistic properties. Formation and
rheological properties of mixed polysaccharide composites
gels was studied. The composite gels obtained from mix-
ture of k-carrageenan with locust bean gum in a 4:1 in
0.1M NaCl ratio exhibited higher shear stress value at
fracture in comparison to k-carrageenan gel.

STRUCTURE REVERSIBILITY OF WHEY
PROTEIN/I-CARRAGEENAN GELS

MARTA TOMCZYNSKA-MLEKO and STANISEAW
MLEKO*

Department of Milk Technology and Hydrocolloids, Uni-
versity of Life Sciences in Lublin, Skromna 8, 20-704 Lub-
lin, Poland

dairywhey@tlen.p!

Gelled structure is very important for food produc-
tion. It shapes the product, prevents sedimentation or coa-
lescence, extends new products spectrum. Shear forces
destroy gel structure, which in some cases can be rebuilt.
Research was focused on rehealing of the structure of the
gels obtained from whey protein-i-carrageenan mixtures.
Protein and carrageenan concentration were important
factors for the extend of gel structure rebuilding.
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B-GLUCAN COMPOSITION AND STRUCTURE —
AN EVOLUTION OF VIEWS
Invited lecture

MIROSLAYV NOVAK

Institute of Chemical Technology Prague, Faculty of Food
and Biochemical Technology, Department of Carbohy-
drate Chemistry and Technology, Czech Republic
novaks@vscht.cz

Proper history of B-glucan as an immunomodulator
goes back to the 40s of the last century when Pillemer and
Ecker isolated an insoluble fraction from fresh yeast, zy-
mosan, with -glucan as an active component. Lately, 3-
glucan was also proved an active component of Asian
medicinal fungi. From these times, the structure of -
glucan has been explored and its relationship to biological
effects investigated. Due to a polymeric character and
molecular size as well as the tertiary structure inhomoge-
neities, frequent discrepancies were reported and accurate
description of these phenomena is insufficient in certain
details till now.

The work was done with the support of the grant
GACR 525/09/1033.
LIPIDS CONTENT DECREASING FOR BETTER
CORN STARCH UTILIZATION

VLADIMIR ONDAS*, KRISTINA VASINOVA,
VIERA HORVATHOVA, and ERNEST STURDIK

University of SS. Cyril and Methodius, Faculty of Natural
Sciences, Department of Biotechnologies, Namestie

J. Herdu 2, 917 01 Trnava, Slovak Republic
viadimir.ondas@gmail.com

The work was focused on determination of corn lipids
influence on the simultaneous saccharification and fermen-
tation of waxy and standard corn cultivars. From the meas-
ured values we found that removal of lipids from corn
groats resulted in a statistically significant (=0.05) in-
crease in the glucose concentration after pre-
saccharification. The concentration of ethanol was signifi-
cantly affected only in the case of groats with waxy starch.

We gratefully acknowledge Slovak Research and De-
velopment Agency for supporting within the Project APVV
LPP-0251-07.
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CHARACTERIZATION OF WAXY WHEAT
VARIETIES STORED IN GENE BANK

LUDMILA PAPquKO\{A, VACLAV DVORACEK,
and LUCIE PAVLATOVA

Crop Research Institute, Drnovska 507, 161 06 Prague 6 -
Ruzyné, Czech Republic
papouskova@vurv.cz

The study shows first characteristics of, in the Czech
Republic unique, set of 4 waxy spring wheat varieties
(Kanto 107, WQL6K107-BHWX2-2a, WQL6K107-
BHWX14-7 and Waxy Pen) in 2007-2009. Results imply
highly specific technology — rheological quality (including
of Mixolab determination). High similarity among varie-
ties owing to their common genetic origin was confirmed
in case of polymorphism of storage proteins.

Supported by The Ministry of Agriculture of the
Czech Republic, Project No. 0002700604.

THE INFLUENCE OF DEGREE OF OXIDATION
OF CORN STARCH ON ITS PHYSICOCHEMICAL
PROPERTIES

SEAWOMIR PIETRZYK*, PAULINA PAJAK,
TERESA FORTUNA, LESLAW JUSZCZAK,
and CIEMNIEWSKA ANNA

Department of Analysis and Evaluation of Food Quality,
University of Agriculture, Balicka Street 122, 30-149 Kra-
kow, Poland

s.pietrzyk@ur.krakow.pl

The aim of this work was to obtain the oxidised corn
starch modified with four different levels of sodium chlo-
rate(I), and to compare their physicochemical properties to
the properties of the native starch. The native and modified
starches were analysed in respect of amylose, carboxyl and
carbonyl groups content, susceptibility to retrogradation
and water binding capacity and solubility of starch in wa-
ter at different temperatures. Thermodynamic characteris-
tic of starch gelatinization was also determined. The oxi-
dised starches had different physicochemical properties.
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EFFECT OF MINERAL ELEMENTS ON
RHEOLOGICAL PARAMETERS OF STARCH

TERESA FORTUNA, SLAWOMIR PIETRZYK*,
IZABELA PRZETACZEK-ROZNOWSKA, JACEK
ROZNOWSKI, DOROTA GALKOWSKA,

and KATARZYNA JANIEC

Department of Analysis and Evaluation of Food Quality,
University of Agriculture, Balicka Street 122, 30-149 Kra-
kow, Poland

s.pietrzyk@ur.krakow.pl

The aim of this work was to determine the effect of
metal ions on the rheological properties of produced modi-
fied starches and to compare the properties with these of
native starches. The materials were potato, corn and spelt
wheat starches with incorporated metal ions (potasium,
magnesium and iron). The measurments of the rheological
properties of these starches comprised of determination of
flow and viscosity-time curves. The studied starches were
characterised by different rheological parameters depend-
ing on the type of starch modification.

THERMODYNAMIC PASTING CHARACTERISTIC
AND SUSCEPTIBILITY TO RETROGRADATION
OF STARCHES MODIFIED BY INCORPORATION
OF MINERAL ELEMENTS

MALGORZATA BACZKOWICZ, SLAWOMIR
PIETRZYK*, DOROTA GALKOWSKA, JACEK
ROZNOWSKI ILONA TARTANUS,

and KAROLINA SZKABAR

Department of Analysis and Evaluation of Food Quality,
University of Agriculture, Balicka Street 122, 30-149 Kra-
kow, Poland

s.pietrzyk@ur.krakow.pl

The aim this work was to determine the effect of min-
eral elements on the thermodynamic pasting characteristic
and susceptibility to retrogradation of modified starches.
The materials used were potato, corn and spelt wheat
starches modified with using of mineral elements (K, Mg,
Fe). Analysis of the modified starches comprised of the
determination of thermodynamic pasting characteristic and
retrogradation by using DSC. The susceptibility to retro-
gradation was also determined by turbidimetric method.
Modifications of starches had effect on changes in the
determined parameters of starch.
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PHYSICOCHEMICAL AND RHEOLOGICAL
PROPERTIES OF COMMERCIAL MODIFIED
STARCHES

PAULINA PAJAK*, TERESA FORTUNA,
and SLAWOMIR PIETRZYK

Department of Analysis and Evaluation of Food Quality,
University of Agriculture, Balicka Street 122, 30-149 Kra-
kow, Poland

p.pajak@ur.krakow.pl

The objective of the paper was to evaluate some phys-
icochemical and rheological properties of selected com-
mercial modified starches. The swelling power and solu-
bility in water, as well as the pasting profile were deter-
mined. Rheological properties were measured using rota-
tional rheometer with concentric cylinders geometry.
Based on the investigations accomplished, it was con-
cluded that the starches differed in their physicochemical
and rheological properties.

MOLECULAR MASS OF WATER/ALKALI
SOLUBLE POLYSACCHARIDES FROM
MUSHROOMS APPLIED IN TMC

Invited lecture

WERNER PRAZNIK®, ANTON HUBER”,
and JANA COPIKOVA®

“ RG of Plant Carbohydrates, Department of Chemistry,
University of Natural Resources and Applied Life Science,
Vienna, Austria; * CePoL/MC - Central Polymer Lab /
Molecular Characteristics, IfC -Institut fiirChemie, KF-
Univ Graz, Austria; “Department of Carbohydrate Chem-
istry and Technology, ICT Prague, Czech Republic
werner.praznik@boku.ac.at

The ‘Traditional Chinese Medicine’ (TCM) applies
mushrooms against diseases and for healthy effects. These
effects are based partly on the prebiotic properties of the
including polysaccharides. Analyses of glycans have
shown mainly B-glucan with small amounts of heteropoly-
saccharids. Calibrated SEC-analysis delivered detailed
information about molecular mass distribution and average
molecular values. Results from different mushroom,
grown on the trunk of birch, will be presented and dis-
cussed.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
INCLUSION COMPLEX FORMATION BETWEEN
CHLORHEXIDINE AND B-CYCLODEXTRIN
DERIVATIVES

CAROLINA PUPE*, LUIZ CLAUDIO DA SILVA,
ARIDIO MATTOS JUNIOR, and LUCIO CABRAL

Federal University of Rio de Janeiro - UFRJ, Carlos
Chagas Filho Avenue, University City, Rio de Janeiro,
Brasil, 21941-902

carolinapupe@gmail.com

Cyclodextrins are cyclic oligomers of glucose that
can constitute a host:guest conformation with drugs. This
conformation may prevent side effects as observed for
chlorhexidine, an antiseptic agent that causes teeth stain-
ing, chemical incompatibility and has a bitter taste. The
inclusion complexes were prepared by simple methods and
their formation was evidenced by XRPD and DSC. More-
over inhibition effect against C. albicans and S. mutans
was confirmed in vitro.

Acknowledgement: this investigation was supported by
CAPES.

APPLICATION OF WHEAT B-STARCH AS FILLER
FOR ADHESIVES

EVZEN SARKA?, LENKA CIHELKOVA?,
JAN GOJNY", and ZDENEK BUBNIK®

“ Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
ICT Prague, " Department of Wood, Pulp and Paper, Uni-
versity of Pardubice, Czech Republic
evzen.sarka@vscht.cz

Food application of B-starch as a result of lower qual-
ity is problematic. The study focused on preparation of
polymer adhesives with various additions of dried B-
starch, kaolin or dried carbonation lime. The viscosities of
adhesive samples using a rotary viscometer and strengths
of the adhesive bond with paperboard on the TIRAtest
26005 were measured. B-starch as a filler or partial poly-
mer substitute had a positive influence on physical and
price properties.

This research was supported by the Research Inten-
tion Theoretical Fundamentals of Food and Biochemical
Technologies of MSMT CR, No. MSM 6046137305.
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EFFECT OF REACTION TIME
ON THE ACETYLATION OF WHEAT B-STARCH
AND CHARACTERIZATION OF THE PRODUCT

EVZEN SARKA?, JAROSLAV KOLACEK?,
ANTONIN SIKORA®, KATERINA HRUSKOVA?,
DANA PROKOPOVA?, RICHARD HRABALS,
JAROSLAV MAIXNER, and ZDENEK BUBNiK*

“ Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
ICT Prague, Czech Republic, * Department of Thermody-
namics and Rheology, Institute of Macromolecular Chem-
istry AS CR, v. v. i., Czech Republic, © Central Laborato-
ries, ICT Prague, Czech Republic

evzen.sarka@yvscht.cz

Wheat B-starch in native or pre-gelatinized form was
acetylated at various reaction times for temperatures in the
range of 115-128 °C. The following parameters of the
dried and grinded product were studied: particle size meas-
ured by image analysis and laser diffraction, degree of
substitution by measurement of 'H NMR spectra and FT-
IR spectra, crystalline structure by X-ray diffraction pat-
tern, temperature and enthalpy of gelatinization.

This research was supported by the Research Grant
“Biodegradable composites based on B-starch for agricul-
ture applications” GACR 525/09/0607 and by the Re-
search Intention MSM 6046137305 Theoretical Funda-
mentals of Food and Biochemical Technologies of MSMT
CR.

CASSAVA AS AN EXOTIC SOURCE OF STARCH

EVZEN SARKA, KATERINA HRUSKOVA,
ANDREA HINKOVA, and ZDENEK BUBNIK

Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
ICT Prague, Czech Republic
evzen.sarka@vscht.cz

Cassava roots as a starch source were obtained from
Vietnam. The ratio total starch/dry substance ranged from
61.4 to 82.2 %. The content of lipids, fiber and K, Ca, Mg,
N and P was found 0.18 %, 3.61 %, 1.43 g/kg, 0.33 g/kg,
0.52 g/kg, < 0.1 % and < 0.5 %, respectively. Extractable
carbohydrate content was determined using HPAC — PAD,
system Dionex, the highest value was found for fructose
and sucrose (0.536 % and 0.503 %, respectively). The total
sum of extractable carbohydrates was 1.50 %, this com-
prised 0.97 % of reducing sugars.

This research was supported by the Research Inten-
tion Theoretical Fundamentals of Food and Biochemical
Technologies of MSMT CR, No. MSM 6046137305.
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ADSORPTION OF METAL CATIONS FROM
AQUEOUS SOLUTIONS ONTO STARCH
GRAFTED COPOLYMERS

BEATA SCHMIDT* and TADEUSZ SPYCHAJ

Polymer Institute, Westpomeranian University of Technol-
ogy, 70-322 Szczecin, ul. Pulaskiego 10, Poland
Beata.Schmidt@zut.edu.pl

Adsorption of Cu™ and Fe™ cations from aqueous
solutions onto starch graft copolymers have been investi-
gated. Starch-g-poly(acrylamide-co-acrylic acid) copoly-
mers were manufactured by reactive extrusion. Efficiency
of cations sequestration has been evaluated using simple
and sensitive UV-VIS spectrophotometric method. The
starch graft copolymers can effectively remove metal
cations from aqueous solutions.

POLYSACCHARIDES BASED NANOPARTICLES:
DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION

LUIZ CLAUDIO DA SILVA*, CAROLINA PUPE,
MARIANE ASSAFIM, BARBARA CAMARINHA,
KAREN TAVARES, LEONARDO CINELLI,
PRISCILLA FINOTELLI, and LUCIO CABRAL

Federal University of Rio de Janeiro - UFRJ, Carlos
Chagas Filho Avenue, University City, Rio de Janeiro,
Brasil, 21941-902

lulaufrj@hotmail.com

Pharmaceuticals sciences and biochemistry research-
ers exhibited a lot of interest to polysaccharides as bio-
polymers for nanoparticles production and anticoagulant
effects. The aim of this study was produce and character-
ize nanoparticles combining chondroitin sulfate, sulfated
fucan, and chitosan. Nanoparticles showed regular shapes
(mean diameter between 140 and 181 nm) and anticoagu-
lant properties.

Acknowledgement: this investigation was supported
by CAPES.
B-GLUCANS IN FOOD SUPPLEMENTS
PETRA SLAVICKOVA, ANDRIY SYNYTSYA,

GORDON K. GOMBA, MIROSLAV NOVAK,
and JANA COPIKOVA

Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
ICT Prague, Czech Republic
petra.slavickova@gmail.com

The polysaccharides B-glucans occur as an important
component of the cellular walls in some microorganisms,
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such as yeast and mushrooms. There are several isolates
and supplements available commercially that contain B-
glucans. These polysaccharides stimulate the immune sys-
tem, modulating humoral and cellular immunity. A set of
isolates and food supplements was evaluated based on the
content of P-glucans determined with Megazyme kit
K-YBGL. The purity of the products was verified with the
aid of spectrometric methods

This study was supported by the Ministry of Educa-
tion, Youth and Sport (project 6046137305) and the Czech
Science Foundation (project No 525/09/1133).

EXTRUDED THERMOPLASTIC STARCH-BASED
(NANO)MATERIALS FOR TECHNICAL
PURPOSES

Invited lecture

TADEUSZ SPYCHAJ*

Polymer Institute, Westpomeranian University of Tech-
nology,70-322 Szczecin, ul. Pulaskiego 10, Poland
Tadeusz.Spychaj@zut.edu.pl

Two types of starch-based materials are presented: (i)
extruded thermoplastic starch modified with montmorillo-
nites (pristine and organophilized), and (i) starch grafted
acrylic copolymers synthesized via reactive extrusion.
Physicochemical characterization of the both obtained
modified starches as well as mechanical properties of the
first group materials, and metal cation binding, floccula-
tion or water sorption features of the second, are consid-
ered.

THE ROLE OF CARBOHYDRATES IN THE
STRUCTURE FORMATION OF THE SOY
PROTEIN CONCENTRATE DURING

THE EXTRUSION PROCESS

KRZYSZTOF SUROWKA

University of Agriculture in Krakow, ul. Balicka 122,
30-149 Krakow, Poland
rtsurowk@cyf-kr.edu.pl

An attempt has been made to investigate the effect of
endogenous carbohydrates occurring in the soy cotyledons
for the structure formation of extrudates obtained from soy
protein concentrate. Therefore, the solubility of extrudates
in the solvents, which are capable to loose the bonds of
a different type, has been examined. It has been found that
the polysaccharide fractions diminish the importance of
intermolecular non-covalent interactions in texture forma-
tion, and at the same time oligosaccharides increase the
role of ionic and disulphide bonds. As a result of extru-
sion, the polysaccharides become partially bonded into the
protein matrix.
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The author wishes to thank prof. Ricardo Villota for
providing financial assistance for this project.

SEPARATION, THICKENING, CLASSIFICATION
AND WASHING OF WHEAT STARCH WITH
HYDROCYCLONES

Invited lecture

LADISLAV SVAROVSKY

FPS Institute, Bexhill-on-Sea, United Kingdom
LSvarovsky@aol.com

The paper reviews the ways of boosting the perform-
ance of hydrocyclones by using series connections and
recycles, with particular reference to wheat starch. Differ-
ent applications, alternative arrangements and applicable
design rules are discussed, with quotes of specific case
studies encountered in industry. Aimed at practitioners
such as chemists, process engineers or plant operators, as
well as students and academics.

AMYLOSE AND PHOSPHORUS CONTENT IN
STARCH OF INDUSTRIAL POTATO VARIETIES

DAGMAR SIMKOVA, JAROSLAVA
DOMKAROVA, and BOHUMIL VOKAL

Potato Research Institute, Dobrovkého 2366,
580 01Havlickiiv Brod, Czech Republic
simkova@vubhb.cz

The study is focused on the evaluation of results re-
garding amylose (enzymatic determination by Megazyme
kit) and phosphorus content (spectrophotometric determi-
nation) in starch samples from potato varieties grown for
industrial purpose. Dependences of determined parameters
(amylose, phosphorus) are evaluated in relation to potato
varieties and localities in the Czech Republic.

The study was supported by the project of Ministry of
Agriculture of the Czech Republic, National Agency for
Agricultural Research No. IG57056.
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A NOVEL APPROACH FOR PREPARATION
OF AMIDE DERIVATES OF HYALURONAN

DANIELA SMEJKALOVA*, GLORIA
HUERTA-ANGELES, RADOVAN BUFFA,
and VLADIMIR VELEBNY

Contipro C a.s., Dolni Dobrouc¢ 401, 561 02 Dolni
Dobrouc, Czech Republic
smejkalova@contipro.cz

A novel approach of activation of hyaluronan car-
boxyl group involving ethylchloroformate was found to
produce highly substituted hyaluronan. The amide deri-
vates were prepared within minutes after the addition of
primary amines to the activated hyaluronan solution.
A complete structural elucidation was obtained by a com-
bination of 1D and 2D NMR techniques, including DOSY,
COSY, TOCSY, HSQC and HMBC experiment. The am-
ide derivates prepared in this way can undergo crosslink-
ing to produce stable and biocompatible hydrogels.

HYDROLYSIS AND DERIVATIZATION
OF OXIDIZED CELLULOSE

TOMAS TAUBNER?, ANDRIY SYNYTSYA?, JANA
COPIKOVA®, PAVEL HAVELKA®, and GORDON
K. GOMBA

“ Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
ICT Prague, Czech Republic, ” VUOS a.s., Pardubice —
Rybitvi, Czech Republic

taubnert@vscht.cz

Microwave assisted hydrolysis of water soluble so-
dium salt of oxidized cellulose was carried out at 100 °C
and power output 150 W. The distribution of the molecular
weight of products was in the range from 8 000 to 30 000
g mol™'. As methylester of oxidized cellulose is more reac-
tive polymer than previous one the highly methylated oxi-
dized cellulose was amidated with five amines under anhy-
drous conditions. Maximal values were obtained for etha-
nolamide and minimal for octylamide. The degree of deri-
vatization was confirmed by FTIR and elementary organic
analysis.

This work was supported by the Ministry of Industry
and Trade (project 24-1TP1/041) and by the Ministry of
Education, Youth and Sport (project 6046137305).
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CHARAKTERIZATION OF CELLULOSE
AND ITS DERIVATIVES BY THERMAL ANALYSIS
AND FT-IR

JOZEF TURJAN?, MILAN DRABIK", PETER
MAGDOLEN?, JAN KOZAK®, JOZEF SVEC?,
and PETER CAPEK®

“ Institute of Chemistry, Center for Glycomics, Slovak
Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 845 38 Brati-
slava, Slovakia, ° Institute of Inorganic Chemistry, Slovak
Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 845 36 Brati-
slava, Slovakia

chemtur@savba.sk

The thermal properties of cellulose and its organic
(carboxymethyl and methyl 2-hydroxyethyl), inorganic
(sulfate) as well as their hybrid organic—inorganic deriva-
tives (carboxymethyl-sulfate and methyl 2-hydroxy-
ethyl-sulfate) were investigated in the temperature
range 20-500 °C in order to find possible differences in
their fingerprints. Thermal analysis revealed information
concerning their thermal stability and decomposition.

This work was supported by the VEGA Grant No.
2/0155/08 and APVV Grant No. 0030/07.

EFFECT OF GENOTYPE ON VARIABILITY
IN THE CONTENT OF NON-STARCH
POLYSACCHARIDES IN BARLEY GRAIN

KATERINA VACULOVA®, MARTA BALOUNOVA®,
RENATA MIKULIKOVA®, KAROLINA
BENESOVA®, and JAROSLAVA
EHRENBERGEROVA®

¢ Agrotest Fyto, Ltd., Havlickova 2787, 767 01 Kromeriz,
b Research Institute of Brewing and Malting, Plc., Malting
Institute, Mostecka 7, 614 00 Brno, © Mendel University in
Brno, Zemedelska 1, 613 00 Brno, Czech Republic
vaculova.katerina@vukrom.cz

The effect of a different grain type (hulled vs. hulless)
and starch (standard vs. waxy with a reduced amylose/
amylopectin ratio) on the variability in the content of im-
portant nutrients (non-starch polysaccharides: B-glucans
and pentosans; N-substances and starch) was studied in
a set of 21 cultivars and 80 new lines of spring barley,
grown at two locations (Kromeriz and Zabcice) in the
years 2008—-2009. In hulless materials, production of B-
glucans was on average 36.3 % higher and that of pento-
sans 14.4 % lower than in hulled genotypes with standard
starch. New lines with high (KM 2619.413.4.03) or low
(progenies of KM 1057) contents of B-glucans and pento-
sans, suitable for food and feed use, were selected.
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Financial support from the Ministry of Agriculture
and Ministry of Education, Youth and Sports, Czech Re-
public, under projects QH91053, IM0570 and
MSM2532885901 is gratefully acknowledged.

PERSPECTIVES IN CANCER TREATMENT BY
A GLYCOBIOLOGICAL APPROACH: RESULTS
IN EXPERIMENTAL TUMOR MODELS IN VIVO
Invited lecture

L. VANNUCCI, A. FISEROVA, P. ROSSMANN,
V. KREN, P. KRIST, K. BEZOUSKA, M. SAIEH,
V. ULLMANOVA-BENSON, K. KLIMESOVA,
V. GROBAROVA, J. KRIZAN, and V. SASEK

Institute of Microbiology, Academy of Sciences of the
Czech Republic v.v.i., Videnska 1083, Prague 4, Czech
Republic

vannucci@biomed.cas.cz

Glycosylated structures of proteins and lipids are
functionally important in cell-cell interactions as well as in
immune recognition. Aberrant glycosylation products due
to a carcinogenetic process can be targeted by lectin-like
receptors on natural immunity cells. We report our experi-
ence with synthetic glycoconjugates and beta-glucans in
the modulation of cancer recognition and anticancer re-
sponses.

EFFECT OF MODIFIED STARCHES ON
RHEOLOGICAL PROPERTIES OF GLUTEN-FREE
DOUGH

MARIUSZ WITCZAK**, LESLAW JUSZCZAK",
JAROSEAW KORUS‘, RAFAL ZIOBRO",
and TERESA WITCZAK®

“ Department of Engineering and Machinery for Food
Industry, ® Department of Analysis and Evaluation of Food
Quality, © Department of Carbohydrates Technology, Agri-
cultural University, Balicka 122 Str., 30-149 Krakow,
Poland

rrwitcza@cyf-kr.edu.pl

Selected rheological properties of gluten-free dough
with addition of modified starch were investigated with the
use of rheometer equipped with a system of parallel plates.
Mechanical spectra were measured in the range of linear
viscoelasticity, at constant strain amplitude. Creep and
recovery tests were performed at constant shear stress. The
investigations have shown a significant influence of starch
type upon rheological properties of the dough.
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THE CONTENT OF DEXTRAN IN RAW CANE
SUGAR AND ITS DECREASING DURING
THE REFINING PROCESS

MACIEJ WOJTCZAK* and ANETA ANTCZAK

Technical University of Lodz, Institute of Chemical Tech-
nology of Food 90-924 £6dZ, ul. Stefanowskiego 4/10,
Poland

maciej.wojtczak@p.lodz.pl

The material for the analysis consisted of: raw and
refined cane sugar samples and by-products of the refining
process. The obtained results show that the content of dex-
tran in raw cane sugars was from 86 to about 320 mg/kg.
Dextran present in cane raw sugar is partially eliminated
during the process of refining; in our experiment its con-
tent in refined cane sugar was from 50 to about 120 mg/kg.

The study was supported by the research grant No.
NN312 165934 form the Polish Ministry of Science and
Higher Education.

STARCH-BASED COMPOSITIONS AND FILMS
MODIFIED WITH SEMIHYDROPHILIC
ORGANOMONTMORILLONITES

MAGDALENA ZDANOWICZ and TADEUSZ
SPYCHAJ*

Polymer Institute, Westpomeranian University of Technol-
ogy, 70-322 Szczecin, ul. Pulaskiego 10, Poland
Tadeusz.Spychaj@zut.edu.pl

Biopolymeric compositions and films prepared via
solution casting of gelatinized starch with water/glycerol
slurries of organophilized montmorillonites (OMMT) have
been obtained and characterized. Effectiveness of OMMT
dispersion in starch compositions (indirectly by viscosity
measurements) and rheological properties of the systems
were evaluated and compared. The degree of OMMT dis-
persion in starch film was determined by XRD.
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THE EFFECT OF FLOUR SORT ON THE
CARBOHYDRATE PROFILE OF FLOUR
AND PASTRY

KAROLINA MISKIEWICZ?, EWA NEBESNY?,
ANETA ANTCZAK?®, JADWIGA GOLABCZAK",
and JUSTYNA ROSICKA-KACZMAREK*

“ Technical University of Lodz, Institute of Chemical Tech-
nology of Food 90-924 £6dZ, ul. Stefanowskiego 4/10,

® Technical University of Lodz, Institute of Technical Bio-
chemistry, Poland

karolcia_1-82@tlen.pl

This work aimed at determination of carbohydrate
profiles of flours originating from various sources and
their mixtures as well as estimation of their impact on car-
bohydrate composition of the pastry such as short crust
cakes. The carbohydrate profiles of cakes were different
from the profiles of flours. The analyses showed that the
richest in glucose, fructose and sucrose were cakes derived
from spelt flour type 630. The lowest content of these sug-
ars was found in cakes obtained from the mixture contain-
ing 25% Amaranthus flour. Comparison of quantities of
the aforementioned sugars in the tested flours and cakes
revealed that all of them were decreased by baking. Bak-
ing caused hydrolysis of starch. Its quantities in the cakes
were by approximately 58% lower compared to flours and
their mixtures. Our study revealed a decrease in sucrose
content by approximately 60% on average compared to
flours and their mixtures.

DIFFERENCES IN CHEMICAL COMPOSITION

OF STARCH SURFACE GRANULES

AND PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES

OF GLUCOSE HYDROLYSATES IN DEPENDENCE
OF WHEAT KERNEL HARDNESS

JUSTYNA ROSICKA—KACZM’AREKZ', EWA
NEBESNY?, IZABELLA KWASNIEWSKA-
KAROLAK?®, and MARIOLA TKACZYK"

“Technical University of Lodz, Institute of Chemical Tech-
nology of Food 90-924 £6dz, ul. Stefanowskiego 4/10,

® Department of Physical Chemistry, University of Lodz,
Poland

rosicka_j23@o2.pl

The aim of the study was to characterize the relation-
ship between endosperm texture (wheat kernel class) and
the involvement of polar lipids in the association of friabi-
lin to starch granule surface. Our research showed, that
starch from soft classes contain higher quantities of pro-
teins and lipids on starch granule surface then from hard
cultivars. We also confirmed, that starches isolated from
hard wheat do not include surface proteins from friabilin
family (puroindoline) on the contrary to starches from soft
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wheats. It was demonstrated that puroindolines form com-
plexes with bound polar lipids present on starch granule
surface. Obtained results showed, that starches from hard
wheat varieties contain higher amount of amylase-lipid
complex, in spite the total amount of surface lipids was
lower in starches from hard varieties then from soft
wheats. wheat hardness class determined the physico-
chemical properties of obtained glucose syrups. Hydrolys-
ates received from soft wheat starches characterized higher
DE and two-times shorter filtration time than syrups from
hard varieties starches. On the contrary syrups obtained
from hard wheat starches had a better transparency index.

This work is financially support by the Ministry of
Science and High Education Project No. NN312 314337.
CHANGES OF AMYLOSE-LIPID COMPLEX
POLYMORPHIC FORM AND ITS INFLUENCE
ON PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES
OF ENZYMATIC HYDROLYSATES FROM
WHEAT STARCH

JUSTYNA ROSICKA-KACZMAREK?, EWA
NEBESNY? IZABELLA KWASNIEWSKA-
KAROLAK?®, TOMASZ ZIEBA", and ARTUR
GRYSZKIN®

“Technical University of Lodz, Institute of Chemical Tech-
nology of Food 90-924 £6dZ, ul. Stefanowskiego 4/10,

b Department of Food Storage and Technology, Wroclaw
University of Environmental and Life Science, Poland
rosicka_j23@o2.pl

The aim of the study was to determine changes of
AML complex in native starch and in starch after remov-
ing surface protein in dependence of extracting solvent
during process of enzymatic hydrolysis. We also exam-
ined the impact of AML changes and extraction processes
on the physico-chemical properties of obtained hydrolys-
ates. Thermal analysis showed dissimilarities in the sus-
ceptibility of starch to gelatinization process what indi-
cates differences in amounts of AML complex in depend-
ence of wheat starch source. Extraction of surface proteins
with different solutions caused changes in the AML —
complex susceptibility to hydrolysis with alpha-amylase. It
was also concluded that amount of AML complex and
its polymorphic form influence the physico-chemical
properties of hydrolysates obtained from wheat starch.

This work is financially support by the Ministry of
Science and High Education Project No. NN312 314337.
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EFFECT OF ACETYLATION ON SOME PHYSICO-
CHEMICAL PROPERTIES OF CASSAVA STARCH

LESEAW JUSZCZAK®*, TOMASZ ZIEBA®, ARTUR
GRYSZKIN®, SLAWOMIR PIETRZYK?,
and TERESA FORTUNA?

“ Department of Analysis and Evaluation of Food Quality,
University of Agriculture University of Agriculture,
Balicka 122 Str. 30-149 Krakow, Poland, " Departament of
Food Storage and Technology, Wroclaw University of
Environmental and Life Sciences, C.K. Norwida 25/27 Str.
50-375 Wroclaw, Poland

rrjuszcz@cyf-kr.edu.pl

The aim of the present work was to study the effect of
acetylation on some physicochemical properties of cassava
starch. Stabilization of starch structure by acetyl groups
increased paste clarity, water binding capacity and solubil-
ity. Whereas acetylation process decreased gelatinization
temperatures, paste viscosity and tendency to retrograda-
tion. On the grounds of obtained results, important correla-
tion between acetyl content and some physicochemical
properties were observed.

POLYPHENOLIC-POLYSACCHARIDE
CONJUGATES WITH ANTICOAGULANT
ACTIVITY FROM AGRIMONIA EUPATORIA (L.):
CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE
COMPOUNDS SEPARATED WITH
ANION-EXCHANGE CHROMATOGRAPHY

MARTA TSIRIGOTIS-WOLOSZCZAK?, IZABELA
PAWLACZYK™", WITOLD PILECKI",
and ROMAN GANCARZ™®

“ Division of Medicinal Chemistry and Microbiology, Wro-
ctaw University of Technology, ul. Lukasiewicza 2, 50-371
Wroclaw, Poland, ” Regional Specialist Hospital in Wro-
ctaw, Research and Development Centre, ul.
Kamienskiego 73a, 51-124 Wroctaw, Poland,

¢ Departament of Pathophysiology, Wroctaw Medical Uni-
versity, ul. K. Marcinkowskiego 1, 50-368 Wroctaw,
Poland

marta.tsirigotis-woloszczak@pwr.wroc.pl

Polyphenolic-polysaccharide conjugates from Agri-
monia eupatoria L. were analyzed with anion-exchange
chromatography, DEAE type, by step-wise elution, with
NaCl solutions at different concentrations (0.05—-1.2 M).
The in vitro anticoagulant activities of the separated frac-
tions were tested on human blood plasma by aPTT, PT and
TT tests. The chemical characterization of the separated
compounds was done with different colorimetric methods.

901

Polysacharidy 2010

This work is supported by European Regional Devel-
opment Fund and the Polish Government (Operational
Programme Innovative Economy 2007-2013) under the
grant “WROVASC — Integrated Cardiovascular Centre”.

INFLUENCE OF SUGAR BEET PECTIN
ON EMULSIFYING PROPERTIES
OF WHEY PROTEINS

RENATA KpVAéOVA*, MIROSLAVA
MIHULOVA, MARCELA SIRMEROVA,
and JIRI STETINA

Institute of Chemical Technology in Prague, Technickd 5,
166 28 Prague 6, Czech Republic
renata.kovacova@vscht.cz

Whey proteins are being used in many colloidal food
products to increase viscosity, to form gels, to stabilise
emulsions or foams, or as water-binding agents, however,
they are susceptible to aggregate under acid condition and
heat treatment. Pectin is able to stabilise dairy proteins at
these conditions, but stabilisation is strongly influenced by
pectin structure. Sugar beet pectin can be interesting for
application because it has different structure in comparison
with citrus and apple pectin. In this study, the influence of
medium pH and temperature on sugar beet pectin-whey
protein complex was evaluated by measurement of hydro-
dynamic diameter and surface electrical potential of com-
plex particles. It was observed, that sugar beet pectin pre-
vent both pure B-lactoglobulin and whey sample aggrega-
tion successfully at these conditions. Further, influence of
beet pectin on emulsifying properties of whey protein was
evaluated. The model oil-in-water emulsions (10% w/w oil
content) from reconstituted whey at pH 3 and pH 7 with
and without pectin addition were prepared. It was observed
that addition of beet pectin slightly increased size of oil
droplets (from 7.9 to 12.2 um), but significantly improved
emulsion stability. However, pectin addition significantly
impaired emulsion ability of whey proteins at pH 3, be-
cause of significant increasing of oil droplet size (from 8.9
to 37.6 um).

This work was supported by financial support from
specific university research (MSMT no. 21/2010) and by
funding of Ministry of FEducation, Youth and Sports
(MSM 6046137305).
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