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doi: 10.5219/137
MORPHOLOGY AND SENSORY EVALUATION OF TRADITIONAL PRODUCTS
FROM DIFFERENT LANDRACES OF PUMPKIN (CUCURBITA SPP.)

Jan Brindza, Vladimir Vietoris, Lucia Kucelova, Maria Fil, Radovan Ostrovsky, Eva Gondova

ABSTRACT

The goal of study was analysis of morphological characteristics and organoleptic attributes of traditional food products from
the pulp of regional varieties of pumpkin (Cucurbita spp.). For experimental purposes we used a landrace from Ukraine (A)
and 5 landraces from Serbia (B, C, D, E and F). For the fruit of all landraces were determined by the average weight of
fetuses in the range 1025.0 g (F) - 7680.0 g (B), stem weight 3.35 g (F) - 25 g (B), pulp weight 668.15 g (F) - 6351.10 g (B),
placental weight of 90.47 g (E) - 515.50 g (B), seed weight 44.55 g (F) - 277.80 g (B) and mass exocarp 124.20 g (E) -
471.70 g (B). The dry matter content of flesh were determined in the range 7.8 to 11.6 %. The total weight of the fruit pulp
was determined by weight in the range of 65.19 up to 88.50 % and the proportion of seed weight in the range of 1.65 to 6.58
%. Differences between genotypes were determined by the texture attributes of dry pulp of selected landraces using an
electron microscope. For the sensory evaluation by traditional technology, we drafted three food products from the pulp of
each landraces and mash, roast flesh, and baked rolls (traditional name strudel). All products have been heat-treated by
boiling (slurry at 100 °C) and baked at 200 °C. Organoleptic evaluation of samples, we identified significant differences
between rated landrace in perceptions of color, texture, consistency, hardness, juiciness, flavor, aftertaste, swallowed,
sweetness, acidity, smell and overall impression. Experimental results of morphological analysis, we evaluated the
descriptive statistics and the relationship between the characters were determined by linear correlations. Sensory analysis
were evaluated by scaling and ranking methods. In general, we identified the best organoleptic properties in the landraces
originating from Serbia (C). The results confirmed significant differences between test landrace in morphological and
organoleptic characteristics.

Keywords: pumpkin, sensory analysis, economic value, morphology

UVOoD

Tekvice (Cucurbita spp. L.) st plodiny starého ale aj
nového sveta. V sucasnosti su jej druhy rozsirené po celej
zemeguli (Jeffrey, 1990). Dokazuju to mnohé kolekcie
genetickych zdrojov uchovavané v génovych bankach
v mnohych krajinach sveta (KFistkova et al., 2003).
Rézne druhy tekvic maju vo svete dlhi tradiciu pestovania
a vSestranné vyuzivanie ako zelenina, krmoviny, lieCivé a
okrasné rastliny, olejniny, suroviny pre rozne
potravinarske, farmaceutické a kozmetické  vyrobky,

podlhovastého, alebo iného nezvycajné¢ho tvaru. Velkost
plodov sa urcuje hmotnostou plodov. Je zavisla od odrody
a dosahuje okolo 30 — 40 kg. Niektoré odrody dosahuju 40
— 60 kg a aj viac (Cervenka, Dostal, 1992; Fulop et. al.,
1997). Duzina plodov je bielej, krémovej az Zltej alebo
svetlo oranzovej farby (Saade, Hernandez, 1994)
s velkym pocétom semien, ktoré si najcennejSou cast'ou
plodov.

V stcasnosti sa tekvice vyuzivaji okrem potravinarstva
aj pre lieCebné ucely. Tekvicové semena a tekvicovy olej
sa vyuZzivaju pri lieCeni roznych bolesti mocovych ciest,

spotrebné predmety, bioenergetiku a d’alSie vyuzitie
(Bavec, 2002; Aleknaviciene et al., 2009; Hassan et al.,
2009). Medzinarodna organizacia FAO odhaduje, Zze
z hladiska celosvetového pestovania druhov patria tekvice
v produkcii na 10. miesto. Podla statistiky FAO
(FAOSTAT) sa v roku 2002 evidovala produkcia vsetkych
druhov tekvic v objeme okolo 17,7 mil. ton z 1,4 miliona
hektarov. Medzi najvyznamnejsich producentov patri Cina
(4 mil. ton), India (3,5 mil. t), Ukrajina (0,9 mil. t) a USA
(750 tis t.) a niektoré africké krajiny (Bisognin, 2002).

V obdobi druhej svetovej vojny ako aj v povojnovom
obdobi, sa na zaklade nedostatku potravy a tukov zacalo
pestovanie tekvice aj v mnohych krajindich Eurdpy
(Buchter-Weisbrodt, 2004).Tekvice vytvaraju plody —
bobule s priemerom 15 — 40 cm (Baranec et. al., 1998).
Vyznacujt sa variabilitou vo velkosti, tvare a vo farbe. Su
Casto bradaviénaté a zriedkakedy hladké s pevnou Supkou,
ktord postupom casu zdrevnatie. Pokozka je vo farbe
premenliva od svetlej po tmavo zelenu. Plody mozu byt
jednofarebné az Ciasto¢ne Skvrnité, popripade dvojfarebné
(Saade, Hernandez, 1994), bud’ okrtihleho,

obzvlast pri podrazdeniach mocového mechtra, pri
hypertrofii prostaty (Arioee, Omidbaigi, 2002; Sajbidor,
2005). V Thajsku skiimali u¢inok semena olejnej tekvice
ako doplnok na vylucovanie krystalikov kyseliny oxalovej

azlozenie moc¢u (Ngunboonsri et al, 1987).
LI Quanhong et al. (2005) skimali ucinky
hypoglykemickej latky — PBPP  (protein-bound

polysacharide from pumpkin fruits) nachadzajiucej sa v
tekvici. Zistili, ze rdézne davky PBPP moézu zvySovat
hladinu séroveho inzulinu, znizovat' hladinu glukézy v
krvi a zlepSovat’ toleranciu glukézy. Ogunlesi et al. (2010)
vo svojej Studii stanovili v tekviénych listoch obsah
vitaminu C vrozsahu od 129,39 — 171,29 mg.100"kg.
Extrakt z listov vykazuje protizapalové Gcinky. Preto sa
pouzivajii na liecbu artritidy arakoviny a ako krvné
tonikum.

Chemické zlozenie duziny tekvic Studovali aj ini autori
Fennema et al., 2004; Senser a Scherz, 1999; Guine et
al., 2010.
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MATERIAL A METODIKA

Ciel'om prace je urCenie hospodarskej hodnoty plodov
roznych krajovych odrod tekvice obycajnej aich
senzorickej  kvality z pripravenych potravin  podl'a
tradi¢nych receptov. Pre experimentalne ucely sme vybrali
6 krajovych odrod. Plody z piatich krajovych odrod sme
ziskali zo Srbska. V experimente sme ich oznacili ako B,
C, D, E aF. Plody z jednej krajovej odrody povodom
z Ukrajiny sme evidovali ako A. Na 5 plodoch z kazdej
odrody sme ur¢ili zakladné morfologické znaky ato
hmotnost’ plodu (g), hmotnost’ semena (g), hmotnost
placenty (g) ahmotnost duziny (g). Variabilitu
hodnotenych znakov sme wurcili opisnou Statistickou
charakteristikou stuborov. Zavislost medzi znakmi sme
vyhodnotili linedrnou korelacnou analyzou.

S pouzitim elektronového mikroskopu ZEISS EVO LS
15 sme zhodnotili textaru suchej duziny a cievne zvazky
vybranych krajovych odrdd.

Pre senzoricki analyzu sme pripravili 3 tradi¢né
vyrobky, ktoré pripravuju obyvatelia Srbska, Ukrajiny ako
aj na Slovensku z duziny tekvic ato pecenu duZinu,
tekvicovii kaSu azaviny (Stradle) s plnkou tekvicovej
duziny. Pre pecenie sme po odstraneni semien a placenty
z kazdej odrody nakrajali duzinu na mensie kusky, ktoré
sme bez pridania cukru ainych prisad piekli pri teplote
250 °C vdizke 25 minat. Kasu zduziny tekvic sme
pripravili rozmixovanim 500 g duziny z kazdej odrody.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Podra statistickych tdajov FAO sa rozne druhy tekvic
pestuju vo vsetkych krajinach sveta (FAOSTAT). V mengj
rozvinutych krajinach sa vyuzivaju takmer vsetky casti
rastliny hlavne pre potravinarske ucely. V rozvinutych
krajinach sa vyuziva hlavne semeno na extrakciu olejov
pre potravinarske ucéely (Buchter-Weisbrodt, 2004;
Brancucci, Bénziger, 2000).

Morfologicka charakteristika krajovych odréd tekvic

Pre komplexnejSie postdenie hospodarskej hodnoty
plodov krajovych odréd tekvic sme v prvom rade
zabezpecili ich morfologickti analyzu. Z vysledkov
tabulky 1 vyplyvaji znaéné rozdiely v hodnotenych
znakoch. Hmotnost’ plodov sme ur¢ili v rozsahu 1025,00 —
7680,00 g. Tento kvantitativny znak je vo vSeobecnosti
velmi variabilny. Preto ho nepovazujeme ani za

Kasu sme mierne osolili a varili 5 minit po dosiahnuti
100 °C. Na pripravu zavinu sme pouzili cesto zakupené
V potravinarskej  predajni.  Plnku  sme  pripravili
nastradhanim 700 g duziny. PInku sme nedochucovali aby
bolo mozné hodnotit’ pévodny pach, farbu a chut’ duziny
odréd vo vyrobku. Zavin sme piekli pri teplote 180 °C
v dizke 45 mintt. Vietky vzorky boli nasledne hodnotené
v senzorickom  laboratériu  na  InStitGte  ochrany
biodiverzity a biologickej bezpecnosti pri Slovenskej
pol'nohospodarskej univerzite v Nitre. Pre hodnotenie
znakov senzorickej kvality jednotlivych vyrobkov sme
vyvinuli deskriptory pre znaky: farba, pach, vnimanie
textary v ustach, Stavnatost, chut, dochut’ a celkovy
dojem. Na hodnotenie organoleptickej kvality tekvicovej
pasty a pecenej tekvice sme pouzili stupnicovi metodu —
bodovy test. Pre analyzu vzoriek zavinu s tekvicovou
pinkou sme pouzili poradovii metodu (ISO 8587:2006).
Senzorickia  analyzu  zabezpeCilo 12  zaskolenych
hodnotitelov. Vysledky hodnotitel'ov, ktoré nedosahovali
intervaly spolahlivosti (IS) v jednotlivych deskriptoroch
boli zo Statistickej analyzy vylucené. Rozdiely medzi
vzorkami ahodnotitelmi sme vyhodnotili pomocou
Statistického balika R (R Development Core Team, 2010)
so senzorickou nadstavbou SensomineR. Pre vizualizaciu
vysledkov sme vyuzili metdédu analyzy hlavnych
komponentov.

rozhodujtci, preto Ze hmotnost’ plodov tekvic zavisi od
roznych inych faktorov ako je spon vysadby
(Augustinovi¢ et al., 2006), aplikicie hnojiv a zavlah,
odrody a inych.

Pri hodnotenych odrodach sme uréili hribku duziny
vrozsahu 18,10 — 51,30 g. Hmotnost' semien sme ur€ili
vrozmedzi 44,55 - 277,80 g, hmotnost placenty
v rozmedzi 90,47 — 515,50 g, hmotnost’ duziny 668,15 —
6351,10 g ahmotnost exokarpu vrozmedzi 124,20 —
471,70 g (Tabulka 1). Zudajov tabulky 1 sucasne
vyplyva, Ze pri jednotlivych znakoch sme ur€ili rozny
stupenn variability znakov, ¢o dokumentuji hodnoty
variaénych koeficientov uréené v rozsahu 1,23 — 65,21 %.
Pri prevaznej vdcsine znakov sme vSak uréili stredny az
vel'mi vysoky stupen variability hodnotenych znakov.

Tabul’ka 1 Porovnanie odrdd tekvice obyc¢ajnej (Cucurbita pepo L.) vo vybranych morfometrickych znakoch

Znaky / krajové odrody A B C D E F
Celkova hmotnost plodu (g) | X | 2080,00 | 7680,00 | 2990,00 | 1295,43 | 1326,67 | 1025,00
V% | 16,25 - 8,99 22,60 32,30 42,08
Hribka duZiny (mm) X 18,10 51,30 33,65 33,47 22,19 22,98
V% | 13,68 - 6,35 19,71 25,24 44,17
Hmotnost’ semien (g) X 54,53 277,80 49,35 85,25 56,57 44 55
V% | 20,58 - 39,69 52,67 27,30 7,14
Hmotnost’ placenty (g) X 143,10 | 515,50 | 189,40 | 167,75 90,47 130,15
V% 4,12 - 1,57 65,21 39,86 33,30
Hmotnost’ duZiny (g) X | 1649,77 | 6351,10 | 2646,20 | 906,8 | 1038,67 | 668,15
V% | 20,79 - 1,23 16,95 35,37 46,68
Hmotnost’ exokarpu (g) X 204,00 | 471,70 | 192,95 | 128,35 | 124,20 | 164,30
V% | 24,29 - 7,37 6,01 23,74 34,09
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Brindza et al. (2011) pri $tudiu variability jednotlivych
Casti plodov tekvice olejnej urcili priemernti hmotnost’
plodov v rozsahu 1436,30 — 8680,90 g, placenty v rozsahu
107,90 — 553,80 g a hmotnost’ semien v rozsahu 33,40 —
647,00 g. Zo vzidjomného porovnania dosiahnutych
vysledkov z literarnymi poznatkami vyplyva znacna
zhoda.

Linearnou korelacnou analyzou sme sucasne urcili
vysoko preukaznii mieru linearnej zavislosti medzi
hmotnostou plodov (g) a hmotnostou placenty r = 0,63,

hmotnostou semien r = 0,48 a hmotnostou tisic semien
r = 0,50. Obdobné vysledky urcila pri $tadiu zavislosti
medzi znakmi aj Balatova et al. (2005).

Podiel jednotlivych casti plodov hodnotenych krajovych
odrod je uvedeny vtabulke 2. Z celkovej hmotnosti
plodov sme ur¢ili podiel hmotnosti semien v rozsahu
1,65 % (C) — 6,58 % (D), podiel hmotnosti placenty
vrozsahu 6,33 % (C) — 12,95 % (D), podiel hmotnosti
exokarpu v rozsahu 6,14 % (B) — 16,03 % (F) a podiel
duziny v rozsahu 69,99 % (D) — 88,50 % (C).

Tabul’ka 2 Porovnanie hodnotenych krajovych odrdd tekvice oby¢ajnej (Cucurbita pepo L.) v podiele hmotnosti
jednotlivych Casti plodov z celkovej hmotnosti plodov (celkova hmotnost’ plodu = 100 %)

Znaky / krajové odrody | A B C D E F

Semena 262 | 362 | 165 | 658 | 426 | 435
Placenta 6,88 | 6,71 | 6,33 | 1295 | 6,82 | 12,69
Duzina 79,38 | 82,70 | 88,50 | 69,99 | 78,29 | 65,19
Exokarp 981 | 614 | 6,45 | 991 | 9,36 | 16,03

Balatova et al. (2005) pri $tadiu tekvice olejnej uréili
z celkovej hmotnosti plodov podiel hmotnosti duziny
v rozsahu 87 — 90 %, placenty 6 — 10 % asemien 3 —
4 %. Dosiahnuté vysledky v nasej praci plne koreSponduju
s vysledkami uvedenych autorov, hoci sme v nasom stidiu
pouzili iné biologické objekty.

Pri hodnoteni plodov rdznych krajovych odrdéd tekvic
sme sucasne hodnotili aj obsah suSiny v jednotlivych
castiach. Vysledky z experimentalneho $tadia uvadzame
v tabulke 3. Z udajov vyplyva, ze vo vSeobecnosti sme

najvys$si obsah susiny stanovili pri stopkach plodov ato
v rozsahu 63,21 (F) — 87,47 % (B). Pomerne vyrovnany
obsah susiny sme ur¢ili v duzine ato v rozsahu 7,80 (D) —
11,60 % (B) ako aj v placente 30,67 (A) — 40,87 % (F). Pri
semenach sme urcili vyraznejsie rozdiely medzi krajovymi
odrodami, ¢o dokumentuje ureny rozsah 36,26 (C) —
65,10 % (A). Vyraznejsie rozdiely sme urcili aj v obsahu
susiny exokarpu a to v rozsahu 42,61 (C) — 61,40 % (F).
Obdobné hodnoty obsahu susiny urcila v prezentovanych
vysledkoch aj Balatova et al. (2005).

TabuPka 3 Porovnanie hodnotenych krajovych odrod tekvice obyc¢ajnej (Cucurbita pepo L.) v obsahu susiny jednotlivych
Casti plodov (%)

Znaky / krajové odrody A B C D E F
Stopka 78,94 | 87,47 | 82,22 | 64,06 | 69,32 | 63,21
Semena 65,10 | 61,18 | 36,26 | 42,65 | 41,46 | 42,12
Placenta 30,67 | 38,30 | 39,45 | 36,90 | 39,38 | 40,87
DuzZina 8,13 | 11,60 | 9,00 | 7,80 | 8,46 | 9,48
Exokarp 55,41 | 51,30 | 42,61 | 45,50 | 51,96 | 61,45
V dalsej Casti experimentalneho Studia sme porovnavali zdrojov  biologicky aktivnych apre ozdravovanie

hodnotené krajové odrody aj v textire suchej duziny
s pouzitim  elektronového  mikroskopu.  Z obrazovej
dokumentacie (obrazok 1) vyplyvaji uréité rozdiely medzi
dvoma porovnavanymi krajovymi odrodami z Ukrajiny
(A) aSrbska (C). Rozdiely sme ur¢ili aj pri cievnych
zvézkoch.

Duzinu z niektorych odréd vyuZzivaju obyvatelia aj
Vv eurépskych krajinach sporadicky na pripravu mnohych
tradicnych pokrmov. Zaradenie konzumacie tekvic
stravovania obyvatel'stva méze vyznamnou mierou rozsirit’
nielen sortiment jedal ale aj rozSirenie prijmu dalSich

organizmu velmi cennych komponentov. Tekvice ako
také, obsahuju vsak aj niektoré antinutricné komponenty
ato hlavne tanin (0,69 %), saponiny (0,56 %), trypsin
inhibitory (2,7 TIU/g), stachyoza (3,0 %) a rafindza
(0,8 %), ¢o potvrdzuje vo svojich vysledkoch Atuonwu a
Akobundu, 2010.

Medzi vyznamné faktory konzumacie kazdého produktu
alebo vyrobkov z produktov patri aj senzoricka kvalita.
Z toho dovodu sme zaradili do experimentalneho Stadia
zhodnotenie senzorickej kvality troch vyrobkov z réznych
odrod tekvice obycajne;.
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EHT =10.00 kV

Obrazok 1 Porovnanie textry suchej duziny (sd) a cievnych zvazkov (cz) krajovej odrody z Ukrajiny (A) a zo Srbska (C)
s aplikaciou elektronového mikroskopu pri roznom zvacseni. Foto: R. Ostrovsky 2011

Senzoricka kvalita pecenej duziny

Po stanoveni hospodarskej hodnoty sme vzorky duziny
krajovych odrod tepelne upravili apripravili na
organoleptické  hodnotenie. Po prevode dat do
elektronickej podoby sme vyuzili na analyzu multivaria¢nu
metodu stanovenia hlavnych komponentov. Pdvodna
variabilita datového suboru po spracovani 90 %, mnohi
autori (Naes, Brockhoff, Tomic, 2010) uvadzaju, Ze je to
dostatocné mnozstvo atakto spracované vysledky
reprezentuji data povodné. Obrazok 2 demonstruje
podobnost’ hodnotenych vzoriek. Pricom za najlepSiu
vzorku je povazovana hodnotitelmi vzorka C. Rozptyl
konfiden¢nej elipsy je relativne velky, €o znamend, Ze
posudena vzorka C bola hodnotend s vd¢Sou variabilitou
vysledkov ako vzorky A, B, C. Vzorky D a F sa hodnotené
S vys$§im rozptylom, ¢o opét’ mozno pozorovat zvicsenou

konfiden¢nou elipsou. Vseobecne boli vzorky D aF
hodnotené ako najhorSie, nevhodné na konzumaciu, so
silne neprijemnou dochut’ou.

Vzorka C vynikala najmid chutovym a texturalnym
profilom a patrila medzi lidrov aj pri hodnoteni ostatnych
atributov. Obrazok 2 poukazuje na podobnost’ vzoriek na
hladine vyznamnosti alfa = 0,05. V pripade, ze sa elipsy
prekryvajii, povazujeme ich za Statisticky preukazne
rovnaké. Identické vystupy prezentuje aj tabul’ka 4, kde su
zaznamenané  p-hodnoty  viacnadsobnych  porovnani
analyzovanych vzoriek tekvice prislusSnym Statistickym
testom. Biele polia tabulky znamenaju Statisticky
preukazny rozdiel medzi vzorkami na hladine vyznamnosti
alfa = 0,05 (senzoricka hladina).
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Obrazok 2 Determinacia rozdielov medzi vzorkami
peCenej duziny zréznych odrod tekvice obycajnej
(Cucurbita pepo L.) senzorickou analyzou s pouzitim
metddy hlavnych komponentov (PCA)
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Obrazok 3 Determinacia rozdielov medzi vzorkami
tekvicovej pasty zroznych odrod tekvice obycajnej
(Cucurbita pepo L.) senzorickou analyzou s pouzitim
metddy hlavnych komponentov (PCA)

Tabul’ka 4 Determinacia rozdielov medzi vzorkami pedenej duziny z roznych odrdd tekvice obyc¢ajnej (Cucurbita pepo L.)
podrla senzorickej analyzy s pouzitim Wilcoxonového testu (p-hodnoty

Rozdiely medzi vzorkami v jednotlivych deskriptoroch
uvadza tabulka 5. Zvyraznené hodnoty znamenaju
Statistické preukazne vysSiu kvalitu ako zvySok stiboru,
sivo zafarbené polia znamenaju preukazne nizSie hodnoty
na hladine senzorickej vyznamnosti. Vzorka C vynikala
Vv deskriptoroch  (textGra v ustach, chut, $tavnatost
a celkovy dojem). Vzorka E dominuje vo farebnosti no

Odrody tekvic F E D C B

A 0,00064 0,00037 0,03869 0,00765 0,52890
B 0,00149 0,00010 0,09749 0,00165

C 0,00028 4,739e-06 0,00172

D 0,14821 7,738e-07

E 6,303e-08

zaroven panel ur€il jej texturalne spravanie v ustach ako
preukazne horSie oproti ostatnym vzorkam. Farebne mdlé
sa javili vzorky D aF. Vzorka F bola vyhodnotena ako
najhorsia vzorka, nevhodna na pecenie. Pri hodnoteni sa
javila ako suchd (bola preukazne dokazanad znizena
Stavnatost’) a nedosahovala texturalne atriblty ostatnych
vzoriek.

TabuPka 5 Determinacia rozdielov v testovanych znakoch peéenej duziny z rdznych odrod tekvice obycajnej
(Cucurbita pepo L.) podl'a senzorického hodnotenia

Odrody A B C D E F

Farba 6,67 6,58 7,08 5,50 8,75 4,75
Vnimanie textury v ustach 6,58 6,83 8,00 6,58 5,42 5,33
Chut’ 5,58 4,58 6,75 4,33 4,50 4,58
Dochut’ 6,25 6,00 6,25 4,67 5,00 5,00
Stavnatost 6,50 5,92 6,42 5,17 5,67 3,83
Pach 5,92 6,00 6,33 5,17 5,58 4,58
Celkovy dojem 5,67 5,67 7,75 4,67 5,25 4,75

Senzoricka kvalita tekvicovej pasty.

Pre analyzu tekvicovej pasty sme pouzili bodovy test. Pri
vzorkach sme hodnotili farbu, pach, chut’, roztieratelnost,
uvolniovanie vody, huzevnatost, Stavnatost, prehitavost’
a dochut. Spracované data sme vyhodnotili prislusnou
Statistickou metéodou analyzy hlavnych komponentov.
Vysledky s prezentované na obrazku 3. V rozdielnom
sposobe tepelnej upravy duziny tekvice bola komisiou
ohodnotena vzorka C, ako Statisticky preukazne
najchutnejSia. Uvolnovala menej vody s optimalnou
roztieratenostou. Subor tvoria vzorky A, B, E, ktoré su

hodnotitel'mi vnimané ako rozdielne (Co potvrdzuju aj
konfindencné elipsy), no celkovy dojem sa javi ako
rovnaky (B a E). Vzorka D bola hodnotena ako najhorsia
a nedosahovala atributy ostatnych vzoriek. Vzorka F bola
z hodnotenia vylucena, pretoze nebolo mozné ju spracovat’
podla metodického postupu. Pri porovnani vysledkov
oboch bodovych testov, mozno konstatovat’, ze vzorka C
je vsledovanych deskriptoroch preukazne lepSia a je
vhodna na konzumaéciu ré6znou tepelnou upravou. Rozdiely
medzi vzorkami tekvicovej pasty zobrazuje tabul'ka 6.
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Tabul’ka 6 Determinacia rozdielov medzi vzorkami tekvicovej pasty z roznych odrdd tekvice obyc¢ajnej
(Cucurbita pepo L.) podl'a senzorickej analyzy s pouzitim Wilcoxonového testu (p-hodnoty)

Senzoricka kvalita tekvicového zavinu

Tekvicovy zavin sme hodnotili pomocou poradovej
metddy a vysledky nasledne spracovali neparametrickym
Friedmanovym testom. Pre jednotlivé deskriptory boli
vypocitané F, resp. F* hodnoty, ktoré sa nasledne
porovnali s tabul’kovou hodnotou (Tapb=10,81)
zodpovedajucej poctu vyrobkov a hodnotitel'ov. Vlastnosti
v ktorych senzoricky panel nezistil rozdiel st vzhlad

Odrody tekvic E D C B

A 0,00508 4,330e-05 | 4,108e-05 0,00278
B 0,08775 0,00312 0,00568

C 0,01917 0,00016

D 0,00038

(F=9,19), farba (F*=4,81), textGra (F*=5). Vlastnosti
v ktorych sa preferencie vzoriek preukazne liSili na
senzorickej hladine vyznamnosti si pach (F=18,57),
celkovy dojem (F*=22,47) a najma chut’ (F=30,1904). Vo
vSetkych pripadoch jednozna¢ne dominovali vzorky B, C
avzorka F bola aj v tomto teste hodnotena ako Statisticky
preukazne horsia.

Obrazok 4 Porovnanie vzoriek zavinov plnenych duzinou z réznych krajovych odrdd tekvice obycajnej (Cucurbita pepo

L.) hodnotenych senzorickou analyzou

Obrazok 5 Porovnanie vzoriek kase z duziny roznych krajovych odrod tekvice oby¢ajnej (Cucurbita pepo L.)
hodnotenych senzorickou analyzou
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ZAVER

V praci sme zhodnotili morfologické znaky plodov 6
krajovych odrod tekvice a organoleptické znaky 3
potravinovych vyrobkov pripravenych podla tradi¢nych
technoldgii a poznatkov z duziny tekvice (Cucurbita spp.).
Medzi testovanymi genotypmi sme urcili vyznamné
rozdiely v hodnotenych morfologickych znakoch ¢o
dokumentuji urcené rozsahy pre priemernii hmotnost’
plodov 1025,0 g (F) — 7680,0 g (B), hmotnost’ stopky
3,35 g (F) — 25 g (B), hmotnost’ duziny 668,15 g (F) —
6351,10 g (B), hmotnost’ placenty 90,47 g (E) — 515,50 g
(B), hmotnost’ semien 44,55 g (F) — 277,80 g (B)
a hmotnost’ exokarpu 124,20 g (E) — 471,70 g (B).

Vyznamné rozdiely medzi krajovymi odrodami sme
urCili aj v organoleptickych znakoch hodnotenych
vyrobkov. Vo vseobecnosti boli hodnotite'mi preferované
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EFFECT OF SODIUM PHOSPHATES ON SELECTED FOOD GRADE BACTERIA

Leona Buirikova, Eva Lorencovd, Dora Juréovd, Frantisek Buiika, Stanislav Kracmar

ABSTRACT

The aim of this study was to examine the inhibitory effect in vitro of selected sodium phosphates (under the corporate
names Hexa 68, Hexa 70, Trikrystal, FST, Pyro 52, KPS, Didi) on selected gram-positive and gram-negative bacteria.
Seven different concentrations of each phosphate were used. Sensitivity of the bacterial strains to phosphates was observed
in broth supplemented with salts. /n vitro was showed a negative effect of various phosphates on growth of selected gram-
positive bacteria. Orthophosphates and diphosphates (pyrophosphates) did not have significant inhibitory effect on tested
bacteria at neutral pH. With the exception of phosphate Trikrystal has not been found in vitro significant inhibitory effects

on gram-negative bacteria.

Keywords: gram-positive bacteria, gram-negative bacteria, sodium phosphate, antimicrobial effect

UvVoD

Antimikrobni uc€inek fosfore¢nani je chapan jako
pozitivni vedlejsi efekt aplikace téchto soli v potravinach.
Inhibiéni u€inky fosforecnanti jsou popisovany predev§im
u grampozitivnich  bakterii, né&kterych mikromycet
a kvasinek (Buiikova et al., 2008; Knabel et al., 1991;
Loessner et al.,, 1997). U grampozitivnich bakterii je
inhibicni efekt zavisly na délce fetézce (kondenza¢nim
stupni) fosforecnant. Fosfore¢nany s del$imi fetézci maji
lepsi inhibi¢ni ucinky nez fosforecnany s kratSimi fetézci
(Buiikova et al., 2008; Maier et al., 1999; Loessner et
al., 1997). Uvedena skutecnost souvisi se strukturou
bunééné stény a schopnosti zvlasté polyfosforecnant
vyvazovat dvojmocné kationty (vdpenaté a hofecnaté)
(Maier et al, 1999; Buiikka a Buikova, 2009).
Antibakterialni efekt je dan hlavné poruSenim integrity
bunécné stény, pricemz zaroven dochazi ke ztraté
osmoregulace a poruSeni selektivni  permeability
cytoplazmatické membrany. Toto pusobeni v koneéném
disledku  znamena snizeni metabolickych  funkci
vyplyvajicich z uniku substratti. Fosforecnanové soli
mohou rovnéz znemoznit kliceni spor nebo negativné
ovlivnit tvar a tvorbu septa pfi déleni bunék (napf.
u Bacillus cereus) (Matsuoka et al., 1995; Molins, 1991).
Antimikrobni ucinek fosforecnanii je do znac¢né miry
ovlivnén pH. Zména pH, kterd je indukovéna pridavkem
fosforenani, muze hrat roli pfi uplatnéni sekvestra¢ni
schopnosti.

S rostoucim pH roste i tvorba komplexi. Fosfore¢nany,
které vykazovaly alkalickou reakci v kultivacnim médiu,
maji vyss$i inhibi¢ni kapacitu. Nizka pH totiz zplsobuji
protonizaci vazebnych mist, ¢imz dochazi ke znatelnému
poklesu zadaného sekvestracniho ucinku (Molins, 1991;
Knabel et al, 1991). Inhibi¢ni G¢inek fosfore¢nanti muze
byt znehodnocen plisobenim zahfevu, ktery vyvolava
jejich hydrolyzu. Rovnéz nckteré bakterie disponuji
enzymy, které jsou schopny rozkladat fosforecnanové soli
(Molins, 1991). Syrové, tepelné¢ neupravené, potraviny
disponuji  aktivni fosfatazou schopnou  $tépit
polyfosfore¢nany na niz§i jednotky a zbavovat je tak
sekvestracnich ucinkt. Zahfevem dochazi k jeji inaktivaci.
Proto je pro zachovani a maximalizaci inhibi¢niho u¢inku
fosfore¢nanovych soli doporu¢ovan ihned po jejich ptidani
do potravinového vyrobku tepelny zahtev (Knabel et al.
1991).

Kromé sledovani vlivu polyfosfore¢nanti na rist
mikroorganizmti v laboratornich podminkach byly také
studovany jejich ucinky na mikroorganizmy v realnych
potravinach. Molins et al. (1985) zjistili, ze piidavek
fosforeCnani muze snizit pocet bakterii Clostridium
sporogenes na skladovanych masnych vyrobcich.
V literatufe jsou rovnéz popisovany inhibi¢ni ucinky
polyfosfore¢nanti na bakterie, které mohou zpisobit kazeni
mlécnych potravin, zejména roztiratelnych syrovych
vyrobkil. Pfidavek polyfosfore¢nani u téchto vyrobki
mize zpomalit nebo zabranit ristu nezadoucich bakterii
tvoricich spory (zejména klostridii), které se mohou
podilet na kazeni téchto vyrobkd tvorbou plynu, kyseliny
maselné nebo produkci toxinti (Borch a Lycken, 2007;
Briozzo et al., 1983; Eckner et al., 1994; Loessner et al.,
1997; Varga, 2005).

Cilem prace bylo v podminkach in vitro popsat inhibi¢ni
vliv sedmi fosfore¢nanti v rizném kondenza¢nim stupni
na vybrané potravinai'sky vyznamné bakterie.

MATERIAL A METODY

Pro dosazeni cili této prace byly vyuzity nasledujici
kmeny bakterii ziskané z Ceské sbirky mikroorganizmii:
Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis subsp. subtilis
CCM 2216, Citrobacter freundii CCM 7187, Enterococcus
faecalis CCM 4224, Escherichia coli CCM 3954,
Micrococcus luteus CCM 732, Proteus mirabilis CCM
7188, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Enteritidis CCM 4420,
Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953.
Pro pfipravu bakteridlni suspenze pro inokulaci
k vlastnimu  stanoveni inhibi¢nich ucinkd danych
fosforeCnanovych soli bylo pouzito masopeptonového
bujonu (MPB). Kultivace probihala pii 30 £ 1 °C po dobu
24 hodin.
Za ucelem zjisténi inhibic¢nich ucinkl 7 fosforecnanovych
soli  (polyfosforecnany Hexa 68 a Hexa 70,
tripolyfosfore¢nan FST, pyrofosfore¢nany Pyro 52 a KPS,
ortofosfore¢nany Didi a Trikrystal) byly pfipraveny jejich
10% (w/v) roztoky, které byly vysterilizovany filtraci.
Fosforecnanové soli byly ziskany z Fosfa a.s., Bfeclav-
Postorna.
Pro zjisténi senzitivity jednotlivych bakteridlnich kment
bylo vyuzito deviti koncentraci kazdé soli (0,1; 0,2; 0,3;
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0,4; 0,5; 0,6; 0,75; 1,0; 2,0% w/v). Pfipravena kultiva¢ni
média s riznou koncentraci fosforecnanti byla davkovana
v mnozstvi 200 pl do mikrotitracni desticky a zaoCkovana
5 wl suspenze bakterii. Jako pozitivni kontrola poslouzilo
kultivaéni médium bez fosfore¢nand, negativni kontrola
byla tvofena pouze pfipravenym MPB s fosfore¢nany bez
bakterialni suspenze.

Testované bakterie byly kultivovany pfi pokojové teploté
(25 £ 1 °C) za protiepavani po dobu 24 hodin. Bakteridlni
nartist, resp. zména optické hustoty, byla métfena
na pfistroji TECAN Sunrise TW/TC pii vinové délce
600 nm ve 30 minutovych intervalech. Z naméfenych
hodnot optické hustoty byl vypocitan primér a poté byly
sestrojeny rustové kiivky (zavislost optické hustoty
na Case). Sestrojené kiivky byly vyuzity ke zjistovani
rustovych konstant.

VYSLEDKY A DISKUSE
V experimentu byly provedeny testy na sledovani
inhibi¢nich  G¢inkd  sedmi  fosfore¢nanovych  soli

v podminkach in vitro u péti grampozitivnich (Bacillus
cereus, B. subtilis, S. aureus, M. luteus a E. faecalis) a péti
gramnegativnich bakterii (E. coli, S. enterica, P. mirabilis,
C. freundii a P. aeruginosa) a to tak, Ze byl sledovan jejich
rist po dobu 24 hodin. Testované grampozitivni a
gramnegativni bakterie byly vybrany tak, aby zahrnovaly
bakterie, které mohou byt kontaminanty potravinaiskych
provozii a potravin, popi. bakterie, které mohou
zpisobovat onemocnéni z potravin.

Pokud porovname ucinky jednotlivych fosfore¢nant
na B. cereus CCM 2010 a B. subtilis CCM 2216, je
zfejmé, ze nejvyssi inhibicni efekt mély soli Hexa 68 a
Hexa 70. Duvodem je pravdépodobné vysoky stupen
kondenzace téchto soli. Delsi fetézec fosforecnanovych
soli disponuje zesilenou schopnosti vyvazovat divalentni
kationty kovi a narusit tak integritu bunécnych stén Ci
membran nebo zasdhnout do metabolizmu bakterii
(Molins, 1991). M. luteus CCM 732 se jevil jako velmi
citlivy na pfitomnost polyfosfore¢nantt Hexa 68 a Hexa

70, kdy jiz od 0,3% koncentrace byl spolehlivé znemoznén
jakykoliv nardst. Stejného uGcinku bylo dosazeno i u soli
Pyro 52 (od 0,4 %). Soli Hexa 68, Pyro 52 a Trikrystal
od 0,5% obsahu vytvofily nevhodné podminky pro rozvoj
S. aureus CCM 3953 (obr. 1). FST znemoznil déleni
bakterie pii koncentracich 0,75 % a vyssich. Vysledky
pyrofosfore¢nanu se shoduji s jednim ze zdroji, kdy se
MIC S. aureus pohybuje okolo 0,5 % (Matsuoka et al.,
1995).

V tabulce 1 jsou shrnuty inhibi¢ni ucinky testovanych

fosforecnanii na vybrané grampozitivni a gramnegativni
bakterie. Vysledky jsou vyjadieny ve formé minimalnich
které zcela zastavily rist testovanych bakterii.
Stl Trikrystal svou pfitomnosti posouvala pH kultiva¢niho
prostiedi do silné alkalické oblasti (pH ~ 11). Ze vSech
fosforeCnanti pusobila v podminkach in vitro nejvice
inhibicné, a to na 9 z 10 testovanych bakterii. Vliv zmény
pH v souvislosti s ptisobenim alkalického fosforec¢nanu byl
jiz zkouman u bakterie Salmonella Enteritidis, kdy byl
zaznamenan vysoky ucinek dané soli od 1,5% obsahu
v kultivacnim prostiedi (Sampathkumar et al. 2003).
Nicméné v potravinach lze tuto sl pouzit az po nasledné
upravé pH a lze tedy ocekavat vyraznéjsi snizeni
inhibi¢nich G¢inkd. Tuto hypotézu potvrzuji i antimikrobni
ucinky soli Didi, ktera je stejné jako Trikrystal
ortofosfore¢nan. Po ptidavku soli Didi do kultiva¢niho
média se pH pohybovalo v rozsahu neutralnich hodnot a
tato stil tak nezpusobila striktni inhibici ani pfi nejvyssim
aplikovaném mnozstvi. Lze se tedy domnivat, ze neutralni
¢i mimé zasadité pH (okolo pH 7,5) nepodpoii tolik
komplexotvornou schopnost fosfore¢nanti jako silné
alkalické prostiedi a inhibi¢ni efekt daného fosfore¢nanu.
Obdobné pH jako Didi vytvarela v kultivaénim médiu i sul
FST. FST ma vsak delsi fetézec, ktery mohl u vétsiny
grampozitivnich bakterii zptsobit podstatné vyssi inhibici
nez u fosforeCnanu tvofeného jednou monomerni
jednotkou.

Tabulka 1: Minimalni inhibi¢ni koncentrace fosforecnanovych soli u testovanych grampozitivnich a gramnegativnich

bakterii
MIC pro danou sil [%]
HEXA | HEXA PYRO TRI

Sledovana bakterie 68 70 52 KRYSTAL FST KPS DIDI

Micrococcus luteus 0,20% |0,40% 0,40% 0,50% 0,30% >2.00% >2.00%
Staphylococcus aureus 0,50% |1,0% 0,50% 0,50% 0,75% >2.00% >2.00%
Enterococcus faecalis 2,00% |>2,00% |2,00% 1,00% 2,00% 2,00% >2.00%
Bacillus cereus 0,40% |0,30% 2,00% >2.00% 2,00% >2.00% >2.00%
Bacillus subtilis 0,50% |0,50% 2,00% 2,00% >2.00% >2.00% >2.00%
Escherichia coli >2.00% | 2,00% 2,00% 0,30% >2.00% >2.00% >2.00%
Salmonella enterica >2.00% | >2,00% | 2,00% 0,30% >2.00% >2.00% >2.00%
Proteus mirabilis >2.00% | >2,00% |>2,00% |0,40% >2.00% >2.00% >2.00%
Citrobacter freundii >2.00% | >2,00% |>2,00% |0,75% >2.00% >2.00% >2.00%
Pseudomonas aeruginosa >2.00% | >2,00% | >2,00% 0,50% >2.00% >2.00% >2.00%
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Obrazek 1 Vliv testovanych fosforecnanovych soli na rist Staphylococcus aureus CCM 3953

Soli Didi a KPS u podstatné vétSiny testovanych
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii nezptsobily
zadny vyznamnéjsi pokles rustu. Vyjimkou byl E. faecalis
CCM 4224, kdy 2% koncentrace KPS v ristovém

prostfedi zabranila jakémukoliv projevu mikrobialni
aktivity této bakteriee. U ostatnich sledovanych
grampozitivnich  bakterii doSlo pfi této nejvyssi

koncentraci k prodlouzeni doby lag faze a snizeni
maximalni hodnoty riistu. Divodem je ziejmé pH, kdy

alkalické hodnoty kultivacniho prostfedi vyznamné zvysuji
komplexotvornou schopnost fosfore¢nant (Molins, 1991;
Knabel et al., 1991). Polyfosforecnany Hexa 68 a Hexa 70
velmi casto efektivné potlacovaly rast u vybranych
grampozitivnich bakterii pfi koncentracich do 1%. Vétsina
sledovanych  gramnegativnich  bakterii ~ vyznamngji
reagovala na pritomnost téchto soli az pfi nejvyssSich
zkoumanych koncentracich (2%), a to vétSinou pouze
zpomalenim rtstu, uplné inhibice dosaZeno nebylo.
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Je nutné podotknout, Zze vyvozené zavéry plati
pro modelové podminky in vitro. Zvlast¢ pH potravin,
do kterych jsou fosfore¢nany pfidavany, muze vyznamné
ovlivnit antimikrobni piisobeni fosfore¢nant.

ZAVER
V podminkach in vitro bylo prokazano negativni
pusobeni sledovanych fosfore¢nani v rizném

kondenzaénim stupni na rdstové chovani vybranych
bakterii. Vyjimkou byly soli KPS a DIDI, které¢ se

projevily jako nejméné ucinné.
Vyrazné citlivéjsi k pfitomnosti fosforecnanovych soli
byly grampozitivni  bakterie.  Inhibiéni  pdsobeni

fosforecnanovych soli nespociva jen v délce fetézce, ale
zavisi také na pH.
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MICROBIAL BIOFILMS PRODUCED BY PSEUDOMONAS FLUORESCENS ON

SOLID SURFACES

Jozef Capla, Peter Zajic, Jozef Golian, Pavol Bajzik, Lucia Zeleiidkovd, Viadimir Vietoris, Dagmar
Kozelova

ABSTRACT

A biofilm is a complex aggregation of microorganisms growing on a solid substrate. Biofilms are characterized by
structural heterogeneity, genetic diversity, complex community interactions, and an extracellular matrix of polymeric
substances. The experimental part was focused on the adhesion of bacterial cells under static conditions and testing the
effectiveness of disinfectants on created biofilm. In laboratory conditions we prepared and formed the bacterial biofilms
Pseudomonas fluorescens in the four test surfaces of stainless steel, glass and plastic materials - PE (polyethylene) and
EPDM (ethylene propylene diene monomer). Over the next 72 hours and 72 hours were observed numbers of adhesion
bacterial cells of P. fluorescens on solid surfaces of tested materials. The highest values adhesion cells reached P.
fluorescens cells after 72 hours of cultivation on plastic surfaces, where was increased in adhesion bacterial cells for EPDM
in the values of 10° CFU/cm® and for PE up to 10° CFU/cm®. The subsequent repeated 72-hour cultivation P. fluorescens

was an increase (growth) in the number of adhesion bacterial cells to all tested surfaces.

Keywords: biofilm, microbial attachment, Pseudomonas fluorescens.

UvoD

Biofilm je definovany ako matrica uzatvorena
bakterialnou populaciou adherovanou na povrchu alebo na
sebe navzajom (Genigeorgis a Sofos, 1995, Marshall,
1992). Biofilmy sa vyznaCuji  charakteristickymi
biochemickymi a biologickymi vlastnostami, odliSnymi
fyzikalnymi a fyzikalno-chemickymi vlastnostami
(Harrison et al., 2008). Biofilmy mozu byt vytvorené
vSetkymi typmi mikroorganizmov, vratane kazenie
sposobujucich a patogénnych mikroorganizmov za
vhodnych podmienok (Nivens et al., 1995). Niektoré
baktérie maji vysSiu tendenciu vytvorit Dbiofilm.
NajbeznejSie z nich sa Pseudomonas, Enterobacter,
Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus a Bacillus
(Genigeorgis a Sofos, 1995, Mattila-Sandholm a
Wirtanen, 1992). K tvorbe biofilmu dochadza takmer na
vSetkych materidloch, povrchoch a akomkol'vek prostredi
bohatom na Zziviny, kde si pritomné Zzivotaschopné
mikroorganizmy a biofilm predstavuje tak problém
i v oblastiach potravinarskeho priemyslu (Lee Wong,
1998). P. fluorescens je znamy ako modelovy organizmus
pre skimanie tvorby biofilmu, pretoze bolo preukazané, ze
vytvara mikrobidlny biofilm na rbéznych povrchoch
(Carpentier a Chassaing, 2004).

MATERIAL A METODIKA

K priprave biofilmu sme pouzili mikroorganizmus
Pseudomonas fluorescens (CCM 7141, Ceska zbierka
mikroorganizmov). Na experimenty sme vybrali materialy
vo forme platniCiek z nerezovej ocele - STN 17 240, 17
241 W Nr. 14301 AISI 304, zpolyetylénu - PE,
laboratorneho skla (mikroskopické podlozné sklo) a
z etylén propylén dién monoméru - EPDM.

Na pripravu Standardizovanej suspenzie
mikroorganizmu bola pouzita Cistd kultira modelovej
baktérie P. fluorescens. Pripravena kultara bola
kultivovand 24 h na trepacke o frekvencii 130.min" pri
laboratornej teplote 22 — 25 °C. Pripravena suspenzia

baktérii bola zriedenad sterilnym bujénom tak, aby ich
hodnota ODg;5 sa rovnala 0,32 ¢o zodpoveda poctu 10®
KTJ.cm®. Testované povrchy boli umiestnené do
sklenenej vanicky a zaliate §tandardizovanou suspenziou
tak, aby wvmnej boli ponorené. Inkubacia prebichala
priteplote 25 °C po dobu 3, 24 a 72 h za obcasného
premiesavania. Povrchy boli potom zroztoku vybraté a
premyté sterilnym fyziologickym roztokom fosfatového
pufra (PBS pH 7,4), aby sa odstranili nezadrzané bunky.
Nasledne boli povrchy po 72 h kultivacii oplachnuté
pradom sterilnej vody, zaliate pripravenou
Standardizovanou suspenziou a kultivované opat’ d’alsich
72 hodin.

Utinnost’ sterovej metédy a nasledného uvoltiovania
zachytenych bakterialnych buniek ztampoénu do roztoku
(pocas pretrepavania pomocou vortexu) bola porovnavana
s metodou vyuzivajicou kombinované pdsobenie vortexu
a ultrazvuku. Testované povrchy po
3 a24 h kultivacii pri teplote 25 °C boli umyté roztokom
fosfatového pufra a spracované sterovou metédou. Cast
tamponu so zotretymi bakteridlnymi bunkami bola po
pouziti vortexu vlozend na 3 minuty do ultrazvukového
kupela. Rozdiely v pocte prezivajucich zivotaschopnych
mikroorganizmov boli vyhodnotené kultivaciou na zivnom
médiu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na obrazku 1 je mozné vidiet, Ze pocet adherovanych
bakteridlnych buniek P. fluorescens presiahol uz po 3 h
10°KTJ.cm™ u troch testovanych materialoch z nerezovej
ocele, skla, EPDM auPE sme dosiahli hodnoty az
1,3.10* KTJ.cm™.

Najlepsie sa P. fluorescens adheroval na materialy z PE
a EPDM, kde pocas 72 h adhézie doSlo k narastu
adherovanych bakterialnych buniek u EPDM na hodnotu
10° KTJl.em® auPE az na hodnotu 10° KTJ.cm
2, Vynimku tvorili testované povrchy znerezovej ocele,
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Adhézia baktérii Pseudomonas fluorescens na povrchoch z nerezovej oceli, skla, —— Nerezovy ocel
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Obrazok 1 Adhézia baktérii P. fluorescens na povrchoch z nerezovej ocele, skla, PE a EPDM po 72 hodinovej
kultivacii

kde bol najvacsi narast po 6 h adhézie, potom zacal rast
stagnovat a zostal priblizne rovnaky.

Po 72 h adhézii mézeme uvsetkych testovanych
povrchoch hovorit’ o vzniku bakterialneho biofilmu.

Na obrazku 2 je mozné vidiet, Ze sa adherovali bunky po
72 h kultivacie a naslednej opakovanej kultivacii d’alsich
72 h. Pocet adherovanych bakteridlnych buniek P.
fluorescens na povrchoch z PE a EPDM presiahol rast po
opakovanej 72 h kultivacii u EPDM hodnotu
10" auPE hodnotu 10° adherovanych bakterialnych
buniek na cm™. Po&et adherovanych bakteridlnych buniek
na povrchoch z nerezu, skla, EPDM a PE postupne stapal
amobzeme predpokladat’, Zze pri naslednych opakovanych
kultivaciach doslo k rozmnozeniu bakterialnych buniek
biofilmu.

u ostatnych testovanych povrchoch a v priebehu oplachu
po kultivacii s pridavkom  zivného média doslo
k odplaveniu

buniek zpovrchu.  Biologické mechanizmy ako je
napriklad pritomnost’ adhéznych molekil na povrchu
buniek by mohli byt hlavnym faktorom v procese
mikrobialnej adhézie a tvorby biofilmu (Doyle, 2000).
Podl'a Pasmore et al. (2002) pritazlivost medzi baktériou
a povrchom ma doéleziti ulohu v schopnosti odstranit
biofilm z povrchu. Podl'a viacerych autorov (Liu et al.,
2007), bakterialny rast a Zzivotaschopnost ovplyviluje
schopnost’ buniek adherovat’ na abiotické povrchy.
Suhlasime so zisteniami autorov Mosteller a Bishop
(1993), ktori uviedli, ze typ a druh kultivaného média
rovnako ako koncentracia mikroorganizmov su faktory,

Adhézia baktérii Pseudomonas fluorescens na povrchoch z nerezovej oceli, skla, PE a —— Nerezovg ocel
EPDM po 72 h a naslednej opakovanej 72 h kultivacie
—a— |aboratome sklo
1,00E+08
. 1,00E+07 EFPDM
£ 1,00E+06
£ 1,00E+05 | 2
£ 1,00E+04 - —— Logaritmicky (laboratéme
£ sklo)
5 1,00E+03 G . ]
—Logantmicky (nerezova ocel)
§ 1,00E+02
" 1,00E+01 - Logaritmicky (EP D)
1,00E+00 —— o
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Obréazok 2 Adhézia baktérii P. fluorescens na povrchoch z nerezovej ocele, skla, PE a EPDM po 72 h kultivacie
a naslednej opakovanej 72 h kultivacii

Najmensi narast uz adherovanych bakterialnych buniek je
spozorovany na sklenenom povrchu, kde po 3 h u
opakovanej 72 h kultivacii bola hodnota adherovanych
bakteridlnych buniek 2,9.10° KTJ.cm™, po $est hodinovej
opakovanej kultivacii bola hodnota adherovanych buniek
9,3.10° KTJ.cm™ ana konci opakovanej 72 h kultivacie
bola hodnota adherovanych buniek 9,8.10* KTJ.cm™.
Mobzeme  predpokladat, ze v priebehu naslednej
opakovanej kultivacie sice doSlo krastu adherovanych
bakterialnych buniek, ale vdzba nebola natol’ko pevna ako

ktoré m6zu mat’ vplyv na proces adhézie mikrobiadlnych
buniek na povrchy, preto sme na zabezpecenie adhézie
bakteridlneho druhu P. fluorescens starostlivo vybrali
zivné médium selektivny agar pre pseudomonady a taktiez
stihlasime s autormi

Vadillo-Rodriguez et al. (2004), ktori uviedli ze pri
tvorbe mikrobidlneho biofilmu musi byt pocet
adherovanych buniek v intervale od 10° alebo az 10°
KTJ.cm?, pricom v naSom experimente sme zvolili
pociato¢nu hodnotu bakteridlnej suspenzie aplikovanej na
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Obrazok 3 Uvol'novanie bakterialnych buniek P. fluorescens z vatovych tamponov po pdsobeni vortexu a po pdsobeni
kombinacie vortexu a ultrazvuku (U — ultrazvuk)

testované povrchy 10® KTJ.cm™. Autori d’alej uvadzaju, ze
nizsie hodnoty ako 10° iba indikujii adhéziu mikrobialnych
buniek. Dolezity pozorovany ukazovatel, ktory sme zistili
v naSom experimente pri produkcii zna¢ného mnozstva
exopolysacharidove] matrice buniek P. fluorescens na
testovanych povrchoch zo skla, nerezovej ocele, gumy a
plastu je obdobny poznatkom, ktori potvrdili Tsuneda et
al. (2003), produkciou zna¢ného mnozstva
exopolysacharidovej matrice buniek S. aureus rasticich na
povrchoch zo skla, z nerezovej ocele az plastovych
materialov.

Autori poukézali na to, ze prilnavost heterotrofnej
baktérie izolovanej z povrchov bola inhibovana
elektrostatickou interakciou, ¢o ma relevantny vyznam,
pretoze takouto interakciou st ovplyvnené fyzikalno-
chemické vlastnosti povrchu ako napriklad naboj,
hydrofébne a polymérne vlastnosti. Na obr. 3 je vidiet’ je
vidiet uvolfiovanie bakteridlnych buniek P. fluorescens
z vatovych tampoénov po pdsobeni vortexu a po pdsobeni
kombinacie vortexu aultrazvuku. Pocty uvolnenych
bakterialnych buniek P. fluorescens pomocou vortexu
koresponduju s poétami bakterialnych buniek uvolnenych
kombinaciou vortexu a ultrazvuku, ¢o znamena Ze rozdiely
medzi poc¢tami uvolnenych buniek si minimalne. Vatové
tampony pouzivané na odber sterov z povrchov by mali
byt schopné udrzat Zivotaschopnost'  pritomnych
mikroorganizmov atampén by mal umoznit uvolnenie
dostatocnej reprezentativnej Casti vzorky materidlu
a zachovanie integrity nukleovych kyselin pre ucinné
testovanie (Drake et al., 2005, Osterblad et al., 2003,
Roelofsen et al., 1999). Vyuzitie ultrazvukového vlnenia
sa v mikrobiologii vyuziva pre uvolfhovanie, rozbijanie
buniek a bakterialnych kultar (Mott et al., 1998).

ZAVER

Sledovali sme vplyv Styroch réznych povrchov a casu ich
statického kontaktu s bakterialnou suspenziou na podiel
adherovanych bakteridlnych buniek. Preukdzala sa
relativne dobra schopnost’ adhézie bakterialnych buniek na
povrchy, priCom najlep$ie sa P. fluorescens adheroval na
materidly z PE a EPDM, kde pocas 72 h adhézie doslo

k narastu adherovanych bakteridlnych buniek u EPDM na
hodnoty 10°KTJ.cm™a u PE az na 10°KTJ.cm™. Vynimku
tvorili testované povrchy znerezovej ocele, kde bol
najvacsi narast po 6 hodinach adhézie, potom zacal rast
stagnovat’ azostal priblizne rovnaky. Mozno sa
domnievat’, ze nizSie pocty adherovanych bakteridlnych
buniek na povrchu z nerezovej ocele mohli byt spésobené
aj dosledkom pouzitej sterovej metddy, kde vzhladom
k drsnejsiemu povrchu materialu nemuseli byt zotreté
vSetky adherované bunky. Po 72 h adhézii mdzeme
u vSetkych testovanych povrchoch hovorit o vzniku
bakterialneho  biofilmu. Pri nasledne;j dalsej
72 h (144 h) kultivacii P. fluorescens doslo k zvyseniu
poc¢tu adherovanych bakteridlnych buniek na vsetkych
testovanych povrchoch vporovnani len so 72 h
kultivaciou. Analyzovanim porovnania vplyvu pdsobenia
vortexu a kombindcie vortexu a ultrazvuku na uvolfiovanie
bakterialnych ~ buniek  sme  potvrdili ~ vhodnost
a dostatocnost’ pouzitej metddy uvolnovania bakteridlnych
bunieck z odobratého steru pomocou vortexu, pretoze
rozdiely medzi oboma metdodami boli minimalne pri
analyzovani steru odobratych bakterialnych buniek
adherovanych pocas 3 a 24 hodin
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CHEMICAL STRUCTURE OF EUROPEAN BISON MUSCULUS LONGISSIMUS

DORSI AT DIFFERENT STAGES OF AGE
Peter Hascik, Miroslav Miiller, Adriana Pavelkovda, Miroslava Kacaniova, Juraj Cuboii, Emilia
Benczova, Marta Habdanova, Michal Mihok, Jozef Garlik

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the chemical composition of musculus longissimus dorsi muscle in European bison
(Bison bonasus) of the age 6, 9, 12 and 14 years. In m. longissimus dorsi water content was from 74.90 g (group until 6
years of age) until 75.70 g.100 g (group until 12 years of age). Non statistically significant differences (P>0.05) were
found between groups of age. In m. longissimus dorsi the protein content was statistically significant during aging (P>0.05)
of the European bison from 21.23 (group until 12 years of age) until 22.34 g.100 g (group until 14 years of age). The
protein content is comparable with the values of steers and bulls of different breeds of cattle feedlot and meat buffalo. The
m. longissimus dorsi fat content of European bison was represented from 1.26 g (group until 12 years of age) to 2.11 g.100
g-1 (group until 9 years of age), without statistical differences (P>0.05) between groups of age. Fat levels are comparable
with American bison fat levels and European bison meat from this perspective be regarded as high dietary, maybe.
Tendency increasing of fat content in muscle with increasing age of animals was not confirmed (P>0.05) but was confirmed
that this variable indicator has the greatest potential impact nutrition. Energy value in 100 g m. longissimus dorsi was from
402.81 kJ (group until 12 years of age) to 447.07 kJ.100 g (group to 9 years of age). The energy value in 100 g muscle was
recorded only statistical differences (P<0.05) in the group 9 and 12 years of age. Experiment results confirmed that the
European bison meat is good article and possible supplement in the diet and the human food chain especially in states where
the farm is kept in a manner respectively, as a delicacy, because it contains low representation of fat, what ultimately

increases its particular dietary value, moving it from this perspective, even before the beef meat.

Keywords: European bison, chemical composition, musculus longissimus dorsi

UVOD
Miso zvierat predstavuje vyznamny zdroj biologicky
plnohodnotnej potraviny s vysokym zastlipenim

zivociSnych bielkovin, s vysokou chutnostou a Casto aj
vysokou dietetickou hodnotou (Has¢ik et al., 2005ab,
2009ab, 2010; Horniakova et al., 2006; Barteczko
a Lasek, 2008). Sucast'ou réznych druhov mias je aj méso
prezivavcov, ktoré¢ Geay et al. (2001) oznacuji za zdroj
dolezitych zivin aza méiso s vysokou senzorickou
hodnotou, avSak vyznam a povaha tychto vlastnosti zavisi
zasadne od vyZzivy prezuvavcov. Geay a Robelin (1979)
zistili, ze prijem potravy ma vplyv tak na prirastok mésa ale
aj na ukladanie depozitného a intramuskuldrneho tuku,
avSak ked sa prijem potravy zvySuje pocas nariadenej
diéty u zvierat, dochadza k zvySovaniu krytia vonkajSieho
tukového tkaniva a znizuje sa podiel intramuskularneho
tuku (Hornick et al, 1998). Menovani autori zaroven
konstatuju, ze okrem vyzivy ma vplyv na kvalitu mésa aj
metabolicka aktivita, rovnako ako aj Struktura a zlozenie
svaloviny.

V poslednom obdobi tak v celom svete ako aj v Europe
dochédza k celkovému poklesu spotreby hovddzieho maésa,
¢o moze byt spdsobeny tym, ze hovidzie méso obsahuje
prili§ vela nenasytenych mastnych kyselin (SFA) a
a transmononenasytenych mastnych kyselin (MUFA), ktoré
moézu byt vyznamnym rizikom pre rozvoj ischemickej
choroby srdca (Gey et al. 1976). Pokles spotreby misa
prezuvavcov je aj vzhladom k medidlnym akciam ako
napriklad zakazovanie a bojkot v spotrebe telacieho mésa,
nezakonné obchodovanie a pouzivanie hormoénov a vznik

ochorenia BSE, ale aj zavedenim ekonomickych
transformacii (industrializacia, intenzifikacia
polnohospodarstva a  urbanizacia), ktoré zvySuji
potencionalnu  vzdialenost  medzi  vyrobcami a

spotrebitelmi a zaroven vytvorili novy typ spotrebitela,
ktory je menej informovany o definicii vyrobku, jeho
kvalite a povode. Tieto tazkosti zvySuji v prvom rade
nespokojnost’ spotrebitelov, ¢o plati najmid v pripade
¢erveného maisa, t.j. misa dobytka a oviec. Kvalita je teda
v suCasnosti  dblezitym socidlnym a ekonomickym
problémom, ktory je zosilhovany aj nasytenim trhu
s potravinami, vzhl'adom k vysokej G¢innosti moderného
pol'nohospodarstva. Pre zabezpecenie pozadovanej kvality
mésa zhladiska jeho dietetiky a organoleptickych
vlastnosti sa v $tatoch Europskej tinie ako aj v celom svete
vykonava kontrola biologickych vlastnosti svalov, sleduje
sa mnozstvo intramuskularneho tuku a tukovych tkaniv
v jatoCne opracovanom tele. Tieto vlastnosti tkaniva a jeho
biochemické zlozenie zavisi na mnohych faktoroch ako su
sposob chovu vyziva, fyziologicky stav a geneticky typ
zvierata (Berg a Butterfield, 1976; Huerta-Leidenz et
al, 1996; Marchello a Driskell, 2001; De Smet et al.
2004).

Biochemické zlozenie mésa podla Fauconneau (1997)
predstavuje predovSetkym vyznamny zdroj bielkovin (17
az 22 %) bohatého na esencialne aminokyseliny (55,2 g 16
g N). Tieto proteiny st mierne deficitné v sirnych
aminokyselinach, ale st bohaté na lyzin (9,1 g pre 16 g N).

Miso prezivavcov, najmd hovédzieho dobytka je tiez
dolezitym zdrojom hémového Zeleza (asi 2 az 5 mg.100 g_1
Cerstvého tkaniva) v zavislosti od typu svalu, ktory je
priblizne 3 az 4 krat vyssi ako v mise bravéovom
a kuracom a ktoré sa 5 az 6 krat rychlejsie vstrebava ako
nehémové Zelezo z rastlin. Obsah zinku v hovidzom mise
je tiez vysoky (3 az 11 mg.100 g') azavisi hlavne od
vysekovej Casti JOT zvierat (Enser et al.,, 1999). Okrem
toho je méso prezivavcov doélezitym zdrojom vitaminov
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skupiny B (B1, B2, B6, B12) aniacinu (Favier et al.,
1995), najmi vitaminu B6 (0,3 az 04 mg.100g"
v hovidzom mise; 0,15 az 0,25 mg.100g" v jahilacom
mise) avitaminu B12 (1,5 az 2,5 mg.100g™), ktory v
podstate chyba v rastlinach, ale je dolezity pre
syntetizovanie mikroorganizmov traviaceho systému
prezuvavcov. Na celkovom prijme tukov sa médso hovédzie
podiela davkou 5 % (Demeyer a Doreau, 1999)
a vyznacuje sa vysokym pomerom bielkovin a tukov, ktory
mobze dosiahnut’ hodnoty medzi 12 a 2. Tieto hodnoty su
ovela vysSie ako vinych potravindch bohatych na
bielkoviny, napr. vajcia (1,20), syr Cantal (0,75) a niektoré
ryby s vy$§im obsahom tuku (makrela: 0,80). Vseobecne
plati, ze vysoky podiel nenasytenych mastnych kyselin
(FA) vo vyzive prezuvavcov vedie k vysSiemu ukladaniu
intramuskuldrneho tuku a tym je v mise hovédzieho
dobytka aoviec daleko menej nenasytenych mastnych
kyselin ako u osipanych a hydiny (Hocquette a Bauchart,
1999).

Konzumacia potravin je v dneSnom obdobi jednou
z hlavnych tém vyzivovej politiky Statov Eurdpskej unie
ako aj celého sveta (Galbraith et al., 2006). Dolezité je
predovsetkym v konzumacii potravin znizenie obsahu
tukov, neziaducich mastnych kyselin a najmé cholesterolu.
Ztohto  dovodu  vposlednom obdobi dochadza
k vyuZivaniu alternativnych zdrojov maésa, ktoré st blizke
hovédziemu mésu, akym je napriklad aj midso bizona
amerického, resp. zubra europskeho, ktoré sa vyuziva
prevazne v severnej Amerike, nakol'ko tieto druhy zvierat
su v tychto podmienkach chované aj farmovym spdsobom.
Viaceri autori poukazuji na konzumaciu bizonieho
a zubriecho mésa z doévodu nizSieho zastipenia energie,
zapri¢ineného niz§im obsahom tuku v porovnani s
hovédzim mésom (McClenahan a Driskell, 2002). Uvadza
sa, Ze mdso zbizonov azubrov je zdravsie ako méiso
hovadzie (Rule et al., 2002). Existuje niekol’ko §tadii o
obsahu zivin v mése bizona (Koch et al.,1995;
Marchello et al., 1998; Marchello a Driskell, 2001; Rule
et al, 2002), ale tieto Studie vykazuju udaje najma z USA.

V nadviznosti na uvedené literarne zdroje bolo cielom
nasho experimentu preverit chemické zloZenie vybranej
Casti jatoéného tela zubra europskeho (bison bonasus)
s ohl'adom na vek chovaného v podmienkach Slovenskej
republiky polofarmovym chovom.

MATERIAL A METODIKA

Selektivnym odstrelom sme v ostatnych rokoch ziskali po
3 kusy zubra eurdpskeho zo Statnych lesov SR, Zubria
obora - Topol¢ianky v rozmedzi ich veku do 6, 9, 12 a 14
rokov.

Na vyhodnotenie chemického zloZenia médsa sme po
zakladnej jatocnej rozrabke 3 ks z kazdej vekovej skupiny
vykonanej na bitinku Statnych lesov SR v Topol¢iankach
odobrali vzorky svaloviny musculus longissimus dorsi.

Zakladné chemické zlozenie svalu musculus longissimus
dorsi bolo spracované pomocou pristroja INFRATEC 1265
(NSR) v Centre vyskumu zivocisnej vyroby (Nitra), kde
sme vyhodnocovali obsah suSiny, resp. vody, bielkovin,
tuku a popola vg .100 g ' azo zistenych hodndt obsahu
tuku a bielkovin sme vypocitali cez prislusné koeficienty
(Strmiska et al.,, 1988) energetickl hodnotu svaloviny
vkJ.100 g

Vysledky chemického zlozenia svalu  musculus
longissimus dorsi boli spracované Statistickym programom
Statgraphics 5.0, kde boli vypocitané zakladné Statistické
charakteristiky (aritmeticky priemer, smerodajna odchylka,
minimum, maximum, variaény koeficient) a na urCenie
preukaznosti rozdielov medzi skupinami (podla veku) bol
pouzity F-test s naslednym t-testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zakladné ukazovatele chemického =zlozenia musculus
longissimus dorsi zubra eurdpskeho z obory Topolcianky
su znazornené v tabul’ke 1.

Tabulka 1 Chemické zloZzenie M. longissimus dorsi
zubra europskeho

Sledovany | Skupina X 8 min. | max. v % | Preukaznost
ukazovatel'| (podla rozdielov
veku) medzi
skupinami
(t-test)
do 6 rokov| 74,90 | 1,56 | 73,80 | 76,00 | 2,08
(a) ab
do9rokov| 74,92 | 1,24 | 74,76 | 7520 | 0,32 ac
Obsah a:d”
(b)
vody b:c
(2100 g") do 12 75,70 | 1,41 | 74,70 | 76,70 | 1,87 bed
rokov (c) od
do 14 75,11 1,77 | 73,20 | 75,70 | 2,36
rokov
(d)
do 6 rokov| 22,31 | 0,86 | 21,70 | 22,92 | 3,87 ab’
(a) a:ic’
do9rokov| 21,94 | 0,19 | 21,76 | 22,15 | 0,90 ad
Obsah (b) b:ic
bielkovin b:d
(g.100g") | dol2 21,23 | 0,67 | 20,75 | 21,70 | 3,16 od
rokov (c)
do 14 2234 | 1,56 | 21,13 | 24,10 | 6,98
rokov
(d)
do 6 rokov| 1,80 | 0,71 1,30 | 2,30 | 39,28 ab’
(a) a:c’
do 9 rokov| 2,11 0,17 1,97 2,30 8,01 ad
Obsah tuku (b) b:c
(2.100 g™ bud
do 12 1,26 | 0,93 | 0,60 1,91 | 73,81 od
rokov (c)
do 14 1,84 | 1,17 | 0,50 | 2,70 | 63,91
rokov
(d
do 6 rokov| 1,01 0,04 1,98 1,04 4,20 ab
(a) a:ic’
do9rokov| 1,03 | 0,04 | 1,00 | 1,074 | 3,60 ad
Obsah b b:ic
(b) g
popola b:d
(2.100 g™ do 12 1,05 | 0,07 1,00 1,10 6,73 od
rokov (c)
do 14 1,05 | 0,07 1,00 1,13 6,91
rokov
(d)
do 6 rokov| 441,51 | 41,09 | 412,45 | 470,57 | 9,31 ab’
(a) a:c
| do9 [447,07| 7,57 [438,71]453,48] 1,69 ad
Energeticka b:c
hodnota rokov (b) b:d
(kJ.100 g")| do 12 [402,81|23,65|386,08(419,53| 5,87 cd
rokov (c)
do 14 |443,40( 60,83 [383,83(505,42| 13,72
rokov
(d)

Chemické zlozenie svalov je relativne konstantné (75 %
vody, 19-25 % bielkovin, 1-2 % mineralnych latok
a sacharidov) ale chemické zloZzenie mésa je velmi
variabilné ato predovSetkym z hladiska obsahu lipidov.
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Je dokazané, ze obsah tukov zavisi aj na vybere prislusnych
Casti jato¢ného tela zvierata, ktoré maju relativny podiel
intermuskuldrneho a podkozného tukového tkaniva (CIV,
1996).

Z vysledkov experimentu vyplyva, ze obsah vody v m.
longissimus dorsi zubra eurdpskeho v nami preverovanom
experimente bol od 74,90 g (skupina do 6 rokov veku) az
do 75,70 2.100 g (skupina do 12 rokov veku). Obsah vody
sa mierne zvySoval len do 12 rokov veku zubra
europskeho a so zvySovanim veku nad 12 rokov hodnoty
obsahu vody zaznamenali mierny pokles, ale Statisticky
vyznamné rozdiely medzi skupinami podla veku neboli
zistené (P>0,05).

Vysledky obsahu vody vm. longissimus dorsi zubra
europskeho z obory Topol¢ianky (Slovenska republika) su
mierne vysSie ako zistili u volov a bykov plemena norde
Grac et al. (2006), ktori zistili obsah vody na urovni (72,34
az 73,73 g.100 g"), porovnatené shodnotami 74,50 az
75,70 g .100 g ukrav a bykov plemena belgické modré
(Fiems et al. (2003) a v priemere vysSie ako zistili u bizéna
amerického Galbraith et al. (2006) s hodnotami od 72,18
do 75,11 g. 100 g,

Zo suSiny mésa s najdolezitejSimi zlozkami tuk a
bielkoviny, nakolko tieto zlozky su  pre cloveka
nepostradatelné ato zddvodu obsahu ddlezitych
aminokyselin a mastnych kyselin (Benkova et al., 2005;
Duclos et al. , 2007; Berri et al. 2008).

Obsah bielkovin sa Statisticky nemenil pocas starnutia
(P>0,05) zubra eurdpskeho a bol v 100 g m. longissimus
dorsi od 21,23 (skupina do 12 rokov veku) az do 22,34
2.100 g' (skupina do 14 rokov veku). Obsah bielkovin
v sledovanej svalovine je porovnatelny s hodnotami 20,43
az 24,00 g.100 g" z vysledkov experimentov CIV (1996),
Fiemsa et al. (2003), Graca et al. (2006) v mése volov a
bykov roznych plemien vykrmového hovédzieho dobytka
ako aj vmise bizonov (Marchello et al., 1996, 1998;
Marchello a Driskell, 2001; Mc Clenahan a Driskell,
2002; Aalhus et al., 2003; Galbraith et al., 2006 a i.), ale
mierne niz§i v porovnani s vysledkami Faviera et al.
(1995), ktori zistili v hovidzom mése obsah bielkovin az
28,10 g.100 g

Tuk je povazovany za hlavny rezervoar energie, ale aj
ako dolezity prvok z hladiska senzorickej kvality maésa,
nakolko obsahuje vysoky obsah aromatizujucich latok
(Suchy et al., 2002), ale v kone¢nom doésledku je dolezity
aj pre samotné vyjadrenie dietetiky misa (Ha$¢ik et al.,
2005ab, 2009ab, 2010; Horniakova et al.,, 2006;
Barteczko a Lasek, 2008).

Hodnoty obsahu tuku podla veku zubra eurdpskeho v
m. longissimus dorsi boli od 1,26 g (skupina do 12 rokov
veku ) az do 2,11 g.100 g (skupina do 9 rokov veku), bez
Statistickych ~ rozdielov  (P>0,05) medzi vekovymi
skupinami. Vys$Sie hodnoty obsahu tuku, t.j. od 3,38 g
(Grac et al., 2006) aZ po 6,4 g.100 g (Favier et al., 1995;
CIV, 1996) zistili menovani autori v hoviddzom maése
roznych plemien, ale ubykov plemena belgické modré
Fiems et al. (2003) zistili nizSie hodnoty a to na urovni
1,1 g.100 g'. Nami dosiahnuté hodnoty obsahu tuku st
porovnatelné s hodnotami, ktoré ubizéna amerického
zistili Koch et al. (1995), Rule et al. (2002) a Galbraith
et al. (2006) s troviiou priemerného obsahu tuku v mise
od 1,17 gazpo 2,14 g.100 g'.

Energetickd hodnota v 100 g svaloviny je tizko spojena
s obsahom tuku a bielkovin (Has¢ik et al., 2009b). V m.
longissimus dorsi zubra europskeho bola energeticka
hodnota od 402,81 kJ (skupina do 12 rokov veku) az
447,07 kJ.100 g (skupina do 9 rokov veku), o je v stilade
s hodnotami Aalhusa et al. (2003) a Galbraitha et al.
(2006). Statistické rozdiely — (P<0,05) v energetickej
hodnote v 100 g svaloviny sme zaznamenali len medzi
skupinou do 9 a 12 rokov veku.

ZAVER

V pokuse sme hodnotili chemické zlozenie vybraného
svalu jatoéného tela zubra eurdpskeho musculus
longissimus dorsi vo veku do 6, 9, 12 al4 rokov
chovaného v podmienkach zubrej obory Topolcianky,
Statnych lesov SR. Na zaklade vysledkov sme nezistili
zasadné rozdiely (P>0,05) v chemickom zloZeni m.
longissimus dorsi v obsahu vody, bielkovin a tuku, ale
preukazné rozdiely sme zistili len v energetickej hodnote
medzi  skupinami do 9 al2 rokov. V preverovanom
experimente sa nepotvrdila tendencia zvySovania obsahu
tuku vo svalovine m. longissimus dorsi s narastajucim
vekom zvierat, ale potvrdilo sa, Ze na tento ukazovatel’ ma
najvyznamnejsi vplyv vyziva.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov a publikacii inych
autorov mdzeme skonStatovat’, ze chemické zlozenie misa
zubra eurdpskeho je vhodnym artiklom a moznym
doplnkom vo vyzive a potravinovom retazci cloveka
predovSetkym v Statoch, kde je chovany aj farmovym
sposobom, resp. ako delikatesa, nakol’ko obsahuje nizke
zastupenie tuku, ¢o vkoneCnom dosledku zvySuje
predovsetkym jeho dietetickii hodnotu a postiva ho z tohto
pohl'adu aj pred méso hoviadzie.
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DIETARY FIBER: DEFINTION, SOURCES AND EXTRACTION
Michaela Jurasova, Zlatica Kohajdova, Jolana Karovicova

ABSTRACT

The interest in food rich in dietary fiber increased in the recent decades, and the importance of this food constituent has led
to the development of a large market for fibre-rich products and ingredients. A high dietary fiber intake has been related to
several physiological and metabolic effects. By-products of plant food processing represent a major disposal problem for
the industry concerned, but they are also promising sources of compounds which may be used because of their favourable
technological or nutritional properties. Soluble dietary fiber is those components that are soluble in water and includes
pectic substances and hydrocolloids. Good sources of soluble fibers include fruits, vegetables, legumes, soybeans, psyllium
seeds and oat bran. Insoluble dietary fiber is those components that are insoluble in water and includes cellulose,
hemicellulose and lignin. Whole grains are good sources of insoluble fiber. Comercialize fibre product have to perform

some characteristic properties.

Keywords: dietary fiber, source of fiber, fiber isolation

UvVoD

V poslednych  desatroiach sa zvySoval zaujem
opotraviny bohat¢ na vlakninu. Déolezitost tejto
potravinovej zlozky viedla k vyvoju produktov so
zvySenym obsahom vlakniny. ZvySeny prijem vlakniny
siavisi s viacerymi  fyziologickymi  a metabolickymi
vplyvmi (Vergara—Valencia et al., 2007). Vladknina hra
dolezitt ulohu v znizovani rizika mnohych poruch ako je
napriklad zapcha, cukrovka, kardiovaskuldrne ochorenia,
divertikuloza a obezita (Ramulu a Udayasekhara Rao,
2003).

Mnoho s$tudii zvyraziuje vplyv potravin obohatenych o
vlakninu na zdravie, priCom odporucana denna davka
dosahuje 30 — 45 g, zatial’ o bezna spotreba vlakniny je na
zapade okolo 20 g/den. (Colin-Henrion et al., 2009).
V Slovenskej republike je od roku 1997 odporucana
vyzivova davka potravinovej vlakniny pre priemerného
spotrebitel’a stanovena vo vyske 22,5 g/den (Kovacikova
et al., 2003).

Po rozptyleni vo vode sa vlaknina rozdel'uje na dve casti:
rozpustn  anerozpustnu. Kazdd znich ma iny
fyziologicky efekt. Nerozpustna Cast’ suvisi s absorbciou
vody aregulaciou travenia, zatial ¢o rozpustna cast’ sa
spaja s redukciou cholesterolu v krvi a znizovani absorpcie
glukézy v traviacom trakte (Grigelmo—-Miguel et al.,
1999). Ako nerozpustna vlaknina sa okrem celuldzy, Casti
hemicelul6z a rezistentného Skrobu oznacuje aj lignin,
ktory nepatri medzi sacharidy (Kovacikova et al., 2003).
Nerozpustnd  vlaknina sa  nachadza v cerealidch
(McKee a Latner, 2000) av celozrnnych pekarskych
vyrobkoch (Kovadikova et al., 2003). Hlavnou zlozkou
rozpustnej vlakniny je pektin. K rozpustnej vldknine sa
d’alej radi malé mnozstvo hemiceluldz, rastlinné slizy,
polysacharidy morskych rias, modifikované Skroby
a celulozy (Kovacikova et al., 2003). Zdrojom rozpustnej
vlakniny je hlavne v ovocie, zelenina, strukoviny a ovsené
otruby (McKee a Latner, 2000).

Vyuzitie vedlajsich rastlinnych produktov
potravinarskeho priemyslu predstavuje pre prislusné
odvetvie vyznamny problém, na druhej strane st vsak tieto
produkty sl'ubnym zdrojom latok, ktoré vykazuju priaznivé
technologické a nutri¢né vlastnosti (Schieber et al., 2001).
Pouzitie vlakniny znovych zdrojov, ktoré sa prave
nevyuzivaju amoznost jej  modifikdcie chemickym,

enzymatickym alebo fyzikdlnym spdsobom len rozsiruje
rozsah pouzitia potravinovej vlakniny (de Escalada Pla et
al., 2007).

Definicia vlakniny

Terminom vlaknina sa oznaCuju  polysacharidy,
oligosacharidy aich hydrofilné derivaty. Chemicky
definovand vldknina zahffa skupinu heterogénnych
zluCenin ako je celuldza, hemiceluloza, lignin, pektin
agumy ziskané zrias a produkované Dbaktériami
(Soukoulis et al., 2009). Najviac akceptovana definicia
uvadza, ze: vlaknina je jedla cast' rastlin alebo
analogickych polysacharidov, ktoré s odolné voci
traveniu a absorpcii v 'udskom tenkom ¢reve a kompletnej
alebo Ciastocnej fermentacii v hrubom creve (Turowski
et al., 2007).

Slovenska legislativa definuje potravinova vlakninu ako:
»cast potravin rastlinného pdévodu, ktora sa nestravi
endogénnymi enzymami l'udského organizmu a tvoria ju
predovsetkym neskrobové polysacharidy (napr. celuldza,
hemiceluléza, pektinové latky, p - glukany, rastlinné
gumy) a lignin*“ (Vynos MP SR, 2002).

Zdroje vlakniny
Hlavnymi zdrojmi vlakniny st zlozky bunkovej steny
(celuloza, hemiceluléza, lignin apektinové latky)

a neStrukturalne komponenty (gumy aslizy), ako aj
priemyselné aditiva (modifikovana celul6za, modifikovany
pektin, komeréné gumy a polysacharidy z rias) (Grigelmo
— Miguel et al., 1999). Prehlad obsahu vlakniny
v jednotlivych zdrojoch je uvedeny v tabulke 1. Celuldza,
hemiceluloza a lignin su tri hlavné zlozky akéhokol'vek
lignocelulézového zdroja a ich pomer zavisi od veku, typu
suroviny a podmienok pouzitého typu extrakcie. Prirodné
vlakna celulézy sa ziskavaju z lignocelulézovych
vedlajsich produktov pomocou baktérii, mikroskopickych
hab, mechanickymi achemickymi metodami (Reddy
a Yang, 2005).

Tradi¢ne sa ako zdroj vlakniny vyuzivaju vedlajSie
produkty mletia zfn cerealii, ako si: pSenica, kukurica,
cirok, ako aj vedlajsie produkty vlhkého mletia kukurice
a pSenice (McKee a Latner, 2000). Vlaknina v cerealiach
zahfia B-glukdny a arabinoxylany, polysacharidy ako
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rezistentny Skrob a oligosacharidy (galacto- a frukto-
oligosacharidy) (Otles a Cagindi, 2006).

Ovocie a zelenina st vyznamnym zdrojom vlakniny, hoci
jej obsahujii menej ako obilniny (de Escalada Pla et al.,
2007).

Priprava vlaknovych preparatov
Aby sa ziskand vlaknina mohla nazyvat vlakninovym
preparatom , musi spiiiat’ uréité parametre.

K zakladnym charakteristikdm vldkninového produktu
patri: obsah celkovej potravinovej vlakniny vyssi ako 50
%, obsah vlhkosti nizsi ako 9 %, nizky obsah tuku, nizka
kalorickd hodnota aneutrdlna vona achut Figuerola
et al., 2005). Na charakterizaciu vlakninovych preparatov

sa vyuzivaja aj ich funkéné vlastnosti. Z nich
najdolezitejSie st hydratacné vlastnosti, ako je
napuciavanie, schopnost’ vlakniny adsorbovat vodu

a schopnost’ viazat’ vodu. Tieto vlastnosti zavisia tiez od
chemickych a fyzikdlnych  (plocha povrchu, velkost
Castic) vlastnosti, chemickom prostredi a priebehu
spracovania (Tosh a Yada, 2010).

Zjednoduseny postup laboratornej pripravy ovocnej alebo
zeleninovej vlakniny podla Marin et al.(2007), Sudha
et al. (2007), Grigelmo-Miguel et al. (1999) znazoriuje
ramcova schéma (obrazok 1). Zo zdroja (ovocie alebo
zelenina) sa po jeho Cisteni odstrani prevazna cast’ stavy
a zvy$ny vlhky material sa vysu$i pri nizSej teplote, aby
nedoslo k neziaducim zmenam. (napr. De Escalada Pla
et al. (2007) pouzili pri suSeni tekvice teplotu 50 °C).
Po vysuseni sa vldknina pomelie na pozadovanu velkost
Castic. Pri priprave preparatu z citrusového ovocia Marin
et al. (2007) pouzili asledovali vlastnosti vedlajsich
produktov ztroch zdrojov: odpad z konzervarenskych
podnikov (ktoré sa zaujimaji o extrakciu prirodnych
zloziek, ako su napriklad flavonoidy), odpad
z konzervarenskych podnikov (ktorych hlavnou ¢innost'ou
je konzervovanie citrusovych segmentov) a odpady
z vyroby citrusovych Stiav. Priprava preparatu pozostavala
z vylisovania prebytocnej tekutiny pomocou Spiralového
lisu, suSenia pri teplote 50 + 5 °C pocas 24 h (na zvySenie

trvanlivosti  bez  pridania  konzervaénych  latok),
a naslednom mleti a preosievani na velkost’ ¢astic mensSiu
ako 0,2 mm.

|Zdr0j vlakniny |
i

| Cistenie |
i

| Qdstavenie |=(>| Stava |
I

| Tuhy material |

| Susenie |
!
| Mletie |
Obrazok 1 Ramcova schéma pripravy potravinovej

vlakniny (Marin et al, 2007, Sudha et al., 2007,
Grigelmo-Miguel et al., 1999)

Sudha et al. (2007) pouzili na pripravu jablkovej
vlakniny vysuSené jablkové vylisky zvyroby dzisov
obsahujuce Supky, stonky, jadrovnik a zaroven zvysky po
extrakcii $tavy. Suché vylisky sa pomleli na prasok
s vel'kost'ou castic 150 pm. Takto pripravent vlakninu
nasledne pouzili pri vyrobe keksov, ako ndhradu muky v
mnozstve 10, 20 a 30 %.

Vlékninovy koncentrat z broskyn pripravili Grigelmo-
Miguel et al. (1999) zo suSenych vyliskov po extrakcii
Stavy pomletim v drviacom mlyne na svetlost sita 30.

Na pripravu vldkninovych preparatov z viacerych
zdrojov  pouzili Grigelmo-Miguel a Martin-Belloso
(1999) zvysky ovocia (jablkd, hrusky, pomarance
a broskyne) po lisovani pri vyrobe Stiav a Supky artiCokov
a Spargle ziskané pri ich konzervovani. Po premyti vodou
ich susili v teplovzdusnej susiarni pri 60 °C pocas 48 hodin
apomleli na svetlost sita 30 (0,8/10° pm). Nasledne
v jednotlivych preparatoch stanovili chemické parametre
a schopnost’ zadrziavat’ vodu.

Tabul’ka 1 Prehl'ad obsahu potravinovej vlakniny v jednotlivych zdrojoch

Zdroj | TDF (%) | SDF(%) | IDF(%) | Literatiira
Ovocie a zelenina
Jablka 51,10 14,6 36,50 Sudha et al., 2007
Citrusy 76 22 54
Broskyne 31-36 11-12 20-24 McKee a Latner, 2000
Hrozno 77,89 9,53 68,36
Mrkva 45,47 10,42 33,55 Chantaro et al, 2008
Biela kapusta 32,2 13,7 18,5
Zemiaky 83,15 38,6 452 Raghavendra et al., 2004
Karfiol 33,7 12,2 21,5
Strukoviny
Fazula 19,95 3,66 16,85 Garecia et al., 1977
Hrach 14 -26 2-9 10 - 15
Sogovica 18 - 20 2-7 11-17 Tosh a Yada, 2010
Cicer 18 -22 4-8 10- 18
Cereilie
Psenica 12,48 2,84 9,64
Cirok 9,67 1,64 12,48 Ramulu a Udayasekhara Rao, 1997
Ryza 4,11 0,92 3,19

TDF (total dietary fibre) — celkova potravinova vlaknina, SDF (soluble dietary fibre) — rozpustna potravinova vlaknina, IDF

(insoluble dietary fibre)— nerozpustna potravinova vlaknina
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Gorinstein et al. (2001) sledovali obsah celkovej,
rozpustnej anerozpustnej vlakniny vo vzorkach
citrusového ovocia, pricom ho po umyti v destilovanej
vode ruc¢ne rozdelili na Supky a ocistené ovocie.

RyZové stebla ako zdroj vlakniny pouzili vo svojej
praci Sangnark a Noomhorm (2004). Upravu zacali
najskor Cistenim - namacanim vo vode pocas jednej
hodiny. Po od¢erpani vody ponechali stebla suSit’ na
slnku (35 £ 5 °C) pocas Styroch hodin. Potom ich
narezali na 5 cm pasy. Ziskany material oSetrili
zasaditym peroxidom vodika, ¢im sa znizil obsah ligninu
azlepsili  hydratané  vlastnosti. Po  naslednej
neutralizacii  kyselinou  chlorovodikovou  vzorky
prefiltrovali, premyli vodou a vysuSili v suSiarni pri
60 °C pocas Styroch hodin. Takto oSetreny material
pomleli vdrviacom mlyne na viacero velkosti.
Pripravené preparaty rozdelené podla velkosti castic
autori pouzili pri vyrobe chleba.

Elleuch et al. (2008) extrahovali vldkninu z datli, ktoré
najskor odkostkovali. Datlovii duzinu potom rozomleli,
extrahovali v horucej vode, odstredili. ZvySok péatkrat
preplachli 40 °C vodou a odstredili (6 500 min™, 10 min,
25 °C), aby sa odstranili cukry. Takto upraveny material
susili lyofilizaciou. V pripravenom preparate stanovili
chemické parametre, funkéné vlastnosti a po zmieSani
s vodou v mnozstve 20, 30, 40 a 50 g.1" aj reologické
vlastnosti.

Pripravu  vlakninového prasku zmrkvy vykonali
Chantaro et al. (2008) z Cerstvych Supiek mrkvy, ktoré
susili pri teplote 60, 70 a 80 °C do ustalenia vlhkosti.
V praci taktiez pouzili  Supky, ktoré  najskor
blansirovali pri 90 + °C pocas jednej minuty v pomere
Supiek kvode 1:6. Po blansirovani Supky ochladili
v studenej vode (4 °C) a nasledne vysusili do konstantnej

hmotnosti v rovnakych rozsahoch
material pomleli na velkost castic 125 a425 pm.
V ziskanych preparatoch stanovili chemické zlozenie,
hydrata¢né vlastnosti a antioxidacnt aktivitu.

teploty. VysuSeny

VyuZitie potravinovej vlakniny

Na pridavok vlakniny do pekarskych produktov existuji

dva dovody: zvySenie prijmu vlakniny a zniZenie nutricnej
hodnoty (Kohajdova et al., 2009).
Dolezita tlohu pre funkénost’ vldkniny maju jej fyzikalno-
chemické  vlastnosti  (Guillon a Champ, 2000).
Hydroxylové skupiny v Struktire vlakniny poskytuja
pocetnejsie interakcie s vodou, vd’aka ¢omu sa s pridavkom
vlakniny zvySuje absorp¢na schopnost’ (Gomez et al. 2003)
Kazdy druh vlakniny preto nemozno pouzit® rovnakym
spdsobom (v rovnakom mnozstve, forme) a ani v tom istom
type potravin (napoje, mlie¢ne vyrobky, polievky, omacky,
misové vyrobky, snacky, peCivo a pekarenské vyrobky).
Pridavok vlakniny ovplyviiuje hlavne hydratacné vlastnosti
produktu (Guillon a Champ, 2000). Z hydrata¢nych
vlastnosti sa najcastejSie stanovuje napuciavacia schopnost’,
schopnost’ viazat’ vodu a schopnost’ zadrziavat’ vodu, ktoré
st uvedené aj v tabul’ke 2.

Napuciavanie je definované ako pomer objemu, ktory
zabera vzorka vo vode po ustaleni k povodnej hmotnosti.
Schopnost’ zadrziavat vodu je definovand ako mnozstvo
vody, ktoré¢ zostane naviazané na vlaknine aj po pouziti
vonkajsej sily ako je napriklad tlak alebo odstred’ovanie.
Schopnost’ viazat' vodu je definovana ako mnozstvo vody,
ktoré je naviazané na vldkninu bez pouzitia nejakej
vonkajSej sily ( okrem gravitacie a atmosferického tlaku)
(Raghavendra et al., 2004).

Tabul’ka 2 Hydrata¢né vlastnosti vlakniny v jednotlivych zdrojoch

Zdroj S (mlg™) WRC (g.g™) WAC (g.g™) Literatiira
PSenica 7,07 4,15 6,49
Ovos 4,98 — 7,60 3,11-4,79 3,69 — 6,89
Jablko 6,89 3,85 6,12 Rosell et al., 2009
Inulin 11,79 1,16 11,05
Zemiaky 12,0 - 9,7 Kaack et al., 2006
Hrasok 6,64 - 7,48 3,82 -3,94 -
Jablko 7,42 5,43 - Robertson et el., 2000
Citrusy 10,45 10,66 -
Mrkva 7,50 3,10 3,80
Hrasok 5,50 2,70 3,50
PSenica 7,50 2,50 3,10 Raghavendra et al., 2006
Jablko 9,00 3,50 4,50
Citrusy 15,7 11,2 5,2
Jablko 5,6-9,9 3,8-7,1 1,9-4,6 Guillon a Champ, 2000
Ovsené otruby 5,53 3,5 -
Rasca 4-45 3-3,9 3-3,8 Sowbhagya et al., 2007
Pseni¢né otruby 4,65-5,79 3,05-4,61 3,45 -5,89 Zhu et al. 2010
Celuloza - 0,71 -
Jabl¢ny pektin 7,42 16,51 - Lecumberri et al., 2007
Citrusovy pektin 10,45 28,07 -

S (swelling) — napuciavanie, WRC (water retention capacity) — schopnost’ zadrziavat vodu; WAC (water absorption

capacity) — schopnost’ viazat’ vodu
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Na fyzikalnu Struktiiru a teda aj na schopnost’ zadrziavat’
vodu vplyva aj velkost Castic. Chantaro et al. (2008)
uvadzaji zvySenie tejto hodnoty pri znizovani velkosti
Castic.

Pre kompletni charakteristiku hydrataénych vlastnosti
vlakniny je dolezité poznat' kinetiku absorpcie vody.
To umoznuje zistit' ¢as potrebny na to, aby vlaknina
absorbovala potrebné mnozstvo vody potrebnej pre isty
proces. Kinetika absorpcie vody je vSak dolezitd aj pre
vplyv na trvanlivost suchych a polosuchych systémov
(de Escalada Pla et al., 2007).

Upravit® hydratacné vlastnosti mozno aj procesom
suSenia  poCas  pripravy  potravinovej  vlakniny.
Ako uvadzaju Massiot a Renard (1997), susenic ma
vplyv hlavne na napuciavaciu schopnost’ vlakniny.

V pekarenskych vyrobkoch sa vlaknina zrbéznych
zdrojov pouziva ako nahrada urcitétho podielu muky
(Sudha et al., 2007). Pridavkom potravinovej vlakniny do
chlebového cesta sa zvySuje nutri¢na hodnota a zlepsuju sa
reologické vlastnosti cesta. Zaroven to vplyva na
prediZenie trvanlivosti chleba, zniZenim tendencie jeho
tvrdnutia a celkovo sa zlepSuje senzorickd hodnota
akvalita chleba. Pridavok vldkniny vplyva tiez na
zvysenie tolerancie a stability nezavisle od zdroja, ktory sa
pouzil (Gémez et al, 2003). Vysledkom pridavku
vlakniny je aj pokles $pecifického objemu vyrobkov, ktory
sa pripisuje interakcii vldkniny s lepkom, ¢o vedie k
znizenej schopnosti zadrziavat plyn (Gémez et al., 2003).
Je preto velmi dodlezite pri kazdom pridavku vlakniny
upravit’ recepturu vyrobku. Vplyv na senzorickii hodnotu
potravin s pridavkom vlakniny sa zvySuje aj Upravou
velkosti Castic vldkniny (¢im sa odstrani pocit zrnitosti
v ustach) (Thebaudin et al., 1997).

ZAVER

Vdaka zna¢nému obsahu potencialne zaujimavych latok
vo vedlajsich produktoch je priemysel stdle viac
legislativou a enviromentalnymi dévodmi niteny kich
vyuzivaniu (Laufenberg et al., 2003).

Potravinova vladknina sa ako pridavok zaclenila do
Sirokého mnozZstva potravin ako si mliekarenské a méasové
vyrobky, ryby, ale hlavnym zdrojom vlakniny sua
pekarenské vyrobky (Rosell et al, 2009). Funkcéné
vlastnosti vlakniny zavisia od zdroja, z ktorého sa pridava,
typu (rozpustna, nerozpustna) a stupfia spracovania
vyrobku. Najskor sa pridavala vo forme vedlajsich
produktov mletia obilné¢ho zrna (McKee a Latner, 2000),
ale Coraz castejSie sa vyuzivaju aj dalSie zdroje ako je
ovocie a zelenina.

Délezitost’ potravinovej vlakniny v strave vedie stale
k hl'adaniu jej novych zdrojov (Garau et al., 2007).

Komeréne su dostupné aj viaceré preparaty nerozpustnej
vlakniny na baze celulozy, predovsetkym praskova a
mikrokrystalicka celuloza. Niektoré celulézové derivaty,
ako napr. metylceluléza slizia zase ako zdroj rozpustnej
vlakniny. Na trhu s pritomné i vyzivové doplnky z hl'iz
topinambura, ktoré sluZia ako zdroj inulinu (Kovacikova
et al., 2003).
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POTENTIAL OF CEREALS AND PSEUDOCEREALS FOR LACTIC ACID
FERMENTATIONS
Monika Kockova, Cubomir Valik

ABSTRACT

Cereals and pseudocereals has a significant role in human nutrition. They are source of specific carbohydrates, proteins,
lipids, fibre and wide spectrum of vitamins and minerals. Moreover, pseudocereals have a higher content of essential amino
acids, e.g. lysine and tryptophan. Cereals and pseudocereals may also contain some antinutrition factors, such as phytic
acid, polyphenols, trypsin inhibitors and inhibitors of a-amylase. These are responsible for reducing of protein and
carbohydrate digestibility and decreasing accessibility of minerals due to complex formation. This review assesses the
applications of cereals and pseudocereals in fermentation technology including the effects of lactic acid bacteria on
nutrition, sensory quality and shelf-life. This work is focusing also on fermentation process of cereal matrice leading in
degradation of antinutritional factors increase of nutritional value and availability of minerals, proteins and carbohydrates.
Lactic acid bacteria produce many aromatic compounds that are beneficial to organoleptic atributes of the products.
However, a few questions have been not answered in experiments, yet. For eample, is there any space for evaluation of their
suitability to act as carriers of probiotics? Could such the attempts lead in development some special formulae suitable for
consumers with food allergies or deficiencies?

Keywords: cereal, pseudocereal, lactic acid bacteria, probiotic bacteria, fermentation

UVOoD

Prevaznu Cast’ I'udskej stravy historicky tvorili potraviny
rastlinného  poévodu. NajdolezitejSou a  zakladnou
potravinou, ktord je v prirodzenom stave zdrojom
sacharidov, ale dodava nam aj vysokohodnotné proteiny,
vitaminy, mineralne latky i1 dolezitd vlakninu, si aj v
stcasnosti. Ich pravidelnou konzumaciou je mozné
prispiet’ k znizeniu rizika takych civilizaénych ochoreni,
ako napriklad, kardiovaskularnych, prip. rakoviny hrubého
Creva alebo zmiernovat priebeh a dosledky diabetes
melitus (Fletcher, 2004).

Nutricna hodnota akychkol'vek plodin je dana kvalitou
a kvantitou proteinov, Skrobu alipidov pritomnych
v tkanivach zfn (embryo, endosperm, osemenie). Zlozenie

zin je ovplyvnené podmienkami rastu, spdsobom
uskladnenia a spracovania a obsahom antinutriénych
faktorov.

TUKY

Konzumovat
zriedkavo
oleje, sladkosti, cukor

MLIEKO | MASO
2-3 porcie

2-3 porcie | hyding, orechy,
jogurty, syry | vajcia, fazula, ryby

ZELENINA | OVOCIE
3-5 porcii | 2-4 porcie
mrkva, zemiaky, brokolica | pomarance, jablkd, kiwi,
paprika, poradajka | jahody, mandarinky, bandny

OBILNINY A SKROBY
6-11 porcii
chlieb, ceredlie, ryZa, cestoviny, pecivo, kukuricné lupienky, suchdre,
ovsené viocky

Obrazok 1 Potravinova pyramida zdravej vyzivy
(prevzaté z: http://en.wikipedia.org/wiki/File:USDA_ Food Pyramid.gif)

Cerealie a pseudocerealie a vyrobky z nich tvoria zaklad
potravinovej pyramidy (Obrazok 1). Vramci konceptu
zdravej vyzivy st vnej podla vlastnosti, roznosti obsahu
zivin, a tym aj podl'a odporucanej frekvencie konzumacie
rozdelené zlozky potravy do prislusnych skupin (USDA,
2000).

V ostatnom obdobi sa objavili aj dalSie koncepty
optimalneho zlozenia l'udskej potravy. Americky narodny
institat srdca, plic a krvi (The US National Heart, Lung,
and Blood Institute) vysiel s novym konceptom rozdelenia
potravin s rdznou energetickou hodnotou zameranym na
ich lepSiu rozliSitelnot’ detmi. Potraviny st rozdelené do
troch skupin (,,Go%, ,,Slow* a ,,Whoa“) na zaklade obsahu
tuku, pridavnych cukrov a kalorickej hodnoty. Potravinova
anutricnd databaza diétnych s§tadii (Food and Nutriene
Database for Dietary Studies) rozdelila potraviny podl'a 9
odportacanych nutrientov (vlaknina, vitaminy A, C akE,
vapnik, zelezo, horéik, draslik) a troch, ktorych prijem by
mal byt obmedzeny (nasytené tuky, pridavné cukry
a sodik). Z cerealnych potravin podla tychto kritérii boli
do skupiny ,Go“ (mézu byt konzumované takmer
kedykol'vek) zaradené celozrnny chlieb, celozrnné
cestoviny, hneda ryza anesladené celozrnné ranajkové
cerealie. Do skupiny ,,Slow* patri, napriklad, biely chlieb,
ryza acestoviny, francuzsky toast, kukuricny chlieb,
susienky a palacinky. Do kategoérie ,,Whoa* boli zaradené
croassanty, muffiny, SiSky, sladké pecivo, suSienky
s obsahom trans-nenasytenych mastnych kyselin a sladené
ranajkové ceredlie (US Department of Health and
Human Services, National Heart Lung and Blood
Institute; Drewnowski, Fulgoni, 2011).

Svetova produkcia vSetkych ceredlii predstavuje
priemerne 2 bilidony ton roéne, o reprezentuje priblizne
700 g cerealii na osobu a den. Z ekomonického hl'adiska
su najdolezitej$imi obilninami pSenica, jaémen, ovos, raz,
ryza, kukurica, cirok a proso (Wrigley, 2004).

Produkcia pseudoceredlii je nizsia, a to asi 485 milionov
ton rofne. Ich konzumicia je  nedostatocna,
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spotrebitel'skou  verejnostou podcenovand. Amarant,
pohanka a mrlik su najznamej$imi pseudocerealiami.

CHEMICKE ZLOZENIE CEREALI{

A PSEUDOCEREALI{
NUTRICNE ZLOZKY

Cerealie a pseudocerealie st zdrojom makrozivin —
sacharidy, proteiny, lipidy a mikrozivin — vitaminy

amineralne prvky. Priemerné zloZzenie zfn vybranych
cerealii a pseudocerealii je zhrnuté v tabulke 1.

Sacharidy su kvantitativne najdolezitejSou zlozkou tychto
plodin, tvoria dve tretiny az tri Stvrtiny suSiny. Su
klasifikované na zaklade ich chemickej Struktiry
a stravitel'nosti. Z monosacharidov st v zrndch najcastejsie
zastipené hexozy (fruktoza, glukéza a galaktdza)
apentozy (arabindza a xyloza). Sacharéza a maltéoza su
bezne sa vyskytujice disacharidy ceredlnych zfn.
Polysacharidy st polyméry pozostavajuce z viac ako 20
monosacharidovych jednotiek. V zrnach sa vyskytuji
najmd Skrob, celuléoza a xylany (Navhrus, Sorghaug,
2006; Chibbar et al., 2004).

Celkovy obsah mono-, di- a oligosacharidov v cerealiach
a pseudoceraliach variruje od 1 do 3 % (Chibbar et al.,
2004). Najviac zastupenym sacharidom v zrnach je skrob.
Sklada sa z amylopektinu a amylézy. Ich pomer je zavisli
od druhu obilniny a jej odrody. Cerealie a pseudocerealie
d’alej obsahuju malé mnozstvd rozpustnych cukrov
(glukdza, fruktoza, sachardza, maltoza). Obalové vrstvy
zin
si bohatym zdrojom vldkniny, najmid nerozpustnej
(celuldza, nerozpustnd hemicelul6za). Dobrym zdrojom
rozpustnej vlakniny (pentbézany, B-glukany a rozpustna
hemiceluléza) su najméd ovos, ja¢men araz (Topping,
2007). Mnohé z poly- alebo oligo-sacharidov vykazuju
prebiotické vlastnosti.

Ceredlie v l'udskej vyzive patria tiez k hlavnym zdrojom
proteinov. Prijimame ich nielen priamo vo forme réznych
cerealnych vyrobkov, ale niektori autori k tomu prirad’uju
aj ich nepriamu tulohu pri ziskavani ostatnych potravin
zivocisneho povodu (Bekes, Wrigley, 2004).

Kvalita proteinov je dana zlozenim aminokyselin
(podielom esencialnych aminokyselin) aich
stravitelnostou. Cerealne proteiny su dobrym zdrojom
vacsiny esencidlnych aminokyselin (tabulka 2), okrem
lyzinu a tryptofanu, ktorych obsah je v ceredliach nizsi
v porovnani so zZivo¢iSnymi proteinmi. Proteinové zlozenie
jednotlivych ceredlii a pseudoceralii je rozdielne, pricom

odraza taxonomicki pribuznost medzi nimi
Saldivar, 2003; Bekes, Wrigley, 2004).

Obsah proteinov v pseudocerealiach je vSeobecne vyssi
v porovnani s cerealnymi zrnami, s dobre vyvazenym
obsahom aminokyselin (tabulka 2) avyssim obsahom
esencialnych aminokyselin, najméd lyzinu. Navyse,
dostupnost’ proteinov v pseudoobilninach je vysSia
(Alvarez-Jubete et al., 2010).

Niektoré  obilniny  obsahuju  celiakalne  aktivne
polypeptidy, ktoré¢ ucitlivych jedincov vyvolavajua
alergické reakcie. Ide o bielkoviny s molekulovou
hmostnostou 5 - 100 kDa, vyznacuji sa nizkou
stravitelnostou a nizkym zastGpenim esencialnych
aminokyselin. Celiakalne aktivne zlozky sa nachadzaju
v prolaminovej frakcii. Ak sa obsah prolaminovych
bielkovin pohybuje v mnozstve 4-8 %, prislusné produkty
je mozné povazovat za vhodné pre dietu pri celiakii
(Michalik et al.,, 2006). Obsah prolaminov v troch
druhoch cerealii av piatich druhoch pseudoceredlii a
v strukovine analyzovali Galova et al. (2011). Autori
potvrdili, ze amarant, pohanka, proso a cicer poziadavkam
pre vyrobu bezlepkovych potravin vyhovovali, nakolko
obsah prolaminov v nich bol niz§i ako 5 %. Podobne
vSetky testované pseudocerealie splnili d’alSie kritérium,
obsah gluténu < 200 mg.kg" (Vynos MP SR z roku 2004).
Prirodzene psenica, raz a jaCmen tomuto kritériu nemohli
vyhoviet. (Pozn.: vo Vynose MP SR 16826/2007-OL
zroku 2007, ktory nahradil Vynos 608/2/2004, sa
kritérium na obsah gluténu nenachadza). Podl'a Nariadenia
Komisie ES 41/2009 sa vsak za bezgluténové potraviny
mdzu oznacovat’ iba také, v ktorych je obsah gluténu 10-
krét prisneji, nizsi ako 20 mg.kg™.

Stravite'nost’ proteinov sa pohybuje v rozmedzi od 80 do
90 % azvySuje sa mletim, lipanim, fermentaciou
akliCenim. Niz8ia stravitelnost’” proteinov  cerealii
a pseudoceralii v porovnani so Zivo¢iSnymi proteinmi je
zapri¢inena kyselinou fytovou, taninmi a polyfenolmi,
ktoré wviazu proteiny do nerozpustnych komplexov
(Charalampopoulos, 2002; Serna Saldivar, 2003).

Lipidy s@ minoritnou zlozkou cerealnych zfn, st vsak
bohaté na esencialne mastné kyseliny a neobsahuj takmer
ziadne nasytené mastné kyseliny. Obilniny obsahuji
stopové  mnozstvd  fytosterolov, bez  pritomnosti
cholesterolu (Serna Saldivar, 2003).

Najviac lipidov je obsiahnutych v klicku. PSenica,
jacmen, ryza, raz acirok maji niz§i obsah lipidov ako
ostatné obilné plodiny. VSetky ceredlne zrnd maji vyssi
obsah nepolarnych ako polarnych lipidov (Day, 2004).

(Serna

Tabulka 1 Priemerné zloZenie vybranych cerealii a pseudocerealii (v g/100g zrna) (Valencia-Chamorro, 2004; Taylor,
2004; Cai et al., 2004a; Cai et al., 2004b)

Proteiny | Lipidy | Vliknina Popol Sacharidy
PSenica (lat. Triticum) 14,3 2,3 2.8 2,2 78,4
Raz (lat. Secale) 13,4 1,8 2,6 2,1 80,1
Jacmen (lat. Hordeum) 10,8 1,9 4.4 22 80,7
Proso (lat. Panicum) 14,5 5,1 8,5 2,0 71,6
Ovos (lat. Avena) 11,6 5,2 10,4 2,9 69,8
Amarant (lat. Amaranthus) 16,6 72 4,1 33 59,2
Pohanka (lat. Fagopyrum) 12,3 23 10,1 2.3 66,0
Mrlik (lat. Chenopodium) 16,5 6,3 3,8 3,8 69
ro¢nik 5 28 2/2011
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Tabul’ka 2 Obsah esencialnych aminokyselin vo vybranych ceredliach a pseudocerealiach (Serna Saldivar, 2003;
Cai et al., 2004a; Cai et al., 2004b; Valencia-Chamorro, 2003)

Amlnokysehn’a PSenica Raz Jaémen Proso Ovos | Amarant | Pohanka® | Mrlik
| (2/100g proteinov)
Fenylalanin 4.6 5 5.2 5.2 5.4 45 0,57 6,9°
Histidin 2 2,4 2,1 2,2 2,4 - 0,26 3,2
Izoleucin 3 3,7 3,6 4.4 42 4,1 0,46 4.9
Leucin 6,3 6,4 6,6 11 7,5 6,3 0,77 6,6
Lyzin 2,3 3,5 3,5 2,9 42 6,4 0,66 6,0
Metionin 1,2 1,6 2,2 2 2,3 3,3 0,17 5,3°
Treonin 2,4 3,1 3,2 3,9 3,3 43 0,44 3,7
Tryptofan 1,5 0,8 1,5 2,3 - 4,0 0,12 0,9
Valin 3,6 49 5 5,7 5,8 4,7 0,58 4.5

a —vyjadrené v %/susinu

b — fenylalanin + tyrozin

¢ — metionin + cystein

Tabul’ka 3 Priemerné zloZenie mineralnych prvkov a vitaminov skupiny B vybranych cerealii a pseudocerealii (mg/100g
zrna, vitamin B9 v pg/100g zrna) (Schakel, S.F. et al., 2004)

Plodina K Na | Ca Fe P Zn Cu Mg B1 B2 B3 B9 BS5 B6
Jaémen 280 9 29 | 2,51 | 220 | 2,13 | 0,42 80 0,19 0,11 4,60 | 22 | 0,28 0,26
Proso 196 4 9 3,00 | 284 | 1,69 | 0,76 | 113 | 042 0,29 | 4,72 84 | 0,85 0,38
Ovos 502 4 51 | 480 | 653 | 2,76 | 0,36 | 209 | 1,04 | 0,20 | 0,83 | 47 1,32 0,14
Raz 264 7 33 | 2,67 | 373 | 3,73 | 044 | 120 | 0,32 0,25 427 | 60 1,46 0,29
Cirok 351 7 29 | 440 | 287 | 1,40 | 0,64 | 131 | 0,24 | 0,14 | 293 84 1,25 0,17
PSenica 431 2 31 | 4,56 | 356 | 3,33 | 0,36 | 93 0,39 0,11 438 | 38 | 0,95 0,37
Pohanka 284 9 16 | 2,20 | 284 | 2,16 | 0,56 | 196 | 0,20 | 0,24 | 4,57 | 38 1,09 0,31
Amarant | 367 | 20 | 153 | 7,60 | 456 | 3,18 | 0,78 | 267 | 0,08 0,21 1,29 | 49 1,05 0,22
Mrlik 740 | 20 | 60 | 9,24 | 411 | 3,31 | 0,82 | 211 | 0,20 | 0,40 | 2,93 | 49 1,05 0,22
Lipidy pseudoceralii su charakteristické vysokym cukrovky arakoviny. Podla viacerych autorov najviac

obsahom nenasytenych mastnych kyselin, najmé kyseliny
linolovej (priblizne 50 % zo vSetkych mastnych kyselin
v amarante a 35 % v pohanke) (Alvarez-Jubete et al.,
2010; Bonafaccia et al., 2003).

Perikarb, kli¢ek a aleurénova vrstva cerealnych zin su
bohaté na vitaminy a mineralne latky. VSeobecne mozeme
obilniny povaZzovat za zdroj vitaminov skupiny B.
V obalovych vrstvach sa vyskytuji najmé vitaminy B, B,
aB¢. Psenica ajatmen obsahuju aj vySSie mnoZstva
kyseliny nikotinovej anikotiamidu. V klickoch sa
v zna¢nom mnozstve vyskytuje aj vitamin E. Mineralne
latky sa stuhrnne oznacuju ako popol, anorganicky zvySok
po spaleni rastlinného materialu. Obsah popola v celych
zrnach sa pohybuje vrozmedzi od 1,25 do 2,5 %. Celé
zrna poskytuju mineralie ako vapnik, draslik, horcik,
zelezo, zinok, med’, fosfor, ktorych obsah sa vSak zniZuje
lapanim a mletim (Serna Saldivar, 2003; Poutanen et al.,
2009).

Pseudocerealie su tiez vyznamnym zdrojom vitaminov
a mineralnych latok. Amarant je dobrym zdrojom
riboflavinu, pohanka okrem toho aj tiaminu a pyridoxinu.
NavySe su vybornym zdrojom vitaminu E (Alvarez-
Jubete et al., 2010). Obsah vitaminov a mineralnych latok
vybranych ceredlii a pseudoceredlii je zhrnuty v tabulke 3.
Z nutricného hladiska je dolezity aj obsah fenolickych
latok, ktoré vznikaju v zrnach ako sekundarne metabolity.
Delia sa na dve skupiny: hydrolyzovatel'né taniny (estery
kyseliny galovej aglukézy, resp. inych cukrov)
a fenylpropanoidy (ligniny, flavonoidy a kondenzované
taniny, prekurzorom je L-fenylalanin). Zaujem o tieto
latky vzrastol v ostatnych desatroéiach, najmi v stvisloti
s prevalenciou obezity, kardiovaskularnych ochoreni,

preskimané st flavonoidy, ktoré vykazuju tzv.
antioxidacnu aktivitu, schopnost’ zhasat’" volné radikaly
v in-vitro podmienkach. Mikulajova et al. (2007)
sledovali  antioxidacni  aktivitu  acelkovy obsah
fenolovych zlacenin v 20 genotypoch ovsa, 13 genotypoch
pSenice,

6 genotypoch jaémena a 2 genotypoch pohanky. Podla ich
vysledkov, najvyssiu antioxida¢nt aktivitu (DPPH test,
ABTS test a EPR/ spintrapping test) anajvyssi obsah
fenolovych zlucenin (stanovenych na zaklade reakcie s
Folin-Ciocalteuvym  €inidlom)  vykazovali  vzorky
pohanky. Antioxida¢nu aktivitu a obsah polyfenolov ovsa
sledovali aj Brindzova et al. (2008). Zistili, Ze najvyssi
obsah celkovych polyfenolov z deviatich kultivarov ovsa
bol v kultivaroch s ¢iernou Supkou. MikuSova et al.
(2008) stanovovali celkovy obsah fenolickych zlucenin
v jaCmeni, amarante, mrliku, pohanke a ciroku, pricom
najvyssi obsah celkovych fenolov v prepocte na kyselinu
galovu zistili vo vzorke prosa (Echinochloa frumentacea
L.), ¢o sa odrazilo aj na stanoveni celkovej antioxidacnej
aktivity, ktora bola pomocou ABTS testu zistena najvysia
prave v prose. Podobné vysledky dosiahli Brindzova et al.
(2009), ktori zistili, ze okrem prosa vykazuje vysoku
antioxidacni  aktivitu avysoky obsah celkovych
polyfenolov aj pohanka a jacmen (z 20 kultivarov 4
cerealii alé kultivarov
6 pseudocerealii).

Mnohé polyfenoly vykazuju aj antimikrobialnu aktivitu.
Vyznamnym zdrojom tychto fytochemikalii si najmi
pseudocerealie, ¢o dokazali aj MoSovska et al. (2010)
sledovanim antimikrobidlnej aktivity extraktov amarantu,
pohéanky a prosa vo€i gramnegativnym a grampozitivnym
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baktériam. Najvyraznej$ia inhibicia bola zaznamenana
voCi Salmonella typhimurium.

Dolezitou stéastou ceredlii  a pseudocerealii  su
polysacharidy a oligosacharidy s prebiotickymi
vlastnostami. Tieto nie su stravené v hornych castiach
traviacej sustavy cloveka. V zazivacom systéme stimuluju
rast probiotickej crevnej mikroflory, ktora preventivne
nepdsobi len lokalne, ale v kone¢nom dosledku pozitivne
posobi na zdravie hostitel'a (Manning, Gibson, 2004;
Charalampopoulos et al.,, 2002). Z pomedzi prebiotik
najvacSie zastupenie v cerealiach a pseudoceredliach
vykazuju Skrob, vladknina a oligosacharidy (Rivera-
Espinoza, Gallardo-Navarro, 2010).

De Souza Oliveira et al. (2011) hodnotili vplyv inulinu
(rozpustna vlaknina) na rast Lb. acidophilus, Lb.
rhamnosus, Lb. bulgaricus and B. lactis, ktoré boli
spolo¢ne kultivované so S. termophilus v mlieku. Potvrdili
skutocnost’, ze pridavok inulinu skratil generac¢ny Ccas
(zvysil rychlost rastu) testovanych baktérii mlie¢neho
kysnutia.

Su et al. (2007) sledovali vplyv niekol’kych komerénych
prebiotickych preparatov (fruktooligosacharidy, inulin,
arabinogalaktan,  s6jové  oligosacharidy, B-glukan
a pentahydrat D(+)-rafindzy) na rast troch probiotickych
kultar Lb. acidophilus LAFTI L10, B. animalis lactis
LAFTI B94 and Lb. casei LAFTI 1L.26. Autori zistili, ze
vSetky tri kmene boli schopné utilizovat’ tieto komeréné
prpipravky sacharidov.

Vplyv fruktdnov na rast ametabolicki aktivitu
bifidobaktérii (B. angulatum, B. adolescentis, B. longum,
B.  pseudolongum, B. bifidum, B. catenulatum,
B. pseudocatenulatum, B. globosum and B. animalis)
hodnotili Bielecka et al. (2002). Dokazali, ze vicSina
bifidobaktérii utilizovala fruktany, priCom sucasna
stimulaciu rastu zaznamenali u najviac u B. longum a B.
animalis. ZaClenenie oligofruktanov do stravy sposobilo
zvysenie poctu fekalnych bifidobaktérii u potkanov o 1,6
logaritmického  poriadku v porovnani s kontrolou
(gluk6za). AvsSak symbiotické podanie probiotik
s prebiotikami spdsobilo zvysenie iba o 1,4 logaritmického
poriadku bifidobaktérii v ich stolici. Aj Banuelos et al.
(2008) preukazali pozitivny vplyv fruktdnov na rast
probiotickych kmenov, konkrétne Lb. gasseri CECT5714 a
Lb. fermentum CECT5716.

ANTINUTRICNE ZLOZKY

Okrem mnozstva vyznamnych nutriénych latok obilniny
a pseudoobilniny obsahuji aj latky antinutricné. Su to
zlozky potravy, ktoré maju negativny vplyv na vyzivu
organizmu tym, ze zhorSuju vyuzitel'nost’ Zivin, alebo ich
rozkladaju ¢i inak menia. Patria medzi ne najmi kyselina
fytova, niektoré polyfenoly, trypsinové inhibitory
a inhibitory amylazy, ktoré znizuju stravitelnost’ proteinov
a sacharidov a dostupnost’ mineralnych prvkov.

Vyznamnym antinutricnym faktorom je najmi kyselina
fytova (alebo myoinozitolhexafosfat, obrazok 2), ktorad sa
vyskytuje vo vSetkych ceredliach a pseudocerealiach,
najmi v aleurénovej vrstve Je to vysokofosforylovana,
negativne nabita molekula, ktora je schopna viazat' zinok,
zelezo, vapnik a iné dvojmocné kationy a proteiny, ¢im
zabranuje ich absorpcii a znizuje ich dostupnost’ (Zotta et
al,, 2007; Garcia-Estepa et al., 1999; Febles, 2001;
Svandberg, Lorri, 1997).

Priemerny obsah kyseliny fytovej v obilnach (vyjadrené
v mg na g suSiny) je pre ovos v rozmedzi 12,4-29,6, pre
kukuricu 12,5 az 14,2, 1,4 az 2,9 pre ryzu a 5,6 az 9,8 pre
cirok. V pSenici sa nachadza priblizne 3,6 az 4,4 mg/g
susiny, v jaémeni 6,1 az 6,5, v prose 10,4 az 10,8 a v razi
4,3 az 4,8. Vysoky obsah je aj v pseudoobilninach, a to
12,6 az 14,3 mg na g susiny pre amarant a 10,3 az 14,1 pre
pohanku (Konietzny, Greiner, 2003; Garcia-Estepa
et al., 1999).

b b

Obrazok 2 Kyselina fytova

Dal§im antinutriénym faktorom st niektoré polyfenoly.
Antinutri¢né vlastnosti vykazuji najméi taniny, ktoré viazu
proteiny, tvoria snimi hydrofilné alebo hydrofobne
komplexy, ¢im znizuju ich stravitelnost’ a inhibuju
absorpciu mineralnych prvkov, napr. zeleza. Taniny sa
vyskytuji najmd v ciroku. (Serna Saldivar, 2003;
Swanson, 2003; Svandberg, Lorri, 1997; Wikipedia,
2011a).

Obsah polyfenolov v cerealiach a pseudocerealiach zavisi
od druhu plodiny aod stupiia vymletia. Polyfenoly sa
mdzu vyskytovat’ ako volné alebo esterifikované, pripadne
viazané na zlozky bunkovej steny ako st polysacharidy,
proteiny alebo lignin. V obilnych zrnach sa vyskytuju
najmd kyselina hydroxyskoricova, galova, ferulova a
kumarova. Mnozstvo stanovenych polyfenolov zavisi od
pouzitej extrakénej metddy, pretoze napr. pri kyslej
hydrolyze dochadza k degradacii kyseliny benzoovej
(Arranz, Calixto, 2010). Medzi fenolickymi zli¢eninami
st najmi kyselina galova a katecholova zname svojou
schopnostou viazat’ Zelezo (Towo et al, 2006).

V ceredliach a pseudocereélidch boli identifikované aj
dalSie antinutricne posobiace latky, ato trypsinové
inhibitory a inhibitory a-amyldzy. Trypsinové inhibitory
inhibuju aktivitu dvoch enzymov: trypsinu
a chymotrypsinu, indukuji hypersekréciu pankreatickych
enzymov a stimuluji pankreaticki hypertrofiu (zvéacSenie
pankreasu v dosledku zvdcSenia buniek) a znizuja
absorpciu a travenie proteinov zo stravy (Olli et al., 1994;
Pisulewska, Pisulenwski, 2000).

Enzym a-amylaza zohrava déleziti ulohu v metabolizme
skrobu prostrednictvom Stiepenia glykozidickej vézby.
Medzi inhibitory amyldzy patria kovové chelatory,
kyselina citronova a $tavelova atazké kovy, ako ortut
a olovo. Inhibitory a-amylazy Specificky inhibuji syntézu
izoenzymu, priCom ich biologickd uloha v plodinach je
nejasnd (Muralikrishna, Nirmala, 2005; Nielsen et al.,
2004). Su zodpovedné za inhibiciu slinnej a pankreatickej
a-amylazy, ¢im negativne ovplyviiuju travenie Skrobu
a inych polysacharidov prijimanych stravou (Feng et al.,
1996).
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VYUZITIE BAKTERI{ MLIECNEHO
KYSNUTIA PRE CEREALNE FERMENTACIE

Skupina baktérii mliecneho kysnutia (BMK) zahriuje
grampozitivne fakultativne anaerébne (mikroaerofilng)
acidotolerantné nespérotvorné kokovité a paliCkovité
baktérie, ktoré maju podobné fyziologické a metabolické
vlastnosti. Ich hlavnym produktom pri fermentacii
vyuzitelnych sacharidov je kyselina mlie¢na. Do tejto
nesystematickej ~ skupiny  baktérii  patria  rody:
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, ako aj menej alebo Specificky
sa vyskytujuce rody Aerococcus, Carnobacterium,
Oenococcus, Sporolactobacillus, Tetragenococcus,
Vagococcus, a Weisella. V minulosti boli do tejto skupiny
priradované aj koryneformné bifidobaktérie. V sti€asnosti
tato skupina obsahuje celkom 16 rodov, zktorych 12 je
priamo spojenych s potravinami (Gérner, Valik, 2004;
Narvhus, Axelsson, 2003).

Historia vyroby fermentovanych potravin siaha az do Cias
starovekého Egypta, kedy bol proces vyroby velmi
jednoduchy, bez uvedomovania si pritomnosti a ulohy
mikroorganizmov v iom. Az koncom 19. storocia sa zacali
vyvijat’ zakysové kultiry, ktorymi sa zabezpecila stabilita
technologického procesu a rozvoj vyroby fermentovanych
potravin. Dlhou historiou ich vyuzivania
s antagonistickym uc¢inkom vocli neziaducim
kontaminantom si tieto baktérie vydobyli vysostné
postavenie v potravinarstve. Ich aplikacie sa povazuju za
vSeobecne bezpecné a navyse ich Cisté kultury vyuzivané v
praxi musia vlastnit’ certifikdit GRAS (angl. generally
regarded as safe).

Fermentacia ceredlii  a pseudoceredlii  mlie¢nymi
baktériami je znama uz od antickych ¢ias. Medzi tradi¢né
fermentované cerealne produkty patri chlieb, ovsend kasa
a napoje (alkoholické aj nealkoholické), ktoré su rozsirené
najmi vAzii a Afrike (Helland et al, 2004;
Charalampopoulos et al., 2002). Obilie, najmi pSenica
araz, sa vzapadnych krajindch vyuzivali najCastejsie,
napriklad, pri vyrobe kvasku, na zlepSenie kvality cesta,
reologickych vlastnosti findlneho produktu a pod.
(Charalampopoulos et al., 2002).

Podl'a Hammesa et al. (2005) je fermentacia ceredlii a
pseudocerealii ovplyviiovand najma variabilitou vlastnosti
tychto plodin a prislusnych faktorov ich vnttorného ako aj
vonkajSieho prostredia, medzi ktoré patria:

— obsah fermentovatelného substratu, zivin, rastovych
faktorov, mineralnych latok,

— aktivita vody,

— stupen vymletia zfn,

- teplota a diZka trvania fermentécie,

— amylolyticka aktivita.

Kracova ulohu hra typ plodiny a jej chemické zlozenie.
Obsah fermentovatelnych sacharidov v ceredlnych
substratoch sa pohybuje vrozmedzi 0,5 az 3 %, ¢o je
podla  viacerych  autorov  postacujuce. Hlavnym
sacharidom ceredlii apseudocerealii je sacharoza.
Cinnostou a-amylaz sa zo $krobu uvoltiuje maltdza, ktora
poskytuje dalsie volné cukry, ktoré mozu byt vyuzité
BMK. Vyberom druhov BMK s vysSou amylolitickou
aktivitou mozeme zvysit' rychlost fermentacie ako aj
tvorbu kone¢nych produktov.

Prostrednictvom  proteolytickej  aktivity = dochddza
k uvolneniu peptidov aaminokyselin, ktoré su jednak

nutricne vyznamné pre rast BMK asu prekurzorom
aromatickych latok alatok s antimikrobialnou aktivitou.
Preto vyber BMK s vyssou proteolytickou aktivitou nam
optimalizuje podmienky fermentacie azvySuje sa
produkcia latok podielajucich sa na tvorbe arémy.

Vyroba fermentovanych potravin bola v minulosti
zalozena na spontannej fermentacii tzv. povodnou alebo
autochtonnou mikroflérou nachadzajiicou sa v surovinach.
Tento spdsob bol neskdr vylepSeny pridavanim Casti
fermentovanej potraviny z predchadzajucej davky, ¢o bolo
charakteristické pre vyrobu chleba alebo syrov. V prvom
pripade sa pouzivala tzv. drobenka, v druhom kysla
srvatka. Koncentrovana priemyselna vyroba potravin sa v
stCasnosti nezaobide bez priemyselne pripravovanych
$pecialnych kultar. Tieto na jednej strane obsahuju vysSie
pocty buniek, skracuju proces fermentacie, a na druhej
strane znizuju riziko zlyhania procesu, vratane vzniku
chyb vyplyvajucich z kontaminacie, ktoré by mohol
personal pri priprave kultir sposobit (Gorner a Valik,
2004; Leroy, De Vuyst, 2004).

METABOLIZMUS BMK A ZMENY ZLOZENIA
CEREALII A PSEUDOCEREALIi  POCAS
FERMENTACIE

V dosledku metabolickej aktivity BMK sa meni zlozenie
cerealnych a pseudoceredlnych substratov. Sacharidy,
proteiny aj tuky podlichaju degradacii a su zapajané do
mnohych  reakcii  schématicky  zosumarizovanych
v obrazku 3. Jednoduché cukry st priamo
fermentovatelné a st prekurzorom najméd organickych
kyselin. Posobenim amyldz, enzymov pritomnych
v cerealiach a pseudocerealiach a produkovanych aj BMK,
sa Stiepi Skrob a to podl'a aktivity az na konec¢ny produkt —
glukozu, ktora je nasledne utilizovana.

BMK maju slabu proteolytickt aktivitu a Stiepia proteiny
na aminokyseliny, ktoré su vyznamnym prekurzorom
aromaticky  aktivnych  zlucenin, ale aj latok
s antimikrobidlnou aktivitou. Lipolytickou cinnostou
BMK sa z lipidov uvolfiuju vol'né mastné kyseliny, ktoré
sa tak isto podiel’aji na tvorbe arémy.

METABOLIZMUS SACHARIDOV

Na zéklade utilizacie cukrov rozdel'ujeme BMK do troch
skupin:  obligaitne  homofermentativne, fakultativne
heterofermentativne a obligatne heterofermentativne

Homofermentativne druhy (Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus aniektoré druhy rodu Lactobacillus) tvoria
viac ako 85 % kyseliny mliecnej z glukézy. Hexozy su
metabolizované enzymami glykolytickej (Embden-
Mayerhoffovej) cesty. Baktérie sfermentuji 1 mol glukdzy
na 2 moély pyruvatu, pricom energeticky vynos predstavuje
2 moly ATP na molekulu glukézy.

Pyruvat je nasledne redukovany na L- alebo D-kyselinu
mlie¢nu enzymom laktatdehydrogenaza (Hutkins, 2006).
Schopnost BMK produkovat’ L(+), D(-) izomér alebo ich
zmes zavisi od rodu a druhu BMK a méze sa vyuzit’ na ich
klasifikaciu (De Angelis et al., 2007; Plessas et al., 2008).
L(+)-laktat je produkovany druhmi rodov Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Tetragenococcus, Streptococcus a Vagococcus. D(-)-laktat
tvoria druhy rodov Leuconostoc a Oenococcus. Rody
Lactobacillus, Pediococcus a Weissella produkuju L(+)-,
D(-)- and DL-izomér (Liu, 2003). Heterofermentativne
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baktérie r. Weisella, Leuconostoc aniektoré laktobacily
produkujii iba 50 % kyseliny mliecnej z glukozy
(Warburg-Dickensova cesta). Hexdzy st metabolizované
prostrednictvom fosfoketolazovej cesty.

Z jedného molu glukozy vznika 1 moél kyseliny mliecnej,
1 mol etanolu a 1 mél CO, pri energetickej vytaznosti
ekvivalentnej 1 molu ATP (obrazok 4; Hutkins, 2006).

Viacsina druhov BMK fermentuje najmd maltozu,
sacharozu, fruktézu a glukézu, ale aj monosacharidy
z rastlinnych polysacharidov arabinoxylanu
a arabinogalaktanu. Pentézy ako arabindza a xyldza su
obyc¢ajne utilizované obligatne heterofermentativnymi,
fakultativne  heterofermentativnymi alen zriedkavo
obligatne homofermentativnymi druhmi BMK (De Vuyst
et al., 2009).

Skrob/cukry Proteiny Lipidy
A A 4
Amylopektin Fermentujuce
cukry
Amyloza
, A A 4
v amidza h 4 Aminokyseliny Mastné
Maltoza »  Glukoza
v glyko
Pyruvat

Produkcia
biomasy

Tvorba
vOine

Etanol
CO,

Obrazok 3 Biochemické zmeny sacharidov, proteinov a lipidov poc¢as fermentacie (Navrhus, Serhaug, 2006)

Kyselina mliecna moéze byt baktériami mlie¢neho
kysnutia produkovana zrdznych substratov. Primarnym
substratom su cukry (hex6zy a pentdzy), vznikaju vsak aj
ztakych substratov ako polyoly (polyhydroxilované
alkoholy — manitol, sorbitol), organické kyseliny (jabl¢na,

citronova) a aminokyseliny (serin, alanin, kyselina
asparagova) (Liu, 2003).
Hlavnym  medziproduktom metabolizmu kyseliny

pyrohroznovej je kyselina mliecna. V zavislosti od
enzymatického aparatu BMK z pyrohroznanu mozu
vznikat' d’alSie metabolity, ako napr. kyselina octova,
mravéia, etanol, acetaldehyd, diacetyl, acetoin a 2,3-
butandiol (obrazok 5; Liu, 2003).

METABOLIZMUS PROTEINOV

BMK, rovnako ako mnoho inych baktérii, nie st schopné
asimilovat’ anorganicky dusik, a preto v prostredi vyzaduju
pritomnost’  rastovych  faktorov, vratane volnych
aminokyselin. PretoZe vicsina potravin ich obsahuje malo,
BMK sa vyznaéuji proteolytickymi vlastnostami.
Proteolyzou vzniknuté malé peptidy a aminokyseliny su uz
schopné transportovat’ cez bunkovu stenu (Hutkins,
2006).
Katabolizmom aminokyselin, deaminaciou,
dekarboxylaciou, transaminaciou azmenou postranného
retazca, vznikaju zluCeniny, ktoré prispievaju k tvorbe
aromy. Su to najmid ketokyseliny, amoniak, aminy,
aldehydy, kyseliny a alkoholy (Génzle et al., 2007;
Gobbetti et al., 2005).

Specialnu pozornost’ si zasluzi metabolizmus kyseliny
glutimovej a glutaminu, pretoze glutamin je v proteinoch
pSenice zastupeny v najvyssich koncentraciach.

Transaminaciou kyseliny glutdmovej vznika kyselina
a-ketoglutarova, ktora je dolezitym akceptorom amino
skupiny v transaminacnych  reakciach  ostatnych
aminokyselin (Géinzle et al., 2007; Ferencik et al., 2000).

Glukdza
ATP ATP
ADP JK ADP
Glukdza 6-F

™

: 6-fosfoglukomdt

Fruktéza 6-F nsfbglukong ADe
ATP
ADP

Fruktdza 1,6-bis-P

NADH
—eC0-

Eyluldza 5-P

/

Glyceraldehyd 3-F —DHAP  Glyeeraldehyd 3-F bestylP
4 ADP ADP
2 NMJU (' b il DCQ ATP NADH
2 NADH NADH™| . NAD+
—= 2H0 0
BT I Beetaldehynd
2 NADH MADH i
e “IC
2NAD+ NAD+ AD+
2 Latét Laktit Etanol
Homofermentativmy Heterofermentativiy
metaholizmus metaholizius

A - Laktit debydrogeniza B - Alkohal dehydrogendza
Obrazok 4 Metabolizmus sacharidov baktérii mlie¢neho
kysnutia (Reddy et al., 2008)
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hydroxy derivat, ktoré okrem toho, ze vykazuju fungicidnu
aktivitu, sa podiel’aju aj na tvorbe vone (Génzle et al.,
2007; Thiele et al., 2002; Valerio et al., 2004).

Fenylalanin a tyrozin mozu byt cinnostou laktobacilov
premenené na antifungilne zluCeniny. Vysledkom
metabolizmu fenylalaninu laktobacilmi Lb. plantarum a
Lb. sanfranciscensis je kyselina fenylmliecna a jej 4-

Acetat

dehydrogenacia Acery-P ot
pyrLvatu (aerabny V o
metabolizmus)
Acetyl-Cod
Oy
oo, C\_t_r:‘at
Cok oot
oy 0y h
Acetat #— Acetyl-P. r— Pyrut —————»  Acetolaktat
Pyruvatoxdazova Cod
cesta
C
MravEan 4/+ COQ‘ — G2
Acetyl-CoA Diacetyl Acetoin
CoA i
Acetyl-P Acetaldehyd 2,3-butandiol

Acetat

Diacetylfacetoinova
cesta

Etanal

Pyruvat-mravéan-lyazovy system
{aktivny v anaerohnych podmienkach)

Obrazok 5 Tvorba ddlezitych metabolickych produktov z pyruvatu BMK (Caplice, Fitzgerald, 1999)

UZITKOVE VLASTNOSTI BMK

Primarnym t¢elom fermentacie potravin bolo predizenie
trvanlivosti vychodzich surovin. NeskorSie Studium
a pochopenie podstaty procesov prebiehajucich pocas
fermentacie viedlo k vyvoju novych konzervacnych
metod. Fermentacia sa stala ziadanou aj vd’aka tomu, Ze jej
prostrednictvom sa zacali vyrabat’ potraviny s unikatnymi

organoleptickymi  vlastnostami. =~ Okrem toho, ze
fermentaciou sa predlzuje skladovatelnost’ potravin,
zvySuje sa ich nutricnd hodnota, stravitelnost,

v niektorych pripadoch sa moéze znizit aj toxicita
vychodiskovych surovin, napr. odburanie lepku v psenici,
fermentacia sa stala aj procesom zabezpecujucim
zdravotni  neSkodnost’  potravin vyrobenych aj bez
teplotného opracovania (Leroy, De Vuyst, 2004, Caplice,
Fitzgerald, 1999).

PREDILZENIE TRVANLIVOSTI

Pri predlZovani trvanlivosti potravin sa vyuzivaju viaceré
vlastnosti BMK, zktorych k najdolezitejSim patri
produkcia organickych kyselin (kyseliny mlie¢nej, octovej,
propionovej, mravéej akapronovej), CO,, etanolu,
peroxidu vodika, diacetylu, fungicidnych latok, ako su
mastné  kyseliny alebo  kyselina  fenylmlie¢na,
bakteriocinov a antibiotik (Caplice, Fitzgerald, 1999;
Navrhus, Sorhaug, 2006; Valerio et al., 2008; Katina, et
al., 2002; Messens, De Vuyst, 2002).

Mechanizmus fyziologického uc¢inku jednotlivych
antimikrobialnych latok je rozdielny. Organické kyseliny
inhibuju aktivny trasport zivin do bunky, okysluju
cytoplazmu a navyse ich vplyvom dochadza ku kolapsu
elektrochemického proténového gradientu, ¢o ma
bakteriostaticky az bakteriocidny ucinok (Caplice,
Fitzgerald, 1999).

Peroxid vodika, ktory je typicky pre laktobacily, sa
akumuluje  vprostredi a prostrednictvom = silného

oxidaéného stresu na membranové lipidy abunkové
proteiny pdsobi na bunku katalazo-negativnych
mikroorganizmov inhibi¢ne (Caplice, Fitzgerald, 1999).

Diacetyl zasahuje do utilizacie argininu a je u¢inny najma
voCi gramnegativnym baktériam, kvasinkam a vlaknitym
hubam.

Dal§imi antimikrobidlne pdsobiacimi metabolitmi BMK
st bakteriociny, peptidy alebo malé proteiny, inhibujuce
variabilné  spektrum  mikroorganizmov. V mnohych
pripadoch vsak bakteriociny nepdsobia Specificky len na
neziaducu mikrofloru, ale aj na pribuzné druhy BMK.
Bakteriociny naruSuju celistvost bunkovych membran
ainhibuji  syntézu  bunkovej  steny.  Inhibicia
mikrobialneho rastu je sposobena predovsetkym stratou
transmembranového  elektrického  potencidlu.  Silny
cytotoxicky efekt je pravdepodobne spdsobeny prisunom
proténov Na', ktory vedie k poklesu vnutrobunkového pH
anasledne k inhibicii mnohych enzymatickych procesov
(Caplice, Fitzgerald, 1999; Hugenholzt, 1993; Corsetti,
Settanni, 2007; Konings et al., 2000; Twomey et al.,
2002).

Izolovanych  aidentifikovanych  bolo  niekol’ko
bakteriocinov produkovanych laktobacilmi vyuzivanymi v
pekarstve. Plantaricin, produkovany Lb. plantarum bol
ucinny voci gram-pozitivnym baktériam, ale nie vodéi
listériam a bavaricin (Lb. bavaricum), ktory bol ucinny
voci niektorym listériam a gram-pozitivnym baktériam
(Corsetti, Settanni, 2007).

Siroké antimikrobidlne spektrum maji reuterin (-
hydroxypropionavy aldehyd) a reutericyklin (cyklicky
dimér reuterinu), ktoré boli izolované z Lb. reuteri.
Reutericyklin inhibuje gram-pozitivne baktérie, ako napr.
laktobacily, Bacillus subtilis, B. brevis, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus a Listeria innocua, a je
bakteriocidny voci B. subtilis, S. aureus alLb.
sanfranciscensis (Navrhus, Sorhaug, 2006).
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Corsetti et al. (2004) objavili antimikrobialne molekuly
produkované laktobacilmi v kvasku, ktoré boli oznacené
ako inhibujuce latky podobné bakteriocinom (BLIS —
bacteriocin-like inhibitory substances). Lb. pentosus 2MF8
izolovany z kvasku bol prvy laktobacil, ktory produkoval
antimikrobialne latky charakteru bakteriocinov s aktivitou
pri fermenta¢nych podmienkach (Corsetti, Settanni,
2007).

BMK tvoria aj Siroku skdlu antifungdlnych zlucenin.
Schniirer, Magnusson (2006) publikovali ich prehlad
azaradili medzi ne kyselinu mlie¢nu a octovi, CO,,
diacetyl, peroxid vodika, kyselinu kapronovi, 3-hydroxy
mastné  kyseliny, kyselinu fenylmlie¢nu, cyklické
dipeptidy, reuterin a fungiciny. Medzi produkéné druhy
patrili Lb. casei, Lb. pentosus, Lb. paracasei ssp.
paracasei a Lb. coryniformis ssp. coryniformis
ZLEPSENIE  NUTRICNEJ
HODNOTY

Zvysenie celkovej hodnoty fermentovanych potravin
v porovnani so surovymi materialmi spociva podla
viacerych autorov (Arora et al., 2010;
Charalampopoulos, et al.,, 2002; Rivera-Espinoza,
Gallardo-Navarro, 2010; Taylor, 2003):

= v zlepSeni kvantity a kvality proteinov a ich
dostupnosti prostrednictvom bakterialne;j
enzymatickej hydrolyzy, pricom sa uvoliiuji vol'né
aminokyseliny,
= vo zvySeni stravitelnosti Skrobu,
= vo zvySeni obsahu vitaminov, najmé skupiny B
(riboflavin, tiamin, niacin, kyselina listova),
= vo zvySeni dostupnosti mineralnych prvkov,
v redukecii antinutri¢nych faktorov,
v produkecii bakteriocinov a prebiotik,
v moznosti byt nosi¢omom probiotickych baktétii,
v zlepSeni chutnosti a vo zvyseni akceptovatel'nosti
spotrebitel'mi.

BMK svojou proteolytickou aktivitou moézu prispievat
k uvolniovaniu  bioaktivnych peptidov, ktoré modzu
stimulovat’ imunitny systém, zlepSovat absorpciu
v traviacom systéme, mozu vykazovat antihypersenzitivny
alebo antitromboticky efekt a moézu mat’ funkciu nosi¢ov
mineralnych latok, najméa vapnika (Wouters et al., 2002).

BMK maji vyznamnu schopnost’ znizovat' celiakiu
indukujuce efekty lepku, ktory wucitlivych jedincov
vyvolava ochorenie nazyvané celiakia (Korus, et al.,
2009).

Preukdzana bola degradacia glyadinovej frakcie lepku
Startovacou kultirou zlozenou z Lb. alimentarius, Lb.
brevis, Lb. sanfranciscensis a Lb. hilgardii, ktora umoznila
vyrobu chleba obsahujuceho 30 % psSeni¢nej miky a 70 %
celiakiu neidikujicej muky (ovsenej, raznej, pohankovej)
vyhovujuceho pre celiatikov (Corsetti, Settanni, 2007).
S rovnakym tspechom bol testovany probioticky preparat
VSL#3, obsahujaci Streptococcus thermophilus, Lb.
plantarum, Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii ssp.
Bulgaricus, Bifidobacterium breve, B. longum a B. infantis
(De Angelis et al., 2006).

Preukazal sa aj vplyv BMK na antioxidacnt aktivitu
fermentovanych  produktov na baze ceredlii a
pseudocerealii. Pordevi¢ et al. (2010) sledovali vplyv
dvoch typov mikroorganizmov (Lb. rhamnosus a
S. cerevisiae) pocas fermentacie na antioxida¢nu aktivitu

A ZDRAVOTNEJ

acelkovy obsah fenolovych zlucenin 4 ceredlii, ato
pohanky, pSenice, jaCmena araze. Fermenticia viedla
k zvySeniu obsahu fenolovych zlacenin aj celkovej
antioxidaénej aktivity vo vSetkych vzorkach.

Preskimana bola aj schopnost’ tvorby y-aminomaslovej
kyseliny kyslomliecnymi  baktériami. Kyselina y-
aminomaslova je Stvoruhlikova neproteinova
aminokyselina, ktord vznikd konverziou L-glutamatu za
pritomnosti enzymu glutamatdekarboxylazy. Je hlavnym
inhibitorom neurotransmiterov centralneho nervového
systému, znizuje hypersenzitivitu, je ucinnad v prevencii
diabetu a ma diuretické a sedativne ucinky (Coda et al.,
2010). Tvorba kyseliny y-amonimaslovej bola zavisla od
druhu BMK, kultivaénych podmienok a zlozenia média
(Li, Cao, 2010).

REDUKCIA ANTINUTRICNYCH FAKTOROV

Pocas fermentacie ceredlii a pseudocerealii dochadza
k redukcii antinutricnych faktorov ¢im sa zvySuje ich
nutri¢né hodnota.

BMK produkuju enzymy fytazy, ktoré sa nachadzaju aj
v samotnych zrnach ast zodpovedné za degradaciu
kyseliny fytovej a uvol'nenie mineralnych prvkov, ktoré je
schopné viazat' (obrazok 6). Cinnostou baktérii sa znizuje
hodnota pH prostredia, ¢o pozitivne vplyva na aktivitu
fytaz, ktoré maji optimum pri pH 4,5 (Corsetti, Settanni,
2007; De Angelis et al., 2003; Lonnerdal, 2002).

Kyselina fytova sa odburava enzymatickou hydrolyzou
cez inozitolpentafosfat, inozitoltetrafosfat, inozitoltrifosfat,
eventualne inozitol di- a monofosfat pocas skladovania,
fermentacie, kliCenia, technologického spracovania
atravenia (Garcia-Estepa et al., 1999; Palacios et al.,
2008). Navyse, nizsie derivaty inozitolfosfatu su zdraviu
prospesné, zabranuji kornateniu ciev srdca, arterioskleroze
a nervovym ochoreniam (Corsetti, Settanni, 2007).
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Obrazok 6 Degradacia kyseliny fytovej

Leenhardt et al. (2005) uvadzaji, ze mierny pokles pH
na hodnotu 5,5 pocas fermentacie kvasku znizuje obsah
kyseliny fytovej az o 70 %. El Hag et al. (2002) dosiahli
14 hodinovou fermentaciou prosa pokles kyseliny fytovej
059,5 % (z 943 na 380 mg/100g). Reale et al. (2004)
uverejnili vysledky svojej prace, v ktorej dosiahli 80-90%
redukciu kyseliny fytovej zmesnou Startovacou kultarou
(Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. curvatus). Podobné
percento odburania kyseliny fytovej dokumentovali
De Angelis et al. (2003) s pouzitin Lb. sanfranciscensis
CBI.

Okrem odburania kyseliny fytovej sa fermentaciou
znizoval aj obsah taninov a polyfenolov, ¢im sa zvysila
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stravitelnost’ proteinov (Bekes, Wrigley, 2004; Towo et
al., 2006). Podl'a El Hag et al. (2002) pokleslo mnozstvo
polyfenolickych latok v prose zpovodnych 304 na 122
mg/100 g po 14 hodinovej fermentacii. Towo et al. (2006)
rovnako preukdzali pokles celkovych polyfenolov pocas
fermentacie v ciroku v priemere o 57 %.

Pocas mikrobialnej fermentacii dochadza aj k inaktivacii
a denaturacii enzymovych inhibitorov (inhibitory trypsinu
aamylaz), ¢im sa zvySuje stravitelnost proteinov
a sacharidov (Hoffmann et al., 2003).

ZVYSENIE SENZORICKEJ KVALITY
Organoleptické vlastnosti st zakladom UspesSnosti
fermentovanych pokrmov, pretoze tieto produkty maja

vyrazne lepS§iu arému, chut avzhlad v porovnani
s vychodzimi materialmi  (Hutkins, 2006; Corsetti,
Settanni, 2007).

BMK  prispievaji  k zlepSeniu chute a vone

fermentovanych vyrobkov tym, Ze okysl'uju potravinu, ¢im
sa zvySuje ich proteolyticka a lipolytickd aktivita, ktora
prispieva k produkcii aromatickych zlucenin. Ako priklad
je mozné uviest zlepSenie senzorickej kvality syrov
¢innostou Lb. lactis subsp. cremoris (Leroy, De Vuyst,
2004; Guldfeldt, 2001). V tomto zmysle, pri tvorbe
aromaticky ucinnych latok je dolezity metabolizmus
pyruvatu (obrazok 5), pocas ktorého dochadza k tvorbe
mnohych zlucenin, napr. acetatu, etanolu, diacetylu
a acetaldehydu (Leroy, De Vuyst, 2004).

K tvorbe arémy prispievaju aj degradacné reakcie
aminokyselin, z ktorych klucova je Ehrlichova cesta
(obrazok 7), ktora vedie k tvorbe aldehydov a prislusnych
alkoholov. Rozklad lepku laktobacilmi a pediokokmi
zvySuje koncentraciu amonikoyselin, a to najmé prolinu,
ktory je prekurzorom aromaticky aktivnej latky 2-acetyl-1-
prolinu (Thiele et al., 2002).

R R R
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Obrazok 7 Ehrlichova cesta odburania aminokyselin

BMK sa  schopné produkovat  Siroku  $kalu
exopolysacharidov, ktoré moézeme rozdelit do dvoch
skupin: homo- a heteropolysacharidy. Homopolysacharidy
su tvorené iba jednym typom monosacharidu a su
syntetizované extracelularnymi transferdzami. Delime ich
na dve hlavné skupiny, ato polysacharidy tvorené iba
glukézou (glukany) a tie, ktoré sa skladaju iba z fruktozy
(fruktézany). Heteropolysacharidy su zlozené z viacerych
typov monosacharidov (Tieking, Génzle, 2005; Van Der
Meulen et al, 2007). Vyuzitim BMK produkujiacich
exopolysacharidy sa redukuje pouzitie polysacharidovych
aditiv, ktoré sluzia na zlepSenie textiry a ako emulgacné
a zelirovacie ¢inidla (Smitinont et al., 1997).

TRA’DICNE FERMENTOV{&NE POTRAVINY
A NAPOJE NA BAZE CEREALIL
A PSEUDOCEREALI{

V ostatnom case sa z réznych, ¢asto krat subjektivnych
dovodov zvySuje zaujem konzumentov o fermentované
potraviny rastlinného pévodu. Zda sa, ze zvySeny dopyt sa
stava trendom, ktory je Casto spdjany aj so zaujmom o
remeselne pripravované alebo tradi¢né vyrobky, obycajne
vyuzivajuce aktivitu pévodnej (autochtéonnej) mikroflory.
Siroké spektrum cerealnych alebo pseudocerealnych
substratov, ako aj obrovska pestrost’ mikrobidlnych druhov
in$piruji  potravinarsky orientovani vedecku komunitu
nielen k identifikacii a popisu mikroorganizmov, dejov
aich vzajomnych vztahov s potravinovou matricou, ale aj
k vyvoju novych funkénych potravin uréenych pre
imunitne kompromitované skupiny obyvatel’stva.

Tradicné  fermentované  cerealne  potraviny  su
pripravované zroznych druhov ceredlii a pseudocerealii
a st rozsirené po celom svete. Niektoré z nich sa vyuzivaju
iba ako farbiva, korenie, napoje alebo l'ahké jedld (napr.
ranajkové), iné slizia ako zdkladné potraviny.
Mikrobiolégia mnohych tychto produktov je zlozita
aneznama. Fermentdcia vicSinou prebieha spontianne
a zuCastiuju sa na nej zmieSané kultary baktérii, kvasiniek
a vlaknitych hub, ktoré sa vyskytuju v Zivotnom prostredi
alebo tvoria mikrofloru  prislusnych  ceredlii a
pseudocerealii (Minamiyama et al., 2003; Blandino et
al., 2003).

Z baktérii sa na fermentacii ceredlii a pseudocerealii
najCastejSie  podielaji  druhy rodov  Leuconostoc,
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Micrococcus
a Bacillus. NajcastejSie vyskytujuce sa vlaknité huby st
zrodov  Aspergillus, Paecilomyces, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium a Trichothecium, z kvasiniek je to
najma rod Saccharomyces (Blandino et al., 2003).

V dosledku rozmanitosti  vychodiskovych substratov,
vonkajSich  avnitornych  faktorov  a zGcastnenych
mikroorganizmov existuje vo svete mnoho typov
fermentovanych potravin anapojov na baze ceredlii a
pseudoceredlii. Mézeme ich rozdelit’ na sedem kategorii:

= fermentované muky,
= palacinky,

= kvasy/knedle,

= kolace/sladkosti,

= husté kasSe,

= riedke kaSe,

= napoje (Taylor, 2004).

Fermentované muky su zname napr. v Namibii.
Pripravuji sa zprosa acely proces zahina kroky ako:
mletie,  namacanie, fermentacia  (pravdepodobne

heterofermentativnymi laktobacilmi), suSenie na slnku,
mletie na muku a uplne dosusenie na slnku. Predava sa
bud’ ako kone¢ny produkt, alebo slizi na vyrobu dalSich
produktov (napoje, kase, kolace a pod.) (Taylor, 2004).
“Injera” (obrazok 8) je kysnutd palacinka a predstavuje
narodné jedlo Etiopie. Pripravuje sa prevazne z ciroku, ale
aj kukurice, prosa ajaémena. Proces vyroby zahina dve
fermentacie. V prvom kroku sa do cesta prida cast
prechadzajucej palacinky anecha sa kysnat 72 hodin.
Cast’ cesta sa potom spoji svodou avari za Gdelom
zelatinizacie Skrobu ana dve hodiny sa prida spat
k nafermentovanému cestu, pricom dochadza k tvorbe
plynu anasledne sa pecie. Z mikroorganizmov
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zOCastiujucich sa na fermentacii prevazuji kvasinky
aniektoré vlaknité huby (Pullaria sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Rhodotorula sp., Hormodendrum sp.,
Candida sp.) a mnozstvo nedefinovanych baktérii. Injera
ma vysoku nutricni hodnotu aje bohatym zdrojom
vapnika a zeleza (Taylor, 2004, Blandino et al., 2003).

Obrazok 8 Injera (Wikipedia, 2011b)

V Indii a na Sri Lanke sa konzumuje fermentovany kolac¢
"Idli” pripravovany zryze (obrazok 9). Jeho priprava je
podobna vyrobe injery. Idli je nizko kaloricka potravina
s vysokou nutricnou hodnotou. K BMK zodpovednym za
fermentacny proces patria Leuconostoc mesenteroides,
Streptococcus faecalis, Lb. delbrueckii, Lb. fermenti, Lb.
lactis a Pediococcus cerevisiae, nevyhnutné pre proces
kysnutia a tvorbu kyselin st L. mesenteroides a S. faecalis.
V ,,idli* boli identifikované, Torulopsis holmii, T. candida,
Trichosporon pullulans ako aj kvasinkovita vlaknita huba
Geotrichum candidum (Taylor, 2004; Teniola, Odunfa,
2001; Blandino et al., 2003).

Podobnym vyrobkom je “Dosa”, smazeny lahko
fermentovany kola¢ (Taylor, 2004; Teniola, Odunfa,
2001).
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Obrazok 9 Idli (Wikipedia, 20.1 Ic)

V Ghane sa pripravuje fermentovand knedla "Kenkey”
z kukurice aje konzumovand ako hlavné jedlo. Vyroba
zahfna dva fermentacné kroky, prvy pocas namacania
kukurice, druhy pri tvorbe cesta. Na fermentacii sa podiel’a
Siroka Skala BMK, najmi vSak Lb. fermentum and Lb.
reuteri. Z kvasiniek a vlaknitych hub su zastipené rody
Candida, Saccharomyces, Penicillium, Aspergillus a
Fusarium (Taylor, 2004; Blandino et al., 2003).

Castymi fermentovanymi jedlami africkych a azijskych
krajin su kaSe. Pripravuju sa bud’ fermentaciou celych zin
(husté¢ kaSe) alebo pomletych zin (riedke kase). Medzi
takéto produkty patria: "Ting” z ciroku, "Ogi” a "Akamu”,
pripravované z kukurice, prosa alebo ciroku (Taylor,
2004; Blandino et al., 2003).

Po celom svete je produkovanych niekol’ko typov
alkoholickych (pivo z ja¢mena, “Sake” z ryze, “Bouya” z
pSenice) aj nealkoholickych (“Mahewu” z kukurice,
“Boza”  zpSenice, raze, prosa alebo kukurice)

fermentovanych napojov. St vyrabené v domacich
podmienkach, ale aj priemyselne, najmd v Juznej Afrike
a Botswane (Taylor, 2004; Blandino et al., 2003).

V stiCasnosti sa mnohé vedecké timy zaoberaju
problematikou ceredlnych a pseudocerealnych fermentacii.

Sleduje sa vhodnost cerealnych a pseudocerealnych
substratov pre rast arozmnozovanie BMK, vplyv
vonkaj$ich  avnutornych  podmienok na  priebeh

fermentacie, vplyv pridavku réznych aditiv, vplyv na
nutricni a senzoricki hodnotu a skladovatel'nost’ tychto
produktov. Takymto spdsobom vznikli v laboratornych
podmienkach rozne vyrobky, resp. polovyrobky z ovsa,
amarantu, ciroku, jamena a inych. Angelov et al. (2006)
vyrobili v laboratornych podmienkach funkény napoj
z ovsa kombinaciou probiotickej Startovacej kultury Lb.
plantarum B28 a celozrnného ovseného substratu, ktory si
zachovaval biologicku stabilitu 21 dni pri chladiarenskych
teplotaich. V ovsenych substratoch dobre rasta aj Lb.
reuteri, Lb. acidophilus a B. bifidum (Mértenson et al.,
2002).

Correia et al. (2010) uskuto¢nili fermentaciu ciroku
komerénymi kultarami (Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb.
paracasei,  Lb.  fermentum, P. pentosaceus, S.
thermophilus) azaznamenali zvySenie stravitelnosti
proteinov v in vitro podmienkach.

Vplyv fermentacie aklicenia na nutricné vlastnosti
jaémena sledovali Arora et al. (2010) a zistili, Ze
kombinacia tychto dvoch operacii vedie k zvySeniu obsahu
tiaminu, niacinu, lyzinu a rozpustnej vlakniny.

Vzhl'adom na obsah prebiotik v cerealiach prirodzeny
vyvoj smeruje k ich hodnoteniu ako nosica probiotickych
baktérii anasledna vyroba ceredlnych probiotickych
vyrobkov (Blandino et al.,, 2003; Rivera-Espinoza,
Gallardo-Navarro, 2010).

Medzi tradi¢né fermentované napoje, v ktorych bol
dokumentovany vyskyt potencialnych kultar
s probiotickymi vlastnostami patria: “Boza” (izolované
boli kmene druhov Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb.
fermentum, Leuconostoc mesentoroides subsp.
dextranicum, Lb. brevis), “Mahewu” (Lactococcus lactis
subsp. lactis), “Pozol” a “Togwa” (Blandino et al., 2003;
Gadaga et al., 1999; Prado et al., 2008).

ZAVER

Uloha cerealii v ludskej vyZive je nespochybnitelna.
K renesancii ich vyuzitia vedie v sucasnosti niekol’ko
faktorov  suvisiacich so zmenami spOsobu zivota
v priemyselne vyspelych krajinach, ale aj samotné reakcie,
ktoré tento spdsob zivota vyvolava. U konzumentov
prirodzene dochadza nielen k priklonu ku tradi¢nym
postupom pri priprave jedal, ale aj k renesancii samotnych
pseudoceredlii. 'V tejto stvislosti sa otvara novym
aplikdciam aj oblast’ fermentacii rastlinnych substratov.
Selekcia vhodnych mikroorganizmov a substratov by
mohla viest nielen k zvySeniu senzorickej a nutricnej
hodnoty, ale aj k eliminacii niektorych alergickych alebo
antinutri¢nych vlastnosti niektorych zloziek.
V neposlednom rade je mozné hl'adat’ tiez vhodné cerealne
prebiotické potraviny, ako nosi¢e probiotickych baktérii.
Inspiraciu by sme mohli Cerpat’ aj zo Sirokej skaly
fermentovanych obilninovych vyrobkov rozsirenych najma
v tzv. krajinach treticho sveta.
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nejZadanéjsi patfi pfistroje pro mikrobiologickou, chemickou, senzorickou analyzu, ale také detekéni testy pro
stanoveni mykotoxint ¢i rezidui antibiotik v mléce.

Pristroje pro mikrobiologickou analyzu

« Prlitokové cytometry pro analyzu v realném Case

» Mikroprocesorové fedicky vzorki a membranové pumpy

* Bioimpaktory k monitoringu ¢istoty vzduchu

+ Automaticke fluorescen&ni mikroskopy

« Spiralové ockovace a automatické odecitacky kolonii

+ ATP analyzatory mikrobiologické kvality potravin

+ Mikrobiologickeé homogenizatory typu ,stomacher”

+ Automatické varny meédii s rozplnénim do misek, zkumavek, lahvi¢ek
* Autoklavy, inkubatory, horkovzdusné sterilizatory, laminarni boxy, atd.
» Luminometry pro rychlou kontrolu trovne hygieny a sanitace, pasterace, provafenosti masa, atd.
* Spotiebni material pro mikrobiologickou praxi

Pristroje pro chemickou analyzu

* NIR spektroskopy k analyze obsahovych sloZek v potravinach

* Analyzatory pro stanoveni obsahovych slozek v mléce a mléénych smésich
* Pfistroje pro referenéni analyzu tuku, proteind, viakniny

* Analyzatory pro stanoveni obsahu chlorid( v potravinach

* Spektrofotometry

+ Off-line i on-line refraktometry

* Laboratorni nabytek

» DalSi pfistroje a spotiebni material pro chemické analyzy

Zarizeni pro senzorickou analyzu

+ Komplexni analyza textury u potravin, ve farmacii ¢i kosmetice, v¢. obalovych materialQ
+ Elektronicky nos a elektronicky jazyk

» Klimatické komory s volitelnym nastavenim teploty / vihkosti / osvétleni / CO, atd.

« Analyzatory pro stanoveni obsahu zbytkovych plyni pfi baleni do ochranné atmosféry

Diagnostika

» Detekéni diagnostické testy pro stanoveni rezidui antibiotik v mléce, mase, vejcich,
medu...
* Detekéni testy ke stanoveni mykotoxinQ
» Mikrobiologické média i ready média v lahvi¢kach, zkumavkach &i na miskach
|+ Diagnosticky systém pro semikvantitativni analyzu antibiotik dle skupin, aflatoxind, pesti-
H cida, alkalické fosfatazy, atd.
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Zivha média AES CHEMUNEX pro mikrobiologii

Spole¢nost O.K. SERVIS BioPro dodava zivna média v nasledujicich formach:
* praskové formy

+ ready media v lahvickach k pfimému pouZziti

* ready média na miskach &i zkumavkach k pfimému pouziti
Radi zasleme nabidkové katalogy Zivnych médii pro:

* klinickou mikrobiologii

* potravinarstvi

+ farmacii

* kosmetiku

* environmentalni oblast

Nizke ceny, rychlé dodani, vée s certifikatem kvality.

Technologie spiralového ockovani ,,Autoplate*

+ Mikroprocesorovy spiralovy ockovac uréeny pro snadné pocitani
bakterii, vyhodnoceni citlivosti antimikrobialnich testu ¢i stanoveni
mutagenicity vzorku

+ Optimalizace produktivity a vysledk( v mikrobiologické laboratofi

+ Eliminuje potfeby sériovych fedéni, Setfi Cas a finance

+ Automatizace oCkovaciho procesu

* 3 —4 fedéni na jedné misce

« CitlivéjSi nez konvenéni ockovaci techniky

* Velmi dobra opakovatelnost metody

AES CHEMUNEX - Automaticka priprava zivhych meédii

Autopreparatory s karuselovym plnénim Petriho mlsek
« Sterilizace medii ve vnitini nerezove nadobé autopreparatoru M09 '
* Perfektni standardizace media pfed rozplnénim

* Moznost pfidavku suplementl

* Karuselovy rozplfiovaci systém APS 320

* PInéni misek ve sterilnim prostredi

» Zabudovana tiskarna pro priibézny zaznam procesu

Rozplnovam systemy pro zkumavky a lahvi¢ky
» Vlyuziti peristaltické pumpy PMO5 pro poloautomaticke rozplnéni

+ Opakovaneé sterilizovatelné rozpliiovaci hadicky s nerezovymi koncovkami
* V kombinaci se souradnicovou plnickou XY500 pro automatické plnéni

* Pfesny objem davkovaného meédia s moznosti kalibrace

+ Vhodné k rozplfiovani agar(, bujonu i tekutin

+» Minimalizace kontaminacnich rizik
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PERSISTENCE OF L. MONOCYTOGENES VERSUS ADHERENCE ON SOLID

SURFACE
Janka Koreriovad, Katarina Oravcova

ABSTRACT

Listeria monocytogenes is an important food-borne pathogen that frequently persists in food-processing environments
despite rigorous sanitation procedures. Specific phenotypes that have been linked to persistence have been previously
investigated but no clear association has been demonstrated. In this study we characterised four persistent L. monocytogenes
strains isolated from food factories in Austria, Czech Republic, Denmark and Ireland in comparison with four non-
persistent counterparts. The L. monocytogenes isolates were analysed for the ability to form biofilm during
exponential/stationary growth phase at different temperature at low nutrition stress and adhesion to polystyrene at high-
salinity conditions. Persistent and non-persistent strains did not significantly differ in the ability to form biofilm or to adhere

to polystyrene microtitre plate.

Keywords: biofilm, Listeria monocytogenes, persistence

UVOD

Listeria monocytogenes je vyznamny potravinovy
patogén sposobujlici listeridozu, ochorenie s vysokou
mierou mortality v rizikovych skupinach obyvatel'stva
(Farber a Peterkin, 1991). Syry, ryby (losos), lahodky
obsahujlice méso alebo vajcia a zelenina si povazované
za najviac frekventované nosice tohto patogénu (Lianou
a Sofos 2007). Najmé v oblasti produkcie syra a mésa
L. monocytogenes najcastejSie kontaminuje vyrobné
zariadenia, kde je ur€ité mnozstvo kmenov schopnych
perzistovat napriek prisnym sanitanym procediram
(Lundén et al.,, 2003). Perzistencia sa predpoklada v
spojitosti s posilnenou adherenciou a s potencialnou
tvorbou biofilmu na plochach prichadzajucich do
priameho kontaktu s potravinou (Borucki et al., 2003;
Moretro a Langsrud, 2004).

V tejto praci uvadzame vysledky analyzy Osmich
nezavislych izolatov L. monocytogenes zo Styroch
europskych krajin. Vyber reprezentuji Styri kmene
perzistujucich ~ kontaminantov v  potravinarskych
vyrobniach v porovnani so Styrmi kmefnimi, ktoré boli
izolované z vyrobni, alebo z vyrobkov len sporadicky a
teda sa predpoklada, Ze su neperzistentné. Vsetky kmene
boli hodnotené z hl'adiska tvorby biofilmu a adherencie
na pevny povrch v réznych rastovych fazach, teplotnych
podmienkach, a podmienkach zvySenej koncentracie soli
za ucelom identifikacie perzistujiicich kmenov vzhl'adom
na fenotypové vlastnosti.

Tab. 1 Pouzit¢t kmene L. monocytogenes
charakterizované podla frekvencie izolacie (opisané
vyssie)

MATERIAL A METODY
Bakteridlne kmene

Boli pouzité styri kmene L. monocytogenes, izolované v r.
1996 — 2007 opakovane (perzistentné), a Styri kmene
L. monocytogenes, izolované vr. 1999 — 2008 sporadicky
(neperzistentné), doplnené L. monocytogenes EGD, ako
kontrolnym kmeniom (Tab. 1). Kmene boli kultivované v
trypton-sdjovom bujone (TSB; Merck, Darmstadt, Germany)
pri 37 °C, s trepanim pri 120 rpm, pocas 18 -20 h — zakladna
suspenzia.
Tvorba biofilmu

Suspenzie buniek boli nanasané po 100 pl do jamiek
96-jamkovej  mikrotitraénej  dosticky  z priehl'adného
polystyrénu  (Sarstedt, Nemecko). Biofilm  bol
kvantifikovany spektrofotometrickou metdédou s krystalovou
violetou v Siestich paralelnych meraniach (Korefiova et al.,
2009). Priemerné hodnoty boli vypocitané po vyluceni
odlahlych vysledkov aplikaciou Q-testu (Dean a Dixon,
1951). Vyznamnost rozdielov v percentudlne vyjadrenej
miere tvorby biofilmu medzi jednotlivymi skupinami
kmenov bola stanovena porovnavacim testom podl'a Tukeya
(One-way ANOVA, GraphPad Prism 5.0, GraphPad
Software, Inc., USA).
Vplyv roéznej rastovej fazy buniek
biofilmu

Zo zakladnej suspenzie boli pripravené dve suspenzie
buniek v roznej faze rastu.
(A) Neskora exponencialna az skora stacionarna faza rastu
bola pripravena po centrifugacii zakladnej suspenzie buniek
pri 4000 rpm, 20 min, 20 °C, vymenou TSB média za
Cerstvé v objeme, aby sa dosiahla ODgyy 0,5 (3.109 -5.10°
KTJ.ml™).
(B) Kultary v skorej az strednej exponencialnej faze

a teploty na tvorbu

boli pripravené po centrifugacii zakladnej suspenzie
buniek, vymenou TSB média za Cerstvé v takom istom

objeme. Po kratkej kultivacii (37 °C, 2 — 3 h) sa
dosiahla ODgg 0,1 — 0,2 (cca 5.10° - 1.10° KTJ.mlI™).

Vplyv roznej rastovej fazy buniek a teploty na tvorbu
biofilmu bol sledovany nanesenim suspenzie (A) a (B)
na mikrotitraénu dosti¢ku, tvorba biofilmu prebiehala
pri 20 °C, 37 °C a 40 °C pocas 20 — 24 h.

Vplyv limitovaného zdroja Zivin a teploty na tvorbu
biofilmu

V suspenzii (B) bolo po centrifugicii vymenené
médium za Cerstvé 10 x zriedené médium TSB. 100 pl

Perzistentné Neperzistentné Kontrola
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suspenzie bolo nandSanych na mikrotitraéné dosticky,
tvorba biofilmu prebiehala pri 20 °C, 37 °C a40 °C
pocas 20-24 h, resp. pri teplote 4 °C pocas 5 dni.
Vplyv zvysenej koncentracie NaCl na adherenciu buniek
Suspenzia kmeiov bola pripravend kultivaciou pri
20 °C, pocas 40 h vTSB a TSB + 10 % NaCl.
Po centrifugacii za podmienok opisanych vysSie boli
bunky premyté a nariedené v peptonovej vode na
koncentraciu cca 10’ KTJ.ml' (ODgy 0,025). 100ul
suspenzie bolo nandSanych na mikrotitracné dosticky,
adherencia na polystyrén prebiehala pri 20 °C pocas 4 h.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Vplyv roznej rastovej fazy buniek a teploty na tvorbu
biofilmu

Vsetky kmene boli schopné tvorit’ biofilm bez ohl'adu
na ich rastova fazu. Tvorba celkového biofilmu
varirovala u jednotlivych kmenov za rd6znych podmienok
s odchylkou + 20 — 30 % bez ohladu na charakter
kmenov z hladiska perzistentnosti. Pri skuSanych
teplotach 20 °C, 37 °C, 40 °C boli vsetky kmene schopné
tvorit’ biofilm v rovnakom pomere ako pri referencnej
teplote 37°C. Najvyssia schopnost’ tvorby biofilmu z
perzistentnych kmefov bola pozorovana u kmena 2 a 3,
mal osobitné postavenie z hladiska kvantity tvorby
biofilmu, tvoril biofilm v rovnakej az véacsej miere, ako
perzistentné kmene a pri vSetkych testovanych teplotach
(Tab. 2, 3).

Schopnost”  tvorit’  biofilm je povazovana za
najpravdepodobnejSiu  vlastnost v stvislosti s
perzistentnym  fenotypom L. monocytogenes v
potravinarskych vyrobach (Borucki et al., 2003;

Moretro a Langsrud, 2004). Hypotézu podporuje
skutocnost’, Ze biofilmy st znacne rezistentné voci Cisteniu a
dezinfekcii (Lelieveld, 2006; Grinstead, 2009). Jednym z
faktorov, ktoré ovplyviiuji schopnost tvorby biofilmu u
jednotlivych kmenov, je rozna faza rastu buniek (Chavant
et al.,, 2002; Rodrigues et al., 2009). Naprick tymto
poznatkom, pociatocné experimenty porovnavania tvorby
biofilmu perzistentnych a neperzistentnych kmenov
nepreukdzali znacny rozdiel medzi tymito skupinami, ani
vzhl'adom na ich rastovu fazu.
Vplyv nizkej hladiny Zivin a teploty na tvorbu biofilmu
Prirodzené podmienky prostredia potravinarskych vyrob
poskytujii nepravidelny a obmedzeny prisun Zzivin pre
mikroorganizmy na povrchoch, pre ktoré tento nutri¢ny stres
predstavuje vyznamny vplyv na posilnenie adherencie a
tvorbu biofilmu (Djordjevic et al., 2002; Rodrigues et al.,
2009). V nasich experimentoch vSetky skuSané kmene
kultivované v limitnych nutriénych podmienkach tvorili
biofilm pri testovanych teplotach 4 °C, 20 °C, 37 °C, 40 °C
bez vyznamnych rozdielov vzhl'adom na ich perzistenciu
(Tab. 4).
Vplyv zvySenej koncentracie NaCl na adherenciu buniek
ZvySena adhézia buniek listérii na polystyrén vplyvom
zvySenej koncentracie soli v prostredi bola popisana ako
dosledok tvorby flagel (Kalmokoff et al., 2001; Caly et
al., 2009). V prostredi so zvySenou koncentraciou soli
(TSB+10 % NaCl), za zaznamenala zvySend adherencia
vacsiny skusanych kmenov. ZvySenie adherencie kmenov
nebolo v koreldcii s ich perzistenciou (Tab. 5). Opét, bunky
kmena ¢. 5 prejavili silnejSiu adherenciu, ako niektoré
perzistentné kmene. Tento kmen prejavil tiez zvySenu
schopnost’ tvorit’ biofilm za réznych podmienok, ako bolo

Tab. 2 Kvantita biofilmu (BF) kmeniov L. monocytogenes v neskorej exponencialnej az skorej stacionarnej faze
rastu vytvorenom pri teplote 20 °C a 37 °C, namerana ako opticka denzita pri 570 nm po farbeni biofilmu

s kry$talovou violetou (ODcy), priemer zo Siestich

paralelnych merani, SD — smerodajna odchylka

20°C 37°C
Kmen ¢. ODc¢v + SD % BF Kmen ¢. ODcy + SD %BF
2 0,3328 0,0656 100 3 0,4023 0,2050 100
5 0,2320 0,0445 69,7 2 0,3358 0,0319 83,5
3 0,2258 0,0507 67,9 5 0,3263 0,0666 81,1
8 0,1916 0,0152 57,6 6 0,228 0,0227 56,7
6 0,1573 0,0273 47,3 1 0,2058 0,0443 51,2
4 0,1446 0,0481 43,5 8 0,1840 0,0479 45,7
1 0,1341 0,0144 40,3 4 0,1798 0,0155 44,7
7 0,1213 0,0190 36,5 7 0,1508 0,0302 37,5
9 0,1106 0,0428 33,2 9 0,0605 0,0206 15,0

Tab. 3 Kvantita biofilmu kmenov L. monocytgenes v skorej az strednej exponencialnej faze rastu vytvorenom
pri teplote 20°C, 37°C a 40°C, namerand po farbeni biofilmu s krystalovou violet'ou

20 °C 37°C 40 °C

Kmefi | ODcy | £SD | % BF | Kment | OD¢y | £SD | % BF | Kmeit | OD¢y | #SD | % BF
2 0,190 | 0,088 | 100,0 3 0,236 | 0,058 | 100,0 5 0,168 | 0,036 | 100,0
1 0,170 | 0,089 89,3 5 0,230 | 0,049 97,7 8 0,161 | 0,076 95,8
5 0,129 | 0,019 67,9 2 0,191 | 0,017 80,9 2 0,120 | 0,036 71,4
3 0,124 | 0,062 65,3 6 0,171 | 0,049 72,5 3 0,115 | 0,039 68,7
6 0,091 | 0,022 47,9 1 0,170 | 0,031 72,3 9 0,111 | 0,039 66,1
4 0,066 | 0,031 34,9 9 0,168 | 0,073 71,3 1 0,086 | 0,034 51,5
7 0,054 | 0,023 28,2 8 0,153 | 0,062 64,8 4 0,073 | 0,018 43,8
9 0,049 | 0,019 25,6 4 0,138 | 0,011 58,7 6 0,072 | 0,014 43,1
8 0,030 | 0,010 16,0 7 0,094 | 0,035 39,8 7 0,067 | 0,022 40,2
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Tab. 4 Kvantita biofilmu kmenov L. monocytgenes

v podmienkach limitovaného zdroja zivin vytvorenom pri

teplote 4 °C, 20 °C, 37 °C a 40 °C, namerana po farbeni biofilmu s krystalovou violetou

4°C, 5 dni 20°C,20h 37°C,20h 40°C,20h
Kmen | ODcy | % BF | Kmen | ODcy | % BF | Kmen | ODey | % BF | Kment | ODcy | % BF
¢. ¢. ¢. ¢.
5 0,303 100,0 3 0,171 100,0 5 0,199 | 100,0 5 0,302 | 100,0
2 0,153 50,5 2 0,163 94,9 2 0,185 92,8 2 0,259 86,0
6 0,140 46,1 5 0,158 92,4 9 0,166 83,3 3 0,248 82,2
4 0,130 44,9 9 0,120 70,3 3 0,165 83,1 8 0,201 66,7
7 0,119 39,3 1 0,097 56,7 8 0,119 59,7 1 0,178 59,0
3 0,114 37,6 8 0,087 50,8 6 0,088 44 4 9 0,169 56,2
1 0,095 31,3 7 0,083 48,2 4 0,088 443 6 0,144 47,7
8 0,083 27,5 4 0,072 41,8 7 0,079 39,7 4 0,128 42,6
9 0,063 20,6 6 0,059 34,7 1 0,075 37,7 7 0,105 349

Tab. 5 Adherencia (BF) buniek L. monocytogenes na polystyrén v podmienkach zvysSenej koncentracie NaCl

(TSB+10 %) pri teplote 20 °C pocas 4 h

namerana po farbeni s krystalovou violetou

TSB TSB+10%NaCl

Kmei ¢&. ODcy +SD % BF Kmen ¢. ODcv +SD % BF
3 0,042 0,014 100,0 6 0,115 0,043 100,0
2 0,038 0,009 90,5 4 0,093 0,032 80,3
1 0,035 0,009 82,1 1 0,056 0,012 48,3
5 0,034 0,007 79,8 5 0,051 0,022 43,8
4 0,030 0,009 71,8 7 0,050 0,012 43,6
6 0,012 0,002 29,4 2 0,046 0,017 39,6
7 0,012 0,015 28,6 3 0,032 0,013 28,0
8 0,006 0,002 13,7 8 0,012 0,005 10,1
9 0,004 0,002 9,9 9 0,006 0,005 54

popisané vyssie. priemerna percentualna tvorba biofilmu zo vSetkych merani
Zo  suhrnného  zhodnotenia  tvorby  biofilmu bola najvyssia.

a adherencie buniek testovanych kmenov za vsetkych
podmienok (rastové fazy, teplota, TSB/TSB+10 % NaCl)
a Statistického zhodnotenia vyplyva, Zze kmene 2 a 3 zo
skupiny perzistentnych kmenov s mierou tvorby biofilmu
a adeherencie 80% — 81% su vyznamne odlisné od
neperzistentnych kmeniov (p< 0,01), okrem kmena 5.
Kmenn 5 ma vynimocné postavenie, odliSuje sa od
skupiny ostatnych neperzistentnych kmenov 6, 7, 8 a
kontrolného kmena 9 a od dvoch perzistentnych kmenov
1 a4 (p< 0,01) . Miera tvorby biofilmu a adherencie
kmena €. 5 aperzistentnych kmenov ¢. 2 a3 bola v
priemere 80 % az 88 %, tieto kmene sa najviac odliSovali
od ostatnych hodnotenych kmenov (p< 0,01). Zo skupiny
perzistentnych kmetniov sa vynima kmen 4, spolu
s neperzistentnymi a kontrolnym kmeniom dosiahli mieru
tvorby biofilmu priemerne 38 — 50 % a tvoria skupinu
vyznamne odlisnu od ostatnych kmeniov (p< 0,01).

ZAVER

Z jednotlivych vysledkov testovania daného suboru
kmeniov L. monocytogenes izolovanych z prostredia
potravinarskych vyrob a vyrobkov nie su jasné korelacie
medzi mierou tvorby biofilmu a adherencie
s perzistenciou  kmenov. Sthrnné zhodnotenie
priemernych percentudlnych hodnét tvorby biofilmu
a adherencie buniek testovanych kmenov zo vsetkych
merani vSak zaraduje vSetky perzistentné kmene do
hornej polovice poradia podl'a miery tvorby biofilmu,
opat’ s vynimoénym postavenim kmena ¢. 5, ktorého
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DETECTION OF LASALOCID RESIDUES IN THE TISSUES OF BROILER
CHICKENS BY A NEW SCREENING TEST TOTAL ANTIBIOTICS

Ivona KoZarova, Jana Simkova, Maria Martonovd, Jan Macanga, Martin Levkut

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the microbial growth inhibition test Total antibiotics with the test
organism Bacillus stearothermophilus var. calidolactis for the screening of lasalocid residues in the tissues of broiler
chickens after its oral administration in medicated feed. The residues were investigated throughout the 5-day withdrawal
period /WP/) and also on day 6 representing the first day following the WP. All broiler chicken tissues were positive for
lasalocid. The breast muscle was positive (the presence of residues at/above the detection limit /LOD/ of method) up to day
1 of the WP, the thigh muscle, gizzard, heart, skin and fat up to day 3 of the WP and the liver and kidneys up to day 4 of the
WP. When evaluating the dubious results (the presence of residues just below the LOD of method), the breast muscle was
suspect positive up to day 3 of the WP and the gizzard, skin and fat up to day 4 of the WP. No positive or dubious results
were detected on day 5 of the WP. The LOD of Bacillus stearothermophilus var. calidolactis for maduramycin was 500

pgl™

Keywords: lasalocid, residues, tissues of broiler chickens, screening, total antibiotics

UVOoD

Zivé zvierata a Zivo&isne produkty tychto zvierat sa
vysetruji na pritomnost’ rezidui antibiotik a sulfonamidov
v prvej faze screeningu rezidui pouzitim mikrobidlnych
inhibi¢nych testov. Cielom tychto mikrobiologickych
metdd je Co najskor poskytnut vysledok o pritomnosti
alebo nepritomnosti latky vo vySetrovanych matriciach na
prislusnej trovni (KoZarova et al., 2009a; Pikkemaat,
2009; Pikkemaat et al., 2009; Chafer-Pericas et al.,
2010; Gaudin et al., 2010).

Total antibiotics je novy mikrobidlny inhibi¢ny test
vyvinuty firmou Euroclone S.p.A. (Taliansko) na
stanovenie rezidui antibiotik v mise av mlieku
potravinovych zvierat. Vzhl'adom na jeho jednoduchost’,
Sirokospektralnost a kratky c¢as stanovenia je tento
kvalitativny screeningovy test vhodny nielen na pouzitie
v laboratériach  schvalenych na  tradnd  kontrolu
pritomnosti rezidui, ale aj v celom potravinovom retazci.

Principom testu Total antibiotics je inhibicia rastu
testovacicho kmenia Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis v agarovom médiu pritomnou farmakologicky
ucinnou latkou. Ak je vysetrovand vzorka prostd rezidui
antibiotik, vysledkom testu je zmena farby agarového
média (indikatora) z modrofialovej na zlti v dosledku
aktivneho metabolizmu testovacieho kmena, produkcie
kyselin a poklesu hodnoty pH. Ak je vySetrovana vzorka
pozitivna na pritomnost rezidui antibiotik, rast
testovacieho kmena je inhibovany a farba agarového
média (indikatora) zostava modrofialova.

Total antibiotics je vyrabany v dvoch formach, ako kit
obsahujici 96 testovacich skumaviek (ampuliek,
96 analyz), a ako kit obsahujuci tri mikrotitracné platnicky
s 6smymi jamkami usporiadanymi v jednom rade (288
analyz). Kazda stuprava testu obsahuje extrakény roztok
ureny na vySetrovanie vzoriek mésa potravinovych
zvierat.

Firma Euroclone v sucasnosti pontka na trh aj dalsi
mikrobialny inhibi¢ny test, Kalidos TB (skumavky) a MP
(mikrotitracné platnicky), ktory bol od 1. 1. 2010 zaradeny
do zoznamu uradnych metod laboratornej diagnostiky

potravin a krmiv ako metéda CH 12.21 (2009) uréena na
stanovenie rezidui inhibi¢nych latok v mlieku.

Bacillus stearothermophilus var. calidolactis je testovaci
kmen mnohych mikrobidlnych inhibi¢nych testov
(Premi®Test, Delvotest®SP-NT, mikrobiologickd metoda s
Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis C 953,
screeningovy test na stanovenie rezidui antibiotik
S pouzitim piatich bakteridlnych kmenov /STAR/, atd’.),
vykazujtci citlivost’ na viaceré antibiotika (beta-laktamy,
cefalosporiny, makrolidy, aminoglykozidy, tetracykliny,
chinolény, amfenikoly, polypeptidy) a sulféonamidy.
Fenomén citlivosti  testovacieho  kmenia  Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis na §iroké spektrum
latok s farmakologickou w¢innostou bol podnetom pre
smerovanie nasich experimentalnych §tidii zameranych na
prehodnocovanie citlivosti testovaciecho kmena aj na
dalsiu  vyznamn skupinu latok antibiotickej povahy
pouzivanu v chovoch zvierat produkujtcich potraviny —
kokcidiostatika a potencionalny screening rezidui tychto
latok v zivocisnych produktoch hydiny (KoZarova et al.,
2002; Kozarova et al., 2008; Kozarova et al., 2009b;
KozZarova et al., 2010).

Lasalocid je polyéterové ionoforové kokcidiostatikum
schvélené nariadenim Eurdpskeho parlamentu a Rady
(ES) ¢. 1831/2003 ako kimna doplnkové latka urCend na
prevenciu kokcidiozy. Kokcidioza je jedno z ekonomicky
najzavaznejSich ochoreni, ktoré postihuje predovsetkym
kur¢atd a mladti hydinu, u ktorych hynutie moze casto
presiahnut’ az 80 % (Goldova et al., 2000; Goldova et al.,
2001; Goldova, 2002). Ako kokcidiostatikum sa povoluje
nariadenim Komisie (ES) ¢. 1455/2004 pre kurcata a
nariadenim Komisie (EU) & 874/2010 pre morky
vdavke 75 — 125 mg G&innej latky na 1 kg krmiva
S ochrannou lehotou minimalne 5 dni pred zabitim. Na
ochranu verejného zdravia sa nariadenim Komisie (EU)
¢. 37/2010 stanovuje pre lasalocid maximalny limit rezidui
(MRL) vcielovych tkanivich hydiny nasledovne:
20 pgkg™ svalovina, 100 ngkg™ koza a tuk, 100 pgkg™
pecet, 50 pg.kg™ oblicky a 150 pg.kg™ vajcia.
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Prezentovand praca sa zaobera stanovenim rezidui
lasalocidu v tkanivach brojlerovych kurciat po jeho
experimentalnom podavani v krmive pouzitim nového
screeningového testu Total antibiotics. K stanoveniu
detekénej  citlivosti  testovacicho  kmena  Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis (detekéného limitu
/LOD/ metédy) na lasalocid bol pouzity Standard
lasalocidu.

MATERIAL A METODY

Experimentdlne zvieratd

V experimente bolo pouzitych 80 brojlerovych kurciat
(hybrid Ross 308, Animex Grupa Surowcowa Sp. z.0.0.,
Bialystok, PL), ktoré boli ndhodne rozdelené do
experimentalnej a kontrolnej skupiny s poétom zvierat
40 ks v kazdej skupine. Zvierata mali vol'ny pristup k vode
akrmivu. Postup kfmenia brojlerovych kurciat bol
nasledovny: a) experimentdlnej skupine zvierat bola od
1. do 18. dna veku podavana kfmna zmes HYD 01
Startérova, od 19. do 35. dna veku kimna zmes HYD 02
rastova, a od 36. do 42. dina veku (ochranna lehota) kimna
zmes HYD 03 findlna. Kimne zmesi boli zaktpené od
spolo¢nosti TAJBA, as., a SK 100133 (Cana, SK).
Kokcidiostatikd boli do kfmnych zmesi zapracované
nasledovne: HYD 01 — Robenidin hydrochlorid (Cycostat
66 G /6,6 % premix/, Alpharma BVBA, Belgicko) v davke
33 mg udinnej latky.kg™ krmiva a HYD 02 — Lasalocid
A sodny (Avatec 150 G /15 % premix/, Alpharma BVBA,
Belgicko/ v davke 100 mg uéinnej latky.kg™ krmiva; b)
postup kimenia zvierat v kontrolnej skupine bol zhodny
S postupom kfmenia zvierat v experimentalnej skupine.
Zvieratam vSak neboli podavané kokcidiostatikd z dovodu
ziskania negativnych vzoriek. Pocas stanovenej ochranne;j
lehoty boli zvieratd v pocéte 2 ks/deni z kazdej skupiny
postupne zabijané a tkaniva (prsna svalovina, stehenna
svalovina, Zaludok, pecen, srdce, obli¢ky, koza, tuk) boli
oddelené a skladované pri teplote —20 °C do analyzy.
Experiment bol schvaleny SVPS SR (¢. r. 1859/09-221/3)
a vykonavany v schvalenom pokusnom zariadeni UVLF
v Kogiciach (Ustav patologickej anatomie /SK P 52004/).
Total antibiotics skusSania a vyhodnotenie
vysledkov)

Vzorky tkaniv boli pred vySetrenim rozmrazené
a najemno nakrajané skalpelom. K 2,5 g vzorky navazenej
do skumavky sa pridalo 10 ml pracovného extrakéného
roztoku  pripraveného  zriedenim  koncentrovaného
extrakéného roztoku so sterilnou destilovanou vodou
vpomere 1:10 (v/v). Obsah skumavky sa ddkladne
premiesal a vzorka sa nechala stat’ pri izbovej teplote
priblizne 12 — 16 hodin (cez noc). Na stanovenie rezidui
bola pouzitd vrchna vrstva (Ciry supernatant). 200 pl
vzorky sa napipetovalo do skumavky s agarovym médiom
a skimavka sa dokladne uzatvorila pomocou plastového
viecka, ktoré sa nasledne prepichlo ihlou. Skumavky sa
nechali inkubovat’ v termobloku pri teplote 65 + 2 °C
3 hodiny. Po troch hodinach inkubacie sa hodnotila farba
agarového média. Vysledky boli vyhodnotené nasledovne:
pri negativnej vzorke a kontrole dochadza k zmene farby
agarového média z fialovej na ZIta, pri pozitivnej vzorke
farba agarového média ostdva nezmenena (fialova). Test sa
povazuje za ukonCeny pri zmene farby negativnej

(postup

kontroly. Ako negativna kontrola boli pouzit¢ tkaniva
zvierat z kontrolnej skupiny. Nastroje a pomdcky pouzité
na vySetrenie vzoriek boli sterilné.

Stanovenie LOD metody pre lasalocid

Zasobny roztok lasalocidu s koncentraciou 500 pg.ml™
bol pripraveny zriedenim 5 mg Standardu lasalocidu
(Sigma L1021, USA) v 10 ml metanolu p.a. Cistoty
(Merck, Nemecko). Pracovné roztoky lasalocidu boli
pripravené¢ d’al§im riedenim zésobného roztoku sterilnou
destilovanou vodou na findlnu koncentraciu 10 pg.I™.
Zasobny roztok apracovné roztoky lasalocidu boli
uchovavané v chladnicke pri teplote +4 °C.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky stanovenia rezidui lasalocidu v tkanivach
brojlerovych kuréiat po jeho experimentalnom podavani
v krmive pouzitim screeningového testu Total antibiotics
si prezentované v tabulke 1. Vzorky tkaniv boli
vySetrované na pritomnost’ rezidui lasalocidu nielen pocas
stanovenej 5-dfiovej ochrannej lehoty, ale aj v posledny
den podavania lasalocidu v krmive (0-ty den) a v prvy den
po ukonCeni stanovenej 5-dilovej ochrannej lehoty
(6-ty den).

Tabul’ka 1 Pozitivne a negativne vysledky stanovené pri
vySetrovani tkaniv brojlerovych kur€iat pouzitim testu
Total antibiotics po experimentalnom podavani lasalocidu
v krmive

Matrica Deii ochrannej lehoty
01| 2|3 ]| 4| 5] 6 |Kontrola

Stehno | *+ | + | £ | # | — | = | = -
Prsia Tl | £ x| -] -] - -
Zaludok | * + | £ | | £ | - - —
Pecen il i + ifi - - -
Srdee | * | * | + | * | — | - | - -
Oblicky | # | # | £ | | # | — | - -
Koza i i =+ i + — - —
Tuk a I = I " I -

+ pozitivny vysledok, £ dubidézny vysledok, - negativny
vysledok

Total antibiotics detegoval pritomnost’ rezidui lasalocidu
vo vSetkych vySetrovanych matriciach brojlerovych
kurCiat. Fialové zafarbenie agarového média bolo
vysledkom inhibicie rastu testovacieho kmena Bacillus
stearothermophilus ~ var.  calidolactis  podavanou
farmakologicky uc¢innou latkou. VSetky mozné farebné
odtiene od zltej po fialova, pri ktorych nevieme
jednoznacne rozhodnut, ¢i vysledok testu je pozitivny
alebo negativny, st sposobené obmedzenim rastu
testovacieho kmena pritomnostou inhibi¢nych faktorov vo
vzorkach, akymi st antibiotika, tesne pod LOD metody.
Tieto vzorky by mali byt jednozna¢ne povazované za
suspektné (dubidzne).

Prsnd svalovina bola pozitivna (pritomnost rezidui
lasalocidu na/nad LOD metdédy) do 1. dina ochrannej
lehoty, stehenna svalovina, zalidok, srdce, koza a tuk do
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3. dia ochrannej lehoty a pecCent a oblicky do 4. dia
ochrannej lehoty. Pri hodnoteni vysledku testu na zaklade
dubidznych vysledkov (pritomnost rezidui lasalocidu tesne
pod LOD metody), moézeme povazovat' prsnu svalovinu za
potenciondlne pozitivnu do 3. diia ochrannej lehoty a
zalidok, kozu atuk az do 4. dna ochrannej lehoty.
Na piaty defi ochrannej lehoty neboli uz detegované Ziadne
pozitivne ani dubidzne vysledky. Uvedené vysledky
poukazuju na dostatocnost’ 5-dnovej ochrannej lehoty
stanovenej pre lasalocid, ktora je potrebna na
zabezpecenie, ze tkaniva a zivo¢isSne produkty zvierat
neobsahuju rezidud v mnozstvach prekracujucich MRL.
Vzorky tkaniv brojlerovych kuréiat z kontrolnej skupiny
boli negativne na pritomnost’ rezidui lasalocidu.

LOD metédy je najmenSie mnozstvo analytu, ktoré
inhibuje  rast testovacicho kmena prezentovany
zachovanim farby agarového média. LOD metédy pre
lasalocid bol stanovovany pouzitim Standardu lasalocidu
testovaného v  rezidudlnych koncentraciach 10 -
1000 pgl™. Detekéna citlivost testovacieho kmena
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
screeningového testu Total antibiotics na lasalocid je
prezentovana v tabul’ke 2.

Tabul’ka 2 LOD screeningového testu Total antibiotics
pre lasalocid

Koncentracia (ug.1™)

Total 10 50 100 500 1000

Antibiotics + ]

LOD metody pre lasalocid bol detegovany na urovni
500 pgl? (obr. 1). Vzhladom na MRL stanoveny pre
lasalocid v tkanivach a ZivociSnych produktoch hydiny
nariadenim Komisie (EU) & 37/2010 od 20 — 150 pg.kg™
moézeme konStatovat, ze citlivost’ testovacieho kmena
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis na lasalocid
nie je na pozadovanej urovni. Inhibicia rastu testovacieho
kmena vSak bola jednozna¢ne potvrdena. Dubidzne
vysledky nazna¢uji mozna pritomnost’ rezidui lasalocidu
v tkanivach brojlerovych kuréiat aj v koncentraciach
nizsich ako je LOD metody.

LASALOCID
Total antibiotics

=

0.01 pgamt’' 0.02 pgml’ 0.05 jigml" 0.1 pgml! 05 ,! 1 ’r‘ Nrﬁmml

Obrazok 1 LOD screeningového testu Total antibiotics
pre lasalocid

ZAVER

Mikrobialny inhibicny test je vhodny na stanovenie
rezidui antibiotik, ak deteguje reziduad prislusnych latok
Vv koncentraciach ich stanovenych MRL. Total antibiotics
vyvinuty firmou Euroclone S.p.A. (Taliansko) deklaruje
citlivost’ testovaciecho kmefia Bacillus stearothermophilus
var. calidolactis na mnohé vyznamné antibiotika
pouzivané vo veterinarnej medicine a jeho vyuZitie pre
screening rezidui tychto latok v médse av mlieku

potravinovych zvierat na pozadovanej urovni. Uvedeny
screeningovy test bol pouzity aj na stanovenie rezidui
lasalocidu v tkanivach brojlerovych kur¢iat po jeho
experimentalnom podavani v krmive. LOD metddy pre
lasalocid (500 pgl?) bol sice nad uroviiou MRL
stanovené¢ho pre lasalocid v tkanivach a zivociSnych
produktoch hydiny (20 — 150 pgkg™), ale pozitivne
(dubidzne) vysledky detegované az do 4. dna ochranne;j
lehoty potvrdzujii riziko pritomnosti rezidui lasalocidu
v tkanivach brojlerovych kuréiat a mozné ovplyvnenie
zdravia obyvatel'stva. Kazdy pozitivny vysledok vsak musi
byt jednoznaéne potvrdeny prislusnou konfirmacnou
metodou.
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STALING OF BAKERY PRODUCTS

Michal Magala, Zlatica Kohajdova, Jolana Karovi¢ova

ABSTRACT

The aim of this work was to write down a review article about various aspects connected with staling of bakery products.
Shelf life is directly associated with the staling process, which depends on the composition of bakery products and
important are storage conditions as well. In the article are described particular components (starch, nonstarch
polysacharides, water ) and how they affect the staling process. Generally during staling of bakery products occur
processes related with starch retrogradation, moisture redistribution from the crumb to the crust and other interactions
between components. Staling process could be delayed by using various bakery improvers like enzymes, hydrocolloids,
emulgators and other compounds. Also useful is the application of suitable packaging techniques.

Keywords: bakery products, staling, starch retrogradation, moisture redistribution, bakery improvers

UVOD

Starnutie chleba je zodpovedné za vyznamné ekonomické
straty pre pekarenské vyroby aj pre spotrebitelov
(Giménes et al., 2007).

Starnutim peciva sa z mikkej, 'ahko stladitel'nej, pruznej
anedrobivej striedky stava tvrda, tazko stladitelna
a drobiva. Korka, ktora je po upeceni chrumkava, tvrda
aleskla sa stava mikkou, pruznou a zvrasnenou.
Okrem toho sa straca aj charakteristickd prijemna vona
Cerstvého peciva (Hampl et al., 1981). Podla Vestnika
Ministerstva pddohospodarstva Slovenskej republiky je
starnutie chleba apeciva definované ako proces, pri
ktorom pocas skladovania, d’alSej manipulacie a uvadzania
do obehu prebiehaju zmeny v kvalite striedky a korky v
dosledku retrogradacie Skrobu a migracie vlhkosti zo
striedky do korky (Vestnik Ministerstva
pddohospodarstva Slovenskej republiky, 2002).

MECHANIZMUS STARNUTIA

V tabulke 1 st uvedené zmeny zakladnych zloziek
(Skrob, lepok, tuky) medzi Cerstvym a starnticim chlebom.

V procese starnutia podstupuje $krob vyznamné zmeny.
Rychlost’ retrogradacie zavisi od teploty prostredia,
vihkosti (obsahu vody v §krobovom maze) aod druhu
§krobu a spdsobuje zmenu viskozity. Pritomnost’ soli alebo
cukrov stupen retrogradacie znizuje a vplyv jednotlivych
cukrov zavisi napr. na ich koncentracii. Retrogradacia je
potlacovand aj v pritomnosti tukov tvorbou inkluznych
zlucenin s amylozou (Velisek, 2002).

Neskrobové polysacharidy pSeni¢nej muky tvoria
arabinoxylany, arabinogalaktany a pentézany (Gray a

Bemiller, 2003). Pridavok 0,5 — 2,0 % pentézanov
rozpustnych vo vode zviési objemu bochnika a vyrazné
znizi rozsah starnutia. Mechanizmus ich pdsobenia
nespociva v ovplyviiovani retrogradacie $krobu, ale v ich
schopnosti naviazat velké mnozstvo vody. Tento
zmékéujuci ucinok pozitivne vplyva na vlastnosti striedky,
pricom striedka zostava mékka pocas dlhSieho ¢asového
obdobia (Chinachoti a Vodovotz, 2001).

Migracia vlhkosti i¢il vysychanie
striedky, suvisiace s vyrovnavanim vlhkosti medzi
striedkou a korkou. Chladnutim Cerstvo upeceného chleba
sa v bochniku vytvara gradient vlhkosti. Presun vlhkosti zo
striedky do korky spdsobuji rozdiely medzi parcialnymi
tlakmi par v korke a vo vnutri bochnika. Obsah vlhkosti
v centre bochnika sa znizuje, zatial ¢o vo vonkajsich
Castiach narastd (Chinachoti a Vodovotz, 2001). Podla
Fesasa et al. (1998) mozno predpokladat, Ze rozsah
starnutia Gzko sOvisi sobsahom vlhkosti, nakolko
spozoroval pomalsie starnutie chlebov s vy$§im obsahom
vihkosti.

Pekarske technologické a zlepSujuce pripravky su
potravinarske aditiva ur¢ené k vyrovnavaniu meniacich sa
technologickych  vlastnosti  surovin,  zjednodusuju
a ulahcuju technologiu vyroby a zvysuji kvalitu. Tieto
pripravky moézu mat’ rdzne vlastnosti a vplyvy ako s
zlepSenie spracovatel'skych vlastnosti cesta a kvality
hotovych vyrobkov, urychlenie kysnutia, zvySenie kvasnej
stability a tolerancie cesta, optimalizicia kyslosti cesta,
ovplyvnenie farby korky a striedky a narast mnozstva vody
Vv ceste a jej lepsie viazanie (Szemes a Mainitz, 1999).

Tab. 1 Fyzikalno-chemicky stav zakladnych zloziek v ¢erstvom a starniicom chlebe (Gray a Bemiller, 2003)

SKROB LEPOK TUKY
Skrobové zrna aj neporusené, aj zmazovatené | Denaturovany, zosietovany, | Niektoré molekuly tukov su
CERSTVY | a zdeformované, vznik interakcii $krob-skrob | mozny vznik fibrilarnych | komplexne viazané
CHLIEB |medzi jednotlivymi zrnami, Ciastocna strata | Struktir medzi lepkom |Samylézou (vo wvnutri aj
dvojzavitnicovej Struktiry amylopektinu. a skrobom pocas pecenia. vonku zfn), iné vol'né.
Amylopektin retrogradovany vnutri zmazova- | Lepkova  siet uvolfiuje | Nezmenené od  Cerstvo
STARNUCI |tenych zin, iné molekuly amylopektinu | vodu, ktort nésledne viaze | upeceného chleba.
CHLIEB |[vonku zo zfn, amyldza retrogradovana ako aj | krob a nastava krystali-
komplexne viazana s tukmi. zacia amylopektinu.
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Sposoby pre zvySenie trvanlivosti pekarenskych
produktov ~ zahfiiaji  pouzitie rdéznych  enzymov,
hydrokoloidov a emulgatorov (Haros et al., 2002).

ENZYMY
Podla Selinheima et al. (2006), je jednou z moZnosti

prediZenia trvanlivosti pekarenskych vyrobkov a zniZenia

miery starnutia chleba aplikicia enzymovych pripravkov.

V komerénom pekarstve sa najbeznejSie pouZivaju
a-amylazy a proteazy. (Selinheimo et al., 2006). Pridavok
amylaz zvysuje mnozstvo fermentovatel'nych
a redukujucich cukrov v muke aceste, ¢o podporuje
fermentaciu kvasiniek a vznik produktov Maillardovych
reakcii zintenziviiujicich véiiu a farbu korky (Goesaert
et al., 2009).

V pekarstve existuju tri zdroje o-amylaz: bakterialne,
plesnové a sladové. Ztychto zdrojov maji pozitivne
uéinky na starnutie pekarenskych vyrobkov iba plesiové a
bakterialne. Tieto dva typy enzymov sa lisia v tepelnej
stabilite. Bakteridlne o-amylazy maji sice vyraznejsi
uc¢inok proti starnutiu, ale si Vysoko tepelne stabilné a ich
pokracujuca aktivita pocas pecenia ma za nasledok chlieb
s nedokonalou S$truktirou a lepivou striedkou. Plestiové
a-amylazy st menej tepelne stabilné a st inaktivované na
zaciatku pecenia. Vysledkom je chlieb s vicSim objemom
a dobrou Struktirou striedky, ale ich tucinnost pri
spomal’ovani starnutia je nizSia (Randez-Gil et al., 1995).

Dextriny sréznym stupniom polymerizacie vznikaju
posobenim o-amyldz degradaciou molekal amylopektinu
aV chlebe zotrvavaji aj po vypeCeni. Miyazaki et al.
(2004) zakomponovanim 2,5 % nizko molekularnych
dextrinov s hodnotami dextr6zového ekvivalentu DE 19,
25 a 40 zistili znaéné spomalenie retrogradacie na rozdiel
od vysoko molekularnych dexrtinov DE 8 a 11. Uginok
pdsobenia dextrinov suvisi s nardSanim vzniku vodikovych
véizieb medzi Skrobom a bielkovinami (Gerrard et al.,
1997, Miyazaki et al., 2004).

Okrem amylolytickych enzymov sa aplikuju aj enzymy
rozkladajice neskrobové polysacharidy, avsak ich G¢inky
na predizenie trvanlivosti si nejasné. Xylanazy
hydrolyzuju pentézany pritomné v pSenicnej muke a
urychluju  proces pe€enia napomahanim k rozkladu
polysacharidov v ceste (Giménez et al., 2007).

Endo-1,4-B-xylanaza nahodne atakuje hlavny retazec
arabinoxylanu, ¢o spdsobuje zniZenie stupiia polymeriza-
cie a vyrazne vplyva na Struktaru a funkénost
arabinoxylanu. Vo vhodnych davkach (1 %) xylanazy
zlepSuju spracovatelnost a stabilitu cesta, Struktaru
striedky, zvySuji objem bochnika a predlzuju trvanlivost’.
Hydrolytickym podsobenim xylandz sa uvoliiuju volné
cukry - pentdzy, ktoré vyuzivaju mikroorganizmy pri
fermentanom procese. Naviac endoxylandzy uvoltiuji
zdraviu prospe$né xylooligosacharidy, ktoré pozitivne
vplyvaju na zaludoénu a ¢revnua mikrofléru (Shah et al.,
2006).

Pridavok proteolytickych enzymov méa za nasledok
dosiahnutie pociatocnej mékkosti striedky, zvySenie
aktivity kvasiniek a endogénnych enzymov muky,
zlepSenie chute a vone a prediZenie trvanlivosti pdsobenim
na hlavné funkéné biopolyméry muky (Collar et al.,
2005).

Transglutaminaza mikrobialneho
glutamin  y-glutamyltrans-feraza

poévodu,
katalyzuje

protein-
reakcie

prenosu acylov predstavujuce kovalentné zosietovanie
proteinov, peptidov a primarnych aminov, deaminaciu
glutaminovych zvyskov a zaclenenie aminov do inych
Struktir. Reakcie katalyzované tymto druhom enzymov
upravuju  funkéné vlastnosti pekarenskych vyrobkov
prostrednictvom Spajania a polymerizacie proteinov
pomocou disulfidickych vézieb vytvaranych pri mieseni
cesta, ¢imvznika proteinova siet s viskoelastickymi
vlastnostami potrebnymi pri vyrobe chleba (Collar et al.,
2005).

V sucasnosti je vyskum v oblasti enzymov zamerany na
aplikaciu  lipolytickych enzymov do pekarenskych
vyrobkov. Pouzivaju sa hlavne fosfolipazy ako nahrady
alebo pridavky namiesto tradiénych emulgatorov. Lipazy
hydrolyzuju estery triacylglycerolov za vzniku mono-
alebo diacylglycerolov, glycerolu avolnych mastnych
kyselin. Pochadzaju z plestiovych alebo bakteridlnych
zdrojov a svojim pOsobenim zapri¢ifiuju zvySenie stability
cesta aobjemu chleba, =zlepSuju Struktiru striedky
apredlzuju trvanlivost vyrobku (Kirk et al., 2002,
Moayedallaie et al., 2010).

HYDROKOLOIDY

Hydrokoloidy st pridavané do pekarenskych vyrobkov
scielom zadrzat vlhkost, ¢im sa predizi trvanlivost
vyrobku. Dalej st schopné stabilizovat  pekéarenské
produkty pocas cyklu: zmrazovanie — rozmrazovanie
anapomahaju  tak minimalizovat’ negativne ucinky
vznikajice pri zmrazovani a uskladiiovani produktov na
baze Skrobu (Barcenas et al., 2004).

Utinok hydrokoloidov vyplyva z dvoch protikladnych
javov: prvy je zvySenie tvrdosti ako nasledok poklesu
napuciavania $krobovych granil a vyluhovania amylozy;
adruhy jav sposobuje oslabenie Struktury Skrobu
v dosledku inhibicie spajania retazcov amylozy, aj ked
dopad kazdého javu =zavisi od druhu pouzitého
hydrokoloidu (Kohajdova a Karovi¢ova, 2009).

Aplikacia  hydrokoloidov v malych mnozstvach
(<1 hmotn. % v muke) ma za nasledok zvysent schopnost’
viazat’ vodu vo vyrobku, zvy$enie objemu bochnika ako aj
pokles tvrdosti a znizenie rozsahu retrogradacie $krobu
(Collar et al., 1999).

Vlastnosti hydrokoloidov vo velkej miere ovplyviluje
povod achemicku Struktaru. Adiciou metylovych
a hydroxypropylovych skupin na molekulu celulozy
vznikd hydroxypropylmetylcecluloza (HPMC). Tento
hydrokoloid sa prednostne viaze na Skrob. Obmedzuje
priebeh retrogradacie amylopektinu, ¢im sa predlzuje
trvanlivost’”  vyrobku. Okrem toho HPMC zlepSuje
kvalitativne parametre (viac¢Si objem, miksSia Struktira
striedky, nizsie straty vlhkosti pri skladovani). Iny derivat
celulézy, karboxymetylceculoza (CMC)  preferuje
interakcie s lepokom. Roztoky CMC st stabilné a vysoko
viskézne. Zahriatim pri peceni vSak viskozita klesd. CMC
ma vysoku schopnost absorpcie vody a zlepSuje
suspendaciu a rovnomerné rozdelenie pridavanych zloZiek
vo vyrobku (Guarda et al., 2004, Kohajdova a
Karovicova, 2009).

Xantanova gumu produkuje baktéria Xanthomonas
campestris. Chemicka S$trukturu xantanu mozZno popisat’
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ako molekuly glukozy spojené B-1,4-glykozidovou vézbou
s vetvenim na trefom atome uhlika molekuly glukozy,
pricom vetvy obsahuju manopyran6ézové jednotky. Nizke
koncentracie xantanovej gumy (0,1-0,4 %) poskytuju
stabilitu pocas skladovania vyrobkov ama taktiez
schopnost’ viazat' vodu. Zamedzuje vzniku hrudiek pocas
hnetenia a zlepSuje aj homogenitu cesta (Collar et al.,
1999, Kohajdova a Karovi¢ova, 2009).

V potravinarskom priemysle je guarova guma pouzivana
ako zahust'ovadlo a stabilizator r6znych druhov potravin,
obycajne v mnozstvach < 1 hmotnostné %. Ziskava sa zo
semien strukovinovej rastliny Cyamopsis tetragonolobus.
Po chemickej stranke je guarova guma galaktomanan,
ktorého hlavny retazec pozostava z [-D-manopyra-
noézovych jednotiek spojenych 1,4-glykozidovou vézbou
a vetvenim na pozicii 6 s a-D-galaktézou. V pekarenskych
vyrobkoch  guarovd guma  spomaluje  starnutie
prostrednictvom  zmékc¢ujliceho  G¢inku  spdsobeného
inhibiciou retrogradicie amylopektinu, pretoze sa
prednostne viaze na Skrob (Kohajdova a Karovicova,
2009).

Alginaty sa ziskavaju zhnedych rias (Macrocystis
pyrifera, Ascophyllum nodosum a Laminaria hyperborea)
a zakladna jednotka kyselina alginova sa sklada z troch
Casti polymérneho retazca: jedna Cast’ pozostiva vylucne
zdielov kyseliny D-manurénovej, druha z kyseliny
L-gulurénovej a tretia v meniacom sa pomere zvySkov
kyseliny ~ D-manurénovej a L-gulurénovej. Pouzitie
alginatov v mnozstvach 0,5 — 1,5 % dodava pekarskym
krémom stabilitu po¢as cyklu zmrazovanie/rozmrazovanie,
znizuje syneréziu, predlzuje trvanlivost vyrobkov a
umoziiuje zadrzat' vlhkost' Vv chlebe a zakuskoch pocas
uskladiiovania (Kohajdova a Karovic¢ova, 2009).

Karagénany su extrakty z ¢ervenych rias. Je to linearny
polysacharid a zakladnui Struktarnu jednotku tvori len
D-galaktopyranoza (neobsahuje L-galaktozu). Su ¢iastocne
sulfonované a podl'a stupna esterifikacie sa delia na frakcie
jota, kappa alambda. Karagénany sa vyznacuju
schopnostou reagovat s lepkovymi proteinmi a vytvarat
gély znasajice vysoké teploty pri peceni a nizke teploty
zZmrazovania bez zmeny Struktiry sstraty vody. Do
pekarenskych vyrobkov sa aplikuje najmd kappa-
karagénan zvySujuci objem a predlzujici trvanlivost
vyrobkov (Kohajdova et al., 2008).

Tragakantovd guma sa ziskava zkmefia Aazijskych
stromov druhu Astragalus a zakladna jednotka chemickej
Struktury pozostava z B-D-xylopyranozy,
B-L-arabinofurandzy, a-D-galaktopyranuronovej kyseliny,
metyl o-D-galaktopyranuronatu, B-D-galaktopyrandzy a
a-L-fukopyrandzy. Tato guma stabilizuje naplne a polevy
s obsahom ovocia a ovocnych pretlakov a poskytuje im
leskly a priesvitny vzhlad, krémova chut a dobra
trvanlivost. Maximalne povolené mnozstvo je do
pekarenskych vyrobkov 0,2 % (Kohajdova a Karovicova,
2009).

Utinnym  prostriedkom spomalovania starnutia  je
pouzitie 0,1-0,9 hmotnostnych % karobovej gumy.
Ziskava sa zindického stromu Sterculia urens. Hlavny
ret'azec tvori a-D-galakturonovd  kyselina  a
a-L-ramnézové zvysky, postranné ret'azce tvori  vézbou

1,2 pripojena B-D-galaktéza alebo vézbou 1,3 pripojena
kyselina B-D-glukurénova. Vyznacuje sa jedine¢nymi
vlastnostami ako vysoka napuéiavacia schopnost,
schopnost  zadrziavat vodu avysoka viskozita.
(Kohajdova a Karovicova, 2009).

Gelanova guma je pre potravinarske aplikacie zaujimava
vd’aka svojim fyzikdlnym vlastnostiam ako vysoka
viskozita, odolnost’ voci vysokym teplotam, kyselinam a
pdsobeniu enzymov. Gelanova guma tiez vytvara povlaky
a filmy, ktoré znizuji absorpciu oleja vytvaranim ucinnej
bariéry (Kohajdova a Karovicova, 2009).

EMULGATORY

V pekarskej vyrobe sa vyuzivaju emulgatory kvoli
nasledovnym technologickym vlastnostiam: zlepSenie
charakteristik cesta a to kvasnej tolerancie a stability cesta,
zlepSenie kvality striedky, vyssia schopnost’ zadrzat’ plyny
veeste anasledné zviGSenie objemu, predizenie
trvanlivosti a emulgacia tukov. Pri predlzovani trvanlivosti
u¢inne posobia najmd lecitin a monoacylglyceroly
(Stampfli a Nersten, 1995).

Bolo dokazané, ze emulgatory zabranuju tvrdnutiu
striedky , ktoré sa spaja so starnutim. Ich ucinok pri
spomalovani starnutia vyplyva z interakcii so Skrobom,
spomalovanim procesu retrogradacie, zabrafovanim
presunu vihkosti medzi lepkom a §krobom a chrani tym
Skrob pred prijimanim vody. Pokles mnozstva nasiaknutej
vody skrobom vytvara viac vody dostupnej pre hydrataciu
lepku, ¢o sa povazuje za prispevok k spomalovaniu
starnutia (Kohajdova et al., 2009).

Acylglyceroly, velmi dolezité derivaty lipidov, patria
k neiénovym povrchovo aktivnym latkam a pouZivaju sa
Vv emulzidch typu voda voleji (W/O) (Szelag a
Zwierzykowski, 1999).

Monoacylglyceroly ovplyviiuja trvanlivost’ tym, ze
vytvaraji  komplexné zluCeniny samylézou, ktoré su
nerozpustné vo vode a zZ toho dovodu komplexne viazana
amyloza nepodstupuje retrogradaciu a neprispieva tak ku
procesu starnutia (Stampfli a Nersten, 1995, Szemes a
Mainitz, 1999).

Stearyl-2-mlie¢nan sodny (SSL) je anidnovy emulgator
zlepSujtci toleranciu a odolnost cesta pri mieseni,
zva¢Suje objem vyrobku, pozitivne vplyva na tokové
vlastnosti spojené s vyznamnym oneskorenim tvrdnutia
chleba. Tato latka moéze znizit Ucinky na reologické
vlastnosti v dosledku skladovania v mraze, ale nie je
ucinnd pri spomal’ovani ¢asu kysnutia (Kohajdova et al.,
2009).

Diacetylvinné estery monoacylglycerolu (DATEM) su
aniénové emulgatory typu O/W, ktoré sa zvycajne
pouzivaju do 0,3 % hmotnosti muky. Pésobenie DATEM
ako Cinidla zmékcujuceho striedku je tuzko spité
s interakciami so Skrobom, predovSetkym s linedrnymi
molekulami amylézy ako aj s amylopektinom. Tvorba
tychto komplexov potlaca starnutie chleba a to
zabranovanim retrograddcie amylézy a amylopektinu a aj
znizovanim B-typu amylézového jadra, ktoré moze
napomahat’ retrogradacii amylopektinu (Kohajdova et al.,
2009).
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Pridavok lecitinu (6g/kg muky) zlepSuje fermentacny
proces kvasiniek v ceste, zva¢suje objem bochnika o 25 %,
robi Struktiru striedky kompaktnejSiu a starnutie
spomaluju hydrolyzované lecitiny. Lecitiny s vy$$im
zastipenim nasytenych mastnych kyselin su u¢innejsie ako
lecitiny s vys§im podielom nenasytenych mastnych
kyselin. Funkéné vlastnosti ovplyviluje pritomnost’ inych
zloziek lecitinov ako si ceramidy, glykolipidy
a gangliozidy (Helmerich a Koehler, 2005).

INE SPOSOBY PREDLZENIA TRVANLIVOSTI

Staly problém obmedzujuci trvanlivost je plesiiova
kontaminacia, ktora predstavuje straty 1-5 % v zavislosti
od obdobia, druhu vyrobku a sposobu vyroby. Hoci st
Cerstvé pekarenské vyrobky bez spor a vegetativnych
foriem plesni, nastava ihned po vypeceni kontaminacia
sporami zo vzduchu, povrchu naradia, zariadenia a
pouzitim surovych prisad ako polevy, orechy, korenie
a cukor (Smith et al., 2004).

Mikrobialne kazenie pekarenskych vyrobkov prevazne
spdsobuje kontaminacia plesiami a kvasinkami, obcas sa
vSak pri premnoZeni termorezistentnych spdrotvornych
baktérii Bacillus subtilis vyskytne aj nitkovitost' chleba.
Plestiovll kontamindciu spdsobuju rody Penicillium
(90 — 100 %), vyskytuju sa aj rody Cladosporium
a Aspergillus. Susienky patria k pekarenskym vyrobkom
snizkou hodno-tou aktivity vody akontaminaciu
sposobujii rody plesni Eurotium sp., Aspergillus sp.
aWallemia  sebi. Kontamina-cia  kvasinkami  sa
najobvyklejie vyskytuje na krajanom a ryZovom chlebe,
pricom  prevladajd  druhy  Endomyces  fibuliger
a Hyphopichia burtonii (Suhr a Nielsen, 2004).

Casta je tvorba mykotoxinov pri plesniveni chleba.
Na chlebe sa z producentov mykotoxinov najcastejsie
vysky-tuju Aspergillus flavus (aflatoxiny), Aspergillus
ochraceus (ochratoxin A), Penicillium expansum (patulin)
a Aspergillus versikolor (sterigmatocystin). Aflatoxiny sa
najCastejS§ie dokazuji na splesnivenom pSeni¢nom
a pSeni¢noraznom chlebe (Gorner a Valik, 2004).

V pekarstve sa K potlaGeniu rastu mikroorganizmov
akpredizeniu trvanlivosti pouzivaju aj chemické
konzervacéné latky, konkrétne slabé organické kyseliny ako
kyselina benzoova, propionova, sorbova aich vapenaté,
draselné a sodné soli. Antimikrobialnu aktivitu vykazuji
len nedisociované molekuly tychto kyselin. Najucinnejsie
su V pekarskych produktoch s relativne nizkou hodnotou
pH (4,5 — 5,5) ahodnotami aktivity vody Vv rozmedzi
0,80 — 0,85. Pouzivaju sa V koncentraénych zastipeniach
0,03 az 0,3 (Guynot et al., 2005).

K potlaceniu rastu plesni mozno taktiez pouzit’ etanol
(5-12 hmotn. %). Etanol zabrafiuje rozvoju mycélia pri
raste plesni. Aplikuje sa priamo do produktu alebo sa
pouziva enkapsulovany etanol zndmy pod trhovym
nazvom Ethicap® (Dantigny et al., 2005).

V stcasnosti sa do popredia dostdvaju alternativne
metddy na baze biokonzervacie s vyuzitim baktérii
mlie¢neho kysnutia. Tieto baktérie (Lactobacillus sp.,
Pediococcus sp.) produkuju svojim metabolizmom rdzne
biologicky aktivne molekuly ako organické kyseliny
(kyselina mlie¢na, octova, propionova), mastné kyseliny,

peroxid vodika a bakteriociny, ktoré inhibujii rozvoj
neziaducej mikrofléry. Vyhodné je nahradit 50 %
z mnozstva pouzitych chemickych konzervaénych latok
baktériami mlie¢neho kysnutia (Gerez et al., 2009).

Balenie je poslednym technologickym krokom pri
vyrobe pekarenskych produktov. Konvenéné postupy
balenia vyuzivaju atmosféricky vzduch a osvedcené
obalové materidly. AvSak novodobé postupy vyuzivaju
modifikovani atmosfér u zlozenu z CO, resp. N,
a $pecialne materialy umoznujice permeabilitu inertnych
plynov (Kotsianis et al., 2002).

Balenie chleba do obalov s modifikovaniu atmosférou
MAP (zangl. modified atmosphere packaging) je
zauzivané v suvislosti s predlzovanim mikrobiologickej
trvanlivosti. Ztoho dovodu je na vzostupe potreba
uchovavania  chleba v baleniach s modifikovanou
atmosférou zlozenou z CO, samotného, alebo zo zmesi
CO, a N, (Rasmussen a Hansen, 2001).

ZvySena koncentracia CO, Vv baleniach (70 — 100 %)
moéze vytvorit mierne vakuum, ktoré stla¢a produkt
koncentracia CO, v baleniach je okolo 60 % a vyhodné je
zakomponovanie draselnej soli kyseliny sorbovej v ¢o
najniz§ich mnozstvach v zavislosti na hodnotach pH
a aktivity vody v produkte (Guynot et al., 2004).

Podl'a Smitha et al. (2004) je MAP s pouzitim CO,
uéinnejSie pri nizSich teplotach skladovania a k inhibicii
vac§iny aerdbnych sporotvornych mikroorganizmov je
potrebnd minimalna koncentracia 20-30 % CO, (V/v),
zatial o k predizeniu trvanlivosti je vhodné pouzit
priblizne 60 % CO,. Vyrobky sa prednostne balia po
uplnom vychladnuti, pretoze zabalenim teplého vyrobku
dochéadza ku kondenzacii vlhkosti v obale a na povrchu
vyrobku, ¢im sa vytvaraju vhodné podmienky pre rast
plesni (Smith et al., 2004).

ZAVER

Cerstvé pekarenské vyrobky stracaji za normalnych
podmienok skladovania svoje povodné Strukturalne
a organoleptické vlastnosti. V dosledku retrogradacie

Skrobu, presunu vlhkosti zo striedky do korky ako aj
d’al§imi interakciami medzi jednotlivymi komponentmi
produkt tvrdne, stava sa drobivym a Straca senzoricky
prijemni chut a vdilu CcCerstvého vyrobku. S cielom
predizenia trvanlivosti a zlepSenia niektorych
kvalitativnych parametrov sa k zakladnym receptiram
vyrobkov pridavaji pekarske zlepSujuce prostriedky ako
enzymy, hydrokoloidy, emulgatory ai.. Pre zaistenie
mikrobiologickej  bezpe¢nosti a  dlhsie zachovanie
Cerstvosti vyrobku sa Casto pouziva balenie findlnych
vyrobkov s vyuzitim MAP technologie. Pre zvySujice
naroky konzumentov na kvalitu, trvanlivost’ a zdravotnu
bezpetnost’ pekarenskych vyrobkov sa vyskumy v tejto
oblasti posuvaju stale d’alej a poskytuji nové moznosti
a rieSenia tejto problematiky.
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NUTRIGENOMICS ANALYZE OF EXPRESSION OF EXTRACELLULAR LEPTIN

RECEPTOR BY THE FOLLOWING ESSENTIAL OIL MONITORING AT THE

AVIAN MODELS
Lubica Mrazovd, Radoslav Zidek, Miria Angelovicova, Jana Tkacova, Martin Kliment, Martin Kral,
Pavol Bajzik

ABSTRACT

Leptin gene was identified in 1994 by positional cloning. His mutation is considered extreme obesity surface phenotype and
infertility in ob/ob mice. Most of the research, which followed the discovery of this hormone, focused on the role of leptin
in regulating body weight, in order to clarify the pathophysiology of obesity. Many research results show that leptin is not
only important in regulating food intake and energy balance, but also performs functions such as metabolic and
neuroendocrine hormone. Using herbs and essential oils depends on their antimicrobial activity. Most plants have favorable
multifunctional properties, which are the specific content of bioactive components. Some authors characterize fytogénne
substance such as natural substancese plant origin, which leave no residues in animal products and is not necessary to keep
the trade period before slaughter animals. Analyses suggest that the structural function of the receptor exists as a dimer
constructively in the plasma membrane. Each receptor dimer pair is reversibly bound to one molecule of leptin. When
bound, signaling pathways are responsible for beginning the activation receptor associated Janus kinase 2 (JAK2) and

tyrosine phosphorylation of two key residues in the intracellular part of receptor.

Keywords: leptin receptor, gene expression, bird, hormone, essential oil

UVOD

Biotechnologie z hladiska Zivoéisnej vyroby su
orientované na vyuzivanie zivych organizmov a ich Casti
pre vysoko intenzivnu a opakovatelnu vyrobu potravin
alebo modifikaciu produktov Zzivocichov na Specifické
pouzitie. Poznatky o lokalizacii a efektoch Specifickych
génov, ktoré v uplynulych rokoch progresivne narastali,
maju vyznam z hladiska kvality produkcie, resp. d’alSich
uzitkovych  charakteristik  hospodarskych  zvierat.
Vicsina vlastnosti vratane ekonomicky vyznamnych, ako
je napr. produkcia misa a mlieka, je kddovana viacerymi
génmi. Preto finalny efekt mdze byt rozdielny podla
identity individualneho Specifického génu. Doélezita je
analyza uzitkovosti u rodicov a potomkov a ich
vzajomné vztahy. Chov brojlerovych kuréiat umoznil
intenzivnejSie ukladanie svalovej hmoty uplatnenim
vysledkov stratégie genetického vyberu (Havenstein et
al., 2003b).

Havenstein et al. (2003b) vvadza, ze produkcia
kurcacieho midsa ma doleziti ulohu z hladiska vysokej
potencialnej produkcie v relativne kratkom obdobi, ale i
z hladiska vysokej dietetickej hodnoty. Vysoka
potencialna produkcia dand kratkym generacnym
intervalom a pomerne kraitkym obdobim vykrmu
brojlerovych kurciat, vysoka intenzita rastu spolu s
vynikajiicimi dietetickymi vlastnostami kurcacieho mésa
predurcuje tento druh mésa ako potravinu buducnosti.

Aj tisicrocné tradicie askusenosti v humannom
liecitel'stve poukazuju na skutocnost, ze
najprirodzenejsie rieSenie problematiky udrzania zdravia
zvierat a potravinovej bezpecnosti, je vo vyuzivani
biologicky ucinnych latok rastlin. Drdak et al. (1996)
uvadza, ze obsahovym latkam rastlin, ako st alkaloidy,
triesloviny a silice je uréena osobitna pozornost’. Pouzitie
rastlinnych silic ako jednej z moznych alternativ za
kfmne antibiotika, ktoré kladne ovplyvnili produkciu
brojlerovych kuréiat potvrdili vo svojich experimentoch,

Demeterova (2004), Mudroniova et al. (2005),
Angelovicova et al. (2005), Angelovicova et al.(2006) a ini.
Podla Opletela (1998) mozu mat rastovo-stimulaéné
ucinky aj prirodné esencialne oleje z korenin a aromatickych
bylin, ako aj rastlinné extrakty obsahujuce ucinné zlozky.
Docic a Biklei (2003) uvadzaju, ze rastlinné extrakty
podobne ako antibiotikd, pozitivne ovplyviuju prijem
krmiva, prirastky telesnej hmotnosti, utilizdciu zivin a
zlepSuji mikrobialnu fermentaciu v creve. Bikler (2006)
poukazuje aj na skutocnost, Ze pouzitie fytogénnych aditiv
stimuluje fyziologické procesy traviacej ststavy a zlepSuje
jej odolnost’ voci kolonizacii patogénnou mikroflorou
Pouzitie bylin a esencidlnych olejov zavisi od ich
antimikrobidlnej aktivity. ViacSina rastlin ma priaznivé
multifunkéné vlastnosti, ktoré su dané Specifickym obsahom

bioaktivnych  zloziek. Kamel a McKay (2003)
charakterizujti fytogénne substancie ako prirodné latky
rastlinného  pévodu, ktoré nezanechavaju rezidua

v zivo¢isnych produktoch a nie je nutné dodrziavat
ochrannu dobu pred jatoénym zabijanim zvierat.

Biotechnologie  z hladiska  zivocisnej  vyroby st
orientované na vyuzivanie Zivych organizmov a ich Casti pre
vysoko intenzivnu a opakovatelni vyrobu potravin alebo
modifikaciu produktov zivocichov na Specifické pouzitie.
Poznatky o lokalizacii a efektoch S$pecifickych génov, ktoré
v uplynulych rokoch progresivne narastali, maju vyznam z
hladiska kvality produkcie, resp. dalSich uzitkovych
charakteristik hospodarskych zvierat. VicSina vlastnosti
vratane ekonomicky vyznamnych, ako je napr. produkcia
méisa a vajec, je kodovand viacerymi génmi. Preto finalny
efekt mbéze byt rozdielny podla identity individualneho
Specifického génu. Dolezita je analyza zitkovosti u rodi¢ov
a potomkov a ich vzajomné vztahy (Bulla, 2003).
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genotyp. Obezita nasledkom prejedania je jednoznacne
nasledok exogénneho faktora.

Za fyziologickych podmienok tukové tkanivo
predstavuje asi 1% zhmotnosti tela. Tento stav je
udrziavany prisnymi regulaénymi mechanizmami.
Nadmerny prijem potravy je signdlom pre mozog,
znizuje sa chut’ do jedla a zvySuje sa utilizacia energie.
Tento mechanizmus podsobi ako pomaly dlhodoby
feedbackovy mechanizmus (Dridi et al., 2000).

Bez ohl'adu na to, o ktory mechanizmus regulacie ide,
je isté, ze bod citlivosti systému (set point) a jeho
nastavena hladina uréuju telesnu hmotnost. Genetické
(segregacné) experimenty ukazali, Zze obezita je
regulovand niekol’kymi hlavnymi génmi. Pokial
o centralnom riadeni chuti do jedla a prijmu potravy boli
dokazy, periférny ¢lanok feedbackového mechanizmu
bol neznamy. Leptinovy gén bol identifikovany v roku
1994 pomocou pozi¢ného klonovania (Zhang et al.,
1994).

Jeho mutéza sa poklada za podklad fenotypu extrémne;j
obezity a neplodnosti. ViacSina vyskumu, ktory
nasledoval
po objaveni tohto hormdnu, sa zameral na tlohu leptinu
v regulacii telesnej hmotnosti, s cielom objasnenia
patofyziologie obezity. Mnoho vysledkov vyskumu
poukazuje na to, Ze leptin nie je dolezity len v regulécii
prijmu potravy a energetickej rovnovahy, ale plni tiez
funkciu ako metabolicky a neuroendokrinny hormon.
(Dridi et al., 2000).

Bola vyklonovana a sekvenovana kuracia leptinova
cDNA, ktora je viac ako na 90 % identicka s murinovym
leptinom a viac ako na 80 % identicka s vécSinou inych
znamych leptinovych sekvencii. NavySe cDNA leptinu
morky bola taktiez vyklonovand a sekvenovana
aukazuje velmi vysokd podobnost’ so sekvenciami
kuracieho leptinu. Kuraci leptin ma 145 aminokyselin
v porovnani so 146 aminokyselinami u cicav¢ich druhov
(Taouis et al., 1998; Ashwell et al., 1999).

Dalsia unikatna $truktarna érta kuracieho leptinu je, Ze
v porovnani s cicavéim leptinom obsahuje neparovany
cytozin v pozicii 3" origindlnej cDNA (bez signalneho
peptidu) (Dridi et al., 2000).

Leptinové receptory patria do triedy I cytokinovej
receptorovej rodiny. Hoci bolo najdenych Sest’ izoforiem
leptinového receptora, doteraz su zname iba dve, o je
davané do suvislosti s intracelularnou signalizaciou.
Najdlhsia izoforma (ObRb) plna  spdsobilost’
signalizacie (Eisenberg et al., 2004).

Analyzy naznacuju, ze Struktirna funkcia receptora
existuje konstruktivne ako DIMER v plazmatickej
membrane. Kazdy receptor dimérového paru sa
reverzibilne viaze k jednej molekule leptinu. Pri viazani,
signalne drahy su zodpovedné za zaciatok aktivacie
receptorov  spojenych Janus kindzou 2 (JAK2)
a fosforylacie tyrozinu dvoch klucovych zvySkov na
intracelularnu Cast’ receptora (Bahrenberg et al., 2002).

Osobitny vyznam pre narastanie ucinku leptinu je
naviazanie molekul leptinu na jeho najdlhsie izoformy
receptora aktivovanymi radom intracelularnych signalov
po JAK2 aktivacii, ktoré boli spojené scelym radom
biologickych akcii roznych tkaniv. Expresie dvoch
najdlhsich izoforiem leptinového receptora (ObRa
a ObRb) sa zdaju byt pritom vo vsetkych cicavéich

tkanivach, aj ked” ObRb je najviac exprimovany iba
v hypotalame (Hekerman et al., 2005).

Celkova strata funkcie mutacii v izoforme leptinového
receptora ObRb sa zda byt’ vzacna v l'udskej populacii, ale
polymorfizmy v oblasti génu, ktoré koduji extracelularne
domény receptora nie su nezvycajné, asi spojené
s priberanim telesnej hmotnosti a adipocytmi (Banks et al.,
2000).

Cielom tejto  prace bolo detegovat  expresiu
extraceluldrneho leptinového receptora na zaklade analyzy
cDNA u finadlneho vykrmového typu brojlerovych kurciat
COBB 500.

Dalim cielom bolo zamerat’ sa na rozlozenie tkanivovej
expresie receptora pre leptin vo vybranych organoch
brojlerovych kur¢iat.

MATERIAL A METODY

Analyzy sme vykonali na vzorkach, ktoré sme ziskali zo
skupinového experimentu s brojlerovymi kurcatami. Tento
experiment bol situovany na farme s halou ur¢enou pre chov
24 000 kusov brojlerovych kurciat uréenych
na produkciu misa. Na detekciu leptinového receptora sme
pouzili vzorky tkaniv atuku brojlerovych kurdiat
COBB 500. Kurc¢atda boli chované vhale na hlbokej
podstielke s dodrzanym odportiéaného svetelného rezimu. V
experimente bola pouzitda vlastnd technologia kimenia
a napajania. Pokusna skupina bola zlozena zo 100 kusov
brojlerovych kurciat, z ktorych sme vybrali 5 kusov
rovnakej telesnej hmotnosti. Tieto brojlerové kurcata boli
pouzité ako reprezentativne vzorky, z ktorych sme pouzili
vnutorné organy a tuk na analyzy. RNA sme vyizolovali z
rozdrvenych Casti tkaniv srdca, sleziny, pecene a extra-
celularneho tuku pomocou SV Total RNA Isolation System
Trial Size kit. RNA bola prepisana reverznou transkriptazou
pomocou jednokrokového - cDNA syntetizacného kitu
(Amersham) s nahodnymi hexamérmi ako primermi.
Reakéna zmes pre PCR obsahovala c¢cDNA, 1,80 mM
MgCl2, 0,25 mM dNTPs mix. Boli pouzité primery, ktorymi
sme analyzovali identifikdciu extracelularneho receptora
0,20 pmol.ul"' CASSY- F marker 5-GTC CAC GAG ATT
CAT CCC AG-3"a 0,20 pmol.ul" CASSY - R marker 5'-
CCT GAG ATG CAG AGA TGC TC-3' (Cassy et al.,
2004). Dalej boli pouzité primery pre pozitivnu kontrolu
kvality izolovanej RNA a priebehu reverznej transkripcie
pre glyceraldehyd-3-fosfatat dehydrogenazu (GAPDH)
GAPDH-F marker 5-GTGTTATCATCTCAGCTCCCT
CAG amarker GAPDH-R 5'AAAGGTGGAAGAATGG
CTGTCACC (Liu et al., 2006). Dal§imi zlozkami boli
0,80 U GoTaq HotStar Polymeraza doplnené bidestilovanou
vodou do objemu 30 pl. Zmes obsahovala tlmivy roztok
GoTaq green pufor 5x (Promega, Medison USA)
a amplifikdcia prebehla v termalnom cykléri (PTC-150
MiniCycler™, Research, Watertown USA). Postup PCR
reakcie bol nasledovny: PCR cyklus zacinal pre-
denaturaciou pri teplote 94 °C po dobu 4 minat. Nasledne
bolo zopakovanych 30 cyklov obsahujucich denaturaciu pri
teplote 94 °C  po dobu 40 sekund a predlZovanie pri teplote
72 °C po dobu 1 minuty. Finalne predlZzovanie fragmentov
prebiehalo pri teplote 72 °C po dobu 7 mint.
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Vykrmovy typ brojlerovych  kurciat
COBB500, Foto: Mrazova (2011)

VYSLEDKY A DISKUSIA

- -

MoLoi Mo a My 5 M T8 M
M-henotnostuy marker, d.ra'h}.r:.;’l;S- thamve sedea, 26- thavvo slezing, 3,7- thanivo pedene,
4.8- thavivo ooy, drahy 1, 2, 3, 4- thanivd oxganov &tk beiat kewenyeh silicamy, dedhy
58,7, 8- thanivd oxganov 2 tolon kontroly, frazment 1, 2,3,4, 5,6, 7, 8- fragment CASY,

Obrazok 2 Expresia leptinového receptora v organoch
a tuku vykrmového typu kurciat COBB500

Zamerom nasho experimentu bolo optimalizovat
metodiku na sledovanie expresie extracelularneho
leptinového receptora na aviarnom modele. Pouzili sme
vzorky orgénov kurciat a tuku ktoré boli kimené silicami
a taktiez vzorky organov a tuku od kurciat z kontrolnej
skupiny. V priebehu experimentu sa nam Uspesne
podarilo vyizolovat RNA zo srdca, sleziny, pecene
a vnutrotelového tuku. Ziskand celkovda RNA po
reverznej transkripcii na ¢cDNA predstavovala templat
ktory sme pouzili na identifikaciu zvoleného leptinového
receptora. Ako vyplyva zobrazku 2, vo vsetkych
analyzovanych organoch sa nam podarilo vyizolovat
celkovi RNA, ktora pri naslednej reverznej transkripcii
a PCR reakcii s pouzitim primérovych parov CASSY-F
a CASSY-R umoznili vznik fragmentov 1, 2, 3,4, 5,6, 7
a 8. Ako naznacuje draha cislo 4, najmensi obsah
izolovanej RNA bol dosiahnuty vo vnutrotelovom tuku,
ktory sme ziskali z kurciat kimenych silicami, a draha
Cislo 8, ktory sme ziskali od kurciat ktoré sme zobrali
z kontrolnej  skupiny. M-predstavuji  markéry na
identifikaciu extracelularneho lelptinového receptora.
V nasom experimente sme pouzili hmotnostny marker
o velkosti 100 bp. Zaujimavé vysledky pontika draha
¢islo 4, ktorda by mala poukazovat na pritomnost
leptinového receptora vo vnutro telovom tuku. V tejto

dréhe sa nachadzal fragment, ktory svojou dizkou
nezodpovedal oGakavanej dizke fragmentu ohrani¢eného
navrhnutymi primérmi (CASSY-F a CASSY-R —273bp), ale
bol kratii ako kontrolny fragment GAPDH s dizkou 533bp.
Z uvedeného vyplyva, ze pouzitim primérov a postupov
popisanych v metodike prace je mozné pozorovat’ expresiu
extracelularneho leptinového receptora  u hybridu
COBB 500. V tkanive srdca, sleziny a pecene je pozorovany
leptinovy receptor exprimovany v o¢akévanych mnozstvach.
V tkanive vnutro telového tuku sa RNA javi ako skratena, o
by mohlo byt zapri€inené alternetivnym zostrihom molekuly
(splicing). Ked’ze finalny vykrmovy typ brojlerovych kurciat
hybrid COBB 500 je dlhodobo slachteny so zameranim
na znizovanie obsahu vnutrotelového tuku a zvySovanie
objemu prsnej svaloviny, budeme sa tejto problematike
venovat’ viac.

ZAVER

V nasom experimente sa nam Uspesne podarilo vyizolovat
celkovu RNA z tkaniv organov ako srdce, slezina, pecen,
a vnutrotelovy tuk. V tkanivach srdca, sleziny, pecene pri
pomerne vysokej koncentracii celkovej cDNA vo vzorke sa
dizka fragmentu extracelularneho leptinového receptora
nachadza v ocakdvanych mnozstvach. Vo vnutro telovom
tuku na pritomnost leptinového receptora poukézal
fragment, ktory svojou dizkou nezodpovedal ocakévanej
dizke fragmentu ohrani¢eného navrhnutymi primermi. Dalej
sme zistili, Ze pouzitim primeru a popisanych postupov je
mozné pozorovat expresiu extracelularneho leptinového
receptora u vykrmového typu brojlerovych  kurdiat
COBB 500. V tkanive vnutrotelového tuku sa RNA nasla
v skratenej forme. Tejto problematike sa budeme nad’alej
venovat.
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COMPOSITION OF THE ATHLETES DIET
Bedta Pramukovd, Denisa CokdSovd, Rastislav Salaj

ABSTRACT

Sports nutrition is a constantly evolving field with many of research papers published annually. However, designing the
most suitable sports diet is very difficult. It must be given to the type of training, its duration and intensity, the age and sex
of the athlete and also for overall health. The aim of this article is to summarize knowledges about sports nutrition,
especially intake of carbohydrates, proteins, fats and dietary supplements and their influence on the performance and

recovery of the athlete.

Keywords: sports nutrition, energy intake, carbohydrate, protein, fat, dietary supplement

UvoD

Zostavit’ vhodny jedalni¢ek pre Sportovca s dostatocnym
mnozstvom sacharidov, proteinov a tukov, ako aj s vhodne
zvolenymi doplnkami vyZivy, nie je jednoduché. Popri
type tréningu (vytrvalostny alebo silovy) treba zohl'adnit
nielen jeho trvanie a intenzitu, ale taktiez aj pohlavie a vek
jednotlivca, ako irdézne biochemické a fyziologické
faktory a rozli¢né podmienky (chlad, teplo, predtréningova
strava) (Broad, Cox, 2008). Vykon aregeneracia
§portovca su ovplyvnené aj spravnym nacasovanim prijmu
potravy a doplnkov vyzivy (Kerksick et al., 2008).

V sGcasnosti uz mame dostato¢né znalosti z oblasti
§portovej vyzivy, ale aj napriek tomu sa nedd zostavit
univerzalna diéta, ktora by sluzila vSetkym. Niekedy to
moze viest k zmitku a zneho vyplyvajiiceho nespravne
zvoleného jedalnicka.

Pri zostavovani vhodnej diéty je nutné mat na zreteli
vytyCeny ciel’ §portovca (zlepSenie vytrvalosti, zvicSenie
svalovej hmoty, zvySenie silovej vykonnosti, chudnutie),
na zéklade ktorého sa musia vhodne zvolit' zdroje
makrozivin  asprdvne  nacasovanie ich  prijmu.
Nezanedbatelny vplyv na dosiahnutie ciela Sportovca
maju aj niektoré doplnky vyzivy. Pomocou spravnej stravy
a doplnkov si moézu zlepsit' fyziologicku adaptaciu na
tréning, ochranit’ svoj imunitny systém a celkové zdravie
(Broad, Cox, 2008).

Cielom tejto prace je poskytnit’ prehlad o sucasnych
poznatkoch z oblasti Sportovej vyzivy so zameranim sa na
potrebny denny prijem makrozivin pri pravidelnom
tréningu a sitaznom Sporte. Taktiez nesmie chybat aj
prehlad doplnkov vyZivy so zameranim sa na konkrétne
ciele $portovca.

NUTNY ENERGETICKY PRIJEM SPORTOVCOV
Prvym aspektom optimalizacie tréningu a vykonnosti
prostrednictvom  vyzivy je zabezpelit  dostatocné
mnozstvo kalorii ako nahradu za vydani energiu
$portovca. Zlozky energetického vydaja mozeme zadelit
do troch kategorii (Broad, Cox, 2008):
1) rychlost’ metabolizmu,
2) termicky efekt prijatej potravy
3) energia vydana v normalnych dennych aktivitach
a cvicenim
LCudia cviciaci kondi¢ne 30—40 minat 3-krat do tyzdna
maju dennt potrebu Zivin zhodnt s necviciacimi jedincami
(35 kcal/kg/den) (Kreider et al., 2010). Avsak $portovci
so stredne intenzivnym tréningom (2-3 hodiny denne 5-6-
krat do tyzdna) alebo s vysoko intenzivnym tréningom
(3-6 hodin denne v 1-2 tréningovych jednotkach 5-6-krat

do tyzdia) potrebuja prijat’ 50-80 kcal/kg/den (Kreider et
al., 2010, Sundgot-Borgen, Torstveit, 2010). Kaloricky
prijem Sportovcov s vysokou hmotnostou (napr. 100-150
kg) je Casto ovel'a vyssi.

Energeticky chudobna diéta pocas naro¢nych tréningov
vedie Casto k ubytku hmotnosti (vratane straty svalovej
hmoty), roéznym chorobam, psychickym a fyzickym
symptomom  spojenym s pretrénovanim  a k znizeniu
vykonnosti (Kreider et al., 2010). Mnohé Stadie
poukazuju na idedlny prijem potravy Sportovca zvycajne
v 5-9 porciach za den (Burke et al., 2003). Na doplnenie
energetického prijmu, hlavne pocas tazkych tréningov, sa
odportca konzumovat energetické tyCinky
a vysokokalorické sacharidovo-proteinové napoje (Brown
et al., 2004).

MNOZSTVO A ZDROJE SACHARIDOV VO
VYZIVE SPORTOVCOV

Pre optimalizaciu tréningu a vykonnosti prostrednictvom
vyzivy je potrebné zabezpecit, aby $portovei konzumovali
primerané mnozstvo makrozivin — sacharidov, proteinov
a tukov. Kondi¢ni cvicenci konzumujuci beznu stravu by
mali mat’ zastapenie makronutrientov v strave v pomere
45-55% sacharidov (3-5 g/kg/den), 10-15% proteinov (0,8-
1 g/kg/den) a 25-35% tukov (0,5-1,5 g/kg/den) (Kreider et
al., 2010). Sportovci so stredne velkym az velkym
objemom tréningov ale potrebuju prijat’ najmid vicsie
mnozstvo sacharidov a proteinov. Jedinci s tréningovymi
jednotkami v trvani 2-3 hodin 5-6-krat tyzdenne potrebuju
prijat na 1 kg hmotnosti 5-8 g/denn sacharidov. Avsak
u trénujucich viac nez 3 hodiny denne a aj u dvojfazovych
tréningov je ich potreba zvySend, ato na 8-10 g/kg/den
(Kerksick et al., 2008, Kreider et al., 2010). Niektoré
stidie poukazuju aj na moznost ich vysSieho prijmu
(Broad, Cox, 2008, Tarnopolsky, 2008).

Hlavnym zdrojom sacharidov pre Sportovca by mali byt
potraviny, ktoré obsahuji prevazne tzv. ,pomalé
sacharidy®. Tie maji nizky az stredne vysoky glykemicky
index asi trdvené pomalSie. Zdrojmi takych su najma
celozrmné  vyrobky, strukoviny, zelenina a ovocie.
Priblizne 1-2 hodiny pred tréningom sa odporuca
skonzumovat’ stravu bohati na sacharidy s nizkym
glykemickym indexom (Kreider et al, 2010,
Tarnopolsky, 2008). Avsak Sportovci by nemali zo svojej
stravy vylucit' ani jednoduché sacharidy, ktoré maju
vysoky glykemicky index atravia sa a vstrebavaju
rychlejsie. Je ich vhodné prijat’ ihned’ po prebudeni a do
dvoch hodin po tréningu, nakolko su doblezité pre
rychlej$iu obnovu vycéerpanych glykogénovych zasob po
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no¢nom hladovani a naroénom cviceni (Kreider et al.,
2007). Prijimaji sa hlavne vo forme potréningovych
sacharidovych alebo proteinovo-sacharidovych népojoch,
v pecive z bielej muky napriklad s dZzemom alebo medom
azryze.

MNOZSTVO A ZDROJE PROTEINOV VO VYZIVE
SPORTOVCOV

Vyskumy z poslednej dekady poukazuju na zvySenu
potrebu proteinov u intenzivne cviciacich jedincov za
ucelom udrzania si optimalnej proteinovej bilancie.
Nedostatok proteinov v diéte vedie k negativnej dusikovej
bilancii, ¢im sa zvySuje katabolizmus proteinov
(aj svalovych) a spomal’uje sa potréningova regeneracia.
Tym dochadza k ubytku svalovej hmoty a vel'mi casto
i k pretrénovaniu (Kreider et al., 2010).

Aby sa zabezpecila vyvazena alebo pozitivna dusikova
bilancia, je potrebné prijat’ dostato¢né mnozstvo proteinov
(Tipton, 2008, Lowery, Forsythe, 2006). Pravidelne
cviciaci jedinci, tak ako i vrcholovi Sportovci, maju nutnu
dennu potrebu v rozmedzi 1,5-2 g/kg hmotnosti (Kreider
et al., 2010). Silovi $portovci a najmé kulturisti prijimaja
mnohokrat i vy$Sie mnozstva proteinov (3-4 g/kg/den) za
ucelom zachovania si urcitétho denného energetického
prijmu, napriklad pocas nizkosacharidovej diéty (Tipton,
2008, Phillips, 2004). Prijem vy$Sicho mnozstva nie je
nutny, nakol’ko nedochadza k ich zuzitkovaniu a zbytocne
sa zatazuje traviaci systém a obli¢ky.

Druh proteinu ale urcuje Ucinnost zabudovania sa
aminokyselin do svalovych myofibril. Treba dbat’ hlavne
o to, aby sa konzumovali proteiny s vysokou biologickou
vyuzite'nostou. Najlep$imi zdrojmi takych si chudé miso
(kuracie, morcacie, hovédzie aryby), vajecné bielka
amlieko (srvatka akazein). Zdroje proteinov vysokej
biologickej hodnoty najdeme imedzi doplnkami vyzivy,
akymi s proteinové napoje na baze srvatky, kolostra,
kazeinu, mlieénych a vaje¢nych proteinov (Kreider et al.,
2010, Hulmi, Lockwood, Stout, 2010). Rastlinné zdroje,
akymi su napriklad so6ja a sdjové vyrobky, podla zisteni
z viacerych $tudii maju nizsiu biologicku vyuzitelnost nez
proteiny zivo¢isneho povodu (Morifuji et al., 2010,
Manninen, 2009).

Proteiny je idedlne prijimat kazdé 2,5-3 hodiny po
30-40 g v jednej davke a 6-8 porcidch za deii. Vhodné je
striedat’ samotné¢ potravinové zdroje s proteinovymi
napojmi a to hlavne u tych jedincov, ktori nie s schopni
prijat znormalnej stravy ich dostatoné mnozstvo
(Kreider et al., 2010).

Pre Sportovcov s ucelom nabrat’ alebo si udrzat’ svalova
hmotu, je velmi vhodné ich prijimat vo forme
potréningového napoja (¢i uz samotného proteinového
alebo  sacharidovo-proteinového), ktorych  hlavnym
zdrojom by mala byt srvatka. Najnovsie udaje potvrdzuju,
Ze po tréningu su najvhodnejsie tzv. hydrolyzaty srvatky,
ktoré¢ obsahuju velmi kratke oligopeptidové retazce
zlozené¢ z2-3  aminokyselinovych jednotick  (di-
a tripeptidy) (Paddon-Jones et al., 2008). Pred spankom
je naopak idedlne prijimat’ kazeinové napoje (alebo zjest
tvaroh Ci cottage cheese), aby telo malo pocas spanku
dostatok zivin zpomaly sa vstrebavajucej bielkoviny
(Hulmi et al., 2009, Petroczi et al., 2007).

MNOZSTVO AZDROJE TUKOV VO VYZIVE
SPORTOVCOV

Odportcany prijem tukov pre Sportovcov je taky isty,
alebo len mierne zvysSeny, nez pre necviciacich jedincov
(Broad, Cox, 2008, Kreider et al., 2010). Délezité je
prijimat’ esencidlne mastné kyseliny a to najma
polynenasytené. Ich hodnotnymi zdrojmi su tzv. ,tucné*
ryby (losos, makrela, tuniak), niektoré semiacka a orechy
(Panové, tekvicové semiaCka, vlasské orechy) a oleje
(Fanovy, sojovy, olivovy) (Varga, 2008).

Sportovei, ktori si chci  udrzat vy$$iu hladinu
testosteronu v krvi hlavne za u¢elom budovania si svalovej
hmoty asily, by sa nemali vyhybat’ ani strave s vyS§im
obsahom tukov (maximalne vSak do 50% ich
energetického prijmu). AvSak utych, ktori sa snazia
redukovat’ hladinu telesného tuku, by denny prijem nemal
prekroc¢it’ hranicu 0,5-1 g/kg/den (Broad, Cox, 2008,
Kreider et al., 2010).

Prijem najma tzv. ,,zdravych* tukov je ale vel'mi ddlezity
pre spravne fyziologické fungovanie kazdého organizmu,
preto by sa im ani aktivni jedinci nemali vyhybat’.

ULOHA DOPLNKOV VYZIVY U SPORTOVCOV

Doplnky vyzivy su definované ako produkty prijimané
ustami, ktoré obsahuju dietetické zlozky, ktorymi moézu
byt vitaminy a mineralne latky, latky rastlinného pévodu,
aminokyseliny ainé latky (napriklad enzymy, tkaniva
z organov a Zliaz, metabolity). Doplnkami vyzivy moézu
byt aj extrakty alebo koncentraty zrastlin ardznych
potravinovych surovin. Predavaju sa vo forme tabliet,
kapsul, tekutin, gélov, prasku a tyciniek. Nie su to vSak
lieky ani nahrada pestrej stravy Kreider et al., 2010). Ich
uloha je, ako to uz ich ndzov napoveda, len doplnkova
amaju  napomahat  Sportovcom v pokryvani ich
energetickych potrieb, pri zvySovani ich vykonnosti
a dosahovani pozadovanych vysledkov (napriklad pri
naberani svalovej hmoty, chudnuti, atd’.) (Petroczi et al.,
2007).

Doplnky vyzivy sa zvyCajne zadeluji do troch kategorii,
pri¢om nie su striktne ohrani¢ené a jednotlivé suplementy
sa m6zu medzi nimi prelinat’.

Su to doplnky vyzivy (Kreider et al., 2010):
1) podporujuce rast svalovej hmoty,
2) podporujuce chudnutie a spalovanie tukov,
3) zvySujuce vykonnost a vytrvalost

Avsak nie vSetky komercne dostupné pripravky st aj
dokazatel'ne ucinné.

Doplnky vyZivy podporujiice rast svalovej hmoty

Do tejto kategdrie patri mnozstvo komerénych
pripravkov. Vysledky vedeckych vyskumov vsak ako
najucinnejSie popisuju prasky a napoje typu tzv. ,,weight
gainers®, ktoré obsahuju vyssi podiel sacharidov nez
proteinov (70-90% : 10-30%) (Kreider et al., 2010). Pri
raste svalovej hmoty mé vel'ky vyznam aj suplementacia
kreatinom (monohydrat, etyl-ester, kre-alkalyn)
(Tarnopolsky, 2008), proteinmi (vo forme praskov alebo
hotovych napojov) (Kreider et al., 2010), esencialnymi
aminokyselinami ~ a aminokyselinami s rozvetvenym
retazcom — tzv. BCAA (branched-chain amino acids)
(Hulmi et al., 2009, Petrdczi et al., 2007, Stoppani,
2009). U zacinajucich cviCencov sa dosiahli dobré
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vysledky aj pri uzivani HMB (B-hydroxy B-metylbutyrat)
(Holecek, 2009, Zanchi et al., 2010).

Vo faze naberania svalovej hmoty dava mnoho
$portovcov prednost’ ,,weight gainerom®. Tie by sa mali
uzit' do 30 mint po tréningu. Nadbytok kaldrii v mnozstve
500-1000 kcal za den len napomdze priberaniu. Zvysi sa
ale aj telesny tuk, nakolko nie je mozné nabrat’ samotnu
¢ista svalova hmotu (Kreider et al., 2010).

Proteinové napoje je najvhodnejSie prijimat’ rdno na
lacno (hlavne srvatkovy, ktory sa rychlejSie vstrebava), do
30 minut po tréningu (najlepSie srvatkovy hydrolyzat)
apred spanim (napoje s prevahou kazeinu) (Petrédczi et
al., 2007).

Najuc¢innejSia suplementacia kreatinu je 5 g 30 minat
pred tréningom a5 g po tréningu (Tarnopolsky, 2008,
Vieillevoye et al., 2010). Pred a po tréningu sa odporuca
prijat aj esencidlne aminokyseliny (3-6 g) (Lavalli,
Toulson, 2010), BCAA (5-10 g) (Kreider et al., 2010)
aHMB (1,5-3 g) (Kreider et al., 2010, Holecek, 2009,
Zanchi et al., 2010).

Doplnky vyZivy podporujice chudnutie a spal’ovanie
tukov

Mnoho jedincov za tucelom chudnutia aznizovania
podielu telesného tuku podstupuje drastické diéty a uziva
nzazrané“ tabletky na chudnutie. AvSak najdu sa
i$portovei, ktori nemajii  ztejto oblasti dostatocné
vedomosti. Hoci cviéenie a rozumna diéta su tou najlepSou
cestou k znizovaniu hmotnosti a spalovaniu tukov,
$portovei pre dosiahnutie lepSich vysledkov siahaju aj po
rozliénych doplnkoch vyzivy.

Najucinnej§imi pripravkami z tejto skupiny st nahrady
stravy s vy$Sim obsahom proteinov a vlakniny a sucasne
s niz§im podielom sacharidov atukov (Kreider et al.,
2010). Termogenézu podporuju kofein (Petroczi et al.,
2007) a extrakt zo zeleného ¢aju (Kreider et al., 2010).
Kofein sa prijima bud’ vo forme napoja (kava), alebo sa
uzivajui kofeinové tabletky. Tie by sa mali uzit 30 minuat
pred tréningom v mnozstve odpovedajucom 300 mg
kofeinu (Paddon-Jones et al., 2008). Extrakt zo zeleného
¢aju sa zvycajne prijima v dvoch dennych davkach po
1500 mg.

Niektoré¢ Stadie poukazuji aj na pozitivny vplyv
konjugovanej kyseliny linolovej (CLA) pri chudnuti
a v neposlednom rade aj na stravu bohati na vlakniny
(Kreider et al., 2010).

Doplnky vyZivy zvySujiice vwkonnost’ a vytrvalost’

Na zvySenie vykonnosti a vytrvalosti Sportovca sa taktiez
uziva mnozstvo produktov. Medzi ucinné doplnky patria
§portové napoje sidedlnym mnozstvom sacharidov
a mineralnych latok (Kerksick et al., 2008), uz vyssie
spomenuty keratin (Kreider et al., 2010, Tarnopolsky,
2008), kofein (Petréczi et al., 2007), esencialne
aminokyseliny (Paddon-Jones et al., 2008, Lavalli,
Toulson, 2010) a BCAA. Novsie vyskumy potvrdzuju aj
pozitivny uéinok B-alaninu (Kreider et al., 2010) na
vykonnost’ $portovca. Potvrdila sa aj lepSia regeneracia
a adaptacia na tréning po prijati napoja so sacharidmi
aproteinmi, nez po samotnom sacharidovom alebo
proteinovom napoji. Po ich prijati bezprostredne po
tréningu  dochadza klepsej glykogénovej obnove
a proteinovej syntéze (Vieillevoye et al., 2010).

Tazko trénujuci Sportovci by samozrejme nemali zabudat
ani na zvySeny prijem vitaminov a mineralnych latok.

ZAVER

Ako zo samotného ¢lanku vyplyva, zostavit' univerzalny
diétny plan pre Sportovcov je nie narocné, ale je to
dokonca nemozné. Zékladnymi kamenimi zvySovania
vykonnosti a/alebo adaptacie na tréning su udrzanie si
energetickej rovnovahy a dostatocnej vyzivy, primerany
tréning, vhodné nacCasovanie prijmu zivin a doplnkov
vyzivy adostatoény oddych. Spravne zvolenymi
doplnkami vyZivy sa moze zlepsit' energeticka dostupnost’
pocas tréningu (napr. rdzne Sportové napoje, sacharidy,
kreatin, kofein, [-alanin, atd.) a/alebo podporit
regeneracia (sacharidy, proteiny, esencialne
aminokyseliny, atd’.).

Téma Sportovej vyzivy je velmi obsiahla a podrobnejsi
prehlad by zabral nemalo stran. Cielom tohto ¢lanku bolo
poukdzat na potrebu zvySeného prijmu makrozivin
u Sportujucich jedincov a nartniit’ prehl’ad najucinnejSich
doplnkov vyzivy.
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OFFICIAL CONTROLS OF FOODSTUFFS - CONTAMINATION OF CEREALS BY
MYCOTOXINS OF THE GENUS FUSARIUM AND OCHRATOXIN A.

Jaroslay RemZa , Jozef Bires, Maria MatuSova, Magdaléna Lacko-BartoSova

ABSTRACT

One of the most dangerous food contaminants are mycotoxins — secondary metabolites of toxinogenic fibre fungi
considered the main plant pathogens. A variety of Fusarium fungi, which are common soil fungi, produce a number of
different mycotoxins of the class of trichothecenes (T-2 toxin, HT-2 toxin, deoxynivalenol (DON) and nivalenol and some
other toxins (zearalenone and fumonisins)). The Fusarium fungi are commonly found on cereals grown in the temperate
regions of Europe. In this work contamination of Slovak grain by toxins with focus on the genus Fusarium was monitored.
The results of monitoring pointed at relative low contamination of Slovak grain by toxins the genus Fusarium from harvest
2008, which is documented by maximum as well as by average measuring data in comparison with valid legislation.
Average measuring data of deoxynivalenol in year 2008 were in barley 48,8 ug.kg™, in oats 90 ng.kg™, in wheat 70 pg kg™,
in rye 65,5 pg.kg™, in maize 75,9 pg.kg™. Average measuring data of zearalenon in year 2008 were in barley 0,8 pg.kg™, in
oats 9,1 ugkg?, in wheat 7,1 pg.kg™, in rye 3,2 pgkg”, in maize 13,9 pg.kg™. Average measuring data of T2 toxin in year
2008 were in barley 3,38 pg.kg™, in oats 22,9 ng.kg™, in wheat 15 pg.kg™, in rye 2,9 pg kg™, in maize 13,9 pgkg™.

In year 2009 when presence of nivalenol in 79 samples was evaluated, detected levels varied from 5 to 1025 pg.kg™, in case
of those samples also deoxynivalenol was evaluated, detected levels varied from 25 to 965 pg.kg™. The results pointed at
higher contamination.

In year 2010 when presence of nivalenol in 96 samples was evaluated, detected levels varied from 5 to 48 ug.kg™, in case of
those samples also deoxynivalenol was evaluated, detected levels varied from 5 to 2438 ug.kg™. In this year the results
pointed at the highest contamination over the past three years. Average measuring data of deoxynivalenol in wheat in year
2009 were 241 pg.kg™ Average measuring data of deoxynivalenol in wheat in year 2010 were 552 ug.kg™.

Keywords: mycotoxins, Fusarium, deoxinivalenol, nivalenol

UVOoD

V sucasnosti sa predpoklada, ze v prirode sa vyskytuje
priblizne 5 000 réznych druhov mykotoxinov. Patria k
sekundarnym metabolitom toxinogénnych hub, ktoré sa
radia k hlavnym rastlinnym patogénom (Betina, 1990)
a prostrednictvom rastlinnych produktov sa dostavaju do
potravinového retazca. V poslednom obdobi vysledky
ukazujt, Ze mykotoxiny Fusarium su znaéne rozsirené v
potravinovom retazci v Spolocenstve.

Hlavnymi zdrojmi prijmu toxinov Fusarium v strave st
vyrobky z obilnin, najmé pSenica a kukurica. Druhy hub
rodu Fusarium infikuju zrno pred zberom trody. Rozne
huby Fusarium, ktoré sa bezne vyskytuju v pode, mozu
produkovat’ mnozstvo rbéznych mykotoxinov triedy
trichothecény, ako deoxynivalenol (DON), nivalenol
(NIV), toxiny T-2 a HT-2 a niektoré iné toxiny ako
zearalendn a fumoniziny B1 a B2.

Huby Fusarium sa bezne nachddzaju na obilninach
pestovanych v miernych pasmach Ameriky, Europy a
Azie. Niekol’ko hiib produkujucich toxin Fusarium dokaze
produkovat’ dva alebo viacero z tychto toxinov na réznom
stupni. U¢inky mykotoxinov na biologické organizmy su
rozne. V pripade fumonizinov nie je znama Ziadna akttna
toxicita, ale je tu predpoklad na ich karcinogénne ucinky
(FAO, Rim, 2001). Na druhej strane zearalenon je silnym
estrogénom a rozSiruje paletu znamych endokrinnych
disruptorov. Tiez sa predpoklada, ze akutna toxicita tohto
mykotoxinu je zanedbatel'na.

Trichotecény predstavuji vel'mi vel'kt skupinu (cca 180)
podobnych zlu¢enin. Ich hlavnymi producentmi su huby
rodov Fusarium, Myrothecium, Trichoderma,
Trichothecium,  Cephalosporium, Verticimonosporium
a Stachybotrys (Wiedenborner, 2001). Parazituju hlavne

na cerealiach. Trichotecény boli identifikované v
produktoch z cerealnych vyrobkov. Na zaklade podobnosti
v chemickej Struktire sa clenia do viacerych skupin, z
ktorych najdolezitejsie st prvé dve skupiny A a B. Do
skupiny typu A zaradujeme T-2 toxin, HT-2 toxin,
diacetoxyscirpenol. Trichotecény typu A si zname
vysokou toxicitou. Do skupiny typu B patria napriklad
nivalenol a deoxynivalenol. Trichotecény skupiny typu B
st vyrazne menej toxické ako trichotecény skupiny typu
A. Trichotecény su relativne nestabilné, pdsobenim UV
ziarenia rychlo degraduju (Wiedenborner, 2001).

Zearalenon je produktom hub rodu Fusarium,
predovsetkym Fusarium graminearum, ktoré parazituju na
cerealiach (Betina, 1990). NajcastejSie sa nachadza v
kukurici ale bol detegovany aj v pSenici a sladovnickom
jaémeni. Zearalenol (a-Zearalenol a b-Zearalenol) je in
vivo metabolit zearalenonu (Ouanes-Benothmen, et al.,
2008). St zname aj niektoré viazané formy zearalenonu a
zearalenolu (,,maskované mykotoxiny“), ich u¢inky na
organizmus hospodarskych zvierat nie su eSte dostatocne
preskimané. Zearalenon a jeho metabolity maju silné
estrogénne vlastnosti (Wiedenborner, 2001). Kfmenim
hospodarskych  zvierat kontaminovanym cerealnym
krmivom dochadza k chorobam reprodukéného systému.
Velmi citlivé st predovsetkym oSipané. Pre zniZovanie
kontaminacie ceredlii pocas skladovania je dolezité aby
vlhkost’ bola menej ako 14 % (Ouanes-Benothmen, et al.,
2008). K samotnej kontaminacii dochadza na poli ale rastu
hib sa da zabranit déslednou kontrolou podmienok
skladovania. V suchom prostredi uz nedochadza k rastu
hub a tak je mozné zabranit’ ich prechodu z infikovanych
zfn aj na nekontaminované zrna.
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Fumoniziny (fumonizin B1 (FB1), fumonizin B2 (FB2),
fumonizin B3 (FB3)) su mykotoxiny produkované
toxinogénnymi hubami rodu Fusarium (Betina, 1990).
Z celého rodu Fusarium len tri druhy jedincov produkuju
fumoniziny v zaujimavych mnozZstvach — Fusarium
verticillioides,  Fusarium  moniliforme  a Fusarium
proliferatum (FAO, Rim, 2001). Fusarium verticillioides
a Fusarium proliferatum patria k najbeznej§im a
najCastejSie sa vyskytujicim hubam kontaminujucim
predovsetkym kukuricu.

Z vysledkov mozno konstatovat’, ze v EU z 3863 vzoriek
urenych na stanovenie fumonizinu Bl bolo 46 %
kontaminovanych a z 1010 vzoriek ur¢enych na stanovenie
fumonizinu B2 bolo 42% kontaminovanych. Pomerne
vysokd bola kontamindcia vzoriek pSenice (79%)
fumonizinom B1. V pripade kukurice to bolo 66 % vzoriek
(fumonizin B1) a 51 % vzoriek (fumonizin B2) (Brusel,
2003).

MATERIAL A METODIKA

Vzorky boli odoberané v sledovanom obdobi v zmysle
zdkona NR SR ¢.152/95 Z. z. o potravinach v zneni
neskorsich predpisov v ramci uradnych kontrol potravin
u prevadzkovatel'ov potravinarskych podnikov. Jednalo sa
ovzorky odobrat¢ organmi  S§tatnej  veterindrnej
a potravinovej spravy u prvotnych producentov, vyrobcov
a v baliariiach obilnin, resp. v obchodnej sieti pricom boli
analyzované na pritomnost ochratoxinu A (OTA)
a fuzariovych toxinov.

Vsetky vzorky boli odobraté vzmysle nariadenie
komisie (ES) ¢. 401/2006 z 23. februara 2006, ktorym sa
stanovuji metddy odberu vzoriek a analytické metody na
uradnu kontrolu hodnot mykotoxinov v potravinach.

Deoxynivalenol sa stanovoval metédou HPLC/UV,
GC/TOF, stanovenie zearalenonu bolo vykonané metodou
HPLC/FLD, GC/TOF, stanovenie T-2 a H-T2 toxinu
metodou HPLC/MS/MS, GC/TOF, stanovenie
fumonizinov B1+B2 metédou HPLC/FLD a stanovenie
ochratoxinu A (OTA) metédou HPLC/FLD.

Najvyssie pripustné mnozstva (NPM) fuzariovych
toxinov v obili avo vyrobkoch zobilia si upravené
Nariadenim komisie ¢.1881/2006/ES v zneni neskorSich
predpisov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyhodnotenie monitoringu toxinov rodu Fusarium
Vv obili slovenského pdvodu - iroda z roku 2008

Eurépska Komisia vo svojom Nariadeni ¢.1126/2007/ES,
ktoré meni a dopliia Nariadenie Komisie ¢.1881/2006,
upravujuce maximalne mnozstva niektorych
kontaminantov v potravinach, upravila maximalne hodnoty
toxinov rodu Fusarium v obili avo vyrobkoch z obilia.
V spomenutom nariadeni st ustanovené limity u obilia,
vratane kukurice pre deoxynivalenol (DEO), zearalenon
(ZEA) a fumoniziny B1 a B2 (FB1 a FB2). Pre T-2 a HT-2
toxin z dovodu nedostatku potrebnych informacii limit
stanoveny nebol. Euroépska Komisia vyzvala v roku 2008
vetky ¢lenské Staty na monitorovanie situacie v tejto
oblasti a vytvorenie spolo¢nej databazy, ktora by
reprezentovala realnu situdciu stupna kontaminacie obilia
uvedenymi toxinmi. Na zaklade uvedeného Statna
veterinarna a potravinova sprava SR pristupila k SirSiemu
monitorovaniu kontaminécie slovenského obilia toxinmi

rodu Fusarium zurody roku 2008. Za u¢elom splnenia
cielov tohto monitoringu boli odobraté vzorky pSenice,
razi, ovsa, jaCmefia a kukurice priamo u pestovatelov.
Vysledky stanoveni toxinov rodu Fusarium vo
vzorkach uvedenych druhoch obilia dokumentuju vysledky
monitoringu.  Z vysledkov je zrejmé, Ze u Ziadnej zo
vzorieck neboli prekroené uz stanovené najvyssie
pripustné mnozstva (limity). Vysledky monitoringu
poukazuju na relativne nizku kontaminaciu slovenského
obilia zurody roku 2008 toxinmi rodu Fusarium ¢&o
dokumentujii aj niektoré maximalne ako aj priemerné
namerané hodnoty uvedené niZ8ie — Vv porovnani s platnou
legislativou.

Vyhodnotenie  monitoringu  nivalenolu
slovenského povodu - droda z roku 2009

Nivalenol je jeden zdruhov mykotoxinov, ktoré
produkuju plesne rodu Fusarium. Tento mykotoxin
vV ramci harmonizovanej legislativy Spoloc¢enstva doposial’
nema stanoveny platny limit. Na zaklade vedeckych
poznatkov sa predpokladd jeho subezny vyskyt
s deoxynivalenolom (DON) v obili (najmid uovsa) ato
zrejme aj v podobnych mnozstvach. Z uvedenych dévodov
europska Komisia zvazuje o pripadnom stanoveni
samostatného limitu pre tento mykotoxin. Eurdpska
Komisia nemé doposial’ k dispozicii dostato¢nu databazu
0 nameranych hodnotdch nivalenolu v obili. Na zaklade
uvedeného sa uskutocnil screeningovy monitoring
vyskytu tohto kontaminantu v obili slovenského povodu —
pSenica, jacmen, ovos, tritikale). Vysledky stanoveni
nivalenolu vo vzorkach uvedenych druhoch obilia
dokumentuji vysledky uvedeného monitoringu (celkovo
bolo analyzovanych 79 vzoriek). Z vysledkov je zrejmé,
ze vzorky ovsa vykazuju vysoku hodnotu nivalenolu
(okrem 1 vzorky nahého ovsa). Analyzami sa potvrdila
tedria o vyznamnych nalezoch nivalenolu prave u tohto
druhu obilia. Nalezy nivalenolu st tiez vyznamné
Vjaémeni aV niektorych vzorkach pSenice. Na zisteny
vyskyt kontaminacie nivalenolom vsSak vplyvaju viaceré
environmentalne faktory. Z vysledkov je zrejmé, Zze v roku
2010 sa jednalo ovyssie namerané  hodnoty
deoxynivalenolu v porovnani srokom 2009. Jednd sa
ovysledky vramci  vykonu  tradnych  kontrol
v sledovanom obdobi, nie st tu zahrnuté vysledky
monitoringov.

Vysledky odberu vzoriek v ramci iradnych kontrol

V roku 2008 bolo odobratych 166 vzoriek, vsetky
v sledovanych znakoch vyhoveli poziadavkam platnej
legislativy aboli vstlade snariadenim komisie (ES)
¢.1881/2006 z 19. decembra 2006, ktorym sa ustanovuju
maximalne hodnoty obsahu niektorych kontaminantov
V potravinach v zneni neskor$ich predpisov. V roku 2009
bolo celkovo odobratych 178 wvzoriek, v sledovanych
znakoch nevyhovela poziadavkdm platnej legislativy 1
vzorka pSenice potravinarskej, odroda Pegassos pre
prekrocenie maximalnej hodnoty obsahu deoxynivalenolu.
Vroku 2010 bolo celkovo odobratych 200 vzoriek,
v sledovanych znakoch nevyhoveli poziadavkdm platnej
legislativy 2 vzorky. Vzorka potravinarskej pSenice
(tvrda), odroda Pentadur pre prekrocenie maximalnej
hodnoty obsahu deoxynivalenolu a pSeniénd muika
celozrnna Special pre prekrocenie maximalnej hodnoty
obsahu deoxynivalenolu.

Vv obili
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Tab. 1 Jamen — pritomnost’ fuzariovych toxinov v roku 2008 vyjadrend v ug.kg'1

Podet analyz Limit Minimalna Maximalna Priemerna Stredna
Analyt hodnota hodnota hodnota hodnota
deoxynivalenol 38 1250 <20 576 48,8 <20
zearalenon 38 100 <10 30 0,8 <10
T2+HT?2 toxin 8 - <75 <75 <75 <75
T2 toxin 30 - <15 58,93 3,38 <15
Tab. 2 Psenica — pritomnost’ fuzariovych toxinov v roku 2008 vyjadrena v pg.kg'1
Pocet analyz Limit Minimalna Maximalna Priemerna Stredna
Analyt hodnota hodnota hodnota hodnota
deoxynivalenol 44 1250 <20 578 70 <20
zearalenon 38 100 <10 90 7,1 <10
T2-+HT?2 toxin 8 - <75 <75 <75 <75
T2 toxin 36 - <15 <15 <15 <15
Tab. 3 Kukurica — pritomnost’ fuzariovych toxinov v roku 2008 vyjadrena v pg.kg™
Pocet analyz Limit Minimalna Maximalna Priemerna Stredna
Analyt hodnota hodnota hodnota hodnota
deoxynivalenol 24 1750 <20 560 75,9 <20
zearalenon 24 350 <10 120 13,9 <10
fumoniziny B1+B2 24 4000 <41 1207,4 187,6 69,2
Tab. 4 Vysledky stanoveni nivalenolu a deoxinivalenolu (monitoring 2009) - pritomnost’ vyjadrena v pg.kg™
. nivalenol DON
vzorka pocet : :
odobratych vzoriek max. min. max. min.
pSenica 44 149,5 <5 539 <25
raz 7 102 <5 267 <25
jaémen 19 586 <5 965 <25
0Vvos 4 1025 40 151 34
tritikale 141 <5 59 <25
Tab. 5 Porovnanie stanoveni v rokoch 2009-2010 - pritomnost’ vyjadrena v pg.kg™
vzorka pocet DON 2009 pocet DON 2010
odobra}tych max. min. OdObra}tyCh max. min.
vzoriek vzoriek
pSenica 44 539 <25 107 2438 <20
raz 7 267 <25 10 289 <100
jacmen 19 965 <25 11 1243 <20
0Vvos 151 34 <20 <5
tritikale 59 <25 - -

Tab. 6 Porovnanie stanoveni v rokoch 2009-2010 (tiradné kontroly potravin) - pritomnost’ vyjadrena v pg.kg™

PSenica — Pocet Minimélna Maximalna Priemerna
uroda 2009 vykonanych hodnota hodnota hodnota
analyz
ochratoxin A 21 <1 <1 <1
deoxynivalenol 70 <20 2220 241,03
nivalenol 0 - - -
zearalenon 70 <1 22 5,94
T2 toxin 20 16,6 <75 16,6
T2+HT2 toxin 17 <75 <75 <75
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Tab. 6 Pokradovanie

PSenica — Pocet Minimalna Maximalna Priemerna
uroda 2010 vykonanych hodnota hodnota hodnota
analyz
ochratoxin A 14 <0,05 <0,2 0,1
deoxynivalenol 77 <20 2438,22 552,25
nivalenol 13 <5 <5 <5
zearalenon 69 <1 288 39,08
T2 toxin 49 <1 78,1 36,26
T2+HT2 toxin 49 <1 65 17,63
ZAVER
Monitorovaniu kontaminacie slovenského obilia toxinmi sa venovat aj tejto otazke vramci pestovania, zberu,
asledovanie  maximalnych  mnozstiev  niektorych spracovania askladovania, ale aj vramci vykonu

kontaminantov v potravinach je neoddelitelnou sucastou
tradnej kontroly potravin v Slovenskej republike. Tato
¢innost’ sa vykonava prostrednictvom systematickych
uradnych kontrol a na zéklade analyzy rizika. Naro¢nost’
poziadaviek sa zroka na rok zvySuje, ¢o do poctu
odobratych vzoriek, ako aj dodrzanim legislativnych
poziadaviek, pokial’ sa jedna o metody odberu vzoriek a
analytické metddy na uradmd kontrolu  hodnét
mykotoxinov v potravinach. S cielom vysokej urovne
ochrany l'udského Zivota a zdravia sa tejto ¢innosti bude aj
nad’alej venovat’ osobitna pozornost’.

Na zéklade vysledkov Statnej veterinarnej a potravinovej
spravy SR je mozné konStatovat, Ze bolo
kontaminovanych v pripade nivalenolu 47%
analyzovanych vzoriek a udeoxinivalenolu 77% vzoriek
v roku 2009. Pokial’ sa jedna o vyhodnotenie v roku 2010
je to v pripade deoxinivalenolu 84,5% kontaminovanych
vzoriek obilnin (169 vzoriek z 200 analyzovanych).
Napriek skutoCnosti, zZe najvyssie pripustné mnozstva,
ktoré stanovuje nariadenie komisie (ES) ¢.1881/2006
z 19. decembra 2006, ktorym sa ustanovuju maximalne
hodnoty obsahu niektorych kontaminantov v potravinach
Vv zneni neskorsich predpisov boli prekro¢ené iba u jednej
vzorky v roku 2009 a u dvoch vzoriek v roku 2010, jedna
sa 0vysoké mnoZstvo pozitivnych nalezov v tejto
komodite.

Namerané hodnoty fuzariovych toxinov u odobratych
vzoriek pocas monitoringov, ako aj v priebehu uradnych
kontrol poukazuji na vy$Sie namerané hodnoty v roku
2010 v porovnani s rokom 2009, rozdielne hodnoty boli
zistené aj v zavislosti od pestovatel'skej oblasti. VSeobecne
sa jedna o vySS8ie mnozstvo kontaminovanych vzoriek
Unas v porovnani spriemerom v EU. Preto je velmi
doblezité pokracovat v sledovani kontaminicie obilnin
aVvanalyzach vramci odobratych vzoriek v oblasti
uradnych kontrol potravin za u¢elom ochrany spotrebitel’a.
V suvislosti s infekciou Fusarium a tvorbou mykotoxinov
bolo uz identifikovanych viacero rizikovych faktorov
V ramci prevencie a znizovania kontaminacie, je potrebné

a zamerania Uradnych kontrol potravin v SR.
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STUDIES OF CHOSEN TOXIC ELEMENTS CONCENTRATION IN
MULTIFLOWER BEE HONEY
Adam Roman, Ewa Popiela

ABSTRACT

The aim of the study was to determine the bioaccumulation level of chosen toxic elements (Zn, Cu, Pb, As and Cd) in
multiflower honey collected from Brzeg area. Biological material (honey) was mineralized using the microwave technique
at an elevated pressure in the microprocessor station of pressure in the type Mars 5. Quantitative analysis of elements (As,
Cd, Cu, Pb and Zn) was performed by plasma spectrometry method using a Varian ICP-AES apparatus. The presence of
toxic elements was determined in examined biological materials. The elements fallowed the fallowing decreasing order with
respect to their content of honey: Zn>Cu>Pb>As>Cd. The average concentrations of studied elements observed in multi-
flower honey were as follows: 6.24 mg.kg-1 of zinc, 2.75 mg.kg-1 of copper, 0.53, 0.071, 0.042 mg.kg-1of lead, arsenic and
cadmium, respectively. Lead was the most problematic in bee honey because its average content exceeded the maximum
acceptable concentration. Additionally, this metal concentration was 60% higher in studied samples than allowable standard

of lead content.

Keywords: honey, heavy metals, arsenic, cadmium, copper, lead, zinc, accumulation

INTRODUCTION

Among many pollutants accumulating in the
environment, there are elements of toxic properties like a
cadmium, copper, lead, zinc and arsenic. These heavy
metals may cause vascular diseases, kidney or bones
damages, irregular functioning of human and animal
reproductive system. They can easily penetrate to the cell
membranes and internal organs as well as cause
denaturation of proteins in the blood or mucous
membranes and penetrate to the tissues. The most toxic
elements are lead, cadmium and arsenic. In the nature
they often occur in higher concentration than the
allowable maximum concentrations and may contribute
to the formation of tumors in human organism (Kabata-
Pendias and Pendias 1999).

Honey bees (Apis mellifera L.) are 100% dependent on
the flowering plants which provide them with nectar and
pollen. The pollutants occurring within area where bees
are working can be accumulated in honey bees organism
and also in the raw material collected by bees (Roman
2009 and 2010).

Honey is a natural product produced by bee workers
from the nectar or honeydew, without any human
interference. It consists 80% of dry weight, which is
dominated by (98-99% of dry weight) carbohydrates
(mainly glucose and fructose). The remaining part
consists 0.2-3.0% of protein and 0.25-1.0% of
minerals. Raw material for honey production is obtained
by honey bees from the external environment, therefore,
it also contains pollutants characteristic for the relevant
environment (Roman 1997). However, bee workers
partly purify raw material from some part of heavy
metals during processing. (Jablonski et al. 1995,
Roman and Demenczuk 2003).

The aim of the study was to determine the accumulation
degree of chosen toxic elements (As, Cd, Cu, Pb and Zn)
in multi-flower honey collected from bee colonies
located in Brzeg area.

MATERIAL AND METHODS
The research material for the investigation comprised
samples of multi-flower honey that came from stationary

apiaries situated in Brzeg area (Opole province, Poland).
Material was collected from May to August 2009. The study
contained 10 apiaries, honey was collected from 3 bee
colonies in each apiary (n=3x10=30). Each individual
sample weighted about 100 g.

The samples were homogenized by mixing and about 1000
mg (+0,1 mg) of material from each sample was weighted
and diluted with 20 ml concentrated, spectrally pure, nitric
acid solution. Next, samples were mineralized using the
microwave technique at an elevated pressure in the chip-
type Mars 5.

Quantitative analysis of elements studied (arsenic, cadmium,
copper, lead, and zinc) were conducted using Varian ICP-
AES plasma spectrometer with mass detection and CETAC-
5000 AT ultrasonic nebulizer. All analysis were conducted
in  Analytical Laboratory of Wroctaw University of
Environmental and Life Science (Poland).

The results of the study were elaborated statistically by
ANOVA. The mean concentrations of elements, standard
deviations and correlations between elements were
calculated. Level of significance was taken as P < 0.01 or
P <0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

The multi-flower honey used in the study showed low
levels of zinc. Its average value was 6.24 mgkg™. The
content of this metal in all honey samples was below the
permissible standards for honey, i.e. <15.00 mg kg* and
ranged from 1.13 to 13.92 mgkg™ (Table 1). Comparable
level of zinc (mean amounted 3.14 mg.kg™) accumulation in
honey was noted by Conti (2000). Przybytowski and
Wilczynska (2001) demonstrated slightly higher content of
zinc in honey where average ranged 7.76 mgkg™. Very
similar results were noted by Tuzen et al. (2007) and
Yazgan et al. (2006). Caroli et al. (2000) found in their
study of honey very low (0.405 mgkg™) level of zinc
concentration. However, although zinc is one of the heavy
metals it fulfills important physiological function in human
organisms (Kabata-Pendias and Pendias 1999). Therefore
this is a reason why this element is called “bio-element” and
its small quantity in food products should be included.
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Table 1 Concentration of chosen elements in bee honey (N=30)

Chemical Elements (in mg'kg™)

No. of sample As cd cu Pb 7n

Min. 0,005 0,001 1,03 0,11 1,13
Max. 0,204 0,110 7,72 1,12 13,92
Average 0.071 Aa 0.042 Ab 2.75B 0.53C 6.24 D

SD 0.055 0.032 1.56 0.31 3.02

Variation coefficient (%) 76.7 77.6 56.8 58.6 48.4
NDS 0.20 0.10 10.00 0.40 15.00

NDS — maximum acceptable concentration according to Polish Standards PN-88/A-77626 ,,.Bee honey”

Similarly, copper is considered a heavy metal but it
participates in humans and animals physiological
functions and belongs to bio-elements (Kabata-Pendias
and Pendias 1999). The present study demonstrated that
the average accumulation of copper in the honey
amounted to 2.75 mg'kg™. Even the maximum content of
that metal was below the acceptable standards
(10.00 mg.kg?) and recorded on 7.72 mgkg™ level
(Table 1). Comparable amounts of copper in honey were
shown by Yazgan et al. (2006), by Tuzen et al. (2007)
and by Fernandez-Torres et al. (2005). Slightly lower
(0.696 mgkg™) copper concentration in multiflower
honey was obtained by Stankovska
et al. (2008). Significant lower copper content in honey
was noted by Forte et al. (2001), Sodré et al. (2007)
and Conti (2000). Only Roman (1997) demonstrated a
higher concentration of Cu up to 6.178 mg.kg™ on
average in honey from the copper industry region.

Another heavy metal which was found in high
concentration in bee honey was lead. The average level
was 0.53 mgkg™. This value is much higher than the
permissible standard for honey which average
0.40 mg.kg® (Table 1). Additionally, this metal
concentration was 60% higher in studied samples than
allowable standard of lead content. Therefore, lead
should be considered as the most burdensome toxic
pollution of the bee honey. Two time larger
concentration of lead, which amounted an average of
1.097 mgPb.kg™, was observed by Roman (1997) in
honeys from the region of Glogéw, and by Sodré
et al. (2007) - 0.863 mg.kg™. On the other hand, Jones
(1987) showed in British honeys low levels of lead
accumulation ranged from 0.002 to 0.20 mg.kg™. Very
low content of this metal in honeys from Rome suburbs
was also found by Conti and Botré (2001) and also by
Przybylowski and Wilczynska (2001).

Arsenic is an element which has a strong toxic
properties. It doesn’t fulfill any physiological function in
humans organism. Therefore, its presence in the products
which can’t be utilised by the digestive system is

completely undesirable. The average content of this element
in honey was below the maximum allowable standards
(NDS) and amounted to 0.071 mg.kg™ (Table 1). Only in
one sample concentrations of arsenic exceeded the limits
(0.20 mg.kg™). In British honey samples significant wide
range of arsenic content as the coefficient of variation, i.e
76.7% was observed. Significantly lower concentration of
this element in honey, i.e 0.00318 mgkg™® and 0.00599
mg kg™ was obtained by Caroli et al. (2000) and by Forte et
al. (2001), respectively. Roman (1997) in his earlier studies
showed that an average concentration of arsenic in honey
derived from the cement industry region was to 0.156
mg.kg™. In turn, the level of As in honey from the copper
industry area was to 0.368 mg.kg™.

Cadmium, similar like lead and arsenic, is an undesirable
element in human and animal organisms. It doesn’t fulfill
any physiological functions because it shows strong toxic
properties (Kabata-Pendias and Pendias 1999).
The average level of cadmium in present research was
demonstrated as a 0.042 mg.kg™ (Table 1). Of all honey
samples 10% has exceeded the allowable Ilimits
(0.10 mg.kg™) of this element. Tuzen et al. (2007) as well
as Przybylowski and Wilczynska (2001) found significant
lower cadmium content, i.e 0.0179 and 0.015 mgkg1l,
respectively. Very low concentrations of this heavy metal in
honey were obtained by Caroli et al. (2000), Yazgan et al.
(2006), Conti and Botré (2001) and Forte et al.
(2001). Only Jones’ (1987) study demonstrated a very high
concentration of Cd in honey (0.30 mg.kg™).

The study was demonstrated that the most problematic
toxic element in bee honey was lead. Only in this case the
mean concentration was much higher than the acceptable
limits. The elements fallowed the fallowing decreasing order
with respect to  their content of  honey:
Zn>Cu>Pb>As>Cd. No significant correlation between the
concentration of particular elements in bee honey was
observed (Table 2). However, Frias et al. (2008) found such
a correlation between cadmium and zinc as well as cadmium
and lead content in honey harvested in Tenerife.

Table 2 The values of correlation coefficient (r) between concentration of each element in honey (n=150)

Elements Cd Cu Pb Zn As
Cd - -0.094 -0.282 0.027 -0.058
Cu -0.094 - 0.006 -0.081 -0.308
Pb -0.282 0.006 - -0.135 0.075
Zn 0.027 -0.081 -0.135 - 0.071
As -0.058 -0.308 0.075 0.071 -

A. B. C. D - differences between the elements assessed highly significant on a level of p<0.01, a. b -
differences between the elements assessed significant on a level of p<0.05
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CONCLUSIONS

In multiflower honey the sequence of examined
elements concentration level was the same: Zn > Cu > Pb
> As > Cd.

The most problematic element in bee honey was lead.
Its average concentration was 60% higher in studied
samples than allowable standard of lead content.

In all honey samples cooper and zinc weren’t exceed
the maximum permissible concentration for these heavy
metals.
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EVA GREEN REAL-TIME PCR USED TO DETECT CELERY AS AN ALLERGEN
IN FOOD.
Ondrej Skultéty, Juréikovi Andrea

ABSTRACT

EvaGreen® Real-Time PCR method has been used for celery(Apium graveolens) allergen detection. A primer designed in
mannitol dehydrogenase gene region has been used for specific celery identification in sample. The results show possibility
to create calibration curve using artificially adulterated samples. An increasing variability between parallel calibration of
celery samples has been observed from 0.1 % to 100%. The detection limit has been set to value 0.1% in celery representing
1000 ppm. Fluorescent signal has been presented even in samples with lower percentage addition of celery but these

samples have been excluded according to unspecific melting curve.

Keywords: apium graveolens; food analysis; detection limit; polymerase chain reaction

UVOoD

Potravinové alergény sa stavaju Coraz viac a viac
sledované medzindrodnym potravinovym obchodom a
orgdnmi pre bezpeCnost potravin. To poskytuje
spotrebitel'ovi informacie, ako sa vyhnut' zdravotnému
riziku sposobenému potencidlnym alergénom v potravine
(Hupfer et al., 2007). Potravinova alergia je definovana
ako "hypersenzitivita zapriinend imunologickymi
mechanizmami"” (Johansson et al., 2001). Alergia na
potraviny ovplyviiuje asi 3% az 4% dospelej populacie
(Sampson, 2004).Vysledok celého procesu je okamzita
alergicka reakcia sprevadzana procesom, ktory moze
mat’ za nasledok lokalne priznaky v mieste kontaktu,
napr. v ustnej dutine. Moéze vzniknit' aj zaltido¢no-
¢revna precitlivelost’ s nevolnostou, zvracanim alebo
hnacka, povrchové priznaky ako zihlavka a ekzém,
dychacie  priznaky, systtmové  anafylaxie s
kardiovaskularnymi a zalido¢no-¢revnymi priznakmi
ktoré niekedy veda k Soku (lIsacsson et al., 2000). Aj
ked’ vécsina potravinovych alergénov spdsobuje mierne
reakcie, v niektorych pripadoch moézu sposobit’
ohrozenie Zivota. VyluCenie potraviny je momentalne
jedind dostupna liecba (Sampson, 2003). Aktuélne
metddy pouzivané k  detegovaniu alergénov Vv
potravinach st hlavne ELISA, PCR a Real-time PCR
(Van Hengel, 2007; Bogiak, Zidek a Golian, 2009;
Bajzik et al., 2010; Revak, Zidek a Golian, 2010;
Zeleiiakova et al., 2010). Real-time PCR je zalozena na
merani fluorescenéného signalu, ktory sa zvacsuje pocas
amplifikacie PCR produktu. Esovita krivka ziskana z
hodnoty fluorescencie v danom pocte cyklov je
pouzivand na kvantifikdciu cielovej DNA vo vzorke.
Kvantifikacia je zalozena na prahovom cykle, teda cykle,
v ktorom mdézeme rozoznat' fosforeskujuci signal od
Sumu pozadia. Real-time PCR metéda umoziiuje zistenie
alergénnej zlozky v potravine na urovni 10 mg.kg’1
a niz8ej (Stephan et al., 2004; Hird et al., 2003).

MATERIAL A METODY

Priprava vzoriek

Priprava vzorky zo zakupenej hl'uzy zeleru spocivala
vumyti hluzy, oSopani, nastruhani jadra hluzy
anaslednym suSenim pri teplote 60 °C 12 hodin.
Po vysuSeni sme jednotlivé kusky rozomleli mixérom na
jemny prasok a zhomogenizovali 10 mintt pri 10 000
otaCkach za minGtu v homogenizatore (Ovidomix).
Na pripravu réznych koncentracii sme pouzili hladka

muku. Podobnym spésobom pripravovali vzorky aj autori
Hupfer et al. (2007).

Pafundo et al. (2009) pri priprave vzoriek riedili samotnt
DNA, ¢o je v porovnani s naSou metddou sice jednoduchsie,
ale pri zostavovani kalibra¢nej krivky su v tomto pripade
skreslené vysledky. Zelerovy praSok s mukou sme miesali
desiatkovym systémom riedenia nasledovne: 0,5g vzorky
zeleru na 4,5g hladkej muky. Vzorky sme vazili na
analytickych vahach s presnostou na 3 desatinné miesta. Po
navazeni sa vzorky dokonale premiesali za pomoci Vortexu
(Biosan) priblizne 1 minatu. Takymto spdsobom sme
pripravili 9 riedeni od 100% kontrolnej vzorky (vzorka
Cistého zelerového prasku) az po vzorku s obsahom zeleru
0,000001%. Vsetky hodnoty su uvedené v tabulke ¢.1.

Tabul’ka 1 Navazka vzoriek a identifikacie detekéného

limitu
Poradie vzorky Obsah zeleru vo PCR
vzorke [%]
vzorka 1 100 +
vzorka 2 10 +
vzorka 3 1 +
vzorka 4 0,1 +
vzorka 5 0,01 -
vzorka 6 0,001 -
vzorka 7 0,0001 -
vzorka 8 0,00001 -
vzorka 9 0,000001 -
Neg. kontrola 0 -
Extrakcia DNA

Extrakciu DNA zo vzoriek sme robili za pomoci
komer¢ného kitu uréeného na gonomickt purifikdciu DNA
z potravin NucleoSpin®Food (Macherey-Nagel, Suise) podla
prilozeného protokolu.

Primery

Na detekciu pritomnosti zeleru vo vzorke sme pouzili
primery na detekciu manitol dehydrogendzy (GenBank,
Accession No. AF067082). Primery sme pouzili od autorov
(Dovicovicova et al., 2004). Autori navrhli primery celF 5°-
CAGCCTGTTTCCCGTACGAGAT -3° acelR 5 -
TGCCAAATAAAGATTCGAGATTGT -3°. Primery boli
navrhnuté a otestované programom Primer Express software
(Applied Biosystem) s teoretickou teplotou topenia 60 ° C.
Primery boli otestované s nehomologickymi DNA
sekvenciami inych rastlin pouzitim softvéru Blast 2.1
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(National Center for Biotechnology Information,
Bethesda,Md., USA),(Juréakova et al., 2011).

PCR reakcia:

EvaGreen Real-Time PCR

Reakéna zmes na jednu vzorku pre PCR v
celkovom objeme 20ul bola pripravena z 10ul Fast
EvaGreen® ¢qPCR Master Mix (Biotium), 6ul
bidestilovanej vody, 2ul templatovej DNA a primermi
celF acelR po lul, tak, ako to stanovuje vyrobca
v uzivatel'skom manuali.

Tabul’ka 2 ZloZenie mastermixu pre vzorku

Koncentracia Koncentracia
Komponen_ty zasobného pouzitého
PCR reakcie
roztoku roztoku

Fast
EvaGreen® ox 1x
gPCR Master

Mix

celF 10 pmol/ul 0,50 pmol/ul

celR 10 pmol/ul 0,50 pmol/ul

DNA - 2

PCR reakcia bola zahajena pociatocnou denaturaciou
prebichajicou pri teplote 95 °C po dobu 5 minit
anasledne v 40 cykloch tieto 3 kroky: denaturacia pri
94 ° C po dobu 30 sekiind, annealing pri 59 ° C po dobu
30 sekund, polymerizécia pri 72 © C po dobu 1 mintty,
po ktorej nasledovalo meranie fluorescencie. V d’alsom
kroku nasledovala kone¢né polymerizacia pri 72 ° C, po
dobu 8 minat, po ktorej prebiehal melting pri teplote
95 °C s naslednym ochladenim na 65 ° C s vydrzou
15 sekund. Real-Time PCR prebichala v pristroji
LightCycler 1,5 (Roche). Analyza vzoriek bola vykonana
v programe LightCycler Software 4.05 pomocou
procediry ,,Absolute Quantification“ a ,,Tm Calling*.
Ziskané data boli spracované do tabuliek v programe
EXCEL 2007.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky zdmerne kontaminované primesou zeleru boli
paralelne testované za ucelom vyhodnotenia variability
kalibra¢nej krivky v ramci jednej PCR reakcie.

kalibraénékrivka ¢. 1

y=-0,042x+ 1,560

5=0,0036
R?=0,914

log cylkus

|
|
|
|
|
= |
|
|
|
|

log koncentrécie

Obrazok 1 kalibra¢na krivka paralelnych kalibracnych
vzoriek zeleru v jednom PCR mixe

Na osi x su logaritmované hodnoty koncentracie zeleru
vo vzorke a na osi y je logaritmus cyklu v ktorom vzorka
prekrocila neSpecifické pozadie. Na zaklade koncentracie
PCR produktu v jednotlivych cykloch sme zostavili

kalibra¢nu krivku, ktorej smerodajné odchylky sa znizuju od
100% ¢istej kontrolnej vzorky smerom k riedenej 0,1%
vzorke zeleru. Ztoho wvyplyva, Ze ked stanovujeme
v detekénom limite (do 0,1%) vzorku, najmensia odchylka
bude pri najviac riedenej vzorke a naopak najvicsia je pri
100% Ccistej kontrolnej vzorke zeleru. Dochadza vSak ku
kalibracnej chybe pri paralelnych vzorkdch Vv ramci
rovnakého PCR mixu. Napriek tejto variabilite kalibracnych
vzoriek je determinaény koeficient vysoky, z ¢oho vyplyva,
ze regresna rovnica je vhodna na predpovedanie hodnoty y
S koeficientom determinacie 0,914,

y=-0,031x+ 1,526

Kalibra¢né krivka ¢. 2 0
R*=0,562

s =0,0286
L]

1 5g|5 20,0801 |
> 1568
* 154

53—

log cyklus
B

e

42— *
14—
<25 2. x5 i - -0,5 0 05 1 15 2 20

log koncentracie

Obrazok 2 Kalibra¢na krivka detekcie zeleru pri
opakovanych vzorkach v r6znych PCR mixoch

Velka variabilita, ktori mozeme sledovat’ na obrazku 2
spdsobuje, ze pri opakovanych vzorkach sa sice da vytvorit’
kalibra¢na krivka, avSak ma mala spolahlivost. Smerodajné
odchylky st rozdielne, najvyssia je v§ak pri hodnote 0, Cize
pri 1% koncentracii zeleru vo vzorke. Pri hodnote 2, Cize
vzorke s koncentraciou zeleru 100% je smerodajna odchylka

iz§ia. Determinany koeficient dosahuje hodnotu
0,5627, ¢ize spolahlivost’ interpolacie vysledkov je 74,9 % a
dana regresna rovnica sa neda pouzivat’ pausalne, teda vzdy
musime pri detekcii pouzit’ asponi jednu kalibraént vzorku,
aby sme mohli urCit’ tvar kalibracnej krivky, z ktorej si
potom mdzeme zostavit’ regresni rovnicu, na zaklade ktorej
budeme predpovedat’ hodnoty y.

Melting Peaks
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Obriazok 3 Krivky topenia PCR produktov
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Na tomto obrazku vidime krivky topenia fragmentu
$pecifického pre zeler. Na osi x je teplota ana osi y
derivacia fluorescencie. Teplota topenia je 78,84 ° C. Wu et
al. (2010) uvadzaju teplotu topenia $pecifického zelerového
fragmentu 67,8 °C pri vyuziti SYBR"Green Real-Time PCR
s pouzitim inych primerov. Intenzita fluorescencie je
najvyssia pri vzorke so 100% obsahom zeleru a postupne
klesa pri vzorkach s niz§im obsahom zeleru vo vzorke. Na
zéaklade intenzity fluorescencie by sa mohol zeler vo vzorke
kvantifikovat,, tak ako to vo svojich pracach uvadzaja autori
Pafundo et al. (2009) a (Wu et al.,, 2010), avSak tato
metdda je len orientatnd ana zéklade nej nemdzZeme
stanovit’ presny obsah zeleru vo vzorke.
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Melting Peaks
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Obrazok 4 Krivky topenia PCR produktov

Na obrazku 4 pozorujeme neSpecifické pozadie
uvzoriek snizkou koncentraciou DNA zeleru (0,01
anizSej), ktorych teplota topenia sa vyrazne lisi od
teploty Specifickej pre zeler a tym padom nevieme touto
metddou identifikovat’ vzorky s koncentraciou zeleru
nizSou ako 0,1%. Dovifovi¢ova et al. (2004) Vo svojej
praci, zameranej na dokaz zeleru za pomoci PCR s
vizualizaciou na gély, uvadzaji rovnaky detekény limit s
pouzitim rovnakych primerov. Wu et al. (2010) sa
zameriavali na SYBR"Green Real-Time PCR s pouzitim
inych primerov ako my a ich detekény limit pri surovom
zeleri bol 0,001% apri tepelne oSetrenych vzorkach
0,01%. Hupfer et al. (2007) pouzili na stanovenie
detekéného limitu Tagman™ sondu a dokazali
identifikovat’ zeler vo vzorke s koncentraciou 0,001%.

ZAVER
Alergické reakcie na potraviny vyplyvaji z narastu
imunitnych odpovedi na glykoproteinové zlozky

pritomné v potravinach a predstavuju casty zdravotny
problém. Zeler je uznany ako jeden z hlavnych
potravinovych alergénov, ktoré mézu byt pritomné v
potravine a zuvedeného dovodu musi byt jeho
pritomnost’ oznafena. Na to, aby mohla byt zlozka
potravin kvantifikovana, je potrebné zostrojit’ kalibracnt
krivku. Pre ziskanie kalibraénej krivky boli pouZité
vzorky s r6znym podielom zelerového prasku vo vzorke.
Moézeme konstatovat, Ze primerovy par $pecificky pre
pritomnost’ zeleru navrhnuty autormi Dovicoviova
et al. (2004), je schopny korektne detegovat’ pritomnost’
primesi zeleru len do koncentracie 0,01 %. Pri nizSom
zastipeni zeleru vo vzorke primerovy par nespecificky
reaguje a vytvara produkty, ktoré by u ndhodnej vzorky
nebolo mozné jasne definovat’.
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NUTRIGENOMIC ANALYSIS OF C677T MUTATION OF MTHFR GENE IN

SLOVAK POPULATION.
Radoslav Zidek, Jozef Golian, Jozef Bulla

ABSTRACT

Total of 124 individuals originated from Slovak Republic has been nutrignomically analysed. Analysis was focused to
mutation C677T of MTHFR gene detection and analysis of mutant genotypes frequency. Observed frequency of allele 677C
was 0.6998 and allelic frequency of mutant variant 677T was 0.3992. Genotype frequency of mutant heterozygotes with
71% activity of MTHFR enzyme was 0,391 and mutant homozygotes with 33% MTHFR enzyme activity was 0.153. Result
shows 64% of Slovak has decreased activity of enzyme MTHFR, and 14.3% of Slovak has predisposition to cancer, cardio
vascular diseases, loss of fertility and many others complications according to improper nutrition, low folic acid and B12

vitamin intake.

Keywords: MTHFR, nutrigenetics, C677T

UvoD

Nutrigenomika je pomerne novy vedny odbor Studujici
vztahy medzi genomom, stravou a zdravim jedinca.
Jednym z postupov je nutrigenetickd analyza zamerand na
§tadium vztahov jednotlivych foriem génov a ich vplyvu
na zdravie pri ré6znych sposoboch stravovania.

Obrazok 1 Pocitacova simulacie proteinovej Struktiry
enzymu MTHFR (Rao et al., 2010)

Najznamej$im génom s jasnym a dokdzanym vztahom
k spoésobu stravovania je gén kodujuci enzym 5,10
metyléntetrahydrofolat reduktdza nazyvany aj MTHFR
(Obrazok 1). Prva informacia otomto enzyme bola
publikovand zaciatkom devatdesiatych rokov, kedy bol
pozorovany vztah medzi MTHFR a zvySenou hladinou
homocisteininu v mo¢i (Harpey et al, 1981). Gén
kédujuci tento enzym bol sekvenovany na zaklade
primerov odvodenych od proteinového poradia enzymu
pozorovaného u oSipanych, pricom bol okamzite
pozorovany polymorfizmus (Goyette et al., 1994).
V stcasnosti je na strankach NCBI evidovanych 33
jednobodovych mutécii, z ktorych niektoré dokdzu zmenit’
aktivitu enzymu. NajznamejSou z detegovanych mutacii je
zamena cytozinu za tymin na pozicii 677 evidovana pod
¢islom rs1801133. Od prvého publikovania a asociacie
tejto mutécie s termolabilitou enzgymu MTHFR (Frosst et
al., 1995) bol analyzovany jej vztah k mnohym

komplikacidm s plodnostou a ochoreniam ako je leukémia
(Skibola et al., 1999; Kamel et al., 2007; Sood et al.,
2010), rakovina hrubého ¢reva (Ma et al., 1997; Levine et
al., 2010; WU et al., 2010), schizofrénia (Roffman et al.,
2007; Roffman et al., 2008) a mnohym inym. Mutacia
sposobuje u heterozygotov (CT) pokles aktivity enzymu
MTHFR na 71% aujedincov Soboma mutovanymi
alelami (TT) pokles aktivity na uroven 33% oproti
nemutovanému genotypu (CC) (Saffroy et al., 2008).
Znizena aktivita enzymu zniZuje USpeSnost spracovania
kyseliny listovej z potravy. U jedincov s mutaciou (TT) sa
pri nedostato¢nom prijme kyseliny listovej a vitaminu B12
naru$i okrem syntézy DNA aj proces tvorby metioninu
astym suvisiaca metylicia DNA (Obrazok 2). Proces
syntézy DNA je nevyhnuty pri deleni bunky a opravnych
mechanizmoch ajeho naruSenie vedie k destabilizacii
DNA anaslednému riziku chromozoémovych aberacii
(Saffroy et al., 2004). Nedostato¢na metylacia sposobena
nedostatkom  kyseliny listovej a znizenou aktivitiou
MTHFR moze viest k nespravnej proliferacii buniek
a poskodeniu opravnych mechanizmov a apoptdzy (Jones,
2001; Friedrich et al., 2004).

SAH S
/ Homocysteine
DNA ) 5-methylTHF
methylation <—SAI\‘/(\
ioni B12

Methionine MTHFR

Folic acid >DHF >THF > 5, 10-methylene THF
Purines\ /
10-formylTHF

DNA synthesis < dTMP dUMP

thymidylate
synthetase

Obrazok 2 Spracovanie kyseliny listovej a funkcia
MTHFR (Skibola et al., 1999)

Cielom predkladanej prace je nutrigenomickd analyza
alelovych variant génu kodujiceho enzym MTHFR na
Slovensku, S naslednym vypoctom alelovych
a genotypovych frekvencii.
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MATERIAL A METODY
Do nutrigenomickej analyzy bolo zaradenych 124
dobrovolnikov  pochddzajucich  zréznych regiénov

Slovenska vo veku od 16 do 72 rokov. Za tucelom
genetickej analyzy bol pripraveny hruby bunkovy lyzat
odobraty z bukalnej sliznice, ktory bol pouzity v objeme
2 pl do PCR reakcie. Samotna PCR reakcia prebichala
vobjeme 30 ul spouZitim nasledovanych finalnych
koncentracii jednotlivych zloziek: 1x GoTaq® pufor,
1,5 nmol. pI* MgCl,, 0,2 nmol. ul™ dNTPs, 0,5 pmol. pl™
primerov (Skibola et al., 1999) a 0,5 jednotiek GoTaq®
Hotstart polymerazy. Reakcia prebehla v cykléri MJ Mini
suvodnou denaturaciou pri 94°C po dobu 5 mintt.
Naslednych 40 cyklov prebiehalo s 30 sekundovou
denaturaciou pri 94°C, nasadanim primerov pri 62°C po
dobu 30 sekund a elongaénym krokom pri teplote 72°C po
dobu 30 sekund. Findlne predlzovanie usekov DNA
prebehlo pri teplote 71°C po dobu 7 minut. Z celkovej
reakcie bolo odobratych 10 ul PCR produktov, ktoré boli
nanesené na gél za uCelom preukdzania Specifickej
amplifikacie génu MTHFR. Po uspesnom monitoringu
bolo 10 ul PCR produktov Stiepenych pomocou restrikénej
endonukledazy FastDigest® Hinfl. Ziskany produkt bol
elektroforeticky separovany na 2% agarézovom géle pri
napéti 150 V po dobu 45 minut. Ziskané genotypy boli
Statisticky analyzované programom PowerMarker 3.25.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzou PCR produktov 124 vzoriek l'udskej DNA sa
nam podarilo detegovat PCR produkt o dizke 198 bp. Po
pouziti restrikéného enzymu Hinfl sa PCR produkt
Vv pripade heterozygotného usporiadania alel rozdelil na
dve frakcie o velkosti 198 a 175 bp. Ak v sledovanom
géne nebola pritomna mutécia, enzym Hinfl nebol schopny
najst’ vizobné miesto a teda nebol schopny rozdelit PCR
produkt na dve frakcie. V pripade mutovaného
homozygota bola pozorovand len jedna frakcia
svelkostou 175 bp. Vzorka Slovenskej populacie
vykazovala frekvenciu nemutovanej alely 677C
s hodnotou 0,6008 a alely 677T 0,3992 (Tabulka 1). Na

Obrazok 3. Elektorforeticka separacia PCR produktov pred a po pouziti restrikéného enzymu Hinfl
PIR S -\ « ?v“' — = v R Ty 2 5 3 5 ‘ >

b

h,&
homozygot, TT= mutovany homozygot

molelérny marker 100 bp, N = nestiepeny PCR product, CT= heterozygot, CC= nemutovany

zaklade alelovych frekvencii sa v populacii sformovali
genotypové kombinécie.

Tabulka 1 Alelova frekvencia foriem mutécie na pozicii
677 génu MTHFR

Alela Pocet Frekvencia
pozorovani (smer. odchylka)

677C 149 0,6008 (0,0307)

677T 99 0,3992 (0,0307)

Tabul’ka 2 Genotypova mutacie na pozicii 677 génu

MTHFR
Genotyp Pocet Frekvencia
pozorovani (smer. odchylka)
677CC 44 0.354 (0,03)
677CT 61 0.491 (0,03)
677TT 19 0.153 (0,03)

Zastupenie nemutovanych homozygotov v Slovenskej
populacii je 35,4%, heterozygotov 49,1% a jedincov
nesucich po oboch rodicoch mutovanu alelu pre enzym
MTHFR je 15,3%. NaSe vysledky st vysSie ako
v Kanadskej populécii v ktorej sa frekvencia vyskytu
genotypov  677TT pohybovala s frekvenciou 10%
(Weisberg et al., 1998). Nizsiu frekvenciu vyskytu
mdzeme pozorovat aj v Kaukazskej populécii, kde
11,04 % jedincov prezentuje tento genotyp (Almawi et al.,
2004) Nase vysledky boli rovnako vys$sie ako
v Ukrajinskej populacii, kde frekvencia genotypov 677TT
nepresiahla hodnotu 7,5% (Tatarskyy, Kucherenko, and
Livshits, 2010). Slovenskd populacia ma podobné
percento vyskytu genotypu 677TT ako Cinska populacia,
ktora bola ako kontrola zapojena do prieskumu rakoviny
zaludka (Shen et al., 2001).

ZAVER

Zistené vysledky poskytujii alarmujici fakt, ze 64%
Slovenskej populacie zaradenej do pozorovania ma
znizent aktivitu enzymu MTHFR na uroven 71%
apriblizne  15%  Slovenskej  populacie  dokaze
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metabolizovat’ kyselinu listovii len s 33% aktivitou
enzymu MTHFR. Znizeny prijem kyseliny listovej
sposobeny nizkym prijmom cerstvej zeleniny, ovocia
a potravin obsahujuch zivé bakteridlne kultary moéze
u64% Slovenskej populdcie viest k zvySeniu rizika
kardiovaskularnych ochoreni, rakoviny, zniZzeniu plodnosti
a k d’al$im ochoreniam stvisiacim s MTHFR a znizenym
prijmom kyseliny listove;j.
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+ Identifikace pomoci elektrochemickych senzoru
« CitlivéjSi nez lidsky jazyk

» Vysledky béhem 2 minut

« Pouziti: potravinaisky pramysl a farmacie

Moderni metody
senzoricke analyzy

Elektromcky jazyk

Objektivni hodnoceni chuti

Elektromcky nos

* Vuné - kliCovy parametr vyrobku

+ Pfesna a objektivni analyza

* Vyuziva riznych detekénich metod

+ Vlyhodnoceni analyzy béhem nékolika minut
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