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doi: 10.5219/77
INFLUENCE OF NATURAL ADDITIVES ON PROTEIN COMPLEX OF BREAD

Tatiana Bojnianskd, Dana Urminskad

ABSTRACT

The study focuses on researching the influence of natural additives on certain technological characteristics of mixtures used
for bread production, more particularly the influence of N substances in used raw material on selected qualitative
parameters of bread. The blends for bread production to be analysed were prepared by mixing wheat flour with an addition
of oat, buckwheat, lentil and chickpea wholegrain flour in different portions (10, 20, 30, 40 and 50 %). The experiment
showed that the addition of natural additives worsened the protein complex of the blends used in bread production
(worsening also qualitative parameters known as product volume). The loaves prepared with an addition of buckwheat, oat,
lentil and chickpea were evaluated to be of a lesser quality from a technological viewpoint when compared with pure wheat
loaves. The lower content of gluten forming proteins and the generally changed protein composition of blends due to
additives caused a lower percentage of wet gluten content, its lower extensibility and swelling capacity. The sedimentation
value (Zeleny index) decreased proportionally with the increase of addition until the level was unsatisfactory for raw
material intended for bakery purposes. The N content in experimental loaves was higher than in the reference loaves and it
increased according to the selected additive and its portion in the blend (more with the addition of lentil and chickpea, less
in case of buckwheat and oat) which is considered as positive from a nutritional point of view. But from the technological
point of view the additives did not show any positive influence and caused a lower loaf bread volume. The most significant
decrease of the loaf bread volume was found with the addition of 50 % of buckwheat (- 45.6 %). Better results were
obtained with a lower portion of the additive: loaf with an addition of 30 % of chickpea (volume decreased by 12.8 %) >
loaf with an addition of 30 % of lentil (volume decreased by 8.7 %) > loaf with an addition of 10 % of oat (volume
decreased by 14.3 %) > loaf with an addition of 10 % of buckwheat (volume decreased by 22.7 %). Such products can be
considered as technologically good or at least satisfactory. To increase the volume of bread loaves, 3 % of vital wheat
gluten was added to blends mixed with a portion of 30 % and 50 % of additives. The results were not adequate however.
The only exception was buckwheat, where the loaf volume was satisfactory despite the addition of 30 %.

Keywords: bread, oat, buckwheat, lentil and chickpea addition, N content, loaf volume

UVOoD
Kvalitu chleba a peciva, predovSetkym jeho objem,
ovplyviluje vo velmi vyznamnej miere bielkovinovy

kvality sa ma pohybovat’ v hodnotiach nad 20 % (trieda
kvality P pecivarenskd), az nad 27 % (trieda kvality

komplex surovin pouzitych na ich vyrobu. Bielkoviny
pSenice su zlozité heterogénne latky, ktoré v stvislosti so
svojim zloZzenim maji rdzne vlastnosti a Specificky
ovplyviluju technoldgiu spracovania a kvalitu findlnych
produktov. Pozostdvaju =z viacerych frakcii, resp.
subfrakcii s  charakteristickymi  vlastnostami a
aminokyselinovym zloZenim, a tym aj s r6znou tercidlnou
a kvartérnou Struktirou. Zisobné bielkoviny tvorené
frakciami gliadinov a gluteninov si z nutricného hl'adiska
neplnohodnotné, maji vSak vyznamny vplyv na
technologicku kvalitu pSenice (Baldshiev et al. 1997,
Sapirstein and Fu, 1998, Hubik 2000, Bojiianska 2004,
kolektiv autorov 2006, Michalik et al. 2007).
NajdolezitejSou vlastnostou pSeni¢nych bielkovin je ich
schopnost’ tvorit’ lepok, €o je trojrozmerny utvar, ktorého
peptidické  retazce su  pospdjané  vodikovymi,
disulfidickymi a metylénovymi mostikmi. Z hl'adiska
koloidiky je hydrofilnym gélom ama schopnost
napuciavat vo vodnom prostredi a zvdcSovat tak svoj
objem. Je nesporné, Ze ma kl'ic¢ovi ulohu pre kvalitu
peciva a jeho vyznam pre pekdrsku technoldgiu spociva v
tom, Ze pri vypracovani cesta napomdha vytvarat' z neho
tenké blanky, ktoré zadrzuji kvasny plyn, umoZziuji
nakysnutie cesta, jeho prepecenie a poérovitd Struktdiru
pekarskeho vyrobku. MnozZstvo lepku vyjadreného ako
~mokry lepok“ v % je odporic¢anym ukazovatel'om, ktory
je definovany v legislativne stanovenych poziadavkach na
potravindrsku pSenicu a v zdvislosti od konkrétnej triedy

E elitna).

V ostatnom Case je prezentovany znacny zdujem
o vyrobu potravin kaZzdodennej spotreby vritane chleba a
peciva so zvySenou nutricnou hodnotou, ¢o je mozné
dosiahnut' vhodnymi pridavkami nepekdrskych surovin,
napriklad  pohdnky, ovsa, strukovin  a dalSich
maloobjemovych plodin s vyznamnou nutricnou hodnotou.
Strukoviny ~ maji  mnoZstvo  nutricnych  vyhod,
predovSetkym vysoky obsah dusikatych latok, z ktorych
najvacsi podiel tvoria bielkoviny. NajdoleZitejSou
bielkovinovou frakciou strukovin st globuliny, ktoré mdzZu
tvorit’ 50 az 60 % z celkovych bielkovin (Juliano 1999).
Biologickd hodnota bielkovin strukovin je dand ich
aminokyselinovym zloZenim a je povazovand za pomerne
vysoki (Khatoon a Prakash 2004). Boli zistené pozitivne
vplyvy konzumicie strukovin pridanych do ceredlnych
potravin na zdravotny stav konzumentov (Yanez-Farias et
al. 1999, Pittaway et al. 2007). Dalsou zaujimavou
surovinou, ktord je mozné vyuzit na vyrobu chleba
v zmesiach so pSeni¢nou mikou, je pohdnka, ktorej je
v ostatnych rokoch venovand pomerne zna¢nd pozornost,
predovSetkym v stvislosti so zaujimavym nutriénym
zloZenim, priaznivou skladbou bielkovin, minerdlnych
latok, vysokym obsahom vldkniny a vyznamnym obsahom
flavonoidov (Francischi et al. 1994, Steadman et al.
2001, Stibilj et al. 2004). Ovos je znutricného
a dietetologického hladiska vysoko ceneny ako bohaty
zdroj vldkniny, predovietkym B-D-glukdnov, ktoré maji
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vysokid imunoaktivitu, zlepSuji metabolické procesy
amaju dalSie vlastnosti ovplyviiujice nutricnd aj
senzorickd hodnotu potravin (Capouchova et al. 2004).

Vyznam pridavku tychto latok z nutricného hladiska je
neziaduce zmeny technologickej kvality takychto surovin,
ktoré vedd k zhorSeniu vyslednych parametrov kvality
pekarskych vyrobkov.

Cielom prispevku je informovat’ o vplyve prirodnych
aditivnych latok na niektoré technologické vlastnosti zmesi
pouzivanych na vyrobku chleba, resp. na vybrané
kvalitativne parametre chleba ovplyviilované predovsetkym
dusikatymi latkami pouzitych surovin.

MATERIAL A METODIKA

Na Katedre skladovania a spracovania rastlinnych
produktov  Fakulty  biotechnolégie  a potravindrstva
Slovenskej pol'nohospodarskej univerzity v Nitre bol na
pripravu pokusnych chlebov ako pridavok pouZity cicer
(celozrnny jemny Srot), SoSovica (celozrnny jemny Srot),
pohdnka (termicky lipané kripy upravené na jemny Srot) a
nahy ovos (celozrnny jemny Srot) v mnozstve 10 %, 20 %,
30 %, 40 % a 50 % ku pseni¢nej muke T 512, resp. T 650.
Pokusné suroviny boli analyzované na mnoZstvo N-latok
(x 5,7, resp. x 6,25, Kjeldahl), mnozstvo mokrého lepku
(G3p), jeho vlastnosti (T3, Q3p) aZelenyho index (ICC
Standardy). Pokusny chlieb bol pripravovany zo zmesi:
pSenicnd mika + cicer, SoSovica, pohdnka, ovos
v stanovenych pomeroch, voda podl'a viznosti muky, sol,
sacharéza a drozdie. Cesto kyslo v kysiarni v stanovenych
teplotnych podmienkach a nésledne boli upecené pokusné
bochniky, ktoré boli objektivne a subjektivne hodnotené.
Boli vybrané nasledovné objektivne ukazovatele
technologickej kvality: objemu vyrobku (cm’) a obsah
dusikatych latok (N x 5,7, Kjehldal).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Podl'a ocCakavani bol najvyssi obsah N-latok zisteny
v strukovindch, takZe tie mdZeme zo zvolenych surovin
povazovat za najlepsi zdroj bielkovin (tabulka 1).
Bielkoviny  strukovin sa  vyznacuji zaujimavou
aminokyselinovou skladbou, pricom vyznamny je najma
vysoky obsah lyzinu (Vojtassakova et al. 1999), ktory je
v stredoeurdpskej strave tradi¢ne zaloZenej na konzumadcii
vyrobkov zo pSenice nedostatkovym. V strukovinich je
relativny nedostatok sirnych aminokyselin, na druhej
strane, ich dostatocnymi mnoZstvami sa vyznacuju prave
ceredlie. Znamend to, Ze strukoviny sd vybornym
doplnkom k ceredlnej strave a naopak. Pokial sud
strukoviny v strave zmieSané s ceredliami, objavuje sa aj
efekt komplementarity (Juliano 1999).

Tabul’ka 1 Obsah N-litok vo vstupnych surovinich
pouzitych pri vyrobe chleba, %

LepSie aminokyselinové zloZenie ako pSenica majui aj
bielkoviny pohanky a ovsa, takZe pridavok vSetkych tychto
surovin je mozné povazovat za nutricny prinos.
Komponentna skladba bielkovinového komplexu pohanky
je reprezentovand vysokym podielom protoplazmatickych
bielkovin albuminov a globulinov S priaznivym
aminokyselinovym zloZenim (si bohaté na histidin,
treonin, valin, fenylalanin, izoleucin, leucin, metionin)
a minimalnym obsahom prolaminov, vdaka comu
nachddza pohdnka uplatnenie aj v bezlepkovej diéte
(Eggum et al. 1980, Francischi et al. 1994, Michalova
2001, Bonafaccia a Fabjan 2003, Hauptvogel et al.
2005, Guo a Yao 2006, Urminska et al. 2009). Aj ovos je
z nutricného a dietetologického hl'adiska vysoko ceneny,
jeho vysokda energetickd a nutricnd hodnota vyplyva
z vysokého obsahu biologicky hodnotnych bielkovin
s vyznamnym zastipenim esencidlnych aminokyselin
(metionin 2,5 %, valin 6,4 %, izoleucin 3,9 %, leucin 7,4
%, fenylalanin 5,3 % a tryptofdn 1,7 %) (Asp et al. 1999),
vysokého obsahu tuku, priaznivého zloZenia sacharidov,
vysokého obsahu rozpustnej vldkniny, vitaminov B, E
a minerdlnych liatok (Bonafaccia a Fabjan 2003).
Nevyhodou je citlivost’ na poskodenie klicku, po ktorom
mdZze prist’ k zazlknutiu a zhorknutiu.

Tabul’ka 2  Lepok ajeho vlastnosti v pouzitych
miitkach
G 305 % T 30, CIM Q 305 Cln3 ZI, Cln3
T 512 26,6 10,0 21,0 38,0
T 650 35,6 15,0 17,7 28,5

PSeni¢na Pohdnka Cicer SoSovica Ovos
muka
T T
512 650
N x 122 12,5 14,3
5,7
N x 20,7 274 134
6,25

N - mnoZstvo dusika stanoveného Kjeldahlovou metédou, %

G 30 mnoZstvo mokrého lepku vypratého po odleZani
T 3 taZnost’ lepku

Q 30 napticavost’ lepku

Z1 sedimentacny test stanoveny podla Zelenyho

ZvySovanie sa mnozstva bielkovin v zmesiach
s pridavkom strukovin a d’al§ich surovin vSak nezvysilo
ich technologicki hodnotu, naopak, nutri¢nd hodnota nie
je vsilade s technologickou kvalitou aredlne mnoZstvo
lepkotvornych bielkovin sa zniZilo, ¢o sa v konecnom
ddsledku prejavilo znizenim objemu pokusnych bochnikov
(tabul’ka 5).

Z technologického hladiska je dblezité mnoZstvo lepku
ajeho vlastnosti, ktoré mali v pouzitych pSeni¢nych
mukach vel'mi dobré parametre vyhovujice danym typom
muik (tabulka 2). Z fyzikdlnych vlastnosti napucaného
lepkového gélu je najddlezitejSia jeho schopnost’ udrzat’ si
pevnd  konzistenciu, slaby lepok totiz podlieha
peptizicii, po Ciastonom napucani sa rozplyva anie je
schopny trvalo udrzat’ svoju Struktiru a prispievat’ tak
k udrZaniu oxidu uhli¢itého v striedke, t.j. k vytvéraniu
sprdvnej porovitosti  striedky a optimilnemu  tvaru
findlneho vyrobku (Muchova 2001).

Po pridavku ciceru (ktory je prezentovany ako priklad) sa
v zmesiach vyznamne zniZovalo mnoZstvo lepku, jeho
taznost’, napucavost, aj hydratacnd schopnost bielkovin
vyjadrend ako Zelenyho index (tabulka 3), ¢o je mozné
povazovat’ za nepriaznivy aneZelany jav. Pri pridavku
cicera v mnozstve 50 % sa lepok pri hodnoteni jeho
napucavosti tplne rozplynul a nebolo mozné ho stanovit’.
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TabulPka 3 Lepok a jeho vlastnosti vzmesiach
s pridavkom ciceru
G 305 % T 30, CIM Q 305 ZI, CIIl3
cm’

Kontrola 28,3 11,0 22,0 34,0
Cicer 10 % 26,0 10,0 21,0 29,0
Cicer20 % 21,5 10,0 20,0 24,0
Cicer30 % 13,5 9,0 20,0 21,0
Cicer40 % 13,5 8,0 16,0 18,0
Cicer 50 % 10,1 6,0 - 11,0

znizoval objem pokusnych bochnikov, aj ked’ s rozdielnou
mierou Vv zdvislosti od pouZitej suroviny. Z hl'adiska
podiely pridavku pri ovse (- 27,6 %), pri cicery (- 34,1 %)
apri SoSovici (- 37,9 %). Pridavok pohdnky spdsobil
najvyznamnejSie zniZenie objemu vyrobku, aZ o 54,6 %.

Tabulka 5 Objem pokusnych bochnikov, cm®

G 30 mnozstvo mokrého lepku vypratého po odlezani
T 3 taZnost’ lepku

Q 30 napticavost’ lepku

Z1 sedimentacny test stanoveny podl'a Zelenyho

Zistené vysledky predikuju zhorSujicu sa technologickud

akost’ pouZzitych zmesi sposobeni zmenami frakéného
zloZenia bielkovin surovin, a to napriek tomu, Ze celkové
mnoZstvo N-latok v zmesiach sa zvySovalo.
Pri hodnoteni upecenych pokusnych bochnikov bol
v nadvéznosti na uvedené zisteny v zavislosti od pouZitych
pridavkov  vyS§{ percentudlny obsah N-latok ako
v kontrolnych pSeni¢nych bochnikoch (tabulka 4).

Najvyssi obsah bielkovin bol v bochnikoch s pridavkom
SoSovice acicera, vktorych pri najvy$SSom podiely
pridavku (50 %) vzrastol v porovnani s kontrolou o 25 %
(cicer), resp. aZ o 37,8 % (SoSovica). Najniz8i ndrast bol

Pohdnka Cicer + Sofovica+  Ovos+
+T512 T512 T650 T650
Kontrola 970 820 1030 1050
pridavok 750 860 860 900
10 %
pridavok 580 810 940 740
20 %
pridavok 530 720 765 760
30 %
pridavok 480 680 630 780
40 %
pridavok 440 540 640 760
50 %

T512, T650 pouZité psenicné muky

Ovela lepSie vysledky boli zaznamenané, ak pridavky
boli do vysky 20 %, resp. 30 %, kedy dokonca v pripade
ciceru bolo zistené zvySenie objemu v zmesi v porovnani
s kontrolou. Pokles objemu 022,7 % pri vyrobku
s pridavkom pohdnky 10 %, o 12,2 % s pridavkom ciceru

Tabulka 4 Obsah N-latok v % (x 5,7, resp. 6,25%) v pokusnych chleboch s pridavkom pohanky, ciceru, Sosovice

a ovsa
T512 Pohanka T512 Cicer T512 SoSovica T512 Ovos
Kontrola 114 *14,5 12,6 *20,7 11,8 *27.,5 12,9 *13,4
pridavok 10% 11,7 12,3 12,5 11,4
pridavok 20% 12,0 13,0 13,1 11,2
pridavok 30% 13,2 13,8 14,4 12,8
pridavok 40% 13,4 14,7 15,5 13,1
pridavok 50% 13,6 15,7 16,3 134

zisteny v bochniku s pridavkom ovsa (o0 4 %), ale aj tu
predpokladdme urcité nutricné benefity sposobené inou
frakénou skladbou a aminokyselinovym zloZenim ovsa
(Eppendorfer 2006, Moudry a Sterba 2006).

MnozZstvo N-latok, mnozstvo lepku a jeho vlastnosti st
povazované za nepriame ukazovatele technologickej
(pekarskej) kvality chlebopekarskych surovin. Nepriame
ukazovatele stanovenia kvality ndm do urcitej miery
napovedia aky findlny vyrobok je moZné z danej suroviny
(zmesi) ocakavat, skutoéni hodnotu vSak potvrdi az
vlastné spracovanie suroviny — pekdrsky pokus, ktory
simuluje  vyrobné procesy v redlnych prevadzkach.
Vysledky pokusného pecenia nie je mozné kvantifikovat
jednoducho ana jeho vyjadrenie je pouZivanych viacero
ukazovatelov s rozdielnou objektivnou mierou presnosti
(Prugar et al. 2008). Vsetky v prispevku prezentované
pekarske pokusy boli realizované za rovnakych podmienok
az mnozstva vysledkov bol vybrany najvyznamnejsi
ukazovatel' pekarskej kvality — objem vyrobku. Z tabul’ky
5 jednoznatne vyplyva, Ze pridavok prirodnych aditiv

30 %, 08,7 % s pridavkom SoSovice 20 % ao 14,3 %
s pridavkom ovsa 10 % nie je vyznamny, a takéto vyrobky
je mozné povazovat za technologicky kvalitné, resp. aspon
uspokojivé.

S cielom vylepsit' technologickd kvalitu pri zachovani
nutricnych vyhod zvolenych nepekdrskych surovin bol
k zmesiam s ich pridavkom 30 % a 50 % priddvany vitdlny
lepok v mnoZstve 3 % (obrdzok 1), prinos vSak nebol
adekvitny, objem bochnikov sa vyznamne nezvysil
a v porovnani s kontrolou bol nedostatony. NajhorSie
parametre boli zistené pri bochniku s pridavkom ovsa, pri
ktorom bolo zniZenie objemu v porovnani s kontrolou
takmer 35 % a najlepSie s pridavkom pohanky a SoSovice,
pri ktorych bolo zniZenie objemu v porovnani s kontrolou
134 %, resp. 18,5 %. Pridavok vitdlneho Ilepku
nezabezpeCil objem vyrobkov na drovni kontroly,
v pripade pohdnky vSak umoZznil vyrobit' vyrobok s jej
podielom 30 9% azarovel vyhovujicim objemom.
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Obrazok 1 Objem vyrobkov s pouZitim vitalneho lepku v mnoZstve 3 %, cm’

ZAVER

Na zdklade zisteni prezentovanych v prispevku je moZné
uviest, Ze pridavok prirodnych aditiv, vtomto pripade
nepekarskych surovin (pohdnky, cicera, SoSovice a ovsa),
z technologického hl'adiska zhorsil bielkovinovy komplex
zmesi pouZzitych pri vyrobe chleba, ¢im sa zhorsili aj
kvalitativne parametre vyjadrené ako objem ziskaného
vyrobku.

Obsah dusikatych latok bol v nepekdrskych surovindch
vy$§i ako v pSeni¢nych mukach (pohdnka 14,2 %, cicer
20,7 %, Sosovica 27,4 %, ovos 13,4 %), nizsi obsah
lepkotvornych ~ bielkovin  a v ddsledku  pridavkov
vSeobecne zmenené bielkovinové zloZenie zmesi sa vSak
prejavili niz§im percentudlnym podielom vypratého lepku,
jeho niZSou t'aznostou a napuicavostou. Aj sedimentacnd
hodnota (Zelenyho index) sa zniZovala imerne s vySkou
pridavku az na droven nevyhovujicu pre suroviny uréené
na pekdrske vyuZzitie.

Obsah dusikatych latok v pokusnych bochnikoch bol vyssi
ako v kontrolnych a zvySoval sa v zdvislosti od zvoleného
pridavku a jeho podielu v zmesi (viac pri SoSovici a ciceri,
menej pri pohdnke o ovse), ¢o je z nutricného hladiska
mozné povazovat’ za prinos. Z technologického hl'adiska
pridavky nepdsobili priaznivo, €o sa prejavilo zniZenim
objemu chlebov, najvyznamnejSie pri pridavku vo vySke
50 % pri pohédnke (- 45,6 %). Lepsie vysledky boli zistené,
ak bol zvoleny nizsi pridavok: bochnik s pridavkom cicera
30 % (zniZenie objemu o 12,8 %) > bochnik s pridavkom
SoSovice 20 % (zniZenie objemu o0 8,7 %) > bochnik
s pridavkom ovsa 10 % (zniZenie objemu o 14,3 %) >
bochnik s pridavkom pohdnky 10 % (zniZenie objemu
022,77 %). Takéto vyrobky je mozné povaZzovat za
technologicky dobré, resp. aspoil uspokojivé.

K zmesiam s pridavkom vo vyske 30 % a50 % bol
priddvany vitdlny lepok v mnoZstve 3 %, prinos
prejavujici sa zvdcSenim objemu vyrobkov vSak nebol
adekvatny. Iba v pripade pohanky umoZznil vyrobit
vyrobok sjej podielom 30 % azdroven vyhovujicim
objemom.

Pod’akovanie: Prica bola rieSend vd’aka podpore projektu
VEGA 1/0282/10 VyuZitie polysacharidov pri vyrobe
potravin s definovanymi viastnostami.

LITERATURA

ASP, N. G., MATTSSON, B., ONNING, G. 1999.
Variation in dietary fibre, B-glucan, starch, protein, fat and
hull content of oats grown in Sweden. In Europe Journal
Clinical Nutrition, Vol. 46, 1999, p. 31-37.

BALDSHIEV, D., BUTEBA, A., HANDRECK, B. 1997.
Studies on the relationships between protein fractions and
technological properties of wheat. In Muhle and
Mischfuttertechnik, Vol. 134, 1997, No. 14, p. 433-436.

BOJNANSKA, T. 2004. Kvalita obilnin a strukovin ako
surovin pre potravindrske spracovanie. Habilitatnd prica.
Nitra: SPU, 2004, 139 p.

BOJNANSKA, T., CHLEBO, P., GAZAR, R., HORNA, A.
2009. Buckwheat enrichment bread production and its
nutrition benefits. In European Jornal of Plant Science and
Biotechnology, Global Science Books, Vol. 3, Special Issue 1,
2009, ISSN 1752-3842, ISBN 978-4-903313-42-9, p. 49-55.

BONAFACCIA, G., FABJAN, N. 2003. Nutritional
comparison of tartary buckwheat with common buckwheat
and minor cereals. In Reports Biotechnological Faculty of the
University of Ljubljana. 2003, p. 349-355.

CAPOUCHOVA, 1, PETR, J, TLASKALOVA-
HOGENOVA, H. MICHALIK, I, FAMERA, O,
URMINSKA, D., TUCKOVA, L., KNOBLOCHOVA, H.,
BOROVSKA, D. 2004. Protein fractions of oats and
possibilities of oat utilisation for patients with coeliac disease.
In: Czech Journal of Food Science, Vol. 22, 2004, No. 4, p.
151-162.

EGGUM, B. O., KREFT I, JAVORNIK, B. 1980.
Chemical composition and protein quality of buckwheat
(Fagopyrum esculentum Moench). In Plant Foods for Human
Nutrition, Vol. 30, 1980, No. 3-4, p. 175-179, ISSN 1573-
9104

EPPENDORFER, W. H. 2006. Nutritive value of oat and
rye grain protein as influenced by nitrogen and amino acid

ro¢nik 4

4/2010



potravinarstvo

composition. In Journal of the Science of Food and
Agriculture, Vol. 28, 2006, Issue 2, p.152-156.

FRANCISCHI DE M. L. P., SALGADO, J. M., LETAO, R.
F. F. 1994. Chemical, nutritional and technological
characteristics of buckwheat and non-prolamine buckwheat
flours in comparison of wheat flour. In Plant Foods for
Human Nutrition, Vol. 46, 1994, No. 4, p. 323-329, ISSN
1573-9104

GUO, X., YAO, H. 2006. Fractionation and characterization
of tartary buckwheat flour proteins. In Food Chemistry, Vol.
98, 2006, p. 90-94.

HAUPTVOGEL, P., CICOVA, 1, MENDEL L. 2005.
Obilniny a pseudoobiliny — nové zdroje pre vyrobu funkénych
potravin (funkéné muky). In Kvalita, bezpecnost’ a funkcnost
primdrnych potravinovych zdrojov, Piestany: VURV, 2005,
p- 28-30, ISBN 80-88790-41-7

HUBIK, K. 2000. Vyuziti SE-HPLC analyzy
prolaminovych zdsobnich bilkovin pro predikci technologické
jakosti odrid ozimé psenice. In Rostlinnd vyroba, Vol. 46,
2000, No. 5, p. 213-217.

JULIANO, B. O. 1999. Comparative nutritive value of
various staple foods. In Food Rewiews International, Vol. 15,
1999, No. 4, p. 399-434.

KHATOON, N., PRAKASH, J. 2004. Nutritional quality of
microwave-cooced and pressure-cooced legumes. In
International Journal of Food Sciences and Nutrition, Vol.
55,2004, No. 6, p. 441-448.

BOJNANSKA, T., FIKSELOVA, M., FRANCAKOVA, H.,
GALOVA, Z., KNOBLOCHOVA, H. LABUDA, R,
MARECEK, J., MICHALIK, I, MUCHOVA, Z,
SENDREJOVA, E., SZABOVA, E. TANCINOVA, D.
TOMAS, J, TOTH, T, URMINSKA, D,
VOLLMANNOVA, A. 2006. VyZivnd a technologickd
kvalita rastlinnych produktov a ich potravinirske vyuzitie. 1.
vyd. Nitra : Slovenskd pol'nohospodérska univerzita v Nitre,
2006, 198 p. ISBN 80-8069-780-9

MICHALOVA, A. 2001. Minor cereals and pseudocereals
in Europe. Maggioni L, Spellman O, compilers. Report of a
Network Coordinating Group on Minor Crops. Ad hoc
meeting, 7-8 July 2000, Radzikow, Poland. IPGRI, Rome,
Italy.

MICHALIK, L, UZIK, M., URMINSKA, D., ZOFAJOVA,
A. 2007. Vplyv odrody a dusikatej vyZivy na obsah a zloZenie
bielkovin zrna ovsa. In Polnohospoddrstvo, Vol. 53, 2007,
No. 4, p. 175-182. ISSN 0551-3677

MOUDRY, J., STERBA, Z. 2006 Kvalita potravinaiského
ovsa. In Soucasné predstavy a poZadavky na kvalitu
rostlinnych produktii: sbornik referdtii ze semindre Soucasné
predstavy a poZadavky na kvalitu rostlinnych produkti Ceské
Budejovice, JU CB, 2006, p. 52-54, ISBN 80-7040-874-X

MUCHOVA, Z. 2001. Faktory ovplyviiujiice technologicki
kvalitu pSenice a jej potravindrske pouZzitie. Nitra: SPU, 2001,
112 p., ISBN 80-7137-923-9

PITTAWAY, J. K., AHUJA, K. D. K., ROBERTSON L.
K., BALL, M. J. 2007. Effects of controlled diet
supplemented with chickpeas on serum lipids, glucose
tolerance, satiety and bowel function. In Journal of the
American College of Nutrition, Vol. 26, 2007, Issue 4, p.334-
340, 2007.

PRUGAR, J. 2008. Kvalita rostlinnych produktt na prahu
3.tisicileti. Praha: VUPS, 2008, 327 p. ISBN 978-80-86576-
28-2

SAPIRSTEIN, H. D., FU, B. X. 1998. Intercultivar
variation in the quantiti of monomeric proteins, soluble and
insoluble glutenin, and residue protein in wheat flour and
relationships to breadmaking quality. In Cereal Chemistry,
Vol. 75, 1998, No .4, p. 500-507.

URMINSKA, D., SOCHA, P., VOLLMANNOVA, A.
2009. ELISA and PAGE analysis of proteins determinans
from cereal and pseudocereal grain causing human coeliac
disease. In FEBS Journal. Oxford: Blackwell Publishing,
2009. Vol. 276, suppl. 1 (2009), p. 294. ISSN 1742-464X.

VOJTASSAKOVA, A., KOVACIKOVA, E., SIMONOVA,
E. 1999. Obilniny a strukoviny. Potravinové tabulky,
Bratislava: VUP, 1999, 268 p., ISBN 80-85330-62-8

YANEZ-FARIAS, G. A., BERNAL-AGUILAR, V.,
RAMIREZ-RODRIGUEZ, L., BARRON-HOYOS, J. M.
1999. Fortification of some cereal foods with a chickpea
protein concentrate. In Food Science and Technology
International, Vol.5, 1999, Issue 1, p.89-93.

Contact address:

doc. Ing. Tatiana Bojiianskd, CSc., Slovak University of
Agriculture in Nitra, Faculty of Biotechnology and Food
Sciences, Department of Storage and Processing Plant
Products, Tr. A. Hlinku 2, 94976 Nitra, E-mail:
Tatiana.Bojnanska@uniag.sk

doc. RNDr. Dana Urminskd, CSc., Slovak University of
Agriculture in Nitra, Faculty of Biotechnology and Food
Sciences, Department of Biochemistry, Tr. A. Hlinku 2,
94976 Nitra, E-mail: Dana.Urminska @uniag.sk

ro¢nik 4

4/2010



potravinarstvo

doi: 10.5219/76
CEREALS AS BASIS OF PREVENTING NUTRITION AGAINST OBESITY

Lenka Duchoiiova, Ernest Sturdik

ABSTRACT

Still more alarming obesity studies show in fact that it is largely due to incorrect diet and lifestyle. For suitable alternative
for prevention of this disease are now considered cereal foods, mainly based on increased fiber content. The importance of
dietary fiber for human organism consists primarily in its protective function before civilization diseases. It has beneficial
effects on digestive physiology and it is therefore an important factor in the prevention of obesity, but also other diseases.
Fiber consumption in developed countries is low and it is below the lower limit of the recommended dose. Slovaks per day
take only 10-12 g of fiber, which represents only 47% of the recommended dose. Recent large-scale epidemiological studies
have shown that regular consumption of wholegrain cereals can reduce the risk of heart disease and certain cancers by 30
percent. One of the factors that increase the functionality of foods is the so-called indigestible resistant starch. For its the
positive impact on the physiology of digestion is referred to as prebiotics new generation of dietary fiber. The increasing

availability of tasty, whole grain products rich in fiber could be health benefits.

Keywords: cereal, fiber, obesity, nutrition, prevention, resistant starch

UVOoD

Spravna vyziva je zdkladnym predpokladom zdravého
vyvoja ¢loveka a hlavnou podmienkou prevencie a lieCby
najvyznamnej$ich ochoreni, ktoré postihuji vel'ké skupiny
obyvatel'stva. Na vzniku srdcovo-cievnych a nadorovych
ochoreni sa vyziva podiela 20-60 percentami. Dnes$né
stravovanie mozno charakterizovat ako nevyvazené,
zalozené na pomerne obmedzenom vybere potravin s
nizkou spotrebou rastlinnych potravin (Elmadfa et al.,
2005; Blackburn et al., 2010).

Pre prevazni Cast ludstva nasej Zeme st obilniny
najdolezitejSou a zakladnou potravinou, ktord je v
prirodzenom stave zdrojom sacharidov, ale dodava nam aj
vysokohodnotné bielkoviny, vitaminy, mineralne latky i
dolezitt vldkninu (Zajova a Porubska, 1997). Obilniny
vyrazne ovplyviuji vyzivovu bilanciu svetovej populacie
a ¢o do objemu konzumu, maji medzi ostatnymi
pol'nohospodarskymi  produktmi  vysadné postavenie
(Dodok, 1998). Okrem ich nutri¢ného vyznamu sa stale
viac u nich zdoraziuje prospesnost’ pre zdravie.

Celozrnné potraviny su délezitym zdrojom vyzivnych a
fytoprotektivnych latok, ktoré su len slabo zastupené v
strave Eurdpanov. Prinosom pre verejné zdravie by mohla
byt zvySujuca sa rozmanitost, dostupnost’ chutnych
celozrnnych vyrobkov a osveta medzi l'ud'mi. ZvySena
konzumacia celozrnnych potravin na baze obilnin
a strukovin moze chranit’ proti obezite, naopak zvySeny
prijem stravy z rafinovaného obilia priamo prispieva k
obezite (Koh-banerjee et al., 2003; Du et al., 2009). Je
dokézané, ze celozrnné potraviny a strukoviny moézu
pomahat’ redukovat’ hmotnost’ alebo inak povedané znac¢na
strata hmotnosti je dosiahnute'na schopnostou regulovat’
vyzivu, a to tak aby bola bohatad na ceredlie a strukoviny
(Williams et al., 2008). Potravinova vlaknina sa stala
»popularnou® na prelome 60-tych a 70-tych rokov, ked’ sa
zacal davat do suvisu vyskyt mnohych zavaznych
ochoreni s nedostatkom vlakniny v potrave. V mnohych
krajinach narodné stravovacie smernice odporacaji
konzumaciu potravin vyrobenych z obilnin ako zaklad
zdravej vyzivy a kladi doraz na zvySenie spotreby
celozrnnych potravin (Obr.1).

Vyzivové smernice v USA odporacaju skonzumovat’ tri
alebo viac celozrnnych vyrobkov denne. Hoci existuju
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Obr.1 Potravinova pyramida zdravej vyZivy

silné epidemiologické dokazy, ze konzumacia celozrnnych
potravin a strukovin ma priaznivy vplyv na znizenie rizik
mnohych chronickych ochoreni, predovsetkym
kardiovaskularnych a diabetu (Flight, 2006; Venn, 2004),
mechanizmus posobenia nie je dostatocne vysvetleny. V
pripade celozrnnych potravin je nejasné do akej miery st
obsah vlakniny, glykemicky index, zastipenie Zivin alebo
inych prvkov a ich vplyv na €revnu mikrofléru resp. iné
parametre, hlavnymi pri¢inami pozitivnych u¢inkov na
zdravie (Williams et al., 2008).

CEREALNE POTRAVINY A  RIZIKA

CHRONICKYCH OCHOREN{

Celozrnné potraviny si bohatym zdrojom vlékniny,
rezistentného Skrobu, bielkovin, sacharidov, vitaminov,
mineralov, fytoestrogénov, antioxidantov a inych
dolezitych zivin. Strukturalne su celé zrna (Obr.2) zlozené
z endospermu, klicku (germ) a obalovej casti (bran).
Hlavne obalova cast obsahuje doélezité antioxidanty,
zelezo, zinok, med’, hor¢ik, B vitaminy, vlakninu a d’alSie
fytonutrienty. Zabera priblizne 14% suchej hmotnosti zrna,
endosperm asi 83% a klicok 2,5% (Anderson et al.,
2000).

Pocas procesu mletia alebo rafindcie (frakcionacie) st
vonkajSia vrstva a klicok (vmitorna vrstva) oddelené od
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skrobového endospermu (stredna vrstva), ¢o vedie u

1.} endosperm

.aleurénova vrstva

~._ osemenie

- duté bunky olruby ——=
= prietne bunky

..~ hypodermis
“ epidermis

zarodok

Obr.2 Morfologické zloZenie celého zrna pSenice
(Wrigley et al., 2004)

tradicnej muky k strate mnohych vyzivnych latok a
vlédkniny (Slavin et al., 1997). Z tohto dbévodu su
rafinované zrna obilnin a pseudoobilnin vyzivovo horsie
ako celé zrna, pretoze obsahuji menSie mnozstvo
vlakniny, vitaminov, minerdlnych latok, fenolov, fyto-
estrogénov a nenasytenych mastnych kyselin (Jacobs et
al,, 1998; Willett, 1998). Je preto potrebné posudit’
dokazy o ulohe zfn v oblasti prevencie, manazmentu
nadvahy a obezity, s cielom zabezpecit’ zdravotné ucinky,
ktoré su zalozené na ddokazoch a dostupnych vyskumoch
(Williams et al., 2008).

K celozrnnym potravinam, ktoré su bezne konzumované
v zapadnych krajindich patri tmavy chlieb, celozrnné
cerealie konzumované na rafajky, prazena kukurica
(popkorn), ovsené vlo¢ky a hneda ryza (Liu et al., 1999).
Avsak vicSina ceredlnych potravin v USA je
vysokorafinovanych (Slavin, 1994). Zatial ¢o sa
predpokladé, ze celozrnné potraviny chrania proti obezite,
epidemiologické udaje, ktoré priamo skumaju prijem a
efekty potravin celozrnného resp. rafinovaného typu vo
vzt'ahu k obezite, si veI'mi zriedkavé.

Niekol’ko epidemiologickych studii definovalo celozrnné
potraviny ako vyrobky, ktoré obsahuju >25% celozrnného
obsahu alebo otrub (Liu et al., 2000; Mc Keown et al.,
2002). Food and Drug Administration (FDA) v Spojenych
Statoch americkych vyzaduje, aby celozrnné potraviny
obsahovali > 51% celozrnného obsahu alebo otrub za
ucelom  ziskania  zdraviu  prospesnych  Ucinkov.
Skutocnost, ze Struktura zrna a glykemicky index st
zriedkavo hodnotené v epidemiologickych $tadiach, robi
interpretaciu prislusnych ziskanych poznatkov vo vedeckej
literatare netiplnou (Venn, 2004).

V epidemiologickej stvislosti aj strukoviny predstavuju
potravinovu skupinu, ktord bola relativne nedostato¢ne
prestudovand. Vladknina obsiahnutd v strukovindch znizuje
hodnoty cholesterolu v krvi. Strukoviny st zdrojom
desiatich  najnedostatkovej$ich ~ mineralnych  prvkov
(hor¢ik, vépnik, zelezo, fosfor, zinok, med, sira, jod,
selén), avsak ich vyuzitie nebyva dostatocné kvoli vizbe
na kyselinu fytovl, Stavelovll a iné. Z vitaminov su
obsiahnuté najmé vitaminy skupiny B a soja obsahuje aj
vitaminy skupiny E. V strukovinach sa nachadzaji mnohé

latky chraniace ¢loveka pred ochoreniami. Patria medzi ne
napr. izoflavony, ktoré brania rastu nadorovych buniek.
Popri tychto priaznivo podsobiacich latkach obsahuju
strukoviny aj antinutricné a prirodné toxické latky. Najma
s6jové boby obsahuju lektiny, antivitaminy, kyselinu
fytovl, nestravitelné oligosacharidy, saponiny, rastlinné
estrogény, puriny, inhibitory proteaz, alergény a iné.
Viacsina tychto Skodlivin sa vSak da eliminovat
technologickou, resp. tepelnou upravou, niektori autori
dokonca uvadzaju aj pozitivne posobenie niektorych z
tychto latok (napr. kyseliny fytovej, rastlinnych estrogénov
a pod.). Najviac pontkanymi produktmi zo strukovin st
so6jové vyrobky, najrozsirenejSimi st najmé textarované
potraviny zo séje, nespravne ozna¢ované ako s6jové miso
a s6jové napoje ako sdjové mlieko. Tieto vyrobky maju v
porovnani s klasickymi vela prednosti, napr. nizSia
energetickd hodnota, nepritomnost tukov, cholesterolu.
Stcasné dokazy pre odportcanie konzumacie strukovin k
ich integracii do zdravej vyzivy sa spajaji viac s obsahom
ich zivin (nizky obsah tuku, dobry zdroj rozpustnej
vlakniny a bielkovin), ako aj s prevenciou chronickych
ochoreni. Ich nizke hodnoty glykemickych indexov maja
hlavny ucinok v kontrole hmotnosti, i ked boli mnohé
diskusie, ze inhibitory alfa-amylazy v strukovinach mézu
tiez zohravat’ vyznamn tlohu (Duranti, 2006).

Glykemicky index (GI) sa pouziva na urcenie ako rychle
sa potraviny obsahujuce sacharidy absorbuju a stravia v
organizme. Zavisi od podielu sacharidov v danej potravine
a od ich zlozitosti (¢im jednoduchsi je sacharid, tym vyssi
je glykemicky index). Meria sa v stupnici 0-100, pri¢om
najvyssiu hodnotu (100) ma samotna gluk6za. Pomaly
travené sacharidy maju nizky glykemicky index, preto sa
povazuju za “plniace”, kym sacharidy travené rychle maja
vysoky glykemicky index a povazuju sa za menej zdraviu
prospesné (Flint et al., 2004).

Walker (1947), Burkitt (1952), Cleave (1956) a
Trowell (1972) boli priekopnici koncepcie, Ze
vysokorafinované potraviny prispievaji k zapadnym
chorobam, vratane koronarnych tepnovych ochoreni
(CHD). Celozrnné potraviny sa spajaju so znizenym
rizikom niekol'kych chronickych ochoreni vratane CHD
(Rimm et al. 1996; Liu et al., 1999; Jensen et al., 2004),
diabetes (Salmeron et al., 1997; Franz et al., 2002;
Murtaugh et al., 2003) a niektorych druhov rakoviny
(Adlercreutz, 1990; Slavin et al., 2000). Vyskumnici
zistili, Ze strava bohatd na celozrnné jedla znizuje LDL
cholesterol, triglyceridy, krvny tlak a zvySuje HDL
cholesterol (Anderson, 2003). Zlozky niektorych celych
zfn  vratane  rozpustnej  vlakniny, betaglukanov,
alfatokotrienolu a pomeru arginin-lyzin zohravaju dolezitu
tilohu v znizovani hladiny krvného cholesterolu. Dalsie
bioaktivne zlozky cerealii maji dolezita funkciu pri
zrazani krvi a inzulinovej senzitivite (Liese et al., 2003).
Celozrnné potraviny maju nizku hodnotu glykemického
indexu vzhl'adom na ich obsah Skrobu, velkost Castic,
obsah preéistenia a vysoky obsah vlakniny (Liu et al.,
2000). V kontraste s rafinovanymi produktmi, celozrnné
potraviny su vstrebavané a travené pomalSie, o ma za
nasledok mensiu gluk6zovii odpoved’ a potrebu inzulinu
(Slavin, 1994).

Avsak skutocna sila celozrnnych obilnin spociva v ich
potencidlnych ochrannych ucinkoch proti koronarnej
chorobe srdca a urCitym onkologickym ochoreniam. V
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populacnej Studii vykonanej na 34 000 zenach vo veku 55-
69 rokov vIowe bolo zistené, ze respondentky, ktoré
uviedli, ze denne konzumuju asponl jeden celozrnny
pokrm, mali ovela nizSie riziko Uimrtia na koronarnu
chorobu srdca, ako tie, ktoré nejedli takmer ziadne
celozrnné potraviny. Dalsie Gdaje ukazuja, Ze Zeny, ktoré
konzumovali celozrnné jedlo v priemere viac ako 2,7-krat
denne, mali o 30 % niz$ie riziko koronarnej choroby srdca
ako tie, ktoré ho konzumovali iba 0,13-krat denne. Navyse
pravidelna konzumacia celozrnnych potravin
pravdepodobne znizuje riziko mozgovej mitvice a
cukrovky 2. typu.

Ochranné u¢inky celozrnnych potravin sa vztahuju aj na
onkologické ochorenia, $pecidlne na rakovinu hrubého
¢reva. Celozrnné potraviny st bohatym zdrojom
fermentovatelnych  sacharidov, ktoré sa crevnou
mikroflérou premienaji na nizSie mastné kyseliny. Tieto
kyseliny st schopné znizit' aktivitu urcitych faktorov
spdsobujucich onkologické ochorenia. Celozrnna vlaknina
tiez zvacSuje objem stolice a viaze karcinogény, ktoré sa
moézu z Criev urychlene odstranit’ predtym, ako zaénu
spdsobovat’ problémy.

VLAKNINOVA ZLOZKA CELOZRNNYCH
POTRAVIN

Vlaknina je skupina zlozitych latok, ktoré mézu byt v
zasade rozdelené na rozpustné a nerozpustné typy.
Rozpustnost’ vlakniny zavisi na tom, do akej miery sa tato
rozpusta vo vode alebo vytvara gél. Dobrym zdrojom
rozpustnej vlakniny je ovos, jaémen, ovocie, zelenina a
strukoviny. Bohatym zdrojom nerozpustnej vlakniny je
celozrnny chlieb, cerealne ranajky a pod. V roku 1998
komisia American Association of Cereal Chemists
(AACC), po rozsiahlej odbornej diskusii navrhla a
schvéalila novl definiciu vlakniny zahriujlicu i jej
priaznivé ucinky: ,,Vldkninu potravy tvoria jedlé Casti
rastlin alebo analogické sacharidy, ktoré st odolné voci
traveniu a absorpcii v I'udskom tenkom creve a su Uplne
alebo Ciastocne fermentované v hrubom creve. Pocas
fermentacie vznikaji rdzne produkty, hlavne mastné
kyseliny s kratkym retazcom a plyny. Prave kombinacia
ucinkov fermentacného procesu a vzniknutych vedlajsich
produktov  priaznivo ovplyviiuje  zdravie.  Stupen
degradacie jednotlivych zloziek tvoriacich vladkninu sa
meni podla druhu pritomnych polysacharidov ako je
zrejmé z Tab. 1.

Tab.1 Stupen odbirania potravinovej vlakniny v
hrubom ¢reve Pudi (FAO/WHO, 1997)

Potr'avi.n ovd Stupeii odburania v %
vlaknina
Celuléza 20-80
Hemicelulozy 60 - 90
Pektiny 100
Guarova guma 100
Pseni¢né otruby 50
Rezistentny Skrob 50
Inulin, oligosacharidy | 100, ak nie si v nadbytku

Vléknina obsahuje neSkrobové polysacharidy (celuldzu,
hemicelulozu, rastlinné gumy, pektiny), oligosacharidy
(inulin), lignin a d’alSie rastlinné zlozky (vosky). Zahfna aj
jeden druh nestravitelného Skrobu, ktory je oznaCovany
ako rezistentny (nachadza sa v celozrnnych mukach,
Srotoch, v niektorych ranajkovych ceredlidch a v
strukovinach). Rezistentny Skrob (RS) je jednou z novsie
objavenych substancii, ktoré zvysuji funkcénost’ potravin.
Pojem rezistentny skrob zaviedli Englyst et al. (1992),
ktori ho definuji ako skrob a jeho degradacné produkty,
ktoré zdravy ¢lovek nie je schopny absorbovat’ v tenkom
Creve. Nestravené prechadzaju do hrubého ¢reva, kde
podlichaji  fermentacii Crevnou mikroflérou, pri¢om
vznikaju nasytené monokarboxylové kyseliny s kratkym
ret'azcom — butyrat, propionat a acetat. Prave tieto kyseliny
st zodpovedné za zdraviu prospe$né ucinky. Existuju Styri
typy rezistentného Skrobu:

e RS; je fyzicky nedostupny pre degradaciu
amylolytickymi enzymami traviaceho traktu (napr.
nahrubo pomleté semena)

e RS; ma primarnu Struktiru a konformaciu, ktoré
sposobuju jeho prirodzent odolnost’  voéi degradacii
(surovy zemiak alebo odrody plodin s vysokym
obsahom amylozy).

e RS; vznikd pri beznej Uprave potravin varenim,
pecenim alebo mrazenim.

e RS, je chemicky modifikovany Skrob (prie¢nymi
vidzbami alebo esterifikaciou).

Mechanizmus benefi¢éného uc¢inku RS na zdravie ¢loveka
(najma na fyzioldgiu travenia a kardiovaskularne choroby)
bol objasneny na zaklade mnohych klinickych §tadii aj
pokusov in vitro a in vivo na zvieracich modeloch alebo
tkanivovych kultarach (Jenkins et al., 1999 a 2000;
Bjorck et al., 2000). Rezistentny $krob sa kvoli jeho
priaznivym ucinkom na fyzioldgiu travenia zarad'uje ako
prebiotikum medzi novi generaciu diétnej vlakniny
(Anison et al., 1994; Baghurst et al., 1996).

Pektiny, rastlinné slizy a gumy sa takmer uplne
odburavaju, kym celuldza len Ciastocne.

Vlaknina (jej nerozpustné aj rozpustné typy, v zavislosti
od zrna) sa dlho povazovala za hlavnt zdraviuprospesnii
zlozku celozrnnych vyrobkov. V sucasnosti stupa
mnozstvo dokazov o zdravotnom prinose d’alsich zloziek
obsiahnutych v zrne. Ide o vitamin E, vitaminy skupiny B,
viacero mineralnych latok ako je Zelezo, horcik, zinok,
selén a niektoré d’alSie ochranné fytochemikalie. Bohaté
mnozstvo nutrientov a zdraviuprospesnych latok posobi
synergicky a ma pravdepodobne vacsi prinos pre zdravie,
ako by sa dalo dosiahnut’ s¢itanim individualnych tc¢inkov
jednotlivych zloziek.

Vlaknina méze regulovat’ telesni hmotnost’ vd’aka svojim

nasledovnym uc¢inkom:

- upravuje motilitu Criev,

- pOsobi proti obezite,

- navodzuje rovnovahu mikrobidlnej flory,

- znizuje hladinu cholesterolu v Krvi
- reguluje zazivanie,

- urychl'uje prechod travenej potravy,

Vyznamnou zlozkou potravinovej vlakniny su [-D-
glukany. Ide o linearne, vo vode C¢iastocne rozpustné
polysacharidy. Tvoria ich gluk6zové jednotky (Johansson
et al., 2004) pospajané beta-(1—3) a Dbeta-(1—4)
glykozidovymi vdzbami (Beer et al., 1995; Rimsten et
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al., 2003). V obilninach predstavuji p-D-glukany hlavnt
zlozku bunkovej steny (Virkki et al., 2005). Spomedzi
vsetkych obilnych zfn, jaémeni a ovos obsahuju najvyssie
mnozstva B-glukanov, ktoré tvoria 3-11 % (jaCmen) a 3-7
% (ovos) suSiny. B-glukdny st oby€ajne koncentrované vo
vnutornych  aleurénovych  bunkovych  stenach a
subaleurénovych  bunkovych  stenach  endospermu
jaémena, ovsa a pSenice. (Trogh et al., 2004; Demirbas,
2005; Virkki et al., 2005). Zakladna chemicka $truktira
B-D-glukanov je na Obr.3.

Obr.3 Molekularny vzorec p—D-glukinov

B-D-glukany maju Siroké pole posobnosti v Tudskom i
zivo¢isnom organizme. Predovsetkym st vel'mi ucinnymi
aktivatormi imunitnych procesov (Yun et al., 2003).
Okrem toho sa zistilo, Ze obilninové p-D-glukany
pomdhaji  redukovat hladiny celkového a LDL
cholesterolu v krvi (Davidson et al., 1991; Kerckhoffs et
al.,, 2003), ¢im znizuju riziko vzniku srdcovo-cievnych
chorob (Keogh et al., 2003). Fyzikilne a fyziologické
vlastnosti  cerealnych B-D-glukanov st nutricne a
komeréne vyznamné (Miéllki et al., 2001). Stapajtci
zaujem o ceredlne B-D-glukany v priebehu poslednych
dvoch desatroéi je spdsobeny ich prijatim ako funkénych,
bioaktivnych zloZiek (Cui et al., 2000).

Cerealne  B-D-glukany sa  pouzivaji na  vyvoj
nizkokalorickych jedal ale maju tiez vplyv na senzorickl
kvalitu napojov (Lyly et al., 2003). Je jasné, ze poznatky o
B-D-glukdnoch v ceredlnych zrnach mézu byt uzitocné
pre konzumentov, ¢o je dobra prilezitost pre vedcov
a Slachtitel'ov vyvijat' nové kultivary obohatené o B-D-
glukany.

FYZIOLOGICKE UCINKY VLAKNINY

Vyznam potravinovej vlakniny pre l'udsky organizmus
spoc¢iva predovSetkym v jej ochrannej funkcii pred
civilizatnymi chorobami. Podl'a literarnych tudajov je
konzumacia vlakniny vo vyspelych krajinach nizka,
pohybuje sa pod dolnou hranicou doporucenej davky.
Optimalny denny prijem vlakniny by sa mal u dospelého
¢loveka pohybovat’ v rozmedzi 20 az 35 g (Marlet et al.,
2002). Muzi vo veku do 50 rokov by mali prijimat’ 38 g,
dospelé Zeny 25 g vlakniny (Slavin, 2003). Podla
odporucani lekarov by sa mal prijem vldkniny zvysit
najmé konzumadciou strukovin, ovocia, zeleniny, obilnin a
celozrmych vyrobkov, d’alej orechov, semien a pod. Na
Slovensku pretrvava nizka spotreba ovocia, zeleniny a
strukovin, ako aj celozrnych pekarskych vyrobkov (v
porovnani s odpori¢anymi davkami potravin — ODP), ¢o
ma za nasledok nizky prijem potravinovej vlakniny.
ZnizZenie spotreby obilnin moze byt zapriCinené viacsou

spotrebou polotovarov. Zvysila sa spotreba orechov,
poklesla vSak spotreba maku, ktory je zaroven dobrym
zdrojom vapnika (Kovacikova et al., 2007).

Pridavok vlékniny do potravinovych vyrobkov ma velky

vyznam, najmid z hladiska zniZzenia ich energetickej
hodnoty (Stauffer, 2001).
Mnohé $tadie potvrdili priaznivy vplyv vladkniny na
zdravie cloveka, najméd na fyziologiu travenia. Okrem
priaznivého preventivneho ¢reva a konec¢nika, chronicky
zapal hrubého d¢reva, ochorenia zl¢nika, ma vlaknina
velky vyznam v prevencii vzniku tzv. civilizaénych
choréb (Champ et al., 2003).

Vldknina, najmi nerozpustna, brani vzniku zapchy,
pretoze zvaduje objem stolice a skracuje prechod potravy
traviacim systémom. Tieto ucinky sa zvySuju, ak sa
zaroven s prijmom vldkniny zvySuje aj prijem vody
(Marlet et al., 2002).

Mastné kyseliny, ktoré vznikaji fermentaciou vlakniny v
hrubom c¢reve, predstavujii vyznamny zdroj energie pre
bunky hrubého c¢reva a mozu zaroven inhibovat rast
rakovinovych buniek &riev. Upravou funkcie &riev znizuje
vlaknina i nebezpecenstvo vzniku niektorych zdravotnych
tazkosti, napr. hemoroidov (Swinburn et al., 2004;
Slavin, 2005).

Rozpustnd vldknina mobze spomalovat’ travenie a
absorpciu sacharidov, a tak zniZzovat vzostup hladiny
glukézy v krvi po poziti potravy bohatej na sacharidy.
Osoby postihnuté cukrovkou tak mozu lepsie ovplyviovat
svoju hladinu glukozy v krvi (Champ et al., 2003).
Vysledky epidemiologickych s§tadii poukazali aj na
vyznam vlakniny pri prevencii srdcovocievnych ochoreni,
pretoze priaznivo ovplyviuje profil krvnych lipidov. Tuto
skuto¢nost’ potvrdili klinické skusky. Viskézna vlaknina
(pektin), alebo ovsené ¢i ryzové otruby, znizuji hladinu
celkového sérového cholesterolu i lipoproteinu s nizkou
hustotou (LDL) v krvi. Vplyv potravinovej vladkniny na
hladinu cholesterolu v krvi sa nad’alej intenzivne Studuje.
Vysledky doterajsich stadii potvrdili priaznivy vplyv
niektorych latok potravinovej vladkniny na hladinu
cholesterolu, ale nepreukazali vyrazny vplyv. Ide najmi o
pektin (ovocie a zelenina), vlakninu strukovin a ovsenych
produktov. Aj nad’alej pokracuju vyskumné prace, ktoré
maju overit,, ¢i strava s vysokym podielom zmesi réznych
druhov vlédkniny ma ochranny vplyv proti srdcovocievnym
ochoreniam (Vries, 2003; Djousse et al., 2007).
Nedostatok vlakniny prispieva k rozvoju mnohych choréb
vratane dvanastnikovych vredov, zI¢ovych kamerov,
cukrovky, artritidy, rakoviny hrubého creva a hromadenia
nadbyto¢nych tukovych zasob v organizme. Délezité je, Ze
cerealne produkty poskytuji 20-50% vlakniny v rozpustnej
alebo viskoznej forme (Chen et al., 1986). Vladknina moze
tiez ovplyvnit c¢revni sekréciu hormoénov vratane
cholecystokininu, ktory moze pdsobit ako faktor
presytenosti alebo moze zmenit’ glukézova homeostazu.

FERMENTOVANE CEREALIE

Cerealne zrna predstavuju vyznamny zdroj dietetickych
zivin (bielkovin, sacharidov, vitaminov, mineralnych latok
a vlakniny) pre l'udi na celom svete. Nutricna kvalita
cerealii a senzorické vlastnosti ich produktov st niekedy
horsie alebo zl¢ v porovnani s mlickom a mliecnymi
vyrobkami. Dévodom je nizsi obsah bielkovin, nedostatok
niektorych esencidlnych aminokyselin (lyzin), nizka
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dostupnost’ Skrobu, pritomnost’ taninov, polyfenolov,
kyseliny fytovej (Chavan et al., 1989; Blandino et al.,
2003). Preto boli pouzit¢é mnohé metédy s cielom
zlepSenia nutri¢nej kvality cerealii. Medzi ne patri
zlepsenie v oblasti aminokyselinového zloZzenia doplnenim
o proteinovo bohaté zdroje. Okrem toho bolo uvedenych
do praxe aj niekolko vyrobnych technologii na pripravu
cerealnych potravin, ktoré zahinajii varenie, kliCenie,
mletie a kvasenie (fermentaciu), s cielom zlepsit' nutricné
vlastnosti ceredlii. Z nich pravdepodobne najstarSia a
najlepSia je fermentacia, proces zavisly na biologickej
aktivite  mikroorganizmov ~ za  vzniku  mnohych
metabolitov, ktoré potlacaji rast a zvySok neziaducej
mikroflory v potravinach (Mattila-Sandholm, 1998; Ross
et al., 2002).

Fermentacia je vhodnd stratégia na znizovanie
bakteridlnej infekcie potravinovych matric i jedal. Tato
metdda by mohla pomdct’ znizit' prevalenciu hnackovych
ochoreni (Mensah, 1990). Je to lacna a najekonomickejsia
technika vyroby a uchovavania jedal (Egounlety, 2002).
Fermentované potraviny a napoje st definované ako tie
produkty, ktoré st vysledkom u¢inku mikroorganizmov
alebo enzymov prispievajicich k Ziaducej pri¢ine
biochemickych a mikrobiologickych zmien (Blandino et
al., 2003).

Vseobecne mozno povedat, ze fermentaciou ceredlii
dochddza k znizeniu hladiny nizkomolekulovych
sacharidov aj niektorych nestravitelnych oligo- a
polysacharidov. Kvasenie d’alej zabezpec€uje optimalne pH
pre enzymatickl degradaciu kyseliny fytovej, ktora sa
vyskytuje v ceredlisch vo forme komplexov s
polyvalentnymi kationmi, ako st Zelezo, zinok, vapnik,
hor¢ik. Redukcia kyseliny fytovej méze zvysit mnozstvo
rozpustného Zeleza, zinku a vapnika (Chavan et al., 1989;
Nout et al., 1997; Blandino et al., 2003).

Fermentacia vedie k zlepseniu trvanlivosti, textury, chuti a
aromy vysledného produktu. Pocas fermentacie cerealii sa
tvori niekol'ko prchavych a inych zlucenin (kyselina
maslova, kyselina jantarova, kyselina mravcia, kyselina
mlie¢na, kyselina pyrohroznova, etanol, acetaldehyd,
propidnaldehyd, aceton), ktoré prispievaju k ziadanej
zmene chuti vo vyrobku (Chavan et al., 1989).

Bezné baktérie, ktoré sa pouzivaju na fermentaciu su rody
Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus,
Micrococcus, Bacillus. Kvasinky rodu Saccharomyces
sposobuju  alkoholové kvasenie. Huby  rodov
Paecilomyces, Cladosporium, Fusarium, Penicillium a
Trichothecium st najcastejSie nachiddzané v niektorych
kvasenych potravinarskych produktoch (Steinkraus,
1998). Typ mikrobialnej flory vyvinuty v kazdej
fermentovanej potravine zavisi od vodnej aktivity, pH,
soli, koncentracie, teploty a zlozenia potravinovej matrice.
Mnohé z fermentovanych produktov, ktoré st bezné v
zédpadnom i vychodnom svete, su zé&vislé na baktériach
produkujucich  kyselinu ~ mliecnu  (LAB),  ktoré
sprostredkovavaju kvasenie (Conway, 1996). Tradi¢ne
fermentované potraviny pripravené z najbeznejsich druhov
obilnin (napr. ryza, pSenica, kukurica a cirok), st vel'mi
dobre zname v mnohych ¢astiach sveta (Campbell-Platt,
1994). Niektoré su zuzitkované ako farbiva, koreniny,
napoje, lahké maisité jedld, priom mnohé znich sa
pouzivaju ako hlavné jedla pri diéte (Blandino et al.,
2003).

Fermentacia ceredlii kyselinou mliecnou je dlhodobo
zavedena metoéda apouziva sa v Azii aAfrike na
produkciu potravin v roznych formach ako su napoje
a kasSe. Kyselina mlie¢na prispieva k bezpecnosti, nutricnej
hodnote, trvanlivosti a prijatelnosti $irokého spektra
cerealnych produktov (Oyewole, 1997). Baktérie typické
produkciou kyseliny mlie¢nej maju niekolko priaznivych
fyziologickych ucinkov ako su antimikrobialna aktivita,
zvySovanie imunity, prevencia rakoviny a zniZovanie
hladiny cholesterolu (Kaur, 2002). Lactobacillus sp. hra
dolezitt Gilohu vo vécsine fermentovanych cerealii.

CEREALNE PROBIOTICKE POTRAVINY

Pojem probioticky sa vztahuje na vyrobok obsahujici
mono alebo zmieSané kultiry zivych mikroorganizmov,
ktoré po poziti zlepSia zdravotny stav, a / alebo pozitivne
ovplyvnia organizmus zmenou jeho mikrobialnej
rovnovahy (Salovaara, 2000). Vigsina probiotickych
kmenov je izolovana z l'udského Creva a patri do skupiny
mlie¢nych baktérii, z ktorych rbézne druhy rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium su najdolezitejsie (Obr.4,
5).

Obr. 5 Bifidobacterium species

Existuji cerealnofermentované potraviny, ktoré¢ si
povazované za probiotické vyrobky (Wood, 1997).
Napriklad Yosa je potravina vyrobend z pudingu
pripraveného z ovsenych otrib, ich varenim vo vode a
kvasené¢ho s mlienymi baktériami a bifidobaktériami. Po
kvaseni je dochutend sachar6zou alebo fruktéozou a
ovocnym dzemom (Salminen et al., 1998; Blandino et
al., 2003). Konzumuje sa vo Finsku a  ostatnych
Skandinavskych krajinach. Ma texturu a chut podobni
jogurtu, ale nie je vyrobena len z mlieka alebo inych
produktov zivo¢isneho pévodu (Toufeili et al., 1997). Ma
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nizky obsah tuku, neobsahuje laktézu, ale je bohatd na -
glukany, ktoré s vhodné pre vegetarianov. Yosa je
zdrava, pretoze obsahuje ovsennu vlakninu a probiotické
baktérie, ktoré moézu udrziavat' a zlepSovat prostredie
¢revnej mikroflory spotrebitela (Toufeili et al., 1997;
Blandino et al., 2003). Ovsenna vlaknina je tieZ dobrym
zdrojom B-glukanov, ktoré znizuji hladinu cholesterolu v
krvi spotrebitel'ov, ¢o zase modze znizit' riziko ochorenia
srdca. Naprick konvenénym potravinAm a napojom z
velkej casti vyrobenych z obilnin v krajinach zapadného
sveta (chlieb, pecivo, cestoviny a pivo), existuje Siroka
Skala dalSich produktov po celom svete, ktoré este
neziskali takll pozornost’, ktort si zaslizia. Tieto st Casto
fermentované a maju lepsie nutri¢né vlastnosti v porovnani
s pouzitym surovym ceredlnym materidlom. Flora
zodpovedna za fermenticiu je v mnohych pripadoch
autochtoénna a zahfna kmene mliecnych baktérii, kvasinky
a plesne. Fermentac¢né postupy zabezpecené probiotickymi
kultarami vedd k vyvoju novych potravin so zlepSenym
zdravotnym ucinkom, ¢o je trend, ktory bude pokracovat’ i
v buducnosti (Blandino et al., 2003).

STRATEGIA KONZUMACIE CEREALNYCH
POTRAVIN V PREVENCII OBEZITY

Zvysenie konzumacie cerealnych potravin by mohla byt
stratégia, ktorej cielom je znizit' prijem tukov a zvysit
spotrebu nestravitelnych sacharidov, ¢oho vysledkom je
strava s nizSou energetickou hustotou. Stratégia, ktorej
cielom je zvysit' konzumaciu ceredlii vediacu k zniZeniu
obezity, je u¢inna iba ak je sprevadzana vyZivovym
vzdelavacim programom. Potreba vzdeldvania musi byt
kombinovana s inymi stratégiami urenymi na liecbu
obezity (Rosado et al., 2008). Stuc¢asné studie ukazali, ze
zvySenie konzumacie ceredlii u deti bolo u¢inné (zniZzovala
sa telesnd hmotnost’ a telesny tuk) len v pripade, ked’ bol
zahrnuty do tejto lieCby vyzivovy a zdravotny program.
Jedna alebo dve porcie cerealii denne zahrnuté v strave bez
vyzivového programu nespdsobili Ziadne vyznamné
zmeny Vv telesnej hmotnosti ani v zniZeni telesného tuku v
porovnani s kontrolnou skupinou. Kirk et al. (2000) zistili
vyznamné znizenie hmotnosti o 2 kg u 29 dospelych, ked’
nahradili 1 jedlo za jednu porciu cerealii kazdy denl pocas
4 tyzdnov. Rodearmel et al. (2006) skumali zvySenie
konzumacie cerealii (2 davky/den v 13-tyzdnovej stadii) v
prevencii obezity a zistili vyznamné rozdiely v telesnom
tuku a v BMI medzi exponovanymi a kontrolnymi
skupinami deti.

Tieto Studie sa zhoduju s ostatnymi vo fakte, ze zvysenie
konzumacie cerealnych potravin ako zdroja sacharidov je
u¢inna stratégia k chudnutiu u obéznych deti, ale Rosado
et al. (2008) naznacuju, ze iba v pripade, ked’ sa podavanie

ceredlii kombinuje spolu sedukaénym vyzivovym
programom.
Prijem ceredlnych potravin spolu s vyzivovym

programom potvrdil vyrazné straty telesnej hmotnosti,
znizenie telesného tuku a triglyceridov v plazme a
zvySenie hustoty lipoproteinov (Rosado et al., 2008).
Vyznam vyucbovych programov v liecbe obezity je znamy
niekol’ko rokov, ale len nedavno bolo navrhnuté, ze
vzdelavanie vo vyzive by malo byt stucastou akejkol'vek
uspesnej stratégie, ktorej cielom je znizit’ obezitu u deti
(Epstein et al., 2001; Kain et al., 2004; Deckelbaum et
al., 2001), dospievajucich (Dietz et al., 2001; Stettler,

2002) a dospelych (Crawford et al., 2004; Mc Crory et
al., 2004). Vyzivovy program sa tak ukazal byt efektivny
v zlepSeni vyzivového stavu jednotlivea u rdéznych skupin,
ktorych ohrozuje obezita.

SPRAVNA VOLBA CEREALNYCH POTRAVIN

Chutnost, prinos pre zdravie, dostupnost acena su
typické kritéria, ktorymi sa riadia europski konzumenti pri
vybere potravin. Produkty na baze obilnin zohravaju aj
dolezitd kulturnu ulohu v réznych castiach Eurdpy. Hoci
chutnost’ a prospeSnost’ zdraviu sa ¢asto povazovali za
protiklady, dnes si uz konzumenti mézu vybrat’ z vel'kého
mnozstva chutnych azarovenn zdravych vyrobkov.
Vléknina zvySuje objem prijimanej potravy bez
zvySovania energetickej hodnoty, ¢o moze priaznivo
ovplyviiovat’ pocit nasytenia a pomahat’ pri znizovani
telesnej hmotnosti. Na ziskanie vSetkych uvedenych vyhod
je potrebné striedat’ zdroje vlakniny v potrave. Strava
vyuzivajica ovocie, zeleninu, strukoviny a celozrnné
obilniny obsahuje nielen dostatok vlakniny, ale i mnoho
dalgich zivin a zloziek nevyhnutnych na zabezpedenie
dobrého zdravotného stavu (Lupton et al., 2003).
Cerealne vyrobky sa radia medzi potraviny s vysokym
stupniom inovacie, omnoho vys$§im nez v ktoromkol'vek
inom potravinarskom odvetvi. Vyvoj novych vyrobkov
reflektuje poziadavky spotrebitel'ov, ale v sucasnej dobe
predovsetkym ndzory vyzivarov, lekarov a snazi sa tak
prispievat’ k rieSeniu zdravotnych problémov populacie.
Na druhej strane sa ale zvySuje zaujem o vyrobky
,luxusné®, energeticky bohaté (napr. rozne dezerty a torty
svysokym obsahom tuku 1icukru), bio & organické
vyrobky. Medzi tymito trendami sa v sucasnej dobe
presadzuje predovSetkym vyroba Sirokého sortimentu
celozrnnych  potravin  a hotovych mucnych  zmesi
a premixov. Celozrnnym vyrobkom sa konecne dostava
zaslizeného uznania. Prikladom bola spolupraca
europskych vedcov na novom projekte HEALTHGRAIN,
financovanom Eurépskou komisiou v ramci Siesteho
ramcového programu. Cielom tohto projektu bolo zlepsit
a posilnit’ nutriénit hodnotu a zdravotny prinos cerealii
a zvysit pouzitie celych zin v modernych potravinach.
Projekt HEALTHGRAIN sa zacdal v roku 2005. Zaoberal
sa poziadavkami konzumentov, senzorickou kvalitou
bioaktivnych  ceredlnych  potravin a vyvijal nové
technologie, ktoré umoznia produkciu potravin s obsahom
zdravie podporujucich prvkov ako je vlaknina,
oligosacharidy a fytochemikalie - fytoestrogény (lignany),
polyfenoly a antioxidanty.

Ulohou projektu bolo poukéazat’ aj na pozitivny vplyv
tychto zloziek na zdravie, Specidlne na hladinu krvného
cukru ainzulinovy metabolizmus. Rozbehnuty bol tiez
komplexny program zamerany na  komunikaciu
0 zdravotnom prinose celych zfn medzi eurdpskym
potravinarskym priemyslom a odbornikmi v zdravotnictve.
Vedci budu podporovat’ Sirenie informacii o zdravotnych
Gi¢inkoch hlavne v UK, Svédsku a USA, kde je dolezité,
aby T'udia vedeli ovyzname -celozrnnych produktov
pri prevencii srdcovych ochoreni a niektorych druhov
rakoviny.

Fyziologicky efekt celych zin aich uloha v zlepSovani
zdravia st vysvetlené stale len &iasto¢ne. Stadie v Eurdpe
za poslednych desat’ rokov pom6zu identifikovat’ dolezité
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procesy a biologické mechanizmy prebiehajuce v pozadi
sledovanych zdravotnych prinosov (Venn et al., 2004).

ZAVER

Zvysena konzumacia cerealii a strukovin moéze byt
ukazovatelom zdravého Zivotného §tylu a prevencie pred
obezitou. Zamerom tohto ¢lanku bolo zosumarizovat
poznatky o cerealnych potravinach vo vztahu k prevencii
obezity. Vladknina sa dlho povazuje za hlavni zdraviu
prospesnu zlozku celozrnnych vyrobkov.
V sucasnosti stupa mnozstvo dokazov o zdravotnom
prinose dalSich zloziek v zrne. Celozrnnd vyziva je
spojend s klesanim BMI (body mass index), zmenSovanim
obvodu pésa a rizikom nadvahy. Celozrnné potraviny a
strukoviny pomahaju redukovat’ hmotnost’. Vyskumné
programy, ktoré by priamo skumali vztah prijmu obilnin k
obezite, su pomerne zriedkavé. (Friedrich, 2006).

Vedomosti o vztahu medzi obilninami a obezitou su stale
nekompletné a na neddvnom Whole Grain and Health
summite v Minnesote sa odporucalo, ze je potrebny d’alsi
vyskum orientovany na:
(1) stvislost medzi celozrnnymi
zdravotnou starostlivost’ou,

potravinami a

(2) vyvoj inovativnych vyrobkov,
(3) efektivna komunikdcia so zakaznikmi o
celozrnnych potravinach.
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GENETIC MARKERS AS ONE OF TOOLS FOR PRODUCTION OF
TENDERNESS MEAT IN CATTLE

Michal Gdabor, Anna Trakovickd, Martina Miluchovd, Nina Moravcikova

ABSTRACT

Meat tenderness is one of the major characteristic quality of beef not only for consumers but for breeders of beef cattle too.
Selection of cattle focussed on an increment of meat tenderness is complicated because this trait has large variability not
only between different breeds but between individuals of equal breed too. Similarly a measurement of meat tenderness is
expensive because it make after slaughter of animal and ageing of meat post mortem. Therefore it was developed a several
methods, by the help of which is possible increase tenderness of meat. However still exist variance in values of meat
tenderness which are caused by distinctness genetic base of animal. By using molecular genetic methods was described the
most significant candidate genes (CAPN1, CAST) coding formation of the calpains-calpastatin proteolytic system, which
exercise an influence on tenderness. The single nucleotide polymorphisms (SNPs) in these genes were using to design
commercially genetic marker panels GeneSTAR Tenderness and Igenity Tender-GENE. By help this commercially test is
possible to make genotyping and selection of animals for production of tenderness beef meat in meat industry.

Keywords: cattle, meat, tenderness, SNPs, CAPN1, CAST

UVOoD

Cielenym Sslachtenim hovidzieho dobytka sa dosiahol
vyrazny ndrast v produkcii mlieka pri mlie¢nych
plemendch alebo sa vyrazne zvySila intenzita rastu
misovych plemien, to znamend, Ze pri selekcii sa doteraz
uprednostiioval zdmer $l'achtenia na kvantitu Zivoc¢iSnych
produktov (mlieko, miso). Selekény zdmer na zvySenie
kvality jednotlivych produktov hovidzieho dobytka,
predovSetkym kvality misa, bol podstatne slabsi.
V poslednej dobe sa vSak ciele selekcie pri misovych
plemendch hovidzieho dobytka coraz vyraznejSie
zameriavaju v prospech zvySenia kvalitativnych znakov,
ktoré vyrazne posiliiuji zdujem konzumentov o kipu
hovédzieho maisa.

Pri hodnoteni kvality midsa rozoznidvame dva doleZité
faktory, ktoré vyrazne ovplyviiuji kvalitu misa. Prvym
faktorom je vplyv prostredia zahriiujici rozne systémy
chovu, vek pri zabiti, zaobchddzanie so zvieratami pred
zabitim (elimindcia stresovych faktorov) ako aj podmienky
pri zreti mésa v post mortem.

Druhym délezitym faktorom je vplyv genetického
zaloZenia jednotlivych midsovych plemien. DoleZitost
genetickych  faktorov. méZe byt  demonStrovana
porovndvanim rdéznych plemien arozlicnych genotypov
v rdmci rovnakych plemien, ¢i preskiimanim major génov
alebo Stidiom polygenetickej dediCnosti pri mésovych
plemendch. Rozdielne plemend alebo rozdielne genotypy
v jednej populdcii plemena sd pri¢inou odlisSne fyzioldgie
vo svaloch. V dosledku toho mdze byt teda rozdielna
kvalita misa zdvisld od genotypu zvierat’a.

Jemnost’ hoviadzieho miésa ,, tenderness‘
Na zdklade rozsiahleho vyskumu spotrebitel’ov sa zistilo,

.....

.....

(Miller et al., 1995). Je dokazané, Ze konzumenti mdzu
citit  rozdiely medzi tuhym ajemnym misom
klasifikovanym podl'a Warner-Bratzlerového testu striznej
sily (Hauffman et al., 1996) a su ochotni zaplatit’ viac za
jemnejSie médso (Boleman et al, 1997). OdlisSnost

v jemnosti misa vnimany konzumentmi zdvisi hlavne od
procesu uskutocneného pocas fazy krehnutia (Veiseth a
Koohmaraie, 2005).

Samotny proces zrenia méisa post mortem mozZeme
rozdelit’ do troch fdz, pocas ktorych dochadza k premene
svalu na miso. Prvd fdza sa nazyva tzv. pre-rigor faza
alebo fdza pred tuhnutim jato¢ného tela, trva v rozpiti od
15 do 30 mintt po porazke zvierata, pocas ktorej sval
zostava excitabilny a moZze reagovat’ na podnety nervovej
sustavy (Chrystall a Devine, 1985). Druh4 faza sa nazyva
fiza tuhnutia alebo aj faza rigor mortis, po€as ktorej
dochéddza k vycCerpaniu energeticky bohatych zloZiek ako
st napr. ATP alebo glykogén. Doba vycerpania tychto
komponentov je rézna a zdvisi od typu svalu, druhu
zvierata a podmienok zmrazenia. V priebehu tejto fazy
doch4dza ku skracovaniu dizky sarkoméry &¢im sa zniZuje
elasticita svalu spdsobujica zvySend tuhost masa.
Porovnavanim zvierat jedného plemena srovnakym
vekom boli zistené rozdielne hodnoty jemnosti mésa,
pri¢inou ktorych mohla byt troven kontrakcie sarkomér
pri nastupe rigor mortis (Sentandreu et al., 2002). Tretiu
fdzu zrenia misa predstavuje tzv. fiza krehnutia, kedy
vplyvom endogénnych protedz dochddza k degradicii
svalovych proteinov nachddzajicich sa v svalovych
myofibrilich. Koohmaraie (1992) charakterizuje tretiu
fdzu zrenia misa zaciatkom proteolyzy svalovych
myofibril, denaturdciou kolagénu, destrukciou spojiv
a diasocidciou aktin-myozinového komplexu a asocidciou
proteinov. Samotny proces krehnutia misa je zavisly na
Case a priblizne po 72 hodinidch je hlavnd cast’ procesu
krehnutia mésa kompletna.

Faktory ovplyviiujice jemnost’ mésa

Odchylky vjemnosti misa vznikaji v dosledku
genetickej  varidcie, biologickych a fyziologickych
rozdielov, biofyzikdlnych zmien pocas  pordzky

a chemickych rozdielov vytvorenych pocCas zretia post
mortem (Koohmaraie, 1996). Pocetné vyskumy dokazali,
Ze  preukazné zlepSenie jemnosti midsa moZe byt
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dosiahnuté  kontrolovanim fyziologickych  procesov
pdsobiacich na krehkost™ a procesov, ktoré su ovplyvnené
vonkaj$imi faktormi.

ZloZenie svalového vldkna

Samotné zloZenie svalovych vldkien vo svale je zavislé
od funkcie konkrétnej svalovej partie a vyrazne vplyva na
stupent jemnosti mésa. Funkcia svalu u Zijuceho zvierata
hrd dolezitd dlohu pre stanovenie rozdielneho stupiia
jemnosti. Ako priklad méZeme uviest' prednd nohu a celd
pitu, ktoré si pouZivané prevazne na pohyb a preto
obsahuju viac spojivového tkaniva, ktoré je tuhSie.
Protikladom takéhoto maésa je svieCkovd, ktord sa povazuje
za najjemnejSie miso hovidzieho dobytka. Latinsky ndzov
tohto svalu je musculus psoas major ajeho hlavnou
funkciou je stabilizovat’ chrbat pri urcitych pohyboch
(Leveau, 2008). Svaly obsahuju tri proteinové frakcie a to
myofibrilarne proteiny rozpustné v roztoku soli, proteiny
spojivového tkaniva, ktoré sd rozpustné v kyseline
a nakoniec sarkoplazmatické proteiny rozpustné vo vode
(Koohmaraie et al., 2002). Najpocetnejsiu Cast’ svalov
tvoria Strukturdlne myofibrildrne proteiny, ktorych
degradécia tvori zdkladny proces zretia misa.

Endogénne peptiddzy

ZlepSenie stupnia krehkosti misa v podmienkach post
mortem je vo vSeobecnosti zdvislé od zjemnenia
myofibrildrnej Struktdry svalu prostrednictvom
endogénnych proteolytickych enzymov. Kostrové svalstvo
tvorené svalovymi myofibrilami obsahuje rdzne skupiny
proteinov, ktorych degradécia je spojend s premenou svalu
na miso. Skupinu tychto proteinov tvoria aktin, myozin,
troponin, tropomyozin, C-protein, M-protein
a cytoskeletdlne proteiny titin, nebulin, dezmin, dystrofin
a vinculin (Huff-Lonergan, 1999; Hopkins a Thomson,
2001). Jednotlivé skupiny proteinov si degradované
Specifickymi proteolytickymi endonukledzami. Proteolyza
niektorych proteinov nastdva uz niekol’ko minit po
pordazke astupenn rozruSenia tychto proteinov (titin
anebulin) vplyva na findlnu krehkost misa zdvisld od
degradacie d’al$ich proteinov akymi su aktin a myozin. Pri
degradécii jednotlivych proteinov hrd dolezitd udlohu
spojivové tkanivo vo svale tvoreného vrstvou endomyzia,
perimyzia a epimyzia. Spojivové tkanivad udrZujd integritu
kontraktibilného apardtu apocas degradidcie svalovych
myofibril odoldvaju t¢inku protedz (Hopkins, 2004).
Sentandreu et al. (2002) popisali vo svojej Studii
jednotlivé rodiny peptiddz pritomnych v kostrovom
svalstve. Ouali (1992) zistil, Ze aktivitu jednotlivych
skupin enzymov pozitivne alebo negativne ovplyviiuji
fyzikdlno-chemické podmienky (pH, osmoticky tlak)
vznikajice vplyvom premeny svalu na miso. Skupinu
endogénnych peptiddz  lokalizovanych v kostrovom
svalstve tvoria kalpainy, katepsiny, proteazémy, matrixové
metalopeptiddzy a serinové peptidazy.

Najviac preStudovani skupinu endogénnych protedz
tvoria kalpainy spolu sich endogénnym inhibitorom
kalpastatinom. Endogénny kalpain-kalpastatinovy
komplex zohrdva hlavnd tdlohu pri proteolyze svalovych
proteinov pocas zrenia v post mortem. Kalpainy
predstavuji vSadepritomné cytoplazmatické cysteinové
protedzy, ktorych aktivita je viazand na pritomnost
vépnika (Sorimachi et al., 1997). Plnia kI'd¢ovu tlohu pri

zreti mésa post mortem (Koohmaraie et al., 1996), kedy
proteolyticky degraduji myofibrily svalovych vldkien. Su
tvorené  dvoma  podjednotkami s molekuldrnymi
hmotnost’ami 30 kDa a 80 kDa. Ich uc¢inok inhibuje enzym
kalpastatin, ktory spolu s kalpainmi tvori nezastupitelny
primarny proteolyticky enzymovy systém potrebny pri
zreti misa (Koohmaraie et al., 1991).

Na zdklade koncentricie vépnika Specifickej pre
jednotlivé typy kalpainov boli najviac preskimané
p-kalpain (kalpain 1) am-kalpain (kalpain 2). Pre
spustenie aktivity u-kalpainu postatuje koncentricia Ca®*
priblizne 50-100 pM, zatial’ ¢o pre navodenie aktivity pri
m-kalpaine je potrebnd koncentrdcia Ca® priblizne 1-2
mM (Suzuki a Sorimachi 1998; Goll et al., 2003). Treti
typ kalpainu dostal pomenovanie kalpain 3, ale podla
Veisetha a Koohmaraieho (2005) a Geesinka et al.
(2005) nie je zahrnuty do procesu krehnutia mésa.

Skimanim aktivity kalpainov pocas procesu krehnutia
misa sa zistila zdvislost kalpainov od pritomnosti
vipenatych iénov potrebnych kich aktivdcii. Testy
pridavku chloridu védpenatého do jato¢ného tela skimané
vo viacerych Stddiach poskytli preukazny efekt na striznd
silu, pricom doSlo k32 % ndrastu jemnosti misa
v porovnani s kontrolnymi vzorkami bez pridavku chloridu
vapenatého (Wheeler et al., 1991; Boleman et al., 1995;
Lawrence et al., 2003). Na podporenie predchddzajicich
Stidii boli vykonané testy s pridavkom chloridu
zino¢natého podaného injekéne pdsobiaceho ako inhibitor
aktivity véapnika. Vysledky vzoriek hovidzej svaloviny,
ktorym bola podand injekcia chloridu zino¢natého
zaznamenali drasticky vysoké hodnoty striznej sily
(Lawrence et al., 2003).

Inhibitorom  aktivity  kalpainov  je  kalpastatin
lokalizovany taktieZ vo svaloch. Kalpastatin ma ddleZiti
dlohu pri reguldcii expresie kalpainov. Jedna molekula
kalpastatinu moZe inhibovat’ aZz Styri molekuly kalpainu
(Goll et al, 2003). NavySe mnozZstvo vapnika potrebného
na aktivaciu kalpastatinu je niz§ie ako pri aktivacii oboch
kalpainov (Hopkins a Thomson, 2001). Urovei inhibi¢nej
aktivity kalpastatinu sa zniZuje pocas zrenia mdsa post
mortem.

Vek

Jemnost médsa klesd s pribudajicim vekom Zivého
zvierata, preto je midso mladych zvierat jemnejSie
(Reagan et al., 1976). Hlavnym dovodom poklesu
jemnosti mdisa stvisiaceho so stipajicim vekom je
zvySenie kolagénovych priecnych vézieb vo svaloch alebo
redukcia mnoZstva rozpustného kolagénu (Lepetit, 2007).

Plemeno

Rozdielne plemend alebo rozdielne genotypy v rdmci
jedného plemena su priinou rozdielnej fyziolégie vo
svaloch. V doésledku toho moZe byt teda rozdielna kvalita
misa zavisld od genotypu zvierata. Napriklad miso
dobytka, ktorého predok bol Bos indicus ma nizSiu
jemnost’ ako plemeno, ktorého predkom bol Bos taurus.
NizSia jemnost midsa pri Bos indicus je zapriCinena
redukciou proteolyzy myofibrilairnych proteinov vo
svaloch v spojitosti s vySSou aktivitou kalpastatinu, ktory
posobi ako inhibitor kalpainov zodpovednych za
proteolyzu misa (Whipple et al, 1990). Neskor
dospievajice  mdsové plemend ako belgické modré,
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limousin, blonde d’aquitaine su charakteristické niz§im
obsahom kolagénovych vlakien, kompresie a striznej sily
surového a vareného masa, vySSim obsahom svalovej
hmoty a niz§im obsahom tuku v porovnani s mlie¢nymi
typmi plemien alebo srannymi misovymi plemenami

angus a japonsky ¢ierny dobytok.

Metddy merania jemnosti mésa

Jemnost mésa je najjednoduchSie meratelny faktor
celkovej chutnosti hovidzieho mésa. Stupefl jemnosti je
merany dvoma zdkladnymi metédami - Warner-
Bratzlerovd striznd sila a metdéda senzorickej analyzy.
Warner-Bratzlerovd striznd sila (WBSF) predstavuje
objektivnu metédu vyvinutd zaciatkom tridsiatych rokov
20. storocia, pri ktorej sa zistuje maximum sily potrebnej
na prerezanie svalovych vldkien vyjadrenej v librach alebo
kilogramoch (Warris, 2004). Senzorickd analyza mozZe
byt vykonand pouZitim panelov akymi sd napriklad
spotrebitel'sky panel (Montgomery et al., 2002).

Metddy zvySujiice stupei jemnosti misa
Na zdklade sledovania jednotlivych fyzikdlnych,
chemickych aenzymatickych procesov prebiehajicich
pocas vsetkych troch faz zretia mésa boli optimalizované
metédy a postupy pozitivne zvySujice stupeit krehkosti
misa. Podstata vicSiny z tychto metéd spociva v uvolneni
uréitého mnozstva Ca® zo svalu, ktory nasledne zvysi
aktivitu kalpainov nakol'’ko samotny proces zretia mésa je
z vel’kej Casti zavisli na aktivite endogénnych peptidaz.
Medzi najviac preStudované metddy patria:
o celektrickd stimuldcia jatocného tela (Nour et al.,
1994, Hwang a Thomson, 2001, Hwang et al.,
2003, Lawries a Ledward, 2006),
® zmrazenie jatocného tela (Sorheim et al., 2000;

Hopkins, 2004)

e  metéoda vyuZitia  hydrodynamického  tlaku
(Solomon et al., 1997),

o metéda vyuZitia ultrazvukovych vin (Hwang
a Thomson, 2002).

Genetické markery krehkosti misa

Napriek snaham méidsového priemyslu optimalizovat
jemnost’ misa, stdle existuje velké mnoZstvo varidcii
medzi jednotlivcami, ktoré mdZu byt vysvetlené najmi
posobenim  dedi€nych  faktorov. NavySe meranie
jednotlivych  parametrov  kvality misa vSeobecne
dolezitych pre zdujem konzumentov je velmi ndkladné.
Prave ztohoto dovodu sa v poslednej dobe zacinaju
vyuzivat testy zaloZené na genotypovani zvierat na
pritomnost’ jednotlivych mutécif, pri ktorych bola
preukaznd asocidcia medzi ich pritomnostou a zlepSenou
kvalitou hovidzieho misa.

Medzi najzndmejSie kandiddtské gény asociované
s jemnostou mdsa zvierata patria gény CAPNI1 kdédujuci
protedzu p-kalpain (EC 3.4.22.52) a CAST kdédujtci vznik
kalpastatinu.

Gén CAPNI

Geesink et al. (2006) vo svojej praci potvrdili esencidlnu
ulohu p-kalpainu pre enzymatickd aktivitu post mortem.
Goll et al. (2003) zistili, ze v Zivych svaloch je pdsobenie
kalpainov blokované naviazanim na kalpastatin. Kalpainy
sa stdvaju aktivne az v Stddiu post mortem pricom

pravdepodobnym dévodom na spustenie aktivity kalpainov
je vycerpanie energie ATP, ktorej pokles spdsobeny
nastupom rigor mortis vyvold zastavenie reasorbcie
vapnikovych  i6nov v sarkoplazmatickom  retikule.
Namiesto toho je vapnik uvolneny do sarkoplazmy, kde
dochddza k inhibicii naviazania kalpastatinu na kalpain.
Vyéerpanim ATP  azvySenim drovne védpnika nad
hranicu, pri ktorej je kalpastatin schopny blokovat’ kalpain,
dochddza kndrastu proteolytickej aktivity kalpainov
(Warris, 2004).

K identifikdcii génov kdédujicich enzymy kalpain-
kalpastatin proteolytického systému bolo pouzité velké
mnozstvo krizeného dobytka. Smith et al. (2000)
podrobnym mapovanim lokalizoval gén CAPNI1 (u-
kalpain) na 29. chromozéme. Doteraz bolo u bovinného
CAPNI1 génu popisanych 38 SNP (Page et al. 2002;
2004; White et al., 2005; Kubiak-Juszczuk et al., 2004),
avSak vicSina znich bola lokalizovand v intrénovych
oblastiach génu CAPNl svynimkou dvoch SNP
lokalizovanych v 9. exéne kde dochddza k zdmene C/G
vysledkom coho bola zmena sekvencie aminokyselin
Gly’'®/Ala’"® av 14. exéne, kde doglo k substiticii A/G
s naslednou zmenou sekvencie aminokyselin Val>*"/Tle™.
Dalsie analyzy kriZzencov hovidzieho dobytka potvrdili
asocidcie vysSej striznej sily a pritomnosti glycinu
aizoleucinu v sekvencii aminokyselin enzymu p-kalpain
v prospech genotypov kédujicich alaninovi a valinovi
variantu v sekvencii aminokyselin enzymu p-kalpain
(Page et al., 2002). Preferovand alela C markeru
CAPN316 bola dokdzand pri vi¢Sine misovych plemien,
ale len s nizkou aZ strednou frekvenciou vyskytu (Page et
al.,, 2004). Prednedavnom bola objavend nova geneticka
varidcia CAPN1 génu, pri ktorej bola popisand asociicia
medzi hodnotami striznej sily a zretim mésa post mortem
v dobe od 7 do 21 dni. Novy polymorfizmus génu CAPN1
oznacovany ako CAPN4751 spociva v substiticii C/T.
Alela T bola spojend s vy$§imi hodnotami striznej sily
a s vyssou frekvenciou vyskytu pri plemenach s povodom
Bos indicus. Preto bol spominany marker CAPN4751
otestovany aj pri plemendch s pdvodom Bos taurus,
pri¢om bola zistend zvySend frekvencia alely C, ktord bola
asociovand s niz§imi hodnotami striznej sily (White et
al.,2005).

Gén CAST

Délezitou sucastou kalpainového systému proteaz je ich
endogénny inhibitor kalpastatin ndjdeny vo vSetkych
tkanivich obsahujicich kalpainy. Kalpastatin ziskany
z kostrového svalstva je jednoduchy polypeptid tvoreny
Styrmi opakujicimi sa doménami 1, 2, 3 a4 aN -
termindlnou oblastou oznacovanou ako doména L alebo
XL (Maki et al., 1991), ktord sa vyznacuje variabilnou
velkostou (Goll et al., 1999). Otsuka a Goll (1987)
zistili, Ze neporuSend kalpastatinovd molekula je schopna
inhibovat najmenej S$tyri molekuly kalpainu, prave
vplyvom inhibi¢nych aktivit domén 1 — 4. Z toho vyplyva,
Ze kalpastatin plni dbleZitd ulohu pri expresii kalpainove;j
proteolytickej aktivity. Zaujimavostou je, Ze kalpastatin
k svojej aktivdcii vyZzaduje véapnik naviazany na
kalpainoch. Mnozstvo védpnika potrebného k naviazaniu
kalpastatinu na kalpain je omnoho nizZSie ako mnozZstvo
vapnika potrebného pre polovi¢nd aktivitu alebo
polovi¢nu autolyzu m-kalpinu a p-kalpainu (Kapprell et
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al.,, 1989). Otsuka a Goll (1987) zistili, Ze naviazanie
kalpastatinu je reverzibilny proces a vplyvom vapnikovych
chelaténov (napr. EDTA) mdze  nastat’ diasocidcia
kalpastatinu od kalpainu. Lonergan et al. (2001) zistili, Ze
vo svaloch v post mortem je kalpastatin degradovany.
Rychlost’ degradécie a inaktivacie kalpastatinu je spojend
s rychlost'ou proteolyzy a krehnutia pozorovaného v mise
(Geesink a Koohmaraie, 1999; Lonergan et al., 2001) ¢o
predstavuje dobry dokaz o Ciastoénom vplyve kalpainov
na degradiciu kalpastatinu. Presné faktory alebo
podmienky, ktoré reguluji degraddciu kalpastatinu
kalpainom vsak nie si zname (Montgomery et al., 2002).

Gén pre kalpastatin oznacovany ako CAST mdzZeme na
zdklade vysledkov pocetnych Stidii vykonanych najmé na
hoviadzom dobytku povazovat za kandidatsky gén pre
jemnost misa. Gén kédujici vznik hovidzieho
kalpastatinu je lokalizovany na 7. chromozéme s
relativnou poziciou 117,8 cM (Bishop et al., 1993;
Kappes et al., 1997).

Barendse (2002) objavil v 3'UTR oblasti jeden z dvoch
doposial’ najdodlezitejsich polymorfizmov CAST génu.
Podstatou jednonukleotidového polymorfizmu (SNP) je
zdmena G za A. Poletné Stidie potvrdzujice silnd

asocidciu tohto SNP s jemnostou hovddzieho maisa
umoznili vyuzitie spominanej muticie génu CAST
v komercnom teste GeneSTAR Tenderness, ktory spolu
s vybranymi SNP p-kalpainu CAPN316 a CAPN4751
tvoria jeden zo zdkladnych panelov pre predikciu jemnosti
misa hovidzieho dobytka.

Druhé najvyznamnejSie SNP lokalizované v 5. intréne
génu CAST popisal Schenkel et al. (2006). Nové SNP
spocivajice v zdmene G za C bolo asociované so
znizenim hodnoty Warner-Bratzlerovej striznej sily pri
hovidzom mise. SNP dostalo pomenovanie UoG-CAST je
stcastou druhého komeréného testu s oznacenim Igenity
TenderGENE. Stucastou spominaného komercéného testu
na odhadnutie jemnosti misa na zdklade genetickej
predispozicie si podobne ako v predchddzajicom teste
GeneSTAR Tenderness markery CAPN316 a CAPN4751
génu CAPN1 kédujiceho vznik p-kalpainu.

Stidia Van-Eenennaama et al. (2007) potvrdila
platnost’ oboch komerénych testov GeneSTAR Tendernes
a Igenity TenderGENE pri genotypovani zvierat
hoviddzieho dobytka atym potvrdila silnd asocidciu
polymorfizmov génov CAST a CAPNI s jemnostou mésa
(tabulka 1).

Genotypy GeneSTAR Tenderness Igenity TenderGene
GeneSTAR T1
alebo Igenit Odhad Odhad
UoG- é; AS'I}‘] T2 = CAPN316 T3 = CAPN4751 o SE | No. % e SE | No. %
2 alebo CC 2=CC 2=CC -1,0 0,2 11 0,8 -1,0 0,2 18 1,5
1=CT -0,8 0,2 9 0,7 -0,5 0,3 8 0,7
0=TT -0,6 0,4 0 0,0 0,1 0,5 0 0,0
1=CG 2=CC -0,8 0,2 71 5,5 -09 0,1 60 5,0
1=CT -0,6 0,1 80 6,1 -0,7 0,1 | 123 | 102
0=TT -0,5 0,2 13 1,0 -0,2 0,2 9 0,7
0=GG 2=CC -0,7 0,2 54 4,2 -0,7 0,2 33 2,7
1=CT -0,5 0,1 | 143 11,0 -0,6 0,1 | 181 | 150
0=TT -0,3 0,1 | 321 | 247 -04 0,1 | 212 | 175
1 alebo CG 2=CC 2=CC -0,8 0,2 5 0,4 -0.8 0,1 9 0,7
1=CT -0,7 0,2 3 0,2 -0,3 0,2 1 0,1
0=TT -0,5 0,4 0 0,0 0,2 0,5 0 0,0
1=CG 2=CC -0,7 0,1 38 2,9 -0,7 0,1 | 42 3,5
1=CT -0,5 0,1 25 1,9 -0,5 0,1 | 74 6,1
0=TT -0.3 0,2 7 0,5 0,0 0,2 4 0,3
0=GG 2=CC -0,5 0,1 62 4,8 -0,6 0,1 23 1,9
1=CT -0,3 0,1 53 4,1 -04 0,1 91 7,5
0=TT -0,2 0,0 | 285 | 219 -0,2 0,1 | 204 | 169
0 alebo GG 2=CC 2=CC -0,7 0,2 0 0,0 -0,7 0,1 2 0,2
1=CT -0,5 0,2 1 0,1 -0,1 0,2 1 0,1
0=TT -0,3 0,3 0 0,0 0,4 0,5 0 0,0
1=CG 2=CC -0,5 0,1 9 0,7 -0,5 0,1 7 0,6
1=CT -03 0,1 7 0,5 -0,3 0,1 9 0,7
0=TT -0,2 0,2 6 0,5 0,2 0,2 0 0,0
0=GG 2=CC -04 0,1 17 1,3 -04 0,1 5 0,4
1=CT -0,2 0,1 15 1,2 -0,2 0,1 30 2,5
0=TT 0,0 0,0 67 52 0,0 00 | 63 52
ZAVER komer¢né vyuZitie sa uZ realizuje vo vyspelych krajindch

Ciel'om tohoto prispevku bolo poskytnit’ rozsiahly prehl'ad
negetickych a genetickych faktorov vplyvajicich na proces
zretia médsa post mortem ako aj moZnosti vyuZitia
technologickych postupov pre produkciu jemnejSieho
hovidzieho mésa. Hlavnym zdmerom bolo poukazat’ na vplyv
genetickych markerov génov CAPN1 a CAST, ktorych

s vysokou produkciu hovéddzieho misa ako Austrdlia, Kanada
a USA.
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EFFECT OF MODERATE RED WINE CONSUMPTION ON THE DEVELOPMENT
AND PROGRESSION OF METABOLIC SYNDROME AS A COMPLEX RISK
FACTOR FOR CARDIOVASCULAR DISEASE AND DIABETES MELLITUS Il.

Martina GaZarovda, Marta Habdnovd, Peter Chlebo, Jana Kopcekova

ABSTRACT

Metabolic syndrome is characterized by a set of clinical symptoms that are related to the development of cardiovascular
disease. These abdominal obesity, which is the strongest associate with the metabolic syndrome and clinically manifested
increasing waist circumference and ratio of waist to hip, atherogenic dyslipidaemia, which is reflected in the routine
diagnosis of increased levels of triglycerides and reduced levels of HDL-cholesterol, high blood pressure, insulin resistance
and/or various forms of glucose intolerance, proinflammatory and prothrombotic state. Epidemiological, experimental and
clinical investigations have shown that diets supplemented with moderate quantities of alcoholic beverages lead to
biochemical changes that are widely regarded to prevent cardiovascular diseases. Red wine contains naturally rich sources
of antioxidants which may protect the body from oxidative stress. We investigated the relationship between red wine intake
and lipids profile, glucose, blood pressure and WHR index changes. Participants consumed 200 ml of red wine Frankovka
modra (VINO-MASARYK, s.r.o., Skalica) each day during supper for six weeks and were encouraged to maintain their
usual diet and exercise habits. Daily intake of Frankovka modra during six weeks was associated with lower plasma levels
of total cholesterol (5.66+1.12 vs 5.36+1.04), triglycerides (1.68+0.23 vs 1.47+0.66), LDL-cholesterol (3.46+0.81 vs
3.26+0.76) and glucose (5.35+0.82 vs 5.26+0.78). On the contrary we recorded higher level of ,,good* HDL cholesterol
(1.4240.63 vs 1.80+0.58). Systolic and diastolic blood pressure was also decreased and diastolic blood pressure after six
weeks of consumption of red wine decreased statistically significantly. Research results have shown that moderate
consumption of red wine have a positive impact on changes waist and ultimately to the Waist to Hip Ratio. Our study
demonstrates a positive association between moderate wine consumption and risk of cardiovascular disease and metabolic
syndrome.

Keywords: metabolic syndrome, cardiovascular disease, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglyceride, blood pressure,
glucose, WHR

UvVOD

V roku 1988 Reaven jednoznatne preukdzal, Ze u
mnohych jedincov sa sibeZne vyskytuji rdozne rizikové
faktory pre vznik a rozvoj kardiovaskuldrnych ochoreni
(napr. dyslipidémia, hypertenzia, hyperglykémia), pri€om
tito situdciu nazval syndrémom X. Ini autori nazyvaju
tento syndrém metabolicky syndrém, zdoraziiujiic ulohu
metabolickych rizikovych faktorov. Experti identifikuja
ako primdrny klinicky dosledok metabolického syndrému
tymto syndromom md inzulinovd rezistenciu, ¢o
potvrdzuje aj zvySené riziko rozvoja diabetu 2. typu.
Okrem tychto civilizacnych ochoreni maju pacienti zrejme
aj predpoklady k vyskytu inych ochoreni, ako st napriklad
syndrém polycystickych ovdrii, steatéza pecene, Zl€ové
kamene a syndrém spankového apnoe (Kreze et al., 2004).
Panel expertov ATP III (2002) identifikoval Sest’ prejavov
metabolického syndrému, ktoré maji vztah k rozvoju
kardiovaskuldrnych ochoreni — abdominélnu obezitu, ktord
sa najsilnejSie asociuje s metabolickym syndrémom a
klinicky sa prejavuje zvi¢Senim obvodu pdsa a pomeru
pas/boky, aterogénnu dyslipidémiu, ktord sa v rutinnej
diagnostike prejavuje zvySenou hladinou triacylglycerolov
a zniZenou hladinou HDL cholesterolu, zvySeny krvny
tlak, inzulinovi rezistenciu a/alebo rdzne formy
intolerancie glukézy, subklinicky zdpal a protromboticky
stav. Ischemickd choroba srdca je najddleZitejSou
klinickou manifestdciou vo vztahu k morbidite a mortalite
na ochorenia periférnych artérii. Umrtnost na
kardiovaskuldrne ochorenia a ICHS variruje medzi

réznymi krajinami, najvysSia je v Rusku a najniZSia v
Japonsku, kardiovaskuldrna mortalita md stipajici trend
najmd v ekonomicky menej rozvinutych krajinich
vychodnej Eurépy. Na Slovensku zomiera na choroby
obehovej sdstavy takmer 1000 T'udi/100 000 obyvatel'ov.
Podiel na celkovom pocte imrti v SR je 50 % muZov a
60 % zien (Jurkovicovd, 2005). Hlavnymi rizikovymi
faktormi ischemickej choroby srdca su fajcenie,
hypertenzia, zvySend hladina LDL a nizka hladina HDL
cholesterolu, rodinnd anamnéza v€asného ndstupu
ischemickej choroby srdca a vek. Medzi dalSie
potencidlne rizikové faktory patria zvySené hladiny
triacylglycerolov a malych denznych castic LDL
v cirkuldcii.

O priaznivych zdravotnych tinkoch vina sa vedelo uz
v najstar§ich dobédch, kedy uZ v staroveku a stredoveku

lekdri  odpordcali  svojim  pacientom  umiernend
konzumiciu vina. Priinou odStartovania stcasnych
vyskumov  zdravotného pdsobenia vina bol tzv.

Franctizsky paradox, ktory poukazoval na asi 3-krét nizsiu
chorobnost’ srdca a ciev u Francizov v porovnan{
s AmeriGanmi (Slezak, 2003). Koncom 20. storolia sa
vedcom podarilo potvrdit, Ze vino je v primeranych
davkach liekom. V sicasnosti je uZz teda dobre zndme
a mnohymi Stddiami potvrdené, Ze umiernend a pravidelna
konzumadcia alkoholu, predovSetkym vina, ma priaznivy
ucinok na zdravie ¢loveka (Stampfer et al., 2005; Jelski,
Szmitkowski, 2007). Vino, zvlast Cervené, je
komplexnym ndpojom, a je tazké jednoznacne urcit’, ktoré
komponenty su zodpovedné za jeho benefi¢né ucinky na
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ludsky organizmus. Jednoznacne je vSak isté, Ze vino
vda¢i za svoje vlastnosti synergickému posobeniu
alkoholu  a nealkoholickych zloZiek polyfenolov
(Bastianetto, 2002). Vytvorenie podmienok zabrafnujicich
nadbyto¢nd tvorbu ahromadenie toxickych volnych
radikdlov sa stdva zdkladom jednak pri profylaxii a jednak
pri zvySovani efektivity liec¢by civiliza¢nych ochoreni,
vratane  kardiovaskuldrnych ochoreni (Jurkovicova,
2005). Vino je posledné desatrocia predmetom rdznych
Stidii, pricom sa sleduje efekt jeho konzumadcie vo vztahu
k r6znym ochoreniam. Mnohé z tychto Stidii nielenZe
naznacuju, ale dokonca aj potvrdzuju priaznivejsie ucinky
vina na zdravie cloveka oproti inym alkoholickym
napojom.

Ciel'om nasej prace bolo sledovanie vplyvu konzumécie
cerveného vina na vybrané biochemické ukazovatele
krvného séra (lipidové spektrum — hladinu celkového
cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu,
triacylglycerolov a glukézy), antropometrické ukazovatele
a vplyv konzumiécie vina na systolicky a diastolicky tlak
krvi vo vztahu ku kardiovaskularnym ochoreniam
a metabolickému syndrému.

MATERIAL A METODY
K testovaniu sme pouZili ¢ervené vino Frankovka modré
z Malokarpatskej ~ vinohradnickej  oblasti ~ (VINO-

MASARYK, s.r.o., Skalica). Podl'a chemického rozboru
bolo vo vine 13,50 obj. % alkoholu. Vyskum spocival
v pravidelnej konzumécii odporic¢anych ddvok vina podla
vopred stanovenych podmienok pocas doby 6 tyzdiov (7
dni v tyZdni). Zicastnilo sa ho 24 probandov (11 Zien a 13
muzov) vo veku 28 — 64 rokov. Konzumadcia vina
prebiehala vZdy pocas vecere po celodennej abstinencii.
Davka alkoholu bola uréend na 200 ml bez rozdielu
pohlavia. Konzumovand stravu sme Ziadnym spdsobom
neovplyviiovali, probandi sa stravovali bez zmeny svojich
stravovacich ndvykov a tieZ bez zmeny svojho Zivotného

Stylu. Na zaciatku, pred zahdjenim konzumdcie vina, sme
probandom zmerali tlak krvi, antropometrické parametre
a odobrali vzorku krvi. DalSie odbery krvi, ako aj meranie
krvného tlaku sme uskuto€nili po troch dnioch a troch
tyzdnoch od zacatia konzumadcie. Posledny odber krvi a
meranie antropometrickych parametrov sme vykonali
bezprostredne po skonfeni konzumdcie vina (po Siestich
tyZdioch). Prvy odber (pred zahdjenim konzumécie vina)
sme pouZili ako kontrolu, pricom vysledky sme
porovndvali aj s minimdlnou a maximdlnou hranicou
referencnych hodndét. Krv sme odoberali nalacno
Standardnym sposobom (1 EDTA a 2 sérum gélové
skimavky). Ziskané vzorky krvi sme priblizne po 30 min.
centrifugovali, sérum gélové skiimavky pri 3000 otackach
pocas 8 mintt a EDTA pri 1600 otd¢kach pocas 10 min.
Po separovani krvného séra sme vzorky skladovali pri
teplote — 80 °C do uskuto¢nenia analyzy a nasledne po
rozmrazeni sme  stanovovali  hladinu  celkového
cholesterolu, triacylglycerolov, LDL cholesterolu, HDL
cholesterolu a glukézy s pouZitim dostupnych komerénych
setov od firmy Ecomed. Analyzy sme vykonali pomocou
biochemického analyzdtora Lisa 200. Systolicky
a diastolicky tlak sme merali digitdlnym tlakomerom
Standardnym sposobom pred kazdym odberom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

NajpravdepodobnejSou  pri¢inou  prudko  rasticej
prevalencie metabolického syndrému je epidémia obezity.
Prispieva k zvySeniu hladiny triacylglycerolov a
cholesterolu, k hypertenzii, knizkej hladine HDL
cholesterolu a k hyperglykémii. Framinghamska $tidia ako
jedna z prvych Studii poukazala na obezitu ako nezavisly
kardiovaskuldrny rizikovy faktor (Castelli et al., 1986).
Manson et al. (1995) pozorovali pri vzostupe hmotnosti o
viac ako 20 kg zvysenie kardiovaskuldrnej mortality viac
ako sedemndsobne.

Obrazok 1 Zmeny hladiny celkového cholesterolu v dynamike experimentu

Celkovy cholesterol
mmol.l-1 5.66 5.76 5.65
6 -
5
4
3
2 -
1
0
cholesterol
Emin. Bmax. O1.odber (pred pitim)
O2.odber (po 3 diioch konzumacie) m3.odber (po 3 tyzdiioch konzumacie) D4. odber (po 6 tyzditoch konzumacie)
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Obrazok 2 Zmeny hladiny HDL cholesterolu dynamike experimentu

HDL cholesterol

mmol.l-1

Emin.
B1.odber (pred pitim)
B 3.odber (po 3 tyzdiioch konzumacie)

Emax.
@2.odber (po 3 diioch konzumacie)
34. odber (po 6 tyzdiioch konzumacie)

Pre posidenie klinickej zdvaznosti obezity je doleZité
ur¢it’ jej typ, pretoZe androidnd obezita predstavuje
vyrazne vyssie riziko metabolickych i kardiovaskuldrnych
komplikécif ako gynoidnd obezita. Ako uvadza Kreze et
al. (2004), Zeny s androidnou distribiciou tuku si
osemkrat viac ohrozené umrtim na ischemickd chorobu
srdca ako Zeny s gynoidnou distribiciou tuku. Na presné
identifikovanie androidného, najrizikovejSieho somatotypu
obezity, sa pouziva pomer pas/boky (Waist to Hip Ratio,
WHR). Pomer vyssi ako 1 u muZov a vyssi ako 0,85 u Zien
sved¢i o androidnej obezite. U probandov zucastnenych
vyskumu sme pred zacatim konzumdcie vina zistili
priemernd hodnotu WHR indexu 0,87+£0,08. U o0s6b
Zenského pohlavia mal index hodnotu 0,80+0,07, u
muZzského pohlavia 0,93+0,03. Po ukonceni konzumaicie

vina sme zistili nepatrny pokles nameranych hodndt,
pricom u vSetkych probandov sa WHR index zniZil na
hodnotu 0,86+0,08, u Zenského pohlavia na 0,79+0,07 a
muzského 0,92+0,03. Jednoduch$im ukazovatelom je
obvod pasu, ktory by mal byt u muzov mensi ako 94 cm, u
zien mens$i ako 80 cm. Na vysoké riziko vzniku

.....

.....

pred konzumdciou namerali priemerny obvod péasu
79,64£11,66, ktory sa po skonceni vyskumu znizil na
hodnotu 78,55+11,50. U muzského pohlavia sme zistili
hodnoty 100,62+6,87 pred konzuméciou oproti 99,1546,31
po skonceni konzumicie vina. Tento pokles obvodu pasu
sme zaznamenali u 15 probandov, z toho u piatich Zien a
desiatich muzov. U S$tyroch participantov sa obvod pasu

Obrazok 3 Zmeny hladiny LDL cholesterolu v dynamike experimentu

LDL cholesterol

3,9

2,5+

mmol.I-1 2
1,5
0,5
H min. l max.
B 1.odber (pred pitim) @ 2.odber (po 3 diioch konzumacie)
W 3.odber (po 3 tyzdrioch konzumacie) @ 4. odber (po 6 tyzdinoch konzumacie)
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Obrazok 4 Zmeny hladiny triacylglycerolov v dynamike experimentu

Triacylglyceroly

1.92

1.87

mmol.l-1

Emin.
B1.odber (pred pitim)
m3.odber(po 3 tyzdiioch konzumacie)

@ max.
@ 2.odber (po 3 diioch konzumacie)
@ 4. odber (po 6 tyzdinoch konzumacie)

nezmenil. U piatich participantov sa nemenil ani obvod
bokov, pri¢om k pozitivnej zmene doslo u jedendstich z
nich, z toho u piatich Zien a Siestich muZov.

Vysledky vyskumu ukdzali, Ze dlhodobejsia konzum4cia
suchého cerveného vina bola sprevddzand pozitivnymi
zmenami aj hlavnych biochemickych ukazovatelov. Pre
posudenie rizika vzniku najmé srdcovo-cievnych ochoreni
a metabolického  syndrému pod vplyvom prijmu
alkoholického ndpoja bol pre nds ddlezity hlavne priebeh
zmien hladiny délezitych ukazovatel'ov lipidového profilu
a glukdzy. Zistili sme, Ze hladiny sledovanych parametrov
sa v dynamike prijmu vina v priebehu Siestich tyzdihov
pozitivne menili v smere s klesajicou tendenciou. Oproti
kontrole sme po Siestich tyZzdioch konzumaicie
zaznamenali Statisticky preukazny pokles v pripade
celkového cholesterolu a LDL cholesterolu (p<0,05),
pricom ich hladiny klesali z pociatoénych 5,66 + 1,12
mmoL.I" na 536+1,04 mmol.l" pre celkovy cholesterol
az3,4620,81 mmol.I" na 3,26+0,76 mmol.l" pre LDL

cholesterol (obr. 1a3). Je potrebné tieZ spomenut’, Ze
hladina celkového cholesterolu sa u probandov pocas
celého experimentu nachddzala nad hornou hranicou
referencnych hodnét, ale je dolezité, Ze Sesttyzdnova
konzumdécia cerveného vina mala za nésledok jeho
Statisticky vyznamny pokles na spominand hodnotu, ktorad
sa najviac priblizovala k hornej kritickej hranici normy.

Vel'mi dolezity je fakt, Ze pokles samotného celkového
cholesterolu a LDL cholesterolu potvrdzuje antiaterogénny
uc¢inok konzumovaného vina ako biologicky ucinného
produktu. Potvrdenim tejto mySlienky je fakt paralelného
ndrastu hladiny ,,dobrého* HDL cholesterolu v dynamike
experimentu (obr. 2), ktory pdsobi protektivne pri
ukladani cholesterolu v intime krvnych ciev.

Jeho hladina vzrastla po Sesttyzdnovej konzumdcii
Frankovky modrej z poéiatoénych 1,42+0,63 mmol.l" na
1,80+0,58 mmol.l", pri¢om tento rozdiel bol vel'mi vysoko
preukazny (p<0,0001). Miller et al. (1992) uvadzajd, Ze u
pacientov s hodnotami HDL cholesterolu mensimi ako

Obrazok 5 Zmeny hladiny glukézy v dynamike experimentu

Glukoéza

mmol.l-1

Emin.
B1.odber (pred pitim)
B 3.odber (po 3 tyzdiioch konzumacie)

Emax.
@2.odber (po 3 diioch konzumacie)
@4. odber (po 6 tyzditoch konzumacie)
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Yy

0,9 mmol.l" je aZ 0 30 % vys§i vyskyt kardiovaskularnych

prihod ako u pacientov s hodnotami HDL cholesterolu
vii¢$imi ako 0,9 mmol.I", pri¢om pokles HDL cholesterolu
o 0,13 mmol.I"! pod hodnotou <1,1 mmol.I"' znamen4
vzostup kardiovaskuldrnych prihod o 25 %. ZvySenie HDL
cholesterolu o 0,026 mmol.l"! zodpovedd redukcii
kardiovaskuldrnych prihod o0 2 % u muZov a 0 3 % u Zien,
pricom riziko klesd pri vzostupe HDL cholesterolu nad
1,0 mmoL.I"' (Gordon et al., 1989). Tieto zavery podporila
aj post hoc analyza primarne preventivnej Stidie Helsinki
Heart Study s gemfibrozilom, v ktorej zvySenie HDL
cholesterolu o 1 % koreSpondovalo so zniZzenim
kardiovaskularnych prihod o 3 % (Manninen et al.,
1998).

V pripade triacylglycerolov sme po pociato€nom ndraste
jeho hladiny po troch diloch a troch tyzdiioch konzumécie
zaznamenali na zdver jeho pokles na hodnotu 1,47+0,66
mmol.1"!, ktord bola oproti kontrole nizsia, i ked’ Statisticky
nepotvrdend (obr. 4). Z hladiska zdravia si vSak aj
minimélne pozitivne posuny v hladine ldtok ohrozujicich
endogénnu stabilitu vyznamné a zdraviu prospesné.

Pri sledovani glukézy sme rovnako ako ini autori
(Samanek, Urbanova, 2003; Joosten et al., 2008) opit’
zaznamenali pozitivny pokles. Zistené hladiny glukézy
(obr. 5) pocas Siestich tyzdiiov konzumadcie vina
nevykazovali vyrazné odchylky, iked spociatku sme
(podobne ako u inych sledovanych parametrov v druhom
odbere po troch diioch od zacatia konzumadcie) pozorovali
mierny ndrast sndslednym zniZenim hladiny glukézy
z podiatoénych  5,354#0,82 mmol.I" na kone&nych
5,26+0,78 mmol.I"'. Aviak tento biochemicky parameter
povazujeme za stabilny vo vztahu ku konzumacii
cerveného vina, vSetky namerané hodnoty sa pohybovali
v rozmedzi referencnych hodnét.

Velmi prekvapujici bol stdpajici trend hladiny
celkového cholesterolu, triacylglycerolov a glukézy po
troch dioch konzumdcie, ktory sa v priebehu
nasledujicich necelych Siestich tyZdilov zmenil na
pozitivne klesajici. Z tohto pohladu by sme mohli na
zdklade ziskanych vysledkov po skonceni experimentu
predpokladat’, Ze v zdujme stabilizdcie hladiny danych
parametrov je potrebnd dlhodobejSia konzumaécia vina,
a Ze prave kratkodoby prijem malych ddvok alkoholického

ndpoja mad vplyv na zmeny sledovanych ukazovatelov
neZziaducim smerom. Tieto vysledky hovoria v prospech
umiernenej konzumdcie malého mnoZstva cerveného vina,
ktora nie je problémom z hl'adiska Skodlivosti na zdravie,
ale z hl'adiska problémov suvisiacich s kultdrou pitia.

Vzijomna prepojenost’ metabolizmu vsetkych
sledovanych parametrov lipidového profilu a glukézy
a hodnotami tlaku krvi sd jednoznacné. Podobne ako
u ostatnych parametrov sme ani pri sledovani zmien tlaku
krvi nezaznamenali negativne vplyvy konzumdcie vina
(obr. 6 ). V dynamike experimentu sme zistili takmer
paralelny pokles tlaku systolického a Statisticky vysoko
vyrazné zniZenie diastolického tlaku po troch tyZdioch
konzumdécie Frankovky modrej (80,1%£10,77 mmHg;
p<0,01) ajeho Statisticky vyznamny pokles po Siestich
tyzdnoch (80,9 = 10,37 mmHg, p<0,05) oproti kontrole
(84,3 £ 11,47 mmHg).

Treba vSak poznamenat, Ze kym na zaciatku sa
systolicky tlak krvi bliZil skér khornej hranici a
presahoval hodnotu 120 mmHg, na konci experimentu sme
zaznamenali mierny pokles, i ked’ jeho hodnota stale
prevySovala optimdlnu hodnotu tlaku. Systolicky tlak
zisteny na konci experimentu klesol v porovnani so
systolickym tlakom nameranym pred zahdjenim
konzumédcie o takmer 3 %. ZvySend konzumadcia alkoholu
md7Ze spdsobit’ progresivne zvySovanie tlaku krvi
(priblizne 1 mmHg.100 ml™" etanolu tyZdenne). V nafom
pripade sa vSak potvrdila zdvislost’ krivky v tvare J, t.j.
nizke davky alkoholu nezvySuju tlak, resp. mézu pdsobit’
hypotenzivne. V zndmej S$tidii HOT sa potvrdilo, Ze
pokles diastolického tlaku az na  hodnotu
82 mmHg zaznamenal vyznamnd redukciu velkych
kardiovaskularnych prihod (Zanchetti et al., 2003), ¢o pre
probandov zicastnenych v naSom experimente znamena
velké pozitivum vzhl'adom na zniZenie pociatocnej
hodnoty 84,25 mmHg o takmer 4 % na hodnotu 80,92 %.
Na zdklade toho moéZeme vyvrétit historicky tradi¢nd
predstavu o hypertenzivnom ucinku konzumdécie vin,
najmi cervenych.

Po komplexnom vyhodnoteni vysledkov sme dospeli
k zaveru, Ze SesttyZzdiiovd konzumdcia cerveného vina
nemala na zdravotny stav probandov negativne ucinky,

.....

Obrazok 6 Zmeny systolického a diastolického tlaku krvi v dynamike experimentu

140SYystolicky a diastolicky tlak krvi
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oO1.odber (pred pitim) 02.odber (po 3 diioch konzumacie)
03.odber (po 3 tyzdinioch konzumacie) B4. odber (po 6 tyzdiioch konzumacie)
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k ziadanému poklesu, pripadne ndrastu hladin a hodndt
sledovanych parametrov. U prevaznej vacsiny
participantov sme pozorovali pozitivne zmeny vSetkych
deviatich vySetrovanych rizikovych faktorov.

ZAVER

Z vyssie uvedeného vyplyva, Ze zistené zmeny
biochemickych a fyziologickych parametrov poukazuji na
proces ozdravenia probandov ako reflexie na umiernend
konzumdciu Frankovky modrej. Na zdklade zhodnotenych
vysledkov moZeme konStatovat, Ze kazdodenné pitie
malého mnozstva Frankovky modrej ma priaznivy vplyv
na rizikové faktory ateroskler6zy. NielenZze sme
zaznamenali oc¢akdvané zvySenie HDL cholesterolu, ale
z hladiska rizika kardiovaskuldrnych ochoreni aj velmi
priaznivé zniZenie celkového cholesterolu, nebezpecného
LDL cholesterolu, triacylglycerolov a z pohladu rizika

diabetes  mellitus aj zniZzenie hladiny glukdzy.
K priaznivému  ucinku  SesttyZdnovej  konzumécie
cerveného vina mozeme pripisat aj pokles tak

systolického, ako aj diastolického tlaku krvi. Okrem
biochemickych zmien spdsobila umiernend konzumdécia
vina aj pozitivne povzbudzovanie psychiky s navodenim
prijemnych pocitov, uvolnenim a potlatenim zlej ndlady
v prospech mentdlnej pohody a socidlnej komunikécie.
Konzumécia malych davok vina vSak moZe byt
odporicand len subjektom bez predispozicie zavislosti od
alkoholu abez pozitivnej rodinnej anamnézy s presnym
uvedomenim dodrZiavania umiernenosti v konzumdcii
vina v stlade s principom neuskodit’ vlastnému organizmu.
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CONTAMINATION OF RAISIN BY FILAMENTOUS FUNGI - POTENTIAL
PRODUCERS OF OCHRATOXIN A

Lusine Hakobyan, Karine Grigoryan, Ara Kirakosyan

ABSTRACT

The forty-one samples of Armenian made and eleven samples of imported raisins collected in several markets in Yerevan
were studied. The sample collections were carried out during of years 2004 to 2008. Thirty two species of filamentous fungi
from Aspergillus, Penicillium, Alternaria Trichoderma and Syncephalastrum genera were isolated and identified. Among
species isolated from studied samples species belonging to Aspergillus genera have a very high frequency of occurrence,
65.2% of all investigated filamentous fungi. Species from Nigri section show the highest occurrence: 66.7% of all isolated
fungi belonging to Aspergillus genera. Species A. carbonarius and A. niger were dominated among isolated fungi from
section Nigri. Both Armenian and imported samples of raisin had a high contamination level by these fungi which are
potential producers of ochratoxin A. In Armenian samples were detected two more ochratoxigenic species belonging to
Aspergillus section Nigri: A. sclerotioniger and A. lacticoffeatus. But their frequency of occurred was low. Thirty seven
strains of A. flavus were isolated, 92% of them were isolated from Armenian samples. Influence of pH and aw on
contamination level of raisin by fungi was studied. It was revealed that highest contamination level by filamentous fungi

occurred in raisins with relatively high aw value. Contamination level of raisin doesn’t depend on pH.

Keywords: raisin, ochratoxin A, water activity, contamination, filamentous fungi

INTRODUCTION

Many researchers reported that dried fruits are often
contaminated with species from Aspergillus Nigri section
(Alghalibi et al. 2004, Almeida, Alaburda, Ruvieri et al.
2007, Iamanaka, Taniwaki et al. 2005, Macdonald et
al. 1999, Magnoli et al. 2004, Varga, Kocsube, Koncz et
al. 2006). Barkai-Golan and Paster (2008) have shown
that species of Aspergillus, Penicillium and Alternaria are
major species presented in dried fruits. In wines, raisins
and other grape-based products ochratoxin A is
predominant. This mycotoxin has been associated with A.
carbonarius and, to a lesser extent with A. tubingensis or
A. niger. Studies of 60 samples of dried fruits (raisins,
dates and figs) carried out by Saeed, Alghalibi and
Abdul-Rahman (2004) in Yemen Republic have shown
high level of fungal contamination. 23 species and one
variety belonging to 15 genera including A. niger, A.
flavus, A. fumigatus, A. ochraceus, Penicillium
chrysogenum and Rhizopus stolonifer were dominated
among species isolated from dried fruits. The analyses of
samples of dried vine fruit in Argentina (Magnoli et al.,
2004) revealed six species of Aspergillus section Nigri.
The predominant species were A. niger var. niger, A. niger
var. awamory and A. carbonarius. The frequency of
occurrence of these species was lower in white dried vine
fruit than in black dried vine fruit.

Samson, Houbraken, Kuijpers et al. (2004) showed
that some species belonging to Aspergillus Nigri section
are ochratoxin A producers. Fifteen species from Nigri
section were isolated and identified in different food
products. Four of them were producers of ochratoxin A.
Ochratoxin A producing species from section Nigri
occurring on grapes, raisins and in wine include A.
carbonarius and to a lesser extent A. niger. Four species
recovered from coffee, A. carbonarius, A. niger, A.
lacticoffeatus and A. sclerotioniger produce ochratoxin A.
Other species of section Nigri including A. japonicus and
A. tubingensis also occurred. A. niger occurred very often

in dried fruits (black sultanas, white sultanas, dates, dried
plums, dried figs and apricots), especially in dried vine
fruits as reported in (Jamanaka et al., 2005). This specie
is ochratoxigenic. The contamination level by A. niger in
black sultanas, plums, figs, dates and white sultanas were
22.0, 8.0, 4.0, 1.5 and 0.5%, respectively. Thirty three
(26.3%) samples of 117 analyzed contained more than 5
ug.kg” of ochratoxin A.

Valero, Sanchis, Ramos et al. (2007) isolated 11 fungi:
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Eurotium
amstelodami, Penicillium janthinellum, P. decumbens,
Trichoderma  harzianum, Candida sp., Aspergillus
carbonarius OTA-negative, A. carbonarius OTA-positive,
A. niger var. niger. and A. japonicus var. aculeatus from
grapes and sun-dried grapes at different growth conditions
(aw - 0.82-0.97 and TO- 20-40 OC). They showed that
Aspergillus section Nigri is dominant.

According to Rita et al. (2006) there are 19 accepted
taxonomies of the black aspergilla. Moreover,
identification of species of Aspergillus section Nigri is
often problematic because of their morphological
similarity to each other. New Aspergillus strains of the
section Nigri, which did not produce detectable amounts of
ochratoxin A (OTA) but have a similar morphology to A.
carbonarius, were isolated from wine grapes and dried vine
fruit. The strains described belong to a new species, named
A. ibericus.

As shown by Crespo, Sanchez, Ramon et al. (2007)
black Aspergillus species (section Nigri) are main source
of OTA contamination in grapes and also in dried grapes
worldwide. Most of the isolates that produced ochratoxin
A belong to A. carbonarius species. Romero, Comerio,
Larumbe et al. (2005) have isolated ochratoxin A
producer fungi from dried vine fruits even after surface
disinfection. Species from Aspergillus section Nigri
("black aspergilli") were dominant. Aspergillus (50.2%),
Eurotium (21.4%) and Penicillium (13.5%) genera have
relatively low frequency. OTA was found in only 3 of 293
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isolated strains of A. niger. A. carbonarius have less
frequency but 96% of 48 strains were ochratoxigenic.
Naresh and David (2007) reported that in northern
Europe the major species of fungi producing ochratoxin A
are P. verrucosum, A. ochraceus and species from
Aspergillus section Nigri, especially A. carbonarius.

o TA was detected in grape, grape juice and dried
vine fruit in many countries: Morocco (Zinedine et al.,
2007), Australia (Su-Lin, Ailsa and Eileen, 2005),
France, (Macdonald et al., 1999, Bejaoui, Mathieu,
Taillandier et al., 2006), Hungary (Varga et al., 2006),
Brazile (Almeida et al., 2007), Argentina (Romero et al.,
2005, Rocha Reosa et al.,, 2002), Greece (Tjamos,
Antoniou, Kazantzidou, et al., 2004), Portugal (Rita,
Mendonga and Venéancio, 2005, Rita, Lourenc, Ali’Pio
and Venancio 2006), Turkey (Turk, Rengin, APkun et
al., 2004), Spain (Esteban, Abarca, Bragulat et al.,
2006), Egypt (Zohri and Abdel-Gawad, 2007) and
others. In some cases the level of OTA in products was
exceeded maximum allowed quantity.

MATERIAL AND METHODS
Sampling

11 samples of imported and 41 samples of Armenian
black and white raisins realizing in markets of Yerevan
were studied. The sampling has been carried out between
2004 and 2008 by dot method (SANCO/1208/2005-rev.
1).

Mycological analyses of raisin

Samples were sterilized with 3% solution of sodium
hypochlorite for 15 minutes. After surface disinfection
samples were washed with fresh distillate water. The
analyses were carried out with direct plating and dilution
plating methods. For plating method direction food
particles were placed directly on solidified agar media. For
dilution 1:10, 10g of sample was dissolved in 90 ml
sterilized water and mixed for 15 minutes (Pitt and
Hocking, 1997). For isolation of filamentous fungi CYA
(Chapek-Yeast Agar medium, HiMedia Ltd.), GYA
(Glucose-Yeast Agar medium, HiMedia Ltd.), and MEA
(Malt-Extract Agar medium, HiMedia Ltd.) were used.
The plates were incubated at 28° C for 7 days (NF ISO
7954 - 88). After incubation the colony forming unit
(CFU) was accounted according to NF ISO 7698-91, and
frequency of occurrence was detected (El-Kady, Abdel-
Hafez and El-Maraghy, 1982).

The growing fungi were identified morphologically based
on macro- and microscopic characteristics using following
manual: Raper and Fennell (1977), Pitt (1979), Samson,
Hoekstra, Frisvad and Filtenborg (1995), Samson,
Noonim, Meijer, Houbraken, Frisva and Varga (2007).

Determination of aw, pH and sulfur dioxide

Determination of aw was spent with AquaLab (Decagon
Devices, Pullman, WA, USA). Definition of pH was spent
with pH-meter (Oakton, USA). Sulfur dioxide in samples
of raisin was determined by aspiration method (Wood,
Foster, Damant et al., 2004).

RESULTS AND DISCUSSION
Fungal flora of raisin

A comparative analysis of 41 samples of Armenian raisin
and 11 samples of imported raisin from Iran were carried
out. 32 species of filamentous fungi belonging to two
classes: Zygomycetes and Hyphomycetes, and 6 genera:
Mucor, Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Trichoderma
and Syncephalastrum, were isolated and identified (Table
1).

Table 1 The classification of isolated fungi from studied

samples
Class Order Family Genera Quality
of
species
Zygomycet | Mucorales Mucoraceae Mucor 2
es Piptocefalidace | Syncephala 1
ae strum
Aspergillus 15
Hyphomyce | Hyphomyce | Moniliaceae Penicillium 12
tes tales Trichoderm 1
a
Dematiaceae Alternaria 1

The most dominant fungal species were A. carbonarius
(58,8%) and species from Mucor genera (52,9%): M.
racemosus and M. mucedo. Species A.
sclerotiicarbonarius (29.4%), A. tubingensis (29.4%), A.
foetidus (29.4%), A. flavus (23.5%), P. variabile (29.4%)
and P. lanosum (23.5%) were with average frequency of
occurrence (Table 2 and 3). Studied samples of raisin have
a high contamination level by fungi from Mucor genera.
The presence of these fungi is a result of secondary
contamination of raisin. These fungi were detected only on
surface of samples. Surface disinfection of samples with
3% solution of sodium hypochlorite inhibited the growth
of species of M. mucedo and M. racemosus.

Table 2 Fungi isolated from Armenian and imported
raisin during of 2004 to 2008 years.

Species of fungi Frequency of
occurrence (%)

Penicillium
P. ciatophora 11.8
P. corymbiferum 5.9
P. lanosum 23.5
P. variabile 294
P. clavigerum 3.57
P. cyclopium 3.57
P. puberulum 3.57
P. velutinum 14.3
P. diversum 7
P. rubrum 3.57
P. steckii 3.57
P. brevicompactum 3.57
Mucor
M. mucedo 27.8
M. racemosus 32.1
Trichoderma viride 3.57
Syncephalastrum racemosus 3
Alternaria alternata 3

The other species of section Aspergillus Nigri: A.
Jjaponicus (8%), A. aculeatus (17.7%), A. uvarum (5.9%),
A. lacticoffeatus (6%) have a lower frequency of
occurrence. Species belonging to Aspergillus genera
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(65.2%) were most prevalent among all isolated species.
15 species from Aspergillus genera were isolated, 10 of
them (66.7%) belonged to section Nigri.

The comparative analyses of local and imported raisin
have shown that contamination level of Armenian samples
was much higher than Iranian samples. No filamentous
fungi were identified in some imported samples. The
quantity of species isolated from Armenian samples and
belonging to Aspergillus genera exceeds the quantity of
species isolated from imported raisin samples. Only 6
species of Aspergillus genera were isolated from imported
raisin and 14 from local samples (Table 3).

Table 3 The results of comparative analyze of species of
Aspergillus genera isolated from local and imported
raisin

Species of Aspergillus Frequenc | Armeni | Imported
genera y of an samples
occurrenc | samples
e (%)

A. niger 47 + +

A. sclerotioniger 17.7 + -

A. carbonarius 58.8 + +

A. sclerotiicarbonarius 29.4 + -

A. tubingensis 294 + +

A. foetidus 294 + -

A. lacticoffeatus 6 + -

A. uvarum 5.9 - +

A. aculeatus 17.7 + -

A. japonicus 8 - +

A. fumigatus 11.8 + -

A. ochraceus 5.9 + -

A. flavus 23.8 + +

A. nomius 11.8 + -

A. orizea 5.9 + -

Species A. niger var. niger, A. carbonarius, A.

sclerotiicarbonarius, A. foetidus and A. tubingensis
occurred nearly in all samples. But these fungi were
detected at a higher frequency in locally produced raisin
rather than in imported (Table 4).

Table 4 The frequency of occurrence of species
belonging to section Nigri in Armenian and imported

samples
Species from section The frequency The frequency
Aspergillus Nigri of occurrence of occurrence in
in Armenian imported raisin
raisin (%) (%)
A. niger 61.5 59.5
A. scelrotioniger 21 -
A. carbonarius 59 35
A. sclerotiicarbonarius 29 -
A. tubingensis 43 42
A. foetidus 50 -
A. uvarum - 7
A. japonicus - 17
A. aculeatus 7.6 -
A. lacticoffeatus 7.6 -

Species of Aspergillus section Nigri are difficult to
identify because of their morphological similarity to each

other. . Several morphological characteristics, particularly
conidia size allows to separate species of A. carbonarius
(7-9 pm) and A. niger (3—5 um) from others.

According to Samson et al. (2007) not only specie A.
carbonarius is potential producer of ochratoxin A but also
species of A. niger, A. lacticoffeatus and A. sclerotioniger
among filamentous fungi from Aspergillus Nigri section.
These species were found in studied samples. The
contamination of raisin by fungi was quite high especially
by pathogenic fungi A. carbonarius and A. niger. The
frequency of occurrence of A. carbonarius was higher in
Armenian raisins - 59%, rather than in imported raisins -
35%. 39 strains of A. carbonarius were isolated, 26 of
which from Armenian and 10 from imported samples.

A. foetidus, A. sclerotioniger and A. sclerotiicarbonarius
species were identified only in locally produced samples.
Among ochratoxigenic species only A. niger and A.
carbonarius were detected in imported samples. Toxigenic
fungi occurred more frequently in locally produced raisin
(Figure 1).

The results showed that the contamination level of raisin
by filamentous fungi sharply increases every year and new
species from Aspergillus genera are appeared. In our
samples of 2007-2008 years frequency of occurrence of A.
carbonarius, A. foetidus and A. tubingensis species is
comparatively higher than in samples collected between
2004 and 2006. The occurrence of ochratoxigenic fungi A.
carbonarius has sharply increased (from 70 to 80 %)
recently in both locally produced and imported samples
(Figure 2).

Species belonging to Aspergillus flavi section: A. flavus
and A. nomius have average frequency of occurrence.
These species are potential producers of mycotoxins from
aflotoxins group. Specie A. flavus has been found in both
Armenian and imported raisin (23.5% frequency). A.
nomius was detected only in local samples at a low
frequency (17%). Contamination level of raisin by A.
flavus has also been raised during of recent years. In 2007
to 2008, for example, high contamination level of raisin by
A. flavus was observed especially in local samples (Figure
3). 37 strains of A. flavus were isolated, 82% of which
from Armenian raisin.

Influence of pH, aw and sulfur dioxide content on
contamination level

For growth of filamentous fungi and mycotoxin

production some growth factors such as pH, water activity
(aw) and others are considered. Therefore, influence of pH
and aw on contamination level of raisin by fungi was
studied (Table 5).
The correlation between pH and contamination level is not
simple. As such contamination level of raisin doesn’t
depend on pH. Values of pH of analyzed samples were
4.42- 4.8 which is favorable for growth and sporulation of
fungi (including toxigenic).

A positive correlation between water activity and
contamination level of Armenian raisin by filamentous
fungi is revealed. These results are presented in table 5.
The highest contamination levels are detected in samples
of Armenian raisin with relatively high value of aw.
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Iranian raisin
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Figure 1 Frequency of occurrence of toxigenic fungi detected in Armenian and Iranian raisin
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Figure 3 frequency of occurrence of A. flavus from years 2004 to 2008
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Colony forming units (cfu.g™) of Iranian samples was
possible because Iranian raisins have a high content of
sulfur dioxide. “Free” SO, in Iranian gold raisin is about
45to 80 mg/kg, which can inhibit fungal growth. Total SO,
was about 900-1200 mg/kg. It is noteworthy, however the
quantity of sulfur dioxide in samples of Iranian gold raisin
did not exceed the maximum allowed level such as 2000
mg.kg"l (Christensen, 2000). Sulfur dioxide was not
detected in Armenian black raisins. Armenian black raisins
were not treated with sulfur dioxide as commonly used to
prevent natural color development. Subsequently, the
frequency of occurrence of filamentous fungi was high in
these samples.

It can be implied that the contamination of raisins by
filamentous fungi can be prevented by use of control
environmental conditions.

Table 5 The Influence of pH, aw and SO, on
contamination level of raisin by filamentous fungi

Level of SO, mg.kg!
Samples pH aw contaminatio Free Total
n by fungi S0, SO,
(cfu.gh
Iranian 4.60 | 0.437 20 45 950
Iranian 4.42 | 0.432 10 62 900
Iranian 4.58 | 0.560 40 65 1100
Iranian 4.50 | 0.437 - 80 1200
Iranian 4.71 | 0.780 30 60 1000
Iranian 4.51 | 0.560 10 75 1200
Iranian 475 | 0.781 30 60 1000
Iranian 4.60 | 0.620 30 65 1100
Armenian | 4.80 | 0.479 60 - -
Armenian | 4.75 | 0.485 70 - -
Armenian | 4.70 | 0.850 150 - -
Armenian | 4.50 | 0.901 170 - -
Armenian | 4.70 | 0.850 140 - -
Armenian | 4.67 | 0.459 40 - -

‘-“ not detected

CONCLUSION

As a result of this and many other reports it is obvious
that raisin is a favorable substrate for fungi, particularly for
potential producers of mycotoxins such as ochratoxin A
(A. carbonarius, A. niger). Six species of potential
producers of mycotoxins, A. carbonarius, A. niger, A.
sclerotioniger, A. lacticoffeatus, A. flavus and A. nomius,
were isolated. A. sclerotioniger, A. lacticoffeatus and A.
nomius occurred only in Armenian samples of raisin
(Figure 1). In connection with climate change in recent
years in Armenia the contamination level of raisin by
potential ochratoxigenic fungi such as A. carbonarius has
been increased. The frequency of occurrence of A. niger is
turned to be very high. In 2004 it was about 66.7%,
compare to 75% for recent five years (Figure 2). However,
the occurrence of A. carbonarius has risen to 54.2%.
Potential producer of aflatoxin A species such as A. flavus
and A. nomius have occurred more often in raisin. And
contamination of raisin by these species of toxigenic
fungus has also risen within recent years, which is an
actual and serious problem in Armenia.
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ANTIOXIDANT EFFECTS OF HERBAL EXTRACTS AND THEIR FOOD

APPLICATION.

Eva Ivanisova, Martina Fikselova, Viadimir Vietoris, Martin Mellen

ABSTRACT

Herbal extracts are considered as a good sources of antioxidant compounds. This work describes antioxidant effect of 15
kinds of herbs. Three different antioxidant assays were used, Trolox equivalent antiradical activity (TEAC), test based on
deoxyribose oxidation and DPPH method. The TEAC values ranged from 0.38mM to 0.77 mM. Deoxyribose assay showed
antioxidant activity of selected extracts expressed as the inhibition of formation of oxidative products of deoxyribose from
2.68 t0 50.05 %. The DPPH method values ranged from 6.47 to 73.80 %.

Extracts of Prunus spinosa L., Euphrasia rostkoviana Hayne were the best antioxidants confirmed by all methods.
Scrophularia nodosa L. extract showed the weak antioxidant effect determined by all selected methods. Phenolic content
was in relation to the antioxidant effect of herbs, very high significancy between DPPH and polyphenols content was found.
To improve selected properties of apple juice (taste, smell, functional properties) by addition of medicinal herbs was
achieved in this work. Antioxidant effect of apple juice variants with herbs additions determined by DPPH method was
high and ranged from 73 to 78.49 %. Herbal extracts can be utilised in selected combinations to improve sensory and

functional properties of some kinds of beverages.

Keywords: additive, herb, antioxidant effect, TEAC, deoxyribose test, DPPH

INTRODUCTION

Dietary habits influence the risk of developing a variety

of diseases, especially cancer and heart diseases.
Epidemiologic observations and laboratory studies have
indicated that tea consumption may have beneficial effects
in reducing certain types of cancer in some populations
(Mukhtar, Ahmad, 2000).
The traditional Chinese medicinal plants associated with
anticancer demonstrated significantly stronger antioxidant
activity and contained much more phenolic compounds
than common vegetables and fruits. A positive and
significant correlation existed between antioxidant activity
and total phenolic content, revealing that phenolic
compounds were the dominant antioxidant components in
the tested medicinal herbs. Phenolic acids, flavonoids,
tannins, coumarins, lignans, quinones, stilbenes, and
curcuminoids were identified as major types of phenolic
compounds. The investigation of the inter-relationship
between phenolic compounds and antioxidant/anticancer
activity will be a promising field to understand and
elucidate possible mechanisms for the functionality of
traditional Chinese medicines for cancer prevention and
treatment (Cai et al., 2004).

Plant extracts contain polyphenols (natural antioxidants),

which are believed to be effective nutrients in the
prevention of oxidative stress-related diseases such as
cancer and heart diseases. These extracts, possibly mainly
due to their phenolic content, retard oxidative degradation
of lipids (Proestos et al., 2008).
Herbs are important sources of compounds, that can work
as antioxidat or antimicrobial agents (Yanishilieva et al.
2006), so herbal extracts are being used in cosmetics, food
industry (Djeridane et al, 2006) and medicine
(Hinneburg, 2006, Yanishlieva et al., 2006). Many of
pharmaceutical products are based on substances derived
from plants.

In the present, fresh fruit and vegetable juices are very
popular and their improvement with natural functional
(herbal) additives to increase their nutritional and sensory
value is one of the trends in the soft industry.

The aims of this work were to compare antioxidant effect
of water herbal extracts evaluated by different assays -
TEAC (Trolox Equivalent Antiradical Capacity)
and deoxyribose test (dR test), DPPH and to test their use
to enrich soft drinks (apple juice).

MATERIAL AND METHODOLOGY

Herbs and their parts were analysed: acacia (Robinia
pseudo — acacia L.) — flower, euphrasia (Euphrasia
rostkoviana Hayne)- flowering top, silverweed (Potentilla
anserina L.) — leaf, black thorn (Prunus spinosa L.) —
flower, yarrow (Achillea millefolium L.) — flowering top,
figwort (Scrophularia nodosa L.) — flowering top, gowan
(Bellis perennis L.) — flower, yellow chamomile (Anthemis
tinctoria L.) — flower, wild garlic (Allium ursinum L.) —
leaf, tarragon (Artemisia dracunculus L.) — flowering top,
horse-chestnut (Aesculus hippocastanum L.) — flower,
betony (Stachys officinalis L.) — flowering top, germander
(Teucrium chamaedry L.) — flowering top, bedstraw
(Galium verum L.)- flowering top, verbena (Verbena
officinalis L.) - flowering top.
All herbs were collected in LieStany area (Slovakia).
Medicinal herbs of  Rubus idaeus, Tilia cordata,
Agrimonia eupatoria, Centaurium erythraea, Mentha
piperita, Calendula officinalis, Origanum vulgare were
used in purpose to obtain special health benefits for their
application into the apple juices.
To compare the antioxidant effects were used also
synthetic antioxidants- BHT (3,5 - Di-tert-butyl-4-
hydroxytoluene) fy Supelco USA and ascorbic acid
(CgHgOs) Lachema, Neratovice, Czech republic.

Herbal extracts preparation

Dry and homogenized herbs (2 g) were extracted with
200 ml of boiled destilled water during 5 min of infusion
time. Extracts were filtrated and used for measure.
Methods
1. Deoxyribose test

Reaction was realised in medium of 50 mM potassium
phosphate buffer (PBS) pH 7.4 (55 pl) after addition 5 pl
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10 mM EDTA (ethylenediamine-tetraacetic acid), 5 pl
10mM FeCls, 5 ul 10 mM ascorbic acid, 180 pl 10mM
deoxyribose, 200 pl herbal extract and 50 pul 10 mM H,0..
Compound was mixed and incubated during 1 hour at 37
°C. Afterwards 0.5 ml 10 % TCA (trichloroacetic acid) and
0.5 ml 1 % TBA (thiobarbituric acid) were added. Mixture
was incubated during 10 minutes at 90°C. Sample was
cooled and measured by spectrofotometer (UV - 161
Shimadzu, Tokio, Japan) at 532 nm.

Antioxidant activity was expressed as: [1-(dRA / dR)] x
100 (%)

dR — absorbancy without antioxidant

dRA — absorbancy with antioxidant

2. TEAC/ABTS test

Radical preparation: 3.3 mg potassium persulphate
(K5S,0g) was disolved in 5 ml deionized water and added
to 17.2 mg ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)], then was mixed in the test tube and
stored in the dark during 14 hours.

After that time 1 ml of the radical solution was mixed
with 60 ml deionized water, 50ul of herbal extract was
added and mixed rigorously. Decrease of absorbancy at
734 nm (UV - 1601 Shimadzu, Tokio, Japan) during 600
swas observed. Adjusted value of extract in
600 s was expressed by the calibration curve of Trolox
concentration  (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid).

3. DPPH

The method of BRAND — WILLIAMS et al. (1995) was
modified and used. Herbal extract (0.1 ml) was added to
3.9 ml DPPH" ethanolic solution (25 mg. I™"), mixed and
absorbancy decrease was measured at 515 nm during 10
min of reaction time - spectrofotometrically.

Calculation: Efficiency of plant extracts as antioxidants
was calculated:

Ac — control absorbancy of DPPH solution (time = 0 min)
An absorbancy of solution after reaction with
antioxidant (time = 10 min)

4, TOTAL POLYPHENOLS (TP)

The contents of total phenolic compunds in water extracts
were estimated using the Folin- Ciocalteau reagent. Tanin
was used as the standard solution.

5. APPLE JUICE CHARACTERISATION WITH
MEDICINAL EXTRACTS ADDITION

Apple juice (100 %) was obtained from the small fruit
producer in Slovakia and used as control sample. Selected
medicinal extracts (2 g/200ml) were added to replace the
apple juice in the amounts 10-20 % in these variants:
A- 10 % Rubus idaeus + 10 % Tilia cordata
B- 10 % Agrimonia eupatoria + 10 % Centaurium
erythraea
C- 10 % Mentha piperita
D- 10 % Calendula officinalis + 10 % Origanum vulgare
E - control (100 % apple juice)
Variants of apple juices were tested for the dry matter
content (refractometrically), acidity by titration (%),
antioxidant effect (DPPH method) and sensory analysis.

6. STATISTICAL ANALYSIS

Statistical processing was performed with use of non-
parametric methods (Kendall’s and Spearman’s correlation
analysis). Datas were computed in R language with use of
R software environment for statistical computing.

RESULTS AND DISCUSION
Antioxidant effects of selected herbal extracts
compared to different assays

Antioxidant effect of selected water extracts from
herbs which are commonly cultivated in gardens, or in

( A —A ) nature was observed and is shown in the table 1. Water as
% inhibition = ———2/.100 extraction solvent was used because of polyphenols
A characteristics, safety and also Buficova and Réblova
Table 1 Antioxidant effect determined by different assays and phenolics content of selected herbs
Extract Antioxidant effect Polyphenols
dR-test (%) ABTS test DPPH (%) (mg.dm)
(mM)

Euphrasia rostkoviana 23.22 0.7684 73.80 201.76

Achillea millefolium L. 18.19 0.3844 14.38 55.70

Potentilla anserina L. 26.00 0.7711 30.43 65.81

Scrophularia nodosa L. 3.97 0.3842 6.47 16.31

Bellis perennis L. 34.09 0.4017 56.07 171.43

Anthemis tinctoria L. 10.33 0.4533 58.35 128.73

Allium ursinum L. 19.90 0.3880 7.23 62.44

Artemisia dracunculus L. 21.98 0.4653 38.58 128.73

Prunus spinosa L. 50.05 0.6035 73.40 189.41

Robinia pseudo — acacia L. 20.52 0.3917 9.04 79.29

Aesculus hippocastanum L. 32.72 0.5758 58.15 233.23

Stachys officinalis L. 17.86 0.3877 11.37 28.73

Teucrium chamaedrys L. 2.68 0.4480 35.91 93.90

Galium verum L. 4.87 0.3840 11.49 25.36

Verbena officinalis L. 28.66 0.3862 9.87 51.20
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Table 2 Characterisation of apple juices with herbal extracts addition

Variant Sample DPPH (%) DPPH/mixture (%) Rf (%) Acidity (%)

Raspberry (10 % 88

A Li:den )(/1(0 %) ! 73.38 7849 " o
Agrimony (10 %) 81.88 115 0.201

B Centaury (10 %) 14.74 7303

C Mint (10 %) 78.12 76.76 12 0.241
Marigold (10 %) 28.24 11 0.201

D Oregano (10 %) 83.53 7621

E 100 % apple 76.33 14 0.241

(2008) found that the extraction of substances with the Spearman; 0.68 Kendal). Relationship  between

antioxidant activity was markedly more efficient using hot
water than ethanol at laboratory temperatures.

Determination of antioxidant activity by ABTS radical
showed the extracts of euphrasia (0.77 mM), silverweed
(0.77 mM) and black thorn (0.60 mM) to be the best
sources of antioxidants. Similarly use of DPPH radical
showed the best antiradical effect at euphrasia (73.8 %)
and black thorn (73.4 %) and the lowest at figwort (6.47
%). Assay based on oxidative damage of deoxyribose
(dR) confirmed the black thorn as very strong antioxidant
(50.05 %).

Figwort was confirmed as one of the weakest source of
antioxidants compared to all selected antioxidant assays.
The effect of individual extracts in the activity order is
different considering different components presence (table
1). The reason could be the presence of compounds with
different reactivity ingiven reaction medium and their
different ability to eliminate present type of radical.
Antioxidant effect of herbal extracts is described mainly
due to polyphenolic compounds, which concentration
and presentation is different in individual herbs. As rich
sources of phenolics were estimated euphrasia, black thorn
and gowan. Shi et al. (2009) describes that chlorogenic
acid isomers are the key phenolic compounds responsible
for antioxidant activity of the extract from Prunus mume
flowers.

Statistical testing of our results showed very high
significancy between DPPH and polyphenols content (0.91

deoxyribose test and polyphenols was significant (0.61
Spearman; 0.47 Kendal) and between ABTS and phenolics
was found middle significancy (0.53 Spearman; 0.36
Kendal).

Antioxidant effect of ascorbic acid (2 g) determined by
DPPH method was high (94.6 %) even compared to
euphrasia, which was classiffied as one of the best
antioxidant (73.8 %) sources. BHT was tested in low
amounts (0.45 g BHT) and at this sample weight was
determined 52 % inhibition of DPPH radical (fig. 1).
Antioxidant effect of selected fenolic acids (not shown)
determined by dR- test was found to be high (54.42 %)
at rosmarinic and gallic (53.48 %) acids.

Application of selected herbal extracts in aplle juices

Sensory evaluation showed that pure (100 %) apple juice
was very sweet and sensorically not very well accepted.
Some authors (Bufi¢ova, Réblova, 2008) recommend
selected plants (Rosaceae, Lamiaceae, Tiliaceae) for
consumption in various kinds of beverages or as extracts to
increase the nutritional value of different foods and diets.
The aim of work was to improve properties of apple juice
(taste, smell, functional properties) by addition of selected
medicinal herbs in purpose of sensory and health
improvements of juices.

By non-parametric testing it was found that with use of
Friedman test concentrated apple juice (E variant) was

Fig. 1 Antioxidant effects (% inhib.) of different types of antioxidants

determined DPPH method
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statistically significant worse (p = 0.0948) compared to
the rest of variants.

Method based on elimination of DPPH radical showed
variant E - apple juice (100 %) as good source of
antiradical compunds (76.33 %), probably because of
polyphenols presence. Apple polyphenols can be divided
into two big groups, group of fenolic acids including
benzoic acids derivates (e.g. gallic acid) and cinnamic acid
derivates (caffeic, ferulic, chlorogenic), and group of
flavonoids including flavonols (quercetin), flavan-3-ols
(catechin, epicatechin, procyanidins), dihydrochalcons and
antocyanins (Ondrejovi¢ et al., 2009).

Regarding to the antioxidant effect of individual variants
can be showed (table 2) that the best antioxidant effect was
determined at variant A (raspberry and linden- 78.49 %) .
Antioxidant effect of our juice variants was high and
ranged from 73 to 78.49 %, probably because of use of
good antioxidative extracts from herbs and good
antioxidant effect of apple juice as well. Also Bufi¢ova
and Réblova (2008) state that considerable antioxidant
activities were found in the extracts of plants from
Rosaceae family (e.g. blackberry), Lamiaceae (oregano,
mint), Tiliaceae (linden) and appear to be good and safe
sources of antioxidants.

Dry matter content and acidity were found to be the
highest at concentrated apple juice (variant E) and
decreased with the additions of herbal extracts.

Mendelova et al. (2009) tested to improve sensory
parameters of concentrated apple and sour cherry juices
by mixing them in different proportions.

CONCLUSION

Determination of antioxidant activity by ABTS radical
showed the extracts of euphrasia, silverweed and black
thorn to be the best sources of antioxidants. Similarly use
of DPPH radical showed the best antiradical effect at
euphrasia and black thorn, assay based on oxidative
damage of deoxyribose (dR) confirmed the black thorn as
very strong antioxidant. Figwort was confirmed as one of
the weakest source of antioxidants compared to all selected
antioxidant assays. While all herbal extracts showed some
antioxidant effect, achieved results in individual kinds of
herbs compared to different methods indicate some
differences in the activity (effect) order evaluated by
different methods. The reason could be the presence of
compounds with different reactivity in given reaction
medium and their different ability to eliminate present type
of radical.

To improve properties of apple juice (taste, smell,
functional properties) by addition of selected medicinal
herbs (10 %) was achieved in this work. Antioxidant
effect of apple juice variants with herbs additions was high
and ranged from 73 to 78.49 %. Herbal extracts can be
utilised as potential food additives to avoid oxidative
changes in the food products and in selected combinations
to improve sensory and functional properties of some
kinds of beverages.
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COMPARISON OF OCCURENCE LACTIC ACID BACTERIA

YOGURTS
LibusSa Lengyelovd, Dagmar Kozelovd, Ludmila Trstenovicovd, Silvia Pintérovd

IN CHOSEN

ABSTRACT

The yogurt is healthy food, which contains at least 100 million cultures per gram. Probiotic bacteria have been proven to
reduce the effects of some gastrointestinal problems, probiotics can greatly reduce lactose intolerance, have also been
proven to prevent colon cancers, there are also a natural immune system booster. In our research we detected numbers of
lactid acid bacteria in yogurts in slovak market. There were classical yogurts, yogurts with probiotics, yogurts with fat and
non fat. We numbered lactid acid bacteria from and after expiration, in agars MRS and Lee’s. In examined yogurts we
detected from expiration from 78.10" to 169.10" and after expiration from 59.10” to 133.10” lactic acid bacteria in 1 ml of

yogurt. In agreement with Food Codex of SR (2010) of rules all these yogurts satisfy number of lactid acid bacteria.

Keywords: yogurt, lactic acid bacteria, Streptococcus thermophillus, Lactobacillus bulgaricus

UVOoD

Jogurt je kyslomlie¢ny vyrobok, ktory pochddza
z Turecka. Kyslomlie€ne vyrobky, vritane jogurtov, st
vyrobky vyrobené z pasterizovaného kravského, ovcieho
alebo kozieho mlieka v procese fermenticie s vhodnymi,
zdravotne neskodnymi, taxonomicky uréenymi
mikroorganizmami  (Drbohlav, 2000). Na kvalitu
a bezpecnost’ kyslomliecnych vyrobkov vplyva podla
Zeleniakovej a Goliana (2008) aj kvalita zédkladnej
suroviny. Zdkladnou surovinou na vyrobu kyslomliecnych
vyrobkov je mlieko. Mlieko ako produkt mliecnej Zl'azy
cicavcov svojou vyvadzenou skladbou Zivin a vysokym
obsahom vody je velmi vhodnym prostredim pre rast
mikroorganizmov, ktoré svojou metabolickou ¢innost'ou
mdzu kvalitu mlieka a biologickd hodnotu jeho i vyrobkov
zneho ovplyvnit' priaznivo alebo nepriaznivo (Hornik,
1996). V surovom kravskom mlieku pritomnost’ rezidui
inhibi¢nych latok (RIL) predstavuje riziko pre ludské
zdravie a ovplyviiuje technoldgiu vyroby mlieCnych
vyrobkov. Vyskyt RIL mid byt podla legislativy v
mnozstve mensSom ako je ich maximdlny rezidudlny limit
(MRL). Nevhodné mikroorganizmy sa moézu do produktu
dostat’ cez kontakt s vyrobnymi povrchmi, kde sa mozu
adherovat’ alebo vytvdrat' biofilmy (Salustiano et al.,
2004). Minimalizovanim mikrobidlnej kontamindacie
aelimindciou tvorby biofilmov na potravindrskych
zariadeniach a povrchoch ako aj uplatiiovanim efektivnych
a ti¢innych sanitaénych postupov je mozné podla Caplu et
al. (2010) dosiahnut’ vyrobu bezpecnych potravin.
V prvovyrobe a mliekarenskych prevddzkach sa pouZivaji
rozne rychle testy pre stanovenie RIL ako Delvotest® SP-
NT, Beta STAR, SNAP test, Copan Test, Twinsensor BT,
Charm BLUE YELLOW, Eclipse Test. Citlivost’ rychlych
testov je bud’ na drovni MRL, alebo je este vyssia (Zajac a
Capla, 2010).
V Slovenskej republike bolo v rdmci skiSania mlieka na
RIL za tdcelom preplacania v roku 2009 vysetrenych
23 313 vzoriek surového kravského mlieka. Z uvedeného
poctu vzoriek bolo 23 286 vzoriek negativnych, pocet
pozitivnych vzoriek bol 27. Percento pozitivnych vzoriek z
celkového poctu vySetrenych vzoriek bolo 0,116 %. Pokles
poctu pozitivnych vzoriek od roku 2001 je mozné pripisat
kontrole RIL pomocou rychlych testov, ktora sa postupne
zavadza na farmach (Zajac et al. , 2007; 2010).

Pravidelnt kontrolu mlieka a mlie¢nych vyrobkov organmi
uradnej kontroly, ako aj samotnymi mliekarfiami
povazujeme za nevyhnutni. Podl'a Zelenakovej a Goliana
(2008) nové kontrolné limity, smernice spolu s novymi
kvalitativnymi stratégiami a spotrebitel'skymi
poZiadavkami na bezpecné a nefalSované potraviny si
vyZaduju senzitivnejSie analytické metédy. Zelenidkova et
al. (2008) laboratérne skusali, hodnotili a porovnavali
kvalitativne parametre Styroch druhov ELISA testov,
zaloZenych na Specifickej detekcii kravskych resp. kozich
imunoglobulinov, vo vzorkdch mlieka pomocou
Specifickych protilatok. Autori d’alej uvadzaju, Ze
vzajomné falSovanie ovc¢ieho, kozieho a kravského mlieka
sa mdze stat’ vaZnym problémom vo vyrobe, pretozZe
sposobuje technologické problémy pri spracovani, jeho
nasledkom s aj hygienické a vyzivové nedostatky, ako
iekonomické straty. VySetrenia vybraného druhu
mlie¢nych vyrobkov na detekciu mikroorganizmov
klasickou platiiovou metédou a screeningovou metddou
3M™ Petrifilm™ uskutoénili a porovnali LopaSovsky et
al. (2009), podla ktorych si obe pouZité metddy
spol'ahlivé.

Charakteristickym znakom kyslomlie¢nych vyrobkov je
pritomnost’ Zivych mikroorganizmov, Specifickych pre
konkrétny druh vyrobku. Zvycajne ide o monokultiry
alebo 0 zmesnu kultdru mikroorganizmov.
Mikroorganizmy musia byt vo findlnom vyrobku
v nadbytku, o predstavuje najmenej 10" Zivych
charakteristickych mikroorganizmov v I1ml alebo v 1g
kyslomlie¢nych vyrobkov.

Pri vyrobe jogurtov sa do mlieka priddva zdkladnd zmesna
jogurtovd kultira s pouZitim bakteridlnych kmeiiov
Lactobacillus  delbrueckii,  subsp.  bulgaricus a
Streptococcus salivarius, subsp. thermophilus. Vo vyrobku
musia byt oba mikroorganizmy Zivé a v optimdlnom
1 : 2. Probiotické jogurty
probiotickej  kultiry k zdkladnej zmesnej kultdre.
K probiotickym  baktéridm patria: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus  rhamnosus,
Bifidobacterium  longum,  Bifidobacterium  bifidum,
Enterococcus faecium a d’alSie (Axelson, 1998). Tieto Zivé
kultiry pdsobenim enzymov vyvoldvaji charakteristické
biochemické zmeny mlieka a mlie¢nych vyrobkov

sa vyrdbaju pridanim
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sprevadzané zniZzenim pH, vyzraZanim bielkovin a tvorbou
aromatickych latok. Zdravotne priaznivé vlastnosti sa vSak

pripisuji najmid probiotickym baktéridm z rodov
Bifidobacterium a Lactobacillus (Drabekova a
Lengyelova, 2004).

Na zaciatku procesu produkuji baktérie Streptococcus
salivarius, subsp. thermophilus rastové latky, ktoré
stimuluju rast Lactobacillus delbrueckii, subsp. bulgaricus.
Naopak Lactobacillus delbrueckii, subsp. bulgaricus
svojou proteolytickou aktivitou uvolfiuje z mlieka
aminokyseliny aumoziuje tak cinnost' Streptococcus
salivarius, subsp. thermophilus po spotrebovani doleZitych
aminokyselin v mlieku. Ich vzdjomny vztah sa priaznivo
prejavuje aj vo vlastnostiach jogurtu. Ide napriklad o
tvorbu typickej arémy, ktorej hlavnou zloZkou je
acetaldehyd produkovany baktériami  Lactobacillus
delbrueckii, subsp. bulgaricus. Kyselina mlie¢na, ktora je
pocas fermenticie produkovand uvedenymi mlie¢nymi
baktériami, zniZuje pH prostredia, ¢im pdsobi ako
konzervant, lebo d¢inne zabrafiuje rastu a rozmnoZovaniu
hnilobnych a patogénnych baktérii. Vdaka tomu su
kyslomlietne vyrobky TlahSie stravitelné ako mlieko.
Navyse tieto baktérie pomdhajui upravit traviace problémy.
Podla Heriana (2001) jogurt a fermentované mlieka su
pre spotrebitel’a uplne bezpecné, pretoze pri pH 3,8 — 4,2
su vSetky vegetativne patogénne mikroorganizmy (Listéria
monocytogenes, E. coli, Salmonella ainé) usmrtené este
skor ako sa dostane vyrobok do obchodu. Optimalne pH
v jogurte podla Guequim-Kana et al. (2007) je mozné
zabezpecit’ kultivaciou mliecnych baktérif pri teplote 38 -
44°C.

V poslednom desatro¢i sa zvySil pocet experimentov
a Stidif dokumentujicich priaznivy terapeuticky ucinok
probiotik pri niektorych chorobnych stavoch. Probiotik4
mozno definovat’ ako nepatogénne mikroorganizmy, ktoré
pri poziti vyvijaju pozitivny vplyv na zdravie alebo
fyziolégiu hostitela (Fuller, 1989). Z hl'adiska vyuzitia
probiotik v praxi je mimoriadne vyznamny ich lokdlny,
celkovy a biomedicinsky ucinok, inhibi¢ny efekt voci
patogénom, optimalizaény vplyv na trdviace procesy
a anticholesterova aktivita. Maji pozitivny vplyv na
imunitny systém a posobia antimutagénne,
antigenotoxicky a antikarcinogénne (Saxelin et al., 2005,
Petrof et al., 2004, O Sullivan, 2001, Neu a Caicedo,
2005). Medzi prospesné mikroorganizmy a teda medzi
probiotikd patria najméd baktérie mlieneho kvasenia a
bifidobaktérie. Tieto mikroorganizmy st prospesné tak pre
I'udi ako aj pre zvieratd a preto su stdle pozorne skimané
mechanizmy ich podsobenia v hostiteI'skom organizme.
Bakteridlne  kultiry obsiahnuté v  kyslomlie¢nych
vyrobkoch, teda aj v jogurtoch, majui pozitivny vplyv na
zloZenie Crevnej mikrofléry, zmieriiuji symptémy
intoleranicie na laktézu (Corral et al., 2006), ul'ahcuji
vstrebdvanie minerdlnych l4tok, maji vyznamny vplyv na
metabolizmus lipidov a ZI¢ovych kyselin. Pri svojej
relativne nizkej energetickej hodnote si bohatym zdrojom
plnohodnotnych bielkovin, vépniku, fosforu a rdznych
vitaminov skupiny B.

»lerapeutické minimum® probiotického vyrobku je
1. 10° KTI.ml"'. Aby sa u &loveka dosiahlo akychkol'vek
kladnych tcinkov je nevyhnutnd dennd konzumadcia Zivych
buniek v mnozstve 1. 10° - 1. 10° KTJ.ml"! (Lee
a Salminen, 1995).

Za probiotické mozno povaZovat iba tie jogurty, ktorych
zdravie a vitalitu podporujice ucinky boli potvrdené
oficidlnymi a prisnymi klinickymi skiskami. Stidie musia
dokédzat’ schopnost’ probiotickej kultiry prezit prechod
traviacim systémom a preventivne ¢i lieCebné ucinky na
zdravie.

Okrem toho, Ze jogurty obsahuji zdraviu prospesné
mliecne baktérie, tak obsahuji aj vitaminy a mnoZstvo
minerdlnych latok. Preto si doleZitou sicastou potravy
hlavne pre deti a starSich l'udi (Zahoor et al., 2003).

MATERIAL A METODY
V préaci sme sa zamerali na zistovanie poctu mliecnych
baktérii v jogurtoch na slovenskom trhu. Laboratérnym
skiSanim sme zistovali poCty mlie¢nych baktérii pred
ditumom spotreby apo ditume spotreby. Okrem
zistovania mikroorganizmov sme tieto poCty porovnavali
navzdjom. To znamend, Ze vysledky sme porovndvali aj
vzhladom na druh jogurtu, ale aj vzhl'adom na médium,
ktoré sme pouZzivali. Hlavnym cielom prace bolo zistit,, ¢i
skimané jogurty obsahuji mlie¢ne baktérie v stanovenom
pocte podl'a Potravinového kédexu SR.
Mliecne baktérie sme kultivovali na dvoch agarovych
pddach od HIMEDIA — MRS agar (M 641) aLee’s agar
M 602), pricom na urcenie KTJ (kolénie tvoriace
jednotky) sme pouzili platiiovid zriedovaciu metddu
v silade s STN 56 0094. Skiimali sme 4 druhy jogurtov
(od vyrobcov Danone a Rajo), z toho 2 druhy jogurtov bez
obsahu probiotickych kultir (A, B) a 2 druhy
probiotickych jogurtov (C, D). Celkom sme analyzovali 80
vzoriek jogurtov na trhu.
Vzorky jogurtov sme nakupovali vZdy po dva kusy toho
istého datumu spotreby. Prvi vzorku sme analyzovali po
zakipeni a druhd vzorku prvy deit po diatume spotreby.
Kazdy jogurt sme pred vySetrenim dokladne premieSali
krizivymi pohybmi alebo pretrepanim. Po sterilnom
otvoreni za dodrzania vsSetkych podmienok asepsy, sme
sterilnou tyCinkou odobrali poZadované mnoZstvo.
Odmerané mnoZstvo vzorky sme vo vhodnej sterilnej
nadobe zmieSali s devdtndsobnym mnoZstvom sterilného
fyziologického roztoku s pepténom (STN 56 0094). Zmes
sme dokladne premiesali.
Riedenie takto ziskané sa oznacuje ako I. alebo zdkladné
azneho sa vychddza pri dalSom spracovani vzorky.
Vzorky sa riedia tak, aby vyrastené kolénie boli dobre
izolované a pocitatelné. Vychéadzali sme z I. riedenia (1:
10, resp. 10™". Druhé riedenie (1:100, 10? sme pripravili
tak, Ze 1 ml I. riedenia sme zmieSali s 9 ml sterilného
fyziologického roztoku v sterilnej skimavke. Dalsie
riedenia (107, 10, ...) sme pripravili rovnakym spdsobom
z predchddzajicich riedeni. Pri experimente sme pouZili
riedenia 10 a 107, ktoré boli z hl'adiska pocitania kol6nif
najvhodnejsie.
Aby sa zabrdnilo chybdm, ktoré ovplyviiuji vysledok
a vznikaji predovsetkym pri riedeni je treba dodrziavat
nasledovné zasady:
e  pouzit Cisté neposkodené pipety,
e riedené ariediace tekutiny odmeriavat’ presne
a zabranit’ primieSaniu tekutiny z povrchu pipety,
e  obsah kazdej skiimavky dokladne premiesat’,
® na pripravu kazdého riedenia pouZit’ novu pipetu.
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Zivné média sme sterilizovali v autokldve (NUVE OT
012) pri 121 °C po dobu 20 minut. Mikroorganizmy sme
ockovali (EKOSTAR FLOW HF BH) zalievanim tak, Ze
sme napipetovali 1 ml vhodného riedenia do prazdnej
sterilnej Petriho misky a o najrychlejSie sme zaliali 40 —
45 °C teplou zivnou podou. Thned po zaliati sme Zivnu
pddu dokonale rozmieSali so vzorkou kridZivymi pohybmi
misky anechali stuhnit. Po stuhnuti sme naoCkované
pddy vloZzili do anaerostatu hore dnom a pouZili sme

VYSLEDKY A DISKUSIA
Pocet mlie¢nych baktérii vo vSetkych Styroch nami
analyzovanych  druhoch  jogurtov sa  pohybuji

v nasledovnom rozmedzi - minimdlne v poéte 7,3.10° KTJ
v1 ml vyrobku pred didtumom spotreby a minimdlne
59.10° KTJ po datume spotreby. Podrobnosti
uskuto€nenych porovnani 80 vzoriek jogurtov sa
nachddzajui v tabul’kéch 1-3.

Tabul’ka 1 Porovnanie poctu mlieCnych baktérii
(KTJ.ml™) v jogurtoch pred a po ddtume spotreby
jogurt MRS pred d. s. MRS po d. s. Lee’s pred d. s. Lee’s pod.s.
A 121,5. 10’ 67,0. 10 153,3. 10’ 125,3. 107
p=0,000"" p=0,043*
5 101,110 | 82010 1494.10 | 117,107
p=0,010" p=0,024*
. 123010 | ns.10" [ 1e88.10° | 1327.10°
p=0,076" p=0,047*
5 72710 | 587.10 1448100 | 1115107
p=0,023* p=0,004"*

reagenciu podl'a metodiky vyrobcu anaerostatu (MERCK).
Anaerostat sme ulozili do termostatu (TCH 100)
s udrziavanou teplotou 37 °C na 72 hodin.

Po inkubdcii sme pocitali vyvinuté kolénie za
predpokladu, Ze kazda koldnia zodpoveda jednej bunke,
z ktorej vyrastla. Pocet mikroorganizmov sme potom
prepocitali na 1 ml pévodnej suspenzie jogurtu.

Na Statistické vyhodnotenie ziskanych ddajov sme pouZili
aritmeticky priemer, smerodajnt odchylku a t-test.
probiotickej kultdry u dvoch vyrobcov a zistili sme taktiez
vyznamné rozdiely v ich pocte u oboch skupin na MRS
agare, na Lee’s médiu rozdiely neboli Statisticky
preukazné (tab. 2).

Co sa tyka poétov skiimanych mikroorganizmov na dvoch
réznych agaroch, boli zistené nasledovné Statisticky
preukazné rozdiely: u vSetkych Styroch druhov jogurtov
pred datumom spotreby a u troch zo Styroch aj po datume
spotreby. Pritom vo vSetkych siedmych pripadoch islo o
vyznamne vy$Sie pocty KJT na Lee’s agare (tab. 3).

Co sa tyka rozdielov v poéte KTJ vykultivovanych na
dvoch spominanych agaroch (s vy$§im poctom na Lee’s
agare), vysvetlujeme to tym, Ze pokial Lee’s agar je
uréeny na kultivdciu Streptococcus thermophilus a
Lactobacillus  bulgaricus, MRS agar je popisovany
vacsinou ako zivné médium pre baktérie rodu
Lactobacillus — i ked’ niekde sa uvadza len vSeobecne ako
pdda pre mliecne baktérie a pri mikroskopickom
pozorovani sme okrem laktobacilov zistili pritomné aj
streptokoky. No zrejme nerasti na MRS agare v takom
pocte ako na Lee’s médiu.

Tabulka 2 Porovnanie poétu mlieénych baktérii (KTJ.ml™)

Vysvetlivky: d. s. — ddtum spotreby

V klasickych jogurtoch bez uvedenej probiotickej kulttry
sme dospeli k tymto vysledkom: V 1 ml jogurtu A na MRS
médiu sme zaznamenali priemerny pocet mlieCnych
baktérii pred expiraciou 121,5. 10’ KTJ a po expirécii sa
ich pocet zniZil na 67. 10’ KTJ. Poget mlie¢nych baktérii
na Lee’s médiu vjogurte A dosiahol hodnotu pred
expirdciou 153,3. 10" KTJ a po expirécii 125,3. 10’ KTJ.
Priemerné hodnoty poctov mlie¢nych baktérii na MRS
médiu v jogurte B predstavovali pred expirdciou 101,1. 10
KTJ apo expirdcii 82. 10’ KTJ. Podet tychto baktérii na
Lee’s médiu bol pred expiriciou 149,4. 10’ KTJ apo
expiracii 117,1. 10" KTJ.

V probiotickych  jogurtoch sme zistili nasledovné
vysledky: Priemerny pocet mliecnych baktérii v1 ml
jogurtu C na MRS médiu bol pred expirdciou 123.10" KTJ
a po expirdcii 115,1.10" KTJ. Poget tychto baktérii v 1ml
vzorky na Lee's médiu bol pred expiriciou 168,8.10” KTJ
a po expirdcii 132,7.10" KTJ. Priemerny pocet mlie¢nych
baktérii v 1 ml jogurtu D na MRS agare dosiahol hodnotu
pred expirdciou 72,7.10" KTJ a po expirécii 58,7.10" KTJ.
Pocet mlie¢nych baktérii v 1 ml vzorky na Lee’s médiu bol
pred expirdciou 144,8.10" KTJ apo expirdcii 111,5.10
KTIJ.

Zistili sme Statisticky vyznamny rozdiel v poéte KTJ.ml'
pred apo expirdcii vo vSetkych Studovanych druhoch
jogurtov (tab. 1).

V naSej prici sme porovndvali aj poCty baktérii medzi
jogurtami s probiotickou kultirou a bez obsahu

v jogurtoch od réznych vyrobcov

JOgl:)rrt())’bl.)iZulotziahu probiotické jogurty
A B C D
MRS pred | 121,5.107 | 101,1.107 | 123,0.10” | 72,7.10’

d.s. p=0,022* p=0,000"*

MRS po | 67.0.10" | 820.10" | 1151.10" | 587.10’

d.s. p=0,019* p=0,000**

Lee’s | 1533.107 | 149.4.10" | 168.8.107 | 14438.107
predd.s. p=0,762 p=0,155
Lee’spo | 1253.107 | 117,1.10" | 132,7.10" | 111,5.10

d.s. p=0,545 p=0,077

Vysvetlivky: d. s. — ddtum spotreby

Tabulka 3 Porovnanie poétu mlie¢nych baktérii (KTJ.ml™)

kultivovanych na dvoch r6znych médidch

jogurt | MRSpredd.s. | Leespredd.s. | MRSpod.s. | Leespod.s
1215.100 | 1533. 10’ 67,0. 107 1253. 107
A p=0,014" p=0,000"*
5 1011100 | 1494.10° 82010 | 1171107
p=0,000"" p=0,006"*
. 1230.10 | 1688.10° 15110 | 1327.10°
p=0,005*" p=0,098
72710 | 1448.10° 587. 107 111,5. 107
P =0,000"* p=0,000"*

Vysvetlivky: d. s. — ddtum spotreby
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Golian (1998) o probiotickych mikroorganizmoch uvéadza,
Ze pre zdravotny prinos je nevyhnutné, aby vo findlnom
vyrobku na konci skladovacej doby bol celkovy pocet
buniek minimdlne 10° v 1 ml.

Z dostupnej literatdry vyplyva, Ze pocty uslachtilych
mikroorganizmov pocas skladovania jogurtov sa bud’ len
mierne zvySuji, alebo naopak mdZe dochdadzat kich
poklesu. Zivotaschopnost’ baktérii v kyslom prostredi pri
nizkych teplotich zdvisi na druhu baktérie a pre dany druh
sa 1i§i kmen od kmena. Rozdielne vysledky poctov
mlie¢nych baktérii zdvisia od typu kultdry, tiez od
pritomnosti latok v mlieku alebo smotane, ktoré inhibujd
rast kultdr. Rozdiely u vyrobcov mdzu byt spdsobené aj
pouzitim inej technolégie vyroby. Pri stanovovani baktérii
rodu Lactobacillus zohrdva dbleziti dlohu aj Zivné
médium pouzité k ich stanoveniu.

Zmeny v poctoch uslachtilych mikroorganizmov v troch
kyslomlie¢nych vyrobkoch testoval aj Drbohlav (2000).
V prvom type vyrobku, ktory obsahoval jogurtovd kultiru
a bifidobaktérie po 8 dioch skladovania pri 8°C
zaznamenal mierny pokles poctu Zivych mikroorganizmov
v 1 grame ( z 8,2. 10’ na 7,6. 10" ). Podobne za rovnakych
podmienok skladovania zistil pokles Zivych
mikroorganizmov aj vo vyrobkoch , ktoré obsahovali
jogurtovu kultdru a Streptococcus faecium.
Jamrichova (1998) na ziklade vysledkov
experimentdlnych  prdc  odporica pre
laktobacilov jogurtovej kultiry MRS médium.
Skimanim poctu mlie¢nych baktérii v jogurtoch sa
venoval aj Zahoor et. al. (2003). Pre svoj vyskum pouZzil
MRS agar. Prvi vzorku jogurtu analyzoval hned” po
zakipeni aanalyzu robil potom vidy po 15 dioch.
Vysledky, ktoré zistil uvddzame v tabul’ke 4. TieZ potvrdil
tedriu, Ze pocet mlie¢nych baktérif v jogurte v zdvislosti od
Casu klesd. Ale tento skimany jogurt by nevyhovoval
poziadavke Potravinového kédexu, podl'a ktorého by malo
byt v jogurte najmenej 10’ mlie¢nych baktérif.

Podl'a Kacaniovej et al. (2010) sa Zivotaschopnost
bifidobaktérii rychlo strdca aj v probio jogurtoch. Uvadza
to vprispevku, kde sledovali pocet bifidobaktérif
v probiotickych ty€inkach. V nich sa podla vysledkov po 7
diioch uskladnenia pri teplote 4°C pocet Zivych
bifidobaktérii zniZi o 2 rddy. Po 14 dnoch skladovania aj
pri nizkych teplotdch Zivé baktérie sa tam vyskytuji uz len
v zanedbate'nom pocte. My sme ale vo svojom vyskume
nezistili pokles baktérii az o 2 rddy. MoZno je to preto,
lebo v jogurtoch su vhodnejSie podmienky pre baktérie, na
rozdiel od podmienok v probiotickych tycinkach.

Pocet mlie¢nych baktérii v jogurtoch zistovali aj
Palenikova (2009) a Asztalos (2009). Pilenikova
zistovala pocet mliecnych baktérii v probiotickych
jogurtoch (probio a activia) a Asztalos v jogurtoch bez
pridania Specidlnych probiotickych kultir (dva druhy
smotanovych jogurtov). Pri kultivdcii pouZili také isté
Zivné pody ako sme pouZili aj my (MRS agar a Lee’s
agar). Sledovali zmeny poctu mlie¢nych baktérii pred a po
expirdcii jogurtu. Podobne zistili vyznamné rozdiely
v po¢te mliecnych baktérii medzi skimanymi druhmi
jogurtov, vdobe po vyrobe apo dobe spotreby atiez
rozdiely na zivnych médidch (MRS a Lee’s agar).

Pocty mlie¢nych baktérii vo vSetkych jogurtoch aj napriek
vyznamnym rozdielom medzi jednotlivymi druhmi

svojich
stanovenie

jogurtov spifiali podmienky pre kyslomlie¢ne vyrobky
podla Potravinového kédexu SR (2010).

Pokles poctu mliecnych baktérii pocas doby spotreby
sivisi zrejme s ich postupnym odumieranim vplyvom
zmeny prostredia. Na zmenu poctu uslachtilych
mikroorganizmov v priebehu skladovania kyslomlie¢nych
vyrobkov poukazuje aj Drbohlav (2000). Hodnotenim
mikrobiologickej kvality jogurtov sa zaoberala aj Bobkova
et al. (2008), ktora zistovala pritomnost neziaducich
mikroorganizmov ana zdklade jej zisteni tieto jogurty
spinali poziadavky predpisané legislativou.

Tabul’ka 4 Pocet mliecnych baktérii v jogurte v zavislosti
od ¢asu (Zahoor, 2003)

den vyskumu 0 15 30 45 60

et 199, | 96, | 49. | 42. | 35.
Y 100 | 10° | 10° | 10° | 10°

vzorky jogurtu

Tabul’ka 5 Nadbytok zZivych charakteristickych

mikroorganizmov v kyslomlieénych vyrobkoch podla
Potravinového kédexu SR, III. ¢ast, 6. hl., vynos MPSR
a MZSR 2143/2006-100 (2010).

Kyslomlie¢ne Mikroorganizmy | Mikroorganizmy | Kvasinky
vyrobky podrla odseku 1 uvedené v nazve KTJ.g"
az7 alebo oznaceni
(KTJ. ¢!, spolu) | (KTJ. g, spolu)
Fementovane 1 07 106
mlieko
Jogurt,
jogurt s
ndhradnou
(alternativnou) 10’ 10°
kultdrou
a acidofilné
mlieko
Kefir 107 10*
Ke‘flrove 1 07 1 02
mlieko
ZAVER

Na vzorke 80 jogurtov od 2 slovenskych vyrobcov sme
zistili v ¢ase pred ddtumom spotreby od 78.10" do 169.10’
KTJ a v ¢ase po ditume spotreby od 59.10" do 133.10’
KTJ mlie¢nych baktérii v1 ml. Na zdklade tychto
vysledkov sme dospeli k zdveru, ze vSetky jogurty splnili
poziadavky Potravinového kédexu SR, a to nie len pred ale
aj po datume spotreby. I napriek tomu odporti¢ame
dodrziavat konzumdciu do datumu spotreby z ddvodu
moZnej kontaminicie inymi neZiaducimi
mikroorganizmami.
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QUALITY OF BROILER'S PRODUCTION ON THE FARM IN THE APPLICATION
OF WELFARE

Jan Medved’, Mdria Angelovicovd

ABSTRACT

Two experiments were carried out in practical conditions on the farm for fattening of chickens. In the hall with deep litter,
which were carried out experiments, was installations with breeding technology of Big Dutchman with automatic feeding,
watering, automatically set to light and temperature regimes. During both experiments were observed recommended
microclimate conditions and the length of light and ventilation in the hall. The concentration of broilers per one square
meter was 27.22, respectively. 29.34 kg. Their vitality was 94.2 and 95.6%. The average body weight of chickens at the end
of the experiment (day 42) were 1986.65 and 2074.29 g, with a statistically proved differences between experiments
(P < 0.01). The average carcass weight of broilers in the live weight 1800.0 g were 1384.67 and 1407.0 g, while the

difference was not statistically proved (P > 0.05).

Keywords: broiler, breeding condition, viability, production, carcass

UVOD
Vyroba hydinového mésa je vo formujicom sa trhovom
prostredi relativne  stabilnym odvetvim. Uvedenu

skutocnost’” dokumentuji niekol’koro¢né vyrovnané trhové
acenové trendy, prijatelnd cena atrvaly zaujem
spotrebitelov o hydinové miso. Modely budicnosti
produkénych systémov chovu hospodarskych zvierat,
vratane vykrmovych kur¢iat, si zaloZené na uplatiovan{
predovSetkym poZiadaviek globalizdcie trhu a kvality
produktov, predovsetkym potravin. Orientdcia $lachtenia
pre tieto atribity musi vyuZivat vyvoj a poznanie v oblasti
bioldgie, biotechnoldgif, vyzivy pri rdznych chovatel'skych
technoldgidch, welfare a etiky chovu zvierat, politiky,
ekonomiky, legislativy a poziadaviek spolo¢nosti (Bulla et
al., 2006). Postupy vo vyzive vykrmovych kurciat priamo
zdvisia od dostupnych surovin ich ceny a kvality z
hladiska zabezpeCovania nutrinych latok. Su zndme
poznatky, Ze fyzikdlne vlastnosti krmiv a ich Struktira
maji vplyv na prijem krmiva a nutriénd hodnotu.
Charakter krmiva, ako mucka, granuly alebo celozrnnd
kimna zmes o roznych velkostiach castic ovplyviluje
uzitkovost’ zvierat (Reddy, 1999; Ziggers, 1999;
Halarampu, 2000; Medel et al., 1999; Wiseman, 2000).
Vysoky stupeni intenzifikdcie vykrmu kurciat je vSak v
centre zaujmu spolocnosti pre ochranu zvierat z hl'adiska
zabezpecenia welfare kurciat pocas vykrmu. Prehustenie
chovnych objektov mdZe =zapriCinit problémy kurciat
s pohybovou sistavou, nedostatony vyvin vnitornych
orgdnov a zniZenie rastovej schopnosti (Van der Sluis,
2005). Pri hodnoteni zdravotného stavu vykrmovych
kurciat v zavislosti od velkosti chovnej plochy bolo
zistené, Ze prsné otlaky sa u nich vyskytli vo veku 35 a 42
dni, ktoré so zvySujicou sa plochou klietky mali zostupni
tendenciu (Chmelni¢na a Sol¢ianska, 2007). Kontrola
podmienok prostredia, najmé teploty, vlhkosti, kvality
vzduchu a podstielky je kliCovym faktorom welfare
vykrmovych kurciat. To neznamend, Ze hustota obsadenia
nie je dolezitd, ale zniZovanie hustoty obsadenia bez
upravy podmienok prostredia nie je dostacujiice (Jones et
al., 2005). Rozdiely v podmienkach prostredia pre kurcata

vvvvv

obsadenia (Dawkins et al., 2004).

Cielom prace bolo sledovanie a hodnotenie produkcie
vykrmovych kurciat na farme pri uplatilovani principov

welfare akvality jatoného tela v laboratérnych
podmienkach.
MATERIAL A METODY

Boli vykonané dva experimenty s findlnym vykrmovym
typom kurciat Ross 308 na hydindrskej farme zameranej
na produkciu kurcacieho misa. V hale ur€enej pre vykrm
24 tisic kurciat bola hlbokd podstielka, ktord tvorila
pomiagand pSenicnd slama. Hrubka vrstvy podstielky
merand na 20 rozliénych miestach bola 14,0-15,5 cm.
Koncentracia kuréiat na jednotku plochy bola 27,22 kg.m™
a 29,34 2722 kg.m”. Chovni technolégia bola Big
dutchman, ktord tvorili kfmna a napdjacia technoldgia,
automaticky systém teplotného a svetelného reZimu
nastaveny podla odporicanych hodndt pre tento findlny
vykrmovy typ kurciat. Vetraci systém bol umiestneny na
strope, ktory bol nastaveny na automatické zapinanie
a vypinanie podla teploty v hale, praSnosti, vlhkosti
a koncentrécie plynov v pravidelnych casovych
intervaloch. Kurc€atd boli kfmené komer¢ne vyrdbanymi
kfmnymi zmesami HYD — 01 od 1. do 15. dia veku
kurciat (Startérova faza), HYD — 02 od 16. do 35. dia veku
kurciat (rastova faza) a HYD — 03 od 36. do 42. dna veku
kur¢iat (findlna fdza). Obsah Zivin a metabolizovatelnej
energie bol vybilancovany v silade s poziadavkami tychto
kur¢iat. Pristup ku krmivu avode bol neobmedzeny.
Kurcata ajatocné telo boli vazené na vahach typu Kern
ECB 20K20. Pre sledovanie produkcie bolo ndhodne
vybratych 500 ks vykrmovych kurciat a hmotnosti jatocne
opracovaného tela po 12 ks o zivej hmotnosti 1800,0 g
v kazdom experimente. Vysledky boli spracované
v systémovom programe SAS, verzia 8.2.

VYSLEDKY
Zivotaschopnost’ vikrmovych kuréiat

V kazdom experimente bolo v hale na hlbokej podstielke
na zaCiatku 24000 ks jednodnovych kurciat. Dennou
kontrolou sa zaznamenal thyn vykrmovych kurciat pocas
prvého experimentu 1392 ks, t. j. 5,80 %. Pocas druhého
experimentu uhynulo 1056 ks vykrmovych kurdiat, t. j.
4,40 %. Na konci prvého experimentu bolo v hale 22608
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ks vykrmovych kur¢iat a na konci druhého experimentu
22944 ks vykrmovych kurciat. Na zdklade vysledkov
vypoctu sme zistili 94,2 % Zivotaschopnost vykrmovych

kur¢iat v prvom experimente a 95,6 % Zivotaschopnost’
vykrmovych kur¢iat v druhom experimente.

96+

95,51

951

B Experiment 1

94,51

B Experiment 2

94

93,54+

Obrizok 1 Zivotaschopnost’ vikrmovych kuréiat v prvom a druhom
experimente

~E-Experiment 1
OExperiment 2

Obrazok 2 Priemerna telesna hmotnost’ vykrmovych kuréiat na konci prvého
a druhého experimentu

Tabul’ka 1 Matematicko-Statistické vyhodnotenie telesnej hmotnosti vykrmovych kuréiat na Kkonci prvého

a druhého experimentu

Experiment Minimélna Maximélna t—test
n hodnota [g] hodnota [g] s [g] vy [%] Po.o1
1 500 1519,00 2683,00 290,08 14,60
2 500 1214,00 2800,00 387,55 18,68 2,85

Aj napriek tomu, Ze telesnd hmotnost’ jednodiiovych
kur¢iat v druhom experimente bola Statisticky preukazne
nizsia (P<0,01) 37,5 g v porovnani s telesnou hmotnost'ou
jednodnovych kuréiat v prvom experimente 39,0 g, na
konci vykrmového obdobia sa v druhom experimente
telesnd hmotnost’ tychto vykrmovych kurciat Statisticky
preukazne zvysila (P<0,01) na 2074,29 g oproti telesnej
hmotnosti vykrmovych kur¢iat prvého experimentu
1986,65 g. Vdruhom experimente sa zaznamenala
najvysSia telesnd hmotnost’ kurciat 2800,0 g oproti

najvyssej telesnej hmotnosti kurciat v prvom experimente
2683,0 g. Najnizsia telesnd hmotnost’ kurciat bola 1214,0 g
v druhom experimente a 1519,0 g v prvom experimente.
Vicsie kolisanie hodndt telesnej hmotnosti vykrmovych
kurc¢iat bolo na konci druhého experimentu v porovnani
stelesnou hmotnostou vykrmovych kur€iat prvého
experimentu (vysledky druhého experimentu s = 387,55 g
avy= 18,68 % oproti vysledkom prvého experimentu s =
290,08 g a vi= 14,60 %).
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1410,

14004

[ Experiment 1
B Experiment 2

Obrazok 3 Priemerna hmotnost’ jatoéného tela vykrmovych kuréiat v prvom a druhom experimente

Tabulka 2 Matematicko-$tatistické vyhodnotenie hmotnosti jato¢ného tela vykrmovych kuré¢iat v prvom a druhom

experimente
Experiment Ziva hmotnost Minimélna Maximélna t—test
n [g] hodnota [g] hodnota [g] S Vi [%] P05
]
1 12 1800,0 1265,0 1480,0 77,84 5,63
2 12 1800,0 1280,0 1505,0 83,06 5,90 0,71°

Na technologickud rozribku boli vybraté kurcatd o Zivej
hmotnosti 1800,0 g v prvom aj druhom experimente.
Priemernd  hmotnost  jatocne  opracovaného tela
vykrmovych kur¢iat v prvom experimente bola 1383,67 g,
¢o je o 23,33 g niZSia, Statisticky nepreukazne (P>0,05) v
porovnani s hmotnostou jato¢ne opracovaného tela
vykrmovych kuréiat v druhom experimente. Minimdlna
hmotnost’ jato¢ne opracovaného tela kurciat vaZiacich
1800,0 g bola 1265,0 (prvy experiment), resp. 1280,0 g
(druhy experiment) a maximalna hmotnost’ 1480,0 g (prvy
kolisanie hodn6t hmotnosti jatone opracovaného tela
vykrmovych kuréiat bolo v druhom experimente (vysledky
druhého experimentu s = 83,06 g a vk = 5,90 % oproti
vysledkom prvého experimentu s = 77,84 g a vk = 5,63
%).

DISKUSIA

Chov hydiny sa uskutoCfiuje na samostatnych
$pecializovanych velkokapacitnych farmach odchovu,
chovu a vykrmu s koncentridciou niekolko tisic kusov
(Angelovicova et al., 2005). Podobnou problematikou
sme sa zaoberali aj v predlozenom ¢&ldnku. Specifickym
cielom opatrenia pre zlepSenie Zivotnych podmienok vo
vykrme brojlerov je zniZit' zatazenost' podlahovej plochy
na hlbokej podstielke  pod 30 kg telesnej hmotnosti
zvierat na m° a tak zlep§it hygienické podmienky
(Debrecéni a Juhas, 2007). Tym, 7e vykrm kur¢iat bol
uskuto€neny na hlbokej podstielke, ako stelivovy materidl
bola pouzitd pSenicnd slama, ktord bola mechanicky
upravend miaganim. V hale bola pouZitd chovnd
technolégia Big dutchman. Boli dodrZané odportcané
klimatické podmienky a svetelny rezim pre findlny
vykrmovy typ kurciat Ross 308. Rovnako bol dodrZany
systém vyZivy sneobmedzenym pristupom kurciat ku
krmiva avode. Koncentricia vykrmovych kurciat pri
zohl'adneni Zivej hmotnosti na konci experimentu bola v
naSich experimentoch 27,22, resp. 29,34 kg.m’z. Thomas
et al. (2004) experimentovali s piatimi rozdielnymi

hustotami obsadenia vo vykrme kuriat a zistili, Ze
kurcatd pri nizS$ich hustotich obsadenia rastli rychlejsie.
Podla autorov nemala hustota obsadenia Ziadny vplyv na
spotrebu krmiva, mortalitu a jatoéné ukazovatele.
Vykrmové kurcatd pocas 7 az 8 tyZdiiov vykrmu dosiahnu
priemernud telesnd hmotnost’ 1,6 az 1,8 kg (Para et al.,
2004) alebo za 36 dni 2,14 az 2,17 kg (Angelovic¢ova et
al., 2005). Pocet odbornikov, ktori skimali produkciu
vykrmovych kurciat v zmysle welfare za 42 dnf vykrmu je
mnoho. Vysledky, ktoré dosiahli sd priblizne rovnaké
a pohybuji sa vrozmedzi 2,0 az 2,2 kg. Rovnako aj
konverzia krmiva je pod 2,0 (na 1 kg prirastku telesnej
hmotnosti) (Rutkowski et al., 2000; Swierczewska et al.,
2000; Osek et al., 2001; Pawlak et al., 2005). Za 42 dni
nasho experimentu findlny vykrmovy typ kurciat Ross 308
véazil 1,99, resp. 2,07 kg. Simeonovova a Ingr (2000)
uskutocnili pokus s vykrmom brojlerovych kurciat typu
AVIAN 34. Skiimali u nich vplyv dizky vykrmu na telesni
hmotnost’ a jatocnu vytaznost a vytaznost jatocnych Casti.
Pri dizke vykrmu 42 dni (spolu sliepocky a kohiitiky)
zistili priemernd hmotnost’ jato¢ne opracovaného tela bez
drobkov  1420,0 g. Podobni hmotnost jatocne
opracovaného tela sme zaznamenali aj v naSich
experimentoch. Pri priemernej Zivej hmotnosti findlneho
vykrmového typu kurciat 1800,0 g bola zaznamenand
priemernd hmotnost’ jato¢ne opracovaného tela v prvom
experimente 1383,67 g a v druhom experimente 1407,0 g.
Aj Baghaei et al. (2009) sledovali v Styroch skupindch
u vykrmového typu kurciat Ross 308 telesnd hmotnost’ a
hmotnost’ jato¢ného tela. Za 42 dni kurcata dosiahli v prvej
skupine telesni hmotnost' 2468,0+43,59 g ahmotnost’
jato¢ného tela 1590,0+78,15 g, v druhej skupine kurcatd
vazili 2305,55+45,11 g a jatocné telo 1413,45+£73,56 g,
v tretej skupine vaZzili 2363,75+69,29 g ajatocne telo
1571,75454,56 g a vo Stvrtej skupine 2290,0+22,64 ¢
a jatocné telo 1463,25+44,19 g.
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ZAVER

V experimentoch boli dosiahnuté vysledky, ktoré mozno
odporucit’ pre dals§i rozvoj vedy aprax. Vo vyskume
problematiky chovu vykrmovych kur¢iat, ich produkcie je
vhodné  apotrebné rieSit  dlohy v konkrétnych
podmienkach chovu v kombindcii s laboratérnymi
podmienkami. Pri uplatiovani principov welfare moZno
v praktickych podmienkach na farme v hale s hlbokou
podstielkou dosiahnut’  Zivotaschopnost  vykrmovych
kurciat 94,2, resp. 95,6 % a telesni hmotnost’ za 42 dni
vykrmu 1986,65, resp. 2074,29 g. Rozdiel hmotnosti
vykrmovych kurciat medzi experimentmi bol Statisticky
preukazny (P<0,01). Priemernd hmotnost’ jato¢ného tela
vykrmovych kurciat o Zivej hmotnosti 1800,0 g bola
1383,67 a 1407,0 g, pricom rozdiel nebol Statisticky
preukazny (P>0,05).
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PROTEINS OF POTATOES IN RELATION TO THE CONTENT OF CADMIUM IN
THEIR TUBERS
Janette Musilovd, Judita Bystrickd

ABSTRACT

In the work the influence of cadmium in soil on the range of cumulating in tubers of potatoes and in proteins of potatoes
grown under model conditions of pot trial experiment and under the real conditions of locality Imel’ in Danube Lowland
was surveyed. Under conditions of pot trial the increased contents in tubers positively correlated with contents of cadmium
applied into soil; the highest content of Cd was assessed in variety Junior (from 0.211 mg.kg" FM in 1 variant to 0.715
mg.kg"' FM in 4™ variant). The influence of increased content of Cd was manifested statistically significant in the content of
proteins also in the content of Cd in protein fractions (1% var. 0.026 (Asterix) — 0.045 (Agria) mg.kg" FM; 2™ var. 0.047
(Livera) — 0.085 (Asterix) mg.kg'1 FM; 3™ var. 0.06 (Livera) — 0.117 (Junior) mg.kg'1 FM; 4" var. 0.068 (Livera) — 0.142
(Asterix) mg.kg” FM). Contents of Cd in potatoes from locality Imel’ did not exceed the value 0.1 mg.kg" FM defined in
Food Codex of the Slovak Republic. The average contents of proteins were in range from 1.19 % (Victoria) to 1.489 %
(Adora), the average content of Cd cumulated in proteins was the highest in variety Vivaldi (1.317 ug.kg"' FM). Positive
correlation was confirmed between the content of Cd in potato tubers and in proteins only in Livera variety.

Keywords: potatoe, cadmium, protein

UVOoD

Bielkoviny sa zarad’'uju spolu slipidmi a sacharidmi
k hlavhym Zivindm. Patria k najdolezitejSim zloZkéch
Pudskej vyZivy. V organizme si po hydrolyze na

11,8 %. Zhodnoty hrubého proteinu tvoria Cisté
bielkoviny asi 50 — 70 % aobsah esencidlnych
aminokyselin sa v bielkovine pohybuje okolo 40 %

aminokyseliny vyuZivané na obnovu a vystavbu tkaniv
atieZ CiastoCne ako zdroj energie (VeliSek, 2002). Su
nevyhnutnou zlozkou potravy, pretoZze sd hlavnym
zdrojom dusika, vriatane esencidlnych aminokyselin
(Davidek et al., 1983).

Dusikaté latky patria medzi najdolezitejSie komponenty
zemiakovej hluzy. Predstavuji zhruba 11,7 % jej
energetického  obsahu.  Tvoria  ich  bielkoviny,
aminokyseliny, amidy, r6zne bazy, anorganické zluceniny
apod. NajdolezitejSou zlozkou dusikatého komplexu je
Cistd bielkovina, ktord je tvorend prevazne albuminmi
a globulinmi. Bielkovina zemiakov je z biologického
hladiska jednou z najhodnotnejsich bielkovin
predovSetkym  preto, Ze  obsahuje = nevyhnutné
aminokyseliny. Podla Bartu et al. (2000) kvalita
bielkovin zemiakovych hliz dosahuje 70 — 85 % kvality
vajecnych bielkovin. Oproti ostatnym hlavnym rastlinnym
bielkovindm je zemiakovd bielkovina vyznamnym
zdrojom lyzinu. Je vhodnd najmid pre l'udi s malou
fyzickou zédtaZou. Sucastou zemiakovej bielkoviny je
i tuberin s vy$§im obsahom leucinu (13 %). Obsah hrubého
proteinu kolise od 1,6 do 2,9 %. V suSine je to od 5,8 do

vSetkych aminokyselin (Kourek et al., 1996). Z voI'nych
aminokyselin bolo v zemiakoch identifikovanych 21.
Amidickid zlozku tvori asparagin a glutamin. Obidva
amidy maji velky vyznam v metabolizme dusika hluzy
(Smalik, 1987).

Bielkoviny zemiakovej hl'uzy obsahuji vysoké mnoZstva
esencidlnych aminokyselin — lyzin, leucin treonin,
fenylalanin avalin (tabulka 1). Ako limitujice su
v bielkovindch hliz uvddzané sirne aminokyseliny, najma
metionin. Potencidlne limitujici je izoleucin. (Kapoor et
al., 1975; Woolfe, 1987; Barta, Curn, 2004). Schulzova,
HajSlova (2007) uvadzaji ako hlavnd aminokyselinu
zemiakov asparagin (pribliZzne 52 %). Tato aminokyselina
je prekurzorom toxického akrylamidu, ktory vznikd pri
niektorych tepelnych pripravich zemiakov (smaZenie,
pecenie). Zastipenie asparaginu a dalSich volnych
aminokyselin (Asp, Glu, Gln) aich celkovy obsah zdvis{
vprvom rade na odrode, vyznamny je ivplyv
poveternostnych podmienok (variabilita medzi
jednotlivymi rokmi, teplota, zrdzky); rozdiel v obsahu
volnych aminokyselin nie je v ekologicky akonvencne
pestovanych zemiakoch vyznamny.

Tabulka 1 Aminokyselinové zloZenie bielkoviny zemiakovej hl'uzy v % (USDA, 2009; Vreugdenhil et al., 2007)

aminokyselina USDA Zr;u gdenhil aminokyselina USDA Zr;u gdenhil
Alanin 0,064 4,62 -5,32 Lyzin 0,126 6,70 — 10,1
Arginin 0,095 4,74 - 5,70 Metionin 0,033 1,20-2,15
Kyselina aspardgovd 0,506 11,9-13,9 Fenylalanin 0,092 4,80 - 6,53
Cystein 0,026* cystin 0,20 - 1,25 Prolin 0,074 4,70 - 4,83
Kyselina glutdmova 0,347 10,2-11,8 Serin 0,090 4,90 -5,92
Glycin 0,062 4,30 - 6,05 Treonin 0,075 4,60 — 6,50
Histidin 0,045 2,10 - 2,50 Tryptofan 0,032 0,30 — 1,85
Izoleucin 0,084 3,73 - 5,80 Tyrozin 0,077 4,50 -5,68
Leucin 0,124 9,70 - 10,3 Valin 0,117 4,88 — 7,40
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MATERIAL A METODY

Ciel'om préace bolo posidit’ na zdklade kumulécie kadmia
v zemiakovych hluzidch jeho vplyv na tvorbu bielkovin
a kumuldciu v bielkovindch zemiakov.

Porovndvali sme zemiaky dopestované v modelovych
podmienkach vegeta¢nych nddobovych pokusov (VNP) so
stupniovanou metalickou zatazou pddy kadmiom so
zemiakmi dopestovanymi v prirodzenych podmienkach
nekontaminovanych pod (Podunajska niZina, lokalita Imel
— Stara zem).

Odrody zemiakov:
vel'mi skoré: Junior (VNP), Adora, Vivaldi (ImeTl),

skoré: Livera (VNP, Imel’), Courage (Imel’),
stredne skoré: Agria (VNP), Victoria (Imel),
stredne neskoré — neskoré: Asterix (VNP).

Péda:

Podu pouziti vo VNP, odobrati =z lokality Vycapy-
Opatovce, mozZno charakterizovat ako stredne tazkd,
pieso€nato-hlinitd, silno kysli, so strednou zdsobou
humusu, vel'mi nizkym obsahom P, dobrym obsahom K a
Mg, relativne Cistd z hl'adiska obsahu pristupnych foriem
rizikovych prvkov (tabul’ka 2).

Tabulka 2 Charakteristika zeminy pouZitej vo vegetaénych nadobovych pokusoch

agrochemicka charakteristika obsah Zivin (mg.kg")
pH/H,0 pH/KCI Cox (%) humus (%) P K Ca Mg
5,98 4,63 1,527 2,633 19,86 215,5 1459,5 265,0
obsah Cd (mg.kg") v pdde stanoveny v rdznych extrakénych &inidlach
Lucavka kralovska HNO; NH,NO;
0,9 0,22 0,027
Limitnd hodnota Referencnd hodnota A;”~ Kritickd hodnota”
0,4 0,3 0,1

Vysvetlivky: *Zakon €. 220/2004 Z.z. Kritérid pre identifikdciu rizikovych oblasti kontaminécie pdd a metodické postupy

X2

ich hodnotenia. **Rozhodnutie MP SR o najvysSich pripustnych hodnotich Skodlivych l4dtok v pdde a o urceni

organizdcif opradvnenych zistovat’ skuto¢né hodnoty tychto latok ¢. 531/1994-540.

Pozemok Stard zem, zktorého boli odobraté vzorky z30
odbernych miest (obrdzok 1), ma rozlohu 62,5 ha a nachddza sa
na katastrdlnom tzemi obce Imel, medzi tokmi riek Nitra
aZitava, v pddno-ekologickej oblasti Podunajskej niZiny. Této
oblast’ je charakteristickd regiondlnym zneCistenim ovzdusia
bez velkych astrednych emisnych lokdlnych zdrojov. Ku
kontaminacii pdd dochddzalo najmé v obdobi transformécie,
ked boli aplikované vysoké davky priemyselnych hnojiv
a pesticidov (Musilova et al., 2006).

Bonitovand pddno-ekologickd jednotka tohto pozemku je
0040001, pddny typ: Cernozem Ciernicovd — karbondtova,
podny druh: 'ahka — piesocnatd.

Obsah Zivin, stanoveny v odobratych pddnych vzorkdch sa
pohybuje vrozmedzi 1050 — 5250 mg.kg'l N, 45,1 — 636,4
mgkg' P, 146,5 — 647,5 mgkg" K, 19,5 — 198,0 mgkg' Mg.
Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze ide o pddu s nizkym az
velmi vysokym obsahom fosforu, vel'mi nizkym az dobrym
obsahom hor¢ika astrednym azZ velmi vysokym obsahom
draslika (Bielek, 1996).

Napriek tomu Ze azZ v47 % vzorieck pody bol obsah Cd,
stanoveny v pddnom extrakte licavkou kralovskou, vyssi ako
limitnd hodnota urcend Zakonom 220/2004 a viac ako 53 %
odberovych miest vykazovalo vysSie obsahy Cd, ako bola
limitnd hodnota A, uréend Rozhodnutim MP SR ¢&. 531/1994-
540 zodpovedajica pozadove] (fénovej) koncentracii daného
rizikového prvku vpdde, zvySené obsahy Cd pre rastliny
predstavuji mensie riziko, ako pritomnost’ mobilnych foriem
kadmia v pdde. Uvedené formy Cd si pre rastliny aktudlne
nepristupné, ich biopristupnost’ vSak mdZe byt ovplyvnend
zmenou pddnych vlastnosti (Vollmannova et al., 2002).

stanoveny podlimitny obsah Cd adalSich tazkych kovov
v pdde vSak nezaruuje, Ze rastliny na tejto pdde pestované,
budd vZdy obsahovat’ ich tolerovateIné mnoZstvo. Preto je
z hygienického hladiska rozhodujice, ¢i sa tieto prvky
kumuluji v Castiach vyuZivanych ku konzumaécii (Zrust,
2003).

Vegetacné nddobové pokusy

V modelovych  podmienkach  vegetatnych  nddobovych
pokusov sme sledovali mieru kumuldcie kadmia v lulku
zemiakovom v zdvislosti od miery kontaminacie pody tymto
prvkom. Kadmium bolo aplikované vo forme roztokov
vodorozpusnej soli CdCl,.2,5H,0 v mnoZstve 0 — 3 — 5 — 10
mg.kg" pddy vo variantoch 1 — 4.

Do nidob sme navazovali 25 kg zmesi zeminy a piesku
vpomere 21:4. Vkazdom variante sme pouZzili 4 odrody
zemiakov; do nddob sme vysddzali po 3 hluzy, pre vsetky
odrody boli 4 opakovania. Po zaloZeni pokusu aj pocas celej
vegetdcie boli nddoby so zemiakmi zalievané na 70 % vodni
kapacitu. Vlhkost’ pody sme stanovovali pomocou vlhkomera
WET Senzor, typ WET 1.

Imel

Urcenie odbernych miest pre podu i rastlinu sme ziskali
pomocou navigacného zariadenia GPS MAP 60 Cx
GARMIN (GPS), rozmiestnenie jednotlivych odrod je
zndzornené na obrizku 2 (Musilova et al., 2009). Vzorky
pddy z lokality Imel’ boli odobraté v pddnom horizonte 0 —
0,2 m podla zdviznej metodiky pomocou pedologickej
vrtnej sondy GeoSampler fy. Fisher.

Zpohl'adu obsahu mobilnych foriem Cd moZzno pddu Zemiaky boli, rovnako ako vpripade VNP, zberané
charakterizovat' ako nekontaminovand, ani na jednom v konzumnej zrelosti.

odbernom mieste obsah Cd neprekro€il kriticki hodnotu pre

Cd (0,1 mgkg "' pody), stanoventi Zakonom 220/2004. Ani

roénik 4 4/2010




potravinarstvo

a
Obrazok 1 Odberné miesta zemiakov (Imel — Stara
zem)

«  [Odberné body
[ Pozemok
(drody zemiakav
Livera
Victoria
Courage
[ Adora
Vivaldy

Obrazok 2 Odrody zemiakov (Imel’ — Stara zem)

Analytické metody
Stanovenie pddnej reakcie, obsahu pristupnych Zivin a kadmia
v pode
e agrochemickd charakteristika pdody (aktivna pddna
reakcia pH/H,O, vymennd pddna reakcia pH/KCI, C
(%) — oxidimetricky metédou podl'a Turina a % humusu

— prepoctom % Cy);

e obsahy zivin (P, K, Ca, Mg) — stanovené metédou podl'a
Mehlicha (Mehlich II);

e pseudototilne obsahy Cd — stanovené vo vyluhu

lacavkou kralovskou (Zakon 220/2004);

e obsahy potencidlne mobilizovatelnych foriem Cd
(Rozhodnutie MP SR 531/1994-540) — stanovené vo
vyluhu HNO; (¢ = 2 mol.dm™);

e obsahy mobilnych foriem Cd (Zakon 220/2004 — kritické
hodnoty vo vztahu pdda — rastlina) — stanovené
v pddnom extrakte NH,NO; (c =1 mol.dm'3);

e analytickou metédou stanovenia obsahov
makroelementov arizikovych kovov bola plameiiova
atdmova absorpnd spektrometria (AAS Varian AA
Spectr  DUO  240FS/240Z/UltrAA). Vysledky boli
vyhodnotené  vzmysle prislusSnych legislativnych
predpisov.

Stanovenie obsahu kadmia v konzumnych castiach lulka
zemiakového

e Zemiaky boli zberané v Stddiu konzumnej zrelosti.
Obsahy kadmia sme stanovili po zhomogenizovani
vzoriek a nasledujicej mineralizdcii mokrym spdsobom

metédou AAS (AAS Varian AA Spectr DUO
240FS/240Z/UltrAA).

Izoldcia bielkovinovych frakcii, ich analyza na obsah kadmia

e Frakcie obsahujice bielkoviny sme ziskali postupnou
extrakciou delipidovanej vzorky za pouzitia réznych
extrakénych ¢inidiel:

e extrakciou vzorky v destilovanej vode a ndslednou
filtraciou sme ziskali nerozpustny podiel Z1 a filtrat F1, z
ktorého sme po pridani Pb(NQOj), filtrdciou oddelili
zrazeninu obsahujtcu albuminy a Cast’ globulinov;

e 7z nerozpustného podielu Z1 sme po extrakcii NaCl (c = 1
mol.dm®) ziskali filtrat F2 a zvySok Z2, ktory sme
odlozili na d’alsie spracovanie; vo filtrdte F2 sme v fiom
vyextrahované globuliny vyzrazali taninom, oddelili od
supernatantu extrakciou a kvantitativne preniesli na filter
s albuminmi a globulinmi;

® po extrakcii zvySku Z2 etanolom, vytrepani a vakuovej
filtrdcii sme ziskali zvySok Z3, ktory sme odloZili na
d’alSiu extrakciu, a filtrdt F3, v ktorom sme taninom
vyzrazali gliadiny; velmi malé mnoZstvo koloidnej
zrazeniny sme odcentrifugovali a kvantitativne preniesli
na filter s albuminmi a globulinmi;

e zvySok Z3 sme extrahovali NaOH (c = 0,05 mol.dm’3) a
vékuovo odfiltrovali cez vopred odvazeny filtratny
papier;

¢ bielkovinovd frakciu sme vo filtrite F4 vyzrazali

nasytenym roztokom taninu a po centrifugicii
kvantitativne preniesli na filter s albuminmi, globulinmi a
gliadinmi.
Jednotlivé frakcie boli separované modifikovanou
metddou podla Osborne (Michalik, 1982), obsahy
rizikovych prvkov boli po mineralizdcii stanovené
metédou AAS (AAS Varian AA Spectr DUO
240FS/240Z/UltrAA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rovnako, ako dalSie charakteristické vlastnosti zemiakov
(obsah skrobu, vitaminu C, polyfenolovych zlicenin, atd’.),
i obsah bielkovin je odrodovou zdleZitost'ou. Vyznamny vplyv
dusikatych hnojiv, ale i vplyv odrody, pestovatel'skej lokality
arocnika na obsah bielkovin v hl'uzdch zemiakov potvrdzuje
vo svojich vysledkoch Barta et al. (2000), zvySeny obsah
bielkovin, Skrobu, vitaminu C asicasne zniZzeny obsah
glykoalkaloidov v zemiakovych hl'uzach dosiahol Plaza et al.
(2004) organickym hnojenim. V zemiakoch dopestovanych
v podmienkach vegeta¢nych nadobovych pokusov bol obsah
bielkovin 2,547+1,52 % (tabul’ka 3). Rozdiely v kumulacii Cd
v zemiakovych hluzdch rdéznych odrdd su Statisticky
preukazné. Rovnaké vysledky uvadza i Rop et al. (2009).
Medzi jednotlivymi odrodami bol Statisticky preukazny rozdiel
v obsahu bielkovin nielen v kontrolnych variantoch, ale i vo
variantoch so zvySenymi obsahmi Cd v zemiakovych hl'uzach
(tabul’ka 4). Odrody vykazovali i Statisticky vyznamny rozdiel
v miere kumuldcie rizikovych tazkych kovov v bielkovinovej
frakcii, kde iba pri najvyssich aplikovanych davkach Cd do
pody (4. variant) boli rozdiely vkumuldcii tychto prvkov
Statisticky nevyznamné (tabul’ka 5).
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Tabul’ka 3 Obsah Cd v zemiakoch (mg.kg'l), vo frakcii bielkovin v 1 kg CH (mg.kg'l) a obsah bielkovin (%) v zemiakoch
z VNP so stupiiujicou sa kontaminaciou pody kadmiom

odroda var. Cvd . cd . . L var. Cvd . cd . . 5
v CH v bielkovindch bielkovin v CH v bielkovinach bielkovin
Junior 0,211 0,040 1,460 0,572 0,117 1,334
Livera 1 0,133 0,030 2,657 3 0,624 0,060 1,302
Agria 0,121 0,045 1,365 0,538 0,075 2,115
Asterix 0,111 0,026 2,519 0,527 0,112 1,891
Junior 0,482 0,061 3,676 0,715 0,126 2,098
Livera ) 0,472 0,047 2,588 4 0,706 0,068 2,516
Agria 0,398 0,056 2,751 0,685 0,107 2,517
Asterix 0,388 0,085 1,027 0,634 0,142 4,066
PK SR: 0,1 mg.kg! CH

Tabulka 4 Statistické ukazovatele sledovanych odrdéd zemiakov: obsah Cd v &erstvej

(mg.kg™") - obsah bielkovin (%)
ANOVA Table for hmot_ B by odroda

hmote zemiakovych hPiz

variant Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 12,5554 3 4,18513 73,96 0,0000
1 Within groups 0,67902 12 0,056585
Total (Corr.) 13,2344 15
Between groups 32,622 3 10,874 77,35 0,0000
2 Within groups 1,68695 12 0,140579
Total (Corr.) 34,309 15
Between groups 4,44818 3 1,48273 31,54 0,0000
3 Within groups 0,564156 12 0,047013
Total (Corr.) 5,01234 15
Between groups 20,3145 3 6,77149 58,01 0,0000
4 Within groups 1,4007 12 0,116725
Total (Corr.) 21,7152 15
Multiple Range Tests for hmot_ B by odroda, Method: 95,0 percent LSD
Odroda var. Count Mean ngi‘gf;ious odroda var. Count Mean ngi‘gf;iom
Junior 4 2,19025 X Livera 4 1,9535 X
Livera 4 3,985 X Junior 4 2,0015 X
Agria ! 4 2,0475 X Asterix ? 4 2,83708 X
Asterix 4 3,77825 X Agria 4 3,172 X
Asterix 4 1,53975 X Junior 4 3,147 X
Livera 4 3,8815 X Livera 4 3,774 X
Agria 2 4 4,126 X Agria 4 4 3,77468 X
Junior 4 5,51425 X Asterix 4 6,09933 X
Contrast var. Sig. Difference +/- Limits var. Sig. Difference +/- Limits
Agria - Asterix & -1,73075 0,366485 ® 0,334925 0,334053
Agria - Junior -0,14275 0,366485 o 1,1705 0,334053
Agria - Livera & -1,9375 0,366485 o 1,2185 0,334053
Asterix - Junior ! & 1,588 0,366485 3 ® 0,835575 0,334053
Asterix - Livera -0,20675 0,366485 o 0,883575 0,334053
Junior - Livera & -1,79475 0,366485 0,048 0,334053
Agria - Asterix & 2,58625 0,577653 ® -2,32465 0,526366
Agria - Junior & -1,38825 0,577653 o 0,627675 0,526366
Agria - Livera 0,2445 0,577653 0,000675 0,526366
Asterix - Junior 2 & -3,9745 0,577653 4 ® 2,95233 0,526366
Asterix - Livera & -2,34175 0,577653 o 2,32533 0,526366
Junior - Livera & 1,63275 0,577653 & -0,627 0,526366
* denotes a statistically significant difference
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Tabulka 5 Statistické ukazovatele sledovanych odrdd zemiakov: obsah Cd v &erstvej hmote zemiakovych hPiiz
(mg.kg™) - obsah Cd v bielkovinach (mg.kg™),
ANOVA Table for hmot _ B by odroda

variant Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 0,00364838 3 0,00121613 7,40 0,0046
1 Within groups 0,00197078 12 0,000164232
Total (Corr.) 0,00561916 15
Between groups 0,0126925 3 0,00423084 15,64 0,0002
2 Within groups 0,0032452 12 0,000270434
Total (Corr.) 0,0159377 15
Between groups 0,0378827 3 0,0126276 5,90 0,0103
3 Within groups 0,0257026 12 0,00214188
Total (Corr.) 0,0635853 15
Between groups 0,0491918 3 0,0163973 1,68 0,2237
4 Within groups 0,117035 12 0,00975292
Total (Corr.) 0,166227 15
Multiple Range Tests for hmot_ B by odroda, Method: 95,0 percent LSD
odroda var. Count Mean ngorf)z;;iom odroda var. Count Mean ngorf)z;;iom
Asterix 4 0,05155 X Livera 4 0,1189 X
Livera 4 0,06045 XX Agria 4 0,14925 X
Junior ] 4 0,080091 XX Asterix 3 4 0,223275 X
Agria 4 0,089475 Junior 4 0,2341 X
Livera 4 0,093775
Agria 4 0,112375 XX
Junior 2 4 0,1218 X
Asterix 4 0,17005 X
Contrast var. Sig. Difference +/- Limits var. Sig. Difference +/- Limits
Agria - Asterix & 0,037925 0,019744 & -0,074025 0,0713023
Agria - Junior 0,00938405 0,019744 & -0,08485 0,0713023
Agria - Livera & 0,029025 0,019744 0,03035 0,0713023
Asterix - Junior ! & -0,028541 0,019744 . -0,010825 0,0713023
Asterix - Livera -0,0089 0,019744 & 0,104375 0,0713023
Junior - Livera 0,019641 0,019744 & 0,1152 0,0713023
Agria - Asterix & -0,057675 0,0253359
Agria - Junior -0,009425 0,0253359
Agria - Livera 0,0186 0,0253359
Asterix - Junior z * 0,04825 0,0253359
Asterix - Livera & 0,076275 0,0253359
Junior - Livera * 0,028025 0,0253359

* denotes a statistically significant difference

Vo vsetkych pripadoch je hodnota P-value < a (0,05), taktieZ
hodnota Signifikantné F (Junior 5,21.10%, Livera 1,056.10°,
pripadoch vhodna na vysvetlenie zavislosti (graf 1 —4).

Agria  5,659.10°, Asterix 4,543.10°) < ako hladina
vyznamnosti o. Zvolend regresnd priamka je vo vSetkych
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Graf 3 Statisticka zavislost’ obsahu kadmia Graf4 Statisticka zavislost’ obsahu kadmia

v bielkovinovej frakcii od mnozstva kumulovaného Cd
v CH (Agria)

Obsah bielkovin vzemiakoch dosahuje hodnotu asi 2 %,
pricom svojou kvalitou sa zemiakova bielkovina priblizuje
vajecnej bielkovine azbiologického hladiska je jednou
z najhodnotnejsich bielkovin rastlinného pdvodu (Franéak,
2002). Po sdjovych produktoch zaujimaju zemiakové
bielkoviny druhé najvyznamnejSie miesto medzi bielkovinami
rastlinného povodu (Houba et al., 2007).

Tabulka 6 Obsah Cd v zemiakoch (mg.kg”), vo frakcii

v zemiakoch z lokality Imel’ — Stara zem

v bielkovinovej frakcii od mnozstva kumulovaného Cd
v CH (Asterix)

Priemerné obsahy bielkovin v zemiakoch pestovanych
v pol'nych podmienkach (lokalita Imel’) sa neliSia od obsahov
bielkovin v kontrolnych variantoch jednotlivych odrdd
zvegetatnych nddobovych pokusov. Obsah bielkovin
v zemiakoch bol v rozmedzi od 1,062 % (odroda Victoria) do
2,232 % (odroda Livera) (tabul’ka 6).

bielkovin v1 kg CH (ng.kg™") a obsah bielkovin (%)

0- odroda < ol . % 0 odroda < o 7
m. v CH v bielkovindch | bielkovin | m. vCH | v bielkovindch | bielkovin
1 Adora 0,0018 0,105 1,493 16 Vivaldi | 0,0029 0,135 1,366
2 Vivaldi 0,0021 1,320 1,320 17 Livera 0,0028 0,130 1,129
3 Vivaldi 0,0021 1,186 1,186 18 Livera 0,0030 0,140 1,098
4 Vivaldi 0,0027 1,144 1,144 19 Livera 0,0020 0,095 1,470
5 Vivaldi 0,0021 1,267 1,267 20 Victoria | 0,0024 0,125 1,180
6 Vivaldi 0,0026 1,365 1,365 21 Courage | 0,0016 0,070 1,280
7 Vivaldi 0,0028 1,994 1,994 22 Victoria | 0,0019 0,100 1,310
8 Adora 0,0024 1,602 1,602 23 Livera 0,0038 0,175 1,222
9 Adora 0,0019 1,372 1,372 24 Livera 0,0029 0,135 1,205
10 Vivaldi 0,0035 1,364 1,364 25 Livera 0,0024 0,110 1,155
11 Vivaldi 0,0036 1,661 1,661 26 Livera 0,0028 0,130 1,140
12 Vivaldi 0,0029 1,928 1,928 27 Victoria | 0,0017 0,075 1,062
13 Vivaldi 0,0029 1,130 1,130 28 Courage | 0,0018 0,085 1,168
14 | Victoria | 0,0024 1,208 1,208 29 Livera 0,0042 0,195 1,190
15 Vivaldi 0,0026 1,306 1,306 30 Livera 0,0036 0,170 2,232

v

v odrode Victoria a zvySovali sa v poradi: Victoria (1,190
Obsahy Cd v bielkovindch zemiakov z lokality Imel’ boli
v porovnani s obsahmi Cd v bielkovinovej frakcii
zemiakov z VNP radovo nizSie, ¢o zodpovedd i vyrazne
niz§im obsahom Cd v hl'uzich zemiakov z tejto lokality.

%) < Courage (1,224 %) < Livera (1,316 %) < Vivaldi
(1,419 %) < Adora (1,489 %).

iZ8i Cd v bielkovinidch boli stanovené
v odrode Courage (00,0775 ugkg-1 CH) a najvysiie
v odrode Vivaldi (¢ 1,317 pg.kg-1 CH).
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Napriek tomu, Ze v zemiakoch obsahy Cd neprekrocili
hygienické limity dané PK SR, potvrdila sa Statisticky
preukazna zavislost’ medzi obsahmi tohto rizikového kovu
v Cerstvej hmote a v bielkovinovej frakcii zemiakov
v odrode Livera (Cd: R = 0,999; P-value = 9,55.10-11)
(graf 5). Obsahy Cd vCH ostatnych odrdd nemali
Statisticky preukazny vplyv na obsah bielkovin ani na
kumuldciu Cd v bielkovinovej frakcii.
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Graf 5  Statisticka  zavislost® obsahu kadmia

v bielkovinovej frakcii od mnoZstva kumulovaného Cd
v CH (Livera)

V odolnosti rastlin voc¢i pdsobeniu tazkych kovov existuju
velké rozdiely nielen medzi druhmi, ale i vo vnuitri toho
istého druhu. Jednou z G¢innych aklima¢nych reakcii je
tvorba Specifickych zlicenin — fytochelatinov (polypetidy
Struktdrne pribuzné glutationu — vznikajd spojenim 2 — 8
molekudl kyseliny y-Glu aCys s1 molekulou Gly) —
schopnych inaktivovat’ tazké kovy vizbou do cheldtovych
komplexov (Prochazka et al., 1998).

ZAVER

V modelovych podmienkach stup movanej metalickej
zataze pddy kadmiom sa potvrdila nielen silnd pozitivna
zavislost’ medzi aplikovanym mnozstvom t'azkého kovu a
jeho kumuléciou v zemiakovej hl'uze, ale i medzi obsahom
Cd v hl'uzdch zemiakov a obsahom bielkovin. ZvySujice
sa obsahy Cd v Cerstvej hmote boli v pozitivnej korelacii
s obsahmi Cd v bielkovinéch.

V prirodzenych podmienkach nekontaminovanych pod
nepredstavuje obsah kadmia pre rast a vyvoj zemiakovych
hliz riziko. Tento fakt potvrdzuji vo svojich pracach
mnohi autori, ako aj naSe vysledky ziskané analyzou
zemiakov pestovanych v lokalite Imel’. Napriek zvySenym
obsahom kadmia v pdde sa tieto nepremietli do ich
zvySenej kumuldcie hl'uzami zemiakov. Potvrdilo sa, Ze pri
vyS$Som obsahu rizikovych obsahov v pdde, neZ si ich
limitné hodnoty, nemusi vZdy dochddzat’ k ich transferu do
pestovanych plodin, avSak ani ich stanoveny podlimitny
obsah v pdde nezaruCuje, Ze rastliny pestované na tejto
pdde budu vzdy obsahovat’ ich tolerovatelné mnozstvo.
Statisticky ~preukaznd zivislost medzi obsahmi Cd
v Cerstvej hmote abielkovinovej frakcii zemiakov
pestovanych v lokalite Imel sa prejavila iba v odrode
Livera. 'V ostatnych odrodich sa obsah kadmia
nepremietol do jeho kumulicie bielkovinami. Rovnako sa
nepotvrdila zdvislost medzi obsahmi Cd aobsahmi
bielkovin v zemiakoch.
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SENSITIVITY TO ANTIBIOTICS IN STRAINS OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS ISOLATED FROM COW'S MILK

Jana Pukdcovd, Lucia Pol’akovd, Eva Dudrikovd

ABSTRACT

Strains of Staphylococcus aureus (S. aureus) were isolated from individual milk samples of 500 lacting cows from different
areas in Slovakia (PH 1 — Kogice region, 300 samples; PH 2 — Zilina region, 200 samples). The statistical significance
between both dairy farms included in the experiment in the presence of genus Staphylococcus isolated on Baird-Parker agar
from milk samples was p < 0,0001°" . Totally, 122 milk samples were positive for the presence of Staphylococcus aureus
(83 Kosice regions, 52 Zilina regions). All 122 isolates of S. aureus were sensitive for the methicilin as detected by
interpretative criteria developed by NCCLS (2002). For 122 S. aureus isolates, we compared antibiotic susceptibility results
determined by the standardized agar diffusion assay with the PCR assay for the detection of antibiotic resistance mecA
gene. For all isolates, we found a correlation between the results of the PCR and those of classical resistance testing. The
obtained results were confirmed by PCR analysis, according to which, any of our tested isolate of S. aureus from all 122
individual milk samples from both experimental dairy farms were not positive for the presence of mecA gene coding the

methicilin resistance.

Keywords: milk, antibiotic resistance, mecA gene, PCR

UVOD

Bezpecnost’ potravin je kI'i¢ovym faktorom, ktory vedie
k tomu, aby sa vyrabali kvalitné potraviny bez Skodlivych
ucinkov na zdravie l'udi. Rastice ndroky spotrebitel'ov na
zdravé, vyzivné a vhodné potraviny vedd k neustdlemu
zdokonalovaniu uZ existujucich technik a k novému
vyvoju v spracovani potravin ako aj k ndvrhom
produkovat’ bezpecné potraviny, ktoré si zachovaji
nutriénd a senzorickd kvalitu. Ziadanym faktorom v
procese spracovania potravin je zvySit potravinovd
bezpecnost’, zlepsit' mikrobiologické a chemické vlastnosti
potravin a odstranit neZiaduce toxické zlozky. Na
identifikdcii ~ konkrétneho  rizika so  stanovenim
preventivnych ochrannych opatreni je zalozeny HACCP
systém kvality a hygienickej a zdravotnej bezpecnosti
vyrdbanych produktov, ktory md prvorady vyznam
v potravindrskom priemysle, po¢nic od vyroby az po
spotrebu.

Z hl'adiska technoldgie ziskavania a spracovania mlieka
v mliekarskom priemysle predstavuju zévazné
mikrobiologické nebezpecenstvo baktérie Staphylococcus
aureus. Z mnohych  metabolitov ~ produkovanych
stafylokokmi najvicsie riziko pre zdravie konzumentov
predstavuji enterotoxiny, ktoré po poziti mdzu vyvolat
otravu potravinami - stafylokokovi enterotoxikézu
(LeLoir et al., 2003; Lembo et al., 2003; Hage a Tran,
2004; Smitandi a Sternesjo, 2004).

Staphylococcus aureus sa vyskytuje v prachu, vo
vzduchu, vo vode a v odpadovych vodach, mdze infikovat
mlieko pri dojeni, pochddza z mliecnej zlazy pri jej
ochoreniach (Pyoréld, 2002), alebo sa do mlieka dostane
kontamindciou z ruik, tvdre, dutiny ustnej a nosovej
pracovnikov prichddzajicich s mliekom do styku v
rdznych fazach jeho vyroby a spracovania (Garcia et al.,
1980; Bramley et al., 1984). Stafylokoky sa obycajne
zistuji u 30 - 50 % zdravych l'udi v nosnej dutine, na kozi
byva vyskyt nizsi (5 - 30 %). Stafylokoky adaptované na
zvieratd mozZzu byt preukdzané ako nosi¢ské kmene u
zdravych l'udi, najmi u tych, o CastejSie prichddzajui do

uzkeho styku so zvieratami a moéZu sa podielat’ pri vzniku
infekcii napr. zdpalov mlie¢nej Zl'azy (Anderson, 1990;

Cardoso et al., 1999; Burdova, 2001).

Na zdklade mnohych Studii sa konstatovalo, Ze pretrvava
doslova  harmonicky = vztah  medzi  hostitel'om
a stafylokokmi, ktoré beZne perzistuji na kozi, v nose,
ustach a hrdle (Minor a Marth, 1972; 1976). BohuzZial
tdto harmoénia sa narusi v pripade, Ze sa stafylokoky
stadvajd pri¢innym cinitelom vyvolavajicim rdzne infekcie
na rdéznych miestach tela (Cunningham et al., 1996;
Beekhuizen et al., 1997; Crossley a Archer, 1997).

Staphylococcus aureus sa v surovom mlieku vyskytuje
dost’ pravidelne, i ked’ v nizkych poctoch v porovnani s
inymi druhmi a skupinami mikroorganizmov. Pritomnost’
baktericidnych litok, ostatnej konkurenc¢nej mikrofléry a
chladenie mlieka zabraiuji jeho pomnoZeniu a syntéze
enterotoxinov (Tsen et al., 1997; Shoshani et al., 1999).
Nizke pocty Staphylococcus aureus v mlieku nie su
nebezpecné z hl'adiska enterotoxikéz, ale mdzu spdsobit
infekciu u ludi s imunosupresiou, najmid deti. K
stafylokokovej intoxikdcii dochddza obycajne po
skonzumovani menej ako lpg toxinu v kontaminovanej
potrave, Co Vv pripade dobrého producenta toxinu
predstavuje asi  10°-10° zarodkov enterotoxigénnych
kmeniov Staphylococcus aureus v jednom grame
potraviny (Soomro et al., 2003; Jorgensen et al., 2005).

Staphylococcus aureus ma znaCny patogénny potencidl
avelkd schopnost adaptability na vonkajSie faktory
prostredia spdsobuje, Ze sa stdva Coraz odolnejs$i voci
antibiotikdm. Selektivne tlaky prostredia, ako aj nadmerné
pouZivanie antibiotik, vyznamne prispeli k budovaniu
stafylokokovej rezistencie. Na zacCiatku Sestdesiatych
rokov (1961) sa objavili prvé kmene rezistentné voci
meticilinu a ostatnym beta-laktdmovym antibiotikdm,
tradi¢ne nazyvané meticilin rezistentné kmene S. aureus
(MRSA) (KissSova, 2008).

V sedemdesiatych rokoch sa MRSA kmene stali
prakticky po celom svete hlavnou  pricinou
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nozokomidlnych infekcii. Opakovand liecba antibiotikami
indukuje expresiu mecA kmenov a dochddza k rychlemu
Sireniu v nemocniciach.  Staphylococcus  aureus
reprezentuje kolonizdtora a patogéna nielen pre l'udi, ale aj
pre Zivocichy. Lee (2003) poukdzal na fakt, Ze
kontaminované potraviny ZivociSneho povodu, mlieko
a mliecne vyrobky, predstavuju riziko infekcie MRSA pre
ludi. Gény koédujice meticilinovd rezistenciu sd
umiestnené na jedinom mobilnom genetickom elemente, a
to na stafylokokovej chromozémovej kazete SCCmec. Do
dnesnej doby bolo popisanych 6 druhov SCCmec. Tieto
elementy sa moZu zabudovat do gendmu MRSA
a pretvorit’ ho na rezistentny druh. Ich rozvoj prispieva
k narastaniu poctu infekcii spdsobenych MRSA po celom
svete (Oliveira et al., 2006).

Cielom prace bolo vyhodnotit zbierku izolatov
Staphylococcus aureus z individudlnych vzoriek surového
mlieka ziskaného na dvoch vybranych produkénych
hospodarstvach z r6znych oblasti Slovenska (KoSicky kraj
aZilinsky kraj) autychto izoldtov popisat citlivost
k vybranym antibiotikdm a pritomnost’ génu kdédujiceho
rezistenciu na meticilin.

MATERIAL A METODY

V praci sme pouzili zbierku izoldtov S. aureus zo vzoriek
surového kravského mlieka od 500 dojnic v r6znom Stadiu
laktacie, u ktorych klinickym vySetrenim mlie¢nej Zl'azy
a NK-testom neboli zistené zdpalové procesy. Vzorky
surového mlieka boli odobraté na produkénom
hospodérstve (PH 1) situovanom v KoSickom kraji (n =
300) ana katastrdlnom Uzemi produkéného hospodarstva
(PH 2) situovaného v Zilinskom kraji (n = 200). Vzorky
mlieka (rovnaké diely z kazdej Stvrte, cca 10 ml), ziskané
pocas vecerného dojenia boli odobraté asepticky po
vydojeni prvych strekov mlieka, zmieSané anapartes
a ihned’ ulozené do chladiaceho boxu pri teplote + 4 °C az
+ 6 °C do spracovania. Vzorky boli spracované ihned’ po
prichode do laboratoéria.

Vo vzorkdch surového mlieka sme S. aureus stanovili na
Baired-Parkerovom agare (HiMedia, India) podl'a EN ISO
6888-1:1999.  Vyrastené  suspektné koloénie sme
prekultivovali na krvny agar obsahujici 5 % baranich
erytrocytov a inkubovali 24 hod. pri teplote 37 'C. Tieto 24
hod. kultiry sme pouzili na dalie testy: cytidin
deamindzovy test, zaloZeny na deamindcii cytidinu na
rozliSenie S. aureus od d’alsich stafylokokov (Krasuski et
al.,, 2007); Sevatest Stafylo PK (Imuna, Sarisské
Michalany) predstavuje plazmakoaguldzovy test na
testovanie pritomnosti volnej koaguldzy skimavkovou
reakciou; Staphytest 16, ktorym sme identifikovali
zéstupcov rodu Staphylococcus (Lachema Brno, CR).
Ziskané izolaty S. aureus uvedenymi testami sme potvrdili
molekuldrnou metédou PCR (Martineau et al., 1998;
Strommenger et al., 2003; Hein et al., 2005).

Na detekciu mecA génu, ktory kdéduje meticilinovi
rezistenciu, sme pouzili PCR reakciu podla
Strommengera et al. (2003), ktorou sa amplifikuje 532 bp
dlha cast tohto génu.

V objeme 50 pl reakénej zmesi bol 1 pl genomickej
DNA, 10 mmol.I" Tris-HCI (pH 8,8), 3 mmol.I"" MgCl,,
200 pmoll" dNTP, 12,5 pmol.l" kazdého primeru a 1

jednotka Tag DNA polymerdzy (Ecoli s.r.0.). Primery
pouzité v PCR na amplifikdciu mecA génu st uvedené
vTab. 1. Na amplifikdciu mecA génu sme pouzili
nasledovné podmienky:

Iniciacnd denaturécia pri 94 °C po dobu 3 min.,

30 cyklov:

94°C, 30ss.,

55°C,30s.,

72°C, 30s.,

Po poslednom cykle nasledovala eSte findlna extenzia 4
min. pri 72 °C.

Tab. 1 Primery pouzité v PCR na amplifikaciu mecA
génu (Zdroj: Strommenger et al., 2003)

Velkos
Gén Prime Nukleotidova sekvencia 5 -3~ ¢
r produk
tu
mecA- | AAA ATC GAT GGT AAA
Z“ F GGT TGG C 532 bp
mecA- | AGT TCT GCA GTA CCG GAT
R TTG C

PCR produkty sme analyzovali pomocou elektroforézy
v1l % agar6zovych géloch (Invitrogen), ponorenych
v TAE tlmivom roztoku, ktory mal nasledovné zloZenie:
242 g TRIS, 57,1 ml kyselina octova l'adova, 100 ml 0,5
mol.I" EDTA (pH 8,0), doplnena destilovanou vodou do 1
1 (Sambrook et al., 1989). Elektroforéza prebiehala
priblizne 45 min. pri 120 V (Zdroj napitia Consort EV
243, UK). Agar6zové gély sme po elektroforéze ofarbili
etidium bromidom (10 mg/ml) andsledne vizualizovali
pomocou UV lampy. Na zdklade pohyblivosti
v agar6zovych géloch sme porovndvanim so 100 bp
Standardom (Sigma) urcili vel'kost’ fragmentov.

Izolaty S. aureus sme testovali na citlivost’ voc¢i vybrane;j
Skale antibiotik difdznou diskovou metédou (NCCLS,
2002) na Miieller-Hintonovom agare.  Suspenziu
pripravent z testovaného izoldtu sme vatovym tampénom
naniesli na povrch Mieller-Hinton pddy. Pomocou
ddvkovaca antibiotickych diskov Oxoid sme naniesli
jednotlivé antibiotické disky a platne sme inkubovali 16 -
24 hod. pri 37 °C. Po inkubdcii sme odmerali priemery
inhibi¢nych z6n rastu baktérif v milimetroch a porovnali
ich s hraniénymi velkostami inhibi¢nych zén, ktoré si
stanovené pre jednotlivé antibiotikd. Vysledok ukazuje, ¢i
je kmen citlivy (C), rezistentny (R) alebo stredne citlivy
(MC) na testované antibiotikum.

Na testovanie antibiotikorezistencie —sme pouZili
nasledovné testovacie disky (Oxoid) s tymto mnoZstvom
ucinnej latky: amoxycillin-clavulanat (20 pg + 10 pg),
ampicillin (10 pg), erythromycin (15 pg), lincomycin
(10 pg), methicillin (10 pg), neomycin (30 pug), novobiocin
(30 pg), oxacillin (5 pg), penicillin (10 IU), streptomycin
(10 pg) a tetracycline (30 pg).

Na Statistické porovnanie vysledkov nasej
experimentdlnej pridce sme pouzili analyzu rozptylu
ANOVA ametédu testu dobrej zhody chi-kvadrat
a Tukeyov porovndvaci test (Microsoph Excel 2007
a GraphPad Prism 5).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo sme odobrali pétsto individudlnych vzoriek
surového kravského mlieka, ato 300 ks z produkéného
hospodarstva situovaného v KoSickom kraji (PH 1) a 200
ks vzoriek z produkéného hospodarstva nachddzajiceho sa
v Zilinskom kraji (PH 2). Z 500 individualnych vzoriek
surového kravského mlieka bolo 53,2 % bakteriologicky

pozitivnych (Tab. 2). Z tychto vzoriek surového kravského
mlieka bol klasickou mikrobiologickou metédou izolovany
rod Staphylococcus v 122 vzorkdch mlieka. Medzi
sledovanymi produkénymi hospodérstvami bola zistend
Statisticky vyznamnost’ v pozitivite vzoriek mlieka na rod
Staphylococcus p < 0,0001° (Tab. 3).

Tab. 2 PrehPad bakteriologického vySetrenia surového kravského mlieka v PH 1 (Kosicky kraj) a PH 2 (Zilinsky

kraj) Zdroj: Vlastna tabulka

. PH1 PH 2

kraj pocet (%) pocet (%)
vySetrené spolu 300 100 200 100
pozitivne celkom 181 60,33 85 42,5
negativne celkom 119 33,67 115 57,5
vySetrené spolu 500 (100%)

pozitivne celkom 266 (53,2 %)

negativne celkom 234 (46,8 %)

Tab. 3 PrehPad bakteriologického vySetrenia surového kravského mlieka v PH 1 (KosSicky kraj) a PH 2 (Zilinsky
kraj) so zameranim na druh Staphylococcus aureus (Zdroj: Vlastna tabulka)

spolu Statistickd
PH1(n=181) PH2 (n=85) (n =266) , ,
rod vyznamnost
pofet | % poéet | % pocet | % p <0,0001
S. aureus 83 47,73 39 2438 122 |45.86 o

Izolované aidentifikované kmene S. aureus klasickymi
metédami sme uskladnili vo forme glycerinovej konzervy
pri teplote — 20 °C az do dalSieho laboratérneho
spracovania PCR met6dou.

Celkovu genomicki DNA sme izolovali metédou podla
Heina et al. (2005). Po prislusnej izoldcii sme supernatant
pouzili ako zdroj celkovej DNA na identifikdciu S. aureus.
PCR metddou, pomocou primerov Sauni 1 a Sauni 2, ktoré
amplifikuji 16S rDNA gén pritomny iba ukmetov
stafylokokov a primerov Sau 1 a Sau 2, ktoré amplifikuji
Specifické sekvencie pritomné iba ukmetiov S. aureus,
sme potvrdili, Ze sa jednd o izolaty S. aureus.

Pomocou multiplexovej polymerazovej retazovej reakcie
sme sledovali pritomnost mecA génu, ako génu, ktory
kéduje meticilinovu rezistenciu. Ani jeden nami potvrdeny
kmen S. aureus izolovany zo surového kravského mlieka
experimentdlnych  dojnic  z obidvoch  produkénych
hospodarstiev, nebol nositelom génu mecA, ktory urcuje
meticilinovi rezistenciu.

Izolaty S. aureus sme testovali na citlivost’ voci vybranej
Skdle antibiotik difiznou diskovou metédou na Miiller-
Hintovom agare tak, ako to uvadza N CCLS (2002).

Vysledky in vitro citlivosti izoldtov S. aureus diskovou
metddou st uvedené v Tab. 4. Z Tab. 4 vyplyva, Ze vsetky
izolaty S. aureus boli citlivé vo¢i meticilinu a oxacilinu
(100 %), nad 90 % bola citlivost’ zistend pri antibiotiku
typu amoxycilin-klavulandt (95,90 %). Linkomycin
a streptomycin boli d¢inné na 86,89 %, resp. 83,61 %
izoldtov S. aureus zo vzoriek mlieka experimentdlnych
dojnic. U ostatnych sledovanych antibiotik bola citlivost’
na izolaty S. aureus nizsia a napr. penicilin bol d€inny len
u54,92 % izolatov S. aureus z individudlnych vzoriek
mlieka dojnic ziskanych na  obidvoch produkénych
hospodarstvach. Na penicilin a ampicilin bolo 26,22 %
resp. 16,40 % izolatov S. aureus zo vzoriek mlieka
experimentdlnych dojnic rezistentnych. Na tetracyklin
resp. erytromycin bolo citlivych 75,41 % resp. 72,95 %
nami izolovanych kmenov S. aureus z individudlnych
vzoriek surového kravského mlieka.

Statistické hodnotenie in vitro citlivosti izoldtov S.
aureus diskovou metédou zo vzoriek surového kravského
mlieka experimentdlnych dojnic odobratych v sledovanych
produkénych hospodarstvach je uvedené v Tab. 5.
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Tab. 4 In vitro citlivost’ koagulazapozitivnych kmernov S. aureus izolovanych z individualnych vzoriek surového
kravského mlieka od 122 dojnic (Zdroj: Vlastna tabul’ka)

S. aureus (n = 122)
udinna latka antibiotika (koncentracia) C
PH1=83 R MC
PH2=39 Pocet (%) Pocet (%) Pocet (%)
spolu | 117 9590 |0 0 5 4.10
Amoxycillin-Clavulanat PH1 30 96.39 0 0 3 3.62
20 pg + 10 pg) PH2 |37 9487 |0 0 2 5.13
- spolu |83 68,03 |20 1640 |19 15,57
aglﬁg)ﬂhn PH1 47 56,63 19 22,89 17 20,48
PH2 |36 231 |1 256 |2 5.13
_ spolu |89 72,905 |18 1475 |15 12,30
g‘;_y:lhg‘;"myc‘“ PH1 |58 69.88 |13 1566 |12 14,46
PH2 |31 7949 |5 128 |3 7,69
. . spolu | 106 86,89 |16 B311 |0 0
(Lll(l)l :fgr;lycm PH1 67 80,72 16 19,28 0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
- spolu | 122 100 0 0 0 0
?fgt;‘;‘“‘“ PH1 |83 100 0 0 0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
_ spolu |90 7377 |0 0 32 26,23
g‘(’)"l‘:‘g-‘;c‘“ PH1 |67 80,72 |0 0 16 19,28
PH2 |23 5897 |0 0 16 41,03
__ spolu |82 6721 |28 2295 |12 9,84
g((l)vl(:;)locm PH1 59 71,08 20 24,10 4 4,82
PH2 |23 5898 |8 2051 |8 20,51
— spolu | 122 100 0 0 0 0
g":‘;;“‘“ PH1 |83 100 0 0 0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
- spolu |67 5492 |32 2622 |23 18,86
Ee(;‘}%l)"“ PH1 |49 5903 |18 2169 |16 19,28
PH2 |18 256 |14 3589 |7 17,95
. spolu | 102 83,61 |20 1639 |0 0
(Slt;elf;;’myc‘“ PH1 |63 7590 |20 2410 |0 0
PH2 |39 100 0 0 0 0
_ spolu |92 7541 |30 2459 |0 0
a%lrg)yc““e PH1 |64 7701 |19 2289 |0 0
PH2 |28 7179 |11 2821 |0 0

C - citlivy; R - rezistentny, MC - stredne citlivy, PH 1 - Koicky kraj, PH 2 - Zilinsky kraj

ZTab. 5 vyplyva, zZe pri porovnani Statistickej
vyznamnosti citlivosti, strednej citlivosti, resp. rezistencie
izoldtov S. aureus zo vzoriek surového mlieka
experimentdlnych dojnic na sledované antibiotikd
pomocou diskovej metddy boli zistené rozdiely na drovni
p < 0,0001°" pre ampicilin (citlivy), p < 0,0001°" pre
streptomycin (citlivy). VSetkych 39 izoldtov S. aureus
(100 %) ziskanych zo vzoriek mlieka z PH 2 bolo na
streptomycin citlivych. V skupine izoldtov S. aureus zo

vzoriek mlieka odobranych na PH 1 bolo na streptomycin
citlivych 75,90 % testovanych kmetiov S. aureus, o je
0 24,10 % mene;j.

Rozdiely v rezistencii izoldtov S. aureus zo vzoriek
surového mlieka experimentdlnych dojnic na sledované
antibiotikd pomocou diskovej metédy boli zistené na
hladine vyznamnosti p < 0,0035"” pre ampicilin a p <
0,0026""" pre linkomycin.
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Tab. 5 Statistické hodnotenie in vitro citlivosti izolatov S. aureus izolovanych z individualnych vzoriek surového

kravského mlieka v PH 1 a PH 2 (Zdroj: Vlastna tabul’ka)

ucinna latka antibiotika (koncentracia) S aureus subsp. aureus (n =122)
C R MC

Amoxycillin-Clavulanat (20 pg + 10 pg) E: 06543 } 1}:: 0,0035
Ampicillin (10 pg) p< 0,0001 p< 0,0035 p< 0,0328

. p <0,3821 p <0,7890 p<0,3827
Erythromycin (15 pg) s b b
Lincomycin (10 pg) p< 0,0026 p< 0,0026 ]
Methicillin (10 pg) - - -
Neomycin (30 pg) p<0.0151 ] p <0015
Novobiocin (30 pg) E: 0.2168 ES< 0,8181 p<0.0178
Oxacillin (5 pg) - - -
Penicillin (10 TU) §S< 0,2418 §S< 0,1228 i
Streptomycin (10 pg) 5*:0’0003 i i
Tetracycline (30 pg) E: 0,6525 i i

C - citlivy; R - rezistentny, MC - stredne citlivy; PH 1 - Kogicky kraj, PH 2 - Zilinsky kraj

Niektoré izoldty S. aureus zo vzoriek mlieka
experimentdlnych dojnic vykazovali strednd citlivost’ na

niektoré testované antibiotikd zvolenou metédou.
Rozdiely boli pozorované aj medzi sledovanymi
produkénymi hospodarstvami, na ktorych prebiehal

experiment. Jednalo sa najmid o amoxycilin-klavulandt
(p < 0,0035(**)), ampicilin (p < 0,0328(**)), neomycin
(p < 00151) anovobiocin (p < 0,01787). Pri
erytromycine nebola zistend Statistickd vyznamnost’
p < 0,3827™ v strednej citlivosti tohto antibiotika na
testované izolaty S. aureus z mlieka exprimentdlnych
dojnic.

Najznamejs$i zastupca Staphylococcus aureus byva
opakovane spdjany s etiolégiou mnoZstva infekcii
a intoxikdcii u zvierat a l'udi (Ball, 2002; Choi et al.,
2006; Johnson et al.,, 2007). Predstavuje prakticky
vSadepritomni, pomerne lahko arychlo zmenenym
podmienkam prispdsobujticu sa baktériu (Foster, 2004).

Venovat’ sa problematike vyskytu S. aureus v surovom
kravskom mlieku vritane Stidia, ¢i dany kmen S. aureus
je nositelom génov nestcich rezistenciu na vybrané
antibiotikd, ako je napr. meticilin ma svoje opodstatnenie
aj v sticasnosti, nakol’ko tento patogénny
mikroorganizmus pre mlie¢nu Zlazu mdZe vyvoldvat
ochorenia pre ¢loveka prave tym, Ze niektoré kmene S.
aureus vyluCuji do mlieka enterotoxiny a ohrozuju
zdravie  konzumenta, resp. vznikaji  problémy
v humdnnej medicine pri liecbe l'udi antibiotikami
v dosledku sa zvySovania rezistencie u kmenov S. aureus
(Vasil’, 2001, 2008).

Zavaznym celosvetovym problémom sa hlavne
v poslednom desatro¢i stdva ndrast rezistencie
mikroorganizmov k antimikrobidlnym latkam.

Pravdepodobnou pri¢inou tohto nepriaznivého trendu je

nadmerné a nie vZzdy vhodne indikované podavanie tychto
latok. Ndrast rezistentnych izoldtov je zaznamendvany aj
u stafylokokov a tyka sa nielen humannej mediciny, ale aj
veterinarneho lekdrstva (KarpiSkova et al., 2009).

Uzasna schopnost’ adaptability S. aureus na vonkajsie
faktory prostredia, ako aj nadmerné pouZivanie antibiotik,
vyznamne prispeli k budovaniu stafylokokovej rezistencie.
Vlastnictvo faktorov virulencie udel'uje tomuto druhu
schopnost’ vyvolat Siroké spektrum infekcii. Baktérie S.

aureus su  pri¢inou drobnych koZnych zdpalov,
alimentdrnych intoxikdcif, aZ po Zivot ohrozujice
pneumonie, osteomyelitidy, syndrémy toxického Soku,

bakteridlne endokarditidy a septické stavy. Nachddzame ich
ako nosi¢ské kmene na nosovej sliznici, asi u tretiny I'udske;j
populécie, na koZi, v prostredi, ale aj v potravinich (LiSkova
a kol., 2001).

Za poslednych 50 rokov S. aureus uspeSne odoldval
antimikrobidlnej  chemoterapii a  prekonal  vSetky
terapeutické prostriedky (Hiramatsu et al., 2001).

Na prelome 21. storo¢ia boli odhalené jeho genémové
sekvencie a vedci zacali vyuzivat genetické poznatky
v liecbe a prevencii stafylokokovych infekcii. Zavedenie
penicilinu do klinickej praxe vroku 1942, pomohlo
obmedzit’ rozSirovanie stafylokokov, avSak uz v roku 1947
sa objavil prvy rezistentny kmeni. Ako uviddza Jevons
(1961), v roku 1959 sa podarilo vyvinit’ nové polosyntetické
beta-laktdmové antibiotikum — meticilin a uz v roku 1961
bol zaznamenany vo Velkej Britdnii prvy vyskyt meticilin-
rezistentny S. aureus, ktory sa zaCal pomaly rozsirovat.
Novi nddej priniesol v 80-tych rokoch objav vankomycinu,
ktory sa vSak zacal nekontrolovane predpisovat’ a pouzivat,
¢o viedlo k vzniku rezistencie aj na vankomycin (Hattori et
al., 2001; Hiramatsu et al., 1997).
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Multirezistentné kmene S. aureus sa Castejsie vyskytuju
v huménnej medicine, aj ked’ ndrast tychto izolatov sa
Coraz CastejSie zaznamendva aj vo veterindrnom
lekarstve a prevalencia tychto kmetiov je rdzna
v rdznych regiénoch (Karpiskova et al., 2009).

Ako uvadzaji vo svojej Stadii Gentilini et al. (2000), 64
% izolatov ziskanych zbovinnych mastitid bolo
rezistentnych na jedno alebo viac antibiotik, pricom
Ziadne z tychto izol4tov neboli rezistentné na oxacilin,
cefalosporin a kombindciu ampicilin-sulbaktdm. Na
penicilin, gentamicin a erytromycin zaznamenali 40,3 %
rezistenciu. VySSiu rezistenciu humdnnych izoldtov
S. aureus popisali Normano et al. (2007), 58,7 % na
ampicilin, 42 % na erytromycin a 34,9 % izolatov bolo
rezistentnych na tetracyklin. Podobne vysoku rezistenciu
v izoldtoch
S. aureus z bovinnych mastitid na erytromycin (93,1 %),
linkomycin (45,8 %), spiramycin (41,7 %) a klindamycin
(36,1 %) zaznamenali Wang et al. (2008).

V naSej praci sme ukoaguldzopozitivnych kmetov
S. aureus izolovanych z individudlnych vzoriek surového
kravského mlieka zistili, Ze vSetky izoldty S. aureus boli
citlivé voc¢i meticilinu a oxacilinu (100 %), nad 90 %
bola citlivost’ zistend pri antibiotiku typu amoxycilin-
klavulanat (95,90 %). Linkomycin a streptomycin boli
ucinné na 86,89 %, resp. 83,61 % izolatov S. aureus zo
vzoriek mlieka experimentdlnych dojnic. U ostatnych
sledovanych antibiotik bola citlivost’ na izolaty S. aureus
niZsia a napr. penicilin bol u¢inny len u 54,92 % izolatov
S. aureus zindividudlnych vzoriek mlieka dojnic
ziskanych na obidvoch produkénych hospodérstvach.

Na penicilin a ampicilin bolo 26,22 % resp. 16,40 %
izolatov S. aureus zo vzoriek mlieka experimentdlnych
dojnic rezistentnych. Na tetracyklin resp. erytromycin
bolo citlivych 75,41 % resp. 72,95 % nami izolovanych
kmenov S. aureus z individudlnych vzoriek surového
kravského mlieka. NaSe dosiahnuté vysledky sa zhoduju
aj s vysledkami, ktoré udava Vasil’ et al. (2007).

Metédou PCR sme rovnako zistili, Ze izolaty S. aureus
nie su nositelmi génu mecA, ktory urcuje meticilinovi
rezistenciu. Tieto naSe udaje sui vrozpore s tudajmi
Leeho (2003), ktory u kmeniov S. aureus izolovanych
z krdv uvadza aZ 53 % izoldtov pozitivnych pre mecA
gén. Lee (2003) popisal najvdcsi pocet pozitivnych
izoldtov MRSA u hovédzieho dobytka v Kérei, pricom
s pozitivnymi ndlezmi S. aureus vykazovala znamky
mastitidy. Tieto vysledky na jednej strane koreluji
snaSimi vysledkami, ktoré sme zistili pri izolécii
S. aureus z parenchymu mliecnej zl'azy aj napriek tomu,
Ze unami izolovanych kmenov S. aureus sme nezistili
PCR metédou gén pre rezistenciu na meticilin ana
druhej strane, kmene boli na meticilin citlivé.
V Mad’arsku boli zistené vysledky, ktoré poukdzali na to,
Ze MRSA kmene S. aureus boli izolované z mlieka krav
so  zndmkami subklinickej mastitidy (Juhasz-
Kaszanyitzky, 2007).

Kontaminované potraviny Zivoc¢iSneho pévodu vritane
mlieka, predstavuju riziko infekcie MRSA pre l'udi len
vzéacne, ale aj tu existuje potencidlne nebezpecenstvo
prenosu tychto kmeniov na pracovnikov v potravindrstve.
Izolaty MRSA kmeitiov boli zistené vo vzorkdch mlieka
a syrov (Lee, 2003; Normanno, 2007; van Loo, 2007).

Pritomnost’ S. aureus bola preukdzand napriklad v kravskom
mliecku a  vmlieénych  vyrobkoch v  Taliansku;
kontaminované boli najmid syry — mozarella a pecorino
(Normanno et al., 2005; Firinu et al., 2003).

Kerouanton et al. (2007) zistili, Ze z 33 izolatov S. aureus
izolovanych od l'udi a oviec pri podozreni na otravu jedlom
boli dva izoléaty (6 %) rezistentné na meticilin. Ako uvadza
Jones et al. (2002), aj ked’ uz boli popisané dva pripady
ochorenia z kontaminovanych potravin MRSA, v ktorych
bol zdrojom kontamindcie potravindrsky pracovnik
kolonizovany  tymito  baktériami, vznik  ochorenia
v stivislosti s konzumdciou potravin kontaminovanych
MRSA sa vSak zatial’ nepovaZuje za prili§ pravdepodobny.

Kmene MRSA su velkym globalnym klinickym a

ekonomickym problémom.
V sedemdesiatych rokoch sa v humdnnej medicine MRSA
kmene stali prakticky po celom svete hlavnou pricinou
nozokomidlnych infekcii. Opakovand liecba antibiotikami
indukuje expresiu mecA kmetiov a dochddza k rychlemu
S$ireniu stafylokokov v nemocniciach. Doélezity je fakt, Ze
tieto kmene kolonizuji nemocni¢ny persondl, ktory je
potencidlnym zdrojom ndkazy pre pacientov. Osidluju aj
dychaci trakt a sekréty z pl'ic sa mdéZu prenasat’ kaSlanim
a kychanim (Gosbell et al., 2001).

Epidemiologicky vyznam MRSA vo svete stdle stipa.
Napriklad v USA stipol vyskyt MRSA z 2,4 v roku 1975 na
alarmujicich 40 - 60 % po roku 1990. V Eurépe udavaju
Skandindvske krajiny vyskyt stile okolo 1 %, naopak
gpanielsko, Taliansko, Francidzsko viac ako 30 %. V roku
2006 zaznamenali v Taliansku az 40 % prevalenciu tohto
patogénna (Normanno et al., 2007).

Ako uvidza KarpiSkova et al. (2009) v Ceskej republike
bol prvy krit v nemocniciach zaznamenany vyskyt MRSA
v roku 2001, kedy bolo hldsenych 6 %, v roku 2005 to bol
uZ viac ako dvojndsobok (13 %).

V slovenskych nemocniciach podla dostupnych vysledkov
z rdznych monitorovacich stidii (ESAR, EARSS) sa vyskyt
MRSA pohybuje v intervale 5 - 8 %. U kmenov S. aureus
ziskanych z komunitnych respiracnych infekcii je vyskyt
MRSA priblizne 0,5 % (LisSkova et al., 2004). Kmene
MRSA spdsobuji v nemocni¢nych zariadeniach zdvazné
problémy, casto vykazuji rezistenciu kcelej rade
antimikrobidlnych 14tok a tym zna¢ne komplikuji pripadni
lie¢bu pacientov.

Rozvoj rezistencie k B-laktamovym antibiotikim a jej
Siroké spektrum u MRSA md ni¢ivy dopad na liecbu
stafylokokovych infekcii aje spdsobend modifikdciou
proteinu PBP2a, ktory sa vyznaCuje nizkou afinitou k
B-laktdimovym antibiotikdm, ktorymi su napriklad oxacilin,
kloxcilin, dikloxacilin, floxacilin, meticilin, a nafcilin a k
penicilinom rezistentnym voc¢i penicilinaze (Katayama,
2000; Hartman a Tomasz, 1981; Archer et al., 1994).

Podstata rezistencie spociva v tom, Ze v pritomnosti
B-laktdmovych antibiotik jedine PBP2a zostiva aktivny,
ostatné PBP su inaktivované, pretoZe maji vysoku afinitu
k tymto antibiotikdm a rychlo sa acyluji aj za nizkej
koncentracie antibiotika. PBP2a katalyzuje zosietovanie
peptidoglykdnovych monomérov v bunkovej stene a preberd
tak ulohu v jej syntéze (Berger-Bichi a Rohrer, 2002).
Ako uvadza Pinho et al. (2001), vysoky stupen rezistencie
je  dosiahnuty, len ked  PBP2a  spolupracuje
s transglykozyldzovou doménou (TGdza) nativneho proteinu
PBP2 necitlivou k penicilinu.
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Modifikacia proteinu PBP2a u stafylokokov je
kédovand génom mecA, ktory sa nachddza na
stafylokokovej chromozomadlnej kazete (SCCmec) aje
horizontdlne prenosny (Katayama, 2000). Tento sposob
prenosu je hlavnym mechanizmom, uplatiiujicim sa pri
Sireni rezistencie na meticilin, medzi ré6znymi druhmi
stafylokokov (Silva, 2001).

Stafylokokovd chromozémovd kazeta SCCmec je
vyznamnym stafylokokovym ostrovom patogenity SAPI
(21-67 kb), ktory je Specificky zacleneny do
chromozému v mieste a#BSCC blizko zaciatku
replikdcie (Ito et al., 1999). SCCmec je preferovanym
miestom, kde sa zaclefiuju mobilné genetické elementy.
Integraciou SCCmec do gendému S. aureus vznika
meticilin-rezistentny kmen, ktory je odolny voci takmer
vSetkym B-laktdmovym antibiotikim (Hiramatsu et al.,
2001), ktoré sa pouzivaju tak vhumdnnej ako aj
veterindrnej medicine.

MRSA kmene dlhodobo preZivaji v prostredi a mézu
byt zdrojom vzniku a S$irenia rezistencie na dalSie
mikroorganizmy. V poslednych rokoch sa stéle Castejsie
pouZivaju  Cistiace pripravky s antibakteridlnym
ucinkom, ktoré mdzu podobne ako antibiotikd blokovat’
Specifické receptory pre syntézu mastnych kyselin.
Niektoré S$tddie uvadzaju, ze casté pouzivanie
antibakteridlnych prostriedkov v prostredi moze viest’
k zvySeniu rezistencie mikroorganizmov k antibiotikdm,
napriklad izolaty S. awureus snizSou citlivostou na
kationaktivny tenzid - benzalkoniumchlorid, sd tiez
rezistentné k beta-laktdmovym antibiotikdim. Je teda
pravdepodobné, Ze €asté poZivanie tejto latky v prostredi
moZe prispievat aj k castejSiemu vyskytu MRSA
v prostredi (KarpiSkova et al., 2009).

ZAVER

Zakladom  vyroby  kvalitného  mlieka, ako
vychodiskovej suroviny pre d’alSie spracovanie, je dobry
zdravotny stav mlie¢nej Zlazy dojnic, priCom prave
ochorenie mliecnej Zl'azy je v dneSnej dobe najvacsim
zdravotnym problémom v chovoch dojnic a chovatel,
aby mohol produkovat’ mlieko vysokej kvality, musi ho
ziskavat od zdravych jedincov (Bradley, 2002).
Vseobecne je zndme, Ze Casty vyskyt zdpalov mlieCnej
Zlazy dojnic, je aj v sucasnosti jednym z doleZitych
faktorov, ktory nielen negativne ovplyviiuje celkovy
zdravotny stav dojnic, ale vyrazne zasahuje aj do oblasti
kvality mlieka.

Infekénd mastitida krdv (Mastitis infectiosa bovum) je
podla Medzindrodnej mliekdrenskej federacie (IDF,
1971) definovand ako zdpalovd zmena mliecnej Zlazy,
ktora je okrem fyzikdlnych, chemickych a
mikrobiologickych zmien charakterizovand aj vzostupom
poctu somatickych buniek, obzvlast’ leukocytov v mlieku
a patologickymi zmenami v tkanive mlieCnej Zlazy
(Vasil’, 2001).

Uvéadza sa, Ze S. aureus je najCastejSie izolovanym
povodcom mastitid vo svete (Hutton et al., 1990;
Bradley a Green, 2002), mastitidy vyvolané zarodkami
S. aureus sa na Slovensku vyskytuji v rozpiti od 10,0 do
25,0 % v zavislosti na lokalite (Vasil’, 2001).

Vzhl'adom k tomu, Ze v sticasnej dobe, pokial’ je ndm
zndme, nie su k dispozicii Statistické tidaje o pdvodcoch
mastitid krav na Slovensku, nakol’ko "Program prevencie

atlmenia mastitid" bol na Slovensku posledny krat
vypracovany v roku 1991 a to na roky 1992 — 1993. Od tejto
doby nie st kdispozicii prehladné a potrebné tdaje.
V surovom kravskom mlieku bol v rdéznych Stddidch
potvrdeny vyskyt 4 - 12 % toxinogénnych kmeiiov S.
aureus, vySsie percento sa vyskytlo len medzi izoldtmi
z akiitnych mastitid. Vo Francizsku v regiéone Cammembert
boli zo 62 % vzoriek surového kravského mlieka izolované
stafylokoky, ale aj inf autori izolovali stafylokoky az zo 61

% odobratych vzoriek surového mlieka (Desmasures et al.,
1997; Ombui et al., 1992).

Konkrétna situdcia vyskytu jednotlivych bakteridlnych
povodcov mastitid je v rdéznych chovoch dojnic rozdielna
azavisi od troch biosysttmov — dojnica, prostredie,
mikroorganizmy aod uplatiiovania protimastitidnych
programov (Hofirek a Haas, 2003).

Zabezpecovanie raciondlnej vyzivy ludskej populdcie
kladie zvysené ndroky na dosahovanie dobrej kvantitativnej,
ale najma kvalitativnej drovne surového kravského mlieka.
Kvalita mlieka ako vstupnej suroviny je siborom vSetkych
vlastnosti mlieka, ktoré si vyznamné pre konzumentov
i spracovatelov, &ize splhaji potravindrsko-technologické,
nutri¢no-fyziologické a hygienické hladiska. Tieto hl'adiska
sa koncentruji na hygienické poziadavky, optimélne
chemické zlozZenie, na vyhovujice chemické, fyzikalne,
technologické a senzorické vlastnosti surového mlieka ako
suroviny na d’alSie spracovanie pre vyZzivu l'udi.

Aj napriek tomu, Ze v nami izolovanych a potvrdenych
kmenioch S. aureus zindividudlnych vzoriek surového
kravského mlieka od experimentdlnych dojnic sme ani
v jednom pripade nezistili metédou PCR, Ze izolity S.
aureus su nositelmi génu mecA, ktory urCuje meticilinovi
rezistenciu, je potrebné sa tejto problematike venovat aj
nadalej, ato najmd v suvislosti s moZnym vznikom
ekologickych mliecnych fariem, resp. uZ aj dnes na
niektorych miestach Slovenska prebiehajicim predajom
mlieka priamo zfarmy prostrednictvom mliecnych
automatov.
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POLYPHENOLS IN CHOSEN SPECIES OF LEGUMENS - A REVIEW

Maria Timorackad, Alena Vollmannovad, Judita Bystrickd

ABSTRACT

Legumes belongs to the most important grain for human consumption. They have been cultivated for thousands of years,
and have played an important role in the traditional diets of many regions throughout the world. The most legumes are
widely consumed in fresh and processed forms. The traditional way of legume preparation includes soaking in water
following by cooking and are usually consumed boiled as soup, occasionally as roasted grains too.

Legume are widely known for their nutraceutical value, but there is relatively little information about their polyphenols
content (with the exception of soya). Inspite of the fact that phenolics in general are not the substances with nutritious value,
the interest in them is still persisting for their positive effects on human health. For these reasons this short review is
focused on summary of legume polyphenols — identification and quantification of phenolic acids, flavonoids and tannins in
raw or processed legumes and their role in these crops. Monitoring and surveying of the changes of polyphenolic
compounds contents thus complete knowledge about bioactive substances content in legumes species. And seeing that
legumes are considered an ideal complement to cereals in diets, they gain increasing attention as functional food items.

Keywords: legume, polyphenol, extraction

UVOoD

Vzhl'adom na vzrastajici zaujem odbornej, ale i laicke;j
verejnosti o vztahy medzi stravou a zdravim ¢loveka, sa
v poslednom obdobi venuje zvySend pozornost
potravindm s preukdzatelnym a G¢innym antioxidacnym

posobenim. Medzi  neesencidlnymi  potravovymi
antioxidantmi je najpocetnejSie zastipend skupina
fenolickych  a polyfenolickych  latok.  Primarnym

zdujmom vedeckého vyskumu je zistenie vyskytu
polyfenolov v naSej strave, bilancia ich potravinového
prijmu, objasnenie vztahu medzi pri{jmom fenolickych
latok a vyvojom zdravotného stavu populdcie aich
mozného spolupdsobenia v prevencii niektorych druhov
ochoreni spdjanych soxidanym stresom. Této
problematika je v sicasnom obdobi rieSend v pracach
mnohych zahrani¢nych odbornikov av tejto stvislosti
st vyskumu podrobené aj strukoviny.

Vo svete sa pozornost’ zameriava na séju a vyrobky
znej, z dovodu variabilnosti moznych udprav a obsahu
potencidlnych chemoprotektivnych ldtok pdsobiacich
preventivne proti civilizaénym chorobdm. Na Slovensku
sa pestovanie strukovin orientuje vo vicSej miere na
hrach a fazul'u, ¢i uZ v plnej zrelosti alebo vo forme
nezrelych strukov, pricom ro¢né spotreba je 1,2 - 2 kg
strukovin na jedného obyvatela (Chrenkova et al.,
2003), kym v ostatnych $tatoch Eurépy je to 2,2 - 3,4 kg
strukovin na jedného obyvatel’a (Kusnyer, 1992).

O obsahu fenolickych latok v semendch strukovin je
malo publikovanych prac. Rovnako znalosti o ich zloZen{
nie su dplne skompletizované. Preto sme sa v tejto praci
referdte zamerali na poskytnutie prehladu o obsahu
bioaktivnych latok v troch druhoch strukovin — v hrachu
a vo fazuli ako tradi€nych slovenskych strukovin, ale tieZ
v s6ji pre jej globdlne vyuZitie. Uvedené druhy strukovin
svojou fenolickou skladbou a pestrou paletou vyrobkov

------

PREHLAD LITERATUTRY

1. Fenolické kyseliny v strukovinach

Iked su Struktirne odliSné od formdlneho zloZenia
flavonoidov, sohladom na ich biochemickd pribuznost
a Casty spolo¢ny vyskyt sa zarad’uji medzi polyfenolické
latky. Z hladiska chemickej Struktdry su fenolické kyseliny
odvodené od kyseliny benzoovej a kyseliny $koricovej (Liu,
2004). V rastlinich sa nachddzaji bud’ vo forme volnej,
rozpustnej konjugovanej (esterovo viazané na sacharidové
zloZzky) alebo viazanej (spojené kovalentnymi vidzbami so
zloZkami bunkovej steny). Technologické spracovanie
potravin tepelnou Upravou, pasteriziciou a mrazenim
prispieva k uvolfiovaniu fenolickych kyselin z vizieb (Liu,
2004), ale celkovy obsah kyselin sa tepelnym spracovanim
meni len v nepatrnej miere (Luthria, Pastor-Corrales,
2006). Straty vylihovanim do namacacej vody tvoria menej
ako 2 % z celkového podielu kyselin. Koncentracia vol'nych
kyselin v ovoci arastlinnych materidloch sa zvySuje aj
fermenta¢nym procesom a skladovanim (Davidek, 1983).
Fenolické kyseliny prispievaji k charakteristickej kyslej
a adstringentnej chuti strukovin. Su lokalizované v osemeni
a ich obsah z4visf od typu a druhu strukoviny (Hagerman et
al., 1998). Troszynska a Ciska (2002) sledovali zloZenie
a obsah fenolickych kyselin v semendch bielych a farebnych
typov hrachu. Celkovy obsah fenolickych kyselin (volnych
aj viazanych) bol vys$§{ vo farebnych odrodiach hrachu
(78,53 mgkg' susiny), vporovnani s odrodami hrachu
s bielym osemenim (17,17 mg.kg" suiny). Vo farebnych
typoch analyzovanych vzoriek prevladali derivaty kyseliny
hydroxybenzoovej (kyselina protokatechovd, syringova,
vanilova), zatial' ¢o v pripade bielych odrod hrachu mali
dominantné postavenie derivity Kkyseliny Skoricovej
(kyselina ferulovd, p-kumdrovd). Fenolické kyseliny sa
v oboch typoch hrachu nachddzali vo forme volnej, ako aj
esterovo viazané. Glykozidova vizba bola dokdzand iba v
pripade kyseliny protokatechovej. Koncentracia volnych
kyselin bola priblizne Sestkrat vysia (46,36 mg.kg" susiny)
vo farebnych hrachoch ako v bielych typoch (7,75 mg.kg™’
susiny), a aj obsah esterovo viazanych kyselin bol asi trikrat
vy$si (16,45 mgkg' suSiny) vo farebnych odroddch ako
v bielych odroddch hrachu (5,31 mgkg' sudiny). Podla
Orsaka et al. (2000) st vsemendch hrachu pritomné

Fenolické kyseliny patria do skupiny fenolovych kysc'eliny 2,3-dihydr0xybenzoové, m-hydroxybenzoovd,
antioxidantov beZne sa vyskytujicich v rastlinnej riSi. vanilovd  asinapovd. Troszyfska et al. (2006) v
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acetéonovych extraktoch fazule, SoSovice a zeleného
hrasku identifikovali kyselinu p-kumdrovid, ferulovid
a sinapovu, v extrakte zeleného hrasku aj kyselinu
kdvovi a vanilovi. Luthria a Pastor-Corrales (2006)
potvrdili pritomnost’ kyseliny ferulovej, p-kumdarovej
a sinapovej v pitndstich odrodach suchej fazule. V dvoch
odrodidch bola v meratelnom mnozstve detegovand aj
kyselina kdvova. Celkovy obsah fenolickych kyselin sa
pohyboval v rozmedzi 191 az 483 mg.kg "' suchej vzorky.
Najvyssie zastipenie vo vSetkych vzorkdch mala
kyselina ferulovd. Dominantné postavenie kyseliny
ferulovej v sibore suchych semien strukovin potvrdili aj
ini autori (Amarowicz a Pegg 2008; Kalogeropoulos et
al., 2010). Antioxidacnymi zlozkami séje, s6jovej miky
a s6jovych bielkovinovych koncentriatov sd, okrem
izoflavénov, derivaty kyseliny Skoricovej. Schmidt et al.
(2003) uvadzaji, ze metanolicky extrakt odtuCnenej
s6jovej miiky obsahuje 45 mg.kg” volnych a 161 mgkg
! esterovo viazanych fenolickych kyselin. V séji bola
identifikovand kyselina chlorogénova, izochlorogénova,
kavova a sinapova.

2. Flavonoidy v strukovinach

Flavonoidy sd vyznamnou samostatnou skupinou
polyfenolickych latok nachddzajicich sa v potravinich.
Tvoria jednu =z najpocetnejSich skupin rastlinnych
patnastuhlikovych polyfenolickych liatok s formalnym
zloZzenim Cg -C; -C¢  (Obr. 1). Vo svojej molekule
obsahujui dve benzénové jadra (A, B) spojené
trojuhlikovym retazcom, ktory je kondenzovany do
formy pyranu (kruh C). Podla pripojenia kruhu B na
heterocyklické jadro sa fenolické latky nazyvaju
flavonoidy (C, pozicia) a izoflavony (C; pozicia)
(Beecher, 2003).

Obrazok 1 Chemicka Struktiara flavonoidov

Flavonoidy tvoria Struktirne heterogénny stbor latok,
ktory sa deli podla miery substiticie hydroxylovych
skupin a stupfia oxidédcie heterocyklu do 6 tried:
flavonoly, flavony, flavanény, flavanoly, antokyanidiny
aizoflavény (Bravo, 1998). Niektori autori (Davidek,
1983; Hagerman et al., 1998) uvadzaju aj d’alSie triedy -
leukoantokyanidiny a flavanonoly, ktoré si vSak pre ich
mens{ vyskyt vrastlinnych materidloch menej
vyznamné.

2.1. Flavény a flavonoly

Flavony a flavonoly tvoria vyznamnd skupinu
flavonoidnych latok. V rastlinnych materidloch sa ako

aglykény vyskytuja zriedkavo, rozSirenejSie si v
glykozidovej forme, so sacharidom viazanym v polohe Cs,
resp. v polohe C;. Flavonoly a flavony maji podobnu
Struktdru kruhu C s dvojitou viizbou medzi C, a C;. Flavony,
na rozdiel od flavonolov, nemaji v pozicii C; hydroxylovi
skupinu (Obr. 2).

HO O

OH O

Flavonoly: X = OH, Flavony: X = H, kemferol R; =H, R,
=H, apigenin R, = H, R, = H, kvercetin R, =O0H,R,=H,
luteolin R, = OH, R,=H

HO

daidzein R; =H, R, = OH, genistein R; = OH, R,=OH
Obrazok 2 Chemicka Struktira flavonov a flavonolov

Flavonoly a flavony sd nerovnomerne distribuované
prevazne v povrchovych vrstvach plodov, pretoze ich
biosyntéza je stimulovand svetlom (Aherna et al., 2002).
Rozdiely v koncentrdcii flavonolov si  podmienené
intenzitou slne¢ného Ziarenia medzi jednotlivymi kusmi
ovocia ztoho istého stromu, ako aj v plode samotnom
(Manach et al., 2004). Flavonoly st flavonoidy, ktoré su
stravou  prijimané v  najvdcSej miere. Hlavnymi
predstavitelmi tejto skupiny latok si kemferol (3,5,7,4"-
tetrahydroxyflavon), kvercetin (3,5,7,3°,4"-
pentahydroxyflavén) a myricetin (3,5,7,3°,4%,5’hexa
hydroxyflavén). V rastlinich sd pritomné ako glykozidy,
pricom sacharidovou zloZkou je glukéza, ramnéza, ale aj
galaktéza, arabindza, xyléza alebo kyselina glukurénova.
Z tejto skupiny latok je nutri¢ne hodnotny rutin (kvercetin-3-
B-rutinozid) (Kreft et al., 1994), ktory je bohato zastipeny
v pohanke, laskavci a ovoci s vysokym obsahom vitaminu
C. Vynikd nielen svojimi antioxidanymi ucinkami, ale aj
schopnostou znizovat fragilitu (ldmavost) kapildrnych
vldso¢nic. Flavény st menej beZné flavonoidné litky ako
flavonoly. NajbeZnej$imi flavonmi si luteolin (5,7,37,4"-
tetrahydroxyflavén) a apigenin (5,7,4"-trihydroxyflavon).
Flavény boli identifikované v jedlych rastlinnych zdrojoch
a medzi najbohatSie zdroje patria zeler a petrZlen (Justesen
et al., 1998).

Z flavonolov sa v strukovindch vyskytuje kvercetin
a kemferol, zflavénov je to apigenin. Hempel a Bohm

ro¢nik 4

66 4/2010



potravinarstvo

(1996) skimali skladbu fenolickych latok v Siestich
variantoch Zltej a zelenej fazule. NajzastipenejSimi
flavonoidmi boli flavonoly kvercetin (19,1 — 183,5
mgkg' erstvej hmoty) a kemferol (5,6 — 14,8 mg.kg"
cerstvej hmoty). Price et al. (1998) stanovili v Styroch
variantoch zelenej fazule podstatne niZSie obsahy
kvercetinu (1,0 — 2,0 mgkg' &erstvej hmoty)
a kemferolu (0,3 — 0,7 mg.kg™ &erstvej hmoty) a stcasne
zistili, Ze varenim sa vyldhovalo 8,8 — 244 %
stanovovanych flavonoidov. Podl'a Ewalda et al. (1999)
blansirovanad fazul'ka obsahuje 13 mg kvercetinu a 2,4
mg kemferolu na kg jedlého podielu, a blanSirovany
hrasok iba 1,5 mg kvercetinu na kg jedlého podielu.
Kemferol nebol detegovany vo vzorkich hrasku. Dalej
zistili, Ze tepelnd uprava (klasické varenie, varenie
v mikrovlnnom prostredi) nemd vplyv na obsah
flavonolov hrasku a fazul’ky.

V oblasti analyzy potravin boli vypracované rdzne
metéddy stanovenia roznych typov fenolickych latok,
ktoré ale nezahfiaji  kvantifikdciu  niektorych
flavonoidov. Z tohto ddvodu Justesen et al. (1998)
vyvinula HPLC DAD metédu stanovenia flavénov
a flavonolov v potravinidch. V sibore vzoriek ovocia
a zeleniny z obchodnej siete bolo zistené majoritné
postavenie kvercetinu a kemferolu (v menSej miere ako
kvercetin). V zelenej fazuli bol detegovany iba kvercetin
v mnoZstve 16 mgkg™" &erstvej hmoty. Flavény luteolin
a apigenin boli pritomné iba v zeleri, sladkej paprike (iba
luteolin) a petrzlene (iba apigenin). Duenas et al. (2004)
prezentovali pritomnost’ glykozidov luteolinu, kvercetinu
i apigeninu v osemeni odréd hrachu. Troszynska et al.
(2002) separovali 5 frakcii zaceténového extraktu
hrachovych  semien scielom uréit flavonoidy
zodpovedné za antioxidacnu aktivitu semien hrachu.
PouzZitim metédy HPLC boli identifikované glykozidy
apigeninu,  kemferolu  akvercetinu.  Pritomnost’
kvercetinu a kemferolu bola zistend aj po Kkyslej
hydrolyze semien inych typov strukovin bohatych na
polyfenoly (Troszynska et al., 2006).

2.2. Izoflavony

Izoflavény st latky Struktirne analogické s
endogénnymi estrogénmi cloveka. BeZne sa zarad’uju
medzi fytoestrogény. VyznaCuji sa preventivnym
pOsobenim  proti niektorym druhom onkologickych
ochoreni.

daidzein R; =H, R, = OH, genistein R, = OH, R,= OH
Obrazok 3 Chemicka Struktara izoflavonov

Pritomnost’ izoflavénov v rastlinnej risi je limitovana na
celade Fabaceae a Viciaceae. Ich najbohatsim zdrojom

je soja fazulova (Glycine max L.). V mensej miere sa
nachddzaji aj v rastlindch celade laskavcovité
(Amaranthaceae), kosatcovité (Iridaceae), moruSovnikovité
(Moraceae) a ruiovité (Rosaceae) (VeliSek, 1991).
Izoflavény ako konStituéné litky rastlin plnia funkciu
v obrannom systéme aich obsah sa zvySuje ndsledkom
pOsobenia stresu.

Zakladna Struktdra izoflavénov sa od inych skupin
flavonoidov 1i§i polohou benzénového jadra (B-kruh)
v pozicii C; heterocyklického kruhu (Obr. 3). V prirode sa
nachddzaji voI'né alebo O-glykozidicky viazané, kde tvoria
aglykénovu cast. Izoflavony st polohové izoméry castejSie
sa vyskytujicich flavénov. V séjovych bdboch sa
nachddzaji izoflavony daidzein (7,4°-dihydroxyizoflavén),
genistein  (5,7,4"-trihydroxyizoflavén), glycitein  (7,4"-
dihydroxy-6-metoxyizoflavon) a ich 7-f-glykozidy: daidzin,
genistin, glycitin (Wang et al., 1990). Formononetin a
biochanin A si hlavnymi izoflavénmi d’ateliny (Franke et
al., 1994). Glykozidové jednotky mdzu byt esterifikované
acetylovou alebo malonylovou skupinou.

Franke et al. (1998) pouZili metédu HPLC na stanovenie
obsahu izoflavénov v séjovych produktoch a stanovili
pomer daidzein : genistein : glycitein (1: 1 : 0,2). Padjaitan
et al. (2000) stanovovali obsahy genisteinu a genistinu v
13 variantoch séje. Variant s najvy$§im obsahom genisteinu
(19 mgkg') agenistinu (420 mgkg') bol podrobeny
vylihovaniu kyselinou, alkoholom a horicou vodou.
Najvacsi dbytok izoflavénov bol pozorovany po vylihovani
alkoholom (91,2 %), podstatne nizZ§i bol pri pouZiti vody
Séjovy protein izolovany extrakciou etanolom obsahuje asi
50 % z povodného obsahu izoflavénov (Wang, Murphy,
1994 b). Obsah izoflavénov v semendch hrachu sledovali aj
Lapéik et al. (1999). V hrachu boli stanovené obsahy
daidzeinu, formononetinu, izoformononetinu a prunetinu,
pri¢om ich obsahy sa pohybovali v rozmedzi od niekol’kych
nanogramov aZz po miligramy na gram suchej hmoty.
Mikelova et al. (2004) zistovali obsah izoflavénov
vroznych castiach séje. NajvysSSie zastdpenie mali
glykozylované izoflavony, daidzin a genistin, v semenich
a korenioch séje. V ostatnych castiach rastliny, ako je struk,
listy, stonka, bola ich koncentricia 040 - 80 % niZSia.
Franke et al. (1994) zistovali celkovy obsah izoflavénov
v rdznych strukovindch a d’ateline. Vzorky boli podrobené
kyslej hydrolyze. Vysoky obsah daidzeinu a genisteinu
potvrdili v s6ji a Ciernej fazuli, zatial Co d’atelina bola
bohatd na kumesterol a formononetin. Obsah genisteinu
a daidzeinu v strukoch Cerstvej fazulky bol pod hranicou
detekcie.

Obsah izoflavénov v séjovych semendch vyrazne koliSe.
S6jové semend obsahuji 580 - 3800 mg.kg" izoflavénov
v zdvislosti od odrody. Séjovy ndpoj obsahuje 30 -
175 mg.dm'3 izoflavonov. Podla Wanga et al. (1990) sa
v s6ji nachddza 314 mg. kg' daidzeinu a 430 mg. kg’
genisteinu, zatial' ¢o Franke et al. (1994) uddvaji obsah
daidzeinu v rozmedzi 676,4 - 1006,5 mgkg' a genisteinu
940,2 - 13824 mg.kg’l. Podl'a Fukutakeho et al. (1996)
obsah genisteinu v s6ji je 200,6 - 968,1 mg.kg", v séjovom
napoji 94,1 - 133,1 mg.kg ™' genisteinu a tofu obsahuje 137,7
mgkg' genisteinu. Obsah  genisteinu izolovaného
z odtu¢nenej séjovej muky stanovili Kovacova et al. (2003)
v rozmedzi 21 - 350 mg. kg, daidzeinu 20 - 270 mgkg™.
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Nakamura et al. (2000) stanovili obsahy troch
izoflavonov (daidzein, genistein, glycitein) aich 7-B-
glykozidov (daidzin, genistin, glycitin) v 11 odrodach
sOje a 12 vyrobkoch zo séje. Zistili, Ze obsah izoflavénov
zavisi od odrody a krajiny povodu sdje. K podobnym
zaverom dosli aj Wang a Murphy (1994 a), ktori
porovndvali skladbu izoflavénov aich glykozylovanych
foriem v japonskych a americkych odrodéch séje. Zistili,
Ze dominantnymi zlozkami réznych odréd séje su 67-O-
malonyldaidzin, daidzin a  6°-O-malonylgenistin,
genistin, pricom japonské odrody vykazali vy$s$i pomer
6°-O-malonyl izoflavénov ku glykozidovanym formam
ako americké odrody. Wang a Murphy (1994 b)

uvidzaji, Ze  malonylizoflavény  pdsobia  ako
antioxidanty pocas skladovania pri teplote 37 °C. S6jové
semend zJaponska aUSA mali rovnaky obsah

daidzeinu, ale aZ 27 %-ny rozdiel v obsahu genisteinu.
Variabilita obsahu izoflavénov v sdji pravdepodobne
zavisi nielen od odrody, lokality pestovania plodiny, ale
aj od klimatickych podmienok pocas vegetacie a rocnika
zberu drody. Z vysledkov d’alej vyplyva, Ze rok zberu ma
Murphy, 1994 a). Obsah izoflavénov do velkej miery
zavisi aj od technologického spracovania séje. Varenim
sa obsah daidzeinu a genisteinu nemeni, ale praZenie
s6jovych bdbov vyvoldva straty okolo 15 % (daidzein)
az 21 9% (genistein). PraZenim sa zvySuje obsah
acetylovanych izoflavonov (Watanabe et al., 2002)

zdovodu dekarboxyldcie malonylovych  zvySkov.
Zmrazenim séjovych semien klesol obsah izoflavénov
020 - 30 % vporovnani s cCerstvymi vzorkami.

Skladovanie surovych semien sposobilo stratu azZ 75 %
izoflavonov (Moravcova, Kleinova, 2002). Vyroba tofu
nemd vplyv na koncentriciu izoflavénov, ale vyroba
s6jovych parkov a tofu jogurtu zniZi obsah izoflavénov
a7z desatnasobne (Franke et al., 1994). Jeong a Hong
(1997) sledovali zmenu obsahu a antioxidaénych
vlastnosti izoflavénov pri vyrobe fermentovanej séjovej
pasty. Poc¢as procesu fermenticie sa vyrazne menil obsah
genisteinu, pricom radikdlne zniZenie = nastalo
v pociato¢nom stupni fermentdcie. Podobny trend
v zmene obsahu izoflavénov pri vyrobe fermentovanych
produktov séje - miso anatto - zaznamenali aj
Fukutake et al. (1996). ZvySenie hladiny obsahu
genisteinu pocas fermentdcie naznaCuje dekonjugiciu
genistinu mikroorganizmami. Vysokd oxidacna stabilita
fermentovanej séje sa pripisuje prave pritomnosti
aglykénov (Schmidt et al., 2002).

3. Triesloviny

V sti€asnosti sa triesloviny uvddzaji aj pod ndzvom
taniny. Z chemického hl'adiska su to latky nejednotného
zloZenia. Na zdklade ich Struktiry a odolnosti voci kyslej
hydrolyze sa rozdeluji na hydrolyzovate'né taniny
a kondenzované taniny (King, Young, 1999). Hoci si
hydrolyzovateI'né taniny pomerne rozsirené v plodinach,
je im venovand mald pozornost’ z hl'adiska ich ucinkov

na Pudské zdravie. Kondenzované taniny
(proantokyanidiny) st vrastlinich ~ pocetnejsie
distribuované v porovnani s  hydrolyzovatel'nymi

taninmi. P6sobenim kyselin sa nehydrolyzujd, ale tvoria

cervenohnedé kondenza¢né produkty, tzv. flobafén
(Takacsova, Pribela, 1991). Hlavnymi zlozkami tejto
skupiny polyfenolov st optické antipédy [epilkatechiny.
V rastlinnych materidloch sa nachddzaji v polymérne;j
forme.

Strukoviny s bohatym zdrojom polyfenolickych latok.
Xiaofang-Wang et al. (1998) stanovovali obsah celkovych
polyfenolov a kondenzovanych taninov v 17 vzorkiach
hrachu pestovaného v zdpadnej Kanade. Stanovené obsahy
celkovych taninov, vyjadrené ako katechin ekvivalent, sa
pohybovali v rozmedzi 162 - 325 mgkg' suchej hmoty.
Kondenzované taniny boli na tdrovni stopovych mnoZstiev.
Barampama a Smirad (1993) analyzovali Styri odrody
suchej fazule zo Styroch r6znych lokalit Burundi, pricom
potvrdili vztah medzi obsahmi nutrientov a polyfenolickych
latok, vplyv odrody, ako aj lokality na obsah polyfenolov
v semendch fazule. Stanoveny obsah polyfenolov vyjadreny
ako katechin bol 14,99 g.kg”. Truchlinski a Sembratowicz
(1996) stanovovali hodnoty taninu v rdéznych druhoch
strukovin. Obsah taninov sa pohyboval v rozmedzi 1,83 —
8,78 gkg' suchej hmoty v SoSovici, 4,82 g. kg suchej
hmoty v s6ji a 5,61 g. kg suchej hmoty v bobe. Amarowitz
et al. (2000) stanovovali obsah kondenzovanych taninov
v hrachu abdbe po extrakcii 70 % vodnym roztokom
aceténu.  Stanoveny obsah celkovych  polyfenolov
v taninovych extraktoch bol 10 — 405 g katechinu na kg
extraktu. Chavan et al. (2001) testovali rdzne rozpuistadla
pre extrakciu taninov zo semien hrachu. Ako rozpustadla
boli pouzité Cistd destilovand voda, resp. destilovand voda
s pridavkom HCI, 70 - 100 % metanol, resp. acidifikovany
metanol, 70 - 100 % acetén, resp. acidifikovany aceton.
Kondenzované taniny boli analyzované kolorimetricky a ich
priemernd  stanovend  koncentrdcia  po  extrakcii
acidifikovanym aceténom bola 1,09 gkg'. Najvyssie
vytazky polyfenolov v aceténovych extraktoch potvrdili aj
ini autori. Bilbao a Ledesma (2000) analyzovali 8 vzoriek
strukovin (r6zne odrody hrachu a fazule) na obsah taninov.
Stanovené obsahy sa pohybovali v rozmedz{
32 -130 mg.kg ™.

Vysoky obsah taninov zniZuje nutriénd kvalitu potraviny
amdze posobit antinutricne. Taniny, ako antinutri¢né
faktory, nemajui priamy toxicky vplyv na organizmus, ale
negativne sa uplatiiuji pri trdveni bielkovin. Tvorba
komplexu tanin — protein vedie k inaktivdcii trdviacich
enzymov a nerozpustnosti bielkovin, ¢im sa znizuje ich
straviteI'nost’ (Chung et al., 1998). K d’al§im antinutriénym
ucinkom taninov sa zarad’uje aj zniZenie absorpcie Zeleza,
glukézy a vitaminu B, (BeneSova et al., 1996). Niektorym
potravindim dodavaji taniny trpkd a adstringentni chut’.
V dosledku ich reakcie s kovmi, a ndslednej tvorby zdkalov
a neziaddcich farebnych zmien, sa zhorSuje aj senzorickd
hodnota potravin.

Ak je obsah polyfenolickych latok v strukovindch prili§
vysoky, redukuje sa réznymi spdsobmi (extrakcia,
namacanie, fermentdcia, pdsobenie chemikalii a kombinacia
tychto procesov). Mbithi — Mwiky et al. (2002) navrhli
klicenie semien ako sposob zlepSenia nutricnej kvality
strukovin. Hodnoty antinutri¢nych l4dtok uréovali kazdych 12
hodin po dobu 96 hodin v semenéch fazule naklicenej pri 30
°C. Vplyvom klienia sa obsah taninov zniZil na
nedetekovatelné mnozstvd. Davidek (1995) zaznamenal
pokles obsahu taninu naklicenim semien strukovin po 7
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diioch 0 30 %. Taniny sii odolné voci teplu a tepelnym
spracovanim sa ich ucinok zniZuje len malo (Liener,
1994). Troszynska a Ciska (2002) sledovali vlastnosti
tanfnov po termickej Udprave apotvrdili vysoku
termostabilitu  kondenzovanych taninov pritomnych
v semendach farebného hrachu. Alonso et al. (1998)
sledovali vplyv varu pri zvySenom tlaku na obsah
kondenzovanych taninov a antinutriénych latok
v rdznych odrodach hrachu. V porovnani s konvenénymi
termickymi metédami je tento spdsob ovela efektivnejsi
pri redukcii obsahov antinutricnych latok v semendch
hrachu. Saroj a Amin (1994) sledovali vplyv naméacania,
klicenia, opekania a mletia na obsah polyfenolov
v Styroch potravindch pripravenych z cicera a fazule.
Obsah celkovych polyfenolov sa pohyboval v rozmedzi
16,85 — 27,05 mgkg' a vplyvom spracovania sa ich
obsah redukoval na 43,5 az 51 % po6vodného obsahu.
Bilbao a Ladesma (2000) sledovali zmeny koncentrcie
antinutricnych latok v hrachu a fazuli pocas uskladnenia
pri laboratdrnej teplote. Obsah taninov sa zredukoval na
64 - 70 % pdvodného obsahu.

Okrem negativnych antinutricnych dcinkov vykazuji
polyfenoly aj cely rad pozitivnych ud¢inkov, najmi
antibakteridlny, antitumorovy a antimutagénny tcinok,
ktory je spdjany s vysokou antioxida¢nou aktivitou
taninov (Chung et al., 1998). Hagerman et al. (1998)
uvadzaju, Ze taniny su niekolkondsobne (15 az 30 krat)
ucinnejSie v zh4Sani peroxidovych radikdlov ako
Struktirne jednoduché fenolické latky. Tsuda et al.
(1994) skdmali antioxidac¢nu aktivitu 35 odrdd jedlych
fazdl. Cervené a &erne odrody boli znacne aktivne,
zatial' ¢o biele odrody fazule vykdzali velmi nizku
antioxida¢nd  aktivitu.  V osemeni  fazdl'  boli
identifikované antokyaniny, ktoré boli pravdepodobne
zodpovedné za antioxidacné vlastnosti farebnych odrdd.
K zhodnym vysledkom dospeli aj Amarowicz et al.
(1996). Vysokd antioxida¢ni aktivitu stanovili v
extraktoch z farebnych druhov strukovin (hrach, peluska,
hrachor, SoSovica), zatial Co biela fazula mala
jednoznacne nizku aktivitu. V silade s dosiahnutymi
vysledkami Amarowicz at al. (1996) skonstatovali, Ze
antioxida¢né zlozky su pritomné prevazne vo vonkajsich
vrstvadch semien. Aj rozdiely v obsahu taninov medzi
odrodami sudvisia s farbou vonkajSej vrstvy strukoviny.
Biele odrody strukovin maji zvyCajne niZSiu
koncentraciu taninov ako tie isté druhy s farebnou
obalovou vrstvou (Diaz et al., 2010).

Troszynska a Ciska (2002) stanovovali obsah
kondenzovanych taninov v obaloch semien bielych
a farebnych variantov hrachu. Obsah kondenzovanych
taninov vyjadreny ako katechin bol 15,6 g v kg suchej
hmoty farebného hrachu, zatial' co v semendch bieleho
hrachu boli na nedetekovatelnej trovni. Troszynska et
al. (2002) sa domnievaji, Ze prave taniny pritomné
v obaloch semien su zodpovedné za preukdzané
antioxidacné vlastnosti strukovin. Turkmen et al. (2005)
sledovali zmeny obsahu celkovych polyfenolov,
prepocitané na kyselinu galovi, a antioxidacnej aktivity
pri rdoznych tradicnych tepelnych udpravich cerstvého
hrachu a zelenej fazule. Tepelnou kulindrskou tpravou
sa antioxidacnd aktivita v pripade hraSku signifikantne
nemeni, ale fazulka vykazala zvySenie antioxidacnych

vlastnosti nezévisle od spdsobu tepelného spracovania. Dalej
sa zistili preukazné rozdiely v obsahu polyfenolov v oboch
strukovindch. Stanovené vysSie koncentricie polyfenolov vo
varenej fazul’ke (40,52 — 46,33 mg.kg" sudiny) v porovnani
s obsahom v Cerstvej vzorke (35,53 mgkg” sufiny) mozu
byt vysvetlené uvoliiovanim viazanych foriem fenolickych
zloziek v dosledku tepelného ucinku. V pripade hrasku
(18,33 mg.kg " suiny) nastala po uvareni redukcia obsahu
fenolickych latok. Xu a Chang (2008) odportcajui pripravu
strukovin v pare nielen z dovodu ochrany ich antioxida¢nych
komponentov, ale aj skritenia doby varenia. Stidie d’alej
ukazuji (Barampama, Smirad, 1998; Boateng et al.,
2008), Ze strukoviny s tmavym farebnym osemenim majui po
tepelnej dprave praZenim relativne vySsi obsah polyfenolov
v porovnani so svetlymi strukovinami, v ktorych bol
zaznamenany pokles hladiny polyfenolov i antioxida¢nej
aktivity po praZeni bobul’.

Obalové vrstvy strukovin majui dolezitd tlohu v obrannom
systéme semien, ktoré su vystavené oxidaénému poskodeniu
kyslikom, UV Ziarenim alebo inymi environmentdlnymi
faktormi. Orsak et al. (2000) sledovali zmeny celkového
obsahu polyfenolov v semendch hrachu, naklicenych
semendach hrachu av jednotlivych vegetaénych S$tadiach
rastliny posobenim UV-A Ziarenia ay-Ziarenia. Pocas
klicenia semien hrachu sa zvySoval obsah celkovych
polyfenolov. Bola tieZ preukdzand Statistickd zavislost
obsahu celkovych polyfenolov od rastovych faz rastliny
(ndrast obsahu polyfenolov) a ddvky UV-A Ziarenia (ndrast
obsahu  polyfenolov) ay-Ziarenia (pokles  obsahu
polyfenolov). Sutivisedsak et al. (2010) testovali vplyv
mikrovinného Ziarenia na extrakciu polyfenolov fazule a
zistili  Statisticky preukazne vys$§i podiel polyfenolov
v extrakte v porovnani s konvenénym spdsobom extrakcie
uskutoénenym za rovnakych extrakénych podmienok (vyber
extrakéného Ccinidla, teplota extrakcie). Polyfenolické latky
v semendch majid doleZitd dlohu aj pri kontrole dormancie
aklicenia i pri mechanizme pristupu kyslika k embryu.
Oxid4ciou sekunddrnych metabolitov polyfenoloxiddzami sa
redukuje zdsobovanie embrya kyslikom, pricom inhibi¢ny
ucinok sa zvySuje s teplotou. Lachman et al. (1997, 1999)
sledovali zmeny obsahu polyfenolov v semendch hrachu po
teste urychleného starnutia. Stresové oSetrenie hrachu
zvySenou vlhkostou ateplotou spdsobilo preukazné
zvySenie obsahu celkovych polyfenolov.

ZAVER

Polyfenoly sice nie st vo vSeobecnosti povaZzované za latky
s nutriénou hodnotou, ale zdujem o ne rastie vzhl'adom pre
ich priaznivé ucinky na l'udské zdravie. Polyfenolové latky
patria medzi zlozky potravin s udcinnym antioxidaénym
pOsobenim, ¢o mdze byt jednou z ciest prevencie
modernych civilizaénych ochoreni naSej populdcie. Medzi
najbohatsie zdroje tychto 14tok, po ovoci a zelenine, patria aj
strukoviny. V jednotlivych strukovinich sa nachddza Sirokd
Skdla fenolovych zlicenin. Pritomnost’ fenolickych kyselin,
flavénov a flavonolov je charakteristicka pre hrach a fazul'u,
zatial' Co s6ja sa vyznaCuje vysokym obsahom izoflavénov,
patriacich do skupiny tzv. fytoestrogénov. Strukoviny,
predovsetkym obalové vrstvy, obsahuji vysoky podiel
polymerizovanych polyfenolov, tzv. taninov, ktoré sa
vyznacuji antioxidaénymi a antimikrobidlnymi uc¢inkami.
Na druhej strane, vysoky obsah taninov mdZe zniZovat
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nutri¢nud kvalitu strukoviny a mdZe pdsobit’ antinutricne.
Kulindrskymi  a technologickymi procesmi je vSak
mozné dosiahnut’ efektivne zniZenie obsahu tychto latok.
Poznatky o obsahu jednotlivych fenolickych liatok v
semendch strukovin nie sd udplne skompletizované
a vysledky st medzi literdrnymi pramefimi variabilné.
Urcenie mnozstva polyfenolov je do urcitej miery

komplikované, pretoze zmenu obsahu flavonoidov
afenolovych kyselin do znaCnej miery indukuji
pedoklimatické  podmienky, ale itechnologické

spracovanie a skladovanie a rad d’alSich faktorov, a tiez
nedostatok Standardizovanych metdd kvantifikacie.

V sicasnej dobe, ked’ existuju v l'udskej vyZive vazne
disproporcie v ddsledku  zmeny Zivotného  Stylu
azivotnej urovne obyvatel'stva., je ziaddce zmenit’
nesprdvne stravovacie ndvyky smerom k zdravému

vvvvv

znamend nielen raciondlne vyuzitie zdroja hodnotnych a

nevyhnutnych Zivin, ale aj zabezpecenie
nezanedbatelného  prijmu  polyfenolickych  latok
potravou.
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COMPONENTS OF THE HEALTHY EATING INDEX IN NUTRITION OF ADULT
FEMALES

Katarina Fatrcovad-Sramkovd

ABSTRACT

To assess and monitor the nutriton and dietary status, the U.S. Department of Agriculture developed the Healthy Eating
Index - HEI. The index consists of 10 components, each representing different aspects of a healthful diet. The aim of the
study was to evaluate the nutrition in adult females and to analyze the actual nutrition according to selected four
components (no. 6-9) of the Healthy Eating Index. Components 6 and 7 measure total fat and saturated fat consumption,
respectively, as a percentage of total food intake (maximal 30 % and 10 % of total energy daily content respectively; in case
of 31,3 % and 58,62 % females respectively). Components 8 and 9 measure total cholesterol (daily maximal 300 mg in case

of 69,54 % participants) and sodium intake (maximal 2400 mg a day in case of 22,99 % probands).

Keywords: nutrition, Healthy Eating Index, component, adult population, females

UVOoD

Nutricionisti hl'adaju najvhodnejSie zloZenie stravy na
udrzanie zdravia cloveka avsuCasnosti uZ existuju
odporicania tykajice sa mnoZstva i propor¢ného zloZenia
jednotlivych  nutriénych  zloZiek. ZloZenie  stravy
ovplyviluji rozli¢né socio-ekonomické aspekty
aindividualna preferencia spotrebitela. VSeobecne sa
pripista, ze zdravy clovek moze konzumovat akukol'vek
potravinu adekvatnej kvality, ale je potrebné vediet’ kedy,
¢o avakych mnozstvich md byt v strave zastipené.
Nutri¢né faktory a faktory Zivotného Stylu sa vyznamne
uplatiiuji v prevencii neinfekénych choréb (Ministerstvo
zdravotnictva SR, 2001).

Strava s vysokym obsahom tuku, najmid s vysokym
obsahom nasyteného tuku a sodika, snizkym obsahom
véapnika anizkym zastipenim potravin obsahujicich
vldkninu, ako si ovocie, zelenina a celozrnné obilniny,
sivisi so zvySenym rizikom viacerych chronickych
ochoreni. Strava je signifikantnym faktorom rizika
kardiovaskuldrnych chor6b, urditych typov rakoviny
acievnych mozgovych prihod. Mad vyznamnud dlohu vo
vyvoji diabetu a hypertenzie. Nadhmotnost’ je d’al§i hlavny
rizikovy faktor korondrnych chordb, cievnych mozgovych
prihod, nddorovych ochoreni, diabetu a hypertenzie a tizko
stvisi s vyzivou a stravovanim. Rozmdhajuici sa problém
nadhmotnosti zvysuje prevalenciu chronickych
zdravotnych  problémov, ato najmd s posunom
do mladSich vekovych populaénych skupin. Strava je tiez
rizikovym faktorom osteopordzy. ZlepsSenie stravovania,
predovsetkym adekvatny prijem vépnika, mdZe predist’ 40-
60 % osteoporotickych fraktir bedrového kibu.

USDA (U.S. Department of Agriculture) — Americké
ministerstvo  pol'nohospodarstva  (podporujice zdrava
a adekvétnu potravinovi bezpecnost’ a propagujice zdravy
potravinovy vyber), a konkrétne Centrum pre nutri¢nd
politiku a podporu, zaviedlo index zdravého stravovania
(HEI — Healthy Eating Index) za tucelom poskytnutia
nového prostriedku na splnenie nutricnych cielov. HEI
predstavoval prvy ajednoduchy model na zhrnutie a
monitorovanie zmien Vv stravovacich zvyklostiach. Index
meria, do akej miery je strava v silade s nutriénymi
odporticaniami a s potravinovou pyramidou (Variyam et
al,, 1998). HEI bol prvykrat vypocitany vroku 1995

s pouZitim udajov z rokov 1989-90 (U.S. Department of
Agriculture, 1995). Vychadzal z dvojdiovych
potravinovych zdznamov a 24-hodinovych nutri¢nych
protokolov 7500 jedincov vo veku dva roky a viac
(Gibson, 2005). Nasledne bol HEI aktualizovany v roku
1998 na zdklade tdajov z obdobia 1994-96 (Bowman et
al., 1998) a v roku 2002 na zdklade tddajov z rokov 1999-
2000 z Federdlnej vlddnej ndrodnej zdravotnej a nutricnej
vyskumnej spravy 1999-2000 (Basiotis et al., 2002).

Index zdravého stravovania poskytuje celkovy obraz
o type a kvantite potravy, konzumovanej jednotlivcami,

ao ich compliance so Specifickymi nutricnymi
odporicaniami, ktoré si  hodnotené rovnomerne
s kombindciou  informdcii  ourcitych  nutrientoch
a potravinovych  skupinidch (Gibson, 2005). Index

pozostdva z desiatich komponentov, ako uvddza tab. 1.
KaZzdy komponent indexu md maximdlne skére 10
a minimdlne skére 0. Maximdlne celkové HEI skére je
100. Vysoké skére daného komponentu indikuje prijem
priblizujici sa odportc¢anému rozsahu alebo mnoZstvu,
naopak nizke skére komponentu indikuje slabSie
dodrziavanie odpori¢aného rozsahu alebo mnoZstva.
Desat’” komponentov reprezentuje rdozne aspekty zdravej
stravy:

Komponenty 1-5 merajui stupeil stravy jednotlivca, ktory
je v silade s vydanymi odporticaniami pre pit zdkladnych
potravinovych skupin potravinovej pyramidy (Food Guide
Pyramid), ako si: ceredlie (chlieb, obilniny, ryZa
a cestoviny), zelenina, ovocie, mlieko (mlieko, jogurty
asyry) amiso (midso, hydina, ryby, strukoviny, vajcia
a orechy).

Komponent 6 hodnoti celkovy prijem tukov ako
percentudlny podiel z celkového prijmu energie.
Komponent 7 hodnoti prijem saturovanych (nasytenych)
tukov ako percentudlny podiel z celkového prijmu energie.
Komponent 8 sleduje celkovy prijem cholesterolu.
Komponent 9 kontroluje celkovy prijem sodika.
Komponent 10 preveruje pestrost’ stravy jednotlivca
(Basiotis et al., 2002).

Potravinovd pyramida znizoriiuje nutricné odportiania
pre Ameri¢anov (Dietary Guidelines for Americaners)
(Dietary Guidelines Advisory Committee, 2000), typy
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TabuPka 1 Index zdravého stravovania - HEI (Healthy Eating Index) (Basiotis et al., 2002)

Parameter Interval Kritéria pre max. Kritéria pre min.
hodnotenia ' hodnotenie 10 b hodnotenie 0 b
Skupina konzumovanych potravin
1. obilniny 0-10 6 — 11 porcii > 0 porcif
2. zelenina 0-10 3-5 porcie ? 0 porcii
3. ovocie 0-10 2 -4 porcie ? 0 porcii
4. mlieko 0-10 2 -3 porcie 0 porcii
5. méso 0-10 2 -3 porcie * 0 porcii
VyZivové odporiilania
6. celkovy tuk 0-10 30 % energie alebo menej 45 % alebo viac energie
7. nasyteny tuk 0-10 menej ako 10 % energie 15 % alebo viac energie
8. cholesterol 0-10 300 mg alebo menej 450 mg alebo viac
9. sodik 0-10 2400 mg alebo mene;j 4800 mg alebo menej
10. pestrost’ 0-10 8 alebo viac rdznych 3 alebo menej r6znych
poloZiek za deni poloZiek za deti

T . = . T ] - < . -
Osoby s konzumdciou alebo prijmom medzi maximalnym a minimilnym rozsahom st hodnotené timerne pridelenym

skore.

?Poget porcif zavisi od denného odportaného prijmu vid’ tab. 2. Vietky mnoZstva sii uvedené na jeden def.

Tabul’ka 2 Odporicany pocet porcii potravinovej pyramidy na den pre kategorie podPa veku a pohlavia (Basiotis

et al., 2002)
Vek/pohlavie Energia Obilniny Zelenina Ovocie Mlieko MEiiso '
(kcal)
Deti, 2-3 1300 6 3 2 2 2
* 1600 6 3 2 2 2
Deti, 4-6 1800 7 33 2,3 2 2,1
Zeny, 51+ 1900 7,4 3,5 2,5 2 2,2
Deti, 7-10 2000 7,8 3,7 2,7 2 2,3
Zeny, 11-24 2200 9 4 3 3 2,4
* 2200 9 4 3 2 2,4
Zeny, 25-50 2200 9 4 3 2 2.4
Muzi, 51+ 2300 9,1 4,2 3,2 2 2,5
Muyzi, 11-14 2500 9,9 4,5 3,5 3 2,6
* 2800 11 5 4 2 2,8
Muyzi, 19-24 2900 11 5 4 3 2,8
Muzi, 25-50 2900 11 5 4 2 2,8
Muyzi, 15-18 3000 11 5 4 3 2,8

"Jedna porcia sa rovnd 2,5 uncidm chudého misa.

?Velkost' porcii bola zniZend na dve tretiny poétu porcii pre dospelych s vynimkou mlieka pre deti vo veku 2-3 roky.
* Odportcany pocet porcii za deii na energetickej hladine Specifikovanej v potravinovej pyramide (USDA, 1996).

a mnozstvo konzumovanych potravin s cielom zabezpecit’
zdravu stravu. Odporticany pocet porcii v pyramide zdvisi
od odporticania energetického prijmu pre jednotlivca. Tab.
2 znézorfiuje odporticany pocet porcii pre rdzne skupiny
podla veku/pohlavia a pre energetickd hladinu 1600 kcal,
2200 kcal a 2800 kcal, t.j. 6700 kJ, 9200 kJ a 11700 kJ.
Maximalne skére 10 sa prideluje pre kazdd z piatich
potravinovych skupin (komponentov HEI) vtedy, ak strava
danej osoby spifia alebo prekratuje odportéany podet
porcii (tab. 2). Pre kazdu z piatich skupin potravin sa
prideluje bodové hodnotenie O bodov pre jednotlivé
komponenty, ked’ osoba neskonzumovala Ziadnu polozku
z potravinovej skupiny. Stredné bodové hodnotenie (medzi
0 al0 bodov) sa vypolitava tmerne k poctu
skonzumovanych porcii alebo ich casti (Basiotis et al.,
2002).

Odporicanie porcii z potravinovej pyramidy (U.S.
Department of Agriculture, 1997) pre rdzne urovne
energetického prijmu bolo vyuzité ako zdklad aj pre
interpoldciu  odporicanych porcii u [ludi sinym

odporti¢anym prijmom energie (tab. 2) (Basiotis et al.,
2002). Odporicany prijem energie pre deti vo veku 2 az 3
roky je menej ako 1600 kcal, resp. 6700 kJ. Pre deti bol
zvoleny odporticany minimdlny pocet porcii, ale velkost
porcii bola zniZend na dve tretiny dospelej porcie, okrem
mlieka. Tento pristup je zhodny s odpordcaniami
potravinovej pyramidy. Dospeli muzi vo veku 15 az 50
rokov majui o nie¢o vyssi odporicany prijem energie ako
2800 kcal (National Research Council, 1989b). Pretoze
potravinovd pyramida nezohladiluje pridané porcie z
potravinovych skupin, vyskumnici rozhodli, Ze pocet
porcii potravin pre tychto jedincov ma byt zniZeny na
maximdlny odporic¢any potravinovou pyramidou. Horny
limit pre prijem tukov, saturovanych tukov, cholesterolu a
sodika bol stanoveny na zdklade konzultdcii s nutricnymi
vyskumnikmi az vyskumu distribdcie prijmu daného
komponentu (Basiotis et al., 2002).

Napriek tomu, Ze nutricné odporicania pre Ameri¢anov,
potravinovd pyramida a Narodny vyskumny vybor pre
vyZzivu azdravie zdoraznil vyznam pestrosti stravy
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TabuPka 3 Komponenty indexu zdravého stravovania — 2005 (HEI-2005) a Standardy na skérovanie ! (Guenther

et al., 2006)
Komponent Maximum | Standard pre maximalne skore Standard pre minimalne
bodov skore

Celkové ovocie (vritane 5 > 0,8 $dlky ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadne ovocie

100 % stiav)

Celé ovocie (nie Stavy) 5 > 0,4 §dlky ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadne celé ovocie

Celkova zelenina 5 > 1,1 §dlky ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadna zelenina

Tmavozelend a oranZova 5 > 0,4 §dlky ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadna tmavozelend alebo

zelenina a strukoviny oranZzovd zelenina alebo
strukoviny

Celkové obilniny 5 >3 oz. ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadne obilniny

Celozrnné obilniny 5 > 1,5 oz. ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadne celozrnné obilniny

Mlieko ° 10 > 1,3 §élky ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadne mlieko

Miiso a fazula 10 > 2,5 oz. ekviv. na 1000 kcal (4200 kJ) Ziadne méso alebo
strukoviny

Oleje * 10 > 12 gramov na 1000 keal (4200 kJ) Yiaden olej

Saturovany tuk 10 <7 % energie ° 2> 15 % energie

Sodik 10 < 0,7 gramu na 1000 kcal (4200 kJ) > 2 gramy na 1000 kcal
(4200 kJ)

Energia ztuhych tukov, 20 <20 % energie 250 % energie

alkoholickych ndpojov a

cukrov

"Prijem medzi minimdlnou a maximalnou troviiou je bodovany proporciondlne, s vynimkou saturovaného tuku a sodika

(vid poznamka 5).

* Strukoviny st zapo¢itané ako zelenina len vtedy, ak st naplnené $tandardy pre miso a fazulu.

? Vritane vietkych mlieénych produktov ako mlieka, jogurtov, syra a aj vritane séjovych napojov.

*Vratane nehydrogenovanych rastlinnych olejov a olejov v rybéch, orechoch a semenéch.

> Saturovany tuk a sodik ziska skére 8 pri prijme, ktory zodpovedd nutriénym odpord¢aniam 2005, < 10 % energie zo

saturovaného tuku a 1,1 g sodika na 1000 kcal.

(National Research Council, 1989a; U.S. Department of
Agriculture, 1996; Dietary Guidelines Advisory
Committee, 2000), v sicasnosti neexistuje konsenzus, ako
kvantifikovat’ pestrost’ stravy. Nutri¢nd pestrost’ sa tak pre
HEI hodnoti ako celkovy pocet réznych potravin, ktoré
osoba konzumovala za deii v dostatoénom mnozstve, t.j.
v mnoZstve zodpovedajicom najmenej polovici porcie
v potravinovej skupine. VSetky ingrediencie v ,,zloZenej‘
potravine si hodnotené vich prislusnej potravinovej
kateg6rii. Potraviny, ktoré sa odliSuji len metédou
pripravy, resp. technologickou dpravou, sd spolu
zoskupené a zahrnuté ako jeden typ potraviny (napriklad
pecené, fritované alebo varené zemiaky st povaZované za
jeden typ potraviny). Roézne typy potravin si hodnotené
osobitne (napriklad kazdy druh ryby — makrela, tuniak
apstruh si zohladiiované ako rdzne potraviny).
Maximalne skére 10 bodov je pridelené, ak osoba
konzumuje najmenej polovicu porcie z kazdej z 6smich
alebo viacerych rbéznych potravin za def.. Skére nula
zodpovedd najmenej polovici porcie z troch alebo mene;j
roznych potravin skonzumovanych za deti. Horny a dolny
limit na hodnotenie pestrosti potravin bol stanoveny na
zaklade konzultdcie s nutricnymi vyskumnikmi (Basiotis
et al., 2002).

Gibson (2005) uvadza deskriptory pre HEI skoére, ktoré
urc¢ilo USDA:
nad 80 bodov:  dobré stravovanie

51-80 bodov: st potrebné zmeny v stravovani

pod 51 bodov:  zIé stravovanie.

Vypolty HEI-skére a ich aplikdcie detailnejSie uvadzaji
Kennedy et al. (1995) a Bowman et al. (1998). HEI bolo

pouZzité na zhodnotenie kvality stravy americkych deti vo
veku 2-9 rokov v roku 1989 a 1998, pricom sa vychadzalo
ztudajov v USDA sprdve potravinového prijmu
jednotlivcov. Celkové HEI skére pre stravu deti v 1989
ako aj 1998 bolo priblizne 70, ¢o poukdzalo na to, Ze
strava si vyZaduje zlepSenie. Pritom neboli zistené rozdiely
v skére pre jednotlivé komponenty HEI skére v stravovani
deti v 1989 a 1998. V roku 1998 HEI skére zaviselo od
veku: bolo najvyssie (74,4) pre deti vo veku 2 az 3 roky a
signifikantne nizSie (68,0) pre deti vo veku 7 aZ 9 rokov
(Carlson et al., 2001).

Skére HEI bolo pouZité aj na zhodnotenie kvality stravy
v ramci NHANES 111, s vyuZitim tdajov zo spravy 1999-
2001. Dobré stravovanie malo len 10 % americkej
populdcie, 16 % malo zI¢€ stravovanie a zvysnd populdcia
mala stravu, ktord si vyzadovala upravy. Viaceré
podskupiny populdcie mali riziko nizSej kvality
stravovania. Boli to najmd muZi vo veku 15-18 rokov,
skupiny snizkym finanénym prijmom, nehispanski
Americania s africkym poévodom a osoby snizkym
vzdelanim (Basiotis et al., 2002). Pre roky 1999-2000 bola
priemernd hodnota HEI skére pre americki populéciu 63,8
(Basiotis et al., 2002).

Dubois et al. (2000) pouzili HEI na zhodnotenie kvality
stravy na zdklade Kanadskej nutrinej spravy, Quebec
1990. HEI bol upraveny s ohl'adom na Kanadské nutri¢né
odporicania 1990 (Health Canada, 1990).

Neskor bol HEI hodnoteny v suvislosti s plazmatickymi
biomarkermi. Hann et al. (2001) poukézali v $tidii na to,
Ze strava s vysokym skére HEI bola v pozitivnej korelacii
s plazmatickou koncentraciou karotenoidov a vitaminu C,
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¢o indikuje, Ze vyber potravin zaloZeny na potravinovej
pyramide viedol k zdravSiemu stravovaniu. Napriek tomu
ale zvySend koncentricia uvedenych biomarkerov
neindikovala nevyhnutne zniZené riziko chordb. Stile
chyba dokaz existencie pozitivneho vztahu medzi prijmom
potravin, plazmatickymi biomarkermi a chorobami.
Potvrdend bola len slabd koreldcia medzi skére HEI a
rizikom chronickych (kardiovaskuldrnych a nidorovych)
choréb (McCullough et al., 2000a, 2000b).

Vypracovanie novych nutricnych odporicani pre
americki populdciu v roku 2005 bolo motiviciou
pre reviziu HEL Standardy potravinovych skupin si
zaloZené na odportcaniach MojaPyramida (MyPyramid)
(Britten et al., 2006). Standardy boli vytvorené pouZitim
principu denzity, tzn. boli vyjadrené ako percenta kalorii
alebo na 1000 kcal (4200 kJ). Komponenty HEI-2005 a
skérovacie Standardy si uvedené v tab. 3. HEI-2005 je
Standardizovany a moze byt pouZzity v nutricnom
monitoringu, intervencii a vyskume. Obsahuje 12
komponentov (Guenther et al., 2006). Guenther et al.
(2008) na zdklade svojich vysledkov uvadzaju, Ze skére v
pripade 9 z 12 komponentov bolo nizSie u faj¢iarov ako
nefajciarov.

Cielom prace bolo vyhodnotit vybrané komponenty
indexu zdravého stravovania v stravovani dospelych Zien.

MATERIAL A METODY

V skupine ndhodne vybratych Zien dospelého veku
(25-58 rokov) sme hodnotili stravovanie pouZitim
24-hodinovych retrospektivnych nutriénych anamnéz
(n = 174). Vekova charakteristika a zloZenie stiboru podl'a
veku Zien si uvedené v tab. 4 a 5. Celodenny zdznam
stravy sme pocitatovo spracovali v nutricnom programe
Alimenta verzia 4.3e (vypracovanom vo Vyskumnom
ustave potravinarskom v Bratislave), ktory vyuZiva
Potravinovii banku dat zloZenia potravin. Celodenny
prijem stravy sme na zdklade spracovania v nutricnom
software zhodnotili podla vybranych komponentov HEI
indexu zdravého stravovania (tab. 1).

- celkovy tuk (polozka 61374 vo vystupe z nutri¢ného
software Alimenta 4.3e)

- nasyteny tuk (polozka 61375 vo vystupe z nutricného
software Alimenta 4.3e)

- cholesterol (polozka 52610 vo vystupe z nutri¢ného
software Alimenta 4.3e)

- sodik (polozka 54111 vo vystupe z nutricného software
Alimenta 4.3e).

Tabulka 4 Vekova charakteristika siiboru

Tabulka 5 Vekové zloZenie siboru

Vek %

25 — 30 rokov 10,53

31 — 35 rokov 15,79

36 — 40 rokov 5,26

41 — 45 rokov 15,79

46 — 50 rokov 21,05

51 — 55 rokov 15,79

56 — 60 rokov 15,79
Zaroven sme vyhodnotili aj spolocné plnenie viacerych
nutricnych  odporicani  (zloZiek indexu zdravého

stravovania) sucasne.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri hodnoteni prijmu vybranych nutri¢nych faktorov sme
zistili, Ze prijem tukov zodpovedal odporicaniu a HEIL, t.j.
max. 30 % denného energetického prijmu u priblizne
tretiny stboru (31,03 %). Nepriaznivym vysledkom je, Ze
extrémne vysoky podiel tukov v strave (viac ako 45 %
denného energetického prijmu) malo 8,05 % probandov
(tab. 6). Priemerny percentudlny podiel tuku bol 34,49
+ 29,38 %, t.j. bol vySii ako vyZivové odporti€anie (tab.
10).

Odporicané vyzivové davky SR urcuji vo vSeobecnych
odporicaniach podiel tukov na celkovom objeme energie
maximédlne 30 % s nasledujicou Struktirou mastnych
kyselin: saturované mastné kyseliny 10 %, monoénové
mastné kyseliny 10-12 %, polyénové mastné kyseliny 8-10
% (Vestnik MZ SR, 1997). Standard, aby nie viac ako 30
% denného energetického prijmu pochddzalo z tukov,
v stCasnosti prekracuje vicSina obyvatelov Eurépy. To
znamend, Ze ak uvazujeme denny prijem energie 10 000 kJ
(2400 kcal), ¢o si denné energetické naroky dospelého
jedinca s priemernou fyzickou aktivitou, tak mnoZstvo
prijatého tuku by malo byt maximdlne 80 g. Toto Cislo
zahfnia tuky a/alebo oleje pouZité pri priprave pozivatin
azdroven tzv. skryté tuky pritomné v pozivatinich
a surovindch. Pocetné vyskumy a experimenty dokazujd,
Ze okrem mnoZstva prijatého tuku ma vel'mi ddleZiti ilohu
aj jeho zloZenie (Ministerstvo zdravotnictva SR, 2001).

Tabulka 6 Energeticka hodnota z tukov

Hodnota parametra n %

max. 30 % energetického prijmu * 54 31,03
31-44 % energetického prijmu 106 60,92
45 % energetického prijmu a viac 14 8,05

Parametre Vek (roky)

priemer + SD 44,42 + 9,84
minimum 25,00
maximum 58,00
median 46,00
modus 51,00

* odporucanie podla Vestnika MZ SR (1997) a Kajabu et
al. (1999); podl'a HEI (Basiotis et al., 2002)

Odportcand energetickd hodnota zo saturovanych
mastnych kyselin (max. 10 %) bola zistend u viac ako
polovice suboru (58,62 %; tab. 7). Naopak toto
odporicanie vysoko prekracovalo 5,17 % probandov, ktor{
mali v strave nepriaznivo vysoky podiel nasytenych
mastnych kyselin z celkového denného energetického
prijmu (t.j. ich podiel predstavoval viac ako 15 % z prijmu
energie). Priemerny podiel prijatého nasyteného tuku bol
nizsi ako stanovené kritérium (8,95 = 4,12 %) (tab. 10).
Podl'a odporicani by mali nasytené mastné kyseliny
poskytovat’ 10 %, mononenasytené mastné kyseliny 12 %,
polynenasytené 6-8 % z celkového energetického prijmu.
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Aj vzdjomny pomer n-3, n-6 an-9 mastnych kyselin
ovplyviluje fyziologické procesy (Ministerstvo
zdravotnictva SR, 2001).

Nasytené mastné kyseliny sa vyskytuju v ZivociSnych
tukoch aj vrastlinnych olejoch. K bohatym zdrojom
saturovanych mastnych kyselin patri maslo, Zivo¢iSny tuk
atropické oleje (palmovy, kokosovy olej aolej
z palmovych jadier). VUSA av Eurépe tvoria nasytené
mastné kyseliny 12-15 % z celkového energetického
prijmu. V priemere na kazdé 1 % energie prijatej vo forme
nasytenych mastnych kyselin, ktoré zvySuji hladinu
cholesterolu v krvi, sa hladina LDL-cholesterolu zvysi
v porovnani s kyselinou olejovou asi 02 mg.dl™" (0,025
mmol.1"). Jedna nasytend mastnd kyselina - kyselina
stearova (C,g,0) nezvysuje koncentrdciu LDL-cholesterolu.
Hlavnym zdrojom tejto kyseliny je hovidzi loj a kakaové
maslo (Grundy, 2003).

Tabulka 7 EnergetickdA hodnota zo saturovanych
mastnych Kyselin (SFA)

Mnozstvo SFA n %
max. 10 % energetického prijmu * | 102 58,62
10-14 % energetického prijmu 63 36,21
15 % energetického prijmu a viac | 9 5,17

* odporicanie podl'a Vestnika MZ SR (1997) a Kajabu et
al. (1999); podl'a HEI (Basiotis et al., 2002)

Rastlinné oleje su bohaté na nenasytené mastné kyseliny.
Na rozdiel od ostatnych mastnych kyselin ludsky
organizmus nedokdZe produkovat’ niektoré polynenasytené
mastné kyseliny (esencidlne), takZe musia byt prijaté
potravou. Spomedzi tychto esencidlnych mastnych kyselin
sa kyselina linolovd (n-6) vyskytuje vo velkych
mnoZstvach v slnecnicovom oleji, zatial ¢o linolénova
(n-3) vrepkovom a séjovom oleji v8 % zastipeni. Pre
ludské zdravie je prospesné, ak mnoZstvo n-6 mastnych
kyselin v dennej strave nie je viac ako 4 az 10-krat vyssie
ako mnoZstvo n-3 mastnych kyselin. Olej produkovany
morskymi rybami je vysoko ceneny kvoli obsahu takych
mastnych kyselin, akymi si kyselina eikosapentaénova
(EPA) adokosahexaénovd (DHA), ktoré zniZuju
pravdepodobnost’ vzniku trombdzy v krvnych cievach.
Ludsky organizmus je schopny syntetizovat’ vysSie
spomenuté mastné kyseliny radu n-3 s dlhym uhlikovym
retazcom obsahujicim 5 alebo 6 dvojitych vizieb, ale aj
napriek tomu sa ich odporica spolu denne konzumovat
v mnozstve 200-300 mg. Z nutricného hladiska su tuky
aoleje zdraviu prospesné iba vtedy, ak zastipenie
mastnych kyselin sa bliZi k vysSie spominanym pomerom.
Z hl'adiska prijmu tukov je vhodné prijimat’ najmenej 2,7 g
kyseliny linolovej a 0,5 g kyseliny a-linolénovej na 10 000
kJ prijatej energie (Ministerstvo zdravotnictva SR,
2001).

Vo vysetrovanom stbore bol prijem cholesterolu v ramci
odporidcanych hodnét (max. 300 mg) u 69,54 %. U 10,92
% probandov bol prijem cholesterolu vel'mi vysoky, ¢o je
nepriaznivé zistenie vzhladom na kardiovaskuldrne riziko
(tab. 8). Priemerné mnoZstvo cholesterolu prijatého
stravou za dent bolo v subore niZSie ako poZadované
nutri¢né kritérium (233,80 = 175,03 mg) (tab. 10).

LCudsky organizmus si je schopny syntetizovat
nevyhnutné mnozstvo cholesterolu, a preto jeho nadmerny
prijem z potravy zvySuje riziko kardiovaskuldrnych
ochoreni. To je hlavny dovod, pre ktory nutricionisti
odporicaji nekonzumovat’ viac ako 300 mg cholesterolu.
Cholesterol sa vyskytuje iba v potravindch ZivociSneho
povodu. Potraviny rastlinného pdvodu neobsahuji
cholesterol, ale mdZzu obsahovat latky s podobnou
Struktdrou — rastlinné steroly, ktoré sa slabo vstrebdvaju,
nekonvertuji na cholesterol, dokonca niektoré z nich
znizuji  hladinu  cholesterolu v krvi (Ministerstvo
zdravotnictva SR, 2001).

Hlavnymi zdrojmi cholesterolu si vajeény Zitok,
produkty s obsahom mliecneho tuku, ZivociSne tuky
a miso. Kazdych 200 mg cholesterolu prijatého stravou
denne zvysi koncentrdciu sérového LDL-cholesterolu
(LDL - low density lipoproteins, lipoproteiny s nizkou
hustotou) priemerne asi 06 mg.dl'1 (0,155 mmol.I™")
(Grundy, 2003). Miso obsahuje v priemere 60-75 mg,
syry priblizne 100 mg cholesterolu na 100 g. Jedno
slepadie vajce obsahuje takmer 300 mg cholesterolu, ktory
je ststredeny v Zitku, zatial ¢o v bielku sa nevyskytuje
Ziaden cholesterol. Podl'a Statistickych tdajov Tludia s
vysokou hladinou cholesterolu vkrvi sui castejSie
postihnuti  kardiovaskuldirnym  ochorenim.  Okrem
cholesterolu prijatého v potravindch ovplyviiuje hladinu
cholesterolu v krvi aj kvalita tukov konzumovanych
s jedlom. Nasytené mastné kyseliny zvySujd, zatial ¢o
polynenasytené mastné kyseliny znizuji hladinu
cholesterolu v krvi (Ministerstvo zdravotnictva SR, 2001).

Tabul’ka 8 Prijem cholesterolu

Mnozstvo cholesterolu | n %

max. 300 mg * 121 69,54
300 — 449 mg 34 19,54
450 mg a viac 19 10,92

* odporucanie podla Vestnika MZ SR (1997) a Kajabu et
al. (1999); podl'a HEI (Basiotis et al., 2002)

Odporticany prijem sodika bol charakteristicky len pre
mali Cast sdboru (22,99 %). Odporucanie presiahlo
77,01 % probandov (tab. 9). Priemerny podiel denne
prijatého sodika bol vys$si ako poZadované kritérium
(3760,42 £ 1976,89 mg) (tab. 10).

Sodik sa nachddza v potravinich rastlinného aj
Zivocisneho pdvodu. Za zvySeny prijem sodika zodpoveda
mnozstvo prijatej soli (utilizacia chloridu sodného). Podla
odporicanych vyzivovych diavok v SR sa pozaduje
znizovat’  obsah  kuchynskej soli v potravindch.
S nadmernou konzumadciou soli sdvisi aj nadmerny vyskyt
kardiovaskuldarnych ochoreni. Prevenciou je vyhybanie sa
slanym jedldm, preto je nevyhnutné, aby sa znacne zniZil
aj obsah soli v potravinirskych vyrobkoch. Clovek je
schopny privyknit si na malo solené jedld. Okrem toho
v mierne solenych jedldch sa mdZe objavit' chut’, ktord
bola  predtym potlatovand nadmernym  solenim
(Ministerstvo zdravotnictva SR, 2001).
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Tabul’ka 9 Prijem sodika

Tabul’ka 12 Pocet splnenych odporicani * (% saboru)

Mnozstvo sodika n % Pocet splnenych odporacani n %
max. 2400 mg * 40 22,99 0 20 11,49
2400 — 4799 mg 98 56,32 1 52 29,89
4800 mg a viac 36 20,69 2 56 32,18
* odporticanie podl'a HEI (Basiotis et al., 2002) 3 31 17,82
4 15 8,62

TabulPka 10 Vyzivové odporicania

Parameter n=174
celkovy tuk (% energie)

priemer £ SD 34,49 + 29,38
median 32,63

modus 47,31
nasyteny tuk (% energie)

priemer £ SD 8,95+4,12
median 8,85

modus 14,65

cholesterol (mg)

priemer £ SD 233,80+ 175,03

median 189,58

modus 233,49

sodik (mg)

priemer £ SD 3760,42 + 1976,89
medidn 3514,94

modus 4784,78

Hodnotenim vyzivovych odporticani (komponentov 6-9)
z indexu HEI sme v subore zistili najlepSie vysledky pri
dodrziavani nutri€énych kritérii v pripade posudzovania
prijmu cholesterolu, d’alej nasyteného, potom celkového
tuku anajmenej bolo spifiané nutriéné odpori¢anie pre
prijem sodika (tab. 11). Najvac¢s$im problémom v subore je
tak dodrZiavanie odporticania v prijme sodika.

Tabul’ka 11 VyZivové odporacania

Vybrané vyZivové | Nutriéné protokoly (n = 174)
odporiclania n %0
celkovy tuk

(max. 30 % energie) 54 31,03
nasyteny tuk

(max. 10 % energie) 102 58,62
cholesterol

(max. 300 mg) 121 69,54
sodik

(max. 2400 mg) 40 22,99

Hodnotili sme tieZ sicasné splnenie Styroch odpordcani
v dennom stravovani probandov (pre celkovy prijem
tukov, pre prijem saturovanych mastnych Kkyselin,
cholesterolu a sodika). Zistili sme, Ze ani jedno zo Styroch
odporicani nemalo v stravovani dodrZzanych 11,49 %
probandov (tab. 12). Najvacsi podiel siboru splnil sicasne
jedno alebo dve odportcania (spolu 62,07 %). Tri alebo
Styri odporticania sucasne pokrylo 26,44 % osdb, z Coho
vSak vSetky Styri vyZivové odporicania naplnil len vel'mi
maly podiel probandov (8,62 %).

* znasledujicich Styroch kritérii: pre celkovy prijem
tukov, pre prijem saturovanych, mastnych kyselin,
cholesterolu a sodika

Ked'Ze neexistuje prakticky Ziadna potravina, ktord by
mala idedlne nutricné zloZenie, potraviny musia byt
selektované takym spdsobom, aby denny prijem stravy
zahriioval vSetky nevyhnutné nutrienty v primeranom
pomere (Ministerstvo zdravotnictva SR, 2001). Plnenie
nutricnych  odporti€ani v dlhodobom  meradle je
predpokladom dobrého nutricného a zdravotného stavu
jedincov.

ZAVER
V stibore sme hodnotenim vybranych nutri¢nych
parametrov  ako  komponentov  indexu  zdravého

stravovania — HEI z roku 1995 zistili vdZzne nedostatky
v dennom stravovani, pri¢om najvic¢§im problémom v
stibore bolo dodrZiavanie prijmu sodika (max. 2400 mg len
u 22,99 % probandov), nasledoval prijem celkového tuku
(max. 30 % energie u 31,03 % o0s6b), nasyteného tuku
(max. 10 % energie u 58,62 %) a napokon cholesterolu
(max. 300 mg denne u 69,54 %).

Stravovanie sa na zdklade ukazovatel'ov indexu zdravého
stravovania vyznaCovalo absolitnym nedodrZiavanim
vyZzivovych odpordcani (zodpovedajicich nulovému
hodnoteniu v systéme HEI) v pripade prijmu celkového
tuku u 8,05 % probandov (s podielom tuku v strave 45 %
energie a viac), prijmu nasyteného tuku u 5,17 % os6b (s
jeho podielom 15 % energie a viac), prijmu cholesterolu
u 10,92 % (v dennom mnoZstve 450 mg a viac) a sodika
u 20,69 % (v dennom mnoZstve 4800 mg a viac).

Komplexné zhodnotenie stravovania podla vSetkych
Styroch hodnotenych nutri€nych kritérii preukdzalo, Ze
vSetky odportcania boli dodrzané sucasne len u8,2 %
stiboru. Minimdlne dve zo §tyroch odporicani splnila viac
ako polovica suboru (58,62 % o0s6b). Zvy$ny podiel
probandov (41,38 %) mal v strave vyrazné nedostatky,
znich v pripade 11,49 % dokonca nebolo dodrzané ani
jedno nutri¢né kritérium.

Z vysledkov vyplyva, Ze je potrebné zvySovat nutri¢né
uvedomenie populécie, zdoraziiovat’ vplyv stravy na vznik
arozvoj zdvaznych civilizacnych ochoreni efektivne, aby
zmeny viedli kdodrZiavaniu nutriénych odporicani
v dennom prijme stravy, k zlepSovaniu aktudlneho spdsobu
vyZivy populdcie, atym aj jej zdravotného a nutri¢ného
stava. Ndpomocné by mohlo byt aj prehladné nutricné
oznaCovanie potravindrskych vyrobkov s uvadzanim
vyznamnych nutriénych kritérii, hodnotenych aj v ramci
indexu zdravého stravovania, pre lepSiu orientdciu
spotrebitel'ov pri vybere potravin a surovin.
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EVALUATION OF ELISA METHOD TO DETECTION OF COW
B-LACTOGLOBULIN IN SHEEP MILK AND SHEEP MILK PRODUCTS

Lucia Zeleiidkovd, Radoslav Zidek, Margita Canigovd, Juraj Paulov, Tatiana Gallisovd

ABSTRACT

The aim of work was to optimalize the ELISA method to detect the adulteration of sheep milk and sheep milk products by
cow milk in the laboratory. We have focused on laboratory testing of ELISA kit (B-Lactoglobulin ELISA Set, SEDIUM
R&D) for detection of cow B-Lg in sheep milk order to obtain high-quality, reliable and economically advantageous method
suitable for routine use in practice. The results shown that for the quality of adulteration determination it is necessary to
verify the sensitivity of applied kit by the samples dilution in accordance with the producer declared quantification range
contained in the manual ELISA kit. The starting point for obtaining of relevant data was to create separate regression curves
with high determination coefficient, which allowed to quickly and easily detect the cow milk additions in sheep milk,

cloddish sheep and Slovak sheep cheese.

Keywords: cow milk, sheep milk, sheep cheese, adulteration, ELISA

UVOoD

Podl'a komisie EU pre autentifikdciu potravin, musia mat
autentické potraviny definovany pdvod, obsah a kvalitu a
musia pochddzat’ zo Specifikovanych zdrojov (Hurley et
al., 2004a).

Ochrana zaujmov spotrebitel'a je oSetrend v Nariadeni
(ES) ¢. 178/2002 EP a Rady, pricom ¢ldnok 8
(potravinové prdvo) sa zameriava na predchddzanie
podvodnym alebo nekalym postupom falSovania potravin
a akymkol'vek inym postupom, ktoré moéZu spotrebitel’a
uviest’ do omylu.

S problematikou falSovania mlieka je spity Vynos MP
SR a MZ SR ¢&. 1187/2004-100, ktorym sa vyddva hlava
Potravinového kédexu Slovenskej republiky upravujica
oznaCovanie potravin vzneni neskor§ich predpisov
(harmonizovana legislativa). Problematikou falSovania
mlieka sa zaoberd aj Vymos MP SR aMZ SR ¢.
2143/2006 — 100, ktorym sa vydava hlava Potravinového
kédexu Slovenskej republiky upravujica mlieko a vyrobky

zmlieka aktory je neharmonizovanou legislativou.
V harmonizovanej i neharmonizovane;j legislative
Slovenskej republiky je zadefinované, aké mlieko,

pripadne, aky vyrobok z tohto mlieka sa mdZe oznacit’ ako
ovdie, kozie.

KedZe ovcie akozie mlieko st podstatne drahSie ako
kravské mlieko aich produkcia je sezonna, rozsirilo sa
falSovanie ov¢ich a kozich syrov nedeklarovanou primesou
kravskej mlie¢nej zlozky (Piknova et al., 2002).
V mnohych krajinich mé detekcia falSovania syrov
mimoriadny vyznam najmi z hl'adiska zachovania tradicii
ich vyroby. Z uvedeného dovodu ziskali mnohé syry tzv.
ochrannii znacku originality (PDO — protected designation
of origin), ¢o znamend, Ze sui vyrobené z jedného druhu
mlieka a v oznacenf je tito skutocnost’ deklarovana (De La
Fuente, Juarez, 2005). V kontexte s uvedenym dna 17.
jila 2008 bolo v Uradnom vestniku Eurépskej tnie
zverejnené Nariadenie Komisie (ES) ¢. 676/2008 zo 16.
jula 2008, ktorym sa do Registra chrdnenych oznaceni
povodu a chranenych zemepisnych oznaceni zapisuju
urCité ndzvy a medzi nimi i nid$ vyrobok Slovenska
bryndza.

Mlieko jednotlivych cicavcov je mozZné rozdelit' podla
zastipenia hlavnych druhov bielkovin na mlieka kazeinové

a albuminové. Kazeinové mlieka produkuji prezivavce
arelativny obsah kazeinového komplexu tu presahuje
75 % celkového obsahu dusika. Albuminové mlieka
produkuji  misoZravce,  vSeZravce  a bylinoZravce
s jednoduchym zalidkom (Gajdusek, 2003; Buiika et al.,
2009). Najvacsi podiel Cistych bielkovin (priemerne 80 %)
pripadd na bielkoviny kazeinového komplexu. Jednym zo
zdkladnych znakov kazeinového komplexu je jeho
precipitacia pri pH 4,6 (Madureira et al., 2007). Kazein
kravského mlieka predstavuje  komplex  Styroch
fosfoproteinovych frakcii ozna¢ovanych ako ag-, 0g,-, B- a
k-kazeiny. Proteiny kazeinového komplexu st polymorfné,
z ¢oho vyplyva, Ze u jednotlivych genetickych variantov sa
primdrna Struktira konkrétnej frakcie modZe mierne
odliSovat. Hlavne v starSej literatire sa d’alej objavuju
zmienky o y-kazeinoch a A-kazeinoch, ktoré su vSak
v skuto¢nosti  iba  fragmentmi zdkladnych frakcif
B-kazeinu, resp. agi-kazeinu (Farrell et al., 2004).

Priblizne 20 % Ccistych bielkovin tvoria tzv. srvatkové
proteiny, ktoré sa nezrdzaju pri pH 4,6. Medzi srvitkové
proteiny zahrfiujeme hlavne «-laktoalbumin (o-La),
B-laktoglobulin ~ (B-Lg),  sérovy  albumin  (SA),
imunoglobuliny, protedzo-pepténovi frakciu, enzymy
ainé minoritné bielkoviny (Madureira et al., 2007).
Obsah jednotlivych frakcii srvatkovych bielkovin sa 1iSi
podl'a druhu mlieka (tabulka 1).

Hlavnou frakciou srvdtkovych proteinov v mlieku
prezivavcov je fp-Lg (Mc Kenzie, 1991). Kym
u kravského mlieka je zndmych 7 genetickych variantov
B-Lg, tak v ov€éom mlieku sa potvrdili 2 genetické varianty
B-Lg oznacené ako A a B (Pintado, Malcata, 1999).

Technologické vlastnosti mlieka z hl'adiska vyroby syrov
si podmienené radou faktorov a maji vplyv na kvalitu
syrov a ekonomiku vyroby. Rozhodujici vplyv mé obsah
a zastipenie bielkovin v mlieku. Vplyv genetického
polymorfizmu bielkovin na zloZenie mlieka je popisany
u fenotypov jednotlivych kazeinovych frakcii, B-Lg,
u stupiia glykolyzacie «k-kazeinu, u obsahu minerdlnych
latok, hlavne védpnika au velkosti kazeinovej micely
(Bohmova, Cerny, 1994).
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Tabul’ka 1 ZloZenie a obsah srvatkovych proteinov
v surovom mlieku krav, koz aoviec (Hurley et al.,
2004b)

Srvatkové proteiny Kravské | Kozie | Ovcie

mlieko mlieko | mlieko

Celkom [ %]
Imunoglobuliny 15,0 11,5 20,0
Sérumalbumin/laktoferin 9,5 12,8 8,1
B-laktoglobulin 59,3 54,2 61,1
o-laktoalbumin 16,2 21,4 10,8
Koncentracia [g.l'l]

Imunoglobuliny 0,97 0,71 2,15
Sérumalbumin/laktoferin 0,61 0,79 0,87
B-laktoglobulin 3,83 3,33 6,58
o-laktoalbumin 1,05 1,31 1,16
Srvatkové proteiny 6,46 6,14 10,76
celkom

Z vyzivového  hladiska je  optimdlne, aby sa
prostrednictvom mlieka a mlienych vyrobkov uhradili asi
dve tretiny odporicanej davky vépnika a tie by mali byt
rozdelené vpomere 1: 1 1 medzi syry, mlieko
a zakysané mlie¢ne vyrobky (Fatrcova-Sramkova, 2009).
ZvI1ast syry maju Siroké vyzitie v gastronémii. Do teplych
i studenych pokrmov sa priddvaji postrihané, naslahané,
obalené, ¢i vyprazané a zapekané syry (Habanova, 2004).
V poslednom desatro¢i sa zvySil pocet experimentov
a Stidif dokumentujicich priaznivy terapeuticky ucinok
syrov pri niektorych chorobnych stavoch. Z hl'adiska ich
vyuZitia v praxi je mimoriadne vyznamny ich lokdlny,
celkovy a biomedicinsky ucinok, inhibi¢ny efekt voci
patogénnom, optimalizacny vplyv na trdviace procesy
a anticholesterova aktivita (Lengelyova et al., 2010).
Fyziologické odchylky v zloZzeni mlieka maju velky vplyv
na kvantitativny dbkaz pouZitej analytickej met6dy
(Schilk, 1995; Can, 1996). V potravinove] analyze je
ELISA najpouZivanejSia forma imunoanalyzy, pretoZe
redukuje cenu vybavenia aje l'ahko pouzitelnd, rychla,
pohotovad a automatizovana (Giovannacci et al.,, 2004;
Hurley et al., 2004b). Vysokd $pecifickost’ tejto metddy
sa odrdZa aj v koncentracnych jednotkdch, v ktorych sa
celosvetovo vyjadruji vysledky ELISA, ato bud ppm
(mgkg") alebo ppb (ugkg'). Za hlavné vyhody sa
povazuje spracovanie velkého mnozZstva
vzoriek, vytvorenie  kalibra¢nej krivky a premeranie
slepych vzoriek stcasne na jednej mikrotitracnej dosticke,
¢o eliminuje vplyv meniacich sa podmienok pocas
stanovenia (Stejskal et al., 2008). ELISA ma aj nevyhody
napr. vtom, Ze deteguje neporuSené bielkoviny, ale
bielkovinové hydrolyzaty nemusia imunologicky reagovat'.
Inym negativom je, Ze spracovatel'ské operdcie moézu
zniZit  rozpustnost  bielkovin, vyvolat  chemické
modifikdcie, ¢o méZe mat’ vplyv na viazanie protilatok na
epitopy v systéme ELISA (Taylor et al., 2009).

Hlavnym cielom naSej price bola optimalizacia ELISA
metody na detekciu falSovania ovéieho mlieka a vyrobkov
z neho kravskym mliekom v laboratérnych podmienkach.
V zmysle uvedeného sme sa zamerali na laboratérne
skiSanie ELISA testu (B-Lactoglobulin ELISA Kkit,
SEDIUM R&D) zalozeného na detekcii bovinného p-Lg

s ciePom ziskat’® kvalitni, spolahlivi a ekonomicky
vyhodnid metodiku vhodnii na rutinné pouZzitie v praxi.

MATERIAL A METODY

Pri zostavovani metodiky price sme vychddzali z
poznatkov ziskanych Stidiom vedeckej literatdry, ako aj z
vysledkov vyskumnych projektov, ktoré boli zamerané na
detekciu falSovania mlieka a syrov v niektorych
eur6pskych  krajindch. Laboratérne  analyzy  sme
uskuto€nili na Katedre hodnotenia a spracovania
Zivocisnych produktov (priprava vzoriek) a na Katedre
hygieny a bezpecnosti potravin FBP (detekcia falSovania
ELISA testami). Surové ovCie mlieko ziskané zo salaSa
v Nitrianskom kraji a surové kravské mlieko odobrané
z prvovyroby bolo ihned’ po odbere uchovavané pri teplote
6 °C a nasledne spracované v zmysle stanovenych ciel'ov.
Surové ovéie mlieko, surové kravské mlieko, ako aj
tepelne oSetrené kravské mlieko sme zmieSavali v
stanovenych pomeroch (0; 0,5; 5; 47 % kravského podielu
v skimanej vzorke ov€ieho mlieka). Kravské mlieko sme
pasterizovali pri 72 °C po dobu 15 sekiind a 85 °C po dobu
3 sekundy. Zo vzniknutych mliecnych zmesi sme nédsledne
vyrdbali hrudkovy syr abryndzu. VSetky vyrobené
produkty sme analyzovali vybranym ELISA testom.
Priprava vzoriek syrov: Surové mlieko sme pred analyzou
kvalitativne vysetrili s cielom zistit' jeho technologické
vlastnosti sivisiace s vyrobou syrov. V zmysle uvedeného
sme uskutoCnili skusku syritel'nosti a pre jej zlepSenie sme
do jednotlivych vzoriek v zdvislosti od stupiia tepelného
oSetrenia pridali od 1 — 2,5 ml CaCl, na 1 1. Po vzdjomnom
zmieSavani obidvoch druhov mliek nasledovalo vlastné
syrenie mlieka, spracovanie syreniny, obrdtenie povrchu
syreniny, jej krdjanie, harfovanie a mieSanie a nakoniec
formovanie hrudkového syra. Vzniknuté hrudky sme
nasledne oSetrovali 2 % roztokom NaCl a nechali zriet’ pri
teplotich zodpovedajicich technologickym poZiadavkam
(23 °C, 19 °C anakoniec 8 °C). Pocas 12 dni sme okrem
monitorovania teploty merali aj pH v jednotlivych
hrudkach. S cielom vyrobit bryndzu sme jednotlivé
hrudky syrov rozdrobili, pridali do nich 2 % soli, natlacili
do kadiciek anechali zriet dalSie 4 dni. Po ukonceni
pripravnej fazy sme jednotlivé vzorky analyzovali
v zmysle poZiadaviek vyrobcu ELISA testu. Dosiahnuté
vysledky boli interpretované pouZzitim STAT FAX
321/plus microwell reader (Awareness Technology, Palm
City, FL) pri vinovej dizke 450 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ciel'om prace bolo optimalizovat’ ELISA zaloZenu na
detekcii kravského B-Lg v ovéom mlieku a vyrobkoch
z neho v laboratérnych podmienkach. V zmysle uvedeného
sme sa zamerali na:
vyber najvhodnejSieho metodického postupu s dérazom na

zhodnotenie citlivosti ELISA metédy pri rdznych
modelovych situdcidch
volbu  optimdlneho riedenia  supernatantu, ktoré

v laboratdrnej praxi (ak je primes deklarovand v oznaceni)
umozni rychlejSie detegovat’ neziaduce medzidruhové
falSovanie mlieka a jeho vyrobkov
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V silade s inStrukciami testu sme vykonali laboratérnu

analyzu 27 vzoriek ov¢ieho mlieka, zneho vyrobenej
hrudky abryndze, ktoré sme na zaciatku umyselne
kontaminovali r6znymi pridavkami kravského mlieka (0;
0,5; 5; 47 % kravského podielu v skimanej vzorke ov¢ieho
mlieka). Detekcii falSovania ov¢ieho mlieka a vyrobkov
zneho predchiddzala fdza pripravy vzoriek, ktord je
popisand v Casti Materidl a metodika a ktord v principe
spocivala vo vychodiskovej tprave vzoriek pred analyzou
ELISA testami a v Specifickej priprave vzoriek na analyzu
ELISA testami, na ktord nadvizovalo vlastné vykonanie
laboratérneho skiSania a jeho vyhodnotenie.
Pri hodnoteni vysledkov sme aplikovali poziadavky
vyrobcu vybraného ELISA testu, no z hladiska
objektivneho hodnotenia kvality testu sme pouzili aj
vlastné hodnotiace postupy. KedZe detekéné rozpitie
pouzitého ELISA testu sa pohybovalo vrozmedzi 0,2 —
20 ppm avyrobca vndvode presne neurCuje stupen
riedenia supernatantu ziskaného z jednotlivych druhov
vzoriek pred aplikdciou do mikrotitraénych dosticiek, bolo
nutné v prvej faze pokusu vybrané vzorky pred vlastnou
analyzou nariedit’ v zmysle desiatkového riedenia (107, 107
2, 10'3, 10* a 10'5). Pri riedeni ostatnych vzoriek sme
postupovali podla vysledkov dosiahnutych v prvej faze,
pricom d’alSie informécie sme ziskali jednak z dostupnych
vedeckych literdrnych zdrojov, ako aj od vyrobcu
analyzovaného testu.

Vychodiskom pre ziskanie relevantnych tdajov bolo
vytvorenie kalibracnej krivky (obr. 1) zo Standardov
nachddzajicich sa  vtestovacej sade. Jednotlivé
koncentracie f-Lg kravského mlieka vo vzorkiach
(vyjadrené v ppm, resp. mg.kg") sme uréili interpoldciou
ich absorbancie na kalibracnej krivke. S cielom
kvalitativne determinovat’ podiel kravského B-Lg v % sme
pre kazdy spOsob tepelného oSetrenia vytvorili sériu
osobitnych regresnych kriviek (obr. 2, 3, 4), pricom sme
pomocou regresnych rovnic matematicky definovali
priebeh jednotlivych linedrnych funkcii. Tie stapali
umerne so zvysSujuicou sa koncentraciou falSovaného
podielu (0,5; 5 a47 %), ¢o umoziiovalo presnejSie urcit
zavislosti medzi koncentriciou primesi kravského mlieka
vo vzorke (%) a koncentriciou B-Lg vo vzorke (mg.kg™).
Ako vyplyva zobr. 2, zavislost medzi koncentrdciou
kravského mlieka (os y) a f-Lg (os X) je linearna a da sa
vyjadrit’ regresnou rovnicou s koeficientom determinacie
0,999, ¢o dava predpoklad spolahlivého stanovenia
primesi kravského mlieka v surovom ov¢om mlieku.
Rovnako aj vo vzorkdch syra abryndze je mozné na
zdklade koncentracie B-Lg interpolovat koncentraciu
primesi kravského mlieka, pricom koeficient determindcie
ziskanej regresnej rovnice mal hodnoty 0,964 (obr. 3)
a 0,965 (obr. 4). U ostatnych vzoriek zaradenych do
pokusu nebolo mozné zostrojit' krivku zavislosti medzi
koncentraciou kravského mliecka a B-Lg z dovodu
prekrocenia kvantifikaéného limitu ELISA testu.

Ako sme uz uviedli, vsuilade s producentom
deklarovanym kvantifikaénym rozsahom obsiahnutym
vmanudli kELISA  sdprave, moZno  korektne
kvantifikovat’ kontamindciu medzi 0,2 — 20 ppm (mg.kg™")
pritomného kravského p-Lg v skimanych vzorkéch.
Hodnoty absorbancii vys$Sie, resp. nizSie ako uvedeny
detek¢ény limit nemozno spolahlivo kvantifikovat' a teda
ani vyhodnotit’.
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Obr. 2 Linearna funkcia srovnicou regresie pre
prepocet koncentracii f-Lg surového kravského mlieka
vo vzorkach ov¢ieho mlieka
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Obr. 3 Lineirna funkcia srovnicou regresie pre
prepocet koncentracii f-Lg surového kravského mlieka
vo vzorkach syrov
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Obr. 4 Linearna funkcia srovnicou regresie pre
prepocet koncentracii p-Lg surového kravského mlieka
vo vzorkach bryndze

Vysledky, ktoré sme dosiahli pri naSich analyzach, su
prezentované v tab. 2. VicSina vzoriek bola uspeSne
kvantifikovand (hodnoty ppm, ktoré sa nachddzali
v producentom garantovanom kvantifikacnom rozsahu
pouzitého kitu), no iba vdaka ich niekol'ndsobnému
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riedeniu pred vlastnou analyzou. U niektorych vzoriek
z hladiska kvalitnejSej determindcie navrhujeme zvysit
riedenie o jeden desiatkovy poriadok, nakolko aj v nami

pouzitom riedeni sme pridavok kravského mlieka
nedetegovali. Je doblezité pocitat aj schybami, ktoré
vznikaji v priebehu celého procesu kvantifikdcie
(vzdjomné zmieSavanie mlieka, pipetovanie, riedenie,
meranie absorbancii na spektrofotometri, &i chyby

samotnych ELISA testov uvddzanych vyrobcov). Napriek
uvedenym skuto¢nostiam mozno konStatovat’, Ze hoci je

nami skimany ELISA test zamerany hlavne na detekciu
nizkych koncentracii kravského B-Lg, mozno ho pri
dodrzan{ urcitych laboratérnych postupov aplikovat’ aj pri
detekcii falSovania nebovinného mlieka a vyrobkov z
neho. Predpokladom kvalitnej determindcie falSovania je
laboratérne overenie citlivosti kazdého pouzitého kitu
naried’ovanim vzoriek v stlade s producentom
deklarovanym kvantifikatnym rozsahom obsiahnutym
v manudli k ELISA stprave.

Tab. 2 Vysledky detekcie B-Lg kravského mlieka v zmesi mlieka, syrov a bryndze

Koncentracia kravského mlieka [ % ]v ovéom mlieku
0,5 5 47
Sposob tepelného Druh
oSetrenia kravského u absorb. mg.kg” absorb. mg.kg’ absorb. mg.kg"
mlieka vzorky
mlieko 2,201 689.,9 (c) 2,441 927,1 (c) 1,85 4159,5 (d)
Surové mlieko Syr 2,901 (a!) 2,206 69,4 (b) 1,22 207 (¢)
bryndza 2,614 11,3 (a!) 2,333 81,5 (b) 1,405 262,2 (c)
Pasterizicia mlieko 3 — (b)) 2,63 1147,2 (c) 0,904 1252 (d)
(72 °C. 15 5) syr 2,901 — (@) 2,316 79,8 (b) 1,149 187,2(c)
’ bryndza 2,74 12,9 (a!) 2,569 107,3 (b) 1,886 429.6 (c)
Pasterizicia mlieko 3 — (b)) 1,845 416,8 (¢) 1,072 883.,9 (d)
(85°C. 3 s) syr 2,695 12,3 (a!) 2,155 64,9 (b) 1,957 4932 (¢)
’ bryndza 2,722 12,7 (a!) 2,359 84,1 (b) 2,173 665,1 (c)
Druh pouzitého riedenia: 10° (a); 107 (b); 107 (c); 107 (d); zvysit riedenie (1); nedetegovatel'né

ZAVER

Hlavnym ciel'om prace bola optimalizacia sendvicovej
ELISA met6dy na detekciu falSovania ov¢ieho mlieka
avyrobkov z neho v laboratérnych podmienkach.
Zamerali sme sa na otestovanie zvoleného metodického

postupu sdbérazom na kvalitu aopakovatelnost’
dosahovanych  vysledkov v roéznych  modelovych
situdcidch.

Je nutné podotknut, Ze skimana ELISA stiprava patri do
skupiny metdd zameranych na detekciu alergénov
nachadzajicich sa v potravinich vo vel'mi nizkych
koncentriciach (mgkg'). S cielom detegovat’ rozne
pridavky kravského mlieka v ov€éom mlieku a vyrobkoch
zneho sme postupovali podl'a pokynov vyrobcu testu,
ako aj podla vlastného metodického postupu. Ako sme
uz uviedli, vyrobca ELISA testu jednozna¢ne nedefinuje
sposob dalSieho riedenia ziskaného supernatantu pred
jeho aplikdciou do mikrotitracnych dosticiek. Z naSich
pokusov vyplyva, Ze pre kvalitnejSiu determindciu najmi
nizkych koncentricii je potrebné najst’ vhodné riedenie
pre rozne koncentricie kravského mlieka v kontexte so
sposobom ich tepelného oSetrenia, ako aj dalSieho
technologického spracovania, ¢o je aj beZnou
laboratérnou  praxou. Vychodiskom pre ziskanie
relevantnych tdajov bolo v naSom vyskume vytvorenie
osobitnych regresnych kriviek s vysokym koeficientom
determindcie, ktoré umoznili rychlo al'ahko detegovat’
pridavky kravského mlieka v ovéom mlieku, hrudkovom
syre abryndzi. Domnievame sa, Ze ziskané vysledky
mo7Zu prispiet’ k aplikacii otestovanych riedeni v rdmci
jednotlivych falSovanych pomerov v pripade, ak sud
podiely kravského mlieka deklarované v oznaceni na

obaloch vyrobkov (najmd syrov, ¢i bryndze). Ziverom
moZno konstatovat’, Ze optimalizdcia ELISA testov, ktoré sa
pouziju na detekciu kravského mlieka v ov€om mlieku
a vyrobkoch z neho si bude vyzZadovat dalSie laboratérne
skimanie s cielom ziskat’ kvalitna, spolahlivi
a ekonomicky vyhodni metodiku vhodnd na rutinné
pouzitie.
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