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MORPHOLOGICAL AND ORGANOLEPTIC NATURE OF Z/ZIPHUS JUJUBA
MILL.

Jan Brindza, Margarita Karnatovska, Olga Grygorieva, Vladimir Vietoris, Lucia Kucelova,

Gabriela Erdélyova

ABSTRACT

Aim of the experiment was to determine morphological and sensory differences between selected Ziziphus jujube Mill. genotypes. For
experimental study were used 19 seed grown genotypes planted in experimental garden of the Slovak University of Agriculture in Nitra.
In our laboratories were analysed quantitative and qualitative traits of matured fruits. In the collection of genotypes were identified by
morphological analysis the average weight in range from 4.68 to 0.66 grams, length of 21.67 to 0.77 mm, and width of 16.97 to 0.67 mm.
Mass weight ratio of fresh pulp to total fruit were determined in the range 57-79%. In the group of selected genotypes were identified
significant differences in the pulp and pericarp pigmentation. With stones was determined the average weight in the range 0.90-0.24 g,
length from 14.35-0.58 mm and width 8.32-0.34 mm. Significant differences has ben found in stones shape and color of analyzed
genotypes as well. For the evaluation of sensory analysis was applied the 9 point scale. By sensory analysis were evaluated the dried
fruit pulp samples of five genotypes (A, B, C, D, E) and 8 genotypes (AV, BV, CV,DV, EV, PV , GV, HV) samples of dried flesh for 60
minutes boiled in water and then extracted. Among the samples were identified significant differences in taste too. Gained experience and
results can be used for expansion of jujube specific genotypes in Slovakia with primary orientation on organic agriculture and/or for

other applications in practice as well.

Keywords: Jujube, Ziziphus jujuba Mill., agrophysical traits, fruits, stones, sensory analysis, dried fruits

UVOD

Ziziphus jujuba Mill. sa oznaCuje ako Cinska datla.
V Cine sa pestuje viac ako 4 000 rokov. Je znamych viac
ako 400 odrdd registrovanych v mnohych krajinach sveta.
Je to subtropicky opadavy ker alebo strom, dosahujuci 3 —
8 m (Heaton, 1997). Plodom je 20 — 50 mm dlha,
vajcovita, hruskovitd az gulovitd kostkovica (Marecek
et al., 2001) s priemernou hmotnost'ou pri vy§lachtenych
odrodach 4,52 — 34,3 g (Karnatovska et al., 2007; Ecevit
et al.,, 2007; Sivakov et al., 1988; Kundi et al., 1989;
Gao et al., 2003; Prasad, 2005; Jia et al. 2010). Dozreté
ovocie ma mahagonovi farbu. Plody su jednosemenné a
maju aromatickt sladkd chut’ (Heaton, 1997). Konzumuja
sa v Cerstvom stave, suSené, udené, alebo ako maslova
hmota. Susené plody sa vyuZzivaji aj na pripravu cajov.
Varia sa s ryzou alebo sa pecu s chlebom (Heaton, 1997).
Kr$ka a Mishra (2009) hodnotili senzoricky viacero
produktov  zizifusa jujubového v rdéznom prostredi.
Hodnotenim potvrdili ako najvhodnejSie spracovanie
plodov vo forme kompdtov a duziny plodov konzervované
v mede.

MATERIAL A METODY
Ciel'om prace je urcenie hospodarskej hodnoty kolekcie
genotypov druhu zizifusa jujubového pre

agropotravinarske vyuzitie. Pre experimentalne Studium
sme pouzili plody z 19 genotypov dopestovanych na
experimentdlnej baze Slovenskej pol'nohospodarskej
univerzity v Nitre zo semien. Pri genotypoch sme hodnotili
morfologické parametre plodov a kdstkoviciek ato
hmotnost’ (g), vySku a hrabku (mm) a podiel hmotnosti
duziny z celkovej hmotnosti plodov. Z kazdého genotypu
sme hodnotili 20 odobranych plodov v technologickej
zrelosti. Pre urcenie rozdielov medzi genotypmi sme
pouzili analyzu rozptylu a najmensie preukazné rozdiely

Rastlina a jej produkty maju Siroké praktické vyuzitie v
tradi¢nej Cinskej medicine. Dokézali sa jej sedativne,
hypnotické (Jiang et al., 2006), antimikrobialne G¢inky
(Suksamrarn et al., 2006; Ali et al,. 2001). Kora tejto
prastarej indianskej lieCivej rastliny ma antisteroidogénnu
aktivitu (Gupta et al., 2004). Uvazuje sa o jej vyuZiti na
podporu imunity (Lang et al. 1988). Toxické listy maja
antidiabetickt aktivitu (Abdel-Zahe et al., 2005), podobne
ako aj pri inych druhoch rodu (Cisse et al., 2000).
Skiimaju sa jej u¢inky pri poskodeni neurénov (Park
et al., 2004). Extrakt z plodov niektorych druhov rodu ma
preukazny U¢inok na znizovanie mutagenity materského
genomu (Aliev et al., 2002). Dokazalo sa pozitivne
posobenie pri ateroskleréze (Wu et al., 1989). V plodoch
st vyznamné alkaloidy (Inayat-Ur-Rahman et al., 2007;
Singh et al, 2006), aflatoxiny (Liau et al., 2007), mastné
kyseliny (Zhao et al., 2006), saponiny (Wu et al., 2005),
karotény (Guil-Guerrero et al., 2004), rutin, triesloviny
(Marecek et al., 2001; Sinko 1976), triterpenoidy (Lee
et al., 2004) a glykozidy (Maciuk et al., 2003).

(LSD). V experimentalnej $tidii sme genotypy oznacovali
akoZ2J1-2J)109.

Zmyslové  hodnotenie  plodov sme zabezpecili
v podmienkach senzorického laboratéria. Hodnotenia sa
zucastnilo osem Skolenych hodnotitel'ov. Na hodnotenie sa
pouzila stupnicovd metdoda (bodovy test). Senzorickou
analyzou sme hodnotili  vzorky suchej duziny z
5 genotypov (A, B, C, D, E) avzorky suchej duziny
prevarenych vo vode a ich vylahovanim v dizke 60 minut
z 8 genotypov (AV, BV, CV, DV, EV, FV, GV aHV)
stupnicovou metodou — bodovym testom. Uvedena forma
produktu je typicka pre pripravu ¢ajov zo susenej duziny
plodov. Zmyslové hodnotenie sme zabezpecili podla
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vlastne vyvinutych klasifikatorov. Na vzorkdch suchej
duziny plodov sme hodnotili atraktivnost’ farby, vonu,
textaru, Zuvatelnost’, prehitanie, chut’, trpkost, kyslost’,
sladkost’, horkost, pocity v hltane areakcie po pouziti.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Determinacia hospodarskej hodnoty a kvality produktov
kazdého druhu pre vyuzivanie vo vyzive si vyZzaduje
okrem spoznania vyzivnej, energetickej a hygienickej
hodnoty  aj agrofyzikadlne parametre plodov a ich
organoleptické znaky, ¢o sme zabezpecili aj v predlozenej
praci.
1 Variabilita znakov na plodoch

Pre spoznanie hospodarskej hodnoty genotypov sme
hodnotili na plodoch zakladné parametre na plodoch
a kostkovickach.

a) Hmotnost’ plodov (g)

Hmotnost’ plodov je najéastej$ie pouzivany znak pri
ur¢ovani hospodarskej hodnoty plodov ovocnych druhov.
Priemernd hmotnost plodov hodnotenych genotypov
zizifusa  jujubového je uvedena  vtabulke 1.
Z prezentovanych udajov vyplyva, zZe priemerni hmotnost’
plodov sme ur¢ili v rozsahu od 0,66 g (ZJ 3) do 4,68 g
(23 5). Pri hodnoteni individualnych plodov sme uréili
hmotnost’ v rozsahu od 0,37 g (ZJ 3) do 6,36 g (ZJ 5).
Analyzou rozptylu urCenej variability Sirky plodov pri
hodnoteni 19 genotypov sme potvrdili Statisticky
preukazné rozdiely medzi testovanymi genotypmi
(Tabulka 4). Testovanim preukaznosti rozdielov medzi
hodnotenymi genotypmi vyplyva, ze genotyp ZJ 5
poskytol plody o najvdaésej hmotnosti. Plody o0 vyssej

Formulare sa nasledne spracovali do elektronickej podoby
apo overeni normality  vyhodnotili ~ pomocou
neparametrického Kruskal-Wallisovho testu.

hmotnosti ako 3 g poskytli genotypy ZJ 19, ZJ 13 a ZJ 1.
Genotyp ZJ 3 poskytol plody s preukazne najnizSou
hmotnost'ou (Tabulka 1).

Hodnoty variacnych koeficientov dokumentuju stredny
az vel'mi vysoky stupen variability znaku.

Karnatovska et al. (2007) uréila pri hodnoteni 23 odréd
zizifusa jujubového v extrémnych agroekologickych
podmienkach Novej Kachovky na Ukrajine priemernu
hmotnost’ plodov vrozsahu 1,0 — 9,5 g. Ecevit et al.
(2007) ur¢ili pri $tadiu 52 genetickych zdrojov priemernti
hmotnost’ plodov v rozsahu 4,52 — 6,12 g, Sivakov et al.
(1988) wurcili v rozsahu 5,72 — 10,45 g. Kundi et al.
(1989), Gao et al. (2003), Prasad (2005), Jiang et al.
(2006) ur¢ili priemernti hmotnost’ plodov vyslachtenych
odréd v rozsahu 10,0 — 29,34 g. Zhang et al. (2011)
dokumentuje pri opise odrody Cangjin NOI priemernu
hmotnost’ plodov 8,3 g, pricom najvécsie plody dosahovali
hmotnost’ 12,7 g. Jia et al. (2010) uvadza pri odrode
Shiguang  priemerni  hmotnost  plodov 34,3 ¢
S maximalnou hmotnostou 108 g.

Z porovnania naSich a literarnych udajov vyplyva, ze
zizifus jujubovy je schopny poskytovat plody o vyssej
hmotnosti ako sme dosiahli v podmienkach Slovenska, ¢o
je zavislé od genotypu ale aj podmienok pestovatel'ského
prostredia.

Tabul’ka 1 Variabilita v hmotnosti plodov v hodnotenej skupine genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.)

Hmotnost’ plodov v ¢erstvom stave (g) Hmotnost’ kdstkoviciek (g)
Genotypy | min | max | X S | V% | min |max | X sz | V%
Z2J1 1,71 | 883 | 355|048 | 53,25 | 0,41 | 1,36 | 0,71 | 0,07 | 39,42
232 0,90 | 2,05 | 1,46 | 0,09 | 24,32 | 0,27 | 0,57 | 0,42 | 0,02 | 20,88
233 0,37 10,90 | 0,66 | 0,03 | 19,25 | 0,20 | 0,37 | 0,30 | 0,01 | 16,34
234 1,03 (237|176 |0,09|2182|0,29| 0,68 | 0,52 | 0,02 | 19,16
235 3,33 | 6,36 | 4,68 | 0,27 | 23,02 | 0,39 | 0,73 | 0,57 | 0,02 | 17,19
Z2J6 0,77 | 2,08 | 1,42 | 0,11 | 30,62 | 0,30 | 0,63 | 0,49 | 0,02 | 18,25
237 0,66 | 1,35 | 0,84 | 0,10 | 30,62 | 0,20 | 0,44 | 0,29 | 0,03 | 28,82
Z2J8 1,20 | 3,47 | 2,36 | 0,18 | 29,81 | 0,27 | 0,70 | 0,50 | 0,02 | 22,90
Z2J9 1,32 (30119 |0,36 | 3782|020 | 0,29 | 0,24 | 0,02 | 16,66
Z2J10 1,18 | 1,92 | 1,50 | 0,05 | 14,24 | 0,35 | 0,56 | 0,45 | 0,01 | 14,31
Z2J11 0,95 |2,73|148|0,11| 30,91 | 0,32 | 0,64 | 0,49 | 0,02 | 21,47
ZJ 12 1,23 1319|180 0,17 | 38,38 | 0,43 | 1,05 | 0,64 | 0,05 | 34,14
Z2J13 160 | 7,20 | 3,71 | 0,32 | 34,18 | 0,20 | 1,00 | 0,58 | 0,06 | 39,64
ZJ 14 0,80 | 1,55 | 1,28 | 0,04 | 14,71 | 0,25 | 0,50 | 0,39 | 0,01 | 16,55
2J15 0,84 | 6,43 | 2,04 | 0,34 | 64,90 | 0,34 | 1,39 | 0,57 | 0,06 | 44,72
Z2J16 051|248 | 1,12 | 0,19 | 54,70 | 0,24 | 0,67 | 0,34 | 0,04 | 41,99
2J 17 0/93 | 3,31 | 2,14 | 0,18 | 33,91 | 0,33 | 0,70 | 0,50 | 0,03 | 23,43
ZJ18 0,61]238]| 1,16 | 0,15 | 52,16 | 0,23 | 0,78 | 0,44 | 0,04 | 37,83
Z2J19 2,11 | 6,07 | 4,13 ] 0,33 | 31,58 | 0,45 | 1,33 | 0,90 | 0,07 | 30,19
b) Dizka plodov (mm)

Z vysledkov tabulky 2 vyplyva, e priemernt dizku
plodov sme uréili vrozsahu od 0,77 mm (ZJ 19) do
21,67 mm (ZJ 19). Pri hodnoteni individualnych plodov
sme uréili dizku vrozsahu od 0,61 mm (ZJ 19) do

26,23 mm (ZJ 13). Analyzou rozptylu uréenej variability
Sirky plodov pri hodnoteni 19 genotypov sme potvrdili
Statisticky = preukazné rozdiely medzi testovanymi
genotypmi  (Tabulka 4). Testovanim preukaznosti
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rozdielov medzi hodnotenymi genotypmi vyplyva, Ze
genotyp ZJ 13 poskytol plody o najviacsej dizke. Plody
0 vyssej dizke ako 16 mm poskytli genotypy ZJ 1, ZJ
14,Z) 7 a ZJ 8. Genotyp ZJ 19 poskytol plody s preukazne
najnizSou dizkou. Hodnoty variaénych koeficientov
dokumentuji stredny az vel'mi vysoky stupeil variability
znaku.

Karnatovska et al. (2007) uré¢ila pri hodnoteni 23 odr6d
zizifusa jujubového v extrémnych agrockologickych
podmienkach Novej Kachovky na Ukrajine priemerna

b) Priemer plodov (mm)

Priemer plodov je znak, ktory sa pouZziva na hodnotenie
ovocnych druhov. Z vysledkov vyplyva, Ze priemernu
Sirku plodov sme uréili v rozsahu od 0,67 mm (ZJ 19) do
16,97 mm (ZJ 1). Pri hodnoteni individudlnych plodov
sme ur¢ili Sirku vrozsahu od 0,51 mm (ZJ 19) do
24,58 mm (ZJ 1). Analyzou rozptylu urcenej variability
Sirky plodov pri hodnoteni 19 genotypov sme potvrdili
Statisticky ~preukazné rozdiely medzi testovanymi

dizku plodov v rozsahu 13,0 — 32,2 mm. Zhang et al.
(2011) dokumentuje pri opise odrody Cangjin NO1
priemernd dizku  plodov 26,1 mm. Klymenko a
Grygorieva (2008) uréili pri hodnoteni 12 genotypov
zizifusa jujubového v Kyjeve na Ukrajine priemerna dizku
plodov v rozsahu 14,98 — 29,74 mm. Z porovnania nasich
a literarnych udajov vyplyva, ze zizifus jujubovy je
schopny poskytovat dlhsie plody ako sme dosiahli
vV podmienkach Slovenska, ¢o je zavislé v prvom rade od
genotypu.

genotypmi  (Tabulka 4). Testovanim preukaznosti
rozdielov medzi hodnotenymi genotypmi vyplyva, zZe
genotyp ZJ 1 poskytol plody o najvicésej Sirke. Plody $irSie
ako 14 mm poskytli genotypy ZJ 13 a ZJ 14. Genotyp ZJ
9 poskytol plody s preukazne najnizSou Sirkou. Hodnoty
varia¢nych koeficientov dokumentuju stredny az velmi
vysoky stupen variability znaku.

Tabulka 2 Variabilita v diZke a priemere plodov hodnotenych genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.)

DiZka plodov (mm) Sirka plodov (mm)
Genotypy | min | max X ¢ | V% | min | max X s | V%
ZJ1 15,87 | 25,42 | 19,17 | 0,59 | 11,97 | 13,04 | 24,58 | 16,97 | 0,78 | 17,99
ZJ2 12,72 | 19,52 | 16,60 | 0,64 | 10,90 | 9,62 | 14,62 | 11,98 | 0,37 | 12,07
ZJ3 1064 | 125 (11,49 (0,13 | 464 | 7,68 | 10,71 | 8,77 | 0,20 | 9,14
ZJ4 12,74 | 29,70 | 16,11 | 1,02 | 24,54 | 10,12 | 15,36 | 12,93 | 0,31 | 9,47
ZJ5 11,99 | 1498 | 13,42 | 0,24 | 7,08 | 6,41 | 13,36 | 10,04 | 0,54 | 21,17
ZJ6 11,64 | 14,78 | 13,25 | 0,28 | 8,19 | 10,42 | 14,35 | 12,78 | 0,27 | 8,39
237 15,29 | 20,43 | 17,52 | 0,74 | 10,45 | 7,81 | 9,32 | 8,45 | 0,22 | 6,56
ZJ8 15,38 | 19,43 | 17,34 | 0,32 | 7,24 | 8,94 | 17,49 | 13,67 | 0,62 | 17,76
ZJ9 12,28 | 15,98 | 13,71 | 1,22 | 17,78 | 11,72 | 17,33 | 13,80 | 1,22 | 16,81
ZJ 10 15,00 | 17,49 | 16,04 | 0,19 | 4,61 | 11,13 | 13,75 | 11,97 | 0,15 | 5,16
ZJ 11 11,79 | 16,29 | 13,54 | 0,27 | 7,97 | 10,69 | 16,44 | 12,70 | 0,39 | 11,95
ZJ 12 12,38 | 18,65 | 16,50 | 0,51 | 12,08 | 10,40 | 17,34 | 12,15 | 0,54 | 17,43
ZJ 13 17,14 | 26,23 | 21,67 | 0,71 | 12,72 | 10,75 | 21,91 | 15,87 | 0,71 | 17,38
ZJ 14 16,18 | 22,47 | 18,80 | 0,51 | 10,63 | 11,69 | 20,96 | 15,53 | 0,69 | 17,29
ZJ 15 10,69 | 19,21 | 13,76 | 0,69 | 19,56 | 10,81 | 20,73 | 14,16 | 0,73 | 19,98
ZJ 16 9,45 | 14,08 | 10,98 | 0,45 | 13,11 | 9,00 | 16,23 | 11,90 | 0,74 | 19,72
ZJ 17 10,71 | 20,73 | 14,97 | 0,86 | 22,47 | 10,95 | 18,50 | 14,93 | 0,53 | 13,75
ZJ 18 995 | 1462|1239 | 0,37 | 11,68 | 836 | 16,11 | 11,15 | 0,57 | 19,85
ZJ 19 061 | 08 | 0,77 |001| 942 | 051 | 0,80 | 0,67 | 0,02 | 14,76

Karnatovska et al. (2007) ur¢ila pri hodnoteni 23 odrdd

agroekologickych podmienkach Novej

Kachovky na

zizifusa jujubového Vv extrémnych podmienkach Novej
Kachovky na Ukrajine priemerna Sirku plodov v rozsahu
11,06 — 23,8 mm. Zhang et al. (2011) dokumentuje pri
opise odrody Cangjin NO1 priemernu S$irku plodov
25,8 mm. Klymenko a Grygorieva (2008) wuréili pri
hodnoteni 23 odrod zizifusa jujubového v extrémnych

d) Hmotnost’ késtkoviciek (g)

Z vysledkov tabul’ky 1 vyplyva, Ze priemerni hmotnost’
kostkovic¢iek sme uréili vrozsahu od 0,24 g (ZJ 9) do
0,90 g (ZJ 19). Pri hodnoteni individualnych plodov sme
ur¢ili hmotnost’ kostkoviciek v rozsahu od 0,02 g (ZJ 9) do
0,32 g (ZJ 19). Analyzou rozptylu urCenej variability
hmotnosti kdstkoviciek plodov pri hodnoteni 19 genotypov
sme potvrdili Statisticky preukazné rozdiely medzi
testovanymi genotypmi (Tabulka 4). Z testovania
preukaznosti rozdielov medzi hodnotenymi genotypmi

Ukrajine priemerna Sirku plodov vrozsahu 11,45 —
18,71 mm. Z porovnania naSich a literarnych tdajov
vyplyva, Ze zizifus jujubovy je schopny poskytovat’ §irSie
plody ako sme dosiahli v podmienkach Slovenska, ¢o je
zavislé od genotypu.

vyplyva, ze genotyp ZJ 19 poskytol kostkovicky
0 najvacsej hmotnosti. Kostkovicky o vyssej hmotnosti
ako 0,50 g poskytli genotypy ZJ 1 a ZJ 12. Genotyp ZJ 9
poskytol plody s preukazne najnizSou hmotnostou
kostkovi¢iek  (Tabulka 1). Hodnoty variacnych
koeficientov dokumentuju stredny az vel'mi vysoky stupeii
variability znaku.

Karnatovska et al. (2007) ur¢ila pri hodnoteni 23 odrod
zizifusa jujubového v extrémnych agroekologickych
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podmienkach Novej Kachovky na Ukrajine priemernt et al. (1988) ur¢ili v rozsahu 0,28 — 0,65 g a Ghosh a
hmotnost’ késtkovi¢iek v rozsahu 1,0 —2,1 g. Ecevit et al. Mathew (2002) pri S§tadiu 9 genotypov v rozsahu
(2007) ur¢ili pri $tadiu 52 genetickych zdrojov priemernt 0,6-190g.

hmotnost’ kostkovi¢iek Vv rozsahu 0,34 — 0,41 g, Sivakov

Tabulka 3 Variabilita dizky a Sirky kostkovi¢iek (mm) plodov testovanych genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus
jujuba Mill.)
DiZka késtkovitiek (mm) Priemer kostkovifiek (mm)
Genotypy | min | max X Sz | V% | min | max X S | V%
2J1 10,43 | 14,11 | 12,13 | 0,32 | 10,50 | 5,91 | 11,12 | 8,16 | 0,45 | 21,39
23?2 9,64 | 14,89 | 11,49 | 0,35 | 12,07 | 506 | 7,77 | 6,29 | 0,17 | 10,71
233 8,26 | 9,77 | 899 | 0,12 | 547 | 650 | 8,27 | 7,28 | 0,13 | 7,10
234 9,43 | 16,22 | 11,37 | 0,42 | 14,33 | 6,55 | 8,83 | 7,41 | 0,19 | 10,22
235 9,19 | 12,78 | 10,43 | 0,26 | 9,83 | 594 | 848 | 7,37 | 0,16 | 8,83
ZJ6 8,03 | 10,5 | 9,00 | 0,23 | 9,98 | 557 | 8,07 | 692 | 0,18 | 10,54
237 12,67 | 14,71 | 13,72 | 0,30 | 5,44 | 457 | 7,77 | 6,33 | 0,50 | 19,56
Z)8 6,40 | 14,33 | 12,18 | 0,52 | 16,55 | 541 | 8,70 | 7,24 | 0,26 | 14,10
239 8,28 | 11,39 | 9,12 | 0,75 | 16,54 | 539 | 7,65 | 6,28 | 0,48 | 15,47
ZJ 10 8,68 | 11,97 | 10,58 | 0,24 | 8,98 | 5,07 | 7,17 | 6,15 | 0,14 | 9,14
ZJ11 9,36 | 11,33 | 10,15 | 0,17 | 6,68 | 5,76 | 9,52 | 7,47 | 0,26 | 13,95
2312 9,65 | 1449 | 12,61 | 0,40 | 12,37 | 7,23 | 10,5 | 8,08 | 0,24 | 11,93
ZJ13 1151|1741 |14,35| 0,41 | 11,26 | 3,76 | 6,99 | 524 | 0,21 | 16,02
7314 579 | 945 | 7,49 | 0,30 | 15,93 | 5,36 | 10,49 | 8,32 | 0,35 | 16,61
ZJ 15 7,43 | 1542 | 9,86 | 0,59 | 23,29 | 6,10 | 9,95 | 7,41 | 0,24 | 12,93
ZJ 16 8,23 | 13,11 | 9,22 | 045 | 1558 | 581 | 9,46 | 7,42 | 0,32 | 13,82
2317 7,36 | 16,5 | 10,61 | 0,75 | 27,66 | 6,64 | 9,05 | 7,89 | 0,17 | 8,50
ZJ18 8,44 | 11,27 | 9,94 | 0,26 | 10,21 | 6,40 | 9,22 | 7,64 | 0,18 | 9,20
ZJ19 0,45 | 065 | 058 | 0,01 | 883 |0,23| 0,43 | 0,34 | 0,01 | 15,08
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Obrazok 1 Porovnanie hodnotenych genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.) v tvare a farbe plodov
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¢) Dizka kostkovitiek (mm)

Z vysledkov vyplyva, ze priemernt dizku késtkoviciek
sme uréili v rozsahu od 0,58 mm (ZJ 19) do 14,35 mm
(ZJ 13). Pri hodnoteni individualnych plodov sme ur¢ili
dizku kostkovitiek vrozsahu od 0,45 mm (ZJ 19) do
17,41 mm (ZJ 13). Analyzou rozptylu urcenej variability
dizky kostkovi¢iek pri hodnoteni 19 genotypov sme
potvrdili Statisticky preukazné rozdiely medzi testovanymi
genotypmi (Tabulka 4). Z testovania preukaznosti

f) Sirka késtkovitiek (mm)

Z vysledkov tabulky 3 vyplyva, ze priemernu Sirku
késtkoviciek sme ur¢ili v rozsahu od 0,34 mm (ZJ 19) do
8,32 mm (ZJ 14). Pri hodnoteni individualnych plodov
sme ur¢ili Sirku kostkovidiek vrozsahu od 0,23 mm
(ZJ 19) do 10,49 mm (ZJ 14). Analyzou rozptylu urcenej
variability Sirky kostkoviciek pri hodnoteni 19 genotypov
sme potvrdili Statisticky preukazné rozdiely medzi
testovanymi genotypmi (Tabulka 4). Z testovania
preukaznosti rozdielov medzi hodnotenymi genotypmi
vyplyva, ze genotyp ZJ 14 poskytol kdstkovicky
0 najvicsej Sirke. Kostkovicky o vyssej Sirke ako 7 mm
poskytli genotypy ZJ 1 a ZJ 12. Genotyp ZJ 19 poskytol
kostkovicky s preukazne najnizSou Sirkou (Tabulka 3).
Hodnoty varia¢nych koeficientov dokumentuji stredny az
vel'mi vysoky stupeil variability znaku.

rozdielov medzi hodnotenymi genotypmi vyplyva, Ze
genotyp ZJ 13 poskytol kostkovicky o najviacsej dizke.
Kostkovicky o vyssej dizke ako 12 mm poskytol genotyp
Z] 7. Genotyp ZJ 19 poskytol kdstkovicky s preukazne
najnizSou dizkou (Tabulka 3). Hodnoty variaénych
koeficientov ~ dokumentuju stredny az velmi vysoky
stupen variability znaku.

Semena zizifusa nachadzajice sa v kostkovickach maju
vyznamnu hospodarsku hodnotu ako surovina pre cenny
olej, ktor¢ ma Siroké praktické vyuzitie. Dokazuju to
poznatky mnohych literarnych zdrojov. Al-Reza et al.

(2009)  stanovili  voleji zo semien  zizifusa
23 komponentov. Medzi vyznamné komponenty patri
eukalyptol, chavicol, eugenol, isoeugenol, ledol,

veridiflorol, tumeron a d’al§ie. Stcasne urcili vyznamny
u¢inok proti vrtkym 5 kmetom listérie (Listeria
monocytogenes ATCC 19111, 19116, 19118). Jung In
Yoon et al. (2010) ur¢ili vyznamny G¢inok oleja na rast
vlasov, ¢o experimentalne potvrdili na pokusoch

s krysami. Al-Reza et al. (2009) so svojim kolektivom
urdili aj vyznamné protizapalové u€inky aplikacie oleja na
kozi pokusnych zvierat.

Obrazok 2 Porovnanie hodnotenych genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.) vo farbe duZiny plodov
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Obrazok 3 Porovnanie hodnotenych genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.) v tvare kostkovi¢iek

g) Podiel hmotnosti duziny z celkovej hmotnosti
plodov (%0)

Z hospodarskeho hladiska je pri plodoch hodnoteny aj
podiel vyuzitelnej duziny v porovnani so semenami.
Zuvedeného dovodu sme vpraci pri hodnotenych
genotypoch zizifusa jujubového ur¢ili aj podiel hmotnosti

V danom znaku sme ur€ili vyznamné rozdiely medzi
genotypmi, ¢o dokazuje rozsah 57 % ZJ Nitra — 79 % ZJ
0/9. Tento poznatok ndzorne dokumentuje aj porovnanie
genotypov v danom znaku na obrazku 4.

duziny a kostkovi¢iek z celkovej hmotnosti plodov.
ZJ0/3 ZJ0/5 ZJ0/6 7J 09 ZJ0/11
w1l m2 ml m2 1l =2 ml 2 mlm2
67% : 33% 60% ! 0% 1 500 ! 4% | 79% -31% 63% : 37%
ZIV7 ZJ1/21 ZJ1/26 ZJ1/31 ZJ2/1-2rad
1l =2 Hl w2 ml 2 ml =2 mlm2
62% : 38% 66% : 34% 60% ! 40% 60% ! W% o ’ 43%
7J2/6 7327 7J2/8 ZJ212 ZI3/1
mlo2 mlm2 mlm2 Hlm2 mlm2
55% g 6204 389 ) 69% 31%
! 45% o : o s60a , 4% 58% , 420
ZJ4/3 ZJ4/10 ZJ9/0 ZJ Nitra
H1 2 mlm2 H1 2 m1m2
59% 41% 65% 35% )
¢ J b ¢ T ¢ h

Obrazok 4 Porovnanie hodnotenych genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.) v podiele hmotnosti duziny (1)
a kostkoviciek (2) z celkovej hmotnosti plodov (%)
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Tabulka 4 Analyza rozptylu pre hodnotené znaky plodov zizifusa jujubového (Z. jujuba Mill.)

Faktory | ] S | MS | F | Preukaznost’ | Preukazny rozdiel*
Hmotnost’ plodov (g) - Uinok vplyvu 0,96
Medzi siibormi 18 334,068 18,559 | 377,481 0,000 0,05 0,267
V ramci suborov | 241 | 11,8490 0,0492 0.01 0,309
Dika plodov (mm) - Uéinok vplyvu 0,98
Medzi siibormi 18 | 4,969.7070 | 276,0948 | 916,7952 0,000 0,05 0,6631
V ramci saboru | 241 | 72,5777 0,3012 0,01 0,7655
Sirka plodov (g) - U¢inok vplyvu 0,97
Medzi stibormi 18 | 3,282.4340 | 182,3574 | 640,1110 0,000 0,05 0,6450
V ramci suborov | 241 | 68,6571 0,2849 0,01 0,7445
Hmotnost’ duZiny v &erstvom stave plodov (g) - U¢inok vplyvu 0,96
Medzi stibormi 18 | 231,5774 | 12,8654 | 354,8336 0,000 0,05 0,2301
V ramci suborov | 241 8,7381 0,0363 0,01 0,2656

2 Senzoricka analyza duziny plodov
a) SuSené plody

V atraktivite farby suSenych plodov komisia neurcila
Statisticky preukazné rozdiely (p-hodnota 0,1565).
Horkost’ sa javila skupine tiez ako Statisticky nepreukazna
a panel hodnotil vzorky ako rovnako horké (p-hodnota =

Atraktivnost farby

9,00
Reakciapo poiiti E,00
7.00
B
Pocity v hitane
Horkost
Sladkost

Kyslost

Irpkost

0,9583). Pri hodnoteni chute urCila komisia Statisticky
preukazny rozdiel medzi vzorkami D a E (p-hodnota =
0,0501), ¢o demonstruje obrazok 5.

Textura

Zuvateinost C

Prehltanie

Chut

Obrazok 5 Profilogram senzorickych vlastnosti susenej duziny plodov hodnotenych genotypov zizifusa jujubového
(Ziziphus jujuba Mill.)

Komisia ur¢ila preukazné rozdiely aj pri hodnoteni
sladkosti (p-hodnota 0,0337) a prehltania (0,0498).
V ostatnych znakoch sa neur¢ili preukazné rozdiely medzi

b) Vylihované plody vo vodnom roztoku

Pri hodnoteni suchej duZiny plodov vylahovanej
60 mintt vo vriacom vodnom roztoku (obrazok 10) urcila
komisia Statisticky preukazné rozdiely pri atraktivite farby
duZiny (p-hodnota 0,0328), sytost vodného roztoku
(0,0186), chut (0,0441) a zuvatelnost’ (0,0499). Pri
ostatnych znakoch neurcila komisia preukazné rozdiely

genotypmi. V hodnoteni celkovej kvality bol vyhodnoteny
ako najlepsi genotyp E. Rozdiely medzi jednotlivymi
genotypmi dokumentuje obrazok 5.

medzi hodnotenymi vzorkami, ¢o dokumentuje aj obrazok
6. Pri hodnoteni suchej duZiny plodov vylthovanej vo
vriacej vode dominovala v celkovej kvalite vzorka
z genotypu H.
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Obrazok 6 Profilogram senzorickych vlastnosti hodnotenych genotypov zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.) vo
vodnom vyluhu

Viacsina deskriptorov pre hodnotenie duziny suchych
plodov a duziny suchych plodov vylihovanych vo vriacej
vode bola identicka, preto bolo mozné porovnanie vzoriek

aj pri niektorych znakoch. Vo vyluhoch boli navyse
doplnené deskriptory atraktivita farby vodného roztoku,
sytost’ vodného roztoku a deskriptor interakcia s médiom.

QO B N W BB U N 00 W
L
"'-...‘.’
--..\<

T T T T T T T T T T T T T T 1
> L T T - . .
O SSRGS R o
g’b{b‘b\'{bﬂl-\.é\‘\‘\g Qﬁ\ab‘\\Q
& F T AP T o
‘é’(\o a® 4 S ”D}q Q< 6«':\ é}'z,Q
SR QS 2°
SR P S &
{.\ L}_A _@Q s
) &
W@ l&"o NGy
20 O
R\ &
< ¥
&
v..

Obrazok 7 Porovnanie vzorky suSenej duziny plodov genotypu (A) so suSenou duzinou plodov vylihovanej vo vodnom
roztoku (AV) zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.)

V pripade genotypu pod oznacenim A sme urcili urcité
rozdiely v hodnoteni suchej duziny a suchej duZiny
vyluhovanej vo vodnom roztoku, ¢o dokumentuje aj
obrazok 7. Texturdlne atributy sa vplyvom interakcie
s vodou (lthovanim) mierne zvysili (textira, zuvatelnost
a prehitavost). Pri susenych plodoch je pozorovana vyssia
intenzita celkovej chuti. Naopak lihovanim komisia zistila
vyssiu intenzitu Ciastkovych chuti. Dany stav dokumentuje
obrazok 7.

Podobnu situaciu sme urcili aj pri hodnoteni vzoriek
genotypu B. Porovnanie suSenych plodov a vyluhov
vzorky B potvrdilo predchadzajuce pozorovanie a plati, Ze
texturalne atributy sa mierne zlepsili. Chut a trpkost’ su

dominantné pri suSenej duzine plodov a ciastkové chute su
naopak vyraznejSie pri hodnoteni suchej duziny
Vo vyluhoch. Dokumentuju to aj udaje na obrazku 8.

Pri hodnoteni vzorky genotypu C sme urCili vo
vSeobecnosti najmensie rozdiely medzi susenou duzinou
a suSenou duzinou vylihovanou vo vodnom roztoku (CV),
¢o dokumentuje aj obrazok 8. Vo vicSine znakov
dominovala suSend duzina vylthovand vo vodnom
roztoku (CV).

Pri hodnoteni vzoriek zgenotypov D a G sme urcili
obdobné¢ vysledky, ¢o dokumentuji aj vysledky
prezentované na obrazku 9.
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Obrazok 8 Porovnanie vzoriek susenej duziny plodov (B) a (C) so susenou duzinou plodov vylihovanych o vodnom
roztoku (BV) a (CV) pri genotypoch B a C zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.)
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Obrazok 9 Porovnanie vzoriek suSenej duziny plodov (D) a (E) so suSenou duZinou plodov vyluhovanou vo vodnom
roztoku (DV) a (EV) pri genotypoch D a E zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.)

Obrazok 10 Porovnanie vzoriek susenej duziny zizifusa jujubového (Ziziphus jujuba Mill.) vo vodnom vyluhu
Foto: G. Erdélyiova
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ZAVER

Dopestovanim prvej populacie genotypov zo semien
zizifusa jujubového sme potvrdili moznosti praktického
vyuZivania daného druhu aj v podmienkach Slovenska.
Medzi genotypmi sme urcili vyznamné rozdiely vo
vsetkych znakoch plodov ako aj kostkoviciek, ¢o je mozné
vyuzit na selekéné ucely. V populacii genotypov sme
ur¢ili plody o priemernej hmotnosti 0,66 — 4,68 g.
Senzorickou analyzou suchej duZiny plodov a suchej
duziny plodov vyluhované vriacou vodou sme potvrdili
vyznamné rozdiely medzi genotypmi v chuti, farbe duziny,
textare, atraktivnosti tvaru a farby a ostatnymi znakmi. Vo
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FLAVONOID NATURAL SOURCES AND THEIR IMPORTANCE IN THE HUMAN
DIET
Martina Danihelova, Ernest Sturdik

ABSTRACT

Flavonoids as natural bioactive compounds are present in almost every sort of fruits, vegetables and from them derived
products. Flavonols may be found mainly in fruits and vegetables, while flavones are abundant in herbs and spices. Rich
natural sources of flavanols are tea, cocoa, grape seeds or apple skin. Flavanones are primarily found in a variety of citrus
fruits and anthocyanidins in many coloured berries. Soy is rich in isoflavonoids. Average daily intake of flavonoids is
approximately in the range of 150 to 300 mg. It strongly depends on individual, country and culture usages. In west
countries main dietary sources of flavonoids consist of tea, wine and fruits, while in east countries there is consumed mainly
soy with high isoflavonoid content. Many studies have shown, that intake of fruits and vegetables with high flavonoid
content is associated with lowered risk of incidence of some diseases such as cardiovascular or cancer. These findings are
attributed to experimentally confirmed biological effects of flavonoids — antioxidant, anti-inflammatory, anti-allergic,
anticancer or cardioprotective. The final effect is however depending on their bioavailability, which is in the case of
flavonoids not high, because in the nature dominating flavonoid glycosides can poorly penetrate through lipophilic cell

membranes. Final effective molecules are flavonoid metabolites, that more or less retain their biological activities.

Keywords: bioavailability, biological effect, daily intake, flavonoid, natural source

UVOD

Vyvazena strava by mala obsahovat’ ovocie a zeleninu,
ktorych konzumécia sa odportca pocas celého roka, pokial
mozno v Cerstvom stave. Vysledky epidemiologickych
stadii poukazuju na prospesny ucinok takto zlozenej stravy
V boji proti civilizaénym ochoreniam (Gonzalez, Riboli,
2010; Zhao et al., 2011). Ochranny G¢inok sa pripisuje ich
bioaktivnym zlozkam, ktorych znacnu cast’ predstavuju
flavonoidy (Silalahi, 2002).

Vyskum flavonoidov zacal vroku 1936 ich objavom
mad’arskymi vyskumnikmi (Ruszynak, Szent-Gyérgyi,
1936). Velky rozmach dosiahol najmd v poslednom
desatro¢i. Kazdoro¢ne sa zvySujici pocet publikacii sved¢i
0 atraktivnosti tejto skupiny prirodnych latok. Prace sa
zaoberaju $tudiom biologickych ucinkov flavonoidov,
objasnovanim mechanizmov ich pdsobenia, skimanim
biodostupnosti a potencialnych toxickych ucinkov ako aj
izolaciou novych struktar z réznych prirodnych zdrojov.

Flavonoidy patria do skupiny sekundarnych metabolitov.
V rastlinnej risi su zodpovedné za posobivé farby kvetov,
ovocia i zeleniny. V potravinach véé§inou prispievaju ku
ich prirodzenej horkej chuti a vd’aka svojim vlastnostiam
i ku nutri¢nej kvalite ovocia a zeleniny (Manach et al.,
2004).

Vyskumy preukazali u mnohych spomedzi flavonoidov
viaceré zdraviu prospesné ucinky ako napr. antioxidacné,
protizapalové, kardioprotektivne, antiviralne ¢i
protirakovinové (Birt, Hendrich, Wang, 2001; Yao et al.,
2004; Gonzalez-Gallego, Sanchez-Campos, Tuiién,
2007; Shukla et al., 2010; Yao et al., 2011). Vychadzajuc
z tychto poznatkov nasli uz viaceré zliceniny flavonoidov
svoje uplatnenie v oblasti potravinarstva, farmacie
i kozmetiky (Ardhaoui et al., 2004; Vorsa et al., 2007;
Birbara, 2011).

Kazdé ovocie izelenina obsahuju niekolko druhov
flavonoidov. Zdravotné benefity potravy bohatej na ovocie

azeleninu sa pripisyji  vzajomnému synergistickému
posobeniu tychto latok ako aj spoluacinnosti S ostatnymi
fytochemikaliami pritomnymi v celych potravinach (Liu,
2004). Preto je vyhodnejSie konzumovat’ celé potraviny
nez prijimat’ jednotlivé flavonoidy osve vo forme
vyzivovych doplnkov. Vysledny u¢inok flavonoidov vo
vel’kej miere zavisi od ich biodostupnosti pre zivé
organizmy. Tento fakt treba brat’ do Givahy pri stanovovani
ich odporué¢eného denného prijmu, ktory este nebol presne
determinovany (Yao et al., 2004).

Pre vyvoj novych potravinovych aditiv ¢i nutraceutik na
baze flavonoidov je dolezité poznat' ich najvyznamnejsie
prirodné zdroje. Tymto smerom je orientovany
i predkladany ¢lanok, priGom potravinové zdroje st
prehl'adne rozdelené podl'a jednotlivych tried flavonoidov
podla najnovsie dostupnych informacii. Praca pojednava
i 0 dennom prijme flavonoidov ako aj o vyzname ich
prijmu stravou pre 'udské zdravie. Ohlad sa pritom berie
na Gdaje o ich biodostupnosti ako aj metabolizme.

STRUKTURNA VARIABILITA

Flavonoidy predstavuju skupinu rastlinnych pigmentov.
St zodpovedné za mnohé organoleptické vlastnosti jedal
a napojov na baze rastlin a to najmé chut’ a farbu. Svojimi
prospesnymi vlastnostami taktiez prispievaju k nutricnej
kvalite ovocia a zeleniny ako aj ku ich stabilite.

Su to polyfenoloné latky, ktoré zarad’'ujeme medzi
sekundarne metabolity rastlin. Zakladnu Struktaru vacSiny
flavonoidov tvori 2-feny|-benzo-y-pyra’n31, (obrazok ¢. 1).

Obrazok 1 Zakladna Struktura flavonoidov
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Doteraz bolo identifikovanych viac nez 8000 druhov
tychto latok (Tapas, Sakarkar, Kakde, 2008). Na zaklade
stupiia nenasytenosti a stupna oxidacie stredného kruhu C
rozliSujeme 6 zakladnych tried flavonoidov: flavony,
flavonoly, flavanoly (katechiny), flavanony, izoflavonoidy
a antokyanidiny (obrazok ¢. 2) (Heim, Tagliaferro,
Bobilya, 2002; Beecher, 2003).

L}

Izoflavonoid

Flavanon Antokyanidin

Obrazok 2 Struktiry hlavnych tried flavonoidov

Viacsina flavonoidov sa v prirode vyskytuje vo forme
glykozidov. Prislusny sacharid sa zvi¢8a pripaja na uhlik
Vv polohe 3, 5 alebo 7. Sacharidovi Cast’ tvori najéastejSie
glukoza. Okrem nej mozno najst’ aj konjugaty flavonoidov
s galaktézou, ramndzou, Xxylozou a arabindézou a menej
Casto s mandzou, fruktézou, kyselinou glukurénovou
a galakturonovou.  Spomedzi  disacharidov  vytvara

glykozidovli ¢ast najmi rutinéza (6-O-a-L-ramnozyl-D-
glukéza) alebo neohesperidéoza (2-O-a-L-ramnozyl-D-
glukéza) (obrazok €. 3) (Robards, Antolovich, 1997).

OH

OH

Izokvercitrin

Ho

Obrazok 3 Struktury kvercetinu a jeho najznamejsich
glykozidov (kvercitrin = kvercetin-3-ramnozid,
izokvercitrin = kvercetin-3-glukozid, rutin = kvercetin-3-
ramnoglukozid)

Rozmanitost’ flavonoidovych Struktur existuje i vdaka
modifikacii zakladného skeletu Specifickymi reakciami
vratane glykozylacie, metylacie, prenylacie a acylacie
(Schiljen et al., 2004). Spomedzi flavonoidov st
najcastesie acylované antokyaniny (glykozylované formy
antokyanidinov), nakolko su v prirode nestabilné a tymto
spdsobom si stabilitu svojej molekuly zvysuju. Viac ako
65 % antokyaninov vyskytujicich sa v prirode je
acylovanych alifatickymi alebo aromatickymi kyselinami.

Aromatické acylové skupiny antokyaninov zahffiaju rdzne

hydroxyskoricové  (p-kumarova, kavova, ferulova,
sinapova  kyselina) a hydroxybenzoové  kyseliny
(p-hydroxybenzoova, galovd  kyselina).  Spomedzi

alifatickych skupin a celkovo najcastejSim acylacnym
¢inidlom u antokyaninov je kyselina malonova, priCom
derivaty s kyselinou octovou, jabl¢nou, $tavelovou,
jantarovou avinnou st menej Casté (obrazok ¢. 4)
(Andersen, Jordheim, 2006).
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cou‘ caf ‘ fer sin c¢in hba gao
Obrazok 4 Pocty antokyaninov obsahujucich rdézne
acylové zvysky. Horna tmavsia &ast kazdého stipca
predstavuje  antokyaniny objavené po roku 1992
(cou, kyselina p-kumarova; caf, k. kavova, fer, k. ferulova;
sin, k. sinapova; cin, k. 3,5-dihydroxyskoricova; hba, k.
p-hydroxybenzoova; gao, k. galova; mal, k. malonova; ace,
k. octova, mli, k. jabléna; suc, k. jantarova; tar, k. vinna;
oxa, k. Stavelova; sul, k. sirova) (Andersen, Jordheim,
2006)

T T T T
mal ace mli suc tar oxa sul

Metylaciu zabezpecuju metyltransferazy. Uskutociiuje sa

na hydroxylovych skupinach aglykonovej i glykozidovej
Casti flavonoidov. Ako substrat sluzi S-adenozyl-L-
metionin. Metylacia flavonoidov zvySuje ich lipofilitu
atym im ulahcuje prestup bunkovymi membranami.
O-alkylacia sa vprirode vyskytuje CastejSie nez
C-alkylacia. Struktury zaujimavé svojimi w&inkami
vznikaju i1 posobenim prenyltransferaz (Davies, Schwinn,
2006).

PRIRODNE ZDROJE

V rastlinach st flavonoidy pritomné vo vSetkych ich
Castiach: v listoch, kvetoch, plodoch i semenach (Cook,
Samman, 1996). Castokrat mozno pozorovat’ ich
akumulaciu vo vonkajsich obalovych vrstvach akymi su
Supky (jablko, hrozno, cibula), pretoze ich biosyntézu
stimuluje slne¢né ziarenie (Wiczkowski et al., 2003;
Anastasiadi et al.,, 2010; Carbone et al., 2011).
Na mnozstvo pritomnych flavonoidov ma vplyv nielen
rodova a druhova diverzita, ale tiez sezonne a klimatické
podmienky ako aj spOsob technologickej tupravy pri
priprave  konkrétnych  jeddl zcerstvych  surovin
(Wiczkowski, Piskula, 2004). Hlavnymi zdrojmi
flavonoidov v l'udskej strave s najmi ovocie, zelenina
a napoje ako ¢aj a vino (obrazok ¢. 5) (De Groot, Rauen,
1998).

Obsahové data jednotlivych flavonoidov v réznych
jedlach vykazuju podla dostupnej literatiry znaénu
variabilitu. Tieto hodnoty si ovplyvnené nielen uz
spominanymi podmienkami (rodova diverzita, klimatické
podmienky, sposob technologickej upravy), ale tiez
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vol'bou vhodnych metdéd pre detekciu danych zlucenin.
Preto sme pre ¢o najobjektivnejSie zhodnotenie obsahu
flavonoidov v jednotlivych prirodnych zdrojoch zvolili
udaje z americkej databazy obsahu flavonoidov v jedlach
(3. aktualizovana verzia zroku 2011) (Bhagwat,
Haytowicz, Holden, 2011) resp. udaje z databazy obsahu
izoflavonoidov v potravinach (2. aktualizovana verzia
z roku 2008) (Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2008), ktoré
tieto faktory zohladnili. Pre celkové zjednodusenie je
v databazach uvedeny obsah najcastejSie sa vyskytujtcich
flavonoidov vo forme ich aglykoénov (prislusné glykozidy
boli prepoc¢itané na pomerné mnozstva aglykonov).
Ak niektoré flavonoidy nie st pri niektorych zdrojoch
uvedené, to nevyhnutne neznamend, Zze sa tam
nenachadzaju. Mozno iba v danom zdroji neboli doposial
stanovované.

Flav 0“01‘ Fla\ ony Flavanoly
F\ ,,_ '
cibufa ]ablko petrzlen znln <':a' semend hrozna
[ 2
& - e
w a _thily
hrozno brokolica salvia t{*z‘man éupkajabik kakao
Flavanény Antokyanidiny  Izoflavonoidy
PR ey
’ -gg. » X
-
pomaran gxepfruu Cucoriedky bazamm soja hrach
7S T 1y
citron mandannka brusnice Cernice fazula onﬂskx

Obrazok 5 Prirodné zdroje jednotlivych tried flavonoidov

FLAVONOLY

Flavonoly su prirodné pigmenty bledozltej farby
pritomné v kvetoch a listoch u takmer 80% vyssich rastlin
atiez v ovoci, v mensej miere ich obsahuje zelenina ¢i
cerealie (Herrmann, 1976).

Hlavné potravinové flavonoly predstavuju kvercetin,
kempferol, myricetin a izoramnetin, o ktorych obsahu
Vv potravinach pojednavaju i vyssie spominané databazy.

Najvyssi obsah kvercetinu maju niektoré koreniny ako
napr. kapary (233,84 mg/100 g), kdpor (55,15 mg/100 g),
koriander (52,90 mg/100 g) ¢i fenikel (48,80 mg/100 g).

Z hladiska bezne konzumovanej stravy u slovenského
obyvatel'stva su vyznamné hodnoty kvercetinu Vv jablkach
(3,69 az 3,89 mg/100 g), kapuste (22,58 mg/100 @)
acibuli, priCom vyss§i obsah maju cervené odrody
(31,77 mg/100 g) nez zIté (21,40 mg/100 g). U niektorych
plodin sa kvercetin (ale aj iné flavonoidy) hromadi vo
vrchnych Castiach akymi su napr. Supky, ktoré byvaju
Castokrat nedocenené z hladiska ich nutricnej hodnoty.
U jabik napr. Supka obsahuje 5-krat viac kvercetinu
v porovnani s celym jablkom. U cibule sa kvercetin
sustred’'uje vo vrchnej suchej Supke vo forme aglykonu, vo
vnutornych vrstvach tvori najmé glykozidy (Beesk et al.,
2010).

Z bobul'ového ovocia majii vyznamnejsie hodnoty tohto
flavonoidu jarabina (18,53 mg/100 g), brusnica
(14,84 mg/100 @) a baza &ierna (26,77 mg/100 g). Cierne
ribezle maji niekolkonasobne vyssi obsah kvercetinu

(4,48 mg/100 g) nez Cervené (0,77 mg/100 g). Znaéné
mnozstvo kvercetinu vo forme diglykozidu rutinu obsahuje
pseudocereélia pohanka (15,38 mg/100 g).

Zo zeleniny st zname vy$8im obsahom kvercetinu
Zerucha (29,99 mg/100 g), Spargla (13,98 mg/100 g),
brokolica (3,26 mg/100 g), pazitka (4,77 mg/100 g),
hlavkovy $alat (zeleny = 4,16 mg/100 g, ¢erveny = 11,90
mg/100 g) as$penat (3,97 mg/100 g). Priblizne 2 mg
kvercetinu/100 g obsahuju napoje ako ¢ervené vino, zeleny
a éierny ¢aj (tabulka 1) (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011).

Tabul’ka 1 Obsah kvercetinu vo vybranych potravinovych
zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)
kapary 233,84
kopor 55,15
koriander, listy 52,90
fenikel, listy 48,80
Cervena cibul'a 31,77
zerucha 29,99
baza Cierna 26,77
kapusta 22,58
zIta cibul’a 21,40
Supka jablk 19,36
jarabina 18,53
pohanka 15,38
brusnica 14,84
Spargla 13,98
hlavkovy $alat, Cerveny 11,90
oregano 7,30
figy 5,47
pazitka 4,77
¢ierne ribezle 4,48
hruska 4,24
hlavkovy $alat, zeleny 4,16
Spenat 3,97
jablko 3,69 az 3,89
dernice 3,58
brokolica 3,26
zeleny Caj 2,49
Cierny Caj 1,99
¢ervené vino 1,76

Ak sa pozrieme na prirodné zdroje kempferolu, do
popredia vystupujui opat niektoré koreniny: kapary
(259,19 mg/100 g), Safran (205,48 mg/100 g) azazvor
(33,60 mg/100 g).

Zo zeleniny sa vyskytuje najmé v kapuste (46,80 mg/100
g), zeruche (23,03 mg/100 g), Spargli (7,84 mg/100 g) ¢i
$penate (6,38 mg/100 g). Ovocné zdroje nie st zastupenim
kempferolu zaujimavé. Zeleny a Cierny c¢aj obsahuju
1,31 mg kempferolu/100 g (tabulka 2) (Bhagwat,
Haytowicz, Holden, 2011).

Pri myricetine st vyznamnymi zdrojmi taktiez koreniny —
fenikel (19,80 mg/100 g), oregano (2,10 mg/100 g)
i kurkuma (2,04 mg/100 g). Zo zeleniny je obsahom
myricetinu  zaujimavy petrzlen (14,84 mg/100 g).
Vyznamny obsah ma ibobul'ové ovocie, najmé brusnice
(6,63 mg/100 @) acierne ribezle (6,18 mg/100 g)
(tabul’ka 3) (Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011).
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TabulPka 2 Obsah kempferolu vo  vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

FLAVONY

Flavony maju rovinni Struktru. Sa pritomné najma
Vv bylinach a cerealiach a spésobuju ich ZIté sfarbenie (De
Groot, Rauen, 1998). NajzastGpenej$imi prirodnymi
flavonmi su apigenin a luteolin.

Bohatym zdrojom apigeninu je najmd suSeny petrzlen
(4503,50 mg/100 g), pricom cCerstvy petrzlen obsahuje
20-krat menej tohto flavonoidu. Medzi hlavné prirodné
zdroje patria tieZ r6zne koreniny a byliny — méita pieporna
(8,71 mg/100 g), majoran (3,50 mg/100 g), oregano
(2,57 mg/100 g), tymian (2,50 mg/100 kg). Zo zeleniny su
to okrem petrzlenu arti¢oky (7,42 mg/100 g) a zeler
(2,85 mg/100 g), pricom zelerové semeno obsahuje 30-krat
vys§ie mnozstvo apigeninu. Istd hladinu apigeninu ma
i pseudocerealia cirok (2,54 mg/100 g) (tabulka 5)
(Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011).

Tabulka 5 Obsah apigeninu vo vybranych potravinovych
zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)
kapary 259,19
Safran 205,48
kapusta 46,80
Zazvor 33,60
zerucha 23,03
kopor 13,33
¢akanka 10,10
pazitka 10,0
brokolica 7,84
fenikel, listy 6,50
Spenat 6,38
fazul’a biela 3,40
por 2,67
kalerab 2,43
petrzlen 1,49
¢ierny Caj 1,31
zeleny Caj 1,31

Tabul’ka 3 Obsah myricetinu vo vybranych potravinovych
zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)
petrzlen, suseny 4503,50
petrzlen 215,46
zelerové semeno 83,70
méta pieporna 8,71
artiCoky 7,42
majoran, suseny 3,50
zeler 2,85
olivové listy 2,84
oregano 2,57
cirok 2,54
tymidn 2,50
¢ervené vino 1,33

Potravina Obsah (mg/100 g)
fenikel, listy 19,80

petrzlen 14,84

brusnice 6,63

¢ierne ribezle 6,18

éervena cibula 2,70

oregano 2,10

kurkuma 2,04

Izoramnetin je metylovanym analégom kvercetinu.
Jeho vyznamné mnozstvd obsahuje suSeny petrzlen
(331,24 mg/100 g) akopor (43,50 mg/100 g). Zo
zeleninovych zdrojov je nan bohata kapusta (23,60 mg/100
g), pazitka (6,75 mg/100 g), Spargla (5,70 mg/100 g)
a cibula (zIta = 5,01 mg/100 g, cervena = 3,01 mg/100 g).
Izoramnetin obsahuji i mandle (2,64 mg/100 g) (tabulka
4) (Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011).

Tabul’ka 4 Obsah izoramnetinu vo vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

Najviac luteolinu sa nachadza v zelerovom semene
(811,41 mg/100 g). Ako apigenin tak i luteolin mozno
najst’ najmd vroznych bylindch a korenindch — tymidn
(45,25 mg/100 g), suSeny petrzlen (19,75 mg/100 g), salvia
(16,70 mg/100 g), mita pieporna (11,33 mg/100 g).
Spomedzi zeleniny obsahuje najviac luteolinu Cerveny
hlavkovy salat (2,50 mg/100 g) a arti¢oky (2,27 mg/100 g).
Ovocné zdroje nie su pre tento druh flavonoidu vyznamné.
Za zmienku stoji jeho obsah v olivovych listoch (27,70
mg/100 g) alebo v ciroku (3,93 mg/100 g) (tabulka 6)
(Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011).

Tabul’ka 6 Obsah luteolinu vo vybranych potravinovych
zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011)

i Potravina Obsah (mg/100 g)
Potravina Obsah (mg/100 g) zelerové semeno 811,41
petrzlen, suseny 331,24 tymian 45,25
kopor 43,50 olivové listy 27,70
kapusta _ 23,60 petrzlen, suseny 19,75
fenikel, listy 9,30 Salvia 16,70
Iv)aiitk’a 6,75 miita pieporna 11,33
Spargla 5,70 cirok 3,93
Ivaaz’a ierna 5,42 Sierne korenie 3,87
7Ita cibula 5,01 hlavkovy Salat, Serveny 2,50
Cervena cibula 3,01 artiCoky 2,27
mandle 2,64 rozmarin 2,0
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FLAVANOLY

Flavanoly sa nazyvaju aj katechiny a vyskytuji sa najma
v zelenom a Giernom &aji, kde st zodpovedné za ich
prirodzena horka chut (De Groot, Rauen, 1998).
V prirode s najroz$irenejSie katechin, epikatechin a ich
estery skyselinou galovou. Viésinou st najvyssie
koncentracie jednotlivych flavanolov v zelenom ¢aji, ¢o
vyplyva z procesov pouzitych pri jeho vyrobe (nie je napr.
fermentovany ako ¢ierny ¢aj).

Spomedzi flavanolov sa Vv ¢aji katechin vyskytuje
V najnizSich koncentrdciach, priCom cierny ¢aj je jeho
bohat§sim zdrojom (137,82 mg/100 g) nez zeleny
(57,12 mg/100 g). Okrem toho vysoké koncentracie
obsahuju i kakaové boby (88,45 mg/100 g) ¢i semend
hrozna (74,63 mg/100 g).

Spomedzi ovocia ho moZno najst najméd v Cerniciach
(37,06 mg/100 @), tmavom hrozne (10,14 mg/100 @),
banane (6,1 mg/100 g) &i ¢udoriedkach (5,29 mg/100 g).
Supky jabik obsahuju niekolkonasobne vyssie hladiny
katechinu (7,4 mg/100 g) nez celé jablka (0,59 az
2 mg/100 g).

U zeleniny predstavuje vyznamnejs$i zdroj iba bdb
(14,29 mg/100 g). U napojov okrem €aju mozno katechin
najst’ iV cervenom vine (7,12 mg/100 g) (tabulka 7)
(U.S. Department of Agriculture, 2007; Bhagwat,
Haytowicz, Holden, 2011).

Tabulka 7 Obsah katechinu vo vybranych potravinovych
zdrojoch (U.S. Department of Agriculture, 2007*;
Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011)

(4,37 mg/100 g). Cervené vino neobsahuje vela
epikatechinu (3,76 mg/100 g) (tabulka 8) (U.S.
Department of Agriculture, 2007; Bhagwat, Haytowicz,
Holden, 2011).

Tabul’ka 8 Obsah epikatechinu vo  vybranych
potravinovych  zdrojoch ~ (U.S.  Department of
Agriculture, 2007*; Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)

zeleny Caj, suSeny 811,72*

¢ierny Caj ,suseny 255,19*

kakaové boby 99,18

semena hrozna 93,31

bob 28,96

Supka jablk 28,73

jablko Red Delicious 9,83

tmavé hrozno 8,68

jablko Gala 6,04

jablko Golden Delicious 5,51

cereSne 5,00

marhul’a 4,74

¢ernice 4,66

brusnice 4,37

¢ervené vino 3,76

hruska 3,76

malina 3,52

Spomedzi esterov katechinov s kyselinou galovou je
Vv ¢aji najviac zastipeny epigalokatechin-3-galat, pricom
najviac ho je v zelenom ¢aji (7115,98 mg/100 g), nasleduje
biely (4245 mg/100 g) a ¢ierny ¢aj (1121,92 mg/100 g).
Z ostatnych zdrojov je pritomny este v pekanovych
(2,3 mg/100 g) alieskovych orieskoch (1,06 mg/100 g).
Ovocné a zeleninové zdroje nie si vyznamné (tabulka 9)
(U.S. Department of Agriculture, 2007; Bhagwat,
Haytowicz, Holden, 2011).

Tabul’ka 9 Obsah epigalokatechin-3-galatu vo vybranych
potravinovych zdrojoch (U.S. Department of Agriculture,
2007*; Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)
Cierny Caj, suSeny 137,82*
kakaové boby 88,45
semend hrozna 74,63
zeleny Caj, suseny 57,12*
Cernice 37,06
bob 14,29
tmavé hrozno 10,14
Supka jablk 7,40
pekanové oriesky 7,24
Cervené vino 7,12
banan 6,10
Cucoriedky 5,29
broskyna 4,92
deresne 4,36
hrozno biele 3,73
marhula 3,67
pistacie 3,57
jahody 3,11
Najviac  epikatechinu  sa  nachadza v zelenom

(811,72 mg/100 @) aciernom c¢aji (255,19 mg/100 g).
Vysoké hladiny maju i kakaové boby (99,18 mg/100 g)
a semena hrozna (93,31 mg/100 g).

Zo zeleniny je epikatechin hojne zastipeny v bobe (28,96
mg/100 g). Supky jabik obsahuju 5-nisobné mnoZstva
epikatechinu (28,73 mg/100 g) nez celé jablka (5,51 az
9,83 mg/100 g).

Spomedzi ovocia je pritomny vtmavom hrozne
(8,68 mg/100 g), &eresniach (5 mg/100 g), marhuliach
(4,74 mg/100 g), ¢erniciach (4,66 mg/100 g) i brusniciach

Potravina Obsah (mg/100 g)
zeleny Caj, suSeny 7115,98*

biely ¢aj, suSeny 4245,00

Cierny ¢aj ,suSeny 1121,92*
pekanové oriesky 2,30

lieskovy orech 1,06

brusnice 0,97

éernice 0,68

maliny 0,54

V Caji sa nachadza i epikatechin-3-galat. V najvyS$Som
mnozstve je pritomny v zelenom ¢aji (1491,29 mg/100 g),
d’alej v bielom (835 mg/100 g) aCiernom caji (688,27
mg/100 g). Obsahuje ho i tmavé hrozno (2,81 mg/100 g),
slivky (0,76 mg/100 g) ¢&i rebarbora (0,6 mg/100 Q)
(tabulla 10) (U.S. Department of Agriculture, 2007;
Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011).
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Tabulka 10 Obsah epikatechin-3-galatu vo vybranych

TabulPka 12 Obsah hesperetinu vo vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

potravinovych  zdrojoch  (U.S.  Department  of
Agriculture, 2007*; Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)

zeleny Caj, suSeny 1491,29*

biely ¢aj, suSeny 835,00

¢ierny Caj ,suseny 688,27*

tmavé hrozno 2,81

slivky 0,76

rebarbora 0,60

FLAVANONY

Flavanény sa v prirode vyskytuji najmd vo forme
konjugatov s disacharidmi v polohe 7 na zakladnom
flavonoidovom skelete. St pritomné hlavne v citrusovom
ovoci (De Groot, Rauen, 1998). V prirode mozno najst
spomedzi ich zastupcov najmi hesperetin a naringenin,
resp. ich glykozidy.

Narigenin obsahuju koreniny ako oregano
(372 mg/100 g) arozmarin (24,86 mg/100 g). Vysoké
koncentracie ma i citrusové ovocie, najmid grepfruit
(53 mg/100 g), pomelo (24,72 mg/100 g), pomaran
(15,32 mg/100 g) ¢i mandarinka (10,02 mg/100 g). Tu sa
naringin vyskytuje najmé vo forme glykozidov.

Zo zeleniny najviac naringeninu obsahuju artiCoky
(12,51 mg/100 g). Naringenin je pritomny iV ciroku
(1,67 mg/100 g) (tabulka 11) (Bhagwat, Haytowicz,
Holden, 2011).

Tabul’ka 11 Obsah naringeninu vo vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)
limetka 43,00
citron 27,90
pomarané 27,25
méta pieporna 9,52
pomelo 8,40
mandarinka 7,94
grepfruit 1,50
ANTOKYANIDINY
Antokyanidiny st vprirode rozsirené pigmenty

s modrou, fialovou alebo Cervenou farbou. St zodpovedné
za charakteristicka farbu kvetov, ovocia prip. listov danej
rastliny (De Groot, Rauen, 1998). V prirode najdeme
napr. kyanidin, delfinidin, malvidin ¢i pelargonidin.

Najzastupenej$im spomedzi antokyanidinov je kyanidin.
Najviac ho obsahuje baza cierna (485,26 mg/100 g).
Bohatymi  prirodnymi zdrojmi st ijarabina
(344,07 mg/100 @), ¢ierna malina (323,47 mg/100 g) a
Cakanka (126,99 mg/100 g). Vysoké koncentracie
spomedzi ovocia obsahuju Cernice (90,49 mg/100 g),
ostruziny (88,30 mg/100 g), cervené (65,54 mg/100 g)
acierne ribezle (61,3 mg/100 g), bobule acai
(53,64 mg/100 g), cervené maliny (36,74 mg/100 g),
brusnice (37,74 mg/100 g), Ceresne (27,45 mg/100 g) ¢i
¢ucoriedky (17,92 mg/100 g).

Zo zeleninovych zdrojov je vyznamna Cervena kapusta
(63,5 mg/100 g). Kyanidin obsahuju i farebné pSenice
(11,07 mg/100 g) ¢i niektoré oriesky — pekanové
(10,74 mg/100 g), lieskové (6,71 mg/100 g), pistacie

Potravina Obsah (mg/100 g) (6,06 mg/100 g) (tabulka 13) (Bhagwat, Haytowicz,
oregano, susené 372,00 Holden, 2011).
grepfruit 53,00
rozmarin 24.86 Tabul’ka 13 Obsah kyanidinu vo  vybranych
pomelo 24,72 potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
pomaran¢ 15,32 2011)
arti¢oky 12,51 Potravina Obsah (mg/100 g)
mandarinka 10,02 baza Cierna 485,26
limetka 3,40 jarabina 344,07
ruzickové kapusta 3,29 Cierna malina 323,47
cirok 1,67 cakanka 126,99
rajéiak 0,68 Cernice 90,49
citrén 0,55 ostruziny 88,30
Cervené ribezle 65,54
Najvyssi obsah hesperetinu je V citrusovom ovoci (opat Cervena kapusta 63,50
vo forme glykozidov), najmé v limetkach (43 mg/100 g), Cierne ribezle 61,30
citrone (27,9 mg/100 g) a pomaranéi (27,25 mg/100 g). bobule acai 53,64
Zinych zdrojov je vyznamnej§ie mnozstvo v méte brusnice 37,74
piepornej (9,52 mg/100 g) (tabulka 12) (Bhagwat, Cervené maliny 36,74
Haytowicz, Holden, 2011). éeresne 27,45
Cucoriedky 17,92
tmavé hrozno 13,16
hruska 12,18
fialova pSenica 11,07
pekanové oriesky 10,74
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Delfinidin  moZno najst najmid v Ciernej maline
(97,59 mg/100 @) a ¢iernych ribezliach (87,86 mg/100 g).
Zo zeleniny ho obsahuje najmé baklazén (41,24 mg/100
g). Castejiie st vSak ovocné zdroje, tmavé hrozno
(39,58 mg/100 g), cucoriedky (34 mg/100 g), Cervené
ribezle (9,32 mg/100 g), brusnice (7,66 mg/100 g) ¢i banan
(7,39 mg/100 g). Delfinidin je pritomny iV pekanovych
orieskoch (7,28 mg/100 g). Cervené vino obsahuje nizke
hodnoty tohto flavonoidu (2,75 mg/100 g) (tabulka 14)
(Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011).

Tabulka 14 Obsah delfinidinu vo  vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

Tabul’ka 16 Obsah pelargonidinu vo vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

Potravina Obsah (mg/100 g)
jahody 25,69

red’kovka 25,66

fialova pSenica 3,41

cucoriedky 2,65

¢ervena malina 1,64

¢ierne ribezle 1,17

jarabina 0,98

Potravina Obsah (mg/100 g)
¢ierna malina 97,59
éierne ribezle 87,86
baklazan 41,24
tmavé hrozno 39,58
Cucoriedky 34,00
Cervené ribezle 9,32
¢akanka 7,68
brusnice 7,66
banan 7,39
pekanové oriesky 7,28
fialova psenica 3,20
cervené vino 2,75

Pre malvidin ako ipre ostatné antokyanidiny su
vyznamné ovocné zdroje, najmé ¢ucoriedky (54 mg/100 g)
a ¢ervené hrozno (36,2 mg/100 g). Malvidin mozno najst’
i v ervenom vine (15,29 mg/100 g) ¢i fialovej pSenici
(4,02 mg/100 g) (tabulka 15) (Bhagwat, Haytowicz,
Holden, 2011).

Tabul’ka 15 Obsah malvidinu vo  vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2011)

IZOFLAVONOIDY

Izoflavonoidy na rozdiel od ostatnych flavonoidov maju
v zékladnej Struktare fenylova skupinu v polohe 3 na
benzo-y-pyrane.  V prirode s pritomné najmi
v strukovinach. Najrozsirenejsie st genistein a daidzein.

Genistein je pritomny v so6ji (22,57 mg/100 g) a z nej
odvodenych  produktoch ako si  jedld  miso
(23,24 mg/100 g), tempeh (36,15 mg/100 g) ¢i sdjové syry.
Obsahuje ho icervena datelina (10 mg/100 g) alebo
pistacie (1,75 mg/100 g) (tabul’ka 17) (Bhagwat,
Haytowicz, Holden, 2008).

Tabulka 17 Obsah genisteinu vo  vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2008)

Potravina Obsah (mg/100 g)
s6jova muka 98,77
s6jové semena 60,07
tempeh 36,15
miso 23,24
s6ja 22,57
éervena d’atelina 10,00
mozzarella, sjovy syr 2,60
cheddar, so6jovy syr 2,11
pistacie 1,75
parmezan, s6jovy syr 0,80

Potravina Obsah (mg/100 g)
cucoriedky 54,00

¢ervené hrozno 36,20

¢ervené vino 15,29

fialova pSenica 4,02

tmavé hrozno 3,47

jarabina 1,22

¢ervena malina 0,71

Pelargonidin je pritomny vovoci ako jahody

(25,69 mg/100 g), ¢ucoriedky (2,65 mg/100 g), Cervené
maliny (1,64 mg/100 g). Zo zeleniny je vyznamnym
zdrojom red’kovka (25,66 mg/100 g). Nachadza sa iVvo
farebnych pSeniciach (3,41 mg/100 g) (tabulka 16)
(Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2011).

S obsahom daidzeinu je to podobne ako pre genistein,
pricom jeho koncentracie st v danych potravinach o nieco
niz§ie. Obsahuje ho sdja (20,34 mg/100 g) aznej
odvodené produkty. Je pritomny iV cevenej dateline
(11 mg/100 g) a pistaciach (1,88 mg/100 g) (tabulka 18)
(Bhagwat, Haytowicz, Holden, 2008).

Tabulka 18 Obsah daidzeinu vo  vybranych
potravinovych zdrojoch (Bhagwat, Haytowicz, Holden,
2008)

ro¢nik 5

Potravina Obsah (mg/100 g)
sojova muka 72,92

sO0jové semena 61,70

tempeh 22,66

miso 16,43

séja 20,34

¢ervena d’atelina 11,00

pistacie 1,88

cheddar, sojovy syr 1,83

parmezan, s6jovy syr 1,80

mozzarella, s6jovy syr 1,14
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DENNY PRIJEM

Stanovit' priemerny denny prijem flavonoidov prijatych
prostrednictvom stravy je zlozité, nakol'’ko konzumaécia ich
prirodnych zdrojov uludi je velmi individuélna,
stanovena hladina flavonoidov v jednotlivych potravinach
vykazuje znacnll variabilitu, tazko sa uréuje vplyv
technologickych procesov pripravy a upravy jedal, ktory
do vysokej miery ovplyviiuje kone¢ny prijem flavonoidov,
doteraz nie je dostatok informacii o obsahu flavonoidov
v konkrétnych jedlach. Pocet literarnych odkazov na dant
problematiku preto nie je vysoky. Z dostupnych informacii
mozno povedat’, Ze priemerny denny prijem flavonoidov
sa pohybuje priblizne v rozmedzi 150 az 300 mg/den.

Stidia prevedena v Anglicku alfrsku sa zaoberala
prijmom 23 spomedzi vSetkych tried flavonoidov
U miestneho obyvatel'stva. Celkovy denny prijem
flavonoidov bol stanoveny na 182 mg resp. 177 mg
(u anglickych resp. irskych obyvatelov). V oboch
pripadoch predstavovali antokyanidiny a flavanoly 65%
z celkového prijmu (Beking, Vieira, 2011).

U japonskych Skolakov bol zisteny ovela niz§i denny
prijem flavonoidov, iba 36,4 mg, pricom takmer tretinu
Ztohto mnozstva tvorili sojové izoflavonoidy, co
vzhl'adom na miestne potravinové zvyklosti nie je
nezvycéajné (Teruyo et al., 2002).

Hertog etal. (1993a) zistovali prijem flavonolov
a flavonov u obyvatel'ov Holandska. Tento bol stanoveny
na 23 mg/deri. Takmer polovicu zprijmu tychto
flavonoidov predstavoval Caj. AvSak ostatné triedy
flavonoidov do merani neboli zaradené. Podobne
i Justesen et al. (2000) stanovovali v Dansku prijem iba
udvoch tried flavonoidov, konkrétne flavonolov
a flavanénov, pricom obe triedy dokopy predstavovali
denny prijem u Zien 26 mg a U muzov 20 mg.

Dalsi autori (Chun, Chung, Song, 2007) stanovili denny
prijem flavonoidov u dospelého obyvatel'stva USA na
189,7 mg/den. Z tohto mnozstva najvysSie percento
predstavovali flavanoly (83,5 %), nasledovali flavanony
(7,6 %), flavonoly (6,8 %), antokyanidiny (1,6 %), flavony
(0,8 %) a izoflavonoidy (0,6 %).

U flamskych Zien bol determinovany denny prijem
flavonoidov 3 roéznymi metédami na 166 mg/den, 203
mg/dent a 158,3 mg/den. Tri §tvrtiny z toho predstavovali
flavanoly (Mullie et al., 2007).

V rozsiahlej §tadii sa Zamora-Ros akol. (2010)
sustredili na stanovenie denného prijmu flavonoidov
u Spanielskeho obyvatel'stva. Vysledky preukazali, ze
priemerny denny prijem je 313,26 mg.

Pocas 3 desatroci sledovali Maras etal. (2011) prijem
flavonoidov u obyvatelov Baltimoru v USA. Ich denny
prijem bol v 80.-tych rokoch 20. storo¢ia 250 mg, priCom
0 30 rokov neskor bol zaznamenany jeho narast na 280
mg/den. Spomedzi potravin ku tomu najviac prispeli Caj,
jablka, hrusky a citrusové ovocie.

BIODOSTUPNOST A METABOLIZMUS

Aby sme mohli posudzovat’ zdraviu prospesné Ucinky
flavonoidov in vivo, je potrebné poznat ich mnozstva,
ktoré sa realne dostani do krvného obehu ako aj ich
mozny nasledny metabolizmus.

Podl'a studii biodostupnosti u I'udi dosahuju flavonoidy
po prestupe do l'udskej krvi koncentracie 0,1 az 10 pmol.I™*
(Manach et al., 2005). Je zrejmé, ze biodostupnost’ bude

vo velkej miere z&visld nielen od vlastnosti konkrétnej
Struktury, ale tieZ od potravinovej matrice, vel'kosti davky
¢i genetickych dispozicii jednotlivca.

Flavonoidy sa v prirode vyskytuji najmid vo forme
glykozidov. Povaha sacharidovej Casti ovplyviiuje mieru
ich absorpcie (Chang et al., 2005), nakolko pred
samotnou absorpciou nastava ich deglykozylacia (obrazok
¢. 6). Odstranenie sacharidu sa uskutoCiiuje pomocou
glykozidaz pritomnych v tenkom &reve (Walle, 2004).
Nasleduje pasivna difuzia aglykonu cez stenu Ccreva,
nakol’ko deglykozylaciou sa zvySila hydrofobicita
povodnej molekuly, ¢im sa ulahCil aj jej prestup cez
lipidovi dvojvrstvu bunkovej membrany enterocytov
tenkého ¢reva (Day et al., 1998).

neurény
neuroglia
Flavonoid

Zalidok oligoméiov

Hemato-encefalicka
bariéra

Monomérne
jednotky

Oligomérne
flavonoidy

o O-metylované
glukuronidy ) o derivity
O-metylované dalst A
glukuronidy membohzmux‘ salfaty
O-metylované Zila
derivaty

jejunum

Tenké ¢revo

(deglykozylicia) glukuronidy

Pecen

Obli¢ky

Mo¢

ileum
aglykén

Hrubé ¢revo

Fenolové

Flavonoid Kyseliny

Erevna mikroflora

Obrazok 6 Sumarny metabolizmus flavonoidov v
gastrointestinalnom trakte a peéeni (Spencer, Abd-el-
Mohsen, Rice-Evans, 2004)

Aglykony nepotrebuju deglykozylaciu, preto aj prestup
cez membrany byva zvdcsa v ich pripade jednoduchsi i
rychlejsi (Steensma, Noteborn, Kuiper, 2004; Tian et
al., 2009). Avsak existuyji aj prace, ktoré popisuju
rychlejsiu absorpciu glykozidov nez aglykonov (Hollman
et al., 1995; Kwon et al., 2007). Uvedené moéze byt
spOsobené priamym prestupom nestiepenych glykozidov
pomocou roznych transportérov (Gee a kol., 2000).
Najlepsiu absorpciu  vykazuji izoflavony, priemernt
absorpciu flavanoly, flavanony a glykozidy flavonolov,
najt’azSie prestupuji membranou antokyaniny
(Viskupitova, Ondrejovi¢, Sturdik, 2008).

Predtym, nez sa aglykony dostanti do krvného obehu,
podstupuju  sériu  metabolickych reakcii, z nich
najvyznamnejSia  je  glukuronidacia, sulfaticia a
O-metylacia. V krvnom riecisku sa viazu na albumin,
ktory zabezpeci rychly transport metabolitov i zvySnych
nemetabolizovanych aglykénov do pecene, kde podstupuju
d’alsie konjugaéné reakcie (Walle, 2004). Experimentalne
data preukazali, Ze hoci su flavonoidy absorbované v
tenkom creve, ich relativne vysoké mnozstva prechadzaju
z tenkého do hrubého c¢reva (Jaganath et al., 2006;
Marks et al., 2009), kde ¢revna mikroflora odstiepuje
konjugované Casti a vysledné aglykony s degradované na
fenolové kyseliny. Tieto mézu byt taktiez absorbované a
po metabolizacii v peceni vylu¢ené mocom (obrazok ¢. 6)
v znanych mnozstvach, ktoré cCastokrat prevySuju
mnozstva metabolitov transportovanych do krvného obehu
z tenkého Creva (Jaganath et al., 2006; Stalmach et al.,
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2010), ¢o poukazuje na celkovii nizku biodostupnost’
flavonoidov.

Ako vyplyva z obrazku 6, konkrétne G¢inné formy, ktoré
sa dostavaji do buniek, predstavuji  metabolity
flavonoidov a nie poévodné molekuly. Preto je potrebné
venovat sa §tadiu biologickej aktivity taktiez tychto
metabolitov. DoterajSie prace naznacuju, Ze glukuronidy,
sulfaty 1 O-metylované derivaty flavonoidov si viac ¢i
menej zachovavajii svoje povodné biologické vlastnosti,
pricom v niektorych pripadoch je popisané zachovanie ¢i
zvysenie U¢inku metabolitu (Shirai et al., 2002; Suri et
al., 2008) a v inych zasa pokles jeho aktivity po
modifikacii (Loke et al., 2008; Pavlica, Gebhardt, 2010).
Na potvrdenie tejto skuto¢nosti st potrebné dalSie
testovania.

VYZNAM V EUDSKEJ STRAVE

Uz stadie zo zaciatku 90. rokov ukazali, Ze flavonoidy
vykazuju prospesné uéinky na l'udské zdravie (Hertog et
al., 1993b; Miksicek, 1993; Thompson, 1993; Knekt et
al., 1996). Odvtedy sa pocet podobnych publikacii zvysil
na niekol’ko tisic.

Tieto prirodné fytochemikalie disponuju spektrom
biologickych ucinkov, z nich vyznamné je protizapaloveé,
kardioprotektivne,  protirakovinové,  antimikrobidlne,
antialergické ¢i hepatoprotektivne posobenie (Havsteen,
2002; Tripoli et al., 2007; Tapas, Sakarkar, Kakde,
2008; Prasain, Carlson, Wyss, 2010).

FLAVONOIDY A SRDCOVO-CIEVNE OCHORENIA

Na kardioprotektivnych  u¢inkoch sa  flavonoidy
podiel'aji viacerymi svojimi vlastnostami (obrazok ¢. 7).
Zlepsujui  funkciu  endotelu, maji  antioxidacné
a protizapalové ucinky, vazorelaxaéné schopnosti znizuju
krvny tlak (Grassi, Desideri, Ferri, 2010).

Flavonoidy

Protizipalové

ZniZovanie aéinky

kryného )
tlaku
. - Modulicia
Antioxidacné ZlepSovanie ZniZovanie enzymov
ucinky funkcie reaktivity
endotelu trombocytoy

|

|z)chramst‘dca acie;-l
Obriazok 7 Potencialne ucinky flavonoidov pri ochrane
srdcovo-cievneho systému (Grassi, Desideri, Ferri, 2010)

Z viacerych studii vyplyva, Ze prijem flavonoidov resp.
potravin s ich vysokym obsahom je spojeny so znizenym
rizikom srdcovo-cievnych ochoreni. Existuju v8ak i stadie,
ktoré tieto skuto¢nosti nepotvrdzuji.

Podla studie konanej v Holandsku u star$ich muzov bol
prijem katechinov z ¢aju a ostatnych zdrojov v inverznom
vzt'ahu k umrtnosti na ischemicku chorobu srdca, avsak
podobny vztah nebol zisteny pre Umrtnost na mftvicu
(Arts et al., 2001a). | Hertog et al. (1993b) zistili znizené
riziko imrtnosti na srdcovy infarkt pri prijme flavonoidov

Z prirodnych zdrojov (¢aj, cibula, jablkd). U zien z lowy
(USA) prijem jablk avina znamenal znizené riziko
umrtnosti na kardiovaskuldrne ochorenia (Arts etal.,
2001b).

Stidia uamerickych Zien preukizala, Ze prijem
flavonolov, flavonov, flavanénov, flavan-3-olov,
antokyanidinov  a polymérnych flavonoidov  mierne
znizoval koncentracie markerov zapalu a dysfunkcie
endotelu (Landberg etal., 2011). V dvojito zaslepenej
stadii prijem cibulovej polievky inhiboval zhlukovanie
krvnych dosticiek, ¢o moze viest k znizenému riziku
trombozy amoznych kardiovaskularnych  ochoreni
(Hubbard etal., 2006). Stadia Knekt etal. (1996)
odhalila, Ze u I'udi s nizkym prijmom flavonoidov je vyssie
riziko ochoreni srdca.

Vysledky 14-ro¢nej Stadie autorov Cassidy et al. (2011)
naznacuju, ze antokyanidiny, apigenin a katechin moézu
prispievat’ ku mensiemu vyskytu vysokého krvného tlaku
u dospelych l'udi. Ochranny ucinok antokyanidinov voci
akitnemu infarktu myokardu potvrdila $tadia z Talianska,
zatial ¢o pre ostatné triedy flavonoidov toto nebolo
pozorované (Tavani etal., 2006). UTludi svysokym
rizikom srdcovo-cievnych prihod znamenal zvySeny
prijem izoflavonov zlepSenie funkcie cievneho endotelu
(Chan et al., 2007).

Lin et al. (2007) zistili, ze prijem flavonov a flavonolov
neznamenal  znizenie rizika  infarktu  myokardu.
Ani v stadii u americkych Zien sa nepotvrdilo spojenie

prijmu flavonoidov so znizenim rizikom
kardiovaskularnych  ochoreni (Sesso etal., 2003).
U zapadoeurdpskych zien zvyseny prijem fytoestrogénov
nepreukazal ochranny ucinok voci riziku

kardiovaskularnych ochoreni (van der Schouw etal.,
2005).

FLAVONOIDY A RAKOVINA

Ziskané data z laboratornych merani napovedaju, ze
flavonoidy zohravaji vyznamni ulohu v prevencii
rakoviny. Boli identifikované viaceré mechanizmy ich
protinadorového podsobenia: inaktivacia prokarcinogénov,
inhibicia proliferacie rakovinovych buniek, inhibicia
angiogenézy, indukcia apoptdzy, antioxidaéné posobenie
¢i potladanie multilickovej rezistencie (obrazok ¢. 8)
(Ren et al., 2003).

A
Detoxifikacia 4
Pro-karcinogén @ _— {% —_— =
) ~ Sekrécia
4

Metabolick 7
aktivacia

e,/
= ar
Vysledny A
karcinngén* 5
@ Tnicidcia @ Promécia %ngresiz {‘:Aéw w;z
1-2dni > 10 rokov @ \ @ ) >1lrk
Normilna bunka ; Iniciovana bunka i S 0%{%
" re-neoplasticka bunka -
3 ) AN

Neoplasticka bunka

Flavonoidy
oo| blokuji aktivaciu
karcinogénov.

Flavonoidy potlacaji
prolifericiu
nédorovych buniek.

Obriazok 8 Flavonoidy blokuju a potlacaju proces
karcinogenézy (modifikované podla Kale, Gawande,
Kotwal, 2008)

Pri rakovine koneénika konzumacia zeleného ¢aju mala
ochranny ucinok, ktory bol pripisany pritomnosti
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katechinov v zelenom ¢aji (Yang et al., 2007). V dalsej
studii zvysSeny prijem kvercetinu znizoval riziko rakoviny
hrubého ¢reva, avSak nie kone¢nika (Kyle et al., 2010).
Vysoky prijem kvercetinu v potrave bol taktiez
Vinverznom vztahu ku riziku vyskytu zalidocného
adenokarcinému (Ekstrom et al., 2011). | zeleny ¢aj moze
znizovat’ riziko rakoviny zalidka (Inoue etal., 2009).
Preventivnu ulohu flavonov pri rakovine pecene
potvrdzuju vysledky stadie z Grécka (Lagiou et al., 2008).
Podla zisteni Bobe etal. (2008) strava bohatd na
flavonoidy méze znizovat’ riziko rakoviny pankreasu.
Stiidia v USA odhalila, Ze umrtnost’ na rakovinu prsnika
mdéze byt znizena Vspojeni s vysokymi hladinami
flavonov a izoflavonov v strave (Fink etal., 2007).
IDong aQin (2011) potvrdzuju ochranny u¢inok

s6jovych  izoflavonoidov  pri  rakovine  prsnika
u obyvatelov Azie, av§ak nie u zapadnych krajin.
Prijem flavanénov a proantokyanidinov  vyznamne

znizoval incidenciu rakoviny pluc u fajéiarov, toto vsSak
nebolo pozorované u nefaj¢iarov (Cutler etal., 2008).
Prijem izoflavonov u l'udi v Japonsku znamenal znizené
riziko vyskytu rakoviny pl'ic (Shimazu et al., 2010).

Vysledky stadie Wang etal. (2009) nepodporuju
preventivny uc¢inok flavonov, flavonolov ani vybranych
potravin bohatych na flavonoidy (Caj, jablko, brokolica,
cibul’a, tofu) pri rakovine. Ani v §tadii vykonanej v Grécku
sa neprejavil preventivny uéinok Ziadnej z tried
flavonoidov voci rakovine prsnika (Peterson et al., 2003).
Bosetti et al. (2006) zistili, Ze prijem potravin s vysokym
obsahom flavonoidov nevykazuje preventivne u¢inky voci
rakovine prostaty.

Hoci  epidemiologické data  sledujuce  vyuzitie
flavonoidov  pre lie¢bu rakoviny uludi st stale
nepostacujuce a vysledky nie su vzdy jednoznaéné, boli
determinované isté spojenia medzi prijmom potravin
bohatych na flavonoidy aich naslednym ochrannym
uc¢inkom voc¢i onkologickym ochoreniam. Takymito
prikladmi mo6zu byt soja arakovina prsnika, zeleny Caj
arakovina zalidka ¢i cibula arakovina pltc
(Le Marchand, 2002).

ZAVER

Flavonoidy st v poslednej dobe ¢oraz viac podrobované
neustdlym vyskumom, nakolko pre TPudské zdravie
zohravaji vyznamni ulohu nielen ako antioxidanty.
Na  fyziologickej urovni  mozno  podéiarknut
kardioprotektivne, protizapalove, antimikrobialne,
protirakovinové ¢i hepatoprotektivne posobenie.

Stale nejednotné su informacie o obsahu jednotlivych
flavonoidov v ich beznych prirodnych zdrojoch akymi st
ovocie, zelenina, koreniny anapoje ako ¢aj a vino.
Najvhodnejsie je vyuzivat’ dostupné databazy, u ktorych je
vSak potrebnd neustdla aktualizacia. Od tychto informacii
sa odvija i priemerny denny prijem flavonoidov, ktory sa
pohybuje v rozmedzi 150 az 300 mg.

Treba mat na mysli, ze vysledné ucinné latky
Vorganizme nie si vo VAc¢Sine pripadov samotné
flavonoidy, ale ich metabolity, najmé sulfaty, glukuronidy
a O-metylované derivaty. Preto by sa prieskum
prospesnych vlastnosti mal orientovat’ prave na tieto latky.
Epidemiologické Stidie naznacuji ochranny vplyv
flavonoidov pri urcitych ochoreniach akymi st napr.
kardiovaskularne komplikacie ¢i rakovina. Vysledky stadii

nie si vSak vzdy jednoznacné. Preto je potrebné, aby sa
vyskum nad’alej venoval objasneniu i tejto problematiky.

Flavonoidy sa povazuji za relativne netoxické
v mnozstvach denne prijatych prostrednictvom beznej
stravy. ZvySeny prijem vo forme nutraceutik treba dobre
zvazit, odporucené su denné davky radovo v desiatkach
miligramov, avsak nie gramov.
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CHARACTERIZATION OF GLIADIN AND HMW GLUTENIN PROTEIN
COMPOSITION IN COLOURED WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)
VARIETIES

Edita Gregovd, Svetlana Slikovd, Valéria Sudyovd, Zuzana Sramkovd, Pavol Hauptvogel

ABSTRACT

Wheat is one of the most important grains in our daily diet. Coloured wheat contains natural anthocyanin compounds.
Bioactive compounds in wheat have attracted increasingly more interest from breeders because of their benefits. It is
important to fully understand protein properties of red, blue, purple, and yellow-coloured wheat in order to predict their
potential uses for culturing new varieties. All 21 accessions originating from different geographical areas of world were
evaluated for high molecular weight glutenin subunit (HMW-GS) and T1BL.1RS wheat-rye translocation using SDS-PAGE
and A-PAGE. The data indicated the prevalence of the allele 1 (36%), allele 0 (30%) and allele 2* (34%) at the Glu-1A and
five alleles, namely 7+8 (36%), 7+9 (29%), 20 (21%), 7 (12%) and 17+18 (2%) represented the Glu-1B. Existence of 2
alleles at the locus Glu-1D was revealed, in fact 21% of them showed the subunit pairs Glu-1D 5+10 correlated with good
bread making properties. Protein subunit Glu-1A1 and Glu-1A2* were correlated positively with improved dough strength
as compared to subunit null. On the chromosome Glu-1B subunit 17+18 and 7+8 were associated with slightly stronger
gluten type than 7+9, whereas subunit 20 and 7 were associated with weak gluten properties. On the basis of electrophoretic
separation of gliadin fraction it was found that only one genotype contained T1BL.1RS wheat-rye translocation. The Glu-1
quality score ranged from 4 to 10. Suitable accessions can be used for the crossing programs to improve colour and good

technological quality of bread wheat.

Keywords: coloured wheat grain, glutenin, gliadin

INTRODUCTION

Wheat kernels, also called wheat grains, have three main
parts: the endosperm, the germ, and the brain. While whole
wheat flour contains all three parts of the kernel, usually
white flour is milled from the endosperm. Coloured grain
wheat is also recognized as a significant source of
antioxidants which promote health and reduce the risk of
disease. Wheat naturally contains numerous classes of
antioxidant compounds such as flavonoids, carotenoids,
alkaloids, and others (Qin et al. 2010; Gilchrist &
Sorrells 1982). Basic wheat pigments include
xanthophylls, carotenoids, anthyocyanins, anthocyanins
and are known for exhibiting good antioxidant activity
(Humphries et al. 2004; Knievel et al. 2009). Wheat
grain colour was controlled by genes, but also by the
environment conditions such as light, temperature and
fertilization, etc. For blue wheat grain the colour is due to
the blue aleurone layer (Knott 1958). The colouration of a
purple wheat grain is located in the pericarp and testa. In
New Zealand the purple wheat Konini as released in 1981
used as specialty bred making wheat for the whole meal
wheat loaf market. Purple grain colour controlled by two
complementary dominant genes on chromosomes 3A and
7B (Piech & Evans, 1979). These unique phenomena may
be due to the influences of environmental factors as well as
genetic factors. Wheat gluten proteins are classified into
two groups on the basis of their aggregation and functional
properties. These are the gliadins which are present as
monomers which interact by mono-covalent forces and the
glutenins which form polymers stabilized by interchain
disulphide bonds.

MATERIAL AND METHODOLOGY

In this study we analyzed seed storage proteins extracted
from hexaploid wheat (Triticum aestivum L.) grain. All
samples were obtained from the collection of genetic
wheat sources of Gene Bank of the Slovak Republic in
Piestany and from Agrotest Kroméfiz of the Czech
Republic. Seed storage proteins were isolated from the
endosperm of intact, dry and mature single seeds. Seed
homogenization was carried out by grinding. Glutenins
were extracted by standard referee method ISTA (Wrigley
1992). Gliadins were obtained using standard referee
method ISTA in the presence of acid solution (Draper
1987). The glutenin separation was performed by
discontinuous PAGE based on ISTA methodology
(Wrigley 1992) and using the electroseparatic unit Protean
Il (Biorad). The electrophoretic separation of gliadins was
followed by referee method ISTA (Draper 1987) using
mixture of glycine and acetic acid as electrolyte at pH 3.2.
They were separated in continuous polyacrylamide gels at
acid environment (Qi et al. 2006). Protein fractions were
stained by Coomassie Brilliant Blue R-250. The separate
gluten subunits were identified by the nomenclature of
Payne and Lawrence (1983). According to the specific
protein profile of the HMW alleles in each cultivar its
quality score (Glu-score) was calculated by Payne et al.
(2987).

RESULTS AND DISCUSION

Twenty-one hexaploid wheat accessions originating from
different geographical areas of the world were evaluated
for high molecular weight glutenin subunit (HMW-GS)
and gliadins composition using SDS-PAGE and A-PAGE.
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Table 1 HMW-GS composition and quality score of coloured wheat cultivars

Color of Origin Glu
Genotype grain Glu-1A Glu-1B Glu-1D score Rye score
48M blue USA 0 7 2412 4 4
Tschermarks Blaukorniger blue AUT 1 7+8 2+12 8 8
UC66094 A blue CHL 1 748 5+10 10 10
UC66094 B blue CHL 1 748 2412 8 8
Abyssinskaja arraseita A purple RUS 0 7 2+12 4 4
Abyssinskaja arraseita B purple RUS 0 7+8 2+12 6 6
ANK 28 purple RUS 1 7+8 2412 8 8
Konini A purple NZL 1 7 2+12 6 6
Konini B purple NZL 0 7 2+12 4 4
Laval 19 purple CAN 1 749 5+10 9 9
AC Andrew yellow CAN 2 20 2+12 6 6
BonaDea yellow SVK 0 749 5+10 7 7
Broom yellow DEU 0 749 5+10 7 7
Cranbrock yellow AUS 0 7+8 2412 6 6
Dundee A yellow AUS 2 20 2412 6 6
Dundee B yellow AUS 1 17+18 2412 8 8
Fiorina yellow CHE 2 20 2+12 6 6
Glugas yellow AUS 1 20 2+12 6 6
Kiata yellow AUS 2 7+8 2+12 8 8
Kolibri yellow DEU 1 749 5+10 9 9
Passo Fundo yellow BRA 2% 7+8 2+12 8 8
Pomerelle yellow USA 2% 7+9 2+12 7 7
Saffrasi A yellow SWE 2 749 2412 7 5
Saffrasi B yellow SWE 2 749 2+12 7 7
Whitebird yellow USA 0 7+8 2412 6 6
Zenith yellow AUS 1 20 2+12 6 6
s M e M
2 Gl 1A0
O Glu-1A2* B Glu-1D5+10
30%
~ - . J
Fig. 1 Allelic frequency at Glu-1A locus Fig. 3 Allelic frequency at Glu-1D locus
- 2 there were found 12 different electrophoretic protein
profiles among 21 tested cultivars (Table 1). The data
indicated the prevalence of the allele 1 (36%), allele 0
12% (30%) and allele 2* (34%) at the Glu-1A (Figure 1) and
S°% B Clu-187:0 five alleles, namely 7+8 (36%), 7+9 (29%), 20 (21%), 7
B Glu-1B17+18 (12%) and 17+18 (2%) represented at the Glu-1B (Figure
29% ggm:;*f’ 2). Ram (2003) showed that protein subunit 2* and subunit
o — 1 were found correlated positi_vely with imprO\_/ed dough
strength as compared to subunit null. Combination 17+18
was relatively rare being found in genotype Dundee B

Fig. 2 Allelic frequency at Glu-1B locus

Sixteen that is 76% of examined accessions showed
homogeneous patterns, whereas remaining 5, that is 24%
were heterogeneous, containing two different glutenin
phenotypes. Considering the composition of HMW-GS

only. The existence of 2 alleles at the locus Glu-1D was
revealed, in fact 21% of them showed the subunit pairs
Glu-1D 5+10 correlated with good bread making
properties (Figure 3). Genotypes containing wheat-rye
translocation (Graybosch et al. 1999, Wieser et al. 2000)
were corrected in this score: 3 points less to scores 8-10, 2
points to scores 5-7 and one point to scores 3-4.
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CONCLUSION

Good baking quality is strongly correlated with the
presence of 1 and 5+10 or 2* and 5+10 HMW-GS and
poor baking quality (Bradova et al. 2005, Galova et al.
1998) usually associated with 2+12 HMW-GS, some of
coloured wheat can be classified as a bread wheat
(Chiapek et al. 2010). The cultivar with blue grain colour
UC66094 A reached the maximum Glu-score and Rye-
score 10. The cultivar with yellow grain colour Kolibri
possessed alleles and allelic pairs 1, 7+9, 5+10 evaluated
Rye-score and Glu-score 9. The cultivar with purple grain
colour Laval 19 reached Glu-score 9 with the same alleles
and allelic pairs as the cultivar Kolibri. Each of grain
colours (blue, purple, or yellow) is under simple genetic
control (Dobrovolskaja et al. 2006, Trojan et al. 2010)
and coloured wheat can be used for the crossing programs
to improve colour and good technological quality of bread
wheat.
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THE EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF MILLING FRACTIONS OF
SELECTED CEREALS GROWN IN THE YEAR 2010

Eva Ivani§ova, Miroslav Ondrejovic, Stefan Drab, Marian Tokar

ABSTRACT

Cereals are good source of biologically active compounds that contribute to reducing the risk of coronary heart disease and
also inhibit oxidation in human plasma. The aim of this study was to evaluate of antioxidant potential of four milling
fractions of selected cereals grown in the year 2010. Methanol was used to extract the antioxidant compounds from cereals.
Free radical scavenging activity of samples was measured using DPPH assay and reducing power was determined using
FRAP assay. Secondary was evaluated of total phenolic and flavonoid content of cereal extracts. We found that flour
fractions (break flour and reduction flour) showed the lower proportion of the total antioxidant potential than bran fractions
(fine bran and coarse bran). Extract from barley had the highest values of antioxidant activity and phenolic content.

Keywords: cereals, milling fractions, phenolic, antioxidant activity

INTRODUCTION

Cereals are main foods in many countries, as human
foods or as animal feeds (Castro-Rubio et al. 2006).
Epidemiological studies indicate that the consumption of
whole-grain and whole-grain products is related to
reduction in total mortality, coronary heart disease
mortality, diabetes and cancer incidense (Serpen et al.
2008). These beneficial effects are attributed to the
bioactive factors in cereal grain such asnon digestible
carbohydrates and phytochemicals. The important part of
phytochemicals with low molecular weight present in
cereal grain is group of antioxidants such as tocopherols,
lignans, flavonoids and phenolic acids. Antioxidants are
defined as molecules that, at low concentration and
specific assay conditions, can delay or prevent oxidation of
an oxidizable substrate (Vaher et al. 2010). Higher
concentrations of these compounds are found in the outer
layers of the kernel which constitute the bran (Kim et al.
2006).

Cereal grains are rich in phenolic acids and saponins,
while phytoestrogens and flavonoid are presented in small
quantities (Dordevi¢ et al. 2010). Studies have shown that
dietary phenolics have high antioxidant activity, which
may contribute to their health benefits. In cereals, the
predominant phenolic acid is ferulic acid, representing up
to 90 % of total polyphenols. Other phenolic acids
including wvanilic, syringic, chlorogenic, p-coumaric,
m-coumaric and OH-cinnamic acid have also been
reported in cereals (Hosseinian & Mazza 2009). Total
amount of polyphenols in cereals is highly variable both in
whole grain and in bran and also depends on the cereal
variety and milling procedure (Adom et al. 2005).

The main objective of the present work was to evaluate
of antioxidant potential of selected cereals by Free Radical
Scavenging Activity (DPPH) and The Ferric lon Reducing
Antioxidant Power (FRAP), and its distribution into the
dry milling fractions. In addition, the content of flavonoids
and total phenolics was also determined, in order to refer
of unutilized potential of naturally occurring antioxidants
in cereals, which leaving in the form of bran during the
production of flour.

MATERIAL AND METHODOLOGY

Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO and Mikrochem, SK. Cereals were grown in
the year 2010 on afield nursery at Department of
Environmental Protection and Organic Farming (DEPOF)
Spisska Bela (SK) and on afield at Plant Production
Research Institute (PPRI) Piestany (SK). The used types
and genotypes of cereals were: wheat (Torysa, PPRI), oat
(Cacko, DEPOF), spelt wheat (Roquir, PPRI), triticale
(Kandar, PPRI), rye (Dankovské nové, PPRI), barley
(Ezer, DEPOF). Before the measurement samples were
milled by laboratory mill (Brabender Quadrumat Senior)
gaining four milling products: break flour (MF L),
reduction flour (MF I1.), fine bran (MF Ill.), and coarse
bran (MF IV.). 0.5 g of milling fractions was extracted
with methanol for 24 hours. After centrifugation at 3000 g
(Himac CT 6E, Hitachi Ltd., Japan,) for 20 min, the
supernatant was evaporated at 40 °C and residue was
solubilised in 1 mL of methanol.

Free Radical Scavenging Activity

Free radical scavenging activity of samples was
measured using the 2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
according to the procedures described by Yen & Chen
(1995). The extracts (25 pL) were reacted with 100 pL of
DPPH solution (0.012 g DPPH in 100 mL methanol).
Absorbance of the cereal extracts was determined using
BioTek Microplate Reader (ELx800) at 550 nm. Free
radical scavenging activity of the samples was expressed
as mg Trolox equivalent antioxidant capacity per g of dry
matter (mg TEAC g DM).

Reducing Power

Reducing power of samples was determined according to
the procedure by Oyanizu (1986). The mixture of cereal
extract (20 pL), phosphate buffered saline (50 puL, pH 6.6)
and 1% potassium ferricyanide (50 pL) was incubated
at 50 °C for 20 min, then rapidly cooled, mixed with 50 pL
of 10% trichloacetic acid, and centrifugated at 11 000 g
(Eppendorf MiniSpin) for 10 min. 50 uL of the supernatant
was mixed with 50 pl of distilled water and 10 pL of 0.1%
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ferric chloride. The absorbance at 700 nm using BioTek
Microplate Reader (ELx800) was detected. Reducing
power was expressed as mg Trolox equivalent antioxidant
capacity per g of dry matter (mg TEAC g DM).

Total Phenolic Content

Total phenolic content of cereal extracts was measured
spectrophotometrically, using the modified Folin-
Ciocalteu method as described by Singleton et al. (1965).
0.1 mL of each cereal extract was mixed with 0.1 mL of
the Folin-Ciocalteau reagent and 1 mL of 20% sodium
carbonate, and centrifugated at 11000 g (Eppendorf
MiniSpin) for 10 min. 240 pL of the supernatant was used
for measured the absorbance at 700 nm using BioTek
Microplate Reader (ELx800). The total phenolics content
was expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) per g
dry matter (DM).

Total Flavonoid Content

Total flavonoid content was determined using the
modified method by Quettier-Deleu et al. (2000). 0.1 mL
of cereal extract was mixed with 20uL of 5% methanolic
solution of aluminium chloride and centrifugated at 11 000
g (Eppendorf MiniSpin) for 10 min. 120 pL of supernatant
was used for measured the absorbance at 405 nm on a
BioTek Microplate Reader (ELx800). The total flavonoid
content was expressed as mg quercetin equivalent (QE) per
g dry matter (DM).

RESULTS AND DISCUSION

DPPH’ is a stable free radical and accepts an electron or
hydrogen radical to become a stable diamagnetic molecule.
The reductions capability of DPPH" is determined by the
decrease in its absorbance induced by antioxidant (Liu &
Yao, 2007). The scavenging effect of cereal extracts in
flour milling fractions on DPPH radical decreased in this
order: barley (29%) > spelt (22%) > oat (15%) > rye (13%)
> triticale (12%) > wheat (9%). The scavenging effect of
cereal extracts in bran milling fractions on DPPH radical
decreased in this order: barley (20%) > triticale (18%) >
wheat (17%) > oat (15%) > rye (15%) > spelt (14%).
(Fig.1). These results indicated that all the extracts had
a noticeable effect on scavenging free radical. The higher
activities of all extracts were measured in bran (MF III.
and MF 1V.). Bran is a composite material made of several
layers, such as pericarp, testa and aleurone (Hemery et al.,
2011). The main components of the fine bran (MF 111.) are
aleurone layer and the germ. In coarse bran (MF 1V.) is
dominant pericarp (Schniirer, 1991). It is known that
cereals bran are arich source of fatty acids and several
substances, such as tocopherol, vitamins, and phenolic
compounds, possessing antioxidant properties
(Prisenziakova et al., 2010).

The extract from barley had the strongest scavenging
activity in flour milling fractions. From the literature it is
known, that the barley is an excellent source of natural
antioxidant either for food preservation (to inhibit lipid
oxidation), or for disease prevention (Fardet et al., 2008).
Liu & Yao (2007) determined scavenging activity of
barley seed extracts and found strong activity, which was
dominant in 70 % acetone and shown similar activity to
BHT at the amount of 200 pg. In bran fractions extract
from rye and wheat showed the strongest activity.

High activity was also determined in flour extracts of spelt
and in bran extract of triticale. In arecent study
Hosseinian & Mazza (2009) described triticale bran than
potential new sources of antioxidant compounds.

Reducing power

For measurement of the reductive ability, the Fe** - Fe
transformation in the presence of cereal extracts was
investigated. Reductive capabilities of cereal extracts
shown Fig. 2. Increase in absorbance of the reaction
mixture indicated the reducing power of the samples.
Reducing power of flour milling fractions of cereal
extracts exhibited the following order: barley (50%) >
spelt (16%) > oat (13%) > rye (10%) > wheat (7%) >
triticale (3%). Reducing power of bran milling fractions of
cereal extracts exhibited the following order: barley (32%)
> triticale (16%) > wheat (16%) > oat (14%) > rye (13%)
> spelt (9%). Similar like DPPH assay, the higher
activities of all extracts were measured in bran (MF IIl.
and MF IV.).

The reducing capacity of acompound may serve
a significant indicator of its potential antioxidant activity
(Liu & Yao, 2007). The reducing properties are generally
associated with the presence of reductones (Pin-Der,
1998). It is reported that the antioxidant action of
reductones is based on the breaking of the free radical
chain by donating a hydrogen atom, or reacting with
certain precursors of peroxide to prevent peroxide
formation. It is presented that the phenolic compounds in
cereals may act in a similar fashion as reductones by
donating electrons and reacting with free radicals to
convert them to more stable products and terminating the
free radical chain reaction (Liu & Yao, 2007). The data
presented here indicate that the marked reducing power of
cereal extracts seem to be the result of their antioxidant
activity.

Similar like DPPH assay, the extract from barley had the
strongest reducing power in both years in all fractions.
Liu & Yao (2007) determined reducing power of different
solvent extracts of barley and found that 70 % methanol
extract exhibit the highest activity. Zhao et al. (2008)
measured reducing power of malting barley extract and
confirmed strong activity of barley. The high activities
were also determined in flour fractions of spelt, and in
bran fractions of triticale and rye. Zielinski et al. (2007)
reported that rye is an excellent raw material for healthy
and tasty foods. The ray grain contains a large variety of
substances, especially those that are biologically active and
demonstrate antioxidant properties, which include free
radical-scavengers, reducing agents, potential complexes
of prooxidant metals and quenchers of the formation of
singlet oxygen.

2+

Cereal polyphenols

Phenolics are compounds with one or more aromatic ring
and one or more hydroxyl groups (Liu, 2003).
Structurally, phenolics in cereals can be subdivided into
acids derived from either benzoic acid or cinnamic acid.
Vanillic and salicylic acids are derivates of benzoic acid
while ferulic acid, the dominant phenolic acid in cereals,
and caffeic acid are derivates of cinnamic acid (Abdel-Aal
et al., 2001). Phenolic acids are predominantly found in
the outer bran layer.
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Fig. 1 Free radical scavenging activity of cereal extracts (in the year 2010) expressed as mg Trolox
equivalent antioxidant capacity per g of dry matter (mg TEAC g DM), (I. MF — break flour, 1I. MF —
reduction flour, 111. MF — fine bran, IV. MF —coarse bran).
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Fig. 2. Reducing power of cereal extracts (in the year 2010) expressed mg Trolox equivalent antioxidant
capacity per g of dry matter (mg TEAC g DM), (I. MF — break flour, Il. MF — reduction flour, 11l. MF —

fine bran, 1VV. MF — coarse bran).
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Flavonoids are one group of phenolics, which consists of
two aromatic rings linked by 3 carbons that usually in an
oxygenated heterocycle ring (Liu, 2004). In cereals
flavonoids are located mainly in the pericarp (Dykes &
Rooney, 2007) in small quantities only (Peterson, 2001).
Kim et al. (2006) reported that wheat is a good source of
phenolic acid and flavonoids. King (1962) isolated two
related flavones glycosides from wheat germ. Three major
flavones, apigenin, luteolin and tricin were identified in oat
flour (Peterson, 2001). In barley grains are dominant
catechin and epicatechin (Shahidi & Naczk, 2004).

The majority of phenolics in cereals are insoluble and
bound by ester and ether linkages with polysaccharides,
such as arabinoxylan and lignin, in the cell wall (Liyana-
Pathirana & Shahidi, 2006), while a smaller portion is
soluble (Stalikas, 2007). The bran layer is highly stratified
not only in phenolic composition, but also in the degree of
ester and ether bonds and the compounds to which the
phenolics are cross-linked (Verma et al., 2009). Several
studies have shown that methanol is an effective solvent in
extracting phenolics and other polar substances from
cereals (Ragaee et al., 2006). In this study, methanol
extracts from cereals were used for the determination of
phenolic (mg GAE/g) and flavonoid content (mg QE/g).

Total Phenolic Content
The total phenolic content was determined by the Folin-
Ciocalteau assay. The results are presented in Tab. 1.

Table 1 The phenolic contents (mg GAE/g) of milling
fractions from cereals grown in the year 2010.

extract from oat and wheat. In bran fractions were the
highest amounts of phenolics determined in sample of
barley, wheat and triticale.

A comparison of results from different studies can be
difficult, because in our study cereals were milling into
four milling fraction, while in other works, sample of
cereals were milling into flour and bran.

Total Flavonoid Content
The total flavonoid content of cereal extracts is shown in
Tab. 2.

Table 2 The flavonoid contents (mg QE/g) of milling
fractions from cereals grown in the year 2010.

Milling Fraction

Milling Fraction
Sample
l. 1. 11 V.

Barley 314 +12 621 +0,7 1610 +41 2917 %35

Wheat 176 101 197 +05 1591 +2,6 1282 =03

Oat 31,3 +02 391 +£07 992 +22 613 +27
Spelt 404 +07 364 +03 664 +1,0 1510 +37
Rye 176 +03 303 0,6 959 +1,6 1595 +12,6
Triticale 178 105 163 +1,0 1780 +1;7 1337 =34
L.r;nbread flour, II. — reduction flour, 1. — fine bran, IV. — coarse

From Tab. 1. it is evident that bran have higher content of
total phenolic than flour. This is not surprising because it
is well known that phenolic compounds are concentrated
in the bran fractions of cereals that are removed during the
milling of cereals into white flour (Vaher et al., 2010;
Kim et al., 2006). Abdel-Aal et al., (2001) invetigated the
distribution of phenolic acids in wheat milling fractions.
About 73 % of grain phenolic acids were found in the
bran, but only 5 % in first and second milling fraction.

Total phenolic content of cereal extracts in flour milling
fraction decreased in this order: barley > (26%) > spelt
(26%) > oat (19%) > rye (15%) > wheat (8%) > ftriticale
(6%). Total phenolic content of cereal extracts in bran
milling fraction decreased in this order: barley > (21%) >
wheat (20%) > triticale (17%) > rye (16%) > spelt (15%) >
oat (11%). The results showed that phenolics were found
in all cereal extracts, but bran fractions content higher
values of phenolics. The sample of barley and spelt in
flour fractions showed higher amounts of phenoalics than

Sample

I 1. M. V.
Barley 075 10,04 1,02 +0,03 1,08 007 214 +0,07
Wheat 012 +£0,01 016 +001 093 +0,15 307 +0,06
Oat 064 +0,04 084 +005 260 0,02 1,23 +0,05
Spelt 033 +£0,03 042 +004 08l 0,02 155 +0,04
Rye 024 +0,04 051 +002 239 +0,02 1,91 =+0,03
Triticale 017 +002 018 +0,02 101 +002 124 +0,04
L.r;nbread flour, Il. — reduction flour, I11. — fine bran, IV. — coarse

Higher concentration was found in bran (MF 111. and MF
IV.), but in smaller amounts than the total phenolic
content. Bran flavonoids may be important for the miller
because bran are introduced into flour during the milling
process. Increasing amounts of bran will decrease the
grade of the flour (Feng et al., 1988).

In flour milling fractions of cereal extracts content of
flavonoid decreased in this order: oat (31%) > barley
(25%) > spelt (16%) > rye (15%) > triticale (6%) > wheat
(6%). In bran milling fractions of cereal extracts content of
flavonoid decreased in this order: wheat (20%) > rye
(20%) > oat (19%) > barley (17%) > spelt (12%) >
triticale (12%).

From literature is known that flavonoids are concentrated
mainly in pericarp. Our results shown that flavonoids are
presented also in flour fractions; this is very important
information, because products from endosperm are basic in
human nutrition. In flour milling fractions, high amount of
total flavonoid showed extract of barley and oat. Oat is a
source of many compounds that exhibit antioxidant
activity, but is consumed in considerably lower quantities
worldwide than wheat (Peterson, 2001). In bran milling
fractions high amount of total flavonoid was determined in
extract of rye and wheat.

These results indicate that the flavonoids of cereals were
mostly concentrated in the outer layer of grains. Adom
and Liu (2002) found similar results for cereal grains
including wheat and oat.

CONCLUSION

In this article, we prepared and evaluated milling
fractions from selected cereals. Antioxidant activity was
determined by DPPH and FRAP assay, and total phenolic
and flavonoid content was also determined. We found that
flour fractions (break flour and reduction flour) showed the
lower proportion of the total antioxidant potential, which
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was balanced in observed years. Bran fractions (fine bran
and coarse bran) showed higher antioxidant activity, but
30 — 80 % of these fractions are unused in food industry,
they are used mainly as animal feed. Extract from barley
showed the highest values in all methods in observed
years. It is evident, that bran fractions can be evaluated in
the future and used for fortification of flours
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VIABILITY OF THE PROBIOTIC BACTERIA L. ACI/IDOPHILUS IN DAIRY

PRODUCTS

Janka Korernova

ABSTRACT

A number of health benefits have been claimed for probiotic bacteria such as Lactobacillus acidophilus. Because of the
potential health benefits, these organisms are increasingly incorporated into dairy foods. Viability of probiotic bacteria is
important in order to provide health benefits. However, many studies have shown low viability of probiotics in market
preparations. This study cover selective enumeration and survival of probiotic bacteria L. acidophilus in some dairy drinks.
L. acidophilus was found in the range from 10° to 10" CFU.g™ in five types of fermented milk products containing probiotic
cultures. Two investigated products were up to standard according to Regulation of Ministry of Agriculture and Ministry of

Health of Slovak Republic.

Keywords: L. acidophilus, probiotics, viability, dairy food

UVOD

Probiotika (z gréckeho ,,pre zivot®) su vSeobecne zname
zivé mikroorganizmy, ktoré pri dodani v dostato¢nom
mnozstve vyvolaju zlepSenie zdravotného stavu hostitel’a.
Optimalizuji osidlenie a zloZenie C¢revnej mikroflory
zvierat a I'udi so stimulaénym efektom na traviace procesy
aimunitu organizmu a maju tieZ potencialny pozitivny
vplyv v prevencii nadorovych ochoreni (Quillien, 2001;
Kuchta et al., 2006; Urgeova & Marecova, 2003; Holm,
2001; Teitelbaum & Walker, 2002; Leahy et al., 2005;
Sanders & Klaenhammer, 2001).

Medzi najbeznejSie probiotika patria bakteridlne kmene
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium sp. Baktérie
rodu Lactobacillus sa prirodzene vyskytuji v mlieku,
obilninach a inych rastlinach. Spdsobuju skvasovanie
laktézy na kyselinu mlieénu, ktora spomaluje
rozmnozovanie hnilobnych baktérii a stafylokokov. Ich
prirodzena pritomnost’ a metabolicka ¢innost’ v niektorych
potravinach a krmivach sa tradicne vyuzivaju na
konzervaciu potravin akrmiv asi povazované zo
zdravotného hladiska za bezpecné (Quillien, 2001;
Michalik et al., 1999). Jednym z najzaujimavejSich
mikroorganizmov z hl'adiska vyuzitia ako pomocnej latky
vo vyzive je Lactobacillus acidophilus (Hughes&
Hoover, 1991; Dave& Shah, 1996).

Probiotické mikroorganizmy sa mdzu aplikovat’ samotné
alebo sinymi mikroorganizmami, Vv potravine, ako
pridavna latka, vyzivovy doplnok, liek. Asi najcastejSie sa
spotrebitel' s probiotikami  stretdva v kyslomliecnych
vyrobkoch, z ktorych najbeznejSie druhy vyskytujice sa
vV obchodnej sieti st jogurt, jogurtové mlieko, acidofilné
mlieko, zakysané mlieko, kefir a kefirové mlieko. Tradi¢né
kyslomlie¢ne vyrobky (zakysané, fermentované) su
vyrabané z mlieka alebo z mlie¢nych vyrobkov procesom
kysnutia, posobenim tzv. Startovacich kultir (smotanova,
jogurtova, acidofilnd kultira), ktoré tvori zmes dvoch
alebo viacerych druhov mliecnych baktérii, ktoré mézu
byt v symbidze. Proces kysnutia vyvolava charakteristické
biochemické zmeny sprevadzané zniZenim  pH,
vyzrazanim bielkovin mlieka a tvorbou aromatickych
latok.

Startovacie kultiry su potvrdené ako zdraviu prospesné,
avsak nie st prirodzenou mikroflérou 'udského traviaceho
systému, neprezivaju cestu traviacim systémom, ani ho nie
st schopné v dostatoénej miere kolonizovat’ (Shah, 2000).
Pre kyslomlie¢ny vyrobok, ktory ma byt povazovany za
probioticky produkt st k nemu pred alebo po fermentacii
pridavané kmene probiotickych baktérii, ako dieteticky
pridavok. Terapeutické minimum probiotického vyrobku
je 1.10° KTJ.g™. Aby sa u &loveka dosiahlo akychkolvek
kladnych zdravotnych ucinkov, je nevyhnutnd denna
konzumacia vyrobkov s obsahom zivych buniek v
mnozstve 1.10° - 1.10° (Lee & Salminen, 1995;
Robinson, 1987). Vynos MP SR a MZ SR ¢. 2143/2006
vymedzuje definicie, nazvy a oznacovanie kyslomlie¢nych
vyrobkov a ustanovuje mnozstvo Zivych mikroorganizmov
$pecifickych pre konkrétny druh vyrobku na 10” KTJ.g?,
a pridanych mikroorganizmov uvedenych v nazve ¢&i
v zlozeni vyrobku na 10° KTJ.g™.

Prvym krokom k splneniu vyznamného kritéria, ktorym
je  schopnost  mikroorganizmov  prezit  pocas
technologickych procesov a skladovania vyrobku, do
ktorého boli pridané, je pouzivanie Startovacich
a probiotickych kultur od renomovanych vyrobcov, ktory
ma atesty o zdravotnych ucinkoch probiotickych kultar
apri dodrzani podmienok inokulacie, teploty a pod.,
zarucuje jej zivotaschopnost’ vo vyrobku.

Osobitnou skupinou st vyrobky, ktoré maju na obaloch
tzv. zdravotné tvrdenia: ,,Zdravotné tvrdenie je kazdé
tvrdenie, ktoré uvadza, naznacuje, alebo z ktorého
vyplyva, Ze spotreba urcitej kategoérie potraviny alebo
niektorej zjej zloziek vyznamne zniZuje riziko vzniku
ur¢itétho T'udského ochorenia.“ Ich uvadzanie nie je
povinné, ale ak ich vyrobca uvedie, musi dodrzat' d’alSie
podmienky, ktoré st definované v Nariadeni Eur6épskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 z decembra 2006
avprislusnych  novelizaciach.  Zdravotné  ucinky
konkrétnych probiotickych kmetiov mozu byt uznané len
na podklade spracovania vysledkov in vitro a in vivo
testovania v mnohych vedeckych stadiach a sucasne mdze
byt povolena deklardcia zdravotnych tvrdeni pri
ozna¢ovani vyrobkov na obaloch a v reklame (Sanders &
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Klaenhammer, 2001; Reid, 1999; Anonym 2009;
Anonym 1999; Anonym 2006). Na vyrobku musi byt
spolu so zdravotnym tvrdenim uvedena aj denna davka
potraviny, aspdsob jej konzumécie, potrebnd na
dosiahnutie uvedeného priaznivého uéinku. Zoznam
opravnenych  zdravotnych tvrdeni pre konkrétne
probiotické mikroorganizmy vypracovany Eurdpskou
konfederaciou potravinarskeho a napojového priemyslu
(CIAA) bol podany na schvalenie Komisii zriadenej
Europskym uradom pre bezpecnost’ potravin (EFSA),
ktora spravuje register podanych ziadosti pristupny
verejnosti (CIAA, 2007a; EFSA, 2009). V tomto zozname
je urend dennd davka pre dosiahnutie deklarovanych
zdravotnych u¢inkov mikroorganizmov Lactobacillus
acidophilus 10° KTJ/deti (CIAA, 2007b). Z pohladu
spotrebitela mé tento udaj praktické vyuzitie, pretoze
u vyrobkov s dostatonou koncentraciou probiotickej
kultiry postacuje konzumacia jedného balenia (porcie)
vyrobku denne na dosiahnutie kladného zdravotného
ucinku.

V predkladanom prispevku uvadzame niektoré vysledky
selektivneho stanovenia koncentracie probiotickej kultiry
Lactobacillus acidophilus vo vybranych kyslomlie¢nych
napojoch.

MATERIAL A METODY

Predmetom rozboru boli kyslomlie¢ne napoje s obhsahom
probiotickej kultary L. acidophilus. 5 vyrobkov s tymto
spoloénym znakom sa nahodne vybralo zo slovenskej
obchodnej siete v obdobi februar — marec 2009. Kazdy
vyrobok sa analyzoval z troch baleni v ¢ase bezprostredne

(2 — 0 dni) pred uvedenym datumom spotreby.

Analyzované vyrobky:

1. Acidko  plnotuéné  biele, zakysané  mlieko
s probiotickou kultirou, zloZenie: smotanova kultira,
probioticka kultara L. acidophilus, balenie: 250 g,
vyrobca: A

2. Acidko  plnotuéné  jahoda, =zakysané mliecko
s probiotickou kultirou, zloZenie: smotanova kultara,
probioticka kultara L. acidophilus, balenie: 250 g,
vyrobca: A

3. Acidofilné mlieko, acidofilné mliecko s probiotickou
kultirou L. acidophilus, zlozenie: mlieko, acidofilna
kultara L. acidophilus, balenie: 200 g, vyrobca: B

4. Acidofilné mlieko, acidofilné mlieko plnotucné
s probiotickou kultirou L. acidophilus, zloZenie:
smotanova kultira, probioticka kultara L. acidophilus,
balenie: 230 ml, vyrobca: C

5. Acidofilné mlieko, acidofilné mlieko s probiotickou
kultarou L. acidophilus LA-5 Nutrish®, zloZenie:
smotanova kultara, probioticka kultara L. acidophilus,
balenie: 950 g, vyrobca: D

Pouzité mikroorganizmy:

Ako Standardné vzorky selektivne stanovovanych
mikroorganizmov boli pouzité originaly probiotickych
kultar L. acidophilus poskytnutych dodavatelmi od

vyrobcov kultar: L. acidophilus LA-5, Chr. Hansen,
Dansko, Howaru Dophilus, Danisco, Dansko.
Pouzité metédy:

Na selektivne stanovenie L. acidophilus sa pouzila
metdda inokulacie na agarové platne s MRS agarom
s klindamycinom a ciprofloxacinom (ISO 20128:2006
IDF 192; Anonym 2007;). Agarové platne boli pripravené
rozpustenim MRS  agaru  (Merck,  Nemecko)
Vv destilovanej vode podl'a navodu, médium bolo nasledne
sterilizované autoklavovanim pri 121 °C pocas 15 minut.
Po sterilizacii bolo do vychladeného média s teplotou
50 °C pridané 5 ml zasobného roztoku ciprofloxacinu na
11 média a 0,5 ml zasobného roztoku klindamycinu na 1 1
média. Zasobny roztok ciprofloxacinu bol pripraveny
rozpustenim 2 mg ciprofloxacin hydrochloridu (Sigma,
USA) v 10 ml destilovanej vody a nésledne sterilizovany
filtraciou (0,22 pm). Zasobny roztok klindamycinu bol
pripraveny rozpustenim 2 mg hydrochloridu klindamycinu
(Sigma, USA) v 10 ml destilovanej vody a nasledne
sterilizovany filtraciou (0,22 pm). Pripravené médium sa
za sterilnych podmienok nalialo na Petriho misky a bolo
pouzité na inokulaciu vzoriek rozterom.

Uprava analyzovanych vzoriek kyslomlieénych vyrobkov
aich 10 - nasobné riedenia boli robené podla STN EN
ISO 8261:2001. Vzorky boli riedené desiatkovym
riedenim 6 az 8 krat v pepténovom riediacom roztoku. Na
predsusené  agarové platne bolo 2x  paralelne
inokulovanych 200 pl vzorky z kazdého z troch za sebou
nasledujucich desiatkovych riedeni a rozotrené po celej
ploche, nasledne boli platne inkubované za anaerobnych
podmienok pri 37°C pocas 72 hodin.

Vyrastené kolonie boli morfologicky posudené farbenim
podla Grama (Horakeova et al, 1993) abiochemicky
potvrdené identifikanym systémom API 50CHL
(BioMérieux, Francuzsko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysetrované vyrobky vykazovali pocty sledovanych
baktérii v priemernych hodnotach 10° — 107 KTJ.g™
Legislativou stanovené poziadavky na minimalny obsah
zivych charakteristickych mikroorganizmov v mlie¢nych
vyrobkoch splnili len zakysané mlieka ¢. 1 a 2, u ktorych
sa zistil dokonca viac ako o0 jeden desiatkovy poriadok
vys§i pocet sledovanych mikroorganizmov. V acidofilnom
mlieku €. 5 sa stanovil pocet zivych buniek L. acidophilus
tesne pod pozadovanou hranicou
10" KTJ.g™". V acidofilnych mliekach &. 3 a 4 sa zistil podet
zivych buniek ojeden desiatkovy poriadok niz8i, ako
predpisuje Vynos MP SR a MZ SR 2143/2006.

Zdravotné tvrdenia maju na obaloch uvedené vyrobky 1 a
2 s odporucanim jednej porcie vyrobku denne pre
dosiahnutie deklarovaného zdravotného tc¢inku. Priemerny
pocet buniek Lactobacillus acidophilus vo vyrobkoch 1 a 2
bol 2,0 — 8,2. 10’ KTJ.g?, jedno balenie 250 g vyrobku
predstavuje priblizne 5,0. 10° - 2,1. 10" KTJ, ¢im tieto
vyrobky plne pokryvaji dennu davku probiotického
mikroorganizmu pre prejavenie sa zdravotnych tvrdeni.
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Tabulka 1:
v jednotlivych vySetrovanych vyrobkoch

Prehl'ad vysledkov mikrobiologickej analyzy poctu zivych

buniek Lactobacillus acidophilus

Vyrobok Vysledok* Vysledok* | Minimum ** Vysledok* Pocet
KTJ.g" log KTJ. g* KTJ.g" KTJ/ zostavajiicich
+SD unifikovana dni do datumu
davka (200 g) | spotreby v case
analyzy
1. Acidko biele,
zakysané mlieko A, 2,0.10’ 7,27+0,23 10° 4,0.10° 2
250 g
2. Acidko jahoda,
zakysané mlieko A, 8,2.10" 7,89+0,16 10° 1,6.10% 0
250 g
3. Acidofilné mlieko,
acidofilné mlieko B, 1,1.10° 6,02+0,06 10’ 2,2.10°8 1
200 g
4, Acidofilné mlieko,
acidofilné mlieko C, 1,8.10° 6,24+0,07 10’ 3,6.10° 2
230 ml
5. Acidofilné mlieko,
acidofilné mlieko D, 7,2.10° 6,85+0,05 10’ 1,4.10° 1
950 g

* priemer z vysledkov analyz 3 baleni z kazdého vyrobku v 3 riedeniach po 2 paralelkach SD — smerodajna

odchylka.

** minimalny obsah zivych probiotickych mikroorganizmov podl'a Vynosu MP SR a MZ SR ¢. 2143/2006

KTJ — koloniu tvoriaca jednotka

Vysledky  zahrani¢nych  §tddii  uvadzaju  obsah
zivotaschopnych ~ buniek  baktérii v probiotickych
vyrobkoch podobny, alebo niz§i. Dave & Shah (1996)
uvadza mnozstvo L. acidophilus v dvoch jogurtovych
vyrobkoch od 733 - 7,21 log KTJ.g' amnoZstvo
bifidobaktérii 6,23 — 7,21 log KTJ.g*, vtroch
probiotickych ty¢inkach ten isty autor zistil L. acidophilus
len v mnozstve 4,72 — 5,20 log KTJ.g" a Bifidobacterium
sp. v mnozstve 2,08 — 3,04 log KTJ.g™". Podobne v &eskych
a slovenskych kyslomlie¢nych vyrobkoch stanovil autor
pocty bifidobaktérii priemerne v hodnotach 2,37; 5,44;
6,03; 6,22; 6,31; a7,17 log KTJ.g" (Rada, 2006).
L. casei vo fermentovanych mlie¢nych napojoch bol
stanoveny v hodnotich 6,98 — 8,22 log KTJ.g' a zo
6 analyzovanych jogurtov v troch bol stanoveny obsah
L. casei < 3,0 log KTJ.g™", v dvoch 3,41 — 3,72 log KTJ.g™*
a len v jednom vyrobku 7,49 log KTI.g" (Ravula, 1998).
Pouzivanie Startovacich a probiotickych kultar od
renomovanych vyrobcov, ktori pri dodrzani podmienok
inokulacie, teploty a pod., zarucuju ich zivotaschopnost’ vo
vyrobku, predpokladd zodpovednu manipulaciu od
samotného vyrobcu kyslomlie¢neho vyrobku.

Vyrobca moze kladne ovplyvnit Zivotaschopnost
probiotickych kultr dodrzanim podmienok inokulacie,
inkubacnej teploty, doby fermenticie a tiez teploty
skladovania, ¢o sa tyka aj teploty pri preprave a
pri uskladneni priamo v predajnej sieti a v domacnosti u
spotrebitela. Dalej je dolezita finalna acidita produktu

ZAVER

V stasnej dobe sa venuje velka pozornost tzv.
probiotickym mlie¢nym vyrobkom pre ich potencialny
priaznivy vplyv na ludské zdravie. Ide hlavne
0 ovplyvilovanie imunitného systému, travenia,
metabolickych procesov a pod. Probiotikda mézu mat’ tento
priaznivy ucinok na zdravie konzumenta len pri ich prijme
v dostatoénom mnozstve. Zdravotné a vyzivové tvrdenia
su viazané na konkrétne a Specifické podmienky pouzitia,
ktoré pri probiotickych kultirach predstavuje najmi ich
minimalny obsah v unifikovanej davke, resp. v1 g (ml).
Z uvedeného dévodu je klicové ich prezitie vo vyrobku
pocas jeho technologického spracovania a skladovania.
V piatich kyslomlie¢nych vyrobkoch z obchodnej siete
obsahujucich probioticka  kultaru L. acidophilus boli
zistené¢ priemerné hodnoty Zzivych zarodkov tohto
mikroorganizmu  vrozmedzi 10° - 10" KTJ.g™
Pozadované kritéria podla Vynosu MP SR a MZ SR
splnili dva vyrobky z piatich vySetrovanych.
Pripady stanoveni niz§ieho poétu Zivotaschopnych buniek
probiotickych baktérii v kyslomlie¢nych vyrobkoch boli
zaznamenané aj v zahrani¢nych pracach a poukazuju na
potrebu zodpovednej manipulacie od samotného vyrobcu
kyslomliecneho vyrobku, ktord spociva v dodrzani
podmienok inokulécie probiotickej kultury, inkubacénej
teploty, doby fermentacie, kvality obalov a tiez teploty
skladovania, teploty pri  preprave, pri uskladneni
v predajnej sieti aj v domacnosti u spotrebitel’a.
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MULTIVARIATE GEOGRAPHICAL CHARACTERISATION OF SLOVAK FRUIT
DISTILLATES THROUGH MINERAL ELEMENTS PROFILE

Maria Koreriovska, Milan Suhaj

ABSTRACT

Mg, Ca, Zn, Cu, K and Na were determined in some species of Slovakian fruit distillates by atomic absorption spectrometry
with the aim to differentiate the spirit drinks according to geographical origin. Potassium, sodium and copper were found as
markers with the highest concentrations and variability in the distillates, namely in the apricot and grape brandy. Using the
multivariate statistics of principal component and canonical discriminant analysis enabled relative effective differentiation
of samples according to their regional origin. Prediction ability of the model resulted in more than 80% of correctly
classified samples of the fruit distillates into the relevant Slovakian regions.

Keywords: fruit distillate, mineral element, principal component analysis, discrimination

UVOoD

V sucasnosti sa spotrebitelia stdvaju ovela citlivejsi
k niektorym aspektom kvality potravin, ktoré suvisia s
pestovatel'skymi metédami, spdsobom technoldégie vyroby
a tiez s deklarovanim geografického  povodu.
Vysledovatel'nost” potravinarskych vyrobkov az do miesta
povodu zékladnych surovin i komponentov je zakladnym
faktorom a predpokladom bezpecnosti  potravin.
Nariadenie Europskeho parlamentu a Rady (ES)
¢. 110/2008 zo dna 15. januara 2008 o definovani, popise,
prezentacii, oznacovani a ochrane zemepisnych oznaceni
sa vzt'ahuje na lichoviny. V tomto nariadeni st stanovené
pravidla na ochranu zemepisnych oznaceni lichovin (mali
by sa registrovat’ zemepisné oznacenia, ktoré oznacuju
lichoviny ako liehoviny pochadzajuce z izemia krajiny,
regionu alebo lokality na tomto uzemi, ak mozno danu
kvalitu, povest alebo imi vlastnost lichoviny zasadne
pripisat’ zemepisnému povodu). Na zavedenie systémov
vysledovania potravin v zmysle zakona o potravinich
(Nariadenie EC 178/2002) si pozadované kontrolné
mechanizmy a metody, ktoré by okrem iného umoziovali
overit’ aj také Specifikacie vyrobkov, ktoré by dokazovali
ich povod zvymedzenej zemepisnej oblasti. Jednou
z takychto metdd je aj metdda elementarnej analyzy, ktora
bola za poslednych desat’ rokov najcastejSie vyuzivana na
geograficku autentifikaciu liehovin a niektorych potravin.

Mineralny profil vybranych prvkov (Al, Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, Pb, S, Se, Si, Sn, Sr aZn) bol pouzity
napriklad na charakterizaciu regionalnych rozdielov
typickej brazilskej liechoviny z cukrovej trstiny ,,Caninha“
a porovnany s inymi cudzozemskymi liechovinami (rum,
whisky, konak, vodka,, brandy, tekila) (Mascimento et al.,
1999; Fernandes et al., 2005). Porovnanim hladiny
koncentracie medi, zinku, vapnika a hor¢ika boli
charakterizované whisky, gin, rum, brandy, vino a pivo
vyrabané v Spanielsku (Navarro et al, 2007).
Chemometrickd  Stadia  znackovych  Spanielskych
anizovych liehovin vyuzila chemické deskriptory Zn, B,
Fe, Mg, Ca, Na a Si (Jurado et al., 2005). Kokkinofta
et al, (2003) stanovili 16 prvkov v alkoholickych
napojoch ( 40 az 55 % alkoholu) z roznych krajin a zistili,
ze Mg, Zn, a Cu su najvhodnejSie markery autenticity
tradi¢nej liehoviny vyrabanej na Cypre. Soufleros et al.,
(2004) publikovali poznatky o obsahu mineralnych prvkov

Fe, Ca, Cu a toxického Pb v tradi¢cnom gréckom ovocnom
destilate  ,Mouro“. Pomocou S§tatistickych — metod
a prvkovych desktriptorov Na, K, Ca, S, Mg, Fe, Sr, Cu
a Zn sa podarilo autorom Cebalos -Magana et al., (2009)
rozliSit’ rozne typy tekily (zlata, strieborna, extra tekila a
»mezcal®). Mexicka tekila bola predmetom autentifikacie z
hl'adiska obsahu prvkov (Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg,
Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se,Tl, V, Zn, Th, aU) a vybranych
organickych latok s cielom rozlisit’ originalny vyrobok od
nepravych druhov (Flores et al., 2009). Na dékaz pravosti
Skotskej whisky bola pouzita koncentracia 8 prvkov (Zn,
Fe, Ni, Mg, Ca, Na, Cu Pb) a §tatisticka metoda zhlukovej
analyzy (Adam et al., 2002). Pomocou koncentracie medi,
zeleza a zinku sa pokusili Hernandez-Caraballo et al.,
(2008) o geograficku diferenciaciu typickej venezuelskej
liehoviny ,, brandy z Cocuy* vyrobenej v troch regionoch
krajiny.  Sir§i prehlad poznatkov o minerdlnych
a stopovych prvkoch v liehovinach (zdroje, koncentracie,
analytické metddy) bol publikovany autormi Ibanez et al.,
(2008).

V nasej praci sme sa zamerali na stanovenie koncentracie
prvkov Mg, Ca, Zn, Cu, K a Na v ovocnych destilatoch
vyrobenych v paleniciach zapadoslovenského,
stredoslovenského a vychodoslovenského kraja s cielom
ich diferencovania ako potencidlnych  markerov
geografického povodu. Na stanovenie obsahu vybranych

prvkov bola pouzitd metdoda atomovej absorpcnej
spektrometrie. Na geograficku charakterizaciu
sledovanych  destilitov  bola pouzitd multivariacna
Statistika.

MATERIAL A METODY

Ovocné liehoviny od deklarovanych slovenskych
vyrobcov (jablkovica 14 vz, hruskovica 7, marhul'ovica 14,
vinovica 7, slivovica 31, visiovica 3) boli poskytnuté
Zdruzenim vyrobcov liehu a destilaitov na geograficku
autentifikaciu. V tychto liehovinach sme stanovili
koncentracie prvkov Mg, Ca, Zn, Cu, K a Na v (mg.I™")
metddou AAS na plameni. Na meranie bol pouzity
atomovy absorpény spektrometer ,PERKIN ELMER
4100 (Norwalk, CT, USA) s hordkom. Pristrojové
podmienky merania si uvedené v tabul’ke 1.
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Tabul’ka 1 Podmienky stanovenia prvkov v
lichovinach na AAS —plamen

Prvok  VInova Pridna plyny Merany
dizka  vybojke signal
[nm] [mA]

Ca 422,7 15 C,H, _air AA
Cu 324,8 15 C,H, _air AA-BG
Mg 285,2 15 C,H, _air AA-BG
K 769,9 15 C,oH, air AA
Na 589,0 15 C,H, _air AA
Zn 213,9 25 C,H, _air AA-BG

Kalibracné  pracovné roztoky sa  pripravili z
jednoprvkovych $tandardnych roztokov (vapnik, horéik,
sodik, draslik, zinok  a med) s certifikovanou
koncentraciou 1 g™ (fy Merck, Darmstadt, Germany).
Na AAS stanovenie sapouzili ionizaéné tlmivé roztoky
CsCl99% Serva (New York, USA) a 50,0 g.I"LaCl; v 2%
HCI z SMU (Bratislava, Slovakia).

Priprava vzorky lichoviny na meranie: 1ml (alebo 2 ml)
sa odpipetoval do 10 ml odmernej banky, pridal sa 1ml
1 mol.I"* kyseliny dusiénej a ioniza&ny tlmivy roztok (ak to
bolo potrebné) a doplnil sa objem deionizovanou vodou po
znacku. Pri stanovovani vapnika a horcika sa pridal tlmivy
ionizaény roztok 5 % LaClz do odmernych baniek tak, aby
vysledna koncentracia bola 0,1 % LaCls. Pri stanovovani
sodika a draslika sa do odmernych baniek pridal 2 % CsCl
v takom mnozstve, aby vysledna koncentracia v banke
bola 0,5 % CsCl. Pri stanoveniach Cu a Zn sa tlmivé
roztoky nepridavali.

Spravnost metédy sme potvrdili metédou vytaznosti
meraného prvku na dvoch koncentraénych hladinach
(0,1 mg.I" a 0,5 mg.I""). Analytické parametre (LD, LOQ,
neistoty merania) a merané vytaznosti metody sa
v tabul’ke 2.

Tabul’ka 2 Analytické parametre (LD, LOQ, neistoty
merania) a merané vytaznosti metody (R)

prvok DL LOQ Ua Ug Uc R

[mokg™] [mokg™] [%] [%] [%] [%]
Ca 0,030 0100 334 595 68 96-105
Cu 0,004 0010 08 69 69 99-106
Mg 0,030 0090 1,22 326 348 95-104

K 0,020 0,060 054 10,3 10,3 9899
Na 0,003 0,009 293 564 6,36 85-107
Zn 0,400 0,740 200 7,20 7,47 88-100

Analytické parametre: DL - detekcny limit, LOQ - medza
stanovenia, U,- neistota merania typu A, Ug -neistota
merania tvou B. U~ - kombinovand neistota merania.

Z multivariacnych  technik  bola na  Statisticka
diferenciaciu vzoriek podla obsahu minerdlnych prvkov
pouzitd technika hlavnych komponentov a kanonickej
diskriminacnej a klasifikacnej analyzy. Pre tieto ucely bol
vyuzity Statisticky program Unistat v. 6.0 (Unistat,
Londyn, Velka Britania).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky stanovenia vybranych mineradlnych prvkov v
6 druhoch ovocnych destilatov pochadzajucich z troch
slovenskych krajov st uvedené v tabulke 3. Tieto prvky
ako markery pdévodu boli vybrané na zéklade vysSie

uvedenych literarnych poznatkov. Hlavnym zdrojom
mineralnych latok v destilatoch je samotna ovocna
fermentovand  matrica, riediaca voda  a pouzité
technologické  zariadenie. = Z uvedenych  vysledkov
stanovenia vyplyva, Ze najdené¢ hladiny koncentracie
prvkov st porovnatené sudajmi v odbornej literatare
(Cebalos -Magana et al., 2009), pricom najvyssi obsah
ajeho variabilita bola zistena v pripade mineralnych
prvkov draslika, sodika a medi.

Hlbsie informacie o geografickych rozdieloch medzi
jednotlivymi druhmi ovocnych destilatov nam poskytli
metody multivarianej Statistiky. V prispevku graficky
prezentujeme vysledky tykajuce sa vzoriek slivovice, ktoré
predstavovali najpocetnej$i subor destilatov. Analyza
obsahu  minerdlnych  prvkov  metédou  hlavnych
komponentov vizualizuje vzorky slivovice na obrazku 1.

Pomocou dvoch hlavnych komponentov, ktoré spolu
vysvetluju 56 % celkovej variability mineralnych prvkov
sa  pomerne dobre odligili  vzorky slivovice
zapadoslovenského kraja (horna polovica grafu hlavnych
komponentov) od ostatnych destilatov. Najvacsi vplyv na
tato diferenciaciu vzorieck mali prvky KaNa v prvej
komponente  avdruhej komponente Mg aZn.
Signifikantny bol aj vplyv Cu aCa vtretej aStvrtej
komponente.

Vyznamnejsie krajové rozdiely, boli zistené kanonickou
diskrimina¢nou analyzou, ktora s 81 % tspeSnostou
klasifikovala  vzorky slivovice do  predmetnych
slovenskych oblasti pomocou dvoch diskrimina¢nych
funkcii, obrazok 2. Tato diferenciacia bola ovplyvnena
najmd diskriminaénym Géinkom Mg aKVvprvej
diskriminaénej funkecii ako aj Ca a Cu v druhej funkcii. Pri
testovani predikénej schopnosti kanonickej diskriminacie
sme mali za ciel rozli§it' vzorky slivovice podla krajov
sposobom, ze Cast’ vzoriek v danom modely sme oznacili
ako nezname. V tomto pripade sa zistila 80 % spravnost’
klasifikacie vzorieck podobne ako pri testovani
rekognoskac¢nej schopnosti modelu.

V pripade ostatnych ovocnych destilatov kanonicka
diskrimina¢na analyza klasifikovala vzorky podla
jednotlivych oblasti Slovenska s uspesnostou 92,3 % v
pripade marhulovice a 85,7 % pri vzorkach jablkovice.
Med’ sa v oboch pripadoch prejavila ako velmi ucinny
diskriminujtci marker. Vzhl'adom na maly pocet vzoriek
v ostatnych druhoch ovocnych destilatov diskrimina¢ni
analyzu nebolo mozné uskuto¢nit’.

ZAVER

Na zaklade multivariacnej analyzy obsahu mineralnych
prvkov v ovocnych destilatoch sa potvrdilo, ze Ca, Cu, K,
Na, Mg a Zn su pomerne u¢inné diskriminujuce markery
diferencujuce vzorky podla geografického povodu ako sa
to uvdadza v odbornych publikidcidch. V pripade
slovenskych destilatov sa dosiahla efektnd klasifikacia
destilatov, ktord v ramci validacie modelu v predikcnej
procedure dosiahla 80%. V d’alSej faze rieSenia tejto
problematiky bude potrebné rozsirit' referenéné data
destilatov aj o d’alSie druhy s jasne definovanym povodom.
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Tabul’ka 3 Porovnanie koncentracie prvkov v ovocnych lichovinach z palenic zapadoslovenského (ZS),
stredoslovenského (SS) a vychodoslovenského kraja (VS)

Druh Ca[mg.l"] [Cu[mg.l™] [K[mg.I"] Mg [mg.l"] [Na[mg.l"] [Zn[mg.I"]
liehovin Kraj | n* X8 Xy Xtsy XEsy Xtsy XEsy
y min-max. min-max min-max min-max min-max min-max
7S 7 11,5+3,21 11,1+7,98 5,36+9,0 7,09+0,97 3,65+2,01 3,82+1,07
blkovi 7,59-17,1 1,48-21,1 0,94-26,1 5,71-8,28 1,49-7,03 2,97-5,74
Jablkovica o™ 7 15,3 0,18 3,04 10,8 1,73 1,94
VS 6 10,54+2,29 7,88+3,27 1,51+0,57 3,64+3,03 6,36+7,89 4,99+3,95
7,17-13,0 3,26-12,7 0,84-2,26 0,1-7,14 0,1-19,1 1,27-11,8
75 5 12,54+4,97 12,4+7,65 5,71+£9,17 9,16+5,38 6,41+7,18 3,14+0,43
Hrukovica 7,92-18,8 6,2-25,7 1,31-22,1 5,06-17,5 2,1-19,1 2,72-3,78
SS 1 8,28 0,87 1,62 5,58 2,34 2,58
VS 1 8,12 7,34 2,67 6 3,21 1,81
75 9 14,6+6,05 10,9+11,7 15,9+39,0 9,38+4,06 9,57+11,7 3,13+1,25
. 7,14-25,6 0,20-25,5 2,16-120 5,19-15,7 2,61-38 1,28-4,76
Marhulovica  I'gq 1 17,9 3,86 3,27 6,4 6,31 4,89
VS 4 11,8+1,56 24,2+20,9 0,87+0,16 0,10 0,31+0,37 7,36+5,03
10,1-13,2 0,1-37,2 0,77-1,05 0,10-0,10 0,10-0,74 1,9-11,8
7S 2 11,2+0,90 9,33+1,68 421+1,85 9,77+0,63 7,55+1,21 3,75+0,35
10,3-12,1 7,65-11,0 2,36-6,05 9,14-10,4 6,34-8,76 3,4-4,1
Vinovica sS 2 8,18+1,18 0,48+0,1 3,12+0,05 4,67+0,46 3,41+0,28 3,54+0,20
7,0-9,35 0,39-0,56 3,07-3,17 4,21-5,11 3,13-3,68 3,34-3,73
VS 3 7,76+3,40 12,9+10,8 63,4+56,8 7,71+£6,98 5,78+2,31 3,40+1,64
3,93-10,4 5,41-25,3 3,13-116 0,10-13,8 3,66-8,25 2,15-5,26
75 | 15| 1265506 | 102571 | 4444888 | 6,73%4,15 | 706115 | 3,11=101
5,34-21,8 0,10-69,6 0,37-36,4 0,10-13,0 0,10-37,5 1,61-5,06
Slivovica sS 10 8,32+2,22 7,16+4,71 1,56+0,35 5,39+1,24 3,94+2,63 3,37+0,96
5,78-12,9 0,36-14,1 1,03-2,06 4,08-8,03 0,87-9,47 1,84-4,58
Vs | g | 133468 | 0033844 | 155:128 | 147274 0,712 | 536439
9,10-18,3 0,31-18,6 0,62-3,44 0,10-5,57 0,10-2,50 2,45-11,9
- 25 | 5 | 164598 | 024:0,12 | 2965034 | 8795402 | 2195149 | 1,80:0,39
Visiovica 6,69-26,2 0,12-0,35 2,62-3,29 4,77-12,8 7,06-36,9 1,40-2,19
VS 1 11,2 32,4 1,43 0,10 0,10 0,10
*n — pocet vzoriek
3
2t zs
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Obriazok 1 Geografické porovnanie slovenskych slivovic podl’a koncentracie makroelementov metédou
hlavnych komponentov (Kraje: ZS- zapadoslovensky, SS- stredoslovensky a VS- vychodoslovensky)
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Obrazok 2 Geografické porovnanie slovenskych slivovic podl'a koncentracie makroelementov metédou
kanonickej diskrimina¢nej analyzy (Kraje: ZS- zapadoslovensky, SS- stredoslovensky a VS-
vychodoslovensky)
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ENTEROCOCCI AND THEIR ABILITY LIVE OUT ACTIVITY OF SANITATION

DETERGENTS

Monika Lavova, Viera Duckova, Margita Canigovd, Miroslav Krocko

ABSTRACT

We evaluated the effect of temperature decrease of sanitation solutions (35 °C) in condition of organic load (1%
reconstituted powdered milk) and varying hardness of the water used for solution preparation (0 °, 15 °, 30 ° and 45 °) on
the ability to randomly selected strains of enterococci survive exposure to acidic and alkaline sanitation solution (0.5%
concentration, contact time 15 minutes) in model experiments. Increasing water hardness also increases the number
surviving enterococci. Presence of organic loads and lower temperatures decreased the sanitation effect of the test solutions.
The tested strains showed different tolerances to applied sanitation solutions. We found a weaker powerful of acid

sanitation solution on base phosphoric acid after its application.

Keywords: Enterococcus, contamination, resistance, sanitation detergent, primary production of milk

UVOD

Z1¢ hygienické podmienky praxe pri vyrobe mlicka mézu
mat’ za nasledok nebezpeéné vyrobky. Pritomnost
mikroorganizmov, ako st pévodcovia zoon6z v mlieku, by
mohla predstavovat riziko pre verejné zdravie
(Vilar et al., 2011). Mnohokrat bolo zistené, Ze mlieko je
zdrojom chorob, ktoré st prenasané potravinami, hoci bolo
pasterizované (Gran et al., 2002).

Vzhl'adom na svoje zlozenie a vlastnosti je mlieko
idedlnym substratom pre Siroké spektrum
mikroorganizmov. Sekundarna kontaminacia mlieka, ktora
nastava po jeho vydojeni z vemena, moze mat rdzne
zdroje - fekalie, podstielku, krmivo, prach, ale aj
nedostatoéne sanitované stroje a zariadenia, S ktorymi
mlieko prichadza do kontaktu (Lakti¢ova et al., 2006),
voda, ruky aodev dojicov (Fabianova et al., 2010).
Pouzitie G¢innych Cistiacich a dezinfekénych prostriedkov
vo¢i  mikroorganizmom minimalizuje  kontaminaciu
produktu,  zvySuje  trvanlivost  aznizuje  riziko
alimentarnych ochoreni (Wirtanen a Salo, 2003).
Efektivna sanitacia sa skladd zo sérii oplachovani,
umyvani, aplikdcie sanitaénych prostriedkov s ucinnou
koncentraciou pri vhodnych teplotach a zaverecnej fazy
susenia (Wirtanen et al., 2002).

Utinnost’ saniticie v mliekarenskom podniku méze byt
negativne ovplyvnend okrem iného aj pritomnostou
enterokokov, kedze jednou zich charakteristickych
schopnosti je ich schopnost’ tvorit’” biofilm (Tendolkar
et al., 2004). Enterokoky su ¢ast dominantnej mikroflory
niektorych mlie¢nych produktov (Mannu et al., 2003).
Svojou proteolytickou, peptidolytickou, lipolytickou,
esterazovou,  okyslujucou  aktivitou  a citratovym
a pyruvatovym metabolizmom sa podielaji na tvorbe
charakteristickych chutovych zloziek tychto potravin
(Foulquié Moreno et al., 2006). S to mikroorganizmy,
ktoré prirodzene kontaminuji mlieko po jeho schladeni
a dokazu prezit' aj zahrev (Giraffa, 2003). Pouzivaju sa
ako indikatory fekalnej kontaminacie (Jurkovié
et al., 2007) a ako indikatory hygieny vyrobnych liniek
mlieCnych vyrobkov, pretoze dokdzu prezit' nepriaznivé
podmienky prostredia (O’Briena et al., 2004). Do
surového mlieka sa moézu dostat’ z viacerych zdrojov

primarnej alebo sekundarnej kontaminacie. Pravidelne sa
nachadzaji v dojacich strojoch alebo na inom naradi a
zariadeni (Fabianova et al.,, 2010). Enterokoky su
povazované za zavazné nozokomidlne patogény
sposobujuce  bakterémiu,  endokarditidy, infekcie
mocovych ciest (Hadji-Sfaxi et al., 2011), krvného obehu,
brucha, ZI¢ovych ciest a popalenin (Domig et al., 2003) a
maju schopnost produkovat’ biogénne aminy (Foulquié
Moreno et al., 2006). To kladie vysoké naroky na proces
sanitacie technologickych zariadeni ako v prvovyrobe, tak
aj pri jeho mliekarenskom oSetreni a spracovani
(Krebs-Artimova et al., 2010).

Cielom prace bolo v modelovych pokusoch otestovat
udinnost’ alkalického a kyslého sanitaéného prostriedku
bezne pouzivanych v prvovyrobe za roznych podmienok
na prezivanie ndhodne vybranych kmenov enterokokov.
Tieto boli izolované z oplachovych v6d po sanitécii
dojacich zariadeni vo vybranych pol'nohospodarskych
podnikoch. Sledoval sa vplyv rdznej tvrdosti vody pri
znizenej teplote sanitaénych roztokov a Vv pritomnosti
organickej zataze na uvedent skupinu mikroorganizmov

MATERIAL A METODY

Priprava bakterialnej suspenzie

Pre modelové pokusy sa pouzilo 8 ndhodne vybranych
identifikovanych kmenov enterokokov, ktoré sa izolovali
z posledného oplachu dojaciecho okruhu po sanitacii v
dvoch  vybranych  polnohospodarskych  podnikoch.
Z 24 hodinovych bakteridlnych kultir vyrastenych na
glukézo-tryptonovom agare (HiMedia Laboratories, India)
pri

37 1 °C sa vo fyziologickom roztoku pripravila suspenzia
zodpovedajuca 0,5° McFarlandovej zakalovej stupnice.
Intenzita zakalu sa hodnotila pristrojom Densi-la-meter.
Mikrobialna suspenzia sa ndsledne zriedila a ziskala sa
pracovna suspenzia baktérii obsahujica radovo 10°
KTJ.ml™, ktora sa pouzila pre modelové pokusy. Presny
pocet enterokokov sa stanovil zried'ovacou kultiva¢nou
metddou na zl¢-eskulin  azidovom agare (Biokar
Diagnostic, Franctizsko) pri 37 +1 °C po 24 hodinach
(BioMérieux, Francuzsko).
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Priprava sanitacnych roztokov

Sanitacné roztoky sa  pripravovali  rozpustenim
prostriedkov v destilovanej vode (tvrdost vody 0°)
a v destilovanej vode, do ktorej sa pridalo 15 mg, 30 mg
a 45 mg CaCO;3; na 100 ml vody (tvrdost’ vody 15°, 30° a
45°). Testovali sa sanitatné roztoky s koncentraciou
0,75 % pri teplote 35 °C a dobou pdésobenia 15 mintt.

Testovanie ucinnosti roztokov

K Cerstvo pripravenym a vytemperovanym sanitaénym
roztokom pripravenym zvody Srbéznou tvrdostou a
s organickou zatazou (1 % obnoveného suSeného mlieka)
sa pridala pripravenid pracovna suspenzia enterokokov.
Po premiesani sa nechali skimavky vo vodnom kupeli pri
prislusnej teplote stanovenu dobu 15 minut, nasledne sa
vyockovali na Petriho misky a zaliali zl¢-eskulin azidovym
agarom (Biokar Diagnostic, Francuzsko). Kultivacia
prebiehala pri 37 £1 °C po dobu 24 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sucastou alkalického sanitacného prostriedku bol
chlérnan sodny. Mechanizmus antimikrobidlneho ucinku
organickych i anorganickych zli€enin s aktivnym chlérom
je zalozeny na chemickej reakcii s biomolekulami, a to na
chloracii peptidickej vizby bielkovin alebo na oxidacii
enzymov. Ucinok na bunkové a nebunkové
mikroorganizmy je nezvratny, na tieto pripravky nevznika
rezistencia ak usmrteniu mikroorganizmov dochadza
Vv priebehu niekol’kych mintt. Tym mozno vysvetlit' vyssSiu
ucinnost’ alkalického sanita¢ného prostriedku v porovnani
S kyslym prostriedkom, ktory bol na baze kyseliny
fosfore¢nej, ktora spdsobuje deStrukciu biomolekul
v désledku vysokej koncentracie H' iénov (Volna, 1999).

Percentd  enterokokov  prezivajicich  pdsobenie
alkalického sanita¢ného roztoku st uvedené v tabulke 1
a kyslého sanita¢ného roztoku v tabulke 2. Z tabuliek
vyplyva, Ze jednotlivé kmene enterokokov prejavili roznu
toleranciu k sanitaénym roztokom. Prezivanie enterokokov
podporila rastica tvrdost vody. Nedodrzanie niektorého
z faktorov sanitacie podporuje vo vSeobecnosti prezivanie
mikroorganizmov. K tymto faktorom mozno zaradit
nedodrZanie odporacanej teploty sanitatného roztoku. Salo
et al. (2006) uvadzaji, ze zhorSenie urovne Cistenia
v mliekarniach stvisi zvédc¢sa s poklesom teploty Cistiacej
vody pod 50 °C apodobne aj Feldmann et al. (2006)
zaznamenali, Ze pokles teploty oplachovej vody pod 42 °C
viedol k zvySeniu kontaminacie  dojaciecho  zariadenia
koliformnymi baktériami arodom Pseudomonas spp.
Okrem spominaného nedodrzania teploty sanitacného
roztoku, d’al$imi rizikovymi faktormi, ako to vidiet
i znaSich vysledkov, je pritomnost’ organickej zataze
V sanitovanom prostredi a pouZzivanie tvrdej vody na
pripravu sanita¢nych roztokov. Fabianova et al. (2011)
testovali uCinnost’ vybranych kmenov enterokokov voci
sanitatnym roztokom. Zistili, Ze roztoky boli u€inné aj pri
40 °C a30 °C avprostredi organickej a anorganickej
zataze. Vynimku vSak predstavoval kmen Enterococcus
faecalis 53, ktory prezil podmienky sanitacie. Canigova et
al. (2004) vo svojom vyskume zistili, Ze znizovanie teploty
sanitanych roztokov na 40 °C vedie Kk znizovaniu
mikrobidlneho u¢inku kyslych prostiedkov. Uginok
kyslych a zésaditych roztokov sa pri tejto teplote znizuje
so zvySujucou sa koncentraciou organickej zataze.

Tab. 1 Pocet enterokokov, ktoré prezivali posobenie
alkalického  sanita¢ného roztoku (koncentracia
0,75 %, doba posobenia 15 minit, teplota 35 °C),
V pritomnosti organickej zataze (1 % mlieka) a roznej
tvrdosti vody, vyjadreny v %

Kmene Tvrdost’ vody / PreZivanie
enterokokov mikroorganizmov [%]

0° 15° 30° 45°
Enterococcus 62,22 80,89 100 100
faecalis A
Enterococcus 1,78 14,54 22,00 100
faecalis B
Enterococcus 1,00 7,023 18,53 35,00
mundii
Enterococcus 3,52 28,31 28,70 37,01
faecium A
Enterococcus 7,71 20,86 37,43 40,29
faecium B
Enterococcus 0 0 0 0
faecalis C
Enterococcus 66,35 100 100 100
faecalis D
Enterococcus 22,85 23,49 44,61 52,37
faecalis E

Tab. 2 Pocet enterokokov, ktoré prezivali posobenie
kyslého sanitacného roztoku (koncentracia 0,75 %,
doba poOsobenia 15 minat, teplota 35 °C),
Vv pritomnosti organickej zataze (1 % mlieka) a roznej
tvrdosti vody, vyjadreny v %

Kmene Tvrdost’ vody / Prezivanie
enterokokov mikroorganizmov [%0]
0° 15° 30° 45°

Enterococcus 97,78 100 100 100
faecalis A

Enterococcus 1,35 46,60 | 68,00 | 88,00
faecalis B

Enterococcus 26,18 | 30,88 | 31,47 | 46,77
mundii

Enterococcus 28,31 | 98,74 | 80,52 | 80,52
faecium A

Enterococcus 42,29 | 44,29 | 52,29 | 75,14
faecium B

Enterococcus 3,22 52,36 53,64 100
faecalis C

Enterococcus 100 100 100 100
faecalis D

Enterococcus 35,78 64,64 64,66 75,43
faecalis E

Vplyv tychto faktorov na t€innost 6 rdznych
dezinfekénych prostriedkov potvrdili v ramci

laboratornych pokusov aj Wirtanen et al. (1997). Vyssia
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koncentrécia organickej zat'aze redukovala u¢inok vacsiny
testovanych dezinfekénych prostriedkov, ale v réznom
stupni. Medzi testovanymi mikroorganizmami bol
i Enterococcus  faecium,  ktory  bol  zdanych
mikroorganizmov najcitlivej$i. Naopak relativne nizky
vplyv organického materidlu na aktivitu dezinfekéného
prostriedku Umonium 38 na testované baktérie (vratane
Enterococcus hirae) uvadzaja Raffo et al. (2007).

ZAVER

Na zaklade vysledkov modelovych pokusov mézeme
konstatovat’, ze ucinnost’ kyslého sanitacného roztoku na
baze kyseliny fosforecnej bola v porovnani s alkalickym
sanitatnym roztokom na baze chloru nizsia. Tiez mozno
konstatovat’, ze nedodrZanie odporticanej teploty roztokov
pri sanitacii, pritomnost’ organickej zataze a rovnako aj
tvrdost’ pouzivanej vody su faktory, ktoré znizuju G¢innost’
sanitaénych roztokov aumoznuji v roznej intenzite
prezivanie enterokokov.
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MONITORING OF GENETIC DIVERSITY IN FARMED DEER POPULATIONS

USING MICROSATELLITE MARKERS

Lenka Mar§dlkova, Cubomir Belej, Pavol Bajzik, Jaroslav Pokoradi

ABSTRACT

Deer (Cervidaei) belong to the most important species used as farmed animals. We focused on assesing the genetic diversity
among five deer populations. Analysis has been performed on a total of 183 animals originating from Czech Republic,
Hungary, New Zealand, Poland and Slovak Republic. Genetic variability were investigated using 8 microsatellite markers
used in deer. Statistical data of all populations we obtained on the basis of Nei statistics, using by POWERMARKER 3.23
programme. Graphical view of relationships among populations and individuals in the populations was obtained using the
Dendroscope software. Molecular genetic data combinated with evaluation in statistical programmes could lead to

a complex view of populations and diffrences among them.

Keywords: genetic variability, microsatellite markers, Red deer

UVOD

Jelenia zver (Cervidae) je v stcasnej dobe jednym zo
zaujimavych zivoéiSnych druhov chovanych na farmach,
ale vyuzivana aj ako divo- Zzijuca lovna zver. Strata
genetickej diverzity bola pozorovana u vsetkych druhov,
ktoré sa vyuzivaju ako farmové zvierata. Od 80-tych rokov
sa Vyuzivaju genetické markery zalozené na variabilite
DNA, ¢o umoziuje identifikaciu populacii ale taktiez
jedincov medzi sebou (Poetsch et al., 2001). Pouzitie
mikrosatelitnych markerov na vyhodnocovanie genetickej
diverzity a pribuznosti medzi jednotlivymi populaciami je
zdokumentované v mnohych §tadiach (Xu Yan-chun et al.
2001). Praca vychadzajuca z mikrosatelitnych markerov
hodnotiaca premiesanie populacie jelefiov a nerovnovahu
Vv sledovanej skupine bola popisana v praci Slate et al.
(2007). Biodiverzitu Francuzskej populacie popisali
Frantz et al. (2008). Nizka genetickd diverzita moéze
vznikat' ako nasledok rapidnej redukcie zvierat, ako aj
introdukcie skupiny zvierat do novej lokality. Znizena
diverzita sa prejavuje hlavne redukciou poctu alel
a zniZzenou hodnotou heterozygozity (Webley et al., 2007).
Stcasny vyvoj molekularnej biologie a Statistiky umoznuje
identifikaciu a vyuzitie genomickej variacie. Rozne
Statistické programy vyuzivajice genetické udaje boli
vyvinuté na hodnotenie pribuznosti medzi populaciami.
Cielom tejto prace bolo vyhodnotit' geneticku variabilitu
medzi piatimi, rézne velkymi, populdciami farmovych
jelenov.

MATERIAL A METODY

DNA bola izolovana z chlpovych cibuliek z celkového
poétu 183 farmovych jelefiov pochadzajucich z Ceskej
Republiky (50), Madarska (30), Nového Zélandu (45),
Pol'ska (45) a Slovenskej Republiky (13). Ako zdroj DNA
sme pouzivali bunkovy lyzat. V modifikovanom PCR
multiplexe podl'a Ernsta (2008) bolo pouzitych 8
mikrosatelitnych markerov. Mastermix obsahoval 1 pl
lyzatu; 1,2x Go Taq® Hot Pufor (Promega, Medison
USA); 0,34 mM dNTP (Applied Biosystems); 1,8 mM
MgCl, (Promega, Medison USA); 0.5 U GoTaq® Hot
Start Polymeraza (Promega, Medison USA); 3%
DMSO, rozne koncentracie primerov (80 - 400 nM) a

redestilovani vodu doplneni do objemu 10 pl. PCR
reakcia prebiehala na pristroji PTC-150 Minicycler™
v krokoch: predinkubacia pri 95°C, 5 min.; 30 cyklov
pozostavajtcich z denaturacie (95°C, 30 s.), aneling (59°C,
90 s.) a extenzie (72°C, 90 s.), zavereCna extenzia pri
72°C, 1 min. achladenie na 15°C (1s.). Fragmenty¢na
analyza PCR produktov prebiehala pomocou pristroja ABI
Prism® 310 Genetic Analyzer (AppliedBiosystems)
a genotypy jedincov boli vyhodnotené softvérom
Genemapper.  Genetickd  diverzita populacii bola
vyhodnotena pomocou Nei (1983) Statistiky v programe
POWERMARKER 3.23 (Liu and Muse, 2005) - pocet
alel (NA), pocet genotypov, pozorovana (Ho) a o¢akavana
heterozygozita (He) a Hardy-Weibergova rovnovaha
(HWE). Dendrogramy boli zostrojené pomocou softvéru
Dendroscope (Huson et al, 2007).

Tabul’ka 1 Zoznam primerov , farbicka pouzivana pri
fragmentacnej analyze, sekvencia primerov

BM888 VIC — ACTAGGAGGCCATATAGGAGGC!//
AGCTCAAAACGAGGGACAGGG
(Talbot et al., 1996)

6FAM - AAGTTAATTTTCTGGCTGGAAA
ACCCCAG//ACCTGACCCTTACTCTCTTC
ACTC (Buchanan et al., 1994)

OarFCB5

RM188 VIC — GCACTATTGGGCTGGTGATT//
GGTTCACAAAGAGCTGGAC

(Barendse et al., 1994)

RT1 VIC-CATATGGCTAACTACCTAGCTTG
CC/IGAGTCCCAAAGATTTCAGCCCTAC
(Wilson et al., 1997)

RT13 NED — GCCCAGTGTTAGGAAAGAAGA/I
CATCCCAGAACAGGAGTGAG

(Wilson,et al., 1997)

T26 6FAM — TGCCATAGTTTTTCCTACCTTC//
GAAGTTCCAATAGACACGCTC
(Jones et al., 2002)

T156 6FAM — ATGAATACCCAGTCTTGTCTG//
TCTTCCTGACCTGTGTCTTG

(Jones et al., 2002)

T501 PET - CTCCTCATTATTACCCTGTGA

ACATGCTTTGACCAAGACCC

(Jones et al., 2002)
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V naSej praci sme hodnotili genetickll variabilitu medzi
populaciami farmovych jeleiov pochadzajucich z piatich
krajin. Celkovo sme pozorovali 140 alel v 8
mikrosatelitnych lokusoch. Pocet alel na lokus sa
nachadzal v rozmedzi od 12 (RM188, T501) do 27 (RT13)
s priemernym poctom 17,5. Mozeme konstatovat’ Zze
zvolené mikrosatelitné markery st polymorfnejsie ako
markery publikované v praci Zidek et al. (2011) s
priemernym poctom alel 11,5. He na lokus u vsetkych
populécii sa nachadzal v rozmedzi 0,714 (RT1) a 0,912
(RT13), v priemere 0,846 (Tab. 2.). Hodnota Ho na lokus
sa nachadzala v rozmedzi 0,628 (RT13) a 0,857
(OarFCBS). Tieto hodnoty su porovnatelné s najnizSou a
najvyssou hodnotou Ho uvedenymi v praci Zidek et al.
(2007). Priemerna hodnota Ho je 0,743 a je porovnatel'né s
priemernou hodnotou Ho na lokus v praci Perez-Espona
et al. (2008). Ked'ze je hodnota Ho v lokuse RT13 mala v
pomere k poctu genotypov, mdzeme uvazovat, Ze tu
dochadza k urcitej fixacii alel.

Obrazok 1 Matica genetickych vzdialenosti je vyratana
na zaklade pozorovanej alelovej frekvencie jedincov. SK
(tyrkysova), HU (modrd), CR (zelend), NZ (zlta), PL
(Cervend).

Obrazok 1 je detailnejSim zobrazenim populacii
a predstavuje vzajomné premieSanie populacii. Kazda
vetva na grafe predstavuje jedinca. Dendrogram je
rozdeleny do Styroch hlavnych vetiev. Ceska populacia
(zelend) sa nachadza na samostatnej vetve a je najmenej
premiesana. madarskd populacia (modrd) sa nachadza
taktieZ na samostatnej vetve blizko ¢eskej populacie.

Jedinci pol'skej populacie su rozdeleny do viacerych
vetiev a nachadzaji sa prevazne na jednej hlavnej vetve
spolu so slovenskou (tyrkysovd) a novozélandskou (ZItd)
populaciou. Stvrti vetvu tvori mala skupina pol'skych
jedincov. Vsetky populédcie vytvaraji samostatné zhluky
jedincov az na pol'sku populaciu.

Tabulka 2 P<0,001 vo vsetkych lokusoch

Marker pocet pocet He Ho
genotypov alel
OarFCB5 51 13 0.881 | 0.857
T156 59 20 0.879 | 0.771
BM888 68 24 0.881 | 0.836
RT1 37 17 0.714 | 0.644
RT13 75 27 0.912 | 0.628
T501 42 12 0.822 | 0.732
T26 46 15 0.865 | 0.711
RM188 38 12 0.815 | 0.771
Mean 52 17.5 0.846 | 0.743
sk
Nz
PL
HU

CR

Obrazok 2 Genetické vzdialenosti medzi populaciami
boli vypocitané z priemernej frekvencie alel u vSetkych
jedincov v populacii.

Obrazok 2 je grafickym zobrazenim genetickych
vzdialenosti medzi vSetkymi piatimi populaciami.
Slovenska a Novozélandskd populdcia maji navzijom
mensiu geneticki vzdialenost’ a vytvaraji prva skupinu.
K nim najvzdialenejia je populacia Z Ciech, ku ktorej je
priradena Madarska populacia. Medzi tymito dvomi
skupinami sa nachadza Polskd populacia, ktora ma
priblizne rovnaka geneticku vzdialenost’ od oboch skupin.

ZAVER

Genetickd variabilita bola vyhodnotend u piatich
populacii  farmovych jelefiov  pochadzajicich zo
Slovenska, Mad’arska, Ceskej Republiky, Nového Zélandu
a Pol'ska. M6Zeme skonstatovat, ze vybrané mikrosatelity
su dostatocne polymorfné a vhodné na analyzy tohto

ro¢nik 5

4/2011



potravinarstvo

druhu. Geneticka diverzitu a premieSanie jedincov sme
vizualizovali pomocou dendrogramov na ktorych mézeme
vidiet, ze jedinci z danych populacii maju tendenciu
vytvarat samostatné zhluky. Vysledky poukazuji na
genetickil  ustalenost’ jednotlivych skupin zvierat. Na
zaklade vysledkov mozeme taktiez konStatovat, ze
jednotlivé  populdcie maji  dostatoéné  genetické
vzdialenosti.  Molekularno-genetické tudaje a ich
vyhodnotenie pomocou Statistickych programov nam
umoziuju komplexny pohl'ad na populécie.
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SEED OIL RESPONSE SURFACE METHODOLOGY FOR OPTIMIZATION OF
THE EXTRACTION OF FLAX (LINUM USITATISSIMUM) SEED OIL

Miroslav Ondrejovi¢é, Daniela Chmelova, Tibor Maliar

ABSTRACT

Flax seed is an important source of ®-3 polyunsaturated fatty acids essential for human physiology. The aim of this paper is
to investigate the effects of major parameters of the lipid extraction from flax seed, in relation to the recovery of oil as well
as the oil quality properties. The independent variables of extraction were proposed as: organic solvents, temperature,
extraction time and solid—liquid ratio. The following quantitative and qualitative parameters were chosen as dependent
variables: yield of the lipid fraction, acid value of oil and the absorbance at 490 nm. After calculating the optimal values of
the extraction, the validation analysis was carried out and it was found out that the predicted and experimentally verified

dependent variables were in agreement with the optimal extraction parameters.

Keywords: food extraction, flax seed, optimization

INTRODUCTION

Omega-3 polyunsaturated acids (O3PUFA) are essential
for many metabolic processes in human physiology.
Human body is not able to synthesize O3PUFA within the
own metabolic pathways, therefore it is necessary to
consume it in food (Gorjao et al., 2009). The influence of
O3PUFA may be categorised into several effects. They
have a positive effect to visual, mental and psychomotoric
function of human body. They both improve rheology
blood properties and decrease systolic pressure. The food
additive with O3PUFA, applied in the early postnatal
phases is the prevention of the hypertension. Moreover,
these components effect as antiarhythmic, antithrombotic,
antiinflammative agents and decelerate creation of the
atherosclerotic plagues (Vyhnankova, 2007; Teitelbaum,
Walker, 2001; Turnbull, Cullen-Drill, Smaldone, 2008;
Jordan, 2010).

Although the most known sources of the O3PUFA are
marine fish (Gorjao et al., 2009), it is possible to find
these lipids in plenty marine plants (Phaeodactylum sp.
and Monodus sp.) and earth plants as rapeseed, walnut,
hazelnut and almond (Dyerberg, Bang, Aagaard, 1980;
Gecgel et al., 2011; Marangoni et al., 2007; Bell et al.,
2003). From earth plants, the flax seed (Linum
usitatissimum) has been found out as an important and rich
source of the O3PUFA.

The aim of this paper is to determine optimal conditions
for the extraction of lipid portion from the flax seed in
relation to oil yield and quality. Oil quality parameters
were proposed as follows: acid value and presence of the
coloured accompanied lipid components (carotenoids,
phospholipids etc.). In the literature, there are several
scientific papers dedicated to this phase of the edible oil
manufacturing (Rosenthal, Pyle, Niranjan, 1996; Gaur
et al., 2007; Tigrine-Kordjani, Meklati, Chemat, 2006;
Ayala, Luque de Castro, 2001) with application of the
various physical, chemical techniques and enzyme
processing. But the process of the flax seed oil has not
been sufficiently published. Extraction solvent choice,
temperature, extraction time, solid-liquid ratio (ratio
between extracted material and extraction solvent volume)
were proposed as independent variables. Yield of the lipid
portion, acid value and optical density of the crude oil at

490 nm as a parameter of the quantification of the colour
undesired components were dependent variables.

MATERIAL AND METHODOLOGY
Material

Flax seeds (Linum usitatissimum) of the food quality
were purchased from Ekvia, Ltd. (Czech Republic,
harvested in year 2009). Primarily, before experiments was
an aliquot amount of the tested material cut at particle size
<0.5cm.

Extraction procedure

Varied conditions in logical relation to oil yield were as
follows:  solvent, solid — liquid ratio, temperature,
extraction and time. Selection of the suitable solvent
(hexane and petroleum ether) and solid — liquid ratio (20,
100 and 500 g of flax seed /L of extraction solvent) were
evaluated during 24 hours under room temperature. The
temperature influence at extraction process was evaluated
at 20, 40 a 60 °C during 300 minutes at solid-liquid ratio
100 g/L (w/v). The obtained lipid portion (crude flax seed
oil) was subjected to determination of the acid value.

Extraction experiment design

Three factors five level experiment was carried out with
tested independent variables- temperature (17, 22, 30, 38
and 43 °C), extraction time (33, 100, 200, 300 and 367
minutes) solid-liquid ratio (11; 50; 107.5; 165 and
203.7 g/L). Real variables values were transformed into
non-dimensional coded values (Table 1).

Table 1 Designed experiments conditions for selected
parameters

Coded expression
Parameter -1.682 -1 0 1 1682

Temperature [°C] 17 22 30 38 43
Extraction time

. 33 100 200 300 367
[min.]
Solid —liquid ratio ;55 1975 165 203.7
[o/L]
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Table 2 Independent variables in original and coded form and experimental results for response variables oil yield
[g 0il/100 g seeds], acid value [mg KOH/g oil] and optical density at 490 nm (OD 490)

Experiment  Extraction  Temperature  Solid — liquid  Qil Yield Acid value OD 490
No.: time (X1) (X2) ratio (X3) (Y1) (Y2) (Y3)
1 300 (1) 38 (1) 50 (-1) 27.45 3.24 0.874
2 100 (-1) 38 (1) 165 (1) 15.03 5.91 0.603
3 300 (1) 22 (-1) 165 (1) 13.75 4.69 0.615
4 100 (-1) 22 (-1) 50 (-1) 18.03 5.62 0.512
5 200 (0) 30 (0) 107.5 (0) 20.83 4.71 0.685
6 300 (1) 22 (-1) 50 (-1) 26.32 3.31 0.713
7 300 (1) 38 (1) 165 (1) 15.42 4.52 0.641
8 200 (0) 30 (0) 107.5 (0) 22.62 3.72 0.718
9 100 (-1) 22 (-1) 165 (1) 14.67 5.02 0.762
10 100 (-1) 38 (1) 50 (-1) 24.51 3.68 0.719
11 200 (0) 30 (0) 204 (1.682) 11.62 4.36 0.693
12 200 (0) 16.6 (-1.682) 107.5 (0) 14.12 4.01 0.679
13 200 (0) 43.4 (1.682) 107.5 (0) 18.31 3.42 0.814
14 200 (0) 30 (0) 107.5 (0) 19.95 3.68 0.705
15 200 (0) 30 (0) 11 (-1.682) 25.61 3.15 0.713
16 33 (-1.682) 30 (0) 107.5 (0) 17.03 4.01 0.531
17 367 (1.682) 30 (0) 107.5 (0) 20.06 4.62 0.673

Measured dependent variables were flax seed oil yield,
acid value, expressed as amount of mg KOH per gram of
oil and optical density of oil at 490 nm. Experimental data
were fit by the polynomial regression of the second order
(Equation 1), and regression coefficients bi were
calculated:

K K k-1
Y =by + D b X+ D b XA+ DD b XX
i=1 i=1 i=1 j=2
i<j (l)

where Xi are independent variables responsible for
response Y and bi are regression coefficients, describing
relations of the measured properties to coded levels of the
selected parameters. For computer and statistical
processing, software Statgraphics Plus 5.1 was applied. All
experiments were carried out as four parallel attempts.

Acid value determination

Acid value were determined in according N.G.D. C10-
1976 method (Equation 2), based upon the titration of the
ethanol solution of the oil sample by the 0.1 M solution of
sodium hydroxide on the phenolphthalein as indicator
(NGD C10- 1976).

Acid value = (A*N *56.1)/W  (2)

where A is volume (in mL) of 0.1 M KOH consumed for
sample, N is normality of KOH and W is weight in grams
of the sample.

Oil yield determination

Efficiency of extraction of the flax seed oil by organic
solvent was to evaluate in relation to seeds amount and
expressed in % in according with Equation 3.

Yield [g 0il/100 g flax seed] = (extracted oil [g] *100)/flax
seed amount [g] (3)

Oil colour photometric measurement

All prepared crude oil samples were subjected to
measurement of the optical density at 490 nm (further
OD490nm) aimed to quantify the amount of the
accompanied colour components and thus oil sensorial
quality.

RESULTS
Extraction procedure

In general, it is well known, that oil extraction efficiency
is dependent from four basic parameters: solvent selection,
solid —liquid ratio, temperature and time of the extraction.
All these parameters were put in positive optimization
aimed to maximal oil yield under relevant oil quality.

As afirst was processed and tested selection of the
extraction solvent (hexane or petroleum ether) and solid —
liquid ratio (20, 100 and 500 g of flax seed to L of
extraction solvent). Achieved results are presented in
Figure 1. As the results show, under applied solid — liquid
ratio 20 and 100 g/L, petroleum ether was more effective
extraction solvent than hexane. Therefore other
experiments were carried out with petroleum ether as
extraction solvent. The optimal value of this parameter can
be around 20 g/L.

The influence of the temperature and time of the
extraction on the flax seeds oil were evaluated by the
kinetic measurement of the extraction process under three
different temperatures (20, 40 a 60 °C).

Results are presented in Figure 2. From the results, it is
evident that the highest yields were achieved in extraction
carried out at all temperatures during 300 minutes. During
whole extraction, the oil yields at 60 °C were the highest.
The following experiments were carried out at adapted
parameters: temperature 17 - 43 °C and extraction time 33
to 367 minutes.
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Table 3 Regression coefficients of the model polynomial regression of the second order for dependent variables — oil yield
[g 0il/100g seeds], acid value [mg KOH /g oil] and optical density at 490 nm (OD 490)

Model parameters Qil yield Acid value OD 490

Constant effect -14,0916 9.1999 0,07385
Extraction time (A) 0,07822 -0.01797 0,00225

. Temperature (B) 1,69605 -0,141477 4,081.10-4

Linear effect Solid-liquid ratio (g/L)
©) 0,05003 -0,0206617 0,005842
AxA -5,052.10-5 2,308.10-5 -3,655.10-6

Quadratic effect BxB -0,0209 2,5809.10-4 2.353.10-4
CxC -1,452.10-4 9,3167.10-6 1,436.10-7
AxB -6,313.10-4 1,265.10-4 2,1719.10-5

Interaction effect AxC -2,556.10-4 2,239.10-5 -1,0109.10-5
BxC -1,516.10-3 7,418.10-4 -1,3614.10-4

Reggresion coefficient with statistical significance at p<0,05 are printed as bold
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Figure 1 The efficiency of the oil extraction from flax
seeds by hexane and petroleum ether, expressed as oil
yield [g o0il/100 g seeds] during 24 hours at room
temperature under following solid-liquid ratio — 20, 100
and 500 g/L; = — hexane; m — petroleum ether.
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Figure 2 Kinetic of the flax seed oil extraction by
petroleum ether, solid -liquid ratio 1:10 during 300
minutes at following temperatures: ¢ - 20, A - 40 am —
60 °C.

Flax seed oil extraction assisted by Response Surface
Method (RSM)

Optimal conditions of the extraction were calculated by the
software Statgraphics Plus 5.1., processed by RSM
approach. In Table 2, flax seed oil yield, acid number and
value of OD490nm are presented. Based upon the
regression analysis results, we can state, that compared
dependent variable expressed self-independent relation.

Qil yield
A Il 165
B 17.25
22 18.0
21 18.75
2 0
o 18 2175
17 3438 W 225
16 % 30
100 14 o
0 180 20 260 300 22 Temperature [°C]
Extraction time [min.]
Acid value
B 37
I 385
5 4.0
48 4.15
g 46 4.3
S 44 445
o 4.6
S 4.2 4.75
< 38
32 °° HH 49
38 30
100 140 180 55 2 % Temperature ['C]
300
Extraction time [min.]
0D 490
C Il 063
[ 065
0.69
0.74 0.71
S 0.73
o
< 07
a 0.75
© 066 gg WM OTT
34
0.62 30
100 140 459 26 Temperature [°C]

220 960 300 22
Extraction time [min.]

Figure 3 The relation of the dependent variables from the
extraction time and temperature ratio at constant solid —
liquid ratio 107.5 g/L; A — Yield of the oil [g 0il/100 g
seed]; B — acid value [mg KOH/g oil]; C — optical density
of oil at 490 nm (OD 490).
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Table 4 Optimal extraction parameters for maximizing yield of extracted flax seed oil by petroleum ether and comparison
of the predicted values of the dependent variables and experimentally measured values at these optimal conditions.

Optimal extraction parameters

Extraction time [min.] 365
Temperature [°C] 33,5
Solid — liquid ratio [g/L] 154

Oil yield Acid number OD 490
Predicted values 3231 3.01 0.914
Experimental values 33.14+£0.02 3.07+0.13 0.897 +0.012

Multiple linear regression

For the purpose of the fitting the presented results in
Table 2, polynomial regression of the second order
(Equation 1) with regression coefficient R? = 0.97 for yield
as parameter Y1, R? = 0.94 for OD490nm as parameter Y2
and finally R? = 0.85 for acid number as parameter Y3 was
applied.

Regression coefficient analysis

Regression coefficients of the model for yield, acid value
and OD490nm obtained by multiple polynomial regression
are presented in Table 3. Dependent variable in coded
form (Table 1) allow direct interpretation of the effect
(linear, quadratic and interaction) of the independent
variables to dependent variables and visualization by 3D
surface plots (Figure 3) assisted visualization of the
statistically important factors (marked as bold in the Table
3) obtained from statistical analyse.

Determination and experimental validation of the
optimal conditions

Optimal values of the parameters for extraction of the
flax seed oil by petroleum ether are presented in Table 4.
Values of other dependent variables (acid value and
0DA490) at optimal conditions for flax seed oil extraction
were predicted on the base of created models.
Predicted value for extraction yield of oil, acid value and
OD 490 as dependent parameters were comparable with
experimentally measured value at the level of the statistical
significance at p<0.05. Achieved results confirm the
possibility to predict the course of the extraction flax seeds
oil by petroleum ether by the model under particular
experimental conditions.

DISCUSION

Commercial production of edible oils is based on
mechanical pressing and extraction from oilreach materials
(Pradhan et al., 2010). The yield obtained by mechanical
pressing is usually lower than those extracted by solvents
such as hexane or petroleum ether. The advantage of
solvent extraction is the high yield that can be obtained
economically with this method (>99 wt.%) (Bargale et al.,
1999; Willems, Kuipers, Haan 2008).
Based upon the findings in this work, petroleum ether is
better solvent for flax seed oil extraction (Figure 1). The
maximum oil recovered was 27.5% with petroleum ether
and 20.1% with hexane when the extraction process was
carried out for 24 hours. Similar yields were obtained in
work Gutiérrez et al. (2010).

The yield oil was increased with increasing temperature
up (Figure 2). By increasing the temperature approaching
to the boiling point of the solvent, both the diffusion
coefficient and the solubility of the oil in the solvent are
enhanced, thus improve the extraction rate (Richardson,
Harker, 2002).

The solid to liquid ratio of 20 g/L would be sufficient for
extraction of the maximum amount of oil (Figure 1).
However, when the ratio continued to increase, the yield of
oil was decreased. Therefore, 11; 50; 107.5; 165 and 203.7
(g/L) were selected as the variable levels for the solvent-
liquid ratio. These results were observed other authors
(Pinelo et al., 2005; Zhang et al., 2009).

Flax seed content approximately 31.9 — 37.8 % oil
depending on the material (Carter, 1993). The oil yield
obtained by 365 minutes extraction at 33.5 °C and with
solid — liquid ratio 15.4 g/L, which were computed by
response surface methodology, was about 33.14 %. In the
work Pradhan et al. (2010) the flax seed was extracted
using solvent hexane, supercritical carbon dioxide and
mechanical pressing. They were found that the hexane
extraction gave improved vyield in comparing with
supercritical CO, and screw press (9.02 and 34.3 %,
respectively). In the other studies used supercritical fluid
extraction of flax seed and they observed oil yield within
26.7 — 30.0 (Jiao et al. 2008, Ozkal, 2009).

CONCLUSION

The method of the designed experiment was successfully
applied on optimization of the extraction of the oil from
flax seeds. Model polynomial regression of the second
order gives the successive description of the experiments.
Calculated optimal conditions of the extraction process,
expressed by the yield of the oil were as follows:
temperature 33.5 °C, extraction time 365 minutes and
solid-liquid 15.4 g of flax seed to 1 L of petroleum ether.
Predicted values of dependent variables were comparable
with the experimentally measured values.
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EVALUATION OF THE GROWTH OF SELECTED LACTOBACILLI
IN PSEUDOCEREAL SUBSTRATE

Jana Pelikanova, Denisa Liptakova, Lubomir Valik, Katarina Stancekova

ABSTRACT

The growth dynamics of Lactobacillus spp. in sweet water- and milk-based substrates from cooked buckwheat
and amaranth flour were studied in this work. The numbers of lactobacilli were observed during fermentation in 5% CO,
atmosphere at 37 °C and storage (3 weeks at 6 °C). The earned data and estimated growth parameters showed that certain
strains grew well in the milk-based gruels, even water-based amaranth gruel. This was also the case of the species under
study characterized with the fastest growth. Based on the rates, only the strains of Lactobacillus rhamnosus GG and VT1
were able to grow with the values higher than 0.6 log CFU.mI™.h™ that can be expressed as the times to double (ty)
lower than 0.5 h. This was found in both the amaranth and buckwheat milk-based gruels and water-based amaranth gruels
but fermented only by the probiotic GG strain. The 3-week storage tests aimed on survival of the lactobacilli at 6 °C showed
minimal decrease of the counts in buckwheat gruels with the average rates of -0.084 and -0.004 log CFU.ml.d*
in water- and milk-based gruels, respectively. On the other hand in amaranth gruels, the numbers of lactobacilli slightly
increased with the rate of 0.02 log CFU.mlI™.d™, on average. The results of this pilot study pointed out thatthe selection
of suitablelactic acid bacteria should be performed for optimalfermentation of pseudo-cereal substrates. The numbers
of lactobacilli at the end of fermentation were not or very slightly affected by the type of substrateat 6°Cduring three weeks.

Keywords: probiotic, lactic acid bacteria, pseudocereals

UVOoD

Medzi tradicné fermentované ceredlne pozivatiny
zahfhame obycajne chlieb a kvasené napoje, ako pivo,
saké ainé. Vyvoj potravin podporovany viacerymi
vyskumnymi Stadiami d’alej vychadzal ztohto zakladu,
nakolko ceredlie si 'ahko dostupné, pestuju sa priblizne
na 73 % plochy obrabanej pody. Vyznacuju sa tiez
vysokym obsahom niektorych vitaminov, vlakniny
s prebiotickou funkciou a mineralnych latok. Skutoénost,
ze moOzu obsahovat niektoré antinutricné faktory,
ako kyselinu fytova, niektoré polyfenoly a enzymové
inhibitory, vedie vyskumnikov k snahe obohatit’ tieto
substraty ~ mlickom  aokrem  nutriéného,  zvysit
aj ich fermentaény potencial. Na druhej strane,
so zvySovanim sa incidencie potravinovych alergii
a intolerancii v 'udskej populécii sa vSeobecne vo vyzive
a tiez i pred vyskumnikmi zaoberajicimi sa fermentaciami
potravin objavili d’alSie vhodné substraty, ako napriklad
pseudoceredlie alebo pripadne strukoviny (Kockova
a Valik, 2011; Moroni et al. 2011; Kohajdova et al.,
2011). Napredujuci vyvoj vhodne fermentovanych
vyrobkov vyrobenych na baze tychto substratov, vratane
probiotickych, moZe viest’ nielen k obohateniu stravovania
celiatikov,  potravinovych alergikov  alebo  inak
metabolicky hendikepovanych l'udi, ale aj k vyvazeniu
stravovania zdravych l'udi.

Celiakia patri k jednym z najéastejsie sa vyskytujucich
chronickych ochoreni v zapadnych krajinach. Pred par
desiatkami rokov sa povazovala za relativne zriedkavi
chorobu s vyskytom jedného z 2500 obyvatel'ov (1:2500).
V stcasnosti postihuje svetova populaciu s vyskytom
1:100 az 1:300 (Bai et al., 2007), pricom riziko tohto
ochorenia sa zvySuje tym, ze sa moZze objavit’ kedykol'vek
v priebehu Zivota (Adams, 2007). Celiakia je znama

aj ako glutén senzitivna enteropatia. Toto ochorenie
je  charakterizované  sekundarnou  malabsorpciou,
kedy sa desStruuje Crevny epitel, zmenSuje sa Crevna
resorpéna plocha, a tym dochéadza k malabsorpcii vsetkych
stuCasti potravy (Turcéani a Maasova, 2002). Klinicka
i histologickd naprava stavu pacienta s celiakiou nastava
pri striktnej bezlepkovej diéte (Krajéirova, 2007).

Stucasny trh poskytuje viac moznosti bezlepkového
stravovania ako tomu bolo pred niekol'’kymi rokmi. Je vSak
aj nad’alej nutné, aby sa pozornost potravinarskeho
priemyslu obratila na vyvoj novych funkénych potravin,
ktoré su vhodné pre bezlepkovi diétu. Z nutriéného
hladiska s zaujimavé nahrady redlnych ceredlii — tzv.
pseudoceredliami, ktoré mozu spestrit’ jedalny listok.
V nasej S$tidii sme sa konkrétne zamerali na pohanku
a amarant. Fermentacia tychto pseudoceralii probiotikami
moze priniest’ novy trend vo vyvoji funkénych potravin.
Probiotikda maju vedecky dokazany pozitivny vplyv
na organizmus ¢loveka. St to mono- alebo zmesné kultary
zivych organizmov, ktoré po aplikacii prospesne
ovplyviiuju hostitel'a zlepSenim vlastnosti jeho vlastnej
mikroflory ~ (Nevoral, 2005). Hlavaymi kmenmi
s probiotickymi charakteristikami sa Lb. acidophilus,
Bifidobacterium spp., a Lb. casei (Shah, 2007).

Baktérie mlie¢neho kysnutia (BMK) musia spinat
niekol’ko kritérii, aby mohli byt pouzité ako probiotika.
Nesmu byt patogénne, ani toxické, musia byt geneticky
stabilné a spravne taxonomicky identifikované (Mercenier
et al., 2003; Prado et al., 2008). Musia odolat’ tranzitu
cez gastrointestinalny trakt, t. j. nizkej hodnote pH,
pritomnosti kyseliny chlorovodikovej, proteolytickych
enzymov a najmd lyzozymu, ktory spdsobuje lyzu
niektorych baktérii. V zazivacom trakte musia d’alej znasat
zI¢ové kyseliny a nizke povrchové napitie. Vyznamnym
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selekénym faktorom, ktory probiotické baktérie musia
prekonat, je peristaltika Criev a rychlost, ktorou prechadza
potrava traviacim traktom. Musia byt humanneho pévodu.
Probiotikum musi vykazovat’ prospesny efekt pre hostitel’a
a stabilizovat’ ¢revnu mikrofléru. Probiotickd baktéria
musi byt schopnd adherovat na intestindlne bunky
a kolonizovat’ lumen traktu, kde sucastou jej pozitivneho
pOsobenia  je  produkcia  antimikrébnych  latok
proti patogénom. V probiotickom produkte musi byt
zachovany vel’ky pocet buniek a ich viabilita. To znamena,
ze v Case konciacej trvanlivosti alebo najneskorsej
spotreby musia byt pritomné v koncentraciach
viac ako 10° KTJ.ml™. Iba v tejto a vysSej koncentracii
maju v ¢reve pozadovany ucinok (Gorner a Valik, 2004;
Parvez et al., 2006; Mattila-Sandholm et al., 2009).

Zakladny mechanizmus posobenia probiotickych baktérii
je spojeny so znizenim pH v suvislosti s tvorbou
organickych kyselin, s vlastnou ¢innostou metabolitov
alebo so syntézou antimikrobialnych latok. Okrem toho,
prichytenie probiotik na ¢revné epitelové bunky a nasledna
docasna kolonizéacia ¢reva, ma pravdepodobne zasadny
vyznam pre ich priaznivy Géinok na zdravie (Forestier
et al., 2001; Buriti et al., 2004).

Cielom prace bolo sledovat’ dynamiku rastu vybranych
kmenov/izolatov BMK v rastlinnom substrate
pocas 8 az 10 hodinovej fermentacie pri 37 °C a nasledne
pocas uchovavania hotového produktu pri 6 °C.

MATERIAL A METODY
Mikroorganizmy

V ramci prace sme sledovali rast nasledovnych
8 kmenov/izolatov BMK:

Lb. acidophilus 145je komerény kmeni od firmy
Christian aHansen a bol poskytnuty spolo¢nostou
Rajo a.s., Bratislava.

Lb. rhamnosus GG je zbierkovy kmen od finskych
mikrobiologov Ouwehanda a Salminena. Poskytla ho
Dr. Laukova z Veterinarneho ustavu v Kosiciach.

Lb. rhamnosus VTI1 izolovany =z tatarskej omacky
je zaradeny do Zbierky mikroorganizmov Ustavu
technologie mléka a tukit VSCHT v Prahe. Poskytla ho
Doc. M. Plockova, PhD.

Kmen Lb. paracasei subsp. paracasei 1753
je zbierkovym kmetiom z Masarykovej univerzity v Brne.

Lb. helveticus X A/2, Lb. paracasei VII B/10, Lb. casei
VIl B/6, Lb. plantarum 1l A/5 su izolaty zrezortnej

zbierky agropotravinarskych mikroorganizmov
Vyskumného ustavu  potravinarskeho v Bratislave,
Oddelenie = mikrobiolégie, = molekularnej  biologie

a biotechnoldgie.
Cisté kultary laktobacilov boli uchovavané v MRS
bujone (Merck, Darmstadt, Nemecko) pri 5+ 1 °C.

Startovacia kultiira

Z 24 hodinovej Cistej kultury BMK sa ziskala Startovacia
kultara, ktora sa scentrifugovala pri 6000 g 5 minut.
Nasledne bola premyta sterilnou destilovanou vodou
a opdtovne centrifugovana pri rovnakych podmienkach.
Po premyti sa zlial supernatant, pelet buniek
sa  rozsuspendoval v sterilnej  destilovanej  vode
v povodnom objeme, priCom sme dodrziavali postup
uvedeny Angelovom et. al. (2006).

Priprava ceredlnej kaSe

Ceredlna kasa bola pripravovana  z celozrnngj
pohankovej alebo amarantovej muky (Mlyn Zrno, Sigov),
mlieka alebo vody asacharozy (2 %). Pridavok
pohénkovej muky bol 8 % v pripade mlie¢nej kaSe a 12 %
pri priprave vodnych ka$i aamarantovej 14 %
(mlieénakasa) a20 % (vodnakaSa). Tieto pridavky
sa ukazali ako najvhodnejSie z hladiska stability kasi.
Po navazeni zloziek bola kasa na vodnej baze tepelne
osetrena pri 100 °C pocas 20 minat. Pri priprave
mlieénych kasi nasledovala po vareni aj sterilizacia.
Po ochladnuti boli kaSe anaerébne inkubovanépri 37 °C
pocas 8 az 10 hodin.

Fermentdcia a uskladnenie

Fermentacia sa zaCala po naockovani kase 5 %
Startovacej kultury a realizovala sa po dobu 8 — 10 hodin
anaerobne pri 37 °C, pricom sa kazdé dve hodiny
vySetroval rast BMK. Okrem toho sa sledoval pokles pH
kazdé styri hodiny. Po skonceni fermentacného procesu
sa kaSa uchovavala pri 6 °C asledovalo sa prezivanie
BMK a pokles pH pocas troch tyzdiov.

Stanovenie celkového poétu BMK

Predpokladané celkové pocty laktobacilov
sme stanovovali na MRS agare (Merck, Darmstadt,
Nemecko) zried'ovacou kultivaénou metédou podl'a normy
STN ISO 15214. Naockované Petriho misky so stuhnutym
MRS agarom sme kultivovali anaerdbne
pri teplote 37 £ 1 °C po dobu 48 az 72 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dynamiku rastu jednotlivych laktobacilov sme sledovali
Vv cerealnych kasiach  pripravenych z celozrnnej
pohankovej alebo amarantovej muiiky, sachardzy a mlieka,
resp. vody. Tieto muky sme zvolili hlavne kvoli tomu,
ze su vhodné pre vyzivu celiatikov vdaka vysokej
nutri¢nej hodnote a predstavuji nahradu cerealnych muk,
ktoré su pri bezlepkovej diéte prisne zakazané (Sterr
et. al, 2009). Vodna pohankova kasa bola zvolena
ako alternativa pre T'udi trpiacich laktézovou intoleranciou,
resp. alergiou na mlie¢ne proteiny.

Pre ilustraciu je na obr. 1 a2 znazorneny priebeh
rastovych &iar kmena Lb. acidophilus 145 v pohankovej
mlie¢nej avodnej kasi. V tabulke 1 je uvedeny prehlad
rastovych rychlosti jednotlivych laktobacilov v zavislosti
od substratu.

Vo vSeobecnosti vicSina  sledovanych  kmefiov
laktobacilov dosiahla vysSie koncentracie pri raste
v mlie¢nej kasi pocas fermentacie pri 37 °C, kde nadobudli
maximalne hodnoty 10° az 10° KTJ.ml™* v priebehu
8 az 10 h. Znac¢ne nizSie poCty boli zaznamenané pocas
fermentacie a skladovania vodnych ka$i, ¢o naznacCuje
niz§i rast a stabilitu probiotickych kultir v tychto
produktoch. Vodna kasa pravdepodobne obsahovala oproti
mlie¢nej menej Specifickych nutrientov potrebnych pre
rast laktobacilov. Laktobacily podl'a Charalampopoulosa
et al. (2002) a Curryho a Crowa (2011) vyzaduja pre
svoj rast fermentovatelné sacharidy, aminokyseliny,
peptidy, mastné estery, soli, derivaty nukleovych kyselin,
a vitaminy, najmd B skupiny a mineralne latky, priGom
tieto naroky sa liSia v z&vislosti od kmena.
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Obr. 1Dynamika rastu Lb. acidophilus 145 v pohankovej
mliecnej kasi pocas fermentacie
¢ - pri 37 °C; a uskladnenia m - pri 6 °C; o0 - zmena pH
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Obr. 2 Dynamika rastu Lb. acidophilus 145 v pohankovej
vodnej kasi pocas fermentacie
¢ - pri 37 °C; a uskladnenia m - pri 6 °C; o0 - zmena pH
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pohanka + voda 0,126 0,268 0,16 0,463 0,154 0,235 0,212 0,347
pohanka + mlieko 0,912 0,731 0,272 0,264 0,219 0,219 0,515 0,226
amarant + voda 0,636 0,513 0,28 0,416 0,2601 0,213 0,485 0,311
amarant + mlieko 0,69 0,69 0,543 0,431 0,227 0,223
Najvyssiu rastova rychlost’ (Gr = 0,912 log KTJ.mI™.h™) v mlieénej faze wudrZiavala na stabilnej hodnote
pocas fermentacie pohankovej mlieénej kaSe dosiahol 102 KTJml®, ale vo vodnej doslo k vyraznému
Lb. rhamnosus GG. Valik et al. (2008) zaznamenali odumieraniu rychlostou - 0,025 log KTJml™h?

v UHT mlieku pri 35 °C rastovi rychlost kmena GG
028 % niz8iu ako v pohankovej kaSi, o naznacuje,
ze zlozenie pohanky (obsah vitaminov alebo inych
zloziek) podporuje rast laktobacila. Kmen GG zaroven
rastol 086 % rychlejSie v mliecnej kasi, Vv porovnani
s vodnou. Pri porovnani rychlosti rastu Lb. rhamnosus GG
vo vodnom prostredi amarantového a pohankového
produktu bol zaznamenany az 80 %-ny rozdiel,
kde sa ako vhodnejsi substrat ukazal amarant.
Pravdepodobne preto, ze amarant ma vysoky obsah
proteinov, aminokyselin a je bohaty na mineralne latky
a vitaminy (Moroni et al., 2011). Lb. acidophilus 145
preukazal vtomto médiu priblizne dvojnasobne vyssie
rastové rychlosti v porovnani s pohankovym, v oboch
fazach.

Z  nameranych vysledkov ~ vyplyva, Ze  takmer
vo vsetkych produktoch sa po 3 tyzdnovom skladovani
pri 6 °C wudrzali pocty laktobacilov nad hranicou
(10° KTJ.ml?") potrebnou pre pozadovany probioticky
ucinok v trdviacom trakte, dokonca u vicSiny kmetov
sa konecné hodnoty pohybovali v rozmedzi
10" az 10° KTJIml™. Jediny pokles pod spominanu
hrani¢ni koncentraciu sme zaznamenali pre probioticky
produkt fermentovany Lb. acidophilus 145 (obr. 2).
V pohankovom produkte sa koncentracia laktobacila

az na uaroveii 4,0.10° KTJml™ Helland et al. (2004)
sledovali rast Lb. acidophilus La5 v kukuri¢no-ryZovom
pudingu. Pocas 12 h fermentacie vodného pudingu
nezaznamenali vyznamny narast poctov a po ukonceni
21 dni trvajuceho skladovania boli pocty redukované
takmer na nulovi koncentraciu. V rovhakom pudingu
po¢ty Lb. acidophilus 1748 Klesli z koncentracie
10" KTJ.ml™ na konci 12 h fermentcie, na 3 az 4 log
poriadky po ukonceni 21 diového skladovania.

Amarantova kasa sa osvedcila ako stabilnejSie médium
z hladiska prezivania kmena Lb. acidophilus 145 pocas
uchovavania pri 6 °C, kde nastal mierny narast jeho poctov
v mliecnej aj vodnej kasi, dokonca vo vodnej bol narast
vys§i akonecné pocty dosiahli hodnotu tesne
pod 10® KTJ.ml™ (obr. 1).

Vo vSeobecnosti mozno konStatovat, ze koncentracia
laktobacilov v pohankovom produkte sa pocas 21 diiového
skladovania  udrziavala na  stabilnych  hodnotach
10 KTJ.ml? srozdielom 1 log poriadok, v zavislosti
od pouzitého laktobacila. Vynimkou bol uz spominany
Lb. acidophilus 145 alLb. helveticus X A/2, ktorého
koncentracia v mlie¢nej kasi klesla az o 1,5 log poriadku.
NajvysSie pocty na konci obdobia skladovania boli
zaznamenané v pohankovej mliecnej kasi fermentovanej
Lb. casei VII B/6 avamarantovom mlieénom produkte
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fermentovanom Lb. rhamnosus GG a VT1 a tieto sa tesne
priblizili k Grovni 10° KTJ.ml™.

Napriek tvrdeniu, Ze obsah mlieka v kasi viac vyhovuje
spominanym kmefiom, v pripade amarantovej kase neboli
rozdiely v rastovych rychlostiach laktobacilov medzi

Vo vacsine pripravenych pohankovych produktoch doslo
k zmene pH o1 az 2 jednotky, Vv zavislosti od pouzitého
laktobacila. V mlie¢nej kasi, kde pH pokleslo priemerne
01 az 1,5 jednotky, sa konecnd hodnota pohybovala
v rozmedzi 4,5 az 5 a vo vodnom od 4 do 4,5. Amarantova

vodnou a mlieénou fazou produktov také vyrazné. Zistili kasa bola  stabilnej§ia  zhladiska zmeny pH.
sme, 7ze vodna pohankova kasa predstavovala najlepsie Pre prehladnost st rychlosti poklesu pH uvedené
prostredie pre rast Lb. paracasei subsp. paracasei 1754. Vv tabul’ke 2.
Tab. 2 Rychlost’ poklesu pH [h™]
o
; o ~ L
— Ce} 2 m <
8 s = é © = < =
[%} D < = > x
3 3 = = 0 @ = ) £
3 3 = 25 = 2 o =
c c Q 8 — > 8 = I
£ £ S s Y 'S I o Y=
=z = 'S g 8 @ & T T
= = © o g 3] o = S
g g g S S IS S g
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pohanka + voda -0,317 -0,234 -0,42 -0,329 -0,019 -0,025 -0,133 -0,026
pohéanka + mlieko -0,144 -0,114 -0,173 -0,075 -0,01 -0,001 -0,116 -0,003
amarant + voda -0,243 -0,176 -0,006 -0,105 -0,012 -0,015 -0,024 -0,208
amarant + mlieko -0,267 -0,19 -0,005 -0,002 -0,021 -0,172
V pohankovej vodnej kasi fermentovanej kmeiiom  ZAVER

Lb. acidophilus 145 bola zaznamenana najvy$§ia zmena
pH oproti pociato¢nému stavu, az o 2,5 jednotky
apo ukonfeni  obdobia  skladovania  dosiahlo
pH hodnotu 3,5. Tento fakt mohol prispiet’ k okamzitému
nastupu fazy odumierania Lb. acidophilus 145 po ukonceni
10 h fermentacie. Tento  jav pozorovali
aj Charalampopoulos et al. (2002) a Lonner a Akesson
(1988). Charalampopoulos et al. (2002) sledovali rast
Lb. acidophilus vsladovom médiu, ja¢mennom
apSenicnom extrakte bez akychkol'vek pridavkov.
Kvoli chemickému zloZeniu bolo sladové médium
vhodnejsie ako zvySné dve ceredlie, avSak jacmenny
a pSeni¢ny extrakt vykazovali zna¢ny protektivny efekt
na viabilitu Lb. acidophilus v kyslom prostredi, ked’Ze
laktobacil prejavoval citlivost’ na takéto prostredie. Zistili,
ze limitujicou hodnotou pH pre rast Lb. acidophilus bolo
pH 3,8 a laktobacil vstupil po fermentacii priamo do fazy
odumierania, pravdepodobne v désledku neschopnosti
zniest nizke pH média na konci exponencialnej fazy.
Lonner a Akesson (1988) vo svojej §tadii uréili tto
hodnotu na pH medzi 3,4 az 3,6, ktora zavisela od typu
pouzitého cerealneho substratu.

V amarantovej vodne;j kasi, kde obsah
Lb. acidophilus 145 pocas obdobia skladovania dokonca
narastal, bola kone¢na hodnota pH vplyvom fermentacne;j
¢innosti kmetia Lb. acidophilus 145 026 % vyssia
akov pohanke. Ztoho vyplyva, Ze amarant ma
pravdepodobne svojim zlozenim lepSiu pufrovaciu
schopnost’ nez pohanka.
i78i uchovavania
bola  pozorovana v pohankovej  mliecnej  kasSi
fermentovanej Lb. paracasei VII B/10, s kone¢nou
hodnotou 5,5.

Cielom prace bolo sledovat dynamiku rastu baktérii
mlie¢neho kysnutia v rastlinnom substrate, konkrétne
v pohankovej a amarantovej kasi S rozdielnym zlozenim,
za GCelom ich selekcie pre d’alSie prace zamerané na vyvoj
funkénej potraviny pre celiatikov.

Vicsina testovanych laktobacilov vykazovala dobry rast
v cerealnom produkte, dokonca sa ich obsah pocas 21 dni
skladovania udrziaval nad hranicou 10° KTJ.ml™
K vyraznému odumieraniu doslo len v pohankovej vodnej
kasi fermentovanej Lb. acidophilus 145, kde jeho obsah
po ukonéeni skladovacieho procesu klesol o4 log
poriadky. Pridavok mlieka v kaSovitych pseudocerealnych
substratoch mal pozitivny vplyv na rastové parametre,
stabilitu po¢tov pocas uchovavania a na zmeny pH hodnét,
ktoré boli vyvazené lepSou pufrovacou schopnostou
takéhoto substratu. NajvySSia rastovad rychlost’ bola
zaznamenana  V pohankovom  mliecnom  produkte
fermentovanom Lb. rhamnosus GG. Amarantova kaSa
tvorila  svojim  obsahom  stabilnejSie = médium,
¢o sa odrazilo na zmene pH a prezivani laktobacilov.
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RELATIONSHIP OF RATIONAL NUTRITION FOR THE RISK OF CANCER OF

THE BREAST IN THE FEMALE POPULATION IN SLOVAKIA

Michaela Tirpakova, Viera Lovayova

ABSTRACT

Cancers are very specific cause of mortality in developed countries with multifactorial etiology and some cancer study data
are showing the multi-play chain of hazard factors. The aim of this thesis is to point out to importance of prevention, of
nutrition health and lifestyle to decrease of carcinoma of the breast generation risk. In the study was to transfer theoretical
knowledge into clinical practice and to assess the of selected risk factors on the incidence and character of carcinoma of the
breast in the Slovak population. Epidemiologic and clinical data demonstrated that environmental, demographic, lifestyle
risk factors (nutrition health, alcohol, obesity) increase the risk of development of the disease. Used study methodology
based on the ,,case — control* study is the full harmonization with data collection from IARC (International Agency for
Cancer Research). Using correlation analyses we found a significant linkage between selected risk factors and the
development of carcinoma of the breast. Within the frame of case-control study 100 carcinoma of the breast and 100
controls have been analyzed. The test of robustness tested Chi-Square statistic. The robustness have been judged based on
the p-values. On the base of received scientific outputs will be created the recommendation for preventive measures in the
population so as to decrease cancer morbidity and mortality.

Keywords: carcinoma, breast, risk factor, primary and secondary prevention, nutrition health, health lifestyle

UVoD

Hodnoty morbidity a mortality onkologickych ochoreni
dokazuju v medzindrodnom meradle stale stupajuci trend
v porovnani s incidenciou  aprevalenciou nadorov
Vv minulych desatroc¢iach (Ferlay et al., 2004). Trendy
vyskytu asicasne aj zmeny Vv postaveni jednotlivych
lokalizacii st na Slovensku porovnatelné s krajinami
zapadnej Eurdpy aindikuju orientaciu preventivnych
a intervenénych programov (Ple§ko, 2006). Karcinom
prsnika je najéastejSou neoplaziou u zien vo vyspelych
krajinach. NajohrozenejSou skupinou s Zeny po 50. roku
zivota, ale ochorenie Coraz viac postihuje aj mladsiu
zensku populaciu.

Celosvetovo je najvys$sia incidencia medzi americkymi
beloskami.  NajnizS§ia  incidencia je v krajinach
juhovychodnej Azie a v Japonsku (Strnad, Danes, 2001).
Avsak i v Japonsku doslo k zvyseniu incidencie karcindmu
prsnika v poslednych rokoch paralelne so zmenami
tradinych nutricnych zvyklosti a zivotného Stylu. Za
geografické rozdiely v incidencii karcindmu prsnika a za
trend incidencie je vo velkej miere zodpovedny zivotny
Styl, stav vyzivy, Zivotospravy a nutricnych zvyklosti
danej oblasti. Orientdlne krajiny majii vyrazne nizSie
riziko, stCasne aj incidenciu a mortalitu na karcindm
prsnika. Zapadny Zivotny S§tyl je spojeny so stupajucou
incidenciou tohto onkologického ochorenia v Zenskej
populacii. Pre sucasny zivotny Styl a zivotospravu je
typicky vysoky prijem proteinov a zivocisnych tukov.

Viac nez 40 % prijatej energie pochddza zo zivocisnej
potravy. Opakom je tzv. vychodny typ Zivotospravy, ktory
ma protektivny vplyv ako na incidenciu, tak na mortalitu
karcindbmu prsnika. Stravovanie v sucasnej dobe vo
vyspelych  krajindich mozno  charakterizovat  ako
nevyvazené, zalozené na relativne obmedzenom vybere
potravin s nizkou spotrebou rastlinnych potravin
(Blackburn et al., 2010).

Stadie dokumentuji  vplyv nespravnej vyzivy ako
rizikovy faktor v patogenéze zévaznych zdravotnych

problémov dnesnej doby, kam patria aj onkologické
ochorenia. M6zeme konStatovat’, ze ide o ochorenia ktoré
sa zvacsa prejavia v dospelom veku, vyvijaji sa vsak roky
az desatroCia a Casto st dosledkom nespravnej vyzivy
v detstve a mladosti (Fussenegger et al., 2008; Hlavata,
2007).

Mnozstvo a zloZenie prijimanej potravy tvori komplexny
faktor s priamym vztahom k riziku vzniku onkologického
ochorenia prsnika. Jednym z hlavnych problémov
epidemiologickych §tadii, ktoré st zamerané na hl'adanie
stvislosti medzi stravovacimi navykmi a rizikom rozvoja
ochorenia, je problematicka parametrizacia stravovacich
navykov. Energetickd hodnota ovplyviiuje energeticky
metabolizmus organizmu atym produkciu steroidnych
hormoénov. Zastipenie atyp tuku v potrave, spolu
s podielom prijmu zeleniny aovocia, hraji vyznamni
ulohu pri vzniku malignit. Zda sa, ze diéta bohatd na
vlakninu, ovocie a zeleninu je spojena s niz§im rizikom
vyvoja karcinomu prsnika (Abrahamova, DuSek et al.,
2003).

Vléknina, ktord sa nachadza v zelenine a ovoci sa lisi od
vlakniny pochddzajicej z obilia. Podl'a niektorych stadii
zvyseny prijem pSeni¢nych otrib rezultuje do znizenia
sérovych hladin estrogénov, vldknina z ovsenych alebo
kukuri¢nych otrib nemé vplyv na hladiny estrogénov. Iba
vlaknina z ovocia a zeleniny ma vplyv na zniZenie rizika
rakoviny prsnika, vlaknina zobilia nema protektivny
ucinok. Vysledky stidii naznacuja, ze ochranné pdsobenie
dostatocného prijmu ovocia a zeleniny nemoZzno pripisat’
jednému  konkrétnemu nutrientu, ale s najvacSou
pravdepodobnostou ide o synergické posobenie celého
komplexu viac alebo menej znamych latok aich
vzajomnych pomerov, ktoré vo svojom komplexe, pri
pravidelnom dlhodobom prijme, maji vyrazny protektivny
ucinok pri znizovani rizika rakoviny prsnika (Magalova,
1999).
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Zelenina a ovocie st vel'mi komplexné potraviny, ktoré
obsahuju S§iroké spektrum potencionalne prospesnych
latok, ako s vitaminy, minerdlne latky, vldknina,
karotenoidy, flavonoidy, terpény, steroly, indoly, fenoly
a mnoho dal§ich bioaktivnych substancii, ktoré moézu
pomahat’ proti vzniku rakoviny prsnika. Z hl'adiska
mozného efektu na riziko vzniku rakoviny boli
v odbornych studiach hodnotené karotenoidy (prekurzory
vitaminu A), retinol (vitamin A), vitamin C aE.
Bol hodnoteny prijem potravou a vo forme suplementu.
Stadie  potvrdili  protektivny  efekt  vitaminov
nachadzajucich sa v strave, naopak vitaminy podavané
v purifikovanej forme suplement sa javia ako neucinné
a niektoré Stidie, ktoré maju pdvodne overit' protektivny
uéinok vitaminovych preparatov, dokonca naopak zistili
zvySenie rizika rakoviny po podavani beta-karoténu
(Cummings, Bingham 1998). Nezanedbatelny je tiez aj
nepriamy efekt, hlavne cestou ucinku na energeticky
prijem a udrziavanie zdravej vahy. Konzumacia zeleniny
a ovocia tak moéze byt obzvlast dolezita tym, ze nahradi
iné, energeticky vydatnejsie alternativy (Fiala, 2008).

Mnozstvo telesného tuku, jeho rozloZenie v organizme
avek v dobe vyskytu nadvahy ovplyviiuji metabolizmus
estrogénov a moézu tak zvysit' riziko vzniku karcindému
prsnika. Celosvetové epidemiologické Studie preukazali
zvySené riziko vyvoja ochorenia uobéznych Zzien
diagnostikovanych po menopauze. Pritom bolo u Zien
s karcindbmom prsnika, zaznamenanym pred menopauzou,
preukazané znizené riziko spojené s pritomnost'ou telesnej
nadvahy. Aktualne epidemiologické S$tudie preukazali
nepriaznivy vplyv zvySenej konzumacie alkoholu ako
riziko  vzniku  onkologického ochorenia  prsnika.
Mechanizmus U€inku alkoholu na zvySeni rizika vzniku
maligneho ochorenia je dany predovsetkym ovplyvnenim
hladiny estrogénov v zenskom organizme, narusenim
integrity bunkovych membran a inhibiciou reparacnych
zmien v DNA (Abrahamova, Dusek et al., 2003).

Ciel'om prace bolo:

o zistit' vyskyt rizikovych faktorov v obdobi pred
ochorenim u respondentiek S potvrdenym
karcinomom prsnika a porovnat’ ich s kontrolnou
skupinou zdravych Zien

e overit vedecké tvrdenia, Ze nespravna vyziva,
sposob zivota a zanedbanie prevencie
prispievaju  k vzniku nadorového ochorenia
prsnika

e potvrdit’ vyznam zdravej vyzivy, sposobu Zivota
aprevencie pri znizovani rizika karcindmu
prsnika.

MATERIAL A METODY

Pre ucel naSej prace sme pouzili Strukturdlne vyvazenu
analyticktl §tadiu pripadov a kontrol. Pouzitd metodika
vyskumu ,,pripad - kontrola“ sa zhoduje so zberom tudajov
IARC (Medzinarodna agentira pre vyskum rakoviny).
Retrospektivne boli sledované vybrané parametre, ako
mozné rizikové faktory pri vzniku rakoviny prsnika.
Prioritou bolo podrobnejSie sa zamerat na analyzu
rizikovych faktorov zivotného S$tylu, negenetickych
preventabilnych rizikovych faktorov, na riziko vzniku
onkologického ochorenia prsnika uchorych zien

a porovnat’ vyskyt tychto rizikovych faktorov v skupine
zdravych Zien.

Vyskumu sa zacastnilo 200 respondentiek, ktoré tvorili
dve skupiny. Jednu skupinu tvorilo 100 Zien s potvrdenym
karcindmom prsnika a druhti skupinu tvorilo 100 Zien bez
karcinému prsnika, ktoré predstavovali kontrolna skupinu.
Kontrolna skupina sa vyberala nahodne, podla pohlavia,
veku a vzdelania, a porovnavali sa udaje od skupiny Zien,
ktoré mali diagnostikovana malignitu prsnika. Vyskumu sa
zUcastnili pacientky Vychodoslovenského onkologického
ustavu, ako aj ¢lenky Klubu Liga proti rakovine. Prva
skupinu respondentiek, teda snadorovym ochorenim,
tvorili Zeny s vekovym rozpatim od 38 rokov do 75 rokov,
priCom priemerny vek bol 56,5 rokov. Kontrolnu skupinu
tvorili Zeny s vekovym rozpitim od 36 do 74 rokov,
pricom priemerny vek bol 55 rokov. Dotaznik obsahoval
otazky 4 wvacsich celkov - osobné udaje, stravovacie
navyky, Gdaje o spdsobe zivota a rodinna a gynekologicka
anamnéza. Odpovede, ziskané pomocou dotaznika, sme
Statisticky vyhodnotili, priCom sme pouzili opisné
vyhodnotenie formou tabuliek a grafov, a analytické
vyhodnotenie pomocou chi kvadratového testu a stupna
vyznamnosti. Potom sme jednotlivé rizikové faktory
vzajomne porovnavali u oboch sledovanych skupin.

VYSLEDKY

Analyzou udajov o veku sme zistili, Ze najviac
postihnutych Zien s touto chorobou bolo vo veku 41 — 50
rokov (40 %). Druha v poradi s vyskytom rakoviny prsnika
bola vekova kategoria 51 — 60 rokov (37,5 %). Vo vekovej
kategorii 62 — 67 rokov to uz bolo len 12,5 % , 35 — 40
rokov 7,5 % a 28 — 31 rokov 2,5 %. Z tychto vysledkov
sme zistili, Ze najviac postihnutou skupinou zien v naSom

Tabul’ka 1 Rozdelenie sledovanych skupin podla
veku

VEK | KONTROLNA SKUPINA
SKUPINA S karcindmom
PRSNIKA
36-50r. |26 % 25 %
51-60r. |46 % 45 %
61—75r. |28 % 30 %
Vek

50%
40%
30%
20%
10%

0%

36-50r.

51-60r. 61-65r.
| OKontrolna skupina |

Obrazok 1 Rozdelenie sledovanych skupin podla veku

sledovanom subore je vekova kategéria od 41 — 60 rokov
(vid'. tab. 1, obr. 1).
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Obrazok 1 Rozdelenie sledovanych skupin podl'a
vzdelania

Daldim rizikovym faktorom, ktory do velkej miery
prispieva Kk zvyS$ovaniu rizika vzniku karcindmu prsnika
aktorému sa venuje velkd pozornost, je nadvaha
a obezita. Preto nas v naSom dotazniku zaujimala telesna
vyska a hmotnost, aby sme mohli vypocitat u naSich
respondentiek hodnoty BMI a tak zistit, ¢i spifaji kritéria
normalnej vahy alebo ¢i uz maju nadvahu alebo az obezitu.
Kritérium podvahy (BMI pod 18,5) v oboch sledovanych
skupinach spiialo 1 % respondentick. V skupine
s karcinomom prsnika 7 % respondentick malo BMI
Vv rozpdti 18,5 - 21, ¢o predstavuje $tihlost. V kontrolnej
skupine v tomto rozpéti bolo az 13 % zien. Pri BMI 21,1 -
249 boli medzi oboma sledovanymi skupinami velké
rozdiely. Kym v skupine snadorom prsnika malo
normalnu vahu len 23 % zien, v kontrolnej ich bolo az 45
%, Co je dvakrat viac ako v skupine sochorenim. Pri
nadvahe (BMI 25 - 29,9) bol pomer opaény. V skupine
S ochorenim prsnika malo nadvahu az 46 % zien, kym v
kontrolnej skupine ich bolo len 19 %, &o predstavuje skoro
dva apol krat menej ako u respondentiek s karcinomom
prsnika. Pri naSom vyskume sme zistili, ze ur¢ité % zien v
oboch sledovanych skupinach trpi obezitou rdézneho
stupna, priCom pomer bol priblizne rovnaky. Pri obezite 1.
stupna (BMI 30 - 35) bol pomer 15 % pre skupinu
s ochorenim a 16 % pre kontrolni skupinu. Obezitu II.
stupiia (BMI 35 - 40) v skupine s nadorom prsnika malo 6
% a v kontrolnej skupine 4 % respondentiek. Obezitou I1I.
stupfia v oboch sledovanych skupinach trpi 2 % Zien (tab.
2).

Tabul’ka 2 Rozdelenie sledovanych skupin podl'a BMI

K spravnej vyzive patri aj konzumacia ovocia a zeleniny,
ktord je vSak unas eSte stdle v pozadi. Mnohi l'udia este
nepochopili, ze konzumaciou dostatoéného mnozstva
ovocia a zeleniny mézu upevnit’ svoje zdravie a tak znizit’
riziko  vzniku  onkologického  ochorenia.  Nase
respondentky sice konzumuji ovocie a zeleninu, ale
pomerne V malom mnoZstve, ako sme zistili pri nasom
vyskume. Ovocie v kontrolnej skupine konzumuje 82 %
a prilezitostnii konzumaciu priznalo 18 %. V skupine
S nadorovym ochorenim prsnika konzumuje ovocie 88 %
a prileZitostne 12 % (tab. 3). Co sa tyka porcii ovocia
prevazna Cast’ respondentiek konzumuje len 1 - 2 porcie
ovocia (v kontrolnej skupine 85 % avskupine
s ochorenim 77 %). V skupine s karcinomom prsnika bolo
8 % zien, ktoré konzumuju 3 porcie a len 1 % konzumadcie
5 porcii ovocia. V kontrolnej skupine bola situdcia o nieco
lepsia. Niektoré Zeny z tejto skupiny konzumovali ovel'a
viac ovocia: 3 porcie 9 %, 6 porcii 1 %, 7 porcii 1 %
a dokonca bolo 1 %, ktoré konzumujii 15 porcii ovocia
(v kontrolnej skupine bol priemer = 1,7;v skupine
S karcindbmom prsnika priemer = 1,5; Vv oboch skupinach
bol median = 1, modus = 1).

Tabul’ka 3 Konzumacia ovocia v sledovanych skupinach

KONZUMACIA | KONTROLNA SKUPINA
OVOCIA SKUPINA | S KARCINOMOM
PRSNIKA
4no 82 % 88 %
prilezitostne 18 % 12 %
nie 0% 0%

Pri analyze udajov o konzumacii zeleniny bola situacia
analogicka. V kontrolnej skupine konzumuje zeleninu
77 % aprilezitostne 23 % respondentiek. V skupine
s ochorenim bol pomer trochu iny. Pravidelnu konzumaciu
priznalo 87 % a prilezitostnu 13 % zien (tab. 4).

Tabul’ka 4 Konzumacia zeleniny v sledovanych skupinach

KONZUMACIA | KONTROLNA SKUPINA
ZELENINY SKUPINA | SKARCINOMOM
PRSNIKA
ano 77 % 87 %
prilezitostne 23 % 13 %
nie 0% 0%

BMI KONTROLNA SKUPINA
SKUPINA | S KARCINOMOM
PRSNIKA
pod 18 1% 1%
(podvéha)
18,5-21 13 % 7%
(Stihlost)
21,1-249 45% 23 %
(normalna véha)
25-29,9 19 % 46 %
(nadvéha)
30-35 16% 15 %
(bezita I.st.)
35-40 4% 6 %
(obezita Il.st.)
nad 40 2% 2%
(obezita Ill.st.)

Z mnohych naSich Statistik vyplyva, ze naSi obyvatelia
konzumuju aj zeleninu v malych mnozstvach. To sa
potvrdilo aj pri naSom vyskume. V oboch sledovanych
skupinach respondentky vécsinou konzumujt len 1 porciu
(kontrolna skupina 61 % a skupina s ochorenim 74 %)
alebo 2 porcie (v kontrolnej skupine 24 %, kym v tej
druhej len 15 %).V kontrolnej skupine bolo 2 % zien, ktoré
konzumuju aZz 10 porcii zeleniny, kym v skupine
s karcindbmom prsnika konzumuju maximalne 6 porcii a aj
to len 1 % (v kontrolnej skupine bol priemer = 1,5;
v druhej priemer = 1,3; median = 1, modus = 1 v oboch
sledovanych skupinidch rovnaky). Ako vidime, mnohé
zeny oboch sledovanych skupin nepovazuju za potrebné
konzumovat’ ovocie a zeleninu, napriek tomu, Ze mnohi
odbornici to odporacaju. Respondentky kontrolnej
skupiny, ako aj skupiny sochorenim priznali, ze
konzumaciu ovocia a zeleniny podcetiuji, pri¢om su si
vedomé toho, Ze je potrebné tento stav zlepsit'.
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Tabul’ka 5 Statistické vyhodnotenie kontrolnej skupiny a skupiny s karcindmom prsnika

Otazky z dotaznika Kontrolna skupina Skupina s ca prsnika
priemer median modus priemer median modus
Vek 55 55 53 56,5 57 58
BMI 26 24,2 21,3 27,4 27 28,4
Porcie ovocia /den 1,7 1 1 1,5 1 1
Porcie zeleniny /deit 1,5 1 1 1,3 1 1
Konzumadcia piva (dl) 9,5 5 2 6 3 1
Konzumaécia vina (dl) 54 4 2 3 2 1
Konzumacia destilatov 2,3 1 1 2,5 1 1
Tabul’ka 6 Vypocty analytickou metdédou
Otazky z dotaznika OR X° Y P
BMI 3,2 15,8 1 > 0,001 99,9%
Konzumécia ovocia 0,64 1,41 1 < 0,05 95 %
Konzumacia zeleniny 0,5 3,38 1 < 0,05 95 %
Konzumacia alkoholu 0,64 2,03 1 < 0,05 95 %

Medzi dalsie rizikové faktory vzniku rakoviny prsnika
patri alkohol. Jeho konzumacia podporuje
u premenopauzalnych, ako aj postmenopauzalnych zien
rozvoj karcinogenézy. Preto sme sa naSich respondentiek
pytali aj na tato komoditu. V kontrolnej skupine potvrdilo
konzuméciu alkoholu 3 %, kym v skupine s ochorenim to
bolo 0 %. Prilezitostni konzumaciu alkoholu potvrdili obe
sledované skupiny. Kym v kontrolnej skupine je to 74 %,
v skupine s karcinomom prsnika je to o nieCo menej, teda
68 %. Pri nepotvrdenej konzumacii su medzi oboma
sledovanymi  skupinami  trochu  vécSie rozdiely.
V kontrolnej skupine alkohol nekonzumuje 23 %, v druhej
skupine je to 32 % respondentiek. Zaroven nas v naSom
dotazniku zaujimalo, aky druh alkoholu respondentky
preferuji  aaké mnozstvo konzumuju. V kontrolnej
skupine pije pivo 18 %, vino 50 % a destilaty 26 % Zien,
pricom v priemere vypiji mesacne 9,5 dl piva; 5,42 dl
vina; a 2,3 dl destilatov. V skupine s karcinomom prsnika
pije pivo 25 %, vino 50 % a destilaty 18 % zien. Tieto
zeny vypiju za mesiac v priemere 6 dl piva, 3 dl vina a 2,5
dl destilatov.

V kontrolnej skupine boli jednotlivé % rovnomerne
rozdelené medzi rézne mnozstva alkoholu ako napr. pri
pive: 2 % pije 1 dl, 3% 2 dl, 1 % 3 dl a pod. Nasli sa aj
respondentky, ktoré mesacne vypiji az 10 - 15 dl piva. Pri
vine bola situacia trochu ind. Az 5 % zien pije mesacne 1
dl vina, 15 % pije 2 dl, 5 % pije 4 dl, 8 % 5dl a pod. Medzi
tymito Zenami si konzumentky aj vdcSieho mnoZzstva vina,
ako 10 dlI, 15 dl a45 dl. V tejto skupine konzumuja
respondentky destilaty v mnozstve 1dl (11 %), 2 dl (3 %),
3dl (3 %), ale aj napr. 10 dl (1 %).

V skupine s karcinomom prsnika je situacia podobna. Pivo
konzumuju zeny mesacne v mnozstve 1 dl (6 %), 2 dl (3
%), 3 dl (5 %), 4 dl (2 %) a pod. 1 % respondentiek pije az
20 dl a2 % dokonca 25 dl piva. Pri vine najviac Zien
konzumuje 1 dl (16 %), 2 dI (14 %), 3 dI (2 %), 4 dI (4 %),
5 dl (6 %) vina, niektoré z nich aj 8 dl (1 %) a 10 dl (4 %).
Destilaty konzumuje v tejto skupine v mnozstve 1 dl (13
%), 2 dl (3 %), 4 dl (1 %) a 20 dl (1 %). Z tychto &isel je
vidiet, Ze medzi respondentkami oboch sledovanych
skupin st Zeny, ktoré konzumuji alkohol v malom
mnozstve, ale s aj Zeny s konzumaciou alkoholu vo
vacsich mnozstvach (kontrolna skupina: median pri pive =

5, pri vine = 4, pri destilatoch = 1, modus pri pive a vine =
2, pri destilatoch = 1; skupina s karcindmom prsnika:
medidn pri pive = 3, pri vine = 2, pri destilatoch = 1,
modus je pri v§etkych troch druhoch alkoholu je rovnaky =
1).

Okrem opisnej metddy sme pri spracovani naSich
vysledkov pouzili aj analyticki metédu. Rozdiely
jednotlivych odpovedi v dotazniku medzi respondentkami
kontrolnej skupiny a skupiny s karcindomom prsnika boli
testované Chi kvadratovym testom priznanim miery
vyznamnosti. Na zaklade Chi kvadratu, stupna
vyznamnosti a pomeru Sanci sme mohli vyhodnotit
pravdepodobnost’ ochorenia karcindmu prsnika u nasich
respondentiek. Z ¢iselnych tdajov, ziskanych v naSom
dotazniku sme zase zistili priemer, median a modus, ktoré
sme interpretovali pomocou nasledujicej tabul’ky (tab. 5).

Dalsie analyzované udaje, teda Chi kvadrat (Chi kv.),
stupenn vyznamnosti (P), stupeni volnosti (SV) a pomer
Sanci (OR), sme vyhodnotili pomocou tabulky 6.

Z vysledkov nasho dotaznikového prieskumu vyplyva, ze
pocet porcii ovocia a zeleniny konzumovanych denne bol
niz§i v skupine respondentiek srakovinou prsnika, pri
analyze konzumacie alkoholu respondentky v kontrolnej
skupine piju mesaéne viac dl piva a vina, ale v skupine
s malignitou prsnika mesacne viac dl destilatov. Z vypoctu
hodnét BMI vyplynulo, Ze respondentky s karcindmom
prsnika trpia 3,2 krat CastejSie obezitou ako Zeny
Vv kontrolnej skupine (chi kvadrat = 15,8; SV =1, P = >
0,001; 99,9 %, OR = 3,2). Pri ostatnych otazkach nam
zvypoCtov vysli hodnoty, ktoré neboli Statisticky
vyznamné. OR sme sice vypocitali, ale nemoézeme ho pri
nasej teorii uplatnit’.

DISKUSIA

V dne$nej dobe sa Casto stretdvame, v suvislosti
s onkologickymi ochoreniami, s pojmom ,Zivotny Styl®.
Ide spravidla 0 vyzvu na zmenu spdsobu Zivota v ramci
primarnej prevencie. Co vlastne treba zmenit' a na ¢o sa
zamerat’ v suvise s prevenciou vzniku karcindému prsnika.
So zmenou zivotného Stylu treba zacat uz v rodindch
a Skolach. Vyzivovymi faktormi je mozné zabranit vzniku
30 - 40 % rakoviny prsnika. Ako najvyznamnejsie rizikové
faktory sa ukazuji nadvadha a obezita, konzumaicia
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alkoholu, vysokd konzumécia médsa a udenin, naopak
najvyznamnej$imi ochrannymi faktormi sa javi vysoka
konzumécia zeleniny aovocia apohybova aktivita.
Je preto potrebné preferovat’ zdravi vyzivu s obsahom
zeleniny a ovocia, pohyb, $port, svieZi vzduch, vyhybat’ sa
nadvahe, fajeniu a konzumdcii alkoholickych napojov,
najmd koncentrovanych (Kuzma, 2007; Fiala, 2004).
Podla agentary Reuters moze az tretine beznych pripadov
zhubného ochorenia prsnika vo vyspelych $tatoch predist
zdravy zivotny Styl. Potvrdzuje to $tudia, na ktorej sa
podielalo 23 odbornikov z organizacii World Cancer
Research, na cele s Michaclom Marmotom, Kktori
analyzovali vyskyt rakoviny na celom svete atudaje
0 stravovani, mnoZzstve pohybu a hmotnosti, s cielom
zistit' ako tieto faktory prispievaju k vzniku maligneho
ochorenia. Vedci zistili, ze zdravy zivotny §tyl by zabranil
v Britanii 42 % avUSA 38 % pripadov karcindému
prsnika. Vedci, odbornici na vyzivu a WHO odportacaji
vysoku konzumaciu zeleniny a ovocia, celozrnného peciva
a obmedzenie <&erveného misa, tukov a cukrov
(Mrocek, 2009).

Predpoklada sa, ze aspon jedna tretina karcindmu prsnika
je sposobena tym, ¢o jeme. Studia Zien v lowe ukéazala, e
zeny, ktoré v strave uprednostfiovali hovddzie steaky,
hamburgery, Sunku alebo slaninu mali 4,62 nasobne vyssie
riziko vzniku zhubného nadoru prsnika.

V poslednom obdobi sa stile vicSia pozornost venuje
determinovaniu u¢inku jednotlivych druhov tukov aich
komponentov, najmi polynenasytenych mastnych kyselin
na karcindm prsnika. Mastné kyseliny prijimané potravou
alebo syntetizované v organizme sa vyuzivaju jednak ako
energetickd rezerva, jednak na syntézu bunkovych
komponentov, hlavne plazmatickych membran a membran
bunkovych  organel. Oxidacia MK je jednou
z metabolickych ciest, ktorou bunky ziskavaji energiu pre
syntézu ATP. Hlavnou cestou je p-oxidacia MK
prebiehajiica v mitochondriach a peroxizomoch. V malej
miere si MK metabolizované a-hydroxylaciou a -
oxidaciou. Tieto dve metabolické cesty oxidacie MK, za
fyziologickych podmienok vyuzivané len minimalne,
moézu byt velmi dolezité pre rast nadorov alebo ich
inhibiciu tym, Ze generuju produkciu cytotoxickych
lipoperoxidov PNMK, ako aj enzymov tychto oxida¢nych
ciest. Strava s vysokym obsahom n-6 PNMK (rastlinné
oleje atuky) Géinne zvySuje tumorigénny proces, kym
tuky s vysokym obsahom n-3 PNMK (rybi olej) ma menej
stimulacné ucinky a Casto potlaca karcinogenézu prsnej
zlazy. Esencidlne MK mo6zu modulovat toto riziko
prostrednictvom  prostaglandinov, ktoré  podporuju
progresiu nadorového procesu ako kokarcinogény alebo
promotory tumorov. Mastné kyseliny mézu vstupovat’ do
procesov karcinogenézy rakoviny prsnika a mat podla
svojho zloZenia, ¢i uz stimulacnil alebo inhibi¢nu tlohu
v tomto procese (Magalova T., 1999). O vztahu alkoholu
ku karcinomu prsnika existuji mnohé rozsiahle Studie,
ktoré¢ ovela jednoznacnejSie, ako pri tuku dokazuju
pozitivny vztah medzi konzumaciou alkoholu a vyskytom
nadoru  prsnika, ato U premenopauzalnych  aj
postmenopauzalnych zien. Ani pri konzumdcii alkoholu
nie je jasny patofyziologicky mechanizmus, ktory moze
viest' k zvySeniu karcinogenézy, aj ked’ sa v sucasnosti
venuje zvysena pozornost’ tejto otazke.

Predpokladd sa niekol'ko moZnych mechanizmov:
alkohol moéze ovplyviiovat’ endokrinny systém, vratane
alternacie metabolizmu estrogénov, mdze ovplyvilovat
reparaciu DNA alebo schopnost’ imunologickej kontroly,
moéze urychlovat transport karcinogénov do tkaniva
prsnikov, poSkodzovat membranové funkcie alebo
ovplyviiovat’ hepatalny metabolizmus karcinogénov. Vo
vztahu alkoholu akarcindbmu prsnika sa diskutuje
0 zavislosti tohto vztahu od velkosti davky. Niektoré
prace nezistili zavislost’ medzi miernym prijmom alkoholu
(menej ako 20g/den) azvySenym rizikom zhubného
nadoru prsnika. Konzumacia 2-3 napojov denne
(30-40g/dent) vel'mi vyznamne zvySuje riziko vzniku
karcindomu  prsnika, pricom vysledky  rozsiahlej
metaanalyzy naznacuju, Ze zvySené riziko sposobuje
konzumécia alkoholu ako takého, bez rozdielu, o aky
alkoholicky napoj ide. Predpokladd sa, ze prsniky su
vnimavejSie na rizikové faktory karcinogenézy prsnika
v priebehu adolescencie a v rannej dospelosti, preto by
v mladosti mali Zeny obmedzit konzumaciu alkoholu,
atak znizit mozné riziko neskorSiecho nadorového
ochorenia prsnikov. Uplna abstinenciu je preto vhodné
odporacat’ zendm s vysokym rizikom karcindmu prsnika
(Magalova, 1999). Epidemiologické stadie potvrdzuju
nazory, Ze u obéznych zien je vyssie riziko onkologického
ochorenia prsnika. Strava s vysokym obsahom tuku je
stravou s vysokym obsahom kaldrii, ktord vyznamne
napomédha  k ziskavaniu nadvahy akobezite aje
charakterizovana nadmernym ukladanim tuku v celom
tele. U postmenopauzalnych Zien je tukové tkanivo
hlavnym zdrojom tvorby estrogénov, ktoré vznikaja
premenou nadoblickovych a vaje¢nikovych androgénov
v tukovom tkanive. Schopnost’ podkozného tuku menit
androgény na estrogény stipa s pribudajucim vekom
a s pribudajicou vahou. Inymi slovami, ¢im starSia
a obéznejsia je zena, tym je lepSie vybavena produkcii
estrogénov v tukovom tkanive. Dr. Hershcopf a Dr.
Bradlow dokazali, ze obezita je vyrazne spojena so
zvySenym vyskytom karcindmu prsnika, sposobenym
estrogénom aZe prognoza takého nadoru sa zhorSuje
s nadmernou vahou. Po sledovani vzorky viac nez 400 000
zien mohlo American Cancer Society konStatovat, ze
umrtnost’ na zhubny nador prsnika bola o 50 % vyssia
uobéznych zien nez u Zien, ktoré mali normalnu vahu.
Podl'a najnovsich vyskumov existuje pozitivna asocidcia
medzi celkovym prijmom energie a tukov a plazmatickymi
koncentraciami estrogénov aj u premenopauzalnych Zien.

Je pravdepodobné, ze obezita ako rizikovy faktor
karcinébmu prsnika pdsobi prostrednictvom hormonalneho
mechanizmu, ktory podporuje predpoklad, ze strava bohata
na tuky je spojena so skorS§im nastupom menarché, ako aj
neskorSou menopauzou, ¢o predlzuje Casova periodu,
pocas ktorej je zena vystavena vysokym hladindm
estrogénov. ZvysSeny celkovy prijem energie vSak mozno
povazovat za rizikovy faktor len vtedy, ked vedie
k obezite, ale nie, ked’ je spojeny s vysokym vydajom
energie (Starenskyj, 2009; Rysava, 2009).

V Japonsku konzumuju Zeny 40 - 50 g tuku denne
a rocny vyskyt karcindmu prsnika je 30 - 35 pripadov na
100 000 zien za obdobie roka. V USA konzumuju Zeny
145 g tuku denne a roény vyskyt karcindmu prsnika je 100
pripadov na 100 000 zien za rok, teda 3x viac. To
znamena, ze ked’ prijem tukov prevysi 20 % kalorii, zvysi

ro¢nik 5

4/2011



potravinarstvo

sa pocet pripadov zhubného nadoru prsnika. Nacional
Cancer Institute  zverejnil  oficidlne  stravovacie
doporugenie. Zeny modzu jednoduchou zmenou stravy
znizit’ svoje riziko karcinému prsnika. Ak prestanu fajcit’
apit, azatni jest stravu snizkym obsahom tukov
a vysokym obsahom vlakniny, zalozent na celozrnnych
obilovinach, ovoci a zelenine, ktord im umozni dosiahnut’
alebo udrzat' normalnu vahu, vsetky tieto opatrenia im
udinne znizia riziko rakoviny prsnika (Starenskyj, 2009).

ZAVER

Vplyv faktorov, ktoré tiez prispievaji k vzniku malignity
prsnika a ktoré nemozno ovplyvnit, ako napr. vek
a genetické dispozicie, sa zda byt obrovsky. Ale stale
existuju faktory, nad ktorymi moéze kazda zena prevziat
kontrolu. Su to hlavne nevhodné stravovacie zvyklosti,
spolu s konzumaciou alkoholu a fajéenie. Ich pritazlivost,
navykovost’ a pésobenie reklamy u mnohych zien vitazi
nad tradi¢nou skromnou zdravotne - vychovnou
argumentaciou. Vsetky v sti¢asnosti navrhované opatrenia
patria do tzv. zdravého Zivotného §tylu. Zena by mala
predovsetkym zit' tak, aby Co najviac obmedzila vplyv
vsetkych rizikovych faktorov, okrem tych, ktoré sa nedaju
ovplyvnit, teda vek, geneticka predispozicia a reprodukéné
faktory. Oblast’, ktort moéze kazda Zena ovplyvnit, su
stravovacie navyky. Prevenciu proti nadorovému
ochoreniu prsnika poskytuje strava bohatd na ovocie,
zeleninu  acerealie, spotlatenim ¢erveného misa,
nasytenych tukov, cukru akonzuméacie alkoholu. Je
vhodné uzivat’ rastlinné tuky, najma olivovy olej. Alkohol

je zvlast nebezpeCny, najmd ak je kombinovany
s fajéenim. Spravna vyziva je spojend s normalnou
hmotnost'ou, ktord tiez predstavuje dolezity prvok

v prevencii  karcindmu prsnika. Sucastou zdravého
zivotného S§tylu musi byt dostatok primeranej telesnej
aktivity a znizovanie psychického zataZenia organizmu. Aj
V tejto oblasti musia zeny mnoho urobit. Zanedbavanie
zdravého zivotného Stylu uzien vedie k zvySenému
vyskytu nadorového ochorenia prsnika. Dalsim délezitym
prvkom pri znizovani morbility a mortality karcindému
prsnika st pravidelné preventivne prehliadky. Je potrebné,
aby sa ich zucastiiovala kazda zena a nepodcenovala tuto
oblast’ prevencie. Z vysledkov nasho vyskumu vyplyva, ze
je potrebné zvySovat nutricné uvedomenie populacie,
apelovat’ na vplyv stravovania na vznik arozvoj
onkologickych ochoreni, aby zmeny viedli k dodrziavaniu
nutricnych  odporicani v dennom prijme potravy
a obmedzeniu konzumacie alkoholu, a tym k zlepSovaniu
zdravotného stavu populacie.
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NATURAL SURFACTANTS AND THEIR USE IN FOOD INDUSTRY

Lenka Tmakova, Stanislav Sekretar, S’tefan Schmidt, Jarmila Hldasnikovd, Lenka Vrbikova,
Frantisek Kreps

ABSTRACT

Microorganisms produce wide range of surfactants, generally called biosurfactants. These compounds are mainly divided
according to their molecular weight, physico - chemical properties and mode of action. Saponins, plant surfactants, have
properties of soap and they are high foaming and therefore are used in cosmetic (shampoos, liquid soaps et cetera) and food
industry (sweeteners, food additives into the effervescents et cetera). Most of them are spread in plants of agriculture
importance and some of them are basic segments in human food. They often occur in plants (in more then 100 species).
Saponins can be find in vegetables as a soya, a bean, a lentil, a spinach, a tomato, a potato, a garlic, a onion. Today
biosurfactants are mainly used in bioremediation but they can be utilized in many sectors of food industry. We have paid
attention to some microbial and plant surfactants and their prospects of exploitation in this industry.

Keywords: biosurfactant, saponin, surface acivity, bioemulsifier

Tabul’ka 1 Hlavné druhy mikrobidlnych tenzidov

UuvoD (Desai a Banat, 1997; Deleu a Paquot, 2004;

Tenzidy st amfifilné latky, ktoré obsahuji v molekule
hydrofébnu (nepolarnu) a hydrofilna (polarnu) ¢ast. To im
umoznuje akumulovat’ sa medzi fluidnymi fazami ako je
olej/voda alebo vzduch/voda. Znizuji povrchové a
medzipovrchové napétia a vytvaraju emulzie (Satpute et
al., 2010; Desai a Banat, 1997; Kokare et al., 2007).
Povrchovo aktivne vlastnosti robia z tenzidov jednu z
najdolezitejsich tried chemickych vyrobkov, pouzivanych
na rozne aplikicie v domacnosti, priemysle a
pol'nohospodarstve  (Deleu a  Paquot, 2004).
V poslednej dobe sa zacinaji uplatiiovat’ tzv. ,,biotenzidy*
(Hayes et al., 2009; Kosaric, 1993; Lin, 1996;
Muthusamy et al., 2008; Rahman and Gakpe, 2008;
Soberdén-Chavez, 2011; Sen, 2010, Makkar a Cameotra,
2002; Vater, 1986), ktoré sa vyrabaju vicSinou z
obnovitel'nych surovin (Kjellin et al., 2010).

Biotenzidy

Mikrobidlne tenzidy

Niektoré mikroorganizmy (baktérie, kvasinky, huby)
produkuju pri raste na hydrofobnych substratoch
povrchovo aktivne latky rozmanitej Struktary, ktoré im
pomahaju pri transporte nerozpustnych latok cez bunecné
membrany (Tab. 1).

Hydroféobnu cast molekuly tychto biotenzidov tvori
protein alebo peptid s hydrofébnymi bo¢nymi ret’azcami.

Casto to byva i uhl'ovodikovy retazec mastnych kyselin,
ktoré mézu byt nasytené, nenasytené, vetvené, pripadne
obsahuju hydroxylové skupiny. Niekedy sa vyskytuju i
mastné alkoholy. Hydrofilna ¢ast’ zvic¢sa obsahuje mono-,
oligo- alebo polysacharidy, aminokyseliny alebo peptidy,
estery, karboxylové, hydroxylové alebo fosfatové skupiny.
Mastné kyseliny su spojené s hydrofilnou ¢astou molekuly
najcastejsie  glykozidovou esterovou alebo amidovou
vizbou (Kokare et al.,, 2007; Sekretar et al., 2001).
Mikrobialne tenzidy sa dnes pripravuji komercne a maju
rozmanité pouzitie (Banat et al., 2000; Desai a Banat,
1997; Mukherjee et al., 2006).

Rosenberg a Ron, 1999; Muthusamy et al., 2008).

Trieda tenzidu

Mikroorganizmus

Glykolipidy
Ramnolipidy Pseudomonas
aeruginosa
Trehal6zové lipidy Rhodococcus
erithropolis,
Arthobacter sp.
Soforolipidy Candida bombicola,
Candida apicola
Manozylerytritolové Candida antartica
lipidy
Lipopeptidy

Surfaktin/ iturin/ fengycin

Bacillus subtilis

Viscozin

Pseudomonas
fluorescens

Lichenizin Bacillus licheniformis
Serrawetin Serratia marcescens
Fosfolipidy Acinetobacter sp.,

Corynebacterium lepus

Mastné kyseliny/ neutralne

lipidy

Corynomicolické Corynebacterium
kyseliny insidibasseosum
Polymérické tenzidy

Emulsan Acinetobacter
calcoaceticus

Alasan Acinetobacter
radioresistens

Liposan Candida lipolytica

Lipomanan Candida tropicalis

Particulate biosurfactants

Vesicles

Acinetobacter
calcoaceticus

Celé mikrobialne bunky

Cyanobacteria

Chemické Struktiry niektorych mikrobidlnych tenzidov
st zndzornené na obr. 1 (Sekretar et al., 2001).
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Saponiny

Saponiny st prirodné latky glykozidickej povahy
a vlastnosti mydla. Maju lipofilny aglykon (steroid alebo
triterpén) a hydrofilna Cast’ (cukornd zlozka). Znizuju
povrchové napétie av minimalnej koncentracii silno
penia (Hostettmann a Marston, 1995; Ozlem a Mazza,
2007). Vyskytuja sa hlavne v rastlinnej risi, aj ked’ boli
izolované aj znizSich morskych zivocichov (niektoré
druhy triedy Holothuroidea a Asteroidea a v kmeni
Echinodermata) (Muc¢aji a Nagy, 2010). Na ich analyzu
sa vyuzivaji chromatografické metody (Oleszek, 2002).
Chemické Struktury niektorych saponinov su znazornené
na obr. 2. Ich vyskyt vrastlinach zobrazuju obr. 3
atabulky 2 a 3.

Trehalolipidy

H3C fHa
HE
CH3:E

CHy

CH;

Tabul’ka

2 Vyskyt

steroidnych

saponinov v rastlinach

pouzivanych vo vyzive a V potravinarskom priemysle (Mucaji
a Nagy, 2010; Vincken et al., 2007).

CePad® Latinsky nazov rastliny ‘ Slovensky nazov rastliny
1. Jednokli¢nolistové
Poaceae | Avena sativa L. 0vos siaty
Allium ampeloprasum L. | cesnak porovy (por)
subsp. Ampeloprasum pravy
Allium ampeloprasum L. | cesnak porovy (p6r)
subsp. Porrum pestovany
Liliaceae | Allium cepa L. cesnak cibulovy (cibul’a)
Allium sativum L. cesnak kuchynsky (cesnak)
Allium schoenoprasum L. | cesnak pazitkovy (paZitka)
Asparagus officinalis L. asparagus lekérsky (Spargl'a)
Smilax officinalis Kunth. | smilax lekarsky
I1. Dvojkli¢nolistové
Fabaceae Trigonella foenum- senovka grécka
graecum L.

Tabul’ka 3 Vyskyt triterpénovych saponinov v rastlinach
pouzivanych vo vyzive a V potravinarskom priemysle (Muéaji
a Nagy, 2010; Vincken et al., 2007).

CePad’ Latinsky nazov Slovensky nazov
rastliny rastliny

|. Jednokli¢nolistové

Poaceae | Avena sativa L. | ovos siaty

11. Dvojklicnolistové

Amaranthaceae Amaranthus spp. druhy rodu laskavec

Chenopodiaceae

Beta vulgaris L.

repa obycajné

Chenopodium quinoa

mrlik &ilsky

GlcUA—O

Glc
| Ara
Gal

Gypsozid A

Obrazok 2 Typické struktiry niektorych saponinov

Willd.

Spinacea oleracea L.

$penat siaty

Asteraceae

Helianthus annuus L.

slne¢nica ro¢na

Fabaceae

Arachis hypogaea L.

podzemnica olejna

Cicer arietinum L.

cicer barani

Glycine max Merrill

soja fazulova

Lens culinaris L.

Sosovica kuchynska

Medicago sativa L.

lucerna siata

Gray

Phaseolus acutifolius

fazul’a koncistolista

Phaseolus aureus

fazul'a zlata
(mungo)

Phaseolus coccineus L.

fazul'a Sarlatova

Phaseolus lunatus L.

fazula mesiacovita

Phaseolus mungo L.

fazul’a urdova (urd)

Phaseolus vulgaris L.

fazul'a zahradna

Pisum sativum L. hrach siaty
Risa: Plantae (rastliny) Pueraria lobata pueriéria lalo¢nata
Podrisa: Tracheobionta (cievnaté rastliny) Vicia spp. druhy rodu vika
Oddelenie: L— Magnoliophyta (krytosemenné rastliny) Vigna sinensis End viena inska
Trieda: Magnoliopsida (dvojkli¢nolistové rastliny) — — - gv - - —
Podtrieda: L Asteridae isticaceae Myristica fragrans muskatovnik vonavy
— Caryophyllidae i Houtt.
— Dilleniidae iliaceae Sesamum indicum L. sezam indicky
— Hamamelidae mnaceae Zizyphus jujuba Mill. jujuba hola
— Magnoliidae icea Quillaja saponaria kvildja mydlova
— Rosidae Molina
L'l'_?”?jﬂ%;i‘;&‘;(‘g:""SIO"C rastling) 1ceae Rubus fruticosus L. ostruzina ¢ernicova
— Liliidae (Gernica)
— Zingiberidac Thea sinensis L. ¢ajovnik ¢insky
Obrazok 3 V§skyt saponinov v rastlinach (Mugaji a | «yyophyllaceae Guaiacum officinale L. | guajak lieCivy
Nagy, 2010; Vincken et al., 2007).
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Mozné aplikacie v potravinarstve

Mikrobialne tenzidy aj saponiny, pre svoje povrchovo
aktivne a antimikrobialne vlastnosti, nachadzajii Coraz
SirSie uplatnenie v potravinarstve a V polnohospodarske;j
vyrobe (Hasenhuetti a Hartel, 2008; lyer et al., 2006;
Kachholz a Schlingmann, 1987; Kralova and Sjéblom,
2009; Krog, 1977; Nitschke a Costa, 2007; Oakenfull,
1981; Oleszek, 2000; Oleszek a Marston, 2000; Price et
al., 1987;Waller a Yamasaki, 1996).

Ingrediencie potravinarskych formuldcii

Okrem  obvyklej tlohy (znizenie povrchového
a medzipovrchového napitia, ¢o sa vyuziva na tvarovanie
a stabilizaciu emulzii) (Whitehurst, 2004; Nakai a
Li-Chan, 1988) maju tenzidy aj niekolko inych funkecii
Vv potravinach. Napriklad: kontrola zhlukovania tukovych

guliciek, stabilizovanie  prevzdusnenych  systémov,
vylepSovanie textiry (Struktary, tkaniva) a trvanlivosti
skrob obsahujticich produktov, modifikovanie

reologickych vlastnosti pSenicného cesta a zlepSovanie
konzistencie textary na baze tukovych produktov
(Muthusamy et al., 2008; Nitschke a Costa, 2007).

V pekarstve a zmrzlinovych formulaciach biotenzidy
hraja rolu pri kontrole konzistencie (tuhosti), spomal'ovani
starnutia (opotrebovania) a rozpustania vonnych olejov.
Vyuzivaju sa ako stabilizatory tukov a zabranuju
rozstrekovaniu olejov atukov pri smaZeni a fritovani
vlhkych potravin. ZlepSovanie stability cesta, textlry,
sytosti (plnosti, mohutnosti) a konzervacie pekarenskych
vyrobkov sa dosahuje pridanim ramnolipidovych tenzidov
(Muthusamy et al., 2008; Van Haesendonck a
Vanzeveren, 2004)). Stidie taktiez naznaduju mozné
pouzitie rhamnolipidov na zlepSenie vlastnosti maslovych
krémov,  croissantov =~ a mrazenych  cukrarenskych
vyrobkov. L-ramndéza ma znacny potencial ako prekurzor
pre vonu. Taktiez je vyuzivana v priemysle ako prekurzor
vysoko kvalitnych vonnych komponentov ako je furaneol.

Antiadhézne pripravky

Biovrstva je opisana ako skupina baktérii, ktoré sa
usidlili na povrchu. Biovrstva neobsahuje iba baktérie, ale
tiez extracelularny material produkovany na povrchu
a akykol'vek materidl uvdzneny (zachyteny) vnutri tejto
vrstvy (loziska). Bakteridlne biovrstvy vyskytujice sa na
povrchoch  produktov potravinarskeho priemyslu st
potencialnym zdrojom kontaminacie, ktora moze viest’ ku
skazeniu vyrobku a Kk prenosu choréb. Z tohto dévodu
kontrola adhézie mikroorganizmov na povrchu potravin je
podstatnym krokom pri zabezpeCovani bezpecnosti
a kvality produktov pre konzumentov. Uéast’ biotenzidov
pri mikrobidlnej adhézii a oddelovani od povrchu sa
Studuje. Tenzid uvoltovany baktériou Streptococcus
thermophilus sa pouzival pre kontrolu znecistenia dosiek
vymennika tepla pastérov tak, ze spomal’oval zhlukovanie
sa inych termofilnych rodov Streptokoka zodpovednych za
znecistenie. Predbezna uprava povrchov z nehrdzavejlcej
ocele s biotenzidom ziskavanym z baktérie Pseudomonas
fluorescens zabraiiuje adhézii L. monocytogenes L028.
Biouprava  povrchov  prostrednictvom  pouZivania
mikrobialnych tenzidov bola oznaCend ako novéa stratégia
na redukciu adhézie (Muthusamy et al., 2008).

Iné

V potravinarskom priemysle sa biotenzidy zvycajne
vyuzivaji ako potravinarske aditiva (emulgatory). Ako
napriklad lecitin a jeho derivaty, estery mastnych kyselin
obsahujucich glycerol, sorbitan alebo etylén glykol
a oxyetylénované derivaty monoacylglyceridov vratane
poslednych syntetizovanych oligopeptidov. Tieto
emulgatory zvySuju  vonu, chut' a kvalitu produktov
s minimalnym zdravotnym rizikom (Rahman and Gakpe,
2009) .

V pol'nohospodarskom priemysle sa tiez tazi z vyroby
biotenzidov. Stanghellini a Miller (1997) preukazali
vysoku ucinnost’ rhamnolipidov vo¢i trom zastupcom
rodov zoosporickych rastlinnych patogénov: Pythium
aphanidermatum, Phytophthora capsici a Plasmopara
lactucea-radicis.  Preto  purifikovali mono- adi-
rhamnolipidy Vv rozsahu koncentracie od 5-30 mg. L ™, &o
sposobilo zastavenie pohyblivosti a dezintegraciu buniek
celej populacie zoospér za menej ako jednu minutu.
Bioemulgatory st potencidlne pouzivané v rdznych
formulaciach herbicidov a pesticidov (Rosenberg a Ron,
1999; Rahman a Gakpe, 2009).

Yucca schidigera a Quillaja saponaria uznal americky
Food and Drugs Administration (FDA) v roku 2003 za
potravinové aditiva. Kvilajové extrakty st klasifikované
v dvoch typoch (1 a 2) podl'a obsahu saponinov, 20 az 26
% alebo 75-90 % (Joint FAO/ WHO 2004). V Eurdpskej
unii je ich mozné pouzit’ ako penotvornt latku (E 999) do
koncentracie 200 mg/l pri vyrobe nealkoholickych
ochutenych napojov (office). Extrakt z kvilaje typu 1 sa
pouziva ako penotvorna surovina do koncentracie 100 ppm
pri vyrobe ,soft drinkov*, extrakt typu 2 ako emulgator
lipofilnych farbiv alebo prichuti v tychto napojoch
v koncentracii pod 10 ppm.

Potvrdené priaznivé Dbiologické ucinky kyseliny
oleanolovej boli vyuzité pri formulovani patentov
s obohatenym olivovym olejom, na prekrytie neprijemne;j
dochute nahradnych sladidiel alebo protikrystalizacna
latka v potravinarskych tukoch (Muéaji a Nagy, 2010).

ZAVER
So zvySujucim zadujmom o Zivotné prostredie sa zvySuje
aj zaujem o prirodné povrchovo aktivne latky (biotenzidy)

ato najmd zdbévodu nizkej toxicity, biologickej
odburatelnosti a relativne zvladnutej produkcie
fermentaciou.

Biotenzidy maju rdznorodé vlastnosti a tym aj rozsiahle
vyuzitie v priemysle. Nachddzaji uplatnenie najma
Vv oblastiach, kde je na prvom mieste ekologicky aspekt
a kde je pozadovany tenzid ,,usity na mieru®, ¢o sa vyuziva
v kozmetike a medicine.

Ale len 3%  biotenzidov je  aplikovanych
V potravinarskom a 2% Vv pol'nohospodarskom priemysle.
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BACTERIA STAPHYLOCOCCUS SPP. IZOLATED FROM MASTITIS OF SHEEP
AND THEIR ENTEROTOXIGENIC PROPERTIES

FrantiSek Zigo, Milan Vasil’, Marian Kadasi, Juraj Elecko, Zuzana FarkaSova

ABSTRACT

In our study was followed occurrence of staphylococcal mastitis in herd of 350 sheep during one lactation season.
We found, the bacteria S. schleiferi was identified in 88 from all 204 isolates. In high number were identified also S. caprae
(33), S. chromogenes (21), S. aureus (19), S. epidermidis (17), respectively. Important was occurrence S. intermedius,
S. simulans, S. xylosus aS. warneri, too. The Staphylococcuss spp. caused latent and subclinical forms of mastitis
predominantly, showed into subacute mastitis (26.5%). Acute mastitis was determined in 7.8 %. Eight bacteria S. aureus,
two S. chromogenes, and two S. epidermidis produced staphylococcal enterotoxins

Keywords: Staphylococcus spp., sheep mastitis, staphylococcal enterotoxin, SE

UVOD

Vyskyt mastitid pri ovciach je v jednotlivych krajinach
rozny. Britski autori udavaju, ze vyskyt klinickych
mastitid u bahnic pri zabiti je od 13 do 50%. Naznacuje to,
ze dolezitym dovodom brakovania bahnic v UK je
pravdepodobne  klinickda  mastitida. 'V podmienkach
Slovenska podla naSich skusenosti (preto, ze v SR
neexistuje komplexny udaj) moZeme konStatovat, Ze
hladiny premorenia bakteriologickymi pdévodcami sa
pohybujt v rozpati od 5,6 do 64,5 % (a to v zavislosti na
celkovej hygiene a technologii chovu), pricom na vyskyte

mastitid sa zvyCajne podielaju  hlavne baktérie
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. a  koliformné
baktérie. V etiologii mastitid oviec si v naSich
podmienkach  dominantné  Staphylococcus — aureus,

Vv ostatnom case hlavne koaguldza-negativne stafylokoky,
avsak na mastitidach malych prezavavcov sa podiel’aju aj
baktérie Streptococcus spp. (hlavne S. dysgalactiae
a Streptococcus uberis, resp. S. agalactiae), baktérie
Pasteurella spp,. Escherichia coli, P. aeruginosa
a Klebsiella pneumonia, baktérie Salmonella spp., ale aj
Mycoplasma agalactia, baktérie Micrococcus spp.,
Corynebacterium spp. a mikroskopické vlaknité huby,
pricom aspergiléza acandidéza vemena sa vyskytuje
najcastejSie po intenzivnej liecbe antibiotikami. Vyskyt
zépalu mliecnej zlazy oviec v konkrétnom chove je
dosledkom spolupdsobenia viacerych faktorov ako su
etiologické  agens  (mikroorganizmy), chovatel'skd
vyspelost’ a organizacia prace, troven hygieny ustajnenia,
hygieny prvovyroby mlieka, a pod. Snahou je
minimalizovat’ vyskyt mastitid stafylokokovej etiologie
a z dovodu zabezpecenia produkcie zdravotne bezpecného
mlieka 0 pozadovanej kvalite (Vasil’, 2007).

Riziko spociva v niektorych vlastnostiach stafylokokov
ato takych ako s faktory patogenity, resp. vyznamnou
vlastnostou baktérii rodu Staphylococcus je schopnost
produkovat’ tzv. stafylokokové enterotoxiny (Bergdoll,
1991).

Pocas mnohych rokov produkcia enerotoxinov bola
spajana hlavne s kmenimi druhu Staphylococcus aureus.
Viaceri autori uvadzaju, ze aj ostatné druhy koagulazo-
pozitivnych stafylokokov (ako mnapr. S. intermedius,
S. hyicus) mozu tvorit’ enterotoxiny (Adesiyum et al.,
1984; Becker et al.,, 2001). Aj niektoré koagulazo-

negativne stafylokoky su enterotoxigénne (Bautista et
al., 1988; Vernozy et al., 1996, Beatriz et al., 2006).

Cielom prace bolo zistitt vyskyt druhov rodu
Staphylococcus aich podiel na jednotnych formach
mastitid Vsledovanom chove pocas sezony dojenia
a oznacit’ baktérie produkujuce stafylokokové enterotoxiny

MATERIAL A METODY

Individualne vzorky ovcieho mlieka boli odoberané
v priebehu roka trikrat pri komplexnych vySetreniach stada
(na zaciatku, v polovici ana konci sezony dojenia
v dojarni). Bakteriologické vySetrenie vzoriek mlicka
a vySetrenie mlieCnej zlazy boli vykonané podla
Hariharana et al. (2004). Taxonomické zatriedenie
druhov stafylokokov sa vykonalo STAPHY- testom 24
(Pliva-Lachema, Brno, CR).

Identifikacia génov kédujucich stafylokokové
enterotoxiny (sea, seb, sec, sed, see) bola vykonana
metodou PCR podla Becker et al. (1998). DNA bola
separovana pomocou QiAMP tissue kit-u (OIAGEM,
Hilden, Germany). Pre kontrolu vysledkov PCR metddy
boli pouzité referenéné kmene pre typy: SEA, SEB SEC,
SED, SEE (Bergdoll; CNCTC, Brno). Pre detekciu génov
Boli pouzit¢  oligonukleotidové primery sea az see
(Becker et al., 1998). Dokaz produkcie SE in vitro bol u
kazdého kmena s potvrdenym génom vykondvany ELISA
metodou testovacim setom Ridascreen ® Set A,B,C,D.E
(R-Biopharm AG, Darmstadt, Nemecko) podla navodu
vyrobcu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabulke 1 je uvedeny podiel baktérii Staphylococcus
spp. na klinickych mastitidach oviec  pocas sezony
dojenia. Z vysledkov je zrejme, ze dominantnou baktériou
rodu Staphylococcus z 204 identifikovanych bol
S. schleiferi (88), pricom vyznamny podiel mali ja baktérie
S. caprae (33), S. chromogenes (21), S. aureus (19),
S. epidermidis (17) anezanedbatelny bol aj vyskyt
S. intermeius, S. simulans, S. xylosus a S. warneri.
Baktérie Staphylococcus spp. sa podielali hlavne na
latentnych a subklinickych mastitidach, ktoré sa casto
prejavili klinicky subakatnym zapalom (az v 26,5 %),
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pricom vyskyt akutnych mastitid bol tiez vyznamny pri koagulazo—pozitivnych stafylokokoch, menovite pri
(7,8 %). Odrazom vysokého vyskytu mastitid v chove je S. aureus. Z koagulazo—negativnych stafylokokov sa na
4,4% vyskyt chronickych, t.j. uz neliecitelnych foriem produkcii enterotoxinov podielali S.chromogenes a
zaplov mlie¢nej Zl'azy. S. epidermidis.

NajcastejSie sme produkciu enterotoxinov zaznamenali

Tabulka 1 Vyskyt infekénych mastitid v chove oviec pocas sezony dojenia

Bakterialny pdvodcovia mastitid Formy mastitid
Celkom Klinicky zjavna subklinicka latentna
Druh subakutna akiitna chronicka
y % n % n % n % n % n %
Staphylococcus spp. 204 20,0 [ 54 | 529 [ 16 | 1,57 9 |089( 51 5,0 74 | 7,25
Streptococcus spp. 27 264 (11 [ 1,01 1 0,1 3 (029 5 0,49 7 0,67
Bacilus spp. 22 2,16 1 0,1 0 0 1 0,1 3 0,29 | 17 | 1,67
E. coli 10 098 | 2 | 0,19 0 0 2 (019 2 0,19 4 0,39
Enterococcus spp. 9 089 | 3 | 0,29 0 0 1 0,1 2 0,19 3 0,29
Corynebacterium spp. 8 0,78 | 4 | 0,39 0 0 0 0 2 0,19 2 0,19
Proteus spp. 4 039 | O 0 0 0 1 0,1 1 0,1 2 0,19
Arcanobacterium spp. 3 029 | 1 0 0 0 0 ] 0 1 ] 01 1 [ 01
Rhodococcus spp. 2 019 | 2 | 0,19 0 0 0 0 0 0 0 0
pozit 289 | 2833 | 78 | 764 | 17 | 1,67 | 17 |167| 67 | 657 | 110 | 107
negat. 731 | 71,66
spolu 1020 | 100

N — pocet bahnic
Tabulka 2 Podiel baktérii Staphylococcus spp. na klinickych mastitidach oviec pocas sezony dojenia

Formy mastitid
Celkom Klinicky zjavna
subklinicka latentna
Staphylococcus spp. subakutna akutna chronicka
%

z n % n % n % n % n %
S. schleiferi 88 43,1 17 8,3 9 4.4 3 15| 19 9,3 40 19,6
S. caprae 33 16,2 11 5,4 0 0 0 0 7 3,4 15 7,4
S. chromogenes 21 10,3 8 3,9 1 0,5 1 0,5 5 2,5 6 2,9
S. aureus 19 9,3 9 4,4 3 1,5 1 0,5 4 2,0 2 1,0
S. epidermidis 17 8,3 3 1,5 0 0 2 1,0 | 10 4,9 2 1,0
S. intermeius 7 3,4 1 0,5 0 0 1 0,5 1 0,5 4 2,0
S. simulans 6 2,9 1 0,5 2 1,0 0 0 2 1,0 1 0,5
S. xylosus 6 2,9 2 1,0 1 0,5 0 0 2 1,0 1 0,5
S. warneri 5 2,5 1 0,5 0 0 0 0 1 0,5 3 15
S. lentus 2 0,98 1 0,5 0 0 1 0,5 0 0 0 0
spolu 204 100 54 26,5 16 | 7,8 9 44 1 51 250 | 74 36,3
n- pocet bahnic
Tabulka 3 Vyskyt stafylokokovych enterotoxinov a génov pre produkciu stafykokovych enterotoxinov u

baktérii Staphylococcus sp. (n = 204) v chove oviec
produkcia enterotoxinov pritomnost’ génov

Staphylococcus spp. SEC SED SEE sec sed see
S.aureus (9) 4 3 1 6 3 1
S.chromogenes (3) 1 1 2 1
S.epidermidis (3) 1 1 1 2
celkom 6 4 2 9 4 3
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ZAVER
V sucasnej dobe sa venuje velka pozornost tzv.
Vyskyt stafylokovych mastitid v chove oviec pocas jednej
sezdny dojenia bol nasledovny:
- v ramci 204 izolovanych baktérii Staphylococcus spp.
boli dominantné S. schleiferi (88), potom baktérie
S. caprae (33), S. chromogenes (21), S. aureus (19),
S. epidermidis (17).

- vyznamny bol aj vyskyt S. intermeius, S. simulans,
S. xylosus a S. warneri.

Staphylococcus spp. sposobovali hlavne mastitidy s
latentnym a subklinickym priebehom a subakutnym
zapalom sa prejavili 26,5 % a vyskyt akutnych mastitid
bol 7,8 %,

Enterotoxiny najcastejS§ie produkoval S. aureus
(8 Dbaktérii) a4 baktérie koagulazo—negativnych
stafylokokov: S.chromogenes (2) a S. epidermidis (2).
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