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ANTIMIKROBIALNA REZISTENCIA-
AKTUALNY PROBLEM VO
VETERINARNEJ MEDICINE A VO
VEREJNOM ZDRAVI

ANTIMICROBIAL RESISTENCE-
CURRENT PROBLEM IN
VETERINARY MEDICINE AND
PUBLIC HEALTH

Jozef Bires, Miroslav Huska, Milan Vasil’
ABSTRACT

The aim of this work was anlyze from aspect
veterinary medicine hazards antimicrobial resistance in
food chain and their impact on public health. The issue of
antimicrobial resistance is of world wide concern. Many
scientific reviews have focused on antimicrobial resistance
in zoonotic bacterial pathogens and the possible link
between the use of veterinary antimicrobials, prophylactics
and growth promoters and resistance issues in human
medicine. Antimicrobial resistant bacteria are biological
hazards resulting in increased animals and human
morbidity and mortality and are of veterinary and public
concern. The use antimicrobial agents in animals, plant
production and production of other sources of food and
feed has adverse veterinary and public health
consequencies by creating aresistant bacteria and of
bacteria resistance genes. Consequently the transfer of
antimicrobial- resistant bacteria and bacteria- borne
resistance genes from animals or crops to humans via food
remains a matter of public health concerns. The principles
that are applied to the prevention and control of the spread
of pathogenic bacteria through of food will also contribute
to the prevention and control of antimicrobial- resistant
bacteria. Resistant Salmonella and Campylobacter and
verotoxigenic Escherichia coli involved in human disease
are mostly spread through foods.

Keywords: antimicrobial resistence, food chain,
veterinary medicine, public health
UvVOD

Antimikrobidlna rezistencia je v si¢asnosti povaZovani
za zévazny zdravotny, socidlny a ekonomicky problém.
Antimikrobidlna rezistencia baktérii je biologické
nebezpecenstvo, ktoré zvySuje morbiditu a mortalitu
zvierat aludi aovplyviiuje verejné veterinirske zdravie
averejné zdravie (EFSA, 2008). ZvySovanie spotreby
antibiottk vo veterindrnej ahumaéannej medicine je
v ostatnom obdobi sprevddzany fenoménom nérastu
bakteridlnej rezistencie. PouZivanie antimikrobidlnych
latok u zvierat, pri produkcii rastlin, krmiv a potravin ma
negativny dopad na verejné zdravie cez narast
rezistentnych baktérii alebo baktérii produkujicich
rezistentné gény, ktoré prechadzaji do organizmu ludi
priamo alebo nepriamo. Tento druh rezistencie
nereSpektuje fylogenetické, geografické a ani ekologické
hranice. Gény rezistencie si rozSirované horizontilne
medzi baktériami zo suchozemskych zvierat, ryb, l'udi a

okrem toho su pritomné vo vonkajSom prostredi. Pre
antimikrobidlnu rezistenciu si najdolezitejSie zoonotické
bakteridlne patogény aich mozny vztah k pouZivaniu
veterindrskych antimikrobik,  profylaktik a rastovych
prométorov  arezistenciou v huminnej  medicine.
Antimikrobikd zahriiujd antibakteridlne, antivirusové,
antifugilne a antiparazitirne latky. Pridca analyzuje
z aspektu veterinirskej mediciny rizik4d antimikrobidlne;j
rezistencie v jednotlivych ¢lankoch potravinového retazca
a ich dopad na verejné zdravie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

PouZivanie antimikrobidlnych  latok v terapii
a prevencii infekénych chordb zvierat a plodin nad’alej
prebieha, nakolko si to vyzaduji podmienky zdravia
zvierat, ich welfare a zdravie rastlin. Sekundarne je tym
zabezpeCeny  kontinudlny  transfer  antimikrobidlne
rezistentnych baktérii a baktérii produkujicich rezistentné
gény zo zvierat a plodin na l'udi (Swam, 1969, Anderson,
2003). Z pohl'adu verejného zdravia potraviny vystupuji
ako hlavny faktor prenosu antimikrobidlnej rezistencie.
Najviac rizikové pre vznik antimikrobidlnej rezistencie je
aplikacia subterapeutickych davok antibiotik
u potravinovych zvierat. Aj to je dovod zdkazu pouZzivania
antimikrobidlnych aditiv v krmive v krajinaich EU od
januara 2006 (Nariadenie EC 1831/2003 eur6pskeho
parlamentu arady z22 septembra 2003 o aditivach
pouzivanych u potravinovych zvierat). Efekt tohto zakazu
na vyvoj antimikrobidlnej rezistencie u zvierat a l'udi je
zatial’ v procese sledovania.

Antimikrobidlna rezistencia je schopnost’ baktérii
odolavat’ inhibicnym alebo letilnym tuc¢inkom antibiotik.
Prirodzend alebo primirna rezistencia je geneticky
podmienend necitlivost’ niektorych baktérii na urcité
antibiotikum bez vizby na predchadzajici kontakt s nim
(Key et al., 2000). Sekundarna alebo ziskana rezistencia je
zaloZend na zmenach v genetickej Struktire baktérii ako
vysledku pouzivania antibiotika. Na zdklade genetickych
zmien patogéna sa pdvodne ucinné antibiotikum stava
proti nemu neti¢innym. Mechanizmy vzniku rezistencie sa
zakladaju na:

- schopnosti  mikroorganizmov
koncentraciu antibiotika,

- schopnosti mikroorganizmov inaktivovat’ antibiotikum

- schopnosti  mikroorganizmov modifikovat vizobné
miesta pre antibiotikum,

- schopnosti antibiotika eliminovat’ vidzobné miesto pre
antibiotikum (APHA, 2001).

PouZivanie antimikrobidlnych latok vSak nie je jedinou
pri¢inou vzniku a Sirenia antimikrobidlnej rezistencie.
Spontdnna muticia  potravinovych  baktérii alebo
rozSirovanie rezistentnych kmenov baktérii pri absencii
selektivneho tlaku méZe rovnako prispievat k narastu
antimikrobialnej rezistencie v potravinich.
Antimikrobidlne  rezistentné  baktérie a baktérie
produkujice rezistentné gény mozu byt prenasané na l'udi
potravinami rozdielnymi cestami alebo mechanizmami ako
napriklad:

- potravinami prenasané rezistentné zoonotické baktérie,
napr. Salmonella, Campylobacter (tieto baktérie
pochédzajui z réznych zdrojov, véitane zvierat, prostredia
a l'udi),

znizit'  intracelularnu
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- potravinami ~ prenaSané  rezistentné  nezoonotické
patogénne baktérie pre l'udi, napr. Shigella spp., Vibrio
spp. (tieto baktérie mdzu byt prendSané zl'udi do
potravin priamo alebo nepriamo cestou prostredia,
vratane vody),

- potravinami prend$ané komenzalové rezistentné baktérie,
ktoré st nosi€émi antimikrobidlnych rezistentnych génov
aktoré si potom transportované do huméannych
patogénnych baktérii (rezistentné komenzalové baktérie
mozu pochadzat zroéznych zdrojov, vcitane zvierat,
prostredia a l'udi),

-vyvoj antimikrobidlne rezistentnych baktérii ako
vysledok interakcie  patogénnych akomenzalovych
baktérii s reziduami antimikrobik v potravinich (BireS et
al., 2008).

Potravinami prendSand antimikrobidlna rezistencia mbze
prispiet k prenosu zoonotického patogénu na zaklade
priameho kontaktu so zvieratami (potravinové zvierata,
zaujmové zvierata, ich exkrementy, atd’.,). Iné potraviny
ako Zivocisneho pdvodu, mdzZu rovnako slizit’ ako vektor
prenosu antimikrobidlne rezistentnych baktérii a baktérii
produkujicich  rezistentné  gény  k spotrebitelovi.
Nezanedbatel'na je kontaminacia potravin antimikrobilne
rezistentnymi kmefimi baktérii v priebehu manipulacie
(vyroba, spracovanie, skladovanie, distribicia, obchod,
verejné stravovanie).

Vicsina technoldgii pri vyrobe a spracovani potravin
redukuje vyskyt patogénov vratane antimikrobidlne
rezistentnych  baktérii. Rychle tzv. netermické
technolégie, ktoré sa v stifasnosti vyuZivaji pri vyrobe
a skladovani potravin (napr. vysoko tlakové technoldgie,
ionizujlice Ziarenie, pulzové elektrické pole, ultrafialové
Ziarenie) st postupy, ktoré zabezpecuji zdravé potraviny
azérovenl udrZuji ich nutri€né a senzorické vlastnosti.
Experimentalne sledovania vSak potvrdili, Ze technoldgie
osSetrenia potravin  zaloZené na poskodeni bunkovych
membran a enzymov modzu prispiet’ ku generovaniu alebo
transferu antimikrobidlnej rezistencie (Lado and Youself
2002, Kharazmi et al., 2002, McMahon et al., 2007).
Hoci tieto zistenia zatial pochddzaju z laboratérnych
podmienok, ich prakticky dopad vyZaduje dalSie
sledovania v potraviniarskom priemysle.

V sti€asnosti sa posudzuje viacej druhov rezistencii.
Klinicky rezistentné infekcie sd charakterizované
infekciami s nizkou pravdepodobnou reakciou na terapiu
aj v pripade aplikdcie maximalnych davok antimikrobik
(EUCAST, 2000). Nakol'ko tcinnost terapie je zavisld na
mnohych faktoroch (napr. farmakokinetika lieku, miesto
a charakter infekcie, vlastnosti patogénu, klinicky stav
pacienta), nevyuziva sa pre diagnostiku rezistencie
samostatne, ale objektivizuje sa laboratérnym testom in
vitro (minimalna inhibi¢na koncentracia lieku — MIC pre
patogéna  izolovaného z klinickych  vzoriek).
Mikrobiologicky rezistentna baktéria je povaZovani vtedy,
ak toleruje vyS$Sie koncentricie antimikrobidlnych latok
ako fenotypicky blizky patogén alebo tzv. ,divé typy*
kmeniov (Acar and Rostel, 2003). Tieto izolaty baktérii su
vi¢sinou rozdielne od divych typov, pretoZe mechanizmus
ziskavania rezistencie prebieha prenosom génu alebo
mutéciou (ziskany typ rezistencie). Inherentna rezistencia
sa vyskytuje u bakteridlnych kmeniov uktorych nie je
pritomnd  antimikrobidlna litka z ddévodu nizkej
permeability bunkovej steny pre niektoré molekuly alebo

ked’ patogén dokaZe produkovat’ enzymy , ktoré deStruuju
antimikrobidlne latky. Ziskand rezistencia vznikd u
patogénov ako nasledok muticie alebo prijmom
exogénneho génu horizontdlnym transferom z inych
bakteridlnych kmenov. NajCastejSie si to gény kodujuce
enzymy, ktoré modifikuju Struktdru antimikrobik a dobre
prechadzaji bunkovymi Struktirami (napr. penicilinizy,
cefalosporindzy-  bla-  gény, acetyl transferdzy
modifikujice napr. aminoglykozidazy — aac- gény., gény
sposobujice cielovi modifikaciu- erm- gény, rezistenciu
na meticilin- mecA-gény a glykopeptidy- van- gény).

Pre vicSinu patogénov je charakteristickd viacnasobni
rezistencia, ¢o len zvySuje nebezpefenstvo pre zdravie
zvierat al'udi. V praxi to znamend, Ze cielena aplikdcia
antimikrobika proti jednému alebo skupine patogénu
potencuje ich rezistenciu k d’al$im Struktirou podobnym
antimikrobidlnym latkam. Zodpovednymi za hromadenie
a prenos antimikrobidlnej rezistencie su gény jednotlivych
baktérii. Gény koédujuice rezistenciu v baktéridch , ktora sa
manifestuje  viacndsobnou odolnostou moéZzu byt
lokalizované oddelene na mobilnom nosi¢i. V klinickej
praxi sa to prejavuje aj tym, Ze baktérie rezistentné
knovym formdm antimikrobik si pravdepodobne
geneticky vybavené pre viacnisobnu odolnost’ (napr. pre
3. a 4. generaciu cefalosporinov). Terapeutické zvladnutie
chordb vyvolanych takymto druhom patogénov u zvierat
aludi je nasledne problematické. Podla ddajov (WHO,
2007) tento stav sa u l'udi prejavuje zvySenou frekvenciou
a predlZovanim doby chorobnych stavov, narastom poctu
krvnych infekcii, zvySenou hospitalizaciou a mortalitou.

V sicasnosti z hl'adiska vyskytu rezistencie su zndme
tri skupiny mikroorganizmov:

- zoonotické a ostatné potravinami prenaSané patogény
komenzalovia,

- tzv. priemyselné alebo technologické a ostatné bektérie,
ktoré sa pridavaju do potravin a predstavuji potencialne
riziko antimikrobidlnej rezistencie.

Pri  posudzovani  nebezpefenstva  antimikrobidlnej

rezistencie uzvierat aludi vystupuji najCastejSie

v potravinovom  retazci  napr.  Samonella  spp.,

Campylobacter spp., verotoxigénne Escherichia coli,

Shigella spp., Vibrio spp., k meticilinu rezistentny
Staphylococcus ~ aureus,  Listeria ~ monocytogenes.,
komenzalovia Enterococcus spp., Escherichia coli
a potravinarske mikroorganizmy Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus
termophilus.

ZniZovanie antimikrobidlnej rezistencie vyZaduje

kontrolu pritomnosti infekcie arezistentnych baktérif
v celom potravinovom retazci. ZniZovanie chorobnosti
zvierat nie je v sucasnosti zaloZené iba na pouzivani
antimikrobik.  Alternativne = metédy  predpokladaji
vyuZivanie  napr. vakcinanych programov, podpora
obrannych mechanizmov, hygiena chovu, optimalna
vyZiva zvierat, welfare zvierat, ochrana chovov proti
zavleCenie chordb. Efektivne pre zniZenie poctu
potravinovych patogénov je zlepSenie hygieny vo vSetkych
¢lankoch potravinového retazca. Dolezité za ucelom
zniZenia kontamindcie potravin patogénnymi baktériami je
aplikdcia ucinnych technoldgii pri spracovani a vyrobe
potravin. Castym zdrojom kontaminacie potravinového
refazca patogénnymi a ostatnymi baktériami vcitane
antimikrobidlne rezistentnych sui ZivociSne vedlajSie

ro¢nik 3

2/2009



potravinarstvo

produkty a komunédlny odpad, Specidlne odpad
z nemocnic (Reinthaler et al., 2003), preto ich neSkodné
odstrafiovanie v programe redukcie antimikrobidlne
rezistentnych baktérif je limitujice.

ZAVER

Prevencia akontrola pritomnosti patogénnych baktérii
v potravinovom retazci musi zahriiovat i prevenciu
akontrolu  antimikrobidlne  rezistentnych  baktérii.
V stcasnosti riziko Sirenia antimikrobidlne rezistentnych
baktérii cez potraviny alebo ich uloha pri prenose
rezistentnych génov nie je dostatocne Studovana. Baktérie
pritomné v krmivich a v potravinich  (patogény,
komenzélovia) zvySuju rezistenciu proti antimikrobikdm
vo veterinarskej a humannej medicine. Antimikrobidlna
rezistencia v potravindch predstavuje z hl'adiska transferu
rezistencie priame riziko (antimikrobidlne rezistentné
patogény z potravin kolonizuji alebo infikuji cloveka,
alebo sa infikuje pri manipulécii s nakazenou potravinou)
anepriame riziko (baktériami produkované rezistentné
gény sd prendSané na iné baktérie- patogény alebo
komenzalov). Potravinami si na l'udi najviac prenasané
rezistentné kmene Salmonella spp. a Campylobacter spp.
Hlavnym zdrojom antimikrobidlnej rezistencie pre l'udi je
kontaminované hydinové, bravéové, hovidzie miso
a vajcia. Nezanedbatel'né riziko pri prenose
antimikrobidlnej rezistencie maji okrem patogénov aj
komezélovia.
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VPLYV PRIDAVKU FYTOADITIV NA
KVALITU KURACIEHO MASA

VPLYV PRIDAVKU FYTOADITIV NA
KVALITU KURACIEHO MASA

Marek Bobko, Ladislav Lagin, Mdria
Angelovicovd, Alica Bobkovd, Peter Has$¢ik

ABSTRACT

The aim of our experiment was to verify the effect of
different phyto additives (oregano, cinnamon and thymus
essential oils 0,05 %) and their impact on the losses in
freezing, roasting, shear force and total sensory evaluation
in broiler type of chickens hybrid mix COBB 500. In

experiment realize by us using of oregano and cinnamon
essential oils (1,42 resp. 1,53 %) had a positive influence
on reduction of losses by freezing in comparison with the
control group (1,82 %). The losses by roasting we
recorded in the lowest experiment group with additive of
oregano essential oil (17,06 ) in the other monitored
groups were those losses more than 2 %. We recorded
lower shear force and therefore higher fragility in all
groups with additive of essential oils. In the course of total
sensory evaluation we did not recorded expressive
influence in replacing antibiotic mount of essential oils.
Our scores suggest on a possibility of replacing antibiotic
mount of essential oils without negative effect on the
quality of chicken meat.

Keywords: essential oils, antibiotic, quality meat
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UVOoD

Uplny zékaz pouZivania kimnych antibiotik a rastovych
stimuldtorov v §titoch EU od 1. januira 2006 je
sprevadzany intenzivoym hl'adanim udc¢innych prirodnych
aditiv, ktoré by vyznamne zlepsili uZitkovost aj pri
vysokej koncentracii zvierat vo velkochovoch a pri
zabezpeceni pozadovaného zdravotného stavu zvierat.
Legislativne obmedzenia  pouZivania klasickych
antibiotickych stimuldtorov rastu a antimikrobidlnych
latok v krmovinarstve vedie k aplikacii novych moZnych
produktov v biotechnolégii. Z tohto ddvodu sa hladaji
nové moZnosti a spdsoby, ktorymi by bolo moZné tieto
latky nahradit’.

Pouzitie rastlinnych silic ako jednej z moZnych
alternativ za kfmne antibiotikd, ktoré kladne ovplyvnili
uzitkovost’ zvierat vo svojich experimentoch sledovali
Demeterova (2004), Mudrofniova et al. (2005),
Angelovicova et al. (2005), Angelovicova et al.(2006)
a ini.

Podl'a Opletela (1998) moZu mat’ rastovo-stimulacné
uc¢inky  aj prirodné  esencidlne oleje z  korenin
a aromatickych bylin, ako aj rastlinné extrakty obsahujice
aktivne zlozky. Docic a Biklei (2003) uvadzaju, Ze
rastlinné extrakty podobne ako antibiotikd, pozitivne
ovplyviiyji prijem krmiva, prirastky Zivej hmotnosti,
utilizdciu  Zivin a zlepSuju  mikrobidlnu fermentaciu
v ¢reve. Bikler (2006) poukazuje aj na skutocnost, Ze
pouZzitie fytogénnych aditiv stimuluje rast traviacej sistavy
azlepSuje jej odolnost voci kolonizacii patogénnou
mikroflérou

PouZitie bylin a esencidlnych olejov zavisi od ich
antimikrobidlnej aktivity. VécSina rastlin ma priaznivé
multifunkéné vlastnosti, ktoré sui dané Specifickym
obsahom bioaktivnych zloZiek. Kamel a McKay (2003)
charakterizuji fytogénne substancie ako prirodné latky
rastlinného  povodu, ktoré nezanechavaju rezidua
v Zivo¢iSnych produktoch anie je nutné dodrZiavat
ochrannii dobu pred jato€nou pordzkou zvierat. Lawrence
a Reynolds (1984) definovali rastlinné silice ako Ccire
stibory zloziek zmesi, ich chemickych zlicenin
a koncentricii jednotlivych zloZiek.

V poslednych rokoch sa prejavil zvySeny zaujem
ovyuzitie rastlinnych silic. = Biologicky  aktivne
komponenty rastlin si prevazne sekunddrnymi produktmi
ich metabolizmu, ako sd napr. terpenoidy, glykozidy
a alkaloidy. Existuje velkd variabilita vich zloZeni
predovSetkym  vzhl'adom na  biologické faktory,
podmienky pripravy askladovanie. Je nevyhnutné
identifikovat’ a kvantifikovat’ ich biologicky tcinok najma
v snahe zlepSenia utilizicie Zivin a zdravotného stavu
zvierat.

Neoddelitelnou sicastou skidmania vyuzitelnosti
kfmnych fytoaditiv je aj problematika ich vplyvu na
technologicko — spotrebitel'ski  kvalitu ZivociSnych
produktov, vratane ich zdravotnej bezpecnosti. Literdrne
poznatky svedCia o Sirokom spektre antimikrobidlnych
a antioxida¢nych tucinkov rastlinnych extraktov na kvalitu
vysledného produktu (Marcin et al., 2004, Horosova et
al., 2004, Tuberoso et al., 2005, Basile et al., 2006,
Bozin et al., 2006, Singh et al., 2006 a Trevisan et al.,
20006).

Nespravna aplikécia rastlinnych extraktov. MdzZe naopak
sposobit’ opacny efekt. Dokazuju to vysledky Busatta et
al. (2008), ktori pri hodnoteni vplyvu pridavkov
rastlinnych extraktov na senzoricki kvalitu parkov
zaznamenali, Ze so zvySovanim ich koncentracie dochiddza
k zhorSovaniu celkovej senzorickej kvality —misového
vyrobku.

Cielom prace bolo zhodnotenie vplyvu pridavku
fytogénnych aditiv na ukazovatele kvality kuracieho méisa
vybranej hybridnej kombinidcie COBB 500 kfmeného
kompletnou kifmnou zmesou (KKZ) s pridavkami
fytoaditiv a porovnat’ ich s vysledkami kontrolnej skupiny

kimenej KKZ spridavkom kfmneho antibiotika
avilamycin.
MATERIAL A METODIKA

Na zéklade poznatkov ozmendch v oblasti vyZivy
tykajicich sa vylicenia méasokostnych mucok a taktiez
zakazania pouZivania kfmnych antibiotik od roku 2006 sa
uskutocnil kfmny pokus s vykrmovymi kurcatami COBB
500 do 36 dnia vykrmu. Do pokusu sa zaradilo 100 kusov
vykrmovych kuréiat v kaZdej skupine.  Zvieratd sa
rozdelili do Styroch skupin (kontrolnd atri pokusné
skupiny). V kontrolnej skupine sa do kfmnej zmesi pocas
skrmovania  Startérovej kfmnej zmesi  priddvalo
antibiotikum avilamycin vo forme komer¢ného pripravku
Maxus 10 % (0,012 %). V prvej pokusnej skupine sa do
kifmnej zmesi priddval premix Skoricovej silice (0,1 %),
v druhej pokusnej skupine (0,05 %) av tretej pokusnej
skupine premix Skoricovej silice (0,025 %).

Kurcata vsetkych skupin boli kimené kifmnymi zmesami
HYD-01(8tartérova) od 1 do 18 dia vykrmu, HYD-02
(rastova) od 19 do 31 dna vykrmu a HYD-03 (finadlna) od
32 do 36 dina vykrmu. Po jato¢nom opracovani kurciat sa
jato¢ne opracované teld uskladnili na dobu 2 mesiacov
v mraziarenskych podmienkach pri teplote -18° C. Po
rozmrazeni JOT sa sledovali straty mrazenim. Hmotnost’
JOT anasledné straty mrazenim sa zistovali na
analytickych vahach typu Kern s presnostou na 0,1 g.
Nasledne sa odobrali z kaZzdého sledovaného kusa vzorky
hydinového mésa (stehna a prsia), ktoré boli ziskané z 12
ks kurciat z kaZdej skupiny vzorky, ktoré sa tepelne
upravili pri 200 °C avlastnom peceni pocas doby 60
minit, sdopecenim 10 az 15 mindt. Nasledne sa
anonymne vyhodnotili senzorické vlastnosti hydinového
misa 5 Cclennou komisiou, priCom sa pri samotnom
hodnoteni pouzila 5-bodovd stupnica hodnotenia.
Z hladiska senzorického sa sledovali nasledovné
ukazovatele: vona, chut, §tavnatost, jemnost a krehkost’
misa. Striznd sila sa merala konzistometrom Warner-
Bratzler znacky Chatillon, metédou Goodson et al.,
(2002), ktora je definovanid ako sila potrebnd na
prestrihnutie vzorky misa o priereze 1 cm’ napried
vldknami misa

Vysledky experimentu sa Statisticky vyhodnotili pomocou
Statistického  programu  Statgraphics pri  sledovani
zakladnych Statistickych ukazovatelov ana urCenie
preukaznosti rozdielov medzi sledovanymi skupinami sa
pouzil t-test.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade poznatkov ozmendch v oblasti vyZivy
tykajicich sa vylicenia méadsokostnych mucok a taktiez
zakdzania pouZzivania kfmnych antibiotik od roku 2006 sa
uskuto¢nil kfmny pokus s vykrmovymi kurcatami COBB
500 do 36. dita vykrmu. Do pokusu sa zaradilo 100 kusov
vykrmovych kurciat v kaZdej skupine. Zvierata sa rozdelili
do Styroch skupin (kontrolnd atri pokusné skupiny).

rozmrazenim vysSie v porovani so zisteniami James a
James (2002), ktori zaznamenali pri svojich sledovaniach
straty rozmrazenim 1+0,3 % v zavislosti od teplotnych
podmienok pocas rozmrazovania. K podobnym zaverom
dospeli aj Malton a James (1984), ktori zaznamenali pri
mraziarenskom uskladneni pri — 20 °C straty chladenim na
drovni 1,4 — 1,6 %.

Tabul’ka 2 udava straty pe¢enim jato¢ne opracovanych tiel

V kontrolnej skupine sa do kfmnej zmesi podas hydiny. Najniz§ie straty tepelnym opracovanim (pecenim)

skrmovania  Startérovej  kfmnej zmesi  priddvalo sme zaznamenali v 1. pokusnej skupine (17,03 %)

anajvysSie v 2. pokusnej skupine (21,36

Tabulka 1 ~ Straty JOT mrazenim u kurciat hybridnej kombinacie  %). V kontrolnej skupine a 3. pokusnej

COBB 500 skupine sme zaznamenali straty 19,69 %

Kontrolna 1. 2. 3. resp. 20,22 %. Statistickym porovnavanim

Ukazovatel’ on ‘ro na pokusna pokusna pokusna dosiahnutych vysledkov sme

skupina . . . . v o .

skupina skupina skupina nezaznamenali  Statisticky  preukazné

x (%) 1,82 1,42 1,53 2,03 rozdiely medzi jednotlivymi sledovanymi

S 1,09 0,69 0,38 0,62 skupinami (P>0,05). Nami dosiahnuté

min 1,09 0,77 1,09 1,03 straty pecenim sd niZSie v porovnani so

max 3,72 2.55 2,12 2.64 zisteniami Castellini et al. (2002), ktori

n zaznamenali  straty tepelnou Udpravou

v (%) 59,89 48,59 24,84 30,54 celych  jatotne  opracovanych  tiel

v priemere od 32,65 do 35,17 %. Pri

_ » L. L. hodnoteni strat tepelnou dpravou prsnej

Tabulka 2 Straty JOT pecenim u kurciat hybridnej kombinacie svaloviny dosiahli straty pedenim podla

COBB 500 Claus et al. (2001) v priemere od 24,3 do

Kontrolna L i 2. i 3. i 26,3 %. Straty peCenim si Casto

Ukazovatel’ skupina pokusna pokusna pokusna ovplyvnené aj chemickym  zlozenim

skupina skupina skupina svaloviny, ato predovSetkym mnoZstvom

x (%) 19,69 17,03 21,36 20,22 tuku vo svalovine zvierat (Has¢ik et al.
S 4,54 7,02 3,55 2,46 2005).

min 14,14 7,10 15,02 17,52

max 26,15 24.41 21,18 24,04 Pri hodnoteni priemernych hodndt striznej

v (%) 2357 41.69 16.62 12.17 sily prsnej ' svaloyiny .(tabul’ke.l 10) sme

zaznamenali  najvy$Siu  striznd  silu

v kontrolne;j skupine s pridavkom

antibiotikum avilamycin vo forme komer¢ného pripravku
Maxus 10 % (0,012 %). V prvej pokusnej skupine sa do
kifmnej zmesi pridaval premix pamajordnove;j silice (0,05
%), v druhej pokusnej skupine premix Skoricovej silice
(0,05 %) av tretej pokusnej skupine premix tymidnovej
silice (0,05 %).

Straty mrazenim po 2 mesiacoch skladovania pri teplote -
18 °C udéva tabulka 1. Z dosiahnutych vysledkov mdZeme
konstatovat, Ze aplikacia premixu pamajoranovej a
Skoricovej silice mala pozitivny vplyv na zniZenie strat
mrazenim, nakolko najniZSie straty sme dosiahli v 1.
pokusnej skupine (1,42 %) s premixom pamajoranovej
silice (0,05 %), a v 2. pokusnej skupine s premixom
Skoricovej silice (1,53 %). V 3. pokusnej skupine
s pridavkom premixu tymianovej silice sme zaznamenali
straty mrazenim na drovni 2,03 %, co

redstavovalo najvysSie straty spolu s
P 5 Y P COBB 500

antibiotického preparatu 4,01 kg.cm™ V pokusnych
skupindich sme zaznamenali nasledovné ukazovatele
striznej sily. V 1. pokusnej skupine s pridavkom premixu
pamajorénove;j silice 3,75 kg.cm™. V 2. pokusnej skupine
s pridavkom premixu $koricovej silice 3,16 kg.cm™
anajniz8iu striznd silu a najlepSiu krehkost misa sme
zaznamenali v 3. pokusnej skupine pridavkom premixu
tymianovej silice 2,94 kg.cm™. 'V kontrolnej skupine
s pridavkom antibiotika sme namerali hodnotu 2,56 kg.cm’
> av 1. pokusnej skupine s 0,1 % pridavkom $koricovej
silice 2,49  kg.em™  Statistickym  porovnavanim
dosiahnutych vysledkov sme nezaznamenali Statisticky
preukazné rozdiely medzi jednotlivymi sledovanymi
skupinami (P>0,05).

Nami dosiahnuté priemerné hodnoty striznej sily prsnej

Tabulka 3 Strizna sila prsnej svaloviny kurciat hybridnej kombinacie

kontrolnou skupinou s pridavkom

antibiotického preparatu avilamycin vo Ukazovatel Kontrolna | 1. pokusna | 2. pokusna | 3. pokusna
forme komer¢ného pripravku Maxus 10 skupina skupina skupina skupina

Yo (0012 %), pri ktorom sme 7y geq om?) 401 3,75 3.16 2.94
%azqamenflll straty mrazenim 2,02 //0. S 2.83 233 0.36 0.74
S'Eatlstlckym porovnivanim mstenych min 1.80 1.60 2.82 1.86
vysledkov ~ strit mrazenia medzi

jednotlivymi  sledovanymi skupinami | Mmax 8,90 7,60 3,63 3,90

sme nezaznamenali vyznamné rozdiely | v (%) 70,57 62,13 11,39 25,17
(P>0,05). Nami dosiahnuté hodnoty strat
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a stehennej svaloviny potvrdzuju aj vysledky Has¢ika et
al. (2005), Costa et al. (2007), ktori zaznamenali pri
skrmovani kfmnych zmesi na béaze rastlinnych krmiv

ANGELOVICOVA, M. — MELLEN, M. - ANGELOVIC,
M. 2006.Uplatnenie biotechnologického postupu nédhrady
kfmneho antibiotika premixom Skoricovej silice vo vyZive
vykrmovych kuréiat. In Biotechnolégie 2006, JU: Ceské
Budejovice, 2006, s. 134 — 136. ISBN 8085-

Tabulka 4  Celkové senzorické hodnotenie prsnej svaloviny kurciat
hybridnej kombinicie COBB 500 645-33-X.
ybricnej Xombinacie BASILE, A. - SENATORE, F. -
Kontrolna | I* T R ) GARGANO, R. ET AL. 2006. Antibacterial
Ukazovatel skupina pokusna pokusna pokusna and antioxidant activities in Sidertis
skupina skupina skupina italica(miller) Greuter et Burdet essential
x (body) 17,06 16,75 16,55 16,83 oils. In J. Ethnopharmacol, 107, 2006,
s 1,12 0,46 1,11 0,75 $.240-248.
min 15,66 16,00 15,16 15,50 BIKLER, P. 2006. Performing nature —
max 18,50 17,16 18,25 17,58 ggglgf’fggal lp,“ér.ogl,as'. 41,57 Slovensky - chov,
v (%) 6,57 2,75 6,71 4,46 BOZIN, B. - MIMICA-DUKIC, N. -

priemerné hodnoty striznej sily niz$ie ako 4 kg. cm™.
Celkové senzorické postdenie predstavuje sihrne
hodnotenie nasledovnych znakov: vona, chut’, §tavnatost
a jemnost’ a krehkost’ mésa. Kazda z tychto vlastnosti bola
hodnotend 5-bodovou stupnicou. Maximélny pocet bodov
pridelenych za celkové senzorické hodnotenie bol 20
bodov.

Pri hodnoteni celkovej senzorickej hodnoty prsnej
svaloviny (tabulka 4) sme  zaznamenali najvysSiu
priemernd senzorickd hodnotu u kontrolnej skupiny 17,06
bodu. V1. pokusnej skupine s pridavkom premixu
pamajoranove;j silice sme zaznamenali senzorickd hodnotu
16,75 bodu, v 2. pokusnej skupine s pridavkom Skoricovej
silice 16,55 bodu a v 3. pokusnej skupine s pridavkom
premixu tymianovej silice 16,83 bodu. Statistickym
porovnavanim dosiahnutych vysledkov sme
nezaznamenali Statisticky preukazné rozdiely medzi
jednotlivymi sledovanymi skupinami (P>0,05).

ZAVER

V nami realizovanom experimente pouzitie pamajoranovej
a Skoricovej silice pozitivne vplyvalo na zniZenie strat
mrazenim. Straty pecenim sme zaznamenali najmenSie
v pokusnej skupine s pridavkom pamajoranovej silice,
u ostatnych sledovanych skupin boli tieto straty vysSie
oviac ako 2 %. Nahradenie antibiotického preparatu
Maxus rastlinnymi silicami malo vplyv i na krehkost’ mésa
prsnej svaloviny, kedy sme zaznamenali niZSiu striznu silu
a teda vysSiu krehkost’ vo vSetkych skupinach s pridavkom
rastlinnych silic . Pri celkovom senzorickom hodnoteni
sme nezaznamenali vyraznej$i vplyv nahradenia
antibiotického preparatu rastlinnymi silicami.

Nami dosiahnuté vysledky poukazuji na to, Ze pri
nahradeni antibiotickych pripravkov v kfmnych zmesiach
pre vykrm hydiny rastlinnymi silicami dosahujeme
porovnatel'né resp. lepSie ukazovatele kvality kuracieho
mésa.
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PRODUKCE BIOGENNICH AMINU
BAKTERIEMI IZOLOVANYMI Z
POVRCHU DRUBEZE

BIOGENIC AMINES PRODUCTION
BY BACTERIA ISOLATED FROM
POULTRY SKIN

Leona Buiikovd, Frantisek Buiika, Pavlina

LukeSovd, Vladimir Mrkvicka, Magda
DoleZalova, Stanislav Krda¢mar

ABSTRACT
The aim of this study is to explore production of biogenic
amines (histamine, tyramine, putrescine, cadaverine,

agmatine, spermine and spermidine) by 98 bacteria
isolated from poultry skin (41 isolates of family
Enterobacteriaceae, 21 isolates of genus Aeromonas, 16
isolates of genus Pseudomonas, 10 isolates of other gram-
negative rods, and 10 isolates of gram-positive cocci). lon-
exchange chromatography was employed to analyze the
above mentioned amines. Enterobacteria were found the
largest producers of amines with proved presence of
tyramine, agmatine, putrescine, and cadaverine in
cultivation broth after incubation of bacteria. Putrescine
and cadaverine were the most abundant products. Presence
of at least 2 biogenic amines, i.e. mainly concurrent
presence of putrescine and cadaverine, was revealed in 19
enterobacteria strains. Eleven isolates classified into
Aeromonas genus produced putrescine and five of them
formed also cadaverine. Gram-positive cocci produced
tyramine especially. The other observed biogenic amines
(histamine, spermine and spermidine) were not found
among tested isolates. Production of biogenic amines by
any Pseudomonas family isolates was not proved.
Keywords: biogenic amines, bacteria, chicken skin
microflora

UvVoD

Bezpecnost potravin miZe byt ohroZovana mnohymi riziky
biologického, fyzikadlniho nebo chemického plvodu
(Golian et al., 2008; Sergent et al., 2008; Kacaniova et

al., 2009). Mezi Casto sledované kontaminanty potravin
patii v posledni dob¢ i biogenni aminy.

Biogenni aminy jsou nizkomolekuldrni  bazické
slouceniny, které mohou zplsobovat alimentarni
intoxikace (Halasz et al., 1994; Silla Santos, 1996). Proto
je zduvodu prevence v potravindfstvi nutnd vcasna
detekce bakterii, které tyto slouceniny produkuji. Biogenni
aminy mohou tedy slouZit jako indikitory procesu kazeni
potravin (Silla Santos, 1996; Vinci, Antonelli, 2002).
Jejich vyskyt je v potravinich zavisly zejména na
dekarboxylazové aktivit¢ pfitomnych mikroorganizmt
(Halasz et al.,, 1994). Vyskyt biogennich amint Ize
predpokladat v potravindch obsahujicich bilkoviny nebo
volné aminokyseliny (jako prekurzory biogennich amint),
zvlasté pokud poskytuji vhodné podminky pro
biochemickou aktivitu pfitomnych mikroorganizm.
Pfitomnost biogennich aminii byva casto detekovana
v mase a masnych produktech, véetn¢ dribeze (Geornaras
et al., 1995; Patsias et al., 2006; Pircher et al., 2007).
Produkce biogennich amini je kromé dostupnosti
prekurzori (aminokyselin) zavisla také na dalSich
vnitinich a vné&jSich (intrinsic and extrinsic) faktorech
potravin, jako je napf. teplota a pH prostiedi, aero-
/anaerobiéza, dostupnost zdroji uhliku (napf. glukézy),
pfitomnost rastovych faktort, ristova faze bunck aj.
(Gardini et al., 2001; Gardini et al., 2005, Greif et al.,
2006; Fernandez et al., 2007; Bover-Cid et al., 2008).
Ktze chlazené dribeze ma idedlni podminky pro rist
Sirokého  spektra  mikroorganizmt. S  vyjimkou
fermentovanych masnych vyrobkl, kde je metabolicka
¢innost vybranych mikroorganizml nezbytna pro prubéh
zrani, jsou bakterie v mase a na jeho povrchu neZidouci.
Rychlost procesu kaZeni masa zavisi na poctu a zastoupeni
pfitomnych mikroorganizmii a na podminkach pro jejich
rust (zdroje Zivin, teplota, pH, sloZeni atmosféry, vodni
aktivita) (ICMSF, 2005). Mikrofléra chlazené driibeze se
nejCastéji sklada ze zastupct Celedi Enterobacteriaceae,
Micrococcaceae, rodu  Pseudomonas, Aeromonas,
Campylobacter, Arcobacter, Staphylococcus,
Enterococcus a bakterii mlééného kvaseni (del Rio et al.,
2007; Son et al., 2007; Vihavainen et al., 2007; Nychas
et al.,, 2008). Zistupci téchto bakterii byvaji mnohdy
popisovani jako producenti biogennich aminti (Geornaras
et al., 1995; Bover-Cid et al., 2003; Ozogul, Ozogul,
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2007; Pircher et al., 2007). Pritomnost bakterii
s dekarboxyldzovou aktivitou muze tedy ukazovat na
moZnou piitomnost toxickych produkti v potravinich.
Ani chladirenské skladovani nemusi zamezit vzniku
biogennich amind. Vinci, Antonelli, (2002) zjistili, Ze se
obsah biogennich amind zvySuje ibéhem skladovani pfi
teploté + 4 °C.

Cilem této studie bylo pomoci iontové-vyménné
chromatografie provéfit bakterie izolované z povrchu
chlazené dribeZze na produkci biogennich amint:
histaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
sperminu a spermidinu.

MATERIAL A METODIKA

Izolace a charakterizace bakterii

Chlazena driibeZ byla ziskdna zobchodni sité v Ceské
republice v obdobi roku 2006 a skladovéana pfi teploté 4 +
1 °C po dobu 3 dnt. Vzorkovani kufeci kuze bylo
provadéno metodou vyplachu. Asepticky bylo navaZeno
10 g ktze do 100 ml sterilniho fyziologického roztoku,
ktery byl nasledné 15 minut tfepan. Nasledné byly vzorky
kufeci kiZe podrobeny rutinni mikrobiologické analyze,
byly sledovany psychrotrofni a mezofilni aerobni a
fakultativné anaerobni bakterie. Vybrané kolonie bakterif
rizného fenotypu byly kultivovany na masopeptonovém
agaru (HiMedia, Bombai, India) a cisté kultury byly
nasledné identifikovany na zaklad¢ biochemického profilu
(Svec et al., 2004; Noviakova, et. al., 2009). Z takto
identifikovanych bakterii bylo testovano na produkci
biogennich amint 98 izolatu.

Kultivaéni podminky a analyza produkce biogennich
amint

Dekarboxylaéni médium obsahovalo pfislu§né prekurzory
testovanych biogennich aminti (aminokyseliny lyzin,
histidin, tyrozin, ornitin, arginin; Sigma-Alrich, St. Louis,
USA) v koncentraci 3,0 g/l a nasledujici komponenty: 5,0
g/l pepton (HiMedia), 3,0 g/l kvasni¢ny extrakt (HiMedia)
a 0,002 % bromkresol purpur (Sigma-Aldrich). Nésledn¢
bylo 5,0 ml média autoklavovdno v uzavienych
zkumavkach (121 °C, 15 min).

Bakterie byly kultivovany pfi 30 °C po dobu 24 hodin
(kazdy izolat byl ockovan tfikrat). Po inkubaci bakterif

byly buniky odstranény centrifugaci (10000 X g, 30 min) a
filtrovano pfes 0,45 pm filtr.

Produkce 7 biogennich aminti (histamin, tyramin,
putrescin, kadaverin, spermin, spermidin a agmatin) byla
zjiStovana pomoci iontové-vyménné chromatografie
(Automaticky analyzitor aminokyselin AAA400, Ingos
Praha, Ceskd republika) podle Buiikova et al. (2009).
Kazdy izolat byl analyzovan alespoii tfikrat. Standardy
byly ziskany ze Sigma-Aldrich.

VYSLEDKY A DISKUZE

V této studii bylo na schopnost tvorby biogennich amin
histaminu, tyraminu, putrescinu, kadaverinu, agmatinu,
sperminu a spermidinu testovano celkem 98 kment
aerobnich a/nebo fakultativné
izolovanych z povrchu dribeZe: 41 kment Cceledi
Enterobacteriaceae (11 Escherichia coli, 11 Pantoea sp., 3

anaerobnich  bakterii

Serratia marcescens, 2 Serratia liquefacins, 1 Serratia sp.,
4 Proteus vulgaris 1 Klebsiella oxytoca, 3 Klebsiella sp., 3
enteric group 69, 1 Leclercia adecarboxylata, 1 Yersinia
enterocolitica), 21 izolatd rodu Aeromonas (7 A. caviae, 2
A. sobria, 1 A. hydrophila, 11 Aeromonas sp.), 16 izolatd
rodu Pseudomonas (8 P. fragi, 4 P. putida, 4
Pseudomonas sp.), 10 kmenil jinych gramnegativnich
ty¢inek (2 Acinetobacter sp.,1 Delftia acidovorans, 1
Moraxella sp., 3 bliZze neuréené gramnegativni aerobni
ty¢inky, nefermentujici, oxid4za-pozitivni a 3 bliZe
neuréené gramnegativni fakultativné anaerobni tycinky,
fermentujici, = oxiddza-negativni) a 10  kment
grampozitivnich kokt (2 Staphylococcus aureus, 2
Staphylococcus sp., 1 Micrococcus luteus, 1 Enterococcus
faecium, 1 Streptococcus sp., 3 blize
grampozitivni koky fakultativn€ anaerobni,
pozitivni). ZjiSténé bakterie lze povaZovat za typické
zastupce mikrofléry a/nebo kontaminanty povrchu dribeze
(ICMSF, 2005; del Rio et al., 2007; Nychas et al., 2008).
Z celkového poctu 98 testovanych izolath byla in vitro
zjiSténa produkce alespoii 1 biogenniho aminu u 49 izolata
(tabulka 1), ztoho 21 kmenl produkovalo 2 biogenni

neurcené
katalaza-

Tabulka 1. In vitro minimalni a maximalni produkce biogennich amint (mg/l) u bakterialnich izolati z povrchu dribeze

N /Pozitivni Histamin  Tyramin Putrescin Kadaverin Agmatin  Spermin  Spermidin
Aeromonas sp. 21/11 ND ND 2,08-3,77 6,04-73,84 ND ND ND
Pseudomonas sp. 16/0 ND ND ND ND ND ND ND
Enterobacteriaceae 41/31 ND 2,02-4,58 2,00-109,80 3,90-143,18 7,20-32,29 ND ND
ostatni G- tyCinky 10/3 ND ND 2,15-12,86 2.66 ND ND ND
G+ koky 10/4 ND 2,08-9,82 7,62 ND ND ND ND

* Poget izolatil dané skupiny bakterii / po&et pozitivnich izolat.
ND - biogenni aminy nebyly detekovany.

Tabulka 2. Produkce dvou a vice biogennich aminti bakteriemi izolovanymi z povrchu driibeZe.

Aeromonas sp.  Enterobacteriaceae  ostatni G- ty¢inky G+ koky
Tyramin + putrescin 0 1 0 0
Putrescin + kadaverin 5 18 1 0
Putrescin + kadaverin + agmatin 0 4 0 0
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aminy, nejcastéji v kombinaci putrescin a kadaverin, a 4
kmeny dokonce 3 biogenni aminy (putrescin, kadaverin a
agmatin; tabulka 3). Zadny ztestovanych kment
neprodukoval histamin, spermin ani spermidin (tabulka 1).
Pro lepsi byla tvorba biogennich amint
jednotlivymi bakteriemi rozdélena do 4 skupin: (i) bez
produkce biogennich aminti nebo velmi slaba produkce
(do 2 mg/1 kultivaéniho média); (ii) slaba produkce (2-10
mg/1); (iii) stfedni produkce (>10-100 mg/l); a (iv) silnd
produkce (>100 mg/l) biogennich aminl testovanymi
gramnegativnimi bakteriemi (tabulka 3).

orientaci

Slaba produkce tyraminu byla in vitro zjisténa u celkem 4
izolath z celedi Enterobacteriaceae: u 3 kment Pantoea
sp. (vrozmezi 2,02-2,52 mg/l média), a 1 kmene Proteus
vulgaris v mnozstvi 4,58+0,38 mg/l média a také u 3
kment grampozitivnich kokl v rozmezi 2,08-9,82 mg/l
média. Z grampozitivnich kokl byl tyramin detekovan u

Staphylococcus Enterococcus  faecium a
Streptococcus sp. (tabulka 3). K podobnym vysledkiim
dospéli i Pircher et al. (2007) a Pons-Sanchez-Cascado
et al. (2005), ktefi zjistili pouze slabou produkci tyraminu
u malého poctu z testovanych enterobakterii, respektive
gramnegativnich bakterii. Slabou produkci tyraminu u
gramnegativnich bakterii zaznamenali také Ozogul a
Ozogul (2007). Naproti tomu Geornaras et al. (1995)
zjistili kultivaéni metodou produkci tyraminu u vétSiny
z testovanych  gramnegativnich  bakterii izolovanych
z dribeze. Kultiva¢ni metoda je vSak pro zjistovani
produkce biogennich aminti méné¢ vhodnd, protoze miiZe
dochazet kfalesn¢ pozitivnim reakcim (Bover-Cid,
Holzapfel, 1999; Buiikova et al., 2009). Produkce
tyraminu je typicka spiSe pro grampozitivni bakterie, resp.
bakterie mlécného kvaseni (Bover-Cid, Holzapfel, 1999;
Pircher et al., 2007).

Pfitomnost agmatinu v kultivatnim médiu po inkubaci

aureus,

Tabulka 3. Produkce biogennich aminti u bakterif izolovanych z povrchu driibeze

N Tyramin® Putrescin Kadaverin ~ Agmatin
e e Y B B e B e e B e I o e e

Enterobacteriaceae
Escherichia coli 11 11/0/0/0 3/6/2/0 1/0/2/8 8/1/2/0
Pantoea sp. 11 8/3/0/0 10/1/0/0 11/0/0/0 11/0/0/0
Proteus vulgaris 4 3/1/0/0 2/2/0/0 2/0/1/1 3/0/1/0
Serratia marcescens 3 3/0/0/0 0/0/3/0 0/2/0/1 3/0/0/0
Serratia liquefaciens 2 2/0/0/0 0/2/0/0 0/0/0/2 2/0/0/0
Serratia sp. 1 1/0/0/0 0/1/0/0 0/0/0/1 1/0/0/0
Klebsiella sp. 4 4/0/0/0 4/0/0/0 0/0/0/4 4/0/0/0
Enteric group 69 3 3/0/0/0 0/0/1/2 1/1/1/0 3/0/0/0
Leclercia adecarboxylata 1 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0
Yersinia enterocolitica 1 1/0/0/0 0/1/0/0 0/0/1/0 1/0/0/0
Aeromonas
Aeromonas caviae 7 7/0/0/0 4/3/0/0 6/0/1/0 7/0/0/0
Aeromonas sobria 2 2/0/0/0 2/0/0/0 2/0/0/0 2/0/0/0
Aeromonas hydrophila 1 1/0/0/0 0/1/0/0 0/0/1/0 1/0/0/0
Aeromonas sp. 11 11/0/0/0 4/7/0/0 8/2/1/0 11/0/0/0
ostatni G- tyCinky
Acinetobacter sp. 2 2/0/0/0 2/0/0/0 2/0/0/0 2/0/0/0
Delftia acidovorans 1 1/0/0/0 0/1/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0
Moraxella sp. 1 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0
aerobni nefermentujici oxid4za pozitivni 3 3/0/0/0 3/0/0/0 3/0/0/0 3/0/0/0
fakultativn€ anaerobni fermentujici oxidaza negativni 3 3/0/0/0 1/1/1/0 2/1/0/0 3/0/0/0
grampozitivni koky
Staphylococcus aureus 2 1/1/0/0 2/0/0/0 2/0/0/0 2/0/0/0
Staphylococcus sp. 2 2/0/0/0 1/1/0/0 2/0/0/0 2/0/0/0
Micrococcus luteus 1 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0
Enterococcus faecium 1 0/1/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0
Streptococcus sp. 1 0/1/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0 1/0/0/0
ostatni G+ koky 3 3/0/0/0 3/0/0/0 3/0/0/0 3/0/0/0

N — pocet izolatl dané skupiny bakterif;

" Podet izol4td produkujicich biogenni aminy v rozmezi: <2 mg/l (-); 2-10 mg/l (+); >10-100 mg/I (++); > 100 mg/l (+++).
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bakterii byla, podobné jako v pfipadé tyraminu, zjiSt€na
pouze u zastupci Celedi Enterobacteriaceae, a to u 3
kmenti Escherichia coli a 1 kmene Proteus vulgaris
(tabulka 3). U 1 kmene (E. coli) byla produkce slaba
(7,20+0,81 mg/l), u zbyvajicich 3 kment byla detekovana
produkce stfedni (22,85-32,29 mg/l). Slabou produkci
agmatinu zaznamenali u nékterych gramnegativnich
bakterii in vitro také Ozogul a Ozogul (2007).

Nejcastéji  produkovanym biogennim aminem byl
putrescin, jehoZ produkce byla zjiSt€éna u celkem 35
testovanych kmend gramnegativnich bakterii a 1
grampozitivniho izol4tu (tabulka 3) v rozmezi 2,00-109,80
mg/l. VétSina  putrescin-pozitivnich ~ gramnegativnich
bakterii nalezela do Celedi Enterobacteriaceae (21 izolatl)
nebo do rodu Aeromonas (11 izolatt). U vSech pozitivnich
kmenl zrodu Aeromonas byla zaznamenana slaba
produkce putrescinu v rozmezi 2,08-3,77 mg/l. Z41
testovanych izolati Celedi Enterobacteriaceae nebyla
produkce putrescinu zjisténa u 20 izolatd, slaba produkce
byla zaznamenana u 12 kmend (6 kmenu E. coli, 1 kmen
Pantoea sp., 3 kmeny Serratia sp. a 2 kmeny P. vulgaris),
stiedni produkce u 6 kmeni a silnd produkce u 2 kmeni
(enteric group 69). Ve studii Ozogul a Ozogul (2007)
testovanych gramnegativnich bakterii také
produkovala putrescin, podobné¢ jako gramnegativni
bakterie izolované z ancoviek (Pons-Sanchez-Cascado
et al., 2005). Znac¢nou produkci putrescinu u enterobakterif
izolovanych z potravin Zivocisného puvodu zaznamenali
také Pircher et al. (2007). Podobné jako u nasSich izolatt
z povrchu driibeZe byly nejvétsimi producenty putrescinu
E. coli, Klebsiella sp. a Serratia sp.

Vice jak tfetina (37,5 %) vSech testovanych kmeni
produkovala kadaverin. U vétSiny kadaverin-pozitivnich
izolath lze produkci hodnotit jako stfedni nebo silnou
(tabulka 3). Slaba nebo stfedni produkce (6,04-73,84 mg/l)
byla zaznamendna u 5 izolath Aeromonas. S vyjimkou
bakterii rodu Pantoea byla zaznamenidna produkce
kadaverinu u identifikovanych rodt celedi
Enterobacteriaeceae. U testovanych izolatu E. coli byl
negativni pouze 1 kmen, u ostatnich byla zjiSténa produkce
kadaverinu vrozmezi 90,22-143,18 mg/l. Schopnost
dekarboxylace lyzinu byla zjiSténa také u izolati rodu
Serratia a Klebsiella, ptiCemz u vSech kmenl rodu
Klebsiella byla zaznamenana silnd produkce (127,43-
140,00 mg/l). U zbyvajicich kmenl enterobakterii byla
zji§téna produkce kadaverinu v rozmezi 3,89-117,67 mg/1.
K podobnym zavérim dospéli i jini autofi (Ozogul,
Ozogul, 2007; Pircher et al., 2007), ktefi rovnéZ zjistili
pomérné vyraznou produkci kadaverinu u mnohych
testovanych gramnegativnich bakterii. Biogenni aminy
jsou produkty metabolizmu mnohych mikroorganizma a
mohou byt tedy vyuZity jako indikatory procesu kaZeni
potravin bohatych na bilkoviny a tim i poukazovat a na
kvalitu masa, resp. hygienické podminky pii jeho

vétSina

vSech

zpracovdni a skladovéni. S prodluZujici se dobou
skladovani dochdzi v mase a masnych produktech s
nartstem kontaminujici mikrofléry i ke zvySeni obsahu
biogennich amint (Nassar, Emam, 2002; Silva, Gléria,
2002; Min et al., 2004; Villanueva Valero et al., 2005).
Drtibezi povrch i maso jsou obzvlast¢ vhodnym prostfedim
pro rust mikroorganizmi a tedy i produkci biogennich
amini (Tamim, Doerr, 2003; Min et al., 2004). Ke
zvySeni produkce biogennich amint v dribezi svaloviné
muZe dochézet i béhem zamrazeni (Moreira et al., 2008),
proto se v soucasné dobé hledaji metody vedouci ke
snizeni mnoZstvi biogennich aminti v driibezim mase (Min
et al., 2007). Popis mikrofléry povrchu dribeze z hlediska
produkce biogennich aminti tak mizZe pfispét k poznatkiim,
které mohou napomoci ke zvySeni bezpecnosti i kvality
drtibeziho masa.

ZAVER

Z drubeziho povrchu byly izolovany gramnegativni
bakterie, u kterych byla v podminkéch in vitro zjiSténa
produkce biogennich aminl tyraminu, agmatinu,
putrescinu a kadaverinu. Nej€astéji byly produkovéany
putrescin a kadaverin, a to zejména bakteriemi celedi
Enterobacteriaceae. U testovanych gramnegativnich
bakterii nebyla zjisténa produkce histaminu, sperminu ani
spermidinu.
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INHIBICNY VPLYV KATIONOV
RIZIKOVYCH PRVKOV NA URODU
SOJE

THE INHIBITION INFLUENCE OF
RISKY ELEMENTS CATIONS ON
SOYA BEAN YIELD

Judita Bystrickd, Jan Tomads, Jilius Arvay,
Mdria Timorackd

ABSTRAKT

Lead and cadmium influence on ecosystem, its risk for
man from the standpoint of carcinogenity, mutagenity and
teratogenity are discussed problem. Nowadays the
attention is paid not only to content of individual heavy
metals in system soil-plant-foodstuff, but also to survey of
individual interactions and mutual influencing of heavy
metals with some microelements.

Obtained results suggest that individual application of lead
and cadmium into the soil (lead 200 mg kg, cadmium 10
mg.kg") had negative influence not only on the yield of
soya bean, but also on evaluated qualitative parameters. In
the case of added lead the yield lowered by 19.3 % when
compared with control variant and in the case of added
cadmium into the soil the yield also lowered (by 35.9 %
when compared with control).

When the combinations of lead + zinc (80 mg/kg - variant
B) and another one (cadmium + zinc - variant E) were
added into the soil, only moderate lowering of soya bean
yield was observed (by 8.4 % and by 10.1 %, respectively)
when compared to control variant, what could be cleared
probably by positive effects of added zinc cations.
Common applications of lead and zinc affected the decline
of assessed lead content in dry matter of soya bean by 0.36
mg.kg ', while in variant B (200 mgkg") this value was
0.74 mg.kg"'. When the combination of cadmium and zinc
was applied (variant E) the similar results were gained.
While the individual dose of cadmium into the soil (variant
D) had enhanced its content in dry matter of soya even to
the value 3.41 mgkg'. The latter affecting of zinc
declined this value on 0.19 mgkg' what could be
positively summarized.

Keywords: lead, cadmium, zinc, yield, soya bean

UVoD

Séja (Glycine max.) svojim zloZenim a moZnostami
vyuzitia ma osobitné postavenie v ludskej vyZive aje
dolezitou  surovinou. Zaujme medzi prirodnymi
potravinami prvé miesto v bohatosti na bielkoviny (35 %),
pricom sa bielkoviny vyznacuji vybornou skladbou
esencidlnych aminokyselin. Obsahuje draslik, fosfor,
hor¢ik, vapnik, Zelezo, zinok a vitamin B. S6ja sa ceni aj
pre vysoky obsah nenasytenych mastnych kyselin
(Vollmannova et al., 2006)

Zakladom optimdlnej a plnohodnotnej vyZivy sud
potraviny, ktoré prispievaju k zdraviu obyvatel'stva. Preto
sa v stcasnosti Coraz viac vedeckych Stidif zameriava na
identifikdciu  pritomnosti ana eliminiciu
kontaminujicich latok v potravinach. Z kontaminujicich
latok, ktoré najviac ohrozuju potraviny rastlinného pévodu

patria tazké kovy (Capcarova et al., 2009). Ekologické
rizikd z kumulacie tazkych kovov v pode sa odrazajui na
schopnosti  pdd  poskytovat hygienicky neSkodné
potraviny. Zvlast to plati pre obsahy tazkych kovov
s vysokym stupiiom biotoxicity (Stanovi¢ et al., 2006).
Potravovy retazec je od svojho primarneho ¢lanku az po
finalizaciu a distribiciu potravin otvoreny prenikaniu
cudzorodych latok. Cudzorodé latky su latky, ktoré nie su
prirodzenou zloZkou potravin, pridiavaji sa do nich
zamerne ako aditivne latky, alebo sa v potravinich
vyskytuji ako dosledok ich vyroby, resp. znelistenia
Zivotného prostredia (Musilova et al., 2008). Tazké kovy
sa vpddach vyskytuji vroéznych koncentraciach
a v roznych formach. Mdzu pochadzat’ priamo zo zvetranej
materskej horniny, kedy ich koncentricia arozSirenie je
priamo ovplyvilované prebiehajicimi podotvornymi
procesmi, alebo vstupuji do pddy ako priamy dosledok
Pudskej &innosti (Arvay et al., 2007). Prijem taZkych
kovov rastlinami mdZe byt ovplyvneny prostrednictvom
interakcii aj s inymi prvkami. Na moZné vyuzitie tychto
vztahov (synergické aj antagonistické) a na minimalizaciu
vstupu rizikovych prvkov do potravového retazca
poukazuju viaceri autori (Lombi et al., 2000; Adiloglu,
2002; Yassen et al., 2007).

Pravidelny aj nizky prijem toxickych prvkov modZeme
povazovat’ za rizikovy pre jeho kumula¢nd schopnost
v cielovych organoch a v tkanivach. Z tohto pohladu je
nevyhnutné hladat’ spdsoby a postupy pre spomal’ovanie
migracie tazkych kovov ako je kadmium, olovo, arzén,
chrém, med do rastlinstva a tym do celého potravového
retazca (Peralta-Videa, 2009).

NajcastejSimi zdravotnymi problémami, ktoré zapricifuju
tazké kovy su alergie, precitlivenost’, problémy s vysokym
krvnym  tlakom, choroby kosti, kibov a chrbtice.
NajcastejSou pri¢inou tmrti si srdcovocievne ochorenia
(Toman et al.,, 2003). Niektoré tazké kovy vykazuji
karcinogénne, mutagénne a teratogénne tcinky.

MATERIAL A METODIKA

Testovand plodina bola sdja fazulova (Glycine max.)
odroda Korada, ktora sa vyznacuje velkym semenom Zltej
a7z zelenoZzltej farby so Zltym alebo hnedym pupkom.
Pokus bol realizovany ako nadobovy, varianty
pozorovania A, B, C, D, E, st uvedené v tabul’ke 1.

Do plastovych nidob tvaru valca s priemerom 20 cm
a vyskou 25 cm, s perforovanym dnom sme navazili 6 kg
zeminy. Zakladné Ziviny sme aplikovali vo forme hnojiva
NPK. Tazké kovy boli pridavané vo forme empirickych
roztokov:

Olovo vo forme Pb(NOs),,

Kadmium vo forme CdCL,.2 '/, H,0,

Zinok vo forme ZnSO,. 7 H,O.

Po aplikovani zakladnych zivin NPK a tazkych kovov vo
forme empirickych roztokov sme do zeminy vysiali osivo
testovanej plodiny. Po vzideni boli rastliny vyjednotené na
7 ks rastlin s¢je v jednej nadobe.

odnotili sme hmotnost’ drody séje po zapraveni tazkych
kovov do pddy a kvalitativne zloZenie zrna z hl'adiska
obsahu rizikovych prvkov. Obsah rizikovych prvkov sme
stanovili po mineralizdcii suchou cestou atémovou
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Tabul’ka 1: Charakteristika variantov nddobového pokusu

(Lombi et al., 2000) st mechanizmy prijmu
kadmia azinku rastlinami na sebe zavislé

varianty | charakteristika Opakovania adochidza krovnakému prijmu  oboch
A NPK - kontrola — 1-4 prvkov  vpodmienkach ich  vysokého
B NPK +200 mg Pb kg pddy - 5-8 nahromadenia v pdde. Z naich dosiahnutych
C NPK + 200 mg Pb + 810 mgZn.kg | 912 vysledkov vyplyva, Ze pri zapraveni 10 mg
D NPK + 10 Cd mg .kg pddy 13-16 kadmia na kg pody (variant D) Klesla troda
E NPK + 10 mg Cd +80 mg Zn kg | 17-20 semien s6je oproti kontrole 035, 9 %.

Spolo¢nou  aplikiciou kadmia azinku

Tabul’ka 2: Agrochemicka charakteristika pddneho substratu v mg.kg’1 (variant E), sice oproti kontrole sme

Podna reakcia | ¢,y hum | Obsah Zivin (mg.kg'l) zaznamenali mierny pokles udrody  ale

pH v porovnani s variantom D vSak nastalo

H,O KCl1 % % N P K Ca Mg zvySenie 039 %, o mdZeme pozitivne
5,98 4,63 1,527 | 2,633 | 2979,0 | 19,86 | 215,5 | 1459,5 | 265 hodnotit’.

Tabul’ka 3: Obsah potencialne pristupnych tazkych kovov v pouZitej pode

(vo vyluhu HNOj; ¢ = 2 mol.dm™) (mg.kg™)

Zinok akadmium modzu sutazit’ o vizbové
miesta v pddnom systéme. Vd’aka meniacim
sa mechanizmom, vktorych kadmium

Cu | Fe Zn | Mn Cr | Pb cd | Ni Co azinok mozu pdsobit, konecny efekt
9,54 | 1645 | 51,5 | 398,5 | 2,34 | 13,18 | 0,37 | 7,30 | 4,54 pridavku zinku v systéme poda-rastlina sa
meni, vzavislosti od koncentracie kadmia

azinku, pddnych vlastnosti a druhu rastlin.

absorpnou  spektrofotometriou (AAS) na pristroji K podobnym vysledkom sme sa dopracovali pri zapraveni
VARIAN AA 240 FS. dvojmocného katiénu olova do pddy. Zapravenie samostatného
katiénu olova do pddy (variant B) takisto mal negativny vplyv

na avysku drody sdje a zaznamenali sme pokles drody oproti

VYSLEDKY A DISKUSIA kontrolnému variantu (A) 019,3 %. Spolo¢nou aplikiciou

Znedistenie Zivotného prostredia mé rozne formy a jednou
z nich je aj kontaminicia pédy. Tazké kovy predstavuji
vyznamnu skupinu znecistenia pddy a s zdrojom rizika
poskodenia zdravia cCloveka zhladiska teratogenity,
mutagenity i karcinogenity. K rozSireniu  poznatkov
a o vplyve tazkych kovov na Zivotné prostredie vedie aj
skimanie  synergickych  pripadne antagonistickych
vztahov medzi jednotlivymi sustavami prvkov. V tejto
prici sme porovnavali t¢inok samostatného dvojmocného
katiénu olova, ti¢inok samostatného dvojmocného katiénu
kadmia na rast, uUrodu akumulacni schopnost sdje
(Glycine max.) azhodnotili sme vplyv, ak sa
k izolovanému uc¢inku olovnatych, resp. kademnatych

Obrazok 1: Priemerna tiroda séje po aplikacii
dvojmocnych katiénov olova a zinku
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Mnoho priac bolo venovanych Stidiu interakcie medzi
jednotlivymi prvkami, hlavne medzi Cd —Zn a to predovsetkym
vzhladom kich chemickej pribuznosti. Podla niektorych
autorov (Poongothai et al., 1997) pridavok zinku do Zivotného
prostredia zniZuje prijem kadmia rastlinami. Podla inych

olova azinku tento pokles voci kontrolnému variantu bol
miernejsi (8,4 %) co uZ tiezZ hodnotime kladne.

KedZe sme do pddy aplikovali dvojmocné kationy tazkych
kovov (Pb, Cd,) aZn® na elimindciu negativnych t&inkov
olovnatych akademnatych katiénov, tak sme sledovali aj
obsahy tychto tazkych kovov v susine rastlin sdje. Dosiahnuté
vysledky znazoriiuje obrazok 3 Olovo aplikované samostatne
do pody (variant B) zvysilo obsah tohto sledovaného prvku
v susine s6je z hodnoty 0,33 mg.kg" na 0,74 mg.kg'. Ked
sme olovo aplikovali do pddy spolu so zinkom (variant C)
tak toto zvySenie bolo len mierne a predstavovalo to

Obrazok 2: Priemernid udroda sodje
dvojmocnych katiénov kadmia a zinku

po aplikacii
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hodnotu 0,38 mg.kg"'. Pravdepodobne aj tu sa prejavil
pozitivny tu¢inok dvojmocného zinku na minimalizéiciu
vstupu nebezpecnych tazkych kovov do potravového
ret'azca. Podobné zniZenie pomocou zinku sme dosiahli aj
v pripade aplikidcia kadmia do pddy. Kym kadmium
aplikované samostatne (variant D) zvySilo obsah tohto
prvku v suSine séje na hodnotu 3,41 mgkg', spoloénou
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Obrazok 3: Obsah olova akadmia (mgkg') vsemenich séje (hnedd -
koncentréacia Pb variant B, ZIt4 - kontrola Pb, zelen - koncentricia Cd, tyrkys -

kontrola Cd)
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Research Abstracts, vol. 8, 01509,
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CAPCAROVA, M.,

KOLESAROVA, A., MASSANY]I,

aplikéciou so zinkom (variant D) sa tato hodnota zniZila na
0,19 mg.kg™".

Zinok a jeho pristupnost’ pre rastliny zavisia od pddnej
reakcie. So zvySovanim koncentricie vodikovych iénov sa
pristupnost’ zinku zvySuje. VacSina rastlin mad obsah Zn
v rozpiti 25 — 100 mgkg' . V naSom experimente pri
sledovani tohto prvku vsuSine sdje boli namerané
najvysiie priemerné hodnoty 76,45 mgkg' (variant C)
a79,16 mgkg' (variant D). Zinok sa v rastlindch
kumuluje  predovSetkym v korefioch, vo  vysSich
koncentraciach je fytotoxicky. Distribiciu a adsorpciu
tazkych kovov ako je olovo, zinok a kadmium v rdznych
Castiach rastliny sledovali aj Angelova et al. (2006)
a Adiloglu (2002). Zinok je aktivatorom a stabilizdtorom
mnohych enzymov. P&sobi tieZ na tvorbu biologicky
ucinnych latok ako je tvorba tryptofinu.

ZAVER

Na  zamedzenie, resp. minimalizovanie vstupu
cudzorodych latok, najma tazkych kovov do potravového
retazca je zndmych niekol’ko metdéd. V tejto praci sme
sledovali samostatny t&inok posobenia Cd** a Pb** iénov
vo vztahu k synergickému resp. antagonistickému tcinku
katibnov zinku na urodu a kvalitativne parametre sdje
fazul'ovej. Z naSich dosiahnutych vysledkov vyplyva Ze
pridavok Zn** v davke 80 mg.kg'pddy (variant C, variant
E) sa pozitivne prejavil aj na vysSke urody sdje aj na
sledovanych kvalitativnych parametroch, ¢im sa do urcitej
miery eliminoval negativny ucinok rizikovych prvkov (Cd,
Pb).

Dosiahnuté vysledky nemdzZeme jednoznacne pripisovat
ucinku dvojmocnych zinoc¢natych katiénov, lebo reakcia
rastlin na pritomnost zinku je individualna, zavisi od
druhu rastlin, od obsahu olova akadmia v pdde, od
vzajomnej kombinicii uvedenych rizikovych prvkov so
zinkom ako aj od mnohych d’alsich faktorov.
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ANTIOXIDANT DEFENCE IN
PORCINE GRANULOSA CELLS
EXPOSED TO LEAD /N VITRO

Marcela Capcarovd, Adriana Kolesdrovd,
Norbert Lukdc, Alexander Sirotkin, Ldszlo
Bdrdos and Shubhadeep Roychoudhury

ABSTRACT

Antioxidants play important role in preventing from free
radical-induced cellular damage. In this study the activity
of superoxid dismutase (SOD) and total antioxidant status
(TAS) of porcine granulosa cells cultured in vitro after
lead acetate administration were analyzed using
spectrophotometer Genesys 10. Cells were cultured with
lead acetate trihydrate Pb(CH;C0OQ0),.3H,0 as follows:
group Max (5 mg Pb(CH;COO0),.3H,0.10 mlI™"), group A
(2.5 mg.10mI™), group B (0.83 mg.10ml™), group C (0.625
mg.10ml™), group D (0.455 mg.10ml") and control group
without lead addition for 18 hrs. The highest TAS was
determined in control group without lead treatment in
comparison with other groups (MAX, A, B, C, D).
Statistical analyses showed significantly lower value
(P<0.05) in group B. The activity of SOD was the lowest
in control group versus groups treated with lead. After
various doses of lead acetate addition porcine granulose
cells were capable to survive and produce biochemical
substances required for their metabolism. This may be due
to activation and involvement of antioxidant mechanisms.
The results of present study require further experiments to
complete whole task.

Keywords: porcine granulose cells, lead, antioxidant,
biochemistry

INTRODUCTION

The wunifying factor in determining toxicity and
carcinogenicity for all metals is the generation of reactive
oxygen and nitrogen species. The toxic manifestations of
these metals are caused primarily due to imbalance
between pro-oxidant and antioxidant homeostasis which is
termed as oxidative stress (Flora et al., 2008). The
exposure of animals and human to toxic elements is factor
that could be closely related to high cancer risk (Stawarz
et al.,, 2009). They enter the organism through soil and
plants (Bystricka et al., 2007a) and increases mortality of
animal and human organisms (Formicki et al., 2008).
Ocxidative stress occurs as a consequence of excessive
production of reactive oxygen species (ROS) or impaired
antioxidant defense systems (Bystricka et al., 2007b;
Sugino, 2007). Depending upon concentration, location

and intracellular conditions, ROS can cause toxicity or act
as signaling molecules. The cellular levels of ROS are
controlled by antioxidant enzymes and small molecule
antioxidants. As major antioxidant enzymes, superoxide
dismutases (SODs), including copper-zinc superoxide
dismutase (Cu/ZnSOD), manganese superoxide dismutase
(MnSOD) and extracellular superoxide dismutase
(ECSOD), play a crucial role in scavenging O* (Miao and
Cair, 2009). ROS and apoptosis are involved in a number
of reproductive events including folliculogenesis, follicular
atresia, ovulation, oocyte maturation, and corpus luteum
formation (Tamura et al., 2008).

The global problem concerning contamination of the
environment as a consequence of human activities is
increasing. Most of the environmental contaminants are
chemical by-products and heavy metals such as lead (Pb).
Pb released into the environment makes its way into the
air, soil and water (Paz-Alberto et al., 2007). Lead is
known reproductive toxicant, which accumulates in
granulosa cells of the ovary (Laxmipriya et al., 2007).
From low to high doses of lead exposure, there were
different responses of lead-induced oxidative stress in
various target sites including lung, blood vessels, testes,
sperm, liver, and brain in epidemiological as well as
animal studies (Hsu and Guo, 2002). The progressive loss
in cell viability shows that lead exposure induced cellular
death in proximal tubular cells, depending on both the lead
concentration and the exposure time (Wang et al., 2009).
Data suggest that antioxidants may play an important role
in abating some hazards of lead (Gurer and Ercal, 2000).
The purpose of this study was to evaluate the effect of lead
acetate treatment on antioxidant status of porcine
granulose cells cultured in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Preparation, culture and processing of granulosa cells from
ovaries

Gilts were kept under standard conditions at the
Experimental Station of the Slovak Agricultural Research
Centre in Nitra. Porcine ovaries at the early and mid-
follicular phase of the estrous cycle were obtained at
slaughter house from healthy gilts without visible
reproductive abnormalities. Conditions of their care,
manipulations and use did correspond with the instruction
of ethic commission. Ovaries from gilts were transported
to the laboratory at 4 °C and washed in sterile
physiological solution. Follicular fluid was aspirated from
3-5 mm follicles, granulosa cells were isolated by
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centrifugation for 10 min at 200xg followed by washing in
sterile  DMEM/F12 1:1 medium (BioWhittaker ™,
Verviers, Belgium) and resuspended in the same medium
supplemented with 10 % fetal calf serum (BioWhittaker ™,
Verviers, Belgium) and 1 % antibotic-antimycotic solution
(Sigma, St. Louis, Mo, USA) at a final concentration of
10° cells/ml of medium. Portions of the cell suspension
were dispensed to 24-welled culture plates (Nunc™,
Roskilde, Denmark, 1 ml.well'l). The plate wells were
incubated at 37.5 °C and 5 % CO, in humidified air until
a75 % confluent monolayer was formed (5-7 days). At
this point the medium (I ml/well) was renewed and
ovarian granulosa cells were incubated with same
supplements (10 % fetal calf serum, 1 % antibotic-
antimycotic solution).

Lead treatment

In this study toxic effects of lead acetate were investigated.
Cells were treated with a range of lead acetate
concentration (lead (ID) acetate trihydrate

Table 1. The effect of lead acetate on TAS and SOD in
porcine granulosa cells

groups TAS (mmol.I"") SOD (U.ml™)
minimum 1.28 226

Control maximum 1.63 240

group ’
mean 1.43%0.13 233.29+4.57
minimum 1.31 234

MAX maximum | 44 242
mean 1.35%0.05 238.5+2.78
minimum 1.31 218

A maximum | 47 242
mean 1.36%0.06 234.25+8.24
minimum 1 2( 234

B maximum | 34 242
mean 1.27+0.06* 238.75+2.82
minimum 1.29 232

C maximum 55 244
mean 1.3620.10 238.25+4.33
minimum 1.25 232

D maximum 35 236
mean 1.30+0.04 234.5+1.41

Control group received culture medium without lead acetate
administration. Group Max received culture 5 mg lead
acetate administration.10 ml” culture medium, group A 2.5
mg.10 ml”', group B 0.83 mg.10 mlI™', group C 0.625 mg.10
ml”, group D 0.455 mg.10 ml™".

TAS - total antioxidant status, SOD — superoxide dismutase
* Denotes significant differences from control (P<0.05),
other differences were not significant (P>0.05)

Pb(CH3CO0O0),.3H,0 (Slavus Bratislava, Slovak Republic)
as follows: group Max (5 mg Pb.10 ml"), group A (2.5
mg.10ml™), group B (0.83 mg.10ml™), group C (0.625
mg.10ml™), group D (0.455
mg.10ml") and control group without lead addition.
Further culture was performed for 18 hrs, then culture
media from plate wells were aspirated and kept at -70 °C to
await spectrofotometry.

Maximum used: dose 0.5 mg Pb(CH;CO0),.3H,0.ml™,
0.273 mg Pb.ml"

Antioxidant enzyme and status detection

The total antioxidant status and superoxid dismutase
activity of porcine ovarian granulosa cells was assayed by
spectrophotometer Genesys 10 (Thermo Fisher Scientific
Inc, USA) using antioxidant RANDOX kits (Randox
Labs., Crumlin, UK) according to the manufacturer’s
instructions.

Statistics

Each experimental group was represented by four culture
wells with granulosa cells. Assays of antioxidant
substances in incubation medium were performed in
duplicate. The data presented concerning the effects of
each substance are means of values obtained in three
separate experiments performed on separate days using
separate pools of ovaries obtained from 10-12 animals.
The rates of antioxidant status were calculated per 10° cells
per day. Differences between the control (without acetate
lead administration) and experimental groups (with acetate
lead administration — Max, A, B, C, D) were evaluated by
paired t-test or chi-square (x?) test by using statistical
software Sigma Plot 9.0 (Jandel, Corte Madera, USA).
Differences from controls (P<0.05, P<0.01 and P<0.001)
were considered as significant.

RESULTS AND DISCUSSION

The mechanisms of alleviating oxidative stress in porcine
oocytes are very complex and supplementing maturing
oocytes with anti-oxidants may enhance enzyme activities
and eliminate free radicals (Whitaker and Knight, 2008).
This study carried out investigating changes in release of
antioxidants and selected biochemical parameters by
porcine granulosa cells after lead acetate treatment. Lead is
able to accumulate in porcine ovarian granulosa cells as it
was published in previous studies in case of the rat ovary
(Nampoothiri and Gupta, 2006) and sheep ovary (Bires
et al.,, 1995). In this paper the comparison of TAS and
SOD among individual groups is shown in Table 1. The
highest values of TAS were determined in control group
without lead treatment in comparison with other groups
with lead administration. Statistical analyses showed
significant lower value (P<0.05) in group B (1.27£0.05
mmol.I'") where lead in amount 0.83 mg.10 ml' was
added. Similar results were measured in other groups, but
without significant differences (P>0.05). Total antioxidant
status is defined as the sum total of endogenous and food
derived antioxidants of the extra cellular fluids of an
individual. Cooperation of all the different antioxidants
provides greater protection against attack by reactive
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oxygen or nitrogen radicals than any single compound
alone (Miller et al., 1993). Lower values of TAS in our
experiment after lead acetate treatment could indicate the
presence of oxidant/antioxidant imbalance due to lead
acetate addition in porcine granulose cells. TAS seems to
correlate with decreased fertilization potential (Tatone et
al., 2008).

Lead insignificantly (P>0.05) changed the values of SOD
in porcine granulosa cells in experimental group when
compared with control group, where the lowest value was
found (233.29+4.57 U.ml'l). Conformable low value was
also in group A (234.25+8.24 U.ml"), where lead acetate
in amount of 2.5 mg.10ml" was added. The higher
amounts were measured in groups B and Max (238.75+
2.82 U.ml 'and 238.50+2.78 U.ml™). The activity of SOD
declined when smaller doses (0.625 mg.10ml" and 0.455
mg.10ml") of lead acetate were used (in groups C
238.25+4.33 U.ml'and D 234.5+1.41 U.ml"). Superoxide
dismutase is important antioxidant enzyme responsible for
the elimination of superoxide radical (Hu et al., 2005). In
the present study porcine granulose cells were capable to
maintain SOD activity in good status despite various doses
used in our experiment. In experiment with proximal
tubular cells of rats exposed to lead the increase of SOD
activity was an indication of increased ROS generation in
living cells due to lead treatment or another possibility was
that the enzyme activity was activated by the lead ion
directly (Wang et al., 2009). The increase in this
enzymatic activity could be due to an increase in the
enzyme expression, since it is known that oxidative
damages induce a cellular response, which tries to
compensate the overload of the ROS formation (Dalton et
al., 1999). In another in vitro experiment lead acetate
exposed rat granulose cells showed no significant change
in antioxidant enzymes (Laxmipriya et al., 2007).

CONCLUSION

In conclusion, lead acetate may have negative effect on
porcine granulosa cells when added to culture medium, but
the impact of this heavy metal is miscellaneous according
to various doses. The activity of SOD insignificantly
increased and TAS decreased by virtue of lead. Results of
this study provide a foundation for further analysis and
researches of heavy metals impact on living cells and the
system of possible protection against this effects as well as
evaluation of various dose dependencies on antioxidant
status of cells. After various doses of lead acetate addition
porcine granulose cells were capable to survive and
produce biochemical substances required for their
metabolism. This may be due to activation and
involvement of antioxidant mechanisms. The research on
the field of antioxidant system and protection of various
cells against environmental pollution will be worthy of
further investigation.
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ANTIRADIKALOVA AKTIVITA A
FLAVONOIDY VO VYBRANYCH
DRUHOCH VCELIEHO PELU

ANTIRADICAL ACTIVITY AND
FLAVONOIDS OF SELECTED BEE
POLLEN

Katarina Fatrcovd-Sramkovd, Magda
Maridssyovd, Janka NoZkovd, Zlata Kropkovd,
Petr Sima

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate differences in
antioxidant properties of selected bee pollen types:
Helianthus annuus L., Papaver somniferum L. and
Brassica napus subsp. napus L. Analyzed samples were
dried at 35 °C until moisture reached the 9 to 11 %.
Antiradical activity was determined by modified DPPH
method according to Brand-Williams et al. (1995). Total
content of flavonoids was determined according to Chang
et al. (2002) method. Differences between selected bee
pollen types in antiradical activity and total flavonoids
content were specified by correlation analysis. Statistically
significant differences (P < 0.05) within selected samples
were determined in case of antiradical activity and total
flavonoids content. Average value of scavenger activity
was 71.39 £ 16.45 %. In the case of flavonoids content the
average value reached 137.56 = 91.22 mg.kg™. The highest
value of scavenger activity was detected in Brassica napus
subsp. napus L. pollen (1.92-fold higher versus H. annuus
L. pollen), whereas Papaver somniferum L. pollen
contained the most flavonoids (6.25-fold more versus H.
annuus L. pollen). According to our results the antiradical

activity of Papaver somniferum L. and Brassica napus
subsp. napus L. pollen is classified as pollen with high
antiradical activity.

Keywords: antioxidant property, antiradical activity,
flavonoid, bee pollen

UvVoD

Vlastnd antioxidacnd obrana ludského organizmu mozZe
byt podporena Sirokou Skéilou antioxidantov s nizkou
molekuldrnou hmotnost'ou, ktoré si obsiahnuté v strave
aktoré poskytuju Siroké moznosti zloziek funkénych
potravin (Howlett, 2008). V tabulke 1 st uvedené priklady
moznosti modulovania cielovych funkcii vo vztahu
k obrane pred oxida¢nym stresom a zlozky potravin, ktoré
mdZu byt pouZité na dosiahnutie cielovych funkcii.

Hodnotenie primarnej prooxida¢nej/antioxidacnej aktivity
v potravinich je doleZité pre porovnanie Ucinku
antioxidantov v réznych potravinarskych produktoch za
roznych podmienok. Vo viacerych Stididch sa na
hodnotenie antioxida¢nej aktivity inych zloZiek vratane
rastlinnych extraktov Casto pouzivaju ako Standardy alkyl
galaty, butylhydroxyanizol, butylhydroxytoluén, trolox a
a-tokoferol, ale aj mnohé nizSie uvedené metddy.
Prooxida¢né/antioxidacnad aktivita mdze byt merana
réznymi metdédami vratane hodnotenia senzorickej kvality
(farby a zdpachu), spektrofotometrickym meranim 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS) a N,N-
dimethyl-p-phenylenediamine radikalov, odfarbovanim B-

karoténu, inhibiciou chemiluminiscencie luminolu,
plynovou chromatografiou s hodnotenim pomeru
C18:2/C16:0 (kyselina linolovd/kyselina palmitovd)

aobsahu volnych mastnych kyselin (najmid kyseliny
linolovej), jodovym, peroxidovym alebo tiobarbiturdtovym
¢islom a inymi metddami (Remis-Ramos, 2003).
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Na zdklade mnohych S$tudii sa dokazalo, Ze flavonoidy su
antioxidanty, schopné zhasat hydroxylové radikaly,
superoxidové  anidény aperoxy radikdly lipidov.
Antioxida¢na aktivita flavonoidov zavisi od ich chemicke;j
Struktdry. Sd tri zdkladné poZiadavky, aby flavonoid
pdsobil ako zhasa¢ radikélov - Struktira katecholu na B-
kruhu, dvojitad vdzba C2-C3 konjuguje so 4-keto skupinou
na C-kruhu a pritomnost” hydroxylovej skupiny v polohe 3
a 5. Flavonoidy, ktoré obsahuji viac —OH skupin, majd
vel'mi silnid antioxidacnid aktivitu voci peroxyl radikdlom
(Amic et al, 2003, Cos et al., 1998). Flavonoidy
zabrafiuji  pdsobeniu  volnych radikdlov viacerymi
spdsobmi - priamou eliminiciou radikalov, chelatickou
vdzbou katiénov kovov, inhibiciou oxida¢nych enzymov
aregenerdciou o-tokoferolu z «a-tokoferoxyl radikalu
(Burda, Oleszek, 2001, Hejinen et al., 2002).

Flavonoidy sdi  vyznamnou skupinou prirodnych
antioxidantov, ktoré sa nachadzaji v rdznych druhoch
ovocia, zeleniny, v listoch a kvetoch. Vyskytujui sa najma
ako glykozidy a metylované derivity. NajvyznamnejSou
podskupinou su bezfarebné katechiny, cerveno-purpurovo
sfarbené antokyanidiny, ZIt¢ flavonoly a flavony ako aj
bezfarebné proantokyanidiny (Gordon, 2003). Flavonoidy
st zloZkou potravy. Jednym zo zdrojov flavonoidov je aj
véeli pel' (Dudov, Starodub, 1994; Dudov et al., 1994).
Silva et al. (2006) uvadzaju, Ze pel Mimosa gemmulata
mdZe byt dobrym zdrojom prirodnych antioxidantov a
jeho konzumaicia mdZe prispiet vyznamnym mnoZstvom
antioxidantov do humanne;j stravy. Vceli (obnozkovy) pel
je produkt vciel. Je to pel, ktory vcely pozbierali z kvetov
a upravili ho vyluckami svojich zZliaz a medovych vackov.
Vo vyzive l'udi sa pouziva vceli aj fermentovany pel.
Fermentovany pel sa oznacuje aj ako vceli chlieb; je to
pel’, ktory uz presiel hydrolyzou neredukujicich cukrov a
mlie¢nym kvasenim v plastoch. Tento je z hl'adiska vyZivy
preto najhodnotnejsi, ale ked’Ze vyberanie pel'u z plastov je
vel'mi naro¢né, pouziva sa najviac pel’ obnézkovy (Koslik,
1995, Koslik, 1997). Obnozkovy pel mad v porovnani s
nativnym (kvetovym) pelom v rastlinich sladSiu chut’ a

nadobida aj niektoré d’alSie cenné vlastnosti (Chlebo,
Cermikovi, 2001).

Cielom  price  bolo  zhodnotit’
vybranych antioxida¢nych vlastnostiach
veelieho pelu.

MATERIAL A METODIKA

Hodnotili sme vceli pel' z nasledujicich rastlinnych
druhov: slneénica ro¢na (Helianthus annuus L.), mak siaty
(Papaver somniferum L.) a repka olejnd (Brassica napus
subsp. napus L.). Vzorky vceliecho pel'u pochidzali zo
zapadného Slovenska a boli zozbierané v jarnom obdob{ v
roku 2007. Pre jednotlivé analyzy boli vzorky upravené
suSenim priblizne 8 hodin pri maximalnej teplote 35°C aZ
do dosiahnutia vlhkosti 9 — 11 %.

Vlhkost’ bola testovand pomocou termo-gravimetra WPS
50SX/1 by RADWAG. Proces susenia sa realizoval tak,
aby nedoSlo k zmenam nutricnych komponentov v
analyzovanych vzorkéach vcelieho pel'u.

Antiradikdlova aktivita (schopnost’ lapat radikély) bola
stanovend modifikovanou metédou DPPH podl'a Brand-
Williamsa et al. (1995) pouZitim spektrofotometra
Shimadzu 1601 UV/VIS (Shimadzu, Tokyo, Japan).
Principom metédy je redukcia stabilného radikalu 2,2-
difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH") v metanolickom roztoku
v pritomnosti antioxidantov, ktord sa prejavuje poklesom
absorbancie pri 517 nm. Pokles sa zaznamendva v
stanovenych casovych intervaloch az do dosiahnutia
reakénej rovnovahy na spektrofotometri Shimadzu 1601
UV-VIS. Utinnost extraktov sa vypolita na ziklade
vztahu: % inhibicie = [ (Aco - Aa) / Aco] x 100, kde Aco
je absorbancia kontroly v case t = 0 min (roztok
DPPH’); A, je absorbancia v pritomnosti antioxidantu v
case t min.

Celkovy obsah flavonoidov bol stanoveny metédou podl'a
Changa et al. (2002), meranim absorbancie pri 425 nm po
pridani 0,5 % vodného roztoku citronanu sodného a
metanolového roztoku chloridu hlinitého. Z kalibracnej
krivky sa odgita obsah flavonoidov v mg.lI" vyjadrenych

rozdiely  vo
troch druhov

Tabulka 1 Priklady mozZnosti modulovania cielovych funkcii prostrednictvom zloZiek potravin a moZné

markery sivisiace s obranou (Diplock et al., 1999)

Cielové funkcie Mozné markery Vhodné zlozKy potravin
Ochrana Strukturdlnej a funk¢nej | meranie poSkodenych casti | vitamin E
aktivity DNA DNA vitamin C

karotenoidy

polyfenoly vratane flavonoidov
Ochrana Strukturdlnej a funk¢nej | meranie lipidovych | vitamin E
aktivity hydroperoxidov alebo | vitamin C
polynenasytenych mastnych | derivitov karotenoidy
kyselin polyfenoly vratane flavonoidov
Ochrana Strukturdlnej a funk¢nej | meranie lipidovych | vitamin E
aktivity lipoproteinov hydroperoxidov a | vitamin C

oxidovanych apoproteinov karotenoidy

polyfenoly vratane flavonoidov
Ochrana Strukturdlnej a funk¢nej | meranie poskodenych | vitamin E
aktivity bielkovin bielkovin alebo zloZiek vitamin C

karotenoidy

polyfenoly vratane flavonoidov
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ako kvercetin.

Rozdiely antioxida¢nej aktivity aobsahu flavonoidov
medzi jednotlivymi druhmi pel'n sme hodnotili pouZitim
softvéru SAS 9.1.3.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hodnotenim  rozdielov v antiradikélove;j aktivite
(%inhibicie DPPH) sme medzi analyzovanymi druhmi
veelieho pel'u zistili Statisticky vyznamny rozdiel, a to
medzi pelom zo slnecnice ro¢nej a maku siateho, ako aj
medzi pelom z maku siateho a repky olejnej (P < 0,05).
Porovnanim troch sledovanych rastlinnych druhov
veelieho pel'u sme zistili vysSSiu priemernd antiradikalovi
aktivitu v pripade pel'u z repky olejnej. Antiradikdlova
aktivita pre  sledované rastlinné druhy dosahovala
v jednotlivych vzorkich hodnoty 48,15 az 86,61 %
inhibicie DPPH’ radikélov. Priemerna hodnota radikélovej
scavengerovej aktivity bola 71,39 + 16,45 %.

DPPH radikal sa vyuZiva na testovanie schopnosti vcelich
produktov (vratane pelu) eliminovat’ volné radikaly
(Almaraz-Abarca et al., 2004; Campos et al., 2003;
Nagai et al., 2002). Je znime, Ze volné radikdly su
pri¢inou autooxidicie nenasytenych lipidov v potravinich
(Kaur, Perkins, 1991). Antioxidanty na druhej strane
modZu prerusit’ retazovi reakciu volnych radikdlov pocas
oxidicie, ato poskytnutim vodika  z fenolickej
hydroxylovej skupiny, ¢im vytvoria stabilny konecny
produkt, ktory neiniciuje d’alSiu oxidaciu lipidu (Sherwin,
1978). Leja et al. (2007) skumali radikalovi scavengerovi
aktivitu vcéelieho pel'u dvanastich rastlinnych druhov (tab.
2).

Druhy vcelieho pel'u st v tab. 2 zoradené podla klesajicej
radikdlovej scavengerovej aktivity. Leja et al. (2007)
pozorovali velké rozdiely v antiradikalovej aktivite (8,6-
91,3 % inhibicie DPPH). Analyzované druhy pelu
rozdelili do troch skupin: s vysokou schopnost'ou inhibicie
DPPH radikélu (61-91,3 %, Lupinus polyphyllus, Phacelia
tanacetifolia, Trifolium sp., Sinapis alba, Robinia
pseudoacacia a Aesculus hippocastanum), so strednou

Tabul’ka 2 Antiradikdlovd aktivita vybranych druhov
véelieho pel'u (Leja et al., 2007)
Druh Schopnost’ lapat’ radikaly* (%)

Aesculus hippocastanum | 91,3

Robinia pseudoacacia 91
Sinapis alba 90
Trifolium sp. 82,2
Phacelia tanacetifolia 66,3
Lupinus polyphyllus 61,7
Pyrus communis 29,6

Chamerion angustifolium | 23,7

Zea mays 23,5
Malus domestica 16
Taraxacum officinale 15,2
Lamium purpureum 8,6

* radikélova scavengerova aktivita tzn. % inhibicie DPPH

schopnostou inhibicie DPPH radikalu (23,5-29,6 %, Zea
mays, Chamerion angustifolium, Pyrus communis)
a s nizkou schopnostou inhibicie DPPH radikalu (8,6-16
%, Lamium purpureum, Taraxacum officinale a Malus
domestica).
V naSom vyskume sme zistili, Ze priemernd hodnota
antiradikdlovej aktivity pelu maku aj repky spadala do
skupiny s vysokou antiradikdlovou aktivitou vybranych
druhov pel'u (tzn. v rozsahu 61-91,3 %) podl'a Leju et al.
(2007) a pel slnecnice sa nachddza na rozmedzi medzi
skupinami s vysokou a strednou schopnostou inhibicie
DPPH radikélu podla Leju et al. (2007).
Rozdiel v obsahu flavonoidov v peli z maku siateho
a slne¢nice rocnej, ako aj z maku siateho arepky olejnej
bol Statisticky vyznamny (P < 0,05). V porovnavanych
vzorkach troch druhov vcelieho pel'u bol obsah celkovych
flavonoidov pre jednotlivé vzorky v rozpéti od 110 do 261
mgkg'. Priemerni hodnota obsahu  flavonoidov
dosahovala 137,56 + 91,22 mgkg". Pel' z maku siateho
mal podobne ako v pripade antiradikalovej hodnoty aj v
obsahu flavonoidov vysSie hodnoty ako pel’ zo slnecnice
(tab. 3). Pel’ z maku siateho mal vyss§i obsah flavonoidov
ako pel’ z repky olejnej, ale napriek tomu antiradikdlova
aktivita makového pel'u bola nizsia (tab. 3).
Je to moZné wvysvetlit pritomnostou inych latok
s antioxida¢nymi vlastnostami, aj zastipenim jednotlivych
flavonoidov. Struktiira flavonoidov vyrazne vplyva na ich
antioxidacnd aktivitu. Pel' maku a repky obsahuje najma
flavonoidy kvercetin, kampferol, luteolin a apigenin
(Fatrcova-Sramkova et al., 2008a; Ka&aniova et al.,
2008; Fatrcova-Sramkova et al., 2008b). Antiradikalové
aktivita uvedenych flavonoidov klesa v poradi kampferol >
kvercetin > luteolin > apigenin (Burda, Oleszek, 2001).
Pel zrepky olejnej ma vyssi obsah kampferolu
a kvercetinu, v peli z maku siateho je dominantny luteolin.
Antioxidacné vlastnosti prispievaji k vyhoddm vyuZitia
pelu vo vyZzive ludi, ale aj zvierat. PouZitie pelu
sumarizuje Krell (1996). Pel’ bol uz déavnejSie pridavany
do stravy domestikovanych zvierat a laboratérneho hmyzu
s naslednym zlepSenim zdravia, rastu a miery
produkcie  potravin  (Crane, 1990; Schmidt,
Buchmann, 1992). Kurcatd vykazovali zlepSend
efektivitu produktivity s pridavkom len 2,5 % pel'u do
krmiva s vyvdZzenym  zloZzenim  (Costantini,
Ricciardelli d'Albore, 1971), podobne ako aj osipané
(Salajan, 1970).

ZAVER

Medzi sledovanymi druhmi vcelieho pel'u z rastlinnych
druhov - pelom zo slne¢nice ro¢nej (Helianthus annuus
L.) amaku siateho (Papaver somniferum L.), ako aj
medzi pel'om z maku siateho a repky olejnej (Brassica
napus subsp. napus L.) sme zistili Statisticky vyznamné
rozdiely v antioxidacnych vlastnostiach -
v antiradikalovej aktivite ako aj v obsahu flavonoidov.
Zatial ¢o najvysSiu antiradikdlovd aktivitu sme
pozorovali vo vcelom peli zrepky olejnej, najvyssi
obsah flavonoidov dosahoval obndzkovy pel z maku
siateho. Na poznanie d’alSich antioxida¢nych vlastnosti
st potrebné d’alSie Studie.
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Tabul’ka 3 Antiradikalova aktivita a obsah flavonoidov vo véelom peli

intake of honeybee flower pollen load. In

Ukr. Biokhim. Zh., vol. 66, 1994, no. 6, p. 94-

Druh pelu DPPH Flavonoidy
[% inhibicie] [mg kg ] 96FATRCOVA-§;RAMK0VA K
Helianthus annuus L. 48,43 £0,29 38,67 £2,05 A f v . ”
Papaver somniferum L 79,61 £0,45 258,67 £1,70 NQZKQVA’ L CANIOVA, - M,
P - - —— 2 MARIASSYOVA, M., KROPKOVA, Z.
Brassica napus subsp. napus 86,12 + 0,48 115,33 £ 8,36 2008b. Microbial nutritional

properties,
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VPLYV APLIKACIE
LACTOBACILLUS FERMENTUM
CEZ VODU NA CHEMICKE
ZLOZENIE MASA KURCIAT ROSS
308

EFFECT OF LACTOBACILLUS
FERMENTUM APLICATION BY
WATER TO CHICKEN ROSS 308 AT
MEAT CHEMICAL COMPOSITION

v v,

Peter Ha$c¢ik, Miroslava Kacdniovd, Juraj
Cuboii, Marek Bobko, Kldira Vavrisinovd,
Henrieta Arpdsovd, Michal Mihok, Simona
Pavlic¢ovad,

ABSTRACT

In this work the influence of the probiotic preparation
application (Lactobacillus fermentum CCM 7158 with
microorganisms content 1.10° cfu.g™) into the water on
chemical composition of the breast muscle and thigh
proportion was observed. Probiotics were applied into
drink water for the chickens Ross 308 of two experimental
groups (1" 6.6 ml per day in two first weeks and then 3.7
ml per day; 2™ 3.3 ml per day during all fattening). Time
of feeding was 42 days. A feed-stuff was equivalent used
in the control and experimental groups. The probiotic
effect with his influence decreased fat content (P>0.05) in
the breast muscle in 1 group at 1.43 g.100g™" and 2™
group 1.80 g.100g™". The protein content in 100 g breast
muscle was increased (P>0.05) at 0.46g (1** group), resp.
at0.10 g (2" group). The fat content in the thigh
proportion was higher (P>0.05) in the booth experimental
groups (13.00 g. 100g™" - 1 group, 12.63 g.100 g' - 2™
group) against the control group. Similarly after probiotic
application in the thigh proportion was increased protein
content of chicken crossbred Ross 308 against control
group (P>0,05) at 0.07 g.100 g (1% group) resp. at 0.44 g.
100 g (2™ group).

Keywords: Lactobacillus fermetum, breast, thigh, meat
chemical composition, Ross 308

UvVoD

Hydinové midso ma vysokd nutriénd a biologicki
hodnotu, ktord je uzko spojend aj s jeho vysoko
dietetickymi vlastnostami. Po mése rybacom zaujima
hydinové miso zhladiska zdravotnej nezavadnosti
vyznamné postavenie, priCom porovhanim s ostatnymi
druhmi misa ma vySsi obsah bielkovin
a nepostradatelnych aminokyselin (Karas, 1998).

Hydinové méso predstavuje neodmyslitelnid sticast
potravinového retazca Cloveka spojenu s jeho raciondlnou
vyzivou. Okrem produkcie hydinového mésa pre
potravinarsky priemysel je dolezitd aj jeho kvalitativna
skladba, ktord ovplyviiuje genotyp zvierata, vyZiva, vek,
chovatel'ské prostredie arozne d’alSie extra a intravitalne
Cinitele (Jedlicka, 1988; Hascik et al., 2005a).

Benkova et al. (2005) oznacuji hydinové miso ako
vhodni komoditu pre tvorbu tzv. funkénych potravin pre
Pudskd vyZivu, ¢o je v suicasnosti v zdujme humanneho,
pol'nohospodarskeho ako aj potravinarskeho vyskumu.

NajdolezitejSou  zlozkou hydinového mésa su
predovsetkym bielkoviny s vysokym obsahom
esencidlnych aminokyselin (Strakova et al., 2003),
pri¢om bielkoviny kuracieho a morcacieho misa obsahuju
v porovnani s bravéovym a hovddzim misom viac
esencidlnych aminokyselin, najmi argininu, leucinu,
izoleucinu, metionfnu a valinu. Vysoky obsah
esencidlnych aminokyselin ako aj ich priaznivy pomer
v hydinovom maise vytvaraji vhodné podmienky pre
zdravy vyvoj cloveka a jeho vykonnost. Dolezity je
v hydinovom mise aj obsah lipidov, ktoré su rezervoarom
energie, nosiCom vitaminov rozpustnych v tuku a
dodéavatel'om esencidlnych mastnych kyselin (Benkova et
al., 2005).

Vplyv rdznych faktorov na dosahovani  kvalitu
a zloZenie hydinového misa, resp. jeho najcenejSich Casti
vo svojich pracach popisuje viacero autorov ako Berri et
al. (2007, 2008), Duclos et al. (2007), Fanatico et al.
(2008), ktori konStatuju, Ze na zdklade dosahovanych
kvalitativnych ukazovatel'ov hydinové miso ziskava Coraz
viac svojich priaznivcov aje vo vicSe] miere
konzumované ako tomu bolo v minulosti (Angelovicova
et al., 1997; Kerekréty, 1998; Holoubek, 2001; Has¢ik
et al., 2005b).

Jednou z mozZnosti nahrady za vyrad'ované ZivociSne
mucky, antibiotické preparity, respektive kokcidiostatika
z vyzivy hydiny podla nariadeni Eurépskej tnie od roku
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Tabulka 1 Dévkovanie pitnej vody a probiotika v pokusnych skupinich.deii™

Tabulka 1 Pocet ks Davka pitnej vody (1) Davkovanie probiotika (ml)
Tyzden 1. pokusna 2. pokusna
skupina skupina
1 60 25 6,6 33
2 60 3,5 6,6 3.3
3 60 4,6 3,7 3,3
4 60 6,7 3,7 3,3
5 60 8,6 3,7 3.3
6 60 10,6 3,7 3.3
2006 je aplikdcia probiotickych, prebiotickych, kombinécie Ross 308. Kurcatd boli odchovivané

fytobiotickych preparatov ainych vhodnych doplnkov,
ktoré si urcené v prvom rade na potldCanie neZiaducej
mikrofléry v trdviacom trakte hydiny apre zvySovanie
imunity zvierat, s moZnostou zvySenia ich maésovej
uzitkovosti (Cavazzoni et al., 1998; Audissio et al., 2000;
Spring et al, 2000; Hascik et al, 2004a,b;
Angelovicova et al. 2005a, b; 2006 a,b; Brzéska et al.
2005, 2007; Kacaniova et al., 2006 a i.).

Hascik et al. (2007) zaroven konstatuju, Ze probiotické
preparaty  vytvorené z  preverenych  a ucinnych
mikroorganizmov okrem zlepSenia dZitkovosti mézu pre
pol'nohospodarske podniky zaoberajicimi sa vyrobou
hydinového misa zvysit aj samotnd mieru zisku a zvysit
rentabilitu a ekonomiku ich vyroby.

V nadvidznosti na vysSie uvedené poznatky sme sa
v nasej praci zamerali na preverenie uc¢inku probiotického
preparatu vytvoreného na baze Lactobacillus fermentum
aplikovaného cez vodny zdroj na chemické zloZenie
najcennejSich Casti jato€ného tela kurciat hybridnej
kombinécie Ross 308.

MATERIAL A METODIKA

Problematiku  sme rieSili skupinovym kfmnym
pokusom rozdelenym do 3 skupin (kontrolnd adve
pokusné skupiny) po 60 ks vykrmovych kurc¢iat hybridnej

v klietkovej technoldgii v podmienkach experimentélnej
prevadzky KHMHZ pri SPU v Nitre. Di7ka vykrmu
kurc¢iat bola 42 dni. Vykrmové kurcatd experimentu boli
kimené sypkou Startérovou komercne vyrdbanou KKZ
HYD-01 do 21. dna veku a granulovanou rastovou KKZ
HYD-02 od 22. do 42. dia veku kur¢iat (koniec vykrmu)
ad libitum rovnakého zloZenia vo vSetkych sledovanych
skupinich. V  experimente sme pouZili ako doplnok
v pokusnych skupindch probioticky preparit aplikovany
cez vodny zdroj, ktory bol vytvoreny na baze kmeia
Lactobacillus fermentum CCM 7158 s obsahom 1.10° KTJ
v 1 g zZivého média s potencujicou zlozkou maltodextrinu

a fruktooligosacharidu  zapracovanych v probiotickom
pripravku v 1  %-tnej  koncentricii. Davkovanie
probiotického preparatu v pokusnych skupinich je

zobrazené v tabul’ke 1.

Na vyhodnotenie chemického zloZenia najcenejSich
Casti jatocne opracovaného tela kurciat Ross 308 sme po
zdkladnej jatoCnej rozrdbke 30 ks zkaZdej skupiny
odobrali prsnd svalovinu bez koZe a stehennd svalovinu
s koZou a podkoZnym tukom.

Zakladné chemické zloZenie méisa bolo vyhodnocované
pomocou pristroja INFRATEC 1265 (NSR), kde sme
sledovali obsah suiny, tuku a bielkovin v g.100 g’
Energeticki hodnotu v kJ.100 g”' sme zistovali vypo&tom

Tabul’ka 2 Chemické zloZenie prsnej svaloviny kurciat hybridnej kombinacie Ross 308

Ukazovatel Skupina X S minimum maximum v %
Obsah suSiny Kontrolna 25,40a 0,10 25,30 25,50 0,39
2.100g™ 1.Pokusna 25,57a 0,45 25,10 26,00 1,76
2.Pokusna 25,30a 0,53 24,90 25,90 2,09

Obsah Kontrolna 22,67a 0,15 22,60 22,90 0,67
bielkovin 1.Pokusna 23,13a 0,50 22,60 23,60 2,18
2.100g™ 2.Pokusna 22,77a 0,49 22,10 23,00 2,18
Obsah tuku Kontrolna 1,63a 0,21 1,40 1,80 12,74
2.100g" 1.Pokusna 1,43a 0,06 1,40 1,50 4,03
2.Pokusna 1,80a 0,20 1,60 2,00 11,11

Energeticka Kontrolna 441,14a 5,69 436,32 446,37 1,28
hodnota 1.Pokusna 441,49a 6,49 435,07 448,05 1,47
kJ.100g™ 2.Pokusna 449,22a 10,60 437,99 458,93 2,37

Pozn.: Priemerné hodnoty v tom istom stipci, pri ktorych nasledujii rozne pismena, st preukazné pri P < 0,05
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Tabulka 3 Chemické zloZenie stehnovej ¢asti kurciat hybridnej kombinacie Ross 308

Ukazovatel’ Skupina X S minimum maximum v %
Obsah suSiny Kontrolna 31,93a 1,72 30,00 33,30 5,39
g2.100g™ 1.Pokusna 32,40a 0,36 32,00 32,70 1,11
2.Pokusna 32,40a 1,61 30,60 33,70 4,97

Obsah Kontrolna 18,33a 0,70 17,60 19,00 3,83
bielkovin 1.Pokusna 18,40a 0,53 17,80 18,80 2,88
2.100g™ 2.Pokusna 18,77a 0,42 18,30 19,10 2,22
Obsah tuku Kontrolna 12,60a 2,39 10,00 14,70 18,96
2.100g™ 1.Pokusna 13,00a 0,17 12,90 13,20 1,33
2.Pokusna 12,63a 1,85 10,50 13,80 14,65

Energeticka Kontrolna 781,85a 78,75 695,05 848,70 10,07
hodnota 1.Pokusna 798,04a 2,74 795,53 800,97 0,34
kJ.100g™" 2.Pokusna 790,36a 65,37 715,56 836,55 8,27

Pozn.: Priemerné hodnoty v tom istom stipci, pri ktorych nasledujii rozne pismena, si preukazné pri P < 0,05

cez prepocitavacie koeficienty na obsah tuku a bielkovin.

Zo ziskanych udajov sme pomocou Statistického
programu SAS vypocitali zdkladné varia¢no-Statistické
hodnoty (aritmeticky priemer, smerodajnd odchylka,
minimum, maximum, varia¢ny koeficient) ana urcenie
preukaznosti rozdielov medzi skupinami sme pouZili
analyzu variancii s ndslednych Scheffeho testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dosiahnuté hodnoty chemického zloZenia prsnej
svaloviny bez koZze a  stehennej svaloviny skoZou
a podkoznym tukom u hybridnej kombindcie Ross 308,
ktoré boli cielom naSho experimentu si zobrazené
v tabul’kach 2, 3.

Chemické zloZenie mésa je Casto v ramci ako aj medzi
druhmi zvierat pomerne rozdielne a jednou z moZnosti
ovplyvnenia jeho zloZenia je vyZiva, resp. aplikicia
novych trendov vo vyZive hydiny, ku ktorym patria aj
preverované probiotické preparaty vytvirané na béze
roznych  kmeniov  mikroorganizmov.  Z vysledkov
experimentu vyplyva, Ze obsah suSiny bol v prsnej
svalovine 25,30 g (2. pokusnd skupina), 25,40 g
(kontrolna skupina ) a 25,57.100 g (1. pokusna skupina).
Vysledky obsahu suSiny v prsnej svalovine kurciat
hybridnej kombindcie Ross 308 vnami preverovanom
experimente si porovnatelné s vysledkami Mojtu
a Palanskej (1997), Simeonovovej (1999), resp. Suchého
et al. (2002), ktori zistili obsah suSiny v prsnej svalovine
kurciat réznych hybridnych kombinécii na drovni 25,36 az
26,19 g.100 g a porovnatelné s vysledkami Has¢ika et
al. (2009), ktori u hybridnej kombinacie Ross PM3 zistili
hodnoty od 25,40 po 25,73 g.100 g pri rovnakom kimeni
ako aj aplikovanom probiotickom preparéte.

Obsah suSiny v prsnej svalovine nisho experimentu je
mierne vyS$§i v porovnani s hodnotami dosiahnutymi
Hasc¢ikom et al. (2005 b) u toho istého hybrida, ktorému
bol  vo vyZive priddvany probioticky preparat vytvoreny
na baze Bacilus subtilis a Bacillus licheniformis cez

kfmnu zmes a hodnoty obsahu suSiny boli od 24,35 po
24,64 g.100 g

V stehennej svalovine bol obsah suSiny vyss$i vo
vSetkych skupindch experimentu v porovnani s prsnou
svalovinou, nakolko bola hodnotend aj s kozou
a podkoZznym tukom. Zistené vysledky vysSieho obsahu
suSiny v stehennej oproti prsnej Casti si v stilade so
zavermi Suchého et al. (2002), ktori taktieZ konStatuju
zvySeny obsah suSiny v stehennej oproti prsnej svalovine
u hybridnych kombinicii Ross 308, Cobb a Hybro, kde
zistili hodnoty od 28,50 po 28,60 g.100 g

Aplikacia  probiotického  preparatu  Lactobacillus
fermentum CCM 7158 cez vodny zdroj v naSom
experimente zvySila obsah suSiny u hybridnej kombinécie
Ross 308 v stehennej Casti v oboch pokusnych skupinich
00,47 2100 g' oproti kontrolnej skupine, kde bol jej
obsah na trovni 31,93 g.100 g'. Dosiahnuté hodnoty
obsahu suSiny v stehennej svalovine s koZou a podkoZnym
tukom su porovnatel'né s vysledkami Horvathovej (1989),
Chudého (1994), resp. Has¢ika et al. (2009), ktori zistili
vo svojich pokusoch pri tejto Casti jatocného tela obsah
suiny na drovni 30,93 az 37,66 g.100 g "' a mierne vysgie
v porovnani s HaS¢ikom et al. (2005b), ktori «zistili
u hybridnej kombindcie Ross 308 hodnoty od 27,58 do
29,44 g.100 g ™.

Zo suSiny je doleZité zchemického zloZenia pre
konzumenta sledovat’ predovSetkym obsah bielkovin
a tuku v mise zvierat, nakol’ko tieto zlozky su pre ¢loveka
nepostradatel'né na zadklade obsahu doélezitych
aminokyselin a mastnych kyselin (Benkova et al., 2005;
Duclos et al.,, 2007; Berri et al. 2008) asu taktiez
dodlezitym zdrojom energie.

Obsah bielkovin bol v 100 g prsnej svaloviny najniz§i
v kontrolnej skupine (22,67 g.100 g™, vyssi v 2. pokusne;
skupine (22,77 g.100 g') a najvy$i v 1. pokusnej skupine
u hybridnej kombinécie Ross 308 (23,13 g.100 g'). Obsah
bielkovin v prsnej svalovine naSho experimentu je v sulade
s odporu¢aniami MatuSovicovej (1986), ktord pozaduje
ich obsah v priemere na trovni 23 % a vysSi pri porovnani
s hodnotami zistenymi Simeonovovou (1999), Mojtom a
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Zaujecom (2001), resp. Suchym et al. (2002), ktori
dosiahli u hybridnych kombinécii Ross 308, Cobb a Hybro
obsah bielkovin od 22,00 do 22.70 g.100 g™

Zvysenie obsahu bielkovin v prsnej svalovine
v pokusnych skupinach pri aplikédcii probiotického
preparatu na baze Lactobacillus fermentum CCM 7158 cez
vodny zdroj naznaCuje moZny vplyv probiotickych
preparatov aplikovanych vo vyZive kurciat na tento
ukazovatel’, nakol’ko podobné vysledky dosiahli aj Haséik
et al. (2005b) pri aplikacii Bacillus subtilis a Bacillus
licheniformis cez kimnu zmes, resp., Has¢ik et al. (2009)
pri aplikacii Lactobacillus fermentum cez vodny zdroj
u kurciat Ross PM3.

Obsah bielkovin v stehnovej Casti naSho experimentu
bol niZ§i oproti prsnej svalovine, €o je v silade
s vysledkami Simeonovovej (1999), Mojta a Zaujeca
(2001), Suchého et al. (2002), resp. Has¢ika et al.
(2005b, 2009) a inych.

Obsah bielkovin v stehnovej c¢asti bol najnizsi
v kontrolnej skupine (18,33 g.100 g), vy3si v 1. pokusnej
skupine (18,40 g.100 g') a najvysii v 2. pokusnej skupine
(18,77 g.100 g'). Podobne ako v prsnej svalovine sa
prejavilo zvySenie obsahu bielkovin aj v stehnovej Casti
vplyvom probiotického preparitu vytvoreného na baze
Lactobacillus fermentum CCM 7158. Obsah bielkovin
v stehnovej Casti u kurciat hybridnej kombinacie Ross 308
vnami  preverovanom  experimente je v stlade
s hodnotami zistenymi  Suchym et al. (2002), resp.
Haséikom et al. (2009). Pri porovnani obsahu bielkovin
s vysledkami Simeonovovej (1999), resp. Has¢ika et al.
(2005b) sme vnaSom experimente pri aplikacii
Lactobacillus fermentum CCM 7158 cez vodny zdroj
zistili mierne vysSie hodnoty obsahu bielkovin v stehennej
Casti.

Tuk v mése je povazovany za hlavny rezervoar energie,
ale aj ako dolezity prvok z hl'adiska senzorickej kvality
misa, nakolko obsahuje vysoky obsah aromatizujicich
latok (Suchy et al., 2002).

Hodnoty obsahu tuku v prsnej svalovine boli
v pokusnych skupinach od 1,43 g.100 g (1. pokusna
skupina) a7 1,80 g.100 g' (2. pokusni skupina) a
v kontrolnej skupine bol jeho obsah 1,63 g.100 g
Hodnoty obsahu tuku v prsnej svalovine u kurciat Ross
308 sd vyrovnané v porovnani so zisteniami Has¢ika et
al. (2009), ale nizSie ako zistili Chudy (1994), Mojto
a Zaujec (2001), resp. Suchy et al. (2002), ktorych
hodnoty boli od 2,05 do 2,50 g.100 g™

V stehnovej casti sa vyS§i obsah tuku dosiahol
v pokusnych skupinich ato 12,63 g.100 g" (2. pokusna
skupina) a 13,00 g (1. pokusné skupina) oproti kontrolne;j
skupine, kde bola hodnota tohto ukazovatela na udrovni
12,60 g.100 g'. V pokusnych skupinich vyZivovanych
probiotikom bol obsah tuku porovnatelny shodnotami
zistenymi Mojtom a Zaujec (2001), resp. Has¢ikom et al.
(2009), ktori zistili jeho obsah v tejto Casti na drovni
10,832z 13,63 g.100 g

Energetickd hodnota 100 g svaloviny, resp. misa je
uzko spojend s obsahom tuku a bielkovin. Najvyssia
energetickd hodnota bola dosiahnutd v prsnej svalovine
(449,22 kJ.100 g) v 2. pokusnej skupine a v stehennej
Casti (798,04 kJ.100 g') v 1. pokusnej skupine nasho

experimentu. Energetické hodnoty sledovanych skupin
v prsnej svalovine u hybridnej kombindcie kurciat Ross
308 boli vyrovnané pri porovnani s hodnotami zistenymi
Haséikom et al. (2009) uhybridnej kombinicie Ross
PM3, resp. nizsie ako zistili vo svojej praci u hybridnych
kombinacii kurc¢iat Ross 308, Cobb, resp. Hybro Suchy et
al. (2002).

Energetickd hodnota v 100 g stehnovej casti nisho
experimentu bola nizsia pri porovnani
s vysledkami Chudého (1994), resp. Mojta a Zaujeca
(2001), resp. mierne vysSia priporovnani s vysledkami
Hasc¢ika et al. (2005b), ktori overovali ucinok
probiotického preparatu vytvoreného na baze Bacillus

subtilis a Bacillus licheniformis pri aplikacii cez
kfmnu zmes adosiahli hodnoty od 642,13 do 715,06
kJ.100 g .

Z hladiska Statistického moOZeme skonStatovat, Ze
vnami preverovanom  experimente pri  aplikdcii
probiotického  preparitu vytvoreného na baze
Lactobacillus fermentum CCM 7158 s obsahom 1.10°
KTl.g' aplikovaného cez vodny zdroj v rdznych
mnozstvach u hybridnej kombindcie Ross 308 sa medzi
sledovanymi skupinami nezistili Statisticky preukazné
rozdiely (P>0.05) v obsahu suSiny, bielkovin, tuku
a energetickej hodnote.

ZAVER

V pokuse sme hodnotili chemické zoZenie prsnej
svaloviny astehnovej c¢asti u vykrmovych kur¢iat
hybridnej kombinicie Ross 308 vplyvom pouzitia
probiotického  prepardtu  vytvoreného na  baze
Lactobacillus fermentum CCM 7158 v mnozstve 1.10°
KTJ.g" a aplikovaného cez vodny zdroj.

Na zéklade dosiahnutych vysledkov experimentu sme
nezistili zdsadné rozdiely v chemickom zloZeni prsnej
svaloviny a stehennej Casti (P>0.05) medzi sledovanymi
skupinami kfmenych bez a s probiotickym preparatom.

Probioticky preparit svojim uc¢inkom mierne zvysil
obsah bielkovin tak v prsnej ako aj stehennej Casti a obsah
tuku bol vzasade vyrovnany (P>0.05) u hybridnej
kombin4cie kurciat Ross 308.

Probiotické preparity, ktoré vyuZivame pre vyZivu
hydiny, ale aj inych zvierat, by mali byt vytvarané len
z preverenych mikroorganizmov, ktoré zabezpecuju nielen
dobry zdravotny stav hydiny, nifenie patogénnej
mikrofléry vich trdviacom trakte s pozitivhym vyuZitim
krmiva a nislednym dosiahnutim spravnych parametrov
jatocnej hodnoty, ale je nutné sledovat’ aj ich vplyv na
chemické zloZenie, resp. technologicku kvalitu mésa.

Preverovany probioticky preparat vytvoreny na baze
Lactobacillus fermentum CCM 7158 v mnoistve 1.10°
KTJl.g' aaplikovany cez vodny zdroj odporicame
vyuzivat aj v praktickych podmienkach hydinarske;j
velkovyroby pri vyrobe kuracicho misa, z hl'adiska
zvySovania obsahu bielkovin v najcennejSich castiach
kuracieho misa, ktoré si doleZitou sucastou vyZivy a
potravinového retazca ¢loveka.
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VYSKYT A VYZNAM
TERMOREZISTENTNYCH HUB NA
JAHODACH

OCCURRENCE AND IMPORTANCE
OF HEAT-RESISTANT FUNGI ON
THE STRAWBERRIES

Javorekovd Soiia, Labuda Roman., Kupcovd
Michaela, SeleSiovd Zuzana, Makovd Jana,

ABSTRAKT

Occurrence of heat-resistant fungi in soil of several
strawbery fields from five locations in region Nitra,
Slovakia (Zobor I, Zobor II, Cerman, Velké ZaluZie and
Lehota) were investigated during this study. Heat-resistant
fungi (Eupenicillium baarnense, Neosartorya fischeri,
Merimbla ingelheimense, Talaromyces flavus) were
present in the all soil samples. Their occurrence was
confirmed in only one strawberry sample taken from the
locality Velké Zaluzie (incidence 20 %). By using a soil
heating method, 7 species were revealed, namely
Byssochlamys nivea, Eurotium amstelodami, Eurotium
rubrum, Paecilomyces bacillisporus, Sterilia mycelia,
Talaromyces flavus, and Talaromyces trachyspermus).
The all isolated fungi were (except Talaromyces
trachyspermus) found to be toxigenic.
strawberries, soil,

Keywords: heat-resistant

mycotoxins

UVoD

Ovocie, a to najma tie druhy, ktoré si v priamom kontakte
so zeminou (jahody, ribezle, maliny, cuCoriedky atd’.),
konzumované za surova ale i konzervované predstavuju
najrizikovejsiu skupinu potravin z hl'adiska kontaminacie
pddnymi toxinogénnymi mikroskopickymi vliknitymi
hubami. V pripade konzervovania takéhoto ovocia teplom
je preto dolezité kontrolovat  pritomnost  tzv.
termorezistentnych  mikroskopickych hib, ktoré sud

fungi,

schopné prezit’ zahriatie na teplotu okolo 75 °C v ¢ase 30
a viac mindt. Hubové Struktiry, ktoré moézu prezit tieto
teploty si najCastejSie askospdry, chlamydospoéry,
hrubostenné hubové fragmenty alebo sklerécia (Scholte et
al., 2002). Vysledkom rastu mikroskopickych vldknitych
hib v konzervovanom ovoci asStavach je potom ich
znizend  senzorickd  kvalita  aohrozenie  zdravia
spotrebitela, a to najmid pritomnostou mykotoxinov
(Betina, 1990; Cole et Schweikert, 2003; Cole et al.,
2003). V ovocnych konzervach a §tavich bola najCastejSie
povrdena pritomnost’ potencidlne karcinogénneho patulinu
produkovaného kmenimi Byssochlamys nivea, B. fulva ako
i Paecilomyces varioti (Jesenska, 1987, Frisvad et
Thrane, 2002; Samson et al., 2002). Mnohé Staty maju

stanovené jeho maximalne pripustné koncentricie
v potravinach. ~ V Slovenskej  republike je podla
Potravinového  kdédexu i Naradenia Komisie EU

¢.1881/2006 najvysSie pripustné mnoZstvo patulinu
v ovocnych $favach anektiroch 0,05 mgkg', 0,025
mgkg'v tuhych jablkovych vyrobkoch a0,01 mgkg”
v jablkovej Stave a jablkovych vyrobkoch (kompét, pyré)
urcenych pre dojcata a malé deti.

Nakol’ko vécsina termorezistentnych mikroskopickych hib
sa vyskytuje bezne v pdde a mdzu kontaminovat’ ovocie,
pddnych termorezistentnych hiib sa najcastejsie vyskytuju
v zdhradnej pode a preZivaji na ovoci. Overovanad bola
v prici aj toxinogenita druhov mikroskopickych hib
vyizolovanych z jahdd.

MATERIAL A METODIKA

Vsetky experimentalne Casti prace spojené s izolaciou
a identifikaciou termorezistentnych hub boli uskutocnené
na katedre mikrobiolégie FBP SPU v Nitre. Mozna
produkcia mykotoxinov bola stanovena v laboratéridch
firmy Biopure Referenzsubstanzen GmbH, a v spolupraci
s Analytickym centrom (IFA, Tulln) v Rakusku.

Pb&du z jahodnisk sme odobrali v piatich lokalitich
(klimaticky, vrdmci SR, najvhodnejSie pre pestovanie
jahdd) v blizkom okoli mesta Nitra; lokalital: Zobor I,
lokalita 2: Zobor II, lokalita 3: Cerman, lokalita 4: Velké
ZaluZie alokalita 5: Lehota, v obdobi od konca méja do

ro¢nik 3

2/2009



potravinarstvo

Tabul'ka 1 Abundancia (pocetnost’) termorezistentnych hub v pode jahodnisk

(pocet izolatov/10g pody)

Lokality Frekvencia
Termorezistentné huby  (izolaty) vyskytu (%)
1 2 3 4 5
Aspergillus clavatus (8) - - - - 8 20
Eupenicillium baarnense (53) 2 32 19 - - 60
Neosartorya fischeri (48) - 33 1 - 14 60
Merimbla ingelheimense (16) - - - 3 13 40
Talaromyces flavus (2) 2 - - - - 20
> izolatov 4 65 20 3 35 100
Spolu 127 izolatov

zacCiatku juna v roku 2008. Na analyzu pody boli odobraté
vzorky len z najvrchnejSej vrstvy (1-5 cm) pddneho profilu
jahodniska.  Celkovo bolo  odobratych a analyze
podrobenych 5 vzoriek pddy. Vzorky pddy boli po odbere
preosiate cez 2 mm sito apodrobené mykologickej
analyze. Vzorky jahod (cca 100 g) boli priamo ndhodne
zozbierané zo zaujmovych lokalit do sterilnych igelitovych
vreciek a do Casu analyzy uschované pri teplote -17 °C.
Zhomogenizovany navazok 10 g zeminy a 20 g jahdd bol
zmieSany s 250 ml rozpustenej Zivnej pddy Sabouradov
agar s pridavkom bengélskej Cervenej a nésledne zahriaty
na teplotu 70, 80 a 90 °C 30 az 60 minit. Po tomto Case
boli vzorky rozliate do 10 Petriho misiek a po stuhnuti
kultivované pri teplote 25 °C, 7-14 (60) dni v tme.
Vyrastené a spocitané koldnie reprezentovali ich pocet
zarodkov v 10 g pddy a v 20 g jahod.

Druhové identifikdcia mikroskopickych hib bola
uskutocnend primarne na zaklade mikromorfologickych
znakov podla Stolk et Samson (1983) a Pitt (1979).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V 10 gramoch pddy sme zistili zZe vyskyt
termorezisterntnych hib bol priemerne 178 koldnif
tvoriacich propagule, koré dokazali prezit’
na Sabouradovom agare pri teplote 70 °C a 102 kolénii,
ktoré prezili teplotu 80 °C az 60 mintt. Teplotu 90 °C za
30 mintt prezilo 32 kolénii tvoriacich propagule. V
kazdej zo vzoriek pddy bola zistend pritomnost
termorezistentného druhu (tab. 1), ale medzi lokalitami
boli vyrazné rozdiely. Najvdcsi pocet izolatov bol
zachyteny vo vzorke zlokality Zobor II, potom
nasledovali lokality Lehota, Cermdii a relativne nizky
pocet izolatov bol zachyteny vo vzorke Zobor I. Jesenska
a Pieckova (1995) uvadzaju, Ze vo vzorkach pddy prezilo
32 kolonii, (vystavené 70 °C 60 mindt) s najcastejSim
vyskytom druhov Eupenicillium baarnense, Neosartorya
fischeri, Talaromyces avellaneus, Byssochlamys
nivea, Gilmaniella humicola a Talaromyces flavus.
Celkovd diverzita termorezistetnych druhov nami
sledovanych lokalit predstavovala 5 druhov (Aspergillus
clavatus, Eupenicillium baarnense, Neosartorya fischeri,
Merimbla ingelheimense, Talaromyces  flavus).
S najvdacSou  frekvenciou sa  vyskytovali  druhy
Eupenicillium baarnense a Neosartorya fischeri (60 %),

s najvysSou abundanciou druhu Eupenicillium baarnense.
Diagnostikované taxény reprezentovali celkovo 5 rodov

(Apergillus clavatus, Eupenicillium baarnense,
Neosartorya  fischeri, Merimbla ingelheimense,
Talaromyces flavus.

Podl'a Labudu (2007) v pddnych vzorkach (park, vinice,
pasienky, ornd poda) sa vyskytlo az 20 taxénov (10 rodov)
termorezistentnych hib v 10 g pddy, pri€om priemerne na
kazdu lokalitu pripadalo 5 termorezistentnych druhov,
najfrekventovanejSie druhy boli Byssochlamys nivea a
Neosartorya fischeri. 'V nasSich vzorkdch sme zistili
spravidla dvojnasobne nizSiu diverzitu druhov (4 druhy)
v zdhradnych podach (Aspergillus clavatus zisteny vo
vzorke Lehota sa za typicky termorezistentny druh
nepovazuje). V porovnani vysledkov ziskanych z
abundancie druhu Eupenicillium baarnense (53 izolatov)
v nasich vzorkach zahradnej pddy s vysledkami z pddy
pasienkov (Labuda, 2007), moZno konStatovat, Ze je to
druh charakteristicky pre pddu odobratdi zo zéhrad
(jahodnisk). Kym nami zisteny druhy najpocetne;jsi
taxénom Neosartorya fischeri (48 izolatov) bol rovnako
pocetny aj v pddach odobratych z pasienkov. Talaromyces
flavus  hoci relativne velmi pocetny sa vyskytoval
v pddach pasienkov len snizkou frekvenciou. Vyskyt
druhu Merimbla ingelheimense bol pocas naSej Stidie
izolovany z dvoch lokalit v celkovom pocte 16 izolatov,
pri¢om az 13 tvoril podiel z lokality Lehota. Pri porovnani
so Studiou podl'a Labuda (2007) bola zistena pritomnost’
vo vrchnej relevantnej vrstve pody len jeden izolat.
V pripade druhov Merimbla ingelheimense, ktory patri
medzi Casto sa vyskytujicich v pdde (Jesenskad et al.,
1993), vyskyt (40 %) sme zaznamenali len v dvoch
vzorkach pddy (Velké Zaluzie a Lehota).

Zo vsetkych analyzovanych vzoriek jahdd bola pritomnost’
termorezistentnych druhov zaznamenana len vo vzorke
z lokality Vel'ké Zaluzie (tab. 2). V ostatnych sledovanych
vzorkach sme vyskyt termorezistentov nezistili. Vo vzorke
Velké Zaluzie bolo pritomnych celkom 7 druhov
(Byssochlamys nivea, Eurotium amstelodami, Eurotium
rubrum, Paecilomyces bacillisporus, Sterilia mycelia,
Talaromyces  flavus,  Talaromyces  trachyspermus).
Z celkového poctu 20 izolatov tvorila najviacsi podiel
populécia druhu Talaromyces flavus (10 izolatov, 50 %
podiel), d’alej boli zastipené Eurotium rubrum (4 izolaty,
20 %). Zaznamenani bola aj pritomnost’
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Tabul’ka 2 Abundancia (pocetnost) termorezistentnych hib na jahodach

(pocet izolatov/20g jahod)

Termorezistentné huby  (izolaty) | Lokality
Frekvencia
vyskytu (9
1 2 3 4 5 yslyw O0)
Byssochlamys nivea - - - 2 - 20
Eurotium amstelodami - - - 1 - 20
Eurotium rubrum - - - 4 - 20
Paecilomyces bacillisporus - - - 1 - 20
Sterilia mycelia - - - 1 - 20
Talaromyces flavus - - - 10 - 20
Talaromyces trachyspermus - - - 1 - 20
> izolatov - - - 20 - 100
termorezistentného druhu Byssochlamys nivea (2 izolaty, Neosartorya  fischeri, Merimbla ingelheimense,
10 %) Eurotium amstelodami, Paecilomyces bacillisporus, Talaromyces flavus ana jahodach az 7 druhov

Penicillium hordei, Sterilia mycelia a Talaromyces
trachyspermus len jedinym izolatom (5%).

Vizolatoch vo vzorkdch jahdd Velké ZaluZie bola
potvrdena schopnost’ produkovat’ mykotoxiny (toxické
sekundirne metabolity), pricom sa zistilo Ze azZ na jednu
vynimku (izoldt Talaromyces trachyspermus) boli
toxinogénne (tab. 3). Byssochlamys nivea produkoval
kyselinu mykofenolovu a patulin, Eurotium amstelodami,
Eurotium rubrum a Talaromyces flavus produkovali
emodin a fyscién, Eupenicillium baarnense patulin,
Talaromyces bacillisporus produkoval kyselinu penicilovi
a emodin. Z celkového poctu testovanych izolatov bola
najCastejSie zistend schopnost’ produkovat emodinu
(Eurotium amstelodami, Eurotium rubrum, Talaromyces
bacillisporus, Talaromyces flavus). Druhy najcastejsi
metabolit bol fyscién (Eurotium amstelodami, Eurotium
rubrum). Schopnost” produkcie patulinu bola potvrdena
v dvoch pripadoch (Byssochlamys nivea a Eupenicillium
baarnense).

ZAVER

Na zédklade mykologickych rozborov pddy jahodnisk
a jahdd na nich dospestovanych sa ndm nepotvrdila priama
koreldcia medzi vyskytom termorezistentnych hib v pode
ana jahodach. V pdode sme vyizolovali 5 druhov
Aspergillus clavatus, Eupenicillium baarnense,

Byssochlamys nivea, Eurotium amstelodami, Eurotium
rubrum, Talaromyces  bacillisporus, Sterilia mycelia,
Talaromyces flavus, Talaromyces trachyspermus. V pdde i
na jahodich sa vyskytoval iba jeden spolo¢ny druh
Talaromyces flavus, pri ktorom bola z mykotoxinov
potvrdena pritomnost emodinu a fysciénu. Pritomnost
patulinu bola potvrdend pri dvoch druhoch Byssochlamys
nivea a Eupenicillium baarnense.
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OLOVOM INDUKOVANE ZMENY
V SEKRECII HORMONALNYCH
LATOK OVARIALNYMI
GRANULOZNYMI BUNKAMI
PRASNICIEK /N VITRO

Adriana Kolesdrovd, Shubhadeep
Roychoudhury, Jana Slivkovd, Peter Massdnyi,
Alexander Sirotkin, Marcela Capcarovd,
Marina Medved’ovd, Jaroslav Kovdcik

ABSTRACT

The present study was carried out to investigate possible
effects of lead acetate administration on porcine ovarian
granulosa cells in relation to insulin-like growth factor I
(IGF-I) and progesterone (P4) release. Ovarian granulosa
cells were incubated with/without lead acetate for 18
hours: group Max (0.5 mg Pb.mlI™"), group A (1:1 dilution),
group B (1:5), group C (1:7), group D (1:10) and the
control group without Pb addition and these substances
were assessed by RIA. Lead was shown to be capable of
accumulation in porcine ovarian granulosa cells. Obtained
data indicate Pb—induced inhibition of IGF-I release at
lower concentrations by ovarian granulosa cells. However,
Pb administration did not show any such effect as no
differences were observed between the experimental
groups and control in regards to release of P,. These
observations suggest possible involvement of lead, as a
heavy metal and risk factor of environment, on release of
hormonal substances by porcine ovarian cells. Our
observations represent the demonstration influence of Pb
on secretory activity of porcine ovarian granulosa cells.

Keywords: cells, lead, IGF-I,

progesterone

UvVoD

Olovo je vSadepritomné v Zivotnom prostredi a vyskytuje
sa vo velkych koncentrdcidch aj vo vode, v pode a
mosadzi sanitdrnych zariadeni v dosledku industrializacie
vel’komiest (Zhuang et al., 2009; Chrastny et al., 2009).
Aeros6ly obsahujice olovo sa mdzu prostrednictvom
vzdus$nych pridov prestivat’ na vel'ké vzdialenosti. Olovo
patri medzi tazké kovy s nizkym bodom tavenia, je to
kujny kov odolny voc¢i korézii. NajvysSie pripustné
mnozstvo olova v cerealiach je 1 mgkg”, v objemovych
krmivach 15 mgkg'(Polagek et al., 2003). Olovo patri
medzi vyznamnd zlozku akumulatorov, ktoré po vybiti
a naslednom vyhodeni zna¢ne negativne pdsobia na pddny
avodny ekosystém. Zliceniny olova maji vyznam pri
vyrobe naterovych hmot, skla a keramiky. V niektorych
keramickych akriStdlovych nadobach nie je vhodne
uskladiovat’ dlhgiu dobu potraviny a iné potraviny. Dal§im
vyznamnym zdrojom Pb sd produkty spalovania
benzinovych motorov (Bencko et al., 1995). Olovo v pdde
nepodlieha chemickej degradicii, a preto jeho koncentracia
rastie. Je vel'mi imobilné, transport a vymyvanie olova je
v dosledku jeho nizkej rozpustnosti vel'mi malé. Hromadi
sa najmé v hornej €asti poddneho profilu, na jeho povrchu.
PribliZzne 80 % olova obsiahnutého v imisidch zostava vo
vrchnej vrstve pddy, obsah od tejto vrstvy prudko klesa
(Svobodova et al., 1987; Hegediisova, 1998). Z obsahu
olova pritomného v rastlinich 3% pochddza z ovzduSia a len
Y4 rastliny prijmi korenmi (Polacek et al., 2003).
Koncentrécie toxickych kovov ako aj olova, sa zvysili v
atmosfére v dosledku rozsiahlej industrializicie a
zneCistovania Zivotného prostredia (Fortoul et al., 1999;
Wang et al.,, 2006). Pb akumuluje v peceni a oblickach
polnych zajacov (Kolesarova et al., 2008a; Kramarova
et al., 2005; Massanyi et al., 2003).

porcine  granulosa
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Pokrok v oblasti reproduk¢ne;j bioldgie,
v biotechnolégiach, medicine a pol'nohospodarstve je
podmieneny poznatkami, ktoré sa tykaji regulatorov
reprodukénych  funkcii.  NajvykonnejSie  regulatory
dlhodobych fyziologickych zmien, vratane reprodukcie,
rastu avyvinu si hormény aldtky snimi spojené
(Kolesarova et al., 2008). Proces tvorby inzulinu-
podobného rastového faktoru (IGF-I) zaznamenali
Nicholson et al. (1999), Bastian et al. (2000)
v periférnych tkanivach ako je peceni, chrupka, oblicky,
hypofyza a v inych tkanivach, kde moze posobit’ lokalne
(autokrinny a parakrinny regulator), alebo sa uvolniuje do
obehu (endokrinny regulator — hormén). Oldham et al.
(1999) uvadzaju, Ze IGF su pritomné v krvnej plazme a v
tkanivach réznych druhov zvierat. IGF-I je produkovany
bunkami vajecnikov oSipanej (Kolesarova et al., 2008;
Sirotkin et al., 2008; Budacova et al., 2001) a Tudi
(Sirotkin et al., 2008b). Steroidny hormén Py je hlavnym
ovaridlnym horménom (Arnhold et al., 2009; Kolesarova
et al, 2008), ktory je popisovany v granuléznych
bunkach vaje¢nikov prasniiek (Kolesarova et al., 2008;
Mészarosova et al., 2008), vovaridlnych folikuloch
osipanych a hovidzieho dobytka (Skarzynski et al., 2008)
a vzltom teliesku (Mahajan, 2008). Vplyv olova na
sekre¢ni Cinnost’ ovaridlnych buniek Zivocichov nie su
celkom preskimané.

Cielom prace bolo preskimat’ tucast’ atilohu vybranych
hormonalnych latok v granuléznych bunkich vaje¢nikov
prasni¢iek po experimentilnom podani réznych davok
olova v podmienkach in vitro. Pre splnenie uvedeného
ciela sme sa vnaSej praci zamerali na: 1. sekrec¢nu
schopnost’ granuléznych buniek vaje¢nikov po aplikacii
olova, 2. vplyv olova na uvolfiovanie P, alGF-I
ovaridlnymi granul6znymi bunkami.

MATERIAL A METODIKA

Priprava, spracovanie a kultivicia granuléznych buniek
Do pokusu boli zaradené prasnicky kombinovaného
uzitkového a7z misového typu plemena biela u$lachtila.
Vajecniky ziskané pri zabiti zvierat sme individudlne
uskladnili v termoske s fyziologickym roztokom pri
izbovej teplote a spracovali maximilne do 6 hodin od
zabitia zvierat. Ovaridlne granul6zne bunky sme izolovali
metddou aspirdcie zo stredne velkych folikulov (2-5 mm).
Suspenziu granul6znych buniek sme odstred’ovali (1500
ot-min-1, 10 mintt) za ucelom oddelenia od folikulovej
tekutiny s naslednym premyvanim pomocou sterilného
kultivatného média DMEM/F12 1:1 (BioWhittaker ™,
Verviers, Belgium) doplneného 10 % fetilnym telacim
sérom (BioWhittaker ™) a antibiotikom - antimykotikom
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Pomocou hemocytometra
sme pocitali bunky a wupravili koncentraciu buniek na
potrebnd (106 buniek-ml-1 média). Bunkovi suspenziu
riedend kultivaénym médiom sme kultivovali (37 oC, 5 %
CO2) v kultivacnych platnickdch (1 ml.kultdra-1).
Priblizne po 5-7 ditoch kultivécie, ked’ bunky vytvorili na
75 % suvisld monovrstvu, sme médium nahradili Cerstvym
s rovnakymi doplnkami ako bolo povodné 1. bez pridania
octanu olovnatého Pb(CH3CO0O0)2.3H20 (kontrola) a 2.
s pridanim r6znych koncentracii Pb(CH3COO)2.3H20
(experimentdlne skupiny): skupina Max (0.5 mg.ml-1),

skupina A (1:1 riedenie), skupina B (1:5 riedenie), skupina
C (1:7 riedenie), skupina D (1:10 riedenie) (Tab. 1). Po 18-
hodinovej kultivicii sme injekénou striekackou odobrali
médium z kultiva¢nych platni¢iek a uskladnili pri teplote —
20 oC aZ do doby RIA analyzy.

RIA analyza

Koncentracie IGF-I aP4 boli stanovené metédou RIA
v 25-100 pl inkuba¢ného média. Tieto latky boli naviazané
pouzitim RIA kitov (Immunotech SAS, Marseille Cedex,
France) podl'a inStrukcii vyrobcu (Massanyi et al., 2000;
Makarevich a Sirotkin, 1999). VSetky RIA stpravy boli
urcené pre pouzitie vzoriek kultivaéného média.

Statistické analyzy

Analyzy latok vinkuba¢nom médiu boli vykonané
duplicitne. Hodnoty tykajiice sa vplyvu rdéznych davok
olova na uvolnenie hormonalnych latok sd priemerné
hodnoty ziskané z troch rozlicnych pokusov vykonanych
vrozlicnych diioch, pouzitim rozliénych suborov
vajeénikov ziskanych z 10-12 zvierat. Statistické rozdiely
medzi kontrolnou (bez pdsobenia octanu olovnatého)
a pokusnymi skupinami (vystavené pdsobeniu octanu
olovnatého — Max, A, B, C, D) boli hodnotené t-testom
alebo y2-testom pouZitim Statistického programu Sigma
Plot 9.0 (Jandel, Corte Madera, USA). Signifikantnost’
rozdielov  medzi  kontrolnou  a experimentidlnymi
skupinami bola uré¢ena na drovniach p<0,05.

VYSLEDKY PRACE

Vplyv olova na uvolnenie IGF-I

V stvislosti s uvol'nenim IGF-I granuléznymi bunkami
vajenikov po experimentdlnom podani réznych davok
olova boli zaznamenané preukazné rozdiely medzi
kontrolnou skupinou a experimentidlnymi skupinami (Tab.
2). UvolI'nenie IGF-I granul6znymi bunkami vaje¢nikov po
experimentdlnom podani octanu olovnatého bolo v
kontrolnej  skupine 32,14+3,79 ng.ml’. Podobné
uvolnenie IGF-I bolo zistené v pripade skupin Max

(32,42£7,00 ngml) a A (32,36£6,60 ng.ml")
snajvy$simi didvkami octanu olovnatého pouZitého
vnaSom experimente. Granulézne bunky vSetkych

ostatnych skupin (B, C, D) uvolnili niZ§ie koncentricie
IGF-I, ako kontrolnd skupina a v pripade skupiny C
(23,92+43,13 ng.ml), D (23,36£2,28 ng.ml") bolo
zaznamenané signifikantné zniZenie (p<0,05) v porovnani
s kontrolnou skupinou.

Vplyv olova na uvolnenie P,

Po aplikicii olova sme medzi kontrolnou skupinou
a experimentdlnymi skupinami zaznamenali rozdiely pri
uvolfiovani P, (Tab. 3). Uvolnovanie P, granuléznymi
bunkami vaje&nikov prasni¢iek bolo 4,04+1,35 ng.ml” v
kontrolnej skupine bez aplikidcie olova. Uvolnenie
steroidného horménu P, granul6znymi bunkami vSetkych
experimentalnych skupin nevykazuje preukazné rozdiely v
porovnani s kontrolnou skupinou. Najvys§ie mnoZstvo
uvolneného P, bunkami vajecnikov bolo zaznamenané v
skupine Max (5,56£1,65 ng.ml") s najvy$Sou davkou
olova pouZitou v naSom pokuse. Bunky vajecnikov v
skupinach A (3,88%0,81 ng.ml™"), B (3,82+1,12 ng.ml™"), C
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Tabul'ka 1: PouZité koncentracie Pb(CH;COO)2-3H,0

Granuldzne
bunky.ml”
médium

Skupina

Pb(CH;C00)2-3H,0

Médium (ml) Zried’'ovaci pomer

kontrola 10° 0

1 0:1

10° 1

0 1:0

10° 0.5

0.5 1:1

10° 0.33

1:5

10° 0.17

1:7

10° 0.09

1:10

Maximaélna davka (skupina Max): 0,5 mg Pb(CH3COO)2.3HzO'ml'1; 0,273 mg Pb.ml™”

(3,58+0,29 ng.ml") a D (3,68+0,58 ng.ml™") uvolnili
podobné koncentrdcie P,v porovnani s kontrolnou
skupinou.

DISKUSIA

Olovo moZze vyvolat’ reprodukéné toxicity u mysi (Shan et
al., 2009; Wang et al., 2006), oviec (Bires et al., 1995) a
mdZe mat negativny vplyv na Struktiru a funkciu
semennikov (Massanyi et al., 2007a). Vysledky nasSej
Stidie naznacuji priamy vplyv octanu olovnatého na
sekreéni  Cinnost'  granuléznych buniek vajecnikov
osipanych. Zistilo sa, Ze izolované granul6zne bunky
vajenikov boli schopné prezit' v kultire a uvolnovat
hormény po experimentdlnej aplikacii Pb. Pb sa
akumulovalo v granuléznych bunkich vaje¢nikov
prasniciek, ¢o je v sulade s predchadzajicimi Studiami v
pripade granuléznych buniek vajenikov potkanov
(Nampoothiri a Gupta, 2006) a vajecnikov oviec (Bires
et al., 1995).

Expozicia huminnych granul6znych buniek kadmiom,
ktory je podobne rizikovym faktorom Zivotného
prostredia, boli zaznamenané morfologické zmeny v
zavislosti od davky a ¢asu expozicie (Paksy et al., 1997).
Potvrdili sme predchadzajice Stidie, Ze vplyv tazkého
kovu zavisi od jeho koncentracie. Kym 100-400 uM Pb

nemalo Ziadny vplyv na monovrstvu huméannych buniek,
koncentracia vysokd okolo 800 pM alebo vysSia
inhibovala bunkovi adhéziu a indukovala oddelovanie
buniek (Paksy et al., 2001). Aj vnaSom pokuse sme
zaznamenali vyraznd redukciu monovrstvy po pridani Pb.
Dalsie vysledky naSej price sved&ia o tom, Ze IGF-I bol
uvolnovany granuléznymi bunkami vajec¢nikov prasniciek,
¢o potvrdzuje predchidzajice spravy o produkcii IGF-I
bunkami vaje¢nikov oSipanych (Kolesarova et al., 2008),
ale bez aplikacie tazkého kovu. Nase pozorovania svedcia
o vplyve olova na uvolfiovanie IGF-I granuléznymi
bunkami vajec¢nikov prasniciek v zavislosti od expozi¢nej
davky. Vysledky naSej prace naznacuji, Ze aplikdcia
niz8ich koncentricii Pb pouZitych v experimente, inhibuje
uvolnenie IGF-I granul6znymi bunkami vajecnikov, ale
vysSie koncentracie nemali preukazny vplyv na uvolnenie
IGF-1. Predpubertilne samicky potkanov vystavenych
expozicii Pb mali niZSie koncentricie IGF-I vsére a
oneskorenie puberty (Pine et al., 2006). AvSak ¢as nistupu
puberty u mysi bol vyrazne ovplyvneny expoziciou olova
(Tavicoli et al., 2004).

Dalej sme zistili, Ze steroidny hormén P, bol uvoliiovany
granuléznymi bunkami vajecnikov  prasnifiek, co
potvrdzuje predchadzajuce $tidie o produkcii progesterénu
granul6znymi bunkami vaje¢nikov prasniciek (Kolesarova
et al., 2008; Mészarosova et al., 2008). Pb moze vplyvat

Tabulka 2: Uvolnenie IGF-I (ng.ml™") granul6znymi bunkami po experimentilnom podani olova

skupina kontrola

minimum

24,43

maximum

35,58

priemer 32,14

smerodajnd
odchylka

3,79

variacny

koeficient (%) 11,78

Kontrolna skupina — kultivaéné médium bez octanu olovnatého. Skupina Max — kultivaéné médium s octanom
olovnatym v davke 0.5 mg.ml". Skupina A riedenie 1:1, skupina B 1:5, skupina C 1:7, skupina D 1:10. *
Signifikantné rozdiely P<0.05 boli hodnotené t-testom a chi-square (y°) testom. RIA.
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Tabulka 3: Uvolnenie P, (ng.ml™") granul6znymi bunkami po experimentilnom podani olova

kontrola

skupina

minimum 2,49

maximum 6,53

priemer 4,04

smerodajnd

odchylka 135

variacny

koeficient (%) 33,55

Kontrolnd skupina — kultivaéné médium bez octanu olovnatého. Skupina Max — kultivaéné médium s
octanom olovnatym v davke 0.5 mg.ml™'. Skupina A riedenie 1:1, skupina B 1:5, skupina C 1:7, skupina D
1:10. Rozdiely medzi kontrolnou a experimentalnymi skupinami boli hodnotené t-testom a chi-square (x°)

testom. RIA.

na zniZenie viazania luteinizatného horménu (LH) a
folikulostimulaéného horménu (FSH), ¢o vyrazne
ovplyvni produkciu steroidov in vitro a modze priamo
vplyvat’ na funkcie granuléznych buniek (Priya et al.,
2004). V naSich experimentoch neboli zistené vyznamné
rozdiely medzi skimanymi skupinami pri uvolfiovani
steroidného horménu P, granuléznymi bunkami po
expozicii olovom. V dal§ich zadznamoch Pb priamo
neovplyviiuje steroidogenézu v kultivovanych
granul6znych bunkach l'udi, ale v pripade davky 1,600 uM
(331,5 mgl1") preukizali vyrazny pokles produkcie P,
granuléznymi bunkami (Paksy et al.,, 2001). V naSich
experimentoch najvicsie mnozstvo P, uvolfiovali bunky
vajeCnikov s najvyS$Sou expoziciou Pb. Najvyssia
produkcia P, granuléznymi bunkami vaje¢nikov
prasniciek, po experimentidlnom podani kadmia, bola
zistend v skupine s pridavkom 10 ng CdCl,-ml”, a ked’ boli
davky kadmia zvy$ené na 20 ng CdCl,-ml” jeho produkcia
klesla (Massanyi et al., 2000).

ZAVERY

Z pohl'adu biolégie a biotechnol6gii reprodukcie je
mimoriadne ddlezity vyskum endokrinnych, parakrinnych
a autokrinnych mechanizmov reguldcie funkcii gonad.
Udaje ziskané z in vitro $tidii naznaduji, Ze uvolnenie
rastového faktoru IGF-I a steroidného horménu P,
granuléznymi bunkami prasniciek bolo zavislé od pouZitej
davky olova. Najniz§ia koncentracia Pb v naSich Studiach
preukazne zniZila uvolfiovanie IGF-I bunkami vajecnikov
oSipanych. Najvyssia koncentracia Pb pouZitd v naSom
experimente nesignifikantne stimulovala uvolnenie P,
granuléznymi bunkami vaje¢nikov prasniciek. Tieto
pozorovania naznacuju mozny vplyv tazkych kovov -
olova na uvolfiovanie hormonalnych latok bunkami
vajecnikov oSipanych.

LITERATURA
ARNHOLD, I. J., LOFRANO-PORTO, A., LATRONICO,
A. C. 2009. Inactivating mutations of luteinizing hormone

beta-subunit or luteinizing hormone receptor cause oligo-
amenorrhea and infertility in women. In Hormone Research,
ro¢. 71, 2009, s. 75-82.

BASTIAN, S. E. P. - WALTON, P. E. - BELFORD, D. A.
2000. Transport of circulating IGF-I and LR’IGF-I from
blood to extracellular wound fluid sites in rats. In Journal of
Endocrinology, roc. 164, 2000, ¢. 1, s. 77-86.

BENCKO, V., CIKRT, M., LENER, J. 1984. Toxické kovy
v Zivotnim a pracovnim prostiedi clovéka. In Avicenum.
Praha : ZN, 1984, s. 264

BIRES, J., MARACEK, 1., BARTKO, P., BIRESOVA, M.,
WEISSOVA, T. 1995. Accumulation of trace elements in
sheep and the effects upon qualitative and quantitative
ovarian changes. In Veterinary and Human Toxicology. roc.
37, 1995, s. 349-356.

BUDACOVA, A., SIROTKIN, A., KRAMAROVA, M.,
KOVACIK, J., FLORKOVICOVA, I.; SANISLO, P., 2001.
Changes in function and responses of porcine ovarian
granulosa cells during sexual maturation. In Reproduction
Abstract Series, ro¢. 27, 2001, s. 14.

FORTOUL, T. 1., SALGADO, C. R., MONCADA, S. G.,
SANCHEZ, 1. G., LOPEZ, 1. E., ESPEJEL, G., 1999.
Ultrastructural findings in the murine nonciliated bronchiolar
cells (NCBC) after subacute inhalation of lead acetate. In
Acta Veterinaria Brno, ro€. 68, 1999, s. 51-55.

HEGEDUSOVA, A. 1998. Tazké kovy (Cd, Pb, Hg)
vpddach voblasti juzného Slovenska a hygienickd
nezévadnost’ pestovanych druhov zeleniny. In DDP, Nitra :
SPU, 1998, s. 61.

CHRASTNY, V., KOMAREK, M., HAJEK, T., 2009. Lead
contamination of an agricultural soil in the vicinity of a
shooting range. Environmental Monitoring and Assessment
Feb 20 [Epub ahead of print].

KOLESAROVA, A., SIROTKIN, A., KOVACIK, J. 2008.
Endokrinné a vnitrobunkové mechanizmy pohlavného
dospievania prasnic¢iek. Vedecka monografia. Nitra : SPU,
131 s. ISBN 978-80-552-0109-2.

KOLESAROVA, A., SLAMECKA, J., JURCIK, R,
TATARUCH, F., LUKAC, N., KOVACIK, I,
CAPCAROVA, M., VALENT, M., MASSANYI, P. 2008a.
Environmental levels of cadmium, lead and mercury in brown
hares and their relation to blood metabolic parameters. In

ro¢nik 3

2/2009



potravinarstvo

Journal of environmental science and__health, Part A
Toxic/Hazardous Substances and Environmental Engineering,
ro¢. 43, 2008, s. 646-650.

KRAMAROVA, M., MASSANYI, P., SLAMECKA, J.,
TATARUCH, F., JANCOVA, A., GASPARIK, J., FABIS,
M., KOVACIK, J., TOMAN, R., GALOVA, J., JURCIK, R.
2005. Distribution of cadmium and lead in liver and kidney of
some wild animals in Slovakia. In Journal of environmental
science and health, Part A Toxic/Hazardous Substances and
Environmental Engineering, roc. 40, 2005, s. 593-600.

MAHAJAN, D. K., 2008. Pig Model to Study Dynamics of
Steroids During Ovarian Follicular Growth and Maturation.
In Sourcebook of Models for Biomedical Research, Humana
Press, s. 425-436. ISBN 978-1-58829-933-8.

MAKAREVICH, A. V., SIROTKIN, A. V., 1999.
Development of sensitive radioimmunoassay for IGF-I
determination in samples from blood plasma and -cell-
conditioned medium. In Veterinary Medicine, roc. 44, 1999,
s. 71-78.

MASSANYI, P, LUKAC, N., MAKAREVICH, A.V.,
CHRENEK, P., FORGACS, Z., ZAKRZEWSKI, M.,
STAWARZ, R., TOMAN, R., LAZOR, P., FLESAROVA, S.
2007a. Lead-induced alterations in rat kidneys and testes in
vivo. In Journal of environmental science and health, Part A
Toxic/Hazardous Substances and Environmental Engineering,
ro¢. 42, 2007a, s. 671-676.

MASSANYI, P., TATARUCH, F., SLAMECKA, I.,
TOMAN, R., JURCIK, R. 2003. Accumulation of lead,
cadmium, and mercury in liver and kidney of the brown hare
(Lepus europaeus) in relation to the season, age, and sex in
the west Slovakian lowland. In Journal of Environmental
Science and Health Part. A, ro¢. 38, 2003, s. 1299-1309.

MASSANY, P., UHRIN, V., SIROTKIN, A., PAKSY, K.,
FORGACS, ZS., TOMAN, R., KOVACIK, J. 2000. Effect of
Cadmium on Ultrastructure and Steroidogenesis in Cultured
Porcine Ovarian Granulosa cells. In Acta Veterinaria Brno,
ro¢. 69, 2000, s. 101-106.

MESZAROSOVA, M., SIROTKIN, A.V., GROSSMANN,
R., DARLAK, K., VALENZUELA, F. 2008. The effect of
obestatin on porcine ovarian granulosa cells. In Animal
Reproduction Science, ro€._108, 2008, s. 196-207.

NAMPOOTHIRI, L. P., GUPTA, S. 2006. Simultaneous
effect of lead and cadmium on granulosa cells: a cellular
model for ovarian toxicity. In Reproductive Toxicology, ro€.
21,2006, s. 179-185.

NICHOLSON, W. E,, GE, Z., PLOTNER, D. M., FARIN,
C. E., GADSBY, J. E. 1999. Insulin-like growth factor (IGF)-
I, IGF-I receptor, and IGF binding protein- 3 messenger
ribonucleic acids and protein in corpora lutea from
prostaglandin F (2lpha)-treated gilts. In Biology of
Reproduction, roc. 61, 1999, €. 6, s. 1527-1534.

OLDHAM, J.M., MARTYN, J.AK. HUA, K M,
McDONALD, N. A., HODGKINSON, S. C., BASS, J. J.
1999. Nutritional regulation of IGF-II, but not IGF-I, is age
dependent in sheep. In Journal of Endocrinology, roc. 163,
1999, s. 395-402.

PAKSY, K., GATIL, L, NARAY, M., RAJCZY, K. 2001.
Lead accumulation in human ovarian follicular fluid, and in
vitro effect of lead on progesterone production by cultured
human ovarian granulosa cells. In Journal of Toxicology and
Environmental Health Part A, ro¢. 62, 2001, s. 359-366.

PAKSY, K. RAJCZY, K., FORGACS, Z., LAZAR, P,
BERNARD, A., GATI, I, KAALL G. S. 1997. Effect of
cadmium on morphology and steroidogenesis of cultured
human ovarian granulosa cells. In  Journal of Applied
Toxicology, ro¢. 17, 1997, s. 321-327.

PINE, M. D, HINEY, J. K., DEARTH, R. K., BRATTON,
G. R., DEES, W. L. 2006. IGF-1 administration to
prepubertal female rats can overcome delayed puberty caused
by maternal Pb exposure. In Reproductive Toxicology, roc.
21,2006, s. 104-109.

POLACEK, S., KULICH, J, TOMAS, I,
VOLLMANOVA, A. 2003 Anorganické chémia. Nitra : SPU,
2003, 410 s. ISBN 80-8069-137-1

SHAN, G., TANG, T., ZHANG, X. 2009. The protective
effect of ascorbic acid and thiamine supplementation against
damage caused by lead in the testes of mice. In Journal of
Huazhong University of Science and Technology Medical
Sciences, roc. 29,2009, s. 68-72.

SIROTKIN, A.V., BENCO, A., TANDLMAIJEROVA, A,
VASICEK, D., KOTWICA, J, DARLAK, K,
VALENZUELA, F. 2008a. Transcription factor p53 can
regulate proliferation, apoptosis and secretory activity of
luteinizing porcine ovarian granulosa cell cultured with and
without ghrelin and FSH. In Reproduction, roc. 136, 2008a, s.
611-618.

SIROTKIN, A. V., MLYNCEK, M., MAKAREVICH, A.
V., FLORKOVICOVA, I, HETENYI, L. 2008b. Leptin
affects proliferation-, apoptosis- and protein kinase A-related
peptides in human ovarian granulosa cells. In Physiological
Research, vol. 57, 2008b, p. 437-442.

SKARZYNSKI, D. J., SIEMIENIUCH, M. J., PILAWSKI,
W., WOCLAWEK POTOCKA, I, BAH, M. M.,
MAJEWSKA, M., JAROSZEWSKI, J. J. 2008. In Vitro
Assessment of Progesterone and Prostaglandin E(2)
Production by the Corpus Luteum in Cattle Following
Pharmacological Synchronization of Estrus. In The Journal of
Reproduction and Development, ro€. 55, 2008, s. 170-176.

SVOBODOVA, Z. et al. 1987. Toxikologie vodnych
zivocichu. Praha : SZN, 1987, 231 s.

WANG, C., ZHANG, Y., LIANG, J., SHAN, G., WANG,
Y., SHI, Q. 2006. Impact of ascorbic acid and thiamine
supplementation at different concentrations on lead toxicity in
testis. In Clinica Chimica Acta, ro¢. 370, 2006, s. 82-88.

ZHUANG, P., ZOU, B., LI, N. Y., LI, Z. A. 2009. Heavy
metal contamination in soils and food crops around
Dabaoshan mine in Guangdong, China: implication for
human health. Environmental Geochemistry and Health Feb
13 [Epub ahead of print].

Pod’akovanie
Praca bola financovand VEGA grantom 1/0696/08 a
APVYV projektom 0299-06.

Kontaktna adresa: Ing. Adriana Kolesarova, PhD.,
Katedra fyziol6gie Zivocichov, Fakulta biotechnolégie a
potravinarstva, Slovenska polnohospodarska univerzita,
949 76 Nitra, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, tel: +421
37 641 4343, E-mail: adrianakolesarova@yahoo.com

ro¢nik 3

2/2009



potravinarstvo

SLEDOVANIE RIZIKOVYCH
CHEMICKYCH PRVKOV U KACIC
DIVYCH (ANAS
PLATYNRHYNCHOS)

OBSERVATION OF RISK CHEMICAL
ELEMENTS IN MALLARDS (ANAS
PLATYNRHYNCHOS)

Bedta Korénekovd, Magdaléna Skalickd, Ivona
KoZdrovd, Jdan Macanga, Maridan Korének

ABSTRAKT

The aim of the study was to determine the risk chemical
elements in livers, breast and leg muscles of mallards
(Anas platynrhynchos). The mallards were hunted in
defined locality in Easter Slovakia. Contents of cadmium
(Cd), lead (Pb), nickel (Ni), copper (Cu) and zinc (Zn)
were determined by atomic absorption spectrometry and
expressed in mg.kg" wet weight. The highest mean levels
of Cd, Pb and Cu (0.044; 0,232; 2,220) were recorded in
liver of mallards. On the other hand, the highest mean
levels of Ni and Zn (0.417; 212.650) were noticed in leg
and breast muscles. Higher content of Pb and Ni in leg
than breast muscles should be affected due to used shots.
The minimal differences were observed between the
content of Cd, Zn and Cu in leg and breast muscle and
may be related to habitat specificity.

Keywords: mallards, cadmium, lead, nickel, copper, zinc

UvVoD

Kacica divd (Anas platynrhynchos) patri k radu
ziibkozobcov (Anseriformes) a k celadi kacicovitych.
Prirad’uje sa medzi polovni pernati zver. Miso kacice
divej svojim zloZenim je hodnotny dieteticky doplnok vo
vyzive Pudi (Ha$¢ik et al., 2007). Zivotnym prostredim
kacice divej sd stojaté vody na mociaroch a vodnych
nadrziach, ale Zije aj na tec¢dcich vodach, kde si vyhl'addva
tich§ie zatoCiny.

Pritomnost’ xenobiotik v tkanivach volne Zijicich zvierat
mdZe byt znakom environmentdlneho zatazenia danymi
zlozkami (Kramarova et al., 2005, Kimakova, 2008).
Velky pocet druhov vodného vtactva si povaZzované dnes
ako vhodné bioindikatori zatazenia Zivotného prostredia
tazkymi kovmi (Cohen et al., 2000, Congiu et al., 2000).
Negativny ucinok tazkych kovov je obzvlast nebezpecny
pre vtactvo, ktorého metabolizmus je ovela rychlejsi v
porovnani s inymi druhmi zvierat. Su tak preto vo vacsej
miere exponované kumulativnymi kovmi v ich organizme
(Almasiova et al., 2008, Felsman, 1998).

Vyber kacice divej ako objektu ekologickych studii je
spojeny s viacerymi faktormi. Kalica divd je dobry
bioindikdtor kontaminicie prostredia rizikovymi prvkami.
Tento druh vtakov je kozmopolitny. BeZne sa vyskytuje v
Eurépe, Azii, Severnej Amerike, Novom Zélande aj v
Australii. Cielom prace bolo zistit obsah vybranych
rizikovych chemickych prvkov v prsnej svalovine,

stehennej svalovine a v peceni kacic
vychodnom Slovensku.

MATERIAL A METODIKA

Volne zijuce divé kacice boli ziskané odstrelom z
polovného reviru v oblasti LemeSany na vychodnom
Slovensku. Vzorky  prsnej svaloviny (6), stehennej
svaloviny (6) a peceni (6) boli mineralizované pouzitim
mikrovinného systému Milestone (MLS-1 200, MEGA) a
analyzované na pritomnost vybranych chemickych
prvkov pouZitim atémového absorpéného spektrofotometra
(Unicam Solar, 939). Kadmium, olovo a nikel boli

divych na

analyzované pouzitim grafitovej kyvety, kym med a
zinok na plameni (Kocourek et al., 1992).
Opakovatelnost metédy bola testovana analyzou

referenéného materidlu - hovédzia lyofylizovanid pecent
(MBH Anal Ltd., England) a bola zistend 96-98%.
Reprodukovatelnost metdédy bola lepsia ako 1.0%.
Koncentracie chemickych prvkov v praci je uddvand v
mg.kg"' pévodnej Zivej hmotnosti.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V Tabulke 1 uvadzame nami zisteny vyskyt vybranych
chemickych prvkov v stehennej svalovine, prsnej
svalovine a v peceni kacic divych.
Najvys$si priemerny obsah kadmia bol zaznamenany v
pedeni ka¢ic (0,044 mgkg' 7h.), pricom maximalna
dosiahnutd hodnota kadmia bola 0.102 mgkg' Zh.
Mierne zvySeny obsah kadmia bol pozorovany v prsnej
svalovine v porovnani so stehennou svalovinou. Tieto
vysledky st v stlade s pracou (Toman et al., 2005), ktor{
zaznamenali u baZantov patriacich medzi polovnd
pernatd zver v peceni priemernd koncentrdciu kadmia
0,040 mgkg' 7h. Na druhej strane Szymczyk a
Zalewski, (2003) uvéadzaji z oblasti Warmia a Mazuri v
Pol'sku vyssie priemerné hodnoty kadmia v peceni (0,139
mg.kg" Zh). V prsnej svalovine kagic pozorovali vyssie
koncentracie kadmia (0,082 mgkg' Zh) nez aké boli
zaznamenané v nafom pripade (0,024 mg.kg™" Z.h.).
Priemerny obsah olova bol vyrazne vys§i v stehennej
svalovine (0,161 mgkg' 7.h.) nez prsnej svalovine (0.054
mgkg' Zh) s dosiahnutym maximom (0,650 mgkg"
Z.h.), pricom v pe€eni bol pozorovany najvys$i obsah
olova. Nase vysledky boli v pripade analyz pecene (0,232
mgkg' 2h.) v silade s pracou Szymczyk a Zalewski,
(2003), ktori zaznamenali podobné koncentricie olova v
pedeni (0,225 mgkg' 7Zh) kym v prsnej svalovine
mierne vy3Sie koncentricie olova (0,122 mgkg' Zh.).
Podobné priemerné vysledky kadmia v peceni (0,2 mg kg
Z.h.) boli zaznamenané u vodného vtactva aj Fabczakom
et al., (1998).
V pripade niklu bol vyrazne vy$§i priemerny obsah
zaznamenany v stehennej svalovine (0.417 mg.kg" Zh.) s
dosiahnutym maximom (0,697 mg.kg" 7.h.) neZ v prsnej
svalovine a v peceni. Podobne Kalisinska et al., (2004)
vo svojej Stidii zaznamenala v severozdpadnej oblasti
Pol'ska najvyssie koncentracie niklu v svalovine kacic
divych (0,09 pg/g Z.h.), kym v peeni a v oblickich
(0,054; 0,051 pg/g z.h.) pozorovali mierne nizsie hladiny
niklu. Korénekova et al., (2008) pri porovnavani
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koncentracie kadmia, olova a niklu u strelenych a klasicky
zabitych bazantov zistili vyS$Sie koncentricie olova a niklu
v svalovine nezZ v peceni strelenych bazantov, kym v
koncentraciach kadmia boli pozorované minimalne
rozdiely medzi strelenymi a zabitymi baZantmi.

Zinok podobne ako med je esencidlny prvok pre
organizmus zvierat avSak mdZe byt aj Skodlivy pri
vysokych koncentracidch v dosledku priemyselného
znecistenia Zivotného prostredia (Turkoglu et al., 2004).
Hladiny zinku zistené v nami pozorovanych organoch mali
pomerne vyrovnanu tendenciu a boli mierne zvySené v
prsnej svalovine neZ v stehennej svalovine a v peceni.

Tabul’ka 1. Koncentracie Cd, Pb, Ni, Zn a Cu (v mg.kg'l)
stehennej svalovine, prsnej svalovine a v peceni kacic
divych (Anas platynrhynchos)

Chemicky | Statistické | Stehenna | Prsna Pecen
prvok udaje svalovina | svalovina
Kadmium |N 6 6 6

X 0,009 0,024 0,044

Sd 0,003 0,035 0,032

X max 0,014 0,094 0,102
Olovo N 6 6 6

X 0,161 0,054 0,232

Sd 0,242 0,179 0,082

X max 0,650 0,036 0,306
Nikel N 6 6 6

X 0,417 0,220 0,252

Sd 0,271 0,228 0,207

X max 0,697 0,518 0,480
Zinok N 6 6 6

X 196,180 212,650 195,150

Sd 59,250 110,960 64,360

X max 287,300 391,900 297,100
Med’ N 6 6 6

X 15,030 14,530 42,220

Sd 2,140 4,540 4,900

X max 18,800 20,100 48,500

N= pocet vysetrenych vzoriek, X=aritmeticky premer, Sd
= smerodajnd odchylka, X max = maximilna namerana
hodnota

Zo vsetkych telovych orgénov a tkaniv peen predstavuje
orgdn s najvy$Sou koncentrdciou medi, pricom su
zaznamenané rozdiely v koncentracii chemickych prvkov
aj utopograficky a funkéne rozli¢nych tkaniv zvierat
(Massanyi et al., 2002). To sa potvrdilo aj naSimi
vysledkami, ktoré poukazuji na najvyssiu kumuldciu medi
v pedeni kadic (42,220 mgkg' zh.). Priemerné hladiny
medi boli mierne vysSie v stehennej neZ prsnej svalovine
(15,030; 14,530 mg.kg™" z.h.). Vysledky sme porovnavali s
pracou Danczak et al., (1997), ktori uvadzajd
nasledovné priemerné hladiny medi v prsnej, stehennej
svalovine a v pe€eni (29,700; 18,600; 15,500 mg.kg'l z.h.)
v oblasti Gdanska. Nase vysledky su vyrazne vysSie
v pripade pec€eni kacic divych, kym v pripade svalovin
neboli nami zaznamenané aZ tak vyrazné rozdiely
v porovnani s uvedenymi autormi.

ZAVER

Z vysledkov vyplyva, Ze najvySSie priemerné hladiny
kadmia, olova a medi boli pozorované v pefeni kym v
pripade niklu v stehennej svalovine a zinku v prsnej
svalovine  kaliek divych. Minimdlne rozdiely boli
pozorované medzi obsahom kadmia, zinku a medi v
stehennej a prsnej svalovine. V pripade olova a niklu boli
pozorované vysSie koncentrdcie v stehennej neZ prsnej
svalovine. Zistené hladiny chemickych prvkov odrazaji
jednak droveil expozicie sledovanej oblasti kovmi, ale
mohli byt spdsobené aj usmrtenim zvierat formou
odstrelu, ktory ovplyvnil trovenl koncentracie vybranych
chemickych prvkov - kontaminantov v
sledovanych tkanivach.
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COMPARISON OF MAJOR MILK
COMPONENTS IN DAIRY COWS’
MILK FROM MORNING AND
EVENING MILKING

Lenka Kouvimskd, Zuzana Pacdkovd, Veronika
Legarovd, Lubos Babicka, Jozef Golian

ABSTRACT

Seventy samples of morning and evening cow milk from
Holstein cows were taken to monitor the fat, proteins,
casein and lactose content. The samples were analysed by
MilkoScan FT 120 and statistically processed. There was a
statistically significant difference between the morning and
evening casein content (probability level p = 0.047), with
a higher casein content in the evening samples than in the
morning samples. Fat content and lactose content were
also higher in evening samples than in morning samples
for 68% of sample pairs. The test results were close to
statistical significance (pg; = 0.065, Pracose = 0.073).
A strong correlation between protein and casein content
was found for evening and morning milk (protein: r = 0.96,
p <0.01, casein: r = 0.98, p < 0.01).

Keywords: cow milk, morning and evening milking, fat,
protein, casein, lactose

INTRODUCTION

There are many feed, animal and environmental factors
that may influence milk production (Biro et al, 1992),
milk composition, its quality and technological properties
(Perdrix et al., 1996; Jensen, 2002; Palmquist et al.,
1993; Hanus et al., 1995). Breed (Pos6 and Miintysaari,
1996; Windig et al., 2006), calving interval, feeding and
nutrition (Hanu$ et al., 2004; Rosati and Aumaitre,
2004; Donovan et al, 2000), housing conditions
(Thomassen and Boer De, 2005), milking interval,

milking system and equipment, cow’s age and health
(Bareille et al., 2003; Fourichon et al., 1999), season,
human factors, hygiene of milking and milk processing are
among the most important ones.

Breed is one of the main factors affecting fat content
(Pechova et al., 2000); the milk of Jersey and Guernsey
cows having the highest fat content. Fat content is the most
variable milk component (Klop¢i¢ ef al., 2003). Teply et
al. (1979) determined the variability of milk yield (* 1.10
kg), fat content (* 0.75%) and protein content (£ 0.20%)
within a day under stable herd conditions.

Wiking ef al. (2006), Dahl et al. (2004), Ayadi et al
(2003) and Hargrove (1994) studied the impact of
milking frequency on the milk yield and milk composition.
Increasing milking frequency increased the milk yield, but
fat content and fat yield were not affected. Lower milk
yield and higher milk fat and milk protein concentrations
were found in milk samples of once-daily milked cows, in
comparison with thrice-daily milked cows (Patton ef al.,
2006; Remond et al., 2004).

Protein and particularly casein content in milk is an
important factor in cheesemaking. It may be affected by
feed and nutrition and increases at the end of the lactation
period (Damodaran, 2007). Auldist et al. (1998) and
Ikonen et al. (2004) found a negative correlation between
milk production and protein content during lactation. By
Nielsen et al. (2005) protein content was not affected by
the milking interval.

The lactose content in milk correlates closely with the
health of the particular cow (Damodaran, 2007; Hanus et
al., 1992) and decreases with lactation period. Feed
composition and nutrition has less effect on lactose
content. Nielsen et al. (2005) studied the effect of the
milking interval on lactose content and found a higher
lactose content in the first collected milk when the milking
interval was 12 h than when it was 6 h.

Ayadi et al. (2004) studied the differences between
cisternal and alveolar milk composition. The fat content in
cisternal milk decreased with the milking interval and
reached its minimum with a 24 h milking interval. Total
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Table 1: Statistical description of the data in % (wt/wt)

Fat, protein, casein and lactose contents
were analysed with a MilkoScan FT 120

Percentiles (Foss Electric, Degmark) instrument. The
- . - apparatus was calibrated by an external

Mean | Median |[Minimum| Maximum 25 75 accredited laboratory.
FE % (wt/wt) 4.37 4.32 3.47 6.00 3.87 | 4.88 Since the experimental data were not
FM % (wt/wt) 4.11 3.84 3.22 5.93 3.67 4.31 normally  distributed,  nonparametric
PE % (wt/wt) | 3.47 3.41 2.67 472 321 | 3.56 methods were used: morning and evening
PM % (wt/wt) | 3.44 3.31 2.62 4.56 3.20 | 3.53 parameters  were  compared  using
CE % (wtiwt) | 2.82 | 2.82 2.30 3.65 2.60 | 2.90 Wilcoxon Signed Ranks Test for two
related samples. The data description was
CM % (Wt/Wt) 2.78 2.75 2.21 3.58 2.60 2.86 made llSil’lg median and interquartile
LE % (wt/wt) 4.61 4.64 4.18 4.93 4.51 4.74 ranges. A probablhty level of p<005
LM % (wt/wt) | 4.57 4.64 3.98 4.81 446 | 4.70 was considered statistically significant.

FE = fat content in evening samples; FM = fat content in morning samples;
PE = protein content in evening samples; PM = protein content in morning samples;
CE = casein content in evening samples; CM = casein content in morning samples;

The results were computed using the

LE = lactose content in evening samples; LM = lactose content in morning samples

Table 2: Difference (Dif) between morning and evening milking time

in % (wt/wt)

statistical software SPSS 15.0 for
Windows.
RESULTS AND DISCUSSION

Statistical description of the results in percentage by

weight (wt/wt) is given in Table 1. The differences
between evening and morning samples are shown in

Table 2. The biggest median difference was in the fat
content (0.25). Sixty eight per cent of sample pairs had a

higher fat content in the evening samples compared with

Mean Median | Minimum | Maximum
Dif FE-FM 0.26 0.25 -1.58 1.55
Dif PE-PM 0.02 0.03 -0.20 0.34
Dif CE-CM 0.04 0.06 -0.18 0.18
Dif LE-LM 0.04 0.03 -0.28 0.29

32% of the samples with a higher fat content in the

fat yield tended to increase for cisternal milk with long
milking intervals, but it increased markedly for alveolar
milk, showing that fat globules did not pass freely from the
alveoli to the cistern between milkings. Milk protein
content increased in the cisternal milk and tended to
increase in the alveolar milk with longer milking intervals,
but the values were similar in cisternal and alveolar
fractions. Total protein yield increased with milking
interval in both fractions, indicating that casein micelles
passed from the alveoli to the cisternal compartment more
freely than fat globules. The short-term effects of milking
interval on milk composition were explained by the
changes observed in alveolar and cisternal milk ratio.

The aim of this study was to find out if statistically
significant differences between evening and morning
samples of dairy cows milk could be evaluated. We
wanted to know if the time of milking is a significant
factor influencing the major milk constituents in individual
milk samples.

MATERIAL AND METHODS

Individual milk samples of Holstein dairy cows were taken
from the dairy farm located in the Central Bohemia during
the evening and the following morning milking. The cows
were kept in the box stable and they were fed by the same
feed ration. The animals were without clinical symptoms.
The milking interval was 12 h + 15 min. The samples were
from 10 dairy cows on 1% lactation period from 100 to 200
DIM and were collected every day within two weeks in
October 2007. Samples were immediately cooled to 6 — 8
°C, stored in insulated containers and transported to the
laboratory, where they were analysed the same day.
Samples were heated to 40 °C in a water bath before
analysis.

morning samples. Median difference in the protein

content was 0.03% (wt/wt). Fifty six per cent of sample
pairs had a higher protein content in the evening samples
compared with 44% of the samples with a higher protein
content in the morning samples. Median difference in the
casein content was 0.06% (wt/wt). Sixty per cent of
sample pairs had a higher casein content in the evening
samples compared with 36% of the samples with a higher
casein content in the morning samples. Four per cent of the
samples had similar casein contents in evening and
morning samples. Median difference in the lactose content
was 0.03% (wt/wt). Sixty eight per cent of samples had a
higher lactose content in the evening samples comparing to
32% of the samples with a higher lactose content in the
morning samples.
Wilcoxon signed ranks test was used to evaluate the
significance of the differences between the evening and the
morning samples. Statistically significant differences (a
higher content in the evening samples) was found only for
casein content (p = 0.047) (Fig. 1). The p-values were very
close to but exceeded 0.05 in case of fat (p = 0.065) and
lactose (p = 0.073). In case of proteins the p-value was
0.419. These results are in agreement with the observation
of Gilbert et al. (1973), Hargrove (1994) and Klop¢i€ et al.
(2003). They found a higher fat content in the evening
samples comparing to the morning samples, but not
statistically significant. On the contrary Lee and Wardrop
(1984) found the morning fat production slightly higher
comparing to the evening samples.
The correlation between the components was studied as
well by Spearman correlation coefficient. A statistically
strong correlation was found between protein content and
the casein content (p < 0.05, r = 0.96), which confirms the
stable casein to whey proteins ratio in milk (Damodaran,
2007).

CONCLUSIONS
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Figure 1: Comparison of casein content in morning and evening milk samples

in % (wt/wt)

other fatty acids in milk fat from lactating

dairy cows. J. Dairy Sci., 83, 2620-2628.
FOURICHON, C., SEEGERS, H,

BAREILLE, N., BEAUDEAU, F. 1999.

4,04
019

_ 0 p=0.047 o
E 3,5 o) o
5 018
=
=
a
g
a
o
=
= 3.0 -|-
=
£
=
o
o
£
a
=
S2,57 J_

08

2,0

Effects of disease on milk production in the
dairy cow: a review. Prev. Vet. Med., 41, 1-
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cows. J. Dairy Sci., 56, 409-410.
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The observations evaluated the differences between
evening and morning samples of cows’ milk but they were
mostly not statistically significant. The only statistically
significant difference (with a higher content in the evening
samples) was found for casein content (p = 0.047). This
difference between evening and morning milk samples
could be taken into account when individual milk samples
are taken and when milk for cheesemaking production is
collected and its casein content and related cheese yield are
calculated.
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KOMPARATIVNA STUDIA
STANOVENIA PRITOMNOSTI
REZiDUi VYBRANYCH
KOKCIDIOSTATIK V TKANIVACH
KURCIAT A BAZANTOV

COMPARATIVE STUDY OF
DETECTION OF THE PRESENCE OF
SELECTED COCCIDIOSTATS IN THE
TISSUES OF CHICKENS AND
PHEASANTS

Ivona KoZdrovd, Jdn Macanga, Mdria Goldovd,
Peter Major, Bedta Korénekovd

ABSTRAKT

The present paper deals with the detection of the presence
of maduramycin and narasin/nicarbasin residues in the
tissues of chickens and pheasants by the screening test for
antibiotic residues (STAR) with the test strain Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149. The
results were evaluated according to the production of the
inhibition zones around the examined samples. The
samples were considered positive exhibiting an inhibition
zone 4 mm and more. The obtained results were compared
in terms of administered substances and animal species.
Our results showed that there is a high potential for the
presence of maduramycin and narasin/nicarbasin residues
in the tissues of broiler chickens even after a 5-day
withdrawal period has elapsed. In the case of pheasants,
there is a low potential for the presence of maduramycin
and narasin/nicarbasin residues in the tissues. The positive
results were detected mainly in inedible giblets not
intended for human consumption.

Keywords: coccidiostats, maduramycin,
narasin/nicarbasin, residues, detection, STAR

UvoD

Kokcidiostatikd st podla nariadenia Eurépskeho

parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003 definované ako

kimne doplnkové latky podavané zvieratim pocas
Zivotného cyklu na prevenciu kokcidiézy. Podavanie
kokcidiostatik je v modernej produkcii hydiny a kralikov
vel'mi dblezité. Tato prax vyznamne prispieva k ochrane
zdravia zvierat a starostlivosti o zvieratd prevenciou
ochorenia, ktoré sa vyskytuje vo vSetkych hospodarstvach.
Bez kokcidiostatik by vyroba za sticasnych podmienok
bola vel'mi vaZne ekonomicky ohrozend a nepouZivanie
kokcidiostatik by spdsobilo, Ze spotrebitelia by stratili
pristup k mésu z hydiny, moriek a krilika doméaceho
vyrabaného podra prisnych noriem Eurépskej tinie (EU) v
oblasti bezpecnosti a prosperity.

V stucasnosti je vo vyzive zvierat povolenych 11
kokcidiostatik:  dekochindt, robenidin, halofuginon,
diklazuril, monenzinidt sodny, salinomycinit sodny,
lasalocid, maduramycin, narazin, semduramycin a
narazin/nikarbazin.  Pod4vanie  kokcidiostatik  vSak
predstavuje terapeuticky pristup ku kontrole kokcidiézy
spojeny s rizikom pritomnosti rezidui tychto l4tok
v potravinovych matriciach. V zdujme ochrany zdravia
ludi je preto potrebné rezidud tychto latok vo vSetkych
potravinovych matriciach povinne kontrolovat' (Smernica
Rady 96/23/ES).

Pre cenovo-priaznivd detekciu rezidui farmakologicky
aktivnych latok prijali ¢lenské Staty vSade tam, kde to je
mozné, dvojvrstvovy testovaci systém pozostavajici zo
screeningovych a konfirmacnych testov. Screeningovy test
je definovany ako prvy postup, ktory sa aplikuje v rdmci
analyzy vzorky a ktorého tucelom je urcit’ pritomnost alebo
nepritomnost’ rezidud a vybrat’ vzorku pre konfirmacnud
analyzu (Rozhodnutie Komisie 2002/657/ES).
Mikrobiologické metddy agarovej difuzie su celosvetovo
vyuZivané pre prvotny screening rezidui antibiotik
a sulfénamidov v potravinovych matriciach. Ak sd vSak
v krajindch Spolocenstva validované na kontrolné tucely,
musia  spolahlivo detekovat’ rezidud na drovni
maximalnych limitov rezidui (MRL) stanovenych
nariadenim Rady (EHS) ¢. 2377/90 v platnom zneni.
Ani jedna z tradne schvalenych mikrobiologickych met6d
doposial  neuvddza  citlivost na  antikokcidika
(kokcidiostatikd). Na zdklade vysledkov naSich doterajsich
stadii (KoZarova a Maté, 2000; Kozarova et al., 2002;
Kozarova, 2006; Kozarova, 2008) sme vsak dospeli
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Tabul’ka 1: Priemerné vel'kosti inhibi¢nych z6n (mm + SD) stanovené v tkanivach brojlerovych kur¢iat metédou STAR
s testovacim kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 po experimentdlnom podavani
maduramycinu v krmive

. Deti ochrannej lehoty

Matrica 0 1 2 3 4 5 6

Stehno 553+0,29 | 6,05+x0,15 | 6,84 +0,12 7,95 + 1,05 8,04 = 0,11 7,38 £0,57 | 6,09 +£0,41
Prsia 4,44 0,22 | 457+0,28 | 5,62 +0,47 8,07 £ 0,75 7,21 £ 0,33 6,04 0,44 | 5,00 0,73
Zalidok | 544%0,52 | 542+0,37 | 502047 6,88 + 1,52 5,88 + 0,44 5,55+0,24 | 4,09 = 0,37
Pecen 7,17+0,34 | 592+0,07 | 6,58+0,18 7,65 £ 0,56 6,68 £ 0,17 545+0,31 | 4,84 £0,21
Srdce 7,83+1,15 | 6,23+0,54 | 6,72+ 0,80 8,91 + 0,37 6,84 + 0,30 6,24 0,51 | 5,56 + 0,54
Obli¢ky 8,28+0,35 | 7,62+046 | 10,53+148 | 10,17+0,29 | 11,28+1,33 | 8§41 +0,52 | 7,12+0,29
Slezina 6,71+1,60 | 6,72 0,11 | 6,69 = 0,06 8,64 + 0,54 8,49 + 0,73 7,67 0,13 | 6,64 0,62
PPlica 747027 | 6,59 +0,33 | 6,43 %0,27 6,96 + 0,27 6,66 + 0,29 6,44 0,22 | 4,99 + 0,58

k zdveru, Ze mikrobiologické metdédy sd vhodné na MATERIAL A MET ODIKA

stanovenie rezidui niektorych litok zo skupiny
antikokcidik na poZadovanej trovni. Z pohladu detekcnej
citlivosti met6d, najcitlivejSim testovacim kmeniom
mikrobiologickych metdéd na antikokcidika je testovaci
kmen Bacillus stearothermophilus var. calidolactis. Ked'ze
nariadenim (EHS) ¢. 2377/90 a nariadenim (ES) ¢.
1831/2003 nie si doposial stanovené MRL pre vsetky
antikokcidikd, ako limitujice kritérid vhodnosti metéd na
rezidudlne Stddie boli pouZité MRL stanovené pre tieto
latky v niektorych Statoch sveta (Kanada, USA, Japonsko,
Novy Zéland a pod.).

Prezentovand priaca sa zaoberd mikrobiologickym
stanovenim rezidui maduramycinu a narazin/nikarbazinu
v tkanivach brojlerovych kurciat a bazantov. Cielom prace
bolo porovnat pretrvavanie pritomnosti rezidui vo
vySetrovanych matriciach pocas stanovenej ochrannej
lehoty z dvoch hladisk, a to z pohl'adu poddvanych latok
a z pohl'adu druhov zvierat.

V experimente boli pouZité dvojtyZzdiiové brojlerové
kurcata (Gallus gallus — hybrid Ross) a bazanty polovné
(Phasianus colchicus), ktoré po adaptacii boli infikované
suspenziou oocyst Eimeria tenella aE. acervulina
(kurcata) a Eimeria colchici (bazanty) a rozdelené do 3
skupin po 20 kusov. Zvieratdm zaradenym do skupiny A
bol po dobu 10 dni podavany maduramycin (Cygro 1 %,
Alpharma AS, Belgicko) zapracovany do krmiva v davke
5 mg.kg". Zvierataim zaradenym do skupiny B bol po dobu
10 dni podavany narazin/nikarbazin (Maxiban G 160, Eli
Lilly a Company Ltd., USA) zapracovany do krmiva
v davke 100 mg.kg". Skupina C predstavovala negativnu
kontrolu.

V 0. deit OL, pocas piatich dni stanovenej OL, a v prvy

dei po uplynuti OL boli dva kusy zkaZdej
experimentalnej skupiny postupne zabijané a tkaniva
(prsnd a stehennd svalovina, srdce, peceni, oblicky,

Tabul’ka 2: Priemerné velkosti inhibi¢énych zén (mm + SD) stanovené v tkanivich bazantov metédou STAR s
testovacim kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 po experimentilnom podavani
maduramycinu v krmive

. Deti ochrannej lehoty

Matrica 0 1 2 3 4 5 6

Stehno 3,25+0,16 3,40 £ 0,29 3,06 = 0,68 2,82 £0,23 2,43 0,07 1,19 £ 0,07 2,57 £0,27
Prsia 2,21 £0,01 1,94 £ 0,15 2,62 +£0,99 2,47 £0,61 2,22 0,05 1,41 £0,51 1,76 £ 0,28
Zalidok | 4,66 + 1,61 2,43 £1,16 4,64 = 0,79 3,58 £1,00 2,76 £ 0,75 3,47+0,15 3,69 + 0,06
Pecen 3,72 £ 0,30 3,79 £ 0,25 2,59 £ 0,23 3,65 0,28 3,53 £0,28 2,27 £0,09 3,63 £ 0,30
Srdce 3,29 £ 0,36 5,85+ 0,19 4,96 + 0,53 3,75 £ 0,28 4,97 £ 0,02 3,00 £ 0,22 3,77 £ 0,62
Obli¢ky 5,59 + 0,04 4,52 + 0,17 4,02 + 0,06 3,59 £0,13 3,92 + 0,87 2,91 £0,38 3,01 £0,27
Slezina 6,28 + 0,21 5,62 + 0,04 7,30 £ 0,25 5,54 + 0,34 4,02 £0,11 3,01 £0,22 4,88 £ 0,07
PPica 4,19+ 0,02 3,98 + 0,69 3,96 + 0,36 4,17 £ 0,38 4,70 £ 0,42 3,28 +0,67 2,88 +£0,38

Tabul’ka 3: Priemerné velkosti inhibi¢nych z6n (mm + SD) stanovené v tkanivach brojlerovych kurciat metédou STAR
s testovacim kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 po experimentdlnom podavani
narazin/nikarbazinu v krmive

. Deii ochrannej lehoty

Matrica 0 1 2 3 4 5 6

Stehno 4,94 + 0,29 5,41+ 0,82 4,28 + 0,44 5,12 0,23 5,86 + 0,68 4,97 + 0,81 6,02 + 0,10
Prsia 4,81 0,26 3,83 £0,57 3,98 + 0,24 4,44 0,13 5,10 £ 0,21 5,43 £ 0,26 5,13+ 0,30
Zalidok | 3,17 £0,59 5,68 + 0,60 3,72+ 0,39 4,50 + 0,08 4,72 0,40 538+1,32 | 4,87 +£0,37
Pecen 4,73 +0,18 4,98 + 0,40 5,23 £ 0,03 5,99 + 0,55 6,14 + 0,26 5,93 +0,28 5,57 £ 0,25
Srdce 4,83 + 0,41 4,79 + 0,63 5,99 + 0,20 6,82 + 0,51 6,09 *+ 0,75 5,87 £ 0,93 5,55 +0,50
Oblicky 7,08 + 0,45 8,32 £0,12 8,44 + 0,23 8,72 +0,19 7,80 + 0,62 9,24 +2,12 8,43 + 0,56
Slezina 6,00 + 0,08 6,87 +£ 0,46 7,39 + 0,54 7,17 £ 0,11 6,93 + 0,09 6,75+0,57 | 7,95%+0,33
Plica 5,32 £ 0,95 4,23 +0,21 6,77 £ 0,16 8,42 + 0,48 6,97 + 0,18 5,24 + 0,69 4,74 + 0,42
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Tabulka 4: Priemerné velkosti inhibiénych z6n (mm * SD) stanovené v tkanivich baZantov metdédou STAR s
testovacim kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 po experimentdlnom podavani

narazin/nikarbazinu v krmive

. Deii ochrannej lehoty

Matrica 0 1 2 3 4 5 6

Stehno 2,67+ 0,39 |2,779+0,39 1,96 £ 405 | 2,27 +0,07 1,52+0,15 1,47x0,16 | 2,78+0,18
Prsia 1,49 0,15 | 1,61£0,11 1,47+ 0,37 | 1,48 £0,67 1,98+0,38 | 0,89£0,43 1,06 £ 0,70
Zaladok | 195+ 1,01 |289+026 |274+ 078 | 3,74+0,69 | 2,35+0,38 2,00 £ 0,68 2,15+0,90
Pecei 290+ 0,11 |3,62+0,19 | 484+ 431 |277+£0,16 | 6,91+0,41 2,54 %0,11 3,30 +0,10
Srdce 329+ 0,39 |3,11+0,84 |280% 0,24 | 3,63+0,31 3,82+0,19 |248+£0,09 |3,72%0,18
Oblicky 344+ 030 | 3,67+£043 |393£ 0,32 | 346041 3,84+0,27 | 3,41£0,20 3,75+ 0,31
Slezina 6,98+ 0,66 | 506010 | 480+ 0,38 | 494+038 |6,52+245 | 4,58+0,56 | 6,53+0,22
Plica 422+ 0,04 | 3,72+045 | 4,05+ 0,68 | 3,88+0,73 | 487+0,05 | 4,06+0,65 | 430+0,15

Zalddok, slezina a plidca) boli vySetrované na pritomnost’
rezidui kokcidiostatik tradne schvilenou metédou STAR
(Screeningovy test na stanovenie rezidui antibiotik
s pouZitim piatich bakteridlnych kmenov) s testovacim
kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
ATCC 10149 (CH 12.19., 2006). Za pozitivny vysledok
bolo povazované vytvorenie Cirej pravidelnej zény okolo
vySetrovanych vzoriek na jednej alebo viacerych platniach
o minimalnej velkosti 4 mm pre méso a orgdny. Overenie
pracovnych podmienok bolo vZzdy vykondvané pouzitim
Standardu sulfadimidinu.

Pokus bol vykonany v schvilenom pokusnom zariadeni na
Ustave parazitolégie UVL v Kogiciach (SK P 30006).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky stanovenia pritomnosti rezidui maduramycinu
a narazin/nikarbazinu v tkanivich brojlerovych kurciat
a baZantov pocas sledovaného obdobia si prezentované
v Tabulkach 1 — 4. Velkost’ inhibi¢nych zén bola merana
od okraja matrice po vonkajsi kraj zony inhibicie pomocou
digitdlneho posuvného meradla (Mitutoyo, Japonsko).
Velkosti inhibi¢nych z6n st prezentované ako priemer +
SD S$tyroch merani v mm. Pre vypocet priemeru vel'kosti
inhibi¢nych z6n (strednd hodnota) a odchylky hodndt od
priemeru (smerodajnd odchylka /SD/) bol pouzity program
Microsoft Office Excel 2003. Tucne zvyraznené cCislice
predstavujd pozitivne vysledky.

Vysledky prezentované v Tabulkach 1 — 4 poukazuji na
skutocnost, Ze rezidud maduramycinu
anarazin/nikarbazinu  pritomné vo  vySetrovanych
vzorkach brojlerovych kurciat a bazantov inhibovali rast
testovacieho kmena Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis ATCC 10149 mikrobiologickej metédy STAR
vytvorenim C¢irych zén inhibicie okolo vySetrovanych
vzoriek. Pri vySetrovani vzoriek tkaniv brojlerovych
kur¢iat sa velkost' inhibicnych zén po podavani
maduramycinu pohybovala v rozmedzi od 4,09 + 0,37 do
11,28 £ 1,33 mm (Tab. 1) a po podavani
narazin/nikarbazinu od 3,17 = 0,59 do 9,24 + 2,12 mm
(Tab. 3). Pri vySetrovani vzoriek tkaniv baZantov sa
velkost’ inhibicnych zén po podavani maduramycinu
pohybovala v rozmedzi od 1,19 + 0,07 do 7,30 = 0,25 mm
(Tab. 2) a po podavani narazin/nikarbazinu od 0,89 * 0,43
do 6,98 + 0,66 mm (Tab. 4).

Velkost' inhibi¢nych zén zavisi od koncentricie a typu
antimikrobidlnej latky pritomnej v skusanej vzorke. Ak by
sme velkost inhibicnych zén hodnotili z hl'adiska

podavanych l4tok, vacsie inhibi€né zony boli zaznamenané
pri vySetrovani tkaniv bojlerovych kurciat aj bazantov po
podavani maduramycinu v krmive. Ak by sme velkost
inhibi¢nych z6n hodnotili z hladiska druhov zvierat,
podstatne vicSie inhibicné zény boli zaznamenané pri
vySetrovani vzoriek tkaniv brojlerovych kuréiat ako
baZzantov. Ak by sme vzdjomne porovnavali velkosti
inhibi¢nych zén po podavani oboch latok v ramci jedného
druhu zvierat, velkosti inhibi¢nych z6n boli velmi
podobné.

Pritomnost’ rezidui maduramycinu a narazin/nikarbazinu
bola vo vySetrovanych tkanivich brojlerovych kurciat
a baZantov mikrobiologickou metédou STAR s testovacim
kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
ATCC 10149 detekovana. Metdda STAR pri testovacom
kmeni Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC
10149 povazuje vzorky za pozitivne, ak davaji zénu
inhibicie vacSiu ako 4 mm. Vzhladom na metédou
stanovené kritérium bezpeCnosti aochrany zdravia
spotrebitela moZeme konStatovat, Ze vSetky tkaniva
brojlerovych kurciat boli pozitivne na pritomnost’ rezidui
maduramycinu  a narazin/nikarbazinu nielen  pocas
stanovenej 5-diiovej ochrannej lehoty, ale dokonca aj
v prvy defl po uplynuti ochrannej lehoty. Pri vySetrovani
tkaniv baZantov bolo zaznamenanych podstatne menej
pozitivnych vysledkov. Pozitivne vysledky boli stanovené
predovsetkym v tkanivach (oblicky, slezina, plica), ktoré
nie st uréené na spotrebu l'ud’'mi. Ostatné poZivatelné
tkanivd bazantov boli vyhodnotené ako negativne na
pritomnost’ rezidui oboch sledovanych latok s vynimkou
maduramycinu (srdce) v prvy deii po uplynuti ochrannej
lehoty, kedy velkost inhibi¢nej zény (3,77 * 0,62)
nemoéZeme jednoznacne povaZzovat' za pozitivnu z dovodu
rozpitia odchylok vel'kosti inhibi¢nych z6n od priemeru (£
SD). Vysledok bol zhodnoteny ako dubidzny.

Bacillus stearothermophilus var. calidolactis je testovaci
kmen, pri ktorom je zaznamenand najvys$Sia mozZnost
poskytnutia falo$ne pozitivnych vysledkov. 4 mm velkost
inhibi¢nej zény ma pri mikrobiologickom stanoveni
rezidui v potravinovych matriciach svoje opodstatnenie.
Ak by sme dosiahnuté vysledky porovnavali s detekénou

citlivostou testovacieho kmena Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 na
maduramycin a narazin stanovenou v naSich
predchadzajicich Stididch v podmienkach in vitro s

pouzitim Standardov tychto latok (KoZarova, 2006;
Kozarova, 2008, Kozarova et al., 2008a, KoZarova et
al,, 2008b), 4 mm velkost inhibi¢nej zény zodpoveda
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rezidualnej koncentracii maduramycinu 0,25 mgkg’
anarazinu 0,075 mgkg"'. Vzhladom na MRL stanovené
pre tieto litky mimo Eurépskeho spolocenstva
(maduramycin 0,4 — 0,5 mg.kg’l; narazin 0,05 - 0,5 mg.kg
'Y a 4 mm velkost' inhibi¢nej z6ny mdZzeme konstatovat’,
Ze rezidud tychto latok si metédou STAR s testovacim
kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
ATCC 10149 detekované na poZadovanej trovni. Do
trhovej siete na ucely spotreby 'ud'mi by sa tak dostavali
brojlerové kurcati a baZanty bez potencionilneho rizika
z pritomnosti  rezidui tychto latok v poZivatenych
tkanivach. Detekéna citlivost testovacieho kmena na
nikarbazin viak bola podstatne niz$ia (50 mg.kg'; MRL
0,5 - 4,0 mgkg"). Vzhladom na moZnost poskytnutia
faloSne negativnych vysledkov je analyza vzoriek
prislu$nou konfirma¢nou metédou nevyhnutna.

ZAVER

Produkény proces zvierat a prvotnych produktov
ZivoCiSneho pdvodu sa kvoli zistovaniu pritomnosti
urcitych latok a ich rezidui povinne kontroluje. Povinnej
kontrole rezidui podliehajui aj antikokcidikd. Vzhl'adom na
to, Ze sa niektorym druhom a vekovym skupindm zvierat
podavaju ako doplnkové latky v krmivéach
(kokcidiostatikd) ~ hromadne  a dlhodobo,  moZnost’
vytvarania neziaducich rezidui sa len zvySuje. Azda
najvicsie riziko z pritomnosti rezidui predstavuje hydina,
kréliky, ale aj zver Zijuca vo farmovych chovoch, ako s
napr. baZanty.

Mikrobiologické metédy agarovej difiizie zarad’ujeme
medzi screeningové metddy, ktoré sa pouZivaji na
stanovenie pritomnosti litky alebo skupiny l4tok na
prisluSnej udrovni. Principom tychto mikrobiologickych
metdd je inhibicia rastu testovacieho kmefia pritomnou
farmakologicky  aktivnou latkou. Inhibicia rastu
testovacieho kmena je prezentovana tvorbou inhibi¢nych
zon.

Screeningovy test na stanovenie rezidui antibiotik
s pouZitim piatich bakteridlnych kmenov, oznaovany aj
ako STAR, je jednym ziradne schvalenych met6d
pouzivanych na kontrolu rezidui v potravinovych
komoditach. I napriek tomu, Ze nedeklaruje citlivost ani
jedného z testovacich kmetniov na antikokcidikd, prive
testovaci kmen  Bacillus  stearothermophilus  var.
calidolactis ATCC 10149 stanovuje reziduid niektorych
latok zo skupiny antikokcidik na poZadovanej Grovni.
Vysledky prezentované v praci potvrdzuju citlivost
testovacieho kmena Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis ATCC 10149 na maduramycin
a narazin/nikarbazin a moznost’ vyuzitia tohto
Sirokospektralneho testu na stanovenie pritomnosti rezidui
tychto l4tok v tkaniviach bojlerovych kurciat a baZantov
chovanych v podmienkach sudcasnych  produkénych
systémov. Dosiahnuté vysledky zarovenn poukazuji na
skutocnost, Ze po podavani maduramycinu
a narazin/nikarbazinu brojlerovym kur¢atdm a baZantom
v odporti¢anych mnoZstvach 5 mgkg' (maduramycin) a
100 mg.kg' (narazin/nikarbazin) krmiva boli pritomné
rezidud oboch latok v tkanivach brojlerovych kurciat eSte
aj po ukonceni stanovenej S5-dilovej ochrannej lehoty.
Ked'Ze potravinové produkty po uplynuti ochrannej lehoty

musia obsahovat’ také koncentracie veterinarneho lieku,
ktoré sa povazuju za zdravotne neSkodné, podavanie
maduramycinu a narazin/nikarbazinu brojlerovym
kurCatdm predstavuje vysoké riziko pre spotrebitelov
z pritomnosti rezidui v ich pozivateI'nych tkanivach.
PoZivatel'né tkaniva baZantov predstavuju nizke riziko pre
spotrebitelov  z pritomnosti  rezidui ~ maduramycinu
a narazin/nikarbazinu. Po uplynuti stanovenej 5-diiovej
ochrannej lehoty sa moézu pouzit na l'udsky konzum
a povazovat’ za zdravotne neSkodné. V oboch pripadoch
vSak musi byt vysledok potvrdeny prisluSnou
konfirma¢nou metédou.
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Ivona

AUTENTIFIKACNE PARAMETRE
VHODNE NA ODHALOVANIE
FALSOVANIA MEDU

AUTHENTICATION PARAMETERS
SUITABLE FOR DETECTION OF
HONEY ADULTERATION

Kristina Kukurovd, Zlatica Kohajdova, Jolana
Karovicovad, Lenka Vrbikovd,

ABSTRACT

Honey represents a thick, sweet, syrup-like or crystalline
matter, pale yellow to dark brown in colour, with a
characteristic smell and flavour, produced by Apis
mellifera and Apis dorsata fabricious. It is produced from
plant nectar, as well as from honeydew, which bees
collect, process and store in honeycombs. Honey
adulteration is a complex problem which currently has a
significant economic impact and undeniable nutritional
and organoleptic consequences.

The aim of work was to obtain information about chemical
composition of honey (sugars, water, organic acids, amino
acids) undesirable components (hydroxymethylfurfural),
about its physical properties like crystallisation, electrical
and about dividing honeys.

Keywords: honey, adulteration, authenticity markers

UvVOD

Potravinovy kédex SR (PK SR) aeurépska Smernice
Rady 2001/110/ES definuji med ako prirodnii sladku latku
produkovanu vcelami (Apis mellifera) z nektaru rastlin, zo
sekrétov zZivych Ccasti rastlin alebo z vylu€¢kov hmyzu
cicajiceho Zivé Casti rastlin, ktory vcely zbierajd,
pretvaraju a obohacuji vlastnymi Specifickymi latkami,
ukladaju, zahust'ujud, uskladiiuju a ponechdvaji v plastoch,
aby med vyzrel (Vynos MP SR a MZ SR ¢. 1188/2004 -
100, 2004, Smernica Rady 2001/110/ES, PK SR).

Med je prevazne vysoko koncentrovany roztok zmesi
cukrov, najméd glukézy a fruktézy, v ktorom si casto
suspendované aj kryStdly monohydratu glukézy. Okrem
toho med obsahuje bielkoviny, aminokyseliny, enzymy,
vitaminy, acetylcholin, flavonoidy, organické kyseliny,
minerdlne latky, rézne organické zliceniny v stopovych
mnoZstvach, ktoré davaji medu charakteristickd farbu,
chut’ a vonu, zrnka pel'u, ¢iastocky vosku z plastov a ré6zne

mikroorganizmy (kvasinky, baktérie a plesne) (Ashurst,
Dennis, 1996). Codex Alimentarius povaZuje med za
potravinu prirodného poévodu, ku ktorej po odobrani z tila
nesmie byt ni¢ primieSané, ani zneho ni¢ nesmie byt
odstranené (Codex Alimentarius, Brozek, 2007).

ROZDELENIE MEDOV NA SLOVENSKU

Med mdzeme rozdelit’ do skupin podla réznych hladisk,
najCastejSie podla pdvodu medu, spdsobu ziskavania,
dpravy auvaddzania do obehu. Podla Potravinového
kédexu SR hlavnymi druhmi medu podla pévodu si med
kvetovy alebo med z nektiru a med medovicovy. Na
Slovensku je velmi casto ziskavany med zmieSany
(pochddzajici znektiru aj medovice), ktory vSak
legislativa nerozliSuje. Najvys$S§iu hodnotu na trhu
ziskavaji medy jednodruhové a medovicové. Skéla farby
medov je S§irokd, od bielych priesvitnych cez ZIté
a najroznejSie odtiene farby jantirovej, svetlo hnedej az
k najtmavsej hnedej, v zavislosti od daného druhu medu
(Pridal, 2003a).

Rozsirené druhy kvetovych medov:

¢ lipovy (zlatoZltej farby, ¢iry, tazko krystalizuje)

e agitovy (bezfarebny az Zltkasty s nazelenalym
odtienom, tazsie krystalizuje, zo vSetkych naSich
medov ostava v tekutom stave najdlhSie)

e slnecnicovy (Zlty, velmi rychlo krystalizuje
dozlta na hrubé kryStily, ako keby bol do neho
nasypany krystalovy cukor)

e repkovy (svetlej bledoZltej az citrénovej farby,
vel'mi rychlo kryStalizuje na bielu farbu, vel'mi
jemnej krystalizacie, ale pevnej a velmi tvrdej
konzistencie)

e med zovocnych stromov (svetlej farby, I'ahko
kryStalizuje na bielu farbu velmi jemnej
krystalizicie)

e datelinovy (Zltkasty az zlty, lahko krystalizuje
v suchobielu tuhu latku)

e (istcovy (Zltkasty aZ belavy, krystalizuje v celej
hmote)

e pohankovy (tmavohnedy, Ciasto¢ne kryStalizuje,
kasSovita konzistencia, obsahuje vysSie mnoZstvo
bielkovin a Zeleza ako iné medy)

e ldicny (ZIty az tmavozlty az do Cervena, zmes
medov, ostiva dlho kvapalny, kryStalizuje na
Sedo aZ do hneda) (Hajdakova, 1989)

Hlavnymi druhmi medu podla spésobu ziskavania, dpravy
a uvadzania do obehu si med vytoCeny, lisovany,
plastikovy, odkvapkany, kusovy alebo rezané plasty
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vmede amed filtrovany (PK SR). VicSina medu
v sicasnej dobe je ziskavana vytaCanim, t.j. spdsobom
odstredivej sily na med v plastoch. Filtrovany med sa
vyznaduje zniZenym obsahom pelovych zfn. Specidlnym
druhom medu obl'ibenym na Slovensku je med pastovy,
ktorého krystalizdcia bola technologicky ovplyvnena
s cielom zabezpecit' jemnu roztieratelnd konzistenciu. Vo
svete rozSireny je tieZ med tzv. plastikovy, ktory je
predavany najcastejSie v priehl'adnych plastovych obaloch.
Vyrazné preferencie u spotrebitelov si ziskava hlavne
z dovodu, Ze vzbudzuje dojem pravosti a nefalSovanosti
(Pridal, 2003a).
FALSOVANIE A AUTENTIFIKACNE
PARAMETRE

Do medu uvddzaného do obehu alebo medu pouZitého
v akomkol'vek vyrobku ur¢enom na ludskd spotrebu
nemozno pridavat zZiadne latky. Ak je to mozZné, med
nesmie obsahovat’ organické necistoty ani anorganické
necistoty, ako su plesne, zvySky plastov, zvysky hmyzu
alariev azrnkd piesku (Vynos MP SR aMZ SR ¢&.
1188/2004 - 100, 2004; Council Directive 2001/110/EC,
2001). V poslednych rokoch sa stile viac méZeme stretnit
s medmi nepravymi alebo falSovanymi. Toto poruSenie

.....

MEDU

medu sa nesmu pridavat’ latky, meniace jeho prirodzené
zloZenie pridavkom aditiv, sacharidovych, dextrinovych,
Skrobovych a inych latok, upravovana kyslost’ alebo obsah
vody) (Smernica Rady 2001/110/ES, PK SR), velkym
problémom sa stali nekvalitné medy z Ciny (Dra¢kova et
al,, 2008). Cina sa vroku 1984 stala nahle vedicou
exportnou  krajinou, hoci predtym bola tplne
nevyznamnou krajinou z hl'adiska obchodovania s medom.
Tento ndhly narast bol vel'mi podozrivy a naviac med mal
celd radu zvlastnych vlastnosti napr. mimoriadne vysoky
poet mitvych kvasiniek, abnormdlna aktivita diastizy,
vysoky obsah oxidov Zeleza, rezidua chemickych
produktov, med bol doddvany v nehygienickych obaloch.
Predovsetkym $lo najskor o poruSenie trstinovym sirupom,
ktory obsahuje velké mnoZstvo fruktézy, bolo vylicené
pozitim konvenénych analytickych metdd stanovujicich
obsah redukujicich cukrov. Postupnou analyzou sa zistilo,
Ze falzifikat medu bol vyrobeny touto cestou - med bol
vytoceny s25 — 30 % obsahom vody a skladovany
v hrdzavejicich obaloch azZ do vykupu (vznikali oxidy
Zeleza) (Pridal, 2003b).

Dochiddza tak kzmene fyzikdlnych a chemickych
parametrov, ktoré medu déavaji jeho charakteristické
vlastnosti a k zniZeniu dietetickej hodnoty, pre ktord je tak
ceneny (Drackova et al.,, 2008). Objavuji sa viom
antibiotikd a tieZ glycerin, ktory je indikdtorom kvasenia
medu (nezrelost produktu pri medobrani) (Textl, 2007).
Cinsky med nestra$i véelarov, ale jeho predajom aj v SR
rozs§iril sa sortiment lacnych druhovych medov, ktoré nie
st kompatibilné so ES medmi ¢o do kvality a aj zdravotne;j
bezpecnosti. Nie su to iba rezidud antibiotik streptomycin,
¢o sa naSlo, v mede pdvodom z Vietnamu a predtym v
¢inskom mede boli zistené rezidua chloramfenikolu. Med
pdvodom z iného svetadielu prispieva konzumentom k
vzniku Sirenia sa nebezpecnych a neprijemnych alergii
(Hajek, 2005).

Med oznaCeny nezodpovedajicim druhom medu sa
povaZzuje za klamne oznaceny (Jendrejak, 2005). Boli

zaznamenané niektoré pripady, ked bol kvetovy med
zafarbeny a preddvany ako med lesny (Kukurova et al.,
2008). Oznacenie ,med" mozno pouzivat len na
pomenovanie medu podla § 2 ods. 1 a mozno ho pouzivat
v ramci obchodovania na oznaCenie predmetného
produktu. Nazvy produktov uvedené v § 2 ods. 11 av §3
sa mOzZu pouZivat’ len na oznacovanie produktov, ktoré su
uvedené v § 2 a ktoré sa budi pouzivat v ramci
obchodovania na ich oznacovanie. Tieto nazvy mdZu byt
nahradené  jednoduchym nazvom ,med", okrem
filtrovaného medu, plastikového medu, kusového medu
alebo rezaného plastu v mede a pekirskeho medu. Ak ide
o pekarsky med, musia sa slova ,,uréeny len na pecenie"
uviest v oznaCeni v bezprostrednej blizkosti nazvu
produktu. Nazvy produktov, okrem filtrovaného medu a
pekarskeho medu, moZno doplnit’ informaciou o tom,

Ze ide o:

e kvetovy alebo rastlinny pévod, ak produkt
pochédza len alebo hlavne, z oznaceného zdroja a
vyznacuje sa organoleptickymi, fyzikalno-
chemickymi a mikroskopickymi charakteristikami
zdroja

® regiondlny, teritoridlny alebo zemepisny pdvod,
ak produkt pochiadza vyhradne z ozna¢eného
zdroja

e  Specifické kvalitativne kritéria

Tam, kde sa pekarsky med pouzil ako sucast
viaczlozkovej potraviny, vyraz ,med" sa mdze pouzit v
nazve produktu viaczlozkovej potraviny namiesto vyrazu
~pekarsky med". V zozname zloZiek sa musi pouzivat
vyraz uvedeny v § 2 ods. 11. (Vynos MP SR a MZ SR ¢.
1188/2004 - 100, 2004). Za pravy med sa nepovaZuje ani
med, ktory sa ziska prikrmovanim véiel roztokmi
sachardzy alebo sirupov (chybaji mu vyZivové latky ako
bielkoviny, minerdlne latky, vitaminy; farbiva, éterické
latky; dochiddza kzmene fyzikdlno - chemickych
vlastnostiach napr. vdia, chut, viskozita, kryStalizacia)
(Ashurst, Dennis, 1996).

Dolezité je sledovat nielen zdmerné falSovanie, ale aj
nevyhovujice kvalitativne kritérid. Med sa posudzuje ako
na l'udsky konzum nevhodny:

e ak st v mede nelistoty vzbudzujice odpor (Casti
tela vciel ainého hmyzu, vlasy), alebo st
Skodlivé zdraviu (rezidua antibiotik),

e med je skvaseny (obyCajne ako dosledok
zvySeného obsahu vody),

e ma vyrazné zmeny vOne a chuti (najcastejSie po
nespravnom skladovani).

e ak med obsahuje rezidua cudzorodych latok
(fazké kovy, lieciva, alkaloidy, insekticidy,
glykozidy jedovatych latok, nad povoleny limit)

e ak obsahuje patogénne, podmienecne patogénne
a toxinogénne baktérie napr. spory bakteridlnych
nékaz vcelieho plodu, ¢i Clostridium botulinum
(Chlebo, 2002) aplesne (najmid ako dosledok
sekunddrneho znelistenia pri manipuldcii s
medom)

e pri ndkazdch vciel — moér vcelieho plodu (pre
¢loveka je sice pdovodca neSkodny, opatrenim sa
zniZuje riziko prenosu ndkazy medom na iné
vCelstva)
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e ak je med falSovany

Pre dlhodobé skladovanie medu je podstatnd spravna
teplota skladovania. Teda, ¢im niZ§ia teplota, tym pomalSie
st biochemické reakcie, ktoré v mede nastavaju. Ddlezité
je, aby bol med drzany v tesne uzavretych nadobach, aby
nemohol prijimat’ vlhkost z okolitého prostredia.
Nevystavovat’ ho zbytocne svetlu a samozrejme drzat v
nadobéch, ktoré s medom nijak nereaguji. NajvhodnejSie
su sklené obaly, nerezové nidoby, pripadne potravinarske
plastové nadoby.

Kvalita medov sa posudzuje podla nasledujicich fyzikalno
— chemickych parametrov.

ELEKTRICKA VODIVOST

Stanovenie elektrickej vodivosti medu patri medzi rutinné
arychle metddy, na zdklade ktorych je mozné odlisit
najmd  kvetovy  amedovicovy med. Vodivost
medovicového medu je vysSSia oproti kvetovému z dovodu
vysSieho obsahu minerdlnych l4tok a organickych kyselin
(Suhaj, Kovac, 1999). Potravinovy kédex SR (Vynos MP
SR aMZ SR ¢. 1188/2004 - 100, 2004) a Eurépska
smernica tykajica sa medu (Council Directive
2001/110/EC, 2001) uvadzaju, ze kvetovy med vykazuje
elektricki vodivost’ najviac 0,8 mS.cm” . Medovicové
medy sa vyznaCuju vysSou elektrickou vodivostou
(miniméalne 0,8 — 1,4 mS.cm™, vynimocne aj viac), najméi
v dosledku vysSieho obsahu minerdlnych latok, kym
kvetové medy maju vyrazne nizSiu elektrickd vodivost
(agatovy 0,15 — 0,2 mS.cm™, malinovy 0,3 — 0,4 mS.cm™,
lipovy 0,4 — 0,5 mS.cm™). Vynimkou je ga§tanovy med,
ktorého elektrickd vodivost’ — hoci patri medzi kvetové
medy, byva 1,0 - 1,3 mS.cm™” (Maci¢ka, 2007). Elektrické
vodivost je zéroven vhodnym parametrom pre
charakteristiku botanického p6vodu medu.

VODA

Obsah vody je limitujici pre skladovanie medu (Pridal,
2003a). Voda je v medoch obsiahnutd v mnoZstve 15 —
21 %. Obsah vody je zdkladnym kritériom kvality medu
azistuje sa refraktometricky. Pre kvalitu medu je
optimilny obsah vody 17 - 18 % (Ptacek, 2003).
Povolené mnoZzstvo vody podla PK SR a Eurdpskej
smernice tykajicej sa medu je najviac 20 hmot. %
(Suhaj, Kova¢, 1999). Mnozstvo vody zavisi od druhu
kvetov, z ktorych med pochddza, od sezény a vcelstva
(Knazovicka et al., 2008). Med ma td vlastnost, Ze za
urcitych podmienok vodu zvonku prijima alebo ju naopak
do okolia vydava. Tieto procesy zavisia na teplote medu
arelativnej vlhkosti okolitého vzduchu (Ptacek, 2003).
Obsah vody je charakterizovany ako indikator starnutia
a schopnosti  udrzat  stabilitu  pocas  skladovania
(Knazovicka et al., 2008). Med musime skladovat’ tak,
aby ni¢ neovplyvnilo jeho kvalitu — teda v chladnom,
suchom a tmavom prostredi bez aromatickych voni alebo
pachov. Pri teplote 25 °C sa vmede zniZuje hodnota
enzymov uz po 8 — 10 mesiacoch. Dlhodobé skladovanie
medu si preto vkaZdom pripade vyZaduje priestor
chladnejsi ako 20 °C. Ak nie je med vo vzduchotesne
uzavretych nadobach, v prili§ vlhkom prostredi absorbuje
do seba vzdu$ni vlhkost, ¢o mdze viest aZ kjeho
skvaseniu. V skladovacej miestnosti ma byt preto vlhkost’
vzduchu pod 60 % (Bizub, 2007). Bezne v prirode

skladuju vcelstvd med v oblasti plodista, kde je produkt
nad plodom zavieCkovany. Je tak chraneny proti
akymkol'vek vplyvom vlhkosti okolitého vzduchu (Ptacek,
2003). Rovnako ako vzdusnd vlhkost’ absorbuje med aj
rézne pachy. Spravne vytoCeny a uskladneny med sa da
bez ujmy na jeho kvalite skladovat’ aZ 4 roky (Bizub,
2007). Da sa teda povedat, Ze ¢im je vody v mede menej,
tym je med kvalitnejsi (Bednar, 2007).

FalSovanie medu pridavkom vody nie je beZné z dovodu
rizika neZiaducej fermentécie a tieZ preto, Ze jej nadbytok
by sa prejavil na vyslednej konzistencii medu.
K zvy$enému obsahu vody moéZe dochadzat pri skorSom
medobrani (Suhaj, Kovaé, 1999, Bogdanov, Martin,
2002, Costa et al., 1999). Med s vys$s§im obsahom vody je
nachylny na neZiaducu fermentaciu, kazenie a stratu arémy
(Costa et al., 1999).

KRYSTALIZACNE CHARAKTERISTIKY

Krystaliza¢né charakteristiky medov moézu slizit ako
autentifika¢né ukazovatele povodu medu. Napriklad med
zrepky a puipavy ma vysoky obsah glukézy a rychlo
krystalizuje, kym med z agitu ma vel'mi vysoky obsah
fruktézy a nekryStalizuje niekol’ko rokov. Vdbec
nekrystalizuje med z nysa a vysoky obsah fruktézy ma aj
med z kvetov Salvie a gaStanu.

Niektoré medy vresovitych rastlin maji tixotropné
vlastnosti (trepanim sa stekucuji) a podl'a toho ich mozno
identifikovat’ (Haeusler, Montag, 1989).

SACHARIDY

Sacharidy tvoria 95 — 99 % suSiny medu a sd jeho
majoritnou zlozkou (PFidal, 2003a). Uz v antickych
dobach sa med falSoval najmid pridavkom koncentratov
hroznovych Stiav, neskor pridavkami cukrovych roztokov
do takej miery, Ze pdvodny obsah medu nepresiahol ani
15 % (Ashurst, Dennis, 1996).

Objem vyrobku moZno nepoctivo zvicSovat pridavkom
lacnejSich roztokov cukrov alebo sirupov, prikrmovanim
véiel takymito roztokmi alebo tuhym cukrom, alebo
pripravou umelych medov, napriklad zahrievanim roztoku
sacharézy s kyselinou mlie¢nou, pricom sa hydrolyzuje
sachar6za na glukézu a fruktézu a priddva sa vodny
extrakt kukuri¢ného pel'u za ticelom ziskania chuti a vone
medu. Prikrmovanie v¢iel cukrom alebo sirupmi
v mnohych krajinidch nie je povolené. Med vzniknuty
tymto sposobom je bledej farby a ma nedefinovand chut’.
Hoci ma med vzniknuty z prikrmovania vciel vys$si obsah
sachar6zy ako normilny med, profil sacharidov je
porovnatelny ako v pravom mede. Med ziskany v Case
prikrmovania v¢iel ma deficitné minoritné komponenty,
ktoré pochadzaju z rastlinnych zdrojov, z ktorych vcely
med pripravuji. Dochddza najmi k zniZeniu aktivity kyslej
fosfatdzy a obsahu aminokyselin (okrem prolinu, ktory
pochiddza od vciel), oligosacharidov, minerdlnych latok
a vitaminov (Haeusler, Montag, 1989).

Medova chut sa dd modelovat' aj zahrievanim roztoku
monosacharidu s fenylalaninom, ked’Ze takmer vSetky
fenyloctové estery si zndme medovou chutou. Niektoré
postupy pripravy umelych medov su patentované
(Ashurst, Dennis, 1996). Vo vSeobecnosti si zname
receptiry pripravy umelych medov, ktoré vychadzaju
z pripravy prislusného vodného extraktu kvetov a
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rozpusteni sachar6zy vtomto extrakte po kratkom
povareni.

Pri falSovani medu gluk6zovymi sirupmi dochadza
k celkovému zvySeniu obsahu glukézy a tym aj k vysSsej
nachylnosti medu vykryStalizovat. Ak obsah glukdzy
presiahne 40 %, vzorka medu sa povazuje za falSovand
(FAO Food and Nutrition Paper 14/8 1986).

Pomer fruktézy a glukézy ma byt 1 a vyssi (do 1,2).
Pridavok sachar6zy mozno identifikovat’ zistenim profilu
sacharidov v mede a podla zvySeného obsahu sachar6zy
nad 5% (limit Codex Alimentarius a Potravinového
koédexu SR), v niektorych typoch medu je vSak dovoleny
obsah sacharézy 10 % napr. agat biely (Robinia
pseudoacacia), lucerna siata (Medicago sativa), a 15 %
levandula (Lavandula spp.) a bordk lekarsky (Borago
officinalis). Nepovoleny pridavok sachar6zy do medu
moZno stanovit’ aj nepriamo na zdklade zniZenia obsahu
minoritnych zloZiek medu (markerov: acetylcholinu,
kyseliny glukénovej, bielkovin, minerdlii, vitaminov,
aminokyselin a enzymov glukézooxiddzy, diastazy a
invertazy), alebo na zaklade zvySenia obsahu HMF, ktory
sa v invertnych cukroch vyskytuje ako vysledok reakcie
fruktézy s kyselinami, ktoré sa podielaji na hydrolyze
sachar6zy. (White et al., 1986). Velmi casto sa na
falSovanie medu pouZiva fruktézovy sirup, ktory sa
pripravuje enzymaticky izomerizaciou glukézy na fruktézu
v kukuriénom sirupe. Tento produkt je komercne
dostupny, lacny a svojim zloZenim sa velmi podoba
zloZeniu  sacharidov v mede. Detekcia pridavku
fruktézového  sirupu a  ostatnych  enzymaticky
pripravenych sirupov do medu je pomerne obtiaZna,
pretoZe pri tomto procese hydrolyzy sachar6zy nedochadza
k zvySenej tvorbe HMF ako vpripade sirupov
pripravenych kyslou hydrolyzou. MoZnosti identifikécie
pridavku enzymaticky pripravenych invertnych cukrov

spocivaji v mikroskopickom  preSetreni  produktov
enzymatickej  Cinnosti,  polarografickom  stanoveni
invertnych cukrov v mede, alebo Stidiom obsahu

disacharidov (izomaltéza) a trisacharidov v mede. Pomer
maltézy a izomaltdézy v normalnych medoch byva od 0,11
do 0,57, kym v medoch s frukt6zovymi sirupmi je vyssi
vintervale od 0,98 do 3,22. Pomer nad 0,51 mozno
povazovat’ za indikaciu pre med falSovany frukt6zovymi
sirupmi (Lipp et al., 1988). Preukdzatelnym markerom
pridavku Skrobovych ako aj invertnych sirupov je anhydrid
difruktézy, pseudodisacharid produkovany kondenziciou
dvoch molekul fruktézy pri zvySenej teplote (Montilla,
2006, Ruiz-Matute, 2007). Pridavok sacharézy z cukrove;j
repy v sicasnej dobe nie je vel'mi rozSireny najmi pre
vysoku cenu repného cukru, ale aj pre menej obtiaznu
detekciu. Pridavok sachar6zy v mede sa mdze detegovat
podla jej zvySeného obsahu, pripadne aj podla obsahu
rafindzy a  niektorych  galaktézu  obsahujuicich
oligosacharidov. Podobne tito analyza umoZiiuje aj
metdd vSak umoziuje detekciu pridavku sirupov do medu
nad 10%. Na zaklade stanovenia oligosacharidov
pochadzajicich z fruktézovych sirupov, hydrolyzatov
Skrobu z kukurice, zemiakov obilia aryZe moZno
identifikovat’ az 1 % pridavok uvedenych sirupov do medu
(Lipp et al., 1988, Morales, 2008).

Analyza profilu sacharidov je aplikovatelnd aj na
charakterizdciu  botanického  pdvodu  medu. Pre

slne¢nicovy med je narp. charakteristicky niz§i obsah
disacharidov oproti ostatnym medom, agitovy med sa
vyznacuje dominantnym obsahom fruktézy (Kukurova,
2004, Consonni, 2008). Pre niektoré medovicové medy je
charakteristickd ~ vysSia  koncentrdcia ~ minoritnych
sacharidov, napr. rafinézy, (Prodoliet, Hischenhuber,
1998), melezitézy, erlézy alebo l-kestézy (Singhal,
Kulkarni, Rege, 1997). Melezitoza a erléza su
pravoto¢ivé cukry, kym ostatné sacharidy v pravom
nektirovom mede  si lavotocivé. Tym je moZna
polarimetrickd  identifikicia  medovicového  medu.
Melezitéza sa nenachidza v inych medoch, ale v malom
mnozstve ju mozno zistit' v gastanovom mede (Corradini,
1997) alebo v medoch zovocnych stromov (Prodoliet,
Hischenhuber, 1998), ale aj vmedovicom mede
z Cerveného smreku, no zavisi to aj od druhu producenta
a pravdepodobne ina teplotnych a vlhkostnych
podmienkach (Vesely et al., 2003). Rafin6za nebola
identifikovand v medoch z kvetov ovocnych stromov .
VysSie koncentricie erlézy a gentiobiézy boli zistené
v medoch z lucerny a d’ateliny (Prodoliet, Hischenhuber,
1998). Medovicovy med obsahuje oproti kvetovému medu
menej glukézy a fruktézy a viac izomaltdézy a
oligosacharidov, titrovateI'nych kyselin, mineralnych latok
(popola) a dusika (Tomka, 1997).

ORGANICKE KYSELINY

Organické kyseliny su obsiahnuté vo vsetkych druhoch
medov a sposobuju kysli chut. Celkovi kyslost medu
mdZeme vyjadrit’ hodnotou pH. Medy majui priemerné pH
od 3,9 do 4,0, pricom nektirové medy su kyslejSie
a medovicové mo6zu dosahovat’ az pH 6,1 (Vesely et al.,
2003). Kyslost medu sa vyjadruje v miliekvivalentoch
(mekv) na 1 kg medu, ktoré uddva smernica EU a PK SR a
podla sdstavy SI predstavuje mmolkg' medu. PK SR
a Eurépska smernica tykajica sa medu povoluje
maximalny obsah kyselin do 50 mekv.kg" a 80 mekv kg
pre pekarsky med (Vynos MP SR a MZ SR ¢. 1188/2004
- 100, 2004; Council Directive 2001/110/EC, 2001).
K zmene pH dochadza pokial’ je med zriedeny telovymi
tekutinami, ktoré obsahuju velké mnozstvo pufrov
(Bittner 2007; Bires et al., 2007). Medzi hodnotou pH
aobsahom kyselin neexistuje vyznamnd Kkoreldcia
zdovodu rdoznej tlmivej schopnosti  pritomnych
organickych kyselin a minerdlnych latok (Singhal et al.,
1997).

AMINOKYSELINY

V mede nachddzame az 13 druhov aminokyselin vritane
esencidlnych (Demeter, 2007) ako st fenylalanin, lyzin,
leucin, alanin, valin, arginin, treonin, serin, glycin, cystin,
metionin, kys. aspardgovd, kys. glutimova a d’alSie
kyseliny (Pridal, 2003a). Najviac aminokyselin sa
nachddza v zmieSanych medoch. Najviac zastipenou
aminokyselinou je prolin, vyskytuje sa v medoch
v koncentracii 200 — 500 mg.kg'1 (Vesely et al., 2003).
Obsah prolinu v mede stvisi so stupfiom spracovania
nektaru vcelami. Z tohto ddévodu sa prolin Casto pouZiva
ako indikator falSovania medu (Ruoff et al., 2007). VysSie
obsahy prolinu moZno néjst’ najmi v slne¢nicovom mede,
nizSie obsahy v agidtovom a eukalyptovom mede. Pravy
med by mal obsahovat’ viac ako 180 mg.kg™" prolinu. Nizsi
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obsah prolinu mdZe znamenat, Ze med bol falSovany
sacharidmi (Bogdanov, Martin, 2002).

Na zistenie botanického pdvodu medonosnych rastlin sa
vyuzila aj identifikdcia medu podl'a zloZenia aminokyselin
a niektoré ich pomery (kyselina asparagova/ prolin, prolin/
fenylalanin a pod.), alebo aj pomery amidov k fenylalaninu
(Singhal, Kulkurni, Rege, 1997). Na zéiklade analyzy
aminokyselin je mozné taktieZ rozliSenie medov podla
geografického povodu (Consonni, 2008). Pre pomerne
malé rozdiely v zloZeni aminokyselin v jednotlivych
druhoch  medu je tito metdéda  problematicka,
spol'ahlivejSie vysledky sa vSak ziskaji po spracovani
vysledkov vhodnymi Statistickymi metédami (napr.
analyza kanonickych korelacii). (Corradini, 1997).

5 - HYDROXYMETYLFURFURAL (HMF)

Setrnost tepelného oSetrenia medu je moZné overit
preSetrenim aktivity enzymov medu alebo na ziklade
stanovenia vzniknutého mnozstva HMF (Tosi et al.,
2008). Normalna troven HMF v mede je pomerne nizka
(prevazne pod 10 ug.g") a zahriiuje aj hodnoty spdsobené
vplyvom teploty pri ziskavani medu z plastov, zahrievania
potrebnom pri filtrdcii a pasterizicii medu a skladovani
medu pocas 1roka. VysSie hodnoty HMF indikuju
pouzitie vys$Sich teplot pri spracovani a skladovani medu.
(FAO Food and Nutrition Paper 14/8 1986).

HMF je cyklicky aldehyd, ktory sa tvori kyslym
rozkladom monosacharidov, predovsetkym frukt6zy.
Podl'a odbornej literatiry zloZenie a chemické vlastnosti
medu ovplyviiuji vysledné hodnoty HMF (pH, obsah
frukt6zy a kyselin) (Bartalis, 2008). Vyrazny narast HMF
je spojeny so zahrievanim medu na teplotu prevySujicu 30
°C (Pridal, 2003a). Pocas ohrievania sa menia nielen
fyzikédlne, ale aj chemické vlastnosti medu (Bartalis,
2008). Tepelnym spracovanim medu sa mdZu degradovat
vitaminy, bionutrikd, nastiva subeZzne pokles v aktivite
diastazy azvySi sa obsah HMF. Zahrievanie medu sa
uskuto¢niuje dvomi réznymi spdsobmi: v odvzdusnenych
komorach pri teplote 45 — 50 °C pocas 4 — 7 dni alebo
ponaranim sudov s medom do horticej vody. Hoci druhd
ohrevnd metdéda je viac u€innd, prva je najbeZnejSia
(Kukurova et al., 2006). Zasadou ma byt, Ze tepelné
oSetrenie medu nesmie spdsobit’ zmeny v kvalite. Proces
ohrievania medu treba mat’ pod konrolou, aby sa zachovali
vSetky biologické vlastnosti  acelkovd kvalita medu
(Bartalis, 2008).

Podl'a EU Directive 110/2001 obsah HMF by nemal byt
viac ako 40 mgkg' s vynimkou medov pochidzajicich
z krajin alebo oblasti s tropickou teplotou okolia, kedy
obsah HMF nesmie prevySovat 80 mg.kg' (Vynos MP
SR a MZ SR ¢&. 1188/2004 - 100, 2004). Vyssie hodnoty
HMF mdzu poukazovat’ tieZ na falSovanie medu invertnym
sirupom z cukrovej repy alebo trstiny. Za nezvratny dokaz
pridavku invertého sirupu sa povaZzuji hodnoty HMF
vysiie jako 500 mg.kg"' (Singhal, Kulkarni, Rege, 1997).

STABILNE IZOTOPY UHLIKA

Analyza stabilného pomeru izotopov uhlika je osved¢enou
a spolahlivou metédou odhalovania falSovania medu
pridavkom kukuri¢ného alebo trstinového sirupu (Elfein,
2008, Brookes et al.,1991). Principom metédy je
rozdielna schopnost’ rastlin metabolizovat’ vzduiny *CO,,
preto sa C4 rastliny, kam patri kukurica aj trstina, odliSuju

v

vyrazne niz§imi hodnotami pomeru stabilnych izotopov
uhlika *C/"?C od skupiny rastlin C3, kam patria vietky
rastliny produkujice nektar. Pomer stabilnych izotopov
uhlika sa vyjadruje ako hodnota 8"C. V nefal§ovanych
medoch 8"°C dosahuje hodnoty v priemere — 25,4 %/, ,
kym vmedoch upravovanych trstinovym alebo
kukuri¢nym sirupom hodnota 8"°C proporcionélne rastie
podla pridavku sirupu az khodnotdim samotného
kukuri¢ného sirupu — 0,7 °/,, alebo trstinového cukru —
11,47%,, Niektoré druhy medov, ako napr. citrusové
medy, sa viak vyznaGuji niz§imi hodnotami 8" °C ako je
uvedeny priemer tohto ukazovatela. Ztohto dbvodu
sapercento  pridavku  Skrobovych sirupov  pocita
z bielkovinovej  frakcie medu. Uvedeny  spdsob
identifikacie pridavku kukuriéného sirupu je oficidlnou
AOAC metédou (Metéda 991.41 a 978-17).

AROMATICKE LATKY

Autentifikacia botanického, resp. aj geografického pdvodu
medu je mozni na zdklade stanovenia charakteristickych
aromatickych zloziek (prchavych latok) ako su napriklad
aldehydy (oktanal, nonanal, dekanal), estery
(etylheptanodt, etyloktanoat, etylnonanoéat, etyldekanoat),
sulfidy (dimetyltrisulfid), alkoholy (heptanol, oktanol,
nonanol,  dekanol), kyslikaté  aromatické  latky
(benzaldehyd), étery, ¢i ketdny (izofordn) (Cajka et al.,
2009). Pre med zkvetov pomarancovnika je typické
zastipenie metylantranildtu, pre jedly gaStan 3 -
aminoacetofenénu, lipovy med éter 3,9-epoxy-1,4—[8]-
p— menthadiende, cis-rose oxid a terpén trans-8-p-
mentén—1,2-diol, pre vresovy med dehydrovomifoliol,
eukalyptovy med hexenylbutyrat a acetoin (FAO Food
and Nutrition Paper 14/8 1986), tymidnovy med
fenylacetaldehyd, 1-fenyl-2,3-butdndién, 3-hydroxy-4-
fenyl-2-butanén, 3-hydroxy-1-fenyl-2-butanén,
fenylacetonitril a karvakrol (Alissandrakis et al., 2007) a
podobne. Na zdklade obsahu kyseliny salicylovej je moZné
rozliSit medovicovy a nektarovy med (Daher,Gulacar,
2009). V sucasnosti sa preferuji komplexné stanovenia
prchavych latok metddou plynovej chromatografie a
Statistické spracovanie nameranych vysledkov.

MIKROSKOPICKA ANALYZA

Identifikaciu botanického pévodu medu a krajiny pdvodu
moZno vykonat mikroskopickym presetrenim pelovych
zrnieCok obsiahnutych v mede. Metédy hodnotenia a
charakteristiky pelu vrdéznych druhoch medu vydala
Medzindrodnd komisia biologickych vied (Loveaux,
Mauriyio, Vorwohl, 1978).

Rozlisenie medovicového medu od nektirového je mozné
taktieZ mikroskopicky identifikdciou charakteristickych
zloZiek medovicového medu. Medovicovy med obsahuje
spory ciernych plesni, huby, bunky rias a vys$i pocet
pelovych zfn z divo opelenych druhov rastlin (Prodoliet,
Hischenhuber, 1998).

ZAVER

FalSovanie takmer vo vSetkych pripadoch predstavuje
priddavanie bezpefnej avSak menej hodnotnej zlozky do
vyrobku. Med patri k casto falSovanym potravinim,
pretoZe ide o prirodny produkt s limitovanou produkciou a
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relativne vysokou cenou. V poslednych rokoch sa stile
viac mdZzeme stretnit smedmi nepravymi alebo
falSovanymi (Drackova et al., 2008). Preto je
problematika vyvoja spolahlivych metéd autentifikacie
medu ahladania novych analytickych parametrov na
preukazovanie falSovania medu stale vysoko aktudlna.
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ALERGENY A BEZPECNOST
DEHYDROVANYCH POTRAVIN

ALLERGENS AND SAFETY OF
DEHYDRATED FOOD
Lubomir Lopa$ovsky, Martina Ci¢mancovd,

Jaroslay Ziak, Alica Bobkovd, Luciav
Zelendkova, Jozef Golian, Radoslav Zidek

ABSTRACT

The work was carried out in the food company in the
territory of the Slovak Republic, which focuses on the
production of dehydrated culinary products. The object of
the work was to monitor the incidence of mandatory
legislative declarable allergenic food ingredients processed
in the company, to examine the extent of probability and
the risk of cross-contamination of produced dehydrated
products by allergenic ingredients in the production
process on the same production line, to apply possible
procedures to eliminate cross-contamination and then
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determine which food allergens the company is obliged to
declare on the packaging of products. The cross-
contamination by allergenic ingredients in the process of
production of dehydrated products was evaluated through
the validation of cleaning process manufacturing facilities.
Based on the detected information the producer is always
obliged to declare on the packaging of dehydrated products
the food allergens that are present in the raw materials
involved in the composition of the product. In order to
protect the health of allergic consumers, we recommend
the attention of all of products and the possible cross-
contamination by allergens in the production process
through prevention indications: ,the product may contain
traces of ... " following allergens: gluten, milk including
lactose, eggs, celery, soya, crustaceans and in the case of
hard stock also fish.

Key words: food allergy, food intolerance, food allergens,
cross-contamination, labelling of allergenic food
ingredients, dehydrated food.

UvVoD

Alergia na potraviny sa stiva fenoménom, vyznam
ktorého v poslednej dobe stile narastd. V porovnani
stoxickymi  latkami, ktoré  ohrozujui  vSetkych
konzumentov potravin, si alergény rizikové len pre urcitd
skupinu  konzumentov. Preto nemoZno potraviny
s obsahom alergénnych zloziek povazovat za zdraviu
Skodlivé. Je vSak vhodné, av mnohych pripadoch
ipovinné, na  pritomnost  alergénu v potravine
spotrebitel'ov upozornit. Netoxické reakcie spdsobuji
imunitné alebo neimunitné mechanizmy (potravinova
alergia —  hypersenzitivnost’  alebo  intolerancia)
(Kayserova, 2004). Vsetky tazkosti spojené s poZitim
potravy sa laicky oznacuji ako ,alergie na potraviny*
(Barttinikova, 1998).

Prvykrat pouzil pojem alergia viedensky pediater
Clemens von Pirquet v roku 1906.
U svojich pacientov si totiZz v§imol zvlastne reakcie na
latky, medzi ktoré zaradil prach, pele
a niektoré potraviny (Vido et al., 2007).

Medzi bezné potravinové alergény patria alergény
kravského mlieka, ovocia (citrusy, kivi, jahody ai.),
strukovin (predovSetkym araSidy — podzemnica olejni
a sOjové bdby), vajec, korovcov, orechov (mandle,
lieskové orechy, vlasské orechy, keSu, pistacie), ryb,
zeleniny (napr. zeler), pSenice ainych obilnin. Medzi
dalSie alergénne zlozky potravin patri oxid siricity
a siri¢itany, niektoré enzymy, ale aj farbiva (syntetické
i prirodné), konzervacné latky, antioxidanty, zahust'ovadla,
ai.

Ferencdik et al. (2006) definuju alergén ako antigén, ktory
je schopny u precitlivenych ludi navodit alergickd
(hypersenzitivnhu) odpoved’. Potravinové alergény mozu
byt rastlinného alebo ZivociSneho povodu. Potravinova
intolerancia vznika \ dodsledku abnormalnej
neimunologickej reakcie po poZiti potravy (Novotna,
2005). Pri falo$nej potravinovej alergii (pseudoalergii) su
klinické prejavy ako pri pravej potravinovej alergii
vyvolané vysokym obsahom biogénnych aminov
(histamin, kadaverin, katecholaminy, putrescin, tyramin)
(Kayserova, 2004). Histamin je biogénny amin, ktory sa v
ur¢itom mnoZstve prirodzene vyskytuje v T'udskom
organizme, ale vznikd aj v potravindch bohatych na

proteiny, ato bakteridlnym rozkladom (Sabolova et al.,
2007).

Psychogénna intolerancia potravin (vracanie, ale i
kozné prejavy) nie je podlozend  imunitnym
mechanizmom, v zavaznych prejavoch mdze vyjadrit
spojenie nervového (CNS)
a imunitného systému (HrubiSko et al., 2003). Podla
prieskumu vykonaného vo Velkej Britanii (Robinson,
2002) 20 % l'udi pozoruje na sebe prejavy intolerancie
alebo alergie na potravinu alebo skupinu potravin. Podl'a
Lehrera (2004) potravinovou alergiou na celom svete trpi
6-8 % deti do 3 rokov a 2-8 % dospelych. Az 30-40 % l'udi
udava ,alergicki® reakciu na niektord z potravin, avSak
vyskyt skutocnej potravinovej precitlivenosti je podstatne
nizsi (Holt, 1998). Vyskyt skuto¢nej potravinovej alergie
teda nie je mimoriadne vysoky, zdvazna je vSak umrtnost’
napriklad v Dansku je to az 5 %, vo Francizsku zomiera
na potravinovu anafylaxiu az 150 T'udi rocne (Bjorkstén,
2001). Nérast vyskytu alergickych ochoreni je dany
rychlou zmenou nasho Zivotného prostredia v poslednych
desatrociach (Kayserova, 2000).

Pre strednd Eurdpu je typicka alergia na mlieko, vajcia,
plody mierneho pédsma, hlavne orechy, v  USA maji
najvicsie problémy s alergiou na araSidy (Keleova, 2005).
Orechy su castou pri¢inou potravinovej alergie, ktorad
ovplyviiuje priblizne 1 % vSeobecnej populacie vo Velkej
Britanii a v USA (Crespo et al., 2006). Za poslednych 5
rokov sa zdvojnasobila prevalencia alergie na araSidy u
americkych deti mladSich ako 5 rokov (Novotna, 2005).
Nad 90 % IgE — sprostredkovanych potravinovych alergii
v detstve je spOsobenych 8 potravinami: kravské mlieko,
slepadie vajcia, s6ja, araSidy (podzemnica olejna), vla§ské
orechy, pSenica, ryby a mikkySe (Allen et al., 2006). V
naSej zemepisnej oblasti strednej Eurdpy, ale aj
Skandinavie, st velmi asté skrizené alergie medzi pelom
a potravinami rastlinného povodu. Postihnutych tu je
priblizne 50 % dospelych pel'ovych alergikov (Ettlerova,
2004).

Castou pri¢inou potravinovej alergie si orechy
(Crespo et al., 2006). Zistilo sa ale (Drapal et al., 2005),
Ze alergenicita lieskovych orechov sa da zredukovat
praZenim.

Medzi potraviny s vyznamnym alergizujicim
uc¢inkom patri aj s6ja. Obsahuje alergény stabilné voci
tepelnému spracovaniu, voc¢i enzymatickej degradicii
(alergény 1. triedy) a alergény II. triedy, ktoré skriZene
reaguji s pelovymi alergénmi. Tepelne upravené s6jové
vyrobky sa vSeobecne povazuji za hypoalergénne
(Straznicka et al., 2000). Hlavnym alergénom je Gly m 1,
ktory je obsiahnuty v 7S globulinovej frakcii (Renéova,
20006). Priama alergia na s¢jovu bielkovinu je vel'mi
zriedkava. V drvivej vicSine pripadov sa alergia na séju
vyskytuje u deti a sprevadza alergiu na proteiny kravského
mlieka alebo atopicki dermatitidu (Sabolova a Sestak,
2004).

Zeler je Siroko pouZivany surovy aj vareny. Obsahuje

alergény labilné voci teplu (Bet
v 1 homoldgny alergén), ako aj alergény tepelne odolnejSie
(profilin). ~ Stddie  preukdzali, Ze varenim alebo
mikrovinnym ohrevom si zeler ponechdva urcitd
alergenicitu (Drapal et al., 2005).

Bezné semend obilnin sdi zndmymi alergénmi.

Zarad’'ujeme medzi ne jaCmen, pSenicu, raz, kukuricu,
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ryZu, ovos, proso. Bezpecna prahova hranica pre obsah
lepku v bezlepkovych potravinich je stile predmetom
vedeckych diskusii (Rimarova a Lovayova, 2007). Od
klasickych alergickych reakcii treba odliSit’ tzv. celiakiu,
pri ktorej organizmus reaguje na bielkoviny jameiia,
pSenice araze — glutén a gliadin. Toto ochorenie je dané
vrodenou poruchou metabolizmu (Pruzinec, 2002).

Kravské mlieko je pri¢inou potravinovych alergii
viazanych zvlast' na detsky vek. Hlavnymi alergénmi
kravského mlieka si kazeiny obsiahnuté v mlie¢nej
zrazenine a a-laktalbumin a B-laktoglobulin
(Drapal et al.,, 2005). Alergia na kozie mlieko alebo
sicasne aj na ov¢ie mlieko u deti, ktoré nie su alergické na
kravské mlieko, ma stipajicu tendenciu (Bidat et al.,
2003). S vrodenym deficitom laktizy sa méZeme stretnut’
u novorodencov (Cierna, 2007).

Vajce patri k vyznamnym zdrojom alergénov.
Hlavnymi alergénmi vajecného bielka si ovomukoid,
ktory je relativne rezistentny vo€i teplu a trdviacim
enzymom, a ovoalbumin, ovotransferin a lyzozym, ktoré
st relativne citlivé voci tymto vplyvom (Leibold, 1993).

Ryby a ostatné vodné Zivocichy patria k vyznamnym
pri¢indm zavaZznych alergickych reakcii. Hlavné alergény
ryb (parvalbumin), koérovcov a mikkySov (tropomyozin)
si prevazne termostabilné a odolné vocCi enzymatickej
degradacii. Pri tepelnej tuprave nedochiddza k strate
alergenicity (Kvasni¢kova et al., 2005). Hlavny alergénny
protein mikkySov, tropomyozin, je rovnaky ako u
korovcov a pripady skrizenej alergie makkyse/korovce st
Casté (Smernica Komisie 2006/142/ES).

Ak u konzumenta vznikne alergickd reakcia na
potravinu, ktora obsahovala konkrétny alergén a pritom ho
nemala uvedeny na obale, vyrobca nesie trestnoprivnu
zodpovednost’ za ubliZenie na zdravi (Kayserova, 1999).

Podla smernice Eurdépskeho parlamentu a Rady
2003/89/ES musia byt na oznaceni potravin uvedené
vSetky zlozky, aj tie, ktoré boli pouZité v procese vyroby.
Vicsina alergickych jedincov reaguje na obmedzeny pocet
typov potravin. Je nutné vSak brat’ do dvahy tiez krizové
reakcie medzi pribuznymi a nepribuznymi skupinami
potravin (Kvasni¢kova, 1998).

Podla smernice Eurdépskeho parlamentu a Rady
2003/89/ES sa kazda latka pouZitd pri vyrobe potravin,
pritomnd v hotovom vyrobku hoci aj v zmenenej forme,
ktord pochadza zo zloZiek uvedenych v prilohe IIla, bude
povaZzovat’ za zlozku a bude zretel'ne vyznacena na etikete
s jednoznacnym odkazom na ndzov zlozky, z ktorej

pochéadza.
Vynos  Ministerstva  pddohospodarstva  Slovenskej
republiky  a Ministerstva  zdravotnictva  Slovenskej

republiky zo 7. januara 2008 ¢. 2319/2007-100 v zhode so
smernicou Komisie 2007/68/ES (vychadzajicou zo
smernice 2000/13/ES) obsahuje zoznam potravinovych
zloziek, ktoré musia byt vZdy deklarované na obale.
Ciel'om nasej prace bolo zhodnotit' vyskyt alergénnych
potravinovych zloZiek vo vybranom potravindrskom
podniku, zameranom na vyrobu dehydrovanych vyrobkov,
a aplikdciou platnej legislativy urcit, ktoré alergény zo
zoznamu alergénnych potravinovych zloZiek uverejnenych
v prilohe IIla k smernici 2000/13/ES, v zneni neskorSich
predpisov, je vyrobca povinny deklarovat na obale
potravin, a navrhnut’ spdsob rieSenia eliminicie, respektive
minimalizacie, kriZovej kontaminicie alergénnymi

zlozkami spracovavanych surovin na prijatel'ni (povolenti)
koncentraciu (limity podl'a EU a podnikovych noriem)
v procese vyroby dehydrovanych vyrobkov.

MATERIAL A METODIKA

Praktickd cast' prace bola realizovana v priestoroch
potravinirskeho podniku na dzemi Slovenskej republiky,
ktory sa zameriava na vyrobu dehydrovanych vyrobkov.
Na zéklade deklardcie alergénov (obilniny s obsahom
lepku, kodrovce, vajcia, ryby, araSidy, s6jové zrna, mlieko
vratane laktdzy, orechy, zeler, horCica, sezamové semena,
oxid siriCity, vI¢i bob, mikkySe) obsiahnutych
v jednotlivych suroviniach nakupovanych od jednotlivych
dodéavatelov, aktualizovat zoznam dodavanych surovin
podl'a obsahu alergénnej zlozky, ktord dodavatel' uvadza
v zaslanom formulari (MAD - Major Allergen
Declaration) a zistené skutocnosti spracovat’ vo forme
tabuliek.

Prostrednictvom internej databazy zistit, do ktorych
hotovych vyrobkov vstupuje surovina obsahujica dand
alergénnu zlozku, pretozZe tieto vyrobky budud obsahovat
dany alergén. Takto zistit, ktoré vyrobky obsahuji
prirodzene dand alergénnu zloZku, aktoré vyrobky
prirodzene alergény neobsahuju.

Po obozndmeni sa s technologickym procesom vyroby
dehydrovanych  vyrobkov v podniku ur¢it miesta
azariadenia vo vyrobnom procese, ktoré predstavuji
mozné riziko vzniku kriZovej kontaminacie alergénnymi
zloZkami. Vzorky vyrobkov, ktoré sa spracovdvaji po
alergénnom  vyrobku, odoberat za Standardnych
podmienok prostredia (teplota, vlhkost' vzduchu, prasnost’
prostredia) vo vyrobnych priestoroch. Odoberat’ prvé
davky vyrobkov z plniacich liniek, respektive prvé davky
polovyrobkov  z mieSacky. Vzorky oznalit a v
podnikovom laboratériu vykonat'  kvalitativny dokaz
a kvantitativne stanovenie alergénov pomocou analyticke;j
metédy ELISA, na zistenie potencidlneho vyskytu
alergénov pochadzajicich z kriZzovej kontaminacie po
predchadzajicom vyrobku.

Nasledne vyhodnotit mnoZstvd zistenych alergénov a
navrhnit moZné rieSenia na elimindciu kriZovej
kontaminécie alergénnymi zloZkami.

VYSLEDKY

Suroviny

V sledovanom potravinirskom podniku sa pouzivaju
v prevaznej miere sypké a suché suroviny, predstavujice
zakladny zdroj alergénnej zlozky. Dodavané suroviny sme
rozdelili na dve skupiny (tabulka 1): na ,bezalergénne*
a na suroviny obsahujice asponl jednu alergizujicu zlozku.
Tato druha skupina je rozclenena na jedenast’ podskupin
podla obsahu konkrétnej alergizujicej zlozky (glutén,
mlieko, vajcia, s6ja, ryby, kdrovce, sezam, zeler, araSidy,
hor¢i¢né semeno, mikkySe, vI¢i bob a suroviny oSetrené
S0O,).

Vyrobky

Z hl'adiska alergénnosti modzeme vyrobky rozdelit’ na dve
skupiny. Prvi skupinu tvoria vyrobky, na vyrobu ktorych
sa pouzivaju len suroviny, ktoré neobsahuji Ziadnu
alergizujicu zlozku (,,bezalergénové®” vyrobky), ostatné
vyrobky sa vyrdbaji spracovdvanim surovin, ktoré su
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Tabul'ka 1 Rozdelenie surovin podla obsahu alergénnej zlozky

Bezalergénove
suroviny

Suroviny
ohsahujice glutén

Suroviny
obsahujice mlieko

Suroviny
ohsahujice vajcia

Suroviny
obsahujiace saju

Suroviny
obsahujice rvby

Paprika korefiova
mleta

Bielkovina
textirovana
pienicna

Suchy kvas

Cestovina spiralky
ipecial

Sojovy puder
odtuéneny

Sladkovodna ryba 1

REajéiny suieng

Cestovina fliaky
vinité

Mlieko susene

Cestovina rezance
vribkované

Aroma pedenej
cibule

Sladkovodna ryba 2

Bazalka list sufend

Suchy kovas

Aroma syrova

Ardma slepaéia

Bielkovina sojova
textirovana

Eybaci prasck
£ morsloyeh b

Képor list sufeny

Mirlova extralt
prasok

Aroma jogurtova

Ardma sezam

Pasta cibul'ova

Aroma rybacia

Pér miesany
granulovany suieny

Ardma syrova

Smotanovy prasok
T3%

Cestovina dzungla

Soja polena

Losos granulovany

Hrachova mika
zelena

Strahanka cervena
i :

Bryndza sufena

Cestovina nitovky

Ardma citron

Ardma losos prafok

Culkcor krupica

Aroma higuréek

Syrovy prasok

Fritovane rezance

Lecitin sojony
prafok

Aroma rybacia

Karotla sudena

Cestovina fliagky
vinité

Rastlinna smotana

Aroma slepadia

Fritované rezance

Sparglova muka
zelena

Cestovina rezance
vinité

Frittaten rezance

Cestovina ryza
vajedna

Hrachova mnika zlta

Aroma slepacia

Laktdza suiena

Cestovina ravioli

Cicerova muka

Strahanka

Slepatia ardma

Zitok vajedny sudeny

Ardma funky

Cestovina detgkeé
tvary

Kyselina mlieéna
prasok

Zmes vajeéna suiena

Sof

Cestovina korbaéiky

Syr tehla

Bielck vajecny
sudeny

Skerob mo difikovany

Felerovy koren

Ardma por

Krevetovy prasck

Sezamove semeno

Aroma citron

sufeny
. . Zelerova wiat . . . Aroma peceny
Ardma majoran . Ardma sezam Erabia ardoma . P -
- sufena cesnak
Zeler koren

Ardma nové korenie

sranulovany sufeny

Aréma citron

Extrakt z raka

Ardma petrzlen

Aroma zeler

Mleté horéiéné
semeno

Zemiakova kaia
viodky

Kapusta biela susena

Farba cuker paleny

Zeler koreni prasok
suseny

Bielkovina
textirovana
pienicna

Aréma éinska
polievka

Ardma zeleninova
prasok

Ardma pazitka

Brokelicova ardoma

Ardoma bokolica

Ardma citrén

Ardma biele vino

Maltodextrin

Kulunény skrob

Fazulove struky
zelené suiené

zdrojom urcitého alergénu, v dosledku ¢oho aj findlny
produkt je nositel'om tohto alergénu.

Deklaracia vybranych alergénnych potravinovych zloZiek
a ich eliminicia v podniku

Vajcia, sojové zrnd a zeler

Uvedené alergény si zloZzkou viacerych spracovavanych
surovin. KedZe sa tieto suroviny vo velkej miere
vyuZivaji v podniku, je potrebné tieto alergény deklarovat’
nielen na vyrobkoch, ktoré obsahuju tieto suroviny, ale aj
na ostatnych vyrobkoch v podobe preventivneho
oznacenia: ,,vyrobok moze obsahovat’ stopy vajec, sdje a
zeleru®, ako ddsledok moznej pritomnosti tychto alergénov
z kriZzovej kontaminacie v procese vyroby.

Obilniny obsahujiice lepok/glutén (t. j. pSenica, raZ,
jacmer, ovos a i.)

Glutén predstavuje najviac zastipeny alergén v podniku,
lebo je stcast'ou 63 surovin. Obsahujui ho napr. cestoviny,
ktoré su pritomné takmer v kaZzdej dehydrovanej polievke,
taktieZ je pritomny aj v muke, ktord tvori zaklad mnohych
vyrobkov. U vSetkych produktov sobsahom lepku je
potrebné deklarovat’ tento alergén na obale. Riziko
krizovej kontamindcie hrozi najmd v mieSackach
a plni¢kach, kde sa nachiadza viacero miest, ktoré nie sd
dostupné pre Cistenie suchym sposobom. Krizovi
kontaminaciu gluténom sme potvrdili aj laboratérne tak, Ze
po plneni tychto vyrobkov sme urobili Standardné Cistenie
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vyrobného plniaceho zariadenia suchym spdsobom a plnili
sme vyrobky neobsahujice glutén. Prvé vzorky vyrobkov
sme zaslali na analyzu, ktord potvrdila pritomnost’ gluténu
pomocou ELISA testov (tabul’ka 2).

Vysledky ELISA testov potvrdili, Ze vzorky vyrobkov
obsahuji uritd  koncentriaciu  gluténu. Maximalna
pripustnd hranica vo vyrobkoch obsahujicich glutén je
podla podnikovej normy 20 mgkg'. My sme obsah
gluténu vo vzorkich stanovili vrozmedzi 15 az 2 700
mgkg'. Jeho mnoZstvo vo vyrobkoch, ktoré nemali
obsahovat’" glutén, sa zvySovalo Umerne s mnoZstvom

pravdepodobné, Ze sa Ciastocky ryb zachytia v zariadeni
a kontaminuji nasledne vyrabany tvrdy bujon. Preto je
potrebné upozoriiovat’ na pripadnd krizovi kontaminaciu
tvrdych bujénov prostrednictvom preventivneho oznacenia
,,vyrobok moze obsahovat’ stopy ryb*.

Vyroba mékkych rybacich bujénov je planovana tak, Ze sa
vyrabaju posledny denl v tyZdni na konci poslednej smeny,
aby sa prediSlo kontaminécii. Po vyrobe rybacich bujonov
nasleduje efektivne mokré Cistenie celej vyrobnej linky,
¢im sa zamedzuje vzniku kriZovej kontaminécie. Z tohto
doévodu nie je potrebné uvadzat preventivne oznacenie
pritomnosti ryb na obaloch mikkych bujonov.

Tabul'ka 2 Vysledky analyz kriZovej kontaminécie gluténom

C. L - . . Lo Namerana hodnota
vz, Druhy vyrobok Potencidlny vyskyt alergénov Prvy vyrobok v mg, k!
1 Hovidzi bujon Glutén Zeleninovy bujén 189
2 Hovidzi bujon Glutén Zeleninovy bujén 140
3 Fix 1 Glutén Hubovy bujon 65
4 Korenisty bujon | Glutén Zeleninovy bujon 15
5 Hovidzi bujon Glutén Zlaty zeleninovy bujén | 110
6 Bujén silny Glutén Rybaci bujén 51
7 Fix 2 Glutén Polievka s cestovinou | 189
8 Gulasova Stava Glutén Perkelt 54
9 Boloniské Spagety | Glutén Francuzska polievka 11
10 | Hovidzi bujon Glutén Slepaci bujon 26
11 | Hovidzi bujon Glutén Slepaci bujon 260
12 | Hovidzi bujon Glutén Slepaci bujon 64
13 | Fix Milansky Glutén Drzkova polievka 2700
gluténu v predchadzajicom vyrobku, z coho vyplyva, Ze ZAVER
doslo ku krizovej kontamindcii. Teda u vSetkych o . .
vyrobkov, u ktorych mdze potencidlne dojst ku krizovej v pract sme - sa zaobcj,rah problematikou Ystupu
potravinovych alergénov do vyrobku

kontaminécii, sa musi deklarovat: Ze ,vyrobok mozZe
obsahovat’ stopy gluténu®.

Mlieko a vyrobky z neho (vrdtane laktozy)

Mlieko sa deklaruje na vSetkych vyrobkoch obsahujicich
mlie¢nu zloZku a taktieZ aj na ostatnych vyrobkoch kvoli
moznej kriZovej kontaminédcii. Vo vyrobkoch, ktoré
prirodzene neobsahuji mlie¢nu zloZku, sme stanovili stopy
kazeinu v mnozstve 1,60 az 21,3 mg.kg'l. Maximalna
toleran¢nd hranica pre obsah kazeinu vo vyrobkoch, ktoré
prirodzene neobsahuji mlieénu zlozku, je 3 mgkg'.
Z toho vyplyva, Ze Cistenie suchym spdsobom nie je
dostacujice na odstrinenie kriZovej kontaminécie
mliekom v procese vyroby dehydrovanych produktov
v podniku. Preto je potrebné deklarovat mlieko ako
alergén nielen na vyrobkoch, ktoré prirodzene obsahuji
mlie¢ny komponent, ale aj na ostatnych vyrobkoch formou
preventivneho oznacenia ,,vyrobok mdZe obsahovat
mlieko (vratane laktozy)®.

Ryby a vyrobky z nich
Ryby st sucastou tvrdych i mikkych bujénov. Ked'ze pri
vyrobe tvrdych bujénov sa nepouZiva mokré Cistenie, je

v dosledku krizovej kontaminicie v procese vyroby.
Zmapovali sme vyskyt potravinovych alergénov v
potravinirskom podniku na tzemi Slovenskej republiky.
Kvoli lepSej prehladnosti sme zostavili zoznam
dodavanych surovin vstupujicich do vyroby, v ktorom je
zaznamenana pritomnost’ legislativne povinne
deklarovatel'nych alergénov: lepok (glutén), korovce,
vajcia, ryby, araSidy, s6jové zrnd, mlieko vratane laktdzy,
orechy, zeler, horcica, sezamové semend, oxid siricity, vI¢i
bdb, mikkyse. Na zdklade vstupujicich surovin do
vyrobného procesu jednotlivych vyrobkov sme rozdelili
vyrobky na bezalergénové — neobsahujui Ziaden z povinne
deklarovatel'nych alergénov, bezgluténové — neobsahuji
glutén a bezmlieCne vyrobky - neobsahuji mlieko vratane
lakt6zy (tabul’ka 1).

Miesta kriZovej kontaminicie vyrobku
,.kontaminovaného* stopami alergénov
z predchadzajiceho vyrobku pocas vyrobného procesu su
predovsetkym v mieSacej Casti (mieSacka) a plniacej Casti
vyroby (plniaca linka). Stopy alergénov nachadzajucich sa
vo vyrobku, ktory sa spracovava na danej vyrobnej linke,
sa zachytdvaji vo vyrobnych zariadeniach, predovsetkym
v mieSacom stroji. Nedokladnym suchym cistenim tychto
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zariadeni, pretoZe mokré Cistenie nie je mozné pri suchej
vyrobe pouZit, sa stopy alergénov dostidvaji do vyrobku
nasledne spracovdvaného na tom istom vyrobnom
zariadeni. MnoZstva alergénov, ktoré sa do vyrobku mozu
dostat’ kriZovou kontaminiciou (z predchadzajiceho
produktu), nesmu prekracovat’ maximalne pripustné limity
stanovené podnikovou normou.

Na vylicenie, resp. eliminiciu, kriZovej kontamindcie
alergénmi v procese vyroby, sme pouZzili niekol'ko
postupov. Na pripadnd kriZovi kontaminiciu je potrebné
upozoriiovat’ prostrednictvom preventivneho oznacovania
na obale vSetkych vyrobkov, v pripade alergénov - lepok,
mlieko vratane laktézy, vajcia, zeler, sdja, kdrovce
a v pripade mikkych bujénov aj ryby. Navrhnuty spdsob
rieSenia eliminicie kriZovej kontaminicie, aby sa po
inkriminovanej receptire vzdy vyrdbal jeden vyrobok,
u ktorého by sa deklarovala kriZova kontaminacia danym
alergénom a na ostatnych vyrobkoch by sa tak nemusela,
sa ndm v praxi v pripade kriZovej kontaminicie lakt6zou
neosvedcil. Myslime si, Ze tento spdsob rieSenia kriZovej
kontaminacie by mohol byt efektivny v pripade alergénov,
ktoré nie sd vpodniku pouzivané v takej velkej
koncentrécii ako je mlieko. Napriklad by sa tento spdsob
mohol dat’ vyuzit na eliminidciu kriZovej kontaminicie
korovcami v procese vyroby.

Na zamedzenie vstupu stdp akychkol'vek alergénov do
potravin kriZovou kontaminéciou pri vyrobe odporicame:

1. zmapovat zdroje alergénov,

2. ur¢it miesta vo vyrobnom procese, v ktorych
existuje riziko kriZzovej kontaminécie,

3. zaistit zodpovedajicu kontrolu tak, aby sa
zamedzilo vstupu alergénov do potravin,

4. obmedzit' pouZitie alergénnych komponentov do
vyrobkov, v ktorych ich obsah nie je nutny,

5. plénovat’ vyrobu tak, aby vyrobky obsahujice
alergény boli na konci vyrobnej smeny,

6. zaistit dokladné Cistenie vyrobnej linky po
vyrobe potraviny obsahujiicej alergény,

7. validovat Cistiaci proces,

8. pouzivat oddeleni vyrobnu linku na vyrobu
potravin obsahujucich alergénne zlozky.

Z hladiska  lepSej  informovanosti,  predovSetkym
alergickych spotrebitel'ov, odporicame:

- uvadzat dplny zoznam surovin,

- doplnit nazov suroviny o Specifikaciu jeho
pdvodu: napr. namiesto ,,lecitin“ uviest' v zloZeni
,.vajecny lecitin®, namiesto ,rastlinny olej* uviest’
,,s0jovy rastlinny olej*

- pod zloZzenie vyrobku doplnit alergény
nachadzajice sa vo vyrobku: ,,Vyrobok obsahuje
lepok, mlieko, ...*“.

- uvadzat tzv. preventivne oznaCenie: ,mozZe
obsahovat’ stopy...“ alebo pod., ak vyrobok
alergén normalne neobsahuje, ale jeho pritomnost’
sa nedd vyldcit spravnou vyrobnou praxou.
Preventivne oznacenie sa uvddza na poslednom
mieste v zloZeni vyrobku alebo v samostatnom
odseku v blizkosti zloZenia vyrobku.
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VYUZITIE RASTLINNYCH
EXTRAKTOV PRI VYROBE TEPELNE
OPRACOVANYCH MASOVYCH
VYROBKOV

USE OF PLANTS EXTRACTS FOR
PRODUCING OF THERMAL
TREATED MEAT PRODUCTS

Slavomir Marcinédk, Pavlina Jevinovd, Lydia
Mesarcovd, Peter Popelka

ABSTRACT

Antioxidative and antibacterial effects of water extracts
derived from agrimony (Agrimonia eupatoria L.), lemon
balm (Melissa officinalis L.) and clove (Szyzigium
aromaticum L.) added to thermal treated meat products
were observed in our experiment. Water extract of lemon
balm and agrimony were added into meat in dose 20 ml.kg"
'. and clove in doses 20 and 30 mlkg", respectively.
Antioxidative effect was recorded in all tested extracts and
it was proved in reduced production of oxidation products
in comparison with control. The most significant
antioxidative effect was determined in extract of clove (30
ml.kg™) during the whole period of storage. All tested
plant extracts showed antibacterial effect, however the
highest antibacterial effect was recorded in extract of clove
(30 ml.kg™).

Keywords: lipid oxidation, plant extracts, antibacterial
effect, pork meat

UVoD

Antioxidanty su latky, ktoré obmedzuji aktivitu
kyslikatych molekul, znizuji pravdepodobnost’ ich vzniku
alebo ich odvadzaji do menej reaktivneho alebo
neaktivneho stavu. Tymto obmedzuji proces oxidécie
v organizme alebo v zmesiach, v ktorych sa vyskytuji
(Bystricky et Dicakova, 1998). Z tohto ddvodu sa
pridavaji do potravin, ktoré by mohli byt oxidaciou
poSkodené (misové vyrobky, rastlinné oleje, rastlinné
tuky) z dovodu  vySSieho obsahu polynenasytenych
mastnych kyselin. Vyznamnym zdrojom prirodnych
antioxidantov je rastlinny materidl, lebo okrem toho, Ze
jeho zlozky =zabrailuju oxidicii tukov, maju aj
antimikrobidlnu aktivitu a zlepSuji chut potravin svojimi
senzorickymi vlastnostami (Turek et al., 2000; Giilcin et
al., 2004). Za prirodné antioxidanty mozno povazZovat tie
latky, ktoré su prirodzenou stucast'ou potravin. NajcastejSie
pouZivanymi sd vitaminy rozpustné v tukoch, vitamin
E, vitamin A, pripadne ich anal6gy (Labuza, 1971; Smith
et al.,1996). Vitamin A je aplikovany zvyCajne vo forme
provitaminu, B- karoténu, ktory je schopny vychytavat
singletovy kyslik. Vitamin E je sucastou bunkovych
membran a jeho schopnost’ zabratiovat oxidécii
nenasytenych mastnych kyselin, je povazovani za jeho
prvoradd dlohu vtele. Jeho nedostatok spdsobuje
abnormalnu S$truktiru a funkciu bunkovych organel
a bunkovych membrin (McBride et Kraemer, 1999).
Medzi prirodné antioxidanty moéZeme dalej zaradit
vitamin C, karotenoidy, koenzym Q 10 (ubichinén),
kyselinu mocovd, kyselinu alfa - lipoovi, nikotinamid,
latky trieslovinovej povahy, najmd derivaty Kkyseliny
kévovej (3,4-dihydroxyskoricovej). Existuje vel’ka skupina
korenin a bylin, ktoré obsahuji mnozstvo zlic¢enin, ktorym
sa pripisuju antioxidacné vlastnosti (Madsen et Bertelsen,
1995; Lopez-Bote, 1998, Marcincak et al., 2008). Po celé
stiro¢ia sa za ucelom prediZenia trvanlivosti potravin
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pouzivaju rdzne bylinky a korenie. Obzvlast ucinné su
rozmarin, Salvia, oregano, tymian, klincek, kurkuma ai.
(Korimova et al., 2000; Martinez-Tome et al., 2001).
Medovka lekarska (Melissa oficinalis L) patri do celade
Lamiaceae. U medovky bol zisteny antioxidacny ucinok,
porovnatelny s o-tokoferolom. Je to stard lieCiva bylina,
pouZivana ako prisada do likérov, octov, ako korenina do
Saldtov av kozmetickom priemysle. Zndme sd jej
sedativne, spazmolytické, antibakteridlne, antivirusové a
antifungdlne ucinky. U medovky bol objaveny aj
antioxida¢ny ucinok, porovnatelny s a-tokoferolom
(Jandovicova, 2003). Zo silice sa ziskava Oleum mellisae.
Repik lekarsky (Agrimonia eupatoria L) patri do celade
Rosaceae. Obsahuje tanin, silicu, triesloviny, amid
kyseliny nikotinovej, kyselinu kremicitd, organické
kyseliny, saponiny, minerdlne soli, glykozidicky viazani
hor¢inu, flavénové farbiva, cholin a fytoncidy pdsobiace
na mykobaktérie. Zname sui jeho zvieravé, stahujice,
Zl¢opudné, adstringentné, bakteriostatické a antiflogistické
ucinky (Kresanek et Krejca, 1982).

Klincekovec vonavy (Eugenia caryophyllata, L) patri do
celade Myrtaceae. Hlavni obsahovi latku tvori silica,
ktorej podstatnd zloZku predstavuje eugenol a aceteugenol
(Kresanek et Dugas, 1985).

V naSej praci sme sledovali dc¢inok vodnych extraktov
(Medovka lekarska, Repik lekarsky a Klincekovec
vonavy), pridanych do misového diela, na oxidac¢nu
stabilitu tukovej zlozky tepelne opracovaného méidsového
vyrobku, skladovaného po dobu 21 dni v chladnicke pri
4 °C. Tiez sme sledovali uc¢inok pridanych vodnych
extraktov na potlac¢enie rastu mikroorganizmov.

MATERIAL A METODIKA

Priprava vodnych extraktov rastlin. Extrakcia
vysusenych rastlin (3 g) vodou bola vykonand podla
Heilerovej et al. (2003). Po ochladeni bol extrakt
prefiltrovany a do 100 ml doplneny destilovanou vodou.
Vyroba tepelne opracovanych misovych vyrobkov
a skladovanie. Vyrobili sme 5 Sarzi vyrobkov
z bravcového mésa. Pri kazdej Sarzi sme k bravéovému
misu (priemerny obsah tuku 4,08 %) do kutra pridali
dusitanovu soliacu zmes (2 %), vodu (10 %) a pripravené
extrakty nasledovne: Prva SarZa (kontrola), bola pripravena
bez pridavku rastlinnych extraktov. K d’al§Sim trom SarZam
(repik, medovka, klin¢ek 20) sme k bravéovému misu
pridali rastlinné extrakty Medovky lekarskej, Repika
lekarskeho a Klincekovca vonavého, jednotlivo, v davke
20 mlkg' Vposlednej 3arzi (klinéek 30) sme
k brav€éovému maésu pridali extrakt klin¢ekovca vonavého
v davke 30 ml.kg™".

Pripravend surovinu sme kutrovali asi 5 minut pri teplote
do max. 11 °C. Po vykutrovani sme vypracované dielo
naplnili do nepriepustnych polyamidovych obalov (200-
300 g) a tepelne opracovali (70 °C, 10 min.) Vzorky boli
ochladené a skladované v chladni¢ke pri 4 °C po dobu 21
dni. Odber vzoriek na laboratérne vySetrenie bol vykonany
nal., 7., 14.a21. den skladovania.

Stanovenie peroxidového ¢isla. Peroxidové Cislo
vyjadruje mieru primarneho oxidativneho poskodenia

tukov. Postupovali sme podla vynosu Ministerstva
pddohospodarstva Slovenskej republiky ¢&. 149/2/2003-
100.

Stanovenie  tiobarbiturového  ¢isla.  Stanovenie
tiobarbiturového ¢isla (TBA) — ako miera sekundarneho
poskodenia tukov, podmienend oxidaciou nenasytenych
mastnych kyselin, bola vykonand podl'a Marcincak et al.
(2004). Extinkcia (absorbancia) vzoriek bola meranid na
UV-spektrofotometri Hekios y v 4.6 (Thermospectronic,
Velkd Britinia) pri vinovej dizke 532 nm, s prepoétom
vysledkov na mnoZstvo maldndialdehydu (MDA) v 1 g
vzorky.

Mikrobiologické stanovenia. Stanovenie celkového poctu
mikroorganizmov bolo vykonané podla STN ISO 4833.
Stanovenie poctu baktérii ¢el'ade Enterobacteriaceae bez
resusciticie bolo vykonané podla STN ISO 7402.
Stanovenie koaguldzo pozitivnych stafylokokov bolo
vykonané podl'a STN ISO 6888-1.

Statistické spracovanie vysledkov. Statistické
spracovanie vysledkov bolo vykonané Statistickym
programom Graph Pad Prism 3.0 (1999) podl'a Snedecor et
Cochran (1967). Jednotlivé vysledky medzi skupinami boli
navzdjom Statisticky porovnané jednocestnym ANOVA
testom. Pre zistenie Statistickych rozdielov medzi
hodnotami pokusnych skupin oproti kontrole bol pouZzity
Dunnettov porovnavaci test a P < 0,05 bolo povazované za
Statisticky vyznamny rozdiel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Peroxidové cislo predstavuje tdaj o mnozZstve peroxidov
vo forme peroxidicky viazaného kyslika v 1 g tuku. Je
ukazovatelom primarneho oxidativneho poskodenia
lipidov v inicianom a propaga¢nom S$tddiu oxidéicie. Na
stanovenie peroxidového <¢&isla sa pouZivaji metddy
zaloZzené na reakcidch peroxilovych a karboxylovych
skupin. Samotné stanovenie peroxidového ¢&isla sa
spravidla robi po extrakcii lipidov zo vzorky a ndslednom
rozpusteni v organickych rozpustadlach (Bystricky et
Dicékova, 1998).

Vysledky stanovenia peroxidového Ccisla vo vzorkach
tepelne opracovaného vyrobku z bravéového misa
skladovaného pri 4 °C su uvedené v tabulke 1. Uz 24
hodin po tepelnom opracovani sme u vSetkych vzoriek
s pridavkom extraktov zaznamenali Statisticky vyznamné
rozdiely oproti vzorkdm kontroly. Néasledné skladovanie
vzoriek v chladnicke (4 °C) spdsobilo narast hodnot
peroxidového ¢isla u vSetkych vzoriek. Najvyrazne;jsi
nérast bol zaznamenany vo vzorkdch kontroly.

Lee et Hendricks (1997) konStatuji, Ze peroxidacia
lipidov, ktord je najvdcSou pri¢inou zhorSovania kvality
misa, je zdvaznym problémom pri mletych a tepelne
opracovanych vyrobkoch, pricom sa meni chut, farba,
textdra a nutricnd hodnota mésa a produktov z mésa. Na
hoviadzom homogenate sledovali ochranny tcinok vo vode
rozpustnych antioxidantov, a zistili, Ze prirodné
antioxidanty pdsobia proti peroxidécii lipidov.
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Tab. 1 Vysledky stanovenia peroxidového &isla (ug.g™).

1. deft 7. dett 14. dent 21. dedt
Kontrola 66,5 4.8 49.4+49 443 +62 47,7+58

Medovka 40,9 3.8 395+38 393+42 33,0+54
Repik 26,7 2.4 277 +3,0 212428 259+4,7
Klinéek 20 39,8 23 39,7 £3,7 282+3,6 35042
Klinéek 30 392+3,7 462+ 1,8 294+27 23,3+3,8

" _ Statisticky vyznamny rozdiel oproti hodnotim kontroly (P < 0,05)

Podl'a Zegarskej et al. (1996) koreniny, patriace do cel'ade
Lamiaceae, maji schopnost’ ochranovat tuky pred
autooxidaciou. Sledovanie antioxida¢ného tu€inku nami
testovanej medovky lekarskej, patriacej do tejto cel'ade,
Zegarskej et al. (1996) zavery potvrdzuju.

Heilerova et al. (2003) vo svojej praci porovnavala vodné
extrakty bylin z hladiska ich antioxidacnej aktivity
a pouZitia v praxi, s odovodnenim, Ze prave vodné extrakty
si bezne pouZzivané v medicine a v gastronémii. Dospela
k zaveru, Ze najlepSie antioxidacné vlastnosti z rastlin
ktoré sledovala, ma oregano, potom medovka
lekérska, repik lekarsky. To koreSponduje aj s vysledkami
nasho pokusu, kde sme dospeli k rovnakému zaveru
porovnanim antioxidaénych aktivit medovky a repika. Ak
antioxidacnu aktivitu a obsah celkovych fenolov tychto
bylin  porovnivame s vysledkami inych autorov
(Marcin¢ék et al.., 2008) vysledky sa takmer zhoduju.
Stanovenie TBA ¢isla je pre svoju jednoduchost’ a rychlost’
stanovenia jednou z najviac pouzivanych metéd na
stanovenie  oxidaénych  produktov v potravinich
Zivoc¢isSneho  pdvodu. Vysledky stanovenia TBA
opracovaného bravcového mésa skladovaného pri 4 °C su
uvedené v tabulke 2. Prvy defi po vyrobe midsového
vyrobku sme u ziskanych hodnét TBA (isla
nezaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely. Hodnoty
kontroly vSak boli vyssie ako hodnoty vzoriek s pridavkom

rastlinnych  extraktov. Pozitivny udc¢inok pridanych
antioxidantov sa prejavil po 7 diioch skladovania.
Najvyssia oxidacnd stabilita anajniz§ie mnoZstva

maldndialdehydu boli zistené vo vzorke, do ktorej sa
pridal vodny extrakt Klincekovca vonavého v davke 30
mlkg! (P < 0,05). Aj ostatné vzorky s pridavkom
extraktov repika, klinceka 20 a medovky vykazovali niZSie
oxida¢né poskodenie tukov oproti kontrole (P < 0,05).
Pozitivny tcinok pridanych extraktov na oxidacnu stabilitu
tukov sa eSte viac prejavil d’alsim skladovanim vzoriek (14
a2l dni). Tieto vysledky si vzhode s doteraz
publikovanymi pricami (Lopez-Bote et al., 1998; Pokorny
et al,, 1998; Heilerovd et al., 2003). Karpinska et al.,
(2000) uvadza, Ze ak sa pred deStrukciou svaloviny
(mletie, kutrovanie, separacia) prida dostatoné mnoZzstvo

oxidacie na prijatelni mieru, ¢im sa predide neZiaducim
senzorickym zmenam a tvorbe oxida¢nych produktov, ¢o
je zjavné aj z prehladu naSich vysledkov, kde pozorujme
vyrazné vyS§i stupeti oxidativneho poskodenia tukov
u vzorky kontroly.

V poslednom obdobi sa venuje zvySend pozornost’ vyberu
a vyskumu fytoncidov korenia, ktorych antimikrobidlny
uc¢inok by sa mohol vo zvySenej miere uplatnit’ pri
konzervécii potravin (Takacsova et al., 1990). Sledovali sa
fytoncidy korenin ale aj esencidlne oleje niektorych
liecivych rastlin, medzi inymi aj medovka lekédrska (Uzun
et al., 2004).

Viaceri autori skiimali popri antioxidaénych udc¢inkoch
rastlinnych extaktov aj ich antimikrobidlne, ¢i dokonca
mikrobicidne vlastnosti (Alzoreky et al., 2003; Manthabe
et al, 2006). Pri stanoveni celkového poctu
mikroorganizmov (CPM) sme zaznamenali u vSetkych
pridanych rastlinnych extraktov Ziaduci pokles poctu
mikroorganizmov vo vzorkdch oproti kontrole. To
koreSponduje s vysledkami Biavati et al. (1996) a Burt
(2004), ktori taktieZ zaznamenali antibakterialne vlastnosti
vybranych rastlinnych extraktov. Zistili dobry inhibi¢ny
vplyv vSetkych prirodnych extraktov, najviac klinceka
aoregana. Smith-Palmer et al. (1998) pripisuji
antibakteridlny ucinok klinéeka obsahom niektorych
ucinnych zloZiek, a to najmi eugenolu a aceteugenolu. Ich
vysledky dokézali vyborny antibakteridlny ¢inok klinceka
proti salmoneldm, E. coli, listéridm aj stafylokokom.
Podobne aj vnaSom pokuse bol najvyraznejsi
antibakteridlny u€inok zaznamenany u extraktov klinceka,
kde pocas celej doby skladovania doslo len k miernemu
nérastu CPM.

Vysledky  mikrobiologického  stanovenia  vzoriek
poukazuji na antibakteridlnu aktivitu vSetkych piatich
vzoriek voci ¢eladi Enterobacteriaceae a velmi maly aZz
negativny vyskyt stafylokokov. Sved¢i to o dobrej hygiene
opracovania a sprdvnom tepelnom reZime opracovania
(70 °C, 10 min.). Pri stanoveni celkového poctu
mikroorganizmov (CPM) sme zaznamenali u vSetkych
pridanych rastlinnych extraktov tGc¢inok na zniZenie poctu

vhodného antioxidantu (rozmarin) u¢inne sa zniZi stupen mikroorganizmov ~ vo  vzorkdch  oproti  kontrole.
Tab. 2 Vysledky stanovenia TBA vyjadrené ako mnoZstvo maléndialdehydu (mg.kg™).
1. den 7. den 14. dent 21. dent
Kontrola 0,32 £ 0,02 0,38 £ 0,11 0,36 £ 0,13 0,57 £ 0,09
Medovka 0,23 £0,07 0,26 = 0,06* 0,19 +£0,03* 0,44 £ 0,08
Repik 0,23 £ 0,04 0,16 £0,07* 0,18 £0,04* 0,35 £0,04*
Klincek 20 0,18 £ 0,02* 0,12 £0,03* 0,14 +£0,03* 0,28 = 0,06*
Klincek 30 0,21 0,05 0,17 £0,02* 0,18 £0,03* 0,23 £ 0,05*
" _ Xtatisticky vyznamny rozdiel oproti hodnotdm kontroly (P < 0,05)
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Tab. 3 Vysledky mikrobiologického stanovenia vzoriek

Doba Vzorka CPM Enterobacteriaceae stafylokoky
skladovania KTJ.g" KTJ.g" KTJ.g"
Kontrola 3,8.10° negat. < 1,0.10°
Medovka 2,8.10° negat. < 1,0.10°
1. deii Repik 2,0.10° negat. < 1,0.10°
Klinéek 20 1,3.10° negat. < 1,0.10°
Klinéek 30 2,6.10° negat. < 1,0.10°
Kontrola 4,8.10° negat. 2,0.10°
Medovka 3,4.10° negat. 8,0.10°
7. deit Repik 2,3.10° negat. 4,0.10°
Klincéek 20 3,0. 10° negat. 6,0. 10°
Klinéek 30 2,7.10° negat. 5,0.10°
Kontrola 5,4.103 negat. < 1,0.102
Medovka 2,8.103 negat. < 1,0.102
14. deii Repik 2,4.10° negat. <1,0.10°
Klingek 20 2,4.10° negat. 2,0.10°
Klingek 30 2,1.10° negat. 3,0.10°
Kontrola 5,4.103 negat. < 1,0.102
Medovka 3,1. 10° negat. 1,0. 10?
21. deil Repik 2,5.10° negat. 1,0.10°
Klingek 20 2,6.10° negat. <1,0.10°
Klingek 30 2,2.10° negat. <1,0.10°

Najvyraznejsi antibakteridlny tuc¢inok bol zaznamenany
v extraktoch klinceka, kde pocas celej doby skladovania
doslo len k miernemu narastu CPM. To koreSponduje
s vysledkami Agaoglu et al. (2007), ktory taktieZ
zaznamenali antibakteridlne vlastnosti rastlinnych
extraktov.

ZAVER

Ziskané vysledky poukdzali na antioxidacny tcinok
u vSetkych pridanych extraktov

(Medovka lekarska, Repik lekarsky a Klinc¢ekovec
vonavy), ¢o sa prejavilo zniZenou tvorbou oxidacnych
produktov oproti kontrole pocas celej doby skladovania.
Najvyraznejsi antioxidacny ucinok bol stanoveny
v extraktoch  Klin¢ekovca vonlavého pridaného do
misového diela v davke 30 mlkg"'. Pridané extrakty mali
vyrazny vplyv aj na zniZenie poctu mikroorganizmov vo
vzorkdch. Vo vSetkych vzorkich s pridavkom rastlinnych
extraktov bolo celkové mnoZstvo mikroorganizmov nizsie
ako vo vzorkdch kontroly. Najvyraznej$i ucinok na
zniZenie poctu mikroorganizmov zo vSetkych extraktov
vykazoval extrakt Klincekovca vonavého pridaného do
misového diela v davke 30 ml.kg™".

LITERATURA

AGAOGLU, S., DOSTBIL, N., ALEMDAR, S., 2007.
Antimicrobial activity of some species used in the meat
industry. In Bulletin of the Veterinary Institute of Pulawy, roc.
51,2007, ¢. 1, s. 53-57.

ALZOREKY N. S., NAKAHARA K., 2003 Antibacterial
activity of extracts from some edible plants commonly
consumed in Asia. In International Journal of  Food
Microbiology, roc. 80, 2003, s. 223-230.

BIAVATI B., FRANZONI Z., GHAZVINIZADEH H.,
PICCAGLIA R., 1996, Antimicrobial and antoixidant

properties of plant essential oils. In 27th International
Symposium on Essential Oils, Vienna, Austria, 1996.

BURT S., 2004. Essential oils: their antibacterial properties
and potential applications in foods - a review. In International
Journal of Food Microbiology, roc. 94, 2004, s. 223-253.

BYSTRICKY P., DICAKOVA Z., 1998. Zivo&isne tuky
v potravinich.  In  Slovensky  veterindrsky  casopis
Suplementuml, ro€. 23, 1998, s. 1-45.

GULCIN 1, SAT G. I, BEYDEMIR S., ELMASTAS M.,
KUFREVIOGLU O. I, 2004. Comparison of antioxidant
activity of clove (Eugenia caryophylata Thunb) buds and
levander (Levandula stoechas L.). In Food Chemistry, ro€.
87,2004, s. 393-400.

HEILEROVA L., BUCKOVA M. TARAPCIK P,
SILHAR S. A LABUDA J, 2003. Comparison of
Antioxidative Activity Data for Aqueous Extracts of Lemon
Balm, Oregano, thyme and Agrimony obtained by
conventional methods and the DNA- Based Biosensor. In
Czech Journal of Food Science, roc. 21,2003, ¢. 2, s. 78-84.

JANCOVICOVA, A., 2003. Lie¢ivé rastliny v lekarni. In
Lekdrnické listy, ro€.7,2003,s. 41-42.

KARPINSKA M., BOROWSKI J., DANOWSKA M.,
2000. Antioxidative activity of rosemary extract in lipid
fraction of minced meat balls during storage in freezer. In
Nahrung, ro€. 44, 2000, s. 38-41.

KORIMOVA L., MATE D., TUREK P., 2000. Influence of
natural antioxidants on heat-untreated meat products quality.
In Czech Journal of Food Science, ro¢. 18, 2000, s. 124-128.

KRESANEK J., DUGAS, D., 1985. Priruény atlas lie¢ivych
rastlin. ISBN 80-217-0147-1 Osveta, Martin, 1985.

KRESANEK J., KREJCA J., 1982. Atlas lie&ivych rastlin a
lesnych plodov. Martin, Osveta, 1982.

ABUZA, T. P., 1971. Kinetics of lipid oxidation in foods.
In. Critical Reviews in Food Technology, ro¢. 11, 1971, ¢. 2,
s. 355-405.

LEE B. J., HENDRICKS D. G., 1997. Antioxidant efects of
L-carnosine of liposomes and beef homogenates. In Journal
of Food Science, 1997, s. 931-934.

ro¢nik 3

2/2009



potravinarstvo

LOPEZ-BOTE C. J., GRAY J. I, GOMAA E.A., FLEGAL
C.J., 1998. Effect of dietary administration of oil extract from
rosemary and sage on lipid oxidation in broiler meat. In
British Poultry Science, roC. 39, 1998, s. 235-240.

MADSEN H. L:, BERTELSEN G., 1995. Spices as
antioxidants. In Trends in Food Science and Technology, roc.
8, 1995, ¢. 6, 5. 271- 276.

MANTHABE M. C., NIKOLOVA R. V., LALL N,
NYAZEMA N. Z., 2006. Antibacterial activities of medicinal
plants used for the treatment of diarrhoea in Limpopo
Province, South Africa. In Journal of Ethnopharmacology.,
ro¢. 105, 2006, s. 286-293.

MARCINCAK S, SOKOL J, BYSTRICKY P, POPELKA
P, TUREK P, BHIDE M, MATE D., 2004. Determination of
lipid oxidation level in broiler meat by liquid chroatography.
In Journal of AOAC International, ro¢. 87, 2004, ¢.5, s.
1148-1152.

MARCINCAK, S., CABADAJ, R., POPELKA, P,
SOLTYSOVA, L. Antioxidative effect of oregano
supplemented to broilers on oxidative stability of poultry
meat. In Slovak Veterinary Research, roc. 45, 2008, ¢. 2,
s. 61-66.

MARTINEZ-TOME M., JIMENEZ A. M., RUGGIERI S.,
FREGA S., STRABBIOLI R., MURCIA M.A., 2001.
Antioxidant properties of mediterranean spices compared
with common food additives. In Journal of Food Science, ro€.
64,2001, €. 9, s. 1412-1419.

MC BRIDE J. M., KRAEMER W. J., 1999. Free radicals,
excercise, and antioxidants. In Journal of Strength and
Conditioning Research, roc. 13,1999, ¢. 2, s. 175-183.

POKORNY J., REBLOVA Z., JANITZ W., 1998. Extacts
from rosemary and sage as natural antioxidants for fats and
oils. In Czech Journal of Food Science, roc. 16, 1998, s. 227-
234.

SMITH G. C., MORGAN J. B., SOFOS J. N., TATUM 1J.
D., 1996. Suplemental vitamin E in beef cattle diets to
improve shelf-life of beef. In Animal Science and Technology,
ro¢ 59, 1996, s. 207-214.

Smith-Palmer A., Stewart J., Fyfe L., 1998. Antimicrobial
properties of plant essential oils and essenses against five
important food-borne pathogens. In Letters in Applied
Microbiology, ro€. 26, 1998, s. 118-122.

SNEDECOR, G.W., COCHRAN, W.G., 1967. Statistical
methods. Iowa: 6th ed. Iowa State University Press, 1967.

STN ISO 4833 Mikrobiol6gia. VSeobecné pokyny na
stanovenie celkového poctu mikroorganizmov. Metdda
pocitania kolénii kultivovanych pri 30°C. SUTN Bratislava,
1998.

STN ISO 6888-1. Mikrobiolégia potravin a krmiv.
Horizontdlna metdéda stanovenia poctu koaguldzopozitivnych
stafylokokov. Cast 1: Metéda s pouZitim Bairdovho-
Parkerovho agarového média, SUTN Bratislava, 2001.

STN ISO 7402 Mikrobiol6gia. VSeobecné pokyny na
stanovenie poctu baktérii celade Enterobacteriaceae bez
resuscitacie. Metdda najpravdepodobnejSieho poc¢tu a metdda
pocitania kolonii. SUTN Bratislava, 1998.

TAKACSOVA M., DRDAK M., SIMEK I, SZALAI P.,
1990. Sledovanie antioxida¢nych ucinkov cesnakového
extraktu v rastlinnom oleji. In Potravindrské Vedy, roc. 8,
1990, s. 141-147.

TUREK P., KORIMOVA L., NAGY J., MATE D., 2000.
Vyuzitie prirodnych antioxidantov v mésovej vyrobe. In
Zbornik referatovych a posterovych prispevkov z konferencie
,.VyZiva — potraviny - legislativa”, 13. — 15. jin 2000 v Detve,
Bratislava, 2000, s. 71-75, ISBN 80-227- 1440-2.

Uzun E., SARIYAR G., ADSERSEN A., KARAKOC B.,
OTUK G., OKTAYOGLU E. PIRILDAR S.2004.
Traditional medicine in Sakarya province (Turkey) and
antimicrobial activities of selected species. In Journal of
Ethnopharmacology, ro¢. 95, 2004, s. 287-296.

Vynos Ministerstva pddohospodarstva Slovenskej republiky
z 12. februara 2003 ¢. 149/2/2003-100, ktorym sa meni a
dopifia vynos Ministerstva pddohospodarstva Slovenskej
republiky zo 7. oktébra 1997 €. 1497/4/1997-100 o dradnom
odbere vzoriek a o laboratérnom skuiSani a hodnoteni krmiv.

ZEGARSKA Z., AMAROWICZ, R., KARMAC, M.,
RAFALOWSKI, R. 1996. Antioxidative effect of rosemary
ethanolic extrect on butter, In Milchwissenschaft, ro¢. 51,
1996, s. 195-198.

Pod’akovanie: Prica bola vykonand vdaka financnej
podpore z grantovej tilohy VEGA ¢. 1/0235/08.
Kontaktna adresa: MVDr. Slavomir Marcin¢ak, PhD.,
Univerzita veterinarskeho lekarstva, Komenského 73, 041
81, Kosice, Slovakia, marcincak@uvm.sk

POLYFENOLY A ANTIOXIDACNA
AKTIVITA VCELIEHO PELU

POLYPHENOLS AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF BEE POLLEN

Janka Nézkovd, Katarina Fatrcovd-Sramkovd,
Magda Mdridssyovd, Zlata Kropkovd

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate correlation
between polyphenols content and antioxidant activity of
selected bee pollen species: Brassica napus subsp. napus
L., Helianthus annuus L. and Papaver somniferum L. The
bee pollen samples were freeze-dried by table laboratory
lyophilizator LYOVAC GT 2 by Amsco/Finn-Aqua. The
process of lyophilization lasts until the samples reached 2

% moisture. Antioxidant activity was evaluated by DNA-
Based biosensor, according to Heilerova et al. (2003). The
polyphenols content was determined by spectrophotometer
Folin-Ciocalteu agent with the tannin as reference standard
(Singleton et al., 1999). The correlation analysis was
evaluated by software SAS 9.1.3. Statistically significant
correlation (P < 0.05) between polyphenol content and
antioxidant activity was determined. Higher values of
contained polyphenol and antioxidant activity were
detected in B. napus pollen versus H. annuus L. pollen
(1.92-fold and 6.25-fold) and versus P. somniferum L.
pollen (1.17-fold and 3.2-fold). The polyphenols content in
studied samples was in the range from 799 to 1550 mg.kg
!, The antioxidant activity of bee pollen samples occurred
in the range from 0.2 to 1.28. The antioxidant activity
significantly differs in different plant species.
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UvVOD

Vcelami zbierany pel’ je povaZovany za potencidlny zdroj
energie pre humannu vyZivu. Pel’ obsahuje nutricné zlozky
ako sacharidy, bielkoviny, aminokyseliny, lipidy,
vitaminy, minerdlne latky a stopové prvky (Bonvehi,
Jorda, 1997). Pel obsahuje aj vyznamné mnozZstvo
polyfenolickych zloZiek, najmi flavonoidov (Almeida-
Muradian et al.,, 2005). OdliSovat’ rastlinny pel od
véelieho je potrebné z praktického medicinskeho hl'adiska
(Koslik, 1995, Koslik, 1997). Vceli pel’ je povaZovany za
nutricne hodnotnd potravinu a vyuZiva sa aj v apiterapii
(Bogdanov, 2004). Tento vceli produkt ma viaceré
farmakologické tucinky ako antibiotické, antineoplastické,
antidiarhoické a posobi ako antioxidacny Cinitel’ (Campos,
1997).

Prirodné antioxidanty sud v centre zdujmu uzZ mnoho rokov.
AvSak zaujem o tieto zloZky sa zvySsil v poslednych rokoch

s redoxnymi vlastnostami, ktoré im umoziiuji pdsobit’ ako
reduk¢né €inidl4, donatory vodika a zhaSace (,,quenchers*)
singletového kyslika (Caldwell, 2003). Epidemiologické
Stidie dokézali zavislost medzi zvySenym prijmom
fenolickych antioxidantov a zniZenym rizikom
kardiovaskularnych chor6b a urCitych typov rakoviny
(Cook, Samman, 1996). Extrakty pelu mdzu byt
pouZivané ako funk¢énd potravina alebo potravinovy
doplnok. Obsahuji mnoZstvo fenolickych zloZiek
schopnych blokovat’ voI'né radikély, ktoré si zodpovedné
okrem iného aj za karcinogenézu (Tang et al., 2005).
Problematikou pel'u sa zacali vedci vazne zaoberat’ v roku
1974, pokusy sa opakovali aj na zvieratach aj klinicky.
Rozsiril sa pocet pripravkov obsahujicich pel. Do
apiterapeutickych  pripravkov, dovtedy  obycajne
s materskou kaSickou, pripadne s propolisom, medom
a extraktom rastlin, sa zacali dostavat’ aj pel'ové substancie
(Neuschlova, 1995).

Cielom prace bolo vyhodnotit’ zavislost medzi obsahom
polyfenolov a antioxida¢nou aktivitou lyofilizovaného
vcelieho pel'u.

Tabulka 1 Antioxidacnd aktivita a obsah polyfenolov vo véelom peli (priemer £ SD)

Druh pel’u Polyfenoly Antioxida¢na aktivita
(mg.kg™) @
Helianthus annuus L. 803,33 + 3,30 0,20 £ 0,02
Papaver somniferum L. 938,67 + 3,09 0,64 £ 0,02
Brassica napus subsp. napus L. 1545,33 £ 3,68 1,25+0,02
kvoéli ich vyznamu v prevencii vol'noradikidlovych chordb MATERIAL A METODIKA

in vivo. Nastup rbéznych zavaznych zdravotnych
problémov, ako je rakovina, ateroskleréza, reumatoidna
artritida, zéapalové crevné choroby, zniZenie funkcie
imunitného systému, mozgovd dysfunkcia, katarakta
a malaria, moZe byt spomaleny prirodnymi antioxidantami
(Langseth, 1995, Ashwell, 2002).

Prirodné antioxidanty su primarne rastlinné fenolické
zloZky, ktoré sa mozu nachddzat vo vSetkych castiach
rastliny. Nefenolické zahfiiaji karotenoidy a fosfolipidy,
ktoré za wurCitych podmienok mdzu tiez vykazovat
antioxida¢nd aktivitu. Rastlinné fenolické zlozky su
multifunkéné.  MoZu  poOsobit ako  vychytdvace
(scavengery) radikalov, chelatory kovov, zhéiSacCe
singletového kyslika alebo ako redukujice Ccinidla.
Prirodné antioxidanty sa mdzu vyskytovat v rdznych
potravinovych materidloch (Gordon, 2003; Howlett,
2008; Diplock et al., 1999).

Viaceré chemické, biochemické a mikrobiologické Stidie
boli zamerané na Stidium rdznych zloziek pel'n, avsak az
nedavno bola pozornost zamerand na Specidlnu skupinu
latok, konkrétne na fenolické zlozky (Markham,
Campos, 1996, Tomas-Lorente et al., 1992, Campos et
al., 1997, 2002, 2003).

Véeli pel je produkt vciel, ktory je zloZeny z nutri¢ne
hodnotnych  zloZiek aobsahuje znaéné mnoZstvo
polyfenolovych zloziek, ktoré podsobia ako ucinné

Vzorky véelieho pel'u pochadzali zo zapadného Slovenska
aboli zberané na jar 2007. Lyofilizacia vzoriek sa
uskuto¢nila na stolovom laboratérnom lyofilizitore
LYOVAC GT 2 by Amsco/Finn-Aqua. Samotny proces
lyofilizacie trval 80 hodin bez ohrevu aZ do dosiahnutia
vlhkosti vzoriek 2 %. V ramci analyzy antioxida¢nych
vlastnosti bolo 10 g vzorky rozpustenej v 100 ml 90 %
etanolu. Hodnotila sa aktivita takto pripravenych roztokov.
Antioxida¢na aktivita lyofilizovaného vcelieho pel'u bola
hodnotend DNA biosenzorom (Heilerovej et al., 2003),
pricom sa sledovalo poSkodenie DNA a antioxida¢ny
efekt. Obsah polyfenolov bol stanoveny
spektrofotometricky Folin-Ciocalteu ¢inidlom s pouzitim
taninu ako referencného Standardu (Singleton et al.,
1999). Vysledky boli vyjadrené ako miligramy ekvivalentu
taninu na kilogram pel’u.

Antioxidacna ucinnost’ bola hodnotend na zaklade stupna
poskodenia  deoxyribonukleovej  kyseliny  (DNA)
imobilizovanej na povrchu screen-printed elektrédy (SPE).
PoSkodenie DNA sa uskuto¢fiuje tcinkom generovanych
hydroxylovych radikdlov pomocou tzv. Stiepnej zmesi,
zmes Cu(Il), kyseliny askorbovej a peroxidu vodika. Miera
poSkodenia DNA sa hodnotila na ziklade dosiahnutej
pridovej odozvy elektrochemického interkalaéného
indikatora [Co(phen)3]**. Mierou antioxidagnej t&innosti
testovanych vzoriek bolo porovnanie dosiahnutej priadove;j

antioxidanty (Aliyazicioglu et al.,, 2005). Viaceri
vyskumnici zistili, Ze polyfenoly sd antioxidanty
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odozvy indikdtora po ponoreni do Stiepnej zmesi
s testovanou vzorkou (I) kodozve indikatora bez
posobenia reak¢énej zmesi (Ip). Vzorky pri ktorych sa
dosiahla vysSia hodnota pomeru I/, ako hodnota
odpovedajica Stiepnej zmesi bez pridavku antioxidantu
k neposkodenej DNA (0,27) sa prejavili ako antioxidacne
pdsobiace vzorky. Vzorky preukazujice nizSie hodnoty
pomeru ako uvedend hodnota sa sprivali prooxidacne
v danom reakénom systéme. VysSia hodnota I aj pomeru
/1 je mierou vysSej antioxidacnej u¢innosti vzorky.

Zistovali sme koreldciu medzi obsahom polyfenolov
a antioxida¢nou aktivitou lyofilizovanych vzoriek v¢elieho
pelu z troch rastlinnych druhov: slnecnice rocnej
(Helianthus annuus L.), z maku siateho (Papaver

Tabul’ka 2 Antioxida¢nd aktivita vybranych druhov
véelieho pel'u (Leja et al., 2007)

Druh pel'n Celkova antioxida¢na
aktivita (%)
Sinapis alba 86,4
Phacelia tanacetifolia 85,9
Robinia pseudoacacia 84,4
Aesculus hippocastanum 81,9
Taraxacum officinale 77,3
Malus domestica 76,5
Pyrus communis 66,4
Trifolium sp. 55,1
Lamium purpureum 51,1
Lupinus polyphyllus 38,5
Chamerion angustifolium 27,2
Zea mays 6,8

somniferum L.) a z repky olejnej (Brassica napus subsp.
napus L.). Zavislost medzi vybranymi ukazovateI'mi sme
hodnotili pouzitim softvéru SAS 9.1.3.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hodnotenim koreldcie medzi obsahom polyfenolov
a antioxidacnou aktivitou vceliecho pelu sme zistili
Statisticky vyznamnu zavislost (P < 0,05), pricom ide
osilnd zavislost (r > 0,66). VysSia hodnota obsahu
polyfenolov ako aj antioxidacnej aktivity bola zistend v
pripade  repkového  pelu  vporovnani s pelom
slne€nicovym ako aj makovym. Obsah polyfenolov bol
vpeli zrepky olejnej 1,92-krat vysSsi avpeli z maku
siateho 1,17-krdt vyS8i ako v peli zo slnecnice rocnej
a antioxidacna aktivita bola vrepkovom peli vySSia az
6,25-nasobne av makovom 3,2-nasobne ako
v slne¢nicovom peli.

Obsah  polyfenolov vo vcelom pelisledovanych
rastlinnych druhov bol v jednotlivych vzorkich od 799 do
1550 mgkg"'. Priemerny obsah polyfenolov dosahoval
hodnotu 1090,11 + 325,51 mg.kg". Vo vzorkich v&elieho
pel'u bola antioxidand aktivita v rozsahu 0,2 a7z 1,28.
Priemerna zisten4 hodnota antioxidacnej aktivity bola 0,70
+0,43.

Antioxida¢né vlastnosti vSetkych troch druhov pelu sd
uvedené v tab. 1 a pre rdzne druhy pel’'u boli hodnotené vo
viacerych $tidiach (Fatrcova-Sramkova, Nozkova, 2008;
Fatrcova-Sramkova et al., 2008, Nozkova et al.,
2009a,b; Fatrcova-Sramkova et al., 2009a,b).
Leja et al. (2007), ktori skiimali antioxida¢ni schopnost’
véelieho pelu dvandstich rastlinnych druhov, zistili, Ze
celkovd antioxida¢nd aktivita (tab. 2) sa vyznamne
odliSovala pri jednotlivych druhoch (6,8-86,4 % inhibicie
lipidovej peroxidicie). Pri vicSine (pri siedmich
z dvanastich) druhov (Pyrus communis, Malus domestica,
Taraxacum officinale, Aesculus hippocastanum, Robinia
pseudoacacia, Phacelia tanacetifolia a Sinapis alba)
antioxida¢nd aktivita presahovala 60 % (bola v rozsahu 60-
90 %). Strednu schopnost’ inhibicie lipidovej peroxidécie
(27,2-55,1 % inhibicie lipidovej peroxidacie) zistili pri
Styroch druhoch: Chamerion angustifolium, Lupinus
polyphyllus, Lamium purpureum a Trifolium sp., zatial' co
nizka schopnost’ bola stanovend pri peli Zea mays (6,8 %).
Druhy vcelieho pelu su v tabulke 2 zoradené do troch
skupin podl'a klesajucej celkovej antioxidacnej aktivity.
Analyzy antioxidacnej aktivity vcelieho pel'u poukazuji
na velké rozdiely medzi druhmi.

ZAVER

Zistili sme zavislost medzi obsahom polyfenolov a
antioxida¢nou aktivitou pri hodnoteni pel'u z repky olejne;j,
maku siateho a slne¢nice ro¢nej. V peli z repky olejnej bol
obsah polyfenolov takmer dvojnisobne vyssi ako v peli zo
slneCnice ro¢nej a antioxidacné aktivita bola aZ cca 6-krat
vysSia. Menej vyrazné rozdiely sme zaznamenali pri
makovom peli, ale obsah polyfenolov ako aj antioxidacna
aktivita dosahovali vyS$Sie hodnoty ako pri peli
slne€nicovom. V nasledujicich Stididch je potrebné sa
zameratt na hodnotenie dalSich antioxidaénych a
nutricnych vlastnosti vcelieho pelu vratane porovnania
medzi skimanymi rastlinnymi druhmi.
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POROVNAVANIE HLADIN ZINKU
A MEDI U STRELENYCH
A ZABITYCH BAZANTOV.

COMPARISON OF ZINC AND
COPPER IN SHOT AND KILLED
PHEASANTS

Magdaléna Skalickd, Bedta Korénekovd,
Ivona KoZdrovd

ABSTRACT

Zinc and copper have been determined in muscle and
livers of pheasants (Phasianus colchicus). The samples of
muscle and liver were analysed using atomic absorption
spectrometry method (AAS) and expressed on a wet
weight. The pheasants (n=7) were shot by hunters in the
defined area in Eastern Slovakia or killed (n=6) without
shooting. The shot phesants had  highest mean
concentration of zinc and copper in liver, breast and leg
muscle in comparisom to killed pheasants. The highest
mean values of zinc (236.91 mg.kg ") and copper (15.70
mg.kg ) were detected in liver of shot pheasants. On the
other hand, the killed pheasants had lover mean
concentrations of zinc (190.50 mgkg ) and copper
(13.38 mg.kg ) in liver.

Keywords: pheasant, zinc, copper, AAS

UvVoD

Bazant polovny alebo bazant obycajny (Phasianus
colchicus) je kura z Celade baZantovitych. Kurovity vtak
bazant md v naSich lesoch a na poliach vyborné
podmienky. Idedlnymi miestami su luzné lesy, najma
zberatelom hmyzu, najviac Skodlivého, ale chytd i mladé
hrabose amySi (Hell et al., 2004). Ako dosledok
akumuldcie réznych kontaminantov sa v svalovine a
orgdnoch baZantov mdzu vyskytovat' niektoré rezidud,
ktoré prenikaji do organizmu z potravy alebo z prostredia
atak sa sekunddrne moZe kontaminovat konecny
konzument. Vyskyt kontaminantov je zavisli od
koncentrécie v pdde a dostupnosti rastlindm. Pravidelny aj
ked nie vysoky prijem potravou je povaZovany za
rizikovy, pre ich kumuldciu v cielovych orginoch
a tkanivich. Medzi jednotlivymi chemickymi prvkami
existuju interakcie (Andreji et al., 2005), vzdjomny vztah
sa prejavuje synergicky alebo antagonisticky, ktory
prebieha v krmive, v trdviacom trakte, ako aj v procese
tkanivového a bunkového metabolizmu (Massanyi et al.,
2000; Kolesarova et al., 2008; Capcarova et al., 2008).
Antagonizmus mdZe byt jednostranny — vapnik inhibuje
absorpciu zinku a manginu, opacné pOsobenie vSak
neprebieha, obojstranny — fosfor a horéik, zinok a med,
brzdia si navzdjom absorpciu. Zinok ako esencidlny prvok
ma v organizme mnohostrannu funkciu. Vyskytuje sa vo
vSetkych bunkdch organizmu. Volnd forma zinku tvori
metaloproteinovy komplex. Viazany zinok tvori zli¢eninu
s globulinom. Zinok sa viaZe na Specificky protein
v enterocytoch a potom prestupuje do lymfy akrvi
Resorpcia zinku prebieha v tenkom Creve a je zavisla od
mnoZstvo obsahu zinku v natrdvenom krmive, potrebou

organizmu, chemickej formy arozpustnosti zinku
vdoudene. Med” je esencidlnym prvkom, ktord sa
vyskytuje v organizme vo forme zlozitych komplexov, ako
napr. hemokyanin, hemokuprein, hepatokuprein a proteidy
medi s enzymatickou aktivitou. Resorpcia medi prebieha
v tenkom Creve aktivhym sposobom, kde dodlezitd ulohu
zohravaji aminokyseliny a Specifickd bielkovina, ktora
obsahuje sulthydrylové skupiny. Po absorpcii v triviacej
sustave sa med viaZze na albumin a transportuje sa do
pecene. Toxicita oboch prvkov je zriedkava (Cigankova et
al., 2008; Kottferova 1996). Ciel'om price bolo zistit
o aktudlnosti vyskytu zinku a medi vo vybranych orgédnoch
baZanta obyc€ajného (Phasianus colchicus).

MATERIAL A METODIKA

Vzorky biologického materidlu (stehenna svalovina, prsna
svalovina a pecenl) pochddzaji z baZantov (Phasianus
colchicus), ktoré boli zabité z farmového chovu (6ks)
z Utelového zariadenia pre chov ryb, v&iel a zveri
v Rozhanovciach. 7 ks baZantov pochédzali z LemeSian v
ramci riadneho odstrelu. Spolu bolo analyzovanych 39
vzoriek na pritomnost mnozstva Cu a Zn v nasledovnych
tkanivich a organoch (13 ks prsnej svaloviny, 13 ks
stehennej svaloviny a 13 ks pecene). Vzorky boli
spracované mineralizaénym systémom (MLS-1 200
MEGA) Milestone, s technolégiou mikrovinného
rozkladu vzoriek, za pomoci pouzitia nizko vriacich
kyselin a nasledne analyzované na atbmovom absorpénom
spektrometri firmy Unicam Solar 939 (UK) na pritomnost’
Cu a Zn (pri vlnovej dizke 324.8; 213.9 nm). K
stanoveniu bola pouZitd metodika, ktord uvadza
Kocourek et al. (1992).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ziskané vysledky su prezentované v prislusnych organoch
a v tkanivach v grafoch 1 a 2.

Najvyssie priemerné hladiny zinku (graf ¢. 1) sme zistili
v pe€eni odstrelenych bazantov 236,91 mgkg' Zh.
Priemerné hladiny zinku v peceni zabitych baZantov boli
nizsie (190,50 mg.kg" Z.h). V stehennej svalovine (222,20
mgkg' Zh.) av prsnej svalovine (215,30 mgkg' Zh).
boli pozorované vySSie priemerné hodnoty zinku
v porovnani so stehennou (167,30 mgkg' Zh) a prsnou
(160,37mg.kg" 7.h) svalovinou zabitych bazantov.
Podobne ako v pripade hodnét zinku, boli priemerné
hladiny medi vysSie hodnoty v pefeni odstrelenych
a zabitych bazantov (graf ¢.2). Priemerné hladiny medi
v peeni odstrelenych bazantov (15,70 mg.kg" Z.h) boli
vysiie ako v peceni zabitych bazantov (13,38 mg.kg™ Z.h).
Hladiny medi v stehennej (11,34 mgkg' Zh) av prsnej
(11,48 mgkg" 7h) svalovine odstrelenych baZantov boli
vyrovnané, ale niz§ie hladiny sme zaznamenali vo
svalovinich zabitych bazantov (stehenna 10,22 mg.kg"
7.h a prsna svalovina 9,63 mg.kg"' Z.h).

Vysledky analyz poukazuji na vysSie hladiny Cu aZn
v organoch atkanivich nami analyzovanych vzoriek
odstrelenych bazantov Zijicich vo volnej prirode
v porovnani s vyskytom tychto stopovych prvkov zabitych
bazZantov pochadzajucich z farmového chovu.

Volne Zijice zivocichy si vhodnym bioindikatorom
znecCistenia ekosystémov. Vziajomna interakcia stopovych
prvkov (Zn, Cu, Pb, Cd) je zlozity komplex vzdjomnych
biotickych  vztahov podmienenych ich vyskytom
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Graf 1
svalovine a v peceni v mgkg™'.
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v prostredi a naslednym kolobehom v potravovom retazci:
pdda — rastlina — zverina (Betiova et al., 2007).

Podla Sterenborga et al. (2003) prave v oblastiach
zatazenych polutantmi kovov, nachddzaji sa aj vysSie
koncentracie kovov, ako sd Zn, Cu, Cd a Pb. Podobne
Szymczyk  a Zalewski (2003) udavaji  vysSie
koncentracie Cu a Zn v peceni nez vo svalovine u kaciek
divych z oblasti Slask v PoI'sku. Viaceri autori poukazuju
na kumuldciu Zn a Cu vo vnitornych organoch zvierat
(Magali et al., 2008; Skrivan et al., 2005; Jevsnik a
Doganoc, 2003). U Japonskych ziskanych z chovu
prepelic, boli niz§ie priemerné hladiny Zn a Cu vo
svalovine (51,08; 4,82 mg.kg'l 7.h.) a v peceni (50,61; 9,35
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mg.kg' 7.h) v porovnani so zistenymi hladinami Zn a Cu
u bazantov (Skalicka et al., 2008).

ZAVER

Zverina nie je podstatnou zloZkou potravinového spektra
ak znehodnocovaniu nutriénych hodndt mésa dochadza
zmenou obsahu mikroelementov ndslednym vyS$im
vyskytom v prirodnom prostredi. Nami zistené vysledky
poukazuji na vysSie hladiny zinku a medi v organoch
atkanivich  strelenych bazantov. Pravdepodobnost
zvySeného vyskytu mohla byt ovplyvnena vzajomnymi
interakciami s inymi prvkami.

LITERATURA
ANDREIJI, J. - STRANAI, I. — MASSANYI, P. -

Graf 2 Hladiny medi strelenych a zabitych baZantov v stehennej, prsnej

svalovine a v peeni v mg.kg".

16
14
12
10

o N A O ®

steheny sval

prsny sval

mg/kg

DOstrelené

pecen

Bzabité

ro¢nik 3 65

2/2009



potravinarstvo

VALENT, M. 2005. Concentration of selected metals in
muscle of various fish species. In: Journal of Enviromental
Sciene and Health, part A: Toxic/Hazardous Substances &
Environmental Engineering, 40, 2005, §99-912

BENOVA , K. - DVORAK, P. - FALIS, M. — SKLENAR,
Z. 2007. Interaction of low doses of ionising radiation
potassium dichromate and cadmium chloride in Artemia
franciscana Biotest. Acta Vet Brno, 76, 2007, 35-40.

CAPCAROVA, M., KOLESAROVA, A., ARPASOVA,
H., MASSANYI, P., LUKAC, N. KOVACIK, 1.,
KALAFOVA, A., SCHNEIDGENOVA, M. 2008. Blood
biochemical dynamics and correlations in laying hens after
experimental nickel administration. In International Journal
of Poultry Science, vol. 7, 2008, no. 6, p. 538-547.

CIGANKOVA, V. - MESAROS, P. - ALMASIOVA, V. -
BIRES, J. 2008 : Morphological achanges of testes in zinc
deficient boars , Acta Veterinaria Beograd, 58 , 2008, 89-97

HELL,P. - GASPARIK,J. - KRAINIAK,D. - SLAMECKA
J. 2004 : Chov malej zveri na Slovensku: Zbornik Nitra:
VUZV, $.39-47.

JEVSNIK, M. - DOGANOC, D.Z. 2003: Trace elements in
Slovenia poultry tissues J Food Prot , 66: 686-690.

KOCOUREK, V.1992 : Metédy analyzy cudzorodych latok
v potravinich, Praha, 55.

KOLESAROVA, A., CAPCAROVA, M., ARPASOVA, H.,
KALAFOVA, A., MASSANYI, P., LUKAC, N., KOVACIK,
J., SCHNEIDGENOVA, M. 2008. Nickel-induced blood
biochemistry alterations in hens after an experimental peroral
administration. In Journal of environmental science and
health; Part B, vol. 43,2008, no. 7, p. 625-632.

KOTTFEROVA, J.: 1996: Residual contaminants of
cadmium in relation to environmetnal protection, health and
quality of food products. Disertation work, Kosice, pp 130.

MAGALI L. - ANDRE, J. M. — BERNADET, M. D. -
GONTIER, K. - GERARD, G. - DAVAIL, S. 2008:
Concentrations of metals (Zn, Cu, Cd, Hg) in three domestic

ducks in France: Pekin, Muscovy and Mule ducks . J Agric
Food Chem ,56, 2008, 281-288

MASSANYI, P. — TRANDZIK, J. — LUKAC, N. —
STRAPAK, P. - KOVACIK J. - TOMAN, R. 2000: The
contamination of bovine semen with Cd, Pb, Cu and Zn and
its relation to the quality of spermatozoa wused for
insemination, Folia Vet 44, 2000, 150-153

SKALICKA, M. — KORENEKOVA, B. — NAD, P. 2008:
Distribution of tracee elelments in liver and muscle of
Japanese quails. Slovak Journal Animal Sci., 4, 2008, 187-
189

STERENBORG, 1. - VORK, N. A. - VERKADE, S. K. -
CORNELIS, AM. - VAN GESTEL - VAN STRAALEN, N.
M. 2003: Dietary zinc reduces uptake but not metallothionein
binding and elimination of cadmium in the springtail,
Orchesella cincta. Environmental Toxicology and Chemistry,
22,5:1167-1171

SZYMCZYK, K. - ZALEWSKI, K. 2003: Copper, zinc,
lead and cadmium contetn in liver and muscle of mallards and
other hunting fowl species in Warmia and Mazury in 1999-
2000. Polish Journal of Environmental Studies,12, 2003,
381-386.

SKRIVAN, M. — SKRIVANOVA, V. - MAROUNEK, M.
2005 Effect of dietary zinc, iron and copper in layer feed on
distribution of these elements in eggs, liver, excreta, soil and
herbage. Poultry Sci . 84, 2005, 1570-1575

Préca bola realizovana v rdmci projektu VEGA 1/0403/08

Kontaktna adresa:

MVDr. Magdaléna Skalicka, PhD. Ustav vyzivy, dietetiky
a krmovinarstva, Univerzita veterinarskeho lekarstva
v KoSiciach, Komenského 73, 041 81 Kosice.
skalicka@uvm.sk

POLYPHENOLS IN CRANBERRIES
IN RELATIONSHIP TO STORAGE
DURATION IN FREEZING BOX

Alena Vollmannovd
ABSTRACT

The determination of polyphenols content relation to
storage duration at -18°C in freezing box in fruits of 6
cranberry cultivars (Koralle, Ida, Sussi, Sanna, Linnea,
Runo Bielawskie) is the aim of this study. In ethanolic
cranberry extracts total polyphenols contents were during
the time of 6 months at period of 3 months
spectrophotometrically determined. Significant differences
of total polyphenol (TP) contents (P<0,01) among the
observed cultivars were confirmed. With exception of cv.
Sussi in all observed cultivars of cranberries 6% - 30%
increased TP contents in relationship to the first
measurement after first 3 months of the storage in freezing
box were confirmed. After 6 months of cranberry storage
in freezing box in all observed cultivars the increase of TP
contents in relationship to the first measurement were
determined. The changes of TP contents were statistically
significant (P-value < 0,01) in all cultivars with exception
of cv. Ida. The enhancing was in interval 7%— 29%, the
average increase was 17%. Our results confirmed, that

fresh as well as frozen cranberry fruits are rich source of
bioactive compounds.
Keywords: cranberry, cultivar, polyphenol, freezing box

INTRODUCTION

Phenolic compounds are secondary metabolites of plants
with important role in their growth and reproduction and
protection against pathogens. Phenolic compounds exhibit
positive influences on the human organism including
antioxidant activity, anti-allergenic, anti-artherogenic, anti-
inflammatory, anti-microbial and cardioprotective effects.
But phenolic compounds can have also  antinutritional
effects demonstrated by many researchers (Stavric and
Matula, 1988). These effects include interference with
pancreatic digestion and methionine deficiency (Singleton
and Kratzer, 1969). According to Morton (1989) there is
even a significant correlation between the incidence of
cancer in some parts of the world and excessive drinking
of tea and apple-based drinks because of high contents of
polyphenols. Salunkhe et al. (1989) have also associated
the possibility of high risk of cancer incidence to the
chronic ingestion of high quanitities of tannins in diet.
However, they suggested, that regular consumption of
tannins may induce the development of defensive
mechanism by animals and human beings to lower the risk
of cancer. High consumption of polyphenols may also
increase the risk of iron depletion or affect drug
bioavailability and pharmacokinetics. On the other hand
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Table 1 Contents of selected macro- and microelements (mg.kg") in cranberry cultivars

Cultivar Mg K Fe Na
Koralle 505.3 5860 15.7 9.1
Ida 478.3 5760 14.2 traces
Sussi 521.5 5930 29.3 traces
Sanna 489.9 5860 22.8 7.4
Linnea 555.2 5690 19.9 4.3
Runo Bielawskie 491.9 7690 10.7 2.9
polyphenol intake from human diet is usually lower than MATERIAL AND METHODS

the risk amount and polyphenol bioavailability is also very
low.

Small fruits e.g. blueberries, cranberries, black currants,
crowberries, chokeberries and lingonberries are known as
sources of phenolic compounds like flavonoids and
phenolic acids with positive effects on human health.
Cranberries contain low level of sodium, high amounts of
potassium, low sugar content, high content of polyphenols
as flavonols and tannis, high level of antioxidants (Sikora
et al., 2008) and are absent of cholesterol. Because of high
levels of beneficial bioactive components and their
synergistic effects cranberries can prevent the adhesion of
certain bacteria including E. coli and so help in prevention
of urinary tract infection, have a beneficial effect on the
cardiovascular system, can reduce oxidation of LDL-
cholesterol and help against heart diseases and cancer.
Cranberries contain no cholesterol, no fat and are low in
sodium. Various cranberry products may contain
substantial levels of dietary fiber and certain vitamins, as
well as a variety of photochemical that may be beneficial
to health. On a fresh weight basis, cranberry had the
highest total phenols from 20 fruits commonly consumed
in the American diet, and was distantly followed by red
grape (Vinson et al., 2001). Because of high content of
oxalates in cranberries (Howe and Bates, 1987) it has
been suggested that intake of cranberry juice be limited to
no more than one liter per day to avoid possible
aggravation in patients with urinary stones.

The determination of polyphenols content relation to
storage duration at -18°C in freezing box in fruits of 6
cranberry cultivars is the aim of this study.

The samples of 6 cranberry cultivars Sussi, Sanna, Ida,
Koralle (middle early), Linnea, Runo Bielawskie (middle
late,) were obtained from the research breed station in
Kriva on Orava. From manually collected cranberries 100g
samples were weighted and stored in PE bags in freezing
box at temperature — 18 °C. From cranberry samples 50 g
were homogenised and extracted by 100 ml 80% ethanol
during 12 hours. In obtained extracts total polyphenols
contents were during the time of 6 months at period of 3
months spectrophotometrically determined (Shimadzu
UV/VIS - 1240). Total phenolics content were determined
with using of Folin-Ciocalteu agens. Absorbance was
measured at 765 nm against blank sample.

RESULTS AND DISCUSSION

The influence of cultivars on macro- and microelements
content is evident. Middle late cultivars of observed
cranberries have higher Mg and K, (7 and 14%
respectively) and lower Fe (25%) and Na (13%) contents
than middle early cultivars. All cultivars are low in sodium
(table 1).

Statistically significant differences (P-value < 0,01). of
total polyphenols (TP) contents only between cv. Koralle
— cv. Sanna and cv. Koralle — cv. Sussi were confirmed
(Figure 1). The determined average TP contents in
observed cranberry cultivars are in interval 1076.29 mg. kg
! (cv. Koralle) — 1414.98 mg.kg'1 (cv. Sanna). Borowska
et al. (2009) determined higher TP contents in 6 American
cranberry cultivars (1921 mg.kg”' - 3747 mgkg") and in
wild cranberries (2885 mgkg') and also confirmed the

2000+

1800+

1600
1400+
1200
1000+
800
600+
400+
200+

Koralle Ida

Sussi

ol
gl
2l

Runo
Bielawskie

Sanna Linnea

Figure 1 Total polyphenols content in cultivars of cranberries (mg.kg™")
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significant differences of TP among the cultivars. Even
higher TP contents (7990 mgkg' - 4745 mgkg') of
cranberry (cv. Pilgrim) in four different maturity stages
(light green, blush, light red and dark red) were determined
by Celik et al. (2008). On the other hand Wang and
Stretch (2001) determined lower TP contents in 3
cranberry cultivars (1200 mg.kg" - 1375 mgkg™"). These
results are similar to our ones.

According to Hékkinen et al. (1999) concentrations of
phytochemicals in berries are influenced by many factors
including environmental conditions, degree of ripeness,
cultivar, cultivation site, processing and storage of the
fruit.

With exception of cv. Sussi in all observed cultivars of
cranberries 6% (cvs. Linnea, Sanna) - 30% (cv. Koralle)
increased TP contents in relationship to the first
measurement after first 3 months of the storage in freezing
box were confirmed (Figures 2 — 7). In cv. Sussi the
sllightly decreased TP content (2%) was determined. After
3 months of storage in freezing box 40% statistically
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Figure 2 Changes of TP content in cv. Koralle
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Figure 4 Changes of TP content in cv. Sussi
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Figure 6 Changes of TP content in cv. Linnea

significant differences (P-value < 0,01) of TP contents
among observed cranberry cultivars were confirmed.

After 6 months of cranberry storage in freezing box in all
observed cultivars the increase of TP contents in
relationship to the first measurement were determined. The
changes of TP contents were statistically significant (P-
value < 0,01) in all cultivars with exception of cv. Ida. The
enhancing was in interval 7% (cv. Ida) — 29% (cv. Sanna),
the average increase was 17%. After 6 months of storage
in freezing box 87% statistically significant differences (P-
value < 0,01) of TP contents among observed cranberry
cultivars were confirmed. At the end of long-term frozen
storage during 12 months, Ancos et al. (2000) observed no
significant change of total phenolic content in fruits of
raspberries. For the first 6 months of storage a slight
lowering (no significant) of phenolics in cultivars of
blueberries was observed by Skupien (2006). But after 12
months of storage in freezing box the increase of total
polyphenol in interval 0.2% - 22 % was confirmed.

Ida
1700
1600 - /.\‘
1500
1400 - /

1300

Figure 3 Changes of TP content in cv. Ida
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CONCLUSIONS

Our results confirmed, that the amount of bioactive
compounds (total phenolics) in the frozen cranberries was
higher than that in the fresh fruits. Nevertheless the
amount of polyphenols in cranberries is from the point of
their potentially risk effects low and safe. On the contrary
cranberries are associated with many positive health
benefits because of optimal polyphenol content. Long-term
frozen storage is the suitable method for preservation of
total phenolic and total anthocyanin content and
antioxidant activity of cranberry fruits. Our results also
confirmed, that fresh as well as frozen cranberry fruits are
rich source of bioactive compounds
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MONITORING FALSOVANIA
OVCIEHO MLIEKA A VYROBKOV Z
NEHO NA SPOLOCNOM
EUROPSKOM TRHU S
POTRAVINAMI

MONITORING OF SHEEP MILK AND
MILK PRODUCTS ADULTERATION
ON COMMON EUROPEAN FOOD
MARKET

Zeleifidkovd Lucia, Sestdk Miroslav, Zidek
Radoslay

ABSTRACT

The goal of our work was to assess the current situation in
counterfeiting of the sheep milk and sheep milk products
from Slovakia as well as from some countries in the EU.
We evaluated the achievements according to the

requirements of the valid legal standards. In the years 2007
- 2009, we realized laboratory analysis aimed to monitor
the counterfeiting of sheep milk and its products. We
collected samples of the sheep's milk, cheese and sheep
cheese (70 samples together) during that period from
producers and processors of the milk from various regions
of Slovakia, as well as from a trade network in Slovakia
and selected countries of the EU. We used PCR for
detection. From the total number (20) of the analyzed
sheep's milk samples, cow's milk occurrence was detected
in 8 samples. From the 30 samples of sheep cheese 12
samples contained a mixture of the cow's milk. The
exception was samples of sheep cheese, such as traditional
dairy products, which are composed of several kinds of
milk (min 50 % sheep's milk, which is declared on the
label. We used PCR, so the exact quantities could not be
detected.

Keywords: PCR, sheep milk, cheese, adulteration,
detection

UVOD
Slovensko ma bohaté tradicie sovéim ikozim
mliekarstvom ama aj velké predpoklady na ich dalsi
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rozvoj. Podmienkou vSak je, aby sa na kazdej urovni
riadenia (¢i uZ v priemyselnom alebo farmarskom
spracovani) sa urobili dostupné opatrenia tak, aby sa
dosiahla konkurencieschopnost naSich vyrobkov so
zahranicnymi, aby sa zvySila produktivita prace pri
ziskavani a spracovani mlieka, aby sa zabezpecila spravna
vyrobna prax, dobrd kvalita azdravotnd bezpecnost'.

Doélezitou poZiadavkou je, aby mnaSi chovatelia

i spracovatelia mali rovnocenné podmienky a podporu, aké

si bezné v krajinaich EU (Herian, 2008). Bielkoviny

ov¢ieho mlieka a vyrobkov z neho sa vyznauji vysokou
biologickou hodnotou aich obsah azloZenie su
povazované za hlavné faktory determinujice vytaznost
syrov a kvalitu kone¢nych vyrobkov (Boros, 2005). Ovcie
mlieko ma v porovnani s kravskym mliekom priblizne

065 — 75 % vyssi obsah bielkovin, z ktorych kazein tvori

80 az 85 % Pri analyze tuku v kravskom a ovéom mlieku

potvrdili viaceri autori bohatSie zastipenie mastnych

kyselin v ov€om mlieku, co mu dava osobitné vlastnosti,
prejavujice sa najmid charakteristickou chutou a vonou
ovcich syrov (Kontova, 2003). Mliecny cukor (lakt6za) je

relativne v ov€éom mlieku menej zastipeny (43 — 45 g.1-1)

ako v kravskom mlieku 47 -52 gl-1)

(Herian, 2001). Zakladnou technologickou vlastnostou

mlieka je jeho syritelnost. Syritelnost mlieka je

kombinéciou inicia¢nej enzymovej hydrolyzy a nasledne
enzymovej nezavislej agregacnej reakcie proteinov. Dobra
syriteI'nost’ mlieka zavisi na jeho neporusenom zloZeni, na
obsahu kazeinovych bielkovin, ich zloZeni a genetickom
type, na obsahu minerdlnych latok a na prirodzenom pH
mlieka, ktoré stymito faktormi suvisia (Legarova,

Kouiinska, 2007).

Do6vody na falSovanie ov¢ieho mlieka

MnoZstvo mlieka uoviec sa meni pocas dila,
v priebehu lakticie is poradim lakticie. Na produkciu
mlieka vplyva plemeno, rodicia, poCetnost’ vrhu, vyZiva,
klimatické podmienky, ako i mnohé d’alSie Cinitele. Je isté,
Ze dedicné zaloZenie je prvotnym faktorom, ale vplyv
ostatnych cCinitelov je v niektorej laktacii taky silny, Ze
ovce s vysokou produkciou mlieka v jednej lakticii maju
v inej pomerne nizku produkciu. To nabada spracovatel'ov
ov¢ieho mlieka k jeho fal§ovaniu. Dévody na falSovanie
mlieka si v prvom rade ekonomické. Zakladnym cielom
vicSiny falSovatelov je predavat lacnej$i produkt,
surovinu, ¢i vyrobok drahSie (Calvo et al., 2002;
www.agroporadenstvo.sk).

Preto je dolezité chranit spotrebitela zaistenim
adekvatnej kontroly a pouzitim vhodnych testovacich
metdd pri odhal'ovani falSovanim znehodnoteného mlieka
(Sawyer et al., 2003; Hurley et al., 2004).

Dovody, preco je odhalenie falSovania mlieka dblezité pre

spotrebitel’a:

- Pri mieSani drahSieho mlieka ovc¢ieho a kozieho
s kravskym dochadza k redukcii vyrobnych nékladov
a zniZzeniu produkcie kvalitnych vyrobkov (Maudet,
Taberlet, 2001).

- Chranit’ konzumentov, ktori si nepraju konzumovat
mlieko inych druhov. Isté percento obyvatel'stva sa
vyznacuje alergiou na zloZky niektorych druhov mliek
(Halken, 2003).

Konzumécii niektorych druhov mliek sa spotrebitelia
snazia vyhndt aj zndboZenskych, etickych alebo
kultirnych doévodov (Shatenstein, Ghadirian, 1998).

V mnohych krajinich mé detekcia falSovania syrov
mimoriadny vyznam najmi z hl'adiska zachovania tradicif
ich vyroby. Z uvedeného doévodu ziskali mnohé syry tzv.
ochranni znacku originality (PDO), ¢o znamena, Ze su
vyrobené zjedného druhu mlieka av oznaceni je tato
skuto¢nost’” deklarovani (Bottero et al., 2002; Herman,
2001). V Portugalsku si typy syrov povaZované za
tradi€né vyrobky s vysokou ekonomickou hodnotou. ,,
Transmontano® kozi syr je produkt s ochrannou znackou
originality, pri¢om sa na jeho vyrobu pouZiva iba mlieko
jedného plemena kozy ,, Serrana Transmontana“ (De La
Fuente, Juarez, 2005).

Tab. 1 Prehlad krajin produkujicich ovcie syry

(Harbutt, 1999)

Krajina Syr

Francizsko Roquefort, Abbaye de Belloc, Perail

Taliansko Canestrato  Pugliese, Fiore Sardo,
Pecorino Romano

Anglicko Friesla, Olde York

Irsko Orla

Spanielsko Castellano,  Idiazabal, = Manchego,
Roncal, Zamorano

Portugalsko Serra da Estrela

Grécko Kefalotiri, Myzithra, Feta

Turecko Beyaz Peynir, Mihalic Peynir

Slovensko Bryndza

Bulharsko Katschkawalj

Madarsko Liptoi

V ostatnych rokoch sa do popredia dostdvaji metddy
zaloZzené na DNA identifik4cii, ktoré maji na rozdiel od
inych metéd vyznam aj pri analyzach vyzretych syrov, ¢i
tepelne oSetrenych mlieCnych vyrobkov. Pozitivom je
vysoka citlivost anendrocnost na stav  pouZitej
makromolekuly, ¢o umoZziiuje jej vyuZitie vo vyskume
(Dalmasso, 2004). PCR umoziluje selektivne
naamplifikovat pozadovany tusek DNA v skimavke in
vitro do miliénového poctu képii. Metéda napodobiiuje
replikacny systém, ktory existuje vkaZdej bunke
arealizuje sa pred bunkovym delenim, ked’ dochadza ku
zdvojeniu genetického materidlu (Bauerova, Turcani,
Omelka, 2004). Bottero et al. (2003) vyvinuli
multiplexnd PCR na identifikdciu kravskych, kozich
a ovéich mliek v syroch. Rea et al. (2001) tieZ testovali
PCR met6du pri odhaleni nedeklarovaného 1 % pridavku
kravského mlieka do mlieka bizénieho asyrov typu
Mozzarella a Maudet a Taberlet (2001) vyvinuli PCR
metédu zaloZend na odhalovani kravského mlieka
v kozich syroch. Naviac, metédy zaloZzené na DNA
identifik4cii, maji na rozdiel od inych metéd vyznam pri
analyzach vyzretych syrov (Mayer, 2005) ¢i tepelne
osetrenych mliecnych vyrobkov (Lopéz-Calleja et al.,
2004). Piknova, Krahulcova, Kuchta (2002) pouzili na
dokaz kravskej mliecnej zloZzky v ov¢ich a kozich syroch
jednoduchy druhovo Specificky detekény PCR systém
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orientovany na mitochondridlny gén kdédujici cytochrom
b, ktory sa v predchidzajicom vyskume osvedc¢il na dokaz
hovédzieho podielu v mdsovych vyrobkoch. Mafra et al.
(2004) vyvinuli ind techniku scielom kvantifikovat
pridavok kravského mlieka vo vzorkdch ovcich syrov
prostrednictvom dvojitej PCR techniky, ktord pouZiva
normalizovani kalibra¢ni krivku na kontrolu problému
spojeného s DNA extrakciou a pripravou gélu. Mafra et
al. (2007) aplikovali duplex PCR na amplifikiciu druhovo
$pecifickych fragmentov mitochondridlnych 125 rRNA
génov na detekciu a kvantifikdciu pridania kravského
mlieka do kozich syrov pouZitim normalizovanej
kalibra¢nej krivky. Technika je vhodnad aj na detekciu
falSovania komercne vyrdbanych syrov, pricom je mozné
kvantifikovat’ mnozstvo kravského mlieka v rozpiti 1 — 60
%. Této technika umoZznuje detektovat’ uz 0,1 % kravského
mlieka v kozich syroch pouzitim 35 cyklénov duplex PCR.
Lopéz-Calleja et al. (2007) autentifikovali kozie mlieko
v ovéom mlieku pomocou real-time PCR techniky. T4 je
zaloZzend na amplifikicii fragmentov mitochondridlneho
12S ribozomadlneho RNA génu. Metéda kombinuje
pouZzitie kozich Specifickych primerov, ktoré amplifikujd
171 bazovych parov (bp) fragmentu zkozej DNA,
a Specifickych fragmentov cicavcov amplifikujicich 119
bp fragmentu z DNA cicavcov, ktoré st pouzité ako
endogénna kontrola. Lopéz-Calleja et al. (2004) techniku
PCR aplikovali na tepelne neupravené, pasterizované
a sterilizované zmesi mlieka kravského aovcieho
a kravského akozieho, scielom odhalit pridavok
kravského mlieka sprahom citlivosti 0,1 %. Kilotz,
Einspanier (2001) popisali DNA techniku v kombinécif
s PCR, LCR aEIA zamerani na zistovanie pritomnosti
kravského mlieka v ov€om, kozom abyvolom mlieku
a zodpovedajicich vyrobkoch. Je zaloZend na analyze
jedného rozdielneho nukleotidu medzi kravskymi druhmi
aovéimi, kozimi abyvolimi druhmi. Tato technika
vyuziva Cisté mlieko alebo ro6zne zmesi kravského,
ovc¢ieho, kozieho abyvolieho mlieka. Bobkova et al.
(2009) sa zamerali na stanovenie detekénych limitov PCR
metddy urCenej na determindciu umyselného falSovania
ovCieho mlieka. Zvolenou metédou stanovili 0,01 %
pridavku  kravského mlieka do mlieka ovcieho.
V sicasnosti moZno vyuzivat rdzne modifikacie PCR
protokolu, tzn. zloZenia reakénej zmesi a nastavenia PCR
programu, ktoré su pre konkrétne tcely lepSie ako
Standardnd PCR (hot-start PCR, touchdown PCR,
multiplex PCR, real-time PCR (kvantitativha PCR), RT-
PCR, alelovo-$pecificka PCR, mutagenéza
prostrednictvom PCR (www.bioweb.sk/pcr).

MATERIAL A METODIKA
Vyber biologického materidlu

Vzorky ov¢ieho mlieka a vyrobkov z neho (20 vzoriek
ovc¢ieho mlieka, 30 ov¢ich syrov, 20 vzoriek bryndze) boli
v rokoch 2007 — 2009 néhodne odoberané z prvovyroby
a obchodnej siete z roznych oblasti Slovenska a vybranych
krajin EU. Nasledné boli analyzované v Laboratériu PCR

metdd na Katedre hygieny a bezpecnosti potravin za

ucelom detekcie ich falSovania kravskym mliekom. Na

detekciu bola pouzita klasickd PCR metdda.

Vzorky boli uchovavané vo vzorkovniciach (30 ml

v mrazni¢ke po dobu max 8 mesiacov).

Izolacia DNA z ov¢ieho mlieka

- genémovd DNA bola extrahovana

centrifugacie, 11 000 rpn pocas 6 min,

odstredeny sediment bol zmieSany s lyzaCnym

roztokom (lyza¢ny tlmivy roztok, TWEEN, proteiniza

K) o mnoZstve 200 pl,

- 1. zahrev — termostat 66°C, 80 mintt, 2. zdhrev —

termostat 96°C, 20 minut,

vzorky boli scentrifugované pri 13 000 rpn pocas 1,5

min.

Izol4cia DNA zo syrov a bryndze

- Uprava vzorky pre analyzu (poZadované mnoZstvo
a konzistencia),

- pridavok Lysis pufor + proteindza K (100 um),

- 1. zahrev - termostat 66°C, 80 mintt, 2. zdhrev -
termostat 96°C, 20 minuit.

Komponenty reakénej zmesi

1. PCR H20

2. pufor (Go Taq green pufor 5x)

3. tlmivy roztok (Go Taq MgCI2 25 mM)

pomocou

Tab. 2 Pouzité teplotné profily

Teplota Cas
LStart” 95 °C 4 min.
Denaturacia 95 °C 45 sek.
Annealing 61 °C 45 sek.
Polymerizacia 72 °C 90 sek.
Elongicia 72 °C 7 min.
Schladzovanie 20 °C 0,01 sek.

4. deoxynukleozidtrifosfity (AB dANTP mix 10 mM)

5. priméry (AdulHD-F 5’ -
GCCATATACTCTCCTTGGTGACA - 37, AdulHD-R
5" - GTAGGCTTGGGAATAGTAGGA -3")

6. polymeraza (Go Taq Hot Start Polymerase)

Teplotny a Casovy reZim pre PCR

Amplifikicia DNA  bola realizovana

vyhrievaného viecka termocykléra.

V d’alSej faze bola pripravena zmes agarézového gélu
(1,2 %): 90 ml destilovana voda, 10 ml TBE Buffer 10x,
1,2 g agar6zy. Zmes nebola mieSand, napuciavala pocas 5
minit. Po uplynuti tejto doby bola zmes pocas 2 mindt
zahrievand (mikrovlna rdra). Nasledovalo premieSanie
a opdtovny 1 minidtovy zdhrev. Ked’ bola kvapalina cira,
pod pridom tecicej vody na teplotu cca 50 °C bola
nasledne ochladeni. Vzniknutd zmes a pridavok 10 ul
etidiumbromidu bol naliaty do elektroforetickej nadoby.
Kone¢na faza pripravy agarézového gélu pozostavala
z vloZenia hrebena do gélu, pricom prebehlo tuhnutie
zmesi. Po stuhnuti gélu (cca 20 mintit) sa hrebene opatrne
vytiahli.

Aplikicia vzoriek a elektroforéza

S vyuZitim
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Obr. 1 Porovnanie falSovania ov¢ieho mlieka a ov¢ich syrov za jednotlivé obdobia

Elektroforetickd nadoba zaliata elektroforetickym
pufrom (1xTBE) bola nastavend do polohy, v akej
prebiehala elektroforéza. Pufor pokryval gél vrstvou
priemerne 2 — 3 mm. Do kaZdej jamky, ktord vznikla
hrebefiom, bolo aplikovanych 20 um vzorky vyizolovanej
DNA. Elektroforeza¢ny tank sa uzavrel a elektroforéza
prebiehala pri konStantnom napiti 125 V pocas 30 mintit.
Po uplynuti ¢asu sa gél opatrne vybral, tekutina z neho
odtiekla abola prenesend na transilluminitor, kde
nasledovala vizualizacia fragmentov DNA v géle pod UV
svetlom a vyhotovenie digitalnej fotografie.
Analyzovanie vysledkov PCR pomocou
fotografie

Analyzovanie pomocou dat je nerozlu¢ne spojené s
pouzZivanim vypoctovej techniky a zarovenn softvérového
a hardvérového vybavenia pocitaa potrebného na prenos
udajov z fotografie alebo gélu vo forméte toku dat.
Ziskana digitalna fotografia sa mdzZe analyzovat rdznymi
spOsobmi,  ktoré  umoZnuji interaktivhu  dpravu
sledovaného zéberu.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Detekcia falSovania ovcieho mlieka vo vybranych
regiénoch Slovenska pomocou PCR metédy

V rokoch 2007 — 2009 boli uskutocnené laboratérne
analyzy zamerané na sledovanie aktuilnej situicie vo
falSovani ovc¢ieho mlieka na Slovensku. Pomocou PCR

Tab. 3 Popis drdh

digitalnej

metddy bolo analyzovanych 20 vzoriek ov¢ieho mlieka
zréznych oblasti Slovenska. PoruSenie ov¢ieho mlieka
mliekom kravskym bolo zaznamenané vo 8 pripadoch.
Situdciu na trhu s ovéim mliekom hodnotime ako mene;j
uspokojivd.

Detekcia fal§ovania ov¢ieho hrudkového syra ainych
syrov vyrobenych z ov¢ieho mlieka

ovéie akozie syry sa povazuji za Speciality
s charakteristickou chutou a vdilou. PretoZe ov€ie a kozie
mlieko je vyrazne drahSie ako kravské mlieko aich
produkcia je sezdnna, rozsirilo sa falSovanie ovcich
akozich syrov nedeklarovanou primesou kravskej
mlie¢nej zlozky. Z celkového poctu 30 vzoriek ovcich
hrudkovych syrov a syrov vyrobenych vylu¢ne z ovcieho
mlieka, ktoré boli odoberané z prvovyroby a obchodnej
siete na Slovensku a v niektorych krajinich EU, bolo
poruSenych kravskym mliekom 12 vzoriek. V zmysle
platnych pravnych noriem ovcie, kozie a byvolie mlieko,
ako aj syry vyrobené zovcieho, kozieho mlieka
a byvolieho mlieka a zmesi ov€ieho kozieho a byvolieho
mlieka nesmu obsahovat’ kravské mlieko. Vynimku tvoria
tradi¢né mliecne vyrobky — najmd syrové Speciality, ktoré
si zloZzené =z viacerych druhov mlieka, priCom tito
skuto€nost’ je v oznaceni deklarovana.

Detekcia falSovania bryndze vo vybranych regiénoch

Cislo | Cislo Charakteristika vzorky Pritomnost’
drahy | vzorky kravského mlieka
vo vzorke

1 16 C Schafs gupferl — Cerstvy syr z pasterizovaného ov€ieho negativna
mlieka

2 17C Schafs gupferl — Cerstvy syr z pasterizovaného ov¢ieho pozitivna
mlieka

3 18 C Kysuce negativna

4 19C Manouri — syr vyrobeny zo srvatky ov¢ieho mlieka pozitivna

5 20C Feta - Kalos — vyrobend z ov¢ieho a kozieho mlieka negativna

6 21C ®éta — Greek feta — origindlna grécka feta pozitivna

7 1B Bryndza plnotu¢na — TAMI pozitivna

8 2B Plnotu¢nd zimna bryndza — Clever pozitivna

9 3B Bryndza plnotu¢na — CBA pozitivna

10 4B Plnotu¢ni bryndza — Liptovska mliekaren pozitivna
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Slovenska pomocou PCR metédy

V ramci rieSenej problematiky boli analyzované aj
vzorky bryndze z réznych oblasti Slovenska. Vzorky boli
odobraté zobchodnej siete, ako aj od predajcov
Specializujicich sa vyhradne na vyrobu a predaj ovc¢ich
syrov a vyrobkov z ov¢ieho mlieka.

Nariadenie Rady (ES) €. 510/2006 definuje pojem
,lovenskd  bryndza“ ako prirodny biely jemne
roztieratelny zrejici syr s ojedinelymi krupickami,
vyrobeny tradiénym spdsobom - mletim vyzretého
ovc¢ieho hrudkového syra alebo zmesi ov¢ieho a kravského
ako 50 %.

Priklady vizualizacie

Obr. 2 Amplifikdcia DNA

Najnovsi trend u prvovyrobcov a spracovatelov
ovc¢ieho mlieka je zniZzovat legislativou stanovené podiely
ovCej hrudky na rozdiel od hrudky kravskej. Situicia je
neuspokojiva hlavne v pripade bryndze. Ta disponuje PGI
oznatenim — chranené zemepisné oznacenie. Takyto
vyrobok musi spliiat’ poziadavky v zmysle stanovenych
kritérii. Pomer ovcCej a kravskej zloZky cCasto ,,balansuje*
na hranici Unosnosti, pretoZe v pripade zniZenia obsahu
ovcej zlozky o1 % by findlny vyrobok nemohol niest
oznacenie ,,Slovenska bryndza“.

Metédy zaloZzené na DNA identifikdcii maji na
rozdiel od inych metéd vyznam aj pri analyzach vyzretych
syrov, €i tepelne oSetrenych mlie¢nych vyrobkov, pretoze
DNA je tepelne stabilnejSia ako proteiny. Pozitivom je
vysoka citlivost anenaro¢nost na stav  pouZitej
makromolekuly, ¢o umoZnilo jej vyuZitie vo vyskume.
Nevyhodou, ktord v zna¢nej miere brani aplikacii PCR
technik v mliekarenskych podmienkach, je vysokd cena
pristrojového  vybavenia ipomerne vysoké ceny
komponentov reakénej zmesi, potrebnych pre vykonanie
PCR analyzy. Nevyhodu je, Zze amplifikicia je v priamej
korelacii s obsahom somatickych buniek v kravskom
mlieku. KedZe pri autentifikdcii nebol znamy pocet
somatickych buniek kravského mlieka, nebolo mozZné
presne stanovit' obsah kravskej zlozky v ramci skimanej
vzorky.

ZAVER

Séria analyz, ktoré boli realizované v Laboratériu
PCR metéd na Katedre hygieny a bezpecnosti potravin,
bola zamerand na monitoring aktudlnej situdcie vo
falSovani ov¢ieho mlieka a ov¢ich syrov na Slovensku a vo
vybranych §titoch EU. Pri detekcii pridavku kravského
mlieka do ovcieho hrudkového syra a ostatnych syrov

vyrobenych vyluéne zov¢ieho mlieka bolo falSovanie
kravskym mliekom preukdzané u 12 vzoriek z celkového
poctu 30 vzoriek. Pri testovani surového ov¢ieho mlieka
urc¢eného na d’alSie spracovanie bol zisteny nedeklarovany
pridavok kravského mlieka u 8 vzoriek z celkového poctu
20 vzoriek. Pri analyzach bola pouzita klasickd PCR, ktora
sliZi na kvalitativnu detekciu. Z hl'adiska kvantitativneho
skusania planujeme aplikovat’ real — time PCR, pomocou
ktorej by sme chceli kvantifikovat  pridavok
nedeklarovanej zloZky.
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POUZITIE ZHLUKOVEJ ANALYZY
PRI VYSLEDOVATELNOSTI
PRODUKTOV Z JELENA

USING OF CLUSTER ANALISIS IN
TRACEABILITY OF RED DEER
PRODUCTS

Radoslay Zidek, Lenka Marsdlkovd, Jaroslay
Pokorddi, Lubo$ Bandry

ABSTRACT:

Deer (Cervidaei) are, today as well as iancient times,
among the most important species. Thus, not
unexpectedly, people have been translocating deer all over
the world. Population genetic analysis has been performed
on deer population originated from New Zealand and
Hungary. The allele frequencies of 6 microsatellite loci
were analyzed in 99 deer from two sources. To represent
geometric relationships among the deer population, a
claster analysis was applied using gene frequencies of all
variable loci by POWERMARKER software package. We
can affirm, selected microsatellite markers are polymorph
and suitable for traceability evaluation.

Keywords: red deer, traceability, microsatellite markers

UVoD

V sdcasnosti sa zvySuje neustile poZiadavka po
dosledovatel'nosti produktov ZivociSnej vyroby, ktord je
motivovand  moznostou  kontaminicie = méisovych

produktov choroboplodnymi zirodkami, ako je napriklad
BSE u hovédzieho dobytka, alebo obdobného ochorenia ,,
Blue tongue®™ u jeleniovitych. V niektorych Specifickych
pripadoch mdze byt spochybnena legalnost’ nadobudnutia
misa. V takychto situdciach je potrebny néstroj schopny
overit ¢i zviera pochadzalo s farmového chovu, alebo
zvolnej prirody. Vyhodou vSetkych biologickych
materidlov je, Ze tplne prirodzene obsahuji jedine¢ny
identifikator (DNA), ktory nie je zatial mozné sfalSovat’,
a ktory moze byt potencidlne pouZity na overenie pdvodu.
Hodnota DNA ako jedine¢ného identifikatora produktov
ZivociSneho povodu je dana tym, Ze iba klonované jedince,
pripadne jedince zizogénnych linii m6éZzu mat rovnaké
DNA profily. Vysledovatel'nost’ v mdsovom priemysle na
baze DNA bola popisand v praci Cunningham a Meghen
(2001) aneskdr aj Smith et al. (2008). DNA markéry
mdZu byt rovnako pouzité na ochranu obchodnej znacky,
alebo na detekciu falSovania (Arana et al., 2002).
Problém pri identifikdcii produktov potravinirskeho
priemyslu je, Ze si spracované (Asensio et al., 2008).
Produkty potravindrskeho priemyslu sui beZne vystavované
tepelnému  opracovaniu, vysokému tlaku, rdznym
hodnotdm pH, oZarovaniu, suSeniu a podobne. Napriklad
mnohé produkty su zohrievané na 100 °C po dobu 10-60
minut a vystavované nizkemu pH. Vyhodou DNA oproti
proteinom, je Ze nedenaturuji, ale sa pri dlhodobom
tepelnom opracovani fragmentujii na tseky dizky okolo
300 bp. Vzhladom, k tomuto faktu je vhodné pouzitie
mikrosatelitnych markérov, ktoré ponutkaji Sirokd paletu
vysoko variabilnych frakcii v dizke od 70 do 350 bp
(Shackell et al.,, 2005; Teletchea, Maudet a Hanni,
2005). Vysledovatel'nost’ produktov v prostredi Slovenske;j
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Tabul'ka 1: Sekvencia mikrosatelitnych lokusov pouzitych pre identifikaciu jelenovitych

Primery ZnaCenie | Farba Sekvencia Primerov (5-3")
T156 FAM Modra F:ATGAATACCCAGTCTTGTCTG
R:TCTTCCTGACCTGTGTCTTG
OarFCB5 FAM Modra F:AAGTTAATTTTCTGGCTGGAAAACCCCAG
R:ACCTGACCCTTACTCTCTTCACTC
BM888 VIC Zelend F:ACTAGGAGGCCATATAGGAGGC
R:AGCTCAAAACGAGGGACAGGG
RT1 VIC Zelena F:CATATGGCTAACTACCTAGCTTGCC
R:GAGTCCCAAAGATTTCAGCCCTAC
RT13 NED Cierna F:GCCCAGTGTTAGGAAAGAAGA
R:CATCCCAGAACAGGAGTGAG
T501 PET Cervend | F:CTCCTCATTATTACCCTGTGA
R:ACATGCTTTGACCAAGACCC

republiky mé svoje Specifikd, ktoré si v dostatocnej miere
popisané v praci Golian et al. (2008), arovnako aj
v ostatnych pracach zameranych na dosledovatelnost
krmiv (Capla, Zajac a Golian, 2008) a vyrobu obalovych
materidlov (Capla, Zajac a Vietoris, 2007). V nasej praci
sme testovali schopnost’ deviatich mikrosatelitnych
markérov identifikovat’ zvieratd a priradit ich uréitym
rodicom. Tito metodiku sme zvolili hlavne preto, Ze
nemusi byt redlne aby kazdé zviera malo vykonany DNA
profil, ktory by bol uloZeny v databize za ucelom
dohladania. Je vSak mozZzné archivovat rodicovské
zvieratd, ktorych je menej aktoré si zakladom novej
generdcie jatocnych zvierat.

MATERIAL A METODA

Na populacno-genetickd analyzu sa pouzili vzorky DNA
zvierat pochadzajicich s farmy Xcell breeding services
Slovakia. Na analyzu bolo pouZité kmetiové stddo v pocte
99 kusov (11 samcov, 44 samic a 44 vzajomnych mladat).
DNA Dbola izolovand schlpovych cibulieck podla
priloZeného izola¢ného postupu firmy Promega (Wizard
Genomic DNA Purification Kit). Na amplifikaciu
jednotlivych  16kusov  pouzijeme Multiplex PCR
(Polymerase Chain Reaction). Pripravime si Multiplex

Obrazok 1. Grafické
v sledovanej skupine rodi¢ov

znazornenie

variability Obrazok 2.

Mastermix: nukleotidy (10mM AB dNTP mix), DNA-
polymerdazy (AmplitaqGold, Applied Biosystems),
hor¢ik (25 mM MgCl,), pufru (10xAB pufor 1),
forward a reverse primery su definované v tabulke 1
(OarFCB5-F, OarFCB5-R, T156-F, T156-R, BM888-
F, BM888-R, RT1-F, RT1-R, RT13-F, RT13-R, T501-

F, T501-R) apriddme redestilovani H,0. Po
rozddvkovani Mastermixu do jednotlivych stripov
priddme  r6zne vzorky vyizolovanej DNA.
Polymerazovd  retazovd  reakcia  prebieha v

termocykleri (PTC-150 Minicycler™, MJ Reasearch).
Pociato€na faza denturdcie prebieha pri 95°C (10min),
Nasledne prebieha 30 cyklov pozostavajicich z troch
krokov: denaturécia pri 95°C (30 sek.), annealing 59°C (90
sek.), extenzia 72°C (90 sek.). Po prebehnuti cyklov
nasledovala elongacia pri 72°C (60 min.). Poslednym
krokom je schladenia na 25°C (1 sek.). PCR produkt bol
testovany pomocou ABI 310 PRIZM a ziskané fragmenty
boli identifikované pouZitim programu POWERMARKER
3.25 (Liu and Muse, 2003). Genetickd vzdialenost’ bola
vypocitand podl'a Nei (1983) a na vytvorenie zhlukovej
analyzy bola pouZitd metdda nevdZeného parovania skupin
s aritmetickym priemerom - UPGMA popisanid autormi
Sneath a Sokal (1973)

Grafické  znazornenie  variability

v sledovanej skupine rodicov a potomkov

™
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyza bola vykonand v dvoch krokoch. Najskdr bola
vytvorend zhlukova analyza skupiny rodicom (obrazok 1)
anasledne bola vytvorend zhlukova analyza celej
zmieSanej populacie (obrazok 2). Ako vyplyva z obrazku 1
zhlukova analyza vychadzajica z genetickej vzdialenosti
jednotlivych zvierat zapojenych do testu bola schopna
vytvorit’ vetvy, ktoré predstavuji zvieratd s najvicSou
genetickou  podobnostou. Zvieratd so  zvédcSenou
velkostou pisma predstavuji samce. KedZe zvieratd
pochadzali sdvoch odliSnych regiénov bolo mozné
pozorovat’ aj variabilitu determinovand inym Zivotnym
prostredim, ktord je znazornend farebne. Obrdzok 2
predstavuje rovnakd populdciou rodi¢ov obohatend o ich
vzajomnych potomkov. Po pridani potomkov do testovane;j
skupiny sa zohladnili automaticky genetické podobnosti
medzi rodi¢mi apotomkami a dendrogram nadobudol
novi Struktdru. Samcie jedince sa zaradili k populécii
v ktorej pdsobili amedzi jednotlivé vetvy matiek sa
priradili ich potomkovia.

Pouzitd analyza poukazuje na schopnost genetickych
markerov analyzovat populdciu ako celok a zhodnotit
celkovo vztahy v skupine zvierat. Zaroven poukazuje na
moZnost identifikovat’ krajinu alebo oblast pdvodu
jedinca. Nevyhnutnostou pre spomenuté metddy je
kvalitnd génova banka, ktord bude uchovavat’ informaciu
o populdcii jedincov a ku ktorej sa sledovany jedinec bude
porovnavat

ZAVER

Zaverom mdZeme konStatovat’, Ze pouzité mikrosatelitné
priméry si vhodnym néstrojom na identifikdciu
jelenovitych zvierat. Ich vyuzitie je mozné pri
dosledovatel'nosti méasovych produktov a pri
nezamenitel'nej identifikicii zvierat. Zvolené priméry su
dostato¢ne polymorfné aby identifikovali odliSnosti medzi
jednotlivymi jedincami, ktory je mozné nasledne
schématicky a prehladne vyjadrit graficky pomocou
zhlukovej analyzy.
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