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METHODS FOR FISH SPECIES IDENTIFICATION IN FOOD PRODUCTS

Pavol Bajzik, Jozef Golian, Radoslay Zidek, Jozef Cv'apla, Lubomir Belej, Matu§ Ondrejka, Lubica
Mrazova, Lenka Marsalkova

ABSTRACT

The need for identification of fishery products in food is currently ongoing issue for both consumers and producers of food.
Consumer interest is driven in one the healthy diet, which prefers fish products, as an indispensable ingredient
food and on the other hand, is a potential allergen causing health problems in humans allergic to fish protein. Allergy is a
phenomenon that significantly affects human health, as well as overall life expectancy of an individual. The large number of
fish species are known to trigger allergic reactions directly food intake or inhalation of fumes only, depending on the
sensitivity orgamizmu. Large quantity of fish allergens are proteins from the stock protein to enzymes. Methods used for
species identifications of fish in food products are PCR sequencing, multiplex PCR, PCR-RFLP, PCR-SSCP, RAPD, real-

time PCR.

Keywords: PCR sequencing, multiplex PCR, PCR-RFLP, PCR-SSCP, RAPD, real-time PCR

UvoD

Identifikacia rybich druhov v potravinovych produktoch
je problematickd, pretoze morfologické znaky ryb su
Ciastocne alebo kompletne stratené pocas tepelnej upravy.
Je dolezité wurCit druh ryby, pretoze zvySujuci sa
medzinarodny obchod s morskymi produktmi a nariadenia
Eurépskej komisie 104/2000 pozadujti, aby boli korektne a
spravne oznacené. V poslednych rokoch bol z ddévodu
zmeny spravania spotrebitelov zaznamenany velky narast
v konzumacii ryb a to hlavne zo zdravotnych a nutri¢nych
dovodov. Druhy ryb moézu byt identifikované
erudovanymi rybarmi, velkoobchodnikmi, majitel'mi
reStauracii a spotrebitelmi pokial’ je ryba v celku. Avsak,
ak je ryba vo forme filiet identifikicia je tazsia. Dalsie
komplikacie prichadzaji s Jpravou ryb (mletie,
obalovanie, pecenie). Tu je riziko, ze mdze Umyselne
alebo neumyselne prichadzat’ k zamene menej hodnotnych
ryb za ryby s vys$Sou hodnotou (Mackie, 1996).

Europska komisia (EC, 1999) smernica ¢islo 104/2000 zo
17. decembra 1999 na spolocnej organizacii trhu pre rybie
a vodohospodarske produkty Specifikovala, Ze tieto
produkty nesmu byt predavané malospotrebitel'om, pokym
nebuddl oznacené komerénym menom druhu, metédou
spracovania a miestom vylovu. Tato smernica vyzaduje od
vSetkych ¢lenskych S$tatov vytvorenie a publikovanie
zoznamu vSetkych druhov ryb na trhu, oznacenych
vSeobecnym aj odbornym nazvom. Preto bolo potrebné
vyvinat analyticki metddu pre identifikaciu druhov aby sa
dalo vyhnit zamernej aj neumyselnej zamene ryb a
kérovcov a presadit’ smernicu o oznaovani (Mackie et
al.,1999).

Pre rybie druhy bolo vyvinutych mnoho analytickych
technik, vykonavanych prostrednictvom proteinovych
analyz: elektroforetické ako aj izoelektrické techniky
a SDSPAGE (Ataman et al., 2006; Mackie et al., 2000),
chromatografické techniky (Horstkotte a Rehbein, 2003;
Knuutinen a Harjula, 1998) a imunologické techniky ako
imunodifizia a ELISA (Fernandez et al., 2002; Ochiai,
et al., 2001). Hoci mnohé z tychto metdd st povazované v
uritych pripadoch za vhodné, nie si pouzitelné pre
rutinni analyzu, pretoze proteiny stracaju biologicka
aktivitu ihned” po usmrteni ryby a ich pritomnost a
charakteristika zavisi od typu bunky. Okrem toho je

vécSina z nich termolabilna. Preto st pre identifikaciu
tepelne spracovanych produktov z rybich druhov
preferované DNA metddy viac ako proteinové (Lockley a
Bardsley, 2000).

DNA orientované analyzy st orientované hlavne na
vyuzitie PCR metdd pre amplifikaciu Specifického
fragmentu. Za ucelom kopirovania $pecifickej sekvencie je
pouzity oligonukleotidovy primer ohranicujuci Specificky
usek DNA a umoziujuci syntézu milionov kopii urcitého
regionu DNA. Ziskany amplikon je potom nasledne
analyzovany Specidlnymi postupmi.

Sekvenovanie pouzitim metddy PCR

Najpriamejsi sposob ziskavania informacii z PCR
produktov je sekvenovanie. Takto ziskané informacie sa
pouzivaju na identifikaciu roznych druhov ryb (Jérdme et
al., 2003; Lin et al., 2001; Murgia et al., 2002).
Smerovanie tychto prac sa zameriavalo na amplifikaciu
mtDNA sekvencii, zvy¢ajne na oblast’ cytochrém b génu.
Sekvenovanie  a fylogenetickd analyza mtDNA je
pouzivana v poslednych rokoch na kontrolu nespravne
oznacenych druhov (Marko et al., 2004). Pepe et al.
(2005) identifikovali ryby ¢elade Gadidae a Merlucciidae
v osemnastich rozne spracovanych rybich produktoch,
sekvenovanim PCR produktov zo zachovanej oblasti cyt b
génu. Tato metdoda umoznila identifikaciu rybich druhov
vo vSetkych vzorkach. Ryby v testovanych produktoch
patria do dvoch vyssSie spomenutych ¢eladi s vynimkou
jednej vzorky udenej baccaly, ktora nebola zahrnutd do
¢elade Gadidae (Pepe et al., 2005). Taktiez fragmenty
jadrovych génov alfa-actinu, 5S rDNA a p-53, (ktory
okrem iného kéduje rastovy hormoén), boli sekvenované za
ucelom rozlisenia réznych rybich druhov (Canapa et al.
2000; Venkatesh a Brenner, 1997). Metoda sekvenovania
je Casovo aj technicky naro¢na, ale poskytuje relativne
velké mnozstvo informacii s nutnostou ich dalSieho
spracovania. Tieto idaje mézu byt pouzité v d’alSej PCR
metode akou je PCR-RFLP na ukoncenie druhovej
identifikacie (Ram et al. 1996; Sebastio et al., 2001).

Dostupnost’ detailnych sekvenénych informacii pre
mnohé druhy a z toho vyplyvajica moznost’ identifikacie
fylogeneticky informativneho jedno bazového
polymorfizmu umoznila navrhnutie druhovo $pecifickych
primerov.  Pri  S$pecificky = vhodnych  reakénych
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podmienkach primer generuje produkt len v pritomnosti
DNA z daného druhu. Kompletna sekvenéna informacia
umoziuje tvorbu predpokladaného mnozZstva produktu,
takze identifikacia je potvrdend, ked je nalezité mnozstvo
amplikonu viditel'né na gély.

Druhovo Specifické PCR primery

Neselektivny primer je zalozeny na sekvecii, ktora je
spolo¢na pre vsetky analyzované druhy v systéme, je to
presné miesto na géne, ktoré moze byt pouzité na
»prikdzanie“ mnozstva amplikonu ktoré ma byt
vygenerované. Vyuzitie tejto metddy pre identifikaciu
rybich druhov popisal (Asensio et al., 2001). Multiplex-
PCR ma potencial priniest uspory c¢asu a Tusilia v
laboratoriu, bez kompromisov vo funk¢nosti. Naviac je
mozna aj kvalitativna detekcia primesi. Je nutné poznat
sekvencné miesta, aby bolo mozné navrhnut' primery a
zahrnat® vhodni kontrolu na zamedzenie mozZnosti,
ziskania faloSného pozitivneho alebo negativneho
vysledku.

Metdda PCR-RFLP

V PCR reakcii bez druhovo-Specifickych primerov je
potrebna niektora z d’alSich sekundéarnych rozliSovacich
technik ako napriklad RFLP. RFLP analyza PCR
produktov je znacne vyuzivana pre rozliSovanie druhov a
jednoduchy primer s vhodnym vyberom restrikénych
enzymov produkuje fragmenty, ktoré mozu byt pouzité na
identifikéaciu viacerych druhov sucasne.

Pri hl'adani rychlych a jednoduchych genetickych technik
bola PCR-RFLP metéda uznand =za vhodni na
identifikaciu rybich druhov a nasledne so sebou priniesla
finanéné uspory a zjednodusenie prace v porovnani s
technikou sekvenovania DNA (Meyer et al., 1995). Tato
metdda bola pouzitd na druhovu identifikaciu makrel
(Arahishi, 2005), komernéne konzervovanych tuniakov
(Lin a Hwang, 2007), uhorovitych druhov (Rehbein et
al.,, 2002) a na identifikaciu d’alsich druhov ryb v rézne
spracovanych rybich produktov (Hsieh et al., 2007). Rybie
produkty ako napr. udeny tuniak, alebo konzervované ryby
ochutené koreninami a omackami a samotna pritomnost’
tychto latok pouzivanych v potravinarskom priemysle
degraduje DNA a tym inhibuje PCR reakciu (Ram et al.,
1996). Aby bolo mozné inhibi¢nému efektu zabranit,
amplifikdicia DNA  fragmentov  je  vykonavana
prostrednictvom ,nested” (vnorenych) primerov PCR.
Metdda bola pouzitd pre identifikdciu rybich druhov,
pretoze umoziuje amplifikdciu fragmentov s nizSou
koncentraciou DNA a napriek tomu zostava efektivna a
citliva (Pardo a Pérez-Villareal, 2004).

Metdda PCR-SSCP

SSCP je diagnostickda metdda analyzy konformaéného
polymorfizmu jednoretazového vldkna a vyuziva tvorbu
rozdielnej  sekvenéne  S$pecifickej  intramolekularnej
Struktiry ssDNA alebo ssRNA ovplyviiujuca mobilitu
jednoretazcov v nedenaturovanych elektroforetickych
podmienkach. Analyza SSCP je vhodna pre sledovanie
zmien (mutacii) kratkych usekov DNA Tubovolného
povodu s velkostou 150 az 400 bp pripravenych PCR
reakciou (PCRSSCP) (Smarda et al. 2005).

PCR-SSCP sa osvedila pre identifikaciu rybich
produktov ako losos, thor, jeseter, pstruhov (Rehbein et

al., 1997) a konzervované tuniakovité druhy (Rehbein et
al., 1999). Avsak predtym ako sa vyberie S$pecificky
fragment DNA pre amplifikaciu a SSCP analyzu, do uvahy
musia byt vzaté d’alSie faktory. Kratky amplikoén (menej
ako 300 bp) ma napriklad vyhodu, Ze intra$pecificka
variabilita DNA molekuly je nizsia (Rehbein et al., 1997).

Vyhody PCR-SSCP metédy oproti ostatnym PCR
metdédam su: 1. uz aj jedno bazova zmena v sekvencii
mdéze byt detekovatelna prostrednictvom nativneho
elektroforetického gélu (Oochara, 1997), ¢o umozZiiuje
detekciu aj vysoko pribuznych druhov. 2. umoziuje
analyzu aj degradovanej DNA, pretoze je mozné
analyzovat’ aj kratke fragmenty DNA (Rehbein et al,,
1999) 3. tato metoda je vysoko citliva na detekciu
bazovych zmien a intra§pecifickd variabilita sa detekuje
l'ah$ie ako metodami RFLP a RAPD (Bardakci a
Skibinski, 1994). Napriek spomenutym vyhodam, je
dolezité vziat’ do uvahy, ze SSCP analyza je ovplyvnena
$pecifickymi podmienkami ako teplota, koncentracia
glycerolu, koncentracia gélu (akrylamid/bis-akrylamid),
koncentracia timivych roztokov a zloZenie komponentov v
gélovej matrici (Fujita a Silver, 1994).

Napriklad primer ziskany z mtDNA tuniaka, ktory bol
naamplifikovany PCR reakciou z mitochondridlneho cyt b
génu, bol pouzity na identifikaciu aj inych ryb a druhov
zvierat. Jednoretazova DNA (ssDNA), ktora vykazovala
dve az $tyri silné frakcie, bola ziskand z molvy modre;j,
kapra, tresky  jednoskvrnnej,  makrely,  Zraloka
makrelovitého, tresky tmavej, tresky polarnej a sumca,
avsak tieto frakcie boli iné ako frakcie ziskané zo vzoriek
tuniaka. Dalsie rybie druhy vykazovali slabé (treska) alebo
ziadne ssDNA frakcie (atlanticky losos, platesa, sled’,
$proty, pstruhy). Vysledkom vzoriek inych zivocichov ako
ryb, boli silné frakcie ssDNA, ktora sa lisili od frakcie vo
vzorke tuniaka a zaroven boli odlisné aj navzajom (kralik
europsky, zajac, kon, jelen cerveny, hus, morka), iné
vykazovali frakcie odlisné od tuniaka, ale nie odliSnyé
medzi sebou (domace kozy/ovce, domace prasatd/ divé
svine). Vzrastajuca réznorodost’ medzi PCR metddami
sposobila markantny rozdiel medzi silnymi a slabymi
ssDNA vizbami (Weder et al., 2001).

Metdda Real-time PCR

Kvantitativna real-time PCR (qPCR) metoda je zalozena
na vyuziti TagMan fluorescencnej sondy. Sonda oznacena
ziariacou a zhasacou farbickou sa navdzuje na DNA
ohrani¢ent primermi. Poc¢as PCR amplifikacie 5°- 3’
exonukledazova aktivita Tag DNA polymerazy rozstiepi
probu hybridizovant na template (Holland et al., 1991).
Stiepenie proby vylstuje do narastu fluorescencie,
proporciondlne k mnozstvu DNA amplifikovane] na
template. Vyuzitie fluorescencie pre detekéné ucely
eliminuje potrebu pre d’al§ie kroky po PCR reakcii. V
porovnani s konvenc¢nou kvalitativnou PCR, tato metdda
ma niekol’ko vyhod. Fluorescencia méze byt merana pocas
reakcie PCR a poskytuje analyzu v redlnom case a qPCR
tiez ponutka niz8i potencial pre kontaminaciu PCR
produktov. Presnost’ a citlivost tejto metody, kombinovana
s vysokou rychlostou, spol'ahlivostou a moznostou
automatizacie (Heid et al. 1996), prispieva k vhodnosti
tejto metddy na kvantifikdciu ryb arybich produktov,
napriklad vyuzitie TagMan sondy na identifikaciu a
kvantifikaciu tresky. Trotta et al., (2005) vyuzili real-time
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PCR pre identifikaciu rybich filiet kanic (druh
zapadoindickej a australskej ryby) a jej pribuznych druhov.
Hird et al., (2005) tito metodu vyuzili na identifikaciu
treskovitych ryb. Pritomnost’ tejto ryby s koncentraciu viac
ako 7 % modze byt detegovana v surovom, alebo mierne
tepelne upravenom produkte. V d’alSej praci LOpez a
Pardo, (2005) aplikoval TagMan sondu v real-time PCR
metdde pre identifikaciu a kvantifikaciu tuniaka. Presnost’
tejto metddy mdze byt ovplyvnend mnohymi faktormi ako
napriklad mnozstvo DNA vo vzorke, ktoré moéze byt
variabilne zavislé na sposobe spracovania produktu.

Aj na identifikaciu inych Zivo¢isSnych druhov v

spracovanych misovych produktoch je metdda real-time
PCR vhodna, pretoze aj najmensi fragment DNA
vytvoreny pocas tepelného spracovania midsa moéze byt
amplifikovany a identifikovany. V testovanych zmesiach
obsahujtcich hovidzie, bravcové, konské, baranie, kuracie
a morcacie méso, bolo mozné identifikovat’ tieto druhy s
presnostou 0,05%. Pri optimalizacii metédy sa zvysila
presnost’ identifikdcie druhov az na 0,01%. Krizova
reaktivita medzi druhmi nebola najdend s vynimkou
Cistého konského mésa (250 ng DNA) v morcacom maése.
Krizova reaktivita jeleniecho maésa, ikier, pstrosa, kengura,
kozy, domacich a divych kaciek, tu¢niakov, prepelic a
bazantov bola tiez zistovana a bolo dokazané, ze mnozstvo
vacsie ako 250 ng DNA tychto druhov v reakénej zmesi
davalo falo$ny pozitivny signal. Bolo vyhodnotenych viac
ako 150 vzoriek mésa pri pouziti DNA hybridizacie a real-
time PCR. Porovnavanie vysledkov ukdzalo, Ze metoda
real-time PCR je ucinnejSia ako DNA hybridizacia
(Jonker et al., 2008). Okrem toho kvéli nakladom je tato
metdda zaujimava len pri produktoch s vysSou trhovou
hodnotou. Kedze tito metdda mad enormné vyuzitie a
velké moznosti aplikdcie bude v dohladnej dobe
implementovana vo véac¢Sine laboratorii.
Cielom dalsieho timu bolo vyvinat konvenéntit PCR
metddu pre rozliSovanie nasledujucich treskovitych druhov
v rybich produktoch: treska aljasska (Theragra
chalcogramma), treska atlanticka (Gadus morhua), treska
belasa (Micromesistius poutassou), hejk spp. (Merluccius
spp.), treska tmava (Pollachius virens). Druhovo-
$pecifické primerové pary pre urcenie treskovitych druhov
boli zalozené na Ciastocnom useku oblasti pantophysin I
(Panl) genémovej sekvencii. Sekvencna identifikécia bola
potvrdend klonovanim a sekvenovanim PCR produktov
tychto druhov. Pre subezni detekciu tresky aljasskej,
tresky belasej a hejka spp. bola skonstruovana
kvadruplexna PCR metoda. Dalsie treskovité druhy boli
detegované v oddelenych PCR reakciach. Tato metoda
predstavuje alternativny pristup v pouziti genomovej DNA
pre identifikaciu rybich druhov. Je rychla, jednoducha
a spolahliva bez potreby dalSich potvrdzujicich metod.
Okrem toho je mozné identifikovat’ sucasne viac druhov
(Hubalkova et al., 2008).

Ind stadia DNA mikroCipov bola vyvinutd na
identifikaciu rybich druhov z Eurépskych mori na zaklade
mitochondrialnej 16S rDNA sekvencii. Bolo vybranych
jedenast’ dolezitych komeréne vyuzivanych rybich druhov
pre prvy prototyp tejto metdody. Oligonukleotidova
farbicka bola navrhnutd na zaklade 16S rDNA sekvencii
ziskanych z 230 ryb z 27 druhov. A navyse viac ako 1200
sekvencii z 380 druhov sluziacich ako sekvencny zaklad
na testovanie prob bolo pouzitych na testovanie in silico.

»dingle targer hybridizacia s Cy5 znackou a PCR
amplifikacia 16S rDNA fragmentov z kazdého z 11 druhov
ryb na mikroCipoch obsahujicich kompletnii sadu prob,
potvrdila vhodnost’ tejto metddy na druhov identifikaciu
ryb. Ziskany pozitivny (pravdivy) fluorescencny signal bol
radovo o jeden stupen vyssi ako pozitivny (falosny) signal
krizovej hybridizacie. Vysledkom ,single nontarget”
hybridizacie, signaly v priblizne 27% testovanych
pripadov boli radovo o jeden stupeil nizSie ako pozitivne
(pravdivé) signaly. Tato §tadia hovori, ze 16S rDNA gén
je vhodny na zostavenie oligonukleotidovych prob, ktoré
mozu byt pouzité na diferenciaciu 11 druhov ryb. Tieto
data si spolahlivym zakladom na druhy krok pre
vytvorenie ,,Fish Chip“ pre priblizne 50 druhov dalSich
ryb, ktoré su dolezité pre morské prostredie, jeho vyskum
ako aj kontrolu rybich produktov (Kochzius et al., 2008).

Metéda RAPD

Metoda s nazvom nahodne amplifikovanad polymorficka
DNA, alebo ndhodnd PCR (AP-PCR) je jednoducha
technika pre fingerprinting DNA, ktora je vhodna pre
rychlu porovnavaciu typizaciu DNA. Pouzivaju sa v nej
kratke obvykle 8 — 12 nukleotidové primery l'ubovolnej
sekvencie s neznamou homolodgiou k cielovej sekvencii
DNA a s malo prisnymi podmienkami pre pripojenie
primerov (Smarda et al. 2005). Tato metoda bola pouzita
pre rozliSovanie populacie ryb druhu Hilsa shad
(vyznamna tropicka ryba z celade Clupeidae rodu
Tenualosa) (Dahle et al., 1997), pre rybu tilapia a jej
poddruhy (Bardakci a Skibinski, 1994), pre mrenovité
druhy ryb (Cellejas a Ochando, 2001), pre skupinu
nilskych zubacov (Asensio et al., 2002) a salmonidy (Jin
et al., 2006).

V porovnani s inymi identifikaénymi DNA metédami
ako RFLP, SSCP, ktoré si vyzaduju relativne velké
mnozstvo Ciste] DNA, st zacielené na Specifické miesto na
DNA sekvencii a su pracne a ¢asovo naro¢né v porovnani
s metodou RAPD a tieto dovody ich robia nevhodnymi na
skiimanie vel’kych druhovych linii (Partis a Wells, 1996).
Nevyhodou RAPD metddy je, ze nie je vhodna na
identifikaciu produktov, ktoré obsahuju zmes viacerych
druhov ryb a nie je mozné ju pouzit' pri viacnasobne
degradovanom materialy ako napriklad autoklavované
vzorky (Martinez et al., 1998).

ZAVER

Zamerom tohto prispevku bolo poskytnut’ rozsiahly
prehl'ad metdd zalozenych na PCR autentifikacii ryb a
rybich produktov. V ¢lanku st popisané rézne techniky
ako PCR sekvenovanie, multiplex PCR, PCR-RFLP, PCR-
SSCP, RAPD, real-time PCR. Tieto metddy umoznili
spotrebitel'om ochranu pred falSovanim v potravinarskom
priemysle.
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ESTIMATION OF THE BURDEN OF PESTICIDE RESIDUES IN SLOVAK
POPULATION
Zuzana Grancova Bielkova, Jozef Sokol

ABSTRACT

Pesticides used in the agriculture have to be applied according to the requirements of good agricultural practice and
appropriate law. Pesticides leave detectable residues in agricultural crops, raw materials and ecosystem components.
Pesticides reach the human population through the food chain. Information on the type and concentration of pesticide
residues in food is in Slovakia collected trough the monitoring programs. Health risks associated with pesticides
contaminants in human nutrition are very important and are recently studied by several expert groups. Prerequisite programs
are necessary to protect public health. Risk analysis and monitoring of the population burden by pesticide contaminants
have to be performed in expert level. The general strategy for assessment of toxicity of pesticides is listed by the World
health Organisation. Scientific risk assessment is the basis for taking action and making the legislation at national and

European community level.

Keywords: pesticide, pesticide residue, plant protection product, risk assessment

UVOD

Pesticidy, ako chemické latky, sa do potravin a prostredia

dostavaju zamernou Ccinnostou c¢loveka. Ich reziduami
vSak moézu byt zasiahnuté aj tzv. necielové skupiny
organizmov, vratane l'udi (Culliney et al., 1992).
Vyziva cloveka prostrednictvom potravin predstavuje
z hladiska zdravotnych rizik velmi vyznamny faktor,
ktory je v poslednej dobe pozorne §tudovany odbornikmi.
Nevyhnutnou podmienkou v zaujme ochrany zdravia
obyvatel'stva je analyza rizik na zaklade monitorovania
zataze obyvatel'stva kontaminantmi zo stravy (Szokolay
a Truskova, 1995).

Clovek konzumuje kazdy def tisice roznych chemickych
latok z potravin. VAacSina ztychto latok ma prirodny
charakter, niektoré su v potravindch pritomné v dosledku
znecCistenia zivotného prostredia (primarne kontaminanty),
niektoré vznikaju v procese spracovanie prvotnych surovin
(sekundarne kontaminanty), iné su Umyselné pridavané
(aditivne latky), alebo pouzivané vo vyrobe (veterinarne
lie¢iva a pesticidy) (Salgovicova, 2008).

FAO a Codex Alimentarius definuje pesticidy ako kazdu
latku, ktord sa zamerne pouziva na prevenciu, nicenie,
lakanie, odpudzovanie ¢i regulaciu Skodcov vratane
neziaducich druhov rastlin alebo zivoc¢ichov pri produkeii,
skladovani, transporte, distribcii a spracovani potravin,

MATERIAL A METODY
Hodnotenie rizik rezidui pesticidov

Hodnotenie zdravotného rizika predstavuje metodu,
pomocou ktorou sa za urcitych definovanych podmienok
stanovuje kvantitativna a kvalitativna miera ohrozenia
zdravia ¢loveka vybranymi rizikovymi faktormi, pricom st
brané do uvahy potencialne nepriaznivé u€inky na l'udska
populdciu. Hodnotenie expozicie, ako cast hodnotenia
zdravotného rizika je definované ako kvantitativne a/alebo
kvalitativne  hodnotenie =~ pravdepodobného  prijmu
biologickych, fyzikalnych alebo chemickych latok cez
potravu, ako aj z ostatnych zdrojov.

Expozicia je jav, pri ktorom dochadza na hranici medzi
zivym organizmom a prostredim ku kontaktu so
Specifickou koncentraciou latky za urcitd dobu. Pokial je

pol'nohospodarskych komodit alebo zivocisnych krmiv,
pripadne moézu byt urcené pre zvieratd na nicenie
ektoparazitov. Vyraz zahriiuje latky, ktoré sa zamerne
pouzivaji ako rastové regulatory rastlin, defolianty,
vysusacie latky, latky na preriedenie plodov, alebo
inhibitory kli¢enia a latky aplikované na predzberovu
alebo pozberovi ochranu urody pocas skladovania
a prepravy. Reziduum pesticidu je kazda konkrétna latka
v potravine, polnohospodarskej komodite alebo krmive
pre zvieratd, ktora je dosledkom pouzivania pesticidu.
Vyraz zahriiuje vSetky formy a zlozky pesticidu, ktoré su
vyznamné z toxikologického hladiska, napr. konverzné
produkty, metabolity, reakéné produkty a necistoty.
Nariadenie Eurdpskeho Parlamentu a Rady ¢. 396/2005
definuje ,,maximalnu hladinu rezidui“ (MRL) ako pravne
povolent hornti hranicu koncentracie rezidui pesticidov
vyjadrent vmgkg' valebo na potravinach alebo
krmivéch stanovenu v sulade s tymto nariadenim. MRL by
sa mali stanovit pre kazdy pesticid na najniz$ej Urovni,
ktora je mozné dosiahnut’ vstlade so spravnou
pol'nohospodarskou praxou s ciefom chranit’ zraniteI'né
skupiny obyvatel'stva ako deti a nenarodené deti
(Regulation EC No. 396, 2005).

predmetom pdsobenia chemickej latky clovek, hovorime
o0 expozicii a jeho moznom zdravotnom riziku.

Riziko vyjadruje pravdepodobnost sakou sa pri
definovanej expozicii organizmu chemickou latkou prejavi
poskodenie organizmu (toxicita) (Salgovi€ova, 2008).

Kodhadu prijmu chemikalii v strave je potrebné
zohladnit' Struktiru spotreby potravin, stravovacie
zvyklosti obyvatelov a potencialne rozdiely pre jednotlivé
skupiny obyvatelov. Zakladom pre odhad zdravotného
rizika si dve neoddeliteI'né zlozky hodnotenia expozicie:
hodnotenie priemernej dostupnosti potravin v populacii
(eventualne doporucené davky potravin pre definované
populacné skupiny) a hodnotenie priemernej koncentracie
sledovanych chemickych latok v potravinach.

Limitna expozi¢na hodnota je expozi¢na davka, ktora pri
kazdodennom prijme po dobu celého predpokladaného
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zivota Cloveka nevedie k Statisticky preukazanému
zvyseniu rizika poskodenia zdravia. Obvykle je udavana
v mg/kg” telesnej hmotnosti osoby/defi. Limitné expozi¢né
hodnoty su definované komisiami FAO/WHO ako tzv.
ADI (acceptable daily intake mg.kg" body weight day™).

Odhad rizika je uskutocneny na zéklade vypoctu
mozného  prijmu  kontaminantov  zpotravin = za
predpokladu, Zze kontaminanty st pritomné v potravine
v najvyssich pripustnych mnozstvach (t.j. dosahuju 100 %
MRL). V takomto pripade je odhad prijmu nadhodnoteny.
Dalsi odhad rizika bol modelovany za predpokladu, Ze
obsahy kontaminantov v potravinach buda dosahovat
25% a50% povolenych  hygienickych  limitov
stanovenych legislativou. Hodnoty boli porovnané
s hodnotami ADI, riziko vznika, ked’ vypocitany mozny
prijem presahuje ADI. Hodnota ADI je najvyssie
mnozstvo cudzorodej latky, ktoré moéze clovek prijat
kazdodenne v priebehu celého Zivota bez preukazatelného
zdravotného rizika.
Udaje o spotrebe potravin su ziskavané Statistickym
uradom SR. Prijem potravin je vyjadreny v gramoch na
osobu a den.
Toxikologické hodnotenie rezidui pesticidov

Ciel'om toxikologickych §tadii je urcit’ charakter a rozsah
toxickych G¢inkov spdsobenych u experimentalnych
organizmov a uréenie urovne expozicie, pri ktorej nie je

VYSLEDKY A DISKUSIA

Situacia v Slovenskej republike

Aplikované pripravky na ochranu rastlin mézu aj pri
dodrzani poziadaviek spravnej polnohospodarskej praxe
zanechat' v pol'nohospodarskych plodinach a zlozkach
ckosystému detekovatelné rezidua. Cez potravinovy
retazec sa pesticidy dostavaju az k l'udskej populacii.
Informécie o druhu a koncentraciach rezidui pesticidov
v potravinach sa ziskavaju prostrednictvom
monitorovacich programov.

Uradna kontrola rezidui pesticidov v potravinach v roku
2009 vychadzala z Nariadenia Eurdpskeho parlamentu
aRady ¢. 396/2005 o maximalnych hladinach v alebo na
potravinach a krmivach rastlinného a zivo¢isneho povodu
a o zmene a doplneni smernice Rady 91/414/EHS v zneni
neskorsich doplnkov a zmien ako aj Nariadenia Komisie
(ES) ¢. 1213/2008 tykajiceho sa koordinovaného
viacro¢ného narodného planu Spolocenstva na roky 2009,
2010 a2011 scielom zabezpeCit  dodrziavanie
maximalnych hladin rezidui pesticidov v a na potravinach
rastlinného a zivocisneho pdvodu a posiudit’ vystavenie
spotrebitel’a tymto reziduam.

Do kontroly rezidui pesticidov v potravinach v SR su

zapojené organy uradnej kontroly potravin (krajské
veterinarne a potravinové spravy, regionalne veterinarne
a potravinové spravy, urady verejného zdravotnictva).
V roku 2009 bolo v narodnom referen¢nom laboratériu pre
rezidua pesticidov Statneho veterindrneho a potravinového
ustavu Bratislava analyzovanych 641 vzoriek ovocia,
zeleniny, obilia a vyrobkov z nich. V 300 analyzovanych
vzorkéch bola zistena pritomnost’ aspon jedného pesticidu,
v 157 vzorkach bola zistend pritomnost’ dvoch a viac
druhov pesticidov, z 132 nalezov bolo v ovoci. V jednej
vzorke jahdd pdvodom z Talianska bolo zistenych az 11
roznych druhov rezidui pesticidov.

pozorovany  nepriaznivy  ucinok  (NOAEL). Pre
charakterizaciu celého spektra moznych ucinkov su
vykonavané S§tadie kratkodobé (akutne) a dlhodobé
(chronické), pricom k expozicii laboratornych zvierat
dochadza za podmienok réznych davkovacich rezimov.
Prijatelna  uroven dlhodobej expozicie cloveka
(oznacovana ako prijatelny denny prijem (ADI) sa urcuje
na zéklade NOAEL s vyuzitim bezpecnostného faktoru
(jeho typicka hodnota je hodnota 100) podla vztahu
ADI=NOAEL/100. ADI. ADI sa vyuziva teda
k charakterizacii chronického rizika a vyjadruje sa v mg
daného pesticidu na kg telesnej hmotnosti ¢loveka a den.
Pri hodnoteni akttneho rizika sa vyuziva pojem akutna
referen¢na davka (ARfD). Jej hodnota sa odvodzuje od
NOAEL stanovenych vramci kratkodobych stadii pre
najcitlivejsie skupiny testovanych organizmov.

VSeobecnu stratégiu hodnotenia toxicity pesticidov

uvadza Svetova zdravotnicka organizacia (WHO).
Metodika realizacie a vyhodnocovania testov
karcinogenity, reprodukénych portch, neurotoxicity,

genotoxicity, imunotoxicity a d’al§ich toxickych efektov je
priebezne aktualizovana. Najnovsie informacie
o toxikologickom hodnoteni jednotlivych aktivnych latok
prostriedkov na ochranu rastlin je dostupny na stranke
WHO: www.who.int./ipcs/publications/pesticideshazard/en/ (WHO,
1997).

Porusenie platnej potravinovej legislativy sme zistili u 6
vzoriek (0,9 %), uktorych namerané mnozstva rezidui
prekrocili stanovené maximalne rezidualne limity pre dané
druhy pesticidov. U tychto nevyhovujucich vzoriek
Vyskumny tstav potravinarsky hodnotil analyzu rizika pre
spotrebitel'ov. Na zaklade ich vypocitanych podielov PSTI
(Predicted Short Term Intake) na ADI (Acceptable Daily
Intake) udeti adospelych vyplyvalo, Ze komodity,
v ktorych bolo zistené prekrocenie MRL nepredstavovali
riziko pre konzumenta.

Vo vietkych analyzovanych vzorkich sa na Stitnom
veterinarnom  a potravinovom Ustave v  Bratislave
analyzovalo 196 druhov pesticidov — vramci dvoch
multirezidualnych metod a 6 tzv. ,,single® metod.

Tabul’ka 1 Prehl’ad vysledkov analyz rezidui pesticidov
v potravinach rok 2009

ro¢nik 4

Kategéria Pocet vzoriek
potravin
n <LOQ >L0OQ z toho
nevyhovujucich
Ovocie 288 93 195 3
Zelenina 257 58 3
199
Ostatné 96 21 0
potraviny 75
Bio 14 0 0
potraviny 0
SPOLU 641 367 274 6
LOQ - limit kvantifikacie
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Vysledky analyz ,,Uradna kontrola
rezidui pesticidov v potravinach rok

2009“pre vybrané druhy ovocia
1%

32,30%

66,70%

O beznalezu
B s nadlezom pod MRL

O s ndlezom nad MRL

Obr. 1 Vysledky analyz rezidui pesticidov
v potravinach rok 2009 pre vybrané druhy ovocia

21,40%

Vysledky analyz ,,Uradna kontrola rezidui
pesticidov v potravinach rok 2009“pre
vybrané druhy zeleniny

1,20%

Obez nalezu
B s ndlezom pod MRL

Os nalezom nad MRL

7,40%

Obr. 2 Vysledky analyz rezidui pesticidov
v potravinach rok 2009 pre vybrané druhy zeleniny

Tabul’ka 2 Prehl’ad nalezov rezidui pesticidov vo vybranych druhoch ovocia za rok 2009

POCET POCET NALEZOV % Z POCTU POCET NEVYHOVUJUCICH

PLODINA VZORIEK (n) NAD LOQ (n) VZORIEK VZORIEK
Ananas 6 5 83,3 -
Banany 18 13 72,2 -
Broskyne/nektarinky 26 13 50,0 1
Citrusy 74 68 91,9 -
Ceresne/vigne 11 7 63,6 -
Drobné bobul’ové ovocie 2 - - -
Hrozno 21 19 90,5 -
Hrusky 21 15 71,4 -
Jablka 24 12 50,0 -
Jahody 34 26 76,5 1
Marhule 16 11 68,8

Ostatné exotické ovocie 9 2 22,2 1

LOQ — limit kvantifikacie

Z prehl'adu nélezov vo vybranych druhoch ovocia je
zrejmé, ze v roku 2009 bola pritomnost’ rezidui pesticidov
zistend v nadpolovicnej vicsine analyzovanych vzoriek
kazdého uvedeného druhu ovocia. So zisteniami

pritomnosti rezidui pesticidov sa uz takmer ,tradi¢ne
stretavame v citrusovych plodoch, hrozne, ananése,

bananoch a jahodach.

Tabul’ka 3 Prehlad nalezov rezidui pesticidov vo vybranych druhoch zeleniny za rok 2009

POCET POCET NALEZOV % PODIEL Z POCET NEVYHOVUJUCICH
PLODINA VZORIEK (n) NAD LOQ (n) POCTU VZORIEK VZORIEK
Baklazan 31 6 19,4 -
Brokolica 10 3 30,0 -
Cibula/cesnak 2 - - -
Cinska kapusta 5 1 20,0 -
Zelena fazulka 13 6 46,2 1
Hrasok 16 2 12,5 -
Karfiol 20 9 45,0 -
Kapusta 8 1 12,5 1
Mrkva 7 1 14,3 -
Paprika 36 8 22,2 -
Rajéiny 37 10 27,0 -
Red’kovka/red’kev 6 1 16,7 1
Salat hlavkovy 19 6 31,6 -
Spenat 6 - - -
SpargPa 6 - - -
Zemiaky 12 1 8,3 -

LOQ — limit kvantifikacie
Zelenina v porovnani s ovocim vykazuje nizSie percenta
vzoriek s nalezmi rezidui pesticidov. Vyznamnejsie nalezy

boli zistené v Cerstvej alebo mrazenej zelenej fazulke,
karfiole, brokoloci a hlavkovom Salate.
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Tabul’ka 4 Prehl’ad nadlimitnych nilezov rezidui pesticidov v roku 2009

PrehPad nadlimitnych nalezov rezidui pesticidov v roku 2009

Potravina Pocet nadlimitnych Krajina povodu Rezidua pesticidu
vzoriek (n)
Broskyne 1 Taliansko phosmet (0,466 mg.kg™)
Jahody 1 Ceska republika propargit (0,067 mg.kg™")
Granatové jablko 1 Egypt fenpropathrin (0,061 mg.kg™)
ethion (0,027 mg.kg™)
Zelena fazul'ka 1 Maroko propamocarb (0,330 mg.kg™)
Kapusta 1 Pol'sko suma carbendazil a benomyl (0,241 mg.kg™")
Red’kovka 1 Taliansko dithiocarbamaty (0,180 mg.kg™")
ZAVER zdravotnych rizik plynacich z pouZivania pesticidov je

Vedecké hodnotenie rizika je zédkladom pre prijimanie
opatreni atvorbu legislativy na narodnej ikomunitarnej
urovni. Toxické ucinky latok, uréenych na ochranu rastlin
su vsucasnej dobe skumané nielen pre ich Siroké
pouzivanie v polnohospodarstve, ale pre ich potencialne
karcinogénne, mutagénne a iné nepriaznivé u€inky na zivé
organizmy. Ich testovanie je nevyhnutné najmi z dovodu,
ze su vacsinou aplikované priamo na rastliny, uréené na
Pudsky konzum, ale aj do pody, ¢im sa d’alej vol'ne Siria do
zivotného prostredia. Aktualnost’ uvedenej problematiky je
umocnend  skutonostou, Zze v sucasnosti vicSina
pouzivanych pesticidov nevyhovuje naliechavej poziadavke
vysokej $pecifickosti, ¢o je spojené s rizikom intoxikacii
uzitkovych zvierat. Preto sa v poslednych rokoch
problematika moznych negativnych tucinkov rdznych
pesticidov na biologické systémy stava stredobodom
pozornosti  viacerych ~ medzindrodnych  organizacii
a odbornej svetovej literatiry (Legath et al., 1997).
Existuje relativne vel'mi malo chemickych latok, o ktorych
modzeme povedat, ze vieme o vSetkych ich G¢inkoch na
zdravie Cloveka azvierat. U vdcSiny znich, hlavne
u pesticidov, nie su tieto u¢inky plne zname, este stale sa
hodnotia, alebo o nich chybaji informacie. Hodnotenie
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ABSTRACT

The complete removal of biofilms on food equipment surfaces is essential to ensure food safety and quality. However,
cells in biofilms exhibit greater resistance against the action of sanitizers and other antimicrobial agents compared to their
free living counterparts, making them much more difficult to remove. They can be a significant source of post - processing
contamination and could potentially harbor pathogens in food processing platns. The biotechnology sector is just beginning
to tackle the problem of biofilms by developing antimicrobial agents with novel mechanisms of action. Some studies seek to
prevent biofilm formation, others aim to develop antimicrobial agents to treat existing biofilms, and still others are trying to

disrupt the polymeric ties that bind the biofilms together.

Keywords: biofilm, cleaning and disinfection, enzymes, bioregulation

UVOoD

Mikrobialna adhézia a tvorba biofilmov su vyznamnym
rizikovym faktorom pre potravinarsky priemysel, pretoze
pomerne ¢asto je zaznamenavany ich vyskyt na povrchoch
prichadzajucich do styku s potravinami (Jay et al., 2005).
Mikrobialna adhézia je sposobena v dosledku zachytenia
a pripevnenia mikroorganizmov na povrch, nasledne
spustajicich rastovy proces. Bunkové rozmnozovanie
umoznuje vznik kolonii a etablovanie biofilmu, ked
bunkova masa je dost’ hruba na to, aby zhromazdila Ziviny,
zvyS§kové mnozstva a iné mikroorganizmy (Tsuneda et
al., 2005). Biotechnologicky sektor riesi problém tvorby
biofilmu prostrednictvom rozvojovych antibakterialnych
latok s novymi mechanizmami uc¢inku. Mnohé Stadie sa
snazia zabranit’ tvorbe biofilmu, iné si zamerané na rozvoj
antimikrobidlnych latok na oSetrenie uz existujucich
biofilmov a dalSie sa pokuSaju narusit’ polymérové
zvazky, ktoré spajaju biofilmy dokopy (Schachter, 2003).
Dolezité ukazovatele bunkového prichytenia, tvorby
a vyvoja biofilmu popisuje v nasledujucej tabul'ke Donlan
(2002).

Tabulka 2 Uéinky spojené s tvorbou EPS v biofilmoch
(Wingender et al., 1999, Wang et al., 2003)

Funkcia Vyznam
Adhézia k povrchu Prvy krok pri inertnej kolonizacii
na povrchu, hromadenie baktérii
na ziviny bohatych povrchoch
v oligotrofnom prostredi.
Agregacia Premostenie medzi bunkami a
bakterialnych anorganickymi Casticami

buniek, tvorba
vlociek a biofilmov

obsiahnutymi v prostredi,
imobilizacia bakterialnych zmesi,
zaklad pre rozvoj vysokej hustoty
buniek a generacie pre nositel'ov
komunika¢nych procesov, pri¢ina
biofoulingu a biokordzie.

Bunkové
spoznavanie

Symbiotické vzt'ahy s rastlinami
alebo zvieratami, spustenie
patogénnych procesov

Enzymaticka aktivita

Asimilacia exogénnych
makromolekul pre ziskavanie
zivin, uvolnenie buniek v biofilme
prostrednictvom degradacie
Strukturalnych ESP v biofilme.

Interakcie Hromadenie, udrziavanie
polysacharidov a stabilizacia vylu¢ovanych
s enzymami enzymov.

Ochranna bariéra

Rezistencia k Specifickej

a neSpecifickej hostitel'skej
obranyschopnosti, rezistencia
k biocidom.

Sorpcia exogénnych

Preplachovanie a hromadenie Zivin

organickych zo Zivotného prostredia.
zlucenin
Sorpcia Akumulacia toxickych i6nov,

anorganickych i6nov

podpora tvorby polysacharidového
gélu a mineralov.

Tabulka 1 Ddlezité ukazovatele bunkového
prichytenia, tvorby a vyvoja biofilmu (Donlan, 2002)
Vlastnosti .
adhézie Vlastnosti tekutiny Vlastnosti
bunky
povrchu
Textuara alebo , o Hydrofébny
nerovnost’ Rychlost’ pridenia bunkovy povrch
Hydrofobnost’ pH Extra’celularne
privesky
Teplota Extracelularne
P polymérne latky
Aklimatizacia Tény
povlaku o e Signalizagné
antimikrobidlnych molekuly
latok
Bunky tvoriace biofilm moézu byt odlisné od

planktonickych buniek v tvorbe exopolymérnych latok
(EPS), znizZené rychlost'ou rastu a regulaciou $pecifickych
génov (Donlan, 2002). Uginky spojené s tvorbou EPS
v biofilmoch popisuje Wingender et al.(1999) a Wang et
al. (2003).

Strukturalne
elementy biofilmov

Sprostredkovanie mechanicke;j
stability biofilmov, stanovenie
tvaru konstrukcie EPS.

Kontrola biofilmu s enzymami

Pouzitie sanitaénych prostriedkov na enzymovom
zaklade ako biocCistiCe, tiez zname ako "zelené chemické
latky", moze sltzit ako vhodné rieSenie na prekonanie
problému tvorby biofilmov v potravinarskom priemysle.
Technoldgia a vyroba tychto enzymov ana enzymovom
zaklade zalozenych sanita¢nych prostriedkov je zvécsa
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chranena patentom. Enzymy modzu byt pouzité na
degradovanie Dbiofilmu, ale kvoli roznorodosti EPS
v biofilme a zmesi ¢innosti enzymov by mohli byt
potrebné na dostatoény rozklad bakterialnych biofilmov.
Enzymy a sanitaéné prostriedky boli tiez pouzivané ako
synergenty na zlepSenie dezinfekénej ucinnosti. (Jaquelin
et al.,, 1994; Johansen et al. 1997, Meyer, 2003). Je
zlozité najst enzymy, ktoré su Ucinné proti vSetkym
roznym typom biofilmov. Takze zlozenia obsahujuce
niekol’ko réznych enzymov sa zdaju byt rozhodujuce pre
uspeSni kontrolu tvorby biofilmu. V zisade protedza a
polysacharidy hydrolyzujuce enzymy mozu byt uzitocné.
Aj ked’ pouzitie enzymov pri odstrafiovani bakteridlnych
biofilmov je stale limitované, predovsetkym kvoli nizkym
cendam dnes pouzivanych chemikalii. TaktieZ nizka
komer¢na dostupnost’ réznych enzymovych aktivit
obmedzuje ich pouzitie (Poppele et al., 2003, Boor et al.,
2006).

Kontrola biofilmu s bakteriofagmi

Ked bakteriofagy pridu do kontaktu s biofilmami,
vyskytuji sa dalSie vzajomné interakcie, zavislé na
citlivosti baktérii biofilmu k bakterifagom a dostupnosti
miesta receptorov (Beutin et al., 2007). Ak bakteriofagy
obsahujii enzymy degradujuce polysacharidy, alebo ak
zna¢ny rozpad buniek je ovplyviiovany bakteriofagmi,
integrita biofilmu méze byt rychlo zni¢ena (Liao et al.,
2006). Hughes et al. (1998) pracujici v oblasti kontroly
biofilmov  Enterobacterter  agglomerans  pouzitim
bakteriofagov zistili, Ze bunky sa lahko rozkladali a
biofilm bol degradovany pridanim bakteriofagov, ak boli
splnené urcité kritéria. Baktéria musela byt citlivd na
bakteriofagy a bakteriofagy depolymerizovanych
polysacharidov musia byt schopné rozkladat ESP
biofilmu. Bakteriofdg potom rozlozi bunky biofilmu,
enzym polymerazy degraduje ESP a spdsobuje zbavenie sa
biofilmu. Ak len jedno ztychto kritérii by bolo splnené,
znamenalo by to znaény stupenn degradacie biofilmu.
Eventualne spoluzitie medzi bakteriofagmi a hostitel'skymi
baktériami s biofilmom by mohlo byt zdokonalené
(Hughes et al., 1998, Liao et al., 2006). Bakteriofagy boli
navrhnuté ako prostriedky nicenia alebo kontrolovania
biofilmov, avSak technoldgia pre tito Cinnost’ doposial
nebola ispesne rozvinuta a je relativne malo dostupnych
informacii o bakteriofdgoch napadajticich baktérie na
biofilmoch (Hughes et al., 1998; Sutherland et al., 2004,
Liao et al., 2006).

Kontrola biofilmu pomocou
medzidruhovej interakcie — bioregulacia
Existencia viacnasobnych interakcii alebo jednoducha
produkcia metabolitov moze zasahovat’ do vyvoja, ktory
zda sa byt Strukturalne usporiadanou komunitou v ramci
biofilmu (Lue, 2005). Rivalita v substrate je jednou
z hlavnych vyvojovych sil v bakteridlnom svete a mnohé
vyskumné udaje ziskané v laboratériu za kontrolovanych
podmienok ukazali ako roézne mikroorganizmy mozu
ucinne zapasit’ s inymi z dévodu lepsieho vyuzitia daného
zdroja energie (Christensen et al., 2002). Okrem toho,
mnohé baktérie st schopné syntetizacie a vyluCovania
povrchovo aktivnych latok. V konkurenénom prostredi by
tento jav mohol hrat’ vyznamnu Glohu. Al-Tahhan et al.
(2000) =zdoraznili, ze aj pri velmi nizkej tUrovni

prostriedkov

biotenzidov, syntetizovanych rodom Pseudomonas spp.,
by mohli sposobit povrch bunky viac hydrofobny.
Z vlastnosti biotenzidov je zname, Ze mozu byt zahrnuté
do exopolymerového presunu z jedného druhu baktérie do
druhého, ¢o sa javi ako efektivnejSie vramci matice
biofilmu, kde st bunky v tesnej blizkosti (Osterreicher-
Ravid et al., 2000). Napriek tomu, v zmieSanych druhoch
biofilmu by tato bunkova vlastnost podporovana
bakterialnymi druhmi mohla mat antimikrobidlne
vlastnosti na d’al’'Sie druhy baktérii. Produkcia biotenzidov
moze zoslabit’ tvorbu biofilmov (Daniels et al., 2004).
Niekol’ko autorov (Leriche a Carpentier, 2000; Zhao et
al., 2004) zistilo, Ze mikroorganizmy tvoriace biofilmy na
povrchoch v mliekarenskych zavodoch by mohli zohravat
ulohu narusitela biologickych ¢innosti patogénnych
baktérii, a preto by mohli byt pouzité na zlepSenie
povrchovej hygieny. Tenzidy z Bacillus subtilis rozrusuji
biofilmy pocas rastu buniek a zabranuju tvorbe biofilmu
mikroorganizmami ako s Salmonella  enterica,
Escherichia coli a Proteus mirabilis (Svensson et al.,
2000, Mireles et al., 2001). Taktiez, baktérie mlie¢cneho
kvasenia  avyrobky, ktoré ich obsahuju  boli
zdokumentované pri ich antimikrobialnej aktivite proti
rastu Listerie monocytogenes (Zhao et al., 2004).
Zistenim, ktoré Siroké spektra baktérii vyuzivaji quorum
sensing na uskuto¢novanie tvorby biofilmu a diferenciacie
predstavuje atraktivny ciel’ pre kontrolu biofilmu (Cui,
2003; Daniels et al., 2004).

Kontrola biofilmu — ¢istenie a dezinfekcia
Biocidne vyrobky — definicia

Podl'a smernice 98/8/ES Europskeho parlamentu a Rady
zo dia 16. februara 1998 o uvadzani biocidnych vyrobkov
na trh si biocidne vyrobky aktivne latky a pripravky
obsahujuce jednu alebo viacero z nich upravené do formy,
ktora je dodavana wuzivatelovi s cielom nicenia,
zastraSovania, zneSkodnenia, zabranenia Skodlivého
ucinku alebo spdsobenia iného inhibi¢éného ucinku na
lubovolny S$kodlivy organizmus chemickymi alebo
biologickymi prostriedkami. Termin biocid sa bezne
pouziva ako synonymum pre antimikrobidlne latky alebo
sanitatné prostriedky. Avsak podla Gilberta a McBaina
(2003), trojica tychto definicii je odlisnd a je definovana
nasledovne: Biocidy su aktivne latky, ktoré pri urcitej
koncentracii  a definovanych  podmienkach  budi
usmrcovat’ v uréenom Case bunky; antimikrobialne latky
st ucinné latky, ktoré maju nepriaznivy vplyv na rast alebo
rozmnozovanie mikroorganizmov; sanitaéné prostriedky
obsahuju ucinné latky, ktoré su bezpe¢né pre pouzitie na
nezivé povrchy, a ktoré zabijaju Specifické skupiny
choroboplodnych mikroorganizmov v stanovenych ¢asoch.
Cistenie a dezinfekcia

Cistenia a dezinfekcia v potravinarskom priemysle patria
medzi zakladné kroky, ktoré sa aplikuju pri zabezpecovani
vyroby potravin a efektivnost’ s akou sa tieto operacie
vykonavaji  velmi  ovplyviiuji  konecni  kvalitu
a bezpe&nost’ vyrobku (Carpentier a Cerf, 1993). Cistenia
a dezinfekcie st posudzované oddelene, hoci v praxi st
niekedy t'azko rozdelitelné.
Cistenie je dolezitd faza pre minimalizaciu mikrobialnej
kontaminacie priemyselného zariadenia na spracovanie
potravin (Carpentier a Cerf, 1993). Je velmi doleZitou
zésadou eliminovat’ ¢o najviac mikroorganizmov este pred
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pouzitim dezinfekéného prostriedku. Cistiace postupy by
mali G¢inne odstranit’ zvySky potravin a iné necistoty,
ktoré mézu obsahovat’ mikroorganizmy alebo podporovat’
mikrobialny rast. Cistiace postupy zahffiaju odstratiovanie
necistoty a zvySkov potravin mechanicky, studenou alebo
teplou vodou, a az potom nasleduje pouzitie chemickych
latok, oplachovanie, dezinfekcia a oplachovanie. Vysoké
teploty moZu znizovat’ potrebu fyzickej sily (Carpentier
Cerf, 1993; Maukonen et al.,, 2003). Chemické latky,
zvyCajne povrchovo aktivne latky alebo alkalické
zluceniny, pouzivané ako Cistiace prostriedky, pozastavia a
rozpustia zvySky potravin znizovanim povrchového
napitia, sposobuju emulgaciu tukov a denaturacia
bielkovin (Maukonen et al, 2003). Tieto chemické
pripravky st v sucasnosti pouzivané v kombinacii.
Mechanické posobenie (vodné turbulencie a drhnutie), je
povazované za velmi ucinné pri odstrafiovani biofilmu
(Chmielewski a Frank, 2003; Maukonen et al., 2003).
Ucinny postup &istenia musi narusit’ alebo rozlozit’ matricu
ESP spojenu s biofilmom tak, aby dezinfekéné prostriedky
mohli ziskat pristup k zivotaschopnym bunkdm
(Carpentier a Cerf, 1993; Gibson et al., 1999). Cistiaci
proces moze odstranit’ viac ako 90% mikroorganizmov
spojenych s povrchom, nemozno sa ale spoliehat’ na to zZe
ich usmrti. Baktérie sa mézu opétovne ulozit’ na iné miesta
a vzhladom k pritomnosti vody a Zivin ndm mézu vytvorit’
biofilm. Preto musi byt vykonana vzdy aj dezinfekcia
(Gibsona et al., 1999). V potravinarskom priemysle je
proces Cistenia dolezitym faktorom a je potrebné, aby
vSetky plochy prichadzajuce do kontaktu s potravinami
boli Cist¢ a aby zabranili mikrobialnej kontamindcii a
produkovali sa kvalitné a bezpecné potravinarske vyrobky.
Cistenie a dezinfekcia si doplnkové procesy, ktoré
spolo¢ne poméahaji dosiahnut’ pozadované vysledky.
Dezinfekcia

Dezinfekcia  predstavuje  pouzivanie dezinfekénych
pripravkov na nicenie mikroorganizmov. Napriek tomu
v dezinfekénom roztoku boli najdené mikroorganizmy so
schopnostou tvorit' rezistentné kmene a zvySovat tak
ochranu biofilmu (Gilbert a Allison, 1999; McBain et al.,
2000). U prevadzkovatelov potravinarskych podnikov je
dezinfekcia ziadana, pretoze mokré povrchy poskytuji
priaznivé  podmienky pre rast mikroorganizmov
(Maukonen et al., 2003). Cielom dezinfekcie je znizit
povrchové populdcie zivotaschopnych buniek po vyc€isteni
a zabranit' rastu mikroorganizmov na povrchu pred
opatovnym spustenim vyroby. Dezinfekéné prostriedky
neprenikaji  do matice Dbiofilmu na povrchu po
neefektivnom Cistiacom procese a tak nezniéia vsetky zivé
bunky v biofilme (Holah, 1992; Carpentier a Cerf,
1993).

Dezinfek¢éné prostriedky su efektivnejSie pri nepritomnosti
organickych latok (tuky, sacharidy a materialy na baze
bielkovin). Organické latky, pH, teplota, tvrdost vody,
chemické inhibitory, koncentracia a kontaktny cas
vSeobecne sluzia na kontrolu ucinnosti dezinfekénych
prostriedkov (Mosteller a Bishop, 1994; Cloete et al.,
1998). Dezinfekéné prostriedky musia byt Géinné,
bezpecné, lahko pouzitelné a lahko oplachnutelné z
povrchu, nesmu zanechavat ziadne toxické zvysky, ktoré
maju vplyv na senzorické hodnoty vyrobku. Pouzitie
dezinfekénych prostriedkov v potravinarskych
prevadzkach zavisi od pouzitého materidlu a adhézie

mikroorganizmov. Na zéklade nasledovnych poznatkov by
sa malo vyberat' pouzivanie dezinfekénych prostriedkov,
ktoré vyraznou mierou pri spravnej aplikacii zabrafuja
rastu biofilmov:

Je dezinfekény prostriedok stabilny po riedeni?

Je pouzivany dezinfekény prostriedok ucinny v danom
rozsahu pH?

Je dezinfekény prostriedok toxicky, bezpecny alebo
drazdivy?

Aké je mikrobialne spektrum dezinfekéného prostriedku?
Ako teploty ovplyviluyju ucinnost  dezinfekéného
prostriedku?

Je dezinfekény prostriedok korozivny pre povrchy?

Je dezinfekény prostriedok povrchovo aktivny?

Je dezinfekény prostriedok stabilny, ked reaguje s
organickym materialom? (Troller, 1993; Wirtanen, 1995;
Wirtanen et al., 2000, Manuzon et al., 2007).
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HEALTH AND HYGIENIC CONDITIONS OF EWE'S MILK PROCESSING FROM
THE ASPECT OF FOOD SAFETY

Eva Dudrikova, Lucia Polakovd, Jana Pukdcova

ABSTRACT

Totally, 47 strains of Staphylococcus aureus and 578 coagulase negative staphylococci were detected in samples from raw
ewe milk. The 35 out 47 isolates of Staphylococcus aureus from ewe milk were positive for the presence of staphylococcal
enterotoxin genes: sea (4 %), sec (48 %) a sed (48 %). Staphylococcus epidermis (33.04%), Staphylococcus caprae
(21.28%) were more prevalent. Staphylococcus chromogenes (7.44 %), Staphylococcus hominis (7.09%), Staphylococcus
xylosus (6,92 %), a Staphylococcus warneri (6.40 %) were isolated also in ewes milk. Staphylococcus haemolyticus
(3.11 %), Staphylococcus capitis (2.94 %), Staphylococcus simulans (2.08 %) and Staphylococcus saprophyticus (1.73 %)
were isolated very rarely from the taken individual milk ewe samples. Sporadically, only in few cases, the others coagulase
negative staphylococci were isolated (< 1 %): Staphylococcus cohnii, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus closii,

Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus auricularis and Staphylococcus equorum.
Keywords: ewe’s milk; quality; safety; Staphylococcus aureus; staphylococci

UVOD

Prevazna cast oviec chovanych na Slovensku je
kombinovaného zamerania. V poslednych rokoch sa
chovatelia zameriavaji na produkciu mlieka a jato¢nych
jahniat, produkcia vilny je len okrajova a v sucasnych
nakladoch na strihanie neziskova.

Vzhl'adom k stipajucemu trendu po dopyte vyrobkov
z nebovinnych druhov mliek, resp. v dosledku moznosti
spracovatel'ov akéhokol'vek pol'nohospodarskeho vyrobku
alebo potraviny poziadat’ o zapis zaruCenej tradi¢nej
Speciality, resp. ,,ochrany oznacenia pdvodu“ a ,,ochrany
zemepisnych oznaCeni na Uzemi Spolocenstva™ je
nevyhnutné sa venovat’ nielen kvalite takychto vyrobkov
(¢o predstavuje hlavny ciel’ spolo¢enstva EU), ale aj ich
bezpecnosti z hl'adiska mikrobiologického a chemického.
Vzhladom ktomu, ze salasnictvo na Slovensku je
roz$irené v rdznych oblastiach Slovenska, aj zlozenie
a kvalita ov¢ieho mlieka bude rozdielna (Herian, 2010).

Ovcie mlieko je unikatne svojim zlozenim a odliSuje sa
obsahom jednotlivych zloziek od mlieka inych druhov
cicavcov (Posati a Orr, 1976). Obsahuje cely rad
vyznamnych G¢innych latok, napr. aminokyselin (20),
mastnych kyselin (60), mineralnych latok (45) a
oligoelementov, vitaminov (25) a sacharidov (5). Obsahuje
aj enzymy a hormodny. Je to tekutina bielej farby, typickej
vone a prijemnej sladkej chuti. Ovéie mlieko je bohaté na
vitamin A, B;, B,, By, a vitamin C, vyznamny je obsah
kyseliny orotovej, ktorej sa pripisuju  protirakovinové
ucinky, vyznamny je aj obsah Zeleza, a zinku (Casali et
al., 1989; Dario et al., 1995; Fenyvessy a Csanadi, 1999;
Margentin, 1996; Hardy, 2000).

V sucasnom obdobi mozno na Slovensku ziskavanie
a spracovanie ov¢ieho mlieka rozdelit' nasledovne: (a)
dojenie (rucné alebo strojové), po ktorom nasleduje
spracovanie surového ov¢ieho mlieka na hrudkovy syr; (b)
dojenie (ru¢né alebo strojové) spojené so zakladnym
osetrenim a skladovanim mlieka v mliecnici a zvoz do
bryndziarne a (c) dojenie (ru¢né alebo strojové) spojené
s naslednym zakladnym oSetrenim a chladenim mlieka, po
ktorom nasleduje tepelné oSetrenie mlieka (pasterizacia
mlieka) avyroba hrudkového syra ainych Specialit
z tepelne oSetreného mlieka v salasnickych podmienkach.

Kazdy zuvedenych sposobov ma svoje vyhody
a nevyhody, ktoré sa mézu prejavit’ v kvalite vyrabanych
vyrobkov z ov¢ieho mlieka.

Ciel'om prace bolo zistit’ kontaminaciu surového ov¢ieho
mlieka stafylokokmi, najmé baktériou S. aureus, u ktorej
sme zistovali pritomnost’ stafylokokovych
enterotoxinovych génov (sea, seb, sec, sed, see).

MATERIAL A METODY

Na zistenie vytyCenych cielov prace sme celkovo
v obdobi rokov 2005-2009 vysetrili 1033 individualnych
vzoriek surového ov¢ieho mlieka z fariem situovanych
v regiénoch Slovenska.

Z jednotlivych vzoriek mlieka, sme objem 0,1 ml
inokulovali na povrch Baird-Parkerovho agaru (HiMedia,
India). Platne sme inkubovali za aerobnych podmienok pri
teplote 37 °C a vysetrili po 24 a 48 hod. na bakterialny rast
stafylokokov (EN ISO 6888-1:1999). Identifikacia baktérii
bola zalozena na typickom raste stafylokokov na Baird-
Parkerovom agare. Suspektné kolonie sme prekultivovali
na krvny agar obsahujuci 5 % baranich erytrocytov
a inkubovali 24 hod. pri teplote 37 °C. Tieto 24 hod.
kultiry sme pouzili na dalSie testy. Gram pozitivne,
katalazopozitivne koky sme identifikovali na zaklade
Staphytestu 16 (Lachema Brno, CR). Pritomnost’ volnej
koagulazy sme testovali skimavkovou reakciou pomocou
Sevatestu Stafylo PK (Imuna, Sari§ské Michalany) v
0,1 ml 18-20 hodinovej bujonovej kultiry vySetrovaného
kmena stafylokoka. Hodnotili sme rychlost a kvalitu
koagulatu. Za pozitivnu reakciu sme povazovali
vytvorenie koagulatu do 6 hodin.

Na konfirmaciu izolatov S. aureus sme pouzili
molekularne metédy. Celkova genomicki DNA sme
izolovali zbujonovej kultury S. aureus metédou podla
Hein et al. (2005). Na identifikaciu S. aureus sme pouzili
multiplexovi PCR  (Martineau et al, 1998;
Strommenger et al., 2003).

Na detekciu enterotoxinovych génov sea, seb, sec, sed,
see sme pouzili metédu podl'a Sharma et al. (2000). Ako
pozitivne kontroly pre PCR sme pouzili tieto referencné
kmene: S. aureus CCM 5756 (sea gén), S. aureus CCM
5984 (sec gén), S. aureus CCM 5972 (see gén) (Ceska
kolekcia mikroorganizmov, Brno).

PCR produkty sme analyzovali pomocou elektroforézy
v1 % agar6zovych géloch (Invitrogen), ponorenych
v TAE tlmivom roztoku (Sambrook et al., 1989).

Na statistické spracovanie nami zistenych udajov bola
pouzita analyza rozptylu ANOVA (GraphPad Prism 5).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Zastupcovia rodu Staphylococcus (Celad’
Staphylococcaceae) s Gram pozitivne, aerdbne alebo
fakultativne anaerdbne, nepohyblivé, nesporulujuce

a neopuzdrené koky, ktoré maji charakteristicku velkost
0,5 — 1,5 pm ausporiadanie do retiazok alebo zhlukov
pripominajucich strapce hrozna (Bednai et al., 1999;
Biggs, 2009). Podl'a produkcie volnej koagulazy sa
stafylokoky delia na koagulazopozitivne (KPS): S. aureus
subsp. anaerobicus, S. aureus subsp. aureus, S. delphini,
S. hyicus, S. intermedius, S. lutrae, S. schleiferi subsp.
coagulans akoagulazonegativne (KNS): S. epidermidis,
S. saprophyticus, haemolyticus, S. hominis subsp.
novobiosepticus, S. lugdunensis, S. cohnii subsp. cohnii,
S. cohnii urealyticus, S. xylosus, S. caprae, S. simulans,
S. warneri, atd.. Vyznamny je najmd S. aureus, ale
v poslednom case narastd aj vyznam KNS v stadach
bahnic, vzhl'adom k ich moznému poésobeniu pri vzniku
subklinickych mastitid oviec.

Klasickym mikrobiologickym vysetrenim individualnych
vzoriek ovCiecho mlieka sme spolu izolovali 629 Gram
pozitivnych a katalazapozitivnych kokov, ktoré sme na
zaklade vysledkov na pritomnost volnej koagulazy
pomocou skumavkovej reakcie Sevatestom Stafylo PK
rozdelili na dve skupiny (Tab. 1).

Tab. 1 Pocet izolatov Gram pozitivnych baktérii
izolovanych zo vzoriek surového ovcéieho mlieka
ov¢ieho mlieka (n = 629)

Koagulazopozitivne
stafylokoky

Koagulizonegativne
stafylokoky

51 (8,11 %) 578 (91.89 %)

Dalsou identifikdciou, pomocou Staphy testu 16 sme
spolu v skupine koagulazopozitivnych stafylokokov
(Tab. 2) identifikovali S. aureus (47) a S. hyicus (4).

Tab. 2 Druhy koagulizopozitivnych stafylokokov

Koagulazopozitivne Pocet izolatov (%)
stafylokoky

Staphylococcus aureus 47 (92,16)
Staphylococcus hyicus 4(7,84)

Spolu 51 (100)

Pocet a percentualne zastiipenie koagulazovo-

negativnych stafylokokov uvadzame v Tab. 3. Z Tab. 3
vyplyva, ze zo skupiny KNS sme najcastejSie izolovali

Staphylococcus  epidermis  (33,04%), Staphylococcus
caprae (21,28%) a dalej Staphylococcus chromogenes
(7,44 %), Staphylococcus hominis (7,09%),

Staphylococcus xylosus (6,92 %), a Staphylococcus
warneri (6,40 %). Ojedinele bol izolovany Staphylococcus
haemolyticus (3,11 %), Staphylococcus capitis (2,94 %),
Staphylococcus simulans (2,08 %) a Staphylococcus
saprophyticus (1,73 %). Sporadicky, vo vel'mi ojedinelych
pripadoch sme zo vzoriek ov¢ieho mlieka identifikovali

ostatné izolaty  Staphylococcus spp.: (< 1 %)
Staphylococcus cohnii  cohnii, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus  closii,  Staphylococcus  lugdunensis,

Staphylococcus auricularis a Staphylococcus equorum.

Tab. 3 Druhy koaguldzovonegativnych stafylokokov

koaguldzonegativne pocet izolatov (%)
stafylokoky

Staphylococcus epidermidis 191 (33,04)
Staphylococcus caprae 123 (21,28)
Staphylococcus chromogenes | 43 (7,44)
Staphylococcus hominis 41 (7,09)
Staphylococcus xylosus 40 (6,92)
Staphylococcus warneri 37 (6,40)
Staphylococcus haemolyticus 18 (3,11)
Staphylococcus capitis 17 (2,94)
Staphylococcus lentus 15 (2,59)
Staphylococcus simulans 12 (2,08)
Staphylococcus saprophyticus | 10 (1,73)
Staphylococcus cohnii cohnii 5(0,87)
Staphylococcus sciuri 5(0,87)
Staphylococcus closii 4 (0,69)
Staphylococcus lugdunensis 4 (0,69)
Staphylococcus auricularis 2 (0,35)
Staphylococcus equorum 1(0,17)
Spolu 578 (100)

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze zastipenie jednotlivych
druhov stafylokokov vo vzorkadch surového ovcieho
mlieka pravdepodobne suvisi s rdznymi klimatickymi,
podnymi podmienkami danymi v jednotlivych oblastiach
chovu oviec, ako aj dodrziavanymi zootechnickymi
a zoohygienickymi podmienkami chovu oviec, ziskavania,
prvotného osetrenia a spracovania mlieka v podmienkach
Slovenska. Pri hodnoteni hygienickych podmienok pri
dojeni sme mohli konstatovat, ze tieto boli na vicSine
produkénych hospodarstiev a salaSov splnené. Len vo
vynimoénych pripadoch sme zistili, Ze sa nevykonava
primarna toaleta vemena aneoddeluji sa prvé streky
mlieka. Na zachytavanie prvych strekov mlieka sa vel'mi
ojedinele pouziva Specialna nadoba s ¢iernym dnom, resp.
sa prvé streky vydajaju do osobitného vedra, uréeného na
tento tcel. VacSina producentov odstrekuje prvé streky
mlieka na zem, ato v priestore vyhradenom na priame
dojenie oviec.

Dezinfekcia strukov bahnic po ukonéeni dojenia sa
vykonava len u bahnic, ktorych mliecna zl'aza sa doji¢ovi
javi ako zmenend. (napr. viditelné poranenie koze
mliecnej Zzlazy, lézie na mlieCnej Zzlaze, zatuhnutie
parenchymu).

Burdova et al. (2007) uvadzaji, ze prave dezinfekcia
strukov po dojeni schvalenym dezinfekénym pripravkom
je vyznamnym krokom, ktory redukuje prestup
mikroorganizmov cez strukovy kanal do cisterny, resp.
d’alej do parenchymu vemena po ukonceni dojenia, kedy je
sfinkter strukového vyvodu otvoreny najmenej 30 minut.

Pouzivanie principov toalety vemena, ktoré popisuju
Burdova et al. (2007) pri zvySovani kvality kravského
mlieka na farme platia aj pre bahnice. Dodrzanie vsetkych
hygienickych zasad pri dojeni bude mat’ vzdy za nasledok
ziskania vysokokvalitného mlieka a zniZzenie financnej
straty pri ziskavani a prvotnom oSetreni ov¢ieho mlicka
v pol'nohospodarskej prvovyrobe. Paape et al. (2001),
Contreras et al. (2003) wuvadzaju, ze umalych
preziivavcov sa dezinfekcia strukov vykonava len
uvysoko infikovaného stada. Pritom kontrola kvality
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dezinfekéného pouzivaného pripravku je tiez velmi
dolezita, pretoze niektoré vzplanutia mastitid poukazali na
nedostato¢nu  dezinfekciu, nasledkom ¢oho doslo napr.
uoviec k vzniku mastitid baktériou Serratia marcescens
(Tzora a Fthenakis, 1999).

Pritomnost’ S. aureus v mlieku, sa dava do pozornosti
nielen z déovodu mozného vzniku kontagidoznej mastitidy
oviec, ale aj z dovodu moznej produkcie stafylokokovych
enterotoxinov, ktoré su nebezpecné pre l'udi.

Zistilo sa, ze aj stafylokoky iné ako Staphylococcus
aureus mbdzu za urcitych podmienok produkovat
enterotoxiny (Laffan et al., 1996; Udo et al., 1999).
Druhy, ktoré st menej obvykle oznacované ako patogény
zahriuji  Staphylococcus ~ cohnii,  Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus
schleiferi, Staphylococcus simulans a Staphylococcus
warneri.

Druhy stafylokokov, ktoré st ojedinele izolované u

pacientov v humannej medicine st Staphylococcus
auricularis,  Staphylococcus  capitis,  Staphylococcus
carnosus, Staphylococcus lentus a Staphylococcus

xylosus. Koaguldzonegativne stafylokoky izolované zo

zdrojov  zvierat zahriuju  Staphylococcus — arlettae,
Staphylococcus  caprae,  Staphylococcus  carnosus,
Staphylococcus caseolyticus, Staphylococcus

chromogenes, Staphylococcus equorum, Staphylococcus
gallinarum, Staphylococcus hyicus (koagulazo variabilny),
Staphylococcus  kloosii,  Staphylococcus — lentus a
Staphylococcus  sciuri a  Staphylococcus intermedius
(Edwards et al., 1997; Bautista et al., 1988), pricom
Staphylococcus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
simulans a Staphylococcus chromogenes patria medzi
najCastejSie  izolované KNS  pri  perzistujicich
intramamarnych infekciach oviec a koz (Contreras et al.,
2003; Bergonier et al., 2003).

Vyskyt KNS v individualnych vzorkach ov¢ieho mlieka
modze signalizovat’ vyskyt subklinickej mastitidy v stade
oviec, nakol’ko tato skupina mikroorganizmov predstavuje
vysoko prevalentné patogény podielajuce sa na vzniku
tohto ochorenia. Aj ked” KNS st menej patogénne ako
S. aureus, prave KNS moézu vyvolavat' perzistentne sa
vyskytujicu subklinicki mastitidu (Contreras et al.,
1997, Ariznabarreta et al., 2002). NavySe, patogenita
KNS vyvolavajuca intramamarne infekcie u malych
prezuavavcov je velmi rozdielna apritom nie je
mechanizmus patogenity subklinickych infekcii dostatocne
znamy (Gonzalo et al., 2002; Winter et al., 2002;
Leintner et al., 2004).

Z vysetrenych vzoriek surového ov€icho mlicka sme
izolovali kmene S. aureus, zktorych 35 izolatov bolo
nositel'mi stafylokokovych enterotoxinovych génov sea
(4 %), sec (48 %) a sed (48 %). Hole¢kova et al. (2002)
uvadzaju vo svojich pracach vysoku variabilitu v detekeii
enterotoxinovych génov PCR metédou. Tkacikova et al.
(2003) izolovali z 87 izolatov S. aureus zo vzoriek ov¢ieho
syra tri enterotoxinové gény (seb, sec, sed), ato vo
frekvencii sec 33,3 %, sec 33,3 % asec + sed 33,3 %.
Vysledky poukazuji na to, ze vicSina enterotoxin
pozitivnych stafylokokov je nositelmi génov pre
produkciu enterotoxinov typu sec a sed.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze stafylokoky sa
v surovom ovéom mlieku vyskytuji pravidelne, su
rozneho biotypu amézu sa podielat na vzniku

subklinickych mastitid u oviec. Rovnako sa ukazalo, zZe
potvrdené izolaty S. aureus z ov€ieho mlieka st nositel'mi
enterotoxinogénnych génov sec, sed asec + sed takmer
v rovnomernom zastipeni.

Mlieko a mlie¢ne vyroby predstavuji vhodné médium
pre rast patogénnych mikroorganizmov, nevynimajic
enterotoxigénne kmene Staphylococcus aureus. Uz Minor
a Marth (1976) zhrnuli vo svojej praci informacie o
pritomnosti  Staphylococcus aureus a jeho syntéze
enterotoxinov v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch. Této praca
zahriuje diskusiu nielen o moznych stafylokokovych
enterotoxikozach, ale aj o faktoroch, ktoré ovplyviuja rast
stafylokokov a produkciu enterotoxinov. Mlieko sa
nepodiel’a na vzniku vel’kého poctu ochoreni na rozdiel od
inych druhov mliecnych vyrobkov, ako napr. susené
mlieko a syry. Nedavna stafylokokova enterotoxikoza v
Japonsku ale potvrdila, Ze aj pasterizované mlieko moze
predsa byt  pricinou hromadnej stafylokokovej
enterotoxikozy, a to v pripade, ak sa hrubo zanedba troven
sanitacie v mliekarenskom zavode. Z toho vyplyva, ze
problematike kvality a bezpecnosti ovéieho mlieka sa musi
venovat’ vel'ka pozornost’ zo strany kontrolnych organov.
Ov¢ie mlieko predstavuje velmi cennt surovinu v zmysle
svojho spracovania predovSetkym na hrudkovy syr
a bryndzu. Bryndza ziskava na popularite a atraktivnosti
nielen na slovenskom uzemi, ale aj v d’al§ich ¢lenskych
krajinach EU. Ziskané poznatky si vyuzitelné priamo
v praxi, pretoze poskytuju uceleny prehl’ad o vyskyte KNS
stafylokokov v oblasti Slovenska, kde je najviac
ststredené ziskavanie a spracovanie ovc¢ieho mlieka na
hrudkovy syr a bryndzu.

Z hladiska dodrziavania hygienického sposobu
ziskavania a spracovania ov¢ieho mlieka je poteSitelné, ze
spracovatelia ov¢ieho mlieka poznaju zakladné hygienické
pravidla ziskavania a spracovania ov¢icho mlicka a vo
vacsine pripadov ich aj dodrziavaju. Aj pri ruénom dojeni
oviec sa mozno stretnit’ s pouzivanim utierok na ocistenie
vemena pred dojenim, s odstriekavanim prvych strekov
mlieka a zmyslovym posudenim mlieka, ktoré su rutinnou
zalezitostou pri strojovom dojeni bahnic, rovnako ako
dezinfekcia strukov po ukonceni dojenia, aj ked’ v tomto
pripade je tento ikon pouzivany len v pripade viditelnych
klinickych zmien na mlie¢nej zl'aze.

S dodrziavanim hygienického programu dojenia suvisi aj
mikrobiologické kvalita surového ov¢ieho mlieka, ktora sa
nasledne odrazi v kvalite findlneho vyrobku, t. j. ov¢ieho
hrudkového syra, resp. bryndze. V cerstvo nadojenom
mlieku ziskanom od zdravych oviec mozno zistit
nasledovné  skupiny  mikroorganizmov:  mikrokoky
zvemena oviec; mikroorganizmy, ktoré nevyvolavaja
zmeny mliecka a nie st nebezpecné pre cloveka.
V ojedinelych pripadoch mézu na povrchu mlieka vyvolat
rozne farebné zmeny, ako napr. Pseudomonas spp.,
Sarcina spp., Saccharomyces spp.). Dolezita skupinu
tvoria  baktérie mlie¢neho kvasenia, najmid rod
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, ktoré maja
vyznam z hl'adiska zabezpecCenia spravneho priebehu
kvasenia a zrenia hrudkového syra. Pri predzreti ov¢ieho
hrudkového syra posobia najmd baktérie typu
Streptococcus lactis a Lactobacillus spp. a syr dosahuje
pH 4,9. Vlastné zrenie méze mat’ primarny charakter, kedy
dochadza k stiepeniu bielkovin a sekundarny, pri ktorom
dochadza k oxidacii kyseliny mlie¢nej, ale aj k Stiepeniu
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tuku a bielkovin. Okrem toho, pocas vlastného zrenia
dochadza k rastu a enzymatickej ¢innosti mikroskopickych
hub rodu Geotrichum, kvasiniek a aerobnych baktérii na
povrchu syra a anaerdbnych baktérii vo vnutri syra.
Cinnostou celej tejto Sirokej skupiny mikroorganizmov sa
v priecbehu zrenia syra vytvaraju charakteristické
senzorické vlastnosti syra. V pripade nedodrzania
hygienickych podmienok pri ziskavani a oSetreni
a spracovani ovc¢ieho mlieka na hrudkovy syr sa moézu
nachadzat’ v ov€om mlieku neziaduce mikroorganizmy,
ktoré mozno charakterizovat’ ako neziaduce z hladiska
technologického a neziaduce z hladiska hygienického.
Svojou pritomnostou a ¢innostou modzu vyvolat rozne
chyby ov¢ieho hrudkového syra. Do tejto skupiny
mikroorganizmov moézeme zaradit® koliformné baktérie
ako indikator nedostatoénej hygieny pri ziskavani a
osetreni ov¢ieho mlieka, hnilobné baktérie, sporulujuce
aerobne a anaerobne baktérie, plesne a kvasinky iné ako
Geotrichum candidum. Poslednu skupinu tvoria patogénne
mikroorganizmy (najmd Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Shigella spp., E. coli, Staphylococcus
aureus), ktoré sa mézu vovcom mlieku vyskytovat v
pripade hrubého porusenia zasad spravnej vyrobnej praxe
a mozu byt pri¢inou vzniku alimentarnych toxikoinfekcii
a enterotoxikdz (Dudrikova, 2000).

Okrem koliformnych baktérii zo surového ovcieho
mlicka mozno najcastejSic izolovat stafylokoky, a to
najmd S. capitis, S. caprae, S. cohnii cohnii,
S.  epidermidis, S.  haemolyticus S.  hominis,
S. chromogenes, S. saprophyticus, S. sciuri, S. simulans,
S. warneri, S. xylosus. S. aureus. V ojedinelych pripadoch
mozno v ovéom mlieku izolovat napr. Aerococcus
viridans, Micrococcus luteus, Lactobacillus lactis,
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Pantotea spp. a pod.
Z mikroskopickych vlaknitych hib v ovéom mlieku sa
zistuji  najmd rody Cladosporium, Penicillium
a Acremonium, Aspergillus, Microsporum, Paecilomyces
a Scopulariopsis.

Uvedené skupiny mikroorganizmov, ktoré tvoria typicku
i netypicki mikrofléru surového ov¢ieho mlieka netreba
v ziadnom pripade podceiiovat. V mnohych pripadoch
mozno nalez neziaducich skupin mikroorganizmov dat’ do
suvislosti s hygienickymi podmienkami na jednotlivych
salasoch.

NajcastejSie chyby z hygienického hl'adiska, ktoré sme
zistili na salasoch boli pavuciny tak v ustajiovacich
priestoroch, ako aj vdojarnach  amliecniciach,
nedostatoéné utesnenia dveri aokien, pritomnost’
neziaduceho hmyzu, najmi much, $pinavé podlahy a steny,
v horicom letnom obdobi vysSie teploty v skladoch
urCenych na zretie syra ako je povolend norma,
nedostato¢na hygiena zamestnancov, nedostato¢na Cistota
tela dojnych oviec.

ZAVER
Nase vysledky poukazuji na to, Ze v chovoch oviec sa na
Slovensku najviac izoluju koagulazovo negativne

stafylokoky, ktoré pri nedodrzani vsSetkych hygienickych
zasad ziskavania, prvotného oSetrenia a spracovania
ovCicho mliecka moézu predstavovat problém najmid v
zmysle vzniku perzistentnych subklinickych mastitid
oviec.

Na druhej strane, pomerne nizky vyskyt S. aureus v nami
odobratych individualnych vzorkach surového ovcieho
mlicka, z ktorych az 35 izolatov bolo nositel'mi
stafylokokovych enterotoxinovych génov sea (4 %), sec
(48 %) a sed (48 %) naznaCuje, ze je potrebné tejto
problematike venovat pozornost aj nadalej, pretoze v
pripade nedodrzania podmienok spracovania mlieka a
najmé doby zretia hrudkového ovéieho syra moze v syre
dochadzat’ k takému pomnozeniu baktérie S. aureus, ktoré
bude mat za nasledok tvorbu stafylokokovych
enterotoxinov.
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THE CONSUMPTION OF ACIDOPHYLUS DRINKS AND YOGURTS IN

SELECTED POPULATION OF PUPILS IN YEARS 2004 AND 2008.
Marta Habdnova, Marta Lorkovad, Jana Kopcekova

ABSTRACT

The aim of this paper was to compare the frequency of consumption and the amount of consumed acidophylus drinks and
yogurts at 427 respondents from various schools at the age between 12 and 26 years in two monitored years. 223 males and
204 females participaded at the survey. The questionaire again confirmed low level of yogurts and acidophylus drinks
consumption. The consumption of white yogurts was confirmed only by 2 % of questioned pupils. Fruit yogurts are more
popular among pupils and it is necessary to say that we registred the increase of fruit yogurts consumption in year 2008,
mainly in cream fruit yogurts. The daily consumption of these increased with male population from 14.8 % in year 2004 to
26.2 % in year 2008. The significant increase of consumtption occured also with female population of half-fat yogurts and
the similar trend was also niticed in low-fat fruit yogurts, mainly within the female population. The consumption of clabber,
acidophylus drinks and buttermilk, according to our survey in year 2008 went up in comparison with year 2004 in male
population by 8.3 % and with female population by 9.5 %. Based on the monitored frequency of consumption a few times

per week we detected growing trend in yogurt and acidophylus beverages, which we evaluate as the positive sing.
Keywords: yogurt, acidophylus drink, frequency of consumption, health

UVOoD

V obdobi prechodu detského veku do adolescencie
prebieha vel'a zmien vratane zmien v spdsobe stravovania.
Pozoruhodna je predovSetkym znizena konzumacie mlieka
(Chan et al., 1995). Mlieko a mliecne vyrobky st jednou
zo zakladnych zloziek racionalnej vyzivy. Okrem
zakladnych zivin a prislusnej energie poskytuje l'udskému
organizmu mnoho latok, ktoré sa vyznacuju nielen
vyznamnymi vyzivovymi, funkénymi, ale aj zdravotnymi
ucinkami (Valik, 2006; Babinska, 2005). Moorman
a Terry (2004) uvadzaju, ze iba 40 % chlapcov a29 %
dievcat vo veku 6-11 rokov a30 % chlapcov al12 %
dievcat vo veku 12 — 19 rokov skonzumuje odporti¢ané
mnozstvo mlieka podl'a ich veku. Prijem mlieka v detstve
a v adolescentom veku vplyva na zvysenie kostnej hmoty
a denzity v dospelosti (Kalkwarf et al., 2003) a tento
vztah je signifikantny (Bonjour et al., 1997). Jednou zo
stcasti vyvazeného stravovania st aj kyslomlieéne
produkty. Ich priaznivé G¢inky na l'udsky organizmus st
zname uz od zaciatku 20. storoCia  zasluhou
priekopnickych prac Mecnikova (Fuller, 1991), ktory
vyslovil nazor, ze jogurtové baktérie prechadzaju pri
konzumacii jogurtu cez cely traviaci trakt cloveka
a usidl'uji sa v hrubom creve. Potupne bolo zistené, ze
pravé jogurtové baktérie neprezivaji prechod cez zalidok
sjeho velmi kyslym prostredim s obsahom aktivnych
enzymov. Toto kyslé prostredie devitalizuje vel’ku vacsinu
baktérii pohltenych v potrave a zial’ aj jogurtové baktérie.
Tieto baktérie navySe nezndSaju zI¢, ktora sa primieSava
do natravenej potravy. Tymito novymi poznatkami bol
vyvrateny povodny Meénikov nazor. Na umelé osidlenie
hrubého ¢reva baktériami mlie¢neho kvasenia a ich trvalej
pritomnosti v iom, boli odbornikmi vyvinuté nové, tzv.
probiotické kyslé mlieka a jogurty (Gill a Guarner, 2004;
Valik, 2005; Parvez et al.,, 2006). Probiotikd st zivé
mikroorganizmy, ktoré maju priaznivy ucinok na zdravie
konzumentov, spdsobeny upravou zloZenia ich CErevnej
mikrofléry (Mikula et al., 1998). Ich pozitivne pdsobenie
v ¢reve Cloveka je zalozené na viacerych mechanizmoch.
Jeden znich spoiva v stimuldcii imunitného systému
konzumenta, iny spociva v aktivite metabolitov ¢revnych

baktérii mlieéneho kvasenia. Z hlavnych metabolitov st
vtomto smere vyznamné nizSie organické Kkyseliny:

kyselina mlie¢na, octovd, mravéia a propidonova.
Z vedlajSich metabolitov st to bakteriociny: nizin,
pediococin, helveticin  a plantaricin. NizSie mastné

kyseliny posobia baktericidne na niektoré crevné
choroboplodné baktérie, ako su Salmonela typhimurium,
Clostridium dificile, Shigella sp. a iné. Probiotické jogurty
st vhodné pre vsetky skupiny obyvatel'stva, dokonca aj tie,
ktoré sladké mlieko, pre horSiu vyuzitelnost laktozy
odmietaji (Kopéekova, Sramkova, 2005; Valik, 2005).
Navyse existuje dnes spolahlivy, I'ahko dostupny spdsob
prispdsobenia sa stcasnym potrebam roznych skupin
obyvatel'stva, napr. vol'bou mlie¢nych vyrobkov s nizkym
obsahom tuku, bezlaktézovych vyrobkov alebo réznych
kyslomlie¢nych vyrobkov (Kajaba, 1996). Mliecne
produkty st Casto spajané s moznym rizikom
kardiovaskularnych ochoreni. Lecerf (2010) sledoval
rizikové faktory (tlak krvi, plazmové lipidy, hmotnost’) vo
vybranej populacii auvadza, Ze normalna konzumacia
mlieénych  vyrobkov nie je vrozpore s dobrym
kardiovaskularnym zdravim. Sadrzadeh-Yeganeh et al.
(2010) zistovali efekt probiotickych a konvenénych
jogurtov na lipidovy profil Zien avoboch pripadoch
zaznamenali  pozitivne zmeny v lipidovom profile.
Temine (2002) prezentoval $tudiu o sucasnych vedeckych
poznatkoch probiotickych fermentovanych mliecnych
produktov od historického vyvoja cez vyrobu s rozdelenim
jednotlivych produktov az po nutricné aspekty. Na zaklade
viacerych klinickych $tudii skonstatoval, ze benefity
a prospesnost’ konzumacie tychto vyrobkov pre zdravie
¢loveka st nespochybnitelné. Napriek tomu, Ze spotreba
mlicka a mlie¢nych vyrobkov je nizka, Sajbidorova
(2009) na rok 2008 v situacnej avyhladovej sprave
odhaduje, Ze spotreba jogurtov bude vzrastat, pri¢om
v roku 2007 zostala na rovnakej urovni ako v roku 2006.
Spotreba cerstvych mliecnych vyrobkov je d’al§im hnacim
motorom vyroby mliecka a mliecnych vyrobkov
v Eurdpskej Unii. Existuji dva vedlajsie trendy. Na jednej
strane sa znizuje spotreba mlieka na pitie. Na druhej strane
sa zvysuje spotreba fermentovanych mliecnych vyrobkov.
Predpoklada sa, Ze celkova spotreba bude d’alej rast’ rocne
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0 0,5 % alebo 0,25 miliona ton ekvivalentov mlieka. V
roku 2014 to znamena d’alSiu spotrebu mlieka v mnozstve
1,75 miliébna ton (Vyhlady trhu pre sektor mlieka
a mlienych vyrobkov, 2007). Cielom prace bolo
porovnat spotrebu vybranych mlieénych produktov
v dvoch sledovanych rokoch na vybranych
zakladnych, strednych a vysokych Skolach.

MATERIAL A METODY

Porovnavali sme konzumaciu jednotlivych druhov
mlieénych vyrobkov vo vybranej populacii vekovej
kategorie 12 az 26 rokov, prostrednictvom dotaznikového
prieskumu, ktory sa uskuto¢nil v rokoch 2004 a 2008.
Stbor tvorilo 427 respondentov. V roku 2004 to bolo 226
respondentov, ktori boli vybrati ndhodnym vyberom zo
ziakov Styroch $kol, a to Zakladnej Skoly na Hradnej ulici
v Liptovskom Hradku (ZS), zGymnazia Michala
Miloslava Hodzu (GMMH), zo Strednej odbornej skoly
polnohospodarskej v Liptovskom  Mikulasi  (SOSP)
a z Katolickej univerzity v Ruzomberku (KU). Muzi
predstavovali skupinu so 124 ¢lenmi s priemernym vekom
17,9 rokov azeny tvorili skupinu 102 respondentiek
s priemernym vekom 18,1 rokov. V roku 2008 sa
prieskumu  zucastnilo 201  nahodne  vybranych
respondentov, ktori mali reprezentovat’ priblizne rovnaki
skupinu populacie. Tiez boli zo Styroch skol, ato
Zakladnej Skoly na Hradnej ulici v Liptovskom Hradku,
z Obchodnej akadémie (OA) a zo Strednej odbornej Skoly
stavebnej v Ziline (SOSS) azo Slovenskej
pol'nohospodarskej univerzity v Nitre (SPU). Vekovy
priemer 99 muzov bol 17,6 rokov avekovy priemer
102 ¢lennej skupiny zien bol 18 rokov.

V dotazniku sme sledovali konzumaciu danych vyrobkov
v niekol’kych frekvenciach, a to v dennej, niekol’ko krat za
tyzden, raz za tyzden, niekolko krat mesacne, zriedka a v
ziadnej konzumacii. Frekvenciu konzumacie si samotni
respondenti vyberali podl'a toho, aby ¢o najpodrobnejsie
anajpresnejSie  charakterizovali  svoje  stravovacie
zvyklosti. Sledovali sme konzumaciu jogurtov, kde sme
osobitne hodnotili konzumaciu bielych a ochutenych
jogurtov a pri kazdom z druhov aj rozliSenie podla obsahu
tuku na smotanové, polotuéné a nizkotu¢né. DalSou
sledovanou polozkou bola konzuméiciu kyslomliecnych
napojov v podobe kyslého mlieka, acidofilného mlieka
a cmaru. Pre priblizné urcenie spotrebovaného mnozstva
danych mliecnych vyrobkov sme v dotazniku ziadali
respondentov aj o uvedenie priemernej tyZdennej spotreby
danych  vyrobkov, pricom spotreba kyslomlie¢nych
napojov mala byt uvedena v litroch a spotreba
jogurtov v kusoch, kde sme za jeden kus povazovali jogurt
0 hmotnosti 125 az 150 g.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Jogurty

Pri konzumacii jogurtov sme sa jednotlivo zamerali na
jogurty Dbiele aochutené srozlicnym obsahom tuku.
Vroku 2004 dennti konzumaciu bielych smotanovych
jogurtov uvadzalo iba 0,7 % muzov, pricom v roku 2008
sa zaznamenal narast 05,8 %. MiernejSic vzrastla
konzumacia aj polotuénych ato z2 % na 3,9 %. Pri
nizkotuénych jogurtoch sme vroku 2008 zaznamenali
pokles konzumacie o 1,2 %. U zien v roku 2008 poklesla
denna konzumaécia bielych smotanovych jogurtov 0 2,7 %
aj polotu¢nych jogurtov o 1,7 %. Mierny narast oproti roku

2004 nastal pri konzumaécii bielych nizkotu¢nych jogurtov
z2,8 % na 3,7 %. Vobidvoch rokoch sa najvyssie
percento ziadnej (nulovej) konzumacie zaznamenalo pri
bielych nizkotuénych jogurtoch, kde tito komoditu
nekonzumovalo viac ako 60 % populacie Ziakov.
Porovnanie konzumacie bielych smotanovych jogurtov a
bielych nizkotuénych jogurtov na sledovanych Skolach
v jednotlivych rokoch vyjadruje obr. 1 a obr. 2.

Konzum@cia bielych smotanovych jogurtov
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Obr. 1 Konzumacia bielych smotanovych jogurtov na
jednotlivych Skolach v rokoch 2004 a 2008 v dennej
frekvencii
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Obr. 2 Konzumacia bielych nizkotuénych jogurtov na
jednotlivych skolach v rokoch 2004 a 2008 v dennej
frekvencii.

Ochutené jogurty st obltbenejSie u vacSej Casti
populacie. Vyjadruju to aj nasledovné vysledky. Denna
konzumacia ochutenych smotanovych jogurtov sthpla
v roku 2008 oproti roku 2004 u muzov zo 14,8 % na 26,2
% a vyrazny narast konzumacie nastal aj u zien, a to zo 7,6
% na 27 %. Len mierne sa znizila konzumacia polotu¢nych
jogurtov u muzov v roku 2008 (o 3,8 %) au zien zostala
takmer na rovnakej urovni. Pri nizkotu¢nych ochutenych
jogurtoch sa zaznamenal pokles konzumacie, pricom
vyraznej$i bol uzien (zo 14,5 % na 6,6 %). Najmenej
ochutenych jogurtov konzumovali muzi ato najmi
nizkotu¢nych, v roku 2004 to bolo 56,1 % a v roku 2008
az 70,9 % respondentov.

Porovnanie  konzuméacie ochutenych
anizkotuénych jogurtov na jednotlivych
v sledovanych rokoch je uvedené na obr. 3 a obr. 4.

smotanovych
Skolach
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Obr. 3 Konzumaicia ochutenych smotanovych jogurtov
na jednotlivych Skolach v rokoch 2004 a 2008 v dennej

frekvencii.
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Obr. 4 Konzumacia ochutenych nizkotuénych jogurtov
na jednotlivych Skolach v rokoch 2004 a 2008 v dennej

frekvencii.
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Obr.

5 Konzumicia Kkyslomliecnych napojov na

jednotlivych Skolach v roku 2004 a 2008 vo frekvencii
niekol’ko krat do tyzdna.

Kyslomlie¢ne napoje

Pod konzumaciu kyslomlie¢nych napojov sme zahrnuli
konzumaciu kyslého mlieka, acidofilného mlieka a cmaru.
Nakol’ko ich denna konzumacia nie je az tak vyznamna,
sledovali sme frekvenciu konzumacie niekolko krat do
tyzdiia. V roku 2008 sme oproti sledovanému roku 2004
zaznamenali vyrazny narast konzumacie tak u muzov ako
aj uzien. V muzskej populacii to predstavovalo narast
0 8,3 % au zien to bolo 0 9,5 %.
Porovnanie konzumacie kyslého mlieka, acidofilného
mlieka acmaru na jednotlivych Skolach za sledované
obdobie znazoriuje obr. 5.

Spotrebované mnoZstva

Pri porovnani spotrebovanych mnozstiev sa tyzdenna

konzumacia bielych jogurtov uoboch pohlavi vyrazne
nezmenila. Pozitivny je fakt, Ze pri konzumdcii
ochutenych jogurtov sme zaznamenali narast v tyzdennej
konzumacii u muzov takmer o cely 1 kus, pricom u zZien
nebol narast konzumacie taky vyrazny (tab. 1 a tab. 2).
V nasom prieskume konzumaécie jogurtov ziaci a Studenti
najviac siahali po ochutenych jogurtoch, ato najméi
smotanovych, kde umuzov sa zaznamenal narast
v konzumacii oproti sledovanému roku o 11,4 % au zien
takmer 020 %. Takato velkd zmena je na ukor
konzumacie polotu¢nych a nizkotuénych jogurtov, pri
ktorych sme zaznamenali zniZenie konzumacie. Na rozdiel
od nas Sramkova a Jurkemikova (2003) uvadzaji, Ze
Studenti najradSej konzumuju ochutené ovocné jogurty, ale
aj nizkotucné. Preferenciu nizkotuénych jogurtov aich
najéastej$iu  konzumaciu uvadza Sramkova (2004).
Konzumacia kyslého mlieka, acidofilného mlieka a cmaru
podla naSich wvysledkov vroku 2008 stipla oproti
sledovanému roku 2004. Tento vzrastajuci trend sa
zaznamenal aj pri jogurtoch. Podobné vysledky uvadza aj
Sajbidorova (2009), ktora predpoklad4 narast konzumacie
kyslého mlieka az o 1,1 kg na obyvatel’a a rok.

V konzumacii bielych a ochutenych jogurtov sme
zaznamenali priemerne skonzumované mnozstvo takmer 2
kusy na ziaka za tyzden, Co je priblizne 12,4 kg na ziaka
arok. Pri hodnoteni konzumaécie len ochutenych jogurtov
sa objavuje omnoho vysSia konzumdcia, kde sme
zaznamenali konzumaciu nieco viacej ako 3 kusy na ziaka
za tyzdei. Podobné vysledky v konzumaicii jogurtov
uvadza aj Mala et al. (2004), ktory zistil, ze Studenti
Univerzity veterinarneho lekarstva k Kosiciach konzumuja
3 az 5 kusov jogurtov za tyzden. Bertkova a Petrasova
(2009) sledovali frekvenciu konzumacie fermentovanych
produktov vo vyzive adolescentov a zistili, Ze vysoké
percento Studentov konzumuje jogurty s bifidobaktériami
nickol’kokrat do tyzdna. Ako muzi, tak aj Zeny
uprednostiiujii konzumaciu jogurtu pred kefirom, ale az
polovica muzov nikdy nekonzumovala kefir. Sajbidorova
(2008) wuvadza, ze spotrebované mnozstvo vSetkych
kyslomlie¢nych vyrobkov vroku 2007 bolo 13,5 kg, z

Tab. 1 Priemerne skonzumované mnoZstva mlie¢nych vyrobkov v roku 2004 a 2008

Skonzumované mnoZzstvo
2004 2008
pohlavie/ priemerny vek | muzi /17,9 | Zeny/18,1 | muZzi /17,6 | Zeny/18,0
Jogurty biele v ks 0,83 0,67 0,60 0,76
Jogurty ochutené v ks 2,59 3,03 3,65 3,26
Kyslé mlieka v | 0,55 0,21 0,42 0,4
ro¢nik 4 21 3/2010
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¢oho jogurty predstavovali 7,5 kg. Nami zistené priemerne
skonzumované mnozstvo 12,4 kg jogurtov na ziaka a rok,
je z celkovej davky kyslomlieénych vyrobkov postacujuce
za predpokladu konzumaécie aj dalSich kyslomlie¢nych
vyrobkov.

ZAVER

Mlieko a mlie¢ne vyrobky mozeme nesporne povazovat
za produkty, ktoré slizia na udrZanie dobrého zdravia, ako
prevenciu niektorych ochoreni, a tiez ako podpora pri ich
liecbe. Bol preukazatene dokazany priaznivy ucinok v
prevencii rakoviny hrubého ¢reva (Pufulete, 2008; Cho et
al., 2004) a osteoporozy (Uenishi, 2006; Rizzoli, 2008),
ako podpora pri liecbe srdcovo-cievnych ochoreni, obezity
amnohych dalSich zdravotnych problémov. V naSom
prieskume sme sledovali frekvenciu konzumacie jogurtov
a kyslého mlieka vo vekovej kategérii 12 az 26 rokov
uziakov  zakladnych, strednych avysokych Skol.
V sledovanych rokoch 2004 a 2008 sa potvrdil vzrastajtci
trend v konzumadcii jogurtov a kyslého mlieka, ato pri
hodnoteni frekvencie konzumacie ako aj pri hodnoteni
skonzumovanych mnozstiev. V celkom trende
nedostatocnej konzumacie mlieka a mliecnych vyrobkov
sa relativne uspokojivo preukazala v sledovanej populécii
konzumacia jogurtov. U obidvoch tychto komodit sme
zaznamenali narast konzumacie, ¢o hodnotime pozitivne,
pricom aj nad’alej je potrebné S§irit osvetu neustaleho
zvySovania konzumadcie tychto produktov predovsetkym
u Skolskej mladeze.
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VERIFICATION OF THE FOOD SAFETY MANAGEMENT SYSTEM IN DEEP
FROZEN FOOD PRODUCTION PLANT

Erika Kolajovd, Lucia Zeleridkovd, Jozef Capla, Peter Zajdc

ABSTRACT

In this work are presented information about production of deep frozen food, microbial risk, critical limits, monitoring and
preventive actions to eliminate microbial risk. Legislation requirements are also included. Main focus is given to periodical
verification of food safety management system in organization producing deep frozen food. Effectiveness of food safety
management system was evaluated against requirements of international standard EN ISO 22000:2005. Nonconformances

against requirements of international standard EN ISO 22000:2005 are presented.
Keywords: Food safety management system, [ISO 22000, verification, deep frozen food

UvVoD
PredlZovanie trvanlivosti potravin mrazenim
Konzervacné operacie siut podla Vynosu MP SR a MZ SR
¢ 981/1996-100, operacie, ktorymi sa zabezpecuje
predlzovanie trvanlivosti potravin, pricom: abioticka
konzervacia je konzervovanie potravin vyluCovanim
mikroorganizmov ~ z  prostredia  potravin, a to
bmedzovanim kontaminacie, znizovanim poctu
mikroorganizmov alebo ich Gplnym vylacenim z potravin
alebo priamou inaktivaciou mikroorganizmov
termosterilizaciou, chemosterilizaciou, anabioticka
konzervacia je konzervovanie potravin nepriamou
inaktivaciou mikroorganizmov xenoanabidzou,
psychroanabidzou, kryoanabidzou, chemoanabidzou alebo
cenoanabidzou.

Pavelekova et al., (2006) uvadzajt, ze sposoby Upravy
prostredia potraviny mézu mat’ fyzikalny a fyzikalno-
chemicky, chemicky alebo biologicky charakter. Do
skupiny fyzikalnych a fyzikalno-chemickych
anabiotickych ~ konzervacnych  metod  zaradujeme
konzerva¢né metddy zalozené na pouziti zniZenej teploty,

potravin (kryoanabi6za).
Podla  pouzitej teploty
konzervdcie nizkymi teplotami.:
chladenie (6 az 12 °C),
mrazenie (-2 az -8 °C),
intenzivne chladenie (-2 az 6 °C),
hlboké mrazenie (-18 az -25 °C).

rozlisujeme

Hiboké mrazenie je metodou prediZenia trvanlivosti, pri
ktorej prebichaji minimalne chutové zmeny. Pri
neodbornom opdtovnom rozmrazeni sa vSak mozZe
v mnohych pripadoch viditelne zmenit' S$truktura, ktora
zapri¢inuje zhorSenie vyzivnej hodnoty (Drdak et al.,
1996). Zmrazovanie je najvhodnejSia konzerva¢na metoda
na zachovanie vyzivovej hodnoty potravin, najma
vitaminov. Ak sa zmrazuje optimalne zrel¢é ovocie a
zelenina ihned po zbere, uchovd sa v nich najviac
vitaminu C. Po rozmrazeni je ubytok vitaminu C a
predstavuje len asi 20 % mnozstva v Cerstvych plodoch
(Balastik, 2001). Potraviny, ktoré sa maju zmrazit’, sa pred
hlbokym mrazenim ochladia asi na -2 °C. Potom sa pri
teplote mrazenia -50 az -35 °C narazovo zmrazia. Potom

pri rychlom zmrazovani
t. j. chladenie potravin (psychroanabidza) a mrazenie iy fEge

tieto  formy TEl

sa uchovavaju za prisneho udrzania chladiarenského
ret'azca pri -25 az -18 °C (Drdak et al., 1996).

Zmrazenim sa z vody tvoria l'adové krystaly (obr. 1), ¢im
sa potravina vysusuje, takze nie je vyuzitelna pre ¢innost’
enzymov. Cim je zmrazovanie pomalSie, tym sa vytvara
mensi pocet krystalov, ktoré sa vSak zvaésuji do velkych
rozmerov. Ostré hrany kryStilov ladu mechanicky
poskodzuju bunky, rastlinné pletiva a zivocisne tkaniva,
¢im sa z nich nadmerne uvolnuje $tava, ktoru pozorujeme
pri ich rozmrazovani. VyteCenim $tavy potravina meni
tvar, midkne a zhorSuju sa jej chutové 1 vyzivové
vlastnosti. Preto je pomalé zmrazovanie surového ovocia i
zeleniny a Ciastocne aj misa nevyhodné (Balastik, 2001).
Podl'a Voldricha a Jechovej (2006) uvolnenie misovej
Stavy zvySuje aj riziko rozmnozenia mikroorganizmov.
Pokles teploty musi byt preto rychly v rozmedzi tvorby
ladovych krystalov, to je -1 az -6 °C. Rychle prekonanie
intervalu teplot tvorby ladovych krystalov umozni vznik
krystalov malej velkosti, ktoré po rozmrazeni neposkodia
Struktaru potraviny.

pri pomalom zmrazovani

¥

o

ot BT 0 e O e e ;
Obr. 1 Tvorba Padovych krystalov v rastlinnom pletive
(Balastik, 2001)
Z hladiska skladovatelnosti potravin pri nizkych

teplotdich (chladiarenské teploty blizko 4 °C) maji
vyznamnejS$iu  Ulohu psychrotrofné baktérie. Podla
definicie Medzinarodnej mliekarenskej federacie patria do
tejto skupiny baktérie, ktoré rasta pri teplotach 7 az 5 °C,
bez ohladu na ich optimalnu teplotu. Psychrotrofné
baktérie su najCastejSie gramnegativne palicky zrodov
Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Alteromonas,
Aeromonas, Vibrio, Seratia, vynimo¢ne aj niektoré kmene
rodov Bacillus a Lactobacillus. UrCité kmene zrodu
Pseudomonas rastu pri teplote -7 °C. Okrem uvedenych,
prevazne saprofytickych baktérii sa mozu pri teplotach
medzi -5 az 0 °C rozmnozovat aj niektoré patogénne
klostridie, konkrétne Clostridium botulinum typ E,
Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Bacillus
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weinstephanensis, niektoré kmene rodu Corynebacterium,
Enterococcus a Micrococcus. Extrémne psychrotrofné su
kvasinky, niektoré kmene moézu rast az po -10 °C,
podobne aj niektoré vlaknité mikroskopické huby.
Niektoré zastavia rast Uplne az ked’ v potravine vymrzne
vSetka voda t. j. pri teplotach -20 °C az -30 °C. Medzi
kvasinkami sa psychrotrofnostou vyznacuji najmé rody
Candida, Hansenula, Sacchaaromyces a Rhodotorula,
u vlaknitych mikroskopickych hub st to rody Mucor,
Rhizopus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Botrytis
a iné (Gorner, Valik, 2004).

Enzymy nachadzajuce sa v surovom ovoci, v zelenine i v
mise st s Casti aktivne aj v zmrazenom stave. Cim je
teplota nizsia, tym je nizsia ¢innost’ enzymov a zastavuje
sa pri -18 °C. Aktivne zostavaju len enzymy Stiepiace tuky
(Balastik, 2001). Zmrazenie nemdzeme pokladat za
sterilizaéné oSetrenie potravin a kazdy hotovy pokrm je
preto nutné po rozmrazeni regenerovat pri teplotach
(80 °C, 10 minut v jadre pokrmu) zarucujiicich usmrtenie
mikroorganizmov (Zajac et al., 2009).

Hlbokomrazené pokrmy

Hlbokozmrazené potraviny st potraviny urené na
Pudsku spotrebu alebo vyrobu potravin a pokrmy, okrem
mrazenych krémov, zmrzlin a Tadu, ktoré boli zmrazené
procesom, pri ktorom faza maximalnej tvorby l'adovych
krystalov v nich prebehla ¢o najrychlejsie, primerane
druhu zmrazovanej potraviny a po dosiahnuti konecnej
teploty po jej vyrovnani a stabilizacii sa v kazdom ich
bode trvalo udrziava teplota -18 °C alebo nizsia a uvadzaju
sa do obehu tak, ze tato ich vlastnost je uvedena
v oznaceni (Vynos MP SR a MZ SR ¢. 2986/2003-100).

Zmrazovacie a schladzovacie médid nesmu ohrozit' ani
zmrazené ani schladené pokrmy mikrobidlnou alebo
chemickou kontaminaciou. Zmrazovacie a schladzovacie
zariadenia musia byt vybavené registracnymi teplomermi
(Vynos MP SR a MZ SR ¢. 981/1996-100). Zmrazovanie
hotovych pokrmov sa ma vykonat’ tak, aby sa maximalne
obmedzili fyzikalne, biochemické a mikrobiologické
zmeny. Zmrazovanie nemoze byt ukoncené, pokial teplota
v jadre vyrobku po tepelnej stabilizacii nie je -18 °C alebo
chladnejSia. Pri vystupe zo zmrazovacicho zariadenia
nema byt vyrobok vystaveny vysokej relativnej vlhkosti
vzduchu, aby  nedochddzalo k  namrazovaniu
skondenzovanej vody alebo vysokym teplotdm, aby
nedochadzalo k rozmrazovaniu povrchovych vrstiev
vyrobku. Po zmrazeni ma byt vyrobok ¢o najrychlejsie
preneseny do mraziarenského skladu a uchovavany pri
teplotach -18 °C alebo chladnejsich (Zajac et al., 2009).

Pocas skladovania mrazenych hotovych pokrmov sa musi
v mraziacom priestore udrziavat’ teplota najviac -18 °C s
pripustnym kolisanim +1 °C. Pri prechodnom miernom
zvyseni teploty v mraziacom zariadeni, trvajucom viac ako
4 hodiny, napriklad v désledku poruchy alebo vypadu
dodavky elektrického pridu, sa mézu mrazené pokrmy
takto skladované pouzit na ludska spotrebu len so
stihlasom organu na ochranu zdravia (Vynes MP SR
a MZ SR ¢. 981/1996-100).

Systém manazérstva bezpe€nosti potravin podla normy
STN EN ISO 22000:2006

Viacero krajin a sukromnych spolo¢nosti na svete
vyvinulo Standardy obsahujuce manazérske systémy pre

zabezpecenie vyroby kvalitnych a bezpecnych potravin.
Tieto Standardy vSak obsahovali rozdielne poziadavky,
vznikali tak nejasnosti tykajice sa rizik a bezpecnosti
potravin. Poziadavka zaviest' viaceré manazérske systémy
predstavuje pre dodavatel’a zvySené naklady a komplikacie
pri prispdsobovani sa ich poziadavkam.

Medzinarodnd norma ISO 22000 harmonizuje
podmienky pre systematické riadenie bezpecnosti v
potravinovom ret’azci a obsahuje poziadavky akceptované
celosvetovo. Norma bola vyvinutd v ramci ISO
odbornikmi z potravinarskeho priemyslu v spolupraci
s komisiou Codex Alimentarius, Organizaciou spojenych
narodov OSN, Organizaciou Spojenych narodov pre
polnohospodarstvo  avyzivu (FAO) a  Svetovou
zdravotnickej organizaciou (WHO) (Mannufacturing
news, 2005).

Norma ISO 22000 si kladie za ciel poziadavku
harmonizovat celosvetové poziadavky na bezpecnost
potravin. Vzhladom na to, Ze za bezpeCnost’ potravin
zodpoveda vyrobca, norma Specifikuje poziadavky na
systém manazérstva bezpecnosti potravin v potravinovom
retazci. Normu ISO 22000 mozno aplikovat’ vo vSetkych
organizaciach v potravinovom retazci (Machalec, 2005).

V procese vyroby, Upravy a celkove] manipulacie
s potravinou sa vyskytuju tri skupiny rizik, ktoré mozu
sposobit’ poskodenie alebo znehodnotenie potraviny.
Zdravotna bezpecCnost potraviny moéze byt ohrozena
biologickymi, chemickymi a fyzikdlnymi rizikovymi
faktormi (Pavelekova et al., 2006, Zajac et al., 2009).

Tab. 1 Obsah normy STN EN ISO 22000:2006 (STN
EN ISO 22000:2006)

Systém manaZzérstva bezpecnosti potravin

vSeobecné poziadavky poziadavky na dokumentéciu

Zodpovednost’ vedenia organizacia

zavizok vedenia veduci timu pre bezpecnost’

organizicie potravin,

politika bezpecnosti komunikacia

potravin pripravenost’ na mimoriadne
planovanie SMBP udalosti a reakcia na ne
zodpovednost’ preskimanie vedenim

a pravomoc organizacie

Manazovanie zdrojov

poskytovanie zdrojov infrastruktira,

Tudské zdroje prevadzkové prostredie.

Planovanie a realizacia bezpe¢nych vyrobkov

aktualizécia informacii

a dokumentov Specifikujtcich
PRP a plan HACCP

analyza rizik planovanie verifikacie.

tvorba prevadzkovych systém sledovatelnosti

PRP riadenie nezhody

vytvorenie planu
HACCP

programy podpory (PRP)
kroky predchadzajuce
analyze rizik

Validacia, verifikacia a zlepSovanie systému manaZzérstva
bezpecnosti potravin

verifikdcia SMBP
zlepSovanie

validacia kombinacie
kontrolnych opatreni
kontrola nad
monitorovanim

a meranim
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Efektivny systém riadenia rizik zahfiia cely proces
vyroby potravin z ,farmy na st6l“. VSetci, od
pol'nohospodarov, operatorov liniek v prevadzke, po
personal manipulujici s jedlom pocas distribucie a predaja
si musia byt vedomi svojho vplyvu tykajuceho sa
bezpecnosti. KI'icom k efektivnemu pristupu k riadeniu
rizik je uvedomenie si $pecifik v kazdej oblasti priemyslu
(Huggett, 2001).

Systém manazérstva bezpecnosti potravin mozeme prelozit

ako system:

- spravnej hygienickej praxe (Good Hygienic Practices —
GHP),

- analyzy rizik a kritickych kontrolnych bodov (Hazard
Analysis Critical Control Point system - HACCP),

- stratégii riadenia,

- vysledovatelnosti,

- stiahnutia vyrobkov z obehu (recall systems) v prostredi
$pecifickom pre dany podnik (Jacxsens et al., 2009).

Verifikacia
Verifikdciu je mozné najlepSie definovat ako
systematicky zber a vyhodnotenie informacii na

preukdzanie GCinnosti systému manazérstva, ako aj
potencialne prispievanie k zlepSovaniu jeho efektivnosti.
Ako nahle bol systém manazérstva implementovany,
verifikacia je potrebna na overenie zhody s planom a jeho
fungovanim (International Live Science Institute
Europe, 1999). Riadenie je zamerané na udrzanie vyrobku
a podmienok procesu v prijatelnych medziach v zaujme
dosiahnutia bezpecnosti potravin, zatial o overovacie
¢innosti sa tykaju hodnotenia vykonu systému manazérstva
a organizovania potrebnych zmien (Jacxsens et al., 2009).

Tab. 2 Verifikacia a validacia (International Live
Science Institute Europe, 1999, Brown, 2000)

Validacia Verifikacia

Zhromazd’ovanie dokazov
na schvalenie alebo

Proces, prostrednictvom
ktorého je urovana zhoda

posudenie systému, | so systtmom a jeho
preukazujuc, ze bol | ucinnost’ je pozorovana v
hodnoteny na  zaklade | prevadzke.

riadnych  vedeckych a

technickych dokazov

Odpovedd na  otazku: | Odpoveda na  otazku:

»Bude systém fungovat pri
zavedeni do praxe?*

,Robime to, ¢o sme
planovali urobit’?*

Potvrdzuje, Zze systém je
platny a vhodny pre podnik
a jeho vyrobky

Overuje, ze deje su
vykonavané, dosahuju sa
stanovené ciele aze su
preskimavané

Je zaloZenad na vedeckych
poznatkoch

Zistuje, ¢i bola dobre
vykonana a ¢i sa pouziva
efektivne na

predchadzanie problémov
s bezpecnostou potravin

Ak bol stanoveny systém manazérstva a jeho prvky
validované, je dolezité, aby sa zabezpeCil dokaz jeho

dodrziavania v praxi. Overenie je preto neustaly proces
podobny monitorovaniu, ale oby¢ajne s nizSou frekvenciou
a tam, kde je cielom dodrziavat’ nie Specifické body v
procese jeho platnosti, ale systému ako celku (Zagek et
al., 2002). Verifikacia sa robi v dvoch stupnioch, ktoré
mozno volne klasifikovat ako priebeznii verifikdciu
a periodicku verifikaciu (STN EN P ISO/TS 22004:2007).

PriebeZna verifikacia

Rovnako ako u monitorovania, zavedenie tohto procesu
by malo zahrnit metdédy overovania, frekvenciu
testovania, zodpovednosti zamestnancov, oficidlneho
hodnotenia vysledkov zodpovednou skupinou I'udi a
rozhodovanie o pripadnych zmenach. Pri verifikacii ide v
podstate o ¢innosti zamerané na vyrobok (mikrobiologicka
kontrola kone¢ného vyrobku) ana systém (interné a
externé audity) (Zatek et al, 2002). Vysledky
individualnej verifikacie sa musia zaznamendvat’ a musia
sa oznamit' timu pre bezpecnost potravin. Vysledky
verifikacie sa musia poskytnit’ tak, aby sa umozZnilo
analyzovanie vysledkov ¢innosti verifikacie (STN EN ISO
22000:2006). Cielom by malo byt pouzitie Statisticky
spracovanych vysledkov, ktoré su obvykle spojené s
niektorymi z metod testovania (hlavne mikrobiologickych
metdd). Vysledky by sa mali pouzit’ na urcenie zakladnych
pri¢in problémov a mozného zlepSenia bezpecnosti
vyrobkov (International Live Science Institute Europe,
1999).

Periodicka verifikacia
Periodické ¢Cinnosti  verifikacie zahfiaji  celkové
hodnotenie systému, ktoré sa obycajne robi na stretnuti
vedenia alebo timu pre verifikdciu, pricom sa
preskimavaji vsetky predtym uvedené dokazy z celého
obdobia, aby sme sa uistili, ¢i systém funguje tak, ako bol
naplanovany aci nie je potrebnad aktualizicia alebo
zlepsovanie systému (STN EN P ISO/TS 22004:2007).
Na porade sa prejednadvaju napriklad tieto oblasti:
- poCet adruh zaznamov o prekrocenych kritickych
limitoch pri monitoringu CCP,
- zéaznamy o napravnych opatreniach a ich G¢innosti,
- pocet a druh reklamacii na suroviny, obaly, vyrobky za
posledné obdobie,
- vysledky externych a internych auditov systému,
- pocet acharakter problémov pri vyrobe, skladovani
asanitacii za posledné obdobie (International Live
Science Institute Europe, 1999).

Zaverom porady je skons$tatovanie, ¢i je systém funkény
aak nie, aké opatrenia sa musia vykonat. Zaznam
z uskutoCnenia overovania tvori zapis z porady, ktory
obsahuje pisomné rozhodnutie o vysSie uvedenych
oblastiach vratane navrhov opatreni k zdokonaleniu
systému (Zagek et al., 2002). Osobitnd pozornost musi
byt venovana problémovym oblastiam. Verifikacia moze
preukazat, ze si potrebné zmeny v systéme. Ak su
urobené Upravy systému, ich G¢innost’ sa musi validovat
(International Live Science Institute Europe, 1999).
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METODIKA

Cielom prace bolo uskutocnit’ verifikdciu systému
manazérstva bezpecnosti potravin podla STN EN ISO
22000:2006 pri vyrobe hlboko mrazenych pokrmov.

Vyskumnu cast’ prace sme uskutoCnili od januara
2009 do aprila 2010 v prevadzke, ktora patri do kategorie
zariadeni spolo¢ného stravovania. Zakladnou a zaroven
najrozsiahlejSou €innost'ou spolo¢nosti je vyroba, vydaj,
predaj arozvoz hotovych pokrmov do vydajni pre
zamestnancov dcérskej spolocnosti. Stale viac sa ale predaj
hotovych pokrmov orientuje aj na externych odberatelov.
Vyznamny podiel na raste vyroby pokrmov predstavuju
hlboko mrazené pokrmy a polotovary.

VYSLEDKY
Vyhodnotenie dotaznika

Systém manaZérstva bezpecnosti potravin — na zaklade
vyhodnotenia dotaznika sme zistili, Ze systém manazérstva
bezpecnosti potravin bol ucinny, pretoze sa v iiom
nevyskytla ziadna kritickd nezhoda s poziadavkami
stanovenymi normou STN EN ISO 22000:2006. Bola
vyhlasend politika systému manazérstva bezpecnosti
potravin  apresne  stanovené ciele  spoloCnosti.
Dokumentacia obsahovala vSetky postupy a zdznamy ktoré
pozaduje norma.

Zodpovednosti vedenia organizacie — vedenie poskytlo
dokaz o zavdzku vytvorit, zaviest' a neustale zlepSovat
ucinnost’ systému manazérstva bezpecnosti potravin. Ma
jasne stanovenu politiku, dokumentuje a komunikuje ju na
internej aj externej Urovni. Politika je primerand ulohe
organizacie a podporena meratelnymi cielmi. Systém je
naplanovany tak, aby sa splnili vSetky poziadavky na jeho
ucinnost’ a vSetky stanovené ciele. Pri jeho planovani brala
organizacia do uvahy systém ako celok. DalSou zistenou
skutocnostou bolo, Ze organizacia definovala pravomoci
a zodpovednosti vsetkych zamestnancov. Bola
zabezpeCena aj povinnost' zamestnancov oznamovat
vzniknuté problémy v systéme manazérstva bezpecCnosti
potravin  urcenej osobe, ktorej bola pridelena
zodpovednost’ a pravomoc za iniciovanie a zaznamenanie
opatreni vykonanych na zvladnutie problému. Vrcholové
vedenie urcilo veduceho timu s stanovilo jeho pravomoci a
zodpovednosti. Komunikécia organizacie bola vytvorena
audrziavana na externej aj internej urovni. Organizicia
bola pripravena na zvladnutie mimoriadnych udalosti a
havarii ako st vypadok elektrickej energie, dodavok pitnej
vody, poziar, neopravnené vniknutie cudzich os6b do
objektu, poruchu alebo havariu vozidla, umiestnenie
bomby s objekte, sabotdz aprijala na tento tuCel
mimoriadne opatrenia. V spolo¢nosti nebolo vyrieSené
zvladnutie situdcie v pripade vzniku povodne, vzhl'adom
na polohu arealu prevadzky. Napriek tomu odporuc¢ame
vypracovat’ opatrenia na zvladnutie situacie v pripade
vytopenia prevadzky z dovodu napr. prasknutia potrubia
s pitnou vodou, pri obmedzeni dodavok zemného plynu,
kontaminacie prevadzky z okolitého prostredia
a bioterorizmu. Zistili sme, Ze vedenie organizacie
v pravidelnych intervaloch 1 krat za rok preskimava
systém manazérstva bezpelnosti potravin, hodnoti

Podla jednotlivych bodov normy STN EN ISO
22000:2006 sme si zostavili subor kontrolnych otazok —
dotaznik, ktory obsahoval otazky na kazdy ¢lanok normy.
Otazky boli navrhnuté tak, aby sme podl'a neho mohli
uskuto¢nit’ verifikdciu celého systému manazérstva
bezpecnosti potravin. Na zéklade informacii, podnikovej
dokumentacie a praktickych skusenosti ziskanych
v prevadzke pocas obdobia vyskumnej Ccinnosti, sme
odpovedali na vSetky otazky aodpovede zapisali do
dotaznika. Takymto sposobom sme overovali U¢innost
systému manazérstva bezpecnosti potravin v prevadzke.
Vysledky verifikdcie sme vyhodnotili slovne alebo
pomocou tabuliek.

politiky su zahrnuté vstupy z preskimania, aj vystupy
z preskumania.

ManaZovanie zdrojov organizacia poskytovala
dostatok zdrojov na vytvorenie, udrziavanie a aktualizaciu
systému manazérstva bezpecnosti potravin. Organizicia
neustale investovala svoje finan¢né zdroje na inovovanie
infrastruktary a prevadzkového prostredia, v oblasti
Pudskych zdrojov mala jasne stanovené podmienky na
odbornt sposobilost’, vzdelanie zamestnancov
a zabezpeCovala ich rozvoj, nadobudanie novych
vedomosti, zru¢nosti a sposobilosti.

Planovanie a realiziacia bezpefnych vyrobkov
organizacia  zhromazduje, uchovéava,  aktualizuje
a dokumentuje vsetky relevantné informéacie potrebné na
vytvorenie analyzy rizik. Ustanovil sa tim pre bezpecnost
potravin, ktory ma multidisciplindirnu  kombinéciu
vedomosti a skusenosti, Specifikuju sa suroviny, prisady
a materialy prichadzajuce do styku s vyrobkami. Boli
vypracované  charakteristiky  koneénych  vyrobkov,
identifikovalo sa pouzitie vyrobkov pre cielové skupiny
konzumentov, vypracované¢ dve technologické schémy
(pre pripravu vsetkych jedal okrem mucnych a samostatne
pre pripravu muénych jedal). Technologické schémy boli
jasné, presné ale odporacali by sme aby sa vypracovali pre
uzsie skupiny vyrobkov a boli teda konkrétnejSie. Napriek
tomu sme skonStatovali, Zze schémy tvoria dostatoc¢ny
zaklad pre postudenie vyskytu a vzniku moznych rizik pre
bezpecnost’ potravin. V organizacii neboli zaznamenané
ziadne Specifické poziadavky od kontrolnych organov ani
od zékaznikov, ktoré by mohli mat vplyv na volbu
a prisnost’ kontrolnych opatreni. V organizacii nedoslo
k zmenam, kvoli ktorym by bolo potrebné vykonat
aktualizaciu opisu vyrobkov. Pre kazdi technologicku
operaciu vykonal tim pre bezpecnost potravin analyzu
rizik, ktoré musia byt pri vyrobe pod kontrolou.
K identifikovanym rizikdm sa ur€ili pripustné urovne.
Vykonalo sa hodnotenie kazdého rizika postdenim
pravdepodobnosti  jeho  vyskytu, zavaznosti jeho
nasledkov. Na zaklade hodnotenia rizika sa zvolia
kombinacia napravnych opatreni. Organizacia
zdokumentovala programy podpory (PRP), operativne
programy podpory (nazvané oPRP alebo CP) a zvolila dva
kritické kontrolné body (CCP). Organizacia mala
vytvoreny plan HACCP, uréené kritické limity ku

prilezitosti na zlepSovanie systému, potreby zmien kazdému CP a CCP, sposob ich monitorovania, urcent
systému manazérstva bezpecnosti potravin a politiky. Do osobu zodpovedni za ich monitorovanie, kontrolné

opatrenia  vykondvané vkazdom ztychto bodov
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anapravné opatrenia v pripade prekrocenia kritickych
limitov. Organizacia vytvorila systém sledovatelnosti,
ktory umoziiuje v pripade potreby identifikovat
ktortikol'vek vyrobent $arzu a postup stahovania vyrobkov
z trhu. V pripade prekrocenia limitu v CCP alebo ak sa
strati kontrola nad CP bol vypracovany postup na
manipuldciu s nezhodnymi vyrobkami aurcila sa
zodpovedna osoba za vykonanie potrebnych napravnych
opatreni. Vykonal sa aj postup zaobchadzania
s potencidlne nie bezpe¢nymi vyrobkami.

Validacia, verifikacia a zlepSovanie systému — vsetky
kontrolné opatrenia, ktoré sa uplatiiuju v prevadzke boli
pred ich zavedenim validované a je zabezpecené, aby sa
vykonala opidtovna validacia pri kazdej ich zmene.

ZAVER

Nedostatocné riadenie bezpecnosti potravin a s tym
suvisiace zvySenie rizika v oblasti bezpecnosti potravin
mbze mat’ vyrazny vplyv na ochranu verejného zdravia.
Ako prevencia pred vznikom alimentarnych ochoreni
moze sluzit’ aj zavedenie systému manazérstva bezpecnosti
potravin, ktory vyzaduje prisnejsie poziadavky nad ramec
sucasnej legislativy Eurdpskeho spolocenstva. Systém sa
snazi o cielavedomé manazovanie rizik v celom
potravinovom retazci. Na to, aby sme sa presved¢ili, Ze
systtm je po jeho implementacii naozaj UCinny, je
potrebné ho verifikovat’.

Cielom prace bolo uskutocnit’ verifikdciu systému
manazérstva bezpecnosti potravin pri vyrobe hlboko
mrazenych pokrmov. V teoretickej casti prace sme

spracovali  zadkladnt  problematiku  tykajicu  sa
LITERATURA
BALASTIK, J. 2001. Konzervovanie v domdcnosti.

Bratislava : Topas, 2001. 208 s. ISBN 80-85353-11-3.

BROWN, M. 2000. HACCP in the meat industry.
Cambridge : Woodhead Publishing, 2000. 329 s. ISBN 978-1-
85573-448-17.

DRDAK, M. STUDNICKY, J, MOROVA, E,
KAROVICOVA, 1. 1996. Ziklady potravindrskych
technolégii. Bratislava : MALE CENTRUM, 1996. 512 p.
ISBN 80-967064-1-1.

GORNER, F., VALIK, L. 2004. Aplikovana mikrobiologia
pozivatin. Bratislava : Malé centrum, 2004. 528 p. ISBN 80-
967064-9-7.

HUGGETT, A. 2001. Biomedical and environmental
sciences. In Risk management-an industry approach. vol. 14,
2001. no. 1-2, p. 21-29. ISSN 0895-3988.

International Live Science Institute Europe. 1999.
Validation and Verification of HACCP. 2. vyd. Brussels :
International Life Sciences Institute, 2001. 22 s. ISBN 1-
57881-060-4.

JACXSENS, L., KUSSAGA, J., LUNING, P. A., VAN
DER SPIEGEL, M., DEVLIEGHERE, F., UYTTENDAELE,
M. 2009. A Microbial Assessment Scheme to measure
microbial performance of Food Safety Management Systems.
In International Journal of Food Microbiology, vol. 134,
2009, no. 113-125. ISSN 0168-1605.

MACHALEC, M. 2005. Od farmy na stol — Zavadzanie
novych Standardov, ISO 22000, BRC, IFS v potravinovom
retazci. In Bezpecnost a kontrola potravin : Zbornik prac z
medzindrodnej vedeckej konferencie. Nitra : SPU, 2006. p.
84-86. ISBN 80-8069-503-2.

Pristroje, urené na monitoring, pouzivané na rdzne
merania boli pravidelne kalibrované. Organizicia
v pravidelnych intervaloch vykonavala interny audit a tim
pre bezpetnost potravin pravidelne 1 krat za rok
potvrdzoval individudlne vysledky planovanej verifikacie
(ktoré zahfali aj vysledky internych auditov). Vysledky
verifikdcie boli vstupom do preskimania systému
manazérstva bezpecnosti potravin vedenim organizacie.
Vrcholové vedenie zabezpecilo, aby sa zaistovalo stale
zlepSovanie systému manazérstva bezpecnosti potravin.
Napriek tomu, ze vroku 2009 sa nevykonala vyrazna
aktualizacia systému, bolo zaistené aby sa systém v pri
kazdej pripadnej zmene aktualizoval.

predlzovania trvanlivosti potravin mrazenim,
charakterizovali hlboko mrazené pokrmy, preskumali
systétm manazérstva bezpecnosti potravin a jeho
verifikdciu. Vo vyskumnej casti prace bolo nasim
zamerom zostavit' subor kontrolnych otdazok — dotaznik,
podla jednotlivych c¢lankov normy STN EN ISO
22000:2006 a uskutocnit’ verifikdciu systému manazérstva
bezpec€nosti potravin podla stiboru kontrolnych otazok
zhrnutych do dotaznika v prevadzke zaoberajucej sa
vyrobou hlboko mrazenych pokrmov.

Na zéklade vyskumu sme dospeli k zaveru, ze systém
manazérstva bezpecnosti potravin je v prevadzke ucinny,
pretoze je naplanovany, zavedeny a aktualizovany podla
poziadaviek medzinarodnej normy. V prevadzke sa
nevyskytla ziadna kritickdA nezhoda s poziadavkami
stanovenymi normou STN EN ISO 22000:2006.

Mannufacturing news. 2005. New global standard for safer

food supply chains. In Food Engineering. October 1, 2005, p.

14.

PAVELEKOVA, L, PETERKOVA, V., FANCOVICOVA,
J., TRNKA, A. 2006. Zaklady zdravej vyzivy. Trnava : TU,
2006. ISBN 80-8082-066-X.

STN EN ISO 22000:2006, Systémy manazérstva bezpecnosti
potravin — PoZiadavky na organizacie potravinarskeho
retazca.

STN EN P ISO/TS 22004:2007, Systémy manazérstva
bezpecnosti potravin, Navod na pouzivanie normy ISO
22000:2005.

VOLDRICH, M., JECHOVA, M. 2006. Bezpecnost pokrmii
v gastronomii. Praha Ceské a slovenské odborné
nakladatelstvi, 2006. 102 p. ISBN 80-903401-7-2.

Vynos Ministerstva pédohospodarstva Slovenskej republiky
a Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky ¢.
981/1996-100 z 20. maja 1996, ktorym sa vydava prva cast a
prvad, druhd a tretia hlava druhej casti Potravinového kédexu
Slovenskej republiky.

Vynos Ministerstva podohospodarstva Slovenskej republiky
a Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky ¢.
2986/2003-100, z 27. oktébra 2003, ktorym sa vyddva hlava
Potravinového kédexu Slovenskej republiky upravujica
hlbokozmrazené potraviny a mrazené potraviny.

Vynos Ministerstva pédohospodarstva Slovenskej republiky
a Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky ¢.
1895/2004-100, z 18. augusta 2005, ktorym sa vydava hlava
Potravinového kodexu Slovenskej republiky upravujuca
mdsové vyrobky.

ro¢nik 4

3/2010



potravinarstvo

ZAJAC, P., CAPLA, J., GOLIAN, J., ZELENAKOVA, L.,
VIETORIS, V. 2009. Prirucka spravnej vyrobnej praxe pre
zariadenia spolocného stravovania. Nitra Zdruzenie
HACCP Consulting, 2009. 228 p. ISBN 978-80-970214-8-1.

Kontaktna adresa:

Ing. Erika Kolajova, Slovak University of Agriculture,
Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Department of
Food Hygiene and Safety, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovakia, e-mail: kolajova@gmail.com

Ing. Lucia Zelenakova, Slovak University of Agriculture,
Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Department of
Food Hygiene and Safety, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovakia, e-mail: lucia.zelenakova@uniag.sk

Ing. Jozef Capla, Department of Slovak University of
Agriculture, Faculty of Biotechnology and Food Sciences,

ZACEK, M., HOREIS, V., TESAR, E. 2002. Sprdvna
vyrobni praxe a kontrolni systémy ve stravovacich sluzbach.
Praha : HASAP Gastro Consulting, 2002. 624 p. ISBN 80-
86605-01-9

Department of Food Hygiene and Safety, Tr. A. Hlinku 2, 949
76 Nitra, Slovakia, e-mail: jozef.capla@uniag.sk

Ing. Peter Zajac, PhD. Slovak University of Agriculture,
Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Department of
Food Hygiene and Safety, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovakia, e-mail: zajac@potravinarstvo.com

ro¢nik 4

29

3/2010



potravinarstvo

doi: 10.5219/16

ANALYZING CONSUMERS’ OPINION ON ORGANIC FOOD, THEIR SAFETY
AND AVAILABILITY IN THE SLOVAK FOOD MARKET

Dagmar Kozelova, Eva Matejkova, Artan Qineti

ABSTRACT

In our paper we focus on the consumers” opinion on bio - food, their safety and availability in the Slovak food market. The
analysis is based on a survey organized in the period between December 2009 and January 2010. From the methodological
aspect, basic approaches of descriptive statistics have been used, as well as methods of association measurement. The test of
robustness tested Chi-Square statistic. The robustness have been judged based on the p-values. Correlations have been
tested through the Contingency coefficient and Cramer's V coefficient. From the survey it can be concluded that even
though consumers have some idea about bio — food and trust them more compared to other conventional food, they think
that their market supply is not sufficient. Respondents consider media and internet, as the most important information
source that they wish to be informed on bio-food safety and control, ecological agriculture, eco-agroturism, as well as on
the effect of agriculture on the environment. Through the statistics of robustness, it was found out that the effect of gender,
education, economic activity and faculty of the surveyed respondents (students from Faculty of Biotechnology and Food

Sciences (FBP) had a better information on bio — food) proved to be statistically significant.
Keywords: Chi-Square test of Independence, Contingency coefficient, Cramer's V coefficient

UvVOD
V stcasnej dobe si vdcSina spotrebitelov zacina
uvedomovat’  vyznam  zdravého  zivotného  Stylu

a konzumacie zdravych potravin. V obchodnych retazcoch
sa objavuje pomerne Siroky vyber produktov, ktoré st
oznacované ako bio. Ide o produkty vyrobené prevazne zo
surovin z ekologického poI'nohospodarstva.

Ekologicka pol'nohospodarska vyroba ma svoje principy,
zasady ako aj pravidla. Rozdiely medzi ekologickou
a konvencnou pol'nohospodarskou vyrobou identifikovali
Lund et al. (2002) adalsi. Dopady intenzifikacie
konvenéného pol'nohospodarstva na zivotné prostredie
popisali a analyzu energetickej naro¢nosti oboch systémov
hospodarenia na pdde vykonali Bertilson et al. (2008).

Podla Jordana et al. (2009) je -ekologicka
pol'nohospodarska vyroba optimalizovatel'na
prostrednictvom  efektivnej adaptacie na  miestne

podmienky a moznosti a tiez je zavisla na Sireni poznatkov
a vysledkov vyskumov zameranych na ekosystémy ana
technologie. Registrovani ekologicki prevadzkovatelia,
producenti  bioproduktov  a vyrobcovia  biopotravin,
rozvijajici zeleni ekonomiku, musia dodrziavat prisne
podmienky vyroby. Standardy kvality a bezpe&nosti
potravin, ako norma ISO 22 000, BRC 5 a IFS 5 a d’alsie,
ak st spravne aplikované, udrziavané a auditované,
predstavuju komplex riadiacich, manazérskych
a preventivnych opatreni politiky bezpe¢nosti potravin
uvadzaju Golian et al. (2007, 2008) a Capla et al. (2008).

Celosvetovo vymera ekologicky obhospodarovanej pddy
narastla na 35 mil. ha p. p. (Willer et al., 2010) a rozmaha
sa aj medzinarodny trh s biopotravinami. Ustredny
kontrolny a skigobny tustav polnohospodarsky (UKSUP)
registruje k 31.3.2009 rozlohu ekologicky obrabanej pody
v SR o vymere 151 173 ha, z toho 47 171 ha ornej pody,
102 882 ha TTP, 1 063 ha sadov a 55 ha vinic, ¢o
predstavuje cca 7,05 % podiel na celkovej vymere
pol'nohospodarskej pody Slovenska. V systéme
ekologického pol'nohospodarstva je registrovanych 466
subjektov. Aktualny register ekologicke;j
pol'nohospodarskej  vyroby, bioprevadzkovatelov je
zverejneny na webstranke www.uksup.sk a tiez na stranke
inSpekénej organizacie www.naturalis.sk.

Bezpecné potraviny mozno podla Zeleiidkovej et al.
(2009), LopasSovského et al. (2009) vyrobit' jedine
zkvalitngch  surovin, ktoré splhaja  poziadavky
mikrobiologickej a chemickej bezpe€nosti. Potraviny
modernymi metédami analyzuju tiez BoSiak et al. (2009),
Fikova et al. (2009) a d’alsi.

MATERIAL A METODY

Cielom prispevku je skumanie nazorov spotrebitelov
na biopotraviny, ich bezpecnost a dostupnost na
slovenskom trhu potravin, identifikovat motivy kapy
biopotravin a ziskat' informacie o aké informacné zdroje
by mali spotrebitelia zaujem.

Podkladom k jednotlivym analyzam prispevku bol
dotaznikovy prieskum. Z metodologického hladiska boli
v prispevku pouzité okrem zakladnych metod deskriptivnej
Statistiky aj metdda merania asociacii. Existencia
Statisticky vyznamnych vztahov bola overovana y” testom
Stvorcovej kontingencie. Statistickii preukaznost’ vztahov
sme posudzovali na zaklade vyznamnosti testovacej
charakteristiky (p-hodnoty). Tesnost' zavislosti bola
overovana pomocou koeficientu kontingencie
a Cramerovho koeficientu. Vypocty boli realizované
v Statistickom softvéri Statgraphics.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dotaznikovy prieskum bol realizovany v obdobi
mesiacov december 2009 az januar 2010. Zucastnilo sa
ho 388 respondentov, ktori odpovedali na 12 vlastnych
otazok dotaznika tykajicich sa nazorov spotrebitelov na
biopotraviny a5 klasifikaénych otazok. V danom
prispevku sa zameriame na analyzu vybranych otazok.
Vo vyberovom stibore z 388 respondentov bolo 74 % zien
a 26 % muzov. Z hl'adiska vekovej Struktary bola najviac
zastupena vekova kategdéria mladych I'udi do 25 rokov
(50%  zcelkového poctu respondentov). Druhu
najpocetnejSiu  skupinu (28 % ) predstavuje vekova
kategoria od 26 do 35 rokov, za nimi nasledovala kategoria
udi vo veku od 36 do 45 rokov (17 %). Ludia vo veku od
46 do 55 rokov zaberali 5 % vyberového suboru a najstarsi
ludia (nad 56 rokov) boli v zastupeni 0,5 %. Predpokladali
sme, Ze na nazory respondentov modze vplyvat aj ich
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vzdelanie. Z hl'adiska vzdelania bolo zékladné vzdelanie
zastupené 0,26 %, stredoskolské vzdelanie 56,19 %
a vysokoskolské vzdelanie 43,56 %. Zistovali sme aj
momentalnu ekonomicku aktivitu respondentov. Najviac
bola zastipena skupina zamestnanych respondentov (48
%), za nimi nasledovala skupina Studentov (30 %). Tretiu
poziciu zaberala skupina podnikatelov (18  %).
Nezamestnani zaberali $tvrti poziciu (4 %) a najmenej boli
zastipeni dochodcovia (1 %).V ramci prieskumu nas
zaujimal aj prijem respondentov, ktory sme zistovali
nepriamo cez otazku ,Druh zarobkovej cinnosti®.
V prieskume bolo najviac zahrnutych zamestnancov (53
%), za nimi nasledovali samostatne zarobkovo ¢inné osoby
(21 %). Na tretej pozicii boli majitelia firiem (2 %). Svoju
zarobkovu ¢innost’ neuviedlo 24 % respondentov, jednalo
sa  predovSetkym o Studentov ~ a nezamestnanych.
Prieskumu sa zucastnili aj respondenti (34 %), ktori st
v sucasnej

3%

Bano Onie

Obrazok 1 Odpovede na otazku ,,Poznate pojem
biopotraviny?“

dobe Studentmi Fakulty biotechnologie a potravinarstva
SPU v Nitre. U tychto Studentov sme predpokladali
erudovanejsie znalosti zo skimanej problematiky.

V ramci vyhodnotenia vlastnych otazok dotaznika sme sa
ako prvé pytali respondentov, ¢i poznaju  pojem
biopotraviny. Tento pojem je znamy 97 % respondentov.
Len 3 % (13) respondentov sa stymto pojmom eSte
nestretlo (obrazok 1).

V dotazniku sme wuvazovali stakymi klasifika¢nymi
otazkami, pri ktorych sme predpokladali, existenciu
asociacie vo vztahu k skimanej problematike. Asociacie
boli overované pomocou * testu $tvorcovej kontingencie.
Vysledky testovania vo vztahu k otdzke 1 st prezentované
v tabulke 1.

Ako dokumentuje tabulka 1, zavislost' bola potvrdena

Tabul’ka 1 Vysledky testovania existencie zavislosti odpovedi na otazku 1

z hladiska pohlavia, vzdelania a ekonomickej aktivity.
Vychadzajic z koeficienta kontingencie a Cramerovho
koeficienta mézeme hovorit’ o strednej silnej zavislosti,
pricom bol potvrdeny najvacsi vplyv vzdelania, t.;j.
respondenti s vy$§im vzdelanim skor poznali pojem
biopotraviny (obrazok 2).

hie

ano 44

A A A

1 1 | 1 1 1

0 20 40 60 80 100

mzakladné @stredoskolské BOvysokoskolské

Obrazok 2 Odpovede na otizku ,,Poznite pojem
biopotraviny?“ vo vzt’ahu k vzdelaniu v %

Z toho, ze pozna spotrebitel’ pojem ,,biopotraviny* este
jednoznacne nevyplyva, ¢i ovlada aj skutoény vyznam
tohto slova. Dantl skutoc¢nost sme overovali druhou
otazkou, ktora znela:

Co sii podla visho nazoru biopotraviny?:

Vsetky produkty alebo potraviny, spliajice kritérid
zdravej vyzivy

Kazdy produkt, ktory ma v ndzve, pripadne na obale
uvedené , natur” alebo , Racio”, pripadne podobné
oznacenie

Produkty a potraviny, ktoré pochadzaju z kontrolovaného
a certifikovaného systemu ekologického
polnohospodarstva

Neviem

Jednotlivé odpovede prezentuje obrazok 3, zktorého
vyplyva, Ze takmer vSetci respondenti (86,08 %) poznaju
vyznam pojmu biopotraviny, tzn. povazuju biopotraviny za
produkty a potraviny, ktoré pochéadzaji z kontrolovaného
a certifikovaného systému ekologického
pol'nohospodarstva.

Pri skimani zavislosti bola Statisticky vyznamna
zéavislost’ (tabulka 2) potvrdena pri pohlavi, vzdelani,
ekonomickej aktivite, druhu zarobkovej Cinnosti a fakulte
FBP. Opit sa jednalo o mierne silnil zavislost' (hodnoty
Cramerovho koeficientu od 0,14 po 0,22), z nich najvyssia
bola preukdzand zavislost medzi pohlavim a znalost'ou
vyznamu slova biopotraviny.

a klasifikaénych otdzok Z celkového . p O?ja%
. respondentov, ktori oznacili
2 Zaver moznost ,,c* ako spravnu, az 75
Klasifika¢na X p- testu: Koeficient Cramerov N I AR
. charakt . . . . % tvorili zeny. Na obrazku 4 je
otazka . L. hodnota | Existuje | kontingencie | Kkoeficient . “ ,
eristika . s prezentovana Struktura
zavislost’? , R .
Pohlavi - odpovedi  podla  pohlavia
oniavie ]8,395 0, 0000 AnO 0,2]28 0,21 77 vzhladom na CelkOV}” poéet
Vek 4,349 0,3608 Nie 0,1053 0,1059 respondentov.
Vzdelanie 37,828 | 0,0000 Ano 0,2981 0,3122
Ek. aktivita 28,754 | 0,0000 Ano 0,2627 0,2722
Druh zdr. 7,789 | 0,0506 Nie 0,1403 0,1417
¢innosti
FBP fakulta 1,982 0,1591 Nie 0,0713 0,0715
ro¢nik 4 3/2010
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Tabul’ka 2 Vysledky testovania existencie zavislosti odpovedi na otazku 2 a klasifikaénych otazok

OYEetky produkty alebo potraviny, spifiajice kritéria zdrave] viZivy
OKaZdy produkt, ktory ma v nazve pripadne na obale uvedené
Jhatur® alebo | \Racio”, pripadne podobné oznacenia

@Frodukty a potraviny, ktoré pochadzajl z kontrolovaného a
cerifikovanaho systémin ekologickéhn polmohospodastva

BMeviem

Obrazok 3 Odpovede na otazku ,,Co st podl’a Vasho
nazoru biopotraviny?

(L
muz |

Zena H[

0 20 40 60 80

Ovsetky produkty alebo potraviny, spinalice knténa zdrave) vyzivy

Okazdy produkt, ktory ma v nazve, pripadne na obale uvedens
Jnatur” alebo Raclo”, pripadne podobné oznacenia

BFrodukty a potraviny, ktoré pochadzaju z kontrolovaneho a
certifikovaneho systému ekologického polnohospodarstva

BMeviem

Obrizok 4 Odpovede na otazku ,,Co sii biopotraviny?«
vo vztahu k pohlaviu v %

Rozvoj ekologického myslenia ekologickej produkcie,
poznatky o vyZive a zdravom zivotnom S$tyle do znacnej
miery ovplyviuji spotrebitelov pri kupe potravin, preto
sme sledovali aj motivy kipy biopotravin. PoloZena otazka
znela (otazka 3) :

Preco kupujete biopotraviny, pripadne si ich sam
dopestujete?
o Lepsia chut'v porovnani s klasickymi potravinami

. "y Zaver testu: .
Klas1f'ikacna xz charakteristika p-hodnota Existuje Ko?ﬁcwnt‘ Crame'rov
otazka L. , kontingencie koeficient
zavislost'?
Pohlavie 19,47 0,0002 Ano 0,2186 0,224
Vek 8,37 0,7556 Nie 0,1453 0,0848
Vzdelanie 17,885 0,0065 Ano 0,2099 0,1518
Ek. aktivita 35,601 0,0004 Ano 0,2899 0,1749
Druh zar. ¢innosti 21,26 0,0115 Ano 0,2279 0,1351
FBP fakulta 10,382 0,0156 Ano 0,1614 0,1636
o Vyssia  kvalita v porovnani s klasickymi
potravinami

o Vys§Sia dovera
zdravsie, ...)

o [Iné
Ako dokumentuje obrazok 5, takmer polovica (43,81 %)
respondentov nakupuje biopotraviny, pretoze ma v nich
vy$§iu doveru oproti konvenénym potravinam a
konzumaciu  biopotravin  povazuje za  vhodnejSiu
z hladiska zdravej vyzivy a bezpecnosti. Rovnaké %-
tualne zastipenie odpovedi (21,16 %) bolo pri moznosti b)
— vysSia kvalita biopotravin oproti konvenénym
potravinam a moznosti d) — Iné. Biopotraviny kupuje
11,86 % respondentov z dovodu ich lepSej chute. V ramci
kategorie Iné najCastejSie kupuju biopotraviny, pretoze
maju lepsi vzhl'ad, kvoli detom, maji moznost’ dopestovat’
si ich sami.

(bezpecnost  biopotravin, su

‘ Olepsiachut Bvyssiakvalita Ovy33iadovera Einé

Obrazok 5 Odpovede na otizku ,Prefo kupujete
biopotraviny?

15%

1% 4

10%
@ano, seminar @ano, média Oano, tla¢
mano, internet MWano,iné Onie

Obrazok 6 Odpovede na otazku ,Uvitali by ste
dozvediet’ sa viac o bezpecnosti potravin, ekologickom
pol'nohospo-darstve, vyrobe a kontrole biopotravin,
atd’. Z akych zdrojov?“

Motivy kupy biopotravin identifikoval aj Kretter (2005) a
podl'a prieskumu Matysik — Pejas a Szafranskej (2009)

ro¢nik 4
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viac ako 40 % opytanych spotrebitelov ekologickych
potravin zacali kupovat tieto potraviny z dbévodu
starostlivosti o svoje zdravie a zdravie svojich blizkych,
pricom kazdy treti znich uviedol ako doévod kupy
zdravotné problémy a 13 % respondentov uviedlo prechod
na vegetariansku diétu.

Ako vyplyva z tabul’ky 3 pri skamani zavislosti nebola
potvrdena ziadna Statisticky vyznamna zavislost’ pri tejto
otazke vo vztahu k skiimanym klasifikaénym otazkam.

neprejavili  zdujem  ziskavat  d’alSie  informacie
o biopotravinach. Jedna sa o spotrebitel'ov, ktorych dana
problematika nezaujima, resp. ich dostupné informacie su
pre nich postaujuce. NajcastejS§ie  oznaCovanym
informacnym zdrojom pre spotrebitelov boli média, t.j.
rozhlas atelevizia (26,29 %) av internet (26,03 %).
Odborny seminar oznacilo 14,69 % respondentov. O tento
informacny zdroj maju zaujem predovsetkym Zzeny vo
veku do 25 rokov. Ocakavali sme, Ze tuto moznost’ budu
oznacovat’ predovsetkym Studenti FBP fakulty. Predpoklad

Tabul’ka 3 Vysledky testovania existencie zavislosti odpovedi na otdzku 3 a klasifika¢nych otdzok

. ‘. Zaver testu: .
Klas1fikacna xz charakteristika p-hodnota Existuje Kot?fiment. Cramgrov
otazka Zavislost™? kontingencie koeficient
Pohlavie 6,693 0,0824 Nie 0,1202 0,1313
Vek 8,244 0,7658 Nie 0,1442 0,0842
Vzdelanie 11,688 0,0693 Nie 0,171 0,1227
Ek. aktivita 16,429 0,1724 Nie 0,2016 0,1188
Druh zar. ¢innosti 7,917 0,5426 Nie 0,1414 0,0825
FBP fakulta 5,37 0,1466 Nie 0,1168 0,1176

Tabulka 4 Vysledky testovania existencie zavislosti odpovedi na otazku 4 a klasifika¢nych otazok

. .y Zaver testu: .
Klas1f'1kacna xz charakteristika p-hodnota Existuje Koe‘ﬁclent‘ Crame‘rov
otazka Zavislost™? kontingencie koeficient
Pohlavie 15,66 0,0079 Ano 0,197 0,2009
Vek 35,375 0,0182 Ano 0,2891 0,151
Vzdelanie 13,412 0,2015 Nie 0,1828 0,1315
Ek. aktivita 29,76 0,0738 Nie 0,2669 0,1385
Druh zar. ¢innosti 21,364 0,1256 Nie 0,2284 0,1355
FBP fakulta 28,469 0,0000 Ano 0,2615 0,2709

Tabul’ka 5 Vysledky testovania existencie zavislosti odpovedi na otazku 5 a klasifika¢nych otazok

. e Zaver testu: .
Klas1!”1kacna x2 charakteristika p-hodnota Existuje Koe.:ﬁclent. Cramgrov
otazka Zavislost? kontingencie koeficient
Pohlavie 1,118 0,5717 Nie 0,0536 0,0537
Vek 8,783 0,361 Nie 0,1488 0,1064
Vzdelanie 2,959 0,5648 Nie 0,087 0,0617
Ek. aktivita 23,251 0,0031 Ano 0,2378 0,1731
Druh zar. ¢innosti 11,968 0,0627 Nie 0,173 0,1242
FBP fakulta 8,405 0,015 Ano 0,1456 0,1628

V ramci prieskumu boli zistované aj zdroje informacii

o produkcii a kontrole biopotravin, ktoré by respondenti
preferovali. V dotazniku bola respondentom poloZzena
nasledovna otazka (otazka 4):
Uvitali by ste, ak by ste mali prileZitost dozvediet' sa viac
o0 bezpecnosti potravin, ekologickom polnohospodarstve,
vyrobe a kontrole biopotravin, eko-agroturistike a vplyve
polnohospodarstva na prirodu? Ak ano, z akych zdrojov?
Ano Odborny semindr (predndska)

Meédia (rozhlas, televizia)

nebol potvrdeny, pretoze z celkového poctu respondentov,
ktori oznacili danit moznost’ (seminar), bolo z FBP fakulty
len 50 %. Okrem inych zdrojov sa na poslednej pozicii
umiestnila moznost’ ziskavat’ informacie z tlace (10,31 %
respondentov).

Vysledky  nasho  prieskumu sme  komparovali
s vysledkami prieskumu Matysik — Pejas a Szafranskej
(2009), podla ktorych za najdolezitejsi zdroj informacii o
vyrobkoch ekologického pol'nohospodarstva povazuje
takmer 48 % respondentov televiziu, 21 % respondentov

Tlac tlac, 10 % rodinu a priatelov, 7 % regionalne akcie a radio
Internet 5 %, ¢o do istej miery potvrdili aj nase vysledky.
Iné Existencia  Statisticky ~ vyznamnej zavislosti bola
Nie potvrdena v pripade asociacie s pohlavim, vekom
Zaujem odani problematiku prejavilo 78,09 % a fakultou. Sila vyznamnej zavislosti merana Cramerovym
respondentov. Ostatni, tj. 21,91 % respondentov
rocnik 4 33 3/2010
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koeficientom sa pohybuje v intervale od 0,15 po 0,27
(tabulka 4).

Relativne najsilnejsi vztah bol potvrdeny pri skimani
tejto otazky vo vztahu k fakulte FBP, ktory graficky
prezentujeme na obrazku 7. Na grafe porovnavame
Struktiru odpovedi Studentov FBP fakulty a ostatnych
respondentov. Najvicsi rozdiel je medzi respondentmi pri
odpovedi NIE. Zaujem ziskavat dalSie informécie o
produktoch ekologického pol'nohospodarstva a
biopotravinach neméa iba 8 % Studentov FBP (su to
Studenti, ktori maju dostatocné informacie
o biopotravinach), kym u ostatnych respondentov je tento
nezaujem vacsi, dosahuje az 29 % (respondenti, ktorych
dana problematika nezaujima).

100%
80%
60%
40%
20%
0%
FBP ostatni
Oano, seminar BEano, media Oano, tlaé
Bano, internet Mano, ine Onie

Obrazok 7 Zdroje ziskania informadcii o biopotra-
vinach, ekologickom pol’'nohospodarstve, atd’. vo
vzt'ahu k fakulte FBP v %

Odostatoéna @Aslaba Oneviem

Obrazok 8 Odpovede na otiazku ,,Ponuka biopotravin
na slovenskom trhu je podl’a Vasho nazoru:*

60 J
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neviem

Ozamestnany Bnezamestnany OStudent
Bpodnikatel Odéchodca
Obrazok 9 Ponuka biopotravin vo vztahu

k ekonomickej aktivite v %

Posledna nami analyzovand otazka je zamerana na
zistenie nazorov, ktoré sa tykaji ponuky biopotravin.
Vychadzali sme z nasledovnej otazky (otazka 5):

Ponuka biopotravin na slovenskom trhu je podla Vasho
nazoru:

Dostatocna
Slaba
Neviem

Z vysledkov  vyplynulo (obrazok 8), ze vicsina
spotrebitel'ov povazuje ponuku biopotravin na slovenskom
trhu za slabu (57,47 %). K otdzke sa nevedelo vyjadrit
26,03 % respondentov apre 16,17 % respondentov je
ponuka dostato¢na.

Statisticky vyznamna zavislost’, mierna, bol potvrdena len
vo vztahu k ekonomickej aktivite respondentov a k fakulte
FBP (tabulka 5).

Na obrazku 9 prezentujeme vztah medzi ponukou
biopotravin a ekonomickou aktivitou, pretoze v tomto
pripade bola potvrdena vyssia zavislost. Ako vyplyva
z grafu, z tych ¢o povazujii ponuku biopotravin za slabt je
najviac zamestnatnych (28 %), na druhej pozicii su
Studenti (18 %) a za nimi nasleduju podnikatelia (9 %).

ZAVER

Na zéklade analyz vstupnych udajov a informacii 388
respondentov zlcastnenych v naSom prieskume je mozné
sformulovat’ nasledovné zavery. S pojmom biopotraviny sa
stretli takmer vSetci respondenti. VaéSina z nich povazuje
biopotraviny za produkty a potraviny, ktoré pochadzaju
z kontrolovaného a certifikovaného systému ekologického
polnohospodarstva. Respondenti ako motivy ich kupy
uvadzaju vyssiu doveru v biopotraviny oproti konvenénym
potravinam pre ich bezpecnost' a prospesnost’ z hl'adiska
uspokojovania vyzivovych potrieb c¢loveka. VécSina
spotrebitel’'ov by uvitala, ak by mala moznost’ dozvediet’ sa
viac 0 bezpecénosti potravin, ekologickom
pol'nohospodarstve, vyrobe a kontrole biopotravin, eko-
agroturistike a vplyve polnohospodarstva na prirodu. Za
najdolezitejSie zdroje informéacii o produktoch ekologickej
polnohospodarskej vyroby a biopotravinach povazuji
respondenti média a internet. Rezervy vidia respondenti
v ponuke biopotravin na slovenskom trhu, pretoze ju
povazuji za nedostatocnt. Biopotraviny tvoria $pecificky

segment na trhu potravin, ponuku biopotravin
v obchodnych sietach odporuéame vhodne rozsirit
vsialade s potencidlnym dopytom  spotrebitelov.
Predpokladame, ze vyraznejSou osvetou a cielenou

podporou predaja kvalitnej domacej produkcie zo strany
Statu, bude mozné presvedCit viac obyvatelov, aby
k svojmu zdraviu pristupovali zodpovedne a vySSou
konzumaciou biopotravin posobili na zdravie svoje
asvojich blizkych preventivne pred vyskytom rdznych
chorob.
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BETA GLUCAN DEGRADATION DURING POST HARVEST MATURATION OF
MALTING BARLEY WITH EMPHASIS ON MALT QUALITY

Miriam Liskova, Helena Francéakova, Jan Marecéek

ABSTRACT

B-glucans are natural gum polysaccharides occurring in the bran of cereal grains. Their negative effect consists in blocking
enzymes entering the cells whereby they negatively influence the speed of grain degradation during process of malting. Aim
of this work was to investigate to what extent post-harvest maturation influences p-glucan degradation with regard to malt
quality. Results revealed that post-harvest maturation significantly influenced B-glucan degradation in malt. In barley grains
that were stored six weeks after harvest, degradation of B-glucan in malt represented 99 % while using barley grains two
weeks after harvest, B-glucan degradation represented only 50 %. Statistically significant was the effect of genotype on f3-

glucan content in grain as well as on B-glucan degradation level in malt.

Keywords: spring barley, malt, B-glucan, post-harvest maturation

UvVOD

V stcasnosti dochadza na celom svete k vyraznej
renesancii vyuzitia jaCmena pre vyzivu ludi. Savisi to
s obsahom beta glukanov, ktoré z obilnin najviac obsahuje
prave jacmen. Pozivanim B-glukanov sa imunitny systém
viditel'ne posilni a stabilizuje sa v obrane pred virusmi
a baktériami. B-glukany sa mozu podielat’ aj na znizovani

krvnej hladiny cholesterolu a dalSich lipidov
(Ehrenbergerova et al., 2000). Na druhej strane
z technologického  hladiska, [B-glukany  spdsobuju

problémy v spracovatel'skom priemysle. Vyskytuju sa
prevazne v endosperme zrna jacmena v neSkrobnatych
polysacharidoch a to v hemiceluléze a gumovitych latkach
(Vaculova, 1992). B-glukany plnia funkciu stavebnych
latok v bunkovych stenach endospermu apri vyssich
koncentraciach limituji Groven modifikacie endospermu
v procese sladovania (Zhang et al, 2001). Podla
Francakovej (2003a) a Francakovej (2003b) brzdia
vstup enzymov do buniek, ¢im negativne ovplyviujua

rychlost’ rozlGstenia zrna pocas sladovania. Za krajna
hodnotu pre vyrobu kvalitného sladu sa udava obsah do
4 % B-glukanov v zrne ja¢mena. Ich mnozstvo

je ovplyvnené odrodou, pdédnymi a klimatickymi
podmienkami. VSeobecne sa hodnoty B-glukanov zvysuja
v suchych a teplych ro¢nikoch, pricom pozitivny vplyv ma
najmi skratené vegetatné obdobie (Molina-Cano et al.,
1997, Hang et al., 2007). Podl'a Faustnaughta et al.
(1996), Perez-Vendrella et al. (1996) a Zhanga et al.
(2001) mierne teploty avysoky podiel zrazok pocas
vyvinu zrna jaémena vedu k znizeniu obsahu B-glukanov.
Vysoky obsah B-glukanov je pre sladovanie neziaduci.
B-glukany zhorSuju tvorbu extraktu a stazuju filtraciu tym,
ze vytvaraju viskézne roztoky (Kuusela et al., 2004).
Podl'a Chandru et al. (1999), Molina-Canu et al. (1995)
a Palmera (2000) je degradacia B-glukanov povazovana
za najdolezitejsi proces ovplyviujuci kvalitu sladu.

Tabulka 1 Klimatické podmienky na skuSobnych staniciach za rok 2006

Velké Ripnany
Mesiace 1 2 3 4 5 6 7 priemer
Zrazky skuto¢nost’ 57,5 44 43,6 30,4 87,4 100,7 10,8 53,5
Zrazky normal 35 34 31 41 55 70 77 49
Teplota skutoénost’| -4,9 -2.,4 2,7 12,2 15,3 19,4 24,1 9.5
Teplota normal -2,2 -0,3 472 10,1 15,2 18,4 20,3 9,4
Sladkovicovo
Mesiace 1 2 3 4 5 6 7 priemer
Zrazky skuto¢nost’ 58,1 29,1 23,8 32,6 98,5 433 42,5 46,8
Zrazky normal 26,5 27,6 254 31,6 49,3 66,6 57,5 40,6
Teplota skuto¢nost’ -2,29 -0,5 4,78 13,14 15,21 20,07 24,92 10,8
Teplota normal -1,28 -1,18 5,19 11,16 16,37 19,32 21,13 10,1
Jakubovany
Mesiace 1 2 3 4 5 6 7 priemer
Zrazky skutocnost’ 10,7 25,1 51,6 52,2 97,3 108.4 75 60
Zrazky normal 28 25 26 39 62 80 88 49,7
Teplota skutofnost’| -5,8 -3.8 1 9,7 13,3 17,2 21,1 7,6
Teplota normal -4.4 -2,8 2,2 7,9 13,5 16,3 17,9 7,2
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MATERIAL A METODIKA

V praci boli hodnotené tri genotypy ja¢mena jarného
sladovnickecho a to kontrolnd odroda  Nitran
a novoslachtené genotypy SK 5734 a SK 5976, ktor¢ boli
zaradené v odrodovych skuSkach a pestované na troch
klimaticky odlisnych lokalitach: Sladkovicovo, Velké
Ripnany a Jakubovany. Vzorky boli analyzované druhy
tyzdein po zbere, ked boli zrna eSte dormantné a Siesty
tyzdei po zbere, po ukonceni dormancie. Sladovanie
vzorieck  bolo  zrealizované v mikrosladovni  na
Slachtitel'skej stanici Hordeum Sladkovicovo s.r.o.

A.  Klimatické  podmienky pestovatel’skych  lokalit
(skuSobnych stanic)
B. Stanovenie  [fi—glukanov vzrne av  slade

Fluorometricky (Analytica EBC 3.11.2, 1998)

Extrakt ja¢mena a sladu sa zmeral na pristroji Tecator
B-GLUKAN 5700 Analyzér. Fluorescenéné meranie
reakcie kalkofloru s vysokomolekularnymi ret’azcami
B-glukanov sa uskutocnilo za pomoci Prietokového
Injekéného Analyzéra.

Tabul’ka 2 B-glukany v zrne a v slade pri genotypoch zo stanice Sladkovicovo, Velké Ripiiany a Jakubovany

Sladkovicovo

B-glukany zrno (%)

B-glukany slad (%)

B-glukany slad (%)

Genotyp 2 tyzden po zbere 2 tyzden po zbere 6 tyzden po zbere
Nitran 3,8 2,2 0,05
SK 5976 3,8 1,9 0,05
SK 5734 4,6 1,7 0,05
X 4,06 1,93 0,05

Velké Ripnany

B-glukany zrno (%)

B-glukany slad (%)

B-glukany slad (%)

Genotyp 2 tyzden po zbere 2 tyzden po zbere 6 tyzden po zbere
Nitran 2,9 1,6 0,02
SK 5976 4,1 2,3 0,07
SK 5734 4,2 2,2 0,08
% 3,73 2,03 0,05
Jakubovany B-glukany zrno (%) B-glukany slad (%) B-glukany slad (%)
Genotyp 2 tyzden po zbere 2 tyzden po zbere 6 tyzden po zbere
Nitran 3,3 1,3 0,07
SK 5976 4 24 0,1
SK 5734 4,3 2,2 0,07
X 3,86 1,96 0,08
Tabulka 3 Statistické vyhodnotenie B-glukanov v zrne (ANOVA)
Zdroj premenlivosti - Ui Stl’Jpen_ Variancia F hodnota Preukaznost’
Stvorcov  volnosti
Genotyp 1,628889 2 0,814444 8,778 0,0344"
Stanoviste 0,168889 2 0,084444 0,91 0,4723°
Zvysok 0,371111 4 0,92778 - -
Celkova Premenlivost’ 2,168889 8 - - -
- = nepreukazné (>0,05), + = preukazné (0,01-0,05), ++ = vysoko preukazné (<0,01)
Tabul’ka 4 Statistické vyhodnotenie degradacie -glukanov v slade (ANOVA)
Zdroj premenlivosti . ST Stsjpen_ Variancia F hodnota Preukaznost’
Stvorcov  volnosti
Tyzden 16,51209 1 16,51209 221,405 0,0000 **
Genotyp 2,837644 2 1,418822 2,677 0,050 *
Stanoviste 0,12869 2 0,064135 0,121 0,8862 "
Odber 82,80796 3 27,60265 52,074 0,0000 **
Zvysok 33,39409 63 0,530065 - -
Celkova Premenlivost’ 119,332 71 - - -

- = nepreukazné (>0,05), + = preukazné (0,01-0,05), ++ = vysoko preukazné (<0,01)

Tabulka 5 Statistické vyhodnotenie degradicie B-glukanov v slade z pohlPadu genotypu (LSD-test)

Genotyp Pocet LS priemer Homolog. skupina
Nitran 24 2,46 X
SK 5976 24 2,775 XX
Sk 5734 24 2,938333 X
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Chemikalie: jaémenna asladova muka - 100 mg, termamyl-o-amylaza typ 120 L, 95-97 % H,SO,
demineralizovana voda, kalkofluor reagent typ II, rozdeleni suborov sa na porovnanie priemerov zakladného
standardny roztok 300 mg.1". suboru pouzila viacfaktorova analyza rozptylu (ANOVA)
Ziskané vysledky boli Statisticky  vyhodnotené ana testovanie Statistickej preukaznosti rozdielov: LSD
matematicko-Statistickou metéodou s pouzitim programu test.
SAS (Statistical Analysis System). Pri normalnom
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Obr. 1 Degradacia p-glukanov v zrne a v slade po 24 hod., 48 hod. a po 5 dni,
druhy tyZden po zbere, z pohl’adu odrody
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Obr. 2 Degradicia p-glukanov v zrne a v slade po 24 hod., 48 hod. a po 5 dni, Siesty
tyZden po zbere, z pohl’adu odrody

VYSLEDKY A DISKUSIA
Vysledky ukézali, ze z pohladu lokality v priemere
najviac  B-glukanov  vzme kumulovali  genotypy

pochadzajuce zo stanice Sladkovicovo (aridnd oblast’)
(tabul’ka 2) aj ked’ podl'a analyzy rozptylu rozdiely medzi
lokalitami boli Statisticky nepreukazné P > 0,05 (tabulka
3). Podl'a Francakovej (2003a) a Francakovej (2003b),
vSeobecne sa hodnoty B-glukanov zvySuji v suchych a
teplych rocnikoch, pricom pozitivny vplyv ma najma
skratené vegetacné obdobie. Podla Molinu-Cano et al.
(1997) vplyv klimatickych faktorov na obsah B-glukanov
v jaémenoch prevazuje nad vplyvom genetickym. Z udajov
v klimatograme (tabulka 1) vyplyva, Ze stanica
Sladkovicovo sa v roku 2006 prejavila ako najteplejsia a
najsuchsia lokalita. V priemere najnizsi obsah p-glukanov
v zrne preukazali genotypy pestované na lokalite Velké
Ripiiany (tabulka 2). Podl'a Faustnaughta et al. (1996) a
Perez-Venderella et al. (1996), mierne teploty a vysoky
podiel zrazok pocas vyvinu zrna jaémena veda k zniZeniu
obsahu B-glukanov. Na druhej strane Wallwork et al.
(1998) uvadza, ze vysoké teploty neovplyviluju proces
ukladania sa B-glukanov v bunkidch zrna, ale vedu
k znizeniu celkového obsahu B-glukanov v zrne ja¢mena.
Vysledky nasej prace dospeli k opaénému tvrdeniu.
Rozdiely medzi genotypmi podla analyzy rozptylu boli

v

obsahom [B-glukanov vzme pri odrode Nitran as
najvys$im obsahom pri genotype SK 5734. Statisticky
preukazné rozdiely v obsahu B-glukanov  medzi
genotypmi, lokalitami  a pestovatel'skymi  ro¢nikmi
dokumentuje vo vysledkoch svojej prace aj Perez-
Venderell et al. (1996) a Kihara et al. (2007).

Zistilo sa, ze medzi testovanymi genotypmi existuju
rozdiely vrozsahu degradacie p-glukanov. Z pohladu
genotypu, druhy tyzdenn po zbere, v priemere najniz$i
obsah B-glukanov v slade po degradacii preukazala odroda
Nitran (1,7 %), zaroven pri tejto odrode bol namerany aj
najniz§i obsah B-glukanov v zre (obr. 1). Naopak
v priemere najvyssi obsah B-glukanov preukézal genotyp
SK 5976 (2,2 %) (obr. 1). V Siestom tyzdni po zbere bola
degradacia v porovnani sdruhym tyzdihom vyraznejSia
z doévodu pozberového dozrievania ja¢menov, pricom
rozdiely medzi tyzdilami boli Statisticky vysoko preukazné
P < 0,01 (tabul’ka 4). U odrody Nitran bol opat’ namerany
v priemere najniz§i obsah P-glukanov vslade po
degradacii (0,04 %) a pri genotype SK 5976 rovnako
najvyssi obsah B-glukanov (0,07 %) (obr. 2). Z pohladu
genotypu najvyraznejSie prebehla degradacia B-glukanov
v slade, v druhom aj v Siestom tyzdni po zbere, pri
genotype SK 5734 (v priemere zo 4,4 % na 0,07 %). Podl'a
analyzy rozptylu rozdiely medzi genotypmi boli Statisticky
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preukazné P = 0,05 (tabulka 4). Z pohladu lokality
najvyraznejSie prebehla degradacia PB-glukanov v slade
pri genotypoch zo stanice Sladkovicovo aj napriek tomu,
ze rozdiely medzi lokalitami neboli Statisticky preukazné.
Statisticky vysoko preukazné boli rozdiely medzi druhym
asiestym tyzdhom v prospech  Siesteho  tyzdia
(najvyraznejSia degradacia) P < 0,01 (tabulka 4).
Z vysledkov vyplyva, ze degradaciu B-glukanov v slade
vyrazne ovplyviiuje pozberové dozrievanie. V Siestom
tyzdni po zbere doslo po zosladovani az k 99 % degradacii
B-glukanov v slade, priCom pri pouziti zrna ja¢mena iba po
dvoch tyzdnoch po zbere predstavovala degradacia
B-glukanov 50 %. Aj pri genotypoch s vySS§im obsahom
B-glukanov v zrne doslo po odzneni pozberového
dozrievania k ich 99 % degradacii. Woonton et al. (2005)
zistil, ze obsah P -glukanov v sladine sa s dobou
skladovania ja¢mena znizuje. Zo ziskanych vysledkov sa
dalej potvrdil vplyv odrody na obsah a na degradaciu -
glukanov v slade (24 h, 48 h, 5 den), pricom preukazne
bolo mozné odlisit odrodu Nitran (najmenej vyrazna
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INFLUENCE OF THE RIPENING ONTO THE GROWTH OF SELECTED

PROBIOTIC CULTURES IN LOW - COOKED CHEESE
Viera Lovayova, Eva Dudrikova, Radomira Nemcova, Kvetoslava Riméarova

ABSTRACT

The work describes changes in numbers of selected probiotic cultures in the cheese during its ripening. The technology to
manufacture semi-hard low-scaled cheeses used probiotic cultures Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei and
Lactobacillus plantarum 96. Sampling took place each month from January to June 2009. Samples of cheese were
microbiologically analyzed by standard microbiological methods for the numbers ingested probiotic cultures throughout the
period. Physico-chemical parameters (fat content, dry matter content of sodium chloride, titratable acidity, and pH and in
the last month and lactic acid and protein content) were followed selected during four months of ripening. For each sample
analyzed, and the center region of the cheeses. Achieved values observed physico-chemical parameters were significantly
changed during the reporting period and amounted to the value required by the applicable legislation for the cheese. The
results of microbiological analysis showed that in all evaluated selected probiotic cheeses was observed during a six month
minimum storage period of therapy, which sets the value of micro-organisms at the end of the storage order of 106 cfu.ml’
Keywords: probiotic, parameter, cheese, sampling, ripening

UvVoD

Mlieko, mlieéne vyrobky, a teda aj syry maju vyznamné
miesto vo vyzive vSetkych skupin obyvatel'stva. Ich
kazdodenny prijem je odporafany zdravotnickymi
organizaciami a mnohymi odbornikmi.

Syry ako také patria medzi najatraktivnejSie mlieCne
vyrobky a celosvetovo sa na ich vyrobu spotrebovava cca
46 % vSetkého mlieka. Napriek stdle zvySujucej sa
spotrebe syrov u nas, mame oproti krajinam EU este velku
rezervu a moznost’ jej zvySovania. Hoci u nés je spotreba
syrov uz vyse 9 kg/obyvatel’a a rok, celoeuropsky priemer
je cca 19 kg/osobu a rok, ¢o je spotreba vyse dvojnasobna
a pritom niektoré syrarske krajiny maji spotrebu aj vySe
20 kg/osobu a rok (Nemecko, Grécko, Francuzsko). Syry
vyrobené na Slovensku maju dobry kvalitativny Standard
a niektoré syrarske Speciality maju uz svoju tradiciu a st
zname i v zahrani¢i (Herian, 2005).

Syry sa vyznacuji bohatym vyskytom esencialnych zivin
ako su bielkoviny, tuky, mineralne latky, vitaminy a
podobne. Spracovanim mlieka na syr sa uspOsobuju
niektoré jeho zakladné zlozky na lepSiu stravitelnost” ako
aj na to, aby sa syr stal vhodnou potravou pre diabetikov,
pre I'udi trpiacich intoleranciou lakt6zy, aby bol vhodny na
konzumaciu pre chorych a rekonvalescentov a aby ho
mohli bez problémov konzumovat rovnako deti, ako aj
dospeli (Palo, 2004).

Syr moéze ponuknut ur€ité vyhody ako nosi¢
probiotickych mikroorganizmov. S vy$§im pH, ako
tradiéné probiotické potraviny (napr. jogurty a
fermentované mlieka), moze poskytovat stabilnejsie
prostredie, ktoré podporuje ich dlhodobé zretie. Okrem
toho jeho relativne vysoky obsah tuku moéze poskytnat
ochranu probiotickych baktérii pocas prechodu zazivacim

traktom. Avsak, medzi najdolezitejSie kritéria pri
posudzovani syra ako probiotickej potraviny je,
MATERIAL A METODY

Mlieko v mnozstve 400 litrov sa spracovavalo

v laboratérnych priestoroch na Ustave mikrobiologie
a gnotobiologie UVFL v Kosiciach. Proces vyroby
polotvrdych syrov prebiehal na pristroji Polyfood model SI
- 050 (Inventa Agri, Taliansko). Boli vyrobené polotvrdé
syry s nizkodohrievanou syreninou, ktoré zreli po dobu 6

ze mikroorganizmy s schopné prezit pomerne dlhé doby
zrenia v dizke najmenej 6 mesiacov. Podla Chapmana a
Sharpea (1981) v obdobi dozrievania syrov, spravidla pri
teplote 2 az 16 °C, pocet nepatogénnych baktérii,
predovsetkym laktobacilov (Lactobacillus plantarum,
L. casei, L. brevis) a pediokokov (Pediococcus
pentosaceus) stupa rychlejsie ako u Cerstvych syrov.

Mnohé z tychto baktérii mlie¢neho kvasenia maju zlozité
proteolytické systémy, ktoré st spojené s procesom zrenia.
V dosledku toho boli laktobacily s definovanymi
proteolytickymi  systtmami vedome pridavané ako
doplnky do mliecka na vyrobu syrov s cielom ovplyvnit
zrenie syrov (Lynch et al., 1996).

V sucasnej dobe sa velké mnozstvo probiotickych
mikroorganizmov pouZiva na zlepSenie chuti a su
komerc¢ne dostupné aj v syroch, vratane syrov holandského
typu a syrov ¢edar. Existuje pomerne malo sprav o syroch
ako nosicoch probiotickych organizmov.

Dinakar a Mistry (1994) pridali Bifidobacterium
bifidum do syrov typu ¢edar ako probioticky doplnok.
Tento kmen prezil aj v syroch, ktoré boli uchovavané po
dobu 6 mesiacov, kde ich hodnoty dosahovali 23. 10’
CFU.g" syra, bez toho, aby sa nepriaznivo ovplyvnila
chut’, konzistenciu ¢i vzhl'ad syra. Tento priklad je jasnou
ukéazkou, ze v syroch by mohlo byt vhodné prostredie pre
zachovanie probiotickych mikroorganizmov vo vysokych
poctoch po dlhu dobu.

Cielom prace bolo vyrobit polotvrdé  syry
s nizkodohrievanou syreninou s pouZzitim probiotickych
kultar Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
a Lactobacillus plantarum 96 ako doplnkovych kultar a
zistit’ ich prezivanie v priebehu zretia syrov, ich vplyvu na
fyzikalno-chemické a senzorické vlastnosti finalneho
vyrobku pocas zretia.

mesiacov. Po samotnej vyrobe sa syry rozdelili do 4
skupin, z ktorych tri skupiny syrov obsahovali tri vybrané
probiotické kultary, Stvrtd skupina syrov bola kontrolna.
V kazdej skupine sa nachadzali tri bochniky syrov
o priemernej hmotnosti 3273 g. Vzorky syrov sa nasledne
oznac¢ili ako:

S1 - skupina obsahujuca Lactobacillus acidophilus
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S2 - skupina obsahujtca Lactobacillus casei
S3 - skupina obsahujtca Lactobacillus plantarum 96
Sk - kontrolna skupina

Na pripravu 3 skupin probiotickych syrov s vybranymi
probiotickymi kultirami uvedenymi vysSie sa pouzila
kultira mikroorganizmov distribuovana z jedného objemu
do fermentorov v jednej operécii tak, Ze bola zaruCena
rovnorodost’, ochrana pred kontamindciou a stabilita. Do
pripraveného média bola pridand prislusnd probioticka
kultara o mnozstve 10U/1001 mlieka. Po premieSani sa na
zariadeni zobrazila hodnota pH inokula. Do fermentorov
sa pridali magnetické miesadla a po uzavreti sa fermentory
vlozili do termostatu pri teplote 39 °C - 40 °C. Inokulum
sa sledovalo v pravidelnych ¢asovych intervaloch
(3-6 hodin), pricom sa odoberali vzorky o mnozstve 50 ml
a sledovalo sa pH inokula.

Prvé dva tyzdne po vyrobe boli syry skladované pri
teplote 14 - 15 °C pri¢om sa pravidelne otacali. Potom sa
teplota upravila na 10 °C. Ked’ sa na syroch vytvorila kora,
syry sanalakovali a navoskovali. Takto upravené syry
zreli pri teplote 10 °C.

Odber vzoriek sa uskutociioval jedenkrat za mesiac v
obdobi januar az jun 2009. Po kazdom odbere sa jednotlivé

VYSLEDKY

Najvyssi obsah tuku pocas sledovanych obdobi bol
zaznamenany u skupiny syrov obsahujucich probioticku
kultaru  Lactobacillus acidophilus (S1) v priemere
31,12 % a 30,48 % v skupine syrov obsahujucich
obsah tuku bol u syrov poslednej tretej skupiny
obsahujucej probiotické kmene Lactobacillus plantarum
96 (S3) - 28,67 %, pricom na zaciatku zrecieho obdobia sa
pohybovali hodnoty tuku v priemere 20,79 %.

Pri hodnoteni mnozstva tuku v syroch jednotlivych
experimentalnych skupin mozno konstatovat’, ze jednym z
rozhodujucich kvalitativnych znakov syrov je konzistencia
ateda, Ze ani v jednej sledovanej skupine syrov
nepresiahla stanovena hodnota obsahu tuku pre vyrobu
nizkodohrievanych syrov 31,5 %.

Priemernd hodnota suSiny pre polotvrdé syry z
nizkodohrievanou syreninou je 54 %, pre beztukovu susinu
54 % - 63 % a tuku v suSine 45 % - 60 %. SuSina ako aj
ostatné namerané hodnoty (beztukova suSina a tuk v
susine) mali po celé sledované obdobie vo vsetkych troch
skupinach iba vel'mi mierne kolisavy charakter.

Kyslost’ syra podstatne ovplyviiuje odtok srvatky a tym aj
obsah suSiny syra. Titra¢na kyslost’ u sledovanych skupin
probiotickych syrov stipala pocCas obdobia zretia u
skupiny S1 0 2,2 °SH, u skupiny S2 az o 5,6 °SH a u tretej
skupiny S3 o 2,6 °SH na konci zrecicho obdobia.
Priemerné hodnoty aktivnej kyslosti pH sa pohybovali od
4,93 do 5,27 pH. Hodnoty pH prostredia syrov klesali v
zavislosti od hromadenia sa kyseliny mlie¢nej v syroch.

Obsah soli v syroch md vplyv na chut syrov a tiez
nepriamy vplyv na Struktiru syrového cesta. Priemerné
hodnoty soli by sa mali v syroch pohybovat’ v rozpiti od
1,5 % - 3 %. V jednotlivych skupindch syrov hodnoty soli
stupali pocas celého zrecieho obdobia, ale ani jedna vzorka
syrov nepresiahla hodnotu 3 %. Tym sa zabezpeCila
pozadovana susina a konzistencia syrov.

Fermentaciou laktézy vzniknutd kyselina mliecna
vyraznou mierou ovplyviiuje nielen chut syrov, ale

vzorky syrov analyzovali mikrobiologicky, pricom sa
sledovala zivotaschopnost' jednotlivych probiotickych
kultar v syroch pocas zretia. Izolacia a pocet baktérii rodu
Lactobacillus sa stanovoval na Lactobacillus selektivnom
agare (Imuna, Slovensko) pri inkubdcii v termostate pri
teplote 37 °C po dobu 72 hodin (STN 56 0094).

Fyzikalno-chemické parametre (obsah tuk, suSiny, obsah
chloridu sodného, titracna kyslost’ a pH) sa sledovali pocas
vybranych Styroch mesiacov. V poslednom mesiaci (jun)
sa vo vzorkdch syrov zistovalo aj mnozstvo kyseliny
mliecnej a obsah bielkovin. U kazdej vzorky sa analyzoval
stred a kraj syrov.

Na Statistické porovnanie vysledkov jednotlivych
experimentov sa pouzili Statistické metddy spracovania
a vyhodnocovania hromadnych C¢iselnych udajov, ktoré
boli spracované do tabuliek a grafov (MS Excel 2007).
Z parametrickych testov bola pouzitd analyza rozptylu
ANOVA a metody induktivnej Statistiky — parového t-testu
pre testovanie rovnosti priemerov medzi zavislymi
parametrami, korelacny phi koeficient pre zistenie tesnosti
vztahu medzi dvoma nominalnymi premennymi (SPSS,
GaphPad Prism 5) .

zabezpecuje ich trvanlivost’ a hlavne nutriéné a dietetické
vlastnosti. Obsah kyseliny mliecnej u skupiny vzoriek
syrov S1 stapal pocas zrecicho obdobia az na hodnotu 1,94
g/100g syra, v skupine S2 bola kone¢na hodnota mliecne;j
bola v tretej skupine 1,46 g/100g obsahujucej probiotickll
kultaru Lactobacillus plantarum 96. Kyselina mlie¢na vo
vSetkych skupinach stipala timerne so Stiepenim laktozy
za suCasného enzymatického Stiepenia bielkovin. Vysledky
ukazali, ze v polotvrdych syroch sa laktdza pocas zrecieho
obdobia tplne transformovala na kyselinu mlie¢nu.

Bielkoviny v syre a to najmé kazein, svojou vapnikovou
vazbou davaju syru pevnost, formu a stabilitu. Priemerné
hodnoty bielkovin v poslednom mesiaci skladovania
v jednotlivych skupinach vzoriek syrov boli u SI-
22,12 %, S2 - 23,54 % aS3 - 21,73 %. Pri Stiepeni
bielkovin pocas zrenia vzoriek syrov vznikali latky, ktoré
v jednotlivych skupinach vytvarali typicka chut' a vonu
Syrov.

Vyhodnotenie  jednotlivych  vysledkov  fyzikalno-
chemickych parametrov parovym t-testom nedokézalo
preukazné rozdiely v strednych hodnotach. To znamena,
ze namerané hodnoty neovplyvnili kvalitu skladovanych
vzoriek syrov.

Z vyhodnotenia kvantitativnych priemernych hodndt
sledovanych probiotickych kultar u jednotlivych vzoriek
vyplyva, Ze medzi poctom jednotlivych sledovanych
probiotickych kultar boli rozdiely tak na zaciatku
skladovania syrov ako aj na konci skladovacieho -
zrecieho obdobia (obr. 1).

Zo statistického hodnotenia vysledkov na zaklade
testovacich charakteristik uvedenych v tabulke 1 vyplyva,
ze v odobratych vzorkach syrov boli zistené Statisticky
vyznamné rozdiely v skupine syrov obsahujucich
Lactobacillus acidophilus na hladine vyznamnosti
p< 0,0001 pri 95 % intervale vyznamnosti. Poéty kultur
Lactobacillus acidophilus na zaciatku skladovacieho
obdobia sa pohybovali radovo 2,47.10" KTJ.g"' a klesali az
do 4. mesiaca skladovania na hodnotu 0,45.10° KTJ.g".
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Posledny mesiac skladovania hodnoty zacali stapat’ na
koneénych 0,41.10” KTJ.g". Rozdiel medzi poéiatoénym
rastom akoneCnym rastom probiotickej kultiry bol
2,06.10 KTI.g™".

Pri porovnani rastu kultar Lactobacillus acidophilus medzi
jednotlivymi mesiacmi pocas zrecicho obdobia bola
preukdzana Statistickd vyznamnost medzi vSetkymi
obdobiami, ale najvécsia vyznamnost' bola zistend medzi
mesiacmi februar a april, a to p<0,0005 na hladine
vyznamnosti 95 %.

Pri porovnani vyslednych poctov probiotickych kultar
Lactobacillus  casei s  ostatnymi  sledovanymi
probiotickymi kultGrami mozno konstatovat, ze boli
najvyssie. Na zaciatku zrecieho obdobia sa pohybovali
radovo az 4,75.107 KTJ.g"', pricom poloviény pocet
radovo 10 si udrziavali az do treticho mesiaca. V priebehu

0,51.10° KTJ.g". Vyznamny rozdiel bol zaznamenany pri
porovnani mesiacov januar - april (p<0,0079), januar - m4j
(p<0,0116), januar - jin (p<0,0195), februar - april
(p<0,0181), februar - maj (p<0,0409) aapril - jin
(p<0,0296) na 95 % intervale spolahlivosti. Pri celkovom
porovnani mesiacov, pocas ktorych syry zreli bola zistena
hladina vyznamnosti p<0,0086 na 95 % intervale
spol’ahlivosti.

Pocty probiotickej kultary Lactobacillus plantarum 96 sa
pohybovali pocas celého skladovacieho obdobia radovo az
10* KTJ.g™". Pri celkovom hodnoteni poétu Lactobacillus
plantarum 96 pocas celého obdobia skladovania sa
preukazala §tatistickd vyznamnost na hladine p<0,0001 pri
95 % intervale spolahlivosti. Najvys§ie vyznamnosti na
hladine p<0,0001 boli zaznamenané medzi mesiacmi
februar - marec, februar - april a februar - maj. Medzi

Tabulka 1 Priemerny pocet jednotlivych probiotickych kultir v experimentalne vyrobenych syroch pocas

zrecieho obdobia a ich korela¢na zavislost’

Probiotické KTl.g"' Korela¢na
kultiry januar februar marec april maj jun zavislost’
Lactobacillus 1 47 107 | 082107 | 039.107 | 045.10° | 032.10° | 041.107 | 0001
acidophilus ook
Lectobacillus | 475,107 | 241107 | 296107 | 0.10.10° | 01510° | 051100 | %0
Lactobacillus | 3 )7 100 | 242107 | 021.10° | 0,12.10° | 0,12.10° | 025.10° | 0001
plantarum 96 *ok

KT1J - koldnie tvoriace jednotky

Laclobacillus acidophilus
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Obr. 1 Porovnanie rastu probiotickych kultir v experimentalne vyrobenych syrov pocas zrecieho obdobia

dalsich  troch mesiacov  experimentu sa  pocty
Lactobacillus casei zvysili az na kone¢ni hodnotu
Mikrobiologickym vySetrenim sa zistilo, ze kultury
Lactobacillus plantarum 96 sa na zaciatku skladovacieho
to az o dva rady na konena hodnotu 0,28.10% KTJ.g".
Podty probiotickych baktérii boli vyssie ako 10° KTJ.g”,
pocas celého obdobia skladovania experimentalne
vyrobenych syrov.

U vsetkych skupin syrov, kde boli pouzité vybrané
probiotické kultary sa dosiahli hodnoty radovo az
10 KTl.g'. Tym bol splneny limit legislativneho a
terapeutického  minima pre vyrobky  obsahujlice
probiotické baktérie urené na l'udska vyzivu.

Vobr. 2 je znazornend zavislost' rastu jednotlivych
probiotickych  kultr v stredovych castiach vzoriek
experimentalne vyrobenych syrov. Poéty jednotlivych
probiotickych kultur v stredovej casti vzoriek syrov

ostatnymi  sledovanymi  obdobiami sa  Statistické
vyznamnosti pohybovali na hladinach p<0,001 a p<0,05.
obdobia pohybovali radovo 3,27.10° KTJ.g" pri¢om poéty
tejto kultary sa zvySovali az do konca zrecieho obdobia, a
v priecbehu zretia do 4. mesiaca klesali, kedy doslo
k miernemu ustaleniu poctu kultir, ale od 5. mesiaca
probiotické kultiry zacali intenzivne rast’ (p<0,01) az na
priemerné hodnoty 0,45. 10* KTJ.g". Vynimku tvoril len
probioticky kmen Lactobacillus casei, ktory v zaciatkoch
zrenia prudko rastol az do hodnoty 4,64.10" KTJ.g".
Rovnako aj u tohto kmena, doslo k ustaleniu jeho poctov
v priebehu 5. mesiaca zretia. Na konci zreciecho obdobia
pocty probiotickej kultary Lactobacillus casei sa prudko
zvy$ovali na koneéna hodnotu 0,57.10° KTJ.g™.

Pri porovnani okrajovych casti vzoriek jednotlivych
experimentalne vyrobenych syrov sa zistil Statisticky
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vyznamny rozdiel p<0,05 medzi vybranymi probiotickymi
kultarami.

Z obr. 3 vyplyva, Ze na zaciatku zrenia boli pocty
jednotlivych probiotickych baktérii odobratych
z okrajovych Casti experimentalnych syrov vysSie
v porovnani so vzorkami odobratymi zo stredovych Casti
vzoriek syrov. Dévodom tohto rozdielu mohlo byt
pravdepodobne nepravidelné rozlozenie probiotickych

kultGr v zrejicich syroch. Pocty jednotlivych kultar
v okrajovej Casti syrov az do 4. - 5. mesiaca klesali, ale nie
pod hodnotu niz§iu ako 10° KTJ.g". V priebehu dalsich
mesiacoch zrenia poéty probiotickych kultir mierne rastli
aZ na priemerna hodnotu 0,31.10° KTJ.g". Vynimku tvoril
kmen Lactobacillus casei, ktory od 4. mesiaca prudko
rastol na koneént hodnotu 0,43.10° KTJ.g.

i S~

/

e | LB A T us acicdophilus

—| g lobacillus casc

2 ~

Lactobhacillus plantarum 96

c——

Januar  februdr  mareg april médj
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n

Obr. 2 Rast probiotickych kultiar v stredovych ¢astiach experimentalne vyrobenych syrov
pocas zrecieho obdobia

Bola zistena Statistickd vyznamnost’ v intervale 95 %
(p<0,05) vraste vybranych probiotickych kultir medzi
stredovou a okrajovou ¢astou experimentalne vyrobenych
syrov. Pri porovnani stredovych a okrajovych vzoriek
syrov bola v poslednom mesiaci zrenia zistend Statisticka
vyznamnost na hladine p<0,05 vraste vybranych
probiotickych kultar, pri¢om poéty kmetnia Lactobacillus
casei v porovnani skmenmi Lactobacillus acidophilus
a Lactobacillus plantarum 96 boli podstatne vyssie

(p<0,01) v stredovych castiach experimentalnych syrov
ako v okrajovych castiach.

Uvedené rozdiely obsahu jednotlivych probiotickych
kultar mohli byt sposobené rozdielnymi narokmi na
podmienky vnutorného prostredia v stredovych
a okrajovych Castiach vzoriek experimentalne vyrobenych
syrov, ¢im mohla byt ovplyvnend ich rozmnoZovacia
schopnost’.

= L actobacillus acidophilus

e Lactobacillus casei

Lactobacillus plantarum 96

zaistuju hlavne enzymy baktérii mliecneho kvasenia

4
3,5 \
SN
_ 25 \
*-_g;. p) \\
[
x
1,5 \‘
1
)
0
Janudr  februar  marec april maj jun
Obr. 3 Rast probiotickych kultur v okrajovych ¢astiach experimentilne vyrobenych syrov
pocas zrecieho obdobia
DISKUSIA
Zrenie  syrov  zahriiuje  mikrobiologické,  resp.

biochemické zmeny podmienujice vyvoj aromy a textiry
charakteristické pre urCity typ prirodného syra. Pocas
zrenia syrov dochadza k mliecnemu kvaseniu, ktoré

pouzitych Cistych kultar. V experimentalne vyrobenych
probiotickych syroch dochadzalo hlavne
k heterofermentativnému mlienemu kvaseniu, ktoré je
charakteristické pre rody Leuconostoc a ktoré produkuja
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okrem kyseliny mliecnej aj oxid uhli¢ity a kyselinu
octoviL.

Startovacie  kultiry sa radia medzi uZitoéné
mikroorganizmy, ktorych enzymy uskutociujii dolezité
biochemické premeny v priebehu vyrobného procesu a st
do mlieka pri vyrobe syrov zamerne pridavané. Podla
Gornera aValika (2004) sa pri vyrobe syrov
s nizkodohrievanou syreninou uplatiiuju najméd mezofilne
kultary baktérii mlieéneho kysnutia Lactococcus lactis
spp. lactis, Lactococcus lactis spp. cremoris a Leuconostoc
mesenteroides spp. cremoris. V syroch s nizkodohrievanou
syreninou sa okrem zakladnej mezofilnej kultary,
vyskytujii aj dalSie druhy baktérii mlie¢neho kysnutia.
Ako uvadza Walstra et al. (1993) mézu to byt
laktobacily, ktoré sa pouzivaju ako doplnkova kultura
alebo non-starter lactic acid bacteria (NSLAB). Vo
vSetkych druhoch a typoch syrov, ktor¢ zreji dlhSie ako 14
dni, sa rozmnozuji rdézne mezofilné laktobacily
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei a iné). Ich mnozstvo dosahuje hodnoty
10° a2z 10° KTJ.g" syra (Albenzio et al., 2004).

Pocty kultar Lactobacillus acidophilus
v experimentalnych vzorkach syrov sa na zaciatku
pohybovali radovo 10’ KTJ.g™" a tieto poéty sa udrziavali
az do konca skladovacieho obdobia (6 mesiacov). Naylor
a Sharpe (1958) pozorovali polotvrdé syry, v ktorych sa
poéty laktobacilov v 1g syra sa pohybovali radovo 10° az
10* po desiatich ditoch skladovania. Na dvadsiaty defi
skladovania syrov sa pocty laktobacilov zvysili na hodnoty
10° az 10”. g ana Sestdesiaty defi uz poéty dosahovali
hodnoty 107 az 10%.g™ syra. Podobna praca (Johnston et.
Al., 2002) uvadza pociatoéné pocty laktobacilov v 1
mililitri  kravského mlieka medzi 10* az 10°
av pasterizovanom mlieku 10* az 10*. Tieto pocty
laktobacilov prudko rastli u syrov vyrobenych z kravského
mlieka na hodnoty 10° az 10”.g™" a v syroch vyrobenych
zpéastf:rizovaného mlieka boli podty laktobacilov 10° aZ
10°.g".

V experimentalne vyrobenych syroch obsahujicich
probiotickll  kultaru Lactobacillus casei sa pocty
pohybovali na zagiatku skladovania radovo 10" KTJ.g"
aod treticho mesiaca skladovania nadobudali hodnoty
10® KTJ.g". Naylor a Sharpe (1958) dospeli k nézoru, ze
zakladnl mikrofloru zrejucich syrov na zaciatku zrejuceho

ZAVER

Cielom prace bolo sledovanie kvantitativnych zmien
vybranych probiotickych mikroorganizmov v polotvrdych
syroch s nizkodohrievanou syreninou po dobu 6 mesiacov
zretia. Pri vyrobe syrov boli pridané vybrané probiotické
kultary Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
a Lactobacillus plantarum 96.

Zo ziskanych vysledkov fyzikdlno - chemickych
parametrov neboli zaznamenané preukazné rozdiely

v strednych hodnotach ateda neovplyvnili kvalitu
skladovanych vzoriek Syrov. Z vyhodnotenych
kvantitativnych ~ hodnot sledovanych ~ vybranych

probiotickych kultur u jednotlivych vzoriek boli medzi
poétom sledovanych probiotickych kultiur rozdiely tak na
zacCiatku skladovania syrov ako aj na konci skladovacieho
obdobia.

Najvyssie hodnoty u vsetkych probiotickych kultir boli
zaznamenan¢ v mesiacoch februar a marec v priemere

obdobia tvorili homofermentativne kultary Lactobacillus
plantarum a Lactobacillus casei. Avsak pocas dozrievania
(po 60 dnoch skladovania) zakladna mikrofléra syrov bola
Ciasto¢ne nahradena heterofermentativnymi druhmi, najméa
Lactobacillus brevis, ktory v syroch zotrval az do konca
skladovacieho obdobia (180 dni).

Kultara Lactobacillus casei je vhodna ako doplnkova
probioticka kultara, pretoze je rezistentna voci kyselinam
apreziva v zrejucich syroch vo vysokych poctoch
(Antosson et al., 2002). Tieto tvrdenia koreSponduju aj
s nasimi vysledkami, kedy kultira Lactobacillus casei si
udrziavala poéty radovo 10° KTJ.g"'. Pri sledovani poétu
Lactobacillus casei v syroch typu ¢edar si podl'a Foxa et
al., (1998) tieto mikroorganizmy zachovavali hodnoty
10" KTJ.g" syra. To potvrdzuje aj praca Ong et al., (2006)
kde pocet Lactobacillus casei v sledovanych probiotickych
gedarskych syrov dosiahol hodnotu az 10° KTJ.g".

Pocet Lactobacillus plantarum 96 sa na zaciatku
skladovacieho obdobia experimentalnych syrov pohyboval
radovo 10° KTJ.g™". V priebehu druhého a treticho mesiaca
zretia sa pocet Lactobacillus plantarum 96 zvysil na 10*
KTJ.g". Podobné vysledky zaznamenal aj Songisepp et al.
(2004), ktory sledoval polotvrdé probiotické syry
obsahujuce Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum.
V kontrolnej skupine syrov ako aj v probiotickej skupine
syrov obsahujtcej Lactobacillus plantarum sa jeho pocet
pohyboval radovo 10° KTJ.g"'. zatial, ¢o pri syroch
obsahujucich Lactobacillus casei bol pocet baktérii mierne
niz&i, radovo 10" KTJ.g". Pocas zrenia sa pocet obidvoch
sledovanych kultar ustilil na hodnote 10’ KTJ.g"
(po 66 dioch skladovania).

Pri porovnani vzoriek okrajovych casti syrov so
stredovymi vzorkami jednotlivych probiotickych syrov
boli zistené priemerné pocty jednotlivych kultar
v okrajovych cCastiach na =zaliatku zretia vysSSie.
Predpokladame, Ze pri¢inou tohto rozdielu mohlo byt
nepravidelné rozlozenie probiotickych kultar v zrejicich
syroch, resp. rozdiely v obsahu jednotlivych probiotickych
kultar mohli byt sposobené rozdielnymi narokmi
mikroorganizmov na podmienky vnutorného prostredia
v stredovych  aokrajovych Castiach  experimentalne
vyrobenych syrov, ¢im mohla byt ovplyvnena ich
rozmnozovacia schopnost’.

v

2,60.10'KTJ.g" syra. Opacne, hodnoty
vykazovali jednotlivé probiotické kultury v mesiaci april,
ato v priemere 0,12.10° KTJI.g" syra.

Pri porovnani vysledkov poctov probiotickych kultar
Lactobacillus casei s ostatnymi sledovanymi
probiotickymi kultGrami mozZno konstatovat, ze boli
najvyssie. Pocty probiotickej kultary Lactobacillus
plantarum 96 sa pohybovali od treticho mesiaca
skladovania radovo az 10° KTJ.g™.

Rozdiel medzi okrajom a stredom predlozenych vzoriek
syrov bol mierne Statisticky vyznamny, kde vysSi rast
vybranych probiotickych kultir bol v stredovych Castiach
nez v okrajovych Castiach jednotlivych skupin syrov.

U vSetkych skupin syrov, kde boli pouzité vybrané
probiotické kultiry sa dosiahli hodnoty radovo az
10 KTJg' Tym bol splneny limit legislativneho a
terapeutického  minima pre  vyrobky obsahujuce
probiotické baktérie ur¢ené na l'udskua vyzivu.
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OXIDATIVE STABILITY OF CHILLED CHICKEN MEAT AFTER FEEDING OF
SELECTED PLANTS

Slavomir Marcincak, Peter Popelka, Jana Simkova, Dana Marcincéakova, Maria Martonova

ABSTRACT

The effect of feeding of lemon balm (Melissa officinalis, L.) and combination of yarrow (Achillea millefolium, L.) and
hawthorn (Crataegus oxyacantha, L.) on oxidative stability and sensory properties of produced poultry meat was
investigated. Sixty one-day-old commercial broiler chicks (ROSS 308) were used in our experiment, divided into 3 groups,
and fed 41 days, as follows: control (K) was fed with standard diet without supplementation of plants; second group (M)
was fed with standard diet supplemented with grounded lemon balm in concentration 2 % per 1 kg; and third group was fed
with standard diet supplemented with grounded yarrow (2 %) and hawthorn (1 %). Results showed that supplementation
with lemon balm, and mainly combination of yarrow and hawthorn in the diet significantly caused reduction of lipid
oxidation processes in thigh meat during chilling storage of samples. In addition, supplementation of plants in the diet had
positive effect on sensory quality of meat of broiler chickens.

Keywords: lipid oxidation, chicken meat, natural antioxidant, mellisa, yarrow, hawthorn

UvVoD

Spotreba hydinového mésa na Slovensku rastie, v roku
2007 dosiahla asi 19,9 kilogramu na obyvatel'a (Nagy et
al., 2009). Hydina ma najlep$iu schopnost’ konverzie zivin
na miso, apreto su tiez vyrobné ndklady 1iceny
hydinovych produktov na svetovych trhoch v porovnani
s ostatnymi zivoc¢iSnymi produktmi pomerne nizke. Je
snaha Slachtit’ stidle vykonnejSie  hybridy, zlepSovat
konverziu zivin a skracovat’ dobu vykrmu (Marcin¢ak et
al., 2008b).

Hlavny vyznam tukov vo vyzive l'udi je pritomnost
polynenasytenych mastnych kyselin (PNMK). PNMK
maju v organizme nezastupitelni Glohu ako prekurzory
mnozstva biologicky aktivnych latok. Brojlerové kurcata
maju obsah tuku okolo 5 — 7 %. Priblizne 30 % z toho
tvoria nasytené mastné kyseliny aaz 70 % tukov tvoria
nenasytené mastné kyseliny (Halaj a Golian, 2000).
Hydinovy tuk obsahuje vyssie mnozstvo polynenasytenych
mastnych kyselin ako tuk jato¢nych zvierat. Je to
sposobené relativne vysokym obsahom fosfolipidov
v membranovych Struktirach svalovych buniek (Bystricky
a Di¢akova, 1998). Prave vys§i stupen nenasytenosti
mastnych kyselin vo svalovych membranach suvisi so
zvySovanim citlivosti k oxidacii tukov mésa a misovych
vyrobkov. PNMK podliehaji rychlo oxidaénym zmenam,
ktoré zhorSuju organoleptické vlastnosti a trvanlivost
potravin (Korimova et al.,, 2000). Preto je potreba
zvySovat’ antioxida¢nu kapacitu svaloviny, o sa da
dosiahnut’ skrmovanim antioxidacne uCinnych latok.

MATERIAL A METODY

Vlastny experiment. Do experimentu bolo zaradenych
60 ks jednodnovych kurciat hybrida ROSS 308. Kurcata
boli ustajnené vo zverinci Kliniky vtakov, exotickych
avolne zijicich zvierat, Univerzity veterinarskeho
lekarstva a farmacie v KoSiciach arozdelené do troch
skupin: Pokusna skupina (M) bola kfmena komerénymi
kfmnymi zmesami (KZ) HYD — 04 a HYD - 02 s
pridavkom najemno pomletej medovky lekarskej
(Agrokarpaty Plavnica) v mnozstve 2,0 % na 1 kg KZ.
Pokusna skupina (RH) bola kimena KZ HYD — 04 a HYD
- 02 s pridavkom najemno pomletého rebricka oby¢ajného

Pouzitie vysokych davok prirodnych antioxidantov vo
vykrme hydiny je jednoduchou metédou ako dosiahnut
vy$Siu antioxidanu stabilitu, zlepSenie senzorickych
vlastnosti (véne a chuti) a prediZenie doby skladovania
hydinového mésa (Martinez-Tome et al., 2001).

Vyznamnym zdrojom prirodnych antioxidantov je
rastlinny material. Medovka lekarska, rebricek obycajny
a hloh obycajny patria medzi byliny s vysokym podielom
antioxidacne Gc¢innych zloziek (Marcincak et al., 2008a).
Mnozstvo jednotlivych zlti€enin s antioxidacnym ucinkom
v rastlinnom materidli je premenlivé adané viacerymi
faktormi, medzi ktoré patri kvalita rastliny, lokalita jej
povodu, Cas zberu, podmienky spracovania a skladovania
(Bystricky et Di¢akova, 1998).

Rastlinné aditiva st ¢asto pridavané do krmiv, pretoze
zlepSuju chut’ a vonu krmiva a tak zlepSuji prijem a rast
zvierat (Windisch et al., 2008; Angelovi¢ova et al.,
2010). Viaceré¢ rastlinné aditiva obsahuju latky, ktoré
zvySuju zravost’ (apetit) a travenie (Barreto et al., 2008).

Cielom naSej prace bolo sledovat’ téinok podavania
vybranych  bylin:  medovky lekarskej (Melissa
officinalis, L.)  akombinacie  rebricka  obyc¢ajného
(Achillea millefolium, L.) a hlohu obyc¢ajného (Crataegus
oxyacantha, L.)  vkrmive na oxidacni  stabilitu
a senzorické vlastnosti produkovaného mésa kurciat
(stehno) skladovaného v chladni¢ke (4 °C, 14 dni).

v mnozstve 2,0 % ahlohu obycajného (Agrokarpaty
Plavnica) v mnozstve 1,0 % na 1 kg KZ. Kontrolna
skupina (K) bola kfmena iba KZ HYD — 04 a HYD — 02.

Spracovanie vzoriek. Na 41. dent vykrmu boli kurcata
zabfjané, po predchadzajicom omraceni a jatocne
opracované. Na stanovenie rozkladnych zmien tukov
a sledovanie antioxida¢nych vlastnosti skrmovanych bylin
bola cast’ vzoriek (30 ks zkazdej skupiny) stehnovej
svaloviny vykostend, zabalena do polyetylénovych vreciek
a skladovana 14 dni v chladnicke pri 4 °C.

Stanovenie rozkladnych zmien tukov. Na stanovenie
rozkladnych zmien tukov sme pouzili metdodu stanovenia
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tiobarbiturového ¢isla (TBA) vyjadrujiceho mieru
sekundarneho poskodenia tukov, podmienent oxidaciou
nenasytenych mastnych kyselin. TBA stanovenie bolo
vykonané podla Marcinéak et al. (2004). Extinkcia
(absorbancia)  vzorieck bola merana na  UV-
spektrofotometri HeAios v v 4.6 (Thermospectronic, Vel'ka
Briténia) pri vinovej dizke 532 nm, s prepoétom vysledkov
na mnozstvo maldndialdehydu (MDA) v 1 g vzorky.
Senzoricka analyza. Na senzorickll analyzu misa bola
pouzita svalovina stehien 24 hodin po jatocnom
opracovani a skladovanych 14 dni v chladnicke (4 °C).
Vzorky  boli  hodnotené  7-Clennou  odbornou
hodnotitel'skou  komisiou, ktord pracovala podla
metodickych pokynov pre senzorické hodnotenie mésa. Na

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabul’ke 1 st uvedené vysledky stanovenia TBA ¢isla,
ktoré¢ vyjadruje mnozstvo maldndialdehydu (MDA) ako
hlavného sekundarneho rozkladného produktu
polynenasytenych mastnych kyselin. Po jato¢nom
opracovani hydiny a spracovani vzoriek boli hodnoty
MDA uvSetkych vzoriek nizke. AvSak dal$im
skladovanim vzoriek v chladnicke sa hodnoty MDA
postupne  zvySovali, pricom upokusnych skupin
s pridavkom bylin bol narast MDA u vzoriek vyrazne nizsi
ako uvzoriek kontroly. Na zdklade nami ziskanych
vysledkov mézeme konStatovat, ze pridavanie medovky
lekarskej v davke 2 %, ale hlavne kombinacie rebricka
obyc¢ajného (2 %) a hlohu obyc¢ajného (1 %) do krmiva ma
vyrazny vplyv na znizenie oxidanych procesov vo
svalovine stehna pri skladovani vzoriek v chladnicke (4
°C, 14 dni). U pokusnych skupin M a RH sme
zaznamenali vyrazne nizSie hodnoty TBA <(isla ako
u kontroly, ¢o poukazuje na vyrazne nizSie oxidativne
poskodenie tukov. Lopez-Bote et al. (1998) uvadzaja

hodnotenie  vzoriek bola pouzitd skaSka varenim.
Hodnotenie  vzorieck bolo  vykonané  5-bodovym
hodnotiacim  systémom  (Pribela, 2001), pri¢om
maximalny pocet dosiahnutych bodov hodnotenia bol 20.

Statistické  spracovanie  vysledkov.  Statistické
spracovanie vysledkov bolo vykonané Statistickym
programom Graph Pad Prism 3.0 (1999) podl'a Snedecor a
Cochran (1967). Vysledky st vyjadrené ako aritmeticky
priemer (x) aStandardnd odchylka (S.D.). Vysledky
stanoveni v jednotlivych skupinach pocas skladovania boli
navzajom porovnané jednocestnym ANOVA testom. Pre
porovnanie Statistickych rozdielov medzi hodnotami bol
pouzity Tukeyov porovnavaci test a P < 0,05 bolo
povazované ako Statisticky vyznamny rozdiel.

podobné vysledky hodnét TBA dosiahnuté skladovanim
mésa  brojlerov s pridavkom  antioxidantov  pri
mraziarenskych teplotach pocas Styroch mesiacov. Florou-
Paneri et al. (2005) skimali vplyv skrmovania oregana
a oreganového extraktu vkfmnej zmesi na oxidac¢na
aktivitu u moriek. Taktiez konStatujt, ze pri podavani 10
gkg' oregana vkimnej davke alebo 200 mgkg’
oreganového extraktu je oxidacia tukov zniZena, pri¢om
pri podavani vyssich davok je oxidacia nizsia. Luna et al.
(2010) skrmovali extrakty tymol a karvakrol v davke 150
mg.kg™" po dobu 42 dni a sledovali ich vplyv na oxida¢ni
stabilitu mésa pocas skladovania v chladnicke (4 °C, 10
dni). Konstatujti, ze pridavok extraktov nemal vplyv na
oxidanu stabilitu prsnej svaloviny avSak oxidacna
stabilita stehnovej svaloviny pocas skladovania bola
vyrazne pozitivne ovplyvnena. K podobnym vysledkom
dospeli aj Speriiakova et al. (2007) po skrmovani
praskového rozmarinu, a Govaris et al. (2004) po
skrmovani oregana.

Tabulka 1 Vysledky stanovenia TBA vyjadrené ako mnoZstvo maléndialdehydu (mg.kg™) poéas skladovania

vzoriek stehnovej svaloviny v chladnicke (4 °C).

Priemerna hodnota + S.D. malondialdehydu (mg.kg™")
1. deni 7. den 14. den
Kontrola 0,217 + 0,024 0,402 + 0,094% 0,715 +0,081%
Medovka 0,148 + 0,030 0,252 + 0,008"' 0,414 + 0,063
Rebri¢ek + Hloh 0,133 + 0,029 0,237 + 0,058" 0,382 + 0,049"

*® _hodnoty s rozdielnym oznaGenim v stipci su $tatisticky rozdielne (P < 0,05)

1,23

— hodnoty s rozdielnym oznacenim v riadku su Statisticky rozdielne (P < 0,05)

Tabulka 2 Priemerné vysledky senzorického hodnotenia svaloviny stehna: Cerstvé miso (1. deii po jatoénom
opracovani) a chladené (skladované 14 dni v chladnicke pri 4 °C)

Senzorické hodnotenie (priemer = S.D.)

Cerstvé chladené
Kontrola 16,96 + 1,95 14,30 + 1,59
Medovka 17,08 +1,72° 14,85+ 1,31°
Rebri¢ek + hloh 17,80 + 1,43% 15,90 + 1,41°

*® _hodnoty s rozdielnym oznacenim v stipci su $tatisticky rozdielne (P < 0,05)

Tuk v médse ma vyznam z hl'adiska senzorického, pretoze
je nosicom celej rady aromatickych achutovych latok.

Vysledky celkového senzorického hodnotenia vzoriek st
v tabulke 2. Z vysledkov vyplyva, ze skrmovanie rastlin
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malo pozitivny vplyv aj na senzorické hodnotenie. Zv1ast
je tento ucinok viditelny po skladovani vzoriek
v chladnicke po dobu 14 dni. Z posudzovanych
parametrov boli u pokusnych skupin oproti kontrole vyssie
hodnotené chut’, vona a Stavnatost’ médsa. Viaceri autori
poukazuju na zlepSené senzorické vlastnosti mésa hydiny

ZAVER

V pokuse sme sledovali U¢inok skrmovania 2 %
medovky lekarskej (Melissa officinalis, L.) akombinacie
2 % rebricka oby¢ajného (Achillea millefolium L.) a1l %
hlohu obycajného (Crataegus oxyacantha, L.) na
oxida¢nli stabilitu a senzorické vlastnosti stehnovej
svaloviny kur¢iat skladovanej v chladnicke (4 °C, 14 dni).
Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze skrmovanie rastlin
(medovka, hloh arebricek) malo vyrazny vplyv na
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PROTEIN AND FAT IN BREAST MUSCULES OF BROILERS IN APPLICATION
WELFARE PRINCIPLES IN PRACTICAL CONDITIONS

Jan Medved’, Maria Angelovicova

ABSTRACT

Were carried two chemical analyses of the breast muscles without skin in fattening-type chickens Ross 308. 12 chickens
were used for chemical analysis after feeding 42 days of body weight 1800.0 g in two cycles. In the breast muscle without
skin was content dry matter 25.95 and 25.87 g.100 g”', protein 24.47 and 23.82 g.100 g, and fat 3.34, respectively 3.49
2.100 g'. Differences in these parameters between cycles were not statistically significant (P>0.05). Broilers were randomly
selected in the hall on the farm. In the hall was a deep litter and breeding technology Big Dutchman with automatic feeding,
watering, and automatically set lighting and temperature regimes._During the fattening of chickens have been relationship
with recommended microclimate conditions and the length of the hall light and ventilation. The concentration of broilers

per square one meter was 27.22, respectively. 29.34 kg. Broilers consumed of feed ad libitum.

Keywords: broiler, breast muscle, dry mater, protein, fat

UVOoD

Hydinové méso na potravinarske ucely sa vyznacuje tym,
ze jeho priprava nie je naro¢na. Charakteristické je svojou
nutricnou hodnotou a organoleptickymi vlastnost'ami. Jeho
energeticka hodnota je nizka a obsah bielkovin vysoky.

Dostupnost’ esencialnych aminokyselin je vyznamnejSia
ako zrastlinnych bielkovin. Preto, hydinové maéso
je povazované za bohaty zdroj Zivoc¢isnych bielkovin,
ktoré maji vysoku biologicki hodnotu, dostupnost
esencialnych aminokyselin, ktoré podporuju rast a 'udské
zdravie (Panda, 1995). De Almeida et al. (2006)
uskutocnili experiment, v ktorom analyzovali vzorky
kurcacicho misa ztroch rozli¢nych zdrojov. SuSinu
stanovili susenim vzorky 20 hodin v suSiarni pri teplote
105 °C (metdda 950,46 podl'a Cuniffa, 1997). Bielkoviny
v mise boli vypocitané na zaklade stanoveného obsahu
dusika, ktory bol vynasobeny koeficientom 0,625 na 100 g
mésa. Obsah dusika bol stanoveny Kjeldahlovou metddou
(metdoda 928,08 podla Cuniffa, 1997). Tuky boli zo

MATERIAL A METODY

Chemicky bola analyzovand prsnd svalovina na obsah
susiny, bielkovin a tukov. SuSina bola stanovena v susiarni
pri teplote 103 °C. Bielkoviny boli stanovené podla
Kjeldahlovej metody, ktorou sa uréil obsah dusika
avynasobil sa faktorom 6,25. Tuky sa stanovili ako
zvySok ziskany po rozpustadle a vysusenim extraktu
vzorky vazkovo. Nahodne boli vybraté kurcata urené na
produkciu mésa Ross 308 o zivej hmotnosti 1800,0 g,
ktorti dosiahli za 42 dni z dvoch vykrmovych cyklov.

VYSLEDKY

Obsah susiny v prsnej svalovine vykrmovych kurciat bol
2536 g.100 g' vprvom experimente a 25,67 g.100 g
v druhom experimente. Rozdiel obsahu suSiny v prsnej
svalovine kurc¢iat medzi prvym a druhym experimentom
bol 031 g.100 g', ktory nebol Statisticky preukazny
(P>0,05). Minimalna hodnota obsahu suSiny Vv prsnej
svalovine bola 24,18 g.100 g' (prvy experiment), resp.
24,33 g.100 g (druhy experiment). Maximéalna hodnota
obsahu suSiny v prsnej svalovine kurCiat sa  zistila

vzorky mésa extrahované podla Folcha et al. (1957).
Kurcacie méso obsahovalo v 100 g 77,49 g vody, 18,83 g
bielkovin a 4,08 g tuku. Podobné vysledky z chemickych
analyz kurcacicho mésa zaznamenali aj Barteczko
a Lasek (2008). V 100 g namerali 26,81 az 26,99 g suSiny,
23,35 az 24,30 g bielkovin a 1,13 az 1,32 g tuku. Kvalita
hydinového misa sa hodnoti na zaklade vonkajsich znakov
(hmotnost, podiel prsného a stehnového svalstva, farba a
vzhlad misa) a vnutornych znakov (jatocna vytaznost,
pomer misa a kosti, vona, $tavnatost, jemnost, chut a
vyzivna hodnota mésa) (Benkova, 2009; Hascik et al.,
2009).

Cielom prispevku bolo sledovanie a vyhodnotenie
vysledkov chemickej analyzy na obsah suSiny, bielkovin
atuku v prsnej svalovine kurciat uréenych na produkciu
misa. V chove kurciat na farme boli uplatilované principy
welfare.

Chov kur¢iat bol uskutoéneny v hale na hlbokej
podstielke pri chovnej technologii Big Dutchman.
Koncentracia kurciat na jednotku plochy bola na konci
vykrmu 27,22, resp. 29,34 kg. Klimatizacné podmienky
a svetelny rezim bol dodrzany v zmysle odporucani pre
tento vykrmovy typ kurciat. Kurdatd boli kfmené ad
libidum kompletnymi kfmnymi zmesami zostavenymi
a vybilancovanymi na obsah zivin a metabolizovatelnej
energie v zmysle kodexu krmiv. Vysledky boli spracované
v systémovom programe SAS, verzia 8.2.

26,39 g.100 g (prvy experiment), resp. 26,54 g.100 g
(druhy experiment). Kolisanie hodndt suSiny v prsnej
svalovine kur¢iat prvého a druhého experimentu bolo
takmer rovnaké (vysledky prvého experimentu s = 0,79
2100 g' a v, = 3,11 % oproti vysledkom druhého
experimentu s = 0,89 g.100 g' a v, = 3,36 %).
Obsah suSiny v prsnej svalovine kurciat je znazorneny na
obrazku 1.
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Obr. 1 Priemerny obsah suSiny v prsnej svalovine vykrmovych kur¢iat v prvom a druhom experimente

Tabulka 1 Matematicko-Statistické vyhodnotenie obsahu suSiny v prsnej svalovine vykrmovych kurc¢iat

Experiment Minimalna Maximalna
n hodnota hodnota S Vi t—test
[2.100 g™ [2.100 g™ [2.100 g™ [%] Poos
1 12 24,18 26,39 0,79 3,11
2 12 24,33 26,54 0,89 3,36 0,93

Obsah bielkovin v prsnej svalovine kurciat bol 23,61
g. 100 g v prvom experimente a 23,76 2.100 g"' v druhom
experimente. Rozdiel obsahu bielkovin v prsnej svalovine
kur¢iat medzi prvym adruhym  experimentom
0,15g.100 g' nebol Statisticky preukazny (P>0,05).
Minimalna hodnota obsahu bielkovin v prsnej svalovine
bola 22,79 g.100 g™ (prvy experiment), resp. 23,11 g.100 g
(druhy experiment). Maximalna hodnota obsahu bielkovin
v prsnej svalovine bola 24,56 g.100 g (prvy experiment),

resp. 24,50 g.100 g (druhy experiment). Viésie kolisanie
hodnét obsahu bielkovin v prsnej svalovine bolo u kurciat
prvého experimentu v porovnani s hodnotami obsahu
bielkovin v prsnej svalovine kur¢iat druhého experimentu
(vysledky prvého experimentu s = 0,61 g.100 g' a
vi = 2,59 % oproti vysledkom druhého experimentu
s = 0,46 2.100 g' a v, = 1,92 %). Obsah tuku v prsnej
svalovine kurciat je zndzorneny na obrazku 2.

O Experiment 1

B Experiment 2

Obr. 3: Priemerny obsah tuku v prsnej svalovine vykrmovych kuréiat v prvom a druhom experimente

Tabulka 3 Matematicko-Statistické vyhodnotenie obsahu tuku v prsnej svalovine vykrmovych kur¢iat v prvom

a druhom experimente

Experiment Miniméalna Maximéalna
hodnota hodnota S Vi t—test
n [.100 g} [g.100 g} [g.100 g} [%] Pys
1 12 0,69 1,23 0,16 16,84
2 12 1,03 1,51 0,17 13,52 4,697
DISKUSIA

Spotrebitelia poznaju pozitivne vlastnosti hydinového
médsa pre jeho vysokd nutricni hodnotu a maju stale
vysoké naroky na jeho kvalitu (Pavlovski et al., 1997).
Tolimir et al. (2007) vo svojom experimente
s vykrmovym typom kurciat zistili na zéklade chemicke;j
analyzy prsnej svaloviny obsah suSiny 26,55; 26, 36,
26,31 a26,08 100 g'. Prsna svalovina findlneho
vykrmového typu  kurCiat Ross 308 v naSich
experimentoch obsahovala 25,36 g, resp. 25,67 g susiny v
100 g, &o je o takmer rovnaka hodnota (25,35 g.100 g™),
resp. 0 1,03 g.100 g viac v porovnani s vysledkami, ktoré

dosiahli Has$¢ik et al. (2005). Vyskumom bielkovin
v kur€acom mése sa zaoberal Lindeman (1996). Ziskal
hodnoty, ktoré boli vysSie v porovnani s vysledkami
Bogosavljevi¢-Boskovica (1999).

Vysledky  obsahu  bielkovin v prsnej  svalovine
vykrmovych kuréiat Ross 308, ktoré sme ziskali na
zaklade chemickych analyz, st 23,61 g, resp.

23,76 .100 g'. Nami namerané hodnoty obsahu bielkovin
su podobné, ako zistili Ha¢§ik et al. (2005) u toho istého
vykrmového typu kurciat. VysSie hodnoty obsahu
bielkovin v prsnej svalovine, ako boli nami zaznamenané,
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st uvedené v praci publikovanej autormi Tolimir et al.
(2007). Namerali obsah bielkovin v prsnej svalovine
23,98, 24,45, 2446 a 24,54 g.100 g’l. Tuk v prsnej
svalovine vykrmovych kurc¢iat Ross 308 sa nachadzal
mnozstve 0,95, resp. 1,27 g.100 g'. Tieto hodnoty tuku
v porovnani s vysledkami Has¢ika et al. (2005) su
podobné. Rovnako st porovnatel'né aj s niektorymi udajmi
0,90, 0,89, 0,69 a 0,77 g.100 g'l, ktoré zaznamenali
Tolimir et al. (2007) v prsnej svalovine kurCiat. Znizenie
obsahu tuku v prsnej svalovine dosiahli tito autori kimnym
pridavkom chromu do kfmnej zmesi vykrmovych kurciat.
K podobnému zaveru dospeli aj Motozono et al. (1998),
Kim et al. (1995), Wanne et al. (1999) vo svojom

ZAVER

Chemickymi analyzami prsnej svaloviny kurciat Ross
308 urcenych na produkciu mésa bol zisteny obsah suSiny
25,36 225,67 g.100 g™, bielkovin 23,61 a 23,76 g.100 g™,
tuku 0,95 a1,27 100 g'. Rozdiely hodnét susiny
abielkovin medzi cyklami vykrmu kur¢iat neboli
Statisticky preukazné (P>0,05). Pri tuku v prsnej svalovine
medzi cyklami vykrmu kurciat bola vysoka Statisticka
preukaznost’ (P<0,001). Na vyskum boli ndhodne vybraté
kurdata o zivej hmotnosti 1800,0 g, ktorti dosiahli za 42
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QUALITY OF HEMP SEED OIL DEPENDING ON ITS OBTAINING

Ivana Poustkova, Lubo§ Babicka, Lenka Kouiimskd, Gabriela Siegrova, Ladislav Staruch

ABSTRACT

Hemp (Cannabis sativa L.) is probably one of the oldest field crops used in nutrition, but also for the production of fibres
for clothes, ropes or canvas. Cannabis sativa is one of the most spread species of cannabis which belongs to family
Cannabinaceae. The seeds are important part of cannabis sativa, which contains high part of lipids and proteins. It provides
also valuable essential fatty acids, carbohydrates, fiber, vitamins and minerals. Due to low content of THC is possible
to produce valuable oil from seeds, which is used in cosmetic and food industry. The aim of this work was to evaluate
composition of hemp seeds from one harvest, observe and compare quality of parameters both cold pressed hemp seed oil
and hemp seed oil by CO, extraction. Both oils are comparable in composition of fatty acids which follow from results
of analyses. Also contents of sterols and moisture are similar in both oils. The saponification value is similar in both oils,
conformable to as a iodine value. Also were found dissimilarities in colours, phospholipides, unsaponifiable matter, acid
value and peroxide value. The cold pressed hemp seed oil contained lower values of unsaponifiable matter, colours and
higher concentration of phospholipides and lower acid value. It is caused by influence of CO,. The oxidation stability of

cold pressed hemp seed oil was four times higher than oil by CO, extraction.
Keywords: hemp seed, hemp oil, fatty acid, pressing, extraction

UVOoD

Konopi seté je tradicni plodina, kterda byla pro svoje
univerzalni vlastnosti vyuzivana jiz odnepaméti. Pro
tradi¢ni zpracovatelské ucely vSak bylo péstovani konopi
v minulych desetiletich silné¢ potlaceno, jelikoz vétSina
evropskych stati totiz pfijala legislativni opatieni, které
bylo cileno proti péstovani konopi jako zdroje omamnych
latek (Matthius, 2008). Nové pfijatd opatfeni umoziuji
v zemich EU péstovat specialni $lechténé kultivary konopi
setého, které splhuji prisnou normu na velmi nizky obsah
omamnych latek (nesmi piekrocit 0,3 % THC - delta-9-
tetrahydrocannabinolu), tim se konopi seté opét vraci na
pole a stava se velmi sledovanou plodinou ovsem tentokrat
kviili modernim moznostem vyuziti pfi vyrobé energie,
plasti, stavebnich materidli, krmiv, kosmetiky a 1ékt
(Bosy, 2000). U konopi péstovaného na semeno se sklizeni
provadi v obdobi, kdy jsou semena v dolni poloviné
kvétenstvi pln€ vyzrala, popiipadé jsou ve stfedni tfeting
kvétenstvi ve voskové zralosti a na vrcholku jsou zelena
(Meiner, 1998). Konopné semeno obsahuje lipidy (25 —
35 %), proteiny (25 - 45 %), sacharidy (28 - 32 %), vodu,
popeloviny (7 %), vlakninu (17 - 20 %), vitaminy (napf.
B, B, B3, B, C, E) a mineralni latky (napt. P, K, Mg, Ca,
Fe, Na, Mn, Cu) (Callaway, 2004, Conrad, 2001, Wang,
2008).

Z rostlinnych semen se oleje a tuky v soucasnosti
ziskavaji dvéma zakladnimi zpusoby: lisovanim
(mechanickym oddélenim oleje zrostlinnych pletiv za
tlaku) aextrakci (extrakce oleje z rostlinnych pletiv
organickym rozpoustédlem). Extrahovany a lisovany
surovy olej se po oddéleni mechanickych necistot obvykle
dale zpracovavaji spoleén¢ (Kadlec et al., 2002, Latif,
2009). Jednim z kriterii, které rozhoduji o volbé
zakladniho procesu, je olejnatost vstupujici suroviny. Za
hranici se povazuje rozmezi 25 - 30 % oleje v semeni,
olejniny pod touto hranici se uz nelisuji.

Vétsinou je produkovan konopny olej pro potravinaiské
ucely studenou lisovaci technikou. Tato technika
neovliviiuje kvalitu vyrobku, ale redukuje mnozstvi
vylisovaného oleje (Hendriks, 1978). Se zvySujicim se

tlakem se dostava do vylisovaného oleje vice jemnych
ulomki semene. Uvolnéni oleje se dosahuje mechanicky -
stlacenim  rozemletych semen, kdy olej vytéka
vytvorenymi kapilarami (Zajic, 1988). V soucasné dob¢ se
prosazuji polokontinudlni deskové filtry, kde lisovany
predcistény olej je cerpadlem davkovan do filtru. Filtra¢ni
kola¢ se vraci pred vstup do lisu. Surovy lisovany olej se
cerpa do zasobniku. Toto lisovani za studena ma vyhodu
v minimalizaci degrada¢nich zmén v oleji. Olej poté
prochazi filtrovacim procesem. Nasledujici rafinacni
procedury by nemély ovlivnit zadané vlastnosti produktu.
Konopny olej je tedy lisovan za studena za pfitomnosti
ochranného plynu, kdy se z konopnych semen za pouziti
pfesn¢ stanoveného tlaku, teploty pod 45 °C a tfeni
uvolnuje olej, ktery obsahuje vSechny dalsi vysoce cenné
pfimési. Lisovani se provadi za podminky vylouceni
vzdusného prostiedi.

Lahvovani se provadi rychle, pod dusikem do matnych
lahvi. Dal$im krokem je chlazeni, které je vyznamnou
ochranou oleje proti degradaci, oxidaci a pasobeni svétla
(Cevoy et al., 1996). Nerafinovany konopny olej vyrobeny
lisovanim za studena ma zluto tmavozelenou barvu a
ptijemnou ofechovou chut’. Stopova mnozstvi THC jsou
disledkem znecisténi semene, pryskyfice nebo dalSich
rostlinnych zbytkti (Mathc a Busca, 1995, Matsunaga et
al.,, 1990). Maximalni zralost semena a procesu
odstranovani nezralého semena jsou dulezita pro produkci
kvalitniho oleje.

Extrakci tukovych surovin ovlivituje fada faktorti: druh
rozpoustédla, druh suroviny, jeji kvalita a uprava pted
extrakci, zpusob extrakce apod. (Kadlec et al., 2002).
Dulezitym predpokladem uspésného pribéhu extrakce je
pfeduprava semen, aby doslo k hlubokému naruseni pletiv
a bunék. Z hlediska ucinnosti extrakce, ekonomického
provozu a bezpecnosti prace ma volba vhodného druhu
rozpoustédla znacny vyznam (Zajic, 1988). Bohuzel zadné
rozpoustédlo nespliiuje vSechna vyznamna Kkritéria,
kterymi jsou: vysoka rozpustnost oleje za nizkych teplot,
vysokéa selektivita pro extrakt, chemickd inertnost vuci
vsem slozkdm, snadno destilovatelné, pozadavky na

ro¢nik 4

3/2010



potravinarstvo

nizkou toxicitu, nehoflavost a nevybusnost, nizka viskozita
a povrchové napéti, snadno a s nizkymi naroky na spotiebu
energie odstranitelné z miscely a ze Srotu, nemisitelné
s vodou, nizké rozmezi bodu varu, nizké vyparné teplo,
cenové dostupné, nizkd zatéz pro zivotni prostiedi.
Pouzivanymi extrakénimi €inidly byl nejprve extrakcni
benzin a pozdé¢ji technicky hexan, ktery je nejrozsifenéjsim
rozpoustédlem pouzivanym k extrakei olejnatych surovin.
Bez ohledu na zptisob extrakce je dilezita Gprava semen
nebo vyliskli pfed extrakci. Jestlize olejnaté suroviny
obsahuji vice nez 35 % (w/w) oleje, provede se jeho
snizeni pfedlisovanim na hodnotu pfiblizné 20 % (w/w).
Moderni  extraktory jsou protiproudé, kontinualné
pracujici, k odstranéni rozpoustédla se pouziva tzv. toaster,
tj. uzavieny valec vyhfivany nepfimou parou na teplotu
podle druhu materialu 105 - 125 °C. Doba pobytu v toastru
je 12 - 15 min. Cilem toastingu je nejen odstranit
rozpoustédlo ze Srotu, ale také Uplné nebo alespon
¢astecné rozrusit toxické latky. I kdyz konopna semena
sama neobsahuji THC (delta-9-tetrahydrocannabinol),
musi byt v piipadé konopného oleje pro potravinaiské
ucely zcela jisté, ze obsah THC nebyl v zddném piipadé
zvysen nepeclivym vytiidénim zbytkl okvétnich listkti ani
zaménou odriddy. Lisovanim za horka nebo chemickou
extrakci se ziskavaji oleje kvyuziti v chemickém
prumyslu.

V posledni dobé se jevi jako velice perspektivni pouziti
kapalného oxidu uhli¢itého jako rozpoustédla k extrakci

MATERIAL A METODY

Byla pouzita konopna semena pochazejici z jedné partie
sklizena v témze roce a nasledné¢ z nich konopny olej
lisovany za studena a konopny olej extrahovany pomoci
CO,. Vzorky byly poskytnuty firmou CANNABIS Pharma
- derm, s.r.o.

Stanoveni stability oleji metodou podle Schaala: Do
kadinky o obsahu 150 ml a priméru 30- 400 mm se navazi
22 az 25 g oleje. Kadinky se umisti do termostatu
vyhtivaného na 60 °C. Ve vhodnych casovych intervalech
se stanovuje stupen autooxidace podle zmén hmotnosti
a/nebo peroxidového Cisla. Délka indukéni periody se urci
ze zavislosti hmotnosti vzorku/peroxidového ¢isla na dobé
skladovani.

Stanoveni peroxidového Cisla CSN ISO 3960 (58 8765):
Do Erlenmayerovy baiiky se zdbrusem se navazi 0,2 az 5 g
vzorku oleje, pfida se 10 ml chloroformu, 15 ml
koncentrované kyseliny octové a 1 ml nasyceného vodného
roztoku jodidu draselného. Baiika se uzavie a jednu
minutu tfepe, poté se nechd stat pfesné 5 minut v temnu pfi
laboratorni teploté. Ptfida se pfiblizné 75 ml vody, obsah
prudce protiepe a po pridavku né€kolika kapek Skrobového
mazu jako indikatoru se titruje uvolnény jod standardnim
odmérnym roztokem thiosiranu sodného o koncentraci
1 mmol.I"' do odbarveni.

Stanoveni vlhkosti a tékavych latek: Do predsusenych a
zvazenych hlinikovych misek s vicky o priméru 60 mm se
navazi 5 g vzorku. Vzorek se poté susi pii teploté 105 °C
do konstantni hmotnosti, pficemz prvni tsek suseni Cinil
60 minut, dalsi useky vzdy pak 30 minut.

fady surovin ve smyslu ziskavani vyznamnych latek
pro kosmetické a farmaceutické ucely, nebo k extrakci
specifickych potravinafskych surovin - napf. kofeni,
chmele apod. Vétsina extrakci probihd pfi tlacich 100 -
300 bar a teplotach 40 - 50 °C, navic toto rozpoustédlo je
z potravinaiského hlediska naprosto nezadvadné. Vyhodou
je citlivé zpracovani teplotné nestabilnich latek, extrakt
neobsahuje zadné zbytky toxickych rozpoustédel, CO, je
nehotlavy, levny, nevzniké ekologicky zavadny odpad. Na
druhé strané¢ ma extrakce dveé nevyhody - nizkou rychlost
davkovani rozpoustédla a nutnost diskontinudlniho
provozu pii napliovani a vyprazdnovani extraktoru v
beztlakovém stavu.

Konopny olej patii mezi vysoce nestabilni olej (Deferne,
1996, Parker et al., 2003), jereaktivni acitlivy ke
zluknuti, jelikoz obsahuje vysoky podil nenasycenych
mastnych kyselin (Siger, 2008). Je nutné ho skladovat v
chladu, temnu a bez moznosti pfistupu kysliku (Oomah,
2002, Yu, 2005). Pro stanoveni oxidaéni stability se
zjistuje peroxidové Cislo, dal§i moznosti stanoveni
oxidacni stability je metoda Schaalova testu, kdy se z grafu
zévislosti peroxidového ¢isla na dobé¢ skladovani se odecte
indukéni perioda, coz je doba potiebnd k nastartovani
rychlé tvorby peroxidi (Dimic, 2009). Dalsimi
sledovanymi jakostnimi ukazateli byly: obsah tékavych
latek, zastoupeni mastnych kyselin, ¢islo zmydelnéni,
jodové Cislo, Cislo kyselosti, obsah nezmydelnitelnych
latek, obsah barviv.

Stanoveni mastnych kyselin: Do varné baiiky s kulatym
dnem se odvazi 1 g zhomogenizového vzorku. K navazce
se pfida 50 ml 2% kyseliny sirové v metanolu. Smés se
vafi pod zpétnym chladi¢em 2 hodiny. Na konci této doby
se prilije 5 ml n - heptanu. Poté se ukonci var a smés se
necha vychladnout. Pro oddéleni heptanové vrstvy se do
baiky pfidd nasyceny roztok chloridu sodného
a heptanova vrstvu obsahujici methylestery mastnych
kyselin se injekéni stiikackou odebere do vialky a pfimo se
nastiikne do GC. Podminky analyzy: GC Varian Star 3600
s FID: CP WAX 57 CB (25m x 0, 32mm x 1, 2 um),
teplota nasttiku 250 °C, teplotni program: 150 °C po dobu
1 minuty, 5 °C/min do 230 °C, vydrz 5 min, 20 °C/min do
260 °C, vydrz 10 min, teplota detektoru 280 °C, nastiik 1
pl, nosny plyn N,, 1,5 ml/min.

Stanoveni &isla zmydelnéni CSN ISO 58 8763: 2 g
vzorku se navazi do konické banky. Pomoci pipety se
ptida 25 ml etanolického roztoku hydroxidu draselného a
nékolik varnych kaminkl. Na baiku se pfipoji zpétny
chladi¢, banka se umisti na ohiivaci zafizeni a mirné se za
obcasného zamichani 60 minut zahfiva. K horkému
roztoku se ptfida 0,5 ml az 1 ml roztoku fenolftaleinu a
obsah baiky se titruje odmérnym roztokem kyseliny
chlorovodikové do vymizeni rtzového zabarveni
indikatoru.

Stanoveni jodového Cisla CSN IS0 3961 (58 8761): Do
Erlenmeyerovy baniky se navazi tuk dle ocekavaného
jodového Cisla, pak se rozpusti v20 ml chloroformu.
Potom se pfida presné 25 ml Hanusova roztoku (roztok 10
g jodmonobromidu v 500 ml kyseliny octové). Po
promichani se baika necha stat v temnu 60 - 120 minut pfi
laboratorni teploté. Béhem této doby je potieba baikou
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zamichat. Poté se oplachne zatka (do banky) destilovanou
vodou, pfida se 20 ml roztoku jodidu draselného,
150 ml vody a titruje se odmérnym roztokem thiosiranu
sodného do slabé zlutého =zbarveni. Poté se prida
1 ml skrobového mazu a pokracuje se v titraci do upIného
odbarveni horni faze roztoku.

Stanoveni &isla kyselosti CSN ISO 660 (58 8756): Do
titracni banky se navazi 5 g oleje, ptida se 50 ml az 150 ml
smési etanol:dietylether v poméru 1:1 (smés rozpoustédel
je nutné predem zneutralizovat hydroxidem draselnym na
fenolftalein). Roztok se titruje za stalého michani
alkoholickym roztokem 0,1 moll" KOH do bodu
ekvivalence.

Stanoveni obsahu nezmydelnitelnych latek: 5 g
zkuSebniho vzorku se navazi s piesnosti nejméné 0,01 g do
baiiky s kulatym dnem, pfida se 50 ml roztoku hydroxidu
draselného a vafi se pod zpétnym chladicem 1 hodinu. Po
preruseni ohfevu se horni casti chladic¢e ptida 100 ml, po
ochlazeni se ptevede do 500ml dé€lici nalevky, a ptida se
100 ml diethyletheru. Obsah se dikladné protiepe po dobu
1 minuty za obcasné¢ho uvolnéni tlaku obracenim délici
nalevky a opatrnym otevienim kohoutu. Po rozdéleni se
spodni vrstva kvantitativné pfevede do druhé délici
nalevky. Pokud dojde k vytvoreni emulze, piida se etanol,
koncentrovany hydroxid draselny nebo roztok chloridu
sodného. Vodné¢ etanolicky roztok mydla se extrahuje jesté
dvakrat, se 100 ml diethyletheru. VSechny extrakty se spoji
do jedné d¢lici nalevky, obsahujici 40 ml vody. Po Gplném
oddéleni se spodni vodna vrstva vypusti. Etherovy roztok
se promyje jeSté¢ dvakrat 40 ml vody pomoci silného

VYSLEDKY A DISKUSE

Byly zjistény odlisnosti v peroxidovém ¢&isle u oleje
lisovaného a extrahovaného pomoci CO,, které jsou ziejmé
zpusobeny rozdilnym zpracovanim semene pied lisovanim
nebo extrakei, coz je dokumentovano v Tabulce 1. Semeno
pred vlastnim lisovanim nepodstupuje proces mleti, ale
je ihned lisovano a poté jde okamzité do sudu s ochrannou
atmosférou (dusik). U procesu extrakce dochazi po
rozemleti semene k Casové prodleveé, aby se uvolnilo co
nejvice oleje, teprve poté dojde k extrakci. Hodnoty
peroxidového &isla v intervalu 10 - 20 mekv O,kg’ je
nutno povazovat za zvySené a u obou vzorkl vypovidaji
o probihajicim procesu autooxidace ve vztahu k procesu
ziskani oleje ze semen za pfedpokladu stejného stati obou
oleju, stejnych podminek skladovani a stejné kvalité
semen.

Cislo zmydelnéni ma podobné hodnoty u obou oleji,

stejn¢ tak jako jodové CcCislo. Anwar (2006) uvadi u
konopného oleje lisovaného za studena jodové Cislo 154 -
165 g 1,.100 g a &islo zmydelnéni 184 — 190 mg KOH.g™
tuku. Tyto hodnoty odpovidaji vysledkiim ziskanym pfi
této analyze.
Cislo kyselosti je u oleje extrahovaného nizsi (0,96 mg
KOH.g"' tuku), coz odpoviddi mendimu mnozZstvi
ptritomnych volnych mastnych kyselin. U oleje lisovaného
byla zji§téna hodnota 4,14 mg KOH. g tuku. Klein (1999)
uvadi hodnotu ¢isla kyselosti 4,66 mg KOH.g™" tuku.

Obsah vlhkosti a tékavych latek a zastoupeni mastnych
kyselin (tabulka 1) vobou olejich (lisovaném i
extrahovaném) je téméft totozny.

tiepani a vodna vrstva se po kazdém promyti odpusti.
Nasledné se etherovy roztok promyje 40 ml roztoku
hydroxidu draselného, 40 ml vody, znovu 40 ml roztoku
hydroxidu draselného a potom nejméné dvakrat 40 ml
vody. V promyvani se pokracuje do té doby, kdy
promyvaci voda jiz nedava rizové zabarveni po pridani
kapky roztoku fenolftaleinu. Potom se etherovy roztok
kvantitativné pievede co nejrychleji hornim otvorem délici
nalevky do 250 ml banky, pfedem vysusené pii 103 +2°C
v suSarng, ochlazené a zvazené s presnosti na 0,1 mg.
Rozpoustédlo se odpaii na vrouci vodni lazni. Zbytek se
susi v suSarné pii 103 + 2 °C po dobu 15 minut, poté se
banka zvazi s presnosti na 0,1 mg. SuSeni se opakuje,
dokud ztrata hmotnosti mezi dvéma naslednymi vazenimi
neni mensi nez 1,5 mg.

Stanoveni barviv: Prefiltrovany a pfesuSeny olej se
navazi do 50 ml odmérné banky. Vzorek se rozpusti v
hexanu a intenzita zbarveni se proméii na
spektrofotometricky pifi 20 °C proti hexanu pfi vilnovych
délkach 450 nm pro karotenoidy a pfi 670 nm pro
feofytiny. Pro stanoveni chlorofylu a a b byl postup
nasledujici: 1 - 2 g vzorku se da do tfeci misky, pfida se
kfemenny pisek a na Spicku noze MgCOj; Potom se
material rozetfe na homogenni kasi a postupné se pfida asi
10 ml acetonu. Po vyextrahovani barviv do acetonu se
prelije extrakt na sklenénou fritu a prefiltruje. Cely postup
s acetonem se opakuje. Filtraty se spoji a material na frité
se proplachne dal$im acetonem. Kvantitativné se prevede
do 50 ml odmérné banky a doplni acetonem. Absorbance

vvvvv

Sledované oleje obsahuji odlisné koncentrace latek
nezmydelnitelného podilu - olej ziskany extrakci vykazuje
skoro o polovinu vys$$i obsahy latek nezmydelnitelného
podilu, coz je dano ucinkem oxidu uhli¢itého na tyto latky
obsazené v bunécnych membranach, hlavné na obsah
fosfolipidu.

Co se tykd obsahu barviv, olej lisovany vykazoval
hodnoty 3,73 mgkg' karotenoidi (po 115 dnech
skladovani v temnu za teploty 6 °C 2,71 mgkg"), olej
extrahovany 19,58 mgkg', resp. 17,92mgkg’. U
feofytinti byly zjistény hodnoty 9,12 mg.kg™ a 7,03 mg.kg
(po 115 dnech skladovani za teploty 6 °C v temnu), u oleje
extrahovaného to byly hodnoty 38,65, resp. 32,95 mg.kg™.
Olej extrahovany pomoci CO, vykazoval vys§i obsahy
feofytinii i karotenoidd, coz je zplsobeno ucinky oxidu
uhlicitého na tyto latky obsazené v bunkach (zelena barviva
v chloroplastech). Olej extrahovany pomoci CO, obsahuje
o polovinu vice karotenoidd i feofytinti. Karotenoidni
barviva jsou pfi koncentracich obsazenych v konopném
oleji povazovany za antioxidanty (latky, které zabranuji
zluknuti oleje a tim ptirozené prodluzuji dobu skladovani
oleje a vyrobki z ngj vyrobenych), feofytiny se mohou za
uréitych podminek chovat jako prooxidanty (latky, které
snizuji ucinek antioxidantu pfimou oxidacni reakci za
vzniku radikalu, ktery nasledné reaguje s lipidickym
substratem a iniciuje autooxidaci).
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Tabulka 1 Kvalitativni charakteristika konopného oleje lisovaného a extrahovaného
Ukazatel Olej lisovany Olej extrahovany
Peroxidové Cislo (mekyv Oz.kg'l) 12,62 18,20
Cislo zmydelnéni (mg KOH.g™) 189,70 193,33
Cislo jodové (g 1,.100 g 155,67 154,43
Cislo kyselosti (ng KOH.g™") 4,14 0,96
Obsah vlhkosti a tékavych latek (% hm.) 0,16 0,18
Nezmydelnitelny podil (% hm.) 1,44 2,27
Obsah feofytinii (mg.kg™) 9,12 38,65
Obsah karotenoidii (mg.kg™) 3,73 19,58

Tabulka 2 Zastoupeni mastnych kyselin v lisovaném a extrahovaném konopném oleji

SloZeni mastnych kyselin (% vSech MK)

Mastna Kyselina lisovany olej extrahovany olej
Palmitova (C16) 6,56 6,62
Stearova (C18) 3,33 3,54
Olejova (C18:1) 11,67 12,18
Linolova (C18:2) 56,24 56,03
Linolenova (C18:3 y) 3,16 2,95
Linolenova (C18:3 o) 16,95 16,62
Stearidonova (C18:4) 1,09 1,01
Arachova (C20) 1,00 1,05

Mnohem vys$i oxidacni labilitu zjisténou peroxidovym
Cislem a indukéni periodou vykazoval olej extrahovany
pomoci CO, oproti oleji lisovanému za studena (Obr. 1).
Oba oleje mély témét totozny pribéh hodnot peroxidového
Cisla béhem skladovani, lisily se pouze vys$i hodnotou u
extrahovaného oleje. V prubéhu skladovani peroxidové
Cislo rostlo, po ur¢ité dobé doslo k poklesu, ktery je

zpusoben preménou primarnich oxidac¢nich produkta
(hydroperoxidi) na produkty sekundarni (napt. aldehydy,
oxokyseliny). U oleje ziskaného lisovanim za studena (a u
vyrobkl z néj vyrobenych) se senzorické vady zpasobené
zluknutim mohou vyskytnout pozdé¢ji, nebot’ obsahuje
niz§i mnozstvi hydroperoxidd, které se budou pfeménovat
na sekundarni produkty zptsobujici zluknuti.
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Obr. 1 Graf namé¥eného peroxidového Cisla konopného oleje v zavislosti na dobé skladovani

ZAVER

Diky vysokému obsahu polyenovych mastnych kyselin
se fadi konopny olej k olejim s niz§i oxidacni stabilitou.
Pfi testovani oxidacéni stability bylo zjiSténo, Ze olej
lisovany ma témét 4x vys$i hodnotu oxidaéni stability.
Proto se u oleje ziskaného lisovanim za studena
(au vyrobkt z néj vyrobenych) se mohou senzorické vady

zpusobené zluknutim vyskytnout pozdéji, nebot’ ma nizsi
hodnoty hydroperoxidl, které se nasledné pfeméiuji na
sekundarni produkty zptsobujici zluknuti. Pouzita metoda
extrakce oleje z konopného semene ma relativné maly vliv
na jeho vyslednou kvalitu.
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DETERMINATION OF FLAVONOIDS CONTENT IN COLOURED PEAS (PISUM
SATIVUML.) IN RELATION TO CULTIVAR’S DEPENDENCE AND STORAGE
DURATION UNDER NATURAL CONDITIONS

Maria Timoracka, Alena Vollmannova

ABSTRACT

Our attention is being given especially to four representative flavonoids: kaempherol, apigenin, genistein and daidzein.
These flavonoids were studied in the seeds of colored varieties of dry pea. Isocratic HPLC analysis with DAD detection
after acid hydrolysis of samples was performed. The differences of flavonoid contents in individual pea varieties were not
significant. The determined values of flavonoids in green peas were: daidzein 1,746-2,688 mg.kg™”, genistein 0,412-0,706
mg.kg”, kaempherol 0,621-1,484 mg.kg™, apigenin 0,261-0,479 mg.kg". Yellow varieties of pea contained between 0,375-
0,779 mg.kg" daidzein, 0,115-0,158 mg.kg™ genistein, kaempherol 0,742-1,314 mg.kg", apigenin 0,462-0,698 mg.kg".
Also the changes in content of chosen flavonoids in pea in the dependence on variety in dried legumes stored under natural
conditions were surveyed. From the results it came out that in interval 7 month the content of all observed flavonoids

declined in dry material (in some cases even to non-detectable levels).

Keywords: yellow and green pea, flavonoid, storage

UvoD

Prirodné  antioxidanty  pritomné v  potravinich
vyvolavajl znaény zaujem verejnosti kvoli  svojim
potencidlnym nutricnym a terapeutickym G¢inkom.
Polyfenolické zluceniny, zvlast’ flavonoidy, su ucinnymi
antioxidantmi vd’aka svojej schopnosti zachytavat volné
radikaly a reaktivné formy kyslika (Lachman et al.,
2005). Napriek tomu, Ze flavonoidy vo veobecnosti nie st
povazované za latky s nutriénou hodnotou, zaujem o ne
vzrastd pre ich priaznivé U€inky na ludské zdravie
(Magélova, 1999). Flavonoidy st vyznamnou sucastou
antioxidacného systému, zabranuji peroxidacii lipidov,

pOsobia protizapalovo, antioxida¢ne, antimikrobialne,
antimutagénne.
Problematika vyskytu aobsahu fenolickych latok

v rastlinnom materiali je v sucasnom obdobi rieSena
v pracach mnohych odbornikov av tejto stvislosti st
vyskumu podrobené aj strukoviny. Strukoviny vSeobecne
patria medzi najhodnotnejSie rastlinné  potraviny
s preukaznymi pozitivaymi ucinkami na zdravie ¢loveka.
NajfrekventovanejSou jedlou strukovinou v strednej

MATERIAL A METODY

Material: V subore semien hrachu siateho (Pisum
sativum convar. sativum Alef.) dodanom SPachtitel'skou
stanicou Horna Streda sa stanovil a porovnaval obsah
fenolickych latok medzi r6znofarebnymi typmi hrachu, a
to zltosemennymi odrodami Jantar, Svit, Xantos a
zelenosemennymi odrodami Jadeit, Olivin a Achat.
Strukoviny v plnej zrelosti boli jednotlivo balené
v papierovych obaloch a skladované oddelene na suchom,
vetratelnom mieste pri beznej teplote bez pristupu
priameho slne¢ného Ziarenia.

Chemikalie: Pre HPLC analyzu boli zaktpené Standardy
sledovanych flavonoidov najvys$Sej dostupnej Cistoty —
daidzein (98 %), genistein (99 %), kemferol (96 %)
a apigenin (99 %) od firmy Fluka (Svajéiarsko). Metanol
pre HPLC bol pouzity od firmy Sigma Aldrich Chemical
Corp. (USA). Zékladné Standardné roztoky boli pripravené

Eurépe je hrach, a preto sem sa zamerali na stanovenie
obsahu vybranych predstavitelov fenolickych latok v tejto
strukovine, ktora je neoddelitelnou stcastou nasho
jedalneho listka v réznych kulinarskych upravach.

Troszynska et al. (2002) zistovali fenolové zlu¢eniny
zodpovedné za antioxidac¢nu aktivitu hrachovych semien.
Pouzitim HPLC potvrdili pritomnost’ glykozidov flavonolu
(kemferolu) a flavonu (apigenin). Pritomnost’ kemferolu
bola zistena aj po kyslej hydrolyze semien inych typov
strukovin  bohatych na polyfenoly (Troszynska et al.,
2006). Duenas et al. (2004) prezentovali pritomnost’
glykozidov luteolinu, kvercetinu i apigeninu v osemeni
odrod hrachu. Kalogeropoulos et al. (2010) detegovali
v semenach hrachu, okrem flavonolov, aj izoflavony
(genistein), ktorych bohatym zdrojom su s6jové boby.

O fenolickej skladbe aobsahu fenolov v semenach
hrachu je vel'mi malo publikovanych prac. Z tohto dovodu
bola nasa pozornost zamerand na stanovenie obsahu
Styroch vybranych predstavitelov jednotlivych skupin
flavonoidov, ato zo skupiny izoflavonov (daidzein,
genistein), flavonolov (kemferol) a flavonov (apigenin)
s koncentraciou 25 pg flavonoidu.cm® metanolu (HPLC
grade) a uchovavané vtme pri teplote 4 °C. Vsetky
roztoky boli pred HPLC analyzou prefiltrované cez
0,22 pm membranové filtre PTFE (Alltech, USA). Ostatné
analytické skumadla pouzité pri experimentalnej praci boli
p.a. Cistoty.

Metodika: Flavonoidy — daidzein, genistein, kemferol a
apigenin - boli stanovené ako aglykéony nami
modifikovanou metddou podl'a Wanga (1990). Flavonoidy
boli stanovené pomocou pristroja pre HPLC (Agilent
Technologies, U.S.A) s pouzitim DAD detektora. Vsetky
vzorky extraktov boli prefiltrované cez 0,22 um
membranové filtre (Millipore, U.S.A.) a filtrat (20 pl) bol
nastrekovany na kolonu RP C18 (150x 3,9mm)
s predkolonou s tou istou stacionarnou fazou. Bola pouzita
izokraticka eltcia s mobilnou fazou metanol : 1mM octan
aménny (6:4) priprietoku 1 mlmin’. Identifikacia
a kvantifikacia flavonoidov bola zalozena na porovnavani
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retenénych casov UV spektier so spektrami komerénych
Standardov.

Pri hodnoteni vysledkov biologického materialu bola
pouzita Statistickd metéda analyzy variancii ANOVA

VYSLEDKY A DISKUSIA
V tabul’ke 1 st uvedené obsahy sledovanych vybranych
flavonoidov v siibore semien hrachu siateho ziskanych po

(Statisticka  jednofaktorova a dvojfaktorovd analyza
rozptylu). Na Statistické spracovanie Udajov sa pouzil
program EXCEL 2003 a STATGRAPHICS Vs. 5.0.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze u vSetkych odrod
hrachu boli hodnoty meranych flavonoidov na

zbere zo  Slachtitel'skej stanice Horna  Streda. detekovatelnej urovni.
Table 1 Flavonoids content (mg.kg™) in pea seeds in full ripeness

Odroda Obsah daidzeinu Obsah genisteinu Obsah kemferolu Obsah apigeninu
Jadeit 1,9460 0,4954 1,4840 0,4799
Achat 2,6889 0,4125 0,9052 0,2614
Olivin 1,7464 0,7067 0,6215 0,3738
priemer 2,2176 0,454 0,9052 0,3717
Jantar 0,3750 0,1159 1,3144 0,5596
Svit 0,3865 0,1589 0,742 0,4619
Xantos 0,7795 0,1510 1,1300 0,6988
priemer 0,583 0,1314 1,3144 0,5734
celkovy .priemer 1,4003 0,2956 1,1098 0,4725

Celkové priemerné obsahy sledovanych flavonoidov u
odrod hrachu klesaju v poradi daidzein (1,4003 mg.kg") >
kemferol (1,1098 mg.kg") > apigenin (0,4725 mgkg™) >
genistein (0,2956 mgkg™"). V pripade zelenosemennych
typov odrod (Jadeit, Achat, Olivin) su majoritnymi
flavonoidmi daidzein a kemferol, pricom hodnoty obsahu
daidzeinu niekol’konasobne prevysuji obsahy ostatnych
flavonoidov v celom subore odrdd hrachu. Inverzny vztah
v pripade genisteinu a apigeninu mdzeme pozorovat u
odrdd zelenosemennych typov hrachov, zatial’ ¢o u odrod
zltosemennych typov hrachov (Jantar, Svit, Xantos) su to
kemferol a daidzein, kde priemerny obsah kemferolu
(1,3144 mgkg") je ovela vys§i ako obsah daidzeinu
(0,5830 mg.kg™).

Testovanim hodndt obsahu izoflavonov daidzeinu a
genisteinu metdodou variancii sa zistila Statisticka
preukaznost’ (P < 0,01) medzi farebnymi typmi hrachov
v prospech  zelenosemennych odrod. Je potrebné
poznamenat’, ze namerané hodnoty daidzeinu boli vyrazne
vyssie ako hodnoty genisteinu u oboch typov hrachov.
V pripade zelenej odrody Achat obsah daidzeinu
niekol’kondsobne prevysil mnozstvo ostatnych flavonoidov
a obsahom 2,6889 mgkg' sa ziroveii ukdzal ako jej
dominantna flavonoidna zluCenina. Spomedzi
zltosemennych odrdéd dosiahla maximalnu hodnotu
daidzeinu odroda Xantos. Obsah genisteinu bol medzi
zItymi odrodami pomerne vyrovnany.

Najvyssie mnozstvo kemferolu v celom subore vzoriek
obsahovala zelenosemenna odroda Jadeit. Pomerne vysoky
obsah kemferolu, aprekvapivo najvyssi medzi zltymi
vysledky v obsahu izoflavonov i celkovych polyfenolov
a javila sa ako odroda chudobna na fenolické latky.

Z porovnania priemernych hodndt obsahu kemferolu
mozno usudzovat,, Ze Zltosemenné odrody si bohatsie na

uvedeny flavonoid ako =zelenosemenné odrody, ale
porovnanie variabilnych hodndt jednotlivych odrod
poukazuje skér na odrodovu zavislost. Hempel a Bohm
(1996) potvrdili zavislost’ flavonolov od odrody pri
testovani farebnych odrod fazule, pricom rozdiely
v obsahu flavonolov medzi Zltou a zelenou fazul'ou neboli
preukazné. K opaénému zaveru dospeli Beninger et al.
(1999) analyzou troch odrdd suchej fazule s odlisnym
farebnym osemenim. Autori zistili porovnatelné mnozstvo
kemferolu v svetlozelenej a hnedej odrode fazule, ale
preukazne niZ§i obsah tohto flavonolu v Zltej odrode. Dalej
moéZeme konstatovat, Ze zltosemenné odrody obsahuju
sice v priemere viac apigeninu ako zelenosemenné
odrody, ale hodnota obsahu apigeninu Zltej odrody Svit je
porovnatelna s odrodou Jadeit snajvy$$im obsahom
apigeninu spomedzi zelenych odrod. Na zaklade
vyhodnotenia analyzy variancii sa moze konstatovat, Ze
s pravdepodobnost'ou vyssou ako 99 % existuje Statisticky
vyznamny rozdiel v obsahu fenolickych latok nezavisle od
typu odrody hrachu.

Nasledne sa sledovali a vyhodnocovali zmeny v obsahu
vybranych flavonoidov v zévislosti od doby uskladnenia
vzoriek hrachu v prirodzenych podmienkach. Kvalita
suchych semien strukovin sa zhladiska obsahu
flavonoidov  priebezne kontrolovala v stanovenych
terminoch s prihliadnutim na praktické a ¢asové zvladnutie
metody. Prvé meranie bolo uskutocnené po zbere
strukoviny a nasledne sa vzorky hrachu odobrali
s dvojmesaénym odstupom (2 a 3. meranie) od
naskladnenia a po priebeznom vyhodnoteni sa v zavere
skladovania (4.-6. meranie) zvolili mesacné intervaly
odberu vzoriek. Zmeny v hladine flavonoidov v hrachu

siatom vo vztfahu kdobe skladovania prezentuju
vysledky uvedené v tabulke 2.
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Table 2 Changes in contents of selected flavonoids (mg.kg™) of pea in relationship to storage

duration
Odroda Analyza Obsah daidzeinu gecr)l?sst:?nu keombfi?zlu apci)c:::ir:\u
1. meranie 1,9458 0,4954 1,4840 0,4798
2. meranie 0,3703 0,4068 1,0556 0,1260
Jadeit 3. meranie 0,2659 0,0974 0,9531 nd.
4. meranie 0,0761 0,0797 0,4373 nd.
5. meranie 0,0593 0,0768 0,3109 nd.
6. meranie nd. nd. 0,1689 nd.
1. meranie 2,6888 0,4125 0,9052 0,2614
2. meranie 0,2017 0,0598 0,6440 0,1895
Achat 3. meranie 0,1861 nd. 0,5141 0,1037
4. meranie 0,1061 nd. 0,5066 0,1013
5. meranie 0,1026 nd. 0,4717 nd.
6. meranie nd. nd. 0,4597 nd.
1. meranie 1,7463 0,7067 0,6215 0,3738
2. meranie 0,2008 0,1727 0,5804 0,3366
Olivin 3. meranie 0,1403 0,0797 0,4593 0,3203
4. meranie 0,1336 0,0738 0,4399 0,3136
5. meranie 0,1274 nd. 0,4134 nd.
6. meranie 0,0849 nd. 0,2650 nd.
1. meranie 0,3750 0,1158 1,3140 0,5596
2. meranie 0,2253 0,0738 1,1863 0,2524
Jantar 3. meranie 0,1796 0,0713 0,8666 0,2495
4. meranie 0,0373 nd. 0,5830 0,1971
5. meranie nd. nd. 0,3631 nd.
6. meranie nd. nd. nd. nd.
1. meranie 0,3865 0,1589 0,7420 0,4619
2. meranie 0,3608 0,1432 0,5742 0,3590
Svit 3. meranie 0,1398 0,1121 0,4602 0,3048
4. meranie 0,1274 0,0147 0,3790 0,1683
5. meranie 0,1191 nd. 0,3657 nd.
6. meranie 0,1097 nd. 0,3000 nd.
1. meranie 0,7792 0,1510 1,1300 0,6988
2. meranie 0,2609 0,1378 1,0203 0,6558
3. meranie 0,2394 0,0501 0,5353 0,5612
Xantos
4. meranie 0,2175 0,0290 0,5115 0,4112
5. meranie 0,1468 nd. 0,3095 nd.
6. meranie 0,1368 nd. 0,3021 nd.

nd. — pod hranicou detekcie

Z vysledkov  ztabulky 2 je evidentné, Ze vo
vSetkych odrodach hrachu v plnej zrelosti s narastajiicou
dobou skladovania Statisticky vyznamne (P < 0,01) klesali
hodnoty obsahu sledovanych flavonoidov. Signifikantny
pokles hodndt bol zisteny v obsahu oboch izoflavonov v
odrodach Jadeit, Achat a Olivin na zaciatku skladovania.
Pocas 2 mesiacov skladovania klesla hodnota mnozstva
genisteinu 0 78,7 % adaidzeinu o 88,4 % oproti
priemerne;j hodnote  ziskanej  pri  naskladneni
zelenosemennych odréd hrachu. Rozdiely v obsahu
daidzeinu 1 genisteinu v zelenych odrodach zistené
v nasledujucich odberoch uz neboli Statisticky vyznamné.
Jantar, aj po 7 mesiacoch skladovania strukoviny.

V pripade Zltosemennych odréd hrachu (Jantar, Svit,
Xantos) dochadzalo sice k vyznamnej, ale plynulej
degradacii izoflavonov pocas celého useku skladovania.
Najnizsi ubytok daidzeinu bol pozorovany v odrode Svit,
napriek nizkej pociatocnej hodnote porovnatelnej
s vychodiskovou hodnotou v odrode Jantar. V odrodach
Jantar, Jadeit a Achat boli konecné hodnoty obsahu
daidzeinu na nedetekovatelnej tirovni. Obsah genisteinu
klesol pod medzu stanovitel'nosti po uplynuti 5 mesiacov
(v priemere) od uskladnenia oboch typov hrachov.

Obsah kemferolu vo vsetkych pripadoch hrachu siateho
klesal pozvolne abol detegovany, s vynimkou odrody
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Statistickd vyznamnost poklesu kemferolu (P < 0,01)
bola zaznamenana pocas celého useku skladovania u
oboch typov hrachov. Na zaklade percentualneho
vyjadrenia kone¢nych hodnét kemferolu voci pociatoénym
hodnotam mozno zostavit nasledovné poradie odrod
hrachu: Achat (50,7 %) > Olivin (42,6 %) > Svit (40,4 %)
> Xantos (26,7 %) > Jadeit (11,3 %) > Jantar (nd.).

Nasledujucim hodnotenym flavonoidom bol apigenin.
S narastajuicou dobou skladovania obsah apigeninu
pozvolne klesal, pricom rozdiely zistené v jeho obsahu
medzi jednotlivymi mesiacmi odberu vzoriek pocas
skladovania boli  vidcSinou  Statisticky  vyznamné.
Zaujimavy je nahly vyrazny pokles apigeninu pod hranicu
stanovitelnosti zaznamenany v 5. odbere (merani) vo
vsetkych odrodach hrachu.

Z vysledkov stanovenia obsahu flavonoidov v 1. merani
vo vzorkach hrachu mozno stanovit’ nasledovné poradie:
daidzein: Achat > Jadeit > Olivin > Xantos > Svit > Jantar
genistein: Olivin > Jadeit > Achat > Svit > Xantos > Jantar
kemferol: Jadeit > Jantar > Xantos > Achat > Svit > Olivin
apigenin: Xantos > Jantar > Jadeit > Svit > Olivin > Achat

Z vysledkov stanovenia obsahu flavonoidov v 6. merani
vo vzorkach hrachu mozno stanovit’ nasledovné poradie:
daidzein: Xantos > Svit > Olivin > Jadeit ~ Achat ~ Jantar
genistein: Jadeit ~ Achat =~ Olivin = Jantar =~ Svit  Xantos
kemferol: Achat > Xantos = Svit > Olivin > Jadeit > Jantar
apigenin: Jadeit ~ Achat ~ Olivin ~ Jantar ~ Svit ~ Xantos
Zelenosemenna odroda Jadeit sa javila ako odroda
s najoptimalnej$im  zastGpenim vSetkych sledovanych
flavonoidov, aaj obsah celkovych polyfenolov ju
favorizoval pre pouzitie v praxi. Z porovnania hodnot vsak
vyplyva, ze skladovanim si zelenosemenné odrody Jadeit
a Achat zachovali iba kemferol, v odrode Olivin aj
daidzein, zatial’ ¢o Zltosemenné odrody Xantos a Svit mali
priemerny obsah kemferolu a relativne najvyssi obsah

ZAVER

Hodnotenym objektom vyskumu boli odrody hrachu
siateho v plnej zrelosti. Mozeme konStatovat, Zze
zelenosemenné odrody hrachu maju  vys§i obsah
flavonoidov ako zltosemenné odrody hrachu. Medzi
oboma typmi hrachov vsak existuji niektoré vyznamné
rozdiely, napr. v obsahu daidzeinu, ktory sa vyskytuje vo
vyznamne vysSich koncentraciach v zelenosemennych
odrodach ako Zltosemennych odrodach. Naopak,
koncentracia kemferolu, ako dominantného flavonoidu
slovenskych strukovin, bola vysSia u analyzovanych zltych
odrdd hrachu. Zo stanovenej sumy obsahu flavonoidov
vyplyva, ze najbohat$imi zdrojmi boli odrody Jadeit
spomedzi zelenych aodroda Xantos spomedzi zltych
hrachov. Kvalita semien hrachu siateho bola sledovana aj
vo vtahu k dobe skladovania strukovin v prirodzenych
podmienkach. Najradikalnejsi pokles hodndt bol
zaznamenany v pripade genisteinu a apigeninu, ktorych
obsahy neboli detegované uz po 5 mesiacoch skladovania.
Genetickda  pribuznost’  (polohové izoméry) oboch
flavonoidov by mohla byt vysvetlenim analogického
spravania sa genisteinu a apigeninu, a to nielen v tvorbe
nizSicho mnozstva vsemenach hrachov, ale aj ich
vyznamnej degradécii. VSeobecne stanoveny

daidzeinu. Napriek nedetekovatelnym hodnotam obsahu
genisteinu a apigeninu mozno aj tieto odrody povazovat
na zaklade ziskanych kone¢nych vysledkov za priaznivé
z hladiska obsahu sledovanych flavonoidov.

Vysledky v tabul’ke 2 jednozna¢ne dokumentuji vyrazny
pokles obsahu flavonoidov v hrachu, ¢o koreluje so
zavermi Bilbao et al. (2000), ktori skumali vplyv
skladovania na obsah polyfenolov vo viacerych druhoch
strukovin. VSeobecne mozno konstatovat, ze po 7
mesiacoch  uchovavania  strukovin v prirodzenych
podmienkach bola voboch typoch hrachu tendencia
zachovania  obsahu kemferolu avmensej miere
i daidzeinu. V pripade zltych odréd bol zaznamenany
pozvolny tubytok daidzeinu, ato inaprick nizkym
vychodiskovym hodnotam, v porovnani S0
zelenosemennymi odrodami. NajvyraznejSie zmenam
v hrachu podliehajii genistein ajeho polohovy izomér
apigenin. Vo viacerych pripadoch hodnoty genisteinu
a apigeninu dosiahli hranicu detekcie uz po 5 mesiacoch
skladovania. Najradikalnej$i pokles hodnot v odrodach
hrachu bol vSak spozorovany v pripade obsahu apigeninu
v odrode Jadeit a obsahu genisteinu odrody Achat, ktoré uz
po 4 mesiacoch skladovania klesli pod hranicu detekcie.
Tvorba oboch spominanych flavonoidov prebicha
rovnakou genetickou drahou, a prave pribuznost oboch
latok by mohla byt vysvetlenim ich analogického
spravania, ato nielen v produkcii nizSieho mnozstva
v semenach hrachov, ale aj vyznamnej degradacii
(P < 0,01) oboch fenolov medzi jednotlivymi mesiacmi
odberu vzoriek. Uvedené skutocnosti poukazuji na to, ze
pocas celého useku skladovania dochadzalo k postupnému
narusaniu Struktary flavonoidov enzymami
polyfenoloxidazou a peroxiddzou, c¢o viedlo nasledne
k poklesu ich obsahu v hodnotenych strukovinach.

vyss$i obsah kemferolu vo vsetkych odrodach hrachu
siateho klesal pozvolne abol detegovany aj po
7 mesiacoch skladovania strukoviny. Vyznamna tendencia
poklesu obsahu flavonoidov medzi jednotlivymi mesiacmi
odberu vzoriek poukazuje na to, ze pocas celého tseku
skladovania dochadzalo k postupnému nartsaniu Struktary
flavonoidov enzymami polyfenoloxidazou a peroxidazou.
Prezentované vysledky dopliaju  sGasné poznatky
o obsahu bioaktivnych latok vo vybranych slovenskych
odrodach adruhoch strukovin, ako aj oich zmene vo
vztahu k dobe skladovania. Ak by sa za jeden z uréujicich
dovodov konzumaécie strukovin v naSich podmienkach bral
obsah sledovanych flavonoidov, tak uvedené poznatky
z tohto  pohladu naznaCuji, ze je najvhodnejSie
konzumovat’ strukoviny v kratkom case po ich zbere.
Pomerne vysoké koncentracie kemferolu a daidzeinu
stanovené aj po dlhsej dobe skladovania sucasne
poukazuju na vhodnost’ vyuzivania sdje v naSom jedalnom
listku pre deklarovany priaznivy vplyv flavonoidov na
zdravie ¢loveka pocdas celého roka. Castej§ie zastupenie
strukovin vo vyzive by znamenalo nielen racionalne
vyuzitie zdroja hodnotnych bielkovin a komplexné krytie
potreby nevyhnutnych Zzivin, ale aj zabezpecenie
nezanedbate'ného prijmu polyfenolickych latok potravou,
¢o modze byt jednou z ciest prevencie modernych
civiliza¢nych ochoreni nasej populacie.

ro¢nik 4

3/2010



potravinarstvo

LITERATURA

BENINGER, C. W., HOSFIELD, G. L., BASSETT, M. J.
1999. Flavonoid composition of three genotypes of dry bean
(Phaseolus vulgaris L.) differing in seedcoat color. In Journal
of the American Society for Horticultural Science, vol. 124,
1999, no. 5, p. 514-518.

BILBAO, T., HAMPE, S., SMITH, R. A., PUERTA, F.,
LEDESMA, L. 2000. Presence of natural antinutrients and
toxins red beans and pea during storage at ambient. In
Alimentaria, 314, 2000, p. 147-150.

DUENAS, M., ESTRELLA, 1., HERNANDEZ, T. 2004.
Occurrence of phenolic compounds in the seed coat and the
cotyledon of peas (Pisum sativum L.). In European Food
Research and Technology, vol. 219, 2004, no. 2, p. 116-123.

HEMPEL, J., BOHM, H. 1996. Quality and quantity of
prevailing flavonoid glycosides of yellow and green French
bean. In Journal of Agricultural and Food Chemistry, vol. 44,
1996, no. 8, p. 2114-2116.

KALOGEROPOULOS, N., CHIOU, A., IOANNOU, M.,

HASSAPIDOU, M., KARATHANOS, VT,
ADRIKOPOULOS, NK. 2010. Nutritional evaluation and
bioactive  microconstituents  (phytosterols, tocopherols,

polyphenols, triterpenic acids) in cooked dry legumes usually

Kontaktna adresa:
Ing. Maria Timoracka, PhD., Slovak University of
Agriculture, Faculty of Biotechnology and Food Sciences,
Department of Chemistry, Tr. A. Hlinku 2, 94976 Nitra,
Slovakia, e-mail: maria.timoracka@uniag.sk.

consumed in the Mediterranean countries. In Food Chemistry,
vol. 121, 2010, p. 682—690.

LACHMAN, J., HAMOUZ, K., ORSAK, M. 2005. Cervené
a modie zbarvené brambory. Vyznamny zdroj antioxidantil
v lidské vyzivé. In Chemické listy, vol. 99, 2005, no. 6, p.
474-482.

MAGALOVA, T. 1999. Vyziva anadorové ochorenia
zenského prsnika. In Bratisl. Lek. Listy, vol. 100, 1999, no. 9,
p. 503-514.

TROSZYNSKA, A., ESTERELLA, 1. LOPEZAMORES,
L., HERNANDEZ, T. 2002. Antioxidants activity of pea seed
coat acetone extract. In Lebensmittel, Wissenschaft und
Technologie, vol. 35, 2002, no. 2, p. 154-158.

TROSZYNSKA, A., AMAROWICZ, R., LAMPARSKI,
G., WOLEJSZO, A., BARYLKO-PIKIELNA, N. 2006.
Investigation of astringency of extracts obtained from selected
tannins-rich legume seeds. In Food Quality and Preference,
vol. 17, 2006, p. 31-35.

WANG, G., MURPHY, P. 1990. A simplified HPLC
methods for the determination of phytoestogens in soybean
and its processed products. In J. Agric. Food Chem., 38, 1990,
p. 185-190.

doc. RNDr. Alena Vollmannova, PhD., Slovak University
of Agriculture, Faculty of Biotechnology and Food
Sciences, Department of Chemistry, Tr. A. Hlinku 2, 94976
Nitra, Slovakia, e-mail: alena.vollmannova@uniag.sk.

ro¢nik 4

62

3/2010



potravinarstvo

doi: 10.5219/61

DETERMINATION OF ACRYLAMIDE IN FOOD BY GAS AND LIQUID
CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Miriam Vi¢akova, Michaela Vierikova

ABSTRACT

Acrylamide in food was determined by gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS) after bromination of acrylamide
and underivatized acrylamide was quantified by ultra performance liquid chromatography—mass spectrometry (UPLC-MS).
Two different sample preparation methods were used and optimised. The GC-MS method was used for various food
matrices like breads, potato crisps, potato crackers, french fries. The UPLC-MS method was used for analysis of coffee. The
limit of detection and limit of quantification for acrylamide were 7 pgkg" and 20 pgkg” by GC-MS, 9 pgkg™ and 30
ngkg”' by UPLC-MS. For both methods the reproducibility, given as relative standard deviation was < 5% , and the

recovery was close to 100 %
Keywords: acrylamide, food, LC-MS

UvVoD

Akrylamid (CH,=CH-CONH,, 2-propénamid) je tuha
biela krystalicka latka bez vone s relativnou molekulovou
hmotnostou  71,08. Teplota topenia akrylamidu:
84,5 +£0,3 °C, teplota varu: 136 °C pri 3,3 kPa/25 mm Hg.
Je rozpustny vo vode, aceténe a etanole, ma vysoku
mobilitu v pdde a podzemnych vodach. Akrylamid je
difunkény monomér — obsahuje reaktivnu -elektrofilnu
dvojita vizbu a amidovu skupinu. Je silny chromofor pre
UV detekciu, ma vlastnosti slabej kyseliny aj zasady.

Akrylamid moze byt pritomny v zivotnom prostredi ako
dosledok antropogénnych ale aj prirodzenych procesov.
Ma §iroké pouzitie vo vedeckom vyskume, kde sa vyuZziva
jeho schopnost’ selektivne modifikovat SH-skupiny
v §trukturdlnych a funkénych proteinoch (Eriksson, 2005).
Na priemyselné ucely sa akrylamid syntetizuje hydrataciou
akrylonitrilu a pouziva sa na vyrobu polyakrylamidu
(EPA, 1996).

Akrylamid sa nepridava do potravin v ziadnej forme.
Jeho pritomnost’ v potravinaich moéze byt zapriCinena
kontaminaciou z vonkajSiecho prostredia alebo vznika
pocas tepelnej Upravy potravin. Stopové mnoZstva
akrylamidu v potravinach je mozné zistit po pouziti
akrylamidovych polymérov alebo kopolymérov pocas
technologického spracovania potravin alebo ako doésledok
ich pouzitia v obaloch na potraviny.

Obsah  zvyskového  akrylamidu je  limitovany
v aditivnych latkach, vo vode na oplachovanie ovocia
a zeleniny, v papierovych obaloch na potraviny aj

v modifikovanom Skrobe. Tieto zdroje vysvetlujua
pritomnost’ akrylamidu Vo vacsine potravin
v koncentraciach ~ zhruba  15-350 pgkg'. Vysoké

koncentracie akrylamidu (az do 12000 pgkg') boli
zistené najmi v tepelne spracovanych potravinach. Ide
o0 potraviny upravované pri teplotach vyssich ako 120 °C,
peCenim, smazenim, grilovanim alebo mikrovinym
ohrevom, obsahujlice zaroven proteiny a sacharidy.

K vzniku akrylamidu v potravinach dochadza pocas
tepelného spracovania potravin. Za hlavny mechanizmus
jeho vzniku je vSeobecne povazovana reakcia medzi
vol'nou geneticky koédovanou neesencialnou
aminokyselinou asparaginom a karbonylovymi
zluceninami (Mottram et al., 2002; Becalski et al., 2003,;
Stadler et al, 2003; JIFSAN, 2004) ako sucast’

Maillardovej reakcie, ktord patri medzi najvyznamnejsie
a a najrozsirenejSie chemické reakcie pocas skladovania
a spracovania potravin.

Akrylamid je podl'a Medzinarodnej agentiry pre vyskum
rakoviny IARC Kklasifikovany v skupine 2A ako
pravdepodobne karcinogénny pre ludi. U Tudi bol
potvrdeny neurotoxicky ucinok.

Prehlady pouzivanych stanoveni akrylamidu boli
viackrat publikované vo forme review (Wenzl et al., 2004;
Castle et Eriksson, 2005; Zhang et al, 2005).
NajpouzivanejSimi technikami stanovenia su plynova a
kvapalinova chromatografia.

Akrylamid mozno bromaciou na dvojitd vézbu
skonvertovat’ na 2,3-dibromopropionamide a ten nasledne
stanovit’ pomocou plynovej chromatografie s detektorom
elektronového zachytu (GC ECD) alebo plameniovo
ionizacného detektora (GC FID) (Tekel et al., 1989).
Debrominaciou 2,3-dibromopropionamidu mozno ziskat’
stabilnej$i 2-bromopropénamid aten nasledne stanovit
pomocou GC ECD a GC FID (Andrawes et al., 1987,
Martin et al.,, 1990). Akrylamid je mozné stanovit po
bromécii alebo na priamo technikou plynovej
chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou
(GC MS) (Biedermann et al., 2002; Tateo et Bononi,
2003; Matthiius et al., 2004; Ciesarova et al., 2004).

Vzhladom na to, ze akrylamid neposkytuje Specifické
absorpéné maxima pri stanoveni pomocou DAD detekcie,
spravidla sa analyzuje v oblasti pod 200 nm, kde je zna¢né
mnozstvo interferentov, je mozné jeho stanovenie bez
bromacie len pri vyssich koncentraciach (Skelly et al.,
Husser, 1978; Shanker et al., 1990; Ver Vers, 1999) Po
bromacii je mozné stanovenie aj nizSich koncentracii
(Brown and Rhead, 1979; Brown et al., 1982).
NajpouzivanejSou technikou je kvapalinova
chromatografia s hmotnostnou spektrometriou. Na analyzu
nie je prili§ vhodna reverzno-fazova chromatografia,
nakol’ko akrylamid sa na tomto type faz nezadrziava. Zo
stacionarnych faz sa vyuzivaju: C18 — hydrophylic end
capping — Aquasil C18, (Becalski et al., 2003; Becalski
et al., 2004), 100 % porous graphitic carbon - Hypercarb®
(Ahn et al., 2002; Rosém et al., 2002; Becalski et al.,
2003; Leung et al., 2003), C18 with polar end capping —
Synergi™ Hydro-RP (Roach et al., 2003, Andrzejewski
et al., 2004). Po separdcii sa eluat analyzuje hmotnostnym
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spektrometrom ionizacia elektrospray positive (Ahn et al.,
2002; Gutsche et al., 2002; Rosém et al., 2002, Becalski
et al., 2003; Hartig et al., 2003; Leung et al., 2003; Ono

MATERIAL A METODY

GC-MS/MS

Do odmerného valca sa navazi  zhomogenizovand
vzorka. Pridd sa vnutorny S$tandard D; akrylamid a
redestilovana voda a 10 minut sa mixuje na Ultraturaxe.
Obsah sa prenesie do polypropylénovej centrifugacnej
skimavky a 10 min sa centrifuguje pri 23 000 x g.
Supernatant sa prefiltruje cez filter Whatman GF/A. Prida
sa KBr, ktory miesanim rozpustime. Upravi sa pH na 1-3
koncentrovanym HBr, potom sa prida nasytend bromova
voda a zamieSa sa. Vzorka sa vlozi do l'adového kupela
v tme a nechd sa reagovat’ 1 hodinu. Prebytok brému sa
odstrani pridanim 1M Na,S,0; .H,O opatrne po kvapkach
az do odfarbenia. Pridd sa vyzihany Na,SO4 krizivym
pohybom sa opatrne zamieSa tak, aby vzniknutad zrazenina
ostala neporusena. Roztok sa prevedie do 250ml deliaceho
lievika a extrahuje sa 2x octanom etylnatym. Organicka
faza sa presusi cez vrstvu bezvodého Na,SO, a filter sa
premyje octanom etylnatym. Spojené organické fazy sa
odparia na RVO a do sucha sa dofukaju dusikom. Rezidua
sa rozpustia v octane etylnatom. Takto pripravené rezidua
vzoriek su injektované ,,on column“ do GC/MS/MS
systému. Teplotny program koléony CP Sil 24 CB LOW
BLEED/MS izotermicky 2min. pri 55 °C, potom 17,5 °C
/min. do 220 °C, drzat’ pri 220 °C 2min., 30 °C/min. do
270 °C aizotermicky 3 min. Teplotny program injektora
0,2min. pri 65°C, potom 150°C/min. do 220 °C,
izotermicky 10min. 220 °C a schladit’ na 65 °C. Nastrek je
1ul. Analyza je prevedena pouzitim elekronovej ionizacie
70 eV  aselektivneho i6noveho  monitoringu.  Pri
identifikacii analytov sa sleduju parent i6ny a pri
kvantifikacii analytov produkt iény podla tabul’ky 1.

Tabul’ka 1 Parametre nastavenia ionov akrylamidu
a vnutorného Standardu akrylamidu D,

Rodicovsky RT Dcérsky | CID | CID
Analyt i6n (min.) Segment| i6n RF | Volt
(m/z) ’ (m/z) |(m/z)| (V)
Akrylamid (152 11,08 |2 135,109 48 20
Akrylamid
D3 155 11,08 |2 137 48 20

m/z — molekulovd hmotnost, RT — reten¢ny ¢as, CID —
separacia indukovana koliziou, RF — rezonan¢na
frekvencia

UPLC-MS/MS

Do odmernej banky sa navazi zhomogenizovana vzorka.
Prida sa deionizovana voda. Pretrepe sa a umiestni na
ultrazvuk na 10 min. Pocas trepania sa prida 2ml Carez I.

et al.,, 2003; Riediker & Stadler, 2003; Roach et al.,
2003; Andrzejewski et al.,, 2004; Granby & Faght,
2004; Hoenicke, et al. 2004b; Shis et al., 2004).

a2 ml Carez II. Umiestni sa na vodny kiipel’ s teplotou
60°C na 10 min. Necha sa ochladit. Prida sa acetonitril
a hexan. Zatvori sa, pretrepe a umiestni na 10 min. na
ultrazvuk. Prefiltruje sa cez filtracny papier Watman 5 do
odmerného valca.

Priprava sklenenej kolony: Do spodnej Casti kolony sa
umiestni vata. Kolona sa naplni hydromatrixom. Na
kolonu sa nanesie vyluh. Necha sa postat’ 15 min. Eluuje
sa octanom etylnatym. Odpari na RVO. Dofika sa
dosucha pod pridom dusika. Rezidua sa rozpustia v 1 ml
vody. Cez skleneny lievik, v ktorom je umiestnena sklena
vata, sa preleje do vialiek. Takto pripravené rezidua
vzoriek su injektované do UPLC/MS/MS systému. Na
analyzu akrylamidu a vnutorného Standardu D3 akrylamid
sa pouzije chromatografickd kolona : Waters Acquity
UPLC BEH C18 1,7 pm, 2,1 x 100 mm teplota: 30 °C,
prietok: 0,3 ml/min., eluent: A- 0,1 % kyselina mravdia,
B- 0,1 % kyselina mrav¢ia v acetonitrile.

Na kvantifikdciu akrylamidu bola pouzita metoda
UPLC/MS/MS s elektrospray ionizaciou v pozitivnom
mode. Akrylamid je idenfikovany selektivnym reakénym
monitoringom (SRM). Monitorované tranzicie su
v tabulke 2.

Tabulka 2 Tranzicie Standardu akrylamidu
a vnutorného Standardu akrylamidu D,

RT Rodicovsky | Dcérsky Nagztle Kolizna
Analyt (min.) i6n i6n Kapilare energia
1 () (m/2) ?V) Q%)
Akrylamid | 1,18 71,8 54,8 18 9
AkryDlg‘m‘d 1,17 74,7 57,7 2 1
m/z — molekulova hmotnost, RT — reten¢ny cas, CID —
separdcia indukovand koliziou, RF — rezonan¢na
frekvencia
VYSLEDKY A DISKUSIA

Akrylamid v potravinach bol stanoveny plynovou
chromatografiou s hmotnostnou detekciou (GC-MS) po
bromacii akrylamidu a nederivatizovany kvapalinovou
chromatografiou s hmotnostnou detekciou (UPLC-MS).
GC-MS metéda bola pouzitd pre roézne potravinové
matrice ako su chlieb, zemiakové lupienky, zemiakové
hranolky, zemiakové krekry. Chromatograficky zaznam
Standardu  akrylamidu  (koncentracia 100  pgl™)
a vnutorného Standardu akrylamidu D; (koncentracia
50 pg.1™") je na obrazku 1 a vzorky — susienky — s obsahom
akrylamidu 405 pgkg' na obrizku 2. Bromécia
akrylamidu ma vyhodu v tom, ze vznikd viac prchava
zli¢enina, ktora zvysuje selektivitu stanovenia.
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Obrazok 1 Chromatograficky ziznam $tandardu akrylamidu (koncentracia 100 pg.I") + vnitorného $tandardu
akrylamidu D; (koncentracia 50 pg.") na koléne Sil 24 CB LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm, GC-MS-MS

metéda, positive EI mode, MRM
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Obrazok 2 Chromatograficky ziznam vzorky - suSienky s obsahom akrylamidu 405 pg.kg”, na koléne Sil 24 CB
LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm, GC-MS-MS metoda, positive EIl mode, MRM

Metdéda UPLC-MS bola pouzita na stanovenie akrylamidu
v kave z dovodu problematického stanovenia metdédou
GC-MS, kde bola pozorovana znacna i6nova supresia
v retencnom case akrylamidu. Metéda UPLC-MS bola
pouzita pre stanovenie akrylamidu nielen v kave, ale aj

vinych potravinovych matriciach. Chromatograficky
zdznam $tandardu akrylamidu (koncentracia 50 pg.l™")
a vnutorného Standardu akrylamidu D; (koncentracia
50 pg.") je na obrazku 3 a vzorky — kéva — s obsahom
akrylamidu 405 pg.kg™" na obrazku 4.
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Obrizok 3 Chromatograficky zaznam §$tandardu akrylamidu (koncentricia 50 pg.l") + vnitorného 3tandardu
akrylamidu D; (koncentracia 50 pg.l") na Acquity UPLC BEH C,4 koléne pouZitim gradientovej UPLC-MS-MS

metody, flow-rate 0,3ml.min”', positive ESI mode, MRM.
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Obrizok 4 Chromatograficky zaznam kavy fortifikovanej akrylamidom (100 pg.kg™") , na Acquity UPLC BEH Cjg

koléne pouZitim gradientovej UPLC-MS-MS metédy, flow-rate 0,3ml.min", positive ESI

Vdake selektivite, ktori ponika MS-MS, mobzeme
pozorovat’ minimum interferencii. Dvadsat’ negativnych

vzoriek bolo analyzovanych pre overenie interferujucich obrazku 5.

pikov v oblasti, v ktorej sme ocakavali eliciu akrylamidu.
Chromatograficky zdznam negativnej vzorky je na
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Obrizok 5 Chromatograficky zaznam negativnej vzorky , na koléne Sil 24 CB LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm,

GC-MS-MS metoda, positive EI mode, MRM

Metoda GC-MS ako aj UPLC-MS bola validovana podl'a
Rozhodnutia Komisie 2002/657/ES s implementaciou
Smernice Rady 96/23/ES pre vykon analytickych metdd.

Pocas troch rokov monitoringu bolo analyzovanych 293
vzoriek pochadzajucich zo slovenskej obchodnej siete a

Tabul’ka 3 Vysledky monitoringu akrylamidu

vyroby. Najvyssi obsah akrylamidu bol zisteny v
zemiakovych lupienkoch 4180 pg.kg”. Naopak najnizsie
obsahy boli zaznamenané vo vzorkéach chleba 12 pgkg™ a
vo vzorke detské piskoty 14 pgkg”. Vysledky analyz st
uvedené v tabulke 3.

Priemerna hodnota akrylamidu Maximalna hodnota akrylamidu

komodita Pocet vzoriek (ng.kg") (ng.kg™)

Zemiakové lupienky 71 470 4108
Zemiakové hranolky 25 234 1406
Chlieb 42 12 61
Detské piskoty 22 14 43
Susienky 28 559 2650
Ranajkové cerealie 19 50 270
Zrnkova kava 19 246 361
Instantna kava 14 386 761
Kavovinové nahradky 13 1949 3976
Iné vyrobky 40 30 494
ZAVER UPLC-MS extrakciu vodou, precistenie metdédou SPE, a

Na stanovenie akrylamidu v potravinach sa vyuzivaju dve
analytické techniky GC-MS a UPLC-MS. Metoda GC-MS
zahfna extrakciu vodou, bromaciu na dvojita vizbu
akrylamidu a extrakciu octanom etylnatym. Metdéda
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INFLUENCE OF SOFT MEAT PRODUCTS STORAGE ON THEIR
MICROBIOLOGICAL SAFETY

Lucia Zelenakova, Kristina Kulichova, Jana Kopcekova

ABSTRACT

The aim of the topic was to analyze the microbiological quality of soft meat products (ham sausage) in relation to the
retention period. We focused on the determination of total count of microorganisms, Enterobacteriaceae and coliforms. The
results shown that the strongest growth of microorganisms was recorded at the 21st storage day of ham at 2 to 6 °C. It is

essential to keep the cold chain and to comply with the requirements set by the manufacturer.
Keywords: microbiological safety, soft meat products, total count of microorganisms

UVOD

Maiso ako potravina znamena v uzSom slova zmysle
Cerstvé alebo wupravené casti kostrového svalstva
teplokrvnych zvierat, v SirSom slova zmysle sem patria aj
organy, méasové vyrobky a udeniny a vlastne aj skryté tuky
(Hruby, 2001).

Podla Nariadenia Eurépskeho parlamentu a rady
(ES) ¢. 853/2004 miso predstavuju jedlé Casti zvierat
vratane krvi. VSetko méso vratane mlet¢tho méisa a
mésovych pripravkov, pouzité na vyrobu misovych
vyrobkov musi spliat’ poziadavky na Eerstvé miso.

Miso je vyznamnou zlozkou naSej dennej stravy.
Celkovo je midso zdrojom plnohodnotnych bielkovin,
mineralnych latok a vitaminov skupiny B, hlavne Bj;
(Ingr, 2002; Valsta, Tapanainen a M:innistd, 2005;
Scollan, Hocquette a Nuernberg, 2006). Rozdelenie
misa na Cervené a biele nie je prili§ objektivne, je skor
symbolické. Farba misa (svetlost’, intenzita, odtien a ton)
je vlastnost’ misa velmi premenlivd. Hlavnou pri¢inou
farebného prejavu mésa je jeho obsah prirodzenych farbiv
— myoglobinu (asi 90 %), hemoglobinu (asi 10 %)
a oxidoredukénych enzymov (Ingr, 2002).

Podla Pipeka (1995) st okrem maésa dolezitou zlozkou
stravy Cloveka aj midsové vyrobky, ktorych vyroba ma
vel'mi stard historiu. Zo zaciatku to bolo nasolené méso,
drobenie a mieSanic so zmesami bylin. V sticasnosti je
vyroba mésovych vyrobkov najrozsiahlejSou
a najzlozitejSou fazou opracovania Cerstvého mésa.

V zmysle Vynosu MP a MZ SR ¢&. 1895/2004-100 sa
mésovy vyrobok definuje ako vyrobok pripraveny z mésa
alebo s misom, ktory bol podrobeny takému osetreniu, ze
povrch jeho rezu ukazuje, ze tento vyrobok nema
vlastnosti Cerstvého mésa. Podl'a uvedeného Vynosu je
sortiment mésovych vyrobkov rozdeleny do nasledovnych
skupin: mikké masové vyrobky, trvanlivé misové
vyrobky, varené méasové vyrobky, pefené mésové
vyrobky, solené mésa, misové polokonzervy a mésové
konzervy, ostatné midsové vyrobky.

Maisové vyrobky su vécSinou znutricného hladiska
menej vhodné potraviny ako chudé médsa, snad
s vynimkou Sunky. Je to spdsobené tym, ze vacsSina tychto
vyrobkov mé vysoky obsah tuku, napr. v tirolskej salame
je pomer Dbielkoviny: tuky=1:4, uSpekaciek 1:3
amalokedy tento pomer klesne pod hodnoty 1:2 (v
Sunkovej salame je 1:1, v Sunke 3:1). Druhou nevyhodou
udenarskych vyrobkov je vysoky obsah soli. Ta ma sice na
jednej strane uréité konzervacné ucinky, takze zvysuje
trvanlivost, navySe ma schopnost’ udrzat' pridant vodu,

¢im sa moze zlepSit' chut vyrobkov, ale prave sol je
pric¢inou vysokého prijmu sodika, ktory je vysoko rizikovy
hlavne pre moznosti vzniku hypertenzie a ochorenia
obli¢ieck (Hruby, 2001). Sheard, Nute a Chappell
(1998) sledovali chemické zlozenie a energetickt hodnotu
méisovych vyrobkov pred a po tepelnej uprave. Parky boli
smazené a grilované. Pociatocnd hmotnost’ vyrobkov bola
100 g apo tepelnej uprave bola hmotnost’ parkov 78 g,
obsah tuku klesol z22 na 17 g aenergetickd hodnota
kleslaz 1215 na 1016 kJ.

Z hygienického hladiska je nevyhnutné zabezpecit', aby
pocas celej vyroby boli v maximalnej miere eliminované
potencialne rizikd kontaminacie ¢i uz suroviny alebo
hotového vyrobku. Balené mésové vyrobky sa skladuju pri
teplotaich stanovenych vyrobcom (tab. 1). Tiez doba
udrznosti, doba spotreby, pripadné zaru¢na doba su
stanovené vyrobcom a musia byt uvedené na obaloch
(Staruch, 2009).

V stcasnosti je mikrobiologickd bezpecnost’ potravin
v pozornosti konzumentov a potravinarskych odvetvi.
Escherichia coli akoliformné baktérie s monitorované
ako mikrobiologicky indikator hygienickej kvality vody
alebo ako hlavny indikator hygienickych podmienok
v prostredi spracovania potravin. Detekcia tychto baktérii
je beznou praxou pre potravinarske odvetvia (Feng,
Weagant a Grant, 2002).

Tabul’ka 1 Odporucéana doba skladovania miisa
a misovych vyrobkov pri roznych teplotach
domadcnosti

D . Teplota skladovania vyrobkov

ruh misa

mésového vyrobku do 5°C dg é S naodCIS

Mleté midso 8 hodinova priprava len pre
priamu spotrebu v rovnaky den

Miso v drobnych 8 hod 2 hod -

kuskoch, kuskoch

Maisové karbonatky 12 hod 4 hod -

hotové

Mikké a varené 26 hod 2 hod 6 hod

vyrobky

Brav¢ova mast’ 3 mesiace 14dni | 3 dni

V niektorych potravinarskych odvetviach boli prijaté
kroky na  detekciu  potravinovych  patogénnych
mikroorganizmov ako Salmonella sp., Bacillus cereus
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a Staphylococcus aureus v potravindich (Hsu a Tsen,
2001).

Mikrobiologicka  kvalita  je  urend  poctom
mikroorganizmov ~ pritomnych v potravinach. Ak
mikrobiologicka zataz dosiahne ur€ity limit, potravina je
povazovana za pokazenll a nevhodnu na konzumaciu pre
Pudi. Prediktivna mikrobiologia sa snazi kvantifikovat
rastovia  reakciu mikroorganizmov na podmienky
prostredia, apreto je to uzitoény nastroj na stanovenie
mikrobiologickej trvanlivosti potravin (McMeekin et al.,
2003).

Zivotné prostredie patogénov v tychto modeloch je
predstavované teplotou, kyslostou, obsahom soli,
ochrannou atmosférou plynov a pritomnost’ou
konzervaéného prostriedku (Malakar, 2000).

Na spol’ahlivu, presnu arychlu
mikrobiologickej kvality potravin alebo prostredia
potravinarskeho zavodu sa pouzivaju rozne
mikrobiologické metody. Tie musia spifat nasledovné
kvalitativne  poziadavky:  citlivost,  spolahlivost,
jednoduchost, presnost, rychle vyhodnotenie analyz
a cenova dostupnost’.

Golian, Zelenakova a Pavlicova (2006) sa zaoberali
kontrolou hygieny pri spracovani mésa, priom na
detekciu mikroorganizmov (celkovy pocet
mikroorganizmov, Celad’ Enterobacteriaceae) aplikovali
klasicka sterovi metddu, ako aj metodu 3M™
Petrifilm™, ktord patri medzi nové avyvijajiice sa
mikrobiologické metédy. Ciel'om ich prace bolo odoberat
z jednotlivych  odberovych miest stery apomocou
uvedenych metdéd ich mikrobiologicky analyzovat
a hodnotit. Pre stanovenie CPM odobrali spolu 100
vzoriek a pre stanovenie Enterobacteriaceae 80 vzoriek.

Lopasovsky, Lagin a Bobkova (2008) a Pavli¢ova
a Chovanec (2005) pouzili na kontrolu hygieny tiel
jatoénych zvierat, ako aj misa na bitinkoch platnicky
3M™ Petrifilm™, ktorymi uréili pritomnost koliformnych
baktérii. Uvedené platni¢ky aplikovali svojom vyskume aj
LopaSovsky a Popelka (2006), ktori tato mikrobiologicku
metodu porovnavali s metdodou na baze bioluminiscencie.

kontrolu

MATERIAL A METODY

Ciel'om prace bolo analyzovat’ mikrobiologickil kvalitu
mikkych misovych vyrobkov vo vztahu k dobe
uchovavania. V zmysle stanoveného ciel’a sme sa zamerali
na senzorické 1mikrobiologické vySetrenie kvality
Sunkovej salamy, ktora patri do skupiny mékkych
mésovych vyrobkov vyrdbanych zbravéového masa,
podrobenych tepelnému osetreniu a soleniu.

V zmysle uvedeného sme z potravinarskeho podniku
pocas 5 mesiacov odoberali vzorky rovnakého druhu
Sunkovej salamy (celé balenie o hmotnosti cca 1 kg), ktoré
sme nasledne na Katedre hygieny a bezpecnosti potravin
analyzovali. Mikrobiologickej a senzorickej analyze,
zameranej na stanovenie celkového poctu
mikroorganizmov, ako aj na pritomnost’ koliformnych
baktérii a enterobaktérii, boli podrobené vzorky v den
vyroby (A), nasledne po 7 (B), 14 (C) a 21 dioch (D)
uchovavania v chladnicke pri teplote 2—6 °C.

Z jednotlivych baleni Sunkovej saldmy sme pocas
sledovaného obdobia za aseptickych podmienok odobrali
vzorky o hmotnosti 25 g, ktoré sme nésledne vlozili do
225 ml peptoénového roztoku a zhomogenizovali. Takto

Zich prace vyplynulo, Ze pri monitorovani hygieny
pracovného prostredia pri vdéSom pocte odobratych
vzoriek je vyhodnejSie pouzit’ bioluminiscenéné metody,
lebo vysSie investicné naklady sa vkratkom cas
ekonomicky zhodnotia. Pouzitim platni¢iek Petrifilm™ sa
vynalozia nizsie investi¢né naklady, zisti sa medzidruhova
Specifikacia sledovanych mikroorganizmov a vysledky
mozno ziskat’ podl'a druhu zistovanych mikroorganizmov
najskor o 24 hodin.

Vyznam Petrifilmov spociva vtom, ze zvySuju
efektivitu laboratéria, ked redukujii predovsetkym Ccas
potrebny na pripravu médii, pripravu vzoriek, ulahcuju
samotni manipulaciu pocas testovania a chrania zivotné
prostredie pri likvidacia pouzitého materialu. Vplyv
pouzivania Petrifilm platniciek sa tiez prejavi na
ekonomike prevadzky, ked umoznuje testovanie
prostredia, testovanie medziproduktov pocéas vyroby alebo
finalnych vyrobkov, zvysuje efektivitu laboratoria, znizuje
potreby s narastajicimi narokmi a nakladmi laboratoria,
zvySuje spolahlivost’ testovania, umoznuje rychlejsie
ziskanie vysledkov, znizuje mnozstva pouzitého agarového
média a tym aj celkové mnozstvo odpadu, znizuje pocet
riedeni na vzorku aposkytuje jednotné testovanie
(Horriere, 2006a). Pripravené kultivatné médium
obsahuje vo vode rozpustné gélotvorné ¢inidlo a nutrienty
Standardnej metddy (PCA) a tetrazolium ako indikator pre
jednoduchsie od¢itanie kolonii. Interpretacia spociva
v odéitani vSetkych cCervenych/ruzovych kolénii bez
ohl'adu na rozdiely vo farbe avelkosti. Metoda je
schvalena AOAC OMA, AFNOR v sulade s ISO 4833
a NordVal (Horriere, 2006b).

Kozelova et al. (2009) odporticaju vyuZivanie
progresivnejSich metdd, medzi ktoré patri aj PCR, ktora
slizi v potravinarskom priemysle na urcenie a potvrdenie
povodu a kvality potravin, ako aj na detekciu mikrobialnej
kontaminacie mésovych vyrobkov. V kone¢nom désledku
by hlavna pozornost’ mala byt’ sustredend predovsetkym na
prevenciu  mikrobiologickych rizik atym aj na
mikrobiologicku bezpe¢nost’ mésa a masovych vyrobkov.

sme ziskali zdkladné riedenie 107!, zktorého bola
pripravend sada dalSich riedeni. Na mikrobiologicky
rozbor vzoriek sme pouzili platni¢ky Petrifilm™ a 3M™
Petrifilm™, ktoré patria medzi certifikované a komeréne
dostupné analytické metdody. Po inkubacii vzoriek
(30 °C +£1 °C po dobu 48 +2 hod u CPM a 37 °C po dobu
24 hod ukoliformnych baktérii a enterobaktérii) sme
oproti svetelnému zdroju pomocou lupy pocitali narastené
kolonie, ktoré sme prepocitali na 1 g vyrobku.

Pri stanoveni metodiky sme vychadzali z Nariadenia
komisie (ES) ¢. 1441/2007, ktorym sa stanovuju
mikrobiologické kritéria pre méso a produkty zneho.
V zmysle uvedeného nariadenia je povinnostou
prevadzkovatela  potravinarskeho podniku sledovat’
kritérid bezpecnosti (Salmonella), ako aj kritérid hygieny
procesu (celkovy pocet mikroorganizmov a pocet E. coli).
Treba podotknit’, Ze hoci stanovenie celkového poctu
mikroorganizmov nie je striktne uré¢ené pre miakké mésové
vyrobky, zaujimalo nas, aky vplyv na ich mikrobiologicku
bezpecnost’ bude mat ich uchovavanie v chladnicke po
dobu 21 dni. Vnutropodnikovad norma, ktorti sme mali
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k dispozicii, stanovovala 5,0.10° KTJ v 1 g v ramci doby

VYSLEDKY

V zmysle stanoveného ciela sme analyzovali vzorky
Sunkovej salamy na pritomnost celkového poctu
mikroorganizmov, enterobaktérii a koliformnych baktérii
v zavislosti od doby uchovavania v chladnicke pri teplote
2-6 °C. Vtab. 2 su uvedené vysledky stanovenia CPM
v analyzovanych vzorkach. Z tabulky vyplyva, ze vzorky
odoberané v dent vyroby, ako aj po 7 diioch spinali
mikrobiologické kritéria stanovené vnutropodnikovym
predpisom vo vSetkych mesiacoch. Treba zaroven
podotknut’, Ze vzorky neboli analyzované v mieste vyroby,
ale az po preneseni do laboratéria za aseptickych
podmienok, ako aj pri dodrzani chladiaceho retazca.
Zaroven mozno konStatovat, ze rast mikroorganizmov

Obrazok 1 Celkovy pocet mikroorganizmov

potreby tohto mésového vyrobku bez porusenia obalu.

v zavislosti od doby uchovavania bol najvyraznejsi jednak
v letnych mesiacoch, ale aj v mesiaci oktober, priCom
CPM dosahoval vys$iu hodnotu uz v den vyroby Sunkovej
salimy. Priemerna hodnota CPM v 1 g vyrobku dosiahla
hodnotu 9,98.10% v deit vyroby. Po 7 ditoch uchovavania
v chladni¢ke sa CPM zvysil na 2,73.10°, po 14 diioch na
hodnotu 1,01.10° ana 21 defi na hodnotu 1,05.10".
Varia¢ny koeficient sa pohyboval v rozmedzi 11 % (po 14
dnoch) az 21,8 % (po 7 dnoch). Ako vyplyva z obr. 2,
najvyraznej$i narast celkového pocétu mikroorganizmov
bol zaznamenany na 21 den, pricom mozno zaroven
konstatovat, ze mikrobiologické zmeny boli sprevadzané
aj zmenami senzorickymi (osliznutost na 21 den
a zapach).

Obrazok 2 Celad’ Enterobacteriaceae

Tabul’ka 2 Stanovenie celkového po¢tu mikroorganizmov v zavislosti od doby uchovavania Sunkovej salamy

KTJ.g"'
Obdobie Vzorka A Vzorka B Vzorka C Vzorka D
(n=25) (n=25) (n=25) (n=25)

jin 9,09.10* 2,15.10° 9,24.10° 9,3.10°
jil 1,02.10° 2,77.10° 1.10° 1,08.10’
august 1,03.10° 3,47.10° 1,09.10° 1,11.107
september 9,75.0 2,29.10° 1,03.10° 1,05.107
oktober 1,06.10° 2,97.10° 1,03.10° 1,09.10’
X 9,98.10* 2,73.10° 1,01.10° 1,05.10’
Xumin 8,34.10* 1,94.10° 8,12.10° 8,33.10°
Ximax 1,21.10° 4,05.10° 1,27.10° 1,33.10’
s 1,1.10° 5,95.10° 1,11.10° 1,49.10°
Vi o, 11,02 21,8 11 14,19

Okrem stanovenia CPM boli analyzy zamerané aj na
stanovenie koliformnych baktérii a enterobaktérii, pricom
mozno konstatovat’, ze ani v jednej zo skimanych vzoriek
sa tieto druhy mikroorganizmov nevyskytovali.

Vyrobca urcil dobu spotreby do 21 dni odo dia vyroby
pri zachovani celistvosti obalu. Napriek tomu, ze sme tuto
podmienku  pocas  vyskumu neuplatnili, mozno
konStatovat, Ze uchovavanie méasovych vyrobkov pri

chladni¢kovych teplotich je bezpecné v pripade, ak sa
dodrzia vsetky poziadavky vyrobcov. Z toho vyplyva, ze
nakup vacsich baleni, ktoré spotrebitel nasledne
konzumuje pocas viacerych dni nie je vhodny z hladiska
zachovania senzorickych 1 mikrobiologickych vlastnosti
misovych vyrobkov. Po otvoreni obalu je nutné takyto
vyrobok skonzumovat’ spravidla do 24, resp. 48 hodin.
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Obrazok 3 Zmeny CPM v zavislosti od doby uchovavania
Sunkovej salamy

DISKUSIA
Potravinarsky priemysel podlieha neustdlemu tlaku zo
strany spotrebitelov, pozadujicich bezpecné a kvalitné

potraviny. Preto je potrebnd kontrola hygieny
v prevadzkach na  vyrobu méisovych  vyrobkov.
Mikrobiologicka kvalita je uréena poctom
mikroorganizmov ~ pritomnych v potravinach. Ak

mikrobiologicka zataz dosiahne urcity limit, potravina je
povazovana za pokazenll a nevhodnu na konzumaciu pre
ludi. Prediktivna mikrobioldgia sa snazi kvantifikovat
rastovil reakciu mikroorganizmov na  podmienky
prostredia, apreto je to uzitoény nastroj na stanovenie
mikrobiologickej trvanlivosti potravin (McMeekin et al.,
2003). S tymto konstatovanim sthlasime, ¢o potvrdzuju aj
nase vysledky. Vyskumom sme preukazali, Zze podmienky
uchovavania misovych vyrobkov vyrazne ovplyviiuju ich

ZAVER

Cielom prace Dbolo hodnotit  mikrobiologické
ukazovatele kvality vybranych druhov mikkych mésovych
vyrobkov (Sunkova salama vyrobena z bravcového misa)
v zavislosti od doby uchovéavania pri teplotaich 2-6 °C.
Treba zaroven podotknut, ze vzorky neboli analyzované
v mieste vyroby, ale az po preneseni do laboratoria za
aseptickych  podmienok, ako aj pri dodrzani
chladiarenského retazca. Analyzovali sme 25 vzoriek
Sunkovej salamy, zktorych vsetky vzorky na zadiatku
stanovenia, ako aj vprvy a siedmy dein uchovavania
vyhovovali stanovenej vnutropodnikovej norme na CPM
(max. 5,00.10° KTI.gh. Priemerny pocet
mikroorganizmov v 14 den vSak prekrocil podnikovy limit
na hodnotu 1,01.10° KTJ.g™" a v deii spotreby dokonca na
1,05.10’ KTJ.g". Mikrobiologické zmeny boli sprevadzané
senzorickymi zmenami (povrchové osliznutie, sivozelenej
farby, neprijemny zéapach). Z vysledkov analyz teda
vyplyva, Ze hodnoty celkového poétu mikroorganizmov

senzoricku i mikrobiologicku
kvalitu. Na spolahlivi, presni arychlu kontrolu
mikrobiologickej kvality potravin

alebo prostredia potravinarskeho zavodu sa pouzivaju

rozne mikrobiologické metody. Tie musia spifiat
nasledovné kvalitativne poziadavky: citlivost,
spol’ahlivost’, jednoduchost, presnost’, rychle

vyhodnotenie analyz acenovd dostupnost. Detekcia
pomocou Petrifim™ a 3M™ Petrifilm™ je rychla, lahka,
nevyzaduje si odborni spdsobilost’ a pouzivanie Petriho
misiek a dalSich materidlov. Je schopna zachytit’ aj
najmensSie mnozstvo baktérii. Na testovanie pritomnosti
patogénnych mikroorganizmov sa pouzivaju rdzne ¢asovo
i materidlne naro¢né metody, ktoré si taktiez vyzaduju
vysokokvalifikovany personal.

stupali s dobou uchovavania, priom najvyraznej§i narast
bol zaznamenany v 21 den apocas letnych mesiacov.
Zaroven mozno  konStatovat, Ze ani v jednej
z analyzovanych vzoriek neboli zistené koliformné
baktérie ani baktérie z ¢el'ade Enterobacteriaceae.

Prvoradou ulohou vyrobcov potravin je efektivna vyroba

pozadovaného  mnozstva asortimentu  bezpecnych
potravinarskych vyrobkov. Z hladiska zabezpecenia
kvality a bezpecnosti midsovych vyrobkov je nevyhnutné
aplikovat’ Siroku Skalu preventivnych opatreni, medzi
ktoré patria najma:

» fungovanie vnutropodnikového kontrolného systému
v ramci kontroly kvality a bezpecnosti mésovych
vyrobkov,

= aplikacia legislativnych predpisov,

= zavedenie, validacia a verifikécia systému HACCP

= yuplatiiovanie zdsad spravnej vyrobnej a hygienickej
praxe a pod.
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FROM FARM TO FORK - EUROPEAN FOOD SAFETY LEGISLATION TRAINING
PROGRAMME (F*ESL)

F*ESL - From Farm to Fork European Food Safety Legislation Training Programme is an innovative
and integrated online training programme on EU Food Safety Legislation ensuring vocational
education for stakeholders of food chain via newest learning methods, and is going to be piloted across
all European countries in 2 sessions, in 2011.

Aim: F'ESL aims to fill the legislation gaps for each profession working in food sector with a common
“from farm to fork” food safety approach covering all related EU regulations. Since it is difficult to
read and comprehend all the legislations; simple and comprehensible language will be used in the
F4ESL training, besides case studies about regulations to make them easier to understand.

Curriculum: The training program will be developed by a Pan European committee of professionals as
to bring about a state of the art curriculum which consists of 5 modules: Introduction, Legislation on
product, Legislation on process, Labeling, and Public Powers.

Five European member countries (Bulgaria, Latvia, Slovakia, Spain,Turkey) and a candidate country
(Holland) participated in this project to share their knowledge and experiences on food safety
legislation and e-learning technology. Target Group: F*ESL e-learning program will have an easy
access to whole EU members and will be continuously updated according to the changing EU
regulations. The language of the program will be English, Turkish and Bulgarian. About 500 trainees
are planned to be trained by F'ESL free of charge.

The target group of the Project includes:

e Food producers and processors

o Official controllers/inspectors

e Members of unions, chambers and associations related with food and food safety
e Local bodies

e Importers & Exporters

e University and graduate students from relevant departments

Project Logo:

Web page: www.f4esl.eu
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things right

do the right

In 205 Leaf International decided to invest in Slovakia, acquired 58,000W
wikrsot land and condlcied . S0,000WMM production facility in 20O 7.
The first two lines were installed ingf;é%/ﬁ/ZOOé first product shipped irl(%ﬂm/ﬁb

26 and four lines are running at the moment.

For Leaf, this is a strategic investment, intended to create the cornerstone of Leaf’s

manufacturing base in Slovakia. We present:

Currently the company W 300/%% since the end of 2O 7 the factory
supplies some of the Leaf’s most important products to many European countries.

With the aim to grow and to become to be the most admired company in the confectionary
business, we are looking for the right people to build one Leaf - Our Leaf! We are looking
for new colleagues for all strategic departments - production, R&D, quality, engineering,
maintenance,...

If you are align with our core values, which are passion, teamplay, focus and
are looking for challenging and exciting work, please send an application to:

recruitment@leaf.eu
\LEAF tel.: 036/6355531

\_‘ LEAF Slovakia, Gena 5555/60, 934 01 Levice, Slovakia
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