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PRODUKCIA OCHRATOXINU A KMENMI RODU ASPERGILLUS
OCHRATOXIN A PRODUCTION BY ASPERGILLUS STRAINS

Zuzana Barborakova, Roman Labuda, Georg Haubl, Zuzana Maskova, Dana Tancinova

Abstract: The aim of this study was to obtain the information on the OTA production
by Aspergillus strains on YES (Yeast Extract Sucrose agar) under different cultivation
conditions. Production of OTA was observed on 10" day of cultivation at room temperature
23 £+ 1 °C), at18%x1°C and 30 =+ 1 °C. HPLC analysis (High
Performance Liquid Chromatography) was used for confirmation of OTA production. Based
on the results from this study we can conclude that the most productive OTA producers
were A. westerdijkiae strains ~ obtained  from  grapesof  Slovak  origin (isolated
in 2011). In addition, the strains A. sulphureus, A. ochraceus 2 and A. albertensis possessed
good production ability, as well. The strains of A. carbonarius tested in this study were found
to be the weakest producers of OTA. The OTA production was significantly affected
by cultivation conditions that were dependent on requirements of individual strains surveyed
here. Thus, each strain tested in this study showed different optimal conditions for the OTA
production.

Keywords: Aspergillus, HPLC, ochratoxin A, YES, temperature

UvoD

Ochratoxin A (OTA) je jeden znajdolezitejSich a najtoxickejSich mykotoxinov
(Jergensen, K., 1998; Malir_et al., 2016). Prvykrat bol izolovany a chemicky analyzovany
v roku 1965 v Juznej Afrike ako toxicky metabolit Aspergillus ochraceus (Van der Merwe
etal., 1965). Jednd sa o sekundarny metabolit mikroskopickych vl&knitych hab patriacich
do rodov Aspergillus a Penicillium (Khoury et Atoui, 2010). Z penicilii produkuju tento
mykotoxin iba druhy P. verrucosum a P. nordicum (Malit et al., 2013), z aspergilov najma
A. ochraceus apribuzné ,Cierne aspergily” zo sekcie Nigri. Tieto druhy sa liSia svojou
ekoldgiou, komoditami, v ktorych sa vyskytuju a tiez frekvenciou vyskytu v réznych
geografickych regionoch (Benford et al., 2001). P. verrucosum rastie pri teplotach pod 30 °C
a pri vodnej aktivite miniméalne 0,8. Nachadza sa preto v chladnych miernych oblastiach, je
zdrojom OTA v obilninach avo vyrobkoch z obilnin v Eurépe a Kanade (Benford et al.,
2001; Pitt, 2002). V roku 2001 bola potvrdena produkéna schopnost’ aj pri druhu P. nordicum,
ktory produkuje OTA najma v syroch, mése a masovych vyrobkoch (Larsen et al., 2001).
A. ochraceus rastie pri miernych teplotdch a pri vodnej aktivite nad 0,8. Nachadza sa
sporadicky v mnohych skladovanych potravinovych komoditach vratane obilnin, moze tiez
infikovat’ kdvové zrna pocas suSenia na slnku a je zdrojom OTA v zelenych kavovych zrnach.
A. carbonarius rastie pri vysokych teplotach a je spajany s dozrievanim ovocia, najma hrozna.
Vdaka svojim ¢iernym spéram je vysoko odolny voci slneénému ziareniu a preZiva susenie
na sinku. Je zdrojom OTA v &erstvom hrozne, hrozienkach, vo vine a kave (Benford et al.,
2001). Produkéna schopnost’” bola dokazana aj pri A. tubingensis (Medina et al., 2005),
A. westerdijkiae a A. steynii (Frisvad et al., 2004) atiez pri d’alsich aspergiloch zo sekcie
Nigri — A. lacticoffeatus a A. sclerotioniger, ktoré boli izolovane z kavy (Samson et al., 2004).
OTA produkuju aj A. alliaceus a A. albertensis, ktoré boli najskér zaradené do sekcie
Circumdati, ale neskor boli premiestnené do sekcie Flavi (Peterson, 2000).

OTA je mykotoxin produkovany mikromycétami najmé& v nevhodne skladovanych
potravinarskych komoditach (Pfohl-Leszkowicz et Manderville, 2007). Je produkovany pocas
skladovania obilnin, vyrobkov z obilnin a inych rastlinnych produktov, ako su bylinky,
koreniny a hrozno. OTA sa vSak mdze nachddzat aj v Zivoc¢isnych produktoch, najma
v brav€ovom mise, v klob&sach obsahujucich bravéova krv a v organoch (oblicky, peceit),
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do ktorych sa dostdva v dosledku kfmenia zvierat zaplesnenym krmivom (Petzinger
et Ziegler, 2000).

OTA sa venuje pozornost’ kvOli jeho nefrotoxickym, imunotoxickym, teratogénnym,
karcinogénnym (Tessini et al., 2010), hepatotoxickym, embryotoxu:kym a neurotoxickym
Gcinkom (Malir et al., 2013). OTA moZe vyvolaf génové mutacie, ale mechanizmus
genotoxicity eSte nie je celkom objasneny (Rinaldi et al., 2007). Inhibuje syntézu proteinov,
sposobuje defekt vapnikovej homeostazy, vyvolava peroxidaciu lipidov, oxida¢ny stres
a poskodenie DNA (Almela et al., 2007).

OTA je u nas legislativne sledovany mykotoxin, ktory ma pripustny tyzdenny prijem
vo vyske 120 ng.kg™ telesnej hmotnosti (Nariadenie komisie &. 105/2010). Je evidovany ako
pravdepodobny l'udsky karcinogen - trieda 2B (IARC, 1993).

Cielom nasej Studie bolo zistitt OTA produkénu schopnost’ vybranych domacich
i zahrani¢nych kmenov rodu Aspergillus, ktoré boli kultivované 10 dni na YES pri r6znych
kultivaénych podmienkach.

MATERIAL A METODIKA
V naSej Stadii sme pouzili 9 kmenov patriacich do rodu Aspergillus (Tabulka 1).
Testované kmene sme kultivovali na agarovom mediu s kvasni¢énym extraktom a sachar6zou
(YES). Kultivacia prebiehala 10 dni pri izbovej teplote (23 £ 1 °C), pri teplote 18 £ 1 °C,
v obidvoch pripadoch pri prirodzenom svetle a pri teplote 30 £ 1 °C v tme. Na ockovanie
médii sme pouZili sporové suspenzie jednotlivych kmetiov (100 ul), ktoré boli vopred
pripravené vo fyziologickom roztoku.

Tabulka 1: Prehl’ad kmeiiov rodu Aspergillus pouZitych v Studii

Studovany kmen Pdvod
A. ochraceus 1 Rakusko/IFA
A. ochraceus 2 Rakusko/Biomin
A. albertensis Kanada/UAMH 2976
A. carbonarius 1 Rakusko/hrozno
A. carbonarius 2 Holandsko/CBS 127.49
A. carbonarius 3 Arménsko
A. sulphureus Holandsko/CBS 550.65
A. westerdijkiae 1 Slovensko KMi9/hrozno
A. westerdijkiae 2 Slovensko KMil12/hrozno

CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holandsko; IFA — Department flir Agrarbiotechnologie,
BOKU, Tulln, Rakusko; KMi - Zbierka Katedry mikrobioldgie, Slovenska pornohospodarska univerzita v Nitre;
UAMH - Microfungus Collection and Herbarium, University of Alberta, Kanada.

Na 10. den kultivacie sme korkovrtom o priemere 9 mm urobili 3 vyseky zo Zivného
média spolu s mycéliom. Vyseky sme extrahovali v 500 pl roztoku etylacetatu s 0,1 %
kyselinou octovou. Extrakt sme mieSali pomocou vortexu (priblizne 5 minut) a prefiltrovali
cez 13 mm striekackovy filter 0,2 ul PTFE (VWR International, USA). Prefiltrovany extrakt
v objeme 100 ul sme vysusili a pred HPLC analyzou rozpustili pridanim 500 pl roztoku
acetonitril:0,1 % HsPO4 (20:80, v/v).

HPLC analyzu sme vykonali v laboratériach spolo¢nosti Romer Labs Division
Holding GmbH (Tulln, Rakusko) na systéme Dionex Ultimate 3000 s vyuZitim kolény Luna
Cus (I1), 250x 3 mm, 5 um (Phenomenex, Nemecko). Ako rozpustadla sme pouZili 0,1 %
H3PO, vo vode (A) a acetonintril (B) s rychlostou toku 500 pl.min™: 0 min 45 % B; 1,5 min
45 - 60 % B; 11,5 min 65 % B; 14,5 min 65 - 45 % B; 14,6 min 45 % B. Injekény objem bol
20 pl. Detekcia prebiehala pri vinovej dizke 331 nm s vyuZitim fotodiédového detektora.
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Na analyzu sme pouzili referen¢ny Standard OTA (Romer Labs Division Holding GmbH,
Rakusko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Produkcia OTA sa vyrazne liSila v zavislosti od pouzitého produkéneho kmena
a pouzitych kultivacnych podmienok (Tabul’ka 2). Kmen A. ochraceus 2 bol produkenejsi ako
kmen A. ochraceus 1. Na YES médiu pri teplote 18 = 1 °C a prirodzenom svetle na 10. den
kultivacie vyprodukoval 123,18 pg.g OTA, zatial' ¢o kmen A. ochraceus 1 vyprodukoval
95,63 pg.gt OTA. Najvicsie mnozstvo OTA vyprodukoval kmeni A. ochraceus 2 kultivovany
pri teplote 30 = 1 °C v tme (171,07 pg.g?), zatial ¢o A. ochraceus 1 pri rovnakych
podmienkach kultivacie vyprodukoval iba 10,94 pg.g?. Trenk et al. (1971) tiez sledovali
vplyv teploty a dizky doby kultivacie na produkciu OTA kmetiom A. ochraceus, ktory bol
kultivovany na réznych cerealnych produktoch. Podl'a citovanych autorov bola optimalna
teplota pre produkciu OTA 28 °C a optimalna doba kultivacie pri tejto teplote 7 az 14 dni
v zavislosti od pouzitého kultivacného substratu. Bacon et al. (1973) uvadzaju, Ze interakcia
vysSej teploty kultivacie (30 °C) a vyS$Sej vihkosti ma pozitivny vplyv na produkciu OTA.
Kultivacia pri teplote 30 £ 1 °C sa vSak pri naSom kmeni A. ochraceus 1 ukézala ako
najmenej vhodna, ale pre kmen A. ochraceus 2 bola najvhodnejsia, ¢o sa zhoduje s tvrdenim
vysSie citovanych autorov.

Kmeii A. albertensis vyprodukoval najvi¢sie mnozstvo OTA (159,57 ug.g?l)
pri rovnakych podmienkach kultivacie ako kmen A. ochraceus 2 (kultivacia v tme pri teplote
30 + 1 °C). Bayman et al. (2002) uvadzaju, Zze kmene A. albertensis produkuji velké
mnozstva OTA (50 az 300 pg.g™), ¢o sa zhoduje aj s nasim zistenim.

,Cierne aspergily* patria medzi hlavnych producentov OTA vyskytujlcich sa
v krajinach s teplym podnebim (Kapetanakou et al., 2009). Na produkciu OTA sme testovali
3 kmene A. carbonarius, no pri Ziadnom z nich sme nezistili vyznamnu produkénl schopnost’.
Najprodukénejsi z nich bol kmeni A. carbonarius 1, ktory na YES médiu vyprodukoval
7,15 ng.g* OTA pri kultivécii pri izbovej teplote 18 + 1 °C a prirodzenom svetle, teda
pri kultivacnych podmienkach, ktoré vyhovovali aj kmeniu A. ochraceus 1. Zhoduje sa to
s vysledkami $tadie Esteban et al. (2016), ktori uvadzaju, ze OTA koncentracia pri kmenoch
A. carbonarius bola vyS$Sia pri teplote 15 °C ako pri teplote 30 °C. Belli et al. (2004)
uvadzajl, Ze tyzdiiové kultivécia je vieobecne dostatoéna pre produkciu OTA, ale Ze niektoré
izolaty vyZaduja kultivaciu dlhSiu ako 14 dni ku dosiahnutiu maximélnej produkcie OTA.
Kultivacia pri teplote 30 £ 1 °C, ktora je v literature ¢asto oznacovana ako najvhodnejSia pre
produkciu OTA (Spadaro et al., 2010), sa pri kmeni A. carbonarius 1 ukazala ako najmenej
vhodnd. Mnozstvo vyprodukovaného OTA bolo pod detekénym limitom (menej ako 0,01
ng.g?).

Frisvad et al. (2004) uvadzaju, Ze izolaty A. sulphureus produkuju velké mnozstva
OTA, ¢o sa zhoduje aj s naSim zistenim. Testovany kmen A. sulphureus vyprodukoval
najvacSie mnozstvo OTA na YES médiu pri izbovej teplote a prirodzenom svetle
(233,90 pg.gt), no pomerene vysoké mnozstvo OTA produkoval aj pri teplote 18 + 1 °C
(191,34 pg.gt). Pre tento kmeii bola najmenej vhodna kultivacia v tme pri teplote 30 £ 1 °C
(9,99 pg.g?), rovnako ako pri kmeni A. carbonarius 1, ¢o sa nezhoduje s tvrdenim Spadaro
et al. (2010).

Na produkciu OTA sme testovali 2 kmene A. westerdijkiae, ktoré boli vyizolované
z hrozna dopestovaného na Slovensku v roku 2011. Druh A. westerdijkiae je morfologicky
podobny druhu A. ochraceus, ale nerastie pri teplote 37 °C (Frisvad et al., 2004). Oba kmene
A. westerdijkiae pouzité v naSej Stadii produkovali vyznamné mnozstva OTA pri vSetkych
kultivaénych podmienkach, avSak kmen A. westerdijkiae 1 bol produkénejSi. Najvacsie
mnoZstvo OTA vyprodukoval tento kmeni na 10. defi kultivacie pri teplote 18 + 1 °C
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a prirodzenom svetle (498,74 pg.g?) a kmen A.westerdijkiae 2 pri izbovej teplote
a prirodzenom svetle (349,50 pg.g™).

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze kultivatné podmienky vyrazne vplyvaja
na produkciu OTA, no tieto podmienky nemdzeme zovSeobecnit. Kazdy testovany kmen
pouZzity v naSej Stadii sa 1iSil v optimalnych podmienkach pre produkciu OTA, ¢o sa zhoduje
aj so zistenim Esteban et al. (2004). Najviac produkénymi boli kmene A. westerdijkiae,
najmenej produkénymi kmene A. carbonarius, ktoré pri niektorych kultiva¢nych
podmienkach produkovali mnozstvo OTA pod detekénym limitom (menej ako 0,01 ng.g™?).
Tri kmene (A. ochraceus 1, A. carbonarius 1, A. westerdijkiae 1) produkovali najviac OTA
na YES médiu pri teplote 18 + 1 °C a prirodzenom svetle, tri kmene (A. carbonarius 3,
A. sulphureus, A. westerdijkiae 2) produkovali najviac OTA na tomto médiu pri kultivacii
pri izbovej teplote a prirodzenom svetle a dvom kmenom (A. ochraceus 2, A. albertensis)
vyhovovala pre produkciu OTA kultivécia v tme pri teplote 30 £ 1 °C.

Tabul’ka 2 Produkcia ochratoxinu A na YES médiu kmeinmi pouzitymi v Stadii (HPLC
analyza)

v Teplota kultivacie Produkcia OTA
Studovany kmeni (°C)/podmienky (Mg.g™)
na 10. den kultivacie
18/PS 95,63
Aspergillus ochraceus 1 IT/PS 12,06
30/T 10,94
18/PS 123,18
Aspergillus ochraceus 2 IT/PS 16,49
30/T 171,07
: : 18/PS 56,18
Aspergillus albertensis IT/PS 54.92
30/T 159,57
18/PS 7,15
Aspergillus carbonarius 1 IT/PS 3,55
30/T <LOD
18/PS <LOD
Aspergillus carbonarius 2 IT/PS <LOD
30/T <LOD
18/PS <LOD
Aspergillus carbonarius 3 IT/PS 4,23
30/T 2,00
Aspergillus sulphureus 18/PS 191,34
IT/PS 233,90
30/T 9,99
18/PS 498,74
Aspergillus westerdijkiae 1 IT/PS 147,23
30/T 381,81
18/PS 316,87
Aspergillus westerdijkiae 2 IT/PS 349,50
30/T 244,31

IT - izbova teplota (23 + 1 °C), LOD - detekény limit 0,01 ng.g*, YES - agar s kvasni¢nym extraktom
a sacharézou, HPLC - vysokoucinnad kvapalinova chromatografia, PS — kultivacia na prirodzenom svetle,
T — kultivécie v tme.
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ZAVER

Na zéklade ziskanych vysledkov méZeme skonStatovat, Ze kmene pouZité v nasej
stadii sa vyrazne lisili produkciou OTA pri zvolenych kultivaénych podmienkach. OTA
najprodukénej$imi kmenmi nasej Stadie boli kmene A. westerdijkiae izolované z hrozna
dopestovaneho na Slovensku (v roku 2011). Dobru produkcénti schopnost’ mali aj kmene
A.sulphureus, A.ochraceus 2 aA. albertensis. Najmenej produkénymi boli kmene
A. carbonarius, ktoré pri niektorych kultivaénych podmienkach produkovali mnozstvo OTA
pod detekénym limitom (menej ako 0,01 ng.g™).

Na produkciu OTA mali vyznamny vplyv kultivatné podmienky, ktoré vsSak
nemdzeme zovSeobecnit. Kazdému produkénému kmenu vyhovovali iné podmienky
kultivacie. Teplota 30 °C, ktorda sa v mnohych literarnych zdrojoch uvadza ako najviac
vhodna pre produkciu OTA, sa v naSej Stadii nepreukazala ako najvhodnejSia.
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ROZDIELY V ZLOZENIi ZDANLIVO ROVNAKYCH ZNACKOVYCH
POTRAVINARSKYCH VYROBKOV A VPLYV NA SPOTREBITELOV
DIFFERENCES IN COMPOSITION OF SEEMINGLY IDENTICAL
BRANDED FOOD PRODUCTS AND IMPACT ON CONSUMERS

Jozef Capla, Peter Zajdc, Jozef Golian, Lucia BeneSovd, Tomds Vicko

Abstract: The problem of Differences in Composition of Seemingly Identical branded Products
(DC-SIP) refers to cases where a good in one Member State is marketed as identical to a good
marketed in other Member States, while in reality that good has significantly different
composition or characteristics. Many tests and studies carried out at European level prove
poorer-quality products offered by Multi-National Companies to Central and Eastern Europe
consumers even if with the same packaging and prices (or even more expensive) of Western
countries. Most of these refer to food products, but similar claims have been made regarding
cosmetics and detergents. In June 2019, the results on the JRC pan-European testing campaign
that has analysed nearly 1,400 food products in 19 EU Member States were published. The
study shows that 9% of the products compared differed in composition, although the front of
the pack was identical. Additionally, 22% of products had a different composition and a similar
front of pack.

Keywords: dual quality, identical branded products (DC-SIP), different quality products, food
legislation

uvoD

Dvojaka kvalita je postup, pri ktorom nadndrodné potravinarske spolo¢nosti pouzivaju
rozne recepty, formulacie alebo normy pre vyrobky predavané pod rovnakou znackou
a s veI'mi podobnym vzhl'adom, ale niZz$ej kvality (Sisto et al., 2019). Rozdiely medzi kultdrami
a preferenciami spotrebitel'ov ovplyviiuju recepty na pripravu potravin, spracovanie potraviny,
ich prichute a textdru (Metin a Kitzin, 2015). To je dévod, preco uznavané svetové znacky
prisp6sobuju recepty a chute vyrobkov trhom, na ktorych pésobia (loanid et al., 2014).
Potraviny preddvané pod rovnakou znackou a balené s odliSnym zloZzenim musia byt
povazované za nekalé: spotrebitelia st uvedeni do omylu skuto¢nymi vlastnostami produktu.
V doésledku toho moézu stratit ndkupné rozhodnutie pri kipe produktu, ktory by si
pravdepodobne nekapili (Borzan, 2017). Okrem toho nie su dobre informovani, ¢i sa rozdiel
v cene zhoduje s rozdielom v kvalite. Znamena to, Ze existuju asymetrické informaécie:
nevyvazené informécie mozu sposobit’ nevyhodu kupujucich, pretoze pri vybere produktu sa
mozu mylit’ alebo mozu byt ovplyvneni dodavatel'mi na téely predaja (Kogan et al., 2017).

Obavy z rozdielov v zloZeni zdanlivo identickych vyrobkov (DC-SIP) v poslednych
rokoch vzrastaju. Prieskumy ukazuju, Ze spotrebitelia st znepokojeni moznymi rozdielmi
v kvalite vyrobkov rovnakych znaciek a obalov distribuovanych na jednotny trh. V roku 2017
vydala Eurépska komisia stiitbor usmerneni o uplatiiovani pravnych predpisov EU o potravinach
a ochrane spotrebitela v otdzke DC-SIP (Eurdpska komisia, 2017). V usmerneni bolo
vysvetlené, ako by prislusné organy mali pri analyze potencialnych problémov DC-SIP
uplatiiovat’ prislu§né pravne poziadavky, najmi smernicu o nekalych obchodnych praktikach
2005/29/ES. V aprili 2018 Europska komisia predloZila navrh smernice o modernizacii
pravidiel EU na ochranu spotrebitela v ramci ,,Novej dohody pre spotrebitelov* (Eurépska
komisia, 2018). Okrem iného bola zamerand aj na zavedenie konkrétnejSich pravidiel
tykajucich sa otazky DC-SIP prostrednictvom zmeny a doplnenia smernice o nekalych
obchodnych praktikach. Eurdpsky parlament a rada prijali pozmenujicu smernicu
27. novembra 2019 (EU, 2019a). Nové ustanovenie v smernici o nekalych obchodnych
praktikach stanovuje, ze prislusné organy musia klasifikovat’ postupy DC-SIP ako zavadzajlce
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v jednotlivych pripadoch, pricom sa zohl'adni vplyv tohto postupu na spotrebitel’ské transakéné
(nakupné) rozhodnutia (EU, 2019b). Sprava Spoloéného vyskumného centra (JRC), poskytuje
koncepcnu analyzu toho, ¢i a ako ovplyviiuje nakupné rozhodnutia a blahobyt spotrebitel'ov
skuto¢nost’, Ze ten isty vlastnik znac¢ky ponuka na trhoch réznych krajin zdanlivo identické
znatkové potravinové vyrobky s réoznym zlozenim. Z vysledkov Stadie vyberame zéakladné
ciele, ktoré analyzuju, ¢i a ako ovplyviuje problém DC-SIP spotrebitel'ov (Colen et al., 2020).

KVALITA POTRAVIN, ROZHODOVANIE O NAKUPE A STAROSTLIVOST
O SPOTREBITELA

Na ucely posudenia, ¢i méa DC-SIP vplyv na spotrebitel'ov, mozno otdzku obmedzit’ na
to, ¢i by sa rozhodnutia spotrebitel'ov o nakupe lisili, keby sa namiesto verzie pre vlastnu krajinu
ponukala alternativna verzia produktu, a ¢i by to pozitivne, negativne alebo vébec ovplyvnilo
blaho spotrebitel'ov. Vplyv DC-SIP na rozhodovanie a blaho spotrebitel'ov pri nakupe nie je
priamy. Spotrebitelom zalezi na kvalite potravin, ale ak sa zohl'adnia r6zne spotrebitel'ské
preferencie, vnimanie kvality potravin a ceny, teoreticky dopad DC-SIP nie je zrejmy ani
homogénny (Merten-Lenz, 2018). Prezentacia verzie produktu, ktora sa zvy¢ajne pontka na
trhu s inou krajinou, namiesto verzie produktu, ktora bola ponukana v ramci DC-SIP, m6ze mat’
vplyv na nakupné rozhodnutia a blahobyt pozitivne, negativne alebo Ziadne.

Vysledky tohto hodnotenia su nasledovné:

1. DC-SIP ovplyvni blahobyt spotrebitelov, iba ak zadkaznici vnimajl a hodnotia kvalitu verzie
produktu pre vlastn krajinu a alternativne verzie produktu odliSne. Ak nie su vyslovene
informovani o rozdieloch, spotrebitelia nemusia byt schopni spoznat rozdiely
v zloZeni a nemusia si ich nevyhnutne v§imnat’ na zaklade zoznamov zloziek. A aj ked’ si
vSimneme rozdiely, spotrebitelia sa 0 ne nevyhnutne nezaujimajd. Malé rozdiely medzi
verziami produktov mézu zostat’ nepovSimnuté a preto nebudi mat’ vplyv na ndkupné
rozhodnutia alebo blaho spotrebitel’a.

2. Ak zékaznici identifikuji a ocefiuji rozdiely medzi verziami produktu, vnimanie
a hodnotenie kvality verzie pre vlastna krajinu méze byt vySSie alebo niz3ie ako v pripade
verzie produktu pre inu krajinu. Ked’ sa spolocnostiam podari prisposobit’ verzie produktu
konkrétnym preferenciam v kaZdej krajine, potom bude verzia produktu pre vlastnu krajinu
ocenena v priemere vysSie ako (a bude to preferované) pre verzie produktu z inej krajiny.
Pokial’ ceny nevyvazia rozdiely v oceniovani spotrebitelov medzi verziami, zdkaznici by
pravdepodobne uprednostnili a kupili verziu produktu ponukani v ich vlastnej krajine.
V takom pripade DC-SIP zvysuje blaho spotrebitela.

3. Ak spolocnosti ponukaju rézne verzie produktov a zdkaznici vnimaju verziu ponukant
v ich vlastnej krajine ako verziu s niZzSou hodnotou, bude potencialny negativny vplyv
zavisiet’ od ceny, za ktoru sa ponuka. Ak je mozné alternativnu verziu produktu z inej krajiny
pontknut’ iba za cenu, ktord je vysSia ako dodatocné ocenenie verzie pre vlastnt krajinu,
potom DC-SIP stéle zvySuje blahobyt. Téato situacia je znazornena na obrazku 1, kde DC-
SIP pozitivne ovplyviiuje blahobyt spotrebitelov, aj ked’ verzia produktu pontkana v krajine
je povazovana za verziu niZSej kvality ako verzia produktu ponukana v inej krajine. Produkt
s vyssou hodnotou verzia 2 dosiahol vyssiu cenu ako spotrebitel'ské ocenenie produktu v
krajine A (WTPA2-PA2 = CSA2 <0). Spotrebitelia by vnimali kvalitu produktu verzie 2
vysSie ako produkt verzie 1 a boli by ochotni zan zaplatit’ vyssiu cenu, ale nie vysSiu, ako je
cena uctovana v krajine A. Vysledkom je, Ze prebytok spotrebitel'a pri produkte z inej
krajiny, verzia 2, by bol negativny a racionalny spotrebitel’ by si ho nekupil. V takom pripade
by spotrebitelia v krajine A stratili, keby bola verzia 1 ich vlastnej krajiny nahradena
produktom verzie 2, a dopyt po produkte by klesol. Ak by to platilo pre velka cast
spotrebitel'ov, pravdepodobne by to znamenalo, ze produkt by sa na trhu jednoducho
neponukal, ako je podrobne uvedené v dokumente od autorov Colamatteo et al. (2020).
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Obr. 1 Ochota spotrebitel’a platit’ a prebytok spotrebitel’a v krajine A: odliSna cena
(Colen et al., 2020)

4. Ak je vSak cena alternativnej verzie produktu niZSia, alebo rovnaka alebo nedostatocne
vySSia ako cena verzie pre vlastnl krajinu, nevyrovna to dodato¢né ocenenie verzie pre int
krajinu.

VNIMANIE KVALITY POTRAVIN A ZAMERY NAKUPU
Vertikalny rozmer vnimania kvality potravin
Naznaky produktu moézu byt vnutorné alebo vonkajSie. Vnutorné podnety sa tykaja
fyzikalnych vlastnosti produktu, ako st zloZzky, s ktorymi nemoZzno manipulovat’ bez toho, aby
sa nezmenili aj fyzikalne vlastnosti produktu. VVonkajSie podnety odkazuju na vSetko ostatné,
ako napriklad cena, obchodné znacka, balenie, image obchodu a reklama, ktoré nie su suc¢ast'ou
produktu (Olson a Jacoby, 1972).

Horizontalny rozmer vnimania kvality potravin

V skutocnosti je vela ndkupov potravin sucastou série opakovanych nakupov.
NajdolezitejSie hodnotenie sa potom uskutocni pred prvym nakupom (skusobnym nadkupom), v
ktorom su ocakévania zaloZené iba na informacnych voditkach. Na zaklade ocakévaného
vhimania kvality a suvisiaceho oakavania splnenia motivu, je urobené prvé nakupné
rozhodnutie.
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Obr. 2 Kvalitné vnimanie, skisenosti a ndkupné rozhodnutie v pripade DC-SIP
(Colen et al., 2020)

Ak je mozné vSetky informacie o produkte pred kipou dokonale a lahko zistit,
zodpovedaju tieto o¢akdvania realite a nie je dovod, aby sa budice nakupy odlisSovali. Napriek
tomu vo vacsine pripadov, najma pri potravinach, nie je mozné pozorovat’ mnoho prislusnych
atributov kvality. Napriklad oCakavania chuti buda zalozené na vnatornych a vonkajSich
podnetoch a daju sa konfrontovat so skusenym vkusom az po zakupeni. Skulsenosti
spotrebitel’'ov s vyrobkami nie st nezavislé od jeho predtym vytvorenych o¢akavani zalozenych
na vonkajSich ndznakoch, ale teraz st priamo zname aj prirodzené, fyzické vlastnosti produktu.
Ocakavania formované podla kvality potravinového vyrobku na zaklade podnetov mézu byt’
potvrdené alebo nepotvrdené a budii urCovat’ spokojnost’ spotrebitela a zamer spotrebitel'a
produkt kupit, alebo nekupit’ (Oliver, 1989).

Délezitost’ kvality potravin

Existuje vel'k4 podpora skutocnosti, Ze spotrebitelia dorazne prehlasuju, Ze im zalezi na
kvalite potravin, a v diskusiach zameranych na skupiny doslo aj k Sirokej zhode na délezitosti
kvality potravin pri rozhodovani o ndkupe (Di Marcantonio et al., 2020). Ked’ sa europskych
spotrebitel'ov spytaju na to, aké su ich rozhodnutia pri ndkupe potravin, kvalita vystupuje ako
najdolezitejSi atribut v3etkych europskych spotrebitel'ov pred cenou, geografickym pévodom a
znaCkou. Takmer 11,65 % eurdpskych spotrebitelov uvadza, ze kvalita potravin je velmi
dolezita, a pre 31 % spotrebitelov to je dolezité. Iba v 6 z 27 krajin mala cena prednost’ pred
kvalitou, aj ked’ s malym rozdielom. Délezity je aj geograficky pdvod a znacka (Grunert
a Wills, 2007).
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VNUTORNE ATRIBUTY KVALITY PRODUKTU

Vicsina kvalitativnych ukazovatel'ov, 0 ktoré sa spotrebitelia staraju (napr. chut’, vona,
zdravie), sa priamo dotyka zékladnych fyzikalnych vlastnosti potravinarskych vyrobkov.
Végsina spotrebitel’'ov uviedla, Ze vyrobok povazuju za kvalitny, ked’ obsahuje vhodné zlozky,
chuti a ma dobry vzhl'ad. Napriklad vo Svédsku sa ohl'aduplnost k Zivotnému prostrediu
povazuje za sucast’ kvality potravin (Di Marcantonio et al., 2020). Tieto skuto¢né atributy vSak
s najvacsou pravdepodobnost’ou nie je mozné priamo pozorovat pred zakiipenim, pretoze vela
znackovych balenych vyrobkov pouZiva netransparentné obaly a vyrobky nie je moZné
ochutnat’ uz v ¢ase nakupu. ZlozZenie potravinarskeho vyrobku je uvedené na zadnej strane
obalu v zozname zloZiek a tieZ vo vyZivovych hodnotach (Fetscherin a Henrich, 2015). Nie je
vSak jasné, €i si priemerny spotrebitel’ dava cas na kontrolu tychto informaécii, a dokdze z tychto
zoznamov odvodit’ prisluné kvalitativne aspekty. Stadie o pouzivani informacii o vyZzivovej
hodnote naznacuji, ze nie vSetci spotrebitelia maji tendenciu tieto informacie skutocne
pouzivat. V Stadii uskuto¢nenej v 38 eurdpskych krajinach 18 % spotrebitel'ov uviedlo, Ze
»vzdy“ kontroluju vyzivove informéacie (AcNielsen, 2005). Skuto¢né pozorovanie nakupného
spravania v8ak naznacuje, ze spotrebitelia maju tendenciu vytvarat’ vel'ké nadhodnotenia a ze
skuto¢ny pocet spotrebitel’'ov, ktori kontroluji informacie, moéze byt len polovica z nich (Van
Ittersum et al., 2003). Prieskumy zamerané na cielovu skupinu spotrebitel'ov nakupujlcich
potraviny potvrdzuju, Ze informacie a etikety na vonkajSej strane balenia sa bezne nekontroluja,
aj ked v poslednej dobe je mozné im venovat vacsiu pozornost z dovodu zvySenych
zdravotnych alebo environmentalnych obav. Spotrebitelia méZu hl'adat’ konkrétne zlozky, ktoré
povazuju za nezdravé, Skodlivé pre zivotné prostredie alebo na pritomnost’ alergénov (Di
Marcantonio et al., 2020).

VONKAJSIE ATRIBUTY KVALITY PRODUKTU
Vnimanie znacky a kvality potravin

Znacka sa chape ako ,,ndzov, vyraz, znak, symbol alebo dizajn alebo ich kombinécia,
ktora je uréena na identifikaciu tovarov a sluZieb jedného predajcu alebo skupiny predajcov
a na ich odliSenie od tovaru a sluzieb konkurencie (Kotler, 1997). Na otazku o dolezZitosti
zna¢ky pri nakupe potravin odpovedalo v priemere 47 % respondentov EU, Ze ju povazuju za
,,vel'mi dolezitu* alebo ,,d6lezitd*. Znacky su najdblezitejSie v Taliansku (68 %). VSetky nove
¢lenské $taty uviedli percentualne podiely, ktoré st vyrazne nad priemerom EU, v rozmedzi od
55 % do 66 % (okrem Estonska so 42 %). Existuju dve hlavné vysvetlenia ulohy znaciek
v procese vnimania kvality. Prvy sa tyka informacnej ekondmie a uvadza sa v fiom, ze znacky
poOsobia ako signal, ktory znizuje informa¢né asymetrie a neistotu. Znacky komunikuja
zakaznikom kvalitné umiestnenie produktu, zjednodusuju proces vyhladavania a znizuju
naklady spotrebitelov na vyhladavanie (Erdem a Swait, 1998). Druha sa tyka modelu
asociativnej siete (Aaker, 1991; Keller, 1993), ktord vysvetluje preferenciu znackovych
vyrobkov podrla ich asociacii, aké vnimanie imidzu predstavuje pre spotrebitel'ov (t. j. prestiz,
stav bohatstva, jedine¢nost’, modernost’ alebo ,,globalnost™). Diskusie v cielovych skupinach
potvrdili najma prvé vysvetlenie, v ktorom sa uvadza, ze znaCky sa povazuju za synonymum
zarucenej kvality, spolahlivosti a dovery (Colen et al., 2020).

Niekol’ko empirickych stadii ukazuje, ze znacky vyrazne ovplyviiuji hodnotenie
vyrobkov a rozhodovanie o nakupe. Experimentalne Studie o vnimani kvality piv (Jacoby et al.,
1971) ukazuji, ze nazvy znaCiek moézu prehanat usudok iba na zéklade rozdielov
v zloZeni (t.j. zvysit vnimanie kvality ,,objektivne” vysSej a zniZovat' ju v pripade menej
kvalitného produktu). Cim menej je ¢lovek oboznameny s kategdriou potravin, alebo &im je
vnimana heterogenita kvality v triede vyrobkov vysSia, tym je pravdepodobnejSie, Ze sa na
odvodenie chutovych vlastnosti pouzije znacka (Zhu et al., 2019). Psychologické zdruZenia
znaciek tiez zohravaju vel'ka ulohu pri rozhodovani spotrebitelov v spolo¢nostiach, kde je

15



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

dolezitejSia skupinova identita (pretoZze znacky posiliuju skupinova identitu), alebo
v spolo¢nostiach s vac¢sou socialnou nerovnostou (pretoze znacky signalizuji bohatstvo alebo
prestiz). Niektoré Stadie skutocne zistili, Ze v kolektivistickych spolo¢nostiach sa znacky, ktoré
posiliiuju ¢lenstvo v skupine, povazuju za atraktivnejSie a vernejSie dominantnej skupine. Tiez
sa uvadza, Ze kultury, ktoré maji tendenciu zdbraznovat' rozdiely medzi socialnymi a
ekonomickymi triedami, prikladaju znackam vyrobkov vacsi vyznam (Erdem et al., 2006; Roth,
1995). Nakoniec, ocenenie znadiek spotrebitelmi sa nemusi nevyhnutne prejavit’ v nakupnych
zameroch (Keller et al., 2008).

Geograficky povod, ,,globalnost™ a ciel’'ové krajiny

Informacie o geografickom povode tieZ maju délezitd ulohu pri rozhodovani o kipe
vacsiny (v priemere 71 %) eurdpskych spotrebitelov (Europska komisia, 2012). Vo vécsine
krajin sa toto percento pohybuje medzi 62 a 81 %, hoci v pripade Grécka je to 90 a 88 %, zatial
¢o v Belgicku, Spojenom kralovstve a Holandsku je to podstatne menej dblezité. Takyto
geograficky povod sa vztahuje na krajinu (alebo region), v ktorej bol vyrobok vyrobeny, a
zdruZenia, ktoré spotrebitelia v tejto krajine maja (Wilcox, 2015). Takéto informacie mézu
ovplyviiovat’ rozhodovanie o nakupe prostrednictvom dvoch mechanizmov: 1) spotrebitelia
moOzu priamo uprednostiiovat vyrobky vyrobené v urcitej krajine a 2) informacie o
geografickom povode mdzu posobit’ ako ,,svitoziara®, ktord vytvara zaujatost’, pozitivnu alebo
negativnu, vo viere spotrebitel'ov o inych aspektoch vyrobku. Napriklad také informacie mozu
sluzit’ ako signal kvality, ked’ je krajina spojena s vys$Sim Standardom vyroby, lepSim know-
how, dlhoro¢nou tradiciou v niektorych potravinach alebo spotrebiteI'mi, ktori viac dbaji na
kvalitu (Van Der Lans et al., 2001; Zhu et al., 2019). Svoju Glohu zohrava aj afinita jednotlivcov
ku krajine (Oberecker a Diamantopoulos, 2011). Schooler (1965) ako prvy opisal zaujatost’
krajiny pévodu a od tej doby bolo na tdto tému publikovanych velmi velké mnozstvo
empirickych Stadii (Papadopoulos a Heslop, 2002; Verlegh a Steenkamp, 1999), ktoré
potvrdzuju jej dolezitost'.

Pri absencii silnych znaciek sa zistilo, Ze krajina povodu hra doélezitd tlohu pri
hodnoteni kvality spotrebitel'ov (Ettenson, 1993; Ozretic-Dosen et al., 2007). Webb a Po (2000)
tvrdia, Ze s rasttcou globalizéciou a rastlcou zlozitost'ou vyrobkov sa spotrebitelia ¢oraz viac
spoliehaji na krajinu poévodu a informacie o znacke ako na prostriedok na zjednodusenie
spracovania informécii. Druh geografického pdvodu sa tiez vSeobecnejSie tyka rozlisenia medzi
miestnymi a nelokalnymi vyrobkami, domacimi a zahrani¢cnymi vyrobkami a pojmu
,»globalnost* (Thakor a Lavack, 2003). Vo vyspelych ekonomikach maji spotrebitelia Casto
tendenciu uprednostiiovat’ domace vyrobky (oznacované ako ,,spotrebitel'sky etnocentrizmus*)
bud’ z hrdosti na domace vyrobky, z viery, ze ndkup zahrani¢nych vyrobkov by poskodil
doméacu ekonomiku (Balabanis et al., 2001), alebo z dévodu vnimanej vysSej kvality miestnych
vyrobkov (Arsil et al., 2018; Naspetti a Bodini, 2008). Ciel'ové skupiny v ¢lenskych Statoch s
vy8simi prijmami (Svédsko a Nemecko) potvrdzujd tuto déveru v miestne vyrobky (Di
Marcantonio et al., 2020). Naopak, v menej rozvinutych alebo transformujucich sa krajinach sa
Casto zisti, Ze spotrebitelia uprednostiiuji nelokalne alebo zahranicné vyrobky a silne
uprednostiiuju globalne znacky. Spotrebitelia si ¢asto spajaju globalne produkty s modernost'ou
a pokrokom, kvalitou a spolahlivostou, aspirdciami, spoloCenskou zodpovednostou alebo
statusom a prestiZzou (Batra et al., 2000; Dimofte et al., 2008; Han, 1989; Ozsomer a Altaras,
2008; Steenkamp et al., 2003). Di Marcantonio et al., (2020) o¢akavaju, ze nadnarodné znacky
budii automaticky spiiat’ §tandardy kvality a o¢akavaji, Zze nadnarodné spolognosti budu
transparentné a etické. ,,Globalne* znacky moézu odvodit podstatna cCast’” svojho imania
z krajiny povodu (Pappu et al., 2006; Roth et al., 2008), a navyse ich mozno ocenit’ na zaklade
predpokladanej jednotnosti a Standardizacie fyzikalnych vlastnosti a zloZenia produktu bez
osobitného prispdsobenia miestnym trhom (Ozsomer, 2012).
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Vnimanie spotrebitel’ov na podvody a nespravodlivost’

Nespokojnost’ vyplyvajlica z vystavenia spotrebitelov problémom DC-SIP moze
pochadzat z dvoch potencidlnych zdrojov: 1) vnimanie klamstva a 2) vnimanie
nespravodlivosti. V prvom rade méZe povedomie o r6znych verziach vyrobkov dodavanych na
rézne trhy jednotlivych krajin vyvratit’ o¢akavania spotrebitel'ov tykajuce sa (globalneho alebo
zahrani¢ného) znackového produktu. Ich dovera v hodnotu a atribaty prisudzované
znackovému (globdlnemu alebo zahrani¢énému) produktu vratane hodnot transparentnosti a
etického spravania (Di Marcantonio et al., 2020), m6Ze narusit’ ich vieru v to, Ze znackové
vyrobky su v jednotlivych krajinach identické, ako to naznacuju podobné alebo identické
balenia a znacka, ich pocit prislusnosti k va¢sej komunite alebo viera v to, Ze znackovy produkt
zarucuje minimalnu alebo vysSiu kvalitu. Toto nepotvrdenie ocakavani modze viest
spotrebitel'ov k pocitu podvodu alebo zavadzania. Po druhé, skutocnost’, Ze verzie vyrobkov
nie su rovnaké na trhoch jednotlivych krajin, méze sama osebe vyvolat’ pocit nespravodlivosti.
Aj ked’ spotrebitelia uzndvaja rozdiely v miestnych preferencidch medzi eurépskymi krajinami
a vitaju, Ze sa tieto rozdiely v preferenciach bert do avahy, trvaju na tom, Ze v8ade by mali byt
zarucené normy bezpecnosti potravin, minimalne normy kvality a hlavné vlastnosti produktu.
Ak vznikne dojem, Ze tieto zakladné poziadavky nie s reSpektované rovnako na vSetkych
trhoch krajin, méze to viest’ k pocitu nespravodlivého zaobchédzania (Di Marcantonio et al.,
2020). Na vysvetlenie konceptu spravodlivosti boli vyvinuté rozne tedrie. Poznatky o vnimani
nespravodlivosti zo strany spotrebitela mozno odvodit’ z literatiry o cenovej nerovnosti a
cenovej spravodlivosti (Campbell, 1999; Oliver a Swan, 1989b; Xia et al., 2004). Teoria
spravodlivosti naznacuje, ze vnimanie nespravodlivosti sa vyvolava, ked’ ¢lovek porovnava
vysledok s vysledkom iného. Vnimanie cenovej nespravodlivosti nastava, ked’ sa spotrebitelia
dozvedia, Ze zaplatili viac, ako porovnatel'na referen¢na strana za produkt alebo sluzbu. Touto
,referen¢nou stranou* moéze byt ,,ina osoba, skupina l'udi, organizacia alebo jednotlivec vo
vztahu k svojim skusenostiam z predchadzajuceho Casového obdobia“ (Xia et al., 2004).
Vnimanie cenovej nespravodlivosti naznacuje, Ze zékaznici hodnotia cenu predajcu ako
neprimeranu, neprijatel'nu alebo neopravnenu. Zainteresované strany mozu tiez reagovat’, ak
hodnotia pevné strategické spravanie ako nelegitimne, klamlivé a neetické a nespravodlivé
(Smith et al., 2010).

ZAVER
Rozdiely v zloZeni zdanlivo identickych znackovych potravinarskych vyrobkov (DC-
SIP) vyvolali obavy z ponukania vyrobkov roznej kvality na roznych ¢astiach jednotného trhu
EU. Tieto informécie vychadzaju z existujiicej koncepénej a empirickej literatary s cielom
analyzovat’ mozny vplyv DC-SIP na ndkupné rozhodnutia a blaho spotrebitelov. Proces
hodnotenia produktu, t.j. formovanie o¢akavani kvality prostrednictvom hodnotenia réznych
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vnutornych a vonkajSich faktorov spotrebitel'mi, je preto zasadny. UmoZnenie rdéznych
preferencii a funkcii vnimania kvality v jednotlivych krajinach a spotrebitel'och vedie k r6znym
moznym vysledkom. S cielom analyzovat’ vplyv DC-SIP, literatira ukazuje, ze spotrebitel'om
zaleZi na kvalite potravinarskych vyrobkov. Je pravdepodobné, Ze spotrebitelia nezistia
rozdiely v zloZeni. Po prvé, je to preto, Ze okrem tych, ktori ¢asto nakupuju v zahranici, nie je
moZné priame porovnanie réznych verzii produktov. Ale aj u tych, ktori porovnavaju produkty,
mozu byt rozdiely malé alebo si ich mozno I'ahko nevSimne. Spotrebitelia sa pri formovani
ocakavani kvality spoliehaju predovsetkym na vonkajsie vlastnosti (znacka, geograficky povod,
balenie), ¢o vedie k podstatnym rozdielom v zloZeni, ktoré zostavaji nepovSimnuté.
Spotrebitelia m6zu napriklad pri rozhodovani o nakupe vychadzat’ z predpokladu, ze znac¢kové
vyrobky, a najmi zahrani¢né alebo globalne znacky, zaru¢uju minimalnu alebo homogénnu
kvalitu na vsetkych trhoch. Stupen, v akom tieto vonkajsie faktory zohravaju ulohu, sa bude
lisit" v zavislosti od sily znacky, krajiny, s ktorou je znacka spojend, stavu alebo ocakdvani
kvality, ktoré spotrebitelia v tejto spolo¢nosti pripisuju znackam (globalnym/zahrani¢nym),
kategorii vyrobkov, usudku atd. Rozdiely medzi verziami DC-SIP si spotrebitelia
pravdepodobne vSimnu iba v situdciach, ked su skuto¢né rozdiely znacné, st dolezitym
voditkom pre kvalitu signélu alebo ak su relativne I'ahko zistitelné. R6zne scenare st mozné,
ked’ si spotrebitelia uvedomia alebo zaziju rozdiely, a to bud’ tym, Ze st informovani o
rozdieloch medzi verziami porovnanim informécii zo zadnej Casti balenia, alebo skuisenost'ou s
produktom (Co sa Stava iba zriedka). Spociatku v tychto situdciach nemusi byt ovplyvneny
nakup a blahobyt spotrebitel'a, napriklad preto, ze dand dimenzia kvality mdze mat’ pri ich
kone¢nom rozhodovani bud’ maly alebo Ziadny vyznam. Spotrebitelia mo6zu tiez uprednostnit’
SVoju miestnu verziu pred verziami pontkanymi v inych ¢lenskych Statoch. Ak sa verzie
produktu Uspesne prispésobia miestnemu vkusu, potom by zékaznici v priemere uprednostnili
verziu produktu dodanu na ich trh, pokial’ nebol produkt z inej krajiny pontkany za niz§iu cenu,
ktord kompenzuje nizsiu vnimana kvalitu. Medialne pokrytie tejto témy odhalilo, Ze existuju
rozne verzie produktov a vyvolalo reakcie spotrebitel'ov, ktoré sa nedaju 'ahko zachytit'. Po
prvé, ide o vplyv vnimania klamu spotrebite'mi, ktory vyplyva z nepotvrdenia ocakévani.
Najma v tych krajinach a medzi spotrebitel'mi, ktori globalnym znackam pripisuju vysoku
hodnotu a status a o¢akavaju od nich doveru (globalne/zahrani¢né) znackové vyrobky, ktoré su
v roznych krajinach rovnaké, modze dojst k velkému podvodu. Praca popisuje, ako su
ocakavania tykajice sa znaciek, geografického povodu a globalizacie zvyc¢ajne silné v novych
&lenskych $tatoch EU a rozvijajtcich sa krajinach a v spolo¢nostiach s vy$$ou nerovnostou.

Okrem nepotvrdenia ocakdvani mozno samotnu existenciu réznych verzii produktu na
jednotnom trhu povazovat’ za nespravodlivl. Pretoze vnimanie nespravodlivosti je zvycCajne
asymetrické, je pravdepodobné, Ze tieto pocity nespravodlivého zaobchadzania budd vnimané
iba tymi, ktori dostali vnimanU niZSiu verziu produktu. Mdze to vyvolat nespokojnost’
spotrebitel'ov a ovplyvnit’ doveru znacky. Spotrebitelia sa zapoja do stratégii zvladania. Ak su
pocity silng, zakaznici m6zu reagovat’ negativne rdznymi spdsobmi (napr. prechodom na iné
znac¢ky, znizenim dovery a imidZu znacky spolocnosti, narusenim ddvery spotrebitelov v
uniformitu alebo status, ktory maju s globalnymi zna¢kami), vratane st'azovania sa na verejnosti
a zastavenia nakupu konkrétnej znacky.
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ANALYTICKE PRISTUPY K HODNOTENIU CHRANENEHO
OZNACENIA POVODU POTRAVIN
ANALYTICAL APPROACHES FOR THE EVALUATION OF FOOD
PROTECTED DESIGNATION OF ORIGIN

Jozef Capla, Peter Zajdc, Jozef Golian, Alica Bobkovd, Lubomir Belej, AlZbeta Demianova

Abstract: Agriculture in particular and food sectors in general have become global industries,
transcending national boundaries and supplying a worldwide marketplace. This globalization
of food markets, facilitated by the fast transport of goods around the world, caused a growing
public distrust as a consequence of the increasing number of incidents related to food safety
and mislabeling worldwide. Consumers around the world increasingly demand safe and high-
quality products, understanding quality as the sum of features, characteristics, and properties of
a product, which bear on its ability to satisfy stated or implied needs (Will and Guenther, 2007).
Quiality is a flexible term in which intrinsic attributes such as taste, texture, and shelf life and
extrinsic ones such as the use of pesticides, type of packaging material, processing technology,
or the use of genetically modified organisms are important features. In summary, consumers
demand agricultural products or foodstuffs with identifiable origins and specific characteristics.
In particular, those linked to the geographical origin of food and their production conditions are
of important concern.

Keywords: Geographical indications, Organic compounds, Protected designation of origin

uvoD

Svetova organizacia dusevného vlastnictva (WIPO) definuje zemepisné oznacenie (GI)
ako ,,0zna¢enie pouzivané na vyrobkoch, ktoré mé Specificky zemepisny pévod a mé povest’
alebo vlastnosti, ktoré¢ mu mozno v zasade pripisat* (WIPO, 2015). Oznacenia povodu (AO)
sU osobitnym druhom zemepisného oznacenia. Tento vyraz bol pouzity v Parizskom dohovore
z roku 1883 a bol definovany v Lisabonskej dohode z roku 1958. Prvé nariadenie
o zemepisnych oznadeniach bolo prijaté v EU v roku 1992 s ciefom harmonizovat’ rozne
ochranné nastroje existujuce v niektorych ¢lenskych Statoch a vytvorit’ systém registracie
a ochrany oznacenia zluéitelny s jednotnym spoloénym trhom. Odvtedy pravne predpisy EU
stanovuju prisne poziadavky zaruujice normy vietkych eurdpskych vyrobkov. EU vytvorila
tri sposoby tykajuce sa chraneného oznacenia pdvodu (CHOP), chraneného zemepisného
oznalenia (CHZO) a zaru¢enej tradiénej $peciality (ZTS) (pozri obr. 1). Tieto systémy
podnecuji r6znorodit pol'nohospodarsku vyrobu, chrania ndzvy vyrobkov pred zneuzitim a
napodobniovanim a pomahaju spotrebitelom tym, ze im poskytuju informacie o osobitnom
charaktere oznacenych vyrobkov.

Obréazok 1. Chréanené spdsoby ozna&enia potravin v ramci EU
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CHOP zahtiia pol'nohospodarske vyrobky a potraviny, ktoré sa vyrabaju, spractvaju
a pripravuju v danej zemepisnej oblasti (konkrétne miesto, region alebo, vo vynimoc¢nych
pripadoch, krajina) pomocou uznavaného know-how, ktorého kvalita alebo vlastnosti su
V podstate alebo vylu¢ne dosledkom na konkrétne geografické prostredie s jeho prirodzenymi
prirodnymi a I'udskymi faktormi a vyrobné kroky, ktoré sa vSetky uskutociiujii vo vymedzene;j
zemepisnej oblasti.

CHZO chrani pol'nohospodarske vyrobky a potraviny Uzko spojené s geografickou
oblastou (konkrétnym miestom, regionom alebo krajinou), ktorej dana kvalita, povest’ alebo
iné vlastnosti sa daji v zasade pripisat’ jej geografickému povodu a najmenej jednej z etap
vyroby, spracovanie alebo priprava sa uskuto¢tiuje vo vymedzenej zemepisnej oblasti.

ZTS oznaduje tradi¢ny charakter potravin, ¢i uz v zloZeni alebo vyrobnych postupoch.
Opisuje konkrétny vyrobok alebo potravinu, ktoré su vysledkom spdsobu vyroby, spracovania
alebo zloZenia zodpovedajuceho tradi¢nej praxi pre tento vyrobok alebo potravinu, alebo su
vyrobené zo surovin alebo prisad, ktoré sa bezne nepouZzivaja.

V EU sa vedie zoznam registrovanych nazvov podra krajiny povodu s 33 % Taliansko,
pokial’ ide o syry, mdso a olivovy olej; Nemecko s 25 % (pivo, pe€ivo a miso); Francuzsko
s0 17 % (mlieéne vyrobky a Cerstvé a spracované miso), nasleduje Spanielsko (ovocie a
zelenina, méso a syry) a Grécko (mliekarensky sektor a olivovy olej). Zaclenenie CHOP nie je
len europskou historiou. Mexiko bolo prvou mimoeurdpskou krajinou, ktora zaviedla systém
ochrany zemepisného oznaCenia v roku 1974. Brazilia a Peru prijali pravne predpisy o
zemepisnych oznaceniach v roku 1996, potom nasledovali Juzna Korea a India v roku 1999,
Kolumbia v roku 2000 a Cile v roku 2005. Potraviny so zemepisnym oznadenim chranené
kolektivnymi alebo certifikatnymi znamkami v krajine povodu predstavuju banany z
Kostariky, pomaranée Jaffa z Izraela, zemiaky Idaho (USA), ¢aj Puer (Cina), broskyne Pinggu
(Cina), tequila, kdva, ovocie mango, vanilka, ryza a ¢ili z Mexika, fazul'a Lima, biela kukurica,
crooknecka tekvica a Cerstva a suSena Maca z Peru, kava z Kolumbie a vino z AlZirska (Bowen
a Valenzuela-Zapata, 2009).

ANALYTICKE METODY NA AUTENTIFIKACIU CHRANENEHO
OZNACENIA POTRAVIN

PouZitie analytickych technik na uréenie GI potravinarskych vyrobkov je najlepSim
spdsobom, ako zabranit’ falSovaniu a nespravnemu oznacovaniu po zacleneni potravin na trh.
Stratégie pouzivané na zistovanie falSovanych alebo nespravne oznaCenych vyrobkov sa
spoliehali na inStrumentélne techniky najma kvoli zloZitosti podvodnych postupov. Rézne
inStrumentéalne techniky zaloZzené na stanoveni organickych zlaCenin, ako napriklad
kvapalinova chromatografia (LC), plynova chromatografia (GC), UV - Visible (UV - Vis) a
infracervena spektroskopia (IR) boli navrhnuté pre pravost’ potravin na ucely kontroly
pritomnosti hlavnych zloziek vzorky alebo niektorych organickych zlucenin, ktoré mézu byt
charakteristické pre CHOP. Normalny rozsah organickych zli¢enin v potravinach sa vSak liSi
podl'a hnojenia, klimatickych podmienok v roku kultivacie, histérie poli a odrody alebo druhu,
ako aj zemepisnej polohy a pddnych charakteristik, pretoze je niekedy tazké definitivne urcit’
pravost potraviny. Stratégie pre autentifikaciu oznac¢enych potravin by sa teda dali klasifikovat’
do dvoch hlavnych kategorii na zaklade (1) zloZenia stopovych prvkov a stabilneho pomeru
izotopov a (2) organickych zlucenin a analyzy zaloZenej na indexoch (tabulka 1) (Cserhati et
al., 2005).
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Tabul’ka 1. Analytické techniky pouZivané na autentifikaciu potravinového pévodu

Mineralny profil Pomer izotopov Organické zlu¢eniny
ICP-OES IRMS GC-IRMS Separéacia Globalny index Spektroskopia
EA-IRMS | /2 Polyfenoly celkom  NIR
LC Polyfenoly celkom
TI-MS Yoy Raman
Elektroforéza Antokyany celkom Fluorescencia
ICP-MS NMR
AAS FAAS
ETAAS
XRF WDXRF
EDXRF
SRXRF
TXRF
IR MIR
NIR
NAA

Dalgie vyvinuté analytické postupy na uréovanie pravosti potravin sa opieraju
0 genetické techniky a techniky zaloZzené na DNA (Cserhdti et al., 2005).

ZloZenie stopovych prvkov a pomer stabilného izotopu pre rozliSenie potravin s
chranenym oznacenim

Je dobre zname, Ze obsah vybranych mineralnych latok a stopovych prvkov jasne odraza
podny typ pestovatel'skej oblasti a podmienky Zivotného prostredia pre produkciu potravin a
preto bolo navrhnuté hodnotenie obsahu stopovych prvkov na zabezpecenie zemepisného
pdvodu vzoriek potravin (Drivelos et al., 2014).

Metddy na ziskanie elementarneho odtlacku potraviny su hlavne tie s viacdielnou
detekénou schopnost'ou, ako napriklad metddy zalozené na ICP: Induktivne viazana plazmova
opticka emisna spektroskopia (ICP-OES) a indukéne viazana plazmova hmotnostna
spektrometria (ICP-MS) (lIglesias et al., 2007). ICP-MS zvycajne poskytuje limity detekcie
(LOD) pre 70 prvkov v rozsahu ¢asti na miliardu a Casti na bilién. Na druhej strane, ICP-OES
je rychla viacprvkova technika s rozSirenym dynamickym linearnym rozsahom a stredne
nizkymi hodnotami LOD v rozmedzi niekol’kych casti na miliéon. Na jednu sériu vzorky je
mozné skrinovat’ az 60 prvkov za menej ako jednu minttu a zloZenie stopovych prvkov je
mozné ur¢it’ v roznych vodnych alebo organickych matriciach. AvSak hlavnymi nevyhodami
ICP-MS a ICP-OES su drahé pristrojové a prevadzkové naklady, poZiadavka na vyskolenych
operatorov a vo vicsine pripadov potreba krokov predupravy vzorky, ktoré Casto zahfiiaju
Uplnd mineralizaciu vzoriek.

Ako alternativne analytické techniky na urCovanie geografického povodu potravin
mozno pouzit’ klasicki atbomovl absorpcnt spektrometriu (AAS) zaloZenu na oboch metddach:
plamenova technika atomizacie (FAAS) alebo elektrotermické rozpraSovanie (ETAAS). AAS
poskytuje citlivy a vysoko selektivny spektrometricky nastroj vhodny na stanovenie mnohych
prvkov na stopovej a ultrastopovej drovni. Hlavnymi vyhodami FAAS sU nizke prevadzkové
néklady a dobry analyticky vykon. Na druhej strane je mozna priama analyza tuhych vzoriek
so znizenym predbeznym spracovanim pomocou techniky ETAAS, nazyvanej tieZz atbmova
absorp¢na spektrometria grafitovej pece (GFAAS), pontkajuca zvysenu citlivost' s LOD ppb a
vhodnt selektivitu za rozumnu cenu s moznost’ stanovenia nizkych hladin nekovov (napr. Cl,
F, P alebo S). Emisna spektrometria sa tiez pouziva ako analyticka technika na zarucenie
geografickeho pévodu potravin (Frias et al., 2003). Hlavna nevyhoda plamenovej atdbmovej
emisnej spektrometrie (FAES) je uc¢inok malych zmien teploty na uroven excitacie a nasledne
na produkciu volnych atdbmov a pritomnost’ spektralnych interferencii v dosledku prekryvania
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spektralnych ¢iar. AvSak obmedzena schopnost’ AAS technik na stcasné alebo rychle postupné
stanovenie mnohych prvkov v jednej vzorke silne obmedzuje moZnosti pouZitia klasickych
FAAS a ETAAS na autentifikaciu potravinoveho pévodu.

Medzi d’alSie menej bezné pristupy patri rddiochemicka analyza aktivacie neutrénov
(RNAA) a instrumentalna analyza aktivacie neutrénov (INAA) (Pellerano et al., 2008), ¢o st
velmi vhodné techniky, ktoré nevyzadujii predbezné oSetrenie vzorky alebo redukované
oSetrenie vzorky. Avsak pouZitie zariadeni na atbmovu energiu a dlha doba potrebna na niektore
stanovenia prvkov obmedzuju ich pouzitel'nost.

V menSej miere je rontgenova fluorescencia (XRF) dalSou vhodnou technikou
klasifikéacie potravin s CHOP na zéklade mineralneho profilu vzoriek (Haswell a Walmsley,
1998). V stcasnosti existuje vela typov XRF spektrometrov: vinova dizka disperzna
(WDXRF), energeticka disperzia (EDXRF), synchrotrénové Ziarenie (SRXRF) a XRF s
Uplnym odrazom (TXRF), ktoré ponukaju Siroku Skalu citlivosti a analytickych podmienok.

XRF pontka moznost vykondvania viacdielnej priamej analyzy (kvalitativnych,
semikvantitativnych a/alebo kvantitativnych) tuhych vzoriek v Sirokom dynamickom rozsahu.
Okrem toho je TXRF mikrometdda, ktora vyZaduje iba par ml roztoku a ponika vysoko
intenzivne synchrotronové zdroje (Styri alebo pét’ radov vacsie ako WDXRF alebo EDXRF).
Hlavnou nevyhodou pristrojovej techniky XRF bola jej obmedzena citlivost’ na niektoré prvky
(napr. Cd a Pb) v dosledku vysokej intenzity pozadia, ktora je mozné pripisat’ vysokému stupiiu
rozptylu rontgenového zdroja a nakladov na sofistikované rontgenové luce. Pozadie mozno
vyrazne znizit pouzitim TXRF alebo SRXRF spektrometrov, ale jednym z problémov aplikécie
TXREF je priprava reflektorov Cistej vzorky. Aj pri pouziti ultra ¢istych reagencii sa vSak mozu
objavit ne€istoty. TakZe v skuto¢nosti je autentifikacia potravin zaloZend na mineralnom profile
vzoriek z ich rontgenovych spektier dost’ obmedzena.

V niektorych pripadoch je mozné mineralne zlozenie potravin rozliSovat’ na zaklade
vnutornych a vonkajsich informdcii poskytovanych infracervenym spektrom v oboch smeroch:
NIR (Near Infrared Range) a Mid Infrared Range (MIR); existuju aj Studie, ktoré pouZzivaju
vySSie uvedene techniky autentifikacie potravin.

Stanovenie pomeru stabilneho izotopu (SIR) sa ukazalo ako dobry deskriptor pre
charakterizéciu vzoriek potravin s CHOP. Hmotnostna spektrometria s pomerom izotopov
(IRMS) je technika zvyc¢ajne pouzivana na meranie relativneho mnozstva prirodnych izotopov
v danej vzorke. Na zavedenie vzoriek do IRMS sa pouZziva niekol'ko réznych rozhrani,
najbeznejSie su analyzatory elementov (EA-IRMS) a plynové chromatografy (GC-IRMS). EA-
IRMS zahfiia prediipravu vzorky a je vhodny na analyzu neprchavych latok, aj ked’ poskytuje
iba priemernu hodnotu pomeru izotopov pre celd vzorku. GC-IRMS vsak mdze poskytnat
izotopovl analyzu komplexnej zmesi vratane d’alSich informacii a vysokej rozliSovacej
schopnosti.

IRMS sa casto pouziva pre 13C/12C, 15N/14N a 180/160, pricom sa meria ich
atbmova hmotnost’ podl’a hodnot magnetickej odchylky. Pre meranie stabiln¢ho izotopu Sr
alebo Pb je vSak vhodnejsie pouzit’ techniky termalnej ionizacie MS (TIMS), ktoré su zaloZené
na tepelnej ionizacii vzorky tuhej latky vlozenej do zdroja hmotnostného spektrometra. Tato
technika je lacnejSia ako IRMS a je vhodné na charakterizaciu druhov s nizkym ionizaénym
potencialom.

Na meranie stabilnych izotopov sa beZne pouZiva nuklearna magneticka rezonancia
(NMR) v kombinacii s IRMS. NMR umoziiuje meranie 1H a 13C a d’alSich jadier. NMR sa
preukazala ako uzito¢ny nastroj pri analyze roznych tried potravin a napojov pri klasifikacii a
rozliSovani (geograficky a botanicky povod, ako aj pri overovani pravosti znac¢ky) (Monakhova
etal., 2013).
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GENETICKE TECHNIKY ROZLISOVANIA POTRAVIN S CHRANENYM
OZNACENIM POVODU

Autentifikacia potravin na zaklade DNA je v st¢asnosti rozsiahlou disciplinou, ktora
pretina popula¢nt genetiku, forenznu genetiku, fylogenetiku, fylogeografiu a vSeobecné
molekulérne technologie. DNA ma niekol'ko charakteristik, ktoré z nej robia uzito¢ny ciel’ pre
analyzu potravinarskych vyrobkov: vysokd chemicka a tepelnd stabilita a pritomnost’ vo
vacsine buniek a skutoc¢nost’, Ze od konkrétneho jedinca mozno ziskat’ prakticky identické
informécie (Lockley a Bardsley, 2000).

Metody zalozené na DNA spocivaja hlavne v troch réznych krokoch: (1) izolécia alebo
extrakcia DNA, (2) polymerdzova retazova reakcia (PCR), amplifikdcia fragmentov DNA
obsahujucich prislusné genetické markery a (3) detekcia profilov DNA. V sucasnosti su
najbeznejSie pouzivané metddy zamerané na DNA pomocou primérov PCR, po ktorej nasleduje
elektroforetickd separécia a porovnanie vyslednych profilov alebo sekvencii s adekvatnymi
kontrolami alebo odkazmi.

Genetické Stadie tykajuce sa analyzy potravin s CHOP sU zaloZzené hlavne na
identifikacii druhov s cielom posudit’ pravost’ potravin. Spravidla sa vykonava na zistenie
podvodnej ndhrady daného druhu podobnou latkou s nizkou hodnotou. Metody zaloZené na
DNA sa preukézali ako vhodny sposob jednoznacénej identifikacie druhov, plemien alebo odrdd
pritomnych v potravinarskych vyrobkoch, ked” preskimanie morfologickych charakteristik nie
je z dovodu spracovania alebo polospracovania mozné ani spol'ahlivé. Je nevyhnutné zvolit
spol'ahlivé genetické markery, ktoré umozinuju diskriminaciu medzi druhmi, populaciami,
plemenami alebo odrodami ako funkcia ich CHOP.

VINO, LIEHOVINY A INE NAPOJE

Zakonné uznanie geografického povodu vin certifikatmi ako CHZO je pre spotrebitel'ov
aj vyrobcov velmi zaujimavé, pretoZe zaistuje urCita Uroven kvality a pomaha udrziavat
individualitu produktu na globalnom trhu. Aby sa dosiahli tieto certifikacie, musia sa konkrétne
odrody vinic¢a pestovat’ v presne ur¢enych geografickych oblastiach a vyrobené vina musia
podlichat’ predpisom a kontrolam vykonavanym regula¢nymi radami (Pérez-Magarifio a
Gonzélez-San José, 2001).

Velké mnozstvo parametrov ovplyviiujucich kvalitu vina malo pdvod vo vyvoji
roznych protokolov pre ich analyzu, a preto st zloZky vina prisne regulované medzinarodnymi
organizaciami alebo vladnymi agenturami, aby sa zabranilo podvodom a zdravotnym rizikam.

Medzi typickeé priklady nedavno publikovanych metodik (od roku 2010 do roku 2015)
na autentifikaciu chraneného oznacenia vin patria:

Lambrusco, cervené vino s chranenym oznacenim poévodu (CHOP) v Modene
(Taliansko), pre ktoré bol Studovany izotopovy pomer Sr-87/Sr-86, ktory sa tradi¢ne pouziva
ako znacka pdvodu, a vzorky pochédzajice zo Styroch réznych ro¢nikov (2009, 2010, 2011 a
2012). Vysledky nenaznacili vyznamnu variabilitu medzi r6znymi ro¢nikmi vin a dokonalu
zhodu medzi izotopovym rozsahom p6d a vin. Napriek tomu nebol izotopovy pomer Sr-87/ Sr-
86 dostatocne silny na to, aby rozliSoval medzi podobnymi vyrobkami (Durante et al., 2015).

Na klasifikiciu pbévodnych a nepbvodnych odréd sa pouZilo mineralne zloZenie
tureckych vin. Vina zo $tyroch ro¢nikov (2006 - 2009) boli analyzované ICP-OES a ICP-MS,
po ktorych nasledovala viacrozmernd analyza. Efektivne premenné pre rozliSovaciu analyzu
boli prirodné mineralne latky (Sr, Li, Al, Ba a B) aminerdlne latky pochadzajuce z
pol'nohospodarskych ¢innosti, spracovania alebo znecistenia (Ca, Cu, Mg, Co, Pb a Ni).
Charakteristika tureckych vin z domacich a nepdvodnych odrdd vinica, ako st Cabernet
Sauvignon, Merlot, Syrah a Chardonnay, boli definované z hl'adiska ich obsahu mineralnych
latok (Sen a Tokatli, 2014).
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Na stanovenie biogénnych aminov vo vinach z dvoch vinarskych oblasti (Jumilla a
Bullas CHOP) nach&dzajlcich sa v oblasti Murcia (Spanielsko) sa pouZil podobny postup
zaloZeny na LC s predkolonovou derivatizaciou o- ftalldialdehydu a detekciou fluorescencie.
Histamin a putrescin boli najrozSirenejSimi aminmi vo vinach Jumilla (49 %, respektive
48 %), zatial’ ¢o tryptamin a putrescin boli najrozSirenejSimi aminmi vo vinach Bullas (19 %
a 38 %) (Tuberoso et al., 2015), ¢o dokazuje, ze vel'mi nizke hladiny biogénnych aminov by
mohli ponuknut’ cenny néstroj na autentifikdciu vina.

Dal3ie analytické metody pouzivané na klasifikaciu vin podla ich pdvodu boli zalozené
na spektroskopickych meraniach. Analyza kombinovanych signalov  ANN ziskanych v
spektrach UV — Vis a NIR spektroskopie sa vyhodnotili ako rychla metdda na klasifikaciu vin
patriacich k oznaceniam pdvodu Rias Baixas, Ribeira Sacra, Monterrei, Ribeiro a Valdeorras
(Spanielsko). Vysledky ukazali uskutoénitelnost’ pouzitia ANN na analyzu UV - Vis — NIR na
autentifikaciu vin.

Informécie o genetickom polymorfizme dané jednoduchymi sekvenénymi
opakovaniami (SSR; mikrosatelitné markery) sa osvedcili, ked’ sa pouzili na odliSenie mustov
»Barbera“ a ,Dolcetto“ od mustov ,,Nebbiolo”“ pomocou kapilarnej mikroelektroforézy
(technologia lab-on-chip) (Recupero et al., 2013).

Piva zo Spanielska boli analyzované s ciefom pouzitia stopovych prvkov ako
chemickych deskriptorov na ich rozliSenie podl'a geografického pdvodu. Obsah Zn, P, B, Mn,
Fe, Mg, Al, Sr, Ca, Ba, Na a K stanoveny pomocou ICP-OES v kombinacii s niekol’kymi
technikami rozpoznavania vzorov (napr. LDA) bol uspeSne pouZity so zistenim, Ze prvky s
najvacsou rozliSovacou schopnost'ou boli P, Mg, K, Mn, Ca a Na (Alcazar et al., 2003).

Medzi d’alSie registrované napoje chranené oznacenim s certifikdtom pbvodu patri
cider, ktorého hlavnymi producentmi s Spojené kral'ovstvo, Irsko, Franctizsko a Spanielsko, a
&aj, pricom hlavnymi producentmi su Cina a India.

Na vyhodnotenie autenticity ciderov Garcia-Ruiz et al. (2007) bol pouzZity
kombinovany izotopovy pomer a mineralny profil pouzitim MC-ICP-MS a ICP-OES na
stanovenie celkovo 37 prvkov. Koncentracie Na, Mg, Al, K, Ca, Ti, V, Mn, Zn, As, Rb, Sr, Mo,
Ba a pomer 87-Sr/86-Sr boli spracované pomocou ANOVA a LDA. Pouzitie 87-Sr/86-Sr ako
jedinecnej premennej nestacilo na rozliSenie medzi vzorkami pochadzajiicimi z oblasti blizko
seba. Kombindcia s koncentraciou stopovych prvkov vSak umoznila oddelit’ vzorky jabléného
mustu a otvorila cestu pre spravnu autentizaciu jabléného mustu.

Polyfenolické profily jablkového dzisu réznych odrod a oblasti z Ciny sa pouZili na
charakterizéciu a klasifiké&ciu jablkovych Stiav z okresov s CHOP. Polyfenoly sa stanovili
pomocou LC a MS v kombinacii s LDA, ¢o poskytlo 98,3 % a 91,2 % uspesnost’ z hl'adiska
predikénej schopnosti (Guo et al., 2013).

Moreda-Pineiro et al. (2003) vykonali analyzu stopovych prvkov v ¢aji z réznych
azijskych a africkych krajin pomocou ICP-OES a ICP-MS. Koncentracie Co, Cr, Cs, Cu, Ni,
Pb, Rb, Ti a V merané pomocou ICP-MS a Al, Ba, Ca, Fe, Mg, Mn, Sr a Zn boli pouzité ako
premenné v analyze udajov pomocou réznych technik rozpoznéavania vzorov (napr. PCA, CA,
LDA a SIMCA). Udaje ziskali spravne rozlisené vzorky z Ciny, Indie a Sri Lanky pomocou
protokolu LDA.

RozliSenie destilatov a destilatov z vin sa uskuto¢niovalo pomocou fluorescencnej
spektroskopie na prednej strane a viacrozmernej analyzy Udajov. Zaznamenala sa celkova
luminiscencia a synchronné skenovacie fluorescenéné spektra, po ktorych nasledovala
klasifikacia vzoriek pomocou PCA a HCA. Obe boli uskuto¢iiované na emisnych spektrach
(360-650 nm) zaznamenanych pri excitaénej vinovej dizke 350 nm a synchrénne fluorescenéné
spektra (200-700 nm) zhromazdené v intervale vinovych dizok 90 nm poskytovali vel'mi dobra
diferencidciu medzi tymito dvoma triedami lichovin. Ziskané vysledky naznacuju, Zze
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fluorescencna spektroskopia prednej strany ponuka slubny pristup k autentifikacii brandy
(Sédecka et al., 2009).

OLIVOVY OLEJ

Dolezitost’ tukov rastlinného povodu pre zdrava vyzivu odovodiuje rastiuci zaujem o
vyrobu, ochranu a autentizaciu rastlinnych olejov, najmé olivového oleja, a potrebu ich jasného
rozliSenia od ostatnych olejov a olivoveho oleja vyrabaného za roznych podmienok a v inych
réznych miestach.

Spanielsko je vedticou krajinou na vyrobu olivového oleja na svete s priemernou roénou
produkciou 700 000 - 800 000 t, ktora v poslednych rokoch dokonca dosiahla 1 400 000 t.
PretoZe cena v eurdch za tonu olivového oleja zavisi od jeho kvality a pévodu (napr. rafinovany,
panensky alebo extra panensky olivovy olej a s certifikdtom pdvodu CHOP alebo nie), je
zjavné, ze je potrebné presne urcit povod olivového oleja pomocou pokrocilych vedeckych
metdd. To je pre EU obzvlast doleZité vzhl'adom na rastaci dopyt spotrebitelov po vysoko
kvalitnych a zdravych potravinach.

Mnoho fyzikalno-chemickych vlastnosti, ako je nap. kyslost’, peroxidové ¢islo a pod.
zavisia od kvality oliv pred zberom, od procesu extrakcie za ucelom ziskania olejov a ich
konzervécie. ZloZenie mastnych kyselin by mohlo poskytnit’ najspolahlivejsie vysledky
charakterizacie olivovych olejov s CHOP. Vo vedeckej literatare je vSak k dispozicii vela
roznych postupov na autentifikaciu olivovych olejov.

Tuniské odrody panenského olivového oleja (VOO) boli charakterizované GC a NIR
spektroskopiou. GC metylesterov mastnych kyselin (FAME) a NIR spektra olejov spojené s
chemometrickym spracovanim umoznili Stadium medzirodovej variability a overenie pdvodu
odrod niektorych tuniskych komerénych VOO. Specifickost’” tuniskych VOO sa hodnotila
porovnanim vzoriek so vzorkami vyrobenymi v Alzirsku, Maroku a Francuzsku s CHOP.
Klasifikacia odrodovych povodov podla SIMCA pouzila kompozicie FAME a NIR spektra
najbeznejSie pouzivanych odrdd a preukézala vysoky potencial na autentifikaciu odrodového
pdvodu tuniského VOO (Laroussi-Mezghani et al., 2015). Dalej sa tspe$ne vyvinula
autentifikacia olivovych olejov dosiahnuta spektroskopiou MIR-NIR kombinovanou s
chemometriou pre vysledovatel'nost’ extra VOO od CHOP Sabina (Taliansko).

Okrem toho predikcia geografického povodu monovarietalnych vzoriek VOO z troch
oblasti juzného Grécka zozbieranych za pét’ zberovych rokov (2001 - 2006), bola vykonana
pomocou 1 H a 31 P NMR spektroskopie a ich obsahu mastnych kyselin, fenolov,
diacylglycerolov, celkovych volnych sterolov, volnych mastnych kyselin a jodového disla
(Petrakis et al., 2008). Ukazalo sa, ze geograficka predpoved’ na Girovni troch regionov je vel'mi
vysoka (87 %). Okrem toho pouzitie klasifikacie a binarnych stromov umoznilo vytvorit’
algoritmus geografickej predikcie pre nezndme vzorky spdésobom sebazdokonal'ovania, ktory
je mozné I'ahko rozsirit’ na d’alie odrody a oblasti.

Na overenie geografického pdvodu extra VOO z troch roznych oblasti Ligurie sa
pouZila technoldgia elektronického nosa a UV — Vis spektroskopia (Casale et al., 2007).
Aplikacia LDA po vybere funkcii stacila na odliSenie troch zemepisnych oznafeni Liguria
(,,Riviera dei Fiori“, ,Riviera del Ponente Savonese* a ,,Riviera di Levante), ktoré dosiahli
100 % tspesnost’ pri klasifikacii a takmer 100 % spravnych predpovedi.

Bola preuk4zané pouzite'nost’ markerov SSR pri analyze s vysokym rozliSenim (High
Resolution Melting - HRM) na identifikdciu kultivarov oliv pouzitych v extra panenskom
olivovom oleji s CHOP ,,Terra di Bari“. Panel deviatich kultivarov bol testovany so 17 parmi
primérov SSR a produkty PCR boli najskér analyzované automatickym sekvencerom Genetic
Analyzer. Pre devit kultivarov bol ziskany identifikaény kl'u¢, ktory ukazal jednoznaéné
rozliSenie medzi odrodami, ktoré tvoria extra panensky olivovy olej s CHOP ,, Terra di Bari*:
Cimadi Bitonto, Coratina a Ogliarola. Nasledne bola s markerom DCA18 nastavend metdda
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zaloZena na SSR spojend s analyzou HRM na rozliSenie olivoveho oleja Terra di Bari od iného
ako Terra di Bari olivoveho oleja s pouzitim réznych zmesi. Tato analyza teda umoznila
rozliSenie a identifikaciu zmesi CHOP.

SYRY

Analyzoval sa obsah stopovych prvkov v réznych vzorkach syra z CHOP
nachéadzajicich sa v severnom Spanielsku s cielom $tudovat’ vplyv podmienok spracovania na
kone¢nu koncentraciu syra (Moreno-Rojas et al., 2012). Pouzivanie ovcieho mlieka,
zivoCiSneho syridla, solenia ponorenim do sol'ného kupela a zrenia v syroch uvadzali
vSeobecne najvysSiu hladinu stopovych prvkov. Okrem toho sa na zistenie geografickej
sledovatel'nosti a na detekciu moznych napodobenin so spravnou klasifikaciou v 98,5 %
pripadov pouZila analyza rozpoznavania vzorov viacdielnych Udajov zaloZena na obsahu
mineralnych latok a stopovych prvkov.

Mineralne prvky ako Ba, Ca, Cr, Cu, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni a V stanovili FAAS
a ETAAS v 278 vzorkach syrov z rdznych eurépskych krajin. PouZitie PCA, CA, FA a CDA
ako viacrozmernych Statistickych nastrojov preukézalo, Ze koncentréacia vybranych stopovych
prvkov sa mdze pouzit' ako znacka na autentifikiciu syra, pricom CDA je pre tento ucel
najvhodnejSim chemometrickym nastrojom.

Rdzne polotvrde a tvrdeé syry z regionu Marche (Taliansko) vyrobené z bahnic, kéz a
krav alebo zo zmieSaného mlieka sa analyzovali na pH, aktivitu vody, zékladné zloZenie,
bakterialnu ekoldgiu a profil prchavych latok. Vysledky PCA a PLS-DA umoznili zoskupenie
syrov podla typu upravy pouzitého procesu vyroby mliecka a syrov. Nebolo viak mozné
dosiahnut’ jasné oddelenie medzi CHOP, medzerami a Specidlnymi syrmi od podobnych vyrob
alebo priemyselnych konkurentov, ¢o naznacuje potrebu pouzitia doplnkovych technik na
presnu autentifikaciu pomocou CHOP.

Ako prostriedok na predkoncentrovanie prchavych organickych zlu¢enin (VOC) do syra
bol vyvinuty produkt Purge/cryotrap/thaw/static headspace Solid Phase Microextraction
(SPME). Monoterpeny boli vyhodnotené ako potencialne oznacenia pre prislusny geograficky
povod piatich tradiénych slovinskych syrov s CHOP. Udaje o deviatich monoterpénoch (alfa-
pinén, kamfén, alfa-fellandrén, beta-pinén, 3-karén, 2-karén, limonén, tricyklén a gama-
terpinén) vo vzorkach syrov preukazali zhlukovanie stuvisiace s oblastou vyroby.

Pre citlivi a selektivnu detekciu falSovania mozzarelly byvola bola vyvinuta ultra
vykonnd LC-elektrosprejova ioniza¢no-tandemovad metodika MS/MS zaloZzena na
monitorovani viacerych reakcii (MRM) (Russo et al., 2012). Cielena kvantitativna analyza sa
uskutoénovala monitorovanim Specifickych prechodov fosforylovaného beta-kazeinového
peptidu f33-48, identifikovaného ako novy druhovo Specificky proteotypovy marker. Vysoka
citlivost MS zaloZzenej na MRM a Siroky dynamicky rozsah trojitych kvadrupolovych
spektrometrov sa ukazali byt cennym nastrojom na analyzu potravinovych matric, ako su
mliene vyrobky, a teda ponukali nové prilezitosti na sledovanie kvality a falSovania potravin.

NIR spektroskopia sa ukéazala ako uZzito€ny néstroj na presny odhad niekolkych
chemickych vlastnosti a na klasifikaciu vzoriek podla ich pévodu. Boli vyvinuté latentné
variabilné modely aplikované na spektrdlne tdaje NIR a pouzit¢ na odhad niekolkych
chemickych vlastnosti a na klasifikdciu dostupného stboru udajov podla umiestnenia a
prevadzky na vyrobu syra (nizinnej a alpskej), veku zrenia (6, 12, 18, a 36 mesiacov),
nadmorskej vysky vyroby mlieka (nizka, strednd, stredne vysoka a vysoka) a obdobia roku
vyroby syra (maj, jul a september) v talianskych syroch. Podobnym spésobom ATR-FTIR v
kombinécii s chemometrickou analyzou sa pouzil na klasifikaciu stridhaného syra Parmigiano-
Reggiano z inych syrov typu grana z Talianska a strednej a severnej Europy (Gori et al., 2012).
Na analyzu spektralnych Gdajov sa pouzila LDA. Metdda uspesne klasifikovala Styri triedy
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vzoriek strihaného syra a LDA sa povaZovala za najlepsi chemometricky pristup (Kim et al.,
2015).

RYBY A MORSKE PRODUKTY

Chemickeé zloZenie tykajuce sa makro a stopovych prvkov, profilov mastnych kyselin a
stabilnych izotopov sa pouZilo ako nastroj sledovatel'nosti na hodnotenie geografického pévodu
a sezonnosti pekaca (Micropogonias furnieri) (Chaguri et al., 2015). Napriek tomu je stale
potrebné d’alsie analyzovanie s va¢simi vzorkami pekaca, aby sa umoznilo pouZitie mastnych
kyselin, prvkov alebo stabilného izotopu ako nastrojov autenticity pre organy na kontrolu
potravin.

Analyza stabilnych izotopov sa ukdzala ako sI'ubny pristup k identifikacii autenticity a
vysledovatelnosti produktov z morskych plodov a akvakultary. Ako rozliSovacie kritéria sa
pouZili pomery izotopov stabilnych vo¢i uhliku a dusiku u troch komer¢nych ryb, a to makrel,
Zltych croakerov a pollockov pochadzajucich z réznych krajin. Okrem druhovo zavislych
odchylok v izotopovych hodnotéach boli pozorované vyrazné rozdiely v pomeroch delta C-13 a
delta N-15 aj vzhl'adom na krajinu pévodu. To naznacuje, ze izotopové prvky C a N by mohli
byt’ spolahlivymi nastrojmi na identifikéaciu a sledovanie pévodu komercénych ryb.

Produkéna metoda (divoka alebo farmova), geograficky povod a biologické druhy sa u
kreviet diferencovali pomocou stabilnej analyzy pomeru izotopov uhlika a dusika a/alebo
viacprvkového zloZenia (Ortea a Gallardo, 2015). Dosiahla sa spravna klasifikacia 100 %
vzoriek podl'a skutoéného povodu a sposobu vyroby a 93,5 % podla biologickych druhov.

ICP-MS v kombinacii s rdznymi kontrolovanymi chemometrickymi pristupmi sa
tGspesne pouzil na klasifikaciu musli pestovanych v Hali¢i (severozapad Spanielska) pod
europskou znackou CHOP.

Hyperspektralne zobrazovanie je rychla, bez reagencii a nedeStruktivna analyticka
technika, ktora integruje tradi¢né spektroskopické a zobrazovacie techniky do systému
dosiahnut’ spektralne aj priestorové informdacie z objektu, ktoré sa nedaju dosiahnut’ ani
digitalnym zobrazovanim, ani konvenénymi spektroskopickymi technikami. Tato technika sa
pouzivala na zistovanie falSovania, kontaminacie a autenticity madsa, hydiny a ryb
(Kamruzzaman et al., 2015). Na zistovanie nespravneho oznacenia a podvodov tykajicich sa
druhov ryb sa vSak skér ako na hodnotenie CHOP ryb alebo morskych plodov pouZivajd
molekularne a genetické techniky. Bola vykonana genetickd identifikacia hlavnych komer¢ne
dostupnych druhov rybich markerov na zaklade amplifikacie fragmentu mitochondrialneho
génu 16S rRNA a naslednej analyzy zakladného nastroja na vyhl'adavanie lok&lneho zarovnania
(BLAST) (Wen et al., 2015). Vysledky naznacili, Ze tato metoda bola pouzitel'na pre vSetky z
nich, a preukazali, Ze 53,3 % vyrobkov bolo nespravne oznaéenych a 58,3 % vyrobkov
»croaker* bolo nahradenych druhmi sumcov alebo ostriezov.

Ciarovy kod DNA mozno pouzit’ na presnu identifikaciu produktu z morskych plodov
podla druhov na zaklade jeho genetického podpisu, a poskytuje tak prostriedok na testovanie
pravosti a presnosti oznacenia morskych plodov (Lamendin et al., 2015). To mdZe byt’ obzvlast
uzitocné pri vyrobkoch, ako su filé, ktoré maju maly alebo ziadny jednoznacny identifikacny
znak a mozu byt’ 'ahko nespradvne oznacené.

Cross et al. (2006) vyvinuli multiplexnd PCR zaloZend na génovych sekvenciach 5S
rDNA na identifikaciu Styroch druhov ustric (Ostrea edulis, Ostrea stentina, Crassostrea
angulata a Crassostrea gigas). Tieto druhy priamo stvisia so ZTS, ale vieobecne nariadenie o
CHOP implikuje d’alSie aspekty, ktoré nie je mozné identifikovat’ molekuldrnymi metédami.
Napriklad Fal Oyster je CHOP Spojeného kralovstva, ktoré sa udel'uje ustricam ulovenym v
urcenej oblasti, ktoré pouzivaju iba tradi¢né plachetnice v obdobi od 1. oktébra do 31. marca.
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OSTATNE POTRAVINY

Dal3imi vyrobkami, na ktoré sa vzt'ahuju nariadenia o CHOP/CHZO kvoli ich vysokej
hodnote a kvalite, su Cerstvé a konzervované méaso, ovocie a zelenina.

Posledné priklady hodnotenia CHOP ovocia, zeleniny a strukovin zahfiiaja ,,Fava
Santorinis®, Zlty Stiepany hrach s CHOP pestovany na Santorini, ktory bol klasifikovany
pomocou koncentrécie prvkov vzacnych zemin meranej pomocou ICP-MS (Drivelos et al.,
2014). Cibul'a CHZO Tropea (Taliansko) sa tiez odliSuje od cibule CHZO inej ako Tropea
pomocou mineralneho profilu meraného pomocou ICP-MS (Furia et al., 2011). Cere$ne z
Alicante's Mountain CHZO (Matos-Reyes et al., 2013) a Arros de Valencia PDO (Gonzalvez
etal., 2011) boli diferencované pomocou obsahu mineralnych latok nameraného pomocou ICP-
OES; zemiaky z Galicie CHZO (Spanielsko) s pouZitim mineralneho profilu meraného
pomocou FAAS a FAES (Herrero Latorre et al., 2013). Talianske zemiaky zo Sicilie, Apulie a
Toskanska boli tiez klasifikované pomocou Udajov z mikroskopickej extrakcie na pevnej faze
headspace GC — MS a IRMS (Longobardi et al., 2011); paradajky s talianskeho CHOP boli
odlisené od ne-talianskej s pouzitim profilu mineralou ziskany dynamickou reakciou buniek
(DRC), ICP-MS CH 4 ako reakény plyn (Lo Feudo et al., 2010); a mandle zo Spanielska a
Spojenych Statov boli rozlisené okrem iného technikami termickej analyzy ATR-FTIR,
diferencialnou skenovacou kalorimetriou (DSC) a termogravimetrickou analyzou (TGA)
(Valdes Garcia et al., 2013).

Chybné oznaCenie komercnych paradajkovych produktov bolo zistené pomocou
molekularnej genetickej analyzy (Scarano et al., 2015). SSR boli testované na 20 odrodach
paradajok, validované na potravindch a potom pouzité na zistenie genetickej identity 25
komer¢nych plechoviek oznacenych ako ,,San Marzano®.

ZAVER

Na ziskanie rychleho a presného overenia charakteristik a pdvodu potravin je potrebné
mat’ podrobny popis vlastnosti a zlozenia potravin a okrem toho pre vSetky oznacené etikety
typické spektroskopicke, chromatografické a/alebo DNA z&znamy. Tie zaznamy musia zahiiat’
chranené vyrobky, aby sa zabezpecila dobra porovnatelnost’ medzi povodnymi vyrobkami a
podozrivymi vyrobkami.

Pri zvaZzovani metodik navrhovanych vo vedeckej literatdre na overenie pravosti pévodu
chranenych potravin sa zda byt zrejmé, ze buduce usilie bude zamerané na sti€asné pouzitie
nickol’kych parametrov ziskanych z réznych metdd. Takto sa zabrani nespravnemu priradeniu
kvoli variabilite plodin v zavislosti od klimatickych podmienok kazdého roku, ¢o znizuje
faloSne negativne vysledky.

Na druhej strane je potrebné ¢o najrychlejsie jednoznacne potvrdit’ povod vyrobkov,
aby sa zabranilo znehodnoteniu potravin a preto su potrebné I'ahké a lacné skriningové metody,
ktoré podporia pracu kontrolnych organov s najvyssimi zarukami spotrebitel'om a vyrobcom.

Ako najucinejsia metodika sa osvedcilo pouzitie mineralneho profilu potravin spolu s
prirodnymi izotopovymi pomermi. V blizkej budlcnosti kombinécia spektroskopie,
chromatografie a Udajov zaloZzenych na DNA ziskanych priamo zo vzoriek za pritomnosti dobre
vybranych vnutornych standardov méze poskytntit’ jasny dokaz o pravosti vyrobkov.
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FALSOVANIE MLIEKA A METODY DETEKCIE
MILK COUNTERFEITING AND DETECTION METHODS

Jozef Curlej, Peter Zajic, Jozef Capla, Jozef Golian, Silvia Jakabova

Abstrakt: FalSovanie potravin je z celosvetového hl'adiska v centre pozornosti kontrolnych
institucii, rozvojové krajiny st v tomto smere identifikované ako krajiny s vyss§im rizikom
tychto praktik, najmi kvoli nedostatku monitorovania a slabym postihom voci falSovatel'om.
FalSované mlieko mozu spdsobit’ vazne zdravotné rizika ¢i smrtelné ochorenia. Tento
prispevok prindSa prehl'ad najcastejSich sposobov falSovania mlieka a réznych metdd
identifikacie tychto praktik, cestou kvalitativnych aj kvantitativnych analyz. Okrem beznych
metdd neustdle pokracuje vyvoj novych detekénych technik. V sti¢asnosti falSovanie, mlieka
prebieha sofistikovanej$imi spésobmi, ¢o si vyzaduje Spickovy vyskum v oblasti vyvoja metod
pre identifikéaciu falSovania.

KPucové slova: spracovanie mlieka, falSovanie, bezpecnost vyrobkov, mlie¢ne vyrobky,
ELISA

uvoD

FalSovanie mlieka a mlieCnych vyrobkov sa dostalo do centra pozornosti v dnesnej dobe
po prelomeni kauzy v roku 2008 ohladom kontamindcie mlieka melaminom v suvislosti s
mlieénymi vyrobkami pochadzajucimi z Ciny, uréenymi pre deti (Xin a Stone, 2008). Historia
falSovania mlieka je viak pomerne starou témou. Skandal s falsovanim mlieka bol reportovany
uz v roku 1850, v tejto suvislosti doslo k umrtiu vySe 8000 deti len v samotnom New Yorku
(kauza znama pod titulkou: Ako otravime svoje deti 1858). Mlieko sa povaZzuje za ,,idealnu
potravinu“ pre dostatok vyzivnych latok potrebnych pre deti i dospelych. Je jednym z najlepSich
zdrojov bielkovin, tukov, sacharidov, vitaminov a minerdlnych latok. Nanest'astie, mlieko je
pomerne I'ahko falSovateI'né v celosvetovom meradle. Moznymi dévodmi tychto praktik su
dopyt a vypadok v dodavkach, charakter mlieka ako suroviny podliehajucej rychlej skaze, nizka
ktpyschopnost’ zékaznika a nedostatok vhodnych detekénych testov (Kamthania et al. 2014).
Motivaciou potravinovych podvodov je najmé ekonomicky zisk, av§ak ¢asto s dopadom na
oblast’ zdravia spotrebitel’a (Ellis et al., 2012; Singh a Gandhi, 2015). Situacia je vyrazne horsia
v rozvojovych a zaostalych krajinach, najma v dosledku absencie primeraného monitorovania
a slabej vymozitel'nosti prava. Detekciu cudzorodych (falSujucich) zloZiek v mlieku je mozné
pomerne I'ahko uskuto¢nit’ réznymi kvalitativnymi analytickymi skaSkami, a v pripade nutnosti
stanovenia mnozstva pritomnej kontaminujucej zlozky sa uplatiuji kvantitativne skusky.
Zvoleny typ kvantitativnych detekénych metdd zavisi od charakteru falSujucich zloziek v
mlieku. Napriklad kvapalinova chromatografia a ELISA test s najbeZznejSie metody pouzivané
na detekciu cudzieho proteinu; PCR a alektroforéza (polyakrylamidova gélova elektroforéza)
sa zvycajne pouzivaju na detekciu pdvodu mlieka v zmysle identifikacie zastiupenia mlieka od
inych druhov zvierat ako je deklarované. Metody pre identifikaciu falSovania mlieka musia byt
presné a rychle, aby efektivne odhalili tieto nekalé praktiky (Garcia et al., 2012).
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Zlozky vyuZivané v procese falSovania mlieka:

SusSené mlieko je druhou naj¢astejSou potravinou v suvislosti s rizikom falSovania, hned’
po olivovom oleji (Moore et al. 2012). Medzi zlozky, ktoré sa pridavaji za Gcelom falSovania
v mlieku patria najma rastlinné bielkoviny, mlieko od inych druhov zvierat ako je deklarované
vyrobcom, pridanie srvatky a vody, zlozky priddvané za ucelom ekonomického zisku na tkor
zaujmov spotrebitela (Fischer et al., 2011). Menované spdsoby falSovania nemusia
predstavovat’ zdravotné riziko ak tieto pridané zlozky su bezpecné avSak, nedeklarovanie
pridavku zlozky vedie k strate vysledovatelnosti jednotlivych zloziek a ku klamaniu
zakaznikov a kone¢nych spotrebitel'ov. Niektoré zlozky pouzivané za uc¢elom falSovania sd
Skodlivé pre 'udské zdravie a je potrebné im venovat nalezitli pozornost’. Zlozky s ktorymi sa
falSuje surové mlieko su napriklad mocovina, formalin, detergenty, siran amonny, kyselina
borita, sodny vyluh, kyselina benzoova, kyselina salicylova, peroxid vodika, cukry a melamin.
Bezné parametre, ktoré sa sledujd pri hodnoteni kvality mlieka si: obsah tuku, obsah susiny,
obsah bielkovin a teplota tuhnutia mlieka. Zlozky falSovania sa pridavaji do mlieka za ucelom
zlepSenia menovanych parametrov, pre nadobudnutie dojmu vy33ej kvality mlieka. Napriklad
trstinovy cukor, Skrob, siranové soli, mocovina a bezna kuchynska sol’ sa pridavaju za ac¢elom
zvySenia zastdpenosti suSiny v mlieku. Na zvySenie zastupenia dusika sa do mlieka pridava
komer¢na mocovina (Sharma et al.. 2012). Melamin sa pridava za G¢elom zvySenia zastiipenia
bielkovin (Liu et al., 2012). Siran aménny sa priddva za Gcelom zachovania hustoty u
zriedeného mlieko, pri pouziti mlie¢neho hustomeru pri merani tejto veli¢iny. Formalin,
kyselina salicylova, kyselina benzoova a peroxid vodika pdsobia ako konzervacné latky, za
i¢elom prediZenia trvanlivosti mlieka (Singh a Gandhi, 2015). Ked’ze mlie¢ny tuk je pomerne
draha zlozka, niektori vyrobcovia mlicka a mlieCnych vyrobkov odstranuji mlieény tuk z
mlieka odstred’ovanim a nasledne ho v mlieku nahraddzaji pridavkom rastlinného oleja ¢im
zvysuju svoj ekonomicky zisk. Detergenty su priddvané za Gcelom emulgécie a rozpustenia
pridaneho rastlinného oleja v mlieku (Singuluri a Sukumaran, 2014). Niektoré cudzorodé latky
ako melamin sa m6zu kumulovat’ v organizme a ich G¢inok sa mdze prejavit’ az po uréitom
Case. Pridavok melaminu mo6ze viest’ k zlyhaniu obli¢iek pripadne az k smrti u malych deti
(Domingo et al., 2014). Peroxidy a detergenty v mlieku mézu spdsobit’ gastrointestinalne
komplikécie, ktoré mézu viest’ ku gastritide a zapalu ¢riev. Nadmerny obsah Skrobu v mlieku
moze vyvolat hnacku v dosledku u¢inku nestrdveného Skrobu v hrubom ¢reve. Nedeklarovana
pristomnost’ §krobu modze negativne vplyvat' na Tudi s diagndzou diabetes (Singuluri a
Sukumaran, 2014). Mo¢ovina v mlieku nadmerne zat’azuje oblicky (Kandpal et al., 2012). Dalej
uhli¢itany a bikarbonaty mézu spdsobit’ narusenie hormonalnej sustavy, regulujicej vyvoj a
reprodukciu (Priru¢ka metdd pre analyzu potravin: Mlieko a mlie¢ne produkty 2005).

Kvantitativne detek¢éné metody:

FalSovanie mlieka cudzimi bielkovinami: bielkoviny soje, ryZze a mandli su zamerne
spracované na produkty imitujuce mliecne vyrobky a predavané ako mliecne doplnky pre
spotrebitel'ov s intoleranciou laktézy (Kolar et al., 1979). S6jové, pSeni¢né a mandlové
bielkoviny st povazované za alergény (OznaCovanie potravinovych alergénov a ochrana
spotrebitel’a) od roku 2004 (Scholl et al., 2014), d’alej proteiny hrachu, ryze, vi¢ieho bobu a
kukurice boli klinicky oznacené ako alergény na zaklade klinickych $tudii (Sanchez - Monge
et al., 2004; Satoh a Nakamura 2011; Saz a Marina, 2007). Skutoc¢nost’, ze vyrobné néklady na
sojové mlieko st o 70 % nizsie ako pri beznom mlieku a s6jové proteiny st ovel’a lacnejsSie ako
mlie¢ne bielkoviny, vedie k tomu, ze ich ich vyrobcovia potravin mo6zu pouzit’ pre ucely
falSovania (May et al., 1982); Dawson et al., 1988). Detekéné techniky zamerané¢ na
identifikaciu pritomnosti sdjového mlicka zahffiaji napriklad polarimetrickl metodu,
izoelektrickd fokuséciu, SDS-PAGE, HPLC a imunodifuznu metodu (Sharmaet al., 2012). NIR
(blizka infraCervend) spektroskopia sa pouziva na zistovanie falSovania suSen¢ho mlieka
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rastlinnou bielkoviny (Maraboli et al., 2002). VV minulosti bolo identikované aj falSovanie
suSen¢ho mlieka proteinmi so6je, hrachu a pSenice. Za ucelom identifikacie uvedenych zloziek
je mozné pouzit’ ELISA metddu s polyklonalnymi protildtkami (Sanchez et al.,2002). Existuje
niekol’ko komerénych ELISA kitov, ktoré je mozné pre tento ucel pouzit. Odstredené susené
mlieko falSované sojou, hrachom, hnedou ryzou a hydrolyzovanym pSeni¢nym proteinom bolo
identifikované pomocou UHPLC (ultra HPLC) (Jablonski et al., 2014). Techniky zaloZené na
hmotnostnej spektroskopii pre identifikaciu jednotlivych frakcii mlie¢nych bielkovin boli
aplikované v sudii Siciliano et al. (2000). Selektivita timivého roztoku tetraboritan-EDTA na
extrakciu rastlinnych bielkovin z mlieka sa vyuZila pri vyvoji rychleho turbidimetrického
detekéného systému pre detekciu nerozpustného rastlinného proteinu (Scholl et al., 2014).

Kvalitativne detekéné metody:

Pre tcely detekcie pritomnosti falSujtcich zloziek v mlieku je mozné pouzit’ jednoduché
chemické analyzy zakladajuce sa na reakcii ¢inidla s kontaminujucou latkou s nasldnou zmenou
farby. Mo6zu sa vykonévat’ v ktoromkol'vek laboratériu. Hlavnou nevyhodou tychto technik je
skuto¢nost’, ze st platné len pre obmedzeny rozsah koncentracii a nie st dostato¢ne presné. Aj
napriek tomu, kvalitativne detekcie su vyhodné, pretoze st jednoduché, rychle a Tahko
realizovatel'né. Niektoré pozivate'né zluceniny sa Casto pouzivaju ako prisady na zlepSenie
chute mlieka. Ich pritomnost’ v mlieku sa da odhalit’ rychlo (tabulka 1). Existuju vSak aj
niektoré nebezpeéné chemikalie pridivané do mlieka na zlepSenie vzhladu a prediZenie
trvanosti. Niektoré z nich st vel'mi nebezpe¢né a mozu viest’ k nebezpecnym ochoreniam s
nasledkom smrti. Tabulka 2 prezentuje techniky pre rychlu a jednoducht detekciu
nebezpeénych chemikalii v mlieku. Chemické latky ako su detergenty, mydlo, pripadne farbiva
sa niekedy priddvaji do mlieka pre zlepSenie vzhl'adu. Kvalitativna analyza niektorych z tychto
beznych zloziek falSovania v mlieku je predmetom diskusie v Tabulke 3. Pre ucely detekcie
falSovania ov¢ieho mlieka pridavkom inych druhov mliek je mozné stanovit pritomnost’ cudzej
DNA pomocou metddy tagman Real-Time PCR (Snirc et al., 2017). FalSovanie kozieho mlieka
inymi druhmi mliek je mozné odhalit’ pomocou komercnej qPCR analyzy (Fekete et al., 2017).

FalSovanie mlieka melaminom:

Nakol’ko melamin nie je povolenou prisadou, ani prirodzenou zloZkou vyskytujlicou sa
v potravinach, limit v jeho savislosti nebol stanoveny legislativou v oblasti potravinarskej
produkcie aZ po pripad kontaminacie melaminom v Cine v roku 2008. Eurdpska komisia aj
Urad pre potraviny a lie¢ivda v USA (USFDA) definovali maximalny prijatelny limit 2,5 mg /
kg pre melamin v dovazanych potravinach a 1 mg/ kg pre detsku vyZivu (Lawley, 2013). Tento
limit bol prijaty v medzinarodnom meradle komisiou pre Codex Alimentarius, prostrednictvom
novych pravidiel v roku 2010 (Domingo et al., 2014; FAO, 2010; B. Liu et al., 2010). Melamin
sa mdze pouzit' za €elom falSovania susené¢ho mlieka ako ako aj mnohych inych potravin a
krmiv (Ingelfinger, 2008; Lin et al., 2008). Hoci melamin nie je karcinogénny, v extrémnych
pripadoch sposobuje zlyhanie oblic¢iek a umrtie deti (Cheng et al., 2010) Kvantitativna detekcia
melaminu sa stala realnou aplikaciou SERS metddy (metdda povrchovo zosilnenej Ramanovej
spektroskopie) (Zhanget al., 2010). Prenosny senzor zaloZzeny na metdde SERS bol vyvinuty
pre okamzita detekciu melaminu (Kim et al., 2012). SB-ATR FTIR (Jednoskokova metoda
Uplného odrazu - Infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou) sa pouzila na
kvantifikaciu melaminu v mlieku a suSenom mlieku (Jawaid et al., 2013). Rozne typy
hmotnostnej spektroskopie boli vyuzité pri detekcii melaminu v mlie¢nych vyrobkoch, vratane
LC-MS / MS, APCIMS (Chemicka ionizacia za atmosférickeho tlaku — Hmotnostna
spektroskopia) a EESI-MS (Extrak¢éna elektrosprejova ionizatna hmotnostna spektrometria)
(Yang et al., 2009; Zhu et al., 2009). Na detekciu melaminu v mlieku a v produktoch detskej
vyzivy sa Casto pouziva LC-MS / MS (Chang a Arora, 2008; Guelph, 2008; Smoker a
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Krynitsky, 2008; Sherri et al., 2008). HPLC je d’alsou moznostou pre kvantifikaciu melaminu
v mliecku a mlie¢nych vyrobkoch (Gopalakrishnan Venkatasami a Sowa, 2010; Ruicheng et al.,
2009). Pomocou Ramanovho pasu pri vinovej dizke 676 cm-1 je mozné okamzite detegovat
pritomnost’ melaminu v suSenom mlieku bez potreby jeho extrakcie z mlieka (Okazaki et al.,
2009). Prenosny skriningovy system zaloZeny na laserovej Ramanovej spektroskopii bol
vyvinuty za uCelom kvantifikacie melaminu (Cheng et al., 2010). Nanocastice zlata boli
navrhnuté tak, Ze ich povrch je vriblovany s melaminom a derivatom kyseliny kyanurovej. Pri
tvorbe védzby s melaminom tieto nanocastice okamzite menia farbu z ¢ervenej na modru, tato
metdda sa da pouzit’ ako metdda pre detekciu melaminu na mieste (Ai et al., 2009). Pouzitie
oxidovanej polykrystalickej zlatej elektrody bolo vyuzité pri detekcii melaminu, spolu s
konven¢nou metodou, ako je GC-MS (Tsai et al., 2010; Veyrand et al., 2009). Nedavny vyvoj
v oblasti detekcie melaminu opisuju vo svojej Studii Liu et al. (2012).

FalSovanie mlieka pridavanim mlieka od inych druhov hospodarskych zvierat, ako je
deklarované:

MieSanie mlieka z roznych zdrojov a od réznych druhov hospodarskych zvierat je
najjednoduchsim spésobom falSovania tejto suroviny, ich kvantitativna detekcia je pomerne
komplexnym procesom najma z dévodu genetickému a negenetickému polymorfizmu (Recio
et al., 1997). Urcenie geografického pdvodu mlieka je mozné vdaka metode ICP-OES
(atbmova emisnd spektrometria s indukéne viazanou plazmou). Sucasne s hmotnostnou
spektrometriou na stanovenie izotopového pomeru (IRMS), tato metdda uruje obsah
minerdlov (anorganické kovy a nekovy) v potravinach a identifikuje geografické rozdiely
pomocou chemometrickych technik zaloZenych na viacrozmernych Statistickych metodach
(Bakircioglu et al., 2011; Brescia et al., 2003). FalSovanie kozieho mlieka kravskym bolo
kvantifikovan¢ pomocou HPLC/ESIMS (vysokouc¢inna kvapalinovd chromatografia /
elektrosprejova ionizatnd hmotnostna spektroskopia) (Chen et al., 2004). Tato metdda
identifikuje jednotlivé zlozky mlieka na zaklade ich molekulovych hmotnosti, ¢o umoziuje
stanovit’ nielen pritomnost” ale aj mnozstvo pridanych bielkovin inych zivo¢iSnych druhov ale
aj proteinov rastlinného pdvodu. Detekcia pridania kravského mlieka do kozieho a ovcieho
mlieka je opisana vo viacerych Stadiach (Abrantes et al., 2014; Romero at al., 1996; Song et
al., 2011). Nakol'ko syry oznacené¢ CHOP (chranené oznacenie pévodu) predstavuju produkty
vysokej hodnoty podl'a legislativnych poziadaviek a podmienok pre oznacovanie, boli vyvinuté
rozne analytické metddy pre stanovenie pravosti takto oznacenych vyrobkov. Proces
kvantifikdcie a detekcie podiel'u jednotlivych zloziek vo vyrobkoch vyrobenych zo zmesi
kravského, ov¢ieho a kozieho mlieka je mozny pomocou RP-HPLC (HPLC s reverznou fazou)
(Ferreira a Cacote, 2003; Guerreiro et al., 2013), metoda tavenia s vysokym rozlisenim (HRM)
vyuzivajuca Specifické mitochondridlne priméry (Ganopoulos et al., 2013) a mikroextrak¢na
hmotnostna spektrometria na pevnej faze (SPME-MS) zaloZena na profile prchavosti latok
(Majcher et al., 2015). Na detekciu falSovania kozieho, ov¢ieho a byvolieho mlieka kravskym
mliekom bola pouZitd nepriama kompetitivha ELISA metoda, v Stadii Hurley et al. (2004).
FalSovanie kozieho mlieka kravskym lieko bolo detekované aj pomocou metody PCR (Bania
et al., 2001). Okrem toho sa PCR met6da vyuZila pri detekcii pritomnosti kravského mlieka v
ovcom mlieku (Lopez-Calleja et al., 2004), kozom syre (Maudet a Taberlet, 2001) a byvolom
mozzarella syre (Bottero et al., 2002). Elektronicky jazyk, ktory je schopny rozpoznat' 5
zakladnych chuti sa pouZiva na detekciu falSovania kravského kozieho mlieka kravskym
mliekom (Dias et al., 2009). Je alternativnou metddou ku klasickym analytickym metédam. Na
analyzu jednotlivych skupin proteinov bola pouzita PAGE metoda (Strange et al., 1992).
Pridanie kravského mlieka do ov¢ieho jogurtu (Kaminarides a Koukiassa, 2002) a do kozieho
mlieka (Tamime et al., 1999) bolo kvantifikované pomocou rovnakej PAGE metody. PouZitie
IEF (lzoelektricka fokusacia) na miesto PAGE metddy sa javi ako vyhodnejSie v uvedenych
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pripadoch (Borkova a Snaselova, 2005). Metdda zistovania pritomnosti kravského mlieka a
kazeinatu v syroch vyrobenych z ov¢ieho mlieka, kozieho mlieka alebo byvolieho mlieka, alebo
zo zmesi kozieho, ov¢ieho a byvolieho mlieka sa vykonava pomocou izoelektrickej fokusacie
gama kazeinov (VYKONAVACIE NARIADENIE KOMISIE (EU) 2018/150). Kombinacia
imunochemickych metéd a DNA metody (PCR-LCR-EIA — Polymerazova retazova reakcia,
Ligazova retazova reakcia, Enzymaticka imunoanalyza) bola pouZita na detekciu Specifickeho
nukleotidu pritomného v kravskom mlieku pre odhalenie falSovania ovc¢ieho, kozieho a
byvolieho mlieka (Klotz a Einspanier, 2001). Na separaciu a stanovenie odlisnych kazeinov v
kravskom, ovéom a kozom mlienku sa pouZiva hydrofébna interaktivna chromatografia
(Bramanti et al., 2003).

FalSovanie mlieka mocovinou:

Mocovina, ktord je prirodzenou zlozkou mlieka, predstavuje hlavna cast
nebielkovinovych dusikatych latok v mlieku. Mlieko sa falSuje pridavkom mocoviny za a¢elom
zvySenia celkového obahu bielkovin. Mnozstvo moc€oviny v mlieku je mozné stanovit aj
pomocou FTIR pristrojov. Pre ucely stanovenia mnozstva mocoviny je d’alej mozné pouzit
Ramanovu spektroskopiu v blizkej infracervenej oblasti a to bez nutnosti predpripravy vzorky
(Khan et al., 2014). Kvapalinova chromatografia (LC) sa vyuzila pre kvantifikdciu mocCoviny
ako falSujucej zlozky v mlieku (Dai et al., 2013). Metdda zaloZzena na GC / IDMS (Plynova
chromatografia / izotopova riediaca hmotnostna spektrometria) sa pouZila na kvantifikaciu
mocoviny pritomnej v mlieku (Dai et al., 2010). HPLC metoda sa vyuZila pre detekciu
zastapenia mocoviny prirodzene pritomnej v mlieku, s moznostou premeny mocoviny na
derivat obsahujici chromafér pred HPLC analyzou (Czauderna a Kowalczyk,, 2009).
Kombindcia referenc¢nej Kjeldahlovej metody urecnej na stanovenie celkového obsahu dusika
a spektrofotometrie bola navrhnuta pre detekciu falSovania mlieka melaminom, moc¢ovinou a
siranom amonnym (de Lourdes et al., 2013). Sest’ odli§nych metdd pre detekciu mocoviny s ich
vyhodami a nevyhodami je opisanych v praci Banupriya et al. (2014). Amoniak absorbuje
infradervené svetlo pri charakteristickej vinovej dizke 1530 nm, preto je mozné na detekciu
amoniaku vyuzit’ optické sensory (Bamiedakis et al., 2013). Pre ucely detekcie amoniaku je
mozné aplikovat’ aj sensory vzduchu (Inaba et al., 2013). Pizoelektricky snimac¢ na principe
enzymu bol vyvinuty pre detekciu mocoviny v mlieku, kde bolo zistené linedrne spravanie
medzi ekvivalentnym elektrickym signalom a mnozstvom plynného amoniaku (Renny et al.,,
2014). EISCAP (Elektrolyt izolator semikonduktor kondenzator), potenciometricky biosenzor
zalozeny na enzymatickej reakcii bol vyvinuty pre detekciu mocoviny (Indranil Basu et al.,
2004). Niektoré d’alSie biosenzory fungujice na réznych principoch ako manometria, enzym,
potenciometria boli taktiez vyvinuté na detekciu mocoviny v mlieku (Renny et al., 2014; Mishra
et al.,. 2010; Jenkins a Delwiche 2002; Trivedi et al., 2009).

FalSovanie mlieka inymi zli¢eninami:

NIR (infracervena spektrometria v blizkej oblasti) (1100-2500 nm) bola pouZita pri
kvantifikacii pridavku vody a srvatky do kravského mlieka (Kasemsumran et al., 2007). Pri
experimentalnej komparativnej $tadii NIR a MIR spektrometrie (infracervena spektrometria v
strednej oblasti) Santos et al. (2013a) vyvinuli prenosny spektrometer so zaverom Zze MIR
fungoval rovnako dobre ako NIR a je mozné ho uplatnit’ pri detekcii falSujdcich zloziek ako je
voda, srvatka, peroxid vodika, syntetickd mocovina a mocovina. Rovnako ako mocovina, aj
syntetickd mocovina sa pouziva za Gcelom zvysenia obsahu dusika v mlieku. V pripadove;j
stadii uskutoénenej v Brazilii, bola mocovina identifikovana vo vsetkych vzorkach UHT mlieka
cestou chemometrickej analyzy (Souza et al., 2011). Pritomnost’ syntetickej mocoviny po
koncentraciu 0,78 mg.l-1 je mozné v mlieku identifikovat’ metdédou pracujucou na principe
infracervenej mikrospektroskopie a chemometrickej analyzy (Santos et al., 2013b). Podobny
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pristup bol vyuzity pri vyvoji ruéného infraéerveného spektrometra pre analyzu mlieka (Santos
et al., 2013b). Pritomnost’ mocoviny bola zistena pozorovanim zmeny koncentracie sodika a
vapnika vo vzorkach podrobenych plamenovej atomovej absorpénej spektroskopie (Santos et
al., 2012). MALDI-QTOF MS (Hmotnostna spektrometria s laserovou desorpciou a ionizaciou
za pritomnosti matrice s prieletovym analyzatorom) bola pouZita na kvantifikéciu rastlinného
oleja v mlieku (Garcia et al., 2012). Dalej, bolo umoznené identifikovat’ viacero fal3ujucich
zloziek vratane siranu amoénneho, dikydndiamidu, melaminu a mocoviny v susenom mlieku
metdédou Ramanovho chemického zobrazovania (Qin et al., 2013). FalSovanie mlie¢nych tukov
je tiez Castym problémom, z tohto dévodu bolo vyvinutych niekol'ko technik odhal'ujtcich
falSovanie na principe Butyrovho Refraktometra (Arora et al.,, 1996), fluorescencnej
spektroskopie (Ntakatsane et al., 2013), derivacnej spektroskopie (Jirankalgikar a De, 2014) a
Ramanovej spektroskopie (Uysal et al.,, 2013). Pre ucely odhalovania falSovania masla
pridavkom cudzieho tuku sa aplikuje referen¢nd metdda stanovenia Cistoty mliecneho tuku
plynovou chromatografickou analyzou triglyceridov (Nariadenie Komisie ES ¢. 273/2008).
Podl'a tohto nariadenia sa Cistota mlie¢neho tuku urcuje pomocou rovnic definovanych
triglyceridov. V zasade sa tato metdda vSeobecne pouziva pri kravskom mlieku alebo z neho
vyrobenych vyrobkov bez ohl'adu na kfmne, chovné alebo lakta¢né podmienky. Len vynimocne
moze kifmenie Cistymi rastlinnymi olejmi ako napriklad repkovym olejom mat’ za nasledok
nespravne pozitivny vysledok. K nespravne pozitivnemu vysledku sa méze dospiet’ aj v pripade
mlie¢nych vyrobkov ziskanych od jednotlivych krav. Metdda sa aplikuje predovsetkym na tuk
extrahovany z mlie¢nych vyrobkov tidajne obsahujucich ¢isty mliecny tuk s nezmenenym
zloZzenim, ako je maslo, smotana, mlieko a susené mlieko. Technologické oSetrenie mliecneho
tuku ako napriklad odstranenie cholesterolu alebo frakéna destilacia moze sposobit’ nespravne
pozitivny vysledok. To plati aj pre mliecny tuk ziskany z odstredeného mlieka alebo cmaru.
Metdda sa nedd vzdy pouzit’ na tuk extrahovany zo syra, lebo proces zrenia moze ovplyvnit’
zlozenie tuku natol’ko, Ze vysledok je nespravne pozitivny. Podl'a Suhaja a Kovaca (2001), je
mozné autentifikaciu jedlych tukov a olejov vykonat’ na zaklade zlozenia mastnych kyselin
jedine v pripade jednoduchého pridania maximalne jedného typu tuku alebo oleja do druhého.
Kontrolou profilu triacylglycerolov mozno identifikova nefalSovanos mlie¢neho tuku.
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Tabulka 1 Metody rychlej kvalitativnej analyzy poZivatePnych fal§ujucich zloZiek v mlieku
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FalSujuca Postup Pozorovanie Detekcny Literatira
zloZka limit (v/v)
(Sharma, et
al. 2012)
Cukor Pridajte 5 ml vzorky mlieka do Pritomnost’ 0,2 % (w/v) (Sharmaetal.,
skimavky, k nemu pridajte 1 cCerveného sfarbenia 2012);
ml koncentrovanej HCl a 0,1 g indikuje pritomnost’ (Kamthania et
resolcinového ¢inidla. pridaného cukru al., 2014);
Umiestni skimavku so vzorkou (Arvind Singh
do vodného kiipel'a na 5 minnt. etal., 2012)
Skrob Pridajte 3ml vzorky mlieka do Priromnost’ 0,02 % Sharmaet al.,
skimavky.  Po  prevareni modrého sfarbenia (whv) 2012);
vzorky, ochlad’ ju na izbovll indikuje pritomnost (Arvind Singh
teplotu. Pridajte jednu kvapku Skrobu. etal., 2012);
1% jédu. (Kumar et
al.,1998)
Glukéza Pridajte  1ml mlieka do Pritomnost 0,1% (w/v) (Sharmaetal.,
skimavky. Ku vzorke pridajte 1 okamZzitého tmavo- 2011)
ml modifikovaného modrého sfarbenia
Barfoedovho ¢inidla. Ohrej indikuje pritomnost
vzorku presne 3 minaty vo glukdzy.
vodnom roztoku pri bode varu.
Nasledne rychle schlad’ vzorku
pod tectcocu vodou. Pridajte 1
ml ¢inidla kyseliny
fosfomolybdénovej k
zakalenému roztoku.
Sol’ Pridajte 5 ml vzorky mlieka do Pritomnost’  zltého 0,02 % (Sharma et al.,
skmavky. K vzorke pridajte 1 sfarbenia indikuje (wWiv) 2012)
ml 0,1 N roztoku dusi¢nanu pritomnost’ pridanej
strieborného. Dobre premieSaj soli, kym tehlovo-
vzorku a nésledne pridajte 0,5 cervené  sfarbenie
ml 10 % roztoku chromanu indikuje mlieko bez
draselného. pridavku soli
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TabuPka 2a Rychla kvalitativna analyza r6znych nebezpeénych latok v mlieku

FalSujuca
zlozka

Postup

Pozorovanie

Detekcny  limit
(v/v) (Sharma et
al., 2012)

Literatdra

Peroxid
vodika

A) Pridajte 5ml podozrivej vzorky mlieka
do testovacej skimavky, pridajte rovnaky
objem d&istého mlicka a k tejto zmesi 5
kvapiek 2 % roztoku parafenyléndiaminu.

B) Pridajte 10 ml vzorky mlieka do
skamavky, ku vzorke aplikujte 1ml jodid
draselny — skrobové reakéné ¢inidlo a dobre
zamieSajte.

Pritomnost’ modrého sfarbenia
indikuje pritomny peroxide
vodika.

Pritomnost’ modrého sfarbenia
indikuje pritomny peroxide
vodika.

0,025 %

0,004 %

(Arvind Singh et al.,
2012); (Kamthania
et al., 2014);

(Sharma et al., 2012)

(Sharma et al., 2012)

Formalin

A) Pridajte 10 ml vzorky mlieka do
skimavky. Ku vzorke aplikujte 5 ml
koncentrovanej kyseliny sirovej s malym
mnozstvom  chloride  Zelezitého bez
trasenia.

B) Pridajte 5 ml vzorky mlieka do
skumavky. Pridajte 1 ml 10 % roztoku
chloridu  Zelezittho do 500 ml fTase
a doplnt’e objem koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. Z tohto roztoku vezmite
5 ml apridajte ich ku vzorke mlieka.
Umiestnite vzorku mlieka do vodného
kupela pri bode varu pocas 3-4 minut.

C) Pridajte 1 ml vzorky mlieka do
skimavky. Vezmite nasyteny roztok
kyseliny  1,8-  dihydroxynaftalén-3,6-
disulfonovej v priblizne 72 % kyseline
sirovej pre pripravu roztoku kyseliny
chromotropovej. Pridajte 1 ml roztoku
kyseliny chromotropovej ku vzorke mlieka.

Pritomnost’ fialového pripadne
modrého sfarbenia na spojnici
dvoch vrstiev tekutin indikuje
pritomnost’ formalinu.

Pritomnost’  hnedo-ruzového
sfarbenia indikuje pritomnost’
formalinu.

Pritomnost’  hnedo-ruzového
sfarbenia indikuje pritomnost’
formalinu.

0,1%

0,05 %

(Arvind Singh et al.,
2012); (Kamthania et
al., 2014)

(Sharma et al., 2012)

(Sharma et al., 2012)

Siran
amonny

A) Pridajte 2 ml vzorky mlieka do
skumavky ku ktorej aplikujte 0,5 ml 2 %
NaOH, 0,5 ml 2 % chlornanu sodného a 0,5
ml 5 % fenolu. Zmes ohrejte vo vodnom
roztoku pri bode varu priblizne 20 sekund.

B) Pridajte 10 ml vzorky mlieka do 50 ml
uzatvaratelnej skdmavky. Pridajte 10 ml
TCA roztoku. Prefiltrujte vyzraZzané mlieko
cez Whatmanov filtraény papier stupiia 42.
Vezmite 5 ml Cistého filtratu a pridajte
niekol’ko  kvapiek roztoku chloridu
barnatého.

Namodralé sfarbenie sa ihned’
objavuje, postupne sa meni na
tmavomodré.
Nekontaminované mlieko
vykazuje lososovo-ruzové
sfarbenie, ktoré sa postupné
meni na namodralé po dvoch
hodinéach.

Formovanie  mlie¢no-bielej
zrazeniny indikuje pritomnost’
siranov, ako su: siran amonny,
siran sodny, siran zino¢naty,
siran hore¢naty, atd’.

0.05 % (w/v)

(Kumar et al.,; 2002)

(Sharma et al., 2012)

Mocdovina

premieSajte.

A) Pridajte 5 ml vzorky mlieka do
skimavky. K vzorke nésledne pridajte
rovnaké mnoztvo 24 % TCA za uéelom
vyzrazania tuku abielkovin  mlieka.
Vezmite 1ml filtratu a pridajte 0,5 ml 2 %
chlérnanu sodného, 0,5 ml 2 % hydroxidu
sodného a0,5 ml 5 % fenolu, nésledne

Charakteristické modré
pripadne modro-zelené
sfarbenie vznika v pritomnosti
pridanej mocoviny, kym ¢isté
mlieko ostava bez sfarbenia.

42

(Meisel, 1995)
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TabulPka 2b Rychla kvalitativna analyza réznych nebezpeénych latok v mlieku

FalSujica Postup Pozorovanie Detekény  Literatlra
zlozka limit (v/v)
(Sharma
et al.,
2012)
Mocovina B) Pridajte 5 ml vzorky mlieka do Objavenie sa modrého - (Sharma et al.,
skiamavky, ku ktorej aplikujte 0,2 ml sfarbenia po 10-15 1993);
uredzy (20 mg.ml?).  Dobre mindtach indikuje (Arvind Singh et
premieSajte  pri  izbovej teplote pritomnost mocoviny al., 2012),
anasledne pridajte 0,1 ml 0,5% v mlieku. Cisté mlieko
roztoku Bromotymolovej modrej vykazuje slabo modré
(BTB). sfarbenie v d6sledku
prirodzeného 0.2 %
zastupenia mocoviny v (Wiv)
mlieku. (Sharma et al.,
C) Pridajte 5 ml vzorky mlieka do 1993);
skamavky, ku ktorej aplikujte 5 ml Pritomnost  vyrazne (Arvind Singh et
¢inidla p-dimetylaminbenzaldehyd. ZItého sfarbenia al., 2012);
indikuje  pritomnost’ (Bector et al.,
pridanej  mocoviny, 1998); (Kavita,
kym slabo ZIté 2000)
sfarbenie indikuje
prirodzenu mocovinu v
mlieku
Dusi¢nan Pridajte 10 ml vzorky mlieka do Pritomnost modrého 02% (Sharma et al.,
kadicky. K vzorke aplikujte 10 ml sfarbenia indikuje 2011)
roztoku chloridu ortutnatého, po pritomnost dusi¢nanu.
premiesani prefiltrujte zmes cez Cisté mlieko je bez
whatmanov filtra¢ny papier stupiia 42. sfarbenia.
Vezmite 1 ml filtratu a pridajte 4 ml
¢inidla difenyl aminsulfat alebo
difenylbenzidin.
Kyselina Pridajte 5ml vzorky mlieka do Formovanie  hnedo- - (Arvind Singh et
benzoova, skimavky. Na okyslenie pouzite ZItého sfarbenia al., 2012)
kyselina koncentrovanu kyselinu sirovd, 0,5 % indikuje  pritomnost’
salicyova roztok chloridu Zelezitého pridavajte kyseliny  benzoovej,
po kvapkach. Premie3ajte vzorku. fialové sfarbenie
indikuje  pritomnost’
kyseliny salicyovej
Kyselina Pridajte 5 ml vzorky mlieka do V pripade, ak - (Arvind Singh et
boraxova, skimavky. Ku vzorke aplikujte 1ml  kurkumovy papier al., 2012)
kyselina koncentrovanej HCI. Ponorte scervena, indikuje to
borita kurkumovy papier a néasledne ho pritomnost  kyseliny
vysuSte na hodinovom sklicku pri boraxovej pripadne

teplote 100 stupiiov.
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kyseliny boritej.



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

TabulPka 3 Rychle kvalitativne analytické metédy pre detekciu roznych zmesnych falSujucich

zloziek v mlieku

FalSujuca Postup Pozorovanie Dekecny Literatara
zlozka limit  (v/v)
(Sharma et
al., 2012)
Detergent A) Pridajte 5 ml vzorky mlieka Pritomnost’ fialového - (Singhal, 1980);
do skimavky a aplikujte 0,1 ml  sfarbenia indikuje (Arvind Singh et al.,
0,5 % roztoku Bromokrezol pritomnost detergent. 2012)
fialovej (BCP). Cisté mlieko vykazuje
slabo fialové
sfarbenie. 0.0125 %
(Rajput, Sharma, a
B) Pridajte 5 ml vzorky mlieka Pritomnost’ relativne Kaur)

do 15 ml skamavky. K vzorke
aplikujte 1ml farbiva — roztok
Metylénovej modreja 2 ml
chloroformu. Obsah vortexujte
priblizne 15 sekdnd a nasledne
centrifugujte tri mindty pri
1100 otackach/minutu.

intenzivneho modrého
sfarbenia v spodnej

vrstve indikuje
pritomnost’ detergent v
mlieku.  Pritomnost’
relativne

intenzivnejSieho
modrého sfarbenia v
hornej vrstve indikuje
¢ista  vzorku mlieka
bez detergentu.

Mydlo Pridajte 10 ml vzorky mlieka Pritomnost’ ruzového - (Arvind Singh et al.,
do  skimavky.  Aplikujte sfarbenia indikuje 2012); (Kamthania et
k vzorke rovnaké mnozstvo pritomnost mydla. al,. 2014); (Ghodekar
horGcej  vody. Néasledne 1974)
pridajte 1-2 kvapky indikatora
fenolftaleinu.

Farbivo A) Pridajte 10 ml vzorky Pritomnost zItého - (Batis et al., 1981)
mlieka do testovacej sfarbenia v jemnej
skimavky. K vzorke aplikujte vrstve indikuje
10ml  dietyl éteru. Po pritomnost’ pridaného (Lechner a
premieSani, nechajte vzorku farbiva - Klostermeyer,1981)

odstat’.

B) Pripravte alkalicki vzorku
mlieka pridanim
hydrogenuhli¢itanu  sodného.
Do vzorky ponorte pésik
filtracného papierika na dve
hodiny.

C) Pridajte par kvapiek
kyseliny chlorovodikovej k
vzorke mlieka.

Pritomnost’ ¢erveného

sfarbenia  filtraéného
papierika indikuje
pritomnost’  farbiva
annatto
(pomaranéovo-
Cervené).  OSetrenie
tohto papierika
chloridom  cinatym
vedie Kk ruZzovému
sfarbeniu.

Pritomnost’” ruzového
sfarbenia indikuje

(de Souzaet al.,
2000)

pouZitie azo farbiv.
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ZAVER

Aj ked’ finan¢ny zisk je jednym z hlavnych dévodov falSovania mlieka, nedostatocné
zasobovanie pre neustale rastiicu populaciu na celom svete sa rovnako podpisalo na uplatiiovani
tychto praktik. Tento problém je akutnejSi v rozvojovych a malo rozvinutych krajinach, z
dévodu nedostatku primeraného monitoringu a legislativnej podpory. Existujuce beZzné
detek¢éné techniky nie su vzdy uplatnitelné a dostupné v tychto krajinach, o stazuje
odhalovanie réznych sposobov falSovania mlieka. Z uvedenych dévodov je nevyhnutné prijat’
spolo¢né usilie od vedeckej komunity a regulacnych organov prostrednictvom vyvoja,
implementacie a vyuzivania kvalitnejSich technik, odhal'ujucich fenomén falSovania mlieka.
Okrem toho povedomie verejnosti a pristup k informaciam mézu v danych regionoch hrat’
zasadnu Glohu pri vysporiadavanu sa s touto otazkou. Niektoré z jednoduchych metod detekcie
uplatniteI'nych na Grovni spotrebitel’a a najmodernejSich technik na trovni odbornej verejnosti
mdzu pomoct’ riesit’ tento problém a tak predist’ zdravotnym rizikdm, ¢i dokonca Gmrtiam,
vratane zvysenia ochrany milidna deti v rozvojovych krajinach.
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ANTIFUNGALNA AKTIVITA VYBRANYCH DRUHOV RASTLINNYCH SILIC NA
RAST IZOLATOV PENICILLIUM COMMUNE
ANTIFUNGAL ACTIVITY OF SELECTED ESSENTIAL OILS ON THE GROWTH
OF PENICILLIUM COMMUNE ISOLATES

Denisa Foltinova, Dana Tancinovad, Miroslava Cisarovad

Abstract: The aim of this study was focused on the determination of the antifungal activity of
selected essential oils on the growth of five isolates of Penicillium commune. The isolates
were obtained from the dairy products of domestic origin: cheese flavoured with pepper,
smoked cheese block, smoked cheese slices, sour cream and parenica (pasta filata). We
studied the effect of twelve essential oils - clove, eucalyptus, tea tree, cajeput, niaouli, fennel,
dill, anise, cumin, basil, thyme and thyme red in a concentration of 625 pl.I"! air. We tested
the effect of the essential oils by the gaseous diffusion method. The isolates were cultivated
on CYA (agar with yeast extract), in the dark, 14 days at 25+ 1 °C, and 35 days at 5 £ 1 °C.
The diameters of the growing colonies (in mm) were measured on the 3", 71, 11 14" at 25
+ 1°C and 3, 7", 111 14™" 21" 28" and 35" day at 5 + 1°C a digital calliper. The results
indicate that clove, thyme and thyme red essential oil had a 100 % inhibitory effect on the
growth of all tested isolates regardless of cultivation day and temperature. Essential oils from
anise and cumin had 100% antifungal activity on the growth of tested straines only at 5 =+ 1
°C. Eucalyptus, tea tree, cajeput, niaouli, fennel, dill and basil essential oil had not significant
antifungal activity on tested isolates Penicillium commune. However, these oils affected the
growth of colonies throughout the cultivation. Our results showed that some essential oils
could be used as a natural preservative useful in the food industry.

Keywords: essential oils, antifungal activity, vapor phase, Penicillium commune

uvoD

Kontamindcia potravin mikroorganizmami, vratane mikroskopickych vldknitych hub je
celosvetovym problémom. Mikroskopické huby dokazu rast’ na plodinach este ked’ st na poli,
ale aj na uskladnenych potravinach, ¢o vedie k znizeniu kvality potravin, zniZeniu ich
nutricnej hodnoty a produkciou mykotoxinov moéze dojst aj k ohrozeniu zdravia
konzumentov. Vyskyt mikroskopickych vlaknitych hab v mlieénych produktoch a na syre
predstavuje problém z hladiska kvality aj bezpe¢nosti potravin. Rod Penicillium
je povazovany za najCastejSi kontaminant mlie¢nych vyrobkov, pricom druh P. commune je
jednou z najrozsirenejSich  mikroskopickych vlaknitych hab, ktora spdsobuje kazenie
mlie¢nych produktov, prevazne syrov (Thanushree et al., 2019; De W Blackburn, 2006).
Rastlinné silice su prirodné latky, ktoré sa ziskavaju z rastlin najmé prostrednictvom parnej
destildcie. Maju vyznamné antifungélne, antibakteridlne, antivirusové, protizapalove,
antioxida¢né a d’alSie ucinky a su ucinné aj proti mikroorganizmom, ktoré sa vyskytujd
v potravinarskom priemysle (Hesham et al., 2016; Raut a Karuppayil, 2014; Oussalah et al.,
2007). Tieto vlastnosti ich preduréuji na moznu aplikaciu v potravinarskom priemysle ako
prirodnych konzervaénych latok amozu byt alternativou k syntetickym konzervaénym
latkam (Debonne et al., 2018; Hyldgaard et al., 2012). Cielom tejto Stadie bolo zistit
antimykoticka aktivitu vybranych druhov rastlinnych silic na rast kmenov P. commune
izolovanych zo zaplesnivenych mlie¢nych produktov.

MATERIAL A METODY
Antimykotickd aktivitu dvanastich rastlinnych silic (klin¢ekovej, eukalyptusovej,
cajovnikovej, kajeputovej, niauolovej, feniklovej, kdprovej, anizovej, rascovej, bazalkova,
tymianovej a silice z tymianu ¢erveného) sme sledovali na piatich kmenoch Penicillium
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commune. Kmene boli izolované zo zaplesnivenych mlie¢nych produktov domaceho pévodu
(prirodny ochuteny syr s paprikou z kravského mlieka, saldmovy syr Gdeny, saldmovy syr
udeny platkovy, kysla smotana a parenica). U¢inok rastlinnych silic sme testovali plynnou
difdznou metddou podla Guynot et al. (2003). Pouzili sme sterilné dvojkomorové Petriho
misky s priemerom 90 mm, s 15 ml Zivného media CYA. Kmene P. commune sme ockovali
jednobodovo do stredu obidvoch komor Petriho misky. VSetky analyzy boli vykonané v
Styroch opakovaniach. Do vieCka Petriho misky sme umiestnili sterilny filtracny papierik, na
ktory sme rovnomerne napipetovali 50 ul prislusnej silice a bol umiestneny tak, aby nedoslo
k priamemu kontaktu so Zivnym médiom. Do kontrolnych misiek sme na filtraény papierik
napipetovali 50 pl sterilnej destilovanej vody. Takto pripravené Petriho misky sme uzatvorili
parafilmom a kultivovali v termostate pri 251 °C 14 dni a v chladni¢ke pri 5+1 °C 35 dni.
Celkovo bolo v Petriho miske 80 ml vzduchu a koncentracia silice bola 625 pl.I* vzduchu.
Rast kolonii kultivovanych pri 251 °C sme merali na 3., 7., 11., a 14. den a pri miskach
kultivovanych pri 51 °C sme merania vykonalina 3., 7., 11., 14., 21., 28., a 35. den. Ucinok
antifungalnej aktivity dvanastich rastlinnych silic sme vypo¢itali ako priemernti percentualnu
inhibiciu rastu mycélia pri obidvoch kultivacnych teplotach (po 14 dnoch kultivacie pri 25+1
°C a po 35 dioch kultivacie pri 5£1 °C).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vsetky rastlinne silice prejavili ur¢itd schopnost’ inhibovat’ alebo potlacat’ rast
jednotlivych kmeniov. Vysledky sme vyjadrili ako percentudlnu inhibiciu rastu mycélia pri
dvoch kultivaénych teplotach. UpIny (100 %) u¢inok na rast vietkych kmefiov poéas celej
doby kultivacie pri oboch kultivacnych teplotach preukazali klincekova a tymianova silica
asilica z tymianu ¢erveného. Antimikrobidlnym, antifungalnym a antimykotickym ucinkom
rastlinnych silic konkrétne z klin¢eka, oregana, $korice a tymianu sa vo svojej Studii venovali
aj autori (Cisarova et al., 2020; Foltinova et al., 2019; Tané¢inova et al., 2018; Tylor 2015),
ktori rovnako ako my potrvdili 100 % Géinok tychto rastlinnych silic. Anizova a rascova silica
mali tiez 100 % inhibi¢ny ucinok, ale len pri nizsej kultivacnej teplote (5+1 °C), pocas celej
doby kultivacie (35 dni). Podobny inhibi¢ny u¢inok uvedenych silic vo svojej Stadii
potvrdzuje aj d’alSia skupina autorov (Massa et al., 2018; Aminifard a Bayat 2017; Cisarové et
al., 2015; Rajkovic et al., 2015; Zhaveh etal., 2015). Medzi silice, ktoré tiez prejavili
vyznamnu antifungalnu aktivitu mézeme zaradit’ ¢ajovnikovu (90,91 %), kajeputovi (66,85
%) a koprovu (71,33 %) silicu pri 25+1 °C a ¢ajovnikova (97,14 %), kajeputovu (86,08 %),
feniklovd (98,00 %) a koprova (99,50 %) silicu pri 51 °C, c¢o je porovnatelné aj
s vysledkami inych autorov (Chidi et al., 2020; Dahiya 2016; Stevi¢ et al., 2014). Autori
Koci¢-Tnackov et al. (2012), Piyo et al. (2009), Ili¢ et al. (2019) vo svojej préaci uvadzajd,
ze silice z bazalky, feniklu st uc¢inné proti zastupcom rodu Penicillium ato konkrétne proti
P. aurantiogriseum, P. glabrum, P. chrysogenum a P. brevicompactum. Dixit et al. (2014)
sledovali antifungalny ucinok rastlinnych silic z Eucalyptus globulus (eukaliptova silica) a
Ocinum basilicum (bazalkova silica) vo¢i testovanym druhom Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger, Penicillium
commune a Candida albicans. Vysledky ich Studie potvrdili ¢iastoény inhibi¢ny G¢inok tychto
rastlinnych silic najma na Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a Aspergillus niger. Na
zéklade nasSich vysledkov mdzeme konstatovat’, Ze rastlinné silice: niauolova, bazalkova a
eukalyptusova prejavili najnizsi inhibi¢ny G¢inok na rast vSetkych testovanych kmenov pocas
oboch kultivacnych teplot. Podobné uc€inky uvedenych rastlinnych silic preukazuji aj
vysledky inych autorov (Davari a Ezazi 2017; Schroder et al., 2017; Patil a Parthiban 2017).
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Obrézok 2 Antifungalna aktivita 12 rastlinnych silic v percentach na rast P. commune pocas
35 dnovej kultivacie na CYA pri 5 + 1 °C, v Styroch opakovaniach (poc¢et kmenov 5)

ZAVER
Vysledky  nadsho  vyskumu  preukédzali  vyznamny antifungalny  ainhibi¢ny
ucinok niektorych druhov rastlinnych silic na rast kmenov P. commune. Z vysledkov vyplyva,
Ze rastlinné silice by mohli byt vyuzitelné v potravinarskom priemysle ako prirodné
konzervacné latky a mohli by predstavovat’ vhodnu alternativu ku chemickym konzervaénym
latkam.
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IMPLEMENTACIA NUTRI-SCORE V EUROPE AKO NASTROJA
VEREJNEHO ZDRAVIA NA ZLEPSENIE VYZIVOVEHO STAVU
POPULACIE NA ZAKLADE PRISNEHO VEDECKEHO ZAZEMIA
IMPLEMENTING THE NUTRI-SCORE IN EUROPE AS A PUBLIC
HEALTH TOOL TO IMPROVE PEOPLE'S NUTRITIONAL STATUS
BASED ON A SOUND SCIENTIFIC BACKROUND

Jozef Golian, Tomas Vicko, Jozef Capla

Abstract: We consider food labelling in the form of a Nutri-Score label to be a public health
tool in order to improve the nutritional status of the population. Nutri-Score is a progressive
form of food labelling related to nutrition information. The Nutri-Score label should be placed
on the front of the product packaging and inform the consumer in a simplified way about the
nutritional composition and thus the quality of the food. Nutri-Score uses colour scales to
categorize food based on nutritional data. The aim is also to motivate producers to improve the
quality of their food so that i tis placed on a better colour scale. Nutri-Score is a system based
on scientific knowledge, in recent years dozend of scientific papers have been published in
international peer-reviewed journals, which confirm the correctness of the idea and the design
of the Nutri-Score label.

Keywords: Nutri-Score, food labelling, nutrition data.

UvoD

Nutri-Score sa opiera o vedecky zaklad, ktory vznikol na zéklade systému vyZivovych
profilov vyvinutych pracovnikmi Oxfordskej univerzity pre Food Standard Agency (FSA) vo
Velkej Britanii, s cielom stanovit’ pravidla regulacie televiznej reklamy pre deti. Bol pouZzity
precizny vedecky proces zahffiajuci viaceré Stidie na oddvodnenie potreby podpory
pritomnosti viacerych skupin Zivin a latok, ktoreé podporuju zdravy metabolizmus. Z opa¢ného
hladiska boli vybrané a oznacované skupiny zivin, ktorych pritomnost’ by sa v potravinich
mala obmedzit. V roku 2015 bol predmetom s$tadii systém konec¢ného profilovania Zivin
s ndzvom FSA NPS, ktory sa mal pévodne v Spojenom Kralovstve pouZzivat’ na schvalovanie
televiznych reklam na potraviny urcené pre deti. Agentura pre bezpe¢nost’ potravin ANSES
a Franclzska rada pre verejné zdravie HCSP, ktora je nezavislou agenturou stanovila 4 prahoveé
hodnoty definujuce 5 farebnych Skal a pismen, konkrétne od A zelenej po E ¢erveni. HCSP
stanovil s oddévodnenim verejného zdravia kalibraciu pdvodného planu FSA NPS pre tri
kategorie potravin a to pre napoje, syry a pridané tuky s cielom zlepsit’ viditeI'nost’ variability
vyZzivovej kvality. Dévodom bolo najma to, Ze pévodny néavrh kategorizoval vietky skupiny
syrov do kategorie E a nezohl'adnoval prinos syrov ako mlie¢nych produktov obsahujucich
vysoké mnozstva vapnika a plnohodnotnych bielkovin. Takymto spésobom sa neumoziovalo
spotrebitel'om rozliSovat’ rdzne kategorie syrov na zaklade vyzivovych vlastnosti. Po mensej
uprave sa syry zarad'uju do kategorii D a E, niektoré aj do kategorie C ako napr. syry Ricotta
alebo Mozarella. Obdobny postup sa aplikoval na napoje a pridané tuky. Na zaklade vedeckych
dat a najma vysledkov nedavnych intervenénych studii s olivovym olejom zaélenila Francuzska
agentura pre verejné zdravie zodpovedna za spravu Nutri-Score olivovy olej do kategorie
ovocia, zeleniny a orechov. Z toho dévodu je zaradeny olivovy olej do kategérie C a nie D.
Vigsina krajin EU povazuje olivovy olej za zdravsi variant v pripade prijmu tukov a olejov
(Rayner, Scarborough, Stockley, 2004; 2005; Rayner, Scarborough, Lobstein, 2009;
Arambepola, Scarborough, Rayner, 2008).
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SYSTEM OZNACOVANIA NUTRI-SCORE

Na posudzovanie Nutri-Score ako oznacenia vyzivovej hodnoty potraviny na predne;j
strane obalu vyrobku existuje koncepcna schéma opisand vo viacerych publikaciach
(Townsend, 2010; Grunert, Wills, 2007) a podrobny postup bol publikovany zo strany Svetovej
Zdravotnickej organizacie popisujuci valida¢né $tadie potrebné na vyhodnotenie a vyber
oznacenia vyzivovej hodnoty (WHO, 2019; 2020; 2020). Pocetné publikacie v recenzovanych
medzinarodnych ¢asopisoch popisuju validaciu vypocétového algoritmu a grafického formatu
Nutri-Score (Renaudin et al., 2017).

NUTRI-SCORE

Obr.1 Logo Nutri — Score (Egnell et al., 2019)

Pomocou Nutri-Score je mozné vediet’ vyZivove zloZenie konkrétnej potraviny, ktorych
vysledok je vyjadreny pét’stupniovou farebnou stupnicou pismen, pri¢om zelené A znamena:
priaznivé zlozenie vyZivovej hodnoty a tmavooranZzové E znamena: nepriaznivé zloZenie
vyZivovej hodnoty.

V pripade validacie algoritmu, ktory je zakladom Nutri-Score, boli zrealizované tri
kroky koncep¢nej schémy.

Krok €. 1

Rézne Stadie analyzujuce potraviny z hl'adiska vyzivy zdbraziuja, Ze pre vsetky
testované eurdpske krajiny klasifikacia potravin podl'a Nutri-Score je v sulade s vyZivovymi
odportcaniami pre verejné zdravie (Dréano-Trécant et al., 2020). Vi¢sina produktov, najma
ovocie a zelenina je zaradena do kategorie A alebo B, zatial’ ¢o vdcésina sladkych a solenych
pochutin, omacok, zivo¢iSnych tukov su zaradené do kategdrie D alebo E. Konzistencia sa
zobrazuje aj vramci konkrétnych skupin potravin, v skupine Skrobovych potravin su
strukoviny, cestoviny aryza lepSie hodnotené ako ranajkové cereélie, v mlie¢nej skupine sU
mlieko a jogurty hodnotené lepSie ako syry. Kompozitné jedla su Siroko distribuované, ¢o
zdoraziuje variabilitu vyZivového zloZenia produktov v tejto Specifickej kategdrii. A nakoniec,
pokial’ sa jedna o napoje, zatial' ¢o vicSina ovocnych Stiav je klasifikovana do kategorie C,
nealkoholické ochutené napoje su klasifikované do kategorie E, voda je zaradena do kategorie
A. Vo vietkych krajinach EU sa pozoruje velka variabilita vietkych skupin potravin, pokial
boli tieto potraviny rozdelené do troch tried Nutri-Score. V pripade podobnych vyrobkov su
Castokrat identifikované najmenej dve farebné kategoérie. Schopnost’ systému Nutri-Score
identifikovat’ rozdiely vo vyZivovej kvalite potravin je obzvlast vyhodna, pokial’ umoziuje
spotrebitel'om porovnavat potraviny v ramci kategorii.

Krok ¢.2

Systéemom Nutri-Score a jeho dopadmi na spotrebitel'ov sa viaceri autori zaoberali aj
v epidemiologickych Studiach (Julia et al., 2014; 2015; Deschamps et al., 2015). Spotrebitelia
riadiaci sa Nutri-Score pri vybere potravin sa vyznacuji cCastejSou konzumaciou ovocia,
zeleniny, ryb a na druhej strane nizSou mierou konzumacie sladkych, mastnych a slanych jedal,
taktieZ prijimaja viac vlakniny, vapnika, betakaroténu, vitaminu C, zinku a Zeleza. V Studiach
sa eviduje u tychto spotrebitel'ov nizsi prijem nasytenych mastnych kyselin a celkovo lepsie
dodrZiavanie vyZivovych usmerneni verejného zdravia. Predmetné Stadie poukazuju na fakt, Ze
konzumacia potravin zaradenych na lepSej stupnici Nutri-Score je priamo spojena s celkovo
lepSim dodrziavanim zasad spravneho stravovania sa.

Krok ¢. 3
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Nutri-Score sa skumalo aj zhladiska jeho asociacie na individualnej trovni
zdravotnych javov v kohortach. Analyza zrealizovana vo Franctzsku, ktora zahfiala skupinu
6 435 subjektov sledovanych po dobu 13 rokov (Donnenfeld et al., 2015; Adriouch et al., 2016;
Julia et al., 2015; 2015) a skupinu 46 864 subjektov sledovanych po dobu 6 rokov (Adriouch et
al., 2017; Deschasaux et al., 2017) ukazala, Ze konzumacia potravin s vyssou FSA NPS
zodpovedajuca konzumacii potravin s menej priaznivym hodnotenim Nutri-Score je spojena
s vySSim rizikom vzniku chronickych ochoreni vratane rakoviny, kardiovaskularnych ochoreni,
obezity a inych. Obdobné vysledky sa preukazali pri analyzach realizovanych v Spanielsku na
vzorke 20 503 0s6b po dobu 10 rokov (Goméz-Dono et al., 2020) a analyzach realizovanych
vo viac ako 10 krajinach EU o vzorke viac ako 500 000 sledovanych viac ako 15 rokov
(Deschasaux et al., 2018; 2020). Celkovo vsetky prospektivne kohortné $tadie uskuto¢nované
v réznych kontextoch zistili suvislost’ medzi konzumaciou potravin dobre klasifikovanych
podl'a Nutri-Score a niz§im rizikom chronickych ochoreni a nizS§ou umrtnost’ou. Tieto vysledky
vedu k zéveru, ze ak ma kazdy z vyzivovych prvkov, ktoré sa bert do uvahy pri vypocte
vyzivoveho skore, vedecké opodstatnenie, je agregacia tychto zloziek v ramci celkového
algoritmu jeho vypoctu silne overend. Tento krok validacie predstavuje dolezity argument v
prospech relevantnosti a spol’'ahlivosti tohto algoritmu, pokial’ ide o vyber prvkov pouzitych pri
jeho vypocte a pridelenie bodov roznym zékladnym prvkom (Egnell et al., 2021).

V pripade validacie grafického formatu sa tiez zrealizovali kroky koncep¢nej schémy.
Viaceré Stadie (Ducrot et al., 2015; Julia et al., 2017; De Temmerman et al., 2021) sa zaoberali
ucinnostou 5 farebného grafického formatu Nutri-Score vo vztahu k spotrebitelovi
V porovnani s inymi existujucimi oznaceniami. Vysledky stadii zrealizovanych v Nemecku
(BMEL, 2019), Franctzsku (Sarda et al., 2020), Spanielsku (Hispacoop, 2020), Belgicku (Test
Achat, 2020) st konvergentné, ¢o signalizuje vyborni ucinnost’ Nutri-Score v porovnani
s inymi testovanymi vyZivovymi ozna¢eniami, najma ¢o sa tyka vnimania, lahkej identifikacie
a porozumenia zo strany spotrebitel'ov. VSetky predmetné stadie poukazuju, Ze Nutri-Score je
spotrebiteI'mi silne preferované ajavi sa ako preferovany format v porovnani sinymi
oznaceniami, najma u populacie s nizSou Groviiou znalosti v oblasti vyZivy. Nie je postacujice
len aby spotrebitelia evidovali tento graficky format. Je potrebné aby sa zvysila efektivnost’
samotnej myslienky, ktorej gro je pomdct spotrebitelom pri vybere vyZivovo kvalitnych
potravin. Boli vykonané Stadie zaoberajuce sa porovnavanim Nutri-Score s inymi vyZzivovymi
oznaeniami potravin. Stadie boli vykonané na velkych vzorkach spotrebitelov (12 000) v 12
krajinach EU a v 6 krajinach Azie a Oceénie (6 000) (Egnell et al., 2018; 2021). Stadie jasne
preukazali, Zze oznacenie Nutri-Score je efektivnejsi sposob pre spotrebitelov na spravne
klasifikovanie vyZivovo kvalitnych potravin v porovnani s ozna¢eniami UK Multiple Traffic
Light, Chilean Health Warnings, Australian Health Star Ratings. Daliia obdobna $tidia
zrealizovand vo FrancUzsku na viac ako 14 000 subjektoch ukézala, Ze pravdepodobnost’
spravnej Kklasifikacie vyrobkov na zéklade vyZivového oznacenia bola obzvlast vysoka
u spotrebitel’'ov s nizSou socialno-ekonomickou troviiou a minimalnymi znalostami v oblasti
vyZzivy (Ducrot et al., 2015). NajrelevantnejSie Studie boli zamerané na porovnanie vplyvu
Nutri-Score na vyzivovu kvalitu uskuto¢nenych nakupov v porovnani s inymi vyZivovymi
oznaCeniami alebo bez nich. Boli vykonané¢ 4 S$tadie prostrednictvom virtuadlnych
supermarketov zameranych na Studentov, osoby s chronickym ochorenim, priemernd populéciu
a 0soby s nizkymi prijmami (Ducrot et al., 2016; Egnell et al., 2019). Dalsie $tudie sa
uskutoc¢nili v obchodnej sieti na niekolkych stovkach subjektov pri readlnych nakupoch
(Crosetto, Muller, Ruffieux, 2016; Crosetto et al., 2017; 2020) a bola vykonana Studia vo
Francuzsku v 60 supermarketoch, z ktorych 10 malo oznaenie Nutri-Score, 10 Multiple
Traffic Light, 10 systém SENS, 10 GDA/RIS a 20 supermarketov malo produkty bez oznacenia.
V danej Stadii sa analyzovalo 1,7 miliona hotovostnych trzieb (Ministere des Solidarites et de
la Sante; Dubois et al., 2020). Vysledky vSetkych vysSie spomenutych Stadii konzistentne
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poukazuju na to, ze pritomnost’ ozna¢enia Nutri-Score zlepSuje vyZzivovl kvalitu nakupov
a ucinnost’ Nutri-Score sa preukdzala ako najefektivnejsia. Je predpoklad, ze oznacenie Nutri-
Score a na to nadvézujice nakupovanie vyZivovo kvalitnejSich potravin by mohlo vplyvat’ na
umrtnost’ v désledku chronickych ochoreni ato jej znizenim o0 3,4 % (Egnell et al., 2019).
Pocetnost’ a kvalita Stadii preukazujuca pozitivny prinos oznaéenia Nutri-Score je evidentna.
Ziadne iné vyZivové oznalenie nebolo podrobené takej sume skamania a validacii
realizovanych na zaklade metodiky WHO s tak pozitivnymi vysledkami. VSetky predmetné
Stadie preukazali zretelne lepSie vysledky v porovnani sinymi vyZivovymi oznaceniami.
Vysledkom je aj prijatie Nutri Score organmi verejného zdravia viacerych eurépskych Statov
(Franctzsko, Belgicko, Nemecko, Spanielsko, Luxembursko, Holandsko a Svajéiarsko) (Julia,
Hercberg, 2016; 2018; 2018; Mialon et al., 2018).

PRIKLADY APLIKACIE NUTRI-SCORE NA VYROBKOCH

Obr. 2 Oznacenie Jogurtov Nutri-Score (http://businessindustry.ch)
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Obr. 3 Oznacenie vyrobkov ALPRO Nutri-Score (Alpro, 2019)
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Obr. 4a Rozdiely v oznaceni Vyrobkov rovnakej znacky podl’a Nutr1 Score (Plonke
2019)
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Obr. 5 Porovnanie dvoch vyrobkov jednej znaCky sinym zloZzenim (Albert,
Kwasniewski, 2019)
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ZAVER

Nutri-Score pozostava zo systému oznacovania vyzivovej hodnoty na podporu
vyvazenej stravy. S cielom zlepsit' pristup k vyvézenej strave poskytuje tento navrh
odporucanie syntetického systému oznacovania vyzivovej hodnoty, ktoré je jednoduché a
dostupné pre vSetkych. Nutri-Score je ochranna znamka zapisana vo Franctazsku spolo¢nost'ou
Santé publigue France a ako kolektivna ochranna zndmka, ktora sa riadi stanovami pouzivania
a grafickou predlohou. Je to prostriedok, ktory je vysledkom vedeckého, inovativneho a
inkluzivneho pristupu zaloZzeného na dialogu so zGc¢astnenymi stranami. Vel'ka Cast’ ¢lenskych
Statov Europskej Unie je v procese zavadzania legislativnych ustanoveni potrebnych na podporu
tohto jednotného systému v celej Eurdpe. Tymto zjednodusenym oznacovanim umiestnenym
na prednej strane obalu potravin mdze spotrebitel’ rychlo posudit’ vyzivova kvalitu vyrobku.
Takto mdze porovnavat’ potraviny medzi sebou, medzi r6znymi skupinami vyrobkov, v rdmci
tej istej skupiny alebo rovnaku potravinu réznych znaciek. Vd’aka tejto transparentnosti moézu
spotrebitelia I'ahko zaclenit’ vyzivovy rozmer do svojho ndkupného ukonu a nasmerovat’ svoj
vyber na potraviny s vysSou vyzivovou kvalitou.
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VARIABILITA OBSAHU ORGANICKYCH KYSELIN
VO VYBRANYCH ODRODOVYCH BIELYCH VINACH
SLOVENSKEJ PRODUKCIE
VARIABILITY OF ORGANIC ACIDS CONTENT IN SELECTED
MONOVARIETAL WHITE WINES OF THE SLOVAK PRODUCTION

Silvia Jakabova, Martina Fikselova, Zuzana Alaéova, Martin Marko, Andrea Mendelova,
Michal Sevcik

Abstract: The wine acidity is an important wine attribute which is a result of composition and
content of organic acids in wine. The organic acids greatly contribute to the organoleptic
properties of grapes and wines. The profile and concentration of these primary metabolites are
important parameters in relation to the processing of grape juices and wines and the
determination of their chemical composition. In this work, organic acids (total acid content,
malic and tartaric acids) of twelve monovarietal (Chardonnay, Pinot blanc and Pinot gris
varieties) white wines of Slovak origin were studied. The wine samples were examined by
FTIR method. Mean content of total acids varied between 4.63+0.09 and 6.63+0.05 g.I7,
tartaric acid varied between 1.62+0.09 and 2.93+0.03 g.I!, malic acid was found in the
concentration levels between 0.07+0.05 and 2.50+0.08 g.I"Y. The statistical significant
differences were observed between the wines and wine-growing regions based on content of
organic acids. Especially malic acid in particular proved to be an important marker of
difference. Organic acids, their contents and ratios in wine are proving to be promising
markers with usability in wine classification.

Keywords: white wines, organic acids, malic acid, tartaric acid, variability

UvoD

Organickym kyselinam sa v poslednych rokoch venuje zvySena pozornost’ najma
v suvislosti s ich vyznamom a zdraviu prospesnym u¢inkom. Organické kyseliny st prirodné
latky, ktoré prispievaju k organoleptickym (chut’, farba a arébma) a bioaktivnym vlastnostiam
(antioxidacnd a antimikrobidlna aktivita) potravin ako aj vyznamné ochranné ucinky na
myokard, ktoré boli preukazané napr. ukyseliny citronovej a jabl¢nej (Nelson, Rush and
Wilson, 2016; Tang et al., 2013, Daglia et al., 2007). Prirodzene sU organické kyseliny
pritomné vo vSetkych druhoch potravin, ako su rézne druhy ovocia a zeleniny, huby a napoje
ako dzus, kava, ¢aj a vino (Robles et al., 2019). Organické kyseliny su bohato zastipené v
hrozne, o mé za nésledok ich vysoky podiel vo vine. Podiel'aju sa tak na zlozeni, stabilite
a organoleptickych vlastnostiach vina, a vyznamne vplyvaju aj na konzervacné vlastnosti,
akymi su mikrobiologicka a fyzikalno-chemicka stabilita, ked’ze obsah kyseliny vinnej je tiez
kritickym kontrolnym parametrom pri stabilizacii vina. (Ribéreau-Gayon et al., 2006; Robles
et al., 2019; Do Nascimento Silva et al., 2015). Chemické zloZenie hrozna a typ fermentacie
su tieZ zodpovedné za vyrazné rozdiely vo vyslednych vinach pochédzajucich z geograficky
odlisnych regidénov arozdielnost’ sa pripisuje aj rdznym pomerom medzi karboxylovymi
kyselinami (najmé jabl¢nej, vinnej, mlie¢nej a citronovej) (Abrahamse & Bartowsky, 2011;
Milovanovic et al., 2019; Ribereau-Gayon et al., 2006).

Hlavné organické kyseliny vo vine st kyselina $tavelova, vinna, mravcia, jabl¢na,
octova, citronova, fumarova, jantarova, galova a mlieCna. Viac ako 90 % vSetkych
zastipenych organickych kyselin v hrozne, a tym aj vo vine, predstavuju kyselina jabl¢na
avinna. Organické kyseliny si hlavnymi zlozkami zodpovednymi za kyslost (pH okolo 3)
avyvéZzenost chutovych vlastnosti vina (Lima et al. 2010). Pokial ide o preferencie
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zékaznikov z hl'adiska organoleptického a estetického charakteru, je potrebné udrziavat
rovnovahu medzi obsahom cukru a kyselin vo vine (do Nascimento Silva et al., 2015).

Kyselina jabl¢na a vinna su dve v hrozne najrozsirenejSie kyseliny, ich obsah sa ¢asto
pouziva na urcenie datumu zberu, pretoze kazda kyselina sa pocas procesu zrenia sprava inak.
Kym pocas procesu zrenia obsah kyseliny jablcnej neustale klesa, obsah kyseliny vinnej
zostava takmer konstantny. Vysledkom su rdzne pomery tychto kyselin pocas dozrievania
hrozna. Idealny datum zberu hrozna je mozné urcit’ na zaklade pomeru kyseliny jabl¢nej a
vinnej (Palma & Barroso, 2002). Organické kyseliny, ich obsahy a pomery je mozné vyuzivat’
aj ako markery pri klasifikacii vina, ako popisuju Milovanovi¢ et al. (2019).

Analyza obsahu organickych kyselin je moZna viacerymi metodami. Celkovy obsah
kyselin je definovany ako koncentréacia organickych kyselin v hrozne alebo vo vine (Boulton,
1980). Celkova kyslost sa tak moze definovat ako protonova ekvivalencia anionov
organickych kyselin. Organické kyseliny z mustu alebo vina st pomerne slabé a da sa
oCakéavat, Ze k ich neutralizicii silnou zasadou (napr. hydroxidom sodnym) ddjde pri
hodnotach pH nad 7,0. Podla AOAC je turovein pH v potenciometrickych meraniach
nastavend na 8,2, alebo je koncovy bod stanoveny pomocou titracného indikatora
fenolftaleinu (Zoecklein, Fugelsang, Gump, & Nury, 1995). Celkova kyslost' sa zvycajne
vyjadruje v gramoch kyseliny vinnej na liter (Darias-Martin a kol., 2003).

FTIR spektroskopia je v poslednych rokoch jednou zrutinne pouZivanych
analytickych metod v mnohych laboratériach na monitoring vlastnosti vina. Umoziuje takmer
okamzitu analyzu niekol’kych parametrov vina, zvycajne s velmi dobrou presnostou a
presnymi vysledkami (Moreira a Santor, 2005; Regmi et al., 2012). Ide o nedeStruktivnu
techniku, ktora poskytuje informacie o molekularnych vlastnostiach velkého mnozstva
zliCenin. Jej hlavnymi vyhodami st rychlost, vysoky stupeil automatizicie, stredné
rozliSenie, a efektivnost’ z hl'adiska vstupnych nakladov (Bauer et al., 2008).

Ciel'om prispevku bolo zhodnotit’ obsahy organickych kyselin (celkovy obsah kyselin,
obsah kyseliny jabl¢nej a vinnej) vo vzorkach bielych odrodovych vin slovenskej produkcie
a zistit' pripadnu stvislost vo vztahu K produkénej oblasti, zalozend na rozdielnosti v
stanovenych chemickych ukazovatel'och.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky dvanastich akostnych odrodovych bielych vin (Chardonnay, Rulandské biele a
Rulandské Sedé, roénik 2018) pochadzali zo Styroch r6znych vinohradnickych oblasti
Slovenska. Vzorky vina, vratane charakteristiky z hladiska obsahu zvySkového cukru a
vinohradnickej oblasti su opisané v tabulke 1.

Stanovenie obsahu vybranych chemickych parametrov vo vzorkéach vin bolo vykonané

pomocou analyzatora ALPHA Bruker Optik GMBH. PouZili sme spektrometricki metddu
FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) s postupom merania ATR (Attenuated total
reflect). Vzorky vina sa analyzovali bez d’alsich tuprav. Pred zaciatkom merania sa ALPHA
analyzator preplachol deionizovanou vodou a zmerala sa slepa vzorka — deionizovana voda.
Vzorka vina s objemom 20 ml sa pomocou aplikatora naniesla na meraciu hlavicu ALPHA
analyzatora, kde sa vytemperovala na 40 °C ané&sledne prebehlo meranie. Zmeralo sa
spektrum v rozsahu vlnovych dizok 0,78 — 1000 nm. Pristroj v priebehu 70 — 100 sekdnd
vzorku vyhodnotil a vysledok bol zaznamenany.
V Statistickom programe R sa realizovala analyza rozdielov jednotlivych vzoriek na arovni
vinohradnickych oblasti. Na testovanie rozdielnosti na zaklade chemickych parametrov vo
vztahu k vinohradnickym oblastiam bola pouzita ANOVA pre opakované merania. Rozdiely
sa testovali na hladine vyznamnosti P <0,05. Hodnoty sa Standardizovali s priemernou
hodnotou 0 a nasledne sa pre kazdy parameter testovali rozdiely medzi oblast’ami.
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Tabul’ka 1 Charakterizacia vzoriek vina

Oznacenie | Odroda Kategoria vina z hPadiska | Vinohradnicka oblast’
vzorky obsahu zvySkového cukru

CH1 Chardonnay Suché JuZnoslovenska v.o.
CH2 Chardonnay Suché Stredoslovenska v.o.
CH3 Chardonnay Suché Malokarpatska v.o.
CH4 Chardonnay Suché Nitrianska v.o.

RB1 Rulandské biele | Suché JuZnoslovenska v.o.
RB2 Rulandske biele | Suché Stredoslovenska v.o.
RB3 Rulandske biele | polosuché Malokarpatska v.o.
RB4 Rulandske biele | polosuché Nitrianska v.o.

RS1 Rulandskeé Sedé | Suché JuZnoslovenska v.o.
RS2 Rulandske Sedé | Suché Stredoslovenska v.o.
RS3 Rulandske Sedé | polosuché Malokarpatska v.o.
RS4 Rulandske Sedé | Suché Nitrianska v.o.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V prvej faze boli hodnotené zmeny v obsahu vybranych organickych kyselin (jabléna
a vinna), ako aj celkova kyslost v bielych vinach zo Styroch r6znych slovenskych
vinohradnickych oblasti. Vysledky st uvedené v tabul’ke 2.

Najvyssi obsah celkovych organickych kyselin  bol zaznamenany vo
vzorke Rulandského bieleho vina z Juznoslovenskej vinohradnickej oblasti (6,63+0,05 g.I™),
naopak najnizsSi obsah sa zistil u Rulanského Sedého, pochadzajuceho z Nitrianskej
vinohradnickej oblasti (4,63+0,09 g.I™).

Obsah kyseliny vinnej, ktora je vo vine najzastipenejSou organickou kyselinou, bol
najvy3si vo vzorke Chardonnay zo Stredoslovenskej vinohradnickej oblasti (2,93+0,03 g.I%),

v v

vinohradnickej oblasti.

Tabulka 2 Vysledky hodnotenia vina v obsahu kyselin [g.17]

Vzorky vina Celkovy obsah | Kyselinavinna | Kyselina jabl¢na
kyselin
X+Sp X+Sp X+Sp
CH1 6,37+0,05 2,61+0,02 2,50+0,08
CH2 5,47+0,05 2,93+0,03 0,07+0,05
CH3 5,23+0,05 2,32+0,06 1,50+0,08
CH4 5,10+0,001 1,62+0,09 1,00+0,08
RB1 6,63+0,05 2,78+0,04 2,43+0,12
RB2 5,77+0,05 2,56+0,06 1,03+0,19
RB3 5,23+0,05 2,09+0,07 1,10+0,14
RB4 4,93+0,05 2,04+0,08 1,87+0,05
RS1 5,43+0,05 2,24+0,01 1,87+0,05
RS2 5,77+0,05 2,77+0,04 0,77+0,12
RS3 5,67+0,05 2,57+0,03 1,17+0,05
RS4 4,63+0,09 1,63+0,06 1,63+0,12

65




https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

Rajkovi¢, Novakovi¢, Petrovi¢ (2007) uvadzaja celkovy obsah kyselin v hroznovom
muste vo vicsine pripadov v rozmedzi 5,0-8,0 g.I"t. Coelho et al. (2017) analyzovali obsah
kyselin a cukrov v brazilskych vinach a zistili, Ze obsah celkovych kyselin vo vzorkach bol od
3,60 do 7,58 g.I".

Obsah kyseliny vinnej uvadzaju autori Regmi et al. (2012) v koncentra¢nom rozmedzi
1,5 - 4,0 g.I'! aukyseliny jablénej su bezne namerané koncentracie v rozpati 0 — 4,0 g.I".
Vysledky FTIR analyzy organickych kyselin v bielych vinach v Stadii publikovanej autormi
Regmi et al. (2012) zistili, Ze kyselina vinna sa nachadzala v bielych vinach v rozmedzi medzi
1,01 - 3,0 g.I'"* a kyselina jabléna sa pohybovala medzi 0,2 - 2,28 g.I"t. Mato, Suarez-Luque &
Huidobro (2007) uvadzali priemerny obsah kyseliny vinnej 3,09 g.I"! a kyseliny jablénej 1,97
0.1t v Spanielskych bielych vinach. Brazilske biele vino obsahovalo 1,05 — 1,36 g.I" kyseliny
vinnej a 1,12 — 2,63 g.I"! kyseliny jablénej (Peres et al., 2009). Coelho et al. (2017) uvadzaju
v brazilskych vinach zo severovychodnej oblasti obsah kyseliny vinnej vo vinach a dzuse
v rozmedzi od 0,63 do 5,63 g.I"}, pricom sa tato kyselina podiel’ala na vyse 50 % celkovych
stanovenych kyselin. Koncentracia kyseliny jabl¢énej sa pohybovala vo vzorkach vina od <
0,007 do 3,18 g.I'"t. Nase vysledky st v stlade s publikovanymi tdajmi.

Rozdiely obsahov celkovych kyselin v analyzovanych vzorkach boli Statisticky
vyznamné medzi vzorkami Juznoslovenskej a Nitrianskej vinohradnickej oblasti (P=0,0102).
Ostatné regiony nevykazovali pri vzajomnom porovnani Statisticky vyznamné rozdiely.
Vizualizéciu vysledkov zaznamenavaju obr. 1 — 3.

Celkovy obsah kyselin

JuZnoslovenska v.o. Malokarpatska v.o. Mitrianska v.o. Stredoslovenskd v.o.

Obr.1 Rozdiely v obsahu celkovych kyselin vo vzt’ahu k vinohradnickej oblasti

Analyza rozdielnosti vzoriek z hladiska obsahu kyseliny vinnej poukazala na
Statisticky vyznamny rozdiel medzi vzorkami Juznoslovenskej a Nitrianskej vinohradnickej
oblasti (P=0,0130) a medzi vzorkami Nitrianskej a Stredoslovenskej vinohradnickej oblasti
(P=0,0043). Obsahy kyseliny jabl¢nej boli Statisticky vyznamne rozdielne medzi
Juznoslovenskou vinohradnickou oblastou a Malokarpatskou v.o. (P= 0,0039), Nitrianskou
v.0. (P= 0,0449) aaj Stredoslovenskou v.o. (P= 0,0002) atiez medzi Nitrianskou
a Stredoslovenskou v.o. (P=0,0078).
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Obsah kyseliny vinnej

Juznoslovenska v.o. Malokarpatska v.o. Nitrianska v.o. Stredoslovenska v.o.

Obr.2 Rozdiely v obsahu Kkyseliny vinnej vo vzt’ahu k vinohradnickej oblasti

Chbsah kyseliny jablénej

Juinoslovenskav.o. Malokarpatska v.o. Nitrianskav.o. Stredoslovenskav.o.

Obr.3 Rozdiely v obsahu kyseliny jablénej vo vzt’ahu k vinohradnickej oblasti

Ziskane informécie o organickych kyselinach v analyzovanych vzorkach boli v stlade
s typickymi vlastnostami bielych vin. Na3e vysledky su tiez v stlade so Stadiami autorov
Zheng et al. (2009) a Robles et al. (2019), ktori analyzovali obsah a zastupenie organickych
kyselin vo vinach, pricom zistili, ze oba parametre Koreluju s odrodou hrozna, oblast'ou
vinarstva, technikami spracovania (najmé alkoholovym a mlie¢énym kvasenim) a procesom
starnutia.

ZAVER
V stcasnosti  je rastuci zaujem o prirodné zli¢eniny s antioxida¢nymi,
antimikrobialnymi a protizapalovymi vlastnostami, medzi ktoré patria primarne a sekundarne
rastlinné metabolity, ako su organické kyseliny a polyfenoly. Analyza organickych kyselin vo
vinach je nevyhnutnd na kontrolu kvality a tieZz na sledovanie vyvoja kyslosti v r6znych
fazach vyroby vina, pretoze dolezité zmeny vo vine mozno zistit’ aj zmenami obsahu kyselin.
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V nami sledovanych bielych akostnych vinach sme zistili Statisticky vyznamné rozdiely
medzi obsahmi organickych kyselin a vinohradnickymi oblastami, odkial’ vina pochadzali.
Vyznamnym markerom rozdielnosti sa ukazala najmé kyselina jabl¢na. Organické kyseliny,
ich obsahy a pomery sa ukazuji ako s'ubné markery s vyuzite'nost'ou pri klasifikacii vina, ¢o
potvrdili aj d’alSie aktualne Studie zo sveta. Na implementéciu tychto potencialnych
chemotaxonomickych parametrov je v3ak nutny rozsiahlejSi prieskum z hl'adiska ich aplikacie
pre bezpecné stanovenie povodu vin, nakol’ko do systému vstupuji aj d’alSie premenné,
ovplyviiujuce tvorbu primarnych a sekundarnych metabolitov v hrozne a tym aj ich obsah vo
vine.
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BIODIVERZITA LOKALNYCH GENETICKYCH ZDROJOV
HOVADZIEHO DOBYTKA AKO SUCAST POTRAVINOVEJ
BEZPECNOSTI SLOVENSKA
BIODIVERSITY OF LOCAL GENETIC RESOURCES OF CATTLE AS
A PART OF FOOD SAFETY SYSTEM IN SLOVAKIA

Radovan Kasarda, Jozef Golian, Lubo§ Vostry, Hana Vostra-Vydrova, Radoslav Zidek,
Lubomir Belej, Nina Moravcikova

Abstract: The aim of the study was to assess the level of diversity of selected cattle breeds,
which are part of the genetic resources used in agriculture for food production of animal origin
and food safety system in Slovakia. The genomic data of overall five breeds were evaluated in
this study. The analysis of specific genetic variants distributed in their genomes allowed for
fine-scale differentiation of their gene pool, especially in the case of genes related to carcass
traits. Charolais genome differs significantly from others, mainly due to CAPN1 gene
polymorphism. On the other hand, Slovak Spotted cattle showed specific alleles in several
genomic regions, including PLAG1, SREBP1, LCORL, MYF5 and MYOD genes. Testing of
genetic differentiation depending on the genes responsible for the fatty acid profile did not show
significant differences between breeds. Animal genetic resources diversity has a great effect on
the functionality and sustainability of food resources production systems. Thus, analysis of
known and novel genetic variants continually contributes to knowledge of genetic control of
those complex traits, usually affected by several genes or QTLs. Moreover, such analyses of
specific genetic variants could help to protect local livestock populations in their original
phenotype.

Keywords: carcass traits, fatty acids profile, genetic predisposition, genome-wide analysis

uvoD

Diverzita zivocisSnych genetickych zdrojov ma obrovsky vplyv na funkcénost’ a udrzatel'nost’
produkcie potravinovych zdrojov apotravin pre P'udi. Tento systém priamym spésobom
zabezpecuje aj mimo produk¢né ulohy, ktoré suvisia s udrzatelnost'ou prirodného prostredia
a prispievaju k zdraviu, vyZive apotravinovej bezpeénosti krajiny prostrednictvom celého
spektra domestikovanych a vol'ne Zijucich potravinovych zdrojov. V pripade hospodarskych
zvierat, tieto zabezpeCujui udrZzatelnost’ a rezistenciu voc¢i prudkym vykyvom resp. vypadkom
prijmov v doésledku vyvoja na trhu ale aj tych spdsobenych prirodnymi podmienkami (Féron,
1995; Thrupp, 2000; FAO, 2019).

V poslednych desatrociach bol zaznamenany vyznamny pokles Zivocisnej genetickej
premenlivosti a to nielen v lokalnom ale aj v globalnom meradle. Téato doslova geneticka erdzia
je sposobena vysokym selekénym tlakom na Specializaciu v danom smere UZitkovosti, ¢o
favorizuje vyuZivanie nizkeho poctu vysoko vykonnych plemien (Hoffmann, 2011). Je
potrebné zdoraznit’, Ze intenzivna selekcia ,,najlepSich® plemennikov a Siroké pouZivanie
inseminécie v rdmci aktivnej populacie krav vedie k redukcii vnutro-populac¢nej genetickej
diverzity plemien aj v sucasnosti. Z tohto dévodu sa monitorovanie stavu genetickej diverzity
hospodarskych zvierat stalo nevyhnutnou sucastou s$lachtitel'skych programov ato najma
v pripade lokalnych, ohrozenych plemien, ktoré si déleZité pre udrzateI'nost’ na regionalnej
arovni azaroven su sucastou kultirneho dedi¢stva (NAWA, 2020; Kasarda, Jamborova
a Moravcéikova, 2020).
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CIEL PRACE A STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
Ciel'om prace bolo posudit’ Groven diverzity selektovanych plemien hoviadzieho dobytka, ktoré
su sucast'ou genetickych zdrojov vyuzivanych v pol'nohospodarstve na produkciu potravin
zivoc¢iSneho pdvodu a podiel'ajucich sa na potravinovej bezpecnosti na Slovensku.
Vo vSeobecnosti je Zivo¢isna biodiverzita chapana na urovni rozdielov medzi jednotlivymi
druhmi, plemenami, chovnymi liniami alebo rodinami. Tento termin sa ¢asto pouZziva aj na
vyjadrenie rozdielnosti jedincov na urovni fenotypu, v podobe viditeI'nych a meratel'nych
produk¢nych a reprodukénych znakov a vlastnosti, zdravotného stavu alebo tzv. reprodukéného
fitnes. Na druhej strane moZze byt’ diverzita ovplyvnena genetickymi zmenami, ktoré sposobuju
ustalenie dedi¢nosti znakov avlastnosti dobytka v dosledku procesu domestikacie
a zoSl'acht'ovania, ktoré nie s navonok meratelné. Preto je na stanovenie Urovne genetickej
diverzity mozné pouzit aj iné nastroje amiery ako napr. hodnotenie uUrovne intenzity
pribuzenskej plemenitby, vyjadrenie efektivnej vel'kosti populacie alebo miery vnutro a medzi
populacnej diferenciacie (Wang, Santiago a Caballero, 2016; Baes et al., 2019; Kukuckova et
al., 2017).
Vnatro-populaént diverzitu je mozné charakterizovat’ na zaklade genetickych rozdielov medzi
subpopuléciami ale aj rozdielmi medzi jedincami populécie. Existencia vnutro-popula¢ného
polymorfizmu ma vyznamnu ulohu v ekoldgii ako aj mikro- a makro-evoluénych procesoch.
Z ekologického hladiska, polymorfné populécie mozu lepSie vyuzivat’ prirodné zdroje, teda
lepsie prosperovat’ v danom produkénom prostredi. Popri tom su polymorfné populdcie mene;j
nachylné na zmeny vonkajSieho prostredia, resp. maji lepSiu adaptacnii schopnost’ genomu
vzhl'adom na podmienky prostredia. Zarovein maju polymorfné populdcie schopnost’ lepsie
reagovat’ na kratkodoby selekény tlak spdsobeny prostredim (Vellend a Geber, 2005;
Wennersten a Forsman, 2012). Unikatnost’ populécii je mozné vyjadrit' aj ako genetickd
vzdialenost’, ktora zohladiiuje existenciu vzacnych alel (ktorymi sa odliSuju od inych
populacii), ¢i uz v doésledku inbridingu, vplyvu zakladatel'ov alebo geografickej izolacie
(Eding, 2008; Hall et al., 2012).
Prudky rozvoj technoldgii v oblasti sekvenovania genomu a analyz DNA viedol k vyvoju
presnejSich parametrov urCenych na odhad urovne genetickej diverzity, vratane intenzity
pribuzenskej plemenitby, efektivnej velkosti populacie a genetickej pribuznosti. Ako sa
preukdzalo, tak tieto nové metddy je mozné uspesne implementovat’ aj na urovni lokalnych
malopocetnych populacii hospodarskych zvierat a zvysit’ tak efektivitu ich manazmentu (Toro,
Villanueva a Fernandez, 2014).

MATERIAL A METODIKA

Testovali sme uroven biodiverzity piatich plemien hovéddziecho dobytka s pouZitim
genomickych dat. Celkovo bolo analyzovanych 356 vzoriek DNA, ktoré boli genotypované
s pouzitim réznych SNP mikro¢ipov Vv zavislosti od UZitkového typu jednotlivych plemien
(Tab. 1). Zvierata boli selektované v spolupréci s prislusnymi chovatel'skymi zvdzmi s ciel'om,
¢o najpresnejSie zachytit” genofond analyzovanych plemien (plemenné jadro) s oh'adom na
najCastejSie vyuzivané otcovské linie a materské rodiny na Slovensku. Na zaklade kontroly
vstupnych Udajov, realizovanej pomocou programu PLINK 1.9 (Chang et al., 2015), boli
Z databazy vylucené vsSetky SNP markery lokalizované na pohlavnych chromozomoch,
markery s nezndmou poziciou v bovinnom genome ako aj SNP lokusy, ktorych tspesnost’
genotypovania (call rate) bola nizsia ako 90%.
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Tabul’ka 1. Zdroje celogenomovych dat a vel'kost’ vzorky analyzovanych plemien

Plemeno Skratka Uzitkovytyp N  Pouzita platforma

Jersey JER Mliekovy 29  GeneSeek GGP Bovine 150k
Charolais CHAR Masovy 71  International Dairy & Beef Chip
Limousin LIM Masovy 17  International Dairy & Beef Chip
Slovensky pinzgausky SP Kombinovany 152 BovineSNP50v1 BeadChip

BovineSNP50v1 BeadChip

Slovensky strakaty SS Kombinovany 87 International Dairy & Beef Chip

Analyza genetickej diferenciacie bola zaloZena na predpoklade, Ze frekvencia Specifickych alel
(haplotypov) je rozdielna v zavislosti od plemena a to v désledku umelej selekcie zameranej na
rozdielne fenotypové vlastnosti, ktorej vysledkom je sGcasna Specializacia plemien.
K Specifickym zmenam v genéme doSlo hlavne v Usekoch DNA, ktoré zodpovedaju za
ekonomicky doélezZité znaky. Geneticka diferenciécia bola analyzované s osobitnym dérazom
na jato¢né ukazovatele a profil mastnych kyselin v mése. V prvom kroku boli na zéklade
dostupnych Stadii identifikované protein-kédujldce gény s preukaznym vplyvom na vybrané
znaky a vlastnosti (Tab. 2). Chromozémové pozicia tychto génov bola determinovand pomocou
balika R ensembl (Rainer, Gatto a Weichenberger, 2019). V d’alsom kroku boli z databazy SNP
udajov vyselektované vietky markery lokalizované priamo v sekvenciach vybranych génov.
Nésledne bola databdza rozdelena na dve casti ato v zavislosti od jednotlivych génov
a fenotypovych vlastnosti, ktoré kontroluji. Geneticka diferenciécia bola nakoniec testovana
na zaklade analyzy zakladnych komponentov a faktorovou analyzou pomocou programu R (R
Core Team, 2020). V pripade faktorovej analyzy bol kazdy zo selektovanych génov hodnoteny
ako individudlny faktor, ktory potencialne ovplyviiuje geneticku Struktaru (frekvenciu danych
alel v haplotype) analyzovanych populécii.

Tabul’ka 2. Protein-kddujlce gény pouZité na testovanie genetickej diferenciacie

, . Start End Pocet SNP
Vlastnost Oznacenie génu Chr position (bp) position (bp) V regione
MSTN 2 6278630 6285486 2
LEP 4 92436922 92453653 2
MYF6 5 10275115 10277301 2
MYF5 5 10284434 10287669 2
OLR1 5 99803497 99815138 2
Jatoéné LCORL 6 37380296 37557106 6
ukazovatele CAST 7 96033978 96167151 1
CAPN3 10 37711578 37766813 1
TG 14 8217490 8453614 5
PLAG1 14 23330541 23375751 1
MYOD1 15 34794122 34796767 2
MYOG 16 797547 800444 2
CAPN2 16 27079890 27138327 2
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SREBP1 19 34633133 34649213 2
CAPN1 29 43400333 43427397 2
FABP3 2 122285620 122294666 2
SLC27A6 7 25037025 25117897 2
Profil FABP1 11 47917375 47923252 2
mastnych kyselin FABP4 14 44676542 44681059 2
SREBP1 19 34633133 34649213 2
FASN 19 50775674 50796012 2
SCD 26 21263727 21279185 2

VYSLEDKY A DISKUSIA

V dosledku nizkej kvality genotypovania bolo z databazy vyradenych Sest’ zvierat. Kone¢na
databaza obsahovala informéacie o0 350 zvieratach a 34384 SNP markeroch pokryvajucich
2503277,76 kbp autozomalneho gendému. Priemerna vzdialenost medzi SNP markermi bola
72,86 = 80,15 kbp. Priemerna uroven genotypovania (call rate) dosiahla hodnotu 98,97 %.

Na obrazku 1 je mozné vidiet' geneticku diferenciaciu analyzovanych populacii v désledku
polymorfizmu génov (Specificka frekvencia haplotypov) ovplyviujicich jato¢né ukazovatele
hovadzieho dobytka. Jato¢né ukazovatele, vratane mramorovania, krehkosti a farby mésa su
kritickymi parametrami, ktoré¢ st zvyCajne pouzivané na hodnotenie Cerstvosti, kuchynskej
kvality abezpecnosti vyrobkov zhoviddzieho mésa. Ako je mozné vidiet, tak variabilita
zaloZzend na genetickom polymorfizme monitorovanych génov umoznila identifikovat
individualne rozdiely medzi populaciam a to najma v pripade plemena charolais. Charolais sa
odliSuje od ostatnych populacii hlavne v désledku frekvencie alel markerov lokalizovanych v
oblasti génu CAPNI1 (u-calpain), ktory je zodpovedny za proces postmortalneho zrenia
(Koohmarie, 1996). Calpainy (CAPN1, CAPN2, CAPN3), vratane ich endogénnych
inhibitorov calpastatinov (CAST), boli v predchadzajucich Stadiach Statisticky vyznamne
asociované s krehkost'ou mésa (Casas et al., 2003; Li et al., 2013) a skdre za mramorovanie
(Cheong et al., 2008). Ziskané vysledky rovnako preukazali, Ze geneticky polymorfizmus
génov PLAG1, SREBP1, LCORL, MYF5 aMYOD ¢iastocne zodpovedal za diferenciéciu
slovenského strakatého dobytka, pricom gény PLAG1 a LCORL boli v minulosti signifikantne
asociovane s jato¢nou kvalitou plemien $vajéiarsky simental, charolais a limousin (Lee et al.,
2016; Song et al., 2016; Moravéikova et al., 2019; Purfield, Evans a Berry, 2019). V strede
genetickych zhlukov boli lokalizované jedince plemena jersey a slovenského pinzgauskeho
dobytka v doésledky polymorfizmu génov LEP, OLR1, CAPN3, CAPN2, TG, MYF6 a MYOG.
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"] . Obréazok 1. Vplyv polymorfizmu SNP
markerov v oblasti génov ovplyviujtcich
jato¢né ukazovatele na genetickl
diferenciéciu analyzovanych populdcii

Obrazok 2 znazoriiuje inter-populacnu
diferenciaciu na zaklade polymorfizmu SNP
markerov v oblasti génov ovplyviujlcich
profil mastnych kyselin vo svalovine. Profil
mastnych kyselin v tukovom tkanive dobytka
je velmi dolezitym  znakom, ktory
ovplyviiuje chut, krehkost a celkova

PC2 (10.9% explained var.)
. o .

y kulinarsku kvalitu hovéadzieho mésa. Na

- . y : ; : ;  zaklade ziskanych vysledkov je mozné
FE (B konstatovat’, Ze individualnu variabilitu nie je

AR vtomto pripade mozné zovSeobecnit' na

populacnej urovni. Celkovo bol Studovany polymorfizmus siedmych génov (Tab. 2). Gény
rodiny FABP reprezentovali v tejto Stadii FABP1, FABP3 a FAPB4, ktoré ovplyviluju rozli¢né
bunkové procesy, vratane metabolizmu lipidov. Protein FABP3 bol identifikovany vo
viacerych tkanivach s vysokymi narokmi na mastné kyseliny ako napr. srdcové a kostrové
svalstvo resp. tkanivo mlienej zl'azy pocas laktacie. Gény FABP3 a FABP4, exprimované v
tukovom tkanive boli asociované s metabolizmom lipidov (lipolyza a lipogenéza),
mramorovanim a ukladanim chrbtovej slaniny (Blecha et al., 2015). Polymorfizmus v FABP1,
FABP3 a FAPB4 moéze ovplyvnit citlivost’ na prijem mastnych kyselin z krvi a ich transport
do epitelovych buniek (Nafikov et al., 2013). Polymorfizmus génu FASN, ktory kdduje syntézu
mastnych kyselin, ovplyviiuje koncentraciu mononenasytenych a nasytenych mastnych kyselin
v hovddzom mése (Oh et al., 2012). Viaceré Studie potvrdili efekt génov bovinnej stearoyl-CoA
desaturazy (SCD) a SREBP1 (sterol regulatory element-binding protein) na profil mastnych
kyselin (Rincon et al., 2012; Gamarra et al., 2018).

- Obréazok 2. Vplyv polymorfizmu SNP
. markerov v oblasti génov zodpovednych za
profil mastnych kyselin na genetickd
diferenciaciu analyzovanych populacii

ZAVER

Efekt Specializacie plemien arozdielneho
selekéného tlaku na genomickeé regiony
asociovaneé z ekonomicky doélezitymi
vlastnostami bol najvidite'nejsi v pripade
! plemena charolais. Dosiahnuté vysledky
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rozdielnu  frekvenciu Specifickych alel

(haplotypov) zodpovednych za fenotypovy
prejav. Analyza zndmych anovych genetickych variant kontinualne prispieva k poznaniu
genetickej kontroly tychto komplexnych znakov a vlastnosti, ktoré st zvycajne ovplyvnené
viacerymi génmi alebo QTL lokusmi. Navyse, takéto analyzy Specifickych genetickych variant
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mozu napomOct’ pri uchovavani genetickej podstaty lokalnych populacii dobytka v ich
originalnom fenotype.
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VYUZITIE BEZLEPKOVYCH KVASOV VO VYROBKOCH
URCENYCH PRE CELIATIKOV
USE OF GLUTEN-FREE SOURDOUGHS IN GLUTEN FREE
PRODUCTS

Jana Kolackovska, Martina Fikselova, Stanislava Lukacdova, Michaela Kleinova, Jozef
Curlej, Dagmar Kozelova

Abstract: The aim of the work was to develop gluten-free sourdoughs in order to test their
application to gluten-free products. Products were subsequently analysed for gluten content
detection and texturometric determination compared to standard products. In the texturometric
determination, the products developed (bread and muffins) showed similar firmness compared
to the control samples, except for the corn bread and rice muffins. The crackers samples showed
higher hardness compared to the control sample. We recommend developed sourdoughs to use
in the production of gluten-free muffins and gluten-free sourdough bread. In the case of gluten-
free crackers, it is undesirable in terms of higher hardness confirmed in the texturometric
determination.

Keywords: celiac disease, gluten, gluten-free diet, sourdough bread

UvoD

Lepok nachéadzajlci sa v obilninach dokaze spustit’ imunitna reakciu, ktorej dosledkom
je celiakia (Muir et al., 2019; Lebwohl et al., 2018). V stcasnosti sa celiakia zarad’'uje medzi
hlavné problémy verejného zdravia na celom svete (Singh et al., 2018).

Nariadenie Komisie ¢. 41/2009 oznacuje pojem ,,glutén* ako bielkovinovu frakciu
Z jatmena, pSenice, ovsa, raze, alebo ich krizenych modifik&cii a derivatov, na ktord trpia
niektoré osoby neznasanlivostou. Nie je rozpustna vo vode av 0,5 M roztoku NaCl. V
poslednych desatroéiach lepok ziskal velki pozornost pre zvySujaci sa pocet
diagnostikovanych pacientov s neznaSanlivostou na tato proteinova frakciu. \/
suvislosti s prijmom lepku sa vyskytuju tri patologické priznaky:

a) potravinova alergia, ktora postihuje 0,2 az 0,5 % populacie, ma silnejSie klinické
dosledky,

b) celiakia ako autoimunitna porucha spdsobena pozitim gluténu nielen z pSenice, ale aj
raze, jatmena a niektorych odrod ovsa, a ktora postihuje deti aj dospelych po celom
svete,

C) intolerancia/citlivost’ na glutén (Rosell et al., 2014).

Priemerny denny prijem lepku potravou je u zdravého ¢loveka 10-20 g. U T'udi trpiacich
celiakiou uz 50 mg lepku vyvolava poskodenie tenkého creva (Muir et al., 2019). Aj ked
jedinou ucinnou liecbou je diéta, podl'a Vici et al. (2016) moze jej dlhodobé dodrziavanie viest
k moznému nedostatku Zivin alebo dokonca k prebytku niektorych latok v tele ¢loveka.
Bezlepkové vyrobky su zvycajne chudobnejSie na vldkninu, horcik a kyselinu listova.
Bezlepkové obilniny nachadzajice sa v prirode, maji niz§i obsah hor¢ika v porovnani
s obilninami obsahujdcimi glutén. V mnohych pripadoch bezlepkovym produktom chybaju
mineralne latky alebo obsahuji menSie mnoZstvo vl&kniny v porovnani s produktami
obsahujacimi lepok (Gobbetti et al., 2018). Kukurica a ryza sa tradi¢ne vyuzivanymi hlavnymi
zlozkami niekolkych bezlepkovych potravin. Okrem nich m6zu pseudoobilniny, semena
strukovin a orechov nahradit’ hlavné zlozky bezlepkovych vyrobkov.

Presvedcenie spolo¢nosti, Ze potraviny obsahujuce glutén, su zodpovedné za Siroku
Skalu zdravotnych problémov, viedli k narastu dopytu po vyrobkoch bez obsahu pSenice
a inych obilnin obsahujacich lepok (Muir et al., 2019). S bezlepkovou diétou sa spaja aj
nickol’ko nevyhod tykajucich sa hlavne vyzivovych deficitov. Preto sa v poslednej dobe zvySuje
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usilie na zlepSenie vyZivovych vlastnosti bezlepkovych potravin a navrhuju sa rézne alternativy
stravovania (Gobbetti et al., 2018).

Ciel'om prace bol vyvoj bezlepkovych kvasov z bezlepkovych surovin ako su pohanka,
ryZa a kukurica a ich potencialna aplikacia do bezlepkovych vyrobkov ako st chlieb, muffiny
a krekry.

MATERIAL A METODIKA
Na pripravu bezlepkovych vyrobkov sme vyvinuli bezlepkové kvasy. Tie sme vytvorili
z ryZzovej, pohankovej a kukuri¢nej miky. Kvas sme ziskali po pravidelnom zmieSavani teplej
vody a skimanej vybranej muky v pomere 2:1 v ¢ase maximalne piatich dni, pri izbovej teplote.
Ziskane kvasy sme pouzili na aplikéaciu do troch typov vyrobkov ako chlieb, muffiny a krekry
- pohankové, ryzové, kukuriéné a kontrolnd vzorka. Na pripravu bezlepkovych vyrobkov sa
pouZili kvasy vyvinuté z bezlepkovych muk od spolo¢nosti Pekaren Harmonia, Modra.
Samotnd priprava vyrobkov sa zrealizovala v spolupraci so spolo¢nost'ou Ekvia s.r.o., Nitra.
Pred zaciatkom pripravy vyrobkov sa vykonalo testovanie krizovej kontaminacie
prostredia gluténom z predchadzajucich vyrobkov pomocou interného testu Allergo test
Agrastrip gluten G12 kit. Tento test sluzil na overenie G¢innosti Cistenia a pozostaval zo steru
z plochy pracovného stola na vyrobu bezgluténovych vyrobkov. Vysledok testu bol negativny,
obsah gluténu bol zisteny pod detekény limit 20 mg.kg™.

Material
Bezlepkovy kvéskovy chlieb

Na vyrobu bezlepkovych chlebov z vyvinutych kvaskov sa pouzili nasledovné suroviny
- bezlepkovd zmes: v mnozstve 648 g (deproteinovany pSeni¢ny Skrob, sdjova mika,
stabilizator: guarovd guma, emulgator: slneénicovy lecitin, dextrdza, cukor), voda 520 g,
kvésok 50 g (podl'a druhu), sol’ 16 g, olej 13 g, rasca 1 g.

Prvym krokom bolo zmieSanie vSetkych surovin. Teplota cesta bola 28 °C. Cesto sme
ihned’ spracovali, zahihalo to rozdelenie cesta na priblizne rovnaké Casti o hmotnosti cca
640 g. Nasledovalo formovanie cesta do drevenych oSatiek — veka. Tie sme nechali v kysiarni
vykysnut' 11 hodin pri teplote 30 °C arelativnej vlhkosti vzduchu 85 %. Po jedenéstich
hodinach sme bochniky vybrali z o3atiek a piekli najskor pri teplote 240 °C, po piatich
minutach sme zniZili teplotu na 220 °C. Pri tejto teplote sme chlieb piekli 45 minut.
Bezlepkové kvaskové muffiny

Na vyrobu bezlepkovych kvaskovych muffinov sme v prvom kroku pripravili Startér:
na pripravu sme zmieSali 60 g vytvoreného materskeho kvasku s vlaznym mliekom (400 g)
a podrl'a typu kvasku sme pridali miku: pohankovU 150 g, kukuri¢nu 140 g, ryZzovu 150 g.

Suroviny sme zmieSali a prikryté potravinarskou foliou sme nechali nastartovat’ kvasok
pocas 60 minat. Nasledne sme pouzili 120 g vyvinutého Startéra a pridali k nemu dalSie
suroviny: ryzova muka 450 g, olej 350 g, trstinovy cukor 350 g, vaje¢na melanz 200 g, mlieko
200 g. VSetky suroviny sme zmieSali a vzniknutou zmesou sme plnili koSi¢ky na vyrobu
muffinov priblizne do 1/3. Piekli sme ich 41 minut pri teplote 180 °C.

Bezlepkové kvaskové krekry

Startér na vyrobu bezlepkovych krekrov sme pripravili zmieSanim 90 g vytvoreného
materského kvasku s 200 g vody a prislusnou mukou tak, aby sme mali 3 druhy Startéra. Pridana
muka bola pohankova 200 g, kukuriéna 200 g, ryzova 200 g.

Suroviny sme spolu premieSali a zmes sme prikryli potravinovou foliou. Pri izbovej
teplote 22 °C sme ho nechali kvasit’ 12 hodin. Po dvanastich hodindch sme ku 240 g Startéra
pridali 250 g pohankovej muky, 80 g kyslej pochutkovej smotany, 50 g vody, 40 g sezamu a
5 g soli. Vymiesené cesto sme nechali odpocivat’ pod potravinarskou foliou 2 hodiny pri izbove;j
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teplote 22 °C. Nasledne sme vzniknuté cesto vyvalkali na hrabku asi 2 mm a rozkrajali
na obdizniky s velkostou 5x10 cm. ObdiZniky sme poukladali na plech vystlany papierom
na pecCenie. Kazdy kusok sme presli dierovacim val¢ekom. Na plechu sme ich nechali posledny
krat vykvasit’ po dobu 20 minut, pricom sme ich opat’ prikryli féliou. Po vykvaseni sme krekry
piekli pri tepote 200 °C 10 mindut.

Na porovnanie sme upiekli chlieb, muffiny a krekry aj zo Standardnych lepkovych surovin,
ktoré sa bezne na pripravu takychto vyrobkov pouZivaja. Tie sluZili ako kontrolné vzorky.

Chlieb - kontrolna vzorka

Ako kontrolnti vzorku chleba sme pripravili chlieb pSeni¢no-razny. PouZzili sa nasledujuce
suroviny: p$eni¢na muka T-650 3200 g (80 %), razna muka T-930 800 g (20 %), celozrnny
razny kvas 320 g, voda 2600 g, drozdie 80 g, sol’ 80 g, zlepSujuci pripravok Natursoft 40 g
(pSeni¢nd vlaknina mikrogranulovand, razna muka, pSeni¢ny vitalny glutén, enzymy, muku
upravujuca latka: E300).

Suroviny sme zmieSali pomocou pristroja 6 minat pomaly a 4 minuty rychlo. Po vymieseni
cesta sme skontrolovali jeho teplotu teplomerom, kde sme namerali 29 °C, ¢o bolo vyhovujuce
pre zaCiatok odpocivania. Vzniknuté cesto sme nechali odpocivat’ zakryté Satkou 30 mindt.
Po pol hodine sme cesto rozdelili na rovnaké Casti o hmotnosti priblizne 800 g, ru¢ne sme
vypracovali bochniky a polozili ich do o$atiek, ktoré sme dali do kysiarne na 45 minut.
V kysiarni bola teplota 35 °C arelativna vlhkost’ vzduchu 75 %. Po 45 mindtach sme vybrali
bochniky z kysiarne a z oSatick sme ich vyklopili na pe€iaci pas. Nasledovalo pecenie chleba.
Prvym krokom bolo zaparenie bochnikov. Po za¢iatocnom zapareni sa chlieb piekol pri teplote
250 °C 5 minut. Nasledne sme otvorili klapku na odvetranie a teplotu sme znizili na 210 °C,
pri ktorej sa chlieb piekol 45 mindt. Vzniknuté bochniky chleba mali objem priblizne 750 g.

Muffiny - kontrolné vzorka

Na muffiny ako kontrolni vzorku sme pouzili nasledovné suroviny: pSeni¢na muka
T-650 350 g, trstinovy cukor 350 g, olej 350 g, vaje¢na melanz 200 g, mlieko 200 g, kukuric¢ny
Skrob 100 g, kypriaci prasok 3 g.

Rovnako ako u bezlepkovych muffinov sme najskor vsetky suroviny zmieSali
a vytvorili riedke cesto. Cesto sme preniesli do plniaceho vrecka a nim sme naplnili pripravené
kosicky do priblizne 1/3. Muffiny sme piekli pri teplote 185 °C 38 minnut.
Krekry - kontrolna vzorka

Na vyrobu kontrolnej vzorky krekrov sme potrebovali nasledujice suroviny: pSenicna
muka T-512 2000 g, voda 800 g, margarin 480 g, smotana 200 g, drozdie 50 g, sol’ 40 g,
zlepSujuci pripravok Natursoft 6 g (pSeni¢na vldknina mikrogranulovand, razna muka, pSeni¢ny
vitalny glutén, enzymy, muku upravujica latka: E300), sezam na posyp.

VSetky tieto suroviny sme spolu zmieSali pomocou pristroja 6 minat pomaly a nésledne

4 minuty na rychly program. Cesto sme po dokladnom zmieSani vyvalkali na stroji do hriabky
2 mm a nakrajali sme ho na obdizniky s rozmermi 5x10 cm. Kazdy kasok sme presli dierovacim
valéekom, aby sme predisli nafiknutiu cesta. Poukladané obdizniky sme nechali na plechu
vystlanym papierom na pe€enie vykvasit’ 30 minat. Po vykvaseni sme ich ovlazili vodou
a posypali sezamom. Krekry sme piekli pri teplote 230 °C po dobu 21 mindt.

Metodika
Vyvinuté vyrobky boli testované texturometricky a na potencialnu pritomnost’ lepku
pre potvrdenie oznacenia vyrobkov ,,bezgluténovy*.
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Detekcia obsahu gluténu vo vyrobkoch
Detekciu obsahu gluténu vo vyrobkoch sme vykonali pomocou testu na pritomnost’
lepku — Reveal® 3-D .

Analyza textury vyrobkov

Pri vSetkych vyrobkoch sme analyzovali ich textaru. Text(ra chleba a muffinov bola
stanovena na texturometri TA.XT Plus, vyjadrena ako tuhost’ striedky. Na analyzu sa pouZila
36 mm gul'ova sonda s radiusom (P/36R). Vysledky boli vyjadrené ako (N) = maximum sily
potrebnej na stlacenie striedky vyrobku.

Na analyzu krekrov bola pouzita sonda HDP/BSK, ktorou sa testovala ich krehkost’
resp. lamavost’.

Pri analyze chleba sa pouZzili 2 bochniky z kazdého typu chleba, ktoré sa prie¢ne krajali,
¢im sa ziskali rovnomerné rezy. Pri analyze muffinov a krekrov sa pouzili celé vyrobky. Bolo
vykonanych 5 opakovani, ktoré sa spriemerovali. Nasledne sa vypocitala smerodajna odchylka
v programe Excel a vysledky sa spracovali do grafov.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Kvésok je zdravSou alternativou drozdia (Mancikova, 2017). Jeho pouzitie je podla
Rizzella et al. (2016) jednou z najsl'ubnejsich technoldgii vo vyvoji bezlepkového chleba.
PouZiva sa uz od staroveku na spracovanie pSeni¢ného a razneého chleba a v stc¢asnosti je
upraveny na vyrobu bezlepkovych vyrobkov. Technika je zaloZena na kvaseni chleba zmesou
muUky a vody, ktord je fermentovand mlie¢nymi baktériami a kvasinkami, ktoré mozu zlepsit’
kvalitu a nutricnu hodnotu potravin.

Z mikrobiologického hl'adiska je kvasok povaZzovany za Specificky ekosystém, v ktorom
sa nachadzaju kvasinky a baktérie mlie¢neho kvasenia, vyuzivané na vyrobu peciva. Dodava
chlebu charakteristickt kyslu chut’, arbmu a objem (De Vuyst et al., 2017).

Yu et al. (2019) uvadzaju, Ze baktérie mlieéneho kvasenia a kvasinky su nevyhnutné
pre zmyslové, Strukturalne, vyzivové a skladovacie vlastnosti kvaskového chleba. Pridanim
kvasku do cesta sa zlepSuje objem, textura, chut’, vyZivova hodnota a senzorické vlastnosti
fermentovanych produktov. Kvéasok méa pozitivny vplyv aj na prediZenie skladovatelnosti
vyrobkov spomalenim procesu starnutia a brzdenim rastu vlaknitych mikroskopickych hab.

Pocas vzniku kvasku prebieha pre telo prospesnd pomala fermentacia. Jej produktom st
latky, ktoré si Clovek vac¢sinou nedokaze sam vytvarat a preto ich musi prijimat’ potravou.
Patria sem hlavne probiotika, bielkoviny a aminokyseliny (Mancikova, 2017).

Nami vyvinuty ryZovy kvas bol biclej farby, pohankovy mal jemny hnedy odtien
a kukuri¢ny bol sfarbeny do Zlta.

Pri vyrobe bezlepkovych vyrobkov s najcastejSie vyuzivanymi obilninami ryZza a
kukurica (Lasa et al., 2017). NajvhodnejSou surovinou pre pekarenské aplikacie je ryZzova
muka, ato vdaka jej nenapadnej chuti, bielej farbe, straviteInosti a hypoalergénnym
vlastnostiam. Jej d’al§$imi vyhodami st nizky obsah bielkovin a sodika, pritomnost’ I'ahko
stravitel'nych sacharidov. V pripade ryzZe je pomer albumin : globulin : prolamin : glutelin
jedine¢ny medzi obilninami, ma vysoka koncentraciu glutelinov a nizku koncentréciu
prolaminov (Rosell et al., 2014).

Pohanka je znama svojou vysokou vyzivovou hodnotou. Ta je v jej zrne obsiahnuta
z dévodu vysokého obsahu vitaminu B1 a B2, lyzinu, bielkovin s vyvazenym zloZenim
aminokyselin, fytosterolov, rozpustnych sacharidov, tiaminu ainych vyZivnych latok. Téato
obilnina je tiez bohata na antioxida¢né zluceniny, ako su flavonoidy, fenolové kyseliny,
tokoferoly (Zielinsky et al., 2019). Pohankova muka obsahuje tieZ vysoké mnozstvo zinku
a draslika (Mancikova, 2017). Pozitivnou je jej antioxida¢na aktivita, ako aj hypotenzivne,
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antispazmodické, hypocholesterolemické, hypoglykemické, protinadorové, protizapalové a
antiglykacné ucinky (Zielinsky et al., 2019).

Kukurica obsahuje vyznamné mnozstvo bioaktivnych zlaéenin. VSetky druhy kukurice
su bohaté na vlakninu, vitaminy, mineralne latky, fenolové kyseliny a flavonoidy, rastlinné
steroly a dalSie fytochemikalie (lignin). Kukurica poskytuje Siroku Skalu fytochemikalii
(karotenoidy), vitaminov (tiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin, folat, kyselina L-askorbov4,
vitamin E a vitamin K), mineralnych latok (vapnik, hor¢ik, fosfor, draslik, sodik a zinok) a
rezistentnych Skrobov. Vdaka fytochemikalidm ma najvysSiu celkovu antioxidacnu aktivitu
medzi zrnami ako su ryZa, pSenica a ovos (Siyuan et al., 2018). Kukuri¢éna muka obsahuje
v porovnani sinymi obilninami viac vitaminu A. Dodava pecivu farbu apridava sa
do vyrobkov, kde je potrebna vysoka stdrznost’ (Mancikova, 2017). Podl'a Lasa et al. (2017)
pri vyrobe chleba z kukuri¢nej muky ziskava vysledny produkt vhodny objem.

Kontrola obsahu gluténu vo vyvinutych vyrobkoch

Hlavnou potravinou, ktorou ¢lovek prijima do tela lepok, je chlieb (Muir et al., 2019).
Podl'a Vynosu ¢. 2657/2004-100 zékladné suroviny na vyrobu chleba si maka, droZdie a voda.

Vyroba bezlepkovych chlebov méze predstavovat’ vyzvu vzhl'adom na zasadna ulohu
lepku pri ich vyrobe. Lepok je zakladny protein vytvarajuci strukttru, zaistuje viskoelasticitu
cesta, ma schopnost’ zadrziavat plyn a prispieva ku vzniku dobrej Struktary vysledného
upeceného vyrobku (Alvarez-Jubete et al., 2010).

Glutén je zékladny bielkovinovy materiél, ktory prispieva nielen k vzhl'adu a Struktire
ale aj spotrebitel'skej prijatelnosti mnohych pekarenskych vyrobkov. Preto najvac¢sou vyzvou
pre vedcov a pekarov v oblasti potravin v rdmci bezlepkovych vyrobkov je pravdepodobne
vyroba vysokokvalitného bezlepkového chleba (Arendt, 2008).

Vyvinuté bezlepkové vzorky chleba, muffinov akrekrov, ktoré sme pripravili
z bezlepkovych kvaskov a muky sme podrobili testu na obsah gluténu. Pri Ziadnej zo vzoriek
sme nezistili pozitivny obsah gluténu nad detekény limit 20 mg.kg™.

Obsah gluténu bol vo vsetkych vyrobkoch negativny hlavne vdaka pouzitym
bezlepkovym surovindm a pridavnym latkam, ktoré neboli kontaminovane lepkom krizovou
kontamindciou, ale taktiez vd’aka dokladnému vykonaniu Cistenia a dezinfekcie pracovnej
dosky a nastrojov pred zafatim pripravy cesta a pecenia.

Krizova kontaminéacia sa méZe podl'a Ryana (2017) vyskytnit’ v celom dodavatel’skom
retazci vo vsetkych procesoch pocas zberu, balenia, prepravy, spracovania, manipulacie,
distribucie aj v obchodnom retazci. Hlavnou pri¢inou su predovsetkym nevhodné alebo
chybajuce hygienické postupy, regulacia teploty alebo zahrnutie nevhodnych zlozZiek.
Bakterialna, chemicka a fyzikalna kontaminacia moze mat’ vplyv na bezpecnost’ a kvalitu
potravin, ¢o ma za nasledok vznik ohnisk nebezpecenstiev. Preto su dblezité povinné
preventivne kontroly potencialnych kontaminantov a zdrojov krizovej kontaminacie.

Overenie dosledného vycistenia pracovnej dosky zaistil test prostredia krizovej
kontaminacie gluténom, ktory sa v prostredi mohol nachadzat' zo surovin alebo potravin
obsahujdcich lepok. Tento test bol v nasom pripade negativny, vd’aka ¢omu sa mohol zacat’
proces pripravy bezlepkovych vyrobkov.

Vyhodnotenie analyzy textary vyvinutych vyrobkov

Texturometrickou analyzou chleba sa zistili rozdiely v tuhosti jednotlivych vzoriek
(graf 1). Tuhost’ pohankového (1716,4 N) a ryZového (1587,2 N) chleba bola porovnatel'na
s kontrolnou vzorkou (1480,4 N). Vynimkou bol kukuri¢ny chlieb, kde bola zistenad tuhost’
vyrazne vysSia (2832,9 N) v porovnani s ostatnymi vzorkami chleba.
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Graf 1 Tuhost’ striedky chleba [N]

Dalgimi hodnotenymi vzorkami boli muffiny (graf 2). Tuhost’ striedky pohankovych
(2268,1 N) a kukuri¢nych (2559,4 N) muffinov bola podobnad hodnote kontrolnej vzorky

muffinov (2424,2 N). RyZové muffiny preukazali najnizsiu tuhost’ (1196,4 N).
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Graf 2 Tuhost striedky muffinov [N]

Pri hodnoteni tvrdosti krekrov (graf 3) mali vyvinuté bezlepkové vyrobky ovel'a vyssiu
tvrdost’ v porovnani s kontrolnou vzorkou (2157 N). Poh&nkové krekry dosiahli hodnotu
5934,9 N aryzové krekry 5390,5 N, pricom najvyssie hodnoty boli opét’ zistené pri krekroch
vyrobenych z kukuri¢nej miaky (6109,5 N).

82



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

7000
6109,5
593[4,9 ’
I -
6000 [ 53905
5000
Z. 4000
k7
S
£ 3000
2 2157
2000 I
1000
0
krekry kontrola pohankové kukuri¢né krekry  ryzové krekry
krekry

Graf 3 Tvrdost’ krekrov [N]

Stadia Dapéevi¢ Hadnadeva et al. (2013) dokazala, Ze zmie3anie ryZzovej a pohankovej
muky vedie k zniZeniu tvrdosti suSienok v porovnani so suSienkami vyrobenymi z ¢isto ryZovej
muky. Cesto je maksie a viskdznejSie a poskytne méaksSie a krehkejSie suSienky ako cesto
pripravené z Ccisto ryZzovej muky. Podla tejto Stidie mdzeme odporucit’ vyrobu krekrov
kombinovanim viacerych muk, ktoré spolu vytvarajua vhodné vlastnosti cesta na ich vyrobu.
Tym by doslo k zniZeniu tvrdosti vysledného produktu azvySeniu akceptacie z hladiska
konzumentov.

Podl'a zisteni z texturometrickej analyzy mdzeme skonstatovat, ze vzorky chleba aj
muffinov boli v tuhosti podobné kontrolnej vzorke, okrem kukuri¢ného chleba a ryZovych
maffinov. Na vyrobu kukuriéného chleba ako aj bezlepkovych krekrov by bolo vhodnejSie
pouzivat’ kombinaciu viacerych muk, ktorymi sa podl'a Dapcevi¢c Hadnadeva et al. (2013)
dokaze znizit’ tuhost’ cesta a vytvaraju sa maksie a krehkejsie vyrobky.

Stidia Gambusa et al. (2009) zamerana na &iastoén(i substiticiu kukuriénej muky
pohankovou mukou pri vyrobe kolacov a suSienok ukazala, ze alternativne produkty mali lepSiu
kvalitu a vyzivova hodnotu ako kontroly vykonavané len s kukuri¢nou mukou. Vyrobky
vyrobené z pseudoobilnin mali vy3S8i obsah aminokyselin, vlakniny, lipidov, polynenasytenych
mastnych kyselin, ako aj zvy$ent hladinu horé¢ika, zinku, manganu a medi. Okrem toho vSetky
vyrobky mali vysoky stupen akceptacie zo strany spotrebitel’'ov.

ZAVER

Vyvinuli sme bezlepkové kvasy zvybranych druhov bezlepkovych muak, ato
z kukuri¢nej, ryZovej a pohdnkovej muky. Vyvinuté kvasy sme nésledne skisobne aplikovali
do vybranych pekarskych vyrobkov - chlieb, muffiny a krekry.

Vyrobky sa hodnotili texturometricky. Podl'a zisteni m6zeme skonstatovat, ze vzorky
chleba boli v tuhosti podobné kontrolnej vzorke, okrem kukuri¢ného chleba, kde bola zistena
tuhost’ vyrazne vysSia v porovnani s ostatnymi vzorkami chleba, ¢o nie je ziaduce.

Pri hodnoteni tvrdosti krekrov mali vyvinuté bezlepkové vyrobky ovel'a vyssiu tvrdost’
v porovnani s kontrolnou vzorkou. NajvysSie hodnoty boli zistené pri krekroch vyrobenych
z kukuri¢nej muky. Vysoka tuhost’ krekrov by z hladiska textiry nevyhovovala. Na vyrobu
kukuri¢ného kvaskového chleba ako aj bezlepkovych kvaskovych krekrov by bolo vhodnejSie
pouZit kombinaciu viacerych muk, ktoré dokazu znizit' tuhost’ cesta a vytvorit' maiksie
a krehkejsie vyrobky.
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V muffinoch bola tuhost’ podobna hodnote kontrolnej vzorky, pricom ryZové muffiny

evwe

Pouzitie bezlepkovych kvaskov do vybranych bezlepkovych vyrobkov je vhodné
z hladiska texturometrickych vlastnosti vyvinutych bezlepkovych vyrobkov a ich trvanlivosti.
Bezlepkové vyrobky vyvinuté za pomoci kvasku avybranych druhov muadk si vhodnou
alternativou pre osoby trpiace celiakiou.
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UCINOK PODAVANIA XANTOHUMOLU V KRMIVE NA RAST,
JATOCNU VYTAZNOST, OXIDACNU STABILITU A BIOCHEMIU
KRVI U JAPONSKYCH PREPELIC
THE EFFECT OF ADMINISTRATION OF XANTHOHUMOL IN DIET
ON THE GROWTH PERFORMANCE, CARCASS COMPOSITION,
OXIDATION STABILITY OF MEAT AND BLOOD BIOCHEMISTRY IN
JAPANESE QUAILS

Zuzana Lackova, FrantiSek Zigo, Zuzana FarkaSova

Abstract: In the study we monitored the effect of xanthohumol administered in feed on
growth, carcass yield, oxidative stability of fat in meat, as well as its effect on selected
biochemical parameters in the blood of Japanese quails. As part of our study, we did not find
significant differences in the weight of valuable parts of the body as well as in their percentage.
Supplementation of feed with xanthohumol positively affected the protein content of the
valuable parts of the Japanese quail carcass (P < 0.05). The water, fat and ash content of
valuable parts of the carcass was not affected by supplementation. The supplementation of feed
with xanthohumol did not affect the pH value of the meat. The oxidation processes of fats
during refrigeration storage were most pronounced in the control group, since supplementation
of feed with xanthohumol reduced oxidation processes in meat (P < 0.05). The addition of
xanthohumol in feed positively influenced biochemical parameters such as total proteins (TP)
and albumin (P < 0.05). When monitoring enzymatic activity, we found a decrease in aspartate
aminotransferase (AST) levels (P < 0.05).

Keywords: Japanese quail, blood biochemistry, carcass composition, oxidation stability

uvoD

Chmel oby¢ajny obsahuje mnohé latky s priaznivym ucinkom na telo a zdravotny stav
Cloveka. Chmelove hlavky obsahuju pomerne velké mnozstvo xanthohumolu (Obrazok 1),
v susine chmelu je ho 0,2 — 1,1 hm. % (Hofta et al., 2004). Xantohumol patriaci medzi
polyfenoly, je zndmy svojimi antibakterialnymi, antimykotickymi a antioxida¢nymi u¢inkami
(Stevens a Page, 2004; Liu et al., 2015). V poslednych rokoch sa neustale zvySuje zaujem
0 xantohumol pre jeho uéinok podporujici zdravie a imunitu konzumentov. R6zne organické
latky pridavané v krmive hydiny predstavuju nielen vhodny zdroj energie, ale aj pozitivne
vplyvaju nielen na rast a kvalitu mésa (Gerhauser a Frank, 2005).

Obrézok 1 Vzorec xantohumolu (A) a chmelové hlavky (B)
Zdroj: http://fis.org/xanthohumol/
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Vyhodnotenie hematologickeho a biochemického profilu prepelic ndm poskytuje
uzito¢né informacie o ich zdravotnom stave, je vhodné pre odliSenie zdravych jedincov od tych
chorych (aj so subklinickym priebehom ochorenia) (Agina et al. 2017). Hematologicky
a biochemicky profil je ovplyvneny vekom (Ayub et al., 2012; Abou-Kassem et al., 2018),
pohlavim (Scholtz et al., 2009; Abou-Kassem et al., 2018), diétou, napr. s pridavkom
antioxidantov (Mousa et al., 2017), s pridavkom mineralov (Aksu et al., 2011), ochorenim
a oSetrenim réznych pripravkov (Nazifi a Asasi, 2001; Sokol et al, 2015).

V praci sme sledovali uc¢inok xantohumolu na rast, jato¢nu vytaznost, oxidacnu
stabilitu tuku v masa, ako aj jeho vplyv na vybrané biochemické parametre v krvi japonskych
prepelic.

MATERIAL A METODIKA

Do sledovania bolo zaradenych 40 japonskych prepelic plemena Faraon (Farma Mala
Ida s.r.0., SR), ktoré boli rozdelené do dvoch skupin po 20 jedincov, experimentéalna skupina
mala krmivo suplementované s pridavkom xantohumolu, druha bola kontrolna, kifmena len
kimnou zmesou. Obe skupiny boli kimené kimnou zmesou 1557- kompletna kfmna zmes pre
prepelice MINI vo velkosti granal 1 — 3 mm (vyrobca De Heus a.s., CZ). XA bol
experimentalnej skupine v krmive podavany do veku 60 dni. So suplementaciou sa zacalo
u prepelic vo veku 8 dni. V priebehu pokusu mali prepelice pristup ku krmivu a vode ad libitum.
Po ukonceni suplementéacie boli prepelice po omraceni vykrvené (Marcinc¢ak et al., 2018).
Jato¢nd vytaznost bola stanovend ako percentuadlne vyjadrenie hmotnosti jatoc¢ne
opracovaného tela k hmotnosti Zivych japonskych prepelic.

V sledovani bol pouzity chmelovy extrakt obsahujuci 75 % xantohumolu. Tento extrakt
bol pre zlepsenie jeho rozpustnosti vo vode a biologickej dostupnosti (EP171766458.4)
spracovany pri vyssej teplote pomocou KOLLIDON VAG64. Pouzity extrudat obsahoval 10 %
xanthohumolového extraktu.

Stanovenie vlhkosti, celkového popola a celkového obsahu bielkovin vo vzorkach sa
uskutoc¢novalo podl'a Gajdosa et al. (2015). Hodnota pH sa urcila priamym zavedenim sondy
pH metra (inoLab pH 720, WTW vybaveného elektrodou Ingold Messtechnik AG, Udorf,
Svajéiarsko) do prsnej svaloviny. Obsah proteinu vo vzorkéach sa stanovil pomocou analyzatora
Kjeldahl 1030 (Tecator Co., Hoganas, Svédsko). Oxidacia lipidov vo vzorkéch prsnej svaloviny
sa merala ako TBARS podl'a Marcinc¢ak et al. (2004) a merana spektrofotometricky pri 532 nm
(Helios vy, v. 4.6, Thermo spectronic, UK). Vzorky svalstva sa vakuovo zabalili do
polyetylénovych sackov a skladovali sa pri teplote 4°C pocas 7 dni. Koncentrécia TBARS sa
vyjadrila ako miligramy malondialdehydu (MDA) na kilogram svaloviny. Pred analyzou boli
vzorky prsnej svaloviny v oboch skupinach homogeizované.

Cas medzi vybratim prepelic z klietok a odberom krvi bol 20 sekdnd. Krvné vzorky sa
centrifugovali pri 2500 x g po¢as 10 minuat. Stanovenie glukozy (GLU), cholesterolu (CHOL)
a celkového proteinu (TP) boli vykonavané pomocou automatického analyzatora Unicel DxC
880i (Beckman Coulter, USA) s pouzitim komer¢nych stprav Labtest podl'a metdd opisanych
Duncan et al. (1994). Stanovenie aspartataminotransferazy (AST), alanintransaminazy (ALT a
y-glutamyltransferazy (x-GMT) bolo zaloZzené na merani absorbancie. Koncentracia tychto
enzymov bola stanovena spektrofotometricky (Tietz, 1995). Pre vSetky spektrofotometrické
metody bol pouzity biochemicky analyzator Cobas C111 (Roche Diagnostics Ltd., Basel,
Svajéiarsko).

Statistické spracovanie a vyhodnotenie vysledkov sa uskutoénilo v programe Microsoft
Excel. Vysledky su vyjadrené ako stredna hodnota (M) a Standardna odchylka (SD).
Vyznamnost rozdielov v strednych hodnotach medzi suplementovanou a kontrolnou skupinou
bola hodnotena t-testom na hladine vyznamnosti P < 0,05.
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VYSLEDKY A DISKUSIA
Vysledky Olubamiwa et al. (1999) poukazuju na to, ze prepeli¢ie médso a vajcia maju
vysoku kvalitu bielkovin, vysokt biologicku hodnotu a nizky obsah kalorii. Podl'a Babangida
a Ubosi (2005) ma japonska prepelica potencial sluzit’ ako vynikajici a cenovo dostupny zdroj
zivocisnych bielkovin.

Tabul’ka 1 Hmotnost’ cennych ¢asti tela - prsnej a stehennej svaloviny

) XN-krmivo Kontrola
Sledované parametre Jednotky M£SD M+SD
Hmotnost’ prsnej svaloviny s kost'ou g 76,4745,97 71,6745,19
Hmotnost prsnej svaloviny bez kosti g 58,33+7,26 54,27+5,44
Hmotnost’ stehennej svaloviny s kost'ou g 44.67+3,94 43,4745,14
Hmotnost stehennej svaloviny bez kosti g 32,67+2,29 31,73+3,51

Popis: XN — xantohumol, M — stredna hodnota, SD — Standardna odchylka

Percentualne vyjadrenie masa u japonskej prepelice je pomerne vysoke. Prsna svalovina
s kost'ou dosahuje 37,3 - 38,7 % z celkovej hmotnosti opracovaného jato¢ného tela, stehenna
svalovina 22,7 - 24,6 % a telo, krk a kridla spolu 35,9 - 37,8 % (Panda a Singh, 1990). V ramci
nasho skiimania sme nezistili signifikantné rozdiely v hmotnosti cennych casti tela (prsnej
a stehennej svaloviny) (Tabul’ka 1). Pri postudeni percentualneho vyjadrenia prsnej a stehennej
svaloviny s kostou sme zistili podobné vysledky, naopak pri postideni percentualneho
vyjadrenia sledovanych svalovych partii bez kosti sme ziskali oproti Panda a Singh (1990)
0 nieco nizsie hodnoty (Tabul'ka 2).

Tabulka 2 Percentuédlne vyjadrenie hmotnosti cennych ¢asti tela - prsnej a stehennej
svaloviny s kost’ou a bez kosti kK hmotnosti jato¢ného tela

, XN-krmivo Kontrola
Sledované parametre Jednotky M£SD M+SD
Prsnéa svalovina s kost'ou % 40,26+4,77 39,31+4,12
Prsna svalovina bez kosti % 30,71+4,74 29,77+3,68
Stehenna svalovina s kost'ou % 23,52+2,82 23,84+3,14
Stehenna svalovina bez kosti % 17,20+2,12 17,41+2,25

Popis: XN — xantohumol, M — stredna hodnota, SD — Standardna odchylka

Tabul’ka 3 Vplyv suplementécie xantohumolom na pH a jednotlivé zlozZky mésa

] XN v krmive Kontrola
Sledované parametre Jednotky M£SD M+SD
pH 6.01 + 0.08 6.07 £ 0.06
Vlhkost’ % 71.13+£0.93 72.14 +1.16
Protein % 23.87 + 0.89? 20.79 + 1.08°
Tuk % 2.64 +0.15 2.57 £0.17
Popoloviny % 2.48 £0.012 2.40 +£0.09

Popis: XN — xantohumol, M — stredna hodnota, SD — Standardna odchylka, * ® rozdielné
pismena su v riadku pri hladine vyznamnosti P < 0,05

Choudhary a Mahadevan (1986) zistili obsah proteinov 23 % v prsnej a 18,7 %
v stehennej svalovine. V porovnani obsahu proteinov v mése sme zistili Statisticky vyznamné
rozdiely na hladine P > 0,05 (Tabul’ka 3). Obsah vody, tukov a popolovin v prsnej a shehennej
svalovine nebol xantohumolom ovplyvneny.
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Antioxidanty hraju délezitd ulohu v eliminacii reaktivnych foriem kyslika (ROS)
a inych radikéalov. Niektore Stadie poukazuju na to, Ze antioxidanty pridané do krmiva nielen
hydiny (Kennedy et al., 2005), ale aj inych druhov zvierat (Lahucky et al., 2005) brania oxidacii
tukov. Podl'a Sahina et al. (2003) pridavok vitaminu C a kyseliny listovej pozitivne ovplyvnili
rast japonskych prepelic. Taktiez v studii od Pompeua (2018) bol preukazany pozitivny ucinok
vitaminu E na celkovy rast, kvalitu mésa a imunitnu odozvu zvierat.

Medzi délezité faktory ovplyviiujice kvalitu mésa po porazke patria oxidacné procesy.
Proces zrenia je energeticky naroény proces, vyuZivajuci degradéciu glykogénu v
svalovine, vznik kyseliny mlie¢nej a nasledné znizenie pH. Pokles pH ma vel’ky vplyv na rdzne
chemické a biochemické procesy v mase (Simpson, 2012). Xantohumol vplyv na hodnotu pH
mésa nemal. Délezitym ukazovatelom kvality tukov, médsa a masovych vyrobkov su
polynasytené mastné kyseliny. Zoxidované tuky menia farbu, chut’, vonu, Struktaru a dokonca
aj vyzivnl hodnotu potravin (Tkacova a Angelovicova, 2013). Vysledky stanovenia TBARS,
ktoré sa vyjadruje ako mnozstvo maldndialdehydu (MDA) ako hlavného rozkladného produktu
polynasytenych mastnych kyselin, s znazornené na obrazku 2. Pri experimentélnej skupine
sme po siedmych dioch chladiarenského skladovania zistili nizsie hodnoty TBARS v svalovine
v porovnani s kontrolnou skupinou (P < 0,05).

mg MDA-kg? v méase

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

TBARS 1 def TBARS 7 den

H Xantohumol Kontrola

Obrazok 2 Vplyv xantohumolu na oxida¢ni stabilitu mésa
Popis: TBARS —reaktivne latky kyseliny tiobarbiturovej, MDA — malondialdehyd, # ° rozdielné
pismena su v riadku pri hladine vyznamnosti P < 0,05

Vysledky biochemického vysetrenia krvi su uvedené v tabul'ke 4. Sokdl et al. (2015) vo
svojej préaci zistil hodnoty TP, albuminu, CHOL a ALT vo fyziologickom rozpéti, okrem
aktivity AST, ktora bola v ramci skimanych skupin prepelic nizsia. V experimentalnej skupine
sme v porovnani s kontrolnou skupinou zaznamenali vyznamny pokles aktivity AST (P < 0,05).
Hodnoty TP a albuminu sa medzi skupinami vyznamne liSili, ale zostali v referen¢nych
rozsahoch. Doplnok xantohumolu pozitivne ovplyvnil hodnoty TP, albuminu, globulinu
a CHOL. Na druhej strane xantohumol negativne ovplyvnilo hodnoty AST, ALT a x-GMT.

Tabul’ka 4 Vplyv xantohumolu na vybrané biochemické parametre krvi japonskych
repelic

. XA v krmive Kontrola
Sledované parametre Jednotky M£SD M+SD
TP g.l? 345+ 2.7° 30.3+2.3°
Albuminy .l 13.2+1.12 11.2 + 0.87°
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Globuliny g.l? 21.3+3.3 19.1+35
GLU mmol.I1 15.81 +£1.66 16.30 £ 1.92
Cholesterol mmol.I*! 4.68 +0.81 4.35+0.72
AST ukat.l'1 3.94+0.722 4.90 + 0.76°
ALT wkat.I! 0.05 % 0.01 0.06  0.01
¥-GMT ukat.l'1 0.01+0.01 0.02 +£0.02

Popis: TP — celkové bielkoviny, GLU - glukdza, AST — aspartataminotransferaza, ALT —
Alaninaminotransferdza, x-GMT - x-Glutamyltransferdza, XA — xantohumol, M - stredna
hodnota, SD — tandardna odchylka, ® ® rozdielné pismena su v riadku pri hladine vyznamnosti
P<0,05

ZAVER

Xanthohumol nemal vplyv na hmotnost’, percentudlne vyjadrenie hodnotnych casti tela
(prsnej a stehennej svaloviny), pH mésa, obsah vody, tuku a popolovin. Obsah proteinov
v prsnej a stehennej svalovine japonskych prepelic bol xantohumolom pozitivne ovplyvneny
(P<0,05). Oxida¢né procesy tukov pocas chladiarenského skladovania boli pri kontrolnej
skupine najvyraznejSie, nakolko suplementicia krmiva xantohumolom zniZila oxida¢né
procesy v mase (P<0,05). Vybrané biochemicke parametre krvi boli taktiez xantohumolom
ovplyvnené, ako TP a albumin (P<0,05). Pri sledovani enzymatickej aktivity sme zistili pokles
hladin AST (P<0,05).
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MIKROBIALNE FYLA ZASTUPENE V OVCOM HRUDKOVOM
SYRE
MICROBIAL PHYLA DETECTED IN EWES" MILK CHEESE

Andrea Laukova, Lenka Micenkova, Valentina Fockova, Monika Pogany Simonova,
Martin Tomaska, Miroslav Kolosta

Abstract: Samples from 54 traditional Slovak ewes™ milk lump cheeses were used for microbial
analysis using sequencing method. The phylum Firmicutes was dominated (60. 9%) followed
with the phylum Proteobacteria (38.2%) and in small amount of the phylum Actinobacteria
(0.38%) and phylum Bacteroidetes (0.35%). Among the most frequently detected genera in the
framework of the phylum Firmicutes were found Streptococcus (41.2%), Lactococcus (8.5%),
Fructobacillus (3.9 %), Enterococcus (2.3%) and Staphylococcus (1.6%). Detected
representatives of the phylum Proteobacteria were allotted in the same class
Gammaproteobacteria and in two orders Pseudomonales and Enterobacteriales. They were
allotted in the family Pseudomonacae, Moraxellacae and Enterobacteriacae and in seven
genera, Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter, Moraxella, Ewingella, Escherichia-
Shigella and Pantoea. In the case of the phylum Bacteroidetes, classes Flavobacteria and
Actinobacteria were detected with orders Flavobacteriales and Micrococcales/Actinomycetales
and the family Flavobacteriacae and Microbacteriacae with two genera Chrysobacterium and
Curtobacterium detected in cheeses. This study is a fundamental contribution in knowledge
reagarding the microbiome of ewes™ milk lump cheese.

Keywords: phylum, ewe, milk lump cheese, microbiota, sequencing

INTRODUCTION

Nowadays, consumers increasingly demand traditional/local products, among which
those made from ewes™ milk belong. Products made from ewes™ milk are even suitable for
people suffering from lactose intolerance. Regarding the ewes™ milk lump cheese, lactose is
mostly removed into the whey during processing, which means that such cheese consumption
should be safe for lactose-intolerant persons.

Many European cheeses are still produced traditionally from raw or heat-treated milk
with or without the use of natural undefined starters in farms (Vandera et al., 2018); e. g. local
Slovak ewes™ milk lump cheese. It is a traditional cheese produced from unpasteurized ewes
milk without any added culture (Uhrin et al., 2002). However, the microbiota in ewes™ milk
comes from various sources (Laukova et al., 2020a). For consumers and producers as well is
important to know probable microbiota occurrence in the products which can influence their
character and consumption. Only limited information exists regarding the characterization of
bacteria detected in ewes™ lump cheeses.

Recent progressive identification methods e.g. new generation sequencing allow to
identify microbiome in cheese samples more detail; from individual phyla up to genera and
species representatives as well. Microbiota described in ewes™ milk lump cheeses using this
method has been not reported yet. Therefore, in this study representative phyla in ewes™ milk
lump cheeses will be referred evaluating sequencing analysis. It is original and knowledge
spreading information in basic microbiology and dairy processing.

MATERIAL AND METHODS
Cheese samples (54) were diluted 5 fold with molecular grade water and homogenized
by vortexing with Zirconia beads 2.3 mm (BioSpec, USA) A volume of 260 ul of homogenized
sample was then used for DNA isolation (DNeasa PowerLyzer Power Soil kit,Quiagen,
Germany) according to the manufacturers’ instruction. Isolated DNA was used as a template in
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PCR reaction targeting the hypervariable V4 region of the bacterial 16S rRNA gene (16S
Metagenomic sequencing Library Preparation protocol; lllumina, USA). The PCR detection
protocol was as follows: 95°C 3 min; 95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 30 s, 25 cycles; 72°C 5 min.
PCR clean-up was performed with Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter Genomics)
and concentration was measured with Qubit® ds DNA HS Assay kit (Invitrogen™, USA).
Based on the concentration values, samples with different inner tags were equimolarly pooled
and used as a template for second PCR with Nextera XT indexes (Illumina, USA). The prepared
library was checked with a High sensitivity D5000 Screen tape (Agilent Technologies, USA)
and with Illumina-LightCycler 480 gPCR MasterMix (Roche, USA). The library was diluted to
a final concentration of 8 pM and 20% of PhiX DNA (Illumina, USA) was added. Sequencing
was performed with the Miseq reagent kit V3 using a MiSeq 2000 instrument according to the
manufacturer’s instruction (Illumina, USA).

Sequencing data were analysed by using the fastg-join method within the join-pair-
ends.py command in QIIME 1.9.1. Taxonomy was assigned to each operational taxonomic unit
based on SILVA 123 reference database.

RESULTS AND DISCUSSION

The phylum Firmicutes was dominated in traditional ewes™ milk lump cheeses (60. 9%).
The high occurrence percentage reached also phylum Proteobacteria (38.2%). The other phyla
were detected in small amount: phylum Actinobacteria formed 0.38% and phylum
Bacteroidetes reached amount 0.35%. Among the most frequently detected genera in the
framework of the phylum Firmicutes were found the genera Streptococcus (41.2%),
Lactococcus (8.5%), Fructobacillus (3.9 %), Enterococcus (2.3%) and Staphylococcus (1.6%).
Representatives of these genera ar Gram-positive bacteria. Among those 5 genera, 4 belong in
the same class Bacilli, in the same order Lactobacillales (Lactococcus, Streptococcus,
Fructobacillus, Enterococcus).The genus Streptococcus is allotted in the family
Streptococcacae as well as the genus Lactococcus. The genus Fructobacillus belongs in the
family Leuconostocacae. The genus Enterococcus is from the family Enterococacae. Finally,
the genus Staphylococcus belongs in class Bacilli, but in order Bacillales and in the family
Staphylococacae (Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2009; Holzapfel and Wood,
2014; Coates-Brown et al, 2018). Detected representatives of the phylum Proteobacteria were
allotted in the same class Gammaproteobacteria and in two orders Pseudomonales and
Enterobacteriales. They were allotted in three families such as Pseudomonacae, Moraxellacae
and Enterobacteriacae and even in seven genera such as Pseudomonas, Acinetobacter,
Enterobacter, Moraxella, Ewingella, Escherichia-Shigella and Pantoea. In the case of the
phylum Bacteroidetes, classes Flavobacteria and Actinobacteria were detected with orders
Flavobacteriales and Micrococcales/Actinomycetales and families Flavobacteriacae and
Microbacteriacae detecting in cheeses two genera Chrysobacterium and Curtobacterium
(Chase et al., 2016). Although those lastly named bacteria were detected in really very small
amount. Those genera can be indicated as contaminant bacteria which can come in a product
from external conditions (hygiene of animals, conditions in breeding, external factors-
temperature, season, etc. (De Leon et al., 2020). The author mentioned found contaminant
staphylococci carrying enterotoxin-encoding genes in goat milk dairy plants. Even meticillin.-
resistant staphylococci were isolated from cheese produced in German farm-dairies (Zinke et
al., 2012).

It is interesting that using the standard microbiological method and MALDI-TOF mass
spectrometry as well, the most detected were different staphylococcal species (Laukova et al.,
2020a); genus Staphylococcus belongs in the phylum Firmicutes which was dominated.
Seventeen staphylococcal strains were identified from ewes™ milk lump cheeses taxonomically
belonging in five staphylococcal species and three clusters (Staphylococcus aureus, S. xylosus,

93



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

S. equorum, S. succinus, and S. simulans, Laukova et al. 2020a). The most prevalent and
abundant taxa found in cow teat and carton milk reported by Parente et al. (2020) belonging in
the phyla Firmicutes, Actinobacteria and Bacteroidetes. As it can be seen it is very similar to
our findigs although in ewes™ milk. Parente et al. (2020) even found in mastitis cow milk genera
such as Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia-Shigella, Lactobacillus and
Corynebacterium.

In ewes” milk and products from it also enterococci were detected (Rivas et al.2012,
Laukova et al., 2001; 2020b; Strateva et al., 2015). However, some of those strains showed
antibacterial potential via bacteriocins which can be used to reduce contaminant microbiota
from safety aspect view regarding milk or dairy products processing and consumers as well
(Strateva et al., 2015; Laukova et al., 2019). E.g. contaminate staphylococci in ewes™ milk lump
cheese were inhibited using lantibiotic bacteriocins, gallidermin and nisin as well as with
enterocins with inhibition activity up to 102 400 AU/ml; Laukova et al. 2020a). Antibacterial
potential of E. mundtii from raw goat milk presented also Laukova et al. (2020c). This study is
a fundamental contribution in knowledge regarding the microbiom of ewes™ milk lump cheese
and it also showed potential to protect/reduce contaminant bacteria using bacteriocins.

CONCLUSION

In 54 samples from traditional Slovak ewes™ milk lump cheeses, microbiome was
analysed using sequencing method. The phylum Firmicutes was dominated followed with the
phylum Proteobacteria, Actinobacteria and Bacteroidetes. Among the most frequently
detected genera of the phylum Firmicutes were Streptococcus, Lactococcus, Fructobacillus,
Enterococcus and Staphylococcus. Detected representatives of the phylum Proteobacteria were
allotted in the same class Gammaproteobacteria and in order Pseudomonales and
Enterobacteriales. They were allotted in the family Pseudomonacae, Moraxellacae and
Enterobacteriacae and involved the genera, Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter,
Moraxella, Ewingella, Escherichia-Shigella and Pantoea. In the case of the phylum
Bacteroidetes, the genera Chrysobacterium and Curtobacterium were detected in cheeses
belonging in classes Flavobacteria and Actinobacteria, in order Flavobacteriales and
Micrococcales/Actinomycetales and in the family Flavobacteriacae and Microbacteriacae.
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SLEDOVANIE VYBRANYCH PARAMETROV MIKROBIOLOGICKEJ
KVALITY BRAVCOVYCH KLOBAS OD ROZNYCH DOMACICH
PRODUCENTOV
MONITORING OF SELECTED MICROBIOLOGICAL PARAMETERS OF
QUALITY IN PORK SAUSAGE FROM DIFFERENT DOMESTIC
PRODUCERS

Lubomir LopasSovsky, Lucia Zeleridkovd, Simona Kunovd, Silvia Jakabova

Abstract: The aim of the work was to analyze selected parameters of hygienic quality of smoked
pork sausages from various domestic producers from eastern Slovakia. We examined 10 samples,
in which the following microorganisms were monitored: coliform bacteria, total number of
microorganisms, yeasts and fibrous microscopic fungi. The samples were different in terms of
quantity and quality of basic raw materials used, amount of spices and edible salt. The technological
procedure was chosen by the producers themselves, mainly on the basis of the tastes typical for the
regions. All samples were treated with a cold smoke. From a microbiological point of view, it is
important to note that none of the samples contained coliform bacteria, which indicates a good
hygiene conditions in the production of sausages. The total number of microorganisms was ranging
between 3.41 and 4.03 log KTJ.g%, the number of yeasts was found in the range from 2.19 to 2.39
log KTJ.g? and the number of fibrous microscopic fungi was between 1.32 and 2.46 log KTJ.g.
The achieved values are comparable with the results of authors dealing with similar issues.

Key words: traditional pork sausages, microbiological quality, food safety, total viable count,
coliform bacteria, yeasts, filamentous micro fungi

uvoD

Klobasou sa rozumie méasovy vyrobok z jemne homogenizovaného mésového diela alebo zo
zrnného masoveho diela alebo spojky a vlozky plneny do technologického obalu s priemerom
najviac 40 mm (Vyhlaska ¢. 83/2016 Z. z. MPRV SR). Cerstvé bravéové klobasy st zloZené hlavne
zo svaloviny a variabilného mnozstva tuku. Surovina je viac ¢i menej hrubo zomletd, zmieSana s
réznymi prisadami, ako su sol’, ale aj r6zne konzervacné prisady a aromy v zavislosti od miestnych
zvykov a tradicii (Ingr, 2011). Klobasova zmes je plnena do prirodnych ¢riev a hotové vyrobky sa
musia uchovavat’ v chladiarenskych podmienkach, kym nie st spotrebované. Cerstvé klobasy viac
podlichaju skaze ako parky a maja skladovatelnost’ niekol'ko dni, ak su skladované pri
chladiarenskych teplotach, najmé v nepritomnosti konzervaénych prisad — domace zabijackové
klobasy. V désledku vysokého obsahu tuku a vody a nedostatocného tepelného opracovania je
takyto produkt vel'mi nachylny na mikrobialnu kontaminaciu a oxidaciu tukov (Dostalova et al.,
2014).

ZniZovanie po¢tu mikroorganizmov a zabraneniu ich rozmnozovaniu sa dosahuje udenim, ale
aj solenim. Solenie je proces pridavania soliach zmesi do zomletého mésa, kedy po dékladnom
premieSani vznikd midsové dielo pripravené na plnenie do prirodnych criev. NajcastejSie sa
pouzivaju dusi¢nanova sol’ a sol’ dusitanova, zndma ako rychlosol’. Takto solend klobasova zmes
mé prijemnu aromu bez neZiaducich pachov (Koch et al., 2014). Proces Udenia bol odjakZiva
vyuZivany na zaistenie trvanlivosti masového vyrobku, jeho Specifickych vlastnosti, ale aj
konzistencie a eliminécie jednotlivych druhov mikroorganizmov nach&dzajdcich sa v surovom
mése (Tomat et al., 2015).
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Opatrenia v ramci Kontroly bezpecnosti potravin, resp. surovin, sa musia zavadzat od
prvovyroby aZz po konzumenta, ktory je poslednym ¢lankom potravinového retazca. Prisne
dodrZiavanie noriem spracovania, legislativnych predpisov v oblasti kvality a bezpecnosti ako aj
ich dosledné dodrZiavanie je zakladnym predpokladom t¢inného predchadzania znehodnocovaniu
mésa a chordb prenaSanych potravinami (Zdolec, 2017). Vysoka troven osobnej hygieny l'udi
prichadzajtcich do styku s potravinami, vybavenia a zariadeni, spracovatel'ov médsa a domaceho
prostredia je hlavnym krokom pri poskytovani bezpecného, zdravého, atraktivneho a chutného
mésa a masovych vyrobkov (Lonergan et al., 2018).

Z hladiska chemického zlozenia je méso pre mikroorganizmy vhodnou zivnou pddou, a preto
rychlo podlieha kazeniu vysledkom ¢oho je mnoZstvo alimentarnych ochoreni. Pokial’ by sme
cheeli prediZit trvanlivost médsa a vyrobkov z neho, je potrebné zabranit mikrobialne;
kontaminécii. Dochadza k nej uz pri primarnom spracovani masa (Zdolec, 2017). Mikroorganizmy
maju na mise vel'mi dobré podmienky pre svoj rast a ¢innost,, a preto sa dobre rozmnozuju a
uéinkom svojich enzymov (proteolytickych, lipolytickych, sacharolytickych a i.) spdsobuju
kazenie. Cinnost'ou tychto enzymov vznikaj produkty, ktoré mozu ohrozit’ zdravie konzumenta.
Aj ked’ mikrobidlnu populaciu nedokdzeme tplne zlikvidovat, je potrebné ju eliminovat’ na ¢o
najmensie pripustné mnozstvo (Lonergan et al., 2018).

Medzi najcastejSie gramnegativne rody vyskytujiice sa na mdse patria najmé: Aeromonas,
Enterobacter, Pseudomonas, Citrobacter, Escherichia a iné. Z grampozitivnych rodov spésobujd
kontaminéciu mésa predovsetkym rody Bacillus, Micrococcus, Lactobacillus a iné. Kontaminaciu
mésovych vyrobkov moézu sposobovat’ i niektoré patogénne mikroorganizmy, a to najma
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, ale aj Staphylococcus
aureus a vel'mi nebezpecny sérotyp E. coli O157:H7. Vicsina tychto mikroorganizmov moze
prezivat’ pri nizkych teplotach i dlh$iu dobu (Mor-Mur, Yuste, 2010). Yersinia enterocolitica a
Listeria monocytogenes rastd i pri nizkych teplotach, a preto predstavuji vel’ké nebezpecenstvo
vzniku ochoreni z potravin, a to konzuméciou najmi nedostatocne tepelne opracovanych médsovych
vyrobkov (Bajpai et al., 2012).

Indikatory hygieny a trvanlivosti su chdpané ako mikroorganizmy a ich metabolické produkty,
ktorych pritomnost’ v ur€itych potravindch na urcitych trovniach sa moze pouzit' na posudenie
kvality vyrobku, ale aj jeho trvanlivosti. Tieto indikatory viak musia spiiat’ ur¢ité kritéria. Mali by
byt’ pritomné a zistite'né vo vSetkych potravinach, ktorych kvalita alebo aj nedostatok sa ma zistit’
a posudit’ a ich rast a pocet by mal byt’ priamoumerny kvalite vyrobku. Vo vSeobecnosti je zname,
ze tie najspolahlivejSie ukazovatele kvality vyrobkov maju tendenciu byt Specifické pre dany
vyrobok (Moonlight, 2019).

Koliformné baktérie patria svojou pritomnostou medzi zakladné kritéria urujice hygienu
vyroby potravin. Patria medzi gramnegativne a ich vhodnym prostredim si najma exkrementy
zivoc¢ichov, poda, vegetacia, ale aj vodné prostredie. Nie su vSak hlavnou pric¢inou chorob. To, Ze
sa vyskytuja v potravindch, poukazuje hlavne na vyskyt aj ostatnych patogénnych druhov
mikroorganizmov (Sillankorva et al., 2012). Dokazu rast’ za aerébnych, ale aj anaerobnych
podmienok na klasickych zivnych pdodach. Ich spolo¢nym znakom je fermentacia laktozy za
sucasnej tvorby plynu. Sleduju sa ako doélezity indikator znecistenia a hodnotenia kvality
pracovného prostredia pri vyrobe potravin (Tomat et al., 2015). E. coli je beznym zéastupcom
¢revnej mikrobioty konzumenta, ale ak je stcastou aj prostredia potravinarskej prevadzky, tu
zohrava vyznamnu funkciu ako délezity indikator tirovne Cistoty (Porter, 2018).

Kvasinky a mikroskopické vlaknité huby toleruju prostredie, v ktorom je, na rozdiel od
baktérii, menSie mnozstvo vody. Existuju mikroorganizmy, ktoré v latentnom stave a preZivaju na
potravinach s niz§im obsahom vody a po spatnej rehydratacii su schopné rast’ (Driehuis, 2013). Ich
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hlavnou ¢innost'ou je skvasovat’ jednoduché cukry — monosacharidy na etanol a CO2. M6Zu vSak
rozkladat’ aj kyseliny, dusikaté latky, tuky, ale aj bielkoviny, ako zdkladnu zlozku mésa a mdsovych
vyrobkov (Kopecka et al., 2012). Hoci su prospesSné v potravinarskom priemysle v oblastiach,
akymi st vyroba vin, pivovarnictvo, pecenie chleba a 1., za uréitych podmienok vsak pdsobia ako
potencialne kaziace mikroorganizmy v potravindch, najma spracovanych, konzervovanych a
chladenych. VV mése a masovych vyrobkoch sa mézu vyskytovat’ niektoré patogénne kvasinky,
ktoré predstavuju problémy s bezpe¢nostou potravin (Fung, 2014). Zo spracovaného masa boli
izolované kvasinky Debaryomyces hansenii akloeckeri. Okrem rodu Debaryomyces boli
identifikovane aj rody Candida, Trichosporon, Rhodotorula a Cryptococcus. Kazenie potravin je
v kone¢nom dosledku spdsobené ich enzymatickou ¢innost'ou, v désledku ¢oho dochédza k zmene
organoleptickych vlastnosti hotového vyrobku (Kopecka et al., 2012).

Mikroskopickeé vlaknité huby vytvaraju povlaky na potravinach pozostavajuce z jednotlivych
kolénii (Driehuis, 2013). Najcastejsie ide o rody Penicillium a Aspergillus na povrchoch udenych
a neudenych misovych vyrobkov. Na skladovanych misovych vyrobkoch dokazu spdsobovat
vazne Skody, ktoré sa prejavuju zmenou organoleptickych vlastnosti, no predovsetkym vytvaranim
mykotoxinov. AvSak pritomnost’ tychto mikroorganizmov nemusi vzdy podmienovat’ tvorbu
mykotoxinov (Pipova, Jevinova, 2011).

Cielom préce bolo analyzovat vybrané parametre mikrobiologickej kvality (denych
brav¢ovych klobas pochadzajucich od réznych domacich vyrobcov z vychodného Slovenska.

METODIKA PRACE

V zmysle stanoveného ciela sme sa zamerali na analyzu 10 vzoriek domacich udenych
brav¢ovych klobas, ktoré pochadzali z réznych domacnosti na vychodnom Slovensku. VVzorky boli
rozdielne z hl'adiska kvantity i kvality pouZitych zékladnych surovin, mnoZstva korenin a jedlej
soli. Podiel bravéového mésa a korenin bol v kazdej vzorke iny a to najmé preto, Ze si domaci
vyrobca vyrobny postup voli sdm, predovSetkym na zéaklade chuti typickych pre dany region.
VSetky vzorky boli vyudené studenym dymom.

Vzorky klobas sme analyzovali postupne, a to v zavislosti od dostupnosti. Ked’ze pochadzali
z domacich zabijaciek, analyzovali sme ich postupne v priebehu dvoch mesiacov. Na pripravu
vzoriek na laboratorne vySetrenie sme pouzili systém desiatkového riedenia. Z kazdej vzorky
klobasy sme odobrali 5 g, ktoré sme premiestnili do vreciek na homogenizéciu s obsahom 45 ml
sterilného fyziologického roztoku (riedenie 10%). Cas trvania homogenizacie bol asi 20 mindit.
Z toho riedenia sme pripravili riedenia 102 a103. Predmetom stanovenia boli vybrané
mikrobiologické ukazovatele hygienickej kvality: pocet koliformnych baktérii, kvasiniek,
mikroskopickych vldknitych hub a celkovy pocet mikroorganizmov (CPM). Prislusnymi
riedeniami sme inokulovali Zivné pddy vzdy po dve Petriho misky, pri¢om sme zistené poéty
mikroorganizmov porovnavali s pozZiadavkami Potravinoveho kddexu SR a s vedeckymi pracami
zameranymi na danu problematiku.

Stanovenie koliformnych baktérii sme robili podla STN 1SO 4832 : 2009. Ako kultivacné
médium sme pouzili agarové médium s krystalovou violetou, neutrdlnou cervenou, zl€ovymi
solami a laktozou (VCZL), pouzili sme triedenia 10 a 1072,

Stanovenie vlaknitych mikroskopickych hib a kvasiniek sme robili podl'a STN ISO 21527-
2 : 2010, ako kultivaéné médium sme pouzili DG18 agar (agar s dichloranom a 18 % glycerolu),
pouzili sme triedenia 10 a 102,
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Stanovenie celkového po¢tu mikroorganizmov (STN 1SO 4833-1 : 2014) — pri tomto stanoveni
sme pouzili PCA (Plate Count Agar) agarové médium. Pri o¢kovani Petriho misick na CPM sme
pouzili triedenia 102 a 1073,

VYSLEDKY PRACE A DISKUSIA

Kvalita z pohl'adu mikrobioldgie je dand mnoZstvom mikroorganizmov, ktoré st pritomné v
potravinach. V pripade, ak mikrobiologické zatazenie dosiahne urcita hranicu, takato potravina je
povazovana za skazenu a nie je vhodné na konzumaciu spotrebitel'mi (Kamenik et al., 2018).

Koliformné baktérie su délezitymi mikrobiologickymi a sanitaénymi indikatormi, ktoré
zdoraznuji vyznam hygieny pri spracovani a manipuldcii s vyrobkami. Ich pritomnost v
niektorych pripadoch poukazuje na nespravne tepelné opracovanie masovych vyrobkov.
V klobasach, ktoré sme analyzovali, koliformné baktérie neboli detegované, ¢o poukazuje na
dodrzZiavanej hygieny pri vyrobe vyrobkov, osobnej hygieny i na ¢istotu technologickych zariadeni
pouZivanych pri vyrobe. Fratamico et al. (2015) napriek tomu uvadzajl, Ze vzhl'adom na ich
schopnost’ prispdsobovat’ sa vonkaj$im podmienkam, nemdéze byt ich vyskyt v potravinach vzdy
jednoznaéne chapany ako dosledok priameho znecistenia fekaliami. Scheinberg et al. (2017) zistili
nizke hladiny koliformnych baktérii v masovych vyrobkoch vyrobenych z bravéového maisa,
ziskanych z trhov poI'nohospodérov, ¢o naznacuje ze trhovi predajcovia domacich produktov su v
ramci bezpecnosti na dobrej urovni.

Tab. 1 Pocty kvasiniek vo vzorkach domécich udenych klobas

-1
vzorka log KTJ.g

X Xmin Xmax Sx
1 ND ND ND -
2 2,19 2,17 2,20 0,01
3 ND ND ND -
4 2,39 2,36 2,41 0,03
5 ND ND ND -
6 ND ND ND -
7 ND ND ND -
8 ND ND ND -
9 2,22 2,20 2,24 0,02
10 ND ND ND -

Pozn.: ND — nedetekovatel'né mnozstvo

Biasino et al. (2017) konstatuju, ze s troviiou kontaminacie méasovych vyrobkov sa vyznamne
spaja spdsob zabijania zvierat'a. Mikrobialna kvalita ¢reva pouzitého na vyrobu domacich klobas
je velakrat ovplyvnena spracovanim, prepravou, ale aj skladovanim kone¢ného vyrobku. Honish
et al. (2017) vo vyskumnej Stadii zaznamenali, Ze koliformné baktérie sa celosvetovo rozsiruju
medzi o§ipanymi a tie m6zu dlhodobo vylucovat’ baktérie a tym vzniké horizontalny prenos medzi
oSipanymi a inymi druhmi hospodarskych zvierat. Chevallier et al. (2006) sledovali vplyv teplot
spracovatel'ského zariadenia v zmysle zimného a jarného obdobia na hygienicku kvalitu klobés.
Populéacie Pseudomonas a Coliforms pocitané zo surovin na jar vychadzali priaznivejSie v
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porovnani s vysledkami pocitania zaznamenanymi v zime. Zatial' ¢o populacia Pseudomonas v
konec¢nom produkte vyznamne poklesla, populacia Coliforms zostala vyssia. Staphylococcus
aureus bol na jar nezisteny; v zime v3ak jeho populacia bola na trovni cca 2.5 logio c.f.u.gtv
kone¢nom produkte.

Najvy3si podet kvasiniek bol zisteny vo vzorke &. 4, kde priemer bol 2,39 log KTJ.g! a
priemerné poéty 2,22 log KTJ.g. Ostatné vzorky obsahovali nedetekovatelné mnozstva kvasiniek.

Vysledky Stadie mikrobiologickej kvality domacej udenej klobasy Plavsicu et al. (2015)
poukazujii na vyskyt kvasiniek v poéte 1,0.10° KTJ.gk. Vysledky naznagili, Ze drobni vyrobcovia
takychto druhov misovych vyrobkov by mali zabezpeéit' vySSiu kvalitu svojich vyrobkov.
Chevallier et al. (2006) preukazali vyskyt kvasiniek v poéte 1,0.10* KTJ.g? v kone¢nom produkte.
Rozdiely v teplotich pri doméacom spracovani zaznamenané v zime a na jar vyrazne ovplyvnili
hygienickd kvalitu surovin. Zarei et al. (2017) skumali rézne mikrobiologické ukazovatele
domécich klobas krajanych pomocou noZov a inych zariadeni v doméacnostiach. Zistili, Ze sa
pritomnost’ kvasiniek v samotnom vyrobku po nakrajani zvysila o 40 %. Takato kontaminacia
vzorky naznacuje zIy hygienicky stav krajacich nastrojov, nedostatoéné umyvanie rtk, zI¢ Cistenie
nastrojov, ale aj ich nespravne pouzivanie. Autori poukazuju na to, Ze doélezitd Glohu pri
zabezpecovani bezpecnosti a kvality misovych vyrobkov, uréenych na priamu spotrebu, zohravaju
najméa G¢inné Cistenie a hygiena pri vyrobe. Podl'a prace Asefa et al. (2010) bol rast kvasiniek
ucinne inhibovany pri udeni klobas. Elsharawy et al. (2018) tvrdia, Ze kvasinky rastu ovela
pomalsie ako vac¢Sina baktérii a ich rast je obmedzeny metabolickymi latkami, ktoré produkuju
pritomné baktérie. Kvasinky nezohravaju az tak vel’ku tlohu v kazeni, pretoze predstavuji len mala
cast’ celkovej populacie, avSak pri masivnej kontaminacii klobas méze dojst’ k ohrozeniu zdravia.

Tab. 2 Pocty mikroskopickych vldknitych hub vo vzorkéch domécich udenych klobas

-1
Vzorka log KTJ.g

X Xmin Xmax Sx
1 ND ND ND -
2 2,49 2,40 2,51 0,05
3 ND ND ND -
4 ND ND ND -
5 1,4 1,36 1,43 0,03
6 2,31 2,27 2,34 0,14
7 ND ND ND -
8 ND ND ND -
9 ND ND ND -
10 1,32 1,28 1,36 0,04

Pozn.: ND — nedetekovatel'né mnozstvo

Pokial’ ide o mikroskopické vlaknité huby, vzorka ¢. 2 obsahovala 2,46 log KTJ.g™* tychto
mikroorganizmov, vzorka ¢. 5 menej a to 1,4 log KTJ.g. Vo vzorke ¢. 6 sme zistili 2,31 log
KTJ.g! a vzorke ¢. 10 to bolo 1,32 log KTJ.g*. V ostatnych vzorkach neboli detegované
mikroskopicke vlaknité huby.
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Vysledky Stadie autorov Gungdr, Gokogli (2010) poukazuju na to, Ze korenie bolo primarnym
zdrojom kontaminacie domacich klobas a ruky ludi prichadzajicich do styku s mésom a
zariadeniami boli zistené ako zdroj sekundarnej kontaminacie. Zistené¢ pocty mikroorganizmov
v8ak neboli na Urovni, ktora by ohrozovala zdravie ¢loveka. V sti¢asnosti sa do popredia dostava
otazka toxicity metabolitov, vznikajucich v podmienkach vyroby mésovych vyrobkov, pretoze
domace podmienky pre rozvoj tychto metabolitov na povrchu vyrobkov st vel'mi vhodné (lacumin
et al., 2009). Podl'a Montanha et al. (2018) pocty mikroskopickych vlaknitych hub sluzia ako
indikator hygienickej kvality priestorov uréenych na spracovanie potravin, pretoze moézu rychlo
rast’ na zvyskoch potravin, ktoré st prilnuté na povrchy, ¢o predstavuje mozny zdroj kontamindcie.
Vzorky odobrané z domécich klobas preukazovali priemerné hodnoty vyskytu mikroskopickych
vlaknitych hab 2,5.10' KTJ.g . Délezitym faktorom kontaminécie je aj vzduch, ktory je hlavny
zdroj spér vldknitych mikroskopickych hab kontaminujicich masové vyrobky (Asefa et al., 2010).
Niektoré druhy mikroskopickych vlaknitych hub mozu produkovat’ mykotoxiny, napr. aflatoxiny
a ochratoxiny, ato najma v suSenych mdsach. Kontaminacia vyrobkov sa méze vyskytnat v
réznych miestach vyrobného retazca (Montanha et al., 2018).

Tab. 3 Celkové pocty mikroorganizmov vo vzorkach doméacich udenych klobas

-1
Vzorka log KTJ.g

X Xmin Xmax Sx
1 4,03 3,98 4,08 0,05
2 3,51 3,40 3,61 0,11
3 3,63 3,56 3,70 0,07
4 3,41 3,37 3,44 0,03
5 4,02 3,95 4,08 0,06
6 3,97 3,90 4,04 0,07
7 3,65 3,58 3,71 0,06
8 3,71 3,60 3,81 0,11
9 3,65 3,56 3,74 0,09
10 3,99 3,87 4,11 0,12

awws

vo vzorke ¢. 1 (4,03 log KTJ.g2).

Celkovy pocet mikroorganizmov je jednym z najddlezitejSich indexov hodnotenia hygienicke;j
kvality a bezpecnosti mésa a vyrobkov z neho. Je to kvantitativna hygienickd forma na urcenie
podmienok procesu vyroby a miery kontaminacie méasa (Huang et al., 2016). Vo $tudii Sachindra
etal. (2016) sa uvadza, ze v braviovej klobase bol celkovy pocet mikroorganizmov 4,91.10° KTJ.g"
1. Podmienky vyroby misovych vyrobkov nie vzdy vyhovuji uréitym mikroorganizmom z
hl'adiska fyzioldgie, preto je hodnota celkového poctu skor orientacna, ale jej stanovenie je vel'mi
dolezité preto, aby sme zistili iroveit mikrobialnej Cistoty daného vyrobku (Huang et al., 2016).
Stanovenie celkového poctu mikroorganizmov je bezne odporac¢and mikrobiologicka metdda na
odhadnutie trvanlivosti mé&sa. Gungor, Gokogli  (2010) uvadzaju, ze celkové pocty
mikroorganizmov varenej klobasy, kde bolo pésobenie teploty 75 °C miniméalne 10 minut, sd
vyrazne niZSie ako pred tepelnou Gpravou.
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ZAVER

V préci sme sa zaoberali problematikou bezpecnosti domécich udenych bravéovych klobas z
réznych podmienok vyroby. Klobasy mali rozne zlozenie a rozny pomer korenin, odlidnosti boli
i v technologickom spdsobe vyroby.

Pri hodnoteni mikrobiologickej kvality domacich klobas sme sa zamerali na tieto parametre:
Koliformné baktérie — ich pritomnost’ vo vzorkach klobas bola nedetekovatelna, ¢o je velmi
pozitivne, nakol’ko klobasy vyrobené v domacich podmienkach nepodliehaju kontrole a uroven
hygieny je v principe niz$ia oproti komeréne vyrobenym produktom.

Kvasinky — poéty tychto mikroorganizmov sa vo vzorkach vyskytovali v rozmedzi 2,19 do 2,39 log
KTJ.Y. Hoci pritomnost’ kvasiniek bola vo vsetkych vzorkich klobas nedetekovatelna, netreba
tento faktor urcite podceniovat’, pretoze vyrazne indikuju troven hygieny poc¢as spracovania.
Mikroskopickeé vlaknité huby — vyskyt mikroskopickych vlaknitych hab bol zaznamenany v Styroch
vzorkach, pri¢om hodnoty sa pohybovali od 1,32 do 2,46 log KTJ.g™. Mikroskopické vlaknité huby
sa do produktu mohli dostat’ prostrednictvom koreninovych prisad, nedostatocnou hygienou pri
procese vyroby, vzduchom, ale aj inymi ¢inite'mi. Ich pritomnost’ je neZziaduca najma kvoli mozne;j
produkcii mykotoxinov, ktoré mézu mat karcinogénne a mutagénne ucinky na zdravie
konzumenta.

Celkovy pocet mikroorganizmov — VO vSeobecnosti vysledky naSich analyz potvrdzuju vysoké
zastipenie CPM vo vietkych analyzovanych vzorkach klobas (od 3,41 log KTJ.g* do 4,03 log
KTJ.g1). Je potrebné podotknut’, ze v zmysle Nariadenia komisie (ES) ¢. 1441/2007, ktorym sa
ustanovuju mikrobiologické kritéria pre méso a vyrobky z neho, stanovenie CPM a d’alSich skupin
nami sledovanych mikroorganizmov nie je pre mikké misové vyrobky striktne uréené. Podniky
zaoberajlce sa vyrobou masovych vyrobkov nie su viazané legislativnymi predpismi v oblasti
definovania mikrobiologickych poZiadaviek na masové vyrobky, preto sa riadia vlastnymi
podnikovymi normami. Vyrobcovia takisto uvadzajua niekol’ko d’al$ich vlastnosti a kritérii kvality
vyrobkov, ktoré su uvedeneé v Specifikacii prislusného vyrobku.

Doméace masoveé vyrobky su z pohladu kvality na dobrej urovni a mnohi spotrebitelia ich
preferuju napriek vysokej konkurencieschopnosti komer¢ne vyrabanych vyrobkov. Je vSak
potrebné, aby aj doméaci vyrobca bol obozndmeny s ddlezitostou bezpe€nosti potravin a
dodrziavania hygieny pri praci, aby sa v kone¢nom désledku predchadzalo ochoreniam z potravin.
Zakladnou prevenciou je prisne dodrZiavanie osobnej hygieny, ako aj hygieny priestorov, ¢istenie
a dezinfekcia technologickych zariadeni, pomécok a pracovnych pléch. Stbezne s vykondvanim
pracovného postupu je potrebné vykonavat' priebezné cCistenie ploch, odstraiiovanie necistot
pomocou rozliénych kefiek, dokladné umyvanie pléch a technologickych pomécok, najskor
vlaznou vodou, potom horucou a taktiez oplachovanie nastrojov hordcou vodou, pretoZe ta posobi
baktericidne.
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STANOVENI KVALITATIVNICH PARAMETRU JABLECNEHO
MOSTU ODRUDY "GOLDEN DELICIOUS’ POMOCI DVOU TYPU
NEAR INFRARED SPEKTROMETRU
DETERMINATION OF QUALITY PARAMETERS OF APPLE JUICE
OF VARIETY "GOLDEN DELICIOUS” USING TWO TYPES OF NEAR
INFRARED SPECTROMETERS

Martina Mareckovd, Veronika Dankova, Lubor Zeleny, Pavol Suran

Abstract: Soluble solid content (SSC) and moisture prediction using near infrared spectroscopy
was carried out with juice of apple variety “Golden Delicious” harvested in six different
locations in Czech Republic during the years 2018 to 2020. Near infrared spectroscopy (NIRS)
using both a laboratory spectrometer Antaris Il and a handheld MicroPhazir spectrometer were
used to create calibration models to each quality parameter. Four individual calibration models
were designed using samples harvested in season 2018. We tested 114 samples with NIRS
Antaris Il and 71 samples with MicroPhazir. We also develop internal cross validation using
these samples. Total 50 samples from seasons 2019 and 2020 were used to external cross
validation. The highest coefficient of determination of calibration R? = 0.995 and ratio of
prediction to deviation RPD = 3.751 were found for soluble solid content prediction using
spectrometer Antaris 1. All our results exhibited R?> and RPD exceeding 0.90 and 2.3,
respectively, thus confirming good prediction of SSC and moisture using the near infrared
spectroscopy.

Keywords: near infrared, soluble solid content, moisture, apple juice, PLS

INTRODUCTION

It is necessary to use high-quality input raw materials to obtain high-quality product in
food industry. Quality and full-value fruit is required by the industry, fruit growers, as well as
consumers (De Oliveira et al., 2014; Escribano et al., 2017). Quality of fruits is defined by
parameters including its size, colour, flesh firmness, taste, soluble solid content, and acidity
(Bureau et al., 2009; Escribano et al., 2017). These parameters are related to harvest at optimal
degree of maturity that is also necessary for good postharvest fruit storage that keeps the fruit
in good quality (Travers et al., 2014). Geographical location with specific climatic conditions
as well as growing and environmental conditions, pedoclimatic parameters, and agronomic
methods of cultivation have a strong effect on nutritional quality, content of bioactive
components, and other parameters of apples (Viljevac Vuleti¢ et al., 2017; Giangroeco et al.,
2016). For fruit producing industry is necessary to manufacture products with the consistent
quality and parameters. The most important quality parameters used for the evaluation of apple
juice comprise the soluble solid content (SSC), titratable acidity, sugars, organic acids, dry
matter, colour, and taste. Fruit or fruit product dry matter (DM) content is composed of
carbohydrate, soluble solids content (sugars), and insoluble solids content (starch and structural
carbohydrates).

Apples are one of the most popular fruits across the world. Thus, apple products are
equally very popular. Determination of their quality parameters is typically carried out using
the classical destructive methods. The disadvantages of them include often difficult sample
preparation, time-consuming measurement, request for expensive chemicals, and considerable
amount of manual laboratory labour. Another significant disadvantage is only a small number
of samples that can be analysed per batch, although fruit and vegetable batches are usually
large. This is why rapid and non-destructive analytical methods such as optical spectroscopy
have to be developed (Bureau et al., 2009; de Oliveira et al., 2014; Escribano et al., 2017;
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Gomez et al., 2006; Hou et al., 2018; Lu, 2001; Moller et al., 2013; Pissard et al., 2012; Travers
et al., 2014; Vittayapadung et al., 2008; Wang et al., 2017).

Non-destructive fast analytical technique near infrared spectroscopy (NIRS) enables
measurement numerous parameters of quality of fruit and vegetable as well as their products
and is used in the food industry (Bureau et al., 2009; de Oliveira et al., 2014; Vittayapadung et
al., 2008). NIRS usually covers wavelengths between 800-2,500 nm that equal wave numbers
12,500-4,000 cm™* (Vittayapadung et al., 2008). Water strongly absorbs in the NIR region.
Therefore, it is well suited for samples with both high water (>80%), and carbohydrates
contents, i.e. for fruit or especially for fruit juice. Near infrared radiation interacts with C-H, C-
O, N-H bonds in sugars and acids as well as O-H bond in the water (de Oliveira et al., 2014;
Travers et al., 2014; Zhang et al., 2019). NIRS have already been used in previous studies for
prediction of characteristic as soluble solid content (Fan et al., 2019; Manickavasagan et al.,
2014; Ozdemir et al., 2019), titratable acidity (Bureau et al., 2009; Liu and Ying 2005), dry
matter (Travers et al., 2014; Zhang et al., 2019), firmness and ripeness (Hou et al., 2018; Lebot
etal., 2013; Vittayapadung et al., 2008), sugar and water content (Pissard et al., 2012), botanical
species and geographical origin of apples (Bizjak Bat et al., 2012), season effect, cultivars of
sour cherries (Viljevac Vuleti¢ et al., 2017), and maturity (Li et al., 2018). NIRS was also used
for determination of parameters of fruit and vegetable species such as onions, peaches,
mandarins, apples (Liu and Ying, 2004), tomatoes (Shao et al., 2007), cherries, plums, Kiwi
(Bureau et al., 2009), sweet cherries (Escribano et al., 2017), pear (Travers et al., 2014), and
many others. In other words, NIRS is usually used only for fresh fruit and vegetable. However,
use of NIRS for prediction of quality parameters of fruit juice is scarce (Zhu et al., 2010).

The NIR spectra enable insight in the physical and chemical composition of fruits as the
result of scattering and absorption processes. Acquired spectral data are then analysed via
multivariate regression techniques combined with chemometrics. It is necessary to create
individual precise and large calibration model, for each parameter. Then, NIRS allows
simultaneous measurements of many parameters (de Oliveira et al., 2014; Escribano et al.,
2017; Fanetal., 2019; Liu and Ying, 2004; Pissard et al., 2012; Shao et al., 2007; Vittayapadung
et al., 2008; Wang et al., 2017).

Development of a handheld device caused expansion of NIR spectroscopy. Its
portability makes measurements possible everywhere in field or orchard as well as in
production, supply, and delivery chains. The accuracy of the measurement can deteriorate as
result of the miniaturization of the instrument for example due to reduced spectral resolution,
narrower range of wavelengths, and worse signal-to-noise ratio. Still, these devices offer
portable counterpart to more complex conventional benchtop instruments (Escribano et al.,
2017; Mayr et al., 2021).

Well known example of globally produced apple is variety “Golden Delicious”. The aim
of the project was to describe the possibility of using NIR spectroscopy to determination soluble
solids content and moisture of apple juice made from this cultivar originating from six different
orchards in Czech Republic harvested across three seasons. Our results cover fresh made apple
juice collected during three seasons and measured continuously during storage. We aimed at
the development of calibration models from data collected for each quality parameter using two
different NIR spectrometers laboratory NIRS Antaris Il and handheld NIRS MicroPhazir. The
robustness of each model using internal- and external-cross validations was a compared.

MATERIAL AND METHODOLOGY
Plant material
Variety ‘Golden Delicious’ was chosen as model variety because it is very popular for
fresh consuming as well as for food production as juice, puree, or baby food. The apples were
first harvested in our experiment during autumn 2018 at the optimal degree of maturation from
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six different locations in the Czech Republic. These locations covered various geographical and
climatic areas from experimental orchard in Holovousy and production orchards in Drahoraz,
Velké Bilovice, Synkov, Klapy, and Sobé¢nice. Typically, the harvest occurred from ten
different trees in orchards at defined intervals. About 30 kg apples were harvested from the
trees in each location. After the harvest, half of the apples were stored in cold storage in normal
atmosphere (temperature 2°C, relative humidity 85%) and second half under ultra-low oxygen
(ULO) conditions (temperature 1.5°C, relative humidity 99%, 2% oxygen in the atmosphere).

The same steps were used for apples harvested in 2019 and 2020. These samples were
used to external validation of calibration models created from samples harvested in season
2018.

Sample preparation

The first stage of experiments concerned apples immediately after harvest. Next, five
apples were typically collected from each type of storage and analysed each two months. Apples
recovered from storage were washed in water, cut to smaller pieces, and with skin and core
processed in Kitchen juicer Sencor to obtain fresh apple juice. The juicer was washed with water
between processing each sample. One aliquot from each sample was used without any
adjustments and included the puree. While the second aliquot was filtered thought a sieve to
get pure juice. The last samples were retrieved from classical atmosphere storage after 240 days
of storage. In contrast, samples were retrieved from ULO storage also after 300 days of storage.
NIRS measurements and classical analysis

Puree and juice were placed in cuvette with glass bottom and placed on measurement
window of spectrometers. In sample covering measurement window was placed special mirror
reflecting the light beam back in the detector. Laboratory NIRS Antaris Il (Thermo Fisher
Scientific Inc., Madison, USA) with software Omnic for Antaris was used for the measurement
juice and puree first, followed by measurement carried out using the handheld NIRS
MicroPhazir (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). Each sample was measured three
times using Antaris Il and an average spectrum was obtained. Ten measurements were carried
out using MicroPhazir to get an average spectrum and the results were processed in Excel.

After NIRS measurements soluble solids content (SSC) was determined using a digital
refractometer ORF 45BM (°Brix, Kern & Sohn GmbH Germany). Finally, percent of moisture
content of purees and juices was measured in drying scales (MB25 by OHAUS, USA) via
heating in air at 105 °C to constant weight.

NIRS spectra and statistical analysis

Spectra, values of soluble solid content, and moisture content were paired for the Antaris
Il instrument software TQ Analyst (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, USA) with
algorithm Partial Least Squares (PLS) and spectrum modification using 1% derivation together
with Norris derivation filter. Results not fitting in the scheme were excluded from the
calibration file using diagnostics Spectrum Outlier, Leverage and Principal Component Scores.

Spectra obtained from measurements by handheld NIRS MicroPhazir and values were
paired by data processing using the Method Generator software and the PLS algorithm. Micro-
electro-mechanical system (MEMS) selected wavelength. The essential optical scanning
element of this MEMS enables rotation of miniature gratings using a comb drive (Mayr et al.,
2021).

Results from 2018 harvest were used to compile calibration models for both parameters
and both NIRS. Each calibration model was defined by the following parameters: coefficient
of calibration determination (R%), coefficient of cross-validation determination
(internal)(R%cross), the ratio of prediction to deviation (RPD), Root Mean Squared Error of
Calibration, and Root Mean Squared Error of Cross Validation. Juices made from apples from
season 2019 acquired from later storage and those shortly stored from season 2020 were used
to external cross validation.
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RESULTS AND DISCUSION

Literature provides several examples of NIRS applied for prediction of internal quality
of fruit and, in particular, apples. However, reports describing use NIRS for prediction of
quality parameters of a juice, especially of that made from apples, are scarce. Quick, easy, and
affordable near infrared spectroscopy appears to be a very useful analytical method enabling
analysis of numerous samples in a short of period of time, typically minutes, and determination
of several sample quality parameters in a single step. Available NIR spectrometers feature
individual parameters including their applicable spectral range. For example, FT-NIRS Antaris
Il used in our study has a spectral range of 12,000-3,800 cm™ (833-2,632 nm). NIRS
MicroPhazir has a narrower spectral range of 6,270-4,172 cm™ (1595-2397 nm). We used best
fitting spectral ranges for each individual quality parameter we determined. Thus, we used four
individual spectral ranges of the Antaris Il instrument (11,999-7,285; 7,089-6,601; 6,271-6461,
4,886-4,100 cm™) for the prediction of soluble solid content by NIRS. With MicroPhazir, we
used entire spectral range 6,270-4,172 cm™. For details see Table 1. Wlodarska et al. (2018)
suggested for apple juice SSC as best ranges 9,406-7,498 and 6,224-5,350 cm™. Zhu et al.
(2010) used in their work quite narrow spectral range, 900-1,350 nm for prediction SSC in apple
juice.

Moisture was predicted from NIRS Antaris Il results acquired in four ranges: 11,999-
7,324;7,077-6,682; 6,360-5,408 and 4,791-4,060 cm™ while MicroPhazir was used again in the
entire range 6,270-4,172 cm™. To the best of our knowledge, no literature was found concerning
prediction prediction of moisture in apple juice. Using Antaris I, each sample was scanned
three times to get 64 spectra each time and an average spectrum that was used for calibration
was created automatically MicroPhazir scaned each sample ten times and an average spectrum
was obtained after processing the data in Excel. Figure 1 exemplifies three spectra from Antaris
I1. The most prominent id band of water since fruit juice contains large percentage of water
(Shafiee and Minaei, 2018). The largest band is observed in spectrum of juice obtained
immediately after harvest, because those samples contain most water.
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| Figure 1 Spectra resulting from averaging of 64 scans for apple juice measured immediately after harvest (red
(" line), after 120 days of storage in normal atmosphere (violet line), and after 300 days of storage in ULO
conditions (blue line)

Siice Idiye 11ult SUClll ds dppIe Ldil EXTHUIL SIYIincdiit Uliererices (Fissdiu el dl., ZulZ). 11l
contrast, apple juices have more uniform content and the number of samples can be smaller.
We used 112 samples for calibration model predicting soluble solid content and 114 samples
for predicting moisture by NIRS Antaris Il. Using NIRS MicroPhazir, we analysed 71 juice
samples to calibrate both parameters. This difference in numbers of samples is due to the long
time for which MicroPhazir has to be serviced. For the external cross-validation of both NIRS,
we used 50 different samples obtained in different seasons.
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Table 1 shows the main characteristics of partial least squares (PLS) model. PLS defines
the latent variables (LV, factors from diagnostic Press) based on the covariance between the
spectral data and the component of interest. The most common statistic term is coefficient of
determination of calibration (R%a) that indicates the goodness-of-fit of data set and acquires
values between 0 and 1 (ideal) (Ozdemir et al., 2018). All our calibration models exceeded
value 0.9 of coefficient of determination of calibration R? thus showing good results. Better
models were created using both NIRS for prediction of soluble solid content than moisture. The
best model features R%cy = 0.995 for SSC and NIRS Antaris 1. On the contrary, the least
accurate model with R%c = 0.907 predict moisture while using MicroPhaziri. However, even
this result is still good. Wlodarska et al. (2018) determined R?ca = 0.987 for prediction SSC in
apple juice after measuring 30 samples. Their results are similar to ours, despite the use of
smaller number of samples. Zhu et al. (2010) presented R2ca = 0.9827 for prediction SSC in
fresh apple juices also using only 30 samples.

Second important statistic term is the ratio of prediction to deviation defines as RPD =
SD/RMSEP or RPD = SD/RMSECV where SD is the standard deviation, RMSEP is the root
mean squared error of prediction, and RMSECV is the root mean squared error of cross-
validation (internal). RPD has been used for several years in NIR studies concerning
agricultural products and shows accuracy of prediction models. All our four models have RPD
higher than 2.3. Authors usually defined three categories RPD values. However, each author
sets different range of values for each category. First category means not reliable model that
cannot be used for further prediction and RPD is usually smaller than 1.5 or 2 depending on
authors. Second level represents semi-qualitative prediction with RPD in range 1.5 to 2.5. The
third category is typically characterized with RPD values 2.5 to 3 or even higher and represents
models with good or excellent prediction accuracy (Hou et al. 2018; Nicolai et al., 2007,
Ozdemir et al. 2018; Wang et al. 2017). Three out of four of our models fit in the second level
of prediction accuracy. However, SSC prediction from results obtained with NIRS Antaris 11
indicates excellent prediction ability.

RMSECV value and R?coss are parameters of internal cross validation. The validation
dataset originates from the same set of samples as calibration data set. This internal cross
validation is called leave-one-out cross validation, i.e. one sample is removed from the dataset
and the calibration model is constructed from the remaining subset. The removed sample is then
used to calculate the reduction residual. This process is repeated until each sample is the one
left out. (de Oliveira et al., 2014; Fan et al., 2019; Vittayapadung et al., 2008; Zhang et al.,
2019).

Table 1 Selected parameters characterizing methods applied for determination of soluble solids content and
moisture using Antaris 1l and Microphazir NIRS instruments.

Season 2018 Soluble solid content [°Brix] SSC Moisture [%]
Antaris |1 MicroPhazir Antaris |1 MicroPhazir
R? cal 0.995 0.912 0.950 0.907
RPD 3.751 2.475 2.469 2.302
RMSEC 0.174 0.515 0.601 0.595
R? cross 0.964 0.835 0.914 0.811
RMSECV 0.451 0.707 0.781 0.852
Number of used factors
(PRESS) 13 5 8 6
11,999-7,285; 11,999-7,324;
; 7,089-6,601; 7,077-6,682;
cm? 6.271-5.461- 6,270-4,172* 6.360-5.408- 6,270-4,172*
Measurement 4,886-4,100 4,791-4,060
Location / Range 833-1,373; 833-1,365;
1,411-1,515; 1,413-1,497;
nm 1595-1.821- 1,595-2,397 1575-1.849- 1,595-2,397
2,047-2,439* 2,087-2,463*
Number of used spectra 112 71 114 71

R2. — Coefficient of determination of calibration; RPD - the ratio of prediction to deviation; RMSEC - Root
Mean Squared Error of Calibration; R%oss — Coefficientlggjetermination of cross validation (internal) RMSECV
- Root Mean Squared Error of Cross-Validation
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Figure 3 Characteristic of calibration models for prediction of moisture: calibration model of Antaris Il (a), calibration
model of MicroPhazir (b), internal-cross validation model of Antaris Il (c), and internal-cross validation model of
MicroPhazir (d)

Seasons 2019, 2020

Antaris |1 MicroPhazir Antaris |1 MicroPhazir
Average standard deviation [%] 2.790 5.496 0.851 1.018
Average 0.362 0.713 0.740 0.886
Standard
deviation Min 0.020 0.037 0.027 0.007
[°Brix] / [%]
Max 1.040 1.697 2.467 3.060

values of moisture are less accurate than prediction SSC using both NIRS instruments.
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Figure 4 Boxplots of soluble solid content (a) and moisture (b) found for the real samples measured with
classical methods using refractometer and drying scales, and predicted values from results provided by both
NIRS instruments.

Analytical method that enables numerous possible applications. While use for
determination of quality parameters of apples is well known, the prediction of parameters of
apple juice, specifically moisture content, is less extended. Our study shows good applicability
of NIRS for prediction of soluble solid content and moisture in fresh apple juices and
demonstrates it with the apple variety “Golden Delicious”. Best result were obtained with
calibration model for prediction of SSC using NIRS Antaris Il instrument with R?c = 0.995
and RPD = 3.751. The external cross validation was also good.
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MYKOCENOZA JACMENA SLOVENSKEHO POVODU
SO ZAMERANIM NA ZASTUPCOV RODU FUSARIUM
MYCOCENOSIS OF SLOVAK BARLEY WITH A FOCUS ON
REPRESENTATIVES OF THE GENUS FUSARIUM

Zuzana Maskova, Dana Tandinova, Zuzana Barborakova, Miriam Solgajova

Abstract: The aim of the presented study was to analyse the endogenous mycobiota of barley
grains, focusing on the occurrence of toxicologically important genus Fusarium. A total
of 11 samples of Slovak origin were analysed and the method of direct placing of superficially
sterilized grains on the agar plates with DRBC (Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar)
and DCPA (Dichloran Chloramphenicol Peptone Agar) was used. Species identification of
Fusarium isolates was performed on SNA (Synthetic Nutrient agar) and PDA (Potato Dextrose
Agar) nutrient media. A total of 14 genera of filamentous micromycetes were detected in the
monitored samples. The Fusarium genus occurred with an isolation frequency (Fr) of 82%. The
average relative density (RD) of Fusarium spp. was 14.7%, while the variability in individual
positively tested samples was 0.9 - 26.1%. In the study, we detected a total of 13 Fusarium
species - F.avenaceum, F. crookwellense, F. culmorum, F.equiseti, F. fujikuroi, F.
graminearum, F. incarnatum, F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F. sporotrichioides, F.
subglutinans and F. tricinctum. The highest RD we recorded in F. proliferatum, F. avenaceum
and F. sporotrichioides.

Keywords: barley, cereal, Fusarium, grain, Hordeum vulgare, mycocenosis

uvoD

Zrna obilnin su celosvetovo najdéleZitejSou potravinarsku komoditu a v mnohych
kultdrach predstavuju az 80 % stravy (Butscher et al., 2015). Jaémen patri spolu s pSenicou
K najstar$im obilninam. Je to ve'mi dolezita kfmna, sladovnicka, potravinarska a farmaceuticka
plodina. V sucasnosti su priblizne 2/3 turody vyuzivané ako krmivo, 1/3 je urfenda na
sladovnicke ucely a2 % sa vyuZivaju priamo ako potrava (Gomez-Caravaca et al., 2014).
V potravinarstve sa vyuziva na vyrobu krap, kavovych nahradiek, liehu a sladovych vytazkov.
V sladovniach sa zrno uz po staroCia spracovava na slad a ten sa v pivovaroch pouZiva na
vyrobu piva (Hicks et al., 2014). Jacmen, odpady zo sladovni a pivovarov aj zelena hmota sluZia
aj ako krmivo pre hospodarske zvierata. | napriek tomu, Ze sa relativne malo jatmena vyuziva
priamo na potravu, pre jeho nutri¢ni hodnotu sa po celom svete obnovil zaujem o jaémennu
muaku a krapy ako zlozky pre vyrobu funkénych potravin (cestoviny, pekarske vyrobky)
(GOomez-Caravaca et al., 2014).

Pri vybere vhodnych obilnin je ddlezité prihliadat’ na ich mikrobiologicku kvalitu
a s tym suvisiacu ich bezpeénost’. Obilniny su pocas rastu, zberu a skladovania kontaminovane
Sirokou 3kalou baktérii, kvasiniek a mikroskopickych vlaknitych hub. Uroveii kontaminacie
v pol'nych podmienkach je ovplyvnena predovsetkym klimatickymi vplyvmi pocas obdobia
dozrievania a zberu obilnin (Magan et Aldred, 2006). Pol'né mikroskopické huby, inak
oznacované ako tzv. hygrofilné huby, maji vysSie naroky na aktivitu vody substratu a obycajne
nie st schopné rast’ pri hodnotach pod 0,90 (Williams et al., 2006). Kontaminacia vlaknitymi
mikromycétami méze ovplyvnit’ zastpenie sacharidov a bielkovin, ktoré su nevyhnutné pre
zachovanie pekarenskej a sladovnickej kvality zrna (Magan et Aldred, 2006). Mo6Zu
zapricinovat’ zatuchnutie obilnin a nasledne aj ich menej efektivne klienie, ¢o je v pripade
jaémena dolezitd vlastnost zpohladu produkcie amylaz potrebnych na uvolnenie
jednoduchych cukrov pri vyrobe piva (Williams et al., 2006). NavyS3e, poc¢as rastu moézu mnohé
vlaknité mikromycéty za ur¢itych podmienok produkovat’ rozne toxické metabolity, nazyvané
mykotoxiny (Nwakanma et Unachukwu, 2017). Do dneSnej doby bolo identifikovanych viac
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ako 300 mykotoxinov. Z nich sa priblizne 20 méze frekventovane vyskytovat’ vo vyznamnych
a bezpecnost’ ohrozujucich mnozstvach v potravindch alebo krmivach (Botana et Sainz, 2015).
Priblizne 5 — 10 % svetovych dodavok potravin sa ro¢ne straca z dévodu pritomnosti
mikroskopickych vlaknitych hab alebo samotnych mykotoxinov (Yang et al., 2017).

Medzi najvyznamnejsich zastupcov pol'nych mikromycét patria druhy rodu Fusarium
(Sainz et al., 2015). Vlhké pocasie pocas dozrievania mdze mat’ za nasledok zna¢né infekcie
druhmi tohto rodu, pokles Urody a kvality zrna a mbZe mat’ za nasledok kontaminaciu
trichotecénmi, ktoré moézu vstupovat’ do potravového retazca (Magan et Aldred, 2006). Okrem
trichotecénov su fuzaria schopné produkovat’ zearalenon, fumoniziny ainé menej zname
toxiny, ako su fuzaproliferin, enniatiny, beauvericin, moniliformin a modifikované formy
znamych toxinov (Sainz et al., 2015).

Vzhladom na velky vyznam rodu Fusarium v suvislosti s obilninami a jeho
toxinogénny potencial, bolo cielom predkladanej Stidie monitorovat’ mykologicky profil
vzoriek jaémena slovenskeho pdvodu s bliz§im zameranim sa skrining vyskytu zastupcov rodu
Fusarium.

MATERIAL A METODIKA
Predkladand Stidia sa zaoberala mykologickymi analyzami ja¢mennych zfn
slovenského pdvodu. Predmetom zaujmu bola vndtorna mykoceno6za zin, so zameranim najma
na aktualny vyskyt zastupcov toxikologicky vyznamného rodu Fusarium.

V ramci Studie bolo celkovo analyzovanych 11 vzoriek jatmena (Hordeum vulgare),
ktoré boli dopestované v réznych lokalitach Slovenska (Tabul'ka 1) v rokoch 2018 a 2019.
Vzorky zin boli odobraté z uskladnenych obilnin do papierovych vreciek a az do samotnych
analyz boli uchovavané v chlade.

Tabul’ka 1 Charakteristika mykologicky analyzovanych vzoriek zin jaémena slovenského

ovodu

C. | Kraj Lokalita Ucel vyuzitia | Rok
1. | Nitriansky Mojmirovce sladovnicky 2018
2. | Nitriansky Velky Lapas bez urCenia

3. | Trnavsky Kétlovce sladovnicky

4. | Banskobystricky Hrochot’ chovatel'sky

5. | Banskobystricky Lucenec 0sivo (morene)

6. | Nitriansky Oponice bez urCenia 2019
7. | Nitriansky Dvory nad Zitavou | bez uréenia

8. | PreSovsky neznama bez urenia

9. | Nitriansky Lefantovce potravinarsky

10. | Nitriansky Krusovce bez urCenia

11. | Nitriansky Preselany bez urCenia

Na rozbory endogénnej mykobioty obilnych zfn sme vyuzili metédu priameho
ukladania povrchovo vysterilizovanych zin na agarové platne (Samson et al., 2002a). Viac ako
200 kusov zin bez viditelného poskodenia z kazdej vzorky bolo po dobu 2 mindat
sterilizovanych roztokom chléraminu (5 g chléraminu a 10 cm?® destilovanej vody). Nasledne
boli zrna trikrat po sebe preplachnuté sterilnou destilovanou vodou a vysuSené na sterilnom
filtracnom papieri. Presne 100 zin z kazdej vzorky bolo ulozenych na platne s DRBC (agar
s dichléranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou) a 100 zin na platne s DCPA (agar
s dichléranom, chloramfenikolom a pepténom) (Samson et al., 2002b). Kultivicia platni
prebiehala v tme pri teplote 25 + 1°C po dobu 5 az 7 dni.
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Po kultivacii nasledovala identifikacia vyrastenych vlaknitych mikromycét
do jednotlivych rodov. Identifikdciu sme vykonavali pomocou viacerych uzndvanych
identifika¢nych kl'a¢ov a publikacii (deHoog et al., 2000; Pitt et Hocking, 1999; Samson et al.,
2002a) na zéklade dblezitych mikroskopickych a makroskopickych znakov. Pre druhovu
identifikaciu zastupcov rodu Fusarium boli jednotlivé izolaty preockované na zivné média SNA
— synteticky nutri¢ny agar (Nirenberg, 1976) a PDA — zemiakovo-dextr6zovy agar (Pitt et
Hocking, 2009). SNA bol pouzity ako nosna Zivna poda pri druhovej identifikécii. Na povrch
stuhnutej Zivnej pody bol ulozeny sterilny filtra¢ny papier o pribliznej velkosti 2 X 2 cm, ktory
slizil na podporu sporuldcie nao¢kovanych kmenov, pripadne na sledovanie produkcie
pigmentov. Platne s PDA slUzili na diferenciaciu kmenov na zaklade pigmentacie. 1zolované
mikromycéty boli 7 az 10 dni kultivované na uvedenych Zivnych pédach na prirodzenom svetle
pri izbovej teplote. ldentifikacia izolatov rodu Fusarium prebiehala za pomoci uzndvanych
mykologickych publikacii: Leslie et Summerell (2006), Samson et al., (2002a), Burgess et al.
(1988), Nelson et al., (1983). Pri vyhodnocovani mikroskopickych znakov fuzarii boli
pozorovane mikroskopické preparaty v laktofenole, Melzerovom roztoku alebo v roztoku
kyseliny mlieénej s bavinikovou modrou (Tané¢inova et al., 2012). Doplnkovou metodou pri
identifikacii bolo tiez mikroskopické pozorovanie rastu jednotlivych Struktar in vivo v Petriho
miskach. Na mikroskopiu boli pouzité laboratorne mikroskopy Olympus CX21FS1 a Olympus
BX51TF so systtmom Olympus Nomarski DIC pre vyssi kontrast.

Ziskané vysledky boli vyhodnotené a vyjadrené percentudlnymi hodnotami frekvencie
vyskytu (Fr) a relativnej denzity (RD) na rodovej a druhovej arovni. Frekvencia vyskytu je
definovana ako percentudlny podiel vzoriek, v ktorych sa dany druh alebo rod vyskytol
najmenej jedenkrat. Relativna denzita je definovana ako percentualny podiel izolatov daného
druhu alebo rodu, vyskytujucich sa v analyzovanej vzorke (Guatam et al., 2009). Uvedené
veli¢iny boli vypocitané podl'a nasledovnych vzorcov (Gonzalez et al., 1996):

Fr (%) = (ns/N) . 100 RD (%) = (ni / Ni) . 100

kde ns = pocet vzoriek, v ktorych bol rod alebo druh detegovany; N = celkovy pocet
vzoriek; ni = pocet izolatov rodu alebo druhu; Ni = celkovy pocet detegovanych izolatov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci predkladanej Studie bolo z 11 vzoriek jaémennych zin vyizolovanych celkom
14 rodov mikroskopickych vl&knitych hub, ¢o na zivnom médiu DRBC predstavovalo 1140
mikromycét. Prehlad izolovanych rodov poskytuje Tabulka 2. lzolaty, ktoré z dévodu
chybajucich identifikaénych znakov nebolo mozné blizSie identifikovat, sme oznacili ako
Mycelium sterilium.

S najvysSou priemernou relativnou denzitou (RD) bol zaznamenany vyskyt zastupcov
rodov Alternaria (40,6 %), Aspergillus (17,4 %), Rhizopus (15,5 %) a Fusarium (14,7 %).
Zastupcovia ostatnych rodov sa vyskytovali s priemernou RD v rozsahu 0,2 — 4,6 %. RD fuzarii
v jednotlivych vzorkach bola pomerne variabilnd — v pozitivnych vzorkach sa pohybovala v
rozpéti 0,9 — 26,1 %. Najchudobnejsiu mykocen6zu sme zaznamenali vo vzorke €. 5 (odroda
KWS Tenor, lokalita Luéenec), Co sme v skuto¢nosti aj ocakavali, nakol’ko sa jednalo o morené
osivo (moridlo Vitavax Royal). Zaujimavym zistenim bolo, Ze rod Alternaria si ako jediny
v tejto vzorke zachoval svoju vitalitu a dosahoval relativne podobny pocet, ako v ostatnych
vzorkach.
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Tabul’ka 2 PrehPad izolovanych rodov mikroskopickych viaknitych hub a poéty izolatov
zo zin jatmena slovenského pévodu (Z2ivna péda DRBC)

Pocet izolatov v jednotlivych vzorkach
Rod rok 2018 rok 2019
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 >

Alternaria 58 85 7 44 44 7 14 38 84 79 3| 463
Arthrinium - 2 - - - - 1 - - - - 3
Aspergillus - - 5 - -1 15 4 43 - 47 84| 198
Bipolaris 28 - - - - - - - - - - 28
Cladosporium - - - - - - 4 2 2 - - 8
Epicoccum - - - - 1 - 1 9 3 1 - 15
Fusarium 37 25 20 14 - - 2 3r 11 21 1| 168
Harzia - 3 - - - - - - - - 3
Mucor 2 4 - - - - 1 - - 1 - 8
Mycelim - - 2 -1 o4 - 3 - 410
sterilium

Penicillium 4 5 2 9 - 8 12 5 5 - 2 52
Rhizopus 19 25 53 12 - 7 12 8 3 11 27| 177
Scopulariopsis - - - - - - 2 - - - - 2
Sordaria 2 - 1 - - - - - - - - 3
Ulocladium - 2 - - - - - - - - - 2
2 150 151 88 81 45| 38 57 142 111 160 1171140

Z pohl'adu frekvencie vyskytu (Fr) sa najvyznamnejSou hubou kolonizujicou jacmenné
zrna ukazal rod Alternaria, ktorého zastupcovia boli izolovani zo vSetkych analyzovanych
vzoriek (100 %). Celkom 91 % vzoriek bolo kolonizovanych zygomycétami z rodu Rhizopus,
82 % vzoriek hubami z rodov Fusarium a Penicillium, 73 % vzoriek mikromycétami z rodu
Aspergillus a ostatné rody boli menej frekventované a boli izolované z menej ako polovice
vzoriek.

Rod Alternaria vSeobecne patri medzi najbeznejsie rody detegované v obilninach, ¢o sa
jednoznacne ukazalo aj vo vzorkach v naSej Studii, ato tak na pocte izolatov, ako aj na
frekvencii ich vyskytu. Autori Chelkowski et Grabarkiewicz-Szczesna (1991) a Moss (1991)
uvadzaju, Zze v mnohych eur6pskych krajinach mierneho pasma dosahuje kontaminacia obilia
hubami z rodov Alternaria a Fusarium v case zberu 100 %. NavySe uvadzaju, Ze k ich
postupnému odumieraniu doché&dza vtedy, ak vlhkost’ substratu nepresiahne dlhsiu dobu 12 —
13 % (aktivita vody, aw = 0,65). Alternaria spp. boli dominantnymi druhmi aj na vzorkach
ja¢menného zrna dopestovaného v Litve, po ktorych nasledovali Drechslera sorokiniana,
Fusarium spp. a Cladosporium herbarum (Krasauskas, 2017). V kazdom pripade musime
navyse brat’ na vedomie, Zze s prebiehajucimi zmenami podnebia sa v dosledku adaptacie
hubovych patogénov na zmenené podmienky ocakava narast rizika vyskytu
mykotoxikogénnych hadb a mykotoxinov (Geisen et al., 2017; Medina et al., 2017).

Vzhladom na to, Ze zrna jaCmena mozeme vyuzivat i na sladovnicke ucely, mali by sme
brat’ do Gvahy aj d’alsi dolezity fakt, a to, Ze podmienky sladovania moézu byt’ priaznivé pre
rozvoj hub, ktoré sa tam dostavaju prostrednictvom jaémennych zin. Podl'a $tadii Krasauskas
(2017) boli pocas technologickych procesov sladovania evidentné zmeny v abundancii hub
Vv obili. Pokial’ ide o mikrobialnu aktivitu a bezpeénost, macanie jaCmena je najdélezitejSim
krokom pri sladovani. Aj ked’ su niektoré mikoorganizmy odplavené spolu s mac¢ajicou vodou,
pocet zivotaschopnych jedincov sa podstatne zvySuje. Krasauskas (2017) navySe konstatuje, Ze
pocas macania bol pozorovany predovsetkym intenzivny narast fuzarii. Scott (1996) a Briggs

117



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

et McGuinness (1993) uvadzaju, ze k rastu mikromycét moze dojst’ aj pocas klicenia, tieZ so
sprievodnym zvySenim hladiny mykotoxinov.

V na$ej Studii sme upriamili pozornost’ hlavne na pol'né mikroskopické huby rodu
Fusarium. Na zachytenie fuzarii zo skimaného materidlu sme okrem Zivného média DRBC
pouzili aj DCPA, ¢o je selektivne médium vyvinuté prave na izolaciu druhov rodu Fusarium (a
niektorych inych hyfomycét) z ceredlii. Fuzaria sa na tomto médiu vyznacuju dobrou
produkciou konidii, ¢o umoziuje rychlu identifikaciu na arovni rodu (Andrews et Pitt, 1986).
Na uvedenom médiu sme sa venovali vylu¢ne zastupcom rodu Fusarium, ktori kolonizovali
Vv priemere 26 % analyzovanych zin. Podiel osidlenych zin sa v jednotlivych pozitivnych
vzorkach pohyboval medzi 1 — 62 %, ¢o relativne korelovalo s vysledkami na zivnom médiu
DRBC. Vyrastené fuzaria sme preoc¢kovali na identifikacné média a vysledky mykologickych
identifikacii uvadzame v Tabulke 3, a to sumarne pre obidve pouzité média.

Tabulka 3 PrehPad izolovanych druhov rodu Fusarium a poéty izolatov zo zfn jaémeiia
slovenskeho pdvodu (suhrn izolatov zo Zivnych médii DRBC a DCPA)

Druhy rodu Pocet izolatov v jednotlivych vzorkéch
Fusarium TS AUE rok 2019 5
1] 2] 3] 4] 5] 6] 7] 8] 9] 10] 11
F. avenaceum 13 - - 22 - 1 1 31 - 7 -1 75
F. crookwellense - - - - - - - - 6 - - 6
F. culmorum - - - 1 - - - 25 - 15 -l ;m
F. equiseti 1 33 - - - - -2 - - -| 36
F. fujikuroi 1 - 18 - - - - 3 - - -] 22
F. graminearum 25 - - - - - - 5 - 14 - 44
F. incarnatum 12 5 14 2 - - - - - - 1| 34
F. oxysporum 13 -2 - - - - - - - -1 15
F. poae 8 - - - - - - 4 1 - -| 13
F. proliferatum - 2 47 - 2 - 1 19 5 - 1| 77
F. sp. 1 5 - 8 - - 2 - - -1 16
F. sporotrichioides 26 24 - 4 - - - 4 10 5 -1 73
F. subglutinans - -1 - - - - - - - - 1
F. tricinctum - - 2 - - - - - - - 2
> 100 69 82 39 2| 1 2 9 22 4 2| 455

V sledovanych vzorkdch sme zaznamenali celkom 13 druhov rodu Fusarium -
F. avenaceum, F. crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F. fujikuroi (predtym oznacované
ako F. verticillioides alebo F. moniliforme), F. graminearum, F. incarnatum (predtym
oznacované ako F. semitectum), F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F. sporotrichioides,
F. subglutinans a F. tricinctum. S najvysSou Fr sme zaznamenali druhy F. proliferatum (64 %),
F. avenaceum (55 %), F. sporotrichioides (55 %) a F. semitectum (45 %). RD jednotlivych
druhov v rdmci rodu Fusarium znazorniuje Obrazok 1. Celkovo najvacsi pocet izolatov bol
zaznamenany v ramci druhov F. proliferatum (z dévodu vysokého poctu izolatov v jednej zo
vzoriek), F. avenaceum a F. sporotrichioides.

Podl'a autora Flannigan (2003) mozu byt’ zrna ja¢mena vel'mi ovplyvnené zastupcami
rodu Fusarium, primarne druhom F. graminearum. Za d’al$ie vyznamné druhy na jacmeni autor
povazuje F. culmorum, F. poae a F. avenaceum. V starSej Studii, ktora prebiehala na naSom
pracovisku (Maskovaetal.,2011), sme zaznamenali podobné vysledky, kde sme ako
najfrekventovanejSie druhy rodu Fusarium na obilninach slovenského pdvodu zaznamenali
F. avenaceum, F. graminearum a F. poae. V danej Stadii uvedené druhy preukézali (podlra
toxikologickej  Specifity)  schopnost  produkovat’  trichotecény  (deoxynivalenol,
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diacetoxyscirpenol, fusarenon X, HT-2 toxin, monoacetoxyscirpenol, neosolaniol, nivalenol,
T-2 toxin), fumoniziny, zearalendny, moniliformin a zriedka spominané toxiny ako
aurofuzarin, beauvericin, enniatiny, ekvisetin a chlamydosporol. Produkciu mnohych
uvedenych mykotoxinov uvadzaju aj dalsi autori, ako si Munkvold (2017), Neme et
Mohammed (2017), Mostrom (2016), Pleadin et al. (2019). Vyskyt zearalenénu,
deoxynivalenolu a T-2 toxinu v sladovnickom jaémeni zaznamenali i v Ceskej republike, no
uvadzaju, Ze koncentracie testovanych toxinov v ziadnej vzorke neprekrocili povolenée limity
Eurdpskej unie (Svoboda et al., 2019). Thrane (2014) konstatuje, Ze rod Fusarium je spajany s
produkciou mykotoxinov predovsetkym na obilninach mierneho pasma.
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Obrazok 1 Relativna denzita (%) izolovanych druhov v ramci rodu Fusarium zo zfn
ja¢mena slovenského povodu

V naSej Stadii sa v pripade vzoriek ¢. 1 a 3 jednalo o sladovnicky ja¢men. V 1. vzorke
(odroda Odyssey, lokalita Mojmirovce) sa fuzaria vyskytovali s pomerne vysokou RD
(24,7 %). Zaznamenali sme v nej tiez vysSiu druhova variabilitu (8 identifikovanych druhov)
a dominovali druhy F. sporotrichioides a F. gaminearum. Tieto druhy si povaZované za
potencialnych producentov mnohych toxinov, ako napriklad T-2 toxinu, HT-2 toxinu
a F. graminearum je vyznamnym producentom deoxynivalenolu (DON), pripadne zealalenénu
(Weidenborner, 2001). V 2. vzorke (odroda Kangoo, lokalita Katlovce) sme zaznamenali RD
fuzérii na hodnote 22,7 %, identifikovali sme celkom 5 druhov, s velmi frekventovanym
zastapenim druhu F. proliferatum. Tento druh je potencialnym producentom fumonizinov,
enniatinov, pripadne moniliforminu (Weidenbdrner, 2001). Vd’aka svojej tepelnej stabilite sa
mnohé toxiny mozu prendSat’ cez proces sladovania, fermentdcie 1 pasterizacie, az do
kone¢ného produktu — piva. Mykotoxin, ktory podl'a autora Scott (1996) najlepSie odolava
procesu varenia piva, je DON. Tento toxin méZe dokonca zvysovat' svoje hladiny pocas
rmutovania. Méze to byt’ spdsobené uvol'nenim d’alSicho DON z konjugatov (tzv. maskované
formy toxinov). Neboli zaznamenané ziadne straty tohto toxinu pri vareni mladiny alebo pocas
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fermentécie, a teda je tu mozny jeho zna¢ny prenos do hotového piva. Podobné maskované
formy mykotoxinov predstavujd nove vyskumné trendy (Freire et Sant’Ana, 2018). Zearalenon
sa pocas fermentacie pravdepodobne vo velkej miere konvertuje na 3-zearalenol a fumoniziny
odolavaju fermentécii, ale ich osud v priebehu celého procesu vyroby piva nebol preskimany
Scott (1996).

ZAVER

Bezpecnost’ potravin nepochybne suvisi so zlozitou sietou roznych faktorov, spomedzi
ktorych ma vel’ky vyznam prave vyskyt vlaknitych mikromycét a ich metabolitov. Predkladana
Studia poukazala na pomerne vysok( frekvenciu vyskytu zastupcov rodu Fusarium na
ja¢mennych zrnach slovenského povodu. Svojou ¢innost'ou mdzu vplyvat’ nielen na bezpecnost’
suroviny, ale mozu vyvolavat’ aj technologické problémy v procese vyroby produktov, ako je
napriklad pivo. Mykotoxiny, ktoré produkuju, sa vzhl'adom na vysoku tepelnu stabilitu mozu
dostavat’ az do findlnych produktov a ohrozovat’ tak ich bezpe¢nost. Preto je v€asné zistenie
mikroskopickych hib na obilninach rozhodujuce, aby sa predislo moznym zdravotnym rizikam
a technologickym problémom. V suc¢asnej dobe velmi diskutované zmeny podnebia maju
vyznamny vplyv na zastipenie mikromycét aich produkciu toxickych metabolitov.
S odstupom niekol’kych rokov mézeme pozorovat’ zmeny vo variabilite mykocen6zy obilnin,
ale i v schopnosti produkcie niektorych neziaducich metabolitov. Preto povazujeme za velmi
dolezité neustale sledovanie mykotickej kontaminacie obilnin a vyskum v oblasti prevencie a
zmiernovania kontaminacie mykotoxinmi.
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ANTIMIKROBIALNA REZISTENCIA BAKTERII STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES IZOLOVANYCH ZO SYROV
ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF BACTERIA STAPHYLOCOCCUS
CHROMOGENES ISOLATED FROM SHEEP AND GOAT CHEESES

Ivana Regecova, Jana Vyrostkova, FrantiSek Zigo, Monika Pipovd, Pavlina Jevinovd, Soria
Demjanova

Abstract: S. chromogenes commonly causes intramammary infections. However, its occurrence
and antimicrobial resistance in dairy products made from unpasteurized sheep's and goat's milk
have been little studied. Therefore, the aim of this study was to determine the prevalence of this
species in samples of sheep and goat cheeses. Isolates were identified by polymerase chain
reaction and matrix assisted laser desorption / ionization-time-of-flight mass spectrometry. A
total of 130 staphylococcal isolates were identified. Of these, 12% were subsequently identified
as S. chromogenes. Antimicrobial resistance of the identified isolates was determined using the
agar dilution method against penicillin, ceftaroline, teicoplanin, gentamicin, erythromycin,
tetracycline and ofloxacin. The highest resistance was detected mainly to penicillin (100%) and
tetracycline (75%). The highest sensitivity was confirmed for gentamicin (63%). Intermediate
sensitivity to teicoplanin (63%), ceftaroline (25%), gentamicin (25%), erythromycin (25%) and
ofloxacin (13%) was also confirmed. Our study shows that the tested strains (75%) were
resistant to more than one antibiotic at a time. Resistance to two antibiotics simultaneously was
most often detected (38%). Multi-resistance to three (25%) and to four antibiotics
simultaneously (13%) was also confirmed.

Keywords: antimicrobial resistance, cheese, MALDI-TOF, PCR, Staphylococcus chromogenes

UvoD

Jednou z najstarSich fermentovanych potravin je syr (Franke et al., 2019). Syry sa vel'mi
liSia textGrami, arOmami, vizualnymi upravami a prichutami, ktoré sa pripisuju aktivite
mikroorganizmov pritomnych v procese vyroby syra (Montel et al., 2014). Okrem prospesnej
mikrobioty su v syroch pritomné aj neziaduce mikroorganizmy. Medzi ne zarad’'ujeme aj
baktérie rodu Staphylococcus sp., ktoré su hlavnym pédvodcom mastitid s vy$Sou prevalenciou
v pripadoch klinickych a subklinickych prejavov. V poslednom obdobi je, okrem S. aureus, pri
mastitidach Casto detegovany aj druh S. chromogenes (Bergonier et al., 2003; Fagundes et al.,
2010; Contreras et al., 2007; Vanderhaeghen et al., 2015). Pritomnost’ antimikrobialnej
rezistencie sa nedavno potvrdila prave u tohto druhu, ¢o predstavuje narastajtici problém, takze
zhromazd’ovanie informacii 0 jeho rezistencii je z epidemiologického hladiska vel'mi dblezité.
Obzvlast’ vazne riziko je spojené s multirezistentnymi kmefimi a ich rezistenciou na viac ako
jedno antibiotikum (Regecova et al., 2014). Ked'Ze stupen rezistencie na rézne antibiotika sa
pri druhu S. chromogenes a d’alsich druhoch stafylokokov lisi, je dolezita prave ich presna
identifikacia. Tradicné metddy pouzivané na identifikaciu a klasifikaciu baktérii, su v
stcasnosti doplnené sekvenciou analyzy malych podjednotiek rRNA metédami PCR
(Bencurova et al., 2013). Je vSak potrebné skratit’ ¢as analyzy pri druhovej identifikacii
stafylokokov bez akejkol'vek predchadzajticej znalosti genetickych ciel'ov. Jednou z takychto
metod je MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry). Mnoho Stadii uvéadza rychly, nakladovo efektivny a presny vykon systémov
MALDI-TOF MS (Croxatto et al., 2012; Clark et al., 2013).
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Na zaklade vysSie uvedeného je cielom nasej Stadie zistit’ pritomnost’ Staphylococcus
chromogenes pomocou PCR a MALDI — TOF MS v ov¢ich a kozich syroch vyrobenych na
farmach na Slovensku a nasledne detegovat’ antimikrobialnu rezistenciu u tohto druhu.

MATERIAL A METODIKA

Stafylokoky sa izolovali zo vzoriek syra (10 vzoriek ovéieho syra a 10 vzoriek kozieho
syra) odobratych v obdobi od méaja do septembra 2020. Syry sa vyrabali z nepasterizovaného
mlieka bez pridania Startovacej kultary a zreli 30 dni. Z testovanych vzoriek bola podl'a ISO
6887-5: 2010 pripravena zakladna suspenzia a desatnasobné riedenia. l1zolaty stafylokokov boli
nasledne izolované zo skimanych vzoriek podl'a ISO 6888-1: 1999. Po izoléacii sa jednotlivé
kmene identifikovali pomocou PCR a MALDI-TOF MS.

Celkova gendmova DNA bola izolovana podl'a Hein et al., (2005). Ziskany supernatant
sa pouZil ako zdroj DNA v PCR reakciach podl'a Strommenger et al., (2003). Identifikacia
izolatov druhu S. chromogenes sa uskutoénila pomocou MALDI-TOF MS podla standardného
protokolu Bruker Daltonics (2008).

Identifikované izolaty S. chromogenes sa podrobili testovaniu na citlivost’ voci
antibiotikdm agarovou dilu¢nou metédou (ADM) podla postupu opisaného v dokumente CLSI
M100-S30: 2020. Na stanovenie minimalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) sa pouzili
testovacie platne s kone¢nou koncentraciou antibiotik: Penicilin (PEN) 0,12; 0,25; 0,5 mg.I%;
Ceftarolin (KF) 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 mg.I":; Teikoplanin (TEC) 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0 mg.I
1. Gentamicin (GN) 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0 mg.I"%; Erytromycin (E) 0,25; 0,5; 1,0; 2,0;
4,0; 8,0; 16,0 mg.I"t; Tetracyklin (TE) 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 mg.I"}; Ofloxacin (OFX) 0,5; 1,0;
2,0; 4,0; 8,0 mg.I"™.

Referenény kmen S. aureus CCM 4223 (Ceska zbierka mikroorganizmov, Brno, Ceska
republika) bol v tejto Studii pouzity ako pozitivna kontrola pre rodovu identifikaciu pomocou
PCR a pre ADM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Mikrobiologickym kultivaénym vysetrenim jednotlivych vzoriek syrov a naslednou
identifikaciou izolatov metodou PCR sme detegovali 130 izolatov Staphylococcus spp. (Obr.,
1). Pritomnost’ stafylokokov vo vzorkach syrov potvrdil aj Alves et al., (2018). Z celkového
poctu 64 hodnotenych vzoriek, identifikovali v 33 vzorkach pritomnost’ stafylokokov pomocou
fenotypovych testov a detegovanim pritomnosti Specifickej sekvencie pre rod Staphylococcus,
16S rRNA.

V nasej stadii sme nasledne uskutocnili identifikaciu druhu S. chromogenes (16
izolatov) metédou MALDI-TOF MS. Tento druh predstavoval 12 % zo vSetkych izolovanych
stafylokokovych kmenov. Pritomnost’ izolatov S. chromogenes (0,5 % zo 431 izolatov) v
syroch z oviec a kéz potvrdili aj Coton et al., (2010).

Pretoze vyrobky z kozicho a ov¢icho mlieka si dobrym substratom pre rast
rezistentnych stafylokokov, skimali sme tiez identifikované izolaty z hladiska ich odolnosti
voci vybranym antibiotikam. Konkratne, pri nami identifikovanych izolatoch S. chromogenes,
sa detegovala vel'mi Casta rezistencia na penicilin (100 %; 16 izolatov), erytromycin (63 %; 10
izolatov) a tetracyklin (75 %; 12 izolatov). Vysoka citlivost’ 63 % bola pri tomto druhu
zaznamenana najmaé na gentamicin.
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L 1 2 3 4 5 6 ) 8 9

Obrazok 1 Identifikacia izolatov Staphyoccocus spp. pomocou PCR metody (420 bp)
L — 100 bp ladder; Dréha 1 — referenéné kmene CCM 4223 S. aureus;
Drahy 2,3,4,5,6,7,8,9- izolaty Staphylococcus spp.

Rezistenciu voci B-laktamovym antibiotikdm pri stafylokokovych izolatoch povrdil aj
Sampimon (2009), ktory zistil, Ze rezistencia na penicilin bola pri S. chromogenes 18 %.
Podobné podiely rezistencie voéi B-laktamovym antibiotikdm pri S. chromogenes (18 %) bola
tieZ hlasena v americkej Stadii (Sawant et al., 2009). Persson-Waller et al., (2011) vo svojej
studii tieZ vykonavali detekciu rezistencie pri druhu S. chromogenes (33 %) voci B-laktamovym
antibiotikdm. Rezistenciu voéi erythromycinu detekovali pri S. chromogenes aj Lithje et al.,
(2006). Zaroven pri tychto izolatoch potvrdili aj rezistenciu voci tetracyklinu.

Tabul’ka 1 Pocet citlivych (C), intermediarne citlivych (1) a rezistentnych (R) izolatov
Staphylococcus chromogenes

Antibiotikéa
PEN KF TEC | GN E TE | OFX
C 0 8 6 10 2 4 10
S. chromogenes | (n=16) | | 0 4 10 4 4 0 2
R 16 4 0 2 10 12 4

n-pocet izolatov, PEN-penicilin, KF-Ceftarolin, TEC-Teikoplanin, GN-Gentamicin, E-
Erytromycin, TE-Tetracyklin, OFX-Ofloxacin

Pri vySetrovani izolatov S. chromogenes, sa potvrdila aj multirezistenciaato v 75 % zo
vetkych testovanych izolatov. Z toho najcastejSie bola detegovana rezistencia vo¢i dvom
antibiotikam sucasne ato pri2 izolatoch vo¢i PEN-TET a pri4 izolatoch vo¢i PEN-E.
Potvrdena bola aj multirezistencia voci trom antibiotikdm sucasne a to pri 4 kmenoch voci
PEN-E-TE. Detekovana bola aj multirezistencia pri2 kmenoch voci Styrom antibiotikam
stcasne (PEN-TE-KF-OFX). Nunes et al., (2015), z 19 kmetiov u 14 koagulaza-negativnych
stafylokokov (vratane S. chromogenes) preukazali multirezistenciu. Boli rezistentné na [-
laktamy a na vankomycin, ¢o zodpoveda 73 % celkovych identifikovanych izolatov, zatial’ ¢o
9 izolatov (64 %) vykazovalo rezistenciu na tetracyklin a gentamicin, 8 izolatov (57 %) bolo
rezistentnych na neomycin, erytromycin a chloramfenikol. Multirezistencia izolatov S.
chromogenes, detegovana v naSej Stadii, je v sulade s predchadzajacimi Stadiami, ktoré
uvadzali pritomnost’ rezistentnych a multirezistentnych stafylokokovych kmefiov v surovom
mlieku a mlie¢nych vyrobkoch (Thomas et al., 2006).

NaSe vysledky podporuje Studia autorov Seng et al., (2016), ktori uvadzali az 80 %
rezistenciu na nickol’ko druhov antibiotik pri izolatoch stafylokokov. V Stadii Hleba et al.,
(2015) je tiez uvedend pritomnost’ multirezistentnych baktérii v mlieku a mlieénych vyrobkoch.
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ZAVER

Nasa stadia potvrdila pritomnost’ rezistentnych, multirezistentnych kmenov S. chromogenes v
ov¢ich a kozich syroch vyrobenych z nepasterizovaného mlieka na Slovensku. Vysledky prace
poukazuji na Coraz Castejsi vyskyt rezistetnych koagulaza-negativnych stafylokokov v kozich
a ov¢éich mlie¢nych vyrobkoch, ¢o poukazuje na ich stile vac¢si vyznam v hygiene potravin.
Preto je potrebné podrobne skimat’ mechanizmy vyvoja a transferu determinantov rezistencie,
racionalne uzivanie antibiotik, vyvoj novych uc¢innejSich antibiotik a tiez pravidelné plosné
monitorovanie uZ existujicej rezistencie na antibiotika.
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THE IMPORTANCE OF MONITORING THE QUALITY OF
DRINKING WATER TO FARMS FOR PRIMARY MILK PRODUCTION

Nad’a Sasdkova, Tatiana HruSkovd, Zuzana BujdoSova, Maria Vargova, Katarina Veszelits
[j r4
Lakti¢ova, Jan Kachnic, FrantiSek Zigo

Abstract: The monitoring of drinking water on farm with individual supply from the wells was
focused on examination of the selected microbiological and physicochemical parameters.
In samples were determined colony forming units (CFU) of E. coli, coliform bacteria,
enterococci and bacteria cultivated at 22 °C and 37 °C. Microbiological results of samples
collected from the well were generally satisfactory. Physico-chemical examination of all
monitored water sources was focused on determination the values of pH, electrical conductivity,
dissolved oxygen, ammonium ions, nitrites, nitrates and chlorides and of chemical oxygen
demand (CODwn) and Ca?* + Mg?*. The results showed that water quality corresponded with
set limits. On other side, due to unfavourable bacteriological results obtained, disinfection of
water was performed using Chloramine T. Only disinfected water could be used for watering
of animals (complying with the national limit for residual active chlorine of 0.3 mg/l and for
other related processes. The weather (precipitation) evidently affected the quality of water
on all three farms and was associated with some risk to animals consuming this water.
Keywords: water, quality, bacteria, disinfection, safety

INTRODUCTION

Drinking water safety is judged on the basis of national standards or international
guidelines. The most important of these are the WHO Guidelines for Drinking-Water Quality.
On the basis of the Regulation of the Government of the SR No. 368/2007 Coll., which amends
and supplements the Regulation of the Government of the SR No. 322/2003 Coll. on protection
of farm animals, all sources of water used for watering of animals must comply with
requirements for water intended for human consumption. Requirements for the quality of water
used for human consumption are set out in the Regulation of the Government of the SR No.
247/2017 Coll., amending No. 354/2006 Coll., which specifies methods for the control of the
quality of water used for human consumption and meets the criteria set by European Union
regulations and WHO recommendations.

According to the data published on the Ministry of Interior of the Slovak Republic
website, in 2018 approximately 88.3% of Slovak population was connected to public water
supply. On farm not connected to public water supply, they use their own wells, often with
uncontrolled or unknown quality, which may not comply with the requirements of the Slovak
Republic Government Decree No. 247/2017 Coll., which amends and supplements
the requirements for water intended for human consumption and for inspection of water
intended for human consumption. This water is frequently objectionable, especially in terms
of microbiological indicators which indicate general or faecal pollution, exceeds the physico-
chemical limits (nitrates, nitrites, ammonium ions, iron, manganese, suspended substances)
or limits for heavy metals.

More complex determination of the quality of water sources involves at least 28
parameters, that consist on minimum drinking water analysis including microbiological and
biological, physical and chemical parameters of quality, as specified in paragraphs a) and b) of
the Annex to the Governmental Decree No. 354/2006 Coll. of the Act No. 247/2017.

Water from the individual source is used for personal consumption, as well as for
cooking and drinking, for personal hygiene, watering crops grown, watering livestock. Any
pollution of the source used for such purposes can have a negative impact on the quality
of health of bred animals, food production, growing plants, and thus on the whole food chain.
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Water containing xenobiotics, due to their cumulative nature, can also have a negative effect
on the health of consumers.

There are a number of possible sources of manmade contaminants, some of which are
more important for health and food production than others. These fall into the categories
of point and diffuse sources. Point sources are discharges from industrial premises and sewage
treatment works and as such are more readily identifiable and controlled; run-offs from
agricultural land and from hard surfaces, such as roads, are not so obvious, or easily controlled.

Many infectious diseases of animals and humans are transmitted by water contaminated
with human and animal excrement (waterborne diseases). Polluted drinking water may be
important source of pathogenic bacteria, viruses and parasites (protozoa, parasite eggs) capable
of surviving for different periods, and raise the health risk for many people throughout the
world. In order to eliminate the risk related to disease transfer, drinking water intended for mass
consumption is treated and disinfected before use.

Water from individual source have to be monitored for microbiological and physico-
chemical parameters, which indicate all potential organic pollution originating from animal
excrement, natural and artificial fertilisers, storage of waste, and others (Sasakova, et al.,
2013).

According to the WHO (2011) Escherichia coli are the only true indicator of faecal
contamination; they are exclusively of intestinal origin and are found in faeces. Their presence
indicates mostly fresh faecal contamination and thus points to serious shortcomings
in protection of the specific water source, treatment of water and its hygienic safety.

In our study we focused on the monitoring of the quality of drinking water from a well,
an individual water source serving for the water supply for farm animal watering on three farms.

MATERIAL AND METODOLOGY

Samples of drinking water were collected from the wells on three farms located in hilly
area in the part of the eastern Slovakia. Microbiological and physico-chemical analyses were
performed to determine the quality of water on the investigated farms.

Farm No. 1 focuses on the rearing and fattening of cattle (230 Slovak-spotted cattle),
including calf section and milk-producing dairy cows. Drinking water is supplied from five
water wells on this farm in close proximity, each with a capacity of about 8000 Litres per day.
The depth of wells ranges between 6 m to 11 m. Water from these wells is pumped to a common
tank from which it is supplied to animals and used for other related operations.

Farm No. 2 is involved in the breeding of sheep and Tsigai and Slovak-spotted breed
cattle. It uses two water storage reservoirs for water, one is old (OR) that supplied by a well
8 m deep and one new (NR) supplied by two new wells of depths of 21 m and 23 m, each with
a capacity of about 150 000 Litres per day.

On Farm No. 3 are 100 dairy cows together with other categories of young cattle,
in total coming to 700 animals. The water originates from a well located on this farm, about 20
m deep, with a capacity of about 90 000 Litres per day. Samples of water were taken from
a tap.

Microbiological examination was carried out according to the Regulation of the
government of the SR 247/2017 Coll. It included determination of colony forming units (CFU)
of bacteria cultivated at 22°C and 37°C, according to STN EN ISO 6222, coliform bacteria
(CB), and E. coli according to STN EN 1SO 9308-1, and enterococci (EC) according to STN
EN 1SO 7899-2.

A pour-plate method was used for determination of the number of BC22 and BC37
bacterial colonies growing in nutrient agar medium after aerobic incubation. The number
of colony forming units (CFU) per ml of sample were counted after incubation at 22 °C and
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37 °C, respectively. The limit value for BC22 in Slovakia is 200 CFU/ml and for BC37 the limit
is 20 CFU/mI (STN EN ISO 6222).

Endo agar (HiMedia, India) was used as cultivating medium for coliform bacterie (CB)
and E. coli. After incubation for 24 hours at 37 °C or 43 °C, respectively, the characteristic
colonies were counted. When no colonies were present, the incubation was prolonged for
another 24 hours (Grant, 1997). The lactose test was used for confirmation of coliform bacteria.
According to the WHO (2008) E. coli or thermotolerant coliform bacteria must not be detected
in any 100-ml sample. Also, total coliform bacteria must not be detectable in any 100-ml sample
(WHO 1996).

Physico-chemical examination was focused on sensorial evaluation of water (colour,
odour, turbidity) that was carried out on site and verified in a laboratory after water transfer.
Temperature of water, measured at sampling, ranged between 4 and 12 °C.

Physical examination of water quality was performed in our laboratory and included
analyses of pH, electrical conductivity, and saturation with dissolved oxygen. Chemical
qualitative analysis involved detection of ammonium ions, nitrites, nitrates and chlorides using
colour reactions. If the presence of the tested substance was confirmed, the respective parameter
was determined quantitatively. Determination of chemical oxygen demand (CODwmn) and
the sum of calcium and magnesium were performed.

The pH was determined according to STN ISO 10523 [39] (pH-meter HACH,
WATERPROF pH Tester 30). Conductivity was measured using a conduktometer WTW
InoLab Cond 720.

Quantitative determination of nitrates was carried out directly in samples using an ion-
selective nitrate electrode WTW (InoLab pH/ION 735P). Chlorides were determined according
to STN 1SO 9297 by titration. Determination of Ca®* + Mg?* were performed also by titration,
according to Horakova et al. (2003). Dissolved oxygen was determined electrochemically using
a HACH oxygen probe LDO HQ Series Portable Meters and chemical oxygen demand by
oxidation with KMnOyg, according to STN EN I1SO 8467.

Statistical analysis. The results are presented as a mean = SD of three sampling sites
from the farms: Farm No. 1: n =7, Farm No. 2 and 3: n = 5. Statistical analysis was carried out
by one-way analysis of variance (ANOVA) using post hoc Tukey multiple comparison test
(the Prism 3 software program).

RESULTS AND DISCUSSION

The good quality of drinking water intended for human consumption and for the
watering of animals is essential for their health, for safety food production, and for the
prevention of food chain contamination (EC Regulations, 2007).

All groundwater sources (well) have to be treated before using. Treatment is the process
of converting raw water from a sub-surface source into a potable form that is suitable
for drinking and other domestic and production uses. The method of treatment will depend on
the pollution or contaminants involved (Ojo, et al., 2012). The raw water is treated by using
filtration, coagulation, sedimentation, floatation and other processes and continue with
disinfection. The disinfection of water serves as the final measure against the spread of disease
and should be carried out when necessary. Disinfection with active chlorine remains the most
frequently used method. Although the harmful by-products associated with some disinfection
methods have stimulated scientists to look for new methods, or to combine several technologies
in order to resolve this problem (Badawy, et al. 2012).

The results of the physico-chemical monthly examinations of water (mean + SEM)
on Farms No. 1, 2 and 3 are presented in Table 1. All examined parameters corresponded
to the standard on all investigated farms and obtained higher levels did not indicate significant
pollution with faeces.
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Some physico-chemical parameters serve as indicators of faecal or environmental
contamination of water sources, mainly chemical oxygene demand showing the concentration
of organic substances presented in water source.

One of the most important parameters for the monitoring of the pollution
of ground waters is ammonium nitrogen (N-NH4"), which represents an intermediate or final
product of the microbiological decomposition of organic matter. The assessment
of groundwater quality and its variation in an agricultural area conducted by Bonton et al.
(2010) indicated high spatial and temporal variations in nitrate concentrations ranging from
6 to 125 mg NO3 /I.

Table 1 Physico-chemical analyses of drinking water on farms

Parameters Farm No. 1 | Farm No. 2 | Farm No. 3
(n=7) (n=5) (n=5)
pH 71402 | 72+04% | 7.2+0.5
O, saturation (%) 67 + 15° 87 £+ 6° 89 + 14°
Conductivity (mS/m) 98 + 22 110+ 10* | 51+15°
CI- (mg/l) 18 + 6° 62 + 4° 18 + 6°
NOs~ (mg/l) 15+ 72 73 +11° 34 + 14°
CODwn (mg/l) 11+£02% | 1.8+1.1% | 05+£0.3%
Ca®* + Mg?* (mmol/l) | 53+0.2% | 56+0.3* | 27+1.0°

ANOVA post-hoc Tukey test. Results are expressed as mean + standard deviation, significant
differences (P < 0.05) are indicated by different alphabetic superscripts (a, b, c).

Very serious were the results of bacteriological examination. Because our evaluations
concerned water that should comply with the limits for drinking water, we compared our results
with the benchmark set by the relevant legislation (WHO 1996, 2008; EC Regulations 2007,
Regulation of the Government of the SR No. 247/2017 Coll.).

The level of bacterial contamination differed according to wells and weather. Total
coliform (TC) bacteria that serve as an indicator of potential faecal contamination were
recovered from 100 ml of water from all wells over the examination period, occasionally
in very high numbers exceeded limits. Moreover, E.coli considering a proof of faecal
contamination, were also detected in all wells at least at one sampling. This was particularly
serious finding because it is related to considerable risk of spreading of diseases through animal
or human faeces. Chlorine-based compounds are the only major disinfectants harbouring lasting
residual properties that ensure continual protection against microbial regrowth (Macler and
Pontius, 1997).

The chlorination was conducted using a 0.1% solution of Chloramine T (sodium
tosylchloramid; sodium salt of N-chloro-4-methylbenzene-1-sulfonamide), so that the water
could be used for watering of animals (complying with the national limit for residual active
chlorine of 0.3 mg/l) and for other related processes. The dosage recommended by the
manufacturer is 10 g per 1000 litres of water (this presumes maximum pollution of water).
A further criterion was that the microbiological quality of the water would prevent transmission
of water-borne diseases (Michalus and Bratska 2000; Ashbolt 2004).

The control sampling and their analysis showed efficient effect of disinfection using
Chloramine T. The results obtained after disinfection from all three sources complyied with the
limits for drinking water in all selected parameters.

Bacteriological finding provides picture of the immediate quality of water. It serves as
the most sensitive indicator of faecal pollution. Macler and Merkle (2000) implied that all

131



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

persons who drink water from ground sources that were not subjected to hygiene control or
were not subsequently disinfected run the risk of infection with pathogenic microorganisms.

Wells that serve as sources of drinking water for individual supply and mass supply
should comply with the hygiene principles and regulations. In order to protect water in wells
from bacteriological, chemical and hydrological point of view it is necessary to inspect
the immediate surroundings of the wells for potential sources of pollution, such as septic tanks,
sewage pipelines, storage of liquid fuels, animal houses and dung heaps, before starting to draw
water from such wells.

A major groundwater pathogen occurrence study supported by the American Water
Works Association (AWWA) Research Foundation and the U.S. Environmental Protection
Agency (EPA), found that about 60 % of vulnerable wells and about half of wells initially
considered not vulnerable were positive for one or more indicators of faecal contamination
in tests for total coliform bacteria, E. coli, coliphage and human viruses.

CONCLUSION

Physico-chemical analyses of drinking water from three investigated farms showed that
the water source provided water of better quality than from microbiological point of view.
The doses of Chloramine T were used for disinfection of water on the investigated farms.
Results of microbiological examination after chlorination was efficient and disinfected water
was used for supplying. Obtained results also indicated that weather (precipitation) most likely
affected the quality of water on all three farms and was associated with some risk to animals
consuming this water, as indicated by the presence of total coliform bacteria in examined
samples. Our results obtained did not indicate pollution of water with organic waste (animal
or human).This complex issue always requires additional, more detailed investigations.
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TECHNOLOGICKE ZPRACOVANI JEDLEHO HMYZU
TECHNOLOGICAL PROCESSING OF EDIBLE INSECTS

Petra Skvorovd, Lenka Koutimskd, Rudolf Sevéik

Abstract: The growth of the world's population will require the production of vast amounts of
food. However, due to the limited area of pastures, it will be very difficult to meet this need
with conventional food sources. This can lead to food shortages, especially of animal origin. It
will therefore be necessary to look for new sources of animal protein, such as insects, which
have a high nutritional value. However, the nutritional value depends on the breeding
conditions, the developmental stage and the technological modification. In this work, the
nutritional characteristics of samples Tenebrio molitor that were dried in a tumble dryer and
samples that were dried by lyophilisation were compared.

Keywords: Tenebrio molitor, entomophagy, nutritional values, drying

uvoD

Konzumace hmyzu se nazyva entomofégie. Jiz od roku 2003 Organizace pro vyZivu
a zemédélstvi (FAO) uznéva potencidl uzivani jedlého hmyzu pro potraviny a krmiva
a podporuje fadu témat souvisejicich s jedlym hmyzem. Hmyz je konzumovéan v riznych
vyvojovych stadiich (larvy, kukly i dospélci). Od 1. 1. 2018 je v EU pouzitelné natizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283 o novych potravinach, které jasné¢ definuje
hmyz a vyrobky z hmyzu jako novou potravinu ve smyslu tohoto nafizeni. Hmyz a hmyzi
produkty totiz nebyly tradi¢ni soucasti jidelnicku obyvatel EU pted 15. 5. 1997 a spliuji tim
definici nové potraviny (Mishyna et al. 2020). Ministerstvo zemédélstvi v Ceské republice
s ohledem na stavajici védecké poznatky doporucilo chovat k lidské spottebé zatim pouze
nasledujici druhy hmyzu: Tenebrio molitor — potemnik moué¢ny, Alphitobius diaperinus —
potemnik stajovy, Acheta domesticus — cvréek domaci, Grylodes sigillatus — cvrcek
kratkok#idly a Gryllus assimilis — cvréek bananovy (Ministerstvo zemédélstvi 2018). Prvnim
drunem jedlého hmyzu, ktery Evropsky ufad pro bezpec¢nost potravin (EFSA) shledal
bezpecnym pro vyuziti v potravinaiském pramyslu je Tenebrio molitor (Turck et al. 2021).

Do budoucna je predpokladan nartst svétove populace a konzumace hmyzu se mtze jevit
jako mozné zajisténi nového zdroje zivocisnych bilkovin. Navic mize byt hmyz krmen
potravou, kterou Cloveék nedokaze zkonzumovat, nékteré druhy dokonce dokazi recyklovat
i zivo¢isny odpad (Van Huis et al. 2013; De Castro et al. 2018). Dal$i nespornou vyhodou, je
také to, Ze hmyz ma rychly Zivotni cyklus a dobrou schopnost reprodukce (Kulma et al. 2019).

Hmyz je po celém svété konzumovan tiemi miliardami lidi v Asii, Africe a jizni Americe.
V zéapadnich zemich ovSem neni konzumace hmyzu bézna a jsou vuci ni stale urcité predsudky.
Jedly hmyz se velice Casto oznacCuje za potravinu budoucnosti nejen kvili pozitivnimu
ckologickému vlivu, ale také pro piiznivé slozeni jeho nutrienti. OvSem v zapadnich zemich
zatim nepatii mezi preferovanou a bézné konzumovatelnou potravinu (Kulma et al. 2019).
Hmyz je stale Castéji prosazovan jako maso budoucnosti, coz je vysvétlovano dobrou
udrzitelnosti jeho produkce. Zatimco skute¢né dopady na zivotni prostiedi a mira konverze
krmiv se liSi podle druhu hmyzu a pouzitych chovatelskych metod, zjist'uje se, Ze chov hmyzu
vyzaduje mensi pfisun krmiva, vody a pudy k produkci ekvivalentniho mnozstvi bilkovin oproti
tradicnim hospodaiskym zviratim (van Broekhoven et al. 2015; Shelomi 2016; Mancini et al.
2019).

Chemické slozeni hmyzu mize zdviset na faktorech vnéjsiho prostiedi, jako naptiklad
vliv ro¢niho obdobi nebo technologicky postup v chovu (Oonincx et al. 2015), i faktorech
vnitinich jako je vyvojové stadium ¢i pohlavi jedince (Kulma et al. 2019).
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Moznosti technologické Upravy jedlého hmyzu

Z bezpecnostniho hlediska se obecné nedoporucuje konzumace hmyzu za syrového stavu
(Ramos-Elorduy 1997). Pokud dochazi ke konzumaci hmyzu vcelku, tak nejcastéjsi upravou
byva smazeni, peCeni, duSeni a vafeni (Yong et al. 2010). Dal$i moznosti konzumace je ve
skryté formé, kdy je hmyz nadrcen na jemny prasek (moucku), ktery se pak ptidava do peciva,
dorti, proteinovych tyc¢inek, téstovin, parkd, pizzy a dalSich bézné¢ zndmych produkti. Moucka
nema specifickou chut’, po pridani do potravin oviem vylepsi vyZivovou hodnotu, oviem na
chuti to nelze poznat. Samoziejmé ovSem zalezi na poméru jednotlivych slozek (Verbeke
2015).

Usmrceni hmyzu pro naslednou kulinarni apravu by mélo byt v kazdém piipadé huménni,
tedy co nejrychlejSi. Usmrceni béhem jedné vtefiny probéhne napiiklad vhozenim zivého
hmyzu do vrouci vody nebo do rozpaleného oleje (Houser 2011). Pro lepSi manipulaci s velmi
pohyblivym hmyzem ho miizeme na par minut umistit do lednic¢ky. Inaktivujeme tim urcita
nervova centra a hmyz bude méné pohyblivy. Cerstvost vstupni suroviny a prace s Zivym
hmyzem v kuchyni je dtlezita, protoze rozkladné procesy nastupuji velmi rychle. Proto se hmyz
usmrcujeme vzdy té€sné pted jeho samotnou piipravou (Borkovcova et al. 2009).

Je ziejmé, ze kazda technologie ma vliv specificky vliv na nutriéni i senzorické vlastnosti
(Koufimska & Adamkova, 2016).

Vaieni

Vafeni muize predevS§im slouzit k rychlému usmrceni hmyzu. K dal$im metoddm
vyuzivanych k usmrcovani hmyzu patfi zmrazeni nebo usmrceni horkou parou. Vareni je
nejzakladnéjsi, a navic velmi jednoducha kuchynska uprava (Ramos-Elorduy 1997,
Ministerstvo zemédé€lstvi 2018). Tento zptsob opracovani ma vSak za nésledek odstranéni
nutricné cennych latek hmyzu, proto by se mélo provadét co nejkratsi dobu v fadu nékolika
sekund (Borkovcova et al. 2009).

Smazeni

Smazeni a fritovani se uvadi jako hlavni zptsob ptipravy nékterych druhti housenek,
pouziva se vsak i pro kobylky a cvrcky. Chut’ se velice Casto pfirovnava k prazené kukufici.
Jde asi o nejpopuldrnéjsi formu ptipravy hmyzu. Ptiprava je velice snadnd a jednoducha.
Pokrm, ale vétSinou neslouZi jako hlavni jidlo, ¢asto se jedna pouze o pochoutku (Ramos-
Elorduy 1997).

Mrazeni

Jde o asi nejrozsifengjsi zpusob konzervace hmyzu. Po rozmrazeni je zapotitebi ho co
nejrychleji zpracovat. Doba zpracovatelnosti se totiz velmi rychle zkracuje. Nejefektivnéjsi je
ihned po vyndani z mraznicky dat hmyz rovnou na panev (Brouk na talifi 2015).

Suseni je nutné provadét co nejrychleji. Vhodné je suSeni v horkovzdusné troubé, kdy
nutriéni ztraty nejsou moc velké. Spravné usuSeny hmyz by mél mit zlatavou nebo svétle
hnédou barvu a mél by jit snadno rozdrtit v prstech. Piipravenou mouku mizeme ptidavat do
ruznych pokrmt a vylepSit tak tim jejich nutriéni kvalitu. Mouka v suchém prostiedi vydrzi
nékolik tydnt, jedna se tak o vhodny zplsob uchovavani hmyzu (Borkovcova et al. 2009).
Suseni

Suseni je nejpouzivanéjsi technologii pro zvyseni trvanlivosti potravin. Techniky suseni
sahaji od tradi¢nich metod (napiiklad prazeni a suSeni na slunci) aZz po moderni metody
(naptiklad lyofilizace ¢i suSeni pomoci mikrovin). SuSeni ma za cil sniZit celkovy obsah vody
a prodlouzit trvanlivost potraviny (Grabowski & Klein 2017).

Lyofilizace je proces suseni mrazem, kdy teplota béhem 48 hodin klesne cca na -50 °C.
Hmyz je po této tpravé velmi kiupavy, takze je velmi podobny suSenkam nebo preclikiim
(Elorduy 1998). Lyofilizace je navic oznaCovana za metodu, pii niz 1ze dosahnout nejlepsich
vlastnosti upravené suroviny, ovsem problémem jsou vysoké provozni naklady Vzhledem
k pouzité nizké teploty pii uprave a vyslednému poklesu vlhkosti se mikrobiologické degradace
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do zna¢né miry zastavi, ¢imz se ziska vysoce kvalitni koneény produkt s dlouhou trvanlivosti.
Takto upraveny produkt je velmi vhodny pro daldi vyzkum, ale v pramyslovém méfitku je
vysoce nadkladny. U produkti s vysokym obsahem tuku by vSak mohla byt podporovana
oxidace lipida a mohlo by dochézet k poklesu rozpustnosti bilkovin (Caparros Megido
et al. 2017; Zhang et al. 2017).

MATERIAL A METODIKA

Vzorky

Byly pouzity larvy potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor). Larvy byly celou dobu
krmeny substratem tvofenym smési strouhanky a pSeni¢nych otrub. Kazdodenné jim bylo
poskytovéano vlhké krmeni ve form¢ salatovych listd, jablek, okurek a mrkve. Aby se piedeslo
plesnivéni substratu, zbytky této potravy byly ze substratu vzdy odstranény. Sklizen byla
provedena, kdyz bylo pozorovéano zacinajici kukleni larev (v substratu nalezeno alespoii 20
kukel). Sklizené larvy byly usmrceny mrazem a drzeny v chladu az do zac¢atku technologického
zpracovani.
Technologické zpracovani

Byla pouzita bubnova suSicka a lyofilizator. SuSeni v bubnové suSic¢ce probihalo
Vv laboratofich Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze. Jednalo se o jednovélcovou
susarnu (Gouda) o délce valce 1 m, na ktery byla nanaSena suspenze z mou¢nych Cervi
(Cerv:voda - 2:1). Susicka byla ohfivana parou, pracovni tlak se pohyboval v rozmezi 5-8 bar
a tlak pary byl 2 bary. Teplota na povrchu vélce byla 128 °C a rychlost otac¢eni valce 2 otacky
za minutu. Po vysusSeni byl produkt seSkrabavan ze suSicky pomoci noze z odolné oceli.

Druha ¢ast vzorkl byla upravena lyofilizaci. Zde nebylo zapotiebi tvorby suspenze.
Larvy Cervu byly ptimo vloZeny do piistroje SCANVAC. Vkladany byly zmrazené na -70 °C.
Vzorky byly lyofilizovany po 72 hodin, pti 1-5 milibarech, teploté 25 °C a 200 otackach za
minutu.
Laboratorni stanoveni nutri¢nich hodnot
Susina

Susina byla stanovena dle nafizeni komise (ES) ¢. 152/2009. Stanoveni suSiny prob¢hlo
na zakladé dvou navazek od kazdého vzorku po 5 g do predem vysusenych hlinikovych misek,
které se nasledné vlozily na 4 hodiny do su$arny (Memmert) vyhiaté na 103 °C. Po vysuSeni se
misky nechaly vychladnout v exsikatoru a nasledné byly zvazeny.
Popeloviny

Byly stanoveny dle natizeni komise (ES) ¢. 152/2009. Vzorky v porceldnové misce byly
vlozeny do muflové pece na 550 °C a spaleny. Po zvazeni byl dopocitan obsah popelovin.
Tuk dle Soxhleta

Obsah tuku byl stanoven dle Soxhleta (Soxhlet 1879). Stanoveni tuku bylo provadéno
pomoci Soxhletova extraktoru za pomoci petroletheru. Extrakce trvala pfiblizn¢ 100 minut.
Nasledn¢ byl dopocitan procentudlni obsah tuku.
Dusikaté latky dle Kjeldahla

Obsah dusikatych latek (tedy vcetné nebilkovinného dusiku, ktery je vazan prevazné
v chitinu) byl stanoven metodou dle Kjeldahla (ISO 1871:2009). Do zkumavky bylo navazeno
ptiblizn€ 0,2 g vzorku. Do zkumavky byla pfidana 1 tableta oxidu titani¢itého, 10 ml kyseliny
sirové a 10 ml peroxidu vodiku. Zkumavky byly vloZeny do topného hnizda (420 °C) na 1 h.
Po vychladnuti bylo ke vzorku pfidano 10 ml destilované vody a vzorky byly vlozeny do
pristroje Kjeltec TM 2400 analyzér. Nasledné byl dopocitan procentualni obsah dusikatych
latek prepocitavacim koeficientem 6,25.
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VYSLEDKY A DISKUSE
Vzorek s oznacenim A byl odebran z vnitini strany susiciho bubnu a vzorek B byl odebréan
z kraje susarny, kde suSarna nesusila dokonale a zGstaval tam tak vySSi obsah vody. VVzorek L
byl oSetfeny lyofilizaci. Nutri¢ni hodnoty jednotlivych vzorkd jsou vidét v tabulce jedna.
Susina u vzorkd je uvedena jiz v technologicky upravenych vzorcich.

Tabulka jedna — nutri¢ni charakteristiky bubnového suseni

Vyjadieno v % Vyjadieno v % na suSinu
Susina Popeloviny Bilkoviny Tuk
A 95,65 £ 0,03 4,59 +0,01 63,55 + 0,26 25,3+ 0,07
B 83,8 £ 0,06 4,12+ 0,02 62,64 + 0,36 27,5%0,04
L 82,47 +£0,14 4,64 + 0,76 63,87 + 2,56 28,18 £ 2,03

U vzorku B (vzorek z okraje suSiciho bubnu) je v porovnani se vzorkem A vyssSi obsah
tuku. Lze usuzovat, Ze na kraji suSiciho bubnu, kde nebyla tak vysoka teplota, nedochazelo
k vytaveni tuku z produktu.

Oproti bubnovému suSeni jsou nutri¢ni hodnoty u lyofilizovych vzorki vyssi. Divodem
mize byt to, ze u bubnového suSeni je nutné piipravit suspenzi a muze tedy dojit k degradaci
Zivin jiz pti piipraveé samotné. Také pti bubnovém suseni jsou vzorky vystaveny vysokeé teploté,
k tomu pfi lyofilizaci nedochazi.

U vzorku A bylo dosaZeno nejvyssi susiny v oSetfeném produktu oproti vzorkim B a L,
tento fakt byl ovSem vykoupen tmavsi barvou a také hoikou chuti, coZ naznacuje vysoky obsah
produktti Maillardovy reakce.

Vyrobky suSené v bubnové suSarné jsou nutriéné srovnatelné s vyrobky suSenymi
mrazem, ale maji niZ8i provozni néklady. Fombong et al. (2017); Lautenschldger et al. (2017)
a Kroncke et al. (2018) konstatuji, Ze larvy suSené v susarné maji vysokou rozpustnost bilkovin
poukazuje studie, kterou provedli Caparros Megido et al. (2017). OvSem Purschke et al. (2017)
uvadi Ze, suseni pti vysokych teplotach zpusobuje vyrazné ztmavnuti vzorki, a to v disledku
Maillardovych reakci ataké mutze dochazet k vétsimu rozsahu tvarovych zmén. ZvysSeny
vyskyt Maillardovy reakce pak s sebou nese snizenou vyuZitelnost bilkovin.

ZAVER

Nutriéni, senzorické i tvarové vlastnosti produktu lze ovlivnit zvolenou technologii
Upravy. Lyofilizace nam za vy38i néklady poskytne v oSetiené potraviné mensi mnozstvi
produktia Maillardovy reakce, tedy lepSi nutri¢ni vyuzitelnost bilkovin a také ndm zajisti, Ze
hmyz si udrzi sviij puvodni tvar. Bubnové suseni nam poskytne za nizsi naklady produkty
s lepsi oxida¢ni stabilitou, ovSem s nizsi nutri¢ni vyuzitelnosti bilkovin. Volba technologie
suSeni by proto méla brat v tivahu zamyslené vyuziti hmyzu a formu, ve které bude
konzumovan.
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DETERMINATION OF HYGIENIC LEVEL OF SLAUGHTERHOUSE
BY ATP METHOD AND BY MICROBIOLOGICAL CONTROL OF
EFFECTIVENESS OF DISINFECTION

Maria Vargova, Katarina Veszelits Lakti¢ova, Nad’a Sasdkova, Frantisek Zigo

Abstract: Hygiene of slaughterhouse is one of the key factors in producing hygienically
flawless products. The aim of study was to evaluate the microorganisms (total count of bacteria,
coliform bacteria and moulds) in the slaughterhouse before and during process and after
disinfection by disinfectant FINK FC 21 and determination of the overall biological
contamination by the ATP method. Swabs (n = 25) were taken from individual surfaces of
technological equipment and auxiliary equipment. By comparing the condition before and after
application the disinfectant we observed a statistically significant decrease of microorganisms
-TCB (p<0.001), CB (p <0.05) and M (p < 0.05); by comparing the condition during slaughter
and after disinfection we observed statistically significant incidence of TCB (p <0.001), CB (p
< 0.001) and M (p < 0.001); statistically significant differences were also observed when
comparing the condition before and during process, TCB (p < 0.05), CB (p > 0.05) and M (p <
0.001). Results from ATP method in RLU (relative luminescence units) were within numerical
tolerance with the recommended limits given by the manufacturer.
Keywords: microbiological control, ATP method, control of sanitation, bioluminescence,
slaughterhouse
INTRODUCTION

The food industry plays an important role in preventing food-borne diseases. Food
hygiene is an essential part of maintaining product safety (Cwikova, Holicky, 2008). The
General Principles of food hygiene cover hygiene practices from primary production through
to final consumption, highlighting the key hygiene controls at each stage. Food contamination
can occur at any stage of production, storage and distribution (McBain et al., 2000). Food
industry sanitation is a fundamental need for good manufacturing practice and the development
of critical control point risk analysis (HACCP) as well as part of all food safety standards.

Insufficient cleaning, disinfection of all surfaces and formation of biofilm are the main
causes of their occurrence (Capla et al., 2009). Flawless hygienic production conditions are
ensured by sanitation. Basic elements of a comprehensive sanitation activity are cleaning and
disinfection (Leps et al., 2013). Sanitation is a complex of activities providing hygienic and
anti-epidemiological care for food and hygiene in their processing. Examination by classical
microbiological methods in terms of the speed of delivery of results do not meet the
requirements of practice, which requires as soon as possible evaluation of the effectiveness of
sanitation and the state of production hygiene (Vojtassak, 2003). The most serious shortcomings
in the use of classical examination methods are mainly time-consuming examinations,
economically expensive laboratory equipment, the need for professional training personnel, the
risk of secondary contamination which may lead to false positive results. In addition, the result
of the laboratory examination is known after two days, sometimes after more days, at the time
when production is stopped and the product may be contaminated. The most objective indicator
of hygiene and sanitation levels in food processing areas is the detection of microbial
contamination, which makes it possible to evaluate the effectiveness of the disinfectant used,
as well as the effectiveness of mechanical cleansing, which significantly affects the
effectiveness of sanitation, and take the necessary measures to improve hygiene (Gibson et al.,
1999).

139



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

The ATP method is based on the determination of adenosine triphosphate (ATP), which
is found in bacteria, fungi and other microorganisms as well as in all substances of plant and
animal origin, including food and their residues. The determination of ATP is suitable for rapid
verification of the effectiveness of sanitation in practical conditions and is comparable to
conventional microbiological methods determination of the total number of microorganisms
(Ukuku, Pilizota and Sapers, 2001). The reaction takes only a few seconds, the amount of light
generated can be objectively quantified using a luminometer instrument, which is very sensitive
and is able to capture and measure even a very small amount of light generated. The great
advantage of this method is the high sensitivity and reproducible results within 2 minutes
(Costa, Andrade and Soares, 2006).

MATERIAL AND METODOLOGY

Microbiological swabs (n = 25) were processed by classical microbiological method
before and during process slaughter and after disinfection by disinfectant FINK FC 21. The
swabs were taken from area of 10 cm? and subsequently were transferred to 10 ml of sterile
saline solution, the suspension was inoculated on nutrient agars in amount 0.1 ml. Plates were
incubated in thermostat, after incubation, the grown colonies were evaluated. For the
determination of coliform bacteria, total count of bacteria and moulds, the procedure according
to the applicable 1SO standards (ISO Standard 18593-2004; 1SO Standard 4832-2006; ISO
Standard 21527-2008) was used. The numbers studied microorganisms were expressed in CFU
(colony forming units). Endo agar was used to determine the number of coliform
microorganisms at 37 °C for 24 hours. Meat Peptone agar was used to determine the total count
of bacteria at 37 °C for 24 hours. To determine the number of moulds, Sabouraud agar was used
for 3 - 5 days at room temperature (Ondrasovic et al, 1993).

FINK FC 21 was used at 2 % concentration with a 20 minutes exposure time, heated to
50 °C, applied by spraying. The disinfectant contains potassium hydroxide 5 — 10 %, sodium
hypochlorite 2.5 - 5 % and non-ionic surfactants 0.5 - 2.5 %. FINK FC 21 with active chlorine.

ATP swab (n = 25) were taken before, during process and after disinfection from same
surfaces of technological equipment and auxiliary equipment as microbiological swabs. The
resulting ATP values before and during process as well as after disinfection represent the
average values from the measured values, which were within numerical tolerance with the
recommended limits set by the manufacturer: Acceptable < 1 000 RLU; Borderline = 1 001 -
1999 RLU; Unacceptable > 2 000 RLU. The resulting ATP value before slaughter process (590
RLU) represents the average value of all measured values before the process. During the
process, ATP value reached the highest value (1987 RLU) and after disinfection, RLU value
decreased to the lowest value (280 RLU). ATP swab were taken from area 100 cm? with special
3M Clean-TraceTM sampling pens, which are part of the UNI-LITE NG system, which was
used to determine ATP. This system consists of a portable luminometer, which is used to
evaluate the emitted light generated in the reaction chamber and the sampling pen (Figure 1)
supplied by the manufacturer. The swab was made in a horizontal plane from side to side and
then in the vertical plane (https://www.hygiena.com/snapshot-food-and-beverage.html).

RESULTS AND DISCUSSION

Occurrence of microorganisms on evaluated surfaces before, during the process and
after disinfection by the disinfectant FINK FC 21 is shown in the Table 1. By comparing the
condition before and after application the tested disinfectant, we observed a statistically
significant decrease in the prevalence of the surfaces microorganisms - TCB (p < 0.001),
coliform bacteria (p < 0.05) and moulds (p < 0.05) which implies that the disinfectant was
effective against all analysed microorganisms (Tab. 1). There was a statistically significant
incidence of TCB (p < 0.001), coliform bacteria (p < 0.001) and moulds (p < 0.001) when
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comparing condition during slaughter and after disinfection. Statistically significant differences
were also observed when comparing the condition before and during process, TCB (p < 0.05),
coliform bacteria (p > 0.05) and moulds (p < 0.001).

Hygiene of slaughterhouse is one of the key factors in producing hygienically flawless
products (Stefkovi¢ova et al., 2007). The slaughterhouse is the establishment used for the
slaughter of animals, whose meat is intended for human consumption. According to Regulation
(EC) No. 853/2004, food business operators are obliged to ensure that slaughterhouse
structures, arrangements and equipment comply the requirements of (EC) No. 853/2004.
Slaughterhouses must be equipped with devices for disinfecting of tools with hot water with a
temperature of at least 82 °C or an alternative system having equivalent effect.

Sanitation is the process of providing adequately hygienic conditions to ensure a safe,
wholesome product fit for human consumption and covers hygienic precautions regarding
personal hygiene, process hygiene and cleaning and disinfection (Langsrud et al., 2003). The
most objective indicator of hygiene and sanitation levels in food processing areas is the
detection of microbial contamination, which makes it possible to evaluate the effectiveness of
the disinfectant used, as well as the effectiveness of mechanical cleansing, which significantly
affects the effectiveness of sanitation, and take the necessary measures to improve hygiene
(Gibson et al., 1999). The goal of disinfection is to destroy microorganisms, this does not mean
killing all microorganisms, but reducing the number to a level that is not normally harmful to
health (Wirtanen and Salo, 2003). Thorough cleaning must be performed before applying
disinfection. Cleaning of premises and technological equipment in food production is a crucial
part of hygiene and has an immediate impact on the disinfection result (Dunsmore et al., 1981).
The hygienic condition of individual areas and food processing facilities plays an important
role in microbial food contamination, which directly affects food quality and consequently
consumer health (Razim et al., 2016). The issue of microbial contamination in the
slaughterhouse premises was processed by several authors (Hinrichson 2010; Bouvet et al.,
2002; Nowak et al., 2007). The main source of microorganisms contaminating the surface of
the meat in the slaughterhouse premises is the aerosol generated by rinsing floors or equipment
with pressurized water. Microbial contamination of the environment in relation to the possible
transfer of pathogens to foodstuffs in handling raw materials is an undeniable fact (Evancho et
al., 2001). This is why it is necessary to take care of thorough sanitation and thus ensure
satisfactory hygienic conditions. The issue of disinfection is currently extremely topical.
Numerous diseases caused by resistant types of microorganisms, multidrug-resistant bacteria,
viruses, fungi as well as diseases caused by prions represent a very serious problem for
consumer health and are attributed to lack of sanitation, including poor hygiene and equipment
contamination or environment (Koo et al., 2013). Food industry sanitation is a fundamental
need for good manufacturing practice and the development of critical control point risk analysis
(HACCP) as well as part of all food safety standards.

In view of the increasing resistance of microorganisms to the chemicals used in the
environment, in agricultural production as well as in the food processing industry, the
continuous development of new multi-substance based disinfectants is needed (Stefkovicova et
al., 2007). Disinfection, which is defined as a reduction in the number of microorganisms in the
environment to a level that does not endanger food safety, is carried out as part of plant
technology practices (Wirtanen and Salo 2003). Proper selection of disinfectants, given the
potential for microbial contamination of the environment, minimizes contamination of the final
product, increases durability and reduces the risk of food-borne disease (OndraSovié et al.,
2013). The most effective chemical disinfectants include those with a strong oxidative effect.
Their efficacy affects practically the entire range of medically important pathogens not
including spores (Stefkovi¢ova et al., 2007). Organic and inorganic active chlorine compounds
such as chloramines, or sodium hypochlorite are among the most effective disinfectants. The
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active ingredient of these compounds is chlorine, which reacts with water to form a strong
oxidizing agent, hypochlorous acid (HOCI). This action inactivates enzymes and proteins in
which it oxidizes thiols molecules and blocks DNA synthesis in cells by chlorination of
nucleotides. Except for active action on DNA, reactions with ribosome proteins also occur by
oxidation of amine or imine compounds to produce chloramines which are thought to have a
depot effect. It leads to oxidation of sulfhydryl groups of proteins to form disulphides. This is
manifested by the formation of granules in the cytoplasm having a homogeneous structure.
Other changes are accompanied by cell wall loosening and rupture (Payment, 1999). Chlorine
preparations can be classified as a very good disinfectant oxidant that is effective as
bactericidal, fungicidal, mycobactericidal and sporicidal agents with minimal activity in the
resistance development process (Rodgers et al., 2001). The disadvantage of chlorine
preparations is their high corrosively and rapid decrease in activity in the environment of
contaminating organic substances (Gorner, Valik, 2004). With amino acids and proteins,
compounds can be formed, e.g. chloramines, which, although slower, they can act as
disinfectants (Payment, 1999).

Statistical analysis of significance indicates a statistically significant incidence of
surfaces microorganisms before the slaughter, during process and after disinfection using the
evaluated FINK FC 21 disinfectant at slaughterhouse premises. Obviously, the correct choice
of disinfectant, concentration, method of application, exposure time is an important component
for maintaining hygienic cleanliness in food operations. Control of efficiency of disinfection is
very important as it serves to verify the effectiveness of disinfection procedures and has an
irreplaceable role in assessing proper sanitation. Physical and chemical methods are suitable to
evaluate the properties of disinfectants, while microbiological control being the most objective
method. We can assume that disinfection is successful with proper adherence to the disinfectant
composition, its prescribed concentration, temperature and exposure time.

Table 1 Occurrence of the microorganisms on monitored surfaces in the slaughterhouse
before slaughter process, during the process and after disinfection by the disinfectant
FINK FC 21

before process during process after disinfection
(n=25) (n=25) (n=25)
TCB CB M TCB CB M TCB CB M
(CFU) | (CFU) | (CFU) | (CFU) | (CFU) | (CFU) | (CFU) | (CFU) | (CFU)
M 7.44 1.08 1.12 | 5064 | 176 4.12 412 0.08 0.48
SD 20.03 | 2.72 1.74 | 5711 | 413 4.18 15.36 0.27 0.83
Min 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Max 100 12 5 210 19 11 75 1 3
Median 2 0 0 17 0 2 0 0 0

Note: M — mean, SD - standard deviation, Min — minimum, Max — maximum, TCB - total count of bacteria, CB
— coliform bacteria, M — moulds, CFU - colony forming units

The determination of ATP is suitable for rapid verification of the effectiveness of
sanitation in practical conditions and is comparable to conventional microbiological methods
determination of the total number of microorganisms (Ukuku, Pilizota and Sapers, 2001). The
classic microbiological control in the food industry is time-consuming and the results are after
finishing production process and it represents problem in food processing plant. This is the
reason why are the modern rapid methods are more often use in the practical condition. One of
these methods is method based of bioluminiscence, we can know the results till two minutes.
The ATP method determines the overall biological contamination of the environment (Costa et
al., 2006). The ATP method detected organic matter at different technological equipments. The
value of RLU (RLU = 590) was before slaughter process, the highest level of RLU (RLU =
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1987) was during slaughter process and the lowest value of RLU was after disinfection (RLU
= 280). After reading and interpreting the obtained results, we can state that the results were
within numerical tolerance with the recommended limits given by the manufacturer.

Efficiency of disinfection was assessed based on sampling and evaluation using a
conventional sterile microbiological method and a rapid method using ATP. On the evaluated
surfaces during the process were found the highest number of CFU of total count of bacteria,
coliform and moulds, as same as the highest value RLU. The lowest number of CFU of total
count of bacteria, coliform and moulds as same as the lowest value RLU were found after
disinfection. Based on the obtained results we can concluded a direct relationship between
numbers of microorganisms obtained by microbiological swabs and values obtained by ATP
swabs.

Figure 1 The HY-LITE NG system from Biotrace and procedure for taking surface ATP
sample

CONCLUSION

According to our results from microbiological control and ATP method we can
conclude, that disinfectant FINK FC 21 was effective in all monitored groups of
microorganisms, which was confirmed by statistical analysis. Results from ATP method also
confirmed the efficacy of disinfectant FINK FC 21 in the monitored slaughterhouse. With the
use of ATP bioluminescence, we obtained results can on-site within 2 minutes of sampling as
opposed to microbiological methods which we prepared in the laboratory and we had to wait
for results for at least 24 - 48 hours. Based on our results we can conclude that ATP
bioluminescence has the potential to be a useful tool to evaluate the effectiveness of cleaning
procedures and our results also confirm a direct relationship between numbers of
microorganisms obtained by microbiological swabs and values obtained by ATP swabs.
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PLYTVANIE POTRAVINAMI A SPOTREBITELSKE SPRAVANIE
FOOD WASTE AND CONSUMER BEHAVIOR

Tomas Vicko, Jozef Golian, Kristina Zimanova, Jozef Capla

Abstract: Food waste is a global problem with an impact on the social, economic and
environmental spheres. An estimated one third of global food production is thrown away. On
the other hand, about 690 million people suffer from hunger, of which 160 million are acute.
Unless the growing trend stops by 2030, this figure will rise to 840 million. In the EU, 88
million tonnes of food are thrown away every year, which is 173 kilograms per person. To
improve the situation, all actors in the food chain must work together, from primary production
to consumers. We conducted a survey on this topic in the form of an online questionnaire, which
focused on consumer behaviour in terms of the reasons for food disposal, knowledge of the
issue and attitudes to sorting bio waste. More than 96 % of respondents consider food waste to
be a global problem, only about 9% of respondents are convinced that they do not waste food
in their household, 70 % of respondents buy more food than they really need due to discounts
in supermarkets. We also dealt with several relationships arising from the answers, from the
survey we can say, for example, that younger people are more positive about sorting bio waste,
gender has no effect on sorting bio waste, or that the smaller the municipality, the more its
population is sorted and uses bio waste better and more often.

Keywords: food waste, food lost, bio waste, consumer behaviour.

uvoD

V poslednom obdobi sa problematike plytvania potravin a potravinovému odpadu
venovala Coraz vic¢Sia pozornost. Plytvanie potravin je znak neefektivneho globélneho
potravinového systému, ktory ma sociélne, ekonomické a environmentalne désledky (FAO,
2017). Pre lepSiu orientaciu v problematike je nevyhnutné oboznamenie sa s pojmami ako Food
Loss (potravinova strata) a Food Waste (potravinovy odpad), s ktorymi sd spojené prislusné
indexy uvadzané vo svetovych databazach (FAO.org). Potravinova strata poukazuje na pokles
mnozstva v dosledku rozhodnuti a krokov dodavatel'ov potravin v ret'azci. Empiricky sa tyka
akejkol'vek potraviny, ktora sa vyhodi, spali alebo inak zlikviduje v celom potravinovom
dodavatel'skom ret'azci od prvovyroby po uroven maloobchodu. S tymto pojmom sa spaja FLI
(food loss index) v preklade Index potravinovych strat. Celosvetova hodnota FLI za rok 2016
dosiahla 14 % (FAO. org). Potravinovy odpad oznacuje pokles mnozstva potravin v dosledku
rozhodnuti a prijatych krokov maloobchodnikov, poskytovatel'ov stravovacich sluZieb
a spotrebitelov. V tomto pripade je vytvoreny FWI (food waste index) v preklade Index
potravinového odpadu (FAO.org). Potravinovy odpad rozdelujeme do 3 kategoérii. Prvou
kategdriou je potravinovy odpad, ktorému sa da predist’, predstavuju ho vyrobky, ktoré su
v okamihu vyradenia z potravinového ret'azca stale vhodné na I'udsku spotrebu, alebo ktoré by
boli stale pozivatel'né, pokial’ by boli skonzumované v¢as. Druhou kategoriou je potravinovy
odpad, ktorému sa da potencialne predist’, sem patria potraviny, ktoré sa nekonzumuja kvoli
urcitym preferenciam spotrebitel’'ov, alebo sa konzumuju len vtedy, ak su pripravované urcitym
kulinarskym spdsobom. Tretou kategdriou je potravinovy odpad, ktorému sa neda predist’, tam
zarad’'ujeme odpad z potravin, ktory nie je ur€eny na konzumaciu za normalnych okolnosti.
Patria sem nepozivatel'né Casti potravin, alebo vyrobky, ktoré si natol’ko poskodené, ze ich
konzumé@cia nie je mozna (MPaRV SR, 2016). Odhaduje sa, Ze viac ako jedna tretina v3etkych
potravin vyrobenych na svete, nie je skonzumovana ale premenena na odpad (Huang et al.,
2021). Na druhej strane kvoli rasticemu poctu populacie, zhorSujiicim sa prirodnym zdrojom,
zvySenou urbanizaciou a vojnovym konfliktom trpi hladom priblizne 690 milionov I'udi, z toho
odhadom 160 miliénov aktatnym hladom. Pokial’ sa nezastavi rastaci trend, do roku 2030 toto
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Cislo stupne na 840 milidonov. TaktieZ sa odhaduje, Ze 2 miliardy populéacie nemali v roku 2019
dostato¢ne pravidelny pristup k zdravotne bezpe¢nym a vyZivovo hodnotnym potravindm
(UN.org). Taky problém o globalnych rozmeroch akym je plytvanie potravinami je potrebné
riesSit’ na medzinarodnej Girovni a zapojit’ don ako jednotlivé Staty, sukromny sektor, ob¢ianske
zdruZenia, tak aj samotnych spotrebitel'ov. FAO je poprednym aktérom koordinacii globalnych
iniciativ, aktivit a projektov v oblasti strat potravin a zniZovania potravinového odpadu
v partnerstve s agentdrami OSN, medzinarodnymi organizaciami, sukromnym sektorom
a obcianskou spolo¢nost'ou (FAO.org). Vyskum v oblasti potravinového odpadu naznacuje, ze
len mala Gast’ celosvetového potravinového odpadu sa vytvara zo strany maloobchodu, v EU
maloobchod produkuje priblizne 5 %. AvSak maloobchod zastdva silnd poziciu na
ovplyviovanie nakladania s potravinovym odpadom v ramci dodavatel'ského retazca pocntic
prvovyrobou, kon¢iac odberatel'skym okruhom spotrebitel'ov. Viaceré vyskumy poukazuju na
to, ze potravinovy odpad Casto krat vznika z dévodov prisnych kvalitativnych poZiadaviek zo
strany maloobchodu na dodavatel'ov tykajucich sa vzhladu, velkosti alebo farby potravin,
taktiez sa potravinovy odpad tvori z dévodov obav o0 bezpecnost’ potravin, zmitocné
oznaCovanie datumov spotreby aminimalnej trvanlivosti, nedostato¢ného odborného
zaSkolenia pracovnikov asilného zastipenia marketingu vyvolavajuceho potrebu
u spotrebitel'ov nakupit’ Casto krat vdcSie mnoZstvo potravin, ako v skutocnosti potrebuju
(Huang et al., 2021). EU sa zaviazala splnit’ Ciel’ udrzatelného rozvoja 12.3 FAO, ktorého
zamerom je znizit’ do roku 2030 potravinovy odpad o polovicu na obyvatel'a (Fusions, 2016).
V EU sa roéne vyhodi 88 miliénov ton potravin, ¢o predstavuje 173 kilogramov na osobu
(MPaRV SR, 2018). S ciel'om podporit’ dosiahnutie ciel’a trvalo udrzateného rozvoja vyzvala
Europska Komisia aby sa vytvorila platforma zamerand na predchadzanie potravinovému
odpadu. v roku 2016 tak vznikla platforma EU Pre straty a potravinovy odpad (FLW), ktora
zdruzuje institicie EU a odborna verejnost. Jej cielom je podporovat’ vietkych aktérov pri
definovani opatreni potrebnych na predchadzanie plytvaniu potravinami (Fusions, 2016).

MATERIAL A METODIKA
NaSa praca je prieskumno-komparativneho charakteru. Prieskum sme zrealizovali
formou Struktdrovaneého dotaznika pozostavajiceho z 26 otdzok. Otazky boli zamerané na
problematiku plytvania potravinami v spojitosti s ndvykmi a spravanim sa spotrebitel’ov.
aby odpovede ¢o najviac odzrkadlili spotrebitel'ské vnimanie problematiky a ich spravanie sa
Vv tejto veci.

Tabul'ka 1 Charakteristika vzorky respondentov

Otazka Odpoved’ %
Pohlavie Muz 24,8
Zena 75,2
Vek Menej ako 18 rokov 0,9
18 — 30 rokov 56,4
31 - 59 rokov 38,5
60 a viac rokov 4,1
Pracovné zaradenie Student 16,1
Zamestnany 63,3
Zivnostnik 4,1
Materska dovolenka 7,3
Doéchodca 3,7
Nezamestnany 55
Potravinu automaticky vyhodim 9,6
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Vzdelanie Zéakladné 1,8
Stredné bez maturity 1,8
Stredné s maturitou 26,6
Vysokoskolské 69,7
Pocet 0sd6b v doméacnosti 1-2 37,6
3-4 51,4
Viac ako 4 11
Pocet deti v domacnosti do 15 rokov Ziadne 69,3
1 17,4
2 12,4
3aviac 0,9
Spbsob byvania Dom so zdhradou 43,1
Dom bez z&hrady 3,2
Byt 53,7
Velkost obce/mesta Do 500 obyvatel'ov 3,2
500 — 1 499 obyvatel'ov 9,6
1 500 - 2 999 obyvatel'ov 115
3000-9999 25,2
10 000 - 49 999 15,1
50 000 — 100 000 23,9
Viac ako 100 000 115

Predmetny dotaznik sme vykonali online formou pomocou GooGle Workspace.
Statistické spracovanie vysledkov auréenie vztahov pomocou linearnej regresic Sme
zrealizovali pouzitim Google Workspace a R-studio. Ziskané odpovede sme porovnavali
s dostupnymi literarnymi zdrojmi, Statisticky analyzovali a analyzovali vzt'ahy medzi
jednotlivymi odpoved’ami. Pri stanovenych hypotézach sme pracovali na hladine a 0,05.
Cielom bolo ziskat nahodnym vyberom respondentov odpovede na otdzky tykajuce sa
plytvania potravinami a publikovanim tejto prace prispiet’ ku kontinuite diskusie k tak zavaznej
otazke, akou je rieSenie problému potravinového odpadu a plytvaniu potravinami.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Odpadu z potravin a plytvaniu potravinami sa v sucasnosti venuje zna¢na pozornost’
akademikov, zastupcov sukromného sektora a Statnych institdacii jednotlivych krajin sveta.
Plytvanie potravinami sposobuje $kody na zivotnom prostredi, finan¢né straty a tento trend ma
stupajtci charakter. Velka cast’ potravinového odpadu je tvorena domacnostami, ztoho
dovodu je dolezité pochopenie pricin, preCo k tomuto javu dochadza, s cielom podniknat
preventivne kroky. Je nevyhnutné skiimat’ moralne postoje spotrebitelov, ich znalosti
o0 konzervovani potravin, stravovacie ndvyky andvyky slvisiace s nakupovanim. Viaceré
Studie poukazuju na spojitost’ prave medzi moralnymi postojmi spotrebitel'ov, ich spésobom
stravovania, nakupovanim, znalostami o spdsoboch spravneho uskladiiovania potravin
a vedomost'ami o aktualnej situacii v oblasti produkcie potravinového odpadu a jeho
dosledkami. Jednym zo spdsobov znizenia produkcie potravinového odpadu domécnostami je
vplyvanie na moralne principy samotnych spotrebitel'ov (Aydin, Yildirim, 2021).

Ako prva otazku sme respondentom polozili, ¢i plytvanie potravinami pokladaji za
globalny problém; 96,3 % odpovedalo kladne; len 3,7 % vyslovilo opaény nazor. Plytvanie
potravinami m& velky dopad na ekosystém, nakolko produkcia potravinového odpadu
spdsobuje zbytocné emisie a prispievanie k tvorbe sklenikovych plynov. Pokial by sme
za€lenili emisie spdsobené plytvanim potravin a tvorbou potravinového odpadu do Statu, tento
§tat by bol tretim najva¢sim producentom emisii hned’ po Cine a USA. PribliZzne 30 % svetovej
pol'nohospodarskej pddy je v kone¢nom ddsledku vyuzivana len na produkciu potravinového
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odpadu, pokial’ sa bavime o vynaloZenej a spotrebovanej energii, tak 38 % z celkovej energie
je pouzitej v potravinovom priemysle na vyrobu potravin, ktoré nie si skonzumované (FAO,
2017).

Obrazok 1 Grafické vyjadrenie odpovedi na otazku ,,Evidovali ste problematiku plytvania
potravinami v médiach?*
@ Ano pravidelne

® Ano, zachytil som &iastoéné informacie
Takmer vébec

' @ Nie nikdy

Informovanie aedukacia obyvatel'stva v problematike plytvania potravinami je
nevyhnutna na zlepSenie stcasného stavu. V tejto veci zastdva vyznamnu ulohu medialny
sektor. 29. september bol oznaceny ako Medzinarodny den povedomia o potravinovych stratach
aplytvani potravinami, ktorého cielom je =zvysit povedomie u obyvatel'stva o tejto
problematike (ec.europa.eu; MPaRV, 2020). Vyskumy potvrdzuju, Ze propagacia a tvorba
medialnych kampani zniZuje tvorbu potravinovych strat u spotrebitel’'ov, ¢i uz sa jedna o formu
letdkov, medialnych vystipeni, kampani tvarou v tvar alebo informovanim cez internet a
socialne siete. Je predpoklad, ze ked sa spotrebitelia oboznamia s dopadmi tvorby
potravinového odpadu na Zivotné prostredie a oboznamia sa s aktivitami a 'ud’'mi, ktori svojou
¢innost'ou pomahaju zredukovat’ potravinovy odpad, tak za¢nu v istej miere tak konat’ aj oni
sami (Soma, Li, Maclaren, 2020; Young et al., 2017). Respondentom sme nato polozili
nadvézujacu otazku, aké mnozstvo sa podla ich nazoru ro¢ne zlikviduje. Najviac respondentov
(35,8 %) zastalo nazor, Ze sa jedna o0 1/3 z celkovej produkcie, ¢o je spravny odhad (FAO,
2020). Nasledovali odpovede 1/4 zastupena 21,6 % respondentami; 1/2 zastupena 20,2 %
respondentami; 16,5 % respondentov sa domnieva, Ze sa jedna o viac ako 1/2 a najmengj
respondentov (6 %) zvolilo odpoved’ 1/10 z celkového mnozstva vyprodukovanych potravin.
Ziaden z respondentov neoznaéil moznost’ ,Ziadne“, ¢o je pozitivom signalizujucim, Ze
spotrebitelia na Slovensku si uvedomuju aktualnu situaciu a viac ako jedna tretina opytanych
ma prehl'ad o aktudlnych cislach.

Obrazok 2 Grafické vyjadrenie odpovedi na otazku ,,Domnievate sa, Ze vo VaSej doméacnosti
sa plytva s potravinami?*

® Ano velmi
29,8% @ Ano, aviak nie velmi
Sporadicky
A @ Takmer vobec
@ Nie vobec

Respondentom sme polozili otazku, ¢i sa domnievaju, Ze sa v ich domacnosti plytva
s potravinami. Len 9,2 % respondentov deklarovalo, Ze v ich doméacnosti sa s potravinami
vbbec neplytva; 4,6 % sa vyslovilo, Ze plytvajd s potravinami vo velkej miere, ostatni

respondenti odpovedali, Ze eviduju plytvanie potravinami v ich domacnostiach, avsak bud’ len
sporadicky, nie vo vel'kej miere alebo takmer vobec. Podobny prieskum vykonalo Ministerstvo
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pddohospodarstva a rozvoja vidieka prostrednictvom agentiry A.K.O., kde 23 % opytanych
deklarovalo, Ze s potravinami plytvaju, viac ako polovica z opytanych sa v predmetnom
prieskume vyslovila, ze sa snazi zvysky potravin vyuzit’ pri d’alSom vareni, 34 % opytanych
uviedlo, ze Casto krat navaria viac, ako st schopni skonzumovat' a pokrmy sa im neskor
znehodnotia (MPaRV SR, 2018). Massow et al. (2019) poukazuje, Ze domacnosti produkuji na
tyzdennej baze priblizne 3 kg odpadu, ktorému sa da vyhnut'.

Obréazok 3a Plytvanie potravinami v zavislosti od po¢tu 0s6b v domacnosti

Pocet osob v domacnosti a ich plytvanie Potravinami
50%
50%

40% 35% 35%
29%76%
30% 25% :
20% 9 139
9% % 10% 8% 3%
10%
0% %
0%
Ano velmi Ano, aviak nie Sporadicky Takmer vobec Nie vobec
velmi

M Kategéria 1-2 W Kategodria 3-4 W Kategoria 4+

Z vyssie uvedenych odpovedi, nas zaujimalo, ¢i medzi poctom os6b a mierou plytvania
potravin je ur€ity vztah. Pomocou regresnej analyzy sme sa dopracovali k p-hodnote 0,569.
Nakol’ko p-hodnota je védésia ako hladina alfa 0,05; neevidujeme vztah. Z grafu mozeme vidiet’,
Ze 50 % opytanych, Zijacich v domécnosti 0 pocte osob viac ako 4 deklarovali minimalne
plytvanie potravinami. Na druhej strane 35 % respondentov Zijucich v domacnosti samostatne,
alebo s jednou d’alsou osobou odpovedali opacne.

V dalSej otazke sme sa respondentov pytali, ako Casto nakupuji potraviny; 14,7 %
vyslovilo, Ze nakupuju potraviny na dennej baze; 1 krat tyZzdenne nakupuje 21,1 %; najmenej
spotrebitel'ov nakupuje menej ako 1 krat do tyzdna (1,8 %) a naopak najviac spotrebitelov
nakupuje potraviny 2 az 3 krat tyzdenne (62,4 %). Jednym z odportac¢ani FAO pre spotrebitel'ov
je precizne planovanie svojich nakupov, tak aby pokryli ich potreby, teda nakupit tak ¢asto
a v takych intenciach, ktoré st potrebné na uspokojenie vyZivovych potrieb (FAO, 2020).

Obrézok 3b Grafické vyjadrenie odpovedi na otazku ,,Nakupujete len tol'’ko potravin, kol’ko
potrebujete a ste schopni v¢as spotrebovat’?*

@ Ano, nakupujeme len potrebné
mnoZstvo

@ PrevaZne ano, ob&as naklpime viac z

dévodu zliav
8,3% Nie, vZdy nakipime viac z dévodu

zliav

@ Nie, vzdy nakipime viac bez ohladu
na zlavy

29,4%

Vicsina respondentov sa vyslovila, Ze nakupuji viac ako potrebuji z dévodu vyskytu
zliav v obchodnych ret'azcoch, len 29,4 % respondentov odpovedalo, Ze nakupuju len potrebné
mnoZzstvo potravin. Evans (2011) vo svojej $tudii poukazuje na fakt, Ze vacSina spotrebitel'ov
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nakupuje vacsie mnozstvo ako je potrebné a takuto prax pokladaju za beznu rutinu. R6zne akcie
a zl'avy na potraviny ako napriklad ,,pri kipe dvoch baleni dostanete tretie zdarma“ spésobuje
Castokrat nakup vacsicho mnozstva, ktoré spotrebitelia v konc¢enom ddsledku nie st schopni
spotrebovat’ a takéto dovody kupy potravin sa uvadzaju ako vyznamné priciny zbyto¢ného
plytvania potravinami (Williams et al., 2012).

Jednym z d’al$ich odporucani pre spotrebitel'ov na zabranenie produkcie nadbyto¢ného
potravinového odpadu je nakup aj vizualne menej pritazlivych kusov ovocia a zeleniny, napr.
takych, ktoré sG mierne pomliazdené, alebo maju na sebe viditelné kozmetické zmeny
signalizujuce ich zrelost’ (FAO, 2020; de Moraes et al., 2020). Na otazku ,,v pripade ak vidite
v obchodnej predajni zeleninu/ovocie s vizudlnymi zmenami na povrchu, ako st napr. hnede
Skvrny na bananovej Supke, kupite také ovocie/zeleninu?“ odpovedalo pozitivne len 7,8 %
opytanych. Viac ako polovica (51,4 %) vyslovila negativny nazor a 40,8 percent opytanych by
zvazovalo nakup takejto potraviny podla miery arozsahu povrchovych zmien, najma ak
kozmeticky dokonalé potraviny nie st v danom momente dostupné.

Tabul'ka 2 Otazky a odpovede tykajuce sa spotrebitel'ského spravania sa v suvislosti s datumom
spotreby adatumom minimalnej trvanlivosti aich uplynutia ako faktory produkcie
otravinového odpadu.

Otazka Odpoved’ %

Viete aky je rozdiel medzi datumom | Ano viem 82,1

spotreby a datumom minimalnej ["Nie neviem 28

trvanlivosti? - — - — ’
Domnievam sa, Ze viem, ale nie som si isty 15,1

Kontrolujete pri nakupovani datum | Ano 50

minimalnej trvanlivosti a datum ["Njie 5

2

spotreby: Obcas 39,4
Kontrolujem datum spotreby 55
Kontrolujem datum minimalnej trvanlivosti 0

Pokial doma najdete potravinu po | Potravinu automaticky vyhodim 31,2

datume spotreby, ako sa zachovate? Potravinu skontrolujem, pokial je v poriadku, tak | 68,8
ju vyuZijem

Pokial' doma najdete potravinu po | Potravinu automaticky vyhodim 9,6

datume minimalnej trvanlivosti, ako sa | Potravinu skontrolujem, pokial je v poriadku, tak | 90,4

zachovate ? ju vyuZijem

Jednym  z faktorov ovplyviiujucich mieru vytvarania potravinového odpadu
domacnostami je vedomost’ a spravne chapanie jednotlivych udajov na obaloch vyrobkov. Je
dolezité rozliSovat’ oznacenie potravin datumom spotreby a datumom minimalnej trvanlivosti.
Déatum minimalnej trvanlivosti je podl'a Nariadenia EU ¢&. 1169/2011 0 ozna¢ovani potravin
»datum, do ktorého si potravina, ak je riadne skladovana uchovéava svoje Specifické vlastnosti®.
Naopak potraviny, ktoré z mikrobiologického hl'adiska podlichaju rychlo skaze a z tohto
dovodu mézu predstavovat’ bezprostredné nebezpelenstvo pre zdravie P'udi sa datum
minimalnej trvanlivosti nahradza datumom spotreby. Po uplynuti datumu spotreby sa povazuje
potravina za nebezpecnu. Potravinu je Casto krat bezpecné konzumovat aj kratko po uplynuti
datumu minimalnej trvanlivosti pokial’ na nej nie su poznate'né zmeny najméa senzorickeho
hl'adiska atakato potravina bola riadnym spésobom skladovand (FAO, 2020). Spravne
skladovanie potravin v domacnostiach a znalosti s nim spojene vo velkej miere ovplyviuji
spravanie spotrebitel'ov v spojitosti s produkciou potravinového odpadu (Aschemann-Witzel,
Giménez, Ares, 2018). V Tabulke 1 mdzeme vidiet, Ze az 82,1 % respondentov sa vyslovilo,
Ze poznaju rozdiel medzi datumom spotreby a datumom minimalnej trvanlivosti, avsak podl'a
zozbieranych dat vidime, Ze len 50 % kontroluje toto oznacenie na potravinach v pravidelnych
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intervaloch. Pozitivne hodnotené je zistenie, Ze az 90,4 % respondentov vyuZije potravinu po
uplynuti datumu minimalnej trvanlivosti, ak nejavi znamky skazy; 68,8 % vyuZije aj potravinu
po uplynuti datumu spotreby, ¢o vS8ak nemusi byt zdravotne bezpe¢né, nakolko takato
potravina je podl'a platnej legislativy brana ako zdraviu nebezpec¢na.

Planovanie nakupov, spravne uskladiiovanie potravin a vhodné spésoby stravovania su
kl'ucové atributy na znizenie produkcie potravinového odpadu domacnostami (FAO, 2020).
90,4 % respondentov sa vyslovilo, Ze pokial’ navaria vi¢Sie mnoZstvo pokrmu, ktory nie st
schopni skonzumovat’ v dany den, pokrm konzumuju aj d’alSie dni alebo ho zamrazia.

Obréazok 4 Grafické vyjadrenie odpovedi na otazku ,,Aké su najcastejSie dovody vyhodenia
potraviny/pokrmu vo Vasej domacnosti?
@ Zvy3ky neskonzumovane;j porcie

@ Skazena, stvrdnuta, znehodnotena
potravina

Potravina po uplynuti doby spotreby

@ Potravina po uplynuti datumu
minimalnej trvanlivosti

@ Zlé senzorické vlastnosti nestvisiace
so znehodnotenim

@ Neskonzumované znovu uskladnené...
@ Nespravne uskladnena potravina/po...

Do6vodmi produkcie potravinového odpadu domécnostami sa zaoberali viaceré Studie,
vysledky st rozne nakolko spravanie spotrebitelov zavisi od ich socio-ekonomickych
pomerov, stravovacich navykov, naboZenskeho vierovyznania, znalosti o0 spravnom
uskladnovani potravin, porozumeniu informacii na etiketach a pod. (Abdelradi, 2018; Williams
et al., 2012). Medzi najcastejSie dovody uvadzané v Stadiach patria, potraviny po exspiracii,
pripravené vicSie mnozstvo pokrmov, neskonzumované a znovu uskladnené potraviny,
poskodené potraviny alebo potraviny pred uplynutim datumu minimalnej trvanlivosti (Diaz-
Ruis, Costa-Front, Gil, 2018). Nami osloveni respondenti za najéastej$i dovod vyhodenia
potravin pokladaju skazend, stvrdnutd alebo inak znehodnotent potravinu. Takyto dévod je
najcastejs$i u 57,3 % nami oslovenych spotrebitelov, druhym najcastejSim dévodom, ktory
oznailo 20 % respondentov sU zvySky neskonzumovanej porcie. Tretim najéastejSim
dévodom, za ktory sa vyslovilo 12 % respondentov je neskonzumovany a znovu uskladneny
pokrm/potravina.

Jednym zo spdsobov zlepSenia situacie v oblasti plytvania potravinami a produkcie
potravinového odpadu je aplikacia principov cirkularnej ekonomiky alebo obehového
hospodarstva. Pristup EU k nakladaniu s odpadom je v sucasnosti rieseny Ramcovou
Smernicou 0 odpade ¢. 2008/98 ES, ktora uprednostiiuje predchadzanie vzniku odpadu pred
opatovnym pouZitim po ktorom nasleduje recyklacia, energetické zhodnotenie akone¢né
zneSkodnenie. Oslovenych respondentov sme sa spytali, akym spdsobom vyuZivajd
potravinovy odpad; 37,6 % pouziva zvysky jedla na skrmovanie domacich zvierat; 17,4 %
kompostuje; 11 % sa snaZi zvysky jedal a potravin d’alej spracovat’ a az 33,9 % respondentov
potravinovy odpad d’alej nevyuziva.
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Obrazok 5 Graficke vyjadrenie odpovedi na otazku ,, Triedite bioodpad?*

@ Ano, separacia spoloénymi
kontajnermi na bioodpad

@ Vlastné kompostovanie

’ Spolo¢éné kompostovanie v ramci obce

A @ Nie, v mieste bydliska nie su k
dispozicii kontajnery na bioodpad

@ Nie, ale planujem v budlicnosti

@ Nie a ani neplanujem

Krajiny EU vyuzivaji triedenie organického odpadu z domacnosti, nakol’ko tato frakcia
odpadu obsahuje vysokd hladinu energie a Zivin, teda ma vysoky potencial zhodnotenia.
Najviac sa vyuZziva spdsob spracovania organického odpadu vyrobou bioplynu, aj z tohto
dovodu je EU v sucasnosti poprednym svetovym producentom bioplynu. Anaerébna digescia
premiena odpad na bioplyn a digestat, ktoré sa moézu pouzivat’ na vyrobu elektriny, tepla, paliva
aproduktov na Upravu pddy (Sadeleer, Brattebs, Callewaert, 2020). Stddie Bernstad,
Andersson (2015) a Edwards et al. (2017) preukazali, Ze anaerobna digescia ma viac
environmentalnych vyhod ako Kklasické kompostovanie. Z vysSSie uvedeného grafu
znazoriiujuceho odpovede naSich respondentov na otdzku, ¢i triedia bioodpad nas najviac
zaujala odpoved’ zastiipena 31,7 % respondentov ateda, ze bioodpad netriedia z dévodu
absencie kontajnerov na bioodpad v mieste ich bydliska. Podl'a Zakona ¢. 79/2015 Z. z.
0 odpadoch su obce povinné ob¢anom umoznit triedenie bioodpadu, bud’ kompostovanim
alebo formou zbernych nadob.

Otéazkami triedenia a vyuZivania bioodpadu sme sa zaoberali hibSie a to v svislostiach
s vekom respondentov, pohlavim typom byvania avelkostou obce/mesta, Vv ktorom
respondenti Ziju.

Obréazok 6 Znéazornenie vplyvu veku respondentov na triedenie bioodpadu

Vek a triedenie bioodpadu
100%

100%

90%

80%

70%

60%

50%
38%

40% 33%
28%

33%

30% 22%

O%I

17%

20% 11% 11%

6% 49 6%
0%
Ano velmi Ano, aviak nie Sporadicky Takmer vobec Nie vbébec
velmi
M Kategdria 18-30  mKategéria31-59  m Menej ako 18 rokov Viac ako 60

Stanovili sme hypotézu HO, Ze vek neovplyviuje triedenie bioodpadu. Alternativnou
hypotézou H1 bolo zamietnutie HO. P hodnota vysla menSia ako alfa (p-value 0,0014 < a 0,05),
teda sme zamietli hypotézu HO a prijali H1. Z grafu méZeme evidovat’, Ze mladsi respondenti
triedia bioodpad CastejSie ako starSi. Respondentov vo veku menej ako 18 rokov sme nezahrnuli
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do interpretacie vysledkov, nakol’ko sa jednalo len 0 dvoch respondentov, teda zo Statistického
hl'adiska ide 0 odl'ahlé hodnoty, ktoré sa vyrazne liSia od ostatnych pozorovani.

Obrazok 7a Znazornenie vplyvu pohlavia na triedenie bioodpadu
Pohlavie a triedenie bioodpadu

40% 35%

0,
359% — 32% 31%
30% 25%
25%
20% 13% 15%
15% 7% 9%
Ay

0%

Ano separécia Vlastné Spolocné Nie, v mieste Nie, ale Nie a ani
spolocnymi  kompostovanie kompostovanie bydliska nie su planujem v neplanujem
kontajnermi v ramci obce k dispozicii buduicnosti

kontajnery na
bioodpad

EmZeny W Muii

Skumali sme demograficky vzt'ah a to pohlavie respondentov a jeho vplyv na postoj
k triedeniu bioodpadu. Hypotézy sme stanovili nasledovne. HO: Pohlavie neovplyviiuje
triedenie bioodpadu. H1: Zamietnutie HO. P hodnota vysla vicsia ako alfa (p-value 0,615 > a
0,05), tym padom zamietame H1 akonStatujeme, Ze pohlavie unaSich respondentov
neovplyviiuje ich spravanie vo vzt'ahu k triedeniu bioodpadu. 35 % muzov pouZiva vlastné
kompostovanie oproti 27 % zien. Na druhej strane 25 % zien separuje pomocou spolo¢nych
kontajnerov oproti 7% muzov. Co sa tyka separovania bioodpadu v blizkosti bydliska, tak obe
skupiny odpovedali takmer rovnako. Tymito zisteniami vieme jednoducho vysvetlit', preco p-
hodnota nebola mensSia ako level alfa, ked’ze vysledky su bud’ podobné, alebo uplne rozdielne.

Obrazok 7b Vplyv spdsobu byvania na vyuZivanie bioodpadu
Sposob byvania a vyuzivanie bioodpadu

55% 57% 3%

60%
50%

40% 29%

30% 29

209 13%
0% o

10%

0%

26%

12% 12% 14%
%

Krmivo pre domdace Dalsie domace Kompostovanie NevyuZivame
zvieratd (zvysky spracovanie (napr.
pokrmov, kosti...) vyroba struhanky zo

stvrdnutého peciva)

B Dom so zahradou M Byt  Dom bez zahrady
Dal§i vztah na skimanie sme uréili sposob byvania ajeho vplyv na vyuZzivanie
bioodpadu. Pouzili sme linedrnu regresiu a stanovili nasledovné hypotézy, HO: Spdsob byvania
neovplyviiuje vyuzivanie bioodpadu. HI1: zamietame HO. Medzi spdésobom byvania
a vyuzivanim bioodpadu existuje Statisticky vyznamny vztah, nakol'ko p-hodnota dosiahla
4,7518E-07 aje nizSia ako hladina alfa. Tym padom akceptujeme alternativnu hypotézu —
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spbsob byvania ovplyviluje vyuzivanie bioodpadu. Z vySSie uvedeného grafu mozeme
konstatovat’, ze zvysky jedla najviac vyuzivaji l'udia zijici vdome so zahradou. Celkovo
byvanie v dome ma priaznivejsi efekt na vyuZzivanie bioodpadu v porovnani s byvanim v byte.

Obrézok 8 Vplyv spdsobu byvania na triedenie bioodpadu
Typ byvania a triedenie bioodpadu

60%

51%

50% 46%
43%

40%

30%

17%

20%

15% 14%

6%

10%

zd% % 0% 1% B0,
0%

Ano separécia Vlastné Spolocné Nie, v mieste Nie, ale Nie a ani
spolocnymi kompostovanie kompostovanie bydliska nie st k planujem v neplanujem
kontajnermi v ramci obce dispozicii buducnosti

kontajnery na
B Dom so zédhradou  ®WByt  m Dom bez zdhrady bioodpad

V tomto pripade sme sa zamerali na vzt'ahu medzi spésobom byvania a postojmi
respondentov ku triedeniu bioodpadu. Nulovl hypotézu sme vyslovili nasledovne, osoby Zijlce
v dome triedia viac bioodpad. Vysledok regresnej analyzy nekoreluje s percentualnym
vyhodnotenim. P hodnota dosiahla aroven 0,0001, teda hypotézu HO zamietame. Na druhej
strane je evidentné, aj po prvotnom vzhliadnuti grafu, Ze osoby, v naSom pripade respondenti
Zijuci v dome so z&hradou alebo bez triedia bioodpad vo vaésej miere. Tento vysledok regresnej
analyzy moze byt spdsobeny nedostatoénym mnozstvom dat alebo velkost'ou hodnotiaceho
suboru.
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Obréazok 9 Vplyv velkosti obce/mesta na triedenie bioodpadu

Velkost Obce a triedenie bioodpadu 0%
57% —

60% 52% 53%
48%
50% =
40%

40%
28% 29%

24% 24% S
24%
20 0 18% 18% 17% 20%
12%
0% 9% 9% 8%
0,
dd M d /Iﬂ d ol

Do 500 500-1499 1500-2999 3000-9999 10000-49 50000-100 Viacako 100
obyvatelov obyvatelov obyvatelov obyvatelov 999 000 000

obyvatelov obyvatelov obyvatelov
m Ano separécia spolo&nymi kontajnermi

30%

20%

10%

0%

M Vlastné kompostovanie

Spolo¢né kompostovanie v ramci obce

Nie, v mieste bydliska nie su k dispozicii kontajnery na bioodpad
M Nie, ale planujem v buducnosti
H Nie a ani neplanujem

Taktiez sme sa zamerali, ¢i velkost” obce ovplyviiuje spravanie sa respondentov vo
vzt'ahu ku triedeniu bioodpadu. Z vysSie uvedeného konstatujeme, Ze ano. Nulovl hypotézu
sme sformulovali nasledovne. HO: Bioodpad sa triedi v rovnakej miere v mestach a obciach,
nehladiac na ich velkost’. H1: Zamietnutie HO. Prijimame alternativnu hypotézu, nakol’ko p-
hodnota ndm vysla 0,0005, ¢o je menSie ako level alfa. Z grafu ¢. 9 jednozna¢ne vidime, Ze ¢im
menSia obec, tym respondenti triedia odpad lepSie a naopak. V priemere, obec/mesto s po¢tom
obyvatelov do 9999 wvyuziva hlavne separaciu spoloénymi kontajnermi, vlastné
kompostovanie a spolo¢né kompostovanie v ramci obce. NajpouZivanejSia metdda je vlastné
kompostovanie. Od poctu obyvatel'ov 10 000, respondenti triedia odpad ovel'a menej. Hlavnym
dévodom je nedostatok kontajnerov na bioodpad v mieste bydliska, ¢o sme objasnili v grafe ¢.
8. TaktieZ respondenti z va¢sich miest nepripisujt vel’kt vahu triedeniu bioodpadu.

Obrézok 10 Grafické vyjadrenie odpovedi na otazku ,Ste oboznameny/a s instititom
Potravinova banka a jeho pésobnost'ou?“
@ Institut poznam z poéutia, jeho
pbsobnost nepoznam
@ Institat poznam a aj jeho pdsobnost
Nie nie som oboznameny/a

Jednym zo spdsobov predchadzania plytvania potravinami je ich darovanie, pokial si je
spotrebitel’ vedomy, Ze mnozstvo ktoré nakupil nebude schopny skonzumovat’ a bliZi sa doba
exspiracie (FAO, 2020). Na takyto ucel slizi institat potravinovej banky. Potravinova banka
Slovenska je obcianske zdruZenie s humanitdrnym zameranim. Zhromazd’uje zadarmo
potraviny, skladuje a pridel'uje ich humanitarnym alebo charitativnym organizaciam, ktoré
poskytuju potravinova pomoc 'ud’om v ndzi (pbs.sk). Z nasho prieskumu je vidiet', Ze va¢sina
opytanych nepozna predmetny institdt a ani jeho pésobnost’, ¢o by jednozna¢ne mala napravit’
medialna kampan. Viac spolupracuju s PBS obchodné retazce, ktorym Z&kon o potravinach ¢.
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152/1995 Z. z. v zneni neskorsich predpisov umoziuje darovat’ potraviny aj po uplynuti datumu
minimalnej trvanlivosti (SAMO, 2019).

Zaver

ZlepSenie situacie v otazke plytvania potravin a produkcie potravinového odpadu je
jednym z priorit OSN ako aj EU, ¢&i jednotlivych ¢Elenskych §tatov. V nami realizovanom
online prieskume sme poloZili respondentom otazky tykajuce sa ich spravania v otadzkach
plytvania potravinami a triedenim bioodpadu. Odpovede sme vyhodnotili percentudlne
a skimali sme vztahy medzi jednotlivymi zisteniami pomocou linearnej regresie. V praci
konstatujeme, Ze nami osloveni spotrebitelia si uvedomuji zavaznost situdcie avSak vacsina
z nich je presvedCena, ze potravinami sa v ich doméacnostiach plytva v urcitej miere, ¢oho
dovodmi su nakupy vécsieho mnozstva potravin a priprava viacsiecho mnozstva pokrmov ako st
schopni skonzumovat’. Cirkularna ekonomika je trendom 21. storo¢ia a ma svoje opodstatnenie
nie len v priemysle ale aj v samotnych domécnostiach. Konstatujeme, Ze z ndSho prieskumu
vychadza, Ze T'udia Zijuci prevazne v domoch a v mensich mestach vyuZivaju a triedia odpad
efektivnejSie a Castejsie.
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DETEKCIA DRUHOV RODU ENTEROCOCCUS. V SYROCH A ICH
ANTIMIKROBIALNA REZISTENCIA.
DETECTION OF ENTEROCOCCUS SPP. AND THEIR
ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN CHEESES

Jana Vyrostkova, Ivana Regecovd, FrantiSek Zigo, Eva Dudrikova, Jana Malova,
Boris Semjon

Abstract: The aim of our study was to examine the presence of bacteria of genus Enterococcus
spp. isolated from traditional sheep and goat cheeses and then point out the antimicrobial
resistance in a selected part of the border area of Slovakia with Hungary (Slanskeé vrchy region).
After isolation and identification by polymerase chain reaction and mass spectrometry, 110
isolates of Enterococcus spp. confirmed E. faecium (12), E. faecalis (28) and E. durans (12).
Subsequently, these strains were subjected to antimicrobial resistance to nine antibiotics. The
E. faecalis strain showed higher resistance than E. durans and E. faecium. A high percentage
of resistance was observed in E. faecalis to rifampicin (100%), vancomycin (86%), teicoplanin
(71%), erythromycin (71%), minocycline (57%), nitrofuration (57%), ciprofloxacin (14%),
levofloxacin (14%). E. durans showed resistance to rifampicin (100%), teicoplanin (100%),
vancomycin (67%), erythromycin (67%), nitrofuration (67%), minocycline (33%) and E.
faecium to vancomycin, teicoplanin, erythromycin (100%). Continuous identification of
Enterococcus spp. and monitoring of their occurrence and emerging antibiotic resistance is
important to avoid potential risks to public health due to contamination of milk and other dairy.
Keywords: Enterococcus spp., antimicrobial resistance, antibiotic

uvoD

Enterococcus spp. je grampozitivna baktéria nachadzajuca sa v traviacom trakte zvierat,
l'udi ako aj hmyzu (Li et al., 2017). Ich Specifické vlastnosti preZivania pri vysSich teplotach
z nich robia potencionalne baktérie v réznych potravinovych systémoch. Niektoré Studie
naznacuju, ze enterokoky by mohli mat velmi dobré vyuzitie pri spracovani urcitych
fermentovanych mlieénych vyrobkov ako si syry, ato z dévodu prediZenia ich trvanlivosti,
zlepSenia ich organoleptickych vlastnosti a ovplyvnenia tak vyslednej kvality ur¢itych druhov
syra (Giraffa, 2003; Ispirli, 2017).

Niektori autori povaZzuju vyskyt enterokokov v potravinach za indikator nespravnej
vyrobnej praxe a kontaminécie vyrobkov, ked'’Zze st bezne pritomné v surovom mlieku, ¢o
zdoraziuje dolezitost’ zamerania pozornosti ako na suroviny pouzivané pri vyrobe syra tak aj
na prostriedky s ktorymi prichadzajd pocas vyroby do styku (Husein, 2020)

Okrem technologickych funkcii enterokokov, mozeme hovorit’ o produkcii enterocinov
ako sucast’ bakteriocinov (Russo et al., 2018), ¢o vedie k inhibicii ur¢itych patogénov pocas
fermentacie a obdobia zrecieho procesu syrov. Tato vlastnost’ ich zarad’uje medzi probiotické
organizmy ale ked’Ze sa m6zu vyskytovat’ v gastrointestinalneho trakte ako aj fermentovanych
potravinarskych vyrobkov, mozu vykazovat' rézne Urovne rezistencie na antibiotikd, ¢o je
jednou z hlavnych obav tychto izolatov z potravin (Nueno-Palop a Narbad, 2011). Enterokoky
sa mozu prispdsobit’ nepriaznivym podmienkam prostredia. VSeobecne st zname odolnost'ou
voCi antibiotikam (Arias a Murray, 2012). Stali sa uznavanymi ako dolezité hlavné
nozokomialne patogény vd’aka svojej prirodzenej rezistencii na niekol’ko antimikrobialnych
latok (napr. Penicilin, ampicilin a va¢Sina cefalosporinov) a schopnosti rychlo ziskat’ virulenciu
(Kristich et al., 2014).
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Antimikrobidlna rezistencia je kritickym problémom verejného zdravia a dohl'ad nad
rezistentnymi kmenimi z r6znych prostredi je dolezitou sticastou akejkol'vek narodnej stratégie
boja proti baktériam rezistentnym na antimikrobialne latky (Tyson et al., 2018).

Viacsina §tadii sa zaoberd prevalenciou antimikrobidlnej rezistencie enterokokov v
mlie¢nych vyrobkoch z kravského mlieka, avSak absentujt Stadie o antimikrobialnej rezistencii
enterokokov v mlie¢nych vyrobkoch z ov¢ich a kozich mliek na Grovni miestnych fariem.

Ciel'om naSej stadie bolo zistit’ pritomnost’ baktérii rodu Enterococcus spp. izolovanych
z tradi¢nych ov¢ich a kozich syrov a poukdzat’ na antimikrobidlnu rezistenciu vo vybranej Casti
pohranicnej oblasti Slovenska s Mad’arskom (region Slanské vrchy).

MATERIAL A METODIKA

Od méja do septembra 2020 sme izolovali kmene enterokokov zo vzoriek ovc€ich (n =
10) a kozich (n = 10) syrov. Syry sa vyrabali z nepasterizovaného mlieka bez pridania ¢istych
mliekarenskych kultdr a zreli 30 dni. Nasledne bola zo vSetkych testovanych vzoriek pripravena
zakladna suspenzia a desatinné zriedenia podla STN EN ISO 6887-5 (2010). lzolaty
enterokokov zo skiimanych vzoriek boli izolované podla Canigove;j et al. (2012).

Na pripravu vzoriek na identifikdciu MALDI-TOF-MS sa pouzil extrakény postup s
pouzitim etanolu a kyseliny mravcej. Analyza vysledkov sa uskutociiovala na pristroji Ultraflex
Il a softvéri Flex Analysis, verzia 3.0. Vysledky boli vyhodnotené pomocou softveru
BioTyper, verzia 1.1 (Bruker Daltonics, Massachusetts, USA), kde bola podobnost’ medzi
hmotnostnym spektrom izoldtov a referenénym hmotnostnym spektrom MALDI-TOF
vyjadrena skorovanim. Vzorky boli analyzované v spolupraci s Ustavom fyziolégie Zivo¢ichov
SAV v Kosiciach

Celkovéa genomova DNA bola izolovana z enterokokovych kmenov, ako je opisané
v Hein et al., (2005). Na identifikaciu rodu Enterococcus sa pouZila metéda PCR podl'a Ke et
al., (1999), Martineau et al., 1996. Identifikované kmene E. faecium, E. faecalis a E. durans sa
podrobili testovaniu na citlivost’ vo¢i antibiotikam agarovou dilu¢nou metédou (ADM) podla
postupu opisaného v dokumente CLSI M100-S30:2020. Na stanovenie minimalnych
inhibi¢nych koncentracii (MIC) sa pouzili testovacie platne s konecnou koncentraciou
antibiotik: Vankomycin (VAN) 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0 mg.I'"t; Teikoplanin (TEC) 4,0;
8,0; 16,0; 32,0; 64,0 mg.I"Y; Erytromycin (E) 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 mg.I"t; Doxyciklin
(DO) 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 mg.I"t; Minocyklin (MH) 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 mg.I";
Ciprofloxacin (CIP) 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 mg.I"%; Levofloxacin (L) 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 mg.I"
1 Nitrofuration (F) 16,0; 32,0; 64,0; 128,0; 256,0 mg.I"; Rifampicin (RD) 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0
mg.I™.

Referenény kmen Enterococcus (E.) faecalis CCM 4224 (Ceska zbierka
mikroorganizmov, Brno, Ceska republika) bol v tejto §tudii pouZity ako referenény kmeti pre
metodu PCR a ADM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Mikrobiologickym kultivaénym vySetrenim jednotlivych vzoriek syrov a néslednou
identifikaciou izolatov metédou PCR sme ziskali 110 izolatov Enterococcus spp. (Obr. 1).

Obréazok 1 Identifik4cia izolatov
Enterococcus spp. pomocou PCR
metddy L — 100 bp ladder; draha
1- referenény kmen CCM 4224

E. faecalis (112 bp) a interna
kontrola (241 bp); drahy 2 az 23 -
7 E P 10 2B NSIENT 18 P NN 2B izolat Enterococcus spp.
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Néasledne sme vykonali druhovu identifikdciu 110 vySetrenych izolatov metddou
MALDI-TOF MS, identifikovali sme 3 bakterialne druhy, a to E. faecium (12 izolatov), E.
faecalis (28 izolatov), E. durans (12 izolatov). Hodnota skore identifikovanych kmenov pre
izolaty E. faecium sa pohybovala od 2.062 do 2.183, pre E. faecalis sa pohybovala medzi 1.992-
2.101 a pre E. durans sa skore pohybovalo medzi 2.000-1.220. Hmotnostna spektrometria s
laserovou absorpciou / ioniza¢nou matricou (MALDI-TOF MS) umoznila v poslednom
desatroCi rychlu a presnt identifikdciu mnohych mikroorganizmov. MALDI-TOF MS bola
modifikovana tak, aby identifikovala baktérie, a metdda bola najskor adaptovana na kvasinky
(Cassagne et al., 2016; Bohme et al., 2016).

Pretoze vyrobky z kozieho a ovCieho mlieka su dobrym substratom pre rast
rezistentnych baktérii Enterococcus spp., pristupili sme k identifikacii skmanych izolatov z
hl'adiska ich odolnosti vo¢i vybranym antibiotikdm.

Table 1. Pocet rezistentnych (R), stredne citlivych (IS) a citlivych (S) druhov Enterococcus
spp.

Testované kmene enterokokov
E. faecium E. faecalis E. durans
ATB (n=12) (n = 28) (n=12)

S IS R S IS R S IS R
VA 0 0 12 4 0 24 4 0 8
TEC 0 0 12 8 0 20 0 0 12
E 12 0 12 0 8 20 4 0 8
DO 12 0 0 20 8 0 12 0 0
MH 12 0 0 4 8 16 0 8 4
CIP 12 0 0 16 8 4 12 0 0
L 12 0 0 24 0 4 12 0 0
F 8 4 0 8 4 16 0 4 8
RD 12 0 0 0 0 28 0 0 12

Vysvetlivky: VA-vankomycin; TEC-teikoplanin; E-erytromycin; DO-doxyciklin; MH-
minocyklin; CIP-ciprofloxacin; L-linezoid; F-nitrofuracion; RD-rifampicin

Z tabulky 1 vyplyva, Ze 100 % rezistencia voc¢i vancomycinu, teikoplaninu a
erytromycinu bola pozorovand u E. faecium. E. faecalis potvrdil 86 % rezistenciu na
vancomycin a 71 % rezistenciu na teikoplanin a erytromycin. E. durans vykazovol 100 %
rezistenciu na teikoplanin arifampicin, a taktiez 67 % rezistenciu na vankomycin
a erytromycin. Vyvoj antimikrobialnej rezistencie predstavuje obrovské problémy pri liecbe
postihnuteho jedinca. Vacsina izolatov E. faecium je dnes rezistentnd na ampicilin a
vankomycin a vykazuje vysoku rezistenciu na aminoglykozidy, ¢o su tri najtradi¢nejSie
najuzitoc¢nejsie anti-enterokokove antibiotika (Arias et al., 2010)

E. faecium a E. faecalis mozu predstavovat’ problém verejného zdravia pre svoju
rezistenciu na cefalosporiny, linkozamidy, peniciliny a nizku hladinu aminoglykozidov
(Hammad et al., 2015). Enterokoky izolované z mlie¢nych vyrobkov tieZ exprimuji podobny
génovy profil virulencie ako profily spojené s I'udskymi infekciami (Gaglio et al., 2016). E.
durans patri medzi baktérie citlivé na vankomycin, ampicilin, tetracyklin, chloramfenikol a
aminoglykozidy (Russo et al., 2018). Nepretrzita identifikdcia Enterococcus spp. a
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monitorovanie ich vyskytu a vznikajlcej rezistencie na antibiotika je dolezité z dévodu
zabrénenia mozného rizika pre verejné zdravie v dosledku kontaminécie mlieka a inych
mlieCnych vyrobkov.

ZAVER
Nasa studia poukazuje na prevalenciu antimikrobidlnej rezistencie enterokokov v mliecnych
vyrobkoch z kozieho a ov¢icho mlieka. Pritomnost’ rezistentnych enterokokov naznacuje riziko
§irenia rezistencie na antibiotika v potravinach Zivo¢isneho povodu. Studia prispieva k
ziskavaniu poznatkov v nami vybranej oblasti a poukazuje na nedostatok informéacii o
miestnych Studi&ch a vyrobkoch z mlieka produkovanych na farméach.
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HYGIENICKO-EPIDEMIOLOGICKE ASPEKTY VYSKYTU VIRUSOVYCH
GASTROENTERITID NA SLOVENSKU
HYGIENE-EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF VIRAL GASTROENTERITISES
OCCURRENCE IN SLOVAKIA

Zelendakova Lucia

Abstract: The aim of the study was to describe the hygiene-epidemiological aspects of viral
gastroenteritis occurrence in Slovakia during the period 2011 — 2020. These epidemiological
indicators were analysed and evaluated: total prevalence, age and gender distribution,
geographical location and seasonality of infectious disease, factors of transmission, preventive
and repressive measures. Viral gastroenteritis’s (A08.-) belong to the diseases with the highest
morbidity in Slovakia. For the period 2011 — 2020 were reported 67 246 infections in human.
The most diseases were reported in 2019 with the number 8996 (165.05 morbidity/100 000
inhabitants). Viral gastroenteritis were usually transmitted in the risk group of people (children
in 0 — 4 age, seniors 65< and gypsies) by the faecal-oral way, either through person-to-person
contact or ingestion of contaminated food or water. The best prevention is active immunization
by vaccines as well as appropriate socio-hygienic conditions for life.

Key words: viruses, gastroenteritis, foodborne diseases, epidemiology, EPIS

uvoD

Infek¢éna choroba predstavuje proces, ktory sa za¢ina po preniknuti pévodcu nakazy do
organizmu ¢loveka, pokracuje rozmnozovanim pdvodcu a vyvolanim skrytych alebo zjavnych
prejavov nakazy. Crevné néakazy tvoria rozsiahlu skupinu infekénych chordb s
charakteristickou lokalizaciou infekéného procesu v Erevach. Infekcia sa prendSa
interhumannou cestou. Povodcovia ¢revnych nékaz opustaji organizmus stolicou, pripadne
mocom, a do d’alSieho organizmu vnikaju ustnou dutinou (URL 1).

Virusy predstavuju  velki  skupinu  obligatne intracelularne  parazitujucich
mikroorganizmov. Su zavislé na hostitel'skej bunke, ktorej energeticky metabolizmus
a proteosyntézu vyuzivaju pre svoju reprodukciu. Virusy obsahuju bud’ len DNA alebo len
RNA, ktoré st nositel'mi celej genetickej informacie (Novéakova et al., 2013).

Virusové ¢revné ochorenia su vacSinou kratkodobé infekcie a organizmus infekciu rychlo
prekond. AvSak mézu byt nebezpecné pre rizikové skupiny so slabou imunitou, ako st l'udia
po transplantacii organov, agresivnej liecbe rakoviny, pri zvySenom uZivani steroidov a
imunosupresiv ¢i pri syndrome ziskanej imunitnej nedostato¢nosti (HIV / AIDS) (Pezhouh,
Yang, 2018).

Inkubaéna doba pri virusovych ¢revnych infekciach byva vacsinou kratka (1 — 3 dni).
Prejavuje sa vodnatou hnackou trvajicou 4 az 7 dni, vracanim a dehydrataciou. Horucka nie je
Casta. Trvanie hnaciek pri infekcii norovirusom je spravidla kratSie ako pri infekcii rotavirusmi
alebo enterickymi adenovirusmi. Typické priznaky su brusné kifce, bolesti hlavy, myalgia
a prudké zvracanie. Pri rotavirusovej infekcii priznaky zavisia aj od virusovej patogenity a od
imunitného stavu hostitel'a. Hlasené boli pripady extraintestinalneho Sirenia rotavirusov, ¢o
moze viest k virémii alebo vel'mi zriedkavo k ochoreniu centralneho nervového systému
(meningitida). U deti so slabou imunitou sa pozorovali chronické infekcie ¢riev rotavirusmi,
adenovirusmi, norovirusmi, sapovirusmi a astrovirusmi (Desselberger, 2017).

Adenovirusy su dvojvldknove DNA virusy. Sérotypy 40 a 41 postihujd gastrointestinalny
trakt. Je mozné ich identifikovat’ zo stolice imunologickymi technikami. Virdza sa objavuje po
cely rok a jedinym preukazanym mechanizmom prenosu infekcie je priamy kontakt medzi
I'ud'mi (Bellido et al., 2011). Adenovirus postihuje hlavne tenké ¢revo, avsak u pacientov so
znizenou imunitou moéze postihovat’ aj hrubé a slepé crevo. Adenovirus moze spoOsobit
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lymfoidni hyperpldziu najmd u pediatrickej populacie. Adenovirusova kolitida je casto
prehliadana. V tretine pripadov vSak bol hlaseny spolu s adenovirusmi aj cytomegalovirus
(Pezhouh, Yang, 2018).

Rotavirus je gulovity, segmentovany, dvojvlaknovy RNA virus bez obalu, ktory je
najdolezitejSou pri¢inou zavaznej hnacky u malych deti na celom svete. PrenaSa sa fekalno-
oralnou cestou, s najviaésou pravdepodobnost'ou z ¢loveka na ¢loveka, a hlavnymi prenaSa¢mi
su deti a dospeli bez priznakov. Opakované infekcie s réznymi sérotypmi nie si nezvycajné.
Infekcia rotavirusom spdsobuje poskodenie absorpénych buniek klku tenkého Creva a deficit
hydrolaz, ¢o ma za nasledok stratu tekutin a osmoticku hnac¢ku (Inadomi et al., 2019).

Tab. 1 Frekvencia virusovych povodcov ¢revnych infekcii (Desselberger, 2017)

Virusy, ktoré ¢asto Virusy, ktoré menej ¢asto Virusy, ktoré spésobuju
sposobuju ¢revné sposobuju ¢revné infekcie hnacky
infekcie u imunodeficientnych
Pudi
Rotavirusy (11 - 68 %) | Kobuvirusy (vratane Aichi virusov) | HIV
Kalicivirusy (norovirusy, | Enterovirusy Cytomegalovirus
sapovirusy) (1 - 13 %) Othoreovirusy Herpes simplex virus
Adenovirusy skupina F | Adenovirusy (iné ako skupina F) Picobirnavirusy
(1-10%) Torovirusy Adenovirusy typy 42 — 47

Astrovirusy (1 -5 %) Koronavirusy (vratane SARS CoV)
Parvovirusy (vratane bokavirusu)

Dal§im znamym pdvodcom sii norovirusy, nazyvané aj Norwalk virusy. Niekol’ko ich
kmenov méze spdsobovat’ gastroenteritidu. Existuji miliony pripadov ro¢ne, najmé u doj¢iat,
malych deti a starSich I'udi. Tieto virusy su I'ahko prenosné a vysoko nakazlivé. Su zname tym,
ze spdsobuju rozsiahle infekcie u skupin I'udi v stiesnenych priestoroch, napriklad na vyletnych
lodiach. Virusy sa m6zu prenéasat’ priamym kontaktom, dotykom s kontaminovanymi povrchmi
a kontaminovanymi potravinami. PretoZe virus nie je usmrteny dezinfek¢nymi prostriedkami
pouzivanymi v Standardnych koncentracidch na ni¢enie baktérii, riziko prenosu zostava vysoké,
a to aj po vycisteni. Priznaky norovirusovej infekcie su podobné ako pri rotavirusoch, su to
vodnaté hnacky, mierne ki¢e a hortcka. Tieto virusy niekedy spdsobuju prudké zvracanie.
Ochorenie je zvyCajne mierne, vyvija sa 12 az 48 hodin po expozicii a odznie do niekol’kych
dni bez lieCby. Moze sa vSak vyskytnut’ dehydratacia (Gary, 2016; Parker et al., 2016).

Diagnostika rotavirusovych, astrovirusovych a enterickych adenovirusovych infekcii je
pomerne l'ahkd, pretoze v akutnej faze ochorenia sa vytvara a vylucuje vel'ké mnozZstvo Castic.
Stanovenie diagnozy je mozné bud’ pomocou elektronového mikroskopu a farbenia castic,
pomocou aglutinaénych testov alebo pomocou imunologickych metdéd ELISA alebo
molekularnych metod PCR (Desselberger, 2017).

Lie¢ba infekcie obsahuje hlavne oralnu alebo v zavaZnejSich pripadoch intravenéznu
rehydrataciu. Inak je lie€ba symptomaticka. Uzivanie antidiaroik sa u deti neodporuca, aj ked’
v poslednej dobe sa objavuje sl'ubny vyvoj v pouzivani liekov s antisekre¢nou aktivitou, ako je
racecadotril. V klinickom pouZziti neexistuju Ziadne Specifické antivirusové chemoterapeutické
latky. Vyvoj vakcin bol zamerany hlavne na rotavirusy, ktoré st hlavnou pri¢inou
gastroenteritidy a vysokej detskej umrtnosti v rozvojovych krajinach (Sanchez, Bosch, 2016).

MATERIAL A METODIKA
V kontexte s uvedenym bolo cielom prace analyzovat’ a zhodnotit’ epidemiologicku situaciu
vo vyskyte virusovych crevnych infekcii na Slovensku za ostatnych 10 rokov. Informacie
o0 hlasenych pripadoch tychto ochoreni sme ziskali z epidemiologického informaéného systému
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EPIS. Medzi konkrétne ukazovatele, ktoré sme v diapazone rokov 2011 — 2020 analyzovali
patrili: celkovd prevalencia atrendy vyskytu, distribacia podla krajov, vekovych skupin,
pohlavia, ¢i sezonnosti. Ziskané udaje sme spracovali a vyhodnotili v tabul’kovej a grafickej
podobe. Osobitni pozornost’ sme venovali faktorom prenosu a preventivnym opatreniam.

Podl'a Medzinarodnej klasifikacie chordb patria virusové crevné infekcie do skupiny
crevnych infekénych choréb (A00 — A09), st oznacené diagnostickym koédom AOS-.
Komplexna charakteristika v zmysle klasifikacie je uvedena v tab. 2.

Tab. 2 Klasifikacia ¢revnych virusovych infekcii a inych, blizsie uréenych ¢revnych infekcii

(URL 2)
A08.- | Virusové a iné, bliz§ie uréené | Nepatri sem:
Crevné infekcie Chripka s postihnutim traviacej trubice

A08.0 | Rotavirusova enteritida
A08.1 | Akutna gastroenteritida
zapri¢inend norovirusom
[Norwalk]

A08.2 | Adenovirusova enteritida
A08.3 | Ina virusova enteritida
A08.4 | Virusova ¢revna infekcia, Virusova:

blizSie neuréena * enteritida, blizSie neuréena

* gastroenteritida, enteritida, blizSie neurcena

A08.5 | Iné, blizsie urcené ¢revné
infekcie

VYSLEDKY A DISKUSIA

Virusoveé gastroenteritidy patria medzi vysokonakazlivé infek¢né ochorenia, vdésina z nich
sa prendSa fekalno-ordlnou cestou a kontaminovanymi potravinami, resp. vodou (Harsanyi,
2009).

Virusové ¢revné infekcie a iné, blizsie uréené érevné infekcie (A08-) patria na Slovensku
k ochoreniam s najvysSou chorobnost'ou. Za obdobie 2011 — 2020 bolo v SR hlasenych spolu
67 246 ochoreni, ¢o nie je nezanedbatel'ny pocet. Naopak, za ostatnych 10 ale i 20 rokov maju
virusové gastroeneteritidy vyrazne stdpajuci trend. Co je eite zaujimavejsie, chorobnost’ za
poslednych 20 rokov stupla takmer 0200 %. Z grafov 1 a2 zaroven vyplyva, Ze v rdmci
chorobnosti sa striedaju obdobia s vysokym narastom poc¢tu ochoreni (2011 — 2012, 2015 —
2016) s obdobiami, kedy je zaznamenany ich pokles (2013). Skresl'ujuco posobi rok 2020,
v ktorom bolo hlasenych podstatne menej virusovych gastroenteritid (1 800 pripadov) oproti
inym rokom. Objektivne treba skonstatovat’, ze toto ¢islo nezodpoveda redlnej skutocnosti, ale
je nepriamo sp6sobené pandemickou situaciou vyvolanou respiraénym koronavirusom —
ochorenim Covid 19, ktoré sa stalo prioritou v oblasti ochrany verejného zdravia. Zarover, nie
vSetci 'udia exponovani gastroenteritickymi virusmi boli oSetreni lekarom, pripadne im nebola
odobratd vzorka, ktora by potvrdila pozitivitu a teda neboli hlaseni do systému EPIS. Tuto
povinnost’ maju pritom prakticki lekari a nemocnice cez svoje laboratorid.

Ak opomenieme tento fakt, trend vyskytu virusovych c¢revnych infekcii ma naozaj
stupajtci charakter. PriCiny tohto stavu moZeme hladat’ na jednej strane v kvalitnejSej
diagnostike, na druhej strane vo zvysujucej sa odolnosti mikroorganizmov voc¢i podmienkam
vonkajSieho prostredia. Dolezitl tlohu zohrava mobilita I'udi, ich zdravotné kompetencie, resp.
imunita, socialno-hygienické podmienky na byvanie, Zivotny Styl, ale aj zmeny stravovacich
navykov (konzumaécia Cerstvého ovocia a zeleniny, morskych plodov, ryb ¢i narychlo
pripravenych jedal).
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Zvolena diagnoéza "A08'.
Trend za 10 rokov.
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Graf 1 Trend vyskytu virusovych ¢revnych infekcii a inych, blizsie ur¢enych ¢revnych
infekcii na Slovensku za 10 rokov
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Graf 2 Vyskyt virusovych ¢revnych infekcii a inych, bliz§ie uréenych ¢revnych infekcii
za 20 rokov

Tieto virusové ¢revné infekcie sa vyskytuju sporadicky iepidemicky v uzavretych
skupinach hlavne u deti, napriklad v Skolskych zariadeniach.

Od roku 2014 pocet hlasenych pripadov érevnych virusovych infekcii kumulativne stipa
najmd ,,vdaka“ lokalnym epidémiam vyskytujucich sa u obyvatel'stva s nizkym sociélno-
hygienickym Standardom na vychodnom a strednom Slovensku. Netreba v$ak podcenovat ani
riziko importovania ndkazy najma z rizikovych krajin, dovolenkovych krajin (Chorvéatsko,
Turecko ¢i Bulharsko). Hoci je pocet importovanych nakaz nizky, netreba podcenovat
dodrZiavanie zasad osobnej hygieny a hygieny stravovania na dovolenkach. Z diagn6z
zaradenych do A08- najviac dominuju rotavirusove infekcie (tab. 3).
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Tab. 3 Importované nakazy ¢revnych virusovych a inych, blizsie ur¢enych ¢revnych

infekcii (2011 — 2020)

Rok | Ochorenie Krajina POéet, Rok | Ochorenie Krajina POéet,
nakazenych nakazenych
2011 | A080 Chorvatsko | 2 2017 | A080 Taliansko 1
Bulharsko | 3 Chorvatsko | 11
2012 | A080 Chorvatsko | 3 Maroko 3
Bulharsko | 4 Turecko 1
Spanielsko | 1 Bulharsko |1
Turecko 1 Turecko 1
2013 | A080 Chorvatsko | 13 Grécko 1
irsko 1 2018 | A080 Bulharsko | 4
Bulharsko | 4 Turecko 10
Turecko 3 Tunisko 2
Spojené
A081 Bulharsko | 1 kralovstvo | 1
2014 | A080 Chorvatsko | 8 Cyprus 1
Bulharsko | 6 Thajsko 1
Taliansko 3 Chorvatsko | 1
Tunisko 1 Egypt 1
Turecko 1 A081 Madarsko |1
A082 Tunisko 1 Turecko 4
Spojené
2015 | A080 Thajsko 1 kralovstvo | 1
Egypt 1 Nemecko 2
Cesko 1 Grécko 1
(;horvétsko 6 A082 Albansko 2
Cierna
Hora 1 Bulharsko |1
Turecko 2 2019 | A080 Egypt 2
Bulharsko | 2 Pol'sko 2
Franclizsko | 1 Srbsko 1
Mad’arsko 2 Bulharsko | 3
A081 Mad’arsko | 1 Turecko 6
Egypt 1 Chorvétsko | 8
A082 Cyprus 1 A081 Pol’sko 4
2016 | A080 Chorvatsko | 5 Chorvatsko | 2
Bulharsko | 2 Grécko 3
Cesko 1 Turecko 1
Taliansko 1 A082 Chorvatsko | 1
Franctizsko | 1 2020 | A082 Pol'sko 1
A081 Mad’arsko 1
Cesko 1
A082 Egypt 1

Ako vyplyva z grafu 3, najvacsi pocet ¢revnych virusovych ochoreni tvoria rotavirusové
enteritidy (A080 — 56 %). Druhé najcastejSie vyskytujice sa ochorenie je akutna
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gastroenteritida zapri¢inena norovirusom (A081 — 28 %), za ktorou nasleduju ochorenia
vyvolané adenovirusmi (A082 — 11 %). Naopak, iné virusové enteritidy a iné, blizsie uréené
¢revné infekcie tvoria len 2 % hlasenych pripadov v tejto skupine infekénych ochoreni (A083
a A085).

= AOB0 = AO81 = A082 AO083 = A084 = A085

Graf 3 Percentualne zastupenie ¢revnych virusovych a inych, blizsie uréenych ¢revnych
infekcii (2011 — 2020)

Rotavirusova enteritida je ochorenie akutneho typu, ktoré postihuje traviaci trakt. Choroba
je spbsobena virusom rotavirus, ktorého je niekol’ko typov: A, B a C. Pre 'udsky organizmus
st nebezpecné typy A az C. Rotavirusova enteritida sa $iri pri zanedbani hygieny zne€istenymi
rukami. Najviac sa vyskytuje na jar a na jesen. Postihuje malé deti vo veku od pol roka do 6
rokov (Parbhoo et al., 2016).

Umrtnost’ je vel'mi nizka, ale pri zanedbani starostlivosti moze byt ochorenie aj fatalne. U
malych deti ¢asto sposobuje dehydrataciu, vplyvom ¢oho méZe organizmus dietat’a Upadnat’
do Soku (Contzen et al., 2009; Parashar et al., 2006). Ockovanie deti na rotavirus je odporac¢ané
aj na Slovensku.

Ked’ sa virus dostane do organizmu, napada sliznicu tenkého ¢reva a vyvolava jej zapal.
Inkubacéna doba je obvykle 1 az 3 dni, odkedy sa prejavia prvé priznaky ochorenia. Choroba sa
prejavuje silnou a zapachajucou hnackou, ¢o moze viest' k rychlej a extrémnej dehydratacii.
Dalsimi priznakmi st nevolnost, zvracanie, zvy$ena teplota az horacka (Ciarlet a Schodel,
2009).

Mobze spdsobit’ aj netypické priznaky, ktoré v niektorych pripadoch kon¢ia komplikaciami
ako zapal pl'tic, zapal svalov ¢i zhorSenie vstrebavania Zivin (Mast et al., 2009).

Akutna gastroenteropatia zapri¢inena norovirusom (Norwalk) je infekéné ochorenie,
ktorému sa dobre dari najma v spolo¢enskych zariadeniach alebo tam, kde sa nachadza vicsia
skupina l'udi na jednom mieste. Ide o hnackové ochorenie, ktoré v rdmci nebakteridlnych typov
hnaciek postihuje az polovicu dospelej populécie a tretinu detskej, Co v praxi znamena, ze
spomedzi hnaciek, ktoré nie su spdsobené baktériami, ma akutna gastroenteropatia spésobena
virusom Norwalk vyrazne zastupenie (URL 3).
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Virus sa prenaSa fekalno-oralnou cestou a sposobuje ¢revné problémy, hnacky a zvracanie.
V niektorych pripadoch bol zaznamenany aj prenos vzduchom, av3ak primarne sa prenasa
kontaminovanymi potravinami a stolicou (Inadomi et al., 2019).

Adenovirusova enteritida (A082) sa prenédSa anaerdbnou cestou, kontaminovanou vodou,
potravinami ¢i dotykom. Inkubac¢na doba je rozdielna, moze to byt 5 dni, ale aj dva tyzdne.
Typicky je aj opakovany charakter, kedy je mozna reinfekcia po nejakej dobe (Lin et al., 2019).

Adenovirusy zapri¢inuju zhruba kazdé desiate ochorenie respira¢ného charakteru u malych
deti od 6 mesiacov do 7 rokov. Je to aj sezénne ochorenie typické najméa pre zimné mesiace
alebo pre skoré leto ¢i skort chladnejsiu jar (Pezhouh a Yang, 2018).

Rizikovymi skupinami sU seniori a malé deti, pretoze pre nich moze byt ochorenie v
pripade komplikacii aj Zivot ohrozujlace. Rizikovymi faktormi su tieZz chronické choroby
a nedavna transplantacia (Goikhman et al., 2020).

Kompletnd charakteristika najCastejSie sa vyskytujacich virusov spdsobujucich
gastroenteritidy je uvedena v tab. 4.

Tab. 4 Z&kladné informacie 0 naj¢astejSich povodcoch ¢revnych infekcii (Marlow, 2016)

. Inkubaéna | Trvanie .
Virus Sezonnost’ Prenos
doba choroby
Rotavirus | 1-3dni 5-7dni | Prevazne v zime | Fekalno-oralnou cestou,
a na jesen kvapockova infekcia
Norovirus | 12 -48 hodin | 1 -4 dni | Celorocne, Fekalno-oralnou cestou,
zvlast' v zime kvapockovou infekciou,
jedlo, predmety, voda
Sapovirus | 1-2dni 3—4dni | Celoro¢ne Fekalno-oralnou cestou
Astrovirus | 4-5dni 5-6dni | Prevazne v zime | Fekalno-oralnou cestou
a vodou
Entericky | 3-10dni 6—9dni | Prevaznev lete | Fekalno-oralnou cestou
adenovirus

iluniz 7 21 85
6 % 3 ;

TRENCIN P T Vﬁ\\*w«,%k
10,9 % 0%k s ;

BANSKA BYSTRICA

10,8 %

NITRA
134 %

Obr. 1 Percentualny podiel ¢revnych virusovych a inych, blizsie ur¢enych infekcii v
jednotlivych krajoch Slovenskej republiky (2011 — 2020)

Najvyssi vyskyt virusovych érevnych ochoreni bol za ostatnych 10 rokov zaznamenany
v PreSovskom kraji. Podl'a epidemiologickych zdznamov kazdoro¢ne najviac pripadov pribuda
hlavne v okrese Poprad, PreSov a KeZmarok a vo viésine su to deti vo veku 0 az 4 roky. Ked'ze
ochorenia sa prendSaju fekalno-oralnou cestou, pravdepodobne sa tento zvySeny vyskyt
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vzt'ahuje na oblasti a 'udi s niz§im hygienickym Standardom. Tie st v podmienkach Slovenskej
republiky situované do vysSie uvedenych okresov. Na porovnanie Bratislavsky kraj sa na
celkovom vyskyte hladsenych pripadov ¢revnych virusovych infekcii podiela 8 %. Okrem
socialno-ekonomickych podmienok podstatni tilohu zohrava miera zao¢kovanosti deti, ked’ze
vakcina proti rotavirusu je dobrovolna a nie je hradena zdravotnymi poistoviiami.

Pokial' ide o sezonnost’, virusové ¢revné infekcie boli najviac hldsené v zimnych
mesiacoch (> 7500) s maximalnym vyskytom v januari (11,82 %) a marci (11,14 %). Naopak,
nizsi vyskyt bol zaznamenany v mesiacoch jun — september, ¢o predstavuje v priemere 6,8 %
(4595 ochoreni).

Niektoré enterické virusové infekcie maju sezonny charakter. V regionoch s miernym
podnebim dosahuju infekcie spdsobené enterovirusmi zvycajne vrchol v lete a zacCiatkom
jesene. Naopak, rotavirusové, norovirusove a astrovirusové infekcie sa vyskytuju hlavne v
chladnejsich mesiacoch, aj ked’ uz boli opisané sezénne a nesezénne distribucie rotavirusu v
odpadovych vodach. Enterické adenovirusové infekcie vrcholia v polovici leta. Tieto Udaje
naznacuju, ze teplota a pravdepodobne relativna vlhkost mézu mat zmysel v sezonnom
rozloZeni ohnisk urcitych l'udskych enterickych virusov, z dévodu vplyvu tychto faktorov na
perzistenciu virusu (Bosch et al., 2008; Sanchez, Bosch, 2016).

Akutna gastroenteropatia spésobend norovirusmi je pritomna v populacii celoroéne, aj ked’
vacsi vyskyt je zaznamenany najma v zimnom obdobi (URL 3).

Analyza vyskytu virusovych ¢revnych infekcii za 10 rokov z hladiska pohlavia a veku
priniesla rovnako zaujimaveé vysledky. V prvom rade treba konStatovat, Ze Virusové
gastroenteritidy boli hlasené pribliZzne v rovnakom poéte u muzov, ako i Zien (graf 4).

i

B Mudi mZeny

Graf 4 Percentualny podiel ¢revnych virusovych a inych, blizsie uréenych infekcii u muzov
a zien (2011 - 2020)

Z tabul’ky 5 vyplyva, Ze tieto typy ¢revnych infekeii boli hlasené v kazdej vekovej
skupine, pricom ich najvyssi pocet (38 902) bol zaznamenany u 0 — 4 ro¢nych deti, co ¢ini
neuveritelnych 61 %. Deti v tomto veku sa pritom najcastejsie lieCia na rotavirusové enteritidy.
K rizikovym skupindm vSak patria aj deti vo veku 5 — 9 rokov (13 %) a seniori starSi ako 65
rokov. Z udajov vyplyva, Ze najvysSia chorobnost’” bola zaznamenana v roku 2019, kedy
dosahovala az 165,05/100 000 osob. Vysledky potvrdili, Ze podobne ako u inych ochoreni
antropondzneho charakteru, st aj na vznik virusovych enteritid vnimavejSi novorodenci,
dojcata a 'udia so zniZenou imunitou, resp. zniZzenou aciditou zaludka, u ktorych stac¢i k infekcii
podstatne nizSie mnozstvo mikroorganizmov.
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Tab. 5 Vyskyt virusovych ¢revnych infekcii a inych, blizsie ur¢enych ¢revnych infekcii
z hl'adiska veku (2011 — 2020)

Vek/rok |0az4 |5a79 |10az19 |20a734 [35a754 | 55a764 | 65+ | Spolu *
2011 | 3976 |885 | 325 271 268 124 361 | 6210 | 14427
2012 [ 3413 [761 |578 471 263 126 376 | 5988 | 109,97
2013 | 3415 |535 | 286 154 167 101 327 |4985 | 92,13
2014 | 3466 | 718 | 347 219 197 123 422 | 5492 | 101,40
2015 | 5058 | 1125 | 606 222 217 139 481 | 7848 | 14476
2016 | 4185 |1143 | 715 425 589 307 1276 | 8640 | 159,23
2017 | 4664 [1092 | 469 270 255 136 619 | 7505 | 138,09
2018|5484 [ 920 | 465 283 371 252 514 | 8289 | 15245
2019  |5241 [1196 | 758 418 329 217 837 | 8996 | 16505
2020 Udaje neboli v systéme EPIS uvedené

Spolu | 38902 | 8375 |4549 | 2733 | 2656 | 1525 | 5213 | 63953 | 12074

* Chorobnost/100 000

Ako najcastej$i faktor prenosu virusovych gastroenteritid sa uvadza kontakt s chorym,
kontaminované prostredie alebo kontaminovany predmet. V skupine ,kontaminované“ boli
najviac hlasené faktory vzduch aruky. Z potravinarskeho hl'adiska dominovala zmieSana
strava, surova zelenina, lah6dkarské vyrobky a pokrmy typu Fast food.

Enterické virusy sa prenaSaju najmi tym spésobom, ze nakazeny Clovek (pracovnik v
potravinarskom podniku) rozsiruje infekciu, ale eSte nejavi ziadne priznaky (méze byt nosic),
alebo je chory a nedbéd na pravidla hygieny, alebo je pracovnik v rekonvalescencii, o znamena,
ze je infekény dlhti dobu aj po zotaveni. Ku kontaminécii potravin ako nasledku l'udske;
manipulacie moze dojst’ vo vSetkych stuptioch procesu ich spracovania: od zberu a balenia, az
po pripravu pokrmov (Souza et al., 2006).

Pezhouh a Yang (2018) uvadzajd, Ze mnohé virusy maju zvySenu afinitu k niektorym
potravinam:

e NoV - lastarniky (ustrice, musle, Skeble, srdcovky a slavky)

e NoV - Cerstvé ovocie, zelenina, bobul'ovité plody (,,fresh produce®)

e NoV a HAV - manualne pripravované potraviny: Salaty, sendvice, studené méasove
oblohy, hamburgery

e NoV a AdV - voda (pitnd voda, voda pouZivana na pripravu pokrmov)

Podla Pexara a Govarisa (2020) zivocisne a 'udské rotavirusy, ktoré vnikli do odpadovych
vod a zivotného prostredia mozu kontaminovat povrchové vody, morské plody, ovocie
a zeleninu. Potraviny mo6Zu kontaminovat’ aj infikovani pracovnici manipulujici s potravinami.
Infek¢na davka je pre Cloveka velmi nizka, odhaduje sa na 10 — 100 virusovych castic
nachadzajucich sa v potravinach alebo vo vode.

Epidémie enterickych virusov prenasané potravinami sa spajaju s konzumaciou surovych
mékkysov, hlavne ustric kontaminovych l'udskymi splaskami (Johne, 2013).

Hnacky vyvolané adenovirusmi sa ovel'a CastejSie prenasaju vodou (aj v bazénoch), priCom
0sobna hygiena tu zohrava podstatn( tlohu (O”Shea, 2019).

Regionalne Urady verejného zdravotnictva zistili, Ze za vyskytom viacerych epidémii boli
katastrofalne socialno-hygienické podmienky, ktoré saviseli snizkou uroviiou byvania
a stravovania, nezaoCkovanost’ rizikovych skupin obyvatel'stva ¢i vyssia koncentracia osob na
jednom mieste (detské kolektivy). Medzi najcastejsie druhy opatreni, ktoré boli uskutociiované
v ohniskach nakazy patrili: dezinfekcia, vyhladavanie podozrivych z nakazy a ochorenia,
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zédkaz vykonu epidemiologicky zavaznych ¢innosti, preSkolenie o0s6b pracujucich
s potravinami, technické opatrenia, zdravotna vychova, informovanie zainteresovanych,
sprisnenie hygienicko-epidemiologického rezimu, likvidacia odpadu, laboratérne vySetrenie
faktoru prenosu, zakaz ¢innosti potravinarskej prevadzky a likvidacia faktoru prenosu.

ZAVER

Slovensko sa zacClenilo do sieti Eurdpskej tnie pre surveillance infekénych ochoreni. Vyvoj
a zavedenie systému EPIS na Slovensku viedlo k posilneniu surveillance infekénych chorob,
zvySeniu akcieschopnosti epidemioldgov v oblasti kontroly prenosnych ochoreni, manazmentu
epidémii a zvladania mimoriadnych situdcii, k zrychleniu a skvalitneniu zabezpecovania
podkladov pre rozhodovaciu ¢innost’, ¢o je predpokladom rychleho prijimania efektivnych
protiepidemickych opatreni na ochranu zdravia obyvatel'ov.

Prevencia a kontrola érevnych virusovych infekcii je podobné ako pri ostatnych nékazach
prendSanych interhumannym prenosom. Spolahliva ochrana spociva jednak v prisnom
dodrziavani hygienickych a sanitanych podmienok zameranych na zabranenie kontaminacii
vody a potravin fekalno-oralnou cestou, ako aj v prisnom dodrZiavani hygieny stravovania
(prevéranie vody, pitie napojov balenych v originalnych obaloch, eliminacia konzumécie
pokrmov rychleho obcerstvenia, neumytej zeleniny, tepelne neoSetrenych ryb, morskych
plodov a pod). Ucinna vakcinacia je d’alsou z moznosti, ako znizovat’ vyskyt tychto infekcii. U
0s6b vracajucich sa z dovolenkovych destinacii, u ktorych sa prejavila gastroenteritida je
nevyhnutd karanténa a vySetrenie v zdravotnickom zariadeni. DodrZiavanie hygienickych
navykov, umyvanie ovocia a zeleniny pre ich mozni kontaminaciu prachom alebo p6dou,
umyvanie rik po WC a pred jedlom, ¢i désledné tepelna Uprava, patria medzi najefektivnejSie
moznosti prevencie virusovych ¢revnych infekcii.

Najnutnejs$ie je v buducnosti podporovat’ rozvoj programov na zlepSenie hygieny v
socialne zanedbanych oblastiach, to nielen vykonanim jednorazovym sanita¢nym programov v
tychto oblastiach, ale i poskytovanim informécii o moznosti zlepSenia ich zdravotného stavu,
ale aj aktivnejSej pomoci pri zabezpecovani potrieb osobnej hygieny, obmedzenie umrti hlavne
deti v rizikovom veku a hygienickych podmienok vSeobecne.

V neposlednom rade st zodpovedni za produkciu bezpecnych potravin majitelia
potravinarskych a gastronomickych prevadzok. Ti zabezpec€uju, aby produkty boli kvalitné a v
sulade s legislativou. Kontrola zaCina pri prijme vstupnych surovin od farmarov a chovatel'ov.
Dalej pokraduje polas celého procesu vyroby, spracovania, balenia, distribucie, dovozu
a predaja. Aby sme zabezpecili zdravotne bezpecné potraviny, je nutné dodrziavat’ vSetky
preventivne opatrenia.

Pod’akovanie: Praca bola podporena projektom KEGA ¢. 017SPU-4/2019 ,,Inovacia obsahovej Struktiry a e-
learning v studijnych programoch Bezpeénost' a kontrola potravin a Potraviny a technoldgie v gastrondmii*.
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REGENERACIA ZELENINOVO-RYZOVYCH JEDAL POMOCOU
MIKROVLNNEHO OHREVU Z HADISKA MIKROBIOLOGICKEHO
HODNOTENIA
REGENERATION OF VEGETABLE-RICE MEALS BY MICROWAVE HEATING
FROM THE MICROBIOLOGICAL EVALUATION POINT OF VIEW

Lucia Zeleriakova, Anna Kolesarova, Simona Kunova

Abstract: In order to assess the effect of microwave heating of vegetable-rice meals on
microorganisms, we selected total viable count (TVC), number of microscopic filamentous
fungi (MFF) and yeast, the content of coliform bacteria and the occurrence of Bacillus cereus
from microbial parameters. The total viable count (TVC) in fresh risotto was 1.75.10° CFU.g™.
After microwave heating decreased on 1.27.102 CFU.g™* (the second day) at 750 W and 1 minute
heating and 5.81.10? CFU.g™* on the third day at 500 W and 30 s. The number of MFF and yeast
was low in fresh meal as well as regenerated ones (<1.10' CFU.g}). There were no coliforms
in the all samples. Bacillus cereus colonies were also not present in the samples, indicating that
the food was well stored.

Key words: rice, vegetables, microwave heating, regeneration, microorganisms

uvoD

Regeneracia je proces zvySovania teploty vopred pripravenych potravin. Je to posledny
krok v technologickych postupoch pripravy pokrmov, napr. varenie, chladenie, zmrazenie
a moze zahfnat' koneény krok bezprostredne pred servirovanim. Na regeneraciu su vhodné
pokrmy, ktoré boli susené, Cerstvé, zmrazené, predpripravené i konzervované (Monaghan,
2014).

Regeneracia znamena opétovnu tepelnu upravu, nie iba ohrev pokrmu. Je vel'mi dolezité
prevadzat’ regeneraciu tak, aby pokrm bol dokladne prehriaty v celom objeme, a tym boli
znicené pripadné Skodlivé mikroorganizmy, ktoré sa mézu v pokrme od doby jeho tepelnej
upravy objavit. Ohrev musi prebiehat’ rychlo, aby ¢o najrychlejSie bolo prekonané nebezpecné
teplotné rozmedzie medzi 10 — 60 °C, pri ktorom sa vacSina Skodlivych mikroorganizmov v
potravinach najlepSie mnozi (Zelenakova et al., 2018).

Regeneracia ohrevom eliminuje va¢sinu bakterialnych buniek, skor vytvorené toxiny moézu
v pokrme zostat’. Z hl'adiska overenia bezpecnosti rezimu tepelnej upravy sa odporuca preverit’
podmienky ohrevu a urcit’ pre dany, vzdy rovnaky druh pokrmov jednotny rezim tepelnej
upravy (pociato¢na teplota, vykon zariadenia, ¢as na dosiahnutiec pozadovanej teploty v jadre
pokrmu) (Yang et al., 2016; Zelenakova et al., 2018).

V gastronomii sa dd pouzit’ niekol'ko sposobov na regeneraciu (zohriatie) jedal zo
schladeného, resp. zmrazeného stavu. Medzi najCastejSie vyuzivané moznosti patri mikrovinna
rura (Trembova, 2013).

MikrovInné rary pracuji pomocou elektromagnetickych vin prostrednictvom magnetronu
obsiahnutého vo vnatri rdry. Tieto viny sp6sobuju vibraciu molekdl vody v potravinach
vplyvom mikrovinného Ziarenia s frekvenciou 2 450 MHz, ¢im dochadza k treniu molekul
a tvorbe tepla, ktoré sa potom prenasa do ostatnych zlozZiek vyrobku vedenim alebo pradenim,
preto hlavny vplyv na rychlost’ ohrevu ma obsah vody a soli v potravine, jej merné teplo a tiez
ostatné zlozky a tvar potraviny (Sobral et al., 2018).

Mikrovinny ohrev potravin sa niekedy spaja s nerovnomernym zohrievanim v doésledku
»horucich a studenych miest”. RozloZenie teploty v mikrovinne ohrievanych potravinach je
ur¢ené termofyzikalnymi vlastnostami potravin, ako aj distriblciou rozptylenej mikrovinnej
energie. Distribacia mikrovinného ohrevu v potravine je zase uréena elektrickym pol'om vo
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vnutri mikrovinnej rary alebo aplikatora, dielektrickymi vlastnostami potraviny a mikrovinnou
frekvenciou (Wéppling, 2015).

Neodportca sa pouzivat’ nahly nérast vysokych teplot, regenerdcia potravin neznamena
prehriatie alebo nadmerné varenie. V kuchyni sa musi dodrziavat’ chladiaci retazec, aby sa
zachovali organoleptické vlastnosti potravin. Pouzitie vysokych teplot (viac ako 70 °C) moze
pokrm varit’ alebo dokonca spalit’, ¢im straca svoju pdvodnu chut’ a textiru. Pri regeneracii
jedla je potrebné monitorovat’ teplotu pomocou vpichového teplomera. Aj ked z vonkajsej
strany jedlo vyzera ohriate a chrumkavé, vo vnitri méze byt studené. Aby bolo jedlo uplne
zohriate, musi mat’ vnttornu teplotu pri podavani 65 °C az 70 ° C (Zavarska, 2018).

Opakované ohrievanie zvySkov alebo priprava jedla v mikrovlnnej rure mdze viest’ k
suchému, gumovitému jedlu. Ak sa uz ma pouzit’ mikrovlnna rura, je délezité pouzivat nadoby
vhodné pre mikrovlnnll raru. VacSina papierovych, sklenenych a keramickych nadob sa da
bezpecne pouzivat' v mikrovinkach, pretoze nimi prechadzaji mikroviny. Niektoré plastové
nadoby st bezpe¢né v mikrovinnej rare, ale mnohé z nich by sa nemali pouZzivat. Pokrm by
mal byt’ usporiadany tak, aby sa rovhomerne zohrieval. Usporiadanie potravin v jednej vrstve
pomaha rovnomernejSiemu ohriatiu (Price, 2018).

Na balenie potravin, ako aj na vyrobu plastovych naddob pre mikrovinny ohrev sa pouZivajd
materidly (napriklad polyetylén, polypropylén, polykarbonat, polystyrén, polyetyléntereftalét),
ktoré neobsahuju chlér a preto tieto nepredstavuju Ziadne zdravotné riziko spésobené vyssie
uvedenymi toxickymi a kancerogénnymi latkami. Uvedené fakty potvrdili vo svojich
stanoviskach aj Europsky trad pre bezpeénost’ potravin — EFSA alebo americky Urad pre
potraviny a lieky — FDA. Na zaklade uvedenych skutoc¢nosti informacia o Skodlivosti plastov
pri mikrovlnnom ohreve je jednoznacne zavadzajuica, a preto sa spotrebitelia nemusia obavat
pouzitia plastovych nadob alebo obalov uréenych pre skladovanie a prepravu potravin a
napojov, ako aj pre ohrev v mikrovinnych zariadeniach (Bukovsky, 2013).

Mikrovlnny ohrev vytvara svojou rychlost’'ou, ale najma nerovnomernym rozloZenim teplot
predpoklady pre nedodrzanie bezpeného tepelného opracovania a tym aj moznost’ prezivania
neziaducich mikroorganizmov. Této skuto¢nost’ ma vyznam hlavne pri potravinach, ktoré sa v
mikrovinke len ohrievaju, teda hotove jedla. Povrchova, sekundarne kontaminujica mikrobiota
hotovych jedal je takmer vzdy pri konvenénom ohreve spolahlivo devitalizovana. Pri
mikrovlnnom ohreve je vSak teplo vedené z jadra na povrch a pri kratkych expozicnych dobach
je teplota povrchu na devitalizaciu mikroorganizmov nedostato¢na. Pred konzumaciou
skladovanych, resp. zmrazenych potravin sa odporuca ich zahriatie na 75 °C na 15 sekand
(Zelenakova et al., 2018).

Neexistuje dokaz o tom, Ze by sa vyskytli akékol'vek patogénne baktérie s jedine¢nou
odolnost'ou proti mikrovinnému ohrevu. EXxistuje vSeobecnd zhoda v tom, Ze hlavnym
mechanizmom mikrobialnej inaktivacie mikrovlnami je teplo. Absorbovana energia z mikrovin
moze zvysit’ teplotu potravin dostatocne vysoko na inaktivaciu mikroorganizmov. Aj ked velké
mnozstvo Studii preukazalo, ze tepelny u¢inok je podstatnym prispievatelom k niceniu
mikroorganizmov, niektori vedci sa pokusili poskytnit’ vysvetlenie netermalnych uc¢inkov
mikrovin na mikrobialnu inaktivaciu (Davidson et al., 2017).

MATERIAL A METODIKA
V kontexte s uvedenym bolo cielom prace analyzovat a zhodnotit vplyv mikrovinne
ohrievanych  zeleninovo-ryZzovych  pokrmov na  pritomnost  vybranych  druhov
mikroorganizmov. Pre experimentalne Gcely boli pouzité vzorky zeleninového rizota, ktoré boli
Cerstvo pripravené na Katedre hygieny a bezpecnosti potravin za prisnych hygienickych
podmienok a nasledne v laboratoriach tejto katedry analyzované. ZloZenie a postup vyroby
zeleninového rizota je uvedeny v tab. 1.
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Vyroba rizota a analyza vzoriek bola uskuto¢nena 3-krat nezavisle od seba, pri¢om
v kazdej vzorke boli uskutoénené 3 paralelné merania. Z&kladny rozpis jednotlivych analyz je
uvedeny nizSie. Kazda vzorka vazila 100 g, pricom vyhlaska ¢. 533/2007 Ministerstva
zdravotnictva Slovenskej republiky o podrobnostiach o poziadavkach na zariadenia spolo¢ného
stravovania uvadza, ze vzorka pokrmu musi mat’ hmotnost’ najmenej 50 g, ak nejde o kusovy
tovar. Kazda vzorka bola pred mikrobiologickou analyzou dékladne zhomogenizovana a
analyzy sme vykonavali paralelne, Co znamena, Ze vzorka sa odoberala z dvoch miest daného
kusa.

Tab. 1 ZloZenie a postup vyroby zeleninoveho rizota

Suroviny:

e 500gryze

e 250 g mrazeného hrasku

e 250 g mrkvy

e plechovka kukurice v slanom néleve

= e 250 ml smotany na varenie

e oOlegj

e bazalka

e sol

e (ierne korenie

Vzorka rizota (100 g)

Postup:
Na oleji si oprazime ryZu a zalejeme ju vodou. Kym sa uvari ryZa, pripravime si zeleninu. Na
troSke oleja si opraZzime na kocky nakrajand mrkvu, hraSok a nakoniec pridame kukuricu.
Zeleninu dusime do zméknutia. Ked” bude zelenina mikka, zalejeme ju smotanou na varenie a
chvilku povarime. Nasledne priddme uvarenu ryzu a dochutime sol'ou, korenim a bazalkou.

Na ohrev vzoriek sme pouzivali Whirlpool JET Chef JT469, ktory ma viacero funkcii, napr.
Microwave, Jet Start, Grill, Crisp, Forced Air, 6th Sense Reheat, 6th Sense Defrost, 6th Sense
Steam, Combi Grill + Microwave, Combi Forced Air + Microwave, 6th Sense Bread Defrost.

Regeneracia pokrmov mikrovinnym ohrevom (vykon a ¢as): 750 W/ 1 min. 45,30 s
650 W/ 1 min. 455,30 s
550 W/ 1 min. 455,30 s
Féazy odberu vzoriek: 1 den — Gerstvo pripravené
2 den — schladené v chladnicke (4+1 °C) a regenerované
3 den — schladené v chladni¢ke (4+1 °C) a regenerované

Pocas obdobia experimentu sme sledovali celkovy pocet mikroorganizmov (CPM),
koliformné baktérie, mikroskopické vlaknité huby (VMH) a kvasinky, ale aj pritomnost’
baktérie Bacillus cereus. Charakteristika metodickych postupov je uveden v tab. 2.

Na izolovanie koliformnych baktérii sme pouzili VCZL agar, ktory sa pouZiva na
rozmnozenie a izolaciu rastovo narocnych baktérii, najmad crevnych patogénnych
mikroorganizmov. Je to agar s kryStalovou violet'ou, neutralnou Cerveniou, zl¢ovymi solami
a laktozou

Na hodnotenie celkového poctu mikroorganizmov sme pouzili PCA agar — Plate Count
Agar (Standard Methods Agar), ¢o je neselektivne rastové médium, a je bezne pouzivané na
monitorovanie celkového bakterialneno rastu vo vzorke. Skladd sa z kazeinového
enzymatického hydrolyzétu, kvasnicového extraktu, dextrzy a agaru.
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Na izolovanie Bacillus cereus sme pouZili Zivni p6du Modified MYP Agar Base, ktora sa
sklada z peptdnu, mésového extraktu, D-manitolu, chloridu sodného, fenolovej ¢ervene, agaru.

Pri mikroskopickych vlaknitych hubéach a kvasinkach sme pouzili Zivnd pddu Dichloran
Medium Base/w Rose ktord je zlozena z peptonu, dextrdzy, hydrogenfosforecnanu draselného,
siranu hore¢natého, bengalskej ¢ervene, dichloranu, agaru.

Na pripravu Zivnych p6d sme si navaZili prislusné mnozstvo dehydrovanej Zivnej pody,
ktoré sme rozmieSali v destilovanej vode. Po preciznom rozmieSani sme Zivna pédu
sterilizovali v autoklave pri teplote 121 °C, tlaku 120 kPa, 15 min(t.

Tab. 2 Charakteristika metodickych postupov

Mikroorganizmus | Riedenie | Objem | Zivna poda Kultivicia STN/ISO

Koliformné baktérie | 10, 1072, | 1 ml VCZL agar | 30%1°C, 24 h STN EN ISO 4832
103

CPM 101,102, | 1ml PCA agar 30+1°C,72h+3h | ISO STN 4833
103

Kvasinky 101,102 | 1ml DRBC agar 2541 °C, 5dni ISO 7954

a mikroskopické

vlaknité huby

Bacillus cereus 101, 107 0,1ml | MYP agar 30£1°C,20h STN EN ISO 7932

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky boli laboratorne vysetrené hned’ po uvareni pokrmu a na druhy a treti del po
uskladneni v chladnicke a néaslednom tepelnom ohreve v mikrovinnej rure za stanovenych
podmienok.

Vysledky cerstvo pripravenych pokrmov sme vyhodnotili podl'a Vynosu MP SR a MZ SR
¢. 06267/2006 — SL, ktorym sa vydava hlava Potravinového kodexu upravujuca
mikrobiologické poZiadavky na potraviny a obaly na ich balenie. Vysledky sme vyhodnotili
podl'a mikrobiologickych limitov pre m, pretoZe sme jednotlivé mikroorganizmy nestanovili
5 vzorkovym systémom (tab. 3).

Tab. 3 Kritéria hygieny procesu vyroby (Vynos MP SR a MZ SR ¢.06267/2006- SL) pre
hotové pokrmy v zariadeniach spolocného stravovania vratane bufetovej Casti
potravinarskych predajni

Pokrmy erstvo pripravené tepelne opracované n C m M
Koliformné baktérie 5 1 10? 5.10°
Sulfidredukujuce klostridie 5 1 0Ob 50
Koagulazopozitivne stafylokoky 5 0 10? -
Bacillus cereus 5 2 10? 10°

Pod pojmom CPM - celkovy poc¢et mikroorganizmov stanoveny v 1 ml alebo v 1 g vzorky
zried’ovacou kultivaénou metdédou rozumieme pocet kolonii oznacovanych KTJ, ktoré narastli
z ockovaného mnozstva za predpisany kultivaény ¢as vynasobeny reciprocnou hodnotou
zriedenia vzorky, za predpisanej kultivacnej teploty. Takto stanovena KTJ predstavuje len
percento zo skuto¢ného poctu. Je to nasledok toho, Ze konkrétne kultivatné parametre
nevyhovuju fyziologickym poZiadavkam vsetkych druhov a rodov baktérii (STN ISO 4833).
CPM sa zistuje z dovodu preverenia Cistoty vyroby. Taktiez poukazuje na nezvladnutie
chladiaceho procesu a nepripustny ¢as skladovania.

Ako uvadza Valik et al. (2011), stanovenie CPM je ddleZité z dévodu zistenia Urovne
mikrobialnej ¢istoty daného vyrobku.

V Cerstvo pripravenom rizote (tab. 4) bol celkovy pocet mikroorganizmov na urovni
1,75.10%+0,19 KTJ.gt. Uchovavanim vzoriek rizota cez noc v chladnicke hodnoty CPM stdpli,
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a to na druhy den na troven 1,82.10%+1,04 KTJ.g' a na treti dokonca na 2,93.10%+0,50
KTJ.g™

Tab. 4 Matematicko-statistické ukazovatele pre hodnotenie CPM v Cerstvo pripravenom
a chladenom rizote (n =9)

Celkovy poéet mikroorganizmov [KTJ.g']

Ukazovatel | Cerstvo pripravené Chladené v chladnicke Chladené v chladnicke
(4°) (4°C)
1. dent 2. dett | 3. dent
X 1,75.10° 1,82.10° 2,93.10°
Sx 0,19.10? 1,04.10° 0,50.10?
Xmin 1,54.10° 1,27.10° 2,45.10°
Xmax 1,90.10° 2,63.10° 3,45.10°
v [%] 10,71 57,30 17,07

Celkovy pocet mikroorganizmov Sa VO vzorkdch rizota pohyboval v intervale od
1,27.10%+0,16 KTJ.g* vo vzorke regenerovanej 1 minltu v intenzite Ziarenia 750 W do
5,81.10%+0,63 KTJ.g vo vzorke regenerovanej 30 s pri 500 W. Z vysledkov vyplyva, Ze
najviac mikroorganizmov sa vyskytovalo pri ohreve s intenzitou 500 W a dizkou Ziarenia 30 s.
Na zaklade vysledkov odporti¢ame intenzitu ohrevu 750 W a ¢as ohrevu 1 mintta (tab. 5).

Tab. 5 Matematicko-Statisticke ukazovatele pre hodnotenie CPM v rizote po regeneracii

(n=27)
Regenerované
v mikrovinnej 2 den 3 den
rdre
1 min 45 s 30s 1 min 45 s 30s
X 1,27.10% | 1,39.10% | 1,69.10% | 1,30.107? | 1,72.10% | 2,36.10°
50 W Sx 0,16.10% | 0,41.10% | 0,89.10? | 0,36.10% | 0,79.10? | 0,71.10?

Xmin 1,27.10% | 1,09.10? | 1,09.10? | 1,09.10? | 1,27.10? | 1,54.10?
Xmax 1,36.10% | 1,39.10? | 2,72.10% | 1,72.10% | 2,63.10? | 2,81.10?
v [%0] 12,27 29,20 52,78 27,98 45,56 30,07
X 1,69.10% | 1,81.10% | 2,72.10% | 2,51.10% | 2,54.10? | 3,21.10?
Sx 0,37.10% | 0,81.10% | 0,65.10? | 0,89.10% | 1,74.10% | 1,00.10?
650 W Xmin 1,36.10% | 1,18.107 | 2,18.10% | 2,00.10% | 1,36.10? | 2,63.10?
Xmax 2,09.10% | 2,72.107 | 3,45.107 | 3,54.107 | 4,54.10? | 4,36.10?
v[%] | 21,80 44,42 24,03 | 35,38 68,56 | 31,15
X 3,36.10? | 4,11.10% | 4,84.10% | 3,57.10? | 4,66.10? | 5,81.10°
Sx 0,47.10? | 0,51.10% | 1,14.10% | 1,09.10° | 0,26.10? | 0,63.10°
500 W Xmin 3,09.10? | 3,54.10% | 3,54.10% | 2,54.10° | 4,36.10? | 5,45.10°
Xmax 3,90.10? | 4,54.10% | 5,63.10% | 4,72.10° | 4,81.10? | 6,54.10°
v [%6] 13,98 12,50 23,47 30,67 5,58 10,83

Analyzy vlaknitych mikroskopickych hub a kvasiniek sme v rdmci pokusu robili aj napriek
tomu, Ze v legislative (vynos ¢. 06267/100-SL) nie st uréené maximalne pripustné limity pre
mikroskopické huby v Cerstvo pripravenych tepelne opracovanych pokrmoch.
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Mikroskopické huby predstavuju dolezita Cast’ vSetkych mikroorganizmov. Venuje sa im
vel’ka pozornost’ vo vzt'ahu k 'ud’om a zvieratdm. V priaznivych podmienkach mikroskopické
huby svojou neziaducou ¢innostou mézu znic¢it’ vel’ké mnozstva roznych surovin a produktov.
Niektoré druhy mikroskopickych hdb vyuZivame v potravinarskom priemysle pri vyrobe
potravin (Kacaniova et al., 2019).

Kontaminacia potravin vlaknitymi mikroskopickymi hubami je vel'mi uzitocnym
indikatorom na hodnotenie kvality potravin. VIaknité mikroskopické huby bezne kontaminuju
roézne potraviny a sposobuji znehodnotenie produkciou mykotoxinov, ktoré moézu sposobit
poSkodenie pecene a otravu jedlom u I'udi (Zakki et al., 2017).

Poc¢et VMH sa v jednotlivych vzorkéach — Cerstvych i podrobenych roznym podmienkam
mikrovinného ohrevu — pohyboval v nizkych mnoZzstvach <1.10' KTJ.g%, mierne sa zvysil pri
intenzite ohrevu 500 W, kedy bol pocet <4.10' KTJ.g.

Kvasinky st mikroskopické huby, ktoré sa najcastejSie rozmnozuji vegetativne pucanim
buniek, alebo menej Casto priecnym delenim. Su to eukaryotické organizmy, ktoré sa
rozmnozuji pomalS$ie ako véac¢Sina baktérii, a preto sa zvycajne nerozmnozuju v prostredi, ktoré
vyhovuje baktéridm. Podobne ako vlaknité mikromycéty naopak toleruji kyslé pH. Kvasinky
su aktivnejSie v kyslom a kvapalnom prostredi. AvSak mnohi zastupcovia kvasiniek st odolni
voci slneénému Ziareniu a vysuseniu (Tancinova et al., 2017).

Pocet kvasiniek v rizote bol podobne ako pri vlaknitych mikroskopickych hub nizky. V
cerstvo pripravenych vzorkach sa kvasinky takmer vobec nevyskytovali, resp. sa vyskytovali v
mnozstve <1.10' KTJ.g. Po¢as d’alsich dni uchovavania a regenerovania vzoriek sa ich poéty
mierne zvysili. Druhy a treti deni analyzy sa pocet kvasiniek v chladenej vzorke pohyboval v
rozmedzi od <1.10! KTJ.g do 5,4.10' KTJ.g%. Vo vzorkach analyzovanych po regeneracii v
mikrovlnnej rure sa ich pocet vyrazne nemenil, av§ak malé¢ zmeny nastali pri intenzite ohrevu
650 W a ¢ase 1 minuta, resp. 650 W a &ase 30 sekund (<1.10! KTJ.g™?).

Baktéria Bacillus cereus je z hladiska ochorenia z potravin vyznamnym zstupcom
vel'kého rodu Bacillus, ktory je zndmy ako potencialny kontaminant potravin rastlinného aj
zivocisneho poévodu. Do potravin sa dostava kontaminovanymi surovinami — hlavne zeleninou,
mukou, korenim, cukrom. V tychto surovinach je pritomny vo forme odolnych spor, ktoré mu
umoziuju znasat’ suché prostredie a prezivat i bezné teplotné intervaly pri vyrobe potravin.
Najcastejsie bol jeho vyskyt preukdzany v ryzi, surovom madse, rybach, mlieku, zelenine a
koreni (Long et al., 2018).

V Anglicku je ochorenie nazyvané ,,syndrom cinskej reStauracie”. Velké mnozstvo ryze
uvarenej do zasoby niekolko dni dopredu poskytuje idedlne prostredie k rozmnozovaniu
B. cereus. Pocas skladovania predvarenej ryze dochadza ku kli¢eniu a rastu spor a naslednej
produkcii toxinov (Gherardi, 2016).

Bacillus cereus sa vo vzorkach rizota vyskytoval v poéte <1.10' KTJ.g. Regeneracia
mikrovinnym ohrevom naitho nemala Ziaden vplyv. Zaroveil mozno konStatovat’, ze aj proces
uchovavania pokrmov v chladnicke a d’al$ia manipulacia s nimi nespdsobila ich kontaminaciu.
RyZové jedla su pritom nachylné na rozmnozovanie B. cereus prave pri zlom skladovani.

Tab. 6 Bakterialni pévodcovia ochorenia z potravin (Vynos ¢. 062067/2006-SL)

Patogénne baktérie Potraviny NMH*
Bacillus cereus | Potraviny neuréené na priamu Pudsku spotrebu | 10°.g
Potraviny na priamu l'udsku spotrebu 10%g
Potraviny pre dojéata a malé deti 102.g

*NMH = NajvysSia medzna hodnota
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Pre zamedzenie rastu baktérii B. cereus je nutné skladovat’ ryzu v teplote najviac 15 °C.
Aby sa zamedzila aj tvorba emetického toxinu v uvarenej ryZi, je potrebna teplota pod 12 °C,
este lepsie pod 10 °C. Cim skor teda ulozime ryzu do chladu pod 10 °C, tym menej
nebezpecného toxinu sa v nej stihne vyprodukovat’. Raz uvarena ryza sa odporaca ohrievat
najviac jedenkrat (Palov¢ikova, 2018).

Pritomnost’ koliformnych baktérii v potravinach a vode vo vSeobecnosti znamena fekalnu
kontamindciu, ktora vedie k riziku pdsobenia patogénov spdsobujucich gastrointestindlne
ochorenia. Nedostatocné sanitacia vyrobného prostredia a zla osobna hygiena si vo velkej
miere zodpovedné za kontamindaciu koliformnymi baktériami. Nespravne skladovanie potravin
vedie k rozmnoZovaniu tychto baktérii v potravindch (Nkere et al., 2011).

Pocet koliformnych baktérii v rizote bol na trovni <1.10* KTJ.g?, ¢o svedéi o dobrej
sanitécii zariadeni a néradia pri priprave samotnych jedal, ale aj vzoriek.

Pozitivom je tiez kvalita surovin, ktoré boli pouzité na pripravu. Zaroven mozeme
konStatovat’, Ze vysledky naSich analyz splnili legislativne kritéria pre vyskyt koliformnych
baktérii. Vynos ¢. 06267/2006-SL totiZ stanovuje najvysSie pripustné mnozstvo koliformnych
baktérii v &erstvo pripravenych tepelne opracovanych pokrmoch na 107 .

ZAVER
Vo vseobecnosti plati, Ze nepoSkodené mikrovinné rury si na ohrievanie a pripravu
potravin bezpecné. Ale len vtedy, ak raru udrziavame v dobrom stave, dvierka tesnia, tesnenia
su Cisté a funkEné. Napriek tomu by sme nemali jedlo prehrievat’ alebo nedostatocne ohrievat,
stat’ prilis blizko mikrovinnej rary alebo ohrievat’ ¢okol'vek v plastovej nddobe, pokial to nie je
oznacen¢ ako bezpecné na pouzitie.
Z vysledkov nasich analyz vyplyvaju zavery:

e V gerstvo pripravenom rizote bol celkovy pocet mikroorganizmov na trovni 1,75.102
KTJ.gl. Uchovéavanim rizota v chladni¢ke hodnoty CPM stupli na druhy defi na iroven
1,82.102 KTJ.g ' a na treti dokonca na 2,93.102 KTJ.g™. Ohrevom rizota boli hodnoty CPM
od 1,27.10% KTJ.g  na druhy defi pri ohreve 750 W a 1 mindte aZ po 5,81.102KTJ.gl na
treti deni pri intenzite 500 W a 30 s.

e Pocas troch dni analyzy boli v ¢erstvej vzorke, chladenych vzorkach aj vo vzorkach po
mikrovinnom ohreve nizke pocty VMH. Ich pocet sa eSte znizil ohrievanim po dobu
1 min pri 750 W, resp. 650 W (<4.10' KTJ.g}, <1.10' KTJ.g D).

e Pocet kvasiniek bol rovnako nizky. Mierne sa zvysil na druhy a treti deii analyzy a to v
chladenej vzorke, kedy pohyboval v rozmedzi od <4.10' KTJ.g! do 5,4.10. Vo vzorkach
analyzovanych po regeneracii v mikrovlnnej rare sa ich pocet vyrazne nemenil, avsak
malé zmeny nastali pri intenzite ohrevu 650 W a ¢ase 1 minuta, resp. 650 W a cCase
30 sekind (<1.10' KTJ.gb).

e Bacillus cereus sa vo vzorkach rizota vyskytoval v poéte <1.10* KTJ.g™.

e Pocet koliformnych baktérii bol na trovni <1.10* KTJ.g}, ¢o sved¢i o dobrej sanitacii
zariadeni a naradia pri priprave samotnych jedal, ale aj vzoriek.

Pod’akovanie: Tato publikacia vznikla vdaka podpore v rdmci Opera¢ného programu Integrovand infrastruktira
pre projekt: Dopytovo-orientovany vyskum pre udrZatel'né a inovativne potraviny, Drive4SIFood 313011V336,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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VPLYV APLIKACIE INOKULANTU NA OBSAH VYBRANYCH
POLYFENOLOVYCH ZLUCENIN V SEMENACH LUPINY BIELEJ
INFLUENCE OF INOCULANT APPLICATION ON THE CONTENT OF
SELECTED POLYPHENOL COMPOUNDS IN WHITE LUPINE
SEEDS

Zetochova Erika, Tirdil’ova Ivana, Vollmannova Alena

Abstract: The study is focused on the effect of Rizobine inoculant application on the content of
selected phenolics in the seeds of 11 foreign genotypes of white lupine (Lupinus albus L.).
HPLC method was used for phenolic content determination. The caffeic acid content in A
variant (without inoculant) was in interval 242.25 mg.kg* Alban (FRA) - 501.53 mg.kg™ Los
Palacios (ESP), while in B variant (with inoculant) it was 361.11 mg.kg™* WTD (POL) -510.92
mg.kgLos Palacios (ESP). The content of trans-ferulic acid (A variant) was 1.39 mg.kg™*
Solnecnyj (UKR) - 7.42 mg.kg? Astra (CHL), in B variant it was 1.04 mg.kg™ Satmarean
(ROM) - 3.17 mg.kg™ Solnecnyj (UKR). Of the determined flavonoids, the myricetin content
(A variant) ranged from 7.35 mg.kg™* POP 1. (POL), WTD (POL) to 12.48 mg.kg* Satmarean
(ROM), while in B variant it was 3.53 mg.kg* Nelly (HUN) - 9.65 mg.kg™ Satmarean (ROM).
The determined genistein content (A variant) was in interval 0.65 mg.kg™* R-933 (POL) - 0.90
mg.kg! Astra (CHL) and 0.69 mg.kg Satmarean (ROM), POP I. (POL) - 0.88 mg.kg™ Los
Palacios (ESP) in B variant.

Keywords: white lupine, inoculation, genotyp, phenolic acids, flavonoids

UvoD

Vzhl'adom na vzrastajici zdujem odbornej, ale i laickej verejnosti o vztahy medzi stravou a
zdravim cloveka, sa v poslednom obdobi venuje zvySend pozornost potravindm s
preukdzatelnym a U¢innym antioxida¢nym pdsobenim. Medzi neesencidlnymi potravovymi
antioxidantmi je najpocetnejSie zastupena skupina fenolovych a polyfenolovych latok
(Timoracka et al., 2004). Strukoviny su dobrym zdrojom bielkovin, Skrobu, vlakniny,
vitaminov a mineralii a tiez obsahuju zna¢né mnozstvo fenolovych zlac¢enin, ako st fenolové
kyseliny a flavonoidy, ktoré maju vyznamné antioxidacné vlastnosti prospesné pre l'udské
zdravie (Mudryj et al., 2014; Cornara et al., 2016; Silva et al., 2016). Zo vSetkych bioaktivnych
zlaCenin pritomnych v semenach lupiny su fenolové zliceniny primarne zodpovedné za
antioxidaéni kapacitu semien (Khan et al., 2015). Fenolové kyseliny prispievaju k
charakteristickej kyslej a adstringentnej chuti strukovin. Su lokalizované v osemeni a ich obsah
zavisi od typu a druhu strukoviny (Hagerman et al., 1998). Troszynska a Ciska (2002) sledovali
zastUpenie a obsah fenolovych kyselin v semenach bielych a farebnych typov hrachu. Celkovy
obsah fenolovych kyselin (vornych aj viazanych) bol vyssi vo farebnych odrodach hrachu
(78,53 mg.kg? susiny), v porovnani s odrodami hrachu s bielym osemenim
(17,17 mg.kg™* susiny).

Lupinové zrnd st bohatym zdrojom komplexnych sacharidov, bielkovin, vitaminov
a mineralnych prvkov. Strukovinové zrnd obsahuju tiez latky na zlepSenie zdravia, ako su
fenolové zltceniny (Afshin et al., 2014). Fenolové zltéeniny st odolné voéi oxidacii a chrania
bunky pred poSkodenim a zabranuju riziku degenerativnych choréb vdaka svojim
antioxidacnym, protizapalovym, antialergickym a antikarcinogénnym u¢inkom. (Nderitu et al.,
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2013; Xu et al., 2009). Najbeznejsie fenolové zlti€eniny zistené v semenach lupiny bielej patria
do podtried fenolovych kyselin, flavonov a izoflavonov (Duefias et al., 2009; Ranilla, Genovese
a Lajolo, 2009; Siger et al., 2012).

Dalsou vyznamnou vlastnostou strukovin je ich schopnost’ fixovat atmosféricky dusik v
symbioze s pédnymi baktériami rhizdbia v sGéasnosti rozsirenymi v niekolkych druhoch
arodoch (Peix et al., 2015). Tieto baktérie indukuju uzliny v korenoch alebo stonkach
strukovin, kde dochadza k fixacii dusika (Peix et al., 2010).

Rod Bradyrhizobium je hlavnym endosymbiontom vigny ( Vigna unguiculata ) a lupiny bielej
(Lupinus albus ) (Peix et al., 2015).

Obréazok1
Porast lupiny bielej Lupinus albus L. na pokusnych parcelkach Vyskumného Ustavu
rastlinnej vyroby v Piestanoch (Foto: autor)

MATERIAL A METODIKA

Praca bola zamerana na zistenie zmien obsahu vybranych polyfenolovych zliéenin
ovplyvnenych pridanim inokulantu vo vybranych genotypoch lupiny bielej (Lupinus albus L.).
Rastlinny material pre tento ucel tvorilo 11 genotypov lupiny bielej Alban (FRA), Astra (CHL),
R-933 (POL), Satmarean (ROM), Nelly (HUN), POP I. (POL), Los Palacios (ESP), Primorskij
(RUS), Solnecnyj (UKR), Weibit (DEU), WTD (POL). Vybrané genotypy boli poskytnuté
génovou bankou SR a boli vysiate na pokusnych parcelkach Vyskumného Gstavu rastlinnej
vyroby v Piestanoch. Inokuldcia osiva bola zabezpetena inokulantom Rizobin, ktory sa
pouziva na inokulaciu bébovitych rastlin. Vyraba sa v Anglicku (Legume technology Ltd). Je
charakteristicky vysokym obsahom Zivych baktérii - az 5x109. Ako spojivo je v preparate
pouzity organicky polymér. Inokulant bol aplikovany ru¢nym premiesanim osiva.

Na stanovenie obsahu vybranych fenolovych kyselin a flavonoidov sme pouZzili HPLC metddu
podrla Kreft etal. (2006) a Germ et al. (2019). VVzorky semien strukovin boli zhomogenizované
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anasledne bol pripraveny 50 ml extrakt s pouZitim 80 % metanolu a Twisselmannovho
extraktora. Sledované latky boli stanovené s pouZitim vysokoucinného kvapalinového
chromatografu Agilent 1260. Ziskané data boli spracované pomocou softveru Agilent OpenLab
ChemStation pre LC3D systémy. Vysledky analyz boli spracovaneé Statistickym programom
Statgraphics Centurion XVI.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Polyfenoly a fenolové zluceniny predstavuju jednu z najpocetnejSich a najviac zastipenych
skupin rastlinnych metabolitov a tvoria tak neoddelitelnti sucast potravy Tudi
a zvierat (Croteau et al., 2000). Fenolové kyseliny sa v rastlindch nachadzaju bud’ vo volnej
forme, rozpustnej konjugovanej (esterovo viazané na sacharidové zlozky), alebo viazanej
(spojené kovalentnymi vazbami) so zloZzkami bunkovej steny (Liu, 2004). Ako uvadza odborna
literatdra, biologicka aktivita a ur€ovanie kvality lupiny st spojené aj s jej obsahom fenolovych
latok. Antibakterialna aktivita, ktora bola zistena v strukoch lupiny, je zavisla od celkového
obsahu fenolovych zlucenin, avSak antioxidac¢na aktivita kultivarov lupiny nemusi byt’ zavisla
od farby strukov a obsahu polyfenolov (Lampart-Szczapa et al., 2003). V naSej praci sme sa
zamerali na hodnotenie obsahu vybranych fenolovych kyselin — kyseliny kévovej a trans
ferulovej. Z flavonoidov sme analyzovali myricetin a genistein. Celkovy priemerny obsah
jednotlivych polyfenolovych zlucenin v kontrolnom variante A avariante s pridanim
inokulantu B vo vybranych genotypoch lupiny bielej uvadza tabulka 1.

Tabul’ka 1 Priemerny obsah vybranych polyfenolovych zli¢enim vo vybranych
odrodach lupiny bielej v kontrolnom variante A a variante s pridanim inokulantu B.

Polyfenolové zluceniny Lupina biela Lupina biela
(mg.kg™?) variant A variant B
Kyselina kavova 415,529 + 85,508 426,887 + 49,341
Kyselina trans-ferulova 4,042 + 1,889 2,113 £0,715
Myricetin 8,707 £ 1,647 7,663 + 1,854
Genistein 0,777 £ 0,308 0,765+ 0,311

Obsah kyseliny kéavovej sa pohyboval vrozmedzi od 242,25 mg.kg? Alban (FRA)
do 501,53 mg.kg? Los Palacios (ESP) v kontrolnom variante A. Najnizsi obsah kyseliny
kdvove] vo variante s pridanim inokulantu B sme zaznamenali v odrode WTD (POL)
361,11 mg.kg?, najvyssi rovnako ako pri variante Avodrode Los Palacios (ESP)
510,92 11 mg.kg™. Porovnanim variantov A a B sme zistili v odrode Alban (FRA) zvy3enie
v rdmci variantov A a B bol zaznamenany v odrode Weibit (DEU) 0,60 %. Na zaklade analyzy
rozptylu moZeme konstatovat’, Ze inokulacia a vybrane testované odrody lupiny bielej a tieZ ich
vzajomna interakcia su vyznamnym zdrojom variability obsahu kyseliny kavovej (Tab. 2,
Obr. 2.).

184



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

Tabulka 2 Analyzy rozptylu obsahu kyseliny kavovej v sledovanych odrodach lupiny
bielej v zavislosti od inokulantu a odrody

zdroj premenlivosti Df | Priemerné Stvorce | F-Koeficient |P-Hodnota| HD o,05
A:inokulant 1 2384,35 10845,69 0,0000 | 0,199586
B:odroda 10 21713,7 98769,33 0,0000 | 0,46807
Interakcia

AB 10 15373,0 69927,41 0,0000
Rezidualny rozptyl 66 1,08904

Sucet 87

Df-stupen vol'nosti, HDgs-hrani¢na diferencia pri a=0,05

Obrazok2 Graf vplyvu vzajomnej interakcie odrody a inokulantu na obsah kyseliny
kavovej vo vybranych odrodach lupiny bielej vo variantoch A a B.

Interaction Aot
50 F - inokulant
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a0 | § x % E
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Dal3ou zo sledovanych fenolovych kyselin bola kyselina trans-ferulova, ktorej obsah sa zvysil
0 128,36 % pridanim inokulantu v odrode Solnecnyj (UKR). Obsah kyseliny trans - ferulovej
v kontrolnom variante A bol od 1,39 mg.kg™ Solnecnyj (UKR) do 7,42 mg.kg™? Astra (CHL).
VSetky ostatné odrody mali nizSi obsah kyseliny trans-ferulovej vo variante s pridanim
inokulatu B a pohyboval sa v rozmedzi od 1,04 mg.kg? Satmarean (ROM) - 7,42 mg.kg*
Solnecnyj (UKR). Odroda Primorskij (RUS) sa vyznaCovala rovnakym obsahom kyseliny
trans-ferulovej 1,79 mg.kg™? v obidvoch variantoch A a B. Obsah kyseliny trans-ferulovej je
tak Statisticky vyznamne ovplyvneny nielen inokulantom ale aj odrodou aich vzajomnou
interakciou (Tab. 3, Obr. 3).

Krol a kol. (2018) zistili, Ze najvysSia koncentracia kyseliny ferulovej sa nachadza v extraktoch
z nizkoalkaloidovych kultivarov Dalbor (2,123 mg.g™* extraktu) a Zeus (1,529 mg.g extraktu).
Mierne nizSie koncentracie kyseliny ferulovej boli zaznamenané v extraktoch zo semien odrody

awws

extraktoch semien odrody Karo (1,437 mg.g™* extraktu).
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Tabul’ka 3 Analyzy rozptylu obsahu kyseliny trans-ferulovej v sledovanych odrodach
lupiny bielej v zavislosti od inokulantu a odrod

Zdroj premenlivosti Df | Priemerné Stvorce | F-Koeficient [P-Hodnota| HD o5
A:inokulant 1 71,2142 637,78 0,0000 | 0,142239
B:odroda 10 7,19649 64,45 0,0000

Interakcia

AB 9,15645 82,00 0,0000 | 0,333581
Rezidualny rozptyl 66 0,111659

Sucet 87

Df-stupeni vol'nosti, HDogs-hrani¢na diferencia pri 0=0,05

Obrazok 3 Graf vplyvu vzajomnej interakcie odrody a inokulantu na obsah kyseliny
trans-ferulovej vo vybranych odrodach lupiny bielej vo variantoch A a B.
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odroda

Flavonoidy sa najcastejSie vyskytuju vo forme glykozidov, lebo tato forma im umoznuje vysSiu
rozpustnost’ v beznych fyziologickych podmienkach rastlinnej bunky (Erlund, 2002) a sucasne
znizuje ich reaktivitu a zabezpecuje lepsiu stabilitu (Shi et al., 2005). Podl'a Ortembergove;j
(2000) flavonoidy maji vynikajice detoxikacné a antioxidacné vlastnosti, dokonca
Stvornasobne silnejie ako vitamin E. SlUZia ako zachytavace volnych radikalov, ktoré
poskodzuju bunky. Niektoré zabranuju rastu nadorovych buniek a zabijaju ich. Flavonoidy su
najviac zastupené v ovoci, zelenine a strukovinach. Najvéc¢sie mnozstvo flavonoidov mozno
najst’ v s6ji a v d’alsich strukovinach, v orechoch a v rastlinnych semenéach.

Z flavonoidov sme vo vybranych odrodach lupiny bielej sledovali obsah myricetinu, ktory sa
pohyboval v kontrolnom variante A v rozmedzi od 7,35 mg.kg* POP I. (POL), WTD (POL)
do 12,48 Satmarean (ROM). Pridanim inokulantu sa jeho obsah zvysil u odrody Alban (FRA)
04,72 % aodrody R-933 08,38 %. U ostatnych odréd sme zaznamenali zniZenie obsahu
myricetinu pridanim inokulantu vo variante B. Namerané hodnoty sa tak vo variante B
s pridanim inokulantu pohybovali v rozmedzi od 3,53 mg.kg? Nelly (HUN) do 9,65 mg.kg™
Satmarean (ROM). Odroda Satmarean (ROM) sa vyznaCovala zaroven rovnakym obsahom
genisteinu v obidvoch variantoch 0,69 mg.kg. V kontrolnom variante A sa obsah genisteinu
pohyboval od 0,65 mg.kg* R-933 (POL) do 0,90 mg.kg? Astra (CHL). Pridanim inokulantu
variant B boli namerané hodnoty v rozmedzi od 0,69 mg.kg™? Satmarean (ROM), POP I. (POL)
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do 0,88 mg.kg? Los Palacios (ESP). Zo sledovanych flavonoidov bol obsah myricetinu
ovplyvneny Statisticky vyznamne inokulantom atieZz odrodou aich vzajomnou interakciou
(Tab.4). Inokulant a vyber odrody v pripade sledovaného obsahu genisteinu v lupine bielej nie
je Statisticky vyznamnym zdrojom premenlivosti (Tab.5).

Tabulka 4 Analyzy rozptylu obsahu myricetinu v sledovanych odrodach lupiny bielej

v zavislosti od inokulantu a odrody

Zdroj premenlivosti Df |Priemerné Stvorce |F-Koeficient |P-Hodnota |[HD o5
A:inokulant 1 28,1363 93,86 0,0000 0,24489
B:odroda 9 15,9252 53,13 0,0000 0,54759
Interakcia

AB 9 8,00458 26,70 0,0000

Rezidualny rozptyl 60 0,299764

Sucet 79

Df-stupen vol'nosti, HDgs-hrani¢na diferencia pri a=0,05

Tabul’ka 5 Analyzy rozptylu genisteinu v sledovanych odrodéach lupiny bielej
v zavislosti od inokulantu a odrody

Zdroj premenlivosti Df |Priemerné Stvorce |F-Koeficient |P-Hodnota |[HD o5
A:inokulant 1 0,00124116 0,01 0,9112 0,14029
B:odroda 10 0,0350113 0,35 0,9622 | 0,313698
Rezidualny rozptyl 72 0,0990522
Sucet 83
Df-stupen vol'nosti, HDgs-hrani¢na diferencia pri a=0,05
ZAVER

NajznamejSie bioaktivne zlaCeniny strukovin su izoflavony, ktoré spolu s fenolovymi
kyselinami a prokyanidinmi tvoria hlavné fenolové zltéeniny pritomné v ich semenach
(Silva et al., 2016) a niektoré z tychto bioaktivnych zlac¢enin su ovplyvnené rhizobialnou
inokuléciou. Naockovanie tymito baktériami indukuje metabolické zmeny v rastline, z ktorych
sa doteraz Studuje zvySenie obsahu dusika a bielkovin a v pol'nohospodarstve sa vyuziva na
zlepSenie vynosu niekol’kych strukovin (Silva et al., 2017).

V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu inokuldcie na obsah vybranych
polyfenolovych zlu¢enin. Zaverom mozno zhodnotit, ze inokulant, odroda a tieZ ich vzajomna
interakcia Statisticky vyznamne vplyvaju na obsah vybranych fenolovych kyselin a myricetinu
pri hladine spol’ahlivosti 95,0 % nakol'’ko hodnoty P st menSie ako 0,05. V pripade genisteinu
sme zistili, Ze hodnoty P su vic¢sie ako 0,05, nema tak odroda atieZz inokulant Statisticky
vyznamny vplyv na obsah genisteinu pri hladine spolahlivosti 95,0 %.
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OCCURRENCE OF SOME PATHOGENITY FACTORS IN
STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM MASTITIC DAIRY COWS

FrantiSek Zigo, Zuzana FarkaSova, Zuzana Lackova, Jana Vyrostkova, lvana
Regecova, Maria Vargovda, Nad’a Sasakova

Abstract: The aim of study was to monitor the occurrence of mastitis in five different dairy
herds of Slovak spotted cattle breed at the first phase of lactation. The comprehensive
examination of 960 dairy cows included clinical examination, sensory analysis of milk from
fore stripping of each udder quarter, followed by assessment of the California mastitis test and
laboratory analyses of bacteria pathogens. Screening the health status of the mammary gland
revealed that 314 cows (32.7%) had positive CMT score (1-3) for one or more quarters. Out of
230 infected milk samples, representing 24.0% of all examined dairy cows, were the most
commonly isolated staphylococci (59.1% of positive findings), followed by E. coli (11.3%),
streptococci Str. uberis (9.1%), Str. agalactiae (3.4%), and enterococci (6.1%). From 136
isolates of stafylococci, S. aureus, S. chromogenes and S. warneri had the most numerous
representation of detected virulence factors, as demonstrated by the increased incidence of
clinical forms of mastitis compared to less virulent strains. Generally, isolated staphylococci
showed production of hemolysines 8 and 6 with formation of biofilm and common resistance
to streptomycin, neomycin cloxacillin and amoxicillin.

Keywords: milking, cows, mastitis, virulence factors, biofilm, resistance

INTRODUCTION

Mastitis is an inflammation of the udder that affects a high proportion of dairy cows
throughout the world. Mastitis differs from most other animal diseases in that several diverse
kinds of bacteria are capable of infecting the udder. These pathogens invade the udder, multiply,
and produce harmful substances that result in inflammation, reduced milk production, and
altered milk quality (Dufour et al., 2019; Tancin et al., 2020).

Microorganisms that most frequently cause mastitis can be divided into two broad
categories, as follows: contagious pathogens, which are spread from cow to cow, primarily
during the milking process, and environmental pathogens, which are found throughout the
habitat of dairy cows. The predominant contagious pathogens are Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, and Corynebacterium bovis (Vasil' et al., 2012), while the
predominant environmental pathogens are Escherichia coli, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, and other Gram-positive and catalase-negative cocci (Cobirka,
Tancin and Slama, 2020).

In recent years, S. aureus and coagulase-negative staphylococci (CoNS) belong of the
most common microorganisms causing mastitis in dairy cows (El-Diasty et al., 2019). The
manifestations of the inflammatory process caused by staphylococci are different, as they
depend on the degree of reaction of the udder tissue to injury or infection. The clinical
manifestations of mammary gland (MG) inflammation as well as its further course depend on
the interplay between the innate resistance and adaptive immunity of the dairy cow and the
concentration, and virulence of staphylococcal strains (Morini, Dastehgoli and Akramian,
2007).

The CoNS usually have a lower proportion of virulence factors compared to S. aureus, but
their essential factor of pathogenicity is the production of a biofilm and thus resist the applied
disinfection and sanitation procedures. In addition, in the study, Nascimento et al. (2005)
confirmed that the CoNS (S. epidemidis, S. saprophyticus, S. hominis and S. aerletae isolated
from mastitic cows, were resistant to the antibiotics used and were able to produce some of the
staphylococcal enterotoxins. Haveri, Roslof and Pyorald, (2007) and Vasil et al. (2012; 2017)
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consider the ability to produce biofilm and lysine to be an important virulence factors that are
responsible for the development of clinical forms of mastitis.

Previous studies indicate that staphylococci with some virulence factors are very
important in pathogenesis of mastitis and its clinical manifestation. Therefore, the aim of study
was to monitor the occurrence of udder pathogens. Particularly in isolated staphylococci were
determined the presence of selected virulence factors (formation of hemolysins, gelatinase,
biofilm, hydrolyze DNA, and resistance to antibiotics) and their effect on the severity of mastitis
in dairy cows.

MATERIAL AND METODOLOGY

Monitored herds and udder health examination

The practical part of study was realized in five different dairy herds located in Eastern
(4 herds) and Western (1 herd) Slovakia with conventional (non-organic) farming. Herd size
ranged from 150 to 300 dairy cows of Slovak spotted cattle breed between 1% - 4™ |actation.
Dairy cows from all four farms were kept in a free housing system with straw bedding and were
allowed ad libitum access to water. All herds were fed total mixed ration based on silage, hay
and concentrate according to international standards (NRC, 2001) to meet the nutritional
requirements of a 600 kg cow yielding 15 — 25 kg of milk/day. All cows were milked twice
daily in parallel (Boumatic, USA) or fishing parlor (DeLaval, Sveden). From all monitored
dairy farms, were investigated 960 cows with the evaluation of mammary gland included
clinical examination, sensory analysis of milk from fore stripping of each udder quarter and
collection of a mixed milk sample from each cow with positive California mastitis test (CMT).

Laboratory analyzes

Milk inoculum (10 pl) of each sample was aerobically cultivated on the plates with 5%
blood agar at 37 °C for 24h. The primocultivation and identification of Staphylococcus spp.
was carried out according to the assessment growth of suspected bacteria on nutrient agars (5%
of blood Agar, N° 110, Baird-Parker agar, Brilliance UTI Clarity Agar (OXOID Ltd.,
Basingstoke, Hants, UK). The pigment formation, catalase positivity, Gram positivity, creation
of free or coupled coagulase, the ability of staphylococci to hydrolyze DNA, production of
hemolysins, gelatinase and biofilm (Fig. 1) were determined according to studies Vasil et al.
(2017) and Hiko (2019). Streptococci were determined by colony morphology and CAMP-
reaction according to Holko et al. (2019). Enterococci were confirmed by Gram-staining and
growth of typical colonies on SlaBa-plates (Slanetz & Bartley, Medium, Oxoid Ltd.,
Basingstoke, England). A milk sample was classified as positive if more than three colonies
from one type of colony-forming unit (CFU) of S. aureus or Str. agalactiae was isolated. For
other bacteria, the presence of more than five CFUs was needed for positive classification.
Samples were classified as contaminated if three or more bacterial types were isolated from one
milk sample and growth of a major udder pathogen was not identified. The identification of
each species was made by Staphy test, Strepto test, and resp. Entero test using the software
TNW Pro 7.0 (Erba-Lachema, Brno, Czech Republic) with a probability of correct designations
of the kind above 90%.
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Figure 1 DNAse test and biofilm production on Coﬁgo Red Agar for staphylococcal
detection

Susceptibility testing

Isolated staphylococci were tested for susceptibility to 14 antimicrobial agents from the
following groups: penicillin, ampicillin, amoxicillin, amoxicillin+clavulanat acid, ceftiofur,
cloxacillin, cephalexin enrofloxacin, lincomycin, neomycin, novobiocin, rifaximin,
streptomycin and tetracycline, In vitro susceptibility of the isolates against antimicrobial agents
was determined on Mueller Hinton agar as described by the standard disk diffusion procedure
(CLSI, 2013). The diameters of the inhibition zones were evaluated (susceptible, intermediate,
resistant) according to CLSI breakpoints (CLSI, 2018).

Statistical analysis

Data were entered in to Microsoft Excel 2007® (Microsoft Corp., Redmond, USA) and
analyzed using Excel, State 11, and SPSS version 20 (IBM Corp., Armonk, USA). The
dependence of production of virulence factors in the four most frequently isolated bacterial
pathogens among the type of mastitis in cows were statistically analysed using the Chi-square
test. The dependence of the individual signs was tested at a significance level a = 0.05, with
critical value = 7.815.

RESULTS AND DISCUSSION

An examination of five dairy cow herds showed, that from the 960 dairy cows examined
during the first two months of lactation, 314 cows (32.7%) had CMT score (1-3) for one or
more quarters. Of the mixed milk samples taken from selected dairy cows based on positive
CMT score, 230 (73.2%) were identified bacterial agents of mastitis causing a clinical or
subclinical form of mastitis, and 84 (26.8%) samples were identified as negative or
contaminated. Out of 230 infected milk samples (23.9%) of all examined dairy cows were in
136 cases (73.2%) the most commonly isolated staphylococci. Mixed infection of two
pathogens was identified in 16 cases with the combination of a major udder pathogen. The
CoNS represented the most commonly detected bacteria (42.6% of positive findings); S. aureus
(16.5%) were the second most abundant pathogens followed by E. coli (11.3%), streptococci
(Str. uberis: 9.1%, Str. agalactiae (3.4%) and enterococci (6.1%).

Our results are consistent with the study Holko et al. (2019), which recorded a high
incidence of CoNS and S. aureus isolated from milk samples during the examination of 42 dairy
farms in the west of Slovakia. The CoNS represented 35.9% of positive findings and were the
most commonly detected bacteria.

Table 1 described the number of isolated strains of Staphylococcus spp. and their role in
severity of mastitis and the presence of selected virulence factors. Among the most serious
causative agents of mastitis was S. aureus, which was isolated in 23 clinical and 15 subclinical
cases of mastitis. Eight species were isolated from CoNS, with the following recorded as the
most numerable species: S. chromogenes (22.4%), S. warneri (20.4%), S. xylosus (18.4%), S.

192



https://doi.org/10.15414/2021.9788055223537

epidermidis (9.1%) and S. haemolyticus (7.1%). The representation of CoNS on the individual
forms of IMI was different. Most frequently were detected cases of subclinical mastitis (58),
caused predominantly by S warneri, S. xylosus and S. epidermidis. Clinical mastitis was
detected in 40 cases, caused by S. chromogenes, S. haemolyticus, S. warneri, and S. xylosus.

In compare to our results the researchers Supre et al. (2011) reported, that the S.
haemolyticus, S. chromogenes, S. warneri and S. xylosus were isolated as dominant strains of
CoNS isolated from mastitis in cows. CoNS was mainly due to clinical mastitis associated with
significantly reduced milk production, an increase in SCC, and resistance to beta-lactam
antibiotics (penicillin, ampicillin, amoxicillin).

For the individual virulence factors, co-production of lysines 3 and & observed in 7 species,
single lysine 6 in 9 species of staphylococci. Production of DNAse was detected in S. aureus,
S. chromogenes, S. warneri, S. xylosus, and S. haemolyticus as well as production of gelatinase,
except for S. xylosus and S. haemolyticus. The stafylococci S. aureus, S. chromogenes and S.
warneri had most numerous representation of virulence factors (production of lysines,
gelatinase and biofilm, the ability to hydrolyze DNA) what are resulted as increasing incidence
of clinical cases of mastitis in compare to less virulent strains. From all 40 clinical IMI, in 35
cases the production of lysines, in 23 hydrolysis of DNA, 17 cases with production of
gelatinase, and 33 cases with biofilm production were detected. Totally, the production of
biofilm we found in 50 isolates, whereas in S. capitis the production of biofilm has not been
detected. On the significance level of a = 0.05 was confirmed the independence the production
of virulence factors on type of mastitis in cows, in four strains of staphylococci (S. aureus, S.
chromogenes, S. warneri, S. xylosus).

Table 1 The role of CoNS in severity of mastitis and the occurrence of selected virulence
factors

*
Staphylococcus IMIY/number | hemolysins? | DNAse?® | gelatinase | biofilm Test
spp./number G
clinical (23) | 9o+p/70/45 14 11 12 1.089*
S.aureus (38) o linical (15) | 3otp/da 8 7 5
S. chromogenes clinical (13) 4B+6/46 3 4 7 0.332*
(22) subclinical (9) 25 1 1 3
. clinical (9) 2B+6/46 2 2 5 1.578*
S.warnert (20) - [7c clinical (1) | 3p+10 2 0 2
clinical (8) 2p3+6/38 2 0 5 1.601*
S.xylosus (18) * I=c linical (10) | 2p+10 0 0 4
. - clinical (2) 15 0 0 1 -
S- epidermidis (9) [~ Sbclinical (7) 3% 0 0 2
S. haemolyticus clinical (4) 2B+18 1 0 2 -
(7) subclinical (3) 0 0 0 0
. clinical (2) 15 0 0 0 -
S-capitis ) ~subclinical (4) 0 0 0 0
S. piscifermentans clinical (2) B+15 0 0 1 -
(6) subclinical (4) 25 0 0 0
. clinical (0) 0 0 0 0 -
S-hyieus (10)  Fgiclinical (10) 5 0 0 1

Note: IMI! — intramammary infection/number of isolates and their incidence on severity mastitis; S. spp. -
Staphylococcus spp.; lysines? - production of hemolysins type a,p or §; DNAse® - ability of staphylococci to
hydrolyze DNA; *Chi-quadrate test (on significant level a = 0.05 (5%) critical value % = 7.815), " - independence
of individual sign on significant level a = 0.05 was not rejected.

Biofilm production by the staphylococcal strains is considered an important virulence
factor responsible for adhesion of these microorganisms with living or non-living surfaces
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(Otto, 2018). The bacteria carrying this typical peculiarity are highly resilient to antibiotics. The
intramammary infection due to biofilm producers S. aureus (Marques et al., 2017) or CoNS
(Fredheim et al., 2009; Isaac et al., 2017) is difficult to treat even with intramammary antibiotics
so proper considerations should be given to the infections produced by biofilm producing
bacteria. Generally, staphylococcal strains which produce biofilm lead to chronic mastitis after
unsuccessful treatment, especially with beta-lactam antibiotics in dairy animals (Vinodkumar
etal., 2017).

In all isolated strains of staphylococci, in vitro resistance to antibiotics was tested. Out
of the 136 tested isolates, 38 (27.9%) proved to be resistant to at least one antimicrobial agent.
The widest spectrum of resistance was found in S. aureus, which showed resistance to 12 types
of antimicrobial agents out the 6 (15.7%) tested species (Tab. 2).

Table 2 Antibiotic resistance of isolated udder pathogens (%o of resistant pathogens) from
positive milk samples

Bacterial strains S| § § > | 3 % g E =
(%) % s %) Gy s v 2 »
wn 2 (%) e
(9p]
n 38 22 20 18 9 7 6 6 10
Antlblptlc | % of % % % % % % % % %
resistance
Penicillin 13.2 | 18.1 | 25.0 | 16.7 - 429 | 33.3 | 33.3 -
Ampicillin 132 | 90 | 150 | 16.7 | 11.1 | 28.6 | 16.7 | 16.7 -
Amoxicillin 184 | 9.0 | 100 | 56 | 11.1 | 14.3 - - -
Amox. + clav. - - - - - - - - -
Ceftiofur 5.3 - - - - - - - -
Cloxacillin 18.4 | 18.1 | 15.0 | 11.1 - 14.3 | 16.7 - 10.0
Cephalexin 105 ] 9.0 - - - - - - -
Enrofloxacin 18.4 | 9.0 | 10.0 | 16.7 - - - - -
Lincomycin 132 ] 90 | 5.0 | 111 - 14.3 - 33.3 -
Neomycin 316 | 181 | 20.0 | 16.7 | 11.1 | 429 | 33.3 - 10.0
Novobiocin 10.5 | 18.1 | 10.0 | 11.1 | 11.1 | 42.9 - - -
Rifaximin 5.3 - - - - - - - -
Streptomycin 29.0 | 27.3 | 25.0 | 11.1 | 33.3 | 429 | 16.7 - 10.0
Tetracycline 5.3 - - - - - - - -

Note: n — number of tested isolates; S. spp. - Staphylococcus spp.

Similar results were recorded by Bogdanovicova et al. (2014) who monitored of
Staphylococcus aureus prevalence in raw milk and milk filters and its antibiotic resistance. Of
total 58 samples were positive for S. aureus, of which were 37 (14.2%) isolated from raw milk
samples and 21 (8.1%) from milk filters. The largest amount of S. aureus isolates (17.8%) from
raw milk were resistant to amoxicillin, followed by oxacilin, tetracycline, erythromycin and
cefotaxime, clindamycin and rifampicin.

In tested S. aureus (Tab. 2) is seen similar results as in the previous study. Other CONS
such as S. chromogenes, S. warneri, S. xylosus, and S. haemolyticus were resistant to 8-10 types
of antimicrobials. They demonstrated high resistance to neomycin, streptomycin, novobiocin,
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amoxicillin cloxacillin, lincomycin and penicillin. Generally, the lowest level of resistance was
shown to the amoxicillin reinforced with clavulanic acid, tetracycline and rifaximin (Tab. 2).

CONCLUSION

The study showed that the most frequently isolated udder pathogens were CoNS,
followed S. aureus, E. coli and streptococci. Coagulase negative staphylococci such as S.
chromogenes, S. warneri and S. xylosus isolated from clinical mastitis indicated highest degree
of pathogenity in production of more virulence factors (lysines, DNAse, gelatinase, biofilm).
From the results manifests that the impact of CoNS is increasing on IMI, probably because
prevalence of others major pathogens (Str. agalactiae or Str. dysgalactiae) is decreasing. On
the other hand, tested staphylococci showed frequent resistance to aminoglycosides, which are
the most commonly used antimicrobials in drying and mastitis treatment of dairy cows in
Slovakia. In order to reduce resistance of bacterial agents causing the IMI, it is necessary to
base the obtained antibiogram results on monitored farms as well as selective therapy of dairy
cows during dry period.
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