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MERCURY CONTENTS IN FRUITING BODIES OF WILD GROWING
EDIBLE MUSHROOMS

Pavel KALAC, Martina SLAPETOVA

Faculty of Agriculture, University of South Bohemia, Ceské Budéjovice,
Czech Republic

Abstract: Total mercury content was determined using a cold-vapour AAS tech-
nique in 177 samples of 17 mushroom species. The samples were collected in
unpolluted rural areas of the Czech Republic between 1994 and 1996. High
mean values 4.56, 5.03, 5.04, 5.38, 6.96, 7.99 and 10.5 mg/kg dry matter were
found in Boletus edulis, Lepiota procera, Lepista nuda, Lepiota rhacodes, Aga-
ricus campestris, Agaricus arvensis and Calocybe gambosa, respectively. The
maximal values were several times higher. Mercury was distributed unevenly
within fruiting bodies of three Boletus species with the highest level in gills and
the lowest in stems.

mushrooms; wild growing species; mercury content; distribution within fruiting
bodies

Wild growing mushrooms have been a favourite delicacy in many coun-
tries. Collecting mushrooms has become a “national hobby* in the Czech
Republic. Their annual consumption may exceed 10 kg in some individuals.
However, it is well documented that some widely consumed species accumu-
late high levels of several heavy metals, from those namely cadmium and
mercury are of toxicological significance (Seeger, 1982).

The objective of this survey was to enlarge existing data on mercury con-
tents in commonly consumed mushrooms.

MATERIAL AND METHODS

Mushrooms were collected from unpolluted rural southern parts of the
Czech Republic, mostly from South Bohemia, between 1994 and 1996.
Samples were cleaned in the same manner as used for culinary purposes, cut
and dried at ambient temperatures and stored at laboratory temperatures up to
three months. In three Boletus species fully developed fruiting bodies were
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separated into stems, gills and flesh of caps and mercury distribution was
determined.

Total mercury content was determined in powdered samples (0.05-0.2 g)
using a cold-vapour AAS analyzer (TMA-254, VSCHT Prague) with a detec-
tion limit of 10 ng Hg/g. Mean differences between duplicates were 2%.
Blank background levels were below the detection limit. Differences be-
tween determined and certified mercury contents in the reference green alga
Chlorella kessleri were up to 7%.

RESULTS AND DISCUSSION

Mercury contents in total edible fruiting bodies in 177 samples of 17 mush-
room species are given in Table I. The results proved that mercury contents
are primarily species-dependent. The knowledge of environmental factors af-
fecting great variability of mercury content within a species is very limited
(Kojo, Lodenius, 1989). The effect of substrate contamination with
mercury on the increased content of the element in fruiting bodies was do-
cumented (Minagawa etal., 1980; Kala¢ et al., 1996). Nevertheless, the
correlations between mercury concentrations in substrates and fruiting
bodies of different mushroom species were not significant (Falandysz,
Kryszewski, 1996). However, in this survey no samples were collected
from a site known to be polluted. In our opinion, the age of mycelium and a
pause between fructifications may play an important role. Data given in
Table I are in good agreement with our previous results (Kala¢ etal., 1989;
Kala¢, Staskové, 1994) and levels reported both from the Czech Re-
public (Cibulka et al., 1996) and from several European countries
(Seeger, 1976a; Bargagli, 1986; Zurera etal., 1986; Falandysz et
al., 1996). The mercury levels in some species given in Table I, namely in
Xerocomus lanatus and Entoloma saepium have been not available until
now.

Distribution of mercury within fruiting bodies of three Boletus species is
given in Table II. The highest level was detected in gills, the lowest in stems.
This observation proved the published data (Seeger, 1976b; Zurera et
al., 1986; Kala¢, Staskova, 1994).
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1. Mercury contents in mushroom fruiting bodies

Nuttiber Mercury contents [mg/kg dry matter]
Family/Species of samples
n x S, X in ¢ e
Boletaceae
Boletus edulis 8 4.56 2.50 0.73 7.66
B. aestivalis 10 297 3.02 0.32 8.58
B. (Xerocomus) badius 14 0.61 0.22 0.20 1.05
B. (X.) chrysentereon 7 0.66 0.16 0.47 0.95
B. (X.) subtomentosus 15 0.57 0.53 0.23 2.10
Xerocomus lanatus 5 101 | 059 | 055 | 191
B. (Suillus) variegatus 5 0.35 0.24 0.13 0.76
B. scaber (Leccinum scabrum) 12 0.28 0.16 0.13 0.72
Tricholomataceae
Calocybe gambosa 14 10.5 7.33 2.39 32.7
Lepista nuda 9 5.04 2.61 1.34 9.62
Agaricaceae
Agaricus campestris 8 6.96 3.59 0.55 11.1
Agaricus arvensis 17 7.99 5.32 2.66 25.5
Lepiota rhacodes 13 5.38 3.26 1.99 15.1
Lepiota procera 8 5.03 2.36 3.02 9.91
Amanitaceae
Amanita rubescens 21 1.20 0.94 0.23 4.18
Entolomataceae
Entoloma clypeatum 6 0.30 0.24 0.12 0.77
Entoloma saepium 5 0.09 0.04 0.05 0.15

Mean mercury contents exceeded 5 mg/kg dry matter in six widely con-
sumed species and in some samples there were found values several times
higher. Unfortunately, very limited information is available on chemical
forms of mercury in edible mushrooms and virtually no data were published
on mercury content changes during preservation and culinary treatments and
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I1. Distribution of mercury within fruiting bodies of three Boletus species

Number Stem Relative contents (stem = 1.0)
Species of samples | [mg/kg dry matter] gills flesh of cap
n x Sx x Sx x Sx
B. edulis 6 242 1.04 2.66 0.35 1.19 0.15
B. aestivalis 3 2.50 1.74 2.57 0.58 1.51 0.27
B. badius 6 0.51 0.27 1.91 0.47 1.13 0.52

on bioavailability in man. The earlier paper reports the proportion of methyl-
mercury 1.2—16.4% from total mercury in the genus Agaricus (Stijve,
Besson, 1976), while current results only 0.7-1.3% for Boletus badius and
Leccinum scabrum. However, mushrooms are able to methylate labile Hg(II)
and methylmercury accumulation factors may be as high as about 20 (Fi-
scher et al., 1995).

Thus, due to current limited knowledge of mercury bioavailability from
mushrooms in man, it may be recommended to limit consumption of accu-
mulating species, including fruiting bodies grown in unpolluted areas.

The data presented in this survey may be used as background levels of
mercury contents in some mushroom species growing in unpolluted areas.
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Obsah rtuti v plodnicich volné rostoucich jedlych hub

Celkovy obsah rtuti byl stanoven metodou AAS technikou studenych par ve 177 vzor-
cich 17 druhti hub. Houby byly sbirany v letech 1994 aZ 1996 v pfevaZné zemé-
délskych oblastech Ceské republiky pokladanych za nezneist&né. Vysoké primérné

409



Potrav. VE&dy, /5, 1997 (6) : 405410

obsahy rtuti 4,56; 5,03; 5,04; 5,38; 6,96; 7,99 a 10,5 mg/kg sufiny byly zjidtény
v hiibu smrkovém, bedle vysoké, &irtivee fialové, bedle &ervenajici, pedarce polni,
pecarce ovei a dirlivee méjovee. Maximalni zjiSt€né hodnoty byly né&€kolikanisobné
vy38i. Ve tfech druzich rodu hfib je rtut’ v plodnicich rozloZena nerovnomérné.
Nejvy33i obsah je ve vytrusorodé &asti, nejniZsi ve tfeni.

jedlé houby; volné rostouci druhy; obsah rtuti, rozloZeni v plodnicich

Contact address:

Doc. Ing. Pavel Kalaé&, CSc., Jiho&eska univerzita, Zemé&dé&lské fakulta
Studentska 13, 370 05 Ceské Bud&jovice, Cesk4 republika
Phone: + 420 38 455 45, fax: + 420 38 498 69, e-mail: kalac@ZF.JCU.CZ
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INFLUENCE OF SOAPS ON THE COURSE OF RAPESEED OIL BLEACHING

Walter SCHWARZ, Ji¥i BRAT, Hana BROMOVA'

SETUZA a.s., Usti nad Labem; ! nstitute of Chemical Technology,
Prague, Czech Republic

Abstract: The present study is concerned with the influence of soaps on the
course of bleaching. Model laboratory experiments found a more significant in-
fluence of soaps on the course of bleaching in concentrations that considerably
exceed the real conditions in industry. In the bleaching of rapeseed oil with a
bleaching clay Tonsil Optimum FF a pronounced deterioration of the oil colour
was observed with the initial soap content in the oil 30 mg/kg.

bleaching; rapeseed oil; soaps; bleaching earth; oil colour

Adsorption bleaching is an integral part of refining process. Due to its in-
trinsic complexity this operation forms a constant part of research pro-
grammes of a number of R & D laboratories and institutions. Lately the
research in this field is orientated towards development of new types of ad-
sorbents (Morton, Griselli, 1990), their combined use with classic
bleaching earth, and towards technological changes, e.g. wet and dry bleach-
ing process in two stages, etc.

All these trends are based on the fact that vegetable oil, besides coloured
pigments, contains a number of other substances that influence or are able to
influence the bleaching. These are particularly phospholipids, soaps, metal
complexes and others (Kheok, Lim, 1982; Ong, 1983; Gutfinger,
Letan, 1978). The activity of bleaching earth is negatively influenced by
soap. Acid groups of activated montmorillonite decompose the soap and free
fatty acid on the one hand and inactivate — neutralize themselves on the
other. It is necessary therefore to maintain the soap content at the lowest
level. The oil must be thoroughly washed (Bockisch, 1993).

MATERIAL AND METHODS

Raw materials

This study based on model laboratory experiments monitors the influence
of soaps present in oil on the course of bleaching. The starting material used
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was industrially deacidified erucic acid free rapeseed oil [acid value 0.23 mg
KOH/g of oil, phospholipid content expressed as phosphatidylcholine
0.01 wt. %, individual fatty acids wt. %: C 18:1 —46.8; C 18:2 - 14.0; C 18:3
—4.6; C 16:0 — 3.5; others are below 1 wt. %, colour of oil by Naudet—22
(Naudet, Drap, 1960)] and commercially available bleaching earth Ton-

sil Optimum FF.

Apparatus and Method

The layout of the apparatus used is in Fig. 1. The bleaching was done in
two-litre flask equipped with adapters for sampling, inlet and outlet of argon
and for Fe-Co thermocouple for temperature measuring and regulation. The
temperature was maintained at 95 °C. Each experiment was run with 800 g of
oil and 8 g of bleaching earth, i.e. 1 wt. %.

1 — stirrer

2 — adapters for inlet and outlet of argon
3 — Fe-Co thermocouple

4 — temperature controller

5 — sampling adapter

1. Apparatus

RESULTS AND DISCUSSION

To obtain experimental results transferable into practice, the arrangement
of the experiments were to be as close as possible to real technological con-
ditions. That is why, as far as the effect of soaps on bleaching is concerned,
it was necessary to ensure a uniform dispersion of soaps in oil similar to that
normally observed in practice after alkali refining is completed. A direct ad-
dition of soaps into the deacidified oil proved to be unsuitable. That is why
another method was chosen. Before the bleaching itself started, a small por-
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tion of concentrated solution of sodium hydroxide had been added into the
oil. The soaps produced were not removed from the oil by washing. To speed
up the process, and to overcome the initialisation period of saponification, a
small amount of free fatty acids was added into the oil. Commercial oleic
acid at the amount of 1.6 g, i.e. 0.2 wt. % related to the oil quantity was used.
This small amount of fatty acids practically did not affect either the colour
characteristics of the oil or the behaviour of the oil in the bleaching process
when compared with reference experiments.

In a series of laboratory experiments the amount of hydroxide solution
added, and the period of its action in oil varied. The concentration of the
hydroxide solution added into individual series of experiments oscillated at
the upper limit of its solubility in water so that a possible influence of water
on the bleaching could be eliminated. The concentration of the solution used
was 19.72 mol/l. The experiments then represented a combination of one of
the quantities of hydroxide (10 ml, 30 ml and 50 ml) with various reaction
times (15, 30, 60, or 120 min). This produced various initial concentrations
of soaps in the oil before bleaching. The different amounts of the hydroxide
added, and the inconstant reaction times enabled us to determine a possible
effect of unreacted hydroxide on the course of bleaching. The determination
of the content of soaps was based on the determination of free fatty acids
after acid hydrolysis of the samples taken, consequent determination of acid
value (DGF-Einheitsmethode..., 1987), and a re-calculation using the mean
molecular weight of the fatty acids of rapeseed oil used for experiments.
Fig. 2 shows the kinetics of soap origination in oil with different amounts of
NaOH, and different reaction times.

It is obvious that the highest growth of soap content was obtained when a
higher amount of hydroxide was added. When comparing both factors, i.e.
the time of hydroxide action and its quantity, we can see various initial con-
centrations of soaps formed in oil before bleaching, ranging from 0 to
85 mg/kg. In the course of individual experiments samples were taken at 4th,
8th, 16th an 32th minute from the beginning of the addition of adsorbent
(t = 0). It was then possible to monitor both the kinetics of the bleaching
itself, and the depth of bleaching, i.e. the equilibrium concentration of col-
oured substances in oil. A method recommended by Naudet and Drap
(1960) was chosen to express the content of coloured substances in oil, and
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to compare a relative bleaching effect within the framework of the experi-
ments carried out. According to this method the concentration of coloured
substances is related to the expression

C = 100.log 12
Y
where: Y — one of the co-ordinates of the objective description of colour worked

out by the International Commission on Illumination (CIE)

The use of this system is regulated by a number of national standards (CSN
01 1718; DIN 5033; ASTM E 308; NF X 08-012). The calculation of tris-
timulus values of the colour issues from the distribution coefficients of the
given trichromatic system, and from the spectral composition of measure-
ments of coloured stimuli of the samples measured. The calculation is based
on the fact that every colour can be imitated by an additive mixture of spe-
cific lights of the given trichromatic system. The transmittance values rang-
ing from 380-770 nm (10 nm increments) are multiplied by corresponding
distribution coefficients, and the sums of these partial products give the
dimensions of tristimulus values X, Y and Z. The value of Y component
equals the hundredfold of the transmission factor of the coloured stimulus
measured. The correlation dependence of C values on colour scales was
proved among others in another work (Brdt et al., 1988).

Figs. 3, 4 and 5 show time dependence of the bleaching of modified raw
material with an intentionally increased initial content of soaps. Fig. 3 de-
scribes the time dependence of the course of bleaching after the addition of
10 ml of concentrated NaOH and different reaction times. In dependence on
the reaction time of the hydroxide the content of soaps was ranging from 0 to
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30 mg per kg. The curves de-
scribing the course of bleach-
ing show that both the velocity
of the process and the depth of
bleaching were similar and the
differences in the colour char-
acteristics of the samples can
be considered as the limit of
the noise of mutually com-
parable results. Fig. 4 shows
the course of bleaching after
the addition of 30 ml of con-
centrated hydroxide. The con-
tent of soaps at the beginning
of bleaching process ranged,
depending on the quantity of
soaps formed, from O to 60 mg
per kg. It is obvious in this case
that a longer reaction time of
the hydroxide in oil (60 and
120 min) with a consequent
pronounced growth of soap
content in oil influen-ces the
course of bleaching itself. Even
more pronounced are these dif-
ferences when 50 ml of hy-
droxide is added to the oil. In
such cases the content of soaps
oscillated between 0 and 80
mg/kg. Reaction times of 30
minutes and more (Fig. 5) in-
duced significantly different
colour characteristics of the oil
in the final phase of bleaching.
Nearly all the cases of time de-
pendence describing the course
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of bleaching showed that the soaps present in oils influenced the absorption
velocity only very slightly, and that the major part of coloured substances
was removed during the initial four minutes of experiments.

The results of all experimental

25 3 ;
series can be summarised from

reference experiment +

C veaciion tine: 15min A& the standpoint of equilibrium
20 T concentrations of coloured sub-
B -stz.mces in oils depending on the
il & initial soap content, regardless of
15 R the effect of different additions of
of coloured substances hydroxide and different reaction
! times. This dependence can be
- seen in Fig. 6, which clearly shows
) that until certain initial concen-
5F o tration of soaps in oil is reached,
— the bleaching process is insigni-
—4 ficantly influenced but when this
0 " : : : ' concentration is exceeded, the

7 14 21 28 35 . Vg
t [min] bleaching abilities of the adsorb-
5. Time dependence of the course of bleaching ent used are sharply deteriorated.
after the addition of 50 ml of NaOH In the case of Tonsil Optimum FF

bleaching earth this limiting in-
itial soap concentration in oil was about 30 mg/kg. Even if the most concen-
trated hydroxide solution was added to the oil, some water was added
together with the hydroxide. To eliminate possible effect of water on the
course of bleaching, reference tests were carried out in which 10-15 ml of
water was added to the oil, and the oil was mixed for 15-120 min in individual
tests in the same way as with the hydroxide. Fig. 7 shows the results of se-
lected tests after the addition of water. The differences in the depth of bleach-
ing are insignificant, with respect to the influences of higher initial
concentrations of soaps discussed above, and they are ranging within the
limit of noise of the results of individual tests. Similar conclusions can be
reached with respect to the effect of unreacted hydroxide. In the case of a
short reaction time of hydroxide in oil even at the highest quantities of hy-
droxide added, the time dependence of the course of bleaching differed very

416



C = concentration
8 of coloured substances

A

Potrav. Védy, 15, 1997 (6) : 411-418

6. Dependence of equilibrium
concentration of coloured
substances in oil before the
bleaching itself

80

J
100

[mg/ke]

slightly from those observed in the reference test. As a matter of fact these
were the tests with the highest content of unreacted hydroxide in the oil.
Based on this we can arrive at a conclusion that the effect of hydroxide itself
on the removal of coloured substances was not so pronounced.

In conclusion it can be said that if there was observed a more pronounced
effect of soaps on the process of adsorption bleaching in relation to the remo-
val of coloured substances caused by the action of increased content of soaps
in neutralised oil, this was seen at concentrations exceeding those used in
usual technological practice. Laboratory test showed that the limit for rape-
seed oil bleaching with Tonsil Optimum FF oscillates around 30 mg/kg.. In

25

reference experiment  +
c 10 ml of water, 1S min A
20 10 ml of water, 120 min ©
50 ml of water, 15 min
50 ml of water, 120 min 4
151 C = concentration
of coloured substances
10f
5k
J
0 7 4 28 35

t [min]

connection with the study of the
effect of soaps on the course of
bleaching of rapeseed oil, a poten-
tial influence of water added
together with hydroxide solution
was studied too. In accordance with
the results obtained from reference
tests it can be said that the addition
of water ranging from 10 ml to
50 ml per 800 g of oil modified
the bleaching process insignifi-
cantly.

7. Time dependence of the course of
bleaching after the addition of water
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Vliv mydel na priib&h béleni Fepkového oleje

Modelové laboratorni pokusy zaznamenaly vyznamné;jsi vliv mydel na prub&h be-
leni oleje v koncentracich, které prevy3uji realné podminky v prumyslové praxi. Pfi
bé&leni bezerukového fepkového oleje s bélici hlinkou Tonsil Optimum FF dochéazelo
k vyraznému zhorSeni barvy oleje pfi po¢ate¢nim obsahu mydel v oleji 30 mg/kg.

béleni; fepkovy olej; mydla; bé&lici hlinka; barva oleje
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POROVNANI A OPTIMALIZACE METOD STANoyENi SALMONEL
POMOCI ENZYMOVE IMUNOANALYZY*

Comparison and Optimisation of Methods for Determination
of Salmonellas by Enzyme-Linked Immunosorbent Assays

KateFina MALKOVA, Igor HOCHEL, Ladislav FUKAL, Katefina DEMNEROVA,
Pavel RAUCH!, Ji¥i SKVOR?, Martin POPLSTEIN?, Gary M. WYATT?

! nstitute of Chemical Technology — Department of Biochemistry
and Microbiology; 2 Institute of Sera and Vaccines, Prague, Czech Republic;
3 Institute of Food Research — Norwich Laboratory, Norwich, United Kingdom

Abstract: Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISAs) for detection of
different Salmonella enteritidis antigens have been developed, using both
commercially available and laboratory prepared antibodies. The direct and indi-
rect sandwich ELISAs enable detection of 2x10°—4x10* cells/ml or 1x10* to
3x10° cells/ml. However the indirect competitive assay could not be advised as
a screening method because of high detection limit (lxlO6 cells/ml). The system
of detection salmonellas via somatic O-antigen seems to be more efficient than
with flagellar H-antigen. The sensitivity of developed indirect sandwich ELISA
was further three times increased using Biotin-Streptavidin amplification
system. The results were compared with commercially available kits (TECRA
Diagnostics).

Salmonella; 0:9,12 antigen; H-antigen; polyclonal antibodies; monoclonal anti-
bodies; direct and indirect sandwich ELISA; competitive indirect ELISA; Bio-
tin-Streptavidin system

Abstrakt: Kombinaci fady pfipravenych i zakoupenych protilatek proti riznym
antigenim Salmonella enteritidis bylo vypracovano nékolik variant stanoveni
salmonel enzymovou imunoanalyzou (ELISA): pfima (detek&ni limit 2x10° az
4x10* bun&k/ml) i neptima sendvigova ELISA (1x10*az 3x10° bun&k/ml) a také
nepfima kompetitivni ELISA (1x106 buné&k/ml). Stanoveni prostfednictvim pro-
tilatek proti somatickému O-antigenu bylo citlivéj$i v porovnani s pouZitim pro-
tilatek proti flagelarnim H-antigenim. U stanoveni nepfimou sendvi¢ovou
ELISA Ize dosahnout dal§iho trojnasobného sniZzeni detek&niho limitu aplikaci

* Préce byla provedena v ramci projektu & 509/94/1009 podporovaného Grantovou agenturou
Ceské republiky.
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komeréniho amplifikaniho systému biotin-streptavidin. DosaZené detekéni li-
mity byly porovnany se zjist€nymi parametry komeréné dostupnych souprav
firmy TECRA Diagnostics.

Salmonella; 0:9,12 antigen; H-antigen; polyklonélni protilatky; monoklonalni
protilatky; pfima a nepfimé sendviCova ELISA; kompetitivni nepfima ELISA;
biotin-streptavidim

V soufasné dobé& jsou salmonely stanovovény, pfipadné uréovany,
konvenénimi mikrobiologickymi postupy podle normy CSN ISO 6579
(56 0088). Tato metoda je viak zna¢né& pracna a Easové naro¢na (5-7 dni),
a proto vznika stile vétsi potfeba alternativni screeningové metody umoziiu-
jici rychlou kontrolu vstupii a vystupii priimyslovymi laboratofemi. Stanove-
ni vyuZivajici imunochemickou techniku ELISA jsou dostate¢né& rychla
a citliva a proto vyhovuji témto poZadavkim.

Pro kazdé urcité stanoveni musi byt metody ELISA 3ity na miru. Proto je
nezbytn& nutné nalézt nejvhodné&jdi uspoifddani testu a provést Easové na-
ro¢nou optimalizaci. Av3ak zpracovani velkého mnoZstvi vzorki si od scree-
ningové metody vyZaduje piesnost a reprodukovatelnost. U metod, pfipadn&
i komer&nich souprav je posuzovana jeji pracnost, €asova naro¢nost a v ne-
posledni fadé téZ cenova dostupnost.

V préci jsou porovnany tfi vyvinuté metody ELISA v né&kolika riznych
variantach, li§icich se navzdjem typem a pouZitim protilatek i antigeni,
a jedna z nejroz3ifenéjSich komer&né& dostupnych souprav firmy Tecra Diag-
nostics.

Salmonely maji charakteristickou antigenni skladbu. Charakteristickymi
typy antigeni salmonel jsou:

1. Somatické antigeny, obsaZené v bakterialni st€én&. NejbliZe k povrchu jsou
uloZzeny K-antigeny kapsuldrni, v hlub3i vrstvé O-antigenni komplexy
a nejhloubéji je umistén R-antigen. Somatické O-antigeny lipopolysacha-
ridické povahy jsou nejdileZit€j$imi antigeny salmonel; na zdkladé O-
antigennich specifit se provadi klasifikace riiznych kmenii salmonel. Pro
diagnostické ugely se O-antigen ziskava po rozru3eni bi¢ikovych a kapsu-
larnich antigeni.

2. Bi¢ikovy H-antigen je bilkovinné povahy. Pfiprava H-antigenu pouZitého
v analyzach byla popséana v piedchézejici praci (Mé4lkova et al,, 1996).
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Na zaklad& O a H antigennich specifit se provadi ur&eni serologické skupi-
ny salmonel (Kauffmann, 1966,1972; Popoff et al., 1992).

Kromé& uvedenych specifickych antigent, které odliduji riizné rody entero-
bakterii, existuje jest& jeden flagelarni antigen, spole¢ny v3em pfislunfkim
Enterobacteriaceae (common structural antigen) — CSA-antigen, ktery ma
rovnéz bilkovinnou povahu.

V préci byly testovany moZnosti detekce salmonel pomoci protilatek proti
rozdilnym antigentim na pfiklad& nej¢asté&ji vyskytujicich se serovarii Salmo-
nella enteritidis (za rok 1994 94 % z celkového mnoZstvi onemocnénf
salmonelézou) a Salmonella typhimurium (ve stejném obdobi 3 % — data
jsou zpracovana z podkladl Statnfho zdravotniho tstavu v Praze, Centra epi-
demiologie ze dne 29. 3. 1995).

MATERIALY A METODY

Pouzité antigeny

Antigeny 0:9,12 a 0:4,5,12 byly zakoupeny u firmy Imuna Sari¥ské
Michalany, SR; pfipravu H-antigenu pouZitého v analyzich popsali Mal-
kova et al. (1996).

Kvantifikace antigenu

Jelikoz v préci bylo pouZito riznych antigenf, za jednotku mnoZstvi byl
vybréan podet bakterialnich bun€k/ml. Koncentrace pak byla stanovena po&i-
tanim bun&k pomoci fazové kontrastni mikroskopie nebo pouZitim empi-
rického vztahu mezi koncentraci buné€k a turbidimetrii p¥i 410 nm.

Protilitky

Pro analyzy bylo vyuZito n€kolika typii monoklonélnich a polyklonalnich
protilatek, jak komeréné dostupnych, tak i laboratorné pfipravenych.
* Protilatky proti O-antigendim:
— komer¢ni Salmonella O antiserum polyvalentni OA:1,2,12; 0:4,5,12;
0:9,12; 0:9,46; 0:3,10; 0:1,3,19; O:21 (Imuna Sarigské Michal’any, SR);
— antisera laboratorng ptipravend imunizaci kralikd &ingila bil4 (UHKT Pra-
ha) proti somatickému antigenu 0:9,12 (Imuna Sari¥ské Michalany, SR);
— laboratorné€ ptipravené protilatka ziskana imunizaci my3i BALB/c
(USOL Praha) 0:9,12 antigenem (Imuna Saridské Michal'any, SR).
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* Protilatky proti flagelarnim H-antigentim:

— monoklonélni protilatka proti H-antigeniim, specifick4 k serovaru S. en-
teritidis (Lee etal., 1990; Wyatt et al., 1990, 1992; 1993 — [FR-0107
Norwich, UK).

* Byla téZ pouzita komeréni protilatka CSA-1 (Bac Trace™ Antibodies,
Gaithesburg, Velka Britanie), jeZ ma velmi Siroké spektrum specifit pro
rizné serovary salmonel a je vhodnou protilatkou pro navazani bung&k
salmonel z roztoku na povrch mikrotitraénich desti¢ek.

¢ Antiimunoglobulinové protilatky komeréné zna&ené kienovou peroxida-
sou (HRP):
Pro vlastni detekci byly v né&kterych uspofadénich metod ELISA pouzZity
nésledujici protilatky:
— kozi protilatka proti my3$im IgG-GAM/HRP (goat-anti-mouse/HRP,
Sigma A4416);
— prasedi protilatka proti my3fm IgG-SwAM/HRP(swine-anti-mouse
/HRP, SEVAC Praha);
— prasedi protilatka proti krali¢im IgG-SwAR/HRP (swine-anti-rabbit
/HRP, SEVAC Praha).
* Protilatka komer¢né& znaCend biotinem: Byla pouZita kozi protilatka proti
my3$im IgG-GAM/Biotin (goat-anti-mouse/Biotin, Amersham Buchler
GmbH, SRN; RPN-1177).

Izolace a zna&eni imunoglobulinii

V3echna ziskana polyklondlni antisera byla podrobena frakénimu sraZeni
(Harboe, Ingild, 1973) a izolované separatni imunoglobulinové frakce
byly déle oznaCovany jako protilatky. Ke znaZeni protilatek kienovou pero-
xidasou (RZ = 3, grad I; Boehringer Mannheim GmbH, SRN) byla pouZita
jodistanové oxida¢ni metoda (Wilson, Nakane, 1978). Parametry pfi-
pravenych konjugéti a jejich optimalni koncentrace jsou uvedeny v tab. I.

1. PFimd sendvi&ovd technika — provedeni ELISA

Toto uspofadéni vyZaduje znacenou specifickou detektorovou protilatku
(PL1-HRP), kter4 v3ak miiZe byt totoZzna s protildtkou vazebnou PL1 (schéma 1).
Na povrch polystyrenové mikrotitraéni desti¢ky byla imobilizovana po
dobu 16 hodin pfi teploté 2—4 °C vazebna protilatka, fedéna na koncentraci
1-10 pg bilkoviny/ml 0,05M karbonat-bikarbonéatového pufru pH 9,6. Po
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trojndsobném promyti stejnym pufrem v au-
) HRP| tomatické promyvacce destiCek byly nena-

vazané imunoglobuliny odstranény a do
PL1 jamek desti¢ky napipetovany vzorky, pii-
padné standardy pro vytvoteni kalibraénich
kfivek a inkubovany 2 h pti 37 °C. Nésledo-
Sckidiiia 1 valo trojndsobné promyvéni roztokem PBS
s pfidavkem 0,05% (V/V) Tween-20 (pro-

[eL1]

I. Pfima sendviCova ELISA — parametry pfipravenych IgG znagenych kfenovou peroxidasou —
Direct sandwich ELISA - the parameters of prepared conjugate IgG labelled with horseradish
peroxidase

Oznaten protilétky' Pomér HRP/IgG* |Koncentrace® [g/ml] D?g:::;é/:;l"ﬁh“
Imuna®’ 1,65 1,54 3,9x10*
Imuna®’ 6,66 0,34 1,2x10*
UHKT (0:9,12)-1% 1,11 0,64 6,2x10°
UHKT(0:9,12)-1% 1,20 3,30 2,4x10°
UHKT(0:9,12)-2° 1,83 1,25 1,8x10*
USOL 0:9,12¢ 1,96 1,88 3,0x10*
USOL 0:4,5,12° 2,49 1,17 2,5x10*

Protilatka vazebna je totoZna s protilatkou detektorovou. Detektorova protilatka je laboratorng
znaden4 kfenovou peroxidasou (schéma 1). V pfipadech * a * se jedn4 o stejnym zpiisobem
ptipravené konjugaty IgG/HRP, které vykazovaly rizné parametry — The capture antibodies are
identical to detector antibodies. The detector antibodies are labelled with horseradish peroxida-
se (scheme 1) conjugates [gG/HRP * and * are identically prepared, however their parameters
are different.
1. Description of antibodies:
a) Commercially available polyclonal antiserum against Salmonella antigens OA:1,2,12;
0:4,5,12; 0:9,12; 0:9,46; 0:3,10; 0:1,3,19; 0:21 (Imuna Sari3ské Michalany, Slovak Repub-
lic);
b) laboratory erased antiserum in rabbits (1 and 2) against somatic 0:9,12 (UHKT Praha
— Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic);
c) laboratory erased antiserum in mouse BALB/c against somatic antigens Salmonella O: 9 12
and O: 4,5,12 (USOL Praha - Institute of Sera and Vaccines, Prague, Czech Republic).
2. Molecular proportion horseradish peroxidase/IgG.
3. Optimal concentration of conjugate.
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myvaci roztok PBS-Tween). Poté byla do desti¢ky aplikovana peroxidasou
znalena detektorova protilatka, ktera byla fedéna na optimalni koncentraci
(tab. I) roztokem PBS+Tween s obsahem 1 % (w/V) hovéziho sérového
albuminu (BSA). Protilatka interagovala s antigenem po dobu 2 h a teploté&
37 °C. Nakonec byla destitka opé&t promyta, pfidan substrat pro peroxidasu
a po zastaveni enzymové reakce byla mira zbarveni mé&fena na fotometru pro
mikrotitraéni desti¢ky. Analyza byla provedena vZdy nejméné ve dvou para-
lelnich stanovenich.

2. NepFimd sendvitovd technika — provedeni ELISA

Tato technika nevyZaduje proces znaleni specifické protilatky peroxida-
sou, aviak neni moZné pouzit vazebnou (PL1) a detektorovou (PL2) proti-
latku stejného Zivo&isného druhu (schéma 2).

Na povrch mikrotitraéni desti¢ky byla

imobilizovéna 16 h pfi teplot& 2—4 °C
> = }—HRP protilatka zfed&na na optimélni koncen-
@ @ traci (tab. II) 0,05M karbonéat-bikarbona-

@ tovym pufrem pH 9,6. Po trojndsobném

promyti promyvacim roztokem PBS-Tween

Schéma 2 v automatické promyvaéce desti¢ek nasle-

dovala saturace povrchu inertni bilkovinou

(PBS+1% BSA, inkubace 1-2 h, 37 °C) a po op&tovném promyti byly do

jamek desti¢ky napipetovany vzorky pfipadné standardy a inkubovény 2 h

pfi 37 °C. Nasledovalo pétindsobné promyti jamek promyvacim roztokem

(PBS-Tween), nateZ byla pfidana detektorova protilatka o koncentraci 1-2 pg

bilkoviny/ml (tab. II) a po dalsi inkubaci (2 h, 37 °C) a promyvéni i peroxi-

dasou znadena antiimunoglobulinova protilatka (anti-species tab. IV) zfedg-

nd na vhodnou koncentraci pufrem PBS s pfidavkem 0,05% (V/V)

Tween-20. Desti¢ka byla naposledy promyta, pfidan substratovy roztok pro

peroxidasu a enzymova reakce kvantifikovdana pomoci fotometru. Analyza
byla provedena nejméné ve dvou paralelnich stanovenich.

3. Kompetitivn{ nepFimd technika ELISA

Kompetitivni technika miiZe vyuZit pouze specifickych protilatek (schéma
3); antigen (buiiky salmonel) je vhodné prokfiZit bifunk&nim ¢inidlem (napf.
‘glutaraldehydem).
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I1. Porovnani detek&nich limitd riznych uspofadéani nepfimé sendvi¢ové ELISA — The compa-
rison of detection limits of different systems of indirect sandwich ELISA

Oznaceni vazebné Oznadeni detektorové Znatena Detekéni limit
protilatky’ pmtilatky2 Antil gG3 (bunélc/ml)4
UHKT-1* USOL 0:9,12¢ SwAM/HR 1,4x10*
UHKT-1? USOL 0:9,12° GAM/Biotin 4,7x10*
USOL 0:9,12° UHKT-1° SwAR/HRP 1,1x10°
USOL 0:4,5,12° UHKT-1° SwAR/HRP 2,6x105
CSA-14 IFR-0107¢ GAM/HRP 3,4x10*
CSA-1¢ IFR-0107¢ GAM/Biotin 1,1x10*

1. Source of used capture antibodies:

a) Commericially available polyclonal antiserum against Sa/monella antigens OA:1,2,12;
0:4,5,12;0:9,12; 0:9,46; 0:3,10; 0:1,3,19; O:21 (Imuna Sarisské Michalany, Slovak Republic);
b) laboratory erased antiserum in rabbits (1 and 2) against somatic 0:9,12 (UHKT Praha
— Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic);

c) laboratory erased antiserum in mouse BALB/c against somatic antigens Salmonella O:9,12
and 0:4,5,12 (USOL Praha - Institute of Sera and Vaccines, Prague, Czech Republic);

d) commercially available antibody against common structural antigen of Enterobacteriaceae
(CSA, Bac Trace™ Antibodies, Gaithesburg, UK).

2. Source of detector antibodies:
a-d) add 1;

¢) monoclonal antibodies against H-antigens, specific to S. enteritidis (IFR0107, Institute of

Food Research, Norwich, UK).
3. Used anti-IgG antibodies and their label.
4. Detection limit of described system.

Antigen nafedény 0,05M karbonat-bikarbonatovym pufrem pH 9,6 na
koncentraci 5x10° bun&k/ml byl ponechan po dobu 16 h p¥i 2—4 °C prosté
sorpci na hydrofébni povrch polystyrenové mikrotitraéni desticky. Poté byl
pfidan glutaraldehyd (vysledna koncentrace 0,125 % V/V) a po 15 min stani

pfi laboratorni teplot& dosaZeno prok¥iZeni
antigenu (Bringmon, 1992). Nenavaza-
ny antigen byl odstranén automatickym pro-
mytim v péti cyklech promyvacim roztokem
PBS s pfidavkem 0,05% (V/V) Tween-20
a nasledovala saturace povrchu inertni bilko-
vinou (PBS+1% BSA, 1-2 h, 37 °C).

@)_
oy I
i)

P3|

Schéma 3
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III. Neptima kompetitivni ELISA; souhrn dosaZenych detek&nich limitd (schéma 3) — Indirect
competitive ELISA; summary of detection limits (scheme 3)

Oznateni detektorové protilatky' Oznateni AntilgG> | Detekéni limit (bungk/ml)’
UHKTI* SwAR 1,0x10°
UHKT2 SwAR 1,1x10°
USOL 0:9,12° SWAM 4,3x10°

1. Source of detector antibodies:
a) laboratory erased rabbit antiserums (1 and 2) against somatic antigen 0:9,12 (UHKT Praha
- Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic);
b) laboratory erased mouse antiserum against somatic antigen O:9,12 (USOL Praha — Institute
of Sera and Vaccines, Prague, Czech Republic).

2. Used anti-IgG antibodies and their label.

3. Detection limit of described system.

Jamky desti¢ky byly znovu pétindasobn& promyty promyvacim roztokem.
Poté byla do jamek desti¢ky aplikovana detektorova protilatka (tab. III) na-
fed&na na koncentraci 1-2 pg bilkoviny/ml a zaroveii i vzorky pfipadné stan-
dardy pro vytvoreni kalibraénich k¥ivek (v3e fedéno roztokem PBS-Tween
a inkubovéno 2 h pti 37 °C). Poté byly nezreagované sloZky odstranény pro-
mytim a do desti¢ky napipetovana optiméln€ zfedéna v PBS-Tween peroxi-
dasou zna&ena antiimunoglobulinové protilatka (tab. IV) a inkubovéana 2 h
pfi 37 °C. Nakonec byly jamky znovu promyty a uskuteénéna enzymova re-
akce ptidanim substratového roztoku pro peroxidasu, kvantifikovana po pro-
b&hnuti pomoci fotometru pro mikrotitradni desti¢ky. Analyza byla
provedena vZdy nejméné ve dvou paralelnich stanovenich.

IV. Optimalni fed&ni komer&nich zna&enych antiimunoglobulinovych protilatek — The optimal
dilution factors of commercially labelled anti-immunoglobulin antibodies

Oznadeni protilétky' Redici faktor® | Oznageni protilatky | Redici faktor
Goat-A-Mouse® 1000x Swine-A-Rabbit® 2000x
Swine-A-Mouse® 2000x Goat-A-Mouse® 1000x

1. Description of conjugate, source:
a) Sigma (A-4416);
b—c) Institute of Sera and Vaccines, Prague, Czech Republic;
d) Amersham Buchler GmbH (RPN-1051).

2. Used diluting factor.
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Priprava substratovych roztoki pro peroxidasu

V préci byly pouZity dva typy pfipravovanych substratovych roztokd, lisi-
cich se pfedevsim chromogeny. V pfedchazejici studii (Hochel et al., 1995)
nebyl zaznamenan vyznamny rozdil pfi porovnani substratovych roztoki
o-fenylendiamin dihydrochloridu (OPD Sigma P-1526) a 3,3",5,5’-tetrame-
tylbenzidinu (TMB Fluka Chemie AG, Svycarsko). TMB je zvl4st& vhodny
pro provedeni ELISA stanoveni vné laboratof{, nebot’ modra barva reakéniho
produktu pro vizualni vyhodnocovani vysledki kontrastuje s bezbarvymi ne-
gativnimi vzorky.

— Substratovy roztok s OPD: 50 mg o-fenylendiamin dihydrochloridu na
100 ml 0,IM citrat-fosfatového pufru pH 5,0 s pfidavkem 20 ml 30%
H,0,.

— Substratovy roztok s TMB: 1 ml roztoku 3,3",5,5'-tetrametylbenzidinu
o koncentraci 10 mg/ml dimetylsulfoxidu do 100 ml 0,1M citrat-fosfato-
vého pufru pH 6,0 s pfidavkem 20 pl 30% H,0, (Porstman etal., 1981).

Enzymova reakce s uvedenymi substratovymi roztoky probihala pfi teploté
37 °C po dobu maximélné 30 min a poté bylo moZné reakci zastavit pii-
davkem 2M H,SO,. Intenzitu zbarveni je vhodné méfit pfi vinovych délkach
450 nm (TMB) a 492 nm (OPD).

Pro srovnani byl téZ testovan komeréné dostupny substratovy roztok pro
peroxidasu (Cambridge Veterinary Sci., Cambridge, UK). Je na trh doddvan
jako dvousloZkova reagencie vyuZivajici chromogen TMB. Pfiprava substra-
tového roztoku je prosta — pred pouZitim je nutné obé& slozky pouze diikladné
smichat v poméru 1 : 1.

Amplifikaéni systém biotin-streptavidin

Byl pouzit ,pre-formed complex*“ (Amersham Buchler GmbH & Cc KG,
SRN; RPN-1051) a metody navrzené vyrobcem. Po aplikaci detektorové pro-
tilatky (tab. II), inkubaci a nasledném promyti byla do jamek mikrotitraéni
desti¢ky pfidana biotinem zna&ené protilatka v doporu¢eném fedéni 1000x
(doba interakce 1 h pii 37 °C). Néasledovalo znovu promyti a napipetovani
konjugétu streptavidinu s kienovou peroxidasou pii stejném faktoru fedéni-
reakce probihala po dobu 30 min pfi stejné teploté. Nakonec byla desti¢ka
naposled promyta a aplikovan komer¢ni substrat pro peroxidasu s TMB.
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Komeréni souprava ,,Salmonella visual inmunoassay“ (TECRA Diagnostics)

Souprava je uréena pro rychly a specificky screening potravinovych i ne-
potravinovych vzorkli. Metoda byla uzndna svétovou organizaci AOAC
(Hughes etal., 1987; Jay etal., 1988; Lambini etal., 1990; Corbion
etal., 1990; Flowers et al., 1988). Je zaloZena na sendvi¢ovém uspofadani
ELISA, které prfedchazi doporucena (Official Methods of Analysis, 1990)
pfiprava vzorki. Po neselektivnim i selektivnim pomnoZeni bakterii, pfi-
tomnych ve vzorku, a po povafeni se stanoveni provadi imunochemicky.

Vysoce specificka protilatka je vyrobcem navazana na povrch mikro-
titra¢nich desti¢ek. Pokud se buiika salmonely nachazi ve vzorku, je
v prvnim kroku testu zachycena na povrch desti¢ky prostfednictvim proti-
latky. ,,Sendvi¢“ je kompletovan pouzitim druhé protilatky, rovnéz speci-
fické k salmonelam, ktera je enzymove znacena.

Pfitomnost salmonel ve vzorku je indikovadna zelenym zabarvenim sub-
stratu; pokud ve vzorku nebyla salmonela zji3té€na, substrat neméni barvu
a zilstava bezbarvy.

Komer&ni souprava ,,Unique Salmonella“ (TECRA Diagnostics)

Souprava umoZiuje stanoveni salmonel pomoci kombinace imunoche-
mické a kultiva¢ni techniky. Vysoce specifické protilatky jsou vyrobcem na-
vazany na povrchu polystyrenovych vrtulek — dipsticks.

Vyrobce doporucuje pouzit modifikovanou peptonovou vodu (napt. Oxoid
CM50 nebo Difco 1810-1799) pro fedéni, pfipadné extrakci vzorki a zéro-
véi i jako kultivaéni médium. Pfed prvnim krokem testu je nutné pomnoZzit
pfipadné salmonely ze vzorku, jelikoZ jejich mnoZstvi a €asto i vitalita byva
zpravidla velmi nizka. Kultivace mé probihat pfi teplot€ 35-37 °C pies noc
(minimaln& 16 h). Takto pfedkultivovany vzorek se pouZije v prvnim kroku
vlastniho testu. Na polystyrenovou vrtulku, na jejiz povrch jsou vyrobcem
imobilizovany specifické protilatky proti salmoneldm, se po ponofeni do
vzorku zachyti pfipadné salmonely. Po diikladném promyti od nezreagova-
nych latek jsou imobilizované salmonely naslednym krokem dale nese-
lektivng kultivovany. Tim se zvy3i celkovéa koncentrace, tj. poget bunék/ml,
a dojde i ke znaénému usnadnéni pritkazu salmonely ze vzorku pomoci
pfimé sendvic¢ové ELISA techniky.
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Vyhodnoceni vysledkii

Matematické zpracovani a vyhodnocen{ vysledkid popsali Hochel et al.
(1995).

Detekéni limit stanoveni byl vypo€&itan ze sou¢tu priiméri hodnot absor-
bance pro nulovou koncentraci antigenu a trojndsobku smérodatné odchylky
vypoclitané pro tutéZ hodnotu. Koncentrace ode¢tena z kalibra¢ni kfivky
odpovidajici této absorbanci pak vyjadiuje citlivost testu (Man&al, 1987).
Odlehlé hodnoty byly vylugovéany pomoci Grubbsova testu pro hladinu
vyznamnosti o = 0,01 (Eckshlager et al., 1980).

Kontrola pFesnosti a reprodukovatelnosti testu ELISA

Byla zjistovéna piesnost stanoveni v uspofadani pfimého sendvi¢ového
stanoveni. Byla provedena kontrolni mé&feni, uréeni priib&hu pfesnosti stano-
veni (precision profile — Ekins, 1983) a grafického zndzomén{ varia¢niho
koeficientu CV v zévislosti na koncentraci analytu (obr. 1). K tomuto G&elu
byly naméfeny kalibra¢ni k¥ivky o 3esti paralelnich stanovenich, vypo¢itin
primé&r hodnot absorbanci ¥ a jejich sm&rodatna odchylka s. Varia¢ni koefi-
cient je definovén vztahem:

© CV(%)=100 s/x

Porovnanim piedchozich a aktudlnich kalibra&nich kfivek lze timto tes-
tem zjistit tendence stanoveni a sledovat parametry pfesnosti ,,uvniti*
(within-plate, intraassay) a ,,mezi“ (between-plate, interassay) jednotlivymi
stanovenimi, v naSem pfipad€ mezi desti¢kami. Varianf koeficient byl vy-
poditan z hodnot absorbanci pro stejné koncentrace antigenu (5x107 bu-
n&k/ml) v Sesti nezédvislych stanovenich pfimé sendvi¢ové ELISA metody.

VYSLEDKY

Optimalizace koncentra&nich rozsahii reaktantd systému pFimé sendviové
ELISA metody

Pro toto uspotadani byla vybrana stejna protilatka vazebna jako detektoro-
va. Detektorova protilatka byla pouze upravena znadenim kfenovou peroxi-
dasou (schéma 1).
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35

100 1. Kalibra¢ni kfivka stanoveni salmonel
metodou piimé sendvicové techniky
ELISA (priib&h pfesnosti stanovenf)

— The calibration curve of Salmonella
detection by direct sandwich ELISA
(precision profile of detection)

log koncentrace (bun¢k/ml) — log con-
centration (cells/ml)

Absorbance (450 am)

Byly provedeny pfedeviim optimalizace koncentraci:

1. Vazebné protildtky: Ackoliv koncentrace vazebné protilatky nenf kri-
tickym bodem metod ELISA stanoveni, byla u viech pouZitych protilatek
optimalizovana postupem popsanym dfive (Rauch et al., 1989) a uréena
na 1 az 10 pg bilkoviny/ml. Byla téZ zkouména moZnost skladovani proti-
latkou potazenych mikrotitradnich desti¢ek a bylo zjidt&no, Ze desticky lze
po diikladném vysu3eni silikagelem uchovévat za konstantni teploty 2 aZ
4 °C v exsikéatoru po dobu né&kolika mé&sicii bez vyznamné ztraty aktivity.

2. Detektorové protilatky: Optimalni koncentrace konjugétt jsou uvedeny
v tab. I. Byly stanoveny jako koncentrace, pfi nichZ bylo dosaZeno
nejniz8§iho detek&éniho limitu metody, nejniz3i nespecifické vazby na
povrch mikrotitradni desti¢ky a zaroveii dostateéné vysoké odezvy systé-
mu.

Optimalizace koncentraci pouZitych reagencii systému nepfimé sendvitové
ELISA metody

U obou sendvicovych technik byl pouZit identicky zpiisob imobilizace pro-
tilatky na polystyrenovy povrch mikrotitra¢ni desti¢ky, a tudiZ i obdobna
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koncentrace. Koncentraéni rozsah pro detekéni protilatky byl podrobnég
zkouman a byl stanoven na 1-2 pg/ml pro testované polyklonalni protilatky;
u monoklonalni IFR-0107 bylo dosaZeno optimalni koncentrace preparatu
pfi nafedéni supernatantu hybridomové kultury 20krat. Pfi pouZiti nevhodné
koncentrace byl pozorovan efekt, pfi némz se sniZzujicim se obsahem antige-
nu ve vzorku dochazi ke zvySovéani odezvy systému. V priib&hu optimalizace
koncentrace konjugatti bylo pfihlédnuto k pokynim vyrobce a vesmés za
nejvhodné&jsi byly uréeny shodné koncentrace s uvedenym koncentraénim
rozmezim. Pfi vy$§ich koncentracich byla pozorovédna vysoka hodnota
nespecifické vazby, pfi niz8ich koncentracich velmi nizka odezva systému.

Optimalizace systému kompetitivni nepfimé metody ELISA

Pro optimalizace tohoto uspoif4adéani se ukazal rozhodujicim postup a uréeni
koncentraéniho rozsahu imobilizovaného antigenu. Stanoveni optimalni
koncentrace vazaného antigenu a detektorové protilatky byla provedena tak,
Ze na sérii mikrotitraénich desti¢ek bylo navazéno riizné mnoZstvi antigenu
(pro kazdou z desti¢ek konstantni) a pouZito Siroké koncentraéni rozmezi de-
tektorové protilatky. Postupnym zjemiiovanim fed&ni protilatky a optimali-
zaci mnoZstvi navazaného antigenu byly nakonec zji§t&ny obé& hledané
koncentrace. Kritériem vybé&ru zde byl pfedeviim detek&ni limit, pfihlédnuto
bylo téZ k dosaZenym maximalnim a minimalnim odezvam systému.

Pouziti metody imobilizace prostfednictvim prosté fyzikalni absorpce na
povrch mikrotitraénich desti¢ek se ukazalo v pfipadé vazby mikrobidlnich
buné&k nedostadujicim. Maximalni dosaZena odezva systému nepiesahovala
absorbance 445y 497nm = 0,3. Proto byla tato metoda doplné&na prokiiZenim
takto navé.zan)'Ich bunék glutaraldehydem. Nejvhodné&jsi doba piisobeni to-
hoto bifunké&niho ¢&inidla s povrchovymi strukturami bakterii byla stano-
vena na 15 minut; zvySovani koncentrace nad 0,125 % (V/V) a prodluZovéni
doby pilisobeni nad optimélni hodnoty vedlo k poklesu citlivosti metody.
Byla také sledovdana moZnost skladovani takto pfipravenych a po promyti
silikagelem vysusenych desti¢ek. Stabilita pfi obdobnych podminkach sklado-
vani (2—4 °C v exsikatoru se silikagelem) byla niZ3i neZ u desek s imobilizo-
vanou protilatkou. Aktivita jiz v priib&hu Etyf tydni poklesla o 30 %.

Koncentrace 1 % BSA v PBS (w/V) byla vybréna jako optimalni pro satu-
race desti¢ek; zvySovanim koncentrace bilkovin roste viskozita a p&nivost
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roztoku. Tim se vyrazné& zhorSuje manipulace s mikrotitradnimi desti¢kami
a sniZuje se rovnéz efektivita promyvani. Pfi vynechéani kroku syceni
povrchu inertni bilkovinou dochazi k vyraznému nartstu nespecifické vazby
(o hodnotu 4 = 0,2). Mez detekce tohoto testu po provedenych optimaliza-
cich byla stanovena na 1,0x10° bun&k/ml.

Porovnini testovanych metod vlastni detekce

U obou substratovych roztoki pro peroxidasu bylo optimalizovéano
mnoZstvi peroxidu vodiku. Takto optimalizované roztoky byly nasledné& po-
rovnany s komeréné€ dostupnym substratovym pufrem. Ve v3ech sledova-
nych piipadech byla citlivost testu témé&f shodnd, rovné&Z i hodnoty
nespecifické vazby. U komer&niho substratu viak pfi identickych podmin-
kach byla namé&fena maximalni odezva o jednotku absorbance vy3si nez
u optimalizovanych substrati s TMB a o 4 = 0,870 v ptipadé OPD.

Pfi nepfimém sendvi€ovém uspofadani byl aplikovan amplifika¢ni systém
biotin-streptavidin a bylo dosaZeno trojnasobného zvy3eni citlivosti (tab. II).

Piesnost piimé sendvi¢ové ELISA metody

Chyba mezi stanovenimi byla uréena na 15 %; chyba uvnitf méfeni &inila
pouze 5 %.

Komerénf soupravy pro detekci salmonel firmy TECRA Diagnostics

Byly testovany dvé& soupravy renomované firmy zaloZené na principu
imunochemické detekce salmonel. Obé& techniky pouZivaji doporuéeny krok
neselektivni predkultivace vychoziho vzorku. Tim ale dochazi k mnohona-
sobnému néridstu poétu bun&k/ml. V praci byly posuzovany pouze parametry
vlastniho stanoveni a proto nebyl tento kultivaéni krok brén na zfetel. Pro
vzorky uméle kontaminované zndmym mnoZstvim buné&k salmonel byly
zjist&ny nasledujici pfiblizné detek&n{ limity:

* pro test ,,Salmonella visual immunoassay“ byl stanoven na 10* bun&k/ml,
* u soupravy ,,Unique Salmonella“ se pohyboval v rozmezi 10°~10° bun&k/ml.

DISKUSE

Po vypracovani, optimalizaci a porovnani metod sendvi¢ové a kompeti-
tivni enzymové imunoanalyzy buné&k salmonel jsme se snazili vybrat
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nejvhodné&j$i metodu pro screeningova stanoveni t&chto bakterii. Byly po-
rovnany metody detekce salmonel pomoci jejich H- a O-antigent, se
zvladtnim zamé&fenim na nejroziifen&jsi serovary salmonel (S. enteritidis,
S. typhimurium) a $iroké spektrum komer&né& dostupnych &i pfipravenych
polyklonélnich i monoklonalni protilatek, jejichz pouZitelnost byla ovéfena
skli¢kovou aglutinaci na mikrobiologickém oddé&leni FN Bulovka.

Metoda pfimého sendvi€ového stanoveni ELISA vyuZivajici polyklo-
nélnich laboratorné pfipravenych protilatek se ukéazala byt z hlediska citli-
vosti (detekéni limit 4x10* bun&k/ml) a &asové naro&nosti nejvhodn&;si.
Kfenovou peroxidasou znagenou detektorovou protilatku, ktera je nezbytna
pro tuto analyzu, je v3ak tfeba pfipravit a ziskame tim pouze omezené
mnozstvi tohoto konjugéatu. Rovnéz kvalita laboratorné znaéenych imu-
noglobulinti je rizna. PouZitim nepfimého sendvi¢ového uspofadani se lze
sice vyvarovat naro¢né pfipravé imunoglobulinovych konjugétd, ale dojde
ke zvy3eni meze detekce na trojnasobek. Prednosti nepfimého sendvi¢ového
testu pro detekci H-antigent salmonel, sestaveného z komeréné& dostupné va-
zebné protilatky CSA-1 a detektorové monoklonélni protilatky IFR-0107, je
dostupnost reagencii v libovolném mnoZstvi, aviak detek&ni limit tohoto
systému je vy3si (3,4x10* bun&k/ml). Z porovnani citlivosti dvou t&chto
sendviovych technik vyplyvé, Ze somatické lipopolysacharidové O-antigeny
salmonel jsou pro jejich stanoveni popsanymi technikami vhodn&jsi nez flage-
larn{ bilkovinné H-antigeny. Kompetitivni nepfima technika se ukézala jako
nejméng citliva (1,0x10° bun&k/ml), coZ spolu s vysokou &asovou naro&nosti
a pracnosti ¢inf tuto metodu nejméné& vhodnou pro screeningové stanoveni.

Oba typy testovanych substratovych roztokti vykazuji vysokou citlivost. Pro
vizuélni vyhodnoceni je vhodné&jsi pouzit jako chromogen 3,3",5,5"-tetrame-
tylbenzidin, zvlasté pak komeréné dostupny substratovy roztok (Cambridge Vet.
Sci.), jenZ dosahuje vyrazné vy3si odezvy detegovanych systémi. Amplifikaci ko-
merénim systémem biotin-streptavidin bylo dosaZeno trojnasobného sniZeni de-
tekéniho limitu, av8ak k metodg byl pfidan jeden inkubaéni a promyvaci krok. Tim
by ale vzrostla pracnost a v neposledni fadé téZ finan¢ni néro€nost stanoveni.

Vyvinuta uspofadani testu ELISA by méla slouZit jako citlivd metoda
vlastniho stanoveni salmonel. Podobné techniky jsou b&Zn& komeré&né vyuzi-
vany ve spojeni s metodami imunochemické separace a pfedeviim s kulti-
va¢nimi technikami (napf. testované soupravy TECRA Diagnostics). Tyto
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kombinace poskytuji vysoce citlivd stanoveni, pfi némz je mozné uréit pii-
tomnost i velmi nizkych koncentraci salmonel. V porovnani s parametry
souprav firmy TECRA Diagnostics byla vetSina pfedkladanych uspofadani
ELISA shledé4na jako velmi uspokojiva.

Literatura

" BRINGMON, R. L. - ZAM, S. G., — BITTON, G. - FARRAH, S. R.: Detection of
Salmonella enteritidis in environmental samples be monoclonal antibody-based
ELISA. J. Immunol. Met., 152, 1992:132-142.

CORBION, B. — FREMY, S. — PIRES-GOMES, C. — PIQUET, C. - REXACH, L.
—PIGEON, C.: Detection des Salmonella dans les Aliments par six methods rapides.
Published in Management et Technol. Aliment., 1990, &. 4: 4445,
ECKSCHLAGER, K. — HORSAK, I. - KODEIJS3, Z.: Vyhodnocovani analytickych
vysledku a metod.. Technicky priivodce 56. Praha, SNTL/Alfa 1980: 50-52.
EKINS, R. P.: The precision profile:its use in assay design, assessment and quality
control. In: HUNTER, W. M. — CORRIE, J. E. T. (Eds.): Immunoassays for Clinical
Chemistry. 2nd ed. Edinburg, Churchill Livingstone 1983: 76-104.

FLOWERS, R. S. — KLATT, M. J. — KEELAN, S. L.: Visual immunoassay for de-
tection of salmonella in foods: collaborative study. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 71,
1988: 973-980.

HARBOE, N. - INGILD, A.: Imunization, isolation of immunoglobulins. estimation
of antibody titre. Scand. J. Immunol., 2 (Suppl. 1), 1973: 161-164.

HOCHEL, I. - MALKOVA, K. — RAUCH, P.: Stanoveni salmonel metodou ELISA.
Potrav. Vé&dy, 13, 1995: 299-312.

HUGHES, D. - SUTHERLAND, P. S. - KELLY, G. - DAVEY, G. R.: Comparison
of the TECRA Salmonella Visual Immunoassay and standard culture methods for the
detection of salmomellae in foods. Food Tech. Aust., 39, 1997: 446447, 450451, 454.
JAY, L. S. - COMAR, D.: Comparative study of TECRA Salmonella Visual Immu-
noassay and Australian Standard cultural methods for analysis of salmonellae in
foods. Food Tech. Aust., 40, 1988: 191-196. :

KAUFFMANN, F.: The Bacteriology of Enterobacteriaceae. Baltimore, Williams
Wilkins 1966: 55-304.

KAUFFMANN, F.: Serological Diagnosis of Salmonella sp. Copenhagen, Denmark,
Kaufman-White Schema Munskgaard 1972.

LAMBINI, M. - MAVRIDOU, A. - RICHARDSON, S. C. - PAPADAKIS, J. A.:
Comparison of the TECRA Salmonella Inmunoassay with the conventional culture
method. Lett. Appl. Microbiol., /7, 1990: 182—184.

434



Potrav. Vé&dy, 15, 1997 (6) : 419-435

LEE, H. A. - WYATT, G. M. - BRAMHAM, S. - MORGAN, M. R. A.: Enzyme
Linked Immunosorbent Assay for Salmonella tyhimurium in food: feasibility of 1-day
salmonella detection. Appl. Env. Microbiol., 56, 1990: 1541-1546.

MALKOVA, K. - HOCHEL, 1. - FUKAL, L. - RAUCH, P. - DEMNEROVA, K.
— WYATT, G. M.: Imunomagnetické separace a detekce bunék S. enteritidis v potra-
vinach. Potrav. Védy, /4, 1996: 241-254.

MANCAL, P.: Metody enzymové imunoanalyzy. In: Informa&ni sluzba SEVAC. 1987.

POPOFF, M. Y. - BOCKEMUHL, J. - McWHORTERMURLIN, A.: Supplement
1992 (No. 36) to the Kauffmann-White Scheme. Res. Microbiol., /44, 1992: 495-498.
PORSTMANN, B.—PORSTMANN, T. —NUGEL, R.: Comparison of chromogen for
the determination of the horseradish peroxidase as a marker in enzyme immunoassay.
J. Clin. Chem. Clin. Biochem., /9, 1981: 435-439.

RAUCH, P. —-HOCHEL, I. - BERANKOVA, E. - BREZINA, P.: Enzymov4 imunoa-
nalyza kufeciho pepsinu v syrech. Potrav. V&dy, 7, 1989: 113-119.

WILSON, N. B. - NAKANE, P. K.: Recent developments in the periodate method of
cojugating horseradish peroxidase (HRPO) to antibodies. In: KNAPP, W. — HOLU-
BAR, K. - WICK, G. (Eds.): Immunofluorescence and Related Staining Techniques.
North Holand, Elsevier 1987: 215-225.

WYATT, G. M. - LANGLEY, M. N. - LEE, H. A. - MORGAN, M. R. A.: Salmo-
nella immunoassay or enrichment-a chicken and egg situation? In: MORGAN, M. R.
A. - SMITH, C. J. - WILLIAMS, P. A. (Ed.): Food Safety and Quality Assurance:
Applications of Immunoassay Systems. London., Elsevier Appl. Sci. 1992: 267-274.
WYATT, G. M. - LEE, H. A. - MORGAN, M. R. A.: Immunoassays in the food
industry — Development of a rapid Salmonella assay. Food Sci. Technol. Today, 4,
1990: 178-180.

WYATT, G. M. - LANGLEY, M. N. — LEE, H. A. - MORGAN, M. R. A.: Further
studies on the feasibility of one-day salmonella detection by Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay. Appl. Env. Microbiol., 59, 1993: 1383-1390.

Official Metdods of Analysis: 15" Ed. AOAC, Arlington, V. A. Method 989.14,
1990: 484-486.

Doslo 17. 1. 1997

Kontaktni adresa:

Ing. Katefina Malkov4, Vysoka 3kola chemicko-technologicka
Ustav biochemie a mikrobiologie, Technicka 5, 166 28 Praha 6, Ceska republika
tel.: +420 2 2435 3019, 3027 fax: + 420 2 24355102, e-mail: katerina.malkova@vscht.cz

435


mailto:katerina.malkova@vscht.cz

Structure and Functionality of Food Products International Conference
(Mragowo, Poland, May 18-20th, 1998) — FECS No 229

This conference is aimed at food scientists and technologists from universities,
research centres and industry. The food areas covered include fruits and vegetables,
cereals, milk and dairy products, meat, poultry and fish, emulsions, foams, spreads,
dressings and biopolymer gels.

The programme will focus on:

— the relationship between structure and functional properties
— the influence of processing conditions on structure

the application of physicochemical techniques to structural analysis

future trends in analysis and measurement (on special emphasis on microscopy and
image analysis)
Amongst the plenary presentations will be:

Microstructure and plant food quality — Prof. Dr. Felix Escher, Swiss Federal
Institute of Technology, Zurich, Switzerland

Microstructural changes in plant materials during processing — Prof. Dr. Jozef
Fornal, Division of Food Science, IAR&FB, PAS, Olsztyn, Poland

The structure of dairy foods — Prof. Dr. Wolfgang Buchheim, Federal Dairy Re-
search Centre, Institute of Process Engineering, Kiel, Germany

Muscle structure and meat quality — Dr. Richard Taylor, SRV, MRA de Theix,
St. Genes Champanelle, France

Observations on fat spreads, emulsifiers and liquid crystals — Dr. Isaac Heertje,
Unilever Research Laboratorium, Vlaardingen, The Netherlands

Structure-functional relationships of food gels - theory and practise — Prof. Dr.
Anne-Marie Hermansson, SIK — The Swedish Institute for Food Research, Goteborg,
Sweden

New imaging techniques and future developments — Dr. Han Blonk, Unilever
Research Laboratorium, Vlaardingen, The Netherlands
Fufther details can be obtained from:

The conference office, Division of Food Science, Institute of Animal Reproduc-
tion and Food Research, Polish Academy of Sciences, Tuwimal0, PO Box 55,
10-718 Olsztyn, Poland, fax: (48) 89 523 78 249
e-mail: office@food.irzbz.pan.olsztyn.pl

fornal@food.irzbz.pan.olsztyn.pl
http: //www. irzbz. pan.olsztyn.pl/microstructure/

The Conference is held under the auspicies of IAR&FR Polish Academy of
Sciences Olsztyn, FECS Division Food Chemistry, IUFOST, Polish Chemical So-
ciety, State Committee for Scientific Research, University of Agriculture and Tech-
nology, Olsztyn.
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SLEDOVANI{ CHEMILUM]NISCEI\_I(':Nf REAKCE U MYSi
PO OVLIVNENI ROSTLINNYMI LATKAMI A VITAMINY*

Study of the Chemiluminescence Reaction in Mice after Influencing
with Plant Substances and Vitamins

Helena SESTAKOVA, Bohumil TUREK, Petr SMERAK', Markéta SEDMIKOVA'

State Institute of Public Health; I3 Medical School, Charles University, Prague,
Czech Republic

Abstract: By the chemiluminescence method which is used to detect the pro-
duction of oxygen radicals, particularly the production of the hydrogen peroxi-
de-myeloperoxidase-halide cofactor complex, the effect of substances present
in foodstuffs of plant origin on murine granulocytes studied. We have tested the
influence of juglone, arbutine, and a-angelicalactone in combination with vita-
mins A and E. Significantly higher values of chemiluminescence have been
found after application of each of the substances tested. After application of
juglone to mice we have recorded 2.4 times higher values of chemilumines-
cence in comparison with the values found in untreated mice. Significant diffe-
rences have also been found between influenced groups and controls with
arbutine (1.5 times higher) as well as with a-angelicalactone (1.8 times higher).
In all the experiments these increased values in groups of mice influenced by the
substances tested were markedly reduced after application of vitamins A and E,
even below the values found in the controls.

chemiluminescence; juglone; arbutine; a-angelicalactone

Abstrakt: Metodou chemiluminiscence, které sleduje produkci kyslikovych ra-
dikalu, specialné produkci komplexu peroxid vodiku—myeloperoxidasa—halido-
vy kofaktor, byl sledovén a&inek n&kterych liatek obsaZenych v poZivatinich
rostlinného pivodu na mysi granulocyty. Testovali jsme vliv juglonu, arbutinu
o-angelikalaktonu v kombinaci s vitaminy A a E. Zjistili jsme vyznamné zvy3e-
né hodnoty chemiluminiscence po ovlivnéni viemi testovanymi latkami. Po po-
dani juglonu my3im jsme zaznamenali 2,4krét vy33i hodnoty chemiluminiscence
ve srovnani s hodnotami naméfenymi u neovlivnénych mysi. Vyznamny rozdil

* Tato préace byla provedena v rdmci projektu GA CR 311/94/1739.
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mezi ovlivnénymi skupinami a kontrolou jsme nalezli také u arbutinu (1,5krat
vy33i) a u o~ angelikalaktonu (1,8krat vy33i). Ve vSech pokusech byly tyto zvy-
Sené hodnoty naméfené u skupin my3i ovlivnénych testovanymi latkami vyrazné
sniZeny po podani vitaminu A a E, dokonce aZ pod hodnoty chemiluminiscence
zjist€né u kontrolni skupiny mysi.

chemiluminiscence; juglon; arbutin; a-angelikalakton

Vyznamny vliv na incidenci naddorovych onemocnéni mé vystaveni popu-
lace karcinogennim latkdm. Kromé& chemickych karcinogennich latek existu-
je velka skupina pfirozenych latek vykazujicich genotoxické u¢inky. Jedna
se o latky pfirozené se vyskytujici v poZivatinach zejména rostlinného piivo-
du nebo latky tvofici se v rostlinach jako reakce na piisobeni riznych streso-
vych faktori (biologickych, fyzikadlnich a chemickych), souhrné
oznaCovanych jako fytoalexiny. Vysledny efekt téchto latek miiZze byt vy-
razn€ modifikovan sou¢asnym pfivodem dalsich latek, které mohou inhibo-
vat nebo naopak zvy3ovat jejich biologickou aktivitu.

Buitky zodpov&dné za pfirozenou obranu — polymorfonuklearni leukocyty
(PMNL) — jsou aktivovany riiznymi fagotizatnimi stimuly, kromé& bakterii
téZ alergeny a z karcinogennich latek zejména promotory (Klein et al.,
1991). I chemotaktické faktory maji vedle vlivu na pohyblivost schopnost
spoustét oxidativni metabolismus PMNL s néslednou tvorbou volnych kysli-
kovych radikalii a uvolfiovanim lyzosomaélnich enzymii (Dahlgren, 1989;
Klebanoff, 1980; Wilkinson, 1983). Jednim z nejiéinnéj$ich mikrobi-
cidnich a cytotoxickych systémii PMNL je komplex peroxid vodiku—myelo-
peroxidasa (EC 1.11.1.7)-halidovy kofaktor (Chatelet et al., 1982;
Thomas et al., 1988).

Vyznam testovani chemiluminiscence spo¢ivd v moZnosti sledovat
ovlivnéni aktivity produkce volnych kyslikovych radikédli jednotlivymi
latkami v PMNL. Tato schopnost na jedné stran€ ovliviiuje moZnost zvy3e-
ného efektu zanétlivych reakci a fagocytézy ve vztahu k bakteridlnim
buiitkdm, ale zaroveii zvy3uje i riziko plisobeni volnych radikald pfi nedosta-
te¢né antioxidaéni ochrané.

Se zvySovanim potencialniho rizika karcinogeneze se zvy3Suje vyznam
ochrannych procesii v organismu, zejména detoxikacnich a antioxida¢nich,
sniZzujicich metabolickou aktivaci karcinogennich latek. Vyznamnou
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ochrannou funkci mé imunitni systém. Do ur¢ité miry souvisi s prooxida&ni-
mi a antioxida¢nimi procesy v organismu a ma rozhodujici roli v kone&nych
fazich onkogeneze.

Biologické obranné antioxida¢ni systémy vychytévajici volné radikély
jsou jednak specifické antioxida¢ni enzymy, jednak antioxidaéni substraty,
které lze rozdé&lit na membranové lipofilni — karotenoidy (retinol), tokoferol
a membréanové hydrofilni — kyselina askorbova, glutathion, thioly, ceru-
loplazmin, kyselina mo&ové a dal3i (Zima et al., 1995).

Pfi sledovéani chemiluminiscenéni aktivity nds zajimala pfedev§im moz-
nost ovlivnéni endogenni indukce volnych kyslikovych radikéld, ale i moz-
nost jejich uplatn&ni v oxidaénich procesech v bun&&nych membréinach
a organelach. Rozhrani prooxidaénich a antioxida¢nich procest je velmi kri-
tické a spekulativni. ZaleZi na aktudlni antioxida¢ni aktivit& a na interakcich
s jinymi latkami, kdy i antioxidanty mohou za uréitych podminek pisobit
prooxida¢né, ¢imzZ se jejich biologické aktivita ve svém disledku vyrazn&
zméni. Proto soucasné piisobeni riiznych latek endoceluldmé i exoceluldrng
pokladdme za velmi vyznamné a v experimentalni &4sti jsme sledovali tyto
pochody.

Studované sloudeniny byly vybrény nezéavisle na struktufe a vyskytu.
Hlavnim kritériem byl biologicky ucinek latek pfitomnych v potravinich,
ktery je podle riiznych studii rozdilny.

MATERIAL A METODY

Pokusna zvifata
Mys3i Balb/c, imbredni samice o hmotnosti 20-22 g.
PFiprava testovanych litek

Arbutin — B-D-glukopyranosid hydrochinonu (Sigma) byl rozpustén v re-
destilované vodé. Aplika¢ni davka pro my$ byla 1 g/kg télesné hmotnosti.

Juglon - 5-hydroxy-1,4-naftochinon (Sigma) byl rozpustén v malém obje-
mu acetonu a za stalého michéni pfi teplot& 35 °C byl pfidan pfisluiny objem

olivového oleje. Po odpafeni acetonu byla koncentrace juglonu upravena na
80 mg/kg télesné hmotnosti mys3i.
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a-angelikalakton — 5-metyl-2(3H)-furanon (Fluka) byl rozpustén v olivo-
vém oleji. Aplika¢ni davka pro mys byla 2,1 g/kg t&lesné hmotnosti.

PFriprava vitamind

Axerophtol inj. (Biotika) — Retinoli acetas 50 500 m.j./ml byl fedén olivo-
vym olejem. Aplika¢ni davka pro mys byla 83,3 m.j./kg t&lesné hmotnosti.

Erevit inj. (Biotika) — Tocoferoli acetas 30 mg/ml byl fedén olivovym ole-
jem. Aplika¢ni davka pro mys§ byla 10 mg/kg t&€lesné hmotnosti.

Podavani testovanych latek

Testované latky byly podavéany jednorazové sondou do traviciho traktu
my3i. Ve viech pokusech byla pfisluina latka podavana v objemovém
mnoZstvi 100 pl na 10 g té€lesné hmotnosti my83i. V pokusech, v nichZ byl
podavan s testovanou latkou olivovy olej, bylo aplikovano stejné objemové
mnoZstvi olivového oleje i kontrolni skuping.

Material pro chemiluminiscenéni test

Dimethylsulfoxid (DMSO); veronalovy pufr pH 7,3; lumino — hydrazid
kyseliny 3-aminoftalové (Sigma) — zésobni roztok luminolu (3,5 mg lumino-
lu ve 2 ml DMSO) se pro préci fedi redestilovanou vodou (1 : 10); polystyre-
nové zkumavky 4 cm?; analyticky luminometr Lumino M 90a (JZD Obréncii
miru, Dolni Ujezd u Litomy3le).

Provedeni chemiluminiscenéniho testu

Polymorfonuklearni leukocyty byly ziskany z peritonea péti mysi (pro
jedno vySetfeni) po étyfech hodinach po aplikaci 5 ml glykogenu. K vypla-
chu peritonea byl pouZit veronalovy pufr pH 7,3 s 2 j. heparinu na 1 ml.
Ziskana substance bun&k byla promyta veronalovym pufrem bez heparinu
(10min odstfedéni pfi 300 g). Kone¢né koncentrace bunék byla upravena
na 5,75 x 10%na 1 ml ve veronalovém pufru bez heparinu. V polystyrenovych
zkumavkéch bylo smichano 0,6 ml veronalového pufru, 0,1 ml fedéného lu-
minolu, 0,4 ml suspenze bunék ziskanych z peritonea péti mysi a 0,1 ml 1%
zymozanu jako stimulans (v kontrole 0,1 ml veronalového pufru). Chemilu-
miniscenéni aktivita byla méfena pfi pokojové teploté v Smin intervalech po
dobu 90 min na analytickém luminometru. Vysledky jsou udany v maxi-
malnich hodnotdch (mV) chemiluminiscenni odpovédi polymorfo-
nuklearnich'leukocyti v zavislosti na ¢ase.

440



Potrav. Vé&dy, 15, 1997 (6) : 437-450
VYSLEDKY

Chemiluminiscen&nim testem byla sledovéna zavislost hodnot chemilumi-
niscence na ¢ase u jednotlivych skupin mysi a maximéini hodnoty ziskanych
kiivek jsou uvedeny v grafickém zpracovani. Pro stanoveni vlivu testova-
nych latek a vitamini na chemiluminiscenéni aktivitu byla my3im podéana
vzdy v prvy den pokusu testovana latka v davce: juglon — 80,0 mg/kg, arbu-
tin — 1,0 g/kg, o-angelikalakton — 2,1 g/kg a po 24. hodinach vitaminy
v davce: vitamin A — 83,3 m. j./kg a vitamin E — 10 mg/kg t&€lesné hmotnosti
mysi. Byly vy$etfovany tfi skupiny my$i: neovlivnéné (kontroln{ skupina),
skupina ovlivné&né testovanou latkou a skupina ovlivnéna testovanou latkou
a vitaminy.

Sledovéni Gfinku juglonu a vitamini

Po 19 dnii vy3etfovani byly zaznamenany vyrazné vy¥3f maximalni hodno-
ty chemiluminiscence (p < 0,01) u skupiny my3i ovlivnénych juglonem ve
srovnani s kontrolni skupinou. Nevyznamny rozdil mezi t&mito skupinami
byl zjidtén aZ 31. den po podéni juglonu. U skupiny my3i ovlivnéné juglonem
a vitaminy byly zaznamenéany hodnoty vyrazné niz8i (p < 0,01) ve srovnéni
se skupinou ovlivnénou pouze juglonem. Ve srovnani s kontrolou méla sku-
pina ovlivnéna juglonem a vitaminy zpod&atku 3. a 7. den pokusu statisticky
vyznamné& vy3$i hodnoty chemiluminiscence (p < 0,01), které od 14. dne
klesaly (p < 0,05) a od 17. dne byly hodnoty chemiluminiscence u skupi-
ny ovlivnéné juglonem a vitaminy vyznamné niZ8i ve srovnani s kontrolou
(»<0,01) (obr. 1).

Sledovéani a¢inku arbutinu a vitamint

U skupiny my3i ovlivnéné arbutinem byly nalezeny vyznamné vy3§i
hodnoty chemiluminiscence 3., 4., 7. a 9. den po podani arbutinu (p <0,01)
a 14. a 16. den (p <0,05). Pii poslednich tiech vy3etfenich nebyly jiZ naleze-
ny statisticky vyznamné rozdily mezi ob&éma skupinami. Po celou dobu trva-
ni pokusu byly zji§té€ny niz8i hodnoty chemiluminiscence (p < 0,01)
u skupiny ovlivn&né arbutinem a vitaminy ve srovnani se skupinou
ovlivnénou pouze arbutinem. Ve srovnani s kontrolni skupinou byla u my3i
ovlivnénych arbutinem a vitaminy naméfena vyznamn& vy33i maxima che-
miluminiscence 3. a 7. den (p < 0,01) a 4. den (p < 0,05). Devaty den jiZ
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nebyl zaznamenan rozdil mezi hodnotami obou skupin. Od 16. dne byly nao-
pak zjistény vyznamné niZz3i hodnoty chemiluminiscence (p < 0,01) u mys3i
ovlivnénych arbutinem a vitaminy (obr. 2).
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Sledovani afinku a-angelikalaktonu a vitaminid

Skupina my3i ovlivn&na angelikalaktonem vykazovala po celou dobu trva-
ni pokusu statisticky vyznamné& vy$3i maximalni hodnoty chemilumi-
niscence (p < 0,01) jak ve srovnani s kontrolni skupinou, tak i se skupinou
ovlivn&nou angelikalaktonem a vitaminy. U skupiny ovlivnéné angelika-
laktonem a vitaminy byly zjiitény ve srovnani s kontrolou vy33f maxima che-
miluminiscence 4., 5. a 11. den (p < 0,05), 6. a 8. den (p <0,01) (obr. 3).

7000 ¢
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3. Chemiluminiscenéni test a-angelikalaktonu (2,1 g/kg) — Chemiluminescence test of a-angeli-
kalaktone (2.1 g/kg)

DISKUSE

Juglon — derivat naftochinonu pfitomny v ofe¥dku kralovském (Juglans
regia) je v odborné literatufe zmifiovan pro svoji potencidlni cytotoxicitu
(Babich, Stern, 1993). Jak uvadéji Zhang et al. (1994), vyZaduje cyto-
toxicita juglonu bioredukci k pfeméné na semichinon, ktery zp&tn& redukuje
kyslik na superoxid. Autofi zjistili, Ze smrceni bakteridlnich bun&k juglonem
bylo sniZeno piisobenim katalasy (EC 1.11.1.6) a zvy3eno v pfitomnosti pe-
roxidu vodiku. Toxicita juglonu byla namifena spise proti bun&&né membra-
né nez proti DNA. Babu a Brown (1995) pouzili ke zkouméani riznych
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redoxnich latek, mezi nimi i juglonu, enzymu dihydroxy-acid-dehydratasy
(DHAD) (EC 4.2.1.9), ktery je zodpovédny za inaktivaci aktivnich kysliko-
vych radikali. Juglon spolu s dal§imi testovanymi latkami inhiboval aktivitu
DHAD.

V naSich pokusech jsme pfi stanoveni chemiluminiscen&ni aktivity my-
§ich granulocyti zaznamenali po ovlivnéni juglonem az 2,4krat vy3$3i hodno-
ty chemiluminiscence. Vysledky metody sledujici zejména produkci
komplexu peroxid vodiku—myeloperoxidasa—halidovy kofaktor nazna&uji
v souladu s literarnimi Udaji (Zhang et al, 1994; Babu, Brown, 1995),
Ze juglon miiZe vyrazné zvysit podil volnych radikéli i na relativné dlouhou
dobu. NaSe hodnoty plné souhlasi s udaji, které publikoval O’Brien
(1991).

Angelicin je fazen mezi furokumariny izolované z Archangelica officina-
lis a dal8ich druhii rodu Angelica z &eledi mrkvovitych (Daucaceae). U celé
fady biologicky aktivnich latek izolovanych z rostlin rodu Angelica
a Archangelica jsou v literatufe popsany protizanétlivé, analgetické a proti-
nadorové udinky (Chen et al., 1995; Choy et al,, 1994; Mizuno et al.,
1994). Angelicin v nékterych pokusech a pfi rizném uspofadani (UV zafeni)
viak vykazuje karcinogenni a genotoxicky efekt. V fadé praci je popsana
mutagenita angelicinu, zejména ve vztahu k UV zafeni a kromé fotosenzibi-
lizace vyvolava i kozni nddory (Pierceall et al, 1992). Nijhoff et al.
(1995) studovali vliv pifrodnich antikarcinogeni, mj. také a-angelikalakto-
nu podavaného v dieté na enzymovou aktivitu glutathion-S-transferasy
(GST) (EC 2.5.1.18) a hladinu glutathionu (GSH) v jednotlivych organech
traviciho traktu krys. Z jejich vysledkl vyplyva, Ze i relativn& nizké
koncentrace a-angelikalaktonu zvy3ovaly enzymovou aktivitu GST a hladi-
nu GSH a mohou mit chemoprotektivni G¢inek v Zaludku, tenkém stfevé
a jatrech krys nasledkem zvy3ené aktivity GST detoxifikaéniho systému.

Nage vysledky pfi sledovani u¢inku o-angelikalaktonu na chemilumi-
niscenci ukazaly zvy3ené hodnoty peroxidu vodiku (1,8krat), které viak byly
méné vyrazné ve srovnani s hodnotami naméfenymi po ovlivnén{ juglonem.
Navic jiz 11. den po podéani o-angelikalaktonu tyto hodnoty vyznamné
poklesly. Méné& vyrazné ovlivnéni chemiluminiscence c-angelikalaktonem
v naSich pokusech podporuji svymi vysledky Nijhoff et al. (1995), ktefi
nalezli zvy3enou hladinu GSH a zvy3enou aktivitu GST po podani a-angeli-
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kalaktonu krysam. Je znamo, Ze glutathion, povaZovany za jednu z redoxnich
latek v buiice, vychytava také hydroxylové radikaly a singletovy kyslik.
Navic slouZi jako substrat pro antioxida¢ni enzymy.

Hydrochinon je vyuZivan pfedeviim v chemickém a kosmetickém prii-
myslu. V pfirod® se vyskytuje také jako B-D-glukopyranosid — arbutin.
Analyzou zdrojii arbutinu bylo zjit&€no jeho signifikantnf mnoZstvi v p3e-
ni¢nych produktech, hruskéach, kavé a &aji. Volny hydrochinon se vyskytoval
v kavé, Cerveném vinég, pSenici a brokolici. Po konzumaci poZivatin obsahu-
jicich arbutin a hydrochinon byla prokézana u lidi zvy3en4 hladina téchto
latek v modi a plazmé& (Deisinger etal., 1996). Arbutin, resp. hydrochinon
vykazuje myelotoxické a imunotoxické G¢inky u exponovanych zvifat.
Uspofadani experimenti bylo odli¥né od b&Zné expozice &lovéka (EHC,
1994). Lewis et al. (1988) popsali inhibi¢ni vliv hydrochinonu na produkci
peroxidu vodiku a na vyvolani cytolyzy nadorovych bunék interferonem pti
riznych experimentalnich koncentracich hydrochinonu.

V nasich pokusech jsme zaznamenali, v souladu s ndlezem, ktery publiko-
vali Lewis et al. (1988), Ze chemilumniscen¢ni aktivitu ovliviioval arbutin
ze vSech testovanych latek nejméné. Nejvy3si hodnota chemiluminiscence
byla naméfena 7. den po podani arbutinu s vitaminy a 5. den po podanf sa-
motného arbutinu. V obou ptipadech byla hodnota maximélng& 1,5krat vy33i
nez u kontrolni skupiny.

Zjistili jsme, Ze vSechny testované latky — juglon, arbutin a a-angelikalakton
signifikantn& zvy3Sovaly hodnoty chemiluminiscence, kterd odrazi stupeii
aktivity komplexu peroxid vodiku—-myeloperoxidasa—halidovy kofaktor. Pe-
roxid vodiku spolu s dal$imi reaktivnimi formami kysliku (superoxidovy ra-
dikél, hydroxylovy radikal, singletovy kyslik) patfi k vysoce agresivnim
chemickym latkam vznikajicim b&hem zané&tu nebo pfi detoxikaci xenobiotik
v endoplazmatickém retikulu. V organismu mohou poskozovat pfimo DNA,
RNA, aminokyseliny nebo tkané& peroxidaci nenasycenych mastnych kyselin
v bunéénych membréanach. Ovlivnéni metabolismu arachidonové kyseliny
zasahuje napf. do tvorby prostaglandinii, které zp&tné& ovliviiuji fagocyt6zu
a produkci leukotrienti, z nichZ LB, hraje diileZitou roli v zané&tu, plisobi jako
chemotakticky faktor pro neutrofily (Klein, 1990). V procesu peroxidace
lipidi vznikaji také dal3i toxické produkty (alkany, alkanaly, alkenaly), ze-
jména 4-hydroxy-2,3-trans nonenal (4-HNE) a malondialdehyd, ktery zpiiso-
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buje zesitiiovani a polymeraci proteind a tim pfispiva k vy3%i propustnosti
membréan (Vladimirov,1986; Zima et al., 1995). Chronicka expozice
organismu kyslikovym radikéaliim hraje zasadni roli ve vyvoji aterogeneze
[oxidovand forma LDL zahajuje proces v cévni st&n& (Jurgens et al.,
1993)], ve vyvoji karcinogeneze, zanétu, ischemickych chorob a dal3ich
po3kozenich organismu. Oxidativni poskozeni zpiisobené zvySenym podi-
lem reaktivnich kyslikovych radikali je ozna¢ovéno jako ,,oxidativni stres*
a odrazi posun v prooxidativni a antioxidativni rovnovaze volnych radikali
(Sies, 1986).

Karotenoidy i retinol (vitamin A), které jsou pfitomné v potravinach,
majf antioxidaéni a imunomodulaéni efekt. Zvy3uji lymfocytarni blastogene-
zu, cytotoxickou aktivitu lymfocytl a stimuluji produkci riznych cytokint.
Dale stimuluji fagocytézu a schopnost neutrofilii a peritonedlnich makrofagt
smrtit bakterie (Chew, 1993). Imunomodulaéni uéinek karotenoidi miize
potencovat imunitni ochranu proti vzniku nadorii. Ukazuje se, Ze B-karoten
je aktivni zejména v promoéni fazi karcinogeneze. MiiZe byt v cilové tkani
metabolizovan pfimo na kyselinu retinolovou (Gerster, 1993; Poppel,
1993). Karotenoidy chréni organismus proti fotosenzibilizaci ,,zha$enim“
singletového kysliku. B-karoten reaguje s hydroperoxidovymi radikaly
a tvofi epoxidy a apokarotenoidni a dalsi produkty (Canfield et al., 1992;
Di Mascio etal., 1991). Fumarulo etal. (1991) zkoumali vliv retinoidi
na produkci volnych radikali. Retinoidy inhibovaly produkci superoxidu
a chemiluminiscenci. Schwartz et al. (1993) ozna&uji B-karoten za antio-
xidant, ale i za chemoprotektivni prooxidant. Ve své praci sledovali odli3ny
zplisob kontroly nddorového riistu timto prooxidantem ve srovnani s antioxi-
dantem a-tokoferolem. Vysledkem byl v kone¢né fazi stejny efekt a-tokofe-
rolu i B-karotenu.

Tokoferoly a tokotrienoly (vitamin E) reaguji s hydroxylovymi a hydro-
xyperoxidovymi radikaly (Zima et al. 1995; Di Mascio et al,, 1991;
Schwartz et al., 1993). Jako antioxidant ovliviiuje vitamin E proces
starnuti, vznik nadori kardiovaskularnich nemoci a sniZenou obra-
nyschopnost. Funkce bun&éné i nebun&&né imunity zvy3uje vitamin E in vivo
iinvitro(Ames etal, 1993; Ginter, 1992).

Nase vysledky ukazuji, Ze lipofilni antioxidanty retinol a a-tokoferol
signifikantné sniZily viechny zvy3ené hodnoty chemiluminiscence vyvolané
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juglonem, angelikalaktonem a arbutinem, po pisobeni juglonu a arbutinu
pfiblizné po 14. dnech vy3etfovani, aZ pod normu stanovenou kontrolou. Jak
vyplyva z literarnich udaji, lipofilni vitaminy inhibuji chemiluminiscenci
(Fumarulo et al., 1991) at’ jiZ svou schopnosti vychytavat volné radikély
(Rousseau et al., 1992; Di Mascio et al,, 1991; Schwartz et al,,
1993), nebo zvy3enim rezistence membranovych lipidi k peroxidaci po za-
budovani lipofilnich vitamint do buné¢nych membrén (Ciacio etal., 1993;
Schwartz etal., 1993).

Zavér

Metodou chemiluminiscence, ktera sleduje produkci kyslikovych radikald,
specialng produkci komplexu peroxid vodiku-myeloperoxidasa-halidovy
kofaktor byl sledovan tucinek latek obsaZenych v poZivatinach rostlinného
plivodu u mysi.

Vyznamné zvy$ené hodnoty chemiluminiscence jsme zjistili u viech testo-
vanych latek. Po podén{ juglonu my3im jsme zaznamenali 2,4krat vy3si
hodnoty chemiluminiscence ve srovnani s hodnotami namé&fenymi u ne-
ovlivnénych my3i. Takto vysoky rozdil chemiluminiscenénich hodnot mezi
ovlivnénou skupinou a kontrolou jsme nenalezli u arbutinu (1,5kréat vy3si)
ani u o-angelikalaktonu (1,8krét vy33i). Ve viech pokusech byly tyto zvyse-
né hodnoty naméfené u skupin my3i ovlivnénych testovanymi latkami vy-
razné sniZzeny po podéani vitamind A a E, dokonce aZ pod hodnoty
chemiluminiscence zji§t&€né u kontrolnf skupiny mys3i.

Juglon, kterému je v literatufe pfipisovan cytotoxicky u&inek, zvy3oval
nejvice ze viech testovanych latek hodnoty chemiluminiscence. Vitaminy
jeho t¢inek vyrazné supresovaly.

Angelicin s popsanym antikarcinogennim a chemoprotektivnim t¢inkem
také zvy3oval hodnoty chemiluminiscence, ale v mensi mife neZ juglon.
Také vitaminy neovliviiovaly jeho uinek tak vyrazné jako Géinek juglonu.
Neékteré dalsi latky obsaZené v extraktech rostlin rodu Angelica a Archange-
lica maji imunomodula¢ni efekt. ProtoZe vyznamné&;j$i piisobeni angelika-
laktonu na pfirozenou imunitu trvalo v nadich pokusech krat$i dobu nez
u dal8ich testovanych latek, lze uvazovat o imunomodula¢nim nebo snad
»samoregula¢nim® a¢inku také u angelikalaktonu.
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Arbutin nejméné ze viech testovanych latek zvysil chemiluminiscen&ni
reakci.

Ziskanych vysledkil je moZné vyuZzit v nutri¢né protektivnich opatfenich
pfi ochranné vyZzivé i pfi suplementaci stravy.
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TEPLOTNI HISTORIE ZELENINOVYCH A LAHﬁDlgovy’CH Sf}LATfJ
V DISTRIBUCNIM RETEZCI A ODHAD POTENCIALNIHO RUSTU
MIKROORGANISMU*

Thermal History of Vegetable Salads in a Distribution Chain
and Assessment of Potential Growth of Microorganisms

Milan HOUSKA, Rudolf GREE, Karel KYHOS, Ales LANDFELD', Kamila MIKOVA®

Food Research Institute Prague;’ Faculty of Mechanical Engineering, CTU;
2 Institute of Chemical Technology — Department of Food Chemistry
and Analysis, Prague, Czech Republic

Abstract: Thermal history of foods during chain between producer and consumer
can be the key factor which influence their quality and safety. The possible growth
of microorganisms can be influenced also by water activity and pH of the specific
food. The main goal of this work was the determination of the real time tempera-
ture history of the packaged vegetable salads during transport and distribution.
The registered temperature history is then used for prediction of possible growth
of microorganisms using predictive database Food Micro Model (FMM). This
software enables the prediction of the growth of selected pathogenic and spoilage
microorganisms. The aplication of FMM on real time-temperature history showed
the potential of the method. This work showed the possibilities of risk assessment
of potential growth of selected microorganisms during real time-temperature
history. It was shown that for low acid salads there is the risk of growth of Sal-
monella and other pathogens. Therefore the chemical preservatives are re-
commended to be used for marketed product. The prediction of growth of yeast
showed the possible spoilage time if the product is exposed to elevated tempera-
tures.

distribution chain; vegetable salad; time temperature history; predictive microbio-
logy; risk assessment; Food Micro Model

Abstrakt: Byla sledovéna teplotni historie baleného zeleninového salatu pfi
Jjeho distribuci. Na zéklad& hodnot aktivity vody a pH byl pouZit prostfedek pre-
diktivni mikrobiologie Food Micro Model, jehoZ program dovoluje predikci

* Tato préce byla vykonana s podporou Nérodni agentury pro zem&d&lsky vyzkum MZe CR,
projekt &. EP 096000-6260.
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ristu vybranych patogennich mikroorganismi. Byla sejmuta teplotni historie
jednoho vyrobku a na zéklad€ proméfenych hodnot aplikovéana i na dalsi druhy
lahuidkovych salati. U v3ech vzorki byla testovdna moZnost potencionalniho
ristu vybranych mikroorganismii bez ohledu na pfitomnost pouZitych konzer-
va¢nich Cinidel. Soutasné€ bylo konfrontovéno dodrZeni zaruéni doby deklaro-
vané vyrobcem v souvislosti s realnou teplotni historii a provedenou predikei
ristu vybranych mikroorganismi

distribuce; zeleninovy salat; teplotni historie; predikce; mikroorganismus; Food
Micro Model

Pfi novém pristupu k Fizeni jakosti a zdravotni nezdvadnosti potravin se
pfechazi od hodnoceni findlnich vyrobki k &innosti dozorové, v niZ jsou
problémy odstrafiovany prevenci jiZ v zarodku pfi jejich vzniku. Jsou tak
analyzovana mozna specifickd nebezpeti, coZ skytd mozZnost jejich zvladnuti
tak, aby byla zabezpe&ena dokonala zdravotni nezadvadnost a jakost vyrobkii.

Existuje n€kolik principill a zasad pro analyzu nebezpedi a ureni ochran-
nych a fidicich mist (bod) v priib&hu celého potravniho fetézce od primarni
produkce k findlnimu konzumentu. Zikladem je princip identifikace po-
tencidlnich nebezpeéi spojenych s produkci potravin od prvovyroby ptes
zpracovani a distribuci aZ ke spotfebiteli, napt. Maty 43 (1993), resp. Ma-
tyas et al (1996).

Lze ptedpokladat, Ze u vétSiny vyrobcil je nebezpedi vzniku zdvad plné
pod kontrolou i kdyZ u nich nebyl dosud zaveden jednotny systém HACCP
tak jak je vyZadovéan v novém zdkoné& o potravinach. Je to dano tradicemi
a Urovni hygieny a sanitace v na$ich potravinafskych zavodech i Grovni
vzdélani pracovnikd.

Potraviny jsou po opusténi expedi¢nich skladli zdvodl vystaveny situa-
cim, staviim a podminkém, které jim mohou vyznamnym zpisobem uskodit.
Jsou to pfedevsim teplotni poméry, jimZ je dana potravina vystavena, které
zasadnim zpisobem ovlivituji idrZnost ¢i zdravotni nezdvadnost.

Kazda potravina svym sloZenim, plivodem, zpracovanim a recepturou pie-
duréuje &ast hlavnich podminek ovliviiujicich riist mikroorganismi jako je
aktivita vody a pH. Tyto podminky jsou tim vice méné& dany. Proto je v iiseku
distribuce hlavnim vné&j$im parametrem teplota — ¢as neboli teplotni historie,
ktera limituje moZny riist mikroorganismi (pomineme-li chemickou kon-
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potravin z hlediska idrZnosti napfiklad degradaci n€kterych slozek, oxidaci
tukii, ubytkem vitamin apod. Nevhodna teplotni historie je viak mnohem
nebezpelné&jsi, nebot’ miZe dojit k nezddoucimu pomnoZeni mikroorga-
nismi. Popis riiznych typi infekci a otrav z jidla v€etné statistickych pfehle-
dit uvadi nedavno publikovana prace (Sramov4, Benes, 1994).

Pribéh teplotni historie vyrobki v tseku distribuce od vyrobce ke spotfe-
biteli je v pfevaZné mife anonymni a nezmapovan. Skute&né teploty vyrobkii
jsou velmi promé&nlivé a ¢asto neodpovidaji pfedpokladiim distributora, pro-
dejce i spotiebitele. Napf. rozvoz vyrobkil se dé&je za riiznych klimatickych
podminek. Teplotni historie je ovlivnéna i kazdou manipulaci s vyrobkem
nebo prostfedim (pfekladani, otvirani dvefi chlazeného prostoru). Klasickym
pfipadem je doméci chladni¢ka, o niZ se vét3ina uZivateli domniva, Ze za-
jistuje vhodné podminky pro skladovéni potravin. Neni tomu tak vZdy. Nase
orientaéni méfeni prokazala, Ze v b&Zné nezaplné&né chladni¢ce se mé&ni
teplota od 4 do 12 °C, pfi¢emZ horni hranice teplot stoupéa s Eetnosti otevieni
chladni¢ky i do teplot nad 12 °C.

Ke zhodnoceni, do jaké miry miZe nastat pomnoZeni neZddoucich
mikroorganismi, je tfeba znat skute&nou teplotni historii dané potraviny, jeji
aktivitu vody a pH. Pak lze vyuZzit modernfho prostfedku prediktivni mikro-
biologie Food Micro Model — FMM (Leatherhead, MAFF, UK). Tento pro-
gram umoZiiuje predikci riistu vybranych patogennich a kaZeni potravin
pusobicich mikroorganismii za podminek dané teploty, aktivity vody a pH
(ptipadné dal3ich specifickych parametrit) (Mc Clure et al., 1994).

V3echny potraviny nejsou stejné rizikové. Statisticka Setfeni a praxe hygi-
enické sluzby ukazujf na nejvice rizikové skupiny potravin, kterymi jsou pro-
dukty hromadného stravovani (hamburgery v pouli¢nich sténcich,
majonézové salaty, cukrarenské vyrobky vyrobené z tepelné neo3etfenych
vaje¢nych vyrobki). Teplotnimi pomé&ry pfi smaZeni hamburgeri se zabyvali
neddvno Hou3ova a Hoke (1997). Tuto préci jsme proto zamé&fili na ze-
leninové salaty.

MATERIAL A METODY

Pro méfeni byly vybrany produkty firmy Boneco a.s. — typicky zeleninovy
salat (Podzimni) v kelimku (obr. 1). Jednotlivé kelimky byly umistény ve
standardni lepenkové pfepravce s 12 kruhovymi otvory (obr. 2). Naplné&na
pfepravka tvori zdkladni pfepravni jednotku. Sousedni mista byla vypinéna
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1. Schematicky obrazek kelimku — A cup

diagram

kelimky s produktem, pouze jedno
sousedni misto bylo osazeno va-
le¢kem z p&nového polystyrenu, ktery
fixoval polohu teplotniho &idla vzhle-
dem ke kelimku. Cidlo teploty bylo
vpichnuto z boku do stfedu kelimku
kolmo na osu soumérnosti. Druhé ¢id-
lo mé&filo teplotu okoli kelimku a bylo
voln& uloZeno v meziprostoru le-
penkové pfepravky. K vlastnimu sni-
mani byla pouZita pamétova teplotni
¢idla TINYTALK Pt100 (Gemini

Orion Group, Ltd., UK), kterd byla naprogramovana na 30 dnii provozu.
Cidla byla kalibrovana (odchylka max. 0,2 °C) a doba nab&hu na hodnotu
teploty byla stanovena v kapaliné 60 sekund a na vzduchu 15 minut. Na
zdklad€ dohody s firmou Boneco, byla paleta s pamé&tovymi ¢&idly teploty
zafazena do dodéavky pro prodejce v Hradci Kralové.

Pokus probihal pfimo v provozu, tj. teplotni ¢idla byla umisténa do pro-
duktu na vystupu z vyrobni linky a absolvovala dopravu k prodejci (Hradec
Krélové), kde byl produkt nejprve umistén do chlazeného meziskladu a poté
pfemistén do prosklené chladici vitriny prodejniho stanku. Zde byl produkt
stfidav& nabizen v ramci skupinového baleni pfi pultovém prodeji na pro-

2. Rozméry distribuéni palety skupi-
K| nového baleni — The size of distribut ion
pallet for group packaging
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|
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+ poloha mé&feného kelimku!
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3. Skute&ny pribeh teploty v podzimnim salatu — The real time temperature history in autumnal
salad

dejné a poté opét skladovéan v chlazené vitring. Pokus byl ukon&en po 680
hodinéch a nasledné byl zpracovén teplotni zdznam.

Vzhledem k tomu, Ze zaznam teplotni historie lze pfifadit i k dal$im stejné
balenym druhiim zeleninovych a lahidkovych salati a provést aplikaci
FMM, byly déle k hodnoceni vybrany salaty driibezi a vladsky.

U vybranych druhii salati byly stanoveny hodnoty aktivity vody (pfistroj
Novasina, Svycarsko, laborato¥ OHES Kladno) jako funkce teploty. Dale
byly stanoveny hodnoty pH (po homogenizaci vzorku).

VYSLEDKY A DISKUSE

Skuteény priibé&h teploty v podzimnim salatu (ve stfedu vzorku) pro mode-
lovy pokus je uveden na obr. 3. K pouZiti teplotniho pritb&hu pro predikci
programem FMM bylo nutné jej zjednodusit do tvaru schodovitych funkci.
Program totiZ umoZiuje predikci riistu mikroorganismil pouze pro konstan-
tni teplotni intervaly. P¥i ndhradé& skute¢nych prib&hi se vychazelo z odhadi
velikosti ploch nad jednotlivymi ¢asovymi tuseky. Néhradni schod mé pfi-
blizné tutéz plochu. Schodovité4 funkce byla tabelovana jako délky ¢asovych
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§ L. Predikce FMM potencidlniho ristu mikroorganismi v log cfu/g ve vla§ském salatu (pH = 3,9, aw = 0,986 pro 10-20 °C) b&hem distribuce
—FMM prediction of possible microorganism growth in log cfu/g in autumnal salad (pH = 3,9, aw = 0,986 for 10-20 °C) during distribution

Gas' [h] Salmonella Sacchar.orfryces Salmonella Staphylococcusl L momcyfegenes Campylogacte Clostrf'dium Clostridium
' T cerevisiae aureus (lactic) Jejuni botulinum | perfringens |
o o Cl vl o2 a2l 2 |u 21 ]2]i]2]1]:2
5/ 5 (106 1 1,9 1 4,7
10 5|72 1] 27 1 6,8
240 1230 | 52 1 | 2,7 1 6,8
2431 3 |13,7] 1 |13,5 1 12,4
246 3 117,11 1 [18,2 1 |23
250 | 4 (13,7 1 (214 | 30,5
320 70 | 46 1 214 1 30,5
33717 [10,0 1 |269 1 |454
33| 6 |180( 1 |38, 1,1 |70
365122 | 64| 1 (42 1,1 | 80,2
38520 | 64| 1 |42 1,1 | 80,2
390 S5 |156] 1 |479 1,1 193,8
405|115 | 64| 1 [479 1,1 1938
410 5 (129 1 |51,2 1,1 [>100
413 3 |187| 1 (57,5 1,6
420 7 {129 1 |[62,1 2
505| 85 | 53| 1 |62,1 2

ILY—1SY 2 (9) L661 ‘ST “APRA "Aenod
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Cas! [h] Salmonella Saccharorftyces Stmorslld laphylococcule monocytegenes Cam())flog'acte Closlrf'dium CIostfidium
T cerevisiae aureus (lactic) Jejuni botulinum | perfringens

éﬂ;%’m] 2l 22| 2|l 2 v 2fr]2f1]2
510 S5 [144] 1 |66,7 2,4

550 | 40 | 53| 1 |66,7 2,4

553 3| 80| 1 |672 2.7

557 | 4 (17,7 1 74,3 3,1

560| 3| 80| 1 |748 34

65019 [ 47] 1 |748 34

655| 5 [19,5] 1 (86,8 3,9

68025 [ 92| 1 (93,3 42

t=21h
Poznamka* a,=0973| T17°C pH mimo rozsah’
log cfu/g=3

1=logcfu/g;2=%It

Itime; 2total; Jinterval; “notice; Sbeyond the range
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II. Predikce FMM potencidlniho ristu mikroorganismi v log cfu/g ve vlaiském salatu (pH=4,5, aw = 0,977 pro 10-20 °C) b&hem distribuce
- FMM prediction of possible microorganism growth in log cfu/g in autumnal salad (pH = 4,5, aw = 0,977 for 10-20 °C) during distribution

Cas! [h] Stmanalla Sacchwqmces Esc}:’eo'}ifhiaStaphylococcus L. monocylte- Camgy{ochterClostr{dium Baci.Iu.'s'
[02 : cerevisiae O157:H7 aureus genes (lactic) Jejuni botulinum | subtillis
i e tl2 2121 2 L2 21212
5] 5 (10,6 1 34 1 5] 1 0,8 1 1,3 | 0,6 1 10
10 5|1 75| 1 49 1 L5] 1 1,3 1 19 ] 03 1 ]0
2401230 | 52| 1 49 1 LS| 1 1,3 1 98,5 0 110
243 | 3 [13,7] 1 91 1 33| 1 29 1 99,8 1 |0
26| 3 |17,1| 1 17,3 1 7 1 7,6 1 >100 1 103
250 4 |13,7] 1 228 1 941 1 9,8 1,6 1 103
3201 70 | 46| 1 22,8 1 94| 1 9,8 1,6 1103
337( 17 10,0 1 32,7 1 | 138 1 12 2.2 1103
343 | 6 (18,0 1 51,7 1 1225] 1 24 2,8 1 | LI
365122 | 641 1 58,8 1 [225( 1 24 3,3 1| Ll
385|120 | 64| 1 58,8 1 22,5 A 24 3,8 1 |11
390| 5 |156| 1 69,1 1 |27 1 29,1 43 1|11
405 | 15 | 64| 1 69,1 1 |27 1 29,1 4,7 1 |11
410 5 |129] 1 74,9 1 [295] 1 31,2 5,1 1 | 11
413 | 3 |18,7| 1 85,6 1 345 1 38,3 5:5 1 | L6
420 7 [129] 1 93,8 1 |38,1| 1 41,2 5,8 1 | 1,6

ILY—1SY : (9) L661 ‘ST “APRA "AnIOg
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Cas! [h] [ Sacchan.»{zyces Escl::e‘,r-lt;f.'hia Staphylococcus| L. monocy{e- Camgy{obfzcler Cl Iostrf'dium Baci.lu.'s
[02 : cerevisiae 0157:H7 aureus genes (lactic) Jejuni botulinum | subtillis

e vl 2|1l 2tabele)l 21 a2l z}alz]i}2
505 | 8 | 53] 1 93,8 1 381 1 41,2 5,8 1 1,6
510 5 |144| 1 |>100 1 1416 1 44,7 6,1 1 | 1,6
5501 40 | 53| 1 1 |416] 1 44,7 6,1 1 | 1,6
553 3 | 80| 14 1 |416] 1 44,7 6,3 1 | 1,6
557 17,7 2 1 (47,1 1 52,1 6,6 1 |21
560 3 | 80| 24 1 [47,1] 1 52,1 6,8 1 |21
6501 90 | 47| 24 1 (47,1 1 52,1 6,8 1 |21
655 5 (19,5 3 1 |566]| 1 66,5 7.2 1 |31
680 (25 | 92| 34 1 (56,6 1 66,5 7,6 1 | 3,1

— Ry i || i

1=logcfu/g;2=%It

Itime; 2total; 3interval;*notice; * model for survival; ®beyond the range
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[II. Predikce FMM potencidlniho ristu mikroorganismi v log cfu/g v dribezimm salétu (pH = 5,1, aw = 0,968 pro 10-20 °C) b&hem
distribuce — FMM prediction of possible microorganism growth in log cfu/g in chicken salad (pH = 5,1, aw = 0,968 for 10-20 °C) during
distribution

' Cas' [h] Sudmonalia Saccharc.)rfryces Esc’;‘;r;fhia Staplwlococcuv' L. monocylte- Camgy(ochter Clostridium |Clostridium
[°7c‘: ] cerevisiae 0157-H7 aureus genes (lactic) Jejuni botulinum | perfringens

] 2o 2 o2l 2|20 f2]1]2]1]2
5 5110,6 1 1411 1,7 1 1,7
10 5175 1 14] 1 L7 | .1 2,6

240 | 230 | 5,2 1 1,4 1 1,7 1 28

243 31137 1 3,11 5,1 1 29,7

246 3(17,1 1 63| 1 14,9 1 32,5

250 41137 1 85| 1 19,4 1 34,5

320 70| 4,6 1 85| 1 19,4 1 4]

3371 17(10,0 1 [12,5] 1 24,1 1 46,1

343 6180 1 (203 1,1 | 489 1 50,5

365 22| 7.8 1 (203 1,1 | 51,1 1 54,8

385| 20| 64 1 (203] 1,1 | 51,1 1 57,7

390 5156 1 |244| 1,1 | 61,6 1 61,5

405 15| 6,4 1 |244) 1,1 | 61,6 1 63,7

410 51129 1 1267] 1,1 | 658 1 66,2

413 31187 1 |3L1] 1,1 | 806 1 69,7

420 71129 1 |343] 1,1 | 86,6 1 73,2

ILY—1SY - (9) L661 ‘ST ‘APRA "ABnog
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Cas! [h] Lalmanallis Sacchar?myces Escl:e;;;chia Staphylococau*l L monocy{e- Camgy!abgcter Clostridium Closhjidium
[07(;] cerevisiae 0157:H7 aureus genes (lactic) Jejuni botulinum | perfringens

pon 3 12l 2 0ailad 1 =2 | 2| 1 |-2--tlaetdinta
505 8| 53 1 (343 1,1 | 86,6 1 82,8

510 5144 1 (375 1,1 | 93,8 1 86

550| 40| 53 1 [375] 1,1 | 93,8 1 90,5

553 8,0 1 [375] 1,1 | 941 1 91,1

557 17,7 1 |424] 1,1 | >100 1 95,1

560 8,0 1 |424] 1,6 1 95,7

650 ( 90| 47 1 [424] 1,6 1 >100

655 5(19,5 1 1509 2,2 1,8

680 | 25| 92 1 1509 2,7 2,4

N t=21h
Poznémka* ar‘g:;:;:so : T ;1/7 °(32 } a,, mimo rozsah
0g clw/g = 2,

1=logcfu/g;2=%1t

Itime; 2total; Yinterval;*notice; Sbeyond the range
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12
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0 200 400 600 o
zas'[h)
ltimc:

4. Néhrada skute¢ného priib&hu teploty schodovitou funkci — Replacement of the real time
temperature history by a step function

usekl a vy3e teploty (tab. I-III). Vysledn4 néhradni schodovitd funkce je
uvedena na obr. 4.

IV. Aktivita vody a pH salati (stanoveni provedla OHES Kladno) — Water activity and pH
value of salads (determined by Kladno District Hygienic and Epidemiologic Station)

Druh salatu’ T[°C] a, [-] pH [-]

5 0,987

Podzimni? 10 0,986 3,87
15 0,984
20 0,954
10 0,985

Viassky® 9 0,568 4,
20 0,963
25 0,958
10 0,973

Dritbezi* 15 0,972 5,1
20 0,960
25 0938

'kind of salad; 2autumnal; >Italia; *chicken
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V souvislosti s udaji v obr. 3 je diileZité konstatovat, Ze vyrobce piedepisu-
je skladovani salati pfi teplotach od 2 do 6 °C, a za tohoto pfedpokladu dava
zaruéni dobu 4 tydnii (podzimni salét), resp. 3 tydni (vlassky, dribezf). Sou-
&asné je nutné poznamenat, Ze salaty jsou konzervovéany konzervanty kyseli-
nou sorbovou a kyselinou benzoovou. Z udaji na obr. 3 vyplyva, Ze skute¢né
pribéhy teplot zdaleka neodpovidaji pfedepsanému reZimu a na$im tkolem
bude zhodnotit nebezpeéi narlistu vybranych mikroorganismii modelovanych
FMM pfi tomto pritb&hu teplot (bez ohledu na pfitomnost konzervanti).

Namé&fené hodnoty aktivity vody a pH jednotlivych druhi salatii jsou uve-
deny v tab. IV.

K testovani potencidlnfho ristu byly vybrany mikroorganismy, které jsou
bud’ vyrobcem pfimo sledovény, nebo u nichZ dané pH a aktivita vody jsou
v rozsahu modelovatelného a tim prakticky moZného ristu: Salmonella,
Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
(lactic), Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfrin-
gens a Bacillus subtilis.

Food Micromodel je zatim konstruovan pro konstantni teplotu po celou
dobu ristu. PouZiti pro nekonstantni teploty je moZné za uréitych podminek.
Timto problémem se nedavno zabyvali Baranyi et al. (1995), ktery ukazal,
Ze toto modelovani 1ze provést po ¢astech.

Hypotetické rusty mikroorganismi byly predikovany numerickym postu-
pem krok po kroku schodovité funkce teplotni historie, pfi€emZ byly pro
jednoduchost uvazovany primé&mé hodnoty aktivity vody v daném rozsahu
teplot.

Pfi predikci byla pfed zpracovanim prvniho schodu (T} = konst, délka
kroku ¢,) dosazena do FMM pocate¢ni hodnota logaritmu po&tu mikroorga-
nismi minimalni dovolen4 hodnota 1 (tj. po¢et 10). Pro vstupni hodnoty
teploty, pH a aktivity vody se uréf doba lag faze riistu a hodnota po&tu
mikroorganismil za dobu #,. Pokud je doba #, mens$i neZ doba lag faze, riist
nenastane a kone¢né hodnota je stejna jako po&ate¢ni. V tomto piipadé vy-
pocteme procento adaptace (absolvovani &asti lag faze) jako pomeér

t
Bl = ﬁ;l-loo (%) (]

Pokud v3ak nastane zvy3eni po&tu mikroorganismi na konci daného
kroku, dosadime tento pocet jako vychozi pro dal3i krok.
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V pfistim kroku provedeme predikci doby lag faze pro teplotu 7, a interval
Casu 1, a vypotteme pomé&r absolvovéni lag faze podle rovnice [1]. Se¢teme
kumulativné tento pomé&r s pfedchozim a kontrolujeme, zda soudet prevysi
100 %. Pokud tato podminka nenf splnéna uvaZujeme i v dal$im kroku
(nyni 3) s plisobenim lag faze a cely postup opakujeme v&etn& dosazeni
koncové hodnoty po&tu z druhého kroku jako vychozi pro krok tfeti. Pokud
viak je jiz lag faze absolvovéna, je od dalsiho kroku z predikce riistu vylou-
Cena a to tak, Ze je nejprve lag faze daného kroku vypoétena a poté pfi¢tena
k dobg trvéanf i-tého schodu ¢; a pro tuto prodlouZenou dobu predikce opako-
véana a vypocten prisluiny pocet mikroorganismu. Nyni jiZ v dalich krocich
s lag fazf neuvaZujeme. Pokud by teplota v této fazi klesla pod teplotu riistu
mikroorganismii, pak v dal$ich krocich bychom spravné méli uvaZovat s no-
vou adaptaéni fazi. Pro tyto skoky z oblasti riistu nema FMM dostate¢nou
moznost predikce modifikované lag faze (v zavislosti na teploté a dob€ tako-
vého skoku mimo). Proto, chceme-li byt na strané bezpe&nosti, tyto vlivy
zanedbame a uvaZujeme pouze, Ze v takovém skoku nenastdva Zadny rist
mikroorganismi. V dal¥im kroku, ktery jiZ riist mikroorganismi umoZiuje,
povazujeme mikroorganismy za plné adaptované a neuvaZujeme znovu lag
fazi jako na po&atku dé&je. P¥iklad tohoto postupu je uveden v tab. I u salmo-

100 000
— Salmonella (ay,= 0,973)

=~ Salmonella (a,, = 0,986)
10 000

0 200 600 1

|, 400 _r
&as '[h] time; “cfu/g

5. Predikce FMM potencionalniho ristu mikroorganismil v podzimnim salatu b&he distribuce
— FMM prediction of possible microorganism growth in autumnal salad during distribution
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[=))

>

log 10 cfu/g

[\ )

0. - ' 20 i 40 ' 60
&as !Th1

Itime

6. Rust Saccharomyces cerevisiae v podzimnim salatu, aw = 0,986, pH = 3,9 pro teploty vy33i
neZ 17 °C po dobu 21 h, log cfu0 = 1/g — The growth of Saccharomyces cerevisiae in autumnal salad,
aw = 0.986, pH = 3.9 for temperatures higher than 17 °C for interval of 21 h, log cfu0 = 1/g
nely vypottené pro a,, = 0,986 (od celkového &asu 505 hodin nastavaji po-
klesy pod teplotu riistu, ale neni uvaZovana nova lag faze).

Pro modelovani riistu kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsme byli nuce-
ni zvolit velmi pfiblizny postup, nebot FMM modeluje riist jen pfi teploté
25 °C. Proto jsme z prib&hii schodovité funkce teploty ur¢ili dobu, po kterou
je teplota vy33i nez 17 °C. Predpokladali jsme, Ze po tuto dobu byla konstant-
ni teplota 25 °C. Vliv zmén teplot na niZ3{ hodnoty byl zanedban.

6

log 10 cfu/g
ra

: 20 40 60
cas ' [h]
Itime
7. Rust Saccharomyces cerivisiae v dribezim salatu, aw = 0,986, pH = 5,1 pro teploty vy33i nez
17 °C po dobu 21 h, log cfu0 = 1/g — The growth of Saccharomyces cerevisiae in chicken salad,
aw = 0.986, pH = 5.1 for temperatures higher than 17 °C for interval of 21 h, log cfu0 = 1/g
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Veskeré vysledky predikci riistu uréené podle uvedeného postupu jsou pro
pokus uvedeny v tab. I-III (jako by teplotni historii absolvovaly v§echny
zkoumané druhy salati).

Z tab. I je patrné, Ze v podzimnim salétu je riist mikroorganismi vzhledem
k nizkému pH zna¢n& omezen. Z vybranych mikroorganismii 1ze modelovat
pouze riist pro salmonelu a kvasinku Saccharomyces cerevisiae. Pro aktivitu
vody 0,973 se za celou dobu pokusu neabsolvuje lag faze a nedojde k riistu
salmonely. Pokud v3ak a,, vzroste na hodnotu 0,986, je lag faze absolvovana
za 410 hodin (cca 17,5 dne) a od této doby nastdva pomé&rné& vysoky narist
mikroorganismu (obr. 5). Ristova kiivka pro kvasinku Saccharomyces cere-
visiae je uvedena na obr. 6, z niZ je patrné, Ze po dob& expozice 21 hodin
vzrostl celkovy pocet kvasinek z 10 na 1 000.

U vlasského saléatu je situace pon€kud hor3i vzhledem k zna¢né& vy3si
hodnoté& pH. Z tab. II je patrné, Ze potencidln€ miiZe rist salmonela, ktera
absolvovala lag fazi pfi dané teplotni historii za 510 hodin (cca 21 dnd).
Escherichia coli miZe byt modelovéana, aviak za danych podminek nevykéa-
zala Zadny rist a absolvovala cca 56 % lag faze. Podobné chovani vykazuje
i Staphylococcus aureus. Naproti tomu Listeria monocytogenes (model vyvi-

100 000 000
——  Salmonella
10 000 000 -a—~ Escherichia coli O157:H7
—— Staphylococcus aureus
1000000 — L. monocytogenes (lactic)
'E -~ Campylobacter jejuni
g 10 000
E 1000
g w
10 - -
1
200 400 600
0 gas '[h]
]time; chu/g

8. Predikce FMM potencionélniho rdstu mikroorganisma ve vladském salatu b¢hem distribuce
— FMM prediction of possible microorganism growth in Italian salad during distribution
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nuty za pritomnosti kyseliny mlé&né, aviak dosazena nulova hodnota kon-
centrace) vykazuje mozny velmi rychly nariist po¢tu mikroorganismii. Je to
déno tim, Ze tento mikroorganismus je schopen riistu i pfi velmi nizkych
teplotach. Tento mikroorganismus absolvoval lag fazi jiZ za 246 hodin (cca
10 dnii). Naproti tomu Bacillus subtilis mohl byt sice modelovan av3ak pre-
dikce nevykazala Zddny nériist po¢tu mikroorganismii. U Campylobacter je-
Jjuni je predikovano sniZzovani poctu, tj. mikroorganismus nepieziva (obr. 8).
Riist Saccharomyces cerevisiae je prakticky totoZny s predikei ristu pro salat
,»podzimni“ (obr. 5) s tim, Ze v tab. II je uvedena pfesna hodnota logaritmu
vysledného poétu 2,8.

U driibeziho salétu (tab. III) je pomé&mé vysoka hodnota pH, av3ak po-
mémé nizk4 hodnota aktivity vody, kterd zaru¢uje omezeni riistu zna¢ného
po¢tu mikroorganismil. Escherichia coli nevykazuje predikovatelny narist
po&tu po celou dobu pokusu (50 % absolvovani lag faze za 680 hodin). Zaji-
mavé je, Ze v té€chto podminkéch je predikovan mozny riist Staphylococcus
aureus po absolvovani lag faze za 557 hodin (23 dnill). RovnéZ u Listerie
monocytogenes (lactic) je predikovatelny rist, aviak aZ po absolvovani lag
faze za 650 hodin (27 dnil) — obr. 9.

1000t

—— Escherichia coli O157:H7
-~ Staphylococcus aureus
—a— L. monocytogenes (lactic)

—
(=
(=

._

o
.
]

potet mikroorganizmi?

0 200 400 600

&as!(hl

Ltime; chu/g
9. Predikce FFM potencionalniho ristu mikroorganismil v dritbeZim salatu b&hem distribuce
— FMM prediction of possible microorganism growth in chicken salad during distribution
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Riist Sacharomyces cerevisiae je predikovan poné&kud odli3nou ristovou
ktivkou proti pfedchozim pfipadiim (obr. 7). Predikovany kone&ny poéet za
21 hodin je uveden v tab. III: log cfu =2,4.

Dalsi vysledky pro podobny pokus v&etn& srovnani s poéty mikroorga-
nismi uvadgji Grée et al. (1997).

Zavéry

Ukézalo se, Ze u podzimniho salatu pfichazi v ivahu nebezpe&i ristu
salmonel a to pfi zvy3ené hodnoté aktivity vody (tab. I). Z tabulky lze také
usoudit na vliv aktivity vody na prodlouZeni lag faze. Lze tedy prodlouZit
dobu trvanlivosti pfipadnou zmé&nou receptury salatu vedouci ke sniZeni akti-
vity vody. Nelze zanedbat moZny riist kvasinek.

U vla¥ského salatu se jevi moZnym potencialni riist salmonely aZ po 510
hodinach. Pomé&rné& nebezpetnym se za danych podminek zdda moZny riist
Listerie monocytogenes, u niZ je lag faze absolvovana po 246 hodinéach. Riist
kvasinek je moZny.

Pro driibeZi salat je detekovano potencidlni nebezpedi u Staphylococcus
aureus po 550 hodinéch a Listerie monocytogenes po 650 hodinach. Zaru¢ni
doba salatu je v3ak 504 hodin (21 dnf). Opét byl predikovan potencialni riist
kvasinek.

Aplikace prediktivni databdze FMM u fe3enych pfipadd ukézala i pfes
né&ktera nezbytna omezeni moZnosti metody predikce a analyzy potencialni-
ho nebezpedi, tj. stanoveni stupné rizika riistu pfi dané teplotni historii. Sou-
&asnd verze FMM neumoZiiuje pracovat s kontinudln€ ménici se teplotou.
Proto je nezbytné nahradit skute&né priib&hy teplot schodovitou funkci a pre-
dikovat rist po tusecich s konstantni teplotou. RovnéZ pouZiti rovnice [1],
které bylo konzultovano s autory FMM, je pfiblizné. V budoucnosti 1ze oce-
kdvat, e predikce pomoci FMM bude déle zpfesiiovana. 1 v sou¢asné verzi
miZe velmi dobfe poslouzit jako nastroj pro stanoveni doby udrznosti na
zékladg fyzikaln& chemickych parametril potraviny (pH, ay) a teplotni histo-
rie. Modelovani lze vyuZit i obraceng, tj. pro poZadovanou dobu udrZnosti
a danou teplotni historii stanovit pH a a,,. Tyto parametry lze ovlivnit Gpra-

vou receptury.
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Seznam symboli

aw aktivita vody [-1
cfu po&et mikroorganismi (jedinci na gram) -]
lagt doba lag faze [s, h, dny]
T teplota [°C]
t &as [s, h, dny]
ti doba trvani i-tého teplotniho schodu [s, h, dny]
%lt; procento absolvovani lag faze (adaptace mikroorganismil) [%]
pH kyselost -]
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Summary

Thermal history of foods in a chain between producer and consumer can be the
key factor which influences their quality and safety. The possible growth of microor-
ganisms can be influenced also by water activity and pH of the specific food.

The main goal of this work was to determine of the real time temperature history
of the packaged vegetable salads during transport and distribution. The registered
temperature history is then used for prediction of possible growth of microorganisms
using predictive database Food Micro Model (FMM). This software enables the pre-
diction of the growth of selected pathogenic and spoilage microorganisms.

The time temperature history was measured for typical product and this history
was applied to evaluation of possible risks of growth for other two types of salads.

We selected the vegetable salad autumnal (podzimni) packaged in the plastic cup
(Fig. 1). The cups are placed in the paper tray (Fig. 2). Temperature sensor
TINYTALK Pt100 (Gemini UK) was placed into the middle of the cup content. Sec-
ond sensor was placed in the tray to measure the temperature of the ambient air.

The sensors were launched for one month of the measuring time. Thermometers
were placed into the product at the end of the production line and were transported
with products to the market place. The product was placed into the cooled room and
offered during days to consumers on a bar with other products. During nights the
products was stored in a refrigerated box. This regime is typical for small retail
stores.

The time temperature history measured during the retail regime is shown in Fig. 3.
The corresponding step function copying the measured graph is shown in Fig. 4. We
need the step function representation for FMM which is designed only for constant
temperatures. Tables I-III contain also the representation of the step function of the
measured time temperature history.

The shelf life of 4 or 3 weeks is valid for salads assuming the storage temperature
between 2—-6 °C. Comparing the data in Fig. 3 we can see that the assumption of the
producer is not fulfilled. There is a task to evaluate the danger of the possible growth
for the real time temperature history. The measured water activities and pH values
are shown in Table IV.

These parameters together with FMM can be used for predictions. We took into
account the following microorganisms: Salmonella, Escherichia coli O157:H7, Sta-
phylococcus aureus, Listeria monocytogenes (lactic), Campylobacter jejuni, Clostri-
dium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus subtilis and Saccharomyces
cerevisiae. Theoretical growth of microorganisms was predicted by the method step
by step using the step function defined in tables and using relation [1]. This relation
evaluates the step of adaptation of microorganisms at local temperature (lag phase is
absolved also step by step). If the sum of all the partial lag phases overcomes 100%
we can say that the microorganism is adopted and make other predictions without
taking into account the lag phase. If the temperature after this moment goes down
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below the minimum growth temperature we say only that during this interval there is
no growth but we will not take into account new necessary adaptation phase later (we
say to be on the safe side of modelling), see the prediction of Salmonella growth with
aw = 0.986 (Table I).

For the growth of the yeast Saccharomyces cerevisiae we have chosen the raw
calculation of the equivalent time at temperature 25 °C (because the FMM contains
the model valid only for this temperature). We took into account only time intervals
for which the temperature was above 17.5 °C. For that time we expected the tempera-
ture being 25 °C.

The prediction results are shown in Tables I-III. Table I shows that at low pH
value (salad autumnal) the growth of microorganisms is limited. For that salad we
modelled only the growth of Salmonella and Saccharomyces cerevisiae. If the salad
exhibits water activity aw = 0.973 the lag phase of the Salmonella is not fi-
nished during the time history. For salad of the same type having the water activity
aw = 0.986 the lag phase is finished after 410 hours followed by intensive stepwise
growth (Fig. 5).

The Italian (vla3sky) salad (mixture of vegetable pieces with sausage and mayon-
naisse) has the higher pH value than autumnal salad. The higher pH enables to grow
Salmonella and Listeria monocytogenes. Escherichia coli and Staphylococcus au-
reus can be modelled but they did not show the growth (Table II). Listeria monocy-
togenes showed the biggest potential to grow because it is able to grow at low
temperatures. Calculated predictions are shown graphically in Fig. 8.

Chicken salad (pieces of vegetables with pieces of chicken meat and mayonnaisse)
has the higher value of pH but the lower water activity than other products. The low
water activity prevents the growth of Salmonella and prolongs the lag phases of other
microorganisms (Table III). The only small growth was predicted for Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes. The graphical representation of predicted
growth is shown in Fig. 9. The possible growth of Saccharomyces cerevisiae is
shown in Fig. 7.

The aplication of FMM in real time-temperature history showed the potential of
the method. This work showed the possibilities of risk assessment of potential
growth of selected microorganisms during real time-temperature history. It was
shown that for low acid salads there is a risk of the growth of Salmonella and other
pathogens. Therefore the chemical preservatives are recommended to be used for
marketed product. The prediction of growth of yeast showed the possible spoilage
time if the product is exposed to elevated temperatures.

Kontaktni adresa:

Ing. Milan Hou¥ka, CSc., Vyzkumny ustav potravinafsky Praha
Radiové 7, 102 31 Praha 10-Hostivaf, Ceska republika
tel.: + 420 2 702 331, fax: + 420 2 701 983, e-mail: vupp@vupp.anet.cz
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ZIVOTNIi JUBILEA

Zivotné jubileum Prof. Ing. Alexandra Dandéara, DrSc.

1. novembra 1997 sa doZil 60 let popredny slovensky pedagogicko-vedecky
a vyskumny odbornik Prof. Ing. Alexander Dand4r, DrSc., vedici Katedry sachari-
dov a konzervacie potravin, na Chemicko-technologickej fakulte Slovenskej tech-
nickej univerzity v Bratislave.

Oblast'ou jeho pedagogicko-vychovnej ¢innosti je chémia a technolégia potravin
v 3irSom slova zmysle. UZ3ie sa najmi vo vedecko-vyskumnej &innosti venoval proble-
matike fyzikalno-chemickym procesom pri spracovani cukrovej repy. V tejto proble-
matike dosiahol vel'mi vyznamné vysledky v teérii &irenia cukrovarnickych 3tiav pod
vedenim akad. J. Va3atka. Prioritné vysledky svojich préc publikoval v poéetnych nasich
i zahrani¢nych periodikach a prezentoval na viacerych vyznamnych vedeckych zahra-
ni¢nych podujatidch. O aktudlnosti problematiky sved&i aj velky podet citacii podla
SCI. Vo vedecko-vyskumnej oblasti dosiahol postupne titul CSc. (1967) a DrSc.
(1996).

Po skonéeni a3pirantského 3tidia (1967) sa stile viac zapdjal do pedagogického
procesu na Katedre sacharidov a konzervécie potravin. Prednasal postupne rad
predmetov, napr. Chémiu sacharidov a sprievodnych latok, Strojné zariadenia prie-
myslu sacharidov, Technologické vypotty a Specidlnu cukrovarnicku technolégiu.
Neskdr prednasal nosny predmet Cukrovarnicka technolégia. Vychoval velky pocet
diplomantov (81) a a3pirantov, resp. doktorandov. Jeho pedagogicky rast bol dyna-
micky — asistent (1966), odborny asistent (1967), docent (1980), profesor (1997). Pre
pedagogicki pracu menovaného je samozrejmostou, Ze svoje prednadky neustile
doplital o nové teoretické aj praktické poznatky z literatary, ako aj o vlastné experi-
mentalne podloZené vysledky. Spolu so spolupracovnikmi napisal viacero vyso-
ko3kolskych u&ebnych textov. Jeho pedagogické kvality ocenili viaceré technické
univerzity, napr. v Berline, Braunschweigu, L6dZi a pod., kde pdsobil ako hostfujuci
prednasatel’.

Prof. Dandér je neoby¢ajne aktivny v odbornych a spolofenskych organizaciach. Na
prvom mieste treba uviest’ jeho vyznamnu funkciu viceprezidenta administrativneho
a vedeckého vyboru Celosvetovej organizicie technolégov repnych cukrovarov
(C.IT.S.), d’alej predsedu slovenského komitétu Medzinarodnej komisie pre cukro-
varnicke jednotné analytické metédy (ICUMSA). Okrem toho zastava funkciu predse-
du Slovenskej spolo&nosti pre pol'nohospodarske, lesnicke, potravinarske a veterinarne
vedy pri SAV. Zorganizoval niekol’ko medzinarodnych vedeckych konferencii.

Zelame Prof. Ing. Alexadrovi Dandarovi, DrSc., vel'a pevného zdravia, vitality
a energie do d’al3ej prace. Nech dalej $iri dobré meno vyspelosti nasho cukrovarnicke-
ho priemyslu a cukrovarnickej $koly.

Prof. Ing. A. Pribela, DrSc.
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PREHLEDY

ZDRAVOTNI NEZAVADNOSTI PRIRODNICH ANTIOXIDANTU
A JEJICH SYNERGISTU*

Bohumil TUREK

Stadtni zdravotni istav, Praha, Ceskd republika

Piirodni latky, kromé& t&éch, které vykazuji znamé toxické 0linky, se povaZuji
obecné za substance zdravi prospé3né. O latkach s antioxida¢nimi G¢inky to plati
dvojnasob.

Na druhé strané je tfeba brat v Gvahu jejich moZné nepfiznivé vlivy, které mohou
pfichdzet v Uvahu zejména pfi pouZiti antioxidaénich latek jako izolovanych
substanci ve vy$3im mnoZstvi a nebo pfi pouZiti vétsiho mnoZstvi vychoziho pfirodni-
ho substratu, ve kterém se pfirozené antioxidanty vyskytuji.

Obdobné to plati také o jejich synergistech a umé&lych antioxidantech.

PF¥irodni antioxidanty

Do této skupiny patfi pfedevsim:

— tokoferoly (alfa, beta, gama, delta)
— karoteny (alfa, beta, gama)
— karotenoidy — lykopen

— beta-cryptoxantin

— lutein

— canthaxanthin

— zeaxanthin

— dal3{ karotenoidy: auroxanthin, luteoxanthin, neoxanthin, violaxanthin
— retinol, retinal, kyselina retinolova
— kyselina askorbova
— polyfenoly — flavony a flavonoidy
— estery kyseliny galové
— guajakova pryskyfice
— kyselina nordihydrohyguajaretova

* Préce byla provedena v ramci ikolu pc;dporovanéhho GA CR &. 509/93/0419.
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K umélym antioxidaénim latkam fadime m. j.:
— butylhydroxytoluen (BHT)
— butylhydroxyanizol (BHA)
— butylhydrochinon (TBHQ)
— propylgalat
— oktylgalat
— dodecylgalat
— estery mastnych kyselin s kyselinou askorbovou (Diplock, 1991)

Mezi antioxida¢ni latky patfi téZ slouCeniny prvku, které jsou zastoupeny v antio-
xidaénich enzymech, pfedevsim selen (glutathionperoxidasa), zinek (membranova
a plazmaticka superoxiddizmutasa), méd’ (membrénové superoxiddizmutasa) a man-
gan (plazmaticka superoxiddizmutasa). Vy33i davky téchto prvki mohou byt z hle-
diska zdravotni nezavadnosti problematické.

U selenu jde pii vy33ich davkach (Albrecht, 1994) o mozné karcinogenni
ucinky. Doporugené denni davka pro selen, piivodné stanovena v rozmezi 50-200 pg
byla napt. v USA upravena na 55 pg u Zen a 70 pg u muzi za den (Food and Nutrition
Board, 1989). U mé&di v iontové formé ve vy3§ich hodnotach dochézi k urychleni
fetézovych reakci volnych kyslikovych radikala. Také nizké hodnoty mé&di jsou velmi
rizikové. Pro uplatnéni médi jako soutésti antioxida¢ni ochrany lidského organismu
(G&ast v membranové superoxiddismutase) je optimélni denni davka 2 mg, resp. 1 aZ
3mg(Turnlund, 1994).

Ukazuje se, Ze i vzajemny pomér mezi zinkem a mé&di je z hlediska vysledného
efektu t&chto latek vyznamny.

K synergistickym latkam lze pocitat: chelatotvorné latky (EDTA), kyselinu citro-
novou a jeji estery zejména citran monoizopropylovy a citran monostearylovy, kyse-
linu ortofosfore€nou a jeji sole, lecitin.

Z vy3se uvedenych latek miZeme povaZovat za bezpetné ze zdravotniho hlediska
kyselinu askorbovou a jeji estery (Niki, 1991). Presto v3ak se davky nad 3—4 g jiz
povazuji za nezadouci, nebot’ zplsobuji zaZivaci potiZe, prijmy nebo hemochroma-
t6zu. Davky kyseliny askorbové 4 g a vy38i mohou u nékterych osob zvysit tvorbu
a vylu¢ovéani oxalati se zvy3enim rizika oxalatové nefrolithiasy.

Za latky prakticky netoxické je moZné povaZovat karoteny, i kdyZ také u této
skupiny se uvadi n&které nepfiznivé ucinky. Jde viak pouze o ukladani B-karotenu
v kuzi (karotenosa, karotenodermie) pfi hodnotach 350-400 pug ve 100 ml krve.
K témto hodnotam v krvi dochézi pfi konzumaci 30 mg B-karotenu denné asi po dobu
1 mé&sice nebo 15 mg denné po deli dobu (Underwood, 1989; Gerster, 1993).

K pomérn& bezpe&nym latkdm ze skupiny synergistl Ize po¢itat lecitin a kyselinu
citronovou, resp. citrany.
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Ostatni antioxida&ni latky a synergenni latky mohou mit za ur€itych podminek
ruzné nepfiznivé vlivy a maji pro své pouZiti uritd omezeni.

Retinol, retinal a kyselina retinolova — vitamin A a jeho metabolity vykazuji pfi
vy38ich davkach nepfiznivé aZ toxické G¢inky. Vysoké déavky retinolu vyvoléavaji
postiZeni jaternich buné&k (jednd se o pusobeni na buné¥né membrény). Davky
vyvolavajici toxicky efekt dosahuji hodnot 150 000-300 000 m. j. retinolu denné& po
delsi dobu (mé&sic a déle). Z klinickych projevii se mohou vyskytovat téZ zmény na
pokoZce, zazivaci potiZe, zvraceni nebo prijem (Olson, 1983). Jednorazové podéni
vétsiho mnoZstvi vitaminu A nemusi mit nepfiznivy efekt, zadvaznéjsi je dlouhodobé
pusobeni vy3ich davek.

Ireverzibilnim metabolitem retinolu i retinalu je kyselina retinolova. Vznika oxida-
ci t&chto latek, ale ke zpé&tné redukci nemiZe dojit. Kyselina retinolova si do uréité
miry zachovava vitaminovy efekt, reguluje rust a diferenciaci riznych bunék endo-
dermalnich, mesodermalnich i ektodermalnich. Ovliviiuje téZ embryonalni vyvoj. Pfi
vy38ich davkach v3ak vykazuje teratogenni efekt v experimentu u krys a priméati
(Eckhardt, Schmitt, 1994). Pokud se uvadéji teratogenni a¢inky retinolu, jde o
pusobeni kyseliny retinolové, pfipadné jejich derivati. T¢hotnym Zendam se vy33i
davky vitaminu A nedoporuéuji (Underwood, 1989).

Karotenoidy ve vy38ich davkach jesté nejsou z toxikologického hlediska dosta-
tedné ovéfeny. Nékteré byly podezirdny z toxickych aginku jiZz dfive, jako napf.
lykopen ve vztahu k postiZeni jater (Reich et al., 1960).

Vitamin E (o-tokoferol) je vyznamnou antioxida¢ni latkou. Tuto aktivitu vykazuje
v3ak pouze v lipofilnim prostiedi. Ve vodném prostfedi ma prooxida¢ni efekt, pokud
se nevyskytuje spolu s jinou siln& antioxida¢ni latkou. Také tento vitamin ma urdita
omezeni. Vysoké davky a-tokoferolu zvy3uji hladinu cholesterolu u krys, zvy3uji
obsah tuku v jatrech a vyvolavaji sklerotické zmé&ny v aorté u krys. U lidi podavani
720 mg a-tokoferolu denn& po delsi dob& vyvolava slabost, naru§eni metabolismu
steroidnich hormonu a hemoragie. U star3ich lidi davka 5 mg a-tokoferolu na kg
té€lesné hmotnosti za den miiZe téZ zvySovat hladinu cholesterolu (Wiirtzen, 1990).

Pro a-tokoferol je stanovena hodnota ADI (acceptable daily intake) 0,15-2 mg na
1 kg télesné hmotnosti (TOX DATA FOOD, 1991). Dolni hranice ADI je v podstaté
hodnota denni doporuéené davky pro a-tokoferol.

Antioxida¢ni latky mohou modifikovat karcinogenni proces i pfi experimentalnim
podéni karcinogenu. Ve vétSiné pfipadi antioxida¢ni latky zasahuji do metabolické
aktivace karcinogenu (tvorba peroxidovych vazeb, které umoziiuji kovalentni vazby
s nukleovymi kyselinami bunék a vznik addukti) a tento proces inhibuji a blokuji.

V nékterych ptipadech v3ak dochazi ke zvy3eni karcinogenniho efektu. Jde napf.
i 0 vitamin E, ktery zvy3uje tvorbu nadoru stfev u my3i po podani 1,2 dimetyl-hydra-
zin dihydrochloridu, ale i o dal3i antioxida&ni latky jako napf. kyselinu askorbovou,
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ethoxyquin, v&etné syntetickych antioxidantt BHT a BHA, které mohou za riznych
podminek riziko karcinogeneze zvy3ovat, jak bylo prokézano v experimentech na
zvifatech (Kahl, 1986).

Flavonoidy jsou skupinou polyfenolovych latek, které tvofi dva fenolové kruhy
a tfi uhlikaté fetézce. Jde o sekundarni metabolity riznych rostlin.

Flavony jsou velmi roz3ifenou podskupinou flavonoidu, které se vyskytuji v ovoci
a zeleniné.

Hydroxylované flavony byly mezi prvnimi pfirodnimi latkami, u kterych byla
prokdzana mutagenni aktivita v Amesové testu. Dal$imi studiemi byla mutagenni
aktivita prokazéna u vice nez tficeti pfirozené€ se vyskytujicich flavoni (Mac Gre-
gor, 1986). U n&kterych byl zjistén genotoxicky efekt i na sav&ich buiikach.
Mezi né patfi napf. kvercetin (3,3°,4°,5,7-pentahydroxyflavon) a kaepmpferol
(3,4,5,7-tetrahydroxy-flavon), déle pak 5, 7, 8-hydroxy nebo -methoxy-flavony jako
norwogonin (5,7,8-trihydroxyflavon), sexangularetin (3,4°,5,7-tetrahydroxy-8-me-
thoxyflavon) a limocitrin (3,4°,5,7-tetrahydroxy-3-,8-dimethoxyflavon. Obecné& lze
fici, Ze flavonoidy s mutagenni aktivtou jsou pfedevsim takové, které maji volnou
hydroxylovou skupinu na 3. a 5. pozici. Pokud je na pozicich 3, 4 a 5 misto
hydroxylové skupiny metylov4, je mutagenni aktivita blokovdna (Mac Gregor,
1986).

Mutagenni aktivitu vykazuji, jak uvadéji Brown a Dietrich (1979), tyto
flavonoidy: galangin, kaempferol, kvercetin, kvercitrin, dale velmi nizkou aktivitu
vykazuje téZ rutin, rhamnelin, morin, fisetin, robinelin, myricetin.

U sav¢ich bun&k kvercetin a pfibuzné flavony vyvolavaji lokalni mutace, chromo-
zomalni aberace, vymény sesterskych chormatidi (SCEs) a single-strand DNA zlomy
(McGregor, 1984).

Karcinogenni u¢inky kvercetinu v pokuse in vivo u krys prokazal Pamuku et al.
(1980). Pii davce 0,1 % kvercetinu v potrave pozoroval ¢asté nadory stfev a mo&ové-
ho mé&chyfe. Po davce 2 % kvercetinu zjistili Ertriick et al. (1984) u krys vznik
hepatomi. V jinych studiich byla téZ negativni zjisténi, v jednom pfipadé doslo
k adenomu plic.

Zvy3eny poet mutaci na misté hgprt u fibroblasti V79 kfec¢ki vyvolava kromé
kvercetinu téz kaempferol (Maruta et al., 1982) a u ovaridlnich bun&k kfecku
vyvolava mutagenni efekt kvercetin, kaempferol a galangin (Carver et al.,
1983).

Kvercetin se vyskytuje v salatu (az 200 mg v kg), dale v men3im mnoZstvi v broko-
lici, rizickové kapusté a boruvkach, pfitemZ v3ak vétdina téchto rostlin ma ve
vysledném a&inku efekt antikarcinogenni. Rutin, ktery nemé tak vyrazné nepfiznivé
ucinky, se.vyskytuje zejména v pohance. K hydroxylaci rutinu a tvorbé& kvercetinu
muzZe dojit endogenné plisobenim mikrofléry traviciho ustroji.
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Mnohé karcinogenni latky vyZaduji pfedchozi metabolickou aktivaci, aby mohly
uplatnit sviij uéinek. Flavonoidy, atkoliv maji antioxida¢ni efekt, indukuji metabo-
lickou aktivaci fady karcinogeni tim, Ze zvy3uji Gfinek AHH aryl-hydrokarbon-
hydrolasy (Buening etal., 1981). Jedné se zejména o flavony a metylované derivaty
tangeretin a mobiletin.

Jiné flavonoidy naopak tlumi aktivaci karcinogennich latek ovlivnénim mikroso-
malnich enzymi, zejména cytochromu P-460. V jejich antikarcinogennim u¢inku se
uplatni antioxidaéni a imunomodula&ni efekt (Wiltrout, Hornung, 1988).

Taniny, pokud se definuji jako komplexni polyfenolové slougeniny, se vyskytuji
piedevsim v &aji Camelia sinnensis. Obsah taninu v ¢erném ¢&aji dosahuje aZ 33 %,
v zeleném od 4 do 10 % (Lay Woo, 1987). Urcité mnoZstvi tanini obsahuje téZ
cider, kakao a &ervené vino. V jednom litru &erveného vina se miZe vyskytovataz 1 g
taninu. Prumérny denni pfivod taninu u lidi se odhaduje na 400 mg.

Z experimentalnich i epidemiologickych studii u lidi vyplyva, Ze se tanin mlze
podilet na vy33i incidenci nadort jicnu. Doporuduje se podavat ¢aj s mlékem, zejména
pokud je silny (Morton, 1986).

Guajakové pryskyfice, guajakové guma je pomérné bezpeéna piirodni antioxidaéni
latka. Toxikologické studie byly provadény u fady experimentélnich zvifat (napf.
krys, kog&ek, psit), biochemické sledovani bylo provadéno i u lidi. Hodnota NOAEL
pro krysu je 250 mg/kg té€lesné hmotnosti (t. h.) a hodnota ADI je stanovena pro tuto
1atku na 0-2,5 mg/kg t. h. (TOX DATA FOOD, 1991). Guajakové guma je pouZivana
jako potravni aditivum.

Kyselina nordihydroguajaretov4, derivét bispyrokatecholu, které byla téZ pouZiva-
na jako aditivni latka neni dosud dostatedné toxikologicky zhodnocena. Neni stano-
vana hodnota ADI a povaZuje se za mozZné, Ze pfi metabolismu pfechdzi na
odpovidajici ortochinony, které mohou vyvoléavat u krys mesenterilni cysty. K tomu
je tieba dodat, Ze krysy jsou na vznik téchto cyst nachylné (TOX DATA FOOD,
1991).

Syntetické antioxidanty a synergisty

Ze syntetickych antioxida¢nich latek jsou z toxikologického hlediska vyznamné
butylhydroxytoluen — BHT, butylhydroyanisol — BHA a propylgalat.

BHT je ve vy33ich davkach toxicky, poSkozuje plicnf tkan, vyvolava hyperplasie
a dystrofie v riznych orgédnech. V jéatrech zvy3uje proliferaci endoplazmatického
retikula v burikéch a zvySuje aktivitu mikrosomalnich enzym, coZ miZe mit vyznam
i v metabolické aktivaci karcinogennich latek. Vyvolava téz zvétSeni $titné Zlazy.
BHT vykazuje karcinogenni, ale nikoliv mutagenni t¢inky. V onkogennim procesu
pusobi jako iniciator i jako promotor. V experimentu u zvifat vyvolavéa pfedeviim
karcinomy jater a to jiz v ddvkach 250 mg/kg. NOAEL (no adverse effect level) byla
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u BHT stanovena na 5 mg/kg t. h. V pozd&jdim hodnoceni pro vyhladeni ADI byla
pouzita hodnota NOAEL 25 mg/kg pfi bezpednostnim faktoru 200 a do¢asné& vyhla-
Sena hodnota ADI 0-0,125 mg/kg (Wiirtzen, 1990).

BHA piedev3im poSkozuje jaterni buiiky, LOEL (lowest effect level) je 100 mg/kg
t. h. a NOEL je 50 mg/kg t. h. BHA podobné jako BHT neni mutagenni a v onko-
gennim procesu vykazuje podle podminek jak inhibiéni, tak promo¢ni efekt. Pivodné
stanovené doCasna hodnota ADI na 0-0,5 mg/kg t. h. byla v roce 1987 sniZena na
0,3 mg/kg, ale v roce 1989 znovu upravena na 0,5 mg/kg t. h.

Pro propyl, oktyl a dodecylgalét byla v roce 1980 stanovena hodnota ADI 0-0,2 mg/kg
t. h. a v roce 1987 upravena na 0-0,5 mg/kg t. h. Pro propylgalat byla v roce 1987
vyhla3ena hodnota ADI 0-2,5 mg/kg t. h.

Propylgalat neni mutagenni ani karcinogenni a inhibuje vznik nadort po expozici
N-nitrosaminim a dimetylbenzantracenu.

VétSina uvadénych nepfiznivych vlivi antioxidaénich latek a jejich synergisti byla
experimentélné prokazana u zvifat.

Extrapolace pro podminky v lidském organismu je obtizna. Vysledky experi-
mentélnich praci byly v nékterych pfipadech aplikovany pro zékladni toxické udaje
pro lidskou populaci ve formé& ADI, pfipadné& dalsi doporu¢eni napf. u vitaminu A
— retinolu.
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Safety of Natural Antioxidants and their Synergists

Possible negative effects of antioxidants have been evaluated in this paper. In
general, they represent a group of substances with very beneficial effects in the human
organism, and they substantially participate in decreasing risks of the origin of
tumorous and cardiac-vascular diseases. Certain limitations and conditions are indi-
cated in order to reduce opportunities for the origin of negative expressions that can
appear when antioxidants are used.
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