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Determination of Residual Acetaldehyde in Polyethylene Terephthalate
Bottles by Solid Phase Microextraction

Helena CIZKOVA, Michal VOLDRICH, Jaroslav DOBIAS

Institute of Chemical Technology — Department of Food Preservation and Meat Technology,

Prague, Czech Republic

Abstract

CiZKOVA H., VOLDRICH M., DOBIAS J. (1998): Determination of residual acetaldehyde in polyethylene terephthalate
bottles by solid phase microextraction. Czech J. Food Sci., /6: 81-84.

Acetaldehyde, a common degradation product of polyethylene terephthalate (PET), is formed during the melt polycondensation
reaction and melt processing of PET. Residual acetaldehyde can affect beverage taste and hence consumer acceptance. The use of
solid-phase microextraction (SPME) for residual acetaldehyde determination in PET bottles was studied. A rapid and sensitive
method was modified and optimised. Acetaldehyde is extracted within 8 minutes using a carbowax/divinylbenzene coated fused
silica fibre inserted into the PET inner air-space. Fibre is then inserted into the injector of a GC for 2 minutes for thermal desorption
and analysis. Detection limit of the procedure was 0.5 ml/l, relative standard deviation was lower than 7%. The content of 50
analysed PET bottles varied from 0.5 to 4.0 ml/l for clear and from 0.5 to 5.2 for green bottles.

PET bottle; acetaldehyde; solid phase microextraction (SPME)

. Acetaldehyde (AA) is a common degradation product
iof polyethylene terephthalate (PET), which is one of the
;" most frequently used material for food packaging. AA is
‘formed during the melt polycondensation reaction and melt
processing of PET (D on g etal., 1980). Concentration of
free acetaldehyde dissolved in polymer varies from 0.5 to
10 mg/kg. When bottles are filled, acetaldehyde can slow-
ly liberate to the bottle content, so that its final amount in
packed food or beverages rises to several tens or hun-
dreds pg/l (Voldfich etal.,, 1995). Acetaldehyde release
is related not only to heat history of polymer and proper-
ties of packed stuff but it is also a function of geometrical
features, weight, storage time and storage temperature of
PET container. Additional acetaldehyde contributed to
beverages by its package can impart a sufficient flavour
to change the taste of beverages, which are widely filled
to plastic bottles. That could be unpleasant especially in
the case of neutrally tasting mineral waters, where migra-
tion phenomena can potentially change the quality of
drinks(Monarcaetal., 1994).

For the reduction of the level of residual acetaldehyde
in beverages, control of processing conditions of PET
bottles is necessary. It could be done by running determi-
nation in PET preforms and bottles, or by control of ace-
taldehyde migration out of freshly blown PET container
into inner air-space. Residual acetaldehyde concentration
in the air-space of bottles presented by producers is maxi-

mally 4 and 15 pg/l for clear and coloured PET bottles,
respectively, and is usually in the range from 0.5 to 25 pg/l
(Anonym, 1980).

The direct head-space/GC method has been applied for
determination of acetaldehyde concentration in the air
space of bottles for many years (Anonym,1984;
Wyatt, 1983). The aim of this work was to evaluate the
use of a relatively new isolation method — the Solid Phase
Microextraction (SPME) — for the determination of acetal-
dehyde content in PET bottles. The SPME is an extraction
technique for organic compounds, by which analytes are
adsorbed directly from the sample onto a fused-silica fibre
which is coated with appropriate stationary phase. While
the fibre is inserted into the sample, the analytes partition
from the sample matrix into the stationary phase until equi-
librium is reached. The fiber is then inserted into the hea-
ted injection port of gas chromatograph (GC) and the ana-
lytes are rapidly thermally desorbed into the capillary GC
column foranalysis(Minndrup,1994;Harmon,1997)

MATERIALS AND METHODS

Stocks of 0.6 and 1.5 1clear and green PET bottles used
by producers of soft drinks were analysed by SPME/GC
method. Freshly blown PET bottles were purged with a
steady stream of nitrogen for 30 min, then were stored at
20 °C for 24 h. SPME method was used for direct sampling
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from PET bottles, 65 mm carbowax/divinylbenzene or
100 mm polydimethylsiloxane coating of fibre (Supelco Inc.,
Belefonte, USA) was inserted for 1, 5, 10, 20 and 30 min to
the inner space of bottle. The fiber was then inserted into
" the GC injection port for thermal desorption.
Acetaldehyde content was determined on Carlo Erba
model HRGC 5300 capillary gas chromatograph equipped
with flame ionisation detector (250 °C) and 30 m DB-wax
capillary column (0.32 mm id. x 0.25 mm film thickness).
The splitless injector was maintained at 180, 200, 230 and
250 °C and desorption times 10, 20, 30, 90, 120 and 300 s
were used. The column temperature was rising from 70 to
180 °C at 5 °C/min, carrier gas (He) flow was 1.6 ml/min.

RESULTS AND DISCUSSION

The SPME is a relatively new, simple, time saving tech-
nique. Considerable simplification of handling the acetal-
dehyde sample before GC analysis is the main advantage
of SPME. Regarding the price, this method is not suitable
for routine serial determination of acetaldehyde, but can
be used for occasional analyses of lower amounts of sam-
ples. At the present time several kinds of fiber coatings
are available, at our laboratory the nonpolar polydime-
thylsiloxane and polar carbowax/divinylbenzene coatings
of fibre were tested. Out of these two coatings of different
polarity, the polar carbowax/divinylbenzene coating of
fibre was proper for absorbtion of very polar and volatile
acetaldehyde. The polydimethylsiloxane is also applicable,
but the efficiency, which is caused by differences in coa-
ting’s affinity to the target analyte, will be lower in the
case of less polar coating (Fig. 1).
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N
o

To determine the optimal adsorption and desorption
conditions for polar carbowax/divinylbenzene coatings of
fibre, the PET bottles, freshly blown or spiked with acetal-
dehyde at the levels 5, 10, 20mg/l, were analyzed.

The dependence of absorbed amount of acetaldehyde
on the time of adsorption for the freshly blown samples is
given in Fig. 2. The equilibrium between solid-phase coa-
ting and gaseous phase — PET inner air-space — was rea-
ched for all tested concentrations within 10 minutes. Time
profile of mass absorbed by the fiber coating showed that
in the range of tested concentrations of acetaldehyde,
theoretical recovery from 83 to 97% was reached in 8 mi-
nutes. Therefore an optimal time of adsorbtion was cho-
sen 8 minutes, which can guarantee sufficient reproduci-
bility of the method and this time can speed up sampling.

Temperature of desorption — temperature of GC injector
—did not have any significant influence on the response
of detector in the range of tested temperatures (from 200
to 250 °C), which was recommended by the producer of
fiber. Dependence of mass of desorbed acetaldehyde into
the GC column on the holding time in injector is presented
in Fig. 3. Total desorption was reached within 120 seconds
for all tested concentrations.

Optimal conditions for determination of acetaldehyde
in freshly blown PET bottles by SPME are — sampling:
polar carbowax/divinylbenzene coatings of fibre, time of
adsorption 8 min, laboratory temperature, desorption: tem-
perature 230 °C, time 2 minutes, recommended GC conditi-
ons are described in Materials and Methods chapter. Quan-
tification was based on calibration curve method. The
detector response was linearly proportional to the quanti-
ties of acetaldehyde in the range from 2 to 100 pg/l. The

1.5
1.0
0.5
0 & + # + + + + —4
1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0 45
Time [min]

1. Overlaid chromatograms showing the response differences of residual acetaldehyde (AA) in PET bottle toward polar carbo-
wax/divinylbenzene (1) and nonpolar polydimethylsiloxane (2) SPME phases
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2. Time profile of recovery of mass of acetaldehyde absorbed by the carbowax/divinylbenzene fibre for different concentrations:
ordinary PET bottle (#), spiked samples in level 5 (®) and 10 (A) pg/l of acetaldehyde
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3. Time profile of recovery of mass of acetaldehyde thermodesorbed from the carbowa/divinylbenzene fibre for different concen-
trations: ordinary PET bottle (#), spiked samples in level 5 (W) and 10 (A) pg/l of acetaldehyde

detection limit was about 0.5 pg/l. Repeatability of the
procedure was tested by analyses of 5 identical samples
of fresh blown bottles, the relative standard deviation was
6,9%.

The acetaldehyde content in 50 samples of freshly blown
PET bottles (clear and green) was analysed using the
SPME method, the obtained concentrations were from 0.5
to 4.0 pg/l and 0.5-5.2 pg/l for clear and green bottles,
respectively. The results were in good agreement with those
obtained by direct headspace method of acetaldehyde
determination (Anonym, 1980).
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Souhrn

CiZKOVA H., VOLDRICH M., DOBIAS J. (1998): Stanoveni zbytkového acetaldehydu v PET lahvich metodou mikroextrakce
na tuhé fazi (SPME). Czech J. Food Sci., /6: 81-84.

Acetaldehyd je béznou slozkou obalovych materidlii na bazi polyetylentereftalatu (PET), které se jiz fadu let vyuzivaji pro baleni
sycenych nealkoholickych népoji a mineralnich vod. Po naplnéni lahvi pfechézi acetaldehyd do obsahu. Nalezenia mnozstvi
kolisaji podle podminek od jednotek do stovek pl na litr obsahu. Vzhledem k organoleptickym vlastnostem acetaldehydu tak mize
byt negativné ovlivnéna senzorickd hodnota napoje. Proto je tieba kontrolovat obsah acetaldehydu v PET preforméch a lahvich
a zéroveifi sledovat migraci acetaldehydu do vnitiniho prostoru erstvé vyfoukanych lahvi. Pro tento uéel byla vypracovana
a ovéfena izolaéni metoda mikroextrakce na tuhé fizi ve spojeni s plynovou chromatografii. Byla porovnéana i¢innost izolace

i acetaldehydu pomoci dvou sorbentil odli$né polarity, ddle byla promé&fena &asové zédvislost vyt&Znosti sorbovaného acetaldehydu
a zavislost vytéZnosti metody na teploté a dob& termodesorpce. Optimalni podminky stanoveni jsou: acetaldehyd se izoluje
adsorpci na polarni vldkno (carbowax/divinylbenzen) vlioZené do vnitiniho prostoru lahve po dobu 8 minut a laboratorni teploté;
desorpce probihé v nastfikové komtirce plynového chromatografu pii teploté 230 °C po dobu 2 minut; limit detekce metody je
0,5 pl acetaldehydu na litr vnitiniho prostoru; relativni smérodatna odchylka stanoveni je mensi nez 7 %. Metoda byla pouZita
k analyze 50 vzorki lahvi o objemu 0,5 a 1,5 1. Obsah acetaldehydu ve vzorcich se pohyboval v rozmezi 0,5 az 4 pl/l u bilych
a 0,5-5,2 pl/l u zelenych lahvi.

PET léhve; acetaldehyd; mikroextrakce na pevné fazi (SPME)

Contact address:

Ing. Helena Cizkové, Vysoka $kola chemicko-technologicka, Ustav konzervace potravin a technologie masa, Technicka 5,
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84


vscht.cz

Czech J. Food Sci.

Vol. 16, No. 3: 85-87

Specificity of the Action of Hydrophobically Substituted Lysozyme

against Gram-negative Bacteria*

Marija GOTTVALDOVA, Alexandra PROSKOVA, Jiti KUCERA

Food Research Institute Prague, Prague, Czech Republic

Abstract

GOTTVALDOVA M., PROSKOVA A., KUCERA J. (1998): Specificity of the action of hydrophobically substituted lysozyme
against Gram-negative bacteria. Czech J. Food Sci., 16: 85-87.

Hen egg lysozyme was hydrophobised using N-lauryl- or N-palmitoyl-oxysuccinimide. Its antimicrobial activities were detected
against different Gram-negative bacteria. The lytic activity is controlled not only with the hydrophobicity. The lysis of
Gram-negative bacteria was slow compared with the Gram-positive ones but they finally reach as much as 68% of the lysis of

Gram-positive ones.

lysozyme derivatives; antibacterial action; Pseudomonas putida; Micrococcus luteus

Lysozyme (muraminidase, E.C. 3.1.2.9) is frequently used
asafood preservative (A k a s hi, 1970; Eisai Comp., 1972).
The most serious drawback of this application is its very
low activity against Gram-negative bacteria and fungi.
Nevertheless, the activity against Gram-negative bacteria
can be raised by hydrophobisation of lysozyme molecule,
for instance by the way of substitution of the enzyme
surface by large chain fatty acid. The substitution of lyso-
zyme with palmiticacid (Ibrahim etal., 1991) or perillal-
dehyde (Ibrahim etal., 1994) were used for hydropho-
bisation.

In the present study we have compared the activity of
lysozyme substituted by lauric or palmitic acid against a
set of Gram-negative bacteria. Only some of these bacte-
ria were sensitive to such hydrophobically substituted
enzyme.

MATERIAL AND METHODS

Lysozyme (food grade) was purchased from PROMED
factory, Prague, CZ. N-hydroxysuccinimide esters of lau-
ric acid and palmitic acid were obtained from SIGMA, Fine
Chemicals.

Lysozyme activity was determined according to the
method of Prockop andDavidson (1964) based on
a nephelometric determination of the lysis of Micrococ-
cus luteus under standard conditions. Micrococcus lu-
teus is suspended in 67mMol phosphate buffer pH 6.3 to
the optical density at 546 nm in the range of 0.3 to 0.5.
37.5 pl of the lysozyme solution (5 mg dissolved in the

same buffer) is then added and the optical density at
546 nm is measured continually for at least 15 minutes.
The lysis rate is then calculated for the time zero. One unit
of lysozyme activity is the amount of the enzyme causing
a decrease of optical density 0.001 at 546 nm.

The hydrophobic substitution of lysozyme was carried-
out using N-hydroxysuccinimide esters of appropriate fat-
ty acid accordingto Haque etal. (1982). Ten milliliters
of tetrahydrofuran (THF) containing the appropriate
amount of N-hydroxysuccinimide ester of appropriate acid
(0.7 or 1.4 mM final concentration in the reaction mixture)
were gradually added to 40 ml of 50mM potassium phos-
phate buffer, pH 7.4, containing a single concentration of
lysozyme (0.7mM). While the mixture agitated at 25 °C, the
pH was brought to 9.0 with NaOH (1M). The reaction mix-
ture was incubated for one hour with gentle agitation. The
pH is then adjusted to 7.0 with HCI (1M), and the mixture
was subsequently dialyzed for 2 days at 4 °C against buffer
containing 1M NaCl. Thereafter the precipitated product
is separated by centrifugation and dried with ice-could
diethylether. The protein is then dialyzed exhaustively for
three days against distilled water and lyophilized. Degree
of substitution was 1 : 1 in each case. Degree of substitu-
tion is verified according to the same authors.

Protein concentration was determined with the Lowry
method in the modificationof Hartree (1972).

The bacteria, Pseudomonas putida strain 7, Ps. putida
strain 8, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Serratia
marcescens, and Escherichia coli, were grown at 37°Cin
meat-peptone medium for 16 hours. The cultivation broth

* This work was supported by the Grant Agency of Czech Republic, grant No. 525/96/0523.

85



Vol. 16, No. 3: 85-87

Czech J. Food Sci.

was then diluted with 67mM phosphate buffer solution
pH 6.3 to the final optical density at 546 nm of 0.6. Solu-
tion of lysozyme (0.1 ml) or modified lysozyme (0.1 mg
protein per ml of the same buffer) was then added. The
rate of the decrease of optical density at 546 nm was then
measured after 30 s induction period. The initial rate was
then calculated for each bacterium.

Scanning spectrophotometer Philips, model PU 8730,
was used for all photometric determinations.

RESULTS AND DISCUSSION

Lysozyme, lauryl-lysozyme, and palmitoyl-lysozyme
were compared for their action on different Gram-negative
bacteria (Table I).

I. Comparison of the lysis of selected Gram-negative micro-
organisms using lysozyme, lauryl-lysozyme, and palmitoy!
lysozyme

Enzyme activity [units per ml]

lysozyme  lauryl- palmitoyl-
Microorganism -lysozyme -lysozyme
Pseudomonas putida
strain 7 1280 763 1486
Ps. putida strain 8 0 22 177
Proteus vulgaris 0 0 18
Proteus mirabilis 0 0 0
Serratia marcescens 0 24 12
Escherichia coli 0 16 34

The course of lysis of Micrococcus luteus and Pseudo-
monas putida was plotted and the results are shown in
Fig. 1. The results show a different sensitivity to lysozy-
me, lauryl-lysozyme, and palmitoyl-lysozyme in the series
of Gram-negativity strains used. The sensitivities of stra-
ins referred to in Table I are relatively low compared with

10000 7

Aclivity units
g &

:

:

U AR EOR YT YN, Y O VAN T W W Ly iyt G YA B
+—+ T

0 —
05 25 45 6.5 85 [min]
- M. luteus -A-Ps. putida

1. The lysis of Micrococcus luteus and Pseudomonas putida
strain 7 using palmitoyl-lysozyme
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those of Gram-positive bacteria. Moreover, remarkable dif-
ferences were found between both fatty acids. No direct
relationship between the length of fatty acid aliphatic chain
and activity was found. Some Gram-negative bacteria were
surprisingly more sensitive to lauryl-lysozyme, others to
palmitoyl-lysozyme. The activity of such hydrophobical-
ly substituted lysozyme against Gram-negative bacteria is
controlled by more complex relationships than the hydro-
phobicity itself. In the case of Ps. putida strain 7, which is
sensitive even to unsubstituted lysozyme, the lauryl-ly-
sozyme gives lower inhibition compared with both the
unsubstituted lysozyme as well as palmitoyl-lysozyme. The
differences are probably caused by the differences in the
steric orientation of individual hydrophobic moieties in
the cell wall structure of the bacteria. The longer aliphatic
chain fits better the structure than the shorter one. More-
over, the shorter aliphatic chain could interfere with the
binding site of the lysozyme itself giving lower activity
compared with unsubstited lysozyme.

The time dependence of the lysis of Gram-negative
bacteria with palmitoyl-lysozyme differs from that of Gram-
-positive bacteria, as shown in Fig. 1. The lysis of Gram-
-positive bacterium (M. luteus) was complete within 2 mi-
nutes, but the lysis of Gram-negative one was still not
complete after 10 minutes of reaction.

As a conclusion, the result show that the use of hydro-
phobically substituted lysozyme is possible in food pre-
servation, as the lower lysis rate is not crucial in these
cases. Lysozyme is usually added to the food product and
it can act there all the shelf-life of such food.
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Souhrn

GOTTVALDOVA M., PROSKOVA A., KUCERA J. (1998): Specificita piisobenf hydrofobn& substituovaného lyzozymu
proti gramnegativnim bakteriim. Czech J. Food Sci., /6: 85-87.

Vajeény lyzozym jsme hydrofobizovali vazbou kyseliny laurové nebo kyseliny palmitové prostfednictvim reaktivnich esteri
téchto kyselin. Pomér reagujicich sloZek (lyzozym a pfislu$na kyselina) byl regulovan tak, aby stupeii substituce byl 1 (na 1 mol
lyzozymu 1 mol acylu). Takto hydrofobizovany lyzozym jsme testovali na bakteriolytickou ii¢innost proti vybranym gramnegativnim
bakteriim a srovnévali jsme ji s bakteriolytickou ti€innosti proti zékladnimu testovacimu mikroorganismu Micrococcus luteus.
Ukézalo se, Ze citlivost riznych gramnegativnich bakterii k hydrofobizovanému lyzozymu se znaéné lisi a to nejen podle druhu
bakterie, ale také podle délky alifatického (hydrofobniho) fetézce kyseliny. Jen v nékterych pfipadech vedlo prodlouzeni fetézce
ke zvyseni uéinnosti. Vysledky ukazuji, Ze hydrofobizace je co do typu hydrofobniho substituentu pro gramnegativni bakterie
relativné specificka. Lyze gramnegativnich bakterii byla v porovnani s grampozitivnimi pomalejsi, ale v koneéném stadiu dosahovala
68 % lyze grampozitivnich bakterii.

derivaty lyzozymu; antibakteridlni akce; Pseudomonas putida; Micrococcus luteus
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Vyskyt a detekce nitratreduktasy v potravinarskych vzorcich

Gabriela JENIKOVA, Martina MACKOVA, Jarmila PAZLAROVA, Katefina DEMNEROVA

Institute of Chemical Technology — Department of Biochemistry and Microbiology,
Prague, Czech Republic

Abstract

JENIKOVA G., MACKOVA M., PAZLAROVA J., DEMNEROVA K. (1998): Occurrence and detection of nitrate reductase
in food samples. Czech J. Food Sci., /6: 89-94.

The production of nitrate reductase (NR) by microorganisms contaminating food products was monitored. The enumeration of
viable microorganisms was performed in eleven food samples, the number of coliform bacteria was estimated and the ratio of
bacterial strains exhibiting nitrate reductase activity was determined. Identification of selected coliform strains was performed
microscopically and by biochemical tests. In all food samples the presence of N-nitrosamines was evaluated. A bacterial strain of
Pseud: pseudoalcaligenes was chosen for the purification of nitrate reductase due to high production of this enzyme. The
strain was originally isolated from hopped wort. Nitrate reductase isolated from this bacterium was characterized as assimilatory
nitrate reductase (EC 1.6.6.1) and it was found that this enzyme is located in cytosol. Activity of nitrate reductase and the growth
of bacteria was monitored. After 8 hours cultivation the production of enzyme reached its maximum. After desintegration and
extraction with phosphate buffer (pH = 7.5) it was precipitated by polyethylenglycol and purified by ionex chromatography
on DEAE-celullose. The purification procedure gave 51.3% recovery of NR activity with 15.8 fold purification.

nitrate reductase; N-nitrosamines; bacteria; food samples

Souhrn

JENIKOVA G., MACKOVA M., PAZLAROVA J., DEMNEROVA K. (1998): Vyskyt a detekce nitratreduktasy
v potravinafFskych vzorcich. Czech J. Food Sci., /6: 89-94.

Byla sledovéana produkce nitratreduktasy (NR) u bakterii izolovanych z potravinafskych vyrobki. U jedenécti vzorku potravin
byl stanoven celkovy pocet bakterii, pocet koliformnich bakterii a uréen podil bakteridlnich kmeni s nitrdtreduktasovou aktivitou.
Byla provedena identifikace vybranych koliformnich kmeni na zdkladé barveni podle Grama a biochemickych testli. U potravinovych
vzorkll byl rovnéz sledovan obsah N-nitrosamini. Nitratreduktasa byla izolovana z kmene Pseudomonas pseudoalcaligenes
pochézejiciho z pivni mladiny. Enzym byl charakterizovan jako asimilaéni nitratreduktasa vyskytujici se v cytoplasmé (EC
1.6.6.1). Sledovanim tvorby nitratreduktasy v zavislosti na dobé riistu produkéniho kmene byla uréena optimélni doba kultivace
8 hodin. Surovy enzym byl po dezintegraci bunék extrahovan fosfitovym pufrem (pH = 7,5), purifikovan srdZenim
polyetylenglykolem a ionexovou chromatografii na DEAE-celulose. Purifikaénim postupem bylo dosaZeno stupné pfeci§téni 15,8
a vytéznosti 51,3 %.

nitratreduktasa; N-nitrosaminy; bakterie; potraviny

Studium mikrobiélni a rostlinné nitratreduktasové akti-
vity vedlo k objevu tfi rozdilnych typl enzymu nitratre-
duktasy, které se 1i§i svou lokalizaci v buiice a za€len&nim
do metabolickych drah. Asimila¢ni nitratreduktasa se na-
chazi v cytoplasmeé bunék rostlin, hub a bakterii a katalyzu-
je prvni krok asimilace nitratu do biomolekul (Smarelli,
Cambell, 1980). Disimilaéni nitratreduktasa se vysky-
tuje pouze u n€kterych bakterii, kde se G¢astni anaerobni
respirace — procesu, pii kterém nitrat slouzi jako terminalni
akceptor elektronti membranového dychaciho fetézce mis-
tokysliku(Carlson etal, 1982). Podle bunééné lokali-

zace se disimila¢ni nitratreduktasy déli na membranové
a periplazmatické (Bonnefoy, DeMoss, 1994).
Disimila&ni redukce nitratu denitrifikujicimi bakteriemi je
hlavni pfi¢inou ztraty dusikatych latek z pdy a také z od-
padnich i podzemnich vod.

V potravinafském prumyslu pfedstavuji mikroorganismy
s nitratreduktasovou aktivitou nebezpeéné kontaminan-
ty, nebot produkty redukce nitratu (nitrit a oxidy dusiku)
podléhaji v potravinich nitrosaénim reakcim (se sekun-
darnimi a tercidrnimi aminy, amidy a kvartérnimi amonio-
vymi sloudeninami) za tvorby karcinogennich N-nitro-
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soslou¢enin (Gangolli etal, 1995). Proto je obsah nit-
ratu a nitritu sledovan a limitovéan zdravotnimi normami.

V piedloZené praci se zabyvame stanovenim bakterii
s nitratreduktasovou aktivitou ve vzorcich potravin a je-
jich izolaci s cilem nalézt vhodné podminky pro jejich in-
aktivaci a samotnou izolaci enzymu nitratreduktasy
z vybraného produkéniho kmene.

MATERIAL A METODY
PouZité mikroorganismy

Ze vzorki potravin byla zisk4na fada bakterialnich kme-
nt. Koliformni bakterie byly identifikovany pomoci ko-
mer¢né dostupnych identifikaénich souprav Enterotestu
a Nefermtestu. Pro izolaci nitrtreduktasy byl pouzivan
bakterialni kmen Pseudomonas pseudoalcaligenes ziska-
ny z mladiny pfi procesu vyroby piva v Plzefiském pivo-
varu.

Stanoveni aktivity nitratreduktasy
Jodoskrobova metoda

Metoda slouZi k rychlé identifikaci nitratredukujicich
bakterii rostoucich na agarové piid€ obsahujici KNO, a je
zaloZena na reakci:

2NO* +21"+4HY - [,+2H,0+2NO

Filtracni papir nasyceny roztokem $krobu a KI se polozi
na bakterialni kolonii a zvlh¢i se n€kolika kapkami 2M ky-
seliny octové. Vznik modrofialového zbarveni je dikkazem
piitomnosti dusitanovych iontd (Bokvajova et al,
1993), které vznikaji z dusi¢nanovych iontii pisobenim
nitratreduktasy.

Spektrofotometrickd metoda Mac Gregor, 1978)

Do zkumavky se pipetuje 200 pul vzorku (buiiky nebo
bunécny extrakt), 50 ul metylviologenu (0,5%), 25 ul roz-
toku NaHCO, (0,8%) +NaS,0, (0,8%) a25 ul KNO, (IM).
Po uplynuti 10 minut od pfidavku dusi¢nanu do reakéni
smési je reakce zastavena promichénim na vortexu (do
ztraty modrého zbarveni). Nésleduje pfidavek 500 plroz-
toku kyseliny sulfanilové (1 % ve 20% HCI) a 500 pl
N-naftyletylendiaminu (0,129%), po 10 min se odstiedi
srazené bilkoviny (5500 x g, 10 min) a méfi se absorban-
ce pii 540 nm proti slepému pokusu, ktery obsahuje misto
roztoku KNO, stejné mnoZstvi fosfatového pufru
(0,01M; pH 7,5). Kalibra&ni kfivka se proméfuje s roztoky
nitritu o riznych koncentracich.

Aktivita enzymu se pocita podle tohoho vztahu:

aktivita [mU/ml] =AA . Ve .df/t. Vs . 1,0 .k

kde: ¥# - celkovy objem [ml]
Vs — objem roztoku enzymu [ml]
df - zfed'ovaci faktor
AA - A vzorek — A slepy pokus
t - doba reakce [min]
1,0 — dréha svétla [cm]
k  — koeficient kalibra¢niho pfepoctu
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1U je definovéana jako aktivita enzymu katalyzujici pfe-
ménu 1 mol substratu za 1 min.

Testy potravinovych vzorki

10 g vzorku potraviny v 90 ml sterilniho MAX roztoku
(MAXimum recovery diluent, Oxoid) bylo homogenizova-
no na homogenizétoru Stomacher po dobu 1 minuty.
Po dal8im fedéni roztokem MAX byly vzorky pouZity pro
roztér 100 pl alikvot na Petriho misky s kultivaénimi médii
pro zjisténi celkového poétu bakterii — PCA (plate count
agar, Oxoid), poctu koliformnich bakterii — VRBA (violet
red bile agar, Oxoid) a média pro kultivaci bakteriélnich
kment s nitratreduktasou — LB + KNO, (Luria-Berthani
broth, Oxoid + 1,0 g KNO, /1). Po kultivaci pfi 37 °C po
dobu 24 a7 48 h byl uréen pocet kolonii a vysledky porov-
nany s platnou potravinafskou normou (vynos 75 MZSV
CR — Hlavniho hygienika CR o mikrobiologickych poZa-
davcich na pozivatiny a jejich obaly, svazek 65/1990). Kolo-
nie koliformnich bakterii a bakterii rostoucich na pidé
LB +KNO, byly pfeockovany na dalsi miskus LB +KNO,
a byly testovany na pfitomnost NR jodoskrobovou meto-
dou. Déle byla provedena identifikace vybranych koliform-
nich kmenl pomoci Enterotestu (Lachema Brno).

Dal3i testované mikroorganismy byly izolovany v pri-
béhu procesu vyroby piva z pivni mladiny v pivovaru
Staropramen. Tyto bakterie byly identifikovany pomoci
Gramova barveni, Enterotestu a Nefermtestu (Lachema
Brno) a rovnéz byly testovany na piitomnost NR aktivity
jodoskrobovymi papirky.

Stanoveni nitrosaminua

Pro stanoveni celkového mnoZstvi nitrososlou¢enin
byla pouzita jednoduché spektrofotometrickd metoda
(Telling, Dunnet, 1981; Coker et al, 1991)
s nékolika modifikacemi.

20 g vzorku potraviny bylo po pfidavku 20 ml roztoku
NaCl (20%) a 0,5 g sulfaméatu sodného zhomogenizovano
a smés byla inkubovana pfi teploté 4 °C (20 min). Po vytie-
pani 50 ml n-hexanu, filtraci a oddé€leni hexanové vrstvy
byla vodna vrstva extrahovéna 2 x 50 ml etylesteru kyse-
liny octové.

Spojené etylacetatové frakce byly koncentroviny na
vakuové odparce (vodni lazeii o teploté 50 °C) na vysled-
ny objem asi 1 ml. Poté byla smés rozdélena po 0,5 ml do
dvou zkumavek: A = stanovovany vzorek, B = slepy po-
kus (pokud byl objem po odpafovéani mensi nez 1 ml, byl
doplnén ledovou kyselinou octovou).

A: + 0,200 ml denitrosaéniho &inidla (3% HBr v ledové ky-
selin& octové)— inkubace 5 min ve vodni 14zni pfi tep-
lot& 50 °C

B: + 0,200 ml destilované vody

A, B: +0,200 ml roztoku kyseliny sulfanilové (0,2% ve 20%
HCI)—inkubace 5 min+ 0,100 ml roztoku N-naftylety-
lendiaminu (0,1%)— inkubace 25 min

Po 25 minutich bylo vizuiln& vyhodnoceno rizové
zbarveni vznikajiciho azobarviva. Hodnoceni bylo pro-
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vedeno semikvantitativng, protoZe pisobenim denitro-
saéniho ¢inidla vznikal u vét§iny vzorku zékal, coZ zrie-
moznilo méfeni absorbance pii 540 nm.

Izolace a purifikace nitritreduktasy
Kultivace bakterii

Izolovany bakteridlni kmen Pseudomonas pseudoalca-
ligenes byl uchovavan na §ikmém masopeptonovém aga-
ru (Imuna, Sarigské Michalany) pii teploté 4 °C. Zarovei
byla kultura v tekutém médiu zamrazena v 25% glycerolu
pri teploté —80 °C.

Inokulum bylo pfipraveno kultivaci za tfepani ve 100 ml
LB média (Luria-Berthani broth, Oxoid)16 h pfi 28 °C. Poté
bylo 8 ml inokula pfevedeno do Erlenmayerovych banék
se 100 ml LB média. Kultivace probihala 8 h za teploty
28 °C attepani (120 RPM).

Extrakce surového prepardtu

Po oddéleni kultivaéniho média (3400 x g, 30 min) byly
buiiky resuspendovany ve 300 ml fosfatového pufru
(0,01M; pH7,5) a znovu odstiedény. Odstfedéné buiiky

suspendované v 10 ml fosfatového pufru (0,01M, pH=17,5)
s Tritonem X-100 byly dezintegrovény ultrazvukem 20 x 30 s
za soutasného chlazeni v ledové tfisti. Suspenze byla
po dezintegraci odstredéna (45700 x g, 25 min., 4 °C), pele-
ta resuspendovana v 5 ml roztoku fosfatového pufru
(0,01M, pH=1,5) a ve frakcich stanovena NR aktivita.

SrdZeni bilkovin polyetylenglykolem

Srazeni bilkovin polyetylenglykolem bylo pouzito jako
purifikaéni krok pro hrubé pfeéisténi surového enzymo-
vého preparatu od nékterych balastnich bilkovin. K suro-
vému extraktu NR byl za michéni a chlazeni v ledové tristi
pomalu pfikapavan stejny objem 40% (w/v) roztoku PEG
(6 000-8 000) obsahujici 0,2M KCI. Po 72 h stani pfi
4 °C byly vysrdzené bilkoviny odstfedény (25 min,
45 700 x g, 4 °C), precipitat bilkovin rozpuitén v 0,01M
fosfatovém pufru (pH = 7,5). V supernatantu i precipitatu
byla stanovena aktivita NR a koncentrace bilkovin(Brad -
ford, 1976). Vzorky byly odsoleny za pouZiti kolonek
Centricon. Precipitét byl pouZit pro dal3i purifikaci ionexo-
vou chromatografii.

1. Pocty bakterii stanovené v potravinovych vzorcich — Bacterial counts determined in food samples

Potravina' Norma CPM Nalez CPM Normakolif. Nalezkolif. NR% z kolif. LB+KNO, potet NR% z LB+KNO,
Sunka? 104 2,2.10% 0 1,35.10* 50 1,2.10% 7
Salam? 104 0 0 0 0 0 0
Parek* 104 106 0 0 0 106 0
Balkéansky syr’ - 3.104 5*10% 2.10% 100 1,5.104 17
Eidam® - 106 0 2,5.102 100 2,6.10° 0
Uzena makrela’ 5.10 103 102 0 0 102 0
Hlavkovy salat® 105 106 102 2,3.10° 100 106 0
Kyselé zeli® = 106 0 0 0 106 0
Cervené vino'? 103 0 0 0 0 0 0
Pivo!! 50 0 0 0 0 0 0
Zeleninovy salat'?  5.10* 9.10% 102 8.10% 100 7.104 14

Norma CPM, Norma kolif. — CPM regulation, colif. regulation = celkovy poéet mezofilnich (koliformnich) bakterii podle vynosu 75
MZSV CR - Hiavniho hygicnika CR o mikrobiologickych poZadaveich na pozivatiny a jejich obaly, svazek 65/1990 - total counts
of mesophilic (coliform) bacteria pursuant to Decree 75 issued by the Ministry of Public Health of CR — Chief Hygicnist Officer
of CR, on microbiological requirements for foods and their packages, Item 65/1990

- u balkdnského syra a kyselého zeli neni normou limitovan celkovy po&et mezofilnich bakterii — total counts of mesophilic bacteria
are not established for Balkan cheese and saucrkraut by the Regulation

Niélez CPM, Nilez kolif. — CPM finding, colif. finding = celkovy podet bakterii (poget koliformnich bakterif) nalezeny ve vzorku
potraviny — total counts of bacteria (counts of coliform bacteria) detected in a food sample

NR% z kolif. - NR% of colif. = procentudlni po&et nitratredukujich bakterii z nalezeného poétu koliformnich bakterii ~ percentage
counts of nitrate-reducing bacteria out of the total counts of coliform bacteria

LB+KNO, poget — LB + KNO, counts = polet bakterii ziskany kultivaci na pidé s obsahem nitratu — counts of bacteria produced by

cultivation in nitrate-containing medium

NR% z LB+KNO, - NR% out of LB + KNO, = procentuélni po&et nitratredukujich bakterii z nalezeného poltu bakterii ziskanych
kultivaci na piid¢ s obsahem nitratu — percentage counts of nitrate-reducing bacteria out of the counts of bacteria produced by

cultivation in nitrate-containing medium

'food; 2 ham; 3salami; %sausage; Balkan cheese; SEidamer; 7smoked mackerel; 8lettuce; saucrkraut; '%red wine; !'beer; '2vegetable salad
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Tonexovd chromatografie na DEAE-celulose

Vzorek po srazeni PEG a nasledném odsoleni byl apliko-
van na kolonu s DEAE-celulosou (délka 6 cm, primér
2,5 cm ). Eluce byla provadéna gradientem iontové sily
0-1M NaCl ve fosfatovém pufru (0,01M, pH=7,5). Byly
jimény frakce o konstantnim objemu 10 ml, rychlost prito-
ku kolonou byla stanovena na 54 ml/h.

VYSLEDKY A DISKUSE

Testy bakteridlnich kmeni z potravinovych vzorki

U vzorki potravin byl zjitén celkovy pocet bakterii (CSN
ISO 4833), potet koliformnich bakterii (CSN ISO 4832)
a pocet nitratredukujicich bakterii. Vysledky jsou zpraco-
vany v tab. 1.

Z tabulky vyplyva, Ze u tfi vzorki testovanych potra-

" vin, $unky, hldvkového salatu a zeleninového salatu, byly
pfekroceny normou povolené limity vyskytu bakterii, a to
jak celkového poétu, tak koliformnich kmenti. V ostatnich
potravinach k pfekrogeni normy nedoslo, avSak absolutni
nepfitomnost bakterii u piva byla pravdépodobné zpiiso-
bena pasterizaci kone¢ného vyrobku a nevypovida o pod-
minkéch pii vyrobg.

U potravinovych vzorki byla provedena identifikace
nékterych bakteridlnich kmenti pomoci Enterotestu (tab. II).

I1. Identifikace bakteridlnich kmenl izolovanych ze vzorkl
potravin — Identification of bacterial strains isolated from food
samples

Potravina' Bakterie izolované z potravin’

Sunka? Aeromonas hydrophila
Cedecea davisae
Pseudomonas sp.

Balkénsky syr’ Klebsiella pneumoniae
Enterobacter gergoviae

Eidam* Enterobacter aerogenes

Escherichia coli
Serratia liquefaciens
Serratia rubidaea
Cedecea davisae

Hlavkovy salat®

Zeleninovy salat®
Pseudomonas sp.

Ifood; 2ham; 3Balkan cheese; “Eidamer; Slettuce; Svegetable salad;
Thacteria isolated from foods

Z pivovaru Staropramen bylo ziskano sedm bakterial-
nich kment izolovanych pfi vyrobnim procesu z pivni mla-
diny. Bylo provedeno Gramovo barveni — vSechny testo-
vané kmeny byly identifikovany jako Gram-negativni
ty&inky. Vysledky charakterizace pomoci Enterotestu a Ne-
fermtestu jsou uvedeny v tab. IIL.

Vysledky ukazuji, Ze pfi fermentaénim procesu vyroby
piva dochazi ke kontaminaci bakteridlnimi kmeny, které
maji &asto nitratreduktasovou aktivitu. Jejich innosti vzni-
kaji uz v pivni mlading z pfitomnych nitrati nitrity a pfi
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I11. Identifikace bakterialnich kmenti z pivni mladiny — Identifi-
cation of bacterial strains from hopped wort

Cislokmene'  Identifikace NR aktivita*

1 nefermentujici, blize neuréeno’ +
2 nefermentujici, bliZe neuréeno &
3 Pseudomonas stutzeri

4 Cedecea davisae +
5 Serratia sp. +
6 Pseud. pseudoalcaligenes +
7 Serratia liquefaciens -

Istrain no.; Zidentification; >not fermenting, not specified; *NR
activity

dal$im zpracovani existuje zvySené riziko vzniku karcino-
gennich N-nitrososloucenin. Tato bakterialni kontamina-
ce piva se ve findlnim vyrobku prochézejicim pasterizaci
a dal§imi antimikrobidlnimi stabilizaénimi procesy nepro-
jevi, aviak produkty metabolismu nitratredukujici mikro-
fléry jsou potencialné nebezpeéné.

Stanoveni obsahu N-nitrosamini

Byl stanovovan obsah N-nitrosaminl ve vzorcich
potravin. Vyhodnoceni bylo provedeno pouze semikvan-
titativng vizualnim porovnanim zabarveni analyzovanych
vzorki proti odpovidajicim slepym vzorkim, protoze spek-
trofotometrické stanoveni bylo zatizeno velkou chybou
vznikajici v diisledku vzniklého zakaleni denitrosovaného
vzorku a nikoliv uz slepého pokusu (tab. IV).

IV. Obsah N-nitrosaminti ve vzorcich potravin — N-nitrosamines
contents in food samples

Potravina' Obsah N-nitrosaminii'
Sunka? +++

Salam? -

Parek* +

Balkansky syr® +

Eidam® -

Uzena makrela’ ++

Hlavkovy salat® neur&eno, dochazi k extrakci chlorofylu'®
Kyselé zeli® =

Cervené vino'® +

Pivo'! +++
Zeleninovy salat'? ++

— negativni reakce — negative reactions

+, ++, +++ pozitivni reakce s rostouci intenzitou zbarveni (+++
odpovida fadové hodnoté 0,1 mg N-nitrososlougenin v 1 kg
potraviny) — positive reactions with increasing color inten-
sity (+++ corresponds to the value of 0.1 mg N-nitrosocom-
pounds per 1 kg food)

food; Zham; 3salami; *sausage; SBalkan cheese; SEidamer; "smoked

mackerel; Slettuce; Ssauerkraut; 'red wine; !'beer; '2vegetable salad;

13N-nitrosamines content; '“not determined, chlorophyll extrac-

tion takes place
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U vzorku hldvkového salatu nebylo mozné uréit intenzi-
tu rizového zabarveni, protoZe pfi extrakci prechazi chlo-
rofylové barvivo do analyzované smési a intenzivnim ze-
lenym zabarvenim rusi vyhodnoceni stanoveni.

Izolace a purifikace NR

Stanoveni ristové kFivky a optimdlini doby produkce
nitratreduktasy

Buiiky mikroorganismu Pseudomonas pseudoalcalige-
nes, ktery byl vybran jako vysoce produk¢éni kmen izolo-
vany pfi procesu vyroby piva z mladiny, byly kultivova-
ny v LB médiu v baiikich za sougasného tfepani pfi teploté
28 °C. V prubéhu kultivace byly po hodinovych interva-
lech odebirany vzorky pro stanoveni riistu biomasy a ak-
tivity NR. Byla stanovena riistova kiivka a doba nejvyssi
produkce enzymu (obr. 1). Z téchto vysledkt vyplyva, Ze
nejvyssi aktivita enzymu byla naméfena mezi 7. a 8. hodi-
nou kultivace (pozdni exponencialni faze).

14 7

1,2

0,8

Aktivita NR [U/100 ml média)'

Tonexovd chromatografie na DEAE-celulose pro vzorek
srafeny polyetylenglykolem

Surovy extrakt byl sraZzen polyetylenglykolem, jehoZ vy-
sledné koncentrace byla 20 % (w/v). SraZenina byla po
odstfedéni (45700 x g, 25 min, 4 °C) resuspendovana v 5 ml
fosfatového pufru (0,01M, pH =7,5) a vzorek byl odsolen
na kolonkéch Centricon. Vysledny preparét byl aplikovan
na kolonu s DEAE-celulosou. NR byla eluovéna gradien-
tem iontové sily v Sesti frakcich pfi koncentraci eluéniho
gradientu 0,25 M NaCl. Po stanoveni aktivity a koncen-
trace bilkovin byly spojeny tfi nejaktivn&j’i podily, u kte-
rych byla stanovena aktivita a mnoZstvi bilkovin. Bilance
jednotlivych purifika¢nich krokd je shrnuta v tab. V.

Popsanym purifikaénim postupem bylo dosaZeno stup-
né piedisténi 15,8 a vytéZnost procesu byla 51,3 %. Pres-
toZe timto postupem neby! ziskdn homogenni preparat, do-
Slo k vyraznému sniZeni obsahu balastnich bilkovin
za soucasného zachovani 51 % pivodni aktivity NR.

0D (600 nm)

Doba kultivace? [h]

'NR activity (U/100 ml medium); Zcultivation time

7, o ) 1

1. Ristova kfivka kmene P. P
pseudoalcaligenes and its NR production

V. Celkova bilance purifikace — Total purification balance

a jeho produkce NR — Growth curve of the strain Pseudomonas

Objem? [ml] Aktivita specifick4® [mU/mg]  Stupeii pretisténi® Vytéznost® [%]
Surovy extrakt! 6,0 1,1 1,0 100,0
Supernatant PEG 11,0 2,6 23 -
lonexova chrom. 53 2,6 2,3 58,0
Spojené frakce 30,0 17,9 15,8 51,3

supernatant PEG = supernatant po sriZeni polyetylenglykolem — supernatant after polyethyleneglycol precipitation

ionexova chrom. = vzorek po sraZeni polyethylenglykolem aplikovany na ionexovou chromatografii — sample after polycthylene-
glycol precipitation applied to ionex chromatography

spojené frakce — conjugated fractions = frakce po ionexové chromatografii s nejvyssi NR aktivitou — fractions after ionex chroma-

tography with the highest NR activity

Icrude extract; 2volume; 3specific activity; “re-purification rate; Syield
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Zavér

" Zkou$ky mikrobidlni nezdvadnosti potravin

U vzorki potravin byl zji$tén celkovy polet potravin:
u $unky, hlavkového salétu a zeleninového salatu byl pie-
krogen normou povoleny limit vyskytu bakterii, a to jak
celkového poctu, tak koliformnich kmeni.

U v8ech vzork mimo $unku plati, Ze veskeré koliformni
bakterie, které se v potravinach vyskytovaly, mély NR ak-
tivitu. PfestoZe u vzorku piva nebyla zji§téna Zadn4 bakte-
rialni kontaminace, byly izolovany bakteridlni kmeny s NR
aktivitou z pivni mladiny. Pfi fermentaénim procesu vyro-
by piva tedy dochézi ke kontaminaci bakteridlnimi kmeny,
které maji asto nitratreduktasovou aktivitu, ktera se ve
finlnim vyrobku oSetfeném pasterizaci a dal$imi antimik-
robialnimi stabiliza¢nimi procesy neprojevi, aviak produkty
metabolismu nitratredukujici mikrofléry jsou potencidlng
nebezpecné.

Pusobenim NR je v kontaminovanych potravinich tvo-
fen nitrit a z néj mohou dale vznikat karcinogenni N-nitro-
soslouceniny. Kontaminace mikroorganismy, které obsa-
huji NR, je tedy nezddouci a méla by byt piisné sledovana
pfi vyrobé i skladovéni potravin.

Ve vzorcich potravin byl rovnéz stanovovan obsah
N-nitrosaminii. Z jedenécti testovanych vzorkd byla pii-
tomnost N-nitrosamint detegovana u Sunky, parku, uzené
makrely, zeleninového salatu, balkénského syru, Eervené-
ho vina a piva. Potraviny se zji§ténym obsahem N-nitro-
samint se daji rozdélit do i skupin:

1. Masné vyrobky (Sunka, parek a uzena makrela), do kte-
rych jsou nitraty a nitrity priddvany (P ip ek, 1994), jsou
dale tepeln& zpracovavany uzenim nebo vafenim, pfi
nichZz mtzZe dojit i k tvorbé nitrosamind.

2. Kontaminované vyrobky (3unka, zeleninovy salét), kde
Jjsou nitrity tvofeny nitratredukujici mikroflérou.

3. Vyrobky kontaminované pii vyrobnim procesu (pivo,
dervené vino), kde mohou byt nitrdty redukovany na
nitrity v pritb&hu vyroby nitratredukujici mikroflorou,
ktera se jiZ ve finalnim vyrobku nevyskytuje.

Posledni dvé skupiny podporuji teorii, Ze vyskyt nitrat-
redukujici mikroorganismi vede ke zvy$enému riziku tvor-
by nitrosamind.

Casteéna purifikace enzymu nitratreduktasy

Z rustové kiivky byla stanovena optimalni délka kulti-
vace v zavislosti na produkci nitratreduktasy mezi 7. a 8.
hodinou, tj. v pozdni exponenciélni fazi ristu. Pro dezinte-

graci bunék byla pouzita sonikace bunék s pridavkem Tri-
tonu X-100. Vzhledem k tomu, Ze po dezintegraci byla frak-
ce supernatantu NR nejaktivnéjsi, byl enzym charakteri-
zovén jako asimilaéni nitratreduktasa vyskytujici se v cyto-
plazmé (EC 1.6.6.1). Surovy enzymovy preparét byl hrubé
precistén srazenim polyetylenglykolem. Vzorek byl odso-
len za pouziti kolonek Centricon. Pfeiitény vzorek byl
dale purifikovan ionexovou chromatografii na DEAE-ce-
lulose. Timto purifika¢nim postupem bylo dosazeno stup-
né precisténi 15,8 a vytéznosti 51,3%.
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Sledovanie vybranych prvkov v modelovom procese vyroby §krobu
Z amarantu

Méria KORENOVSKA, Patricia ZAUSKOVA, Gabriela HALASOVA!

Food Research Institute, Bratislava; 'Slovak Technical University
— Faculty of Chemical Technology, Bratislava, Slovenskd republika

Abstract

KORENOVSKA M., ZAUSKOVA P, HALASOVA G. (1998): Observation of selected elements in a model process of
starch production from amaranth. Czech J. Food Sci., /6: 95-98.

The distribution of selected elements (Cd, As, Hg, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn, Fe) into starch, protein and fibre from amaranth in model
process of amaranth starch production (alcaline mode) was studied. Dependence of selected elements cumulation on the wetting
time in alkaline solution was determined. It was shown that the mode of alkaline starch preparation is suitable for starch
production from amaranth in view of contamination elements content.

selected elements; cumulation of elements; starch from amaranth; protein from amaranth; fibre from amaranth

Sihrn

KORENOVSKA M., ZAUSKOVA P., HALASOVA G. (1998): Sledovanie vybranych prvkov v modelovom procese vyroby
$krobu z amarantu. Czech J. Food Sci., /6: 95-98.

V modelovom procese vyroby amarantového Skrobu — alkalickym spésobom sme sledovali distribiciu vybranych prvkov (Cd, As,
Hg, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn, Fe) do $krobu, bielkoviny a vlakniny. Zistili sme zavislost’ kamulécie jednotlivych prvkov od doby mécania
v alkalickom roztoku. Z hl'adiska obsanu kontaminujicich prvkov je alkalicky spdsob pripravy amarantového 3krobu vhodny pre

technologicky proces vyroby $krobu.

vybrané prvky; kumulacia prvkov; amarantovy $krob; amarantova bielkovina; amarantova vlaknina

Amarant (laskavec) je starobyla uZitkova rastlina rodu
Amaranthus (L), ktori pestovali uz stari Inkovia, Aztéko-
via a Mayovia. Zrno amarantu povaZzovali za posvitné pre
jeho vysoku vyzivovi hodnotu. Dnes je amarant uz zna-
ma plodina ako potravina — krmovina i ako lie¢iva rastlina.
Amarant je mozné vyuzit’ aj v Skrobarskom priemysle, pre-
toZe prave tu sa hl'adaju stdle nové suroviny na uspokoje-
nie poziadavok novych technolégii pre nové vyrobky
v potravinarskom, textilnom, papierenskom, pol'nohospo-
darskom a farmaceutickom priemysle. V sii¢astnom obdo-
bi sa laboratérne modeluji vyrobné procesy krobu
s cie'om néjst’ optimélny postup vyroby s maximélnou vy-
taznostou skrobu. Skrob je polymér glukézy a hromadi sa
ako produkt asimildcie v ur€itych €astiach rastlin, napr.
v semenach, korefioch a hl'uzich. Skrobové zrné uloZené
ako bunkové inklizie maju pre kazdy druh rastliny charak-
teristickd stavbu a maju sprievodné latky. Sprievodné lat-
ky, ktoré su s€asti chemicky pevne spojené, podmiefiuji
Specialne vlastnosti roznych druhov Skrobu.

Zo sacharidov je v zrne amarantu najviac zastiipeny
gkrob. Jeho obsah sa pohybuje od 48 % (Amaranthus
cruentus) az po 72 % (Amaranthus hypochondriacus).
Zrk4 amarantového Skrobu patria k najmensim ¢o do vel-
kosti, ktor4 sa pohybuje v priemere okolo 1 pm. Z komercne
dostupnych krobov ma najmensie zmka ryZovy Skrob.
Amarantovy $krob ako $krob zo pseudocerealii (pohénka,
mrlik) je na rozdiel od ceredlnych Skrobov uloZeny nie
v endosperme, ale v perisperme. Je pevne viazany s biel-
kovinami $krobu. Vyskytuje sa ako voskovy alebo ako
$krob s malym obsahom amyl6zy, v priemere 4-15 %. Toto
v3etko m4 za néasledok jeho $pecifické fyzikalno-chemické
vlastnosti a ovplyviiuje to aj izolaciu.

Vseobecne je dolezité izolovat’ zrnie¢ka Skrobu priamo
zrastlinného pletiva, vyhnut’ sa pouZitiu metéd, ktoré mézu
sposobit’ degradaciu. Extrakcia a purifikdcia Skrobov
z ceredlii je ovel'a aZ8ia ako z inych botanickych vzorov,
pravdepodobne preto, Ze ceredlne zrnd obsahuji menej
vody.
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V priemyselnom meradle si $krobové zma uvolnené
z matrice v procese méa&ania zrna s pripravnym napuéanim
vo vode.

MATERIAL A METODY

Na sledovanie vybranych prvkov (As, Cd, Pb, Hg, Cr,
Ni, Cu, Fe, Zn) v modelovom procese vyroby $krobu
z amarantu sme pouzili atémowii absorp&ni spektrometriu
na grafitovej kyvete (interné metddy akreditovaného sku-
$obného laboratéria VUP). Meranie sa robilo na atémo-
vom absorpénom spektrometri Perkin Elmer 4100 spojenym

' s HGA 700 a autosamplerom AS-70. Vzorky boli minerali-
zované mokrou cestou v mikrovinnom rozkladnom systé-
me Milestone MLS 1200 MEGA po pridani mineralizaénej
zmesi (3,5 ml HNO, konc. 20,5 ml H,0,), ndvazka vzorky
bola 0,5-1,0 g v zdvislosti od matrice a obsahu prvku. Vset-
ky pouzité chemikalie boli istoty p.a. a Suprapur fy Merck,
voda bola dvakrét destilované. Ortut’ sa stanovila na jed-
nou¢elovom ortut'ovom analyzatore AMA 254 fy Altec
bez predchéadzajicej Gpravy vzorky. Spravnost’ metody
stanovenia As, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, Cu, Fe a Zn bola kontro-

" lovana na certifikovanych referenénych materidloch: BCR
189 (wholemeal flour), CSRM 12-2-05 (raZné chlebova
mika), GBW 08502 (rice flour), CSMR 12-2-03 (lucerna P
— ALFALFA). Vysledné hodnoty st priemernou hodno-
tou z troch paralelnych stanoveni.

Jednotlivé frakcie modelového procesu vyroby amaran-
tového Skrobu boli pripravené na Katedre potravin a sa-
charidov CHTF — STU v Bratislave. Izolovali $krob

' z odrody vypestovanej v Rusku pod ndzvom Elbrus, z od-
rody Amaranthus hypochondriacus vypestovanej na
Slovensku na malej farme v Slatinach nad Bebravou
a z krizencov Amaranthus hypochondriacus x Amaran-
thus hybridus. Vzorky kriZzencov boli pokusne vypesto-
vané v Nemecku (oznacené hybrid 33 K 432a 19 K 343).

V priemyselnom meradle su Skrobové zma uvolnené
Z matrice v procese mécania zrna s pripravnym napucanim

vo vode. Na Katedre potravin a sacharidov CHTF — STU
aplikovali alkalicky sposob méacania v kombinécii s mletim
zasucha (kriZence 33 K 432 a 19 K 343) alebo mokrym mle-
tim (vzorky Elbrus a Amaranthus hypochondriacus).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tab. I-II st namerané obsahy ortuti, olova, kadmia,
arzénu, chrému, niklu, medi, zinku a Zeleza v jednotlivych
frakcidch (vedlajsich produktoch) modelového procesu
pripravy amarantového Skrobu. V tab. III-IV je teoretické
percentuédlne vyhodnotenie obsahov sledovanych prv-
kov v krobe a vedlajsich produktoch vyroby. Pri vy-
poctoch sme vychéadzali z obsahov $krobu, bielkoviny
a vlakniny v zrnach réznych druhov amarantu, ktoré boli
publikované (Vetter, 1994; Lorenzetal., 1984;Gori-
ostein etal,1991;Wroniak etal,,1995;Laovora-
vit etal, 1986), nakol’ko sme nemali k dispozicii konkrétnu
latkovi bilanciu. V druhu Amaranthus hypochondriacus
bolo 72 % &krobu, v ostatnych druhoch sme po¢itali so
60% vytaznostou. Vldkniny sme uvazovali 4 % vo
vietkych druhoch (publikované hodnoty sa pohybovali
0d 2,9 do 4,6 %). Bielkoviny sme pocitali 16,5 % pre kriZen-
ce a 14,5 % pre druh Amaranthus hypochondriacus.
V tychto tabul’kéch su preto len informac¢né hodnoty, kto-
ré nadm pribliZuji mozni distribaciu sledovanych prvkov
do jednotlivych frakcii v modelovom procese pripravy
amarantového $krobu alkalickym spdsobom.

Pri modelovom spdsobe pripravy amarantového $kro-
bu (druhy 4. elbrus a A. hypochondriacus), v ktorom sa
zrno mlelo zamokra (mac¢ané 4 h v 0,25% NaOH), sa ortut’,
olovo, med’ a zinok najviac vyskytovali v §krobe (70 az
160 %), do bielkoviny prechadzali v men$om mnozstve (11
az 86 %) a vo vlaknine sa nachddzali len minimalne (2 aZ
10 %). Obsah kadmia, arzénu, chromu a Zeleza v skrobe bol
niZsi ako vo vstupnej surovine (zrne), ale aj v ostatnych
frakcidch sme zistili nizky obsah tychto kovov. Predpokla-
dame, Ze pri alkalickom magani a premyvani sa tieto kovy

1. Modelovy vyrobny proces $krobu z amarantu druh Amaranthus hypochondriacus a Amaranthus elbrus — Model process of
starch production from amaranth species Amaranthus hypochondriacus and Amaranthus elbrus

96

Amaranthus hypochondriacus Amaranthus elbrus

Prvok' [mg/kg] zmo'' bielkovinna frakcia'? dkrob™  vlaknina'® zmo bielkovinn4 frakcia  $krob vlaknina
Ortut? 0,012 0,038 0,036 0,015 0,012 0,023 0,040 0,022
Olovo? 0,220 0,390 0290 0,120 0,260 0,955 0,455 0,250
Kadmium* 0,028 0,026 0,013 0,011 0,024 0,025 0,011 0,016
" Arzén® 0,060 0,072 0,040 0,018 0,046 0,037 0,020 0,028
Chrém® 0,599 0,181 0412 1722 0,677 0,217 0,211 2,01
Nikel’ 1,27 1,55 0,985 0,884 1,34 2,14 1,44 0,247
Med'® 5,57 6,12 6,59 2,80 3,00 2,38 3,59 7,87
Zinok® 65,3 254,0 107,0. 523 20,2 141,0 57,0 57,1
Zelezo' 36,0 34,2 174 13,7 68,0 16,6 12,7 16,1
!element; 2mercury; lead; ‘cadmium; arsenic; Sch Tnickel; ®copper; %zinc; 'iron; !!grain; !Zprotein fraction; '*starch; '“fibre
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I1. Modelovy vyrobny proces skrobu z amarantu — hybrid 19 K 343 a 33 K 432 — Model process of starch production from
amaranth — hybrid 19 K 343 and 33 K 432

19K 343 33K 432

Prvok' [mg/kg] zmo!'  bielkovinné frakcia'? 3krob!>  vliknina'* zmo  bielkovinné frakcia $krob  vlaknina
Ortut? 0,006 0,034 0,004 0,017 0,014 0,086 0,003 0,011
Olovo? 1,00 3,10 2,77 0,620 0,220 0,690 0,590 0,245
Kadmium® 0,025 0,115 0,015 0,020 0,044 0,118 0,017 0,076
Arzén® 0,753 0,094 0,063 0,135 0,279 0,039 0,023 0,298
ChrémS$ 3,13 0,521 0,366 0,474 0,435 0,303 0,210 0,568
Nikel 7,05 8,96 5,71 1,95 2,61 4,83 1,61 1,21
Med* 10,6 33,8 0,776 7,69 9,60 32,4 0,754 7,48
Zinok? 45,3 220,0 195,0 181,0 44,2 300,0 159,0 189,0
Zelezo'® 134,0 70,0 19,6 24,3 113,0 69,5 15,3 21,3

For 1-14 sec Table I

III. Distribiicia prvkov do frakcii — druh Amaranthus hypochondriacus a Amaranthus elbrus — Distribution of elements into
fractions — species Amaranthus hypochondriacus and Amaranthus elbrus

Amaranthus hypochondriacus Amaranthus elbrus

Prvok'[%]  bielkovina!!  3krob'? vlaknina' suma'*[%) | bielkovina $krob vldknina  suma[%]
Ortut? 40,5 167,0 44 211,9 23,7 176 7,3 207,0
Olovo? 22,7 70,0 1,7 94,4 45,5 92,0 34 100,4
Kadmium* 11,8 29,3 1,2 423 12,9 24,4 2,4 39,7
Arzén® 15,4 42,4 0,9 58,7 10,0 23,0 2,2 35,2
Chrém® 39 43,8 6,3 54,0 4,0 16,5 10,5 31,0
Nikel’ 15,7 49,4 2,1 67,2 19,8 57,1 0,7 77,6
Med? 15,4 85,0 2,0 102,4 11,2 71,8 10,5 93,5
Zinok® 49,9 104 2,5 156,4 86,0 149,0 10,0 245,0
Zelezo'? 12,2 30,8 1,2 442 3,0 9,9 0,8 13,7

For 1-10 se Table I; !'protein fraction; '2starch; !3fibre; '“sum

IV. Distribiicia prvkov do frakcii — hybrid 19 K 343 a 33 K 432 — Distribution of elements into fractions — hybrid 19 K 343 and
33K 432

19 K 343 33K 432

Prvok' (%]  bielkovina''  $krob™ vlaknina'® suma'*[%] | bielkovina $krob vlaknina  suma[%)
Ortut? 87,0 35,0 10,0 132,0 88,6 11,4 2,8 102,8
Olovo? 453 147,0 22 194,5 45,7 160,9 3,9 210,5
Kadmium® 64,4 36,0 3,2 103,6 443 23,2 6,9 74,4
Arzén’ 1,8 4,4 0,7 6,9 2,0 4,4 3,8 10,2
Chrom$ 24 6,2 0,5 9,1 10,2 25,6 4,6 40,4
Nikel” 18,6 43,0 1,0 62,6 27,1 32,8 1,6 61,5
Med? 46,6 3,9 2,6 53,1 49,3 42 2,8 56,3
Zinok® 71,0 228,0 14,1 313,1 99,0 191,0 15,0 305
Zelezo'? 7,6 7,5 0,7 15,8 9,0 7,2 0,7 16,9

For 1-14 sce Table III
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vyplavili, ale nemali sme k analyze ma&aciu a premyvaciu
vodu, v ktorej by sme mohli dané prvky stanovit’ a potvr-
dit’ naSe predpoklady. Z hl'adiska platnych hygienickych
limitov, ked’ 8krob posudzujeme podl'a kategérii ,,ostatné
potraviny*, vSetky sledované prvky mali obsah podlimit-
ny, len zinok pri druhu Amarantus hypochondriacus bol
v $krobe nadlimitny.

Pri mleti zma zasucha (kriZzence amarantu), pri ktorom sa
zrno najprv pomlelo a potom madalo 30 minit v 0,25% roz-
toku NaOH (na rozdiel od prvého spdsobu pripravy), sa
prejavil zvySeny obsah ortuti, kadmia a medi v bielkovino-
vej frakcii, ale olovo, zinok a nikel opét’ prechadzali do
Skrobu. Arzén, chrom a Zelezo sa vymyli premyvacou vo-

. dou a ich obsah vo vsetkych frakciach bol nizsi, tak ako pri
prvom spdsobe pripravy Skrobu. MnoZstvo zinku a ortuti
vo frakciach pri obidvoch spdsoboch mletia zrna bolo nad
100 %, ¢o mohlo byt sposobené vonkaj$ou kontamina-
ciou roztokom NaOH a premyvacou vodou. Pri mleti zrna
zasucha sme namerali aj obsah olova nad 100 %. Z hl'adis-
ka platnych hygienickych limitov pri tomto sposobe pri-
pravy §krobu bol tiez zisteny nadlimitny obsah zinku a pri
odrode hybridu 19 K 343 aj niklu a olova, nakol’ko vstupna
surovina mala vy$si obsah tychto kovov.

Zaver

Na zéver m6Zeme konstatovat, Ze pre technologicky
proces vyroby amarantového §krobu z hl'adiska obsahu
kontaminujtcich prvkov v skrobe je vhodny alkalicky sp6-
sob madania zra v kombinécii s mletim za sucha alebo
mokrym mletim.
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Odrol smaZenych bramborovych lupinki v pribéhu skladovani*

Karel PATOCKA, Jifi BLAHOVEC

Czech Agricultural University, Prague, Czech Republic

Abstract

PATOCKA K., BLAHOVEC J. (1988): Breaking of fried potato chips during storage. Czech J. Food Sci., /6: 99-102.

Methodology and results of measurements are presented for the breaking of fried potato chips in relation to storage time and
temperature. Storage of fried potato chips called “Bohemia Chips* in original packages at a room temperature for three months
does not have any significant effects on their breaking. Neither were there any changes in their breaking during storage at a cooler

temperature, i.e. 9 °C, in the course of 5.5-month storage.

fried potato chips; mechanical properties; breaking; storage

Souhrn

PATOCKA K., BLAHOVEC J. (1998): Odrol smaZenych bramborovych lupfnki v pritb&hu skladovani. Czech J. Food Sci.,

16:99-102.

Predlozena prace uvadi metodiku a vysledky méfeni odrolu smaZenych bramborovych lupinkil v zévislosti na dobé a teploté
skladovani. Skladovani smazenych bramborovych lupinkii Bohemia Chips v originalnim obalu p¥i pokojové teplot& nema po dobu
tfi mésict vyznamny vliv na zménu jejich odrolu. Pfi jejich skladovani pfi teploté chladniéky (9 °C) se odrol vyznamné neméni

v priibéhu celého 5,5mésiéniho skladovani.

smazené bramborové lupinky; mechanické vlastnosti; odrol; skladovani

Kvalitni smaZené bramborové lupinky musi byt kiehké
a kfupavé. Tato vlastnost byvé vélefiovana jako standardni
parametr texturniho profilu smazenych lupinki (Vickers,
1987;Waele, Eijk, 1996). Z4douci kiehkost lupink se
projevuje negativné jejich odrolem pii distribuci. Prace je
vénovéana sledovéni sklonu k odrolu u smaZenych bram-
borovych lupinki v prib&hu jejich skladovani.

MATERIAL A METODY

K testovani odrolu smazenych bramborovych lupinku
byl pouzit standardni vyrobek Bohemia Chips (slané lu-
pinky) dodany vyrobcem ve dni vyroby 24. bfezna 1997.
Dodané vzorky v originélnim baleni byly rozdé&leny na dv&
poloviny. Prvni byla skladovéna pfi b&Zné laboratorni tep-
loté, ktera v letnim obdobi nabyvala hodnot aZ 28 °C. Dru-
hé polovina byla umisténa do chladni€ky a v ni skladova-
na pii teploté 9 °C. Interval mezi odbéry vzorku k testim
byl tfi tydny (posledni dvé méfeni v intervalu jednoho
mésice). Kazdy test byl opakovan na Etyfech vzorcich po
100 g (priblizné obsah jednoho sacku lupinki).

* Prace vznikla s podporou GA CR grantu €. 525/96/1398.

Jadrem experimentu byl sitovy test, pouzity nejprve
k ohodnoceni hmotnosti riznych frakci v odebraném vzor-
ku (obr. 1 -m_,) a pozdgji k obdobné operaci (frakce m ;)
u vzorku po definovaném odrolu v kulovém mlyné.

K sitové analyze byla pouZita sériové vyrabéna vytia-
sacka firmy Stavebni stroje, n. p. Zli¢in, zdvod Brno-
Pfizfenice, typ AP-2 s kruhovymi sity o priméru 180 mm
uspofadanymi nad sebou (obr. 1). Navazka vzorku na
sito ¢. 4 byla 100 + 0,5 g. Standardné byl pouzivan tento
rezim: frekvence \}yﬁéséni 2,3 kmity/s , amplituda 68 mm,
doba vytiasani 120 s. Hmotnost frakci na sitech byla
stanovovana opakovanym véaZenim sit pfed vytfdsanim
a po ném.

Definovany odrol lupinkli ve vzorku byl provddén
v laboratornim kulovém mlyné (vyrobce Laboratorni pfi-
stroje, Praha) s porceldnovym vélcovym télesem o vniti-
nim priméru 22 mm a vnitini délce 200 mm. V mlyné spolu
se vzorkem rotuje 39 porcelanovych kouli o priméru pfi-
blizné 35 mm a primé&mé hmotnosti 54 g . Po pfedb&znych
zkouskéach byly zvoleny tyto parametry testu: otacky
30 min™' a doba odrolu 10 minut.
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Rozmér otvorusita’ €. sita

Hmotnost vzorku >

Isieve mesh size; Zsieve no.; 3sample weight;

f— pred odrolem®  po odrolu’ “before breaking; Safter breaking
96,0mm’ (98mm) 4 ma M
39,7 mm*® (6,3 mm) 3 — m myp
7,8mm’ (2,8 mm) 2 — A L

p— - .

1,4mm® (1,2 mm) 1

Pfimym vysledkem testu bylo stanoveni hmotnosti jed-
notlivych frakei vzorku pfed odrolovym testem a po ném.
K porovnani vysledki slouZily parametry oznagené jako
relativni nériist propadu (RNP) na jednotlivych sitech, vy-
jadienych pro sita 4 a 3 nasledujicimi vztahy:

RNP, = (m,, —m,)/m

RNP, = [(n,, —=m,g) + (m,, —m, )] / (m,, —m,,)

m
@

kde: m — hmotnost vzorku

m my ., my, — pislusné hmotnosti frakei (obr. 1)

44’ ’"45’

Na sité €. 2 jiz k Zadnému propadu nedochézelo — rela-
tivni nardst propadu na tomto sité byl nulovy.

VYSLEDKY A DISKUSE

Stfedni hodnoty hmotnosti jednotlivych frakci v prove-
denych experimentech jsou uvedeny v tab. I. Tab. II shr-
nuje vypoétené hodnoty relativnich propadi, které jsou
znazornény na obr. 2. Prikkaznost rozdilt mezi naméfenymi
hodnotami byla provéfovéana parovym t-testem (tab. III).

Vzé4jemné testované soubory jsou charakterizovany pri-
mémymi hodnotami a smérodatnymi odchylkami. Soubo-
ry maji stejny pocet naméfenych hodnot, a to 4. Pro testo-
vani hypotézy vyznamnosti rozdilu

d'=|x -
pouZijeme testovaci veli¢inu # danou vyrazem:

d
’shs%
n

Vypoétenou hodnotu ¢ srovname s kritickou hodnotou
Lugy kde poget stupiil volnosti je dan vyrazemf=2 (n—1)
ajeroven 6. Pokuds2 ¢, mizeme tvrdit, Ze rozdil namé-

t=

100

1. Schematické zndzornéni laboratorni
vytasacky s vyznacenim parametrii
jednotlivych sit — Diagram of a laboratory
shaking machine with indication of
parameters for the particular sieves

fenych hodnot relativnich nartstl propadi je vyznamny
na piislusné hladiné vyznamnosti.
Relativni narust propadii na sité ¢. 4 je relativné staly
a pohybuje se v rozmezi 0,173-0,208. Rizné skladované
produkty se prikazné li§i pouze u posledniho méfeni
(8. 9.) a prokézany rozdil je v tomto piipadé zpiisoben
nérustem RNP u vzorku skladovaném pfi teploté 9 °C. Na
sit€ £. 3 je situace pfesné opagna (obr. 2 a tab. III), RNP, je
pfi poslednim méfeni pritkazné vyssi u vzorku skladova-
ném pii pokojové teploté a tento rozdil je zpiisoben vétsim
néristem RNP, pro vzorky skladované pfi vys3i teplot€.

04

03

02

0,1

253. 144. 55 275 176 BT 128 29, Dawm méteni |

!date of measurement

2. Prib&h primémych naristi propadi (RNP) a jejich smé-
rodatnych odchylek v prib&hu skladovani pfi laboratorni teploté
(plné &ara) a pfi teploté 9 °C (pferulovana &ara — Average rela-
tive increases in fragment amount under sieve (RNP) and their
standard deviations during storage at a laboratory temperature
(solid line) and at a temperature 9 °C (broken line)

Relativni nartist propadu na sité €. 3 je v pfipad€ vzorkl
skladovanych pfi teplot& 9 °C relativn stalou veli€¢inou
v celém pritbéhu skladovéni (jedna se 0 hodnotu 0,350 se
smérodatnou odchylkou 0,036). Od téchto hodnot se lidi
hodnoty RNP, pro vzorky skladované pfi pokojové teplo-
t& pro del3i skladovéni (17. 6.-8. 9. — obr. 2). Tento rozdil
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I. Primémé hmotnostni ziistatky vzorki smaZenych bramborovych lupinkit Bohemia Chips na sitech riiznych velikosti v pritb&hu
skladovéni v laboratornich a chladirenskych podminkich — Average weights of samples of fried potato chips called “Bohemia
Chips” remaining on sieves of various mesh size during storage in laboratory and cooler conditions

A — pivodni vzorek® [m/g] B - drceny vzorek® [m/g]
&, sita’

Datum' Teplotni podminky? 1 2 3 4 1 2 3 4
25.3.1997 laboratorni 0,00 2,00 4,38 93,62 0,00 8,50 16,00 75,50

chladirenské - - - - - - - -
14. 4. 1997 laboratorni 0,00 1,50 4,13 94,37 0,00 7,75 15,38 76,87
chladirenské 0,00 0,75 1,88 97,37 0,00 6,25 13,63 80,12
5.5. 1997 laboratorn{ 0,00 2,50 5,75 91,75 0,00 9,50 18,75 515
chladirenské 0,00 1,50 3,75 95,25 0,00 9,00 15,50 75,50
27.5.1997 laboratorni 0,00 2,75 4,75 92,50 0,00 9,75 16,75 73,50
chladirenské 0,00 1,87 3,00 95,13 0,00 8,50 14,75 76,75
16. 6. 1997 laboratorni 0,00 2,90 5,50 92,00 0,00 10,50 16,00 73,50
chladirenské 0,00 1,75 2,75 96,00 0,00 8,13 13,50 78,37
7.7.1997 laboratorni 0,00 3,50 6,50 90,00 0,00 10,25 17,00 72,75
chladirenské 0,00 1,50 2,00 96,50 0,00 7,38 13,38 79,24
12. 8. 1997 laboratorni 0,00 2,00 3,50 94,50 0,00 9,00 15,50 75,50
chladirenské 0,00 1,00 2,90 96,10 0,00 6,75 15,00 78,25
8.9.1997 laboratorni 0,00 2,25 6,25 91,50 0,00 10,25 16,25 73,50
' chladirenské 0,00 1,38 1,88 96,74 0,00 8,88 15,12 76,00

!date; *temperature conditions; 3original sample; “crushed sample; “sicve no.

I1. Relativni ndriisty propadi na sité ¢. 4 (RNP,) a €. 3 (RNP,) v laboratornich a chladirenskych podminkach v priibéhu skladovani
- Relative increases in fragment amount under sieves no. 4 (RNP,) and no. 3 (RNP,) in laboratory and cooler conditions during

storage
Laboratorni podminky? Chladirenské podminky®
RNP, RNP, RNP, RNP,

Datum' primér? S5 prameér S, primér S, primér 5,
25.3. 1997 0,181 0,010 0,360 0,041 - = - ~
14.4.19 97 0,175 0,007 0,358 0,036 0,173 0,013 0,317 0,051

5.5.1997 0,200 0,018 0,353 0,054 0,198 0,005 0,380 0,025
27.5.1997 0,190 0,014 0,368 0,025 0,184 0,022 0,361 0,012
17. 6. 1997 0,183 0,012 0,418 0,036 0,176 0,013 0,363 0,042

8.7.1997 0,173 0,021 0,396 0,056 0,173 0,013 0,339 0,037
12. 8. 1997 0,190 0,025 0,372 0,050 0,179 0,024 0,32 0,019

8.9.1997 0,180 0,014 0,446 0,048 0,208 0,015 0,355 0,019

Idate; Zlaboratory conditions; 3cooler conditions; “average

byl prokdzany v méfenich provedenych 17. 6. a 8. 9.
(tab. 1I1 ). To ukazuje, Ze odrol lupinki skladovanych
v tmavém uzavieném prostoru s teplotou skladovani 9 °C
se v prub&hu pkili§ neméni (stfedni hodnota 0,350, sméro-
datna odchylka 0,036). Od této hodnoty se lisi odrol lupin-

ki skladovanych pfi pokojové teploté (tab. III pro 17. 6.
a8.9.). Toto srovnani ukazuje, Ze odrol lupinki skladova-
nych pfi pokojové teploté se za¢ind vyznamné ménit od
hodnot odrolu lupinki skladovanych pfi teploté 9 °C asi
po tfech mésicich skladovani.
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III. Parametry Studentova rozd€leni pro relativni naristy propadl — Parameters of Student’s distribution for relative increases in

fragment amount under sieve

25.3. 14.4. 5.5. 27.5. 17.6. 8.7, 12.8. 8.9.

RNP;, DL T, - T, = 1314 0,906 0,507 1,986 1,696 1,798 3,527
RNP3, Ty, D, - DI - 0,073 0,206 0,333 2,175 1,037 0372 2.723%

. RNP3, T,, D, - DI - 1315 0,833 0,047 0273 0,761 1,593 0,221
RNP,, DL T,-T, - 0,347 0,263 0,462 0,726 0,000 0,636 2,680*
RNP,, T,, D, - DI = 0,984 1,827 1,047 0,190 0,733 0,692 0,116
RNP,, T,, D, - DI - 1,057 2,952+ 0,248 0,610 1,037 0,154 2,941*

T, = laboratorni teplota skladovani — laboratory storage temperature; T, = teplota skladovani v ledni&ce ~ fridge storage temperature;
D, = prvni méfeni 25. 3. 1997 — fist measurement 25th March '97; DI = méfeni provadéné v pfisluiném datu — measurcment at

respective dates

kritické hodnoty - critical values: fo05 = 2,447, to01 = 3,707; * P = 0,05

Zavér

Skladovani lupinkt Bohemia Chips v originalnim obalu
pii pokojové teploté po dobu tfi mésicli neméa vyznamny
vliv na zménu jejich odrolu. Pfi teploté skladovéni 9 °C se

- odrol vyznamné& neméni v prib&hu celého skladovani (5, 5
mésice).
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Mutagenni u¢inky vybranych mykotoxint*
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Abstract

BARTA 1., SMERAK P., SEDMIKOVA M., TUREK B., KOVACOVA E., BARTOVA J.: Genotoxic effects of selected
mycotoxins. Czech J. Food Sci., 76: 103-109.

The paper deals with the follow-up of mutagenic hazards posed by selected mycotoxins (ochratoxin A, patulin, penicillic acid).
These substances originate in foodstuffs secondarily as products of contaminating microfungi. Mutagenic activity was assessed by
the Ames test on two strains of Salmonella typhimurium (TA98 a TA100), and at low doses (approximating 0.1 LD, ) by the
micronucleus test in the eucaryotic model (mouse). In the Ames test there has been detected no mutagenic activity either with or
without metabolic activation in ochratoxin A, patulin or penicillic acid. In the micronucleus test ochratoxin was mutagenic at the
highest doses only, penicillic acid was markedly mutagenic, and patulin was not mutagenic at all.

mutagenic activity; mycotoxins; Ames test; micronucleus test

Souhrn

BARTA 1., SMERAK P., SEDMIKOVA M., TUREK B., KOVACOVA E., BARTOVA J.: Mutagenni utinky vybranych
mykotoxini. Czech J. Food Sci., /6: 103-109.

Rizika mutagenni aktivity vybranych mykotoxinil (ochratoxin A, patulin, kyselina penicilova), které vznikaji v potravinach jako
sekundarni metabolity mikroskopickych hub kontaminujicich potraviny, byla testovina Amesovym testem na dvou kmenech
Salmonella typhimurium (TA98 a TA100) a v nizkych davkach (blizkych 0,1 hodnoty LD, ) mikronukleus testem na eukaryotnim
modelu (mys). V Amesové testu nebyla prokazana mutagenni aktivita ani s metabolickou aktivaci, ani bez ni u ochratoxinu A,
patulinu a kyseliny penicilové. V mikronukleus testu byl ochratoxin A mutagenni pouze v nejvyssi koncentraci, vyrazné mutagenni
byla kyselina penicilové, nemutagenni byl patulin.

mutagenni aktivita; mykotoxiny; Ames test; mikronucleus test

Mykotoxiny, sekundarni metabolity nékterych plisni,
vykazuji u ¢lovéka i u zvifat §irokou $kéalu biologickych
ucinkd, véetné genotoxickych. Tyto uéinky pfedstavuji
pro ¢lovéka a hospodéiska zvifata vyznamna zdravotni
rizika, jejichZ dosah neni dodnes zcela komplexng zhodno-
cen (Wood, 1992). V soudasnosti je popséno vice nez
300 mykotoxini.

1 v naSich geografickych podminkéch jsou nalezy my-
kotoxin & jejich metabolitii relativné Sasté. V predeslych
pracich jsme se zabyvali genotoxickym rizikem aflatoxinu
B, anékterych mykotoxint trichothecenového typu (B ér -
ta etal, 1990, 1991, 1995;Petr etal, 1993). K vybéru
ochratoxinu, patulinu a kyseliny penicilové nas vedlo pre-
devsim hledisko jejich 8astého vyskytu, nebot’ jejich pro-

ducenti — toxinogenni plisné — patii vedle plisni produku-
Jicich AFB, a trichotheceny k plisnim nejéast&ji kontami-
nujicim potraviny a krmiva. Uvedené mykotoxiny se vy-
skytuji pfedevs$im v nizkych koncentracich, a to jak
v potravinach a krmivech, tak i ve tkénich a télnich tekuti-
néch ¢lovéka i hospodaiskych zvifat (Ruprich, 1995;
Turek, 1996). Soudasné udaje o vyskytu nami sledova-
nych mykotoxinti jsou u nas pomémé vzicné, coz neod-
povida jejich vyznamu. Zji§tované nélezy patulinu a och-
ratoxinu A v naSich podminkéch v8ak upozoriiuji na mozné
aktualni riziko(Adensam etal,, 1989;Malif, Jer-
geova, 1996;Ruprich, Ostry, 1993a,b). Chro-
nické ovlivnéni organismu nizkymi ddvkami mykotoxina
predstavuje pfedeviim genotoxick4 rizika (mutagenita, kar-

*Préce byla provedena za podpory GA CR, projekt & 311/94/1739.
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cinogenita, embryotoxicita), i¢inky imunosupresivni a dal-
§i nespecifické poSkozeni. Patulin a n&které dal$i mykoto-
xiny jsou v ramci Codex Alimentarius fazeny mezi prioritni
latky, u nichZ se vyZaduji informace k posouzeni jejich to-
Xicity a genotoxicity. U ochratoxinu A a patulinu byla sni-
zena hodnota ADI, resp. PTWI (WHO, 1995). Vysledky
této prace budou vyuzitelné i v tomto sméru.

Ochratoxin A je produkovén nékolika druhy plisni rodu
Aspergillus (A. ochraceus, A. sulphureus, A. melleus, A.
sclerotiorum, A. alliaceus, A. ostianus, A. petrakii) a né-
kterymi druhy rodu Penicillium, zejména P. viridicatum
(Merve etal,,1977;L ai etal.,, 1970;Ciegler, 1972;
Hesseltine etal,1972;Ciegler etal., 1972 adalsi).
Jeho ¢asty vyskyt v potravinach a potravinovych fetéz-
cich pfedstavuje zdvazné riziko pro hospodaiska zvifata
(Blunden etal., 1991). Jeho rezidua v masnych vyrob-
cich jako disledek kontaminace krmiv a z toho vyplyvajici
Casta expozice lidského organismu byly divodem pro fadu
studii zabyvajicich se u€inky ochratoxinu aZ na molekular-
nitrovni(Fink-Gremmels etal.,,1995).

Udaje o mutagennich ti&incich ochratoxinu A jsou roz-
pomé(Sun, Stahr,1993; Bose,Sinha,1994).Ku-
mari a Sinha (1994) uvadgji, Ze 1 pg ochratoxinu A na
1 kg t€lesné hmotnosti mysi na den zpiisobuje abnormali-
ty metafazickych chromozomi pfi mitotickém i meiotickém
déleni, které 1ze ovlivnit retinolem, resp. vitaminem A. Opa-
kované oralni a subkutanni davky ochratoxinu A nebyly
pro mys$i a potkany karcinogenni (Purchase,Watt,
1971; Dickens, Waynforth, 1969). Dlouhodobé
oralni podavani zpisobovalo u mysi nddorové zmény
v ledvinach, jatrech a plicich (Kanisawa, Suzuki,
1978;Kanisawa,1984;Bendele etal., 1985). Ochra-
toxin A, kyselina penicilové a AFB, indukovaly rovnéz
zlomy DNA (Ueno et al., 1995). Vétsina autorti uvadi
negativni vysledky v Amesové testu i pii metabolické ak-
tivaci(Wiirgler etal,,1991;Zeiger etal.,, 1988 adal-
§i). Karcinogenita ochratoxinu A byla experimentalné pro-
kazana u fady zvifat (NTP, 1989).

Patulin je produkovan mnozstvim druhi mikroskopic-
kych hub rodu Penicillium (P. claviforme, P. patulum,
P. expansum, P. leucopus, P. urticae aj.), n€kolika druhy
rodu Aspergillus (A. clavatus, A. giganteus, A. terreus)
a druhem Byssochlamys nivea (Chain etal., 1942;Bir-
kinshaw etal,1943; Anslow etal.,,1943;Bergel
etal, 1943; Abraham, Florey, 1949;Hooper et
al., 1994 a dali). Substratem pro v&tinu plisni produkuji-
cich patulin (zejména P, expansum) jsou rizné druhy ovo-
ce, zejména jablka, takZe patulin velmi ¢asto kontaminuje
jablené mosty, kde se vyskytuje v mnozstvi az 240 pg/ml
(Harwig etal, 1973;Brian etal, 1956; Walker,
1956). Byl zjist&n ve $t'4v& z grapefruitd a jeho nélezy jsou
uvadény i v plesnivém petivu. Hodnota LD, u mysi je
15-35 mg/kg, u laboratornich potkanti 15-50 mg/kg
(Katzman etal, 1994;Hofmann etal., 1971 adalsi).

Kyselina penicilové je produkovana velkym mnoZstvim
druhti mikroskopickych hub rodu Penicillium a fadou dal-
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$ich druhti rodu Aspergillus (zejména skupiny A. ochra-
ceus, kde se vyskytuje spolecné s ochratoxinem A). Kon-
taminuje pfedevsim zma riiznych obilovin, mouku (byla
nalezena i ve sladu), lusténiny a tabdk (Snow et al.,
1972) a dostava se tak do potravniho fetézce domacich
zvitati ¢lovéka(Kurtzman, Ciegler, 1970). Hodno-
tu LD, umysi pfi subkutanni aplikaci uréil Murnang-
han (1946) na 110 mg/kg, pfi perorélni aplikaci 600 mg/kg.
Lindenfelser et al. (1973) stanovili hodnotu LD,
u mysi pfi intraperitonedlni aplikaci pouze 70 mg/kg.

MATERIAL A METODY

K posuzovani mutagenni aktivity sledovanych latek byl
zvolen Ameslv test a mikronukleus test. Amesiv test je
celosvétové uznévanou metodou pouzivanou pro scree-
ning genotoxickych u¢inkli chemickych latek i jejich smé-
si(Ames,1971;Ames etal.,, 1975;Maron,Ames,
1983). Je standardné zavedena a pouzivanaiunas (Cer -
na etal, 1989). Vyhodou tohoto testu je jeho celosvéto-
va rozsifenost, standardizace metody a moZnost mezila-
boratorniho srovnavani vysledki. Jako testovaci kmeny
byly v této praci pouzity auxotrofni kmeny his™ bakterie
Salmonella typhimurium TA98 a TA100. Pro aktivaci byla
pouzita S9 frakce jaterniho homogenétu z jater potkanti
indukované smési polychlorovanych bifenyli Aroclorem
1254.

Jako referenéni mutageny (latky se znamymi a ovéreny-
mi mutagennimi vlastnostmi — pozitivni kontrola) byly pou-
Zity: 2-aminofluoren v koncentraci 10 pg/misku, v pfipadé
TA98 1 TA100 jako nepfimy mutagen. Jako pfimy mutagen
byl pouzit 4-nitro-orto-fenylendiamin (NOFD) pro TA98
v koncentraci 30 pg/misku a azid sodny v koncentraci
10 pg/misku pro TA100. Testované mykotoxiny a referenc-
ni mutageny (aminofluoren, 2-nitrofenylen diamin, azid
sodny) a dal§i chemické latky (glukoso-6-fosfat a nikoti-
namid-dinukleotid — NADP) byly dodény firmou SIG-
MA-ALDRICHs. 1. 0.

Aminofluoren a NOFD byly fedény koncentrovanym
dimetylsuloxydem (DMSO), azid sodny byl rozpoustén
v destilované vodg. Testované mykotoxiny a referen¢ni
mutageny byly rozpuitény v DMSO. U mykotoxini roz-
pustnych ve vodé (patulin, kyselina penicilova) byla jako
rozpoustédlo pouZita sterilni destilovana voda. Koncent-
race byly fedény tak, aby odpovidajici mnozZstvi testova-
né latky bylo rozpusténo v 0,1 ml rozpoustédla.

Koncentrace testovanych ldatek v Amesové testu

Ochratoxin A byl pro Amesiv test na kmenech TA98
a TA100 pouzit v koncentracich 25,0; 20,0; 15,0; 10,0; 5,0;
10,0;0,5a0,1 pg na misku, kyselina penicilova byla testo-
véna v koncentracich 100,0; 10,0; 1,0; 0,12 0,01pg na mis-
ku a u patulinu byly pouZity davky 50,0; 25,0; 20,0; 15,0;
10,0; 5,0; 1,0; 0,52 0,1 pg na misku.

Po uplynuti kultivaéni doby byly ode€itiny pocty re-
vertant na Counteru Biotran III, Edison N. J. USA a na
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Counteru vyrobce Laboratory Imaging, Praha. Kazd4 jed-
notliva koncentrace sledovanych latek ¢i jejich smési byla
testovéana v kaZzdém pokuse na tfech miskach a kazdy po-
kus byl minimélné dvakrat opakovan.

V kazdém pokusu byl sledovan pocet spontannich re-
vertant u kazdého kmene za pfitomnosti 0,1 ml pfislusné-
ho rozpoustédla na 1 misku (negativni kontrola — NK).
Pomér (koeficient K) mezi primémym poétem spontan-
nich revertant a primérnym poétem indukovanych rever-
tant u testovanych koncentraci byl pouZit jako zékladni
kritérium pro hodnoceni mutagenni aktivity testované lat-
ky. Statistické hodnoceni mutagenity bylo provedeno sta-
novenfm intervalli spolehlivosti na zéklad& Poissonovské-
ho rozdéleni na 5% hladiné vyznamnosti. Statisticky
vyznamné rozdily revertant zjisténé u jednotlivych koncent-
raci testovanych latek proti kontrole (NK) a rozdily mezi
obéma kmeny byly hodnoceny ¢-testem.

Mikronukleus test

Mikronukleus test reprezentuje testovaci metodu muta-
genity in vivo na urovni eukaryotniho modelu pouZiva-
nou vétSinou u béznych laboratornich zvifat, ktera je
v podstaté zjednoduSenou a rychlejsi variantou cytoge-
netické analyzy chromozomalnich aberaci v buiik4ch kostni
dfené laboratornich hlodavci (mys%, potkan, kieéek). Vy-
jadfuje schopnost testované latky indukovat chromozo-
mélni abnormality zlomového typu — efekt klastogenity
(Schmid,1975;Gregor etal., 1987, DECD, 1983).

Na zaklad€ pozadavku ziskat idaje o mutagenni aktivité
nizkych davek testovanych mykotoxinti a usetfit experi-
mentdlni zvifata jsme pii mikronukleus testu vychazeliz 0,1
hodnoty LD, (vychozi testovana koncentrace). Pokus-
nym zvifatim byly aplikovany mykotoxiny a jejich kombi-
nace intraperitonealné v jednorazovych ddvkach. Koncen-
trace byly voleny tak, aby odpovidajici mnoZstvi
testovaného mykotoxinu piepoétené na 10 g t€lesné hmot-
nosti my$i bylo rozpusténo v 0,1 ml. Stejné mnoZstvi roz-
poustédla bylo aplikovéno i kontrolni skupiné.

Byly pouzity bilé laboratorni my3i SPF kmene ICR od fy
Top-Velaz o télesné hmotnosti 20-25 g, kterym byly apli-
kovény testované latky v téchto koncentracich: ochrato-
xin A byl testovan v davkach 5,0; 2,5 a 1 mg, patulin
v davkach 3,0; 1,5 a 0,5 mg (d4vky odpovidaji 0,2; 0,1 2 0,05
hodnoty LD, ) a kyselina penicilové v davkéach 14,0; 7,0
a 3,5 mgna | kg t€lesné hmotnosti mysi (davky odpovidaji
0,2;0,1 a 0,05 hodnoty LDso)' Doba expozice byla 24 h.

Po zpracovani kostni dfen& bylo mikroskopicky hodno-
ceno pii zvétSeni 1 000kréat pod imerznim objektivem u kaZ-
dého zvifete 1 000 polychromatofilnich erytrocyti (PCHE)
astanovovana frekvence mikrojader. U kazdé experimen-
talni skupiny zvifat byl vyjadfovén primé&rny podet mik-
rojader vztazenychna 1 000 PCHE.

Jako pozitivni kontrola byly pouZity mysi ovlingné i. p.
cyklofosfamidem (referen¢ni mutagen) v davce 20 a 40 mg
na kg. U mysi ovlivnénych i. p. pfisluinym rozpoustédlem
(negativni kontrola) nebyla zji§téna signifikantné vyssi

Cetnost mikrojader ve srovnani s intaktnimi zvifaty. Po-
rovnanim frekvenci mikrojader po podani testované latky
a kontrolnich latek byl ziskan zékladni Gdaj o mutagenni
aktivité testovaného vzorku. Ke statistickému hodnoceni
vysledkti mikronukleus testu bylo pouZito z-testu na 5%
hladin€ vyznamnosti.

VYSLEDKY A DISKUSE

Amesiiv test

V Amesové testu byly primérné hodnoty sponténnich
revertant (NK — negativni kontrola) u kmene S. typhimu-
rium TA98 32,3 + 7,2 bez metabolické aktivace a s metabo-
lickou aktivaci 38,6 + 8,5. U kmene S. typhimurium TA100
byly primémé hodnoty sponténnich revertant 133,7 +26,3
bez metabolické aktivace a 158,6 + 27,0 s metabolickou
aktivaci (tab. I - NK).

Ochratoxin A nevykazal ve viech testovanych koncen-
tracich statisticky vyznamné zvySeni poétu revertant ani
s metabolickou aktivaci, ani bez ni. Primémé pocty rever-
tant a hodnoty koeficientu K jsou uvedeny v tab. I.

Patulin nevykazal u obou kmenti mutagenni aktivitu
v Amesové testu s metabolickou aktivaci, ani bez ni. Nej-
vyssi testované koncentrace mély vyrazny toxicky efekt.
Stanovené primérné poéty revertant a hodnoty koefi-
cientu K jsou uvedeny v tab. 1.

Kyselina penicilova nevykazovala v Amesoveé testu zad-
nou mutagenni aktivitu ani s metabolickou aktivaci, ani
bez ni. Rovnéz statisticky nevyznamné byly rozdily ve frek-
venci revertant mezi kmeny TA98 a TA100 (tab. I).

Mikronukleus test

V mikronukleus testu byly primérmné zjisténé pocty mik-
rojader v polychromatofilnich erytrocytech kostni dfené
u kontrolnich skupin zvifat 2,9 + 1,6 (tab. II - 7% DMSO)
Rozdily mezi samci a samicemi byly statisticky zhodnoce-
ny a ani v jednom piipadé nebyly zjistény pii hladiné vy-
znamnosti (o = 0,01) statisticky vyznamné rozdily mezi
obéma pohlavimi. Uvedené vysledky jsou primémymi su-
marnimi vysledky za ob& pohlavi. Zjisténé rozdily mezi tes-
tovanymi l4tkami a kontrolnimi skupinami byly hodnoce-
ny t-testem pfi hlading vyznamnosti o= 0,05.

Ochratoxin A byl aplikovén i. p. v davkach 1,0a2,5 mg
nakg. U skupiny ovlivnéné davkou 5,0 mg/kg byly zjiste-
ny podéty mikrojader statisticky vyznamné vy3si ve srov-
néni s kontrolni skupinou. Primérné hodnoty mikrojader
v polychromatofilnich erytrocytech kostni dfené a muta-
genni aktivita jednotlivych davek jsou shrnuty v tab. II.

Patulin nevyvolal statisticky vyznamné zvySenou tvor-
bu mikrojader u Zadné skupiny zvifat ani u jedné z testova-
nych davek (3,0; 1,5 2 0,5 mg/kg) — tab. II.

Kyselina penicilova indukovala u laboratornich my3i
statisticky vyznamné& vy33i frekvenci mikrojader. Jeji
mutagenita byla prok4zina v mikronukleus testu ve viech
testovanych koncentracich, tj. v rozmezi divek 3,5 az

14,0 mg/kg (tab. II).
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1. Pocty revertant u kmenti TA98 a TA 100 Sa/monella typhimurium po ovlivnéni ochratoxinem A, patulinem a kyselinou penicilovou
—Revertant numbers in strains TA98 and TA100 of Salmonella typhimurium after the action of ochratoxin A, patulin and penicillic

acid
S. typhimurium TA98 S. typhimurium TA100
Davka -89 +89 -89 +89
[mg/misku]! poédet revertant? K pocet revertant K podet revertant K podet revertant K
Ochratoxin A4
25,0 46,7+ 10,1 14 47,7+98 1,1 153,8+ 19,5 1,0 159,3 + 14,4 0,9
20,0 46,8 +7,6 1,4 542+9.2 1,2 151,8 +30,7 1,0 165,7 + 38,9 1,0
15,0 43,7+9,6 1,3 43,7+113 1,0 1523 £32,4 1,0 154,8 + 14,0 0,9
10,0 41,0 +4,7 1,2 50,5+11,5 1,1 155,5 +23,6 1,0 155,8 +30,3 0,9
5,0 37,0+£3,6 L1 43,7+12,0 1,0 154,0 +20,8 1,0 162,7 £20,6 0,9
1,0 34,7+42 1,0 43,8+11,3 1,0 156,3 +£28,9 1,0 162,6 +22,2 09
Patulin®
50,0 toxicky efekt’ - toxicky efekt - 124,3 + 39,0 0,7 107,8 £29,0 0,5
25,0 19,7+3,8 0,8 32,0£5,0 0,8 88,8125 0,5 99,0+12,9 0,5
20,0 19,7+£2,3 0,8 33,2+5,8 0,9 95,7+7,6 0,5 106,3 £ 13,1 0,5
15,0 27,5%5,1 1,1 37,7+£2,7 1,0 1135 £7,7 0,6 128,2+7,5 0,6
10,0 23,2445 0,9 31,3+6,0 0,8 136,6 £24,5 0,8 146,3 £ 15,9 0,7
5,0 26,8 +5,6 1,1 334196 0,9 149,6 + 20,4 0,8 161,7+ 19,0 0,8
1,0 26,5+8,0 1,1 342+12,0 0,9 163,2 +29,5 0,9 194,7 £ 12,6 0,9
0,5 263+19 1,1 43,54+123 1,2 193,6 18,4 1,1 184,7 12,0 0,9
0,1 22,3+4.2 0,9 322+48 0,9 187,8 £19,7 1,0 181,3+21,3 0,9
Kyselina penicilova®
100,0 359+ 18,6 1,0 48,4+ 16,1 0,9 127,2 +20,4 1,0 142,0 + 20,7 1,1
10,0 31,5+11,8 0,8 58,3+29,1 1,1 117,8 £25,2 0,9 123,0 20,3 1,0
1,0 42,5+16,2 1,1 53,1188 1,0 142,0 £+42,8 1,1 140,2 + 26,0 1,1
0,1 40,4+19,6 1,1 52,1+19,3 1,0 136,6 +28,2 1,1 127,9 + 18,9 1,0
0,01 37,9+11,2 1,0 61,8+173 1,1 138,9 + 27,5 1,1 133,0 +15,8 1,0
NK - konc. DMSO’
323+ 72 1,0 38,6+8,5 1,0 133,7+ 26,3 1,0 158,6 £27,0 1,0

-89 = bez metabolické aktivace S9 frakci jaterniho homogenatu — without S9 metabolic activation of liver homogenate fractions

+89 = s metabolickou aktivaci — with metabolic activation

K = pomér &etnosti indukovanych revertant a spontannich revertant — ratio of the frequency of induced revertants and sponta-

neous revertants

'dose [mg per dish]; Zrevertant number; 3toxic effect; jochratoxin A; “patulin; ®penicillic acid; ,negative control — conc. DMSO

Ochratoxin A vykazuje v Amesové testu negativni vy-
sledky, v mikronukleus testu byla zjisténa klastogenita
v nejvyssi testované davce. Celkové Ize shrnout, Ze u pro-
karyotickych mikroorganismi je ochratoxin A nemutagenni
(s pouZitim i jinych testovacich systémi) (Wirgler et
al., 1991), v eukaryotnich buiikéch jsou popsany v riiznych
bunéénych liniich jednofetézcové zlomy DNA, coZ kore-
sponduje s potencialni klastogenitou. Pokus o indukci
vymén sesterskych chromatid (SCE) v kostni dfeni kfe¢i-
ka ¢inského nebyl pozitivni. Ochratoxin A vytvaii DNA
adukty (Pfohl-Leszkowicz etal, 1991). Nazikladé
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naSich vysledki a dostupnych literdrnich udaji doporu-
&ujeme zatim ochratoxin A posuzovat jako mutagen aktiv-
ni u eukaryotnich organismi.

Patulin neindukoval v nagich experimentech Zadné sta-
tisticky vyznamné genetické zmény. V Amesové testu se
projevovaly ve vysSich koncentracich jeho cytotoxické
uéinky ve shodé s idaji v literatufe (Schaeffer etal,,
1975;Wiirgler etal., 1991). Udaje o mutagenité patuli-
nu na Grovni eukaryotnich organismi jsou velmi spora-
dické. Problematika mutagenity patulinu bude vyZzadovat
dal3i studie mutagenity in vivo.
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11. Poéty mikrojader v polychromatofilnich erytrocytech kostni
dfené po ovlivnéni ochratoxinem A, patulinem a kyselinou
penicilovou — Numbers of micronuclei in polychromatophilic
erythrocytes of bone marrow after the action of ochratoxin A,
patulin and penicillic acid

Déavka® Potty Mutagenita’

Létka' [mgkg™'] mikrojader®  (p=0,05)
Ochratoxin A2 5,0 50+22 +

2,5 32+22 e

1,0 2,6+1,1 =
Patulin’ 3,0 24+1,8 -

1,5 32+1,5 -

0,5 23+1.2 -
Kyselina 14,0 45+23 +
penicilova? 7,0 45+20 +

3,5 3,9+20 +
DMSO 7% 29+ 1,6

'substance; “ochratoxin A; *patulin; *penicillic acid; *dose; 'num-
bers of micronuclei; *mutagenicity

Kyselina penicilova v Amesové testu nevykézala muta-
genni aktivitu ani s metabolickou aktivaci, ani bez ni
u kmene TA98 a TA100. K obdobnym vysledkim dospéli
napf. Kuczuk etal. (1978). Viechny testované koncen-
trace v mikronukleus testu byly mutagenni. Jsou popsa-
ny mutagenni ucinky kyseliny penicilové u eukaryotnich
organismu, napf. indukce jednofetézcovych zlomi DNA
u bunéénychkultur(Umeda etal,, 1972;Ueno etal,
1995). Mutagenitu tohoto mykotoxinu by bylo vhodné
ovéfit jesté komplexni cytogenetickou analyzou bungk
kostni dfené u nékterého laboratorniho hlodavce, pfipad-
né dal$im doplitkkovym testem.
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Tézké kovy v jedlych houbach
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Abstract

KALAC P., SVOBODA L. (1998): Heavy metals in edible mushrooms. Czech J. Food Sci., /6: 110-116.

Wild growing mushrooms have been a very popular delicacy in the Czech Republic with yearly consumption of about 7 kg per
family. However, the consumption exceeds 10 kg in some individuals. Some species, namely from generaAgaricus, Macrolepiota,
Lepista and Calocybe accumulate high levels of cadmium and mercury even in the unpolluted and mildly polluted areas. The
contents of both metals and also that of lead increase considerably in the heavily polluted sites, such as in the vicinity of metal
smelters. The usual contents of the three metals are tabulated for 25 mushroom species. Present knowledge of chemical forms of
the metals in mushrooms is limited as are the rates of their bioavailability in man. Thus, consumption of the accumulating species
should be restricted. The cultivated species, especially the common mushroom (Agaricus bisporus), contain only low levels of the

metals.

edible mushrooms; heavy metals; cadmium; mercury; lead

V sedmdesatych letech se zjistilo, Ze fada druhii volné
rostoucich vys$ich hub, zejména ze skupiny basidiomy-
cet, kumuluje ve svych plodnicich nékteré tézké kovy, pie-
devsim kadmium, rtut’, olovo a méd’, a to v mnoZstvich
vyrazng vyssich nez jakékoli jiné poZivatiny.

U slovanskych nérodu je obliba sbéru a konzumace hub
velmi vysoka. Pro léta 1994 a 1995 se uvadi, ze v Ceské
republice sbiralo houby 72 % rodin s ro¢nim primérem
7 kg na domécnost [57]. Existuje vSak nemalo jedinci, kte-
fi roéné konzumuji vice nez 10 kg volné rostoucich hub.

Vyskyt a hygienické hlediska kadmia, rtuti, olova a tha-
lia v jedlych houbéch kriticky zhodnotila Seegerova
[47]. Od té doby nebyl publikovan Zadny literArni piehled,
coz zfejmé souvisi s nizkou spotfebou volné rostoucich
hub v zépadni Evropé.

Cilem tohoto pfehledu je podat ucelenou informaci
o vyskytu a potencialnich rizicich tzv. tézkych kovi v jed-
lych houbach. Uvadény jsou predev§im vysledky z po-
slednich patndcti let. Samostatnou problematiku piedsta-
vuje radioaktivita hub.

Faktory ovliviiujici obsah t&Zkych kovi v plodnicich

Poznatky z fyziologie vy$8ich hub jsou dosud znacné
omezené, takZe i posouzeni role tézkych kovi v jejich me-
tabolismu se pohybuje spiSe v oblasti hypotéz neZ pri-
kaznych zjiit&ni. Existuje viak shoda v tom, Ze vyskyt kovi
v plodnicich je v prvni fadé zalezitosti druhu, do jisté miry
irodu.

(110

Dal§im vyznamnym faktorem je sloZeni substratu,
z néhoZ houba ziskava Ziviny. V tomto sméru jsou znaéné
rozdily v pfijmu jednotlivych kovi [21, 58]. V plodnicich
se kumuluji kadmium, rtut’ a méd’, obsah zinku a manganu
je pfiblizné stejny jako v substratu, zatimco obsah olova
a Zeleza je niZsi nez v substratu. Tyto vztahy charakteri-
zuje biokoncentraéni faktor, coz je pomér obsahu kovu
v susiné plodnice k obsahu v susiné substratu. Pro kadmi-
um se uvadéji hodnoty 50-300, pro rtut’ 30500, zatimco pro
olovo jsou to jen desetiny, pfip. setiny [21, 47, 58].

Méné vyznamny je vliv stafi, resp. velikosti plodnice.
Nékteré prace udévaji, Zze mladsi plodnice maji vy$si ob-
sah kovil, coz se pfisuzuje jejich transportu z mycelia hned
na po&atku tvorby plodnic (fruktifikace), takZe pozd€j$im
néristem hmoty koncentrace postupné klesa. Pievazuje
nézor, Ze rozhodujici podil kovil pfijima plodnice myce-
liem. Podil pochazejici ze spadu je pokladén za malo vy-
znamny, coZ souvisi i s kratkou dobou Zivotnosti plodnice
(kolem 10-14 dnt).

Podle naseho nazoru je obsah kovii v plodnicich volné
rostoucich hub vyznamné ovlivnén rovnéz stafim mycelia
a délkou prodlevy mezi fruktifikacemi. Pro tuto hypotézu
hovofi nejvy3§i obsahy kovii v prvni skliziiové vIné pés-
tovanych druh hub a skute&nost, Ze hladiny t&zkych kovii
v péstovanych houbach jsou podstatné niZsi nez ve vol-
né& rostoucich. To lze pfisoudit stafi mycelia, které se
v piirodg vyskytuje na stanovisti fadu let, zatimco u pés-
tovanych hub maximaln& nékolik mésici.
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V3echny tyto faktory vedou k velkému rozptylu zjist'o-
vanych obsahi u jednotlivych druht, pfedstavujicimu né-
kdy az fadové rozpéti. To je vyrazny rozdil proti situaci
u rostlin.

Vétsina kovi neni v plodnici rozloZena rovnomérmé.
Nejvyssi obsahy jsou ve vytrusorodé vrstvé, nikoli vSak
ve vytrusech, méné ve zbytku klobouku a nejméné ve treni.

O mechanismech transportu kovii z mycelia do plodnice
je zatim minimum Gdajb. U rtuti zfejmé z4visi na obsahu
sulfhydrylovych skupin vazanych zejména na bilkovinny
nosi¢, u kadmia je mechanismus transportu jiny [32].
Houby jako bioindikitory kontaminace prostiedi
téZkymi kovy

V zépadni Evropé byl vyzkum vyskytu tézkych kovii
v plodnicich motivovan spiSe pfirodovédnymi nez hygie-
nickymi hledisky. Basidiomycety (stopkovytrusé houby)
se podileji na mykorhize s lesnimi stromy. Proto se ibytek
hub v disledku znecisténi substratu tézkymi kovy muze
podilet na zhorSeni stavu lesi [45].

Vysoky obsah toxickych kovii v fadé druhi vybizel
k ovéfeni, zda nemohou houby slouZit jako bioindikatory
miry kontaminace prostredi. Cetné prace byly shrnuty
v literarnim piehledu [63] se zdvérem, Ze plodnice sice od-
razeji svym obsahem t&Zkych kovi jejich vyskyt v sub-
stratu, ale tento vztah neni tak t&sny, aby mohl byt
spolehlivym indikatorem miry zne¢isténi. U nékolika dru-
hii, zejména helmovky fedkvi¢kové (Mycena pura) [9],
ciravky fialové (Lepista nuda) a pychavky obecné (Lyco-
perdon perlatum) je informaéni hodnota vy33i.

Vysoké koncentrace t&zkych kovu se zjistuji v plodni-
cich v silné kontaminovanych lokalitach, jako jsou blizké
okoli frekventovanych silnic [33, 54], skladek ¢istirenskych
kalii [64] &i oblasti zatiZzenych imisemi [6, 37] véetné Gzemi
velkych mést. Velmi vysoké obsahy jsou v plodnicich sbi-
ranych v okoli huti barevnych kovii [10, 28, 30, 39].

Zajimavé vysledky pochézeji ze Svédska, kde Movitz
[43] nezjistil pritkazné rozdily mezi obsahy kadmia v her-
batovych vzorcich plodnic z let 1890-1926 a v plodnicich
ziskanych ze stejnych lokalit na konci 70. let.

Hygienicky zdvaZné kovy

Z asi 150 ptvodnich praci o vyskytu tézkych kovi
v jedlych houbach vyplyva, Ze z hygienického hlediska je
tfeba brat v ivahu kadmium, rtut’ a v men3i mife i olovo.
Slabymi misty pfi posuzovani hygienické zavaznosti jsou
nedostatené poznatky o chemickych formach kovi
v plodnicich a mife vstfebavani z trdviciho traktu.

Piehled sbiranych a konzumovanych druhti hub, pro
n&Z jsou k dispozici idaje o obsahu §kodlivych kovi, je
uveden v tab. I. Obsahy kovi se v literatufe vesmés vyja-
dfuji v mg na kg susiny a pro houby se usanéné podita se
susinou 10 %.

Kadmium

Obvyklé hodnoty kadmia jsou uvedeny v tab. II. Vyraz-
n& kumulujici skupinu pfedstavuje rod Zampion, pfede-

v$im druhy Zloutnouci po mechanickém poskozeni pletiv
(flavescentes) [1]. Obsahy kadmia v Zampionech mohou
byt mimof4dné vysokéa dosahovat hodnot 100 aZ 300 mg
na 1 kg susiny [47, 53]. Vyrazné zvySené obsahy byly zji3-
tény 1 v okoli huti vyrabéjicich olovo [28], rtut’ &i méd’ [30].
1. Pfehled druht jedlych hub, u nichZ jsou &etnéjsi idaje o obsahu
tézkych kovii

C. Celed’/Druh

Hf¥ibovité — Boletaceae

1. Hfib dubovy Boletus aestivalis

2. Htib smrkovy Boletus edulis

3. Hfib hnédy Xerocomus badius

4. Hfib Zlutomasy Xerocomus chrysenteron
5. Hfib plstnaty Xerocomus subtomentosus
6. Hiib strakos Suillus variegatus

7. Kozék bfezovy Leccinum scabrum

8. Klouzek obecny Suillus luteus

9. Klouzek sliény (modfinovy) Suillus grevillei

LiSkovité — Cantharellaceae
10. Liska obecna
Zampionovité — Agaricaceae

Cantharellus cibarius

11. Zampion polni

12. Zampion ovéi

13. Zampion lesni

14. Zampion hajni (lesomilny)

15. Bedla ¢ervenajici

16. Bedla vysoka
Muchomiirkovité — Amanitaceae

17. Muchomiirka riizovka
Cirtivkovité — Tricholomataceae

Agaricus campestris
Agaricus arvensis
Agaricus silvaticus
Agaricus silvicola
Macrolepiota rhacodes
Macrolepiota procera

Amanita rubescens

18. Ciriivka fialova Lepista nuda
19. Ciriivka majovka Calocybe gambosa
20. Viclavka obecna Armillariella mellea

Holubinkovité — Russulaceae
21. Holubinka travozelena
22. Holubinka namodrald
23. Ryzec pravy
24. Ryzec syrovinka
Pychavkovité — Lycoperdaceae
25. Pychavka obecna

Russula aeruginea
Russula cyanoxantha
Lactarius deliciosus
Lactarius volemus

Lycoperdon perlatum

Nejvy3si ptipustnd koncentrace kadmia pro zeleninu
v CR je 0,05 mg/kg Eerstvé hmoty, resp. 0,07 mg/kg pro
konzervované houby, po pfepoétu tedy 0,5, resp. 0,7 mg
na 1 kg suiny. Je zfejmé, Ze tomuto limitu vyhovuje jen
velmi maly podil volné rostoucich hub. Podle FAO/WHO
[3]je ptijatelnd tydenni ddvka 0,007 mg/kg télesné hmot-
nosti, &ili 0,42 mg pro osobu 0 hmotnosti 60 kg. Tuto ddvku
by naplnila porce 300 g erstvych hub o obsahu kadmia
14 mg/kg suSiny. Proto hygienické sluzby nékterych zé-
padoevropskych a skandinévskych zemi nedoporu¢uji kon-
zumovat volné& rostouci Zampiony &ast&ji nez dvakrét roné.

111



Vol. 16, No. 3: 110-116

Czech J. Food Sci.

IL. Obvyklé obsahy kadmia (mg/kg susiny) v plodnicich hub

Pof. &. Druh <0,5 0,5-1 1-2 2-5 5-10 10-20 20-50 >50 Literatura
1. Hfib dubovy X X 6, 14,26
2. Hfib smrkovy X 14, 25, 26, 60
3. Hfib hnédy X X 14, 26, 54
4. Hrib zlutomasy X 14, 26, 54, 60
5. Hiib plstnaty X X 14,26
6. Hfib strako§ X 26
7. Kozak biezovy X 6, 14
8. Klouzek obecny X 14,25
9. Klouzek sli¢ny X 26, 54
10. Liska obecna X X 14, 25,26
11. Zampion polni X X X X 1, 26, 29, 54, 66
12. Zampion ovéi X X 29, 54, 60, 62
13. Zampion lesni X X X 1,29, 60, 62
14.  Zampion hajni X X X 29, 54
15. Bedla cervenajici X X 1, 26, 60
16. Bedla vysoké X 6, 25, 26, 54, 60
17. Muchomirka riZovka X 6, 26, 54, 60
18. Cirivka fialova X X 1, 26, 54, 60
19. Cirlivka majovka X 26
20. Vaclavka obecna X 6, 13, 26, 60, 62
21. Holubinka travozelena X 14,26
22. Holubinka namodrala X X 26, 54, 60
24. Ryzec syrovinka X 26
25. Pychavka obecna X 6, 25, 54

O formach vazby kadmia v houbéch je zndmo jen velmi
malo. Ze zampionu velkovytrusého (Agaricus macrospo-
rus) byl izolovan kadmium-mykofosfatin [40]. Jedna se
o fosfoglykoprotein o relativni mol. hm. 12 000 neobsahu-
jici siru, ale s hojnym zastoupenim kyselych aminokyse-
lin, glukosy a galaktosy. Kromé toho byly izolovény &tyfi
nizkomolekularni glykoproteiny obsahujici siru a vazici
kadmium a méd’. Metallothioneiny nebyly zjistény ani
v plodnicich péstovaného Zampionu dvouvytrusého
(4. bisporus) [11], ani v hyfach Zampionu ovciho [23].

Zatimco pocatecni udaje o vstfebavani kadmia z hub
uvadély jen minimalni podil [52], resp. kolem 10 % [8],
novéjsi vysledky jsou méné ptiznivé. Mitry etal. [42]
udavaji u krys nizsi absorbci kadmia z hub nez z anorga-
nickych kademnatych soli, dalsi vysledky u my3i i lidi v8ak
uvadéji stejné a vy3§i vstfebavani neZ z chloridu kadem-
natého [38, 50]. Kadmium se zadrzuje zejména v ledvinich,
sleziné a v jatrech, rychle a vyrazné vzrista po podani hub
jeho obsah v krevnim séru. Pfedpoklada se, Ze organicky
vazané kadmium pfi priichodu kyselym prostfedim Zalud-
ku miZe disociovat z komplexi s bilkovinami a polypepti-
dy a v tenkém stfevu vytvéret odlisné komplexy.

Rtut’

Pfehled nejéastéjsich obsahti rtuti je uveden v tab. III.
Mezi vyrazné kumulyjici druhy patfi éirivka méjovka, &i-
rivka fialov4 a Zampion ov&i, znaény obsah se zjist'uje
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iv ové&fovanych druzich rodi Zampion a bedla. Extrémné
vysoké hodnoty rtuti 100-200 mg/kg suiny byly zjistény
u bedly vysoké a ¢asti vzorku &irtivky fialové v oblasti
stfedni Spige. Toto izemi je siln& kontaminovéno rtuti, ale
1 dalSimi $kodlivymi prvky z osmisetletého zpracovani po-
lymetalickych rud. Obsahy rtuti jsou proto az fadové vys-
3i nez udaje v tab. 111 [30].

Hygienické predpisy ministerstva zdravotnictvi CR
piipoust&ji obsah rtuti v houbdch do 0,05 mg/kg Cerstvé
hmoty, tedy 0,5 mg/kg susiny. Podle FAO/WHO (2] je pfija-
teln4 tydenni davka 0,005 mg/kg télesné hmotnosti, neboli
0,3 mg pro osobu o hmotnosti 60 kg. Z toho nesmi byt vice
nez 0,2 mg rtuti ve formé& metylrtutnatych slou¢enin. Davku
0,3 mg by naplnila porce 300 g erstvych hub s obsahem
rtuti 10 mg na kg susiny, coZ je u nejvice kumulujicich druhi
Casté,

V péstovaném Zampionu dvouvytrusém je rtut’ vdzina
predeviim ve frakci vysokomolekuléarnich bilkovin, zatim-
co ve frakei o relativni mol. hm. 17 00045 000 je jen maly
podil. U péstované hlivy Ustfiéné (Pleurotus ostreatus) je
pomér opaény [35]. BohuZel zatim chybéji informace, zda
dochézi béhem tepelnych uprav hub k vyté€kéni ¢asti rtuti.

Omezené tdaje jsou rovnéz o podilu metylrtuti. Existuje
shoda vysledkd, Ze &ini jednotky procent, ojedinéle az do

16 % z celkového obsahu rtuti v rodech Zampion [32, 55]
a penizovka (Collybia) [41] a v fad& druhii zahmutych
v tab, III [5]. Pro hfib hn&dy a kozék bfezovy byl zjistén
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III. Obvyklé obsahy rtuti (mg/kg susiny) v plodnicich hub

Pof. &. Druh <0,5 0,5-1 1-2 2-5 5-10 10-20 Literatura
1.  Hfib dubovy X X 15, 26, 31
2.  Hfib smrkovy X 15, 26, 31
3. Hiib hnédy X X 5, 16, 18, 26, 31, 54
4.  Hfib Zlutomasy X X 15, 18, 26, 31
5. Hfib plstnaty X X 16, 26, 31
6.  Hfib strakod X 26,31
7. Kozik bfezovy X 6, 15, 18, 31
9.  Klouzek sli¢ny X 26, 54
©10.  Liskaobecna X 26
11.  Zampion polni X X X 1,26, 29, 31, 54, 65
12.  Zampion ovéi X X X 29, 31, 54, 62
13.  Zampion lesni X 1,29, 62
14.  Zampion hajni X 29, 54
15.  Bedla ¢ervenajici X X 1, 26, 31
16.  Bedla vysoka X X X 6, 15, 16, 26, 31, 65
17. Muchomirka rizovka X X 6, 15, 26, 31, 54
18.  Cirlivka fialova X X X 1,26, 31, 54, 65
19.  Cirlivka majovka X X 26,31
20.  Vaclavka obecna X 6, 16, 26, 62
21.  Holubinka travozelena X 15,26
22.  Holubinka namodrala X 26, 54
23.  Ryzec pravy X X 16, 18, 65
24.  Ryzec syrovinka X 26
25.  Pychavkaobecna X X 6, 16, 18,54

podil 0,7-1,3 % [20]. Prokazalo se, Ze vy$si houby jsou
schopny akumulovat metylrtut’ ze substratu s biokoncen-
tra¢nim faktorem asi 20 a/nebo metylovat rtut'naté soli [20].

Olovo

Ptehled obvyklych obsahi olova v houbéch je shrnut
v tab. IV. Vyrazn& kumulujicimi druhy jsou pychavka obec-
na, bedla ¢ervenajici a ¢irivka fialova. Mimofadné vysoké
obsahy 100-300 mg/kg sus. se zjist'uji v fadé druhi v bezpro-
stfednim okoli huti na olovo [10, 28, 36, 39], kde jsou vesmés
izvysené hladiny dalsich skodlivych kovii. Zvysené hodno-
ty jsouiv blizkosti frekventovanych silnic [33, 54].

Cesky hygienicky limit pro olovo je 0,5 mg/kg erstvé
hmoty, tedy 5 mg/kg susiny. Podle FAO/WHO [4] je ty-
denni pfijatelné davka 0,025 mg/kg té€lesné hmotnosti, ne-
boli 1,5 mg pro osobu o hmotnosti 60 kg. Tuto davku by
naplnila porce 300 g Eerstvych hub o obsahu olova 50 mg
na kg suSiny Z toho je ziejmé, Ze obsah olova v houbach
z nekontaminovanych oblasti nepfedstavuje pti obvyklé
konzumaci hygienické riziko.

Dalsi kovy
Obvyklé obsahy dalsich kovii jsou shrouty v tab. V. Ve

vétsiné pripadd jsou kumulujicimi druhy ty, které se vy-
znacovaly vysokymi obsahy nékterého ze trei zdravotné

wivr

s obsahy v rostlinidch, médi vSak houby obsahuji vice.

V kumulujicich druzich jsou &asté koncentrace médi
100-300 mg/kg susiny, coz se viak neposuzuje jako zdra-
votné problematické. V trsnatci lupenitém (Grifola fron-
dosa) byl identifikovan kysely peptid, ktery zvySuje podil
rozpustné médi pfi fyziologickych hodnotich pH, takze
zvySuje absorpci tohoto kovu z tenkého stfeva [51].

Obsahy zéddného z kovii uvedenych v tab. V nejsou
povaZzovany za Skodlivé, ale také se neuvaZuje o houbéach
jako o potencidlnim zdroji nékterého z biogennich kovii
v lidskeé vyzivé.

Vyskyt kovil v p&stovanych houbéch

Obsahy zdravotné sledovanych kovi v péstovanych
houbach jsou vyrazné nizsi nez u stejnych ¢i piibuznych
volné rostoucich druhii [22, 56]. To se pfisuzuje jednak niz-
kému obsahu t&chto kovil v substratu, jednak kratké Zivot-
nosti mycelia. Obsahy jsou nejvyssi v prvni sklizfiové vIné.

Zampion dvouvytrusy je velmi citlivy na rostouci ob-
sah rtuti a v mensi mife i kadmia v substratu, zatimco vy-
nos hlivy Gstfi&né neni témito kovy pfili§ ovlivnén [44,
46). Zampion ptijim4 ze substratu, pfip. kryci zeminy kovy
v sestupném pofadi rtut’-zinek-kadmium-olovo, pro hlivu
je pofadi kadmium-rtut’-zinek, olovo téméf nepiijima [34].
Biokoncentra¢ni faktor pro kadmium u hlivy vSak kles4 pfi
rostoucich koncentracich kovu v substratu, z ¢ehoz se
usuzuje, Ze tento druh ma regulaéni mechanismus pro pfi-
jemkadmia[19].
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IV. Obvyklé obsahy olova (mg/kg susiny) v plodnicich hub

Pof.&. Druh 0, 5-1 1-2 2-5 5-10 10-20 Literatura
1. Hfib dubovy X X 6, 14,26
2.  Hiib smrkovy X X 6, 25,26
3. Hiib hn&dy X X 14, 26, 54
4. Hiib Zlutomasy X 14, 26, 54
8. Hfib plstnaty X 14,26
6. Hfib strako$ X 26
7 Kozék bfezovy X X 6,14
8. Klozek obecny X 14,25
9. Klouzek sliny X 26, 54
10. Liska obecna X 14, 25,26
11.  Zampion polni X X 1,26, 29, 54, 66
12.  Zampion ov&i X X 29, 64, 52
13.  Zampion lesni X X 1,29, 62
14.  Zampion hajni X 29,54
15.  Bedla&ervenajici X X 1,26
16.  Bedla vysoka X X 6, 25, 26, 54
17 Muchomtirka riizovka X X 6, 26, 54
18.  Ciriivka fialova X 1,26, 54
19.  Cirlivkaméjovka X 26
20.  Véclavkaobecna X 6, 13, 26, 62
21. Holubinka travozelena X X 14,26
22. Holubinka namodrala X 26, 54
24. Ryzec syrovinka X 26
25, Pychavka obecna X X 6, 25, 54
V. Obvyklé obsahy kovil v plodnicich hub a kumulujici rody a druhy
Kov Obsah [mg/kg sus.] Kumulujici rody a druhy Literatura
Beryllium <0,05-0, 5 49
Chrom 0,1-1,2 Zampiony, bedla vysoka 25,27,29
Kobalt <0,1-3 Zampion ovéi 25,27,29
Mangan 5-60 Zampiony 12, 14, 25, 27, 29, 61
Med 10-70 #ampiony, bedla vysoka, bedla &ervenajici 1, 12, 14, 25,27, 29
Nikl 0,4-2 lakovka ametystova 59, 61, 62
Thalium <0,25 1,25, 27,29,48
Zinek 30-180 Zampiony, pychavka obecna 1, 12, 14, 25, 27, 29, 59, 61, 62
Zelezo 30-150 hfib strakos, klouzek obecny 12, 14, 27,29

Obsah kadmia v péstované hlivé ustiicné je asi deseti-
nasobny neZ v zampionu dvouvytrusém [22].

Zmény obsahu kovii pfi konzervaci a kuchyiiskych
upravich hub

Udaje o ibytcich kovii pfi konzervaci a zejména pfi ku-
chyiiském zpracovani hub prakticky chybéji. Pfi blansiro-
vani plodnic Zampionu dvouvytrusého pii 95-100 °C po
dobu 15 minut pfedstavovaly Gbytky manganu 45 %, Zele-
za 35 %, zinku 23 %, ale médi jen 4 %. Ubytky $kodlivych
kovi viak zjiifovany nebyly [7]. Srovnatelné Gibytky jsou
uvadény i pfi pétiminutovém varu [24].
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Zavér

Nekteré druhy volné rostoucich jedlych hub, zejména
z rodli Zampion, bedla a Eirivka, kumuluji i v oblastech
s nizkym a mimym zne&isténim prostiedi tézkymi kovy vy-
soké obsahy kadmia a rtuti. Situace se vyrazné zhorSuje
v siln& kontaminovanych lokalitdch, kde mohou byt navic
i vysoké obsahy olova.

Dosud chybé&ji poznatky o piipadném poklesu obsahu
téchto kovil béhem konzervace a kuchyiiskych uprav hub.
Midlo se vi o chemickych formach kadmia a rtuti v hou-
bach, o jejich pfeménach a mife absorpce v trévicim traktu
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¢lové&ka. Dosavadni poznatky viak svédéi o uréitych rizi-
kach, ktera predstavuji druhy hub s vysokymi obsahy kad-
mia. Spotieba téchto druhti by proto méla byt omezena
u té &asti populace, kterd houby konzumuje v mimofad-
nych mnozstvich. Péstované druhy hub, zejména Zampion
dvouvytrusy, obsahuji $kodlivych kovi jen velmi mélo.
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re legends of graphical documentation should be provi-
ded with manuscript, indicating the used editor program.

Manuscript should consist of the following sections: Title
page, Abstract, Keywords, an instruction, Materials and
Methods, Results, Discussion, References, Tables, Le-
gends to figures.

The Title page must contain a informative title, complete
name(s) of the author(s), the name(s) and address(es) of the
institution(s) where the work was done, and the telephone,
fax and e-mail numbers of the corresponding author.

The Abstract shall not exceed 120 words. It should sta-
te in short and concise form what was done and how, and
should contain basic numerical and statistical data from
the results. Keywords follow the abstract; they are ran-
ked from general to speciafic terms, and are written in
lower case letters and separated by semicolons.

The introduction (without a subtitle) should concist of a
short review of literature relevant and important for the
study. The reason(s) for the work may be included.

In Materials and Methods, the description of expe-
rimental procedures should be sufficient to allow repli-
cation. Abbreviations can be used if necessary; first use
of an abbreviation should be just after its complete name
or description. The International System of Units (SI)
and their abbreviations should be used.

Results should be presented clear and concise.

The Discussion should interprete the results, without un-
necessary repetition. Sometimes it is possible or advanta-
geous to combine Results and Discussion in one section.

If Acknowledgments are needed, they are next.

References in the text to citations consist of author’s name
and year of publication. If there are more than two au-
thors, only the first is named, followed by the phrase ’et
al.". The list of References should include only publications
quoted in the text. These should be in alphabetical order
under the first author’s name, citing all authors, year (in
brackets), full title of the article, abbreviation of the perio-
dical, volume number, first and last page numbers.

Tables and Figures shall be enclosed separately. Tables
are numberd in Roman, Figures in Arabic numerals. Each
of them must be referred to in the text. Figures should be
restricted to material essential for documentation and un-
derstanding of the text. Duplicated documentation of data
in both tables and figures is not acceptable. All illustrati-
ve material must be of publishing quality. Both line
drawing and photographs are referred to as figures. They
cannot be redrawn by publisher. Photographs should have
high contrast. Each figure should be accompanied by a
concise, descriptive legend.

Reprint: Thirty (30) reprint of each paper are supplied
free of charge.

POKYNY PRO AUTORY

Autor je plné odpovédny za plivodnost prace a za jeji
vécnou i formalni spravnost. O uvefejnéni prace rozho-
duje redakeni rada se zietelem k lektorskym posudkiim,
védeckému vyznamu a piinosu i kvalité prace.

Rukopis (text, tabulky, literatura, abstrakt a zavér) musi
byt psany s dvojitymi mezerami mezi fadky na papiru
formatu A4. K rukopisu je vhodné piilozit disketu s tex-
tem préce, popf. grafickou dokumentaci pofizenou na PC
s uvedenim pouzitého programu.

Védecké prace musi mit toto Elenéni: titulni strana,
abstrakt a kliova slova, kratky piehled literatury (bez
nadpisu vod), material a metody, vysledky, diskuse, li-
teratura, tabulky a obrazky véetn& popisi.

Titulni strana musi obsahovat nazev prace, plné jméno
autorl, nazev a adresu instituce, kde byla prace délana,
akademické, védecké a pedagogické tituly, ¢islo telefonu
a faxu a e-mail adresu kontaktniho autora.

Souhrn musi vyjadfit vdechno podstatné, co je obsaze-
no ve védecké praci, mé obsahovat zakladni ¢iselné uida-
je véetné statistickych hodnot. Nema piekrocit 120 slov.
Kli¢ova slova (KEY words, index terms) se pfipojuji po
vynechani fadku pod souhm. Radi se smérem od obec-
néjSich vyrazi ke konkrétnim; zacinaji malym pismenem
a oddé€luji se stfednikem.

Materiil a metody: Model pokusu musi byt popsén po-
drobné a vystizné. Popis metod by mél umoznit, aby kdo-
koli z odborniki mohl praci opakovat. Metody se popisuji
pouze tehdy, jsou-li plivodni. Zkratky jsou pouzivany jen
pokud je to nutné; prvni pouziti zkratky musi byt uvede-
no Gplnym popisem nebo vysvétlenim. V nazvu prace
a v souhrnu je vhodné zkratky nepouzivat. Pouzivané mé-
rové jednotky musi odpovidat soustavé mérovych jedno-
tek SIL.

Vysledky: Doporuduje se nepouzivat k vyjadfeni kvan-
titativnich hodnot tabulek a dat prednost grafim, anebo
tabulky shrnout v statistickém hodnoceni naméfenych
hodnot. Tato ¢ast prace by neméla obsahovat teoretické
zavéry ani dedukce, ale pouze faktické nalezy.

Diskuse obsahuje zhodnoceni prace. Je pfipustné spo-
jeni s predchozi kapitolou (Vysledky a diskuse).

Literatura: Odkazy na literaturu v textu se provadgji
uvedenim jména autora a roku vydani publikace. Pfi vét-
$im poctu autorti se v textu uvadi prvni z nich a za jméno
se doplni zkratka ,.et al.“. V €asti Literatura se uvadgji
jen prace citované v textu. Citace se fadi abecedné podle
jména prvniho autora: pfijmeni (verzalkami), zkratka jmé-
na, rok vydani (v zavorce), plny nézev prace, (fedni zkrat-
ka Casopisu, ro¢nik, prvni-posledni stranka; u knih je
uvedeno misto vydani a vydavatel.

Tabulky a obrédzky: Tabulky, obrazky a fotografie se
dodavaji zv143t’ a vSechny musi byt citovany v praci. Ak-
ceptovany budou jen obrazky, které jsou nezbytné pro
dokumentaci vysledki a umoziuji pochopeni textu. Neni
piipustné dokumentovat vysledky jak v tabulkéch, tak na
grafech. V3echny ilustrativni materialy musi mit kvalitu
vhodnou pro tisk. Fotografie i grafy jsou v textu uvadény
jako obrazky a musi byt pribé&zné &islovany. Kazdy obra-
zek musi mit struny a vystizny popis.

Separaty: Autor obdrzi zdarma 30 separatnich vytiskl
prace.



CZECH JOURNAL OF FOOD SCIENCES

Volume 16, No. 3 June 1998
CONTENTS
Cizkova H, Voldtich M, Dobi4¥ J.: Determination of residual acetaldehyde in polyethylene
terephthalate bottles by solid phase miCTOEXtraCtion ... 81
Gottvaldova M., Pro¥kovéa A, Kulera J.: Specificity of the action of hydrophobically
substituted lysozyme against Gram-negative bacteria ... 85

Jenikovad G, Mackov4d M, Pazlarovéd J, Demnerové K.:Occurrence and detection
of nitrate reductase in food samples (in CZeCh) ... 89

Korefiovskd M, Zau3kova P, Hal4dsov4 G.: Observation of selected elements in a model process
of starch production from amaranth (in SIOVAK) ..........cccooceimiiiiiiinici s

Patodka K, Blahovec J.: Breaking of fried potato chips during storage (in Czech)
Béarta I, Smer4ak P, Sedmikova M, Turek B, Kovéd&ova E, Bartova J.: Genotoxic effects

of selected mycotoXins (I CZECH) ......eueuireeirieieiieicicicie et s e 103
REVIEW
Kala& P, Svoboda L.: Heavy metals in edible mushrooms (in Czech) .........cccocevveviriirirniiinnnninensnnesssesensennns 110

OBSAH

Cizkova H, Voldfich M, Dobi4 J.: Stanoveni zbytkového acetaldehydu v PET lahvich metodou

mikroextrakce na tuhé fAzZi (SPME) .........c.cvriieiiiirinincineniisee e ess e s ss b be e ssss b sss s ebese s b s e e stsseseasenssnenes 81
Gottvaldovd M, ProSkovéd A, Kuéera J.: Specificita pisobeni hydrofobn& substituovaného

lyzozymu proti gramnegativiim BAKLETIIM ... .....ovvvrereririnieiieeeisssss e s ese bbb e bese e besebebessnnensene 85
Jenikova G, Mackova M, Pazlarovéa J, Demnerové K.: Vyskyta detekce nitrdtreduktasy

V pOtravInATSkyCh VZOTCICR suuuucisssrmvsaonssonsssssssts ssresssbess domiumass s (o v s o m oS A ANy s AR s s 89

Korefiovskd M., Zaus§kova P, Haldsov4 G.: Sledovanie vybranych prvkov v modelovom procese
VYrOb Y BKTObU Z ATIATEIIIUL svusvivisnmvsiimin s e s i s dreivaved

Patocka K, Blahovec J.: Odrol smaZenych bramborovych lupinkli v prib&hu skladovani
Barta I, Smerdk P, Sedmikov4 M, Turek B, Kov4a&ova E, Bartova J.: Mutagenni ti¢inky

R L) Tt 111100 1L T 103
REVIEW
Kalag P, Svoboda L.: TéZké kovy v jedlych houbACh ..........ccucueiiiiiiiieccccec e 110

Védecky ¢asopis CZECH JOURNAL OF FOOD SCIENCES (Potravinafské védy) @ Vydava Ceskéa akademie zemédélskych véd
— Ustav zemé&d&lskych a potravinafskych informaci . Redakce: Slezské' 7, 120 56 Praha 2, tel.: 02/25 10 98, 02/24 25 79 39 1. 203,
fax: 02/24 25 39 38, e-mail: editor@login.cz @ Tisk: UZPI Praha @ © Ustav zemédé&lskych apotravinafskych informaci, Praha 1998

Rozsifuje Ustav zem&délskych a potravinatskych informaci, referat odbytu, Slezsk4 7, 120 56 Praha 2


mailto:editor@login.cz

